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Oz

Klinik numunelerde yapilan kalitatif ve kantitatif tayinlerin hastalarin saglig1 acisindan kritik bir
oneme sahip oldugu bilinmektedir. Klinik analizlerin ger¢eklestirildigi cihazlarin performans ve
kaliteleri, sonug¢larin dogrulugunu etkilemektedir. Hastaligin tanisinin konmasi ve tedavide doz
ayarinin yapilabilmesi gibi 6nemli kararlarin alinabilmesi, cihazlarin performansina baglidir. Bu
calismada klinik uygulamalar arasindan toksikolojik analiz, steroid hormon 6l¢iimii, tam kanda
takrolimus seviyesi ve idrarda bisfenol A analizleri i¢cin ELISA (enzim bagli immunosorbent
analizi) ve LC-MS (s1v1 kromatografi-tandem kiitle spektrometresi) teknigi karsilastirllmis ve
analiz se¢imini nasil etkiledigi aragtirilmistir.

Anahtar kelimeler: ELISA, LC-MS, toksikoloji, steroid hormon, LC-MS/MS, LC-QTOF

COMPARISON OF ELISA AND LC-MS DEVICES USED IN MEDICAL
LABORATORIES OVER ANALYSIS MEASUREMENTS

Abstract

It is known that qualitative and quantitative determinations made in clinical samples have a
importance for the health of patients. The performance and quality of the devices on which clinical
analyzes are performed affect the accuracy of the results. Making very important decisions, such
as diagnosing the disease and adjusting the dose in treatment, depends on the performance of the
devices. In this study, ELISA (enzyme-linked immunosorbent analysis) and LC-MS (liquid
chromatography-tandem mass spectrometry) techniques for toxicological analysis, steroid
hormone measurement, whole blood tacrolimus level and urine bisphenol A analyzes were
compared among clinical applications and how they affect the analysis selection was investigated.
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1. Giris

Hastaliklarin tanisiin konulmasi, tedavi takip siirecinde alinan numunelerdeki biyobelirteglerin
varligini-diizeyini 6lgmek ve dogrulama Olglimlerini gerceklestirmek i¢in birtakim teknolojiler
kullanilir. Bu teknolojiler ayn1 zamanda tedavi sirasinda verilecek ila¢ dozaj tespiti ve ne zaman
verilecegini belirlemek amaciyla da kullanilir. islem siiresi kisa olan, diisiik maliyete sahip, yiiksek
verimde ve daha dogru sonuglar veren teknolojiler tercih edilmektedir. Giliniimiizde tibbi
laboratuvarlarda bu amaglar dogrultusunda siklikla tercih edilen cihazlar immiinoanaliz tiirii olan
ELISA (enzim baghi immunosorbent analizi) cihazlaridir. ELISA, antijen ile antikor arasindaki
reaksiyondan koken alarak antikora bagli enzimin aktivitesini arastirmaya dayali 6l¢iim teknigidir

[1-2]. ELISA dort cesit varyasyona sahip immiinolojik testtir (Sekill).
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ELISA’da antikor aranacaksa mikroplaka yiizeylerine antikora spesifik antijen baglanmali, antijen
aranacaksa mikroplaka yiizeylerine antijene spesifik antikor baglanmalidir.
Direkt ELISA:
» Antijen barindiran numunenin inkiibasyonu ile mikroplaka yiizeyine adsorbsiyonu
gergeklesir.
> Ikinci basamakta enzim baglh (isaretli) antikorun antijene tutunmasi saglanir ve bir siire
inkiibe edilir.
» Yikama islemi uygulanarak baglanmayan isaretli antikorlarin ortamdan uzaklastirilmasi
saglanir.
» Son adimda enzimin substratinin eklenmesiyle renkli bilesen (iirlin) olusur ve

spektrofotometreyle dl¢iimii gergeklestirilir.

Indirekt ELISA:

» Antijen barindiran numunenin inkiibasyonu ile mikroplaka yiizeyine adsorbsiyonu
gergeklesir.

» Ortama igaretsiz primer antikorlar eklenerek antijene tutunmasi saglanir.

» Yikama islemi gergeklestirilerek baglanmayan fazlalik antikorlar uzaklastirilir.

» Primer antikorlara 6zgii enzim bagh sekonder antikor ilavesi yapilir ve bir siire inkiibe
edilir.

> Ikinci bir yikama islemi yapilarak sekonder antikor fazlaliklar ortamdan uzaklastirilir.

» Ortama enzim substratinin  eklenmesiyle olusan renkli bilesen olusur ve

spektrofotometreyle ol¢iimii gergeklestirilir.

Sandvi¢ ELISA:
» Direkt veya indirekt olarak uygulanabilir.
» Mikroplaka yilizeyine antikorlarin sabitlestirilmesiyle (immobilizasyon) islem baslatilir.
» Antijen barmdiran numunenin inkiibasyonu ile antijen-antikor kompleksi olusmasi
beklenir.
» Yikama islemi gergeklestirilerek baglanmayan fazlalik antijenler uzaklastirilir.
» Enzim isaretli bir diger antikor ortama tatbik edilerek antijenin farkli bir epitobundan

baglanmasi beklenir.
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» Yikama igslemi gergeklestirilerek baglanmayan isaretli antikorlar ortamdan uzaklastirilir.

» Ortama enzim substratinin  eklenmesiyle olusan renkli bilesen olusur ve

spektrofotometreyle ol¢iimii gergeklestirilir.

Kompetitif ELISA:

» Mikroplaka yiizeyine antijen veya antikorlarin baglanmasiyla islem baslatilir.

» Mikroplaka lizerine isaretli ve isaretli olmayan ligantlar (antijen/antikor) eklenir ve inkiibe
edilir.

> Inkiibasyon siiresi icerisinde isaretli ve isaretli olmayan ligantlar antijen veya antikora
baglanmak i¢in yarigirlar.

» Yikama iglemi ile ortamdaki baglanmamis olan ligantlar uzaklastirilir.

» Ortama enzim substratinin  eklenmesiyle olusan renkli bilesen olusur ve
spektrofotometreyle ol¢iimii gergeklestirilir.

> Renkli bilesen orani igaretli ligant miktariyla (isaretli ligant ile substrat reaksiyon verip

renkli bilesen olusturacagindan) dogru orantili, isaretsiz ligant miktariyla ters orantilidir.

ELISA nin giiclii yonleri:

» Testler icin ticari firmalar tarafindan tedarik edilen kitler sayesinde kullanim kolaylig:
icermektedir. Bu sayede personeli siirekli egitme zorunlulugu ortadan kalkar.

» Temelde ekipman maliyetleri makul seviyededir. Otomasyonu gelistirmeye ydnelik
eklemeler yapilmas1 maliyeti arttirir.

» Sinyal gii¢lendiricilerle birlestirildigi takdirde yliksek seviyede duyarliliga sahip olurlar.

> Genis bir uygulama alanma sahip oldugu icin ELISA’da testlerin dogrulanmasi ve amaca
uygun olarak kabul edilmesinde muhtemel sorunlart gidermeye yardimci olacak
performansa sahiptir.

» Birden fazla numuneyi ayn1 anda degerlendirme yeteneginden dolay: kismen yiiksek verim

saglar [3].

ELISA’ nim smirlamalari:
» Cok segici antikorlart iiretmenin zorlugundan dolay1 segicilikte sinirlamalara neden olabilir.

Konfigiirasyondaki en ufak bir degisikligin ligantlarin baglanmasinda sorun yaratabilir.
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» Antikorlarin izoform yapilar1 veya post translasyon modifikasyonlart s6z konusu
oldugunda antijenlerde olusan farkliliklardan dolay1r analit tespitini tam olarak
yapamayabilir [4].

» Komplike siirece sahip antikorlardan kaynakli 6zellikle testler arasinda degiskenlik farkli
oranlarda sapmalara neden olmaktadir. Bu da tekrarlanabilirligi olumsuz sekilde
etkilemektedir.

> ELISA élciimlerinde kullanilan reaktif maliyeti ve giinliik calistirma maliyetleri géz dniine
alindiginda numune bagina maliyeti ¢ok fazla arttirmaktadir.

» Test 6l¢iimlerinde yer alan basamaklardan (inkiibasyon, yikama) kaynakli test siiresinin

uzamasi ELISA’nin sinirlamalari arasindadir.

LC-MS (sivi kromatografi-tandem kiitle spektrometresi); HPLC (yiiksek performans sivi
kromatografisi) ve MS (kiitle spektrometresi) teknolojilerinin birlikte ¢alistirlarak kalitatif ve
kantitatif tayinlerinde kullanilan cihazlardir [5]. LC-MS’in ¢alisma prensibi;

e Numunelerdeki biyobilesenlerin fizikokimyasal oOzelliklerine gore ayrilmasi (her bir
biyobilesenin sabit faza farkl afinitelerde baglanmasina bagl olarak ayristirilmasi esasina
dayanir),

e lyonizasyon isleminin uygulanmas ile molekiillerin iyon haline déniistiiriilmesi,

e lyonlarm kiitle/yiik oranina gére ayrilmasi [6],

e Azot gaziyla pargalama islemi,

e Parcalanma sonucu olusan iyonlarin dogrudan kiitle 6lgiimii, TOF (ugus zamanli) veya
QTOF (kuadrupol ugus zamanli) gibi ¢ok hassas ve giiclii araclar kullanilarak kalitatif ve

kantitatif tayinlerinin yapilmasini icermektedir.

LC-MS bu sayede karmasik numunelerde herhangi bir 6n islem yapilmadan analize izin verir [7].
Eser miktarda bilesenlerin tespiti, hormonlarin, toksik maddelerin, metabolitlerin, proteinlerin
karakterizasyonunda kullanilir.
LC-MS’in giiglii yonleri:

» Hassas numune ekstraksiyonu ve kromatografi uygulama isleminin titizlikle yapilmasi

saglanirsa ¢ok diisiik konsantrasyonlarda (pikomol) analiz yapabilir.
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» Yiiksek numune hacimlerinin alinmasi miimkiin olmayan durumlarda bile ¢ok diisiik
numune mikarlari analizi gerceklestirmeye yeterli olmaktadir.

» Yap1 olarak birbirine benzer molekiillerin ayrimini yapan yiiksek secicilige sahip
cihazlardir.

» Kaullanilan kolon ve ¢oziiciiler dikkate alindiginda numune basina diisen maliyet oldukca
diisiiktir.

» HPLC’nin tutma siiresindeki hassasiyeta bagli olarak testler arasinda standart sapmalar ¢ok
diisiik olmaktadir. Bu da tekrarlanabilirligin yiiksek oldugunu gosterir.

» HPLC’nin yiiksek hizda biyomolekiilleri ayirmasi, MS’in de es zamanli olarak analiz
yapmasi zamandan tasarruf saglamasini miimkiin hale getirir.

» LC-MS’te iyonize edilebilen biitiin bilesenlerin analizi gerceklestirilebilir.

» Ayni1 anda bir¢ok analitin analizi gerceklestirilebilir.

LC-MS’in smirlamalari:
» MS’in ¢alistirma islemi ve yorumlama basamagi karmagik oldugundan egitimli personel
ihtiyac1 dogar. Buna bagl olarak egitime de yatirim yapilmasi s6z konusu olacaktir.
» Ekipmanin maliyeti ve bakim masraflar1 oldukga yiiksektir.
» Numunelerin karmasikligi (6zellikle proteinlerde) dikkate alindiginda MS oOncesinde
HPLC’de iyi bir ayrim yapabilmek i¢in enzimatik olarak peptitlere parcalanma igleminin
yapilmas: gerekir. MS peptitlere karsi daha hassastir. Enzimatik siiregte proteinlerin

peptitlere doniisiimii MS’in hassasiyetini degisebilir.

Kiitle spektroskopi sistemleri ve ELISA yontemi ayni veya benzer analizlere uygulanmakta ve
paralel sonuglar elde edilmektedir. Ancak bu iki analiz sistemin birbirlerine karsi birtakim
avantajlar1 ve dezavantajlart bulunmaktadir. Rutin laboratuvarlarda uygulanan bazi analizlerin bu
iki cihaz ile yapilmasi ve elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi agsagidaki gibidir.

Metabolizmaya zarar veren her tiirli madde (kimyasal, radyoaktif, biyokimyasal) toksikoloji
laboratuvarinda tayin edilir. Ozellikle yasadis1 ve kotiiye kullanilan ilag ve madde analizinin

gerceklestirilmesinin yani sira madde bagimliliginin tespitinin yapildigi dnemli laboratuvarlardir

[8].
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Sekil 2. Toksikoloji Laboratuvarinda Yapilan Testler

Son yillarda 6zellikle uyarici madde kullanimmnm artmasmna bagli olarak, uyaric1 maddelerden
tiiretilen ‘tasarim ilaglar’ giin gectikge artmaktadir. Bilinen maddelerde gerceklestirilen kiiglik
kimyasal modifikasyonlarla yapilart degistirildigi i¢in tespit edilmesi ve dogrulanmasinda
zorluklara neden olabilmektedir. Toksikoloji laboratuvarlarinda genel olarak toksik maddelerin
tespiti icin ELISA gibi immiinolojik tarama yontemleri kullanilir (Sekil 2). Ancak dogrulama igin
GC-MS, LC-MS/MS gibi tekniklerden yararlanilmas1 gereklidir. Afyon veya tiirevlerinden izole
edilen ve ¢esitli kimyasal reaksiyonlar sonucunda tiirevlendirilen opiatlar biyoaktif molekiillerdir
ve farkli etkilere sahiptirler. Gegmis yillarda anestezik ve agri kesici olarak kullanilmiglardir [9].
Halisiinatif ve bagimlilik yapici etkilerinden dolay1 giiniimiizde sadece bazi opiatlar tibbi olarak
kullanilmaktadir. Giderek artan uyusturucu kullanimindan dolay1 toksikolojik analizlerde 6zellikle
morfin ve tiirevleri ¢esitli yontemlerle insan kan, idrar ve sa¢ orneklerinde taranmaktadir. Tam
kanda opiatlarin ve bobrekte metabolize olmasi sonucu iiretilen glukoronit tiirevlerinin (morfin,

morfin glukoronit, kodein, kodein glukoronit, hidrokodon, hidromorfin, hidromorfin glukoronit,
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oksikodon, oksimorfin ve oksimorfin glukoronit) analizi ELISA ve LC-QTOF sisteminde
yapilmistir [10]. Toplam 968 tam kan 6rneginde yapilan analizler ve yapilan istatiksel veriler kiitle
sistemlerinin daha diisiik limitlerde analiz yapabildigini ve ELISA sonuclarinda hatali-pozitif veya
hatali-negatif sonuclar iiretebildigini gostermistir. ELISA yontemi ile numunelerden 5 tanesinde
hatali-pozitif sonug elde edilirken 2 tanesinde hatali-negatif sonug elde edilmistir [10].

Steroidler kolesterol onciil bilesiklerdir. Steroid hormonlar sentezlendikleri bolgelerden, hedef
organlarinda yer alan reseptdrlerine baglanarak bir dizi metabolik reaksiyonu baglatirlar. Steroid
hormonlarin sentezlenme veya saliniminda yasanan problemler, bir takim metabolik sorunlara yol
acar. Viicudumuzda molekiiler yapidaki baslica hormonlar steroid tiirevlidirler. Fizyolojik
olaylarin diizenlenmesinde, metabolizmanin isleyisinde, bagisiklik sisteminde, hiicrelerin dogru ve
zamanl ¢aligmasinda 6nemli rol oynamaktadirlar [11]. Steroid hormonlarin analizi genelde
imminolojik  yontemlerle gerceklestirilmektedir.  Steroid tiirevli hormonlardan olan
androstendione karsilagtirmali olarak RIA (Radioimmunoassay), ELISA ve kiitle kromatografisi
sistemi ile serum numunelerinde analiz edilmistir. Yeni gelistirilen LC-MS/MS metodunun
verifikasyonu ve validasyonu yapilmis, diger metotlara gore tistiinliigii istatiksel olarak verilmistir
[12]. Yapilan analizler neticesinde en fazla hatali gerisimin ELISA ydnteminde oldugu ve bu
nedenle LC-MS/MS ve RIA’ya gore androstendione konsantrasyonlarinin daha yiiksek bulundugu
belirtilmistir [12].

Organ nakli olan kisilerde, organin viicuda uyum saglama siirecinde bagisiklik sistemi baskilayici
ilaclar verilmektedir ve bu ilaglarin en yaygin kullanilan1 takrolimustur. Bobrek ve karaciger nakli
olmus hastalarda takrolimus konsantrasyonunun baslangigta 12 saatte bir kontrol edilmesi
gerekmektedir [13]. Ilerleyen siirecte haftada bir ve ayda bir 6l¢iim yapilmaktadir ve bu periyodik
Ol¢tim 2-3 y1l kadar siirmektedir. Bobrek ve karaciger nakli olmus hastalarda takrolimus seviyesi
Olgtimleri ELISA ve kiitle spektroskopisi ile yapilmis, hatali sonug araligi ve girisim kaynakli
konsantrasyon farkliliklar1 belirlenmistir [14]. Elde veriler degerlendirildiginde ELISA
sonuglarinda %3-13’liik bir standart sapmaya sebep oldugu goriilmiistiir. Yine ELISA ile yapilan
analizlerde takrolimus konsantrasyonunun %25’e kadar fazla oldugu rapor edilmistir. Bunun
baslica nedeninin diisiik konsantrasyonlarda ELISA sisteminde girisimin olmasi ve buna bagh

olarak hatali pozitif ya da negatif sonug iiretme ihtimalinin kiitle sistemlerine gére daha ytiksek

Tibbi Laboratuvarlarda Kullanilan ELISA ve LC-MS Cihazlarimin Analiz Olgiimleri Uzerinden Karsilastirilmasi 434
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olmasidir.

Kas ve iskelet sistemimizin isleyisinde dnemli bir yere sahip olan D vitamini {izerinde yogun
calismalar yapilmaktadir. Giinlimiizde bagisikligin yani sira birgok kanser tiiriiniin dnlenmesindeki
etkileri makalelerde siklikla yer almaktadir [15]. D vitaminin giinlik alim dozu ve insan
serumundaki seviyesinin belirlenmesi i¢in ¢esitli yontemler gelistirilmis ve uygulanmaktadir.
Serumda veya tam kanda AOAC (The Association of Official Analytical Chemists)’in tavsiye
ettigi referans metot sivi kromatografisi-kiitle spektrometresi ile yapilmaktadir. Cihaz maliyetinin
diisiik olmasi nedeniyle glinimiizde hastane merkez laboratuvarlarinda ve rutin laboratuvarlarda
genellikle ELISA, RIA veya CLIA (kemiliminesans immunoassay) kullanilmaktadir. D vitamini
(D3 vitamini) analizlerinde aynit numuneler kullanilarak yapilan karsilastirmali analizlerde tiim
yontemlerle elde edilen sonuglarin birbirine paralel oldugu belirtilmistir [16]. Diisiik
konsantrasyonlarda analiz yapabilme 6zelliginde dolayi kiitle sistemlerinin iistlinligli vurgulansa
da klinik arastirmalar sonucunda elde edilen sonuclarin Ortiistiigii belirlenmistir. Ayrica kiitle
sistemlerinin bir yiiriitmede D3 vitaminin yani1 sira D, vitamini, epi-D3 ve hidroksi-D3 vitaminlerini
de analiz edebildigi de bahsedilmistir [16].

Plastik polimerleri yumusatmak ve istenilen elastikiyeti kazandirmak i¢in kullanilan bisfenol A
(BPA) ¢ok iyi bir kanserojen maddedir [17]. Insanlar, bu tiir kimyasallara giinliik hayatta
kullandiklar plastik materyallerden dolayr maruz kalmakta ve etkilenmektedirler. insan serum ve
idrarinda BPA analizi icin LC-MS/MS, ELISA ve LC-ECD (s1v1 kromatografisi-elektron capture
dedektorii) sistemleri kullanilmis sonuglar degerlendirilmistir. ELISA yOnteminin insan serum ve
idrarinda diigiik miktarlardaki BPA’y1 (0,2 ng/mL) analiz etmede yetersiz kaldig1 ve 6zellikle
idrarda girisimlerin ¢ok fazla oldugu belirtilmistir. LC-MS/MS ve LC-ECD sistemlerindeki
sonuglarin birbiriyle Ortiistiigli ve iyi bir korelasyona sahip olduklan dile getirilmistir. Ayrica
BPA’nin metaboliti olan ve idrarda diisiik limitlerde bulunan BPA-glukoronitin 6l¢iimiiniin LC-

MS/MS ve LC-ECD sisteminde kolaylikla yapilabildigi vurgulanmistir [18].

2. Sonug ve Oneriler
LC-MS yontemlerinin numune analizleri yliksek dogruluk ve hassasiyete sahip olmasina ragmen
pahali bir teknik ve dl¢iim siiresi uzundur. ELISA &l¢iimleri icin 6zellikle insan numunelerinde &n

islem gerekliligi, ¢apraz reaksiyona girme egilimi de mevcuttur. Tibbi laboratuvarlarda yapilan
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analizlerde kullanilan her iki metodun birbirlerine kars1 avantaj ve dezavantajlart mevcuttur [3, 18].

Bunlar asagidaki gibi siralayabiliriz (Tablo 1).

Tablo 1. ELISA ve Kiitle sistemlerinin Karsilagtirilmasi [20, 21, 22]

ELISA

Kiitle Sistemleri
(LC-MS ve LC-QTOF)

Kullanilan cihaz ucuz ve kolay temin
edilebilir

Cihaz pahali ve temini zor

2 | Cihaz kullanimi basit

Cihaz kullanimi zor ve uzmanlik (egitim)
gerektiriyor

3 | Numune hazirlig kolay

Numune hazirligi zor ve analize gore cesitli
kademelerden olusabilir

Nanogram veya nanomol limitlerinde
analiz yapilabilir

Pikogram veya pikomol limitlerinde analiz
yapilabilir (ELISA’dan 10-1000 kat daha
hassas)

5 | Girisim olma ihtimali yiiksek

Girigim olma ihtimali ¢ok diisiik

Bir yiiriitmede sadece bir analitin

konsantrasyonu belirlenir

Bir yiirlitmede yiizlerce analitin

konsantrasyonu belirlenebilir

7 | Cihaz bakim ve kalibrasyonu kolay

Cihaz bakim ve kalibrasyonu zor

Pozitif sonuglarmn dogrulanma ihtimali
mevcut

Pozitif sonuglarin dogrulanmasina gerek yok

9 | Farkli matriksler i¢in yeni yontem sart

Farkli matriksler ayni metotta analiz edilebilir

10

Birim analiz maliyeti yliksek

Birim analiz maliyeti diisiik

Tibbi laboratuvarlarda iiretilen sonuglar direk olarak hasta saglhiginmi etkilemektedir. Elde edilen
sonuglar ile yanlis tedavi yonteminin uygulanmasi telafi edilemez sonuglar dogurabilmektedir.
Gelisen teknolojiye ayak uydurmak ve nitelikli elaman yetistirmek kurumlarin baglica
gorevlerinden biridir. Kiitle sistemleri ile yapilan analizler hassas ve yiiksek dogrulukta olmaktadir.
Giiniimiizde hastane merkezi laboratuvarlarinda bu cihazlar yerini almakta ve giin gegtikce

yayginlagmaktadir. Tibbi laboratuvarlarda analiz edilen hormonlar, vitaminler, toksikolojik
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maddeler, ila¢ dlizeyleri, peptitler ve molekiiler yapidaki metabolitlerin kiitle sistemine

entegrasyonunun yapilmasi ve sistemlerin optimize edilmesini de 6neriyoruz.
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