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ENZIM IMMUNO ASSAY'LERDE KONJUGASYON YONTEMLERI
(derleme)

Seyfullah HALILOGLU'

Conjugation
immunoassays

SUMMARY

Enzyme immunoassays have come a long way in a
relatively short time. Not much more twenty years ago it
was questioned whether their handling advantages over
RIAs could outweigh their drawbacks. Today’s ElAs
measure haptens such a T3, T4 and steroids with as much
sensitivity and reliability as any RIA.

The fragmentary nature of the information which has
been derived from investigation heterology about
conjugation methods on the performance of EIA’s is such
that it is impossible to draw hard and fast conclusions about
their influence on assay sensitivity.

It 1s aimed in this article to give inform about enzymes
which can be employed as labels in EIA and vanations
among conjugation methods.
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GiRiS

ideal bir konjugasyon yéntemi, pratik olmasi yani
sira, enzim ve antikorun inaktivasyonuna sebep
olmaksizin tayin edilebilir yapida %100 konjugat
verebilmeli ve olusan baglar stabil olmalidir. Fakat
ginimizde kullanilan konjugasyon yontemlerinden
higbiri bu sartlara tam uygun degildir. Bu nedenle
konjugasyon yodntemi segcilirken, yapilacak olan
immunoassay tipi, enzimin ve hormonun yapisi géz
oniinde tutulmalidir. Ornedin  Enzim  Immuno
Histochemistry (EIH)'da 1:1 oraninda konjugat uygun
gorilurken, ElIA'de aktivitelerinde herhangi bir kayip
olmaksizin olusturulabilecek en yiiksek enzim/antikor
orani tercih edilir (Tijssen 1992).

Bugline kadar birgok konjugasyon yontemi
gelistiriimis olmakla birlikte ozellikle son 30 yilda
protein kimyasi Uzerine yapilan ¢alismalar bu konuda
onemli adimlar atilmasini saglamis ve polipeptit
zincirden ¢ikan reaktif gruplara sahip aminoasit
uzantilarinin blylk ©neme sahip oldugunu ortaya
citkarmistir. Konjugatin hazirlanmasinda géz éniine
alinan en o6nemli amino asitlerden birisi &-amino
reaktif grubuna sahip olan lizin' dir. Bu amagla lizin' in
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Enzim immunoassayler ¢ok kisa siirede biyiik
mesafeler kat etmislerdir. Cok degil, bundan yirmi yil 6nce,
enzim immunoassaylerin RIAe gore onemli
usttinliiklerinin olup olmadigr sorulurken, bugiin E1A lerle
T3, T4 ve steroidler gibi haptenler, herhangi bir RIA dan
daha hassas ve giivenilir sekilde dlgiilebilmektedir.

Enzim immunoassaylerin uygulamsinda konjugasyon
yontemleri konusundaki ¢ok sayida arastirmalardan elde
edilen bilgilerin diizensizligi, assay hassasiyeti {izerine bu
yontemlerin etkileri hakkinda kesin ve hizli sonuglarin
alinmasini imkansiz kilmaktadur.

Bu makalede EIA'lerde isaretleyici  olarak
kullanilabilen enzimler ve konjugasyon ydntemleri
arasindaki  farkliliklar  hakkinda  bilgi  verilmesi
amagclanmustir,

ANAHTAR KELIMELER : Enzim immunoassay,
konjugasyon yontemleri

yani sira farkli reaktif gruplara sahip olan ve asagida
verilen bir dizi aminoasit de kullanilabilir (Sauer ve ark
1982).

Aminoasit Reaktif Grubu
Asparajin,Glutamin Amid
Arjinin,Histidin,Lizin, Triptofan Amino,Imino

Aspartik asit, Glutamik asit Karboksil
Serin, Treonin Hidroksil
Tirozin Fenolik
Sistein Tiyol

Bir kisim proteinler amino asit yan zincirleri
yaninda potansiyel olarak reaktif oligosakkarit
grubuna da sahiptirler (6rnegin Horse Radish
Peroksidaz (HRPOQO)) ve oligosakkaritler proteinlere
genellikle serin ve treonin'deki OH gruplari ile ve sialik
asitin sonuna amino sekerler olusturarak baglanirlar
(Sauer ve ark 1982).

Genel olarak konjugasyon yontemleri 3 grupta
incelenebilir: Kimyasal isaretleme (markeleme) ile
yapilan konjugasyonlar en sik kullanilan yontemler
arasindadir. Ozgiin kimyasal isaretleme y&ntemleri
gun gectikce daha da modifiye edilmekte ve
konjugasyonda meydana gelebilecek olasi sakincalar
en aza indirilebilmektedir. Ikinci tip konjugasyon;
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birbirlerine kars! affinite gosteren avidin-biotin gibi
yardimeci molekiiller'in  kullanildigi  yéntemdir ve
metodik agidan kimyasal konjugasyon yontemleri
iginde de sayilabilir. Ornegin, enzim ve immun
reaktiften herhangi biri biotinile edilir ve avidin ya da
streptavidin gibi baglayici bir molekille baglanir.
immunolojik konjugasyon olarak bilinen tigiincii tip
konjugasyonda enzim aktivitesinde kayip olmaksizin
uygun bir enzimle, anti-enzim antikorun reaksiyonu
s0z konusudur. Enzim-antikor konjugati daha sonra
anti-lgG maddeler araciigiyla immun komplekslere
baglanir. Peroksidaz  anti-Peroksidaz ~ (PAP)
komplekslerinin olusumu bu tip konjugasyona iyi bir
ornektir. EIA'de tracer olarak kullanilabilse de
ozellikle EIH'de genis kullanim alanlar bulmustur
(Tijssen 1992).

Kimyasal konjugasyonda konjugasyon kalitesini
etkileyen birgok faktor vardir:

-Konjuge edilecek molekdillerin
konsantrasyonlari (kutlenin etkisi yasasl);
Konjugasyon ydntemlerinde g6z ardi ediimesine
karsin reaktiflerin uygun konsantrasyonlarinda kaliteli
bir konjugasyonun gergeklesecegi unutulmamaldir.
Ornegin protein konsantrasyonunun 5 mg/mi'den 1
mg/ml'ye disuriimesi, ayni miktarda konjugat
olusturulabilmesi igin inkubasyon periyodunun 25 kez
artinimasini gerektirir. Bu nedenle proteinlerin yiiksek
konsantrasyonlari inkubasyon suresinin kisaltiimasi
agisindan onemlidir(Tijssen 1992). Ayni zamanda
konjuge edilecek iki molekdlin molar konsantrasyon
orani da konjugat olusumunda 6nem tasir.

Dustuk protein konsantrasyonlarinda ortaya ¢ikan
bir baska sakinca relatif olarak intramolekiler
baglarin intermolekiller baglardan daha fazla
olmasidir. Bu  durum  proteinlerin
fonksiyonlarinin inaktivasyonunu artirir ve bu sakinca
inkubasyon siresinin  uzatilmasiyla gideriimeye
calisilir (Tijssen 1992).

-Protein molekilinin amino asit igerigi: Bazi
proteinler, olduk¢a az miktarda reaktif gruba sahip
aminoasit icerirler. Bu tdr proteinlerin ilging bir
ornegini, yapisindaki izotiyosiyanattan dolayr az
sayida amino grubu igeren HRPO olusturur ve
glutaraldehidle reaksiyon orani IgG' den daha
disuktur (Sauer ve ark 1982).

-Reaksiyon yeteneginde olan amino asit yan
zincirlerinin molekdl iginde gizlenmesi: Belirsiz ve
gizlenmis yan zincirler gapraz reaksiyona giremezler.
Buna karsin karbonhidrat yan =zincirleri biyik bir
hacme sahip olduklarindan kolaylikla reaksiyona
girerler ve konjugasyonda bir avantaj olustururlar
(Sauer ve ark 1982).

Enzim veya proteinlerin kimyasal
konjugasyon islemi sirasinda co-conjugation adi
verilen, ayni tlr molekillerin  kendi aralarinda
konjugat olusturmalari gibi istenmeyen durumlar
geligebilir (Doel ve Collen 1982). EIA'de enzimatik
olarak  aktif olmayan polimerler, immunolojik
reaksiyonlarda dusik konjugat olusumuna neden
olabilirler. Buyuk polimerler, daha biyiik antikor ve

biyolojik -

enzimatik aktivite icerme olasihigina sahip olsalar da,
sterik faktorler ve kimyasal modifikasyonlar sonucu
gelisen polimerizasyon artigi aktivite kaybina yol
acabilir. Blylk polimerlerin olusumu, reaktivitesi
yUksek proteinin konsantrasyonunun disurilmesiyle
sinirlandirilabilir.

-Tampon cozeltilerin safligi ve
komponentlerinin  ¢apraz  baglayici ajanlarla
reaktivitesi; Tampon secimi de 6zenle yapilmalidir.
Primer ve sekonder amino grubu igeren tamponlarda
gruplar Uzerinden konjugasyon olusabildiginden, o-
ve e-amino gruplar Uzerinden konjuge edilecek
proteinlerin konjugasyonlarinda bu tir tamponlarin
kullaniimasi sakincalidir (Sauer ve ark 1982). Ayrica
konjuge edilecek proteinlerin iyonik glglerinin farkli,
kullanilan tamponun glictiniin de bu guglerin arasinda
olmas! uygundur (Tijssen 1992).

Baglayici ajanlarin aktivitesi igin de tamponlar
énemlidir. Ornegin proteinlerin serbest amino gruplar
ile Bis  (4-floro-3-nitrofenil)-silfon(FNPS)"  nin
reaksiyonu pH 10.5'de gerceklestirilebilir.
Glutaraldehitte konjugasyon icin segilen pH'dan daha
yiksek derecelerde de iyi sonuglar alinabilmesine
karsin, glikoproteinlerin periodat tarafindan
aktivasyonu pH'ya bagimlidir ve optimum pH 4.0-5.0
civarindadir.

-Biyolojik aktivite igin gerekli gruplarin
korunmasi; Konjugasyonda kullanilan molekillerin
bazi gruplari antikor spesifitesi icin énemli olabilir ve
bu tdr gruplarin konjugasyondan etkilenmesi
onlenmelidir.

Ayrica iki molekulle gapraz-baglayici ajanin relatif
reaksiyon orani ve gapraz-badlayici ajanlarin etkili
konsantrasyonlari da konjugasyon orani acgisindan
onemlidir.

Tek ve Cift Basamakli Yontemler

Konjugasyonda kullanilan baglayici reaktifin
yapisina gore tek ya da cift basamakli konjugasyon
yontemleri uygulanabilir.

Tek basamakl konjugasyon yonteminde kovalent
bir sekilde baglanacak olan iki kompanent baglayici
ajanla  birlikte  karnistinhirken;  ¢ift  basamakli
konjugasyon yonteminde, birinci basamakta iki
kompanentten sadece biri baglayici ajanla reaksiyona
girdirilir  ve artan - ¢capraz baglayici  ajanin
uzaklastiriimasindan sonra ikinci kompanente ilave
edilir (Clark ve Engvall 1980, Otto ve ark 1973).

Bir  basamakl konjugasyon  ydnteminde
karsilagilan en &nemli problemlerden biri, konjuge
edilecek molekilin birinin  yetersizliginde, diger
molekiillerin kendi aralarinda polimerize olmasidir.
Ornegin Horse Radish Peroksidaz (HRPO) ve 1gG'nin
konjugasyonunda polimerizasyon gelisir ve HRPO-
IgG konjugatindan ¢ok daha fazla 1gG polimerleri
olusur (Sauer ve ark 1982).

En az 2 reaktif gruba sahip olan ¢apraz-baglayici
ajanlar homobifonksiyonal ve heterobifonksiyonal
reaktifler olmak tzere iki grup altinda incelenebilirler.
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Homobifonksiyonal reaktiflerde reaktif gruplar ayni
iken, heterobifonksiyonal reaktiflerde farklidir ve bu
nedenle herbir grup farkli sartlarda reaksiyona girer.
Teorik olarak heterobifonksiyonal reaktifler
konjugasyonun daha iyi kontrol edilmesini saglarlar.
Bazi homobifonksiyonal reaktifler, konjugasyon
basamag sartlarinda bir degisiklik gerektiginde ya da
molekdillerin birinin kross baglayiciyla reaktivitesinin
dusik oldugu hallerde cift basamakli ydntemlerde de
kullanilabilirler. Butdn bunlarin  yani sira
homobifonksiyonal reaktifler, enzimler ve diger
proteinlerin (antijen, antikor gibi) ilavesinden sonra
gapraz baglayicilarla direkt reaksiyon verebiliyorlarsa
tek basamakli prosedirlerde  kullamihirlar.  Bir
basamakli yontemlerin  konjugatlarin  yapi ve
buyukligu Uzerindeki kontrolleri zayiftir (Doel ve
Collen 1982).

Konjugasyon Yontemleri ve Gapraz Baglayici
Reaktifler:

Glutaraldehid (GA) ve GA Konjugasyon
Yontemi

Bazi proteinlerle oldukga etkili ve basit bir
konjugasyon gergeklestirilebildiginden yaygin  bir
sekilde kullanilan glutaraldehid ile hem tek basamakli
hem de ¢ift basamakli konjugasyon ydntemleri
gergeklestirilebilir (Otto ve ark 1973, Tijssen 1992)
(Sekil 1).

Glutaraldehid'le konjugasyonda saglanan
konsantrasyon (% 0.01-8), inkubasyon siresi (1-24

Tek Basamakli Prosedir
H

saat) ve 1s1 (4-25 °C) gibi reaksiyon kriterlerinde
konjuge edilecek molekile gore degistirilebilir.
Glutaraldehid oda isisinda hidrat formunda bir
dialdehiddir. Lizin'in e-amino grubuyla irreversibl
olarak reaksiyona girerek sif baz olusturur. Olusan
bag hidrolize karsi stabildir (Sauer ve ark 1982).

Glutaraldehid-protein reaksiyonu, pH'nin 7'nin
tzerine  gikarilmasi, i1st  ve  glutaraldehid
konsantrasyonunun artiriimasi ile iyilestirilebilir.
Glutaraldehid ve protein konsantrasyonunun dengeli
olmas! durumunda, dayanikli intermolekiler capraz
baglar kurulur (Sauer ve ark 1982, Tijssen 1992).
Glutaraldehid konsantrasyonu yanisira protein
molekillerindeki reaktif gruplarin sayisi da agregat
olugum kapasitesini etkiler (Otto ve ark 1973). Fakat
kontrol disi  polimerlerin  olusumu  konjugatlarin
enzimatik ve antikor aktivitesinde dismeye yol agar
(Tijssen 1992).

Guesdon ve Avrameas (1983) immun serumun
yeterli miktarlarda bulunmadigi hallerde antikoru
BSA'va bagladiktan sonra, enzimle isaretlemisler ve
en verimli isaretlemenin %0.1'lik GA
konsantrasyonunda elde edildigini saptamislardir.

Bu yéntemlerde, kalan aktive edilmis gruplarin
bloklanmasi ve depolama sirasinda agregat
olusumunu 8nlemek amactyla bir miktar L-lizin ilavesi
yapilir. Otto ve ark. (1973) ferritin ve 1gG' nin, GA'le
konjugasyonunda ¢ift basamakli yontemle Uretilen
konjugatlarin tek basamakli
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yéntemle Uretilenlerden daha stabil ve iyi ¢dzinir
oldugunu saptamislardir.

Konjugatlarda immun reaktifin. %5'i ve peroksidazin
ancak %1'i tekrar elde edilebildiginden tek basamakli
glutaraldehid konjugasyon yontemi pek 6énerilmez.
Buna karsin APggg'larla etkisi gok iyi, GOase ile orta

derecede bir baglama gergeklestirilirken, 0.3 mmol
glutaraldehid igeren ortamlarda laktoperoksidaz'in
protein molekillerine baglanma orani  %60-70
kadardir (Tijssen 1992).

Periodat Sif Baz Olusumu

Glikoproteinler igin ¢ok etkili ve kullanigh bir
kimyasal konjugasyon yontemidir. ik kez Nakane ve
Kawaoi (1974) tarafindan Horse Radish Peroksidaz
(HRPO)'In I1gG'ye konjugasyonunda kullanilan
yontem, gunidmizde amiloglikozidaz, glikoz oksidaz
gibi glikoprotein yapisindaki enzimler igin de
kullaniimaktadir (Tijssen 1992).

Glutaraldehid (GA) yontemiyle
kargilagtinidiginda,  konjugatlarin ~ daha  genis
spektrum verdigi ve daha fazla drin  olustugu
gbzlenmis (Schrenk Kérzinger 1986), ayrica élcilme
oraninin (detectabilite) 5 kez daha yiiksek oldugu
bildirilmigtir (Tijssen 1992). Bu avantajlariyla EIA ve
immunoperoksidaz  yéntemlerinin  gelistiriimesinde
biyik rol oynamistir (Sauer ve ark 1982, Tijssen
1992).

Orjinal Periodat Yontemi'nde peroksidazin bitiin
amino gruplarina 1,floro,2-4 dinitrobenzen (FDNB,
Sanger's Reaktifi) baglanarak enzim molekillerinin
kendi aralarinda birlesmeleri &nlenir. Daha sonra
enzimin karbonhidrat kismi NalO4 (sodyum periodat)

ile oksitleni. HRPO' daki vyaklasik %18'lik
karbonhidrat kismi enzim aktivitesi lzerinde etkili
olmadigindan, oksidasyonla enzim aktivitesinde kayip
stzkonusu degildir. Oksidasyonla olusturulan yeni
aldehid ve karboksil gruplarindan, aldehid gruplari
proteinin serbest amino gruplariyla baglanarak 'Sif
baz' olusturur. Bu bag stabil degildir. Bagin dayanikli
hale getirimesi NaBH4 (Sodyum Borohidrid) ile

rediuksiyonla saglanir. Bu yontemle her IgG
molekiline 5-6 POase konjuge edilebilmekte ve
IgG'nin  %99'y, POase''n %70 konjugasyonda
kullaniimaktadir.

Karbonhidrat kismi enzim aktivitesi izerine etkili
olmamasina karsin, oksidasyonun gok fazla ilerlemesi
enzim aktivitesini etkiler. Ayrica ileri dereceli bir
oksidasyon, kromatografik ayrimlamalarda problemler
yaratan polimerlerin olusumunu kolaylastirir. Periodat
konsantrasyonunun artmasiyla peroksidazin ginciil
yapisinda degisim goriliir ve bunu izleyerek enzim
inaktive olur. Oksidasyon derecesi (zerine periodat
konsantrasyonu vyanisira, sk (islem karanlkta
yUratilmelidir), ¢ozeltinin pH'si (optimal pH 3.0-5.0)
ve bidistile suyun kalitesi (okside edici maddelerle
kontamine olmamalidir) etkilidir (Tijssen 1992).

Diger capraz bagdlayici reaktifler arasinda N-
hidroksistiksinimidil-m-maleimidobenzoat (HSMB), p-

Benzikinon (PBQ), N,N'-o-Fenilendimaleimid
(OPDM), Izosiyanatlar ve Toluen diizosiyanat (TDIC)
sayilabilir (Tijssen 1992).

Steroid Hormonlarin Konjugasyonu:

Steroid hormonlarin konjugasyon y&ntemlerinin
incelenmesinden once hatali kullanimlara yol agan
immunojen ve antijen terimleri arasindaki farklihgin
acikhiga kavusturulmasi zorunludur. immunojenler,
bir hayvana enjekte edildiginde immun yanit
olusturabilen, antijenler ise antikora spesifik olarak
baglanabilen maddelerdir. Aslinda bitiin
immunojenler kendilerine karsi olusturulan antikorlara
baglanabildiklerinden ayni zamanda antijendirler.
Fakat tim antijenler viicuda verildiklerinde antikor
olusumunu aktive edemezler. Bu durumun en
guzel érnegi steroid hormonlarda goralir. Serbest
steroid hormonlar canl bir organizmaya enjekte
edildiklerinde antikor olusumunu uyarmamalarina
kargin, bir protein-steroid  konjugatina  karsi
olusturulan antikora yiiksek bir affiniteyle baglaniriar.
Bu nedenle, serbest steroidler bir antijen olmalarina
karsin, immunojen degildirler (Pratt 1978).

Protein hormonlar blyiik molekiler yapili,
immunojenik 6zellige sahip maddelerdir. Molekiiler
agirhgr 1000'in altinda olan molekdllerin  gogunun
immunolojik 6zellikleri yoktur ve hapten olarak
isimlendirilirler. Steroid hormonlar ve prostoglandinler
de daha kiiglik molekiler agirliga sahip olduklarindan
(yaklasik ~ 300-400), immunojenik  degildirler.
Immunoassaylerin  uygulanabilmesi i¢in  bu tar
maddelere  immunojenik  nitelik  kazandiriimasi
zorunludur. Bu islem, kugik molekiler agirhkh bir
maddenin (steroid), buylik molekiiler agirlikli (bovine
serum albumine,BSA) bir molekile baglanmasi ile
yapilabilir ve bagdlanma sirasinda herbir protein
molekiline karsi en az 10-20 hormon molekiili
reaksiyona girmelidir (Kaneko 1989, Rowley ve ark
1975).

Haptenler oldukga farkl aktif gruplara sahip olan
maddelerdir. Bu gruplar konjugasyonda kullanilabilir,
ancak konjugasyonda kullanilan aktif gruplarin kaybi
nedeniyle anti-hapten antikorlara  baglanmada
spesifite kaybi soézkonusudur (Murphy 1967). Bu
nedenle haptenlerin belirli esterleri kullanilir.

Kimyasal konjugasyonda s6zi edilen etkili bircok
faktdrin yani sira haptenlerin  konjugasyonunda,
haptenin stabilitesi, ¢ozinurligl ve konjugasyon igin
kullanilacak grubun yapisi dikkate alinmalidir (Tijssen
1992). Hosoda ve ark.(1986) steroid hormon
immunoassaylerinde enzimle isaretlemede kullanilan
baglayici  bolgenin  (kdpri))  uzunlugunun da
hassasiyeti etkiledigini ve daha kisa kdpriiniin
hassasiyeti artirdigini belirlemiglerdir.

Tum bu faktérler yani sira antiserum dretimi icin
tasiyici maddenin segimi de blyik 6nem tasir. En
cok kullanilan tasiyicilar cesitli hayvan tirlerinin
serum albuminleridir.  Sentetik polipeptitler ve
homolog proteinler steroidler igin etkili bir tasiyic
degildirler. Bu amagla en g¢ok kullanilan tasiyici
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Sekil 2. Orjinal Periodat Yéntemiyle Peroksidazin IgG'ye direkt konjugasyonu

protein sigir serum albumini (BSA)'dir. Genelde sigir
serum albumininin kullanilmasinin nedeni reaksiyon
icin gerekli organik solventlerin denatiirasyonuna
karsi dayaniklihgidir (Guesdon ve Avrameas 1983).
Keza ayni amagla sigir thyroglobulini, sigir y-globulini
de kullaniimaktadir. Ayni  immunojenin  farkli
gruplarinin etkisinin degisken olmasi ve yine ayni
immunojene farkll bireylerin gdsterdigi reaksiyonun
buyilik varyasyonlar goéstermesi sonucu hayvan
turlerinde protein tasiyicilarinin etkisinin sistematik bir
karsilastirmasinin yapiimasi hemen hemen
olanaksizdir (Pratt 1978).

Haptenlerin proteinlere baglanmasi proteinlerin ¢-
ve «- amino, fenolik, silfidril, imidazol ve karboksil
gibi, aktif gruplart  (Ozerinden  gergeklestirilir.
Uygulanan tekniklerin gelisimi protein kimyasindaki
gelismelerle paralellik gosterir. Kullanilan reaktifler
asile, alkile, okside ve redikte edici ve elektrofilik
reaktifler olarak gruplandirilabilirler (Tijssen 1992).

~J
2

Asile edici reaktiflerin genel formili R-C(=0)X'dir
ve karboksil gruplarinin aktivasyonuyla elde edilirler.
Amino (deprotone lizin) ve hidroksil (tirozin) gruplan
ile oncelikle stabil turevler olustururlarken, alkali
ortamlarda sisteil ve histidil uzantilariyla olusan
tirevler stabil degildirler. Asetik ya da kansik
anhidrid, N-hidroksi suksinimid esterleri (NHS) bu
tirevlerinin iyi  birer &rnegdidirler. Anhidridler hizli
bir sekilde hidrolize olduklarindan, asilasyon reaktifin
hidroliziyle yarig halindedir.

Hafif alkali ortamlarda (pH 7-8.5) kullanilan alkile
edici reaktiflerin en 6nemlileri ise N-etilmaleimid'in
prototipi olan maleimidler ve DNFB ve TDIC gibi aril
halojenleridir ve ayni sekilde hidroliz, alkilasyon
reaksiyonuyla yaris halindedir.

Disulfidlerin  oksidasyon ve rediksiyonlarini
hizlandiran redoks reaksiyonlari konjugasyonda ¢ok
nadir kullanilir. Elektrofilik reaktifler arasinda da en
iyi bilineni diazonium tuzlaridir.

Capraz baglayici reaktifler hapten ve tasiyici
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arasinda olugsan kopriinin yapisina gore de, (a)
karboksil grubu (genelde hapten iizerindeki) ile amino
gruplarinin aktivasyonu, (b) iki amino grubu arasinda
kopri olugumu ve (c) tirozil ve histidil uzantilariyla
azo baglarinin olusumu seklinde siniflandirilabilir. Bu
reaktiflerden en c¢ok kullanilani karboksil aktive
edici

reaktiflerdir (Tijssen 1992).

Haptenlerdeki karboksil ya da amino gruplar,
antikor spesifitesi icin Gnem tasimiyorsa, direkt
konjugasyonda kullanilabilir. Fakat haptenlerde bu
gruplann immun reaksiyon sirasinda taninmasi
gerektiginden hapten tirevlerinin  sentezlenerek
kullaniimasi daha uygundur.

Dogal steroid hormonlar hidroksil ya da keton
grubu igerirler. Bu gruplar steroidlerin aktif grup
tasiyan tdrevlerinin hazirlanmasinda merkez olarak
kullanilirlar. Bunun nedeni, hidroksil ya da keton
gruplarinin tagiyici proteinlerle kuvvetli peptit baglari
olusturamamalaridir. Bu merkezlerde aktif tiirevier
olusturulmasi steroid hormon-protein konjugatindaki
bagin  dayanikli  kovalent bagdan olusmasi
zorunlulugudur.  Aksi  halde steroid protein
konjugatindaki baglanma invivo olarak pargalanir ve
immunojen kaybedilir (Direkt olarak steroidin OH ve
CO  gruplan  Gzerinden baglar zayif bag
niteligindedirler).Steroidlerde COOH iceren
reaktiflerle aktivasyonda OH gruplarindan
hemisiiksinat esterleri, keton gruplarindan oxim
(karboksimetil)'ler olusturulur ve olusan bu aktif
gruplar proteinlerde yer alan amino gruplariyla
kuvvetli kovalent bag niteligindeki peptit baglari
olusturarak proteinleri baglarlar.

Karboksil grubu igeren veya karboksile edilebilen
haptenlerin proteinlere konjugasyonunda en gok
kullamlan yéntemler arasinda karisik anhidrid
yontemi, karbodiimid yontemi ve N,hidroksistiksinimid
(NHS) ve p-nitrofenil ester yéntemleri sayilabilir.

Karbodiimid Yéntemi

Basit ve direkt bir yontem olan karigik anhidrid
yontemi, testesteron ve Kkortizol'lin BSA'ya
konjugasyonunda kullaniimistir.  Erlanger ve ark.
(1957) steroidleri, proteinin lizin uzantilarina amid
baglariyla baglamislar ve bu yéntem 6zellikle hapten-
tastyict  konjugatlarinin - olusturulmasinda  birgok
arastiriciyl yonlendirmistir. Karisik anhidrid
yonteminde haptenin karboksil grubu, proteinin amino
grubuyla reaksiyona girebilen asid anhidride
dénusturtlir.  Bu  donusum  haptene  iso-butyl
kloroformat ilavesiyle yapilir ve yoéntem susuz
ortamda (dimetil formamid'de,DMF) uygulandigi igin
enzimin ya da proteinin co-conjugation'u en alt
dizeye indirilebilir (Doel ve Collen 1982). Enzim-
hapten konjugasyonunda 1 mol enzim icin genellikle
10-20 mol hapten kullanilir (Rowley ve ark 1975).

Sekil 3 de  oOzellkle enzim  steroid
konjugasyonunda siklikla kullanilan karigik anhidrid
yonteminin reaksiyon basamaklar verilmistir (Doel ve
Collen 1982). En c¢ok kullanilan yéntemlerden
karbodiimid yonteminde konjugat verimi %20

kadardir ve enzim-hapten konjugasyonunda enzim
molekdlinin  co-konjugasyonu  bu  ydntemin
kullanilabilirligini - simirlamasi  yanisira  karbodiimid
reaktifinin  saglanmasindaki guglik bu y&ntemin
dezavantajlarini olusturmaktadir.

Genel formilasyonda karbodiimidler, tirenin N,N'-
disubstitiie edilmis anhidridleri olarak kabul edilirler:
R-N=C=N-R'. R ve R' gruplar alifatik veya aromatik,
benzer ya da farkli yapida olabilirler ve bu yapilar
karbodiimidin  ¢ézunurligina  etkiler (Kurzer ve
Dougraghi-Zadeh 1967).

Protein hormonlarin konjugasyonunda da siklikla
kullanilan karbodiimidlerin proteinlerle reaksiyonu tam
olarak  anlagilamamis olmasina karsin, bag
olusumunun bir molekultin NH; ile diger molekiiliin
COOH grubu arasinda oldugu ileri siriilmektedir.

Karbodiimid kullanilarak bir enzim molekiili ile
hapten konjugasyonu Sekil 4' de formile edilmistir.
Karbodiimid yénteminin bir diger tiri de N-hidroksi
suksinimid (NHS) ester ve p-nitrofenil (p-NP) ester
yontemleridir. Haptenlerin ya da hapten tirevlerinin
aktif esterlerinin sentezi enzim-hapten konjugatlarinin
uretiimesinde en etkili ve uygun yéntemleri olusturur.
Bu yéntemin Ustinligl sudan izole edilebilmesi,
saflagtirilabilmesi nedeniyle sulu ve nétral pH'da
enzimle konjugasyonda kullanilabilmesidir. Bu nitelik
enzim denatlirasyonunu ve co-conjugation olasihgini
ortadan kaldirdigindan ydntemin bir avantaji olarak
kabul edilir. Yontemde once NHS, disikloheksil
karbodiimide baglanir ve NHS esteri olusturulur.
Olusan NHS esteri ortamdan izole edilir ve ester,
proteinlere amid bagi araciligiyla baglanir. Bu esterler
kuru ortamlarda uzun zaman saklanabilir (Tijssen
1992).

Bu tip aktif ester tdrevleri lizerinden, 11-
deoksikortizoliin  [-Galaktozidaz, horse radish
peroksidaz, glukoz oksidaz gibi  enzimlere,
testesteron tirevierinin  ALP, Glukoz oksidaz ve
Glukoz-6-fosfat dehidrogenaza, progesteron'un B-
Galaktozidaz'a konjugasyonunda ve daha birgok
hormonun  enzimlere konjugasyonunun yaninda
avidin-biotin  sistemi gibi yardimci  molekiiller
kullanilarak yapilan konjugasyonlarda da aktif esterler
kullanilabilirler.

Konjugasyonda Yardimci Molekiillerin
Kullanimi: Enzim immunoassaylerde, enzim ya da
antijenin baglanmasi i¢in yardimci molekillerin de
kullanilabilecegi dustunilmis ve bu amagla en uygun
yardimci molekiillerin de biribirine gok yiiksek bir
affinite gosteren avidin ya da streptavidin ile biotin
oldugu ortaya konmustur. Biotin 244 molekil
agirhginda, suda gok iyi ¢ozlinen, yumurta akindan
elde edilen ve glikoprotein yapisindaki avidine ya da
streptomyces avidinii'den kazanilan ve glikoprotein
yapisinda olmayan streptavidine gok yiiksek bir
affinite ile baglanan bir maddedir. Kendall ve ark.
(1983), 3 farkh EIA ve bir RIA teknigiyle uygulamis
olduklar testlerde en hassas sonuglari biotin-avidin
sisteminde elde etmislerdir.
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Protein molekiiline biotin baglanmasi irreversibl bir
nitelik gosterir, her protein molekdld biotin igin 4
baglanma bélgesine sahiptir (Tijssen 1992). Bu
amacla biotinin aktif formu olan D-Biotinoyl-e-amino
caproic asit N-Hydroxy succinimide esteri (Biotin X —
NHS) halinde tretilmektedir.

Vitamin  yapisinin  yanisira  karboksilasyon
reaksiyonlarinda kullanilan enzimler icin koenzim
fonksiyonu olan biotin'in valerik asit yan zincirinin
karboksil grubu enzimlerin lizin uzantilarinin e-amino
grubuna bir amid bagi araciigiyla baglanir.

Avidinin de immun reaktiflerin birine direkt olarak
konjuge edilebilmesine karsin, bu sistemin asil
avantaji avidin'in biotinile edilen enzim ve biotinile
edilen immun reaktif arasinda kopri olarak
kullanilabilmesidir. Proteinlerle biotinilasyon isleminde
amino gruplarina karsi ylksek aktiviteleri gosteren
biotinil p-nitrofenil ester (BNP) ve biotinil N-hidroksi
siiksinimid (BNHS) esterleri daha gok kullanilir.

Biotini-NHS  esterleri, suda daha fazla
eriyebildiklerinden kullanimlari daha kolaydir fakat
hidrolizi engellemek amaciyla kuru yerde muhafaza
edilmesi zorunludur. Her iki ester de disikloheksil
karbodiimidle  hazirlanir.  Konjugasyonda  genis
ligantlar biotinin karboksil grubuna direkt olarak
baglanirsa avidinin biotinle reaksiyonu engellenebilir.
Bu sakinca biotinin karboksil grubu ile NHS grubu
arasina e-amino kaproik asit gibi araci (spacer)
molekdillerin kullanimi ile énlenebilmektedir.
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