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OZET

SINYAL AMPLIFIKASYONU IMMUNODENEYLERI

Mevcut bulus, bir test Ornegi i¢inde antikorlarin saptanmasini
giiclendirmede faydali yontemler, cihazlar, kompozisyonlar (ormn.
yakalama kompleksleri) ve kitler sunar. Yontemler, cihazlar ve
kompozisyonlar, immunodeneylerde, drnegin lateral akis deneylerinde
saptanan bir antikorun sinyalini amplifiye etmek i¢in saptanabilen Fc
baglanma molekiller1 dregin Protein A, Protein G ve/veya Fc'ye

spesifik bir antikor kullanir.
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ISTEMLER

1. Bir test 0rnegi i¢inde bir antikorun varligimin saptanmasia yonelik,
asagidakileri i¢eren bir yontem:

(a) test omegi, bir birinci dedektor ve bir ikinci dedektor ile temas
ettirilerek birinci dedektoril, ikinci dedektorilt ve antikoru igceren bir
birinci kompleksin olusturulmasi, buradaki birinci dedektor, bir birinci
saptanabilen 6geye konjuge edilmis bir Fc baglanma molekiilui igerir;
ad1 gegen Fc baglanma molekiilii, antikorun Fc bolgesine spesifik
olarak baglanabilir ve buradaki ikinci dedektor, bir ikinci saptanabilen
ogeye konjuge edilmig bir antijen veya antijenik peptit igerir; adi
gecen antijen veya antijenik peptit, antikorun bir degisken bolgesine
spesifik olarak baglanabilir;

(b) birinci kompleksin, bir yizeyin bir test bolgesi lizerinde
immobilize edilmis bir yakalama 0gesi ile temas ettirilmesi, buradaki
yakalama ogesi, antikora baglanir, buradaki antikor; birinci dedektor,
ikinci dedektér ve yakalama 0Ogesi ile bir yakalama kompleksi
olusturur, bu seckilde yakalama kompleksi, test bodlgesi Uzerinde
immobilize edilir; ve

(c) test bolgesinde birinci saptanabilen 6geden gelen bir sinyalin
varligimin saptanmasi, burada sinyalin varhigi, test drnegi iginde

antikorun varhgimn gostergesidir.

2.Istem 1'e ait yontem, buradaki birinci dedektor, yiizeyin bir
konjugat bolgesine immobilize edilir ve burada konjiugat bolgesi,

yluzeyin test bolgesi ile ¢akismaz.
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3.1stem 1'e ait yontem, burada Fc baglanma molekiilii, protein A

ve/veya protein G'dir.

4. [stem 1'e ait yontem, burada yakalama gesi, bir antijen veya

antijenik peptittir.

5. Istem 4'¢ ait yontem, burada adi gegen antijen veya antijenik peptit,
kalpkurdu, Ehrlichia canis, Ehrlichia chatfeensis, Ehrlichia ewingii,
Borrelia burgdorferi, Borrelia afzelii, Borrelia garinii, Anaplasma
phagocytophilum, Anaplasma platys, kedigiller 1dsemi virlis,
parvovirits, influenza A susu, mfluenza B susu, kus gribi virusi,
respiratuar  sinsitiyal virils, Legionella, adenovirils, rotaviris,
kedigiller immuno-eksiklik virtsii, insan immino-eksiklik virtisti ve

Grup A Streptococcus’tan olusan gruptan segilen bir organizmadandir.

6. Istem 1'e ait yontem, burada birinci saptanabilen dge, bir metal
nano-partikill, metal nano-kabuk, florofor veya renkli lateks

partikulidir.

7. Istem 6'ya ait yontem, burada metalik nano-partikill veya metalik
nano-kabuk, altin partikillleri, ghmils partikitlleri, bakir partikiilleri,
platinyum partikiilleri, kadmiyum partikiilleri, kompozit partikiilleri,
altin delik kiuireleri, altin kaph silika nano-kabuklar1 ve silika kaph

altin kabuklarmdan olusan gruptan secilir.

8. Istem 1'e ait yontem, burada birinci ve ikinci dedektor, bir konjiigat
bolgesi izerinde immobilize edilir, buradaki konjugat bolgesi, yiizeyin

test bolgesi ile cakismaz.
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9. Istem 2 veya 8'e ait yontem, burada konjigat bolgesi ayrica bir

kontrol dedektorii i¢erir.

10. Istem 1'e ait yontem, burada birinci ve ikinci saptanabilen 6geler
aymidir, 1stege baglh olarak burada birinci ve ikinci saptanabilen

ogeler, alti nano-partikilleridir.

11. Istem 1'e ait yontem, burada ikinci dedektdriin adi1 gegen antijeni
veya antijenik peptidi, kalpkurdu, Ehrlichia canis, Ehrlichia
chaffeensis, Ehrlichia ewingii, Borrelia burgdorferi, Borrelia afzeli,
Borrelia garinii, Anaplasma phagocytophilum, Anaplasma platys,
kedigiller 16semi virlsu, parvovirls, influenza A susu, influenza B
susu, kus gribi viriisil, respiratuar sinsitiyal virls, Legionella,
adenovirils, rotavirus, kedigiller immiino-eksiklik virlisi, insan
immiino-eksiklik viriisit ve Grup A Streptococcus’tan olusan gruptan

secilen bir organizmadandir.

12. Istem 1'¢ ait yontem, burada birinci dedektor ve ikinci dedektor,

yaklagik 20:1 1la yaklagik 1:1'lik bir oranda bulunur.

13. Istem 12'ye ait ydontem, burada birinci dedektor, bir birinci
saptanabilen 0geye konjuge edilmis bir Fc baglanma molekulil igerir

ve burada Fec baglanma molekili, protein A ve/veya protein G'dir.

14, Istem 1'e ait yontem, burada yiizey, bir lateral akis deneyi
cthazinda bir akis yolu veya bir analitik rotorda bir akis yoludur ve
buradaki test ornegi, bir vilcut sivisi, bir viicut organindan 6zit, kan,

serum veya plazmadir.
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15. Istem 2'ye ait yontem, burada omek, ikinci dedektor ve birinci

dedektor ile herhangi bir sirada veya ardigiklikta kangtinlir.

16. Istem l'e ait yontem, burada ikinci dedektor, bir ikinci
saptanabilen 0geye konjuge cedilmis bir Ehrlichia antijenik peptidi

veya bunun bir karisimdir.

17. Istem 1'e ait yontem, burada birinci dedektor ve ikinci dedektor,
vaklagik 16:1 ila vaklasik 2:1, istege bagli olarak yaklasik 4:1'lik bir

oranda karigim halinde bulunur.
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TARIFNAME

SINYAL AMPLIiFIKASYONU IMMUNODENEYLERI

BULUSUN ARKA PLANI

Immiinodeneyler siklikla diger kullanimlarin yam sira enfeksiydz
ajanlar tanimlamak i¢in kullamilir. Bazi immiinodeneyler, ornegin
enfeksiydz ajanin bir veya daha fazla benzersiz antijenine spesifik
olarak baglanan konak¢1 antikorlarin varhigi test edilerek bu
enfeksiydoz ajana verilen konak¢i imminolojik tepkilerine dayanir.
Immiinodeney sistemlerinin sayisiz tiirii, bilyitk, otomatik merkezi
laboratuar sistemleri ve nispeten basit tezgah st testler dahil olmak
tizere tam amaglariyla temin edilebilir. Bu immuinodeneyler, genis bir
velpazede test formatlari, omegin aglutinasyon deneyleri, presipitin
deneyleri, enzim bagli immumodeneyler, direkt flioresan deneyleri,
immiumo-histolojik testler, komplement sabitleme deneyleri, serolojik
testler, immumno-elektroforetik deneyler ve lateral akis ve genel akis
testleri (yani, hizli "strip" testleri) kullanir, Imminodeneyler, gesitli
durumlar i¢in hizh, basit ve etkili tani araglar1 saglayabilir. Bununla
birlikte duyarhligr arttinlmis, gelismis immiinodeneylere teknikte hala

thtiya¢ vardir.

WO 2011/063235, Ehrlichia antikorlarinin saptanmasma yonelik

peptitler, cihazlar ve yontemler agiklar.
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WO 2011/063003 (US2011136155°in familya tiyesi), Lyme hastalig

antikorlarinin saptanmasi igin peptitler ve yontemler agiklar.

Hong W. ve arkadaslar1: J. of Microbiological Methods, Cilt 83, no. 2,
Kasim 2010, sayfa 133-140, Yersinia pestis'e kars1 antikorlarin
profillenmesi i¢in yukari dontisimlit fosfor teknolojisi bazly, 10

kanall1 bir lateral akis deneyinin gelistirilmesi ile ilgilidir.

Fan Chao-ming ve arkadaslari, Chinese journal of tuberculosis and
respiratory diseases, Cilt 34, no. 5, Mayis 2011, sayfa 356-358 [Cince
igin, Ingilizce igin bakimz the Medline Abstract NLM21729624],
Mycobacterium tuberculosis antikoru i¢in 1kili antijen sandvig
kolodyal altin immimo-kromatografisi hizli saptamaya yonelik bir

calisma acgiklar.

WO 2013/067524 (Madde 54(3) EPC uyarinca bilinen teknik ve
US2013115634tn  familya uyesi), Lyme hastaligi antikorlarinin

saptanmasina yonelik peptitler ve yontemler agiklar,

WO 2014/059274 (Madde 54(3) EPC uyarinca bilinen teknik),
Ehrlichia antikorlarinin saptanmasina yonelik peptitler, cihazlar ve

yontemler agiklar.

BULUSUN OZETI

Mevcut bulus kismen saptanabilir Fc baglanma molekilllerinin (orn.,

Protein A konjugatlari, Protein G konjugatlari, sekonder antikor
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konjugatlar1) 1lavesmin, imminodeneylerde, orn., antijen-bazh
yakalama veya sandvi¢ tipi deneylerde antikorlarm saptanmasi icin
kullanilabileceginin kesfedilmesine dayanir, Bu saptanabilir Fc
baglanma molekiilleri, immunodeneylerde antikorlarin saptanmasi igin
tek baslarma veya baska saptanabilen dgeler ile kombinasyon halinde
kullamilabilir. Ornegin bu Fc¢ baglanma molekillleri, saptanacak
antikorlar antikora spesifik baglanma 0geleri, Orn., antijenler
tarafindan yakalandiginda antikorlar1 saptamak i¢in kullanilabilir.
Baska bir ornekte bu Fc baglanma molekiilleri, orn. bagka bir etiketli
veya saptanabilen antikor baglanma ©gesi, Ornegin antijen ile
kombinasyon halinde, saptanabilen sinyaller i¢cin bir ikincil kaynak

olarak kullamlabilir.

Bu kesif, burada tarif edilen ¢esitli yakalama tipi deneylere, ilgili

yontemlere, kompozisyonlara ve kitlere uygulanabilir.

Boylelikle bazi diizenekler, bir test Ornegi icinde bir antikorun
saptanmasina yonelik, asagidakileri iceren yontemler icerir: (a) test
ornegi bir birinci dedektor ile temas ecttirilerek birinci dedektorin ve
antikoru igeren bir birinci kompleksin olusturulmasi, buradaki birinci
dedektor, bir birinci saptanabilen 8geye konjige edilmis bir Fc
baglanma molekiill igerir; (b) birinci kompleksin, bir yiizeyin bir test
bolgesi Uizerinde 1immobilize edilmis bir yakalama 0gesi ile temas
ettirilmesi, buradaki yakalama ©gesi, antikora spesifik olarak
baglanabilir; ve (c) test bdlgesinde birinci saptanabilen 6geden gelen
bir sinyalin varliginin saptanmasi, burada sinyalin varligi, test drnegi
iginde antikorun varlhiginin gostergesidir. Bazi diizeneklerde birinci

dedektor, ylizeyin bir konjigat bolgesine immobilize edilir, burada
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konjigat bolgesi, yluzeyin test bolgesi 1le c¢akismaz. Spesifik
duzeneklerde Fc baglanma molekulu, protein A, protein G veya her
ikisidir. Bazi diizeneklerde birinci dedektor, her biri saptanabilen
ogeye konjuge edilmis protein A ve protein G igerir. Bu tir
duzeneklerde protein A’nmm  protein G’ye orani, saptanacak
imminoglobulinin tipine bagh olarak sinyal amplifikasyon dizeyini
optimize etmek amaciyla ayarlanabilir. Ornegin baz1 duzeneklerde
protein A ve protein G, yaklasik 10:1 ila yaklasik 1:10, daha fazla
tercthen yaklasik 5:1 ila yaklasik 1:5 oraninda bulunur.

Bazi duzeneklerde yakalama Ogesi, bir antijen veya antijenik peptittir.
Ozel diizeneklerde ad1 gecen antijen veya antijenik peptit, kalpkurdu,
omn., kopekgiller kalpkurdu, Ehrlichia canis, Borrelia burgdorferi,
Borrelia afzelii, Borrelia garinii, Anaplasma phagocytophilum,
kedigiller losemi virisii, parvovirils, influenza A susu, influenza B
susu, kus gribi virisii, respiratuar sinsitiyal virlis, Legionella,
adenovirils, rotaviris, kedigiller immiino-eksiklik virlst, insan
immuno-cksiklik virtisit ve Grup A Streptococcus’tan olusan gruptan

segilen bir organizmadandir.

Baz1 dizeneklerde birinci saptanabilen dge, bir metal nano-partikill,
metal nano-kabuk, florofor veya renkli lateks partiklludir. Bazi
diizeneklerde metalik nano-partikill veya metalik nano-kabuk, altin
partikulleri, giimis partikulleri, bakir partikiilleri, platinyum
partikulleri, kadmiyum partikiilleri, kompozit partikilleri, altin delik
kureleri, altin kaph silika nano-kabuklar1t ve silika kaplh altin

kabuklarindan olusan gruptan segilir.
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Burada sunulan bazi yontemler ayrica test dormegmin bir ikinel
dedektor ile temas ettirilmesini igerir, buradaki ikinci dedektor, bir
ikinci saptanabilen 0geye konjige edilmig bir antijen veya antijenik
peptit igerir; adi gegen antijen veya antijenik peptit, antikora spesifik
olarak baglanabilir. Baz1 diizencklerde birinci ve ikinci dedektor, bir
konjugat bolgest Uzerinde immobilize edilir, buradaki konjugat
bolgesi, yuzeyin test bolgesi ile cakismaz. Bazi dizeneklerde konjugat
bolgesi ayrica bir kontrol dedektorti igerir. Sinyal amplifikasyon
dizeyi, birinci dedektdoriin  ikinei dedektére orami  ayarlanarak
secilebilir. Bazi diizeneklerde birinci dedektoriin 1kinci dedektore
orami, yaklasik 20:1 ila yaklasik 1:20, daha fazla tercihen yaklasik
20:1 1la yaklagik 1:1°dir.

Spesifik diizeneklerde birinci ve ikinci saptanabilen ogeler aynidir,
Daha spesifik diizeneklerde birinci ve ikinci saptanabilen 6gelerin her
ikisi de altin nano-partikitlleridir. Diger diizencklerde birinci ve ikinci

saptanabilen 0geler farklidir.

Bazi duzencklerde yuzey, bir lateral akis deneyi cihazinda bir akis
yolu, bir mikrotiter plakanin bir yiizeyl veya bir analitik rotorda bir

akis yoludur.

Yukarida belirtildigir gibi bazi diizeneklerde saptanabilen bir 0geye
konjige edilmis bir ikinci dedektor kullamlir, buradaki ikinci
dedektdor, bir antijen veya antijenik peptittir,. Bu ve iliskili
diuzeneklerin bazilarinda antijen veya antijenik peptit, kalpkurdu, orn.,
kopekgiller kalpkurdu, Ehrlichia canis, Ehrlichia chatfeensis,

Ehrlichia ewingii, Borrelia burgdorferi, Borrelia afzelii, Borrelia
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garinii, Anaplasma phagocytophilum, Anaplasma platys, kedigiller
losemi virlist, parvovirus, om. kopekgiller parvoviriis, influenza A
susu, influenza B susu, kus gribi virlsil, respiratuar sinsitiyal viris,
Legionella, adenoviris, rotaviruis, kedigiller immiino-eksiklik virisi,
insan 1mmilno-cksiklik viriisu ve Grup A Streptococcus’tan olusan

gruptan secilen bir organizmadandir.

Baz1 diizeneklerde ylzey, bir lateral akis deneyi cihazinda bir akis
yolu veya bir analitik rotorda bir akis yoludur. Belirli diizencklerde

test ornegi, kan, serum veya plazmadir.

Ayrica bir 0rmek yukleme bolgest; bir konjiugat bolgesi, ki burada ad
gecen konjugat bolgesi, bir birinci saptanabilen 0geye konjuge edilmis
bir Fc baglanma molekillil i¢eren, mobilize edilebilen bir birinci
dedektor igerir; ve bir test bolgesi iceren antikor saptama cihazlar da
dahildir, burada adi gegen test bolgesi, antikora spesifik olarak
baglanabilen, immobilize edilmis bir yakalama 0gesi icerir: buradaki
ornck yitkleme bolgesi, konjugat bolgesi ve test bolgesi, ¢alisma
sirasinda Ornek yukleme bolgesine yiklendiginde bir sivi drnek,
konjugat bdlgesi ve test bolgesi ile akigskan iletisimine gegecek sekilde
konfigiire edilir. Bazi diizeneklerde Fc baglanma molekilii, protein A

ve/veya protein G'dir.

Baz1 duzeneklerde yakalama Ogesi, bir antijen veya antijenik peptittir.
Belirli duzeneklerde antijen veya antijenik peptit, kalpkurdu, orn.,
kopekgiller kalpkurdu Ehrlichia canis, Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichia
ewingii, Borrelia burgdorferi, Borrelia afzelii, Borrelia garinii,

Anaplasma phagocytophilum, Anaplasma platys, kedigiller losemi
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virusil, parvovirlis, om. kopekgiller parvovirils, influenza A susu,
influenza B susu, kus gribi virlisii, respiratuar sinsitiyal virls,
Legionella, adenovirlis, rotaviriis, kedigiller immiino-eksiklik viriisii,
insan 1mmiino-cksiklik virist ve Grup A Streptococcus’tan olusan

gruptan sc¢ilen bir organizmadandir.

Belirl1 duzeneklerde birinci saptanabilen 6ge, bir metal nano-partikil,
metal nano-kabuk, florofor veya renkli lateks partikultdiir. Spesifik
diizencklerde metalik nano-partikill veya metalik nano-kabuk, altin
partikirlleri, gimils partikillleri, bakir partikiillerr, platinyum
partikiilleri, kadmiyum partikiilleri, kompozit partikilleri, altin delik
kiireleri, altin kaph silika nano-kabuklar1i ve silika kaph altm

kabuklarindan olusan gruptan segilir.

Baz1 dizeneklerde cihaz ayrica ornek yikleme bodlgesine
yiklendiginde bir sivi dornek ile akiskan iletisiminde olan bir kontrol
bolgest 1cerir. Bazi duzeneklerde kontrol bodlgesi, bir kontrol
dedektorinii spesifik olarak baglayabilen, immobilize edilmis bir

baglanma ortagi igerir,

Belirli diizeneklerde birinci dedektdr, bir birinci saptanabilen dgeye
konjuge edilmis protein A veya protein G igerir ve adi gegen
immobilize edilmis baglanma ortagi, bir anti-protein A veya anti-

protein G antikorudur.

Bazi cihazlar ayrica test bolgesinin asagi akisina konumlandirilmis bir
absorbent ped igerir. Bazi cihazlarda konjugat bolgesi, yiikleme

bolgesinin yukari akisina konumlandirilir. Bazi duzeneklerde konjugat



10

15

20

25

bolgesi, yiltkleme bolgesinin asagi akisma konumlandirihir. Baz
duzeneklerde ornek yiikleme bolgesi, bir kan separator materyali
icerir. Baz1 durumlarda konjugat bolgesi ayrica mobilize edilebilen
bir ikinci dedektor icerir, buradaki ikinci dedektor, bir ikinci
saptanabilen 0geye konjige edilmis bir antijen veya antijenik peptit
igerir; ad1 gecen antijen veya antijenik peptit, antikora spesitik olarak
baglanabilir. Birinci dedektorin (orn., Fc baglanma molekiillinin,
oregin bir birinci saptanabilen 0geye konjuge edilmis protein A
ve/veya protein G’nin) ikinci dedektore (bir ikinci saptanabilen dgeye
konjige edilmis antijen/antijenik peptite) orani, arzu edilen sinyal
amplifikasyon duzeyinmi segecek sekilde ayarlanabilir. Bazi
diizeneklerde birinci dedektorim 1kinet dedektore oram, yaklagik 20:1
ila yaklagik 1:20'dir. Diger duzeneklerde birinci dedektoriin ikinel
dedektdre orani, yaklasik 20:1 ila yaklasik 1:1'dir.

Belirli diizeneklerde birinci ve ikinci saptanabilen Ogeler aymdir.
Spesifik dizeneklerde birinci ve ikincei saptanabilen 0geler, altin nano-
partikulleridir. Diger duzeneklerde birinci ve ikinci saptanabilen

ogeler farkhdir.

Belirli diizeneklerde, drnegin anti-mikrobiyal antikorlarin saptanmasi
icin antijen veya antijenik peptit, kalpkurdu, om., kopekgiller
kalpkurdu Ehrlichia canis, Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichia ewingii,
Borrelia burgdorferi, Borrelia afzelii, Borrelia garinii, Anaplasma
phagocytophilum, Anaplasma platys, kedigiller losemi viriisi,
parvoviris, orn. kopekgiller parvoviruis, influenza A susu, influenza B
susu, kus gribi virisii, respiratuar sinsitival virlls, Legionella,

adenovirlis, rotaviriis, kedigiller immuno-eksiklik viriisii, insan
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immilno-eksiklik viriisit ve Grup A Streptococcus’tan olusan gruptan

secilen bir organizmadandir.

Ayrica burada tarif edilen bir veya daha fazla saptama cthazini ve
sistemini ve bir test 0rnegi icinde bir antikoru saptamak i¢in cithazin
veya sistemun kullamlma talimatlarini iceren kitler de dahildir. Bazi
kitler ayrica bir 1ikinci dedektor ve saptama sisteminin ornek yukleme
bolgesine uygulanmadan oOnce ikinci dedektoriin test ornegi ile
birlestirilmesine yonelik talimatlar igerir, burada adi gegen ikinci
dedektdr, bir ikinci saptanabilen dgeye konjiige edilmis bir antijen
veya antijenik peptit icerir; adi gegen antijen veya antijenik peptit,
antikora spesifik olarak baglanabilir. Baz1 diizeneklerde talimatlar,
ikinci dedektorin test ormegi ile, ikinci dedektor, arzu edilen sinyal
amplifikasyon diizeyine ulagsmak igin birinci dedektor ile belirli bir

oranda bulanacak sekilde birlestirilmesini saglar.

Ayrica bir test Ornegi i¢inde bir antikorun saptanmasina yonelik, test
orneginin, burada tarif edilen bir veya daha fazla saptama cihazinin
veya sisteminin drmek yukleme bolgesine uygulanmasimi ve birinel
saptanabilen dgeden gelen bir sinyalin test bolgesi i¢inde varliginin
veya yoklugunun saptanmasim igeren yontemler de dahildir. Baz:
yontemler ayrica saptama sisteminin Oornek yukleme bolgesine
uygulanmadan ©once bir ikinci dedektorin  test  ornegi  ile
birlestirilmesini igerir, burada adi gecen ikinci dedektor, bir ikinci
saptanabilen 0geye konjige edilmis bir antijen veya antijenik peptit
igerir; ad1 gegen antijen veya antijenik peptit, antikora spesifik olarak

baglanabilir.
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Bazi diizenekler, bir yakalama gesi, bir test dmegi i¢inde bir antikor
ve bir birinci dedektor iceren bir veya daha fazla yakalama kompleksi
ile ilgilidir, buradaki yakalama ©gesi, antikora baglanir ve buradaki
birinct dedektor, bir birinci saptanabilen 6geye konjuge edilmis ve
antikorun Fc bodlgesine baglanan bir Fc baglanma molekilli igerir. Bu
ve 1liskili duzeneklerin bazilar1 ayrica bir ikinci dedektor igerir,
buradaki ikinci dedektor, antikorun degisken bolgesine spesifik olarak
baglanir. Baz1 duzeneklerde yakalama kompleksi, bir ylizeyin bir test

bdlgesi Gizerinde immobilize edilmistir.

Bulus, istemlerle tanimlanir.

CIZIMLERIN KISA TARIFi

Sekil 1, bir test yiizeyine (Orn., nitroseliiloz) immobilize edilmis bir
yakalama ogesi (orn., BSA’va konjuge edilmis, antikora spesifik
antijen) tarafindan yakalanan, ilgi konusu bir antikor, bir hedef
antikorun Fc bolgesine baglanmuis, saptanabilen bir Fc baglanma
molekillin konjigati (6rn., Protein A veya Protein G kolodyal altin
konjugati) ve istege bagl olarak konu olan antikorun degisken
bolgesine baglanmis, bir ikinci saptanabilen konjugat (d6rn., antijen-
kolodyal altin konjugati) ile birlikte bulusa ait bir yakalama
kompleksinin bir 6rmegini gosterir.

Sekil 2, bir lateral akis cihazinin ve mevcut bulusa uygun yontemin
bir Oomegini gosterir. Konu olan bir antikora spesifik antijenik
peptitler, tasiyici protein sigir serum albiminine (BSA) baglanir ve
elde edilen BSA-peptit konjugatlari, nitroseliloz tizerinde yakalama

olarak kullamilir. Bu ayni antijenik peptit ayrica bu drnek deneyde
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etiket gdorevi goren kolodyal altina konjuge edilir. Uretilen sinyal daha
sonra ayrica Protein A/G-altin konjiugat(lar) konjugat karisimina ilave
edilerek amplifiye edilir.

Sekil 3, Sekil 2°de gosterilen lateral akis cihazi kullanilarak Lyme
hastaligina spesifik bir lateral akis deneyinin zamana gore ornek
akisini gosterir. Bu 0rnek deneyde bir damla kan, serum veya plazma
(vaklasik 15-20 pL, transfer pipeti aracihigiyla), dort damla kolodyal
altin konjigat ¢ozeltisi (bir damlatma sisesinden yaklasik 30 pL), bir
reaksiyon tipll i¢inde karistirilir. Elde edilen reaksiyon karisimindan
bir damla, yass1 bir ylizey izerine konulan test kasetinin 6rnek portuna
aktarilir. Kan ayirma pedi, kan hiicrelerini butin kandan filtre eder
(bakimiz Sekil 2). Plazma (veya serum) ve B. burgdorferi antikoru
konjiugat1 kompleksleri, test ve kontrol bolgelerini ihtiva eden
nitroseliloz membrana tasinir, Ug (3) damla (bir damlatma sisesinden
yaklasik 60 uL) takip tamponu (ornek uygulandiktan bir dakika
sonra), biitin karisimi, siviyl gekmeye devam eden Gist absorbent pede
dogru nitroseliiloz i¢inden tasir. Bir pozitif 06rnek i¢inde bulunan, B.
burgdorferi’ye spesifik antikorlar hali hazirda altin etiketli antijen
konjugat1 1le komplekslesmigtir. Etiketli antijen-antikor kompleksi,
immobilize edilmis antijenin etiketli antijen-antikor komplekslerini,
antikor Uizerindeki 1kinci baglanma sahasi aracilifiyla yakaladigi test
cizgisine gider. Konjigat karisim iginde bulunan protein A/G-altin
konjiugati, hedef antikorun Fc bolgesme baglanir ve test sinyalini
amplifiye eder. Serbest etiketli antijen ve reaksiyon karisiminin geri
kalani, Protein A altin konjugatimin, bir tavuk anti-Protein A antikoru
igeren kontrol yakalamasi tarafindan yakalandigi kontrol ¢izgisine
geger. Bu durumda cihaz, yaklasik 8 dakikada okunur. Test bolgesinde

kirmizi bir ¢izginin goriinmesi ve kontrol bolgesinde bir ikinei kirmizi
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cizginin gorinmesi, B. burgdorferi'ye yonelik antikorlarin varlhigim
gosterir. Sadece kontrol bolgesinde bir kirmuzi ¢izginin gorimmesi, B.
burgdorferi'ye vyonelik antikorlarin olmadigini gosterir. (a) Test
¢izgist gorunur ancak kontrol ¢izgisi olusmazsa veya (b) ne kontrol ne

de test ¢izgisi olusursa test gegersiz kabul edilir.

DETAYLI TARIFNAME

Burada kullanilan asagidaki terimler, asagidaki anlamlara sahip
olacaktir:

"Bir" sifati burada maddenin dilbilgisel objesinden birine veya birden
fazlasina (yanm en az birine) karsilik gelecek sekilde kullamilir. Omek
olarak “bir eleman”, bir eleman veya birden fazla eleman anlamina

gelir,

"Yaklasik" ile, bir referans miktar, duzey, deger, savi, frekans, yliizde,
boyut, ebat, miktar, agirhik veya vzunluga gore %30, 25, 20, 25, 10, 9,
8,7,6,5,4,3, 2 veya | kadar degisiklik gosteren bir miktar, dizey,
deger, say1, frekans, vizde, boyut, ebat, miktar, agirhik veya uzunluk

kast edilmektedir.

Bu spesifikasyon boyunca igerik aksini  gerektirmedigl siirece
“igerme”, “igerir” ve “igeren’” gibi sozciklerin, belirtilen bir adimin
veya 0Zenin veya adim veya 0ge grubunun dahil oldugunu, ancak
baska herhangi bir adimin veya 6genin veya adim veya 0ge grubunun

hari¢ olmadigini gosterecek sekilde anlasilacaktir.

".'den olusur" ile, "..'den olusur" ifadesini takip edenin igerildigi, ve
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bununla simirl olundugu kast edilmektedir. Boylelikle "..'den olusur"
ifadesi, sayilan ogelerin gerekli veya zorunlu oldugunu ve baska
Ogelerin bulunamayacagini gosterir. "Esasen ...’den olusur” ifadesi
ile, ifadeden sonra sayilan ogelerin dahil oldugu ve sayilan 6geler i¢in
agiklamada belirtilen aktiviteyve veya etkiye miidahale etmeven veya
katkida bulunmayan diger ogeler ile sinirh oldugu kast edilmektedir.
Boylelikle "esasen ...’den olusur” ifadesi, sayilan 0gelerin gerekli
veya zorunlu oldugunu, ancak diger 6gelerin istege bagli oldugunu ve
sayillan Ogelerin aktivitesini veya etkisini somut sekilde etkileyip
etkilemediklerine  bagh olarak  bulunabileceklerim veva

bulunamayacaklarim gosterir

"Peptit" ve "polipeptit" ve "protein" terimleri burada birbirlerine
yerine, amino asit tortularmin bir polimerine ve bunlarin varyantlarina
ve sentetik ve dogal yoldan meydana gelen analoglarina karsilik
kullanilir. Boylelikle bu terimler, bir veya daha fazla amino asit
tortusunun sentetik, dogal olmayan yoldan meydana gelen amino
asitler, ornegin karsilik gelen, dogal yoldan meydana gelen bir amino
asidin kimyasal bir analogunun yam sira dogal yoldan meydana gelen
amino asit polimerleri ve bunlarin dogal yoldan meydana gelen

kimyasal tiurevleri oldugu amino asit polimerleri i¢in gegerlidir.

Bir "artmis” veya "giclenmis" miktar istege bagh olarak “istatistiksel
acidan anlamli" bir miktardir ve 6rnegin saptanabilen bir Fc baglanma
molekillt olmadan yapilan bir antikor testine gore miktarin veya
degerin (Orn., sinyalin veya degerin, 0rnegin bir Reaktivite skorunun)
yaklagik 1.1,1.2,1.3,14,15,1.6,1.7,18,1.9,20,2,3,4,5,6,7, 8,
9, 10, 15, 20, 30 veya daha fazla kat: (bunlarin arasindaki ve 1’in
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tzerindeki tim tamsayilar, araliklar ve ondalik basamaklar, om., 2.5,
3.6, 3.7. 3.8, vb. dahil olmak uzere) olan bir artis1 igcerebilir. Bir
"artmis" veya "giglenmis" deger veya miktar ayrica Ornegin
saptanabilen bir Fc baglanma molekilli olmadan yapilan bir antikor
testine gore miktarda veya degerde %1, %2, %3, %4, %S5, %6, %7,
%8, %9, %10, %11, %12, %13, %14, %15, %16, %17, %18, %19,
%20, %235, %30, %35, %40, %45, %50, %55, %60, %63, %70, %75,
%80, %85, %90, %95, %100, %200, %300, %400, %500'1uk veya

daha fazla bir artis igerebilir.

Yontemler

Bir yonde mevcut bulus, bir test Ornegi i¢inde bir antikorun
saptanmasina yonelik yontemler icerir. Bazi diuzeneklerde bu
yontemler, ilgili kisminda, test orneginin bir birinci saptanabilen
ogeye konjuge edilmis bir Fc baglanma molekiilii (yani saptanabilen
bir Fc baglanma molekili konjugati) ile temas ettirilerek bir birinci
kompleks olusturulmasi, birinci kompleksin bir yiizeyin bir test
bolgesi izerinde immobilize edilmis bir yakalama ogesi ile temas
ettirilmesi, ki burada yakalama ©gesi, antikora spesifik olarak
baglanabilir ve saptanabilen Fc baglanma molekiil konjigatindan
gelen bir sinyalin test bolgesi igindeki varliginin saptanmasi ile
lgilidir. Burada sinyalin varhi@, antikorun test ornegi i¢indeki

varhiginin gostergesidir.

Bu yontemlerin reaktanlar: herhangi bir sirada veya ardigiklikta temas
ettirtlebilir.  Ornegin  test ornegi, ylizeye uygulanmadan ©once

saptanabilen Fc baglanma molekuli konjugat: ile karigtirilabilir veya
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bu iki reaktan, yizeye ayrn ayn, sirayla veya aym anda, ylzey
uzerindeki aymi veya farkli bir yere uygulanabilir. Ay ayn ilave
edildiginde reaktanlar, test ylzeyine yayilirken veya bunun i¢inden
akarken, kilcal veya baska bir harcket yoluyla birbirleri ile temas
edecektir. Belirli dizencklerde saptanabilen Fc baglanma molekiili
konjugati, yizeyin test bdlgesi ile cakismayan, yizeyin bir konjugat
bolgesine dnceden immobilize edilir. Bu duzeneklerin bazilarinda test
ornegi, yuzeye uygulanabilir, burada kilcal veya baska bir hareket
yoluyla konjiigat bolgesi ve test bolgesi iginden akar ve bu sekilde Fc
baglanma molekillil ve yakalama 6gesi ile temas eder. Ornek iginde
konu olan bir antikor varsa bu, saptanabilen Fc baglanma molekiila ve
yakalama Ogesi ile saptanabilen bir kompleks olusturacaktir. Spesifik
diuzeneklerde Fc baglanma molekulii; protein A, protein G, protein
A/G, protein L veya bunlarm herhangi bir kombinasyonu, orn.,

bunlarin bir karisimi veya bir fiizyon proteinidir.

Burada saglanan bazi yontemler ayrica test Orneginin bir iKinci
dedektor molekill 1le temas ettirilmesini igerir. Bu diizeneklerde ikinci
dedektor, uygun herhangi bir antikor baglanma 6gesi, orm. bir ikinci
saptanabilen o6geye konjuge edilmis ve antikora spesifik olarak
baglanabilen bir antijen veya antijenik peptit olabilir. Kombinasyon,
orn. ikinci dedektor ile ikinci saptanabilen 0genin konjugati bazen
"saptanabilen antikora spesifik antijen konjigati" veya "saptanabilen
antijen konjigati" olarak adlandirilir ve peptit antijenlern ve peptit
harici antijenler igerir. Bazi1 duzeneklerde birinci ve ikinci
saptanabilen 6geler aynidir, yani Fc baglanma molekulii konjigati ve
the saptanabilen antijen konjugati, ayni tipte saptanabilen 0geye,

ornegin bir altin partikiline konjiage edilir. Diger diizeneklerde birinci
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ve ikinci saptanabilen dgeler farkhidir. Spesifik duzeneklerde birmnei
ve 1kinci saptanabilen 6gelerin her ikisi de kolodyal altin konjiigatlan
(CGC) yaratmak uzere altm nano-partikillleridir. Bu ve iligkili
duizeneklerde saptanabilen Fc baglanma molekuili, bir "Fc baglanma
molekilla-CGC" olarak adlandirlabilir; spesifik ornckler arasinda
Protein A-CGC’ler, Protein G-CGC’ler, protein A/G-CGC’ler ve
protein  L-CGC’ler bulunur. Baz duzeneklerde Fc baglanma
molekiilu, test Ornegi i¢indeki antikorun Fc bolgesine baglanabilen bir
ikineil antikor veya bunun bir fragmani iken ikinci dedektor, uygun
herhangi bir antikor baglanma dgesi, drn. antijen veya antijenik peptit,

vb. olabilir.

Yukandakine benzer sekilde bu yontemlerde reaktanlar, herhangi bir
sirada veya ardisiklikta temas ettirilebilir. Bir 0rnek olarak test ornegi,
yuzeye uygulanmadan oOnce saptanabilen Fc baglanma molekili
konjigati, saptanabilen antijen konjigati veya her ikisi ile
karistirilabilir veya bu li¢ reaktan, ylizeye ayr ayn, sirayla veya aym
anda, yuzey Uzerindeki aym: veya farkli bir yere uygulanabilir. Ayn
ayr1 ilave edildiginde reaktanlar, test yizeyine yvayilirken veya bunun
iginden akarken, kilcal veya bagka bir hareket voluyla birbirleri ile

temas edecektir.

Baz1 diizencklerde Fc baglanma molekiilll konjugati, ylzeym test
bolgesi ile cakismayan, yuzeyin bir konjiugat bolgesine immobilize
edilir ve test drnegi ve saptanabilen antijen konjugati, yiizeye ayr ayri
veya birlikte uygulanir. Diger diizeneklerde saptanabilen antijen
konjiigati, ylizeyin test bolgesi ile ¢akigmayan, yizeyin bir konjugat

bolgesine immobilize edilir ve test ornegi ve saptanabilen Fc
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baglanma molekult konjigati, yuzeye ayn ayr1 veya birlikte
uygulamir. Baz1 diizeneklerde saptanabilen Fc baglanma molekili
konjiugat1 ve saptanabilen antijen konjugatinin her ikisi, ylizeyin test
bolgesi ile ¢akismayan, ylizeyin bir konjigat bolgesine immobilize
edilir ve test dornegi, test yuzeyine uygulanir. Yuzeye uygulandiktan
sonra test ornegi (tek basma veya diger reaktan ile kombinasyon
halinde), konjugat bolgesi1 (varsa) ve test bolgesinden gegerek kilcal
veya baska bir hareket yoluyla yiizey boyunca akabilir veya yayilabilir
ve bu sckilde saptanabilen Fc baglanma molekulil konjiigats,
saptanabilen antijen konjigati ve yakalama ogesi ile temas edebilir.
Ornek i¢inde konu olan bir antikor varsa bu, bu reaktanlar ile bir veya
daha fazla saptanabilen kompleks olusturacaktir ve bu sekilde
antikorun ornek icindeki varh@ gosterilir. Teknikte uzman kigiler, bu
ornek kombinasyonlarin sinirlayict olmadigini ve diger olasiliklarin da

mimkin oldugunu takdir edeceklerdir.

Baz1 diizeneklerde konjugat bolgesi ayrica bir kontrol dedektori,
ornegm Fc baglanma molekuliine spesifik olarak baglanan bir antikor
igerir. Kontrol bdlgelerinin baska tipleri de teknikte uzman kisiler i¢in

acik olacaktir.

Bir test ornegi genellikle konu olan bir antikora, Ornegin bir
enfeksiyoz ajan i¢in spesifik bir antikora sahip olan veya sahip
oldugundan suphelenilen bir siijeden elde edilmis biyolojk bir
ornektir, Tercihen bir biyolojik ornegin elde edilmesi kolaydir ve
bunlar arasinda bir venoz kan orneginden veya hatta bir parmak
deliginden alinmis kan, serum veya plazma bulunabilir. Diger viicut

kisimlarindan alman dokularin veya diger vicut sivilarinin, drnegin
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serebro-spinal sivi (CSF), tukirik, mide sekresyonlar, mukus, idrar,
digk1, vb.nin antikorlar ihtiva ettigi bilinir ve bir test drmegi kaynag
olarak kullamlabilir, Diger diizeneklerde ornek, bir doku (6rn., bir
doku homojenati), bir viicut orgamindan 6ziit veya bir hitcre lizatidir.
Baz1 duzencklerde stije, bir yabani hayvandir (6rn., bir geyik veya
kemirgen, ornegin bir fare, ¢izgili sincap, sincap, vb.). Diger
duzeneklerde siije, bir laboratuar hayvamdir (6rn., bir fare, sican,
kobay, tavsan, maymun, primat, vb.). Diger duizeneklerde suije, evcil
veya vahsi bir hayvandir (6rn., bir kopek, bir kedi, bir at). Yine diger

diizeneklerde silje, bir insandr.

Ayrica bir immunoglobulin olarak adlandirilan bir antikor, immin
sistemin Y seklindeki bir proteini olup yabanci objeleri veya
antijenleri, ormegin bakterilerin, mayalarn, parazitlerin ve viriislerin
bilesenlerini spesifik olarak tamimlar. Bir antikorun "Y'sinin her ucu,
bir antijen lizerindeki belirli bir epitop igin spesifik olan bir antijen
baglanma sahasi1 ihtiva eder, bu sekilde bu iki yapimin hassas bir
sekilde birbirlerini baglamas saglanir, Belirli bir antikorun tiretimi, bu
antikor 1le spesifik olarak ctkilesime giren bir antijene (6rn. bir
mikrobiyal antijene) maruz kalindiginda artar. Boylelikle antijene
spesifik antikorlarin bir siijeden alinan bir drnek iginde saptanmasi,
siijenin konu olan mikroba, ormegin bir viriise, bakteriye, mantara
veya parazite hali hazirda mi yoksa gegmiste mi1 maruz kaldigina dair

bilgi verebilir.

Fragman kristallesme bolgesi (Fc bolgesi), bir antikorun, hiicre yuzeyi
Fe reseptorleri ve komplement sistemin bazi proteinleri ile etkilesime

giren kuyruk bolgesidir. 1gG, IgA ve 1gD antikor izotiplerinde Fc
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bolgesi, antikorun i1ki agir zncirinin 1ikinci ve Uglnclt sabit
alanlarindan turetilen iki 6zdes protein fragmanindan olusur. IgM ve
IgE Fc bolgeleri, her polipeptit zincirinde Ui¢ agir zincir sabit alani (Cy
alanlar1 2-4) ihtiva eder. IgG antikorlarinin Fc bolgeleri, yuksek
oranda konserve edilen bir N-glikosilasyon sahasi tasir. Bu sahaya
eklenen N-glhikanlar baskm sekilde kompleks tipi, gobegi fukosile
edilmis, 1iki antenli yapilardir. Ek olarak bu N-glikanlarin az miktarlar
ayrica ikiye bolen GlcNAc ve a-2,6 bagh sialik asit tortulan tagir. Bir
antikorun Fab bolgesi, antikorun hedef spesifikligini tamimlayan
degisken kisimlar ihtiva eder ve buna karsilik bir smiftaki tim
antikorlarin Fc bolgesi, her tur i¢in aymdir; bunlar degisken olmaktan

cok sabittir.

Bir antikorun "antijen-baglanma sahas1" veya "baglanma kismu",
immiinoglobulin molekiliiniin antijen baglanmasina yer alan kismina
karsilik gelir. Antijen baglanma sahasi, agir ("H") ve hafif ("L")
zincirlerin - N-terminal degisken ("V") bolgelerinin amino asit
tortularmdan olusur. Agir ve hafif zincirlerin 'V bolgeler1 iginde
bulunan yukseck oranda farkh G¢ grup, "hiperdegisken bolgeler” olarak
adlandirilir ve "gergeve bolgeleri” veya "FR’ler" olarak bilinen, daha
fazla konserve edilmis kusatict gruplar arasina yerlesmistir. Bu
nedenle "FR" terimi, i1mmunoglobulinlerde dogal sekilde
hiperdegisken bolgeler arasinda ve bunlara komsu bulunan amino asit
sekanslarima karsilik gelir. Bir antikor molekiillinde bir hafif zincirin
¢ hiperdegisken bolgesi ve bir agir zincirin Gi¢ hiperdegisken bolgesi,
¢ boyutlu uzayda birbirlerine gore konumlanarak bir antijen
baglanma yizeyi olusturur. Antijen baglanma yuzeyi, bagli bir

antijenin U¢ boyutlu yizeyine komplementerdir ve agir ve hafif
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zincirlern her birinin ¢ hiperdegisken bolgesi, "komplementerlik

belirleyici bolgeler” veya "CDR’ler" olarak adlandirilir.

Bir antikor tipik olarak bir Fc baglanma molekulin tarafindan
saptanmay1 kolaylastirmak i¢in bir Fc bodlgesinin tamamimi veya bir
kismini icerir ve ayrica bir antikora spesifik baglanma ajani, domegin
bir antijen veya antijenik peptit tarafindan saptanmay: kolaylastirmak
igin bir veya daha fazla antijen-baglanma sahasi igerebilir. Antikorlar
orn., 1gG, IgE, IgD, IgM veya IgA tipi olabilir. Genel olarak IgM
ve/veya IgA antikorlar1t orn., enfeksiyonun erken asamalarinda

saptama i¢in saptanir.

Bir Fc baglanma molekiil, bir antikorun Fc bolgesine veya bir
antikorun degisken bdlgesinin disinda bulunan bir bolgeye spesifik
olarak baglanan bir baglanma ajani igerir. Baz1 diizeneklerde bir Fc
baglanma moleklilil, bir antikor veya bunun antijen baglanma
fragmam degildir. Diger diizeneklerde Fc baglanma molekuld, Fc’ye
spesifik bir ikincil antikor, Orn. bir tavsan anti-kopek antikoru, bir kegi
anti-kopek antikorudur. Bazi duzeneklerde bir Fc baglanma molekili,
bir test oOrnegi i¢inde saptanacak antikora yonelik bir ikincil
antikordur. Fc baglanma molekillerinin genel drnekleri arasinda bir
immimoglobulinin Fc bodlgesine spesifik olarak baglanan polipeptitler,
cozilebilen reseptorler, adnektinler, kiigitk peptitler, peptit
mimetikleri, kiigiik molekiller, aptamerler, vb. bulunur. Fc baglanma
molekilllerinin  spesifik ornekleri arasinda Protein A, Protein G,
Protein A/G fuzyon proteinleri, Protein L ve bunlarin, bir antikorun Fc
bolgesine spesifik olarak baglanma yeterlili§ini muhafaza eden

fragmanlar1 ve varyantlar: bulunur.
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Protemn A, Staphilococcus aureus hiicre ¢ceperinde bulunan ve spa gen
tarafindan sifrelenen, 40-60 kDa’lik bir MSCRAMM (yapiskan matris
molekillerini taniyan mikrobiyal yizey bilesenleri) ylizey proteinidir,
Vabhsi tip Protein A, Ui¢ helis demeti halinde katlanan ve bir antikorun
Fc bolgelerine ayri ayr1 baglanabilen bes homolog Ig baglanma
alanmdan olugur. Protein A, msan IgG1 ve [gG2’ye yuksek afimte ile
ve insan IgM, [gA ve IgE’ye orta afinite ile baglanir.

Protein G, grup C ve G Streptokok bakterilerde cksprese edilen bir
immilnoglobulin baglanma proteinidir (bakimiz 6rn., Sjobring ve
arkadaslar, J Biol Chem. 266: 399-405, 1991). Protein G'nin NMR
cozeltisi yapist (bakimiz Lian ve arkadaslar, Journal of Mol. Biol.
228:1219-1234, 1992) ve kristal yapisi (bakimz Derrick ve Wigley,
Journal of Mol. Biol. 243:906-918, 1994) 1 Angstrom'a kadar
¢ozimlenmistir. Protein A ve Protein G, teknikte iyi bilinir ve ¢esitli

konjige edilmis ve edilmemis formlarda ticari olarak temin edilebilir.

Protein A ve Protein G’min tam uzunlukta veya vahsi tip
verstyonlarmin fonksiyonel varyantlart ve fragmanlart da dahildir,
Baz1 duzeneklerde bir varyant polipeptit, Protein A ve/veya Protein
G’nin vahsi tip sekansina en az vaklasik %50, %55, %60, %63, %70,
%75, %80, %85, %90, %91, %92, %93, %94, %95, %96, %97, %98
veya daha fazla sekans 0zdesligime veya benzerligine sahip bir amino
asit sekansi icerir. Bir fonksiyonel fragman, vahsi tip Protein A
ve/veya Protein G’nin, ornegin 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20,21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70,
75, 80, 85, 90, 95, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190,
200, 220, 240, 260, 280, 300, 320, 340, 360, 380, 400, 450, 500 veya
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daha fazla bitisik veya bitisik olmayan tortusu olan bir polipeptit
fragmam olabilir. Protein A ve Protein G’nin varyantlan ve
fragmanlan tipik olarak bir veya daha fazla immunoglobulin izotipinin

Fe bolgesi i¢cin spesifik baglanmay1 muhafaza eder.

Sekans dzdesligl yiizdesi, teknikte bilinen bir anlama sahiptir ve iki
polipeptit veya polintikleotit sekansi arasindaki ozdesligi dlgmenin bir
dizi yontemi mevcuttur. Bakimz orn., Lesk, Ed., Computational
Molecular Biology, Oxford University Press, New York, (1988);
Smith, Ed., Biocomputing: Informatics And Genome Projects ,
Academic Press, New York, (1993); Gnffin & Gnffin, Eds.,
Computer Analysis Of Sequence Data, Part I, Humana Press, New
Tersey, (1994); von Heinje, Sequence Analysis In Molecular Biology,
Academic Press, (1987);, ve Gribskov & Devereux, Eds., Sequence
Analysis Primer, M Stockton Press, New York, (1991).
Polintikleotitleri veya polipeptitleri hizalamaya yonelik yontemler,
GCG program paketi (Devereux ve arkadaslari, Nuc. Acids Res.
12:387 (1984)), BLASTP, BLASTN, FASTA (Atschul ve arkadaslan,
J Molec. Biol. 215:403 (1990)), ve Smith ve Waterman'in lokal
homoloji algoritmasini (Adv. App. Math., 2:482-489 (1981)) kullanan
Bestfit programi (Wisconsin Sequence Analysis Package, Version 8
for Unix, Genetics Computer Group, Unmiversity Research Park, 575
Science Drive, Madison, Wis. 53711) dahil bilgisayar programlarinda
kodlanmigtir. Omegin  FASTA algoritmasim  kullanan ALIGN
bilgisayar progranmm, -12 bosluk agma cezas1 ve -2 bosluk uzatma

cezas1 1le bir afine bosluk aramasi ile kullanilabilir.

Fc baglanma polipeptitlerini igeren fizyon proteinleri de, Protein A



10

15

20

25

23

fuzyonlart ve Protein G fuzyonlar1 dahil olmak uzere kapsam
dahilindedir. Fc baglanma molekilleri, baska bir Fc baglanma
molekilliiniin tamamina veya bir kismina veya bir veya daha fazla
heterolog polipeptite fuzyonla birlestirilebilir. Bir Protein A/G fuzyon
proteininin spesifik bir drnegi, Protein A’dan dort Fc baglanma alanim
Protein G’den 1ki alan ile birlestirir (bakimiz 6rn., Sikkema, J.W.D_,
Amer. Biotech. Lab, 7:42, 1989; ve Eliasson ve arkadaslar, J. Biol.
Chem. 263, 4323-4327, 1988); bununla birlikte diger kombinasyonlar
da kullamlabilir. Fiizyon ortaklar1 (orn., bir peptit veya baska varim),
polipeptitin  bir konak¢1t hilcrede saflagtirilmasini — geligtirmek,
cozunurluguni gelistirmek, ekspresyonunu giuglendirmek, polipeptitin
saptanmasim yardimci olmak ve bunu stabilize etmek, vb. amaclarla
kullamlabilir. Fiizyon ortaklarimin 6rmekleri arasinda tasiyici proteinler
(orn., serum alblimini, ©ormegin si@ir serum alblimini), beta-

galaktosidaz, glutatiyon-S-transferaz, histidin taki(lar), vb. bulunur.

Bir yakalama 0Ogesi, burada tarif edilen yontemler ve cihazlar ile
saptanacak konu olan bir antikora, yani bir hedet antikora, 6rnegin
mikroba spesifik bir antikora spesifik olarak baglanan herhangi bir
baglanma ajani olabilir. Tipik olarak yakalama ogesi, bir antikorun
degisken bdlgesine spesifik olarak baglanir ve bdylelikle bir antikorun
antijen baglanma sahasi(lar1) i¢cin spesifik olan bir veya daha fazla
epitop 1htiva eder. Baz1 diizeneklerde bir yakalama 0gesi, bir antikor
veya bunun bir antijen baglanma fragmam degildir. Belirh
diizencklerde bir yakalama ©gesi, konu olan bir antikora spesifik
olarak baglanan bir antijen veya bir antijenik peptittir. Ornek
antijenler ve antijenik peptitler asagida tarif edilmistir. Ayrica konu

olan bir antikora, yani burada sunulan yontemlere gore saptanacak bir
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antikora spesifik olarak baglanan, ¢ozillebilen reseptorler, adnektinler,

peptit mimetikleri, kiicik molekuller, aptamerler, vb. de dahildir.

Yukarida belirtildigi gibi bir yakalama ogesi genellikle bir test
vizeyine veya substrata, ornegin bir kat1 veya yari kati destege eklenir
veya bunlarm Uzerine immobilize edilir. Ekleme, kovalent olabilir
veya olmayabilir ve kovalent veya kovalent olmayan baglanmay1
saglayan, yakalama 0gesi ile birlestirilmis bir yarim, Ornegin
tasiyiciya, destege veya yizeye cklenmisg bir bilesene yiksek bir
afiniteye sahip bir yarim tarafindan saglanabilir. Ornegin bir yakalama
ogesi, biyotin gibi bir ligand 1ile birlestirilebilir ve yuzey ile
birlestirilen bilesen, karsihik gelen bir ligand reseptorl, Omegin avidin
olabilir. Alternatif olarak bir yakalama 6gesi, avidin gibi bir ligand
reseptorll ile birlestirilebilir ve yliizey ile birlestirilen bilesen, karsilik
gelen bir ligand, ornegin biyotin olabilir. Yakalama ©ogesi, bir
immilnodency sirasinda antikoru ihtiva eden bir ornegin ilave
edilmesinden Once veya sonra test yiizeyine veya substrata eklenebilir

veya bunlarin iizerinde immobilize edilebilir,

Belirli diizeneklerde test yizeyi, bir lateral akis deneyi cihazinda bir
tane, bir nokta blotu, bir akis yolu veya bir analitik rotorda bir akis
yoludur. Ornegin yakalama 0gesi, gozenekli bir membran, ornegin bir
PVDF membran (6rn., bir Immobilon™ membram), bir nitroselilloz
membran, polietilen membran, naylon membran veya benzer tipte bir
membrana eklenebilir veya bunlarin Uzerinde veya immobilize
edilebilir. Diger dizeneklerde test ylizeyi veya substrat, bir tip veya
bir oyuk, ornegin bir ELISA veya bagka sandvi¢ tipi deneyde
kullanilmaya uygun bir plakadaki (6rn., bir mikrotiter plakadaki) bir
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oyuktur. Baz1 dizeneklerde test yiizeyr veya substrat, bir sensor,

omegin elektrokimyasal, optik veya opto-elektronik sensordiir.

Bu tir test yuzeyleri veya substratlar, cam, seliloz bazli materyaller,
termoplastik  polimerler Ornegin polictilen, polipropilen veya
polvester, partikillat materyallerden olusan sinterli yapilar (6rn., cam
veya c¢esitli termoplastik polimerler) veya nitroselilloz, naylon,
polisiilfon veya benzerlerinden olusan dokiim membran film igerebilir.
Bir test ylizeyi veya substrat, vaygin sekilde gozenekli polietilen
olarak bilinen, sinterlenmis, ince polietilen partikitlleri, drnegin
Chromex Corporation’dan (Albuquerque, NM) 0.2-15 mikronluk
gozenekli polietilen, Porex™, vb. olabilir. Bu test ylizey1 veya substrat
materyallerinin tamami, filmler, levhalar veya plakalar gibi uygun
bicimlerde kullamilabilir veya uygun eylemsiz tasiyicilar, ornegin
kagit, cam, plastik filmler veya kumaslar {izerine kaplanabilir veya

bunlara baglanabilir veya lamine edilebilir.

Peptitler gibi yakalama Ogelerinin kati fazlar Uzerine immobilize
edilmesi igin uygun yontemler arasinda iyonik, hidrofobik, kovalent
etkilesimler ve benzeri bulunur. Bir kati veya yar1 kat1 tasiyiciya,
destege veya ylizeye spesifik veya yar spesifik baglanma, yakalama
ogesinin bununla birlestirilmis olarak, kati veya yan kati tasiyiciya,
destege veya ylizeye bunun kovalent veya kovalent olmayan sckilde
baglanmasinmi saglayan bir yarima sahip olmasi ile saglanabilir.
Ornegin yarim, tasiyiciya, destege veya yuzeye eklenmig bir bilesene
kars1 afiniteye sahip olabilir. Bu durumda yarim, peptitin bir amino
asit grubuna, O6rnegin 6-aminoheksanoik aside baglannus orn. bir

biyotin veya biyotinil grubu veya bunlarin bir analogu olabilir ve



10

15

20

25

26

bilesen 1ise avidin, streptavidin, notravidin veya bunlarm bir
analogudur. Bir alternatif, yarimin alti ardisik histidin tortusundan
(orn., 6x-His takist) olusan bir amino asit sekansina sahip oldugu ve
tastyicinin, Ni' veya Co' iyonlari ile yiklii bir Nitrilotriasetik Asit
(NTA) turevi igerdigi bir durumdur. Yukaridakilere ek olarak uygun
tasiyicilar, destekler ve yuizeyler arasinda, bunlarla simnirh olmamakla
birlikte taneler (O0rn., manyetik taneler, kolodyal partikiller veya
nano-partikiller, drnegin kolodyal altin veya silika, lateks, polistiren,
polikarbonat veva PDVF igeren nano-partikiiller), kopolimerlerin
lateksi drnegin stiren-divinil benzen, hidroksile stiren-divinil benzen,
polistiren,  karboksile  polistiren, siyah  karbon  taneleri,
aktiflestirllmemis veya polistiren veya polivinil klorid 1le
aktiflestirilmis cam, epoksi ile aktiflestirilmis gozenekli manyetik
cam, jelatin veya polisakarit partikiilleri veya baska protein

partikulleri bulunur.

Yukarida belirtildigi gibi antijenler ve antijenik peptitler, yakalama
0gelert olarak ve/veya antikora spesifik  dedektorler olarak
kullamlabilir. Segilen bir antijen veya antijenik peptit, en sik sekilde
antikorun antijen baglanma sahalarindan biri veya her ikisi aracilidiyla
bir hedef antikora spesifik olarak baglanabilir. Boylelikle burada
kullanildig1 gibi "antijen" terimi, antikorun en 4z bir antijen baglanma
sahas1 araciligiyla bir antikor tarafindan spesifik olarak baglanabilen
bir molekiile karsilik gelir. Bir antijen, bir veya daha fazla epitop, yani
antijenin, antikorun antijen baglanma sahasmma spesifik olarak
baglanan, belirli, bitisik veya bitisik olmayan bolge(ler)ini igerebilir.
Bir epitop; bir lineer epitop, sirali epitop veya konformasyonel bir

epitop olabilir.
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Bir antijen 0rnegin bir peptit veya bunun modifiye edilmis bir formu
veya peptit harici bir antijen, ornegin bir kiicik molekiil olabilir.
Yukanda belirtildigi gibi antijenler ayrica konu olan bir antikora
spesifik olarak baglanan ¢ozulebilen reseptorler, adnektinler, peptit

mimetikleri, kilgik molekiller, aptamerler, vb. i¢erebilir.

Yakalama ogeler1 veya "yakalama antijenleri” olarak kullamldigmda
antijenler veya antijenik peptitler genellikle etiketsizdir ve bir test
ylizeyine immobilize edilmis veya baska sekilde eklenmistir. Bazi
diizenekler i¢in vyakalama antijenleri, test yiizeyine eklenmeyi
kolaylagtirmak veya baska bir amagla bir veya daha fazla heterolog
proteine, omegin sigir serum albiiminine veya ¢oklu antijen
peptitlerine (MAPS) fiizyonla birlestirilebilir veya konjuge edilebilir

veya bunlarla komplekslestirilebilir,

Antikora spesifik dedektorler olarak kullanim igin antijenler veya
antijenik peptitler genellikle saptanabilen bir 0geye konjuge edilir ve
bu sckilde bir "saptanabilen antijen konjigati" olusturulur, Baz
dizeneklerde bu saptanabilen antijen konjugatlari ayrica bir veya daha
fazla heterolog proteine, oOrnegin sigir serum albiiminine veya
MAPS’ye fuzyonla birlestirilir veya konjige edilir veya bunlarla
komplekslestirilir. Saptanabilen antijen konjugatlari, asagida tarif

edildigi gibi direkt veya dolayli saptama 1¢in tasarlanabilir.

Antijenik peptitler i¢ceren flzyon proteinleri de dngoruliir. Antijenik
peptitler, ayni1 veya farkli baglanma spesifikligine sahip (6rn., bir veya
daha fazla ayni veya farkli epitopa sahip) bir veya daha fazla antijenik

peptitin tamamina veya bir kismina veya bir veya daha fazla heterolog
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polipeptite fiizyonla birlestirilebilir. Fuzyon ortaklar1 (6rn., bir peptit
veya baska yarim), peptitin bir konakci hiicrede saflastirilmasim
gelistirmek, ¢ozinurligini gelistirmek, ekspresyonunu giiglendirmek,
antijenik peptitin saptanmasini yvardimei olmak, bunu stabilize etmek,
bir test ylzeyir uzerine immobilizasyonunu kolaylastirmak vb.
amagclarla kullanilabilir. Fuzyon ortaklarinin 6rnekler: arasinda tasiyici
proteinler (orn., serum albimini, 6rnegin sigir serum albuimini), beta-

galaktosidaz, glutatiyon-S-transferaz, histidin taki(lar)i, vb. bulunur.

Antijenler ve antijenik peptitler ve diger antikora spesifik baglanma
ajanlan, ¢esith kaynaklardan turetilebilir. Belirli dizenekler, virusler,
bakteriler, mantarlar ve parazitler dahil mikrobiyal kaynaklardan
tiuretilenleri icerir. Spesifik oOmekler arasinda kalpkurdu, omn.,
kopekgiller kalpkurdu, Ehrlichia canis, Borrelia burgdorferi, Borrelia
afzelii, Borrelia garinii, Anaplasma phagocytophilum, kedigiller
losemi virlisi, parvoviriis, orn. kodpekgiller parvoviriis, influenza A
susu, influenza B susu, kus gribi virusi, respiratuar sinsitiyal virls,
insan immiuno-cksiklik virusu (HIV), Legionella, adenoviris, Grup A
Streptococcus, kedigiller immuno-cksiklik viriisi (FIV), rotaviris
vb.'den birinden veya daha fazlasindan gelen antijenler bulunur. Lyme
hastalig1 antikorlarimin saptanmasma yonelik Borrelia antijenlerinin
ornekleri, US2013115634, ABD Patent Yayim No. US 2011/0136155,
ve WO 2011/063003'te bulunabilir. FEhrlichia antikorlarmin
saptanmasia yonelik Ehrlichia antijenlerinin dmekleri, ABD Patent

Yaymi No. 2011/0124125, ve WO2011/063235'te bulunabilir.

Burada tarif edilen yontemlere gore kullanilmaya yonelik antijenik

peptitler, sentetik kimya yoluyla hazirlanabilir (vani, bir "sentetik
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peptit"). Diger diizeneklerde antijenik peptitler, biyolojik olarak (yani,
bir ribozom gibi hiicre mekanizmasi ile) TUuretilebilir. Baz
diizencklerde antijenik peptitler izole edilir, Burada kullanildig1 gibi
"izole edilmis" bir peptit, sentetik veya biyolojik olarak uretilmis ve
sonra peptiti iiretmek 1¢in kullanilan kimyasallardan ve/veya hiicre
mekanizmasindan en azindan kismen saflastirloug bir peptittir. Bazi
duzeneklerde izole edilmis bir peptit, dSnemli 6l¢iide saflastirilmigtir.
Burada kullamildigi gibi "énemli 6l¢ude saflagtirilmis" terimi, peptitin
sentezinde kullanilan hiicre materyallerini  (proteinleri, lipitleri,
karbohidratlar, nitkleik asitleri, vb.), kiiltir ortamini, kimyasal
onciileri, kimyasallar1 veya bunlarm kombinasyonlarini onemli dl¢ude
icermeyen bir molekille, ormegm bir peptite karsihk gelir. Onemli
olgiide saflastinlmig bir peptit, yaklasik %40, %30, %25, %20, %15,
%10, %5, %2, %1°den az veya daha az, peptit sentezinde kullanilan
hiicre materyaline, kiultir ortamina, baska polipeptitlere, kimyasal
onciillere ve/veya kimyasallara sahiptir. Buna gore onemli dlgiide saf
bir molekull, drnegin bir peptit, kuru agirlik olarak en az yaklasik %60,
%70, %75, %80, %85, %90, %95, %98 veya %99 konu olan molekill
olabilir. 1zole edilmis bir peptit, su, bir tampon iginde veya orn., bir
kitin pargasi olarak yeniden olusturulmayr bekleyen kuru formda
olabilir. Izole edilmis bir peptit, farmasotik agidan kabul edilebilir bir
tuz formunda olabilir. Adi gecen peptitler ile tuzlar olusturabilen
uygun asitler ve bazlar, teknikte uzman kisilerce iyi bilinir ve bunlar

arasida inorganik ve organik asitler ve bazlar bulunur.

Konu olan bir antikor veya bunun antijen baglanma fragmani, 6ge
veya dedektor ile saptanabilen dizeyde (ornegin bir lateral akis

deneyinde, western blot veya ELISA deneyinde) reaksiyona girer ve
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benzer kosullar altinda alakasiz polipeptitler veya ajanlar 1le
istatistiksel acidan anlamli sekilde saptanabilen diizeyde reaksiyona
girmezse bunun, bir yakalama 0gesine veya antikora spesifik
dedektore (orn., antijen veya antijenik peptite) “spesifik olarak
baglandig1”, “immunolojik olarak baglandig1” ve/veya bununla
“Immunolojik olarak reaktif” oldugu soylenir. "Spesifik olarak
baglanma" terimi ayica bir yakalama 0gesinin veya antikora spesifik
dedektoriin, konu olan antikor i¢in, bir omek icindeki diger
antikorlardan daha yuksek afinitiye (orn., daha yiksek derecede

secicilige) sahip olmasi anlamma gelebilir,

Bu baglamda kullanildigimda immunolojik baglanma genel olarak bir
imminoglobulin molekulii ile immunoglobulinin spesifik oldugu bir
antijen arasinda meydana gelen tipte kovalent olmayan etkilesimlere
karsilik gelir. Immimnolojik baglanma etkilesimleri gibi baglanma
kuvveti veya afinitesi, etkilesimin ayrilma sabiti (Kg4) cinsinden ifade
edilebilir, burada daha kiiciik bir Ky, daha yuksek bir afiniteyi temsil
eder. Secgilen polipeptitlerin - immiinolojik  baglanma ozellikleri,
teknikte 1y1 bilinen yontemler kullamilarak nicelendirilebilir (bakiniz
orn., Davies ve arkadaslari, Annual Rev. Biochem. 59:439-473,
1990). Bazi agiklayict diizeneklerde bir antikor, bir yakalama dgesi
veya antikora spesifik bir dedektor (orn., antijen veya antijenik peptit)
i¢in en az yaklasik 0.01, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9,
1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23,24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 40 veya 50 nM’lik bir afiniteye sahiptir.
Baska bir ornek olarak bir yakalama 0gesi veya antikora spesifik

dedektdr, antikor igin, 6rnek i¢indeki diger antikorlarin en az yaklasik
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1.5 kati, 2 kati, 2.5 kati, 3 kat1 veya daha yuksek bir afiniteye sahip

olabilir.

Benzer sckilde bir Fc baglanma molekilu, bir immimoglobulinin Fc
bodlgesi ile saptanabilen bir diizeyde rcaksiyona girer ve benzer
kosullar altinda alakasiz polipeptitler veya ajanlar ile istatistiksel
acidan anlaml tarzda saptanabilen sekilde reaksiyona girmezse bunun,
bu Fc bolgesine “spesifik olarak baglandig1” sdylenir. Bazi agiklayici
dizencklerde bir Fc baglanma molekiilii, segilen bir immiinoglobulin
izotipinin Fc bolgesi i¢in en az yaklagik 0.01, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4,
0.5,06,0.7,08,09,1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 40 veya 50
nM’lik bir afiniteye sahiptir. Baz1 Fc baglanma molekulleri, bir veya
daha fazla immiinoglobulin izotipi i¢in digerlerine gore daha gugl

veya daha zayif afiniteye sahip olabilir.

Bu afinite veya spesifiklik derecesi, orn., rekabet¢ci baglanma
calismalar1 dahil ¢esitli rutin prosedirlerden biri ile belirlenebilir, Bir
ELISA deneyinde pozitif bir tepki, bir kontrolin veya kontrol
grubunun ortalama degerinden 2 veya 3 standart sapma kadar daha

viksek bir deger olarak tanimlanir,

Yukarida belirtildigi gibi baz1 dedektor molekitlleri, ormegin Fc
baglanma molekulleri, antijenler ve/veya antijenik peptitler,
saptanabilen bir 0geye konjuge edilir. Konjigasyon tipik olarak
kovalent ekleme yoluyla yapilir. Saptanabilen d6geler arasinda "direkt
olarak saptanabilen ogeler", ornegin metal nano-partikiiller, metal

nano-kabuklar, renkl: lateks partikiilleri, radyoizotoplar ve floroforlar
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ve "dolayl olarak saptanabilen 6geler" bulunur, bunlar ise siklikla
sinyalleme saglamak icin ligand-reseptor etkilesimlerine dayanir. Tlk
belirtilen durumda dedektor molekill (6rn., antijenik peptit, Fc
baglanma molekulll drnegin Protein A/G), saptanabilen 0geve direkt
olarak konjige edilir. Ikinci belirtilen durumda dedektor molekiil, bir
liganda konjuge edilir, bu da bunun ligand reseptoril ile etkilesime
girer, bu ise direkt olarak saptanabilen 6geye konjuge edilmistir veya
tersi de gecerlidir. Ligandlarin drnekleri arasinda biyotin (6rn., bir
sistein veya lizin tortusu aracilifiyla), lipit molekilleri (orn., bir
sistein tortusu aracihifiyla) ve tasiyict proteinler (6rn., serum
albtimini) bulunur. Biyotin gibi ligandlara ekleme, dedektorin ligand
reseptorleri, Omegin avidin, streptavidin  veya notravidin 1le
birlestirilmesi i¢in faydal olabilir. Avidin, streptavidin, notravidin ise
direkt olarak saptanabilen 0geye (orn., gorsellestirilebilen bir
sinyalleme yarimina, ornegin kolodyal altin, bir flioresan yarim veya
vabanturpu peroksidaz veya alkalin fosfataz gibi bir enzime)
baglanabilir. Alternatif olarak dedektor molekuller, bir ligand
reseptoriine, omegin avidin, streptavidin veya ndtravidine fiizyonla
birlestirilebilir veya baglanabilir, bu sekilde karsilik gelen ligand 1le
bir birlesme saglanir, bu ise direkt olarak saptanabilen bir 0geye
baglanir. Diger ligand-reseptor ¢iftlerinin drnekleri teknikte iyi bilinir

ve benzer sekilde kullanilabilir.

Direkt olarak saptanabilen 0gelerin (veya sinyalleme yarimlarimin)
ornekleri arasinda radyoizotoplar, floroforlar, boyalar, enzimler, nano-
partikiiller, renkli lateks partikilleri, kemiliminesan markerler, 151k
vayan boyalar ve burada tarif edilen ve teknikte bilinen digerleri

bulunur.
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Direkt  olarak  saptanabilen  ogeler  olarak  kullanilabilen
radyoizotoplarm omekleri arasinda 2p, 3 p, *°S. °H ve "I bulunur. Bu
radyoizotoplar, farkli yarn omirlere, bozulma tiplerine ve enerji
diuzeylerine sahiptir, bunlar is¢ belirli bir protokoliin ihtiyaglarina
uyacak sckilde tasarlanabilir. Ornegin °H, diisik arka plan dizeyleri
ile sonu¢lanan bir diusik enerji yayicidir, bununla birlikte bu diisiik
enerji, otoradyografi ve diger Olgumler i¢in uzun sureler ile

sonuglanir.

Direkt olarak saptanabilen dgeler olarak kullanilabilen floroforlarmn
veya florokromlarin ornekleri arasinda floresin, tetrametilrodamin,
Texas Kirmuzi ve bir dizi baskalarn bulunur (6rn., Haugland,
Handbook of Fluorescent Probes - 9th Ed., 2002, Molec. Probes, Inc.,
Eugene OR; Haugland, The Handbook: A Guide to Fluorescent
Probes and Labeling Technologies-10th Ed., 2005, Invitrogen,
Carlsbad, CA). Isik yayan veya baska sekilde saptanabilen boyalar da
dahildir. Boyalar tarafindan vayilan 1sik, gorimlir 151k veya
gorinmeyen 151k, omegin ultraviyole veya kizil otesi 1s1k olabilir,
Omek diizencklerde boya, bir floresan rezonans enerji transferi
(FRET) boyasi; bir ksanten boyasi, ornegin floresin ve rodamin; alfa
veya beta pozisyonunda bir amino grubuna sahip bir boya (drmegin bir
naftilamin  boyasi, I-dimetilaminonaftil-5-stilfonat, I-anilino-8-
naftalend sulfonat ve 2-p-touidinil-6-naftalen siilfonat), 3-fenil-7-
izosiyanatokumarine sahip bir boya; bir akridin, Omegin 9-
izotiyosiyanatoakridin =~ ve  turuncu  akridin; bir piren, bir
bensoksadiazol ve bir stilben; 3-(e-karboksipentil)-3'-etil-5,5'-
dimetiloksakarbosiyanine (CYA) sahip bir boya; 6-karboksi floresin
(FAM); 5&6-karboksirodamin-110 (R110); 6-karboksirodamin-6G
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(R6G);  N,N,N',N'-tetrametil-6-karboksirodamin  (TAMRA); 6-
karboksi-X-rodamin (ROX); 6-karboksi-4',5'-dikloro-2',7'-
dimetoksifloresin (JOE); ALEXA FLUOR™; Cy2; Texas Kirmizi ve
Rodamin Kirmuzi; 6-karboksi-2'.4,7,7'-tetraklorofloresin {TET); 6-
karboksi-2',4,4',5',7,7'-heksaklorofloresin (HEX); 5-karboksi-
2' 4" 5" T'-tetraklorofloresin (ZOE); NAN; NED; Cy3; Cy3.5; Cy5;
Cy5.5; Cy7; ve Cy7.5; IRBOOCW, 1CG, Alexa Fluor 350; Alexa Fluor
488; Alexa Fluor 532; Alexa Fluor 546; Alexa Fluor 568; Alexa Fluor
594; Alexa Fluor 647; Alexa Fluor 680 veya Alexa Fluor 750 olabilir.

Nano-partikuller olarak adlandinlan ¢ok kugiik partikiiller de direkt
olarak saptanabilen 6geler olarak kullamlabilir. Bu partikullerin ebads
genellikle 1-1000 nm arasinda degisir ve bunlar arasinda altin ve
gimus partikullleri ve kuantum noktalar gibi farkli kimyasal yapilar
bulunur. Ag¢il gelen beyaz 151k ile 1s1nim yapildiginda yaklagik 40-120
nm arasinda degisen gimils veya altin nano-partikiilleri, yiksek
yogunluklu monokromatik 151k yayacaktir. Yayilan 15181 dalga boyu,
partikilin buyuklugine baghdir, Yakin civarda bulunan dort ila bes
farkl partikialin her biri, monokromatik 151k yayacaktir, bunlar da st
uiste bindirildiginde spesifik, essiz bir renk verecektir. Gimis veya
altin partikiiller: gibi turevlendirilmis nano-partikiiller, proteinler,
antikorlar, kiigilk molekiller, reseptor ligandlarn ve nitkleik asitler gibi
genis bir molekill dizisine eklenebilir. Nano-partikiillerin spesifik
omekler1 arasmda metalik nano-partikilller veya metalik nano-
kabuklar, ©®megin altin partikulleri, gimis partikuller, bakir
partikiilleri, platinyum partikulleri, kadmiyum partikilleri, kompozit
partikiiller, altin delik kureler, altin kapl silika nano-kabuklar ve

silika kapli altin kabuklar bulunur. Ayrica silika, lateks, polistiren,
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polikarbonat, poliakrilat, PVDF nano-partikuller ve bu materyallerin

renkli partikiilleri de dahildir.

Direkt olarak saptanabilen ©Ogeler olarak kuantum noktalar1 da
kullanilabilir. Kuantum noktalari, 1-5 nm c¢apinda, genis bir dalga
boyu araligi Uzerinden 1s1k ile uyarlabilen, flioresan ¢ikaran
kristallerdir. Uygun bir dalga boyuna sahip 1sik tarafindan
uyarildiginda bu kristaller, dalga boyu kimyasal kompozisyonlarina ve
cbatlarina bagli monokromatik 11k gibi 11k yayar. CdSe, ZnSe, InP
veya InAs gibi kuantum noktalari, essiz optik dzelliklere sahiptir;
bunlar ve benzeri kuantum noktalari, bir dizi ticari kaynaktan temin
edilebilir (om., NN-Labs, Fayetteville, AR; Ocean Nanotech,
Fayetteville, AR; Nanoco Technologies, Manchester, UK; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO).

Bir sinyal varligmin saptanmasi, ectiket veya deneyin kullandig:
saptanabilen 6ge i¢cin uygun bir vasita ile yapilabilir. Ornegin saptama
adimi, yakalama kompleksinin bir renk degisimi agisindan gozle
Incelenmesini veya yakalama kompleksinin bir fiziksel-kimyasal
degisim agisindan incelenmesini igerebilir.  Fiziksel-kimyasal
degisimler, oksidasyon reaksiyonlar1 veya bagka kimyasal
reaksiyonlar ile meydana gelebilir. Bunlar, bir spektrofotometre veya

benzeri kullamlarak gozle saptanabilir,

Bir sinyal tipik olarak negatif kontrol sinyalinden daha gugla
oldugunda konu olan bir antikorun varliginin gostergesidir; bununla
birlikte thm testler bir negatif kontrol gerektirmez. Sart olmamakla

birlikte bazi durumlarda bir pozitif sinyal kuvveti, sayisal olarak
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nicelendirilebilir ve bu kuvvet, bir kontrole gore istatistiksel agidan
anlaml oldugunda antikorun varhiginin gostergesidir. Bazi durumlarda
belirli bir test ile baglantih rutin bilgiler ve deneyim, bir sinyalin
pozitif veya negatif oldugunu tespit eder ve boylelikle konu olan bir

antikorun varligim veya yoklugunu gosterir.

Bir ornek olarak belirli lateral akis deneyi cihazlarindan gelen sinyal,
Reaktivite skoruna gore 6l¢ulebilir; bu skor 0-5 arasinda olup (bunlar
arasindaki ondalik sayilar da dahildir) daha giigll ve daha pozitif bir
sinyale daha yitksek bir sayir skoru verilir. Bir negatif kontrol tipik
olarak sifira yakin bir skora, ornegin yaklasik 0.25 veya daha azina

sahip olacaktir.

Saptama sinyali ornegin tek tek reaktanlarm oranm1 ayarlanarak
optimize edilebilir. Bir ornek, (i) saptanabilen Fc baglanma molekiilii
konjiugat(lar)y ve (i1) saptanabilen antijen/antijenik  peptit
konjugat(larh orammn su sekilde belirlenmesini igerir: (1):(11) oram
(0m., molar oram) yaklagik 1:200, 1:100, 1:90, 1:80, 1:70, 1:60, 1:50,
1:40, 1:30, 1:20, 1:19, 1:18, 1:17, 1:16, 1:15, 1:14, 1:13, 1:12, 1:11,
1:10, 1:9, 1:8, 1:7, 1:6, 1:5, 1:4, 1:3, 1:2, 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1,
7:1,8:1,9:1, 10:1, 11:1, 12:1, 13:1, 14:1, 15:1, 16:1, 17:1, 18:1, 19:1,
20:1, 30:1, 40:1, 50:1, 60:1, 70:1, 80:1, 90:1, 100:1 veya 200:1 olup
bunlar arasindaki tiim oranlar ve oran araliklan da dahildir. Baz
diizeneklerde saptanabilen Fc baglanma molekulii konjigatinin
saptanabilen bir antijen/antijenik peptit konjigatina orani, yaklasik
20:1 ila vaklasik 1:20, tercihen yaklasik 20:1 ila yaklagsik 1:1 ve daha
fazla tercihen vaklasik 16:1 ila yaklasik 2:1°dir. Bazi diizencklerde

saptanabilen konjiugat igindeki Fc baglanma molekiil, Protein A,
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Protemn G, Protein A/G fuzyon proteinleri, Protein L veya bunlarin, bir
antikorun Fc  bolgesine spesifik  olarak  baglanma yeterliligini

muhafaza eden fragmanlar1 ve varyantlandir.

Bazi1 duizeneklerde bir protein A ve protein G karigimi, Fe baglanma
molekilli konjugatlart olarak kullamlir, buradaki her protein A ve
protein G molekulii, saptanabilen bir 0geye konjuge edilir. Protein A
ve protein G’nin her ikisinin saptanabilen Fc baglanma molekuln
konjigati olarak kullanildigi diizeneklerde saptama sinyali, protein
A’nin protein G’ye olan orani, saptanacak imminoglobulin sinifi
tipine gore degistirilerek optimize edilebilir. Yukarida aciklandigr gibi
protemn A ve protein G, farkli immunoglobulin simflarinm (6rn., 1gG,
IgE, IgD, IgM veya IgA’nin) Fc bolgelerine farkli baglanma
afinitelerine sahiptir. Buna gore protein A’min protein G’ye orani,
saptanmas1 arzu edilen imminoglobulin smifina gore ayarlanabilir.
Ornek olarak baskin sekilde IgM immiinoglobulinlerinin saptanmasi
arzu edildiginde protein A’min protein G’ye daha dustik bir oram (vani
protein A konjugatina gore daha yuksek miktarda bir protein G
konjugati) kullamlabilir, Diger vyandan baskin sckilde IgG
imminoglobulinlerinin saptanmasi1 arzu edildiginde protein A’nin
protein G’ye daha yuksek bir oran1 (vani protein G konjigatina gore
daha yuksek miktarda bir protein A konjugati) kullanilabilir. Protein
A’nin protem G konjigatlarma ornek oranlart (6rn., molar oranlari)
arasinda, bunlarla simirli olmamakla birlikte 1:20, 1:19, 1:18, 1:17,
1:16, 1:15, 1:14, 1;13, 1:12, 1:11, 1:10, 1:9, 1:8, 1:7, 1:6, 1:5, 1:4, 1:3,
1:2, 1:1,2:1,3:1,4:1,5:1,6:1,7:1,8:1,9:1, 10:1, 11:1, 12:1, 13:1, 14:1,
15:1, 16:1, 17:1, 18:1, 19:1 ve 20:1 bulunur. Bazi dizeneklerde
protein A konjigatinin protein G konjigatina oran, yaklasik 10:1 ila



10

15

20

25

38

yaklagik 1:10, tercihen yaklasik 5:1 1la yaklasik 1:5 ve daha fazla
tercihen yaklasik 2:1 ila yaklasik 1:2°dir. Bir duzenekte protein A
konjugatinin protein G konjugatina oram yaklasik 1:1°dir.

Baz1 duzencklerde saptama sinyali ayrica protein A’nin protein G’ye
oranlarinin, saptanabilen antijen/antijenik peptit konjugat(lar)
miktarina gore ayarlanmasi suretiyle optimize edilebilir, Omegin baz
diuzeneklerde protein A konjugatinin protein G konjugatina ve
saptanabilen antijen/antijenik peptit konjligatina orani (orn., molar
orani), yaklasik 20:20:1 ila yaklasik 1:1:20, yaklasik 10:10:1 ila
yaklasik 2:2:1 veya vaklasik 4:2:1 ila yaklasik 1:2:1 olabilir.

Spesifik antikorlarm  saptanmasi i¢in  antijenlerin  kullamildign
immiinodeneylere yonelik protokoller teknikte 1y1 bilinir. Ornegin
geleneksel bir sandvi¢ deneyi kullamlabilir veya geleneksel rekabetci
bir dency format1 kullanilabilir. Bazi uygun deney tiplerinin tartismasi
icin bakimz Current Protocols in Immunology (Coligan ve arkadaslar,
editors, John Wiley & Sons, Inc). Baz1 duzeneklerde saptama adimu,
bir lateral akis imminodeneyinin  yapilmasini  igerir. Baz
diuzeneklerde saptama adimi, bir ELISA deneyinin yapilmasini igerir.
Baz1 diizeneklerde saptama adimi, bir analitik rotorda drnegin
dondiriilmesini igerir. Yine bagka diizeneklerde saptama adimi, bir
elektrokimyasal, optik veya opto-elektronik sensor ile Omegin analiz

edilmesini icerir.

Ozellikle faydali bir deney formati, lateral akis immiinodeney
formatidir. Sinirlayict olmayan bir 6rnek olarak bir Fc baglanma

molekilli (drn., Protein A ve/veya () ve istege bagh olarak antikora
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spesifik bir antijen igceren raportdr veya dedektor molekilleri, bir
saptanabilen 0ge (oOrn., kolodyal altn) ile etiketlenir ve sonra
kurutulur ve bir cam elyaf ped (aym uygulama pedi veya konjugat
pedi) Uzerine konulur. Etiketlenmemis antijen veya antijenik peptit
(vani, yakalama 0gesi), bir membran, ornegin nitroseliloz veya bir
PVDF (poliviniliden florid) membran (drn., bir Immobilon™
membran) Uizerine immobilize edilir, Bir 6rnek ¢ozeltisi (kan, serum,
vb.), ornek uygulama pedine uygulandiginda (veya konjugat pedi
iginden aktiginda) etiketli dedektor(ler)i ¢ozer, bunlar da varsa ornek
igindeki antikorlara baglanir. Elde edilen kompleksler daha sonra bir
sonraki membrana (yakalama ©Ogesini ihtiva eden PVDF veya
nitroselilloz) kilcal hareket ile tasimir. Yakalama 0gesine yonelik
antikorlar varsa bunlar, membran iizerindeki dedektor(ler) ve tanmisal
yakalama 0gesi ile kompleks olusturarak bir sinyal (orn., goriillebilen

veya gorsellestirilebilen bir bant) Giretir.

Bir bagka smirlayici olmayan ornek olarak ornek pedi, dedektor
molekuller (yani, saptanabilen Fe baglanma molckilleri, saptanabilen
antijen konjigatlar1) 1ile ¢izilmez, yam ©omck pedi, Onceden
immobilize edilmis dedektor molekillerinden olusan bir konjugat
bolgesi ihtiva etmez. Tiim diger bilesenler esasen yukarida tarif
edilenle aymdir, burada etiketlenmemis antijen veya antijenik peptit
(vani, yakalama 0gesi), bir membran, 0megin nitroseliloz veya bir
PVDF (poliviniliden florid) membran (6rn., bir Immobilon™
membran) Uzerine immobilize edilir. Test ornegi (kan, serum, vb.), bir
veya her iki dedektdor molekulu ile dnceden kanistirilir ve sonra drnek
pedine uygulanir. Alternatif olarak test ornegi ve dedektor

molekiller:, ayn1 ornek pedine ayri ayri, ayn anda veya sirayla
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uygulamr. Baska kombinasyonlar da teknikte uzman kisiler icin agik
olacaktir. Bunlarin kansgtirilma veya uygulanma sirasindan bagimsiz
olarak ©Ornek ig¢indeki antikorlarin elde edilen kompleksleri ve
dedektor molekiilu(leri) daha sonra bir sonraki membrana (yakalama
0gesini ihtiva eden PVDF veya nitroseliiloz) kilcal hareket ile tasinir,
Yakalama 0gesine vyonelik antikorlar varsa bunlar, membran
uzerindeki dedektor(ler) ve tamsal yakalama oOgesi ile kompleks
olusturarak bir sinyal (orn., goruilebilen veya gorsellestirilebilen bir

bant) tiretir,

Spesifik diizeneklerde yontemler, test orneginin bir Protein A ve/veya
Protein G-kolodyal altm konjugati (CGC) ile temas ettirilerek bir
birinci  kompleksin  olusturulmasmi, birinci  kompleksin, bir
nitroseluloz veya PVDF membranindan bir test bolgesi uzerinde
immobilize edilmis bir peptit antijeni ile temas ettirilmesini igerir,
buradaki peptit antijeni, bir mikrobiyal kaynaktan tiretilir ve konu
olan bir antikora (orn., bir anti-bakterivel, anti-viral, anti-parazitik,
anti-fungal antikora) spesifik olarak baglanir. Peptit antijeni, BSA’ya
konjuge edilebilir veya MAPS olarak sentezlenebilir. Protein A-CGC
ve/veya Protein G-CGC’den bir sinyalin test bolgesindeki varligi, test

ornegi iginde antikor varliginin gostergesidir.

Bazi1 yontemler ayrica test Orneginin, yukarida tarif edilen ayni peptit
antijenini igeren bir peptit antijeni-CGC konjugati ile temas
ettirilmesini igerir. Bazi diizeneklerde Protein A/G-CGC veya ikincil
antikor-CGC veya bunlarin bir kombinasyonu ve peptit antijen-CGC,
test bolgesi ile gakismayvacak sekilde membranin (veya ayri ancak

baglantili bir membranin) bir konjigat bolges: izerinde immobilize
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edilir. Diger diuzeneklerde Protein A/G-CGC veya ikincil antikor-
CGC veya bunlarin bir kombinasyonu ve peptit antijen-CGC,
membran Uzerinde immobilize edilmez, ancak bunun yerine test
bolgesi 1le birlikte yuzeye, aym anda veya sirayla uygulanir. Protein
A/G-CGC velveya ikincil antikor-CGC ve peptit antijeni-CGC’den
kombine sinyal, test dmeg1 i¢inde antikor varligim gosterir ve tipik
olarak tek basma peptit antijeni-CGC ile yapilan, yani Protein A-
CGC, Protein G-CGC veya ikincil antikor-CGC’nin bulunmadig: bir
testten alinan sinyalden daha guglidir. Spesifik diizeneklerde peptit
antijeni, bir Borrelia antijenidir (dogal olarak var olan veya
sentezlenmis, orn., dogal olarak var olan antijene 0zdes veya bunu
taklit eden) ve test domegi, Lyme hastaligma sahip oldugundan
stiiphelenilen bir siijeden gelir. Bir pozitif sinyal, 6mek i¢cinde Lyme
hastaligina spesifik antikorlarin varligini tanimlar. Diger duzeneklerde
peptit antijeni, bir Ehrlichia antijenidir (dogal olarak var olan veya
sentezlenmis, orn., dogal olarak var olan antijene dzdes veya bunu
taklit eden) ve siijjenin, Anaplasmataceae familyasi, Ehrlichia ve
Anaplasma cinsi bakterilerin neden oldugu, kene ile tasman bir
bakteriyel enfeksiyon olan  Ehrlichiosis'e  sahip  oldugundan

stuphelenilir.

Kan urinlerinin veya diger fizyolojik veya biyolojik sivilarin
taranmasina yonelik bir baska deney, bir enzim baglh immiinosorbent
deneyi, yani bir ELISA’dir. Tipik olarak bir ELISA’da yakalama
ogeleri (orn., antikora spesifik antijenler), bir mikrotiter oyugunun
yuzeyine direkt olarak veya bir yakalama matrisi (6rn., bir antikor)
tizerinden adsorbe edilir. Yiizey tizerindeki kalinti, spesifik olmayan

protein baglanma sahalar1 daha sonra uygun bir ajan, drnegin sigir
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serum albumini (BSA), 1s1 ile eylemsizlestirilmis normal ke¢i serumu
(NGS) veya BLOTTO (ayrica bir prezervatif, tuzlar ve bir kopuk
onleme ajan ihtiva eden, yagsiz kuru suitten tamponlu bir ¢ozelti) ile
bloke edilir. Oyuk daha sonra konu olan bir antikoru ihtiva ettiginden
siipheclenmilen biyolojik bir dmek ile inktibe edilir. Ornek, ¢iplak
uygulanabilir veya daha sik bir sekilde genellikle az miktarda (agirhga
gore %0.1-5-0) protein, dmegin BSA, NGS veya BLOTTO ihtiva
eden tamponlu bir ¢ozelti iginde seyreltilebilir. Spesifik baglanmanin
meydana gelmesi igin yeterli bir stire boyunca inkiibe edildikten sonra
oyuk yikanarak baglanmamig protein g¢ikarilir ve sonra bir enzime
veya bagka bir etikete standart prosedurlerle konjuge edilmis bir Fc
baglanma molekilu (6rn., Protein A ve/veya Protem G) ve 1stege bagh
olarak baska bir antikora spesifik antijen (genellikle yakalama ogesi
ile ayn1) iceren bir veya daha fazla dedektor molekiilin ile inkitbe edilir
ve bloklama tamponu i¢inde ¢ozuliir. Etiket, yabanturpu peroksidaz
(HRP), beta-galaktosidaz, alkalin fosfataz, glukoz oksidaz, vb. dahil
cesitll enzimler arasindan secilebilir. Tekrar spesifik baglanmanin
meydana gelmesi igin yeterli zaman birakihir, sonra oyuk tekrar
yikanarak baglanmanus konjugat ¢ikarlir ve enzim ig¢in uygun bir
substrat ilave edilir. Renk gelismeye birakilir ve oyuk igeriginin optik
vogunlugu, gorsel olarak veya aletlerle belirlenir (uygun bir dalga
boyunda olgulir). Kesme OD degeri, Lyme hastaligimin endemik
olmadig1 bir alandan gelen kisilerden toplanan en az 50 serum
omeginin ortalama OD+3 standart sapmas1 (SD) olarak veya bu tur
geleneksel tamimlarla tanimlanabilir. Cok spesifik bir deney soz
konusu oldugunda OD+2 SD, bir kesme degeri olarak kullanilabilir.

ELISA deneylerini yapma kosullar: teknikte 1yi bilinir.
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Bir diz1 geleneksel protein deney formatinin, dzellikle imminodeney
formatlarimin, burada tarif edilen c¢esitli diizenekleri kullanmak tizere
tasarlanabilecegi teknikte uzman kisilerce anlagilmalidir, Bu bulus
boylelikle belirli bir deney formati segimi ile sinirlanmaz ve teknikte

uzman kisilerce bilinen dency formatlarini kapsadigina imanilir.

"Bir antikor ihtiva eden ornek" veya "bir ornek ig¢inde bir antikorun
saptanmas1’” ifadelerinin bir antikorun bulunmadig1 veya saptanmadigi
ornekler1 veya belirlemelert (orn., saptama tesebbiislerini) harig
birakmast kast edilmez. Genel anlamda bu bulus, bir enfeksiydz
mikroba  tepki  olarak  Uretilen  bir  antikorun, saptamp
saptanmadigmdan bagimsiz olarak bir dmek i¢inde bulunup

bulunmadigim belirlemeye yonelik deneyler icerir.

Spesifik olarak reaksiyona girecek sekilde antijenleri/peptitleri ve
antikorlar1 reaksiyona sokmaya vyonelik kosullar, teknikte uzman
kigilerce 1y1 bilinir. Bakiniz 6rn., Current Protocols in Immunology

(Coligan ve arkadaslari, editors, John Wiley & Sons, Inc).

Cihazlar ve Kompozisvonlar

Bir baska yonde mevcut agiklama, bir ornek igindeki bir antikorun
saptanmasina yonchik cihazlar icerir. Bazi duizenckler, bir omnek
yukleme bolgesi, bir konjiigat bolgesi ve bir test bolgesi iceren antikor
saptama cihazlar1 veya antikor saptama sistemleri igerir. Konjugat
bolgesi tipik olarak test bolgesi ile ¢akismaz; bununla birlikte 6rnek
bolgesi ve bu iki bdlge, isletim sirasinda 6rnek yukleme bodlgesine

vuklendiginde bir sivi drnek, konjugat bodlgesi ve test bolgesi ile
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akiskan iletisiminde olacak sekilde konfigure edilir. Genellikle test
ormegi, kilcal hareket yoluyla konjugat ve test bolgeleri icinden akar
veya bunlarla iletisim kurar. Konjiigat bolgesi, bir birinci saptanabilen
ogeye (vani, bir saptanabilen Fc baglanma molekultl konjugati,
ornegin bir Protein A ve/veya Protein G konjugat: veya Fe’ye spesifik
bir ikinci antikor konjugatina) konjuge edilmis, mobilize edilebilen bir
Fc baglanma molekilu igerir ve test bolgesi, antikora spesifik olarak
baglanabilen, immobilize edilmis bir yakalama 6gesi igerir. Bu

ozelliklerin her biri burada basgka boliimlerde tarif edilmistir.

Baz1 duzeneklerde «cihaz ayrica Ornek yukleme boOlgesine
yuklendiginde bir sivi omek 1le akigskan iletisiminde olan bir kontrol
bolgesi icerir. Yine sivi Ornek, kilcal hareket yoluyla kontrol bolgesi
icinden akabilir veya bunlarla iletisim kurabilir. Baz1 dizeneklerde
kontrol bodlgesi, bir kontrol dedektoriinil spesifik olarak baglayabilen,
immobilize edilmis bir baglanma ortagi igerir. Bir ornek olarak
kontrol bodlgesi, bir anti-protein A antikoru, bir anti-protein G antikoru
veya protein A veya protein G ile reaktif memeli IgG’lerinden birini

1gertr.,

Bazi cihazlar ayrica test bolgesinin agagi akigma konumlandirilmis bir
absorbent ped igerir. Bazi cihazlarda konjugat bolgesi, ornek yukleme
bolgesinin  yukan akis tarafina konumlandirihir. Bazi cihazlarda
konjigat bolgesi, ornek yiikleme bolgesinin yukar1 akig tarafina
konumlandirilir, Baz1 duzeneklerde ormek yukleme bolgesi, bir kan

separator materyali igerir.

Bazi durumlarda konjugat bodlgesi ayrica mobilize edilebilen bir
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ikinci dedektor igerir, buradaki ikinei dedektor, bir 1kinci saptanabilen
o0geye konjuge edilmis bir antijen veya antijenik peptit icerir; adi
gecen antijen veya antijenik peptit, antikora spesifik olarak
baglanabilir. Bazi duzencklerde birinci (orn., saptanabilen Fc
baglanma molekul) ve ikinci (6rn., saptanabilen antijen konjugati)
dedektorleri, ayni tipte saptanabilen ©0geye sahiptit. Diger
duzeneklerde birinci ve ikinci dedektorler farkh tiplerde saptanabilen
ogelere sahiptir. Belirli diizeneklerde birinci dedektorin  ikinci
dedektore orami (6rn., molar oram), arzu edilen sinyal amplifikasyon
diizeyine ulasacak sekilde ayarlanir. Ornegin birinci dedektoriin (6rn.,
saptanabilen Fc baglanma molekuilt, ornegin protein A/protein G’nin)
ikinct dedektore (Orn., saptanabilen antijen konjugatma) oram,
yaklasik 1:200, 1:100, 1:90, 1:80, 1:70, 1:60, 1:50, 1:40, 1:30, 1:20,
1:19, 1:18, 1:17, 1:16, 1:15, 1:14, 1:13, 1:12, 1:11, 1:10, 1.9, 1:8, 1.7,
1:6, 1:5, 1:4, 1:3, 1:2, 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1, 10:1,
11:1, 12:1, 13:1, 14:1, 15:1, 16:1, 17:1, 18:1, 19:1, 20:1, 30:1, 40:1,
50:1, 60:1, 70:1, 80:1, 90:1, 100:1 veya 200:1 olabilir; bunlar
arasindaki  tim oranlar ve oran araliklann da dahildir. Baz
diizencklerde saptanabilen Fc baglanma molekulii konjugatinin
saptanabilen bir antijen/antijenik peptit konjugatina orani, yaklasik
20:1 1la yaklasik 1:20, tercihen yaklasik 20:1 ila yaklasik 1:1 ve daha
fazla tercihen yaklasik 16:1 1la yaklasik 2:1°dir. Protein A ve protein
G konjugatlarinim her ikismin saptanabilen Fc baglanma molekiilleri
olarak kullamldigi diizeneklerde protein A konjugatinin protein G
konjugatina oram, yukanda tarif edildigi gibi  saptanacak
immunoglobulin sinifina gore saptama sinyalini optimize edecek
sckilde ayarlanabilir. Protein A konjugatinin protein G konjugatina

uygun oranlarn (0rn., molar oranlar) arasinda, bunlarla smurl
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olmamakla birlikte 1:20, 1:19, 1:18, 1:17, 1:16, 1:15, 1:14, 1:13, 1:12,
1:11, 1:10, 1:9, 1:8, 1:7, 1:6, 1:5, 1:4, 1:3, 1:2, 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1,
6:1,7:1, 8:1, 9:1, 10:1, 11:1, 12:1, 13:1, 14:1, 15:1, 16:1, 17:1, 18:1,
19:1 ve 20:1 bulunur. Bazi1 duzeneklerde protein A konjugatinin
protein G konjugatina orani, yaklasik 10:1 ila yaklasik 1:10, tercihen
vaklasik 5:1 ila yaklagik 1:5 ve daha fazla tercihen yaklasik 2:1 1la
yaklagik 1:2°dir. Bir duzenekte protein A konjugatimin protein G
konjugatina orani yaklasik 1:1°dir.

Spesifik  baglanma deneylerinin, ©ozellikle imminodeneylerin
yapilmasina yonelik cihazlar bilinmektedir ve mevcut yontemlerde
kullamlmak uzere kolayca adapte edilebilir. Kat1 fazli deneylerm
genel olarak yapilmasi, bir ayirma adimi, ©Omegin ¢okeltme,
santrifujleme, filtreleme, kromatografi veya manyetizma gerektiren
heterojen deney vyontemlerinden daha kolaydir, ¢unkl reaktif
maddelerin ayrilmasi daha hizli ve daha basittir. Kati faz deney
cthazlar1 arasinda mikrotiter plakalar, genel akis deney1l cihazlan
(0rn., lateral akis immimnodenecy cihazlar), batirma g¢ubuklarn ve
immiino-kilcal veya immiinokromatografik immiinodency cihazlan

bulunur.

Baz1 duzeneklerde cihaz, bir lateral akis immiinodeneyidir. Bazi
diizeneklerde cihaz, bir ELISA deneyi i¢cin uygun bir mikrotiter
plakadir. Baz1 diizeneklerde cihaz, bir analitik rotorda kullamlmaya
uygundur. Yine baska duzeneklerde cihaz, bir elektrokimyasal, optik

veya opto-elektronik sensor igerir.

Bazi1 duizeneklerde bir lateral akig cihazi, bir drnek/kan ayirma pedi,
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nitroseliloz membran ve bir yuva i¢cine konulan bir ust fitil
kullamlarak vyapilandinlir (bakimz, orn., Sekil 2). Nitroselilloz
membran, bir yakalama 0gesi, Omegin etiketsiz, antikora spesifik bir
antijen (orn., bir peptit antijeni veya peptit harici antijen) iceren bir
test ¢izgisi veya bolgesi ve istege bagli olarak bir Fc baglanma
molekilline reaktif bir antikor thtiva eden bir kontrol ¢izgisi veya
bolgesi ile ¢izilir (asagida gosterilmistir). Konu olan bir antikoru
ihtiva ettiginden siiphelenilen bir 6rnek, saptanabilen bir Fc baglanma
molekillit konjugat1 ile onceden karistirilabilir ve sonra lateral akis
deneyi cihazina uygulanabilir. Ya da on karistirma yerine drnek ve Fc
baglanma molekiili, deney cihazina herhangi bir sirada aym anda

veya strayla uygulanabilir.

Alternatif olarak nitroseliiloz membran, yukaridaki gibi hazirlanmir ve
ayrica saptanabilen bir Fc¢ baglanma molekilll konjigati igeren,
konjigat ile test bolgelerinin ¢akismadigr bir konjugat ¢izgisi veya
bolgest ile cizilir. Bazi duzeneklerde daha sonra konu olan bir
antikoru thtiva ettiginden suphelenilen bir dmek, lateral akis deneyi
cihazina uygulanabilir. Diger dilzencklerde konu olan bir antikoru
ihtiva ettiginden suphelenilen bir ornek, antikora spesifik olarak
baglanan (tipik olarak yakalama dgesi ile ayni1 baglanma spesifikligine
sahip) saptanabilen bir antijen konjugati ile onceden kanstimlabilir ve
sonra lateral akis deneyi cihazina uygulanabilir. Yukaridakine benzer
sekilde on karistirma yerine drmek ve saptanabilen antijen konjigat,
deney cihazina herhangi bir sirada aym anda veya sirayla

uygulanabilir,

Bazi1 duizeneklerde bir lateral akig cihazi, bir drnek/kan ayirma pedi,
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nitroseliloz membran ve bir yuva i¢cine konulan bir ust fitil
kullamlarak vyapilandinlir (bakimz, orn., Sekil 2). Nitroselilloz
membran, bir yakalama 0gesi, Omegin etiketsiz, antikora spesifik bir
antijen (orn., bir peptit antijeni veya peptit harici antijen) iceren bir
test c¢izgisi veya bolgesi, istege bagli olarak bir Fc baglanma
molekilline reaktif bir antikor thtiva eden bir kontrol ¢izgisi veya
bolgesi (asagida gosterilmistir) ve antikora spesifik olarak baglanan
(tipik olarak yakalama ©gesi ile ayni baglanma spesifikligine sahip)
saptanabilen bir antijen konjugati igeren bir konjigat ¢izgisi veya
bolgesi ile ¢izilir. Konjiigat ve test bdlgeler1 genellikle ¢akismaz.
Konu olan bir antikoru ihtiva ettiginden siiphelenilen bir ornek,
saptanabilen bir Fc baglanma molekulil konjigati 1le Onceden
kanstinlabilir ve sonra lateral akis deneyi cihazina uygulanabilir.
Ayrica on karigtirma verine ornek ve Fc baglanma molekulil, deney
cihazma herhangi bir sirada ayni anda veya sirayla uygulanabilir. Bir
ornek diuizenekte iki portlu cihazlar da bir test drneginin, konjigatin

veya takip tamponunun sirayla uygulanmasi i¢in kullanilabilir.

Baz1 lateral akis cihazlarinda nitroseliiloz membran, bir yakalama
ogesi, ornegin etiketsiz, antikora spesifik bir antijen (orn., bir peptit
antijeni veya peptit harici antijen) igeren bir test ¢izgisi veya bodlgesi,
istege bagh olarak bir Fc baglanma molekiiline reaktif bir antikor
thtiva eden bir kontrol ¢izgisi veya bolgesi (asagida gosterilmistir) ve
antikora spesifik olarak baglanan (tipik olarak yakalama dgesi ile aym
baglanma spesifikligine sahip), saptanabilen bir Fc¢ baglanma
molekilu ve saptanabilen bir antijen konjugati igeren bir konjugat

¢izgisi veya bolgesi ile ¢izilir. Daha sonra konu olan bir antikoru
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thtiva ettiginden stiphelenilen bir omek, lateral akis deneyi cihazma

uygulanabilir.

Lyme'e spesifik antikorlarin saptanmasina yonelik ornek bir cihazda
bir lateral akis cihazi, bir ornck/kan ayirma pedi, nitroscliloz
membran ve bir yuva icine konulan bir st fitil kullanilarak
yapilandirthir (bakimz, orn., Sekil 2). Nitroseliloz membran, Borrelia
antijenlerini (bakiniz 6rn., US2011136155) taklit veya simile eden
peptitlerin bir karigimini igeren bir test ¢izgisi veya bolgesi ve Protein
A'va veya Protein G'ye reaktif bir immiinoglobulin (6rn., anti-Protein
A IgG, fare, nsan veya bagka Protein A'ya reaktif Ig(G, vb.) igeren bir
kontrol ¢izgisi veya bolgesi ile ¢izilir. Borrelia burgdorferi’ye yonelik
antikorlar ihtiva ettiinden suiphelenilen bir dmek, Protein A ve/veya
G’nin kolodyal altin konjiugatlar1 (Protein A/G-CGC) veya (ii) Protein
A/G-CGC ve Borrelia antijenlerinin kolodyal altin konjigatlarimi
(Borrelia antijeni-CGC) igeren bir karisim ile karistirilabilir. Bu ornek
konjugati kansimu daha sonra lateral akis deneyir cihazina

uygulanabilir.

Alternatif olarak bir lateral akis cihazi, yukaridaki gibi yapilandirilir,
ancak burada nitroseliloz ped, test bdlgesinden ayr1 bir veya daha
fazla konjigat bolgesi ile ¢izilir. Konjugat bolgeleri, ornegin (1) tek
basina Protein A/G-CGC, (11) tek basina Borrelia antijeni-CGC veya
(11) Protein A/G-CGC ve Borrelia antijeni-CGC kombinasyonu
icerebilir, Burada veya bu basvuruda baska yerlerde kullanildigr gibi
Borrelia antijeni, Ehrlichia antijeni veya bir antijen veya antijenik
peptit, sirastyla dogal Borrelia antijenini, dogal Ehrlichia antijenini

veya herhangi bir dogal antijeni taklit veya simille eden bir sentetik
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peptit karisimimi igerir. Bazi diizeneklerde ormegin (1) veya (111)’de test
omegi, onceden kanstinlmadan lateral akis cihazina kendi basina
uygulanir, Diger duzeneklerde ornegin (i)’de drnek, Borrelia antijeni-
CGC ile onceden Kkanstirilabilir ve sonra lateral akis cihazina
uygulanabilir. Bazi1 diizeneklerde ornegin (i1)’de ornek, Protein A/G-
CGC 1le onceden karistirilabilir ve sonra lateral akis cihazma
uygulanabilir. Bununla birlikte bu 6mek kombmasyonlar smirlayic:
degildir ve diger olasiliklar da teknikte vzman kisiler ig¢in agik

olacaktir.

Protein A/G-CGC, ornek i¢inde antikor ve istege baglhh Borrelia
antijeni-CGC iceren yakalama kompleksleri, ormek/kan ayirma pedi
Uzerinden tasinma ve istege bagh konjugat cizgisi(leri) ve test
cizgisi(lerr) Uzerinden migrasyon sirasinda olusturulur. Kosullara
bagh olarak (orn., istege bagh Borrelia antijeni-CGC kullanimi), bir
kompleks veya sandvig, immobilize edilmis ve etiketsiz Borrelia
antijeni, antikor ve etiketli Protein A/G-CGC’den olugur. Borrelia
ant1jeni-CGC varhiginda bir kompleks veya sandvig, etiketsiz Borrelia
antijeni, antikor, etiketli Borrelia antijeni-CGC ve etiketli Protein
A/G-CGC’den  olusur. Protein A/G-CGC’nin  son bahsedilen
komplekse ilavesi ayrica etiketli Borrelia antijeni-CGC’den gelen
sinyali amplifiye eder. Baz1 diizeneklerde artan amplifikasyon, burada
tarif edildigi ve teknikte bilindigi gibi tiim reaktanlarin oranlar

ayarlanarak saglanabilir.

Ehrlichiosis'e spesifik antikorlarin saptanmasina yonelik ornek bir
cihazda bir lateral akis cihazi, bir drnek/kan ayirma pedi, nitroseliiloz

membran ve bir yuva igine konulan bir st fitil kullanilarak
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yapilandinilir. Nitroseliloz membran, bir Ehrlichia antijem iceren bir
test cizgisi veya bolgesi ve Protein A'ya veya Protein G'ye reaktif bir
immiioglobulin (6., anti-Protein A 1gG) iceren bir kontrol ¢izgisi
veya bolgesi ile ¢izilir. Ehrlichia’ya (orn., E. canis, E. chafteensis, E.
ewingii,) yonelik antikorlar thtiva ettiginden suiphelenilen bir 6rnek,
Protein A ve/veya G’nin kolodyal altin konjugatlar1 (Protein A/G-
CGC) veya (11) Protein A/G-CGC ve Ehrlichia antijeninin kolodyal
altin konjugatlarimi (Ehrlichia antijeni-CGC) igeren bir karisim ile
karistirilabilir. Bu ornek konjugati karisimi daha sonra lateral akis

deneyi cihazina uygulanabilir.

Alternatif olarak bir lateral akis cihazi, yukandaki gibi yapilandirihr,
ancak burada nitroseliiloz ped, test bolgesinden ayrn bir veya daha
fazla konjugat bolgesi ile ¢izilir. Konjugat bolgeleri, ornegin (i) tek
basma Protein A/G-CGC, (ii) tek basma Ehrlichia antijeni-CGC veya
(ii1) Protein A/G-CGC ve Ehrlichia antijeni-CGC kombinasyonu
icerebilir. Bazi duzeneklerde ornegin (i) veya (111)’de test Ornegi,
onceden karistirlmadan lateral akis cihazina kendi basina uygulanir,
Diger dizencklerde ornegin (1)’de ornek, Ehrlichia antijeni-CGC ile
onceden karigtirilabilir ve sonra lateral akis cihazina uygulanabilir.
Baz1 diizeneklerde oOrnegin (i1)’de ornek, Protein A/G-CGC ile
onceden kanstirilabilir ve sonra lateral akis cihazma uygulanabilir.
Bununla birlikte bu 6rnek kombinasyonlar simirlayict degildir ve diger

olasiliklar da teknikte uzman kisiler i¢cin ag¢ik olacaktir.

Protein A/G-CGC, ornek i¢cinde antikor ve istege bagli Ehrlichia
antijeni-CGC igeren yakalama kompleksleri, 6rnek/kan ayirma pedi

fizerinden taginma ve istege bagli konjugat c¢izgisi(leri) ve test
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cizgisi(lert) uzerinden mgrasyon sirasinda olusturulur. Kosullara
bagh olarak (orn., istege bagh Ehrlichia antijeni-CGC kullanim), bir
kompleks veya sandvig, immobilize edilmis ve etiketsiz Ehrlichia
antijeni, antikor ve ctiketli Protein A/G-CGC’den olusur. Ehrlichia
antijeni-CGC  varhiginda bir kompleks veya sandvig, ctiketsiz
Ehrlichia antijeni, antikor, etiketli Ehrlichia antijeni-CGC ve etiketli
Protein A/G-CGC’den olusur. Protein A/G-CGC’nin son bahsedilen
komplekse ilavesi ayrica etiketli Ehrlichia antijeni-CGC’den gelen
sinyali amplifiye eder. Baz1 dizeneklerde artan amplifikasyon, burada
tarif edildigi ve teknikte bilindigi gibi tim reaktanlarin oranlar

ayarlanarak saglanabilir.

Bir ELISA icin uygun bir mikrotiter plakanimm bir diizeneginde bir
yakalama 0gesi, doksan altt oyuklu bir ELISA plakast veya
streptavidin kapli denk bir kat1 faz veya denk bir biyotin baglanma
bilesigi, ornegin avidin veya ndtravidin gibi bir yiizey tizerine, bir
alkalin  kaplama tamponu i¢cinde optimum Kkonsantrasyonda
immobilize edilir ve 4°C’de bir gece streyle inkiibe edilir. Standart
yikama tamponlari 1le uygun sayida yikama yapildiktan sonda bir Fc
baglanma molekuluniin ve istege baglh olarak vakalama ogesi olarak
kullanilanla ayni antijenin biyotinile edilmig formlarmin optimum
konsantrasyonu, geleneksel bir bloklama tamponu i¢inde ¢oziliir, her
oyuga uygulanir. Daha sonra bir omek ilave edilir ve deney, burada

tarif edilen ve teknikte bilinen sekilde ilerler.

Bir baska yonde mevcut agiklama, bir ornek i¢inde bir antikorun
saptanmasi ile alakali kompozisyonlar sunar. Bazi duzenekler, bir

yakalama 0gesi, bir test drnedi icinde bir antikor ve bir birinci
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dedektor 1ceren bir veya daha fazla yakalama kompleksi ile 1lgilidir,
buradaki yakalama 0gesi, antikora baglanir ve buradaki birinci
dedektor, bir birinci saptanabilen 0geye konjuge edilmis ve antikorun
Fc bolgesine baglanan bir Fc baglanma molekultl icerir. Bazi
duzenckler ayrica bir ikinci dedektor igerir, buradaki ikinci dedektor,
antikorun degisken bolgesine spesifik olarak baglamir. Bazi
duzeneklerde yakalama kompleksi, bir kat1 veya yan kati destek gibi
bir ylizeyin bir test bolgesi izerinde immobilize edilir. Ornegin bazi
diizencklerde kati destek, bir tane (orn., bir kolodyal partikill veya bir
nano-partikil), bir lateral akis immiinodeney cihazinda bir akis yolu,
bir analitik rotorda bir akis yolu veya bir tiip veya bir oyuktur (orn.,
bir plakada). Istege bagh ikinci dedektor konjiigati ve istege bagh test
yuzeyl dahil bu ve ilgili diizeneklerin bir gosterimi icin Sekil 1’e

bakimiz,

Belirli dizeneklerde kompleks, konu olan bir antikor (orn., bir anti-
mikrobiyal antikor, Ornegin bir anti-viral, anti-bakteriyel, anti-fungal
veya anti-parazitik antikor), bir Protein A- ve/veya Protein G-
konjugati, immobilize edilmis, antikora spesifik bir antijen ve istege
bagl olarak bir antijen konjiigat1 igerir. Bazi diizeneklerde Protein A-
ve/veya Protein-G konjigati, bir altin nano-partikiilis (6rn., bir Protein
A-CGC veya Protein G-CGC - "kolodyal altin konjugat1") igerir ve
antijen konjugati, bir altin nano-partikiilii (6rn., bir antijen-CGC)
icerir. Baz1 diizeneklerde antijen konjigati veya antijen-CGC, burada
tarif edilen ve teknikte bilinen bir mikrobiyal antijen, érnegin bir viral,
bakteriyel, mantar veya parazitik antijen igerir. Spesifik dizeneklerde
antijen konjugatt veya antijen-CGC, Lyme hastaligina spesifik bir

antijen, dmegin bir Borrelia antijeni (bakiniz yukarida) igerir. Diger
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diuzeneklerde antijen konjugati veya antijen-CGC, Ehrlichiosis

hastaligina spesifik bir antijen, dmegin bir Ehrlichia antijeni icerir.

Kitler

Yine bir bagka yonde tarifname, kitler sunar. Baz1 diizeneklerde katler,
burada tarif edilen bir cihaz veya sistem igerir. Bazi duzeneklerde
kitler, burada tarif edilen iki, ti¢, dort veya daha fazla cihaz veya

sistem igerir.

Belirli tiplerde deneyler i¢in reaktif maddeler de burada agiklanan
kitler icinde sunulabilir. Boylelikle kitler, nano-partikillerin, tanelerm
(Orn., bir aglutinasyon deneyi veya bir lateral akis deneyi i¢cin uygun)
bir populasyonunu veya bir plaka (orn., bir ELISA deneyi i¢in uygun
bir plaka) igerebilir. Diger diizeneklerde kitler, bir cihaz, drnegin bir
lateral akis i1mmiinodeney cihazi, bir analitik rotor veya bir
elektrokimyasal, optik veya opto-elektronik sensor igerir. Nano-
partikill popiilasyonu, taneler, plaka ve cihazlar, bir imminodeneyin
yapilmasi 1i¢in faydalidir. Ormegin bunlar, bir 6rnekten bir antikor, bir
antijenik peptit (etiketli ve/veya etiketsiz) ve bir Fc baglanma
molekilll igeren bir antikor-peptit kompleksi olusumunun saptanmasi

i¢cin faydali olabilir.

Baz1 diizeneklerde bir antijen (veya farkli antijenlerin bir karigim), bir
altin nano-partikill gibi saptanabilen bir 6geve konjuge edilir; bu aym
antijen (veya antijen karisinu) ayrica bir plaka, bir nitroseliiloz test
ylizeyl veya bagka bir test yliizeyi veya cihazina eklenir veya bunlarin

fizerine immobilize edilir ve bir Fc baglanma molekilil, bir altin nano-
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partikial gibi saptanabilen bir 6geye konjuge edilir. Spesifik kitlerde
bir antijenik peptit, bir altin nano-partikiile konjuge edilir ve istege
bagh olarak BSA’ya konjige edilir; bu aym antijen (altin partikiilu
olmadan, ancak istege bagh olarak BSA’ya konjuge edilmis sekilde),
tanimli bir test bolgesi veya bir nitroseliloz yuzey seridi Gizerine
immobilize edilir ve Protein A ve/veya Protein G, 1stege bagli olarak
bir lateral akis deney cihazi ihtiva eden bir kitin pargasi olarak bir altin
nano-partikille konjuge edilir. Baz1 duzeneklerde Protein A- ve/veya
Protein G-altin partikiilin konjugati, nitroselilloz yuzeyinin ayri bir
bolgesi, yani test bdlgesi ile cakismayan bir konjigat bdlgesi izerine

immobilize edilir.

Ek olarak kitler, ¢esitli seyrelticiler ve tamponlar, etiketli konjugatlar
veya spesifik olarak baglanan antijenlerin  veya antikorlarin
saptanmasi i¢in baska ajanlar ve bagka sinyal Uretici reaktif maddeler,
ornegin enzim substratlari, kofaktorler ve kromojenler igerebilir. Bir
kitin diger bilesenleri, teknikte uzman kisilerce kolayca belirlenebilir.
Bu bilesenler, kaplama reaktif maddeleri, bir Fc baglanma molekuli
ornegin Protein A ve/veya Protein G i¢in spesifik poliklonal veya
monoklonal yakalama antikorlar1 veya iki veya daha fazla antikorun
bir kokteyli, standart olarak antijenlerin veya antikorlarin saflagtirilmis
veya vyarl saflastimlmis  ozutleri, monoklonal antikor dedektor
antikorlan, buna konjige edilmig gosterge molekiilil ile bir anti-fare,
anti-kopek, anti-tavuk veya anti-insan antikoru, kolorimetrik
karsilastirmalar i¢in gosterge semalari, tek kullanimlik eldivenler,
dekontaminasyon talimatlari, uygulama g¢ubuklari veya kaplari, bir
ornek hazirlama kabi, vb. igerebilir. Bir diizenekte bir kit, bir peptit-

antikor kompleksinin olugumuna 1zin veren bir reaksiyon ortaminin
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olusturulmas1 i¢in uygun tamponlar veya baska reaktif maddeler

igerir.

Bu kitler, burada baska bolumlerde tarif edilen ve teknikte bilinen bir
mikrobiyal ajanmn, Ozellikle patojenik mikrobiyal ajanlarin
enfeksiyonuna tam konulmasi i¢in klinik bir laboratuara elverisli ve
verimli bir yol sunar. Bu kitler ayrica bir klinik laboratuarin, konu
olan bir antikorun varlid ile iliskili baska durumlara tani1 koymasi igin
elverisli ve wverimli bir yol sunar. Ornegin bazi oto-immiin
bozukluklar, bazi1 antikor tipleri ile baglantih olabilir. Boylelikle
hastalikla iligkili antikor/antijen kombinasyonlarinin bilindigi dlg¢ude
ad1 gecen kitler, bu hastaliklarin hassas ve dogru tam araglarim
saglayabilir. Spesifik kitler, Borrelia, 6rmegin bir B. burgdorferi’nin
saptanmasim saglar ve boylelikle Lyme hastalig1 tamisina yardimci

olur.

Baz1 duzeneklerde Kkitler ayrica bir talimat icerir. Ornegin bazi
duzeneklerde kitler, bir antikoru, drmegin bir mikrobiyal antijene (orn.,
Borrelia antijenine, Ehrhchia antijenine) yonelik bir antikoru
saptamak veya bir hastaliga, 6rnegin mikrobiyal iliskili bir hastaliga
(0rn., Lyme hastaligi, Ehrlichiosis) tani koymak i¢in kitin nasil
kullanilacagini gosteren bir talimat igerir. Baz1 duizeneklerde kitler, bir
mikrobiyal antijene, 0rmegin Borrelia antijenine veya Ehrlichia'ya
yonelik bir antikoru saptamak veya mikrobiyal iligkili bir hastaliga,
ornegin Lyme hastaligina (Borreliosis) veva Ehrlichiosis’e tam
koymak i¢in bir tane popiillasyonunun, bir plakanin veya bir cihazin
(orn. lateral akis cihazinin) nasil kullanilacagini gosteren bir talimat

igerir. Bazi diizeneklerde kitler, saptanabilen Fc baglanma molekili,
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antikora spesifik, saptanabilen antijen konjugatini veya antijenik peptit
konjigatin1 ve test drnegini, saptama sisteminin (O0rn., bir lateral akas
deney cihazi, mikrotiter plaka, analitik rotor) 6rnek yukleme bolgesine
uygulanmadan ©Once herhangi bir swrada birlestirmeye yonelik
talimatlar sunar. Bazi diizencklerde kitler, saptanabilen antijen
konjugat1 veya antijenik peptit konjugati, arzu edilen sinyal
amplifikasyon duizeyine ulasmak i¢in saptanabilen Fc baglanma
molekiilu ile belirli bir oranda bulanacak sekilde saptanabilen antijen
konjigatim1  veya antijenik peptit konjligatini test omegi ile
birlestirmeye yonelik talimatlar saglar. Kitler ayrica tamponlarmn
optimize edilmesi, ¢esitli bilesenlerin (O0rn., Fc baglanma molekuli,
antijen veya antijenik peptit, test 9megi) oranlarmin optimize edilmesi
ve kargtirma ve uygulama adimlarmin sirasinin optimize edilmesi
(orn., uygulamadan once tim bilesenlerin karistinlmasi, sadece bazi
bilesenlerin kanstirilmasi ve digerlerinin ayrica uygulanmasi) ig¢in

talimatlar sunabilir.

Burada agiklanan peptitler, peptitleri igeren kompozisyonlar ve
cthazlar, kitler ve yontemler, bir diz1 avantaj saglar. Ornegin bunlar,
konu olan antikorlarin basit, ucuz, hizli, duyarli ve dogru bir sekilde
saptanmasma ve anlamh yanls pozitif veya arka plan sinyalleri
olmadan ilgili durumlara tam1 konulmasma 1zin verir. Bu, ¢ok dusuk
ve hatta baska sekilde saptanamayan diizeylerde antikorlar ihtiva eden

omeklerin bile dogru ve hassas tanisina izin verir.

ORNEKLER



10

15

58

Ornek 1: Protein A, Lyme Hastah@ina Spesifik bir Lateral Akis

Deneyinde Antikorun Spesifik Saptanmasim Guglendirir

Bir negatif 0rnek, bir Lyme-pozitit ornek ve dusuk dizeyde bir Lyme-
pozitif ormek test edilirken Protein A-CGC’nin (kolodyal altin
konjugatmin) Lyme hastaligia spesifik bir lateral akis deneyine ilave
edilmesinin etkisini belirlemek i¢in testler yapildi. Amag, deneyin
yeterli hassaslhigini muhafaza ederken Protein A-CGC’nin potansiyel
yanlis sinyal(ler) izerindeki etkisini gbézlemek ve simflandirmakti. Bir
Protein A-CGC negatif kontrolle iligkili olarak ¢esitli Protein A-CGC
konsantrasyonlan test edildi. Bu testte uygulanan lateral akis deneyi,
Sekil 2 ve 3’te gosterilene benzerdir. Sonuglar, Reaktivite skoru (daha
yuksek bir saymin pozitif bir sonucu gosterdigi 0-5 skalasi) ile

gosterildigi gibi asagidaki Tablo 1’°de gosterilmistir,

Tablo 1: Test Sonu¢larinin Ozeti (Reaktivite Skoru)

Test Dusiik Dusuk Dolly Dolly Neg 345 | Neg 345
Kosullari: | PozWB | PozWB | Poz WB | Poz WB Plazma Plazma
1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8
Seyrelti | Seyrelti | Seyrelti | Seyrelt1 Seyrelti Seyrelti
CB2s CB25 CB25 CB25 CB250n | CB250n
On On On On Karisim Karisim
Karistm | Karnsim | Kangim | Karisim
Kontrol: 0 0,25 1,5 L5 0,25 0,25
Protein A
YOK
1X Protein 3.5 3,5 3,5 3,5 0,5 0,5
A
1:2 Seyrelti 3,5 3,5 3,75 3,75 0,25 0,25
Protein A
1:4 Seyrelti 1,25 1,25 2,25 2,25 0,25 0,25
Protein A
1:8 Seyrelti 0,5 0,75 2 2 0,25 0,25
Protein A
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Tablo 1°de gosterildigi gibi Protein A-CGC ilavesi, test edilen tiim
Lyme-pozitif dmeklerin sinyalini amplifiye etti ve ozellikle 'disik’
pozitif orneklerin saptanmasini sagladi. Protein A-CGC olmadan
dustk pozitif ornekler, negatit orneklere denk bir Reaktivite skoru
gostererck (~0.25 veya alt1) saptanamaz durumdaydi. Buna karsilik
Protein A-CGC’nin IX konsantrasyonda ve 1:2 seyreltide ilavesi,
yaklasik 3.5’lik bir Reaktivite skoru gostererek sinyali anlamh
duzeyde amplifiye etti. Boylelikle Protein A-CGC, bu Lyme
hastalifina spesifik lateral akis deneyinde hedef antikorlarin

saptanmasini anlamli dizeyde gelistirir.

Ornek 2: Protein A, Stres Altindaki bir Biyolojik Ornekte Yapilan
bir Lateral Akis Deneyinde Antikorun Spesifik Saptanmasim

Guclendirir

Protein A-CGC’nin (kolodyal altin konjigatinin) daha once stres
altina sokulmusg bir 48BSA (s1gir serum albumini)/DAG IgG konjugat
kansimina ilave edilmesinin etkisini belirlemek i¢in testler yapilda,
Konjigat karistmi, bir inkitbator iginde 35°C’°de 15 giin sireyle
onceden stres altina sokuldu. Bu deney hem stres altinda olan hem
olmayan drnekleri Protein A-CGC varlifinda ve yoklugunda test etti.
Bu testte uygulanan lateral akis deneyi, Sekil 2 ve 3°te gosterilene
benzerdir. Sonuglar, Reaktivite skoru (daha yiitksek bir saymin pozitif
bir sonucu gosterdigi 0-5 skalasi) ile gosterildigi gibi asagidaki Tablo

1’de gosterilmistir. Sonuglar, asagidaki Tablo 2'de gosterilmistir,
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Tablo 2: Stres Altindaki Orneklere Karsihk Stres Altinda

Olmayanlar icin Test Sonu¢larimin Ozeti

Ok Pos 11-  Pos_11-  Neg SCA30 - Neg SCA30 ;
0483 0483 2235HI 2235HI

Sicakhk  2-8°C 35°C 2.8°C 35°C

1. Gin 225 2,0 0 0

15.Gin 2.5 0,75 0 0

11)1 Glin =+ 5 75 1,25 0 0

Yukaridaki Tablo 2’de gosterildigi gibi Protein A-CGC’nin lateral
akis deney karisimina ilavesi, 15. gin stresli (35°C) biyolojik 6rnegin
sinyalini, Protein A-CGC yokluguna gore, 0.75’ten 1.75%e yukselen
bir Reaktivite skoru ile gosterildigi gibi amplifiye etti. 15. giin stressiz
ornek (2-8°C) de 2.25’ten 2.75°¢ yukselen Reaktivite skoru ile
gosterildigi gibi Protein A-CGC ilavesinden bir par¢a etkilendi.
Ayrica negatif 0rnekler, Protein A-CGC ilavesi ile degismedi.
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SEKILLERDEKI YAZILARIN ANLAMLARI

SEKIL 1

A = Saptanabilen Oge ile Fc Baglanma Molekulii Konjiugati

B = Saptanabilen Oge ile Ikinci Dedektor Konjiigat:

C = Konu Olan Antikor

D = Test Yiizeyi iizerinde Immobilize Edilmis Yakalama Ogesi

E = Test Ylzeyi

SEKIL 2

F = Test Konjugati

G = Antijenik Peptit Dedektorii
H=BSA

[ = Altin

J =Protein A/G

K = Fc Baglanma Molekiilin Konjigati
L = Ornek Portu

M = Absorbent

N = Kan ayirma pedi

O = Test (T) ve Kontrol (C) ¢izgileri ile nitroseliiloz
P = Peptit Yakalama Ogesi

R = Test Yakalama Cizgisi

S = Kontrol Yakalama

SEKIL 3

T =0Ornek

U= Lyme IgG
V = Genel IgG
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Y = Kontrol ve Amplifikasyon Konjugati
Z = Zaman

Al = Akis Yoni

B1 = Antijen-Antikor-Antijen Sandvigi
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