T.C.
AKDENIZ UNIiVERSITESI TIP FAKULTESI
TIBBi MIKROBIYOLOJi ANABILIM DALI

KLINIK ORNEKLERDE DFS PATERNININ VE ANTI-
DFS70 ANTIKORUNUN ARASTIRILMASI

UZMANLIK TEZIi

Dr. Pelin ONARER

Antalya, 2019



T.C.
AKDENIZ UNIiVERSITESI TIP FAKULTESI
TIBBi MIKROBIYOLOJi ANABILIM DALI

KLINIK ORNEKLERDE DFS PATERNININ VE ANTI-
DFS70 ANTIKORUNUN ARASTIRILMASI

UZMANLIK TEZi
Dr. Pelin ONARER

Tez Danmismani: Dog¢. Dr. Esvet MUTLU

“Kaynak gosterilerek tezimden yararlanilabilir’

Antalya, 2019

Bu arastirma Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi tarafindan TTU-2018 -3625 proje numarasi ile desteklenmistir.



TESEKKUR

Lisans egitimimi tamamladigim Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi’nde
arastirma gorevlisi olarak gorev yapmanin ne kadar dogru bir tercih oldugunu
anladigim bu zaman dilimi icerisinde bilgisi ve 1s181yla her zaman yanimda olan
basta Dog. Dr. Esvet MUTLU hocama, boliim baskani Prof. Dr. Derya MUTLU ve
tiim Ogretim tiiyesi hocalarima; ayrica her zaman yanimda olan ve desteklerini hig

esirgemeyen canim aileme sonsuz tesekkiirii bir borg bilirim.



ICINDEKILER

Simgeler ve Kisaltmalar Dizini
Sekiller Dizini

Tablolar Dizini

1.GIRIS VE AMAC

2. GENEL BILGILER

2.1.Immiin Sistem

2.1.1. Dogal immiinite
2.1.2. Edinsel Immiinite
2.2. Immiinolojik Tolerans
2.2.1. Santral Tolerans
2.2.2. Periferik Tolerans
2.3. Otoimmiinite Mekanizmalar1
2.3.1. Genetik Yatkinlik
2.3.2.Cevresel Etkiler
2.3.3.Molekiiler Taklit
2.4. Otoimmiinite ve Mikrobiyota
2.5. Otoimmiinite ve Hijyen Hipotezi
2.6 Anti Niikleer Antikorlar (ANA)
2.6.1 Ekstrakte Edilebilir Niikleer Antijenler (ENA)
2.7. Sistemik Otoimmiin Romatizmal Hastaliklarda ANA ve ENA
2.7.1. Sistemik Lupus Eritematozus
2.7.2. Sjogren Sendromu

2.7.3. Sistemik Skleroz

Sayfa

Vi

xii

10
10
10

11



2.7.4. Polimiyozit 11

2.7.5. Miks Bag Doku Hastalig1 11
2.8. ANA IIF Testinde Boyanma Paternleri 12
2.8.1. Homojen Boyanma (AC-01) 13

2.8.2.Yogun ince Benekli Patern (DFS70 Benzeri Boyanma /

Anti-LEDGF Benzeri Boyanma ) (AC-02) 13
2.8.3. Ince Benekli (Graniiler) Patern (AC-04) 14
2.8.4. Kaba Benekli (AC-05) 16
2.8.5. Sentromer Paterni (AC-03) 17
2.8.6. Niikleer Noktalanma (AC-06, 07) 18
2.8.7. Niikleolar Patern (AC-08, 09, 10) 19
2.8.8. Anti-Scl70 Benzeri Boyanma/ Topo | (AC-29) 20

2.8.9. Niikleer Membran Paterni (Periferal Boyanma) (AC-11, 12)21

2.8.10. Anti-PCNA Benzeri Boyanma (AC-13) 22
2.8.11. Sitoplazmik Boyanma (AC-15/ 23) 22

2.9. Otoantikorlarin Laboratuvar Tanis1 26
2.10. Otoantikor Saptamada Kullanilan Yontemler 29
2.10.1. Indirekt Immunofloresan (IIF) 30
2.10.2. Multiparametrik Yontemler 30

2.11. DFS-70 Antijeni ve Antikoru 35
3. GEREC ve YONTEM 38
3.1 Gereg 38

3.1.1 Hasta Grubu 38



3.1.2 Serum Orneklerinin Toplanmasi ve Saklanmas1
3.1.3 Laboratuvar Geregleri
3.1.4 Kullanilan Kitler
3.2 Yontem

3.2.1.Indirekt Immunofloresan (IIF) Y®6ntemi
3.2.2 Line Immunoassay (LIA) Yontemi
3.2.3 CytoBead ANA DFS70
3.2.4 Anti-DFS/70 ELISA (IgG)
3.2.5. Istatistiksel Analiz

4. BULGULAR

5. TARTISMA

6. SONUCLAR

7. OZET

8. ABSTRACT

9. KAYNAKLAR

10. EKLER

38

39

39

39

39

41

42

44

45

46

54

65

67

69

70

87



AARD

AC

ACA

ACR

ALBIA
AMA-M2
ANA

ANCA
Anti-dsDNA
Anti-Sm
Anti-RNAP 111
Anti-U1-RNP

APC
ARA

BCR
CCD
CD
CIA
CLIA
CLIFT
CREST

DFA
DFS 70
DG
DIA
DM
DNA

SIMGELER VE KISALTMALAR

ANA Iliskili Otoimmiin Romatizmal Hastalik (ANA
Associated Autoimmune Disease)

Anti-Cell

Anti-Sentromer Antikor

American College of Rheumatology
Addressable Laser Bead Assay
Anti-Mitokondrial Antikor-M2

Anti-Niikleer Antikor

Anti-Notrofilik Sitoplazmik Antikor
Anti-double Stranded Deoxyribonucleic Acid
Anti-Smooth Muscle

Anti-RNA Polimeraz 3

Anti-U1 Riboniikleoprotein

Antijen Sunan Hiicre (Antigen Presenting Cell)
Akut Romatizmal Ates

B Hiicre Reseptorii (B Cell Receptor)
Charged-Coupled Device

Cluster of Differentiation

Chemiluminesant Immunoassay
Chemiluminesant Immunoassay

Crithidia luciliae Immunofluorescence Test
Kalsinozis, Raynaud fenomeni, Ozefagus dismotilitesi,
Sklerodaktili, Talenjektazi

Direkt Floresan Antikor

Yogun ince Benekli 70 (Dense Fine Speckled 70)
Doku Transglutaminaz

Dot Immunoassay

Diabetes Mellitus

Deoksiriboniikleik Asit

Vi


http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/deoxyribonucleic%20acid%20(dna)

EBV
ELISA
ENA

EULAR
FasL
FITC
GBM
HBV
HCV
HEp-2

HIV

HLA
IB
ICAP
IFN
Ig
19G
IgM
IHHF
IL
IVIG
iTp
KO
LE

LEDGF

LIA
MCTD

Ebstein Barr viriis

Enzyme Linked Immunosorbent Assay

Ekstrakte Edilebilir Niikleer Antijen (Ekstraktable Nuclear
Antigen)

European League Against Rheumatism

Fas Ligand

Flourescein Isothiocyanate

Glomeriiler Bazal Membran

Hepatit B viriisii

Hepatit C viriisii

Insan Epitelyal Karsinom Hiicresi 2 (Human Epitelial Cell-
2)

Insan Immiinyetmezlik Viriisii (Human Immunodeficiency
Virus)

Insan Lokosit Antijeni (Human Leukocyte Antigen)
Immunoblot

International Consensus on Antinuclear Antibody Pattern
Interferon

Immiinoglobulin

Immiinoglobulin G

Immiinoglobulin M

Indirekt Immiinofloresan (Indirect Immunofluorescence)
Interldkin

Intra Vendz Immiinoglobulin

Idiopatik Trombositik Purpura

Knock Out

Lupus Eritematozus

Lens Epiteli Kokenli Biiylime Faktorii (Lens Epithelium-
Derived Growth Factor)

Line Immunoassay

Miks Bag Dokusu Hastaliklart (Mixed Connective Tissue
Disease)

vii



MHC

MIA
MPO
MS

NK
NPD
PBS
PM /DM
PMMA
PPD
PR3

PS

PSA

PSIP1

RA
RIA
RNA

SARD

SELDI-TOF

SLE
SLICC

SS

SSc
TCR
TG2
Tth
TLR
TNF-a

Major Doku Uygunluk Kompleksi (Major
Histocompatibility Complex)

Microbead Immunoassay

Myeloperoksidaz

Multiple Skleroz

Dogal Oldiiriicii hiicre (Natural Killer Cell)
Negatif Prediktif Deger

Fosfat Tuz Tamponu (Phosphate Buffered Saline)
Polimiyozit / Dermatomiyozit

Polimetil Metakrilat

Pozitif Prediktif Deger

Proteinaz 3

Polistiren

Polisakkarit A

PC4 ve SFRS1 Interacting Protein
Romatoid Artrit

Radio Immunoassay
Riboniikleik Asit

Sistemik Otoimmiin Romatizmal Hastaliklar (Systemic
Autoimmune Rheumatic Diseases)

Surface-Enhanced Laser Desorption lonization-Time of
Flight

Sistemik Lupus Eritematozus

Sistemik Lupus Uluslararast Klinikler Isbirligi (Systemic
Lupus International Collaborating Clinic)

Sjogren Sendromu

Sistemik Skleroz

T hiicre reseptorii (T Cell Receptor)

Transglutaminaz 2

Folikiiler yardimc1 T lenfosit (Folikiiler Helper TL)
Toll-benzeri reseptor (Toll-like Receptor)

Timor Nekroz Faktor Alfa

viii



Treg
Thl
Th2
Thi7
us
WB

Regiilatuar T Hiicreleri
T helper 1

T helper 2

T helper 17

United States

Western Blot



SEKILLER DiZiNi

Sekil Sayfa
2.1. ANA patern semasi (https://www.anapatterns.org/trees-full.php ) 12
2.2. Homojen patern, HEp-2 hiicresi ve primat karacigeri 13
2.3. Yogun ince benekli patern, HEp-2 hiicresi ve primat karacigeri 14

2.4. Ince benekli patern, SSA-SSB Benzeri Boyanma, HEp-2 hiicresi ve primat

karacigeri 15

2.5. Ince benekli patern, Anti-Ku Benzeri Boyanma, HEp-2 hiicresi ve primat

karacigeri 16

2.6. Kaba Benekli / Anti U1-nRNP Benzeri Boyanma, HEp-2 hiicresi ve primat

karacigeri 16

2.7. Kaba Benekli / Anti Niikleer Matriks Proteini Benzeri Boyanma, HEp-2

hiicresi ve primat karacigeri 17
2.8. Sentromer paterni, HEp-2 hiicresi ve primat karacigeri 18
2.9. Az Niikleer Noktalanma, HEp-2 hiicresi ve primat karacigeri 19
2.10. Coklu Niikleer Noktalanma, HEp-2 hiicresi ve primat karacigeri 19
2.11. Niikleolar patern, HEp-2 hiicresi ve primat karacigeri 20
2.12. Anti-Scl70 Benzeri Boyanma / Topo I, HEp-2 hiicresi ve primat 21
karacigeri

2.13. Niikleer Membran Paterni (Periferal Boyanma), HEp-2 hiicresi ve primat

karacigeri 22
2.14. Anti-PCNA Benzeri Boyanma, HEp-2 hiicresi ve primat karacigeri 22

2.15. Sitoplazmik Boyanma / Anti-Mitokondrial Antikor (AMA) Benzeri

Boyanma, HEp-2 hiicresi ve primat karacigeri 23


https://www.anapatterns.org/trees-full.php

2.16. Sitoplazmik Boyanma / Anti-Jo1 Benzeri Boyanma, HEp-2 hiicresi ve

primat karacigeri 24
2.17. Sitoplazmik Boyanma / Anti-F-Aktin Benzeri Boyanma, HEp-2 hiicresi

ve primat karacigeri 24
2.18. Sitoplazmik Boyanma / Anti-Vimentin Benzeri Boyanma, HEp-2 hiicresi 25

2.19. Sitoplazmik Boyanma / Anti-Ribozomal P Proteini Benzeri Boyanma,

HEp-2 hiicresi 25
2.20. Cubuk ve halkalar, HEp-2 hiicresi 26
2.21. DFS paterni tarama ve dogrulama algoritmast 28
2.22. ANA HEp-2 IIF tanisal algoritmast 28
2.23. Multiparametrik yontemler a) ALBIA b) LIA / DIA c) IIF 35

4.1. CytoBead Dot goriintiisii (Ok isaretleri referans dotlara gére anti-DFS70

antikoru i¢in sirasiyla pozitif ve negatif sonucu gostermektedir) 48

Xi



TABLOLAR DiZiNi

Tablo

2.1. Pozitif ANA sonucunun tan1 koydurucu etkisi ve goriilme sikligi
4.1. Calisma gruplari

4.2. 1IF testi ile CytoBead HEp2 testinin karsilastirmasi

4.3. LIA testi ile CytoBead Dot testinin karsilastirmasi

4.4. LIA testi ile ELISA testinin karsilastirmasi

4.5. IIF, L1A ve ELISA testleri ile CytoBead HEp-2 testinin karsilastirmasi
4.6. IIF ve LIA testi ile CytoBead HEp-2 testinin karsilastirmasi

4.7. ELISA testi ile CytoBead HEp-2 testinin karsilagtirmasi

4.8. ELISA testi ile CytoBead Dot testinin karsilastirmasi

4.9. ELISA ve LIA testi ile CytoBead Dot testinin karsilagtirmasi
4.10. IIF testinde yogun ince benekli ile birlikte bulunan paternlerin,

CytoBead HEp2, LIA, CytoBead Dot ve ELISA testi sonuglari

Xii

Sayfa

46
47
47
49
49
50
50
51

o1

52



1. GIRIS VE AMAC

Anti niikleer antikor (ANA) sistemik otoimmiin romatizmal hastaliklar
(SARD) i¢in tani, takip ve prognozda yol gostericidir. Bu hastaliklarin tanisinda
tarama testi olarak human epitelial cell 2 (HEp-2) hiicrelerinin kullanildigit ANA
indirekt immiinofloresan (IIF) yontemi altin standart olarak belirlenmistir (1).
Hiicrenin hangi yapisina karsi antikor olustugu ise dogrulama testleri ile
belirlenmektedir. Arastirmamizin konusunu olusturan dense fine speckled (DFS)
paterni ilk olarak 1994 yilinda Ochs tarafindan interstisyel sistitli hastalarda
gosterilmis, ardindan bu antijene karsi olusmus anti-DFS70 antikorunun katarakt,
atopik dermatit, Vogt-Harada sendromu, prostat kanseri ve otoimmiin tiroidit gibi
hastaliklardaki varlig1 gosterilmistir (2,3,4,5,6,7). Daha sonra bir grup saglikli insan
tizerinde yapilan bir ¢aligmada, anti-DFS70 otoantikorunun saglikli popiilasyonda
SARD’a gore daha fazla goriildiigii sonucuna varilmistir. Bu antikora sahip
olmanin, SARD tanisindan uzaklastirdigi ve gereksiz ek tetkik yapilmasim
Onleyecegi i¢in daha maliyet-etkin bir yaklagim sunabilecegi diistiniilmistiir (8).
Ayrica anti-DFS antikorlarinin SARD durumunda genellikle diger antikorlarla
birlikte olmasma karsin, saglikli bireylerde monospesifik olarak bulundugu;
boylelikle SARD’1 dislamak i¢in kullanilabilecegi fikri yayginlik kazanmaya
baslamistir (9,10,11).

ANA negatifligi otoimmiin hastalik riskini dislamaz; ayn1 sekilde pozitifligi
de spesifik bir tan1 koydurmaz. Pozitif ANA sonucu, siiphelenilen klinik duruma
gore genellikle ileri tetkik yapilmasini gerektirir (12). DFS paterni igin ileri tetkik
olarak Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA), Western Blot (WB),
immiinoadsorbsiyon |IF, immiinopresipitasyon gibi monoparametrik yontemler
veya Line Immunoassay (LIA), Addressable Laser Bead Assay (ALBIA),
Chemiluminesant Immunoassay (CIA), microarray veya multipleks IIF gibi
multiparametrik yontemler uygulanabilir. Biz de bu calismamizda bugiin rutin
laboratuvarlarda IIF ile tarama sonras1 en ¢ok tercih edilen dogrulama yontemi olan
LIA ile, bu iki basamakl: refleks test stratejisini tek basamakta uygulama olanagi

saglayan CytoBead ANA DFS70 adli yeni yontemi karsilagtirmay1 amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. immiin Sistem

Immiin sistem organizmay1 kendine yabanci her tiirlii antijenden korumaya
yonelik karmasik bir mekanizmalar biitliniidiir. Yabanci antijene kars1 gelistirilen
yanit immiin yanit olarak adlandirilmaktadir. Dolayisiyla 6z (self) antijen ile
yabanci antijeni ayirt edebilmek biliyiik 6nem tagimaktadir. Bunun icin birbiri i¢ine
gecmis ve birbirini tetikleyen iki mekanizma aktif rol oynamaktadir: Dogal ve

edinsel immiinite.

2.1.1. Dogal immiinite

Dogal immiin yanit dakikalar icerisinde devreye giren, antijene 6zgiilliigii
olmayan, uzun siireli kalic1 bir hafiza olusturmayan fakat 6zgiil savunma sistemleri
olusturuluncaya kadar organizmaya zaman kazandiran hayati 6neme sahip onciil
savunma sistemidir. Bu sistem igerisine deri, mukozal membranlar, fagositoz yapan
hiicreler, dogal oldiiriicii hiicreler (Natural killer-NK hiicreleri), Toll-benzeri
reseptorler (Toll-like receptors-TLR), sitokinler, kompleman komponentleri ve

lizozim girmektedir.

2.1.2. Edinsel immiinite

Eger yabanci antijen dogal immiin yanit bariyerini asabilirse karsisina daha
0zglin ve kompleks cevaplar olusturabilen ve hafiza 6zelligi tasiyan edinsel
(kazanilmis, adaptif) immiinite ¢ikacaktir. Edinsel immiinite T lenfosit aracili

hiicresel yanit ve B lenfosit aracili hiimoral yanit mekanizmalarina sahiptir.

T ve B lenfositler primer lenfoid organ olan kemik iliginde {iretilip, olgunlagmalari
sirastyla timus ve kemik iliginde gerceklesmektedir. Onciil T hiicreleri kemik
iliginden ¢iktiklarinda TCR (T-cell reseptor, T hiicre reseptorii), CD3 (cluster of
differentiation 3), CD4, CD8 bulundurmazlar. Timustan geg¢is sirasinda bunlarin

hepsini ifade etmeye baslarlar. CD4 + ve CD8 + T lenfosit ¢ift pozitif olarak



adlandirilir. Cift pozitif hiicreler sinif | MHC ye sahip hiicrelerle karsilasirsa CD8+,
sinif I MHC ye sahip bir hiicreyle karsilagirsa CD4+ T lenfosite farklilasir. Bu olay
timus korteksinde meydana gelmekte olup, tek pozitif T lenfositler (CD4* veya

CD8 *) timus medullasindan dolasima ¢ikar.

2.2. immiinolojik Tolerans
2.2.1. Santral Tolerans

Dolasima salinmadan 6nce T lenfositler timusta ¢ok dnemli bir secilime
ugrar. Konagin 0z antijenlerine karsi immiin yanit olusturmamasi gerekir. Buna
tolerans adi verilmektedir. T lenfositler icin timusta, B lenfositler i¢in kemik
iliginde toleransin gelismesi santral tolerans olarak adlandirilir. Timusta antijen
sunan hiicrelerden dendritik hiicreler konagin 6z antijenlerini olgunlasmamis T
lenfosite sunar. Eger T lenfosit ¢ok diisiik kuvvette yanit verirse veya yanit
olusturamazsa olgunlasmasini tamamlayamaz, perifere ¢ikamaz ve dldiiriiliir. Eger
0z antijene kars1 ¢ok kuvvetli bir yanit olusturursa (otoreaktivite) apoptozla negatif
seleksiyona ugrar. Buna klonal delesyon da denilmektedir. Eger 6z antijene uygun
yanit olusturabilirse timusta olgunlasip perifere ¢ikar. Buna da pozitif seleksiyon
denir. Ayni sekilde kemik iliginde B lenfosite sunulan 6z antijene verilen kuvvetli
yanit da klonal delesyona neden olur (negatif seleksiyon). Uygun yanit
olusturabilen B lenfositler ise dolagima salinirlar. Kemik iliginde B lenfositlerin
konagin 6z antijenlerine baglanmasi durumunda, Ig (immiinoglobulin) genlerinin
yeniden diizenlenimi ile otoreaktif olmayan yeni reseptorler olusur (13). Bu duruma

reseptor yeniden diizenlenmesi (receptor editing) adi verilir.

Timusta konagin 6z antijenine karst yanit olusturan olgunlagmamig T
lenfositlerin bir kismi regiilatuar T hiicrelerine (Treg) doniisiirler. Dolasimdaki T
lenfositlerin yaklasik %5-10’unu olusturan, CD4+CD25+FoxP3+ olan bu hiicreler
Thl, Th2 ve Th17 hiicrelerinden sitokin salinmasini 6nleyerek etki etmektedir. Treg
hiicrelerinin ~ silinme veya anerjiden kagan otoreaktif T hiicrelerinin

baskilanmasinda rolii vardir. FoxP3’ii kodlayan gende mutasyon sonucu Treg



fonksiyon kaybinda ciddi  otoimmin/inflamatuar  durumlar  meydana

gelebilmektedir (14).

2.2.2. Periferik Tolerans

Santral toleranstan kagmay1 basarabilmis T/B lenfositler periferal dokularda
periferik tolerans denen secilime ugramak durumundadir. Ciinkii primer lenfoid
organlarda viicuttaki tiim 6z antijenlerle karsilagma olanaklart yoktur. Periferik

tolerans mekanizmalar1 sunlardir:

T lenfositlerin periferik toleransi
Klonal Anerji

Oz antijene reaktif T lenfositlerin, antijen sunan hiicrelerle etkilesimi
sirasinda ko-stimiilator reseptor eksikligi veya ko-inhibitor uyarim sonucu anerji
(yanitsizlik) olusturmasi. Ornegin T lenfositte CD28’e karsilik antijen sunan hiicre
(ASH) B7-1 (CD80) veya B7-2 (CD86) baglanmasi ger¢geklesmezse anerji meydana
gelecektir. CD28 iizerinden T lenfosit aktivasyonunda IL-2 {iretimi meydana
gelirken, CD28 yerine CTLA-4 molekiiliniin B7’ye baglanmasi sonucu IL-2

iretilemeyecek ve anerji ile sonuglanacaktir (15).

Klonal Gormezlik

G0z, beyin, testis gibi immiinolojik olarak korunan bolgelerdeki antijenlere
kars1 aktive olabilecek T lenfositler, bu bolgelere cerrahi-travma vb. olmadigi

miiddetge uyarilamayacak ve bir siire sonra dleceklerdir (13).

Diizenleyici (Regulatory) T Hiicreleri (Treg) Araciigi ile Immiin

Baskilanma



Timusta olgunlasmamis otoreaktif T hiicrelerinden farklanmis olan CD4,
CD25+ ve transkripsiyon faktér FoxP3+ bu hiicreler 1L-10, TGF-f gibi inhibitor
sitokinler salgilayarak, dogrudan hiicre temas: ile veya dentritik hiicre

fonksiyonlarini inhibe ederek efektor T lenfositleri baskilarlar (13,15).

Silinme (Aktivasyona Bagh Hiicre Oliimii)

T lenfositlerin 6z antijenlerle tekrarlayan karsilagsmalar1 veya ikincil sinyal
yoklugunda 6z antijene verilen tepki sonucu, yine kendi yilizeyinde eksprese ettigi
Fas (CD95) - FasL (CD95 Ligand) kaskadini aktive ederek apoptoza gitmeleridir.
Fas-FasL’1 kodlayan genlerde bir mutasyon durumunda nadir goriilen otoimmdiin

lenfoproliferatif hastalik meydana gelebilir (16,17).

B Lenfositlerin Periferik Toleransi

B lenfositler, sekonder lenfoid organlarin primer folikiillerine go¢ edip
yiiksek afiniteli antikorlar olusturmak icin germinal merkezleri olustururlar.
Germinal merkezlerde B lenfositten baska, Tth (folikiiler helper T lenfosit) ve

folikiiler dentritik hiicreler bulunmaktadir.

B lenfositler, folikiiler dentritik hiicrelerin sundugu antijene baglanmak i¢in
yarisirlar. B lenfositler yiiksek afiniteli BCR’leri ile bagladiklari bu antijenleri sinif
I major histocompatibility complex (MHC) proteinleri ile Tth hiicresine sunar (18).
Bu olay T lenfositlerden sag kalim sinyalleri alabilmek i¢in ¢ok énemlidir. B ve T
lenfosit arasindaki CD40 - CD40L etkilesimi ikincil aktivasyon sinyali olusturur.
Eger B lenfosit uygun sinyalleri alabilmisse izotip degisimine ugrayip, ilk yanit
olarak iirettigi IgM (immiinglobulin M) sonrasinda, diger simf Ig’leri de
sentezleyebilir hale gelebilir. Ayrica B lenfosit yiizey Ig molekiiliinde nokta
mutasyonlar olusarak (somatik hipermutasyon) antijene daha yliksek afinite ile
baglanma saglanir. Bu olay sonucu afinite olgunlasmasi meydana gelir. Sonugta
uygun sinyalleri alan B lenfositler germinal merkezden ayrilip olgunlasir, plazma
hiicresine, hatta hafiza hiicresine doniisebilir. Bu sinyalleri alamayanlar ise

apoptoza gider.



2.3. Otoimmiinite Mekanizmalari

Konagin bu mekanizmalarla saglanmaya calisilan 6z antijene tolerans hali
olusturulamazsa immiin sistem bireyin kendi hiicre ve dokularina saldirabilir. Bu
durum otoimmiinite olarak adlandirilir ve olusan hastaliklara da otoimmiin

hastaliklar denir. Patogenezde ¢esitli faktorler sugclanmaktadir:

2.3.1. Genetik Yatkinhk:

Hayvan ¢aligmalar1 ve ikizler {izerinde yapilan g¢aligmalar otoimmiinite
patogenezinde genetik faktorlerin etkili oldugunu gostermistir. Bir¢ok gen
arastirilmis ve en ¢ok da MHC proteinlerini kodlayan HLA (human leukocyte
antigen) alelleri ilizerinde durulmustur. Clinkii MHC I veya II araciligr ile T
lenfositlerine peptid yapida antijen sunumu gerceklestirilmektedir. Belli HLA
allellerini tagiyan kisilerde otoimmiin hastalik sikliginin  artmis  oldugu
gozlenmistir. Ornegin HLA B27 tasiyan kisilerde ankilozan spondilit geligme riski
tagimayanlara gore 90 kat, HLA DR B1 *0301*0401 allelleri bulunan kisilerde tip
1 DM gelisme riski 35 kat daha fazladir (16).

HLA iliskili olmayan genler de otoimmdinite ile iligkilendirilmistir. Tirozin
fosfataz PTPN22 polimorfizminin sistemik lupus eritematozus (SLE), romatoid
artrit (RA), tip 1 diabetes mellitus (DM) ile, sitoplazmik mikrobiyal algilayici
NOD2 polimorfizminin bazi etnik gruplarda Crohn hastaligi ile birlikteligi
gosterilmistir (16).

IL-23, pro-inflamatuar Th17 yolagini aktive eden bir sitokin olup IL-23
reseptoriinde (IL-23R) genetik polimorfizm durumunun ankilozan spondilit, Behget

hastalig1, Crohn hastalig1, psoriazis, iilseratif kolite neden olabilecegi gosterilmistir
(19,20).

2.3.2.Cevresel Etkiler

Ozellikle enfeksiyon etkenleri otoimmiinite etypatogenezinde ¢okga

suglanan faktdrlerden olmustur. Ornegin multiple skleroz (MS) hastalarmin post-



mortem beyin dokularinda Ebstein Barr virlis (EBV) varlig1 gosterilmistir (21).
Ayrica bazi sistemik enfeksiyonlarin MS ataklarini tetikledigini gosteren yayinlar
vardir (22). Enfeksiyonlar disinda c¢evresel etmenlerden ultraviyole 1sinim,

apoptotik hiicre 6liimiinii indiikleyerek kutandz lupusa neden olabilir (23).

D vitamini eksikligi ile otoimmiin hastaliklar arasinda 6zellikle de SLE ile
iliski kuran c¢alismalar vardir (24). Altin tuzlar, siilfasalazin, intravendz
immiinoglobulin (IVIG), prokainamid ve tiimor nekroz faktér — alfa (TNF-a)
blokorleri, ANA olusumunu indiikleyebilirler (25).

2.3.3.Molekiiler Taklit

Otoimmiinite gelisim mekanizmalarindan biri olarak kabul edilen molekiiler
taklitte bilinen en iyi 6rnek streptokok enfeksiyonu sonrasi olusan antikorlarin,
molekiiler benzerlik nedeniyle konagin kalp kasina saldirmasi sonucu olugan akut

romatizmal atestir (ARA) (16).

2.4. Otoimmiinite ve Mikrobiyota

Cocuklarda yapilan mikrobiyota calismalarinda otoimmiin hastaligin
baslangi¢ ve alevlenme donemlerinde mikrobiyal ¢esitliligin azaldigi, remisyonda
ise kontrol gruplarindan farkli olmadigi goriilmistir (26). Bagirsak flora
elemanlarindan Clostridia’lar diyetteki lifleri fermente ederek Onemli anti-
enflamatuar fonksiyonlar sergileyen ve Treg gelisimini uyaran biitirat gibi kisa
zincirli yag asitlerini tretir (27). Bacteroides fragilis ise kapsiiler polisakkarit A
(PSA) treterek IL-10 gibi anti-inflamatuar sitokinler ireten Treg hiicrelerinin

indiiklenmesi yoluyla immiin koruma saglar (28,29).

2.5. Otoimmiinite ve Hijyen Hipotezi

Geligsmis tilkelerde enfeksiyoz ve paraziter hastaliklar son 40 yilda
azaldikga, buna paralel olarak artan otoimmiin / atopik hastaliklar bu hipotezin ¢ikis

noktasmi olusturmustur (30). Ornegin enfeksiyon etkenleriyle sikca karsilasilan



kres ve glindiiz bakimevlerine génderilen ¢cocuklarda astim sikliginin, evde bakim
alan ¢ocuklara gore daha diisiik ¢ikmasi bu tezi desteklemektedir (31). Hipotezin
olas1 mekanizmalarindan biri antijenik yarisma olup; kuvvetli bir antijenle birlikte
veya hemen ardindan verilen ikinci bir antijen varliginda, ilk antijene kars1 azalmis

immiin yanit olusturulmasidir (32,33).

2.6 Anti Niikleer Antikorlar (ANA)

Anti niikleer antikorlar, isimlendirmesi niikleusa kars1 olusmus antikorlari
animsatsa da aslinda hem niikleusta hem de sitoplazmadaki ¢esitli yapilara karst
olusmus ve genellikle immiinoglobulin G (IgG) yapisinda antikorlardir (34). Bu
yapilar deoksiriboniikleik asit (DNA), riboniikleik asit (RNA), histon,
riboniikleoproteinler, ¢oziinebilen hiicresel reseptdrler, niikleolar yap1 ve mitoz ile
iligkili proteinler olabilir. 1948 yilinda ilk olarak SLE hastalarinda lupus
eritematozus “LE” hiicreleri tanimlandiktan sonra 1954’te ANA terimi ortaya
cikmis ve birkac yil igerisinde de indirekt immiinofloresan (IIF) yOntemi

kullanilmaya baslanmigtir (35,36).

ANA’nin 6nemi sistemik otoimmiin romatizmal hastaliklardaki (SARD)
tani, takip ve prognozda yol gosterici olmasindan kaynaklanmaktadir. ANA’nin
tan1 koymadaki rolii hastaliklara gore degiskenlik gostermektedir (Tablo 2.1).
Ornegin SLE, sistemik skleroz, primer biliyer siroz gibi hastaliklarda ANA tani
koymada ¢ok yararl iken; ilaca bagl lupus, miks bag doku hastaligi (MCTD) ve
otoimmiin hepatitte kritik tami kriterleri arasinda yer alir. Sjogren sendromu ve
polimiyozit/dermatomiyozitte (PM / DM) tamida daha az yararlidir. Raynaud
fenomeni ve juvenil kronik oligoartikuler artritte izlem ve prognozu belirlemede
onem kazanir. Fakat RA, MS, otoimmiin tiroid hastaliklari, idiopatik trombositik
purpura (ITP), fibromiyalji gibi durumlarda ANA’nin énemi yok veya heniiz

kanitlanamamuistir (36).



Tablo 2.1. Pozitif ANA sonucunun tani1 koydurucu etkisi ve goriilme sikligi (36)

ANA tamida ¢ok yararh ANA pozitiflik
(%)

Sistemik lupus eritematozus 90-95

Sistemik Skleroz 85-95

Primer Biliyer Siroz 50-80

ANA tanida belli dlciide yararh

Polimiyozit / Dermatomiyozit 30-70

Sjogren sendromu 50-70

ANA kritik tam Kriterleri arasinda

[laca bagl lupus 70-90

Miks bag dokusu hastalig1 90-100

Otoimmiin hepatit 40-80

ANA hastalik izlemi ve prognozda cok

yararh

Juvenil kronik artrit 50-60

Raynaud fenomeni 20-40

ANA’nin  hastahk tamisi, izlemi Vveya
prognozda rolii yok veya heniiz

kanitlanmamis

Romatoid artrit 15-30
Multiple skleroz 20-30
Otoimmiin tiroid hastaliklar1 10-20
Enfeksiyon hastalilar 20-40
Idiopatik trombositopenik purpura 10-30
Fibromiyalji 20-30
Kanser ve paraneoplastik sendromlar 20-50
Saghkh bireyler

1/40 20-30
1/80 10
1/160 )
1/320 2

2.6.1 Ekstrakte Edilebilir Niikleer Antijenler (ENA)

SS-A, SS-B, Scl-70, Sm, nRNP, Jo-1 hiicre kiiltiirlerinden serum fizyolojik
ile ekstrakte edilebildiklerinden bu ismi almiglardir. ANA tarama testi sonras1 hangi
ENA’vya kars1 antikor gelistigini bulabilmek i¢in enzim bagli immiinosorbent assay
(ELISA), immiinoblot (IB), direkt floresan antikor (DFA) gibi daha 6zgiil testlere
ithtiya¢ vardir. Giiniimiizde ENA olarak tanimlanan bu alt1 antijen haricinde Ro-52,

PM-Scl, CENP-B, PCNA, dsDNA, Niikleozom, Histon, Ribozomal-P proteini,



AMA-M2 gibi niikleusta bulunabilen diger antijenlere karsi antikor varligi da

arastirilmaktadir.

2.7. Sistemik Otoimmiin Romatizmal Hastaliklarda ANA ve ENA
2.7.1.SLE

Kliniginin ortaya ¢ikis sekli ve prognozu agisindan olduk¢a farklilik
gozlenen multisistemik tutulumla karakterize sistemik otoimmiin romatizmal bir
hastaliktir. Klinik ve immiinolojik parametreleri iceren tani kriterlerine sahiptir
(37,38). Immiinolojik kriterlerden biri ANA pozitifligidir. ANA IIF testinde 1/160
ve lizeri degerler anlamli kabul edilmistir. Hastalarin %96-100’tinde ANA
pozitifligi saptanmaktadir (39,40,41). Ardindan hangi antijenlere kars1 otoantikor
oldugu ilave testlerle saptanmalidir. Bu antikorlardan biri anti-dsDNA antikorudur.
Hem American College of Rheumatology (ACR), hem de The Systemic Lupus
Erythematosus International Collaborating Clinics (SLICC) tan1 kriterleri arasinda
yer alir. Cesitli testlerle varligi saptanabilir; Farr radioimmunoassay, CIA, ELISA,
Crithidia luciliae Immunofloresan Test (CLIFT) gibi. Antikor seviyesi hastaligin
aktivitesi ile iliskilidir (42). Bir baska immiinolojik tani kriteri anti-Sm antikor
varligidir. Hiicre ¢ekirdeginde RNA’ya bagli halde bulunur. Anti-dsDNA ve anti-
Sm ozellikle bobrek tutulumunda saptanmaktadir (43,44). Anti-niikkleozom, anti-
histon, anti-Ro, anti-La, anti-RNP SLE hastalarinda saptanabilecek diger
otoantikorlardandir (45).

2.7.2. Sjogren Sendromu

Ozellikle kadmlar1 etkileyen, sikka sendromu ile karakterize, ciddi
formlarinda gesitli organ tutulumlarinin oldugu sistemik otoimmiin romatizmal bir
hastaliktir. Primer ve diger ANA liskili Otoimmiin Romatizmal Hastalik (AARD)
ile birlikte goriilen sekonder Sjogren sendromu olmak tizere iki tipi vardir. ANA bu
hastalarda %41.9-64 oraninda pozitiftir (46,47,48,49). Primer Sjogren
sendromunda 2012 ACR’nin siniflama kriterleri arasinda pozitif anti-SS/A ve/veya
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anti-SS/B antikorlar1 veya pozitif romatoid faktor (RF) ve >1/320 ANA pozitifligi
bulunmaktadir (50).

2.7.3. Sistemik Skleroz

Fibrozis ve vaskiilopati ile seyreden otoimmiin romatizmal bir hastaliktir.
Bu hastalarda ANA varlig1 %95 oraninda saptanmaktadir (51,52,53). ACR ve The
European League Against Rheumatism (EULAR) tarafindan 2013°te ANA-spesifik
antikorlardan anti-topoizomeraz-1 (anti-Scl-70), anti-sentromer (ACA) ve anti-
RNA polimeraz 3 (anti-RNAP III) tani1 kriterleri arasina alinmistir (54). Anti-DNA
Topoizomeraz I antikorlarinin sistemik skleroz igin 6zgilligii %90°dir (55). Anti-
Scl70 diffiiz sistemik skleroz ile iliskili olup artmis pulmoner fibrozis riski ile
birliktedir (56,57). ANA HEp-2’deki goriiniimii homojen + niikleolardir.
Kromatidleri birbirine baglayan sentromer proteinine karsi olusmus antikorlarin
siurl sistemik skleroz igin 6zgiilligl %93 olup pulmoner arteryel hipertansiyon
gelisimi i¢in bir risk faktoriidiir (55). Bunlarin haricinde sistemik sklerozda anti-
Th/To, antipolimiyozit (PM)/skleroderma (Scl), anti-Ku, anti-U1-RNP, anti-U3-
RNP ve anti-NOR90 antikorlari da saptanabilir (45).

2.7.4. Polimiyozit

Cizgili kas tutulumuyla giden, c¢esitli organlar1 etkileyebilen, interstisyel
akciger hastaligi, artrit, overlap sendromu yapabilen olduk¢a heterojen bir hastalik
grubudur (45). Anti-Jo-1 (histidil tRNA sentetaz), anti-SRP (signal recognition
partickle) ve anti-Mi-2 (helikaz) miyozite 6zgii olan antikorlardir (36). Bu
hastalarin yaklasik %30’unda Raynaud fenomeni, ellerde dokiintii, artrit ve
interstisyel akciger hastaligi ile birlikte giden anti-sentetaz sendromu gelisir ve bu

hastalarda anti-Jo-1 antikoru tanisaldir (36).

2.7.5. Miks Bag Doku Hastahgi

[k olarak 1972’de tanimlanan, SLE, sistemik skleroz, polimiyozit ile ilgili

klinik bulgularin birlikte goriilebildigi (overlap sendromu), anti-U1-RNP (anti-U1
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riboniikleoprotein) antikorlariyla birliktelik gdsteren sistemik  otoimmiin
romatizmal bir hastaliktir (58,59). Bu hastalarda genellikle yiiksek titrede
(>1/1000) graniiler paternde ANA pozitifligi ve Ul-RNP’nin yan1 sira Sm, Ro, La,
dsDNA gibi antijenlere kars1 antikorlar goriilebilmektedir (60). ANA pozitifligi tant
kriterleri arasindadir (36).

2.8. ANA IIF Testinde Boyanma Paternleri

HEp-2 hiicre paternleri

Sitoplazmik

!

Yetkin kisi diizeyi
Uzman-diizeyi raporlama

Metafaz tabakas: boyanmigtir

Sekil 2.1. ANA patern semasi ( https://www.anapatterns.org/trees-full.php ) (61)

International Consensus on Antinuclear Antibody Pattern (ICAP) tarafindan
adlandirma agisindan standardizasyon getirilmis ve “anti-cell” kelime grubunun bas
harfleri alinarak (AC) sirasiyla numaralar verilmistir. AC-0 negatif olmak {izere
AC-01 ile AC-29 arasinda numaralandirilmistir. Bu siniflamaya gore baslica 3 ana

grupta boyanma paterni olup ACO1 ile AC-14 aras1 ve AC-29 niikleer paternleri;
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https://www.anapatterns.org/trees-full.php

AC-15 ile AC-23 arasi sitoplazmik paternleri; AC-24 ile AC-28 arasi mitotik

paternleri temsil etmektedir. Sik goriilen paternlerden bazilari sdyledir:

2.8.1. Homojen boyanma (AC-01)

dsDNA, ssDNA, niikleozom, histon antijenlerine karsi antikor varliginda
HEp-2 hiicre niikleusunda gozlenen boyanma paternidir. Interfaz evresinde
niikleus, metafaz evresinde merkezde toplanmis kromatin uniform tarzda floresan
boyay1 tutmustur. Maymun karaciger hiicrelerinin niikleusunda benzer bir boyanma
sekli ile konfirme edilebilir. SLE, ilaca bagli lupus, RA, juvenil kronik artrit,

sistemik skleroz, antifosfolipit sendromunda bu patern goriilebilir (36).
HEp-2 interfaz: pozitif
HEp-2 metafaz: pozitif

Maymun karacigeri: pozitif

Sekil 2.2. Homojen patern, HEp-2 hiicresi ve primat karacigeri

2.8.2.Yogun ince benekli patern (DFS70 Benzeri Boyanma / Anti-
LEDGF Benzeri Boyanma ) (AC-02)

DFS70 / LEDGF (dense fine speckled / lens epithelium-derived growth
factor ) / DNA baglayan transkripsiyon koaktivatér p75 proteinine karsi olusmus
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antikorlar varliginda HEp-2 hiicre niikleusunda gozlenen farkli floresan siddeti
veren ¢ok ince beneklerden olusmus boyanma paternine ek olarak bdliinme
asamasindaki hiicrelerin metafaz kromatininde de benzer floresan tutulum
gozlenmektedir. Genellikle metafaz floresansi, interfaz c¢ekirdeklerindeki
floresanstan daha yogundur (36). Nukleoluslarda boyanma beklenmez. Maymun
karacigerine ait ¢ekirdek yapilar1 ise ya ¢ok silik floresan tutmus ya da hig
boyanmamustir. Saglikli bireylerde, AARD hastalarina gore daha yiiksek siklikta
goriildiigiine dair ¢alismalar mevcuttur (8,9,10,62,63). Bunun yaninda interstisyel
sistit, katarakt, atopik dermatit, prostat kanseri gibi genis bir hastalik grubunda da

bulunduguna dair yayinlar mevcuttur (2,3,4,6).
HEp-2 Interfaz: pozitif
HEp-2 metafaz: pozitif

Maymun karacigeri: zayif pozitif / negatif

Sekil 2.3. Yogun ince benekli patern, HEp-2 hiicresi ve primat karacigeri

2.8.3. ince Benekli (Graniiler) Patern (AC-04)
Ince Benekli (Graniiler) Patern / SSA-SSB Benzeri Boyanma

SSA, SSB antijenlerine karsi olugsmus antikorlar varliginda HEp-2 hiicre
niikleusunda kiigiik noktalar seklinde floresan 1s1ma goriilmesidir. Metafaz

niikleuslar1 boyanmaz. Niikleoluslar genellikle boyanmaz fakat bazi SSA tipi
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boyanmalarda niikleoluslar da boyanabilir. Maymun karacigeri goriintiisii, kiiclik
benekli goriintiisiiyle konfirme ettiricidir. Sjogren sendromu, SLE, subakut kutanoz
lupus eritematozus, miyozit ve mikst bag dokusu hastaliklarinda bu patern

goriilebilir (36).
HEp-2 Interfaz: pozitif

HEp-2 metafaz: negatif

Maymun karacigeri: pozitif

Sekil 2.4. Ince benekli patern, SSA-SSB Benzeri Boyanma, HEp-2 hiicresi ve
primat karacigeri (36)

Ince Benekli (Graniiler) Patern / Anti-Ku Benzeri Boyanma

Ku (ku-70, ku-80) antijenine karsi olusmus antikorlar varliginda HEp-2
hiicre niikleusunda kii¢iik nokta seklinde floresan i1s1ma goriilmesidir. Metafaz
niikleuslar1 boyanmaz. Niikleolusta boyanma beklenmez. Maymun karaciger
cekirdeklerinde tipik ‘patlamis misir’ goriiniimii vardir. Overlap sendromu,
progresif sistemik skleroz, miyozitler, Sjogren sendromu ve SLE’de goriilebilir
(36).

HEp-2 Interfaz: pozitif
HEp-2 metafaz: negatif

Maymun karacigeri: pozitif
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Sekil 2.5. ince benekli patern, Anti-Ku Benzeri Boyanma, HEp-2 hiicresi ve primat
karacigeri

2.8.4. Kaba Benekli (Graniiler) (AC-05)
Kaba Benekli (Graniiler) / Anti UL-nRNP Benzeri Boyanma

Ul-nRNP, Sm antijenlerine karsi olusmus antikorlar varliginda HEp-2
hiicre niikleusunda biiylik noktalar seklinde floresan 1s1ma goriilmesidir. Metafaz
niikleuslar1 boyanmaz. Niikleoluslarda boyanma beklenmez. Maymun karacigeri
goriintlisli, biiyiik benekli goriintlisiyle konfirme ettiricidir. Miks bag dokusu

hastaligi, SLE, sistemik skleroz ve polimiyozitte goriilebilir (36).
HEp-2 Interfaz: pozitif

HEp-2 metafaz: negatif

Maymun karacigeri: pozitif

Sekil 2.6. Kaba Benekli / Anti U1-nRNP Benzeri Boyanma, HEp-2 hiicresi ve
primat karacigeri (36)
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Kaba Benekli (Graniiler) / Anti Niikleer Matriks Proteini Benzeri
Boyanma

Niikleer matriks proteini-2’ye karsi antikor varhiginda HEp-2 hiicre
niikleusunda o6zellikle niikleollerin ¢evresinde olmak {izere biiylik graniillerden
olusmus bir goriinim mevcuttur. Metafaz kromatini negatiftir ve niikleoller
boyanmazlar. Maymun karacigeri goriintiisii, biiyiik benekli goriintiisiiyle konfirme

ettiricidir. Dermatomiyozit hastalarinda goriilebilir (36).
HEp-2 Interfaz: pozitif

HEp-2 metafaz: negatif

Maymun karacigeri: pozitif

Sekil 2.7. Kaba Benekli / Anti Niikleer Matriks Proteini Benzeri Boyanma, HEp-2
hiicresi ve primat karacigeri (36)

2.8.5. Sentromer Paterni (AC-03)

CENP-A, CENP-B, CENP-C ve CENP-D’ye kars1 antikor varliginda HEp-
2 hiicre niikleusunda komozom sayist kadar noktalanmanin varligr ile
karakterizedir. CENP-F’e kars1 olan antikorlar bu boyanma paternini gostermezler.
Yine metafaz plaginda ayn1 noktalardan olusan bir pozitiflik mevcuttur. Maymun
karacigeri goriintiisii, noktali goriintiisiiyle konfirme ettiricidir. CREST (kalsinozis,
Raynaud fenomeni, 6zefagus dismotilitesi, sklerodaktili, talenjektazi) sendromu,
smirli kutanéz sistemik skleroz, primer biliyer siroz, Raynaud fenomeninde
pozitiftir (36).
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HEp-2 Interfaz: pozitif
HEp-2 metafaz: pozitif

Maymun karacigeri: pozitif

Sekil 2.8. Sentromer paterni, HEp-2 hiicresi ve primat karacigeri

2.8.6. Niikleer Noktalanma (AC-06, 07)
Niikleer Noktalanma / Az Niikleer Noktalanma (AC-07)

Cajal cisimcigine karsi antikor varliginda HEp-2 hiicre niikleusunda 2-6
aras1 noktalanmanin varlig: ile karakterizedir. Maymun karacigerinde benzer az
sayida noktalanma vardir. Metafaz plag1 boyanmaz. Saglikli bireylerde, Sjogren

sendromu, primer biliyer siroz, kronik aktif hepatitte goriiliir (36).
HEp-2 Interfaz: pozitif
HEp-2 metafaz: negatif

Maymun karacigeri: pozitif
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Sekil 2.9. Az Niikleer Noktalanma, HEp-2 hiicresi ve primat karacigeri (36)

Niikleer Noktalanma / Coklu Niikleer Noktalanma (AC-06)

Sp100 niikleer antijeni, promyelosit lokemia proteini, NDP53, MJ/NXP-2
antijenlerine kars1 antikor varliinda HEp-2 hiicre niikleusunda en az 6 ve iizeri
noktalanmanin varligi ile karakterizedir. Maymun karacigerinde genellikle HEp-2
hiicresinden daha siddetli olmak iizere benzer sayida noktalanma vardir. Metafaz
plagi boyanmaz. Sjogren sendromu, primer biliyer siroz, SLE ve diger kronik

inflamatuar bag dokusu hastaliklarinda goriiliir (36).
HEp-2 Interfaz: pozitif

HEp-2 metafaz: negatif

Maymun karacigeri: pozitif

Sekil 2.10. Coklu Niikleer Noktalanma, HEp-2 hiicresi ve primat karacigeri (36)

2.8.7. Niikleolar Patern (AC-08, 09, 10)
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Pm-Scl 100, Pm-Scl 75, Th/To, Fibrillarin (U3-nRNP), RNA polimeraz I,
Nor antijenlerine karsi antikor varliginda HEp-2 hiicre niikleusunda o6zellikle
niikleollerde floresan boyanma seklinde goriiliir. Niikleusun genelinde zayif
homojen veya benekli goriiniim olsa da dikkat cekmemektedir. Metafaz kromatini
boyanmaz. Maymun karaciger niikleuslarinda ise homojene yakin bir patern
gbzlenir. Anti Pm-Scl antikoru sistemik skleroz, sinirli form kutandz sistemik
skleroz, SLE, PM / DM, RA’te goriiliir. Anti-Fibrillarin antikoru sistemik skleroz;
anti-RNA polimeraz | ve anti-NOR diffiiz form kutanéz sistemik sklerozda
gortilebilir (36).

HEp-2 Interfaz: pozitif
HEp-2 metafaz: negatif

Maymun karacigeri: pozitif

Sekil 2.11. Niikleolar patern, HEp-2 hiicresi ve primat karacigeri

2.8.8. Anti-Scl70 Benzeri Boyanma/ Topo | (AC-29)

DNA topoizomeraz-I antijenine karsi antikor varliginda HEp-2 hiicre
niikleusunda homojen tutulum ile birlikte niikleollerde floresan boyanma seklinde
goriiliir. Metafaz kromatini pozitiftir. Maymun karaciger niikleuslarinda homojen /

niikleoler patern gozlenir. Diffiiz form progresif sistemik sklerozda goriiliir (36).
HEp-2 Interfaz: pozitif

HEp-2 metafaz: pozitif
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Maymun karacigeri: pozitif

Sekil 2.12. Anti-Scl70 Benzeri Boyanma / Topo |, HEp-2 hiicresi ve primat
karacigeri

2.8.9. Niikleer Membran Paterni (Periferal Boyanma) (AC-11, 12)

Niikleer membran lamin-A, B1, B2, C, niikleer por kompleksi (gp210, p62),
integral proteinler, LAP 1A, LAP 2 proteinleri, Lamin B reseptoriine kars1 antikor
varhiginda HEp-2 niikleusunu c¢epecevre saran floresansi tanimlar. Metafaz
kromatini, niikleoller veya niikleus i¢i yapilarda boya tutulumu yoktur. Patern
birden fazla niikleusun kesigsim alanlarinda belirginlesme egilimindedir. Maymun
karaciger dokusunda da “yiiziik’ gibi niikleus ¢evresi boyanma goriiliir. SLE, primer

biliyer siroz, kronik aktif hepatit, vaskiilit ve trombositopenide goriilebilir (36).
HEp-2 Interfaz: pozitif
HEp-2 metafaz: negatif

Maymun karacigeri: pozitif
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Sekil 2.13. Niikleer Membran Paterni (Periferal Boyanma), HEp-2 hiicresi ve
primat karacigeri

2.8.10. Anti-PCNA Benzeri Boyanma (AC-13)

DNA polimeraz o6 destek proteinine karsi antikor varliginda bazi HEp-2
niikleuslarinin homojen / benekli tarzda boyandigi; diger niikleuslarda boyanma
olmayan bir paterni tanimlar. Yaklasik %30-60 niikleus floresan boyay1 tutar.
Metafaz kromatini negatiftir ve maymun karaciger dokusunda genellikle boyanma

beklenmez. SLE, kronik HBV veya HCV’de goriiliir (36).
HEp-2 Interfaz: pozitif

HEp-2 metafaz: negatif

Maymun karacigeri: negatif

Sekil 2.14. Anti-PCNA Benzeri Boyanma, HEp-2 hiicresi ve primat karacigeri (36)

2.8.11. Sitoplazmik Boyanma (AC-15/ 23)
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Sitoplazmik Boyanma / Anti-Mitokondrial Antikor (AMA) Benzeri
Boyanma (AC-21)

M2,M3, M5, M6 ve M9 antijenlerine kars1 antikor varliginda HEp-2 hiicre
sitoplazmasinda diizensiz-kaba ¢izgilenmeler seklinde floresan boyanmay1 ifade
eder. HEp-2 niikleusunda tutulum yoktur. Maymun karaciger hiicre

sitoplazmalarinda yogun floresan tutulum gozlenir. Primer biliyer siroz,

skleroderma, ilaca bagli hepatit ve ilaca bagli lupusta goriiliir (36).

Sekil 2.15. Sitoplazmik Boyanma / Anti-Mitokondrial Antikor (AMA) Benzeri
Boyanma, HEp-2 hiicresi ve primat karacigeri

Sitoplazmik Boyanma / Anti-Jol Benzeri Boyanma

Histidil-tRNA sentetaz enzimine karsi antikor varliginda HEp-2 hiicre
sitoplazmasinda ince benekli / homojen boyanma gozlenir. Maymun karaciger
sitoplazmalari ¢ok silik boyanir. Polimiyozit, sistemik skleroz, interstisyel akciger

fibrozu, Raynaud sendromu ve polisinovitte goriiliir (36).
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Sekil 2.16. Sitoplazmik Boyanma / Anti-Jol Benzeri Boyanma, HEp-2 hiicresi ve
primat karacigeri (36)

Sitoplazmik Boyanma / Anti-F-Aktin Benzeri Boyanma

Bir hiicre iskeleti proteini olan F-aktine karsi antikor varliginda HEp-2
hiicre sitoplazmasinda uzunlu-kisali birbirine paralel ince ¢izgilenmelerin
olusturdugu adeta ‘buzlu cam’ goriiniimiinde floresan tutulumu ifade eder.
Maymun karaciger sitoplazmalarindaki safra kanalikiillerini saran floresan 1s1ma

‘kaz ayagr’ seklinde goriintim verir. Tip-1 otoimmiin hepatit, primer biliyer siroz

gibi otoimmiin karaciger hastaliklarinda goriiliir (36).

Sekil 2.17. Sitoplazmik Boyanma / Anti-F-Aktin Benzeri Boyanma, HEp-2 hiicresi
ve primat karacigeri (36)

Sitoplazmik Boyanma / Anti-Vimentin Benzeri Boyanma

Vimentine karst olusmus antikorlar varliginda HEp-2  hiicre

sitoplazmasinda, niikleus g¢evresinde daha yogun, disart dogru gittikge azalan
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fibriler floresan tutulumdan ibarettir. Maymun karacigerinde 6zel bir goriinim

sergilemez ve belli bir hastalikla iligkilendirilememistir (36).

Sekil 2.18. Sitoplazmik Boyanma / Anti-Vimentin Benzeri Boyanma, HEp-2
hiicresi (36)

Sitoplazmik Boyanma / Anti-Ribozomal P Proteini Benzeri Boyanma

Ribozomal P fosfoproteinine kars1 (PO, P1, P2) antikorlar varliginda HEp-2

hiicre sitoplazmasinda ¢ok yogun ince benekli goriiniim verir. SLE’de goriiliir (36).

Sekil 2.19. Sitoplazmik Boyanma / Anti-Ribozomal P Proteini Benzeri Boyanma,
HEp-2 hiicresi (36)

Sitoplazmik Boyanma / Cubuk ve Halkalar (AC 23)

AC-23 ile gosterilen, 6zellikle interfaz sitoplazmasinda ¢ubuk ve halkalar

seklinde kendini gosteren yeni bir patern tanimlanmis olup, HCV hastalari, IFN /
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Ribavirin tedavisi sonrasi, nadiren SLE, Hashimoto tiroiditi ve saglikli kisilerde de

bulunabilmektedir (61).

Sekil 2.20. Cubuk ve halkalar, HEp-2 hiicresi

2.9. Otoantikorlarin Laboratuvar Tanis1

AARD grubu sistemik lupus eritematozus (SLE), Sjogren sendromu (SS),
miks konnektif bag dokusu hastaligi (MCTD), sistemik skleroz (SSc) ve otoimmiin
miyoziti igermektedir. AARD tanisinda ANA’nin duyarl bir tarama testi sonrasi
yiiksek 0Ozgiilliige sahip bir dogrulama testi ile dogrulanmasi Onerilmektedir
(64,65,66). Bu yaklasima refleks test sistemi adi verilmektedir. Refleks test
yaklagimi birinci basamak testin pozitif bulunmasi ikinci basamakta daha dnceden
belli kurallara gore belirlenmis bazi testlerin yapilmasini ifade eder. ANA
tanimlamasinda refleks test yaklasimi kullaniliyor (sekil-2.21). Ciinkii tek basina
ANA diisiik prediktif degere sahiptir, 6zel bir hastaliga spesifik degildir ve IIF ile
tanimlamasi subjektiftir (67). Bu yaklasima gore ANA IIF taramasinda DFS paterni
saptanmigsa ELISA / CIA / LIA / immiinoadsorbsiyon IIF / immiinopresipitasyon
veya WB gibi ikinci basamak bir yontemle dogrulanmalidir. Diger paternlerde
pozitiflik saptandiginda ise onlara yonelik ENA arastirmasi onerilmektedir (sekil
2.21) (68). DFS paterninin homojen veya graniiler gibi baska paternlerle birlikte
olmasi durumunda da, diger antikorlar da arastirilmalidir (sekil 2.22) (68). Duyarh
tarama testi, negatif prediktif degerin (NPD) yiiksek olusu nedeniyle AARD tanisini
dislamaya yardimcidir (69,70). Fakat tarama testindeki pozitif sonuglara dikkat
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edilmelidir ¢iinkii tek basina AARD tanisini giivenle koydurmaya yetmez. Tarama
testleri yanlis pozitifliklerin de oldugu tiim otoantikorlari saptamaya yarar (71). Bu

ylizden pozitif sonuglarin daha 0zgiil bir yontemle dogrulanmasi gereklidir
(65,72,73).

AARD tanisinda ANA tarama testi olarak HEp-2 hiicrelerinin kullanildig1
IIF yontemi altin standart olarak belirlenmistir (1). HEp-2 hiicrelerinin SS/A, Jo-1
(histidil-tRNA sentetaz) ve anti-ribozomal P antijenlerini yeterince eksprese
etmedigi veya etanol/metanol fiksasyonu esnasinda oOzellikle SS/A antijenini
yitirebildigi bilinmektedir (36,74,75).Ayrica Jo-1 sitoplazmik bir antijen oldugu
icin niikleer floresan vermeyen durumlarda varligi dislanamaz (75). Bu yiizden IIF
ile “yanlis negatiflik” ler goriilebilir. Bunu agmak i¢in SS/A-R060 cDNA ile
transfekte edilip HEp-2000 serisi hiicreler elde edilmistir (74,76,77,78).
Inflamatuar miyopatiler agisindan da ANA IIF yeterince duyarli degildir; bu

durumlarda multiparametrik yontemler onerilmektedir (79,80,81,82).

ANA negatifligi otoimmiin hastalik riskini diglamaz; ayni1 sekilde pozitifligi
de spesifik bir tan1 koydurmaz. Pozitif ANA sonucu, siiphelenilen klinik duruma
gore genellikle ileri tetkik yapilmasini gerektirir. Ornegin vaskiilitler igin ANCA
veya SLE igin anti-dsSDNA, anti-Sm gibi. Otoimmiin hastalig1 olan baz kisilerde
ANA negatif olabilir; aynm sekilde saglikli popiilasyonun kiiciik bir kisminda da
pozitif ¢ikabilir (12). Ozellikle tarama sinir degeri diisiik tutuldugunda saglikli
kigilerde bu pozitiflik %40’lart bulabilmektedir (83). Ayrica bu caligmada
tartisilacag iizere bazi ANA pozitiflikleri (DFS paterni gibi) saglikli grupta da
beklenmektedir. Non-spesifik pozitiflikleri diglayabilmek i¢in tarama sinir deger
olarak 1/80 veya 1/160 degeri onerilmektedir (36). Ayrica ileri yaslarda ve bazi
kanser hastalarinda otoantikorlar bulunabileceginden, ANA istemi otoimmiin
hastalik stiphesi varliginda istenmelidir (12). ANA pozitifligi mutlaka klinik bilgi
esliginde yorumlanmalidir (36). Klinik bulgular1 olmayan saglikli kisilerde ANA
pozitifligi, bag doku hastaligi tanis1 koydurmaya yetmez (84). Bu pozitiflik belki
de saglikli kisilerde normal immiin cevabin bir parcasi olabilir. Diger acidan da
otoimmiin hastaliklar ortaya ¢ikmadan yillar once, 6zellikle SLE ve Sjogren
sendromunda ANA pozitifliginin saptanabildigi g6z ardi1 edilmemelidir. Bu sayede

erken taniya gidilebilmektedir (85,86).
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DFS70 paterninin tarama / dogrulama algoritmasi

negatif

HEp-2 IIF ile (ICAP: AC-02
ANA taramasi — | olasilig)

Klasik ANA
siiphesi
(ICAP: AC-02
harici)

ELISA/EIA E
CLIA/CIA ,E é
_ § <
LIA/Line blot/Daot blot & E
Selektif adsoorbsivon IIF -4
:
=2
=
=

yontemleri

N DNA. ENA ve IIF paternine gore diger
markerlar i¢in dogrulama testlern

Sekil 2.21. DFS paterni tarama ve dogrulama algoritmasi (68)

Hep-2 ITF ile tarama
L
. l
Negatif: Takibi birak Pozitif
B
v v
Klasik ANA DFS70/Homojen/
patern pozitifligi Graniler/Miks?
v ~
ELISA/EIA/LIA/multipleks DFS70°e spestfik yontemlerle
yontemlerle AARD iliskli dogrula (sekil-2.21)
antikorlan dogrula
k
v v
¢ l Negatif Pozitif
Negatif: Pozitif 7 T
Takibi birak Takip +

Sekil 2.22. ANA HEp-2 IIF tanisal algoritmasi (68)
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Otoantikor  saptanmasinda kullanilan immunoassay yontemlerinin
standardizasyonu, saf standart, referans yontemler ve standart referans
materyallerin mevcut olmamasi nedeniyle zordur. Ayrica standardizasyon zaman
alict1 ve pahalidir. Test kalibrasyonundaki biiyiik farkliliklar, test sonuglarinin
yetersiz yorumlanmasina yol acar (87). Bir testin 0zgiilliigii, o testte kullanilan

antijenlere ait epitoplara baghdir.

2.10. Otoantikor Saptamada Kullanilan Yoéntemler

Otoantikorlar1 tanimlamada kullanilan yontemlerin bir kismi1 60 yildan fazla
stiredir kullanilan geleneksel yontemler, bir kismi ise son yillarda kullanilmaya

baslanan yeni yontemlerdir.
Geleneksel yontemler:

1) 1IF

2) Western blotting (immunoblotting, I1B)
3) ELISA

4) Cift yonlii immiinodifiizyon

5) Kompleman fiksasyon

6) Pasif agliitinasyon

7) Radioimmunopresipitasyon

8) Radioimmunoassay (RIA)

9) Counter Iimmiinoelektroforez
Yeni yontemler:

1) Multiparametrik (multipleks) yontemler
a. Dot Immunoassay (DIA), line Immunoassay (LI1A)
b. Multipleks IIF (CytoBead)
c. Solid faz yontemler
" Diizlemsel (Planar) yontemler (microarray)
" Diizlemsel olmayan boncuk bazli yontemler (ALBIA, CIA)
2) Mass spectrometry (SELDI-TOF) (surface-enhanced laser desorption
ionization-time of flight )
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2.10.1. indirekt immunofloresan (ITF)

ANA taramasinda ACR’ye gore altin standart yontem human epitelial tip-2
(HEp2) hiicresinin substrat olarak kullanildig:r IIF’dir (1). Substrat olarak HEp2
hiicresini iceren slaytlara hasta serumu ilavesiyle 6zgiil antijen-antikor baglanmasi
saglanir. Yikama ile baglanmayan maddeler uzaklastirildiktan sonra floresan
isaretli sekonder antikor eklenerek floresan mikroskopta goriiniir hale gelmis olur

(12).

Diistik titre pozitiflikler saglikli kisilerde de olabileceginden (1/40 titre igin
saglikli kigilerde %32 olmak iizere), belli bir titrenin tizeri ANA pozitif kabul
edilmelidir; bu da bir¢ok merkez i¢in 1/160 ve {izerini ifade eder (88). 1/40 titresi
yiiksek duyarli fakat diisiik 6zgiilliige sahip olup; 1/160 ise daha diisiik duyarli ama
daha 6zgiil bir oran1 teskil etmektedir (89). 1/160 ve tizeri titreler AARD agisindan
daha ileri incelemeye tabi tutulmasi, 1/40-1/160 aras titreler ise diisiik pozitif
olarak kabul edilip hastalarin takipte kalmasi gerektigi belirtilmektedir (88). Ayrica
ANA titresinin hastalik aktivitesiyle orantili oldugunu, semptomlar alevlendiginde
arttigini, remisyonda ise diistiigiinii hatta tespit edilebilir esik degerin altina indigini

unutmamak gerekir (90).

IIF testi oldukga duyarli, kolay uygulanabilir ve ucuz bir yontemdir (90).
Zaman alict olmasi, yanlis pozitifliklerinin olmast veya deneyimli personel
gerektirmesi, otomatizasyon ve standardizasyonundaki eksikler yontemin altin
standart bir test olmasin1 engelleyememistir (90,91,92). Bu noktada bu sorunlarin
iistesinden gelmek i¢in mikroskop goriintiisiinii dijital ortama aktarilip standart bir
yaklasimla pozitif / negatif sonu¢ veren ve patern taniyan otomatize IIF patern
tanimlayict yazilimlar gelistirilmistir. Bu sekilde yanlis pozitif ve yanlis negatif
sonuglarin ve laboratuvar i¢i ve laboratuvarlar arasi degiskenligin azalacagi ve

patern tanimada daha uyumlu sonuclar doguracagi ongoriilmiistiir (93).

2.10.2. Multiparametrik Yontemler

Multiparametrik sistemler tek seferde birden fazla hedefi (otoantikor,

protein) tanimlayabilen yeni nesil sistemler olup tek parametreli sistemlere gore
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daha maliyet ve zaman etkin olmalariyla 6n plana ¢ikmaktadirlar (12,94). Bu
yontemler, refleks test sistemindeki gibi tarama sonrasi dogrulama testine ihtiyag
olmadan hedefi tek basamakta saptayabilen testlerdir. Ayirici tanida, evrelendirme
ve prognoz belirlenmesinde de yararli olabilirler (95). Antijen kaynagi olarak
bilinen veya bilinmeyen bir antijen karigimmin kullanildigir (IIF’deki HEp-2
hiicreleri, WB’da oldugu gibi) yontemler tek basina multiparametrik olarak kabul
edilmemektedir ¢iinkii antijen tanimlanmamaktadir (96). Buna karsin birden fazla
monospesifik antijenin tanimlanabildigi yeni IIF yontemi multiparametrik

siiflamasina girmektedir (96).

Multiparametrik yontemlerde antijenin sabitlendigi test matrikslerine gore
spot veya ¢izgi seklinde membrana yapistirma (DIA / LIA), cam yiizey veya ¢oklu
kuyucuk sistemlerine antijen sabitleme seklinde gruplandirilabilir. Bunlar
kullamim1 kolay, manuel veya otomatize sistemlerde kullanmaya uygun
malzemelerdir. Fakat kalibrator eksikligi nedeniyle 6l¢iim dogrulugu ve duyarliligi
diisiik kalmaktadir. Mikroboncuklar (microbead) kati faz olarak kullanildiginda
floresan veya kemiluminesan 6l¢iim oldukga duyarli olup, lota spesifik kalibrasyon

egrileri sayesinde gergek kantitasyon miimkiin olmaktadir (97).

ANA IIF taramast bazi AARD i¢in ideal ydntem olmadigt gibi,
multiparametrik yontemler de tiim otoimmiin romatizmal hastalik gruplart i¢in
uygulanamayabilir. Ozellikle tip-1 diabetes mellitus (DM), myastenia gravis ve
otoimmiin tiroid hastaliklar1 gibi bazi organa 6zgli romatolojik hastaliklarda
multiparametrik yontemlerin su an igin kullanisli olmadigi belirtilmistir (96).
Multiparametrik ~ yontemlerde kullanilan rekombinant proteinlerin, nativ
antijenlerle aymi epitoplar1 tasimamasi oOzellikle bazi otoantikorlar agisindan

kisithilik igermektedir (96).

Line Immunoassay (L1A) ve Dot Immunoassay (DIA)

Line immunoassay (LIA) kat1 faz olarak nitroselliiloz membrana antijenin
aktarilmas1 ve kolorimetrik olarak saptanmasi esasina dayanan diizlemsel

yontemlerden biridir (98,99). LIA ikinci nesil dot-blot assay olarak da kabul

31



edilebilir (100). Oncesinde elektroforez ve blotlama olmadan elde edilen antijenler
DIA’da spot seklinde aktarilirken, LIA’da birbirine esit araliklarla diiz ¢izgiler
seklinde yerlestirilir (96). Bu iki yontemde Western-blot tekniginden farkli olarak
blotting islemi uygulanmadigi i¢in Dot blot veya Line blot olarak isimlendirilmeleri
uygun degildir (96). Geleneksel Western-Blot tekniginde poliakrilamid jel
elektroforezi ile molekiil agirliklarina gore ayristirilan proteinlerin ii¢ boyutlu
yapisi bozulabilmekte, bu yiizden tekrarlanabilirligi diismektedir. DIA / LIAda ise
rekombinant veya sentetik antijenler kullanilarak bu sorunlar agilmistir. Bu
nitroselliiloz seritler hasta serumu ile inkiibe edilir ve serumda antikor varliginda
ilgili bolgedeki antijenine baglanmasi saglanir. Yikama ile baglanmayan maddeler
uzaklastirilir. Ardindan enzimle isaretlenmis anti-human I1gG (konjugat) ile
muamelesi sonrasi uygun substratin eklenmesiyle olusan renk degisimi ile kalitatif
veya semikantitatif (1+2+3+4+ seklinde) sonug¢ alinmaktadir. Bu yontem,
giiniimiizde rutin laboratuvarlarda ANA taramasi sonrasi dogrulama i¢in en sik
kullanilan test olmustur (101). Yontemin avantajlart kolay uygulanabilir olmasi,
degerlendirmenin hem manuel hem de otomatize sistemle yapilabilir olusu, tek
seritte birden fazla otoantikoru tanimlayabilmesi (ANA i¢in 20’ye yakin) ve
Ozgiilliigiiniin ve tekrarlanabilirliginin yiiksek olusudur (90). Y ontemin kisithiliklart
ise ¢cok sayida Ornek calismaya uygun olmamasi, nispeten pahali olmasi ve bazi

antikorlar1 saptamadaki olasi1 yetersizligidir (96,102,103,104).

Multipleks I1F

Geleneksel yontemlerden olan IIF ile dot veya boncuk iizerinde antijen
dogrulama yontemi olan mikroboncuk (microbead) immunoassay tekniginin (MIA)
bir araya getirilmesiyle olusan yeni teknoloji CytoBead (Generic Assays, Germany)
yontemi kargimiza ¢ikmaktadir (105,106). Bu yontemde duyarli bir tarama ile 6zgiil
bir dogrulama birlestirilmistir. Slaytin merkezinde hiicresel substrat, etrafinda da
bilinen antijenlerin kaplandigi boncuklar bulunmaktadir. Yontem geleneksel
IIF’deki gibi hasta serumu ile inkiibasyon sonrast baglanan otoantikorlarin,
flourescein isothiocyanate (FITC) isaretli sekonder anti-human IgG eklenmesiyle

floresan mikroskopta goriiniir kilinmas1 esasina dayanir. IIF degerlendirmedeki

32



subjektivite, dotlarin varligi ile azaltilmistir. Hem degerlendiriciler tarafindan
mikroskopta manuel olarak hem de otomatize okuyucu sistemleri ile
degerlendirilebilir. Otomatize degerlendirmede spesifik antikorlara iliskin elde
edilen floresan yogunluklar1 otoantikor miktar1 ile dogru orantili oldugundan
semikantitatif sonug elde edilebilir. Hatta bu otomatize dijital floresan okuyucular
sayesinde sadece spesifik otoantikorun degil merkezdeki ANA substratinin da

niceliksel analizi miimkiin olmaktadir (107).

Microarray

Microarray sistemleri 1980°lerin sonunda ilk olarak tanimlandiginda
antijen-antikor kompleksini analiz eden ‘multianalit immunoassay’ olarak
adlandirilmigtir (108). Bugiin bu sistem sekanslama ¢aligmalarinin yapildigt DNA
microarray’e kadar uzanmaistir (109). Diizlemsel mikrogipler mikroskobik slaytlar,
polistren mikroplaklar ve nitroselliiloz membranlar olup bu yiizeyler {izerine
protein veya DNA’nin immobilize edilmesi esasina dayanir (94,110). Otoantijen
mikrodizileri temel olarak DNA mikrodizileri igin gelistirilmis ekipman ve
yazilimlari kullanir (111). Hasta serumu ile inkiibe edildikten sonra HRP-konjuge
sekonder antikor ve buna uygun kemiluminesan substratinin eklenmesiyle olusan
renk degisimi “charged-coupled device (CCD) camera based chip reader” ile kapali
bir sistemde okunur (112). ilk olarak 2000 yilinda Joos ve arkadaslar1 otoimmiin
hastaliklarda 18 adet otoantikoru nitrosellilloz membranda ve silan ile muamele
edilmis mikroskop slaytlarinda olduk¢a duyarl ve 6zgiil bir sekilde tanimlamay1
basarmistir (113). Ancak bugiin hala microarray sistemler rutine girebilmis degildir.
Daha c¢ok aragtirma amagli kullanilan bir teknoloji durumundadir. Protein
microarray yoOntemleri cok diisiik miktardaki serumda bir¢ok otoantikoru
caligabilmeye olanak saglamasi, yeni otoantikorlarin bulunmasma olanak
saglamasi, tam otomatize ve siirekli performans sunabilmesi agisindan avantajlidir
(90,114). Buna karsin yonteme standardizasyon getirilmeli, yorumlanmasinda ve
sonuclarin paylasilmasinda da bir standart belirlenmelidir. Yontemde ¢ok fazla
parametrenin gereksiz yere ¢alisilmasmin klinisyen bazinda kafa karistirict
olabilecegi ve bazi etik problemlere neden olabilecegi unutulmamalidir (109).

Ayrica Sm ve histon proteinlerinin ii¢ boyutlu yapisinin kaybi, sterik interferans
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ve/veya elektrostatik itme gibi nedenlerle diizlemsel array’de saptanamayabilecegi

g6z Oniine alinmalidir (109).

Multiparametrik Diizlemsel Olmayan Boncuk Bazhh Yontemler
(ALBIA, CIA)

Siispansiyon-boncuk bazli analizler ilk olarak 1977'de tanimlanmigtir (115).
Her bir kuyucukta kati1 faz olarak farkli antijenlerle kaplanmis 20 um’lik polistiren
(PS) veya polimetil metakrilat (PMMA) iceren mikroboncuklar kullanilmistir
(116,117,118). Polimerize floresan 1sima ve farkli boyutlardaki boncuk varligi her
bir boncuk popiilasyonunun akan hiicre 6l¢erde (flow sitometri) tanimlanmasini

saglar (97). Ashlinda her bir boncuk ayri bir immunoassay yontemini temsil

etmektedir (96).

Hasta serumu ile inkiibe edildikten sonra baglanmayan maddeler yikama ile
uzaklagtirilir. Floresan bagli anti-human IgG ile muameleden sonra akan hiicre
Olgerde antikor varligi ve miktari 6l¢iimlenebilir (96). Farkli konsantrasyonlardaki
standartlar kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izilir ve hastalara kantitatif sonug
verilebilir (96). Fakat farkli antikorlarin antijenine afinitesi farkli oldugundan dogru
bir kantitatif kalibrasyon yapilamayabilir (112). Duyarlilik, giivenilirlik ve
dogruluk, ELISA prosediirleri ile gézlemlenenlere benzerdir (111,119). Su anda ise
daha fazla, renge dayali farkli mikroboncuk kiimeleri kullanilarak
gerceklestirilmektedir. Kirmizi (658-nm emisyon) ve kizil 6tesi (712-nm emisyon)
florokromlar, 5.6-um.lik mikrokiireleri isaretlemek igin ¢esitli konsantrasyonlarda
kullanilir. 100 mikroboncuk kiimesinin her bir boncugu, ayr1 bir kizil-kiziltesi
oranina sahiptir ve bu nedenle, her bir boncugun kendine 6zgii bir spektral adresi

vardir (120).

635 nm'lik bir lazer, mikro kiirecikler i¢ine emdirilmis kirmizi ve kizil 6tesi
florokromlar1 uyarir; bu da, boncugun siniflandirilmasina ve dolayisiyla analiz
edilen prob hedefinin kimliginin tanimlanmasina izin verir. 532 nm dalga boyunda
bir lazer, mikroboncuk iizerinde meydana gelen herhangi bir hibridizasyonu 6l¢gmek

icin R-fikoeritrin ve Alexa 532 gibi raportor florokromlari uyarir (120).
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Sekil 2.23. Multiparametrik yontemler a) ALBIA b) LIA / DIA c) IIF (96)

2.11. DFS-70 Antijeni ve Antikoru

Anti-DFS70 antikoru ilk olarak 1994 yillinda interstisyel sistitli bir hastada
tanimlanmistir (2). S6z konusu antikorun antijeni olan DFS70, WB’ta 70 kD
molekiil agirligina sahip olmasi ve IIF’deki yogun ince benekli goriiniimii itibariyle
bu ismi almistir. Ardindan protein sekans verilerine gore DNA baglayict
transkripsiyonel koaktivator p75/lens epiteli biiyime faktorii (LEDGF) ile aymi
oldugu fark edilmistir (121). Aslinda LEDGF terimi dogru bir adlandirma
olmamaktadir. Ciinkii DFS70 antijeni sadece lenste degil viicutta bircok dokuda
bulunmakta olup, direkt olarak lens epitelinin gelismesine de katkida
bulunmamaktadir (122). Protein PSIP1 (PC4 ve SFRS1 interacting protein 1) olarak
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adlandirilmasina ragmen, LEDGF/p75 proteini, anti-DFS70 antikorunun
otoantijeni olarak daha yaygin kullanim alanm1 bulmustur (122). DFS-
70/LEDGFp75’in fibroblast, keratinosit ve kanser hiicreleri gibi gesitli hiicrelerde
varlig1 gosterilmistir (123). Bu protein 15 eksonu ve 14 intronu olan PS1P1/LEDGF
geni tarafindan kodlanir (123). Proteinin N terminal bolgesi kromatine baglanma
bolgesi (124), 349-435. aminoasitlerini igeren oldukc¢a iyi korunmus C-terminal

bolgesi ise otoantikorlar tarafindan taninan bolgesidir (125).

Yapilan arastirmalar sonucu hiicre i¢inde ¢ok 6nemli bir¢ok fonksiyona
sahip oldugu anlasilmistir. DFS70/LEDGF antijeni ¢ok iyi korunmus bir antijen
olup DNA’ya baglanarak gen ekspresyonu ve hiicresel stres cevabi {izerinde
etkindir (3,126,127). Baz1 kemoterapatikler, hipertermi, alkol, UVB, radyasyon ve
H20> gibi hiicresel stres sag kalim faktorlerine karsi hiicreyi korur (123,127,128).
Bunlarin yarattig1 oksidatif stres DFS70/LEDGFp75 proteinini arttirir ve aktive
eder. Baz1 ¢alismalara gore DFS70/LEDGFp75°nin aktive olmasi stres gen
ekspresyonununu diizenlemektedir (129). Hipoteze gore; anti-DFS70 antikorlar1 bu
proteinin gegici olarak azalmasina, dolayisiyla stres varliginda daha az hiicrenin
hayatta kalabilmesine ve kisithh DFS70/LEDGFp75 varliginda hayatta kalmayi
basarabilen hiicrelerin se¢ilmesine neden olmaktadir (130,131). DFS70/LEDGF
antijeninin ayrica HIV replikasyonunda 6nemli bir hiicresel kofaktor olarak viral

integraz ile iligki i¢inde oldugu gosterilmistir (132,133).

DFS70/LEDGF hiicresel oksidatif stresin indiikledigi apoptozu engelleyen
bir proteindir (127). Bu proteinin asir1 kodlanmasi veya hiicre kiiltiiriine disaridan
eklenmesiyle hiicre bliylimesini indiikledigi ve bu hiicrelerin sag kaliminda artisla
sonuclanmistir (121). Ayrica bir onkoprotein gibi asir1 ekspresyonu ile kanser
hiicrelerinin biiylimesine katki sagladigi sonucuna varan caligmalar da vardir
(134,135). Bu etkisini stres iliskili anti-apoptotik proteinlerin (Hsp27, B-crystallin,
Hsp90, involucrin ve antioksidan protein 2) transkripsiyonunu kolaylastirarak
yaptig1 diisiiniilmektedir (127). Hiicresel diizeyde apoptozun diizenlenmesinde
gorev alan molekiil olan TGF-B1’in, DFS70/LEDGEF proteinini azalttig1 ve DNA’ya
baglanma afinitesini azalttig1 da gosterilmistir (136). Wu ve ark. DFS70/LEDGF
proteininin erken apoptozda in vitro kaspaz 3 ve 7’nin proteolitik olarak yikima

ugratildigini bildirmislerdir. Bu yikim sonucu molekiil agirliklarina gore (kD) p58,
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p65 ve p68 adl1 parcalar olugsmustur. Parcalanma sonucu LEDGF / p75 proteininin
sag kalim fonksiyonunda kayip oldugu ve olusan 58 ve 65 kD agirligindaki
parcalarin atopik hastaliklar ve kronik inflamatuar durumlara zemin hazirlayabilen

immiinojenik peptitler olabilecegi sonucuna varmislardir (137).

Bu antijene kars1 gelismis anti-DFS70 antikoru esas olarak IgG yapisindadir
(34). Anti-DFS70 antikorunun dogal ve koruyucu bir antikor mu veya patojenik mi

oldugu heniiz anlasilamamustir (68).

DEFS paterni ilk olarak interstisyel sistitli hastalarda gosterilmis, daha sonra
anti-DFS70 antikoru katarakt, atopik dermatit ve Vogt-Harada sendromu, prostat
kanseri, otoimmiin tiroidit gibi hastaliklardaki varligi gosterilmistir (2,3,4,5,6,7).
Ardindan ilk olarak 2004 yilinda Watanabe ve arkadaslarinin bir grup saglikli insan
tizerinde yaptiklari calisma sonucunda, bu otoantikorlarin SARD’a gdre saglikli
popiilasyonda daha fazla goriildiigii sonucuna varmislardir. Bu antikora sahip
olmanin, sistemik otoimmiin romatizmal hastalik tanisindan uzaklastirdigi ve
gereksiz ek tetkik yapilmasini onleyecegi icin daha maliyet-etkin bir yaklagim
olabilecegi sonucuna varmiglardir (8). Ayrica anti-DFS antikorlarinin SARD da
genellikle diger antikorlarla birlikte olmasina karsin, saglikli bireylerde
monospesifik olarak bulundugu; boylelikle SARD’1 diglamak i¢in kullanilabilecegi
fikri yayginlik kazanmaya baglamistir (9,10,11).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Gereg¢
3.1.1 Hasta Grubu

Otoimmiin romatolojik hastalik siiphesiyle Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Merkez Laboratuvari’na génderilen hastalara ait serum 6rnekleri toplandi.
Ad-soyad, cinsiyet, yas gibi demografik bilgilerin yani sira dosya numarasi, gelis
tarihi, gelis sikayeti ve aldig1 tan1 gibi bilgileri de not edildi. Calisma grubu 425
(%88.7) kadin, 54 (%11.3) erkekten olusmaktayda.

3.1.2 Serum Orneklerinin Toplanmasi ve Saklanmasi

Calismanin  baslangicinda Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu tarafindan verilen 17.01.2018 tarihli onay sonrasinda
serum Ornekleri toplanmaya baslandi. Ocak 2018-Ocak 2019 tarihleri arasinda
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi’nin cesitli poliklinik ve servislerinden,
romatolojik hastalik arastirilan hastalara ait serum Ornekleri merkez
laboratuvarinda rutin olarak IIF ve LIA yontemleriyle ¢alisildi. Sonuglara gore 4

grup olusturuldu:
1-1TF’de DFS paterni (+), LIA’da DFS70 antikoru (+) olan 309 6rnek
2-11F’de DFS paterni (+), LIA’da DFS70 antikoru (-) olan 20 6rnek
3-1TF’de DFS paterni (-), LIA’da DFS70 antikoru (+) olan 130 6rnek
4-11F’de DFS paterni (-), LIA’da DFS70 antikoru (-) olan 20 6rnek

Bu dort grup serum Ornekleri sirasiyla CytoBead ANA DFS70 ve ELISA
calisilmak tizere ayrildi. Ayrilan bu serumlar 3 farkli ependorf tiipiinde 200-1000
pl hacimlerde alikotlanarak numaralandirildi ve -20°C’lik derin dondurucuda
sakland1. Dordiincii grup olan kontrol grubu IIF’de higbir patern gostermeyen
(negatif) ve LIA’da higbir antikoru icermeyen 20 ornekten olusuyordu. 479
hastadan olusan hasta grubu daha sonra CytoBead ANA DFS70 ve anti-DFS70
ELISA (IgG) calismalarin1 yapmak tizere sirasiyla ¢ozdiiriilerek calismaya alindi.
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3.1.3 Laboratuvar Gerecleri

e Buzdolab1 (Argelik marka, -20°C )

e Santrifiij (Siemens Aptio Automation, Almanya)

e EUROIMMUN IF Sprinter cihaz1 (Euroimmun, Almanya),

e EUROBIotOne cihazi (Euroimmun, Almanya),

e Mindray mw-12a ELISA yikama cihazi (Cin),

e Bio-Rad iMark microplate reader (A.B.D),

e \ortex,

e Gilson marka otomatik pipetor (1-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl.lik),

e EUROStar Ill Plus LED mikroskop (Euroimmun, Almanya) ve kamera
kullanildi.

3.1.4 Kullanilan Kitler

e [IF i¢in: Mosaic HEp-2010 / Liver (monkey) (Euroimmun, Almanya)

e LIA i¢in: EUROLINE ANA Profile 3 Plus DFS/70 (IgG), (EUROIMMUN,
Almanya)

e (CytoBead ANA DFS70 i¢in: CytoBead ANA DFS70 (Generic Assay,
Almanya)

e ELISA i¢in: Anti-DFS70 ELISA (1gG) (EUROIMMUN, Almanya)

3.2 Yontem
3.2.1.indirekt immunofloresan (IIF) yontemi:

IIF istemi ile gonderilen 479 serum Ornegi merkez laboratuvari
Immiinoloji/seroloji biriminde ¢alisildi. Calisma Mosaic HEp-2010 / Liver
(monkey) (Eruoimmun, Almanya) kiti kullanilarak {iiretici firmanin Onerileri

dogrultusunda asagidaki sekilde gerceklestirildi:

1. Mosaic HEp-2010/ Liver (monkey) (Euroimmun, Almanya) kiti +4°C’den,

oda sicakligina getirildi.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

Serumlar ¢6ziindiikten sonra her biri calismadan hemen 6nce birkag saniye
kadar vortekslendi.

2L distile suya bir tiip tween 20 soliisyonu, iki kutu Phosphate Buffered
Saline (PBS) tozu eklenerck homojen bir sekilde karistirilarak PBS-tween
20 soliisyonu (pH 7.2) hazirlandi.

Her defasinda calisilacak sayida serum, mikrosantrifiij tiiplerinden alikot
tiiplerine aktarildi ve numaralandirildi.

Her bir kitte 10’luk veya 50’lik slaytlar kullanima hazirdi.

Her ¢alismada bir pozitif, bir de negatif kontrol kullanildi.

Numara sirasina gore alikot tiipleri EUROIMMUN IF Sprinter (Almanya)
cihazina yerlestirildi.

Cihaz 10 pl serum ile serum diliienti olarak 990 pl PBS-tween 20
sollisyonunu karigtirdi. Boylelikle 1/100 diliisyonda serum ornekleri elde
edilmis oldu.

Bu diliisyondan 30 pl alinarak, zemininde antijen olarak HEp-2010 ve
maymun karaciger dokusu bulunan kuyucuga pipetlendi.

Pipetleme sonrasi 30 dk oda sicakliginda inkiibe edilen slaytlar,
inkiibasyonun ardindan 5 dk boyunca PBS-tween 20 yikama soliisyonu ile
yikandi. Yikama ile baglanmayan maddeler uzaklastirilmis oldu.

Ardindan sekonder antikor olarak 25 pl FITC ile isaretli anti human IgG
iceren konjugat eklendi.

Konjugat 1s18a hassas oldugu i¢in 30dk boyunca oda sicakliginda, karanlikta
inkiibe edildi.

Inkiibasyon periyodunun sonunda ikinci kez PBS-tween 20 soliisyonu ile 5
dk yikama gerceklestirildi. Yikama ile baglanmayan tim maddeler
uzaklastirilmis oldu.

Uygun sekilde kurulama isleminin ardindan tiim kuyucuklara 10 pl olacak
sekilde gliserol damlatilip lamelle kapatildi.

Ardindan LED mikroskopta 40x biiyiitme ile tiim 6rnekler incelendi.

Tim ¢alismalarda pozitif ve negatif kontrol kuyucuklari incelendi ve testin

gecerli oldugu saptandiktan sonra hasta 6rneklerine gegildi.
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17. Her bir bolmedeki HEp-2010 hiicrelerinin sitoplazma ve ¢ekirdek yapilari

boyanma olup olmamasi agisindan dikkatle incelenip, eger yeterli boyanma
yoksa ‘negatif” olarak degerlendirildi; eger boyanma varsa paterni ve siddeti
not alindi. Her iki durumda maymun karaciger dokusu da incelenerek

konfirme edildi.

18. 1(+) 1/100, 2 (+) 1/320, 3(+) 1/1000, 4(+) 1/3200 diliisyona denk gelecek

sekilde not alindi.

3.2.2 Line Immunoassay (LIA) Yontemi:

Uygulama EUROLINE ANA Profile 3 Plus DFS/70 (lgG),

(EUROIMMUN, Almanya) kiti kullanilarak iretici firmanin  Onerileri

dogrultusunda su sekilde yapildi:

1.

Islem basamaklari EUROBIlotOne (Euroimmun, Almanya) cihaz1 ile
gerceklestirildi.

479 adet serum Ornegi, her bir testte 44 hasta olacak sekilde ¢alisildi.

Kitin uygulamadan 6nce +4°C’lik buzdolabindan ¢ikarilip oda sicakligina
gelmesi saglandi.

Substrat soliisyonu ve tampon ¢ozelti kitin iginden kullanima hazir olarak
cikt.

Enzim konjugat ve wash buffer konsantre olarak geldigi i¢in manuel olarak
diliie edildi. Enzim konjugati 10x konsantre sekildeydi. 1,35 ml tampon
¢ozelti ile 0,15 ml enzim konjugat karistirildi. Boylece 1/10 olacak sekilde
seyreltilmis oldu. Diliie edilen enzim konjugati ayn1 giin i¢inde kullanildu.
Wash buffer 10x konsantre sekildeydi. 1/10 diliisyon olacak sekilde 1 ml
wash buffera 9 ml distile su eklendi. Diliie edilen wash buffer da ayn1 giin
icinde kullanildi.

Sirasiyla DFS70, AMA M2, Ribozomal P-protein, Histon, Nucleosom,
dsDNA, PCNA, CENP-B, Jo-1, PM-Scl, Scl-70, SSB, Ro-52, SSA (native),
Sm, nRNP/Sm antijenlerinin emdirilmis oldugu stripler hasta numaralari

eklenerek cihaza yerlestirildi.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.
20.

21.

22.

EUROBIotOne cihazi her bir stribe dnce 1,5 ml tampon ¢ozelti ekledi ve 5
dk boyunca inkiibe etti.

Inkiibasyon sonunda EUROBIlotOne cihazi1 fazla siviy1 aspire etti.

Cihaz 15 pl hasta serumu ile 1,5 ml tampon ¢ozeltiyi karistirarak serum
orneklerini 1:101 oraninda diliie ettikten sonra, diliisyondan 1,5 ml alip her
bir strip tizerine ekledi.

Stripleri 30 dk boyunca calkalayarak inkiibe etti.

Inkiibasyon sonunda cihaz; fazla siviy1 aspire edip 3 kez 1,5 ml hacminde
wash buffer ile yikama yapti, sonunda fazla siviy1 tekrar aspire etti.
Yikama sonrasi 1,5 ml alkalen fosfataz bagli anti human-IgG iceren diliie
edilmis enzim konjugati koydu.

30 dk boyunca oda sicakliginda inkiibasyon sonunda fazla siviy1 aspire etti
ve bir 6nceki gibi yikamaya ald1.

Ardindan 1,5 ml enzime uygun substrat ekledi.

10 dk karistiricr fonksiyonuyla birlikte inkiibasyona aldi.

Inkiibasyonun sonunda fazla siviy1 aspire etti.

Distile su ile 1’er dk boyunca 3 kez son yikamay1 yapti ve fazla siviyi aspire
etti.

Kurutma islemi sonrasi test degerlendirmeye hazirdi.

Tiim striplerde kontrol bandinin ¢aligmis olmasi testin gecerli oldugunu
gosteriyordu.

Cihaza ait EUROLineScan programi sayesinde otomatize okuma islemi,
striplerin manuel degerlendirilmesi ile konfirme edildi.

EUROLIineScan ile 0-5 aras1 degere sahip olan bantlar ‘negatif’, 6-10 arasi

‘greyzone’, >11 ise ‘pozitif® bant olarak degerlendirildi.

3.2.3 CytoBead ANA DFS70:

Uygulama CytoBead ANA DFS70 Generic Assay (Almanya) Kiti

kullanilarak tiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda su sekilde yapildi.

1.

+4°C’de saklanan kit kullanimdan 6nce oda sicakligina (18-25°C) gelmesi

i¢in buzdolabindan ¢ikarildi.
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10.

11.
12.

13.
14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Cam slaytlarda her birinde yan yana HEp-2 hiicreleri ve DFS70 spesifik dot
bulunan 8 kuyucuk bulunuyordu.

479 adet hasta serumu 38’erlik gruplara ayrildi; her ¢alisma 6ncesi 38 hasta
serumu ¢ozdiirtldi.

Calismadan 6nce serum Ornekleri -20°C lik derin dondurucudan ¢ikarilip
oda sicakligina (18-25°C) gelmesi saglandi.

Oda sicakligina gelen serum 6rnekleri vortekslendi.

Sample buffer ve konjugat kullanima hazirdi.

1 It distile suya 10gr.lik PBS tozu eklenerek wash buffer hazirlandi.

Her caligmada kitin i¢cinden ¢ikan bir pozitif kontrol, bir de negatif kontrol
2’ser damla seklinde kullanildi.

Sirasiyla numaralandirilmis hasta serumlarindan 5 pl alinip, tizerine 495 pl
sample buffer eklenerek 1/100 diliisyonu elde edildi.

Hazirlanan bu dilie serumlardan 60 pl alinip sirasiyla slaytlardaki
kuyucuklara pipetlendi.

30 dk boyunca su banyosunda inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonunda her bdlme iizerindeki sivi pipetdr yardimiyla aspire
edildi.

Ardindan 5 kez 2’ser dk PBS wash buffer ile yikandi.

Yikama sonrast blotting paper araciligiyla slayt tizerindeki teflon alandan
fazla s1vi manuel olarak uzaklastirildi.

Her bir bolmeye 60 ul konjugat eklenerek karanlik ve nemli ortam
olusturma amaciyla su banyosu i¢inde 30 dk inkiibasyona alindi.

Siire sonunda her kuyucuk iizerindeki s1v1 pipetdr yardimiyla aspire edildi.
5 kez 2’ser dk PBS wash buffer ile yikandi.

Yikama sonrasi blotting paper kullanilarak teflon alandan fazla s1vi manuel
olarak uzaklastirildi.

Her bolmeye birer damla gliserol damlatilip, slaytlarin iizeri lamel ile
kapatildu.

LED mikroskopta incelemeye alindu.
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21.

22.

23.

Pozitif kontrolde DFS paterni ve DFS70 dot’unun pozitif oldugu; negatif
kontrolde bu ikisinin negatif oldugu goriildiigiinde testin gecerli oldugu
kabul edildi.

Sirasiyla tiim kuyucuklardaki HEp-2 hiicrelerinin sitoplazma ve g¢ekirdek
yapilart boyanma olup olmamasi agisindan dikkatle incelendi, eger yeterli
boyanma yoksa ‘negatif’ olarak degerlendirildi; eger boyanma varsa paterni
ve siddeti not alindu.

Her bir kuyucuktaki DFS70 dotlari, hemen yanlarinda bulunan referans
dotlar ile karsilastirildi;; floresan boyanma varligi pozitif, boyanma

yoklugunda ise negatif olarak degerlendirilip not edildi.

3.2.4 Anti-DFS/70 ELISA (1gG):

Uygulama 96 kuyucuklu Anti-DFS70 ELISA (IgG) (EUROIMMUN,

Almanya) kiti kullanilarak iiretici firmanin onerileri dogrultusunda su sekilde

yapildi.

1.

10.

Kit kullanmadan 6nce +4°C’lik buzdolabindan ¢ikarilip oda sicakligina (18-
25°C) gelmesi beklendi.

Her bir ¢alismada 1 kalibrator, 1 pozitif kontrol, 1 negatif kontrol ve 93
hasta serumu calisildi.

Toplamda 264 hastaya ait serum 6rnegi ¢alisildi.

Calismadan once serum Ornekleri -20°C lik derin dondurucudan ¢ikarilip
oda sicakligina (18-25°C) gelmesi saglandi.

Oda sicakligina gelen serum ornekleri vortekslendi.

5 pl hasta serumu alinarak 1.0 ml tampon soliisyon eklendi ve 1/201 olacak
sekilde diltie edildi.

10x konsantre wash buffer distile su ile karistirilarak 1/10’a diliie edildi.
Diger tiim soliisyonlar kullanima hazir olarak geldi.

Ardindan zemininde DFS70 antijeni igeren 96 kuyucuklu plaga 100’er pl
olacak sekilde sirasiyla kalibrator, pozitif ve negatif kontrol pipetlendi.
Kalan kuyucuklara ise sirasiyla numaralandirilmis diliie hasta ornekleri

eklendi.

44



11.
12.

13.
14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

30 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

Ardindan 450 pl wash buffer ile Mindray mw-12a (Cin) cihazinda 3 kez
I’er dk.lik yikama yapildi.

Fazla s1v1 uzaklastirildi.

Yikama sonrast her bir kuyucuga hizlica 100 pl peroksidaz-isaretli anti-
human 1gG (sekonder antikor) pipetlendi.

Oda sicakliginda 30 dk inkiibasyona birakildi.

Ardindan bir 6nceki gibi ikinci yikama yapildi.

Kromojen/substrat 1siktan etkilendigi i¢in tiim kuyucuklara hizlica 100
ul.lik kromojen/substrat eklenerek karanlik ortamda, oda sicakliginda 15 dk
inkiibasyona birakildu.

Ardindan reaksiyonu durdurmak icin her bir kuyucuga hizlica 100 pl stop
soliisyonu eklendi.

Durdurulan reaksiyon sonucu olusan renk degisimleri 450 nm dalga
boyunda Bio-Rad iMark microplate reader (A.B.D) ile fotometrik olarak
okutuldu.

Okunan degerler not alindi.

Hesaplamada pozitif ve negatif kontrollerin optik dansitesi, kalibratoriin
optik dansitesine boliinerek bulunan oranlarin gegerliligi saptandiktan
sonra, test gecerli sayildi.

Ardindan sirasiyla tiim hastalarin optik dansiteleri, kalibratoriin optik
dansitesine boliinerek elde edilen degerler not alindi.

<1.0 ‘negatif’, >1.0 ise ‘pozitif’ olarak degerlendirildi.

3.2.5. istatistiksel Analiz

Analizler IBM SPSS Statistics 23 paket programi iizerinden yapilmistir.

Testler arasindaki tutarliligi degerlendirmek i¢in Kappa analizi kullanilmistir (138).

Capraz tablolar kullanilarak arastirilan testin duyarlilik, 6zgiillik ve

konkordans (uyum) degerleri hesaplanmaistir.
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4. BULGULAR

Merkez laboratuvarina otoimmiin romatizmal hastalik siiphesiyle Ocak
2018-Ocak 2019 tarihleri arasinda gonderilen IIF ve LIA istemi birlikte olan
orneklerden 479°u ¢alismaya dahil edildi. Bu 6rnekler 4 gruba ayrildi:

Tablo 4.1. Calisma gruplari

Gruplar IIF Yontemi | LIA Yontemi | Toplam Say:
1. grup IF (+) LIA (+) 309
2. grup IF (+) LIA (-) 20
3. grup IF (-) LIA (+) 130
4. grup IF (-) LIA (-) 20
479

IIF (+) : IIF yontemi ile yogun ince benekli paterni olanlar

IIF (-) : IIF yontemi ile negatif veya yogun ince benekli paterni haricinde baska bir

patern olanlar
LIA (+) : LIA yontemi ile anti-DFS70 antikoru olanlar
LIA (-) : LIA yontemi ile anti-DFS70 antikoru olmayanlar

Gruplarimiz i¢inde IIF negatif, LIA negatif 20 6rnek kontrol grubu olarak
belirlendi. 54 erkek, 425 kadindan olusan c¢alisma grubu 1-88 yas araligindaydi.
Yas ortalamasi 38.80 idi. Calismamizdaki 479 hastanin bagvurdugu poliklinik ve
servislerin yiizdesi soyledir: 201’1 romatoloji poliklinigine ait olmak iizere toplam
285 (%59.5) hasta i¢ hastaliklar1 poliklinik ve servislerinden, 69 (%14.4) ¢ocuk
sagligi ve hastaliklar1 poliklinigi, 63 (%13.1) fizik tedavi ve rehabilitasyon
poliklinik/servisi, 22 (%4.6) dermatoloji poliklinigi, 18 (%3.8) gdgiis hastaliklar
poliklinik/servisi ve diger poliklinik/servislerden 22 (%4.6) o6rnek toplandi.
Tanilaria gore hastalar sdyle gruplanmaktaydi: 21 SLE, 10 Sjogren sendromu, 2
sistemik skleroz, 1 sistemik bag dokusu hastalig1 olmak tizere toplamda 34 (%7.1)
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hasta AARD grubundaydi. Diger en sik grup artrit ssmptomu olan 85 (%17.7) hasta
idi.

Hastalarin tanilan retrospektif olarak degerlendirildi. 479 hastanin 34’{ine
(%7.1) AARD tanis1 kondugu, kalan 445 6rnegin de eklemlerle iligkili semptomu
olan hastalardan olustugu ve ¢esitli 6n tanilarla IIF ve LIA testlerinin istendigi
goriilmistiir. ITF ile DFS paterni saptanan 329 hastanin 20°’si (%6.1) AARD tanisi

almstir.

IIF ile DFS paterni saptanan 329 6rnegin 309’unda (%93.9) LIA ile anti-
DFS70 antikoru saptandi.

Tablo 4.2. IIF testi ile CytoBead HEp2 testinin karsilastirmasi

HE () [ HF(-) Relatif Relatif | Konkordans
duyarhlik | ézgiilliik | (uyum) (%)
CytoBead | 179 9 188
HEp2 (+) | (%54.4) | (%6.0) %54.4 %94 %66.8
CytoBead | 150 141 291
HEp2 (-) (%45.6) | (%94.0)
Toplam 329 150 479

k:0.385 (p<0.001)

IIF altin standart kabul edildiginde CytoBeadHEp-2 testinin duyarlilig1 %
54.4; 6zgillugt % 94.0; PPD %95.2; NPD % 48.5 olarak bulundu.

Tablo 4.3. LIA testi ile CytoBead Dot testinin karsilastirmasi

LIA(+) | LIA(-) Relatif Relatif | Konkordans
duyarhlik | ézgiilliik | (uyum) (%)
CytoBead | 372 0 372
Dot (+) (%84.7) | (%0) %84.7 %2100 %86.0
CytoBead | 67 40 107
Dot (-) (%15.3) | (%100)
Toplam 439 40 479

x:0.481 (p<0.001)
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LIA altin standart kabul edildiginde CytoBead Dot testinin duyarliligi %
84.7; ozgiilligii % 100; PPD %100; NPD %37.4 bulundu.

Sekil 4.1. CytoBead Dot goriintiisii (Ok isaretleri referans dotlara gore anti-DFS70
antikoru icin sirasiyla pozitif ve negatif sonucu gostermektedir)

ELISA

479 6rnegin iginden secilmis 264 tanesi ELISA DFS70 antikoru calisildi.
IIF(+), LIA(+) olan 309 6rnekten (rastgele se¢imle), CytoBead HEp-2 testinde DFS
paterni olmayan 102 6rnek ve DFS paterni olan 11 6rnek olmak iizere 113 ornek;
IIF(-), LIA (+) 113 6rnek; IIF(+), LIA (-) 18 6rnek ve kontrol grubundan IIF (-),
LIA (-) 20 6rnek olmak tizere toplamda 264 6rnek ELISA ile ¢alisildi.

IIF(+), LIA(+) ve CytoBead testinde DFS paterni olmayan 102 6rnegin
96’s1 (%94.1) ELISA ile anti-DFS70 antikoru pozitif; 6’s1 (%5.9) negatif bulundu.

IF(-), LIA (+) 113 6rnegin 62’si (%54.9) ELISA ile anti-DFS70 antikoru
pozitif; 51°1 (%45.1) negatif bulundu.

[IF(+), LIA (-) 18 6rnegin 2’si (%11.1) ELISA ile anti-DFS70 antikoru
pozitif; 16’s1 (%88.9) negatif bulundu.

IF (-), LIA (-) 20 6rnegin 1’1 (%5.0) ELISA ile anti-DFS70 antikoru pozitif;
19’u (%95.0) negatif bulundu.
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IIF testinde yogun ince benekli paterni bulunan 131 6rnegin 108’inde

(%82.4) ELISA ile anti-DFS70 antikoru bulundu. IIF testinde yogun ince benekli

paterni olmayan 133 6rnegin 70’inde (%52.6) ELISA ile antikor bulunmadi.

Tablo 4.4. LIA testi ile ELISA testinin karsilastirmasi

LIA (+) | LIA(-) Relatif Relatif | Konkordans
duyarhlik | ézgiilliik | (uyum) (%)
ELISA (+) | 168 3 171
(%74.3) | (%7.9) %74.3 %92.1 %76.9
ELISA (-) 58 35 93
(%25.7) | (%92.1)
Toplam 226 38 264

k:0.415 (p<0.001)

LIA altin standart kabul edildiginde ELISA testinin duyarliligi %74.3;
ozgiilligii %92.1; PPD %98.2; NPD %37.6 olarak bulunmustur.

LIA pozitif 439 o6rnegin 226’sma ELISA testi ¢alisilmis ve bunlarin
168’inde (%74.3) ELISA ile antikor saptanmistir. 58’1 (%25.7) ise ELISA ile

negatif saptanmigtir.

Tablo 4.5. IIF, LIA ve ELISA testleri ile CytoBead HEp-2 testinin karsilagtirmasi

IIF (+) LIA (+) ELISA (+)

CytoBead HEp2(+)

10 (%9.4)

CytoBead HEp2(-)

96 (%690.6)

Toplam

106 (%100)

k:0.032 (p>0.05)

IIF testinde yogun ince benekli paterni bulunan, LIA testinde anti-DFS70

antikoru bulunan ve ELISA testi ile anti-DFS70 antikoru bulunan toplam 106
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ornegin 10’unu (%9.4) CytoBead HEp2(+) testi yogun ince benekli patern verdi;
96 (%90.6) tanesine negatif sonug verdi.

Tablo 4.6. IIF ve LIA testi ile CytoBead HEp-2 testinin karsilastirmasi

IIF (+) LIA (+) ELISA (+)
CytoBead Dot(+) 105 (%99.1)
CytoBead Dot(-) 1 (%0.9)
Toplam 106 (%2100)

k:0.520 (p<0.001)

IIF testinde yogun ince benekli paterni bulunan, LIA testinde anti-DFS70
antikoru bulunan ve ELISA testi ile anti-DFS70 antikoru bulunan toplam 106
ornegin 105’ine (%99.1) CytoBead Dot testi pozitif sonu¢ verdi, 1’ine (%0.9)

negatif sonug verdi.

Tablo 4.7. ELISA testi ile CytoBead HEp-2 testinin karsilastirmasi

ELISA | ELISA Relatif Relatif | Konkordans
DFS70 | DFS70 duyarhlik | ézgiilliik | (uyum) (%)
(+) Q)

CytoBead | 19 3 22

HEp2 (+) (%11.1) | (%3.2) %11.1 %96.8 %41.3

CytoBead | 152 90 242

HEp2 (-) (9%88.9) | (%96.8)

Toplam 171 93 264

x:0.058 (p<0.05)

ELISA altin standart kabul edildiginde CytoBead HEp-2 testinin duyarliligi
% 11.1; 6zgiilligi % 96.8; PPD %86.4; NPD %37.2 bulundu.
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Tablo 4.8. ELISA testi ile CytoBead Dot testinin karsilastirmasi

ELISA | ELISA Relatif Relatif | Konkordans
DFS70 | DFS70 duyarhhbk | ézgiillik | (uyum) (%)
(+) ()

CytoBead | 153 20 173

Dot (+) (%89.5) | (%21.5) %89.5 %78.5 %85.6

CytoBead | 18 73 91

Dot (-) (%10.5) | (%78.5)

Toplam 171 93 264

k:0.683 (p<0.001)

ELISA altin standart kabul edildiginde CytoBead Dot testinin duyarlilig1 %
89.5; ozgilligi % 78.5; PPD %88.4; NPD %80.2 bulundu.

Tablo 4.9. ELISA ve LIA testi ile CytoBead Dot testinin karsilastirmasi

ELISAve LIA (+)

CytoBead Dot (+)

153 (%91.1)

CytoBead Dot (-)

15 (%8.9)

Toplam

168 (%100)

k:0.71 (p<0.001)

ELISA ve LIA birlikte pozitif olanlarin 153’1 (%91.1) CytoBead Dot testi

ile pozitif, 15’1 (%8.9) CytoBead Dot testi ile negatif bulunmustur.

Tiim hasta grubunda IIF ile yogun ince benekli paterni olan 329 6rnekten

24°{iniin bir baska patern ile birlikte oldugu goriildii. Bu kombine paternlerde en

cok niikleer noktalanma (16/24) varlig1 saptanmis olup, ikinci sirada niikleolar

(6/24) ve en az sitoplazmik patern (2/24) goriildii. Bu kombine paternlerin IIF ve

CytoBead HEp2 sonucu bakimindan karsilastirmasi soyleydi:
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Tablo 4.10. IIF testinde yogun ince benekli ile birlikte bulunan paternlerin,
CytoBead HEp2, LIA, CytoBead Dot ve ELISA testi sonuglari

I1F sonucu CytoBead HEp2 LIA CytoBead | ELISA
Dot

1/100 DFS wve 1/100 | 1(+) niikleer noktalanma DFS-70, | pozitif pozitif
niikleer noktalanma dsDNA
1/320 DFS ve 1/320 | 1(+) niikleolar DFS-70, | negatif negatif
nukleolar histon
1/1000 DFS ve 1/1000 | 2(+) DFS, 2(+) niikleer | DFS-70 | pozitif -
niikleer noktalanma noktalanma, 1(+) sitoplazmik
1/1000 DFS wve 1/100 | 1(+) DFS, 2(+) niikleer | DFS-70 | pozitif -
niikleer noktalanma noktalanma, 1(+) sitoplazmik
1/100 DES ve 1/100 zayif | negatif DFS-70, | negatif negatif
niikleolar dsDNA
1/100 DFS wve 1/100 | 2(+) niikleer noktalanma, 1(+) | DFS-70 | pozitif pozitif
niikleer noktalanma sitoplazmik, 1(+) graniiler
1/320 DFS ve 1/1000 | 2(+) niikleer noktalanma DFS-70 | pozitif pozitif
niikleer noktalanma
1/100 DFS wve 1/320 | 1(+) graniiler, DFS-70, | pozitif pozitif
niikleer noktalanma 2(+) niikleer noktalanma RNP/Sm
1/100 DFS ve 1/100 | 2(+) DFS, 3(+) niikleer | DFS-70 | pozitif pozitif
niikleer noktalanma noktalanma
1/100 DFS ve 1/100 | 2(+) DFS, 3(+) niikleer | DFS-70 | pozitif -
niikleer noktalanma (+) noktalanma
1/320 DFS wve 1/100 | 2 (+) DFS, 2(+) niikkleer | DFS-70 | pozitif -
niikleer noktalanma noktalanma
1/100 DFS wve 1/100 | 2 (+) niikleer noktalanma DFS-70, | pozitif pozitif
niikleer noktalanma Ro-52
1/100 DFS ve 1/320 | 3 (+) niikleer noktalanma, DFS-70 | pozitif -
niikleer noktalanma 2 (+) graniiler
1/100 DFS wve 1/320 | 1(+) DFS,  2(+) niikkleolar | DFS-70, | pozitif -
nukleolar histon,

dsDNA
1/100 DFS wve 1/100 | 2(+) DFS, 2(+) niikleer | DFS-70 | pozitif -
nukleer noktalanma noktalanma
1/100 DFS wve 1/100 | 2(+) sitoplazmik boyanma DFS-70 | pozitif pozitif
sitoplazmik boyanma
1/100 DFS ve 1/100 | 1(+) DFS, 1(+) niikleolar DFS-70 | pozitif -
niikleolar zay1f
1/320 DFS ve 1/100 | negatif DFS-70 | pozitif pozitif
niikleolar
1/100 DFS wve 1/100 | negatif DFS-70 | pozitif pozitif
nukleer noktalanma
1/1000 DFS wve 1/100 | 1(+) DFS, 1(+) niikleolar DFS-70 | pozitif -
niikleolar
1/100 DFS ve 1/1000 | 2 (+) niikleer noktalanma DFS-70 | pozitif pozitif
niikleer noktalanma
1/100 DFS wve 1/100 | 1(+) DFS DFS-70, | pozitif pozitif
sitoplazmik dsDNA
1/100 DFS ve 1/100 | negatif DFS-70 | negatif negatif
niikleer noktalanma
1/100 DFS wve 1/100 | 2(+) niikkleer noktalanma DFS-70 | negatif negatif
niikleer noktalanma
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Bu 24 kombine paternin 14’iinde CytoBead HEp2 testi ile yogun ince
benekli patern hi¢ saptanamadi. 24 kombine paternin 10’unda CytoBead HEp2
testinde yogun ince benekli paterni olmadan yanindaki patern tanimlandi. IIF’de 16
niikleer noktalanma olan 6rnegin 15’1 (%93.8); 6 niikleolar patern gdsteren 6rnegin
4’1 (%66.7); sitoplazmik boyanma gosteren iki 6rnegin 1’1 (%50.0) CytoBead
HEp-2 substrat1 ile pozitif bulundu.
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5. TARTISMA

Sistemik lupus eritematozus (SLE), sistemik skleroz (SSc), Sjogren’s
sendromu (SS), mikst bag doku hastaligi (MCTD) ve polimiyozit / dermatomiyozit
(PM / DM) ten olusan ANA iliskili sistemik otoimmiin romatizmal hastaliklarin
(AARD) tant ve takibinde yeri olan anti-niikleer antikorlarin (ANA)

tanimlanmasinda, IIF yontemi ACR tarafindan altin standart olarak belirlenmistir
().

IIF yonteminde substrat olarak kullanilan HEp-2 hiicrelerinin bir¢cok
avantaji vardir. 100-150 otoantijeni nativ olarak sergilemektedir (1). Yeni
otoantikorlarin kesfine olanak saglamaktadir (100). Organa spesifik olmayan
dsDNA veya ENA gibi antikorlar1 aragtirmamizi sagladig: gibi IIF analizi sonrasi
hangi spesifik teste yonelecegimiz konusunda da fikir verir. Anti-sentromer gibi
bazi spesifik sonuglarda ise ileri tetkike ihtiya¢ duyulmamaktadir (100,122). Bunun
yaninda HEp-2 IIF testinin bazi dezavantajlar1 da vardir. HEp-2 IIF testi
uygulamasi zaman alic1 ve sonuglari esas olarak degerlendiricinin deneyimi ile
iligkili olup subjektiftir. Bu durum hem laboratuvar i¢i hem de laboratuvarlar arasi
farkliliklara neden olmaktadir. Ayrica mikroskoplar, 151k kaynagi, lens farkliliklari,
kullanilan farkli HEp-2 kitleri, HEp-2 klonlarinin se¢imi, biiyiime fazi, fiksasyon
metodu, FITC konjugat spesifitesi, floresan madde/protein orani, anti-human 1gG
spesifitesi, yikama teknigi, kullanilan buffer se¢imine bagli olarak
standardizasyonu zordur (68,100,122). Jo-1, ribozomal-P, Ro52/TRIM21 (tripartite
motif) ve SS/A-Ro60 antijenleri s6z konusu oldugunda duyarliligr diistiktiir; yani
yanlig negatif sonug¢ vermesi miimkiin olabilir (139,140,141).

HEp-2 IIF testinin genel olarak 6zgiilligiiniin diisiik olmasina bagl yanls
pozitif sonuglar elde edilebilir (100). Bu sikintilar otomatize yazilimlar kullanilarak
asillmaya c¢alisilmistir ancak heniiz tiim paternleri tanimast miimkiin olmamaktadir
(122,142). HEp-2 IIF yonteminin en 6nemli dezavantajlarindan biri AARD igin
Ozgiilliigiiniin diisiik olusudur (100,122).

DFS paterni ilk olarak 1994’te interstisyel sistitli hastalarda, daha sonra
LEDGF antijeni katarakt hastalarinda gosterilmis, daha sonra anti-DFS70 antikoru
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atopik dermatitli hastalarda g¢alisilmis ve g¢esitli diger otoimmiin romatizmal
hastaliklarda sikligini arastiran bir grup ¢aligmaya konu olmustur (2,3,4). Ardindan
2004 yilinda Watanabe ve arkadaslari, saglikli insanlarda, bu otoantikorlarin
AARD’ye gore daha fazla gorildiigli sonucuna varmislardir. Bu antikora sahip
olmanin, AARD tanisindan uzaklastirdigi ve gereksiz ek tetkik yapilmasim
Onleyecegi ve bu yaklasimin daha maliyet-etkin olabilecegi sonucuna varmiglardir
(8). Ayrica anti-DFS antikorlarinin AARD’de genellikle diger antikorlarla birlikte
olmasima karsin, saglikli bireylerde monospesifik olarak bulundugu gdosterilmis;
boylelikle AARD’yi dislamak icin kullanilabilecegi fikri yayginlik kazanmaya
baglamistir (9,10,11). Prospektif bazi ¢alismalarda 6rnegin Mariz ve arkadaslari
2011 yilinda yaptigr 918 saglikli kisiden 118’inde (%12.9) ANA pozitifligi
saptamisg, en sik 2. patern DFS bulunmus. ANA pozitif olan saglikli 40 kisi 4 y1l
sonra tekrar degerlendirilmis ve higbirinde AARD gelismedigi ve bunlarin 29°unda
(%72.5) ANA pozitifliginin devam ettigi gosterilmistir (9). Gundin ve
arkadaglariin ¢alismasinda geleneksel yontemde ANA testi sonrasi ENA testi
yapmak yerine izole anti-DFS70 pozitifliklerinde ileri tetkike gerek olmadig
vurgulanmistir. Boylelikle hasta bagvuru sayisinin azaltildigi ve maliyet-etkin
oldugu sonucuna varilmistir (143). Lee ve arkadaslari IIF testinde DFS paterni olan
181 hastanin AARD tanis1 olmayan 150 tanesini 1 y1l gézlemlemigler ve bu siirenin
sonunda hi¢ birinin AARD gelistirmedigini gostermislerdir (144). Sperotto ve
arkadaglar1 261 saglikli ¢ocuktan anti-DFS70 antikoru olan 4’iinii 3 y1l boyunca
takip etmis ve higbir cocugun AARD gelistirmedigini gézlemlemislerdir (145). Bu
sonuclarin izole anti-DFS antikoru varhiginin, AARD’yi dislamak i¢in
kullanilabilecegini oneren caligsmalar1 destekledigi goriilmektedir. Buna karsin
Fritzler ve arkadaslar1 “DFS paterni olan tiim olgularin saglikli kisiler olmadigini
belirtmis ve bu monospesifik anti-DFS70 antikor varliginin AARD’yi dislamak i¢in
kullaniminin kliniklerde yaygin olarak kabul edilip uygulanmasindan énce daha

ileri ¢aligmalarla arastirilmasi gerektigi” seklinde goriis bildirmistir (146).

Saglikli kisilerde %20 oraninda ANA pozitifligi oldugu ve bu antikorlarin
cogunlugunu DFS70 antijenine karst olusan antikorlarin  olusturdugu
diistiniilmektedir (8). Bu nedenle ANA titresi ve paterni, klinik bulgularla birlikte
yorumlanmalidir (147,148). Ayrica saglikli popiilasyondaki yiiksek prevalansi ve
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AARD ile olan diisiik birlikteligi nedeniyle ICAP tarafindan IIF ile DFS paterninin
rutin hizmet veren tiim laboratuvarlarda taninmasi ve raporlanmasi onerilmektedir

(149).

IIF yontemi ile DFS paternini tanimada giicliikler yasanmakta ve merkezler
arasinda standardizasyon bulunmamaktadir (63,122,150,151). Bentow ve
arkadaslarinin 2016 yilinda italya, Hollanda ve Ispanya gibi birgok iilkeden farkli
deneyimlerde olan (<1 yil, >10 yil) 125 IIF degerlendiricisinin katilimiyla
yaptiklar1 ¢ok merkezli bir ¢alismada sentromerik, niikleolar, graniiler, homojen,
DFS paternleri ile bu serumlarin DFS antikoru oldugu bilinen baska bir serum ile
farkli oranlarda karistirilarak elde edildigi miks paternlerin taninirligi test edilmek
istenmistir. Sentromerik patern %95.2, niikleolar patern %74.4 olmak {iizere tek
paternlerde tanmnirlik bu iki oranin arasinda olup uyum yiiksek olarak
yorumlanmustir. Fakat s6z konusu DFS paterni oldugunda uyum %350 civarina
diismiis; hatta miks paternlerde bu uyum %10 dan daha az ¢gikmistir. DFS paterninin
her zaman izole patern olmayabilecegi, diger paternlerle birlikte oldugunda ise
tanimlanmasindaki zorluk nedeniyle, mutlaka spesifik baska bir test ile

dogrulanmasi gerektigi kanaatine varmiglardir (152).

Bizzaro ve arkadaglarinin 94 DFS paterni olan serumun MBL ELISA testi
ile sadece 13 (%14)’iinde anti-DFS70 antikoru bulmalar tizerine, bu uyumsuzlugu
aciklamak i¢in olas1 hipotezlerinden birisi farkli hiicresel substrat kullanimi
olmustur. Bu 94 6rnegin 57’si (ELISA ile pozitif ¢ikan 13 6rnek dahil) 4 farkl: ticari
substrat ile IIF testi ¢calisilmis ve diistiik (1/80) titredeki 6rnekler sadece bir veya iki
test tarafindan taninmis. Yiksek titredeki iki Ornek, tiim ticari kitlerle pozitif
cikarken ELISA negatif bulunmus. ELISA pozitif olan 13 6rnegin sadece ti¢ti dort
farkli hiicre hattinda da pozitif bulunmus (150). Benzer sekilde Mahler ve
arkadaslar1 anti-ribozomal P antijeni igin farkli ticari kitlerde farkli IIF goriintiileri
elde ettiklerini bildirmislerdir (153). Sonug¢ olarak segilen hiicre tipi, kiiltiir
kosullar1, kullanilan fiksasyon metoduna bagli olarak IIF’de farkl ticari kitlerle
farkli sonuglar alinabilmesi miimkiin goriinmektedir. Yaklasik ii¢ dekat 6nce SS/A-
Ro60 antijeni transfekte edilmis hiicre hatt1 olan HEp-2000 hiicre serisi
olusturulmus (154), ardindan da 10 kat fazla mitoz / metafaz kabiliyeti olan HEp-

2010 hiicre serilerine gecilmistir. Bizim c¢alismamizda da IIF yonteminde biri
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Euroimmun’e ait HEp-2010 hiicre serisi, digeri Generic Assay’a ait HEp-2 hiicre
serisi olmak iizere iki farkl ticari kit kullanildi. HEp-2010 hiicreleri ile yogun ince
benekli paterni bulunan 329 Ornegin 179’u (%54.4) HEp-2 hiicrelerinde
saptanabilmis; buna karsin 150°si (%45.6) saptanamamistir. Bu diisiik uyum

sayilan parametrelerdeki farkliliklar: akla getirmektedir.

Bugiine kadar homojen patern interfaz niikleusunun diffiiz boyanmasi ve
mitotik hiicrelerde kromatin boyamasini kapsiyordu. Fakat yapilan ¢alismalarda
kromatin boyanmasii 3 gruba ayirmak gerektigi ortaya ¢ikmustir:1.Klasik anti-
dsDNA iliskili homojen patern 2.Anti-DFS70 iliskili DFS patern 3.Quasihomojen
pattern (7,9). Diisiik titrede DFS paterni diger iki paternle karisabilmekte ve bu
durum en ¢ok quasihomojen paternde gézlenmektedir (122). Quasihomojen patern
AARD grupta agirlikli olarak saptanan bir patern olup homojenden oldukga
farklidir ve ENA profili bakimindan da DNA’ya kars1 genellikle antikor
bulundurmamaktadir. Fakat ince kumlu goriintlisiiyle DFS paterni ile sikga
karistirilabilmektedir (9). Quasihomojen paterne ait spesifik bir antikor olmadigi
icin homojen paternden kesin olarak ayrimi zordur. Bu nedenle DFS paternini
tanimaya yonelik yapilan c¢alismalarin ¢ogunlugunda ayri bir patern olarak
bildirilmemistir (151,155). Bizim ¢alismamizda da quasihomojen patern olarak ayr1

bir grup bulunmamaktadir.

DFS paterni AARD iligkili diger antikorlar (6rn dsDNA gibi) ile
birlikteliginde maskelenebilmektedir (122). AARD olan grupta anti-DFS
antikorlarinin en yaygin olarak anti-dsDNA ve anti-SSA ile birliktelik gosterdigi
bulunmustur (63). Bizim ¢alismamizda ise LIA ile anti-DFS70 antikoru bulunan
439 ornegin 37’°si sadece dsDNA ile, 26’s1 dsDNA ve bagka bir ENA ile olmak
lizere toplam 63 ornekte birliktelik gdsterdi. dsDNA’dan sonra ikinci en stk ENA
ise R0-52 (34/439) idi. 63 6rnegin 36°s1 (%57.1) DFS paterninde iken, 27’si negatif
veya bagka paternlerdi. Buna gore DFS70 antikoru ile birlikte bagka antikor varlig
olan 6rneklerin %57.1’inde, HEp-2010’un substrat olarak kullanildig: IIF yontemi

ile DFS paterni tanimlanabilmistir.

Mariz ve arkadaglari IIF ile ANA pozitif 118 saglikli kisi ve ANA pozitif
138 AARD hastasinda yaptiklari ¢aligmada sinir degerini 1/80 diliisyon aldiklarinda
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duyarlilig1 %90.2, 6zgiilligl %87.1 bulmuslar. Sinir degeri 1/5120 aldiklarinda ise
duyarliligin ¢ok dustiigiinii (%44.4), ozgilliglin ise  %99.2’ye c¢iktiginm
gostermislerdir (9). Kesin olarak belirlenmis bir tarama diliisyonu siir degeri
olmamakla birlikte uluslararasi literatiirde genellikle 1/80 veya 1/160 degerini baz
aldiklarin1 goriiyoruz. Biz ise laboratuvarimizda rutin bakida firma Onerileri
dogrultusunda 1/100 sinir degerini kullandik. Mercado ve arkadaslari saglikli birey
olup DFS paterni sergileyen 4 kisiden sadece birinin yiiksek titrede (>1/160) pozitif
oldugunu vurgulamistir (62). Buna karsin bir ¢alismada DFS paterni olan 39
saglikli kisiden 29’unda (%61.5) 1/640 ve iizeri titrede pozitiflik saptanmustir (9).
Bizim ¢aligmamizda da literatiir ile uyumlu olarak DFS paterni olan 329 6rnegin
sadece 58 (%17.6) tanesi 1/320 ve tizeri titrede, kalan 271’1 (%82.4) diisiik titrede
(1/100) pozitif saptanmistir. Titrasyon ile ilgili yapilan bir bagska ¢alismada 597
saglikli saglik ¢alisan1 ve 200 AARD’1i hastada IIF, IB ve ELISA ile anti-DFS70
antikoru arastirilmis ve 1/40 referans alindiginda saglikli grupta %20 (119/597)
ANA pozitifligi bulmuglardir. 69/597 (%12) ve tiim ANA pozitiflerin %58’1 IIF de
DEFS paterninde imis. IB ile 64/597 (%11) tanesi anti-DFS70 pozitif bulunmus. 200
AARD grubunda ise sadece 3 (%1.5) hasta anti-DFS70 pozitifmis. Sonug olarak da
DFS antikorunun saglikli kisilerde daha ¢ok oldugunu ifade etmisler ve pozitiflik
titresi diisitkmiis (<1/160) (8). Cok diisiik referans deger varliginda daha ¢ok
saglikli bireye ANA pozitif sonug verileceginden testin AARD tanisini ayirt etme
giicli azalacaktir. Bu ¢calismada bunlarin yarisindan fazlast DFS paterninde ¢ikmis.
Nitekim bu c¢alismada 1/80 referans alindiginda pozitiflik %20 den %l11°e
diismistiir. Non-spesifik pozitiflikleri azaltmak icin ANA smir deger

standardizasyonuna ihtiya¢ vardir.

AARD hastalarinda yiiksek titrede ANA pozitifliginin, diisik titrede
olmasima gore klinik ile daha iliskili oldugu bulunmustur. Ancak DFS paterninin

titresinin AARD’li ve saglikli kisileri ayird etmede 6nemli olmadig1 vurgulanmistir

(146).

Muro ve arkadaslar1 500 sistemik otoimmiin romatizmal hastalik (SARD)
tanili hastada IIF ve IB ile yaptig1 calismada 22 (%4.4) hastada anti-DFS70 antikoru
saptamis. Bu 22 hastanin 19°’u ELISA ile hastalikla iliskili baska antikorlar da

tagtyormus. Sonugta izole anti-DFS70 antikoru olan SARD hasta sayisinin az
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oldugu ancak izole anti-DFS70 antikor pozitifliginin SARD’1 dislamak ig¢in
kullanilabilecegi sonucuna varmiglardir (63). Bu ¢alismada SARD grubu igine
romatoid artrit ve morfea hastalar1 da dahil edilmistir, bizim ¢alismamizda ise

AARD grubu SLE, SSc, SS, MCTD ve PM / DM olarak belirlenmistir.

2013 te ITF yontemi 100 DFS paterni saptanan, 100 tane saptanmayan hasta
tizerinde yapilan bir ¢alismada; ilk gruptaki hastalarin %91°i CIA ile anti-DFS70
pozitif; diger grubunsa sadece %3’ii pozitif bulunmustur. DFS paterni olanlarin
sadece %12’sinde, DFS paterni olup CIA pozitiflerinse %13.4’tinde AARD
saptanmistir. Anti-DFS70 antikoru varliginin; AARD’yi dislayamasa da, diger
paternlerde daha az bulundugundan, ANA test algoritmasina eklenmesi gerektigi
sonucuna varmiglardir (156). Calismamizin dizayni geregi hasta tanilaria gore
gruplama yapilmamis oldugu i¢in taniya gore anti-DFS70 antikor verisi elde
edilemedi. Rutinde kullandigimiz IIF ve LIA test sonuglarina gore gruplandirma
yaptigimiz icin, hastalarin tanilarina retrospektif olarak bakildi. 479 hastanin
34’iine (%7.1) AARD tanis1 kondugu, kalan 445 6rnegin de eklemlerle iliskili
semptomu olan hastalardan olustugu ve gesitli 6n tanilarla IIF ve LIA testlerinin
istendigi gorildii. IIF ile DFS paterni saptanan 329 hastanin 20°si (%6.1) AARD
tanis1 almistir. Benzer sekilde Tirkiye’de yapilan DFS paterni olan 200 hastanin
dahil edildigi bir ¢alismada, hatalarin %13’tinde SARD oldugu belirtilmistir (158).
Bu calismada hastalarin tanisi retrospektif olarak bizim calismamiz ile benzer

sekilde taranmistir.

Yapilan ¢esitli caligmalarda saglikli bireylerde anti-DFS70 antikoru %4.2
ile % 21.6 arasinda bulunmustur. Yamada ve arkadaslar1 anti-DFS70 antikorunu
ELISA ile saglikli kisilerde %21.6 (8/37) bulmuslar; Mariz ve arkadaglari (9) 918
saglikli kisiden 118’inde (%12.9) ANA pozitif, bunlarin da 39’u (%33.1), toplam
sayminsa %4.2’si DFS paternindeymis (IIF), Mercado ve arkadaslari saglikli
kisilerde %17.4 (4/23) bulmus (IIF, ELISA, WB, CIA); (5,9,62). Watanabe ve
arkadaslar1 597 saglikli ¢alisandan %12’sini (69/597) pozitif bulmus (IIF, WB,
ELISA); Mahler ve arkadaslar1 124 saglikli kisinin 11’inde (%8.9) pozitiflik
bulmuslar (ELISA); Ayaki ve arkadaslar1 650 kan bankasi bagvurusundan 35’ini
(%5.4) pozitif bulmuslar (ELISA) (8,10,158). Anti-DFS70 antikor pozitiflik

oranlar1 {ilkeler arasinda da farkliliklar gostermektedir. Danimarkali kan
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donorlerinde anti-DFS70 antikoru %2 (5/249) (1IF, CLIA), US kan donérlerinde
CIA ile %8.5, Avrupali kan dondrlerinde %1.7-%2.9 arasindadir (159,160).
Arastirmalarimiza gére Tirkiye’de saglikli bireylerde anti-DFS70 antikor

pozitifliginin arastirildigi bir ¢alisma bulunamamustir.

Merkezimize gdnderilen rutin 6rneklerde 2016 yilinda yapilan bir ¢alismada
1786 rutin ANA IIF tarama hastasinin 90’inda (%5.0) DFS paterni saptanmis,
bunlarin arasindan secilen 74 tanesi ELISA, 20 tanesi LIA ile ¢alisilmistir. ELISA
calisilan 74 hastanin 62’°sinde (%83.8); LIA ¢alisilan 20 hastanin 13’tinde (%65.0)
anti-DFS70 antikoru pozitif bulunmustur. Bu 74 hastanin 68’1 (%91.9) AARD
tanist almamisti, kalan 6°s1 (%8.1) AARD tanis1 almistir (161). Bu c¢aligmada
AARD hastalarinda elde ettigimiz anti-DFS70 antikor pozitiflik orani simdiki

calismamizda elde ettigimiz degerle benzerlik gostermektedir.

Sperotto ve arkadaslar1 2016 yilinda 261 saglikli ¢ocuktan 4’iinde (%]1.5)
anti-DFS70 pozitif bulmus (IIF, CIA); Schmeling ve arkadaslari 145 saglikli
cocukta %?2.1 anti-DFS70 antikoru bulmus (145,162). Bizim ¢alismamizda I1F’de
DFS paterni ve LIA’da DFS70 antikoru saptanan 54 ¢ocuktan 3’1 (%5.6) AARD
tams1 almistir.  Ornek saymmiz diger iki calismadakinden daha azdir. Cocuk
hastalarda elde ettigimiz bu oran yetiskinlerle benzerlik gdstermektedir ancak 6rnek

sayimiz az oldugundan ger¢ek orani yansitmayabilecegi diistiniilmektedir.

Watanabe ve arkadaglarinin ¢alismasinda DFS paterni gézlenen ve IB ile
anti-DFS70 antikoru saptanan 64 serumun 57’si ELISA ile pozitif bulunmus
(duyarhilik %89). Kalan 533 serumdan 25’1 yanlis pozitif ¢ikmis (6zgilliik %95).
ITIF, IB, ELISA arasinda farkli sonuglar ¢ikmasimin nedeni kullanilan antijenin
yapist  (nativ/denatiire) veya kaynaZi (selliiler/rekombinant) olabilecegi
vurgulanmistir (8). Gergekten de farkli ¢aligmalarda kullanilan farkli yontemler,
dolayisiyla farklh antijenik yapilar nedeniyle bu kadar genis araliklarda sonuglar
elde ediliyor olabilir. Oyle ki konfirmasyonda kullanilan testlerde antijenin tamami
m1 yoksa major antijenik bdlgesinin mi kullanilacagi, rekombinant iiretim
tekniklerinden hangisinin kullanilacag: (E.coli, Baculo viriis, memeli hiicreleri),
analitik duyarhilik-6zgiillilk araliklar1 ve cut-off degerlerindeki belirsizlik

standardizasyonda sorunlar olusturmaktadir (68). Bizim c¢alismamizda LIA,
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ELISA ve CytoBead yontemindeki Dotlar olmak iizere li¢ dogrulama yontemi
kulanilmistir. Laboratuvarimizda rutin uygulamada IIF ile DFS paterni saptanan
orneklerin, ikinci basamak dogrulama testi olan LIA ile anti-DFS70 antikoru
aragtirilmaktadir. LIA altin standart kabul edilerek CytoBead Dot testinin
duyarliligr (% 84.7) ve ozgilligii (% 100) , ELISA’ya gore (duyarlilik %74.3,
ozgiilliik %92.1) daha yliksek bulunmustur.

HEp-2 IIF yontemi ile DFS paterninin taninmasi subjektif oldugundan ve
deneyim gerektirdiginden bu dezavantajlart asmak i¢in yeni IIF tan1 yontemleri
gelistirilmeye ¢aligilmaktadir. Bunlardan biri olan immiinoadsorbsiyon yonteminde
hasta serumu rekombinant DFS70 antijeni igeren bir soliisyon ile muamele dncesi
ve sonrasi standart HEp-2 hiicrelerinin substrat olarak kullanildigi IIF yontemi ile
calisilmistir. Hasta serumundaki anti-DFS70 antikoru, eklenen rekombinant antijen
ile kompleks olusturmakta bdylece HEp-2 hiicrelerindeki antijenlerine
baglanamamaktadir. Sonugta standart IIF ile yogun ince benekli goriintiisii
alinirken, immiinoadsorbsiyon sonrasi negatif sonu¢ alinmaktadir. Bu yontem ile
IIF yonteminin 6zgiilliigii arttirilmaya calisilmistir (163). Yeni gelistirilen bir diger
yontemde ise HEp-2 ELITE/DFS70 KO (knock out) adl1 bir substrati kullanilmstir.
Bu yontemde genetik miihendisligince elde edilmis DFS70 antijeni icermeyen yeni
bir HEp-2 hiicresi bulunmaktadir. Konvansiyonel HEp-2 hiicreleri ile bu yeni HEp-
2 hiicreleri 1:9 oraninda olacak sekilde slaytlara sabitlenmistir. Bu yeni kit ile hem
monospesifik DFS paterni, hem de DFS ile kombine paternler ayirt
edilebilmektedir. Ornegin monospesifik DFS70 antikoru igeren bir érnekte, hiicre
niikleuslarinin %10’u konvansiyonel HEp-2 hiicreleri ile yogun ince benekli
paternde floresan 1s1ma verirken, %90’1 DFS-70 KO hiicreleri ile parlaklik
vermeyecektir. Bu kit diger tiim paternleri konvansiyonel goriiniimiiyle
gosterebilmektedir (68). Bu yeni yontemin diisiik titrede de olsa, baska paternlerle
birlikte de olsa DFS paternini tanimada etkin oldugu bulunmus, ancak mitotik
paternlerle ilgili az sayida 6rnek ¢alisildigindan bu konuda daha ileri ¢caligmalara
ihtiya¢ oldugu bildirilmistir. Bu yontemin ikinci basamak antikor varligini
dogrulama testi gerektirmedigi ve bu sayede umut vadeden bir yontem oldugu 6ne

stiriilmiistiir (151).
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Anti-DFS70 antikorunun normal popiilasyonda yiiksek prevalansli olusu,
0zel bir hasta grubuyla kanitlanmis bir iliskisinin olmamas: ve AARD ile arasinda
negatif korelasyon olusu nedeniyle DFS70 paterninin 6zgilliigii yiiksek bir
yontemle dogrulanmasi gerektigi belirtilmistir (68). Dogrulama i¢in bugiine kadar
en ¢cok ELISA, WB, LIA, DIA, CIA gibi yontemler kullanilmig olsa da, son
zamanlarda immunoadsorbsiyon, modifiye edilmis IIF ve microbead immunoassay
(MIA) gibi yeni yontemler de kullanima girmistir. Anilan son iki sistem tek seferde
birden fazla hedefi tanimlayabilen yeni nesil sistemler olan multiparametrik
yontemlerden olup, monoparametrik sistemlere gore daha maliyet ve zaman/etkin
olmalariyla 6n plana ¢ikmaktadir (94). Multiparametrik yontemler, refleks test
sistemindeki tarama sonrasi dogrulama testine ihtiya¢ olmadan, hedefi tek
basamakta saptayabilen testlerdir. Geleneksel iki basamakli refleks test stratejisine
gore taniya daha hizli ulagsmay1 saglayabilmektedir (118,164). Bu multiparametrik
yontemlerden biri CytoBead (GA Generic Assays GmbH
[Dahlewitz/Berlin/Almanya]) teknolojisidir. Bu teknoloji ile bugiine kadar
merkezinde HEp-2 hiicrelerinin, etrafinda da CENP-B, SS/B, RNP/Sm, Sm, Scl-
70, dsDNA, SS/A-52, SS/A-60 antijenlerinin bulundugu dotlar (antijen iceren
mikroboncuk), ANCA i¢in ortasinda graniilositlerin, etrafinda da MPO, PR3, GBM
ve dsDNA antijenlerini igeren dotlar ve ortasinda 6zefagus dokusu etrafinda da DG,
TG2, anti-IgA antijenlerini igeren dotlar olan slaytlar iretilmistir. Bizim
calismamizda kullandigimiz kit multiparametrik bir yontem degildir; ancak
merkezinde HEp-2 hiicreleri, hemen yan tarafinda da DFS70 antijeni igeren dotlarin
oldugu modifiye edilmis bir IIF yontemidir. Bdylece tek bir caligma ile hem
IIF’deki goriintii incelenerek tarama, hem de dotlar ile antijene spesifik antikor

varligina yonelik dogrulama tek basamakta gergeklestirilmis oldu.

ITF yonteminin SS-A antijenini yeterince eksprese etmedigi durumlarda
CytoBead yonteminin etkili oldugu belirtilmistir (102,139). Scholz ve arkadaslari
CytoBead ile yaptiklar1 caligmada IIF ile negatif bulunan 4 (%1.5) RA ve SS
sendromlu bir hastanin patern negatif olmasina ragmen CytoBead ile anti-SSA ve
anti-CENP-B antijenlerinin tespit edilebildiginin ve sonucun yanlis negatif olarak

yorumlanmasinin 6niine gecildiginden bahsetmistir (105).
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Calismamizda kullandigimiz CytoBead HEp-2 testi altin standart olan IIF
testi ile karsilastirildiginda duyarliligt % 54.4 (179/329); ozgiilligic % 94.0
(141/150) olarak bulunmustur. HEp-2010 hiicrelerinin substrat olark kullanildig1
IIF yonteminden farkli olarak CytoBead HEp-2 testinde HEp-2 hiicreleri
kullanilmistir. Bu hiicrelerde duyarliligin diisiik bulunmasinin nedeni farkli substrat
kullanilmast olabilir. Bununla birlikte kullanilan antijenin kitler arasi farklilik
gostermesi, fiksasyon metodu, FITC konjugat spesifitesi, floresan madde/protein
orani, anti-human IgG spesifitesi gibi nedenlerden de kaynaklanmis olabilir.
Kombine paternler varliginda DFS paterni maskelenebilmektedir. Calismamizda
IIF yontemi ile saptanan 24 kombine paternin 14’iinde (%58.3) CytoBead HEp2
testi ile yogun ince benekli paterni hi¢ saptanamazken; 10’unda CytoBead HEp2
testinde yogun ince benekli paterni olmaksizin sadece yanindaki patern tanimlandi.
IIF’de 16 niikleer noktalanma olan ornegin 15’1 (%93.8); 6 niikleolar patern
gosteren Ornegin 4’1 (%66.7); sitoplazmik boyanma gosteren iki Ornegin 1’1
(%50.0) CytoBead HEp-2 substrati ile pozitif bulundu. Calismamizda kombine
patern iceren O6rnek saymmz azdir. Istatistiksel olarak anlamli bulunmamakla
birlikte CytoBead HEp-2 substratinin DFS paternine gore, diger paternleri tanimada
daha 1y1 oldugu diistiniilmiistiir. Elde ettigimiz verilerden yola ¢ikarak CytoBead
HEp-2 substratinin DFS paterni disindaki diger paternleri tanimlamadaki

etkinliginin ileri calismalarla arastirilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.

LIA altin standart kabul edilerek CytoBead Dot testinin duyarlilig1 % 84.7
(372/439); ozgiilligii % 100 (40/40) bulunmustur. CytoBead Dot dogrulamada

giivenilir ve etkin oldugu gozlenmistir.

Kullandigimiz bu yontemde HEp-2 substratinda 06zellikle beklenen
duyarlilik degerine ulagilamasa da Dot varlig1 sayesinde hem duyarlilik hem de
ozgilliik ytikseltilmistir. CytoBead HEp-2 testi arastirma amagli {iretilmis, heniiz
ticari olarak kullanima sunulmamais bir kittir. IIF yontemiyle DFS paterninde olup
iki dogrulama yonteminde de (LIA (+) ELISA (+)) anti-DFS70 antikoru pozitif
saptanan 106 ornekte CytoBead HEp-2 testi sadece 10’unu (%9.4) pozitif olarak
bulabilmistir. CytoBead Dot testi ise 105’ini (%99.1) pozitif olarak bularak oldukca
yiiksek bir oran vermistir. HEp-2 substrat1 beklenen duyarliligi géstermese de, Dot

varlig1 sayesinde 106 pozitif 6rnegin sadece biri negatif olarak sonug¢ vermistir.
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CytoBead Dot testi bir dogrulama yontemi olarak, ELISA ve LIA ile uyumlu
bulunmustur (uyum sirasiyla %85.6, %86.0).

Sonug olarak, CytoBead HEp-2 + DFS70-Dot testi ile tek bir islemle hem
tarama hem de dogrulama yapabilmesi, hem zaman tasarrufu hem de maliyet
etkinlik saglamistir. Oyle ki sadece laboratuvar agisindan diisiinecek olursak bir
hasta i¢in IIF ve LIA testinin birlikte maliyeti, CytoBead birim maliyetinden
yaklasik 2.9 kat daha fazladir. Buna bir de azalan hasta bagvuru sayisinin yaratacagi
maliyet tasarrufu eklendiginde daha iyi bir sonug elde edilebilecektir. HEp-2 hiicre
substratinin gelistirilmesi durumunda, CytoBead HEp-2 + DFS70-Dot testinin

yakin bir gelecekte rutin tanida yerini alabilecegi diisiiniilmektedir.
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6. SONUCLAR

Calismamizda rutin uygulamada ANA taramasinda altin standart olarak
kabul géren ANA IIF testinde yogun ince benekli ¢ikan ornekler, dogrulama
yontemi olarak LIA testi ile ¢alisilmis ve IIF (+), LIA (+); IIF (+) LIA (-); HIF (-)
LIA(+); IIF (-) LIA (-) olmak iizere dort gruba ayrilmistir. Ardindan hem tarama
hem de dogrulamay1 tek basamakta yapmay1 amaglayan arastirma amagh yeni bir
ticari test olan CytoBead HEp-2 DFS70 testi ile ¢alisilmis ve sonuglari karsilastirma
yapmak iizere kaydedilmistir. Ayrica bu dort gruptan belli sayida hastay: icerecek
sekilde ELISA testi ile de DFS70 antikoru aranmis ve testler arasinda uyumluluk

arastirmasi amaclanmistir.

IIF ile DFS paterni saptanan 329 6rnegin 309’unda (%93.9) LIA ile anti-
DFS70 antikoru saptandi. Bu 6rneklerin sadece 58 (%17.6) tanesi 1/320 ve tizeri
titrede, kalan 271’1 (%82.4) diisiik titrede (1/100) pozitif saptandi.

IIF altin standart kabul edildiginde CytoBeadHEp-2 testinin sensitivitesi %
54.4 (179/329); spesifitesi % 94.0 (141/150); bulundu. HEp-2010 hiicrelerinin
substrat olarak kullanildigi IIF yonteminden farkli olarak CytoBead HEp-2 testinde
HEp-2 hiicreleri kullanilmistir. Bu hiicrelerde duyarliligin diisiik bulunmasinin

nedeninin kitler aras1 farkliliklardan kaynaklamis olabilecegi diisiiniildii.

CytoBead ANA DFS70 adl yeni kitte merkezinde HEp-2 hiicreleri, hemen
yan tarafinda da DFS70 antijeni iceren dotlar sabitlendiginden tek bir ¢alisma ile
hem IIF’deki goriintii ile tarama, hem de Dotlar ile antijene spesifik antikor varligi

arastirilarak tarama ve dogrulama tek basamakta gergeklestirilmis oldu.

LIA altin standart kabul edildiginde CytoBead Dot testinin sensitivitesi %
84.7 (372/439); spesifitesi % 100 (40/40) bulunmustur.

479 ornegin icinden secilmis 264 tanesinde ELISA DFS70 antikoru

arastirildi.

IIF(+), LIA(+) ve CytoBead testinde DFS paterni olmayan 102 6rnegin
96’s1 (%94.1); 1IF(-), LIA (+) 113 6rnegin 62’si (%54.9) ELISA ile anti-DFS70
antikoru pozitif iken; IF(+), LIA (-) 18 6rnegin 16’s1 (%88.9) negatif bulundu.
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Kontrol grubunu olusturan IIF (<), LIA (-) 20 6rnegin ise sadece 1’1 (%5) ELISA
ile anti-DFS70 antikoru pozitif bulundu.

IIF (+) LIA (+) ELISA (+) olan 106 6rnekte CytoBead HEp-2+Dot testi ile
105’1 (%99.1) pozitif olarak bulundu.

LIA ile anti-DFS70 antikoru bulunan 439 6rnegin 63’ dsDNA birliktelik
gosterdi. Anti-DFS antikoruna en sik eslik eden ENA dsDNA olarak bulundu.

Tezin zayif yonii olarak CytoBead HEp-2 hiicreleri sadece DFS paterni
acisindan arastirilmis olup, diger ANA paternleri agisindan incelenmemistir.
CytoBead kitinde substrat olarak kullanilan HEp-2 hiicrelerinin gelistirilmesi
gerektigi ve ileri ¢aligmalarla diger ANA paternleri agisindan da degerlendirilmesi

gerektigi diistintilmektedir.

Sonug olarak, CytoBead ANA DFS kiti ile IIF yontemi ile hem yogun ince
benekli patern tanimlanabilmekte, hem de tarama ve dogrulama tek basamakta
yapilabilmektedir. IIF ve LIA testinin birlikte maliyeti, CytoBead birim
maliyetinden yaklasik 2.9 kat daha fazla bulunmustur. Bu yontem tarama ve
dogrulamay1 tek basamakta yapabilmesi, bu sayede hasta bagvuru sayisinda
azalmaya neden olmasi, tanida zamandan tasarruf saglamasi ve daha maliyet-etkin
olmasi ozellikleriyle 6n plana ¢ikmaktadir. CytoBead HEp-2 hiicre substratinin

gelistirilmesi ile yakin bir gelecekte rutin tanida yerini alabilecegi diistiniilmektedir.
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7. OZET

Klinik Orneklerde DFS Paterninin ve Anti-DFS70 Antikorunun Arastirilmasi

ANA sistemik otoimmiin romatizmal hastaliklar i¢in tani, takip ve
prognozda yol gostericidir. ANA tanimlanmasinda IIF yontemi altin standart
yontem olup, tarama amagli kullanilmaktadir. Hiicrenin hangi yapisina kars1 antikor

olustugu ise dogrulama testleri ile belirlenmektedir.

DFS paterni de dahil olmak iizere ANA’nin duyarli bir tarama testi sonrast
yiiksek 6zgiilliige sahip bir dogrulama testi ile dogrulanmasi onerilmektedir. Bu
yaklasima refleks test yontemi adi verilmektedir. Anti-DFS70 antikor varliginda
dogrulamada siklikla ELISA, LIA gibi yontemler kullanilmakla birlikte, son
yillarda hem DFS paterninin taninmasindaki zorluklarin 6niine ge¢gmek i¢in hem de
dogrulamanin tek basamakta yapilabilmesi i¢in yeni IIF yontemleri gelistirilmeye

calisiimustir.

Biz bu calismada ortada HEp-2 hiicresi, yaninda bulunan DFS70 antijeni
iceren Dotlarin bir araya getirilmesiyle olusan CytoBead (Generic Assays,
Germany) yontemini, rutin iki basamakli test stratejisi ile karsilagtirdik.
Calisgmamizda rutin uygulamada ANA IIF testinde yogun ince benekli ¢ikan
ornekler, dogrulama yontemi olarak LIA testi ile c¢ahisilmistir. IIF ve LIA
sonuglarina gore dort gruba ayrilan 479 6rnek, CytoBead IIF yontemi ile, bunlarin

arasindan secilen 264 6rnek ELISA testi ile ¢alisilmistir.

IIF yontemi ile DFS paterni saptanan 329 6rnegin sadece %54.4°1i CytoBead
HEp-2 testi ile pozitif saptanmistir. IIF (+) LIA (+) ELISA (+) olan 106 6rnekte
CytoBead HEp-2+Dot testi 105’ini (%99.1) pozitif olarak bularak oldukea yiiksek

bir oran vermistir.

Sonug olarak, CytoBead IIF yontemi ile hem yogun ince benekli patern
tanimlanabilmekte, hem de tarama ve dogrulama tek basamakta yapilabilmektedir.
Boylelikle daha maliyet etkin bir yaklasim sunmaktadir. CytoBead HEp-2 hiicre
substratinin gelistirilmesi ile yakin bir gelecekte rutin tanida yerini alabilecegi

disiiniilmektedir.
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8. ABSTRACT
Investigation of DFS Pattern and Anti-DFS70 Antibody in Clinical Samples

ANA is a guide in the diagnosis, follow-up and prognosis of systemic
autoimmune rheumatic diseases (SARD). The IIF method is the gold standard
method for the identification of ANA and is used for screening purposes. The nature

of the antibody against the cell is determined by confirmatory tests.

It is recommended that the ANA, including the DFS pattern, should be
verified with a highly specific confirmatory test after a sensitive screening test. This
approach is called reflex test method. Although methods such as ELISA and LIA
are often used to confirm the presence of anti-DFS70 antibodies, new IIF methods
have been developed in recent years in order to prevent the difficulties in the
recognition of the DFS pattern and to carry out the confirmatory test in a single

step.

In this study, we compared the CytoBead (Generic Assays, Germany)
method with the HEp-2 cell and the Dot with DFS70 antigen, to the routine two-
step test strategy. In our study, the samples which were DFS pattern in ANA 1IF
test in routine practice were studied with LIA test as a confirmatory method. Four
hundred seventy nine samples were divided into four groups according to the results
of IIF and LIA. They were studied by CytoBead IIF method and 264 among them
were studied by ELISA.

Only 54.4% of 329 samples with DFS pattern determined by I1IF method
were found positive by CytoBead HEp-2 test. In 106 samples with IIF (+) LIA (+)
ELISA (+), CytoBead HEp-2 + Dot test found 105 (99.1%) positive and gave a very
high ratio.

Conclusively, both the scanning of DFS pattern the and verification of anti-
DFS70 antibody and can be done in one step With the CytoBead IIF method. Thus,
it offers a more cost-effective approach. With the development of CytoBead HEp-
2 cell substrate it is thought that it will be able to take its place in routine diagnosis

in the near future.

Key Words: Anti-DFS70, AARD, CytoBead
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