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OZET Otoantikor tespiti, sistemik lupus eritematozus, romatoid artrit, ~ ABSTRACT Systemic and autoimmune thyroid diseases such as au-
Sjogren sendromu, sistemik skleroz ve antifosfolipid sendromu gibi sis-  toantibody detection, systemic lupus erythematosus, rheumatoid arthri-
temik ve otoimmiin tiroid hastaliklarin yani sira primer biliyer siroz ve  tis, Sjogren's syndrome, systemic sclerosis and antiphospholipid
otoimmiin hepatit gibi organa 6zgiil olan gesitli otoimmiin hastalikla-  syndrome, as well as various organ-specific diseases such as primary
rin tanisi i¢in ¢ok onemlidir. Cok sayida otoimmiin hastalik dogada kro-  biliary cirrhosis and autoimmune hepatitis. It is very important. A large
niktir, yillar boyunca ilerler ve varligi tam gelismis hastaliktan aylarca  number of autoimmune diseases are chronic in nature, progress over
veya yillarca 6nce gelebilen 6zgiin otoantikorlarla karakterizedir. Kli-  the years and are characterized by unique autoantibodies, the presence
nik laboratuvarlarda otoantikor testi i¢in taleplerin ve test sayisinin art-  of which can come months or years before a fully developed disease.
masi, saptanmasi ve Olgililmesi i¢in daha verimli, daha az emek In clinical laboratories, the demand for autoantibody testing and the
gerektiren, daha objektif yontemlere ihtiya¢ duyulmasma neden ol-  number of tests increased required more efficient, less labor-intensive
mustur. Farkli performans 6zelliklerine sahip ¢esitli manuel veya oto-  and objective methods to detect and measure. Various manual or auto-
matik tek veya c¢ok asamali immiinolojik testler; enzim bagli  matic single or multi-stage immunological tests with different perfor-
immiinoassay, kemiliiminesans temelli immiinolojik testler gelistiril-  mance characteristics; enzyme bound immoassay, chemiluminescent
mistir. Kemiliiminesans temelli immiinolojik testlerin, immiinoenzi-  based immunological tests have been developed in immunology labo-
matik yontemlerden daha genis dinamik aralik, sayisal degerde ifade  ratory. Chemiluminescence-based immunological tests have made this
edilen sonuglarn yiiksek duyarliligi ve 6zgiilligi, yiiksek otomasyon  technology the most advanced method in the organization of the busi-
derecesi ve sonug verme siiresindeki azalma ve galigilan antikor testi sa-  ness laboratory and immunology laboratory, thanks to the wider dy-
yisindaki artis sayesinde bu teknolojiyi, is laboratuvart ve immiinoloji ~ namic range than immunoenzymatic methods, the high sensitivity and
laboratuvarmin organizasyonunda en gelismis yontem haline getirdi.  specificity of the results expressed in numerical value, the high degree
Oniimiizdeki yillarda, akis enjeksiyonlu kemiliiminesans immiinoas-  of automation and the increase in the number of antibody tests studied.
say, kemiliiminesans multipleks immiinoassay i¢in 2 boyutlu ¢6zliniir-  In the coming years, new analytical systems such as chemilumines-
lik ve manyetik nanopartikiiller kemiliiminesans immiinoassay gibi  cence immunoassay for flow injection, chemiluminescence multiplex
yeni analitik sistemlerin gelistirilmesi beklenmektedir. Yeni gelistirilen ~ immunoassay, and magnetic nanoparticles chemiluminescence im-
teknikler ve giincellemelere ragmen otoantikor tayinininde immiin flo-  munoassay are expected to be developed. Despite the newly developed
resan teknik, hala altin standart olarak kabul edilmektedir. techniques and updates, immunofluorescent technique is still accepted
as the gold standard in auto antibody detection.

Anahtar Kelimeler: Otoantikor; immiinolojik testler; Keywords: Autoantibody, immunological tests;
kemiliiminesans; immiinofloresan chemiluminescent; immunofluorescent

Otoantikor tespiti, sistemik lupus eritematozus, landirmada kullanilir."''” Otoantikorlar, hastaligin kli-
romatoid artrit, Sjogren sendromu, sistemik skleroz nik bulgularindan yillar 6nce ortaya ¢ikabilir.”!* Oto-
ve antifosfolipid sendromu gibi sistemik ve otoim- antikor tespiti i¢cin ¢ok sayida analitik yontem
miin tiroid hastaliklarin yan sira primer biliyer siroz gelistirilmistir.""'” Bunlardan, immiinoanaliz, modern
ve otoimmiin hepatit gibi organa 6zgiil olan ¢esitli laboratuvar teshisine olan talebin artmasi nedeniyle
otoimmiin hastaliklarin tanisi i¢in ¢ok onemlidir.!!° siirekli teknolojik gelismeyle son yillarda 6nemli ve
Otoantikor tayini, bazi otoimmiin hastaliklar1 siif- radikal degisiklikler gecirmistir. Temel olarak immii-
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noanaliz gelisimi, immiinoassay etiketleme teknolo-
jisinin evrimine karsilik gelir. Radioimmiinoassay
(RIA), gelistirilen ilk immiinoassaydi ve modern im-
miino 6l¢limiin dnciisii olarak kabul edilir.'® 1950°1i
yillarin sonlarinda insiilin i¢in ilk dogrudan immii-
noassayin kullanimi, Solomon Berson ve Rosalyn Ya-
low’a Nobel Odiilii’nii kazandird1. Iki arastirmaci,
analitik programi patentlememeyi secti ve bu karar,
sonraki yillarda immiinoassay tekniklerinin gelisi-
mine higbir sekilde katkida bulunmadi. Ekins, son-
raki yillarda onemli teorileri ve uygulamalariyla
immunoassay gelisiminin mimari oldu.'” Diger aras-
tirmacilarda bu teknikleri giintimiizde dogrulamakta-
dlr‘20-23

I ENZiM BAGLI IMMUNOASSAY

Oto antikor tespitinde kullanilan immiin floresan an-
tikor (IFA) dis1 yontemlerden enzim bagli immiino-
assay [enzyme bound immoassay (ELISA)], klinik
laboratuvarlarda kullanilan en yaygin ve ¢ok yonlii
tekniklerdendir. Ticari olarak temin edilebilen ELI-
SA’lar gesitli antijen icerigine (substratlar) ve sekon-
der antikorlara sahiptir.”® Otoantikorlarin tespiti i¢in
cogu ELISA, sistemik otoimmiin romatizmal
hastaliklarla iliskili saflastirilmis, rekombinant
veya dogal proteinlerin birlesimiyle HEp-2 hiicre
ozitlerini kullansa da birka¢gt HEp-2 hiicresi iger-
mez.>*%!1° Bu nedenle ELISA’nin klinik performans-
lar1, formiilasyonlarina baglh olarak degisir.® Ayrica
antijenik yapilardaki konformasyonel degisiklikler
yanlis sonuglara neden olabilir.>”’

I KEMILUMINESANS iIMMUNOANALIZ

Kemiliiminesans immiinoanaliz [chemiluminescence
immunoassay (CLIA)], etiketin, yani analitik reaksi-
yonun ger¢ek “gdstergesinin” liiminesans bir mole-
kiil oldugu bir immiinoanaliz teknigidir. Genel olarak
liiminesans, bir elektronun uyarilmig bir durumdan
temel durumuna gectiginde, ortaya cikan goriiniir
veya neredeyse goriinebilir (A=300-800 nm) radyas-
yon yayar.”* Nihai atomdaki potansiyel enerji, 151k
seklinde agiga ¢ikar. Spektrofotometri sayesinde 15131
sogurma avantajina sahiptir. Heterojen yontem, daha
yaygin olarak kullanilan kemiliiminesans analizidir.**
2 Kemiliiminesans yontemler, direkt olarak - liimi-
nofor belirteci kullanilarak - veya dolayli olarak -
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enzim belirteci kullanilarak olabilir. Her 2 yontem de
rekabet¢i olabilir veya olmayabilir.”*** Dogrudan ke-
miliiminesans yontemlerde kullanilan liiminofor be-
lirteci, akridinyum ve rutenyum esterleridir, dolayl
yontemlerde kullanilan enzimatik belirte¢ ise ada-
mantil 1, 2-dioksetan aril fosfat substrati ve yaban
turpu peroksidazi luminol veya bunun tiirevleridir. 3-
(2’-spiroadamantyl)-4-methoxy-4-(3"-phosphory-
loxy)-phenyl-1,2-dioxetane ve izoluminol molekiilii
tiirevleri gibi sentezleyici molekiiller, diger liimine-
sans belirteclere kiyasla daha kararlidir ve karakte-
ristik olarak artmus bir 151k yaymastyla sonuglanir.”*
Bu substratlarin aktivasyonu, immiinolojik reaksi-
yonla iligkili kimyasal veya enzimatik reaksiyonlar
gerektirir. Ornegin kemiliiminesans etiketler olarak
luminol ve izoluminol tiirevlerinin kullanilmasi, im-
miino-tahlilin peroksidaz tarafindan katalize edilen
enzimatik reaksiyonlarla birlestirilmesine baglidir.>*
27 Bir gliglendiricinin (ferrosiyaniir, metalik iyonlar)
eklenmesi, elektronik aktivasyonu daha da artirir ve
son derece yliksek analitik hassasiyete yol agar. Bu
durum CLIA yoénteminin duyarliligint RIA, ELISA
ve floroimmiinoenzimatik (FEIA) yontemler gibi
diger immiino-deney yontemleriyle elde edilebile-
ceklerden daha iistlin yapar. CLIA teknolojisine da-
yali otomatik analitik platformlarin kullanilmasi, kati
immiinokimyasal reaksiyonlari, diger immiinoanaliz
tiplerinden dnemli 6l¢iide daha kisa yiiriitme siirele-
riyle (30-40 dk) sonuclandirir. Reaktiflerin ve konju-
gatlarin yliksek stabilitesine iligkin en kritik analitik
asamalarin mutlak standardizasyonu, kalibrasyon eg-
risinin stabilitesinin siiresine (birkag hafta) 6nemli 61-
clide katkida bulunur.’?* Geligsmis yazilim, analiz
cihazlarimi yonetir ve analitik sonucun otomatik is-
lenmesini, kalite kontrol yonetiminin ve analitik aga-
malarin her yontinlin siirekli izlenmesini saglar.
Ayrica hasta ve kalite kontrol numunelerinin ve ortak
reaktiflerin, tek odakli taninmasini saglar. Aslinda
ayn1 Ozellikler, FEIA ve boncuk temelli bir multip-
leks immiino-tahlil sistemi gibi farkli teknolojilere
dayanan diger immiino-analizlerde de mevcuttur. Bu,
farkli otoantikorlarin yogunlugundaki degisiklikleri
tararken Ozellikle 6nemlidir. CLIA teknolojisi, diger
immiinoanaliz yontemlerinden daha diisiik analit sap-
tama sinirlar1 olan analitik siirece izin verir. Baska bir
deyisle CLIA, son derece diisiik yogunlukta antikor-
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larin varligin belirleyebilir (saptama siniri=zeptomol
10-21 mol).*® Cok sayida otoimmiin hastalik dogada
kroniktir, yillar boyunca ilerler ve varligi tam gelis-
mis hastaliktan aylarca veya yillarca 6nce gelebilen
6zgiin otoantikorlarla karakterizedir.>>*° Immiinoen-
zimatik yontemlerden daha genis dinamik aralik, sa-
ifade edilen sonuclarin yiiksek
duyarlilig1 ve 6zgiilliigi, yliksek otomasyon derecesi

yisal formda
ve sonug¢ verme siiresindeki azalma, bu teknolojiyi
immiinoloji laboratuvarinin en geligsmis sistemi ha-
line getirir. Oniimiizdeki yillarda, akis enjeksiyonlu
CLIA ve kemiliiminesans multipleks immiinoassay
icin 2 boyutlu ¢6ziliniirlikk ve manyetik nanopartikiil-
ler CLIA gibi yeni analitik platformlarmn gelistirilmesi
beklenmektedir.

OTOIMMUN LABORATUVAR iCiN KEMILUMINESANS
IMMUNOANALIZ TEKNOLOJiSININ AVANTAJLARI
VE SINIRLAMALARI

Kemiliiminesans analitik yontemlerin temel avantaj-
lar1; genis dinamik aralik, yiiksek sinyal yogunlugu,
yiksek 6zgiilliik, analitik sinyalin hizli bir sekilde
elde edilmesi, reaktiflerin ve konjugatlarin yiiksek
stabilitesi, diisiik reaktif tiiketimi, inkiibasyon siiresi-
nin kisalmasidir. Baz1 siirlamalar da dikkate alin-
malidir.>#?¢2” Bazi kemiliiminesans sistemler i¢in
analit yoklugunda diisiik bir arka plan 1s1ma seviyesi
vardir.? Immiinoenzimatik yéntemlerden daha genis
dinamik aralik, sayisal degerle ifade edilen sonugla-
rin yiiksek duyarliligi ve 6zgiilliigi, yiiksek otomas-
yon derecesi ve sonug¢ verme siiresindeki azalma ve
biiyiik bir antikor testi sayis1 ¢alisma kabiliyeti (farkli
izotiplerde bile) sayilabilir.*3* Oniimiizdeki yil-
larda, akis enjeksiyonlu CLIA, kemiliiminesans mul-
tipleks immiinoassay i¢in 2 boyutlu ¢oziiniirliik ve
manyetik nanopartikiiller CLIA gibi yeni analitik
platformlarin gelistirilmesi beklenmektedir.

I TARTISMA

Son yillarda, otomasyonda ¢ok sayida otoantikorun
hizli bir sekilde tahlil edilmesi i¢in kullanilan immii-
nokimyasal analizorlerin agsamali diflizyonu ve kati
faza bagli 16’ya kadar farkl antijenik 6zgiilligii dik-
kate alan yeni tarama testlerinin mevcudiyeti, otoan-
tikor tespiti i¢in hangi analitik yOntemlerin
benimsenecegi tartismasini yeniden agti.***” Bu ko-
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nuda yapilan kemiliiminesans teknigin performansini
antintikleer antikor (ANA) taramasi1 i¢in HEp-2 hiic-
resel substrat iizerindeki geleneksel indirekt immii-
nofloresan (IIF) testiyle karsilagtiran caligmalar
onemli katki saglanmigstir.’*® Tahmin edilebilecegi
gibi otoimmiin romatizmal hastaliktan etkilenen has-
talarda manuel ANA IIF, CLIA’ya kiyasla daha fazla
duyarlilik (%78,1 kars1 %81,5) ve daha diisiik 6zgiil-
lik %94,1 kars1 %79,4) gosterildi.’” Bununla birlikte,
kontrol grubundaki saglikli bireylerde CLIA (%4,1)
ve IIF (%21,2) arasindaki pozitiflik farki 6nemlidir.
Bu nedenle CLIA testinin 6zgiilliigiiniin, daha tistiin
oldugu vurgulandi. Toplam istenen test sayisindaki
artis ve artan uygunsuz istek sayisi, hiicre i¢i tarama
icin kullanilan testlerin tanisal 6zgiilliigline daha fazla
dikkat edilmesini gerektirir.*’** CLIA, numuneyi sey-
reltmeye gerek kalmadan yiiksek antikor konsantras-
yonlarni dogru bir sekilde algilama kapasitesine
sahiptir. Ornegin CLIA tahliliyle ELISA ve FEIA ara-
sinda dinamik aralik amplitiidindeki fark, antit-
ransglutaminaz antikorlarinin (tTG) 6l¢iimi i¢in
gosterilmistir; duodenal biyopsiyle dogrulanan ¢6l-
yak hastaligt olan erigskin hastalarin yaklagik
%350’sinde, CLIA’da dlgiilen anti-tTG immiinoglo-
bulin A (IgA) seviyeleri normal degerinin {ist sinirin-
dan 10 katindan fazla oldugunu gosterdi. Bu
pozitiflik orani, FEIA yontemi kullanilarak ayni nu-
munelerin test edilmesiyle elde edilenin, belirgin bir
sekilde daha iistiin oldugunu kamtlamistir.”* Bu ne-
denle genis dinamik araligi nedeniyle anti-tTG
IgA’nin saptanmasi icin CLIA yodntemlerinin kulla-
nilmasi, erigkinlerde ¢olyak hastaliginin teshisi i¢in
duodenal biyopsi ihtiyacini 6nemli 6l¢lide azaltabi-
lir. Alternatif yontemlerin IFA testine gore avantajlari
arasinda; kullanim kolayligi, yliksek verimli analiz
yapma olasiligi, 6znelligin azalmasi ve otoantikor-
larla ilgili testlerin tek bir platformda birlestirilmesi
sayilabilir.”25-30

Otoantikor tespiti i¢in IFA olmayan yontemlerin
kullaniminin ana dezavantajlari; sinirli sayida antijen
nedeniyle negatif sonuglarin giivenilmezligi ve ta-
rama sonuglarinin, pozitif ve sonraki ANA IFA test
sonuclarmin negatif olmasi durumunda teshis ikile-
miyle ilgilidir.”31-3

Coklu-analit deneylerinde; farkli antijenler, kat
faz lizerindeki farkli pozisyonlarda, her bir immiino-
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reaksiyonun ayni anda meydana gelebilecegi ve de-
dektorleri tarafindan belirgin bir sekilde algilanabi-
lecegi sekilde diizenlenmistir.>*! Otoantikor tespiti
icin CLIA veya FEIA yontemlerini benimsemek, bi-
limsel arastirma diinyasinin 6nerdigi siirekli genisle-
yen otoantikorlar dizisi ve test taleplerinde artigla
basa ¢ikmak ac¢isindan 6nemlidir ve otoimmiinoloji
laboratuvarinda verimlilikte artisa yol agar.*** Oto-
immiin patolojiler konusunda artan farkindaliktan
kaynaklanan ¢esitli klinik disiplinlerden, ¢ok sayida
test gergeklestirebilen otomatik immiinoassay anali-
zorlerinin kullanilmasiyla istenen otoantikor testleri
sadece birkag saat i¢inde sonuglandirilabilir.*

Yeni gelistirilen teknikler ve glincellemelere rag-
men otoantikor tayinininde immiinofloresan teknik
hala altin standart olarak kabul edilmektedir.

Finansal Kaynak

Bu ¢alisma sirasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili dogru-
dan baglantisi bulunan herhangi bir ilag firmasindan, tibbi alet,
gere¢ ve malzeme saglayan ve/veya iireten bir firma veya herhangi
bir ticari firmadan, ¢alismanin degerlendirme siirecinde, ¢alisma
ile ilgili verilecek karart olumsuz etkileyebilecek maddi ve/veya

manevi herhangi bir destek alinmamigtir.

Cikar Catismast

Bu ¢aligma ile ilgili olarak yazarlarin ve/veya aile bireylerinin
¢tkar ¢atismasi potansiyeli olabilecek bilimsel ve tibbi komite iiye-
ligi veya tiyeleri ile iligkisi, danismanlik, bilirkisilik, herhangi bir

firmada ¢alisma durumu, hissedarlik ve benzer durumlart yoktur.
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