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1. GIRIS VE AMAC

Anti Niikleer Antikorlar (ANA), hiicrelerin niikleus veya sitoplazmasindaki,
protein veya niikleik asit yapisindaki otoantijenlere karsi olusan, Immiinglobulin
G (IgG) yapisindaki otoantikorlar1 tanimlar (1). Niikleer antijenlere kars1 gelismis
bu yiiksek titreli otoantikorlar, sistemik otoimmiin romatizmal hastaliklarin

(SARD: Systemic Autoimmun Rhomatological Disases) serolojik bir 6zelligidir
().

ANA tanimlamada en yaygin kullanilan test, HEp-2 hiicrelerinin
kullanildigi, Indirekt Immiinfloresan (IIF) yontemidir ve American College of

Rheumatology (ACR) tarafindan gold standart yontem olarak énerilmistir (3).

Son zamanlarda, bir ANA paterni olan anti yogun ince benekli 70 (Anti-
DFS70: Anti dense fine speckled 70) antikorlar, tamamen saglikli bireyler ve
SARD disinda degisken klinik patolojileri olan hastalarda tanimlanmstir (4).

Anti-DFS70 antikoru ve klinikle olan iligkisi immiinolojik paradoks olmay1
stirdiirmektedir. Bu antikor ilk tanimlandigindan bu yana, cesitli kronik
inflamatuar hastaliklarda (5), kanserlerde (6) ve saglikli kisilerde (7)
raporlanmistir. Diger antinilikleer antikorlarin aksine, 6zellikle de yiiksek titreli
Anti-DFS70 antikor, yaygin degildir (8). Romatizmal hastaliga spesifik otoantikor
pozitifligi olmayan, Anti-DFS70 pozitif 40 kisilik hasta grubunun uzun donem
verilerinde, hastalarin higbirinde SARD gelismedigi goriilmiistir (9). Bu
gozlemlere dayanarak, izole Anti-DFS70 antikorunun varligi, Sistemik Lupus
Eritematozus (SLE) gibi, sistemik otoimmun romatizmal hastaliklart diglamak

icin biyomarker olarak kullanilabilir (5, 9, 10).

Anti-DFS70 antikoru 1IF, immiinblot, Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) gibi ¢esitli tekniklerle belirlenebilir. Yeni yapilan bir ¢caligmada
DFS70 antikorunun, ANA pozitif saglikli kisilerde %33.1, ANA pozitif SARD’da
%0.0 olarak bulunmustur (p<<0.0001). Bu sonu¢ IIF yonteminin diagnostik gliciinii

ve etkinligini gostermistir (5).



Bizim caligmamizda, yukaridaki bilgiler 1s18inda, tedavi alan ve almayan,
astim, allerjik rinit, drtiker, romatoid artrit, sistemik lupus eritematozus tanili
hastalar ve saglikli goniilliler grubunda IIF ve ELISA ile DFS70 antikoru
calisilacak, bu hastaliklarla iliskisi, hastaliklarinin klinik olarak aktif olup
olmadigi, biyokimyasal ve otoimmiin parametreleri de dikkate alinarak

degerlendirilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Otoimmiin ve Allerjik Hastalklar ve Otoantikorlar

Immiin sistem normal kosullarda, immiinolojik tolerans geregi,
organizmanin 0z antijenlerine karsi yanit olusturmaz. Bu durumun bozulmasi
otoantikor olusumuna neden olarak otoimmiin hastalik gelisimine yol agar (11).
Otoimmiinite birgok molekiil ve hiicresel yolakla en sik da enfeksiyona neden
olan mikrobik antijenlerle tetiklenir.

Baz1 otoimmiin hastaliklarda, otoantikorlar, hastalik baslangicindan 6nce
presente olabilir, hastaliga 6zgiil olarak gelisebilir, tan1 ve tedavi yaklasimi i¢in
belirte¢ olarak kullanilabilir (12). Ornegin SLE’de ANA, Anti-dsDNA pozitifligi,
Sjogren Sendromunda Anti-Ro, Anti-La pozitifligi gibi.

Miyastenia Gravis, Pemfigus gibi organ spesifik otoimmiin hastaliklarda,
otoantikorlar direkt olarak hedef hiicreye baglanir ve hasar olusturur. Sistemik
otoimmiin hastaliklarda ise otoantikorlar, fosfolipidler gibi serbest molekiiller
veya hiicre yiizey ve niikkleus antijenleri ile reaksiyona girer ve patojenik antijen-
antikor kompleksini olustururlar (12). Sonrasinda salinan inflamatuar sitokinlerle

otoimmun hasar gelisir.

2.1.1. Sistemik Lupus Eritematozus

SLE bir¢ok sistemi tutabilen, kronik, otoimmiin bir hastaliktir. Prevelansi
etnik farkliliklar gostermekle birlikte, 100.000°de 39-51 civarindadir. Kadinlarda
8-10 kat sik goriilen bu hastaligin insidansi 40’11 yaslarda artar. Etyolojisi hala
bilinmeyen SLE’nin, genetik, hormonal, immiinolojik ve cevresel faktorlerle
gelistigi diistiniilmektedir.

SLE patogenezinden sorumlu otoantikorlar, direkt olarak hiicre ylizeyi,
niikleus veya sitoplazmadaki antijenlere, IgG ve koagiilasyon faktorlerine karsi
olusabilir. ANA hastalarin %95’inden fazlasinda gelisen en karakteristik
antikordur (13). Anti-dsDNA ve Anti Sm antikorlar, SLE hastalarina 6zgiin

gelisen ve bu nedenle siniflandirma kriterlerinde sayilan antikorlardir (14).



Hastalar, hafif eklem ve cilt tutulumundan, hayati tehdit eden renal,
hematolojik veya santral sinir sistemi tutulumuna varan ¢ok degisken kliniklerle
presente olabilir. En sik goriilen bulgu artrit ve malar dokiintiidiir.

Tan1 icin 2012 yilinda Sistemik Lupus Uluslararas1 Klinikler Isbirligi
[Systemic Lupus International Collaborating Clinic (SLICC)] tarafindan
yayimlanmis siniflandirma kriterleri kullanilir (Bkz Tablo 2.1) (15). SLE
siniflamasi i¢in en az bir hematolojik ve en az bir immiinolojik olmak {izere dort
kriter yeterlidir. Ayrica biyopsi ile kanitlanmis lupus nefriti yaninda ANA veya
Anti-dsDNA pozitifligi de SLE i¢in yeterli bulunmustur.

Tablo 2.1. Sistemik lupus eritematozus SLICC kriterleri (15)

Klinik Immiinolojik
Akut kiitan6z lupus ANA pozitifligi
Kronik kiitan6z lupus Anti-dsDNA pozitifligi
Oral veya nazal iilserler Anti-Sm
Alopesi Anti-fosfolipid antikor pozitifligi
Sinovit/Artrit Diisiik kompleman diizeyi
Serozit Direkt Coombs testi pozitifligi
Renal tutulum
Norolojik tutulum
Hemolitik anemi
Lokopeni-lenfopeni
Trombositopeni

2.1.2. Romatoid Artrit

Romatoid Artrit (RA), primer olarak sinoviyal dokuyu etkileyerek eklem
hasar1 ve kemik destriiksiyonu ile giden, agir sakatlik ve mortaliteye neden olan,
kronik otoimmiin bir hastaliktir (16). Diinya genelinde prevelansi yaklasik %]l
civarinda olan RA, kadinlarda 2-3 kat daha sik gériilmektedir.

Kalitimsal analiz iceren ¢ogu c¢alismada, RA gelisen hastalarin %60’1inda
genetik faktdrlerin sorumlu oldugu gosterilmistir (17). En 6nemlileri; Insan
Lokosit Antijeni (HLA: Human Leukocyte Antigen), Biiyilk Doku Uygunluk
Kompleksi (MHC: Major Histocompatibility Complex) genleridir ancak hastalik

duyarlilig1 ve siddeti ile iligkilendirilmis birgok bagka gen tanimlanmistir.



Dogal immiin sistemin aktivasyonu muhtemelen hastaligin en erken
asamasini olusturmaktadir. RA’da hem otoantikor sentezleyen B hiicreleri, hem
de otoreaktif Yardime1 T Hiicresi 1 (TH1: Helper T Cell) hiicrelerinin aktivasyonu
sonucunda otoimmiin yanit ortaya ¢ikar (11). Olgularin ¢ogunun serumunda
Romatoid Faktor (RF) olarak bilinen bir otoantikor pozitif bulunur. RF; IgG
molekiiliiniin Fc kismina baglanabilen, IgM, IgA veya IgG yapisinda olabilen bir
otoantikordur (18). RA hastalarinda RF disinda baska otoantikorlarin da
gorilebildigi 1yi bilinen bir durumdur. Anti-siklik sitriilinlenmis peptid antikorlar
[Anti Cyclic Citrullinated Peptid (Anti-CCP)] olarak bilinen ve sitriilinize olmus
peptidlere karsi gelisen otoantikorlarin, RF’den daha erken donemde pozitif
olabilecegi ve RA i¢in daha spesifik oldugu gosterilmistir (18, 19).

RA bir¢ok eklemde basglica agri, sislik ve sertlikle birlikte sinsi baslangi¢
gosterir.  Genellikle el ve ayaklarin kiiglik eklemlerini simetrik tutma
egilimindedir. Baslica metakarpofalangiyal ve proksimal interfalangiyal eklemler
tutulur. Eklem dis1 bulgular olan anemi, halsizlik, romatoid nodiiller, néropati,

episklerit, Sjogren Sendromu, vaskiilit, splenomegali hastalik seyrinde gelisebilir.

2.1.3. Astim

Astim, hava yolu inflamasyonu ile karakterize, zaman i¢inde siklig1 ve
agirhgr degisen hirilti, nefes darligi, gogiiste sikisma-baski hissi ve Okstiriik
yakinmalar ile tanimlanmis degisken ekspiratuar hava akimi kisithiligr bulunan
heterojen bir hastaliktir (20). Astimin diinyada yaklasik 300 milyon Kisiyi
etkiledigi diisiiniilmektedir.

Astimin ortaya ¢ikmasi ve gelismesinde kisisel ve ¢evresel etkenler 6n plana
cikmaktadir. Bunlardan en belirginleri; atopi, brons hiperreaktivitesi, obezite,
allerjenler, sigara, enfeksiyonlar ve mesleki duyarlilagtiricilardir.

Astim patogenezinde en Onemli mekanizma havayolu inflamasyonudur.
Inflamatuar ~ siirecin  baslamas1 ile brons duvarinda hiperreaktivite,
bronkokonstriksiyon, mukozal 6dem ve mukus hipersekresyonu meydana
gelmektedir (20). Inflamasyon siirecine; mast hiicreleri, eozinofiller, dendritik
hiicreler, makrofaj, dogal 6ldiiriici T hiicreleri (NK T cell), TH2 hiicreleri ve

nétrofiller gibi inflamatuar hiicreler ile beraber epitel, diiz kas, endotel hiicreleri,



fibroblastlar, gibi havayolu yapisal hiicreleri katilmaktadir (21). Anahtar
mediatdrlerse; kemokinler, sisteinil 16kotrienler; IL-1B (Interlokin 1 beta), TNF-a
(Tiimor Nekroz Faktor Alfa), GM-CSF (Granulosit Makrofaj Koloni Stimiilan
Faktor), IL4, IL5 ve IL13’i iceren sitokinler; histamin, nitrik oksit ve
prostaglandin D2 dir (22).

Allerjik tip astim hastaligin en yaygin seklidir. Allerjik olmayan formla
kiyaslandiginda, hafif bir forma eslik eden rinit, konjonktivit veya atopik dermatit
ve yiikselmis IgE seviyeleri, 6nemli 6l¢iide daha sik gézlenir (23).

ANA varligi daha ¢ok atopik astim ve aspirin iligkili astim gelisiminde
gozlenmistir. Bir ¢alismada atopik astimli hastalarin %39’unda, 1/40 ve {izerinde

ANA pozitifligi saptanmistir (24).

2.1.4. Allerjik Rinit

Allerjik rinit, nazal mukozada IgE aracilt Tip 1 hipersensitivite reaksiyonu
sonucu gelisen inflamatuar ve semptomatik bir hastaliktir. Bu reaksiyona polenler,
kiifler, ev tozu akarlari, hayvanlar veya hasereler gibi bircok allerjenin
inhalasyonu neden olabilmektedir (25). Hastada sulu burun akintisi, hapsirma,
burun kasintis1 ve burun tikaniklig1 goriiliir.

Organizma allerjene maruz kaldiginda, antijen sunucu hiicrelerce bu
allerjenler T lenfositlere sunulur ve IL3, IL4, ILS gibi sitokinler salinir. Boylece
dolagimdaki B lenfositler aktive olur, plazma hiicresine doniisiir ve allerjene
spesifik IgE antikorlarini iiretir. Antijene 6zgli IgE antikorlar1 dokulardaki mast
hiicreleri ile dolasimdaki bazofillerin hiicre duvarindaki reseptérlere baglanir ve
organizma bu allerjene duyarli hale gelmis olur. Allerjen yeniden viicuda
girdiginde kendine 6zgii IgE antikorlar1 ile yiiklii mast hiicresine baglanir, mast
hiicresi degraniile olur ve histamin, tripaz ve heparin, prostoglandin ve
l6kotrienler (LCT4, LTD4 ve LTE4) gibi mediyatorler agiga cikar (26). Bu
mediyatorler damar gegirgenligini arttirarak nazal mukozada 6deme, submukozal
bezleri uyararak mukus salgisinin artmasina, arteriyovendz anastomozlari
genisleterek konjesyona, duyarli sinir uglarini uyararak kasint1 ve hapsiriga neden

olur.



2.1.5. Urtiker

Urtiker genel popiilasyonda yaklasik %20 sikliginda gériilen yaygin bir
rahatsizliktir (27). Tipik trtikeryal lezyon yogun kasmtinin eslik ettigi eritematoz
plaktir. Bazen deride daha derin sislik olan anjioddem ile birlikte goriiliir.

Alt1 haftadan kisa olgular akut {irtiker, daha uzun siiren olgular ise kronik
tirtiker adin1 alir. Yeni baglangigh iirtiker hastalarinda ilag, besin alimi, bdcek
sokmasi1 veya enfeksiyon gibi olasi bir tetikleyici tannmlanmisken, kronik tirtikerli
hastalarin %80 ila 90’1nda, hastalik siirecine katkida bulunan higbir allerjik neden
bulunamaz. Bu grup idiopatik iirtiker olarak tanimlanir.

Urtikeryal plak olusumunda temel mekanizma mast hiicrelerinden salinan
IL3-6, IL13, TNF-o, GM-CSF, heparin, prostaglandinler ve histamin gibi
proinflamatuar mediyatorlerce, ilgili bdlgede vazodilatasyon, artmis kapiller
permeabilite ve damar disina anormal plazma salinimidir (28).

Kronik iirtikerin bir otoimmiin bozuklugu temsil edebilecegi kavrami, bu
hastalarda tiroid disfonksiyonu ve tiroid otoantikorlarinin daha yaygin oldugunun
kabul edilmesinden dogmustur (29). Kronik {irtikerli hastalarda, tiroid hastaliklari,
¢Olyak hastaligi, Sjogren sendromu, SLE, RA ve tip 1 diabetes mellitus gibi
otoimmiin bozukluklar yaygindir. Bu hastalarin kanlarinda IgE ve yiiksek afiniteli
IgE reseptoriine karsi gelismis IgG tipindeki otoantikorlarin mast hiicreleri ve
bazofillerin aktivasyonuna sebep oldugu varsayilmaktadir (30). Antiniikleer

antikorlarda genel popiilasyona gore daha yaygindir (29).

2.2. Anti Niikleer Antikorlar (ANA), Tams1 ve Hastahk izlemindeki

Onemi

ANA, hiicrelerin niikleuslarinda bulunan antijenlere karsi olusan, genellikle
IgG yapisinda bir grup antikoru tamimlar. ilk olarak 1948’de SLE hastalarinda
lupus eritematozus (LE) hiicreleri kullanilarak tanimlanan ANA, 1958’de, Friou
tarafindan IIF yontemi ile tespit edilmistir (31). ANA’nin hedef molekiilii basta
hiicre niikleusu olmak iizere, niikleolar, sitoplazmik ve hiicre ylizey proteinleridir
ve DNA, RNA, niikleik asid-protein komplekslerine baglanabilir. Bu
antijenlerden nRNP, Sm, SS-A, SS-B, Scl-70 ve Jo-1’¢ kars1 olusan antikorlarin

varligt bazi otoimmiin hastaliklarla yakindan iliskili bulunmustur (32). Bu



antijenler timus, dalak ve hiicre kiiltlirlerinden serum fizyolojik ile ekstrakte
edilebildikleri icin, Ekstrakte Edilebilen Niikleer Antijenler (ENA) olarak
tanimlanmustir.

Niikleer antijenlere karsi gelismis bu yiiksek titreli otoantikorlar, sistemik
otoimmiin romatizmal hastaliklarin serolojik bir &ézelligidir (2). Ozellikle SLE,
Sjogren Sendromu, inflamatuar miyopatiler basta olmak {izere tarama testi olarak
kullanilmaktadir. Baz1 kanserler, atopik hastaliklar, ilaglara bagl olarak, kronik
enfeksiyonlar ve saglikli toplumda da, genellikle diisiik titrede de olsa ANA
saptanabilmektedir (33). Goriildiigi lizere ¢cok sayida saglikl kisi, SARD ve diger
hastaliklarda ANA pozitifligi sik¢a karsimiza ¢ikmaktadir. Bu nedenle giincel
kilavuzlar SARD tanis1 igin ANA sinir degeri olarak >1/160 titreyi dngormektedir
(11). Tablo 2.2°de ANA pozitifliginin hastalik ve saglikli toplumda goriilme orani
Ozetlenmistir (34).

Tablo 2.2. Romatolojik hastaliklar ve saglikli toplumda ANA pozitiflik orani (34)
ANA pozitiflik

Hastahk 0
orani (%)
Tam icin ANA testinin ¢ok yararh oldugu hastaliklar
SLE 95-100
Sistemik Skleroz 60-80
Tam icin ANA testinin bazen yararh oldugu durumlar
Sjogren Sendromu 40-70
Idiyopatik Inflamatuar miyozit 30-80
Hastaligin takibi ve prognozunda ANA testinin yararh oldugu durumlar
Uveitle birlikte olan juvenil kronik oligoartikuler artrit 20-50
Raynaud fenomeni 20-60
Pozitif ANA test sonucunun tam Kriterlerinden biri oldugu hastaliklar
SLE ~100
laca bagli SLE ~100
Otoimmiin karaciger hastaligi ~100
Miks bag dokusu hastaligi (MCTD) ~100
Tam icin ANA testinin yararh olmadig1 hastahklar
RA 30-50
Multiple Skleroz 25
Idiyopatik Trombositopenik Purpura 10-30
Tiroid Hastaliklar 30-50
Diskoid Lupus 5-25
Enfeksiyon Hastaliklar1 Degisken
Maligniteler Degisken
Fibromiyalji 15-25
Saghkh insanlar
ANA titresi: 1/40 20-30
1/80 10-12
1/160 5
1/360 3




2.2.1. ANA Saptanmasinda Indirekt Iimmiinfloresan (ITF) Yéntemi

Yaklagik 50 yildir ANA saptamadaki major yontem IIF yontemi olmustur.
Bu yontem LE hiicre yonteminde sonra gelistirilmis ve amac1i ANA testinin
hassasiyet ve tekrarlanabilirliligini arttirmak ve daha fazla ANA saptamak
olmustur (35).

ANA IIF yonteminde altin standart olarak Onerilen HEp-2 (Human
Epithelial Cell Line 2000) hiicreleri insan larinks epitelyal karsinom hiicreleridir.
Bu hiicreler ¢ok sayida, dogal protein ve niikleik asit yapisinda otoantijen
icerdikleri i¢in, ANA saptama i¢in ideal substratlardir (3). Ayrica hiicrelerin
biiyiik niikleuslar1 bulunmakta ve hiicre siklusu boyunca farkli sekillerde
sergilenen antijenlerin daha kolay belirlenmesini saglamaktadir.

Hastadan alinan serum O6rnegi HEp-2 hiicreleriyle inkiibe edilir, preparat
yikanir ve sonra floresan isaretli anti-insan globulin igeren ayiragla inkiibasyon
islemi tekrarlanir. Preparat floresan mikroskobunda incelendiginde, floresan
boyanin yogunluguna paralel bir 1s1ma izlenir. Isimanin yogunlugu fazla
oldugunda ANA boyama paterni belirlemek zorlasabilir. Bu nedenle, yogun
1stmanin goriildiigii preparatlara diliisyon yapilarak, ayni 6l¢iide serumda bulunan
otoantikor miktar titre edilebilmektedir (35,36).

ANA 1IF incelemesinde Ozellikle interfaz ve metafaz asamasindaki hiicre
boyanma paternleri dikkatle izlenmelidir. interfaz asamasi, hiicre metabolizmasi
ve antijen ekspresyonunun en fazla oldugu, metafaz asamasi da nukleusun

homojen ve benekli paternlerinin ¢ok 1yi gortilebildigi asamalardir (11).

2.2.2. ANA Saptanmasinda Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) Yontemi

ELISA, oOzellikle otoimmiin hastaliklarin tanisinda, serumdaki antikorlarin
varligin1 ve miktarini saptamada oldukc¢a yaygin kullanilan bir yontemdir.

Oncelikle 6zgiil antijenin sabitlendigi bir yiizeydeki kuyucuklara hasta
serumu inkiibe edilir. Baglanan antikorlar1 saptamak i¢in enzimle isaretli anti-1gG
reaktifi ortama eklenir ve inkiibasyon tekrarlanir. Yikama islemi yapilarak
baglanmayan yapilar uzaklastirilir. En son eklenen enzimle reaksiyon verecek

kromojen bir substrat eklenir ve olugan renk yogunlugu standart bir serum 6rnegi



ile karsilagtirmali sekilde spektrofotometrik olarak olgiiliir. Boylece hem kalitatif
hem de kantitatif sonuglar elde edilir.

ELISA yonteminin duyarlilig1 yiiksek ancak 6zgulliigii diisiiktiir (37), bu
nedenle ANA taramasinda IIF ilk tercih olmalidir. ANA negatif olgularda ELISA
ile 0l¢lim tekrarlanabilir. Kisa zamanda daha c¢ok hasta serumu tayin edilebildigi
icin ucuz ve kullanigh bir yontem olarak kabul edilmistir.

Giliniimiizde ELISA, lupusta dsDNA, baz1 vaskiilitlerde ANCA titre
takibinde sik¢a kullanilmaktadir. ENA tayininde IIF den daha yararli oldugu

distiniilmektedir.

2.2.3. ENA Saptanmasinda immiinoblot Yontemi

Antijen antikor birlesmesi ve olusan reaksiyonun nitroseliiloz membran
lizerinde tespiti prensibine dayanir. Bu yontem serum veya plazma orneklerinde
farkli antijenlere karisi olusan antikorlarin in vitro olarak, kalitatif ya da
semikantitatif tayininde kullanilir.

Testin ilk basamaginda hasta 6rnekleri immiinblot seritleri ile inkiibe edilir.
Pozitif orneklerde antikorlar 6zgiil antijenlere baglanir. Baglanan antikorlar
saptamak i¢in bir renk reaksiyonunu katalizleyen enzimle isaretlenmis anti-insan
antikorlari ve kullanilan enzime uygun bir substrat eklenir. Bu reaksiyonlar
sonucu serit lizerinde olusan bantlar gozle veya cihaz ile degerlendirilir (11).

Immiinoblot ydntemi hastalikla iliskili otoantikorlarin tespitinde, kolay
uygulanmasi, kalitatif ya da semikantitatif sonuglar elde edilebilmesi bakimindan

oldukg¢a yararhdir.

2.3. ANA IIF Testi Boyanma Paternleri

ANA IIF yonteminde, HEp-2 hiicrelerinin farkli hiicre dongiilerinde olusan
antijenlere kars1 farkli boyanma paterni gosteren ¢ok sayida antikor olarak
gozlenir. Farkli boyanan ANA paternleri farkli hastaliklarin tanisi ile kuvvetle
iliskilendirilmistir.

Baglica 4 ana tipte ANA boyanma paterni tanimlanmistir; homojen, benekli,

nukleolar, periferik (35).
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2.3.1. Niikleer Paternler
Niikleer homojen: Anti-dsDNA, Anti histon, Anti nukleozom
antikorlarin varligimmi goésterir (38). Homojen boyanma modeli SLE, ilag iligkili

lupus (procainamide, hydralazine), romatoid artrit, juvenil kronik artrit ve

sistemik skleroz gibi hastaliklarda tesbit edilebilir.

Sekil 2.1. Niikleer homojen patern (39)

Niikleer membran: Bu boyanma tipindeki antikorlar lamin gibi niikleer
membranin integral proteinlerine, gpl120 gibi niikleer por kompleks integral
proteinlerine karsi olusmustur. Kronik hepatit, vaskiilitler, trombositopeni, primer

biliyer siroz ve SLE gibi kronik otoimmiin hastaliklarda tespit edilirler (34).

© AR Karim

Sekil 2.2. Niikkleer membran patern (40)
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Benekli: Bu boyanma paterni histon digindaki bir¢ok antijene karsi olusan
otoantikorlar1 gosterir. Dort farklr alt tipi vardir (Sekil 2.3 ve Sekil 2.4):

- Biiyiik benekli (niikleer matriks): Bu paternde istirahatteki hiicre
niikleuslar1 biiyiik benekli tarzda boyanma gosterir. Otoantikorlar baslica
heterojen niikleer riboniikleoproteinlere (hnRNP) karsi olabilir (41). SLE,
RA ve MCTD gibi hastaliklarda (hnRNP-A1, A2, B2) ve sklerodermada
(hnRNP-C1, C2 ve I) gbzlenir.

- Kaba benekli: Sm ve Ul-snRNP’e karsi otoantikor varsa gozlenen bir
boyanma modeli olup, istirahat halindeki hiicrelerde yogun ve orta
biiyiikliikkte benekli boyanma izlenir, niikleoluslar boyanmamistir (38).
MCTD ve SLE’de gozlenir.

- Ince benekli: Istirahatteki hiicrelerin niikleusunda bazen kumlu ve hemen
hemen homojene benzeyen ince benekli tarzda boyanma go6zlenirken
kromozom ve niikleoluslarda boyanma izlenmez. SSA (Ro), SSB (La),
RNA polimeraz Il ve I1l, Ku, Ki ve Mi-2’ye kars1 otoantikorlar ince benekli

boyanir (38,42); SLE, Sjogren sendromu, skleroderma, myozit ve MCTD

gibi hastaliklarda gozlenir.

3 i ?

i \';\ ? "‘,‘V v =¥y
g | oty R
- 2% LW

 Biiyiik benekli

Kaba benekli '

ince benekli
Sekil 2.3. Biiyiik, kaba ve ince benekli patern (43)
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- Yogun ince benekli: Bu paternde niikleoplazma yogun ince benekli
tarzda boyanirken benzer benekler mitotik hiicrelerin kromozomlarinda
da gozlenir (44). Anti-DFS70 antikoru, 75-kd’luk lens epitelyum
kaynakli biiylime faktoriine (LEDGF) kars1 olup, saglikli kisiler, alopesi
areatali ve atopik dermatitli hastalarda goriilebilmektedir (Sekil 2.4).

Sekil 2.4. Yogun ince benekli patern (45)

2.3.2. Niikleolar Paternler

Niikleolar homojen: Bu modelde niikleolus homojen, niikleoplazma zayif
homojen veya benekli boyanir. Fosfoprotein B23 ve niikleoline, PM-Scl
kompleksine karsi gelisen otoantikor varliginda goriilebilir (46). Bu boyanma
sekli sistemik sklerosis, SLE, polimiyositis ve romatoid artritte saptanabilir (Sekil
2.5).

Niikleolar kiime: Istirahatteki hiicrelerin niikleolusunda, biiyiikliigii ve
sekli degisken kiime (clumpy) tarzinda boyanmadir. Genellikle snRNP’ye kars1
antikorlarin bulundugunu gosterir. Sistemik skleroz ve pulmoner hipertansiyonda
gortliir (Sekil 2.5).

Niikleolar benekli: Sistemik skleroz icin yliksek spesifiklikte olmakla
birlikte SLE, RA ve MCTD’de de gozlenen RNA polimeraz I kompleksine karsi
antikorlar1 gosterir (Sekil 2.5).
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Niikleolar homojen Niikleolar kiime

Niikleolar benekli

Sekil 2.5. Niikleolar homojen, kiime ve benekli patern (43)

2.3.3. Sitoplazmik Paternler

Sitoplazmik homojen: Bu boyanma niikleus ¢evresinden hiicre periferine
dogru yayilir. Antikorlar aminoacil-tRNA sentetazlara (Jo-1, PL7, PL12) kars1
olup idyopatik (otoimmiin) myozitis (polimyozit/dermatomyozit, overlap
sendromunda myozitis, yumusak bag dokusu hastaliklar1) igin diagnostik
belirtegtir (Sekil 2.6) (47).

Sitoplazmik kaba benekli ipliksi (mitokondri): Cogunlukla M2’ye karsi
gozlenir ve primer biliyer karaciger sirozu diger kronik karaciger hastaliklari, SLE
ve sistemik sklerozda goriilebilirler (Sekil 2.6) (48).

Sitoplazmik Golgi: Sitoplazmanin periniikleer bolgesinde diizensiz

graniiler boyanma gézlenir. SLE, Sjogren sendromunda saptanabilir (Sekil 2.6).
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Sitoplazmik homojen

Sitoplazmik mitokondriyal

Sitoplazmik golgi
Sekil 2.6. Sitoplazmik homojen, mitokondriyal ve golgi patern (43)

2.4. Anti-DFS70 Antikoru

Anti-DFS70 antikoru baslangigta, hedef otoantijenin molekiiler kitlesi ve IIF
paternine gore adlandirilmistir. Tipik DFS70 IIF paterni benzersiz bir benekli
paterndir, interfazdaki niikleus ve metafazdaki kromatin boyunca dagilmistir ve
cekirdekteki beneklerin yogunluguna, biiytlikliik ve parlakligina gore goriiniimii
degisir (49). Antikor glinlimiizde birincil hedefi olan lens epiteli biiylime faktorii
(LEDGF), DNA baglayict transkripsiyon koaktivator p75 olarak da
adlandirilmaktadir.

DFS70/LEDGF prostat tiimér dokusunda ve diger kanser hiicrelerinde
yiiksek oranda eksprese edilir. Viral integraz ile bir etkilesim sayesinde, insan
bagisiklik sistemi bozucu viriistin (HIV) ¢ogalmasi i¢in bir kofaktor olarak gorev
alir ve bunun gibi bir dizi fizyolojik isleve sahiptir (50).

DFS70/LEDGFp75 ve kisa ek varyant1 olan LEDGF/p52, 15 ekzon ve 14
introndan olusan ayn1 genden derive olmustur. DFS70 ve p52 bir amino (N)-
terminal bolge paylasir ancak p52°’de DFS70’de olmayan C-terminal bdlge vardir.

Bu varyantlar farkli niikleer bolgeleri lokalize eder ve ektopik olarak asiri
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eksprese edildiginde karsit roller oynarlar, DFS70 bir stres sagkalim proteini, p52
ise bir pro-apoptotik protein olarak davranir (51).

DFS70, alkol, ultraviyole B (UVB) 1511, sitotoksik ilaglar ve bazi viriisler
gibi ¢evresel stres faktorleri karsisinda hiicre sagkaliminin desteklenmesinde
onemli bir rol oynar (52). Sonu¢ olarak, bu gibi stres faktorleri, DFS70
aktivasyonuna yol acan artmis hiicresel oksidatif strese yol agar. DFS70'in stres
sagkalim fonksiyonlari, stres koruyucu, antioksidan ve inflamatuar genleri
transkripsiyonel olarak aktive etme yetenegine baglhidir (52). DFS70, bu genlerin
aktivasyonuna, cesitli kromatin iliskili proteinler ile kompleksler olusturarak
katkida bulunur. Genin N ve C terminal kisimlari, transkripsiyon ve stres
sagkalim fonksiyonlara katilir (53). DFS70'in, lizozom gibi hayati hiicresel
organellerin yapisal biitlinliigiinii korumaya yonelik etkisi, strese yanit olarak
hiicresel yasami1 ve 6lim kararlarin1 diizenlemede bu proteinin kritik roliine isaret

eder (41). Tablo 2.3’de DFS70’in ana hiicresel islevleri 6zetlenmistir (53).

Tablo 2.3. DFS70’in anahtar hiicresel fonksiyonlar1 (53)

Fonksiyon Mekanizma

Apoptoz sinyali Apoptoz sirasinda kaspazlarla fragmanlarma ayrilir, bu
boliinme sagkalim faaliyetini ortadan kaldirir ve hiicre
gecisi apoptozdan sekonder nekroza dogru devam eder

Hiicresel stres Memeli hiicrelerini ¢esitli ¢evresel streslere karst korur

sagkalhim (6rn. UVB, oksidatif stres, termal stres, alkol, bazi ilaglar)

Kemorezistans Kemoresistant kanser hiicrelerinde artmustir; ilag kaynakli
kaspazdan bagimsiz hiicre 6liimiinde lizozomal stabiliteyi
arttirir

DNA onarimi Homolog rekombinasyon tamir kompleksi bileseni

HIV-1 integrasyonu HIV-1 entegrasyonunu kolaylastirmak i¢in transkripsiyonel
olarak aktif bolgelere HIV entegrasyonu saglar

inflamasyon IL6 / STAT3 yolunun aktivasyonunda rol alir

Malign Kanser hiicrelerinde ve bazi solid tiimorlerde fazlaca

transformasyon iiretilir;  hiicre  hayatta  kalma  sinyalizasyonunu,

proliferasyonu, gocii, klonojenisiteyi, anjiyogenezi ve
tiimor biiylimesini tesvik eder

Oldukga genis spektrumlu hiicre i¢i antijenlere kars1 gelisen ANA, SARD’1n
bir belirtecidir. Ancak tiimii SARD iligkili degildir ve bu nedenle bazi ANA test

sonuglar1 klinik uygulama ve yorumlamay1 zorlastirir.
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ANA TIF testindeki DFS70 paterni baslangicta interstisyel sistitli hastalarda
tanimlanmistir. Daha sonra ¢ok ¢esitli kronik inflamatuar durumlarda, otoimmiin
tiroidit, Vogt-Koyanagi — Harada sendromu (%66.7), atopik dermatit (%30),
kanser ve hatta belirgin bir oranda saglikl1 bireylerde raporlanmistir (49).

Bir caligmada, bagka hastaliga spesifik antikor pozitifliginin eslik etmedigi
40 Anti-DFS70 pozitif bireyin, 4 yillik takip sonunda, higbirinde SARD
gelismedigi goriilmistiir (5). Baska bir ¢galismada, ANA pozitif saglikli bireylerin
%30’unda Anti-DFS70 pozitif saptanirken, ANA pozitif SARD bireylerde bu
oranin %0 oldugu goriilmiistiir (49,50).

Sonu¢ olarak izole Anti-DFS70 antikorlarinin varligi SLE, Sistemik
Skleroz, Sjogren Sendromu, MCTD gibi otoimmiin inflamatuar hastaliklar:

dislamada yardimci, degerli bir biyobelirte¢ olarak dnerilmektedir (5,10).

ANA HEp-2

Pozitif ‘ Negatif

Homojen
Kaba benekli
Sentromer
Niikleolar

“Dense fine
speckled (DFS)

negatif

SARD igin yetersiz &

SARD biiyiik ihtimal ~ SARD igin yetersiz *

& Olabilirlik IIF paternine baghdir.

SARD muhtemel # SARD igin yetersiz

Test

ANA taramast:
dsDNA, ENA ve DFS70 ve .ANA
diger antikorlar i¢in taramast i¢in
ELISA test ELISA testi
|

GHDINA, ENAe: | QANA, sDWA, S| I rpa7n posite DFS70 negatif DFS70 negatif DFS70 pozitif
 diger hastalik ) ‘u}-afh_gu _msla‘hAk ANA taramasi ANA taramasi ANA taramast ANA taramasi
iliskili antikorlar 1I|§k1|[;:;1it:l;0rl‘|| pozitif pozitif negatif negatif

SARD olast degil

* Mariz ve ark. gore mono-spesifik DFS70 antikoru olan hastalar SARD olasi degil. ‘ SRR ksl
S muhteme

# ileri aragtirma gereklidir.
Sonuglar (6rn. ENA ile tiplendirme) dogrulandiginda SARD muhtemeldir.

; SARD olasi degil
Ileri arastirma gereklidir.

. SARD igin yetersiz

Sekil 2.7. Karakteristik boyanma paternleri ve Anti-DFS70 antikorlar1 igin
Onerilen test algoritmasi (49)
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma icin Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan onay
alind1 (Ek-1). Hastalara arastirmanin amaci hakkinda sozlii ve yazih bilgilendirme
yapilarak ‘Aydimnlatilmis Onam Formu’nu imzalayan goniillii hastalar ¢alismaya
alind1 (Ek-2).

Calismaya Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklart Romatoloji
Bilim Dali ve Gogiis Hastaliklari Anabilim Dali’na bagvuran, 18-65 yas arasi,
astim, allerjik rinit, trtiker, romatoid artrit, sistemik lupus eritematozus tanili
30’ar hasta ve kontrol grubu olarak 30 saglikli goniilli alindi. Rutin kan tetkiki
yapilan hastalardan fazladan 1 adet serum tiipiine kan alindu.

Kronik enfeksiyon hastaligi, malign hastalik, dogustan veya kazanilmis
immiin yetmezligi olan hastalar, viral veya bakteriyel enfeksiyon gecirmis olan
hastalar ve gebe hastalar caligsmaya dahil edilmedi.

Hastanin anamnezinde yas, cinsiyet, hastalik yasi, kullanmakta oldugu

tedaviler sorgulandi.

3.1. indirekt Iimmiinfloresan (ITF) Antikor Yontemi

ANA IIF yontemi, Mosaic HEp-20-10 / Liver (monkey) (Euroimmun,
Almanya) kiti kullanilarak, Oneriler dogrultusunda gerceklestirildi. Hasta
serumlart -20°C’den ¢ikarilip oda sicakligina (18-25°C) getirildi ve birkag saniye
vortekslendi. Kullanilacak kitler +4°C’den ¢ikarilip oda sicakligina getirildi. Her
bir kitte 10 farkli hastanin serumunun calisilacagi 10°luk slaytlar kullanima
hazirdi. PBS (Fosfat Tuz Tamponu) (pH 7.2), 1L distile su ile karigtiritlip bu
karigitma 1 tiip tween 20 soliisyonu eklenerek homojen bir sekilde karigmasi
saglandi. Bu karisim yikama soliisyonu ve serum diliienti olarak kullanildi. 180
adet serum Ornegi mikrosantrifiij tiiplerinden alikot tiiplerine alindi ve her biri
numaralandirildi. EUROIMMUN IF Sprinter (Almanya) cihazina sirasiyla
yerlestirildi. Ilk iki bdlmede olmak iizere bir adet pozitif kontrol, bir adet negatif
kontrol tlipleri yerlestirildi. Cihaz 1/100 baslangi¢ diliisyonuna ayarli idi. Cihaz 10

ul serum ile 990 pl hazirlanan PBS-tween 20 soliisyonunu karigtirarak her bir
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serumun dilisyonunu hazirladi. Hazirlanan bu diliisyondan 30 pl alarak lam
slaytlarin ilgili kuyucuguna pipetleyerek 30 dk’lik oda sicakliginda inkiibasyona
aldi. Pipetaj sonrasinda hasta kuyucuklarindaki sivinin bir digeri ile temas halinde
olmadigina ve hava kabarciklar1 igermedigine emin olundu. Ardindan 5 dk PBS-
tween 20 soliisyonu ile yikamaya alindi. Yikama sonrasi 25 pl floresein-isaretli
anti human IgG (FITC) igeren konjugat (kullanimdan once iyice karistirilmig
olmali) her bir kuyucuga pipetlendi. Ozellikle bu asamada karanlikta 30dk. oda
sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan tekrar PBS-tween 20 soliisyonu ile 5 dk
yikama yapildi. Yikama sonrasi slaytlar cihazdan alinip kurutma kagidi tizerinde
arka taraflar1 kurulandi. Her bir kuyucuk iizerine 10 pl olacak sekilde gliserol
eklenip, slayta uygun bir lamelle kapatildi. Slaytlar floresan mikroskopta

degerlendirmeye almaya hazirdi.

Yontemin Calisma Prensibi: Insan laringeal karsinom hiicrelerinden
olusan HEp-2 hiicreleri ile maymun karacigeri dokusu igeren ticari slaytlar
substrat olarak kullanildi. Uzerine hasta serumu eklenince, bu dokudaki
antijenlere kars1 antikor varsa baglanmasi saglanir. Yikama ile baglanmayan kisim
uzaklagtirilir. Ardindan floresein isaretli anti-insan globiilini eklenerek, baglanan
ilk antikora baglanmasi saglanir. Tekrar yikama islemi ile baglanmayan tiim
maddeler uzaklastirildiktan sonra floresan mikroskopta incelemeye alinir. Eklenen
ikinci antikor, hasta serumunda bulunan antikorun tespitini saglamak igin
isaretlidir. Yontem hasta serumundaki antikoru direkt gostermedigi, arada ikinci

bir antikor oldugu icin indirekt bir yontemdir.

Mikroskobik Inceleme: Hazirlanan slaytlarda, 40x biiyiitmede 6ncelikle
pozitif ve negatif kontrol incelenmis, uygun boyanma varliginda test gecerli
sayllmistir. Ardindan oncelikle HEp-20-10 ¢ekirdek ve sitoplazmalar1 incelenmis
ve negatif olanlar not edilmistir. Boyanma saptanan ornekler ise boyanma siddeti
ve paterni not alarak, karaciger goriintiisii ile konfirme edilmistir. Tarama
dilisyonu olarak 1/100 kullanilmistir. Boyanma siddeti ise (+) 1/100, (++) 1/320,
(+++) 1/1000, (++++) 1/3200 diliisyona karsilik gelecek sekilde belirtilmistir.
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3.2. immiinoblot Yoéntemi

EUROLINE ANA Profile 3 Plus DFS/70 (19gG), (EUROIMMUN, Almanya)
kiti kullanimdan en az 30 dk o6nce +4°C den ¢ikarilip oda sicakligina gelmesi
saglandi. Tim basamaklar kit Onerileri dogrultusunda gerceklestirildi. Enzim
konjugati 10x konsantre sekildeydi ve 1:10 olacak sekilde seyreltmek igin 0,15 ml
enzim konjugat, 1,35 ml tampon ¢ozelti ile karistirildi. Enzim konjugati diliie
edildikten sonra ayni giin i¢inde kullanildi. Tampon ¢ozelti kullanima hazirdi.
Yikama ¢ozeltisi 10x konsantre sekildeydi. 1:10 diliisyon elde etmek i¢in her bir
strip i¢in 1 ml yikama soliisyonuna 9 ml distile su eklendi. Bu haliyle ayn1 giin
icinde kullanildi. Substrat soliisyonu kullanima hazirdi. Uzerine 16 adet bilinen
antijen emdirilmis, kullanima hazir test stripleri sirastyla kiivete yerlestirildi. Her
birinin ilizerine hastaya ait numara yazildu.

EUROBIotOne cihazi her bir strip iizerine 1,5 ml tampon ¢ozelti ekleyip 5
dk boyunca g¢alkalamaya aldi. Ardindan siviy1 aspire etti. Hastalara ait serumlari
15 pul seruma 1,5 ml tampon c¢ozelti ekleyerek 1:101 oraninda diliie edip bu
karisimdan 1,5 ml her bir strip ilizerine ekleyip oda sicakliginda ¢alkalayici
esliginde 30 dk inkiibasyona aldi. Siirenin sonunda bu siviy1 aspire edip 3 kez 1,5
ml’lik diliie yikama soliisyonu ile c¢alkalayici esliginde yikama yapip kalan siviyi
aspire etti. Yikama sonrast 1,5 ml alkalen fosfataz bagli bagli anti human-1gG
igeren diliie edilmis konjugati koydu. 30 dk boyunca oda sicakliginda karistirici
esliginde inkiibasyona aldi. Siire bitiminde siviy1r aspire etti ve bir onceki gibi
yikamaya aldi. Ardindan 1,5 ml substrat ekleyerek 10 dk karistirict esliginde
inkiibasyona aldi. Kontrol bantlarinin olusumu kontrol edildi. Kalan siviy1 aspire
edip 3 kez 1’er dakikalik distile su ile yikama yapti. Ardindan kurutma asamasi

sonrasi stripler degerlendirmeye alind1.

3.3. Anti-DFS/70 ELISA Yontemi

Tiim iglem basamaklar1 zemininde DFS70 antijeni bulunan 96 kuyucuklu
EUROIMMUN Anti-DFS/70 ELISA (Almanya) kit Onerileri dogrultusunda
gergeklestirildi. Kitin igerigindeki kontrol-kalibratorler, enzim konjugat, tampon

soliisyon, kromojen/substrat soliisyon ve stop soliisyonu kullanima hazird:.
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Kullanmadan en az 30 dk once +4°C’den ¢ikarilip oda sicakligina gelmesi
saglandi. Yikama soliisyonu 10x konsantre haldeydi. Diliie etmeden Once iyice
karistirildi. 1:10 olacak sekilde distile su ile karistirildi. Hasta serumlar1 1:201
olacak sekilde 5 pul seruma 1.0 ml tampon soliisyon eklenerek diliie edildi ve
vortekslendi. Ardindan 100 pl kalibrator, pozitif ve negatif kontrol ve sirasiyla
hasta serumlar1 mikroplate kuyucuklarina pipetlendi ve 30 dk oda sicakliginda
(+18/+25°C) inkiibe edildi. Ardindan Mindray mw-12a (Cin) cihazinda 450 pl
yikama soliisyonu ile 3 kez 1’er dk’lik yikama yapilip fazla sivi uzaklagtirildi.
Yikama sonrast 100 pl peroksidaz-igaretli anti-human IgG her bir kuyucuga
eklendi. Oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi. 450 pl yikama soliisyonu ile 3 kez
I’er dk’lik yikama yapildi. 100 pl kromojen/substrat eklenerek oda sicakliginda
ve karanlik ortamda 15 dk inkiibasyon sonrasi sirastyla her bir kuyucuga hizli bir
sekilde 100 pl stop soliisyonu eklenip 450 nm dalga boyunda 30 dk i¢inde Bio-
Rad iMark microplate reader (ABD) ile fotometrik olarak okutuldu.
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4. BULGULAR

Analizler IBM SPSS Statistics 23 paket programi iizerinden yapilmistir.

Calisma verileri degerlendirilirken kategorik degiskenler (6rnegin cinsiyet) i¢in

sikliklar (say1, yiizde), sayisal degiskenler (0rnegin yas) icin ise tanimlayici

istatistikler (ortalama, standart sapma, medyan, minimum, maksimum) verilmistir.

Iki bagimsiz kategorik degisken arasindaki iliskiler ise Ki Kare analizi ile

incelenmistir. Ki Kare analizinde beklenen deger varsayimi saglanamadigi

durumlarda Fisher’s Exact test sonuglar1 kullanilmistir. Ki Kare analizi anlamli

cikan bazi analizlerde Relatif Risk katsayis1 yorumlanmaistir.

Tablo 4.1. Gruplara gore dagilimlar

Say1 (n) Yiizde (%)

Allerjik Astim 30 16,7
Allerjik Rinit 30 16,7
Romatoid Artrit 30 16,7
Sistemik Lupus Eritematozus 30 16,7
Urtiker 30 16,7
Kontrol 30 16,7

Toplam 180 100,0

Calismaya her grup i¢in 30’ar kisi alinmis toplamda 180 kisi ile ¢alisilmistir

(Tablo 4.1).

Tablo 4.2. Gruplara gore yaslarin tanimlayici istatistikleri

Yas
Ortalama S;:g‘i?: Medyan | Minimum | Maksimum
Allerjik Astim 44,63 13,90 47,00 18,0 64,0
Allerjik Rinit 36,17 9,71 35,50 18,0 55,0
Romatoid Artrit 45,57 9,19 47,50 25,0 62,0
Sistemik Lupus Eritematozus 42,57 14,69 44,00 20,0 65,0
Urtiker 45,07 11,89 46,50 21,0 62,0
Kontrol 37,10 9,63 35,50 23,0 59,0

Allerjik astim grubundaki hastalarin yas ortalamasi 44,63 iken, allerjik rinit

grubundaki hastalarin 36,17, romatoid artrit grubundaki hastalarin 45,57, sistemik
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lupus eritematozus grubundaki hastalarin 42,57, irtiker grubundaki hastalarin
45,07 ve kontrol grubundaki hastalarin ise 37,10’ dur (Tablo 4.2).

Tablo 4.3. Gruplara gore cinsiyet dagilimlari

Cinsiyet
Kadin Erkek
Say1 (n) | Yiizde (%) | Say1 (n) | Yiizde (%)
Allerjik Astim 23 76,7 7 23,3
Allerjik Rinit 16 53,3 14 46,7
Romatoid Artrit 22 73,3 8 26,7
Sistemik Lupus Eritematozus 28 93,3 2 6,7
Urtiker 21 70,0 9 30,0
Kontrol 21 70,0 9 30,0

Allerjik astim grubundaki hastalarin %76,7°si kadmn iken allerjik rinit

grubunda bu oran %53,3, romatoid artrit gurubunda %73,3, sistemik lupus

eritematozus grubunda %93,3, irtiker grubunda %70 ve kontrol grubunda ise

%70"dir (Tablo 4.3).

Tablo 4.4. Sistemik lupus eritematozus ve kontrol gruplari ile DFS70 pozitifligi
arasindaki iliskinin incelenmesi

Grup Risk
Sistemik Ki (%95
Toplam ..

Lupus Kontrol | 7 Kare . Giiven
Eritematozus Aralig)

_ | Say 11 1 12

Pozitif

DES70 Yiizde 36,7 3,3 20,0
Pozitifligi Say1 19 29 48 2,316
Negatif — 10,417 | 0,001* | (1,570-
Yiizde 63,3 9,7 | 800 3.417)

Say1 30 30 60

Toplam
Yiizde 100,0 100,0 100,0

*:p<0,05 (Istatistiksel olarak anlaml)

Uygulanan ki kare analizi sonucunda sistemik lupus eritematozus ve kontrol

gruplart ile DFS70 arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki bulunmaktadir

(p<0,05). Buna gore sistemik lupus eritematozus grubunda DFS pozitif olanlarin
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orani (%36,7) kontrol grubundan (%3,3) anlaml1 derecede daha fazladir. Ayrica
lupus eritematozus grubunda DFS pozitif olma riski kontrol grubundan 2,316 kat

daha fazladir (Tablo 4.4).

Tablo 4.5. Romatoid artrit ve kontrol gruplari ile DFS70 pozitifligi arasindaki
iliskinin incelenmesi

= .dGrup Toplam Fisher o
O] Kontrol Exact*
Artrit
Pozitif Sayt ’ ' :
oziti
DFS70 Yiizde 10,0 3,3 6,7
Pozitifligi |sap 27 29 56
Negatif —_— 90.0 9.7 933 1,071 0,612
Say1 30 30 60
Toplam
Yiizde 100,0 100,0 100,0

*: Ki Kare analizinin beklenen deger varsayumi saglanamadigi igin Fisher Exact sonuglari
kullaniimistir.

Uygulanan ki kare analizi sonucunda romatoid artrit ve kontrol gruplart ile

DFS70 arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki bulunmamaktadir (p>0,05)
(Tablo 4.5).

Tablo 4.6. Allerjik astim ve kontrol gruplari ile DFS70 pozitifligi arasindaki
iliskinin incelenmesi

Grup Toplam Fisher .
Allerjik Asam | Kontrol Exact*
o Say1 1 1 2
Pozitif
DES70 Yiizde 3,3 3,3 3,3
Pozitifligi | Say1 29 29 58
Negatif 0,000 1,000
Yiizde 96,7 96,7 96,7
Sayl 30 30 60
Toplam
Yiizde 100,0 100,0 100,0

*: Ki Kare analizinin beklenen deger varsayimi saglanamadigi i¢in Fisher Exact sonuglar
kullanilmistir.

Uygulanan ki kare analizi sonucunda allerjik astim ve kontrol gruplari ile

DFS70 arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki bulunmamaktadir (p>0,05)
(Tablo 4.6).
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Tablo 4.7. Allerjik rinit ve kontrol gruplari ile DFS70 pozitifligi arasindaki
iliskinin incelenmesi

Grup Toplam Fisher D
Allerjik Rinit |  Kontrol Exact*
. Say1 5 1 6
Pozitif
DES70 Yiizde 16,7 3,3 10,0
Pozitifligi | Say 25 29 54
Negatif 2,963 | 0,195
Yiizde 83,3 96,7 90,0
Say1 30 30 60
Toplam
Yiizde 100,0 100,0 100,0

*: Ki Kare analizinin beklenen deger varsayimi saglanamadigi icin Fisher Exact sonuglar

kullanilmistir.

Uygulanan ki kare analizi sonucunda allerjik rinit ve kontrol gruplari ile

DFS70 arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki bulunmamaktadir (p>0,05)

(Tablo 4.7).

Tablo 4.8. Urtiker

ve kontrol gruplari ile DFS70 pozitifligi arasindaki iliskinin

incelenmesi
- Grup Toplam e p
Urtiker Kontrol Exact*
o Say1 4 1 5
DFS70 POAtE 1 inde 133 33 8,3
Pozitifligi | Say 26 29 55
Negatlt 3 e 86,7 96,7 o17 | 1964 | 0353
Toplam Say1 30 30 60
Yiizde 100,0 100,0 100,0

*: Ki Kare analizinin beklenen deger varsayimi saglanamadigr i¢in Fisher Exact sonuglari

kullanilmistir.

Uygulanan ki kare analizi sonucunda iirtiker ve kontrol gruplar ile DFS70

arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki bulunmamaktadir (p>0,05) (Tablo 4.8).
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Tablo 4.9. Alleriik solunum volu hastaliklar1 (Rinit+Astim) ve kontrol gruplari ile
DFS70 pozitifligi arasindaki iliskinin incelenmesi

Grup .
Allerjik SYH Toplam Fisher p
el Exact*
(R+A) Kontrol
Pozitif Sayt ° ' !
oziti
DFS70 Yiizde 10,0 3,3 7,8
Pozitifligi | Say1 54 29 83
Negatif Vinde 90.0 96.7 92.2 1,239 0,417
Say1 60 30 60
Toplam
Yiizde 100,0 100,0 100,0

*: Ki Kare analizinin beklenen deger varsayimi saglanamadigi igin Fisher Exact sonuglari

kullanilmistir.

Uygulanan ki kare analizi sonucunda allerjik solunum yolu hastaliklari

(Rinit+Astim) ve kontrol gruplar1 ile DFS70 arasinda istatistiksel olarak anlaml

iliski bulunmamaktadir (p>0,05) (Tablo 4.9).

Tablo 4.10. Allerjik hastaliklar (Rinit+Astim+Urtiker) ve kontrol gruplar ile
DFS70 pozitifligi arasindaki iligskinin incelenmesi

Alleriik HGrup Toplam Fisher o
erjik | Exact*
(R+A+1) Kontrol
Say1 10 1 11
Pozitif
DFS70 Yiizde 111 3,3 9,2
Pozitifligi Sayi 80 29 109
Negatif 1,635 0,288
O Vizde 889 9.7 %038
Say1 90 30 60
Toplam
Yiizde 100,0 100,0 100,0

*: Ki Kare analizinin beklenen deger varsayimi saglanamadigi igin Fisher Exact sonuglar
kullanilmistir.

Uygulanan ki kare analizi  sonucunda  allerjik  hastaliklar

(Rinit+Astim+Urtiker) ve kontrol gruplari ile DFS70 arasinda istatistiksel olarak
anlamli iliski bulunmamaktadir (p>0,05) (Tablo 4.10).
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Tablo 4.11. Allerjik rinit ve sistemik lupus eritematozus gruplari ile DFS70

pozitifligi arasindaki iliskinin incelenmesi

Grup
| sistemik | Topiam | KiKare | p
Allerjik Rinit Lupus
Eritematozus
Say1 5 11 16
Pozitif

DFS70 Yiizde 16,7 36,7 26,7

Pozitifligi Say1 25 19 44
Negatif 3,068 | 0,080

O Viizde 833 63,3 733

Say1 30 30 60

Toplam
Yiizde 100,0 100,0 100,0

Uygulanan ki kare analizi sonucunda allerjik rinit ve sistematik lupus

eritematozus gruplari ile DFS70 arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki

bulunmamaktadir (p>0,05) (Tablo 4.11).

Tablo 4.12. Allerjik astim ve sistemik lupus eritematozus gruplart ile DFS70
pozitifligi arasindaki iliskinin incelenmesi

Grup Risk
. Sistemik . (95
AA||erJ|k Lupus Toplam | Ki Kare p Giiven
sam | e tematozus Araligy)

Sayi 1 11 12

Pozitif

DFS70 Yiizde 33 36,7 20,0
Pozitifligi Sayi 29 19 48 2,316
Negatif — 10,417 |0,001* | (1,570-
Yiizde 96,7 63,3 80,0 3.417)

Say1 30 30 60

Toplam
Yiizde 100,0 100,0 100,0

*.p<0,05 (Istatistiksel olarak anlamli)

Uygulanan ki kare analizi sonucunda allerjik astim ve sistemik lupus

eritematozus gruplari ile DFS70 arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski

bulunmaktadir (p<0,05). Buna gore sistemik lupus eritematozus grubunda DFS70

pozitif olanlarin orani (%36,7) allerjik astim grubundan (%3,3) anlamli derecede

daha fazladir. Ayrica lupus eritematozus grubunda DFS pozitif olma riski allerjik
astim grubundan 2,316 kat daha fazladir (Tablo 4.12).

27



Tablo 4.13. Urtiker ve sistemik lupus eritematozus gruplar1 ile DFS70 pozitifligi
arasindaki iliskinin incelenmesi

Grup Risk
Sistemik ) Toplam |KiKare| p (5
Lupus Urtiker Giiven
Eritematozus Araligr)
Sayt 11 4 15
Pozitif
DESTO Ve 36,7 133 250
Pozitifligi Say: 19 26 45 1,737
Negatif 4,356 |0,037*| (1,098-
Yiizde 63,3 86,7 75,0 2.746)
Say1 30 30 60
Toplam
Yiizde 100,0 100,0 100,0

*:p<0,05 (Istatistiksel olarak anlamli)

Uygulanan ki kare analizi sonucunda iirtiker ve sistemik lupus eritematozus

gruplart ile DFS70 arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki bulunmaktadir

(p<0,05). Buna gore sistemik lupus eritematozus grubunda DFS70 pozitif

olanlarin oran1 (%36,7) iirtiker grubundan (%13,3) anlamli derecede daha fazladir.

Ayrica sistemik lupus eritematozus grubunda DFS pozitif olma riski {rtiker

grubundan 1,737 kat daha fazladir (Tablo 4.13).

Tablo 4.14. Romatoid artrit ve sistemik lupus eritematozus gruplart ile DFS70
pozitifligi arasindaki iliskinin incelenmesi

Grup Risk
Romatoid | SISt€MIK | Toplam | KiKare| p G@S
. Lupus uyen
ANt | e itematozus Arahigy)
Say! 3 11 14
Pozitif
DFS70 Yiizde 10,0 36,7 23,3
Pozitifligi Say1 27 19 46 1,902
Negatif 5,963 |0,015* | (1,225-
Yiizde 90,0 63,3 76,7 2,953)
Say1 30 30 60
Toplam
Yiizde 100,0 100,0 100,0

*:p<0,05 (Istatistiksel olarak anlaml)
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Uygulanan ki kare analizi sonucunda romatoid artrit ve sistemik lupus
eritematozus gruplar1t ile DFS70 arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki
bulunmaktadir (p<0,05). Buna gore sistemik lupus eritematozus grubunda DFS70
pozitif olanlarin oran1 (%36,7) romatoid artrit grubundan (%10) anlamli derecede
daha fazladir. Ayrica sistemik lupus eritematozus grubunda DFS pozitif olma riski
romatoid artrit grubundan 1,902 kat daha fazladir (Tablo 4.14).

Tablo 4.15. Allerjik hastaliklar (Rinit+Astim+Urtiker) ve sistemik lupus
eritematozus gruplari ile DFS70 pozitifligi arasindaki iliskinin incelenmesi

Grup Risk
i ; . 95
Allerjik H Sistemik | Toplam | KiKare| p G('
(R+A+0) Lupus e
Eritematozus Arahg)
Say1 10 11 21
Pozitif
DESTO Yizde | 111 36,7 175
Pozitifligi Sayl 80 19 99 2,729
Negatif 10,178 | 0,001 | (1,537-
Yiizde | 88,9 63,3 82,5 1.846)
Say1 90 30 60
Toplam
Yiizde 100,0 100,0 100,0

*:p<0,05 (Istatistiksel olarak anlaml)

Uygulanan ki  kare analizi  sonucunda  allerjik  hastaliklar
(rinit+astim+iirtiker) ve sistemik lupus eritematozus gruplari ile DFS70 arasinda
istatistiksel olarak anlamli iligki bulunmaktadir (p<0,05). Buna gore sistemik
lupus eritematozus grubunda DFS70 pozitif olanlarin orani (%36,7) allerjik
hastaliklar (rinit+astim+rtiker) grubundan (%11,1) anlamli derecede daha
fazladir. Ayrica sistemik lupus eritematozus grubunda DFS pozitif olma riski
allerjik hastaliklar (rinit+astim+iirtiker) grubundan 2,729 kat daha fazladir (Tablo
4.15).

29



Tablo 4.16. Gruplara gére DFS70 ELISA ile DFS70 immiinblot arasindaki
iligkilerin incelenmesi

DFS70 Immiinblot
Pozitif Negatif Ki Kare D
Say1 | Yiizde | Sayr | Yiizde
(n) (%0) (n) (%0)
i Pozitif 1 100,0 0 0,0
Allerjik ! 30,000 | 0,033*
Astim Negatif 0 0,0 29 100,0
i Pozitif 2 50,0 2 50,0
é!'e.”'k ! 0,205 | 0,004
init Negatif 1 3,8 25 96,2
i Pozitif 2 66,7 1 33,3
iom.ato'd ! 19286 | 0,007*
DES70 rtrit Negatlf 0 0,0 27 100,0
ELISA | Sistemik Pozitif 4 80,0 1 20,0
Lupus ) 5,880 0,031*
Eritematozus | Negatif 6 24,0 19 76,0
- Pozitif 2 100,0 0 0,0
Urtiker - 13,929 0,014*
Negatif 2 7.1 26 92,9
Pozitif 1 100,0 0 0,0
Kontrol _ 30,000 | 0,033*
Negatif 0 0,0 29 100,0

*:p<0,05 (Istatistiksel olarak anlamh), Ki Kare analizinin beklenen deger varsayimi
saglanamadigi icin Fisher Exact sonuglart kullanilmigtir.

Uygulanan ki kare analizi sonucunda tim gruplarda DFS70 ELISA ile
DFS70 immiinblot arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmaktadir
(p<0,05). Buna gore tiim gruplar i¢in DFS70 ELISA pozitif olanlarda DFS70
immiinblot pozitif olanlarin oran1t DFS70 ELISA negatif olanlarinda oranindan
anlamli derecede daha fazladir (Tablo 4.16).

Uygulanan ki kare analizi sonucunda DFS70 ELISA ile DFS70 immiinblot
arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki bulunmaktadir (p<0,05). Buna gore
DFS70 ELISA pozitif olanlarda DFS70 immiinblot pozitif olanlarin oran1 (%73,3)
DFS70 ELISA negatif olanlarin oranindan (%6,7) anlamli derecede daha fazladir.

30



Tablo 4.17. Gruplara goére DFS70 pozitifligi ile ANA pozitifligi arasindaki
iligkilerin incelenmesi

ANA
Pozitif Negatif Ki Kare D
Sayr | Yiizde | Say1 | Yiizde
(n) (%) (n) (%)
i Pozitif 1 100,0 0 0,0
Allerjik ! 3122 | 0,067
Astim Negatif 1 3,4 28 96,6
i Pozitif 1 20,0 4 80,0
é!'e.”'k ! 3,765 | 0,167
init Negatif 0 0,0 25 100,0
i Pozitif 2 66,7 1 33,3
iom.ato'd _ 1556 | 0,251
DES70 rtrit Negatlf 8 29,6 19 70,4
Sistemik Pozitif 10 90,9 1 9,1
Lupus ) 1,292 0,372
Eritematozus | Negatif 14 | 737 | 5 26,3
e Pozitif 1 25,0 3 75,0
Urtiker - 1,720 0,253
Negatif 1 3,8 25 96,2
Pozitif 1 100,0 0 0,0
Kontrol : 3,362 0,200
Negatif 5 17,2 24 82,8

Ki Kare analizinin beklenen deger varsayum saglanamadigi igin Fisher Exact sonuglart
kullanilmistir.

Uygulanan ki kare analizi sonucunda tiim gruplarda DFS70 ile ANA
pozitifligi arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki bulunmamaktadir (p>0,05)
(Tablo 4.17).

Uygulanan ki kare analizi sonucunda DFS70 ile ANA pozitifligi arasinda
istatistiksel olarak anlamli iligki bulunmaktadir (p<0,05). Buna goére DFS70
pozitif olanlarda ANA pozitif olanlarin orani (%62,5) DFS70 negatif olanlarin

oranindan (%19) anlaml derecede daha fazladir.
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5. TARTISMA

Anti-DFS70 antikoru gilinlimiizde birincil hedefi olan lens epiteli biiyiime
faktorii (LEDGF), DNA baglayic1 transkripsiyon koaktivator p75 olarak da
adlandirilmaktadir.

DFS70/LEDGF prostat tiimoér dokusunda ve diger kanser hiicrelerinde
yiiksek oranda eksprese edilir. Viral integraz ile bir etkilesim sayesinde, insan
bagisiklik sistemi bozucu viriisiin (HIV) ¢ogalmasi icin bir kofaktor olarak gorev
alir ve bunun gibi bir dizi fizyolojik isleve sahiptir (50).

DFS70/LEDGFp75 ve kisa ek varyant1 olan LEDGF/p52, 15 ekzon ve 14
introndan olusan ayni genden derive olmustur. Bu varyantlar farkli niikleer
bolgeleri lokalize eder ve ektopik olarak asir1 eksprese edildiginde karsit roller
oynarlar, DFS70 bir stres sagkalim proteini, p52 ise bir pro-apoptotik protein
olarak davranir (51).

DFS70, alkol, ultraviyole B (UVB) 1s1n1, sitotoksik ilaglar ve bazi viriisler
gibi cevresel stres faktorleri karsisinda hiicre sagkaliminin desteklenmesinde
onemli bir rol oynar (52). Sonu¢ olarak, bu gibi stres faktorleri, DFS70
aktivasyonuna yol acan artmis hiicresel oksidatif strese yol agar. DFS70'in stres
sagkalim fonksiyonlari, stres koruyucu, antioksidan ve inflamatuar genleri
transkripsiyonel olarak aktive etme yetenegine baglhdir (52).

Anti-DFS70 antikorunun herhangi bir hastaliga 6zgiil olmamasi, sistemik
otoimmiin romatizmal hastaliklar digindaki bir¢ok inflamatuvar durumda, allerjik
hastaliklarda ve 6zellikle de saglikli bireylerde sik oranda saptanmasindan dolay1
klinik uygulamadaki yeri tam olarak belirlenememistir.

Calismamizda, tedavi alan ve almayan, astim, allerjik rinit, tirtiker, romatoid
artrit, sistemik lupus eritematozus tanili hastalar ve saglikli goniilliiler grubunda
IIF, immiinblot ve ELISA yontemi ile, ANA, ENA profil ve Anti-DFS70
Antikoru ¢alisilarak bu hastaliklarla iliskisi analiz edildi.

Calismaya her grup icin 30’ar kisi alinmis toplamda 180 kisi ile

caligilmistir.
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Anti-DFS70 antikoru baslangigta, hedef otoantijenin molekiiler kitlesi ve IIF
paternine gore adlandirilmistir. Tipik DFS70 IIF paterni benzersiz bir benekli
paterndir, interfazdaki niikleus ve metafazdaki kromatin boyunca dagilmistir ve
cekirdekteki beneklerin yogunluguna, biiyiikliik ve parlakligima gore goriiniimii
degisir (49).

Watanabe ve arkadaslarinin saglikli 597 hastane calisaninda anti-DFS70
antikor sikligin1 degerlendirmek iizere yaptiklar1 ¢calismada IIF testinde 64 kiside
anti-DFS70 pozitif saptanmistir (%11). IIF testinde pozitif saptanan 64 kisi 1B
testinde de pozitif bulunmustur. ELISA testinde ise 82 6rnek pozitif saptanmustir.
IB de pozitif saptanan 64 Ornekten 57°si ELISA testinde gercek pozitif, 7’si
yalanci negatif olarak bulunmustur. ELISA testinin sensitivitesi %89 olarak
saptanmustir (9).

Muro ve arkadaglart yaptiklart ¢alismada ¢esitli SARD tanilarina sahip 500
hastada anti-DFS70 antikorunu IIF, IB ve ELISA yontemiyle arastirmislardir.
Aragtirmacilar 22 hastada anti-DFS70 antikorunu pozitif bulmuslardir. ELISA
yontemi ile 18 hastada diger ANA’lar pozitif, 3 hastada diger ANA’lar negatif ve
bir hastada ise sadece antisitoplazmik antikor pozitif bulunmustur (10).

Mariz ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada 918 saglikli birey ve 153 SARD
tanist olan hastada ANA pozitifligini IIF yontemi ile degerlendirmislerdir. Toplam
918 saglikli bireyin 118’inde ANA pozitifligi gbzlenmis olup, 118 ANA pozitif
saglikli bireyin de 39 (%4.2)’unda DFS paterni saptanmistir. Bu ¢alismada 153
SARD tanis1 olan hastanin hi¢birinde DFS paterni saptanmamaistir (5).

Bizim c¢alismamizda ELISA testinde Anti-DFS70 antikorunu, kontrol
grubunda 1, astim grubunda 1, RA grubunda 3, allerjik rinit grubunda 4, SLE
grubunda 5 ve iirtiker grubunda 2 bireyde pozitif saptadik.

Immiinoblot testinde Anti-DFS70 antikor pozitif olan birey sayisini, kontrol
grubunda 1, astim grubunda 1, RA grubunda 2, allerjik rinit grubunda 3, SLE
grubunda 10 ve iirtiker grubunda 4 birey olarak saptadik.

IIF testinde ANA pozitif bireylerin oranin1 kontrol grubunda %20, astim
grubunda %6,6, RA grubunda %36,6, allerjik rinit grubunda %6,6, SLE grubunda
%80 ve iirtiker grubunda %10 olarak saptadik.
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SLE, RA, iirtiker, astim ve kontrol grubunda ELISA ile Anti-DFS70 pozitif
saptanan tiim bireylerde, immiinblot ile Anti-DFS70 ve IIF yontemi ile ANA
pozitif saptandi. allerjik rinit grubunda ise, Anti-DFS70 pozitif olan 4 bireyin
2’sinde immiinblot ile Anti-DFS70 ve IIF yontemi ile ANA negatif saptandi.

Muro ve arkadaglarinin ¢alismasinda Anti-DFS70 pozitif saptanan 7 SLE
hastasinin 4’tinde Anti-SSA/Ro0 antikoru, 6/7 hastada Anti-dsDNA ve 2/7 hastada
da Anti-Sm antikoru pozitif bulunmustur (10). Bizim ¢alismamizda Anti-DFS70
pozitif saptanan 11 SLE hastasinin, 5’inde Anti-ds DNA, 3’iinde Anti-SSB, Anti-
SSA, 2’sinde Anti-Sm, 6’sinda Anti-Histon antikor pozitif bulundu.

SLE grubunda Anti-DFS70 pozitif olanlarin oranmin (%36,7) kontrol
grubundan (%3,3) anlamli derecede daha fazla oldugu goriildii (p<0,05). Ancak
SLE grubundaki Anti-DFS70 pozitif olan bireylerin %81,8’inde, immunblot
yontemiyle bakilan hastalik ile iligkili ¢esitli diger antikor pozitifliklerinin de eslik
ettigi gorildi. Kontrol grubundaki Anti-DFS70 pozitif bireyde ek antikor
pozitifligi goriilmedi.

Bizim ¢aligmamizda da goriildiigii iizere, SARD tanis1 olanlarda, Anti-
DFS70 antikoru genellikle diger hastaliga spesifik otoantikorlar ile birlikte
bulunmaktadir. Ancak izole Anti-DFS70 antikorlarinin varligi SLE, Sistemik
Skleroz, Sjogren Sendromu, MCTD gibi otoimmiin inflamatuar hastaliklari
dislamada yardimci, degerli bir biyobelirteg olarak onerilmektedir (10).

Allerjik rinit, tirtiker ve astim grubunda kontrol grubuyla karsilagtirildiginda
Anti-DFS70 pozitifligi arasinda anlamli fark gozlenmedi (p>0,05). Bu sonucun
oncelikle gruplardaki birey sayilarinin az olmas ile iliskili olabilecegi diistiniildii.

Allerjik astim ve SLE gruplari ile Anti-DSF70 antikoru arasinda istatistiksel
olarak anlamli iligki bulunmaktadir (p<0,05). Buna gére SLE grubunda Anti-
DSF70 antikoru pozitif olanlarin oran1 (%36,7) Allerjik astim grubundan (%3,3)
anlamli derecede daha fazladir.

Urtiker ve SLE gruplar1 ile Anti-DSF70 antikoru arasinda istatistiksel olarak
anlaml iliski bulunmaktadir (p<0,05). Buna goére SLE grubunda Anti-DSF70
antikoru pozitif olanlarin oran1 (%36,7) iirtiker grubundan (%13,3) anlamli

derecede daha fazladir.
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Allerjik rinit ve sistematik SLE gruplar1 ile Anti-DSF70 antikoru arasinda
istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmamaktadir (p>0,05).

RA ve SLE gruplar ile Anti-DSF70 antikoru arasinda istatistiksel olarak
anlaml iliski bulunmaktadir (p<0,05). Buna gére SLE grubunda Anti-DSF70
antikoru pozitif olanlarin orani (%36,7) RA grubundan (%10) anlamli derecede

daha fazladir.
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6. SONUCLAR

Bu calismada amag¢ DFS70 ANA antikorunun saglikli bireylerden 6zellikle
allerjik rahatsizlig1 olanlarda astim rinit veya trtiker pozitif olabilecegi ve gene bu
gruplarda diger ANA antikor subgruplarinin negatif olmasi literatiir bilgisinin de
tekrarlanabilir olup olmadigin1 goérmek {izere planlanmigtir. SLE hastaligi
olanlarda ¢alismamizda kontrol grubuna gore anlamli oranda DFS70 pozitifligi
saptanmistir. Ancak bu hastalarin ¢cogunda diger otoantikorlar da pozitiftir. Bu
durum zaten poliklonal antikor yaniti olan bir otoimmiin hastalik olan SLE igin

beklenen bir durumdur.

Ancak saglikli bireylerde DFS70 antikor pozitifligi 1 adet saptanmistir.
Ancak allerjik rinit, astim veya irtiker olan hastalarda bu DFS70 antikor
pozitifligi daha fazla oranda pozitiftir. Ozellikle allerjik rinit olan 5 hastada
DFS70 pozitiftir. Bu hastalarda diger otoantikorlar pozitif saptanmamistir. Bu
durum literatiir bilgisi ile de paralel goriilmektedir. Muhtemel hasta sayisinin
azlig1 nedeni ile istatistiksel anlamli olmasa da, allerjik rinitli hastalarda en fazla
oranda DFS70 pozitifligi goriilmektedir. Bu anlamda DFS70 ANA antikorunun
aslinda patolojik bir antikor olmaktan ¢ok. otoimmiin hastalik disginda da
gorllebildigi literatiir bilgisi ile uyum gostermektedir. Anti DFS70 antikoru
degisik metodlarla bakilabilmektedir. Ozellikle ELISA ile yapilan testler daha
fazla klinik uyum saglamaktadir. Immunfloresan ydntemle gozle bir teknisyen
tarafindan testin bakilmasinda bazen kisisel farkliliklara rastlanilabilmektedir.
Keza immiinblot yonteminin duyarliligi konusunda ve false pozitif veya negatif
degerler goriilebilmesi agisinda ELISA ile kiyaslandiginda nispeten duyarliliginin

daha diisiik oldugu soylenebilir.

Bu tezde hasta sayisina tam olarak ulagilamamasi tezin zayif yoniidiir. Keza
hastalarin heterojen yapisi, tedavi almakta olan ve olmayan hastalarin da

calismada yer almasi diger bir zayiflatict etkendir.

Bununla beraber, bu tezde literatiir bilgisine benzer sekilde, 6zellikle allerjik
rinitli hastalarda tamamen saglikli bireylere gére DFS70 antikor pozitifliginin tek

basina goriilebilecegini gostermesi agisindan Onemlidir. Calismanin sadece
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allerjik rinitli hastalarda, daha fazla hastada yapilmasi daha faydali olacaktir diye

distiniilmistiir.
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7. OZET

Anti-DFS70 Antikorlarimin Otoimmiin ve Allerjik Hastaliklardaki Rolii

Nedir ve Otoimmiin Hastaliklarda Koruyucu Rolii Var midir?

Anti-DFS70 antikorunun herhangi bir hastalifa 6zgiil olmamasi, sistemik
otoimmiin romatizmal hastaliklar disindaki birgok inflamatuar durumda, allerjik
hastaliklarda ve 6zellikle de saglikli bireylerde sik oranda saptanmasindan dolay1
klinik uygulamadaki yeri tam olarak belirlenememistir.

ANA IIF testindeki DFS70 paterni baslangigta interstisyel sistitli hastalarda
tanimlanmistir. Daha sonra ¢ok ¢esitli kronik inflamatuar durumlarda, otoimmiin
tiroidit, Vogt-Koyanagi — Harada sendromu (%66.7), atopik dermatit (%30),
kanser ve hatta belirgin bir oranda saglikli bireylerde raporlanmistir.

Tipik DFS70 IIF paterni benzersiz bir benekli paterndir, interfazdaki
niikleus ve metafazdaki kromatin boyunca dagilmistir ve ¢ekirdekteki beneklerin
yogunluguna, biyiiklik ve parlakligina gore goriinimi degigir. Antikor
giiniimiizde birincil hedefi olan lens epiteli biiyiime faktori (LEDGF), DNA
baglayici transkripsiyon koaktivator p75 olarak da adlandirilmaktadir.

Calismamizda, tedavi alan ve almayan, astim, allerjik rinit, tirtiker, romatoid
artrit, sistemik lupus eritematozus tanili hastalar ve saglikli goniilliiler grubunda,
her grupta 30’ar kisi olmak iizere toplam 180 kisi alinarak, IIF, immiinblot ve
ELISA yontemi ile, ANA, ENA profil ve Anti-DFS70 Antikoru calisilarak bu
hastaliklarla iligkisi analiz edildi.

Bu calismada amag¢ Anti-DFS70 antikorunun saglikli bireylerden o6zellikle
allerjik rahatsizlig1 olanlarda, astim rinit veya lirtiker, pozitif olabilecegi ve gene
bu gruplarda diger ANA antikor subgruplarinin negatif olmasi literatiir bilgisinin
de tekrarlanabilir olup olmadigin1 goérmek tizere planlanmistir.

SLE hastalig1 olanlarda ¢alismamizda kontrol grubuna gore anlamli oranda
DFS70 pozitifligi saptanmistir. Ancak bu hastalarin cogunda diger otoantikorlar
da pozitiftir. Bu durum zaten poliklonal antikor yanit1 olan bir otoimmun hastalik

olan SLE i¢in beklenen bir durumdur.

38



Saglikli bireylerde DFS70 antikor pozitifligi 1 adet saptanmistir. Ancak
allerjik rinit, astim veya {irtiker olan hastalarda DFS70 antikor pozitifligi daha
fazla oranda pozitiftir. Ozellikle allejik rinit olan 5 hastada DFS70 pozitiftir. Bu
hastalarda diger otoantikorlar pozitif saptanmamuistir. Bu durum literatiir bilgisi ile
de paralel goriilmektedir.

ELISA ile yapilan testler daha fazla klinik uyum saglamaktadir.
Immiinfloresan yontemle gozle bir teknisyen tarafindan testin bakilmasinda bazen
kisisel farkliliklara rastlanilabilmektedir. Keza immiinblot yonteminin duyarlilig
konusunda ve yanlis pozitif veya negatif degerler goriilebilmesi agisinda ELISA
ile kryaslandiginda nispeten duyarliligin daha diisiik oldugu soylenebilir.

Muhtemel hasta sayisinin azlig1 nedeni ile istatistiksel anlamli olmasa da,
allerjik rinitli hastalarda en fazla oranda DFS70 pozitifligi goriilmektedir. Bu
anlamda Anti-DFS70 antikorunun aslinda patolojik bir antikor olmaktan ¢ok,
otoimmiin hastalik disinda da goriilebildigi literatiir bilgisi ile uyum
gostermektedir.

Bu calismada literatiir bilgisine benzer sekilde ozellikle allerjik rinitli
hastalarda tamamen saglikli bireylere gére DFS70 antikor pozitifliginin tek basina
gorilebilecegini gostermesi acisinda onemlidir. Calismanin sadece allerjik rinitli
hastalarda daha fazla hastada yapilmasi daha faydali olacaktir diye

distiniilmistiir.

Anahtar Sozciikler: Anti-DFS70, ELISA, SARD,
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8. ABSTRACT

What is the Role of Anti-DFS70 Antibodies in Autoimmune and Allergic
Diseases and Does it Have a Protective Role in Autoimmune Diseases ?

Since the anti-DFS70 antibody was not specific for any disease and was
found in many inflammatory conditions other than systemic autoimmune
rheumatic diseases, especially in allergic diseases and in healthy individuals, its
importance in clinical practice has not been fully established.

The DFS70 pattern in the ANA IIF assay was initially described in patients
with interstitial cystitis. Subsequently, in a wide variety of chronic inflammatory
conditions, autoimmune thyroiditis, Vogt-Koyanagi - Harada syndrome (66.7%),
atopic dermatitis (30%), cancer, and even a significant proportion of healthy
individuals were reported.

The typical DFS70 IIF pattern is a unique speckled pattern, distributed
throughout the chromatin in the interphase of nucleus and in the metaphase, and
changes in appearance according to the density, size and brightness of the spots in
the nucleus. The antibody is now referred to as the primary target lens epithelium
growth factor (LEDGF), DNA binding transcription coactivator p75.

In our study, 30 people in each group, including a total of 180 people,
including patients with asthma, allergic rhinitis, urticaria, rheumatoid arthritis,
systemic lupus erythematosus and healthy volunteers, ANA, ENA profile and
Anti-DFS70 antibody studied with IIF, Immunoblot and ELISA method and the
relationship between these illnesses was analyzed.

The aim of this study was to determine whether anti-DFS70 antibody may
be positive for asthma, rhinitis or urticaria, especially in patients with allergic
discomfort, and negative for other ANA antibody subgroups in these groups and
planned to see whether the literature information is reproducible.

In our study, DFS70 positivity was significantly higher in patients with SLE
disease than in the control group. However, other autoantibodies are positive in
the majority of these patients. This is an expected situation for SLE, an

autoimmune disease with a polyclonal antibody response.
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DFS70 antibody positivity was 1 in healthy individuals. However, DFS70
antibody positivity is more positive in patients with allergic rhinitis, asthma or
urticaria. DFS70 was positive in 5 patients, especially allergic rhinitis. Other
autoantibodies were not positive in these patients. This situation is seen parallel to
the literature information.

Tests with ELISA provide more clinical compliance. There may sometimes
be personal differences in the testing of the test by a technician using an
immunofluorescent method. Likewise, it can be said that the sensitivity of the
immunoblot method is relatively low compared to ELISA in terms of sensitivity
and false positive or negative values.

Although there is no statistical significance due to the low number of
patients, DFS70 positivity is the highest in Allergic Rhinitis patients. In this sense,
the anti-DFS70 antibody is in fact compatible with the literature, which can be
seen outside the autoimmune disease rather than as a pathological antibody.

In this study, similar to the literature, it is important to show that DFS70
antibody positivity can be seen alone, especially in patients with allergic rhinitis
compared to completely healthy individuals. it was thought that it would be more
beneficial to perform the study in more patients with allergic rhinitis.

Key Words: Anti-DFS70, LEDGF, SARD
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Ek 2. Aydinlatilmis Onam Formu

AYDINLATILMIS ONAM FORMU

Katilimer / Génullunin Protokol Numarasi:
1. Arastirmayla ilgili Bilgiler:
Arastirmanin Adi: Anti-DFS70 antikorlarinin otoimmiin ve alerjik hastaliklardaki roli
nedir ve otoimmiin hastaliklarda koruyucu roli var midir ?

a. Arastirmanin igerigi: DFS 70 antikoru ile romatizmal ve alerjik
hastaliklar arasindaki iliski

b. Arastirmanin Amaci: DFS70 proteininin alerjik ve sistemik otoimmun
romatolojik hastaliklardaki klinik 6nemini ortaya gikarmak

c. Arastirmanin Nedeni:
() Bilimsel arastirma
(X)) Tez galismasi
d. Arastirmanin Ongériilen Siiresi: 1 yil
e. Arastirmaya Katilmasi Beklenen Katilimci/Gonlli Sayisi: 180

f.  Arastirmada izlenecek Deneysel islemler: SOR

2. Gonullinun/Katihmcinin Uygulama Sirasinda Karsilasabilecegi Riskler ve Rahatsizliklar:

Hastalar rutin polikinik kontroliine geldiklerinde rutin kan tahlillerini verirken ek olarak 1
serum tlpl kan, ¢calisma igin alinacaktir.Aragtirmanin igerigi olarak extradan bir riskle
karsilasmayacaklardir.

Yukarida agiklanan arastirma sirasinda uygulanacak olan islemlerin bana asagida belirtilen
riskleri ve rahatsizliklari getirebileceginin bilincindeyim:

Yoktur

3. Goniilliler/Katiimcilar igin Arastirmadan Beklenen Yarar:

Hastalarin klinik olarak aktivasyonu ile Anti-DFS70 antikor arasinda iligski olup olmadigina
bakilacak, Anti-DFS70 antikorunun otoimmiin ve alerjik hastaliklarla olan iliskisi
saptanacaktir.

48



4. Arastirma Konusundaki Sorularin Cevaplandiriimasi:

Aragtirmanin yiiriitiilmesi sirasinda olasi yan etkiler, riskler ve zararlar ile haklarim
konusunda bilgi almak icin asagida belirtilen kisiyle baglanti kurmam yeterli olacaktir.

Adi- Soyadi: Umran Yildinm Telefon: 5321780195

5. Zararlarin Karsilanmasi:

Bu galismaya katildigim icin zarar gorecek olursam, gerekli olan tibbi bakimin sorumlu
arastirmaci tarafindan yerine getirilecegi, uygulanan isleme bagli olarak gelisebilecek her
tiir hasara (sakatlanma ve 6liim dahil) karsi giivencede oldugum, masraflarimin Umran
Yildirim tarafindan karsilanacagi bana bildirildi.

6. Arastirma Giderleri:

Aragtirma kapsamindaki biitiin islemler igin benden ya da bagh bulundugum sosyal
glivenlik kurulusundan higbir licret istenmeyecektir.

7. Gondllulak, Calismayi Reddetme ve Calismadan Cekilme Hakki, Calismadan
Cikarilma:

a. Aragtirmaya higbir baski ve zorlama altinda olmaksizin goniillii olarak
katiliyorum.

b. Arastirmaya katilmayi reddetme hakkina sahip oldugum bana bildirildi.

c. Sorumlu arastirmaciya haber vermek kaydiyla, hicbir gerekge
gostermeksizin istedigim anda bu ¢alismadan gekilebilecegimin
bilincindeyim.

8. Calismanin yiriitiiciisii olan arastirmaci ya da destekleyen kurulus,
¢alisma programinin gereklerini yerine getirmedeki ihmalim nedeniyle ya
da arastirma prosediiriine bagl olarak onayimi almadan beni ¢alisma
kapsamindan gikarabilir.

9. Gizlilik:

Calismanin sonuglari bilimsel toplantilar ya da yayinlarda sunulabilir. Ancak bu tir
durumlarda kimligim kesin olarak gizli tutulacaktir.

10. Calismaya Katilma Onayi:
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Yukarida yer alan ve arastirmadan 6nce géniilliiye / katiimciya verilmesi gereken bilgileri
gosteren Aydinlatilmis Onam Formu adli metni kendi anadilimde okudum ya da bana
okunmasini sagladim. Bu bilgilerin igerigi ve anlami, yazili ve s6zIii olarak agiklandi. Akhma
gelen bitiin sorulari sorma olanagi tanindi ve sorularima doyurucu cevaplar aldim.
Calismaya katilmadigim ya da katildiktan sonra gekildigim durumda, hicbir yasal
hakkimdan vazge¢mis olmayacagim. Bu kosullarla, s6z konusu aragtirmaya higbir baski ve
zorlama olmaksizin goniillii olarak katilmayi kabul ediyorum.

Bu metnin imzali bir kopyasini aldim.
Goniilliiniin / katihmcinin Adi- Soyadi:
Yas ve Cinsiyeti:
imzasi:

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Tarih:
Velayet ya da vesayet altinda bulunanlar igin;
Veli ya da Vasinin Adi- Soyadi:
imzasi:

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

..........................................................................................

Agiklamalari Yapan Arastirmacinin Adi- Soyadi:
imzasi:
Tarih:
Onam alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulug goérevlisinin
Adi- Soyadi:
imzasi:
Gorevi:

Tarih:
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