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OZET

Kistik Fibrozisin Erken Tanisina Yonelik Tan1 Kiti

Gelistirilmesi
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Biyomiihendislik Anabilim Dali

Doktora Tezi

Damisman: Doc. Dr. Melahat BAGIROVA

Es Damisman: Doc. Dr. Fatima YUCEL

Kistik fibrozis (KF), otozomal resesif (cekinik) gecis gosteren, beyaz irkta en sik
rastlanan genetik-metabolik bir hastaliktir ve Tirkiye’de her 2.500 — 3.000
bebekten birinde goriilmektedir. Akciger, pankreas, bagirsak, ter bezleri ve dis
salg1 bezleri gibi viicudun birden cok sistem ve organini ayni anda etkileyebilen
hastaliktir. Hastaligin erken tespit edilmesi, hastalarin yasam kalitesini artirmak
ve etkili bir tedavi stratejisi baslatmak icin cok 6nemlidir. Bu nedenle son yillarda
KF, ABD, Yeni Zelanda, cogu Avrupa iilkesi ve Tiirkiye gibi bircok iilkede yeni

dogan tarama programlarina dahil edilmistir.

KF’li yenidoganlarda kan IRT diizeyleri genel olarak yiiksektir fakat yenidogan
bebeklerde yiiksek oranda yalanci pozitif test sonuclarinin varligi nedeniyle,
pozitif sonuclar dogrulayic: testlerle (IRT, PAP, DNA testi) izlenmelidir. Boylece

kontrollii ve hizli tarama test sonucuna ulasilmasi miimkiin olabilmektedir.
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Bu calismada KF hastaliginin erken tamisinda kullanmak tiizere IRT ELISA
kitlerinin gelistirilmesi calismalar1 yer almaktadir. ELISA kitlerinde kullanmak
tizere IRT’ye karst monoklonal antikorlar gelistirildi, saflastirildi ve karakterize
edildi. IRT proteinlerini kantitatif 6l¢cmek icin iki adimli sandvi¢ ELISA yontemi
kullanildi. Ticari IRT antijeni kullamilarak standartlar ve model kan spotlari
hazirlandi. Gelistirilen monoklonal antikorlarin yakalama ve baglama 6zellikleri

arastirildi, sandvic ELISA kit tasarimlari ve optimizasyon c¢alismalar1 yapildi.

MAM-IRT1, MAM-IRT2 ve MAM-IRTmix ELISA prototiplerinin Ankara Halk
Saglig1 Genel Miidiirligiiniin (HSGM) Yenidogan tarama testleri laboratuvarinda
saha calismalar1 gerceklestirildi. Gelistirilen kitlerle gercek bebek kan spotlarindan
elde edilen sonuclarla ROC ve Bayes yontemleri kullanilarak tani kiti performans
analizi yapildi. ROC performans analizine gore; MAM-IRTmix kitinin sonuclari,
HSGM tarafindan uygulanan rutin IRT test sonuclariyla %100 uyumlu oldugu
gorilmiistiir. MAM-IRT1 ve MAM-IRT2 kitlerinin sonuclar ise sirasiyla %98,6 ve
%97,6 uyumlu oldugu goriildii. Bayes ile yapilan analizde ise, MAM-IRT2 kitinin

rutin uygulanan IRT testine gore %2 daha secici olabilecegi gorildii.

Anahtar Kelimeler: Kistik fibrozis, yenidogan tarama, hibridoma teknolojisi,

ELISA, immunoreaktif tripsinojen
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Development of Diagnostic Kit For Early Diagnosis of
Cystic Fibrosis
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Cystic fibrosis (CF), autosomal recessive inherited, is the most common genetic-
metabolic disease in the Caucasian race and is seen in one out of every 2,500 —
3,000 newborns in Turkey. It is a disease that can affect multiple systems and
organs of the body at the same time, such as the lungs, pancreas, intestines, sweat
glands and exocrine glands. Early detection of the disease is very important to
improve the quality of life of patients and to initiate an effective treatment
strategy. Therefore, in recent years, CF has been included in newborn screening
programs in many countries such as the USA, New Zealand, most European

countries and Turkey.

Blood IRT levels are generally high in newborns with cystic fibrosis, but positive
results should be followed up with confirmatory tests (IRT, PAP, DNA testing)
because of the high rate of false positive test results in newborn babies. Thus, it is

possible to reach a controlled and rapid screening test result.
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This study includes the development of IRT ELISA kits to be used in the early
diagnosis of CF disease. Monoclonal antibodies against IRT were developed,
purified and characterized for use in ELISA kits. Two-step sandwich ELISA method
was used to quantitatively measure IRT proteins. Standards and model blood spots
were prepared using commercial IRT antigen. The capture and binding properties
of the developed monoclonal antibodies were investigated, sandwich ELISA kit

designs and optimization studies were carried out.

Field studies of IRT1, IRT2 and IRT Mix ELISA prototypes were carried out in
Turkish Public Health Institution, Ankara. Diagnostic kit performance analysis of
the developed kits was performed via ROC and Bayes methods with the results
obtained from real baby blood spots. According to ROC performance analysis, the
results of the MAM-IRTmix kit were found to be 100% consistent with the routine
IRT test results performed by Turkish Public Health Institution. The results of
MAM-IRT1 and MAM-IRT?2 kits were found to be 98,6% and 97,6% compatible,
respectively. In the analysis performed with Bayes, it was seen that the MAM-IRT2

kit could be 2% more specific than the routinely applied IRT test.

Keywords: Cystic fibrosis, newborn screening, hybridoma technology, ELISA,

Immunoreactive trypsinogen
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GIRIiS

1.1 Literatiir Ozeti

Kistik Fibrozis (KF) (OMIM 219700) ilk kez 1938 yilinda ¢ocuk doktoru Dorothy
H. Andersen tarafindan tanimlanmis otozomal resesif bir hastaliktir [1]. Tim
irklarda goriilen bu hastalik en ¢cok Avrupalilarda goriilmektedir. KF vakfinin 2018
yilinda yayinladig: raporda, KF tanisi konmus 30.775 birey bulundugu ve ve tiim
bu hastalarin %93’tiniin beyaz irktan, %4,7’sinin Afrikan Amerikan irkintan ve geri

kalaninin %2,3'ntinde diger irklardan insanlarda goriildiiga bildirilmistir [2].

Hastaligin temel sebebi, yedinci kromozomda bulunan KF transmembran
regulator (KFTR) protein geninde meydana gelen mutasyonlar sonucunda,
hiicrelerin sodyum klor dengesi bozulmasi ve organ sistemlerinin diizgiin
caligmasini saglayan salgi bezlerinin olusturdugu ince ve akiskan sivinin yogun,
yapiskan ve kivaml hale gelmesidir. Yapigskan ve kivamli hale gelen doku yiizey
swvilary, akcigerde hava yollarinda ve pankreas dokusundaki kanallarda
dehidratasyona sebep olur. Solunum sisteminde olusan dehidratasyon, sillerin
fonksiyonuna etki ederek bozulmasina ve kanallara mukus birikmesine neden
olmaktadir. Bozulan siller ve biriken mukus ileri asamada kronik bakteriyel
enfeksiyon olusmasina sebep olur. Ayrica pankreas dokusundaki kanallarin
tikanmasi, salgilanan sindirim enzimlerinin ince bagirsaga ulasmasini engellerek
sindirim sisteminin diizgiin calismasini engeller ve doku icinde biriken enzimler

pankreatite sebep olur [3].

1950'lerde, KF hastalar icin ortalama 6miir birkag aydi; 6liimlerin ana nedenleri
mekonyum ileus, yetersiz beslenme, sindirim ve emilim bozukluklariydi. Gegen

altmis y1l boyunca, pankreatik enzimlerin disaridan saglanmasi ve multidisipliner
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takimlarin isbirligi sayesinde yeni etkin terapilerin olusturulabilmesiyle hayatta
kalma yasi ortalama 40 yil civarindadir. Simdilerde, akciger nakli olamayan

bireylerde solunum yetmezligi hastaligin en sik rastlanan 6liim nedenidir [4]-[7].

KF hastalarinin terinde saglikli bireylere kiyasla yiiksek konsantrasyonda tuz
bulunmasi bu hastaligin en belirgin semptomlarindandir. Dorothy H. Andersen
hastaligin tanisini koydugu calismalarin ardindan, Paul A. Di Sant’Agnese ile
1953’te yayinladiklarn ortak calismada KF hastalarinin terinde bulunan yiiksek
elektrolit konsantrasyonu ilk defa 6lciilerek kanitlandi [8]. KF hastaliginin tanisina
yonelik Gibson ve Cooke tarafindan 1959 yilinda gelistirilen ter elektrolitlerinin
konsantrasyon oOl¢iim yOntemi gliniimiizde halen altin standart olarak kabul

gormektedir [9].

KF tanist konmasiyla, yogun antibiyotik tedavisi ve uygun beslenmenin saglanmasi
basta olmak {iizere destekleyici tedavilerle yapilan iyilestirmeler morbidite ve
mortaliteyi azaltmistir. Fakat semptomlarin olusmasindan sonra tani konmasiyla
baslanan tedavi, bu siirecte gerceklesen doku hasar1 sebebiyle yetersiz
kalmaktadir. Bu sebeple, semptomlar gézlenmeden hastali§in tanisinin konularak
destek tedavi ve uygun beslenme takviyesinin saglanmasi 6nemlidir. Bu da ancak
yenidogan tarama programinin uygulanmasiyla miimkiindiir. Ter testinin pahali
olmas1 ve yenidogan bebeklere uygulanamamas: sebebiyle farkli tarama test

yontemleri literatiirde 6nerilmistir [10].

Crossle ve arkadasglar1 tarafindan gelistirilen bebek kanlarinda serum-IRT
seviyesinin Olciilmesi ve KF bebeklerde serum IRT seviyelerindeki artis olmasi
esasina dayali yontem, tarama testi olarak giiniimiizde kullanilan KF yenidogan
tarama programlarinin temelini olusturmaktadir [11]. KF hastali§in yayginliginin
yiiksek oldugu bircok iilkede uygulanan KF yenidogan taramas: iilkemizde de
uygulanmaktadir [12]. Yenidogan tarama programlar: hastalik siddetini, bakim
zorlugunu ve bakim masraflarini azaltmaktadir. Ayrica, gecikmis ve kagirilmis
teshislerin de engellenmesini saglar [13], [14]. Kullanilan KF tarama

programlarinda; DNA mutasyon analizi, ¢ift immiinoreaktif tripsin (IRT) testi ve
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pankreatit ile iligkili protein (PAP) testi ile birlestirilmis immiinreaktiv tripsinogen
(IRT) testi de dahil olmak tizere cesitli yontemler kullanilir [15]. Heniiz evrensel
gecerli bir tarama protokolii gelistirilmediginden, bu yontemler kullanilarak
lilkelerin yerel cografi, etnik ve ekonomik acilardan durumu degerlendirilerek
ihtiyaclar1 karsilayan en etkili protokol belirlenmektedir. KF yenidogan tarama
programinin ilk asamasinda tiim protokollerde ortak olarak, IRT testleri icin kan
ornekleri dogumdan hemen sonra ya da ilk {i¢ giin icerisinde topuktan mebrana
emdirilerek alimir, kurutularak analize alinana kadar muhafaza edilir. IRT
degerlerinin gorildiigii durumlarda yeniden numune alimi ile IRT testi tekrar
yapilir (IRT/IRT tarama programi) ya da IRT test tekrar1 yerine bazi programlarda
yine bebek kaninda pankreatit iligkili protein (PAP/reglll) Olclimii yapilmaktadir
(IRT/PAP tarama programi). Cogu tarama protokoliinde tani konmasi icin ter testi
yapilir. Ayrica, bazi programlarda ter testinden once bazilarinda ise ter testinden
sonra KF mutasyonlarinin belirlenmesi icin dizi analizi yapilir. Hastanin sahip
oldugu mutasyona gore hangi tip KF olduguna karar verilerek uygun tedavi ve
beslenme takviyesi uygulanir. Yeni teshis konan bebeklerin ebeveynleri icin uygun
destek saglanmali ve bu tiir programlarda KF bakim merkezine yonlendirilmesi

gerekmektedir [13].

Gectigimiz 10 yilda genetik temellerin aydinlatilmasiyla gerceklesen genotip-
fenotip iligkisine ait verilerdeki artis, klinik bulguya neden olan molekiiler
problemlerin aydinlatilmasini saglamistir. Bu bilgiler 1s1¢1nda tarama programlari
daha etkin hale getirilmistir. Modifiye edici genetik yapilarin gelistirilmesi yeni

tedavi yaklasimlarina olanak saglamistir [16].

1.2 Tezin Amaci

Bu calismada; KF hastaliginda marker protein olan katyonik IRT (IRT1) formuna
ve anyonik IRT (IRT2) formuna karsi hibridoma teknolojisiyle yiiksek afiniteli
antikor {iiretilmesi, elde edilen monoklonal anti-IRT antikorlarinin serolojik

yontemler arasinda en basit ve yaygin tipi olan ELISA sistemlerinde uygulanabilir



sistem tasarlanmasi ve gelistirilen ELISA sisteminin bebek topuk kanlarinda

calisabilirliginin test edilmesi amaclanmistir. Bu kapsamda;

Birinci is paketinde; Hibridoma calismalarinda antijen olarak uygulanmasi

amaciyla IRT1 ve IRT2 antijenlerinin kullanimi ve karakterizasyonu,

Ikinci is paketinde; Ticari antijen ve Anti-IRT monoklonal antikorlar kullanilarak,

antikor gelistirmede kullanilacak yontemlerin optimizasyonu,

Uciincii is paketinde; Literatiirde uygulandig1 gibi antikor iiretiminde rutin olarak
kullanilan 6-8 haftalik Balb/c farelerin immiinizasyonlarinin periyodik olarak

yapilmasi ve ELISA yontemi ile immiinizasyon kontrollerinin gerceklestirilmesi,
Dordiincii is paketinde; Flizyon

* FO myeloma hiicrelerinin devaml kiiltiiriiniin elde edilmesi,

* Balb/C tiirii farelerin peritonundan elde edilen makrofaj hiicrelerinin ve
makrofaj kiiltiir metabolitlerinin hibrid hiicrelerinin gelisiminin desteklenmesi
amacityla eldesi ve kullanilmasi,

* ELISA ile en yiiksek immiin cevabi verdigi belirlenen farelerden elde edilen
dalaktan B hiicrelerinin eldesi ve myeloma hiicreleri ile fiizyonlarinin
gerceklestirilmesi,

* Filizyon sonrasi hiicrelerin secici besiyerlerinde kiiltiirlerinin yapilarak,
monoklonal olarak IRT antijenine karsi spesifik yaniti olan hiicrelerin eldesi,

* IRT antijenlerine karsi spesifik yanit veren hiicre klonlarinin tek diisiiriiliip
monoklonal antikor sentezleyen hiicrelerin eldesi,

* Gelistirilen hibridoma hiicrelerinin biiyiik olcekte cogaltilarak saklanmasi ve
IRT antijenlerine karsi1 monoklonal antikor iireten hiicre hatlarinin elde
edilmesi,

* IRT antijenlerine karsi monoklonal antikor tireten hiicrem hatlarinin ELISA test
sistemleri ile oOzgilinliigiiniin kontrol edilmesi ve kiiltiir ortamindan

saflastirilmasi,



Besinci is paketinde; IRT antijenine karsi iiretilen fare monoklonal ve tavsan
poliklonal antikorlarinin farkli enzimatik veya kimyasal yapilarla birlestirilmesi,

sandvic ELISA sistemi gibi cesitli tan1 sistemlerinde test edilmesi,

Altinc1 is paketinde; Gelistirilen ELISA kitlerinin yeni dogan bebek kanlari

kullanilarak ticari kitlerle karsilastirilmasi,

amaclanmuistir.
1.3 Hipotez

KF gibi genetik hastaliklarda; hastalik semptomlar1 goriilmeden, yani dokularda
hasar olusturmaya baslamadan, destek tedaviler ile hastaligin kontrol altinda
tutulmasi, KF sebepli bebek oOliimlerinin 6nlenmesi ve KF hastalarinin yasam
kalitesinin yiikseltilmesi icin cok 6nemlidir. Erken tani ise ancak {iilke capinda
tarama programlarinin uygulanmasi ile miimkindir. KF yenidogan tarama
programi, Amerika, Yeni Zelanda ve bir ¢cok Avrupa iilkesinde uygulanmaktadir.
Bu tarama programlarinda farkli protokoller izlense de  bebeklerin topuk

kanindan IRT diizeylerinin incelenmesi en genel ve temel uygulamalardandir.

2015 yih itibariyle T.C. Saglik Bakanlig1 Yenidogan Ulusal Tarama Programinda
zorunlu testler arasina eklenmistir ve bu kapsamda, IRT/IRT/Ter testi portokolii
uygulanmak iizere, yenidogan topuk kani oOrneklerinde IRT analizlerine

baslanmustir.

KF tanisinda kullanilan tami kitleri, antikor ve antijenler yurt disindan ithal
edilmekte ve iilke ekonomisine biiyiik kiilfet olusturmaktadir. Yurt disindan satin
alinan, yilda yaklasik 1 270 000 yeni dogan bebek icin yapilacak ve tekrar
testleriyle birlikte yaklasik 2 000 000 adete ulasacak olan IRT ELISA test kiti
ihtiyac1 iilkemiz icin cok Onemlidir. Tezde KF yenidogan taramalarinda
kullanilmak tizere ELISA temelli IRT serolojik test prototiplerinin gelistirilmesi ve
calisabilirliginin test edilmesi amaclanmistir. Bu test sistemlerinin gelistirilmesine

yonelik tez sonuclarinin uygulamaya aktarilmasiyla, bir yandan disa bagimliligin



azalmasi ile ilgili pazarlarda rekabete bagli olarak maliyetlerin diismesi sz
konusu olabilecektir. Bu tez calismasi sonuclarindan kaynaklanan iiriinlerin ihrag

edilebilmeleri de mimkiin olabilecektir.

Ayrica ticari kitlerinin IRT1 formuna spesifik olmasi ve literatiirde IRT2 formunun
KF yenidogan taramalarinda onemli olabilecegini belirten kisith calisma olmasi
sebebiyle; IRT1 ve IRT2 formlarina spesifik farkli ELISA modelleri gelistirilmesi
planlandi. Bu sekilde giincel kullanilan tarama programlarin iyilestirilmesi

konusunda 6nemli bir katki saglayacag: diistintilmektedir



2

GENEL BILGILER

2.1 Kistik Fibrozis

Kistik fibroz (KF) eski zamanlardan beri, bebek 6liimlerine ve ¢ocuklarin yasam
siirelerinin kisalmasina sebep olmaktadir. Orta cag Avrupa'sinda bu hastalik
hakkinda, alindan 6piildiigiinde tuzlu tat olan ¢ocugun, dlecegine dair nesilden
nesile aktarilan bilgi birikimi olusmustur. Tuzlu cilt, nedeni veya tedavisi olmayan
bir hastaligin isareti olarak goriilse de modern zamanlara kadar sebebi
anlasilamamuistir [17]. Dorothy H. Andersen tarafindan yapilan 49 hastanin klinik
takibi ve otopsi incelemelerinden olusan detayli ¢calismalar sonucunda hastaligin
ilk kez tanimi yapilmistir [1]. 1949'da Lowe ve ark. tarafindan KF hastaliginin
otozomal resesif kalitim ile aktarilan genetik bir kusurdan kaynaklanmasi
gerektigi varsayilmistir [18]. KF hastalarinin terindeki yiiksek tuz seviyeleri, ter
bezinden elektrolit tasinmasinda bir anormallik oldugunu disiindiirmiistiir. Paul.
M. Quinton 1983 yilinda, bu hastalarda ter kanallarinin kloriir gecirimsiz

oldugunu ileri siirmiistiir [19].

John R. Riordan ve arkadaslarinin 1989 yilinda KF hastali§ina sebep olan genin
klonlanmasi ve karakterizasyonu ile baslayan ¢alismalar, KF hastaliginin sebebinin
molekiiler diizeyde aciklanmasini saglamistir. Bu sayede, dis salgi bezlerinin
kloriir kanali olan kistik fibrozis transmembran regiilator (KFTR) proteininin islev
bozuklugunun, KF hastalifina sebep oldugu anlasilmistir [20]. KFTR
kanallarindaki bu bozulma, kloriir saliniminin azalmasina ve buna bagli olarak
epitelyal sodyum kanallar1 yoluyla, sodyum emiliminin artmasi sonucu hiicre

ylizey salgisindaki su oranini azaltmaktadir (Sekil 2. 1) [21]. Olusan viskoz hiicre



ylizey salgisi; tikanma, iltihaplanma, enfeksiyon ve bunu takiben doku tahribati

ve fonksiyon kaybi1 olusumuna sebep olur [22].

Normal CFTR | KF mutant CFTR
proteini | proteini
) Hiici‘e dis1
A |
ucre zar
oo | #Pd
Hiicre ici -
o °° I :

Klor iyonlari

Sekil 2. 1 Normal KFTR proteinin ve KF Mutant proteininin hiicre zarinda
yerlesiminin sematize gosterimi

2.1.1 Kistik Fibrozisde Klinik Goriiniim

Kistik fibroz, mukus ve salg1 bezlerinin fonksiyonunun bozulmasi sebebiyle bircok
viicut sistemini etkileyen, kalitsal bir hastaliktir. Kronik solunum ve sindirim

sistemi sorunlarina sebep olmasi en sik goriilen klinik bulgular arasindadir.

Mukus; organ ve dokularin yiizeylerini kayganlastiran ve koruyan kaygan bir
maddedir. Kistik fibrozlu kisilerde viicut anormal derecede kalin ve yapiskan olan
mukus iiretir. Bu anormal mukusun, KF hastalarinin %99unda [22], solunum
yollarim1 tikayarak akcigerlerde solunum ve bakteriyel enfeksiyonlara sebep
oldugu goriilmiistiir. Bu enfeksiyonlar kronik oOksiiriik, hirilt1 ve iltithaplanmaya
neden olur. Zamanla, mukus birikmesi ve enfeksiyonlar, akcigerlerde skar dokusu

(fibroz) ve kist olusumu dahil olmak iizere kalic1 akciger hasarina neden olur [23].

Mukus, pankreas kanallarim1 tikayarak sindirim enzimlerinin bagirsaklara
ulagmasini engeller. Bu da, ishal, yetersiz beslenme, yetersiz biiyiime ve kilo kayb1
gibi sindirim problemlerine neden olabilir[24]. Kistik fibrozlu bebeklerin
%20’sinde, dogumdan kisa bir siire sonra ortaya c¢ikan bir bagirsak tikanikligi
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(mekonyum ileus) oldugu goriilmistiir [22]. Sperm tasiyan tiipler mukus
tarafindan tikandig1 icin uygun sekilde gelismez ve bu sebeple KF’lu erkeklerin

%97’sinde kisirlik goriilir [22].

KF hastaligina sebep olan temel kusur tanimlanmis olmasina ragmen KF
hastalarinda izlenen klinik veriler hastalar arasinda cesitlilik gostermektedir. KF
hastaliginin siddeti ve gozlenen klinik goriiniim; organ duyarlhiligina ve KFTR
proteininin genetik mutasyonundan kaynaklanan fonksiyon kaybina gore
degisiklik gosterir [22]. Hastaligin siddeti, hastanin sosyoekonomik ortamina gore
de degiskenlik gostermektedir [25]. Klinik verilerin genel takibi etkin

semptomatik tedavilerin ve tarama yontemlerinin gelistirilmesinde 6nemlidir.
2.1.2 KFTR Proteininin Yapisi

30 y1il 6nce KFTR geninin klonlanmasi ile KFTR proteinin laboratuvar ortaminda
liretilmesi miimkiin olmustur. Bu sayede KF hastaliginin molekiiler ve hiicresel

temelini ¢6zmek icin zemin hazirlamistir [20], [26], [27].

KFTR proteini; iki transmembran domain (TMD), iki niikleotid baglayici domain
(NBD) ve diizenleyici (R) domainden olusan, adenin niikleotid baglayic1 kaset
tastyicilart ailesine ait cok domainli bir membran proteinidir (Sekil 2. 2) [28].
Hava yolu yiizey epitelinde, submukozal bezlerde ve diger bircok epitel organda
sentezlenir. KFTR, protein kinaz A'ya bagl fosforilasyon diizenleyici domaini
araciligiyla ve ATP'nin niikleotit baglanma bolgelerine baglanmasi ile diizenlenen;

CI ve bikarbonat ileten anyon kanali olarak islev goriir [29].



il

Hiicre dis1

Sekil 2. 2 KFTR molekiiliiniin hiicre zarinda yerlesimi (Solda) ve domainlerinin
sematize gosterimi (Sagda), TMD: transmembran domain; NBD: niikleotid
baglayici domain; R: diizenleyici

KFTR proteininin iyonlari viicuttaki epitel hiicrelerinin membrani boyunca tasima
islevinin yam sira, bikarbonat salgilanmasi ve sodyum tasinmasinin 6nlenmesi

dahil olmak iizere baska islevleri de vardir [24].
2.1.2.1 KFTR Proteininin Genetik Mutasyonlar1

88.000 kistik fibroz hastasindan elde edilen, varyant ve genotip kombinasyonlari
bilgisi, arastirmacilara, hastalara ve ailelerinin ihtiyacina KFTR2 veri bankasi
araciligiyla sunulmustur. Simdiye kadar KFTR geninde 2.000'e yakin mutasyon
tanimlanmistir, ancak literatiirde sadece 322 mutasyonun hastaliga neden

olduguna dair bilgi bulunmaktadir [30].

Kistik fibroz, bir monogenetik hastalik olmasina ragmen, ayni genotipli hastalarda
gozlenen semptomlarinin farkliik gostermesi sebebiyle olusan fenotipik
degiskenlik 6nemlidir. KFTR mutasyonlar1 sonucu; kanal sayisi, kanal fonksiyonu
veya her ikisi birden azalabilir ve/veya bunlar degisik siddette gosterebilir. Ayni
KFTR mutasyonlari, cesitli hiicresel mekanizmalar yoluyla hastalik semptomlarini
ortaya cikarabilir. Cevresel faktorlerin ve genetik modifiye edicilerin de bir rolii
olmasina ragmen, her genetik kusur, hastaligin siddeti (yani kistik fibroz fenotipi)
tizerinde biiylik bir etkiye sahiptir. Bu sebeple, KFTR geninde olusan

mutasyonlarin ve islevlerinin bilinmesi, tani ve tedavinin
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uygulanmasi/gelistirilmesi acisindan 6nemlidir. Bu sebeple, hastaligin gidisatinin

degerlendirilmesi,

gore smiflandirilmistir (Tablo 2. 1) [24].

bilinen mutasyonlar olusturduklari molekiiler bozukluklara

Tablo 2. 1 KFTR mutasyonlarinin molekiiler siniflandirilmasi, olusturduklari
fonksiyon bozukluklar: ve ilk tedavi tipi [24]

Mutasyon | Fonksiyonel Molekdiler Onerilen tedavi Ornek mutasyonlar

Sinifi bozukluk sonuclari

Sinif 1 Sayisinda Islevsiz protein Translational G542X, 394delTT
azalma readthrogh ve 3905insT

Suf 2 Sayisinda Uretim yok Diizeltici F508del, N1303K
azalma /azalmig Giiclendirici ve A455E

ilaclar

Sinif 3 Fonksiyonda Sorunlu kanal Giiclendirici G551D, R117H ve
azalma fonksiyonu ilaclar F508del

Sinif 4 Fonksiyonda Sodyum iletiminin | Giiclendirici R347H, R334W ve
azalma azalmasi ilaclar R117H

Sinif 5 Sayisinda Anormal ekler Ek diizeltici ilaglar | 621 + 1G>T,
azalma 3849 + 10kbC>T

ve R117H+5T

Sinif 6 Sayisinda Hiicre ylizeyindeki | Hiicre yiizey S1455X, L1399X

azalma stabilitesinde stabilizatorleri ve F508del
azalma

Bircok mutasyon birden fazla 6zellige sahip olsa da KFTR alellerinin molekiiler
siniflandirilmasi, hiicresel bozuklugun anlasilmasini kolaylastirir. Mutasyonlarin
karakterizasyonu, oOzellikle kisiye 0©zel terapotikler hakkindaki bilgiyi

standartlastirmada ve veri havuzlar araciligiyla paylasilmasinda 6nemlidir [16].
2.1.3 KF Goriilme Siklig1 ve Dagilimi

KF biitiin irklan etkileyen fakat en yaygin beyaz irk arasinda goriilen kalitsal
genetik hastaliktir. Goriilme siklig1 irlanda'da 1400 canli dogumda 1; Amerika
Birlesik Devletleri'nde 3500 canli dogumda 1 iken [31], Asya ve Afrika’da 15.000-
20.000 canli dogumda 1 [24] gibi ¢cok daha diisiik oranlarda goriilmektedir.
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Ulusal KF kayitlar1 sayesinde, KF popiilasyonunun zaman icindeki gelisiminin
anlasilmasi miimkiin olmustur. Bu kayitlar, onayli KF merkezlerinde tedavi goren,
dogrulanmis KF teshisi olan hastalar hakkinda ayrintili, demografik ve klinik
bilgiler iceren degerli kaynaklardir. Toplanan bu bilgiler, tami1 oOlciit ve
yontemlerinde iyilesmeler yapilmasini saglamis ve bu durum kistik fibrozun
goriilme siklig1 ve dagilim oranlarini etkilemistir. Hastaligin goriilme sikligina dair
istatiksel verilerin cogunlugu bat1 ilkeleri kaynaklidir; Ortadogu, Asya ve Afrika

dahil diinyanin biiyiik bir kism1 icin epidemiyolojik veriler eksiktir [31].

KF’lu bireylerin medyan 6liim yas1 yirmili yaslarin ortalarindan otuzlu yaslarin
baslarina kadardir. Son yillarda yapilan calismalar, 2000-2010 yillar1 arasinda
hayatta kalim her yil %1,8 artis gostermistir. Bu artisin devam etmesi durumunda
bugiin dogan KFlu bebegin medyan oliim yasinin 54-58’lere ulasabilecegi
disiiniilmektedir. Hayatta kalim oraninin artisi, tarama programlarinin
siirekliliginin saglanmasi ve iyilestirilmesi ile tan1 ve semptomatik tedavilerin

erken yasta yapilmasi ile miimkiindiir [24].
2.2 KF Tanis1 ve Yenidogan Tarama Programi

Kistik fibroz tanisi icin hastaliga dair en az bir klinik 6zellige sahip olmasi ve/veya
hastalig1 olan bir KF’lu kardes olmasi durumu ve/veya bir neonatal tarama testinin
pozitif sonucu ile ter testi KFTR disfonksiyonunun gosterilmesi gereklidir.
Sonrasinda, gen analizi veya bazi durumlarda elektrofizyolojik yontemler de
uygulanabilmektedir [22]. KF tanisi i¢in kullanilan bu yontemler ile olusturulan
farkli protokoller KF yenidogan tarama programlari olarak diinyanin bircok

yerinde uygulanmaktadir.
2.2.1 Ter Testi

Ter testi, diger adiyla “Kantitatif pilokarpin iyontoforez yontemi”, 1959 yilinda, L.
E. Gibson ve R. E. Cooke tarafindan gelistirilmis ve hala KF tanisi i¢in altin
standarttir [9], [32]. Kistik Fibrozis Vakfi tarafindan onaylanmis iki ter testi
yontemi vardir. Her iki yontem de pilokarpin adi verilen bir kimyasal kullanarak
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onkol veya uylukta terlemeyi uyarir. Ter, daha sonra filtre kagidi veya gazli bez
(Gibson-Cooke yontemi) veya mikro delikli boru (Macroduct® toplama sistemi)
lizerinde toplanir. Testin dogru olmasi i¢in minimum miktarda ter toplanmalidir.
Klor icerigi terde belirlenir. KFTR disfonksiyonunun gosterilmesi, ayni giinde iki
bagimsiz olciimde terde yiiksek kloriir degerleri (= 60 mmol/L) olmasini
gerektirir. 29 mmol/L'nin altindaki degerler kistik fibrozis olasiligin1 ortadan
kaldirir; 30 ile 59 mmol/L arasindaki degerler test tekrarini gerektirir. Tarama
sonucu, pozitif bir IRT testi, bir tanimlanmis belirgin mutasyonu olan veya
olmayan ve ter kloriir konsantrasyonu 30-60 mmol/L araliginda olup tanisi tam
konulamayan cocuklar dikkatle degerlendirilmeli ve takip edilmelidir. Ciinkii
erken donemde asemptomatik olmasa da bazilar1 yaslandik¢a kistik fibrozis

fenotipi gelistirir [9].

Terde kloriir olcimii %96,5 duyarli ve %99 spesifiktir ve ilk tercih edilen
yontemdir. Bu testin bilgilendiriciligi, sertifikali kistik fibroz merkezleri icin bir
gereklilik olan performans ve degerlendirmesindeki kalite kontroliine biiyiik
olctide baghdir. Viicut agirligi en az 3000 g ve gebelik (postmenstriiel) yasi en az
36 haftalik olan ¢ocuklarda yasamin {ciincii giiniinden itibaren ve optimal olarak

yasamin 14. giiniinden itibaren gerceklestirilebilir [33].
2.2.2 KF Yenidogan Tarama Programlari

Yenidogan taramasi programi, fenilketoniiri (PKU) ve konjenital hipotiroidizm
(CHT) gibi kalitsal/konjenital hastaliklar icin 1970'lerin sonlarinda yaygin bir
sekilde uygulanmaya baslanmistir. Cok sayida numuneye uygulanan bu
biyokimyasal tarama, Robert Guthrie'nin gelistirdigi topuktan kan alinan kanlarin
membran iizerinde kurutulan ¢ok kiiciik miktarlarda kanda fenilalaninin dogru bir
sekilde olciilebilecegini gosteren calismasiyla miimkiin olmustur. Kurumus kanin
laboratuvara nakli sirasinda ve saklama kosullarinda icerigindeki analiti stabil
halde koruma avantaji vardir ve KF dahil bircok farkli tarama testini kii¢iik

miktarda alinan kan 6rnegi ile yapilabilmesini miimkiin kilmaktadir.
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KF icin yenidogan taramasi hastaligin yayginliginin yiiksek oldugu bircok iilkede
oldugu gibi 2015’den beri iilkemizde de uygulanmaya baslanmistir [12]. KF
yenidogan tarama programi hastalik siddetini, bakim zorlugunu ve bakim
masraflarim1  azaltmaktadir. Ayrica, gecikmis ve kacirilmis tanilarin da
engellenmesini saglar [13], [14]. KF tarama programinda cift immiinoreaktif
tripsin (IRT) testi, pankreatit ile iliskili protein (PAP) testi ile birlestirilmis IRT
testi, DNA mutasyon analizinin de dahil oldugu cesitli yontemler kullanilir. KF
yeni dogan tarama programi icin evrensel kabul edilmis bir protokol
bulunmamaktadir. Ulkelerin yerel, cografik, etnik ve ekonomik acilardan
degerlendirilerek, ihtiyaclar1 karsilayan en etkili ve uygulanmasi en uygun
protokol KF yenidogan taramasi icin kullanilmaktadir. Uygulanan protokollerin
sonuclar1 karsilastirilarak iyilestirme calismalar1 bircok iilkede yapilmakta ve

sonuclar tartisilmaktadir [22], [32].

KF tarama programi kapsaminda uygulananan biitiin protokollerde IRT testi ilk
asamayt olusturur. Bunun icin, dogumdan sonra (0-3giin) topuktan kagit
membrana emdirilerek alinan bebek kan 6rneklerinde, IRT seviyesinin 6l¢iilmesi
ve belirlenmis cut-off kriterine gore yiiksek Ornekler tarama pozitif (TP) olarak
degerlendirilmektedir. Baz1 protokollerde ikinci asama olarak KFTR mutaston
analizi yapilir (Sekil 2. 3A), bazi protokollerde ise tekrar 6rnek alinarak IRT testi
tekrar edilir veya ayni1 6rnekten PAP testi yapilir (Sekil 2. 3B). Bu protokollerde
TP tespit edilen bebeklere sonraki asamada tami konabilmesi icin ter testi
uygulanir. Baz1 KF tarama protokollerinde ise ikinci asamada KFTR mutasyon
analizi yapilir, mutasyon bulunamayan bebeklerde tekrar kan alinarak IRT testi
tekrarlanir. KFTR mutasyonu tasiyan ve KFTR mutasyonu bulunmayan fakat IRT
ikinci testi pozitif ¢cikan bebekler ter testi uygulanarak tan1 konmasi saglanir (Sekil

2. 30) [34].
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Ilk IRT Ol¢iimii

> Cut-off
A C
B
CFT?tasyo\nAnalizi CFTR Mutasyon Anahzl
Yok Mutasyon IRT Ol¢timii Mutasyon Yok
NBS negatif ~ NBS pozitif (Te?rﬁme) NBS pozitif =~ NBS negatif
> Cut-off*| | <Cut-off
NBS negatif
| Ter Testi
— - l ﬁ|<30mmol/L|
CF pozitif/ 30-60mmol/L| CF negatif

tekrar test

Sekil 2. 3 KF yenidogan tarama programlarinin sematize gosterimi

Yenidogan taramasi ile kistik fibroz tanisi bircok iilkede yasamin erken
donemlerine tasinmistir. 2003 yilinda, kaydedilen hastalarin %11,9’unun; 2018
yilinda ise %61,5’inin yenidogan taramasi ile teshis edilip tani konulmasi
saglandig1 KF Birliginin 2018 raporunda sunulmustur. 15 yilda gozlenen bu fark
yenidogan taramalarinin iyilestirme calismalarinin ve yayginlasmasinin
sonucudur. Medyan tani koyma yasinin ise 2003’te 6 ay iken, 2018’de 3 aya

disttigli gortilmiistiir. Semptom gozlenmeden KF tanisinin konmasinin bireyin
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daha iyi akciger ve beslenme kosullarinda oldugu bilgisi literatiirde bulunmaktadir

[35].

Kistik fibroz tanisi bircok iilkede yenidogan taramasi ile yasamin erken donemine
tasinmasiyla, KF sagkalim orani uyumlu olarak artis gostermistir. Amerika Birlesik
Devletleri'nde, 2000 yilinda KF tanisi konan bebeklerin sadece %8'i tarama
programu ile teshis edildi. 2010 yilinda ise kistik fibrozu olan kisilerin yarisindan
fazlasina (%58) yenidogan taramasi tanist konuldu. Bazi iilkelerde KF
popiilasyonunun %50’den fazlasi 18 yasindan biiyiiktiir. 1991'den 2002'ye kadar
gecen siirede akciger nakli almayan hastalarda medyan sagkalim 1,2 ila 5,3 yil
arasinda artis gostermesinde tarama programinin oneminin biiylik oldugu
disiiniilmektedir. Sag kalim yasinin artmasinda, KFTR mutasyonlarinin
genotiplemesindeki ilerlemeler ve hafif kistik fibroz fenotiplerine sahip insan

sayisinin artmasi da katkida bulunmustur [24].

Ulkemizde de KF hastaliginin yenidogan tarama programina alinmasiyla, KF
hastalarin1 erken donemde belirleyip tedavilerine de erken baslanmasini
saglayarak mortalite ve morbiditede azalma saglamasi beklemektedir. Bu
kapsamda yeni dogan kanlar1 “Kistik fibrozis” hastali§1 6zelinde test edilmek {izere
Tiirkiye Halk Saghigi Genel Miidiirliigii, Cocuk ve Ergen Saglig1 Daire Baskanligi,
Yenidogan Tarama Laboratuvarlarinda toplanmakta ve test edilmektedir. 2016

yilindan itibaren Tiirkiye verileri de Avrupa kayit sisteminde yer almaktadir.

Tablo 2. 2’de 2015, 2016, 2017 ve 2018 y1li icerisinde yenidogan tarama programi
kapsaminda, KF hastalig1 acisindan taranan bebek sayisi, tekrar numune istenen
bebek sayisi, ter testi icin sevk sayisi ve sevk edilen bebeklerin durumu ve KF tanisi
alan bebek sayilar yer almaktadir. Ayrica sevk dis1 tani alanlar ve toplam KF tanisi
alan bebeklerin durumu ayni tabloda yer almaktadir (Kisisel iletisim, HSGM,
Deniz Acican 2018).
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Tablo 2. 2 2015-2018 y1l1 yenidogan tarama programi kapsaminda KF icin

taranan bebeklerin genel durumu

Yillar 2015 2016 2017 2018

Taranan Bebek Sayisi 1.292.703 | 1.277.013 | 1.256.541 | 1.230.049

gzl;f;r Numune Istenen Bebek | o3 396 | 32941 | 21555 | 13.517

Ter Testi i¢in Sevk Sayis1 3.123 5.737 3.306 2.674

Sevklerin Dokiimii

Aile Sevki Kabul Etmiyor 66 108 55 69

Aileye Ulasilamiyor 13 20 2 1

Bebek Oldii 115 152 143 114

KF Tanis1 Alan 119 132 98 82

Normal 2.799 5.274 2.904 1.735

Tanilama Siirecinde 3 40 89 658

KF Tasiyic1 Tani Alan 8 11 15 15
Sevk Dis1 Tan1 Alanlar

Tekrar Topuk kani vermeyip,

direk ter testine yonlendirilip KF 7 17 9 3

tanisi alan

Uc aydan biiyiik olup direk ter

testine yonlendirilip KF tanisi 3 2 3 -

alan

Taramasi normal ¢ikip tani alan 4 1 4 2

2014 yilinda validasyon

calismasinda tani alan bebek 12 - - -

sayisi

Toplam KF tanis1 alan 145 152 114 87

Ulkemizde hala yeni sayilabilecek bir uygulama olan KF yenidogan tarama

programi ile teshis edilerek tani konan bebekler takip edilerek uygulamanin

etkisini gosteren caligmalar literatiire eklenmeye baslanmistir. Bu calismalar

sayesinde {ilkemizde yenidogan tarama programinin mortalite ve morbidite

lizerisinde etkisinin incelenmesi, uygulanan protokoliin otokontroliinii ve

iyilestirilmesini saglamak acisindan 6nemlidir [36].

2.2.3 Immiinoreaktif Tripsin Testi

KF'lu yenidogan bebeklerde kan IRT konsantrasyonlarinin arttiginin Crossly ve

ark. tarafindan 1979'da yayinlanmasinin ardindan KF icin yenidogan taramasi

yapilmasi miimkiin olmustur [37].
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IRT, pankreatik enzim Onciisii olan tripsinojenin kanda bulunan formudur.
Tripsinojen, pankreasin asinar hiicrelerince sentezlenir ve aktif formu olan tripsin
enzimini olusturmak iizere bagirsaklara tasinmaktadir. Tripsin, 24.000 dalton
molekiil agirliginda bulunan, pI degeri 9,3 olarak bilinen ve pH 2—4 arasinda stabil
olan bir enzimdir. Normal fizyolojik sartlarda tripsinojen yapisinin tripsine
dontistimii enterokinaz enzimi araciligiyla olmaktadir. Tripsinojen formun aktif
forma doniisiimii saglayan diger bir siirec ise tripsinin otokatalitik aktivitesidir.
Tripsinin otokatalitik aktivitesi sonucunda da, tripsinojen hekzapeptitlerinden

kesilerek aktif tripsin formuna doniisebilmektedir [38].

Tripsinin {i¢ izoformu mevcuttur fakat KF yenidogan taramalari i¢cin marker olarak
iki izoformu Onerilmistir. Bunlardan biri tripsinojen 1 (katyonik tripsinojen, IRT1),
agirlikh olarak pankreasin ekzokrin hiicreleri tarafindan salinan formu, digeri ise
tripsinojen 2 (anyonik tripsinojen, IRT2) bircok dokuda sentezlenebilen formudur.
Literatiirde her iki formununda KF icin marker olarak kullanilabilecegi onerilse
de, yapilan arastirmalar ve kullanilan test kitleri cogunlukla IRT1 formuna
yoneliktir [37], [39], [40]. Saglikli bireylerde IRT1 protein miktarinin IRT2
miktarina orani 3.0' dir [41]. KF'de pankreas kanallarinin mukusla tikanmasi
sebebiyle kandaki IRT2 miktar1 da yiikselmektedir. IRT1 formunun erken dogum
durumuna, bebegin kilosuna ve irkina bagh olarak da yiiksek konsantrasyonlarda
bulunmasinin yanlis pozitif sonuclarin elde edilmesine sebep oldugu, bu yiizden
IRT testinin spesifitesinin diistiigli durumlardan literatiirde bahsedilmistir [40],
[42]. IRT2 formundaki artis ise daha ¢ok pankreatitis gibi patolojik durumlarla
iliskilendirildigi icin, IRT2' nin, KF’de IRT1' den daha anlamli olabilecegi tizerinde

duran yayinlar mevcuttur [37], [39].

2.3 Antikor Temelli Tan1 Sistemleri ve Yenidogan Tarama Test

Kitlerinde Kullanimi

Antikorlar, canl viicuduna giren yabanci antijenlere karsi, plazma hiicreleri
tarafindan sentezlenen savunma proteinleridir. Viicutta serum/plazmanin bir
grup kiiresel proteini olarak yer alir ve bu nedenle immiinoglobulinler olarak da

18



bilinirler. Antikorlar, antijenlerle spesifik olarak kovalent olmayan etkilesimler
araciligiyla baglanirlar. Antikor ve immiinoglobulin kelimeleri literatiirde
birbirinin yerine kullamlmaktadir. Immiinoglobulin terimi, antijen baglama
spesifikliginden bagimsiz olarak antikor benzeri bir molekiilii belirtmek icin de
kullanilabilir. Antikorlar, simdiye kadar bilinen en cesitli proteindir. Antikorlarla
ilgili en sasirtic1 gercek, bu protein molekiillerinin polipeptit zincirinin ~%90-
95'inde neredeyse benzer amino asit kalintilarina sahip olmasi, buna karsin kalan
~%?5 ile %10'unun, protein yapisinda biiyiik varyasyon gosteren hiperdegisken bir

amino asit kalintilar1 bélgeden olusmasidir.

Antikorlar, iki agir, iki hafif zincirden olusan, tetramerik bir yapidan olusur. Bu
ikili zincirler birbirlerine kovalent (siilfiir baglar1)) ve nonkovalent (hidrojen
baglar1) baglarla baglanmistir. Agir zincir ~ 450 aminoasitten, hafif zincir ~220
amino asitten olusur. Her antikorun iki ana islevi vardir: (1) antijenle birlesen
kollar Fab (fragment antijen binding) ve (2) effektor sistemin reseptorleri ile
birlesen kuyruk kismi Fec (fragment constant). Antikorun Y-sekilli yapisinda, Y'nin
kollari, bir konagin antijenlere karsi olusturabilecegi tepkinin ¢ok yonliiliigiinii ve
ozgilliigiinii verirken, antikorun kok bolgesi biyolojik aktivitelere karar verir (6rn.
kompleman aracili lizis, fagositoz, alerji vb.) Biyolojik aktivite her zaman antijenin
antikora baglanmasiyla baslar [43]. Tiim immiinglobulinlerde hafif zincir benzer
yapl1 goOstermesine ragmen agir zincirindeki fiziksel, kimyasal, antijenik
farkliliklara gore IgG, IgA, IgM, IgD, IgE ismi ile 5 ayr1 grupta incelenir. Her bir
immiinglobulin sinifi digerlerinden oldukca farklilik gosterir ki bu farkliliklar

immiinglobulin siniflarinin fonksiyonlar ile ilgilidir.

Antikor temelli tan1 sistemleri, cogu durumda analite (antijene) 6zgii bir antikor
(veya bir cift spesifik antikor) olan spesifik bir baglayici molekiil ile analitin bir
kompleks olusturarak bir numunedeki analit konsantrasyonunun Ol¢iilmesi
islemidir. Yani, antikor temelli tani sistemleri bir makromolekiiler baglanma
reaksiyonudur, ciinkii test antikoru ile antijen molekiilii (hedef molekiil, analit)

arasinda higbir kovalent kimyasal bag olusmaz [44]. Antijenler haptenler,
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hormonlar vb. gibi kiiciik molekiiller olabilir veya glikolipitler ve proteinler gibi
cok biiyiik bilesikler olabilir [45]. Antikor ve antijen arasindaki etkilesim, zayif
hidrojen bag1 ve van der Waals kuvvetleri ile olusur. Antikorun Fab bolgesi,
antikor-antijen etkilesimlerinden sorumludur. Ig molekiillerinin hem agir hem de
hafif zincirlerinin N-terminali 110 amino asit kalintilari, degiskendir ve antijen ile
etkilesime girerek antijen baglama bolgelerini olusturur. Antijen ile temasta 30
amino asidin rol oynadigi tahmin edilmistir, ancak X-1is51m1 kristalografik
calismalari, antijenin antikora baglanmasinda maksimum sadece 17 amino asidin
rol oynadigimi goOstermistir. Bununla birlikte, bu 17 amino asit dizisindeki
varyasyon, cok cesitli antijenleri (analitleri) yiiksek 6zgtlliiklerle baglayabilen ¢ok
sayida antikorlarla sonuclanir. Bu nedenle, immiinoassay, antijenin aviditesine ve

ozgilliigiine dayanan biyoanalitik bir tekniktir [44].

Immiinoglobulinlerin sayisiz ve cesitli patojenlere karsi savasma yetenekleri, farkls
antijenler arasinda ayrim yapabilmesiyle miimkiindiir. Basit goriinse de, antikor-
antijen kompleksi sayisiz kovalent olmayan etkilesimden olusan bir etkilesimdir.
Antijen baglanma sahasi (epitop) ve antikor baglanma sahasi (paratop) tizerindeki
amino asit kalintilari, antijen-antikor kompleksinin stabilitesi icin gereken enerjiye
yakindan katkida bulunur. Antikorlar; 6zgiilliik ve yiiksek afiniteleri sebebiyle,

arastirma, teshis ve tedavide degerli ve vazgecilmez bir arac olmustur [46].

Ik immiinolojik testler, 1950'lerin sonlarinda Yalow ve Berson'n Oncii
caligmalarinda '**I gibi bir radyoizotopla etiketlenmis antikorlarin kullanilmasi ile
basladi. Antikor temelli tani sistemlerinin temeli, yontemden bagimsiz olarak, bir
antijenin bir antikorla etkilesimine dayanir. Bu etkilesimin meydana gelme
derecesi (serbest ve antikora baglanan antijen miktari), analit bulunan hedef
molekiilin miktarina baghdir ve analitin niteliksel veya niceliksel olarak

oOlciilmesini saglar [45].

Antikor-antijen etkilesimini esas alan ELISA, western blot, yatay akis testi, gibi
yontemler hastalik tani yontemi olarak sikca kullanilir. Antikor temelli tahliller,

tanisal testler icin cekici bir secenektir c¢iinkii bunlar nispeten ucuzdur, toksik
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degildir ve oldukca spesifiktir. Enzime bagli immiinosorbent testi (ELISA) 96 veya
384 kuyulu bir mikroplakada gerceklestirilen birkac saat icinde tamamlanabilen
bir testtir. Buna ek olarak, ELISA, dogru analiz icin gereken hassasiyeti korurken
yliksek numune verimine izin vererek tamamen otomatik hale getirilebilir. Sonug
olarak, antikor temelli teshis kitleri icin en yaygin olarak secilen teknikler

arasindadir [47].
2.3.1 ELISA

ELISA; cok miktarda 6rnek kullanimina uygun, yiiksek kapasite uygulamaya
elverigli, hizli, ucuz, kit gelistirme calismalarinda tercih edilen uygun tani icin
ideal spesifite ve sensitiviteye sahip bir yontemdir [48]. Yontemin temeli; analite
0zgl olan spesifik bir antikor (veya bir cift spesifik antikor) ile mikro plak
ylizeyinde antikor-antijen ve/veya antijen-antikor gibi komplekslerin
olusturulmasi ve kompleks iizerindeki enzim molekiiliiniin olusturdugu sinyal
araciligiyla numunedeki analit konsantrasyonunun belirlenmesidir [44]. ELISA

temelde {ic sistem baglig1 altinda incelenebilir (Sekil 2. 4).

* Dogrudan (Direkt) ELISA
* Dolayli ELISA
* Sandvic ELISA

Uc sistemin tiimii, rekabet (kompetitif, yarismali) ELISA'lar1 olarak adlandirilan

bir grup tani sisteminin de temelini olusturmak i¢in kullanilabilir [49].

* Direkt ELISA ELISA sisteminin en basit halidir. Mikroplak {izerine adsorbe
edilen antijen molekiillerinin, enzimle isaretli spesifik antikor araciligiyla renk
degisimine bagl sinyal elde edilmesi prensibi ile calisir. Test edilecek 6rnek
icerisinde antijen olmasi halinde isaretli antikorun mikroplak yiizeyindeki
antijen ile serbest antijen arasinda yarismasi prensibine ise yarismali direkt
ELISA denilmektedir.

* Dolaylh ELISA’da Direkt ELISA’dan farkli olarak enzimle isaretlenmemis

birincil tespit antikorlar1 kullanilir. Sinyal olusturmak icin isaretlenmis ikincil
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antikorlar (tespit antikorlarinin tiiriine (IgG, IgM, IgA vb) kars1 gelistirilmis
antikorlar) kullanilir.

Sandvi¢ ELISA’da ise mikroplak yiizeyinde immobilize edilmis yakalayici
antikor ile analit icerisindeki hedef molekiiliin yakalanmasi ve isaretli tespit
antikoru ile sinyal olusturulmasi saglanir. Sandvi¢ ELISA icin iki farkli antikor
veya tek antikor yakalayici ve tespit edici olarak kullanilabilir. Sandvic
ELISA’da antijen molekiilii iki farkli bolgeden spesifik etkilesime girdigi icin
daha spesifik bir ELISA sistemidir.

Yarismali ELISA ise mikroplak (kati faza) iizerine baglanan antijen ile
sonradan  sabit  miktardaki  antikorla  birlikte = eklenen  farkl
konsantrasyonlardaki serbest antijenin baglanmalari esasina dayanir. Buna
gore serbest olarak eklenen antijen miktar1 arttikca, zemine bagl antijenin
antikora baglanma orani diiseceginden ELISA testi sonuunda olusan sinyal

azalacaktir.

ELISA Dolayli ELISA  Sandvi¢ ELISA  Yarismali ELISA
: o S -
| ~| | | < PN |
| \ # | | |
| 1A | Y’B‘ A
kj!“J L | L J A

A A /)_k\ A Antijen spesifik antikorlar

Sinyal olusturmak i¢in isaretli antikor 9 Antijen

Sekil 2. 4 ELISA Sistemlerinin Sematik Gosterimi.

2.3.2 Antikor Uretimi

Antikorlar (diger adiyla immiinoglobulinler, Ig'ler), insanlarda plazma

proteinlerinin %20'sini olusturur. Insan immiinoglobulinleri birkac farkl: izotipte

bulunur. IgD izotipi bir antijen reseptorii olarak islev goriir ve B hiicrelerinin

ylizeyinde bulunur; IgE izotipi alerjenleri baglar ve ardindan mast hiicrelerinden

histamin salinimini tetikler (alerjik reaksiyon); IgG yabanci patojenlere karsi
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bagisiklik saglar. IgM izotipi B hiicrelerinin yiizeyinde monomer halde bulunabilir
veya hiicre disina salgilandiginda pentamer formda bulunabilir. IgM, bir
enfeksiyona kars1 ilk bagisiklik tepkisini temsil eder ve yiiksek aviditesi nedeniyle

kiiciik miktarlarda antijeni bile saptayabilir.

Keci, koyun veya tavsan gibi memeli hayvanlardan elde edilen poliklonal 6zellik

gosteren IgG ve/veya IgGfragmanlari, arastirma amach siklikla kullanilmaktadr.

Poliklonal antikorlarin kullanimi, diisitk 6zgiinliik, capraz reaksiyon gibi tercih
edilmeyen Ozelliklere sahip olmasi ve kaynagin eldesinde siireklilik olmamas: gibi
nedenlere bagl olarak pratik agidan tercih edilmemektedir. Hibridoma teknolojisi
kullanilarak kemirgenlerden veya tavsanlardan elde edilen monoklonal antikorlar
ve ayrica rekombinant elde edilen monoklonal antikorlar (mAb'lar), biiyiik 6l¢ekli
antikor uygulamalarinin kaynagidir. Antikorun kaynagina bagli olarak saflastirma
ve analiz, son uygulamaya, GMP iiretimi gereksinimine ve/veya uzun siireli
saklama icin gerekli saklama kosullarina bagli olarak kismen farklilik gosterecektir

[49].

Hibridoma yontemi kullanilarak gelistirilen monoklonal antikorlar, somatik iki
hiicrenin flizyonu ve hibridoma se¢imi kullanilarak tiretilir [50]. Gelistirilen hiicre
hatt1 homojen bir antikor popiilasyonu icerisinde, tek bir antijenik epitopu spesifik
olarak taniyan hiicre hattini temsil etmektedir. Belirli bir epitop icin spesifik
olmakla birlikte, monoklonal antikorlarin ayni epitopa sahip olan farkh
antijenlerle capraz reaksiyona girebilecegi akilda tutulmalidir. Bununla birlikte,
hedef antijenlere 6zgiin monoklonal antikorlarin gelistirilmesi, immiinoassay
metodolojilerinin gelisiminde cigir agmistir. Clinkii iyi tanimlanmis ve spesifik
olan monoklonal antikorlar: iireten hibridoma hiicre hatlar1 neredeyse sinirsiz bir

antikor kaynag1 saglayabilmektedir.

Immiinodeneylerde kullanilmak {izere antikorlarin gelistirilmesine yonelik bir

diger yaklasim, Onceden belirlenmis baglanma 6zgiilliigiine sahip antikor
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fragmanlarinin bir fajda kodlandig1 ve bakterilerde eksprese edildigi faj gosterim

teknolojisidir [51].

Tan1 kitlerinde bir antijenin (protein, enzim, hormon, bakteri, viris vb)
tanimlanmasinda kullanilabilecek en 6nemli belirteclerden birisi de monoklonal
antikorlardir. Monoklonal antikor (MAD) tiretim teknolojisi ile ilgili ilk calismalar
1975 yilinda baglatilmistir. Bu calismada ayni antijene karsi farkli antikorlar
tireten degisik hibrid suslarin elde edilmesinin miimkiin oldugu gosterilmistir.
Monoklonal antikor teknolojisinin temelini, tek bir epitopu tanima 6zelligine sahip
antikor tiireten hibrid hiicre hatlarinin elde edilmesi olusturur. MAb iireten kalici
hiicre hatlari, immunize edilmis hayvanlarin dalak ve lenf diigiimlerindeki antikor
lireten B hiicreleri (plazmosit) ile myeloma hiicrelerinin fiizyonu sonucunda elde
edilir. Tek tip antikor molekiilii tireten hibrid hiicrelerin her biri genetik olarak
ozdestir ve klon olarak adlandirilir. Monoklonal antikorlar homojenligi, siirekli
elde edilebilirligi ve antijenlerin tek bir epitopuna 0zgiinliigi nedeniyle tani ve
tedavide cok sayida kullanim alani bulmustur Antijen ve antikor (Ab) arasindaki
ozgilliik ve yiiksek afiniteye bagl olarak antikor tabanli test sistemleri, oldukca
yiiksek duyarlilik ve seciciligi ile tip, tarim, gida, savunma, cevresel analiz ve
biyokimyasal caligmalarda yaygin bicimde kullanilmaktadir. Monoklonal antikor
kullanimina dayali ELISA testleri biyokimyasal ve mikrobiyolojik testlere gore
daha giivenilir sonuclar vermektedir ve bu nedenle artik hemen her laboratuvarda

rutin uygulanan bir yontem haline gelmistir.

Antikorlar diinyada yilda 20 milyar $’lik tan1 endiistrisinin %30 unu kapsamakta,
antijen-antikor iliskisine dayali tani sistemleri ile pikomolar diizeyindeki
antijenleri belirlemek miimkiin olmaktadir. Antikor temelli tani sistemleri,
diagnostik pazarda 6n plana cikmaktadir. Gelismis iilkeler yaklasik 25 yildir
antikorlar ve antikor tabanl test sistemlerinin olusturdugu pazari dikkate alarak
immiinolojik tani sistemlerine yoOnelik arastirma alanlarina yatirim

yapmaktadirlar.
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2.3.3 Hibridoma Teknolojisi

Flizyon calismalarn iki somatik hiicrenin sitoplazma ve cekirdeklerinin tamamen
birbirine kaynasmasi anlamina gelen bir yontem olup iki yararh ozellige sahip
hiicrelerin kimyasal bir ajan yardimi ile birlestirilmesi esasina dayanir. B
lenfositlerinin spesifik antikor iiretici 6zellikleri ile myeloma hiicrelerinin 6liimsiiz
olma ozelligini kazanan hibrit hiicreler 6zel sartlarda {iretildiklerinde tek bir
antijenik determinanta karsi c¢ok yiiksek Ozgiilliikte ve sonsuz miktarda
monoklonal antikor sentezlemektedir (Sekil 2. 5). Boyle bir calisma icin asagidaki

islemler gerceklestirilmektedir.

A 97‘ %g Hibridomalarin
' Q

hiicre kiiltiiriinde

/&S? Y ’ﬁ= =f‘ %‘\ :_‘} secilimi
E A e N

immiinizasyon %= @= Fuzyon &2 =X
) Olusan @ o
B hiicreleri hibritler (

3{ X

ELISA ile spesifik
Saflagtirma antikor yanitinin

%&A{% }g E b : é belirlenmesi
Biiyiik olcek Tek diisiirme

Saf antikor iretim calismalart

Myeloma hiicreleri

Sekil 2. 5 Hibridoma Teknolojisi
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2.3.3.1 Antikor Saflastirma

Antikorlar, diger proteinler gibi, boyut, c¢oziintirlik, yiik, hidrofobiklik ve
baglanma afinitesi gibi benzersiz fiziksel ve kimyasal 6zellikleri temelinde analiz
veya karakterizasyon icin ayrilabilirler. Bunlarin saflastirilmasi icin uygulanan
strateji, cogunlukla saflastirilacak malzemenin kaynagina baghdir. Serum veya
ascites sivisinin avantaji, yiiksek miktarda immiinoglobulin icermesidir,
dezavantaji ise, cok fazla kirlilik yani farkli antikorlar ve proteinler icermesidir.
Antijene spesifik antikorun miktar1 toplam antikor miktarinin kiiciik bir kismini
olustursa da, bir cok uygulama icin, serum veya ascites siwvisindan IgG

fraksiyonunun saflastirilmasi yeterli bulunmaktadir [52].

Hibridomalar ise sinirsiz hacim ve miktarda antikor tiiretebilir. Amonyum siilfat
coktiirmesi, genellikle, serum veya ascites sivisinin antikorlarin saflastirilmasinda
ilk adimdir. Ayni zamanda, biiyiik 6lcek hiicre kiiltiir iist sivilarinda antikor dahil

mevcut proteinlerin konsantre edilmesi icin ucuz bir yontem olusturur [53].

Amonyum siilfat, denatiire olmayan proteinleri ¢okelterek antikorlar kiiciik bir
hacime konsantre ettigi icin biiylik miktar ¢ozeltilerden antikorlar1 ¢oktiirmek icin
tercih edilen tuzdur. Hibridomalarin kiiltiir siipernatanlarinda siklikla bulunan bir
pH gostergesi olan fenol kirmizisi, bazi kromatografik ortamlara baglanabilir ve
saflagtirmadan 6nce numuneden uzaklastirilmalidir. Amonyum siilfat ¢oktiirme
ve sonrasinda uygun bir tampon ile diyaliz islemi gerceklestirilerek ortamdaki
amonyum siilffat tuzu ve fenol kirmizis1i gibi molekiiller ortamdan

uzaklastirilabilirler [52].

Protein A ve IgG tipi antikorlar arasindaki afinite, protein/antikor saflastirmasi
calismalarinda afinite sistemlerinin gelistirilmesi icin kesfedilen ilk dogal
etkilesimlerden biri olmustur. Antikorlarin saflastirilmasi icin en ¢ok uygulanan
afinite sistemi, Staphylococcal protein A ve bundan tiiretilen daha kiiciik
ligandlardir. IgG saflastirmasi icin de kullanilan ve bir bakteri tiiriinden
kaynaklanan bir baska afinite ligandi, streptokok proteini G'dir. Protein A ve
protein G materyali antikor saflastirilmasinda yaygin olarak kullanilmasina
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ragmen, ligand stabilitesi, kullanimlarini sinirlayan bir konu olmustur ve afinite
kromatografisinde kullanilan ligandlarin stabilitesini arttirmak icin protein
mithendisligi yontemleriyle daha stabil protein veya ligantlar gelistirilmistir.
Protein A'nin protein G'ye kiyasla iistiin stabilitesi, endiistriyel saflastirmalarda
protein G'nin kullanimini sinirlamistir. Fakat protein A'nin serum ve insan IgG alt
siniflarina karsi diisiik afinitesi nedeniyle, bu antikorlarin afinite saflastirmasi icin

protein G normalde ilk tercih edilen olmaktadir [54].
2.3.3.2 Antikor Isaretleme

Antikorlarin isaretlenmesi tani kiti gelistirmede en 6nemli basamaklardan biridir.
Isaretlenmis antikorlar, Western blotlar, ELISA'lar, akis sitometrisi,
immiinohistokimya (IHC) ve immiinofloresan (IF) gibi immiino-bazh
analizler/testler icin esastir. Isaretli antikorlar, tek bir proteini karmasik bir
protein karisiminda inhibe etmek, tespit etmek ve saflastirmak icin de kullanilir.
Diger proteinler gibi antikorlar da kiiciik molekiiller, radyoizotoplar, enzimatik

proteinler, nanopartikiillerle ve floresan boyalarla isaretlenebilirler.

Genellikle antikorlar: kiiciik molekiillerle veya baska proteinlerle isaretlemek icin

serbest amin yada serbest karbonil grubu hedeflenerek isaretleme yapilabilir.

Biyotinle isaretlemek genellikle daha yiiksek sinyal elde etmek acisindan
avantajlidir. Ciinkii biyotinle isaretli antikor basamagindan sonra enzim konjuge
edilmis steptavidin-Horse Radish Peroksidaz (HRP) kullanilir. Bu basamakta
biyotin molekiilii HRP-isaretli streptavidin ile etkileserek HRP enziminin sandvic
ELISA sistemine baglanip substrat ile yanit olusturmasini saglar. Bu basamak
amplifikasyon basamagi (Sinyal yiikseltme basamagi) olarak adlandirilir. HRP
enzimi ile isaretlemenin saglayacagi avantaj gelistirilen kit prosediiriiniin bir
basamak daha kisa olmasini saglar. iki isaretleme yonteminin performansi da
baglanacag: antikor {iizerindeki serbest amin gruplarinin konformasyonuyla

uyumuna baghdir. Bu sebeple ikisinin de denenmesi 6nemlidir. Isaretleme
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yontemleri hakkinda detayli bilgi ve uygulanan protokoller alt basliklarda

aciklandi.

Biyotinle isaretlenme Biotin, avidin ve streptavidin proteinlerine yiiksek
afinite ile baglanan kiiciik, dogal olarak olusan bir vitamindir. Biyotinlenmis
proteinler tipik olarak biyolojik aktiviteyi korur c¢iinkii biyotin nispeten kiiciik
bir molekiildiir. Birkac¢ biyotin molekiilii ile konjuge edilmis bir antikor sinyali
cogaltabilir, boylece bircok testin duyarliligi artar. Biotin ve avidin (veya
streptavidin) arasindaki bag olusumu hizlidir ve bir kez olustugunda, pH,
organik coziicliler ve diger denatiire edici ajanlarin cogunun u¢ noktalarindan
etkilenmez. Isaretlenmis proteinler, avidin, streptavidin iiriinleri kullanilarak
saflastirilabilir ve tespit edilebilir. N-Hidroksisiiksinimid (NHS) esterleri, en
yaygin kullanilan biyotinilasyon reaktifleridir. pH 7-9 tamponlarinda, NHS-
biotin reaktifleri niikleofilik atak yoluyla primer amino gruplar1 (-NH2) ile
etkin sekilde reaksiyona girer, bir amid bag1 olusturur ve NHS'yi serbest birakir
(Sekil 2. 6). Proteinler tipik olarak, lizin kalintilarinin yan zincirindeki primer
amin ve her polipeptidin N terminali dahil olmak iizere bircok etiketleme

yerine sahiptir [55].

X
O
HN NH
0
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. 0 QM e H N o
S7"(CHp)4-C-O-N_ | * - o | 7 0
7 (CHg)g A y—
() H

(+)-Biotin N-hydroxysuccinimide ester Antikor Biyotin-antikor konjugati NHS

Sekil 2. 6 Antikorun biyotin ile konjugasyonu

Horseradish peroksidaz ile isaretlenme Enzimlerin antikorlara
konjugasyonu, yani isaretlenmesi, antikorun aktif bolgesinde fonksiyonel bir
degisim olmadan enzim ile arasinda stabil, kovalent bir baglantinin olusumu
ile gerceklesir. Enzimin saflastirilmis antikorlara (IgG) capraz baglanma

reaksiyonu Sekil 2.7’de sunulmaktadir.
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Sekil 2. 7 Enzimin IgG antikoruna capraz baglanma reaksiyonu [56]

HRP enziminin serbest karbonil gruplarindan veya serbest amin gruplarindan
diger proteinlere konjugasyonu miimkiindiir fakat, HRP'nin kendisinde cok az
lizin amino asidi olmasi nedeniyle, cok fazla HRP polimerizasyonu olmadan
antikor-HRP konjugatlar1 olusturmak nispeten kolaydir. Sodyum periyodat
isaretlemelerin biiylik cogunlugunda kullanilamaz, ancak tani sistemlerinde en
popiiler olarak kullanilan HRP konjugasyonu icin oldukca 6nemli bir reaktiftir.
Sodyum periyodat, HRP molekiilii iizerindeki karbonhidrat zincirlerini aktive eder
ve antikor molekiilleri tizerindeki serbest amin gruplariyla reaksiyona girebilen

aldehit gruplari olusturur [56].
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2.3.3.3 Antikorlarin Lineer Epitop Analizi

Antijen molekiiliiniin ylizeyinde bulunan ve kendi 6zgiil antikorlar ile birlesmeyi
saglayan, bolgelere determinant grup veya epitop adi verilir. Epitop tiim antijen
molekiiliiniin oldukca kiiciik bir kismidir (6-10 aminoasitlik) ve antijen
molekiiliinde ayni1 veya farkli kimyasal yapida bir¢ok epitop bulunabilir. Antijenin
sahip oldugu epitop sayis1 molekil biiytikligii ve kompleksligi ile yakindan
ilgilidir. Bu durum, bir antijen molekiiliiniin farkli yapidaki her epitopuna karsi
spesifik antikorlarla aynmi anda baglanabilmesini saglar [57]. Gelistirilen
antikorlarin hangi epitopa baglandiginin bilinmesi, tasarlanan ELISA modelinde
kullanilacak antikor ciftlerinin belirlenmesi ve kullanilan tamponlarin optimize
edilmesi calismalarinda kolaylik saglayacaktir. Ayrica gelistirilen antikorlarin

epitopunun bilinmesi antikorlarin tek basina ticari degerlerini de arttiracaktir.
2.4 In-vitro Tani Kitleri ve Tani Kitlerinin Degerlendirilmesi

In-vitro tani kiti, birlikte paketlenmis ve belirli bir in vitro diagnostik muayeneyi
veya bunun bir parcasini gerceklestirmek icin kullanilmasi amaclanan bir dizi
bilesen anlamina gelir. Kalibrator, kontrol malzemesi, alet, aparat, ekipman
parcasi, yazilim veya sistemi tek basina veya kombinasyon halinde kullanilan
cesitli tibbi ekipmanlari icerebilir. Fizyolojik veya patolojik bir siire¢ veya durumla
ilgili, dogustan gelen fiziksel veya zihinsel bozukluklarla ilgili, tibbi bir duruma
veya hastaliga yatkinlikla ilgili olarak, tedavi yanitini veya reaksiyonlarini tahmin
etmek, terapotik onlemleri tanimlamak veya izlemek, kan ve doku bagislarinda
potansiyel alicilarla giivenligi ve uyumlulugu belirlemek i¢in in-vitro tani kitleri

kullanilabilir [58].

Bir in-vitro tani kitinin performans degerlendirmesi icin, Avrupa birligi in-vitro
tan kiti (98/79/EC) yonetmeliginin ikinci boliimii ve ek XIII kisim A'ya uygun

olarak asagidaki tanimlanmis maddeleri iceren prosediir izlenmelidir:

* Bilimsel gecerlilik: Bir analitin klinik bir durum veya fizyolojik bir durumla
iliskilendirilmesi anlamina gelir. KF icin IRT seviyelerinin hastaliga bagl olarak
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dogum sonrasinda bebek kanlarinda normalden yiiksek seviyelerde bulunmasi
ve literatiirde destekleyen calismalar olmasi bilimsel gecerlilik maddesini
saglar.

Analitik performans In-vitro tani kitinin analitik duyarlilik (analytical
sensitivity),  analitik  oOzgiillik  (analytical  specificity),  kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar tiretilebilirlik), dogruluk (gerceklik ve kesinlikten
kaynaklanan), saptama ve nicelik sinirlari, capraz reaksiyon kontrolleri, 6l¢ctim
aralig1 ve numune toplama/isleme ile ilgili i¢ ve dis etkilerin 6l¢iim tizerindeki
etkilerinin incelenmesini kapsar.

Klinik performans: In-vitro tani kitinin, tani tiizerine etkinliginin klinik
orneklerle test edilmesidir. In-vitro tani kitinden elde edilen veri ve sonuclarin
degerlendirilmesinden sonra kitin performansi icin klinik kanit (klinik taninin
konmasi) elde edilir. Klinik kanitlar, amaclanan klinik faydanin elde
edilecegini ve kitin giivenli oldugunu bilimsel olarak gosterecek sekilde
olmalidir. Bu degerlendirmeler sonucunda bir performans degerlendirme
raporu hazirlanir. Performans degerlendirme raporu, ilgili kit ile ilgili teknik
dokiimantasyonun bir parcasini olusturur ve piyasaya arz sonrasi gozetim plani

ile ilgili cihazin yasam dongiisii boyunca giincellenir [58].

2.4.1 Performans Testlerinde Kullanilan Istatistiksel Yontemler

Performans calismasinin tasariminin ve icerdigi analitik verilerin 6zeti asagidaki

maddelerde belitilmistir.

Incelenen popiilasyon(lar): demografi, secim, dahil etme ve hari¢ tutma
kriterleri, dahil edilen bireylerin sayisi
Numunelerin karakterizasyon yontemi veya modu

Performans testlerinde kullanilan istatistiksel yontemler

Yapilan testler sonucunda elde edilen ham verilerin yorumlanmasi ve performansa

dair bir fikir verebilmesi icin bu verilerin bazi istatistiki yontemler ve bu

hesaplamalar sonucunda elde edilen veriler 151g1nda degerlendirilmesi gereklidir.
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Bunlardan bazilar1 Alict  Operator Karakteristigi (Receiver Operating
Characteristic, ROC), dogrulama onyargisi, Bayes yontemi, Gri bolge ve teshis
veya tarama ayrimcilig1 ile korelasyon calismalaridir. Bu yontemlerle ilgili detayli

bilgi asagida sunulmaktadir.
2.4.1.1 ROC Egrileri

Iki veya daha fazla tarama testinin tanisalligini karsilastirmak veya ayni hastalik
icin iki veya daha fazla biyobelirtecin 6ngorii yetenegini degerlendirmek icin
kullanilir. ROC egrileri uygun pozitiflik esiginin (cut-off degeri) belirlenmesinde
ve farkli uygulayicilarin kiyaslanmasinda da kullanilan bir yontemdir. ROC
egrisinin ordinatinda duyarlilik (tam testinin gercek pozitiflik degeri), apsisinde
ise yanlis pozitiflik degeri vardir. Altin standarda ayni performansta calisan test
(0,0)-(0,1)-(1,1) noktalarimi birlestirir. Bu test icin ROC egrisinin altindaki alan
Egrinin Altindaki Alan (Area Under Curve, AUC) 1 olarak hesaplanir. ROC egrisi
x=y fonsiyonuna yaklastikca testin basarisi1 diiser. AUC icin 0,5 degeri, ROC
egrisinin diyagonal (yani 45 derecelik cizgi) iizerine diisecegini gosterir ve bu
nedenle tani testinin ayirt etme yeteneginin olmadigini ve elde edilen sonuglarin

rastlantisallikla da aciklanabilecegini gosterir [59].

Genel olarak, daha yiiksek AUC'ye sahip test daha iyi kabul edilebilir. Bununla
birlikte, belirli duyarhlik ve 6zgilliikk degerlerinin yalnizca klinik olarak ilgili
oldugu durumlarda karsilastirma yapmak icin, kismi AUC'ler karsilastirilmasi
kullanilir. ROC egrileri her hastanin iki (veya daha fazla) farkl tam testine tabi
tutuldugu hastalardan elde edilen veriler kullanilarak olusturulan, iliskili ROC
egrileri olarak kabul edilir. Her gruptaki hastalarin iki farkli tani testine tabi
tutuldugu farkl hasta gruplarindan alinan veriler kullanilarak olusturulan ROC
egrileri, iliskisiz ROC egrileri olarak adlandirlir. iliskisiz iki ROC egrisinin
karsilastirilmasi nispeten basittir, iki egrinin altindaki alandaki farki ve her

AUCin SD'sini kullanir [60].
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AUC egri kurali kullanilarak hesaplanabilir. Genel olarak, 0,5'lik bir AUC, herhangi
bir ayrim olmadigini gosterir (yani, testi temel alarak hastali§1 veya durumu olan
veya olmayan hastalar1 teshis etme yetenegi), 0,7 ila 0,8 aralig1 kabul edilebilir,
0,8 ila 0,9 aralig1 miikemmel olarak kabul edilir ve 0,9'dan fazlasi olaganiistii
olarak kabul edilir. Bu diyagonal cizginin {izerindeki ROC egrilerinin,
hastaligi/durumu olan ve olmayan hastalar teshis etmek icin makul bir ayirt etme

yetenegine sahip oldugu kabul edilir [60].
2.4.2 Dogrulama Onyargisi

Tibbi test dogrulugu simdiye kadar altin standart calismalariyla sinirliydi, ancak
dogrulugu ol¢mek icin 6zel yontemlere odaklanilmaya da baslanildi. Standart
calismalarda her bir denek, hastalik durumunun bilinmesi icin altin standart teste
tabi tutulmus olacaktir, ancak bunun miimkiin olmadig1 bircok calisma
bulunmaktadir. Negatif olanlar, hastaliga isaret eden baska gostergeler olmadikca,
negatif kabul edilecektir. 1976-1980 doneminde gerceklestirilen 145 arastirma
incelendiginde, %26'sinin yazarlar tarafindan taninmayan dogrulama yanliligina
sahip oldugunu gosterildi. Farkli alanlarda yapilan benzer arastirmalarin en az

1/3inde tanimlanamayan dogrulama yanliligi oldugu bildirilmistir [61].

Kistik fibroz hastaliginda da tarama testlerinin ve altin standart testi olan ter
testinin yanlis negatif sonu¢ verdigi bilgisi literatiirde bulunmaktadir. Bunlar
literatiirde KF tarama pozitif, teshis konamayan vakalar olarak isimlendiriler [15].
Bu sebeple, tanisal spesifiteyi belirlemek icin Bayes yonteminin kullanilmasi da

faydal olacaktir.
2.4.3 Bayes Yontemi

Test dogrulugunu tahmin etmek icin bir altin standardin bulunmadigi bircok
durum vardir. Ornegin, bir yeni test ve aym bakteriyel bir enfeksiyonu teshis
etmek icin kullanilan kusurlu referans test olmak tizere iki test olabilir, ancak altin
standart mevcut degildir. Kusurlu referans standardina gore, yeni testin dogrulugu

tahmin edilebilir, ancak bu tiir tahminler yaniltici olabilir. Benzer sekilde,
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genellikle bir tarama testinde negatif olanlara altin standart test uygulanmadigi

icin elde edilen karsilastirma objektif olmayacaktir [61].

Bu durumda, pozitif tan1 testi sonucunun hasta olma olasili§1 (veya negatif tani

testi sonucunun negatif olma olasilig1) bayes kurami ile ¢oziimlenir.

KF hastaliginin 3000’de 1 gozlendigi ve yenidogan tarama programinin
popiilasyonun %98’lik kismin1 ayiracak sekilde cut-off kullanildig: popiilasyon icin

Bayes olasilik hesabi yapilarak oranlar Tablo 2. 3’deki gibi 6zetlendi.

Tablo 2. 3 Bayes Olasilik tablosu (%)

GP: 0,03 YN: 0,0017 [62] 0,0317 KF Pozitif
YP: 1,97 GN: 97,9983 99,9683 KF Negatif
2 98 100 Toplam

IRT Tarama Testi | IRT Tarama Testi

Pozitif Negatif Poniary

DP: Gergek pozitif, YP: Yanlis pozitif, YN: Yanlis negatif DN: Gercek negatif

Pozitif sonucun kestirim degeri (PKD), tarama pozitif sonucun KF pozitif olma

olasiligidir ve formiil 2.1 ile hesaplanir.

GP

PKD =
(GP+YP)

(2.1)
Negatif sonucun kestirim degeri (NKD) ise, tarama negatif sonucun gercek negatif
olma olasiligidir ve formiil 2.2 ile hesaplanir.

GN
(GN+YN)

NKD = (2.2)

Tani testlerinin performans analizinde 6nemli baska bir oran ise test sonucu
olasilik orami (Likelihood ratio)’dir. Pozitif likelihood ratio (LR+); pozitif test

sonucunun, gercek pozitif olma ihimalinin yanlis olma olasili§ina oranidir (Formiil
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2.3). Negatif likelihood ratio (LR-) ise, negatif sonucun dogruluk oranidir (Formiil

2.4) [63].

duyarhlik

Likelihood ratio (LR+) = m (23)
Likelihood ratio (LR—) = {-dwarhlio (2.4)
hassasiyet

2.4.4 Gri Bolge ve Teshis (Tarama) Ayrimcilig1

Klinisyenlerin, tani siirecini miimkiin oldugunca cabuk ve giivenilir bir sekilde
sonlandirabilmesine olanak saglayan kesin testlere ihtiyaci vardir. Kantitatif
testlerde bunun miimkiin olmasi icin, cut-off degeri ¢ok yiiksek pozitif LR+ ve ¢ok
diisiitk LR— degerlerini saglamalidir ve bu sekilde bir tani hipotezi tanimlanmasi
gerekmektedir. Tarama testlerinde olabildigince az sayida yanlis negatif sonug
olmalidir. Yanlis pozitifler de genellikle daha zor ve maliyetli yontemlerle daha
fazla arastirma gerektirdigi icin hos karsilanmaz. Gri bolge yaklasimi sonuclara
kars1 farkli bir bakis acisim1 miimkiin kilar. Bu yaklasimda sonuclar; kesinlikle
olumsuz (bagka bir isleme gerek yok), kesinlikle olumlu (altin standart test ile
dogrulama gerektirir) ve "gri" (baska bir test veya takip gerektirir) seklinde
siniflandirilir.  Bu {i¢ bolgede elde edilen sonuclara gore yontemlerin

performanslari karsilastirilabilir [64].
2.4.5 Korelasyon Calismasi

Korelasyon calismasi, farkli alanlarda ve amaclarda iki degisken arasindaki
iliskinin tanimlamasidir ve bunun icin en sik kullanilan yontemlerden biri Pearson
yontemidir. Tami teknolojilerinde gercek veriyi elde etmek her zaman miimkiin
olmaz bu sebeple yeni yontem ile elde edilen sonuclar eski yontemle
karsilastirllarak yani korelasyonu incelenerek yeni yoOntemin performansi
incelenebilir. Cok fazla Olcim sonucunu birbiriyle karsilastirmak ve
degerlendirmek icin; iki yontem ile elde edilen sonuclar (x kiti sonucu, y kiti

sonucu) seklinde x,y dagilim grafigi cizilir . Dagilim grafigi iizerinde r degeri
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hesaplanarak sonucun 1,0-0,90 aralig1 iki yontemin cok iligkili oldugunu; 0,90-
0,70 aralig iligkili oldugunu; 0,70-0,30 araligi zayif iliskili oldugunu; 0,30’dan
kiiciik olmasi ise iki yontemin arasinda iliski olmadigin1 gosterir [65]. Ayrica x,y
dagilim grafigi iizerinde kitlerin tani icin kullanilan cut-off degerleri veya gri
bolgeleri belirtilerek, her iki yontemle pozitif (4. bolge), negatif (1. bolge) veya
kitlerin birbirinden uyumsuz olarak tespit ettigi sonuclarin (2. ve 3. bolge)

incelenmesi saglanir.
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X kiti cut-off ¥ kiti sonucu IRTng/mL

Sekil 2. 8 Dagilim grafikleri iizerinde belirtilen bolgelerin sematik gosterimi. 1:
iki kit sonucunda da negatif cikan bebekler; 2:X kitine gore pozitif, Y kitine gore
negatif cikan bebekler; 3:Y kitine gore pozitif, X kitine gore negatif cikan
bebekler; 4:iki kit sonucunda da pozitif ¢ikan bebekler
Sonug olarak, tiim bu degerlendirmeler 1s1§1nda bir tani kitinin teshis ve tani i¢in
kullanilip kullanilamayacagina iliskin degerlendirmeler yapilir. Buna gore

kullanim kriterlerine gore uygun 6zelliklere sahip kitler basarili, digerleri basarisiz

olarak degerlendirilir.
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3

MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

Tez calismasinda kullanilan laboratuvar cihazlari, ekipmanlari, sarf malzemeleri,
hazirlanan tamponlar, hiicre hatlarinin bilgileri, kullanilan deney hayvanlarinin

bilgileri bu béliimde detayli acikland.
3.1.1 Genel Laboratuvar Ekipmanlar: ve Sarf Malzemeleri

Tez calismasinda kullanilan genel laboratuvar ekipmanlari ve sarf malzemelerinin

detaylar1 Tablo 3. 1’de gosterilmektedir.

Tablo 3. 1 Genel Laboratuvar Ekipmanlar1 ve Sarf Malzemeleri

Ekipman ve Sarf Malzeme Uretici Firma

10, 50, 100, 1000 pl“lik mikropipetler Thermo

300 pl’lik cok kanalli pipetler Thermo

50, 100, 500, 1000 cc sise Schott

1000-5000 pl, 50-1000 pul, 10-200 pl ve 0.1- | Eppendorf

10 pl pipet ucu

Blotlama cihazi BioRad

Calkalayici BioSan

ELISA 96 kuyulu plaklari Nunc

ELISA coklu plak okuyucusu (spektrometre) | BioTek Insturments
ELISA coklu plak yikama cihazi BioTek Insturments
Fraksiyon ayirim makinesi BioRad

Hassas terazi Precisa Gravimetrics AG
Hava akiml kabinler Heraus

Isiticitli manyetik karistirict VELP Scientifica
Izotip belirleme kiti Roche

Jel Elektroforez Sistemi BioRad

Masaiistli Santrifiij Eppendorf

Orbital Karistirici Edmund Biihler
Otoklav Sistek

pH metre Mettler Toledo
Protein A kolonu GE
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Tablo 3. 2 Genel Laboratuvar Ekipmanlari ve Sarf Malzemeleri (Devami)

PVDF membran Thermo

Santrifiij tiipt (0,2 mL-1,5 mL-2 mL) Eppendorf

Sicak su banyosu Niive

Sivi azot tanki ve azot tasima tanklari Union Carbide Nitrojen
Spektrofotometre Biochrom Libra

Ultra Santrifijj Hitachi

Ultrasonik banyo Bandelin

Vorteks Scientific Industries
Kromatografi sistemi NGC BioRad

3.1.2 Cozeltilerin Hazirlanmasi

Tez calismasinda kullanilan ¢ozeltilerinin hazirlanmasi bu baglik altinda anlatildi.

3.1.2.1 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS PAGE)

iceriginin Hazirlanmasi

SDS PAGE Jel iceriginin Hazirlanmasi:

%10’luk SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) Cozeltisi: 10 gram SDS, 100 ml distile

su icerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlandu.

%30 Akrilamid/ Bisakrilamid karigimi: 29,1 gram akrilamid ile 0,9 gram Bis-

akrilamid 100 ml dH2O igerisinde karanlikta ¢ozdiiriilerek hazirlandi.

%10 APS (Amonyum Per Siilfat), 1 ml dH2O icerisine 0,1 gram APS eklenerek

jel dokmeden 6nce taze hazirlandi.

1,5 M Tris pH:8.8 ¢ozeltisi: 18,15 Trizma Base dH2O icerisine eklendikten

sonra pH’1 HCl ile ayarlanip hacmi 50 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

1 M Tris pH:coOzeltisi 6,05 gram Trizma Base dH20 icerisine eklendikten sonra

pH’1 HCl ile ayarlanip hacmi 50 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

10 X Yiiriitme Tamponu: 72,1 gram Glisin, 15,15 gram Trisma- Base, 5 gram

SDS karistirildiktan sonra pH:8,3’e ayarlandi. Ardindan hacim 500 ml’ye dH20
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ile tamamlandi. Jeller yiiriitiilmeden 6nce dH2O ile 10 kat seyreltilerek (1X)
kullanildi.

o Tablo 3. 3’de gosterilen miktarlarda ilgili tamponlar karistirilarak, BioRad SDS-
PAGE sisteminde {ireticinin yonlerdirmelerine uygun olarak camlar arasina
dokiilerek ayirma jelinin donmasi beklenir. Ardindan Tablo 3. 4’de miktarlari
belirtilen ¢ozeltiler karistirilarak, donmus ayrima jelinin tizerine yiikleme jeli

dokiilerek jel formunun olusmasi beklenir.

Tablo 3. 3 Ayirma Jel Icerigi (%15’ lik)

dH-O 2,3 ml
%30 Akrilamid/Bisakrilamid Karisimi 5ml
1,5 M Tris HCI pH: 8.8 2,5ml
%10 SDS 0,1 ml
%10 Amonyum Persiilfat 0,1 ml
TEMED 0,004 ml
Toplam Hacim 10 ml

Tablo 3. 4 Yiikleme Jel icerigi (%5’ lik)

dH,0 3,4 ml
%30 Akrilamid/Bisakrilamid Karisimi1 0,83 ml
1 M Tris HCI pH: 6.8 0,63 ml
%10 SDS 0,05 ml
%10 Amonyum Persiilfat 0,05 ml
TEMED 0,005 ml
Toplam Hacim 5 ml

3.1.2.2 SDS PAGE Giimiis Boyama Cozeltilerinin Hazirlanmasi

e Fiksasyon Tamponu: %50 MetOH, %12 Asetik Asit, 0,5 ml %37 Formaldehit

ile (1 litre icin) ceker ocak altinda hazirlandi.

e Yikama tamponu (1): 500 ml etanol ve 500 ml dH20 karistirilarak hazirlandi.

39



« On muamele tamponun: 2 mg Na2S203. 5H20 10 mL dH20 igerisinde

coziilerek hazirlandi.

o Bant fiksleme soliisyonu: 2 g AgNO3 ve 0.75 ml %37 formaldehit son hacim 1
L olacak sekilde dH20 icerisinde ¢oziilerek ceker ocak altinda hazirlandi.

e Bant gelistirme tamponu: 60 g Na2CO3, 4 mg Na2S203 ve 0,5 ml %37
Formaldehit ile son hacim 1 L olacak sekilde dH20 icerisinde ¢oziilerek ceker

ocak altinda hazirlanda.

Yikama tamponu (2): 500 ml MetOH ve 500 ml dH20 karistirilarak hazirlandi.

3.1.2.3 immunblotlama Yénteminde Kullanilan Gézeltilerinin Hazirlanmasi

TBS icin 9.68 g Tris-Base ve 32 g NaCl tartilip dH20 icerisine eklendi ve
ardindan pH: 7. 6’ya ayarlandu.

e TBS T ¢ozeltisi i¢in 1 litre TBS ¢ozeltisi icerisine 0,5 ml Tween-20 eklendi.

e Transfer tamponu i¢in 0.592 g Trisma-Base ve 0.293 g Glisin tartildi. Ardindan
hazirlanan %10’luk SDS’ten 337 pl eklendikten sonra pH: 9.2’ye ayarlanip

ardindan 20 ml Metanol, 100 mI'lik ¢ozelti icerisine eklendi.

e Bloklama Soliisyonu: %1’lik ¢ozeltinin hazirlanmasi icin 20 ml PBS icerisine

0,2 gram yagsiz siit tozu eklenip vortekslenerek hazirlandi.

e Substrat: 10 ml dH2O icerisine 1 tablet BCIP/NBT Substrati ¢ozdiiriilerek

hazirlandi.
3.1.2.4 immiinizasyon Galismalar icin Gerekli C6zeltilerin Hazirlanmasi

« Immiinizasyonda, belirlenen antijen miktar1 icin Freunds’ complete adjuvan ile
PBS (fosfat tamponu) icerisindeki antijenin karisimi 1:1 olacak sekilde
hazirlandi.  Ilk  immiinizasyon  complete adjuvant ile  sonraki

immiinizasyonlarda ise Freunds’ incomplete adjuvani kullanildi. Fiizyona
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alinacak fareye yapilan rapel isleminde ise yalniz PBS ve belirlenen miktarda

antijen karisimi kullanildi.

Fare ve tavsanlardan kan aliminda kullanilan Sodyum Sitrat tamponu: 100 ml
dH20 icerisinde 2.3 gram sodyum sitrat, 0.8 gram sitrik asit ve 2.2 gram

glikozun ¢oziilerek hazirlandi, kiiclik hacimlere ayrilarak -200C’de saklandi.

3.1.2.5 Enzime Bagli Immiinolojik Deneyler (Enzyme Linked Immuno

Sorbent Assay, ELISA) icin Gerekli Cozeltilerin Hazirlanmasi

Fosfat (PBS) Tamponu; 10mM KH2PO4 ve 10mM K2HPO4 soliisyonlari
kullanilarak pH=7.2 olacak sekilde hazirlandi ve 0.15 M NacCl ilave edildi.

Yikama cozeltisi: PBS c¢ozeltisine %0,05 (v/v) olacak sekilde Tween20

eklenerek hazirlanda.

Dolayli ELISA Bloklama tamponu: %1 yag: alinmis siit tozu icerecek sekilde
PBS ile hazirlandu.

Sandvi¢ ELISA Bloklama tamponu: %0,5 kazein ve %2 BSA PBS tamponu

icerisinde coziilerek hazirlandi

Alkaline Fosfataz (AP) Substrat tamponu: 0, 027 gram ZnCl2, 0,04 gram
MgCl2 ve 1,5 gram glisin 200 ml dH20 icerisinde ¢oziiliip KOH eklenerek pH:
10, 4’e ayarland:.

AP substrat ¢ozeltisi: ELISA asamasinda AP substrat tamponuna 1 mg/ml para-
nitrofenil fosfat eklenerek hazirlandi. Cozelti kullanilacagi zaman taze olarak

hazirlandi ve karanlikta muhafaza edildi.

TMB substrat tamponu: Tablo 3. 5’te icerigi gosterilen A-tamponu (1 mL), B-
tamponu (50 uL) ve 0.3 uL. H202 kullanimdan hemen karistirilarak 6nce

hazirlandi.
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Tablo 3. 5 TMB Substrat hazirlanisi

A-Tamponu (1 mL) B-Tamponu (50 ulL.)
0,1 M Na-asetat ¢ozeltisi 0,1 M 4 mg TMB/mL DMSO
sitrik asit ile pH 5’e ayarlanir

e TMB durdurma tamponu: 2 M H2S04

e HPPA substrat tamponu: Tablo 3. 6’de icerigi gosterilen A-tamponu (9 birim)

ve B-tamponu (1 birim) kullanimdan hemen 6nce karistirilarak hazirlandi.

Tablo 3. 6 HPPA Substrat Tampon hazirlanisi

A-Tamponu 9 birim B-Tamponu 1 birim

Tris HCl tamponu 0.1 M pH 8.0 12.1 |NaCH3COO 0.1 M pH 5.0
gr/L EDTA 2 mM EDTA 2 mM
HPPA 22 mM (3.65 gr/L) H,0, 0.025 mM (2.55ml/L)

Son konsantrasyon: 20 mM HPPA, 2.5 mM H,0,, 2 mM EDTA

HPPA durdurma tamponu: 1.5 M Glisin, pH 10.3 NaOH ile ayarlanir.
3.1.2.6 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Co6zeltilerin Hazirlanmasi

e DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) Hazirlanmasi: 13,36 gram
DMEM, 2 gram Sodyum Bikarbonat ve 5,96 gram HEPES, 1 litre otoklavlanmis
dH20 icerisinde ¢oziiliip, pH1 NaOH ile 7,2’ye ayarlandiktan sonra vakum

filtrasyon sistemi 0,22 um filtre kullanilarak stiziildi.

e Hiicre Kiiltiir medyum Hazirlanmasi: Farkli hiicrelerin biiyiime medyumlarinin
hazirlanmasi amaciyla %80 DMEM, %20 FBS, 50 1g/ml Gentamicin; %10 FBS,
%90 DMEM, 50 pg/ml Gentamicin veya %5 FBS, %95 DMEM, 50 pg/ml

Gentamicin olacak sekilde kullanim 6ncesi hazirlandi.

e PEG Hazirlanmasi: Fiizyon isleminden bir giin 6nce, 2 gram PEG, 1 ml PBS,
1ml dH20 icerisine hazirlanip otoklavlandi ve fiizyon calismasina kadar

370C’de muhafaza edildi.
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e HAT medyumu i¢in, hiicre kiiltiir medyumu icerisine %2 lik (40ml/L) HAT

(50x) soliisyonu ilave edildi.

e HT medyumu igin, hiicre kiiltiir medyumu icerisine %2 HT (50x) (20ml/L)

soliisyonu eklendi.

Dondurma Medyumu: %10 FCS, %80 DMEM ve %10 Dimetil Siilfoksit
(DMSO) eklenerek hazirlanda.

Immiinizasyon Antijenleri:

e IRT 2 antijeni (Immiin Reaktif Tripsin 2) ticari olarak Prospec (Pro-770-b) ve
RayBiotech (228-13214-3) firmasindan temin edildi,

o IRT1 antijeni (Immiin Reaktif Tripsin 1/HTR1-200, Dogal (native) ticari olarak
MCLAB firmasindan temin edildi.

Hiicre Hatlar1 ve Hayvan Materyalleri;

Bu tez calismasinda in vitro calismalar icin FO isimli myeloma hiicre hatt1 (ATCC
CRL-1646 (www.atcc.org)) kullanildi. In vivo calismalarda ise Balb/C fareleri ve
bu farelerden elde edilen makrofaj ve dalak hiicreleri kullanildi. Bu c¢alismada
kullamlan deney hayvanlari TUBITAK deney hayvanlari iinitesinden temin
edilmistir (TUBITAK HADYEK Etik Kurul No 16563500-111-187, EK C).

3.1.2.7 Monoklonal Antikorlarin Saflastirilmasi icin Gerekli Cozeltilerin

Hazirlanmasi

« Amonyum Siilfat Goktiirme Islemi
Doymus Amonyum Siilfat ¢ozeltisi: 1 litre dH20 icerisine ¢Okme go6zlenene

kadar amonyum siilfat eklendi.
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e Immun Afinite Kolon Kromatografi (Protein-A) Calismasinda Kullanilan
tamponlar Baglama reaksiyonu i¢cin 20 mM Sodyum Fosfat pH 7 tamponu
hazirlandi.

Eliisyon tamponu i¢in 0,1 M Glisin hazirlanip, HCl ile pH1 2,7’ye ayarlandi.
Denge tamponu 1M Trisma Base ile hazirlanip, HCl ile pH1 9’a ayarlandi.

Saflastirma asamasinda tiip basina 75ul olarak kullanild:.

Tiim ¢ozeltiler kullanilmadan 6nce 0,22 um fitre ile siiziiliip, ultrasonik banyoda

degaze edildi ve kullanim 6ncesi oda 1sisinda bekletildi.
3.2 Kullanilan Metodlar

Tez calismasinda kullanilan metodlar ve uygulanan protokoller bu béliimde

detayli anlatildi.
3.2.1 SDS-PAGE Jel Elektroforezi ve Immiinblotlama

SDS-PAGE Jel elektroforezi immiinizasyonlarda kullanilan antijenlerin ve
calismada gelistirilen antikorlarin molekiil agirliginin incelenmesi ve icerigindeki
safsizliklarin gozlemlenmesi icin kullanildi. Immiinblotlama teknigi ise tripsin

molekiillerinin spesifik goriintiilenmesinde kullanildi.

3.2.1.1 SDS-PAGE Jellerin Yiiriitiilmesi

Ornegimize uygun akrilamit konsantrasyonunda hazirlanan jeller elektroforez
sistemine alindi ve uygun miktarda tank tamponu eklendi. Jele yiiklenecek
proteinler 4X Laemmli Buffer ile uygun seyreltme yapilarak yaklasik 100ng olacak
sekilde hazirland1 ve jele yiiklendi. 90V'ta proteinlerin st jeli gecmesinin

ardindan gii¢c kaynagi 120 V’a alindi ve proteinlerin yiiriitiilmesi gozlendi.

3.2.1.2 Giimiis Boyama

Fiksleme Tamponunun 1 saat ya da gece boyu calkalayicida inkiibasyonu
gerceklestirildi. 3 kez herbiri 20’er dakika olacak sekilde yikama tamponu (1)

uygulandi. Ardindan jel 1 dakika boyunca 6n muamele tamponunda muameleye
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birakildi. Daha sonda 3 kez 20’ser saniye dH,O ile jel yikandi. 20 dakika boyunca
bant fiksleme soliisyonunda jel calkalayiciya alindi. Ardindan jel 2 defa 20 saniye
boyunca dH,O ile calkalamaya alindi. Gelistirme asamasi protein bantlar
goriinene kadar yapildi. Gelistirmenin durmasi icin 10 dakika boyunca jel
durdurma tamponunda inkiibe edildi. Son olarak, jel yitkama tamponu (2)’ye

alinarak, goriintiilemesi yapildi.

3.2.1.3 Poliakrilamid Jelden Membrana Proteinlerin Elektroforetik Transferi

ve Immiinblotlama

Immunblotlama uygulamas: icin yiiriitiilen SDS- PAGE jeller Transblot cihazinda
transfer tamponu yardimiyla PVDF membrana gecirildi. Ardindan bu membran
TBS tamponu ile 30 dakika, 37°C de dengelendi ve bir gece +4°C de %1’lik siit
cozeltisinde bloklandi. Ertesi giin 3 kez TBS-T ile yitkanan membran TBS icinde
1/1000 oraninda sulandirilan uygun ticari monoklonal ve elde ettigimiz poliklonal
antikorlar ile 1 saat oda sicakliginda muamele edildi. 3 kez 15’er dakika TBS- T
solisyonuyla yikamanin ardindan 1/5000 diliisyonda hazirlanmis alkalen
fosfatazla isaretlenmis anti-fare-polivalent ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe
edildi. Membranlar 3 kez 15’er dakika TBS-T ile son olarakta 1 kez 5 dakika TBS
ile yikandi. Yikamalar sonunda membran, substrat soliisyonu icerisine konarak 1

saat calkalayicida inkiibe edildi ve goriintiisii alinda.
3.2.2 immiinizasyonlar

Tripsin molekiiliine spesifik antikorlar elde edilmesi icin Balb-C tipi fareler tripsin
molekiilii ile immiinize edildi. Immiinizasyon isleminin asamalar1 “Antijenlerin
Hazirlanmasi ve Fare Immiinizasyonlar1”, “Immiin Yanitlariin Dolayli ELISA ile
Kontrolii” ve “Tripsin Inhibitér-yakalayic1 ELISA sistemi” bashklar1 altinda

aciklandi.

3.2.2.1 Antijenlerin Hazirlanmasi ve Fare immiinizasyonlari

Toplam olarak 4 grup fareye IRT antijenleri (IRT1 ve IRT2) ile immiinizasyon
calismasi gerceklestirildi. Her bir grup icin 6-8 haftalik Balb-C tipi 3-4 disi fare
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kullanildi. Olusturulan gruplarin immiinizasyon bilgileri Tablo 3. 7’da

sunulmaktadir.

Tablo 3. 7 IRT antijeni ile bagisiklanan farelerin immiinizasyon bilgileri

Immiinizasyon Antijen tiirii Antijen miktar1 Fare Sayisi
Gruplan (Firmasi)
1.grup Ra;;gfech S0 ug 4
2.grup Ra;;zfech 018 4
I T ;
4-grup Ra;;zfech S0 ug 3

Ik immunizasyonlarda antijen 1:1 oraninda Complete Freund’s adjuvani ile deri
altindan (intraperitonal) sekilde yapildi. Diger immiinizasyonlar, 14 giinde bir
olacak sekilde, ayn1 oranda incomplete Freund’s adjuvani ile karistirilarak deri

altindan enjekte edildi.

Fareler fiizyona alinmadan Once hatirlatma amacl olarak fiizyondan 4 giin 6nce
rapel immiinizasyonlar1 interaven6z (kuyruktan) olacak sekilde, IRT antijeni
adjuvan kullanmaksizin PBS icerisinde ¢ozdiiriildii ve 25 pg/fare olacak sekilde,

uygulandi.

3.2.2.2 immiin Yamitlarinin Dolayli ELISA ile Kontrolii

Fare immiin yanitlarinin ve hibridoma hiicrelerinin antikor aktivitelerinin

belirlenmesi amaciyla dolayli ELISA yontemi kullanild:.

IRT2 proteini icin, “1155124” nolu “Yenidogan Taramalarinda Kistik Fibrozisin
Erken Tamisi Icin Immunreaktif Tripsinojen (IRT) ve Pankreatitle iliskili Protein
(PAP) ELISA Kitlerinin Gelistirilmesi” projesi kapsaminda gerceklestirilen daha
onceki calismalarda optimize edilen dolayli ELISA protokolii kullandi. Buna gore,
IRT2 kaplamasi kuyu basina 100uL. PBS icerisinde 100ng IRT2 olacak sekilde
seyreltilerek gece boyu +4°C’de yapildi. Ertesi giin 3 kez PBS-Tween 20 tamponu
ile yikanan plaklar, %1 oraninda yag1 alinmis siit tozu ¢ozeltisi ile 1 saat 37°C de
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bloklandiktan sonra, antikor olarak poliklonal fare serumu 1: 100, 1: 100, 1: 1000
ve 1: 5000 diliisyon oranlarinda plaga kaplandi. 1 saat, 37 °C'de inkiibe edilen
orneklere 1: 2000 oraninda ikincil antikor olarak, alkaline fosfataz (AP) isaretli
Anti-fare-IgG polivalen antikoru (IgG, IgA, IgM polivalenti) 100 ul olarak
eklendi.1 saat 37 °C’de inkiibasyonun ardindan 5 kez yikanan plaklara 1mg/ ml
olacak sekilde 100’er ul substrat tamponu (1 mM ZnCl,, 1 mM MgCl,, 0,1 M Glisin,
pH=10.4 (KOH ile)) eklendi. Karanlikta bir saat bekleme sonrasi1 30 dakika ve 60
dakikalik siireclerde 405 nm’de spektrofotometrik olarak okumalar
gerceklestirildi. Sonuclar pozitif ve negatif kontrollerde g6z Oniine alinarak

degerlendirildi.
3.2.2.3 Tripsin Inhibit6ér-Yakalayic1 ELISA Sistemi

Dolayli ELISA yonteminin IRT1 antijeni ve ticari olarak temin edilen anti-IRT
antikorlan icin efektif calismamasi sebebiyle alternatif olarak tez calismalari

dahilinde gelistirilen inhibitor-yakalayici ELISA sistemi kullanildi (Sekil 3. 1).

Isaretli sekonder antikor

Anti-tripsin antikoru ==

Tripsin

Tripsin Inhibitorii ==

Sekil 3. 1 Inhibitor-yakalayici ELISA yonteminin sematik gosterimi

Dolayli ELISA yonteminden farkli olarak, IRT molekiiliinii baglama yetenegi olan
sigir pankreasindan elde edilmis tripsin inhibibitori (T0256, Sigma) ELISA
plaklara kaplanarak gece boyu, +4 °C’de bekletildi. Ertesi giin plaklar 3 kez PBS-
Tween 20 tamponu ile yikanip, %1 kazein ve %1,5 PVP iceren PBS ile blokland1
(1 saat, +37 °C’de). ELISA plaklarina kuyucuk basina 100 ng IRT antijeni PBS
icerinde hazirlanarak kuyulara yiiklendi ve 1 saat, +37 °C’de bekletildi. 3 kez PBS-
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Tween 20 tamponu ile yikanan plaklar, 400ng/kuyu saflastirilmis monoklonal
antikor veya poliklonal fare serumu 1: 100, 1: 1000 ve 1: 5000 diliisyon
oranlarinda plaga kaplandi. 1 saat, 37°C'de inkiibe edilen 6rneklere 1: 2000
oraninda ikincil antikor olarak, alkaline fosfataz (AP) isaretli Anti-fare-IgG
polivalent antikoru (IgG, IgA, IgM polivalenti) 100 ul olarak eklendi.l saat
37°C’de inkiibasyonun ardindan 5 kez yikanan plaklara 1mg/ml olacak sekilde
100’er ul substrat tamponu ilave edildi. Karanlikta bir saat bekleme sonrasi 30
dakika ve 60 dakikalik siireclerde 405 nm’de spektrofotometrik olarak okumalar

gerceklestirildi.

« Tripsin Inhibitor-Yakalayici ELISA Sisteminin Optimizasyonu
Tripsin inhibitor-yakalayici ELISA yonteminin optimum calisma sartlarinin
belirlenebilmesi icin farkli kaplama konsantrasyonlar1 (200, 400, 600, 800 ve
1000ng/kuyu inhibitor) ve farkli IRT konsantrasyonlar (12.5, 25, 50, 75, 100
ng/kuyu) icin yukarida anlatilan protokol uygulandi.

3.2.3 Hiicre Kiiltiirii Calismalar

Hibridoma teknolojisi kullanilarak antikor gelistirme ve biiyiik 6lcek hiicre iiretme

calismalarinda kullanilan genel hiicre kiiltiir metodlar1 bu baslik altinda acikland.
3.2.3.1 Dondurulmus Hiicrelerin Acilmasi

-196°Cde siv1 azot tanklarindaki dondurulmus hiicreler; 37°Cdeki su banyosunda
coziilmesi beklenip, 6nceden hazirlanmis santrifij tiip icerisindeki 37°C’ye 1s1tilmis
steril PBS’e eklendi ve tiipler 1000 rpm’de 7 dakika santrifiij edildi. Ardindan
coken hiicreler %10 FBS iceren hiicre besi yeri ile siispanse edilerek, Hiicre kiiltiir
flaskina alindi. Hiicreler CO, inkiibatoriine koyularak 1-2 giinliik periyodlarda
takibi yapildi.

3.2.3.2 Hiicrelerin Sayim

PBS yardimi ile yikanan ve belli bir hacimde steril santrifijj tiipiinde mevcut olan

hiicrelerden mikro pipet yardimi ile 10-20 pl alindi (Hiicre sayis1 1-2 x 105
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hiicre/mlL’den fazla olmamak sartiyla). 1:1 oraninda tripan blue ile seyreltilip,
hemositometreye dikkatlice konuldu. 25 kareye diisen hiicre miktar1 sayildi. 10* X
hiicre hacmi (ml) X seyreltme katsayisi X sayilan hiicre miktar1 formiili

kullanilarak hiicre sayis1 hesaplandi.
3.2.3.3 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler belli bir ¢cogalma evresinden sonra hiicre kiltiir flaskindan kaldirilarak
yikama islemi gerceklestirildi. Bu amacla, sararan hiicre kiiltiir iist sivisi steril bir
kaba alind:. Kiiltiir sisesine, yiizeyini kaplayacak oranda PBS tamponu ilave edildi.
Scraper yardimi ile hiicreler nazikce kazinarak PBS tamponu birlikte santrifiij
tlipline alindi. 1000 rpm’de 7 dakika santrifiij edildi. Hiicre sayimi yapilip, %10
FBS iceren besiyerinin icerisinde siispanse edilerek uygun olceklerde flasklara

dagitildi.

3.2.3.4 Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicrelerin uzun siire muhafaza edilmesi amaciyla dondurma islemi
gerceklestirildi. Bu amacla hiicreler yikama islemine alindiktan sonra, hiicre
pelleti dondurma medyumuna alindi. Her bir dondurma tiipiinde 1x10°-5x10°
hiicre/1,5 ml olacak sekilde dagitildi. Dondurma tiipleri 6nce 1 saat -20°C’de
bekletildi. 1°C/dakika hizla sogumasini saglayan, icerisinde izopropil alkol olan
ozel kap icerisinde, —-80°C'lik dolaba koyuldu. En az bir gece en fazla alt1 ay -
80°C’de bekletildikten sonra, hiicreler daha uzun siire saklanabilmeleri i¢in -196°C

sicakligindaki sivi azot tanklarina kaldirildi.

3.2.4 Hibridoma Teknolojisi ile IRT Spesifik Monoklonal Antikor

Gelistirilmesi

Flizyon islemi iki somatik hiicrenin sitoplazma ve cekirdeklerinin tamamen
birbirine kaynasmasi yani hedef antijenik yapiya (IRT) karsi antikor iireten B
hiicreleri ile 6liimstizliik 6zelligi olan myeloma hiicrelerinin kimyasal bir ajan olan

PEG 4000 yardimi ile birlestirilmesi esasina dayanmaktadir [50]. Fiizyonda
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kullanilacak IRT’ye kars1 antikor iireten hiicreler elde edilebilmesi amaciyla, IRT

immunize edilen fareler bu calismalarda kullanildi.

3.2.4.1 Myeloma Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Flizyondan 2 hafta 6ncesinde dondurulmus myeloma hiicreleri hiicre kiiltiiriinde
tiretime alind1 ve yeterli sayida hiicre ¢ogaltilarak (100-500x10° hiicre) ve yikama
islemi yapilarak fiizyona hazir hale getirildi ve hemositometre de hiicre sayimi

yapild1 (Sekil 3. 2).

L)‘

Sekil 3. 2 Fiizyondan 6nce acilan FO hiicreleri (20X)

3.2.4.2 Besleyici Hiicrelerin (Feeder Cell) Hazirlanmasi

Her bir fiizyon calismasi icin besleyici hiicre alim calismasi gerceklestirildi.
Flizyondan bir giin Once hibrit hiicrelerin yasayabilecegi ortam kosullarini
saglamak iizere immunize edilmemis normal farelerin periton ici yiizeyindeki

besleyici hiicreler (makrofajlar) kullanildi.

Bunun i¢in, flizyondan bir giin 6nce immiinize edilmemis saglikli bir fare servikal
dislokasyon ile o6ldiiriiliip, icinde %70 etil alkol bulunan behere alindi. Laminar
akimli kabinde strafor iizerinde fare sirt iistii toplu igne ile sabitlendi. Tam
karninin iizerinden pens ile tutarak yukar1 ve yanlara dogru kesiler yapilarak,
bacaklarindan ve kuyrugundan tutarak farenin derisi yukar1 dogru yiiziildi ve
peritonu zarar gormeden aciga cikarildi. 5 mL'lik enjektor ile 5 ml sadece DMEM
besiyeri peritondan iceriye dikkatlice enjekte edildi. 30-40 sn bekleyip, organlara
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zarar vermeden c¢ekebildigimiz kadar DMEM besi yeri geri ¢ekildi (yaklasik 3 mL).
%80 DMEM, %20 FBS ve 50 pg/ml gentamisin iceren besiyerine, peritondan geri
cekilen DMEM ilave edilerek her bir kuyuda 100 pl olacak sekilde, hiicreler ¢oklu
pipet yardimi ile 96 kuyuluk hiicre kiiltiir plaklarina dagitildi (her fiizyon icin
yaklasik 15 plak).

3.2.4.3 Bagisiklanmus B Hiicrelerinin Fiizyona Hazirlanmasi

Immiinizasyonlar sonucunda dolayli ELISA veya tripsin inhibitér-yakalayici ELISA
yontemiyle fiizyona islemine alinmasi uygun goriilen fare servikal dislokasyon ile
oldiirtiliip, icinde %70 etil alkol bulunan behere alindi. Laminar akimli kabinde
strafor lizerinde fare sirt Gstii toplu igne ile sabitlendi. Farenin karninda yukari ve
yanlara dogru kesiler yapilip, peritonu da keserek sol tarafindan dalagi aciga

cikarilarak alindi.

Dalak, icerisinde PBS tamponu bulunan steril petride, steril siizge¢ ve baget
yardimi ile ezildi. Elde edilen hiicreler pipetaj yardimiyla siispanse edilip, santrifiij
tiiptine alindi. Hiicreler 2 kez yikandi ve hemasitometrede sayildi. Ayni fareden
ELISA’larda pozitif kontrol amaclh kullanilmak tizere kalbinden kan alinip 1:1
sodyum sitrat tamponu ile karistirilarak, serumu santrifiijle ayrildi. Kigciik

hacimlere ayrilan serum, -20°C’de sakland.
3.2.4.4 Fiizyon Galismasi

Hiicre sayimlar1 yapilan myeloma hiicreleri ve lenfositler, istenilen oranda
(1/2’den 1/10 arasindaki oranlarda) biraraya getirilerek PEG (Polietilen Glikol)
varliginda fiizyona alindi. Fiizyon asamasinda 37°C’de isitilmis 1 ml Polietilen
Glikol (PEG) 4000 1 dakika icerisinde c¢oken hiicre karisimina oldukca yavas
eklendi. 1 dakika siiresince hiicre karisimi 37°C bekledi. 4 ml sadece DMEM, 4
dakika icerisinde yavas yavas ilave edildi. Daha sonra tekrar 10 ml DMEM yavasca
karistirarak ilave edildi ve karisim 5 dakika 37°C 1sidaki CO, hiicre inkiibatoriinde
bekletildikten sonra, santrifiij edildi. COoken hiicrelere HAT medyumu ilave

edilerek bir onceki giin makrofaj ekilmis hiicre kiltiir plaklarina 150 ul/kuyu
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olacak seklinde dagitildi. Fiizyondan 10 giin sonra hiicrelerin iist sivilarindan 100
ul cekilerek iizerlerine 100 ul secici HAT medyum ilave edildi. 12. glin ayni sekilde
secici HT medyumu eklenerek hibridomalarin gelisime gore normal besi yerine
gecildi. Sekil 3. 3'de fiizyondan 10 giin sonra degisik biiyiikliiklerde gozlenen

hibrit klonlar1 yer almaktadir.

A

Sekil 3. 3 Fiizyon sonrasi hiicre goriintiileri; A: Fiizyon sonrasi 1. giin; B ve C:
10. Giin gozlenen farkl biiyiikliiklerde hibridoma hiicreleri

Flizyondan 10 giin sonra hiicrelerin mikroskop altinda takibi ve hibrid klonlarinin
belirlenmesi, klonlarin beslenmesi ve olusan klon iist sivilarindan ELISA yontemi
ile IRT antijenine karsi antikor tretimlerini belirleme calismalari yapildi. Bu
amacla test edilecek kuyulardaki hiicre tstsivisindan 100 ul ¢ekilip, tizerine 100
ul secici HAT medyum ilave edildi.12-14.giinlerde ayni sekilde secici HT ortami

eklendi. Hiicrelerin gelisme periyoduna bagli olarak normal besi yerine gecildi.

3.2.5 Hibridoma Kiiltiirlerinin Takibi ve IRT Spesifik Antikor Ureten Hiicre

Hatlarinin Secimi

Flizyon sonrasinda hibrit hiicre gelisimine bagl olarak, dolayli veya tripsin
inhibitor-yakalayict ~ ELISA  yontemi  kullanilarak  hedef  antijenlere
(IRT1/IRT2/PAP) karsi antikor tarama testlerine devam edildi. Sonuclar, negatif
(besiyeri) ve pozitif (fareden alinan kalp kani serumu, 1:2000 seyretilmis)
orneklerin sonuclariyla kiyaslanarak, antikor yaniti olan kuyular belirlendi. Hedef
antijenlere (IRT1/IRT2) karsi spesifik antikor {irettigi tespit edilen hibrit
hiicrelerden tek klondan olusan hiicreler elde etmek amaciyla sinirli seyreltme

(limited diliisyon) yapildi. Bu hiicreler daha sonra her bir kuyuya bir hiicre
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diisecek sekilde 100°er ul 96 kuyuluk hiicre kiiltiir plaklarina dagitildi. Dolayl
ve/veya Inhibitor-yakalayic: ELISA yontemi ile 10 giin sonra hibrit cikan kuyularin
iist sivilar tekrar test edildi ve uygun cevabi veren monoklon hiicreler ikinci ve
tclinci kez tek diisiirme islemine tabi tutuldu. Tek klon oldugu tespit edilen
hibridoma hiicreleri farkli boyutlarda hiicre kiiltiir plaklarina aktarilarak capraz

reaksiyon kontrolii ve biiyiik 6lcek tiretim calismalar: yapildi.

3.2.5.1 Dolayl ELISA Testi ile Capraz Reaksiyon Kontrolii

Antikor yanmit1 goriilen hiicre hatlarinin, IRT antijenlerine karsi spesifitesini
belirlemek amaciyla capraz reaksiyon testi yapildi. Capraz reaksiyon testleri i¢in
ELISA plaklar1 IRT1 (100ng/kuyu), IRT2 (100ng/kuyu), alfal-anti tripsin
(100ng/kuyu), chemotrypsin (100ng/kuyu), alfa-2-makro  globiilin
(100ng/kuyu), hemoglobin (100 ng/ kuyu) ve insan serumu (1:100) ile kapland.
Gece boyu bekletilen plaklar plak yikama soliisyonuyla 3 kez yikandi ve ardindan
2 saat boyunca oda sicakliginda bloklama soliisyonuyla inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan PBS-T ile 3 kez yikanan plaklara antikor yamit1 gériilen
hiicre tist sivilar1 eklendi. 1 saat boyunca 37 °C’de inkiibe edilen 6rneklere 1: 2000
oraninda polyvalent eklendi. 1 saat 37 °C’'de inkiibasyonun ardindan 5 kez yikanan
plaklara, AP substrat cozeltisinden kuyu basina 100 uL karanlikta eklenerek
inkiibe edildi. 60 dakika oda sicakliginda inkiibe edilip, 405 nm’de
spektrofotometrik olarak okumalar gerceklestirildi. Sonuclar pozitif (IRT kaph

kuyu) ve negatif (PBS kaplama) kontrollerde g6z 6niine alinarak degerlendirildi.

3.2.5.2 Hibridoma Hiicrelerinin Biiyiik Olcek Uretimi

Hedef antijenlere (IRT1/IRT2) kars1 ozel (spesifik) antikor iireten Hibridoma
hiicrelerinden yiiksek miktarda antikor elde etmek ve hiicreleri muhafaza etmek
lizere saklamak icin 96 kuyucuklu plaklardan sirasiyla 24°li hiicre plaklarina, 6’1
plaklara ve 25cm?”lik flasklara pasajlanarak hiicreler cogaltildi ve donduruldu.
Ardindan 75 ve 150 cm®lik hiicre kiiltiir kaplarinda biiyiik 6lgek tiretime gecildi.
Antikor {iretiminin devamliligini gorebilmek i¢in pasajlar arasinda, dolayli ELISA

veya tripsin inhibitor-yakalayici ELISA ile antikor yanitlarina bakildi. Hiicre {ist
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swvilar1 1000 rpm’de 7 dakika santrifiij edilerek hiicrelerden ayrilarak +4 °C’de

saflastirma islemi icin saklandi.
3.2.6 Antikorlarin Karakterizasyon, Saflastirma ve isaretleme Galismalari

ELISA temelli tani kitinde kullanilmak {izere gelistirilen antikorlarin IRT
molekiiliine spesifitesinin  belirlenmesinin ardindan uygun saflastirma
protokoliiniin belirlenebilmesi icin 6nce antikorlarin immiinoglobulin izotipleri

belirlendi.

3.2.6.1 Antikorlarin izotipinin Belirlenmesi

Izotip ve alt izotip belirleme, bir monoklonal antikorun siifimin (IgG, IgM, IgA,
IgE ve IgD) ve alt smifinin (IgGl, IgG2, 1gG3, IgG2a, 1gG2b) belirlenmesi
calismalarim1  kapsamaktadir. Uygun saflastirma yoOnteminin secilmesi ve
antikorun immunoassay analizlerinde kullanim sekli izotip ve alt izotipin
belirlenmesi ile elde edilecek veriler dogrultusunda tasarlanir. Tez kapsaminda
gelistirilen antikorlarin immiinoglobulin tipleri Roche IsoStrip Mouse Monoclonal
Antibody Isotyping antikor alt tipi belirleme kiti ile belirlendi. Bu amacla, antikor
tireten hiicre hatlarinin st sivilart 1:100 oraninda PBS ile seyreltilerek kit
icerisindeki tiiplere (her hiicre hatt1 icin bir tiip) 100 nL eklendi ve tiipiin icindeki
kimyasalin ¢o6ziinmesi saglandi. Kitin icerisinde bulunan stripler tiiplerin
icerisinde 5 dakika inkiibe edildi. Bantlar goriiniir oldugunda stripler cikarilarak

sonuclar kaydedildi.

3.2.6.2 Monoklonal Antikorlarin Saflastirilmasi

o Amonyum siilfat ile ¢oktiirme: Hibrit iist sivilari {izerine, hiicre iist sivisi
hacminin 1,1 kati kadar doyurulmus amonyum stlfat cozeltisi +40C’de
manyetik karistiricida karistirilirken ile 60 dakika icerisinde yavas yavas
eklendi. Sonrasinda 2 saat daha +40Cde manyetik karistirici yardim ile
kanistirllmaya devam edildi. Cozeltinin santrifiije uygun siselere alinmasinin

ardindan ultrasantrifiijilde 10.000 rpm’de, +4 oC’de, 30 dakika boyunca
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santrifiij edildi. Pellet PBS icerisinde ¢oziildiikten sonra yine PBS tamponu ile

+40C’de diyaliz edilerek amonyum siilfat tuzunun uzaklastirilmasi saglandu.

« Immiinoaffinite Kromatografisi ile Saflastirllmasi:  Monoklonal
antikorlarin, kiiltlir medyumundaki diger proteinlerden ayrilabilmesi icin
Protein A immiinoaffinite kolon kromatografisi uygulandi. Her monoklonal
antikor icin ayr1 ayr1 amonyum siilfat ile ¢oktiiriilmiis protein fraksiyonu 10
dakika boyunca 13200 rpm’ de santrifiij edildi. Ardindan protein A kolonuna
daha iyi baglanabilmesi i¢in 1:1 oraninda baglama tamponu (13C9 icin 3M
NaCl, 1,5 M Glisin pH 8; digerleri icin 20mM Sodyum fosfat tamponu pH 7)
ile karistinllarak antikor karisim soliisyonu kolona yiiklendi. Kolon materyaline
bagli olan monoklonal antikorlar1 ayirmak icin 0.1 M Glisin-HCl pH 2.7 (7G2
icin 0.075 M Glisin-HCI pH 2.5) tamponu kolona uygulandi ve 1 mL’lik
fraksiyonlar halinde toplandi. 1 mL’lik eluatlar {istiine 75 ul denge tamponu (1
M Tris-HCl pH 9) ilave edildi. Orneklerdeki protein miktar1 280nm dalga
boyunda spektrofotometrik sistemde belirlendi. Ardindan protein iceren
fraksiyonlar 6nceki basamaklardaki gibi dolayli-ELISA teknigi (veya inhibitor
yakaliyic1 ELISA) ile test edilerek IRT antijenlerine karsi yanit veren kesimler

toplandi.
3.2.6.3 IRT Spesifik Monoklonal Antikorlarin Lineer Epitop Analizi

Lineer epitop analizi, calismada gelistirilen IRT spesifik antikorlarin baglandigi
epitoplarin belirlenmesi icin, dolayli ELISA yontemi kullanildi. Lineer epitop
analizinde kullanilmak icin, IRT2'nin amino asit (a.a.) dizisinin tamamini
kapsayacak sekilde her biri 13 a.a.’lik olmak iizere (7 a.a. sabit kalmak sartiyla
kaydirilarak) peptit dizileri tasarlandi ve Eurogentec firmasina sentezlettirildi.
IRT1’in IRT2’den farklilik gosterdigi kisimlar icin farkli peptitler tasarlanarak,

benzer peptitlerin 2’ser kez sentezlenmemesi saglandi (Tablo 3. 8).
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Tablo 3. 8 Epitop analizi icin sentezlettirilen peptit dizileri (sar1 isaretli peptidler
IRT1 ve IRT2 i¢in ortak bolgelerdir)

IRT2 IRT1
Peptit no | Peptit dizisi Peptit no | Peptit dizisi-
1 NH,-MNLLLILTFVAAA-¢ 41 NH,-MNPLLILTFVAAA-¢
2 *-LTFVAAAVAAPFD-¢ 42 *-LTFVAAALAAPFD-¢
3 *-AVAAPFDDDDKIV-¢ 43 *-ALAAPFDDDDKIV-¢
4 *-DDDDKIVGGYICE-¢ 44 *-DDDDKIVGGYNCE-¢
5 *-VGGYICEENSVPY-¢ 45 *-VGGYNCEENSVPY-¢
6 *-EENSVPYQVSLNS-¢ 6 *“-EENSVPYQVSLNS-¢
7 *-QVSLNSGYHFCG-¢ 7 *-QVSLNSGYHFCG-¢
8 *-SGYHFCGGSLISE-¢ 46 *-SGYHFCGGSLINE-¢
9 *-GGSLISEQWVVSA-¢ 47 *-GGSLINEQWVVS-¢
10 *-EQWVVSAGHCYKS-¢ 10 “-EQWVVSAGHCYKS-¢
11 *-AGHCYKSRIQVRL-¢ 11 *-AGHCYKSRIQVRL-¢
12 *.SRIQVRLGEHNIE-¢ 12 *-SRIQVRLGEHNIE-¢
13 *-LGEHNIEVLEGNE-¢ 13 *-LGEHNIEVLEGNE-¢
14 *-EVLEGNEQFINAA-¢ 14 *“-EVLEGNEQFINAA-¢
15 *-EQFINAAKIIRHP-¢ 15 *-EQFINAAKIIRHP-¢
16 *-AKIIRHPKYNSRT-¢ 48 *-AKIIRHPQYDRKT-¢
17 * . PKYNSRTLDNDIL-¢ 49 *-PQYDRKTLNNDIM-¢
18 *-TLDNDILLIKLSS-¢ 50 *-TLNNDIMLIKLSS-¢
19 *-LLIKLSSPAVINS-¢ 51 *-MLIKLSSRAVINA-¢
20 *-SPAVINSRVSAIS-¢ 52 *-SRAVINARVSTIS-¢
21 *-SRVSAISLPTAPP-¢ 53 *-ARVSTISLPTAPP-¢
22 *-SLPTAPPAAGTES-¢ 54 *-SLPTAPPATGTKC-¢
23 * . PAAGTESLISGWG-¢ 55 *-PATGTKCLISGWG-¢
24 *-SLISGWGNTLSSG-¢ 56 *-CLISGWGNTASSG-¢
25 *-GNTLSSGADYPDE-¢ 57 *-GNTASSGADYPDE-¢
26 *-GADYPDELQCLDA-¢ 26 *-GADYPDELQCLDA-¢
27 *-ELQCLDAPVLSQA-¢ 27 *-ELQCLDAPVLSQA-¢
28 *.APVLSQAECEASY-¢ 58 *-APVLSQAKCEASY-¢
29 *-AECEASYPGKITN-¢ 59 *-AKCEASYPGKITS-¢
30 *.YPGKITNNMFCVG-¢ 60 *-YPGKITSNMFCVG-¢
31 *-NNMFCVGFLEGGK-¢ 61 *-SNMFCVGFLEGGK-¢
32 *-GFLEGGKDSCQGD-¢ 32 *-GFLEGGKDSCQGD-¢
33 *-KDSCQGDSGGPVV-¢ 33 *-KDSCQGDSGGPVV-¢
34 *-DSGGPVVSNGELQ-¢ 62 *-DSGGPVVCNGQLQ-¢
35 *-VSNGELQGIVSWG-¢ 63 *-VCNGQLQGVVSWG-¢
36 *-QGIVSWGYGCAQK-¢ 64 *-QGVVSWGDGCAQK-¢
37 *-GYGCAQKNRPGVY-¢ 65 *-GDGCAQKNKPGVY-¢
38 *.KNRPGVYTKVYNY-¢ 66 *-KNKPGVYTKVYNY-¢
39 *-YTKVYNYVDWIK-¢ 39 *“-YTKVYNYVDWIK-¢
40 *_YVDWIKDTIAANS.coon 67 *-YVKWIKNTIAANS. .coon
*Asetil- ¢-CONH,
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Sentezlenen peptitler ELISA plagina 15 ug peptit/kuyu olacak sekilde gece boyu,
+4°C’de kaplandi. Pozitif kontrol olarak 100 ng/kuyu IRT1 ve IRT2 antijeni PBS
icerinde hazirlanarak ELISA plate kuyularina yiiklendi. Ertesi giin 3 kez PBS-
Tween 20 tamponu ile yikandi. Ardindan, PBS icerisinde 1mg/mL BSA ¢ozeltisiyle
blokland: (2 saat, oda sicakliginda). 3 kez PBS-Tween 20 tamponu ile yikanan
plaklara, 400ng/kuyu saflastirilmis monoklonal antikorlar eklenip 1 saat, 37°C’'de
inkiibe edildi ve ardindan 3 kez PBS-Tween 20 tamponu ile plaklar yikandi.
Orneklere 1: 5000 oraninda ikincil antikor yani alkaline fosfataz (AP) isaretli Anti-
fare-IgG antikoru 100 ul olarak eklendi. 2 saat oda sicakliginda inkiibasyonun
ardindan 5 kez yikanan plaklara mg/ml PNPP olacak sekilde 100’er ul substrat
tamponu (1 mM ZnCl,, 1 mM MgCl,, 0,1 M Glisin, pH=10.4 (KOH ile) eklendi.
Karanlikta ve oda sicakliginda bir saat bekleme sonrasti 405 nm’de

spektrofotometrik olarak okumalar gerceklestirildi.

3.2.6.4 IRT Monoklonal Antikorlarinin Enzim ve Kimyasal Yapilarla

Konjugasyonu

ELISA temelli tan1 kitinde sinyal olusturmak icin, gelistirilen IRT spesifik
antikorlar enzim ve kimyasal yapilarla konjuge edildi. Bu calismada Horseradish

peroksidaz (HRP) enzimi ve biyotin molekiilii isaretleyici ajan olarak kullanild:.

« Biyotin ile isaretleme

Konsantrasyonu 1-4 mg/ml araligindaki antikor ¢ozeltileri karbonat tamponu (0,1
M pH 9) ile gece boyu diyaliz edildi. Diyaliz edilmis antikor ¢6zeltisi, 125 ug biotin
/1mg antikor olacak sekilde, biotin ¢ozeltisi (10 mg/ml DMSO icerisinde) ile
karistirildi. Karisim, calkalayici iizerinde oda sicakliginda yavasca 4 saat boyunca
karistirildi. Ardindan gece boyu PBS tamponu i¢inde diyaliz edildi. Ertesi giin 2
saatte bir 3-4 defa daha PBS tamponu degistirilerek diyalize devam edildi.
Diyaliz isleminden sonra biotin-antikor konjugati 20 ul'lik hacimlere ayrilarak -

20°C’de muhafaza edildi.
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o Horseradish Peroksidaz (HRP) Enzimi ile igaretleme

0,5 mg HRP, 125 uL dH,O icinde hazirlandi. Uzerine taze hazirlanmis 0,2M
NalO,dan 25 uL eklendi. 20 dakika oda sicakliginda karistirarak inkiibe edildi.
Boylelikle HRP molekiiliiniin karbonil uclarinin aktif hale gelmesi saglandi. Daha
sonra; hazirlanan HRP karisimi {izerine 1mM’lik pH:4,5 Na-asetat 300ul kadar
eklenip, Vivaspin 500 kolon ile NalO4/in ortamdan uzaklasmasi saglandi. pH
aralig1 4-5 olan HRP’li mix’e pH’s1 9,5 olan 200 mM’lik karbonat tamponundan
yaklasik 40-50 uL eklendi ve karisitmin pH’s1 9-9,5 araligina cekildi. 1mg antikor
200 mL 10 mM pH:9,5 karbonat tamponunda ¢oziildii. Antikor iizerine aktive
edilmis HRP eklendi ve oda sicakliginda 2 saat karistirilarak inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan 4mg/ml NaBH/den (taze hazirlanmis) 12,5 uL kadar
karisima eklendi ve ardindan +4 °C'de 2 saat inkiibe edildi, NaBH, reaksiyonu
durdurmak icin kullanilir. Reaksiyon karisimi gece boyu +4 °C’'de PBS tamponuna
kars1 diyaliz edildi (2litre). Ertesi giin 4 saatte bir 2 defa daha PBS tamponu
degistirilerek diyalize devam edildi. Diyaliz isleminden sonra HRP-antikor

konjugati 20 uL’lik hacimlere ayrilip -20°C’de muhafaza edildi.
3.2.7 Sandvic¢ ELISA Temelli Kit Gelistirme Calismalar:

ELISA kit tasarimlarinin olusturulmasi asamasinda ise iki farkli antikorun
kullanimi ile hem spesifiteyi artirmak hem de arka plan isimalarini azaltarak
diisiik deteksiyon limitlerine ulasmak icin IRT1 ve IRT2 ELISA kit modellerinde iki
adimli sandvi¢ ELISA (enzyme-linkedimmonosorbent-assay) yontemi kullanildi.
Bu yontemde, ELISA kit ylizeyine immobilize halde bulunan ilk antikor, kan
ortaminda bulunan IRT1 ve IRT2 molekiillerini spesifik olarak baglayarak test
ylizeyinde tutulmalarini saglamaktadir. Bu asama test edilebilecek nitelikteki
molekiillerin bir cesit 6n konsantrasyon islemi olarak da algilanabilir. Test
ylizeyinde tutunmus IRT1 ve IRT2 benzeri molekiiller arasindan ilgili antijenin
goriintiilenmesini saglamak adina IRT1 ve IRT2 ‘a karsi1 gelistirilmis ikinci bir
antikor kullanilir. Kullanilan ikinci antikorun amaci hem spesifiteyi artirmak hem

de goriintiilemeyi saglamaktir.
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Bu tez calismasinda IRT molekiiliine kars: gelistirilip saflastirilan 7G2, 13C9, 6D1,
7A11, 1E4, 11F9, 4B2, 10B10 ve 7E10 antikorlar1 ve proje siiresince (TUBITAK
115S5124) gelistirilmis olan 6G7 ve 2C1 antikorlar1 Sandvi¢ ELISA temelli IRT1,

IRT2 ve IRTmix kitlerinin gelistirmesi ¢alismalarinda kullanildi.
IRT tanisi icin ELISA Kit sistemi temel olarak asagidaki sekilde tasarlandi.

e Anti-IRT monoklonal antikorlarla mikro plaklarin kaplanmasi,

e 3 kez yikama

e Plaklarin uygun bloklama tamponu ile bloklanmasi

e 3 kez yikama

o Test edilecek ornegin (kan diski) plaga ilave edilip {stiine -eliisyon
tamponunun eklenmesi

e 3 kez yikama

e Biotin/ Horseradish peroksidaz (HRP) isaretli Anti-IRT monoklonal antikor
eklenmesi

e 5 kez yikama

¢ Biyotin isaretli antikor kullanilmas1 durumunda, streptavidin HRP eklenmesi

e 5 kez yikama

e Substrat tamponu eklendi ve reaksiyon sonucu olusan absorbans okunmasi.

Gelistirilen ELISA kitine ait diger reaktifler; ekstraksiyon tamponu, substrat
tamponu, yikama soliisyonu, stop soliisyonu, kalibrator amacli spot kanlar
hazirlandi1 ve Immun reaktif Tripsinojen (IRT) ELISA kiti modellemeleri yapilda.
Bu model kitlerin performansi, proje siiresince ticari antikorlarla gelistirilen
kitlerle ve yenidogan taramalarinda kullanilan ticari olarak satin aldigimiz MP IRT

ELISA kiti ve ZenTech IRT kiti ile karsilastirilarak degerlendirildi.

Asagida kit gelistirme calismalarinin asamalar1 anlatilmistir.
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3.2.7.1 Sandvic ELISA Kitinde Kullanilacak inhibitér Secimi

Bebek kanlarinda test edilecek IRT biyomarkirinin proteaz olmasi, ELISA gibi
protein esasl sistemlerde sorun olmaktadir. Gerek analitin icerisindeki tripsin
molekiiliiniin aktive olup kit bilesenlerini sindirmesini, gerekse tripsin ile
hazirlanan kalibratorlerin kit bilesenlerini sindirmesini engellemek ic¢in, inhibitor
kullanilmast zorunludur. Ticari biyolojik ve kimyasal bircok inhibitor
bulunmaktadir. Inhibitér seciminde ve inhibitdriin etkin calistigini rutin olarak
kontrol edebilmek icin, tez calismalar1 dahilinde ELISA temelli yarismali inhibit6r

etkinligi 6lctim metodu (E-CTIA) gelistirildi [66].

E-CTIA, yarismali ELISA yonteminde [67] immobilize antikor yerine immobilize
tripsin inhibitort kullanilacak sekilde modifiye edilerek gelistirildi. Biri ¢ozeltide
serbest (yarisan inhibit6r) digeri ELISA plaginda immobilize tripsin inhibitoriintin
(yakalayic1 inhibitor), cozeltide serbest olan tripsine baglanmak icin yarismasi
metodun temelini olusturur. Yarisan inhibitor, kuvvetli olmasi durumunda daha
zayif olan inhibitore kiyasla daha cok serbest tripsine baglanacak ve yikama
asamasinda ELISA plagindan atilacaktir. ELISA plak yiizeyindeki yakalayici
inhibitor tarafindan baglanan tripsin molekdilleri isaretli anti tripsin antikorlari ile
tespit edilerek sinyal olusturarak ol¢iiliir (Sekil 3. 4). Yontemin calisabilirligini
gostermek icin Oncelikle farkli inhibitorler kullanilarak alinan sonuclar kiyaslandi.
Sonrasinda ise en disiik konsantrasyonlarda en yiiksek verimi elde etmek

amaciyla yontem parametreleri optimize edildi.
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‘ Immobilize (yakalayici) inhibitor
‘ Cozeltideki yarisan (serbest) inhibitor

“ Spike edilmis Tripsin

Tripsin-inhibitor etkilesimi

Kuvvetli Zayif
inhibitor inhibitor T

|

Kuvvetli Zayif
inhibitor inhibitor

Zayif reaksiyon Kuvvetli reaksiyon

TSinyaI olusumu

—H —)
Anti-tripsin monoklonal AP-konjuge
antikor Anti-mouse antikoru
Step 1. . Step 2. Step 3.
Yakalayici inhibitor Ornek ylklenmesi Tespit etme

Kaplamasi ve bloklamasi

Sekil 3. 4 E-CTIA yonteminin akis semasi

Farkli yakalayici inhibitor etkisinin belirlenmesi icin Tripsin inhibitorleri (Tavuk
yumurtasi akindan elde edilmis, Sigma, T9253; Soya fasiilyesi tripsin inhibitorleri,
Sigma T9003; Sigma T9128, Sigma T9777), ELISA plaklar1 PBS icerisinde 2
ug/mL tripsin inhibitérii (100 wL/kuyu) ile gece boyu (+4°C) inkiibasyon
yapilarak kaplandi ve ardindan plak yikanip, PBS icerisinde %1 Casein, %1,5 PVP
ile bloklandi (37°C, 1 saat). Tekrar yikama yapildiktan sonra, inhibitor ¢ozeltileri,
1 pg/mL konsantrasyondaki tripsin ¢ozeltisiyle toplam reaksiyon hacmi 100 uL
olacak sekilde titre edilerek plak kuyularina yiiklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Yikamanin ardindan, ELISA plagindaki yakalayici inhibitore baglanan tripsin
molekiilleri, MAM-6G7 anti-trypsin antikoru ile tespit edilip, alkalin fosfataz
isaretli goat anti-mouse IgG ile p-nitrophenyl phosphate (PNPP, Sigma A4744)
substrat1 kullanilarak sinyal olusumu saglandi. Olusan sinyal 405 nm dalga

boyunda olciilerek kaydedildi.
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Farkli yakalayic inhibitorlerle alinan sonuclar degerlendirildikten sonra, uygun
yakalayici inhibitoriin belirlenmesi ve wuygun tripsin konsantrasyonunun
belirlenmesi icin tripsin optimizasyon calismasi1 yapildi. Bu optimizasyon
calismasinda, inhibitor yaristirmasi yapilmadan yakalayici inhibitore baglanan
tripsine karsi olusan sinyalin yogunlugu, dogrusallig1 ve tekrar edilebilirligi test

edildi.

Optimum sartlarda testin tekrarlanmasinin ardindan inhibisyon kapasitesi en
yliksek olan belirlenerek ELISA kit icerisinde kullanilmasina karar verildi.
Gelistirilen bu yontemin kit iiretimi stirecinde farkli zamanlarda veya firmalardan

alinan inhibitorlerin karsilastirilmasinda kullanilabilecegi planlanda.
3.2.7.2 Sandvic ELISA Kitinde Kullanilacak Spot Kalibratorlerin Hazirlanmasi

Gelistirilen sandvi¢ ELISA kitinde test edilecek 6rneklerin i¢cindeki IRT miktarinin
belirlenebilmesi icin bilinen miktarlarda IRT iceren kalibratorler ELISA kitinde test
edilerek kalibrasyon egrisi olusturulmalidir. Kit yenidogan bebeklerde kistik fibroz
taramasina yonelik olmasi ve bebeklerden alinacak kan 6rneklerinin membrana
emdirilmis olmasi sebebiyle ELISA kitinde kullanilacak kalibratorler de 6rnege
benzer kosullar icerisinde bulunmalidir. Calismada bebek kani kullanilamayacag:
icin yetigskin goniillii vericiden alinan tam kan kullanildi. Saglikli yetiskin insan
kaninda IRT seviyesi 115-350 ng/ml olarak literatiirde bulunmaktadir [68], [69].
IRT gibi diger serum bilesenleri de bebek kaninda yetiskin kanina nispeten ¢ok
daha az miktarlarda bulunmaktadir. IRT proteini ve diger serum bilesenlerini
uzaklastirmak icin santrifiij islemi uygulanarak tam kandan eritrositler ayrilip
kalibrator hazirlanmasi icin kullanildi (Sekil 3. 5A). Uygulanan protokol asagida
detaylandirildig: gibi uygulandi.
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—Plazma

— Lokositler ve trombositler

— Eritrositler (Tam kanin
%45'i)

Sekil 3. 5 Sandvig¢ ELISA kitinde kullanilacak spot standartlarin hazirlanmasi

GoOniilli vericiden alinan 10 ml kan santrifiij edildi, serum kismi uzaklastirildi ve
konsantre eritrosit siispansiyonu elde edildi. %5 BSA iceren PBS icinde
Recombinant Trypsin-2 Human antijeni 1000 ng/mL, 500 ng/mL, 250 ng/mL,
125 ng/mlL, 52 ng/mL, 26 ng/ml ve 0 ng/ml olacak sekilde farkl tiiplere 0,5 ml
dagitildi. Antijen iceren karisim iizerine eritrosit siispansiyonundan 0,5 ml ilave
edilerek karistirildi. Bu karisim sonunda %50 hematokrit elde edildi. Elde edilen
farkli antijen konsantrasyonuna sahip kanlar S&S #903 filtre kagidina emdirilerek
kurumaya birakild: (Sekil 3.5.B ve Sekil 3.5.C). Gece boyu kuruduktan sonra nem
cekici silika boncuklarla birlikte kilitli posetler icinde -20°C’ye kaldirildi [69].

3.2.7.3 Sandvic¢ ELISA Sisteminde Kullanilacak Antikorlarin Secimi

Sandvi¢ ELISA sistemi gelistirme calismalarinda bu tez calismasinda gelistirilen
7G2, 13C9, 6D1, 7A11, 1E4, 11F9, 4B2, 10B10 ve 7E10 antikorlarinin yani sira,
proje siiresince gelistirilen 2C1, 3E7 ve 6G7 antikorlar1 da kullanildi. Uygun
antikor ciftinin belirlenmesi icin Once PBS icerisinde hazirlanan 4 wpg/mL
konsantrasyonundaki antikor ¢ozeltileri 100’er uL/kuyu olacak sekilde ELISA plak
kuyularma yiiklendi (400ng/kuyu) ve +4 °C’de gece boyu inkiibe edildi. Uc kez
PBS-T tamponu ile yikanan plaklar bloklama icin %2 BSA, %0,5 sodyum kazeinat
iceren PBS ile 300 uL/kuyu olacak sekilde 1 saat 37 °C’de inkiibe edildi ve
inkiibasyonun ardindan PBS-T tamponuyla 3 kez daha yikandu.

Immiinizasyon calismalarinda da kullamlan rekombinant human IRT2 antijeni

RayBiotech (228-13214-3) ve insan pankreasindan elde edilmis Tripsin 1
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(RayBiotech, 268-10896-1) antijeniyle sirali seyreltilerek hazirlanan farkl
konsantrasyonlarda cozeltiler hazirlandi. Bebeklerden alinip membrana emdirilen
kan orneginden kesilen spotta yaklasik 3 uL kan bulunmaktadir. Bu sebeple
hazirlanan antijen ¢ozeltilerinden kuyu basina 3 uL+97 uL PBS olacak sekilde
ELISA plaginin kuyularina eklenip 1 saat 37 °C’de inkiibe edildi ve ardindan PBS-

tween tamponuyla 3 kez yikandi.

HRP ve Biotin konjugatlar farkli kaplamalar kullanilmis kuyular iizerine 1:1000
seyreltilerek farkli kaplama-konjugat kombinasyonlari olusturuldu. TMB substrat
cozeltisi eklenip 15 dk inkiibe edildikten sonra 2 M H,SO, ¢6zeltisinden kuyulara
100’er uL eklenerek reaksiyon durdurulup 450 nm dalga boyunda okumalari
alindi. 1000 ng IRT icin 0,5 tlizerinde absorbans veren ciftler optimizasyon

calismalarinda ve tan kitinde kullanilmaya uygun ciftler olarak belirlendi.

3.2.8 Sandvic¢ ELISA Sistemi Gelistirilmesi

Gelistirilen IRT antikorlarindan sandvi¢ ELISA sistemine uygun olan antikorlar ile
optimizasyon calismalari yapildi. Bu kapsamda; gelistirilen sistemlerin ve spot kan
kalibratorlerinin verimi ticari kit ve ticari kalibratorler kullanilarak karsilastirildi.
Optimizasyon calismalar1 kapsaminda, gelistirdigimiz spot kan kalibratorlerinin
ticari kitler ile karsilastirilmasi, inkiibasyon siire ve kosullarinin optimize edilmesi,

ELISA sisteminde kullanilacak tampon iceriklerinin optimizasyonu yapildi.

Piyasada bulunan yenidogan IRT kitleri IRT1 formuna spesifik oldugu ve IRT2
antijeninin tanimadig: icin, gelistirilen MAM-IRT2 ELISA sisteminin ticari kitlerle
kiyaslamasi1 yapilamadi. Bu sebeple bu boliimde sadece IRT1 ve ticari kitlerin

kiyaslama calismalar1 yapildi.

Calismalarda gelistirilen ve kullanilan spot kan kalibratorlerinin icerdigi IRT
konsantrasyonu, spot kan kalibratorler hazirlanirken icine eklenen IRT miktar:
esas alinarak hesaplanmisti. Hazirlanma siirecinde olusan hata pay1 ve spot-kan
ile yapilan testten kaynaklanan hata pay1 sebebiyle bu degerlerin kullanilmasinin

giivenilirligi diisiiktiir. Bu sebeple, MAM-4B2 kaplama ve MAM-2C1-HRP isaretli
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antikorlariyla olusturulan ciftler oncelikle ticari MP Biomedicals ve Zentech
yenidogan IRT test kitlerinin icerisinde bulunan spot kan kalibratorleriyle test

edilip, kitlerin birbiriyle uyumu karsilastirildi.

Zentech yenidogan IRT test kitinin spot kan kalibrator degerleri 0, 12.5, 25, 50,
100 ve 200 ng IRT/mL; MP Biomedicals IRT test kitinin ise 0, 15.6, 51.4, 100,
208, 451 ve 1008 ng IRT/mL olarak prospektiislerinde belirtilmistir. Tez
calismalar1  kapsaminda  gelistirilen spot kalibratorlerin  teorik  IRT

konsantrasyonlar1 ise 0, 15.6, 31.2, 62.5, 125, 250, 500 ve 1000 ng IRT/mL’dir.
3.2.8.1 Eliisyon Tamponun ve Spot Inkiibasyon Kosullarinin Optimizasyonu

KF erken tani tarama programinda yeni dogan bebegin topugundan membrana
damlatilip kurutulan kan oOrnegi kullanilir. Membranda kurutulmus kan
orneginden IRT proteinin c¢oziinerek sulu faza ge¢mesi tami kitinin en kritik
asamalarindandir. Membrandan geri kazanimi yapilamayan IRT, KF pozitif
bebeklerin tespit edilememesine yani “yalanci negatif” sonuclara sebep olur.
Bunun engellenmesi icin, spot kan orneklerinin ¢oziilecegi tampon (eliisyon
tamponu) IRT’yi cozecek ve molekiiler stabilitesini bozmayacak en uygun

sartlarda olmalidir.

Bu kapsamda, eliisyon tamponunun ¢oziiciiliigline etki eden parametreler (tuz,
tween20 konsantrasyonu ve inkiibasyon kosullar1 optimize edildi. Calismalarda iki
farkli deterjan konsantrasyonu (%0,15 ve %0,1), 3 farkli tuz konsantrasyonu (100
mM, 150 mM ve 300 mM NacCl) ve 3 farkli gece boyu inkiibasyon kosulu (oda
sicakligl, oda sicakliginda calkalayici {izerinde ve +4°C’de inkiibasyon) IRT1 ve

IRT2 kitlerine es zamanli uygulanarak sonuclari kaydedildi.

3.2.8.2 Gelistirilen ELISA Sistemlerinde Floresans Substrat Kullanilmasi ve

Kimyasal Spesifikasyonlarinin Belirlenmesi

Gelistirilen ELISA sistemlerinde, TMB substrat yerine, floresans substrat kullanildi

ve absorbans okumalar floresans yontemle yapildi. Bu substrat kullanildiginda
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kolorimetrik 6l¢iim yani olusan renk Olctimii yapilmaz bu sebeple kirlilikten
kaynaklanan hatalar onlenir. Ayrica, kolorimetrik yonteme kiyasla daha yiiksek
yanitlar dl¢tilebildigi icin giivenilir 6l¢iim aralig1 genisler ve 6lctim hassasiyeti 10-

1000 kat kadar artabilir [70].

Bu amacla, optimize edilen kosullarda biitiin asamalar aynen uygulanip, substrat
asamasinda 100’er pL. HPPA tamponu ELISA plak kuyulara konarak 1 saat oda
sicakliginda bekletildi ve ardindan florimetrik 6lciim yapildi (Eksitasyon 325nm,

Emisyon 420nm).

3.2.8.3 IRT1 ve IRT2 Antijenlerinin Tek ELISA Sisteminde Tespit Etme

Calismalan:

Tez calismasinin esas amaclarindan biri IRT formlarinin KF erken tanisindaki
onemini ortaya koymak oldugu icin, her iki formunun da 6nemli olmasi ihtimaline

karsi, iki formu tek bir testte tespit etmek de 6nemlidir.

IRT 1 ve IRT 2 miktarini tek bir testte 6l¢mek avantajli olabilecegi i¢in, IRT1 ve
IRT2 kit antikor ciftlerinin birlikte kullanilmasiyla her iki antijeni taniyan ELISA
sisteminin tasarlanmasi amacglandi. Bunun i¢in optimize edilen antikor
konsantrasyonlarinin toplami tek bir kuyuya kaplama yapilarak (100ng MAM-
11F9 + 200ng MAM-4B2/kuyu kaplama) ve konjugatlar1 (MAM2C1-HRP+MAM-
6G7-HRP, 1:500 ve 1:4000 optimize edilen seyreltme oranlariyla) birlikte
kullanilarak yapildi.

3.2.9 Saha Ornekleriyle Calismalar, ELISA Kitlerinin Asamali

Degerlendirilmesi ve Verimliliklerinin incelenmesi

Tez calismalari dahilinde, TUBITAK MAM GMBE ve firma proje ortakligi destegiyle,
ticari olarak temin edilen IRT antijenlerini kullanarak spot kan kalibratorlerinin
hazilanmasi, IRT icin sandvi¢ ELISA temelli kit tasarimi ve kit optimizasyon
calismalar1 gerceklestirildi. Laboratuvar calismalarinda secilmis olan antikor

ciftleri kullanilarak hazirlanan IRT sandvi¢ ELISA modelleri, Ankara Halk Saglig1
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Genel Miidiirliigii (HSGM) Yenidogan Unitesinde, numune kagitlar1 iizerine
alinmis yenidogan kan spotlar1 kullanilarak test edildi. Bdylece saha
calismalarinda yerli antikorlarla gelistirilmis olan IRT sandvi¢ ELISA modelleri,
HSGM tarafindan kullanilan kitlerle karsilastirildi. Gelistirilen ELISA modellerinin
yenidogan KF taramalarinda calisilabilirligi, asamali degerlendirilmesi ve
verimliliklerinin incelenmesi calismalar1 gerceklestirildi. Bu kapsamda Tiirkiye'nin
bircok yerinden Kistik Fibroz tanisi almig bebek spot kan numuneleri ve rutin
tarama yapilan kan emdirilmis Whatman filtre (#903) kagidinda toplanmis kan
spotlar1 IRT testi icin olusturdugumuz MAM-IRT1, MAM-IRT2 ve IRT 1- IRT2yi
ayn1 anda tespit edebilen MAM-IRTmix sandvi¢ ELISA modelleri ile test edildi.

Yenidogan tarama akisi Sekil 3. 6'da 6zetlenmektedir.

Turkiye'de yenidogan
her gocuktan kan alinir X
TURKIYE HALK
SAGLIGI KURUMU
Yeni Dogan Unitesi

Turkiye Ho Sathey
Kurums

Sekil 3. 6 Yenidogan kanlarinin, HSGM biinyesinde, Kistik Fibrozis hastalig
acisindan taranmasinin sematik gosterimi

Saha calismalarinda yerli antikorlarla gelistirilmis olan prototip IRT kitleri, HSGM
tarafindan kullanilan kitlerle karsilastirildi ve gelistirilen kitlerin yenidogan kan
orneklerinde calisilabilirligi gosterildi. Tez calismalari dahilinde, TUBITAK MAM
GMBE ve firma proje ortakligi ile gelistirilmis 3 IRT ELISA kiti ile 3 saha ¢alismasi
yapildi. Yapilan 3 saha calismasinda toplam 15 KF tanisi konan bebek kan spotu

ve 831 rutin tarama Ornegi calisildi. 2. ve 3. Saha calismalarinda ter testi
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yapilamadigindan 49 adet IRT tarama pozitif kan spotu test edildi. Elde edilen

sonuclar kullanilarak kit performanslar1 degerlendirildi.
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4

SONUC

4.1 IRT Antijenine Spesifik Antikor Gelistirme Calismalari

Bu boliim; immiinizasyon calismalarinda kullanilan IRT1 ve IRT2 antijenlerinin
karakterizasyonu, imminojen hazirlanmasi, immiinizasyon sonuglarinin
degerlendirilmesi, monoklonal antikor gelistirme calismalari, elde edilen
monoklonal antikorlarin karakterizasyonu ve saflastirilmasina ait deney

sonuclarini kapsamaktadir.
Immiinizasyon calismalarinda asagidaki antijenler kullanilds;

IRT2 immiinizasyonlari i¢cin; rekombinant Immiin Reaktif Tripsin 2 (IRT2) antijeni

RayBiotech (228-13214-3) firmasindan satin alindu.

IRT1 immiinizasyonlar1 i¢in ise;_ Human Tripsin 1 Recombinant proteini (MCLAB,
HTR1-200) kullanildi ayrica insan pankreasindan elde edilmis Tripsin 1
RayBiotech firmasinda temin edildi (268-10896-1). Antijen O6zellikleri ve

stabilitesi ticari olarak temin edildikten hemen sonra incelendi.

Antijenin otokatalitik bir proteaz olmasi1 ve termal kosullardan etkilenme
potansiyeli nedeniyle stabilitesinin korunmasi amaciyla IRT antijenleri
temininden hemen sonra 1 ug/ul olacak sekilde kii¢iik miktarlarda hazirlandi ve -

20°C’de muhafaza edildi.
4.1.1 IRT Antijenlerinin Karakterizasyonu

Immiinizasyonlara baglamadan once, ticari olarak temin edilen antijenlerin
literatiirde belirtilen mevcut protein yapi ve 6zelliklerini gorebilmek amaci ile %15
lik SDS PAGE analizi yapildi.
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Jel lizerinde yiritiilen protein bantlar1 glimiis boyama ile boyandi, IRT antijenine
ait protein bantlar1 markir bantlar1 (Thermo Page Ruler Prestained Protein
Ladder) ile karsilastirilarak degerlendirildi (Sekil 4. 1). Sekillerde goriildigi gibi
yaklasik 24 kDa agirligindaki IRT1 antijeni literatiire uygun olarak beklendigi
yerde gozlemlendi. IRT2 antijenin ise birkag¢ bant ve daha kii¢iik kDa agirliginda
goziikkmesinin sebebi ise daha kolay kendi kendine aktive olup kendi kendini

sindirme yeteneginden kaynakladig: iiretici firma tarafindan dogrulanda.

IRT1 IRT1M M IRT2

(1ug) (0,5u8) (1ug)

| 180 kDa —

130kDa |

™ 100 kDa ]

L A
70 kDa

™ 55 kD “
a

L e
40 kDa

~ /
35 kDa

" 25kDa ™|

| 15 kDa ™|

Sekil 4. 1 IRT1 (solda) ve IRT2 (sagda) proteinlerinin sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi goriintiisii. (M:Thermo prestained protein marker
26616)

4.1.2 Immiin Yanitin ELISA ile Olciilmesi

Fare immiin yanitlarinin kontrol edilmesi icin iki farkli ELISA yontemi kullanilds;
Dolayli ELISA testi ve bu tez calismalari dahilinde gelistirilen tripsin inhibitor-

yakalayic1 ELISA testi.

Tez kapsaminda kullanilan bazi antikorlarin (ticari ve calismada gelistirilen
antikorlar) dolayli ELISA’da verimli calismasina ragmen, kit caligmalarinda
kullanilan sandvi¢ ELISA sistemlerinde ayni verimde calismadigi goriildii. Bu

kapsamda, proteolitik 6zelligi olan IRT antijenlerinin konformasyonel degisiklige
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ugradig: diistiniilerek farkli bir yaklasim ile ELISA plaklara IRT baglama yetenegi
olan inhibitorlerin kaplanmasi ve sonrasinda IRT’nin plaklara kaplanmasi esash

“inhibitor-yakalayic1 ELISA sistemi” gelistirildi.

Tripsin inhibitor-yakalayici1 ELISA testinin gelistirilmesinde ilk etapta proje
dahilinde onceki caligmalarda gelistirilmis antikorlar kullanilarak ELISA plak
kaplama calismalarinda  inhibitor ve  tripsin miktarinin  kaplama

konsantrasyonlarinin belirlenmesi calismalari yapildi.

Inhibitor-yakalayic1 ELISA yénteminde kullamlacak en uygun inhibitér
konsantrasyonunun belirlenebilmesi icin 100 ng IRT2'nin ticari 4A7 MADb ve proje
siiresinde gelistirilen anti IRT2 MAM-6G7 ve MAM3E7 MADb kullanilarak farkl
inhibitor =~ (sigir  pankreasindan  elde  edilmis  tripsin  inhibitorii)
konsantrasyonlarinda optimizasyon calismasi yapildi. Sekil 4. 2’deki sonuclar
incelendiginde, 200 ng/kuyu inhibitér kaplama konsantrasyon yanitlarinin

antikorlarin doygunluga ulasmasi acisindan en optimum kosul oldugu

gozlemlendi.
ELISA plak kaplama inhibitor
optimizasyonu

2,5

2

E 15
S Ticari-4A7
gﬁ 1 MAM-6G7
MAM-3 E7

05

0

0 200 400 600 800 1000
Kaplama inhibitor miktar1 (ng/kuyu)

Sekil 4. 2 ELISA plak kaplamada kullanilan inhibitoriin (sigir pankreasindan
elde edilmis tripsin inhibitorii) miktar optimizasyon ¢alismasi
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Taramalarda kullanilacak inhibitér-yakalayici ELISA sisteminde, en uygun IRT1
ve IRT2 konsantrasyonlarinin belirlenmesi icin farkli miktarlardaki IRT1 ve IRT2
antijenlerinin, inhibitor-yakalayici ELISA sisteminde verdikleri yanitlar incelendi.
Bu optimizasyon calismasinda Anti-IRT antikoru olarak ticari-4A7 MAD kullanildi.
Sekil 4. 3’deki sonuclara gore, inhibitor-yakalayici ELISA sisteminde kullanilacak
ELISA plak IRT miktarlari; IRT2 formu icin 100 ng/kuyu, IRT1 formu icin ise 20

ng/kuyu degerlerinin uygun olduguna karar verildi.

Inhibitér-yakalayicr ELISA IRT optimizasyonu
2,5

2

—_
92

IRT1
IRT2

0O.D. 405nm
[y

N
tn

(@)

50 100
ng IRT/kuyu

(e}

Sekil 4. 3 Inhibitér-yakalayici ELISA yonteminde inhibitér (sigir pankreasindan
elde edilmis tripsin inhibitorii) tizerine baglanacak IRT miktarinin optimizasyonu

Ticari ve onceki calismalarda gelistirilmis antikorlar, optimize edilen kosullarda,
tripsin inhibitor-yakalayici ELISA ile test edilerek sonuclar dolayli ELISA ile alinan
sonuclar ile karsilastirildi (Sekil 4. 4).
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Gelistirilen Anti-IRT2 ve Ticari Anti IRT
antikorlarinin inhibitor-yakalayici1 ELISA Testi
1,2

0,8
0,6
0,4

0,2
0 | .

inhibitorle yakalanmig IRT2 inhibitor kaplama Dolayli ELISA IRT2 kaplama

m Ticari-5B1 ticari-4A7 MAM-6G7 MAM-3E 7

Sekil 4. 4 Gelistirilen Anti-IRT2 ve Ticari Anti IRT antikorlarinin Inhibitor-
yakalayic1 ELISA test sonuclari

Sonug olarak, inhibitér varligindaki IRT molekiilii ile daha yiiksek yanitlar elde

edildi, sadece inhibitor kapl plakta ise herhangi bir capraz yanit gézlenmedi.

Gelistirilen bu inhibitor-yakalayici ELISA test yontemi gerek fiizyon taramalarinda
alternatif tarama yontemi olarak kullanilacak gerekse ELISA kit calismalarina
uygun anti-IRT antikorlarinin seciminde 6nemli bir rol oynayacaktir. Bu sebeple
ozellikle IRT1 ile yapilan hibrid tarama ve fare serum antikor titrelerinin 6l¢iilmesi

calismalarinda inhibit6r-yakalayicit ELISA yontemi kullanild:.
4.1.3 Fare Immiinizasyonlar

Farelerde IRT spesifik immiin yanit olusturmak amaciyla yapilan immiinizasyon
gruplar1 Tablo 4. 1’de 6zetlenmistir. Bu calismada IRT1 ve IRT2 molekiiliintin
ortak bolgelerini taniyan antikor tiretmek amaciyla IRT1 ve IRT2 antijenlerinin
birlikte kullanildig: bir immiinizasyon grubu olusturuldu (Grup 4). IRT yanitlarin
kontrolii i¢in 10 giin araliklarla her gruptaki hayvanlarin kanlar1 kuyruklarindan
alindi. Sodyum sitrat ¢ozeltisi icerisinde alinan kan Ornekleri, santrifiij edildikten

sonra serumlar antikor aktivitesi yoniinden test edildi.
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Tablo 4. 1 Fare immiinizasyon gruplari

Immiinizasyon Antijen Antijen Miktar1 Fare Sayisi
gruplari
1. Grup IRT2 50 ug 4
2. Grup IRT2 50 ug 4
IRT2 ve 25 ug IRT2 ve
< (L IRT1 75 ug IRT1 3
4. Grup IRT2 50 ug 3

Gerceklestirilen immiinizasyonlar sonrasi farkli gruplara ait farelerin, IRT
antijenlerine karsi immiin yanitlar1 Sekil 4. 5 (1.grup), Sekil 4. 6 (2. grup), Sekil
4.7 (3. grup), ve Sekil 4.8 (4. grup)’da gosterilmistir. Her gruptaki farelerin
serumlarinin 1:1000 diliisyonu ile gerceklestirilen dolayli ELISA sonuglar1 (3. ve

4. grup tripsin inhibitor-yakalayic1 ELISA ile test edildi) grafiklerde verilmistir.

1. grup immiinizasyonlarinin
IRT2 antijeni ile testi

2,5 S
E 2.immiinizasyon
0 2 3.immiinizasyon
2 L5 4.immiinizasyon
o 1 5.immiinizasyon
0,5
0
1.fare 2.fare 3.fare 4.fare NI
Fareler

Sekil 4. 5 50 ug IRT2 ile immiinize edilen farelerin (1. Immiinizasyon grubu)
ELISA sonugclari. Fare serumlar1 1:1000 diliisyonda test edildi (1.fare: SakK,
2.fare: SoK, 3.fare: SSK, 4. fare: NK, 5, NI: Hic immiinize edilmemis fare)
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2. grup immiinizasyonlarinin

IRT-2 antijeni ile testi ® 1. imm.

m2. imm.

2 m 3. imm

1,5 4. imm.

E 1 m5. imm
n

? 0,5 m 6. imm

8 0 7 imm.

1. fare 2. fare 3. fare 4 fare Ni fare
Fareler

Sekil 4. 6 50 pg IRT2 ile immiinize edilen farelerin (2. Immiinizasyon grubu)
ELISA sonuclari. Fare serumlar1 1:1000 diliisyonda test edildi (1.fare: SakK,
2.fare: SoK, 3.fare: SSK, 4. fare: NK, NI: Hic immiinize edilmemis fare)

A 3. grup immiinizasyonlarinin
IRT-2 antijeni ile testi

0,6
g
5 0,4 m 1. imm.
=
A 0,2 ® 2. imm.
o 0 m 3. imm.
1. fare 2. fare 3. fare Ni fare 4. imm.
Fareler
B 3. grup immiinizasyonlarinin
IRT-1 antijeni ile testi
0,6
g
n 0,4 m 1. imm.
=]
<5 .
a 0,2 H 2. imm.
o 3. imm
0 m3. .
1. fare 2. fare 3. fare Ni fare 4. imm.

Fareler

Sekil 4. 7 25 ug IRT2 ve 75 ug MCLAB IRT1antijeni ile immiinize edilen
farelerin (3. immiinizasyon grubu) ELISA sonuclari. Fare serumlar1 1:1000
diliisyonda test edildi. (A) 100ng/kuyu IRT2 antijenine karsi test edilen ELISA
sonuclar (B) 20ng/kuyu IRT1 antijenine karsi test edilen ELISA sonuglari
(1.fare: SakK, 2.fare: SoK, 3. fare: NK, NI: Hic immiinize edilmemis fare)
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4. grup immiinizasyonlarinin
IRT-2 antijeni ile testi

1.8 m 1. imm
§ > 2. imm
¥ 08 3.imm
9 03 4. imm

o [ I | - [ = ] '
0,2 1. 2. 3. Ni ®5. imm
Fareler ¥ 6. imm

Sekil 4. 8 50 ug IRT2 ile immiinize edilen farelerin (4.immiinizasyon grubu)
tripsin inhibitor-yakalayici1 ELISA sonuclari. Fare serumlar1 1:1000 diliisyonda
,L100ng/kuyu IRT2 (Raybiotech) antijenine kars: test edildi. (1.fare: Sak, 2.fare:
SoK, 3. fare: NK, NI: Hi¢ immiinize edilmemis fare)

Bu sonucglara gore, farelerin yaslar1 da géz oniine alinarak IRT antijenine en

yliksek yanit veren fareler sirasiyla fiizyon islemine alindi.
4.1.4 Fiizyon Calismalari

IRT2 ve IRT1-IRT2 antijenlerinin ikisiyle birden yani karisik bagisiklanan fareler
arasindan, bu antijenlere en yiiksek immiin yanit veren 10 adet fareyle fiizyon
calismasi gerceklestirildi. Fiizyon calismalar1 dncesinde, B hiicrelerinin antikor
liretmelerini harekete gecirmek, oOzellikle afinitesi ve ozgiilliigii daha yiiksek
monoklonal antikorlar olusturmak iizere fiizyondan 3 giin 6nce IRT antijenleri
adjuvantsiz bir sekilde farenin el-ayak avucu ici, periton icine ve damardan olmak
lizere ayni anda viiclidun farkli bolgelerini sistemik olarak uyarmak tizere rapel
doz (son immiinizasyon) uygulamasi yapildi ve bu fareler ile fiizyon ¢alismalari
gerceklesti. Fiizyon calismalarina ait sayisal veriler ve elde edilen sonuglar Tablo

4. 2’de verilmektedir.
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Tablo 4. 2 Yapilan Fiizyon Calismalarinin Sayisal Verileri

Fare Antijen Dalak FO sayis1 Dalak/ Test Antikor IRT2’ye
o hiicresi FO edilen | aktivitesine spesifik
% sayisi orani hibrit sahip hiicre MAb
% (BALB- C) sayis1 sayis1 lireten
:3
B hiicre
sayis1
1 1lgrup IRT2 350.10° 80.106 1/4 0* 0 0
3. fare
2 lgrup IRT2 256.10° 81.10° 1/3 1201 14 2
1. fare
3 lgrup IRT2 385.10° 88.10° 1/4 256 9 0
2. fare
4 lgrup IRT2 530.10° 131.10° 1/4 683 22 3
4. fare
5 2.grup IRT2 256.10° 81.10° 1/3 0* 0 0
1. fare
6 2.grup IRT2 354. 10° 170. 10° 1/3 712 0 0
2. fare
7 2grup IRT2 340.10° 211.10° 1/2 427 4 0
3. fare
8 3.grup IRT2 219.10° 66.10° 1/3 515 9 3
ve
1. fare melab
IRT1
9 3.grup IRT2 198. 10° 66. 10° 1/3 228 4 0
2. fare ve
mclab
IRT1
10 4.grup IRT2  200.10° 66.10° 1/3 228 4 1
1. fare

*Kontaminasyon sebebi ile sonlandirildi.
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Birinci ve besinci fiizyon calismasinda; fiizyon calismasi siirecinde hiicreler
kontrol edildiginde bakteri kontaminasyonu saptandi ve bu nedenle fiizyon devam

ettirilemedi.

ikinci fiizyon calismasinda; 1201 adet hibridoma klonu elde edildi, ilk etapta 14
adet hibridoma hiicresinde antikor yanit1 gozlemlenirken, ilerleyen ELISA kontrol
testlerinde bir kisminin ¢apraz reaksiyon verdigi bir kismininda antikor aktivitesini
kaybettigi tespit edildi. Sadece 2 adet hibrit hiicrenin (MAM-13C9, MAM-7G2)
IRT antijenine kars1 antikor yanitini siirdiirdiigii ve IRT 2 antijenine spesifik yanit
verdigi belirlendi. Bu hiicrelerle ileri calismalar yapilarak alt klonlama, genis olcek

liretim caligmalari ve saflastirilma ¢alismalar: yapilmastir.

Uciincii fiizyon calismasinda; 256 hibridoma klonu elde edildi, ilk ELISA
testlerinde bu klonlar arasinda 9 adet antikor aktivitesi gosteren hibrid hiicre
bulundu. Tekrarlanan antikor aktivite ve capraz test kontrol ELISA calismalarinda,
bu flizyon calismasindan elde edilen hibrit hiicrelere ait antikorlarin IRT2’ye

0zglin olmadiklar belirlendigi icin fiizyon calismalar: diger farelerle stirdiiriildii.

Dérdiincii fiizyon calismasinda; 683 klon elde edildi, ancak ilk etapta antikor
yanit1 gozlenen 22 adet hibridoma hiicresinde, ilerleyen aktivite kontrol ve capraz
test kontrol ELISA calismalarinda, 4 hibrit hiicresinin (MAM-1E4, MAM-6D1 ve
MAM-7A11) IRT’ye kars: spesifik oldugu gorildi. Bu hiicrelerle ileri caligmalar
yapilarak alt klonlama, genis 6lcek iiretim caligmalar1 ve saflastirilma calismalari

yapilmistir.

Altinc fiizyon calismasinda; 712 klon elde edildi, yapilan fiizyon tarama ELISA
calismalarinda antikor aktivitesi gosteren hiicre tespit edilemedi. Fiizyon caligmasi

sonlandirildi.

Yedinci fiizyon calismasinda; 427 klon elde edildi, ilk ELISA testlerinde bu
klonlar arasinda 4 adet antikor aktivitesi gosteren hibrit hiicresi bulundu.
Tekrarlanan aktivite kontrol ve capraz test kontrol ELISA calismalarinda, bu hibrit

hiicrelerinin yanitlarinin kaybettigi goriildii. Flizyon sonlandirildi.
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Sekizinci fiizyon calismasinda; Karisik immiinizasyon yapilan fare ile
gerceklestirilen bu fiizyondan 515 klon elde edildi, antikor yaniti1 gézlenen 9 adet
hibridoma hiicresinde, ilerleyen aktivite kontrol ve capraz test kontrol ELISA
calismalarinda, 3 klonda (MAM-4B2, MAM-11F9 ve MAM-10B10) aktivite
gozlendi. MAM-4B2 klonunun IRT1, MAM-11F9 klonunun IRT2 ve MAM-10B10

klonunun IRT1 yanitinin yiiksek oldugu belirlendi.

Dokuzuncu fiizyon calismasinda; karistk immiinizasyon yapilan fare ile
gerceklestirilen bu fiizyondan ise 228 klon elde edildi, ilk ELISA testlerinde bu
klonlar arasinda 4 adet antikor aktivitesi gosteren hibrit hiicresi bulundu.
Tekrarlanan aktivite kontrol ve capraz test kontrol ELISA calismalarinda, bu hibrit

hiicrelerinin yanitlarinin kaybettigi goriildii. Flizyon sonlandirild:.

Onuncu fiizyon calismasinda; 256 klon elde edildi, ilk ELISA testlerinde bu
klonlar arasinda 4 adet antikor aktivitesi gosteren hibrit hiicresi bulundu.
Tekrarlanan aktivite kontrol ve capraz test kontrol ELISA calismalarinda, bu hibrit

hiicrelerinin bir tanesinde (MAM-7E10) IRT spesifik yanit oldugu gorildii.

9 adet hibrit hiicrenin (MAM-7G2, MAM-13C9, MAM-6D1, MAM-7A11, MAM-
MAM-1E4, MAM-11F9, MAM-4B2, MAM-10B10, MAM-7E10) IRT antijenine karsi
antikor yanitimi stirdiirdiigii belirlendi. Bu hiicrelerle siirdiiriilen ileri ¢calismalar
“3.2.5. Hibridoma Kiiltiirlerinin Takibi ve IRT Spesifik Antikor Ureten Hiicre

Hatlarinin se¢imi” baslhigi altinda acgikland.

4.1.5 IRT Spesifik Hibridoma Hiicre Hatlarinin Secimi ve Alt Klonlama

Calismalan:

Flizyon calismalarinda, IRT antijenine karsi antikor yaniti gelistiren 9 adet
hiicrenin (MAM-7G2, MAM-13C9, MAM-6D1, MAM-7A11, MAM- MAM-1E4,
MAM-11F9, MAM-4B2, MAM-10B10, MAM-7E10) ileri caligmalar1 kapsaminda

asagidaki calismalar gerceklestirilmistir.
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4.1.5.1 IRT Spesifik Hibridoma Hiicre Hatlarinin Sec¢imi (Capraz Reaksiyon
Testi)

Flizyonlar sonrasinda IRT antijenlerine baglanan antikorlar1 {treten hibrid
hiicrelerin antikor aktiviteleri indirekt (dolayli) ELISA ve inhibitor ELISA ile
belirlendi. Tekrarlanan ELISA tarama testleri sonucunda MAM-7G2, MAM-13C9,
MAM-6D1, MAM-7A11, MAM- MAM-1E4, MAM-11F9, MAM-4B2, MAM-10B10,
MAM-7E10 isimli hibrid klonlarinin IRT antijenine kars: spesifik antikor iirettigi

belirlendi.

Gelistirilmesi planlanan monoklonal antikor esash teshis kitinde, topuk kanindan
alinan numune, analizlerde test materyali olarak kullanilacag: icin, gelistirilen
antikorlarin numunede (kan) bulunabilecek proteinlere karsi non-spesifik yanit
vermemesi, antikor seciminde 6nemli bir parametredir. Bu sebeple, bu calismada
elde ettigimiz MAM-7G2, MAM-13C9, MAM-6D1, MAM-7A11, MAM- MAM-1E4,
MAM-11F9, MAM-4B2, MAM-10B10 ve MAM-7E10 monoklonal antikorlarinin
ELISA plaklarindaki farkli protein kaplamalarina karsi olusturdugu yanitlar test
edildi. Sekil 4. 9°da gosterilen ELISA sonucuna goére, MAM-7G2, MAM-13C9,
MAM-6D1, MAM-7A11, MAM- MAM-1E4, MAM-11F9, MAM-4B2, MAM-10B10 ve
MAM-7E10 antikorlarinin, 100ng alpha 1 antitrypsin, 100ng chemotrypsin, 100ng
Alpha 2 macroglobulin, 100ng Hemoglobin, 1:100 oraninda seyreltilmis insan
serumu ile capraz reaksiyonlarina bakildi. ELISA sonucuna goére, MAM-7G2,
MAM-13C9, MAM-6D1, MAM-7A11, MAM- MAM-1E4, MAM-11F9, MAM-4B2,
MAM-10B10 ve MAM-7E10 antikorlarinin diger proteinlere karsi capraz reaksiyon

vermedigi goriildi.
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Gelistirilen IRT Spesifik Antikorlarin Capraz Yanit Testi
2,5 -

m Tic-4A7 MAM-13C9 m MAM-7G2
2 m MAM-6D1 m MAM-1E4 mMAM-7A11
m MAM-11F9 = MAM-10B10 m MAM-4B2

Absorbans 4pspm
[

IRT1 native IRT2 rec. alpha 1 chemotrypsin alpha 2 hemoglobin  insan serum
100ng 100ng antitrypsin 100ng macroglobin (100ng) (1/100)
100ng 100ng

Kaplama antijeni

Sekil 4. 9 Anti-IRT antikorlarinin capraz reaksiyonlarinin ELISA sonucu

ELISA testlerinde IRT antijenine spesifik antikor {irettigi belirlenen 9 hiicreyi ayr1
ayri, tek klondan olusan hibritlere doniistiirmek amaci ile alt klonlama (sinirh
seyreltme) islemi uygulandi. Elde edilen monoklonal hiicre hatlarinin biiyiik 6lcek
Uretimi yapilarak st siwvilari, antikor karakterizasyon ve saflastirma

calismalarinda kullanild:.

4.1.6 IRT Spesifik Antikorlarin Karakterizasyon ve Saflastirilmasi

Calismalan:

Uygun saflastirma yonteminin belirlenmesi icin gelistirilen MAM-7G2, MAM-
13C9, MAM-6D1, MAM-7A11, MAM- MAM-1E4, MAM-11F9, MAM-4B2, MAM-
10B10 ve MAM-7E10 Anti-IRT2 antikorlarinin immiinoglobulin tipleri Roche
IsoStrip Mouse Monoclonal Antibody Isotyping antikor alt tipi belirleme kiti ile
belirlendi (Tablo 4. 3).
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Tablo 4. 3 Anti-IRT antikorlar1 ve immunglobulin tipleri

Anti-IRT Antikorlar1 Immunglobulin Tipi
MAM-13C9 IgG1,
MAM-7G2 IgG2a,
MAM-6D1 IgG1,
MAM-1E4 IgGl,
MAM-7A11 IgG1,
MAM-11F9 IgGl,

MAM-10B10 IgG1,
MAM-4B2 IgG1, k
MAM-7E10 IgG1,

4.1.6.1 Anti-IRT Monoklonal Antikorunun Saflastirilmasi

Gelistirilen 9 adet anti-IRT monoklonal antikorun (MAM-7G2, MAM-13C9, MAM-
6D1, MAM-7A11, MAM- MAM-1E4, MAM-11F9, MAM-4B2, MAM-10B10 ve MAM-
7E10) saflastirma calismalari yapildi. Bu boliimde toplanan kiiltiir sivilan ile

yapilan saflastirma caligmalar1 asamalar1 sunulmaktadir.
« Immiinoaffinite Kromatografisi ile Saflastirma

Amonyum stilfat ¢oktiirmesi yapilarak konsantre hale getirilen hiicre iist sivisinda
bulunan proteinler, PBS icerisinde ¢oziilerek immiinoaffinite kromatografisi ile
saflastirildi. Elde edilen fraksiyonlarda bulunan protein miktar1 280 nm dalga
boyunda spektrofotometrik sistemde belirlendi. Ardindan kolon sonrasi toplanan
ornekler dolayli-ELISA teknigi (veya inhibitor yakaliyict ELISA) ile test edilerek
IRT proteinlerine kars: aktivite gosteren fraksiyonlar belirlendi. MAM-7G2, MAM-
13C9, MAM-6D1, MAM-7A11, MAM- MAM-1E4, MAM-11F9, MAM-4B2, MAM-
10B10 ve MAM-7E10 antikorlarinin saflastirma sonrasi yapilan ELISA sonuclari
(405 nm) ve UV absorbsiyon kromatogramlari (280 nm) ve SDS-PAGE jel
goriintiisii Sekil 4. 10, Sekil 4. 11’de gosterilmektedir. Biitiin antikorlarin sonuclari
ise Ekler boliimiinde bulunmadir (Sekil A. 1, Sekil A. 2, Sekil A. 3, Sekil A. 4, Sekil
A. 5, Sekil A. 6 ve Sekil A. 7).
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Saflagtirma fraksiyonu

Sekil 4. 10 Anti-IRT MAM-13C9 Monoklonal antikorunun Protein A
immunokromatografi saflastirma sonuclari

M 1 2 3

Sekil 4. 11 Anti-IRT MAM-13C9 Monoklonal antikorunun saflastirma
fraksiyonlarinin SDS-PAGE jel goriintiisii. M:Markar, 1: Saflastirma sonrasi
kolona tutunmayan fraksiyon, 2:Saflastirma 6ncesi 6rnek, 3: Saf antikor

4.1.6.2 Anti-IRT Monoklonal Antikorlarin Lineer Epitop Analizi

Tasarlanan ELISA modelinde kullanilacak antikor ciftlerinin belirlenmesinde ve

kullanilan tamponlarin optimizasyonunda kolaylik saglamasi ve ayrica gelistirilen

antikorlarin tek basina ticari degerlerini de arttirabilecegi icin epitop analizi

yapildi.
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IRT’ye ait peptit dizilerine karsi dolayli ELISA kullanilarak, bu c¢alismada
gelistirilen antikorlar ve Ticari IRT antikorlar1 test edildi. IRT1 ve IRT2
antijenlerinin kaplandig1 kuyular pozitif kontrol, hi¢cbir antijenin bulunmadigi PBS
tamponu ile kaplanan kuyularin ise negatif kontrol olarak kullanildig: calismada;

67 peptit dizisine karsi Olciilen yanitlar Sekil A. 8’deki grafiklerde diizenlendi.

Lineer epitop ELISA analizi sonucunda, bu calismada gelistirilen antikorlar ve
ticari IRT antikorlarindan peptit dizilerine karsi reaksiyon gosterenler Tablo 4.

4’de gosterilmektedir.

Tablo 4. 4 Lineer epitop analiz sonucunda Anti-IRT Antikorlar ve yanit verdikleri
peptitler

Antikorlar | Yanit verdikleri peptit numarasi ve ait oldugu IRT cesidi

MAM-7A11 37(IRT2) 10 -
(IRT1-IRT2 ortak)

MAM-7G2 5 (IRT2) 11 37 (IRT2)
(IRT1-IRT2 ortak)

MAM-13C9 11 25 (IRT2) 37 (IRT2)
(IRT1-IRT2 ortak)

4A7 (ticari) 37/38 (IRT2) 48 (IRT1) 66 (IRT1)

Epitop analizi sonuclar1 incelendiginde; diger antikorlarin baglandig: epitoplar,
lineer epitop analizi ile belirlenemedigi icin bu antikorlarin konformasyonel
epitoplara spesifik antikorlar oldugu diisiiniildii. Bunun sebebinin, tripsin molekiil
yapisinda bulunan beta barrel yapisinin lineer epitoplardan ziyade kompleks

antijenik bolgeleri olusturmasindan kaynaklandig: diisiiniildi.
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4.2 ELISA Temelli Kit Gelistirme Calismalar:
4.2.1 ELISA Kitinde Kullanilacak Inhibitoériin E-CTIA ile Belirlenmesi

Bu yontemde, yarisan inhibitér iceren numuneler, tripsin antijeni iceren
soliisyonlarda seri olarak seyreltildi ve daha sonra yakalama inhibitoriintin
immobilize edildigi kuyulara yiiklendi. Inhibitérlerin (hem numunede bulunan
yarisan inhibitér hem de ELISA plakasinda immobilize edilmis inhibitor) tripsine
baglanmak i¢in yarismasinin ardindan; yarisan inhibitore baglananlar yikama ile
ELISA plagindan uzaklastirildi. Yakalayici-inhibitore baglanan tripsin molekiilleri
ise ELISA protokoliindeki gibi anti-tripsin antikoru ile tespit edildi. Elde edilen
sonuclar inhibisyon doygunluk egrileri farkli yakalayici-inhibitoriin elde edilen

sonuca etkisi incelendi (Sekil 4. 12 A-D).

_. 100
SR
:
g
3 50
(]
N
g
S
Z
01 T T
-9.5 -9.0 -8.5 -8.0 -7.5 -7.0 -6.5
Log (yarisan inhibitér M)
— Yakalayici inhibitor SBTI-Kunitz-1 — Yakalayic1 inhibitor SBTI-Kunitz-2
Yakalayici inhibitor CETI-Kazal — Yakalayici inhibitor SBTI-Bowman-Birk

Sekil 4. 12 Farkli yakalayici inhibitorlerle uygulanan E-CTIA ile elde edilen
doygunluk egrileri. A: Yarisan inhibitor SBTI-Kunitz-2; B: Yarisan inhibitor SBTI-
Bowman-Birk; C: Yarisan inhibitér SBTI-Kunitz-1; D: Yarisan inhibitor CETI-
Kazal

Sekil 4. 12 grafigi incelendiginde, farkli yakalayici inhibitorlerle yapilan
olctimlerin grafiklerin cakistig1 goriildii, bu da yakalayici inhibitoriin belirgin bir
etkisi olmadigindan kaynaklandigi diislintildi. Yarisan inhibitorlerin ICs,

degerlerinin belirgin bir sekilde farkli tespit edilebildigi gortildii.
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Yakalayic1 inhibitériin belirgin bir fark yaratmadigi goriildiigii i¢in, metodun
optimizasyonunda, 6lciime uygun sinyal yogunlugu ve tekrar edilebilirligi olan en
diisiik miktar tripsin konsantrasyonunun ve yakalayici-inhibitériin secilmesine
karar verildi. Bunun icin inhibitor-yakalayict ELISA’da degisen tripsin

konsantrasyonlarina karsi 6lciilen sinyaller (O.D.40s.m) karsilastirildi (Sekil 4. 13).

4 —
3 —
E -- CETI-Kazal
‘3 2- — SBTI-Bowman-Birk
g - SBTI-Kunitz-2
14 — SBTI-Kunitz-1
0 = -l-l-l-l-l-l-l-l-l-|-l-l-l-l-l-l-l-l-l-|-l-l-l-l-l-l-l-l-l-|

0.0 0.5 1.0 1.5
Tripsin ng/pL

Sekil 4. 13 Inhibitor-yakalayic: ELISA’da farkli tripsin konsantrasyonuna kars
elde edilen O.D.4os.m sinyal grafigi

Sekil 4. 13’deki sonuclar incelendiginde, yaklasik 1,5-2 araligindaki sinyal
yogunluguna denk gelen 0.3 ng/mL tripsin konsantrasyonu ve digerlerine kiyasla
daha yiiksek yanit ve daha diisiik hata aralig1 gostermesi sebebi ile SBTI-Kunitz-

inhibitorii yakalayici inhibitor olarak secildi.

Optimum sartlarda yapilan E-CTIA sonucunda elde edilen verilerle inhibisyon
egrileri (log[inhibitor konsantrasyonu]-normalize edilmis sinyal) Graphpad Prism

9 programinda cizilerek IC50 degerleri hesapland: (Sekil 4. 14).
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Sekil 4. 14 E-CTIA ile elde edilen inhibisyon egrileri ve hesaplanan IC50. A:
SBTI-Kunitz-2, B: SBTI-Bowman-Birk, C: SBTI-Kunitz-1, D: CETI-Kazal

4.2.2 Sandvi¢ ELISA Sisteminde Kullanilacak Antikorlarin Secimi

Bu tez calismasi kapsaminda gelistirilen MAM-7G2, MAM-13C9, MAM-6D1, MAM-
7A11, MAM-1E4, MAM-11F9, MAM-4B2, MAM-10B10 ve MAM-7E10 antikorlar1
ve proje stiresince gelistirilen 2C1, 3E7 ve 6G7 antikorlar1 ve ile bu antikorlarin
HRP ve biyotin konjugatlari, IRT1 ve IRT2 sandvi¢ ELISA kitleri icin uygun antikor

ciftlerinin belirlenmesi ¢alismalarinda kullanildi.

Bu 12 antikor ve konjugatlariyla olusturulan antikor ciftleri, IRT1 ve IRT2
antijenleriyle test edilerek reaksiyon goriilen kombinasyonlarin sonuclari

degerlendirildi ve optimizasyon calismasi yapilmaya uygun goriilenler belirlendi

(Sekil 4. 15).
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14 IRT2 antijeni i¢in antikor gifti

IRT1 antijeni icin antikor gifti

. 12 kombinasyonlari
kombinasyonlari ’
0,8
1
€
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s )
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(%] P4 ’
Qo
_<:t: 0,4 2
0,4
0,2
0,2
0 0
0 500 1000 0 500 1000
ng/mL IRT1 ng/mL IRT2
—@— 2C1 kaplama-11F9 HRP isaretli —@— 11F9 kaplama-6G7 HRP isaretli
2C1 kaplama-4B2 HRP isaretli 7A11 kaplama - 6D1 HRP isaretli
4B2 kaplama-2C1 HRP isaretli 6G7 kaplama-11F9 HRP isaretli

Sekil 4. 15 Sandvi¢ ELISA antikor cifti secimi ELISA sonucu

Bu sonuglara gore IRT1 antijeni icin daha dogrusal sonuclar verdigi goriinen 4B2
kaplama-2C1 HRP isaretli antikor cifti optimizasyon calismalari i¢in uygun
bulundu. IRT2 antijeni icin ise, MAM-7A11 kaplama- MAM-6D1 HRP antikor cifti
daha dogrusal sonuc verdigi icin, ile MAM-11F9 kaplama- MAM-6G7 HRP isaretli
antikor cifti ise yiiksek absorbans yaniti verdigi icin secilerek optimizasyon

calismalarinin yapilmasina karar verildi.
4.2.3 Sandvi¢ ELISA Sisteminin Optimizasyon Calismalar:

IRT1 ve IRT2 tespiti icin sandvi¢ ELISA modeli gelistirilmesi icin secilen antikor
ciftleri ile kaplama ve konjugat miktar belirlenmesi, kaplama/konjugat
soliisyonlarin icerikleri ve inkiibasyon gibi parametreler icin optimum kosullarin
belirlenmesi kapsaminda gerceklestirilen calismalarin sonuclar1 alt bagliklarda

detayladirildi.
4.2.3.1 ELISA Plak Kaplama ve Isaretli Antikor Miktar Optimizasyonu

Kistik fibroz yenidogan taramalarinda uygulanan protokollerin genelinde cut-off
degeri 70-90 ng/mL araliginda belirlenmistir. Bu sebeple bu araligi kapsayan

giivenilir olciim araligina sahip kit gelistirmek o©nemlidir. IRT1 ve IRT2
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antijenlerinin tespiti icin secilen artikor ciftlerinin bu aralikta nasil calistigini

gozlemlemek ve optimize etmek icin asagidaki calismalar yapildi.

Oncelikle MAM-7A11 ELISA plak kaplama-MAM-6D1 HRP antikor ciftinin
optimizasyon calismalar1 kapsaminda farkli kaplama ve konjugat seyreltmesi
kombinasyonlar1 yapildi. Gergeklestirilen sandvi¢ ELISA sonuclar1 Tablo 4. 5’deki

gibi diizenlendi.

Tablo 4. 5 7A11 kaplama-6D1 konjugat ELISA modelinin optimizasyon calismasi

MAM-7A11 200 400 600 800
kaplama
ng/kuyu—
MAM-6D1-HRP
seyreltme orani
— 1/750 | 1/1500 | 1/750 | 1/1500 | 1/750 | 1/1500 | 1/750 | 1/1500
IRT2 ng/mL |
1333 0,837 | 0,511 | 0577 | | 0,715
1000 0,525 | 0,277 | 0,711 | 0,357 | 0,787 | 0,428 | 0,965 | 0,304
500 0,374 | 0,255 | 0,449 0,3 0,507 | 0,315 | 0,558 | 0,303
250 0,203 | 0,154 | 0,246 | 0,167 | 0,268 | 0,176 | 0,319 | 0,172
125 0,155 0,12 0,167 0,13 0,195 | 0,127 | 0,233 | 0,141
62 0,141 | 0,109 | 0,138 | 0,112 0,16 0,11 0,179 | 0,114
31 0,158 | 0,114 0,14 0,111 | 0,161 | 0,107 | 0,186 | 0,119
0 0,143 | 0,116 | 0,143 | 0,116 | 0,157 | 0,104 0,15 0,124

Not: Yesil bolge tespit etmek istedigimiz IRT2 konsantrasyonunu (500-Ong/mL), Kirmizi cizgi ise
cut-off degerinin bulundugu aralig1 gostermektedir.

Bu sonuca gore, MAM-7A11 plak kaplama- MAM-6D1-HRP antikor cifti
kombinasyonun, 250 ng/mL degerinin altindaki IRT2 miktarin1 belirlemede
basarisiz oldugu goriilmiis ve bu antikor ciftiyle ilgili calismalara devam

edilmemistir.

IRT1 antijeni icin MAM-4B2 plak kaplama- MAM-2C1 HRP isaretli antikor cifti ve
IRT2 icin MAM-11F9 plak kaplama- MAM-6G7 HRP isaretli antikor Ccifti

calismalari ise paralel yapildi.

Oncelikle farkli kaplama antikor konsantrasyonlarinin etkisinin incelenmesi icin
MAM-4B2 ve 11F9 antikorlar1 100, 200, 400 ng/kuyu olacak sekilde plaklara
kaplandi ve ELISA protokolii uygulandi. Sonuclar Sekil 4. 16'da gosterilmektedir.
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Sekil 4. 16 MAM-4B2 plak kaplama-MAM-2C1*HRP cifti ve MAM-11F9
kaplama-MAM-6G7*HRP cifti antikor kaplama optimizasyon calismasi

Bu ELISA calismasi sonucunda; MAM-11F9 plak kaplamasinin 100ng/kuyu olarak

yapilmasina MAM-4B2 plak kaplamasinin da 200 ng/kuyu olmasina karar verildi.

Kaplama optimizasyonun ardindan, sandvi¢ sistemin tespit edici kismi olan

optimum konjugat seyreltme miktarlarinin belirlenebilmesi icin, optimize edilen

miktarlarda antikor ELISA plagina kaplanarak 1:100, 1:500, 1:1000, 1:2000 ve

1:4000 (sadece MAM-6G7 HRP konjugati icin gerekli goriildii) konjugat dilusyon

seyreltmeleri yapilarak gerceklestirilen ELISA testine ait sonuclar Sekil 4. 17°deki

grafiklerdeki gibi elde edildi.

4,5
MAM-11F9 kaplama -
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Sekil 4. 17 MAM-11F9-MAM-6G7*HRP ve MAM-4B2-MAM-2C1*HRP antikor
ciftleri icin kaplama ve konjugat miktar optimizasyonu
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Bu calisma sonucuna gore 2C1-HRP konjugatinin 1:500 oraninda, 6G7-HRP

konjugatinin ise 1:4000 seyreltilerek kullanilmasina karar verildi.
4.2.3.2 Spotlara Emdirilmis Antijenin Geri Kazanim Testi

Optimum kaplama konsantrasyonu ve konjugat diliisyon oraninin
belirlenmesinden sonra, optimizasyonlarin devam calismalarinda IRT eklenerek
hazirlanmis kan spotlarinin kullanilmas: icin hazirlanan spotlarin etkinligi test
edildi. Bunun icin hazirlanan IRT ile kirletilmis (spike) kuru kan kalibratoriiniin 3
farkli noktasindan (merkez-spotl, ara bolge-spot2 ve kenar-spot3,) ornekleme
yapilarak (Sekil 4.15) IRT antijen ile hazirlanan ¢ozelti kalibrator test edilip

kiyaslandi. Sonuclar Tablo 4. 6, Tablo 4. 7’da gosterilmektedir.

Optimum kaplama konsantrasyonu ve konjugat diliisyon oraninin
belirlenmesinden sonra, optimizasyonlarin devam calismalarinda IRT eklenerek
hazirlanmis bu kan spotlarinin kullanilmasi icin hazirlanan spotlarin etkinliginin
test edildi. Bunun icin hazirlanan IRT ekli kuru kan kalibratoriintin 3 farkl
noktasindan (merkez-spotl, ara bolge-spot2 ve kenar-spot3, Sekil 4. 18)
ornekleme yapildi ve cozelti halinde hazirlanan kalibratér IRT antijen ile test

edilip kiyaslandi. Sonuclar Tablo 4. 6 ve Tablo 4. 7’da gosterilmektedir.

Spot 1
Spot 2
Spot 3

Sekil 4. 18 Kuru kan kalibratoriiniin 3 farkli noktasindan 6rnek alinmasi
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kiyaslama sonuclari

Tablo 4. 6 MAM-4B2 kaplama - MAM-2C1*HRP kitinin ¢6zelti ve spot kalibrator

IRT1 ng/mL spot 1 spot 2 spot 3 | IRT1 ¢ozelti halinde
500 0,914 0,885 0,965
250 0,403 0,353 0,399 1,397
125 0,252 0,198 0,21 0,549
62,5 0,22 0,157 0,158 0,209
31,25 0,19 0,14 0,14 0,122
0 0,112 0,094 0,123 0,082

kiyaslama sonuclari

Tablo 4. 7 MAM-11F9 kaplama - MAM-6G?7 kitinin ¢ozelti ve spot kalibrator

IRT2 ng/mL spot 1 spot 2 spot 3 IRT2 ¢ozelti halinde
2000
1000 0,545 0,543 0,555
500 0,333 0,353 0,363 0,54
250 0,199 0,199 0,261 0,348
125 0,139 0,219 0,123 0,219
62,5 0,094 0,102 0,105 0,139
31,25 0,079 0,079 0,085 0,093
0 0,056 0,053 0,053 0,048

Bu sonuclara gore IRT1'in ¢Ozelti haline gore membrandan geri kazaniminin
oldukca az oldugu, IRT2’'nin ise nispeten daha iyi geri kazaniminin oldugu
gozlendi. Bu sebeple gerikazanimin optimum yapilmas: icin farkli eliisyon

kosullarinin denenmesine karar verildi.
4.2.3.3 Eliisyon Tampon Miktar1 Optimizasyonu

Bu kapsamda oncelikle Eliisyon tampon miktar:1 optimizasyonu yapildi. Ticari
kitlerde 100-150-200uL gibi farkli hacimlerle yapilan eliisyon bugiine kadar kendi
kitlerimizde 200uL olarak kullanilmisti. Bu calismada 100, 150 ve 200uL’lik
eliisyon tamponlarinin ELISA sonucuna etkisi incelendi. Bu calisma i¢in optimize
edilen kaplama konsantrasyonu, konjugat seyreltme orani kullanildi, sonuclar

Sekil 4. 19'daki grafiklerde gosterilmektedir.
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Sekil 4. 19 MAM-4B2 plak kaplama-MAM-2C1*HRP cifti ve MAM-11F9 eliisyon
tampon hacim optimizasyon c¢alismasi

Bu calismaya gore 100 pL Elusyon tamponuna eklenen standart IRT1 spotlarinin
daha iyi calistig1 gozlendi. IRT 2 i¢in ise 150 pL ile 100 pL'nin benzer sonug verdigi
goriildii. Bu sebeple her iki kit icin de 100 pL eliisyon hacmi ile devam edilmesine

karar verildi.

4.2.3.4 Gelistirilen Sandvic Sistemlerinin ve Spot Kan Kalibratorlerinin Ticari

Kitler ile Karsilastirilmasi

Piyasada bulunan yenidogan IRT kitleri IRT1 formuna spesifik oldugu ve IRT2
antijenini tamimadig1 icin, gelistirilen IRT2 ELISA sistemi MAM-7G2, MAM-13C9,
MAM-6D1, MAM-7A11, MAM- MAM-1E4, MAM-11F9, MAM-4B2, MAM-10B10 ve
MAM-7E10 icin hazirlanan kan spotlarinin ticari kitlerle kiyaslamasi
yapilamamistir. Bu kapsamda sadece IRT1 kan spotlarinin ticari kitlerde

kiyaslama calismalari yapildi.

Calismalarda gelistirilen ve kullanilan spot kan kalibratorlerinin igerdigi IRT
konsantrasyonu, spot kan kalibratorler hazirlanirken icine eklenen IRT miktar1
esas alinarak hesaplanmisti. Hazirlanma siirecinde olusan hata payi, spot-kan ile
yapilan testten kaynaklanan hata pay1 sebebiyle, bu degerlerin kullanilmasinin
giivenilirligi distiktiir. Bu sebeple, IRT1 kitinin olan MAM-4B2 kaplama ve MAM-
2C1-HRP isaretli antikorlar ile olusturulan sandvi¢c modelde, oncelikle ticari MP

Biomedicals ve Zentech yenidogan IRT test kitlerinin icerisinde bulunan spot kan
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kalibratorleri kullanilarak, ticari spotlarin bizim sistemde calisabilirligi test edilip,

kitlerin birbiriyle uyumu karsilastirildi.

Zentech yenidogan IRT test kitinin spot kan kalibrator degerleri 0, 12.5, 25, 50,
100 ve 200 ng IRT/mL; MP Biomedicals IRT test kitinin ise 0, 15.6, 51.4, 100,
208, 451 ve 1008 ng IRT/mL olarak prospektiislerinde belirtilmistir. Tez
calismalar1  kapsaminda  gelistirilen spot kalibratorlerin  teorik  IRT
konsantrasyonlar1 ise 0, 15.6, 31.2, 62.5, 125, 250, 500 ve 1000 ng IRT/mL’dir.
Yapilan ELISA sonucu Sekil 4. 20’deki grafikte gosterilmektedir.

25 Zentech kit standart
«=@=MP Biomedicals kit standart

g 2  «=@=MAM-IRTI standart
S
<+ 1,5
&
<
< 1
2
O
< 0,5

0

0 200 400 600 800 1000
IRT1 ng /mL

Sekil 4. 20 MP Biomedicals ve Zentech yenidogan IRT test kitlerinin icerisinde
bulunan spot kan kalibratorleriyle IRT1 test kitinin (MAM-4B2 kaplama — MAM-
2C1*HRP cifti) calisabilirlik testi
Grafige gore, MAM-IRT1 kitinin Zentech yenidogan test kalibratorlerinin icerdigi
IRT antijenini tanimadig1 goriildii. Bunun sebebinin Zentech yenidogan test
kalibratorlerinin mutant bir IRT proteini icermesinden kaynaklandig: diisiiniildi.
MP Biomedicals IRT test kitinin kalibratorlerin sonuclariyla kiyaslama
yapildiginda; benzer konsantrasyonda IRT igeren spotlarin yanitlari arasinda fark
gozlendi ve gelistirilen spotlarin teorik belirlenen degerlerden daha diisiik
konsantrasyonda IRT icerebilecegi diistiniildii. Bu sebeple gelistirilen spot

kalibratorlerin ticari kitlerde test edilerek yanitlar incelendi (Sekil 4. 21).

94



W
W

=@=MAM-IRT]I kit

g 3 Zentech kit
€ 75 | =@=MP Biomedicals kit
% 2
<2
é
£ 1,5
2 1 4
<
0.5 MS ¢
0
0 100 200 300 400 500

IRT1 ng/mL

Sekil 4. 21 Tez kapsaminda hazirlanan IRT1-spot kan kalibratoriin farkli ELISA
sistemlerinde karsilastirilmasi

Sekil 4. 21’deki sonuclar incelendiginde Zentech kit'inin sonuclarinin cok yiiksek,
MP Biomedicals kitinin sonuclarinin daha diisiik kendi IRT1 kitimizin sonuglarinin
ise en diisiik oldugu gozlemlendi. Ticari kitlerin kendi arasinda da biiyiik fark
olmas sebebiyle Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezlerinin (Centers for Disease
Control and Prevention, CDC) Yenidogan taramalarinda kalite giivence programi
kapsaminda yillik yayinladig: raporlar incelendi [71]-[73]. Bu raporlarda Zentech
kitinin CDC referans konsantrasyonuna gore yiiksek konsantrasyonda tespit ettigi,
MP Biomedicals kitinin ise CDC referans konsantrasyonuna gore diisiik sonuglar
gosterdiginin tespit edildigi gortildi. Bu raporlar ve elde edilen sonuglara gore,
MAM-IRT1 kitinin performansinin yeterli olmadig1 fakat analitik performans
degerlendirmesinin CDC kurumu tarafindan istedigimiz ve gonderilen standart
ornekler kullanilarak yapilmasinin daha dogru olduguna karar verildi. Ayrica, spot

kan kalibratorlerin tekrar hazirlanmasina karar verildi.
4.2.3.5 IRT Spot Standartlarinin Optimizasyonu

Spot kan kalibratorlerinin zamanla aktivitesini kaybetme ihtimali g6z Oniine
alinarak, 3.2.7.2’nolu boéliimde detayli anlatildigi gibi hazirlanan spot kan
standartlarinda farkli miktarda inhibitor kullanildi. Yeni hazirlanan spot kan
kalibratorleri, eski spot kan kalibratorleriyle birlikte test edilerek karsilastirildi
(Sekil 4. 22)
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Sekil 4. 22 Yeni ve eski spot kan kalibratorlerinin ELISA sonucu

ELISA sonucuna gore, IRT1 eski spot kan kalibratorlerinin IRT yanit1 yaklasik %50
oraninda diisiis gosterirken, IRT2 spot kan kalibratorlerinin yanitlarinda belirgin

bir azalma gozlenmedi.

4.2.3.6 Eliisyon Tamponun ve Spot inkiibasyon Kosullarinin Optimizasyonu

KF erken tani tarama programinda yeni dogan bebegin topugundan membrana
damlatilip kurutulan kan oOrnegi kullanilir. Membranda kurutulmus kan
orneginden IRT proteinin c¢oziinerek sulu faza ge¢mesi tami kitinin en kritik
asamalarindandir. Membrandan geri kazanimi yapilamayan IRT, KF pozitif
bebeklerin tespit edilememesine yani “yalanci negatif” sonuclara sebep olur.
Bunun engellenmesi icin, spot kan orneklerinin ¢oziilecegi tampon (eliisyon
tamponu) IRT’yi cozecek ve molekiiler stabilitesini bozmayacak en uygun

sartlarda olmalidir.

Bu kapsamda, eliisyon tamponunun ¢oziiciiliigline etki eden parametreler (tuz,
tween20 konsantrasyonu ve inkiibasyon kosullar1) optimize edildi. Calismalarda
iki farkli deterjan konsantrasyonu (% 0,15 ve % 0,1), 3 farkli tuz konsantrasyonu
(100 mM, 150 mM ve 300 mM NaCl) ve 3 farkli gece boyu inkiibasyon kosulu
(oda sicakliginda calkalayici iizerinde, oda sicakliginda ve +4°C’de inkiibasyon)
MAM-IRT1 ve MAM-IRT2 kitlerine es zamanli uygulanarak sonuclar1 Sekil 4. 23,
Sekil 4. 24, Sekil 4. 25 ve Sekil 4. 26 daki grafiklerde gosterildi.
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Sekil 4. 23 MAM-IRT1 kiti, %0,01 tween20 iceren konjugat tamponunda, tuz

konsantrasyonu ve inkiibasyon kosullarinin optimizasyonu. (Mavi: oda sicaklig1
geceboyu; Turuncu: Oda sicakliginda calkalayici iizerinde gece boyu; Gri: +4°C
gece boyu inkiibasyon)

%0,015 Tween20 150mM NaCl %0,015 Tween20 300mM NaCl
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Sekil 4. 24 MAM-IRT1 kiti, %0,015 tween20 iceren konjugat tamponunda, tuz
konsantrasyonu ve inkiibasyon kosullarinin optimizasyonu. (Mavi: oda sicaklig1
geceboyu; Turuncu: Oda sicakliginda calkalayici iizerinde gece boyu; Gri: +4°C
gece boyu inkiibasyon)
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Sekil 4. 25 MAM-IRT2 kiti, %0,01 tween20 iceren konjugat tamponunda, tuz
konsantrasyonu ve inkiibasyon kosullarinin optimizasyonu. (Mavi: oda sicakligi
geceboyu; Turuncu: Oda sicakliginda calkalayici tizerinde gece boyu; Gri: +4°C

gece boyu inkiibasyon)
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Sekil 4. 26 IRT2 kiti, %0,015 tween20 iceren konjugat tamponunda, tuz
konsantrasyonu ve inkiibasyon kosullarinin optimizasyonu. (Mavi: oda sicaklig1
geceboyu; Turuncu: Oda sicakliginda calkalayici iizerinde gece boyu; Gri: +4°C

gece boyu inkiibasyon

Sekil 4. 23, Sekil 4. 24, Sekil 4. 25 ve Sekil 4. 26’daki grafikler incelendiginde en
yliksek absorbanslara sahip olmasi sebebiyle 100mM NaCl konsantrasyonu secildi
ve Ozellikle IRT2 icin farkli inkiibasyon kosullarina gore degisim gostermedigiden
daha stabil kosul olusturdugu diisiiniilen %0,015 Tween20 konsantrasyonu
optimum eliisyon tamponu icerigi olarak secildi. Inkiibasyon kosullari ise IRT1 icin
gece boyu calkalayici, IRT2 icin ise +4°C’de gece boyu inkiibasyonunun

kullanilmasina karar verildi.
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MAM-IRT1 ve MAM-IRT2 Kkitlerinin performansinin daha da arttirilmasi ve
substrat kaynakli hatanin daha az olmasi i¢in kolorimetrik 6l¢iim yerine daha
yliksek hassasiyet saglayan florimetrik Ol¢ciim metodunun kullanilmasina karar
verildi. Bunun icin TMB kolorimetrik substratinin yerine florimetrik HPPA

substrat1 kullanilda.

4.2.4 IRT1 ve IRT2 Antijenlerini Aymi ELISA Sisteminde Tespit Etme

Calismalar:

Tez calismasinin esas amaclarindan biri olan IRT formlarinin KF erken tanisindaki
onemini ortaya koymak oldugu icin, her iki formunun da 6nemli olmasi ihtimaline

karsi, iki formu (IRT1 ve IRT2) tek bir testte tespit etmek onemlidir.

IRT1 ve IRT2 formlarini tek bir test icerisinde 6lcmek avantajli olabilecegi icin,
MAM-IRT1 ve MAM-IRT2 kit antikor ciftlerinin birlikte kullanilmasiyla her iki
antijeni taniyan ELISA sisteminin tasarlanmasi amaclandi. Bunun ic¢in optimize
edilen antikor konsantrasyonlarinin toplami tek bir kuyuya kaplama yapilarak
(100ng 11F9 + 200ng 4B2/kuyu kaplama) ve konjugatlar1 (2C1-HRP+6G7-HRP,
1:500 ve 1:4000 optimize edilen seyreltme oranlariyla) birlikte kullanilarak
sandvi¢c ELISA calismasi yapildi ve sonuclar es zamanli yapilan MAM-IRT1 ve
MAM-IRT2 kit sonuclartyla kiyaslandi (Sekil 4. 27).

99



5000

£ 4000
g 3000 / MAM-IRTmix- IRT1 spot
> .
B2 = —0— MAM-IRTmix- IRT2 spot
= 2000 /
= MAM-IRT1
m /
1000 — A MAM-IRT2
v
_ e
0@
0 100 200 300 400 500
IRT2 ng/mL

Sekil 4. 27 MAM-IRTmix kitinin MAM-IRT1 ve MAM-IRT2 kitleriyle kiyaslama
ELISA’s1

Sekil 4. 27'deki grafik incelendiginde; MAM-IRTmix kitinin IRT1 antijenine karsi
MAM-IRT1 kitiyle benzer yanitlar verdigi goriildii. Ayni sekilde IRT2 antijenine
kars1t MAM-IRT2 kitiyle benzer sonuclar gostermesi sebebiyle kitlerin birbiriyle
uyumlu oldugu gosterildi. MAM-IRTmix kitinin bebek kan spot testlerinde
kullanilmasi icin tek bir form IRT iceren kalibrator kullanilmasi gerekmektedir. Bu
sebeple, gerek piyasadaki kitlerin IRT1 formuna yonelik olmasi gerek CDC
tarafindan saglanan IRT spot standartlarinin IRT1 formunu icermesi sebebiyle
MAM-IRTmix kitinde kalibrator olarak IRT1 spot kan kalibratorlerinin saha

calismalarinda kullanilmasina karar verildi.

4.3 ELISA Kitlerinin Analitik Duyarhliklarinin Tespiti

Avrupa Birligi Resmi Gazetesi tarafindan yayimnlanan, 2002/364 / EC sayili
Komisyon kararinda belirtilen in vitro diagnostik tibbi cihazlarin ortak teknik
ozellik maddeleri ve 2009/108/EC karar degisiklerine uygun olarak IRT1, IRT2
ve IRT-mix kitlerinin analitik duyarliliklar1 belirlendi. Komisyon kararinda analitik
duyarlilik parametreleri olarak tanimlanan tespit limiti (LOD) ve tayin limitinin
(LOQ) belirlenebilmesi icin optimize edilen ELISA protokolii her numune i¢in 3
tekrarli olarak calisildi. IRTmix kiti hem IRT1 hem de IRT2 spot kan
kalibratorleriyle ayr1 ayr test edildi. Sonuglar grafige dokiilerek egri denklemleri

ve R2 degerleri grafik tizerinde belirlendi (Sekil 4. 28, Sekil 4. 29).
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Sekil 4. 28 MAM-IRT1 ve MAM-IRT2 kitinin IRT1 ve IRT2 spot kan
kalibratorleriyle 3 tekrarli gerceklestirilen ELISA sonug grafikleri, egri
denklemleri ve R2 degerleri
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Sekil 4. 29 MAM-IRTmix kitinin IRT1 ve IRT2 spot kan kalibratorleriyle yapilan
3 tekrarli ELISA sonug grafikleri, egri denklemleri ve R2 degerleri

Elde edilen veriler ile Excel programinin veri analiz 6zelligi kullanilarak lineer
regresyon hesaplamalar1 yapildi, LOD ve LOQ degerleri asagidaki formiil
kullanilarak hesaplandi (Tablo 4. 8). Hesaplanan LOD, LOQ ve R? degerleri Tablo
4. 9’de sunuldu.

101



Tablo 4. 8 LOD ve LOQ degerlerinin hesaplamasinda kullanilan formiiller

Denklem Y=ax+b
Egim

Y ekseninin kesim noktasi b
Yapilan test sayisi N

b’nin Standart hatasi (SE) Excel programinda Data analiz-

Regresyon hesaplayicisi
kullanilarak yapildi.

SE(b) x VN
_ 3.3x(SD(b)
egim
_ 10x (SD(b)
egim

b’nin standart sapmasi (SD)

LOD

LOQ

Tablo 4. 9 Kitlerin (r2), deteksiyon limiti (LOD) ve nicelik limiti (LOQ) degerleri

MAM-IRT1 MAM-IRT2 MAM-IRTmix MAM-IRTmix
kiti kiti (IRT1) (IRT2)
LOQ 61,498 24,435 31,268 26,113
LOD 20,294 8,064 10,319 8,617
R? 0,995 0,997 0,999 0,997

Tablo 4. 9’deki veriler incelendiginde, hesaplanan LOD ve LOQ degerlerinin KF
tarama testlerinde kullanilan 6l¢iim araligina ve literatiirdeki cut-off degerlerine
(0-200 ng/mL IRT1, cut-off:90 ng/ml; IRT2 icin literatiir bilgisi
bulunmamaktadir.) uyumlu oldugu goriilmistiir. R* degerinin 1’e yakinhg
analizin giivenilirligini gostermektedir. R* >0,99 limitine goére elde edilen

sonuclar degerlendirildiginde; kitlerin giivenilirliginin uygun oldugu goriilmiistiir.
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4.4 Saha Ornekleriyle Calismalar ve ELISA Kitlerinin Asamali

Degerlendirilmesi, Verimliliklerinin incelenmesi

Tez calismalar1 dahilinde, TUBITAK MAM GMBE ve firma proje ortakhg ile,
gelistirilmis olan 3 adet IRT ELISA kiti ile 3 saha calismasi yapildi. Yapilan 3 saha
calismasinda toplam 15 KF’li bebek (ter testi ile tanisi1 konan) kan spotu ve 831
rutin tarama Ornegi ile calisildi. 2. ve 3. Saha calismalarinda ter testi
yapilamadigindan HSGM tarafindan temin edilen 53 adet IRT yenidogan tarama
pozitif kan spotu test edildi. Gelistirilen kitler ve test edilen numunelerin sayisal
bilgileri Tablo 4. 10’da 6zetlendi. MAM-IRT1, MAM-IRT2 ve MAM-IRTmix kitleri
ile elde edilen sonuclar HSGM tarafindan olciilen sonuclarla ve birbirleriyle

karsilastirilarak kitlerin performanslar1 degerlendirildi.

Tablo 4. 10 Gelistirilen kitler ve bu kitlerle test edilen numunelerin sayisal

bilgileri
SANDVIC MODEL Test edilen bebek spot kan 6rnegi
i . KF pozitif Yenidogan
IRT KIT PLAK Rutin .
KAPLAMA KONJUGAT tarama (Ter .t(i:Stl Tara.n}a
pozitif) pozitif
MAM-IRT1 MAM-4B2 MAM-2C1 654 18 53
MAM-IRT2 MAM-11F9  MAM-6G7 831 18 53
MAM-IRTmix MAM-11F9 MAM-6G7 538 0 25

MAM-4B2 MAM-2C1

Gelistirilen IRT kitlerinin degerlendirilmesi icin; MAM-IRT kitleriyle elde edilen
sonuclar ile ROC analizi yapildi. ROC analizinde pozitif ve negatif elde edilen
sonuclarin altin standart test ile dogrulanmasi gerekmektedir. Tarama sonucunda
negatif cikan bebeklere ter testi yapilmadigi icin, yanlis negatif sonuclarin
degerlendirilmesi miimkiin degildir. HSGM tarafindan 6l¢iilen sonuclarla yapilan
ROC analizi ile tez calismalar1 kapsaminda gelistirilen kitlerin ne kadar uyumlu
oldugu karsilastirildi. Elde edilen duyarlilik % ve 6zgiilliikk degerleri kullanilarak
ROC grafigi cizildi (Sekil 4. 30), ROC istatistik degerleri Tablo 4. 11’daki gibi

Ozetlendi.
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Tablo 4. 11 ROC Analizi istatistik sonuclari

T T
20 40 60
Ozgiillik %

1 1
80 100

Sekil 4. 30 ROC grafigi

MAM-IRT1 MAM-IRT2 MAM-IRTmix
Egri altindaki alan (AUC) 0,9764 0,9855 1,000
Standart hata 0,009590 0,01260 0,000
95% Giiven aralig1 0,9576 to 0,9952 | 0,9608 to 1,000 1,000 to 1,000
P degeri <0,0001 <0,0001 <0,0001

ROC analiz sonucuna gore, MAM-IRTmix kitinin, HSGM tarafindan kullanilan IRT

kiti ile duyarlhilik ve 6zgiilliik bakimindan elde edilen 1.000 AUC degeri, %100

uyumlu oldugunu gostermektedir. Tarama programlarinda kullanilan kitin IRT1

formuna yonelik olmasi sebebiyle %100 uyumlu olmasi beklenen MAM-IRT1 kiti

icin hesaplanan 0,9764 AUC degeri; MAM-IRT1 kitinin klinik performansinin

nispeten daha diisiik oldugunu gostermektedir.

MAM-IRT2 kiti icin hesaplanan 0,9855 AUC degeri ise MAM-IRT2 kitinin HSGM

tarafindan kullanilan IRT tarama kitine goére %98,55 uyumlu oldugunu

gostermektedir. MAM-IRT2 kiti genel kullanilan yontemden farkli bir IRT formuna
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yonelik gelistirilmis bir kit olmasi sebebiyle %100 uyumlu cikmamasinin sebebi
daha secici bir yontem olmasindan kaynaklanabilir. Bu sebeple, altin standart
yonteminin bulunmadig1 veya uygulanamadigi durumlarda kullanilan Bayes
istatistik yontemi ile MAM-IRT2 sonuclar1 analiz edildi ve HSGM sonugclar ile
karsilastirildi. Bunun icin yenidogan taramasi yapilan ve KF tani sonucu
bilinmeyen 831 yenidogan kan 6rneginde IRT miktarlarinin 6rneklerdeki dagilim
grafigi cizildi (Sekil 4. 31-A). ROC analizinden IRT degerlerine karsilik gelen
pozitif olma olasilig1 (Positive likelihood ratio, LR+), negatif olma olasilig
(Negative likelihood ratio, LR-) egrileri ¢izildi (Sekil 4. 31-B) ve grafik {izerinde
“min LR-” ve “max LR+"” aralig1 gri bolge olarak belirlendi. Sekil 4. 31-C’de IRT
konsantrasyonuna karsiik Ozgiilliik-Duyarliik grafigi cizilerek belirlenen gri

bolge grafik tizerinde gosterildi.

Karsilastirmak icin HSGM tarafindan olg¢iilen IRT miktarlarinin 6rneklerdeki
dagilim grafigi cizildi (Sekil 4. 32-D). ROC analizinden IRT degerlerine karsilik
gelen pozitif olma olasilig1 (Positive likelihood ratio, LR+), negatif olma olasiligi
(Negative likelihood ratio, LR-) egrileri ¢izildi (Sekil 4. 32-E) ve grafik {izerinde
“min LR-” ve “max LR+” aralig1 gri bolge olarak belirlendi. Sekil 4. 32-F’'de IRT
konsantrasyonuna karsiik Ozgiilliik-Duyarliik grafigi cizilerek belirlenen gri

bolge grafik tizerinde gosterildi.

105



— Rutin tarama ornekler | KF pozitif 6rnekler

0.15
0.10

0.05-

Dagilim Fraksiyonu

R
1

— LR+

0.01 — r

0.001 |
0-0001IlllllilllIIII!I!!III'IIIIIIIIII

li 1.0 1.0

= -
= [ <
‘5 05 —0.5 §
N - B
0.0| llllll TrIT [T P[P T rrrrt -0.0
0 100 200 300
ng IRT/mL
— Ozgiilliik — Duyarhlik

Sekil 4. 31 MAM-IRT2 kiti rutin tarama Ornekleriyle ve KF pozitif 6rneklerle
yapilan gri bolge belirleme calismasi. A: histogramlari sonuclari; B: MAM-IRT2
kitinin gri bolgesi LR+ = 154 ve LR— = 0.001; C: MAM-IRT2 duyarlilik 6zgiilliik
grafigi
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Sekil 4. 32 HSGM rutin tarama ve KF pozitif IRT test sonuclariyla yapilan gri
bolge belirleme calismasi. D: histogramlari sonuclari. E: HSGM’niin sonuclar1
icin hesaplanan gri bélge LR+ = 192 ve LR— = 0.001; F: HSGM duyarlilik
ozgilliik grafigi
Grafikler iizerinde gosterilen gri alanlar, yanlis negatif ve yanlis pozitif 6rneklerin

bulunma ihtimallerinin yiiksek oldugu alani gostermektedir. IRT2 seviyeleri
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olciilen 831 ornekteki konsantrasyonlarina gore gri alan ve disindaki bolgelerde

bulunan 6rneklerin istatistikleri Tablo 4. 2’de diizenlendi.

Tablo 4. 12 Gri alan ve disindaki bolgelerde 6lciilen IRT konsantrasyonlarin

istatistikleri
. . . Ornek
Bolge IRT testi | IRT konsantrasyonu | Fraksiyon % Saysi
. MAM-IRT2 <50 ng/mL 0,981 98,1 815
Negatif
THSK <100 ng/mL 0,972 97,2 808
Gl il MAM-IRT2 >60 ng/mL 0,019 1,9 16
J THSK >100 ng/mL. 0,028 2,8 0

831 rutin tarama 6rneginin incelenmesi KF gibi bir nadir hastalik i¢in az olsa da
IRT2 degerlerinin istatistiksel dagilimin1 gérmek acisindan uygun goriilebilir.
Ulkemizde yapilan KF tarama testinde genel uygulama olarak IRT testi cut-off {istii
olan her ornek tekrar ornekleme yapilarak IRT testi ile tekrar test edilir. Yani
kullanilan cut-off gri bolgenin alt simiridir. Tablo 4.11’deki sonuclar
incelendiginde, hesaplanan gri bolge rutinde HSGM tarafindan elde edilen
sonuclarda %97,2’lik kism1 negatif grupta yer aldi ve %2,8 kisim ise gri bolgede
tespit edildi. HSGM’niin kendi uyguladig: cut-off degeri iistiinde ise %3,7’lik bolge
tarama pozitif olarak degerlendirildi. MAM-IRT2 kitinde ise; %98,1’lik kisim
negatif olarak degerlendirilirken, %1,9’luk kisim gri bolge olarak degerlendirildi.
HSGM tarafindan uygulanan cut-off gri bolge altinda %97’lik dilimi, HSGM
tarafindan kullanilan kit ile %93,1'lik dilimi ayirdig1 gorildii. Gri bolgenin MAM-
IRT2 kitinde %2,77lik bir kismi, HSGM’de ise %4,69’luk bolgeyi kapsadigi
goriildii. Bu sonuclara gore; test edilen rutin tarama Orneklerinden en yiiksek
sayida Ornegi HSGM'nin uyguladigi cut-off ile belirlendi. Tabi ki HSGM’nin
kullandig1 cut-off daha az yanlis negatif sonu¢ elde etmek icin yaptiklar: tiim
gecmis tarama sonuclarini inceleyerek elde edilmis cut-off degeridir. Literatiirde
farkli tarama programlarinda kullanilan cut-off degerleri 70-100 ng/mL IRT
arasinda oldugu belirtilmistir [62]. Bu degiskenligin kaynag1 kismen kullanilan

kitlerin farklilig1 olabilecegi gibi, arastirmalarda gozlemlendigi gibi farkli etnik

108



kokenlere, bebeklerin beslenmesine gore saglikli bebeklerde bulunan IRT

degerinin degiskenlik gostermesi de olabilir [42].

IRT testinin yenidogan tarama testi olarak kullanilmasi; yenidogan bebeklerin KF
negatif yaklasik %98-99’luk kisminin ayrilmasi, geri kalan %1-2’lik kisimda kalan
bebeklerin tekrar teste cagrilip test tekrar edilmesi ve sonrasinda daha pahali ya
da uygulanmasi zor testlerin uygulanarak tani konmasini saglamaktir. Bu sebeple,
tarama testiyle daha cok dogru negatif elde etmek; fazladan yapilacak testlerin
sebep olacagi maddi ve manevi yiikiin azalmasinda 6nemlidir. Tarama testinde
MAM-IRT2 testiyle daha az rutin tarama 6rneginin gri bolgede elde edilmesinin,
IRT2 formunun KF tanisinda daha spesifik olup olmadigina karar verebilmek icin,
test edilen biitiin bebek kanlarinin, MAM-IRT2 kit sonuclar1 ve HSGM tarafindan
olciilen IRT sonugclari ile korelasyon calismasi yapilarak karsilastirildi (Sekil 4. 33).
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Sekil 4. 33 MAM-IRT2 kit sonucglar1 ve HSGM tarafindan o6lciilen IRT sonuclari
ile korelasyon calismasi. 1. bolge: her iki yontem ile tarama negatif bulunan
bolge; 2. bolge MAM-IRT2 kitiyle tarama pozitif bulunan 6rnekler; 3. bolge

HSGM tarafindan pozitif bulunan 6rnek; Koyu gri bolge (4. bolge) her iki
yontem ile tarama pozitif bulunan bolge

Sekil 4. 33’deki grafik incelendiginde; 3. bolgede bulunan 6rneklerde cok diisiik
miktarda IRT2 tespit edilmistir. KF’lu bebeklerde hastalik sebebiyle olusan
pankreatitis kandaki IRT1 ve IRT2 seviyesini yiikselttigi bilindigi icin, 3. bolgedeki
bebeklerin yanlis pozitif olabilecegi diisiiniilebilir. Normalde KF yenidogan
taramas1 kapsaminda bu bebeklere ter testi uygulanarak tani KF hastasi olup
olmadig: belirleniyordu, fakat ter testinin SGK kapsami disina c¢ikmasi sebebiyle

bu bebeklerin kesin durumu tarama programinda belirlenemedi.
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2. bolgede elde edilen iki sonug literatiirde kullanilan cut-off degerleri (70-
100ng/mL [62]) araliginda oldugu icin bu bebeklerin daha detayli incelenmesi,
sonuclarin yanlis negatif (HSGM sonucuna gore) veya yanlis pozitif (MAM-IRT2
kiti sonucuna gore) olup olmadiginin belirlenmesi icin gereklidir. Fakat bu islem

tez calismasi kapsami disinda kalmaktadir.

Sekil 4. 33’deki grafik iizerinden hesaplanan r degerleri hesapland: (Tablo 4. 13).
Sonuclar incelendiginde; KF pozitif olan orneklerin HSGM ve MAM-IRT2
sonuclarinin iligkili oldugu, yenidogan tarama pozitif ve rutin tarama

orneklerinden elde edilen sonuclarin ise zayif iligkili oldugu gorildi.

Tablo 4. 13 Korelasyon calismasi r degerleri tablo

MAM-IRT2
KF Pozitif 0,8048 (n=14)
Yenidogan tarama Pozitif (HSGM sonucuna gore) 0, 6087 (n=84%*)
Rutin tarama 0,4678 (n=800)

*53 tarama pozitif 6rnek + 31 rutin tarama icerisinden tarama pozitif ¢ikan 6rnekler
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S

SONUC VE ONERILER

KF yenidogan tarama programi ve bu amagla uygulanan IRT testi 1980’li yillarda
kullanilmaya baslanmis, giinlimiizde bircok {ilkenin yenidogan tarama
programina girmis ve iilkemizde de 2015 yilinda uygulanmaya baglamistir.
Ulkemizde KF yenidogan taramalarinin baslatilmasiyla hazirhigi ve én calismalar:
baslayan TUBITAK''n 1158124 numaralh SBAG projesi kapsaminda
gerceklestirilen bu tez caligsmasinin esas amaci, yenidogan bebeklerde KF hastaligi
acisindan zorunlu tarama testleri arasina giren IRT tarama kitinin gelistirilmesi ve
yerli olarak iiretilmesine Oncli olmaktir. Bu amacin yani sira, uygulanmaya
basladigindan beri hala gelistiriimekte olan kistik fibroz yenidogan tarama
programlarindaki farkli bakis acilarinin degerlendirilebilmesi icin farkli IRT
formlarini (IRT1 ve IRT2) taniyan kit modelleri gelistirmek ve mevcut taramada
kullanilan kit ile karsilagtirilmasi amaclanmistir. Bu sayede, hem literatiirde az
sayida bulunan calismalara katkida bulunmak, hem de iilkemiz icin en ekonomik
ve etkin tarama protokoliiniin gelistirilmesi icin katkisaglamaktir. Tez calismasi
kapsaminda gerceklestirilen calisma sonuclari ve literatiir karsilastirilmalari,
gelistirilen iiriinler ve kullanim alanlari, gelistirilen iiriinlerin maliyet analizi ve
yerli iretimin ekonomiye katkisi bu béliimde asagidaki basliklar altinda

tartisilmistir.

5.1 Tez Galismasi1 Kapsaminda Gelistirilen Uriinler ve Kullanim

Alanlan

Tez calismalari kapsaminda IRT molekiiliiniin IRT1 ve IRT2 formlarina spesifik 10
adet antikor ve KF yenidogan tarama programlarinda kullanilmak tizere 3 adet kit
modeli gelistirildi. Gelistirilen antikorlarin tanidigi IRT formlar1 ve bu antikorlarin
kullanilabilirliginin test edildigi yontemler Tablo 5. 1’de 6zetlendi.
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Tablo 5. 1 Gelistirilen antikorlarin tanidigi IRT formlar: ve bu antikorlarin
kullanilabildiginin test edildigi yontemler

IRT1 IRT2 IRT3
< | <« §) < | <« §) < <
14l 2| |51% a5l |8 |9
2| 2|28 | fs| 22|28 x| | &
Monoklonal L2l L2 82| 2|E2| 82| | =
. || EEE| s |8 8 ES s g | E
Antikor ad1 Ig tipi E|l S| — ¢ S| 8| =T = g
MAM-7G2 IgG2a,x | - | + - + -+ - +
MAM-13C9 IgG1, - |+ + -+ +
MAM-6D1 IgGl,k | - | - T+
MAM-7A11 | IgGl,x | - | - ¥+
MAM-1E4 IgGl,k | - | - | - N I
MAM-10B10 |IgGl,k | + | + | + | - +
MAM-11F9 |IgGl,x | - | - | + Y- +
MAM-4B2 IgGl, x + | + + - - - +
MAM-7E10 |IgGl,x |+ | - | - |NA [+ [+ + | NA [NA

Not: Sandvi¢c ELISA icin 0.2-3ng/kuyu, dolayli ELISA icin 100ng/kuyu antijen
konsantrasyonlarinda test edildi.

5.2 Gelistirilen IRT Kit Modellerinin Maliyet Analizi ve

Ekonomik Katma Degerinin Incelenmesi

Gelistirilen IRT kit modellerinin tani kiti olarak satisa sunulabilmesi icin gerekli
olan tekrar edilebilirlik ve o6zgiinliik testleri, laboratuvar optimizasyonu, saha
testleri ve raf Oomrii calismalarinin yapilmasi gerekmektedir. Gelistirilen kit
modellerinin analiz performanslarinin belirlenmesi ve ticari iiriine doniistiirilmesi
icin yapilan bu calismalar yetersiz kalmaktadir. KFun nadir hastalik olmasi
sebebiyle, analiz performanslarinin belirlenebilmesi icin yapilacak olan saha
calismalarinda her bir kit modeli i¢cin 10.000 test olmak {izere, toplamda en az
30.000 test yapilmas: ongoriilmektedir. Bu kapsamda gerekli olan malzeme ve
lretim maliyet bedelleri dikkate alinarak yapilan hesaplamalar is paketleri
tizerinden Tablo 5. 2’de sunulmaktadir. Burada verilen toplam rakam, 3 model kit
icin yapilacak saha calismasinda kullanilacak ELISA kitlerinin {iretimine yonelik

olarak gerceklestirilecek is paketlerinin maliyetini icermektedir.
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Tablo 5. 2 ELISA kitlerinin iiretimine yonelik maliyet analizi (2019 Dolar kuruna

gore hesaplandi)
i§ Paketleri Genel Maliyet (TL)
Monoklonal antikorlarin lab 6lcek iiretimi, saflastirma, 5500
enzim/biotin ile isaretleme islemleri
Antikor Karakterizasyon, kontrol ve optimizasyon 16.000

islemleri

(ELISA, SDS Page, Immunblotting, kaplama ve konjugat
optimizasyonlari, kit raf 6mrii caligmalar1)

Standart spot iiretimi islemleri 13.900
(Antijen ve karakterizasyon islemleri, kan ve membran
orneklerinin hazirlanmasi)

ELISA kit bilesenleri 68.000
(ELISA plaklari, kaplama, bloklama, stabilizator, substrat
kimyasallar1 ve cesitli tampon kimyasallar1)

TOPLAM 103.400

Hedeflenen iiriiniin eldesi icin calismada kullanilacak miktara bagh olarak, hiicre
kiiltiiriinde tek kullanimlik malzemeler, diger kimyasallar ve tiim sarf giderlerinin
toplam1 103.400 TL olarak belirlenmistir. Burada altyapi, cihaz maliyetleri, bakim-
onarim ve personel ihtiyaci gibi kalemlerin hicbiri dikkate alinmamistir. Buna gore
1 plakli ELISA analiz (96 test) kitinin degeri; 172,33 TL olarak hesaplanmis, test
basina maliyet 1,96 TL olarak belirlenmistir. Sunulan tiretim maliyetleri baslangic
olarak optimizasyon, validasyon ve verifikasyon adimlarinin timiini
icermektedir. Kullanilacak sarf miktarlar1 perakende alim fiyatlar1 tizerinden
hesaplanmistir. Seri iiretime yonelik olarak, biiyiik dlcek tiretimde yiiksek miktar
alimlarda maliyet bedellerinin %20-30 kadar diismesi beklenmektedir. Tablo
5.3te de goriildiigi tizere, yurtdisi satis bedelleri verilen IRT kitlerinde test basina

maliyet yaklasik 21 TL’dir, bu bedel yerli {iretimin 10.7 katidir.

Uriinlerin iiretim maliyetleri ve satis bedelleri arasindaki fark ekonomik katma
degerini ortaya koymaktadir. Bu katma deger biyoteknolojik fiirtinlerde
hammaddenin yerli kaynak teminiyle arttirilabilmektedir. Ulkemizde
biyoteknolojik tiriin iiretiminde kullanilan bircok malzeme (kullanilan antikorlar,
antijenler, tek kullanimlik steril hiicre malzemeleri, ELISA plaklari, bazi enzim ve
isaretler ve kimyasallar) tiimiiyle yurtdisindan temin edilmekte bu da ciddi bir
ekonomik kayip ve dezavantaj yaratmaktadir. Tez calismasi1 kapsaminda yerli

liretim maliyetinin diisiik olmasindaki en 6nemli nokta, kitlerin iiretiminde kritik
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hammadde olan monoklonal antikorlarin tarafimizca gelistirilerek iiretilmesidir.

Bu nedenle en biiyiik harcama kalemini olusturabilecek antikorlarin yerli tiretimi

ile maliyetin diismesine olanak saglamaktadir.

Bunun yaninda standart

(kalibrator) eldesinde kullanilabilecek rekombinant (IRT1 ve IRT2) proteinlerin

de yerli iiretimi toplam maliyete olumlu etki yaratabilecektir.

Tablo 5.3 KF analiz kitlerinin piyasa fiyatlari

Kit marka-model Yontem Yurtdisindan Fiyat /test
alinan teklif
fiyat1

(Vergiler ve

nakliyat haric)
MAM-IRT1 Sandwich ELISA- IR1/ IRT2/ | 44.7 € / 50 USD 1.95 TL
MAM-IRT2 IRTmix 344.66 TL
MAM-IRTmix (kolorimetrik/fluorometrik) (2x96 test )
MP BIOMEDICALS Sandwich ELISA - IRT1 240 USD / 1848 21 TL
(France)-7596307 (kolorimetrik) TL* (2x96 test)
ZenTech (E-KR-192/ E- | Sandwich ELISA 250 Euro /1925 TL | 21.9 TL
KR-480) (kolorimetrik) -IRT1 (2X96 test)
DRG (Germany) (EIA- Sandwich ELISA 230 Euro /1771 TL | 20,13 TL
1278 (Vers. 2.1)) (kolorimetrik)- IRT (2x96 test)
IBL (Germany)- Sandwich ELISA - IRT 1 and Fiyat heniiz -
RE53275/RE53279 IRT 2 (Luminescence alinamadi.

Immunoassay)

Labsystem (Neonatal Sandwich ELISA (fluorometrik | Fiyat verilmedi -
IRT FEIA) enzim immunassay) - IRT1

* Ayni iiriin i¢in arge projesi kapsaminda, yurt ici bir firma araciligi ile (19.10.2018’de) yapilan
satin alma islemleri sonucunda 475 € kit bedeli 6denmistir. Bu fiyat yurtdis: satis bedelinin
yaklasik 2 katidir. Araci firmanin kar orani, giimriik ve diger tiim vergiler eklendiginde satin
alma maliyeti oldukca yiikselmektedir.

Emsal IRT tarama kitlerinin test fiyat1 biiyiik 6lcek satis durumunda da 10-20 TL

arasinda olabilmektedir. Bizim 6ngérdiigtimiiz IRT kit maliyeti test basina 2 TL

civarindadir ve boylece en az test basina 8 TL fark olusmaktadir. Bu fark, Tiirkiye

icinde yilda 1300.000 IRT testi goz oniine alinirsa yilda yaklasik 10 milyon TL

ekonomik kazanc anlamina gelecektir. Ilgili {iriinlerin ihracat: geceklestiginde ise

100 milyon TL satis 6ngoriilebilir.
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5.3 Tez Calismas1 Kapsaminda Elde Edilen Sonuclar ve

Literatiirle Karsilastirmasi

Tez calismasi kapsaminda; KF yenidogan taramalarinda kullanilmak {izere
gelistirilen kit modelleri kimyasal spesifikasyonlar1 belirlendikten sonra, Ankara
HSGM merkezinde yapilan saha calismalarinda bebek topuk kan spotlar test
edilerek klinik performansi test edildi. MAM-IRT1 kiti saha calismalarinda diisiik
performans gosterdi (yliksek yanlis pozitif, diisiik spesifite). IRT1 ve IRT2
formlarini tek bir ELISA sisteminde tespit etmek amaciyla tez calismasinin son
doneminde gelistirilen MAM-IRTmix kiti ile MAM1 ve MAM-IRT2 kitine kiyasla
daha az bebek spot kan Ornegi test edildi. Ayrica, ter testi uygulanamamasi
sebebiyle KF pozitif bebek spot kan 6rnekleri tespit edilemedigi icin; MAM-IRTmix
ile KF pozitif 6rnek test edilemedi. Hem az sayida numune test edilmesi hem de
KF pozitif ornek test edilemedigi icin, kit performasi tam anlamiyla irdelenemese
de test edilen 538 rutin tarama ve 25 tarama pozitif bebek topuk kan spotu ile

elde edilen sonuclar HSGM’niin IRT sonuclariyla %100 uyumlu bulundu.

MAM-IRT2 ELISA modeli ise HSGM’niin sonugclariyla daha az uyumlu cikmstir.
Uyumsuzluk; HSGM tarafindan tarama pozitif bulunan 6rneklerin MAM-IRT2 kiti
ile tarama negatif olarak belirlenmesinden kaynaklanmaktadir. Kullanilan tarama
programinda, tarama pozitif bir 6rnegin gercek pozitif olma ihtimali yaklasik %10
oldugu icin, daha diisiik sayida yanls pozitif sonug elde edilebilecek bir yontem
daha avantajlidir. HSGM'niin ve MAM-IRT2 sonuclarinin korelasyonuna
bakildiginda; KF pozitif 6rneklerin sonuclarinin iliskili olmasi, literatiideki “KF’lu
bebekler IRT1 ve IRT2 seviyeleri dogumdan sonraki ilk haftalarda yiiksek
seyreder” bilgisini desteklemektedir [37]. KF yenidogan tarama negatif
bebeklerden elde edilen HSGM-MAM-IRT2 korelasyonunun diisiik iliskili olmasi,
normal bebeklerde IRT miktarlarinin farkli seviyelerde bulundugunu
desteklemektedir. Tarama pozitif KF pozitif sonuclarin IRT2 degerleri HSGM
tarafindan uygulanan klasik yontemle o6lciilen IRT sonuclariyla iliskili ¢cikmasi ise

bu veriyi desteklemektedir.
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Tarama pozitif sonuclarin farklilik gostermesi klasik yontemle ve IRT2 kiti ile
belirlenen tarama pozitif bebeklerin incelenmesi KF tarama programinin
gelistrilmesi icin 6nemlidir. Literatiirde, IRT1 ve IRT2 degerleri KF’lu bebeklerde
dogumdan sonraki haftalarda yiiksek seviyede bulundugu bilgisi bulunmaktadar.
Bu sebeple klasik yontemle 6lciilen IRT1 miktarinin veya IRT2 kiti ile 6l¢iilen IRT2
miktarinin diisiik oldugu durumlar i¢in KF negatif olmasi ihtimali yiiksektir. Fakat
Yiiksek veya diisitk IRT konsantrasyonlarinin sinirlarini yani cut-off belirlemek
kilit noktadir. Uygulanan KF yenidogan tarama protokollerinde belirlenen bir IRT
konsantrasyonu kullanilabiecegi gibi, yenidogan bebeklerin belli bir yiizdesinin
(%1-2) yiiksek kabul edildigi floating cut-off degerleri de kullanilabilir. Floating
cut-off mevsimsel 1s1 ve nem degisikliklerine [74] bagh 6rneklerde meydana gelen
IRT degisimlerinin tarama sonuclarini etkilemesinin 6niine ge¢cmek icin etkilidir.
Fakat IRT1 degerlerinin etnik koken [70], [75]-[77], beslenme cesiti (anne
siitii/ek gida)[42] gibi hastalik dis1 sebeplerle yiiksek seviyelerde bulunmasi;
floating veya sabit cut-off degeri kullaniminda, gorece diisiik seviyedeki KF pozitif
bebeklerin tespit edilememesine veya yanlis pozitif oraninin artmasina sebep

olmaktadir.

IRT2’nin normal bireylerde IRT1’e kiyasla daha diisiik seviyelerde bulunmasi; KF’li
bireylerde IRT1’e yakin konsantrasyonlarda bulundugu bilgisi literatiirde
bulunmaktadir [37]. Buna ek olarak, literatiirde IRT2 seviyesinin yiikseldigi
durumlar genellikle hastalik alakali durumlardir [39], [78]. Bu sebepler goz
ontine alinarak, IRT2'nin de KF yenidogan taramalarinda kullanilmas: ile
yenidogan tarama programinin daha etkin calisacagi 6ne siirtilmistiir [37].
Literatiirde IRT2 nin markir olarak kullanildig1 ¢cok az calisma vardir [37], [79].
Bu tez calismasinda alinan sonuclarda, IRT2nin IRT1’e kiyasla daha diisiik
seviyelerde bulundugu ve KF’lu bebeklerde IRT1 ile benzer seviyeler yiikseldigi

gorildi.

Saglikli bir toplum ve kaliteli bir yasam icin hastaliklarin erken teshisi hayati 6nem
tasimaktadir. Ulkemizde kit {iretiminin istenen diizeyin ¢ok gerisinde olmas: disa

bagimlilik yaratmakta ve tani kitlerinin temini konusunda halen ¢ok biiytik kaynak
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yurtdisina aktarilmaktadir. Bu nedenle bu tez calismasinda tilkemizde tibbi tani
kitlerinin gelistirilmesi icin gerekli olan bilimsel ve teknolojik potansiyelin

harekete gecirilmesine 6nemli katki saglamistir.

5.4 Oneriler

MAM-IRT1 sandvi¢ ELISA modelinin daha yiiksek performan gosterebilmesi icin

iiriin gelistirme calismalar1 devam etmelidir.

MAM-IRT2 sandvi¢ modeli, yenidogan taramalarina yonelik gelistirilmis ve
piyasada muadili olmayan bir iirtindiir. MAM-IRT2 sandvi¢ ELISA modelinin pilot
olcekte (10.000-100.000 oOrnek) yenidogan taramasinda test edilmesi, klinik
performansini ve isleyisini gérmekte faydali olacaktir. Bunun yapilabilmesi icin,
yani IRT1 veya IRT2 formunun ayr1 ayr tespit edilmesi ve limit dis1 tespit edilen

bebeklerin ter testi ile KF tanisinin konmasi gerekmektedir.

MAM-IRTmix, IRT1 ve IRT2 formlarina yonelik iki farkli kaplama antikoru ve 2
farkli antikor-enzim konjugati iceren bir sandvi¢ ELISA modeli oldugu icin, KF
pozitif ve KF negatif oldugu bilinen bebek kan spotlari ile test edilerek etkinliginin
irdelenmesi 6nemlidir. Elde edilen bilgiler 1s1ginda iki formun ayni anda tespit
edilmesinin yenidogan taramalarinda kullaniminin gosterecegi fayday: ortaya

koyacaktir.
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