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TANDEM KUTLE SPEKTROMETR«<S«
(TANDEM - MS)

Diinyada yenido=an tarama programlar
Robert Guthrie’'nin 1962 y>I>nda
fenilalanin icin bakteriyel inhibisyon
metodunu gelifltirmesiyle birlikte
fenilketondri hastal>@n>n taranmasyyla
bafllam>fitsr. Son otuz y»>I boyunca
yenidowan taramalar> konjenital hipotiroidi
ve konjenital adrenal hiperplazi gibi dicer
metabolik bozukluklar> da icine alacak
bicimde gelifltirilmifitir.

Ysllar igerisinde ayr> ayr> hastabklars tek
tek taramak yerine bir testle birden fazla
hastal>a> tarama fikri ortaya at>Imsfitor.
Buradan yola ¢>karak gelifitirilen Tandem
Kutle Spektrometrisi (Tandem-MS)
h>zl>, kesin ve az miktarda kan érneai ile
cabfblabilen bir yéntemdir. En 6nemli
avantaj> oldukca az miktarda fizyolojik
$>v> veya kuru kan 6rnezinde birbiriyle
bazlant>s>z ¢cok say>da farkl> metabolit ve
bileflimsi ayn> anda 0Olcebilmesidir.

Tandem-MS cok 6zgil ve duyarl> bir
teknoloji olup, genifl bir hastal>k grubunun
dezerlendirilmesini mimkun k»lar,
Tandem-MS ile taranabilen hastab>klar
Ozet olarak Tablo 1'de gosterilmektedir.

Tandem-MS kullanslarak tek bir kan
ornemi i1le 25’den fazla yenidoran
metabolik hastal>a>n>n taranmas»
mumkinddr. Boylece tek test-tek
hastalbk kavramsndan tek test-birden
¢cok hastabk kavram»>na gecilmifitir.
Tarama icin Guthrie kartlar> Gzerine
abnmyfl ve kurutulmufl kan 6rneklerinden
abnacak kicuk diskler yeterlidir. Taranan
hastal>k say»s> yuksek olmas>na raamen
yalanc> pozitiflik oran> daflikttr
(%0.26). Oysa klasik bakteriyel inhibisyon
yontemlerinde bu oran %1.5'dur.
Yenidoranlarda ilk 24 saat icinde al>nan
kan drneklerinde de Tandem-MS yontemi
kullan>lmaktadsr.

Guthrie kamstlars Uzerine abnmofl ve
kurutulmufl kan 6rneklerinden metanol
ile elde edilen k>ssm, “soft iyonizasyon”
veya “elektrospray” yontemi ile cihaza
yuklenir. <k filtreleme kssm»>nda iyonize
olan ve iyonize olmayan molekdiller ayrbr.
<yonize ana molekadller daha sonra cihaz>n
“carp>fima Gnitesi” denilen bolimine
gelirler. Burada inert gazlar>n (argon
gaz>,vb) etkisi ile ana molekdiller elektron
yUklIU daha kiglk parcalara parcalansrlar



(fragmantasyon). Ana molekulden ayr>lan
daha kicuk iyonlar ikinci bir filtrede
kutlelerine gore aynflt>rsbr. Cihazda
bulunan iki MS (kltle spektrometrisi)
arac>bayla belli bir ana molektltn 6ncist
olan kigcuk iyonize molekuller ile ana
molekuller tarans>r ve grupland>r>rlar.
Ana molekilden ayrslan kucuk

molekullerin olufiturduau spektrum, bu
ana molekul icin karakteristiktir (fiekil 1).
Cihazda iki adet kutle spektrometrisi
bulunduaundan MS-MM, MS/MS veya
MS2 olarak gosterilir. Doteryum iflaretli
internal bir standart ile karfl>laflt>r>larak
miktar tayini yapsbr.

Tablo 1. Tandem MS ile taranabilen metabolik hastal>klar

Amino asit metabolizmas»
bozukluklar»

. Fenilketon(iri

. Diwer hiperfenilalaninemiler
, Tirozinemitip 1, 2, 3

, Homosistindri

- Maple Syrup Urine hastal>a»
. Hiperprolinemi tip 2

. Nonketotik hiperglisinemi

Yax asidi oksidasyonu

bozukluklar»

. Kosa zincirli acil-KoA
dehidrogenaz eksiklizi

. Orta zincirli agil-KoA
dehidrogenaz eksikliai

. Cok uzun zincirli agil-KoA
dehidrogenaz eksiklizi

. Kosa zincirli 3-hidroksi agil-KoA
dehidrogenaz eksiklizi

- Uzun zincirli 3-hidroksi agil-KoA
dehidrogenaz eksikliai

- Uzun zincirli 2,4-dienoil-KoA
rediktaz eksiklizi

. Trifonksiyonel protein (TFP) eksiklizi

. Primer karnitin eksiklizi

. Karnitin palmitoiltransferaz | eksikliai

. Karnitin palmitoiltransferaz 11 eksiklizi

. Karnitin agilkarnitin translokaz eksiklizi

- Coklu acil KoA dehidrogenaz eksiklizi

Organik asit metabolizmas»

bozukluklar

- Metilmalonik asidemi

. Propiyonik asidemi

. <zovalerik asidemi

. Glutarik asidemi tip |

. Glutarik asidemi tip Il

- Malonik asidiri

- Mevalonik asiduri

- HMG-KOoA liyaz eksiklizi

. 2-Metilbitiril-KoA
dehidrogenaz eksikliai

. <zobitiril-KoA
dehidrogenaz eksikliai

- 2-metil-3-hidroksi-bitiril-KoA
dehidrogenaz eksikliai

- 3-metilglutakonil-KoA
hidrataz eksiklizi

. 3-metilkrotonil-KoA
karboksilaz eksikliai

. 3-ketotiyolaz eksiklizi

Ure siklGst enzim

bozukluklar»

o Sitrllinemi tip 1 ve 2

- Argininostiksinik asidiri ve
argininemi

- Ornitin transkarbamilaz
eksikliai
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fiekil 1. Kurutulmufl kan 6rneainden elde edilmifl amino asit ve agilkarnitinlerin

spektrumu. Her bir analit igin kontrol diizeyi I ile birlikte izotop ile
iflaretlenmifl internal standart yer almaktadsr. Tim analitlerin konsantrasyonlars

cut-off ssnorndadsr.

Kabtsal Metabolik Hastabklarsn
Tams>snda Tandem Ktle
Spektrometrisi

Kabtsal Metabolik Hastabklar (KMH),
metabolik yollardaki kilit enzimlerin
sentezi ya da membrandan taf>mada gorevli
proteinlerin sentezini dizenleyen
genlerdeki mutasyonlara baal> olarak
geliflen hastal>klardsr. Bu hastal>klarsn
buyuk coaunluau amino asit, organik
asitler ve yaa asidi metabolizmas>ns>n
kab>tsal kusurlar> olup, akut ve fliddetli
metabolik krizler ile seyretmekte, uygun
tedavi gérmeyen olgularda s>kl>kla erken
yafita 6limle sonuglanmaktadsr (fiekil 2).
Bu hastal>klarn tan>s>nda temel amac,
klinik 6nemi olan hastal>klar>n erken
evrede tan> konularak tedavi edilmesiyle
zihinsel ve bedensel sekellerin 6nlenmesi
ve 0lim oran>n>n en alt dizeye
indirilmesidir. Erken ve doaru tan, zeka
gerilizinin, fliddetli norolojik bulgularn,

fiziksel kusurlarsn onlenmesinde blyuk
onem taf>makta, hem yaflam kalitesi hem
de yaflam stresinin art>rslmas>na katk>da
bulunmaktad>r.

Tandem-MS, 1982 y>I>nda metabolik
tarama amac>yla kullan>imaya bafllanmofl,
daha sonra acilkarnitinlerin yan> $ra amino
asit metabolizma kusurlar> da taramalara
dahil edilmifitir.

Tandem-MS, KMH’nin tanys>nda birinci
basamaws olufiturur ve kesin tans igin dizer
biyokimyasal ve genetik testler de
yap>lmabd>r. Glutarik asidemi tip | ve
karnitin palmitoiltransferaz | eksiklizi
gibi metabolik bozukluklarda, 6rnesin
abnd>a> anda anormal metabolitler heniiz
olufimad>a>ndan dolay> tan> atlanabilir ve
normal sonug bulunabilir. Bu nedenle daha
ileriki zamanlarda yeni érnek al>n>p, analiz
tekrar edilmelidir. Ayr>ca amino asit,
organik asit ve yaa asidi metabolizmas»
ile ilgili baz> kal>tsal hastal>klar amino
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fiekil 2. Fenilketondirili bir olguda fenilalanin artf>.

asitlerin ve agilkarnitinlerin MS/MS analizi
Ile saptanamad>@>ndan, Klinik bulgular
olan bir olguda Tandem-MS ile yenidozan
taramas>nda herhangi bir patoloji
saptanmamfl olmas», kabtsal bir hastal>o»
ekarte etmek icin yeterli dew=ildir.

Orneklerin Toplama
Koflullar> ve Test Sonuclarsn»
Etkileyen Durumlar

Akut semptomlar, ozellikle de karacizer
fonksiyonlarn> etkileyen durumlar, ilaglar
ve diyet uygulamalar> yan>lt>c> olabilecek
metabolitlerin olufimas>na yol acabilir.
Acilkarnitinler oda s>cakl>@nda en az 24
saat stabildir. Serbest ve total karnitin ile
ilgili dozru sonuglarsn elde edilebilmesi
icin plazma/serum orneklerinin ayrld>ktan
sonra dondurulmalars, kuru buz Gzerinde
laboratuvara ulafit>rsImalar> ve analiz
aflamas>na kadar -20°C’de saklanmalar>
gerekmektedir. Kurutma kaz>d>na
emdirilen drnekler ise oda s>cakb>a>nda 4
saat kadar kurutulduktan sonra kaz»t bir
zarfa konularak goénderilmelidir.

Orneklerin abnd>as kamsd>n laboratuvarda
kullan>lan kam»t ile ayn> olmas> sonuglarsn
domrulumu ag>s>ndan buyuk 6nem
tafbmaktads>r. Dozru bir sonucun elde
edilebilmesi igin kan drnezinin filtre
ka>d>na homojen olarak emdirilmesi, ayn»
bolgeye defalarca kan>n emdirilmemesi
cok 6nemlidir. Ornek olarak 3mm cap>nda
bir kan damlas> kullanslmakta ve bu miktar
3.1 pL olarak kabul edilmektedir. TUm
hesaplamalar bu decere gore yap>ld>e>ndan
hatal> emdirilen 6rnekler yalanc> duflik
ya da yuksek dezerlere yol acabilir.

Yenidoran taramalar>nda kabul edilecek
kesin s>n>r dexerler henliz belirlenmifl
olduaundan her laboratuvar kendi referans
arab@n> oluflturmaldsr. MS/MS bir tarama
testi olduaundan herhangi bir patoloji
saptanmamas», ilgili olgunun taramas»
yap>lan hastal>klardan higbirine sahip
olmad>a> anlamsna gelmemektedir. Bir
tarama testi olan MS/MS, tan> koydurucu
metabolitlerin normal dezerlerin Gzerine
¢>kmad>o> durumlarda yanbfl negatif
sonuglar verebilir. <laclara basl> olarak



gelifitiai bilinen dorrudan etkileflimler
ise ¢cok az say»>dad>r. <«drar yolu
enfeksiyonlar>nda kullanslan, pivaloil
grubu iceren antibiyotikler bebexe uterus
icinde veya anne sttt yoluyla gecerek, C5
acilkarnitin decerlerinin ylkselmesine yol
acabilir. Valproat gibi epilepsi tedavisinde
kullanslan ilaclar ve ceflitli analjezikler ise
yao asidi beta oksidasyon yolam> gibi
mitokondriyal enzim sistemleri ile
etkileflime girerek, ara trlnlerin anormal
derecede yiikselmesine neden olabilirler.
Ceflitli bebek mamalar>nda yer alan orta
zincirli trigliseritler C8, C10 gibi orta
zincirli karnitinleri art>rabilirler. Karnitin
desteri alan olgularda s>kl>kla C3 ile
birlikte C2 artsfl> da bulunur. Ozellikle
inflizyon yolu ile yiksek dozlarda karnitin
desteni alan olgularda karnitin ve agil
karnitin dizeylerinde ¢ok yuksek artsfllar
gorulebilir. Uzam>fl aghk dénemi C2, C4-
OH, C12:1, C14:1 gibi yar asitlerinin
duizeylerinde art>fla neden olabilir. Laktik
asidoz da C3 dizeylerinde art>fla yol
acabilir. Ozellikle uzun zincirli yas
asitlerinin tuketilmesi (aygicek yam>,
zeytinyam) C14:2°de art>fla neden olabilir.
Ketojenik diyet alan olgularda C2 ve C4-
OH duzeyleri yiiksek olarak saptanabilir.
Ure dongusu kusurlarnda, tedavi amacs
ile uygulanan benzoat ve/veya fenilasetat
Tandem-MS’de benzoilkarnitin ile
fenilasetilglutamata benzer pikler
gosterebilir.

Tandem-MS Yonteminin
Uygulama Alanlar>

Gelifimifl Glkelerde Tandem-MS’in
yenidoran tarama testleri d»f>nda
uygulama alanlar> terapotik ilag dozlar>n>n
izlenmesi (6zellikle imminosupresifler ve
yeni nesil antikonvulzanlar ile
antipsikotikler) ile farmakoloji,
endokrinoloji ve toksikoloji alanlar-ndadbr.
Birgok laboratuvarda immdainosupresiflerin
yan> s>ra, yeni antiepileptik ve antiviral
ilaglar>n takibi de Tandem Kiutle
Spektrometrisi ile yap>lmaktad>r. Tandem-
MS’in bu uygulamalardaki avantaj»
maliyetler ve immunoassay duyarl o>
ag>s>ndan in vitro tanxdan bamms>z olarak
yuksek ozgullik ve duyarblbaa sahip
olmas>dbr. Ancak bu yontemde bir testin
cabflblma siiresi otomatize immuinoassay
sistemlerden daha uzun olup, 6zel teknik
bilgiye gereksinim gostermektedir.

Son y»llarda ceflitli hormonlara iliflkin
analizler de immunoassay yerine Tandem-
MS kullanslarak ¢abflblmaktad>r. Tandem
Kutle Spektrometrisi biyolojik
dexiflkenlikleri ve cok diflik duzeylerde
bulunmalar> nedeniyle peptid hormonlarn
0lcimu igin tercih edilmemektedir; ancak
bu tir hormonlar>n tayini icin gelecekte
kullanslacak potansiyel yontemler aras>nda
yer alabilir. Tiroid hormonlarsn>n yan> s>ra
kortizol, progesteron ve estradiol gibi
kicuk molekilli hormonlarn tayininde
Immiuinoassay yontemlerinin performans»
daha iyi olmakla birlikte, heterofilik
antikorlardan kaynaklanan etkileflimleri
onlemek amac>yla Tandem-MS bu
analizlerde de kullan>labilir.

Tandem-MS ile ¢ok k»sa bir stirede, kurutulmufl kan damlassndan amino asitler ve
acil karnitinler dahil 40 kadar metabolitin analiz edilmesi mimkdnddr. Fenilketondiri
tan>s>n>n daha duyarl> bir flekilde konulmas>n>n yan»> s>ra, ender gorulen baz> kalstsal
hastab>klarsn domumdan sonraki ilk haftada, heniiz klinik bulgular gelifimeden, Tandem-
MS ile teflhis edilmesi mimkiin olabilmektedir. Sistemin otomatize edilmesi ile glinde
500’Un Gzerinde o6rnek analiz edilerek, yirminin dzerinde hastal>e>n taramas»

yap>labilmektedir.
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