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OZET

INDIREKT FLORESAN ANTIKOR YONTEMI iLE ‘GRANULER +
GRANULER KROMOZOM’ PATERNINDE ANA POZITiFLiGi SAPTANAN
HASTALARDA, IMMUNBLOT YONTEMI ILE ANTI DFS-70
ANTIKORLARININ ARASTIRILMASI

frem GUNES
Yiiksek Lisans Tezi, Gaziantep Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
T1bbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Fahriye EKSI
Ocak 2018, 82 sayfa

Hiicre ici antijenlere karsi otoantikorlarin varligi sistemik bag dokusu hastaliklarinin
onemli gostergelerindendir. Indirekt Floresan Antikor (IFA) yonteminde niikleus ve
sitoplazmik otoantikor pozitiflikleri klinik agidan hastaliklarla iliskilendirilebilen farkli
boyanma paternleri gosterirler. Bu ¢alismada, IFA yontemi ile graniiler + graniiler
kromozom paterninde Anti Niikleer Antikor (ANA) pozitiflii saptanan hasta
serumlarinda immiinoblot yontemi ile anti-DFS-70 antikorlarinin aragtirilmasi
amaglandi.

Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Sahinbey Arastirma ve Uygulama Hastanesi’nin
cesitli kliniklerinden Nisan 2016-Eyliil 2016 tarihleri arasinda gonderilen hasta
serumlarinda IFA yontemi ile graniiler + graniiler kromozom paterninde ANA
pozitifligi saptanan 100 hasta serumunda immiinoblot yontemi ile 16 farkli antijene
karst olusan antikorlar arastirildi. Calisma kapsamina alinan hastalarin demografik
bilgileri kaydedildi. Calisma siiresi iginde ¢esitli kliniklerden gonderilen 4440 serum
ornegi IFA yontemi ile ANA agisindan degerlendirmeye alindi ve 6rneklerin 81’inde (%
1.82) tek olarak graniiler +graniiler kromozom tarzinda ANA pozitifligi, 19’unda
(%0.42 ) 1se farkli paternlerle beraber graniiler +graniiler kromozom tarzinda ANA
pozitifligi saptandi. Pozitiflik saptanan 100 6rnek immiinoblot yontemi ile ¢alismaya
alind1 ve 70’inde (% 70) tek olarak anti-DFS-70 antikoru, 30’unda (% 30 ) ise anti-
DFS-70 ile birlikte farkli antikor pozitiflikleri saptandi. Anti sentromer pozitifligine
higbir hastada rastlanmadi.

IFA yontemi ile graniiler +graniiler kromozom paterninde ANA pozitifligi anti-DFS-70
antikoru varlig ile iliskilendirilmektedir, bizim sonuglarimizda bunu dogrulamaktaydi.
Ancak birden fazla antijene kars1 ANA pozitifligi oldugu durumlarda IFA ile boyanma
paternlerinin birbirlerini maskeleyebilecegi goriildii. Immiinoblot yonteminin birden
fazla antikor varliginda oldukg¢a yararli oldugu sonucuna varildu.

Anahtar Sozciukler : ANA, DFS-70, IFA, immunoblot



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTI DFS-70 ANTIBODIES BY IMMUNBLOT
METHOD IN PATIENTS WITH ANA POSITIVITY IN GRANULAR-
GRNAULAR CHROMOSOME PATERN DETECTED WITH INDIRECT
FLUORESCENT ANTIBODY METHOD

Irem GUNES
Master Thesis, University of Gaziantep,
Institute of Medical Sciences Department of Medical Microbiology
Thesis Supervisor: Prof. Dr. Fahriye EKSI
January 2018, 82 pages

The presence of autoantibodies against intracellular antigens is an important indicator of
systemic connective tissue diseases. In the Indirect Fluorescent Antibody (IFA) method,
nucleus and cytoplasmic autoantibody positivity show different patterns of staining that
can be clinically associated with diseases. In this study, it was aimed to investigate anti-
DFS-70 antibodies by Immunoblot method in serum of patients with Anti-Nuclear
Antibody (ANA) positivity in granular + granular chromosome pattern by IFA method.
Antibodies against 16 different antigens were investigated by immunoblot method in
100 serum of patients from IFA and granular + granular chromosome patterns of
patient sera sent from various clinics of Gaziantep University Medical Faculty Sahinbey
Research and Application Hospital between April 2016 and September 2016.
Demographic information of the patients included in the study was recorded.

Between April 2016- September 2016, 4440 serum samples from various clinics were
evaluated in terms of ANA by IFA method and alone granular + granular chromosome
style ANA positivity in 81 samples (1.82%), combination with other pattern Granular +
granular chromosome-like ANA positivity in 19 samples (0.42%) has been determined.
100 samples determined positivity studied by immunblot method and anti-DFS-70
antibody positivity as single in 70 (70%), different antibody positivity with anti-DFS-70
positivity in 30 (30%) has been detected. Anti-centromere positivity has not been
detected in any patients.

ANA positivity in the granular + granular chromosome pattern by the IFA method is
associated with the presence of anti-DFS-70 antibody that our results confirm this.
However, in cases where there is an ANA positivity against more than one antigen, it
has seen that IFA staining patterns could mask each other. It was concluded that
immunoblot method is useful in the presence of more than one antibody.

Key words: ANA, DFS-70, IFA, immunoblot



1.GIRIS VE AMAC

Hiicre i¢i antijenlere kars1 anormal diizeyde otoantikorlarin mevcudiyeti sistemik bag
dokusu hastaliklarmin 6nemli gostergelerindendir. Indirekt Floresan Antikor (IFA) testi
ANA’larn rutin olarak tayininde ilk olarak tanimlandiklar1 1954 yilindan beri yaygin
olarak kullanilmaktadir. Testte hayvan (fare, sigan, maymun gibi) karaciger, bobrek,
mide doku kesitleri substrat olarak kullanilmis olup, ginimizde epitelyal kuiltir
hiicreleri (insan larenks karsinoma hiicreleri, Insan epiteliyal hiicre serisi- 2 (HEp-2),
Amerikan doku koleksiyonu CCL-23) daha yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu hiicreler
diiz cam ylizeylerde gelisebilir ve fikse edildiklerinde antikorlarin hiicrelerin igine
girmeleri mdmkin olur. Hiicre siklusunun degisik asamalarinda eksprese olan
antijenlere karsi antikorlar doku substratlarinda saptanamazken kultir hiicrelerinde

tespit edilebilirler (1).

ANA IFA yonteminde niikleus ve stoplazmik otoantikor pozitiflikleri sayis1 otuza yakin
farkli boyanma modeli gosterirler. Romatolojik hastaliklarda ANA pozitiflikleri tanida
destekleyici onem tasir. Otoantikor pozitifliklerinde gozlenen boyanma modelleri,
klinik agidan hastaliklarla iligkilendirilebilir. ANA IFA testinde laboratuvar test sonug
raporunda, testte kullandig1 substrat doku veya hiicresini, tarama titresini (1/100 veya
1/160), titreyi (ileri diliisyon caligmasindaki pozitiflik saptanan en yiiksek 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 hicrelerde goézlenen boyanma modeli/modellerini, iligkili olabilecek

otoantikorlar1 belirtilmektedir (2).

ANA varligin1 arastirmada IFA yontemi altin standart yontemdir. Immunblot ydntemi
ile saflastirilmis ve membran seritlere aktarilmis Ozgiil antijenlere karsi blotlama
yontemi ile antikor saptanmakta, tek reaksiyonda farkli antikorlar saptanabilmektedir.
Enzim bagli immunosorbent assay (ELISA) yontemi ile antikor titrelerinin takibi
gerceklesmektedir. HEp-2 hiicrelerinin fiksasyon islemleri ve ayrica bazi paternlerin
birbirlerini maskelemesi sonucu bir takim antikorlarin saptanmasi IFA yontemi ile zor
olabilmektedir. Bu gibi durumlarda ANA negatif bulunmasina ragmen ELISA veya
immiinblot yontemlerinde bazi paternler pozitif bulunabilir. ANA saptamada ve
takibinde bu yontemlerin yerinde uygulanmasi 6nemlidir. Otoantikor pozitifliklerinin

klinik verilerle birlikte degerlendirilmesi, klinik bulgusu olmayan ancak otoantikor
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pozitifligi saptanan olgularin uzun siireli takibi Onerilmektedir. Yogun ince benekli
(DFS-70) boyanma modelinde niikleoplazma yogun ince benekli tarzda boyanirken

benzer benekler mitotik hiicrelerin kromozomlarinda da gozlenir (3).

HEp-2 metafaz ve interfaz evresindeki hiicrelerde floresan alimi gozlemlenir.
Metafazlardaki boyanma genellikle interfazlardaki boyanmadan daha kuvvetlidir.

Maymun karaciger hiicresinde genellikle boyanma gozlenmez (4).

Anti DFS-70 antikoru saglikli bireylerde %4.2-33.1 oranlarinda goriilebildigine dair
calismalar mevcuttur. izole DFS-70 antikor pozitifligi genellikle tantyi, sistemik

romatizmal hastalik tanisindan uzaklastirmaktadir (5).

Atopik dermatit, intersistiyel sistit, alopesia areata, astim, pediatrik kronik yorgunluk
sedromu gibi sistemik olmayan otoimmiin hastaliklarda ayrica ¢esitli kanserler ve goz
hastaliklarinda da DFS-70 pozitifligi goriilebildigi bildirilmektedir. ANA IFA
yonteminde yontemin dezevantaji olarak bazen paternler birbirini maskelemekte, miks
paternlerde sorunlar yasanabilmektedir. Yukarda anlatilan nedenlerle IFA yontemi ile
grantler + graniler kromozom tarzinda ANA pozitifligi saptanan hastalardaki
antikorlarin tek tek saptanmasi, DFS-70 varliginin kesinlestirilmesi hastanin klinigi

acisindan ¢ok onemlidir (6).

Bu calismada, otoimmiin hastalik siiphesi ile laboratuara gonderilen hasta serumlarinda
IFA yontemi ile graniiler + graniiler kromozom tarzinda ANA pozitifligi saptanan hasta
serumlart Immunblot yontemi ile degerlendirmeye alinarak, hastalarm klinik ve diger

laboratuar verileri ile beraber degerlendirilmesi amaglanmaktadir.



2.GENEL BILGILER

2.1. immunoloji

Immunoloji, bir konaktaki tiim immiin yanit mekanizmalarini ve sonuglarini inceleyen
bilim dalidir. Viicudun kendisini yabanci maddelere ve enfeksiyon etkenlerine karsi
savunma ve koruma yetenegine immiinite ya da bagisiklik adi verilir. Bu amaca yonelik
olarak gerceklesen olaylarin tiimiinden immiin yanit mekanizmasi sorumludur.
Immiinite ve immiin yamtin gelisiminde biiyiikk bir uyum iginde rol alan organ ve
dokular, hiicreler ve ¢dziiniir molekiiller immiin sistemin olusumunda rol oynar. immiin
sistemin en 6nemli 6zelligi yabanci maddeleri (antijen) kendi (6z;self) yapilarindan
ayirt edebilmek, yabancilar1 taniyarak onlari viicuttan elimine etmek ve ayni antijenle
tekrar karsilastiginda onu hatirlayarak (immunolojik bellek) enfeksiyona kars1 bir direng
gostermektir. immiin sistemin tiim komponentleri arasindaki karmasik iliskiler, otokrin
ve endokrin fonksiyon gosteren cok sayida araci (mediyatdr) ve diizenleyici (regiilator)
sinyal proteinleri (sitokinler) tarafindan saglanir. Ayrica tim immiin yanit tipleri,

homeostazin saglanmasina yonelik diizenleyici bircok mekanizma tarafindan kontrol

edilmektedir (7).
2.2. immiin yamt

Immiin yanit: baglatan yabanci maddeler antijen veya immiinojen olabilir. Immunojen
kavrami, sadece immiin yanit olusturma yetenegindeki herhangi bir madde igin
kullanilir. Antijen ise bir molekiiliin, spesifik immiinitenin {riinleri ile reaksiyona
girebilme yetenegini tanimlar, her zaman spesifik immiiniteyi olusturmasi beklenemez.
Biitiin immiinojenlerin antijen oldugu ifade edilir, ancak bunun aksi her zaman gegerli
degildir. Yeryiiziinde yaklasik 10° sayida antijenin var oldugu kabul edilmektedir.

Hastalik yapan mikroorganizmalarin ¢ogu iyi bir antijen yapisina sahiptir (8).
2.3. Immiin yamtin 6zellikleri

Immiin yamt, birbirinden farkli milyonlarca antijene yamt verebilir. Uzun siireli bir
bellege sahiptir. Bellek T hiicreleri ve bellek B hiicrelerinin {iretimi nedeniyle ilk
karsilasmadan yillar sonra bile ayn1 ajana yamit verebilir. Immiin yanitin etkileri, bu

yanit1 baglatan antijene 6zgiin olarak yonelmistir (9).



2.3.1. Spesifite

Antijenlerin lenfositler tarafindan spesifik olarak taninan kisimlara ‘“antijenik
determinant” ya da epitop adi verilir. Heniiz spesifik antijen ile karsilasmamis bir
konakgida her tiirlii antijeni taniyip reaksiyon verebilecek, antijen spesifik lenfosit
klonlar1 mevcuttur. Yabanci antijen organizmaya girdigi anda kendine 6zgili yiizey
reseptOriinli tagiyan lenfosit klonunu seger ve aktive olur, ¢ogalir. Bir kismi1 bellek
hiicresi, bir kism1 hafiza hiicresi olarak farklilasir. Bu olaya “primer immiin yanit” adi
verilir. Aymi1 antijen ile tekrar karsilasildiginda; onceki karsilasmada gerceklesen
immiinizasyon sonucu, antijen spesifik lenfositlerin klonal olarak genislemesi ile

immiin yanit daha erken ve daha kuvvetli gelisir. Buna “sekonder immiin yanit” denir

(10).
2.3.2. Cesitlilik (Diversity)

Memelilerde immin sistemin 10° farkli antijeni tanmima kapasitesi bulundugu
diistiniilmektedir. Bu 0Ozellik “Lenfosit Repertuar1” olarak bilinir. Bir klondaki
lenfositlerin antijeni tanityan reseptorleri aynidir. Her lenfosit klonunun antijen
reseptoriinde antijen baglanma yerinin farkli olmasi repertuarin ne kadar genis

olabilecegini gostermektedir (10).
2.3.3. Hafiza (Bellek)

Immiin sistemin bir antijenle tekrar karsdiginda daha kuvvetli ve hizli immiin yanitin
saglanir. Bu 6zellige immiinolojik bellek veya immunolojik hafiza ad1 verilir. Antijene
her maruziyet o antijen i¢in spesifik olan klonun veya klonlarin artmasina sebep olur.

Antijenik uyari ile olusan bellek hiicreleri uzun émiirlii hiicrelerdir (10).
2.3.4. Otoregulasyon

Antijenik uyariy1 takiben normal immiin yanit kendi kendini smirlar. immiin yant,
zararli olan1 ve onu tasiyan hiicreyi yok etmeyi hedefler. Bu hedefe ulasildiginda

antijenik uyar1 ortadan kalkmis olacagindan immiin yanit tamamlanmis olur (10).



2.3.5. Kendini (self’i) yabanci olandan ayirt etme (self-non self ayrimi)

Immiin sistem kendine ait olan antijenleri yabancilardan ayirt etme &zelligini
lenfositlerin gelisme silirecinde primer lenfoid organlarda kazanir. Kendine ait yapilara
kars1 immiin yanit olusturmaz. Bu duruma self tolerans veya immiin tolerans denir. Self

toleransin bozulmasi ile otoimmiin hastaliklar meydana gelebilir (10).
2.4. immiinolojik tolerans

Organizamanin immiin sisteminin, belirli bir antijene karsi yanitsiz kalmas1 durumuna
immiinolojik tolerans denir. Bu yanitsiz kalma durumunun organizmanin kendisine ait
olup immiinojenik &zellik gosteren determinantlara karsi gelismesine dogal
immiinolojik tolerans (self tolerans), yabanci antijenlere karsi gelismesine ise

kazanilmis immiinolojik tolerans ad1 verilmektedir (11).

Toleransa neden olan antijenlere ‘tolerojenler’, immiin cevaba yol aganlara ise
‘immiinojenler’ adi verilir. Normal kosullarda biitiin 6z antijenler tolerojen olarak
nitelendirilir. Iimmiinojenik antijenler ise spesifik immiiniteyi uyarirlar ve bu antijenlerle

tekrarlanan karsilagsmalar sonucunda sekonder immdiin cevap artar (12).

Normal sartlar altinda immiin sistemin kendi antijenik yapilarina karsi bir immiin yanit
olusturmadig1 bilinmektedir. Fakat her bireyin kaninda, konnektif dokularinda ve
hiicrelerinde immiin yanit olusturabilecek yapilar bulunmaktadir. Bu antijenlere self-
antijen veya otoantijen denir. Lenfositler ile otoantijenler siklikla karsilagmalarina
ragmen immiin yanit olusturmamaktadirlar. Bu spesifik yanitsiz kalma durumundan

¢esitli mekanizmalar sorumludur (11,13,14).
Bu mekanizmalar :

a) Klonal delesyon: Bu mekanizma, self antijenler ile reaksiyon veren T lenfositleri
timusta olgunlagsmadan apopitoz yoluyla ortadan kaldirilmasidir. Timustan kacarak

perifere gecmeyi basarabilen T lenfositler ise yine apopitoz ile elimine edilmektedir.

b) Sakli antijenler: Beyin, testis ve géz gibi organlarda bulunan antijenler immiin sistem

ile karsilagsmadiklari i¢in bunlara kars1 bir immiin yanit gelismemektedir.



c) Antijeni gormezden gelme: Antijen sunucu hiicrelerin (APC) yilizeyinde bazi self
antijenler yogun bir bigimde sergilendikleri i¢in bu antijenlere karsi ne immiin yanit, ne

de tolerans gelismektedir.

d) Anerji: APC tarafindan T lenfositlerine kars1 yoneltilen tanima sinyali bu hucrelerin

aktive olmasi i¢in yeterli olmamaktadir.

e) Supresyon: Bircok bireyde self antijenler ile guclu reaksiyon veren B hicreleri
bulunmaktadir. Uygun CD4 (+) Th hicrelerinin Treg hicreleri (Ts) ile self reaktif B
lenfositlerinin baskilanmasi sonucunda ortadan kalkmakta veya anerjik fazda kalarak
aktive olamamaktadir. Yani self-reaktif B lenfositleri Ts hiicreleri ile dolayli yoldan

baskilanmaktadir (11,13,14).
2.4.1. Santral tolerans

Kemik iliginde T hiicre grubuna farklilasan lenfositler timusa gelerek burada
olgunlagmalarini tamamlar. Bu donem ig¢inde T Ilenfositlerinde T hiicre yiizey
reseptorleri (TCR), CD4 (+) ve CD8 (+) yardimci molekiilleri olusmaktadir. Farkli APC
hicreleri tarafindan bu olgunlasma doneminde T lenfositlerine doku uygunluk
kompleksine (MHC) bagli self antijenler sunulmaktadir. MHC-self antijen kompleksine
diisiik afiniteyle baglanmis olan T lenfositleri sinyal alamadiklari i¢in spontan bir
sekilde apopitozdan korunur ve timusta o6llrler. Bu komplekse yiksek afiniteyle
baglanan T lenfositleri ise apopitoz ile ortadan kaldirilir ve bu olay negatif seleksiyon
olarak adlandirilir. MHC molekiiliine bagl self yapilara orta diizeyde afinite gosteren
diger T lenfositleri ise timusta olgunlagsmasin1 tamamladiktan sonra perifere ulasmayi
basarirlar. Bu olay ise pozitif seleksiyon olarak adlandirilir. Santral toleransin
olusabilmesi ic¢in otoantijenlerin timusta T hiicrelerine tanitilmasi gerekmektedir ve
timusta bulunmayan self yapilara kars1 tolerans olusumu i¢in periferal toleransa ihtiyac

duyulmaktadir (15,16).

T lenfositlerinin aksine B lenfositleri antijen {izerindeki uygun epitoplara antikor adin1
verdigimiz B hiicre yiizey reseptorleriyle (BCR) antijen sunumu olmadan veya MHC
molekiiliiyle iliski kurmadan baglanmaktadir. Bu nedenle pozitif seleksiyon
olusmamaktadir. Ancak kemik iliginde negatif seleksiyonla self reaktif, olgunlagsmamis

B lenfositleri elimine edilmektedir (17).



2.4.2. Periferal tolerans

T hiicrelerinin aktiflesebilmesi i¢cin APC tarafindan verilen tanima sinyali tek basina
yeterli olmamakta, ayn1 zamanda yine APC tarafindan alinacak kostimiilator (sekonder)
sinyale de ihtiyag duyulmaktadir. Bu olay interlokin 2 (IL-2) gibi T-hticre blytme
faktorii olarak adlandirilan maddelerin salinimina yol agacaktir. Kostimiilator sinyali
alamayan T hiicreleri ise uzun siiren bir yanitsizlik donemine, yani anerjik faza
gecmektedirler. APC yiizeyinde kostimulator molekillerin sergilenememesi durumunda
bu hicrelerin aktive edecegi self reaktif T lenfositleri anerjik hale geger. IL-2
sentezleyemeyip kisa siire iginde Oliirler. Bunun yaninda yiiksek konsantrasyondaki
antijenler, spesifik T hiicrelerini siirekli olarak uyarmakta ve onlarin Fas ligand (FasL)
araciligiyla, apopitozis sonucu Oliimiine yol agmaktadir. Bazi lenfositler ise anerjik
olmadiklar1 halde Ts hiicreleri tarafindan inhibe edilmektedirler. Bu mekanizmalarin

yaninda T lenfositlerinin bazi antijenlere karsi duyarsiz kaldigi bilinmektedir (18,19).

B hiicrelerinin periferde aktiflesebilmeleri i¢in Th hiicrelerinin yardimi gerekmektedir.
B hiicre ylizeyindeki CD40 ligand: ile aktive olmus T hiicresinin yiizeyindeki CD40
ligand1 etkilesmekte ve Th2 hiicreleri IL-4 ve IL-5 gibi sitokinler salgilamaktadir. Bu
yolla, immatur B hiicreleri aktive olabilmektedir. B lenfositlerinde tolerans olusumu
icin gerekli antijen miktar1 T hiicrelerine oranla daha fazladir. Boylece dolayli yoldan
daha kolay olusan bir T hiicre toleransi, B hiicrelerinin de kolay bir yoldan tolarize

edilmesini saglamaktadir (20,21).
2.5. Otoimmunite

Viicudun kendi antijenlerine karsi yanitsizlik halinin hasar gérmesi ya da kaybolmasi
otoimmiinite gelisimini tetiklemektedir. Konagin kendi antijenlerine kars1 hiicresel ve
hiimoral immiin yanit olusturmasi otoimmiinite olarak adlandirilir. Otoimmiinite
reaksiyonlarinin neden oldugu doku harabiyeti sonucu olusan klinik tablolar otoimmiin
hastaliklar (OIH) olarak tanimlanir. Otoimmiin hastaliklarm olusmasinda ¢evresel,

genetik ve endojen faktorler rol oynamaktadir (7).

Otoimmiinitenin olusmasinda etkin oldugu diisiiniilen ©6nemli bazi immiinolojik

mekanizmalar:

e Lenfoid organ ve lenfosit bozukluklari.



e Santral tolerans bozuklugu.

e Periferal toleransin yetersiz kalmasi durumu.

e Konak antijenlerine benzeyen veya ayni olan mikrobiyal antijenler ile capraz
reaktivite (molekdler taklit) (6rn. Klebsiella pneumoniae ile ankikolazan
spondilit; Streptococcus pyogenes ile romatizmal ates iliskisi).

e Poliklonal lenfosit  aktivasyonu (bakteriyel lipopolisakkaritler,
stiperantijenler, bazi virtisler).

e Siipresor T (Treg) hiicre eksikligi veya fonksiyon bozuklugu.

e Sakli kalmig antijenlerin travma, operasyon ya da enfeksiyonlar sonucu
aci8a ¢cikmasi.

e Konagm kendi antijenlerinde mikroorganizmalar, ilaglar, vb. tarafindan
olusturulan degisiklik (capraz reaktivite gosteren yani antijenlerin olusmasi).

e Mikrobiyal antijenler tarafindan ASH uyarimi1 ve sitokin {iretiminin
artirilmasi.

e Belirli HLA tiplerinin varlig1 (ankilozan spondilit i¢in HLA-B27, sistemik
lupus i¢in HLA-DR3, romatoid artrit icin HLA-DR4 varlig risk teskil eder)

(7).
2.6. Otoimmiinite mekanizmalari

Organizmanin kendi dokularina karsi immiin sistemin yanitsiz kalmasi immiinolojik
tolerans mekanizmalar1 araciiiyla gerceklestirilmektedir. Immiin sistemin bu

gorevinin aksamasi ise otoimmiiniteye neden olmaktadir (22).
Otoimmiinite gelisiminin temel mekanizmalar;
2.6.1.Molekdler taklit

Cesitli bakteri ve viriisler, yardimc1 T veya B hiicrelerin etkinlesmesini tetikleyen
capraz tepki verici antijenlerin kaynagi olarak suclanmistir. Ornegin, Reiter sendromu
Shigella veya Chlamydia enfeksiyonlarindan sonra ve Guillain- Barre sendromu
Campylobacter enfeksiyonlarindan sonra goriiliir. Bu olaylar1 acgiklayabilmek igin
‘molekiiler taklit® kavrami kullanilir. Dis ortamdan gelen uyaranlar, gapraz tepkime
veren vicut yapitagina yonelik bir bagisiklik saldirisini baslatmaya yetecek oranda bir

viicut yapitagsina benzer (taklit eder). Molekiiler takliti en iyi karakterize eden
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orneklerden bir tanesi S.pyogenes’ in M proteini ile kalp kast miyozini iligkisidir. Bazi
M proteinlerine kars1 gelisen antikorlar, atesli romatizmaya yol agmak {izere kardiyak
miyozin ile ¢apraz tepkime verirler. Molekiiler taklit varsayimini destekleyen ek
kanitlar arasinda, bazi viral proteinler ile bazi insan proteinlerinin ayni amino asit
dizilerine sahip olmasi vardir. Ornegin, hepatit B polimeraz ile insan miyelin bazik

proteini ayn1 amino asit dizilerine sahiptir (23).
2.6.2. Normal proteinlerde degisim

Ilaglar normal proteinlere baglanabilir ve bunlari immiinojenik hale getirebilirler.
Prokainamid ile sistemik lupus eritematozus arasindaki baglanti, bu mekanizmaya

ornektir (23).
2.6.3. Hapsedilmis antijenlerin salinmasi

Sperm, merkezi sinir sistemi, gozde lens ve uveal yolu gibi bazi dokular, antijenleri
bagisiklik sitemi ile karsilasmayacak sekilde kapatilmistir. Bunlara immiinolojik olarak
ayricalikl noktalar adi verilir. Boyle bir antijen, 6rn. harabiyetten sonra goriildiigii gibi
kazara dolasima gececek olursa hem hiimoral hem de hiicresel yanitlar tetiklenir ve
sirastyla aspermatogenez, ensefalit veya endoftalmite neden olur. Bagisikligin
olgunlagmasindan sonra gelismesi ve buna karsin normalde immiin bir saldirtya maruz
kalmamas1 nedeniyle oOzellikle spermin immiinolojik olarak ayricalikli bir yerde
hapsedilmesi zorunludur. DNA, histonlar ve mitokondri enzimleri gibi hicre ici
antijenler normalde bagisiklik sisteminden gizlenmistir. Ote yandan, bakteriyel veya
viral enfeksiyon hiicreleri tahrip edebilir ve bu hapsedilmis antijenleri bir bagisiklik
yanit1 aktive etmek iizere serbest birakabilir. Otoantikorlar bir kez olustu mu,
hapsedilmis antijenlerin daha sonra serbest kalmasi immiin karmalarin olugsmasina ve
otoimmiin hastaliga ait semptomlarin belirlenmesinde neden olur. Enfeksiyona ek
olarak 1smmlama ve kimyasallar gibi dis etkenler de hiicreleri tahrip edebilir ve
hapsedilmis hiicre ici bilesenlerin serbest kalmasina neden olabilir. Ornegin giines
1518 sistemik lupus eritematozusu bulunan hastalarda deri dokiintiilerini
alevlendirdigi bilinmektedir. UV 1s1ninin hiicreleri tahrip ettigi, bu durumun hastaligin
esas antijenleri olan ve normalde hapsedilmis bulunan histonlar1 serbest biraktigi

distiniilmektedir (23).
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2.6.4. Epitop yayllmasi

Epitop yayilmasi, viral enfeksiyonlarin sebep oldugu hiicre harabiyeti sonucu,
hapsedilmis otoantijenlerle yeni bir karsilasmay1 tanimlamak i¢in kullanilir. Bu yeni
karsilasilan otoantijenler yardimci T hiicrelerini uyarir ve otoimmiin hastalik gelisimine

neden olur (23).

2.7. Otoimmiinite olusumunu etkileyen faktorler

Otoimmiin hastaliklarin olusmasina; genetik, ¢evre, stres, hormonlar ve immuinolojik
faktorler gibi birden ¢ok degisken sebep olabilir. Romatoid Artrit’li, Sistemik Lupus
Eritematozus’lu, Fibromiyalji Sendrom’lu ve Jiivenil Kronik Artrit’li hastalarin
%80’ninin, bu otoimmiin hastaliklarin olugsmasindan 6nce duygusal stres yasadig ileri

strtlmektedir (24,25).

Cocukluk c¢aglarinda yasanan travmatik stresin, yetiskin donemde otoimmiin
hastaliklarin  olusmasini arttirdigi  yoniinde ¢alismalarda mevcuttur. Bu sekilde
toleransin bozulmasinda, en ¢ok g¢evresel faktorlerin ve takiben genetik degisimlerin

etkisi gosterilebilir (26).

Genetik degisiklikler, periferal ve immiin sistemdeki lenfositlerin otoreaktivitesini
degistirir. Farkli kosullarda yasayan, genetik olarak benzer popiilasyonlarda yapilan
calismalar otoimmiin hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda cevresel faktdrlerin Onemini
gostermistir. Monozigotik ikizlerde bile ayni hastaligin goriilme sikliginin %50’lilerde
olusu ve etnik kokenden bagimsiz olarak hastalik insidansinin belirli cografi bolgelerde
yasamayla artmasi sonucu tetikleyici c¢evresel faktorler {izerinde arastirmalarin
yogunlasmasini saglamistir. Cevresel faktorler arasinda en fazla iizerinde durulan konu
enfeksiyonlardir. Enfeksiyonlarin otoimmiin hastaliklarin gelisimi iizerinde iki yonlii
etkisi vardir. Enfeksiyonlarin otoimmdiin hastaliklarin olusumunu tetikleyebilecegi gibi,
son yillarda giderek artan sayida veri, baz1 enfeksiyonlarinda otoimmiinitenin gelisimini

onledigini diisiindiirmektedir (27).

Self toleransin islev gormemesi ve otoantikor {iretimi, otoimmiin hastaliklarin
olusmasima neden olacaktir. Olusan otoimmiin hastaliklar sonucu otoantikor aracili
doku hasari ortaya ¢ikmaktadir. Otoantikorlar, hiicrenin ¢esitli antijenik yapilarina karsi

olusabilmektedir. Sistemik otoimmiin hastaliklarda mevcut olan otoantikorlarin biiyiik
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bir kismi, bu hastaliklarin ayirt edici tanisinda kullanilabilir. Otoimmun hastaliklarin
cogunda self reaktif T hiicreler temel olaylarin baslaticisi ve yiiriitiicisidiir. T
hiicrelerin saptanmasi zor oldugu i¢in otoimmun hastalik arastirmalarinda, serum

orneklerinden otoantikor tayini daha rutin bir yaklasim seklidir (28).

1960 ve 1970’lerde, birgok arastirmaci, sistemik otoimmiin hastaliklarin tanisi igin
otoantikorlar ile ¢alisilmasi konusunda c¢esitli ¢alismalar yapmis ve bazi immiinolojik
hastaliklarin tanisinda otoantikorlarin ¢ok onemli klinik belirtecler oldugu konusunda

hem fikir olmusglardir (29).

Niikleer ve sitoplazmik bir¢ok otoantikor karakteristik olup, tanida oldukca yararlidir.
Titre ve boyanma sekline dayali pozitif ANA tarama testlerini mutlaka ekstrakte edilmis
hiicre antijen (ENA) testi takip etmelidir. Eger ANA tarama testi negatif ¢ikarsa, diger

tanimlama testlerinin yapilmasina biiylik 6l¢iide gerek olmayacaktir (30).
2.8. Otoimmiin hastahklar

Otoimmiinite, 6z antijenlere yonelik immiin aktivasyon yanitin gelismesi olarak

tanimlanan 6nemli bir hastalik nedenidir (31).

Eriskin bir konak genel olarak, fetal yasam sirasinda kendine sunulmus olan ve kendi
oziine ait olarak tanidig1 doku antijenlerine karsi tolerans gosterir. Ote yandan, bazi
durumlarda bu tolerans kaybolabilir ve otoimmiin bir hastalifa yol agmak iizere konak
antijenlerine karsi bagisiklik yanit gelisebilir. Otoimmiin hastalifin olusmasinda en
onemli basamak, yardimci (CD4) T hiicrelerinin etkinlesmesidir. Bu yardimer Th-1

veya Th-2 hiicreler, sirasiyla hiicre aracili otoimmiin tepkimeleri diirtiileyebilir (23).

Otoimmiin hastaliklarin ¢ogu antikor aracilidir ( Tablo1) (23).
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Tablo 1: Otoimmiin hastaliklarda bagisiklik yanitinin tipi (23).

Bagisikhik yanitinin tipi

Otoimmiin hastahk

Bagisikhik yanitinin hedefi

Reseptorlere karsi

antikorlar

Myastenia gravis

Asetil kolin reseptori

Graves hastalig1

TSH reseptori

Insiiline direncli diabet

Insiilin reseptérii

Lambert-Eaton myastenisi

Kalsiyum kanal reseptori

Reseptorler disinda diger
hiicre vyapitaslarina karsi
antikor

Sistemik lupus eritematozus

dsDNA, histonlar

Romatoid artrit

Eklemlerde 1gG

Atesli romatizma

Kalp ve eklem dokusu

Hemolitik anemi

Alyuvar zari

Idiyopatik trombositopenik

purpura

Trombosit zarlari

Goodpasture sendromu

Bobrek ve akciger bazal

membrani

Pernisydz anemi

Intrinsik faktér ve parietal

hicreler
Hashimoto troiditi Tiroglobllin
Insiiline bagimli  diabetes | Adacik hiicreleri
mellitus
Addison hastalig1 Bobrekiistii kabugu

Akut glomertlonefrit

Glomeriler bazal membran

Periarteritis nodosa

Kiiciik ve orta ¢apl arterler

Guillain — Barre sendromu

Miyelin proteini

Wegener graniilomatozu Notrofillerin sitoplazmik
enzimleri

Pemfigus Deri  siki  kavsaklarinda
desmolein

Hiicre aracili (T hiicreleri

ve makrofajlar)

Alerjik ensefalomiyelit ve

multipl skleroz

Miyelin proteinlerine karsi
tepki beyinde

demiyelinizasyon yapar
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Otoimmiin hastaliklar konusunda giderek artan bilgilere karsin, insanlarda otoimmiin
hastaliklarin heterojen olmasi, bircok etkiye bagli olarak gelisebilmesi, immiin yaniti
baslatan ve hedefi olan 6z antijenlerin siklikla bilinememesi, otoimmiin tepkimenin
hastaligin ortaya c¢ikmasindan ¢ok Onceleri baslamasi gibi nedenlerle, arastirmalar
stirmektedir. Toplumda otoimmiin hastaliklarin % 1-2 oraninda oldugu tahmin

edilmektedir (31).

Otoimmiin hastaliklarin tamaminda, hastaligin nedeninden bagimsiz olarak saptanabilen
otoantikorlar bulunur ve bu antikorlarin saptamasi, laboratuvar tanisinda oldukca
onemlidir. Hastaliga 6zgiin antikorlarin kullanimi; klinik bulgulart olan olgularda
hastaligin tanilanmasini; klinik bulgular belirsiz olan olgularda hastaligin diglanmasini
saglar. Otoantikorlarin ayrica belirlenebilmesi ve nicel olarak o6l¢imlenmesi ile
hastaliklarin alt gruplarinin belirlenmesi, hastalik siddetinin ve sagaltima yanitlarin

izlenmesi miimkiin olmaktadir (32) .

Tablo 2: Otoimmiin hastaliklar (33).

Organ Spesifik Otoimmiin Hastahklar Sistemik Otoimmiin Hastahklar
Hashimoto Tiroiditi Romatoid Artrit

Otoimmun Hemolitik Anemi Sistemik Lupus Eritematozus
Pernisiy6z Anemi Sjogrens Sendromu

Adisson Hastalig1 Skleroderma

Otoimmun Ensefalomiyelit Polimiyozit-Dermatomiyozitis
Goodpasture Sendromu Reiter Sendromu

Otoimmin Trombositopeni Karigik Bag Doku Hastaliklari

2.8.1. Organa ozgiil (lokalize) otoimmiin hastahiklar

Organ spesifik otoimmiin hastaliklarda, hastalik semptomlar1 otoimmiin yanitin tiiriine
gore tek bir organla veya dokuyla sinirli kalmakta ve hastaligin gergeklestigi dokunun
disinda kalan kisimlar otoimmiin mekanizmalardan etkilenmemektedir. Dolayisiyla
organ spesifik otoimmiin hastaliklar, hastaligin meydana geldigi organ veya dokuya

gore siniflandirilmaktadirlar (33).
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Bu hastaliklara 6rnek olarak, kan hiicrelerinin harabiyetine yol acan otoimmiin
hemolitik anemi ve trombositopeni; tiroidi tutan Hashimoto tiroidi ve Graves hastaligi;
pankreasi etkileyen tip- 1 diyabet; gastrointestinal organlar etkileyen pernisiy6z anemi,
¢olyak ve Crohn hastaligi; karacigeri tutam otoimmiin hepatit ve primer biliyer siroz;
deriyi tutan pemhigus vulgaris; kas-iskelet sistemini etkileyen myastenia gravis; beyin
ve omuriligi etkileyen multipl skleroz; bobrek ve karacigeri tutan Goodpasture hastaligi

verilebilir (7).
2.8.1.1. Tiroid

Bunlarin baginda Hashimoto tiroidi gelir. Guatr ile birlikte hipotiroidizm bulunmaktadir.
Baslangigta tiroid uyarict hormon (TSH) diizeyi ve tiroid fonksiyonlari normal oldugu
halde guatr gelisebilmekte, ancak ilerleyen donemlerde TSH artmakta ve T4 seviyesi
diismektedir. Bu hastalikta yiliksek titrede otoantikorlar goriilmektedir. Genellikle
tiroglobiiline kars1 otoantikorlar gelismektedir. Bunun yan1 sira tiroid yiizey antijeni ve
ikinci bir kolloid antijenine kars1 da antikor olustugu goriilmektedir. Mikrozomlara karsi
olusan antikorlar ve 6zel olarak programlanmis T hiicrelerinin etkisi sonucu doku zarar
gormekte ve sonug¢ olarak miksddem olugmaktadir. Normal tiroid bezinde folikiiler
hiicreler kolloid aralikta siralanmakta ve bu araliga tiroglobulin salgilamaktadirlar.
Hashimoto tiroidinde bu normal yapi1 hemen hemen yok olmus ve koloidal araligi
lenfosit ve makrofajlar doldurmustur. Sonug¢ olarak rejeneratif tiroid folikiilleri

olusmakta, bezde destriksiiyon ve fibrozis gelismektedir (34, 35).
2.8.1.2. Mide- Barsak

Pernisiydz anemide, otoimmiin hasara yol acan anti periyatal hiicre antikorlart
olusmaktadir. Bu otoantikor asit sekresyonu yapan H-K ATPaz enzimine kars1 olusan
periyatal hiicre antikorlarin1 hedef almakta ve intrensek faktor yapimini azaltmaktadir.
Bu duruma yol acan iki tip antikor bulunur. Bunlardan biri intrensek faktérin B12
vitaminine baglanmasini engelleyen bloke edici antikorlar, digeri ise intrensek faktoriin

ileuma baglanmasini engelleyen bloke edici antikorlardir (34).
2.8.1.3. Pankreas

Insiiline bagh Tip 1 diabetus mellitus (Tip 1 IDDM) hastaliginda pankreatik beta

hiicrelerine kars1 hiicre adacik antikorlar1 gelismektedir. Bu antikorlar hastalik klinik
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olarak gelismeden yillar Once ortaya c¢ikabilmektedir. Otoimmiin hasarin olusumu
adacik hiicrelerinin etrafinindaki lenfositik hiicre infiltrasyonundan anlagilmaktadir.
IDDM hastalarinin yaklasik % 90’inda HLA-DR3 veya DR4 alleli bulunmaktadir.
Ayrica insiiline kars1 otoantikorlarin olusumu ilerleyen dénemlerde hastalarda IDDM

geligsme ihtimalini diistindiirmektedir (34).
2.8.1.4. Adrenal Bez

Adrenal bezin tiiberkiiloz sebebiyle hasar gormesi sonucu adisson hastaligi
olusmaktadir. Hiperpigmantasyon, hipoglisemi, kilo kayb1 ve adrenokortikal
hormonlarda eksiklik gorulmektedir. Mineralokortikoid eksikligi sonucu bobreklerde
Na ve K tutulmasi asidoza yol agar. Adrenal bezin her {i¢ tabakasina karsi da

otoantikorlar gelismektedir. En sik olarak adisson hastaliginda goriilmektedir (34).
2.8.1.5. Bobrek

Glomerulonefrit, glomerular bazal membranda bulunan nefritojenik antijene karsi
olusan antikorlarin bazal membranla birlesmesi sonucu immiin kompleks birikimi ile
olusmaktadir. Goodpasture sendromunda ise alveolar bazal membrani, glomerular bazal

mebrani ve akcigeri etkileyen anti-GBM antikoru olusmaktadir (34).
2.8.1.6.Sinir sistemi

Bu gruba giren hastaliklar arasinda myastenia graves ve akut ensefalomiyelit
bulunmaktadir. Myastenia graves hastaliginda asetil kolin reseptorlerine kars
otoantikorlar olusmaktadir, akut ensefalomiyelit ise bazi viral infeksiyonlar sonrasinda

miyelin proteinine kars1 hiicresel tip immiin yanitin olustugu bir hastaliktir (34).

2.8.1.7. Karaciger

Otoimmiin hepatit genellikle kadinlarda gen¢ yaslarda goriilen bir hastalik grubudur.
Damar duz kas hicresindeki aktine karsi otoantikorlar gelismekte ve bunun yani sira
diger organ spesifik ve organ spesifik olmayan otoantikorlar da goriilmektedir. Diger
otoimmiin hastaliklarla ve HLA, DR3-DRS ile iligkili oldugu bilinmektedir. Primer
biliar siroz (PBS), orta yash kadinlarda kasinti ve kolestaz bulgularinin goriildiigii bir

hastaliktir. Bu hastalikta ytliksek diizeylerde, IgM yapisindaki anti mitokondriyal antikor
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(AMA) bulunmaktadir. Piruvat dehidrojenaz kompleksinin bir kompanenti olan M2
antijeni mitokondriumun i¢ membraninda lokalize olmus bir yapidir. M2 antijenine

kars1 olusan antikorlar PBS i¢in spesifik olarak kabul edilmektedir (34).
2.8.1.8. GOz

Herpes zoster, tiiberkiiloz ve aspergilloz gibi infeksiyonlarin skleritis ile iligkili oldugu
diisiiniilmektedir. immiin komplekslerin depolanmasinin; kompleman aktivasyonuna,
polimorfoniikleer lokositlerin kemotaksisisine ve olasi otoimmiin reaksiyonlarin
baslamasina neden oldugu diisiiniilmektedir. Uveitis, immiin kompleks hastaliklarinda
olusan iiveit ve gézde meydana gelen hasar sonucu sempatetik oftalmi géz yapisinda

olusan otoimmiin hastaliklar arasindadir (34).
2.8.1.9. Kan Hastaliklar

Otoimmiin hemolitik anemi sicak reaktif IgG otoantikor nedeniyle olabilmekte ve bu
hastalarin yaklasik %50’sinde lenfoma, sistemik lupus eritematozus (SLE) ve romatoid
artrit (RA) goriilebilmektedir. Soguk reaktif IgM antikorlar1 ise soguk hemaglutinin
hastaliginda goriilmekte ve bu hastalik kronik hemolitik anemi ve Raynold fenomeni ile
iliskilendirilmektedir. Idiopatik trombositopenik purpura hastalifinda ise tahrip olan

trombositlere karsi anti trombosit antikorlar1 olusmaktadir (34).
2.8.1.10. Deri

Epiderm hiicreleri arasinda immiinglobulin ve kompleman depolanmasi, IgG tipi
otoantikorlarin olusumuna neden olmaktadir. Ayrica IgG titresi ile hastalik aktivitesi
arasinda baglantt bulunmaktadir. Genellikle SLE, titoma ve myastenia graves
hastaligiyla birlikte goriilmektedir. Biilloz permfigoid hastaliginda ise lamina lucida
tabakasina karst IgG tipinde otoantikorlar olugmaktadir. Bu tabloda IgG titresi ile

hastalik arasinda bir baglant1 bulunmamaktadir (34).
2.8.2. Organa 6zgiil olmayan (sistemik) otoimmiin hastaliklar

Otoantikorlarin kendi antijenleriyle birlesmesi sonucu olusan ve kanda dolasan immiin
komplekslerin ¢esitli organ ve dokularda (bobrek, kan damarlari, bag dokusu, deri,

eklemler,vb.) birikimi sonucu ortaya c¢ikar. Sistemik otoimmiin hastaliklar, kan
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damarlar1 ve bag dokusu tutulumuna neden oldugu i¢in kollajen vaskiiler hastalik veya
bag dokusu hastaligi olarak da adlandirilirlar. Bunlara ornek olarak sistemik lupus
eritematozus, romatoid artrit, Sjogren sendromu, sistemik skleroz ve karisik bag dokusu

hastalig1 verilebilir (7).
2.8.2.1. Sistemik lupus eritematozus

Sistemik lupus eritematozus (SLE) multifaktdriyel bir otoimmiin hastalik olup hem
cevresel hem genetik faktorlerden etkilenmektedir. SLE insidansi Amerika Birlesik
Devletleri (ABD) verilerine gore 10%’inde 5.1, prevalanst 10>’inde 52.1°dir. Kadin :
erkek orani yaklasik 9:1°dir. Ulkemizde ise Trakya bdlgesinde yapilan bir ¢aliymada
SLE insidans1 10°" inde 4.4, prevalansi ise 10°* inde 51.7 olarak belirlenmistir. Lupusun
dogal ve adaptif bagisiklik mekanizmalarinda goriilen bozukluklar nedeniyle gelistigi
bilinmektedir. Apopitotik hiicre temizlenmesi, sitokin kaskadi, B-hiicre bagisikligi ve T-
hicre sinyalizasyonunda gelisen bozukluklar hastaligin patogenezinde rol oynayan

temel mekanizmalar arasindadir (6).

SLE’de immin sistemde gorev oynayan B hiicreleri aktiftir ve immiinglobdlin (1g)
yapimlari artmistir. Aktif hastalarda , dolasan T hiicrelerinin sayisi1 azalmis, yardime1 T
lenfosit islevleri (fonksiyonlar1) artmistir. Siipresor —sitotoksik T lenfositler azalmigtir
ve islevleri bozuktur. B lenfositlerin, otoantikor yapimini uyarici (stimiile edici) etkileri

olan CD4-, CD8- T lenfositler artmustir (36).

Otoreaktif B lenfositlerin varliginin kaniti, viral enfeksiyonlarin seyrinde goriilen 6zgiil
olmayan poliklonal B hiicre aktivasyonu sonucu iirettikleri, IgM tipindeki dogal
otoantikorlardir. Bunlar diisiik titrede ve diisik baglanma egilimli (affiniteli)
antikorlardir. Patojenik ozellikleri yoktur. Otoreaktif B Lenfositlerin IgG tipi patojenik
otoantikor yapimina gecebilmeleri i¢in, otoreaktif T lenfositlerin yardimina gereksinim
duyarlar. Ancak T hiicre yardim1 baslayinca, farklilasabilir (diferansiye) ve
cogalabilirler (prolifere). Ardindan antikor olgunlasmas1 gerceklesir ve doku
yikimindan sorumlu IgG tipinde, yiiksek titrede ve yliksek baglanma egilimli
otoantikorlarin yapimi gerceklesir. Otoreaktif T lenfositler her bireyde bulunabilir.
Boyle otoreaktif T lenfositlerin otoimmiinite olusturmalari, klonal anerji mekanizmalari
ile Onlenmistir ve inaktive edilmislerdir. Kendinden olan (self) peptide tepki

gostermezler (tolerandirlar). Ancak, SLE’ de inaktif olmas1 gereken otoreaktif T hiicre
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klonlart aktiftir. Bu durum, otoimmiiniteyi baslatan esas adim olarak kabul edilebilir

(36).

SLE’de otoantikorlarin doku yikimma yol agan bazi mekanizmalar oldugu

distiniilmektedir (36).

Immiin kompleksler (IK) aracilig1 ile olusan doku yikimi: SLE’ de 1K’ ler iki yolla
olusabilir; ya dokuda yer alan antijenlere , dolasimdaki antikorlar baglanarak, in situ IK
olusur veya dolasimdaki antijen antikorla birleserek , dolasimda IK meydana gelir. in
situ IK olustugu yerde, dolasan IK, damar duvarlarinda birikir ve kompleman sistemini
aktive ederler. Ardindan, nétrofiller i¢in ¢ekim faktorii olan C5a olusur. Olay yerine
gelen notrofiller, 1K’leri fagosite etmeye calisirlar. Bu sirada aciga ¢ikan
intrasitoplazmik enzimleri, doku yikimmna sebep olur. Monositler ve diger yangi
(inflamasyon) hiicreleri de olaya dahil olurlar. Trombosit agregasyonu ve pihtilasma
(koagiilasyon) sisteminin aktive olmasi , gelisen yikimi daha da arttirir. SLE’Li
olgularda, hiicre yiizeyindeki kompleman reseptorleri azalmistir. IK’ lerin , bu nedenle
normalden daha yavas temizlenmesi, hastalardaki 1K aracili ytkimin daha da artmasia

neden olur (36).

Antikor nedeniyle gelisen hiicre Oliimii: hiicre ylizeyine baglanabilen antikorlar,
kompleman sistemini aktive etmeden de hiicre 6lumune yol acabilir. Lokositler,
dokulardaki antikorlarla kapli hiicreleri taniyarak bu hiicreleri ortadan kaldirabilir.
Dolasimdaki antikorla kapli hiicreler (eritrosit, 16kosit ve trombositler) ise, ya retikilo-
endoteliyal sistem (RES) tarafindan ortadan kaldirilirlar, ya da komplemanin aktive

olmas1 sonucu pargalanirlar (36).
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Tablo 3. SLE’li olgularda laboratuar belirtilerinin sikligi (36).

Laboratuar belirtileri Sikhik (%)
Pozitif ANA 97
Kompleman diistikligi 51
Lokopeni 46
Anti —ds-DNA 46
Anemi 42
Proteindri 42
Anti-fosfolipid antikorlar 35
Gamapati 32

Sistemik Lupus Uluslar arasi Klinikler Isbirligi [Systemic Lupus International
Collaborating Clinics (SLICC)] tarafindan yaymlanan klinik ve immunolojik

siniflandirma Kriterleri sunlardir:

Klinik kriterler: Kronik kutandz lupus, akut kutandz lupus, oral veya nazal (lserler,
skarlasmayan alopesi, iki veya daha fazla eklemi iceren sinovit, renal tutulum, serozit,

santral sinir sistemi bulgulari, l6kopeni, trombositopeni, hemolitik anemi (6).

Immiinolojik kriterler: Referans smir degerin iizerinde ANA, anti-Sm, anti-dsDNA,
anti-fosfolipit antikor pozitifligi, diisiik C3,C4 ve CH50 degerleri, direkt Coombs testi

pozitifligi (hemolitik anemi varliginda 6nemsenmez) (6).

SLE siniflamasi i¢in en az dort kriter (en az bir immiunolojik ve bir klinik kriter) veya

biyopsi ile kanitlanmis nefrit ve ANA veya anti-dsDNA pozitifligi gereklidir (6).

21



Tablo 4: SLE’de sik olarak goriilen otoantikorlar ve iligkili klinik tablolar (36).

Otoantikorlar Sikhik Klinik ozellikler

Hucre ici

anti-dsDNA %50 Nefrit,serozit

anti-Ro(SSA) %33 Fotosensitif deri dokintuleri,
SKLE,neonatal lupus,
nefrit,ndtropeni, homozigot

kompleman eksikligi, Sjogren

sendromu

anti-La(SSB) %33 Sjogren ve NNL. Nefritten
koruyucu.

anti-Ul RNP %33 Raynaud  fenomeni, Miks
BDH (anti-Sm yoksa)

anti-histon %30-80 flaca bagli lupus

anti-ribozomal P Depresyon,psikoz

Hiicre membram

anti-kardiolipin %33 Tekrarlayan

diisiikler,tekrarlayan arteryel-
vendz trombozlar, fokal MSS
tablolari, livedo retikilaris,

trombositopeni

anti-néron Difuz norolojik tutulum

anti-lenfosit Lenfopeni, MSS  lupusu,

hastalik aktivitesi

anti-eritrosit <%10 Otoimmiin hemolitik anemi

anti-trombosit <%10 Otoimmiin trombositopeni

2.8.2.2. Romatoid artrit

Romatoit artrit (RA) en sik goriilen sistemik otoimmiin hastaliktir. RA eklemlerde
kronik inflamasyon ve buna bagli artrit gelisimi ile karakterize bir hastaliktir. Tiim
diinyada ortalama prevalanst %1-2°dir. Prevalans kadinlarda erkeklerden daha
yuksektir. Romatoid artrit patogenezinde cinsiyet, genetik, mikrobiyal antijenlere baglh
T hiicre aktivasyonu ve artmis sinoviyal immiin yanit basta olmak iizere pek ¢ok faktor

rol oynar. Ozellikle mikrobiyal antijenlerle ortak epitop tasiyan bireylerde kronik

22



olarak sitriiline olmus peptidlere maruz kalma sonucunda anti-siklik sitriilinlenmis
peptid antikorlar (anti-CCP) sentezlenir. RA’da hem otoantikor sentezleyen B hiicreleri
hemde otoreaktif TH1 hiicrelerinin aktivasyonu sonucunda otoimmiin yanit ortaya
cikarmaktadir. Sinoviyal sividaki bu yanit lenfosit ve makrofajlarin olay yerine
gelmesine ve kikirdak dokuda hasara yol agar. Bu hasarda rol oynayan onemli
faktorlerden biri IgM-IgG immiin kompleksleridir. IgG’nin Fc pargasina karsi
sentezlenen IgM tipindeki anti-IgG antikorlar1 en 6nemli rolt oynar. Bu antikorlar

romatoid faktdr (RF) olarak tanimlanmaktadir (6).

RA, primer sinovite yol acan bir hastaliktir. Anatomik olarak, normal sinovya iki

kisimdan olusur:

e Eklem araligia bakan, 1-2 hiicreden olusan bazal membransiz, ince intima
tabakasi.

e Az sayida hiicre ve daha ¢ok sayida damarsal yap1 igeren subintima tabakasi
(36) .

Bu iki tabaka ortak calisir. Glikozaminoglikanlarin yapimi ve vaskiiler yapilara
filtrasyonunu saglama, temel gorevleridir. Subintimal matrikste, daha ¢ok kollajen,
glikozaminoglikan ve fibronektin bulunur. Intimal tabakadaki sinovyal hiicreler,
makrofajlara 6zgli davraniglara sahiptirler ve T hiicrelerinin mediatorleri olarak gorev
yaparlar. Normal sinovya romatoid sinovyaya dondiigiinde, bu hiicreler allojenik T

hilcre aktivasyonunda son derece etkili olurlar (36).

Ileri yapisal calismalara gore sinovyal hiicreler; fibroblast veya makrofaj yapisinda
olmak tzere iki kisma ayrilir. Makrofaj yapisinda olan sinovyositler, Fc reseptorleri
igerirler ve fagositoz yapma yetenegindedirler. Bu hiicreler ayrica, yiizeylerinde HLA
klas 2 molekiillerini de tasirlar. Koken olarak kemik iligi kaynaklidirlar. Fibroblast
yapisinda olanlar mezensimal kokenlidir ve diger hiicre tipindeki yapisal 6zellikleri
gostermezler. RA sinovyumunda bu iki hiicre tipi baslangicta birlikte artis gosterir.
Ancak olay kroniklestikge, fibroblast tipi olan sinovyositlerin artis1 gozlenir. Bu
hiicreler, panniis (prolifere sinovyal olusum) adi verilen hiicre grubunu olusturur.
Romatoid sinovyumda histopatolojik olarak yangisal yap1 incelendiginde; mononiikleer
hicreler, makrofajlar, T lenfositler ve plazma hucreler dikkati ¢eker. Anjiogenezik

asamadan baglayarak gozlenir. Anjiogenezin uyarilmasinda; makrofajlar, fibroblastlar
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ve lenfositlerden saliman biiyiime faktorlerinin rolii vardir. Kisa zamanda sinovya
hiicrelerinde artis ve bu artis sonucunda da villoz olusumlar meydana gelir. Eklemin
anatomisinin bozulmasinda ve hastaligin yol actig1 sekil bozukluklarinin olusmasinda
panniislerin 6nemli rolii vardir. Panniislerin etkili oldugu alan, kikirdakla kemigin
birlestigi kisimdir. Biiylime etkili sitokinlerden TGF-f’nin, panniis olusumunda rolii
oldugu kabul edilmektedir. Romatoid sinovyumda egemen olan T hiicre grubunu, daha
¢ok CD4+ yardimci T hiicreleri olusturur. Sinovyal dokuda polimorf niiveli 16kositler az
oranda saptanirken, sinovyal sivinin baskin hiicrelerini meydana getirirler. Bunun
nedeni, sinovyal ylizey hiicrelerine yapismalart i¢in gerekli adezyon molekiillerinden
integrinlerin, notrofillerde olamamsidir. Buna karsilik T hiicreleri, romatoid
sinovyumda, icerdikleri adezyon molekiilleri nedeniyle kolayca yerlesebilirler. Polimorf
niiveli 16kositlerin, sinovyal sivida olusturduklar1 enzimler, eklem kikirdaginin

yikiminda rol oynayan ikinci mekanizma olarak kabul edilmektedir (36).
2.8.2.3. Sjogren sendromu

Gozyasi ve tiikriik bezlerinin immiin reaksiyonlar sonucu hasar gormesi ile olusan agiz,
goz ve mukozalarin kurumasi seklinde kendini gosteren sistemik inflamatuar bir
hastaliktir. RA, SLE ve skleroderma gibi hastaliklarla bir arada goriilebilmektedir.
Ozellikle kadinlarda 40 yasin {izerinde goriilme siklig1 artis gosterir. Solunum yolunda
olusan kuruma sonucu &liimciil pndmoniler gelisebilmektedir. Ug gruba ayrilir: Primer
Sjogren Sendromu, Sekonder Sjogren Sendromu ve RA ile beraber gorilen 3. tip
sjogren sendromu. Primer Sjogren Sendromu veya Sicca Sendromu adi verilen
hastalikta HLA-DW3 alleli ile iligkilendirilmektedir. Sekonder sjogren sendromunda ise
sicca sendromu, SLE, PBS, polimiyozit ile birlikte gériilmektedir. Uglincii grup ise RA
ile birlikte goriiliir. Sjogren sendromunda %70’in tizerinde bir ANA pozitifligi ile
beraber SS-A ve SS-B’ye kars1 gelisen spesifik antikorlarin bulunmasi tanida 6nemlidir.
Bunun yani sira salgi kanallarmi etrafinda mononiikleer ve CD4(+) lenfosit

infiltrasyonu goralar (33, 34).
2.8.2.4. Skleroderma

Bobrek, deri, eklemlerdeki olusumlar, 6zefagus, bagirsak kanali, tiroid, akciger ve i¢
organlarda bag dokusunun anormal bir bigimde artmasi ile gelisen bir otoimmiin

hastaliktir. Immiinolojik faktorlerle beraber olusan damar anomalilerinin hastalikta
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etkili oldugu disiiniilmektedir. Yaygin skleroderma, i¢ organ tutulumu ile beraber
goriiliirse oliimle sonuglanabilmektedir. Bazen de el ve yiizde olusan skleroz yillar
sonra CREST sendromuna doéntisebilmektedir. Sklerodermanin en iyi huylu formunun
CREST sendromu oldugu bilinmektedir. Ilerleyen sklerodermada bobrek tutulumu en
sik goriilen 6lim nedenidir. ANA pozitifligi %60-90 oraninda goriilebilmektedir. Bunun
yaninda RF pozitifligi de goriilmektedir. Coziinebilir niikleer antijenlere karst gelisen
anti Scl-70 antikoru skleroderma icin spesifik olmakla birlikte anti-sentromer antikoru
ise CREST sendromu ile iliskilendirilmektedir (33, 34).

2.9. Otoimmiin hastaliklarin epidemiyolojisi

Otoimmiin hastaliklarin genellikle nadir goriilen hastaliklar arasinda oldugu tahmin
edilsede, mortalite ve morbidite tizerindeki etkilerine bakildiginda bu oranin oldukca
yiiksek oldugu goriilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde yapilan
arastirmalar sonucunda otoimmiin hastaliklar 65 yasin altindaki kadinlar arasinda

onemli bir 61um nedeni olarak gosterilmektedir (35).

Bu hastalik grubunun ¢ogunun kroniklesmesi, saglik alaninda, yasam kalitesi {izerinde

ve ekonomik anlamda ciddi boyutlarda kayiplara yol agmaktadir (38).

Otoimmiin hastaliklarin tamaminin kadinlarda goriilme sikligi erkeklerde goriilme
sikligindan daha yliksek orandadir. Tiroid, skleroderma, SLE, sjogren sendromu gibi
otoimmiin hastaliklarin kadinlarda goriilme siklig1 %85’in iizerindeyken RA ve sistemik
skleroz gibi otoimmiin hastaliklarda ise bu oran %60-75 arasinda degismektedir. Tip 1
diyabet gibi bazi otoimmiin hastaliklarin kadin ve erkekler arasinda, g¢ocukluk
doneminde baslama riskinin ise neredeyse birbirine esit oldugu bildirilmektedir. Ayrica
juvenil RA gibi otoimmiin hastaliklarin kadinlarda daha sik rastladig:r bildirilmistir.
Otoimmiin hastaliklar {izerine yapilan son c¢alismalarda ise yetiskin diyabet

baslangicinda erkeklerin kadinlara oranla daha fazla risk tasidig1 goriilmiistiir (39, 40) .

Yapilan cesitli aragtirmalarla birlikte otoimmiin hastaliklarin yasa bagli goriillme
sikliginda 6nemli bir farklilik bulunmadig: bildirilmistir. Ancak iki énemli g¢ocukluk
donemi hastalig1 olan juvenil artrit ve Tip 1 diabetin hastalik baslangicinin yaklasik 8-
10 yas civarinda goriildiigli belirtilmektedir. Ayrica sistemik skleroz ve graves gibi

hastaliklar siklikla 30-50 yas donemleri arasinda goriildiigii bilidirilmektedir. Daha ileri
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yas gruplarinda (40-70) goriilen hastaliklar arasinda ise tiroid, sjogren sendromu ve RA

gibi otoimmiin hastaliklar bulunmaktadir (38).

Otoimmiin hastaliklardan olan SLE’nin erkeklere oranla kadinlarda 5-10 y1l daha erken
goriildiigii belirtilmesine ragmen bu farkliligin sadece beyaz irkta goriilebilecegi

diisiiniilmektedir (41) .

Bunun tam tersi olarak hipertiroidizm hastaliginin kadinlara oranla erkeklerde daha

erken yaslarda goriildiigii bildirilmistir (42) .

Otoimmiin hastaliklarda risk faktorleri lilkeler arasinda hatta ayni1 bolgede yasayan etnik
gruplar arasinda bile farkliliklar gdsterebilmektedir. Ornegin Tip 1 diabet hastaligi
Guney Avrupa ve Asya lilkelerine kiyasla Kuzey Avrupa iilkelerinde daha yaygin
gorulmektedir (43).

Yeterli bilgi ve kanit elde edilmis olmamasina ragmen otoimmiin hastaliklardan biri

olan sistemik skleroz da bu duruma bir 6rnek olarak gosterilebilmektedir (44).

ABD’de beyaz 1rka oranla siyah 1tk SLE i¢in daha yiiksek risk tagimaktadir. Ayrica, Tip
1 diabet hastalifinin insidansi ise beyaz 1rka oranla siyah 1rkta daha nadir
goriilmektedir. ABD’de yasayan siyah itk ve Asyalilar, sistemik skleroz hastaligi
agisindan daha diisiik risk tasimaktadir (38).

2.10. Otoantikorlar

En eski ve yaygin aranan otoantikor anti niikleer antikorlardir (ANA) ve sistemik
otoimmiin hastaliklarin tanisinda 6nemlidir. Bunun yamn sira hastalik tan1 ve izleminde
en sik kullanilan otoantikorlar, ¢ift sarmal DNA’ya karsi (anti-dsDNA), anti-Ro/SSA
(SS; Sjogren sendromu), anti-La/SSB, anti-Sm (smooth muscle), anti-RNP
(riboniikleoprotein), anti histon, anti sentromer, anti-Jo-1 (anti histidil tRNA), anti Scl-
70 (sistemik skleroz-70kDa/anti topoizomeraz-1) olarak sayilabilir (Tablo 5) (45).
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Tablo 5: Otoantikorlarin klinik yayginlig1 ve hastaliklarla olan iligkileri (46).

Otoantikor Iliskili hastaliklar Ilgili hastalikta saptanma
siklig1(%)
ANA Sistemik Lupus SLE etkin dénem 95-100
SLE durgun dénem 80-100
Ilagla uyarilms SLE 100
Mikst bag dokusu hastaligi (MBDH) 100
Romatoid artrit (RA) 20-40
Progresif sistemik skleroz 85-95
Polimiyozit , Dermatomiyozit 30-50
Sjégrem Sendromu 70-80
Kronik Aktif hepatit 30-40
Ulseratif kolit 25
Diger romatizmal hastaliklar 20-50
ds DNA SLE 50-60
RA, MBDH 5
SSA (Ro) SLE 15-30
Sjogrem Sendromu 60
Yeni dogan lupus 100
SSB (La) Sjogrem Sendromu 30
SLE 30-50
Sm SLE 25-30
RNP MBDH 95-100
Sistemik sleroz 20
SLE 25-40
Scl-70 Skleroderma 20-30
Jo-1 Polimiyozit 25-45
Sentromer CREST sendromu (skleroderma) 80
Histon Ilagla uyarilmis SLE 90
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Tablo 6: DFS70 Pozitifliginin Klinik Yaygmlig1 ve Hastaliklarla Olan Iliskileri (47).

Klinik tam DFS-70 pozitif | Klinik tan DFS-70
ornek sayisi pozitif érnek
sayisi
Sistemik otoimmun romatizmal hastahklar Vaskiiler hastahklar
Sistemik lupus eritematozus | 16 (%8.0) Periferik vaskiiler hastalik 1 (%0.5)
Romatoid artrit 6 (%3.0) Serebrovaskiiler hastalik 1 (%0.5)
Sjogren sendromu 1 (%0.5) Hematolojik hastahiklar
Sistemik skleroz 1 (%0.5) Demir eksikligi anemisi 2 (%1.0)
Jivenil romatoid artrit 2 (%1.0) Idiopatik trombositopenik purpura 1 (%0.5)
Organa spesifik otoimmiin hastaliklar Solunum sistemi hastaliklar:
Multipl skleroz 4 (%2.0) Astim 6 (%3.0)
Otoimmun tiroidit 2 (%1.0) Interstisyel pulmoner hastalik 1 (%0.5)
Otoimmun hepatit 1 (%0.5) Allerjik rinit 1 (%0.5)
Ulseratif kolit 1 (%0.5) Norolojik hastaliklar
Malign hastaliklar Motor néron hastalig 1 (%0.5)
Karsinoma in situ 5 (%2.5) Polindropati 2 (%1.0)
Malign neoplazm 3 (%l1.5) Vertigo 2 (%1.0)
Sindirim sistemi malign 1 (%0.5) Endokrin hastaliklar
neoplazmi
Diger romatizmal hastaliklar Toksik olmayan multinodiler guatr | 1 (%0.5)
Fibromyalji 2 (%1.0) Endokrin bozukluk 1 (%0.5)
Ankilozan spondilit 2 (%1.0) Diger
Birikim hastaliklari Eklem agrisi 44 (%22.0)
Herodofamilyal amiloidozis | 2 (%1.0) Bas agrisi 4 (%2.0)
Sarkoidoz 2 (%1.0) Karn agrisi 3 (%1.5)
Goz hastahiklar: Alerji 3 (%1.5)
Iridosiklit 1 (%0.5) Diisiik 1 (%0.5)
Episklerit 1 (%0.5) Oksiiriik 1 (%0.5)
Pitozis 1 (%0.5) Rutin ¢ocuk sagligi muayenesi 4 (%2.0)
Uriner sistem hastahklari Sinovit 1 (%0.5)
Uriner sistem enfeksiyonu 3 (%1.5) Tekrarlayan oral aftlar 1 (%0.5)
Sistit 1 (%0.5) Transaminaz ve laktat dehidrogenaz | 3 (%1.5)
yiiksekligi
Uriner tas 1 (%0.5) Lokosit bozukluklugu 3 (%1.5)
Akut bobrek yetmezligi 1 (%0.5) Koagiilasyon bozuklugu 1 (%0.5)
Nefrotik sendrom 2 (%1.0) Deri dokintisu 5 (%2.5)
Karaciger hastahiklar Karaciger hastaligi 1 (%0.5)
Kronik hepatit 1 (%0.5) Belirsiz 30 (%15.0)
Kronik hepatit C 2 (%1.0)
Toksik karaciger hastaligi 1 (%0.5)
Deri hastaliklar
Urtiker 7 (%3.5)
Dermatit 1 (%0.5)
Kserozis kutis 1 (%0.5)
Raynaud sendromu 1 (%0.5) TOPLAM 100

Bazi1 organa 6zgiil ve sistemik otoimmiin hastaliklarda rol oynayan antijenler Tablo 7 ve

Tablo 8’de verilmistir.
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Tablo 7: Organa 6zgiil otoimmiin hastaliklar ve hastalik patogenezinde rol oynayan

antijenler (6).

Organa 6zgiil otoimmiin hastalik

Iliskili antijenler

Tip 1 diabetes mellitus

Pankreas adacik hiicresinde bulunan  glutamat
dekarboksilaz (GAD) ve tirozin fosfataz, insilin,

preproinsulin

Hashimoto trioditi

Tiroperoksidaz (TPO) , tiroglobulin (Tg)

Graves hastalig1

Tiroid stimilan hormon (TSH) reseptdr

Addison hastaligi

21- hidroksilaz

Goodpasture sendromu

Tip VI kollajen (glomeruler bazal membran )

Myastenia gravis

Asetil kolin reseptori (AChR)

Multipl skleroz

Myelin proteinleri

Pernisiy6z anemi

Intrinsik faktor

Primer biliyer siroz

Piruvat dehidrojenaz, lamin B reseptér (LBR), nikleer

por kompleks proteinleri (gp210)

Tip 1 otoimmun hepatit

F- actin

Tip 2 otoimmun hepatit

Sitokrom p450 (LKM-1: liver kidney microsomal-1),
formimino transferaz siklodeaminaz (LC-1: liver

cytosolic-1)

Tip 3 otoimmiin hepatit

UGA- suppressor-serine-tRNA  associated protein
(SLAJ/LP: soluble liver antigen)

Crohn hastaligi Pankreas asiner hiicreleri, baz1 bakteri peptitleri, maya
hiicre duvarinda bulunan manan
Colyak hastalig Doku transglutaminaz (dTG)

Noromyelitis optika

Akuaporin -4

Pemfigus vulgaris

Desmoglein -3

Vitiligo

Melanosit spesifil tirozinaz, melanin konsantre edici
horman reseptorii (MCHR1),transkripsiyon faktor
SOX10
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Tablo 8: Sistemik otoimmiin hastaliklar ve hastalik patogenezinde rol oynayan

antijenler (6).

Sistemik otoimmiin hastahk Iliskili antijenler

Romatoid artrit (RA) IgG molekiili Fc kisimlari, sitriilinlesmis siklik
peptidler, U1-nRNP, histon, ssSDNA

Sistemik lupus eritematozus (SLE) dsDNA, histon, nukleozom, Sm, SS-A, SS-B,

ribozomal P proteini

Sistemik skleroz (Skleroderma) Topoizomeraz 1 (Scl-70), PM-Scl, fibrillarin, RNA
polimeraz I,11,111, sentromer

Sjogren sendromu SS-A, SS-B, ssDNA

Polimiyozit / Dermatomiyozit PM-Scl, Jo-1 (histidil tRNA sentaz), Mi-1, Mi-2
(DNA helikaz), SRP (signal recognition particle)

Miks bag dokusu hastalig1 U1-nRNP, ssDNA

2.10.1. Romatololojik hastaliklarin tanisinda otoantikorlar

Otoimmin yanit ve hastaliklarin en 6nemli tetikleyicisi enfeksiyona neden olan
mikrobik antijenlerdir. Konak¢1 proteinleri ile mikrobik proteinlerin dizi benzerlikleri
(molekiiler benzerlik) otoimmiin yanita ve hastalikla neden olabilmektedir. Degismis
konakg1 proteinleri, protein mutasyonlari, degismis protein olusumlari, proteinlerdeki
posttranslasyonal modifikasyonlar, kovalent modifikasyonlar, proteinlerin enzimlerle
islenmesi, denatiire proteinler, apopitozis, proteaosomlar, nukleosomlar otoimmiin
yanit1 tetikleyen diger etkenlerdir. Otoimmiin yanitin bazi HLA alleli/allelleriyle
birlikteligi otoimmiiniteye yatkinlik agisindan 6nemlidir. Ayrica genetik agidan, CTLA-
4 (sitotoksik T lenfosit assosiye antijen-4) geni, PTPN22 (protein tirozin fosfat
nonreseptor tip 22), PDCD1, FCRL3, SUMO4, CD25, PAD14, SLC22A4, TNF-a ve
FOXP3 gibi HLA disindaki genlerle otoimmiin hastaliklarin birlikteligi rapor edilmistir
(48).

Otoimmiin hastaliklarin serolojik belirteci ise hiicre ici ve dis1 molekiillere karst mevcut
dolasan otoantikorlardir. Kendi molekiillerine karsi1 (6z antijenlere) reaksiyon veren
antikorlar saglikli insanlarda da bulunabilir ve bunlar dogal antikorlar veya

otoantikorlar olarak tanimlanirlar (49).
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2.10.1.1. Dogal antikorlar

Dogal antikorlarin biiyiik boliimii degisime ugramamis V(D)J genleriyle kodlanan IgM
sinifinda, birbiriyle iliskisiz antijenleri orta derecede affinite ile baglayabilen polireaktif
ozelliktedirler. Dogal mono-reaktif antikorlar da mevcuttur. Dogal IgM antikorlar
hiicrelerin, dokularin, bakteri ve virlislerin yiizeyindeki tekrarlayan antijenlere karsi
yiiksek baglanma aviditesi gosterir. Bu antikorlar diisiik titrelerde saptanabilirler,
kompleman baglamazlar ve hastaliklarla iligkileri oladig1 disiiniilmektedir. Dogal
antikorlar infeksiyonlara karsi ilk savunma hattidir. Bakteriler, viriisler, mantarlar gibi
dis kaynakli antijenlere baglanarak muhtemelen temizlik islevi gordiikleri gibi kendi
antijenlerine karst (6rn. niikleik asitler, fosfolipidler, eritrositler, serum proteinleri,

hiicresel yapilar, insiilin veya tiroglobulin gibi) olusabilirler (50).
2.10.1.2. Patojenik otoantikorlar

Patojenik otoantikorlar, dogal antikorlardan farkli olarak yiiksek affiniteli ve somatik
olarak mutasyona ugramis IgG smnifindadirlar. Mutasyona ugramamis dogal
otoantikorlar1 kalip olarak kullanan patojenik otoantikorlar somatik hipermutasyon ve
siif degisimi sonucunda olusabilirler. Patojenik otoantikorlarin iiretimi 6z antijenlere
kars1 toleransin bozulmasinm énemli bir gostergesidir. Insanlar iizerinde yapilan genetik
calismalar, otoimmiin hastaliklarin, ¢evresel faktorlerin etkisiyle ¢ok sayidaki genetik

degisimler sonucunda ortaya ¢iktigin1 gdstermektedir (50) .

Fareler tizerinde yapilan ¢alismalar sonucu ¢ok sayida proteinin fonksiyon kaybi veya
yetersizligi apopitotik hiicrelerin ortadan kaldirilmalarin1 olumsuz etkileyerek lupus

benzeri hastaliklara yol agtig1 gosterilmistir (51,52).
2.11. Anti-nukleer antikorlar

Hiicre i¢i antijenlere karsi anormal diizeyde otoantikorlarin mevcudiyeti sistemik bag

dokusu hastaliklarinin 6nemli gostergelerindendir (53).

ANA’lar ¢ogunlukla sistemik otoimmiin hastaliklarin teshisinde kullanilir. ANA
testlerinde hiicre ¢ekirdeginin yani sira hiicre sitoplazmasindaki bazi antijenlere karsi
olusan otoantikorlari da saptamak miimkiin olur. Hedef antijenler genelde; hiicre

yapisinda bulunan cesitli niikleoproteinler, enzimler, dogal ve denatiire olmus DNA,
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histonlar, RNA ve ribonlkleer proteinler, ¢ozilebilen hicresel reseptorler ve mitoz ile
iligkili proteinler olabilmektedir. Niikleer antijenik yapilara kars1 olusan otoantikorlar

genellikle immunglobulin G (IgG) sinift antikorlardir (54).

Hiicrenin ¢ekirdeginde veya sitoplazmasinda bulunan self antijenlere karsi olusan
otoantikorlar, Indirekt Immiinfloresan (IFA) yontemi ile tayin edilebilir. Indirekt
Immiinfloresans testi ANA’larmn rutin olarak tayininde ilk olarak tanimlandiklar1 1954
yilindan beri yaygin olarak kullanilmaktadir. Testte hayvan (fare, sigan, maymun gibi)
karaciger, bobrek, mide doku kesitleri substrat olarak kullanilmis olup giiniimiizde
epitelyal kalttr hucreleri (insan larenks karsinoma hicreleri, HEp-2 hicreleri, Amerikan
doku koleksiyonu CCL-23) daha yaygin olarak kullanilmaktadir (53).

Substrat ¢cok degisken olabilmekle birlikte, genelde insan epitelyum hiicreleri-2000
(HEp-2) hiicreleri kullanilmasinin bir sebebi SLE ve Sjogren sendromunun tanisinda

yiiksek duyarlilik elde edilmesidir (55).

Bu hiicreler diiz cam ylizeylerde gelisebilir ve fikse edildiklerinde antikorlarin
hiicrelerin i¢ine girmeleri miimkiin olur. Hiicre siklusunun degisik asamalarinda
eksprese olan antijenlere karsi antikorlar doku substratlarinda saptanamazken kiiltiir
hlcrelerinde tespit edilebilirler. HEp-2 hiicrelerinin fiksasyon islemleri bazi antikorlarin
saptanmasini gii¢lestirebilir. SSA/Ro antjeni asetonla daha iyi fikse edilebilirken, etanol
veya metanolle fiksasyonunda SSA iyi fikse edilemez ve ANA negatif bulunmasina

ragmen EIA veya immiinblot yontemlerinde SSA pozitif bulunabilir (53).

ANA IFA yonteminde niikleus ve sitoplazmik otoantikorlar, sayis1 otuza yakin farklh
boyanma modeli godsterir. ANA’lar genelde, hiicre ¢ekirdeginde bulunan protein ve
niikleik asitleri hedef almaktadir (56).

Cam ylizeylere yapilan hiicre fiksasyonunu takiben inkiibasyon sirasinda otoantikorlarin
hiicre igine girmeleri miimkiin olur. Cam yiizeye fiske edilmis substrat Uzerine dilte
edilmis test serumu eklenir ve inkiibasyona siiresi boyunca, substrat {izerindeki
antijenler ile serum i¢indeki otoantikorlarin baglanmasi saglanir. ‘Fluorescein
IsoThioCyanate (FITC)’ ile konjuge ikinci bir antikor (IgG, IgA, IgM gibi) olan
konjugat ile bu baglanma floresan mikroskopta goriiniir hale getirilir ve degerlendirilir.

Indirekt immiin floresan boyanma modelleri, degisik antikorlarm mevcudiyetini
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gostermektedir. Ornegin; Homojen boyanma tipi; histon, ¢ift zincirli DNA (dsDNA)
velveya niikleosomlara kars1 otoantikorlarmn varhigini gosterir. indirekt immiin floresan
caligmalarinda belli boyanma sekilleri olusturan bazi antikorlar, sistemik
otoimmunopatilerin karakteristik 6zelligidir. Birgok durumda bu otoantikorlar, onlarla

iligkili hastaliklar i¢in 6n bir klasifikasyon saglarlar (49, 57).

ANA tarama testi EIA ile de ¢alisilabilir ancak testte kullanilan antijenlerin farkliliklari,
standardizasyonun olmamasi, diisiikk aviditeli antikorlar nedeniyle yanlis pozitiflikler
testin degerlendirilmesini giiclestirir. ANA (IFA) yonteminde niikleus ve stoplazmik
otoantikor pozitiflikleri sayis1 otuza yakin farklt boyanma modeli gosterirler (2).

Romatolojik hastaliklarda ANA pozitiflik oranlar1 Tablo 9°da verilmistir.

Tablo 9: Pozitif ANA sonucunun tani1 koydurucu etkisi ve goriilme sikligi (6).

ANA tanida ¢ok yararh ANA pozitiflik (%0)
Sistemik lupus eritematozus 90-95
Sistemik skleroz 85-95
Primer biliyer siroz 50-80
ANA tamida belli olciide yararh

Polimiyozit / dermatomiyozit 30-70
Sjogren sendromu 50-70
ANA Kkritik tam Kriterleri arasinda

Tlaca bagli lupus 70-90
Miks bag dokusu hastalig1 90-100
Otoimmin hepatit 40-80
ANA hastalik izlemi ve prognozda cok yararh

Juvenil kronik artrit 50-60
Raynaud fenomeni 20-40
ANA’ nin hastalik tanisi, izlemi veya prognozda rolii yok veya heniiz
kamitlanmamis

Romatoid artrit 15-30
Multipl skleroz 20-30
Otoimmiin tiroid hastaliklari 10-20
Enfeksiyon hastaliklari 20-40
Idiyopatik trombositopenik purpura 10-30
Fibromiyalji 20-30
Kanser ve paraneoplastik sendromlar 20-50
Saghkh bireyler

1/40 20-30
1/80 10
1/160 5
1/320 2
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2.12. ANA saptanmasinda IFA, immunoblot testleri ve standardizasyon

Otoimmiin hastaliklarin laboratuar tanisinda otoantikorlar yol gosterici olan en 6nemli
belirteglerdir. Bu amagla rutin laboratuarlarda yaygin olarak IFA ve ELISA ydntemleri
kullanilir (6).

2.12.1. indirekt floresan antikor yontemi (IFA)

IFA yontemi kati faz olarak hiicre veya doku kesitlerinin kullanildigi ve hasta
serumunda 6zgiil antikorlarin arastirildigi in-vitro tan1 yontemidir. ANA saptanmasinda
en sik basvurulan yontemdir. Yontem hasta serumunda bulunan antikorun antijene
baglanmasi esasina dayanir. Bu yontemde kati1 faz olarak slayt(lam) kullanilmakta olup,
bu slaytlara gesitli hiicre veya dokular fikse edilmistir. Ticari olarak hazirlanan bu
slaytlar iizerine hasta serumu damlatilir ve iretici firmanin kendi Onerileri
dogrultusunda inkiibe edilir. Tampon soliisyonla yikamay1 takiben FITC (fluorescein
isothiocyanate) isaretli anti-insan antikoru (konjugat) eklenir ve tekrar inkiibasyon ve
yikama yapilir. Takiben slayt tizerine gliserol damlatilarak lamelle kapatilir ve floresan
mikroskop altinda degerlendirme yapilir. ANA IFA yonteminde kullanilan hiicre ve
dokular: ANA IFA yonteminde altin standart olarak 6nerilen HEp-2 hicreleri insan
larinks epitelyal karsinom hiicreleridir. HEp-2 hiicreleri her seride benzer ozellikte
oldugundan ANA saptanmasinda diger dokulara gore daha standart bir substrat
saglamaktadir. HEp-2 hucre serilerinde SS-A antijeni genellikle diisik diizeyde
eksprese oldugundan ‘yalanci negatif * sonuglarla karsilasilabilmektedir. Bu sorunun
ustesinden gelebilmek igin HEp-2 hiicrelerinin SS-A antijeni ile transfekte edildigi
HEp-2000 hiicre serisi  gelistirilmistir. HEp-2 hdcrelerinin  IFA  yontemiyle
degerlendirilmesi hiicrenin niikleer, sitoplazmik ve mitotik yapilarina kars1 gelisebilen
otoantikorlarin saptanmasia olanak saglamaktadir. Bazi paternlerin ayrimi ic¢in ek
dokulara da gereksinim olabilir. Ornegin maymun karacigeri dokusu 6zellikle niikleer
membran antikorlari varhigim1 belirlemede, niikleer dot-sentromer paternlerini ayirt
etmede fayda saglamaktadir. Bu amagla siipheli durumlarda HEp-2 hiicreleri ile birlikte
karaciger dokusunun saglandig: kitler veya karaciger dokusunun ayr1 saglandig: kitler
kullanilabilir. HEp-2 hiicre serilerinin ANA saptanmasinda avantajlari: HEp-2 hiicre
serilerinde ¢ekirdeklerin biiylik olmasi, hiicre yapilarinin kolay goriilebilirligi, homojen
ve tek tabaka hiicre toplulugu saglanmasi, hiicre dongiisiiniin tiim evrelerinde ait

antijenlerin ifadelenmesi (100°den fazla otoantijeni yakalama olanag1), yeni
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otoantikorlarin kesfedilmesine olanak saglanmasi gibi avantajlari vardir. HEp-2 hiicre
serilerinin ANA saptanmasinda dezavantajlari: HEp-2 hiicre serisi kullanimima bagl
olarak anti-SSA, anti-tRNA sentetaz (Jo-1) ve anti ribozomal P (anti-Rib-P)
antikorlarinin saptanmasinda sorunlar yasanabilir. Bu antijenler HEp-2 hiicrelerinde ¢cok
diisiik diizeyde ifadelendiginden veya dokularda fiksasyon iglemleri sirasinda denatiire
olabildiginden ‘yalanci negatiflik’ goriilebilir. Bu nedenle en uygun olan HEp-2 hiicre
serileri aseton ile fiske edilmis hiicrelerdir; etanol veya metanol ile fiksasyon SS-A
antijen kaybina neden olabilir. ANA HEp-2 hicrelerini kullanan laboratuarlar anti-SSA
varligini mutlaka ek testlerle aragtimalidir. HEp-2 hiicrelerinde yasanan bu sorunun
kismen {stesinden gelebilemek igin SS-A/R060 antijenini yuksek diizeyde eksprese
eden HEp-2000 hiicre kullanilabilir (6).

2.12.2. ANA IFA’ da mikroskobik degerlendirme

ANA IFA degerlendirmesinde kullanilan HEp-2 hiicresi ve i¢inde bulunan ve farkli

boyama paternlerine neden olabilen bazi yapilar Sekil 1°de sematize edilmistir.

Niikleus

Sentriol

Niikleolus

- - Aktin filamanlan

Niikleer

por. —
— - Golgi cisimeigi
Nikleer

membran Mitokondri

* Ribozom

Lizozom

Ara fil

Endoplazmik retikulum

Sekil 1: HEp-2 hiicresi ince yapist (6).
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ANA JFA testinin mikroskobik degerlendirmesi sirasinda hasta serumunda hiicre
dongiisiiniin farkli evrelerinde aciga ¢ikan antijenlere karsi olusan antikorlar1 saptamak
miimkiindiir. Detayli ve dogru bir ANA IFA degerlendirmesi yapabilmek i¢in hiicre
dongusu evrelerinin bilinmesi gerekmektedir. Hicre dongusi evreleri ve bu evrelerde

gorulebilen pozitif kromozom bantlart Sekil 2°de gosterilmistir (6).

sentriol

sentriol

kromozom

kardes kromatidler

TELOFAZ ANAFAZ

Sekil 2: Mitoz bélinme evreleri ve bu evrelerde goriilen pozitif kromozom bantlari (6).

Hiicre dongiisii evrelerinde gergeklesen olaylar ;

Interfaz : Béliinmeye hazirlik evresidir. ATP sentezi hizlanir, organel ve protein miktari

artar, DNA kendisini esler.

Profaz : Kromatit iplikler kromozom halini alir, sentriyoller zit kutuplara dogru gider, ig

iplikleri olugsmaya bagslar.
Metafaz: Kromozomlar hicrenin ekvator diizlemine dizilir.

Anafaz : Her kromozomdaki kardes kromatitler zit kutuplara dogru cekilir, 1§ iplikleri

ortada belirinlesmis.

Telofaz: Cekirdek zar1 olusur, ¢ekirdek¢ik ortaya ¢ikar, kromozomlar yeniden kromatin

ipligine déniisiir. Ig iplige doniisiir. I iplikleri kaybolur, sitoplazma bdliinmesi baslar.

ANA IFA incelemesinde Ozellikle interfaz ve metafaz asamasindaki hiicre boyanma
paternleri dikkatle incelenmelidir (Sekil 3). Interfaz asamasi hiicre metabolizmasinin en

hizl1 ve antijen ekspresyonunun en fazla oldugu evre oldugundan ¢ok farkli antijenler
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aciga cikabilir. Metafaz asamasida basta niikleusun homojen ve benekli paternleri
olmak (zere pek ¢ok paterni ayirt etmede dikkatle incelenmesi gereken bir diger
evredir. ANA IFA degerlendirmesinde 6zellikle interfaz ve metafaz asamasindaki hiicre

boyanma paternleri dikkatle incelenmelidir (6).

Profaz
Metafaz
T gy Metafaz Metafaz
pozitif negatif
Anafaz
Telofaz
interfaz %5 i interfaz
pozitif <= e Interfaz pozitif

Sekil 3: Interfaz evresinde ve mitozun farkli evrelerinde goriilen kromozom alanlarina
ornekler (6)

HEp-2 Karaciger

Homojen
Grantler
Nikleer noktali

Nikleolar

Nikleer membran
(periferal)

Sekil 4: HEp-2 ve karaciger hiicrelerindeki niikleuslarda interfaz evresinde goriilen
boyanma tirlerine 6rnekler (6).
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Tablo 10: Sik saptanan ANA IFA paternleri ve ilgili antijenler (6).

ANA paternleri

Tlgili antijenler

Nukleer paternler

Homojen

dsDNA, histon, kromatin/niikleozom

Kaba benekli

U1RNP, Sm(U2-nRNP), RNA polimeraz I11

Ince benekli

SS-A, SS-B, Mi-2, Ku, RNA helikaz A, topoizomeraz I, TIF1,

TIF1 B
Yogun ince benekli (DFS) DFS-70 /LEDGF-P75
Nukleolar PM/Scl-75, PM/Scl-100, To/Th, Scl-70, nikleofosmin,
nikleolin, fibrillarin (U3-nRNP), RNA polimeraz I, NOR-90
Sentromer Sentromer — A/B (C)

Coklu nikleer noktalanma

Sp -100, PML proteinleri, MJ/ NXP-2

Az niikleer noktali

P80- coilin, SMN

Nikleer membran/ periferal

Lamin A,B,C, gp210, nikleoporin p62, nikleer por kompleks

antijenleri

Sentrozom /sentriol

Enolaz , ninein,perisentrin

Mitotik spindle (MSA)

NuMA/ sentrofilin

Sitoplazmik paternler

Yogun ince benekli

Ribozomal P proteinleri, PL-7, PL-12

Benekli

Jo-1/histidil-tRNA sentetaz, Signal recognition protein (SRP)

Retikuler

(mitokondri benzeri)

Piruvat dehidrogenaz- E2/M2, BCOADC-E2, OGDC-E2

Golgi kompleksi

Golgi proteinleri

Fibriller

Aktin, sitokeratin, vimentin, tropomiyozin, a-aktinin, vinkilin

Mikroskobik incelemede Once X10 veya X20 buyitme ile pozitiflik ve negatiflik

yoniinde degerlendirme yapilir. Daha sonra pozitif ornekler 40-60X buyitme ile

floresan boyanma paterni agisindan incelenir. ANA IFA slaytlarinda paternler; niikleer,

sitoplazmik ve mitotik paternler olarak ayri ayri incelenmeli ve rapor edilmelidir.

Mikroskobik degerlendirme subjektif oldugundan, laboratuarlar arasi ve laboratuarlar

ici standardizasyonu saglamak zordur. Ancak iyi tanimlanmis klinik 6rneklerle veya

standart serumlarla yapilan degerlendirmeler yorumun daha objektif olamasini

saglayabilir. Ozellikle floresan siddeti yorumunda énemli olan bir etken de floresan

mikroskobunun 151k siddeti ve Omriidiir. Foton kaynagi olarak civali lambalarin

kullanildigr mikroskoplarda kullanim siiresi arttik¢a 151k siddeti azalmakta ve daha
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diisiik titrelerin rapor edilmesine neden olabilmektedir. Bu nedenle civali lambalarin
100-200 saat sonunda degistirilmesi ve dogru olarak konumlanmasi Onerilmektedir.
LED 1s1k kaynakli olan floresan mikroskoplar ise 1isinma problemi ve 1s1k siddetinin
zamanla azalmasi sorunu bulunmadigindan daha giivenilirdir. Ayrica LED lambalarda

lamba odak ayarlar1 da bozulmamaktadir (6).
2.12.2.1. Homojen boyanma

Homojen nikleer boyanma modeli, histon, dsDNA ve/veya niikleosomlara (histon-
DNA kompleksi) karsi otoantikorlarin varligimi gosterir. HEp-2 hicrelerinde bolinen
hiicrelerin kromatinleri yogun, istirahat halindeki hiicrelerin niikleusu uniform tarzda
boyanir. Istirahat halindeki ve mitotik hiicrelerin niikleus cevresi daha yogun
boyanmasina periferik (rim) boyanma modeli olarak adlandirilir, dsDNA’ya karsi
antikorlarin varhigimmi gosterir ve SLE’de go6zlenebilir. Bu tir boyanma gosteren
orneklerin ileri dilusyonunda sadece homojen boyanma izlenir. Homojen boyanma
modeli SLE, ilag iligkili lupus (procainamide, hydralazine), romatoid artrit, juvenile

kronik artrit ve sistemik skleroz gibi hastaliklarda tesbit edilebilir (53).

A. HEp-2 hiicresi(x40) B. Maymun karaciger hiicresi(x40)

Resim 1: Homojen patern (Calismamizdan)

2.11.2.2. Nukleer membran boyanma

Nikleer membran tipi boyanmada otoantikorlar, nikleer membrandaki laminlere
(A,B1,B2,C), gp210 gibi nukleer pore kompleks integral proteinlerine, laminle birlikte

bulunan proteinlere (LAP 1A, LAP 2) karsidir. Bu boyanma modeli HEp-2 hticrelerinin

niikleusunda homojen halka benzeri veya noktali tarzda membran boyanmasi seklinde
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olabilir, mitotik hiicrelerin kromatini boyanmamuistir, istirahat halindeki hiicrelerin
niikleusu homojene benzer sekilde boyanir. Bu boyanma modeli primat karaciger,
bobrek gibi dokularda hiicre nikleus periferinde daha kolay fark edilebilen bir boyanma

gosterir. Kronik hepatit, vaskulitler, trombositopeni ve SLE gibi miks tip kronik

otoimmiin hastaliklarda tesbit edilirler (2, 53).

A. HEp-2 hiicresi(x40) B. Maymun karaciger hiicresi(x40)
Resim 2: Nikleer membran patern (Calismamizdan)

2.12.2.3. Granuler (Benekli) boyanma

Granuler tarzda boyanma histon haricindeki ¢ok sayidaki antijenlere karsi
otoantikorlarin mevcudiyetini gosterir. Birbirinden farkli benekli boyanma modelleri
farkli antijenlere baglanmayla ortaya ¢ikar. Beneklerin sekli ve biiytikliigii biiyiikten ¢ok

kiigiige dogru siralanirken sekilleri diizgiin veya ¢ok diizensiz olabilir (53).
2.12.2.4. Buyuk benekli (nukleer matriks) boyanma

Bu boyanma modelinde, istirahat halindeki hiicre niikleuslar1 degisken biiyiik benekli
tarzda boyanma gosterirken, mitotik hiicrelerde kromozomlar boyanmamistir ve
otoantikorlar baglica heterojen niikleer riboniikleoproteinlere (hnRNP) kars1 olabilir,
SLE, RA ve MCTD gibi hastaliklarda (hnRNP-A1,A2,B2) ve sklerodermada (hnRNP-
C1,C2 ve I) gozlenir (53).

2.12.2.5. Kaba benekli boyanma

Sm ve U1-snRNP ‘e kars1 otoantikor varsa gozlenen bir boyanma modeli olup, istirahat

halindeki hiicrelerde yogun ve orta biiyiikliikte benekli boyanma izlenirken, mitotik
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hlcrelerdeki kromozomlarda boyanma yoktur ve MCTD ve SLE’de tesbit edilebilirler.

Antijenler kuguk nukleer ribontkleoproteinleri (SnRNP) igerir (53).
2.12.2.6. ince Benekli boyanma

Istirahat halindeki hiicrelerin niikleusunda bazen kumlu ve hemen hemen homojene
benzeyen ince benekli tarzda floresans go6zlenirken kromozom ve niikleoluslarda
boyanma izlenmez. Bu boyanmada antikorlar SSA (Ro), SSB (La), RNA polimeraz Il
ve Il1, Ku, Ki ve Mi-2 ye kars1 olabilir; SLE, Sjogren sendromu, skleroderma, myozit ve
MCTD gibi hastaliklarda gozlenir (53).

A. HEp-2 hiicresi(x40) B. Maymun karaciger hiicresi(x40)

Resim 3: Granuler (benekli) patern (Calismamizdan)

2.12.2.7. Grandiler + graniiler kromozom (Yogun ince Benekli-DFS-70)

Bu boyanma modelinde niikleoplazma yogun ince benekli tarzda boyanirken benzer
benekler mitotik hiicrelerin kromozomlarinda da gozlenir. Antikor, 75-kd’luk lens

epitelyum kaynakli biiyime faktériine (LEDGF) kars1 olup, saglikli kisiler, alopesi
areatal1 ve atopik dermatitli hastalarda goriilebilmektedir (58,59,60,61).
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A. HEp-2 hiicresi(x40) B. Maymun karaciger hiicresi(x40)

Resim 4: Graniiler + graniiler kromozom (Yogun Ince Benekli-DFS-70) paterni
(Calismamizdan)

Anti-DFS-70 otoantikorunun olusturdugu boyanma modeli, ANA IFA tarama testi ile
saptanabilmektedir. Boyanma sekli, mitotik hiicrelerin kromozomunun ve interfazdaki
nikleusun yogun ince benekli boyanma gostermesi ile karakterizedir. Metafaz
asamasindaki ince benekli kromozom boyanmasi, graniiler +graniiler kromozom

paterninini belirgin bir sekilde homojen ve yogun ince benekli boyanma tipinden ayirir
(58).

Anti-DFS-70, LEDGF (Lens Epithelium-derived growth factor) ve transkripsiyon
koaktivator p75 olarak da adlandirilan, 6nemli biyolojik fonksiyonlar1 olan, rutin ANA
IFA taramasinda sikc¢a saptanan ama ayni zamanda kesin olarak otoimmiin hastaliklarla

iligkisi bilinmeyen bir otoantikor olarak tanimlanabilir (56).

DFS-70 pozitif hasta serumlari ile yaptiklar1 blot ¢alismalarinda, DFS-70 antijeninin
molekiiler agirhigmin yaklasik 70 -75 kDa oldugunu ileri siiriilmektedir. Immunblot

sonuglarinda 75 kDa civarinda band olusumunu gézlemlenmistir (66, 67).

LEDGF/DFS 70 proteininden; traskripsiyon aktivatorii, HIV-1 transporter ve strese
kars1 hiicre direncini arttirict yani hiicrenin hayatini kurtarici olarak da bahsedilmektedir

(61).

Anti-DFS-70 otoantikorunun (LEDGF otoantikoru) hedef antijeni igin farkli bir hipotez
daha One siiriilmiistiir. Yapilan bir aragtirmada cevabi aranan soru; normal 06z
antijenlerin nasil oluyorda immiinojenik 6zellik kazanip, kendilerine otoantikor cevabi

olusmasini sagladiklari ve bunu takiben otoimmiin hastaliklar olusmasina neden
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olduklaridir. Hipoteze gore, hiicrelerin 6liimii sirasinda, hiicrenin kendi otoantijenleri
modifiye olarak, immiinojenik 6zellik kazanmaktadir. Hiicre 6liimii sirasinda (apopitoz,
primer nekroz veya sekonder nekroz) hiicre igi 6z antijenler fragmanlara ayrilmakta ve
bu fragmanlar normal fonksiyonlarin1 kaybederek, patojenik 06zellik kazanmaktadir.
Hipoteze gore, memeli hiicrelerinin biiylimesini destekleyen ve hiicrenin ‘yasamini
devam ettirmesini’ saglayan bir otoantijen olan LEDGF/p75 de apopitoz sirasinda
kaspaz3 ve kaspaz7 enzimleri fragmanlarina ayrilmakta (p65 ve p58 fragmanlari) ve
normalde hiicre 6liimii sirasinda olusan strese karsi hiicreleri korurken, olusturdugu
fragmanlarla tam ters etki yapmaktadir. Diger bir deyisle, LEDGF/p75, apopitoz
sirasinda fragmanlara ayrildiginda, olusan fragmanlar, apopitozu arttirict 6zellik
kazanmakta yada dentrik hiicreleri tarafindan lenfositlere sunularak bu fragmanlara ve

LEDGF/p75’e kars1 otoantikor olusumana neden olmaktadir (68).

DFS-70/LEDGF/p75 antijeninin, prostat tiimér dokularinda fazla miktarda eksprese
edildigi gosterilmistir (66).

Atopik Dermatit (AD)’li hastalardaki Anti-DFS-70 oranin1 %30 olarak verilmistir.
AD’li hastalarda, LEDGF/DFS 70 antijeninin, niikleer bir 6z antijen oldugunu ve
keratohiyalin grantllerinde fonksiyonel bir rolii oldugu fikri de ortaya atilmigtir. Anti-
DFS-70 otoantikorunun, AD hastalarinin, yaklasitk %30’un da bulunmasi, bu

otoantikorun, AD’li hastalarda baskin bir otoantikor oldugunu diistindiirmiistiir (61).

DFS-70 antikorunun erkeklere gore kadinlarda daha sik rastlandigi goriilmistiir.
Cinsiyet farkliliginda, salgilanan hormonlarin bu duruma etkisinin oldugu
diisiiniilmektedir. Antijenik yapinin lokalizasyonundan daha énemli olan nokta ise bu
antijene karsi olusan otoantikorun klinik 6nem tasiyip tasimadigidir. Anti DFS-70
otoantikorunun dogal bir otoantikor oldugu ve saglikli bireylerde hi¢bir antijen uyarimi
olmaksizin bulundugu da ileri siiriilmistiir. Ayrica DFS-70 antijeninin timusta, diger

dokulardan fazla eksprese edildigini de belirtmislerdir (69).
2.12.2.8. Cok bicimli benekli (polimorfik) (PCNA) boyanma

Bu boyanma seklinde, Go veya G1 fazi negatif, homojen veya benekli tarzda, DNA
sentezine bagli olarak S fazindaki hiicrelerin niikleoplazmalarinda inceden kaba

benekliye degisen sekillerde boyanma godzlenir. Hiicrelerin %30-%60’1nda niikleus
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boyamasi vardir. Anti-CENP-F antikoru bu boyanma modelinden profaz ve metafazdaki
sentromer boyanmasiyla ayirt edilebilir. DNA replikasyon ve tamirinde gorev alan
siklin olarak da bilinen DNA polimeraz & destek proteine karsidir. SLE’de %3-6

oraninda olmak {izere kronik B ve C hepatitli hastalarda tesbit edilebilirler (2,53).
2.12.2.9. Sentromer boyanma

Sendromer boyanma modelinde istirahat halindeki HEp-2 hiicrelerinin niikleuslarinda
40-60 arasinda benek, mitotik hiicrelerin kromatini belirgin benekli tarzda boyanir. Bu
antikorlar CENP- B, CENP- A, CENP- C ve daha nadir olarak CENP- D ye karsidir.
CENP-F antikorlar1 bu boyanma seklini gdstermezler. Sentromer boyama sekli sinirlt
kuten6z sistemik sikleroz (CREST sendromu), primer biliyer siroz, Raynoud’s

fenomeninde saptanabilir (2,53).

A. HEp-2 hiicresi(x40) B. Maymun karaciger hiicresi(x40)

Resim 5: Sentromer paterni (Calismamizdan)

2.12.2.10. NUkleer az nokta (p80-coilin) boyanma

Bu boyanma modelinde istirahat halindeki HEp-2 hiicrelerinin niikleoplazmalarinda 80
kD’luk bir protein olup Cajal cisimcigi (Coiled body) olarak bilinen yapilara kars
otoantikorlar1 gosteren en fazla 6 adet nokta (ortalama 2-3 nokta) seklinde boyanma

gozlenir ve Sjogren sendromunda, diger inflamatuar hastaliklar, primer biliyer siroz,

kronik aktif hepatit ve saglikli bireylerde goriilebilir (2,53).
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2.12.2.11. Nukleer nokta (Sp100) boyanma

Nikleer nokta boyanma modelinde istirahat halindeki HEp-2 hiicrelerinin
niikleoplazmalarinda, boyutlar1 degisken olabilen hiicre basina ortalama 10 nokta (en
fazla 20 nokta) seklinde boyanma gosterirler, mitotik hiicre kromatinleri boyanmaz.
Otoantikorlar Sp100 nikleer antijenine, promyelocytic leukemia proteinine (PML) ve
NDP53’e karst olup, siklikla primer biliyer sirozlu hastalarda (%30), Sjogren
sendromunda, SLE ve diger kronik inflamatuar bag dokusu hastaliklarinda tesbit

edilebilirler (53).
2.12.2.12. Nukleolar boyanma

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

niikleoluslar boyanmaistir (53).
2.12.2.13. Nukleolar homojen boyanma

Bu boyanma modelinde niikleolusun homojen, niikleoplazmanin zayif homojen veya
benekli boyandigr durumlarda antikor PM-Scl kompleksine karsi olabilir ve baslica
myositis-skleroderma overlap sendromunda ve daha az sistemik skleroz ve myozitis de
tesbit edilirler. Bu boyanma sekli anti-Th/To antikorlari olarak bilinir ve 40kDa’luk iki
kiiclik riboniikleoproteine karsi olustugunda goézlenebilirler. Th/To antikorlar1 sistemik

sklerosisde, SLE, polimiyositis ve romatoid artritte saptanabilir (2,53).
2.12.2.14. Nukleolar kiime (clumpy) boyanma

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 kiiglk niikleolar ribontkleoproteinin
34 kDa luk protein alt {initesi (snoRNP) kars1 antikorlarin bulundugunu gosterir ve
sistemik skleroz i¢in yiiksek spesifiklikte (bu hastalarin %5’inde) ve pulmoner

hipertansiyonda goruldr (2,53).
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2.12.2.15. Nukleolar benekli boyanma

Istirahat halindeki hiicrelerin niikleoluslarinda benekli tarzda niikleolar boyanma,
nikleoplazmada ince benekli boyanma, sistemik skleroz icin yiksek spesifiklikte
olmakla birlikte SLE, RA ve MCTD’de de gozlenen RNA polimeraz I (RNAP I)
kompleksine kars1 antikorlar1 gosterebilir (2,53).

A. HEp-2 hiicresi(x40) B. Maymun karaciger hiicresi(x40)
Resim 6: Nikleolar paterni (Calismamizdan)

2.12.2.16. Sitoplazmik boyanma

ANA (IFA) testlerinde uzun sure g6z ardi edilmis veya negatif olarak
degerlendirilmistir. Ancak giiniimiizde “anti niikleer antikorlar1” hiicre niikleus ve
stoplazmasinda bulunan antijenlere kars1 olugan “otoantikorlar” olarak tanimlamak daha
dogru bir yaklagimdir. Cilinkii biitiin otoantijenler hiicrenin sadece bir bolimiinde
bulunmayabilirler, fonksiyonlar1 ve degisik hiicre boliimlerindeki derisimleri hiicrenin

fizyolojik durumuna bagli olarak degiskenlik gosterebilir (53).

2.12.2.17. Sitoplazmik ince benekli boyanma

Niikleus ¢evresinden baslayarak hiicre periferine dogru yayilir, antikorlar aminoagil-
tRNA sentetazlara (Jo-1, PL7, PL12) karst olup idyopatik (otoimmiin) myozitis
(polimyozit/dermatomyozit, overlap sendromunda myozitis, yumusak bag dokusu
hastaliklar1) igin diyagnostik belirtectir. Anti-Jo1 (histidil tRNA sentetaz) ve anti-EJ
(glisil-tRNA sentetaz) antikorlart klinik miyozit gelismeden 5 ay oOnceden tesbit
edilebilmektedirler (62,63).
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2.12.2.18. Sitoplazmik biyuk benekli boyanma

Stoplazmaya yayilmis olup lisosomlar ve endosom gibi organellere karsi otoantikorlari

gosteririr.
2.12.2.19. Sitoplazmik kaba benekli ipliksi (mitokondri) boyanma

Boyanma, c¢ogunlukla M2’ye kars1 gozlenir ve primer biliyer karaciger sirozu
(%95’inde antikor M2’ye karsi), diger kronik karaciger hastaliklari, SLE ve sistemik

siklerozda gorulebilirler (64).
2.12.2.20. Sitoplazmik homojen (ribozomal) boyanma

Boyanma modelinde cekirdek cevresinde kuvvetli homojenden ince benekliye diffiiz
boyanmanin yani sira ribozom sentezinin merkezi olan niikleolusta da boyanma
gozlenir. Mitotik hicre kromatini  negatifdir.  Otoantikorlar  ribozomal P
fosfoproteinlerden PO (38 kDa), P1 (19 kDa) ve P2 (17 kDa) ye kars1 ve diger antijen
hedefleri 28S tRNA, S10, Ja, L12, ve L5/5S’ye karsi olusurlar. Bazen dsDNA
antikorlarinin yoklugunda SLE’li hastalarin %10-20’sinde tesbit edilebilirler (49,53).

2.12.2.21. Sitoplazmik sitoskleton boyanma

Stoplazmada fibriller tarzda aktin, sitokeratin ve vimentin gibi bilesenlere karsi
otoantikor pozitifliklerinde goriiliir. Aktine karsi otoantikorlar (diiz kas antikorlar)

otoimmiin hepatitlerde saptanir (49,53).
2.12.2.22. Sitoplazmik golgi boyanma

HEp-2 hiicre stoplazmasinda niikleusunun sadece bir tarafina yakin, biiyiikliikleri farkl
olabilen benekli tarzda boyanmalar golgi kompleksi; golgin-67, golgin-95 (GM130),
golgin 97, golgin-160, golgin-245(p230) ve macrogolgin/giantin’e karsi otoantikorlarin
varligimi gosterir; SLE, Sjogren sendromu ve diger kronik romatolojik hastaliklarda

saptanabilir (49,53).
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2.12.2.23. Sentriol boyanma

Bu modelde istirahat halindeki hiicrelerin stoplazmalarinda 1 veya 2 nokta, mitotik
hiicrelerin 1§ mihver kutuplarinda 2 nokta seklinde boyanma, bir¢ok sentrosomal
antijene kars1; heat shock protein glycolytic spesifik enolas (48 kDa, gg isoform), PCM-
1 (228 kDa), Pericentrin (220 kDa) kars1 otoantikorlar1 gosterir. Bu nadir boyanma sekli
Raynaud fenomeniyle birlikte skleroderma, CREST ve Sjogren sendromu ve diger

otoimmiin hastaliklarda saptanabilir (53).

2.12.2.24. NuMA (Nuclear Mitotic Apparatus, MSA-1 [Mitotic Spindle Apparatus]

boyanma

Bu boyanma modelinde metafaz / anafaz ig mihver kutuplar1 ve fiberlerinde kuvvetli,
istirahat halindeki hiicrelerin niikleoplazmalari ince benekli tarzda boyanma, 240 kDa
luk centrophilin antijenine kars1 otoantikor mevcudiyetini gosterir. Bu nadir otoantikor
otoimmiin hastaliklardan SLE, CREST sendromu, Sjégren sendromu, MCTD, romatoid
artrit ve primer biliyer sirozda tesbit edilebilir (53).

2.12.2.25. Midbody (MSA-2 antikorlarr) boyanma

Bu boyanma modelinde, otoantijenler mitotik hiicrelerin midbody kisminda bulunan
proteinler olup cogu halen tam olarak tanimlanamamustir, bu otoantikor sistemik skleroz

ve Raynaud fenomeninde gorilebilmektedir (53).
2.12.2.26. CENP-F / p330d boyanma

Bu modelde otoantikor niikleer matriksin kinetokor proteinine karsi olup, hiicre
siklusuna bagl olarak sadece bazi hiicrelerde gdzlenir. Istirahat halindeki hiicrelerde
degisik yogunlukta ince benekli, metafazda kromatinler benekli, telefazda kromatinler
boyanmaz ancak yogun stoplazmik ve zayif midbody boyanmalar1 gézlenir. Otoimmdan

romatolojik hastaliklar ve kanserli hastalarda gozlenebilir (53).
2.12.2.27. SCL-70 boyanma

HEp-2 hiicrelerinin nikleusunda ince benekli ve niikleolar boyanma modeli gosterirler.
Otoantikor topoizomeraz 1 (native formu 100 kDA, 70 kDA)’e karsidir. Sistemik

sklerozlu hastalarda goralur ve oldukga spesifiktir (53).
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2.12.2.28. Anti-nukleozom (kromatin) antikorlar:

LE hiicre formasyonuna neden olan otoantikorlarin basinda yer alirlar. Anti-nikleozom
antikorlar1 SLE’de hastalik aktivitesi ve bobrek tutumuyla korelasyon géstermektedir.
SLE’de bu antikorun sensitivitesi %84, spesifikligi %70’dir. Primer Sjégren sendromu
ve primer antifosfolipid sendromu gibi diger otoimmiin hastaliklarda diisiik oranda

tesbit edilebilirler (10,65).
2.12.3. immiinoblot Yontemi

Gilinlimiizde, immiinoblot teknigi antikor spesifitesini tanimlamak i¢in zorunlu bir test
haline gelmistir. Temel olarak, antijen preperasyonlart poliakrilamid jel elektroforezi
(PAGE) ile ayrilmakta ve nitroselilloz mebrana elektrotransferi gergeklesmektedir.
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 nitroselilloz membrana elektrotransferi
proteinlerin kantitatif tayinini miimkiin hale getirdigi gibi transfer siireci i¢inde ayrilmis
proteinlerin tamamen ¢oziilmesini saglamaktadir. Bir sonraki adimda kat1 ylizeye

tutunmus antijenler antikor veya diger reajantlarla kolaylikla birlesebilmektedir (70).

Immiinoblot teknigi, niikleer antijenlere karsi gelisen antikorlarin alt gruplarini
birbirinden ayirarak belirleyebilme imkani tanimaktadir. Bu alt gruplar, bazi otoimmiin
hastaliklarm varhigina isaret etmektedir. Ornegin Sm antijenine kars1 gelisen antikorlar
SLE varligina isaret etmektedir. Anti Scl-70 veya fibrillarine kars1 gelisen antikorlar ise
sklerodermay1 diisiindiirmektedir. Hasta serumunda Anti SS-A ve Anti SS-B antikorlari
genellikle sjogren sendromunda ve SLE’de goriilse de bu hastaliklar igin spesifik
markerler olarak kabul edilmemektedir. Optimal kosullarda fibrillarine karsi gelisen
antikorlar kimeli nukleolar floresans paterni géstermektedir. Ancak deneyim sahibi biri,
bu paterni dogru degerlendirebilmektedir. Bu a¢idan immiinoblot tekniginin daha
giivenilir sonug verecegi diisiiniilmektedir. Immiinoblot tekniginin genellikle spesifik ve
duyarli oldugu diisiiniiliir. Diger yontemlerde, kullanilan kontrollerle hatasiz bir sonuca
ulasildigindan emin olunmasi énemlidir. Bu a¢idan immiinoblot teknigi bilinen antikor
kontrolleri ile degerlendirme imkani saglamaktadir. ANA’ya sistemik romatolojik
hastaliklarin tanisinda énemli bir unsur olarak ilginin biiylimesi klinik laboratuarlarda

immiinoblot tekniginin yer almasimi saglamistir. IFA gibi yaygin metodlar ANA
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belirlenmesinde bazen yeterince duyarli ve kesin olmamaktadir. Immiinoblot teknigi,
otoantikorlarin molekiiler diizeyde spesifitesini belirlemekte bir sonraki adim olarak

gosterilmektedir (71).
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Sekil 5: Sirastyla ENA paneli, ANA paneli, miyozit paneli ve otoimmiin karaciger
paneline 6rnek (6).

Immiinoblot ydnteminin otoantikor saptanmasindaki avantajlari: tim ANA
antijenlerinin bir arada bulundugu western blot kitleri piyasada mevcut ise de ekstrakte
edilebilen ve hastaliklar ile iligkilendirilebilen antijenlerin saflastirilarak ya da
rekombinant yontemler ile (Uretilerek nitroseliloz membranlara baglanmasi ile
olusturulan immiinoblot kitlerinin kullanilmast daha ¢ok tercih edilmektedir.
Immiinoblot ydnteminin otoantikor saptanmasindaki dezavantajlart: Diger yontemler ile
kiyaslandiginda daha pahali olmasi, kantitatif sonuglar elde edilememesi, antijen
hazirlama yontemlerinden kaynaklanabilecek sorunlar bu yontemin dezavantajlar

olarak siralanabilir (6).
2.12.4. Enzim bagh immunosorbent assay yontemi (ELISA)

ELISA sistemleri 1960'larda radioimmunoassay Yyontemlerine alternatif aranirken
bulunmustur. Enzim immiinoassay (EIA) de kullanilan reaktiflerin uzun Omiirlii
olmalari, atik maddeleri ile ilgili radyasyon tehlikesi olmamasi, basit testler olmasi ve
otomatize edilebilmesi yOntemin avantajlarindan sayilabilir. Daha Onemlisi
laboratuvarlara ¢ok fazla sayida ornekle calisma olanagi verdigi gibi analizlerin kisa

stirede sonuclanmasi gibi Ustiinliikleri de vardir. EIA diye isimlendirilen ydntemler,
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homojen ve heterojen olmak iizere iki cesittir. Homojen tekniklerde, enzim bir hapten
ile konjuge haldedir. Teknigin esasi, bu konjugatin antikor ile reaksiyona girmesi
halinde enzim aktivitesinin baglamasima dayanir. Ancak bu teknigin diisiik molekiiler
agirlikli maddeler kullanma zorunlulugunun bulunmasi, pahali ve zahmetli olmas1 gibi

dezavantajlar1 vardir. Bu nedenlerden dolay1 fazla sik kullanilmazlar (72).

Mikrobiyolojide kullanilan enzim immunotestler heterojen yontemlerdir. Heterojen
EIA'de bagli olan ve olmayan reaktifler birbirinden yikama islemi ile fiziksel olarak
ayrilirlar. Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA), heterojen EIA'e Ornektir.
ELISA'da bir enzimle konjuge edilmis antikor (veya antijen), substrati ile reaksiyona
girerek renkli bir {irlin olusturur. ELISA testleri antijeni veya antikoru (siifa 6zgiil

antikor da olabilir) isaretlemek i¢in kullanilabilir (72, 73) .

ELISA kompleks bir teknik olmamasina ragmen bu teknikte birgok degisken kontrol
edilmelidir. Kat1 faz, yikama islemleri, kullanilan enzim ve substratlarin se¢imi ve
etkinligi, reaksiyonlarin sonlandirilma zamani, kontrol edilmesi gereken degiskenlerdir.
Kat1 faz olarak ¢ogunlukla mikrotitrasyon plaklar1 seklinde plastik kullanilmaktadir.
Polistren mikrotitrasyon ¢ukurcuklarindan baska, plastik boncuklar, ferr6z boncuklar ve

nitroselliloz membran da solid materyal olarak kullanilabilir (73,74).

ELISA'da kullanilan enzimler kinetikleri ve konjuge edilme dereceleri agisindan iyi
tanimlanmis enzimlerdir. Bunlar peroksidaz, alkalen fosfataz, beta-galaktozidaz gibi
substratlar1 renkli iiriinlere ¢evirebilme yeteneginde olan enzimlerdir. Bu renkli trlinler
standart spektrofotometrede okutulabilir. Beta-galaktozidaz kullanilmissa florimetrede
okunmalidir. Substratlar genellikle alkalen fosfataz i¢in nitrofenil fosfat, peroksidaz i¢in

ortofenilendiamindir (72,75,76).

Yarigmaci olan (kompetetif) ve olmayan ELISA testleri vardir. Yarigmaci ELISA
genellikle antjjen varligin1 géstermek icin kullanilir. Aranan antijene 6zgiil antikor kati
faza baglanmistir. Enzimle isaretli antijen ve test edilecek antijen (klinik 6rnek) kati
fazdaki antikora ayni zamanda eklenir ve her iki antijenin de antikordaki baglanma
bolgeleri igin yarismasi amaciyla inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra yikanarak
baglanmamis antijenler uzaklastirilir, ve enzim substrati konarak inkiibe edilir.
Baglanmis enzim substratla reaksiyona girerek renk olusturur, spektrofotometrede

absorbans okunur. Substratin hidroliz miktari, Ornekteki antijen miktar1 ile ters
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orantilidir. Yani sonugta renk degisikligi olmazsa bu klinik 6rnekte antijen varligini

gosterir (75,78,79).

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda yarismact olmayan ELISA daha sik
kullanilmaktadir. Yarigmact olmayan ELISA sandvig teknigi ile antijeni saptar. Antikor
kat1 faza baglanmistir. Bunun iizerine antijen iceren viicut sivist konur. inkiibasyon ve
yikama isleminden sonra enzimle isaretli antikor eklenir. Inkiibasyon ve yikama
isleminden sonra 0zgiil kromojenik enzim substrati eklenir. Bagli enzim substratla
reaksiyona girerek renk degisikligine neden olur. Bu renk degisikligi antijen varliginin

kanitidir (75,77).

Yarigsmaci olmayan ELISA antikor varligini1 saptamak tizere de kullanilir. Bu yontemde
kat1 faza antijen baglanmigtir. Test edilecek serum eklenir, serumda antijene 0zgiil
antikor varsa antijen antikor kompleksi olusacaktir. Yikamadan sonra enzimle isaretli
antiglobulin konur. Inkiibasyon ve yikamadan sonra substrat eklenir. Ozgiil antikor
varsa enzimle isaretli antiglobuline baglanacak ve substrat hidrolize olacaktir. Her iki
yontemde de absorbans miktari mevcut antijen veya antikorun miktartyla dogru

orantilidir (75,77,80).

ELISA yontemlerinde de bazi modifikasyonlar yapilabilir. En carpici olan "capture"
yakalama testleridir. Yakalama testleri de antikor ve antijen saptanmasinda kullanilir.
Antijen saptama i¢in kullanilan yakalama testinde kat1 faza poliklonal veya monoklonal
antikor baglanir. Enzimle isaretli antikor da poli veya monoklonal olabilir. Monoklonal
antikorlarin sadece bir epitopa baglandig: diisiiniiliirse poliklonal antikorlar antijenin

farkli formlarini saptamada daha giivenilir antikorlardir (81,82).

ELISA plaklar1 hazirlanirken, antijen aranacaksa antijene 6zgiil antikor veya antikor
aranacaksa antikora 6zgiil antijen kat1 faza (plastik cukur veya boncuga) baglanmalidir.
Plaklarin kaplanma islemi, 2 saat 37°C'de ya da bir gece oda 1sisinda veya +4°C'de
bekletildikten sonra yikama yapilarak gergeklestirilir. Inkiibasyonlar ise 1-2 saat
37°C'de yapilir (83) .

Antijen ve antikor arama ayr1 ayri ele alinacak olursa, antijen arama ig¢in kullanilan
yontemler: direkt ELISA sandvi¢ yontemi, direkt ELISA tek basamakli sandvig
yontemi, Indirekt ELISA, kompetitif ELISA ydntemi. Antikor arama amaciyla
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kullanilan yontemler: indirekt yontem (kati1 faz sandvi¢ yontemi), sandvi¢ inhibisyon

yontemi, kompetitif ELISA yontemi olarak siniflandirilmistir (75,84,85).

ELISA, ANA IFA testleri ile karsilastirildiginda iyi diizeyde duyarlilikta ve yiiksek
oranda negatif prediktif degere sahiptir. Bu sebeple ELISA testleri ANA negatif
orneklerin belirlenmesinde tercih edilir. ELISA testinin ANA belirlenmesinde pozitif
prediktif degeri diistiktiir. Bu nedenler ELISA ile pozitif saptanan tim ANA sonuglari
IFA testi ile dogrulanmalidir. Anti-kardiyolipin antikorlar1 (ACA), Anti- p2-
glikoprotein-1 antikorlari, ¢oziinebilir karaciger antijeni/karaciger pankreas antijeni
(SLA/LP) antikorlari, romatoid faktor (RF) ve anti-siklik sitriilinlenmis peptit
antikorlar1 (anti-CCP) gibi bazi otoantikorlar IFA yontemi ile belirlenemeyip ELISA
yontemi ile saptanabilmektedir. Ayrica IFA yonteminde SS-A, anti-tRNA sentetaz (Jo-
1) ve anti-ribozomal-P antikorlarinin saptanmasinda bir takim sorunlar yasanabilmekte,
bu durumlarda da ELISA yontemi etkin olarak kullanilabilmektedir. ELISA araciligiyla
bazi antikorlarin titre takibinin yapilmasi hastalik aktivitesinin gézlemlenebilmesi

acisindan énemlidir (6).
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3.GEREC VE YONTEMLER

3.1. Hasta bilgisi

Bu calismanin yapilabilmesi icin Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun
221 nolu karan ile etik kurul onayr alindi. Otoimmiin hastalik siiphesi ile c¢esitli
kliniklerde yatarak yada ayaktan takip edilen 4440 hastanin serum 6rneginin, ANA IFA
degerlendirmesinde graniiler+grantler kromozom paterninde ANA pozitifligi saptanan
100 hasta serumu ¢alisma kapsamina alindi. Calismaya dahil edilen hastalardan 84 i
kadin (%84) , 16’s1 erkektir (%16) (Tablo 11) . Hastalarin yas ortalamasi 35.44 + 16.77
dir.

Calismaya alinan 100 6rnegin 49’u (%49) Dahiliye Romatoloji Bolimii® den, 13° i
(%13) Yetigkin Hematoloji Boliimii® den, 11° i (%11) Yetiskin Noroloji Boliimii’ den,
6’s1 (%6) Cocuk Saghigi ve Hastaliklar1 Boliimii’ nden, 5’1 (%5) Fizik Tedavi ve
Rehabilitasyon Boliimii’ nden, 4’ i (%4) Cocuk Romatoloji Bolimii’ den, 4’ i (%4)
Yetiskin Nefroloji Bolimi’ nden, 2’ si (%2) Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Bolimii’
nden, 2’ si (%2) Dermatoloji Boliimii’ nden, 2’ si (%2) Gastroentoroloji Bolimii’ nden
1”1 (%]) I¢ Hastaliklar1 Béliimii’ nden, 1° i (%1) Enfeksiyon Hastaliklar1 Béliimii’nden,
gonderildi (Tablo12) .

Tablo 11: Anti DFS-70 antikoru pozitif bireylerin cinsiyet dagilimi.

Cinsiyet Hasta sayisi (%)
Kadin 84 84
Erkek 16 16
Toplam 100 100
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Tablo 12: Hastalarin bolimlere gore dagilimi.

Birim Hasta sayis1 (%)
Dahiliye Romatoloji 49 49
Yetiskin Hematoloji 13 13
Yetiskin Noroloji 11 11

Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 6 6
Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon 5 5
Yetiskin Nefroloji 4 4
Cocuk Romatoloji 4 4
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum 2 2
Gastroenteroloji 2 2
Dermatoloji 2 2
I¢ Hastaliklar 1 1
Enfeksiyon Hastaliklar1 1 1
Toplam 100 100

3.2. Arastirma Yontemi

Gaziantep Universitesi Sahinbey Arastirma ve Uygulama Hastanesinin gesitli
kliniklerinden laboratuvarimiza gonderilen, otoimmiin hastalik siliphesi ile arastirilan
hastalarin serum 6rnekleri, IFA yontemi (IFAT Mosaic: HEp-20-10/ Liver, Euroimmun,
Almanya) ile ANA agisindan degerlendirmeye alindi. Nisan 2016 - Eylul 2016 tarihleri
arasinda graniiler + graniiler kromozom paterninde ANA pozitifligi saptanan 100 hasta
serumunda imminoblot yontemi ile (Euroline ANA Profile 3 plus DFS (I1gG),
Euroimmun, Almanya) 16 farkli antijene (nRNP/Sm, Sm, SS-A, Ro-52, SS-B, Scl-70,
PM-Scl100, Jo-1, Sentromer B, PCNA, dsDNA, Nukleozomlar, Histonlar, Ribosomal-
P-protein, AMA-M2, DFS-70) kars1 olusan antikorlar arastirildi.

Calisma kapsamina alinan Orneklerin ait oldugu hastalarin demografik bilgileri, hangi

servisten geldigi ve ANA IFA test sonuclar1 kaydedildi.

3.2.1 ANA IFA Yontemi

ANA IFA yontemi, IFAT Mosaic: HEp-20-10/ Liver, (Euroimmun, Almanya) Kkiti

kullanilarak, kit onerileri dogrultusunda gerceklestirildi.
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Test, 6zel olarak tasarlanmis kuyucuklar kullanilarak ¢aligildi. Numuneler, isaretlenmis
antikorlar ve reaksiyonda etkili maddeler kuyucuklar tizerine eklendi. Slayt Gzerindeki
biyolojik dokular ,sivilarla temas ettiginde 6zgiin reaksiyonlar eszamanli olarak baslar.

Slaytlar 10 farkli numunenin ayni anda caligilabilecegi sekilde diizenlenmistir.

Resim 7: IFAT Mosaic: HEp-20-10/ Liver, (Euroimmun, Almanya) Biyogip eklenmis
slayt.

Test prosediry;

1) Reaktiflerin hazirlanmasi; ilk acildiktan sonra, ayiraclar, aksi belirtilmedigi siirece,
+2°C ile +8°C arasinda ve kontaminasyondan korunarak son kullanma tarihine kadar

saklandi.
2) Slaytlar; kullanima hazirdu.

3) PBS-Tween; Bir paket tuz halindeki PBS, 1 litre distile suda ¢ézuldi ve 2 ml Tween
20 ile karistirildi. Hazirlanan PBS-Tween, genellikle 1 hafta boyunca +2 °C ile +8 ° C
de saklanabilir. Cozeltide bulaniklik goriildiigli durumlarda kullanilmadi. Yeni soliisyon

hazirlandi.

4) Orneklerin hazirlanmasi; (Insan serum veya plazmasi) incelenmesi gereken hasta
numuneleri +2 ° C ile +8 ° C de 14 giine kadar saklandi. Ancak diliie edilmis numuneler

ayni giin igerisinde calisildi.

Kalitatif degerlendirme icin &rneklerin seyreltilmesi onerilir. Orneklerin sulandirimi,
1:100 oraninda PBS-Tween ile yapildi (Ornegin; 10.1 uL numuneye 1000 uL PBS-
Tween eklenir). Bu sulandirim islemi otoantikorlarin daha iyi bir sekilde elde

edilmesine yardimci olmaktadir.
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5) Pipetleme; Slaytlarin her bir kuyucuguna hava kabarcigi olusmayacak sekilde 30’ar

uL sulandirilmis 6rnek eklendi.

6) Inkiibasyon; Herbir 6rnegin, slayt iizerindeki dokulara temas ettiginden emin

olunduktan sonra oda sicakliginda ( +18 ° C ile +25 ° C) 30 dakika inkiibe edildi.

7) Yikama; Slaytlar, PBS-Tween ile yikandi ve hemen sonra en az 5 dakika siire ile bu

cozelti icinde bekletildi.

8) Pipetleme; Her bir 6rnegin yer aldigi kuyucuklara 25 ser uL floresan ile

isaretlenmis anti-human globulin (konjugat) uygulandi.
9) Inkiibasyon; Oda sicakliginda ( +18 ° C ile +25 ° C) 30 dakika inkiibe edildi.

10) Yikama; Slaytlar, PBS-Tween ile yikandi ve hemen sonra en az 5 dakika siire ile

bu ¢ozelti icinde bekletildi.

Yikanan slaytlar kurumamasi icin, fazla suyu alinarak gliserol damlatilmis lameller ile
kapatilip floresan mikroskobu (Euroimmun AG, Eurostar I, Seekamp 31, 23560
Lubeck, Almanya) altinda degerlendirmeye alind:.

Mikroskobik incelemede slaytlar 40X buyutme ile pozitiflik ve negatiflik yoninden
degerlendirildi. ANA IFA slaytlarinda boyanma; nikleer, sitoplazmik ve mitotik
paternler olarak ayri ayri incelenerek raporlandi. Prosediir kurallar1 dogrultusunda
floresan boyanma paterni ve siddeti raporlandi. Goriintiiniin floresan parlakligina gore

sonuglar © +, ++, +++, ++++ * seklinde degerlendirildi.
3.2.2. immiinoblot Yontemi

Immiinoblot yéntemi, Euroline ANA Profile 3 plus DFS (1gG), (Euroimmun, Almanya)

kiti kullanilarak, Kit dnerileri dogrultusunda gergeklestirildi.

Antijen emdirilmis stripler aracilifiyla serum veya plazma orneklerinde otoantikorlar

tespit edildi.
Test proseduri:

1) Reaktiflerin hazirlanmasi; tiim reaktifler kullanomdan 30 dakika Once, oda

sicakligia (+18 ° C ila +25 °C ) getirildi. A¢ilmamis reaktifler son kullanma tarihine
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kadar +2 °C ile +8° C arasinda saklandi. A¢ildiktan sonra ayni sicakliklarda 12 ay kadar

saklanabilmektedir.
2) Stripler kullanima hazirdur.

3) Konjuge enzim; konsantre haldedir. Kullanima hazir konjuge enzimin hazirlanmasi
icin, steril bir pipet kullanilarak gerekli miktarda tampon ¢ozeltisi ile 1:10 oraninda
seyreltildi. Her bir strip icin 0.15 mL konjuge enzim ile 1.35 mL tampon cozeltisi

kullanildi. Hazirlanan reaktifler ayni giin igerisinde kullanildi.
4) Tampon ¢ozeltisi; kullanima hazirdir.

5) Yikama tamponu; konsantre haldedir. Kullanima hazir yikama tamponunun
hazirlanmast igin, steril bir pipet kullanilarak gerekli miktarda distile su ile 1:10
oraninda seyreltildi. Her bir strip i¢in 1 mL yikama tamponu ile 9 mL distile su

kullanildi. Hazirlanan reaktifler ayn1 giin icerisinde kullanilmalidir.

6) Substrat cozeltisi; kullamima hazirdir. Cozelti igerigi 1siga duyarli oldugu igin

kullanimdan hemen sonra kapak kapatilmalidir.
7) Orneklerin hazirlanmasi; (Insan serum veya plazmasi)

Incelenmesi gereken hasta numuneleri +2 °C ile +8 °C’ de 14 giine kadar saklanabilir.

Ancak diliie edilmis numuneler ayni1 giin igerisinde ¢aligiimalidir.

Ornekler, tampon ¢dzeltisi ile 1:101 oraninda diliie edildi. 15 uL 6rnek i¢in 1.5 mL

tampon ¢ozeltisi kullanildi.

8) Cihazin inkiibasyon tepsisinin bélmelerine her bir drnek i¢in bir strip yerlestirildi.
Test striplerinin iizerinde yer alan numaralar goriiniir olmalidir. Inkiibasyon tepsisinin
bolmelerine tampon c¢ozeltisi (1.5mL) ve hasta serumu(15 uL) eklendi. 5 dakika

boyunca striplerin bulundugu tepsi ¢alkalandi. Daha sonra bdlmelerdeki sivi aspire
edildi.

9) Oda sicakliginda (+18 °C ila +25 °C) 30 dakika inkiibe edildi.

10)Her bir b6lme 1.5 mL yikama tamponu eklenerek 3 kez yikama yapildi. Her

yikamada stripler, tampon igerisinde 5’er dakika inkiibe edildi. Stv1 aspire edildi.
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11) 1.5 mL substrat ¢ozeltisi eklendi ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Daha

sonra bolmelerdeki sivi aspire edildi.

12) Stripler distile su ile 3 kez yikandi. Her yikamada stripler , distile su igerisinde 1’ er

dakika inkibe edildi.Hava da kuruyana kadar calkalayici da ¢alkalama islemine devam

edildi.

13) Stripler tizerinde olusan bantlar degerlendirmeye alindi.
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Resim 8: Euroline ANA Profile 3 plus DFS (IgG) Strip sonu¢ degerlendirmesi

(Calismamizdan kontrol 6rnegi).

3.3. Istatistiksel Degerlendirme

Calismadan elde edilen verilerin analizinde SPSS 22.0 (Statistical Package for the
Social Sciences. IBM Corp. Released 2013. IBM SPSS Statistics for Windows, Version

22.0 Armonk, NY: IBM Corp.) paket programi kullanildi. Tanimlayici istatistikler

olarak ortalama, standart sapma ve ylizde dagilimlari verildi.
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4. BULGULAR

Nisan 2016- Eyliil 2016 tarihleri arasinda gesitli kliniklerden gonderilen 4440 serum
ornegi IFA yontemi ile ANA agisindan degerlendirmeye alindi ve 6rneklerin 81’ inde
(% 1.82) tek olarak graniler +graniler kromozom paterninde ANA pozitifligi , 19’ unda
(%0.42 ) ise farkli paternlerle beraber grantler +graniler kromozom ANA pozitifligi
saptandi (Tablo 13).

IFA yontemi ile graniler + graniler kromozom paterninde ANA pozitifligi saptanan

orneklerdeki beraberinde saptanan diger paternler Tablo 14’de gdsterilmistir.

Tablo 13: ANA IFA sonuglar.

ANA Paterni Hasta sayisi (%)
Granuler + graniler kromozom 81 1.82
Farkli bir paternle beraber graniiler + graniiler kromozom 19 0.42
Diger paternler 4340 97.74
Toplam 4440 100

Tablo 14: Graniiler + graniiler kromozom tarzinda ANA pozitifligi le birlikte saptanan

diger paternlerin dagilima.

ANA Paterni Hasta sayis1 (%)
Sitoplazmik patern 8 42.1
Granuler patern 7 36.9
Nkleolar patern 3 15.8
Sitoplazmik ve az niikleer noktali patern 1 5.3
Toplam 19 100
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A. Hep-2 hiicresi(x40) B. Maymun karaciger hiicresi(x40)

Resim 9: IFA’da graniiler + graniiler kromozom paterninde ANA pozitifligi
(Calismamizdan)

Immunblot ANA profil sonuclar

IFA’da graniiler + graniiler kromozom paterninde ANA pozitifligi saptanan 100 6rnek
Immiinoblot yontemi ile ¢alismaya alinmis ve 70’inde (% 70) tek olarak anti-DFS-70
antikoru, 30’unda (% 30 ) ise anti-DFS-70 ile birlikte farkli antikor pozitiflikleri
saptanmistir. Anti DFS-70 ile birlikte farkli antikor varligi belirlenen 30 hastadaki
antikorlar su sekildedir. 6‘sinda anti DFS-70 ve anti-Ro-52, 1’inde anti DFS-70 ile
birlikte anti- Ro-52 ve anti- SS-A, 1’inde anti DFS-70 ve anti- nRNP/Sm, 6’sinda anti-
DFS-70 ve anti- dsDNA, 1’ inde anti DFS 70 ile birlikte anti- Ro-52 ve anti- Jo-1, 1’
inde anti DFS-70 ve anti- SS-A, 1’ inde anti DFS-70 ve anti- Histon, 1’ inde anti-DFS-
70 ve anti- SS-B, 2’sinde anti- DFS-70 ve anti- PCNA , 1’inde anti DFS-70 ile birlikte
anti- Ro-52 ve anti- PM-Scl100, 2’sinde anti DFS-70 ile birlikte anti- PM-Scl100,
1’inde anti DFS-70 ile birlikte anti- PM-Scl100 ve anti-PCNA, 2’sinde anti DFS-70 ile
birlikte anti-AMA-M2, 2’sinde anti DFS-70 ile birlikte anti- SS-A ve anti-SS-B, 1’inde
anti DFS-70 ile birlikte anti- dsDNA ve anti- PCNA, 1’inde anti DFS-70 ile birlikte
anti- AMA-M2 ve anti- Histon. Anti Sentromer pozitifligine hicbir hastada

rastlanmamustir.

Resim 70:immiinoblot ile anti DFS-70 antikoru pozitifligi.
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Tablo 15°de Immiinoblot yontemi ile anti DFS-70 antikor pozitifligi durumu, Tablo
16°da ise Immiinoblot ydntemi ile anti DFS-70 antikoru beraberinde saptanan diger

antikorlarin varlig1 gosterilmistir.

Tablo 15: immiinoblot ydntemi ile anti DFS-70 antikor pozitifligi.

Antikor pozitifligi Hasta Sayisi (%)
Anti DFS-70 70 70
Anti DFS-70 ile birlikte farkli antikor varlig 30 30
Toplam 100 100

Tablo 16: Immiinoblot ile anti DFS-70 antikoru beraberinde saptanan diger antikorlar.

Antikor Hasta Sayisi (%)
Anti- Ro-52 6 20

Anti-dsDNA 6 20

Anti- PCNA 2 6.67
Anti- PM-Scl100 2 6.67
Anti- AMA-M2 2 6.67
Anti-SS-A ve anti-SS-B 2 6.67
Anti-Ro-52 ve anti- SS-A 1 3.33
Anti- NnRNP/Sm 1 3.33
Anti- Ro-52 ve anti- Jo-1 4 3.33
Anti- SS-A 1 3.33
Anti- Histon 1 3.33
Anti- SS-B 1 3.33
Anti- Ro-52 ve anti- PM-Scl100 1 3.33
Anti- PM-Scl100 ve anti-PCNA 1 3.33
Anti-dsDNA ve anti-PCNA 1 3.33
Anti-AMA-M2 ve anti-Histon 1 3.33
Toplam 30 100

Tablo 18’de hastalarin 6n tanilar1 (Tablo 17) esas alinarak demografik verileri,
Immunblot sonuglari, ANA IFA sonuglart ve boyanma paternleri pozitiflik dereceleri

ile birlikte gosterilmistir.

62



Tablo 17: Hastalarin 6n tan1 bilgileri

On Tam Hasta sayis1 (n) (%)
Eklem agrist 27 27
Artrit 19 19
Anemi

Bas agrisi

Romatoid artrit

Sistemik lupus eritematozus

Fibromiyalji

Habituel abortus

Trombositopeni

Akut myeloid I6semi

Ankilozan spondilit

Behget hastaligi

Boy kisaligi

Bobrek fonksiyon bozuklugu

Bobrek ve iireter tast

Carpintt

Dermatit

Diskoid lupus eritematoz

Diyabetes mellitus

Esansiyel hipertansiyon

Gut

Hipotiroidizm

Idiopatik trombositopenik purpura

Idrarda anormal bulgular

Karacigerin diger hastaliklari

Kemik donori

Koagtilasyon bozukluk

Kronik agri

Multipl skleroz

Nefrotik sendrom

Osteoporoz

Otoimmiin hepatit

Pihtilagma faktorleri kalitsal eksikligi

Pnémoni

Polindropatiler

Raynoud sendromu

Urtiker

Vertebra flizyonu

RlRrlRrlRrRrRPrRPrRRPRRPRRPRIRPRIRPRRPRRPRIRPRIRRPR R RIRPRIRRPRRIRPRIRRRRIMDNN W Do o

RlRrRrRrRRrRrRrRPRRRIRPRRPRR R R RRRIRRIRRIRRIRRIRRINNMN W Ao

Toplam

100

100
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Tablo 18: Hastalarin 6n tanilar1 esas alinarak demografik verileri, immiinblot ve ANA IFA sonuglari.

No | Yas | Cinsiyet Tan Anti- | Anti- | Anti- | Anti- | Anti- Anti- Anti- | Anti- | Anti- Anti- Anti- | Anti- | Anti- | Anti- | Anti- Anti- | ANAIFA
?Sl\rl: Sm SSA | Ro52 | SSB Scl70 PMScl Jol CenpB | PCNA | dsDNA | NUC HI RIB Al\l\//IIZA D;:OS-
59 160 K @lg:rtnrinyeloid () () ) () ) ) ) () () ) ) () () 0 0 (t+4) | (++) GGK
13 131 | K Anemi ©) G ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ©) G ¢ (++) G G Q] Q] (+++) | (1) GGK
38 13 K Anemi ©) () ) ) ) ) ) () () ) ) () ) |0 0 (t+4) | (+++) GGK
39 120 (K Anemi () () ) ) ) ) ) ©) () ) () () () 0 0 (t+4) | (++) GGK
48 |42 | K Anemi ©) ©) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ©) G ¢ *) G G Q] Q] (+++) | (++) GGK
67 118 | K Anemi () () ) ® 106 ) ) () () () () () () 0 0 (t+4) | (++) GGK
8 |25 | K Anemi ©) ©) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ G ¢ Q] Q] (+++) | (+++) GGK
10 |4 |E sApfg;ié?IZi?n () () ) ) ) ) ) () () () () () () 0 0 (+++) | Simrda GGK
1 |8 K Avrtrit () () ) ) ) ) ) () () () () () () 0 0 (t+4) | (+++) GGK
12 18 | E Artrit ©) ©) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ G G Q] Q] (+++) | (++) GGK
18 |43 | K Avrtrit () () ) ) ) ) ) () () () () () () 0 0 (t++) | (+) GGK
21 | 2zr | K Artrit ©) ©) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ G ¢ Q] Q] (+++) | (+++) GGK
28 143 | K Avrtrit () () ) ) ) ) ) () () () () () () ©) ©) (++) (+) GGK
2 121 | E Avrtrit () () ) ) ) ) ) () () () () () () ©) ©) (+++) | (+) GGK
40 |23 | K Artrit ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ G ¢ ¢ ¢ G ) ) (+++) | (++) GGK
0 115 (K Avrtrit () () ) ) ) ) ) () () () () () () ©) ©) (+++) | (++) GGK
53 |10 | K Artrit ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ G ¢ ¢ ¢ G ) ) (+++) | (+++) GGK
57 111 K Avrtrit () () ) ) ) ) ) () () () () () () ©) ©) (+++) | (+++) GGK
65 |36 | K Artrit ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ *) ¢ G *) ¢ ¢ G ) ) *+) (+) GGK
68 |16 | K Artrit ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ G ¢ ¢ ¢ G ) ) (+++) | (1) GGK
71150 K Artrit () ©) ® 106 ® 106 ¢ ©) G ¢ ¢ G G Q] Q] (*++) (+) GGK, (+)
GRANULER
2 |4 | K Artrit ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ *) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ O] O] *) (++) GGK
82 |52 |E Artrit () ©) ) | 6 ) | O ¢ ©) G ¢ ¢ G G Q] Q] (+++) | () GCK, (++)
GRANULER
91 127 | K Artrit ©) ©) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ©) G ¢ ¢ G G Q] Q] (+++) | (+++) GGK,
glz,)AN ULER
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No | Yas | Cinsiyet Tani Anti- [ Anti- | Anti- | Anti- | Anti- Anti- Anti- Anti- Anti- Anti- Anti- Anti- | Anti- | Anti- Anti- Anti- ANA IFA
RNP Sm SSA | Ro52 | SSB Scl70 PMScl Jol CenpB | PCNA | dsDNA | NUC HI RIB | AMA- DFS-
_ /Sm M2 70
93 |45 Artrit O [0 o (o [0 |6 O O |6 O O O (60 [0 |0 (r) | Gpacee
9% |18 K Artrit ©) () ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ©) ©) ¢ ¢ ©) ©) ©) ©) (+++) | (++) GGK, (+)
GRANULER
9 |16 | K Artrit () ©) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ©) G ¢ ¢ G G Q] Q] (++) (+) GGK
2 27 | K Bas agnisi () ©) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ G G ¢ ¢ G G Q] Q] (+++) | (++) GGK
%6 |48 K Bas agnisi ©) () ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ©) ©) ¢ ¢ ©) ©) ©) ©) (+++) | (++) GGK
44 132 | K Bas agrisi ©) ©) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ©) G ¢ ¢ G ¢ Q] Q] (+++) | Simrda GGK
78 |54 K Bas agnisi ©) ©) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ©) ©) ¢ ¢ ©) 0 ©) ©) *) (+) GGK
80 |34 | K Bas agrisi ©) ©) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ G ¢ Q] Q] (+++) | (++) GGK, (+)
GRANULER
94 |36 | K Bas agrisi ©) ©) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ *) () | () G Q] Q] (+++) | (++) GGK ,(+)
NUKLEOLAR
47 129 | E Behget hastaligt | (-) ©) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ©) ©) ¢ ¢ ©) 0 ©) ©) (+++) | (1) GGK
58 | 15 Boy kisahig ©) ©) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ *) G G Q] Q] (+++) | (++) GGK
60 | 17 Bobrek ©) ©) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ G ¢ Q] Q] (+++) | (1)GCK, (+)
fonksiyon SITOPLAZMI
bozuklugu K
56 |12 | K Bobrek ve ¢ ¢ ¢ *) ¢ ¢ ¢ ¢ G ¢ ¢ ¢ G ) ) (++) (+++) GGK
ireter tasi
55 | 43 Carpmti ©) ¢ ¢ ® 06 ¢ *) G G ¢ ¢ G G ©) ©) (++) (++) GGK
20 | 33 Dermatit ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ G ¢ ¢ ¢ G ) ) (+++) | (++) GGK
76 | 30 Diskoid lupus ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ G ¢ ¢ ¢ G ) ) (+++) | (+++) GGK
eritematoz
83 |53 |E Di}ﬁi_betes ©) ©) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ G G ¢ *) G G ©) ©) *) (++) GGK
mellitus
3 |68 Eklem agrisi ©) ©) ¢ ® 06 ¢ ¢ G G ¢ ¢ G G ©) ©) (+++) | (++) GGK
7 29 Eklem agrist ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ G ) ) (+++) | (++) GGK
8 |3 |K Eklem agrist ©) ©) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ G G ¢ ¢ G G ©) ©) (++4+) | (FHGGK,(H)SI
TOPLAZMIK
9 39 | K Eklem agrisi *) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ O] O] *) (H)GGK
|7 | K Eklem agrisi ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ O] O] *) Simrda GGK
15 |42 | K Eklem agrisi () ©) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ©) G ¢ ¢ G G Q] Q] (+++) | (1) GGK
17 110 | K Eklem agrist ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ (O] ¢ (+++) | (1) GGK
2 |19 | K Eklem agrist () () ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ©) G ¢ ¢ ©) G Q] Q] (t++) | (++) GGK
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No | Yas | Cinsiyet Tani Anti- [ Anti- | Anti- | Anti- | Anti- Anti- Anti- Anti- Anti- Anti- Anti- Anti- | Anti- | Anti- Anti- Anti- ANA IFA
RNP Sm SSA | Ro52 | SSB Scl70 PMScl Jol CenpB | PCNA | dsDNA | NUC HI RIB | AMA- DFS-
/Sm M2 70
24 |36 | K Eklem agrist () ©) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ©) G ¢ ¢ G G Q] Q] (+++) | (¥) GGK
3 |24 K Eklem agrisi ©) () ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ©) ©) ¢ ¢ ©) ©) ©) ©) (+++) | (1) GGK
34 |38 | K Eklem agrist ©) ©) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ©) G ¢ ¢ G G Q] Q] (+++) | (++) GGK
4 14 | E Eklem agrisi () ©) ¢ ¢ ® |06 ¢ ©) ©) ¢ ¢ ©) ©) ©) ©) (+++) | (++) GGK
45 |38 | K Eklem agrist ©) () ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ G ) ¢ G G Q] Q] (++) (+) GGK
49 |22 | K Eklem agrist ©) () ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ©) G ¢ ¢ G G Q] Q] (+++) | (++) GGK
52 120 |E Eklem agrisi ©) ©) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ©) ©) ¢ ¢ ©) 0 ©) ©) (+++) | (++) GGK
54 |42 | K Eklem agrist ©) ©) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ *) ¢ G G Q] Q] (+++) | (+++) GGK
63 |45 | K Eklem agrisi ©) ©) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ©) ©) ¢ ¢ ©) 0 ©) ©) (+++) | (++) GGK
73 |8 | K Eklem agrisi ©) ©) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ G ¢ Q] Q] (+++) | (++) GGK
74 169 K Eklem agrisi ©) ©) ¢ ® 106 ¢ ¢ ©) ©) ¢ ¢ ©) 0 ©) ©) (+++) | (+++) GGK
7159 K Eklem agrisi ©) ©) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ©) ©) ¢ ¢ ©) 0 ©) ©) (+++) | (1) GGK
87 |24 | K Eklem agrist ©) ©) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ G ¢ Q] Q] (+++) | (++) GGK
88 |38 |K Eklem agrisi ©) ©) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ©) ©) ¢ *) ©) 0 ©) ©) (+++) | (++) GGK
89 |42 | E Eklem agrist ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ G ¢ ¢ ¢ G ) ) (+++) | (1) GGK
0 |66 |K Eklem agrisi ©) ©) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ G G ¢ ¢ G G ©) ©) (+++) | (1) GGK
% 24 | K Eklem agrist ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ G ¢ ¢ ¢ G ) ) (+++) | (++) GGK
97 |50 | K Eklem agrist ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ G ¢ ¢ ¢ G ) ) (+++) | (DGGK+(+)SI
TOPLAZMIK
100 (36 | K Eklem agrisi ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ G G ¢ ¢ G G ©) ©) (+++) | (++) GGK
30 | 48 Esansiyel ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ G ¢ ¢ ¢ G ) ) *+) (+) GGK
hipertansiyon
51 |44 | K Fibromiyalji ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ G ¢ ¢ ¢ G ) ) (+++) | (*) GGK (+)
SITOPLAZMI
K (VIMENTIN)
3B |31 | K Fibromiyalji ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ O] O] (+++) | (++)GGK
29 | 70 Gut () ©) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ©) G ¢ ¢ G G Q] Q] (+++) | (++)GGK
19 |34 | K Habituel ¢ ¢ *) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ O] O] (++) (++)GGK, (+++)
abortus NUKLEOLAR
46 |31 | K Hbabituel ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ (O] ¢ (+++) | (++) GGK
abortus
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No | Yas | Cinsiyet Tani Anti- [ Anti- | Anti- | Anti- | Anti- Anti- Anti- Anti- Anti- Anti- Anti- Anti- | Anti- | Anti- Anti- Anti- ANA IFA
RNP Sm SSA | Ro52 | SSB Scl70 PMScl Jol CenpB | PCNA | dsDNA | NUC HI RIB | AMA DFS-
/Sm M2 70
4 |48 Hipotioidizm [ () [ [O [0 [0 [0 B) O 06 8) 8) O [0 [0 |06 (+++) | (++)GGK
6 |25 idiopatik O [0 [® & [0 [6 5 O |06 B B O [0 [0 |0 (++4) | (+++) GGK
trombositopenik
pupura
5 |9 K E)drlardla anormal | () ¢ ¢ ® |06 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ O] O] (+++) | (++) GGK
ulgular
8l 143 | K Karacigerin ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ® 10 *) *) (++)GCK,
diger (H)SITOPLAZ
hastaliklari MIK
61 | 27 Kemik dondri | (-) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ O] O] (+++) | (+++) GGK
21 |31 Koagiilasyon ¢ ¢ O] O] O] O] O] Q] Q] O] O] Q] Q] ) ) (++) (+)GGK
bozukluklari
0 17 K Kronik agr1 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ 0 O] O] *) (Slgnrda GGK,
+
NUKLEOLAR
43 | 28 Multipl skleroz | (-) ¢ O] O] O] O] O] Q] Q] O] O] Q] Q] ) ) (+++) | (+¥) GGK
62 | 4 Nefrotik ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ™) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ O] O] (+++) | (++) GGK
sendrom
79 |20 Osteoporoz ¢ ¢ O] O] O] O] O] Q] Q] O] O] Q] Q] ) ) (+++) | (+¥)GGK
98 | 43 ﬁ)toiﬁ]miln ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ O] O] (+++) | (1) GGK
epatit
23 14 K Pihtilasma ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ©) ©) (+++) | (++) GGK
faktorleri
kalitsal eksikligi
64 |36 | E Pnomoni ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ (+++) | (1) GGK
69 [52 |E Polindropatiler | () [ () [ [ [0 [0 8] O 16 8] 8] O 60 [0 o (++) | (NGGK,(H)SIT
OPLAZMIK,(+
+) FEW DOTS
14 123 | K Raynoud Q] Q] O] ) O] O] O] Q] Q] O] O] Q] Q] ) ) (+++) | (H)GGK
sendromu
16 [22 [K Romatoidartrit | () [ () | ) §+++ O |6 ) * |6 B ) O |6 o |6 (+++) | (++) GGK
66 | 53 Romatoid artrit | (-) Q] Q] Q] Q] Q] Q] Q] Q] Q] Q] Q] Q] ) ) (++) (+) GGK
84 | 40 Romatoid artrit | (-) Q] Q] O] O] O] O] Q] Q] O] Q] Q] Q] ) ) (++) (++) GGK, (+)
GRANULER
86 |65 | K Romatoid artrit | (-) Q] O] O] O] O] O] Q] Q] O] ) Q] Q] ) ) (+++) | (+++) GGK,(+)
SITOPLAZMI
K
25 |57 | K Sistemik lupus | (-) ¢ O] O] O] O] O] Q] Q] Q] Q] Q] Q] ) ) (+++) | (H)GGK

eritematozus
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No | Yas | Cinsiyet Tani Anti- [ Anti- | Anti- | Anti- | Anti- Anti- Anti- Anti- Anti- Anti- Anti- Anti- | Anti- | Anti- Anti- Anti- ANA IFA
RNP Sm SSA | Ro52 | SSB Scl70 PMScl Jol CenpB | PCNA | dsDNA | NUC HI RIB | AMA- DFS-
/Sm M2 70
31 |50 |E Sistemik lupus | () ¢ Q] Q] Q] Q] Q] Q] Q] Q] Q] Q] Q] ) ) (+++) | () GGK
eritematozus
92 |15 K Sistemik lupus | (-) () ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ©) ©) ¢ ¢ ©) ©) ©) *) (+++) | (+++) GGK,(+)
eritematozus SITOPLAZMI
K
37 |51 | K Trombositopeni | (-) ©) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ©) ©) ¢ ¢ ©) ©) ©) ©) (+++) | (++) GGK
7B 151 K Trombositopeni | (-) () ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ©) ©) ¢ ¢ ©) ©) ©) ©) (+++) | (+++) GGK
42 | 6 E Urtiker ¢ Q] Q] Q] O] O] O] Q] Q] O] O] Q] Q] ) ) (+++) | (+¥)GGK
26 |31 |E Vertebra ©) ©) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ©) ©) ¢ ¢ ©) 0 ©) ©) (+++) | (*) GCK, (+)
flizyonu SITOPLAZMI
K
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5. TARTISMA

ANA varligini arastirmada IFA yontemi altin standart yontemdir. Immunoblot ile
saflagtirilmis ve membran seritlere aktarilmig 6zgiil antijenlere karsi blotlama yontemi
ile antikor saptanmakta, tek reaksiyonda farkli antikorlar saptanabilmektedir. ELISA
yontemi ile antikor titrelerinin takibi ger¢eklesmektedir. ANA saptamada ve takibinde
bu yontemlerin yerinde uygulanmasi 6nemlidir. Otoantikor pozitifliklerinin klinik
verilerle birlikte degerlendirilmesi, klinik bulgusu olmayan ancak otoantikor pozitifligi

saptanan olgularin uzun siireli takibi 6nerilmektedir (3).

Simdiye kadar anti DFS-70 antikoru farkli hasta gruplarinda ¢alisilmigtir. Anti DFS-70
antikorunun en yiiksek prevalansinin Atopik dermatit (AD)’li Japon hastalarda oldugu
ortaya konmustur ve orani %30.0 olarak belirtilmistir. Ikinci en yiiksek prevalansin
ABD’li astim vakalarinda; %16.0 bunun yam sira yine ABD’li Interstitiel sistit
hastalarinda bu oranin %8.7 oldugunu ifade etmislerdir . ABD’li saglikli bireylerde
yapilan g¢alismalarda anti DFS-70 antikorunun oranini %0-2.5 arasinda vermislerdir.
650 sagliklt kan dondrii ile yapilan ¢alismada ise anti DFS-70 antikorunun prevalansi

%S5.4 olarak saptanmustir (58).

Atopik dermatitli hastalarda ki anti DFS-70 antikorunun oraninin, astim ve interstitiel
sistit hastalarinkinden daha fazla oldugu sonucuna varilmistir . Saglikli bireylerde de,
herhangi bir hastalik belirtisi olmaksizin ANA pozitifligi goriilebildigi ve bu durumun

ANA pozitifliginin anlami agisindan soru isareti biraktigi vurgulanabilir (86).

Ulkemizde Tutkak ve ark.’larinin Ankara Universitesi’nde yaptiklar1 calismada, 4 aylik
bir siire i¢inde 7855 serum Ornegi'nde ANA IFA sonucu degerlendirilmistir. 7855
ornegin %15.7°s1i ANA pozitif, %84.3’ii ise ANA negatif olarak degerlendirilmistir. Bu
grupta anti DFS-70 antikoru 4. en sik rastlanilan boyanma paterni olup, %5.8 oraninda

saptanmistir (87).

Calismamizda, ¢esitli kliniklerden gonderilen 4440 serum 6rnegi IFA yontemi ile ANA
acisindan degerlendirmeye alindi ve Orneklerin 81’inde (% 1.82) tek olarak graniler
+graniler kromozom tarzinda ANA pozitifligi, 19’unda (%0.42 ) ise farkli paternlerle

beraber graniler +granuler kromozom tarzinda ANA pozitifligi saptandi.
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Watanabe ve ark.’larmin 597 saglikli hastane personeli ile yaptiklart ¢aligmada 119
birey (% 20) ANA IFA testinde pozitif sonu¢ vermistir. 119 ANA pozitif bireyden 69’u
(tim grubunun %12’si, ANA IFA pozitiflerin % 58.0’i) anti DFS-70 boyanma sekli
gostermistir (19). Watanabe ve ark.’lar1 ayn1 zamanda anti DFS-70 pozitifligi gosteren
serum Ornekleri ile yaptiklari immunblot ¢alismasinda yaklasik 70 kDa civarinda (anti
DFS-70 antijeninin molekuler agirliginin yaklagitk 70 kDa) band olusumunu
saptamislardir (58).

Bizzaro ve ark.’larinin 20 kan dondriinde immiinblot ile yaptiklar1 ¢alismada higbir
Ornekte anti DFS-70 antikoru saptamamislardir (90).

Bizim c¢alismamizda ¢esitli kliniklerden gonderilen 4440 serum 6rnegi IFA yontemi ile
ANA agisindan degerlendirmeye alindiginda 100’4 (%2.25) graniiler+ graniiler
kromozom tarzinda boyanma modeli gosterdi.

Okamoto ve ark.’lar1, alopecia areata ve saglikli kontrol bireylerinde IFA ile yaptiklar
taramada ise 105 saglikli bireyle calismiglardir. 105 saglikli bireyden 8’1 (%7.6) anti-
DFS 70 boyanma paterni gostermistir (91).

Tutkak ve ark.’larmmin yapmis oldugu calismada anti DFS-70 antikorunun, kadin
bireylerde, erkeklere oranla daha yiliksek bulunmasinin sebebini ise kadinlarin erkeklere
gore daha duyarli olmalar1 veya gebelik gibi antijenik uyarima yol acan durumlari daha
fazla yasamalarinin neden oldugu belirtilmistir (87).

Kang ve ark.’nin ¢alismasinda anti DFS-70 antikoru pozitif olan hastalarin 80’inin
(%79.2) kadin, 21’inin (%?20.8) ise erkek hastalardan olusmakta oldugu goriilmiistiir
(88).

Sener ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada ise, anti DFS-70 otoantikoru pozitif olan hastalarin

%68.75’1nin kadin, %31.25’inin erkek oldugu belirtilmistir (89).

Calismamizda, anti DFS-70 antikoru pozitifligi kadin bireylerde (%84) erkeklere (%16)
oranla daha yiiksek bulundu. Oranlarin kadin hastalarda oldukg¢a yiiksek olmasi bu
hastalarin otoimmiin hastalik yoniinden taranmasi gerektigini diisiindiirmektedir.

Mariz ve ark.’nin (92) 2011 yilinda yaptiklari bir ¢aligmada, Anti DFS-70 antikorlarina
sahip 39 saglikli bireyin uzun dénem sonuglar1 ve prognozlari (ortalama dort yillik
klinik takip) incelendiginde hicbirinde sistemik otoimmiin romatizmal hastaliklarin

gelismedigi goriilmiis ve anti DFS-70 antikorlarinin sistemik lupus eritematosus (SLE)
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gibi sistemik otoimmin romatizmal hastaliklarinlarin tanisinin  diglanmasinda
kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (92).

Mutlu ve ark.’nin calismasinda, DFS-70 paternine sahip 74 hastanin aldig1 tanilar
incelenmis, 68 hastanin (%91.9) higbir sistemik otoimmiin hastalik tanisina sahip
olmadiklart goriilmiis, diger 6 hastanin (%8.1) 3’iiniin (%4.0) SLE, 2’ sinin (%2.7)
Sjogren sendromu ve 1’1 (%1.4) de skleroderma tanisina sahip olduklar1 saptanmistir
(93).

Lee ve ark.’nin 2016 yilinda yaptiklar1 diger bir ¢alismada, IFA ile DFS-70 pozitif
bulunan 181 hastanin 31’inin (%]17.1) sistemik otoimmiin romatizmal hastalik tanisi
aldig1 goriilmiis, sistemik otoimmiin romatizmal hastalik tanist alan 19 hastanin (%10.5)
SLE, 5 hastanin (%2.8) miks konnektif doku hastaligi, 5 hastanin (%2.8) Sjogren
sendromu, 1 hastanin (%0.6) sistemik skleroz, 1 hastanin da (%0.6)
polimiyozit/dermatomiyozit tanist aldiklart goriilmiistiir (94).

Calismamizda ise graniiler+ graniiler kromozom paternine sahip 100 hastanin 26’sinda
(% 26) sistemik otoimmiin romatiznal hastalik tanis1 konuldugu goriildu. Bu hastalarin
19°u (%19) artrit, 4’1 (% 4) romatoid artrit, 3’1 (% 3) SLE tanis1 aldu.

Sistemik otoimmiin hastalik grubuna dahil edilen RA, SLE, Sjogren Sendromu,
Skleroderma, Dermatomiyozit/ Polidermamiyozitis gibi BDH grubuna dahil edilen
hastaliklarin tanis1 ve tedavisinin takibinde hiicre niikleusu ve/veya sitoplazmasindaki
niikleer antijenlere kars1 gelisen antiniikleer antikorlar biiyiik 6nem tasimaktadir. IFA,
bu amagcla gelistirilen en eski ve yaygin yontem olarak kabul edilmektedir. Bunun yani
sira son yillarda gelistirilen ELISA, immiinoblot ve immiinodiffiizyon gibi yontemler de
laboratuvarlarda tek basina veya IFA ile beraber kullanilmaktadir. Antiniikleer
antikorlarin yaghlik, sitotoksik ila¢ kullanimi ve kanser gibi durumlarda da gorulmesi
nedeniyle ANA pozitifliginin anti-ENA ad1 verilen ANA alt gruplarinin belirlenmesine
de olanak saglayan farkli yontemlerle dogrulanmasimin gerekliligine dikkat
cekilmektedir. Her yontemin kendi i¢inde mevcut bazi avantajlar ve sinirlamalar goz
onilinde bulunduruldugunda, tek bir yontemle taniya gidilmesinin 6nemli baz1 sorunlara
yol agabilecegi cesitli caligmalarla ortaya konmustur (71, 95).

Son yillarda gelistirilen ELISA, immiinoblot ve EIA gibi yontemlerin uygulamasinin
daha pratik olmasi ve objektif bir degerlendirme siirecini saglamasi rutin laboratuarlarda
bu yontemlerin yayginlasmasina olanak saglamigtir. IFA ile karsilastirildiginda,
sonuglarin laboratuar i¢i veya laboratuarlar arasi tutarsizliinin Onemli Olgiide
giderildigi bildirilmistir (71).
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HEp-2 hiicrelerinin fiksasyon islemleri ve ayrica baz1 paternlerin birbirlerini
maskelemesi sonucu bir takim antikorlarin saptanmasi IFA yontemi ile zor
olabilmektedir. Bu gibi durumlarda ANA negatif bulunmasina ragmen ELISA veya
immunoblot yodntemlerinde bazi paternler pozitif bulunabilir. Bizim g¢alismamizda
pozitiflik saptanan 100 6rnek imminoblot yontemi ile ¢alismaya alinmis ve 70’inde (%
70) tek olarak anti-DFS-70 antikoru, 30’unda (% 30 ) ise anti-DFS-70 ile birlikte farkli
antikor pozitiflikleri (6’ sinda anti-DFS-70 ve anti-Ro-52, 6’sinda anti-DFS-70 ve anti-
dsDNA, 2’sinde anti- DFS-70 ve anti- PCNA, 2’sinde anti- DFS-70 ile birlikte anti-
PM-Scl100, 2’sinde anti- DFS-70 ile birlikte anti-AMA-M2, 2’sinde anti- DFS-70 ile
birlikte anti- SS-A ve anti-SS-B, 1’inde anti-DFS-70 ile birlikte anti- Ro-52 ve anti- SS-
A, 1’inde anti- DFS-70 ve anti- nRNP/Sm , 1’inde anti- DFS-70 ile birlikte anti- Ro-52
ve anti- Jo-1, 1’inde anti- DFS-70 ve anti- SS-A, 1’inde anti- DFS-70 ve anti- Histon,
1’inde anti-DFS-70 ve anti- SS-B, 1’inde anti- DFS-70 ile birlikte anti- Ro-52 ve anti-
PM-Scl 100, 1’inde anti- DFS-70 ile birlikte anti- PM-Scl 100 ve anti-PCNA, 1’inde
anti- DFS-70 ile birlikte anti- dsDNA ve anti- PCNA, 1’inde anti- DFS-70 ile birlikte
anti- AMA-M2 ve anti- Histon) saptandi. Calismamizda, IFA ile graniler + graniler
kromozom paterninde ANA pozitifligi saptanan 6rneklerin 8’inde (%42.1) sitoplazmik
patern, 7°sinde (%36.9) graniiler patern , 3’Unde (%15.8) niikleolar patern, 1’inde (%
5.3) sitoplazmik ile birlikte az niikleer noktali patern beraber rastlandi.

IFA’da ANA degerlendirmelerinde homojen boyanma paterni, immiinoblot’da anti-
dsDNA, anti-ssDNA, anti-histon, anti-niikleozom antijenleriyle iliskilidir. Ince benekli
boyanma paterni; anti- SS-A ve anti-SS-B antijenleriyle, kaba benekli boyanma paterni;
Sm antijeniyle, nikleolar boyanma modeli; PM-Scl 100 antijeniyle iliskilidir (6).

Bizim ¢alismamizda homojen boyanma modeline hicbir hastada rastlanmadigi halde
ilgili antijenlerin varligmma immiinoblot sonuglarinda rastlandi. Graniiler+ granuler
kromozom modelinde boyanmis hastalarin kromozomal boyanma durumunun homojen
boyanma paterninde spesifik olan metafaz boyanma seklini maskeleyebilecegini
diistindirmektedir. Niikleoar boyanma paterniyle iliskilendirilen PM-Scl 100 antijenine
ise sadece graniiler + graniiler kromozom modelinde boyanmis hastalarda rastlandi. Bu
sonuglar, IFA’da paternlerin maskelenme durumunun olabilecegini gostermektedir.
Calismamizda substrat olarak kullanilan maymun karaciger hiicreleri paternler arasi
maskelenme durumunu indirgemek amaciyla kullanilmaktadir ancak yiiksek floresan
isimalarmin - goriildiigi  durumlarda yamiltict  olabilmektedir. Boyle durumlarla

karsilasildiginda ELISA yada Immunblot yontemi ile test dogrulanmalidir.
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Bagka bir alternatif yol ise IFA’da tarama dilisyonudur. Hasta serumlar1 farkli
oranlarda diliie edilerek ¢alismaya almabilir. Erigkinlerde onerilen tarama diliisyonu
1/160, cocuk hastalar i¢in kesin olarak belirlenmis bir tarama diliisyonu olmamakla
birlikte bu yas grubu i¢in de 1/160 diliisyon onerilmektedir. ANA tarama diliisyonuyla
ilgili olarak uluslar arasi literatiirde 1/160 onerilmekle birlikte iilkemizde yaygin olan
uygulama 1/100 diliisyonla tarama yapilmasidir. Tarama diliisyonunun 1/160 olmasi
1/100 ile taramaya gore diisiik pozitif ANA sonuglarinin azalmasini saglar (6).

Diliisyon farkindan yararlanilarak simir degerdeki pozitifliklerin yaratabilecegi
karmaganin ortadan kaldirabilecegini diisiindiirmektedir.

Ayrica kullanilan HEp-2 hicre serisinin 6zelliklerine gore bazi paternlerin yakalanmasi
diliisyon katsayisina bagli olarak degisebilmektedir. HEp-2 hicrelerinde 1/160
dilisyonla yakalanamayan SS-A, SS-B paterninin 1/100 dillisyonla yakalanmasi
mumkandur (6).

Bizim ¢alismamizda da Immunblot sonucunda anti-SS-A ve anti-SS-B antijenlerine
rastlandigi halde ANA IFA’da bu antijen pozitiflikleriyle iliskilendirilen graniiler
boyanma paternine rastlanmadi. Bu durumda diliisyon farkindan yararlanilabilir.

Ayrica izole anti DFS-70 antikor pozitifligi klinik agidan genellikle sistemik romatizmal
hastalik tanisindan uzaklastirmaktadir (5).

Atopik dermatit, alopesia areata, intersistiyel sistit, astim, pediatrik kronik yorgunluk
sedromu gibi sistemik olmayan otoimmiin hastaliklarda ya da cesitli géz hastaliklar1 ve
kanserlerde de goriilebildigi bildirilmektedir (6).

Iste bu durum géz 6niine alinarak anti DFS-70 antikoru saptanan hastalarin ELISA yada
immunblot ydntemi ile diger antikorlar agisindan arastirilmasi énemlidir. Immunblot
yontemide bu noktada ¢ok sayida antikoru ayni zamanda saptamasi nedeni ile oldukca

kullanigh bir yontemdir.
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