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AMILOID PROTEINININ TAYINI ICIN DUYARLI IMMUNOASSAY
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Tez Danmismant: Dog¢. Dr. Derya KOYUNCU ZEYBEK

OZET

Bu tez calismasinin amaci, ndrodejeneratif bir hastalik olan Alzheimer tayininde
biyomarker olarak kullanilan amiloid B (1-42) proteini i¢in yeni bir zaman gecikmeli
immiinoasssay (TR-FIA) yontemi gelistirilmesidir. Bunun i¢in, ilk olarak, ticari olarak
temin edilen 3,4bis [4(4,4,5,5,6,6,6 heptaflorolo,3dioksoheksil)
fenil]benzensiilfonilklorir (BHHCT) ve sentezi yapilan 10,10°-(4,4,5,56,6,7,7-
oktafloro-3,8-dioksodekanediol) bis (antrasin-9-siilfonil kloriir) (SD1) ligantlari
kullanilarak floresans etiketler olusturuldu. Uygun immiinoassay prosediirii olusturuldu
ve cesitli deney parametreleri optimize edildi. Caligmanin ikinci kisminda optimum
veriler 1s18inda, hazirlanan etiketler kullanilarak, amiloid B (1-42) proteinine ait
kalibrasyon c¢aligmalart mikro plate floresans okuyucuda Zaman Gecikmeli
Floroimmiinoassay (TR-FIA) teknigi yapildi. Amiloid B (1-42) biyomolekiilii igin
dogrusal caligma araligi, BHHCT etiketi kullanilarak 0,5-10000 pg/mL olarak, SD1
etiketi kullanilarak 0,5-4000 pg/mL olarak belirlendi. Son olarak olusturulan assayin
analitik uygulanabilirligi, sentetik serum numunelerine amiloid B (1-42) proteini ilave
edilerek arastirildi ve % geri kazanim degerleri hesaplanda.

Anahtar Kelimeler: Amiloid B (1-42), Eu(lll) Kompleks, Floresans etiketler, Immiinoassay,
Zaman Gecikmeli Floro Immiinoassay (TR-FIA)
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SUMMARY

The aim of this thesis is to develop a new time delay immunoassay (TR-FIA)
method for amyloid  (1-42) protein used as biomarker in the determination of
Alzheimer's disease which is a neurodegenerative disease. For this, firstly,
commercially available 3,4bis [4 (4,4,5,5,6,6,6heptafluoro, 3dioxohexyl) phenyl]
benzenesulfonylchloride (BHHCT) and synthesized 10,10 '- (4,4 Fluorescence labels
were generated using 5,56,6,7,7-octafluoro-3,8-dioxodecanediol) bis (anthracine-9-
sulfonyl chloride) (SD1) ligands. The appropriate immunoassay procedure was
established and various experimental parameters were optimized. In the second part of
the study, in the light of optimum data, calibration studies of amyloid B (1-42) protein
were prepared by using labels prepared TR-FIA technique in Micro Plate Fluorescence
Reader. The linear working range for the amyloid B (1-42) biomolecule was 0.5-10000
pg / mL for BHHCT and 0.5-4000 pg / mL for SD1 labels. Finally, when using assay
analysis, synthetic serum samples were calculated for examining amyloid B (1-42)

protein and % recovery.

Keywords: Amyloid B (1-42), Eu (Il) Complex, Fluorescence labels, Immunoassay, Time
Resolved Fluoro Immunoassay (TR-FIA)
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1. GIRIS

Bir demans tiirii olarak bilinen Alzheimer hastaligi (AH), merkezi sinir sisteminin
cesitli kisimlarinda néron ve sinaps kayiplari nedeni ile ortaya ¢ikan; bilissel islevlerde azalma,
0z bakim yetersizlikleri, ¢esitli ndropsikiyatrik ve davranigsal bozukluklar ile karakterize edilen
bir hastaliktir (Lleo vd., 2006). AH ile iliskili baslica lezyonlar senil plaklar ve norofibriler
yumaklardir. Senil plaklarin ana bileseni Amiloid B (AB) proteinidir. AB, dnciil bir protein olan
amiloid prokiirsor protein (APP)’in ¢esitli enzimlerle parcalanmasiyla olusan bir metabolizma
irliiniidiir. Bir diger lezyon, noérofibriler yumak ise aktif kinazlarin tau proteinin
hiperfosforilasyonlanmasiyla olusur ve hiicresel fonksiyonlara zarar vermektedir (Yiannopoulou

ve Papageorgiou, 2013).

AH diinya ¢apinda 6nemli bir halk sagligi problemidir. AH yavas yavas hafiza kayb,
anormal beyin sinirleri olusumu ve bilissel gerileme gibi belirtilerle karakterize olmustur.
Amiloid B, AH’nin saptanmasi, erken taranmasi ve teshisi igin gilivenilir molekiiler
biyobelirteglerden biri olarak kullanilabilecegi diistintilmiistir (Ke vd., 2018). Alzheimer
hastaliginda serumda veya plazmada algilanan amiloid 8, 6liim sonras1 histokimyasal analizden
ziyade Alzheimer hastaliginin olasi bir potansiyelinde teshis edilebilirligi gosterilmistir (Diba
vd., 2017).

Alzheimer’da tan1 amagh kullanilabilen amiloid B proteininin tayininin yapilmasi s6z
konusu hastaligin erken tamisinda ve sonrasinda tedavi siirecinin yonetilmesinde Onemli
olmaktadir. Insan ve deney hayvanlarinin beyinlerindeki, amiloid P peptitlerinin tayini igin
Enzim Bagli immiinosorbent Assay (ELISA) ve kiitle spekroskopisi en ok kullanilan
yontemlerdir. Diger pek cok tiir i¢cin de yeni kiitle spektrometrisi teknikleri de gelistirilmistir.
Ancak bu yontemler pahali ve zaman alicidir (Xing ve Xia, 2015). Bunun yaninda, yontemlerin
uygulanabilmesi i¢in uzmanlagmis kullanicilar gerekmekte ve bu yontemler hasta basi analizler
icin uygun goriilmemektedir. Antikor-antijen arasindaki spesifik etkilesime dayali olarak
gerceklesen ELISA ve diger immiinoassay yontemleri ise nispeten daha duyarli ve kolay analiz
imkanlar1 sunmaktadir. Bu sebepten immiinoassay yontemleri pek cok proteinin tayini i¢in

diger yontemlere iyi bir alternatif olusturmaktadir (Darwish, 2006).

Immiinoanalitik teknikler, antijen-antikor etkilesmesine dayanan tayin yontemleridir.
Immiinoanalitik teknikler immunoassay ve immiinosensér olarak ikiye ayrilmaktadir.
Immiinoassay c¢alismalari, hastaliklarin tanist igin klinik laboratuvarlarda, terapotik ilag

analizleri, ila¢ tasarimu ve ilag endiistrisindeki farmokinetik ve biyoesdegerlik ¢alismalari, ¢evre



analizleri, arastirma laboratuvarlar1 veya sanayi laboratuvarlarinda tayini istenilen tiiriin

6l¢timiinde kullanilirlar (Law, 1996).

Immiinoassaylerdeki 6lgiim sistemi, herhangi bir immiinoanalitik reaktife (analit ya da
antikor) baglanabilen, immiinolojik 6zelliklerini kaybetmeden ve hizl bir sekilde tayin edilebilir
bir etiket kullanilmast gerekir. Kullanildigr etiket tipine gore isimlendirilirler. Eu(ll)
komplekslerinin etiket olarak kullanildigi Zaman Gecikmeli Floroimmiinoassay (TR-FIA)
yontemi, floresans yoOnteminin yiiksek seciciligini ve zemin floresansi Onleyebilmesi gibi
avantajlarindan dolayi, bu giine kadar pek ¢ok proteinin tayini i¢in, tercih edilmistir. Yapilan
literatiir arastirmalar1 1s18inda, amiloid B proteinin tayininde Eu(IIl) komplekslerinin etiket

olarak kullanildig1 ¢aligmalara rastlanmamigtir

Bu c¢alismada; diinya ¢apinda onemli bir noérodejenaratif hastalik olan Alzheimer
hastahginin tani1 ve tedavisinde fizyolojik bir belirte¢ olan amiloid  proteininin tayini igin

Zaman Gecikmeli Floroimmiinoassay (TR-FIA) yontemi gelistirilmesi amaglanmaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Alzheimer Hastahgi ve Tarihgesi

AH, 1907 yilinda tanimlanan, yaslanmayla birlikte giderek yayginlagan kronik
norodejeneratif bir hastaliktir. Hastalik, beyinde plak ya da yumak olusturmak tizere proteinlerin
birikimiyle karakterize edilir (De Paula vd., 2012). Bilissel islevlerde azalma, 6z bakim

yetersizlikleri, ¢esitli noropsikiyatrik ve davranigsal bozukluklar ile seyreder(Lleo vd. , 2006)

AH adin1 hastaligi ilk kez tanimlayan Alman Doktor Alois Alzheimer’dan almustir. Dr.
Alzheimer, ilerleyen biligsel bozukluklar, odaklanma problemleri, haliisinasyonlar, psikososyal
yetersizlik ve unutkanlik gibi durumlarla karsi karsiya olan, Agusta Deter isimli hastanin
davranislarim1  beyinsel yapiyla iliskilendirmek icin c¢aligmalar yapmistir. Hastanin
nekropsisinden sonra beyinde plaklarin nérofibriler yumaklarin, arteriosiklorotik degisikliklerin
ve serebral kortekste belirgin bir hiicre kaybinin (atrofi) varhigmi gostermistir (Maurer vd.,
1997). Doktor Alzheimer’in meslektasi olan Dr. Emil Kraepelin 1910 yilinda yayimlanan bir tip

kitabinda Alzheimer adini1 vermistir.

AH, demansin (bunama) en bilinen formudur. Demans genel olarak hafizanin ve giinliik
yasamu ciddi bir sekilde etkileyen biligsel yeteneklerin kaybi i¢in kullanilan bir terimdir.
Demans ile sonuglanan pek cok hastalik tanimlanmasina ragmen Alzheimer tiim demans
vakalar1 icerisinde en fazla orana (%60-80) sahip hastaliktir (https://www.alz.org/

national/documents/brochure_basicsofalz_low.pdf).

Alzheimer hastaliginda ii¢ ayr1 evre goriiliir:



*Basit hafiza kayb1 goriiliir.

*Belirtiler: Ogrenme giicliigii, yeni bilgilerin ve isimlerin hatirlanmamasi,
esyalarin yalnis yerlere konulmasi

) *Uzun dénemli hafiza kayb1 goriilmemektedir.
Hafif Evre *Norolojik fonsiyonlar normaldir.
(2-4 yi) *Beyin goriintiileri normaldir

*Giderek artan sekilde bakima bagimli bir hale gelirler.

*Belirtiler: Hatiralarin silinmesi, kafa karigikligi, 6z bakim ve giinliik
gorevlerde zorluklarin artmasi, karar verme yetisinin azalmasi , konugma
giicliikleri ve iletisim kurmada giicliikler, davranigsal degisiklikleri

Orta Evre (sinirlilik, ansiyete, mutsuzluk, huzursuzluk)
(2-10 y1l) *Manyetik rezonans ile beyin goriintiilerinde hiicre kayb1 goriilmeye baslar
~\

*Beyin atrofiden dolay1 kii¢iilmiistiir.

*Belirtiler: Tamamen yetersizlesme, kisa climlelerle konugma hatta
konusmama ve kelimelerin tekrar edilmesi, yemek yemeyi hatirlayamama,

Geg Evre aile tiyelerini bile tantyamama, viicut fonksiyonlarin kaybi, saldirganlik
(1-3 y1) )

Alzheimer hastasi bireylerin oliimiinden sonra ndropatolojik incelemeler sonunda
beyinde biiyiik hiicre kaybi (atrofi) goriilmiistiir. Makroskopik incelemeler 1s181nda, beyindeki
girintilerinde (sulkus) genisleme, ¢ikintilarinda (girus) kiiclilme ve atrofiye bagl olarak

ventrikiil genislemesi goriilmektedir (Muselum, 2000).
2.1.1. Alzheimer hastahi@im etkileyen faktorler

Alzheimer hastalidina, ¢esitli proteinlerin, hiicre dis1 senil plak ve hiicre i¢i norofibriler
yumak olusturmak {izere birikmesiyle, norolojik dejenerasyona yol agan patolojiler yol agar
(Kim vd., 2015). Bunun yani sira, hastaligin gelisiminde, etkili olan bir¢ok faktor oldugu

bilinmektedir.

olarak Onerilmistir. Her ne kadar kesin norotoksik mekanizma tartigmali kalsa da, genetik,

biyokimyasal, molekiiler biyolojik ve patolojik kanitlar giiclii bir sekilde amiloid hipotezini



desteklemekte ve AB' nin asir1 birikiminin, AH'de nérofibriler yumaklar, nérodejenerasyon ve

noroenflamasyona yol agan birincil patolojik olay oldugunu ortaya koymaktadir (Wang, 2018).

Alzheimer hastalig1 goriilme siklig1 yasa bagl olarak artar. Hastalik, baslangic yasi
temel alinarak, erken baslangich ve ge¢ baslangigli AH olmak iizere iki alt gruba ayrilir (Bekris
vd., 2010). Hastaligin goriilme sikligi 60 yasindan 6nce nadirken, 85 yas ve tizerindeki yaslarda
yaklagik %350 artmaktadir (Yavuz, 2008). AH' nin 2050 yili itibariyle, diinya genelinde, 85
kisiden 1" ini etkileyecegi tahmin edilmektedir (Liu vd., 2014).

Otozomal dominant ailevi AH ile lic gen (Amiloid B protein prekiirsorii, APP;
presenilin-1, PS1 ve presenilin-2, PS2) ve bir genetik risk faktorii (APOEe4 alel) ile
iliskilendirilmistir (Bekris vd., 2010). Bunun yaninda tau proteinin kodlayan gen mutasyonlari
da hastaliga yol agmaktadir. Geg baslangicli AH i¢cin APOE-¢4’iin ¢ok ciddi bir risk faktorii
oldugu bilinmektedir. Geg¢ baslangichi AH sikliginin, genetik ve ¢evresel risk faktorleri

arasindaki etkilesim nedeniyle arttig1 diistintilmektedir.
AH i¢in risk faktorleri siralanirsa,

e Kadin hastalarin sayisinin erkek hastalardan %10 daha fazla oldugu rapor edilmistir
(Kawas vd., 2000).

e Uzun siireli alkol kullanimi Alzheimer hastakligini tetikler (Tyas, 2001).

e Down sendromlu erigkin bireylerde risk artmaktadir (Lott ve Head, 2005).

e Ailesel Alzheimer hikayesi diger kisilere gore artmus risk demektir (Brien ve Ballard,
2001).

e Egitim seviyesinin diisiik olmas1 hastalik riskini artirmaktadir (Teri vd., 1990).
2.1.2. Alzheimer’n néropatolojisi

Alzheimer hastaligi ile iliskili baslica lezyonlar, noérofibriler yumaklar ve senil
plaklardir. Norofibriler yumaklar, belirli ndronlarin sitoplazmasi iginde anormal fosforillenmis
tau proteinlerinin birikimlerinden olusur. Senil plaklar ise, anormal bir sekilde noronal
siireglerle ¢evrelenen, amiloid § peptitinden olusan merkezi bir ¢ekirdekten ibarettir. Alzheimer
vakalarinda baska noropatolojik lezyonlara da rastlanir, ancak hastalik bu iki lezyon ile

tanimlanir ve taninir (Swerdlow, 2007).

Diger s6z konusu lezyonlar, graniilovakuolar dejenerasyon ve eozinofilik gubuk benzeri

cisimler (Hirano cisimleri) gibi ¢ok iyi anlasilmayan degisiklikleri igerir. Bunlarin yaninda



sinaptik bilesenlerin kaybinin, bilissel islev {izerinde belirgin bir etkisi vardir ve baska bir

onemli morfolojik degisikligi temsil eder (Perl, 2010).

Norofibriler yumaklar

Alzheimer hastaliginda, piramidal néronlarin perikaryal sitoplazmasinda anormal fibrz
inkliizyonlarin varligi belirlendikten sonra bu inkliizyonlara norofibriler yumaklar adi verildi
(Cummings, 2004). Norofibriler yumaklar, yapisal olarak, 10 nm c¢apinda giftler halinde
bulunan anormal fibrillerden olusur ve sarmal bir sekilde diizenli araliklarla sarilir. Bu yapilar
genellikle cift sarmal fibriller olarak adlandirilir. Norofibriler yumaklarin birincil bileseni
mikrotiibiil ile iligkili tau proteinidir. Tau molekiilli, lizerindeki ¢ok spesifik bolgelere fosfat
gruplarinin baglanmasi ile anormal sekilde fosforile edilir. Hiperfosforilize tau proteini
mikrotiibiillere baglanamaz ve ¢dziinemeyen fibrillere doniisiir. Norofibriler yumaklarla iligkili
ubiquitin, kolinesteraz ve amiloid B gibi pek ¢ok protein daha mevcuttr. Ancak, tau bu yapilarin
kritik bileseni olarak kabul edilir. Bu yumaklarin yayginligi ve dagilimi, hem hastaligin derecesi
ve hem de hastalik siiresi ile iligkilidir. Bu anormallikler beynin isleyis kapasitesi iizerinde
dogrudan bir etkiye sahiptir. Fibriler yumaklar, hiicre iskeletinin biitiinliigiinii bozar, aksonal
taginmay1 engeller, norolojik islevlerde bozukluklara neden olur ve néron kaybina yol agar
(Arciniegas, 2001). Her ne kadar norofibriler yumaklar, Alzheimer hastaliginin baslica bir
histopatolojik 6zelligi olarak kabul edilmekle birlikte, bu ndropatolojik lezyonun diger bir¢cok
hastalik durumuyla iligkili olarak da goriilebilecegi akilda tutulmalidir (Perl, 2010). Niemann-
Pick hastaligi, Progresif Supraniikleer Palsi (PSP), Parkinson-demans gibi ndrodejeneratif
hastaliklar 6rnek olarak verilebilir. Ancak Alzheimer hastaligi disinda diger noérodejeneratif
hastaliklarda amiloid B birikimi goriilmez (Ozansoy ve Bapak, 2007). Sekil 2.1” de norofibril

yumak olusumu ve bunun sonucunda beyinde olusan degisiklik sematize edilmistir.



Alzheimer Hastas:
Bevni
Sekil 2.1. Norofibriler yumak olusumu (Barron vd., 2017).
Senil plak

Alzheimer hastaligindan karsilasilan diger temel patolojik lezyon, senil veya ndritik
plaktir. Senil plaklar, amiloid  ad1 verilen 4-kD'lik bir proteinin, B-tabakali konfigiirasyonunda
merkezi bir ¢ekirdek olusturacak sekilde birikimliyle meydana gelen kompleks yapilardir.
Alzheimer hastaligi vakalari ayrica gesitli amiloid B plak formlari da igerebilir. Senil veya
noritik plak, radyal tarzda diizenlenmis amiloid B proteinden olusmus merkezi bir ¢ekirdege
sahiptir ve noritlerin anormal sekilde bu merkezi ¢ekirdegi ¢evrelemesi ile olusmustir. Amiloid
B proteini daha biiyiik bir transmembran glikoproteinin olan Amiloid 6ncii proteinden(APP)
iiretilir. Oncii proteinin, amiloid kismi, 4-kD segmentinin amino ve karboksil terminallerini
kesen iki sekretaz enzimin etkisiyle olusturulur. Protein daha sonra salinir ve beyin dokularinda
birikir. Senil plaklarin merkezi ¢ekirdeklerinde ayrica, heparan stilfat, apolipoprotein E, alfa-1-
antikimotripsin proteinleride bulunur(De Paula vd. , 2012; Harris, 2012).

Senil amiloid plaklar (néritik plaklar) hiicre disinda bulunur ve 21. kromozomda
kodlanan APP’ nin ¢esitli enzimlerle par¢alanmasiyla 40-42 aminoasitlik amiloid B peptiti

olusturur. Senil plaklarin ana bileseni AB’dir. Amiloid B birikimi sonucu hiicreler arasi iletigim



bozulmakta, hiicre 6limii artmakta ve sonugta doku islev goremez hale gelmektedir. Senil
plaklar sekil ve boyut olarak farklilik gosterebilir ortalama olarak boyutlar1 50 mikrondur.
Amiloid B seviyelerini artiran sebep ise 21.kromozomda yer alan APP ve 1. kromozomda yer
alan Presenilin 2 (PS2) genlerinin mutasyonudur. Mutasyon sonucunda amiloid B peptit
seviyeleri artmaktadir. Amiloid peptitidinin farkli izoformlar1 mevcuttur fakat Amiloid  (1-42)
toplanarak yumak olusumuna egilimlidir bu nedenle senil plaklarda amyloid B baskin olarak
goriiliir (lwatsubo vd., 1994; Naslund vd., 2000; Gong vd., 2003; Cummings, 2004,
Georganopoulou vd., 2005)

2.2. Amiloid p

Senil plaklar temel bileseni olan Amiloid B peptiti 21. kromozomdan kodlanan amiloid
Oncii proteininin enzimatik olarak kesilmesiyle olusturulur. APP kisa omiirliidiir ve translasyon
sonrasi amiloidojenik olan ve olmayan olmak ftzere iki sekilde islenir. (Sekil 2.2.)
Amiloidojenik olmayan yolda a-sekretaz B amiloid bolgesi iginden peptiti keser. Bu durumda
amiloid B fragmentleri olusmaz ve sonrasinda y-sekretaz enzimi bir P3 fragmenti olusturmak
tizere kalan peptiti keser. Amiloidojenik yolda ise, [-Sekretaz Amiloid [ bolgesinin N-
terminalinden keserek amiloid prokiirsér protein fragmentleri SAPPB  peptiti olusturur. vy
sekretaz ise kalan peptiti amiloid B olusturmak tizere keser. Olusan amiloid P peptitleri fibriler

yapida kivrilarak plak yapilarini olusturur (Hardy ve Higgins, 1992; Davinelli vd., 2011).

Amiloid Plaklan

SAPPa sLPPR
APP A
p3 {
y-sekretaz [lamll] u a-sekretaz B-sekreta zm Bl v-sckretaz Hicre Digi
*e

Hiicre igi

C83

” c99

Amiloidojenik Olmayan Yol Amiloidojenik Yol

Sekil 2.2. Amiloid prekiirsor protein islenmesi.



Amiloid B proteini, 40—42 amino asitten olusan bir proteindir. Amiloid B’nin yaklagik
olarak %90’1 amiloid p (1-40) olmakla birlikte amiloid birikiminin ana bileseni amiloid B (1-
42)’dir. Hiicrelerde biriken norotoksik amiloid B peptidi mitokondriyal ve sinaptik hasara yol
acarak hiicresel fonksiyonlara zarar vermektedir (Yiannopoulou ve Papageorgiou, 2013). Bu
sebepten amiloid B proteinin tayinin yapilmasi, s6z konusu hastaligin erken tamisinda ve

sonrasinda tedavi siirecinin yonetilmesinde 6nemli olmaktadir.

Insan Amiloid B’s1, monomerler, dimerler, trimerler, tetramerler, gibi farkli formlarda
bulunabilmektedir. AH’larinda yapilan bazi patolojik ¢aligmalarinda amiloid plaklar hastaligin
tanisinda baslica bulgulardir ve amiloid  birikiminin hastalig1 baglattig1 diistiniilmektedir. Bu
hipotez “amiloid kaskad hipotezi” olarak tanimlanir (Hardy ve Higgins, 1992; Haass ve Selkoe,
2007). Amiloid plaklarin kendisinden ¢ok, monomerlerinin ya da oligomerlerinin hastalik

patogenezinde rol oynadig: diisiintilmektedir. Sekil.2.3 de amiloid kaskat hipotezi verilmistir.

APP/PS1/PS2 CEVRESEL FAKTORLER GENETIK VARYASYONLAR
\A‘UTASYON / Apo E
AB URUNU 1 AB URUNU ¥

o

_——~. AB MONOMER

\x‘\/ N ARTISI
\-\;‘\{' TN \\ l

\ Oligomerizasyon ve
Plak Olusumu

}

Sinaptik ve
Hiicresel Bozukluk

l

Hiicre
Oliimii

Sekil 2.3. Amiloid kaskad hipotezi.
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Amiloid B proteininin ndronlarin disinda birikmesi ve tau proteininin norénlar i¢inde
birikmesi, Alzheimer’la iliskili en 6nemli beyin degisikliklerinden ikisidir. Amiloid B plaklar
sinaps aras1 noron iliskilerini etkileyerek hiicre 6liimiine yol agabilir. Norofibriler yumaklar ise
noronlarin i¢indeki diger gerekli molekiillerin tasinmasini engeller. Bu etkiler sonucu beyinde

goriilen degisiklik, kii¢iilmedir (Spires-Jones ve Hyman, 2014).
2.2.1. Alzheimer tamisi ve amiloid p tayin yontemleri

Alzheimer hastaliginin klinik tanisindan hastada 6grenme ve hafiza bozuklugunun olup
olmadig bilissel islevlerde bozuklugun goriiliip goriilmedigi ve beyinde patolojik bir durumun
bulunup bulunmadigr degerlendirilir. Daha Onceleri Alzheimer’ m kesin tanisi i¢in beyin
otopsisi senil plaklarin ve ndrofibriler yumaklarin varligimi gostermek i¢in kullanilan bir yoldu.
Ancak daha sonra bunlarin goriintiilenmesi amaciyla pozitron emisyon tomografisi (PET),
bilgisayarli tomografi (BT), manyetik rezonans (MR) goriintiileme ya da tek foton emisyon
tomografi (SPECT) gibi ¢esitli gériintiileme yontemlerinden yararlanilmaktadir (Van Gool vd.,
1995; Mielke ve Heiss, 1998; Kantarci vd., 2000).

Alzheimer’da tan1 amach kullanilabilen amiloid B proteininin tayininin yapilmasi soz
konusu hastaligin erken tanisinda ve sonrasinda tedavi siirecinin yoOnetilmesinde Onemli
olmaktadir. Insan ve deney hayvanlarinin beyinlerindeki, amiloid P peptitlerinin tayini icin
ELISA ve kiitle spekroskopisi en ¢ok kullanilan yontemlerdir. Diger pek cok tiir i¢in de yeni
kiitle spektrometrisi teknikleri de gelistirilmistir. Ancak bu yontemler pahali ve zaman alicidir
(Xing ve Xia, 2015). Bunun yaninda, yontemlerin uygulanabilmesi i¢in uzmanlagmis
kullanicilar gerekmekte ve bu yontemler hasta basi analizler i¢in uygun goriilmemektedir.
Antikor-antijen arasindaki spesifik etkilesime dayali olarak gergeklestiren ELISA ve diger
immiinoassay yontemleri ise nispeten daha duyarli ve kolay analiz imkanlar1 sunmaktadir. Bu
sebepten immiinoassay yontemleri pek c¢ok proteinin tayini i¢in diger yontemlere iyi bir

alternatif olusturmaktadir (Darwish, 2006).

Alzheimer hastaliginda tan1 koymak zordur ¢iinkii hastalarin sikayetleri cok uzun zaman
icinde gelisir. Bu sebepten beyinde biriken amiloid B proteininin dogru bir sekilde belirlenmesi
Alzheimer hastaliginin erken tanisi i¢in ¢ok énemlidir. Amiloid B proteininin tayini i¢in 6nerilen
yontemler arasinda en spesifik 6l¢iim imkani sunanlar immunoassay temelli olan yontemlerdir.
Eu(lll) komplekslerinin etiket olarak kullanildigi Zaman Gecikmeli Floroimmiinoassay (TR-
FIA) yontemi, floresans yonteminin yiiksek seciciligini ve zemin floresansi onleyebilmesi gibi
avantajlarindan dolay1, bu giine kadar pek c¢ok proteinin tayini igin, tercih edilmistir. Yapilan

literatiir arastirmalar1 1s18inda, amiloid B proteinin tayininde Eu(Ill) komplekslerinin etiket
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olarak kullanildig1 calismalara rastlanmamustir. Etiket hazirlamak icin ilk olarak Eu(Ill) ile
kompleks olusturacak bir liganta ihtiya¢c duyulmaktadir. B-Diketonat esasli ligantlarin etiketleme

anlaminda floresansi artiran molekiiller oldugu bilinmektedir (Deng vd., 2010).
2.3. Immiinite

Immiin sistem, canli bir organizmanin “kendinden olan” ve “olmayan” arasinda ayrimi
yapmasini saglayan, hiicrelerden, dokulardan ve organlardan olusan bir mekanizmadir
(McComb vd., 2013). islevsel olarak, bir immiin sistem tepkisi iki kisma ayrilabilir: tanmima ve
yanitlama. Immiin sistem, yabanci patojenleri biiyiik bir dzgiilliik ile tanir, birbirinden ayirir ve
bunlari elimine eder. Ayrica, immiin sistem yabanci molekiiller ile viicudun kendi hiicreleri ve
proteinleri arasinda ayrim yapabilmektedir. Immiinite, “muafiyet” anlamma gelen Latince
“immunis” kelimesinden tiiretilmis bir kelimedir ve kisaca immiin sistem kapasitesi olarak

ifade edilebilir. immiinite, dogal ve kazanilmis immiinite olarak ikiye ayrilabilir.

Daha az spesifik olan, dogal ya da dogustan gelen immiinite, enfeksiyona karsi ilk
savunma hattin1 saglar. Dogustan gelen bagisikligin ¢ogu bileseni, enfeksiyonun baslangicindan
once mevcuttur ve belirli bir patojene 6zgii olmayan ancak sikca karsilasilan patojenlere 6zgii
molekiil siniflarini tantyan hiicresel ve molekiiler bilesenleri iceren bir sistemdir. Makrofajlar
ve notrofiller gibi fagositik hiicreler, deri gibi mekanik bariyerler ve konakgi tarafindan

sentezlenen cesitli antimikrobiyal bilesikler, dogustan gelen bagisiklikta 6nemli roller oynarlar.

Daha spesifik olan kazanilmis ya da uyarlanabilir bagisiklik, organizma i¢in antijenik
bir karsilagma olmadan otaya ¢ikmaz. Kazanilmig bagisiklik, belirli yabanci mikroorganizmalari
molekiilleri tanima ve segici olarak ortadan kaldirma kabiliyetine sahiptir. Kazanilmis immiinite
“hafiza ” ozelliginin yami sira yiiksek derecede 6zgiilliik ile yabanci molekiillere yanit verir.
Tipik olarak, bir antijene karsi o antijene maruz kaldiktan sonraki bes veya alt1 giin i¢inde

kazanilmig bir bagisiklik tepkisi olusturulur. Daha sonra aynmi antijene maruz kalma, bir hafiza

.....

antikor molekilleridir (Kindt, 2008).

Antijen, spesifik bir immiin sistem tepkisi olusturan ve spesifik bir antikorun veya 6zel
olarak duyarhlastirilmis T hiicrelerinin veya her ikisinin olusumunu tetikleyen, genellikle
protein yapida olan bir maddedir. Tiim antijenler spesifik lenfositler veya antikorlar tarafindan
taninmasina ragmen, sadece bazi antijenler lenfositleri aktive edebilir. immiin yanitlar1 uyaran
molekiillere immiinojenler denir. Epitop, lenfositler iizerindeki, antijene spesifik membran

reseptorlerine veya salgilanan antikorlara baglanan, immiinojenin (veya antijenin) immiinolojik
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acidan aktif bolgeleridir. Ayni zamanda antijenik determinantlar olarak da adlandirilir

(https://microbiologyinfo.com/antigen-properties-types-and-determinants-of-antigenicity/).
2.3.1. Antikor (Ab) ve yapisi

Bagisiklik tepkisinin ilk spesifik iirlinii olan antikorlar, kanin ya da plazmanin sivi
bileseninde ve hiicre dis1 sivilarda bulunur. Antikorlarin aracilik ettigi bagisiklik, hiimoral
(stvisal) bagisiklik olarak bilinmektedir. Kollar1 iki ayn1 antijen baglanma bdlgesi olusturan Y-
sekilli molekiillerdir (Sekil 2.4. (Kindt, 2008)). Antikorlar, B hiicresi zar1 tizerinde bulunan ve
plazma hiicreleri tarafindan salgilanan antijen baglayict bir proteindir. Antikorlar, kendi
substratlarin1 yapmak i¢in ozellikle ilgili antijene enzimlerden daha gii¢lii sekilde baglanirlar.
Antikorlar, immiin sistemde immiinoglobulin G (IgG) olarak tanimlanir ve antijenik maddelere
kars1 Uretilen ve onlarla spesifik etkilesim gosteren ¢ok islevli glikoproteinlerdir (Burton, 1985).
Antikorlarin, antijenlerine 6zgiilligii ve afinitesi, ¢esitli hastaliklar i¢in antikor temelli tedevi
yontemlerinin oniinii agmustir (Amit vd., 1986; Kindt, 2008; Chan ve Carter, 2010; Sliwkowski
ve Mellman, 2013). Bunun yaninda bu o&zelliklerinden, antikor temelli pek ¢ok tani/tayin
yontemleri de gelistirilmistir. Bu yontemler hem klinik hem de endiistriyel uygulama olanagi
bulmus ve pek ¢ok tiiriin (hastalik biyomarkerlari, ¢esitli kirleticiler, hormonlar vb.) tayini i¢in

giivenilir analizler sunmustur.

Degisken bolge

Hafif zin 5§
L
%)

%

.
0 ’"i
o |G
—55_

Sabit bdlge L] L

I
CO0~ COO~

Sekil 2.4. Antikor yapis1 (Kindt, 2008).
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Antikorlarin genel 6zellikleri asagida siralanmaktadir:

e Diger izotiplere benzer sekilde, IgG immiinoglobulin molekiilii, zincirler arasi disiilfiir
baglariyla birbirine baglanmis iki 6zdes (50 kDa, H) agir zincir ve iki 6zdes (25 kDa, L)

hafif zincirden olusan dort polipeptit zincirinden meydana gelir.

e Her agir ve hafif zincir, sabit (constant-C) ve degisken (variable-V) bolgelerden olusur.
Degisken bolgeler, antijenle baglanmadan sorumlu bdlgelerdir ve molekiiliin Fab
bolgesi olarak bilinirler. Her monomerde toplam iki adet antijen baglanma bolgesi

bulunur.

e Hafif ve agir zincirlerin bir ucunda NH., diger ucunda COOH molekiilleri bulunur. NH»
bulunan ucu amino, COOH bulunan ucu ise karboksi ug¢ olarak adlandirilir. Degisken

bolgeler (VL, VH) ise, molekuliin amino ucundaki bolgelerdir.

e Hafif (L) zincirler sadece tek bir V ve tek bir C bdlgesine sahiptirler, sirasiyla VL ve
CL olarak kodlanabilir. Agir zincirler, immunoglobiilin sinifina bagl olarak degiskenlik

gosterir. Tek bir degisken (VH) ve sabit (CH) bolgeye sahiptirler.

e Bir agir zincir ortalama 420 aminoasitten, bir hafif zincir ise ortalama olarak 210

aminoasitten olusur.

e Immunoglobiilinin Fc (Fc = crystallizable fragment) bodlgesi, karboksi ucundaki CH

bolgesidir (Kindt, 2008).

Serumda bes antikor immiinoglobiilin izotipi bulunmaktadir. A (alfa), D (delta), E
(epsilon), G (gama), M (mii) immiinoglobiilin igerdikleri agir zincir ile ayirt edilirler. Antikor
izotoplari, 6zgiillik ve avidite bakimindan farklilik gosterir (Schroeder ve Cavacini, 2010).
Bunlar arasindan immiinoglobiilin G (IgG), kanda ve hiicre dis1 sivida bulunan temel antikor
tipidir. Kan serumunun %?25’ini antikorlar ve bulunan antikorlarin %75 ini IgG olusturur
(Janeway, 2001; Vidarsson vd., 2014).
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Antikor izoformlari

IgA )

*IgA serumdaki toplam immiinoglobiilinin sadece %10-15'ini olusturur.
Anne siitl, tikiiriik, gézyast ve bronsiyal, genitoiiriner ve sindirim
yollarinin mukuslart gibi dig salgilarda baskin immiinoglobulin
sinifidir.
+Patojenler tarafindan kolonilesmeyi onler.
«Serumda, IgA genellikle monomer olarak bulunur, ancak dimer,
trimerler ve tetramer yapilarda goriilebilir.

J

D

IgD

+IgD serumdaki toplam immiinoglobiilinin yaklasik % 0.2'sini olusturur.
IgD, 1gM ile birlikte, olgun B hiicreleri tarafindan olusturulan baslica
immiinoglobiilindir.

+Omiirleri kisa olan antikorlardir.

*Tek baslarina aktif degildir, T hiicrelerinin yiizeyine yerleserek onlarin
antijenleri yakalamalarini saglarlar.

y

IgE )

*IgE antikorlari, saman nezlesi, astim, kurdesen ve anafilaktik sok
semptomlarindan sorumlu olan asir1 duyarlilik reaksiyonlarina aracilik
eder.

*Mononiikleer  hiicrelerin  ve  ozellikle  eozinofillerin  hiicre
membranlarina baglanir ve antijenik uyarim sonucunda bu hiicrelerin
aktive olmasini saglar.

V.

\

IgG

«Serumda en bol bulunan smif olan 1gG, toplam serum
immiinoglobiilininin yaklasik %80'ini olusturur.

+1gG molekiilii iki agir zincir ve iki veya iki hafif zincirden olusur.

«Istilac1 patojenlere kars1 antikor esasli immiinitenin cogunu saglar.

*Plasentadan gegebilen tek immunogliibulindir.

V.
IgM N

*Serum immiinoglobiilininin %5-10'unu IgM olusturur.

* IgM, Karboksil terminal agir zincir alanlarini baglayan disiilfiir
baglariyla bes monomer {nitesinin bir arada tutuldugu bir pentamer
olarak plazma hiicreleri tarafindan salgilanir.

«Immiinoglobiilinler arasinda en biiyiiktiir.

«IgM’ler, agliitinasyon Ve viriis notralizasyonu gibi olaylarda etkilidir.

«Enfeksiyon esnasinda ilk olusan antikordur.

*Embriyosal yasamda, antijenlere (enfeksiyonlara) kars1 fetiiste
olusabilen antikordur.

«Plasentadan gecemezler. Y
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2.3.2. Antijen (Ag)

Organizmaya girdiginde kendisine karsi bir bagisik yanit olugsmasina yol agan
maddelere antijen denir. Her ne kadar spesifik bir immiin yanit1 indiikleyen bir madde genellikle
antijen olarak adlandirilsa da, daha uygun sekilde immiinojen olarak tanimlanir. Immiinojeniklik

ve antijeniklik iligkilidir, ancak bazi farkli yanlari vardir (Kindt, 2008).

Immiinojeniklik, hiimoral ve/veya hiicre kaynakli bir immiin yanit1 indiikleme
yetenegidir. Antijenite, antikorlar ve/veya hiicre yiizeyi reseptorleri ile birlesme yetenegidir.
Immiinojenite dzelligine sahip olan tiim molekiiller aym1 zamanda antijenite 6zelligine sahip
olsa da, bunun tersi dogru degildir. Haptenler olarak adlandirilan bazi kiigiik molekiiller
antijeniktir ancak kendi baslarina spesifik bir immiin yanit1 indiikleyememektedirler (Kindt,
2008).

Antijen yiizeyinde, antikorla etkilesime giren spesifik boélgeler bulunur. Antijen
iizerinde bulunan bu bdlgelere epitop veya determinant grup olarak adlandirilir. Antijen
ylizeyinde, farkl1 antikora spesifik, epitop bdlgeleri bulunabilir. Farkli yapida her epitop kendine
ozel antikor ile birlesebilir. Bir antijen birden fazla antijenik 6zellik gosterir (Kindt, 2008).

Antijenin antikorla birlesme reaksiyonu kimyasal bir temele dayanir:

Ag + Ab < Ag-Ab

_[Ag-Ab]
[AgI[AD]

Immiinojen olabilme 6zellikleri

Immiinojenin yapis1 immiinojeniklige katkida bulunur. Yabancilik, molekiiler boyut,

kimyasal yapi-heterojeniklik gibi 6zellikler immunojen olabilmede 6nemlidir (Kindt, 2008).
Yabancilik

Bir antijen bir organizmaya verildiginde, immiinojenikliginin derecesi, yabanciliginin
derecesine baglidir. Genel olarak, iki tiir arasindaki filogenetik mesafe ne kadar biiyiikse,
aralarindaki yapisal esitsizlik o kadar yiiksektir. Bir madde, girdigi organizmanin yapisina ne
kadar fazla yabanci ise antijenik Ozelligide o kadar yiiksek olur. Kimyasal bir bilesigin

yabanciligindan soz edilirken, molekiiliin i¢ boyutlu yapisi kastedilmektedir (Kindt, 2008).
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Molekiiler boyut

Bir makromolekiiliin boyutu ile immiinojenikligi arasinda bir iligki vardir. En aktif
immiinojenler 100000 Da molekiiler kiitleye sahip olma egilimindedir. Genel olarak, 5000-
10000 Da' dan daha az molekiiler kiitleye sahip maddeler, immiinojenik oldugu kanitlanmis
olmasma ragmen, molekiiler kiitleleri 5000-10000 Da' dan az olan maddeler zayif
immiinojenlerdir (Kindt, 2008).

Kimyasal yapisi ve heterojenlik

Boyut ve yabancilik, kendi baslarina bir molekiilii immiinojenik hale getirmek igin
yeterli degildir; baska ozelliklere de ihtiyag vardir. Ornegin tek bir g¢esit amino asitten
sentezlenen  sentetik polipeptid zincirleri, molekiil agirliklar1 biiyiikk de olsa iyi antijen
degildirler. Eger bir polipeptit zinciri iki veya {i¢ ¢esit amino asitten olusmussa, yapi daha aktif
olabilir. Farkli amino asitlerden veya sekerlerden olusan kopolimerler, homopolimerlerden
genellikle daha immiinojeniktir (Kindt, 2008).

Diger ozellikler

Molekiilin immiinojen olabilmesi i¢in yapisal sertlige sahip olmasi gerekir. Lipit,
jelatin vb. maddeler iyi antijenik 6zellik tasimaz. Immiinojenik madde organizmada metabolize
edilebilmeli yani ¢oziilebilir olmalidir. Metabolize edilmeyen maddeler antijen 06zellik
gostermezler ve organizma buna karsilik immiin yanit olusturamaz. Bir maddenin yiiklii olmasi
maddeye hidrofilik 6zellik kazandirir ve maddeyi antijenik yapar. Genetik yapi, tiir, yas gibi
faktorler canlida, antijeniteyi etkileyen diger 6zelliklerdir (Kindt, 2008).

Hapten ve antijenite

Molekiiler kiitlesi 2000 Da’ dan kiigiik, peptitler, steroidler, hormonlar, tiroid hormonlar
ve pek ¢ok ilag hapten olarak adlandirilir. Tek basina immiin cevabi tetikleyemezler. Bunlar
uygun immiin yanit olusturmalar1 igin bir tasiyict protein ile kovalent olarak baglanmak
zorundadirlar. Kendi basina, bir hapten, immiinojenik bir epitop olarak iglev goremez. Ancak
hapten bir tasiyicit proteine baglandiginda, hapten immiin sisteme erisilebilir hale gelir ve

immiinojen olarak islev gorebilir (Kindt, 2008).
2.3.3. Immiinoanalitik teknikler

Immiin sistem elemanlarinda antijen ve antikorun kullanildig1 immiinoanalitik teknikler;

immiinosensdr ve immiinoassay olmak iizere iki baslik altinda incelenebilir. /mmiinosensérler,
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immiin sistem elemanlarindan antijen ve antikorun taniyici tabakada kullanildigi, bu tabakadan
gelen sinyallerin ¢evirici kisimda uygun verilere cevirilerek dijital ortama aktarildig:
sistemlerdir. Antijen-antikor etkilesiminden yararlanilan bu sistemde, bu etkilesimi ¢esitli
yollarla algilanilabilir sinyallere doniistiirebilen cihazlar kullanilmaktadir. Antikor antijen
etkilesimi ile kiitle, 1s1, elektrik potansiyeli gibi 06zgiil fizikokimyasal degisimler
olusturulmaktadir ve bu degisimler, immiinosensoriin ¢evirici kismi yardimi ile kullanici
tarafindan yorumlanabilecek sinyallere ¢evrilmektedir. Immiinoassay ise, kanda diisiik
konsantrasyonlarda bulunan protein veya 6zel bir kimyasal maddelerin varligini tespit etmek
igin, antikorun 6zgiilliigiinden faydalanilarak yapilan biyokimyasal tayin yontemlerinin genel
adidir (Dickson, 1995a). Immiin reaksiyonun sinyal kayd i¢in ¢esitli etiketler kullanilmaktadar.
Bu etiketler bir enzim, radioaktif atom, floresans bir madde, liminesans ve kemiliiminesans
ozellikte maddeler olabilir. Genel olarak heterojen ve homojen olarak iki tipi vardir. Heterojen
immiinoassayde, immiinoreaktiflerden biri kati bir destek iizerine 6rnegin lateks boncuklara,
mikroplakalara, manyetik partikiillere, test tiiplerine, mikrokiirelere veya filtre kagida sabitlenir
ve serbest reaktifleri ayirmak i¢in bir yikama asamasi gerektirir (\Voller vd., 1978). Homojen bir
immiinoassay formatinda, immiinoreaksiyon c¢ozeltide gerceklesir ve bir ayirma agamasi

gerektirmez, ancak matris girisimlerine daha yatkindir (Darwish, 2006).
2.4. iImmiinosensor

Biyobilesen olarak antikorlarin kullanildig1 biyosensorler, antikor temelli biyosensdrler ya da
immiinosensorler olarak adlandirilirlar. Immiinosensérler antijen-antikor komplekslerinin
olusumunun algilandigi ve bir transducer (donistiiriicii) vasitasiyla islenebilen, kaydedilebilen
ve goriintiillenen bir elektrik sinyaline doniistiiriildiigii kompakt analitik cihazlardir.
Elektrokimyasal, manyetik, optik ve kiitle degisimlerini algilayan cevirici tiirlerini igeren cesitli
immiinosensorler  bulunmaktadir. immiinosensorlerin  hassasiyeti, transduser tiiriiniin
ozelliklerine ve antikorun kalitesine gore degismektedir (Brecht vd., 1995). Sekil 2.5° de

immiinosensor genel gosterimi verilmektedir.
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Sekil 2.5. Immiinosensér genel gosterimi.

Ozel bir antikor ya da bir antijen arasindaki spesifik ve secici iliski immiinosensoriin
temel prensibini olusturur. iImmiinoassaylerden transduser kisminin analitik sistemin bir pargast
olmas1 6zelligi ile ayrilirlar. Immiinosensorler, antikor-antijen baglanmasimin spesifikligini ve
biyosensor proseslerinin kiiciiltiilebilme, hizl1 analiz, az miktarda kimyasal kullanma, dogru ve
kesin analizler saglama gibi 6zelliklerini birlestirirler. Ideal durumda bir immiinoreaktif direkt
olarak elektrot yiizeyine immobilize edilebilir ve potansiyel degisim gibi bir degiskenin

izlenmesiyle bir immiinelektrot hazirlanabilir (Lim ve Ahmed, 2015).

Antikorlar, hormon, ilag, viriis, bakteri ve gevresel kirletici olan diger molekiillerin,
pestisitlerin, biyomedikal maddelerin tayini igin uygun transduserlar ile eslestirilerek

immiinosensorler gelistirilebilir (Dong ve Chen, 2002).
2.5. iImmiinoassay

Immiinoassay, kanda diisiik konsantrasyonlarda bulunan molekiilleri (protein veya dzel
bir kimyasal madde) varligini tespit etmek i¢in, antikorun o6zgilligiinii kullanarak yapilan
biyokimyasal tayin yontemlerinin genel adidir (Dickson, 1995a). Antikorlar hiimoral bagisiklik
sisteminin ayrilmaz bir parcasidir. B hiicrelerinin (B lenfositleri) yiizeyinde bulunurlar ve
yabanci antijenlerin varligini tanirlar. B hiicresi, prionlardan viriislere, ilaclara, toksinlere ve

viicudumuzu istila eden anormal biyomolekiillere kadar genis bir aralikta antijen algilayabilirler.
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Immiinoassaylerin temel prensibi antijene spesifik antikor kullanilarak yiiksek afinite sabiti ile
baglanip kompleks olusturmalaridir. Antikolar yaklasik 108 —10° L M afinite sabiti ile kendine
spesifik antijenine ilgi gosterir. Bu yiiksek afinite sabiti sayesinde antikorlar kullanilarak diistik

konsantrasyonlardaki antijenler tayin edilebilir (Dickson, 1995b).

Immiinoassay ¢alismalar1, hastaliklarin tanisi i¢in klinik laboratuvarlarda, terapotik ilag
analizleri, ila¢ tasarimi ve ilag endiistrisindeki farmokinetik ve biyoesdegerlik ¢aligmalari, ¢evre
analizleri, arastirma laboratuvarlari veya sanayi laboratuvarlarinda tayini istenilen tiiriin
Olgiimiinde kullanilirlar. Son zamanlarda teropdtik maddelere karsi antikora dayali tayin

biyofarmasoétik endiistrisi tarafindan ilgi gérmeye basladi.

1959 yilinda ilk kez R.S. Yalow ve S.A Berson antikor-antijen etkilesiminin kullanarak
insiilini radioimmiinoassay yontemi ile tayin etmistir. Daha sonra tiroksin ig¢in benzer bir
radioimmiinoassay yontemi gelistirilerek antijen-antikor etkilesimine dayanan immiinoassay
yeni bir analitik yontem haline gelmistir (Yalow ve Berson, 1960). Berson ve Yalow'un
1977'de Nobel Tip ve Fizyoloji dalinda Nobel Odiilii'nii almasiyla immiinoassay teknigi énem
kazanmustir. Yapilmasi istenilen tiiriin tayini i¢in uygun immiinoassay formati se¢ilmesi gerekir.
Tim immiinoassayler (Sekil 2.6) tayin igin istenilen tiire spesifik antikor kullanirlar.
Immunoassay tekniginde ilk basamak kat1 bir faz iizerine antikor kaplanmasiyla gergeklesir.
Kati faz genellikte polimer kapli kuyucuk, manyetik partikiil-nanopartikiil olabilir. Bu antikorlar
Insan Bagisiklik Yetmezligi Viriisii (HIV), hepatit viriisii, cesitli hormonlar ya da tayin etmek
istenilen tiir ne ise 0 maddeye 6zgiin antikor olabilir. Bu tez kapsaminda amiloid B proteinine
Ozgii antikor kullanilacaktir. Tayin edilen tiire 6zgii se¢ilen antikorun kati faza immobilize
olabilmesi i¢in yaklasik 24 saat boyunca uygun ortam kosullarinda baglanmas1 beklenir. Serum
veya aranan maddenin i¢inde bulundugu sivi antikor kapli kati fazin bulundugu ortama eklenir.
Serumdaki aranan madde-antijen konsantasyonuna bagli olarak bu kati fazin tizerindeki 6zgiil
antikorlara baglanir. Yine antijene spesifik olan ikincil antikor ortama eklenir ve komplekse
baglanir. Eklenen bu ikincil antikor, 6l¢iim sistemi tarafindan takip edilebilecek bir sinyal
olusturan etiket ile isaretlenmistir. Bu etiket radyoaktif bir madde, 6zel bir enzim, floresans
1istma yapan Eu(Ill) elementi olabilir. Bu etiket ortama konan 6zel bir maddede degisim
yaratarak renk, floresans veya 1sik gibi izlenebilen bir sinyal olusturulmasini saglar. Bu sinyal

uygun analitik sistemler aracilig1 ile 6l¢iilerek analiz gergeklestirilmis olur (Darwish, 2006).
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Sekil 2.6. Immiinoassay genel gosterimi.

2.5.1. Immiinoassay yéntemlerinin simiflandirilmasi

Immiinoassay yontemleri, ayirma basamaklar1 gerektiren, gerektirmeyen assayler olarak
simiflandirilabilirler. Ayirma basamaklari igeren assay heterojen, ayirma basamagi icermeyen ise

homojen assay olarak adlandirilir. Sekil 2.7’ de heterojen ve homojen assay sematize edilmistir.

v YA Ty RAR
RNIARI LA A A

1 2
“ : Birincil Antikor ¥:Etﬂ(cﬂl Birincil Antikor ¥ Etikethi Ikincil Antikor : Antijen ‘ : Etiket

Sekil 2.7. immiinoassay tipleri (1: homojen yarismali immiinoassay. 2: homojen yarismasiz
immiinoassay. 3: heterojen yarismali immiinoassay. 4: heterojen yarismasiz immiinoassay).

Homojen Assay; analite baglanan antikorun, serbest analitten fiziksel olarak ayrilmasini

gerektirmez. Prosediir olarak kullanilan en basit assay formatidir. Tayin reaktifleri hacmi bilinen
ornek c¢ozeltisine eklenir ve analit derisimiyle iliskili bir sinyal olusur. Antijen-antikor
kompleksinin olusumu ile isaretleyicinin elektroaktivitesi veya fonksiyonundaki degisimler

olgiiliir. Homojen assay tayin sistemi 10° mol L™ den daha diisiik konsantrasyonlarda ¢alismaya
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izin vermez. Ayirma basamaklari icermediginden biyolojik oOrneklerde bulunan farklh

molekiiller, assay sonucunu interfere edebilir (Jenkins, 1992).

Heterojen Assay; antikora baglanan antijenin serbest analitten ayirma basamagi

icermesi sebebiyle daha giivenilir sonuglar verir. Homojen assay yontemine gore daha fazla
tercih edilir. Ayirma basamagindan kasit spesifik olarak antijene baglanan etiketlenmis tayin
reaktifleri ilave edildikten sonra baglanmamis fazla tayin reaktifleri yikama ile
uzaklagtirilmasidir. Homojen assay yontemine gore gergek orneklerde bulunabilecek ve cevabi
interfere edebilecek tiirlerin, ayirma basamagi ile uzaklastirilmasi sayesinde daha duyarli bir

yontem oldugu soylenebilir (Wild ve Kusnezow, 2013; Dixit ve Twyman, 2019).

Yukarida anlatilan her iki format, immiinoassay sistemleri, yarismasiz ve yarismali

(rekabetgi) immiinoassayler seklinde yapilabilir.

Yarismasiz assayde, analite 6zgt iki spesifik antikor kullanilmasii gerektirir ve sandvig
assay olarak da adlandirilir. Bir sandvi¢ immiinoassay temel asamalari, 6dnce analite 0zgi
antikorun yiizeye kaplanmasi, ardindan bloklama ve yikama asamalarini igerir. Numune analiti,
uygun bir siire boyunca uygulanir ve genellikle enzime bagh tespit antikoru eklenir. Numunede
analit varsa tespit antikoru baglanir, enzimatik substrat eklenir ve renk degisimi gozlenir. Uygun
Olciim yontemi ile 6l¢lim yapilarak tayin gerceklestirilir. Yarigsmasiz immiinoassayler, proteinler
ve virisler gibi molekiillerin saptanmasinda yaygin olarak kullanilir, ¢iinkii bu varliklar, iki
veya daha fazla antikorun baglanmasin1 kolaylastirabilecek kapasiteye sahiptir.
Hareketsizlestirilmis antikor, analiti, epitoplarindan birine baglayarak yakalar. Daha sonra
etiketli ikinci bir antikor baglanir ve etiket nedeniyle olusturulan sinyal miktari, numunedeki
analit konsantrasyonuyla dogrudan orantilidir. Sekil.2.8’ de yarismasiz bir immiinoassaydaki

temel adimlar gosterir (Gan ve Patel, 2013; Wild ve Kusnezow, 2013).

Subsizat
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Sekil 2.8. Yarismasiz immiinoassay deney asamalari.
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Yarismali assay, etiketli antijen ve serbest antijen (analiz edilecek numuneden), yiizeye

kaplanmus antikora baglanmak igin rekabet eder. Ornekteki analit seviyesi ne kadar yiiksek
olursa, baglama i¢in mevcut etiketli antijen miktar1 o kadar kiiciiktiir. Bu nedenle, iiretilen sinyal
serbest antijenin konsantrasyonuyla ters orantilidir. Yarigmali immiinoassay, ilaglar, hormonlar
ve toksinler gibi kiiclik molekiillerin varligin1 ve konsantrasyonunu 6l¢gmek i¢in yaygin olarak
kullanilir (Byrne vd., 2009; Uraipong vd., 2013). Sadece bir spesifik antikorun kullanilmasini
gerektirir. Kiiclik molekiiller, birden fazla tespit antikorunun baglanmasii kolaylastirmak icin
yeterli epitopa sahip olmadigindan, bu yontem faydalidir. Yarigmali immiinoassayler, ilaglar ve
toksinler gibi kiigiik molekiilleri tespit etmek icin yaygin olarak kullamlir. ikincil antikor
genellikle tespit edilebilir bir sinyal iiretebilen bir enzim veya florofor ile etiketlenir. Sekil 2.9
da yarigmali bir immiinoassaydaki temel adimlar1 gosterir (Clark ve McDonald, 2013; Gan ve
Patel, 2013).
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Sekil 2.9. Yarigmali immiinoassay deney agamalari.

2.6. Iimmiinoassaylerde Kullanilan Etiketler

Immiinoassaylerdeki &lgiim sistemi, herhangi bir immiinoanalitik reaktife (analit ya da
antikor) baglanabilen, immiinolojik 6zelliklerini kaybetmeden ve hizli bir sekilde tayin edilebilir
bir etiket kullanilmasmi gerekir. Immiinoassaylerde bu gibi etiketlerin kullanilmas: yiiksek
duyarlilik ve diisiik tayin sinir1 gibi avantajlar saglamaktadir. Bu etiket bir enzim, floresan
etiket, radyoaktif atom veya nanopartikiil olabilir(Kindt, 2008). Immiinoassay de kullanilan

etiket ¢esitleri, 6rnek ve literatiir gizelge 2.1. de verilmistir.



Cizelge 2.1. Immiinoassayde kullanilan etiketler ve 6rnekleri.
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Etiket

Ornek

Literatiir

Radyoaktif etiket

Enzim Etiket

Kemiliiminesans

Gelismis liiminesans

Floresans

Biyoliiminesans

Fosforesans

Zaman gecikmeli
floresans

Nano ve
mikropartikiil
etiketleri

Elektrokemiliiminefor

B ve y partikiillerini emit eden %1, 32P,

3H gibi radyoaktif izotoplar

Alkalin fosfataz (AP); glukoz oksidaz;
Yaban turpu peroksidazi (HRP); soya
fasulyesi

peroksidaz (SBP); glukoz-6-fosfat
dehidrojenaz ve ksantin oksidaz.
Akridinyum siilfonamidler; akridinyum
esterler; luminol;

HRP, H20, substrat1 varliginda; arttiric
molekiillerin, fenollerin veya
naftalinlerin varliginda.

Floresan izotiyosiyanat (FITC);
lantanit kriptatlar; rodamin; Texas
kirmizisi; yari iletken nanokristal
kuantum noktalari; etidyum bromiir.
Aequorin (Denizanasi, Aquoria
victoria'dan); lusiferaz (atesbocegi)
Fosforlar-Europium ile aktive olan
itriyum

oksistilfiir

Ayrigma - Perkin Elmer'den Gelismis
Lantan Flijoresan Immiinoassay
(DELFIA R).

Sandvigte veya yarismali testlerde
Europium (lantanit) konjuge antikorlar1
veya antijeni.

Floresan etki gdsteren kuantum
noktalari(dot),

polistiren lateks boncuklar
(agliitinasyon testlerinde yaygin
kullanilir), kolloidal altin
nanopartiikiilleri.

Rutenyum tris (bipiridil)

(YYalow ve Berson, 1959;
Yalow ve Berson, 1960)
(Kuznetsov vd., 2001; Liu
ve Li, 2001; Du vd., 2003)

(Dodeigne vd., 2000)

(Alegria-Schaffer vd.,
2009; Kamidate vd., 2009)

(Hicks, 1984)

(Shim ve Rhee, 2003; Roda
vd., 2004)

(Goldman vd., 2002; Jia-
Ming vd., 2005)

(Maple vd., 2001; Maple
vd., 2006)

(Tully vd., 2006; Xing vd.,
2007; Kozlowska vd.,
2009)

(Doeven vd., 2012)

2.7. Iimmiinoassay Cesitleri

Kullanilan etiket tipine gore immiinoassay ¢esitlilik gosterir,

Radioimmiinoassay

(RIA): Temel olarak

radyoaktif maddelerin

kullanildig:

immunoassay tipleridir. Biyolojik sivida bulunan pek ¢ok bilesigin basarili bir sekilde tayini i¢in

kullanilan en eski yontemdir. Bu yontemlerin ¢ogu kati faza baglanan antikorlarin kullanilmasi

yardimiyla otomatik hale getirilmistir. RIA’nin avantaji pek ¢ok analitik yontemden iistiin
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olarak oldukca kesin ve hassas bir sekilde sonu¢ vermesidir. Ancak saglik agisindan getirdigi

tehlikeler nedeniyle yerini diger assay yontemlerine birakmstir (Murphy ve O'Kennedy, 2017).

Enzim immunoassay (EIA): Bu immunoassay tipinde radioizotop atom yerine enzim

etiket kullanilir. Enzimin etiket olarak kullanilmasindaki yaklasim, uygun bir kimyasal teknikle
reaktiflerden (analit yada antikor) birine enzim molekiiliiniin baglanmasim igerir. Enzim
substratinin ortama eklenmesi sonucunda, sinyal olusumu uygun yontemlerle izlenir (Murphy

ve O'Kennedy, 2017).

Fluoroimmunoassay (FIA): Floresans, elektromanyetik enerji (1s18in bir foton) bir

madde tarafindan absorbe edildiginde olusan, boylece elektronlarini aktive eden ve daha yiiksek
enerji hallerine yiikselten bir fenomendir. Temel hal enerjisine doniis, fluoresans denilen 11k
seklinde enerjinin salinimina neden olur. Floresans sadece madde 15181 emdigi siirece meydana
gelir, ancak floresan molekiilii tekrar uyarilabilir, bdylece ¢evrimi devam ettirir. Yayilan
fluoresans, uyarma i¢in dalga boyundan daha uzun bir dalga boyunda meydana gelir ve dalga
boyundaki degisiklik, "Stokes kaymasi" olarak adlandirilir. Dalga boyundaki bu degisiklik,
elektronun uyarilmasi ve enerjinin floresan olarak salimmasi arasindaki enerji kaybindan
kaynaklanmaktadir. "Stokes kaymasi" derecesi, floroforun dogal elektronik yapisina baglidir.
Bir florofor, bir dizi dalga boyu boyunca uyarilir. Molekiiliin en uygun sekilde uyarildig1 dalga
boyu, uyarma maksimum olarak adlandirilir. Ayn1 sekilde, florofor, bir dalga boyu araliginda
floresans yayar. Emisyon maksimum degeri, fliiloroforun en yogun olarak 1sik (fluoresans)
yattig1 dalga boyudur. Floroforlar, bir dizi dalga boyu boyunca emdigi ve yaydigi i¢in, farkli
uyarma ve emisyon tepe noktalarina sahip iki florofor segmek 6nemlidir. ,Florofor 6zellikte bir
etiketin kullanilmasiyla diger yontemleriden ayrilir. Her immiinoassay yontemlerinde oldugu
gibi heterojen ve homojen assayler olarak ayrilir. Hem yarismali hem de yarigsmasiz formatta

tayin gergeklesebilir (Murphy ve O'Kennedy, 2017)

Floresans polarizasyon fluoroimmiinoassay (FPFIA): Bu teknikte floresan analit

konjugat1 polarize 1sikla uyarildiginda elde edilen emisyonun polarizasyonu ters orantili olarak
probun séniim sabitine ve konjugatin rotasyonel hareketine bagli kalir. Kii¢iik molekiillerde,
rastgele rotasyon polarizasyon sinyalini azaltir. Spesifik antikorlara baglandigi zaman,
rotasyonlar1 yavaslar ve polarizasyon sinyali artar. Polarizasyon sinyalindeki bu artis analit

konsanstrasyonu ile iliskilidir (Murphy ve O'Kennedy, 2017).

Kemiliiminesans immiinoassay (CLI4): Kemiliiminesans, enerjinin 151k  seklindeki

kimyasal reaksiyonlardan serbest birakilmasini ifade eder ve uyarma igin bir 151k kaynagi

gerektirmez (Roda vd. , 2004). Liiminesan bilesiklerden iiretilen fotonlar ¢ok kisa bir siirede
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tetiklenebilir ve ulasilan hassasiyet, geleneksel etiketleme ile elde edilenden daha yiiksek
olabilir. iki yontem secilebilir; ilk olarak bir kemiliiminesan iiriine doniisen kimyasal olarak
etiketlenmis bir substrat kullanarak, ikincisi ise dogrudan antikora baglanmis bir kemiliiminesan
molekiil kullanarak. Alternatif olarak, kemiliiminesan bilesik, tamamlayic1 baglama
ortaklarindan birine kovalent olarak etiketlenebilir. Bu basit bir yaklagimdir, ancak pek ¢ok
kimyasal 1s1ldama etiketi mevcut degildir ve antikor iizerinde ¢oklu etiketlere uyacak sekilde
sinirh yiizey alani vardir. Kemiliiminesan saptama sistemlerinin avantajlari arasinda hizli 1g1k
emisyonu, genis dinamik aralik, yiiksek reaktif stabilitesi ve disiik reaktif tiiketimi, kisa
inklibasyon siireleri, yliksek hassasiyet, arka plan etkilerinin ortadan kaldirilmasi ve diisiik
toksisite vardir (Rongen vd., 1994; Bi vd., 2009).

Biyoliiminesans Immiinoassay (BIA): Biyoliiminesans, biyolojik reaksiyonlarin 1s1k

urettigi fenomenleri ifade eder (Shim ve Rhee, 2003). Biyoliiminesans, benzersiz
ozelliklerinden dolayr immiinolojik testlerde kullanildiginda siklikla avantajlidir, ¢iinkii
floresanstan farkli olarak, hemen hemen iligkili bir arka plan yoktur ve yiiksek kuantum verimi
ve hizli reaksiyon kinetigine sahiptir (Roda vd. , 2004). Rekombinant aequorin, kortizol

hormonunu saptamak i¢in immiinolojik testlerde basariyla kullanilmistir (Mirasoli vd., 2002).

Zaman Gecikmeli Floroimminoassay (TR-FIA): Farkli bir FIA teknigidir. TR-FIA

yonteminde lantanitler ve paladyum iyonlar1 etiket olarak kullanilabilir. Bu assaylerin avantaji,
assay floresansinda zemin floresansinin ayirma imkanidir. Bdylece spesifik olmayan endojen
florsans elimine edilmis olur (Murphy ve O'Kennedy, 2017). Boliim 2.8 de daha kapsamli

anlatilacaktir.
2.8. Zaman Gecikmeli Floresans immiinoassay (TR-FIA)

Lantanit komplekslerinin etiket olarak kullanildigi immiinoassay yOntemi, zaman
gecikmeli floroimmiinoassay (TR-FIA) olarak adlandirilir. TR-FIA’da, o6zellikle, Europiyum
(Eu(l1)), Terbiyum (111)), Samaryum (Sm(Ill)) ve Disprozyum (Dy(lll)) iyonlarinin
kompleksleri etiket olarak kullanilmaktadirlar (Ankelo vd., 2003). Bu kompleksler floresans
Ozelliklere sahiptir ve kullanilmalarinin temel sebepleri, geleneksel floresans molekiillere
kiyasla, uyarilmis Omiirlerinin uzun, liminesans kuantum verimlerinin yiiksek ve Stokes
kaymalarinin biiyiik olmasidir. Bu avantajlar, lantanitten gelen sinyal ile lantanit kaynakli
olmayan sinyallerin zamansal olarak ayrilmasma izin verir. Olgiim sirasinda plateden,
ortamdaki hiicre ve reaktiflerden gelen arka zemin giiriiltiisiniin floresans 0mrii pikosaniyeden
mikrosaniyeye kadar degisir. Bununla birlikte lantanitlerin uyarilmis hallerinde 6miirleri, 0,2-

1,5 milisaniyedir. Bu durum olgiimiin gecikmesini ve arka zemin floresans sinyallerinin
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tamamen s6nmesine ve sadece lantanitten gelen emisyon sinyallerinin toplanmasina olanak
saglar (Wu ve Zhang, 2002).

Lantalit iyonunun etiket olarak kullanilmasi i¢in, organik bir ligand ile kompleksinin
hazirlanmas1 gerekir. Bu ligand bir anten gorevi gormelidir, ¢iinkii lantanit iyonlar1 sulu
cozeltilerde zay1f emisyona sahiplerdir. Bu amagla ligand olarak beta diketonat esasli bilesikler
siklikla tercih edilmektedir. Europium (Eu(lll)), TRFIA yonteminde en yaygin kullanilan

lantanitlerden biridir. Baz1 belirgin 6zellikleri:

e Eu(lll)) kompleksleri, UV bolgesinde (330 nm) maksimum absorpsiyona sahiptir ve
615 nm civarinda giicli floresans yayar. Bu biiylik Stokes kaymasi, UV
absorpsiyonunun ligand absorpsiyonuna bagli olmasina ragmen, yayilan enerjinin, bir
intramolekiiler sistemler aras1 gegis mekanizmasi vasitasiyla liganddan Eu(III)) a enerji
transferinden sonra, Eu (l11) gegisi °Do — 'F2 ye bagl olmasindan kaynaklanmaktadir,

e Emisyon band1 ¢ok dardir (10 nm),

o Komplekslerin genellikle 100 ps'den daha uzun 6miirleri vardir.

e Eu (ll) floresans komplekslerinin bu 6zellikleri, biyolojik matrisin arka plan fluoresan
emisyonunun etkili bir sekilde ¢ikarilabildigi ve yliksek bir sinyal/giiriiltii oraninin elde
edilebildigi biyomolekiiller igin etiket olarak kullanildiginda benzersiz bir zaman
gecikmeli florosansa izin verir (Karp vd., 1983; Hemmila vd., 1984; Seveus vd., 1992;
Lovgren ve Blomberg, 1994; Yuan vd., 1998)

Zaman gecikmeli florometri esash biyoanalitik yontemler, klinik tan1 (Hemmila vd. ,
1984), hiicre analizi (Lovgren ve Blomberg, 1994) ve biyolojik goriintiileme (Seveus vd. , 1992)
gibi uygulama alanlari bulmustur ve yaygin olarak kullanilmistir. TR-FIA yonteminin ilk
uygulamalari, 1983 yilinda rapor edilmis ve DELFIA sistemi, FIAgen sistemi ve Trace sistemi
gibi ticari uygulamalarda 0&zelliklede klinik ve biyoteknoloji alanlarinda yaygin olarak
kullanilmigtir (Yan vd., 2005; Jiang vd., 2010). TR-FIA sistemi iki farkli yaklasimda
uygulanabilir: i) Dolayli yontem: Perkin Elmer firmas:i tarafindan gelistirilen DELFIA
(Dissociation Enhanced Lanthanide Fluoroimmunoassay) sistemi ornek olarak verilebilir. Bu
yontemde, floresans etkisi olmayan ancak bir anten gorevi tasiyan ligand Eu(IIl))’ e baglanir ve
uyarilma sonrasi liganttan Eu(III))’ e enerji transferi gergeklestirilir. Trasfer sonucu Eu(l1l))
ligand kompleksi pargalanir. Liiminesans artiric1 ¢ozelti ile birlikte Eu (111) floresansi okunur
(Hemmila, 1985). ii) Dogrudan yontem: Bu yontem de, yiiksek floresan ozellik gosteren

ligandlar kullanilir. Burada ligand anten gorevi goriirken, yiiksek floresan 6zelligi sayesinde,
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liminesans ¢ozeltisine ihtiya¢ duyulmadan direkt olarak 6l¢im yapilabilir (Lin 2004). Bu tez

kapsaminda dogrudan yontem kullanilmaktadir.

2.8.1. 3,4bis [4(4,4,5,5,6,6,6heptaflorolo,3dioksoheksil) fenil] benzen siilfonilkloriir
(BHHCT) ve 10,10°-(4,4,5,56,6,7,7-0oktafloro-3,8-dioksodekanediol)bis
(antrasin-9-siilfonil Kloriir) (SD1)

B-diketonatlar veya 1,3-diketonlar bir karbon atomu tarafindan ayrilan iki karbonil

grubundan olusur (Sekil 2.10). Bu karbon atomu a-karbonudur.

) 0]

A B

Sekil 2.10. B-diketonatlar.

B-diketonatlarin, sulu ¢ozeltilerinde, Eu (I11) komplekslerinin kararli olmasi, yiiksek
liiminesans karaktere sahip olmalari, uyarilmis omiirlerinin uzun olmasi gibi 6zelliklerinden
dolay1 tez kapsaminda bu tip ligantlarin kullanilmasina karar verilmistir. 4,40-bis (1,1,1,2,2,3,3-
heptafluoro-4,6-hexanedion-6-yl)chlorosulfo-o-terphenyl (BHHCT-Eu(II) bilesigi
kullanilarak hazirlanan Eu (I11) komplekslerinin, etiketleme veriminin yiiksek oldugu literatiir

arastirmasi sonucunda gorilmiistiir (Tan vd., 2006).

2012 yilinda yayinlanan bir makalede Zhang vd. (2012), p-diketonat esasli ligantlar
kullanarak bir immunoassay yontemi gelistirmislerdir. Bu c¢alismada, hazirlanan Eu (I11)
komplekslerinin kararli oldugu ve ligantlarin igerdikleri klorosiilfonat gruplari sayesinde
proteine rahatlikla kovalent olarak baglanabildigi ve yiiksek liiminesans karaktere sahip
olduklar1 belirtilmistir. B-diketonat esasli Eu(II) kompleksleri ile a-fetoprotein (Matsumoto
vd., 1999), tiroid (Wu ve Zhang, 2002), T4 (Wu ve Zhang, 2002), prostat (Harma vd., 2000)

gibi antijenlerin tayini i¢in kullanilmistir (Hagan ve Zuchner, 2011).

Bu tez kapsaminda ticari olarak temin edilen  3,4bis[4(4,4,5,5,6,6,6
heptaflorolo,3dioksoheksil)fenil] benzensiilfonilkloriir (BHHCT) ve Prof. Dr. Alper Tolga
COLAK tarafindan, bir baska proje kapsaminda sentezlenen, yine B-diketonat esasli 10,10’-
(4,4,5,56,6,7,7-oktafloro-3,8-dioksodekanediol)bis (antrasin-9-siilfonil kloriir) (SD1) bilesikleri
ligand olarak kullanilmustir. Her iki ligand iginde farkli optimizasyon g¢alismalar1 yapilmistir.

Bilesiklerin kimyasal yapilar1 Sekil. 2.11. ve Sekil. 2.12” de verilmektedir.
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Sekil 2.11. BHHCT ’nin kimyasal yapisi.
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Sekil 2.12. SD1 kimyasal yapisi.

2.9. Kaynak Arastirmasi
2.9.1. Amiloid p tayini i¢cin yapilan ¢calismalar

Bittner ve arkadaslari, 2016 yilinda, Alzheimer tanisi i¢in beyin omurilik sivisindaki
amiloid B (1-42) tayini ic¢in elektrokemiliiminesans esasli bir immunoassay yontemi
gelistirmistir. Amiloid p (1-42) i¢in dogrusal ¢aligma araligr 200-1700 pg/ml ve tayin siniri
11,28 pg / mL olarak belirlenmistir (Bittner vd., 2016).
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Tang ve arkadaslari, tarafindan yapmis floresans etiket olarak kuantum noktalar
(QD'ler) kullanarak, AB(1-42)yi tayin etmek sandvi¢ immiinoassay yontemi gelistirilmistir.
Amiloid B (1-42) i¢in dogrusal ¢alisma araligi ¢alisma araligi 0,23-0,45 ng / mL ve tayin siniri
7,6 pg / mL olarak belirlenmistir (Tang vd., 2018).

Diba ve arkadaslar1, 2017 yilinda, altin nanopartikiil ile modifiye edilmis ekran baskili
bir karbon elektrot (SPCE) {izerinde sandvig¢ tipte elektrokimyasal immiinosensor
gelistirilmistir. Au-NP-SPCE iizerine, anti-Ap antikoru-Ap(1-42)-antiAp-alkalen fosfataz (ALP)
olacak sekilde sandvig tipte bir baglanma saglandi. ALP etiketi ile substrati olan 4-aminofenil
fosfat (APP) ile reaksiyonu sonucu, amiloid B derisimi ile orantili, sinyal diferansiyel puls
voltametrisi kullanilarak elde edilmistir. Amiloid B (1-42) igin dogrusal ¢alisma araligi 100 fM
ile 25 pM arasida belirlenmistir. Gelistirilen immiinosensoriin insan serumunda bulunan A (1-
42)’nin  tayini i¢in kullanip kullanilmayacagi test edilerek sonuglar ELISA ile
karsilagtirllmistir(Diba vd. , 2017) .

Zhang ve arkadaslarimin yapmis oldugu bir ¢alismada, Alzheimer hastaliginin erken
teshisi i¢in amiloid B proteininin tayini i¢in SnOx/CdCO3/CdS temelli etiketsiz bir
fotoelektrokimyasal immiinosensor gelistirilmistir. Optimum kosullar altinda olusturulan
immiinosensériiniin tayin sinir1 ve dogrusal galigma araligi, sirastyla 0,05 pg mL ve 0,1 pg mL~*

-100 ng mL™* olarak belirlenmistir (Zhang vd., 2019).

Ke ve arkadaslari, 2018 yilinda, amiloid ' nin tayini i¢in, elektrokemiliiminesans
temelli bir sandvi¢ assay teknigi gelistirilmistir. Bu calismada, amiloid [ derisiminin
belirlenmesi igin elektrokimyasal rezonans enerji transferi (ECL-RET) kullanildi. Amiloid
i¢in dogrusal ¢alisma aralif1 ve tayin sinir1, sirastyla, 1,0x107° - 100 ng / mL ve 4,2x107° ng /
mL olarak belirlenmistir (Ke vd. , 2018).

2.9.2. TR-FIA teknigi ile yapilan ¢calismalar

Zhang ve arkadaglar1 koroner arterioskleroz tespiti i¢in lipoprotein iligkili fosfolipaz A2
(Lp-PLA2) ve yiiksek hassasiyetli C-reaktif protein (hsCRP) tiirlerinin es zamanli tayinini
gerceklestirmek amaciyla ¢ift etiketli bir TRFIA yontemi gelistirilmistir. immiinoassay
uygulamalari, serum numuneleri kullanilarak degerlendirilmis ve sonuglar ticari kitlerle elde
edilenler ile karsilagtirilmistir. Her iki tiir i¢in de tayin sinirlart, 1 ng/mL olarak belirlenmistir
(Zhang vd., 2017).

2016 yilinda yayinlanan bir makalede ise, Liu ve arkadaslari su ve toprak érneklerinde

bitki biiyiime diizenleyicisi olan pakliobutrazoliin analizi i¢in hizli ve hassas bir TRFIA yontemi
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gelistirmistir. Bu yontemin klasik ELISA'ya gore 30 kat hassas oldugu belirtilmistir.
Numunelerden elde edilen ortalama geri kazanimlar degerlerinin %80,2- %104,7 arasinda
olmugu bulunmustur. Gercek numuneler icin TR-FIA sonuclari, yiiksek performanslt sivi
kromatografi analizleri ile elde edilen sonuglarla karsilagtirilmis ve TR-FIA' nin, cevresel

numunelerde pakliobutrazol tayinin igin kullanilabilecegi belirtilmistir (Liu vd., 2016).

Hua ve arkadaslar tarafindan, pestisit kalintist olan imidaclothiz’ in tayini i¢in kuantum
dot etiketli floroimmiinoassay (QD-FIA) ve europium etiketli zaman gecikmeli
floroimmiinoassay (TR-FIA) yontemleri gelistirilmistir. QD-FIA ve TR-FIA yontemleri igin
tayin sinirlar sirastyla 6,91 ve 0,018 ug L 'olarak bulunmustur (Hua vd., 2017).

Zhang ve arkadaglari mikoplazma pnomoni (MP) enfeksiyonunun tespitinde
kullanilabilecek bir zaman gecikmeli floroimmiinoassay (TRFIA) yontemi gelistirilmistir.
Europium etiketli anti-insan IgM'si ve samaryum etiketli anti-insan IgG'si ikincil antikor olarak
olarak kullanilmis ve mikoplazma pndémoni IgM ve 1gG yapilar1 serum Srneklerinde taranmigtir
(Zhang vd., 2018).

Zhu ve arkadaslar tarafindan 2019 yilinda yapmis oldugu bir ¢alismada, ftalat esterlerin
cevresel derisimlerini belirlemek igin bir yontem gelistirilmistir. Calismada, Eu (111) ve Sm (I11)
sulu ortamlarda dietil ftalat (DEP) ve dibutil ftalat (DBP) 'nin hassas tespiti i¢in ¢ift etiketli,
zaman gecikmeli floroimmunoassay (TRFIA) gelistirmek icin floresan etiketler olarak
kullanilmigtir. Numune analizlerinin gaz kromatografisi tandem kiitle spektrometresi analiz

sonuglart ile iyi bir uyumlu oldugu gorilmiistiir (Zhu vd., 2019).

Huang ve arkadaslar1 2018 yilinda gastrik kanserin tan1 ve prognozuna yardimci olmak
amactyla, insan serumunda karbohidrat antijeni 125 (CA125) ile karsinoembriyonik antijeni
(CEA) aymi anda belirlemek igin ¢ift etiketli, zaman gecikmeli bir floroimmunoassay (TRFIA)
gelistirmiglerdir. Yontemde, europium-etiketli anti-CA125 antikorlari ve samaryum-etiketli
anti-CEA antikorlar1 mikroplakaya immobilize ederek sandvi¢ tipte bir immiinoassay
hazirlanmigtir. Tmorlerin olusumunu ve gelisimini izlemek i¢in kullanilabilecek giivenilir ve
kullanight yeni bir TRFIA yonteminin basarili bir sekilde gelistirildigi belirtilmistir (Huang vd.,
2018).

Sheng ve arkadaslarinin 2016 yilinda yapmis oldugu bir ¢alismada, (Eu(l11))ve (Sm(l1I),
iyonlarint etiket olarak kullanarak, gida numunelerinde Klotianidin ve dinikonazoliin tayini igin
oldukga hassas, ¢ift etiketli, zaman gecikmeli floroimmiinoassay (TRFIA) yontemi

gelistirmisler. Ornekler icin TRFIA'min sonuglari, gaz kromatografisi (GC) analizleriyle
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dogrulanmis ve tatmin edici bir korelasyon elde edilmistir. Yontemin s6z konusu tiirlerin

eszamanli tayini igin alternatif bir yontem oldugunu vurgulanmustir (Sheng vd., 2016).

BHHCT ve diger pB-diketonat esash ligandlar kullanilarak yapilan TR-FIA ¢alismalar
asagidaki tabloda 6zetlenmektedir (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. BHHCT ve diger PB-diketonat esasli ligandlar kullanilarak yapilan TR-FIA
calismalari.

Etiket Tayini Yapilan Tiir Kaynak
BHHCT-Eu (I11) - Deng vd., 2010
kompleksi
BHHCT- Eu (111) metafetaiminin Kimura vd.,
kompleksi 1999
BHHCT- Eu (II) Su orneklerinde gevresel patojenler Jiang vd., 2010
kompleksi (Giardia lamblia, Cryptosporidium muris

ve Cryptosporidium parvum)
BHHCT- Eu (1) hepatit B yiizey antijenin Hai vd., 2004
kompleksi
BHHCT- Eu (1) Tiroid uyarict hormon (Wu ve Zhang,
kompleksi ve BTBCT- 2002)
Eu(l11)
BHHBCB-Eu (111), - Zhang vd., 2012

BPPBCB-Eu (I11) ve
BTBBCB-Eu (111)

BHHCT- Eu (111) a-fetoprotein (Yuan vd. ,
1998)
BTOT-Eu* Total serum tiroksin Wu and Zhang

2002)
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3. MATERYAL YONTEM

3.1. Kullanilan immunoassay Cihaz1 ve Mikroplateler

Bu tez kapsaminda zaman gecikmeli floroimmiinoassay (TR-FIA) deneyleri, Sekil 3.1
de gosterilen, filtreli BMG-Fluostar Omega otomatik bir mikro plaka okuyucu kullanilarak

yapildi.

Q FLUOstar Omega

DW*:RI‘YI(N

Sekil 3.1. Deneyde kullanilan plaka okuyucu.

BMG-FLUOstar Omega florimetri cihazi, ¢esitli 6l¢iim modlarina imkan sunan,

otomatik bir mikro plaka okuyucudur. Cihazda gesitli 6l¢tim tipleri mevcuttur.

e Ultra hizli UV / vis absorbans spektrumlari veya filtre bazli absorbans 6l¢limii,

e FRET floresan yogunlugu dl¢iimii,

o Zaman Gecikmeli Floresan (TRF) ol¢iimii,

e Zaman Gecikmeli FRET (TR-FRET) 6l¢iimii,

e Liiminesans 6l¢iim

e AlphaScreen® / AlphalLISA® gibi ¢ok yonlii algilama modlar1 bulunmaktadir.
(http://www.rotalab.com/docs/microplate-systems/microplate-reader/bmg-labtech-

fluostar-omega-brochure.pdf).

Immiinoassayde 6nemli noktalardan birisi, antikorun kati bir yiizeyde tutunmasinin
etkinligidir (Kusnezow ve Hoheisel, 2003). Kati bir destegin (plaka) secimi, immiinoassayin
duyarliligina katkis1 oldukca fazladir. Immiinoassayde kullanilan cesitli destekler mevcuttur. Bu

destekler kimyasal, fiziksel ve optik Ozellikleri bakimindan birbirinden farklilik gosterir.
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Kimyasal o6zelliklerine bakildiginda, metalik ve polimerik olarak siiflandirilabilir. Cizelge
3.1.’de metalik ve polimerik tabanli destek tipleri simiflandirilmistir. Polimerik kati destekler,
mikrotitre plakalar, mikro dizi yongalar1 veya fluorkaplar i¢in kullamilir (Kusnezow ve
Hoheisel, 2003; Gerdtsson vd., 2016).

Cizelge 3.1. Destek tiplerinin siniflandirilmasi.

Destek tipi Kimyasal ézellik Ismi Immiinoassay
platformu
Polimer Destekli Hidrofobik Polistiren Mikrotitre plate
Polipropilen Polimerik levha ve
mikrotitre plate
Polivinil klortir Polimerik levha
Polisikloolefin Mikrotitre plate
Zeonor ve zeonex Polimerik levha ve
disk
Hidrofilik Seliiloz asetat Polimerik levha
Polikarbonat Mikrotitre plate ve
Polimerik levha
Polimetilmetakrilat Polimerik levha
Poli siilfonat Polimerik levha
Metalik Hidrofobik Altin Cesitli destekler
tizerindeki altin
kaplamali ylizeyler
Silikon Levha

Immiinoassay deneylerinde kullanilan polimerik kat1 destekler, hidrofilik veya
hidrofobik o6zellik gosterir. Hidrofilik polimerler genellikle elektronegatif fonksiyonel gruplara
sahip monomerlerden olusur. Tersine, hidrofobik monomerler elektronegatif fonksiyonellige
sahip degildir (Sung vd., 2011). Kimyasal davranisi agisindan, bir antikor hidrofobik bdlge
bakimindan zengindir. Bu hidrofobik bdlgeler, kati1 destekler iizerinde bir antikorun adsorbe
edilmesi i¢in ¢ok Onemlidir, ¢iinki{i antikor molekiilleri ile yiizey arasindaki bu tiir hidrofobik
etkilesimler, baglayict kuvvettir. Mikrotitre plakalar genellikle hidrofobik bir polimer olan
polistirenden yapilir, ancak her biri farkli hidrofobiklik seviyeleri saglayan ve farkli antikor

baglama ve tutma egilimlerine sahip olan ¢esitli formlar1 mevcuttur (Spencer, vd., 2011).

Hidrofobik polimerlerin aksine, hidrofilik yiizeyler suya afinitelerini dnemli 06lgiide
arttiran elektronegatif fonksiyonellige sahiptir. Antikorlarin yapisal ve fonksiyonel davranisi
Vermeer ve arkadaglar1 tarafindan kapsamli bir sekilde ¢aligildi ve ¢alismalarindan hidrofobik
yiizeylerin, bir antikorda hidrofilik yiizeylere kiyasla daha yiliksek derecede konformasyonel
degisikliklere neden olma egilimindeydi (Vermeer vd., 1998; Vermeer ve Norde, 2000).
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Floresan Ol¢timiiniin yapilacagi uygulamalarda, genellikle, siyah opak polistiren
mikroplakalar kullanilmaktadir. Bu sebepten, TR-FIA deneylerinde, kati zemin olarak
polistirenden yapilmig opak Costar® 96-kuyucuklu mikroplate kullanildi. Bu polistiren plate,
sahip oldugu hidrofobik bdolgeler sayesinde, antikorlarin kaplanmasi i¢in uygun materyaller
oldugu bilinmektedir. Analiz i¢in ¢aligma hacmi 75 - 200 pL’ arasindadir ve yiiksek baglanma

gosteren bir yiizeye sahiptir.

Sekil 3.2. Corning Costar® 96-kuyucuklu siyah polistiren plate.

3.2. Kullanilan Diger Cihazlar

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan cihazlar ve kullanim amagclari.

Kullanilan cihazlar Kullanim Amaci

Elektronik terazi (Shimadzu) Kimyasal maddelerin tartimlar

pH metre (Mettler-Toledo) Cozeltilerin pH’lar1 6lgme

Otomatik mikro pipetler (Brand ve Cozelti hazirlama ve mikroplate ¢ozelti ilavesi
Eppendorf)

Isiticili manyetik karistirict (Isolab) Cozeltilerin homojen bir sekilde karistirilmasi
Vortex (Isolab) Ttip igerisindeki ¢6zeltilerin karistirmasi
Mikroplate ¢alkalayici (Isolab) Platelerin devaml1 ve orbital karigtirilmasi

Saf su cihazi (Millipore Synergy) Cozeltilerin hazirlanmast

Etliv Inkiibasyon basamaklarmin uygulanmasi




3.3. Kullanilan Kimyasallar
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Cizelge 3.3. Calismada kullanilan kimyasallarin isimleri ve temin edildikleri firmalar.

Kimyasal Madde Firma
Anti-amiloid g (1-42) antikoru Abcam
Rekombinant insan amiloid p (1-42) protein Abcam
Amiloid B (1-42) antikor-biyotin konjugati Invitrogen
Streptavidin (SA, 60 kDa) Sigma-Aldrich
Sigir Serum Albiimin (BSA >%98), Sigma-Aldrich
3,4-Bis[4-(4,4,5,5,6,6,6-heptafloro Sigma-Aldrich
1,3dioksoheksil)fenil]benzensiilfonilkloriir

Glutaraldehit Sigma-Aldrich
Europiyum(III) Kloriir (EuCI;), Sigma-Aldrich
Sodyum Kloriir (NaCI) Merck
Sodyum azit (NaNs), Sigma-Aldrich
Di-sodyum monohidrojenfosfat dihidrat (Na;HPO4.2H,0) Riedel de Haén
Sodyum dihidrojenfosfat dihidrat (NaH;PQO4.2H,O Riedel de Haén
Tween-20 Sigma-Aldrich
Sodyum hidroksit (NaOH) Merck
Potasyum kloriir (KCI) Merck
Sodyum borhidriir (NaBH.), Sigma-Aldrich
Etil alkol (CH3CH>OH) Sigma-Aldrich
Hidroklorik Asit (HCI) Sigma-Aldrich
Fetal Sigir Serumu Sigma-Aldrich

3.4. Kullanilan Cozeltiler

3.4.1. inkiibasyon tamponu

Bu tez ¢alismasinda, derisimi 0,1 mol L? olan pH 7,4 fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS),

inkiibasyon tamponu olarak kullanildi. Bu ¢6zeltiyi hazirlamak igin, sodyum dihidrojenfosfat

dihidrat (NaH.PO..2H,0) ve disodyum monohidrojenfosfat dihidrat (Na;HPO..H20O) katilar1

uygun miktarda tartildi, saf suda ¢oziildi. pH’s1 7,4 olacak sekilde, pH metre yardimiyla, 0,1
mol L hidroklorik asit (HCI) ve 0,1 mol L sodyum hidroksit (NaOH) ¢ézeltileri ile ayarland.

Inkiibasyon tamponu buzdolabinda 4°C’de saklandi. Antikor ve antijen ¢dzeltilerinin

hazirlanmasi i¢in kullanildi.

3.4.2. Bloke edici-Engelleme tamponu

Immiinoassaylerde bloke etme asamasi, spesifik olmayan baglanmay1 azaltmada igin

islev goriir. Birgok immiinoassayde ilk adim, analizin gerceklestirilecegi kuyucugun yiizeyinin

bir protein (genellikle bir antikor veya bir protein konjugati) ile kaplanmasini igerir. Kaplama
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proteini, hicbir zaman, toplam yiizey alanin1 tam kaplayamaz, bu nedenle test sirasinda daha
sonra eklenen reaktifler bos olanlara baglanabilir. Dogal olarak reaktif endojen maddeler veya
otoantikorlar, test yiizeyine veya yakalama antikoruna da baglanabilir. Bu baglanmalar pozitif
veya yanlis negatif hatali sonuglarin gozlemlenmesine neden olabilir (Tate ve Ward, 2004).
Spesifik olmayan baglantilarin bloke edilmesi, ideal olarak sadece gerekli spesifik antikor-
antijen reaksiyonunun meydana geldigi bir durumla sonuglanir (Vogt vd., 1987). Biyolojik
bloker olarak sigir serum albiimin, jelatin, siit kazaini kullanilabilir. Biyolojik blokerlara ek
olarak deterjanlar da kullanilir. Deterjanlar, protein blokerleri kadar verimli degildir. Deterjan
blokerleri, iyonik ve hidrofobik biyomolekiiler etkilesimleri bozar ve gevsek bir sekilde
baglanmis molekiilleri yiizeyden siyirir. En yaygimn kullanilan non-iyonik deterjanlar; Tween,
Triton-X100 ve Non-ident P-40’dir. Non-iyonik deterjanlar, proteinin kati faz iizerine
hidrofobik  adsorpsiyonunu  ve  ayrica  makromolekiillerin ~ birikmesini  Onler

(https://www.corning.com/catalog/cls/documents/application-notes/CLS-DD-AN-456.pdf.)

Bu tez caligmasinda, spesifik olmayan baglanmalar1 engellemek i¢in, % 0,3’liikk BSA
ve % 0,05’ ik Tween 20 igeren 0,1 mol L pH 6,0 PBS ¢ozeltisi bloke edici tampon olarak
kullanild.

3.4.3. Yikama tamponu

Yikama adimlarin1 immiinoassay basamaklarina dahil etmenin temel amaci, istenmeyen
ve spesifik olarak baglanmayan proteinleri uzaklastirmak, boylece zemin giirtiltiistinii azaltmaya
yardimct olmaktir. Antikorlar ilgili analitlerine en yiiksek afinite ile baglanir; ancak antikorlar
ayrica diisiik afinite ile diger proteinlere de baglanabilir. Bu spesifik olmayan antikor

etkilegsimleri, birkag¢ farkli yaklagimla 6nemli 6lgtide azaltilabilir:

e NaCl, Na;S04, MgCl, MgSO04 ve CaCl; gibi kaotropik tuzlarin kullanilmasi
e Tween-20 veya Triton-X100 gibi yiizey aktif deterjanlarin dahil edilmesi hidrofobik
etkilesimlerin azaltilmasi

e Metanol ve etilen glikol gibi organik ¢oziiciiler ile hidrofobik etkilesimlerin azaltilmasi

Yikama i¢in en sik kullamlan tamponlar genellikle fizyolojik pH'tadir. Tris tamponu
(TBS) ve fosfat tamponu (PBS) siklikla kullanilir ve spesifik olmayan baglanmanin
azaltilmasina yardimei olmak igin deterjanlarla desteklenebilir (https://www.seracare.com/page-
not-found/) (Murphy ve O'Kennedy, 2017).
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Bu tez kapsaminda yikama tamponu olarak % 0,05 Tween 20 igeren derisimi 0,1 mol L~
1 ( pH 6,0) ‘da fosfat tampon ¢dzeltisi kullamldi. Immiinoassay basamaklari arasinda yikama

islemi, yikama ¢0zeltisinin mikroplakalara ilavesi ve ¢ozeltinin bosaltilmasi seklinde uygulandi.
3.3.4. Diyaliz tamponu

Bolim 3.6' da anlatilan BHHCT ve SD1 ligandlarinin, sigir serum albiimin(BSA) ile
konjugat hazirlanmasi isleminde, 0,01 mol L derisimde fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7,4)

kullanilarak diyaliz islemi yapildi.
3.4.5. Etiket tamponlari

Bolim 3.6’ da kapsamli sekilde anlatilan, BHHCT ve SDI1 ligandlar1 kullanilarak
hazirlanan etiket ¢dzeltilerinin seyreltme islemleri, derigimi olan 0,1 mol L (pH 7,0) PBS ile

cozeltisi ile yapildi.

Immunoassay deneylerinde siklikla kullanilan tamponlar gizelge 3.4 de 6zetlenmistir.

Cizelge 3.4. Immiinoassay gelisiminde yaygin olarak kullanilan tamponlar (Wild ve Kusnezow,
2013).

Uygulama i¢in Tampon pH

Kaplama icin 150 mM- 0.1 M Fosfat Tamponu(PBS) 74
50-100 mM karbonat/ bikarbonat Tamponu 9,6
10 mM Tris-HCI Tamponu 8,5

Yikama Tamponu 0,1 M PBS ,% 0,05 (v/v) 0,5 mL Tween-20 74

Bloke edici tampon % 1-5 (w / v) sigir serum albiimini, kazein, jelatin 7,4
veya diger proteinleri i¢eren 0.1 M PBS

Inkiibasyon tamponu % 1 (w/ v) bloklama reaktifi igeren 0.1 M PBS 7,4

3.5. Eu (I11) Etiket Cozeltisinin Hazirlanmasi

TR-FIA yonteminde Eu(lll) kompleksler etiket olarak kullanilir. Eu(IIl)’#
biyotinlenmis ikincil antikora baglamak i¢in anten gorevi goren bir liganda ihtiya¢ duyulur.
Ozellikle, diketon esash bilesikler ligant olarak tercih edilmektedir. Bunun igin, ticari olarak
temini yapilan 3,4-Bis[4-(4,4,5,5,6,6,6-heptafloro-1,3dioksoheksil)fenil]benzensiilfonilkloriir
bilesigin (BHHCT) ve TUBITAK projesi kapsaminda iiniversitemiz Kimya Boliimii Ogretim
iiyesi Prof. Dr. Alper Tolga Colak tarafindan sentezlenen bir ligandin 10,10°-(4,4,5,56,6,7,7-
oktafloro-3,8-dioksodekanediol)bis (antrasin-9-siilfonil kloriir) (SD1) Eu(Ill) ile kompleksleri
olusturuldu. Kullanilacak kompleksleri hazirlanmak i¢in Deng ve arkadaslarinin (2010)

kullandig1 prosediirden yararlanildi (Deng vd. , 2010). Ilk olarak, derisimi 0,01 mol L* fosfat
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tampon ¢ozeltisi (pH 7,4, 2 mL) icerisinde 1 mg streptavidin (SA) ve 1 mg sigir serum albiimin
coziildu. Cozeltiye %1°lik glutaraldehit ¢ozeltisinden 100 pL ilave edildi ve 24 saat boyunca 4
°C’ de inkiibasyona birakildi. Elde edilen ¢ozeltiye, 0,4 mg sodyum bor hidriir (NaBHy) ilavesi
sonrasi, ¢ozelti oda sicakliginda 2 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda,
¢ozelti, derisimi 0,01 mol L fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7,4) kullanilarak diyaliz islemi yapildi.
Diyaliz islemi yapilan ¢ozeltiye, 1,5 mL distile su ilave edildi ve karistirildi. Ardindan ¢ozeltiye,
12,6 mg sodyum bikarbonat (NaHCO3) ilave edildi ve sonrasinda ¢ozeltinin pH’st 9,1%e
ayarlandi. Gece boyunca 4°C’de inkiibasyona birakilan ¢ozeltiye, etil alkolde ¢6ziinmiis olan
BHHCT ya da SDI1 ¢ozeltileri ilave edildi ve 1 saat boyunca karigmasi saglandi. Baglanmayan
tirleri ortamdan uzaklastirmak i¢in, 0,01 mol L fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7,4) kullanilarak
diyaliz iglemi uygulandi. Elde edilen ¢ozelti -20°C’de saklandi ve deney Oncesinde gerekli
seyreltme islemi yapilarak etiket olarak kullanildi. Seyreltme islemi su sekilde uygulandt:

Cozelti igerisine, EuCls (0,04 mol L? 1,8 pL) , BSA (%0,2°lik), NaNs (% 0,1°lik) ve
NaCl (% 0,9) ilave edildi ve inkiibasyona (oda sicakligi, 12 saat) birakildi. Elde edilen konjugat
Eu(IIT) etiket olarak kullanildi. Uygulanan prosediir Sekil 3.3’de 6zetlenmektedir.

Gluteraldehit ‘ NaBH,

./ Q - J—

1C N o S 77/\
24 saat % Q\
2 - | \J
g,j e / '
i / pH 7.4 PBS ye
/ kars1 diyaliz ( A

- = -
\ \ < pH’s19,1%
\\J [.- J ayarlandi
pH 7.4 PBS ye Oda Sicakliz
kars1 diyaliz 24 saat

Sekil 3.3. SA-BSA(BHHCT/SD1) komleks hazirlama prosediirti.
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3.6. Uygulanan immunoassay Formati
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Sekil 3.4. Immiinoassay basamaklar1 (A) Mikroplakalara antikor kaplanmasi B) Yikama ve
bloke etme C) Antijenin ilave edilmesi D) Ikincil antikorun ilave edilmesi E) Etiketin ilave
edilmesi)

A. Mikroplakalara antikor kaplanmasi1 Anti-amiloid f(1-42) birincil antikorun (AB(1-
42)-Abl) mikroplakalara kaplanma iglemi icin, belli derisimdeki AP(1-42)-Abl
antikorlari, her kuyucuga 100 pL olacak sekilde, mikroplakalara eklendi. Sonrasinda
mikroplakalar 20-24 saat arasi, 37°C’de tutuldu.

B. Yikama ve Bloke etme Gece boyunca inkiibasyona birakilan mikroplakalar,
baglanmayan antikorlarin uzaklastirilmasi ig¢in yikama tamponu ile 3 kez yikandi.
Mikroplakalara bloke edici- engelleyici tampon ¢ozeltisi ilave edildi ve BSA ile spesifik
olmayan baglanma bdlgeleri engellenmis oldu. 1 saat boyunca 37 °C’ de inkiibasyon
adimindan sonra yikama asamasi olmaksizin diger basamaga gecildi.

C. Antijenin ilave edilmesi Mikroplakaya belli derisimde AP(1-42) protein ¢ozeltileri

ilave edildi. Antikorlar iizerinde bulunan, antijene spesifik bolgelere, ilgili antijenin
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baglanmas1 saglandi. 1 saat inkiibasyondan sonra, baglanmayan antijenleri ortamdan
uzaklastirmak icin 3 kez yikama islemi yapildi

D. ikincil antikorun ilave edilmesi Mikroplakaya belli derisimde hazirlanan B-A(1-42)
ikincil antikor ¢ozeltisinden 100 pL hacimde ilave edildi. 1 saat inkiibasyondan sonra,
baglanmayan ikincil antikorlar1 uzaklagtirmak icin yikama ¢ozeltisi ile 3 kez yikama
islemi yapildi.

E. Etiketin ilave edilmesi Hazirlanan Eu (ITI) etiket ¢6zeltisi her bir kuyuya 15 uL olacak
sekilde eklendi. 1 saat inkiibasyon sonunda yikama ¢ozeltisi ile mikroplakalar 6 kez

yikama yapildi. Mikroplaka okuyucuda, TR-FIA 6l¢limleri gerceklestirildi.

3.7. SA(BSA)-Ligant-Eu(IIl) Etiket Cozeltisinin  Seyreltme  Oranmin
Optimizasyonu

Ligant-Eu (III) etiket ¢o6zeltisi hazirlandiktan sonra, uygun etiket seyreltme oranini
belirlemek icin, asagida gosterildigi gibi, seyreltmeler yapildi ve mevcut immiinoassay formati

uygulanarak deneysel asamalar gerceklestirildi.

Bunun i¢in, 96 kuyucuklu polistiren mikroplakalara belli derisimde anti-AB(1-42)-Abl
¢ozeltisi her kuyucuga 100 pL olacak sekilde ilave edildi ve inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasinda, baglanmayan antikorlar1 ortamdan uzaklastirmak icin yikama adimi uygulandi.
Spesifik olmayan baglanma bdlgeleri, % 0,3’liik BSA igeren bloke edici-engelleyen tampon
kullanilarak kapatildi. Bu islem sonrasinda, belli derisimde AP (1-42) cozeltisinden tiim
kuyucuklara 100 pL ilave edildi ve 1 saat sonunda baglanmayan antijenleri ortamdan
uzaklastirmak tizere yikama islemi yapildi. Sonraki basamakta B-AP(1-42)-Ab2 ¢ozeltisinden
kuyulara ilave edildi. Inkiibasyon sonunda yikama ¢ozeltisi ile 3 kez yikama islemi yapildi ve
SA(BSA)-ligant-Eu(Ill) etiket ¢ozeltisi 1:10, 1:25, 1:50, 1:100 veya 1:200 oranlarinda
seyreltilerek her bir kuyuya 15 uL olacak sekilde ilave edildi ve 37°C’de bir saat inkiibasyona
birakildi.

Deney asamalari tamamlandiktan sonra 337 nm ekstinksiyon ve 615 nm emisyon dalga
boylarinda, TR-FIA 6lglimleri alindi. Elde edilen floresans siddet degerleri, seyreltme oranina

kars1 grafige gecirildi ve optimum oran belirlendi.
3.8. AB(1-42)- Abl ve B-AB(1-42)-Ab2 Derisim Optimizasyonu Calismasi

Birincil ve ikincil antikorlarin derigsimleri immiinoassayin performansini etkileyen bir

faktordiir. Optimum derisimleri belirlemek i¢in, farkli kombinasyonlarda AP(1-42)- Abl ve B-
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AB(1-42)-Ab2 derisimleri alinarak mevcut immunoassay formati ayri ayri uygulandi. AB(1-42)-
Abl1 igin farkli derisimlerde (10, 20, 30, 40, 50 ng/mL) ¢ozeltilerden kuyucuklara 100 pL
eklendi ve 37 °C de yaklasik bir giin boyunca etiivde inkiibasyona birakildi. Ertesi giin 3 kez
yikama isleminin ardindan 100 pL bloke edici ¢ozelti kuyucuklara eklendi ve 37°C’de bir saat
inkiibasyona birakildi. Bloke etme basamagindan sonra sabit derisimlerde hazirlanan AB(1-42)-
Ag cozeltileri 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.
Antijenler ile muamele edilmis Abl kapli kuyucuklara farkli derisimlerde (1,2,3,4,5 ng/mL)
sekil 3.5° de gosterildigi gibi, 100 uL B- AB(1-42)-Ab2 eklendi ve 1 saat 37 °C de inkiibasyona
birakildi. Inkubasyon sonrasi yikama islemi yapildi. SA(BSA)-Ligant-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 ¢ozeltisi ile 6 kez yikama yapildi. Deney asamalari
tamamlandiktan sonra TR-FIA dl¢limleri alindi. Elde edilen floresans siddet degerleri sirasiyla,
AB(1-42)-Abl ve B-AP(1-42)-Ab2 derisimlerine karsi grafige gecirildi ve optimum derisim
belirlendi.
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Sekil 3.5. Optimizasyon i¢in kuyucuklara eklenen derisimler (farkli derisimlerde eklenen Abl-
Ab2 derisim miktarlari)

3.9. AB(1-42)-Abl ile AB(1-42)-Ag Etkilesim Siiresi Optimizasyonu

Antijen-antikor baglanmasi spesifik ve segici bir olaydir. Antijenle antikor arasinda
birlesme kovalent baglarla degil, elektrostatik, Van der waalls kuvvetleri ve hidrojen baglariyla
olur. Bu iki molekiil arasindaki bagin giiciinii, antijenin birlesme yeri (epitop) ile antikorun
baglanma yeri (paratop) arasindaki temas belirler. Antijen ve antikorun etkilesim siiresi
gelistirmek istenen tan1 kitinin zaman parametresini etkiler. Birincil antikor ve ikincil antikor
derisim ¢alismasinin optimizasyonundan sonra, etkilesim zamani Sekil 3.6’da anlatilan deney
prosediirii iizerinden ilerler. ilk olarak belli derisimde AP (1-42)-Abl ¢ozeltisinden 100 uL
kuyuculara eklendi ve immobilizasyon i¢in yaklasik 24 saat beklendi. Ertesi giin baglanmayan
antikorlar1 kuyucuklardan uzaklastirmak icin 3 kez yikama tamponuyla yikama yapildi. Spesifik
olmayan baglanma bolgelerini engellemek igin bloke edici tamponla 1 saat 37°C’de
inkiibasyona birakildi. Bloke edici tampon kuyucuklardan uzaklastirildi. AB(1-42)-Ag’ nin
birincil antikorla etkilesim siiresinin optimizasyonu i¢in belirli derisimde antijen kuyucuklara
eklendi ve etkilesim siireleri 80, 60, 40, 20, 10 dakika olacak sekilde inkiibasyona birakildi
inkiibasyon sonunda 3 kez yikama tamponu ile yikandi. Sabit derisimde hazirlanan B-AB(1-42)-
Ab2’den 100 pL olacak sekilde kuyucuklara eklendi 1 saat boyunca 37 ° C de inkiibasyona
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birakildi. Inkubasyon basamagi sonrasi yikama tamponu ile baglanmayan ikincil antikorlar:
uzaklastirmak igin 3 kez yikandi. Son basamak 15 pL SA(BSA)-ligand-Eu(lll) etiketinden
eklendi ve 1 saat 37 °C de inkiibasyona birakildi. Siire sonunda yikama c¢dzeltisi ile 6 kez
yikama yapildi. Deney asamalari tamamlandiktan sonra TR-FIA o6l¢timleri alindi. Elde edilen

floresans siddet degerleri, etkilesim zamanina kars1 grafige gecirildi ve optimum siire belirlendi.
3.10. AB(1-42)-Ag ile B-AB(1-42)-Ab2 Etkilesim Siiresi Optimizasyonu

AB(1-42)-Abl ile AB(1-42)-Ag etkilesim siiresi optimizasyonundan sonra B-AB(1-42)-
ADb2 antijen ile etkilesim zamani yine; Sekil 3.6 de anlatilan deney prosediirii tizerinden ilerledi.
Ik olarak belirli derisimde AP (1-42)- Abl ¢dzeltisinden 100 pL ilave edildi. Kaplama igin
mikroplateler 37 °C’de yaklagik 24 saat inkiibe edildi. Baglanmayan antikorlar1 mikroplakadan
uzaklagtirmak i¢in 3 kez yikama tamponuyla yikama yapildi. Spesifik olmayan baglanma
bolgelerini engellemek icin bloke edici tamponla 1 saat 37°C de inkiibasyona birakildi. Bloke
edici tampon kuyucuklardan uzaklastirildi. Sabit derisimde hazirlanan AB(1-42) proteini 100 pL
kuyucuklara eklenerek 37 °C de inkiibasyona birakildi. Siire sonunda kuyucuklar 3 kez yikama
tamponu ile yikandi. Belli derisimde hazirlanan B-AP(1-42)-Ab2 ¢ozeltisinden 100 pL
kuyucuklara eklendi ve 80, 60, 40, 20,10 dakika boyunca 37 ° C de inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda yikama tamponu ile baglanmayan ikincil antikorlar1 uzaklastirmak i¢in 3 kez yikandi.
Son basamak olarak 15 pL SA(BSA)-Ligant -Eu(lll) etiketinden eklendi ve 1 saat 37 °C de
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda yikama ¢ozeltisi ile 6 kez yikama yapildi. Deney asamalari
tamamlandiktan sonra TR-FIA 6l¢limleri alindi. Elde edilen floresans siddet degerleri, etkilesim

zamanna kars1 grafige gecirildi ve optimum stire belirlendi.

3.11. Ap (1-42) (pg/mL) Protein Tayini Icin Dogrusal Calisma Arahginin

Belirlenmesi

Optimizasyon c¢aligmalar1 tamamlandiktan sonra amiloid  proteini i¢in kalibrasyon
calismalar1 yapildi ve dogrusal calisma aralig: belirlendi. ilk asama polistiren 96 kuyucuklu
mikrotiter platelere, belli derisimde AB(1-42)-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. 100 pL bloke edici ¢ozelti kuyucuklara
eklendi ve 37°C’de bir saat inkiibasyona birakildi. Derigim araligi 0,5-10000 pg/mL olan AB(1-
42)-Ag ¢ozeltileri AP (1-42)-Abl kapli platelere sekil 3.6’da gosterildigi gibi her kuyucuga 100
uL olacak sekilde ilave edildi ve 1 saat 37°C’de kuyucuklar inkiibasyona birakildi.
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Sekil 3.6. AB(1-42)-Ag protein tayini igin kuyulara eklenen antijen derisimleri.

Inkiibasyon sonrasinda yikama c¢ozeltisi ile 3 kez yikama yapildi. Antijenler ile
muamele edilmis AP(1-42)-Abl kapli kuyucuklara belli derisimde 100 pL B-AP(1-42)-Ab2
eklendi. 37°C’de kuyucuklar inkiibasyona birakildi. Siire sonunda yikama ¢ozeltisi ile 3 kez
yikama yapildi. SA(BSA)-Ligant-Eu(III) 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 asamalari tamamlandiktan sonra TR-FIA olgtimleri alindi. Elde edilen

floresans siddet degerleri amiloid B derisimine kars1 grafige gegirildi.
3.12. Tekrarlanabilirlik

AP(1-42) proteininin tayinine yonelik hazirlanan TR-FIA yonteminin tekrarlanabilirligi,
belli derisimde antijen ¢ozeltileri (250, 500, 1000 pg/mL) i¢in ¢alisildi. Her bir derisim degeri
icin okunan floresans degeri kullanilarak plateler arasi (plate to plate ) ve kuyucuklar arasi (well

to well) % bagil standart hata degeri hesaplandi.
3.13. Sentetik Serumda AB(1-42) Tayininin Yapilmasi

Spike- geri kazanim testi, standart seyreltici ve numune matrisinin (plazma, serum vb.)
immiinoassayde kullanilan yakalama ve tespit antikorlarina analit baglanmasina miidahale edip

etmedigini belirlememize yardimei olur. Olgtiigiiniiz tiim proteini yakalayip yakalamadiginizi
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test etmek i¢in, konsanstrasyonu bilinen protein ¢ozeltisini kalibrasyon grafigi sinirlar altinda
geri kazanimini belirlemek oldukca 6nemlidir. Bu tez kapsaminda spike deneyi i¢in sentetik
serum Ornegi kullamildi. Bu AP (1-42) (pg/mL) protein tayini i¢in dogrusal ¢aligma araligim
belirledikten sonra sentetik serum igerininde derigimleri 1, 10, 100 pg/mL olacak sekilde
numuneler hazirlandi. Bolim 3.6° da anlatilan immunoassay formati {izerinden deney

gergeklestirildi.

Ilk olarak belli derisimde AP (1-42)-Abl ¢dzeltisi kuyucuklara eklendi ve 24 saat 37 °C
de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi yikama ve bloklama asamasi yapildi. Ap (1-42)-
Ag belli derisimde (1, 10, 100 pg/mL ) ilavesinde sentetik serumda hazirlanan antijenler 100 pL
kuyucuklara eklendi ve 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar yikama
cozeltisi ile yikandi ve baglanmayan reaktifler ortamdan uzaklastirildi. Belli derisimde ikincil
antikor B-AB (1-42)-Ab2 kuyucuklara eklendi. inkiibasyon ve yikama basamagi ardindan belli
oranda seyreltilmis SA(BSA)-ligant-Eu(lll) etiket ¢ozeltisi 15 pL kuyucuklara ilave edildi.
Deney asamalari tamamlandiktan sonra TR-FIA 6l¢timleri alindi. Elde edilen floresan siddet

degerleri kalibrasyon grafiginde (4-PL) karsilagtirildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu tez kapsaminda, Alzheimer hastaligimin tan1 ve izlenmesinde biyobelirte¢ olarak
kullanilan amiloid B (AP (1-42)) proteininin tayini i¢in, Zaman Gecikmeli Floroimmiinoassay
(TR-FIA) teknigine dayanan bir immiinoassay yontemi gelistirilmesi amaglanmaktadir. Bunun
icin, ilk olarak 3,4bis[4(4.,4,5,5,6,6,6heptaflorolo,3dioksoheksil)fenil]benzensiilfonilkloriir
(BHHCT) ve 10,10’-(4,4,5,56,6,7,7-oktafloro-3,8-dioksodekanediol)bis (antrasin-9-siilfonil
kloriir) (SD1) ligantlart kullanilarak, bunlarmn Eu(lll) kompleksleri hazirlandi ve TR-FIA
deneylerinde etiket olarak kullanildi. Her iki ligand igin, AP(1-42)-Abl ve B-AB(1-42)-Ab2
miktari, AB(1-42)-Ab1& AP(1-42)Ag ve AP(1-42)Ag & B-AP(1-42)-Ab2 etkilesim siiresi,
etiket diliisyon oranlari1 optimize edilip, tekrarlanabilirlik ¢aligmalar1 yapildi. Optimum sartlarda
hazirlanan immiinoassay formatlarinda, her iki etiket de kullanarak ayri1 ayri kalibrasyon
grafikleri ¢izildi ve etiketlerin sentetik serum orneklerinde Amiloid B’ nin tayini i¢in kullanip
kullanilmayacagi arastirildi. Yapilan galismalarda elde edilen sonuglar ve yorumlar asagida

verildi.
4.1. Optimizasyon Calismalari

Biyolojik molekiilleri, dogruluk, hassasiyet ve ozgiilliik ile dlgmek igin kullanilacak
immiinoassay yontemi optimize edilmelidir. Optimizasyon ¢alismalari, immiinoassay
prosediiriintin giivenilirligi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Her bir parametre igin optimum degeri
belirleyebilmek igin ayr1 deney asamalari tasarlanmalidir. Tez kapsaminda optimize edilecek
her parametrenin birbiriyle farkli kombinasyonlari denenerek bu asama gergeklestirilmistir ve

sonuglar agagida sunulmustur.

4.1.1. SA(BSA)-LIGAND-Eu(lll) etiket ¢ozeltisinin  diliisyon  orammm

optimizasyonu

Bolim 3.7°de belirtildigi tizere, ilk olarak kullanilacak etiket ¢odzeltisinin optimum
diliisyon oranmi belirlendi. Bunun i¢in, 96 kuyucuklu polistiren mikroplakalara belli derisimde
AP (1-42)-Abl ¢ozeltisi her kuyucuga 100 pL olacak sekilde ilave edildi ve inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasinda, baglanmayan antikorlar1 ortamdan uzaklastirmak igin yikama
adimi uygulandi. Spesifik olmayan baglanma bolgeleri, % 0,3’liik BSA iceren bloke edici-
engelleyen tampon kullanilarak kapatildi. Bu islem sonrasinda, belli derisimde Ap (1-42)-Ag
cozeltisinden tiim kuyucuklara 100 pL ilave edildi ve inkiibasyon sonunda baglanmayan
antijenleri ortamdan uzaklastirmak tizere yikama islemi yapildi. Sonraki basamakta B-Ap (1-

42)-Ab2 ¢ozeltisinden kuyucuklara ilave edildi. Inkiibasyon sonunda yikama ¢ozeltisi ile 3 kez
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yikama islemi yapildi. SA(BSA)-Ligant-Eu(IIl) etiket ¢6zeltisi 1:10, 1:20, 1:50, 1:100, 1:200
oranlarinda seyreltilerek, her bir kuyuya 15 pL olacak sekilde, ilave edildi ve 37°C’de bir saat
tutuldu. Inkiibasyon adimindan sonra, 6 kez yikama yapild: ve mikroplateler cihaza yerlestirilip
olgim gergeklestirildi. Floresans yogunlugu etiket diliisyon oranina karsi grafiklendi. BHHCT
ve SDI ligantlar1 kullanilarak hazirlanan Eu(IIl) etiketler i¢in elde edilen grafikler sirasiyla
Sekil 4.1 ve Sekil 4.2 goriilmektedir.

TR-FIA 6l¢tim parametreleri;

e  Ekstrinksiyon: 337nm

e Emisyon: 615 nm

e Flasg sayis1:100

e Entegrasyon baslama suresi:200us

e Entegrasyon bitis siiresi:400us

60000

55000 }

50000 }\E

45000 - )

40000 \
35000 : : : : : : : : :
1:10 1:20 1:50 1:100 1:200

SA(BSA)-BHHCT-Eu Etiket Diliisyon Oran1

Floresans Siddeti (a.u.)

L]

Sekil 4.1. SA(BSA)-BHHCT-Eu(III) etiket ¢ozeltisinin diliisyon orani (1:10, 1:20, 1:50, 1:100,
1:200) optimizasyonu.
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Sekil 4.2. SA(BSA)-SD1-Eu(Ill) etiket ¢ozeltisinin dilisyon orani (1:10, 1:20, 1:50, 1:100,
1:200) optimizasyonu.

Grafikler incelendiginde, her iki etiket tiirli i¢in, diliisyon oraninin artisi ile floresans
siddet degerlerinin azaldig1 goriilebilir. 1:50 diliisyon oranina kadar, ¢ok biiyiikk bir azalma
olmazken, bundan sonraki degerlerde floresans siddetininin olduk¢a degistigi goriilebilir.
Dolayisiyla 1:50 diliisyon oraninin, uygun sinyaller elde etmek igin yeterli bir oran oldugu

goriisiine varild1 ve deneylerde bu diliisyon orani kullanildi.

Cizelge 4.1.°de ¢esitli ligantlar ile hazirlanan Eu(IIl) etiketler ile yapilan ¢alismalar
asagida Ozetlenmistir. Bu caligmalar incelendiginde, belli diliisyon oranlarinin ¢alisildigi ve
daha ¢ok 1:50 ve 1: 100 diliisyon oranlarinin optimum deger olarak kullanildig1 goriilmiistiir.
Bazi ¢aligmalarda ise herhangi bir optimizasyon caligmasi yapilmamig ve belli bir diliisyon

oraninda ¢aligsmalar yiirtitilmiistir.
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Cizelge 4.1. Literatiirlerde etiket diliisyon orani ¢aligmalari.

Etiket Tayin edilen tiir Calisilan diliisyon Optimum Kaynak
oranlari diliisyon
orani

Manyetik Karsinoembriyojenik  1:10,1:25,1:50,1:75  1:50 (Hou vd.,
boncuk-Eu(l11) antijen 1:100, 1:200 2012)
Etiket
Eu(l11)-Etiket Karsioembriyojenik 1:10,1:50,1:100,1:20 1:100 (Yan vd.,

antijen 01:300, 1:500 2005)
BHHCT-Eu(IIl)  Giardia lamblia - 1:10 (Deng vd.,

2010)

4.1.2. Ap (1-42)-Abl ve B- AP (1-42)-Ab2 derisimlerinin optimizasyonu

BHHCT i¢in; BHHCT liganti kullanilarak hazirlanan SA(BSA)-BHCCT-Eu(lll) etiket
i¢in; bolim 3.7°de belirtildigi tizere, en uygun AB (1-42)-Abl ve B-Ap (1-42)-Ab2 derisimlerini
belirlemek amaciyla, immiinoassay basamaklar1 uygulandi. Parametrelerin optimizasyonu,
kimyasal sarfiyatini 6nlemek igin, ayni plate tizerinde farkli kombinasyonlar denenerek
gerceklestirildi. Olgiimler sonunda elde edilen floresans siddetleri, s6z konusu parametrelere

kars1 grafige gecirildi.

Polistiren 96-kuyucuklu plakalara, Sekil 3.5°de gosterildigi gibi, farkli kombinasyonla
sirastyla belli derisimlerdeki (10, 20, 30, 40, 50 ng/mL) AP (1-42)-Abl ¢ozeltisinden 100 pL
olacak sekilde eklendi ve kaplamanin saglanmasi i¢in yaklasik 24 saat inkiibasyonda birakildi.
Baglanmayan birincil antikorlar1 ortamda uzaklastirmak i¢in yikama islemi yapildi. Spesifik
olmayan baglanmalar1 engellemek i¢in bloke edici tampon ile kuyucuklar bloke edildi. Belli
derisimde hazirlanan AP (1-42)-Ag ¢ozeltisinden tiim kuyucuklara 100uL olacak sekilde ilave
edildi. inkiibasyon sonrasinda yikama ¢ozeltisi ile yikama yapildi. Antijenler ile muamele
edilmis farkli derisimlerde AP (1-42)-Abl kapli kuyucuklara, yine farkli derisimlerde (1, 2, 3, 4,
5 ng/mL) B-AB (1-42)-Ab2 c¢ozeltisi eklenip, inkiibasyona birakildi ve sonrasinda yikama

adimina gegildi.

Optimize  edilen  dilisyon oraninda seyreltilen = SA(BSA)-BHHCT-Eu(lll)
¢ozeltilerinden, her bir kuyucuga eklendi ve plateler inkiibasyona birakildi. Siire sonunda
yikama yapildi ve TR-FIA 6l¢iimii sonrasi, floresans siddetleri, Ap (1-42)-Ab ve B-AB (1-42)-
Ab2 miktarina kars1 grafige gecirildi (Sekil 4.3 A ve B).
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Sekiller incelendiginde, floresans siddet degerinin en yiiksek oldugu degerler optimum
degerler olarak alindi. Buna gore AP (1-42)-Abl i¢in 40 ng/mL, B-Ap (1-42)-Ab2 igin ise 4

ng/mL degerleri optimum olarak kabul edildi.

SD1 icin; SA(BSA)-SD1-Eu(lll) etiket i¢in optimum A (1-42)-Abl ve B-AB (1-42)-
Ab2 derisimlerini belirlemek icin, deney prosediirii, boliim 3.8 de belirtidigi gibi, uygulandi.
Elde edilen floresans siddet degerleri birincil antikor ve biyotinlenmis ikincil antikor derisim
miktarlarina gore ayri ayri grafiklere gegirildi (Sekil 4.4 A ve B). En yiiksek floresans
degerlerinin elde edildigi miktarlar olan Ap (1-42)-Abl igin 50 ng/mL, B-Ap (1-42)-Ab2 i¢gin

ise 2 ng/mL derisim degerleri optimum olarak alindu.
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TR-FIA yontemi ile yapilan farkli ¢alismalarda belirlenmis optimum birincil ve ikincil

antikor derisimleri Cizelge 4.2 de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.2. Literatiirde Optimum birincil ve ikincil antikor derigimleri ¢aligmalart.

Tayini  Yapilan Ab1 miktar: Ab2 miktari Kaynak

Tiir

Salbutamol 0,025-0,05-0,1-0,2-0,3 0,025-0,05-0,1-0,15-2 (Fang vd.,
mg/L mg/L 2019)

1gG 0-5-10-15-20 mg/ L - (Niu vd., 2011)

Adenoviriis 0,5 mg/kuyu 10ng/kuyu (Scalia vd.,

1995)
Tiakloprid 1,25 mg/ kuyu - (Liu vd., 2013)

Literatiir arastirmalarina bakildigi zaman antikor derigsimlerinin optimizasyonu ¢ok az
calismada bulunmakta ve c¢ogu calisma sabit derisimi kullanmaktadir. Yapilan derigim
optimizasyonu deneyi olusturulan immunoassay formati i¢in olduk¢a hassas olacagl

diistiniilmektedir.
4.1.3. Ap (1-42)-Abl ile AP (1-42)-Ag antijeninin etkilesim siiresinin optimizasyonu

BHHCT icin; Antikor-antijen etkilesim siireleri, immiinoassay performansini etkileyen
bir parametredir ve uygun siirelerin se¢imi assay giivenilirligini artirir. Etkilesim siireleri iki
basamakta c¢aligilmistir. Bunun igin ilk olarak AB (1-42)-Abl ve AP (1-42)-Ag’nin etkilesim

siiresi optimize edilmistir.

Buna gore, B6lim 3.9 da belirtildigi gibi, Ap (1-42)-Abl kapl platelere her kuyucuga
100 uL AB (1-42)-Ag ilave edildi ve stirelere dikkat edilerek plateler inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda yikama yapildi ve immiinoassay basamaklari uygulandi. Olgiimler
sonucunda elde edilen floresans siddetleri etkilesim siirelerine kars1 grafige gecirildi. (Sekil.4.5).
Sekil incelendiginde 60 dakika etkilesim siiresi optimum siire olarak alindi ve BBHHCT ig¢in
tim deneylerde AP (1-42)-Ablile AP (1-42)-Ag antijeninin etkilesim siiresi bu sekilde
uygulandi.
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Sekil 4.5. SA(BSA)-BHHCT-Eu(Ill) etiketi kullanilarak AP(1-42)-Abl ile AP (1-42)-Ag
antijeninin etkilesim siiresinin optimizasyonu.

SD1 i¢in; Aym sekilde optimum etkilesim siiresini belirlemek igin AP (1-42)-Ab1 kapl
platelere AP (1-42)-Ag ilave edildi ve siire farkina dikkat edilerek 10, 20, 40, 60, 80 dakika
inkiibasyona birakildi. Deney prosediirii uygulanarak TR-FIA oOlgtimleri alindi ve floresan
yogunluguna karsi etkilesim siireleri grafige gegirildi. (Sekil 4.6). 60 dakika floresans
yogunlugunun yiiksek olmasindan dolay1 optimum inkiibasyon siiresi olarak belirlendi ve SD1
ligant1 i¢in yapilacak tim deneylerde AP (1-42)-Ablile AP (1-42)-Ag antijeninin etkilesim
stiresi 60 dakika olarak deneyler gerceklestirildi.
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Sekil 4.6. SA(BSA)-SD1-Eu(Ill) etiketi kullanilarak AP (1-42)-Abl ile AP (1-42)-Ag
antijeninin etkilegim siiresinin optimizasyonu.

4.1.4. Ap (1-42)-Ag ve B-AP (1-42)-Ab1 etkilesim siiresinin optimizasyonu

BHHCT icin; etkilesim siirelerinin ikinci optimizasyon basamaginda, AP (1-42)-Ag
antijeni ile B-AP (1-42)-Ab2 inkiibasyon siireleri optimize edildi. Iimmiinoassay basamaklar1 bir
onceki bolimdeki gibi uygulandi. AP (1-42)-Ag eklenmis platelere, ikincil antikor eklenip
37°C’de belli siirelerde (80, 60, 40, 20, 10 dakika) inkiibasyona birakildi. Yikama adimlarindan
sonra etiket ¢Ozeltilerinden eklenerek TR-FIA Ol¢iimleri alindi. Floresans siddetleri, etkilesim
stiresine kars1 grafiklendi (Sekil 4.7). Sekil incelendiginde, 60 dakika etkilesim siiresinin uygun

oldugu gorildi.
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Sekil 4.7. SA(BSA)-BHHCT-Eu(III) etiketi kullanilarak AP (1-42)-Ag protein & B-Ap (1-42)-
Ab2 etkilesim siiresinin optimizasyonu.

SD/ icin; BHHCT ligandinda oldugu gibi SD1 ligandinda da optimizasyon siiresinin 2.
basamagi AP (1-42)-Ag antijeni ile B-ApB (1-42)-Ab2 inkiibasyon siirelerinin optimizasyonudur.
Assay basamaklar1 ayni sekilde uygulandi ve elde edilen veriler grafige gegirildi. (Sekil 4.8).

Buna gore diger deneylerde kullanilmak lizere etkilesim siiresi 40 dakika olarak segildi.
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Sekil 4.8. SA(BSA)-SD1-Eu(Ill) etiketi kullanilarak AP (1-42)-Ag protein & B-Ap (1-42)-Ab2
etkilesim siiresinin optimizasyonu.

Niu ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada yakalama antikoru ile antijen ve antijen ile
ikincil antikorun baglanma afinitesine inkiibasyon siiresinin etkisi ¢aligilmistir. Her iki ¢aligma
icin de stire araliklar1 15-120 dakika arasindadir. Yayinda verilmis olan zamana kars1 floresans
siddet grafikleri incelendiginde ilk grafik i¢in (kaplama antikoru ile ilgili antijen etkilesimi) 60
dakikadan sonra ¢ok az bir artisin oldugu sonrasinda ise floresans siddet degerinin artmadigi
gdzlenmis ve bu sebepten optimum siire 75 dakika olarak calisilmustir. ikinci grafik icin (antijen
ile ikincil antikor etkilesimi) yine 60 dakikadan 90 dakikaya kadar ¢ok az bir artisin oldugu
sonrasinda ise floresans siddet degerinin artmadigi gézlenmis ve bu sebepten optimum siire 90

dakika olarak ¢aligilmistir (Niu vd., 2011).
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Asagida her iki ligant i¢in optimize edilen parametreler verilmistir. (Cizelge.4.3)

Cizelge 4.3. Kullanilan etiketler i¢in optimize kosullar.

Parametre SA(BSA)-BHHCT- SA(BSA)-SD1-Eu(lll)
Eu(lll)

Optimize AP (1-42)-Ab; Derisimi 40 ng/mL 50 ng/mL

Optimize B- AB (1-42)-Ab, Derisimi 4 ng/mL 2 ng/mL

Optimize Abl-Ag Zamani 60 dk 40 dk

Optimize Ag-B-Ab; Zamani 60 dk 60 dk

Etiket Diliisyon Katsayisi 1:50 1:50

4.2. TR-FIA Yoéntemi ile AP (1-42) (pg/mL) Tayini Icin Dogrusal Calisma

Arahginin Belirlenmesi

BHHCT i¢in; optimum kosullar altinda bolim 3.11 de anlatildigi {izere, prosediir
olusturuldu. Bu prosediire gore; 40 ng/mL derisimde AB (1-42)-Abl plateye kaplandi. 24 saat
inkiibasyon adimindan sonra yikama ve bloking adimi uygulandi. Kuyucuklar bloke edildikten
sonra derisimi 0,5-10000 pg/mL arasinda olan amiloid B protein ¢ozeltisinden sekil 3.4 de
gosterildigi sekilde 100 uL olacak sekilde kuyucuklara eklendi. Antijenler optimum etkilesim
siiresinde (60 dakika) inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda yikama ¢ozeltisi ile 3 kez yikama

yapild.

Antikor ile antijenin etkilesimi gergeklestikten sonra 4 ng/mL derisimde B-Ap (1-42)-
Ab2 kuyucuklara eklendi ve optimum etkilesim siiresinde (60 dakika) inkiibasyona birakildi.
Siire sonunda 3 kez yikama yapildi. SA(BSA)-BHHCT-Eu(IIl) etiket ¢ozeltisi 1:50 oraninda
seyreltilerek, her bir kuyucuga 15 pL olacak sekilde ilave edildi ve 37°C’de bir saat
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda yikama ¢ozeltisi ile 6 kez yikama yapildi. Deney asamalari
tamamlandiktan sonra TR-FIA dl¢iimleri alindi. Elde edilen floresans siddet degerleri farkli A
(1-42)-Ag derisimlerine kars: grafige gegirildi (Sekil 4.9 ( A)).

Immunoassay calismalar1 temel olarak ligant baglama prosediirleridir ve bu
calismalarda elde edilen kalibrasyon grafikleri ¢ogu zaman dogrusal degildir. Bu tip durumlarda
kalibrasyon grafiklerini, 4- parameter logistic (4-PL) olarak adlandirilan model ile olusturmak
daha uygun bir yaklasimdir (Findlay ve Dillard, 2007). Bu sebepten elde edilen veriler
kullanilarak amiloid f proteini i¢in kalibrasyon grafigi yeniden olusturuldu ve dogrusal ¢aligma

aralig1 belirlendi (Sekil 4.9. ( B)).
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Sekil 4.9. (A) SA(BSA)-BHHCT-Eu(III) ile elde edilen kalibrasyon grafigi (B) 4-PL model ile
elde edilen kalibrasyon grafigi.
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Sekil 4.9 (B) incelendiginde, SA(BSA)-BHHCT-Eu(lll) etiket kullanilarak hazirlanan
TR-FIA prosediirii sonucunda, amiloid B proteini i¢in dogrusal ¢aligma araligi 0,5-10000 pg/mL
olarak belirlendi.

SD1 i¢in; optimum derisim ve etkilesim siiresi sonunda da benzer sekilde SD1 ligandi
icin immunoassay prosediirii olusturuldu. SD1 ligandi ile hazirlanan etiket i¢in optimum
kosullar sonunda, bolim 3.11 de anlatildig1 iizere, prosediir olusturuldu. Bu prosediire gore;
50g/mL derisimde AP (1-42)-Abl plateye kaplandi. 24 saat inkiibasyona adimindan sonra
yikama ve bloke adimi1 uygulandi. Kuyucuklar bloke edildikten sonra derisimi 0,5-10000 pg/mL
arasinda olan amiloid B protein ¢ézeltisinden kuyucuklara 100 pL olacak sekilde eklendi.

Etkilesim sonrasi yikama igslemi uygulandi.

Sonrasinda 2 ng/mL derisimde B-Ap (1-42)-Ab2 ¢ozeltisinden kuyucuklara eklendi ve
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda 3 kez yikama yapildi ve SA(BSA)-SD1-Eu(lll) etiket
¢ozeltisi 1:50 oraninda seyreltilerek her bir kuyucuga 15 uL olacak sekilde ilave edildi ve
inkiibasyon sonunda yikama c¢ozeltisi ile 6 kez yikama yapildi. Deney asamalari
tamamlandiktan sonra TR-FIA 6l¢iimleri alindi. Elde edilen floresans siddet degerleri farkli AP
(1-42)-Ag derisimlerine karsi grafige gegirildi (Sekil 4. 10 (A)). Benzer sekilde elde edilen
grafigin 4PL modeli olusturuldu (Sekil 4.10 (B)).
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elde edilen kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.10 (B) incelendiginde, SA(BSA)-SD1-Eu(lll) kompleksisinin etiket olarak
kullanildig1 zaman, amiloid B protein igin ¢alisma araligi 0,5-4000 pg/mL olarak bulundu.

Cizelge 4.4’ de tez kapsaminda hazirlanan immunoassay prosediirii ile diger bazi

caligmalar karsilagtirilmisgtir.

Cizelge 4.4. Amiloid B proteininin tayini i¢in yapilan ¢aligmalar

Yontem (ASSAY) Calisma arahg Kaynak
ELISA 0-250 pg/mL (Esparza vd., 2013)
Magnetik boncuk temelli immiinoassay  25-400 pg/mL (Kimvd. , 2015)
Kuantum dot temelli immiinoassay 0,5-8,0 nM (Pi vd., 2016)
Kuantum dot temelli immiinoassay 23-450 pg/mL (Tang vd., 2018)
Elektrokemiliiminesans temelli 200-1700 pg/ml (Bittner vd. , 2016)
immunoassay
Silikon mikroarray temelli immiinoassay 0-5000 pg/mL (Gagni vd., 2013)
Yontem (BIYOSENSOR)
Kronoamperometri/ Perde baskili 20-12500 pg/mL (de la Escosura-
elektrot Muniz vd., 2015)
Fotoelektrokimyasal immiinosensor 0,5 pg/mL-100 ng/mL (Wang vd., 2017)
Elektrokimyasal Immiinosensor 100 fM - 25 pM (Diba vd. , 2017).
Fotoelektrokimyasal immiinosensér 0,05 pg mL ve 0,1 pg (Zhang vd. , 2019)
mL"?

Elde edilen veriler 1s18inda tez kapsaminda hazirlanan TR-FIA prosediirlerinde amiloid
B proteini i¢in olduk¢a genis ¢aligma araligi elde edildigi goriilmiistiir. Amiloid B tayini igin

yapilan diger caligmalar ile kiyaslandiginda oldukga tatminkar oldugu sdylenebilir.
4.3. Tekrarlanabilirlik

Her iki etiket komplekslerinin  kullanilarak immunoassay prosediirlerinin
tekrarlanabilirligi boliim 3.12’de belirtildigi gibi ¢alisildi. Belli derisimde amiloid B proteini igin
floresans siddet degerlerinin plate to plate ve well to well olacak sekilde % BBS degerleri
hesaplandi ve Cizelge 4.5 de verildi.



Cizelge 4.5. Tekrarlanabilirlik sonuglari.

SA(BSA)-BHHCT-Eu(lI)

AP (1-42) Derisimi Ayni Plate(%BSS) Farkh Plate(%BSS)
250 pg/mL 2,60 2,42

500 pg/mL 4,11 3,44

1000 pg/mL 4,17 4,61
SA(BSA)-SD1-Eu(lll)

AP (1-42) Derisimi Ayni Plate(%BSS) Farkl Plate(%BSS)
250 pg/mL 1,52 3,43

500 pg/mL 0,92 1,62

1000 pg/mL 2,54 4,21

% BSS (bagil standart sapma) analitik yontemde sonuglarin birbirine olan yakinligi

ifade eder. Amiloid B i¢in % BSS degerleri ¢izelge 4.5’de verilmistir.
4.4. Sentetik Serum Numunelerinde Amiloid § Proteininin Tayini

Amiloid kaskad hipotezine gore, ek olarak, klinik arastirmalar kandaki anormal Af
seviyelerinin, beyin omurilik sivisi ve beyin dokularinin Alzheimer hastaligi ilerlemesi ile
yakindan iligkili oldugunu gostermistir. Alzheimer hastaliginda Amiloid B, kanitlanmig bir
spesifik biyobelirtegtir (Cummings, 2004).

Ruiz ve arkadaslarinin 2013 yilinda yapmis oldugu bir calismada plazma amiloid
seviyeleri Alzheimer hastalig1 i¢in potansiyel biyobelirte¢ olarak arastirilmistir. Calismada 140
bireyden kan Ornegi alinarak (51 Alzheimer hastasi, 53 saglikli kontrol birey, 36 hafif kognitif
bozukluk yasayan bireyler ) amiloid B (1-40) ve amiloid 3 (1-42) degerleri farkli acilardan tespit
edilmis. Plazma 6rnegini seyrelttikten sonra plazma matrisinden geri kazanilan Amiloid p (1-42)
seviyeleri; saglikli bireylerde 46,5 pg/ml, hafif kognitif bozukluk yasayan bireylerde 54 pg/ml
ve Alzheimer hastasii bireylerde 51,5 pg/ml bulunmustur. Plazmadaki Amiloid B (1-40) amiloid
B (1-40) seviyeleri ise saglikli bireylerde 84,5 pg/ml, hafif kognitif bozukluk yasayan bireylerde
95,5 pg/ml ve Alzheimer hastasii bireylerde 95,5 pg/ml olarak bulunmustur. Yapilan diger
arastirmalarda Alzheimer hastalarinda Amiloid B (1-40) / Amiloid B (1-42) orani serumdan
Alzheimer hastaliginin biyobelirte¢i olarak kabul edilerilir oldugu séylenmistir(Ruiz vd., 2013;
Hampel vd., 2018).
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Yapilan literatlir arastirmalarinda insan serumunda amiloid B proteininin varlif1 tespit
edilmistir. Beyin omurilik sivisinda (BOS) amiloid  proteininin 6l¢iimii 6nemlidir; ancak, BOS
toplanmasi oldukg¢a karmasik ve pahalidir. Amiloid  plazma, serum ve digerleri de dahil olmak
tizere diger fizyolojik sivilarda tespit edilmesi daha ¢ekici ve pratik olacaktir (Dai vd., 2017).
Yapilan aragtirmalar 1s1¢inda insan idrarinda da amiloid B proteininin tayini miimkiindiir(Takata
vd., 2008). Dai ve arkadaglarinin yapmis oldugu calismayr referans alarak sentetik serum

numunelerinde amiloid B tayini yapilmstir.

Hazirlanan immunoassay prosediilerinin, numuneye uygulanabilirligi, sentetik serum
numunelerinde amiloid [ proteininin tayininin yapilmasiyla arastirildi. Bolim 3.13°de
anlatildig1 gibi, sentetik serum numunelerine belirli miktarda amiloid p proteini eklendi ve
immunoassay prosediirii kullanilarak her bir 6rnek igin floresans siddet degerleri okundu.
Floresan siddet degerleri kullanilarak, 4-PL model ile elde edilen kalibrasyon grafiginde amiloid

B derisimleri belirlendi ve % geri kazanim degerleri hesaplandi. (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Sentetik serum numunesinde % geri kazanim degerleri.

SA(BSA)-BHHCT-Eu(lI)

Eklenen, pg/mL Bulunan , pg/mL % Geri Kazanim
1 1,16 £0,20 116

10 10,35+ 1,13 103

100 102,12 £ 9,50 102
SA(BSA)-SD1-Eu(lll)

1 1,26 +0,13 126

10 9,60 + 0,25 96

100 109,1 +£ 10,2 109

Cizelge 4.6. incelendiginde, sentetik serum numunelerine eklenen amiloid B proiteininin

gelistirilen immunoassay formati ile basarili bir sekilde belirlenebilecegi sdylenebilir.
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5. SONUCLAR

Bu tez calismasinda, Alzheimer hastaliginin tan1 ve tedavi siirecinde biyobelirteg olarak

kabul edilen Amiloid B (Ap (1-42)) proteinin tayini igin Zaman Gecikmeli Floroimmunoassay

yontemine dayanan imminoassay formati gelistirilmistir. Bu amacgla iki farkli ligant
kullanilarak Eu(III) etiketler (SA(BSA)-BHHCT-Eu(lI1)) ve SA(BSA)-SD1-Eu(lll)) hazirlandi.

Elde edilen sonuglar asagida kisaca 6zetlendi:

Ik olarak, hazirlanan etiketlerin diliisyon orani calisildi. Elde edilen floresans siddet
degerlerinin diliisyon oranina kars1 grafige gegirilmesi ile her iki etiket iginde optimum
diliisyon oraninin 1:50 oldugu belirlendi.

Platelere kaplanacak olan AP (1-42)-Abl antikorun miktar1 belirlendi. (SA(BSA)-
BHHCT-Eu(Ill)) etiketi i¢in optimum Ap (1-42)-Abl derisimi 40 ng/mL olarak,
SA(BSA)-SD1-Eu(IIl) etiketi i¢in optimum AP (1-42)-Abl derisimi 50 ng/mL olarak
secildi.

Antijene baglanacak olan biyotinlenmis ikincil antikorun miktart AR (1-42)-Abl ile
aynt zamanda optimize edildi. BHHCT ligant1 i¢in kullanilan B-AB (1-42)-Ab2
miktarinin optimum derigimi 4 ng/mL olarak, SD1 ligant1 i¢in kullanilan B-Ap (1-42)-
Ab2 miktarinin optimum derisimi 2 ng/mL olarak belirlendi.

AR (1-42)-Abl ile B-AB (1-42)-Ab2 aralarindaki etkilesim siiresi ¢alisildi. Ap (1-42)-
ADbl ile AB (1-42)-Ag ve AP (1-42)-Ag ile B-AP (1-42)-Ab2 arasinda en iyi etkilesimin
BHHCT ligant1 i¢in 60 dakika olarak belirlendi.

SD1 ligand: i¢in ise AP (1-42)-Abl ile AP (1-42)-Ag etkilesimi 60 dk ve AP (1-42)-Ag
ile B- AB (1-42)-Ab2 arasindaki etkilesim siiresi 40 dk olarak belirlendi.

Etiketler i¢in AP (1-42) biyomolekiilii i¢in dogrusal ¢aligma araliklart 0,5-10000 pg/ml
ve 0,5-4000 oldugu goriildi.

Her iki elektrot i¢in “plate to plate” ve “well to well” tekrarlanabilirlik ¢alisildi ve
sonuglarin tekrarlanabilirliginin yiiksek oldugu goriildii.

Hazirlanan her iki etiket kullanilarak, sentetik serum 6rneklerinde amiloid 3 proteinin
tayininin yapilip yapilamayacag arastirildi.

Sonu¢ olarak hazirlanan immunoassay prosediirlerinin olduk¢a hassas bir sekilde
amiloid B tayininde kullanilabilecegi sonucuna varildi. Bu c¢alismalarin 1s1ginda
gelistirilen yontemin sonraki asamalarinda bir tani kitine doniistiiriilebilme potansiyeli

oldugu sdylenebilir.
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Sonug olarak tez kapsaminda olusturulan immiinoassay prosediiriiniin amiloid  proteini

icin genis ¢aligsma araligina sahip oldugu bulunmustur.
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