
Otoantikor tespiti, sistemik lupus eritematozus, 
romatoid artrit, Sjögren sendromu, sistemik skleroz 
ve antifosfolipid sendromu gibi sistemik ve otoim-
mün tiroid hastalıkların yanı sıra primer biliyer siroz 
ve otoimmün hepatit gibi organa özgül olan çeşitli 
otoimmün hastalıkların tanısı için çok önemlidir.1-10 
Otoantikor tayini, bazı otoimmün hastalıkları sınıf-

landırmada kullanılır.11-17 Otoantikorlar, hastalığın kli-
nik bulgularından yıllar önce ortaya çıkabilir.9-13 Oto-
antikor tespiti için çok sayıda analitik yöntem 
geliştirilmiştir.13-17 Bunlardan, immünoanaliz, modern 
laboratuvar teşhisine olan talebin artması nedeniyle 
sürekli teknolojik gelişmeyle son yıllarda önemli ve 
radikal değişiklikler geçirmiştir. Temel olarak immü-
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Otoantikorların Belirlenmesi İçin Alternatif İmmün Yöntemler: 
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ÖZET Otoantikor tespiti, sistemik lupus eritematozus, romatoid artrit, 
Sjögren sendromu, sistemik skleroz ve antifosfolipid sendromu gibi sis-
temik ve otoimmün tiroid hastalıkların yanı sıra primer biliyer siroz ve 
otoimmün hepatit gibi organa özgül olan çeşitli otoimmün hastalıkla-
rın tanısı için çok önemlidir. Çok sayıda otoimmün hastalık doğada kro-
niktir, yıllar boyunca ilerler ve varlığı tam gelişmiş hastalıktan aylarca 
veya yıllarca önce gelebilen özgün otoantikorlarla karakterizedir. Kli-
nik laboratuvarlarda otoantikor testi için taleplerin ve test sayısının art-
ması, saptanması ve ölçülmesi için daha verimli, daha az emek 
gerektiren, daha objektif yöntemlere ihtiyaç duyulmasına neden ol-
muştur. Farklı performans özelliklerine sahip çeşitli manuel veya oto-
matik tek veya çok aşamalı immünolojik testler; enzim bağlı 
immünoassay, kemilüminesans temelli immünolojik testler geliştiril-
miştir. Kemilüminesans temelli immünolojik testlerin, immünoenzi-
matik yöntemlerden daha geniş dinamik aralık, sayısal değerde ifade 
edilen sonuçların yüksek duyarlılığı ve özgüllüğü, yüksek otomasyon 
derecesi ve sonuç verme süresindeki azalma ve çalışılan antikor testi sa-
yısındaki artış sayesinde bu teknolojiyi, iş laboratuvarı ve immünoloji 
laboratuvarının organizasyonunda en gelişmiş yöntem hâline getirdi. 
Önümüzdeki yıllarda, akış enjeksiyonlu kemilüminesans immünoas-
say, kemilüminesans multipleks immünoassay için 2 boyutlu çözünür-
lük ve manyetik nanopartiküller kemilüminesans immünoassay gibi 
yeni analitik sistemlerin geliştirilmesi beklenmektedir. Yeni geliştirilen 
teknikler ve güncellemelere rağmen otoantikor tayinininde immün flo-
resan teknik, hâlâ altın standart olarak kabul edilmektedir. 
 
 
Anah tar Ke li me ler: Otoantikor; immünolojik testler; 

                 kemilüminesans; immünofloresan 

ABS TRACT Systemic and autoimmune thyroid diseases such as au-
toantibody detection, systemic lupus erythematosus, rheumatoid arthri-
tis, Sjögren's syndrome, systemic sclerosis and antiphospholipid 
syndrome, as well as various organ-specific diseases such as primary 
biliary cirrhosis and autoimmune hepatitis. It is very important. A large 
number of autoimmune diseases are chronic in nature, progress over 
the years and are characterized by unique autoantibodies, the presence 
of which can come months or years before a fully developed disease. 
In clinical laboratories, the demand for autoantibody testing and the 
number of tests increased required more efficient, less labor-intensive 
and objective methods to detect and measure. Various manual or auto-
matic single or multi-stage immunological tests with different perfor-
mance characteristics; enzyme bound immoassay, chemiluminescent 
based immunological tests have been developed in immunology labo-
ratory. Chemiluminescence-based immunological tests have made this 
technology the most advanced method in the organization of the busi-
ness laboratory and immunology laboratory, thanks to the wider dy-
namic range than immunoenzymatic methods, the high sensitivity and 
specificity of the results expressed in numerical value,  the high degree 
of automation and the increase in the number of antibody tests studied. 
In the coming years, new analytical systems such as chemilumines-
cence immunoassay for flow injection, chemiluminescence multiplex 
immunoassay, and magnetic nanoparticles chemiluminescence im-
munoassay are expected to be developed. Despite the newly developed 
techniques and updates, immunofluorescent technique is still accepted 
as the gold standard in auto antibody detection. 
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noanaliz gelişimi, immünoassay etiketleme teknolo-
jisinin evrimine karşılık gelir. Radioimmünoassay 
(RIA), geliştirilen ilk immünoassaydi ve modern im-
müno ölçümün öncüsü olarak kabul edilir.18 1950’li 
yılların sonlarında insülin için ilk doğrudan immü-
noassayın kullanımı, Solomon Berson ve Rosalyn Ya-
low’a Nobel Ödülü’nü kazandırdı. İki araştırmacı, 
analitik programı patentlememeyi seçti ve bu karar, 
sonraki yıllarda immünoassay tekniklerinin gelişi-
mine hiçbir şekilde katkıda bulunmadı. Ekins, son-
raki yıllarda önemli teorileri ve uygulamalarıyla 
immunoassay gelişiminin mimarı oldu.19 Diğer araş-
tırmacılarda bu teknikleri günümüzde doğrulamakta-
dır.20-23 

 ENziM BağLI iMMüNOassaY  
Oto antikor tespitinde kullanılan immün floresan an-
tikor (IFA) dışı yöntemlerden enzim bağlı immüno-
assay [enzyme bound immoassay (ELİSA)], klinik 
laboratuvarlarda kullanılan en yaygın ve çok yönlü 
tekniklerdendir. Ticari olarak temin edilebilen ELI-
SA’lar çeşitli antijen içeriğine (substratlar) ve sekon-
der antikorlara sahiptir.7,8 Otoantikorların tespiti için 
çoğu ELISA, sistemik otoimmün romatizmal  
hastalıklarla ilişkili saflaştırılmış, rekombinant 
veya doğal proteinlerin birleşimiyle HEp-2 hücre 
özütlerini kullansa da birkaçı HEp-2 hücresi içer-
mez.5,6,8,10 Bu nedenle ELISA’nın klinik performans-
ları, formülasyonlarına bağlı olarak değişir.5-8 Ayrıca 
antijenik yapılardaki konformasyonel değişiklikler 
yanlış sonuçlara neden olabilir.5-7 

 KEMiLüMiNEsaNs iMMüNOaNaLiz 
Kemilüminesans immünoanaliz [chemiluminescence 
immunoassay (CLIA)], etiketin, yani analitik reaksi-
yonun gerçek “göstergesinin” lüminesans bir mole-
kül olduğu bir immünoanaliz tekniğidir. Genel olarak 
lüminesans,  bir elektronun uyarılmış bir durumdan 
temel durumuna geçtiğinde, ortaya çıkan görünür 
veya neredeyse görünebilir (λ=300-800 nm) radyas-
yon yayar.24 Nihai atomdaki potansiyel enerji, ışık 
şeklinde açığa çıkar. Spektrofotometri sayesinde ışığı 
soğurma avantajına sahiptir. Heterojen yöntem, daha 
yaygın olarak kullanılan kemilüminesans analizidir.24-

29 Kemilüminesans yöntemler, direkt olarak - lümi-
nofor belirteci kullanılarak - veya dolaylı olarak - 

enzim belirteci kullanılarak olabilir. Her 2 yöntem de 
rekabetçi olabilir veya olmayabilir.7,9,24 Doğrudan ke-
milüminesans yöntemlerde kullanılan lüminofor be-
lirteci, akridinyum ve rutenyum esterleridir, dolaylı 
yöntemlerde kullanılan enzimatik belirteç ise ada-
mantil 1, 2-dioksetan aril fosfat substratı ve yaban 
turpu peroksidazı luminol veya bunun türevleridir. 3-
(2’-spiroadamantyl)-4-methoxy-4-(3″-phosphory-
loxy)-phenyl-1,2-dioxetane ve izoluminol molekülü 
türevleri gibi sentezleyici moleküller, diğer lümine-
sans belirteçlere kıyasla daha kararlıdır ve karakte-
ristik olarak artmış bir ışık yaymasıyla sonuçlanır.7,9,24 
Bu substratların aktivasyonu, immünolojik reaksi-
yonla ilişkili kimyasal veya enzimatik reaksiyonlar 
gerektirir. Örneğin kemilüminesans etiketler olarak 
luminol ve izoluminol türevlerinin kullanılması, im-
müno-tahlilin peroksidaz tarafından katalize edilen 
enzimatik reaksiyonlarla birleştirilmesine bağlıdır.24-

27 Bir güçlendiricinin (ferrosiyanür, metalik iyonlar) 
eklenmesi, elektronik aktivasyonu daha da artırır ve 
son derece yüksek analitik hassasiyete yol açar. Bu 
durum CLIA yönteminin duyarlılığını RIA, ELISA 
ve floroimmünoenzimatik (FEIA) yöntemler gibi 
diğer immüno-deney yöntemleriyle elde edilebile-
ceklerden daha üstün yapar. CLIA teknolojisine da-
yalı otomatik analitik platformların kullanılması, katı 
immünokimyasal reaksiyonları, diğer immünoanaliz 
tiplerinden önemli ölçüde daha kısa yürütme sürele-
riyle (30-40 dk) sonuçlandırır. Reaktiflerin ve konju-
gatların yüksek stabilitesine ilişkin en kritik analitik 
aşamaların mutlak standardizasyonu, kalibrasyon eğ-
risinin stabilitesinin süresine (birkaç hafta) önemli öl-
çüde katkıda bulunur.9,24 Gelişmiş yazılım, analiz 
cihazlarını yönetir ve analitik sonucun otomatik iş-
lenmesini, kalite kontrol yönetiminin ve analitik aşa-
maların her yönünün sürekli izlenmesini sağlar. 
Ayrıca hasta ve kalite kontrol numunelerinin ve ortak 
reaktiflerin, tek odaklı tanınmasını sağlar. Aslında 
aynı özellikler, FEIA ve boncuk temelli bir multip-
leks immüno-tahlil sistemi gibi farklı teknolojilere 
dayanan diğer immüno-analizlerde de mevcuttur. Bu, 
farklı otoantikorların yoğunluğundaki değişiklikleri 
tararken özellikle önemlidir. CLIA teknolojisi, diğer 
immünoanaliz yöntemlerinden daha düşük analit sap-
tama sınırları olan analitik sürece izin verir. Başka bir 
deyişle CLIA, son derece düşük yoğunlukta antikor-
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ların varlığını belirleyebilir (saptama sınırı=zeptomol 
10-21 mol).25 Çok sayıda otoimmün hastalık doğada 
kroniktir, yıllar boyunca ilerler ve varlığı tam geliş-
miş hastalıktan aylarca veya yıllarca önce gelebilen 
özgün otoantikorlarla karakterizedir.25-29 İmmünoen-
zimatik yöntemlerden daha geniş dinamik aralık, sa-
yısal formda ifade edilen sonuçların yüksek 
duyarlılığı ve özgüllüğü, yüksek otomasyon derecesi 
ve sonuç verme süresindeki azalma, bu teknolojiyi 
immünoloji laboratuvarının en gelişmiş sistemi hâ-
line getirir. Önümüzdeki yıllarda, akış enjeksiyonlu 
CLIA ve kemilüminesans multipleks immünoassay 
için 2 boyutlu çözünürlük ve manyetik nanopartikül-
ler CLIA gibi yeni analitik platformların geliştirilmesi 
beklenmektedir.  

OtOimmün LabOratuvar için KemiLüminesans  
immünOanaLiz teKnOLOjisinin avantajLarı  
ve sınırLamaLarı 

Kemilüminesans analitik yöntemlerin temel avantaj-
ları; geniş dinamik aralık, yüksek sinyal yoğunluğu,  
yüksek özgüllük, analitik sinyalin hızlı bir şekilde 
elde edilmesi, reaktiflerin ve konjugatlarının yüksek 
stabilitesi, düşük reaktif tüketimi, inkübasyon süresi-
nin kısalmasıdır. Bazı sınırlamalar da dikkate alın-
malıdır.24,26,27 Bazı kemilüminesans sistemler için 
analit yokluğunda düşük bir arka plan ışıma seviyesi 
vardır.24 İmmünoenzimatik yöntemlerden daha geniş 
dinamik aralık, sayısal değerle ifade edilen sonuçla-
rın yüksek duyarlılığı ve özgüllüğü, yüksek otomas-
yon derecesi ve sonuç verme süresindeki azalma ve 
büyük bir antikor testi sayısı çalışma kabiliyeti (farklı 
izotiplerde bile) sayılabilir.24,30-33 Önümüzdeki yıl-
larda, akış enjeksiyonlu CLIA, kemilüminesans mul-
tipleks immünoassay için 2 boyutlu çözünürlük ve 
manyetik nanopartiküller CLIA gibi yeni analitik 
platformların geliştirilmesi beklenmektedir. 

 TaRTIŞMa 
Son yıllarda, otomasyonda çok sayıda otoantikorun 
hızlı bir şekilde tahlil edilmesi için kullanılan immü-
nokimyasal analizörlerin aşamalı difüzyonu ve katı 
faza bağlı 16’ya kadar farklı antijenik özgüllüğü dik-
kate alan yeni tarama testlerinin mevcudiyeti, otoan-
tikor tespiti için hangi analitik yöntemlerin 
benimseneceği tartışmasını yeniden açtı.34-37 Bu ko-

nuda yapılan kemilüminesans tekniğin performansını 
antinükleer antikor (ANA) taraması için HEp-2 hüc-
resel substrat üzerindeki geleneksel indirekt immü-
nofloresan (IIF) testiyle karşılaştıran çalışmalar 
önemli katkı sağlanmıştır.34-38 Tahmin edilebileceği 
gibi otoimmün romatizmal hastalıktan etkilenen has-
talarda manuel ANA IIF, CLIA’ya kıyasla daha fazla 
duyarlılık (%78,1 karşı %81,5) ve daha düşük özgül-
lük %94,1 karşı %79,4) gösterildi.37 Bununla birlikte, 
kontrol grubundaki sağlıklı bireylerde CLIA (%4,1) 
ve IIF (%21,2)  arasındaki pozitiflik farkı önemlidir. 
Bu nedenle CLIA testinin özgüllüğünün, daha üstün 
olduğu vurgulandı. Toplam istenen test sayısındaki 
artış ve artan uygunsuz istek sayısı, hücre içi tarama 
için kullanılan testlerin tanısal özgüllüğüne daha fazla 
dikkat edilmesini gerektirir.37-40 CLIA, numuneyi sey-
reltmeye gerek kalmadan yüksek antikor konsantras-
yonlarını doğru bir şekilde algılama kapasitesine 
sahiptir. Örneğin CLIA tahliliyle ELISA ve FEIA ara-
sında dinamik aralık amplitüdündeki fark, antit-
ransglutaminaz antikorlarının (tTG) ölçümü için 
gösterilmiştir; duodenal biyopsiyle doğrulanan çöl-
yak hastalığı olan erişkin hastaların yaklaşık 
%50’sinde, CLIA’da ölçülen anti-tTG immünoglo-
bulin A (IgA) seviyeleri normal değerinin üst sınırın-
dan 10 katından fazla olduğunu gösterdi. Bu 
pozitiflik oranı, FEIA yöntemi kullanılarak aynı nu-
munelerin test edilmesiyle elde edilenin, belirgin bir 
şekilde daha üstün olduğunu kanıtlamıştır.25 Bu ne-
denle geniş dinamik aralığı nedeniyle anti-tTG 
IgA’nın saptanması için CLIA yöntemlerinin kulla-
nılması, erişkinlerde çölyak hastalığının teşhisi için 
duodenal biyopsi ihtiyacını önemli ölçüde azaltabi-
lir. Alternatif yöntemlerin IFA testine göre avantajları 
arasında; kullanım kolaylığı, yüksek verimli analiz 
yapma olasılığı, öznelliğin azalması ve otoantikor-
larla ilgili testlerin tek bir platformda birleştirilmesi 
sayılabilir.9,25-30  

Otoantikor tespiti için IFA olmayan yöntemlerin 
kullanımının ana dezavantajları; sınırlı sayıda antijen 
nedeniyle negatif sonuçların güvenilmezliği ve ta-
rama sonuçlarının, pozitif ve sonraki ANA IFA test 
sonuçlarının negatif olması durumunda teşhis ikile-
miyle ilgilidir.7,9,31-35 

Çoklu-analit deneylerinde; farklı antijenler, katı 
faz üzerindeki farklı pozisyonlarda, her bir immüno-
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reaksiyonun aynı anda meydana gelebileceği ve de-
dektörleri tarafından belirgin bir şekilde algılanabi-
leceği şekilde düzenlenmiştir.36-41 Otoantikor tespiti 
için CLIA veya FEIA yöntemlerini benimsemek, bi-
limsel araştırma dünyasının önerdiği sürekli genişle-
yen otoantikorlar dizisi ve test taleplerinde artışla 
başa çıkmak açısından önemlidir ve otoimmünoloji 
laboratuvarında verimlilikte artışa yol açar.42-45 Oto-
immün patolojiler konusunda artan farkındalıktan 
kaynaklanan çeşitli klinik disiplinlerden, çok sayıda 
test gerçekleştirebilen otomatik immünoassay anali-
zörlerinin kullanılmasıyla istenen otoantikor testleri 
sadece birkaç saat içinde sonuçlandırılabilir.46  

Yeni geliştirilen teknikler ve güncellemelere rağ-
men otoantikor tayinininde immünofloresan teknik 
hâlâ altın standart olarak kabul edilmektedir. 

Finansal Kaynak 

Bu çalışma sırasında, yapılan araştırma konusu ile ilgili doğru-
dan bağlantısı bulunan herhangi bir ilaç firmasından, tıbbi alet, 
gereç ve malzeme sağlayan ve/veya üreten bir firma veya herhangi 
bir ticari firmadan, çalışmanın değerlendirme sürecinde, çalışma 
ile ilgili verilecek kararı olumsuz etkileyebilecek maddi ve/veya 
manevi herhangi bir destek alınmamıştır. 

Çıkar Çatışması 

Bu çalışma ile ilgili olarak yazarların ve/veya aile bireylerinin 
çıkar çatışması potansiyeli olabilecek bilimsel ve tıbbi komite üye-
liği veya üyeleri ile ilişkisi, danışmanlık, bilirkişilik, herhangi bir 
firmada çalışma durumu, hissedarlık ve benzer durumları yoktur. 

Yazar Katkıları 

Bu çalışma tamamen yazarın kendi eseri olup başka hiçbir yazar 
katkısı alınmamıştır. 
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