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OZET

Otoimmiin hastaliklar, organizmanin kendi doku ve hiicrelerine karst immtin
yanit gelismesi sonucu olusmaktadir ve bu hastaliklarin tamsinda otoantikorlar blyik
Onem tasimaktadir. Anti nikleer antikor (ANA) adi verilen, hiicre nikleusu ve/veya
sitoplazmasindaki nikleer yapilara karst gelisen otoantikorlar, bag doku
hastaliklarinda (BDH) 6nemli bir tam kriteridir. Gunumizde, ANA pozitifliginin
saptanmast amaciyla gelistirilmis bir cok yontem bulunmaktadir. Ancak, en eski
yontem olarak bilinen indirek imminfloresans antikor (1FA) teknigi, hala en yaygin
kullanilan yontem olma 6zelligini korumaktadir. Son yillarda, serum fizyolojik ile
ekstrakte edilebilen nikleer antijenlere karsi gelisen antikorlarimn (anti ENA),
BDH'ta, hastalik tipinin belirlenmesi ve siddetinin takibinde ©6nem tasidigi
vurgulanmaktadir. ANA pozitifliginin  yaminda, alt gruplarin birbirinden ayirt
edilmesi amaciyla gelistirilmis yeni tekniklere ihtiyag duyulmaktadr.

Calismamizda, farkli Kkliniklerden laboratuvarimiza gonderilen, 85 (%72.6)
kadin, 32 (%27.4) erkek olmak Uzere toplam 117 hasta serumunda IFA, Dot Blot ve
ELISA teknikleriyle ANA pozitifligi arastirilmustir. IFA referans yontem kabul
edilerek, mikroskobik boyanma sekilleri ve titreler dikkate alinmis, Dot blot teknigi
ile alt grup tayini yapilmis, ELISA ile total anti ENA antikorlarina bakilmustir.

Calismamiz neticesinde, IFA yontemi ile 81 (%72.6), Dot Blot teknigi ile 98
(%83.8) ve ELISA ile 56 (%47.9) hastada ANA pozitifligi belirlenmistir. Duyarlilik
degerleri, Dot Blot icin %81.2, ELISA icgin %71.7 olarak bulunmustur. Ozgilluk
degerleri, Dot Blot yonteminde %50.0 iken ELISA tekniginde %85.7 olarak
hesaplanmustir.

Sonug olarak, ANA pozitifliginin belirlenmesinde tek bir yontemle tamya
gidilmesinin gergekei bir uygulama olmadigi bilinmektedir. Dot Blot yontemiyle,
subtiplerin ayirt edilebilmesinin, hatta aymi hastada birden fazla alt grubun
saptanabilmesinin mimkdn oldugu gordlmusttr. Ancak [FA ile disuk titrelerde bile

dogrulanamayan pozitifliklerle  karsilasiimasi, bu yontemin tek basina
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kullanilmasinin sakincalarini ortaya koymustur. ELISA tekniginde kisa sire icinde
fazla sayida hasta serumuyla calisilabilmekle beraber kalitatif bir degerlendirme
imkam elde edilebilmistir. Ancak, alt gruplarin birbirinden ayirt edilebilmesi
mumkadn olmamistir. Bu agidan, IFA yontemi ile beraber bir veya birkag testin bir
arada kullamlmasimin, sonucglarin  gavenilirligi  agisindan  uygun  oldugunu

distinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Anti nikleer antikor, anti ENA, indirekt immUinofloresans
antikor, Dot Blot, ELISA, otoimmiin hastalik, otoantikor.
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SUMMARY

Autoimmune diseases occur as a result of the immune response to self
antigens and tissues of the organism and the detection of autoantibodies is very
important in the diagnosis of these disorders. Antinuclear antibodies (ANA)
autoantibodies generated against to nuclear/ cytoplasmic components of the cell are
important diagnostic criteria for connective tissue diseases. Currently, a number of
methods are available for the detection of ANA. Indirect immunofloresance antibody
(IFA) method, known as the oldest technique, is still widely used. Nowadays, the
autoantibodies orginated to extractable nuclear/cytoplasmic antigens, anti ENA
antibodies in connective tissue disease has been noticed for evaluation of the disease
differantion and the severity of the course. The new tecniques, developed for the
detection of subgroups, are also needed the entities with ANA positivity.

In our study, it was investigated ANA positivity by using IFA, Dot Blotting
and ELISA techniques on atotal 117 patient sera from different clinics. The enrolled
patients were 85 (%72.6) women and 32 (%27.4) men. | FA accepted as a reference
test, for the examination titration and patterns were taken into consideration.
Subgroups were determinated by Dot Blotting and total anti ENA antibodies were
investigated by ELISA.

As aresult of our study, the positivity was found in 81 (%72.6) sera by IFA,
98 (%83.8) sera by Dot blotting and 56 (%47.9) sera by ELISA. Sensitivity was
found % 81.2 for Dot Blotting and %71.7 for ELISA . Specificity was found %50.0
for dot blotting and %85.7 for ELISA.

In conclusion, it is known that diagnosis with only one method is not a
relaible aproach for the detection of ANA positivity. It is shown that, it is available
to differantiate subgroups of ANA and to determinate different subgroups in same
patient by Dot Blotting. However, it is obvious that using this technique alone was

due to detect some positive samples even though they were negative by IFA and also
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when their titre were low level. It was possible work with relatively a high number of
samples in a short period of time and to perform qualitative evaluation by ELISA.
But with this methodology differantiating subgroups was not possible. Therefore we
suggest using one or more than one tests together with IFA was suitable in order to
get more reliable results.

Key words: Antinuclear antibody, anti ENA, indrect immunofloresance antibody,
Dot Blotting, ELISA, autoimmune disease, autoantibody
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1. GIRIS VE AMAC

Immiin sistem, normal kosullarda kendine ait olan (self) ve kendine yabanc:
(nonself) molekilleri ustaklikla birbirinden ayirt edebilmekte ve self determinantlara
karst bir immin yanit gelistirmemektedir. Ancak bazi patolojik durumlarda, bu
toleransin ortadan kalkmasi sonucu immin sistem, organizmamn otoantijen adi
verilen self yapilarina kars1 da reaksiyon gostermekte ve bu durum doku hasari ile
sonuglanmaktadir. Organizmamn self yapilara karst immin yamt gelismesi
durumuna otoimmiinite, otoimmiinizasyon sonucu gelisen hastaliklara da otoimmitin
hastaliklar adi verilmektedir. Otoimmin hastaliklarda, immtn yanit tek bir organ
veya dokuda sinirli ise bunlara organ spesifik otoimmin hastaliklar, birden fazla
organ tutulumu sfz konusu ise bu gruba sistemik (nonorgan spesifik) otoimmiin
hastaliklar adi verilmektedir. (1,2)

Antintikleer antikor (ANA) baslig1 altinda toplanan hiicre nikleusu ve/veya
sitoplazmasindaki nilkleer kompanentlere karst gelisen antikorlar; romatoid artrit
(RA), sistemik lupus eritematozus (SLE), gogren sendromu dermatomiyozit/
polidermamiyozitis gibi sistemik otoimmiin hastaliklarin tamsinda biyuk ©6nem
tasimaktadir. Ancak bunlar; yaslilik, kanser ve sitotoksik ilag kullammi gibi
durumlarda da olusabilecegi icin ANA pozitifliginin, anti-ENA adh verilen ekstrakte
edilebilir nikleer antijenlere kars: gelisen antikorlarin arastirilmasi ile desteklenmesi
gerekmektedir.(3-5)

ANA pozitifliginin belirlenmesinde indirek immtnofloresan antikor (IFA)
testi bilinen en eski yontem olmasina ragmen guniimiizde hala yaygin bir bigimde
kullanilmaktadir. Bu yontemde hiicre nikleusunun farkli bdlgelerinde yerlesim
gosteren antijenlere karsi olusan antikorlar, farkli mikroskobik paternler seklinde
belirlenebilmektedir. IFA yonteminin; basit, uygulanmasi kolay ve maliyeti dusik
bir test olmast 6nemli avantglarindandir. Ancak zaman alici ve subjektif bir
degerlendirme slireci gerektirmekte ve degerlendiren kisinin bilgili, yetenekli ve
tecrubeli olmasi biyuk ©6nem tasimaktadir. Bunun yaninda ¢ok sayida serum

orneginin aym anda calisiimasim da zorlastirmaktadir. Son yillarda gelistirilen
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ELISA, immunoblot, immunodifiizyon, counter current immtnoelektroforez ve Dot
Blot gibi yontemler objektif ve degerlendirmesi kolay yontemler olarak rutin
laboratuarlarda IFA yontemiyle beraber veyatek basina kullanilabilmektedir. Ayrica
bu yontemler arasinda, ekstrakte edilebilir nikleer antijenlere karsi gelisen antikor
(anti ENA) paternlerini ayri ayr1 belirleyebilme imkam saglayanlar da
bulunmaktadir. Fakat IFA yontemine gore maliyeti yiksek ve dzgulligl dusik
olarak kabul edildikleri igin, tek basina kullanilmalar1 bazi dnemli sorunlara neden
olabilmektedir.(4-6)

Laboratuarlarda, ANA pozitifliginin saptanmasi amaciyla birgok yontem
kullanilmaktadir. Bu yontemlerin her biri kendi icinde belirli avantgjlara sahip
oldugu gibi bazi sinirlamalar1 da bulunmaktadir. Giinimuizde, tek bir yontemle ANA
pozitifliginin belirlenmesi, bazi rutin laboratuarlarda uygulanabildigi gibi elde
edilen sonuclar1 karsilastirma amaciyla birkag farkli yontemin bir arada kullanldigi
da gorulmektedir. Yalmzca bir yontemin kullanilmasi, 6nemli bazi sorunlari
beraberinde getirebilecek bir uygulama olarak kabul edilmektedir. Altin standard
olarak en eski ve yaygin kullamlan IFA yontemi ile beraber son yillarda gelistirilen
bir veya birkag testin bir arada kullanilmasi, daha guvenilir ve saglikli sonuglara
ulasilmast acisindan gerekli bir uygulama olarak kabul edilmektedir. (4,5,7-9)

Calismamizda, | FA testi referans yontem kabul edilerek, Dot Blot ve ELISA
teknikleriyle ANA pozitifligi saptanmasi, bu yontemlerle elde edilen sonuclarin
birbiriyle karsilastirilmasi ve rutin laboratuarlarda tercih edilecek uygun stratejilerin,
hastalik tipinin belirlenmesi ile birlikte hastalik siddetinin takibine de katkida

bulunmast amaglanmustir.
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1.1 TARIHCE

Imminite, organizmaya zarar verebilen durumlara karsi gelismekte olan
savunmay ifade etmektedir. Otoimmunite ise, immin sistemin self yapilara karsi
immun yamt gelistirmesi durumudur. Yeni bir bilim alam olarak kabul edilen
immunolojinin kisa tarihinde otoimminitenin, uzun bir sireci kapsayan genis bir
boltm oldugu distnulmektedir. (10)

Immunolojinin 6ncti bilim adamlarindan biri olan biyuk kuramc: Paul
Ehrlich, 1901 yilinda immin sistemin kendi yapilarina karsi reaksiyon gosterdigini
ilk kez ortaya koymus ve bu olay icin *’ horror autotoxicus *’ ifadesini kullanmustir.
Ehrlich deney hayvanlarinda, bazi anitkorlarin organizmanin kendi dokularina toksik
etkili olduguna, normal kosullarda ise bu antikorlar1 ve onlarin zararli etkilerini
Onleyici mekanizmalarinin bulunduguna karar vermistir. Ancak ilerleyen zamanlarda
“horror autotoxicus'’ ifadesi orjinalligini yitirecek kadar fazla kullanilmistir. Bu
terimin, aslinda kisinin kendi yapilarina karsi gelistirdigi otoantikorlarin, normal
kosullarada bilinmeyen bir mekanizma ile yasaklanmis oldugunu ifade ettigi
disUndlmastdr.  Ancak immoin yamtin  dizenlenmesindeki olasi  6zelliklerin
anlasilmasinin, bazi patolojik durumlarin agiklanmasindan daha onemli oldugu

zamanla unutulmustur. (11,12)

Ehrlich’'ten G¢ yil sonra, 1904'te Donath ve Landsteiner, hemoglobindri
krizinden sorumlu ve siklikla sifiliz hastalarinda gordlen bir  antikoru
tammlamiglardir. Bu antikorun insanlarda kirmizi kan hticrelerine karsi reaksiyon
veren gercek bir antikor oldugu bilinmektedir ve bifazik Donath-Lansdsteiner
antikorunun gosterilmesi, patolojik kosullarda kisinin kendi yapisal kompanentlerine
kars1 antikor olustugunu ve hiicresel elemanlar Uzerinde toksk etkili oldugunu

gbstermesi agisindan 6nem tasimaktadir. (10)
Sonraki yillarda, infeksiyon hastaliklarinda mikroorganizma antijenlerine

kars1 olmayip konak hiicre kompanentlerine karsi olusan bazi antikorlar belirlendigi

halde otoimminiteyle ilgili garpict bir gelisme goérilmemistir. Ancak Rivers ve
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arkadaglar1 deney hayvanlarinda norolojik hastaliklarin indiksiyonu ile iliskili bir
seri yayin ¢ikarmaya basladiktan sonra durgun bir donem sona ermistir. Rivers ve
arkadaglarinin ¢caligmalarinda gostermis olduklari hastalik bugiin deneysel otoimmiin
ensefalomiyelit olarak bilmekte ve sistemik skleroz, as1 sonrasi ensefalomiyelit gibi
hastaliklara model olarak gosterilmektedir. (13)

Ehrlich’in 6grencisi Hans Sach tarafindan yetistirilen Witebsky 1953'te tiroid
dokusu enjekte edilmis tavsanlardatiroid olusumunu deneysel olarak gosteren yeterli
verileri  saglamistir. Ancak Witebsky kendi deneylerinin  gecerliligini  kabul
edememis ve U¢ yilim yaptigina inandigi hatalari arastirmakla gegirmistir. Aym
yillarda Dacie ve Worlledge, Dameshek ve Schwartz'in arastirmalarirmalar: Uzerinde
calismislar ve bunlara Coombs' un anti-immiinglobulin testlerinini ilave etmislerdir.
Ancak Witebsky self yapilarla reaksiyon gosteren antikorlarin olusumunun
yasaklandigina israrla inandigi icin bu durumu da kabul etmek istememistir. ( 14-17)

1956 yilina gelmeden, Witebsky kendi calismalar: ve kendisi gibi basarisiz
olan diger arastirmacilarin calismalari sonucunda fikir degistirerek deneysel
otoimmun tiroid Uzerine derledigi verileri yayinlamaya baslamistir. Ayni yil iginde
Roitt ve arkadaslar1 Hashimoto tiroidi Uzerine kendi calismalarini yayimlarken,
Adams ve Purves hipertiroid hastalarimin serumunda bulunan, in vitro kosullarda
tiroid dokusu Uzerinde gucli ve uzun sureli bir fonksiyonel etki gosteren LATS
(long-acting thyroid stimulator) adinda bir maddeyi gostermislerdir. Birbirini takip
eden arastirmalarin neticesinde 1956 yili otoimmunitenin hem klinik hem de
deneysel alanindaki calismalar: icin modern bir dénem olmustur. Bir tesaduf degildir
ki aynit on yil icinde Burnet’'in *’klonal seleksiyon’” teorisi modern immtnolojinin
muazzam yapisinin esast haline gelmistir. (18-21)

1.2 iMMUNOLOJIK TOLERANS

Organizmaya yabanci olan mikroorganizmalari, alerjenleri ve diger
molekdlleri tantyip bir seri savunma mekanizmas: gelistirerek onlar1 elimine etmek
immun sistemin temel gorevidir. Bu sire¢ makrofajlar, T ve B lenfositleri ile ¢esitli
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biyolojik mediatorler arasindaki karmasik iliskilerle saglanmaktadir. Bir taraftan
yabanci determinantlara kars1 cevap gelistirerek onlar1 ortadan kaldirmakla gorevli
olan immun sistem, diger taraftan immin homeostazi korumak igin galismaktadir.
Hedef, optimum diizeyde bir immin yanit gelistirmektir. Dogustan veya kazanilmis
immun cevabin minimuma dogru zayiflamasi ile immin yetmezlik ve timor gelisimi
gibi hastaliklar olusabilirken, maksimuma dogru zorlanmasi sitokin patolojisi,
stperantijen hastalig1 ve otoimmuinite gibi patolojilere yol acabilmektedir (22)

Immin sistemin belirli bir antijene karst yantsiz kalmas: durumuna
immunolojik tolerans adi verilmektedir. Bu yanmtsizligin organizmanin kendisine ait
olup immunojenik 6zellik gosteren determinantlara karsi gelismesi durumuna dogal
imminolojik tolerans (self tolerans), yabanci antijenlere karsi gelismesine ise

kazamlmig immtnolojik tolerans adh verilmektedir.(2)

Normal kosullarda immiin sistemin kendi antijenik yapilarinakarst bir immain
yanit olusturmadigi bilinmektedir. Oysa her bireyin kaminda, hicrelerinde ve
konnektif dokularinda immin yamt olusturabilecek potansiyele sahip yapilar
bulunmaktadir. Bu antijenlere self-antijen veya otoantijen adi verilmektedir.
Otoantijenler lenfositlerle siklikla karsilasmalarina  ragmen  immin  yanit
olusturmamaktadirlar. Bu spesifik cevapsizlik durumundan gesitli mekanizmalarin

sorumlu oldugu bilinmektedir. Bunlar:

a) Klonal delesyon: Bu mekanizma ile self antijenlerle reaksiyon veren T
lenfositleri timustaki egitilme slreci icinde olgunlasmadan apoptoz yoluyla
ortadan kaldiriimaktadir. Timustan kacarak perifere gecmeyi basaran az
sayida T lenfositi ise yine apoptoz ile elimine edilmektedir.

b) Sakli antijenler: Beyin, testis ve goz gibi organlarada bulunan antijenler

immin sistemle karsilasmadiklar: icin bunlara karsi bir immin yanit
gelismemektedir.
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c) Antijeni gérmezden gelme: Bazi self antijenler antijen sunucu hicrelerin
(APC) ylzeyinde yogun bir bicimde sergilendikleri icin bunlara karsi ne
tolerans, ne de immun yanit gelismektedir.

d) Anerji: T lenfositlerine kars1 APC tarafindan gonderilen tamima sinyali bu
hiicrelerin aktive olmasi igin yeterli olmamaktadir. Ayrica yine APC
tarafindan kostimulator sinyal veya sekonder sinyal adi verilen ikinci bir
sinyal molekulinun sergilenmesi gerekmektedir. Aksi taktirde T hucreleri
anerjik fazda kalacaklardir.

€) Supresyon: Self antijenlerle gicli reaksiyon veren B hiicreleri bircok bireyde
bulunmaktadir. Bu self resktif B lenfositleri, uygun CD4 (+) Th hicrelerinin
supresdr T hucreleri (Ts) ile baskilanmasi sonucu ortadan kalkmakta veya
anerjik fazda kalarak aktive olamamaktadir. Kisacasi self-reaktif B
lenfositleri Ts hticreleri ile dolayl olarak baskilanmaktadir. (2,23)

1.2.1 Santral Tolerans

Kemik iliginde T hicre grubuna farklilasan lenfositler timusa gelerek
olgunlasmalarint tamamlar. Bu donem icinde T lenfositlerinde T hiicre yilzey
reseptorleri (TCR), CD4(+) ve CD8(+) yardimci molekilleri olusmaktadir. Farkli
APC hcreleri tarafindan bu olgunlasma doneminde T lenfositlerine doku uygunluk
kompleksine (MHC) bagli self antijenler sunulmaktadir. MHC-self antijen
kompleksine distk afiniteyle baglanan T lenfositleri sinyal alamadiklar: igin spontan
bir sekilde apoptozdan korunmakta ve timusta dlmektedirler. Bu komplekse yiksek
afiniteyle baglanan T lenfositleri ise apoptoz ile ortadan kaldiriimakta ve bu olay
negatif seleksiyon olarak adlandiriimaktadir. MHC molekiline baglh self yapilara
orta dizeyde afinite gosteren diger T lenfositleri ise timusta olgunlasmasini
tamamladiktan sonra perifere ulasmayi basarmaktadir. Bu olay ise pozitif seleksiyon
olarak adlandirilir. Santral toleransin olusabilmesi icin otoantijenlerin timusta T
hiicrelerine tamtilmas: gerekmektedir ve timusta bulunmayan self yapilara karsi

tolerans olusumu igin periferal toleransaihtiyag duyulmaktadir. (24-26)
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T lenfositlerinin aksine B lenfositleri antijen Uzerindeki uygun epitoplara
antikor adint verdigimiz B hicre ylzey reseptorleriyle (BCR) antijen sunumu
olmadan veya MHC molekiltyle iliski kurmadan baglanmaktadir. Bu nedenle pozitif
seleksiyon olusmamakta ancak kemik iliginde negatif seleksiyonla self reaktif,
olgunlasmamus B lenfositleri elimine edilmektedir. (11)

1.2.2 Periferal Tolerans

T hucrelerinin aktive olabilmesi icin APC tarafindan verilen tamma sinyali
tek basina yeterli olmamakta, aym zamanda yine APC tarafindan alinacak
kogtimulator (sekonder) sinyale de ihtiyag duyulmaktadir. Bu olay interlokin 2 (IL-2)
gibi T-hlcre buyume faktori olarak adlandirilan maddelerin salgilanmasina yol
acacaktir. Kostimulatér sinyali alamayan T hiicreleri ise uzun siren bir cevapsizlik
donemine, yani anerjik faza gecmektedirler. APC ylzeyinde kostimulator
molekullerin sergilenmemesi durumunda bu hticrelerin aktive edecegi self reaktif T
lenfositleri anerjik hale gegmekte yani IL-2 sentezleyemeyip kisa slre iginde
Olmektedir. Bunun yamnda yiUksek konsantrasyondaki antijenler, spesifik T
hiicrelerini strekli olarak uyarmakta ve onlarin Fas ligand (FasL) araciligiyla,
apoptozis sonucu 6lumine yol agmaktadir. Bazi lenfositler ise anerjik olmadiklar:
halde Ts hticreleri tarafindan inhibe edilmektedirler. Bu mekanizmalarin yaminda T
lenfositlerinin baz: antijenlere kars1 duyarsiz kaldig: bilinmektedir. (27-29)

B hicrelerinin periferde aktive olabilmeleri icin Th hicrelerinin yardim
gerekmektedir. B hiicre yuzeyindeki CD40 ligand: ile aktive olmus T hiicresinin
yuzeyindeki CD40 ligand: etkilesmekte ve Th2 hiicreleri IL-4 ve IL-5 gibi sitokinler
salgilamaktadir. Bu yolla, immatur B hicreleri aktive olabilmektedir. B
lenfositlerinde tolerans olusumu icin gerekli antijen miktar1 T hicrelerine oranla
daha fazladir. Bu sekilde daha kolay olusan bir T hiicre toleransi, B hticrelerinin de
kolay bir yoldan tolarize edilmesini saglamaktadir. (30-32)
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1.30TOIMMUNITE

Immiin sistem, normal kosullar altinda self ve nonself molekulleri rahathkla
birbirinden ayirt edebilmekte ve kendi antijenik yapilarina karst immin yant
gelistirmememektir. Ancak self yapilara kars1 varolan toleransin gesitli patolojik
olaylar sonucu kirilmasiyla immin sistem kendi antijenlerine karsi da immiin
reaksiyonlar gosterebilmektedir. Self tolerans mekanizmalarimin islememesi sonucu
organizmanin kendi doku antijenlerine karsi immtn yanit gelistirmesine otoimmutinite
adi verilmekte ve otoimminizasyon sonucu gelisen hastaliklar ise otoimmiin
hastaliklar basligi altinda toplanmaktadir. (2,30)

1.3.1 Otoimmiin M ekanizmalar

Organizmamin kendi dokularina karst immin sistemin yanitsiz kalmasi
immunolojik tolerans mekanizmalariyla gergeklestirilmektedir. immiin sistemin bu
gorevinin aksamasi ise otoimmiuiniteye neden olmaktadir. Otoimmiin reaksiyonlardan
sorumlu imminopatolojik mekanizmalarin ¢ ana baslik altinda toplandig:
bilinmektedir.

1) Tip Il Asirt Duyarlilik Reaksiyonlari: Bu tip reaksiyonlarda humoral immiin
yanit sonucu olusan otoantikorlarin 6zgul antijenleriyle birlesmesi olay:
kompleman aktivasyonu ve antikora bagli sitotoksk mekanizmalarla
dokunun zarar gormesine neden olmaktadir. Otoimmin hemolitik anemi,
notropeni, lenfopeni ve trombopeni gibi otoimmin hastaliklarin bu
mekanizma yoluyla gergeklestigi bilinmektedir.

2) Tip Il Asirt Duyarlilik Reaksiyonlar:: Burada, immiun kompleks olarak
adlandirdigimiz  otoantijen-otoantikor kompleksi, intraseltler sivilar veya
dolasimda olustuktan sonra vicudun bobrek ve eklem gibi bolgelerinde
bulunan genis sliziici zarlarda depolanabilmektedir. Bu durum hem

kompleman faktorlerini hem de granilosit ve monosit gibi polimorfontikleer
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Iokositleri (PML) aktive ederek immin kompleksin bulundugu bolgeye
cekmektedir. PML, immin kompleksi fagosite ederek ortadan kaldirmakla
yukimlidur. Ancak patolojik durumlarda gorevini gerceklestirememekte ve
disariya lizozomal enzimler salgilamaktadir. Bu enzimlerin  kanda
notralizasyonu mumkindir ancak dokularda bu durum gegerli degildir.
Dolayisiyla, notralize edilemeyen bu enzimler yoluyla dokular zarar
gobrmektedir. RA ve SLE gibi otoimmiin hastaliklar bu mekanizma ile olusan
hastaliklar arasindadir.

3) Tip IV Asirt Duyarhilik Reaksiyonlart: Bu reaksiyonlar, duyarli T lenfositleri
araciligiyla olusan hicresel immin yanit tipidir. Mekanizmas: tam olarak
aydinlatilamasa da lenfokinler ve lezyonun bulundugu bolgeye gelen immin
sistem hiicrelerinin etkisiyle doku hasar1 olustugu dustntlmektedir. ( 22,25)

Hem hicresel, hem de humoral immin yanitta kontrol gorevi géren Th
hicreleri ile iliskili tolerans bozukluklarimin otoimmunite ile sonuglanma ihtimali
yuksektir. Ancak otoimmin hastaliklarin olusumunu tek bir mekanizma ile
aciklamamn mumkin olmayacag: dnemle vurgulanmaktadir. Bu siregten sorumlu

oldugu dustnilen birkag farkli mekanizma tanimlanmustir. (23,30)

a) Daha once immin sistemle karsilasmamis sekestre (sakli) antijenler travma
gibi herhangi bir etken sonucu dolasima karistiklarinda immin yanita yol
acabilmektedirler. Ornek olarak goziin icinde bulunan uvea antijenlerinin goziin
zedelenmesi sonucu dolasima karismasi, sempatetik oftalmi  hastaligina yol
acmaktadr.

b) Organizmamin kendisine ait olarak tamdigi ve normalde immin yant

gelistirmedigi yapilar fiziksel, kimyasal ve biyolojik degisiklige ugradiklar1 zaman
immiin sisteme yabanci hale gelmekte ve sonucta immuin cevaba yol agmaktadirlar.
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c) Yabanci bir antijenle vicudun kendisine ait olan bir yapi1 ¢apraz reaksiyon
gosterebilmektedir. Ornegin streptokoklardaki M proteiniyle kalp kasi arasindaki
capraz reaksiyon sonucu miyokardit olusmaktadir.

d) Th hicrelerinin Ts hicreleriyle baskilanmast B lenfositlerinin aktive olmasini
Onlemektedir. Ts hicrelerindeki yapisal bir bozukluk Th hicrelerinin siirekli olarak
otoresktif B lenfositlerini aktive etmesine neden olmakta ve bu durum otoantikor
senteziyle sonuglanmaktadir.(31,32)

1.3.2 Otoimminite Olusumunu Etkileyen Faktorler

a) Genetik Faktorler

Bazi otoimmiin hastaliklarin aynt ailenin fertlerinde goriulme siklig: fazladir.
Bunun yam sira belirli insan l6kosit antijenleri (HLA) antijenlerini yoneten gen
lokuslar1, baz1 otoimmiin hastaliklarlailiskili bulunmaktadir. Ornegin RA HLA-DR4
ileiligkili bulunurken Adisson hastaligi ise HLA-B8 ile iligkilendirilmektedir.

b) immiinolojik Faktorler

T hiicre tolerans: stphesiz ki self yapilara karsi olusan immin yanitta 6nemli
role sahiptir. Antijen molekillerinin yapisinda meydana gelen bazi degisiklikler Th
hiicre toleransim ortadan kaldirabilmektedir. Yabanci antijenler de ayni sekilde Th

hlicre toleransim yaniltabilmektedir.

Poliklonal B lenfositlerinin 6zgil olmayan bir sekilde uyarilmas: ve
cogalmast da otoimmiin olaylarla sonuclanabilmektedir. Bunu bakteriyel bir yapi
veya bir virus tetikleyebilmektedir.

Ts hicreleri otoimmin yanmitin baskilanmasinda énemli bir rol Ustlenmistir.

Ts hucreleri Th hicrelerini baskilamakta ve dolayl: olarak poliklonal B hicrelerinin

aktive olmasimt engellemektedir. Ts hicrelerinin fonksiyonlarimin  bozulmasi,
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otoreaktif etkili B lenfositlerinin kontrolsiiz cogalarak otoantikor Uretmeleriyle
sonuclanabilmektedir

Merkezi sinir sistemi, testis ve g6z gibi immin sistemden uzak kalmig
organlarindaki antijenik yapilar herhangi bir travma veya zedelenme sonucu

dolasima karistiginda otoimmun reaksiyonlari baslatabilmektedirler.

c) infeksiyon Etkenleri

Epstein-Barr virusu gibi mikroorganizmalar 6zgiin olmayan poliklonal B
hiicre aktivasyonunu baglatabilmektedir. Bunun yamnda bazi mikroorganizmalara ait
antijenler bazi HLA antijenleriyle molekiler agcidan benzerlik gosterebilmekte ve
otoimmin hastaliklara yol agmaktadirlar. Bazen de T hicreleriyle infeksiyon
etkeninin ortak antijen tasimasi, bu hiicrelerin anerjik hale gecmelerine yol agmakta
ve bu durum otoimmun olaylar1 bagslatabilmektedir.

¢) Hormonal Faktorler

Bazi1 durumlarda bir hormon veya biyolojik mediatdre karsi spesifik idyotip
antikorlar olusmakta ve bu antikorlara karsi da anti idyotip antikorlar
sentezlenmektedir. Bunlar hormon veya mediatore baglanan antijene benzerlik
gogerdikleri icin, antikorlarin antijenle iliski kurduklar1 hiicre yizey reseptorlerine
baglanmaktadirlar. Bunlara anti reseptor antikorlar adi verilmektedir. Bu durumda
reseptor hasar gormekte ve fonksiyon bozuklugu olusabilmekte ya da hormonun
baglanmasi engellenerek hormona karsi direng artmaktadir. Son olarak reseptor
aktive olabilmektedir. (1,32)

1.4 OTOIMMUN HASTALIKLAR

Otoimmiuinitede hem hicresel immin yamit hem de humoral immiin yanit
mekanizmalar1 rol oynayabilmektedir. Baska bir degisle T hicrelerinin etkisiyle

ve/veya antikorlar sonucu olusabilmektedir. Organizmanin, kendisine ait olan ve
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immin sistemle karsilastiginda immtn yanit olusturabilen yapilarina otoantijen adi
verilmektedir. Bazi otoimmin hastaliklarda hastalarin serum veya plazmasinda
otoantijenlere kars: gelisen spesifik antikorlar bulunmaktadir. Bunlar ise otoantikor
olarak adlandirilir ve otoimmiin hastaliklarin tamsinda biyiuk 6nem tasirlar. Bu
antikorlar bir organ veya dokuya 0zgul olabilmekte veya vicudun bircok farkl
dokusunda bulunan hiicre nikleusu, mitokondri, DNA ve 1gG gibi yapilara da
baglanabilmektedirler. (1)

Otoimmitin yanitin tipine gore bazi otoimmiin hastaliklarda immin yanit tek
bir organ veya dokuyla sinirli kalabilmektedir. Bunlara organ spesifik otoimmitin
hastaliklar ach verilmektedir. Ornegin Hashimoto tiroiditinde 6zgul bir bicimde tiroit
bezi elemanlarina karsi immun yamit gelismektedir. Diger taraftan bazi otoimmiin
hastaliklarda ise birgok farkli organ tutulumu sbz konusudur. Bu hastaliklara ise
organ spesifik olmayan veya sistemik otoimmiin hastaliklar ad: verilmektedir. Ornek
olarak RA ve sistemik lupus eritematozus (SLE) gibi hastaliklarda deri, bobrekler,
akciger, sinir sistemi ve eklemler gibi vicudun birgok bolgesinde otoimmiin
reaksiyonlar gelisebilmektedir. (1,33,34)

1.4.1 Sistemik Otoimmin Hastalhklar

RA, SLE, <<kleroderma, gogren  sendromu,  dermatomiyozit/
polidermamiyozitis ve diger sistemik otoimmiin hastaliklara dahil edilemeyen karisik
bag doku hastaliklar1 (MCTD), organ spesifik olmayan veya sistemik otoimmin
hastaliklardandir. Bu grupta, viicudun birden fazla organ veya dokusunda otoimmiin
resksiyonlar gorulebilmekte ve hastalik srasinda hiicre nikleusu velveya
sitoplazmadaki yapilara kars1 otoantikorlar olusmaktadir. Bunlara genel olarak ANA
adi verilmektedir. ANA, sistemik otoimmin hastaliklarin tamisinda biytk ©6nem
tasimaktadir. (1,35,36)
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Tablo 1. Otoimmun Hastahklar (1)

Organ Spesifik Otoimmitin Hastaliklar Sistemik Otoimmun Hastaliklar

Hashimoto Tiroiditi Romatoid Artrit

Otoimmiin Hemolitik Anemi Sistemik Lupus Eritematozus
Pernisiydz Anemi Sjogrens Sendromu

Adisson Hastaligi Skleroderma

Otoimmiin Ensefalomiyelit Polimiyozit-Dermatomiyozitis
Goodpasture Sendromu Reiter Sendromu

Otoimmun Trombositopeni Karisik Bag Doku hastaliklar:
Myastenia Gravis

Toksk Guatr

Instiline Bagl1 Diabetes Mellitus
Aktif Kronik Hepatit
Ulseratif Kolit

Primer Biliar Siroz

1.4.1.1 Romatoid Artrit

Eklemlerde nonspesifik inflamasyon seklinde kendini gosteren ve bunun
disinda deri, kas, kan damarlari, akciger, kalp ve diger organlar: tutan sistemik bir
hastaliktir. ilerleyebilen harabiyetle sonuglanma olasilig: yiiksek, kronik inflamatuar
seyir gosterebilmektedir. Toplumda prevalanst %1-3 oramnda olmakla beraber,
kadinlarda erkeklere oranla 3 kat fazla gorulmektedir. Menars sonrasi ve menapoz
Oncesi daha sik gorulip hamilelik doneminde artmasi nedeniyle olusumunda
hormonal faktorlerin etkili oldugu dusunilmektedir. Ayrica HLA-DR4 geni
tastyanlarin %70’ inde gordlmesi genetik faktorlerin 6nemini  vurgulamaktadr.
Infeksiyon etkeni olarak Proteus vulgarisin yiizey antijeni ile HLA-DR4 arasinda
capraz reaksiyon gelisebildigi icin persistan Proteus wvulgaris infeksiyonuna
yakalanmig hastalarda RA’ya rastlanmaktadir.

Patogenezinde sinoviyal B lenfositleri tarafindan salimp anormal 1gG

antikorlarina kars1 gelisen ve romatoid faktor (RF) adi verilen IgM tipi antikorlar
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gorilmektedir. RF ile 1gG yapisindaki antikorlarin birlesmesi sonucu olusan immiin
kompleksler klasik ve alternatif yoldan kompleman: aktive etmekte ve inflamasyonu
baglatmaktadir. Eklem sivisinda olusan immin kompleksler bir miktar da kanda
olusabildigi icin vaskilitlere ve SLE benzeri semptomlara yol agmaktadir. SLE
hastaligindan farkli olarak nadiren nefrite yol agabilmektedir.

Klinik tamda anamnez, simetrik poliartrit ve direk grafide eklemlerde
erozyon gorilmesi o6nemlidir. Imminolojik olarak ise en onemli bulgu RF
pozitifligidir. Bunun yaminda hipergammaglobulinemi, lupus eritematozus (LE)
hiicrelerinin pozitifligi, ANA pozitifligi, lenfositoz ve sedimentasyon hizinin artmasi
Onem tasimaktadir. Serum kompleman diizeyi normaldir. (1,36)

1412SLE

Ozellikle 20-40 yas arasindaki kachnlar: tutan sistemik bir hastaliktir. Y iizde
kelebek seklinde dokunt ve atralji ile karakteristik olup hastalarin %901t kadinlar
olusturmaktadir. HLA-DR4 alleli tasiyanlarda daha sik goraldigi bilinmekle beraber
genetik iliskileri kesin olarak bilinmemektedir. LE hicreleri, DNA- anti DNA
kompleksini fagosite etmis grantlositlerdir ve varligi SLE hastaligim disuindirmekte
ancak hastalik slresince donem donem olustugu igin gorulmemes ise SLE
hastaliginin olmadigi anlamina gel memektedir.

Patogenezinde meydana gelen DNA-anti DNA kompleksinin bdbrek ve

eklem gibi filtrasyon yapan zarlarda birikmesi sonucu doku hasar1 gérilmektedir.

SLE, ANA pozitifliginin goruldigt prototipik bir otoimmin hastaliktir.
Hastalarin %95’ inde spesifik olmadig: distinilen ANA pozitifligi gorilmektedir. Bu
hastalikta SLE icin en spesifik ANA alt grubu olan dsDNA’nin tek basina veya
sSDNA ile beraber saptanmasi, hipergamaglobulinemi, LE hicreleri, yalanci
Venereal Disease Research Laboratory (VDRL) pozitifligi ve deri biyopsilerinde
immun kompleks birikimi goralmektedir.
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SLE tanmisinda ates, yuzde kelebek biciminde gelisen dokinttler, mukoza
Ulserleri, perikardit, plorezi, eklem agrilari, nefrotik sendrom, lenfadenopati,
amenore, bir gunlik idrarda 3.5 gramin Uzerinde goérdlen proteiniri bir arada ve
hemattri, Raynaud fenomeni, artrit, noropati ve nétropeni, anemi, yalanct VDRL
pozitifligi birlikte gorulmektedir. En 6nemli bulgu ise anamnez ve fizik muayenedir.
Anti-dsDNA pozitifliginin tarda 6nemili oldugu dustntilmektedir.(1,36)

1.4.1.3. §6gren Sendromu

Tukrik ve gbzyasi bezlerinin immin reaksiyonlar sonucu hasar gérmesi ile
olusan agiz, gbz ve mukozalarin kurumast seklinde kendini gosteren sistemik
inflamatuar bir hastaliktir. RA, SLE ve skleroderma gibi hastaliklarla bir arada
gorilmektedir. Ozellikle kadinlarda 40 yasin tizerinde gorilme sikhig: artmaktadr.
Solunum yolunda olusan kuruma sonucu 6limciil pnémoniler gelisebilmektedir. Ug
gruba ayrilmaktadir: Primer Sjogren Sendromu, Sekonder Sjogren Sendromu ve RA
ile beraber gorulen 3. tip 0gren sendromu. Primer Sjogren Sendromu veya Sicca
Sendromu adi verilen hastalikta HLA-DW3 alleli ile iligkilendirilmektedir. Sekonder
gogren sendromunda ise sicca sendromu, SLE, PBS, polimiyozit ile birlikte
gorilmektedir. Uglincii grup ise RA ile birlikte goriilen sjogren sendromudur.

Sjogren sendromunda %70’ in Uzerinde bir ANA pozitifligi ile beraber SS-A
ve SS-B’ye kars1 gelisen spesifik antikorlarin bulunmasi tamda 6nem tagimaktadr.
Bunun yamisira salgi kanallarim etrafinda mononiikleer ve CD4(+) lenfosit

infiltrasyonu gorulmektedir. (1,36)

1.4.1.4 Skleroder ma

Deri, bobrek, eklemlerdeki olusumlar, 6zefagus, barsak kanal, tiroid, akciger
ve i¢c organlarda bag dokusunun anormal bir bicimde artmast ile gelisen bir
otoimmiin hastaliktir. immuinolojik faktorlerle beraber olusan damar anomalilerinin
hastalikta etkili oldugu distinilmektedir. Yaygin skleroderma, i¢ organ tutulumu ile
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beraber gorilirse 6limle sonuclanabilmektedir. Bazen de el ve ylzde olusan skleroz
yillar sonra CREST sendromuna donusebilmektedir. Sklerodermamin en iyi huylu
formunun CREST sendromu oldugu bilinmektedir.

Ilerleyen sklerodermada bobrek tutulumu en sik gorilen 6lum nedenidir.
ANA pozitifligi %60-90 oraninda gorilebilmektedir. Bunun yaninda RF pozitifligi
de gorulmektedir. Cozunebilir nikleer antijenlere kars1 gelisen anti Scl-70 antikoru
skleroderma icin spesifik olmakla birlikte anti-sentromer antikoru ise CREST
sendromu ile iliskilendirilmektedir. (1,36)

1.4.1.5 Polimiyozitis/ Dermatomiyozit

Cizgili kaslarda iltihaplar, zayiflik ve agrilarla karakterize, perivaskiler
sistem tutulumunun goraldigi bir hastalik grubudur. Bu durumun tipik deri
dejenerasyonu ile beraber gorilmesine Dermatomiyozit ach verilmektedir. Damar
cevrelerinde CD4(+) T ve B lenfositlerinin infilitrasyonu gorilmektedir. Anti Jo-1
antikorunun 6zgulliginun polimiyozitis igin yiuksek oldugu bilinmektedir.(1,36)

1.4.2. Organ Spesifik Otoimmuin Hastaliklar

Organ spesifik otoimmun hastaliklarda hastalik semptomlar: tek bir organ
veya dokuda gorilmektedir ve hastaligin gerceklestigi dokunun disinda kalan
kisimlar otoimmiin mekanizmalardan etkilenmemektedir. Bu durumdan yola ¢ikarak
organ spesifik otoimmtn hastaliklar, hastaligin gergeklestigi organ veya dokuya gore
siniflandirilmaktadirlar.

1) Tiroid:
Bunlarin basinda Hashimoto tiroidi gelmektedir. Guatr ile birlikte

hipotiroidizm bulunmaktadir. Baslangicta tiroid uyarici hormon (TSH) dizeyi ve
tiroid fonksiyonlari normal oldugu halde guatr gelisebilmekte, ancak ilerleyen
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donemlerde TSH artmakta ve T4 seviyes dismektedir. Bu hastalikta yiksek
titrede otoantikorlar gordlir. Genellikle tiroglobiline kars1  otoantikorlar
gelismektedir. Bunun yaminda tiroid yiizey antijeni ve ikinci bir kolloid antijenine
kars1 da antikor olustugu gorilmektedir. Mikrozomlara kars1 olusan antikorlar ve
0zel olarak programlanmis T hticrelerinin etkisiyle doku zarar gbrmekte ve sonug
olarak miksddem olusmaktadir. Normal tiroid bezinde folikller hiicreler kolloid
aralikta siralanmakta ve bu araliga tiroglobulin salgilamaktadirlar. Hashimoto
tiroidinde bu normal yap: hemen hemen yok olmus ve koloidal aralig: lenfosit ve
makrofajlar doldurmustur. Sonugta rejeneratif tiroid folikllleri olusmakta, bezde
destriksliyon ve fibrozis gelismektedir.

2) Mide- Barsak:

Pernisiydz anemi hastaliginda, otoimmiin hasara yol agan anti periyatal hiicre
antikorlar1 olugmaktadir. Bu otoantikor asit sekresyonu yapan H-K ATPaz
enzimine karsi olusan periyatal hiicre antikorlarim hedef almakta ve intrensek
faktor yapimim azaltmaktadir. Bu duruma yol agan iki tip antikor bulunmaktadir.
Bunlardan biri intrensek faktorin B12 vitaminine baglanmasini engelleyen bloke
edici antikorlar, digeri ise intrensek faktorin ileuma baglanmasim engelleyen
bloke edici antikorlardir.

3) Pankress:

Instiline baglh Tip 1 diabetus mellitus (Tip 1 IDDM) hastaliginda pankreatik
beta hiucrelerine karsi hiicre adacik antikorlari gelismektedir. Bu antikorlar
hastalik klinik olarak gelismeden yillar 6nce ortaya ¢ikabilmektedir. Otoimmiin
hasarin  olusumu adacik  hicrelerinin  etrafimndaki  lenfositik  hlcre
infiltrasyonundan anlasiimaktadir. IDDM hastalarinin % 90’ inda HLA-DR3 veya
DR4 alleli bulunmaktadir. Ayrica insiline karsi otoantikorlarin olusumu ilerleyen
donemlerde hastalarda IDDM gelisme ihtimalini distndirmektedir.
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4) Adrenal Bez:

Adrenal bezin tuberkiloz ile hasar gbrmesi sonucu adisson hastaligi
olusmaktadir. Hiperpigmantasyon, kilo kaybi, hipoglisemi ve adrenokortikal
hormonlarda eksiklik gorilmektedir. Mineralkotrikosteroid eksikligi sonucu
bobreklerde Na ve K tutulmasi asidoza yol acar. Adrenal bezin her Ui tabakasina
kars1 da otoantikorlar gelismektedir ancak en sik olarak adisson hastaliginda
gorilmektedir.

4) Bobrek:

Glomerulonefrit, glomerular bazal membranda bulunan nefritojenik antijene
kars1 olusan antikorlarin bazal membranla birlesmesi sonucu immin kompleks
birikimi ile olusmaktadir. Goodpasture sendromunda ise glomerular bazal
mebran ve akciger alveolar bazal membram etkileyen anti-GBM antikoru
olusmaktadir.

6) Sinir sistemi

Bu gruba giren hastaliklar arasinda akut ensefalomiyelit ve myastenia graves
bulunmaktadir. Akut ensefalomiyelit, bazi viral infeksiyonlar sonrasinda miyelin
proteinine kars1 hiicresel tip immun yanitin olustugu bir hastaliktir. Myastenia
graves hastaliginda asetil kolin reseptorlerine kars: otoantikorlar olugmaktadr.

7) Karaciger:

Otoimmun hepatit genellikle geng kadinlarda gordlen bir hastalik grubudur.
Damar diz kas hiicresindeki aktine karsi otoantikorlar gelismekte ve bunun
yamsira diger organ spesifik ve organ spesifik olmayan otoantikorlar da
gordlmektedir. Diger otoimmin hastaliklarla ve HLA DR3-DR8 ile iliskili
oldugu bilinmektedir. Primer biliar siroz (PBS), orta yasl kadinlarda kasint1 ve
kolestaz bulgularimn  gorildugld  bir  hastaliktir. IgM  yapisindaki — anti
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mitokondriyal antikor (AMA), bu hastalikta yiuksek diizeylerde bulunmaktadir.
Piruvat dehidrojenaz  kompleksinin  bir kompanenti olan M2 antijeni
mitokondriumun i¢ membraninda lokalize olmus bir yapidir. M2 antijenine karsi
olusan antikorlar PBS igin spesifik kabul edilmektedir.

8) Goz:

Herpes zoster, tuberkiloz ve aspergilloz gibi infeksiyonlarin skleritis ile
iliskili oldugu dustnilmektedir. Immin komplekslerin  depolanmasinin;
kompleman aktivasyonuna, polimorfonikleer I6kostlerin kemotaksisisine ve
olasi otoimmiin reaksiyonlarin baglamasina neden oldugu distntilmektedir

Uveitis, immiin kompleks hastaliklarinda olusan (veit ve gzde meydana
gelen hasar sonucu olusan sempatetik oftalmi g6z yapisinda olusan otoimmun
hastaliklar arasindadr.

9) Kan Hastaliklar:

Otoimmiin hemolitik anemi sicak reaktif 1gG otoantikor nedeniyle
olabilmekte ve bu hastalarin yaklasik %50 kadarinda lenfoma, SLE ve RA
gorilebilmektedir. Soguk reaktif IgM antikorlar1 ise soguk hemaglutinin
hastaliginda gortlmekte ve bu hastalik kronik hemolitik anemi ve Raynold
fenomeni ile iliskilendirilmektedir.

Idiopatik trombositopenik purpura hastaliginda tahrip olan trombositlere kars:

anti trombosit antikorlar1 olugsmaktadir.

10) Deri

Epiderm hiicreleri arasinda immiinglobulin ve kompleman depolanmasi, 1gG
tipi otoantikorlarin olusumuna neden olmaktave g G titresi ile hastalik aktivitesi
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arasinda baglant: bulunmaktadir. Genellikle SLE, titoma ve myastenia graves
hastaligiyla birlikte gorilmektedir.

Buill6z permfigoid hastaliginda ise lamina lucida tabakasina kars: 1gG tipi oto
antikorlar olusmaktadir. 1gG titresi ile hastalik arasinda bir baglanti
bulunmamaktadir. (36,37)

1.4.3 Otoantikorlar

Organizmanmin antijenik 0zellik gosteren yapilarina karsi gelisen antikorlar
otoantikorlar olarak adlandirilmaktadir. Bunlar hiicre yizeyi, sitoplazmik yapilar
veya hicre nukleusuna karsi gelisebilmektedirler. Otoantikorlar 1956’dan beri

otoimmun hastaliklarin tamsinda 6nemli bir gosterge olarak gorilmektedir. (1)

V icudumuzun ¢esitli bolgelerinde bulunan yapilar, bazi patolojik durumlarda
antijen 0Ozelligi gosterebilmektedir. Nikleus, hiicre sitoplazmasinda bulunan bazi
organeller, DNA, RNA ve 1gG gibi molekiller immin yanit olusturma 6zelligine
sahip otoantijenler arasinda gosterilmektedir. Otoantijenlere karsi olusan spesifik
antikorlar ise guinimuizde otoimmiin hastaliklarin teshisi ve tedavisinin takibinde yol
gosterici durumdadir. ( 1, 38,39)
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Tablo 2. Otoimmiin Hastahklarda Otoantijen- Otoantikor Tliskisi (36)

Hastalik Otoantijen Otoantikor
Hashimoto tiroiditi Tyroglobulin Anti Tg
Kronik aktif hepatit Duz kas ASMA
Good pasture Glomerular bazal Anti GBM
sendromu membran AMA
Primer biliar siroz Mitokondri RF, ANA
Romatoid artrit 1gG, DNA, kollojen, Anti DNA, Anti nRNP/Sm,
SLE RANA Anti histon
Sjogren sendromu Nukleoprotein, DNA, Anti SS-A, Anti SS-B
MCTD RNA Anti ENA
Jo, La
ENA
1.4.3.1. ANA

olarak adlandirilan  DNA-histon
kompleksine, nikleer veya sitoplazmik ribonukleer proteinlere, nikleolar ve

Antinikleer — antikorlar ~ kromatin
sitoplazmik diger yapilara karst olusan antikorlarin genel ismidir. Bag doku
hastaliklar1 (BDH) adi verilen RA, SLE, siogren sendromu, skleroderma, sistemik
skleroz, kalsinozis-raynold fenomeni- 6zefagal dismotilite-sklerodaktili- telenjiestaz
(CREST sendromu), polimiyozit/dermatomiyozitis, MCTD gibi hastaliklarin
tanisinda ve tedavisinin takibinde ANA biyuk dnem tasimaktadir. (40)

ANA’larin doku spesifitesi gostermedigi dustinulmektedir. Ancak tiroid,
gastrik mukoza, adrenal korteks ve bazi eritrosit yapisindan izole edilen nikleuslarin
ANA ile spesifik reaksiyonlar gelistirdigini gosteren calismalar bulunmaktadir.
Kromatin, nikleer zarf, nikleer porlar, nikleolus, ribonikleoprotein (RNP), nikleer
sivi gibi degisik bolimlere dagilmis nikleer antijenlere karst immunolojik olarak
1gG, 1gM, IgE, IgA ve IgD tipi antikorlar olusabilmektedir. Ancak bunlardan en
yaygin olusan ANA tipinin 1gG sinift antikorlar oldugu kabul edilmektedir. 1gG tipi
ANA, 1gG1, 1gG2a, 1gG2b ve IgG3 olarak dort at gruba ayrilmistir. Bu alt gruplarin
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antikorlarin spesifitesi ve hastaligin siddeti ile olmasa da farkli IFA paternleriyle
iliskili oldugu distunulmektedir. (40,41)

ANA Subtipleri :

ANA'’larin sistemik otoimmin hastaliklar grubuna dahil edilen BDH tamsinda
Oonemli oldugu bilinmektedir. Ancak son yillarda nikleusta farkli yerlesim gosteren
bircok antijene kars:1 gelisen antikorlarin genel ifadesi olan ANA, nikleik asitler,
bazik histon proteinleri ve asidik nonhiston proteinlerine karsi gelisen antikorlar
olarak 3 ana kategoriye ayrilmistir. (5) Niukleer antijenler arasinda yer alan nRNP,
Sm, SS-A, SSB, Scl-70 ve sitoplazmik bir antijen olan Jo-1'e karsi olusan
antikorlarin bazi1 otoimmiin hastaliklarla yakin iligkili oldugu belirlenmistir. Timus,
dalak ve hicre kiltirlerinden serum fizyolojik ile ekstrakte edilen bu antijen grubuna
ekstrakte edilebilir nikleer antijenler (ENA) adh verilmis ve bu antijenlere karsi
gelisen antikorlar da anti-ENA baslig1 altinda toplanmustir. (4)

1) Anti-ds DNA ve anti-ssDNA:

Anti-dsDNA, DNA yapisindaki purin ve pirimidin antijenlerine karsi, anti-
sSDNA ise deoksiriboz iskeletindeki kompanentlere karsi gelisen antikorlardir.
Anti-ssDNA'nin daha sk ortaya c¢iktigi ve herhangi bir hastaliga karsi
spesifitesinin bulunmadigi bilinmektedir. Anti-dsDNA ise tek basina nadiren
bulunmakta ve diger BDH'da dusik titrelerde bulunmasina ragmen SLE igin
yuksek bir spesifiteye sahip gorulmektedir. Anti-dsDNA antikorlarinin titresi
hastalik siddetiyle iliskili olarak yukselmekte hastaligin takibinde biyik 6nem
tagimaktadir. ( 42,43)

2) Anti-histon antikorlart:

Histonlar deoksiribontikleoproteini olusturmak tzere DNA ile kompleks
yapan temel nikleer proteinlerdir. Memelilerde H1, H2A, H2B, H3 ve H4 olarak
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5 alt fraksiyona ayrilmistir. Genellikle SLE, RA, ilaca bagli lupus, sistemik
skleroz ve MCTD hastaliklarinda gorulmektedir. (44,45)

3) Anti-Sm ve anti-RNP:

Sm ve RNP antijenleri birbirlerine ¢ok yakin, kigik nikleer RNA
kompleksleridir. U1-U6 RNA komplekslerini icerdigi icin U-RNA olarak ta
bilinmektedirler. Bu antikorlarin prekirsor mRNA’larin kesilmesi sirasinda rol
oynadigi, bu kesilme olayim inhibe ederek fonksiyonel mRNA olusumunu
engelledigi bilinmektedir. Bu inhibisyonun 6nemi vurgulansa da romatolojik
hastaliklardaki rolt bilinmemektedir. Anti-RNP, bircok BDH’ da olusabilmekte,
yiksek titrelerde goruldiginde MCTD icin tamisal deger tasimaktadir. (39,46)

4) SS-A (Ro) ve SS-B (La) antikorlar:

Ro antijeni olarak ta bilinen SS-A bir nikleik asit antijeni olmayip
sitoplazmiktir ve buna karst gelisen antikorlar genellikle SLE ve Sjogren
sendromunda goérulmektedir. SS-B veya diger adiyla La ise ¢Ozunebilir
sitoplazmik RNA-protein antijenidir ve SLE’de gorulmektedir. SS-A ve SS-B
hticrenin fonksiyonlarina bagli olarak sitoplazma ve nikleusta bulunabilmekte ve
her iki antijen de polipeptitler Gzerine yerlesmis bulunduklarindan tripsine
duyarlilik gostermektedirler. SS-A substrat fiksasyon asamasinda bozulabildigi
ve yikama islemi ile ortadan kaldirilabilecegi icin yalanci negatiflige yol
acabilmektedir. Bu sebeple hicre kulttrleri dondurulmus dokulardan daha
duyarli kabul edilmektedir. SS-A’ya kars1 antikorlar basta SLE ve sjogren
sendromu olmak Uzere birgok BDH’ da gorulebilmektedir. SLE hastaligimn erken
donemlerinde tek basina, ge¢c doénemlerinde ise SS-B’ye karsi gelisen antikorlarla
bir arada bulunmaktadirlar. Anti SS-A antikorlarmin C3 ve C4 eksikligi,
subkutan®z lupus ve neonatal lupus ile iliskili oldugu da bilinmekte, ayrica PBS,
kronik aktif hepatit gibi hastaliklarin yan: sira saglikli kisilerde de bulundugunu
goseren deliller bulunmaktadir. SS-A antikorlar1 tek basina veya SS-B
antikorlariyla birlikte primer veya sj6gren sendromunda ortaya ¢ikabildigi gibi
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vaskulit, kriyoglobulinemi, Iokopeni, lemfopeni, anemi gibi hematolojik
hastaliklar ve merkezi sinir sistemi hastaliklariyla da iliskilendirilmektedirler.
(39,42,44)

5) Anti Scl-70 ve Anti Sentromer (kinetokor) Antikorlar::

Scl-70' e kars1 gelisen antikorlar ve anti-sentromer antikorlari (ACA) nadiren
bir arada bulunmaktadirlar. Sistemik skleroz hastaliginda ortaya ¢cikmakta, tam ve
prognozda 6nem tasimaktadirlar. Scl-70 antijeninin temel kromozomal bir
protein oldugu ve DNA topoizomeraz enziminin pargalanmasi ile ortaya ¢ikan
Urdnlerden biri oldugu bilinmektedir. Scl-70 antijenine kars1 gelisen antikorlarin
ise bu enzimin sipersarmal DNA Uzerindeki agilma aktivitesini inhibe ettigi
ortaya konmustur. Bu antikor sistemik sklerozlu hastalarin  %22-28'inde,
hastaligin diffiz formunda ise %33 oraminda saptanmakatadir. Sentromer
antijenleri ¢ tabakal1 kinetokorun i¢ ve dis tabakalarinda yer alan tg proteinden
ibarettir. Anti sentromer antikorlarinin ise sistemik sklerozun bir varyanti olan
CREST sendromu icin oldukca spesifik oldugu bilinmektedir. Bunun yan sira
bu antikorlar sistemik skleroz, primer Raynaud fenomeni, SLE, MCTD ve PBS
hastaliklarinda ortaya ¢ikabilmektedir. (39,44,47)

6) NuUkleolusaKars: Antikorlar:

Nukleolusa kars1 gelisen antikorlar sistemik skleroz basta olmak Uzere SLE,
siogren sendromu ve Raynold fenomeninde gortlmektedir. imminofloresan
boyama teknikleri ile nlkleolar paternde boyanabilen bircok antikor
gogterilmistir. Bunlarin baginda anti RNA polimeraz | antikorlar1 gelmektedir ve
sistemik sklerozlu hastalarin %4’ tinde gorilmektedir. Bu antikor rRNA’ min 6ncl
molekullerini kodlayan genin transkripsiyonunda gorevli RNA polimeraz |
enzimine kars1 gelismektedir ve noktal1 nikleolar boyanma gostermektedir. Diger
bir nikleolar antijen olan fibrillarine kars1 anti fibrillarin antikoru gelismektedir
ve bu da sistemik skleroz icin 6zgul olup hastalarin %8’ inde rastlanmaktadir. Bu
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antikorun varlig1 kalp ve akciger tutulumunu ifade etmekte ve kiimeli nikleolar
boyanma gostermektedir.

PM-Scl adi verilen nikleolar antijenin islevi kesin olarak bilinmemekle
birlikte pre ribozomal bir partikil oldugu distnilmektedir ve buna karsi gelisen
antikorlarin polimiyozit ve sistemik sklerozla iliskili oldugu bilinmektedir. Bu
antikorlar homojen nikleolar boyanma gostermektedir. Sistemik sklerozla iligkili
NOR-90 ad: verilen bir diger niikleolar antijenin varligi gosterilmistir ancak buna
kars1 gelisen antikorlar tamamen agiklanamamustir. (39,41,44)

7) Nukleer/Sitoplazmik Antijenlere Kars1 Olusan Antikorlar:

Nukleer/sitoplazmik antijenler arasinda Jo-1, PL-7, PL-12, Mi-1, Mi-2 ve Ku
bulunmaktadir. (38) Ozgiil aminoagil-tRNA sentetaz molekiilleri olan Jo-1, PL-7
ve PL-12, protein sentezinde amino asitleri aktive ederek kendilerine uygun
tRNA’lara baglanmalarim saglayan enzimlerdir. Bu antijenlere karsi gelisen
antikorlar ise 6zellikle polimiyozit/dermatomiyozit hastalarinda %4-30 oraninda
bulunmaktadir. Anti Mi-1 ve anti Mi-2 antikorlarinin birbirinden bagimsiz olarak
ortaya ¢iktigi ve dermatomiyozit ile yakin iliskili olup bu hastaliga 6zgu iki
onemli marker oldugu bilinmektedir. Anti-Ku antikoru ise DNA’ya baglanan
p70/p80 niikleer protein ¢iftine kars1 gelismekte olup yaygin benekli ve nikleolar
boyanma gostermektedir. Anti-Ku antikorlarina sistemik skleroz, polimiyozit, ve
SLE hastaliklarinda siklikla karsilasildig: bilinmektedir. (39,44,48)

8) PCNA'’ya (cyclin=PL-5) Kars1 Olusan Antikorlar:
DNA replikasyonunda regilator olarak gorev yapan PCNA antijenine karsi

gelisen anti PCNA antikorlarinin, antijenin bu aktivitesini inhibe ettigi
bilinmektedir ve SLE hastalarimin %2-3' iinde pozitiflik gostermektedir. (39,48)
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9) Romatoid Artrit ile Iliskili NUkleer Antijene (RANA) Karsi Gelisen
Antikorlar:

RANA’ya karsi gelisen antikorlar RF ile benzerligi bulunmayan 1gG
yapisinda antikorlardir. Sadece Epstein Barr virusu ile transforme hiicrelerde
gorilduklerinden RA hastalarinda bulunmalari EBV'nin olasi patojenik rolini
desteklemektedir. Bu antikorlar RA hastalarinin gogunda, diger BDH’da ve
normal bireylerin ise az bir kisminda bulunmaktadir. (39,43,44)

10) Anti Ma Antikorlari:

SLE hastalarinda saptanan anti Ma antikorlarimin hastaligin ciddiyetini ifade
ettigi ve bobrek tutulumu, hipertansiyon, norolojik hastalik, kompleman
dizeyinde azalma, hepatosplenomegali, lenfadenopati ile iliskili oldugu
bilinmektedir. Asidik bir protein olan Ma antijenin nefrit atagindan hemen 6nce
dolasimda gorilmeye baglandig: bildirilmistir. (39)
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Tablo 3. ANA Subtipleri ve Antijenlerleliskileri (61)

Anti sentromer
Anti RNA polimeraz |
Anti fibrillarin
Anti PM-Scl
Anti Jo-1

Anti PL-7
Anti PL-12
Anti Ku

Anti Mi-1
Anti Mi-2
Anti PCNA
Anti RANA
Anti Ma

Antikor Antijen

Anti ssSDNA DNA'’ nin deoksi ribofosfat iskeleti

Anti dsDNA Parin, pirimidin

Anti histon Histon proteinleri ( H1, H2A, H2B, HS3,
H4)

Anti Sm U1-U6 RNA proteinleri

Anti RNP Ula Ulb

Anti SS-A hY, hY 3, hY4, hY5 proteinleri

Anti SS-B RNA  polimeraz IlI'teki  fosforile
proteinler

Anti Scl-70 DNA topoizomeraz |

Kinetokor proteinleri

RNA polimeraz |

U1-U3 kompleksindeki nikleer proteinler
Bilinmiyor

Histidil-tRNA sentetaz

Treonil-tRNA sentetaz

Alanil-tRNA ve Alanil-tRNA sentetaz
DNA’ya bagli proteinler

Nukleolar proteinler

Bilinmiyor

DNA polimeraz delta proteini
Muhtemelen EBNA-1

Nukleer asidik protein
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1.5 TANI YONTEMLERI

Gunumuizde otoimmiin hastaliklarin tanisinda kullanilan gok gesitli teknik ve
yontemler bulunmaktadir. Ancak klinik bulgulardan bagimsiz bir sekilde yalmzca
laboratuar testlerine dayanarak taniya gitmenin yanlisligi 6nemle vurgulanmaktadir.
Klinik bulgularin daima oncelikli olmast ve bunun isiginda test istemlerinin
yapilmas: gerekmektedir. Kisaca testler: klinik gostergeleri dogrulamak ve
desteklemek, klinik bulgular ve prognozdan farkli altgruplar: ayirt etmek, uygulanan
tedaviye kars1 hastadaki tepkiyi degerlendirmek ve tedavi amacli kullanilan ilaglarin
yan etkilerini ortaya koymak amaciyla kullamimalidir. Bunun yani sira otoimmiin
hastaliklarda ortak olan 6zellikler tanida biiytk 6nem tasimaktadir. Bunlar:

1) Hipergammaglobulinemi: Serumda normalin Uzerinde gammaglobulin

bulunmasidir.

2) Otoantikorlar: Hucre ve dokularda antijenik Ozellik gosteren yapilar
bulunmakta ve normalde bunlara karsi gelisebilecek immin yanit tolerans
mekanizmalariyla baskilanmaktadir.

3) Hasta dokularda Ig ve kompleman birikmesi: Antijen-antikor kompleksine
komplemanin da baglanmasi ve dokularda bu immin kompleksin birikmesi,

serumdaki C3 ve C4 dizeyini dustrmektedir.

4) Hasta dokularda lenfosit sayisinin artmasi: Dokularda lenfosit sayisinin
artmasi inflamasyona isaret etmektedir.

5) Imminiteyi baskilayan ilaglar kullanildiginda hastalik  semptomlarinin
iyilesmesi: Aktif hastalik doneminde kortikosteroid kullanimimin birgok

otoimmuin hastalig1 baskiladigi goralmastar.

6) Otoimmuniteyleiliskili ¢esitli lezyonlarin saptanmasi (34)
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Otoimmiin hastaliklarin tamisinda 50 yili askin bir siredir otoantikorlar
kullanilmaktadir. 1948 yilinda Hargraves ve arkadaslarinin LE hicreleri Uzerindeki
calismalart ANA Uzerine yapilan ilk laboratuar testi olmustur. (49) Bu yontem o
dénemlerde klinisyenler icin SLE hastaliginin tamsini destekleyebilecek 6nemli bir
bulus olarak gorulmistur. Daha sonraki yillarda ise LE hicrelerinin SLE tamst igin
duyarli ve spesifik bir yontem olmadigina karar verilmistir. Bunu takiben
gerceklestirilen bir ¢ok calisma sonucu, LE hiicre fenomeninden sorumlu cesitli
niikleer yapilara karsi gelisen antikor toplulugunun farkina varilmistir. Bunlar bugtin
ANA baslig1 altinda toplanmaktadir. 1950'li yillarda ANA tespitinde, hayvan doku
substratlar1 kullanilarak uygulanan immunofloresans (IF) teknikleri gelistirilmistir.
Gunumuizde ise bu amagla bir gok yontem kullanilmaktadir. (3,50) Bu yontemlerden
bazilar::

1) Immunodifiizyon

2) Counter Immiinoelektroforez
3) Immiinoblot

4) Radyoimmiinoprespitasyon
5 RIA

6) ELISA

1.5.1 immiinofloresan Antikor Testi

Romatolojik hastaliklarin  tamsinda ANA  arastirilmast  blyldk  6nem
tagimaktadir. GUnuimuize kadar bu amag icin bir gok teknik gelistirilmistir ancak en
eski yontemler arasinda bulunan IFA teknigi hala kullammdaki en yaygin yontem
olma 6zelligini korumaktadir. immiinodifiizyon, counter immiinoelektroforez (CIE),
imminoblot, RIA ve ELISA gibi yeni teknikler antikor spesifikligi saglamasi
acisindan kullanilan diger tekniklerdir. 1FA ise duyarlilik, uygulama kolayligi ve
distk maliyeti nedeniyle avantajl1 gortlmektedir.( 51-55)

IFA tekniginde uygun substrat segimi blyik 6nem tasimaktadir. Bir gok doku
kesiti ve hiicre kultirleri substrat olarak kullanilabilmektedir. Ancak substrat olarak
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cok gesitli kaynaklarin kullamilmasi ve konjugatlar icin belirlenmis bir standardin
bulunmamasi 6nemli olumsuzluklardir. Degerlendirme ise tamamen yorumlayan
kisinin bilgi ve deneyimine birakildig: igin laboratuar ici ve laboratuarlar arasi
calismalar karsilastirildiginda farkli sonuglar ortaya cgikabilmektedir. Floresans
mikroskobisiyle ilgili problemler de IFA teknigini olumsuz bir yonunu
olusturmaktadir. (40)

IFA tedinde yaygin olarak karaciger doku Kkesitleri kullanilmaktaydi.
Gunimuizde ise bunun yerini Hep-2 hicreleri almistir. Bu hicrelerin buyik
nikleuslar1 bulunmakta ve hicre siklusu boyunca farkli sekillerde sergilenen
antijenlerin belirlenmesine imkan vermektedir.

ANA pozitifligi 4 ana boyanma sekli ile gorilmektedir: homojen, benekli,
periferal ve niukleolar. Bu paternler belirli hastaliklarin tamsinda buyik ©6nem
tasimaktadir.

NuUkleusun tamaminin ayni yogunlukta boyanmasi ile homojen patern ortaya
cikmaktadir. Bunun nedeni deoksiribontikleoprotein (DNP), dsDNA, histonlar ve
ssDNA'ya kars1 gelisen antikorlarin homojen boyanma 6zelligi gostermesidir.

Benekli boyanma ise nikleusta dagilmis halde bulunan antijenlere karsi
gelisen antikorlardan kaynaklanmaktadir ve buyuklik itibariyle kaba benekli, ince
benekli, kaba ve/veyaince benekli olarak farkli gorintimler vermektedir.

Periferal boyanma, nukleusun merkezi boyanmadigi halde gevresinin yogun
bir bicimde boyandig1 paterndir. Bunun kondanse olmus kromozomun etrafindaki

metafazik hiicrelere kars1 gelisen antikorlarla olustugu bilinmektedir.

Nukleolar boyanma ise genellikle diger boyanma sekilleriyle birlikte gorilen
karisik tipte bir floresan boyanmay: gostermektedir. RNAaz ve tripsine kars1 duyarli
olmast bu boyanmanin nikleolar RNA proteinine karst gelisen antikorlarla
gerceklestigini dustindirmektedir. (40,56)
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SLE tanisinda blyik 6neme sahip anti dsDNA antikorlarinin saptanmasinda,
substrat olarak insanlar icin patojen olmayan Crithidia luciliea hlcreleri
kullanilmaktadir. Bu mikroorganizma, modifiye biyik bir mitokondri ve stabil halde
sirkiile dsDNA igeren kinetoplastlara sahiptir. C. luciliae, kultiri kolay yapilan bir
parazittir ve kinetoplast DNA’s;, RNA ve nikleer proteinlerle iliskili degildir.
Floresans ANA (FANA) testinin aksine bu yontem anti DNA igin %95’ in tstiinde bir
spesifiteye sahiptir ve bu sebeple SLE tarisi i¢in oldukga uygundur. (57,58)

1.5.2 immiinodiffiizyon

Gecmis yillarda IFA yontemiyle belirlenen pozitiflikler ANA spesifitesine
isaret etmistir. Ancak cesitli arastirmalar klinik ozellikleri SLE olan ancak IFA testi
negatif bir hasta grubu tammlamis ve bunu ANA negatif lupus olarak
isimlendirmistir. Bu hastalarin serumlart immunodiffiizyon yontemi ile calisildiginda
ANA [IFA testi negatif olmasina ragmen SS-A/Ro antijenlerine karsi gelisen
antikorlar  pozitif sonug vermistir. (59) Bu sebeple gelismis arastrma
laboratuarlarinda  standard indirek  imminofloresans  teknigi ile  birlikte
immunodiffiizyon metodu da kullamlarak ANA bakilmast yayginlagmustir.

Immunodifflizyon yontemi ile monospesifik bir prototip serum ile timus ve
dalak doku ekstrakteleri kullamimaktadir. DNA gibi blyik molekillerin agarda
difftizyonu zayif oldugu icin bu yontemle anti DNA tayini zor gerceklesmektedir.
(60)

1.5.3 Counter Immiinoelektroforez (CIE) Y éntemi

Immuinodiffiizyon teknigine gore daha hassas oldugu bilinmektedir. DNA ve
RNA gibi asidik antijenleri katodal (-) kuyucuga, 6zgul antikorlar1 ise anodal (+)
kuyucuga yerlestirilerek elektroforez islemi uygulanmaktadir. Bu yontemde antijen
kaynagi olarak kaba ektreler kullamlir, duyarliligi kismen yuksektir ve yikler
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sayesinde farkli antijenler kolaylikla tanimlanabilmektedir. Ancak basit antijenleri
saptayamamasi ve serumda ancak 10 mg/ml antikora gereksinim duymast gibi
sinirlamalart bulunmaktadir.(61)

1.5.4 immiinoblot

Gunumuiizde, immunoblot teknigi antikor spesifitesini tammlamak igin
zorunlu bir test haline gelmistir. Temel olarak, antijen preperasyonlari poliakrilamid
jel elektroforezi (PAGE) ile ayrilmakta ve nitroseliloz mebrana elektrotransferi
gerceklesmektedir. Sonraki asamada dilUe edilmis hasta serumu ile inkibasyon
gerceklesmekte ve antikor reaktivitesi radyoaktif isaretli veyaenzim isaretli ikinci bir
regjant ile belirlenmektedir. Coztinmis proteinlerin poliakrilamid jelden nitroselliloz
membrana elektrotransferi proteinlerin kantitatif tayinini mimkun hale getirdigi gibi
transfer stireci icinde ayrilmig proteinlerin tamamen ¢ozilmesini saglamaktadir. Bir
sonraki achmda kat1 ylzeye tutunmus antijenler antikor veya diger regantlarla
kolaylikla birlesebilmektedir. (62)

Imminoblot teknigi, nikleer antijenlere karsi gelisen antikorlarin  alt
gruplarint birbirinden ayirarak belirleyebilme imkam tammaktadir. Bu alt gruplar,
baz1 otoimmiin hastaliklarin varligina isaret etmektedir. Ornegin Sm antijenine kars:
gelisen antikorlar SLE varligina isaret etmektedir. Anti Scl-70 veya fibrillarine kars1
gelisen antikorlar ise sklerodermay: distndirmektedir. Hasta serumunda Anti SS-A
ve Anti SS-B antikorlar1 genellikle sjogren sendromunda ve SLE’de gorilse de bu
hastaliklar igin spesifik markerler olarak kabul edilmemektedir. Optimal kosullarda
fibrillarine kars1 gelisen antikorlar kiimeli niikleolar floresans paterni gostermektedir.
Ancak deneyim sahibi biri, bu paterni dogru degerlendirebilmektedir. Bu agidan
immunoblot tekniginin daha guvenilir sonug verecegi distinulmektedir.

Immiinoblot tekniginin genellikle spesifik ve duyarl oldugu disuntlr. Diger
yontemlerde, kullanilan kontrollerle hatasiz bir sonuca ulasildigindan emin olunmasi
onemlidir. Bu agidan imminoblot teknigi bilinen antikor kontrolleri ile
degerlendirme imkan: saglamaktadir.
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ANA’ya sistemik romatolojik hastaliklarin tamsinda 6nemli bir unsur olarak
ilginin biyumesi klinik laboratuarlarda immuinoblot tekniginin yer almasim
saglamustir. |FA gibi yaygin metodlar ANA belirlenmesinde bazen yeterince duyarlt
ve kesin olmamaktadir. Immiinoblot teknigi, otoantikorlarin molekiler dizeyde
spesifitesini belirlemekte bir sonraki adim olarak gosterilmektedir. (63)

1.5.5 Radyoimmunoprespitasyon

Bu teknikte kiltiire alinmis hiicreler %S (proteinleri isaretlemek icin) veya
¥p (niikleik asitleri isaretlemek icin) ile inkiibe edilmektedir. Daha sonra sentetik
boncuklara baglanmis hasta antikorlari, isaretlenmis antijenlerle baglanmaktadir. Bu
antijenler boncuklardan ayrilarak poliakrilamid jel Gzerine dokilerek elektroforetik
ortamda boylarina gore ayristirlmaktadir.  Jelin  radyografisi  ¢ekildiginde
otoradyografide isatllenmis ilgili antijenler bantlar seklinde gortlmektedir. (38)

Radyoimmiinoprespitasyon teknigi yiuksek dizeyde duyarlilik ve spesifite
gibi bircok avantaja sahip bir sistem olarak kabul edilmektedir. imminodifiizyon
yontemi ile karsilastirildiginda Ro gibi kiigik hticresel kompanentlere karsi gelisen
antikorlarin ~ ve hatta U1l ve RNP gibi antijenlere karsi gelisen antikorlarin

belirlenmesinde ¢ok daha duyarli oldugu gortlmustir. (64)

1.56RIA

Bu teknik Ozellikle anti DNA analizinde kullamilan bir yontemdir. Kabaca
iki gruba ayrilmaktadir: Solid faz RIA ve Solubl Faz RIA. Solid faz RIA tekniginde
antijen kat1 bir ylzeye kaplanmaktadir. Spesifik antikorlar antijene baglandiktan
sonra, buna baglanabilecek radyoaktif isaretli insan anti-globulin antikoru ortama
eklenmektedir. Son asama gama sayict ile ortamdaki radyoaktivitenin
belirlenmesidir. Hasta serumundaki antikor miktar1 ise standard serum kullanilarak
belirlenmektedir. Solubl faz RIA tekniginde ise kat1 bir ylzey yerine ortam olarak
solusyonlar kullamlmaktadir. Anti dsSDNA antikorlarimin belirlenmesinde kullamlan
Fahr testi bu teknigin prototipidir. Hasta serumundaki ds DNA antikorlar1 ortamdaki
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isaretli DNA’ya baglandiktan sonra ortama katilan NH,SO, serbest haldeki DNA
yerine antikora baglanmakta ve antikorun bagli bulundugu DNA’y1 ¢oktirmektedir.
Cokelti miktar1 hasta serumunda mevcut anti dSDNA miktari ile dogru orantilidir.
Son olarak c¢okeltinin radyoaktivitesi Olglltp total radyoaktiviteye oranlanarak
sonuclar yizde degerleriyle belirlenmektedir. Normal bir serumun DNA baglama
kapasitesi yaklasik % 20 iken SLE’ de bu oramin %100 oldugu bilinmektedir. (38,60)

1.5.7ELISA

Ikinci antikorun baglanmasina kadar uygulanan asamalar solid faz RIA
yontemine benzemektedir. ELISA’ da ortama katilan ikinci antikor, radyoaktif bir
izotop yerine alkalen fosfataz veya peroksidaz gibi bir enzimle bagli bulunmaktadir.
Daha sonraki basamakta ortama eklenen substrat ile bu enzim reaksiyona girmekte
ve renk agiga ¢ikmaktadir. Reaksiyon durdurulduktan sonra optik bir okuyucu ile
rengin koyulugu olcilup standart serumla karsilastirma yapilarak kalitatif veya
kantitatif bir sonug verilmektedir. (38)

ELISA yontemi Ozellikle dSDNA ve ssDNA’ya karsi olusan antikorlarin
belirlenmesinde kullamimaktadir. Bunun yamnda anti ENA ve anti kardiyolipin
antikorlarin  belirlenmesinde de tercih edilmektedir. Pikogram ve nanogram
diizeyinde sonug verebildigi icin RIA yonteminden daha ¢ok tercih edilmektedir.
Ayrica ELISA yonteminde total ANA tespiti de yapilmaktadir. Ancak SS-A ve SS-B
nikleusta az miktarda bulunduklarindan ELISA ile iyi belirlenememektedir. Fakat bu
durum total ANA teshitinde 6nemli bir sorun olarak gorilmemektedir.

ELISA tekniginin duyarlilig:1 yuksektir. RIA’ya gore daha ucuz ve guvenilir
oldugu bilinmektedir. Kisa zamanda daha ¢ok hasta tzerinde ¢alisilabildigi icin ve
nikleus icinde yaygin halde bulunan ANA’lar1 daha kolay belirledigi icin IFA
yonteminden daha kullanislt bir yontem olarak kabul edilmistir. Ancak 6zgulliginin
distk olmasi nedeniyle yanlis pozitifliklere sik rastlanmaktadir.(60, 65)
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1.5.8 Diger Teknikler

Ozellikle RA hastaliginin tamsinda 6nem tasiyan RF tayininde rapid slayt
test, nefalometre ve ELISA yontemleri kullanilmaktadir. Ayrica western blot ile
peptit yapida, southern blot ile DNA yapisinda ve northern blot ile RNA yapisinda
antijenlerin tayini yapilmaktadir. Flow sitometri teknigi romatolojik hastaliklarda
serum ve sinoviyal sivida hicre tiplerinin - belirlenmesi  gibi amaglarla
kullanilmaktadir. Otoimmiin hastaliklara yol agabilecek mikroorganizmalarin tayini
ve gesitli infeksiydz agjanlarin romatolojik hastaliklarla iliskilerinin ortaya konmasi
gibi nedenlerle PCR teknigi kullanilmaktadir. Bunun yaninda eklem sinoviyasinda
bulunan ¢ssitli  sitokinlerin - MRNA’larimin - saptanmasi  ile  hastaliklarin
etiyopatogenezi hakkinda fikir sahibi olma amaciyla da PCR tekniine
basvurulmaktadir. (38, 66)

Tablo 4. Konnektif Doku Hastaliklar: ileiliskili Otoantikorlar ve Tamsinda
Kullanmlan Y dntemler (61)

Hastalik Otoantikor Tam Y ontemi
Romatoid Artrit A-RANA, RF Lateks agl Utinasyon,
Nefalometre, ELISA
SLE A-dsDNA, A-ssDNA, A-SS A, | IFA, RIA, Imminodifiizyon,
A-SS B, A-Sm, A-histon ELISA, Je Elektroforezi
Sjogren Sendromu A-SS A, A-SSB IFA, RIA, Imminodifiizyon,
ELISA, Je Elektroforezi
Skleroderma/ CREST A-Scl 70, A-sentromer IFA, Immiinodifiizyon, ELISA,
Jel Elektroforezi
Miks Konnektif Doku Hastalig1 | A-RNP Immiinodifiizyon,
Hemagl (itinasyon,
Jel Elektroforezi
Polimiyozit A-PM 1, A-Jo1 Immunodifiizyon,
Jel Elektroforezi
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1.6 EPIDEMiYOLOJi

Otoimmiin hastaliklarin genellikle nadir gérilen hastaliklar arasinda oldugu
dustinulse de, mortalite ve morbidite tzerindeki etkileri dikkate alindiginda bu oramin
oldukca yiksek oldugu bilinmektedir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD) nde
otoimmin hastaliklar 65 yasin altindaki gencler ve orta yash kadinlar arasinda
onemli bir 6lum nedeni olarak gosterilmektedir. (67) Bu hastalik grubunun bir
cogunun kroniklesmesi, saglik alamnda, ekonomik anlamda ve yasam kalitesi
Uzerinde kayda deger kayiplara yol agmaktadir. (68)

Otoimmin hastaliklarin  neredeyse tamamu kadinlar1 daha fazla
etkilemektedir. Tiroid, skleroderma, SLE, sogren sendromu gibi hastaliklarin
kadinlarda gorilme sikhigi %85'in  Uzerindedir. RA, sistemik skleroz gibi
hastaliklarda ise bu oran %60-75 arasinda degismektedir. Kadin ve erkekler arasinda,
Tip 1 diabet gibi bazi otoimmiin hastaliklarin ¢ocukluk déneminde baslama riskinin
ise asag1 yukari bir birine esit oldugu bildirilmektedir. Diger taraftan juvenil RA gibi
hastaliklarin ise kadinlarda baskin oldugu bildirilmistir. Son ¢alismalar ise yetiskin
diabet baslangicinda erkeklerin kadinlara oranla daha fazla risk tasicigi gostermistir.
(69,70)

Otoimmiin hastaliklarin yasa bagli gorilme sikhginda kayda deger bir
farklilik bulunmadig: bildirilmistir. Ancak Tip 1 diabet ve juvenil artrit gibi iki
onemli cocukluk donemi hastaliginda, hastalik baglangicinin yaklasik 8-10 yas
dolaylarinda goruldigi belirtilmektedir. Graves ve sistemik skleroz gibi hastaliklarin
ise genellikle 30-50 yas donemleri arasinda goruldugi bilidirilmektedir. Daha ileri
yas gruplarinda (40-70) gorulen hastaliklar arasinda da tiroid, sjégren sendromu ve
RA, gibi hastaliklar bulunmaktadir. (68)

Otoimmiin hastaliklardan SLE' nin erkeklere oranla kadinlarda 5-10 yil erken
goruldagu belirtilmistir. Ancak bu farkliligin sadece beyaz iwrkta gorilebilecegi
distntlmektedir. (71) Bunun aksine hipertiroidizmin kadinlara oranla erkeklerde

daha erken yaslarda goruldtgt bildirilmistir. (72)
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Otoimmiin hastaliklarda risk faktorleri Ulkeler arasinda veya ayni bolgede
yasayan etnik gruplar arasinda farklihik gosterebilmektedir. Ornegin Tip 1diabet,
Kuzey Avrupa Ulkelerinde, Gliney Avrupa ve Asya ulkelerine nazaran daha yaygin
gorilmektedir. (73) Hakkinda yeterli kamt elde edilememis olmasina ragmen
sistemik skleroz da bu duruma bir 6rnek olarak gosterilebilmektedir. (74)

ABD’de siyah 1k, beyaz wrka oranla SLE igin daha yuksek bir risk
tagimaktadir. Bunun yaninda, Tip 1 diabet hastaliginin insidansi ise beyaz irka oranla
daha nadir gorulmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde yasayan siyah irk ve
asyalilar, sistemik skleroz agisindan daha diisuk bir risk tagimaktadir. (68)

1.7 TEDAVI

Otoimmiin hastaliklarla iliskili bazi gelismeler tedavi dStratgilerinin de
olusumuna katkida bulunmustur. Kostimtlator molekillerin bloke edilmesi veya Th
(CD4+) hucrelerinin - monoklonal antikorlarla ortadan kaldirilmas: toleransla
sonuclanmaktadir. Genellikle bu tir gelismeler organ transplantasyonunda otoimmtin
hastaliklarin tedavisinde elde edilen sonuglardan daha basarili olmustur. Otoimmitin
hastaliklarda immunopatoloji, klinik semptomlar gelistigi zaman daha iyi
anlasiimaktadir. Bu sebeple glnimizdeki tedavi stratejileri dnceki nonspesifik
uygulamalarin aksine en iyi risk/fayda oramnin belirlenmesi ile mimkin olmaktadir.
(75)

Otoimmun hastaliklarin tedavisinde tizerinde durulan baz: stratejiler:
1) Anti Lenfosit Antikorlari: Th hicrelerine karst gelisen monoklonal
antikorlarin bloke edilmesi ve otoimmin hastalikla iliskili lezyonda baskin

halde bulunan bazi hicrelerin ortadan kaldirilmasimin RA gibi hastaliklarin
kontrol altinda tutulmasini saglayacagina inanilmaktadir.
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2) Anti Sitokin Antikorlari: TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlere karsi gelisen
monoklonal antikorlarin klinik alanda mimkin bir tedavi stratejisi oldugu
1990’ Ih yillarin baglarinda anlasilmistir. Ayrica monoklonal antikorlar yerine
TNF-o aktivitesini engellemek icin bu sitokinin baglanacag: reseptérin
engellenmesi de olasi bir tedavi secenegi olarak kabul edilmektedir.

3) Immiin Sistemin Baskilanmas:: Immin sistemin baskilanmasi, dokularin
fazla hasar gordigl durumlarda otoimmiin hastaliklarin ve inflamasyonun
kontrol altina alinmasi veya organ transplantasyonu sonrasi transplantin
reddedilmesini 6nlemek amaciyla sikga kullamimaktadir. Bu amacla yaygin
olarak glukokortikoidler, azitoprin, metotreksat, siklosporin, siklofosfamid ve
merkaptopurin kullanilmaktadir. (76, 77)
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2. GEREC VE YONTEMLER

Calismamiza, Aralik 2004-Aralik 2005 tarihleri arasinda Afyon Kocatepe
Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarr’ na farkl:
kliniklerden IFA calisiimak Uzere ANA ve Dot Blot calisiimak tzere Otoimmiin
panel istemiyle gonderilen hasta serumlarindan, bu testlerden en az birinde pozitiflik
gorilmis 85 kadin ve 32 erkek toplam 117 6rnek dahil edilmistir. Her bir serum
IFA, Dot Blot ve ELISA yontemleriyle sonuclar karsilastirilmak tzere calisilmustir.

2.1. ANA POZIiTiFLiGIiNIN BELIRLENMESI

Laboratuvarimiza gonderilen serumlarda, yapilan isteme uygun olarak |FA ve
Dot Blot testleri calisiimistir. IFA yonteminde pozitiflik saptannus ve patern
belirlenmis, negatifligin goruldigl titreye kadar aynmi test ile calismaya devam
edilmis, bunu miteakiben Dot Blot testi ¢alisilmstir. Dot Blot yonteminde, membran
striptlerinde mevcut bulunan alt grup dagilimina bakilmis, bunlardan en az birinde
pozitiflik saptanmis serumlar 1FA teknigi ile degerlendirilmis, bu yontemde pozitiflik
saptanmigsa negatifligin goraldugu titreye kadar ¢alismaya devam edilmistir. IFA ve
Dot Blot yontemleri ile calismasi tamamlanmis pozitif serumlar ELISA testi
calisiimak tzere derin dondurucuda (-20°C) muhafaza edilmistir. ELISA yonteminde
ANA pozitifligi, total Anti ENA antikor pozitifligi bakilarak saptanmustir.

22.1FA

Laboratuarimiza ANA ve/veya Dot Blot istemiyle gelerek pozitif olarak
degerlendirilmis serumlar negatifligin saptandig: titreye kadar 1/40-1/3200 oranlari
arasinda dilue edilmistir. Ticari kit olarak Euroimmin kullamlmis ve calismalar

prosedire uygun olarak yapilmistir.
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Kullanllan IFA dlaytlarimin  her bir bdélmesinde pozitiflik ve patern
belirlenmesi igin Hep-2 ve sonuclarin desteklenmesi igin primat karaciger hiicreleri
bulunmaktadr.

Calisma Prosediri:

Serum dilGsyonu, yikama ve konjugat dilisyonu icin PBS-Tween 20 karisim 1
litre distile su i¢inde ¢goztinmeye birakil mustir.

1) Slaytlarla uyumlu zemin Uzerindeki her bir bélime pozitif kontrol, negatif
kontrol ve serum diliisyonlarindan 25um pipetlendikten sonra Uzerine IFA
slatlar1 yerlestirilmis ve 30 dakika inkbasyona birakil mistir.

2) Slaytlar zemin Uzerinden cikarilarak PBS-Tween 20 icerisinde 5 dakika
yikanmis ve kurumaya birakil mstir.

3) Zemin Uzerindeki her bir bolmeye 1/5 oraninda PBS-Tween 20 ile dilte
edilmis konjugattan 20um pipetlenip Gzerine kurumus slaytlar kapatilarak 30
dakika inktibasyonda bekletilmistir.

4) Slaytlar PBS-Tween 20 karisiminda 5 dakika yikanip kurumaya birakil mustir.

5) Slaytlarla uyumlu lamel Gzerine 40um gliserol damlatilip Slaytlar
yerlestirildikten sonra |FA mikroskobunda, 40'lik objektifte sonuclar
degerlendirilmistir.

Degerlendirme asamasinda floresans mikroskobu olarak Nicon Eclips E200
kullanilmistir. Bu asamada pozitifligin yaminda hiicre nikleusu ve sitoplazmik
kompanentlere karst gelisen homojen, nikleer membran, nikleoplazmik dot,
nikleoplazmik grantler, nikleolar, mitotik hucreler, sitoplazmik grantler ve
sitoplazmik flamentéz olarak 8 ana patern dikkate aimnmustir. Her serum igin
uygulanacak titreler sirasiyla: 1/40, 1/100, 1/200,1/400, 1/800, 1/1600 ve 1/3200
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olarak belirlenmistir. 1/40'l1ik dilisyondan baslanarak calisilan serumlar pozitiflik
yakalandik¢a her defasinda bir Gst titreye alinmustir. Negatifligin olustugu titrenin bir
altindaki deger pozitif olarak kabul edilmistir. Son olarak 1/3200'de hala pozitif

veren serumlar icin *’ 1/3200 ve Uzeri pozitif’’ sonucucu verilmistir.

2.3.DOT BLOT

Laboratuarimiza Dot Blot istemiyle gelen ve/veya ANA IFA testi pozitif
saptanmis serumlar Dot Blot  teknigi ile degerlendirilmistir. Ticari kit olarak
Euroimmun kullanilmis ve galismalar prosediire uygun olarak gergeklestirilmistir.

Calisma proseduri:

1) Calismaya baslamadan 6nce inkiibasyon kanallarina yerlestirilen membran

striptleri, 1.5 ml kullanima hazir sample buffer ile 5 dakika inkiibe edilmistir.

2) Sample buffer ile 1/101 oraminda diliie edilmis serumlardan inkibasyon
kanallarina 1.5 ml pipetlenerek 30 dakika inkiibasyona birakilmistir.

3) Digtile su ile 1/10 oraminda diltie edilen 1.5 ml wash buffer ile her kanal 5
dakika yikanmis ve bu islem Uc¢ kez tekrarlanarak toplam 15 dakika

uygulanmustir.

4) Sample buffer ile /10 oraminda diliie edilen konjugattan her bir inklibasyon
kanalina 1.5 ml ilave edilerek 30 dakikalik inklibasyon asamasina gegilmistir.

5) 2. asamadaki yikama islemi aynen uygulanmustur.

6) Kullamma hazir olan substrat her bir inktibasyon kanalina 1.5 ml pipetlenmis
ve 10 dakika inktibasyon gergeklestirilmistir.
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7) Her bir inkibasyon kanalina 1.5 ml distile su ilave edilerek reaksiyon
durdurulmus ve striplerde pozitif kontrole uygun bir renklenmenin olup
olmadigina bakilmistir. Sonuglar negatif (-) ve pozitif (+) olarak
degerlendirilmistir.

Membran striplerinde, ANA at grubu olarak kabul edilen anti-ENA
antikorlarimin her birine ait 6zel bir gizgi bulunmaktadir. Striptin en alt kisminda ise
calisma sonunda tim striptlerde renklenmesi beklenen pozitif kontrol bulunmaktadir.

Sonuglar pozitif kontrol gizgisine gore degerlendirilmistir.

Strip Uzerinde 1 pozitif kontrol ve 14 alt grup bulunmaktadir. Bu alt gruplar
srasiylas SS-A, SS-B, Sm, Scl-70, Ro-52, RNP/Sm, PCNA, PM-Scl, Nikleozom,
Jo-1, Histon, CENP-B, dsDNA ve AMA-M2 alt gruplaridr.

24.ELISA

ANA agisindan IFA ve Dot Blot testleri calisilmis ve en az birinde pozitiflik
saptanmis serumlar son olarak ELISA teknigi ile degerlendirilmistir. Ticari kit olarak
ORGENTEC kullarnilmis ve galisma prosedirre uygun olarak gergeklestirilmistir.

Bu yontemde kullamma hazir mikroplet igindeki her bir kuyucuk SS-A 52
(Ro-52), SS-A 60 (Ro-60), SS-B (La), RNP/Sm, RNP-70, RNP-A, RNP-C, SmBB’,
Sm-D, SmE, SmF, Sm-G, Scl-70, Jo-1, dsDNA, ssDNA, polinikleozomlar,
mononikleozomlar, histon kompleksi, histon H1, histon H2A, histon H2B, histon
H3, histon H4, PM-Scl-100, sentromer antijenleri ile kaplidir. Diltie edilmis hasta
serumunda bu antijenlerin herhangi birine karsi antikor bulunuyorsa yikama
asamasinda ortamdan uzaklagsmayacaktir. Horseradish peroksidaz (HRP) 6zgll
antijeni ile birlesmis antikora baglanacak insan Ig G antikoru ile konjuge haldedir.
Ortama ilave edildiginde konjugat-antikor-antijen kompleksi olusmaktadir. hasta
serumunda 6zgul antikor bulunmuyorsa ilk yikamada ortamdan uzaklasacag: igin
ikinci yikamada konjugata baglanmayan antikorlar da giderilecektir. Enzim substrat

ortama ilave edildiginde konjugatla baglanmasi sonucu hidroliz reaksiyonu meydana
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gelecek ve mikropletteki her bir kuyucukta mavi renk olusumu gézlenecektir. Stop

solusyonu ise reaksiyonun sonlanmasi ve olusan mavi rengin sartya donisiminden

sorumludur. Sonuclar 450 nm’ de fotometrik olarak 6lgtlmektedir.

Calisma proseduri:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Hasta serumlar1 1/100 oraninda hazir sample buffer ile dilte edilmistir.

Hazir mikroplet Uzerindeki ilk G¢ kuyucuga sirayla pozitif kontrol, negatif
kontrol ve cut-off kontrolden; diger kuyucuklara ise hasta serumu
dilusyonlarindan 100 pl pipetlenmis ve oda isisinda 30 dakika inkiibasyona
brrakil mistir.

1/5 oraminda distile su ile dilie edilmis wash buffer ile her asamada bir
kuyucuga 300 pl pipetlenecek sekilde toplam 3 defa yikama yapil mistir.

Mikroplet Gzerindeki her bir kuyucuga 100 pl enzim konjugat ilave edilerek
15 dakika inkuibasyona birakil mustir.

3. asamadaki yikama islemi uygulanmustir.

100 pl TMB substrat her bir kuyucuga pipetlendikten sonra 15 dakika
inkUbasyona birakil mustir.

Hazir stop solusyonundan 100 pl pipetlenerek her bir kuyucuktaki enzim-
substrat reaksiyonu durdurulmustur.

Mikroplet ELISA okuyucusu ile 450nm optik dansisistede degerlendirmeye

alinmugtr.
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9) |ndekS degal (IV): ODhaga surumu / ODcut-off Olarak he%planmls, ODCUt-Off
degerinden duUsik sonuclar negatif, yiksek sonuclar pozitif olarak
degerlendirilmistir.

2. 5. ISTATISTIiK SEL ANALIZLER

Calismamizda IFA yontemi referans yontem kabul edilerek Dot Blot ve
ELISA tekniklerinin, duyarlilik (sensitivite), Ozgullik (spesifite) degerlerleri
hesaplanmistir. Duyarlilik, testin gercek pozitifleri belirleyebilme oramni, 6zgulltk
ise testin gercek negatifleri belirleyebilme oranini ifade etmektedir.

Duyarlilik= ( Gergek pozitif / ( Gergek pozitif + Yanlis negatif ) ) X 100

Ozgiilliik= ( Gergek negatif / ( Gergek negatif + Y anlis pozitif ) ) X 100

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

49

3. BULGULAR

Calismamiza dahil edilen 85 (%72.6) kadin, 32 (%27.4) erkek olmak Uzere
toplam 117 hasta serumundan 81’1 (%69.2) farkl titrelerde IFA , 98’1 (%83.8) Dot
Blot ve 56'st (%47.9) ELISA tekniginde pozitif olarak belirlenmistir. Hastalarin
kliniklere gore dagilimi Tablo 5, cinsiyete gore dagilimu Tablo 6’ da gosterilmistir.

Tablo 5. Hastalarin Kliniklere Gore Dagilim

Klinik Frekans Y Uzde (%)
Dahiliye 52 44.2

FTR 21 17.9
Cocuk Saglig 13 11.1
Dermeatoloji 5 4.3
Infeksiyon 5 4.3

Diger 21 17.9

Tablo 6. Hastalarda Cinsiyet Dagilimi

Cinsiyet Frekans Y Uzde
Kadin 85 72.6
Erkek 32 27.4
TOTAL 117 100.0

IFA yonteminde pozitif olarak degerlendirilen 81 (%69.2) serum Ornegide
titrelere gore dagilim; 1/40'hikk 20 (%30.8) , 1/100'luk 30(%25.6), 1/200'luk 10
(9%8.5), 1/400'lUk 3 (%2.6), 1/800'lUk 6 (%5.1), 1/1600'luk 4 (%3.4), 1/3200 ve
Uzeri 8 (% 6.8) olarak bulunmustur. Calisilan 117 hasta serumundan 36’ st (%30.8)
IFA yontemiyle negatif olarak degerlendirilmistir. IFA yonteminde titrelere gore
dagilimi Tablo 7’ de Ozetlenmistir.
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Tablo 7. IFA Yonteminde ANA Poztifliginin Titrelere Gore Dagilimi

IFA Frekans Y Uizde
Negatif 36 30.8
1/40 20 17.1
1/100 30 25.6
1/200 10 8.5
1/400 3 2.6
1/800 6 51
1/1600 4 34
1/3200 ve Uzeri 8 6.8
TOTAL 117 100.0

Tablo 8. Dot Blot Ydnteminde Alt Gruplara Gore Dagilm

Dot Blot Frekans Y Uizde
SSA 27 231
SSB 14 12.0
Sm 4 34
Scl-70 3 2.6
Pm-Scl 15 12.8
Ro-52 31 26.5
RNP/Sm 5 4.3
PCNA 1 0.9
NUkleozom 12 10.3
Jo-1 1 0.9
Histon 2 1.7
CENP-B 14 12.0
dsDNA 10 85
AMA-M2 13 11.1
TOTAL 117 100.0
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Calisilan hasta serumlarindan 98'i Dot Blot yonteminde, farkli alt gruplarda
pozitif olarak saptanmustir. Alt gruplarina gére: SS-A 27 (%23.1), SS-B 14 (%12.0),
Sm 4 (%3.4), Scl 70 3 (%2.6), Pm-Scl 15 (%12.8), Ro-52 31 (%26.5), RNP/Sm 5
(%4.3) , PCNA 1 (%0.9), nikleozom 12 (%10.3), Jo-1 1 (%0.9), histon 2 (%1.7),
CENP-B 14 (%12.0), dsDNA 10 (%8.5), AMA-M2 13 (%11.1) olarak bulunmustur.
19 6rnek ise negatif olarak degerlendirilmistir. Dot Blot tekniginde altgrup dagilimi
Tablo 8de, IFA yontemindeki titrelere gore dt grup dagilimi ise Tablo 9'da

verilmistir.

Tablo 9. Dot Blot Yonteminde Alt Gruplarin IFA Yonteminde Titrelere Gore

Dagilim

DOT IFA

BLOT Negatif 1/40 1/100 1/200 1/400 1/800 1/1600 1/3200 Toplam
SS-A 9 3 3 1 - 3 3 5 27
SSB 3 2 4 1 - 1 - 3 14
Sm - 1 1 1 - - 1 - 4
Scl-70 2 1 - - - - - - 3
Pm-Scl 5 5 3 1 - 1 - - 15
Ro-52 6 4 8 2 1 3 2 5 31
RNP/Sm - 1 - - - 2 1 1 5
PCNA - - 1 - - - - - 1
Nukleozom | 4 1 2 1 - 3 - 1 12
Jo-1 1 1
Histon - - - - - 1 - 1 2
CENP-B 3 3 2 6 - - - - 14
dsDNA 3 1 3 1 - 1 - 1 10
AMA-M2 4 1 2 2 1 1 - 2 13
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IFA ve Dot Blot yontemleri ile calisildiktan sonra ELISA yontemi ile
degerlendirilen toplam 117 serum Orneginden 55'i pozitif olarak saptanmustir.
Bunlardan 2'si (%1.7) diusuk, 351 (%29.9) normal, 5'i (%4.3) yiksek ve 13’0 (11.1)
cok yuksek degerlerde pozitif olarak sonug vermistir. 62 Ornek ise negatif olarak
saptanmustir. Calismamizin ELISA sonuglar: Tablo 10’ da 6zetlenmistir.

Tablo 10. EL1SA Y 6nteminde Saptanan Sonuclar

ELISA Frekans Y lizde
Negatif 62 %53.0
DusUk pozitif 2 17
Pozitif 35 29.9

Y Uksek pozitif 5 4.3
Cok yiksek pozitif 13 111
TOTAL 117 100.0

IFA ve Dot Blot yontemlerinden elde edilen sonuglar birbiri ile
karsilastirildiginda su veriler elde edilmistir. IFA yontemi ile negatif olarak
degerlendirilen 36 Ornekten tamami (%100) Dot Blot yontemi ile pozitif sonug
vermistir. Her iki yontemle negatiflik elde edilmemistir. Bunun nedeni 1FA ve Dot
Blot tekniklerinden en az biri pozitif olarak saptanan ornekler calismaya dahil
edilmistir. IFA pozitif érneklerin titrelere gore Dot blot teknigi ile karsilastirmast

Tablo 11’ de gosterilmistir.

Tablo 11. IFA ve Dot Blot Yontemlerinin Karsilastiriimas

DOT IFA
BLOT :

Negatif |1/40 1100 | 1/200 |21/400 |1/800 |1/1600 | 1/3200 | Total
Negatif | - 4 11 1 1 1 1 - 19
Pozitif |36 16 19 9 2 5 3 8 98
Total |36 20 30 10 3 6 4 8 117
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IFA ve ELISA yontemlerinden elde edilen sonuglar birbiri ile
karsilastirildiginda IFA negatif hastalardan 6'st ELISA ile pozitif , 30'u ise negatif
olarak saptanmustir. IFA pozitif Orneklerin titrelere gore ELISA yontemi ile
karsilastirmasi Tablo 12’ de gosterilmistir.

Tablo 12. IFA ve ELISA Yontemlerinin Karsilastirilmas
ELISA IFA

Negatif | 1/40 | 1/100 | /200 | /400 | 1/800 | 1/1600 | 1/3200 | Tota

Negatif | 30 20 11 - 1 - - - 62
Pozitif | 6 - 19 10 2 6 4 8 55
Total 36 20 3h0 10 3 6 4 8 117

IFA referans yontem kabul edilerek yapilan istatistiksel analizde Dot Blot
tekniginde, duyarlilik % 81.0, 6zgullik %50.0, pozitif prediktif deger %69.2 ve
negatif prediktif deger %65.4 olarak bulunmustur. ELISA yonteminde, duyarlilik
%71.7, 6zgullik %85.7, pozitif prediktif deger %93.1 ve negatif prediktif deger
%52.9 olarak bulunmustur. Dot Blot ve ELISA yontemlerinde istatistiksel analizler
Tablo 13'te gosterilmistir.

Tablo 13. Dot Blot ve ELISA Yontemlerinin istatistiksel Analizi

DOT BLOT ELISA

Duyarlilik %81.1 %71.7

Ozguill ik %50.0 %85.7
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5. TARTISMA

Otoimmiin hastaliklar ABD’de 6nemli bir mortalite ve morbidite nedeni
olarak gosterilmektedir. 1997 yilinda yapilan epidemiyolojik bir arastirmada 31
amerikalidan birinin otoimmun hastaliklardan etkilendigi kaydedilmistir. (78,79) Bu
hastaliklarin olusumunun kesin nedeni olarak kabul edilen self antijenlere karsi
gelisen immiin yanmt olusumu giintimtizde tamamen aydinlatilamamistir. Otoimmin
hastaliklarin ~ fiziksel, psikolojik ve ekonomik zararlariin  boyutu Gnem
arzetmektedir, cinkd bu problemin 6zellikle gen¢ populasyon Uzerindeki olumsuz
etkileri kayda deger bir risk faktorudir. Bu hastalik grubunda erken teshis biyik
Onem tasimaktadir. Bu amagla genellikle otoantikor testleri kullamlmaktadir. Ancak
otoantikor test sonuclarinin givenilirligi agisindan laboratuarda uygulanan yontemler
hakkinda bilgi ve deneyim sahibi olunmasi, kliniklerle irtibat kurulmasi, hasta ve
hastaliklailgili bilgilerin gbz 6niinde bulundurulmas: gerekmektedir.(79-81)

Sistemik otoimmin hastalik grubuna dahil edilen RA, SLE, Sjogren
Sendromu, Skleroderma, Dermatomiyozit/ Polidermamiyozitis gibi BDH grubuna
dahil edilen hastaliklarin tamsi ve tedavisinin takibinde hiicre nikleusu ve/veya
sitoplazmasindaki niikleer antijenlere karsi gelisen antintkleer antikorlar biyik
Onem tasimaktadir. 1FA, bu amacla gelistirilen en eski ve yaygin yontem olarak
kabul edilmektedir. Bunun yam sira son yillarda gelistirilen ELISA, imminoblot ve
immunodiffiizyon gibi yontemler de laboratuvarlarda tek basina veya I FA ile beraber
kullanmimaktadir. Antinikleer antikorlarin yaslilik, sitotoksik ilag kullanimi ve kanser
gibi durumlarda da gorilmesi nedeniyle ANA pozitifliginin anti-ENA adi verilen
ANA at gruplarinin belirlenmesine de olanak saglayan farkli yontemlerle
dogrulanmasinin gerekliligine dikkat cekilmektedir. Her yontemin kendi icinde
mevcut bazi avantgjlar ve simirlamalar g6z oninde bulunduruldugunda, tek bir
yontemle tamya gidilmesinin dnemli bazi1 sorunlara yol agabilecegi cesitli
calismalarla ortaya konmustur. (3-5,82)

IFA yonteminin basit, uygulanmas: kolay ve maliyeti dusik bir test oldugu

kaydedilmistir. Ancak zaman alict ve subjektif bir degerlendirme slrecini
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gerektirmesi dnemli sinirlamalar arasinda gosterilmektedir. Bu agidan degerlendiren
kisinin bilgi ve deneyimi sonuglarin gegerliligini blyuk 6lglide etkilemekte, ayrica
¢ok sayida serum drneginin kisa stirede ¢alisilmasint zorlaslastirmaktadir.(5)

Son vyillarda gelistirilen ELISA, imminoblot ve EIA gibi yontemlerin
uygulamasinin daha pratik olmasi ve objektif bir degerlendirme siirecini saglamasi
rutin laboratuarlarda bu yontemlerin yayginlasmasina olanak saglamustir. 1FA ile
karsilastirildiginda, sonuglarin laboratuar ici veya laboratuarlar arasi tutarsizliginin
onemli dlgiide giderildigi bildirilmistir. (5)

Jawowski ve arkadaslari, 601 hasta ve 202 saglikli bireylerden alinan serum
ornekleri Gzerinde yapmis olduklari calismalarinda IFA ve EIA yontemleri arasinda
iyi bir kolerasyon oldugunu belirtmislerdir. Ancak kullamlan bes farkli EIA kitinin
hi¢ birinde IFA’ya oranla %100 duyarli olmadigina dikkat gekmislerdir. (7)

Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvarr’ inda Eylul 2000- Mayis 2001 tarihleri arasinda gercgeklestirilen bir
calismada | FA ve EIA yontemleri arasindaki uyumlulugun Helix Diagnostic kiti igin
%90, Sera Quest Kiti icin %82 olarak belirlenmistir. Jaskowski ve arkadaslarinin
caismalart da dikkate alindiginda ANA-EIA kitlerinin genel olarak iyi bir

performansa sahip oldugu, ancak gelistirilmesi gerektigi sonucuna ulasilmistir. (83)

Reisner ve arkadaslart ANA-EIA yontemindeki teknik hatalarin performansi
olumsuz yonde etkiledigi ve sonuglarin IFA ile dogrulanmast gerektigini
vurgulamuglarchr. Ulkemizde,Y 1lmaz ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir calismada
ise EIA ile IFA arasindaki uyumun %718.2 gibi disik bir degerde oldugu
saptanmustir. (8,84)

Calismamizda yiksek titrede IFA ANA pozitifliginin (1/3200, 1/1600,
1/800), ELISA yontemiyle %100 uyumlu sonuglar gosterdigi gorulmuistir. Bunun
yaninda 1/400 titrede %75.0, 1/200 titrede %100, 1/100 titrede %63.3 oraninda
uyumluluk saptanmustir. 1/40 titrede IFA pozitifliginin ise ELISA ile %0 uyumlu,
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baska bir ifadeyle tamamen uyumsuz sonug verdigi belirlenmistir. IFA negatifliginin
ise ELISA ile %83.3 uyumlu oldugu gorulmstur.

IFA yonteminde hiicre nukleusu velveya sitoplazmasinda farkli yerlesim
gosteren nikleer antijenlere karsi gelisen antikorlar farkli boyanma paternleri ile
saptanmaktadir. Ancak nikleer boyanmaya neden olan antikor tiplerinin birbirinden
ayirt edilmesi IFA yonteminde zordur. Immiinoblot yonteminde ise hedef antijene
kars1 gelisen antikorlarin 6zgul ve duyarl bir sekilde saptandigi bilinmektedir. Tek
bir drnekle bile hizli bir bigcimde sonug vermesi ve bir test stribinde birkag farkli
antikorun saptanabilmesi immunoblot yonteminin 6nemli avantajlarindandir. Ancak
maliyetinin yiksek olmasi, teknik hatalara ve solusyonlarin saklanma kosullarina
bagl1 olarak yalanci pozitiflik verebilmesi bu yontemin énemli dezavantajlarindandir.
(83)

Nawarro ve arkadaslarimin yapmis olduklar: bir ¢alismada Western Blot (WB)
yonteminin  Ozellikle anti-Sm  antikorlarimin  belirlenmesinde,  karsilikl
immiinoelektroforez tekniginden daha duyarli oldugunu gostermislerdir. (85)

Berkem ve arkadaslarinin calismasinda iki farkli Oretici firmaya ait
immunoblot kitlerinin, IFA yontemi referans kabul edildiginde duyarlilik ve 6zgulltk
degerleri sirasiyla Euroimmun Kiti igin %54 ve %100, GenBio igin %48 ve %98
olarak belirlenmis, her iki kitin uyumluluk degerlerinin %74 oraninda oldugu
belirtilmistir. Aym calismada anti dSDNA antikorlari igin IFA referans yontem kabul
edildiginde kullanilan iki farkli ticari Kitin duyarlilik ve 6zgullik degerleri sirasiyla
Euroimmun icin %50 ve %86, GenBio icin %66 ve %100 olarak belirlenmis,
uyumluluk degerlerinin ise sirasiyla %84 ve %98 oldugu bildirilmistir. (83)

Ulkemizde Us ve arkadaslar:, yapmis olduklar: bir calismada immiinoblot
yonteminin anti-ENA antikorlariin  saptanmasi igin  kullamilabilir bir yontem
oldugunu bildirmislerdir. Ancak calismada farkli bir yontemle karsilastirma
yapilmadig: igin 6zgulltk ve duyarliliklailgili bir yorum getirilmemistir.(86)

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

57

Afyon Kocatepe Universitess Tip Fakiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji laboratuvarinda Kasim 2002- Agustos 2003 doneminde yapilan bir
calismada ANA arastirnlmasinda IFA  yonteminin  temel yontem olarak
kullanilmasimin duyarlilig: arttirdigi, immuinoblot yonteminin 6zgil otoantikorlarin
belirlenmesinde kullanilmak suretiyle alt gruplarin saptanarak hastaligin kesin
tanisinda yardimci olacagi belirtilmistir. Burada ANA pozitifliginin yaninda 6zgul
antikorlarin da belirlenmesinin hastaliklarin ayirt edilmesi ve hastalik siddetinin
takibine yararli olacag: vurgulanmaktadir. (87)

Kocaeli Universitess Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dalr’ nda EKim 2002- Haziran 2004 tarihleri arasinda yapilan bir calismada
IFA yontemi ile pozitif 208, negatif 313 olarak saptanan toplam 521 hasta serumunda
anti-ENA calisilmistir. Elde edilen sonuglara gore pozitif hastalarin 126’ s1 (%60.5),
negatif hastalarin ise 4’4 (%1.3) anti-ENA pozitif olarak belirlenmistir. Elde edilen
sonuglara dayanarak IFA kitlerinde ANA varligiin Hep-2 hicreleri yardimiyla
bilinen ve bilinmeyen tim antijenlere kars1 gelisen otoantikorlarin saptanmasini
mumkuin kilchig: belirtilmis ve anti-ENA testinin ise sadece bilinen bir antijene karsi
gelisen antikoru saptama amaciyla kullamldig: aktarilmistir. Bu dogrultuda anti-ENA
testinin ANA testinden daha duyarli olabilecegi bildirilirken maliyetinin yiksek

olusu ve zaman alici bir yontem olmasi vurgulanmistir. (88)

Calismamizda 1/3200 titrelerinde saptanan ANA IFA pozitifliginin Dot Blot
yontemi ile %100 uyumlu oldugu gorilmustdr. Bunun yam sira 1/1600 titrede
pozitifligin %75.0, 1/800 titrede %83.3, 1/400 titrede % 66.7, 1/200 titrede %90.0,
1/100 titrede %63.3, 1/40 titrede ise %80.0 uyumlu oldugu belirlenmistir.
Calismamiza IFA ve Dot Blot tekniklerinden herhangi biri pozitif olarak saptanan
hasta Ornekleri dahil edildigi igcin bu iki yontem negatiflik agisindan
karsilastirilamarmustir.

Yilmaz ve arkadaslar1 BDH 0n tamst konmus ve takibe alinmis hastalarda

niikleer ve sitoplazmik otoantikor pozitifligi ve bu antikorlarin tiplerini WB, IFA ve
EIA yontemleri ile arastirmislardir. Burada altin standard olarak WB yodntemi
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secilmistir ve yontemler arast uyum IFA igin %91.6, EIA icin %16.6 olarak
belirlenmistir. (8)

Calisilan hasta drneklerinde cinsiyete gore dagilim Tablo 2'de gosterilmistir.
Calismamiz siiresince ¢esitli kliniklerden gonderilen ve calismamiza dahil edilen
hastalar icinde kadinlar %72.6 oraniyla daha fazla pozitifligin géraldigt grubu
olusturmaktadir. Otoimmin hastaliklarin kadinlarda erkeklere oranla daha sik
gorildugt  bilinmektedir. (89) Calismamizdan elde ettigimiz sonuglarin da bu

dogrultuda oldugu gorilmistr.

Son vyillarda, ANA pozitifliginin saptanmast amaciyla bir ¢ok yontem
gelistirilmistir. Ancak IFA, halen altin standart olma 6zelligini korumakta ve rutin
laboratuvarlarda, yeni yontemlerin, IFA teknigi ile belirlenen ANA pozitifliginin
takibinde kullamlmasi gerektigi  Onerilmektedir. IFA  yontemi, floresans
mikroskobunda gortlen farkli boyanma sekillerine gére, bu asamadan sonra hangi
yontemin kullanilabilecegi konusunda yol gosterici olmaktadir. Saptanan pozitifligin
yaninda, titre tayinine de olanak saglamasi, klinisyene, hastalik siddeti hakkinda
fikir verebilmektedir. Ancak subjektif bir degerlendirme gerektirdigi icin laboratuvar
ici ve laboratuarlar arasi farkli sonuglarin gorilmesi, ANA varligina isaret etmeyen
boyanmalarin pozitif kabul edililebilmesi ve floresans mikroskobu ile ilgili
problemlerin degerlendirmeye yansimasi tek basina IFA ile sonuca gidilmesinin
sakincalarim ortaya koymaktadir. ANA alt gruplarimin ayrimimn yapilmasi, hastalik
tipinin belirlenmesinde olduk¢a ©nemli kabul edilmektedir. IFA yonteminde
mikroskobik boyanma sekillerinin belirlenmesinin oldukgca gi¢c olmast ve alt
gruplarin tam olarak ayirt edilebilmesinin mimkin olmamast da bunu takiben
uygulanacak uygun bir testin gerekliligini desteklemektedir.

Antikor spesifitesinin tammlanmasinda, IFA yonteminin yetersiz kalmast,
yeni yontemlerin gelistirilmesini zorunlu hale getirmistir. Bu amacla, molekiler
diizeyde analiz imkam saglayan immiinoblot ve benzeri teknikler gelistirilmistir. Dot
Blot tekniginde bir ¢cok alt grubun bir birinden ayirt edilmesi, hatta aym hastaya ait
serum orneginde birkag farkli alt grubun es zamanli olarak tayin edilebilmesi
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mumkandir. Ayrica bu yontem, tek bir hastayla calisilabilme imkan saglamakta,
kolay ve guvenilir bir degerlendirme imkam sunmaktadir. Ancak IFA yonteminin
dusuk titrelerinde bile dogrulanamayan pozitiflikler gorilmektedir. Bu nedenle, tek
bagina kullamlmasi 6nemli sorunlara yol acabilecek bir uygulama olarak kabul
edilmistir. Maliyetinin yiksek olmast da kullammmimi sinirlayan diger bir etmen

olarak karsimiza gikmaktadir.

ELISA yontemi, uygulanmasi kolay bir yontem olarak rutin laboratuarlarda
yerini almistir. Anti ENA antikorlarinin belirlenmesinde duyarl: ve tercih edilebilir
bir yontem oldugu cesitli calismalarla gosterilmistir. Fazla sayida 6rnegin kisa siire
icinde calisiimasina imkan vermesi, Ozellikle tarama amacli kullanilabilmesine
olanak saglamistir. Degerlendirme slireci objektif ve guvenilir kabul edilmistir Bu
yontemle, genellikle total Anti ENA Olciimleri yapilmaktadir. Bu durum, sadece
pozitifliginin belirlenmesine olanak saglamakta, alt gruplar hakkinda herhangi bir
fikir verememektedir. ANA pozitifliginin tamda tek basina yeterli olmadigi goz
oninde bulunduruldugunda, bu teknigin tek basina kullaniminin yanlis bir uygulama
oldugu gorilmektedir.

BDH arastiriilmast amaciyla klinik imminoloji laboratuarlarinda kullamilan
bir cok gelistirilmis test ve metodlar, klinisyenlere bu hastaliklarin tan: ve takibinde
yardimci olmaktadir. Bu amagla kullamlan bir gok test bulunmakta, her bir test farkl:
bir metodla uygulanabilmekte ve bazi kendine 6zgl sinirlamalar1 da beraberinde
getirmektedir. Bu test ve metodlar hakkinda yeterince bilgi ve deneyime sahip
olunmast klinik immitinoloji laboratuvarlarinin BDH arastiriimasinda daha verimli ve
ekonomik calismast icin gerekli bir kosul olarak gorilmektedir. (90)

ANA  pozitifliginin  belirlenmesini  takiben anti-ENA  antikorlarinin
arastirilmas:  sirecine nasil girilecegi dikkat ¢ekici sorulardan biri olarak
gorulmektedir. ilk olarak ANA pozitifligini daima anti-ENA testleri takip edecekse,
titre ve paternlerin her ikisi de hangi siradan anti-ENA antikorlarinin arastirilmasinin
gerekli olmadigi hakkinda bir goris sahibi olunmasina yol gosterebilmektedir.
Klinisyenlerin sonucglari rapor etmek icin kullamlan algoritimler kadar test
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karakteristiklerinden de haberdar olmalari énemle vurgulanmaktadir. Son olarak
uygun bir testin uygulanmasi icin klinisyenin laboratuara kliniksel bilgileri de
gbndererek yardimci olmast gerektigi belirtilmektedir. (91)

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

61

6. SONUC

Sonug olarak IFA yonteminin kullanilan en eski ve yaygin yontem oldugu
bilinmektedir. Slaytlar Uzerinde Hep-2 hiicreleri yaminda karaciger hucrelerinin de
bulunmas: paternlerin belirlenmesi kolaylastirmustir. Titrelere dayanarak yapilan
analizlerle klinisyene hastalik sidedeti hakkinda fikir verilebilmektedir. Maliyetinin
dustk olmasi da onemli bir avantajdir. Ancak degerlendiren kisiler degistikge
sonuclar arasinda farkliliklar gorulebilmekte ve bazi durumlarda patern belirlenmesi
acisindan guclikler yasanmaktadir. Dot Blot tekniginin en 6nemli avantaji bir ¢ok
farkli alt grubun bir birinden net bir sekilde ayridedilmesini saglamaktadir.
Uygulanmasi ve degerlendirmesi kolay oldugu icin kisa slrede sonug
alinabilmektedir. Ancak sonuclarin tamamen kalitatif olmasi ve ¢ok fazla saptanan
pozitifligin diger testlerle dogrulanamamasi Onemli bir sorun olarak karsimiza
cikmistir. Diger taraftan maliyetinin de yiksek olusu testin kullammim sinirlayan
onemli nedenler arasindadir. ELISA  yOnteminin  de uygulanmast ve
degerlendirilmesinin kolay oldugu gorulmustir. Dot Blot tekniginde oldugu gibi
prosedire uygun olarak gerceklestirilen bir ¢calismamn laboratuar ici ve laboratuar
arast farklilig:r azalttigi bilinmektedir. IFA yontemi ile uyumlu sonuglar verdigi
cesitli calismalarla ortaya konmustur. Ancak total ANA 6l¢cimine dayanmasi ve sub
tipler hakkinda herhangi bir bilgi vermemesi diger iki testle karsilastirildiginda
Oonemli bir dezavantaj olarak karsimiza gikmstir.

Calismamizin neticesinde asagidaki temel sonuglara ulastik:

1) ANA pozitifliginin belirlenmesi tek basina yeterli degildir.

2) ANA pozitifliginin yaninda titre ve paternler de dikkate alinarak anti-ENA
antikorlarinm arastirmak tizere uygun testler secilmelidir.

3) Anti ENA antikorlarimin belirlenmesinde kullanilan yeni sistemleri anlamak
Uzere genis ve ¢cok merkezli kliniksel degerlendirmeye ihtiyag duyulmaktadir.

4) Rapor edilmis test sonuglarimn uygun yorumlanmasi igin klinisyenin anti-
ENA antikorlarinin belirlenme ve rapor edilme yollarim fark etmesi gerekli
gorilmektedir.
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