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OZET

Kadin iireme steroid hormonu 17B-estradiol, esas olarak yumurtaliklarda ve daha az miktarda
adrenal korteks, testisler ve periferal dokularda iiretilmektedir. Bu hormon reprodiiksiyon
(ireme) ve sekonder seks karakterlerinin anatomik ve fizyolojik gelisimine katkida bulunmak
tadir.Ayrica kemik gelisimi , intraseliiler kalsiyum konsantrasyonu ve ikinci mesaj molekiille
rinin aktivitesini de etkilemektedir.

Biyolojik drneklerde estradiol tayini immiinolojik yontemler ile yapilmaktadir. 178 Estradiol
tayininde genellikle kullanilan, bagl spesifik antikorlar bulunduran ve radyoaktif izotoplar,
farkh tiirde enzimler veya liiminesans maddeler ile isaretli estradiol iceren kitler ticari olarak
temin edilebilmektedir.

Bu caligma klinik laboratuarlarinda yer alan bir enzimatik kitin gelistirilmesinde kullanmak
iizere, enzim ile isaretlenmis 17P-estradiol hazirlanmasina odaklanmugtir. Bu maksatla
hormon, hem grubu bulunduran bir protein olan ve molekiil tartist 40.000 dalton dolayinda
bulunan “horseradish” peroksidaz enzimi ile isaretlendi. “Horseradish™ peroksidaz 178 -
estradiol-6-(O-karboksimetil)-oksim tiirevine kovalant olarak baglandi. Estradiol-HRP
kovalent baglanmas: FTIR ve HPLC teknikleri ile incelendi. Ticari enzimatik estradiol kitinin
spesifik antikorlar bulunduran kuyucuklarma, elde edilen estradiol-HRP konjugatinin baglan
mas1 Elisa Okuyucusu vasitasiyla gozlendi. Ek olarak, elde edilen Estradiol-BSA konjugatina
Rodamin izotiyosiyanat kovalent olarak baglandi. Estradiol-BSA-RITC Kkonjugatimin
fuloresans karakteristikleri tayin edildi.

Anahtar kelimeler: 178 -estradiol-6-(O-karboksimetil)-oksim, Estradiol-HRP konjugat,
“horseradish” peroksidaz, FTIR, HPLC, Elisa



ABSTRACT

17B-estradiol is a female sex steroid hormone produced mainly in the ovaries and to a lesser
extent in the adrenal cortical, testes and peripheral tissues. This hormone helps to anatomic
and physiological regulation of reproduction and secondary sex charecteristics and also
influences the activities of bone growth, intracellular concentration of calcium and certain
second messenger molecules.

Estradiol in biologic samples(tissue culture media, human saliva,urine) have been measured
by immunoassay methods. 17B-estradiol kits used in general, for the determination of
estradiol which includes bonded spesific antibodies and labelled hormone with radioactive
isotopes, different types of enzymes, or luminescent substances were commercially available.

This study is focused on the preparation of enzyme labeled 17B-estradiol for the development
of an enzymatic kit used in clinical laboratories. For this aim, hormone linked to
“horseradish” peroxidase(HRP); which is a heme protein and has a molecular weight of about
40.000 daltons. Horseradish peroxidase covalently bonded to 17B-estradiol, using Estradiol
178-6-(O-carboxymethyl)-oxime. The occurence of estradiol- HRP covalent bond was
confirmed by FTIR and HPLC techniques. The binding of estradiol-HRP conjugate to the
wells of comercial enzimatic estradiol kit including spesific antibody was observed by
ELISA reader. In addition, Rhodamine isothiocyanate covalently bonded to obtained
Estradiol-BSA conjugates. The fluorescence characteristics of the Estradiol-BSA-RITC
conjugate were determined.

Key words:17f -estradiol-6-(O-carboxymethyl)-oxime, Estradiol-HRP conjugate , horseradish
peroxidase, FTIR, HPLC, ELISA
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1. GIRIS

Serum estradiol seviyelerinin kliniksel 6l¢iimii ovulasyon, optimum hamile kalma zamam ve
disi seksiiel maturasyonunun saptanmasinda kullanilmaktadir. (Dora vd., 1979) Bu 6lglim
meme, yumurtalik ve muhtemelen prostat kanserindeki rolii agisindan Gnemlidir. Yumurtahk
kanseri ile ilgili epidemiyolojik caligmalar, bu hastalifin postmenapozal dénemde ostrojen

kullanilmasi ile ilgili olarak ilgi gérmektedir. .(Roger, 2003)

Serum estradiol determinasyonu i¢in tanimlanan metotlardan en sik kullanilani radyoimiino
lojik yontemdir. (Sadeh vd.,1979) Bu y6ntemin tammlanmasindan itibaren, steroidin enzim,
kemiliiminesant bilegik ya da lantanit ile isaretlenmesini temel alan birgok imiinolojik y6ntem
geligtirilmigtir. (Mares vd.,1995) Birgok yaymnda bu yonteme alternatif olarak enzim immii

nolojik yontemler gésterilmektedir.

Enzim immiinolojik yontemler, radyoimmiinolojik yonteme benzer teknikleri temel almakta
dirlar(Sadeh vd., 1979) ve radyoizotop, fuloresan madde veya enzim isaretleyicileri icermekte
dirler(Mitsuteru vd., 1977; Dora vd.; 1979). Kompetitif reaksiyonlarda enzim igaretli estrojen
leri kullanan(Sadeh vd.,1979) enzim immiinolojik ydntemlerde maksimum duyarhlik 1:1
enzim/steroid oram olarak belirtilmektedir. Estradioliin enzim immiinolojik y6teminde yiiksek
spesifik aktivite ve duyarlilik gésteren “horseradish” peroksidaz (HRP) enzimi kullaml

maktadir(Mitsuteru vd., 1977).

Bu ¢aligma kliniksel alanda plazma estradiol seviyelerinin 6l¢limiinde yer alan immiin kitlerin

gelistirilmesinde kullanilmak tizere enzim konjugatlarinin hazirlanmasim igermektedir.



2. ESTROJENLERIN KLINIKSEL ONEMI :

Estrojenler, meme gelisimi, menstural siklus gibi disi seks karakteristiklerinin geligsiminde
gorevlidir. Kan Orneklerinde estrojen testinde, estrojenlerin en Onemlileri olan estradiol,
estron ve estriol seviyeleri dl¢iilmektedir. Hamile olmayan kadmnlarda 6lgiilen en sik estrojen
tipi estradioldiir. Kanda estradiol miktari menstural siklus siiresince degismektedir. Menapoz
sonrasinda miktann oldukga diiger ancak dengeli bir seviyededir. Birey orneklerindel7p-
estradiol konsantrasyonunun genel analitiksel dogrulugu (kesinlik): erkeklerde »147pmol/l (<
40pg/ml), ergenlik 6ncesi gocuklarda <60pg / ml, kadinlarda folikiiler fazda 30-120 pg/mi,
liitein fazda 70-200 pg/ml, menapozda <60pg / ml ve post menapozal kadinlarda < 20 pg/ml
(£ 73pmol/1 )dir. (Barry vd., 2002)

Estriol, hamilelik sirasinda plasenta tarafindan iiretilmektedir. Hamile kadinlarda estriol
seviyelerinin 6l¢iimii dogum anomalilerinin ya da fetusta down sendromunun belirlenmesi

i¢in kullanilmaktadr.

Estron, menapoza giren kadinlarda estrojen seviyelerinin belirlenmesi i¢in dlgiilmektedir.
Kadin ya da erkek tirin drneklerinde adrenal bez, testis ve yumurtalik kanserinin belirlenme

sinde total estrojen degerinin bir kismu olarak olgiilmektedir.

Estrojenler karmagik fizyolojiye sahip olduklarindan bioaktiviteleri yararli(estradiol kadin
seks organlarmin geligiminde bir tiir hormon olarak gérev almaktadir.), zararli(karsinojenler
olarak adlandinlan estrojen, kinon metabolitleri ve DNA yapilanm gekillendirir.)ya da eks
krasyon ara yolunda yer alan inaktif estrojen metabolitleri olarak adlandirilmaktadir(Roger,
2003).

Serum estradiol seviyeleri kliniksel dl¢iimiiniin, ovulasyon, optimum hamile kalma zamam
ve disi seksiiel maturasyonunun saptanmasinda, terapi sirasinda hormon seviyelerindeki degi
simin belirlenmesinde kullanilmaktadir(Dora vd.,1979). Serum estradiol seviyelerinin 6lgiimii
meme, yumurtalik ve muhtemelen prostat kanserindeki rolii agisindan 8nemlidir. Yumurtalik
kanseri ile ilgili epidemiyolojik ¢aligmalar, bu hastalifin postmenapozal donem de estrojen
kullanilmas: ile ilgili olarak ilgi gdrmektedir. 17B-estradiol ve karsinojen benzo[a] piren,
insan meme epitelyal hiicrelerinde az miktarda fenotiplere neden olmaktadir. Estrojenlerin
meme kanserine katkida bulunma mekanizmas: genellikle 2 gekilde agxklamnaktadlr. Birincisi
, bu maddelerin artan konsantrasyonlarin hiicre proliferasyonunu arttirdig tarzindadir. Ikincisi

ise, estrojenin ozellikle kinon metabolitlerinin direkt genotoksik( DNA ya direkt hasar veren



maddeler) ya da dolayli genotoksik(hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen tiirlerinin arttiril
mast yolu ile maddelerin stimule edilerek DNA hasan saglayan maddeler) oldugu seklindedir.
DNA hasan ile ilgili estrojen metabolitleri kullanilarak yapilan deneysel ¢aligmalar, en fazla
toksik etkinin 4-hidroksi metabolitlerinden(semikinon yada kinon metabolitleri) ileri geldigini
gostermigtir(Roger, 2003). 17B-estradiol 6zellikle tiimér baslatict ve ilerletici etkileri gliclen
dirdiginden dolay: tiimiiyle bir karsinojen olarak kabul edilmektedir.(Maciej vd.,1998; Draisci
vd., 2000; Smith vd., 1983) Estradiol biosentezindeki anahtar rolii nedeni ile aromataz enzim
inhibasyonu meme kanserinin tedavisi ve 6nlenmesi i¢in gok daha etkili stratejilerin gelistiril

mesi i¢in yapilan arastirma ¢aligmalarinda temel alinmaktadir(Richard vd., 2000).

2.1 Klinikte Estrojen Tayininde Kullamilan Immunolojik Yéntemler:

Insan serumunda estradiol tayininde spektrofotometri, fulorometri, gaz kromotografisi, immu
nolojik yontemler, HPLC, GC-MS v.b. kullamilmaktadir.(Anneke vd., 1978) Bu belirtilen yon
temlerden en yaygin olarak kullanilan radyoizotop, floresan madde veya enzim isaretleyicile

rin yer aldig1 immunolojik yontemlerdir.(Mitsuteru vd., 1977; Dora vd.;1979)

Immiinolojik yéntemlerde kullamlan antikorlarm niteligi bunlarin standart antijene karst spesi
fikligi ve duyarlilig: ile belirlenmektedir(Milan vd., 1983). 17B-estradiol , estriol ve progeste
ron steroid molekiiliniin B yada C halkasinda bovine serum albumine kovalent baglanarak
antijenite géstermektedir(Lindner vd., 1972). Estron vel7B-estradiol’un immiinolojik ySntem
lerinde kullamlan antisera immiinojenlerden meydana gelmektedir. Bu immunojenler estrojen
lerin C6 pozisyonunda karboksimetiloksim kopriisii (CMO) ile protein tagiyicilarina baglan
masin saglamaktadir(Pemmaraju vd., 1998).Biolojik sivilarda yer alan estradiol i¢in herhangi
bir kromotografik seperasyon basamag icermeyen radyoimmiinolojik yontemde, antikorlarin
steroide kars: yliksek spesifiklik gostermesi gerekmektedir. Bu sebeple kullamlan antiseralar
estrojenin A, B yada C halkasinda C-3 ,C-6 ,C-7 ve C11’de estradioliin bovine serum albumin
(BSA) konjugasyonu ile yiikseltilmektedir(Latif ve Mandal, 1987).

Enzim immiinolojik yéntemler ¢ok sayida avantajindan dolay: bu yénteme alternatif olarak ge
ligtirilmigtir. Enzim immiinolojik yontem estrojenler gibi hormonlarin pikomol seviyelerde
Sl¢timii i¢in gelistirilen yiiksek duyarlilifa sahip bir yontemdir. Kullanilan enzimin kimyasal
modifikasyonda stabil kalabilecek sekilde yiiksek spesifik aktiviteye sahip olmast gerekmek
tedir(Exley ve Abuknesha, 1978) ve bu maksimum spesifiklik antiserumunda kullanilan



haptenin enzime konjuge edilmesi ile saglanmaktadir. Enzim immiinolojik yéntemde maksi
mum duyarlilik 1:1 enzim/ steroid oram olarak belirtilmektedir. Estradioliin enzim immiinolo
jik yoteminde kullanilan horseradish peroksidaz (HRP) enzimi tiim bu 6zellikleri tasgimakta
dir(Mitsuteru vd., 1977). |

2.2 Klinikte Estrojen Tayininde Steroid-Protein Konjugatlarmn Kullanimi :

Steroid-protein konjugatlar: steroid hormon aktivitesine dayah ¢aligmalarda ve steroid bagh
konjugatlarin purifikasyonunda kullanilmaktadir. Birgok ¢alisma hedef dokularda steroid re
septorlerinin histokimyasal “detection™ ig¢in fulorokromlar yada peroksidaz ile isaretlenen
estrojen, androjen yada progesteron-BSA konjugatlarimin katihmim tamimlamaktadir(Goeij
vd., 1986). 17B-estradiol, estriol ve progesteron steroid molekiiliiniin B yada C halkasinda
bovine serum albumine kovalent baglanarak antijenite g&stermektedir.(Lindner vd., 1972)
Enzim immiinolojik yonteminde enzim isaretli hapten yada enzim isaretli antikor kullanilarak
haptenler determine edilebilir. Enzim konjugat: iiretiminde estrojen tiirevlerinin kullanilmasi
ve immiinojenin az miktarda farklilagmas: sirasinda yontem duyarhligi artmaktadir. Hapten
ile immiinojende yer alan tasiyic1 arasinda olugan bag, kullanilan antikorlarin spesifikligine
katki da bulunmaktadir(Bauke vd., 1975). Estrojen bagli proteinlerin (estrojen reseptorleri
yada antikorlar1) ¢alisilmasinda ve serum yada diger hayvan viicut sivilarinda estradiol yonte
mi igin cesitli estradiol tiirevleri prob olarak hazirlanmaktadir. C6, C7 ve C17 pozisyonunda

estradiol problarinin hazirlanmas: igin fuloroskein ve biotin se¢ilmektedir(Maciej vd., 1998).



3. “HORSERADISH-bayir turpu” PEROKSIDAZ (HRP) :

Armoracia Rusticana(bayir turpu; “horseradish™ bitkisi)’ nin antibiotik 6zellik gosteren kokii
kalsiyum, magnezyum, sodyum ve vitamin C igermektedir.(sekil3.1) Peroksidaz enzimi bu
kokten elde edilmektedir. ELISA, immiinoboyama(immunoblotting) gibi tekniklerde enzima
tik igaretleyici olarak kullanilan bu enzim genellikle antikorlara, lektinlere ya da haptenlere

baglanmaktadir.

Sekil 3.1 Armoracia Rusticana(“horseradish™ bitkisi)(www.thais.it/.../ schedeit/sc_0028a.htm)

Peroksidazlar demir(Ill) porfirinler simfinda yer almaktadir. Igerdikleri proteinler hidrojen

peroksit ile gerceklesen substratlarin oksidasyonunu katalizlemektedir(Mitsuteru vd., 1977).

H»0,’ye karst en duyarli metodlar; florometrik ve elektrokimyasal metodlardir. H,O, ve yon
temde kullamlan substrat arasindaki reaksiyonu floroscance giddeti yada elektron transfer dere
cesinin hizlandirilmasindaki subsequent degisim ile enzimatik olarak katalizlemektedir(Razo
la vd.. 2000). Okside iiriinlerin spektrofotometrik Slgiimiinii igeren kimyasal metodlar perok
sit aktivitesi cercevesinde gerceklesmektedir( Moody vd.. 2001). Enzim immunolojik yéntem

lerde H,O; varhiginda HRP isaretlenmesinin indirekt determinasyonunda aromatik aminler ve



fenolik bilesikler gibi kromojenik AH elektron dondrleri siklikla kullanilmaktadir. (Degrand
vd., 2001)

Peroksidaz reaksiyon dongiisiiniin birinci basamagmu saf peroksidazin (HRP) ferihem protatik
grubunun H,O; ile gergeklesen 2 elektron oksidasyonu olusturmaktadir. Bu basamak oksiferil
demir (F™=0) ve bir porfirin katyon radikali igeren intermediate HRP-I bilesigi (demirin for
mal oksidasyon bolgesi:V) formasyonu ile sonuglanmaktadir. Reaksiyonun ikinci basamagin
da HRP-II bilesiginin sekillenmesi gergeklesmektedir. Bu olay HRP-I bilegiginin elektron do
néru AH ile bir elektron rediiksiyonu sonucunda olugmaktadir. (Oksidasyon bolgesi IV).
Reaksiyonun son basamaginda bir Onceki basamakta eklenen elektron AH’den ayrilir ve

enzim tekrardan reaksiyonun baglangic bolgesine doner.(sekil 7) (Degrand vd., 2001)
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Sekil 3.2 Elektron donor AH varlifinda gerceklesen HRP reaksiyon dongiisii.
(HEM’in proksimal bolgesinde koordine edilen histidin aminoasidini belirtmektedir.)
(His:Histidin aminoasidi )

Saf peroksidaz +H,0,—» Bilesk] ~ + 0 |
(Fe™) (Fe™*=0,P")

BilesikI + AH,—» BilesikIT +  AH*
(Fe™=0,PH Fe™=0)

Bilesik IT + AHy——>» Safperoksidaz + AH* H,O
(Fe**=0) (Fe™)

Sekil 3.3 AH* serbest radikalleri dismutant ya da dimerize oraganik subsratlarindan (AHj)
derivatlanmaktadir.



4. STEROID HORMONLARI

4.1 Steroid Hormonlarmin Genel Ozellikleri:

Cok hiicreli organizmalarda devaml degisen dig ve i¢ ¢evreye uyumda, lizumlu yanitlarin dii
zenlenmesini saglamak i¢in intraselliiler haberlesmeyi gergeklestiren mekanizmalara gereksi
nim vardir. Bu islevleri yerine getiren iki sistem gelismistir. Bunlar, sinyalleri yapisal bir sis
tem aracilig: ile ileten sinir sistemi ve spesifik bezler tarafindan salgilanan hormonlarin kom

su ve uzak dokular tizerinde etkili oldugu endokrin sistemdir(Noyan,1996; Robert vd., 2003).

Endokrin bezlerinden salgilanan hormonlar, polipeptid yapida hormonlar ve steroid hormon

lari(kolesterol, testesteron, androstenedion, estrojen)olarak iki ana guruba ayrilmaktadir.

Hiicresel diizeyde hormon etkisi, hormonun kendi reseptoriine baglanmasi ile baglar. Hormon
lar hiicrede reseptérierinin bulundugu yer ve hormon etkisini iletilmesini saglayan ikinci ha
bercinin yapis1 dikkate alinarak simflandirilmaktadirlar. Estrojenler, androjenler, tiroid hor
monlart v.d. hiicre i¢i reseptdrlere baglanirken, follikiil stimule edici hormon (FSH), tiroid
stimule edici hormon (TSH), luteinize edici hormon (LH) v.d. hiicre yiizey reseptorlerine bag
lanmaktadir. Hiicre yiizey reseptorlerine baglanan hormonlar i¢in cAMP, cGMP, kalsiyum ve
ya fosfotidil inozitol (veya herikisi) ve heniiz belirlenemeyen baz ikinci haberciler gérev yap

maktadir.( Robert vd., 2003)

Hormon salgilanmasim gergeklestiren spesifik bezler endokrin bezleri olarak adlandmlmakta
dir. Salgilar dogrudan doku sivisina (hiicrelerarasi bogluga) birakilir ve buradan da kana geger
ler. Insanlarda bulunan baslica endokrin bezleri; hipofiz bezi, tiroid bezi, paratiroid bezi, adre
nal bez, pankreasin Langerhans adaciklari, testis ve ovariumdur. Bunlardan bagka endokrin
fonksiyonu olan baz: organlar ve dokular da vardir. Ornegin bobrek renin ve eritropoetin,
timus bezi timopoetin, corpus pineale melatonin, mide mukozasi gastrin, bagirsak mukozasi

sekretin salgilamaktadir.(Noyan, 1996)

Ovarium ve testislerde yumurta ve spermlerin olusumu yaninda sekonder seks karakteristikle
rinin gelisimi ve farkhilasmasim regiile eden steroid hormonlan (androjenler ve estrojenler) da

tiretilmektedir.



Kadin (ovarium) ve erkek (testis) gonadlarinda, estrojenlerin ve androjenlerin iiretilmesinde
belirgin farkliliklar vardir. Steroid hormonlarinin birgok major gurubu adrenal korteks tarafin
danda tiretilmekte ve salgilanmaktadir(Smith vd.;1983). Gonadlar ve adrenal korteks gibi en
dokrin organlardan salgilanan steroidler spesifik reseptorleri vasitasi ile hedef dokularda etki
gostermektedir. Steroid hormona bagli hedef dokularin gesitli biyolojik tepkileri bu hormon
lanin serum ya da plazma konsantrasyonlarndan etkilenmektedir(Hironobu vd., 1998;
Yasuhiro vd.; 2003). Steroid hormonlan ve ana metabolitlerinin agik formiilleri sekil 1.1 *de

verilmektedir.
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Sekil 4.1.1 Steroid hormonlar ( estradiol , progesteron , testesteron) ve ana
metabolitleri.www.



4.2 Steroid Hormonlarmimn Etki Mekanizmasi:

- Hiicresel diizeyde hormon etkisi, plazma membramnda spesifik reseptorlerine baglanmas: ile
basglamaktadir. Genellikle protein yapisinda olan reseptérler hormonlara yiiksek afinite ve spe
sifiklikte baglanmaktadirlar. Hormonlar resept6riin konumu ve hiicre icerisinde hormonal
etkinin uyarilmasinda kullanilan ikinci habercinin ya da sinyalin yapisina gére siniflandiril

maktadirlar.(Robert vd., 2003)

Steroid hormonlarinin(estrojenler,androjenler ve progesteron) reseptorleri hiicre stoplazmasin
da yer almaktadir. Reseptérlerin hormonlara baglanmasi sonucu ikinci habercilerin hiicre
membramna diflizyonu gergeklesir. 3°,5 siklik adenozin monofosfat (cAMP) bagslica bilinen
ikinci habercidir. cAMP hiicre plazma membranina bagh adenilat siklaz enziminin katalizledi
gi reaksiyon ile magnezyum varlifinda ATP’ den meydana gelmektedir. cAMP’nin intrasellii
ler diizeyleri cesitli hormonlarin etkisiyle arttirilir ya da azaltilir, ve bu etki bir dokudan digeri
ne degisir.(Smith vd.; 1983) Adenilat siklaz aktivitesi ile artan cAMP seviyesine bagh olarak
hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu da artmaktadir.
Mg?

ATP + Mg™* , CAMP + PPi cAMP » 5—AMP
adenil siklaz fosfodiesteraz

cAMP’nin ikinci haberci olarak yer aldif: tiim dokularda, cAMP ile aktiflestirilen protein ki
nazlar bulunmaktadir. Bu durum, cAMP etkisinin protein kinazlar aracilif ile oldugu kanisi
m uyandirmustir. Protein kinazlar hiicredeki birgok proteini, 6zellikle de enzimleri fosforile
eder. Hemen biitiin uyari-reaksiyon sistemlerinde hiicrenin uyarilmasi ile cAMP’nin artmasi

ve hiicre i¢i kalsiyumun artmasi birlikte gerceklesir (Smith vd.; 1983).

Ikinci haberci cAMP’nin etkisi hiicrenin 6zel karakterine gore degisir. Ornegin, cAMP karaci
gerde glikozun sentezini ve kana verilmesini arttirir; adrenal kortekste ise ACTH (adenokorti
kotropik hormon) etkisi altinda steroid hormonlarimin sentezini ve salgilanmasim arttirir. Ade
nohipofiz hormonlarindan FSH ve LH gonadotropinleri hiicre membram reseptorlerine bagla
narak adenil siklaz enzim aktivasyonu saglamaktadirlar. Sentezlenen cAMP’ nin spesifik pro

tein kinazlan aktive etmesi sonucu hedef dokuda yanit olugmaktadir.

Dokuda (hiicrede) cAMP diizeyi,birbirine zit iki enzim aktivitesinin dengesini temsil eder.

Bunlar adenilat siklaz ve fosfodiesteraz enzimleridir. Adenilat siklaz ATP ‘den cAMP olugma
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sim etki eder; fosfodiesteraz ise cAMP’yi 5°-~AMP’ye hidrolize eder ve cAMP etkisini orta
dan kaldmr.(Noyan, 1996)

4.3 Steroid Hormonlarmm Yapisi:

Steroid hormonlar prekiirsorleri ve metabolitleri, siibstitiie guruplann sayisi, konumu ve

sterokimyasal konfigiirasyonlarina gére farkliik gdstermektedir. Tim steroid hormonlan yap:
smda, A-D olarak belirlenmis 4 adet halkanin yer aldifs siklopentanoperhidropenantren halka
s1 ortaktir. Ek karbonlar C10, C13 pozisyonda ya da bir yan zincir seklinde C17 pozisyo
nunda bulunmaktadir. Asimetrik karbon atomlan steroizomeriye imkan saglamaktadir. C10 ve
C13 pozisyonunda yer alan acgisal metil guruplann (C19 ve C18) halka sisteminin Ontinde
¢ikint1 meydana getirmektedir ve bu gruplar referans noktalan olarak gorev almaktadirlar. Bu
guruplar ile aym diizlemde yer alan niikleer substitiisyonlar cis ve § olarak tayin edilmektedir
ler. Cifte baglar baslangic karbonlarinin numaralarina bagh olarak belirtilirler(Robert vd.,
2003). C19 steroidleri olarak adlandinlan androjenler; C17 pozisyonunda karbon yan zincirin
den yoksun steroidler simfinda yer almaktadir. 2 agisal metil gurubu, C17 pozisyonunda
oksijen (keton ya da B-hidroksil), 3-keton ve 4,5 cifte bag icermektedirler. Testislerde yer
alan testosteron prototipik bir androjendir. C21 steroidler olarak adlandirilan progesteron
ve adrenal kortikal steroidler 2 acisal metil gurubu ve C17 pozisyonunda 2 karbon yan zinci
ri igermektedir. C18 steroidler olarak adlandinlan 17-f estradiol (B-estradiol ya da estradiol
olarak da adlandinilmaktadir.) gibi estrojenler tek agisal metil gurubu igermektedir. Tim ste
roid hormonlanndan farkli olarak, estrojenler aromatik halkaya (halka A) sahiptirler. C17 hid
roksil grubunda esterifikasyon gergeklesebilir. (sekil 2).(Smith vd.;1983; Robert vd., 2003)

17
N

7

HO
estradiol progesteron testosteron

Sekil 4.3.1 Estradiol , testosteron , progesteron agik formiilleri
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4.4 Steroid Hormonlarimin Sentezi :

Adrenal korteks zona glomerulosa, zona fasiculata ve zona reticularis olmak iizere li¢ tabaka
dan olusmaktadir. Karbohidrat metabolizmasim regiile eden gulukokortikoidler (kortizol ve
kortikosteron) zona fasiculatada tiretilmektedir. Kortizol sekresyonu kortikotropin salgilatica
hormon(CRF) tarafindan diizenlenen ACTH(adrenokortikotropik hormon) salgilanmasina bag
hdir. Dokuda sodyum, potasyum seviyelerini regiile eden mineralokortikoidler(aldosteron) en
dista yer alan zona glomeruloza tabakasinda ve erkek gonadlarinda(testisler) iiretilen steroid
lere benzer etki gosteren androjenler(dehidroepiandrosteron) en igte yer alan zona retikiilaris
tabakasinda {iretilmektedir. Aldosteron {iretiminin primer diizenleyicileri renin anjiotensin
sistemi ve potasyumdur. Aldesteron sekresyonu adenohipofizden salinan ACTH (Adrenokorti
kotropik Hormon) salgilanmasina baglidir. (Noyan, 1996)

Tiim steroid hormonlarimin (androjenler, estrojenler, progesteron ve adrenal kortikal steroid
leri) biosentezi asetil CoA’dan sentezlenen kolesterolden baslamaktadir. (sekil 3) (Smith vd.;
1983; Robert vd., 2003)) Kolesterolden baglayarak steroid hormonlarinin sentezi sekil 1.3a ve
1.3b’de verilmektedir.

Zema Tasilnlats Zoma glommerulosy Loma retikularis

i P450ssc i PAS0ssc F4%ssc
. . ¥
Pregnenolon sp-pi Pregnenolon Pregnenolon
P450c1” i 36-pH - A™-izomera
A% izemeran -y 2 Pa50eL™
17-OH preguenslon Progzesteacn Progestaron ¥
B -DH P4Sbe21 1 OH progn enalon
45 , E ik - o -
A" -izomeran P40zl E-deaksilcortilasteran 17,26k
17 OH pregesteron
& Paspel1 Dehidivepizadiosternn(DHE L}
P450e2t w Yoatik
ertiboster lf oty atpefer iz
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Sekil 4.4.1a Adrenal steroid hormonlarinin kolesterolden baglayarak sentezi.
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Sekil 4.4.1b Adrenal steroid hormonlarinin kolesterolden baslayarak sentezi.
(www.drashirleydecampos.com.br/ noticias.php?no...)
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4.5 Testesteron ve Estrojen Biyosentezi:

Erkek ve kadin gonadlan bir¢ok steroid hormonu liretmekle birlikte bunlarin en onemlileri
testesteron ve estradioldiir. Bu hormonlarin biyosentez kontrolii FSH (folikiil stimiile hormon)

ve LH (liiteinize edici hormon) sekresyonu ile saglanmaktadir. (Noyan, 1996)

Bu iki hormonun sekresyonu hipotalamustan salinan GnRH( gonadotropin-releasing hormon),
steroid hormonlari ve kompleks geri besleme (feed back) sistemindeki diger faktorler ile regii

le edilmektedir(Noyan, 1996).

LH hormonu Leydig hiicrelerine baglanarak Leydig hiicre hormonu olan testesteronun iiretil
mesini stimiile etmektedir.Testesteron plazmaya salindiktan sonra androjen baglama proteini
(ABP) ile sertoli hiicrelerine tagimaktadir ve burada testesteron dihidrotestesterona indirgen
mektedir. Plazmaya taginan testesteron ve dihidrotestesteron spesifik gonadal steroid baglama
gulobilini (GBG) ile hedef dokulara taginmaktadir.Testesteron iiretimi sertoli hiicrelerinde de
gerceklesebilmektedir ancak bu tiretim FSH ile regiile edilmektedir. (sekil 4) (Noyan, 1996)

Kolesternl
PiSbsse

Premnenclon
ip-DH

P00l e
A smeraz

1"-OH pregnenslen 3p -DH Progesteyon
46 | .
17.20 desmolaz l AT zomeraz ims«rwr
D ehidieepisndiostaren(DHE A) POH pregesteron

3p-DH ‘
AY jromeraz ll"l{) desmolaz

lf—ketwedﬁl\mz\l/

Androstenediol Androstenedion
3 -DH 1" ketoreditktaz AT emataz
AM jremeraz
Estron

Testesteron . s
OH Aromataz E 17-ketoreditktaz
HC i
Estradiol
lﬁt;‘ veditlinz

Dihidrotestesteron

Sekil 4.5.1 Testisin leydig hiicrelerinde gerceklesen erkek steroid hormonlarimn sentezi.
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Estrojenler, ovumun “theca interna” ve “theca granulosa™ hiicrelerinde sentezlenmektedir. LH
ovumun “thecall” hiicrelerinde androstenedion ve testesteron sentezini stimule etmektedir.
“Thecall” hiicrelerine baglanan LH’ in granulosa hiicrelerine difiizyonuna yamit olarak
“thecall” hiicre androjenleri liretilmektedir. Aromataz enzimi ovum ve diger birka¢ dokunun
endoplazmik retikulumunda yer almaktadir.(Noyan, 1996) Granulosa hiicrelerinde aromataz
enzimi FSH ile stimule edilmektedir ve androjenlerin estrojenlere doniiglimiinii saglamakta
dir. Bu enzim ayrica androjenlerin A halkasinin aromatizasyonunun sonlanmasim saglayan
hidroksilasyon ve dehidratasyonda da gorev almaktadir(Smith vd.; 1983). Granulosa hiicre
estrojenlerinin biiyiikk bir kismu folikiiler siviya, “thecall hiicre” estrojenlerinin biiylik bir
kism1 da estrojen sirkiilasyonuna salmmaktadir. Sirkulasyona salinan estrojenler, testesteron
transportunda kullamlan ayni gulobilin (GBG) ile hedef dokulara taginmaktadir.(Sekil 5)
(Noyan, 1996).

OH
HC
HC
0
Testesteron —> Apdrostenedion
17- ketorediiktaz
Aromata Aromataz
17- ketorediiktaz
Estrachol ‘( » [ m,“

Pl

Sekil 4.5.2 Kolesterolden meydana gelen testesteron ve androstenedionun, kadin gonadlarinda

major steroid hormonlarimn sentezinde kullamilmast.
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Estrojen, insan fetal gelisiminde ve disi lireme sisteminde 6nemli role sahiptir. Premenepozal.
kadinlarda estrojen iiretiminin asil kaynagi ovaryumdur. Erkeklerde ve postmenapozal kadir:
larda estrojenler adrenal ve ovarian kaynakli androjenlerin doniigiimii ile iiretilmektedir.
(Yasuhiro vd., 2003). Adrenal korteks ,ovaryum ve/veya testisten salinan androstenedion yade.
C19 steroidlerin estrona doniigtimii deri, kas, yag ve kemigi i¢eren periferal dokularda gergek
lesmektedir. Bu doniisiim estrojen biosentezinde limit derece basamagi olan aromataz enzim.
kompleksini katalizlemektedir. Aromataz enzim kompleksi aromataz sitokrom P450 (aroma.
taz) ve NADPH-sitokrom P450 rediiktaz(flavoprotein) olmak iizere iki polipeptitten olugmak.
tadir. Aromataz enzimi C19 steroid substratim baglamada ve estrojenlerin karakteristik feno
lik A halkasimn formasyonunu olugturan bir seri reaksiyonu katalizlemekte gérev almaktadut
(Hironobu vd., 1998). Dokuda aromataz miktar1 gulukokortikoidler, phorbol esterler, siklik
niikleotitler, prostoglandinler ve IL-6 sitokinler ile regiile edilebilir(Richard vd., 2000).

Periferal dokularda aromataz enzimi ile olusan estron(El), estron sulfotransferaz enzimi
(EST) ile estron sulfata (E1S) doniismektedir.(Yasuhiro vd., 2003) Estron sulfotransferaz
enzimi(EST) 3-hidroksil pozisyonunda estrojenlerin sulfokonjugasyonunu katalizleyen meta
bolik bir enzimdir. Bu yolla sulfatlanan estrojenler estrojen reseptorii ile birbirini etkileme
yetenegini kaybederler. Bu nedenle hormonal ydnden inaktiftirler(Yue-ming vd.; 1999).
Estron sulfotransferaz enzimi tiim erkek ve kadin karaciger, bobrek, beyin, adrenal bezler gibi
dokularda aktivite géstermektedir.(Yasuhiro vd.; 2002) Ozellikle karacigerde sistemik estro
jen hemeostazisisinin siirdiiriilmesinde gérev almaktadir(Yue-ming vd.; 1999).
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Estron sulfataz enzimi igeren birka¢ viicut dokusu biyolojik yonden inaktif olan estron sulfati
nin estrona hidrolizini saglanmaktadir. Estrojen daha sonra 17-hidroksisteroid dehidrogenaz
HSD tipl enzim etkisi ile estradiole(E2) dontismektedir (sekil 1.6), (Girish vd.; 1998).

Kan damart Periferal doku / Meme Karsinoma dokusn
Aretaatug LUPE-HSD tpl
Anddrostenedion - Eetron (B *  Earadiol B2
ikt ‘ bt
i
]
ST EST :
§
X
Estron- sullat (K15} - Estron sullid (EES) g FR s
jinaktif )

Sekil 4.5.3 Normal periferal dokularda ve/ veya meme karsinomasinda ostrojenlerin

tiretilmesi.

Estrojenler dokularda inaktif formda depolanmaktadir ve ihtiya¢ halinde bu depolanan estro
jenler aktive edilerek kullamilmaktadir. Estron ve estradiol sinirli miktarda olmalarina ragmen
estrojen isaretleyicileri olarak kullamilmaktadir. Estron sulfamat bu isaretleyicilere gore daha
belirgin avantajlara sahiptir.(Girish vd.; 1998) Biyolojik ydnden inaktif olan estron sulfat
(E1S) plazma estrojenin major doniistim formudur. Periferal kanda estron sulfat uzun yarilan
ma Omriine sahiptir.(Yasuhiro vd., 2003) Serum konsantrasyonlan estradiol ve estron serum

konsantrasyonlarindan on-yirmi kat daha yiiksektir.(Girish vd.; 1998)
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5. MATERYALLER

5.1 Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Laboratuvar ELISA okuyucusu : Thermolabelsystem

Laboratuvar karigtiricisi ' : Heidoloph MR 3001

Laboratuvar pHmetre cihazi : Inolab

Laboratuvar su banyosu : Kerman

HPLC sistemi : Schimadzu Program Class VP.
Viskotek sistemi : Viscotek 4 detektorlit SEC-HPLC-GPC
U.V. Visible Spektrofotometresi : Model V-530 JASCO Program

Kullanilan malzemeler

* Otomatik pipet : 0-50 ul, 100-1000 pl
+ Beher :50ml, 100 ml, 500 ml, 1 L
+ Epandorf tiipleri
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5.2 Kullamilan HPLC Sisteminin Techizat ve Calisma Parametreleri:

Kolon : Silika jel kolon(jel filitrasyon kolonu)
Dedektor : UV-VIS detektér (SPD-10AV)

Mobil faz : PBS; pH= 7,0; %0,05 NaN3;

Akis hiza | : Iml/ dakika

Kolon sicakhig: :25°C

Dalga boyu : 280 nm

5.3 Kullanilan Viskotek sisteminin Techizat ve Cahsma Parametreleri:

Kolon : TOSOH G 5000 PWXL

Dedektér : Viscotek Triple Detector Array (TDA 302)
Mobil faz : PBS; pH=7,0; %0,05 NaN;

Akis uzi : 0,8 ml/ dakika

Kolon sicaklig: :25°C

Dalga boyu : 280 nm

5.4 Kullanilan UV.vis. Spektrofotometresinin Techizat ve Cahisma Parametreleri:

Optical System : single monochromator
Detektor : silikon fotodiod (S1337)
Isik kaynag : deuterium lamp : 190 to 350 nm

halogen lamp : 390 to 1100 nm
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Kullanilan
Kimyasal Maddeler | Uretici Firma Lot No.
Estradiol — 6 CMO Fluka 451411/1
CMC Sigma 063K1115
HRP Fluka 049137/1
BSA Sigma 117H1346
RITC B(rodamin) Sigma 18F5012
NaH,PO4 Sigma 411460
Na,HPO, Fluka 446288
NaCl Sigma 33000
NaHCO; Sigma 6014
Na,HCO3; Sigma 7795
EIA Icin Kullamlan

Immiin Kit Uretici Firma Ozellik
17B-Estradiol kit Diameta 96 kuyucuklu




+ 7“5 mg /2,5 ml E;6CMO stok”

*,
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6. DENEYSEL CALISMA :

Ja—— Il

o ety

i

c=2mg/ml E;6CMO
1 ml stok / 3 ml 0,2 M PBS(pH 6,70) + 168 mg CMC(kats halde)
/,/" 30 dakika; oda sicakh@nda
el karanhkta kanstirma
el ile reaksiyon
ol Ara iiriin
Aymi sentez islemi uygulanarak
E,HRP eldesi igin reaksiyon tekralland/ 10 dakika c¢ok yavas olarak
ekleme

61,4 mg HRP/ 2 ml 0,2 M PBS 26.3 mg BSA/ Zml 0.2 M PBS

(c= 10 mg/ 0,5 ml) (c= 16 mg/ 0,5 ml)
( protein icerigi ) ( protein icerigi )

. 4 °C soguk odada 16 saat karigtirma ile reaksiyon

Vt=6ml E,-HRP &~

Vt = 6ml E,-HRP Vit = 6ml E>-BSA
; Viskotek / \ * / l \
; (1 mlb) Santrifiij Sdnmtu; HPLC Viskotek
v HPLC (4 ml) (4 mi) (Imh  (Imb

Diyaliz (1 ml) \ /

4 °C ayarh sogutmah santrifiij cihazinda

/N

Vt=2ml  Vt=1ml

o

Diyaliz Rodamin(RITC) ile reaksiyon
(1 mb) (500 ul)

D

* #: gozenek genisligi 10.000 olan filitreden siizme ile protein hari¢ diger maddelerin uzaklastirilmasi
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Sekil 6.1.b 17B-estradioliin B halkasi ile bovine serum albumine(BSA) baglanmas:.
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6.1 E;-HRP Konjugatimin Sentezi

a ) kullamilan c¢o6zeltiler:

oy

. 0.2 M PBS(fosfat) tampon ¢ozeltisi

2. 1 ml stok (5mg /2.5 ml Estradiol — 6 CMO stogu) / 3 ml PBS tamponu
168 mg kat1 halde CMC (1-siklohegzil-3-(2morfoniloetil)karbodiimid meto-p-toluen
sulfonat)

4. 61.4 mg HRP / 2ml PBS tampon ¢ozeltisi

b) kullamlan ¢o6zeltilerin hazirlanmasi:

1. 0.2 M PBS(fosfat) tampon ¢ozeltisi hazirlanmasi:

a) NaH,PO, 31.202 g/ mol My x 0.2 mol = 1.56 g NaH,PO; (2.1)
b) Na,HPO, 53.614 g/ mol M, x 0.2 mol =2.6807 g Na,HPO, (2.2)
¢) NaCl 58.44 g/ mol Myx 0.2 mol =0.584g NaCl (2.3)

NaH,PO4 ve Na;HPO,4 belirtilen miktarda tartilarak 1 L destile suda ¢oziildii, karisima 0.2
mol NaCl eklendi ve pH 6.7 ye ayarland:.

2. 5mg/2.5 ml Estradiol — 6 CMO stok ¢6zeltisinin hazirlanmasi :

Deneysel ¢alismada kullanilacak E;-6CMO’nun 2mg / ml konsantrasyonda olmas: gerekmek
tedir. Bu nedenle satin alinan Smg Estradiol-17p-6-(O-karboksimetil)-oksim (E;-6CMO) 2,5
ml 0,2 M PBS tamponunda ¢ozdiiriildii ve E-6CMO stok elde edildi.

3. 61.4mg/2ml HRP ¢bzeltisinin hazirlanmas: :

Deneysel ¢alismada kullanilacak enzimin protein konsantrasyonu 10 mg / 0.5 ml olmasi
gerekmektedir. Daha 6nce satin alinan enzim 6rneginin %65 protein igerdigi belirlenmisgti.
Bu durum dikkate alinarak 61,4 mg HRP (satin alinan) tartiidi ve 2 ml 0,2 M PBS tamponda
¢cOzdiiriilerek HRP enzim stok ¢6zeltisi hazirlandi.
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¢) hesaplamalar :

Satin alinan HRP enziminin % protein igerigini belirlemek i¢in, 0.5 mg enzim tartild: ve 1 ml
0.01 M PBS tamponda ¢oziildi. Elde edilen ¢ozeltinin UV-vis. Spektrofotometrede PBS’e
kars1 280 nm de absorbans degeri 0.4337 olarakokundu. Buna bagh olarak protein miktarn
asagida verildigi gibi hesaplandi.

Azgo/1.34=0.4337/1.34=0.3236 mg 24
0.5 mg HRP 0,3236 mg protein miktar igerigi
100 mg X mg

X =%65 protein igerigi olduguna gore ;

100 mg 65 mg protein miktan igerigi
X mg 10 mg protein miktar igerigi
X=15,38 mg HRP / 0,5 ml PBS = 61,4 mg HRP /2 ml PBS 2,5

Bu sekilde deneyde kullamilacak HRP ¢ozeltisi elde edildi.

d) deneyin yapilist

Estradiol-17B-6-(O-karboksimetil)-oksim (E,6CMO)’ in HRP enzimi ile konjugasyonu ,
Exley ve Abuknesha (1978) gelistirdikleri metoda bagl olarak gergeklestirildi.1 ml E;6CMO
stok / 3 ml 0,2 M PBS ¢6zeltisine, beher iginde magnetik karistiricida karistinilarak kati
halde 168 mg CMC eklendi. Beherin iistii folyo ile kapatildi ve reaksiyonun gerceklesmesi
icin oda sicakliginda otuz dakika karnistinicida bekletildi. Meydana gelen ara iiriine 61,4 mg /
2ml HRP enzimi, yaklagik on dakika siirede ¢ok yavag olarak eklendi. 6 ml reaksiyon igerigi
4 °C ‘ye ayarh soguk odada, magnetik karnistiricida kanstirilarak tiim gece bekletildi.
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6.1.1 E2-6CMO - HRP Konjugatimn Santrifiij Islemi :

Ertesi giin alinan 6 ml enzim konjugatinin 2 ml’si viskotek ve HPLC cihazina verildi. Kalan
4ml enzim konjugats, igerisinde bulunan protein harig diger kimyasallan uzaklastirmak icin ve
daha konsantre bir enzim konjugati elde etmek igin, gézenek boyutu 10.000 olan filtre
kullanilarak 4 °C ‘ye ayarli sogutmali santrifiijde 12 000 devir/dakika hizla 30 dakika
santrifiijlendi.

6.1.2 E2-6CMO — HRP Konjugatinin Diyaliz Islemi:

Sentezi yapilan E; HRP konjugati dializ membranina alindi, iki ucu baglandiktan sonra 1 L
distile su ile doldurulan beher igerisine yerlestirildi. 4 C° ¢ ye ayarh soguk odada beher icinde
ki destile su kangtirilarak bir gece bekletildi. Diyaliz isleminden sonra UV-vis. Spektrofoto
metrede yapilan &lgiimden protein konsantrasyonu hesaplandi ve enzimin aktivitesi tayin

edildi.

e Enzim aktivitesi tayini:
35 °C © ye ayarlh su banyosunda,10 dakika siirede gergeklesen reaksiyon igin kullamlan
cozeltiler ;

+ 895ul 0.2MPBS

* [0 pl o-dianisidin

+ 10 pl % 3 ‘lik H,O,

+ 10 ul HRP enzim ¢ozeltisi

+ 75 ul H;SO4 (10 dakika sonunda reaksiyonu sonlandirmak i¢in eklenir.)

Cozeltiler yukarida verilen siraya gore eklendikten sonra reaksiyonun gerceklesmesi i¢in on
dakika beklendi ve H,SOj4 ¢ {in katilmast ile reaksiyona son verildi. UV-vis. Spektrofotometre
de 400 nm’de tampona karg: absorbans degerleri okundu.
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6.1.3 Diyaliz Sonras1 E2-6CMO-HRP Orneginde Protein Miktarinin Lowry(Folin-

Ciocalteau) Yontemi ile Tayini:
a) kullanilan ¢6zeltilerin hazirlanmasi :

1. A gdzeltisi : %2’ lik Na,COs3 (0,1 N NaOH igerir.)

2. B gozeltisi : 1:1 oraninda karistirilan ve taze olarak hazirlanan %1’ lik CuSOy4, %2’ lik
NaK tartarat

3. C¢ozeltisi: 50 ml A ¢ozeltisi ve 1 ml B ¢ozeltisi

4. folin ¢ozeltisi: fosfomolibdat ve fosfotungistik asid ¢ozeltisi

5. stok standart ¢ozeltisi:
serum fizyolojik( % 0,9 NaCl distile suda ¢ozdiiriilerek hazirlands.)
%S5’ lik, %10’ luk, %15° lik mg/ ml BSA
1:1 oranda alinarak 0,5 ml olarak hazirlandi.

6. protein Srnegi: 200 w1 E2-6CMO-HRP konjugat 6rnegi

b) deneysel ¢aligma:

cizelge 6.1.3 Cift tekrar olarak galisilan deneysel islemde uygulanan y6ntem

Stok standart Serum fizyolojik | Cozelti C Follin reaktifi
BSA
Standart 1 25 w1 475 m 3ml 100 w
(%5 BSA)
Standart 1 25w 475 w1 3ml 100 w1
(%5 BSA)
Standart 2 50 450 w 3 ml 100 w1
(%10 BSA)
Standart 2 50 450 3 ml 100
(%10 BSA)
Standart 3 75 w 425 wm 3 ml 100 pu
(%15 BSA)
Standart 3 75 m 425 3 ml 100
(%15 BSA) .
Koér - 500 3 ml 100 p1
Kor --- 500 p1 3ml 100 1
Ornek - 400 3ml 100
Ornek — 400 3ml 100 w
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Tiiplere tabloda belirtilen sira ve miktarda stok standart ¢ozeltisi, serum fizyolojik ve ¢bzelti
C konularak on dakika beklendi. Bu tiiplere follin reaktifi eklenerek otuz dakika bekletildi.
UV-vis. spektrofotometrede 500 nm’de islemde kullamlan kére karsi absorbans degerleri

okundu.

6.2 E»-BSA Konjugatinin Sentezi:
a ) kullanilan ¢ozeltiler:

1. 0.2 M PBS tampon ¢ozeltisi

2. 1 mg stok (Smg /2.5 ml Estradiol — 6 CMO stogu) / 3 ml PBS tamponu

3. 168 mg kat1 halde CMC (1-siklohegzil-3-(2morfoniloetil)karbodiimid meto-p-toluen
sulfonat)

4. 26.3 mg BSA /2ml PBS tampon ¢ozeltisi

b ) kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi:
1. 26,3 mg/2ml BSA(bovine serum albumin) ¢6zeltisinin hazirlanmasi:

10 mg / 0.5 ml konsantrasyonda BSA ¢ozeltisi; BSA Orneginin protein igerigi dikkate
alinarak, 26.3 mg BSA tartilip 2 ml PBS tamponda ¢oziilerek hazirlanda.

c) hesaplamalar :

Deneysel ¢calisgmada kullamlan enzimin 10 mg / 0.5 ml protein miktarina kargilik olan BSA
miktar1 hesaplandi. Bunun i¢in satin alinan BSA dan 160 mg tartilarak 4 m! 0.2 M PBS
tamponda ¢dziildii. Elde edilen ¢ozeltinin UV-vis. spektrofotometrede 280 nm’de absorbans
degeri 2.046 olarak okundu. Bu degere bagl olarak protein miktar1 hesaplandi.

Ao/ 1.34=2.046/134=1,52 mg (2,6)

160 mg BSA 15,2 mg protein miktan icerigi

100 mg X mg

X =%76 protein igerigi olduguna gore ;
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100 mg 76 mg protein miktar1 icerigi
X mg 10 mg
X=13,15mg BSA/1ml PBS = 26,3 mg BSA /2 ml PBS 2,7

Bu sekilde deneyde kullamilacak BSA ¢o6zeltisi elde edildi.

Estradiol-17B-6-(O-karboksimetil)-oksim (E;6CMO)’ in BSA’ya baglanmasi ve santrifiij
islemi uygulanmasi E;-HRP konjugatinin sentezinde oldugu gibi Exley ve Abuknesha (1978)
gelistirdikleri metoda bagh olarak gerceklestirildi.

6.2.1 E;-6CMO-BSA Konjugatina Fluoresans Madde Baglanmasi:

a ) kullamlan ¢ozeltiler:

1. 116 pl 0.1 M karbonat tampon ¢dzeltisi
2. 500 pl E;-6CMO-BSA konjugati
3. 334 pl RITC(rodamin izo tiyosiyanat)

b ) kullamilan ¢dzeltilerin hazirlanmasi:
1. 0.1 M Karbonat tampon ¢ozeltisi:

a) NaHCO3 84,01 g/mol My, x 0.05 mol =4.2 g NaHCO; (2,8)
b) Na,HCO; 105,99 g/ mol M, x 0.05 mol=5.3g NaHCO; (2,9)

NaHCO; ve Na;HCOj3 belirtilen miktarda tartilarak 500 ml distile suda ¢6zdiiriildii ve pH 9.5

¢ e ayarland1.
2 . RITC(rodamin) ¢6zeltisi:

0.0021 g RITC B(rodamin) tartilarak 30 ml karbonat tamponda ¢oziildii.
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¢) hesaplamalar :

¢ (0,20007 mg / ml BSA protein bulunmakta, dolayisiyla 500 pl’de 0.100035 mg BSA
(Az30/1.34) bulunmakta.

¢ 0.0021 g/ 30 ml RITC ; 7 x 10 g/ 1ml RITC hazirland.

e n(RITC) / n(BSA) =30 alindu..

a) BSA : 0.10035x 102 g / 69000 g/mol M, = 1.4543x10"° mol BSA (2,10)
RITC : 1.4543.10° mol x 30 =4.363 x 10® mol RITC 2,11)
7x 107 g/536.1 g/mol M,,= 1.3057 x 107 mol/ ml RITC 2,12)

4.363 x 10 mol x 1000pl / 1.3057 x 107 mol / ml = 334 ul RITC (2,13)
b) deneyin yapilis: :

116 pl 0.1 M karbonat tampon ¢dzeltisi, 500 pl E,-6CMO-BSA konjugati ve 334 ul RITC
(rodamin) karisim hafifce vortekslendikten sonra oda sicakliginda tiim gece bekletildi. Ertesi
giin alinan 1 ml E;-6CMO-BSA-RITC konjugati Sephadex G50 igeren kolona uygulandi.
UV monitérde maksimum absorbans gosteren 5. ile 9. tiip arasinda, tiip icerikleri toplandi.
10.000 gézenek boyutlu filtre kullanilarak, 4 °C ‘ye ayarli sogutmal: santrifiij cihazinda otuz
dakikalik santrifiij iglemi sonucu ufak molekiillii maddeler uzaklagtinldi. Elde edilen E,-
6CMO-BSA-RITC konjugatimin UV-vis. spektrofotometrede ve Spektrofluorometrede

absorpsiyon ve fluoresans spektrumlar1 alindi.

Enzim konjugatindan 100 pl alinarak 2900ul etil alkol ile 3 ml’ ye tamamlandi ve
Spektrofluorometrede fluoresans spektrumu, spektrofotometrede absorpsiyon spektrumu
alindi. Aynica 10 mg RITC(rodamin) tartilarak 5 ml etil alkolde ¢oziildii. Bu 6rekten 100 pl
alinarak etil alkol ile 10 ml ¢ ye tamamland1 ve spektrofotometrede absorpsiyon spektrumu
alindi. Bu spektrumdan 280 nm’de absorbans degeri 0,072 ve 545 nm’de absorbans degeri
0,158 olarak okundu. Bu RTIC 6meginin de spektrofluorometrede fluoresans spektrumlari
alindi.
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6.3 HPL.C Cihazinda Uygulama :
a) kullanilan ¢ozeltiler:

1. 0.01 M PBS(fosfat) tampon ¢dzeltisi

2. Img HRP(satin alinan)/ 1 ml PBS tamponu

3. 2mg HRP(satin alinan)/ 1 ml PBS tamponu

4. 1ml E2— 6CMO-HRP konjugati reaksiyon igerigi/ 3ml PBS tamponu
5. 1ml E;-6CMO — BSA konjugat reaksiyon igerigi/ 3ml PBS tamponu
6. 61.4 mg HRP/ 1ml PBS tampon
7. 26,3 mg BSA/ 1ml PBS tampon

b) uygulama:

Sentez islemi sonucu elde edilen 6ml Ey)~ 6CMO-HRP konjugatindan 1ml alindi ve bu
¢ozeltiye 3ml PBS tampon eklendikten sonra cihaza verildi. Aym islem 6 ml olarak sentezlen
mis olan E,-6CMO - BSA i¢in de uygulandi. Konjugatlar i¢in alinan kromatogramlar HRP
enzimi ve BSA i¢in alinan kromatogramlarla kiyaslandi.

6.4 E.-6CMO-HRP ve E,-6CMO - BSA Konjugatinin FTIR Cihazina Uygulamas:

Sentezlenen E)— 6CMO-HRP ve E;-6CMO — BSA konjugatlarindan ayri ayn 2 mg tartildi.
Her bir konjugat 6rnegine 98 mg KBr eklendi, iyice karigtirild, pelletlendi ve cihaza verildi.

Ayrica HRP, BSA ve estradiolden 1 mg 6rnek tartildi ve 99 mg KBr eklenerek cihaza verildi.
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6.5 Spesifik Antikor Bagh Kuyucuklar Bulunduran Ticari Kite, Sentezlenen E,-HRP

Konjugatinin Baglanmas: ve ELISA Okuyucusu ile Gézlenmesi:

Sentezlenen E,-HRP konjugatinin ELISA uygulamasinda 178-estradiol kiti kullanild:.

Kullamlan kit anti-estradiol IgG (antikor) ile kapli 96 kuyucuklu mikroplate, farkli estradiol
konsantrasyonuna sahip 4 standart, inkiibasyon tamponu, ticari estradiol-HRP konjugati,
TMB-substrati (renk reaktifi) ve reaksiyonu durdurma ¢6zeltisi (kuvvetli asid) icermektedir.

a) kullamlan ¢ozeltiler:

1. Estradiol standartlan (sulu ¢ozelti) (1 ml)
(S1: 10 pg/ml; S2: 60 pg/ml; S3 : 400 pg/ml; S4 : 2000 pg/ml estradiol konsantrasyonu)
2. Inkiibasyon tamponu (50 mM fosfat tamponu pH 7.4 ; 1 gr/L. BSA) (30ml)
3. TMB(tetrametil benzidin)-substrat (0,25 gr/LL H202-TMB) (12 mL)
4. Durdurma(stop) solusyonu (0,15 moVl/L siilfiirik asit) (12 mL)
5. Ticari Estradiol-HRP konjugati (0,4 ml)
6. Sentezlenen Estradiol-HRP konjugat numunesi
7. Seyreltik konjugat
8. 0,2 M PBS tampon

b ) kullamlan ¢ozeltilerin hazirlanmasi:
1. Farkh konsantrasyonlarda E,-HRP konjugati ¢ozeltilerinin hazirlanmasi:

a) 250 pl E;-HRP konjugati / 750 ul inkiibasyon tamponu (N1)
b) 500 pl E;-HRP konjugat: / 500 pl inkiibasyon tamponu (N2)
¢) 750 ul E,-HRP konjugat1 /250 pl inkiibasyon tamponu (N3)
d) 100 pl E;-HRP konjugat1 /900 ul 0,2 M PBS tamponu (N4)
e) 200 pl E;-HRP konjugat: /800ul 0,2 M PBS tarr;ponu (N5)
) 250 pl E;-HRP konjugati /750 pl 0,2 M PBS tamponu (N6)
g) 500 pul E>-HRP konjugat: / 500 ul 0,2 M PBS tamponu (N7)

3. Ticari konjugatin seyreltik ¢ozeltisinin hazirlanmasi:

10 pl ticari estradiol-HRP konjugati 1 ml inkiibasyon tamponuna eklendi ve 5 dakika
magnetik karistiricida bekletildi.
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c¢) deneysel ¢aligma:

Sekil 6.5.1
By kuyucugu: 100 pl inkiibasyon tamponu ve 100 pl seyreltik ticari konjugat
S1 kuyucugu: 100 pl standart 1 ve 100 pl seyreltik ticari konjugat
S2 kuyucugu: 100 pl standart 2 ve 100 ul seyreltik ticari konjugat
S3 kuyucugu: 100 pl standart 3 ve 100 ul seyreltik ticari konjugat
S4 kuyucugu: 100 pl standart 4 ve 100 ul seyreltik ticari konjugat
N1 kuyucugu: 100 pl N1 ve 100 pl standart 4
N2 kuyucugu: 100 ul N2 ve 100 pl standart 4
N3 kuyucugu: 100 ul N3 ve 100 pl standart 4
N kuyucugu: 100 pl konjugat numunesi ve standart 4 (seyreltme yapilmadi.)
Nx kuyucugu: 100 pl konjugat numunesi ve standart 2 (seyreltme yapilmadi.)
N4 kuyucugu: 100 pul N4
NS kuyucugu: 100 ul N5
N6 kuyucugu: 100 ul N6
N7 kuyucugu: 100 pul N7

Sekil 6.5.1° de belirtildigi sekilde ¢ozeltiler kuyucuklara konuldu. 37°C de 25 dakika inkiibas
yon ve sonra 5 dakika ¢alkalama olmak {izere toplam 2 saat inkiibasyon yapildi. Inkiibasyon
sonras1 mikroplate cihazdan alinarak destile su ile ii¢ kere yikand1 ve her kuyucuga 100 pl
TMB substrati eklendi. Substratin eklenmesi ile konjugat baglanmasim belir ten mavi renk

goriildii (sekil 8.7.3). Tekrar cihaza verilen mikroplate 25°C de 30 dakikalik inkiibasyon
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islemi uygulandi. Bu siire sonunda mikroplate cihazdan ¢ikarildi ve her kuyucuga 100 pl

reaksiyon durdurma (stop) ¢ozeltisi eklendi (sekil 8.7.4, 5, 6). Kuyucuklarin san renk aldig:

gOriildii ve 450 nm absorbans degerleri okundu (¢izelge 14).

antikor(ami-eswradinly
1) cizeniterin
% eklenmesi
i il

’4 37°C 2 saat
i inldibasyon

yoikaop late

Yk (destile sai

Dardwraa(stop} —,
w450 noade Slptim
solusyonun ekleninesi

TMEB-sabswat eldenmesi .
o

255 3 daddlea
mlddasyon

Sekil 6.5.2 Sema olarak ELISA cihazinda uygulanan islem (www.labmaster.fi/.../
elisakits/troponin-i.htm)
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7. SONUCLAR:

7.1 UV-vis. Spektrofotometre ile Okunan Absorbans Degerleri:

Santrifiij kullamlarak filtrasyondan sonra E;-6CMO-HRP konjugatinin on kat seyreltilerek
0,2 M PBS tampona karst okunan A 360, A 230, A 402 absorbans degerleri

cizelge 7.1.1
Azeo Az |Asp Aago / 1.34
0.850 0.832 | 0.604 | 0.621mg/mi(0.621x10=6.21mg/ml)
it ‘[ H o i
a 5
15........,..w.....M."'q:.;;ﬁ.l;.n.., :“‘,' .‘E -
» P "II‘ '
g7 | .,,
5 . .
@ ;¥ P
s i o
QU.‘-—--~-—«-—v.---------n--~---.v.._.._._.,;“.: ................... ; in‘!--'--'
s : ).“"a
e ‘ ) .;_,,‘.
n: L ‘ b
200 300 galgaboyu{nm) 2C0

500

Sekil 7.1.1 Santriflij uygulamasindan sonra “E;-6CMO-HRP” mn absorpsiyon spektrumu.
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Santrifiij kullamlarak filtrasyondan sonra E;-6CMO-BSA konjugatinin on kat seyreltilerek
0,2 M PBS tampona kars1 okunan Ajg absorbans degeri

Cizelge 7.1.2

A 230 Aago / 1.34

0.604 | 0.2007mg/m1(0.2007x10=2.0007mg/ml)

i ; ;
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200 s

Sekil 7.1.2 Santriflij uygulamasindansonra “E;-6CMO-BSA” nin absorpsiyon spektrumu
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Diyaliz isleminden sonra E,-6CMO-HRP konjugatinin on kat seyreltilerek 280 nm’ de 0,2 M

PBS tampona kars1 okunan absorbans degeri

cizelge

7.1.3

A 250

0.277

2. defa tekrarlanan konjugat sentezinde elde edilen E,-6CMO~HRP konjugatinin on kat
seyreltilerek 0,2 M PBS tampona kars1 okunan Ajgg, Az7s, Aoz absorbans degerleri

cizelge 7.1.4
Asgo Azss Ay
0,479 0,496 0,402

Diyaliz sonrast E2-6CMO-HRP konjugatinin Lowry (Folin-Ciocalteau) yontemi ile protein
miktarinin tayininde UV-vis. spektrofotometrede 500 nm’de, kore karsi okunan absorbans

Cizelge 7.1.5
A5oo 1 ASOO I ASOO
ortalama
Standart 1 0,076 0,080 0,078
Standart 2 0,141 0,147 0,144
Standart 3 0,209 0,208 0,208
Ornek 0,525 0,535 0,530
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7.2 Deneysel Calismada Enzim Aktivitesi Tayinine Bagh Absorbans Degerleri:

Santrifiij kullanilarak filtrasyondan sonra E,-6CMO-HRP konjugatinin aktivite tayinde
okunan A 490 degerleri

Cizelge 7.2.1

Aol | Agoo Il | Asoolll | A 400
(ortalama)

0.447 0447 {0480 | 0458

Diyaliz isleminden sonra E>-6CMO-HRP konjugatinin aktivite tayinde okunan A 499 degerleri

Cizelge 7.2.2

Agool | Augll A 400 (ortalama)

0.321 | 0.360 0.340

2. defa yapilan sentezden sonra elde edilen E,-6CMO-HRP konjugatinin aktivite tayinde
okunan A 499 degerleri

Cizelge 7.2.3

A 400 1 A4()0 I A 400 (ortalama)

0,420 | 0,480 0.419
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7.3 E;-6CMO-BSA-RITC Orneginin Spektrofluorometrede incelenmesi

100 pl E2-BSA-RITC alindi ve 2900 etil alkol eklenerek 3 ml’ ye tamamlandi. Bu ¢6zelti ile
E2-BSA-RITC igin spektrofluorometrede en uygun uyarma A max = 545 nm oldugu goriildii
ve Imax = 550000 okundu(.-). 3 ml’ye tamamlandiktan sonra elde edilen, yukarida verilen
¢ozeltiden 1 ml alindi ve buna,

Iml distile su eklendikten sonra Amax=>545nm Imax = 700000 (=)
2ml distile su eklendikten sonra Amax=545nm Imax = 1000000 ()
3ml distile su eklendikten sonra A max=545nm Imax = 900000 (=)

degerleri elde edildi. Bu degerlerin okundugu fluoresans spektrumlari agagida verilmistir.

D1 545{(90° ) 525-650(90°y D1 545(90°):525.650{90>}

01 S45(90° 1525-650(20°) D1 545{90° 1 525-650(90°)
1000000

900000 :
200000 /|
700000

§00000

!

& 500000

Counts {1/s

400000

300000

200000

100000

525 £50 575 600 625 550
Wavelength {nm]

Sekil 7.3.1 E2-BSA-RITC konjugati i¢in alinan fluoresans spektrumlar:.



38

E2-BSA-RITC konjugat: i¢in bu fluoresans spektrumlar: ahinmadan 6nce, rodamin izotiyosi
yanat (RITC) i¢in asagida verilen uyarma (eksitasyon) ve emisyon spektrumlar elde edildi.

D1 545(90°):526-650(90°)
A———
D1 450-600(90°):570¢90°)

1500000
1250000 /
/

‘ /
f H
1000000

Counts {1/s]
..

‘ / |
750000
500000 | /

250000

o

.,

4530 475 500

525 580 575

a00 6258 6850
Wavelenath fnm?

Sekil 7.3.2 Rodamin izotiyosiyanatin (RITC) etil alkoldeki ¢6zeltisinin (10mg/Sml)
eksitasyon ve emisyon spektrumlari.
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7.4 HPLC Cihaz ile Alinan Sonuclar:

42 2 o PR
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Sekil 7.4.2 me= Satin alinan 1 mg HRP / Iml PBS == 1 ml E;HRP konjugati / 3 mi PBS
(Absorpsiyon detector, Aagg)
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Hrbfesies
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Sekil 7.4.3 = Satin ahinan 2 mg HRP / 1ml PBS (Absorpsiyon detector, Ajgg)

Sekil 7.4.4 = Satin alinan 2mg HRP / 1ml PBS == 1 ml E;-HRP konjugat: / 3 ml
PBS
(Absorpsiyon detector, Ajgg)
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Sekil 7.4.5 == 1 ml E,-BSA konjugati / 3 ml PBS (Absorpsiyon detector, Asgg)
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Sekil 7.4.6 == 1 ml E>-BSA konjugati /3 ml PBS == Satin alinan 1 mg BSA / 1ml PBS
(Absorpsiyon detector, Azgo)
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Sekil 7.4.7 == 1 ml E;-BSA konjugati / 3 ml PBS == 1 ml E;-HRP konjugati / 3 ml PBS
== Satin alinan 1 mg HRP / Iml PBS  (Absorpsiyon detector, Ajgo)
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7.5 Deneysel Cahyma Sirasinda Viscotek Cihazindan Aliman Sonuclar::

E2-HRP
HRP
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Sekil 7.5.1 1ml E2-6CMO-HRP reaksiyon igerigi / 1ml 0,01 M PBS tampon

Img HRP/ 1ml 0,01 M PBS tampon



44

Kok TOSOH G 5000 PWXL
E2-BSA Mobil Faz- PBS; plI=7,0; %0,03 NaN;
BSA 2 mp/mi. Alag Hez: 0.8 mil/dak

Swcakbik:25°C
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Sekil 7.5.2 1ml E2-6CMO- BSA reaksiyon igerigi / 1ml 0,01 M PBS tampon

2 mg BSA /1ml 0,01 M PBS tampon
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Sekil 7.5.3 Satin alinan 1mg HRP/ 1ml 0,01 M PBS tampon
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7.6 FTIR Sonuclar:

Absorbans’ %
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Sekil 7.6.1 FTIR spektrumunda baglann genel absorpsiyon degerleri(www.chem.ucalgary.ca)
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Sekil 7.6.2 2 mg E2-6CMO0-BSA reaksiyon i¢erigi/ 98 mg KBr
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Sekil 7.6.3 Satin alinan 1 mg HRP/ 99 mg KBr

Sekil 7.6.4 Satin ahinan 1 mg estradiol/ 99 mg KBr
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Sekil 7.6.5 Satin alinan 1 mg BSA/ 99 mg KBr
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7.7 ELISA Okuyucusu ile Elde Edilen Sonuglar:

ELISA okuyucusu ile 450 nm’de okunan absorbans degerleri

cizelge 7.7.1

Aysol Ayso Il
By 1,799 1,808
S 1471 1,458
S2 0,909 0,965
S3 0,536 0,490
S4 0,302 0,390
N1 1,823 |
N2 3830 | -
N3 4,572 | -
N 4,929 | e
Nx 4,938 | —m
N4 1,356 1,331
N5 2,355 2,339
N6 2,917 3,353
N7 5,209 4,941
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Sekil 7.7.1a Inkiibasyon sona erdiginde kuyucuklara TMB- substrat eklenmesinden sonra
cesitli koyulukta mavi renkli ¢ozelti olusmasi.

Sekil 7.7.1b Inkiibasyon sonras1 kuyucuklara durdurma solusyonunun eklenmesi ile farkl
koyulukta sari renkli ¢6zelti olugmasi
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(A) (B)

ABEs s vow

Sekil 7.7.2 Farkh konsantrasyonlarda E»-HRP konjugatinin yer aldigi kuyucuklara substrat
(TMB) eklenmesi ile mavi renkli ¢ozelti olugmasi (A); ve islemin devaminda durdurma
¢ozeltisi eklenmesi ile rengin sartya donmesi (B ve C) goriilmektedir.

Sekil 7.7.3 Sekil 7.7.1(a, b) ve Sekil 7.7.2(c)’ de belirtilen reaksiyon sonucu farkli koyulukta
sar1 renkli ¢ozelti olugumunun birlikte gosterimi.
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8. TARTISMA VE DEGERLENDIRME

Klinik laboratuvarlarinda estrojen tayini radyoizotopik enzimatik veya liiminesans kitler ile
yapilmaktadir. Caligmamizda bu kitlerin gelistirilmesinde kullanilmak iizere enzim Estradiol-
konjugatlarinin hazirlanmasi amaglanmigtir. Estradiol-enzim konjugatlari, immiin kitlerin
igerdigi kuyucuklara 6nceden immobilize edilmis antikorlara baglanarak serum estradiol
seviyelerinin 6l¢iilmesine ve estradiol reseptérlerine baglanarak estradiol pozitif kanser
dokusunun incelenmesine imkan saglamaktadir.

Yapilan ¢alismada E;-HRP, E,-BSA ve E,-BSA-RITC kovalent konjugatlar Estradiol-6-(O-
karboksimetil)-oksim tiirevi iizerinden sentezlendi. Elde edilen konjugatlar UV-Vis.
Spektrofotometre, FTIR, HPLC, Viscotek cihazlan kullanilarak karakterize edildi. Ayrica
“Quanta-Master” Spektrofluorometrede E»-BSA-RITC konjugatinin fluoresans spektrumlart
alind.

E;-HRP, E»-BSA konjugatlarinin FTIR spektrumlarinda 1715 nm’de gézlenen band kovalent
baglanmanin oldugunu belirtmektedir. HPLC ve Viskotek cihazlarinda HRP enzimi, BSA ve
bunlarn estradiol ile elde edilen konjugatlari igin alinan kromatogramlar az da olsa farkli
oldu. E;-BSA-RITC konjugatinin sentezini takiben diyalizden sonra, rodamin igin eksitasyon
ve emisyon spektrumlar alindi.

Sentezlenen E;-HRP konjugatinin spesifik antikor bulunduran ticari kite baglandigi, renk
reaktifinin eklenmesinden sonra enzim kataliziyle gergeklesen reaksiyonun asid gozeltisi
ilavesi sonucu durdurulmasindan sonra ELISA okuyucusu ile degerlendirildi. Ayrica islemin
sonunda kuyucuklarda olustugu gézlenen sari renkli ¢ozelti fotograf makinesi ile
goriintiilendi.
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