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OZET

ANTINUKLEER ANTIiKOR (ANA) SONUCLARI iLE EKSTRAKTE
EDILEBILIR NUKLEER ANTIKORLARI (ENA) ARASINDAKI ILISKININ
ARASTIRILMASI

Otoimmiin hastaliklar, organizmanin kendi hiicre ve dokularina karst immiin
yanit gelismesi sonucu olugsmaktadir. Anti niikleer antikor (ANA) ad1 verilen, hiicre
niikleusu ve/veya sitoplazmasindaki niikleer yapilara karsi gelisen otoantikorlar,
otoimmiin hastaliklarin tanisinda biiyiik Onem tasimakta ve Ozellikle bag doku
hastaliklarinin (BDH) teshisinde ©nemli bir tami kriteridir. ANA pozitifliginin
saptanmasi amaciyla bircok yontem gelistirilmis olmasina ragmen en eski yontem
olarak bilinen immiinfloresans antikor (IFA) teknigi, hala en yaygin kullanilan
yontem olma 0Ozelligini korumaktadir. ANA tarama testi olarak IFA, antikor titresi
hakkinda ve boyanma patterni ile de spesifik antikorlar hakkinda bilgiler verir.
BDH’de, hastalik tipinin belirlenmesi ve siddetinin takibinde ekstrakte edilebilen
niikleer antijenlere kars1 gelisen antikorlarin (anti-ENA) oOnem tasidig
vurgulanmaktadir.

Calismamizda, farkli kliniklerden laboratuvarimiza génderilen, 403 (%72.1)
kadin, 156 (%27.9) erkek olmak iizere toplam 559 hasta serumunda IFA ve
immunoblot teknikleriyle ANA pozitifligi arastirilmistir. IFA teknigi ile mikroskobik
boyanma sekilleri dikkate alinmig, immiinoblot teknigi ile alt grup tayini yapilmistir.

Calismamiz neticesinde, IFA yontemi ile 160 (%28.6) ve immiinoblot teknigi
ile 190 (%34.0) hastada ANA pozitifligi belirlenmistir. Immiinoblot tekniginde,
duyarlilik %61.3 ve 6zgiillik %76.9 olarak hesaplanmustir.

ANA pozitifliginin belirlenmesinde tek bir yontem ile tamiya gidilmesinin
dogru bir uygulama teknigi olmadigi bilinmektedir. Immiinoblot yontemi ile alt
gruplarinin ayirt edilebilmesinin, hatta ayni1 hastada birden fazla alt grubun
saptanabilmesinin miimkiin oldugu goriilmiistiir. Sonu¢ olarak, IFA yontemi ile
beraber bir veya birkac¢ testin bir arada kullanilmasinin, sonuclarin giivenilirligi

acisindan uygun oldugunu diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Antiniikleer antikor, anti-ENA, immiinoblot, immiinofloresans

antikor, otoantikor, otoimmiin hastalik.
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SUMMARY

INVESTIGATION THE RELATION BETWEEN ANTINUCLEAR
ANTIBODIES (ANA) RESULT AND EXTRACTABLE NUCLEAR
ANTIGENS (ENA)

Autoimmune diseases occur as a result of the immune response to self
antigens and tissues of the organism. Antinuclear antibodies (ANA) autoantibodies
generated against to nuclear/ cytoplasmic components of the cell are very important
in the diagnosis of these disorders and especially detection of autoantibodies is
important diagnostic criteria for connective tissue diseases. Although a number of
methods are available for the detection of ANA, immunofloresance antibody (IFA)
method, known as the oldest technique, is still widely used. IFA method is served as
a ANA scanning test that inform about antibody titration and also specific antibodies
by staining pattern. The autoantibodies orginated to extractable nuclear/cytoplasmic
antigens, anti-ENA antibodies in connective tissue disease has been noticed for
evaluation of the disease differantion and the severity of the course.

In our study, it was investigated ANA positivity by using IFA and
immunoblotting techniques on a total 559 patient sera from different clinics. The
enrolled patients were 403 (%72.1) women and 156 (%27.9)men. IFA for the
examination titration and patterns were taken into consideration and subgroups were
determinated by immunoblotting techniques.

As a result of our study, the positivity was found in 160 (%28.6) sera by IFA
and 190 (%34.0) sera by immunoblotting. Sensitivity was found %61.3 and
specificity was found %76.9 for immunoblotting.

In conclusion, it is known that diagnosis with only one method is not a
reliable aproach for the detection of ANA positivity. It is available to differantiate
subgroups of ANA and to determinate different subgroups in same patient by
immunoblotting. Therefore we suggest using one or more than one tests together

with IFA was suitable in order to get more reliable results.

Key words: Antinuclear antibody, anti-ENA, autoantibody, autoimmune disease,

immunoblotting, immunofloresance antibody.
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KISALTMALAR

ABD : Amerika Birlesik Devletleri

ACA : Anti-sentromer antikorlar1

ANA : Antiniikleer antikorlar

APC : Antijen sunucu hiicrelerin

BDH : Bag doku hastaliklar

CIE : Counter immiinoelektroforez testi

CREST sendromu : Calcinosis, Raynaud’s, Esophagus, Sclerodactyly ve
Telangiectasia sendromu

DNP : Deoksiriboniikleoprotein

EBY : Epstein-Barr viriisii

EIA : Enzim Immunoassay

ELISA : Enzime Bagli ImmunoSorbent Analiz Testi
ENA : Ekstrakte edilebilir niikleer antijen

HLA : Insan 16kosit antijenlerini

IDDM : Insiiline bagl diabetus mellitus

IFA : iImmiinofloresan Antikor Testi

IFAT : Indirek immiin floresan antikor testi

LAMP : Lizozomal iligkili membran proteini
LATS : Uzun siireli tiroit uyarici

LE : Lupus eritematozus

MCTD : Karisik bag doku hastaliklari

NOR : Niikleolar organizasyon bolgesi

PBC : Birincil biliyer siroz

PML : Promiyelositer 16semi

PMNL : Polimorfoniikleer 16kosit

RA : Romatoid Artrit

RANA : Romatoid Artrit ile iliskili Niikleer Antijen
RF : Romatoid faktor



RIA : Radioimmunoassay testi

RNAP : RNA polimeraz

RNP : Riboniikleoprotein partikiilleri

SLE : Sistemik lupus eritematozus

TSH : Tiroid uyarict hormon

VDRL : Ziihrevi Hastaliklart Arastirma Laboratuvari
WB : Western Blot
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1. GIRIS VE AMAC

Immiin sistemin temel gorevi kendine ait olan (self) ve kendine yabanci
(nonself) molekiilleri birbirinden ayirt ederek organizmaya yabanct olan
mikroorganizmalari, allerjenleri ve diger molekiilleri taniyip bir seri savunma
mekanizmasi gelistirerek onlar1 elimine etmektir (1, 2, 3). Normal kosullarda immiin
sistemin kendi antijenik yapilarina karsi bir immiin yanmit gelistirmemektedir. Fakat
her bireyin kaninda, hiicrelerinde ve konnektif dokularinda immiin yanit
olusturabilecek yapilar bulunmaktadir. Bu antijenlere self-antijen veya otoantijen adi
verilmektedir (2, 4, 5). Baz1 patolojik durumlarda, organizmanin self yapilara karsi
immiin yanit gelistirmesi durumuna otoimmiinite, otoimmiinizasyon sonucu gelisen
hastaliklara ise otoimmiin hastaliklar adi1 verilmektedir (2, 6, 7). Klinikte hastaligin
bulundugu organa gore otoimmiin hastaliklar baslica iki grupta toplanir; immiin yanit
tek bir organ veya dokuda sinirli ise bu gruba organ spesifik otoimmiin hastaliklar ve
birden fazla organ tutulumu s6z konusu ise bu gruba da organ spesifik olmayan veya

sistemik otoimmiin hastaliklar ad1 verilmektedir (1, 8).

Viicudun birden fazla organ veya dokusunda otoimmiin reaksiyonlar
goriilebilmekte ve antiniikleer antikor (ANA) baglig1 altinda toplanan hiicre niikleusu
ve/veya sitoplazmasindaki niikleer kompanentlere karsi olusan otoantikorlar;
romatoid artrit (RA), sistemik lupus eritematozus (SLE), sjogren sendromu ve
dermatomiyozit/polidermamiyozitis gibi sistemik otoimmiin hastaliklarin tanisinda
bliylik 6nem tasimaktadir (1, 9). Ancak bu otoantijenler; kanser, sitotoksik ilac
kullanim1 ve yashlik gibi durumlarda da olusabilecegi icin ANA pozitifliginin,
ekstrakte edilebilir niikleer antijenlere (anti-ENA) kars1 gelisen antikorlarin

arastirtlmasi ile dogrulugunun desteklenmesi gerekmektedir (10, 11, 12).

Giintimiize kadar ANA pozitifliginin belirlenmesi icin bir cok teknik
gelistirilmis olmasina ragmen en eski yontemler arasinda bulunan immiinofloresan
antikor (IFA) teknigi hala en yaygin yontem olma 6zelligini korumaktadir (13, 14).
Bu yontem ile hiicre niikleusunun farkli bolgelerinde gelisen antijenlere karsi olusan

antikorlar, farkli mikroskobik paternler seklinde belirlenebilmektedir (11, 12, 15).
1



IFA yonteminin 6nemli avantajlart basit, uygulanmasi kolay ve maliyeti diisiik bir
test olmasidir. Ancak sonuclar1 degerlendirme tamamen yorumlayan kisinin bilgi ve
deneyimine bagli oldugu i¢in subjektif bir degerlendirme siireci gerektirmektedir.
Dolayisiyla laboratuvar ici ve laboratuvarlar arast calismalar karsilastirildiginda
farkli sonuglar ortaya c¢ikabilmektedir. Ayrica serum Orneklerinin ayni anda
calisilmasi i¢in belli bir sayiya ulagsmasi gerekmekte dolayisiyla zaman alicidir (16,
17, 18). Giiniimiizde bazi rutin laboratuvarlarda, tek bir yontem ile ANA pozitifligi
belirlenebildigi gibi elde edilen sonuglar1 karsilastirma amaciyla birka¢ farkl
yontemin de bir arada kullamldigi goriilmektedir. ANA pozitifligini belirlemede
yalmizca bir yontemin kullanilmasi, énemli bazi sorunlarla karsilasilabilecek bir
uygulama olarak kabul edilmektedir (11, 19). Son yillarda gelistirilen
immiinodiffiizyon, immiinoblot, ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) gibi
yontemler objektif ve degerlendirmesi kolay yontemler olarak rutin laboratuvarlarda
IFA yontemiyle beraber veya tek basina kullanilabilmektedir. Fakat bu testlerin, [FA
yontemine gore maliyeti yiiksek ve ozgiilliigii diisiik olarak kabul edildigi i¢in, tek
basina kullanilmalar1 bazi 6nemli sorunlara neden olabilmektedir (14, 17, 18). Altin
standart olarak en eski ve yaygin kullamilan IFA yontemi ile beraber son yillarda
gelistirilen bir veya birkag testin birlikte kullanilmasiyla, daha giivenilir ve saglikli

sonuglar elde edilmesi acisindan gerekli bir uygulama olarak goriilmektedir (16, 20).

Calismamizda, IFA testi ile elde edilen ANA sonuglarinin, immiinoblot
teknigi ile saptanan subtipler ile mukayese edilmesi ve istatistiksel olarak her iki
yontem ile elde edilen sonuglarin birbiriyle karsilastirilmasi amaglanmistir. Bu
sekilde rutin laboratuvarlarda tercih edilecek en uygun metod belirlenecek, hastalik
tipinin belirlenmesi ile birlikte hastalik siddetinin takibine de katkida bulunmasi

saglanacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tanim

“Immiin” Latince kokenli bir kelime olup, eski Roma’da vergiden ve
askerlikten muaf olanlar i¢in kullanilan “immunis” kelimesinden tiiremistir. Kisilerde
baz1 hastaliklara kars1 bagisiklik kazanilabilecegi ve boylece hasta olmaksizin hatta
belki yasam boyu bu hastaliklara kars1 bagisiklik kazanilabilecegi bilinmektedir; bu
bagisiklik haline immiinite denilmektedir. Immiinoloji ise bu bagisikligin nasil
olustugunu biyolojik ve klinik sonuclar ile birlikte inceleyen bilim dalidir (13, 21).
Immiinite, organizmaya zarar verebilen durumlara kars1 gelismekte olan savunmayi
ifade ederken, otoimmiinite ise immiin sistemin self yapilara karst immiin yanit

gelistirmesi durumudur (22).

2.2. Tarihce

1mmiinolojinin oncii bilim adamlarindan biri olan Paul Ehrlich, 1901 yilinda
immiin sistemin kendi yapilarina karsi reaksiyon gosterdigini ilk kez ortaya koymus
ve bu olay icin ‘‘horror autotoxicus’ ifadesini kullanmistir. Ehrlich deney
hayvanlarinda, bazi antikorlarin organizmanin kendi dokularmma toksik etki
olusturduguna, normal kosullarda ise bu antikorlar1 ve onlarin zararli etkilerini
onleyici mekanizmalarinin bulunduguna karar vermistir. Ancak ilerleyen zamanlarda
orijinalligini yitirecek kadar fazla kullanilan ‘horror autotoxicus’ teriminin, aslinda
kisinin kendi yapilarina kars1 gelistirdigi otoantikorlarin, normal kosullarda
bilinmeyen bir mekanizma ile engellenmis olmasini ifade ettigi diisiiniilmiistiir.
Ancak immiin yanitin diizenlenmesinde var olan Ozelliklerin anlasilmasinin, bazi
patolojik durumlarin aciklanmasindan daha 6nemli oldugu zamanla unutulmustur

(23, 24, 25).

Ehrlich’ten {i¢ yil sonra, Donath ve Landsteiner 1904 yilinda, siklikla sifiliz
hastalarinda goriilen ve hemoglobiniiri krizinden sorumlu olan bir antikoru

tanimlamislardir. Bu antikorun tanimlanmasi, patolojik kosullarda kisinin kendi
3



yapisal komponentlerine karsi antikor olustugunu ve hiicresel elemanlar iizerinde

toksik etki olusturdugunu gostermesi agisindan 6nem tagimaktadir (22).

Calmette ve Guerin 15 yil siiren calismalari neticesinde 1921 yilinda
bulduklari BCG asisin1 diinyaya tamitmislardir. 1941 yilinda ise anne ile baba

arasinda kan uyusmazligina neden olan Rh antikorlar1 bulunmustur (26).

Ehrlich’in 6grencisi Hans Sach tarafindan yetistirilen Witebsky 1953 yilinda,
tiroid dokusu enjekte edilmis tavsanlarda tiroid olusumunu deneysel olarak gosteren
bilgileri saglamistir. Ancak Witebsky kendi deneylerinin gecerliligini kabul
edememis ve ii¢ yilin1 yaptigimi diisiindiigii hatalar1 arastirmakla gecirmistir. Ayni
yillarda Dacie ve Worlledge, Dameshek ve Schwartz’in arastirmalar1 {izerinde
calismiglar ve bunlara Coombs’un anti-immiinglobulin testlerini de eklemislerdir.
Ancak Witebsky self yapilarla reaksiyon gosteren antikorlarin olusumunun

engellendigine de inandig1 icin bu durumu da kabul etmek istememistir (23, 27, 28).

Ayni y1l icinde Roitt ve arkadaslari, Hashimoto tiroidi iizerine olan kendi
calismalarin1 yayimlarken, Adams ve Purves hipertiroid hastalarinin serumunda
bulunan, invitro kosullarda tiroid dokusu iizerinde gii¢lii ve uzun siireli bir etki
gosteren LATS (long-acting thyroid stimulator) adinda bir maddeyi bulmuslardir.
Birbirini takip eden arastirmalarin neticesinde 1956 yili, otoimmiinitenin hem klinik

hem de deneysel alanindaki ¢caligmalar i¢in verimli bir donem olmustur (23, 29).

1969 yilinda immiinoglobulin G’nin yapist tanimlanmistir. Giiniimiizde
bircok alanda halen giincelligini siirdiirmekte olan monoklonal antikorlara iligkin

teknikler 1975 yilinda gelistirilmistir (26).

Doku ve organ transplantasyonlarinda arastirilmasi gereken doku uygunluk
antijenleri (HLA) 1980’li yillarda bulunmustur. 1982 yilinda gastritli hastalarin mide
biyopsilerinde Helicobacter pylori iiretilmis ve 1994 de ise bu bakterinin mide iilseri
ve mide kanseri ile iliskisi gosterilmistir. Yine ayni yilda, rekombinant Hepatit B

asis1 gelistirilmistir (26).



2.3. Epidemiyoloji

Otoimmiin hastaliklarin genellikle nadir goriilen hastaliklar arasinda oldugu
diisiiniilse de, mortalite ve morbidite {izerindeki etkileri arastirildiginda bu oranin
oldukca yiiksek oldugu goriilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde
yapilan arastirmalar sonucunda otoimmiin hastaliklar 65 yasin altindaki kadinlar
arasinda 6nemli bir 6liim nedeni olarak gosterilmektedir (30). Bu hastalik grubunun
bircogunun kroniklesmesi, saglik alaninda, yasam kalitesi iizerinde ve ekonomik

anlamda ciddi boyutlarda kayiplara yol agmaktadir (31).

Otoimmiin hastaliklarin tamami kadinlar1 daha fazla etkilemektedir. Tiroid,
skleroderma, SLE, sjogren sendromu gibi otoimmiin hastaliklarin kadinlarda
goriilme olasiligi %85’in {izerindeyken 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, ¢ocukluk doneminde baslama
riskinin ise neredeyse birbirine esit oldugu bildirilmektedir. Ayrica juvenil RA gibi
otoimmiin hastaliklarin kadinlarda daha baskin oldugu bildirilmistir. Otoimmiin
hastaliklar1 iizerine yapilan son caligmalarda ise yetiskin diyabet baslangicinda

erkeklerin kadinlara oranla daha fazla risk tasidig goriilmiistiir (32, 33).

Yapilan arastirmalarla otoimmiin hastaliklarin yasa bagh goriilme sikliginda
onemli bir farklilik bulunmadigi bildirilmistir. Ancak iki énemli ¢ocukluk donemi
hastalig1 olan Tip 1 diabet ve juvenil artritin hastalik baslangicinin yaklasik 8-10 yas
civarinda gorildiigii belirtilmektedir. Ayrica graves ve sistemik skleroz gibi
hastaliklar siklikla 30-50 yas donemleri arasinda goriildiigii bilidirilmektedir. Daha
ileri yas gruplarinda (40-70) goriilen hastaliklar arasinda ise tiroid, sjogren sendromu

ve RA gibi otoimmiin hastaliklar bulunmaktadir (31).

Otoimmiin hastaliklardan olan SLE’nin erkeklere oranla kadinlarda 5-10 yil
daha erken goriildiigii belirtilmesine ragmen bu farkliligin sadece beyaz irkta
goriilebilecegi diisiiniilmektedir (34). Bunun tam tersi olarak hipertiroidizm
hastaliginin kadinlara oranla erkeklerde daha erken yaslarda goriildiigii bildirilmistir

(35).



Otoimmiin hastaliklarda risk faktorleri iilkeler arasinda hatta aynmi bolgede
yasayan etnik gruplar arasinda bile farklilik gosterebilmektedir. Ornegin Tip 1 diabet
hastaligi Giiney Avrupa ve Asya iilkelerine oranla Kuzey Avrupa iilkelerinde daha
yaygin goriilmektedir (36). Yeterli bilgi ve kanit elde edilmis olmamasina ragmen
otoimmiin hastaliklardan biri olan sistemik skleroz da bu duruma bir 6rnek olarak
gosterilebilmektedir (37). ABD’de beyaz irka oranla siyah 1irk SLE icin daha yiiksek
risk tasimaktadir. Ayrica, Tip 1 diabet hastaliginin insidansi ise beyaz irka oranla
siyah 1rkta daha nadir goriilmektedir. ABD’de yasayan siyah irk ve Asyalilar,

sistemik skleroz hastalig1 acisindan daha diisiik risk tasimaktadir (31).

2.4. immiinolojik Tolerans

Immiin sistemin temel gérevi organizmaya yabanci olan mikroorganizmalari,
allerjenleri ve diger molekiilleri taniyip bir seri savunma mekanizmasi gelistirerek
onlar1 elimine etmektir. Bu siire¢ makrofajlar, T ve B lenfositleri ile ¢esitli biyolojik
mediatorler ile saglanmaktadir. Bir taraftan yabanci olan mikroorganizmalara,
allerjenlere ve diger molekiillere karsi cevap gelistirerek onlar1 ortadan kaldirmakla
gorevli olan immiin sistem, diger taraftan immiin homeostazi korumak igin
calismaktadir. Boylece optimum diizeyde bir immiin yanit gelistirmektir. Dogustan
veya kazanilmis immiin cevabin minimum diizeye inmesiyle immiin yetmezlik ve
timor gelisimi gibi hastaliklar olusabilirken, maksimum diizeye c¢ikmasiyla da
sitokin patolojisi, siiperantijen hastaligi ve otoimmiinite gibi patolojilere yol

acabilmektedir (3)

Belirli bir antijene karst immiin sistemin yanitsiz kalmast durumuna
immiinolojik tolerans adi verilmektedir. Bu yanitsiz kalma durumunun organizmanin
kendisine ait olup immiinojenik 6zellik gosteren determinantlara karsi gelismesine
dogal immiinolojik tolerans (self tolerans), yabanci antijenlere karsi gelismesine ise

kazanilmis immiinolojik tolerans adi verilmektedir (2).

Normal sartlar altinda immiin sistemin kendi antijenik yapilarina karsi bir
immiin yanit olusturmadig: bilinmektedir. Fakat her bireyin kaninda, hiicrelerinde ve

konnektif dokularinda immiin yanit olusturabilecek yapilar bulunmaktadir. Bu
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antijenlere self-antijen veya otoantijen adi verilmektedir. Lenfositler ile otoantijenler
siklikla karsilagmalarina ragmen immiin yanit olusturmamaktadirlar. Bu spesifik

yanitsiz kalma durumundan c¢esitli mekanizmalar sorumludur.

Bunlar:

a) Klonal delesyon: Bu mekanizma, self antijenler ile reaksiyon veren T
lenfositleri  timusta  olgunlasmadan  apoptoz  yoluyla  ortadan
kaldirilmasidir. Timustan kacarak perifere ge¢meyi basaran T lenfositler
ise yine apoptoz ile elimine edilmektedir.

b) Sakli antijenler: Beyin, goz ve testis gibi organlarda bulunan antijenler
immiin sistem ile karsilasmadiklar1 icin bunlara karsi bir immiin yanit
gelismemektedir.

¢) Antijeni gormezden gelme: Antijen sunucu hiicrelerin (APC) yiizeyinde
baz1 self antijenler yogun bir bicimde sergilendikleri i¢in bunlara karsi ne
tolerans, ne de immiin yanit gelismektedir.

d) Anerji: APC tarafindan T lenfositlerine kars1 gonderilen tanima sinyali bu
hiicrelerin aktive olmasi i¢in yeterli olmamaktadir.

e) Supresyon: Bircok bireyde self antijenler ile giiclii reaksiyon veren B
hiicreleri bulunmaktadir. Uygun CD4™ Th hiicrelerinin supresér T
hiicreleri (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 olarak baskilanmaktadir
(2,4,5).

2.5. Otoimmiinite

Immiin sistem, normal sartlar altinda kendi antijenik yapilaria kars1 immiin
yanit gelistirmemek ve ayrica self ve nonself molekiilleri rahatlikla birbirinden ayirt
edebilmektedir. Ancak self yapilara karsi olusan immiinolojik toleransin cesitli
patolojik olaylar sonucu kirilmasiyla immiin sistem kendi antijenlerine karsi da
immiin reaksiyonlar gosterebilmektedir. Self tolerans mekanizmalarinin c¢esitli
patolojik olaylara baglh olarak kirilmast sonucu organizmanin kendi doku

antijenlerine  kars1t immiin yamit gelistirmesi olaymna otoimmiinite ve
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otoimmiinizasyon sonucu gelisen hastaliklara ise otoimmiin hastaliklar adi

verilmektedir (2, 6, 7).

2.5.1. Otoimmiin Mekanizmalar

Organizmanin kendi dokularina karst immiin yanit gelistirmemesi
immiinolojik tolerans mekanizmalar1 ile gerceklesmektedir. Immiin sistemin bu
gorevi bazi sebeplerden dolayr yerine getirememesi ise otoimmiiniteye neden
olmaktadir. Otoimmiin reaksiyonlardan sorumlu immiinopatolojik mekanizmalar {i¢

ana baglikta toplanmaktadir (3, 38):

1) Tip II Asir1 Duyarhlik Reaksiyonlari: Bu tip reaksiyonlarda, humoral
immiin yanit sonucu olusan otoantikorlarin 6zgiil antijenleri ile birlesmesi sonucu
kompleman aktivasyonu ve antikora bagl sitotoksik mekanizmalar ile dokunun zarar
gormesine neden olmaktadir. Otoimmiin hemolitik anemi, ndtropeni, lenfopeni ve
trombopeni gibi otoimmiin hastaliklar bu mekanizma ile olusan hastaliklar

arasindadir (3, 38).

2) Tip III Asir1 Duyarhlik Reaksiyonlari: Bu tip reaksiyonlarda, immiin
kompleks olarak tanmimladigimiz otoantijen-otoantikor kompleksi, dolasimda veya
intraseliiler sivilar olustuktan sonra viicudun eklem ve bobrek gibi bolgelerinde
bulunan genis siiziicii zarlarda depolanabilmektedir. Bu olay sonucunda hem
kompleman faktorlerini hem de graniilosit ve monosit gibi polimorfoniikleer
Iokositleri (PML) aktive edilerek immiin kompleksin bulundugu bolgeye
cekilmektedir. PML’nin gorevi immiin kompleksi fagosite ederek ortadan
kaldirmaktir. Fakat patolojik durumlarda gorevini yerine getirememekte ve disariya
lizozomal enzimlerini salgilamaktadir. Bu enzimlerin kanda nétralizasyonu
gerceklesebilirken dokularda bu durum gegerli degildir. Dolayisiyla, ndtralize
edilemeyen bu enzimlere bagli olarak dokular zarar gormektedir. SLE ve RA gibi
otoimmiin hastaliklar bu mekanizma ile olusan hastaliklar arasinda goriilmektedir (3,

38).



3) Tip IV Asir1 Duyarhlik Reaksiyonlari: Bu tip reaksiyonlarda, duyarli T
lenfositleri araciligi ile olusan hiicresel immiin yanittir. Mekanizmasi1 tam olarak
coziilemese de lenfokinler ve lezyonun bulundugu bolgeye gelen immiin sistem

hiicrelerinin etkisi ile doku hasar1 olustugu diistiniilmektedir (3, 38).

Hem hiicresel hem de humoral immiin yanitta kontrolden sorumlu olan Th
hiicreleri ile iliskili tolerans bozukluklarinin otoimmiinite ile sonuclanmasi oldukca
yiiksektir. Ancak otoimmiin hastaliklarin olusumunun tek bir mekanizma ile
aciklanmasimnin miimkiin olmayacagi Onemle vurgulanmaktadir. Bu donemden
sorumlu oldugu diisiiniilen birka¢ farkl1 mekanizma tanimlanmistir (4, 7):

a) Daha Once immiin sistem ile karsilasmamis sekestre (sakli) antijenler
travma gibi herhangi bir olay sonucu dolasima dahil olduklarinda immiin
yanita yol acabilmektedirler.

b) Organizmanin kendisine ait olarak tanmidigi ve normal sartlarda immiin
yanit gelistirmedigi yapilar fiziksel, kimyasal ve biyolojik degisiklige
ugradiklarinda immiin sisteme yabanci hale gelmekte ve bunun sonucunda
immiin cevaba yol agmaktadirlar.

¢) Viicudun kendisine ait olan bir yapi ile yabanci bir antijen ¢apraz reaksiyon
gosterebilmektedir.

d) Th hiicrelerinin Ts hiicreleri ile baskilanmasi B lenfositlerinin aktive
olmasini1 engellemektedir. Ts hiicrelerinde olusan yapisal bir bozukluk, Th
hiicrelerinin devamli olarak otoreaktif B lenfositlerini aktive etmesine
neden olmakta ve bu durum sonucunda otoantikor sentezi

gerceklesmektedir (39, 40).
2.5.2. Otoimmiinite Olusumunu Etkileyen Faktorler

a) Genetik Faktorler

Aym ailenin fertlerinde bazi otoimmiin hastaliklarin goériilme olasiligr daha
fazladir. Bunun yani sira belirli insan lokosit antijenlerini (HLA) yoneten gen
lokuslari, baz1 otoimmiin hastaliklar ile iliskilendirilmektedir. Ornegin, RA HLA-
DR4 ile iligkilendirilirken Adisson hastaligi ise HLA-BS ile iligkili bulunmaktadir (1,
40).



b) Immiinolojik Faktorler

T hiicre toleransi, self yapilara karsi olusan immiin yanitta 6nemli bir role
sahiptir. Yabanci antijenler ve antijen molekiillerinin yapisinda meydana gelen bazi

degisiklikler, Th hiicre toleransini ortadan kaldirabilmektedir.

Poliklonal B lenfositlerinin, bakteriyel bir yap1 veya bir virus tetiklemesiyle
Ozgiil olmayan bir sekilde uyarilir ve c¢ogalir, bu da otoimmiin olaylarla
sonuglanabilmektedir. Ts hiicreleri otoimmiin yanitin baskilanmasinda 6nemli bir
role sahiptir. Th hiicreleri, Ts hiicreleri tarafindan baskilamakta ve dolayli olarak
poliklonal B hiicrelerinin aktive olmasim1 engellemektedir. Ts hiicrelerinin
fonksiyonlarinin bozulmasi sonucu otoreaktif etkili B lenfositlerinin kontrolsiiz
cogalarak otoantikor iiretmelerine neden olmaktadir. Merkezi sinir sistemi, goz ve
testis gibi immiin sistemden uzak kalmis organlarindaki antijenik yapilar herhangi bir
olay sonucu dolasima karistifinda otoimmiin reaksiyonlar1 baslatabilmektedirler (1,

40).

c¢) Hormonal Faktorler

Bazi durumlarda, bir hormon veya biyolojik mediyator kars: spesifik idiyotip
antikorlar olusmakta ve bu antikorlara karsi ise antiidiyotip antikorlar
sentezlenmektedir. Bunlar hormon veya mediyatdr baglanan antijene benzerlik
gosterdiklerinden dolayr antikorlarin antijen ile iliski kurduklari hiicre yiizey
reseptorlerine  baglanmaktadirlar ve bu yapilara antireseptor antikorlar adi
verilmektedir. Bu durumda reseptor hasar gormekte ve dolayisiyla fonksiyon
bozuklugu olusabilmekte ya da hormonun baglanmasi engellenerek hormona karsi

olusan direng¢ artmaktadir. Son olarak reseptor aktive olabilmektedir (1, 40).

d) Enfeksiyon Etkenleri

Epstein-Barr viriisii (EBV) gibi mikroorganizmalar 6zgiin olmayan poliklonal
B hiicre aktivasyonunu baslatabilmekte ve ayrica bazi mikroorganizmalara ait
antijenler baz1 HLA antijenleriyle molekiiler agidan benzerlik gostererek otoimmiin

hastaliklara yol agmaktadirlar (1, 40).
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2.6. Otoimmiin Hastaliklar

Farkli dokulara karsi1 humoral immiin cevap aracilifiyla gelisen kronik
heterojen hastalik grubu “otoimmiin hastaliklar” olarak adlandirilmaktadir. Sistemik
dolasimda ya da spesifik bazi dokularda otoantikorlarin bulunmasi otoimmiin

hastaliklarda kardinal 6zelliklerden biridir (1, 6).

Otoimmiin hastaliklarin tanisinda ve tedavisinin takibinde 50 yildan uzun bir
siiredir otoantikor testleri kullanilmaktadir (20, 41). Belirli diizeylerde otoantikor
bulunmasi, otoimmiin hastaligin varligin1 diisiindiirmekte veya otoimmiin hastaligi
olan bir bireyde hastaligin siddeti ve hastalifa kars1 gelisen immiin yanitin siddeti
hakkinda bilgi vermektedir (42). Her laboratuvarin, otoantikor belirlemede kullandigi
teknikleri, bu tekniklerin avantajlarin1 ve dezavantajlarini, sinirlamalarini iyi
arastirarak klinik ile birlikte kendi bdlgesi icin en uygun yoOntemi segmesi

gerekmektedir (15).

Otoimmiin hastaliklar hakkinda giderek artan bilgiye ragmen insanlarda
otoimmiin hastaliklarin heterojen olmasi, otoimmiin tepkimenin hastalifin ortaya
cikmasindan c¢ok Onceleri baslamasi, bircok etmene bagli olarak gelisebilmesi,
immiin yamiti baglatan ve hedefi olan 6z antijenlerin siklikla bilinememesi gibi
nedenlerden dolayr arastirmalar halen siirmektedir. Ayrica toplumdaki otoimmiin

hastaliklar1 yiizdesinin % 1-2 oraninda oldugu tahmin edilmektedir (17).

Klinikte hastaligin bulundugu organa gore otoimmiin hastaliklar baglica iki
grupta toplanir; organ spesifik otoimmiin hastaliklar ve organ spesifik olmayan veya

sistemik otoimmiin hastaliklar (1, 8).

Organ spesifik otoimmiin hastaliklarda (Tablo 2.1), otoimmiin yanitin tipine
gore immiin yamt tek bir organla veya dokuyla simirli kalmaktadir (1, 8). Ornegin
Hashimoto tiroiditinde, tiroit bezi elemanlarina kars1 6zgiil bir sekilde immiin yanit
gelismektedir. Organ spesifik olmayan veya sistemik otoimmiin hastaliklarda (Tablo

2.1) ise bircok farkli organ tutulumu séz konusudur. Ornek olarak RA ve SLE gibi
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hastaliklarda sinir sistemi, akciger, deri, bobrekler ve eklemler gibi viicudun bircok

bolgesinde otoimmiin reaksiyonlar gelisebilmektedir (1, 43, 44).

Tablo 2.1. Otoimmiin Hastaliklar (1).

Sistemik Otoimmiin Hastaliklar Organ Spesifik Otoimmiin Hastaliklar
Romatoid Artrit Hashimoto Tiroidi
Sistemik Lupus Eritematozus Pernisiyoz Anemi
Sjogren Sendromu Otoimmiin Hemolitik Anemi
Skleroderma Addison Hastalig1
Polimiyozitis-Dermatomiyozitis Otoimmiin Ensefalomiyelit
Reiter Sendromu Goodpasture Sendromu
Karisik Bag Doku Hastaliklar Otoimmiin Trombositopeni
Myastenia Gravis
Toksik Guatr
Insiiline Bagl Diabetes Mellitus
Aktif Kronik Hepatit
Ulseratif Kolit

Primer Biliar Siroz

2.6.1. Sistemik Otoimmiin Hastaliklar

RA, SLE, skleroderma, sjogren sendromu, dermatomiyozit/polidermamiyozitis
ve diger sistemik otoimmiin hastaliklara dahil edilemeyen karisik bag doku
hastaliklart (MCTD), organ spesifik olmayan veya sistemik otoimmiin hastaliklara
ornek olarak gosterilebilir. Bu gruptaki hastaliklarda, viicudun birden fazla organ
veya dokusunda otoimmiin reaksiyonlar goriilebilmekte ve hastalik sirasinda hiicre
niikleusu ve/veya sitoplazmadaki yapilara karsi otoantikorlar olusmaktadir. Bu
otoatikorlara genel olarak ANA adi verilmekte ve sistemik otoimmiin hastaliklarin

tanisinda biiyiik onem tasimaktadir (1, 9).

Romatoid Artrit, eklemlerde yaygin ve simetrik kronik inflamasyonla
karakterize olan ve bunun disinda kas, deri, kan damarlari, kalp, akciger ve diger
organlar1 tutan sistemik bir hastaliktir (45, 46). Toplumdaki prevalanst %]1-3
oraninda ortaya c¢ikmakta ve kadinlarda erkeklere oranla 3 kat daha fazla
goriilmektedir. Menars sonrast ve menapoz Oncesi daha sik goriiliip, hamilelik
doneminde ise artmasi nedeniyle bu hastaligin olusumunda hormonal faktorlerin
etkili oldugu diistiniilmektedir (1, 47). Genetik faktorler %50 - %60 oraninda
etkilemekte ve RA riskinin HLA-DR geniyle iligkili oldugu rapor edilmistir (48).
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Enfeksiyon etkeni olarak Proteus vulgaris’in yiizey antijeni ile HLA-DR4 arasinda
capraz reaksiyon olusabildigi icin persistan Proteus vulgaris enfeksiyonuna
yakalanmis hastalarda RA’ya rastlanmaktadir. Patogenezinde sinoviyal B lenfositleri
tarafindan salgilanarak anormal IgG antikorlarina karsi gelisen ve romatoid faktor
(RF) ad1 verilen IgM tipi antikorlar goriilmektedir. Immiinolojik olarak en dnemli
bulgu RF pozitifligidir. Bunun yaninda ANA pozitifligi, hipergammaglobulinemi,
lupus eritematozus (LE) hiicrelerinin pozitifligi, lenfositoz ve sedimentasyon hizinin

artmasi onem tasimaktadir (1, 47, 48).

Sistemik lupus eritematozus, oOzellikle 20-40 yas arasindaki kadinlarda
tutulum gosteren sistemik bir hastaliktir. Ayrica ylizde kelebek seklinde dokiintii ve
atralji ile karakteristik ozellik gosterip hastalarin %90’1m kadinlar olusturmaktadir
(1, 49). ANA pozitifliginin goriildiigli prototipik bir otoimmiin hastaliktir ve
hastalarin %95’inde spesifik olmadig: diistiniilen ANA pozitifligi goriilmektedir (1,
47). ELISA testinin SLE taramasi icin daha uygun ve kullamishdir fakat genellikle
IFA testi tercih edilmektedir. Ayrica ANA duyarliligr yiiksek olmasina ragmen
ozgiillugu dusiiktiir ve ileri yas hastalarinda yalanct ANA pozitifligi goriilmektedir.
Ideal bir test igin pozitif prediktif degerin yiiksek olmasi gerekirken SLE igcin ANA
diisiik pozitif prediktif degere sahiptir (50, 51). Bu hastalikta SLE i¢in en spesifik
ANA alt grubu olan dsDNA’nin tek basina veya ssDNA ile beraber saptanmasi, LE
hiicreleri, hipergamaglobulinemi, yalanct Venereal Disease Research Laboratory
(VDRL) pozitifligi ve deri biyopsilerinde immiin kompleks birikiminin goriilmesidir.
Immiinolojik  olarak tamida  anti-dsDNA  pozitifliginin ~ nemli  oldugu

diistiniilmektedir (1, 47, 51).

Sjogren Sendromu, immiin reaksiyonlar sonucunda tiikiirik ve gozyasi
bezlerinin hasar gormesiyle olusan agiz, g6z ve mukozalarin kurumasi seklinde
kendini gosteren sistemik inflamatuvar bir hastaliktir (52). Kadinlarda 40 yasin
tizerinde ortaya ¢ikma olasiligr artmaktadir. Bu hastalik genellikle RA, SLE ve
skleroderma gibi hastaliklarla bir arada goriilmektedir. Sjogren sendromunda %70’in
tizerinde bir ANA pozitifligi goriilirken SS-A ve SS-B’ye kars1 gelisen spesifik

antikorlarin bulunmasi da tanida 6nem tasimaktadir (1, 47).
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Skleroderma, akciger, bobrek, deri, Ozefagus, bagirsak kanali, tiroit,
eklemlerdeki olusumlar ve i¢ organlarda bag dokusunun anormal bir bi¢imde artmasi
ile ortaya ¢ikan bir otoimmiin hastaliktir. Bu hastalikta ANA pozitifligi %60-90
oraninda goriilebilmekte ve ayrica RF pozitifligi de goriilmektedir. Skleroderma icin
coziinebilir niikleer antijenlere karsi gelisen anti Scl-70 antikorunun spesifik oldugu
bilinirken anti-sentromer antikoru ise CREST (Calcinosis, Raynaud’s, Esophagus,

Sclerodactyly, Telangiectasia) sendromu ile iliskilendirilmektedir (1, 47, 53).

Polimiyozitis/Dermatomiyozit, etiyolojisi bilinmeyen, ¢izgili kaslarin
inflamasyonu, zayiflik ve agrilarla karakterize, perivaskiiler sistem tutulumu ile
birlikte goriildiigii bir hastalik grubudur. Bu hastalik grubunun tipik deri
dejenerasyonu ile beraber goriilmesine ‘dermatomiyozit’ adi verilmektedir. Hastalik
siklikla cocukluk caginda (10-15 yaslarinda) ve orta yaslarda (45-55 yaslarinda)
olmak iizere iki yas doneminde goriiliir (54). Polimiyozitis i¢in anti Jo-1 antikorunun

Ozgiilliigiiniin yiiksek oldugu bilinmektedir (1, 47).

2.6.2. Organ Spesifik Otoimmiin Hastaliklar

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

gerceklestigi organ veya dokuya gore siniflandirilmaktadirlar (1, 8, 43, 47).

2.7. Otoantikorlar

Otoantikorlar, organizmanin antijenik ozellik gosteren yapilarina karsi gelisen
antikorlar olarak adlandirilmaktadir (1). Otoimmiin hastaliklarin tanisinda oldukca
onemli bir gosterge olan otoantikorlar; hiicre cekirdegi, hiicre yiizeyi ya da
sitoplazma komponentlerine karst olusmaktadir (1, 14). Fakat bir otoantikorun
saptanmas1t her zaman bir hastalik tanisi i¢in yeterli degildir. Yani sadece
otoantikorun saptanmasi ile tan1 konulamaz. Ciinkii otoantikorlar belirgin bir
hastaligi olmayan normal bireylerde de bulunabilir ve bu otoantikorlarin bulunma

siklig1 normal bireylerde yasin ilerlemesiyle artar. Ayrica otoantikorlar, otoimmiin
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hastaliklarin tanisinin konulmasi yaninda, bu hastaliklarin aktivitesinin belirlenmesinde,
tedavinin takibinde, tedaviye yanitin belirlenmesinde ve bazi otoimmun hastaliklarda
hastalik alt gruplarinin belirlenmesinde de kullanilir. Klinik belirtilerin dogru
tanimlanmasi ve laboratuvar testlerinin dogru yorumlanmasi ile otoimmiin hastaligin

dogru tanis1 yapilir (13, 14, 17).

Bazi1 patolojik durumlarda viicudumuzun cesitli bolgelerinde bulunan yapilar
antijen ozelligi gosterebilmektedir. Niikleus, hiicre sitoplazmasinda bulunan bazi
organeller, DNA, RNA ve IgG smfi antikorlar gibi molekiiller immiin yanit
olusturma o6zelligine sahip otoantijenler arasinda gosterilmektedir. Otoantijenlere
kars1 olusan spesifik antikorlar ise giiniimiizde otoimmiin hastaliklarin teshisi ve

tedavisinin takibinde 6nemli bir yol gostericidir (1, 11, 14).

2.8. Antiniikleer Antikorlar (ANA)

Hiicre cekirdeginin bir ¢ok elemanina karsi olusan genis antikor grubuna
antiniikleer antikor denir (55, 56). Bunlar bir cok otoimmiin hastalikta tarama testi
olarak kullanilan otoantikorlardir. Bag doku hastaliklar1 (BDH) ad1 verilen RA, SLE,
sjogren  sendromu, skleroderma, sistemik skleroz, CREST sendromu,
polimiyozit/dermatomiyozitis, MCTD gibi hastaliklarin tanisinda ve tedavisinin
takibinde ANA biiyiik 6nem tasimaktadir (18, 56, 57). Genellikle romatizmal
hastaliklardan siiphenelilen durumlarda rutin bir test halini almistir ve siklikla

indirekt immiin floresan antikor testi (IFAT) yontemiyle bakilmaktadir (17, 55).

Ik olarak 1948 yilinda, Hargraves ve arkadaslari tarafindan kemik iliginde
LE hiicre faktorii bulunmustur (16). Coons ve Kaplan tarafindan 1950 yilinda IFA
yontemi ile saptanan ANA ilk kez tanimlanmistir (14). Daha sonra 1960’larin
basinda, antiniikleer faktorlerin, serumun y (gama) globulin fraksiyonuna ait oldugu
ve bunun antikor yapisinda oldugu tespit edilmistir. ANA’larin degisik kaynakli
cekirdekler ile capraz reaksiyona girdigi gosterilmistir. Bundan dolayi, ANA’larin
doku yada tiire spesifik olmadig1 diisiiniilmektedir. Ancak tiroid, gastrik mukoza,

adrenal korteks, 1lokosit ve bazi eritrositlerden izole edilen niikleuslarin ANA
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ozelligine sahip olan bazi Ornekler ile spesifik reaksiyona girdigini gosteren
caligmalarda bulunmaktadir (13, 58, 59).

Niikleer antijenler; hiicrenin kromatin, niikleolus, riboniikleoprotein
partikiilleri (RNP), niikleer zarf, niikleer porlar ve niikleer sivi gibi degisik

boliimlerine dagilmis olarak bulunmaktadir (56, 60).

Immiinolojik yapr olarak IgM, IgG, IgA, IgD ve IgE sinifindan ANA’lar
belirlenmis olmasina ragmen, anti immunoglobulinler kullanilarak yapilan
calismalarda, ANA’larin biiyiik bir kismi IgG yapisinda oldugu bulunmustur (56, 58,
60). ANA aktivitesine sahip olan IgG’nin de IgGy, 1gGy,, 1gGop, IgG3 olmak iizere 4
alt grubu vardir. Yapilan caligmalarda, bu alt gruplarin antikor spesifitesi ile
hastaligin siddeti arasinda bir iliski bulunamamistir (58). Fakat IFA ANA testinde,
boyanma Ozellikleri ile IgG alt gruplart arasinda iliski bulunmustur. Bu iliski,
periferal boyanma 0Ozelligine sahip olan antikorlarin primer olarak IgG; ve IgGs
yapisinda, benekli boyanma 6zelligine sahip olan antikorlarin primer olarak IgGs;
yapisinda, homojen boyanma 6zelligine sahip olanlarin ise primer olarak IgGs; ve az

olarak da IgG; yapisinda olmalari seklinde bulunmustur (58).

2.8.1. Antiniikleer Antikorlar Subtipleri

ANA’larin sistemik otoimmiin hastaliklar grubunda yer alan BDH tanisinda
onemli oldugu bilinmektedir (12, 18). Niikleusta farkli yerlesim gosteren bir¢ok
antijene kars1 gelisen antikorlarin genel ifadesi olan ANA, niikleik asitler, bazik
histon proteinleri ve asidik nonhiston proteinlerine karsi gelisen antikorlar olarak 3
gruba ayrilmistir (12, 55). Niikleer antijenler arasinda bulunan nRNP, SS-A, SS-B,
Sm, Scl-70 ve sitoplazmik bir antijen olan Jo-1’e karst olusan antikorlarin bazi
otoimmiin hastaliklarla yakindan iligkili oldugu gosterilmistir. Serum fizyolojik ile
dalak, timus ve hiicre kiiltiirlerinden ekstrakte edilen bu antijen grubuna ENA ve bu

antijenlere kars1 gelisen antikorlara ise anti-ENA ad1 verilmistir (11).

1) Anti-ds DNA ve anti-ssDNA: Anti-ssDNA deoksiriboz iskeletindeki
kompanentlere, anti-dsDNA ise DNA yapisindaki piirin ve pirimidin antijenlerine

kars1 gelisen antikorlardir. Anti-ssDNA’nin siklikla ortaya ciktigi ve herhangi bir
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hastaliga kars1 spesifitesinin bulunmadigi bilinmektedir. Anti-dsDNA ise tek basina
nadiren bulunmakta ve diger BDH’da diisiik titrelerde bulunmasina ragmen SLE icin
yiiksek bir spesifiteye sahip goriilmektedir. Anti-dsSDNA antikorlarinin titresi hastalik
siddetiyle iliskili olarak yiikselmekte hastaligin takibinde biiyilk 6nem tasimaktadir
(11, 15, 61).

2) Anti-histon Antikorlari: Histonlar deoksiriboniikleoproteini olusturmak
tizere DNA ile kompleks yapan temel niikleer proteinlerdir. Memelilerde H1, H2A,
H2B, H3 ve H4 olarak 5 alt fraksiyona ayrilmistir. Bunlara kars1 olusan anti-histon
antikorlar1 genellikle SLE, RA, ilaca bagh lupus, sistemi skleroz ve MCTD
hastaliklarinda goriilmektedir (61, 62, 63).

3) Anti-Sm ve anti-RNP: Birbirlerine cok yakin, kiiciik niikleer RNA
kompleksleri olan Sm ve RNP antijenleri Ul-U6 RNA komplekslerini igerdigi i¢in
U-RNA olarak ta bilinmektedirler. Bu antikorlarin prekiirsor mRNA’larin kesilmesi
sirasinda rol oynayarak mRNA olusumunu engelledigi bilinmektedir. Bu
inhibisyonun 6énemi vurgulansa da romatolojik hastaliklardaki rolii bilinmemektedir.
Anti-RNP bircok BDH’da olusabilmektedir ayrica yiiksek titrelerde goriildiigiinde
MCTD icin tanisal deger tasimaktadir (11, 15, 61).

4) SS-A (Ro) ve SS-B (La) antikorlari: Ro antijeni olarakta bilinen SS-A bir
niikleik asit antijeni degil, sitoplazmik bir antijendir. Buna kars1 gelisen antikorlar
ise genellikle SLE ve Sjogren sendromunda goriilmektedir. La antijeni olarak bilinen
SS-B ise ¢oziinebilir sitoplazmik RNA-protein antijenidir ve SLE’de goriilmektedir.
SS-A  ve SS-B  hiicrenin fonksiyonlarina gore sitoplazma ve niikleusta
bulunabilmekte ve her iki antijen de polipeptitler lizerine yerlesmis olduklarindan
tripsine  duyarliik  gostermektedirler. SS-A  substrat fiksasyonu sirasinda
bozulabildigi ve yikama islemi esnasinda ortadan kaldirilabilecegi i¢in yalanci
negatiflige yol acabilmektedir. Bundan dolayr hiicre kiiltiirleri dondurulmus
dokulardan daha duyarli kabul edilmektedir. SS-A’ya kars1 gelisen antikorlar basta
SLE ve sjogren sendromu olmak iizere bircok BDH’da goriilebilmektedir. SS-A

antikorlar1 tek basina veya SS-B antikorlar1 ile birlikte primer veya sjogren
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sendromunda goriildiigii gibi vaskiilit, kriyoglobulinemi, 16kopeni, lemfopeni, anemi
gibi hematolojik hastaliklar ve merkezi sinir sistemi hastaliklariyla da

iliskilendirilmektedirler (11, 15, 61, 62).

5) Anti Scl-70 ve Anti Sentromer (kinetokor) Antikorlari: Scl-70’e karsi
gelisen antikorlar ve anti-sentromer antikorlart (ACA) c¢ok nadir bir arada
bulunmaktadirlar. Genellikle sistemik skleroz hastaliginda ortaya ¢ikmakta, tan1 ve
prognozda 6nem tasimaktadirlar. Scl-70 antijeni temel kromozomal bir proteindir ve
DNA topoizomeraz enziminin parcalanmasiyla ortaya cikan iirlinlerden biri oldugu
bilinmektedir. Scl-70 antijenine kars1 gelisen antikorlarin ise bu enzimin siipersarmal
DNA iizerindeki agilma aktivitesini inhibe ettigi bilinmektedir. Bu antikor sistemik
sklerozlu hastalarin %?22-28’inde ve hastaligin diffiiz formunda ise %33 oraninda
saptanmaktadir. Sentromer antijenleri ii¢ tabakali sentromerin i¢ ve dis tabakalarinda
yer alan ii¢ proteinden ibarettir. Anti sentromer antikorlarinin ise sistemik sklerozun
bir varyanti olan CREST sendromu icin oldukca spesifik oldugu bilinmektedir.
Ayrica bu antikorlar sistemik skleroz, SLE, primer Raynaud fenomeni, MCTD ve

PBS hastaliklarinda ortaya ¢ikabilmektedir (11, 61, 62, 64).

6) Niikleolusa Kars1 Gelisen Antikorlar: Sistemik skleroz basta olmak
tizere SLE, sjogren sendromu ve Raynold fenomeninde niikleolusa karsi gelisen
antikorlar goriilmektedir. Immiinofloresan boyama teknikleri kullanilarak niikleolar
paternde boyanabilen bir¢ok antikor gosterilmistir. Bu antikorlarin basinda noktal
niikleolar boyanma gosteren anti RNA polimeraz I antikorlar1 gelmekte ve sistemik
sklerozlu hastalarin %4’tinde goriilmektedir. Diger bir niikleolar antijen olan
fibrillarine kars1 kiimeli niikleolar boyanma gosteren anti fibrillarin antikoru

gelismekte ve bu da sistemik sklerozlu hastalarin %8’inde rastlanmaktadir (11, 59,

62).

7) Niikleer/Sitoplazmik Antijenlere Kars1i Olusan Antikorlar:
Niikleer/sitoplazmik antijenler arasinda Jo-1, PL-7, PL-12, Mi-1, Mi-2 ve Ku
bulunmaktadir (65). Jo-1, PL-7 ve PL-12 6zgiil aminoacil-tRNA sentetaz molekiilleri

olup, protein sentezinde amino asitleri aktive ederek kendilerine uygun tRNA’lara
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baglanmalarim1 saglayan enzimlerdir. Bu antijenlere karsi gelisen antikorlar ise
polimiyozit/dermatomiyozit hastalarinda %4-30 oraninda goriilmektedir. Birbirinden
bagimsiz olarak ortaya ciktigi bilinen Anti Mi-1 ve anti Mi-2 antikorlarinin
dermatomiyozit ile yakin iligkili olup bu hastalia 6zgii iki énemli marker oldugu
bilinmektedir. Yaygin benekli ve niikleolar boyanma gosteren Anti-Ku antikoru ise

DNA’ya baglanan p70/p80 niikleer protein ¢iftine kars1 gelismektedir (11, 61, 62).

8) Romatoid Artrit ile Iliskili Niikleer Antijene (RANA) Kars1 Gelisen
Antikorlar: RANA’ya karsi gelisen antikorlar RF ile benzerligi bulunmayan IgG
yapisinda olan antikorlardir. Sadece EBV ile transforme hiicrelerde goriildiigii icin
RA hastalarinda bulunmalar1 EBV’nin olas1 patojenik roliinii desteklemektedir. Bu
antikorlar RA hastalarinin cogunda bulunurken diger BDH’da ve normal bireylerin

az bir kisminda bulunmaktadir (11, 15, 61, 62).

9) Anti-Ma Antikorlari: SLE hastalarinda saptanan anti-Ma antikorlarinin
hastaligin ciddiyetini gosterdigi ve hipertansiyon, bobrek tutulumu, norolojik
hastalik, kompleman diizeyinde azalma, hepatosplenomegali, lenfadenopati ile

iliskili oldugu bilinmektedir (11).

2.8.2. Antiniikleer Antikor Komponentleri

ANA (IFA) yonteminde niikleus ve sitoplazmik otoantikor pozitiflikleri sayisi
otuza yakin farklt boyanma modeli gosterirler. Otoantikor pozitifliklerinde gézlenen

boyanma modelleri Tablo 2.2°de verilmistir.
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Tablo 2.2. ANA Subtipleri (23).

ANA ve Sitoplazma Komponentleri

Homojen ssDNA
dsDNA
Histon
Niikleosom

Niikleer Membran

Niikleoplazma Dot Niikleer Dot
Few Niikleer Dot
Sentromer
Niikleoli Scl-70

Niikleolar homejenus

Niikleolar kiime

RNA Polymerase |

NOR
Niikleoplazma Graniiler RNP-Sm

SS-A/SS-B

KU

PCNA (cyclin I)

Mitosin (cyclin II)
Sitoplazma Graniiler Jo-1

AMA

Lizozomal

Golgi Aparati

Ribosomal
Mitotik Hiicreler Kromozomal

Spindle Fibers

Midbody

Sentriol
Sitoplazma Filamentoz Vimentin

Tropomyosin

Aktin

1) Homojen: Interfaz asamasindaki hiicrelerin niikleusunun tamami tek tip
floresan boyanir ve hiicre sitoplazmasi negatifdir. interfaz asamasindaki hiicrelerin
dis kenarlarim1 yiiksek titreli Ornekler, eski reaktifler ya da eski preparetlar daha
belirgin boyanmis gosterebilir. Bu boyanma tipinde antikorlar dsDNA, ssDNA,
histonlar (baslica [H2A-H2B]-DNA kompleks) ve niikleosomlara kars1 olusur. SLE,
RA, ilagla indiiklenmis lupus, juvenil kronik artrit ve sistemik sklerozlu hastalarda

yaygin olarak goriiliir (Sekil 2.1) (16, 67).

2) Niikleer: Yaklasik olarak her hiicrede 10 tane nokta seklinde boyanirlar.
Degisik boyutlarda olan bu niikleer dotlar niikleoplazma boyunca yayilirlar fakat

niikleoluslardan ayridirlar. Mitoz sirasinda hiicrenin ¢evresinde boyanirlar ve
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metafaz sirasinda ise kromatin negatifdir. Bu tip boyanmaya neden olan antikorlar
promyelocytic leukemia protein (PML), Sp-100 protein ve NDP53’e kars1 olusurlar.
Bu patern PBC’li hastalarin %30’dan fazlasinda belirlenirken sjogren sendromlu
hastalarda, SLE ve diger kronik inflamatuvar bag dokusu hastaliklarinda da
belirlenebilir. Few niikleer dot boyanma, interfazdaki hiicrelerin 1-6 arasindaki
(ortalama 2) belirgin noktanin siklikla niikleolusuna yakin bolgesinde boyanma
gostermesiyle iligkilidir. Genellikle boliinen hiicre kromatini boyanmaz. Bu tip
boyanmaya neden olan antikor p80-coilin olarak bilinen 80 kDa’luk niikleer proteine
karst olusur. Bu patern otoimmiin ve kronik aktif hepatit gibi viral karaciger
hastaliklarinda, PBC ve nadiren de olsa kollajen vaskiiler hastaliklar1 ve cesitli

otoimmiin hastaliklarinda goriiliir (Sekil 2.2, Sekil 2.3, Sekil 2.4, Sekil 2.5) (67).

3) Graniiler: Graniiler paternde bircok farkli antikor niikleusun benekli
boyanmasina neden olur. Benekli boyama kaba ve ince olabilir. Ince benekli
boyanma nerdeyse homojen boyanma gibi goriiliir. Graniiler patern ve sentromer
patternleri birbirine benzerler. Boliinen hiicre kromatini sentromer paterninde benekli
boyanirken graniiler paterninde kromatinde boyanma goriilmez (Sekil 2.6, Sekil 2.7,

Sekil 2.8) (66, 67).

4) Niikleolar: Bu patern niikleolilerin homojen, niikleoplasmanin ise benekli
veya zayilf homojen boyanmasi ile karakterizedir ve Pm-Scl ve Th/To antikorlar ile
iligkilidir. Pm-Scl antikoru miyozitis-skleroderma, overlap sendromu ve nadirende
olsa sistemik sklerozlu ve miyozitisli hastalarda goriiliir. Niikleolar kiime boyanma
da interfaz esnasindaki hiicrelerin niikleolusu genellikle biiyiikligli ve sekli degisen
kiimeler (clumpy) tarzinda boyanirken, mitoz esnasinda kromatin yogun olarak

boyanir (Sekil 2.9, Sekil 2.10, Sekil 2.11, Sekil 2.12) (67).

5) Sentriol: Metafaz fazinda mitotik ig iplik¢ikleri zit kutuplarda noktasal
floresan benekler seklinde goriilirken bitisik niikleuslu interfaz hiicrelerinin
sitoplazmasinda bir ya da iki noktasal 151k goriiliir. Bu boyanma tipine nadir olarak

rastlanilmasma ragmen en cok Raynaud’s sendrom’lu hastalarda goriiliir fakat
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CREST, Sjogren’s sendromu ve skleroderma gibi bazi otoimmiin hastaliklarda da

goriilebilir (Sekil 2.13) (67).

6) Midbody: Telofaz ve anafaz fazinda midbody ve ayrilma ¢izgisi, metafaz
fazinda ise kromatin floresan olarak boyanir. Ayrica interfaz fazinda zayif niikleer
boyanma goriilir. Bu boyanma tipi Raynaud’s sendromu ve sistemik sklerozlu

hastalarda nadiren goriilebilir ve ayrica karakteristik antijeni yoktur (Sekil 2.14) (41).

7) Spindle fibers: Metafaz ve anafaz fazinda ig iplikciklerinin kutuplara
dogru yonelerek floresan boyanmasi ile goriilmektedir. Ayrica interfaz fazinda ise
ince benekli niikleer lekeler goriiliir. Klinik iligkisi heniiz bilinmemesine ragmen
Sjogren’s sendromu, SLE, MCTD ve poliartritli hastalarda rastlanmistir (Sekil 2.15,
Sekil 2.16) (67).

8) Sentromer: Interfaz esnasindaki hiicrelerin niikleuslarinda 40-60 arasinda
floresan boyali nokta ile iliskilidir. Mitoz esnasindaki hiicrelerin kromatini belirgin
benekli tipte boyanmistir. Anti sentromer antikorlar1 dort proteine karsi olusurlar.
Bunlardan en sik CENP-B (80 kDa) ve CENP-A (17 kDa)’a kars1 olusurken bazen de
CENP-C (140 kDa) ve CENP-D’ye kars1 olusabilir. Anti CENP-F antikorlar1 ise bu
boyanma tipini gostermezler. Anti sentromer antikorlart Scl icin tanisal ve alt
tiplerini belirlemeye yardimci Onemli antikordur. Ayrica bu antikorlar Scl

hastalarinin %22-36’sinda pozitiftir (Sekil 2.17) (16, 67).

9) Lizozomal: Bu boyanma tipi sitoplazma boyunca dagilmis biiyiik diizensiz
lekeler seklinde gozlenir. SLE’li hastalarda nadiren goriilmesine ragmen klinik
onemi bilinmemektedir. Ayrica lizozomal antijenler ve lizozomal iligkili membran
proteinlerine (LAMPs) kars1 antikor olustugu durumlarda bulunmaktadir (Sekil 2.18)
(67).

10) Golgi: Niikleusa bitigik farkli biiyiikliiklerde parlak benekli lekeler ile

karakterize boyanmadir. Bu boyanma tipine nadir rastlanilmasina ragmen SLE,
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Sjogren’s sendromu ve diger kronik romatoid hastaliklarda saptanabilir (Sekil 2.19)

(67).

11) Vimentin: Bu boyanma tipi, bol miktarda ince iplikcik sitoplazmanin her
tarafinda sarmagik seklinde bir 151mn yaymasi seklinde goriiliir. Klinik Onemi
bilinmemesine ragmen anti-vimentin antikorlari ¢esitli hastaliklarda goriilebilir

(Sekil 2.20) (67).

12) Kromozomal: Bazi hiicrelerin kromatinleri yogun bir sekilde floresan
boyanirken niikleoplazma ve sitoplazmasi negatiftir. Fakat kromozoma kars1 olusan

antikorlarin klinik ile iliskisi heniiz bilinmemektedir (Sekil 2.21) (16, 67).

Sekil 2.1. Homojen niikleoplazmik boyanma  Sekil 2.2. Diiz niikleer membran boyanma
(66). (66).

Sekil 2.3. Benekli niikleer membran Sekil 2.4. Kiime niikleer dot boyanma (66).
boyanma (66).
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Sekil 2.5. Few niikleer dot boyanma (66). Sekil 2.6. Genis benekli niikleoplazmik
(graniiler) boyanma (66).

Sekil 2.7. Ince benekli niikleoplazmik Sekil 2.8. Kaba benekli niikleoplazmik
(graniiler) boyanma (66). (graniiler) boyanma (66).

Sekil 2.9. Homojen niikleolar boyanma (66).  Sekil 2.10. Kiime niikleolar boyanma (66).
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Sekil 2.11. Niikleoplazmik boyanma (66). Sekil 2.12. Benekli niikleolar boyanma (66).

Sekil 2.13. Sentriol boyanma (66). Sekil 2.14. Midbody boyanma (66).

Sekil 2.15. Spindle fiber boyanma (66). Sekil 2.16. Spindle kutup boyanma (66).
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Sekil 2.17. Sentromer boyanma (66).

Sekil 2.19. Golgi boyanma (66).

Sekil 2.21. Kromozomal patern (66).

Sekil 2.18. Lizozomal boyanma (66).

Sekil 2.20. Vimentin boyanma (66).
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Asagidaki durumlarda ANA pozitif bulunur:

a. Romatizmal hastaliklar: Romatoid artrit, SLE, skleroderma, MCTD,
sjogren hastaligi, polimiyozit, dermatomiyozit, diskoid lupus.

b. Organa 6zgii otoimmun hastaliklar: Otoimmun hepatit, otoimmun tiroidit,
primer bilier siroz, otoimmun kolanjit.

c. Tlaca bagli: Prokainamid, minosiklin, hidralazin, INH, INF-alfa, kinidin,
metildopa, penisilamin gibi ilaglarin kullanimi.

d. Diger: Kronik enfeksiyonlar, primer pulmoner hipertansiyon, idiopatik

pulmoner fibrozis, lenfoproliferatif hastaliklar.

IFAT ile bakildiginda ANA'min romatizmal hastaliklardan SLE ig¢in
sensitivitesi (%97) oldukca yiiksektir. Ayrica bu yontem ilaca baglh lupus
hastaliginda tani kriterlerinden biridir. Skleroderma da ise bu oran %85'dir ve
spesifitesi ise %80 civarindadir (68, 69). Otoantikorlarin klinik yaygmhigi ve

hastaliklarla olan iliskileri Tablo 2.3’de verilmistir.

ANA’nin titresi disinda tipi de 6nemlidir;

1) Homojen (difiiz) ANA: En sik saptanan ANA tipidir. Fakat yiiksek
diliisyonlarda homojen boyanma benekli boyanmaya doniisebilir. Genellikle anti-
histon antikorlar (ilaca bagli lupus) ve bazen de anti-ds DNA antikorlar homojen

tipte ANA pozitifligi verirler.

2) Periferik ANA: Anti-ds DNA antikorlar i¢in tipiktir ve kuvvetle SLE

diistindiiriir.
3) Graniiler (Benekli) ANA: Ro, La, Sm gibi ENA’ya karst olusmus
antikorlar sorumludur. Graniiler ANA'nin iki tipi vardir:

a. Kaba Graniiler: Antisentromer antikorlar

b. ince Graniiler: Anti- scl 70 (topoizomeraz 1) antikorlar

4) Niikleoler ANA: Anti- RNP I, anti-U3rnp, anti-PM-Scl antikorlari
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S) Sitoplazmik ANA: Sitoplazmik tipte ANA pozitifligi veren antikorlar

sunlardir: Notrofilik sitoplazmik antikorlar (cANCA ve pANCA, antimitokondrial

antikorlar, antiribozomal antikorlar ve tRNA sentetaz antikorlar) (68, 69).

Tablo 2.3. Otoantikorlarm klinik yaygihgi ve hastaliklarla olan iliskileri (17).

Tlgili Hastalikta Saptanma Sikhig

Otoantikorlar Tliskili Hastalik (%)
ANA Sistemik lupus SLE etkin donem 95-100
SLE durgun donem 80-100
flacla uyarilmis SLE 100
MCTD 100
RA 20-40
Progresif sistemik skleroz 85-95
Polimiyozit-Dermatomiyozit 30-50
Sjogren sendromu 70-80
Kronik aktif hepatit 30-40
Ulseratif kolit 25
Diger romatizmal hastaliklar 20-50
ds DNA SLE 50-60
RA, MCTD 5
SS-A (Ro) SLE 15-30
Sjogren sendromu 60
Yeni dogan lupusu 100
SS-B (La) Sjogren sendromu 30
SLE 30-50
Sm SLE 25-30
RNP MCTD 95-100
Sistemik skleroz 20
SLE 25-40
Scl-70 Skleroderma 20-30
Jo-1 Polimiyozit 25-45
Sentromer CREST sendromu (skleroderma) 80
Histon Tlagla uyarilmig SLE 90

2.9. Laboratuvar Tan1 Yontemleri

Otoimmiin  hastaliklarin  tanisinda

suredir otoantikorlar

kullanilmaktadir. Hargraves ve arkadaslarinin 1948 yilinda LE hiicreleri iizerine

yapilan calismalart ANA ile ilgili ilk laboratuvar testi olmustur (16, 59). Bu yontem

o donemlerde SLE hastaliginin tanisin1 destekleyebilecek onemli bir bulug olarak

goriilmesine ragmen daha sonraki yillarda LE hiicrelerinin SLE tanis1 i¢in duyarh ve

spesifik bir yontem olmadigina karar verilmistir. Bunu takiben gerceklestirilen

bircok calisma sonucunda LE hiicrelerinden sorumlu olan ¢esitli niikleer yapilara

kars1 gelisen antikor toplulugunun farkina varilmistir. Bu antikorlar bugiin ANA
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basligi altinda toplanmaktadir. 1950’11 yillarda ANA tespiti icin hayvan doku
substratlar1 kullanilarak uygulanan immunofloresans teknikleri gelistirilmistir. Daha
sonralart1 daha farkli yontemler gelistirilmis, giliniimiizde ise bu amagla bircok

yontem kullanilmaktadir (10, 14, 70).

2.9.1. Immiinofloresan Antikor (IFA) Testi

ANA arastirllmast romatolojik hastaliklarin  tamisinda  biiylik 6nem
tasimaktadir. Giinlimiize kadar bu amacg icin bir¢ok teknik gelistirilmis olmasina
ragmen en eski yontemler arasinda bulunan IFA teknigi hala en yaygin yontem olma
ozelligini korumaktadir (14, 71). Antikor spesifikligi saglamasi agisindan kullanilan
diger teknikler immiinodifiizyon, counter immiinoelektroforez (CIE), immiinoblot,
radioimmunoassay (RIA) ve ELISA gibi yeni tekniklerdir. IFA ise duyarllik,
uygulama kolaylig1 ve diisiik maliyeti nedeniyle diger tekniklere gore daha avantajli
goriilmektedir (14, 17, 18). Immiinofloresan yontemi ANA tespitinde en sik

kullanilan yontemdir (13).

Uygun substrat se¢imi IFA tekniginde biiyiik onem tasimaktadir ayrica bircok
doku kesiti ve hiicre kiiltiirleri substrat olarak kullanilabilmektedir. Fakat substrat
olarak c¢ok cesitli kaynaklarin kullanilmasi ve konjugatlar icin belirlenmis bir
standardin bulunmamas1 dikkate deger olumsuzluklara neden olmaktadir. Sonuclar
degerlendirme ise tamamen yorumlayan kisinin bilgi ve deneyimine bagli oldugu
icin laboratuvar i¢i ve laboratuvarlar arasi calismalar karsilastirildiginda farkl
sonuclar ortaya cikabilmektedir. IFA teknigini olumsuz etkileyen diger bir sorun ise

floresans mikroskobisi ile ilgili problemlerdir (17, 18, 58).

IFA testinde eskiden antijen kaynagi olarak sican doku kesitleri kullanilirken
giiniimiizde ise bunun yerini Hep-2 hiicreleri almistir ve bunlar genellikle larenks
kanserli hastalardan elde edilir. Bu hiicreler insan epitelyal hiicre dizisidir. Ayrica
hiicrelerin biiyiik niikleuslar1 bulunmakta ve hiicre siklusu boyunca farkli sekillerde

sergilenen antijenlerin daha kolay belirlenmesini saglamaktadir (18, 68).
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Bazen normal bireylerde de ANA pozitifligi goriilebilir. Saglikli eriskinlerde
%15, cocuklarda ise %8 oraninda ANA pozifligi goriiliir. Otoimmun romatolojik

hastaliklar1 olan bireylerin birinci derece akrabalarinda da yiiksek goriilebilir (68).

Hep-2 kullanildiginda normal bireylerde 1/40 diliisyonda %10-15 olguda,
1/320 diliisyonda ise %1 olguda ANA pozitiftir. Titresi arttikca normal bireylerde
goriilme sikligr azalir. Cogu laboratuvarda 1:40 ANA titresi pozitif kabul edilir.
ANA pozitifligi 1:40 diliisyonda saglikli bireylerin %30’unda saptanabilir (13, 73).

ANA pozitifligi homojen, benekli, periferal ve niikleolar olmak iizere 4 ANA
boyanma sekli ile goriilmektedir. Belirli hastaliklarin tanisinda bu paternler biiyiik

Oonem tasimaktadir (18, 66, 72).

Deoksiriboniikleoprotein (DNP), histonlar, dsDNA ve ssDNA’ya Kkarsi
gelisen antikorlarin homojen boyanma 06zelligi gostermesinden dolayr homojen

paternde niikleusun tamami ayn1 yogunlukta boyanmaktadir.

Niikleusta dagilmis halde bulunan antijenlere karsi gelisen antikorlardan
dolayr benekli boyanma olusmaktadir ve biiytikliik itibariyle kaba benekli, ince

benekli, kaba ve/veya ince benekli olarak farkli sekillerde goriilmektedir.

Niikleusun merkezi boyanmadigi halde c¢evresinin yogun bir bi¢imde
boyandigr patern periferal boyanmadir. Bu boyanmanin kondanse olmus
kromozomun etrafindaki metafazik hiicrelere karsi gelisen antikorlar ile olustugu

bilinmektedir.

Niikleolar boyanma ise genellikle diger boyanma sekilleriyle birlikte goriilen
karigik tipte bir floresan boyanmay1 gosteren paterndir. Bu boyanmanin RNAaz ve
tripsine karsi duyarli olmasi niikleolar RNA proteinine karsi gelisen antikorlar ile

gerceklestigini diisiindiirmektedir (58, 66, 72).
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2.9.2. immiinodiffiizyon

Immiinodifiizyon yonteminin gelistirilmesiyle birlikte hiicrede ¢oziilebilir
komponentlere karsi gelisen antikorlarin gosterilmesi saglanmistir. IFA yonteminde
anti-Ro antikorlar1 boyanmayabilecegi i¢in, eger klinik goriinimii SLE'yi
destekliyorsa immiinodifiizyon veya ELISA yontemleri kullanilarak bu antikorlarin
arastirtlmas1 gerekmektedir (61). Bu sebeple gelismis arastirma laboratuvarlarinda
standart immiinofloresans teknigi ile immiinodiffiizyon metodu birlikte kullanilarak
ANA bakilmasi yayginlagsmistir. Bu yontemle monospesifik bir prototip serum ile
timus ve dalak doku ekstrakteleri kullamilmaktadir. Ayrica DNA gibi biiyiik
molekiillerin agarda difiizyonu zayif oldugundan dolay1 bu yontemle anti DNA tayini

zor gerceklesmektedir (74).

2.9.3. immiinoblot

Immiinoblot teknigi, niikleer antijenlere karsi gelisen antikorlarin alt
gruplarimi birbirinden ayirarak bu gruplart belirleyebilmeyi saglamaktadir. Bu alt
gruplar, baz1 otoimmiin hastaliklarin varligin1 gostermektedir. Ornegin Sm antijenine
kars1 gelisen antikorlar SLE varligina isaret ederken, Anti Scl-70 veya fibrillarine
kars1 gelisen antikorlar ise sklerodermay1 diisiindiirmektedir. Ayrica hasta serumunda
Anti SS-A ve Anti SS-B antikorlart genellikle sjogren sendromunda ve SLE’de
goriilse bile bu hastaliklar icin spesifik markerlar olarak kabul edilmemektedir.
Normal kosullarda fibrillarine kars1 gelisen antikorlar ise kiimeli niikleolar floresans
paternini  gostermektedir, fakat bu paterni deneyim sahibi biri dogru
degerlendirebilmektedir. Bundan dolayr immiinoblot teknigi kullanilmasinin daha
giivenilir sonug verecegi diisiiniilmektedir. Immiinoblot tekniginin genellikle spesifik
ve duyarli oldugu diisiiniiliir. Ayrica kullanilan kontroller ile hatasiz bir sonuca
ulasildigindan emin olunmasi 6nemlidir. Bundan dolay1r immiinoblot teknigi bilinen

antikor kontrolleri kullanilarak degerlendirme imkan1 saglamaktadir.
Sistemik romatolojik hastaliklarin tanisinda ANA’ya olan ilginin artmasi

klinik laboratuvarlarda immiinoblot tekniginin yer almasini saglamistir. Yaygin bir

metod olan IFA, ANA belirlenmesinde bazen yeterince duyarli ve kesin
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olmamaktadir. Bu yiizden immiinoblot tekniginin otoantikorlarin molekiiler diizeyde

spesifitesini belirlemekte 6nemli bir teknik oldugu diistiniilmektedir (17, 75).

2.9.4. ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay)

ELISA yontemi o6zellikle dsSDNA ve ssDNA’ya karsi olusan antikorlarin
belirlenmesinde ayrica anti-ENA ve anti kardiyolipin antikorlarin belirlenmesinde de
kullanilmaktadir. Bunun yanisira ELISA yonteminde total ANA tespiti de
yapilmaktadir. Ancak SS-A ve SS-B niikleusta az miktarda bulundugundan dolay1
ELISA yontemi ile iyi belirlenemese bile bu durum total ANA tesbitinde énemli bir
sorun olarak goriilmemektedir.. Bu teknik, az siirede daha ¢ok hasta iizerinde
calisilabildigi icin ve niikleus i¢inde yaygin halde bulunan ANA’lar1 daha kolay
belirledigi i¢in IFA yonteminden daha kullanmigli bir teknik olarak kabul edilmistir
(71, 74, 76). ELISA testlerinde her belirte¢ ayr1 degerlendirilmekte ayrica yontemin
teknik bir 6zelligi nedeni ile kuyucuklarin ilk ve son siralarinda yer alan serumlarin
ayn1 kalibrasyon egriyle degerlendirilmesi analitik sapmalara neden olmaktadir (17).
ELISA tekniginin duyarlilig1 yiiksektir fakat 6zgiilliigiiniin diisiik olmas1 nedeniyle
yanlis pozitifliklere sik rastlanmaktadir (71, 74, 76).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢aligmada, Agustos 2011-Temmuz 2014 tarihleri arasinda Abant Izzet
Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Immiinoloji Laboratuvari’na
farkli kliniklerden otoimmiin hastalik siiphesi olup ANA yoniinden arastirilmasi
istenen 559 hastaya ait sonuglar retrospektif olarak degerlendirildi. ANA testi [FA

yontemiyle calisildi. ANA subtiplerinin tespiti i¢in immiinoblot yontemi kullanildi.

3.1. Iimmiinofloresan Antikor (IFA) Testi

ANA testleri iiretici firmanin (Euroimmun, Liibeck, Almanya) Onerilerine
gore calisildi. Kullanilan IFA testleri her bir bdolmesinde pozitiflik ve patern

belirlenmesi i¢cin Hep-2 ve primat karaciger hiicreleri icermekteydi.

Calisma Prosediirii:

Calismaya baslamadan 6nce kitler oda sicakligina getirildi. Hasta sayis1 kadar
gode alindu.

1. Bir litre distile suya PBS tuzu eklendi ve iyice karistirildi.

2.Uzerine Tween 20 eklendi.

3. Kopiirmemesi i¢in calkalamadan birkag defa alt iist edildi.

4. Godelere 990 uL PBS soliisyonu ve 10 uL hasta serumu dagitildi. Boylece
1/100’1iik diliisyon yapildi.

5. Karisimlar vortekslendi ve Tray’e vorteksledigimiz godelerdeki dilue
orneklerden 25 pL pipetlendi.

6. On yiizeyleri doku kapli slaytlara hasta numarasi yazildi ve Tray’lerin
kenarlarindaki ¢entiklere gecirip 30 dk inkiibasyona birakildi.

7. Inkiibasyon siiresi bitiminde salelerde 5’er dakika 2 kez PBS soliisyonu ile
yikandi.

8. Temiz Tray alind1 ve iizerine 20 uL Ig G konjugat pipetlendi.

9. Yikama islemi bittikten sonra slaytlarin arka yiizleri silinip yine ayni

sekilde centiklere takild1 ve 30 dk inkiibasyona birakildi.
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10. Siire bitiminde yine ayni sekilde salelerde 5’er dakika 2 kez PBS

soliisyonu ile yikandi.

11. Lamel alind1 ve slaylarin on ylizeyindeki dokulara denk gelecek sekilde

lamellerin iizerine gliserin damlatildi.

12. Slaytlarin yikama islemi bittikten sonra arka yiizeyleri silinip lamellerin

tizerine kapatildi.

13. Once 20X ’lik sonra 40X’lik biiyiitmede 6rnekler incelendi.

Degerlendirme asamasinda floresans mikroskobu kullanildi. Bu asamada

pozitifligin yaninda hiicre niikleusu ve sitoplazmik kompanentlere ANA paternleri

kaydedildi.

3.2. immiinoblotting Test

Laboratuvarimiza immiinoblot istemiyle gelen ve/veya ANA IFA testi pozitif

saptanmisg serumlar immiinoblot teknigi ile degerlendirildi. Test iiretici firmanin

(Euroimmun, Liibeck, Almanya) onerilerine gore ¢alisildi.

Calisma Prosediirii:

Calismaya baglamadan once kitler oda sicakligina getirildi.

1.

15 pL hasta serumu ve 1,5 mL sample buffer karistirilarak 1/100 oraninda

dilue edildi.

. Hasta sayis1 kadar strip ¢ikarildi.

. Striplerin {izerindeki numaralar goriinecek sekilde inkiibasyon tray’indeki

bos kuyulara yerlestirildi.

. Her bir kuyucuga 1,5 mL sample buffer eklenerek Sdk oda sicakliginda

shakerin iizerinde inkiibasyona birakildi.

. Siire bitiminde kuyucuklar bosaltilarak 1,5 mL dilue edilmis serum eklendi

ve shakerin iizerinde 30 dk inkiibasyona birakildi.

. Siire bitiminde kuyucuklar bosaltildi ve 5’er dakika 3 kez 1,5 mL wash

buffer eklenerek shakerin {izerinde yikama islemi yapildi.

. Yikama islemi bittikten sonra her bir kuyucuga 1,5 mL konjugat eklenerek

shakerin iizerinde 30 dk inkiibasyona birakildi.
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8. Siire bitiminde tekrar kuyucuklar bosalt1 ve 5’er dakika 3 kez wash buffer
ile yika islemi yapildi.

9. Yikama islemi bitiminde her bir kuyucuga 1,5 mL substrat soliisyonu
eklenerek shakerin {izerinde 10 dk inkiibasyona birakildi.

10. Inkiibasyon sonunda kuyucuklar tekrar bosaltildi ve her bir strip 1’er
dakika 3 kez distile su ile yikandi.

11. Stripler degerlendirme protokoliiniin {izerine yerlestirildi ve
degerlendirilmesi i¢in EUROBIlotMaster/Euroline programi (Euruimmun,

Lubeck, Almanya) kullanildi.

Membran striplerinde, ANA alt grubu olarak kabul edilen anti-ENA
antikorlarinin her birine ait 6zel bir ¢izgi bulunmaktadir. Stripin en alt kisminda ise

calisma sonunda tiim striplerde pozitif kontrol bulunmaktadir.

3.3. istatistiksel Analizler

Calismamizda IFA yontemi referans yontem kabul edilerek immiinoblot
yonteminin duyarlilik (sensitivite) ve ozgiilliik (spesifite) degerlerleri hesaplandi.
Hesaplamalarda 17 versiyon SPSS (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) istatistik paket

programi kullanildi.
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4. BULGULAR

Calismamiza 403 (%72,1) kadin ve 156 (%27,9) erkek toplam 559 hasta
serumu dahil edildi. IFA yontemi ile 160 (%28,6) hastanin serumunda ANA pozitif
olarak tespit edildi. Pozitif bulunanlarin 125’1 (%78,1) kadin ve 35’1 (%21,9) erkek
hastalara ait idi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. IFA Yontemiyle ANA Pozitif Bulunan Hastalarin Cinsiyete Gore Dagilimi.

ANA Toplam
Pozitif Negatif
Kadin 125 278 403
Erkek 35 121 156
Toplam 160 (%28,6) 399 (%71,4) 559 (%100)

Immiinoblot yontemi ile 145’i (%76,3) kadin, 45°i (% 23,7) erkek hastaya ait
olan toplam 190 hastanin serumunda ANA pozitifligi saptandi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. immiinoblot Yontemi ile ANA Pozitif Bulunan Hastalarm Cinsiyete Gore Dagilimi.

Iimmiinoblot Toplam
Pozitif Negatif
Kadin 145 258 403
Erkek 45 111 156
Toplam 190 (%34.0) 369 (%66.0) | 559 (%100)

Immiinoblot yontemiyle pozitif bulunan 190 hastanin 22’si (%11,6) Jo-1,
20’si (%10,5) Scl-70, 17’si (%8,9) SS-B, 29’u (%15,3) Ro-52, 46’s1 (%24,2) SS-A,
35t (%18,4) Sm ve 21'it (%11,1) nRNP/Sm olarak bulundu. Calisilan hasta

serumlarindan 369 6rnek ise negatif olarak degerlendirildi (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. immiinoblot Yontemine Gore Anti-ENA Antikorlarmn Subtiplerine Dagihmu.

immiinoblot Pozitif (%)
Jo-1 22 (%11.6)
Scl-70 20 (%10.,5)
SSB (La) 17 (%8.9)
Ro-52 29 (%15,3)
SS-A (Ro) 16 (%24.2)
Sm 35 (%18.4)
nRNP/Sm 21 (%11,1)
Toplam 190 (%100)

Hastalarin immiinoblot yonteminde saptanan subtiplerinin IFA yOntemiyle

saptanan poziriflik ve negatiflik durumlar1 Tablo 4.4’te verilmistir.

Tablo 4.4. immiinoblot Yontemine Gore Pozitif Bulunan Anti-ENA Antikorlarmm IFA
Yontemiyle Karsilastirilmasi.

immiinoblot
ANA Jo-1 Scl-70 ?Ea]; Ro-52 ?1813 Sm “Rip /S
OO BHD]IOIH]IOIH|IOOBH]I60BH]6O1l-H] 6
Negatif | 14 | 385 | 12 | 387 | 7 |392| 9 |390| 23 | 376 | 27 | 372 | 12 | 387
Pozitif | 8 | 152 | 8 |152] 10 | 150 | 20 | 140 | 23 | 137 | 8 | 152| 9 | 151
Toplam | 22 | 537 | 20 | 539 | 17 | 542 | 29 | 530 | 46 | 513 | 35 | 524 | 21 | 538

Hastalarin IFA ve immiinoblot yontemleriyle elde edilen sonuglarinin birbiri

ile karsilastiritlmasi Tablo 4.5’te verilmistir. Toplam 98 6rnek hem IFA yontemi ile

hem de immiinoblot yontemi ile pozitif bulunmustur. ANA testiyle pozitif olarak

degerlendirilen 62 6rnek immiinoblot yontemi ile negatif saptandi. IFA yontemi ile

negatif olarak degerlendirilen 92 6rnek ise immiinoblot yontemi ile pozitif bulundu.

307 ornek ise her iki yontemle de negatif olarak saptandi.

Tablo 4.5. IFA ve immiinoblot Yontemlerinin Karsilastirilmasi.

ANA
Immiinoblot Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 98 92 190 (%34,0)
Negatif 62 307 369 (%66,0)
Toplam 160 (%28,6) 399 (%71,4) 559 (%100)

Immiinoblot tekniginde, duyarlilik % 61,3, 6zgiillik %76,9, pozitif prediktif

deger %51,6 ve negatif prediktif deger %83,2 olarak bulundu (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. immiinoblot Yonteminin Duyarhhk ve Ozgiilliikk Oranlari.

Kriter immiinoblot (%)
Duyarlilik 61,3
Ozgiilliik 76,9
Pozitif prediktif deger 51,6
Negatif prediktif deger 83,2
Dogruluk (Accuracy) 72.5

IFA yontemi ile negatif olarak degerlendirilen 6rneklerin 14’1 Jo-1, 12’si Scl-
70, 7’si SS-B, 9’u Ro-52, 23’ SS-A, 27’si Sm ve 12’si nRNP/Sm seklinde
immonoblot teknigiyle pozitif olarak saptandi. IFA yontemi ile pozitif olarak
bulunan oOrneklerin 2’si borderline graniiler, 34’1 graniiler, 5’1 homojen, 5’i ince
graniiler, 3’i kaba graniiler, 2’si kromozomal, 18’i niikleolar, 3’ii periferal, 1’i

sentromer ve 13’ii sitoplazmik graniiler patern olarak saptandi (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. immonublot ve IFA ile Pozitif Saptanan Paternlerin Karsilastirilmasi.

Immiinoblot
Jo-1 | Scl-70 | SS-B | Ro-52 | SS-A Sm | nRNP/Sm | Toplam

ANA

Homojen 0 0 1 2 2 0 0 5
Graniiler 4 1 6 11 14 4 6 46
Niikleolar 2 3 1 5 5 1 1 18
Niikleer Dots 0 0 0 0 0 0 0 0
Periferal 1 2 0 0 0 0 0 3
Sentromer 0 0 0 0 0 1 0 1
Sitoplazmik Graniiler 1 2 2 2 2 2 2 13
Negatif 14 12 7 9 23 27 12 104
Toplam 22 20 17 29 46 35 21 190
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S. TARTISMA

Otoimmiin hastaliklar ABD’de 6nemli bir mortalite ve morbidite nedeni
olarak diislinlilmektedir. 1997 yilinda yapilan epidemiyolojik bir caligmada 31
Amerikalidan birinin otoimmiin hastaliklardan etkilendigi goriilmiistiir (77, 78). Bu
hastaliklarin olusumuna neden olan self antijenlere karsi gelisen immiin yanit
olusumu giiniimiizde tamamen aydinlatilamamistir. Otoimmiin hastaliklarin 6zellikle
geng popiilasyon {izerinde olumsuz etkileri kayda deger bir risk faktoriinii
olusturdugu i¢in bu problemin fiziksel, psikolojik ve ekonomik zararlarinin boyutu
Oonem arz etmektedir. Bu yiizden genellikle otoantikor testleri uygulanmaktadir.
Fakat otoantikor test sonuglarinin giivenilirligi yoniinden laboratuvarda uygulanan
yontemler hakkinda bilgi ve deneyim sahibi olmak, kliniklerle irtibat kurmak, hasta
ve hastalikla ilgili bilgilerinin goz Oniinde bulundurmak gerekmektedir (78, 79).
Genel olarak laboratuvarda uygulanan yontemler klinisyenlere 3 ana baglik altinda
yardimct olmaktadir. Bunlardan ilk olarak tani, sonra prognoz ve son olarakta

aktivite takibidir. ANA testi ise en ¢ok tanisal amacli istenmektedir (16).

Sistemik otoimmiin hastalik grubuna dahil edilen RA, SLE, Skleroderma,
Sjogren Sendromu, Dermatomiyozit/Polidermamiyozitis gibi BDH grubundaki
hastaliklarin tanisinda hiicre niikleusu ve/veya sitoplazmasindaki niikleer antijenlere
kars1 gelisen antiniikleer antikorlar biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu amacla gelistirilen
en eski ve yaygin yontem olarak IFA kabul edilmektedir. Ayrica son yillarda
gelistirilen ELISA, immiinoblot ve immiinodiffiizyon gibi yoOntemler de
laboratuvarlarda IFA ile beraber veya tek basina kullanilmaktadir (16, 20, 71). ANA
kanser, sitotoksik ila¢ kullanimi ve yashilik gibi durumlarda da ortaya ¢ikmasi
sebebiyle ANA pozitifliginin, immiinoblot yontemiyle subtiplerinin belirlenmesiyle
desteklenmesinin gerekliligine dikkat cekilmektedir. Her yontemin kendi i¢inde bazi
avantajlar1 ve dezavantajlar1 géz oniinde bulunduruldugunda, tek bir yontemle taniya
gidilmesinin 6nemli bazi1 sorunlara yol acabilecegi ¢esitli calismalarla goriilmiistiir

(11, 12, 20, 80).
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IFA yonteminin uygulanmasi kolay, maliyeti diisiik ve basit bir test oldugu
ongoriilmektedir. Fakat zaman alict ve subjektif bir degerlendirme gerektirmesi
onemli dezavatajlar1 arasinda diistiniilmektedir. Dolayisiyla degerlendiren kisinin
bilgi ve deneyimi test sonuglarinin gegerliligini biiyiik Olciide etkilemektedir (12,

16).

Son yillarda gelistirilen ELISA, immiinoblot ve immiinodiffiizyon gibi
yontemlerin uygulamasinin daha pratik olmasi ve degerlendirmesinin objektif olmasi
rutin laboratuvarlarda bu yontemlerin yayginlasmasina olanak saglamistir (16).
Ayrica IFA ile karsilastirildiginda, sonuclarin laboratuvar i¢i veya laboratuvarlar

arasi tutarsizliginin onemli Ol¢iide giderildigi bildirilmistir (12).

Giindiiz (81) yapmis oldugu bir ¢alismada 44 hastadan 17 (%38,6)’sini ANA
pozitif bulurken 27 (%61,4)’sini ise ANA negatif olarak buldugunu bildirmistir.
Karakece (20) yapmis oldugu bir ¢alismada toplam 2268 hasta ornegi ile IFA
yontemiyle yapilan c¢alismalarin sonucunda %33,3 (n=755) oraninda pozitiflik
saptamistir. Giindiiz’lin ve Karakece’nin bildirdigi bu oranlar bizim ¢alismamizda

buldugumuz %?28,6’lik pozitiflik ile uyumludur.

Aitcheson ve arkadaslarinin (82) substrat doku olarak fare bobreklerini
kullanarak yaptiklar1 bir calismada 97 hastanin 39 (%40)’unda ANA pozitifligi tespit
ettiklerini bildirmislerdir. Calismamizda substrat doku olarak Hep-2 hiicrelerini
kullanarak %28,6’sinda ANA pozitifligi tespit edildi. Aitcheson ve arkadaglarinin
yapmis oldugu ¢alismada tespit ettikleri ANA pozitiflik oran1 bizimkinden yiiksektir.
Bunun sebebinin kullanilan substrat dokularin ANA pozitifligini belirlemedeki

etkinliginden kaynaklandig1 tahmin edilmektedir.

Cordonnier ve arkadaglarinin (83) yapmis oldugu bir ¢aligmada 49 hastanin 9
(%8,4)’unda ANA pozitifligi tespit ettiklerini ve ayrica ¢alismalarinda karaciger
dokusu kullandiklarin bildirmislerdir. Bu oran bizim calismamizda 559 hasta 6rnegi

kullanarak buldugumuz orandan (%28,6) olduk¢a diisiiktiir. Cordonnier ve
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arkadaslarinin caligmalaria dahil ettikleri hasta sayisinin az olmasi iki ¢aligmanin

sonuclarr arasindaki farkin kaynagi olarak tahmin edilmektedir.

IFA yonteminde hiicre niikleusu ve/veya sitoplazmasinda farkli bolgelere
yerlesim gosteren niikleer antijenlere karst gelisen antikorlar farklt boyanma
paternleri ile saptanmaktadir. Ancak IFA yontemi ile niikleer boyanmaya neden olan
antikor tiplerinin birbirinden ayirt edilmesi zorken, immiinoblot yonteminde hedef
antijene karst gelisen antikorlarin 06zgiil ve duyarli bir sekilde saptandig
bilinmektedir. immiinoblot yénteminin tek bir 6rnek ile hizli sonug vermesi ve bir
test stribi ile birka¢ farkli antikorun saptanabilmesi 6nemli avantajlarindandir. Fakat
teknik hatalara ve soliisyonlarin saklanma kosullarina bagl olarak yalanci pozitiflik
verebilmesi ve maliyetinin yiiksek olmasi ise bu yontemin O6nemli

dezavantajlarindandir (75, 84).

Caglayan ve ark. (23) yapmis oldugu bir ¢calismada 117 hasta iizerinde IFA ve
WB yontemlerinin herhangi birinde pozitiflik tespit ettigi ¢esitli otoimmiin
hastaliklara sahip hastalara ait serum Ornekleri ile %69,2’sini pozitif prediktif ve
%65,4’iinli negatif prediktif olarak buldugunu bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda
559 hasta tizerinde ¢ikan pozitif prediktif degeri %51,6 ve negatif prediktif degeri
%83,2 olarak bulunmustur. Caglayan’in buldugu bu oranlar bizim yapmis
oldugumuz caligmadaki oranlarla uyusmamaktadir. Bunun nedeninin ise Caglayan’in

ve bizim iizerinde ¢alistigimiz hasta sayisi ile alakali oldugu diistiniilmektedir.

Calisma siiresince cesitli kliniklerden gonderilen ve ¢alismamiza dahil edilen
hastalar i¢inde kadinlar %78,1 oraniyla daha fazla pozitifligin goriildiigi grubu
olusturmaktadir. Kadinlarda otoimmiin hastaliklarin erkeklere oranla daha sik
goriildiigii bilinmektedir (85). Calismamizdan elde ettigimiz sonucumuz literatiirle

uyumludur.

Ulkemizde Us ve ark. (86) yapmus oldugu bir calismada immiinoblot

yonteminin anti-ENA antikorlarinin saptanmasinda kullanilabilir bir yontem

41



oldugunu bildirmislerdir. Ancak calismada farkli bir yontemle karsilastirma

yapilmadigi icin 6zgiilliik ve duyarliliklar1 hakkinda bir yorum getirilmemistir.

Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji laboratuvarinda Kasim 2002 - Agustos 2003 tarihleri arasinda yapilan
bir calismada (87) ANA arastirilmasinda IFA yonteminin temel yontem olarak
kullanilmasinin = duyarlilign artirdifi  ve immiinoblot yOnteminin ise 0zgiil
otoantikorlarin belirlenmesinde kullanilmasiyla alt gruplarin saptanarak hastaligin
kesin tanisin1 koymaya yardimci olacagi belirtilmistir. Boylece ANA pozitifliginin
yaninda 6zgiil antikorlarin da belirlenmesinin hastaliklarin ayirt edilmesi ve hastalik

siddetinin takibine yararli olacagi diisiiniilmektedir.

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
laboratuvarinda Ekim 2002- Haziran 2004 doneminde yapilan bir calismada IFA
yontemi ile 208 pozitif, 313 negatif olarak saptanan toplamda 521 hasta serumunda
anti-ENA calisilmistir (88). Elde edilen sonuglara bakildiginda pozitif hastalarin
126’s1 (%60,5), negatif hastalarin ise 4’ (%1,3) anti-ENA pozitif olarak tespit
edilmistir. Bizim yapmis oldugumuz ¢alismada IFA yontemi ile 160 (%?28,6) pozitif,
399 (%71,4) negatif olarak saptanan toplamda 559 hasta serumunda anti-ENA
calisilmistir. Pozitif hastalarin 98’1 (%61,3), negatif hastalarin ise 92’si (%48,4) anti-
ENA pozitif olarak tespit edilmistir. Elde edilen sonuclara bakildiginda bizim
calismamiz uyumlu gozilkmemektedir. Bunun nedeni ENA testlerinde kullanilan
antijen miktariyla iliskili olabilir. Kocaeli Universitesinde kullanilan ENA testi 13 ag
icerirken bizim kullandigimiz test 7 antijen icermektedir. Antigen sayisinin fazlalig

farkl1 antikorlar1 yakalama imkan1 sunarak avantaj saglamaktadir.

IFA yonteminde degerlendiren kisinin bilgi ve deneyimi test sonuclarinin
gecerliligini biiyiik 6lciide etkilemektedir. Iimmiinoblot testi, niikleer antijenlere kars1
gelisen antikorlarin subtiplerini birbirinden ayirarak bu gruplar1 belirleyebilmeyi
saglamak amach kullanilir. Calismamizda IFA negatif hastalarda anti-ENA
pozitifliginin yiiksek c¢ikmasinin sebebi IFA yontemi uygulanirken yapilan teknik
hatalardan kaynaklandig, diisiik titreli pozitifliklerde negatif olarak degerlendirilmis
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olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica degerlendiren kisiler degistik¢e c¢ikan sonuclar

arasinda farkliliklar goriilebilmektedir.
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6. SONUCLAR

. ANA pozitifliginin belirlenmesi tek basina yeterli degildir.

. ANA pozitifliginin yaninda titre ve paternler de dikkate alinarak anti-ENA
antikorlarinin arastirilmasi i¢in uygun testler secilmelidir.

. Immiinoblot teknigi bircok farkli alt grubun birbirinden ayirt edilmesini
saglamaktadir.

. Immiinoblot teknigi uygulanmas1 ve degerlendirmesi kolay oldugu icin kisa
stirede sonug alinabilmektedir.

. Immiinoblot teknigi sonuglarin tamamen kalitatif olmas1 ve cok fazla elde edilen
pozitifligin diger testler ile dogrulanamamasi Onemli bir dezavantaj olarak
karsimiza ¢ikmaktadir.

. IFA testinde sonuglarin degerlendiren kisilere gore degisme olasilii yani yorum

farklilig1 goriilebilmektedir.
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