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OZET

Amerikan Ulusal Metroloji Enstitlisti, NIST tarafindan organize edilen bu uluslararasi karsilastirmada
ELISA ydnteminin farkl laboratuvarlar tarafindan uygulanabilirliginin degerlendiriimesi amaglanmistir.
Ulusal Metroloji Enstitiileri arasinda diizenlenen bu ¢alismada kardiyak biyobelirteg Troponin | (cTnl)
protein miktarinin, Troponin Standart Referans Malzemesi kullanilarak imminolojik test ydntemi
ELISA ile kantitatif 6lcim0 yapiimistir. Olcim sonuglari, belirsizlik bitceleri olusturularak hesaplanan
belirsizlik degerleri ile birlikte verilmistir.

Anahtar Kelimeler: cTnl, Troponin I, ELISA
ABSTRACT

The international comparison study that was organized by The National Institute of Standards and
Technology, NIST, aims to investigate the applicability of the ELISA method in different laboratories.
By using Cardiac Troponin | standard referans material, a cardiac biomarker Cardiac Troponin |
protein concentration of uknown samples were measured quantitatively with a immunological test
method, ELISA, which is a simple, powerful immunological technique. The measurement results of
cTnl protein were given with calculated uncertainty budgets.
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1. GiRiS

Hastaliklarin erken teshis ve tedavisinde en dogru veriye en kisa zamanda ulagsmak blylk 6nem
tagimaktadir. Biyobelirte¢ olarak bilinen, belli bir hastalikta 6zel olarak salgilanan ya da miktarinda
artis g6rdlen biyomolekillerin miktari, erken teshis ve hastaigin takibinde 6nemlidir [1]. Bu
molekdllerin miktar tayini i¢in gelistirilen biyolojik tani ydntemlerinden antikor-antijen etkilesimini temel
alan imminolojik test ydontemi, kullanimi en yaygin tekniktir. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay), antikor-antijen etkilesimine dayali kantitatif immunolojik test ydntemi olup her molekiler
biyoloji ve klinik laboratuvarda yapilabilecek basit ve hassasiyeti yiiksek bir tekniktir.

Bunlara ek olarak, yapilan testlerin sonuglarinin dogru yorumlanmasi igin standart referans
malzemelerin (SRM) varligi blylk énem tasimaktadir. SRM Uretimi, test yontemleri gelistiriimesi ve
bunlarin izlenebilirliginin saglanmasi ulusal metroloji enstitlleri tarafindan yapiimaktadir. Bu amaca
yonelik yapilan calismalardan bir tanesi ise uluslararasi karsilagtirmalardir. TUBITAK Ulusal Metroloji
Enstitiisi (UME) olarak Amerika Ulusal Metroloji Enstitiisi (NIST) tarafindan dizelnenen P58.1:
“imminolojik test ydéntemiyle (ELISA) kardiyak troponin | (cTnl) proteininin nicel élgimi” baghkli
karsilastirmaya katilim sagland..

Galisma sonunda, ¢Tnl SRM'l ile gizilen standart egri denklemi kullanilarak hesaplanan bilinmeyen
orneklerdeki cTnl miktari bulunup, belirsizlik bitgesi olusturularak ¢ikan sonuglara belirsizlik degerleri
eklendi (Tablo 1.).
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2. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

cTnl protein miktar tayini immunolojik test yéntemlerinden sandvi¢ ELISA protokoli kullanilarak
yapildi. Deney iki ginde gergeklestiriimis olup islem basamaklari asagidaki gibidir:

- Ik giin, ortamda bulunan cTnl molekdillerini tutmakla gérevli yakalayan antikor, 96 kuyucuklu
mikroplakalara eklendi ve gece boyunca +4°C’de bekletildi.

- Ikinci glin plakalarin tabanina tutunmayan fazla antikorlar yikama soliisyonu ile yikandiktan
sonra bloklama sollisyonu eklenip 90 dakika oda sicakliginda mikroplaka ¢alkalayicida 30 rpm
hizda ¢alkalandi. Yikama solisyonu ile yikandiktan sonra gravimetrik ydntemle tartilan
ornekler ve standartlar, esit miktarda yakalayan antikorlar Ustline eklenip 30°C’de 60 dakika
mikroplaka c¢alkalayicida 30 rpm hizda calkalandi. Yakalayan antikor-cTnl molekdli
immuanokompleksini taniyan, ucunda alkalan fosfataz enzimini tasiyan algilama antikoru
reaksiyon karigimina esit miktarda eklendi ve 60 dakika 30°C’de 30rpm hizda calkalandi.
Ortama 4-MUP substrati eklendi ve 30 dakika 30°C’de bekletilen érneklerde alkalan fosfotaz
enzimi 4-MUP’deki fosfati kesmesiyle ortaya ¢ikan floresan isimasi DTX 880 Multimode
Okuyucu cihazinda él¢alda.

3. SONUG

Olglim sonunda standart soliisyonlardan elde edilen degerlerle, her bir 6rnek icin iki farkli giinde
stardart egri olusturulmus bilinmeyen Orneklerdeki cTnl protein miktari bu standart egrilere gore
hesaplanmistir. Buna goére bilinmeyen érneklerin derisimi Ornek1 igin 733 ng/L , Ornek2 igin 2097 ng/L
ve Ornek3 i¢cin 9157 ng/L olarak él¢tlmdistir.

Ayrica her bir érnek icin belirsizlik bitceleri olusturulmustur. Buna gére cTnl proteininin miktar tayini
icin belirsizlik bilesenleri: Stok c¢oézelti belirsizligi, kalibrasyon egrisinden gelen belirsizlik ve
tekrarlanabilirlikten gelen belirsizlik olarak belirlenmistir.

Deney sonunda elde edilen derigimler icin birlesik standart 6lgim belirsizlik degerleri yukarida
belirtilen her bir belirsizlik bileseni kullanilarak Tablo 2’de verilen denkleme gdre hesaplanmigtir.
Genisletilmis 6lgim belirsizligi ise % 95 gliven araldi igin kapsam faktéri olan k=2 ile garpilarak
hesaplanmistir.

| + - - -

11:‘5.2:3‘::.1')__'_ [ Uiy )_ +[11.'«:|:;':'F.:
- Cc!'nsk '*Ccms.'«: '*Ecm gk

|

Up: = ) + :::“.’:r:..r.."n'c.‘r!c:': + ::“312:': X Cammei

Uy, . : birlesik standart 8letim belirsiz]ig
Weapray | tekrarlanabilirlikten gelen &lotim belirsizlik

U;,, ¢ aratekrarlanabilirlikten gelen olctim belirsizlik — giinler aras

5]
Uy 17 ¢ kalibrasyon egrisinden gelen belirsizlik
Up azirlama ¢ 0rnek hazirlamadan gelen belirsizlik
Uzq2: stok cozeltiden gelen belirsizlik

Csrnelk: Ormedin derisimi

Usrnekk = Upe X k



VIII. ULUSAL OLGUMBILIM KONGRESI, 26-28 Eylil 2013, Gebze-KOCAELI

U5 nele s Ornedin standart dlociim belirsizligi
k kapsam faltéri

cTnlMiktart | g jiciziik | % Belirsizlik
Ortalama | nhosori (ng/L) Degeri
(ng/L)
ORNEK 1 733 119 16
ORNEK 2 2097 677 32
ORNEK 3 9157 2702 29

Tablo 1. Bilinmeyen érneklerdeki cTnl miktar ve belirsizlik degerleri.
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