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rastirmacuar Analytical Chemistry der-
gisinde yayunladiklart makale ile
uzun suredir karmasik matrisler ice-
risinde bulunan protein, patojen, an-
tikor ve diger biyomolekiillerin sap-
tanmasindaki standartlart daha yu-
kart cektiklerini bildirdiler. U¢ boyutlu bask ile iiretilen
pipet uclarnyla gergeklestirilen testlerle basartya ulasan
arastirmactlar, pipete dayali teknolojiler sayesinde kar-
masik geleneksel tantlama yontemlerine gerek kalmaya-
cagut belirtiyorlar. Boylelikle kirsal bolgelerde bazi tibbi
testlerin hizlt ve ucuz bir sekilde gerceklestirilebilecegi-
ni ve hastalik tantlarinin daha kolay sekilde yapilacagint
vurguluyorlar.

ELISA Testi Nedir?

ELISA testi tipta tani araci olarak ve cesitli end(strilerde
kalite kontrol amaglariyla yaygin olarak kullanilir. Ayrica
biyomedikal arastirmalarinda ornekteki belirli antijenle-
rin veya antikorlarin tespiti ve miktar analizleri igin anali-
tik arag olarak da ELISA testlerinden yararlanilir.

Bu test sayesinde sivi numunelerde az miktarlarda bulu-
nan proteinler, peptitler, hormonlar ya da antikorlar tayin
edilebiliyor. Antijen iceren sivi faz, genellikle 96 mikro ku-
yucuklu plakalarda sabitlenir ve antijenin belirli bir anti-
kora baglanmasi saglanir. Bu antikora da enzim bagl bir
antikor eslik eder. Daha sonra eklenen malzeme gorin(r
bir renk degisikligine neden olur. Renk yogunluguna bagli
olarak tayini amaglanan maddenin varligi ve miktari uy-
gun yontemlerle olculir.
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ELISA'da, cesitli antijen-antikor kombinasyonlari kulla-
nilir ve bunlara enzim isaretli antijen ve antikorlar eslik
eder. Daha sonra bu enzimlerin aktivitesi renk yogunlugu
bakimindan analiz edilir. Enzim aktivitesi, kullanilan uy-
gun substrat (enzim tepkimelerinde islenen maddeler) ile
olusan renge gore Olcillr. Substrat ilave edildikten sonra
olusan renkli Gridndn 1sik emilimi analiz edilir ve sayisal
degerlere donustiralir. Antijen-antikor kombinasyonuna
ve analizi yapilacak maddeye gore farkli tiir ELISA test
yontemleri uygulanabilir. Bunlar “Dogrudan ELISA”, “Do-
layli ELISA”, “Rekabetci ELISA” ve “Sandvi¢ ELISA” yon-
temleridir.



Yaklasik otuz yildan uzun suredir kan, hiicre ve cesitli bi-
yolojik numunelerde HIV (insan bagisiklik yetmezligi vi-
risi), Hepatit B, Hepatit C, Lyme hastaligt (kene 1sirmast
ile olusan bir hastalik), bazi kanser tirleri ve pernisiyoz
anemi (B12 eksikligine baglt olarak alyuvar tretiminin
yetersiz olmast) basta olmak tizere bircok hastaligin ta-
nisinda kullanilan ELISA testi (Enzyme Linked Immuno-
sorbent Assay) etkili ve kesin sonugclar sagliyor. Bununla
birlikte, saglikli test sonuclart elde edilmesi i¢in olduk¢a
pahali laboratuvar ve ekipmanlarla birlikte iyi egitimli
teknik elemanlar da gerekiyor. Ayrica ekonomik a¢idan
bakildiginda kullanitlan kimyasal malzemelerin paha-
gt da olumsuz bir etmen. Arastirmada uygulanan
yontemse ELISA testinin, temel prensipleri aynt kalmak
kosuluyla, bilinenden daha hizli ve ucuz bir sekilde ger-
¢eklestirilmesini mumkun kiliyor.

ELISA testleri karmasik matrislerdeki proteinleri,

patojenleri, antikorlari ve diger biyomolekiilleri tayin etmek icin
uzun zamandir yaygin olarak kullaniliyor.

Yapilan son arastirmalarda ELISA testlerinin hassasiyetini artirmak,
testlerin maliyetini ve siiresini azaltmak hedefleniyor.

Bu sayede yenilikgi ve kolay ulasilabilir sistemler

gelistirilmesi planlaniyor.

ELISA testi viicudun bakteri, viris ve parazit gibi zararlu
patojenlerle ve dogal olmayan kimyasallarla miicadele
etmek i¢in Urettigi antikor adi verilen protein bazli ba-
gisiklik birimlerini veya antijenleri (bagisiklik sistemini
antikor uretmek i¢in uyaran toksin ve yabanct madde-
ler) tespit etmekte kullaniliyor. Geleneksel testler kan nu-
munesinin alinmast ile basliyor. Numune 96 adet mikro
kuyucugu olan plakalara konuyor. Her bir kuyucugun
farklt birer test odast islevi gordigu plakalara numu-
neyle farkli sekilde tepkime verecek maddeler ekleniyor.
Tepkimeler sonucunda goriilen renk degisiminin analizi
sayesinde orneklerde ya antikorlar ya da bu antikorla-
rin baglandigt proteinler tayin ediliyor. Uzman personel
tepkimeler sonucunda ortaya ¢ikan renge ve bu rengin
yodunluguna gore hastalik hakkinda bilgi sahibi oluyor.

Substrat

Enzim

Antikor

Antijen

Dogrudan ELISA Yontemi

Bu yontemde antijen mikroplaka kuyucuklarinin ytzeyi lizerinde tutu-
lur, daha sonra bu antijene 6zgli enzim isaretli antikorla belirli sicaklik
ve kosullarda bir slire bekletilir. Yikama isleminden sonra uygun substrat
eklenir. Olusan renklenmeden yararlanilarak sonuglar hesaplanir.

Yuksek molekdl agirhkl antijenlerin miktarini belirlemek icin uygun bir
yontemdir. Daha az adimda gerceklestirilebilir ve oldukca hizli sonug
alinir. 1971 yilinda gelistirilen bu yontem, diger ELISA tlrlerinin ortaya
¢tkmasina onculik etmistir.

Enzim

Ikincil Antikor Substrat

Birincil Antikor

Antijen

Dolayli ELISA Yontemi

1978 yilinda dogrudan ELISA yonteminden esinlenerek gelistirilen do-
layli ELISA yontemi iki asamali olarak degerlendirilebilir. Bu yontemde
antijen mikroplaka kuyucuklarinin ylzeyi tizerinde tutulur ve dnce birin-
cil antikor proteine baglanir. Ardindan birincil antikora ikincil bir enzim
isaretli antikor baglanmasi icin belirli sicaklik ve kosullarda bir stre bek-
letilir. Yikandiktan sonra uygun substrat eklenir. Olusan renklenmeden
yararlanilarak sonuclar hesaplanir.

Dolayli ELISA, dogrudan ELISA yonteminden daha fazla adim gerektirir
ve genellikle bakteri, virlis ve parazit kaynakli enfeksiyonlari teshis etmek
icin kullanilir. Daha hassas ve esnek bir analiz yontemi olup endokrino-
loji (vlicutta hormon salgilayan bircok salgl bezini ve bu salgi bezleriyle
ilgili hastaliklari inceleyen tip dali) alaninda yaygin olarak kullantlir.
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M. Sharafeldin ve arkadaslari, yaptiklart arastirmayla ¢
boyutlu baski cthazinda trettikleri pipet uglart ile ELISA
testlerini diisuk maliyette ve olduk¢a hizli bir sekilde ger-
ceklestirmeyi basardilar. Gelistirilen yontem sayesinde
uretilen pipet uglarn standart cihazlarda kullanumaya
uygun. Uclarin tasarumt sayesinde antikorlar i¢ yuzeye
rahatlikla tutunabiliyor. Pipet uclarinin kuguk hacimleri-
ne gore yuzey alanlarinin buiytk olmast, standart ELISA
testlerine gore tepkimelerin daha hizlt bir sekilde gercek-
lesmesini ve dolayistyla test sirelerinin kisalmasint sagli-
yor. Tum test adumlart bu uglarin igerisinde gerceklesiyor.
Test sonuglart kamera, cep telefonu veya plaka okuyucu
cthazlar kullanilarak elde ediliyor.

M. Sharafeldin
ve danismani J. Rusling

ELISA testlerinde kullanilan pipet u¢larinin (numuneyi
transfer etmekte kullantlan kiiciik uclar) test plakalarin-
daki mikro kuyucuklarin goérevini tistlenmesini 6ngoren
K. Kadimisetty ve arkadaslart, ti¢ boyutlu baskt ile ureti-
lebilen ve tum pipetlere uyacak pipet ucu tasarumlart sa-
yesinde herhangi bir plakaya ve pahali ekipmanlara ge-
rek duymadan bu testlerin gerceklestirilebilmesini sag-
ladu. Urettikleri tek kullanimlik her bir pipet ucu ELISA
plakasindaki bir kuyucugu temsil ediyor. Ayrica ¢ok uclu
tasarumlar ile aynt anda sekiz test gerceklestirilebiliyor.
Uclarin pipetlerin ¢coguna uyum gdstermesi sayesinde,
numunelerin transferini kontrol etmek de kolaylastiyor.

Arastirmactilar tasarumlart sayesinde ELISA testinin te-
mel ilkelerinde herhangi bir degdisiklik yapmadiklarini,
sadece aynt testi daha ucuz, daha hizli ve daha ulastla-
bilir hale getirdiklerini vurguluyorlar. Nitekim, prostat
kanserini tespit etmek tizere alinan numunelerin analizi
geleneksel testlerde kullanilan malzemelerin onda biriy-
le gerceklestirildi.

Substrat
Enzim
Enzim
Antikor
Antikor
Ornekteki
Antijen Referans
Antijen

Rekabetgi ELISA Yontemi

1976’da gelistirilen yontemde temel olarak kuyucuklarin ytizeyi belirli bir
referans antijenle kaplanir. Olclim yapilacak 6rnek ve antikor énceden be-
lirli sicaklik ve kosullarda bekletilir. Bu asamada ornekteki antijenler anti-
kora baglanir. Daha sonra bu antijen-antikor karisimi kuyucuklara eklenir.
Ornekte ne kadar cok antijen varsa bostaki antikorlar da o kadar az olur.
Kalan bostaki antikorlar ise referans antijene baglanir. Yikama islemin-
den sonra kuyucuklara birincil antikora 6zgl enzim isaretli ikincil antikor
eklenir. Tekrar yapilan yikama isleminden sonra kuyucuklara uygun subs-
trat ilave edilir. Olusan renklenmeden yararlanilarak sonuclar hesaplanir.

Bu yontemde analiz edilen 6rnekteki antijen miktari ile olusan renk yo-

gunlugu birbirleriyle ters orantilidir. Bu yontem, distk molekil agirliga
sahip antijen, peptit ve steroid analizleri icin yaygin olarak kullanihr.
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ikincil Antikor Enzim

Substrat

Antijen

Birincil Antikor

Sandvig¢ ELISA Yontemi

Bu ELISA yonteminde temel olarak iki farkli antikor kullanilir. Antijene
0zgU yakalama antikoru mikroplaka kuyucuklarinin ylizeyi tzerinde tu-
tulur ve bu antikora antijen baglanir. Daha sonra antijene 6zgl enzim ile
isaretlenmis tespit antikoru eklenir. Belirli sicaklik ve kosullarda bekleti-
len 6rnege yikama isleminden sonra uygun substrat eklenir. Olusan renk-
lenmeden yararlanilarak sonuglar hesaplanir. ilgili antijenin iki antikor
molekull arasinda sikismis olmasindan dolayr yonteme sandvi¢ ELISA
denir. 1977 yilinda gelistirilen bu yontem diger ELISA tekniklerinden 2
ila 5 kat daha hassas sonuglar verebilir.



Uretilen pipet uglar ti¢ ana béliimden olusuyor: giris Ug boyutlu baski teknolojileri sayesinde
silindiri, analiz bolmesi ve pipet muhafazast. Giris silin- disuk maliyetli ve kolayca erisilebilir pipet uglari
diri 3 mm dis ¢capa ve 15 mm uzunluga sahip. Boylece uretilebiliyor. Masaustu ti¢ boyutlu baski
numune ve reaktif maddeler analiz bélmesine kolaylikla makineleri kullanilarak tretilen uglar yardimiyla
cekilebiliyor. Analiz bélmesi ve giris silindiri kisumlart protein, nukleik asit ve gesitli biyomolekullerin
yaklasik 50 puL (mikrolitre) st alabiliyor. Pipet muha- tayini kolaylikla gerceklestirilebiliyor.

fazast bolimu ise cesitli cihazlara takilmaya uygun ve
kirlenmeyi 6nleyecek sekilde tasarlaniyor.

Sonug olarak, bu arastirma sayesinde ELISA testlerinde  Kaynaklar
uygulanan asamalarin sayist en aza indirgeniyor. Kulla- Sharafeldin, M., Kadimisetty, K. Ve ark.,“Accessible Telemedicine Diagnostics with ELISA
. . . . I in a 3D Printed Pipette Tip”, Analytical Chemistry, Cilt 91, ss. 7394-7402, 2019.
nilan yuksek maliyetli malzemeler ve cihazlara ihtiyag _
. . i Gan, D.S., Patel, K.R.,“Enzyme Immunoassay and Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”,

azaltiliyor. Uzman Kkisilerce yapumast gerekli olan klasik  journal of Investigative Dermatology, Cilt 133, ss. 1-3, 2013.
ELISA testleri temel e(jitim]_er verilen kisi]_erce gergek]_e S- Aydun, S.,“A short history, principles, and types of ELISA, and our laboratory experience

L. . R . . . X . with peptide/protein analyses using ELISA”, Peptides, Cilt 72, ss. 4-15, 2015.
tirilebilir hale geliyor. Analizlerin hassasiyetinde ve ta-

o . . . https://todayuconn.edu/2019/05/
yin limitlerinde gelismeler saglantyor. Test sonuglari cep  new-3d-printed-technology-lowers-cost-decades-old-medical-testing/
telefonu entegrasyonu ile kolaylikla paylastlabiliyor. Ge-  httpy/ruo.mbl.cojp/bio/e/support/method/elisa.html

Pt LR ; ; _ https:/www.moleculardevices.com/
listirilen yeni yontem ile kisitli kaynaklara sahip herhan applicationslenzyme linked mmumosorbent assay-elisa
gi bir laboratuvarda ELISA testlerinin daha hizli ve daha

. . i i L . http://www.enzolifesciences.com/science-center/technotes/2017/april/

ucuz bir sekilde gercgeklestirebilmesi mumkun oluyor. Ml what-are-the-differences-between-elisa-assay-types?/

Sandyvig Elisa Yonteminin ayrintili asamalari

Substrat eklenir
ve renk degisimi olur

Mikroplaka
analiz edilir
Antikor . Antijen o .
Ornek eklenir Enzim isaretli
antikor eklenir
Mikroplaka Mikroplaka
yikanir yikanir

Mikroplaka okuyucu
Uygun programlar

kullanilarak
sonuglar hesaplanir
Mikroplaka yikayici
Mikroplaka
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