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1. GIRIS

Sistemik otoimmiin hastaliklar genis bir spektrum gosterir ve bu hastaliklarda
olusan otoantikorlar tan1 amacli kullanilir. Toplumda otoimmiin hastaliklarin % 1-2
oraninda oldugu tahmin edilmektedir. Otoimmiin hastaliklarin hepsinde, hastaligin
nedeninden bagimsiz olarak saptanabilen otoantikorlar bulunur ve bu antikorlarin
saptanmasi, klinik tanida olduk¢a 6nemlidir (1). Klinik uygulamalarda otoantikorlar,
tan1 kriteri olarak kullanilmakta klinik fenotipi belirlemeye ve hastaligin aktivitesini

degerlendirmeye yardimci olmaktadir (2).

Antisentromer antikorlar (ACA), CREST sendromu olarak bilinen sinirl
skleroderma icin spesifik kabul edilmekle birlikte, diffiz skleroderma, SLE,
Romatoid artrit, Raynoud fenomeni gibi hastaliklarda da pozitif saptanabilmektedir.
Primer bilier siroz 'da (PBS) % 30'a varan oranda ACA pozitifligi bildirilmektedir.
PBS'li hastalarda bu antikorlarin mevcudiyeti, siklikla CREST ve varyant
sklerodermanin klinik bulgulariyla birliktedir. Antisentromer antikorlar, IFA ile

bakildiginda, karakteristik bir boyanma 6rnegi sergiler (3).

Otoimmin hepatit; hipergamaglobulinemi, transaminaz yiiksekligi, antikor
varlig1 ve histolojik olarak da aktif nekroinflamatuvar procesle karakterize bir kronik
hepatit tlridar (4). Otoimmin hepatit diisiiniilen hastalarda baslangigta tarama testi
olarak ANA (antinlkleer antikor), indirekt immunofloresan yontemiyle tayin edilir.
ANA, hiicre nikleusunun fonksiyonel yapisal iceriklerine, niikleer membrana veya
DNA’ya kars1 gelismis bir otoantikordur. Sentromer, ribonukleoproteinler, siklin A

ve diger pek ¢ok antijene karsi reaktif oldugu saptanmustir (5).

Bu calismada; ¢alismaya dahil ettigimiz antisentromer antikor pozitif hasta
grubunda, anti-soluble liver antigen \ liver pancreas antigen (anti-SLA\LP), anti-liver
cytosolic antigen 1 (anti-LC1), anti-liver kidney microzomal antijen 1 (anti-LKM1)
ve antimitokondrial antikor M2 (AMA-M2) sikligi ve antisentromer antikor

pozitifligi ile iliskisinin belirlenmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Otoimmunite ve Otoimmun Hastaliklar
2.1.1 immun Sistem ve Otoimmuniteye Genel Bakis

Immunoloji, immun sistemin ve viicuda yayilan patojenlere verdigi
cevaplarin incelendigi bir daldir. Immiinite, 6zellikle enfeksiyon hastaliklarina kars
direng olarak tanimlanir. Enfeksiyonlara karsi savunmay1 saglayan hiicreler, dokular
ve molekiillerin toplamina immun sistem adi verilir. Bu hiicrelerin ve molekiillerin
enfeksiyona yol agan mikroorganizmalara karsi diizenli olarak verdikleri tepkiye ise

immun yanit denir (6).

Immun sistemin baslica gérevi organizmanim kendisine yabanci antijenleri
tamima ve onlara karst immun cevap olusturmaktir. B ve T tipi lenfositler ile

makrofajlar immun cevap olusumundan ve denetiminden sorumludur (7).

Immun sistem kendi doku antijenlerine kars1 immun cevap vermemektedir.
Ancak, bazi patolojik durumlara bagli olarak hiicre reseptorlerinin bozulmasi ile veya
immun cevap iirtinlerinden bazilarinin degisik aktivite gostermesi ile, organizmada
degisen doku antijenlerine karst immun cevap olusmaktadir. Canlilarin kendi

antijenlerine cevap vermemesi olay1 esasta su mekanizmalarla saglanmaktadir :

1. Klonal delesyon: T hiicreleri olusurken konagin kendi hiicrelerine karsi
reaksiyon veren T hicrelerinin apoptoz ile yok edilmesi veya reaksiyonsuz hale
getirilmesi durumudur. Timustan kagarak dolasima gegen az sayidaki T lenfonsitler

de yine apoptoz yolu ile elimine edilirler.

2. Supresyon: Self antijenlerle guclu reaksiyon veren B hicreleri birgok
bireyde bulunmaktadir. Bu self reaktif B lenfositleri, uygun CD4 (+) Th hucrelerinin
supresor T hiicreleri (Ts) ile baskilanmasi sonucu ortadan kalkmakta veya anerjik
fazda kalarak aktive olamamaktadir. Kisacasi self reaktif B lenfositleri Ts hucreleri

ile dolayli olarak baskilanmaktadir.



3. Sakli antijenler: Immiin sistemle karsilasmayan beyin, testis ve goz gibi

organlarda bulunan antijenlere kars1 da bir immiin yanit gelismemektedir.

4. Antijeni gérmezden gelme: Bazi self antijenler antijen sunucu hicrelerin
(APC) yiizeyinde yogun bir bicimde sergilendikleri i¢in bunlara kars1 ne tolerans, ne

de immiin yanit gelismektedir.

5. Anerji: T lenfositlerine karst APC tarafindan gonderilen tanima sinyali bu
hiicrelerin aktive olmasi i¢in yeterli olmamaktadir. Ayrica yine APC tarafindan
kostimiilator sinyal veya sekonder sinyal adi verilen ikinci bir sinyal molekiiliinln

sergilenmesi gerekmektedir. Aksi taktirde T hiicreleri anerjik fazda kalacaklardir (8,9).

Genel olarak 6zetlenirse, immun sistem daha embriyonik donemdeyken B ve
T lenfositler kemik iliginde yapilir, B lenfositler kemik iliginde olgunlasirken T
lenfositler gelisimini timusta tamamlar. Bu asamada self reaktif hiicreler, timusta
veya kemik iliginde apoptoz sinyali olusmasiyla Oliime giderler. Buna Santral
(Merkezi) tolerans denir. Kemik iligi ve timusta self antijenlerin tim yapilar
bulunmadigindan otoreaktif klonlar santral toleranstan kacabileceklerdir. Otoreaktif
B ve T hiicreleri, APC ile karsilastiklarinda yeterince sinyalizasyon olugmamasi;
(ortamdaki anti-inflamatuar sitokinler, regilatuar T hcreleri vs.) periferik tolerans
olarak adlandirilmaktadir (10).

Baz1 patolojik durumlarda santral ve periferik tolerans mekanizmalarindaki
(biri veya her ikisi) bozukluga bagli, otoreaktif hiicreler ortaya ¢ikarak
otoimmuniteyi baslatabilir. Sonug olarak organizmanin kendi doku antijenlerine kars1
immun cevap olusturmasina otoimmunite, bu otoimmunizasyona bagli olarak ortaya

¢ikan hastaliklara ise otoimmun hastaliklar (O.1.H) denir (11).

Otoimmun hastaliklarin serolojik belirteci ise hiicre i¢i ve dis1 molekullere
kars1 mevcut dolagsan otoantikorlardir. Kendi molekiillerine kars1 (6z antijenlere)
reaksiyon veren antikorlar saglikli insanlarda bulunabilir ve bunlar dogal antikorlar

veya otoantikorlar olarak adlandirilirlar (12).

Dogal antikorlar biyiik bir kismi degisime ugramamis V(D)J genleriyle

kodlanan IgM sinifinda, aralarinda belirgin bir baglanti olmayan antijenleri orta



derece afinite ile baglayabilen polireaktif oOzelliktedirler, bunun yaninda dogal

monoreaktif antikorlar da mevcuttur.

Patojenik otoantikorlar, dogal antikorlardan farkli olarak yiiksek affiniteli ve
somatik olarak mutasyona ugramis IgG ailesindendir. Mutasyona ugramamis dogal
otoantikorlar1 kalip olarak kullanan patojenik otoantikorlar somatik hipermutasyon
ve sinif degisimi neticesinde olusabilirler. Patojenik otoantikorlarin varligi viicudun

kendi 6zgiil antijenlerine karsi toleransin bozulmasinin 6nemli bir géstergesidir (13).

Farelerde ¢ok sayida proteinin fonksiyon kayb1 veya yetersizliginin apopitotik
hiicrelerin ortadan kaldirilmalarini olumsuz etkileyerek lupus benzeri hastaliklara yol

actig1 gosterilmistir (14, 15).

Otoimmun hastaliklar hastaligin bulundugu organa gore baslica iki sinifta

toplanir (16):

Tablo 2.1. Otoimmun hastaliklarin bulundugu organa gére sinifladiriimasi

a. Organa Ozgiil O.I.H b. Organa Ozgiil Olmayan O.I.H
Hashimato troiditi Sjorgen sendromu

Primer miksodem Romatoid artrit

Tirotoksikoz Dermatomiyozit

Pernisiy0z anemi Skleroderma

Addison hastalig1 Sistemik lupus eritematozus (SLE)
Juvenil dibet Reiter sendromu

Good pasture sendromu Miks bag dokusu hastaliklart

Otoimmun hemolitik anemi
Primer bilier siroz

Aktif kronik hepatit
Ulseratif kolit

Myastenia gravis
Otoimmun trombositopeni.

2.1.2 Otoimmiin Hastaliklarda iImmiinopatolojik Mekanizmalar

1. Immiin sistem araglariyla dogrudan temas halinde olmayan hiicre igi

maddeler organizma tarafindan “kendisine ait” olarak taninmamis olabilir. Bunlar




dolagima karistiklar1 takdirde bir immiin cevaba yol agabilirler. Sempatik oftalmide
etkili olan bir mekanizmada normal olarak goziin igerisinde bulunan ve dolasima

karigmayan bir antijenin dolasima katilmasi bagisiklik cevabina neden olmaktadir.

2. Organizmanin “kendisine ait” olarak tanidigi antijenler; kimyasal, fiziksel
veya biyolojik degisikliklere ugrayarak bu &zelliklerini kaybedebilirler. Ornegin
kontak dermatitinde oldugu gibi bazi kimyasal maddeler, viicut proteinleriyle

birleserek onlar1 immiin cevab1 meydana getirebilecek hale sokabilmektedir.

3. Yabanci bir antijen, organizmanin “kendine ait” antijenleriyle capraz-
reaksiyon meydana getirerek bir bagisiklik cevabinin olugsmasina neden olabilir.
Streptokoklardaki M proteiniyle insan kalp kasi arasindaki ¢apraz reaksiyonu buna

ornek olarak gosterilebilir.

4. Otoimmiinite olusumunda hiicresel immiin cevabin 6nemi de blyuktar. T ve B
lenfositler normalde organizmanin kendi doku antijenleri ile uyarilmamaktadir. Bu olay
gelisme siirecinde otoantijenlerle temas sonucu anerji (cevapsizlik) olusmasiyla ve
yetiskin donemde ise otoantijene 6zgiil supresor T hiicresi olugmasiyla agiklanmaktadir.
Gelisim sirasinda bir mutasyonla supresér T lenfositlerin fonksiyonlarinin azalmasi
sonucu, Th lenfositlerin B lenfositleri strekli aktive etmesi ile otoantikorlar
sentezlenmektedir. Lepra, sifiliz, tlberkiloz gibi kronik bakteri infeksiyonlarinda
adjuvant gibi kuvvetli ve devamli uyarim yapan antijenler, B lenfositleri normal dis1

uyararak otoantikorlarin sentezine neden olmaktadir (7,17)
2.1.3 Otoimmiin Hastalhklarin Olusumunda Etkin Olan Faktorler

a) Genetik faktorler: Otoimmiin hastaliga yatkinliga neden olan en Onemli
genlerden en onemlileri MHC genleridir. Otoimminitede genetik etmenlerin roli
ikizlerle yapilan ¢alismalarda dikkati cekmistir. Ikizlerden birinde bir otoimmiin hastalik
gelistiginde digerinde de gelisme olasiligi toplumda beklenenden cok daha fazladir.
Ayrica bu olasilik tek yumurta ikizlerinde, ¢ift yumurta ikizlerine gore daha ytiksektir.

Birgok otoimmiin hastalik belli MHC allelleri ile baglantilidir. HLA allelleri

ile otoimmiin hastaliklar arasindaki iliski ¢ok eskiden beri bilinmektedir ve bu bilgi T



hiicrelerinin de bu hastaliklarda 6nemli rolii oldugu konusunda birinci derece kanit
olarak algilanmistir. Ciinkiit MHC molekiillerinin temel gorevi peptit antijenlerini T
hiicrelerine sunmaktir. Baz1 otoimmun hastaliklarin siklig1 belirli bir HLA allelini
tastyanlarda tasimayanlara oranla ¢ok daha yiiksek olarak gozlenmektedir. Ornegin
Romatoid artrit (RA) HLA-DRA4 ile, Ankilozan Spondilit (AS) HLA-B27 ile iligkili
bulunurken Addison hastaligi ise HLA-BS ile iligskilendirilmektedir (6).

b) Enfeksiyon etmenleri: Enfeksiyonlar 6zgil lenfositleri aktive edebilir ve
otoimmun hastaliklarin gelisimine yol agabilirler. Baz1 mikroorganizmalar doku
antijenlerimize ¢ok benzeyen veya capraz reaksiyon veren peptidler igerir veya
uretirler. Mikroorganizma peptidleriyle 0zgul antijenlerimiz arasindaki bu g¢apraz
reaksiyon durumu “molekiiler benzesme” olarak adlandirilmaktadir. Enfeksiyonlar
ayrica doku zedelenmesi ve hiicre 6liimiine yol agarak normalde bagisiklik sistemine

goOsterilmeyen antijenleri ortama salarak otoimmun reaksiyon gelisebilmektedir (6).

Insan viriisleri i¢inde EBV otoimmiin hastaliklarmn nedeni olarak goze
carpmaktadir. EBV poliklonal B hiicresi aktivator etkisi gostererek ozellikle
romatoid faktér (RF) gibi otoantikorlarin sekresyonuna sebebiyet verir.
Otoimmuniteden sorumlu tutulan virusler igerisinde retrovirisler, sitomegalovirGsler,

koksakivirusler, hepatit viriisleri de sayilabilir (18).

Pediatrik otoimmiin ndropsikiyatrik hastaliklar olarak da tanimlanan

PANDAS Streptokok enfeksiyonu sonucu gelisen otoimmun bir hastaliktir (19).

¢) immunolojik etmenler: T hiicre tolerans1 muhakkak ki self yapilara karsi
Olusan immiin yanitta Onemli role sahiptir. Antijen molekiillerinin yapisinda
meydana gelen bazi degisiklikler Th hiicre toleransini1 ortadan kaldirabilmektedir.

Yabanci antijenler de ayni1 sekilde Th hiicre toleransini yaniltabilmektedir.

Poliklonal B lenfositlerinin 6zgiil olmayan bir sekilde uyarilmasi ve
cogalmast da otoimmiin olaylarla sonuclanabilmektedir. Bunu bakteriyel bir yapi

veya bir virus tetikleyebilmektedir.

Ts hiicreleri otoimmiin yanitin baskilanmasinda 6énemli bir rol {istlenmistir.

Ts hicreleri Th hiicrelerini baskilamakta ve dolayli olarak poliklonal B hiicrelerinin



aktive olmasin1 engellemektedir. Ts hiicrelerinin fonksiyonlarmin bozulmasi,
otoreaktif etkili B lenfositlerinin kontrolsiiz ¢ogalarak otoantikor iiretmeleriyle

sonuclanabilmektedir (20).

d) Hormonal etmenler: Bir antijenin kendisine karsi gelisen antikor ile
birlesmesini saglayan, antijene 6zgiilliigiinii veren farkli epitoplar bulunmaktadir. Bu

epitoplara kars1 da antikor olusmaktadir Ki, bunlara anti idiotip antikorlar denir.

Bazi durumlarda bir hormon veya biyolojik mediatére karsi spesifik idiotip
antikorlar olusmakta ve bu antikorlara karst da anti idiotip antikorlar
sentezlenmektedir. Bunlar hormon veya mediatore baglanan antijene benzerlik
gosterdikleri i¢in, antikorlarin antijenle iliski kurduklar hiicre yiizey reseptorlerine
baglanmaktadirlar. Bunlara anti reseptor antikorlar adi verilmektedir. Bu durumda
reseptor hasar gormekte ve fonksiyon bozuklugu olusabilmekte ya da hormonun
baglanmasi1 engellenerek hormona karsi direng artmaktadir. Son olarak reseptor
aktive olabilmektedir (21, 22).

2.2 Otoantikorlar

Organizmanin antijenik 6zellik gosteren yapilarina karsi gelisen antikorlar
otoantikorlar olarak adlandirilmaktadir. Bunlar hiicre yiizeyi, sitoplazmik yapilar
veya hiicre niikleusuna karsi  gelisebilmektedirler. Organizmanin ¢esitli
komponentleri, yukarida bahsedilen mekanizmalar sonucunda otoantijen halini
alabilir. Otoimmiin hastaliklarin tanisinda spesifik otoantikorlar 1954'den beri 6nemli

bir gésterge olarak gorilmektedir (21).

Organizmanin degisik bolgelerinde bulunan yapilar, bazi patolojik
durumlarda antijen ozelligi gosterebilmektedir. Niikleus, hiicre sitoplazmasinda
bulunan bazi organeller, DNA, RNA ve IgG gibi molekiiller immiin yanit olusturma

Ozelligine sahip otoantijenler arasinda gosterilmektedir (21, 23, 24,).

Romatolojik hastaliklarin ¢ogunda bir veya daha fazla otoantikorlarin olusmasi
karekteristik bir bulgudur. Bilindigi gibi hiicre ¢ekirdegine karsi olusan antikorlara

antiniikleer antikorlar (ANA) adi verilir. Romatolojik hastaliklar, organ tutulumu ve



otoantikorlarin tipi acisindan bir ¢ok degisiklik gosterir. Ornegin Sistemik lupus
eritematosus (SLE)'da ¢oklu organ tutulumu yani sistemik bir hastalik tablosu
olusturmaktadir ve ¢ok degisik tipte otoantikorlar saptanmaktadir (25).

Son yillarda, hiicre fonksiyonlarinda ©nemli olan bazi hiicresel
komponentlere karst (DNA polimeraz, aminoagil tRNA sentetaz gibi)
otoantikorlarinda ortaya c¢iktigi ve bdylece olusan immun komplekslerin hiicre

fonksiyonlarini bozdugu ileri strtilmektedir (26).

Otoantikorlar otoimmiin hastaliklarin tanisinin konulmasi yaninda, bu
hastaliklarin aktivitesinin belirlenmesinde, tedavinin takibinde, tedaviye yanitin
belirlenmesinde ve bazi otoimmun hastaliklarda hastalik alt gruplarinin

belirlenmesinde de kullanilir (27).

Tablo 2.2. Otoimmun Hastaliklarda Otoantijen- Otoantikor Tliskisi (28)

Hastalik Otoantijen Otoantikor

Hashimoto troiditi Tiroglobulin Anti tiroglobulin

Kronik aktif hepatit Diiz kas ASMA

Goodpasture sendromu | Glomeruler bazal membran | Anti GBM

Primer bilier siroz Mitokondri AMA

Romatoid artrit IgG, DNA, kollejen, RANA RF, ANA

SLE Niikleoprotein, DNA, RNA | Anti DNA, Anti
NRNP/Sm, Anti histon

Sjégren sendromu Jo, La Anti SS-A, Anti SS-B

2.2.1 AntinUkleer Antikorlar (ANA)

Antiniikleer  antikorlar ~ kromatin  olarak  adlandirilan  DNA-histon
kompleksine, nlkleer veya sitoplazmik ribonikleer proteinlere, nikleolar ve
sitoplazmik diger yapilara kars1 olusan antikorlara verilen isimdir. Bu otoantikorlar,

otoimmun hastaliklarin tanisinda oldukga 6nemli géstergelerdir (29).



1948°de Hargraves tarafindan gosterilen ve SLE i¢in 6zgiil olan LE hiicre
fenomeni, bir IgG antikoru olan LE faktoriiniin deoksiriboniikleoproteine baglanmasi

sonucunda ortaya ¢iktigint bulmus, daha sonra bunu ¢ok sayida digerleri izlemistir.
(25).

1960'larin basinda, antiniikleer faktorlerin, serumun y globulin fraksiyonuna
ait ve antikor yapisinda oldugu tesbit edilmistir. ANA'larin degisik kaynaklardan
koken alan ¢ekirdekler ile capraz reaksiyona girdigi gosterilmistir. Bu ylzden,
ANA'larin doku yada tiire spesifik olmadig1 diistiniilmektedir. Ancak tiroid, 16kosit,
gastrik mukoza, adrenal korteks ve bazi eritrositlerden izole edilen niikleuslarin ANA
Ozelligine sahip olan baz1 Ornekler ile spesifik reaksiyona girdigini gosteren

calismalar vardir (29).

Immunolojik yapr itibariyle, IgM, IgG, IgA, IgD ve IgE smifindan ANA'lar
belirlenmisse de, anti immunglobulinler kullanilarak yapilan g¢aligmalarda, ANA

tipinin IgG sinifi antikorlar oldugu kabul edilmektedir.

IgG tipi ANA, IgG1, IgG2a, IgG2b ve 1gG3 olarak dort alt gruba ayrilmustir.
Ayrica indirekt immiinofluoresans (IIFA) ANA testinde, boyanma 6zellikleri ile 1gG
alt gruplan arasinda iligki bulunmustur. Bu iligki, periferal boyanma 6zelligine sahip
antikorlarin primer olarak IgGl ve IgG3 yapisinda, benekli boyanma 6zelligine sahip
antikorlarin primer olarak IgG3 yapisinda, homojen boyanma 0&zelligine sahip
olanlarinsa primer olarak IgG3 ve daha az olarak da IgGl yapisinda olmalar

seklindedir (30).

2.2.2 Anti Nukleer Antikor Tipleri

ANA’larin sistemik otoimmun hastaliklar grubuna dahil edilen bag dokusu
hastaliklarinin (BDH) tanisinda, niikleusta farkli yerlesim gosteren bir¢ok antijene
kars1 gelisen antikorlarin genel ifadesidir, nikleik asitler, bazik histon proteinleri ve
asidik nonhiston proteinlerine karst gelisen antikorlar olarak 3 ana kategoriye

ayrilmigtir (31).



a) Anti-ds DNA ve anti-ssDNA:

DNA yapisindaki piirin ve pirimidin antijenlerine karsi anti-dsSDNA,
deoksiriboz iskeletindeki komponentlere kars1 gelisen antikor anti-ssSDNA’dir. Anti-
ssDNA’nin daha sik ortaya c¢iktigi ve herhangi bir hastaliga karsi spesifitesinin
bulunmadigi bilinmektedir. Anti-dsDNA ise tek basina nadiren bulunmakta ve diger
BDH’da diisiik titrelerde bulunmasina ragmen SLE i¢in yiiksek bir spesifiteye sahip
oldugu gorulmektedir. Anti-dsDNA antikorlarinin titresi hastalik siddetiyle iliskili
oldugundan hastaligin takibinde biiylik 6nem tagimaktadir (26,32).

b) Anti-histon antikorlari:

Histonlara kars1 olusan antikorlar ilk kez, Kunkell ve arkadaslari tarafindan

SLE'li hastalarda kompleman birlesmesi testi ile tanimlanmistir (29)

Histonlar; desoksiriboniikleoprotein olusumu icin DNA ile kompleks yapan
kiguk, temel, nuikleer proteinlerdir. Memelilerde H1,H2A,H2B,H3,H4 olmak tizere 5
histon subfraksiyonu vardir. Bunlardan yalniz birine veya birkagina karsi antikor
olusabilmektedir. Bu antikorlar en sik SLE'de, ilaca bagl lupus ve RA'de goriilmekle
birlikte, miks konnektif doku hastaliginda (MCTD) ve sistemik skleroz (SS)
hastaliklarinda da rapor edilmislerdir (25,33).

¢) Anti-Sm ve anti-RNP:

Sm antijeni ilk kez, Tan ve Kunkell tarafindan Smith adli hastanin serumunda

tanimlandigi i¢in bu ad verilmistir (34).

Sm ve RNP antijenleri immunolojik olarak birbirine ¢ok yakin olup, kii¢iik
nikleer RNA (snRNA) kompleksleridir. Ayrica U1-U6 RNA komplekslerini
icerdikleri icin U-RNA olarak da bilinirler (U niikleer oldugunu ifade etmektedir).
Son yillarda SnRNP'lerin, prekiirsor mRNA'larin kesilmesi sirasinda rol oynadigi
gosterilmistir. Anti-Sm ve anti-RNP antikorlar1 bu kesilme olayini inhibe etmekte ve

fonksiyonel mRNA olusumunu engellemektedir (24).
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d) SS-A (Ro) ve SS-B (La) Antikorlari:

Ro antijeni olarakta bilinen SS-A bir nikleik asit antijeni olmayip
sitoplazmiktir ve buna karsi gelisen antikorlar genellikle SLE ve Sjogren
sendromunda gorilmektedir. SS-B veya diger adiyla La ise ¢oziinebilir sitoplazmik
RNA-protein antijenidir ve SLE’de gorilmektedir. SS-A ve SS-B hicrenin
fonksiyonlarina bagli olarak sitoplazma ve nikleusta bulunabilmekte ve her iki
antijen de polipeptitler iizerine yerlesmis bulunduklarindan tripsine duyarlilik
gostermektedirler. SS-A substrat fiksasyon asamasinda bozulabildigi ve yikama
islemi ile ortadan kaldirilabilecegi i¢in yalanci negatiflige yol agabilmektedir. Bu
sebeple hiicre kiiltiirleri dondurulmus dokulardan daha duyarli kabul edilmektedir.
SS-A’ya kars1 antikorlar basta SLE ve sjogren sendromu olmak {iizere birgok
BDH’da goriilebilmektedir. SLE hastaliginin erken donemlerinde tek basina, gec
donemlerinde ise SS-B’ye kars1 gelisen antikorlarla bir arada bulunmaktadirlar. Anti
SS-A antikorlarmin C3 ve C4 eksikligi, subkutandz lupus ve neonatal lupus ile
iliskili oldugu da bilinmekte, ayrica primer bilier siroz (PBS), kronik aktif hepatit
gibi hastaliklarin yami1 sira saglikli kisilerde de bulundugunu gosteren deliller
bulunmaktadir. SS-A antikorlar1 tek bagina veya SS-B antikorlartyla birlikte primer
veya sjogren sendromunda ortaya ¢ikabildigi gibi vaskilit, kriyoglobulinemi,
I6kopeni, lenfopeni, anemi gibi hematolojik hastaliklar ve merkezi sinir sistemi

hastaliklariyla da iliskilendirilmektedirler (24,25,26).

e) Anti Scl-70 antikoru:

Scl-70, antijeni temel kromozomal nonhiston proteini olup 70 kDa
agirligindadir. Bu antijenin DNA topoizomeraz | enziminin pargalanma Grlinlerinden
biri oldugu ve anti-Scl 70 antikorlarinin ise, supersarmal DNA'nin bu enzim
tarafindan gergeklestirilen agilma olayin1 inhibe etmek suretiyle etki gosterdigi

ortaya konulmustur (24)

Anti-Scl 70 antikorlari; sistemik sklerozlu hastalarda ylzde 20-28, bu

hastaligin diffiiz formunda ise yiizde 33 oraninda saptanmaktadir (25).
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f) Antisentromer antikoru:

Antisentromer antikorlar (ACA) basta sistemik skleroz olmak (izere otoimmun
hastaliklarin pek ¢ogunda pozitif olarak saptanan antikorlardir. ACA, metafazdaki
kromatine karsi gelismekte ve sklerodermanin bir varyanti olan % 55 prevelansi
oldugu bildirilen CREST sendromlu hastalarin serumunda siklikla bulunmaktadir.
ACA, nadiren primer biliyer siroz, Sjogren sendromu, sistemik lupus eritematosus

veya Raynaud fenomeninde de tanimlanmustir (35,36).

Sentromer proteinleri, hiicrenin boliinme asamasinda mitotik spindle aparati
ile etkilesen i¢ ve dis kinetokor plaklarinda yer alir. Antisentromer antikorlari
genellikle 6 farkli kromozomal proteine karsi olusur. 17 kDa agirhiginda CENP-A, 80
kDa agirliginda CENP-B, 140 kDa agirliginda CENP-C, 50 kDa agirliginda CENP-
D, 312 kDa agirliginda CENP-E ve 400 kDa agirliginda CENP-F proteinleri olusur,
bunlarin arasinda CENP-B 0Onemli olan otoantijendir. Bu proteinler HEp2
hicrelerinin substrat olarak kullanildigi IFA c¢alismalarinda 6zel bir boyanma
paternine sebep olur. Mitoz asamasindaki hiicrelerde yogun benekli tarzda boyanma
goriiliirken, interfaz asamasindaki hiicrelerin niikleuslarinda 40-60 arasinda tek tek

ince benek tarzinda boyanma goriiliir (37).

g) Niikleolusa Kars1 Antikorlar:

Nukleolus antijenleri ile reaksiyon veren antikorlar ilk olarak Beck tarafindan

bulunmustur (29).

Immiinofloresan boyama teknikleri ile niikleolar paternde boyanabilen birgok
antikor gosterilmistir. Bunlarin baginda anti RNA polimeraz I antikorlar1 gelmektedir
ve sistemik sklerozlu hastalarin %4’tinde goriilmektedir. Bu antikor rRNA’nin dnciil
molekdllerini kodlayan genin transkripsiyonunda gorevli RNA polimeraz | enzimine
kars1 gelismektedir ve noktali niikleolar boyanma gdstermektedir. Diger bir niikleolar
antijen olan fibrillarine karsi anti fibrillarin antikoru gelismektedir. Ve U3-RNP
kompleksi ile iliskili 34 kDa agirliginda bir niikleolar proteindir. Bu da sistemik
skleroz i¢in 6zgiil olup hastalarin %8’inde rastlanmaktadir. Bu antikorun varlig: kalp

ve akciger tutulumunu ifade etmekte ve kiimeli niikleolar boyanma gostermektedir.
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Onceden PM-1 olarak bilinen PM-Scl antijeni, 20-110 kDa arasinda degisen
agirliklarda 11 polipeptitlerden olugmustur. Bu antijenin islevi kesin olarak
bilinmemekle birlikte preribozomal bir partikiil oldugu diistiniilmektedir ve buna
kars1 gelisen antikorlarin polimiyozit ve sistemik sklerozla iligkili oldugu
bilinmektedir. Bu antikorlar homojen nikleolar boyanma gdstermektedir. Sistemik
sklerozla iligkili NOR-90 adi verilen bir diger niikleolar antijenin varlig

gosterilmistir ancak buna kars1 gelisen antikorlar tamamen agiklanamamustir (24, 25,

30).

h) Niikleer/Sitoplazmik Antijenlere Karsi Olusan Antikorlar:

Bu grup icinde, Jo-1, PL-7, PL-12, Mi-1, Mi-2 ve Ku antijenleri
bulunmaktadir. Ozgiil aminoagil-tRNA sentetaz molekdlleri olan Jo-1, PL-7 ve PL-
12, protein sentezinde aminoasitleri aktive ederek kendilerine uygun tRNA’lara
baglanmalarin1 saglayan enzimlerdir. Bu antijenlere karsi gelisen antikorlar ise
ozellikle polimiyozit/dermatomiyozit hastalarinda %4-30 oraninda bulunmaktadir.
Anti-Jo ve anti-PL antikorlarinin polimiyozitli hastalarda interstisiyel akciger
hastaligi ve artrit ile iligskileri oldugu bildirilmektedir. Anti Jo-1 antikorlarini
gostermek i¢in yapilan IFA testinde, Jo-1 antijeninin niikleer oldugu ancak hiicre
sitoplazmasmda yer aldig1 goriilmiistiir. Anti-Mi antikorlari ilk kez dermatomiyozitli
hastalarin % 60°1nda kompleman fiksasyon inhibisyon yontemi ile gosterilmistir ve 2
tipi mevcuttur. Mi-1 antijeni 150 kd agirliginda ¢oziiniir niikleolar nonhiston bazik
proteinidir ve kompleman fikse etme yetenegi yoktur. Mi-2 antijeni ise, 35 ve 61 kd
agirhigindaki 2 proteinden olusmaktadir ve kompleman fikse edebilir. Bunlar
birbirinden bagimsiz olarak ortaya ¢ikan iki 6nemli marker oldugu bilinmektedir.
Anti-Ku antikoru ise DNA’ya baglanan p70/p80 niikleer protein ¢iftine karsi
gelismekte olup yaygin benekli ve niikleolar boyanma gostermektedir. Anti-Ku
antikorlarina sistemik skleroz, polimiyozit, ve SLE hastaliklarinda siklikla

karsilagildigi bilinmektedir (24,25,38,39,40).
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i) PCNA’ya (Siklin = PL-5) Kars1 Olusan Antikorlar:

Sadece prolifere olan hiicrelerde ortaya ¢ikan niikleer antijenlere (PCNA)
kars1 olusan antikorlar ise SLE’li hastalarin % 2-3’(inde pozitiftir. Bu antijen, 36 kd
agirh@inda “siklin” adi verilen bir niikleer proteindir ve DNA polimeraz delta
proteinine benzemektedir. Anti-PCNA antikorlarinin, DNA replikasyonunda

regllator rolii olan bu antijenin aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir (24,25,38).

j) Romatoid Artrit ile iliskili Niikleer Antijene (RANA) Kars1 Gelisen

Antikorlar:

RANA kars1 olusan antikorlar ise sadece Epstein-Barr virusi ile transforme
hicrelerde saptanabilmektedir. Bu antikorlar IgG antikorlar1 olup romatoid faktor ile
benzerlikleri yoktur. RA’l1 hastalarin ¢ogunda, diger bag dokusu hastaligi olan
kisilerde ve normal kisilerde ise az siklikta bulunabilmektedirler. RA’deki varliklari,

bu hastalikta EBV’un muhtemel patojenik rolinli desteklemektedir (24,25,32).
k) Anti-Ma Antikorlar:

Bir nukleer asidik protein olan Ma antijenine kars1 olusan Anti-Ma antikorlar1
ise, SLE’li hastalarda saptanmaktadir. Anti-Ma antikor varligi, hastaligin ciddiyetini
ifade eder ve bobrek tutulumu, hipertansiyon, norolojik hastalik, kompleman
diizeyinde azalma, hepatosplenomegali ve lenfadenopati ile iligkilidir. Ma

antijeninin, nefrit atagindan hemen O©nce dolasimda goriilmeye baslandig

bildirilmektedir (24).
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Tablo 2.3. ANA Subtipleri ve Antijenlerle iliskileri (41)

Antikor Antijen

Anti ssSDNA DNA’nin deoksi ribofosfat iskeleti

Anti dsDNA Pdrin, pirimidin

Anti histon Histon proteinleri (H1, H2A, H2B, H3, H4)
Anti Sm U1-U6 RNA proteinleri

Anti RNP Ula, Ulb

Anti SS-A hY, hY3, hY4, hY5 proteinleri

Anti SS-B RNA polimeraz 111’teki fosforile proteinler
Anti Scl-70 DNA topoizomeraz |

Anti sentromer
Anti RNA polimeraz |

Kinetokor proteinleri
RNA polimeraz |

Anti fibrillarin U1-U3 kompleksindeki nikleer proteinler
Anti PM-Scl Bilinmiyor

AntiJo-1 Histidil-tRNA sentetaz

Anti PL-7 Treonil-tRNA sentetaz

Anti PL-12 Alanil-tRNA ve Alanil-tRNA sentetaz
Anti Ku DNA’ya bagli proteinler

Anti Mi-1 Nukleolar proteinler

Anti Mi-2 Bilinmiyor

Anti PCNA DNA polimeraz delta proteini

Anti RANA Muhtemelen EBNA-1

Anti Ma Nkleer asidik protein

2.2.3 Anti Niikleer Antikorlarin Laboratuvar Tan1 Yontemleri

Bir otoantikoru isterken hangi metodla bakilmasini isteyecegimizi veya bize
gelen bir sonucu yorumlarken testin hangi metodla yapildigini bilmemiz gerekir.
Ancak bu sayede sonuglar1 dogru bir sekilde yorumlayabiliriz. Klinik bulgulardan
bagimsiz bir sekilde yalnizca laboratuvar testlerine dayanarak taniya gitmenin
yanligligi 6nemle vurgulanmaktadir. Klinik bulgularin daima o6ncelikli olmasi ve
bunun 1g18inda test istemlerinin yapilmasit gerekmektedir. Kisaca testler; klinik
gostergeleri dogrulamak ve desteklemek, klinik bulgular ve prognozdan farkli alt
gruplar1 ayirt etmek, uygulanan tedaviye karsi hastadaki tepkiyi degerlendirmek ve

tedavi amagli kullanilan ilaglarin yan etkilerini ortaya koymak amaciyla
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kullanilmalidir. En sik kullanilan yontemler immiinofluoresans antikor testi (IFA) ve

ELISA yontemleridir (27).

Gunlmuizde otoimmun hastaliklarin tanisinda kullanilan ¢ok cesitli teknik ve

yontemler bulunmaktadir (20). Bunlar;

a) Indirekt immun Floresan Testi (1IFA)

b) Immunodifuzyon

c¢) Counter immunoelektroforez (CIE)

d) Immunoblot (1B)

e) Radyoimmunopresipitasyon

f) Radioimmunassay (RIA)

g) Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

a) Indirekt Immun Floresan Testi

Romatolojik hastaliklarin  tanisinda ANA  arastirilmasi  biliyilk  6nem
tasimaktadir. Giiniimiizde ANA tespitinde en cok tercih edilen ve yaygin olarak
kullanilan yontem ve giiniimiizde kullanimda altin standart olan IFA yontemidir.
Indirekt IFA testi ¢ok duyarli olup ¢ok sayida niikleer antijene karsi olusan
antikorlar1 belirleme 06zelligine sahiptir. Duyarlilik, uygulama kolaylig1 ve diisiik

maliyeti nedeniyle avantajli goriilmektedir (42).

IFA tekniginde uygun substrat secimi biiyiik 6nem tagimaktadir. Bir ¢ok doku
kesiti ve hiicre kiiltiirleri substrat olarak kullanilabilmektedir. Ancak substrat olarak ¢ok
cesitli kaynaklarin kullanilmasi ve konjugatlar i¢in belirlenmis bir standardin
bulunmamasit 6nemli olumsuzluklardir. Degerlendirme ise tamamen yorumlayan kisinin
bilgi ve deneyimine birakildigi igin laboratuar i¢i ve laboratuarlar arasi caligmalar
karsilastinldiginda farkli sonuglar ortaya cikabilmektedir. Floresans mikroskobisiyle

ilgili problemler de IFA tekniginin olumsuz bir yoniinii olusturmaktadir (29).

IFA testinde giiniimiizde yaygin olarak Hep-2 hiicreleri kullanilmaktadir. Bu
hiicrelerin biiyiik niikleuslar1 bulunmakta ve hiicre siklusu boyunca farkli sekillerde

sergilenen antijenlerin belirlenmesine imkan vermektedir. Bu hicreler 6sefagus ve
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skuamoz hucreli karsinom hticrelerinden elde edilmektedir (29). Hiicre ¢ekirdeginde
gozlenen boyama paternlerine diger konu basligi altinda yer verilecektir (Bkz. Bolum
2.2.4.)

b) Immunodifiizyon

Onceki yillarda IFA ydntemiyle belirlenen pozitiflikler ANA spesifitesine
isaret etmistir. Ancak ¢esitli arastirmalar klinik 6zellikleri SLE olan ancak IFA testi
negatif bir hasta grubu tanmimlamis ve bunu ANA negatif lupus olarak
isimlendirmistir. Bu hastalarin serumlar1 immiinodiffiizyon yontemi ile ¢alisildiginda
ANA IFA testi negatif olmasma ragmen SS-A/Ro antijenlerine karsi gelisen
antikorlar pozitif sonu¢ vermistir. Bu sebeple gelismis arastirma laboratuarlarinda
standard indirek immiinofloresans teknigi ile birlikte immiinodiffiizyon metodu da

kullanilarak ANA bakilmasi1 yayginlagmistir (43).

Immiinodifiizyon yénteminde monospesifik bir prototip serum ile timus ve
dalak doku ekstrakteleri kullanilmaktadir. DNA gibi biiyiikk molekiillerin agarda
diffiizyonu zayif oldugu i¢in bu yontemle anti DNA tayini zor gergeklesmektedir (44).

¢) Counter Iimmunoelektroforez (CIE)

Bu yontemin agar diffuzyona gore daha hassas oldugu bilinmektedir. DNA ve
RNA gibi asidik antijenler katodal (-) kuyucuga, 6zgiil antikorlar ise anodal (+)
kuyucuga yerlestirilerek elektroforez islemi uygulanmaktadir. Bu yontemde antijen
kaynag1 olarak kaba ekstreler kullanilir, duyarliligi kismen yiiksektir ve yiikler
sayesinde farkli antijenler kolaylikla tanimlanabilmektedir. Ancak basit antijenleri
saptayamamasi ve serumda ancak 10 mg/ml antikora gereksinim duymasi gibi

siirlamalar1 bulunmaktadir (41).
d) Immunoblot
Gunumuzde, immunoblot (IB) teknigi antikor spesifitesini tanimlamak igin

zorunlu bir test haline gelmistir. Bu test temel olarak, antijen preperasyonlari
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poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) ile ayrilmakta ve nitroseliloz membrana
elektrotransferi ger¢eklesmektedir. Sonraki asamada diliie edilmis hasta serumu ile
inkiibasyon gerceklesmekte ve antikor reaktivitesi radyoaktif isaretli veya enzim
isaretli ikinci bir reajant ile belirlenmektedir. Coziinmiis proteinlerin poliakrilamid
jelden nitroseltiloz membrana elektrotransferi proteinlerin kantitatif tayinini mimkun
hale getirdigi gibi transfer siireci i¢inde ayrilmig proteinlerin tamamen ¢Ozilmesini
saglamaktadir. Bir sonraki adimda kat1 yiizeye tutunmus antijenler antikor veya diger

reaktifler kolaylikla birlesebilmektedir (45).

Immunoblot tekniginin genellikle spesifik ve duyarli oldugu diisiiniiliir. Diger
yontemlerde, kullanilan kontrollerle hatasiz bir sonuca ulasildigindan emin olunmasi
onemlidir. Bu agidan immiinoblot teknigi bilinen antikor kontrolleri ile degerlendirme
imkan1 saglamaktadir. ANA’ya sistemik romatolojik hastaliklarin tanisinda 6nemli bir
unsur olarak ilginin buytmesi klinik laboratuarlarda immunoblot tekniginin yer almasini
saglamistir. IFA gibi yaygin metodlar ANA belirlenmesinde bazen yeterince duyarli ve
kesin olmamaktadir. Immunoblot teknigi, otoantikorlarm molekiiler diizeyde

spesifitesini belirlemekte bir sonraki adim olarak gosterilmektedir (46).
e) Radyoimmunopresipitasyon:

Bu yontemde kiiltiire alinmig hiicreler g (proteinleri isaretlemek i¢in) veya
%2p (niikleik asitleri isaretlemek icin) ile inkiibe edilmektedir. Daha sonra sentetik
boncuklara baglanmis hasta antikorlari, isaretlenmis antijenlerle baglanmaktadir. Bu
antijenler boncuklardan ayrilarak poliakrilamid jel {izerine dokiilerek elektroforetik
ortamda boylarina gore aynstirilmaktadir. Jelin radyografisi ¢ekildiginde

otoradyografide isaretlenmis ilgili antijenler bantlar seklinde goriilmektedir (23).
f) Radioimmunassay (RIA) :

Bu yontem 0zel anti DNA'lar1 6l¢gmede kullanilir. Kabaca iki gruba
ayrilmaktadir: Solid faz RIA ve Solubl faz RIA. Solid faz RIA tekniginde antijen kat1i
bir yiizeyle kaplanmaktadir. Spesifik antikorlar antijene baglandiktan sonra, buna

baglanabilecek radyoaktif isaretli insan anti-globulin antikoru ortama eklenmektedir.
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Son asama gama sayicit ile ortamdaki radyoaktivitenin belirlenmesidir. Hasta
serumundaki antikor miktar ise standart serum kullanilarak belirlenmektedir. Solubl
faz RIA tekniginde ise kati bir ylizey yerine ortam olarak sollisyonlar
kullanilmaktadir. Hasta serumundaki dsDNA antikorlar1 ortamdaki isaretli DNA’ya
baglandiktan sonra ortama katilan NH2SO4 serbest haldeki DNA yerine antikora
baglanmakta ve antikorun bagli bulundugu DNA’y1 ¢oktiirmektedir. Cokelti miktar
hasta serumunda mevcut anti-dsDNA miktar1 ile dogru orantilidir. Son olarak
cokeltinin radyoaktivitesi olcullip total radyoaktiviteye oranlanarak sonuclar ylzde
degerleriyle belirlenmektedir. Normal bir serumun DNA baglama kapasitesi yaklasik

% 20 iken SLE'de bu oranin %100 oldugu bilinmektedir (22, 44).

g) Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA):

RIA'ya oranla daha ucuz, daha glvenlidir ayrica ELISA y6nteminin
duyarlilig1 daha yiiksektir. ikinci antikorun baglanmasia 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 bagh
bulunmaktadir. Daha sonraki basamakta ortama eklenen substrat ile bu enzim
reaksiyona girmekte ve renk aciga c¢ikmaktadir. Reaksiyon durdurulduktan sonra
optik bir okuyucu ile rengin koyulugu Ool¢iiliip standart serumla karsilastirma

yapilarak kalitatif veya kantitatif bir sonug verilmektedir (23).

Ozellikle ds ve ssDNA'ya karsi olan antikorlarin tayininde kullanilir. Bunun
yaninda anti-ekstrakte edilebilen nikleer antijen (anti-ENA) ve anti kardiyolipin
antikorlarin  belirlenmesinde de tercih edilmektedir. Pikogram ve nanogram
diizeyinde sonug¢ verebildigi i¢in RIA yonteminden daha c¢ok tercih edilmektedir.

Ayrica ELISA yonteminde total ANA tespiti de yapilmaktadir.

Kisa zamanda daha ¢ok hasta iizerinde ¢alisilabildigi i¢in ve niikleus i¢inde
yaygin halde bulunan ANA’lar1 daha kolay belirledigi i¢in IFA ydnteminden daha
kullanigh bir yontem olarak kabul edilmistir. Ancak 0zgiilliigiiniin diisiik olmasi

nedeniyle yanlis pozitifliklere sik rastlanmaktadir (44,47).
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2.2.4 ANA IIFA Testinde Hiicre Cekirdeginde Gozlenen Boyanma Sekilleri

Hiicre i¢i antijenlere kars1 anormal diizeyde otoantikorlarin mevcudiyeti sistemik
bag dokusu hastahiklarmin &nemli gostergelerindendir. Indirekt imminfloresans testi
ANA’larm rutin olarak tayininde ilk olarak tanimlandiklar1 1954 yilindan beri yaygin
olarak kullanilmaktadir. Testte hayvan (fare, sican, maymun gibi) karaciger, bobrek,
mide doku kesitleri substrat olarak kullanilmis olup giiniimiizde epitelyal kiiltiir hiicreleri
(insan larenks karsinoma hicreleri, HEp-2 hiicreleri, Amerikan doku koleksiyonu CCL-
23) daha yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu hiicreler diiz cam yiizeylerde gelisebilir ve
fikse edildiklerinde antikorlarin hiicrelerin i¢ine girmeleri miimkiin olur. Hiicre
siklusunun degisik asamalarinda eksprese olan antijenlere kargi antikorlar doku
substratlarinda saptanamazken kiiltiir hiicrelerinde tespit edilebilirler. HEp-2 hiicrelerinin
fiksasyon islemleri bazi antikorlarin saptanmasim giiglestirebilir. SS-A/Ro antjeni
asetonla daha iyi fikse edilebilirken, etanol veya metanolle fiksasyonunda SS-A iyi fikse
edilemez ve ANA negatif bulunmasina ragmen ELISA veya immiinblot yontemlerinde
SS-A pozitif bulunabilir (48).

ANA tarama testi ELISA ile de calisilabilir ancak testte kullanilan
antijenlerin farkliliklari, standardizasyonun olmamasi, diisiik aviditeli antikorlar
nedeniyle yanlis pozitiflikler testin degerlendirilmesini giiclestirir. ANA, IFA
yonteminde niikleus ve stoplazmik otoantikor pozitiflikleri sayis1 otuza yakin farkl

boyanma modeli gosterirler.

ANA, 1IFA testinde laboratuvar test sonu¢ raporunda, testte kullandigi
substrat doku veya hicresini, tarama titresini (1/100 veya 1/160), titreyi (ileri
dilisyon calismasindaki pozitiflik saptanan en yilksek titre), floresans siddetini
(otoantikor derisimiyle ve titreyle iliskili olup 1+, 2+, 3+, 4+ olarak verilir), hiicrenin
niikleus, niikleolus, niikleus membrani, stoplazma, diger organellerde ve mitotik
hiicrelerde gozlenen boyanma modeli/modellerini, iliskili olabilecek otoantikorlari
belirtmelidir. ANA pozitifliginde gozlenen boyanma modeline gore otoantikor
ELISA, immunoblot ve benzeri yontemlerle teyit edilebilir. Otoantikor
pozitifliklerinin klinik verilerle birlikte degerlendirilmesi, klinik bulgusu olmayan

ancak otoantikor pozitifligi saptanan olgularin uzun siireli takibi 6nerilmektedir (49).
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Hep-2 hiicre yapisi

Immiinofloresan paternler hiicre devri ile iliskili olarak Hep-2 hiicrelerinde
kendilerine 6zgili goriiniirler. Mitoz esnasinda sinirli sayida boyanma olurken ¢ogu

patern interfaz esnasinda goriiliir.

Interfaz asamasinda hiicre: Interfaz asamasinda, fibriller 6rtii formundaki
kromatinlerden olugsan kromozomlar niikleoplazma boyunca asagi yukart diizgln
olarak dagilirlar ve niikleer membran tarafindan sinirlanirlar. Niikleoplazmada
yalnizca niikleoluslar iyi ayirtedilebilir. Sitoplazmik organeller ve fibréz yapilar bu
evrede c¢ok fazla goriiniirler ve bu yapilarin cogu mitoz esnasinda ya degisiklige

ugrar yada kaybolur (50).

Niikleolus endolazmik
retikulum

Sentrioller

Nitkleus Lizozomlar

Kromatin

S Golgi aygiti
Hiicre membrani o

) 2\ ¢ Anchoring
Sitoplazma proteinleri
Stress
proteinleri
(tropomyosin)

Niiklear por Mitokondri
Peroksizom
Graniilli Sitoskeleton
endoplazmik Mikrotiibiiller Serbest (actin)
retikulum Niiklear mebran ribosomlar

Sekil 2.1. Interfaz esnasinda hiicre (50).

Interfazda ard arda ii¢ period ile tekrar boliinme gergeklesir. G1, S ve G2 (G:
gap=bosluk, S: synthesis=sentez). G1 fazt DNA’nin kopyalanmas1 ve biyosentez i¢in
hazirlik asamasidir. S fazi DNA’nin kopyalanmasi ve biyosentezin gergeklestigi
asamadir. G2 faz1 ise DNA sentezinin tamamlandig1 fazdir. M (M: mitosis=mitoz)
fazinda ise her bir hiicrede DNA miktar1 azalir ve hiicrenin ikiye bdliinmesi

gerceklesir. Hep-2 hiicresinin optimal ¢ogalma siiresi yaklasik olarak 36 saattir (50).
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Sitokinesis
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nterfaz

Sekil 2.2. Hicre devri (50).

Nukleer membran: Nikleer membran interfaz esnasinda niikleoplazmanin
biitiinliigiinii korur. Endoplazmik retikulum bu zarfin bir iriinidir ve sentezi
sitoplazmada planlanir. Niikleer membran ii¢ ayr1 katmandan meydana gelir. Bunlar

nikleer lamina, i¢ membran ve dig membrandir (50).

Endoplazmik
Ribosomlar retikulum

Heterokromatin

I¢ niiklear

membran " .
Okromatin

Dis niiklear Niiklear por
membran kompleksi

Niiklear
\ lamina
Periniiklear bogluk

Sekil 2.3. Niikleer membran yapisi (50)
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Sekil 2.4. ANA subtipleri (51)
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1) Homojen

Bu boyanma tipinde antikorlar dsDNA, histonlar (baslica [H2A-H2B] DNA
compleks), ssDNA ve niikleosomlara karst olusur. interfaz asamasindaki hiicrelerin
niikleusunun tamamu tek tip floresan boyanir. Hiicre sitoplazmasi negatifdir. Yuksek
titreli 6rnekler, eski preperatlar yada eski reaktifler interfaz asamasindaki hiicrelerin
dis kenarlarin1 daha belirgin boyanmis gosterebilir. SLE, ilagla indiiklenmis lupus,

RA, juvenil kronik artrit ve sistemik sklerozlu hastalarda yaygin olarak gorulur (48).

Sekil 2.5. Homojenus boyanmanin sirastyla Hep-2 ve Karaciger dokularindaki goriintiimii (51).

Anti-dsDNA, DNA yapisindaki piirin ve pirimidin antijenlerine karsi, anti-
ssDNA ise deoksiriboz iskeletindeki komponentlere kars1 gelisen antikorlardir. Anti-
ssDNA’nin daha sik ortaya ciktigi ve herhangi bir hastalifa karsi spesifitesinin
bulunmadigr bilinmektedir. Anti-dsDNA ise tek basina nadiren bulunmakta ve diger
BDH’nda diistik titrelerde bulunmasina ragmen SLE i¢in yiiksek bir spesifiteye sahip
oldugu goriilmektedir. Anti-dsDNA antikorlarinin titresi hastalik siddetiyle iligkili
olarak yiikselmekte hastaligin takibinde biiyiik 6nem tagimaktadir.

SLE tanisinda biiyiik 6neme sahip anti-dsDNA antikorlarinin saptanmasinda,
substrat olarak insanlar icin patojen olmayan Crithidia luciliae hucreleri
kullanilmaktadir. Bu mikroorganizma, modifiye biiyilik bir mitokondri ve stabil halde
sirkile dsDNA igeren kinetoplastlara sahiptir. C. luciliae, kiiltiirii kolay yapilan bir
parazittir ve kinetoplast DNA’s1, RNA ve niikleer proteinlerle iligkili degildir. I[FA
testinin aksine bu yontem anti-dsDNA icin %95’in Ustlinde bir spesifiteye sahiptir ve

bu sebeple SLE tanisi i¢in olduk¢a uygundur.
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Sekil 2.6. Iindirekt Immiin Floresan Test: Crithidia luciliae (51)

Histonlar deoksiriboniikleoproteini olusturmak iizere DNA ile kompleks
yapan temel nukleer proteinlerdir. Memelilerde H1, H2A, H2B, H3 ve H4 olarak 5
alt fraksiyona ayrilmistir. Genellikle SLE, RA, ilaca bagl lupus, sistemik skleroz ve
MCTD hastaliklarinda goriilmektedir (20).

2) Nukleer membran

Bu tip boyanma lamin A (74 kDa), B1 (68 kDa), B2 (74 kDa) ve C (60
kDa)’yi kapsayan ara filamentlere mensup polipeptitler ile laminlerle birlesik
proteinler (LAP 1A ve LAP 2)’e karsi olusan otoantikorlarin varliginda goéralur. Bu
tip boyanma homojen tip boyanmadan karaciger dokusundaki gorintisuyle kolay bir
sekilde ayirt edilebilir. Nukleus icerisindeki homojen boyanma, nikleer
membrandaki ince ¢izgi seklindeki boyanmaya gére daha az yogundur. Bdliinen
hiicrelerin kromatini negatiftir. Bu tip boyanmadaki gii¢lii niikleer boyanma diger
antijenlere kars1 olusabilecek boyanmalar1 maskeleyebilir. Genellikle kronik hepatit,
vaskilitler, SLE ve trombositopeni gibi miks tip kronik otoimmin hastaliklarda
tespit edilir (50).
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Sekil 2.7. Niiklear mebran sirayla Hep-2 ve karaciger dokularindaki goriiniimii (51).

3) Nukleer dot

Her hiicrede yaklagik olarak 10 adet nokta seklinde boyanirlar. Niikleoplazma
boyunca yayilan bu niiklear dotlar degisik boyutlardadir ancak niikleoluslardan
ayridirlar. Mitoz esnasinda hiicrenin ¢evresinde boyanirlar ve metafaz esnasinda
kromatin negatifdir. Bu tip boyanmaya neden olan antikorlar Sp-100 proteinine,
promyelocytic leukemia protein (PML) ve NDP53’e karsi olusurlar. Ancak bu
nikleer domenlerin fonksiyonlari ¢ok iyi anlagilamamistir. Bu patern primer bilier
siroz’lu hastalarin %30’dan fazlasinda, sjogren sendromlu hastalarda, SLE ve diger

kronik inflamatuvar bag dokusu hastaliklarinda belirlenebilir (50).

Sekil 2.8. Niiklear dot boyanmanin sirasiyla Hep-2 ve karaciger dokularindaki gériiniimii (51).
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4) Nuklear az nokta (Few nuclear dot) :

Bir ile alt1 arasinda (ortalama iki) belirgin noktanin interfazdaki hiicrelerin
siklikla niikleolusuna yakin bolgesinde boyanma gostermesiyle karakterizedir.
Boéliinen hiicre kromatini genellikle boyanmaz. Olusan antikor p80-coilin olarak
bilinen 80 kDa’luk bir protein olup, Cajal cisimcigi (Coiled body) olarak da bilinen
yapilara karsidir. Otoimmiin ve kronik aktif hepatit gibi viral karaciger
hastaliklarinda, PBC ve nadiren de kollajen vaskiiler hastaliklar ve ¢esitli otoimmiin

hastaliklarda goriiliir (48).

Sekil 2.9. Few niiklear dot boyanmanin sirastyla Hep-2 ve karaciger dokularindaki goriinimi (51).

5) Sentromer

Interfazdaki hiicrelerin niikleuslarinda 40-60 arasinda floresan boyali nokta
ile karakterizedir. Mitozdaki hicrelerin kromatini belirgin benekli tarzda
boyanmustir. Anti sentromer antikorlar dort proteine karsi olusur. En sik CENP-B (80
kDa) ve CENP-A (17 kDa)’a kars1 olugsmakla birlikte bazen de CENP-C (140 kDa)
ve CENP-D’ye karsi da olusabilir. Anti CENP-F antikorlar1 bu boyanma tipini
gOstermezler. Sentromer boyama sekli siirli kutendz sistemik skleroz (CREST

sendromu), primer biliyer siroz, Raynoud’s fenomeninde saptanabilir (50).
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Sekil 2.10. Sentromer proteinlerinin yerlesimi (50).

Sekil 2.11. Sentromer boyanmanin sirastyla Hep-2 ve Karaciger dokularindaki goriiniimii (51).

6) Scl-70:

Scl-70: Homojen veya ince benekli olarak boyanir. Mitoz esnasinda antijenle
iliskili olarak kromatin yogunlasir. Farkli antijenik 6zgiilliige sahip otoantikorlarin
varligindan dolay1 niikleoluslar boyanabilir. Bu otoantikorlara sistemik sklerozlu
hastalarda sik rastlanir. Scl-70 otoantikorlart Raynaud sendromu ve SLE’li hastalarda
da gorulebilir (50)

Scl-70 (70 kDa) antijeninin temel kromozomal bir protein oldugu ve DNA
topoizomeraz enziminin parcalanmasi ile ortaya ¢ikan iirlinlerden biri oldugu
bilinmektedir. Scl-70 antijenine kars1 gelisen antikorlarin ise bu enzimin siipersarmal

DNA iizerindeki agilma aktivitesini inhibe ettigi ortaya konmustur (20).
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Sekil 2.12. Scl-70 boyanmanin sirastyla Hep-2 ve karaciger dokularmdaki goriintimii (51).

7) Nukleolar homojen

Bu boyanma modelinde mitoz asamasindaki HEp-2 hicrelerinin
niikleuslarinda kromatinler boyanmamis, boyanmis veya az sayida benekli tarzda

boyanmis iken niikleoluslar boyanmastir.

Bu boyanma modelinde niikleolusun homojen, niikleoplazmanin zayif
homojen veya benekli boyandigi durumlarda antikor PM-Scl kompleksine karsi
olabilir ve baslica myozit-skleroderma overlap sendromunda ve daha az sistemik
skleroz ve myozitde tesbit edilirler. Bu boyanma sekli anti-Th/To antikorlar1 olarak
bilinir ve 40kDa’luk iki kiiguk riboniikleoproteine karsi olustugunda gozlenebilirler.
Th/To antikorlar1 sistemik sklerozisde, SLE, polimiyositis ve romatoid artritte
saptanabilir (48,49)

Sekil 2.13. Niikleolar homojenus boyanmanin sirasiyla Hep-2 ve karaciger dokularindaki goriiniimi (51).
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8) Nukleolar kiime (clumpy)

Istirahat halindeki hiicrelerin niikleolusunda siklikla biiyiikliigii ve sekli
degisken kiime (clumpy) tarzinda boyanma, boliinen hiicre kromatininde
boyanabildigi durumlarda genellikle fibrillarine (U3snoRNP yi de ihtiva eden kii¢iik
nikleolar ribonlkleoproteinin 34’kDa luk protein alt Gnitesi (SNORNP)) karsi
antikorlarin bulundugunu gosterir ve sistemik skleroz icin yuksek spesifikliktedir
(48, 49).

Sekil 2.14. Niikleolar kiime boyanmanin Hep-2 ve karaciger dokularindaki goriiniimii (51).
9) RNA polimeraz | (RNAP I):

Interfaz  safhasindaki hiicrelerin  niikleoluslar1  benekli  boyanirken
niikleoplazma ince benekli tarzda boyanir. Mitoz esnasinda kromozom bdlgesi koyu
iken nukleoli organizasyon bolgesi parlak benekli gortlebilir. Sistemik sklerozda
yuksek spesifiteye sahiptir (%4-20). Ayrica SLE, RA ve MCTD’l1 hastalarda da
RNA polymerase I’e kars1 olusan antikorlara rastlanabilir. Bu antikorlar rRNA'nin
oncul molekdllerini kodlayan genin transkripsiyonunda gérevli RNA polymerase |
enzimine kars1 gelismektedir. Niikleoplazmada RNA polimeraz I (RNAP II) ve
RNA polimeraz 111 (RNAP I1I1)’de bulunur. Otoantikorlar genellikle RNAP I- 1lI,
RNAP I- 1I- III ve sadece RNAP Il ile ¢apraz reaksiyon olusturabilirler (50).
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Sekil 2.15. RNAP I boyanmanin sirastyla Hep-2 ve karaciger dokularindaki goriiniimii (51)

10) NOR

Interfaz asamasindaki hiicrelerin niikleoluslar1 benekli olarak boyanur.
Floresan noktalanmalar boéliinen hiicrelerin - yogun kromatin  bdlgelerinde
go6zlenebilir. Bunlar niikleolar organizasyon bolgesi (NORs) olarak diistiniilmektedir.
Bu tip boyanma cok nadir olmakla birlikte Raynaud sendromu ve skleroderma
hastalarinda tespit dilmistir. Ayrica koti huylu hepatoseliiler karsinoma, RA ve
SLE’li hastalarda da goriilebilir. NORs’a karst olusan bir ¢ok otoantikor
bilinmektedir. Bunlar hUBF/NOR-90, RNAP | ve nikleolar protein ASE-I’dir.
hUBF'nin 97 kDa ve 94 kDa agirliginda iki formu vardir ve bunlar RNAP D’in
kopyalanmasinda rol oynar (50).

Sekil 2.16. NOR boyanmanin sirasiyla Hep-2 ve karaciger dokularindaki gériiniimii (51).
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11) RNP-Sm

Tipik kaba benekli olarak boyanirlar. Bu tip boyanma Sm veya Ul-sn
RNP’ye kars1 otoantikor varliginda goriiliir. Boyanmanin Sm veya Ul-snRNP'den
hangisine kars1 olustugu ayirt edilemez. Sm antijeni Sm-snRNP kompleksindeki en
az 8 polipeptidi icerir. Bu kompleksin splising olarak adlandirilan bdlgesi
olgunlagmis mRNA'nin iiretimine katkida bulunur. SLE’nin teshisinde yaklasik
olarak %99 oraninda spesifiktir. Asya kitasinda ve siyahi hastalarda daha yiiksek
siklikta goralur. U1-snRNP en ¢ok SLE’li hastalarda olmak (izere nadiren de MCTD,
overlap sendromu ve cesitli romatolojik hastaliklarda da goriilebilir. U1-snRNP
molekdlleri Sm-snRNP kompleksindeki ¢esitli polipeptidleri igerir. U1-SNnRNP
MRNA siplising’de rol oynar. Ul-snRNP antikorlar1 SLE’li hastalarda anti Sm
antikorlar1 ile birlikte bulunabilir (50).

Sekil 2.17. RNP-Sm boyanmanin sirastyla Hep-2 ve karaciger dokularindaki goriintimii (51).

12) SS-A/SS-B

Interfaz asamasindaki hiicrelerin niikleusunda ince benekli boyanma gordlir.
Nikleoluslar genellikle negatiftir ve sitoplazma zayif boyanabilir. SS-A (Ro0)
otoantikorlar1 52 kDa ve 60 kDa’luk iki riboniukleoprotein olarak bilinir. Bu
ribonukleoproteinler dort Y-RNAs’dan biriyle iligkilidir ve fonksiyonu bilinme-
mektedir. Sjogren sendromlu (SS) hastalarin yaklagik olarak %50-75’inde ve SLE’li
hastalarin  %30-50’sinde gorilur. Anti SS-A antikorlarina polimiyositis, RA ve
sklerodermali hastalarda da rastlanabilir. SS-B (La) otoantikorlart RNAs ile iligkili
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48 kDa’luk bir proteindir. SS-B (La) RNAP III’lin transkripsiyonunun sonlanmasina
neden olur. SS’li hastalarin % 40-80'ninde ve SLE’li hastalarin % 6-21’inde gorulir.
Maternal SS-B (La) antikorlar1 konjenital kalp blogu ve neonatal lupus eritematosuz
ile iliskilidir (50).

Sekil 2.18. SS-A / SS-B boyanmanin Hep-2 ve karaciger dokularindaki goriinimii (51).

13) Ku

Anti-Ku antikoru DNA’ya baglanan p70/p80 niikleer protein ¢iftine karsi
gelismekte olup yaygin benekli ve niikleolar boyanma gostermektedir. Anti-Ku
antikorlarina sistemik skleroz, polimiyozit, ve SLE hastalarinda siklikla rastlandigi
bilinmektedir (20).

Sekil 2.19. Ku boyanmanin sirasiyla Hep-2 ve karaciger dokularindaki goriiniimii (20)
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14) PCNA (Siklin 1)

Interfaz asamasindaki hiicrelerin yaklasik olarak %30-60’1 inceden kaba
benekliye degisen sekillerde floresan boyanma gosterir. Degisken boyanmadan
dolayr PCNA sentezi varligi hareketsiz hiicrelerde diigiiktiir ama S fazindaki giiclii

boyanma DNA sentezinden hemen 6nce artar.

Anti PCNA antikorlar1 SLE’li hastalarin %3-6’sinda belirlenmistir. Bu
antikorlar kronik hepatit B ve C’li hastalarda da tespit edilebilmistir. SLE anti PCNA
antikorlarinin  belirlendigi tek otoimmun hastaliktir. Bu antikorlar DNA’nin
replikasyonu ve onariminda da gorev alan ve siklin olarak da bilinen 36 kDa

molekiiler agirliga sahip DNA polimeraz ¢ yardime1 proteinine karsidir (50).

Sekil 2.20. Cyclin I boyanmanin sirastyla Hep-2 ve karaciger dokularindaki goriiniimii (51).
15) Mitozin (Siklin 1)

Sentromer F olarakda bilinen bu paternde G2 fazindaki hiicrelerin
nikleoluslar negatif, niikleuslar1 graniiler boyanir. Bu antikorlar tiimor 6zellikle de

akciger ve gogiis kanseri ile iligkilidir. (50).
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Sekil 2.21. Cyclin II boyanmanin sirasiyla Hep-2 ve karaciger dokularindaki gériiniimii (51).

16) Jo-1

Ince graniiller niikleusun gevresinde yogunlasmistir. Genellikle Jo-1 ve diger
baz1 anti tRNA sentetazlar sitoplazmanin dis kenarmma dogru azalirlar. Bu tip
boyanma lizozomal ve peroksisomal boyanmanin her ikisine de benzemektedir. Bu
tip antikor baslica polimiyozitli hastalarda (yaklasik olarak %20-40 oraninda)
goriilmesine ragmen overlap sendromlu hastalarda ve dermatomiyozitli hastalarda da
goralebilir. Jo-1 antikorlari intertisyal akciger hastaliklar1 ve artralji ile de iliskilidir.
Jo-1 antikorlar1 50 kDa agirliga sahip histidil tRNA sentetazin reaktif bolgesine karsi
yonelirler. Amino-acil-tRNA sentetazi igeren PL 7 (threonil-tRNA synthetases), PL
12 (alanil-tRNA synthetases), EJ (glycyl-tRNA synthetases) ve OJ (isoleucyl-tRNA
synthetases) diger otoantikorlardir (45).

Sekil 2.22. Jo-1 boyanmanin sirasiyla Hep-2 ve liver dokularindaki gériiniimii (51).
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17) AMA

AMA pozitifliginde sitoplazma boyunca ve niikleusun etrafina kadar uzanan
grantler filamentdz boyanma gozlenir. PBC’li hastalarin yaklasik olarak %95’inde
(M2 tipi) goralir. Anti mitokondriyal antikorlar scleroderma, CREST, SLE ve SS
gibi diger konnektif doku hastaliklarinda az siklikta goriilebilir. Bir cok AMA vardir
fakat en sik rastlanilani AMA-M2’dir. M2, piruvat dehidrogenaz kompleks (PDC)’yi
de iceren mitokondriyal i¢c mebran proteinlerini ihtiva eder. PBC’li hastalarda
antikorun ana hedefi PDC-E2 antijenidir (50).

Sekil 2.23. AMA boyanmanin sirastyla Hep-2 ve karaciger dokularindaki gériiniimii (51).
18) Lizozom

Bu tip boyanmada sitoplazma boyunca dagilmis biiyiik diizensiz lekeler
gOzlemlenir. SLE’li hastalarda nadiren gorilir ancak klinik 6nemi bilinmemektedir.
Lizozomal antijenler ve lizozomal iligkili membran proteinlerine (LAMPs) karsi

antikor olustugu durumlarda go6zlenir (50).

36



Sekil 2.24. Lizozom boyanmanin sirasiyla Hep-2 ve karaciger dokularindaki gortiniimii (51).

19) Golgi apparatus

Niikleusa bitigik farkli biiyiikliiklerde parlak benekli lekelerden ibaret
boyanmadir. Bu nadir rastlanan tip SLE, SS ve diger kronik romatoid hastaliklarda
saptanabilir. Golgi antijenleri; golgin-67, golgin-95 (GM 130), golgin-97, golgin-160
(GCP 170), golgin-245 (p230) ve makrogolgin/giantin olarak tanimlanir. Bu yapilar

golgi membraninin organizasyonunda rol alirlar (50).

Sekil 2.25. Golgi boyanmanin sirasiyla Hep-2 ve liver dokularindaki gortiniimii (51).
20) Ribozom

Hiicre sitoplazmasinda genellikle homojen ince benekli diffiiz boyanma ve

her zaman gorulmemekle birlikte nikleolar boyanma gozlenir. Bazen dsDNA
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antikorlarinin yoklugunda SLE’li hastalarda (%10-20) rastlanir. Bu antikorlarin titre
degiskenligi noropsikiyatrik semptomlar ile iligkilidir.

Bu antikorlarin ana hedefinde ii¢ ribosomal P fosfoprotein vardir. Bunlar P 0 (38
kDa), P 1 (19 kDa) ve P 2 (17 kDa)’dir. 28s rRNA, S 10, Ja, L 12 ve L5/ 5 S gibi
antijenik hedefleri de igerir. Ribosomlar niikleolilerle birlesiktirler ve toplu olarak

sitoplazmaya transfer edilirler. Fosfoproteinlerin kesin fonksiyonu bilinmemektedir (50).
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Sekil 2.26. Ribozomal P fosfoproteinlerin yerlesimi (50).

Sekil 2.27. Ribozomal boyanmanin sirasiyla Hep-2 ve karaciger dokularindaki goriiniimii (51).

21) Kromozom

Bazi  hiicrelerin  kromatinleri yogun bir sekilde floresan boyanir.
Niikleoplazma ve sitoplazma negatiftir. Kromozoma karsi1 olusan antikorlarin klinik

iliskisi hentiz bilinmemektedir (52).
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Sekil 2.28. Kromozom boyanmanin Hep-2 dokusundaki gérinimdi (51).
22) Spindle fibers

Metafaz ve anafaz esnasinda 1§ iplik¢iklerinin kutuplara dogru yonelerek
floresan boyanmasi ile karakteristiktir. Interfaz esnasinda ince benekli niiklear lekeler
goriiliir. Klinik iliskisi heniiz bilinmemekle beraber SLE, SS, MCTD ve poliartritli
hastalarda rastlanmistir. Hedef antijen 210 kDa agirligindaki NuMA-1’e karsidir (50).

Sekil 2.29. Spindle fibers boyanmanin Hep-2 dokusundaki goriinumu (51).
23) Midbody

Telofaz ve anafaz esnasinda midbody ve ayrilma c¢izgisi, metafaz esnasinda
kromatin floresan olarak boyanir. Interfaz esnasinda ise zayif niiklear boyanma
goralir. Raynaud sendromu ve sistemik sklerozlu hastalarda nadiren gorilebilir.

Karakteristik antijeni yoktur (52).
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Sekil 2.30. Midbody boyanmanin Hep-2 dokusundaki gériinimii (51).

24) Sentriol

Metafazda mitotik ig iplik¢ikleri her bir kutupta noktasal floresan benekler
halinde goriintir iken bitisik niikleuslu interfaz hiicrelerinin sitoplazmasinda bir ya da
iki noktasal 151k goriiliir. Bu tip boyanmaya nadir olarak rastlanilir. En ¢ok Raynaud
sendrom’lu hastalarda goriliir fakat CREST, SS ve skleroderma gibi bir takim

otoimmiin hastalikta da gorilebilir (50).

Sekil 2.31. Sentriol boyanmanin Hep-2 dokusundaki gorintimu (51).

25) Vimentin
Bu tip boyanmada bol miktarda ince iplik¢ik sitoplazmanin her tarafinda

sarmagsik seklinde bir 1smn yayarlar. Anti-vimentin antikorlar1 c¢esitli hastaliklarda

goralebilir ancak klinik kolerasyonu bilinmemektedir. Kronik romatolojik ve karaciger
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hastaliklari, SLE, Crohn sendromu ve hematolojik hastaliklarda rastlanabilir. Vimentin

sitoskeleton tip 111 ara flamentidir ve gercek fonksiyonu bilinmemektedir (50).

Sekil 2.32. Vimentin boyanmanin sirastyla Hep-2 ve karaciger dokularindaki gériiniimii (51).
26) Tropomiyosin

Niikleus etrafinda diiglim seklini alan fibrillerin floresan renk vermesiyle
karakterizedir. Sistemik skleroz, RA, UK gibi hastaliklarda yiiksek antikor seviyesi
goriilebilir. Aktin, miyosin, kalponin ve bunlarin etkilesim iginde oldugu diger

molekiiller kas kisalmasinin mekanizmasini diizenlerler (50).

Sekil 2.33. Tropomiyosin boyanmanin sirasiyla Hep-2 ve karaciger dokularindaki goriiniimii (51).

27) Aktin

Ince floresan fibriller hiicre boyunca dagilmistir. Bu otoantikorlar kronik aktif

hepatitin teshisinde onemlidir ama PBC ve konnektif doku hastaliklarin1 da iceren
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cesitli hastaliklarda da goriilebilir. Kas kisalmasi ve intraselller hareketler gibi

hlcresel hareketlerde gorev alirlar (50).

»

Sekil 2.34. Aktin boyanmanin sirasiyla Hep-2 ve karaciger dokularindaki goriintimii (51).

2.3 Otoimmun hepatit

OIH, 1950’li yillarda tanimlanmis bir hastalik olup; aminotransferaz
yuksekligi, hipergamaglobunemi, otoantikor varhigi ve karacigerde histolojik
degisikliklerle karakterize bir kronik hepatit nedenidir (53). Baslangigta sistemik
lupus eritematozus’a (SLE) olan benzerligi nedeni ile lupoid hepatit olarak
adlandirilmigtir. Ancak ilerleyen siirecte SLE de goriilen organ tutulumlarinin bu

hastalarda goriillmemesi {izerine bu terminoloji terk edilmistir (54).

Tanisinda otoantikor pozitifligi, transaminaz artisi, IgG yiiksekligi, biyopside
interfaz hepatiti varligi 6nemlidir. Transaminaz ve 1gG yuksekligi ile histolojik
bulgular ve siroz varligl ya da yoklugu arasinda bir paralellik yoktur. Ayirici tanida
viral hepatiti B ve C, non-alkolik steatohepatit, ilaca bagli karaciger hastaligi ve

Wilson gibi hepatit yapan diger hastaliklar 6nemlidir (55,56).

Otoimmun hepatit iilkemizde kronik karaciger hastaliginin nisbeten seyrek
goriilen sebeplerinden biridir. Kadinlarda daha sik rastlanan otoimmiin hepatitin
immiinoserolojik gostergelere gore ii¢ tipi olmasina ragmen, vakalarin % 85°1 tip 1
dir. Otoimmiin hepatitlerin % 5-10'unda ise iki otoimmiin hastaligin 6zellikleri ayni
vakada toplanmaktadir. Kortikosteroidler monoterapi veya azatioprin ile

kombinasyon rejimi halinde kullanilirlar. Remisyon saglanan vakalarda uzun siireli
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sonuglar ¢ok iyidir, dekompanse karaciger sirozuna ilerleyenlerde ise tek secenek

karaciger transplantasyonudur (57).
Otoimmun hepatit otoantikorlarin varligina gore siniflandirilir: (57)
a) Klasik otoimmun hepatitler

Tip 1 otoimmun hepatit
Tip 2 otoimmun hepatit

Tip 3 otoimmun hepatit
b) Atipik otoimmun hepatitler
Overlap sendromlar

e Otoimmun hepatit + Primer bilier siroz overlap’i
e Otoimmun hepatit + Primer sklerozan kolanjit overlap’i (Otoimmun
sklerozan kolanjit)

e Otoimmun hepatit + Kronik viral hepatit overlap’i
Siradis1 sendromlar

e Otoimmun kolanjit

e Kriptojenik kronik hepatit

2.3.1 Tip 1 Otoimmun Hepatit

OIH lerin %80-85 ini olusturur. Serumda ANA ve ASMA bulunmas ile
karakterizedir ve hastalarin %701 kadindir (53). Hastalik her yasta ortaya ¢ikabilir
ancak siklikla 40 yas Oncesinde hastalar tani1 alirlar. Ancak tanmi gecikmeleri
nedeniyle 50-60 yas civarinda tani alan hasta sayisi hi¢ de az degildir. Hastalarin
%40 1inda baska bir otoimmun hastalik (otoimmun tiroidit, sinovit, Ulseratif kolit
gibi) eslik etmektedir (59).

Tip 1 OIH’in immunostipresif tedaviye cevabi genellikle iyidir. Ug y1l iginde
siroza ilerleme riski %43'tiir (60). Tip 1 OIH’li hastalarda HLA A1, HLA B8 ve HLA

43



DR3/DR4 doku guruplarinin bulunma sikligi fazladir. HLA DR3 pozitif hastalar,
HLA DR4 pozitif olanlara gore daha geng (<30 yas) ve hastalik prognozu daha
kotiidiir. Bu hastalarda tedaviden sonra niiks ve karaciger transplantasyon ihtiyaci

fazladir (61).
2.3.2 Tip 2 Otoimmun Hepatit

Tip 2 OIH, anti-LKM1 pozitiflii ile birliktedir. Bu hastalar tip 1 otoimmun
hepatitlilere gore daha kiigiik yastadir. Cocukluk ¢agindaki (2-14 yas) otoimmun
hepatitlerin  ¢ogunlugunu olustururken, eriskinlerdeki orami cografik farkliliklar

gostermek lzere %5-20 civarindadir.

Hastalara diger otoimmun hastaliklarin eslik etme ve organ-spesifik
otoantikorlarin (paryetal hiicre, tiroid ve pankreas adacik hiicrelerine yonelik)
pozitif bulunma ihtimali (%30-40 civarinda) yiiksektir. Hipergamaglobulinemi, tip 1
otoimmun hepatite gore daha az belirgindir. IgA seviyeleri de diislik olabilir.
Immunosupresif tedavinin basaris1 tip 1'e gore daha diisiiktiir ve siroza ilerleme riski
daha fazladir (3 yil icinde %82). Dolayisiyla tip 2 otoimmun hepatit, otoimmun
hepatitlerin en ciddi formudur (60).

2.3.3 Tip 3 Otoimmun Hepatit

Serumda “*soluble liver antigen’’e kars1 alinan antikor (anti-SLA) bulunmasi
ile karakterizedir. Bu antikorlar, direkt olarak, hepatosit sitokeratin 8 ve 18'e karsi
olup, otoimmun hepatit icin spesifiktirler. Anti-SLA pozitif hastalar, genctir
(ortalama yas 37) ve agirlikli olarak kadindir (% 90). Hastalarin % 75'inde diger
otoantikorlarda birlikte pozitiftir. Ornegin ASMA, AMA (anti-mitokondrial antikor).
Tip | otoimmun hepatitli hastalarin yaklasik % 10'nunda da anti-SLA pozitif olabilir
(62). Bu grupta karaciger/pankreas proteinine karst gelisen anti-LP (anti-
liver/pancreas protein) otoantikor ve anti-LC1 otoantikorlar1 pozitifligi de saptanir
(60).
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Tablo 2.4. Otoimmun hepatit tip 1, 2, 3 ve 6zellikleri (60)

Tipl Tip 2 Tip 3
Prevalans OHTerin %80ni olugturur., Daha nadirdir (Avrupa'da %20 orcrunda gérlir
OH' lerin %20'sini, USA'da
ise %4n 0 olugturur
Yas Her yagta gortlebilir. 15 yag civannda 2-14 yasta goralar. 20-40 yag
(10-20) ve postmenopozal dénemde Crtaloma tarn yag 10
(45-70) iki pik yapar
Cinsiyet Kadin Kadin Kadin
Klinik seyir Akut baglongig nadir %2571 tar Baslangicta fulminant 3 yil igerisinde siroza iler-
sirasinda siroz, 3 yil iginde siroza iler- seyredebilir. Siroza iletleme leme riski %75
leme sikhn %43 riski %82
Oto antikor ANA ASMA LKM-1/ LC1 SLA/LP
Oto antijen Sentromer, 52K, SSA/RO, histon, Sitokrom monooksijenaz UGA suppressor tRNA ile
ribontkleoprotein, aktin, tubulin, inter- P4501Dé, sitozolik protein iliskili protein, sitozolik non-
mediate filament sitokeratinler
Genetik edilim HLA Al, B8, DR3, DR4 HLA B14, DR3, DR4 Yeterli bilgi yok
Steroide cevap +++ ++ +++

2.3.4 Primer biliyer siroz

Primer biliyer siroz (PBS); etyolojisi bilinmeyen kronik kolestatik bir
karaciger hastalig1 olup, orta ¢apli intrahepatik safra kanallarinin siiptiratif olmayan
granulomatdz kolanjiti ile seyreder. Cocukluk c¢aginda hi¢c tanimlanmamis olup
hastalarin %90’dan fazlasin1 kadinlar olusturur. Kullanilan tani Kriterlerine gore
prevalansi 1.9 - 40.2/100 000 gibi genis bir aralikta degismektedir (63,64,65) .

Kesin PBS tanist icin karaciger kolestatik enzimlerinde yiikseklik, 1:40’in
tizerinde AMA pozitifligi ve tanisal patolojik bulgulardan olusan triadin bulunmasi
gerekirken muhtemel PBS tanisi ise bu bulgulardan 2’sinin bulunmasiyla konulur
(66). Rutin testlerle hastalarin %90-95’inde AMA pozitif saptanirken daha duyarli
yontemlerin kullanilmasi ile bu oran daha da artmaktadir (63,67). AMA negatif PBS
hastalarinin klinik seyri ve prognozu AMA pozitif hastalarla aynidir (64).

AMA pozitifligi saptanan karaciger enzimleri normal asemptomatik kisilerin
karaciger biyopsileri PBS ile uyumlu olup uzun doénem takiplerinde c¢ogunlugu

semptomatik hale gecmektedir. Bu nedenle AMA pozitifligi saptanan asemptomatik
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kisilerin de PBS gibi tedavi edilmeleri dnerilmektedir. Nitekim PBS tanis1 alanlar

icinde asemptomatik kisilerin oran1 %60’a yiikselmistir (67).

PBS seyrini yavaslatan ve belki durduran tek ajan urso deoksikolik asittir
(UDKA) (64,67). Ancak UDKA, PBS’in erken evrelerinde bilier epitel hiicresi’ndeki
(BEH) hasar1 6nleyebilirken olusmus olan fibrozisi geri dondiirememektedir (68). Bu
nedenle PBS diisiiniilen hastalara UDKA erken dénemde baslanmalidir. Immiin
supresif ilaglarin kombinasyonu tedavide etkili degildir. Ileri evre PBS hastalannda
ise karaciger transplantasyonunun zamanlamasi énemli olup PBS gelisimi %15- 30

gibi yiiksek bir orandadir (64,67,69).

2.3.5 Primer Sklerozan Kolanjit

Primer Sklerozan Kolanjit (PSK), her captaki intra ve ekstrahepatik safra
kanallarini tutabilen kronik kolestatik bir karaciger hastaligidir (63,65). pANCA
pozitifligi % 85 oraninda ise de, diger OIH’nin aksine otoantikor pozitifliginin
tanisal 6nemi yoktur. Tan1 koydurucu patolojik bulgu olan fibro-obliteratif kolanjit
hastalarin ancak % 12’sinin karaciger igne biyopsilerinde saptanabilir. Klinik,
biyokimyasal ve serolojik kriterler tanisal olmadigi igin tan1 Kolanjiografik bulgulara
gore konur. Diger yandan kolanjiyografi bulgular tipik olan hastalarda sekonder

sklerozan kolanjit nedenlerinin olmadiginin gdsterilmesi gerekmektedir.

PSK’in klinik seyrini degistirmese de kolestatik enzim yiiksekligini diizelttigi
icin tedavide ilk secenek UDKA’dir. Immiine supresif ajanlarinin tedavide yeri
yoktur. Palyasyon tedavisi ise safra kanallarinda gelisen darliklarin endoskopik

tedavisini ve gelisen portal hipertansiyon komplikasyonlariin tedavisini igerir (70).

2.3.6 Ortiisen Sendromlar

Ortiisen sendromlar (OS), birden ¢ok otoimmun karaciger hastaliklari’nin
(OIKH) Kkarakteristik bulgularmi birlikte bulunduran hastalar1 siniflamak iizere
gelistirilmis bir kavramdir. OS klinik énemi ve tanimi tam olarak aydinlatilmamistir

ve degisik sekillerde yorumlanabilir:
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e Ozelliklerini tasidigi her iki OIKH’ndan farkli bir grup olarak
degerlendirilebilir,

« Bir hastada degisik OIKH ayni anda bulunuyor gibi degerlendirilebilir,

« OIKH’ nin tanisal bulgular1 diger OIKH’ nin klinik, serolojik, radyolojik ya
da patolojik bulgulanim igerebilecegi dolayisiyla gercekte OS’mn olmadign seklinde
degerlendirilebilir (63).

OS tanis1 konulan hastalarmn ¢ogunun 3. goriise uydugu diisiiniilmektedir.
Diger bir ifadeyle kolestatik ve hepatik tipteki OIKH bir spektrum olusturmaktadir.
OS kavrami, OIKH’nin etiyolojisinin bilinmemesi ve her bir otoimmun karaciger

hastasi i¢in tan1 kriterlerinin yetersiz kalmasindan kaynaklanmaktadir.
OS tanimi net olmayip iki tipte olabilir:

» Gegis (crossover): Bir OIKH bulgular1 daha belirgin iken diger bir
OIKH’nin bazi 6zelliklerinin de olmas.
* Gergek oOrtiisme: Bir OIKH ile es zamanli ya da seyri sirasinda diger bir

OIKH’nin karakteristik dzelliklerinin saptanmast.

OS’in en sik goriilme sekli OIH ile PBS ya da PSK’in ortiismesi olup
(sirasiyla %2-8 ve %6-25) PBS ve PSK’in ortiismesi daha nadirdir (69).

2.3.7 Kriptojenik hepatit

Otoimmun hepatiti disunduren bulgulara sahip olmalarina ragmen
kriptojenik kronik hepatitli eriskin hastalarin %13’{inde karakteristik otoantikorlar
tespit edilemez. Bu hastalarin aile Oykiileri ya da 6zgegmislerinde otoimmun

hastaliklarin bulunmasi tani igin tek ipucunu olusturur (69).
2.3.8 Otoimmun Hepatitte Otoantikorlar

Otoantikorlar direkt olarak endojen antijenlere (otoantijenlere) kars1 olusmus
immiinglobulinlerdir. Antikorlarin spesifiklikleri, indiiksiyonlari, etkileri ve klinik

onemleri bakimindan oldukga heterojen bir grubunu teskil eden otoantikorlar;
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- Proteinlere (hucre ici enzimleri, reseptorler, yapisal proteinler gibi)
- Glikoproteinlere (beta-2 glikoprotein 1)

- NiKleik asitlere (DNA, RNA)

- Fosfolipidlere (kardiyolipin)

- Glikosifingolipidlere (gangliosidler) kars1 olusabilirler.

Otoantikorlar serum ve diger viicut sivilarinda (sinoviyal s1vi, serebrospinal
siv1 gibi) saptanabilirler. Tanidig1 hedef yapr tipine gore dokulara da baglanabilirler
veya dogal repartuvarin bir pargasi olarak bdyle bir indiiksiyon olmadan olusabilirler.
Dogal otoantikorlar fizyolojik rolleri (6rnegin, enfeksiyonlara kars1 savunmanin ilk
basamagi, immiinregiilasyon) degisken olabilirken dogal olmayan otoantikorlarlarin
patojenik etkileri (6rnegin, reseptorlerin uyarilmasi veya bloke edilmesi)

olabilmektedir (71).

Anti-LKM: Ik olarak karaciger ve bdbrek preparatlarinin immiinfloresan

boyamalarinda tespit edilmis ve farkli 6zelliklerine gore tiplendirilmistir.

Anti-LKM1, OIH tip2 i¢in serolojik marker olarak rutinde kullanilmaktadir.
Bu otoantikorun hedef molekiilii, birgok ilacin ve ¢evresel kimyasalin metabolize
edilmesinde gorev alan p45011D6 (CYP2D6) adinda 50 kDa molekiil agirhiginda bir
enzimdir. Anti-LKM2 ve anti-LKM3 immiinfloresan boyamada anti-LKM1'e benzer

boyanma 6zellikleri gosterseler de, OIH tip2'de ¢ok diisiik diizeylerde bulunurlar.

Anti-LKM2, p450 enziminin diger izotipi olan CYP2D9'u hedef alir ve bazi
tienilic asit kaynakli ilaca bagli hepatit vakalarinda tespit edilmistir. Bu ila¢ son 20
yildir kullanimda olmadig1 igin anti-LKM2'nin esasen rutin kullanimda sadece tarihi

bir anlam1 vardir.

Anti-LKM3, OIH tip2'li hastalarm %5-10'unda anti-LKM1 ile veya tek
basina bulunabilmektedir. Bu otoantikorlar tipik olarak kronik hepatit D'li hastalarda
%13 oraninda goriilmektedirler. Anti-LKM3 ila¢ metabolizmalarinda gérevli UDP
glukronil transferaz (UGT1) enzim ailesini hedef alirlar (72,73).

Anti-LC1: ilk kez 1988 yilinda OIH'li hastalarda tespit edilmesine ragmen

1999 yilina kadar hedef antijenleri belirlenememistir. Formimmunotransferaz
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siklodeaminaz (FCTD) adinda karacigere spesifik olan bir enzimi hedef alan
otoantikorlardir. Ik baslarda anti-LC1 otoantikorunun yalmz anti-LKM1 varhiginda
OIH hastalarinda bulunabildigi diisiiniilmiis, daha sonraki calismalar 1s131nda anti-
LC1 otoantikorlarinin diger otoantikorla birlikte veya onlardan bagimsiz olarak tek

baslarina da bulunabildigi gosterilmistir (72).

Anti-SLA/LP: 1980'lerin sonunda farkli g¢alisma gruplarmin yaptiklar
arastirmalarda birbirlerinden bagimsiz olarak solubl karaciger antijenine ve karaciger
pankreas antijenine kars1 otoantikorlar tanimlanmis ve birbirlerinden farkli
otoantikorlar olduklari1 diistiniilmiistir. Daha sonra 2000'li yillardaki gelismelerle
ayni otoantikorlar olduklar1 goriilmiis ve tek bir isimde anti-SLA/LP otoantikoru
olarak isimlendirilmistir. Bu otoantikorun OIH hastalarinda gériilme sikligi %30
olmakla birlikte pozitif prediktif degeri neredeyse %100 olarak bulunmustur. 1992
yilinda anti-SLA/LP otoantikorunun hedef antijeninin bir tRNA-protein kompleksi
oldugu bulunmustur. Bu hedef antijen 50 kDa molekiil agirliginda ve selenoprotein
biyosentezini diizenleyen intrasitoplazmik molekildir (UDP-stpresor serine- tRNA

protein kompleks) (74).

AMA: 1lk kez primer biliyer sirozlu hastalarin serumlarinda, indirekt
immunfloresan teknigiyle saptanmistir. Cesitli submitokondrial fraksiyonlarin antijen
olarak kullanilmasi ile AMA alt tipleri M1'den M9'a kadar ayrilmistir. Bu alttiplerin
degisik hastaliklarda sikliklar1 degismektedir (Tablo 4).

Bu ¢alismada incelenen AMA-M2 alt tipi igin pirlivat dehidrogenaz enzim

kompleksinin alt tniteleri olan enzim E2 ve protein X oncelikli hedef antijenlerdir.

ANA ve ASMA, otoimmun hepatitli (OIH) hastalarin %50'den fazlasinda
bulunmaktadir. Anti-SLA/LP, OIH hastalarinin %30'unda bulunmakta ve OIH
hastalarinin %15'inde yalnmiz bu otoantikor bulunmaktadir. ANA, ASMA ve anti-
SLA/LP yalniz ve kombinasyonlar halinde birlikte bulunabilmektedirler. Anti-
LKM1, OIH hastalarmin %3'iinde ve tipik olarak diger ANA, ASMA veya anti-
SLA/LP otoantikorlariyla birlikteligi olmadan bulunmaktadir. Ayrica anti-LKM1
pozitif hastalarin %30'unda anti-LC1 otoantikoru bulunabilmektedir (74).
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Otoantikorlarin durumu hastaligin tanimlanmasinda ve {i¢ alttipin ayriminda
yardimci olur. OIH tipl, ANA ve ASMA varligiyla, OIH tip2 ise anti-LKM1 ve\veya
anti-LC1 varhigiyla, OIH tip3 ise anti-SLA/LP bulunmasiyla tiplendirilir (71,73,74).

Tablo 2.5. AMA alt tipleri ve bulunduklar1 hastaliklara gére sikliklari (74)

Antikorlar ~ Bulunduklar1 Hastalik Sikhik
AMA-M1 Sfiliz % 100
Sistemik Lupus Eritematozuz % 50
Sistemik sklerozis, Sjéren Sendromu, Romatoid Artrit % 5-15
AMA-M2 Primer Biliyer Siroz % 96
Diger kronik kc hastaliklar % 30
Sistemik sklerozis % 7-25
AMA-M3 Pseudolupus eritamatozus % 100
AMA-M4 Primer biliyer kc sirozu % 55
AMA-M5 Tanimlanamayan kollajen hastaliklart Nadir
AMA-M6 flag kaynakl1 hepatitler % 100
AMA-M7 Akut miyokardit % 60
Kardiyomyopatiler % 30
AMA-M8 Primer biliyer kc sirozu % 55
AMA-M9 Primer biliyer kc sirozu
M2 negatiflerde %82
M2 pozitiflerde %37-44

Bu ¢alismamizda antisentromer antikor pozitif hastalarda otoimmun karaciger

otoantikorlar1 siklig1 arasindaki iliski amaglanmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Izmir Katip Celebi Universitesi Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi,
Mikrobiyoloji laboratuarinda Ocak 2015- Eylul 2015 tarihleri arasinda, antisentromer
antikor pozitif olan, etyolojisi bilinmeyen karaciger enzim yiiksekligi bulunan 39
hastanin karaciger otoantikor sonuglari retrospektif olarak degerlendirildi. Calismaya
aliman hastalarin; yas, cinsiyet, ve otoantikor pozitiflikleri ile ilgili wveriler

hastanemizin medikal kayit sisteminden elde edildi.

Hastanemiz mikrobiyoloji laboratuvarinda; antisentromer antikor saptanmasi
icin indirekt immiinfloresan mikroskopi ve karaciger otoantikorlarin saptanmasinda

ise immunoblotting teknikleri kullanilmaktadir.
IIFA Test Yonteminin Uygulanmasi ve Prensibi:

IIFA testi invitro bir test teknigi olup, hiicre c¢ekirdeginde ve hiicre
sitoplazmasimnda bulunan antijenik yapilara karsit olusmus otoantikorlart saptama
yontemidir. YoOntemin sonuglart hem  Kkalitatif hemde Kkantitatif olarak

saptanabilmektedir.

Prensip: Serum inkiibasyonu sirasinda, hasta serumunda var olan antikorlar,
slayt tizerindeki doku kesitlerinde veya fikse edilmis hiicrelerde bulunan ilgili
antijenlere baglanirlar. Inkiibasyonu takiben gerceklestirilen yikama asamasinda
baglanmayan antikorlar ve serum igerigi ortamdan uzaklastirilir. Yikama agamasini
takiben, ikinci kat, fluorescein isothiocyanate (FITC) ile konjuge antikor olan anti-
IgG antikorlariyla aymi doku alanlari inkiibe edilir. ilk inkiibasyonda test
serumundaki antikorlar antijenlere baglandi ise, baglanan antikora ikinci kat isaretli
antikor da baglanacaktir. Eger ilk inkiibasyonda hasta serumunda ilgili antikorlar yok
ise, konjugat inkiibasyonunda herhangi bir baglanma olmayacaktir. Konjugat
inkiibasyonunu takiben slaytin yikama islemi tekrarlanir ve baglanmamis fazla IgG
konjugat slayt lizerinden uzaklastirilir. Yikama asamasini takiben kit igeriginde
bulunan ‘embeding medium'(kapatma medyumu) ile slaytlarin {izerine lameller

kapatilir ve floresan mikroskopta degerlendirme yapilir.
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Floresan ANA IIF Testinin Calisilmasi:

1. Calisilacak serum Ornekleri ve ANA IIF kit igeriginde bulunan ve test

asamasinda kullanilacak tiim icerik oda sicakligina getirilir.
2. Oda sicakligina ulasan serum ornekleri vortekslenerek karistirilir.

3. Kit iceriginde bulunan PBS (Fosfat Tuz Tamponu) (pH 7.2), 1L distile su
icerisinde dillie edilir.

4. Elde edilen PBS c¢ozeltisine yine kit igeriginde bulunan 1 tlp tween 20
soliisyonu eklenir ve homojen dagilabilmesi i¢in karisim kabi yavasega altiist edilir.
Tween 20 deterjan yapisinda bir sollisyon olup hizli calkalamalarda kopilirmeye
sebep oldugundan karistirma islemi yavasca yapilir (Hazirlanmis olan PBS-Tween
20 karistmi bu test c¢alismasinda ve yikama asamalarinda kullanilacak ortak

karigimdir).

5. Hasta listesi onceden hazirlanir ve dilisyon tiipleri numaralandirilir.
Uretici firmaninda onerdigi gibi baslangic diliisyonu 1:100 diliisyonlar1 yapildi.
1:100 diliisyon orani elde etmek i¢in 10 pL serum 6rnegi 990 puL. PBS-Tween 20

karigimi igeren polistiren tiipe eklendi.
6. Dille edilen serum ornekleri tekrar vortekslenir.

7. Diliie edilen serum 6rneklerinden alinan 25 pL, inkiibasyon tepsisi olarak
adlandirilan numarali hasta alanlarina sirasi ile pipetlenir. Hlcre ve doku igeren

slaytlar bu inkiibasyon tepsilerinin iizerine kapatilarak, serum inkiibasyonu baslatilir.

8. Inkiibasyon oda sicakhiginda, direkt giines 1s18indan uzak bir sekilde 30

dakikada tamamlanair.

9. Inkiibasyon sonrasi slaytlar, PBS-Tween 20 karisimi ile doldurulmus yikama
kiivetlerine konur. Bu kiivetlere konmadan 6nce slaytlarin {izerinden kiiciik bir beherle
bir miktar PBS-Tween 20 karisimi dokiilir ve slaytlar hemen yikama kiivetine

konulur. Her bir yikama kiivetine maksimum 5 slayt konarak yikama yapilir.
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10. Yikama kiivetinde 5 dakika tutulan slaytlar, bu stire sonunda yeni bir

yikama kiivetine aktarilarak 5 dakika daha yikanir.

11. Bu asamada yeni inkiibasyon tepsileri hazirlanir. Hasta sayis1 kadar alana

bu defa kullanima hazir IgG konjugat (20 mikrolitre) pipetlenir.

12. Slaytlarin sadece arka yiizeyi silinerek konjugat pipetlenmis inkiibasyon
tepsilerinin iizerine kapatilir ve 30 dakika inkiibe edilir. inkiibasyon dogrudan giines

15181 almayan bir ortamda gercgeklestirilir.

13. Konjugat inkiibasyonu tamamlandiktan sonra slaytlar, PBS- Tween 20
karisimi ile doldurulmus yikama kiivetlerine konur. Bu kiivetlere konmadan once
slaytlarin lizerinden kii¢iik bir beherle bir miktar PBS-Tween 20 karisimi dokiiliir ve
slaytlar hemen yikama kiivetine konur. Her bir yikama kiivetine maksimum 5 slayt
konarak yikama yapilir. Yikama islemi siirerken, kit iceriginde bulunan lameller,
inkiibasyon tepsilerinin altinda bulunan kopiik alana yerlestirilir ve her bir hasta alanina

denk gelecek sekilde, yine kit i¢eriginde bulunan kapatma medyumu damlatilir.

14. Yikama islemi bittikten sonra slaytlarin sadece arka yiizeyi silinir ve

tizerine lameller kapatilir.
15. Slaytlar, bu sekilde mikroskobik degerlendirmeye hazirlanir.

Immunoblotting tekniginde, AMA-M2, LKM-1, LC-1 ve SLA\LP (IgG)
antikorlari igin kullanilan ticari kit ‘Liver Profile' olup (EUROLINE, EUROIMMUN
Medizinische Labordiagnostika DG) uygun antijenlerin emdirildigi test stripleri
icermektedir. Hasta serumlariyla; kullanim talimatinda belirlenen prosediire gore
yapilan test sonucunda, serumda aranan antikorun pozitif bulunmasi durumunda strip
tizerinde uygun antijenin oldugu béliimde koyu renkte bir bant olusarak pozitif sonug

vermektedir.
Bu kitte aranan antikorlar i¢in kullanilan antijenler:

1. AMA-M2 icin pirtivat dehidrogenaz kompleksi
2. anti LKM-1 igin sitokrom p45011D6,

3. anti LC1 icin formimmunotransferaz siklodeaminaz,
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4. anti SLA\LP igin solubl liver antigen - liver\pancreas antigen.

Test prosedriine gore 1\101 oraninda seyreltilen hasta serumu; daha dnceden
Uzerine, afinite kromatografisi ile saflagtirillan antijenlerin bantlar seklinde
baglandiklar test stripleri ile inkiibe edilir. Bu ilk inkiibasyon asamasinda eger hasta
serumunda aranan antikorlar varsa kendilerine uygun antijenlerle, antijen-antikor
kompleksleri olusturacaklardir. Bu ilk asamadan sonra yikama iglemleri yapilir ve

antijene bagli olmayan molekiiller ortamdan uzaklastirilir.

Daha sonra ikinci bir inkiibasyon asamasi daha yapilir. Bu ikinci asamada
ortamda bulunan antijen antikor kompleksine baglanacak enzim isaretli anti-human
immunglobulin G’ler ortama eklenir. Daha sonra da anti-human immunglobulin G'lerin
isaretlendigi enzim substratinin da eklenmesiyle olusan renk degistirici reaksiyon

sayesinde pozitif sonuclar bantlardaki renk degisikligine gore degerlendirilir.

| : I _I I li r l l | I | Liver Profile
AMA M2 LKM-1 LC-1 SLA/LP Control band

Sekil 2.34. immunoblot Tekniginde Kullanilan Test Stribi

AUTOMATED AUTOMATED

EUROBIlotMaster EUROBIlotCamera
: +

EUROLineScan
gr— software

3.5hrs 2min
24 = =
Incubation (up to 30 strips) Evaluation

Sekil 2.35. Otomatik Immunoblot Cihazi

3.1 istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler ”SPSS for Windows (versiyon 22.0)” paket programi
kullanilarak istatistiksel a¢idan degerlendirildi. Hastalarin yas ortalamasi ‘student t

test’, otoantikorlarin hastaliklar ile iliskisi ki-kare istatiksel yontemi ile yapilmstir.
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4. BULGULAR

ACA pozitifligi olan toplam 39 hastanin 38'1 kadin 1'i erkek idi. Calismaya
alinan hastalarin yas ortalamalar1 kadinlarda 56,7 +11,4 (min:28; max: 80), erkek

hastanin yasi ise 66 idi.

Antisentromer antikor pozitif hastalar iginde sistemik skleroz tanili hasta
sayist 16 (% 41), sistemik bag dokusu hastaligi (SBDH) bulunan hasta sayis1 12
(%30,8), CREST tanil1 hasta sayis1 ise 11 (%28,2) olarak bulundu.

Antisentromer antikoru pozitif olan 39 hastanin 3'Unde (% 7,6) tek basina
AMA-M2 pozitifligi goriildii. CREST’li hastalar igcinde AMA-M2 otoantikoru
pozitif olan 2 (% 18,2) hasta, sistemik bag dokusu hastalig1 olanlarda ise bir hastada
da (%8.3) pozitiflik saptandi. AMA-M2 pozitif olan ii¢ hastada kadindi. AMA-M?2
pozitifligi ile sistemik bag dokusu hastaligi ve CREST sendromu arasinda anlamli

iliski yoktu (p>0.05).

Tablo 4.6. Otoantikor Pozitifliginin Hastaliklara Gore Dagilimi

AMA-M2 | LKM1 | SLA/LP | LC1
CREST 2 0 0 0
Sitemik skleroz 0 0 0 0
SBDH 1 0 0 0
Toplam 3 0 0 0

Yapilan istatiksel degerlendirmeler sonucunda antisentromer antikor ile

otoimmun hepatit otoantikor pozitifligi arasinda anlamli bir iliski bulunamamustir.

55



5. TARTISMA

ACA’mm, sklerodermanin bir varyanti olan, kalsinosis olarak adlandirilan
snirlt deri tutulumu, Raynoud fenomeni, 6sefagus dismotilitesi, sklerodaktili,
telenjiektazi ile karakterize CREST sendromuna spesifik oldugu bilinmektedir. ACA,
metafazdaki kromatine karst gelismektedir. IIFA yontemiyle tespiti yapilan ACA
interfazdaki hiicrelerin niikleuslarinda 40-60 arasinda floresan boyali nokta ile

karakterizedir (50,75).

ACA genellikle tipl otoimmun hepatitli hasta grubunda saptanir ve
seropozitif otoimmun hepatitli hastalarda karaciger hasarinin daha hafif oldugu ve
daha iyi prognozlu olduklari onceki g¢alismalarda gosterilmistir. Ancak CREST
sendromuyla iligkili otoimmun hepatitli bir hasta olgusunda hizli gelisen hepatik
yetmezlik de son yapilan bir calismada bildirilmistir. Bu nedenle ACA pozitif
hastalarda karaciger hasarmin ciddiyeti ve otoimmun hepatitli hastalarin prognozu

konusu tartismalidir (76,77,78).

Otoimmin hepatit akut veya fulminan gidisli tehlikeli bir tablo ile karsimiza
cikacagl gibi tam tersi asemptomatik de olabilir ve karaciger fonksiyonu rutin
biyokimyasal testlerde tesadiifen fark edilir. Otoimmun hepatit markerlarindan anti-
SLAJ/LP, anti-LKM1, anti-LC1 ve AMA-M2 otoantikorlar1 kabul edilebilir titrelerde
pozitif olarak bildirildiginden bu ¢alismada Izmir Katip Celebi Universitesi Atatiirk
Egitim ve Arastirma Hastanesi, Mikrobiyoloji laboratuarinda Ocak 2015- Eylil 2015
tarihleri arasinda, antisentromer antikor pozitif olan 38 kadin 1 erkek hastadan olusan

toplam 39 hastada karaciger otoantikorlar1 sonuglari retrospektif olarak arastirildi.

Takada ve ark.'min (79) yaptigi c¢alismada ACA pozitif hastalarda diger
otoantikorlarin durumu degerlendirilmis ve 68 ACA pozitif hastanin 16’sinda

(%23,5) AMA-M2 pozitif bulunmustur.

Zhang ve ark.nin (80) Cin’de primer bilier siroz ve otoimmun hepatitli
hastalarda yaptiklar1 c¢alismada PBS 1i hastalarda ACA %28 oraninda pozitif
bulunmustur. AMA (-) PBS hastalarinda ACA %064,3 ile anlamli derecede AMA (+)
PBS hastalarindan yiiksek bulunmustur. PBS tanili hastalarda AMA-M2 antikorunun
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duyarliligmin %92 oldugu goriilmiistiir. Yapilan bu ¢alismada OIH’li hastalarda anti-
LKM1 (%6,7), anti-LC1 (%2,2) ve anti-SLA/LP (%4,4) prevelansinin diisiik oldugu
goriilmiistiir. Villalta ve ark.'nin (81) otoimmun karaciger hastaliklarinin tanisinda
kullanilmak tizere PBS’li hastalarinin otoantikor profillerini degerlendirmek igin yeni
multipleks line blot yontemi kullanilarak yaptiklari ¢alismada, PBS’li 58 hastanin
3’lnde (%5,2) antisentromer antikoru, saptanmis AMA-M2 antikoru ise 45 (%77,6)

hastada pozitif bulunmustur.

Bizim calisgmamizda 39 ACA pozitif hastanin 3’iinde (%7,6) AMA-M2

pozitif bulunmus olup diger otoantikorlarin negatif oldugu goriildii.

Cassani ve ark.’nin (82) yaptigi ¢alismada ise farkli etyolojili karaciger
bozuklugu olan 221 hastada ACA pozitifligi, primer bilier sirozlu 83 hastanin 8’inde
(9%10), kronik aktif hepatit LKM (+) 20 hastanin 1’inde (%S5), otoimmun hepatitli 31
hastanin 1’inde (%3), alkolik karaciger hastaligi olan 43 hastasinin 1’inde (%2)

pozitif bulunmus olup, 50 saglikli kontrol grubunda ACA negatif bulunmustur.

Parveen ve ark.'nin (83) PBS tanili 25 hastanin dahil edildigi bir ¢alismada,

hasta serumlarinin % 60 oraninda ACA pozitif oldugu belirlenmistir.

Himoto ve ark.'nin (84,85) yaptig1 caligmada 47 otoimmun hepatitli hastanin
8’inde (%17) antisentromer antikor pozitifligi goriilmiistiir. Caligmada ayrica es
zamanli otoimmun hastaliklar icinde ACA-OIH birlikteligi %75 diger OIH ’lerde
%36, sjogren sendromunda ACA-OIH birlikteligi %50 diger OIH ’lerde %15,
otoimun troidit de ACA-OIH birlikteligi %50 diger OIH ’lerde %10, CREST
sendromunda ACA-OIH birlikteligi %38 diger OIH ’lerde %5 bulunmasi gibi
sonuglar elde edilmis ve ACA-OIH birlikteliginin diger OIH’lere gore yiiksek oranda
oldugu belirtilmistir. Farkli bir hasta grubunda yapilan ¢alismada ise kronik hepatit C
hastaligi bulunan 754 hastanin 8’inde (%]1), PBS’li 57 hastanin 14’tinde (%25),
otoimmun hepatitli 38 hastanin 6’sinda (%16) ACA acisindan pozitiflik
bulunmustur. Bizim ¢aligmamizda da antisentromer antikor pozitif hastalar iginde
CREST tanili hasta sayis1 11 (% 28,2) olup bu hastalardan 2'si AMA- M2 pozitif ve
sistemik bag dokusu hastalig1 tanili hasta sayis1 12 (% 30,8) olup AMA-M2

pozitifligi olan bir hasta bulunmustur.
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Agmon-Levin ve ark.'nin (86) PBS’li hastalarin serum otoantikorlarinin
prevalansi ve klinik dnemini saptamak i¢in yaptiklari ¢alismada, PBS’li 69 hasta ve
297 kontrol grubu iceren c¢alismada antisentromer pozitifligi oraninin; hasta
grubunda %18 kontrol grubunda ise % < 1 az oldugunu bulmuslardir. Ayrica daha
once yapilan calismalarda portal hipertansiyonla OIH arasinda gosterilen iliskiyi
kendi ¢aligma grubunda bulamamisglardir. Bizim ¢alisma grubunda kontrol grubunun
olmamasi c¢alismanin dezavantaji olup ileriki calismalarda antisentromer negatif

hastalarda otoimmun hepatit siklig1 arastirilabilir.

Bernstein ve ark.'min (87) primer bilier sirozlu 110 hastada yaptiklar
caligmada antisentromer antikor pozitifligini 10 (% 9,1) hastada tespit etmislerdir.
Antisentromer antikor pozitifligi olan hastalar skleroderma tanisi almis olanlardi.
Bizim calismamizda ACA pozitiflik diizeyi en fazla olan hasta grubu sistemik

skleroz (%41) oldugundan literatiirdeki ¢alismayla uyumlu bulunmustur.

Acay ve ark'nmn (88) kronik viral hepatitlerde otoantikor sikliginin
degerlendirilmesi ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada 67 kronik hepatit B hastas1 ,77 kronik
hepatit C hastas1 ve 48 saglikli kontrol grubundan olusan toplam 192 hasta 6érneginde
antisentromer antikorunun negatif oldugunu gérmiislerdir. Li ve ark.lar1 (89) kronik
viral hepatit ve otoimmun hepatitli hastalarda ACA pozitiflik durumunu arastirmis
bunun sonucunda 36 otoimmun hepatitli hastanin 19’unda (%52,8), 53 primer bilier
sirozlu hastanin 7’sinde (%13,2), 37 kronik viral hepatit C’1i hastanin 2’sinde (%5.4),
15 kronik hepatit B’1i hastanin birinde (%6,7) ACA pozitiflikleri elde edilmis olup,
90 saglikli kontrol grubunda ise hi¢ ACA pozitifligine rastlanilmamigtir. Bizim

calisma grubumuzda ise kronik viral hepatitli hastalar ¢alisma dis1 birakilmistir.

Assassi ve ark.'nin (90) PBS ve skleroderma (PBS-SS) birlikteliginin oldugu
16 hasta lizerinde yaptiklar1 calismada hastalarin tamaminda (%100) ACA pozitifligi
gOrilmistiir. Rigamonti ve ark.'min (91) yaptiklar1 caligmada ise 43 PBS-SS
hastasinin 30'unda (%70) ACA pozitifligi oldugu goriilmiistiir.

Nakamura ve ark.’nin (92) yaptigi calismada PBS tanili 276 hastanin
72’sinde (%26,1) ACA pozitifligi goriilmiis yine ayni ¢alismada otoimmun hepatitli
20 hastanin 5’inde (%25) ACA pozitifligi saptanmistir. Makinen ve ark.’nin (93)
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yaptig1 bagka bir ¢aligmada 48 PBS tanili hastanin 14 “linde (%29) ACA pozitifligi
goriilmiis, 30 otoimmun hepatitli hastanin 3’tinde (%10) ACA pozitifligi

gorilmistir.

Granito ve ark.’nin (94) yaptiklar1 ¢alismada 105 PBS-CREST tanili hastanin
7’sinde (%7) ACA pozitifligi goriilmiistiir. Ayn1 ¢alismada otoimmun hepatitli 110
hastada ACA pozitifligi saptanamamistir. Shoji ve ark.’larmin (95) yaptiklar
calismada 41 PBS-CREST tanili hastanin 10’unda (%24) ACA pozitifligi

bulunmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Sistemik otoimmun hastaliklar 6nemli bir morbidite ve mortalite nedenidir.
Otoimmun hastaliklar bir¢ok ortak oOzellik ve klinik belirtiye sahip olmalarina
ragmen, klinik seyirlerinde 6nemli ayrimlar bulunmaktadir. Hilicre i¢i antijenlere
kars1 {retilmis olan antiniikleer antikorlar gibi ¢esitli otoantikorlarin varlig

otoimmun hastaliklarin 6zelliklerindendir.

Otoimmun hastaliklar bir ¢ok sistemi etkilediginden bu hastaliklarin tani,
tedavi ve takibinde kullanilmak tizere klinik uygulamalarda otoantikorlarin

calisilmasi gerektigi hastalik aktivitesinin degerlendirilmesi amactyla 6nerilmektedir.

Otoimmun hepatitte anti-SLA/LP, anti-LKM1, anti-LC1 ve AMA-M2
otoantikorlarin 6nemli oldugu literatiirde bildirilmektedir. Calismamizda elde
ettigimiz verilere gore bu otoantikorlarin otoimmun hepatit tanisinda destekleyici
markerlar oldugu goriilmiis ve tanida otoantikorlarin birlikte kullanilmas1 gerektigi
sonucuna varilmig olup, ozgilliigliniin arastirilmasi i¢in daha genis c¢aligsmalarin

yapilmas1 gerektigi diistiniilmektedir.
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OZET

Bu c¢alismada; calismaya dahil ettigimiz antisentromer antikor pozitif
hastalarda, anti-soluble liver antijen \ liver pancreas antijen (anti-SLA\LP), anti-liver
cytosolic antijen 1 (anti-LC1), anti-liver kidney mikrozomal antijen 1 (anti-LKM1)
ve antimitokondrial antikor M2 (AMA-M2) siklig1 ve bunun antisentromer antikor

pozitifligi ile iliskisinin belirlenmesi amaglandi.

Izmir Katip Celebi Universitesi Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi,
Mikrobiyoloji laboratuarinda Ocak 2015- Eylul 2015 tarihleri arasinda, antisentromer
antikor pozitif olan, 39 hasta calismaya dahil edildi. Caligmaya alinan hastalarin,
antisentromer antikor ve karaciger otoantikor pozitiflikleri geriye doniik olarak

tarandi.

Hastanemiz Klinik Mikrobiyoloji laboratuvarinda antisentromer antikor
pozitifligi; IIFA yontemi ile, taradigimiz karaciger otoantikorlar: ise immunoblotting
yontemi ile calisildi. Calismamiza dahil ettigimiz hasta grubunda yaptigimiz
incelemede, 39 hastanin 3'Unde arastirilan otoantikorlardan sadece biri agisindan
pozitiflik bulundu (%7,6). Pozitif bulunan karaciger otoantikorlarindan hepsinin
AMA-M2 otoantikoru oldugu digerlerinin ise negatif oldugu gorildu. Istatiksel
olarak antisentromer antikor ile otoimmun karaciger otoantikorlar1 arasinda anlaml

bir iliski bulunamad.

Otoimmun hastaliklarin bir ¢ok sistemi etkilediginden bu hastaliklarin tani,
tedavi ve takibinde kullanilmak iizere klinik uygulamalarda otoantikorlarin
calisilmas1 gerektigi hastalik aktivitesinin degerlendirilmesi amaciyla Onerilmektedir.
Caligmamizda elde ettigimiz verilere gére bu otoantikorlarin otoimmun hastaliklarin
tanisinda destekleyici markerlar oldugu goriilmiis olup 6zgiilliigiiniin arastirilmast

icin daha genis ¢aligmalarin yapilmasi gerektigi diisiintilmektedir.
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SUMMARY

In this study; the objective was to determine the density of anti-soluble liver
antigen \ liver pancreas antigen (anti-SLA\LP), anti-liver cytosolic antigen 1 (anti-
LC1), anti-liver kidney mikrozomal antigen 1 (anti-LKMZ1), and anti-mitokondrial
antibody M2 (AMA-M2) in the patients involved in this study who were positive
antibody anticentromere and the relation between the density and anticentromere

antibody positiveness.

Totally 39 patients who are positive anticentromere antibody were involved
in the study admitted Izmir Katip Celebi University Atatiirk Training and Research
Hospital, Microbiology laboratory between January 2015 and September 2015. The
anticentromere antibody and liver autoantibody positiveness were scanned

retrospectively of the patients.

Anticentromere antibody positiveness was studied by IIFA method, the
scanned liver autoantibodies were studied by immunoblotting method in the medical
microbiology laboratory of our hospital. In the patient group involved in our study, it
is found that 3 patient out of 39 (%7,6) have positiveness at least with one of the
autoantibodies under investigation. It was detected that all of the positive liver
autoantibodies are AMA-M2 antibodies and the other antibodies were detected as
negative. No statistically significant relation was found between anticentromere

antibody and otoimmun liver autoantibodies.

It is advised to study autoantibodies in clinic implementation to evaluate
disease activity in order to diagnose, treatment and follow the diseases as otoimmun
diseases are affecting many systems. According to the results of the study, these
antibodies are seen as supportive markers in diagnosis of otoimmun diseases and it is
considered that it is necessaery to do extensive studies to investigate the specifity of

autoantibodies.
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	1. GİRİŞ
	Sistemik otoimmün hastalıklar geniş bir spektrum gösterir ve bu hastalıklarda oluşan otoantikorlar tanı amaçlı kullanılır. Toplumda otoimmün hastalıkların % 1-2 oranında olduğu tahmin edilmektedir. Otoimmün hastalıkların hepsinde, hastalığın nedeninde...
	Antisentromer antikorlar (ACA), CREST sendromu olarak bilinen sınırlı skleroderma için spesifik kabul edilmekle birlikte, diffüz skleroderma, SLE, Romatoid artrit, Raynoud fenomeni gibi hastalıklarda da pozitif saptanabilmektedir. Primer bilier siroz ...
	Otoimmün hepatit; hipergamaglobulinemi, transaminaz yüksekliği, antikor varlığı ve histolojik olarak da aktif nekroinflamatuvar proçesle karakterize bir kronik hepatit türüdür (4). Otoimmün hepatit düşünülen hastalarda başlangıçta tarama testi olarak ...
	2.1. Otoimmunite ve Otoimmun Hastalıklar
	2.1.1 İmmun Sistem ve Otoimmuniteye Genel Bakış
	İmmunoloji, immun sistemin ve vücuda yayılan patojenlere verdiği cevapların incelendiği bir daldır. İmmünite, özellikle enfeksiyon hastalıklarına karşı direnç olarak tanımlanır. Enfeksiyonlara karşı savunmayı sağlayan hücreler, dokular ve moleküllerin...
	İmmun sistemin başlıca görevi organizmanın kendisine yabancı antijenleri tanıma ve onlara karşı immun cevap oluşturmaktır. B ve T tipi lenfositler ile makrofajlar immun cevap oluşumundan ve denetiminden sorumludur (7).
	İmmun sistem kendi doku antijenlerine karşı immun cevap vermemektedir. Ancak, bazı patolojik durumlara bağlı olarak hücre reseptörlerinin bozulması ile veya immun cevap ürünlerinden bazılarının değişik aktivite göstermesi ile, organizmada değişen doku...
	1. Klonal delesyon: T hücreleri oluşurken konağın kendi hücrelerine karşı reaksiyon veren T hücrelerinin apoptoz ile yok edilmesi veya reaksiyonsuz hale getirilmesi durumudur. Timustan kaçarak dolaşıma geçen az sayıdaki T lenfonsitler de yine apoptoz ...
	2. Supresyon: Self antijenlerle güçlü reaksiyon veren B hücreleri birçok bireyde bulunmaktadır. Bu self reaktif B lenfositleri, uygun CD4 (+) Th hücrelerinin supresör T hücreleri (Ts) ile baskılanması sonucu ortadan kalkmakta veya anerjik fazda kalara...
	3. Saklı antijenler: İmmün sistemle karşılaşmayan beyin, testis ve göz gibi organlarda bulunan antijenlere karşı da bir immün yanıt gelişmemektedir.
	4. Antijeni görmezden gelme: Bazı self antijenler antijen sunucu hücrelerin (APC) yüzeyinde yoğun bir biçimde sergilendikleri için bunlara karşı ne tolerans, ne de immün yanıt gelişmektedir.
	5. Anerji: T lenfositlerine karşı APC tarafından gönderilen tanıma sinyali bu hücrelerin aktive olması için yeterli olmamaktadır. Ayrıca yine APC tarafından kostimülatör sinyal veya sekonder sinyal adı verilen ikinci bir sinyal molekülünün sergilenmes...
	Genel olarak özetlenirse, immun sistem daha embriyonik dönemdeyken B ve T lenfositler kemik iliğinde yapılır, B lenfositler kemik iliğinde olgunlaşırken T lenfositler gelişimini timusta tamamlar. Bu aşamada self reaktif hücreler, timusta veya kemik il...
	Bazı patolojik durumlarda santral ve periferik tolerans mekanizmalarındaki (biri veya her ikisi) bozukluğa bağlı, otoreaktif hücreler ortaya çıkarak otoimmuniteyi başlatabilir. Sonuç olarak organizmanın kendi doku antijenlerine karşı immun cevap oluşt...
	Otoimmun hastalıkların serolojik belirteci ise hücre içi ve dışı moleküllere karşı mevcut dolaşan otoantikorlardır. Kendi moleküllerine karşı (öz antijenlere) reaksiyon veren antikorlar sağlıklı insanlarda bulunabilir ve bunlar doğal antikorlar veya o...
	Doğal antikorlar büyük bir kısmı değişime uğramamış V(D)J genleriyle kodlanan IgM sınıfında, aralarında belirgin bir bağlantı olmayan antijenleri orta derece afinite ile bağlayabilen polireaktif özelliktedirler, bunun yanında doğal monoreaktif antikor...
	Patojenik otoantikorlar, doğal antikorlardan farklı olarak yüksek affiniteli ve somatik olarak mutasyona uğramış IgG ailesindendir. Mutasyona uğramamış doğal otoantikorları kalıp olarak kullanan patojenik otoantikorlar somatik hipermutasyon ve sınıf d...
	Farelerde çok sayıda proteinin fonksiyon kaybı veya yetersizliğinin apopitotik hücrelerin ortadan kaldırılmalarını olumsuz etkileyerek lupus benzeri hastalıklara yol açtığı gösterilmiştir (14, 15).
	Otoimmun hastalıklar hastalığın bulunduğu organa göre başlıca iki sınıfta toplanır (16):
	Tablo 2.1. Otoimmun hastalıkların bulunduğu organa göre sınıfladırılması
	2.1.2 Otoimmün Hastalıklarda İmmünopatolojik Mekanizmalar
	1. İmmün sistem araçlarıyla doğrudan temas halinde olmayan hücre içi maddeler organizma tarafından “kendisine ait” olarak tanınmamış olabilir. Bunlar dolaşıma karıştıkları takdirde bir immün cevaba yol açabilirler. Sempatik oftalmide etkili olan bir m...
	2. Organizmanın “kendisine ait” olarak tanıdığı antijenler; kimyasal, fiziksel veya biyolojik değişikliklere uğrayarak bu özelliklerini kaybedebilirler. Örneğin kontak dermatitinde olduğu gibi bazı kimyasal maddeler, vücut proteinleriyle birleşerek on...
	3. Yabancı bir antijen, organizmanın “kendine ait” antijenleriyle çapraz-reaksiyon meydana getirerek bir bağışıklık cevabının oluşmasına neden olabilir. Streptokoklardaki M proteiniyle insan kalp kası arasındaki çapraz reaksiyonu buna örnek olarak gös...
	4. Otoimmünite oluşumunda hücresel immün cevabın önemi de büyüktür. T ve B lenfositler normalde organizmanın kendi doku antijenleri ile uyarılmamaktadır. Bu olay gelişme sürecinde otoantijenlerle temas sonucu anerji (cevapsızlık) oluşmasıyla ve yetişk...
	2.1.3 Otoimmün Hastalıkların Oluşumunda Etkin Olan Faktörler
	a) Genetik faktörler: Otoimmün hastalığa yatkınlığa neden olan en önemli genlerden en önemlileri MHC genleridir. Otoimmünitede genetik etmenlerin rolü ikizlerle yapılan çalışmalarda dikkati çekmiştir. İkizlerden birinde bir otoimmün hastalık geliştiği...
	Birçok otoimmün hastalık belli MHC allelleri ile bağlantılıdır. HLA allelleri ile otoimmün hastalıklar arasındaki ilişki çok eskiden beri bilinmektedir ve bu bilgi T hücrelerinin de bu hastalıklarda önemli rolü olduğu konusunda birinci derece kanıt ol...
	b) Enfeksiyon etmenleri: Enfeksiyonlar özgül lenfositleri aktive edebilir ve otoimmun hastalıkların gelişimine yol açabilirler. Bazı mikroorganizmalar doku antijenlerimize çok benzeyen veya çapraz reaksiyon veren peptidler içerir veya üretirler. Mikro...
	İnsan virüsleri içinde EBV otoimmün hastalıkların nedeni olarak göze çarpmaktadır. EBV poliklonal B hücresi aktivatör etkisi göstererek özellikle romatoid faktör (RF) gibi otoantikorların sekresyonuna sebebiyet verir. Otoimmuniteden sorumlu tutulan vi...
	Pediatrik otoimmün nöropsikiyatrik hastalıklar olarak da tanımlanan PANDAS Streptokok enfeksiyonu sonucu gelişen otoimmun bir hastalıktır (19).
	c) İmmunolojik etmenler: T hücre toleransı muhakkak ki self yapılara karşı oluşan immün yanıtta önemli role sahiptir. Antijen moleküllerinin yapısında meydana gelen bazı değişiklikler Th hücre toleransını ortadan kaldırabilmektedir. Yabancı antijenler...
	Poliklonal B lenfositlerinin özgül olmayan bir şekilde uyarılması ve çoğalması da otoimmün olaylarla sonuçlanabilmektedir. Bunu bakteriyel bir yapı veya bir virus tetikleyebilmektedir.
	Ts hücreleri otoimmün yanıtın baskılanmasında önemli bir rol üstlenmiştir. Ts hücreleri Th hücrelerini baskılamakta ve dolaylı olarak poliklonal B hücrelerinin aktive olmasını engellemektedir. Ts hücrelerinin fonksiyonlarının bozulması, otoreaktif etk...
	d) Hormonal etmenler: Bir antijenin kendisine karşı gelişen antikor ile birleşmesini sağlayan, antijene özgüllüğünü veren farklı epitoplar bulunmaktadır. Bu epitoplara karşı da antikor oluşmaktadır ki, bunlara anti idiotip antikorlar denir.
	Bazı durumlarda bir hormon veya biyolojik mediatöre karşı spesifik idiotip antikorlar oluşmakta ve bu antikorlara karşı da anti idiotip antikorlar sentezlenmektedir. Bunlar hormon veya mediatöre bağlanan antijene benzerlik gösterdikleri için, antikorl...
	2.2 Otoantikorlar
	Organizmanın antijenik özellik gösteren yapılarına karşı gelişen antikorlar otoantikorlar olarak adlandırılmaktadır. Bunlar hücre yüzeyi, sitoplazmik yapılar veya hücre nükleusuna karşı gelişebilmektedirler. Organizmanın çeşitli komponentleri, yukarıd...
	Organizmanın değişik bölgelerinde bulunan yapılar, bazı patolojik durumlarda antijen özelliği gösterebilmektedir. Nükleus, hücre sitoplazmasında bulunan bazı organeller, DNA, RNA ve IgG gibi moleküller immün yanıt oluşturma özelliğine sahip otoantijen...
	Romatolojik hastalıkların çoğunda bir veya daha fazla otoantikorların oluşması karekteristik bir bulgudur. Bilindiği gibi hücre çekirdeğine karşı oluşan antikorlara antinükleer antikorlar (ANA) adı verilir. Romatolojik hastalıklar, organ tutulumu ve o...
	Son yıllarda, hücre fonksiyonlarında önemli olan bazı hücresel komponentlere karşı (DNA polimeraz, aminoaçil tRNA sentetaz gibi) otoantikorlarında ortaya çıktığı ve böylece oluşan immun komplekslerin hücre fonksiyonlarını bozduğu ileri sürülmektedir (...
	Otoantikorlar otoimmün hastalıkların tanısının konulması yanında, bu hastalıkların aktivitesinin belirlenmesinde, tedavinin takibinde, tedaviye yanıtın belirlenmesinde ve bazı otoimmun hastalıklarda hastalık alt gruplarının belirlenmesinde de kullanıl...
	2.2.1 Antinükleer Antikorlar (ANA)
	Antinükleer antikorlar kromatin olarak adlandırılan DNA-histon kompleksine, nükleer veya sitoplazmik ribonükleer proteinlere, nükleolar ve sitoplazmik diğer yapılara karşı oluşan antikorlara verilen isimdir. Bu otoantikorlar, otoimmun hastalıkların ta...
	1948’de Hargraves tarafından gösterilen ve SLE için özgül olan LE hücre fenomeni, bir IgG antikoru olan LE faktörünün deoksiribonükleoproteine bağlanması sonucunda ortaya çıktığını bulmuş, daha sonra bunu çok sayıda diğerleri izlemiştir. (25).
	1960'ların başında, antinükleer faktörlerin, serumun γ globulin fraksiyonuna ait ve antikor yapısında olduğu tesbit edilmiştir. ANA'ların değişik kaynaklardan köken alan çekirdekler ile çapraz reaksiyona girdiği gösterilmiştir. Bu yüzden, ANA'ların do...
	IgG tipi ANA, IgG1, IgG2a, IgG2b ve IgG3 olarak dört alt gruba ayrılmıştır. Ayrıca indirekt immünofluoresans (IIFA) ANA testinde, boyanma özellikleri ile IgG alt grupları arasında ilişki bulunmuştur. Bu ilişki, periferal boyanma özelliğine sahip antik...
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