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A.U.Fen.Bilimleri.Enstitiisii.Danisman:Prof.Dr.Giirsel Dellal )

Hormon, i¢ salgi bezler (Endokrin glandlar) tarafindan salgilanarak kana
verilen, bazi organlarin aktivitelerinde etkili olan ve metabolik olaylan regiile
eden maddelerdir. Hormonlar kimyasal Ozelliklerine goére 3 grupta toplanir.
Polipeptit ve protein yapismmda olanlar; Hipotalamus, hipofiz, paratiroid ve
pankreas tarafindan salgilanirlar. Bunlanin bazilari, TSH, FSH, LH, ACTH, STH,
MSH, parathormon, kalsitonin, insiilin gibi.

Steroid yapidaki hormonlar; Surrenal korteksi ve gonodlardan salgilanirlar.
Bunlar, Aldosteron, kortikosteron, testosteron, progesteron, dstrojenler gibi.
Amin hormonlar: bunlar aminoasit yapisinda olup, triod bezi ve surrenal
medulasi tarafindan salgilamirlar. T; (Trilodotironin), T, (Tiroksin), adrenalin,
noradrenalin gibi. |
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Hormoniar ¢ok az miktariarda ureulirier. Kandaki oiguler: miktar agisindan
cok azdir. Gorevleri agisindan biiyiik 6nem tasirlar. Patolojik bir olgu durumunda
kandaki miktarlarinin degismesi ( azalmasi veya ¢ogalmasi) hastah@n tamsinda
biiyiik 6nem tasimaktadir. Aym zamanda verilen tedavinin olumlu ve olumsuz
yonleri, tedavi asamasinda hormon diizeylerinin 6l¢iimii 6nemlidir. Dolayisiyla
hormon analiz yontemleri 6nemli bir ver teskil eder.

Giiniimiizde hormon analizleri ileri teknolojiler kullanilarak ¢ok rahat, seri
hizli bir sekilde yapilmaktadir. Analizlerde genelde hormonlarin, antikor-antijen
iliskisinden, protein yapilarindan yararlanilarak tespitleri miimkiindiir.

Son yillarda, hormon analiz yontemlerinin kullamm alanlann veteriner
hekimlikte ve hayvancihk alaninda yayginlasmistir. Ozellikle hayvancilikta dol
verimi, gebelik ve kisirhik kontrollerinde biiyiik ¢nem tasmmaktadir. RIA
(Radioimmunoassay) nanogram ve pikogram diizeyindeki duyarhihigindan dolay
hayvan yetistiriciliginde 6nem kazanmstir.
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IMMUNOASSAY

Radyoimmunoassay (RIA) ve enzim immunoassay (EIA) radyoaktif veya
enzim isaretli proteinler kullamlarak antijen veya antikor tayin edilir. RIA, pekgok
ilag, hormon, antijen ve benzer maddeleri belirlemede kullandir, teghis, tedavi ve
hormonel fonksiyonlan degerlendirmede faydahdir. EIA, enzim isareth spesifik
antihuman IgG (IgM veya IgA) kullanilarak sabit bir antijene, baglanmasi ile
tayin edilir.

1- RADIOIMMUNOASSAY

Radioassay’lerin bir dali olan, Radioimmunoassay (RIA), adindan da
anlasilacag: gibi, radyoaktif atomlarin spesifik immuno-kimyasal reaksiyonlarda
kullamlmasidir. Radyoaktif atomlarin immiino-kimyasal reaksiyonlarda ilk olarak
1960 yilinda Berson ve Yalow adh arastiricilar tarafindan insiilin tayininde
denenmugtir.
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Radioimmunoassay yonteminin klinik laboratuvarlarinda kullamlmaga
baglamasindan en fazla etkilenen Tip dallarindan birt de Endokrinoloji ve
metabolizma Hastaliklar olmustur. Bugiin Modern Endokrinoloji ve metabolizma
laboratuvarlarinda kullamlmakta olan klasik metodlar yerlerini RIA yOntemine
birakmaktadir. RIA ile rutin olarak yapilmaktadir.

Bilindigi gibi hormonlar, viicudumuzdaki endokrin glandlar (bezler)
tarafindan salgilanarak kana verilen ve ilgili organlar lizerimde biiyiikk fizyolojk
etkileri olan, metabolik olaylan regiile eden kimyasal maddelerdir. Hormonlarin
biyolojik sivilardaki seviyeleri ug, ng ve pg mertebesindedir. Bu kadar kiigiik
miktarlarda bulunduklar halde fizyolojik tesirler1 biiyiikk olan bu maddelerin
biyolojik sivilarda tesbit ve tayinleri biiyitk 6nem tasimaktadir.
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RADIOIMMUNOASSAYIN PRENSIBI:

RIA tekniginde serumda miktar tayim yapilacak hormon wveya ilag
molekiiliine kars1 hayvanlarda anti serum hazirlanir. Bu hazirlanan hormon ile
hazirlanan anti serum, maksimum miktarda birbiri ile 6zgiil olarak birlesmesi
gerekir. Anti serumu hazirlana antijen molekiilii radyoaktif madelerle isaretlenir.
*H(Tritium), I'* veya 1" gibi radyoaktif maddeler kullamlir. En ¢ok I'* dir.
Ciinkii yarilanma siiresi (bozulma) 60 gindir. I'°' de ise 8 ginliik yarilanma
siiresi vardir. Anti serum radyoaktif madde ile isaretlenmesi antijem immiinolojik
Ozgilligiini degistirmemektedir.

Testte kullanilabilirligi olan bir anti serum, isareth antijenin % 70 ile
birlesebilmektedir. Testin yapilisinda isaretlenmemis hormon anti serum ile
karistirilir. Daha sonra igaretli antijen ilave ediler. Isaretli antije ve isaretlenmemis
antijen, antikor ile reaksiyona girdikten sonra antijen-antikor kompleksi ¢esitli
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yontemler ile ¢oktiiriiliir. Cokelekte radyoaktivite 6lgiimii yapilarak, antikorun ne
kadar kisminin isaretsiz antijenle birlestigi saptanir. Cokelekteki radyoaktivite
Olgimii ne karad az ise, antikorun biyik bir kismi numunedeki isaretlenmemis
antijen ile birlesmis demektir. Numunedeki bilinmeyen hormon veya cesitli
antijenik maddelerin niceliksel ol¢iimii i¢in, bu antijen i1le daha 6nceden standart
egrisinin ¢izilmesi gereklidir. Sekil 1 deki grafikte gorildagii gib1 test,
isaretlenmemis antijeni {i¢ ayn sulandirm ile yapilir. Bu ii¢ ayn sulandinmdaki
antijen miktar apsis iizerinde, ¢okelekte saptanan radyoaktivite dlgiimii ordinat
iizerinde gosterilerek standart egri ¢izilir. Daha sonra numunelerdeki hormon
miktan testte okunan radyoaktif degerlerin egriye uygulanmasi ile saptanir.



4.HAFTA:DEVAM

Bu yontemin ikinci safhasi, reaksiyon sona erdikten sonra, isaretli serbest
antijen ile isaretli baglanmis antijeni birbirinden aymrmaktir. Burada antijen
molekiilii ¢ok kiigiik oldugundan kendiliginden bir ¢okme olmamaktadir. Bu
ayrimda gesitli fiziko kimyasal veya immiinolojik teknikler kullanilabilir. Ornegin;
talk veya aktif komiir ile serbest antijen baglanarak ¢oktiiriiliir. Ust sivida antikor
ve isaretli antijen kalir. Imminolojik teknik ile antijen-antikor kopleksi
¢oktiiriilebilir. Ortama teknikte kullamilan antikora karsi hazirlanmis anti serum
ilave edilerek antijen-antikor kopleksi presipite edilir genellikle bu immiinolojik
yontem kullanilmaktadir. Burada kullanilan anti-antikorun hi¢cbir hormon antijeni
ile birlesmemis olamasi gerekir. Antijen antijen kopleksini ¢oktiirmek igin Farr
tekmg de kullamlabilir. Bu teknikte antijenle birlesen antikoru ¢okertmek icin %
50 amonyum siilfat kullamlir. Burada serbest kalan antijenin amonyum siilfatta
¢ozelti halinde olmas1 gerekir. Cokeltigi santrfiij ve yikama ile ayirdiktan sonra
radyoaktif saya¢da (gama spektrometresi) okunarak bagh antijen orani hesaplanir.

Steroit hormonlar antijenik olmadiklan i¢in tasiyici proteinler baglanarak
bu hormonlara kars1 6zgiil antikorlar olusturulur.
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RIA ILE TAYIN EDILEN BELLI BASLI HORMONLAR VE
BILESIKLER

HIPOFiZ BEZININ FONKSIYONLARIO ICIN:
- FSH (Follikiila stimiile eden hormon)
- LH (Luteinlestiren hormon)
- STH (Somatotropik hormon)
- TSH (Tiroidi stimiile eden hormon)
- MSH (Melanositleri stimiile eden hormon)
- ACTH (Adrenokortikotropik hormon)
- Prolaktin
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TiROID BEZININ FONKSIYONLARI ICIN:
- T3 (Truodotironin)
- T4 ( Tetraiodotironin = Tiroksin)
- TBG (Tiroksin baglayan globulin)
- Serbest T;
- Serbest T4
- Revers T;
- Tiroid hormonlarimin, baz1 formiiller yardum ile etki ve fonksiyonlarimmn
tayini (FT1, FTA, ETI v.s) v.s.

PARATIROID BEZININ FONKSIYONLARI iCiN:
- Parathormon
- Cyclic AMP
- Calcitonin (Ayni zamanda tiroidin muayyen tiimérlerinin tesbiti i¢in)

PANKREAS FONKSIYONLARI IiCIN:
- Insiilin
- Glukogon
- Proinsiilin
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SURRENAL FONKSIYONLAR ICIN:
- Plazma kortizolu
- Pregnanetriol
- Dehidroepiandrosteron
- Androstendion
- Aldosteron, Renin, Angiotensin
- Medulla hormonlar ve deriveleri, c-AMP, c- GMP v.s.

GONAD FONKSIYONLARI iCiN:
- Testosteron
- Dehidrotestosteron
- Total Ostrojenler ve fraksiyonlari
- Progesteron
- Etiokolanolon
- Androsterone, v.s.

GASTRO-ENTESTINAL HORMONLAR:
Gastrin v.s.

Bunlarin diginda RIA ile Viriitik arastirmalar, Anti DNA antikorlar,
Prostaglandinler, IgE ve Vitamin B 12 tesbitide yapilmaktadir.
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Sekil 1: Bir standart veya Doz-Cevap Egrisi

( x-ekseninde antijen konsantrasyonlari, y-ekseninde % bagl R.A gésterilmistir.)
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isaretsiz Antijen( Ag ) (Standart veya Numune)
+

isaretli Antijen ( Ag * )
+

Spesifik Antikor
+

inkiibasyon

Uygun teknikle Separasyon (Ayirma)

\ v

Serbest Antijen Antijen * - Antikor Kompleksi
Sayilir Sayilir

Sekil 2: Bir Radioimmunoassay ¢alisma semasi
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DIGER RADIOASSAY’LER:

Radio-enzimatik assay: Bu yontemde baglayici ajan olarak enzimler kullanilir.
Radioreseptor assay: Bu yontemde baglayici ajan olarak kismen saflagtiriim
doku reseptorlerinden faydalanihir,

Immuno-radiometrik assay: Bu yontemde RIA’nin, aksine, anngen yering
antibody bir radyoaktif atomla isaretlenmistir.

Radio-“Displacement”assay: Bu yontemle hasta serumuna fayin edilecel
hormonun, isaretli ve isaretsiz preparati asist miktarlarda ilave edilerek
inkiibasyona tabi tutulur. Bagh ve serbest fonksiyonlar RIA’daki gibi aymdir.
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2- ELISA IMMUNOASSAY:

Enzime bagh immunosorbent teknigi-Enzyme linked immunosorbent assay.
Elisa yontemi (EIA) ile giiniimiizde en ¢ok kullanilan yontemlerden biridir. Hem
hizh sonu¢ vermesi hemde asamalannmn daha kolay olmasi nedeniyle tercih
edilmektedir. Giiniimiizdeki tiim hastanelerin laboratuvarmmn tercih ettigi
yontemden birisidir. Bu yontemde hormonlarin  protein  yapisindan
vararlanilmaktadir. Bu proteinleri tamiyan spesifik enzimler uygun ortamlarda
cesitli asamalardan gegirilerek birlesmesi saglanir. Bu bilesikler filitre sistem: ile
siizillerek bir yiizeyde (filtre yiizeyi) toplamr. Bunlar tzerinde cesith dalga
boylarinda 151k (spektrofotometrik) gecirilerek yiizde konsantrasyonlan
hesaplanir. Her teste 6zgii bir kalibrasyon uygulanarak hesaplamalan ortaya
¢ikarthr. Giniimiizde bu yontem tamamen otomasyon seklinde yapilmaktadir.
Manuel sistem hemem hemen yok gibidir. Cok spesifik ¢calismalarda kullanilir.

EIA yonteminin bir ¢cok versiyonlari mevcuttur. Bunlardan EMIT Enzim -
Multiplied Imminoassay teknigi, CEDIA Cloned enzyme donor immiinoassay,
FPIA Fluorasan Plolarizasyon immiinoassay, MEIA Mikropartikiiler Elisa
immunoassay. Bunlarin bir ¢ogunda aym sistem uygulanmaktadir. Degisik olan
knmlar kullamlan baz birlesiklerin farkh olmasindan kaynaklanmaktadir.
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ANTIKOR OLCUMUNDE KULLANILAN INDIREK YONTEM:

Bu yontemde plastik kaplara bilinen antijen adsorbe edilir. Daha sonra
bilinmeyen veya hasta serumu ile isleme sokulur, lastik kaba adsorbe ettigimiz
antijen Ozgiil antikoru var ise, antijen- antikor birlesmesi olacaktir. Daha sonra
enzim ile isaretli anti insan gamaglobulini igsleme sokulur. Bu coombs serumuda,
viriis ile birlesen antikora baglamir. En sonunda yikanmadan sonra cooms
serumuna bagh enzim substirati ilave edilir. Cooms serumunun isaretlenmesinde
peroksidaz, alkelen fosfotaz ve beta galaktosidaz enzimleri kullamhr. Bu
enzimler1 agiga ¢ikmasi i¢in de, drnedi alkelen fasfotaz igin 4-nitro-fenil fosfat,
peroksidaz igin S5-aminosalisilik kullamhr. Substrat ilaveis ile agiga ¢ikan renk
gozle veya spektrometre ile okunur. (Sekil 3)
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«Elisa_,
+
Ozgiil Antikor

Klinik Ornek
(Coziiniir Antijen)

isaretli Ozgiil
Antikor

bt -8

Enzim isaretli

=Y

Enzim Substrat

A )
i
7

Enzim raeksiyonunun kolorometrik methotlarla saptanmas:

Sekil 3: Elisa Yonteminde Antikor 8lgimiinde kullanilan indirekt yéntem.
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Bilinen Antijen !a

Hasta serumunda
mevcut antikor

Enzim lgaretli
Anti Ig Antikorlan

Enzim Substrat
ilavesi

Enzim reaksiyonunun
kolorumetrik
methotiarla saptanmasi

Sekil 4: Elisa yonteminde antijen veya viriislerin dlgiimiinde kullanilan
cift antikor sandvi¢ yéntemi.
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ANTIJEN VEYA VIRUSLERIN OLCUMUNDE KULLANILAN CiFT
ANTIKOR SANDVIC YOMTEMI:

Bu yontemde ozgil antikor plastik kaba baglanir. Daha sonra aranan
antijeni igeren sivi ile igleme sokulur. Daha sonra virusa veya antijene Ozgiil
enzim ile isarethi antikor ilave edilir. En son olarak enzim substart1 ilave edilir.
Burada renk olusmasi ile ilk adsorbe edilen antikora 6zgil antijenin varhg

gosterilir. (Sekil 4)

ANTIJENI OLCMEK ICIN INDIREK ELISA YONTEMI:

Once antijene 6zgiil antikor plastil kaba adsorbe edilir. ikinci olarak test
materyeli ilave edilir. Antijen var ise baglanir. Daha sonra o antijene Ozgiil
antikor ilave edilir, en sonra da enzimle isaretli cooms serumu ve enzim substati

konulur ve renk dlgiiliir.
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3- CHEMILUMINESCENSE: immiinoassay-CL= CL:

Bu yontemin esasi kimyasal reaksiyonlar sonucunda meydana gelen
isigin(Foton) emisyonu ile yapilir. Genellikle oksidasyon reaksiyonlar yiiksek
enerjilidir. Bu enerji bir 151n (foton) veya mavi 1sin 450 mm ve 63.5 kcal/mol “diir.
Bu 1sinlar genellikle luminometri denilen bir cihazin eemisyonundan yararlamlir.
Bu emisyonun konsantrasyonuna gore degerlendirme daha once yapilmis olan
kalibrasyon egrisi iizerinden ¢ikanhr. Kimyasal reaksiyonlarda kullanilan
bilesikler 1se genelde akridium ester, oksalat ester, siilfonamid ve luminol dur.
Ayni zamanda her hormana 6zgii bir anti-hormon antikorlan kullanilmaktadir. Bu
reaksiyvonlar esnasmda olusturulan bir kararsiz yapmin bazik ve asidik bir
ortamda karsilastinlmas: sonucunda ok bir reaksivonla enerjinin yani
1is1gin(foton) ortaya ¢ikmasi ile olur. Genelde bazik olarak sodyum hidroksit
(NaOH) ve asidik madde olarak hidrojen peroksit (H202) kullanilir. Bu
reaksiyonun sonucunda ¢ikan igilar kisabir sireli oldugundan 20 saniye
icerisinde okuma yapilir.

CL ile bir ¢ok hormon, vitaminler, timer markirlarn, viral tarama. DNA
analizi, enzim analizi, steroidler ve bazi proteinlerin miktar ve tayini
yapilabilmektedir.
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4- IMMUNOFLORESANS TESTI:

Immunofloresans yonteminin temeli, antikor molekiiliiniin cesitli floresan
veren kimyasal bilesikler ile birlestikten sonra antikor molekiiliiniin immiinolojik
Ozgilliginin degismemesidir. 1941 yilinda Coons’un dokudaki pnomokok
polisakkaridlerinin yerlesme yerlerini saptamak iizere, pnomokok anti-serumunu
beta-anthracene 1le baglamasi, bu yontemin kullamm alanina girmesini
saglamistir. Mikrobivolojik tamida ve otoimmiin hastaliklarm tamsinda cesitli
sekillerde uygulanmaktadir.
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DIREKT YONTEM:

Direkt yontemde 6rnegin, bir bakteri tamisinda o bakteriye 6zgiil antiserum,
Fluorescein isothiocyanate (FITC) ile kimyasal olarak baglamr. FITC yerme diger
bir floresans veren madde rhodamin ile de isaretleme yapilabilir. Rhodamin ile
isaretlenen antikor boyanmalarinda mikroskopta kirmizi renkli bir floresan
goriilir. Bu bakterinin siiphe edildigi ortamda aliman &rnek, lam iizerine
damlatilir. Belirli bir siire bekletildikten sonra yikanir ve floresan isik veren i1sik
kaynag ile mikroskopta tetkik edilir. Mikroskopta bakterinin 6zel morfolojisinde
floreasn go6riiniimlerin saptanmasi, olumlu sonucu gosterir. FITC ile isareth
antiserumlar ile yapilan boyamada, bakteriler yesil-sar1 renkte goriiliir.

Direkt yontem Ozellikle hasta numunelerinde bakteri teshislerinde ¢ok
kullamlmaktadir. Bugiin digkidan enteropotojenik E.coli, bogazdan alinan
omeklerde Beta-hemolitik streptokok grup A tamsinda, kuduz tamsinda kuduzlu
beyinlerinde yapilan siirme preparatlarda Negri cisimciklerinin saptanmasinda ve
diger bir¢ok bakteri ve virus tamsinda kullamilmaktadir. (Sekil 5)
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INDIREKT YONTEM:

Indirekt yontem genellikle hasta serumununda antikor varhgm saptamak
igin kullamlmaktadir.

Bu yontemde antijen bir bakteri, bir hiicre veya bir hiicre organeli, 6rnegin
hiicre gekirdegi olabilir. Bu antijen iizerine hasta serumu kondugunda, eger hasta
serumunda, o antijene 6zgiil antikor var ise, antijen ile birlesir ve daha sonra
yikandiginda, birlesmemis antikorlar veya diger serum proteinleri temizlenmis
olur.

Bu preparat iizerine daha sonra FITC ile isaretlenmis anti insan
gamaglobulini ilave edilir. Hasta serumunda antijene 6zgiil antikor var ise bu
antikor preparatta antijene bagh olarak kalir. Daha sonra ilave ettigimiz isaretli
anti-insan gamma globulini, antijene bagh kalan antikor molekiiliine baglanir.
Florescein 1g1kh mikroskopda tetkik edildiginde antijen varhg 6zel morfolojisi ile
goriilir. Bu yontemde bir tek isaretli anti-insan Ig kullanarak ¢ok cesithi
antijenlere karsi hasta serumunda bulunabilecek antikorlarin arastirilmasi
vapilabilir. Bu kolayhigin yaninda indirekt yontemde floresans daha parlak olarak
goriilmektedir. indirekt yontem, frenginin serolojik teshisinde ¢esitli viruslarin
serolojik tamisinda ve engok otoantikorlarin saptanmasinda kullaniimaktadir.

indirekt teknik, anti-kompleman antiserumunun FITC ile isaretlenmesi ile
de daha degisik bir gekilde uygulanabilir. Soyleki indirekt teknikte antijen ve
insan serumundaki antikorun birlegmesinden sonra ortam kompleman ile muamele
edilir, daha sonra isaretki anti-kompleman serumu ilave edilerek 6zgiil antijen ve
antikor birgelmesinin varhg gorterilebilir. (Sekil 5)
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isaretlenmemig Antikor Fluorescein ile isaretienmis Antikor
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Sekil 5: iImmunoflorasan Yéntemi



4.HAFTA:DEVAM

SANDVIC YONTEM:

Bu yontem bazi 6zel hallerde kullambir. Ornegin, bir plasma hiicresinde tifo
basiline karsi antikor varhg, géstermek istiyoruz. Bu hiicrelen preparat iizerinde
ethanol ile tesbit ettikten sonra, tifo antijen ile muamele ederiz. Tifo antikoru var
ise tifo antijeni ile birlesme olacaktir. Daha sonra tifo antijenine karsi hazirlanmis
ve FITC ile isaretlenmig antikor ile muamele edersek ortada tifo antijeni olmak
iizere ticlii bir birle®meyi floresan mikroskopunda gostermis oluruz. (Sekil 5)

ANTIKOR  MOLEKULUNUN DIGER MADDELER iLE
ISARETLENMESI:

Fluorescein isothyocyanate ile yvapilan antikor baglamalarinda preparatlar
sadece floresan 1sikta tetkik edilebilmekte ve en fazla 2-3 hafta
saklanabilmektedir. Daha sonra floresan goriiniim solmaktadir. Bu sakincalardan
otiirii. Antikor molekiiliinii bagka isaretleme yollart aragtirilmigtir.

Horseradish peroxidase ve phosphatase enzimleri ile yapilan
isaretlemelerde preparatlar normal 151k mikroskoplar ve elekteron mikroskoplar
ile tetkin etmek imkanlan olmustur. Elektron mikroskopi tetkikler i¢in demir
ihtiva eden bir protein olan ferritin ile antikor molekiiline baglama vapilmistir.
Antikor molekiilime I'* radyoaktif isotopu gayet kolaylikla baglanabilir. Bu
antikorunkullamldi@i preparatlar, duyarli fotograf filmleri ile ortiilerek, siyah
renkli gimiis noktaciklan antikorun bulundugu yeri gostermekte kullamilir. Bu
yonteme otoradyografi denir.
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iIMMUNOFLOREASN TEKNIGININ KULLANIM ALANLARI:

immunofloresans teknigi bugiin en fazla otoantikorlarin aranmasinda,
Bobrek glomeriilleri ve deri gibi, gesitlh dokularda Ig ve C birikmelerinin
arastirlmasinda, B lenfosit sayiminda, ¢esitli dokularda tiimér ve transplantasyon
antijenlerinin  arasgtinlmasinda, mikroorganizmalarin ve diger antijenlerin
saptanmasinda kullanilmaktadir.

5- BIOASSAY:

RIA yonteminden evvel, hormonlarin serum veya plazmada tayinlert,
kompleks ve zaman alici ve biyosimik metodlarla yapimaktaydi. Omegin;
iizerinde pek ¢ok arastirma yapilms olan polipeptid hormoniann tayinleri ancak
bio-assay dedigimiz indirckt bir yontemle yapilirdi. Bioassay yonteminde 24
saatlik idrar konsantre edilerek bir deney hayvammna enjekte edilir ve meydana
getirdigi hormonal etki, bilinen hormon preparatinmn aym cins diger bir deney
hayvaninda meydana getirdigi hormonel etki ile kiyaslanirdi. Bu metodlar,
duyarhig ve segiciligi az, ¢ok zaman alic1 ve neticeleri de tekrarlanabilir degildi.
Biitiin bu dezavantaflarina ragmen, Bio-assay vontemi ile polipeptid hormonlar
hakkinda pek ¢ok kiymetli fizyolojik bilgiler saglanmugtir.
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