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OZET

ANA Testi Yapilan Hastalarda Anti-DFS 70 Antikorlarinin Prevalansi ve

Otoimmiin Antikor Profilinin Arastirilmasi

Amac: Bu ¢alismada anti niikleer antikor (ANA) iliskili romatolojik hastaliklarin
(ANA-associated rheumatic diseases, AARD) tanisin1 dislamada kullanilan anti-
DFS70 antikorlarinin gériilme sikligini, ANA patern uyumunu, eslik eden diger
otoantikorlart ve anti-DFS70 pozitif hastalarin  6zelliklerini  incelemek
amaclanmustir.

Gere¢ ve Yontem: Calisma 2782 farkli hastanin 2022 ve 2023 yillarina ait HEp-
20-10/Karaciger hiicre slaytlar1 ile c¢ahisilan ANA IiF (1:100 diliisyon)
mikroskopisi ve Kkarsilagtirmali subserolojik immiinoblot test sonuglarinin
analizini ve ayrica hastalara ait demografik/klinik ozelliklerin retrospektif
incelemesini igermektedir.

Bulgular: Calisma grubu yas ortalamasi 51,724+16,078 (yas araligi 18-97) olan
2173 (%78,1) kadin ve 609 (%21,9) erkekten olusmaktadir. Tiimii ANA IiF
pozitif olan 2782 hastanin 540’inda (%19,4) anti-DFS70 otoantikorlar
(immiinoblot) pozitifti. Anti-DFS70 pozitif hastalarin  yas ortalamasi
(47,989+16,76), anti-DFS70 negatif hastalara (52,624+15,77) gore anlamli
derecede daha diisiiktii (p<0,001). En sik test istemi yapilan birimler romatoloji
(%58,3) ve i¢ hastaliklar1 (%25,5) poliklinik/Klinikleri iken, test istemlerinin
dagilimi anti-DFS70 pozitif ve negatif hastalar i¢in benzerdi. Anti-DFS70 pozitif
hastalarin 397’sinde izole pozitiflik varken, 143 hastada eslik eden diger spesifik
antikorlar vardi. Anti-DFS70 pozitif hastalarda en sik saptanan antikorlar sirasiyla
AMA-M2, Ro-52 ve SSA iken, anti-Scl-70 saptanma orani pozitif hastalarda
negatif hastalara gore daha yiiksekti. Tiim hastalarda en sik gorilen ANA
paternleri; benekli (%68,4), sitoplazmik graniiler (%41,3) ve homojen (%22,6)
paternlerdi. En sik goriilen dordiincii (%16,8) patern olan DFS70 benzeri paternin
anti-DFS70 izole pozitif, miks pozitif ve negatif hastalarda raporlanma oranlar
strastyla %92,9, %62,2 ve %0,4 olarak bulundu.

Sonug: IIF testi ile patern degerlendirmedeki giigliikler g6z &niine alindiginda
daha yiiksek duyarliliga sahip ikinci basamak test panellerine anti-DFS70
antikorlarinin eklenmesi, izole anti-DFS70 varlig1 olan hastalarda AARD tanisini
dislamanin daha kolay ve dogru bir sekilde yapilabilmesi i¢in 6nem arz
etmektedir.

Anahtar kelimeler: ANA, HEp-2 patern, Anti-DFS70, Immiinoblot, Prevalans.



ABSTRACT

Investigation of the Prevalence of Anti-DFS 70 Antibodies and Autoimmune
Antibody Profile in Patients Undergoing ANA Testing

Objective: This study aimed to investigate the prevalence of anti-DFS70
antibodies used to exclude the diagnosis of anti-nuclear antibody (ANA)-
associated rheumatic disease (AARD), ANA pattern compatibility, other
concomitant autoantibodies and characteristics of positive patients.

Material and Method: The study includes the analysis of ANA IIF (1:100
dilution) microscopy and comparative subserological immunoblot test results of
2782 different patients with HEp-20-10/liver cell slides in 2022 and 2023, as well
as retrospective analysis of demographic/clinical characteristics of the patients.

Results: The study group consisted of 2173 (78.1%) women and 609 (21.9%)
men with a mean age of 51.724+16.078 (age range 18-97). Anti-DFS70
autoantibodies (immunoblot) were positive in 540 (19.4%) of 2782 patients, all of
whom were ANA IIF positive. The mean age of anti-DFS70 positive patients
(47.989+16.76) was significantly lower than that of anti-DFS70 negative patients
(52.624+15.77) (p<0.001). The most frequently requested units were
rheumatology (58.3%) and internal medicine (25.5%) clinics / outpatient
departments, while the distribution of test requests was similar for anti-DFS70
positive and negative patients. While 397 of the anti-DFS70 positive patients had
isolated positivity, 143 patients had other specific antibodies. The most frequently
detected antibodies in anti-DFS70 positive patients were AMA-M2, Ro-52 and
SSA, while the detection rate of anti-Scl-70 was higher in positive than in
negative patients. The most common ANA patterns in all patients were speckled
(68.4%), cytoplasmic granular (41.3%) and homogeneous (22.6%). The fourth
most common pattern (16.8%), the DFS70-like dense fine speckled pattern, was
reported in 92.9%, 62.2% and 0.4% of anti-DFS70 isolated positive, mixed
positive and negative patients, respectively.

Conclusion: Considering the difficulties in pattern assessment with the IIF test,
the addition of anti-DFS70 antibodies to the second-line test panels with higher
sensitivity is important to more easily and accurately exclude the diagnosis of
AARD in patients with isolated anti-DFS70.

Keywords: ANA, HEp-2 pattern, Anti-DFS70, Immunoblot, Prevalence.
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Ribozomal P proteini

. Riboniikleik asit

. Riboniikleoprotein

TRIM21 (iiglii motif igeren protein 21, tripartite motif-containing protein
21), SSA1

SSA2, TROVE2

Sistemik skleroz-70kDa/antitopoizomeraz-1
Sjogren sendromu

Sistemik Lupus Eritematozus

Smith antijeni

. Hayatta kalma motor noron (survival of motor neurons) proteini

SSA/Ro; Sjogren sendromuyla iligkili antijen A
SSB/Laj; Sjogren sendromuyla iligkili antijen B

Transkripsiyon araci faktorii (Transcriptional intermediary factor)



1. GIRIS

Immiin sistem, patojen mikroorganizmalara ve mukozal yiizeylerden giren
toksik ve alerjenik maddelere karsi yanit veren ve kanser hiicrelerinin temizlenmesi
gibi ¢ok yonli gorevleri olan “organ, doku, hiicre ve ¢esitli molekiiller” diizeyinde
organize olmus biiyiik bir savunma sistemidir (1,2). immiin sistemin gérevini yerine
getiremedigi dogustan (primer) veya edinsel (sekonder) yetmezlikler yaninda, asiri
uyarilmast ile ortaya ¢ikan yikici etkileri veya immiin toleransin bozulmast ile iliskili
otoimmiin hastaliklar gibi cesitli islevsel bozukluklar1 da bulunmaktadir (3-7).
Normal kosullarda kanda bulunmayan spesifik antijenlerin bariyerleri asarak kana
gecmesi, enfeksiyonlar ile iliskili ¢apraz antikor yanitlar1 veya kanser olgularinda
oldugu gibi protein yapilarinin degismesi gibi siire¢lerin sonucu olarak bagisiklik
sisteminin kendi antijenleri ile etkilesime girmesi otoimmiin hastaliklarin gelisimini
tetikleyebilir (2,3,7,8). Otoimmiinite demografik 6zellikler, stres, ilaglar, hormonlar
(endokrin), genetik ve ¢evresel faktorler gibi daha bir¢ok faktérden etkilenmektedir
(2,8-11). Otoimmiin hastaliklar organa 6zgii olabildigi gibi bircok organ: igeren

sistemik tutulum da gosterebilir (9).

Otoantikorlar  organizmanin kendi antijenleri ile reaksiyona giren
antikorlardir ve g¢esitli hastaliklarin tani, tedavi, smiflandirma ve takibinde
kullanilirlar (3,9). Otoantikorlar bireylerde otoimmiin bir hastaligi gosterebilecegi
gibi saglikli bireylerde de tespit edilebilirler (12-14). Otoimmiin hastaliklarin teshis
ve izlenmesinde indirekt immiin floresan (IIF) temelli anti niikleer antikor (ANA)
testinin kullanilmasi sistemik lupus eritematozus (SLE) ve diger ANA iliskili
romatolojik hastaliklar (ANA-associated rheumatic diseases, AARD) i¢in Amerikan
Romatoloji Koleji (American College of Rheumatology, ACR) tarafindan altin
standart tarama testi olarak kabul edilmistir (15-19). ANA genellikle sistemik
romatolojik hastaliklarin serolojik ayirt edici 6zelligi olarak kabul edilir (15,17). Bu
antikorlarin, insan hiicrelerinde bulunan SSA, SSB, Sm (Smith antijeni),
riboniikleoprotein (RNP), ¢ift zincirli DNA (double stranded, dsDNA) gibi tespit
edilen otuz civarinda farkli antijenle reaksiyona girdigi bilinmektedir (15,16). ANA
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pozitifligi ilk olarak SLE hastalarinda tanimlanmis olsa da (20), daha sonra bu
antikorlarin Sjogren sendromu (SjS), sistemik skleroz (SSc, skleroderma), romatoid
artrit (RA) gibi birgok romatolojik hastalikla da iliskili oldugu gésterilmistir (21,22).
Romatolojik hastaliklar disinda otoimmiin hepatit, idiyopatik trombositopenik
purpura gibi diger otoimmiin hastaliklarda da ANA pozitifligi goriilebilmektedir
(14,18,23). ANA pozitif hastalara, cesitli romatolojik hastaliklarla iliskilendirilen
spesifik antikorlarin varligi yoniinden ileri testler (subserolojik testler) yapilir (18).
Ekstrakte edilebilir niikleer antijenlere (ENA) karsi olusan bu antikorlarin
aragtirilmasinda ANA 1IF paternleri fikir verse de spesifik antikorlarin tanimlanmasi
icin enzim bagli immunosorbent testi (ELISA) ve immiinoblot gibi duyarliligi daha
yiiksek olan yeni nesil testler kullanilir (15,18). Bu antikorlardan biri olan anti-
DFS70 ¢esitli romatolojik hastaliklarla iliskilendirilen diger spesifik otoantikorlardan
farkli olarak AARD tanismin dislanmasi ve boylece gereksiz ileri testlerin
olusturdugu ek maliyetlerin diistiriilmesi i¢in yeni bir potansiyel marker olarak
degerlendirilmektedir (18,24). ANA IIF niikleer paternlerinden biri olan yogun ince
benekli (dense fine speckled, DFS) boyanma paterni ile iliskilendirilen bu
antikorlarin hedefi lens epitelinden tiiretilen biiylime faktori (lens epithelium-derived
growth factor, LEDGF/p75) olarak da bilinen bir DNA (deoksiriboniikleik asit)
baglayic1 proteindir (24). DFS paterninin belirgin 6zelligi interfaz hiicrelerinde
niikleer benekli ve metafaz hiicrelerinde pozitif kromatin bandi goriintiisii ile
karakterize yogun ince benekli goriiniimdiir (25). ANA tanimlanmasi igin [iF
sonuglariin yorumlanmasi deneyim gerektirir ve DFS paterni gibi bazi durumlarda
deneyimli uzmanlar icin bile zorluk olusturabilir (26). Bu nedenle giiniimiizde anti-
DFS70 otoantikorlar1 immiinoblot ve ELISA gibi duyarlhilign daha yiiksek
yontemlerle incelenmektedir (26). Klinik olarak anti-DFS70 otoantikorlarinin,
sistemik otoimmiin hastaliklar1 olan hastalarda nadiren goriiliiyor olmasi ve saglikli
bireylerde daha yiiksek yayginlikta goriilmesi 6zel 6nem tasir (24). Anti-DFS70
antikorlar1 ilk olarak interstisyel sistitli hastalarda tanimlanmis olup, bu antikorlar,
intersitisyel sistit, astim, sedef, alopesia areata, atopik dermatit gibi sistemik olmayan
otoimmiin hastaliklar1 gibi, cesitli gbz hastaliklari ve bazi kanser hastalarinda da
goriilmiistiir (24). Bununla beraber giincel ¢alismalarda anti-DFS70 antikorlarinin

varligi, hastalik spesifik diger otoantikorlarin yoklugunda AARD tanisini dislamaya
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yardimct bir arag olarak kabul edilmektedir (18,24). Bu c¢alismada, anti-DFS70
antikor prevalansinin (immiinoblot), 1iF patern uyumunun, eslik eden diger
otoantikor profillerinin ve anti-DFS70 pozitif hastalarin demografik ve klinik

Ozelliklerinin degerlendirilmesi amaglanmustir.






2. GENEL BILGIiLER

Immiinoloji, viicuda giren yabanc1 ve zararli patojenlere ve kontrolsiiz olarak
¢ogalarak viicut biitiinliigiinii tehdit eden kanser hiicrelerine karsi immiin Sistemin
verdigi cevabi inceleyen bilim dalidir (2,27). Bagisiklik tepkisi veya immiinite ise
organizma igine giren bakteri, viriis, mantar ve parazit gibi patojenlere ve anormal
hiicrelere karsi karmasik ve oldukca koordineli bir siireg ile uygun yaniti verebilme
yetenegine verilen isimdir (1,28). Viicudumuza giren milyonlarca yabanci etkeni
taniyip ayirt edebilme yetenegine sahip olan ve enfeksiyonlara ve kansere karsi
savunmada gorevli olan ve hepsi birbirine bagh hiicreler, ¢oziinebilir faktorler,
etkilesimli hiicreler ve dokulardan olusan savunma hattinin tamamina ise immiin
sistem denmektedir (1,2,27).

2.1. immiin Yanit

Immiin sistem, birbirlerinden bagimsiz olmayan, ancak énemli fonksiyonel
farkliliklar gosteren “dogal (innate) ve edinsel (adaptif)” immiinite olarak iki ana
kola ayrilir (2,28,29). Dogal bagisiklik, dogustan var olan savunma mekanizmalarini
igerir ve enfeksiyoz etkenlere ilk cevabir hizli bir sekilde vererek enfeksiyonun
yayilmasini engeller , bununla beraber uzun siireli ve kalict bir bagigiklik hafizasi
saglamaz (2,30-32). Giiglii bir bellek sistemi olmayan ve siirli sayida etkeni
taniyabilen dogal bagisiklik unsurlar1 yabanci etkenlerle tekrar karsilastiklarinda ayni
siddette reaksiyon gosterirler ve yanit sirasinda ve bir organizmanin yasami boyunca
bu tepkileri genel olarak degismez (1,27,33).

Dogustan gelen bagisiklik; fiziksel bariyerler, enzimler, interferon,
kompleman proteinleri ve sitokinler, nétrofil, makrofaj ve dentritik hiicrelerin
yanitlarint igerir (1,32,33). Edinsel (adaptif) bagisikligin gelisimi dogustan gelen
bagisiklik sisteminin eylemleriyle desteklenir ve dogustan gelen bagisiklik bulasict
etkenleri ortadan kaldirmada etkisiz oldugunda kritik 6neme sahiptir (1). Adaptif
bagisiklikta yanmit degisken ve yavastir. “Etken spesifik bagisiklik” olarak da

tanimlanan bu sistem ¢ok farkli ¢esitte antijeni segici olarak tanir ve bellek olusturup



yanit sirasinda degisir ve farklilasir (1,30). Edinsel bagisikligin  meydana
gelmesinden sorumlu hiicre grubu T ve B lenfositler olup, her hiicreye spesifik
reseptorler ile hedefini tanir ve patojene ozgii ve gilglii bir yant dretirler
(1,29,31,33).

Adaptif bagisiklik yanitinin birincil islevleri arasinda spesifik olarak
kendinden olmayan (non-self, xenogeneic) antijenlerin taninmasi, bunlarin kendi
antijenlerinden (allogenic, self) ayirt edilmesi, spesifik patojenleri veya patojenle
enfekte hiicreleri ortadan kaldiran “patojene 6zgii immiinolojik efektoér yollarin”
olusturulmasi ve yasamin daha sonraki donemlerinde ayni etkenlerle enfeksiyonlarin
meydana gelmesi durumunda spesifik patojenleri hizla ortadan kaldirabilen bir
immiinolojik hafizanin gelistirilmesi yer alir (1,2,34). Edinsel bagisik sisteminin
hiimoral (salgisal) ve hiicresel bagisik olmak tizere iki gesit yanit mekanizmasi ve iKi

ana ayagi vardir (30).

Hiimoral bagisik yanit B hiicre aracili antikor cevabina dayali spesifik immiin
yanit tiridir (1,2). B lenfositler antikor iireterek bu antikorlari kan ve mukoza
stvilarina salarlar ve boylece kan dolasimi, gastrointestinal sistem, solunum yollari
ve mukozal membranlardaki enfeksiyoz etkenler etkisiz hale getirilir (1). Immiin
sistem bu yanit1 olustururken kendi (self) antijenlerine kars1 yanit olusturmaz. Bu
antikorlar hiicre dis1 yerlesen enfeksiyon etkenlerini ve onlarin toksinlerini etkisiz
hale getirerek ortadan kaldirir, ancak hiicre i¢i yerlesen mikroorganizmalara karsi
etki gosteremezler. Hiimoral immiinitede B lenfositleri, plazma hiicreleri, spesifik

antikorlar ve hafiza B hiicreleri gorev alir (1,35).

Hiicresel bagisik yanit T lenfosit aracili spesifik immiin yanit tiiridir.
Hiicresel bagisikta ¢esitli T lenfosit alt tipleri ve hafiza T lenfositleri gorev alir (1,2).
Yardimer T hiicreler (T-helper, Th) fagositik hiicreleri uyararak dogal immiin yaniti
gi¢clendirir ve B lenfositleri aktive ederek hiimoral bagisik yaniti desteklerken,
sitotoksik T lenfositler (T-cytotoxic, Tc) sitoplazmasinda yabanci protein bulunan
hiicreleri yok ederler (2,36,37). T lenfositler yalnizca protein yapisindaki antijenleri

taniyarak tepki verirler.



Edinsel bagisiklik yanit ilk 6nce antijen tanimasi ile baglar (1). Ardindan T
hiicre farklilasmasi1 ve ¢ogalmasi ile efektor T hiicreler dolasima gecerek periferde
antijen ile karsilasir. Efektor T hiicrelerin aktivasyonu sonunda enfekte hiicre yok
edilir. Yanit tamamlandiginda yabanci antijenin aktive ettigi efektor hiicrelerin
biiyiik cogunlugu apoptoz ile 6liir. Kalan hiicreler ise bellek hiicrelerini olustururlar.
Bellek lenfositleri viicutta antijen olmamasina ragmen dinlenme fazinda bekler ve
ayni antijen ile tekrar karsilastiginda hizli ve spesifik bir savunma mekanizmasi olan

sekonder immiin yanit1 olustururlar (36,37).

2.2. immiin Yamtin Ozellikleri

2.2.1. Ozgiilliik

Antijenlerin lenfositler tarafindan spesifik olarak taninabilen boliimlerine
“antijenik determinant” veya “epitop” denir (8,38). Her tiirlii organik madde
antijenik ozellik gosterebilir. Adaptif yanit baglaminda bir antijen, T ve B
lenfositlerin reseptorleri tarafindan 6zel olarak tanman ve baglanan herhangi bir
maddedir; bu tanim, adaptif bagisikligin hem hiimoral hem de hiicre aracili dallarini
kapsar (39). Lenfositler organizmaya giren yabanci maddelere (mikroorganizma
antijenleri, proteinler gibi makromolekiiller vb.) kars1 spesifik savunma elemanlari
tretirler. Lenfositler organizmada heniiz ilk kez karsilagtiklari antijenleri antijen
sunan hiicreler araciligi ile tanmidiktan sonra ilgili antijene spesifik lenfositler
uyarilarak aktive olur ve ¢ogalmaya baslarlar. Bu yanita “primer immiin yanit” denir.
Spesifik immiinite organizma ayni1 antijenle tekrar karsilastiginda daha erken ve
giicli yanit verilmesini saglar. Bu ikinci yanita ise “sekonder immiin yanit” denir
(40). Bir etken ile heniiz karsilasilmadan Once as1 ile immiin sistemin
uyartlmasindaki ama¢ da aslinda bu mekanizmayi isleterek dogal karsilasma

oldugunda hizli ve giiglii sekonder immiin yanit ile yabanci ve zararli etkeni bertaraf
etmektir (41).

2.2.2. Cesitlilik

Organizmalar potansiyel olarak immiin sistemin reseptorleri tarafindan

baglanabilen hemen hemen her maddeye karsi cevap verebilirler. Memelilerde
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immiin sistemin 10° farkl1 antijeni tanima kapasitesinin oldugu diisiiniilmektedir. Bu
ozellige “lenfosit repertuart” denir (42). Bir klondaki lenfositlerin antijen taniyan
reseptorleri aynidir. Her lenfosit klonunun antijen reseptoriine baglanma bolgesinin

farkli olmasi repertuarin ne kadar genis olabilecegini gostermektedir (38).

2.2.3. Hafiza (Bellek)

Immiin sistem daha dnce karsilastig1 antijenik 6zelligi hafizasina kaydeder ve
ayni antijenle tekrar karsilastiginda daha giiglii ve hizli immiin cevap olusturur.
(1,27). Bu ozellige immiinolojik bellek (immiinolojik hafiza) denir. Antijene her
maruz kalindiginda o antijene spesifik olan klon ya da klonlarin ¢ogalmasina neden
olur. Antijenik uyarim ile olusan bellek hiicreleri uzun émiirliidiir ve hedef etkenin

yoklugunda dolasimda az sayida ve istirahat halinde bulunurlar (38).

2.2.4. Kendini sinirlama

Yabanci bir antijenle karsilasma sonrasi ilk etkilesimlerden ve zararli
durumun ortadan kaldirilmasindan sonra bagisiklik tepkisi kontrollii bir sekilde azalir
(38).

2.2.5. Kendini yabanci olandan ayirt etme

Immiin sistem, birincil lenfoid organlar aracihigi ile kendine ait olan
antijenleri yabancilardan ayirt etme ve tepki verme 6zelligine sahiptir (42). Kendine
ait yapilara karsi ise immiin yanit vermez. Bu duruma “self tolerans” ya da “immiin
tolerans” denir (38). Self toleransin bozulmasi otoimmiin hastaliklara sebep olabilir
(38).

2.3. Immiinolojik tolerans

Bagisiklik sisteminde toleransa neden olan protein yapili maddelere tolerojen,
immiin yanit olusturanlara ise immiinojen denir. Spesifik bir antijen icin reseptor
tasiyan lenfositler bu antijen ile karsilagtiklarinda ti¢ durum goriiliir. Birinci durum,

lenfositlerin aktivasyonu ve immiin yanit gelismesidir (1). Ikinci durumda lenfositler



inaktive kalir ya da oldiiriiliirler ve bu tolerans ile sonuglanir (tolerojenik antijen) (2).
Uciincii durumda ise antijene spesifik lenfositler herhangi bir cevap vermez, bu
duruma yanitsizlik (ignorance) denir (7). Normalde self antijenler ya tolerojen ya da
yantsizdir. Lenfositlerin yanitsizligi, tolerans ve aktivasyonu; antijenin kendisine,
immiin sistemdeki roliine, antijene spesifik lenfositlere gore degisir ve ayni antijen
bazen tolerans bazen de immiin yanit gelistirebilir (7,10,43,44). immiin tolerans bir
antijen tizerindeki biitiin epitoplara karsi olabilecegi gibi bazilarina karsi da olabilir
ve tek bir antijene kars1 tolerans B hiicre, T hiicre veya her ikisinde de goriilebilir
(2,9).

Immiinolojik tolerans, normal kosullarda antijene maruz kalan bireylerde
immiinolojik reaksiyon iireten antijenik yapilara karsi bazi bireylerde herhangi bir
reaksiyon goriilmemesi durumudur. Saglikli kisilerde bagisiklik sisteminin kendi
antijenik yapilarina immiin cevap olusturmadigi (self tolerans) bilinmektedir (2).
Organizmanin kendi antijenlerine ve normal flora tyelerine karst bu toleransi
bagigiklik sisteminin normal bir 6zelligi iken, yabanci antijenlere karsi olusan
tolerans ise , organizmanin bagisiklik sisteminin disaridan giren ve normal kosullarda
antikor olusumunu tetikleyen bakteri, virlis ve parazit kaynakli protein yapili
maddelere karst yanitsiz kalmast durumu olup, “edinilmis immiinolojik tolerans”
olarak adlandirilan ve nedeni kesin olarak bilinmeyen bir immin sistem
bozuklugudur (2,9).

Lenfosit havuzlari siirekli bir degisim igerisindedir ve siirekli olarak yeni
gelisen hiicreler ile yenilenirler (44). Karmagik immiin yanit siire¢lerinin
organizmaya zarar vermeden kontrollii bir sekilde yiirtitiilebilmesi, zaman igerisinde
degisen c¢evresel kosullara gore gelismesi ve adaptasyonu ve immiin toleransin
diizenlenmesi i¢in T ve B hiicrelerin siirekli bir sekilde olgunlagmasi ve kontrol
stireclerinden gegmesi gerekmektedir. Bu siireglerde antijen sunan hiicreler, T ve B
regiilator hiicreler 6nemli gorevler iistlenirler (2,9). Immiin kabiliyetli konak¢inin
kendi (self) antijenlerine karsi immiin cevap gelistirmemesi olarak tanimlanan self

tolerans, santral tolerans ve periferik tolerans olarak iki gesittir (2,9).
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2.3.1. Santral tolerans

Invaziv patojenlere karsi bagisiklik tepkilerinin ve self antijenlere karsi
bagisiklik toleransinin  karmasik dengesi, otoimmiin hastaliklarin gelisimini
onlemede ¢ok onemlidir ve timus bu dengeyi kurmada ve siirdiirmede merkezi bir rol
oynar (44). Timusta santral bagisiklik toleransinin indiiklenmesi, otoimmiiniteyi
onlemek i¢in gerekli bir mekanizma olan self antijenlere tepki veren T hiicrelerinin
ortadan kaldirilmasim igerir (44). T lenfositlerinin timusta olgunlagsma siirecinde,
sadece yabanci antijenleri taniyan T hiicreleri perifere dagilirken, yabanci antijenlerle
birlikte self antijenlere de reaksiyon veren T hiicreler olgunlasma siirecini
tamamlayamaz ve yok edilirler (2). T hiicreler kendi MHC molekiillerine baglanarak
timus iginde olgunlasirlar. T hiicrelerin self antijenler ile etkilesimi giiclii degilse, T
hiicresi hayatta kalir ve buna "pozitif secilim" denir. Eger kendi antijenleri ile
etkilesim ¢ok giicliiyse siire¢ "negatif secilim" adi verilen programlanmis hiicre
olimii (apoptoz) ile sonuglanir (2,44). B lenfositler de kemik iligindeki
gelisimlerinin erken sathalarinda B hiicre reseptorii araciligr ile self antijenlere karsi
duyarsizlastirilirlar (2). Yiizeylerinde otoreaktif antikorlar bulunan B hiicreleri ise
klonal silme (delesyon) denilen T hiicrelere benzer bir negatif secilim siireci ile
programlanmis hiicre oliimiine (apoptoz) yonlendirilir ve ortadan kaldirilirlar,

boylece santral B hiicre toleransi olusur (2).

2.3.2. Periferik tolerans:

Bu siire¢ ¢ogunlukla yetiskinlerde gerceklesir. Bu mekanizma immiin
sistemin c¢evresel faktorlere asiri yanitlar vermesini onler (2). Periferik T hiicresi
toleransi, T hiicresi aktivasyonunu onler veya belirli sinyal yollarini agarak bagigiklik
tepkilerini kontrol eder. Timustaki delesyondan kagan ve periferde gelisimini
tamamlayan “self antijenlere kars1 reaktif T hiicreleri” periferik lenfoid organlarda
Klonal anerji (ylizey reseptorleri ile kendi cevapliligmin kisitlanmasi) ya da
diizenleyici T hiicreleriyle efektor hiicrelerin susturulmasi yollart ile kontrol altinda
tutulur ve bu sekilde periferik T hiicre toleransi olusur (2). Ozetle, T hiicresi inaktive
edilirse bu isleme anerji, apoptoz siireci baslatilirsa buna T hiicrelerinin periferik

klonal delesyonu denir (2). Santral toleranstan kurtulan otoreaktif B hiicreleri ise
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benzer sekilde periferik lenfoid organlarda anerji denilen antijene yanit vermeme

durumu ile yani periferik B hiicre toleransi ile kontrol altina alinirlar.

2.4. Otoantikorlar ve Otoimmiin Hastaliklar

Adaptif bagisiklik sistemi, yabanci peptitleri tanima ve patojenlerle savasma
yetenegi ile viriis, bakteri veya mantar enfeksiyonlarina kars1 koruma saglar. Yabanci
peptitleri tamimanin genis yelpazesi, devriye gezen bagisiklik hiicrelerinin yiiksek
reseptor cesitliligine baglhidir. Bu reseptor ¢esitliligi enfeksiyonlar1 6nlemek ig¢in
onemlidir, ancak bu mekanizma ayn1 zamanda konak¢inin kendi peptitlerine tepki
veren ve boylece otoimmiin hastaliklara yol acan antikorlarin dretilme riskini de
artirmaktadir (44). Otoantikorlar organizmanin kendi antijenleri ile reaksiyona giren
antikorlardir ve hedef antijenlerin dagilim bolgelerine gore belirli dokularda tutulum
gosterip otoimmiin hastaliklara neden olabilirler (9,10). Serum ve diger viicut
stvilarmin laboratuvar incelemeleri ile saptanabilen bu antikorlar gesitli otoimmiin
hastaliklarin tanisi, smiflandirilmasi, klinik takibi ve tedavisinin planlanmasinda
onemlidir (9,45,46). Oyle ki, otoantikorlarin tanimlanmas: ve analizi baz1 otoimmiin
hastaliklarin takibinde uzun yillardir teshis asamasinin ve seyrinin 6nemli bir pargasi
olmustur (24,45,46). Her hastane kendi laboratuvarinda otoantikor tayininde tercih
etmeyi disiindiig yontemlerin tstiinliik, yetersizlik ve kisitliliklarini tim yonleriyle
arastirtp, kendi bolgesinde sik goriilen hastaliklar1 da kapsayacak sekilde en uygun
teknigi segmeye dikkat gostermelidir (15).

Otoimmiin hastaliklarin  olusmasin1  etkileyen faktorler arasinda c¢evre
kosullari, stres, hormonlar, immiinolojik etmenler, genetik faktorler, enfeksiyonlar,
radyasyon ve ilaglar gibi bir¢ok farkli etken yer alir (2,8-11,44). Otoimmiin
hastaliklar organa spesifik otoimmiin hastaliklar ve sistemik otoimmiin hastaliklar
olmak iizere iki grupta incelenebilir (11). Organa 6zgii otoimmiin hastaliklar
viicuttaki belirli hedefleri etkilerken, sistemik hastaliklar birden fazla organi etkiler.
Her iki tip otoimmiin hastalik da ayni hastada, sirayla veya es zamanli olarak,
karsilik gelen otoantijenlere karsi yonlendirilmis otoantikorlarmn  varligiyla

stirdiiriilerek bir arada bulunabilir (11).
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2.4.1 Organa spesifik otoimmiin hastaliklar

Organa spesifik otoimmiin hastaliklar dogrudan belirli bir organ ya da
bezdeki antijenler hedeflenerek iiretilen antikorlar ile “ilgili dokuda harabiyet
olusmas1” sonucu karsimiza ¢ikan hastaliklardir (11). Primer biliyer kolanjit,
otoimmiin hepatit, diabetes mellitus (tip 1), ¢olyak hastaligi, multipl skleroz,
pemfigus vulgaris ve optik norit gibi bazi hastaliklar bu gurup hastaliklara 6rnek
verilebilir (11,19,46).

2.4.2. Sistemik otoimmiin hastalklar

Sistemik otoimmiin hastaliklar belirli organa 6zgii olmayan ve bir¢ok doku ve
organda bulunan antijenleri hedefleyen antikorlarin olusturdugu harabiyeti tanimlar.
RA, SSc, SLE, miks bag dokusu hastaligi ve SjS bu gurup hastaliklara 6rnek
verilebilir (11,19,46). Bu hastaliklar genel olarak AARD olarak adlandirilirlar (19).

2.4.3. ANA iliskili romatolojik hastaliklar

ANA'larin varligina dair ilk kanit yirminci yiizyilin ortalarinda (1948) lupus
eritematozus (LE) hiicresi fenomeninin tanimlanmasiydi (47). Kemik iliginde olgun
polimorfoniikleer 16kositler tarafindan saglam c¢ekirdeklerin fagositozuna dayanan
klasik LE hiicresi fenomeniyle birlikte, SLE hastalarinin kemik iliginin incelenmesi,
¢ekirdeklerin yapismasini ve olgunlasmamis miyeloid hiicreler tarafindan fagositozu
bulgusunu ortaya koydu. LE hiicrelerinin tanimlanmasinin ardindan, 1957'de anti-
DNA antikorlarinin tanimlanmasi gerceklesti. SLE tizerine yapilan bu g¢alismalar
sirasinda ANA iliskili 1IF boyanma modelinin tanimlanmasi énemli bir déniim
noktasit olmustur (20). Bu gelisme ile 1970'lerde ve 1980'lerde daha fazla
arastirmanin ontinii agilmis ve ANA ile ¢esitli otoimmiin bozukluklar arasindaki
baglantilar dogrulanarak ve SLE'nin Gtesine gecerek RA, SSc, SjS, inflamatuar
miyozitler ve cesitli bag dokusu hastaliklar1 gibi durumlar1 da kapsayacak sekilde
genislemistir (21,22). AARD olarak ele alinan bu hastaliklara ek olarak otoimmiin
hepatitler, otoimmiin tiroiditler, primer biliyer kolanjit, multipl skleroz ve idiyopatik
trombositopenik purpura gibi gesitli non-romatolojik otoimmiin hastaliklarda da
ANA otoantikor pozitifligi saptanabilmektedir (14,15,18,19,23). Siklikla diisiik
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pozitif diizeylerde olmak tizere genel popiilasyonda saglikli kisilerin %7-50’sinde de
ANA pozitifligi goriilebilmekte (12-15) ve bu durum ANA pozitifligi ile beraber

Klinik degerlendirmelerin 6nemini ortaya koymaktadir.

2.5. Anti Niikleer Antikorlar (ANA)

Anti niikleer antikorlar, hiicre ¢ekirdegindeki gesitli niikleer antijenleri hedef
alan otoantikorlardir (15). Sistemik romatolojik hastaliklarda serolojik ayirt edici
ozellikleri ile 6ne ¢ikan bu antikorlar niikleik asitler, hiicre ¢ekirdegi proteinleri,
riboniikleoproteinler, enzimler, histonlar gibi ¢esitli tipte niikleer antijenlere karsi
yonlenebilirler (15,19). Otoimmiin hastaliklarda hiicrenin sitoplazmik organelleri,
niikleer molekiiller, zarla ¢evrili reseptorler veya diger yapisal aparatlar gibi temel
elemanlarmi taniyan genis bir serum ve doku-yerlesik otoantikor repertuvari
tamimlanmustir (46). Bu nedenle, ANA terimi, bu tarihsel terimin, testin ¢ekirdek
disindaki hiicre kompartmanlarina karst otoantikorlar1 dogru bir sekilde
yansitmamast agisindan Dbir karmasa barindirmaktadir (19). Bu baglamda,
giinimiizde “antiniikleer antikor” terimini kullanmanin artik uygun olmadigi
diistiniilerek ve insan epidermoid larinks kanseri (Amerikan doku koleksiyonu CCL-
23, HEp-2) hiicre hatt1 ile IIF testinin anti-hiicre antikorlarmin belirlenmesi igin bir
ara¢ olmasiyla bazi uzmanlarca alternatif bir terim olan "anti-hiicre antikorlar1"
teriminin kullanilmasi 6nerilmistir (19). Genellikle immiinoglobulin G (1gG) simifi
antikorlardan olusan ANA, IIF yéntemi ile floresans yogunluguna gore (titre) tespit
edilip incelenmektedir (15,16). Bir veya daha fazla niikleer hiicre antijenini hedef
alan otoantikorlarin serolojik tespiti otoimmiin hastaliklarin, 6zellikle de romatolojik
hastaliklarin tanisina onemli katki sunmaktadir. Yiiksek titrede goriilen ANA
pozitifligi romatolojik hastaliklar agisindan anlamlidir (19), ancak test sonuglar
Klinik veriler ile birlikte degerlendirilmelidir. Negatif olarak degerlendirilen ANA
sonuglar1 ise pratikte Klinisyeni romatolojik hastalik tanisindan uzaklastirir.
Toplumda yaygin goriilen bazi otoimmiin hastaliklarda ANA pozitiflik oranlar

Tablo 2.1°de sunulmustur.



14

2.5.1. ANA tespitinde kullanilan teknikler

Giliniimiizde ANA pozitifligini saptamak igin birgok teknik bulunmaktadir.
Bununla beraber, HEp-2 hiicreleri kullanilarak ¢alisilan IIF antikor teknigi ANA
varligin1 saptamada en yaygin kullanilan altin standart yontemdir (15,19). Floresan
mikroskobik inceleme yapilabilen merkezlerde IiF temelli ANA tarama testleri
romatolojik hastaliklarin tanisinda ilk basamak tani testi olmustur (15). Floresan
mikroskobunda degerlendirme egitimli ve deneyimli personel varligin1 gerektirir.
HEp-2 IIF sonuglarini etkileyen faktorler arasinda 6znel gorsel okuma, serum tarama
seyreltmesi, substrat tiretimi, mikroskop bilesenleri ve konjugat gibi bircok degisken
vardir (19). Oznellik ve gozlemciler arasi gesitlilik (gorsel mikroskop okuma ve
patern tanima, isimlendirme atamasi) ve sonuglari etkileyen c¢ok sayida teknik
degiskenin (6rnegin, serum tarama seyreltmesi, substrat, sekonder konjugat) varlig
nedeniyle IiF sonuclarmm uyumlu hale getirilmesi zordur (19). ANA IiF tarama
testinde substrat olarak genellikle kemirgen (maymun, sigan, fare) karaciger, bobrek,
mide, doku kesitleri ve HEp-2 hiicreleri kullanilmaktadir (17,19,46,48,49) Substrat
olarak ¢ok farkli doku kesitleri kullanilabilmesine ragmen genellikle HEp-2 hiicreleri
tercih edilmektedir (49). Cekirdeginin biiylik olmasi, hiicre siklusunun her
asamasinin gozlenebilip ekstrakte edilebilen antijenlerden 100°den fazlasinin ifade
edilebilmesi ve hiicre elemanlarinin kolaylikla ayirt edilmesi HEp-2 hiicrelerinin
avantajlarindandir (50). IiF disinda ANA varlign ELISA, immiinoblot ve multipleks
kat1 faz immiinoassay gibi yontemlerle de arastirilabilmektedir (17,51). Bu nedenle
ANA 1IF test sonuglar1 raporlanirken 6ncelikle ¢alisma yontemi (IiF, ELISA gibi),
teste kullanilan substrat doku veya hiicre ve ayrica tarama diliisyon titresi (1/100
veya 1/160 gibi) gibi detaylar belirtilmelidir (17,19). Kullanilan her bir yontemin
veya diliisyon titresinin duyarliligi degisebildigi icin klinisyenlerin  dogru
degerlendirmeler yapabilmesinde bu detaylar énem arz etmektedir. Ornegin, ANA
ELISA'nin otoimmiin bag dokusu hastaliklarmin taranmasi ve tanisindaki
performansinin arastirildign ve ANA TiF ile karsilastirildig: bir calismaya 1457 hasta
dahil edilmis ve ANA ELISA igin >1,0 kesme degeri ve ANA [IF icin >1:80
diliisyon titresinde ANA iIF ve ANA ELISA'nin duyarlihi@ sirasiyla %63,3'e ve
%74,8 olarak bulunmustur (51). Raporlama sonucu laboratuvarin onerdigi sinir

degere gore “negatif’ veya “pozitif” olarak belirlendikten sonra, pozitif ANA IIF
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sonucunun floresan siddeti ve titresi mutlaka belirtilmelidir (19). Floresan siddeti
“(+), +, ++, +++, ++++7 seklinde kalitatif olarak belirtilmelidir (17). Otoantikorlar
farkli boyanma paternleri de gosterebilir ve bazi boyanma paternleri spesifik
otoantikorlarin varligim gésterebilir. Ornegin, histon, dsSDNA ve/veya niikleozomlara
kars1 olusan antikorlar homojen boyanma tipi sergilerler. Bu nedenle ANA IiF
raporlarinda hiicrenin boyanma paternleri de belirtilmeli ve o&riintii tercihen
Uluslararas1 ANA Paterni Konsensiisiit Komitesi (The International Consensus on
Antinuclear Antibody Patterns, ICAP) terminolojisine gore raporlanmalidir (19). En
onemli floresan paternlerden bazilar1 homojen, graniiler, sentromer gibi
boyanmalardir (52). Bu paternler 6zellikle mitotik hiicrelerde agikca ayirt edilebilir.
Bunlarin  disinda, ANA testlerinde klinik 6rneklerin  diliisyon oran1 da
degerlendirmede kritik 6neme sahiptir, kabul géren diliisyon orani 1/100 ve tizeridir,
diisiik diliisyonlar yanlis pozitif sonuglar seklinde karsimiza cikabilir (15). HEp-2 IIF
ile ANA tespitinin 1:80 seyreltmede oldukga hassas, ancak diisiik 6zgiilliige sahip
oldugu bildirilmektedir (19). Bunun disinda belirli hastaliklar i¢in 6nerilen spesifik
diliisyon oranlari bulunmaktadir. Pediatrik Romatoloji Uluslararasi Denemeler
Orgiiti'niin yakin zamanda yaymladig1i uluslararas1 bir konsensiiste, juvenil
idiyopatik artrit i¢in yeni smiflandirma kriterleri onerilmistir ve bu konsensiiste
“erken baslangigli ANA pozitif juvenil idiyopatik artrit” erken baslangigli (<6 yas)
artrit ve en az 3 ay arayla HEp-2 IiF ile test edilen >1:160 titreli iki pozitif ANA
testinin varhigi olarak tanimlanmistir (19). Nordal ve ark. (53), iiveit igin ANA
Ongorii degerinin artan titre ile arttigini, ancak duyarliligin azaldigini bildirmistir.
Ornegin, 1:80 diliisyon yiiksek duyarliliga sahipken 1:320 diliisyon ise yiiksek

ozgiilliige sahip bulunmustur.
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Tablo 2.1. Yaygin goriilen otoimmiin hastaliklarda ANA pozitiflik oranlari. KLIMUD Rehberi (17).

Pozitif ANA sonucunun tanmi koydurucu etkisi ANA pozitiflik oranlar1 (%)
ANA tanida ¢ok yararh

1  Sistemik lupus eritematozus 90-95
2 | Sistemik skleroz 85-95
3 | Primer biliyer siroz 50-80
ANA tamida belli éigiide yararh

4 Polimiyozit / dermatomiyozit 30-70
5 | Sj6gren sendromu 50-70
ANA kritik tan: kriterleri arasinda

6 | Ilaca baglh lupus 70-90
7 | Miks bag dokusu hastalig 90-100
8  Otoimmiin hepatit 40-80
ANA hastalik izlemi ve prognozda ¢ok yarari

9 | Juvenil kronik artrit 50-60
10 Raynaud fenomeni 20-40
ANA'min hastalik tanisi, izlemi veya prognozda rolii yok veya heniiz kanitlanmamus
11 | Romatoid artrit 15-30
12 Multipl skleroz 20-30
13 | Otoimmiin tiroid hastaliklari 10-20
14 | Enfeksiyon hastaliklar 20-40
15  Idiyopatik trombositopenik purpura 10-30
16 | Fibromiyalji 20-30
17  Kanser ve paraneoplastik sendromlar 20-50

*Bag dokusunun diger sistemik tutulumu dahil. KLIMUD; Klinik Mikrobiyoloji Uzmanlik Dernegi.

2.5.2. Ekstrakte edilebilir niikleer antijenler

ANA test pozitifligi olan kisilerde antikor pozitifliginin dogrulanmasi ve
otoantikor alt tiplerinin tanimlanmasi i¢in ELISA ve immiinoblot testleri gibi ikinci
basamak testler kullanilmaktadir (15,16). Tkinci basamak subserolojik testlerde hedef
antijeni tanimlamak igin ENA (Extractable niiclear antigen)spesifik antikorlarin varligi
arastirilir (16). Immiinoblot ydntemi ile membran seritlere aktarilan saflastiriimas
spesifik antijenler blotlama yontemi ile tek tek ekstrakte edilmis antikorlari tespit
edebilmektedir (15,16). Antikor titre takibi ise ELISA yontemi ile yapilabilmektedir
(51).
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Hastaliga spesifik anti-ENA antikorlari otoimmiin romatolojik hastaliklar
arasindaki ayirima yardimci olur. Romatolojik hastaliklarin teshis ve takibinde
yaygin ve sik kullanilan anti-ENA’lar arasinda anti-dsDNA, anti-Sm, mesajci
riboniikleik asit (MRNA) islenmesinde gorev alan SSA/R0’ya kars1 antikorlar, RNA
polimeraz 3 kofaktorii olan SSB/La’ ya kars: antikorlar, anti-RNP veya UIRNP (U1-
riboniikleoproteini), anti-Scl-70 (sistemik skleroz-70kDa/antitopoizomeraz-1), anti-
Jo-1 (histidil tRNA sentaz enzimi), anti-sentromer, anti-niikleozom ve anti-histon
gibi otoantikorlar yer alir (16,19). Bu antikorlarin bazilar1 sistemik otoimmiin
hastaliklar1 isaret ederler (19). Yaygin goriilen bazi sistemik ve organa 06zgi
otoimmiin hastaliklar ve iligkili antijenler Tablo 2.2. ve Tablo 2.3’te sunulmustur.
Otoantikor sonuglarinin pozitifligi klinik bulgular ile birlikte degerlendirilmelidir
(15,19,54). Klinik bulgusu olmayan ancak spesifik otoantikor pozitifligi olan

hastalarin ise uzun siireli takipleri 6nerilir (55).

Tablo 2.2. Yaygin goriilen sistemik otoimmiin hastaliklar ve iliskili antijenler.

Otoimmiin hastaliklar  Iliskili otoantikorlar icin hedef antijenler
Sistemik otoimmiin hastaliklar

1gG molekiilii Fc kisimlar, sitriilinlesmis siklik peptitler, U1-

Romatoid artrit ARNP, histon, ssDNA 17)
Sistemik lupus dsDNA, histon, niikleozom, Sm, SSA, SSB, ribozomal P proteini, (17,19,50)
eritematozus anti-U1-snRNP =

. . Topoizomeraz 1 (Scl-70), PM-Scl, fibrillarin, RNA polimeraz
Sistemik skleroz 111,111, sentromer (CENP-A, CENP-B ve CENP-C) (17,54)
Sjogren sendromu SSA, SSB, ssDNA (17,19)
Polimiyozit / PM-Scl, Jo-1 (histidil tRNA sentaz), Mi-1, Mi-2 17)
dermatomiyozit (DNA helikaz), SRP (sinyal tanima partikiilii)
Miks bag dokusu U1-nRNP, ssDNA 17)
hastalig

Kisaltmalar i¢in “Simge ve Kisaltmalar” dizinine bakiniz.



Tablo 2.3. Yaygin goriilen organa 6zgii otoimmiin hastaliklar ve iliskili antijenler.

Otoimmiin hastaliklar

Organa dzgii otoimmiin
hastaliklar

Tip 1 diabetes mellitus

Hashimoto tiroiditi
Graves hastalig1
Addison hastalig
Goodpasture sendromu
Myastenia gravis
Multipl skleroz
Pernisiyoz anemi

Primer biliyer siroz
(kolanjit)

Tip 1 otoimmiin hepatit

Tip 2 otoimmiin hepatit
Tip 3 otoimmiin hepatit

Crohn hastaligi

Colyak hastaligt
Noromiyelitis optika

Pemfigus vulgaris

Vitiligo

Iliskili otoantikorlar igin hedef antijenler

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

Tiroperoksidaz (TPO) , tiroglobulin (Tg)
Tiroid stimiilan hormon (TSH) reseptéorii

21- hidroksilaz

Tip VI kollajen (glomeriiler bazal membran )
Asetil kolin reseptorii (AChR)

Myelin proteinleri

Intrinsik faktor

Piriivat dehidrojenaz, lamin B reseptor, niikleer por kompleks
proteinleri (gp210), Anti-mitokondriyal antikorlar

F- aktin

Sitokrom p450 (LKM-1: karaciger bobrek mikrozomal 1),
formimino transferaz siklodeaminaz (LC-1: karaciger sitozolik-1)
UGA-siipresor-serin-tRNA iliskili protein (SLA/LP: ¢6ziinebilir
karaciger antijeni/ karaciger pankreas antijeni)

Pankreas asiner hiicreleri, bazi bakteri peptitleri, maya hiicre
duvarinda bulunan mannan

Doku transglutaminaz (dTG)
Akuaporin -4
Desmoglein -3

Melanosit spesifil tirozinaz, melanin konsantre edici horman
reseptori (MCHR1), transkripsiyon faktorii SOX10

Kisaltmalar i¢in “Simge ve Kisaltmalar” dizinine bakiniz.

2.5.3. ANA tespitinde sorunlar ve ¢oziimler

18

(17

A7)
A7)
17
17)
A7)
17)
17)
(17,54)
17)

a7
(A7)

a7

an
a7
(17

(A7)

ANA IiF test sonucunun negatif olmasi durumunda otoantikor varliginmn

diglanamadig1 klinik olgular da vardir (56). Bu nedenle yiiksek klinik siiphe

varliginda ANA testinin negatif sonucu goz ardi edilerek dogrudan ikinci basamak

testler olan anti-ENA testlerinin istenebilecegi belirtilmektedir (16). Bu durumun bir

nedeni HEp-2 hiicrelerinin kullanildigi IIF incelemelerinde anti-SSA (Sjdgren

sendromuyla iligkili antijen A), anti ribozomal P (Rib-P) ve anti-Jo-1 antikorlarinin

diistik ekspresyon seviyesi ve doku fiksasyon yontemi nedeni ile denatiire olabilmesi

nedeni ile yalanc1 negatif sonuglarin gériilebilmesidir (19). Ornegin, SSA etanol ya

da metanol ile iyi tespit edilemez ve test ANA negatif olarak sonuglanabilirken,
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enzim immiinoassay ya da immiinoblot yontemleriyle SSA antijeni pozitif
bulunabilir. Bir diger neden HEp-2 hiicrelerinin IiF incelemelerinde paternlerin
bazen birbirini 6rtmesi nedeniyle bazi antikorlar1 saptamanin zor olmasidir, 6rnegin
bu durum anti-SSA, anti-Jo-1 ve anti-Rib-P antikorlarinin tespitinde sorunlara neden
olabilir (19). Sonug olarak, ANA IIF testi negatif olmasma ragmen ELISA ya da

immiinoblot yontemlerinde bazi antikorlar pozitif bulunabilir.

HEp-2 hiicrelerinde SSA/R060 antijeninin diisiik ekspresyonu ve fiksasyon
ve numune hazirlama sirasinda antijenin ¢ekirdekten difiizyonunun bildirilmesi
nedeniyle olusan duyarlilik sorununu ¢ozebilmek adina SSA/R060 cDNA'st ile
transfekte edilmis modifiye bir HEp-2 substrati olan HEp-2000 substrati
gelistirilmistir (19). HEp-2 hiicre serileri ile benzer o6zellikte olduklari i¢in diger
dokulara goére daha iyi standardizasyon saglayan HEp-2000 hiicreleri SSA/R060
antijeninin asirt ekspresyonu ve interfaz hiicrelerinin %10-20'sinde niikleolar
boyanma ile karakteristik parlak benekli bir desene neden olur (bazen ‘atipik benekli’
veya SSA/R060 deseni olarak adlandirilir). HEp-2000 hiicrelerindeki bu belirgin
desenin oldukga spesifik oldugu ve dolayisiyla SSA/R060 antikorlarinin dogrudan
tanimlanmasina olanak sagladigi gosterilmistir (19). HEp-2000'in yan1 sira, modifiye
edilmis farkli hiicresel substratlar da mevcuttur. HEp-20-10 substratinda, mitotik
hiicrelerin oranini artirmak i¢in hiicre dongiisiiniin ilerlemesi manipiile edilmistir
(19). Bununla beraber, substrat tipleri arasindaki dogrudan karsilastirma sonuglari
celigkilidir ve muhtemelen Kitler arasindaki konjugat 6zgiilliigiindeki (IgG'ye 6zgii

veya degil) farkliliklar nedeniyle de belirsizdir (19).

2.6. ANA Boyanma Paternleri

ANA boyanma paternleri farkli hiicre substratlarinda veya niikleer,
sitoplazmik ve mitotik hedeflere gore 6zel goriiniimler sergiler (17,19,46,57). ANA
IiF testinin mikroskobik degerlendirilmesinde hasta serumunda hiicre siklusunun
degisik asamalarinda olusan mitotik antikorlari saptayabiliriz. Antikorlar1 dogru
tanimlamak i¢in hiicre siklusunun asamalarinin iyi bilinmesi gereklidir. Hiicre
boliinme dongiisii interfaz, profaz, metafaz, anafaz ve telofaz agsamalarindan olusur

(Sekil 2.1) (58,59). Interfaz hiicrenin béliinmeye hazirlandigi dénemdir. Bu evrede
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DNA kendini esler (S fazi), protein ve organel sayis1 artar, adenozin trifosfat (ATP)
sentezi hizlanir. Profaz asamasinda kromatinler yogunlasarak kromozomlari
olusturur. Eslesen sentrozomlar zit kutuplara gider ve ig iplikleri olusmaya baslar.
Kromozomlar, prometafazin baslangicini isaret eden bir olay olan niikleer zarfin
¢oziinmesiyle sitoplazmaya salinir. Metafaz evresinde ig iplikleri kromozomlara
tutunarak kromozomlarin mitotik ig ipliginin ekvatoral diizleminde hizalanmasini
saglayarak onlar1 ayrismaya hazir hale getirir. Anafaz evresinde ise kardes
kromatitler ig iplikleri tarafindan zit Kkutuplara c¢ekilir ve kardes kromatitler
birbirinden ayrilir. Hiicre bdlinmesinin son evresi olan telofaz evresinde
kromozomlar etrafinda ¢ekirdek zar1 olusurken, bir taraftan da ¢ekirdekgik
formasyonu gerceklesir. Kromozomlar tekrar ¢oziilmeye ve ig iplikleri kaybolmaya
baslar ve hiicre daha sonra sitoplazmik boliinme veya sitokinez yoluyla ikiye boliniir

ve hiicre boliinmesi tamamlanir (58,59).

mitoz

metafazdan anafaza gegis

interfaz profaz prometafaz  metafaz anafaz telofaz ~ sitokinez

® — @f %?(é{% éw 9 *\"\" @[ @

\\

> M fazi {
X interfaz

DNA replikasyonJ

\

Sekil 2.1. Okaryotik hiicre boliinmesinin mikroskop altinda izlenen
asamalari, referans (58)’den modifiye edilmistir. Niikleer boliinme (mitoz) ve hiicre
boliinmesinin (sitokinez) kolayca goriilebilen siiregleri, toplu olarak M fazi olarak
adlandirilir ve genellikle hiicre dongiisiiniin yalnizca kiigiik bir boliimiinii kaplar.
Dongiintin diger, ¢ok daha uzun olan kismu interfaz olarak bilinir. Sekilde mitozun
bes asamasi gosterilmistir; metafazdan anafaza gegiste hiicrenin biyokimyasal
durumunda ani bir degisiklik meydana gelir. Hiicre bu gecis noktasindan Once
metafazda duraklayabilir, ancak nokta gecildikten sonra hiicre mitozun sonuna ve

sitokinez ile interfaza ilerler. DNA replikasyonu interfazda (S fazi) gergeklesir.
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ANA IIF mikroskobik incelenmesinde 6zellikle hiicrenin metafaz ve interfaz
evrelerindeki boyanma paternleri ve floresan siddeti dikkatli incelenmelidir. interfaz
asamasi hiicrenin boliinmeye hazirlandigi metabolizmasimnin en hizli oldugu, ¢ok
cesitli antijenlerin ortaya ¢iktigi ve antijen iiretiminin en ¢ok oldugu evredir (58).
Metafaz asamasi1 patern ayirt edilmesinde ¢ok dikkatli incelenmesi gereken bir
evredir ve homojen, benekli ve sentromer basta olmak iizere boyanma paternlerin
ayirt edilmesinde oldukca onemlidir (52). Immiinfloresan mikroskopide izlenen

major ANA paternleri Sekil 2.2.’de gésterilmistir.

Benekli Homojen Miks Niikleolar Sentromer Periferal

Sekil 2.2. Immiinfloresan mikroskopide major antiniikleer antikor paternleri (52).

ANA 1IF morfolojik paternlerinin cesitliligine yonelik bir uzlasiya ulasmak
amactyla calistay yapan ve ortak uzlagi raporu yayinlayan uluslararasi konsensus
(ICAP) 2014-2015 uzlasi raporunda “Yetkin kisi diizeyinde” paternleri niikleer,
sitoplazmik ve mitotik olarak iige ayirmis ve bu paternler anti-hiicre kodu (anti-cell,
AC) kodu ile numaralandirmistir (57) (Bkz.; Tablo 2.4, Tablo 2.5 ve Tablo 2.6). Bu
fikir birligi, model tanimi igin iyi bir temeldir ve karsilik gelen alfaniimerik AC kodu
ile model adlarini, model tanimi i¢in ana ozelliklerin ayrintili bir tanimini, olasi
iligkili otoantikor 6zgilliiklerini ve her bir HEp-2 modelinin klinik énemini igerir
(19,60). Sentromer paterni (AC-3) harig¢, bir HEp-2 paterni antikorun antijen
ozgilliigiinii givenilir bir sekilde ¢ikarmak icin kullanilamaz, ¢linkii ayni patern
farkli antijen 6zgiil antikorlardan da kaynaklanabilir. Bu nedenle ayirim yapabilmek
icin ikinci basamak testler olarak bilinen spesifik antikor tanimlama testlerine
bagvurulmasi Onerilir (19). Belirli sitoplazmik paternler genellikle klinik agidan
onemlidir ve raporlanmalidir. HEp-2 IiF paternlerinin raporlanmasi ve yorumlanmasi
tizerine yakin zamanda yapilan biiyiik bir uluslararasi arastirmada, sentromer (AC-3)

ve homojen (AC-1) patern, niikleer kompetan paternlerin klinik 6nemi agisindan en
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yiiksek puanlari alirken (ardindan benekli ve niikleolar patern), DFS paterni (AC-2)
en diisiik puan1 almistir. Sitoplazmik paternlerden ise retikiiler/mitokondri benzeri
(AC-21) patern Klinik 6nem agisindan en yiiksek puanlari alirken, polar/Golgi
benzeri (AC-22) ve cubuklar ve halkalar (AC-23) paternleri en diisiik puanlar
almigtir (19).

2.6.1. Niikleer (¢ekirdek) boyanma paternleri

Niikleer boyanma paternleri ICAP tarafindan atanan AC-1°den AC-14’¢

kadar olan boyanma paternlerini icerir, son olarak AC-29 paterni eklenmistir (57).

Tablo 2.4. Niikleer ANA paternleri ve ilgili hedef antijenler.

ANA paternleri Tlgili antijenler Kaynaklar
Niikleer paternler (ICAP kodu)
Homojen patern (AC-1) Eg?é?};‘fiﬁ?_gkleozom (dsDNA, sSDNA, (17,50,54,57)
LEDGRIDFSTO penzer) (ac-2)  DFSTOILEDGFPTS (17,5457)
Sentromer (AC-3) CENP-A/B (C) [sentromer A/B (C)] (17,50,54,57)
fnce benekli (AC-4) ii,AéFf\‘l"AShiﬁ{(';jX”'z* TIELy, TIFIB, (17,50,54,57)
Bityiik(large)/kaba benekli (AC-5) ;mmiéﬁlﬁm Sm (U2-nRNP), RNA 17 50 54 57)
Cok sayida niikleer noktali (AC-6)  Sp-100, PML proteinleri, MJ/NXP-2 (17,54,57)
Az sayida niikleer noktali (AC-7) P80-coilin, SMN (17,54,57)
Niikleolar homojen (AC-8) PM-S(;.I-75, PM—.ScI—l..OO, Th/To, (54.57)
B23/niikleofosmin, niikleolin, N055/SC65
Niikleolar kiime (AC-9) U3-snoRNP/fibrillarin (54,57)
Niikleolar benekli (AC-10) RNA polimeraz I, hUBF/NOR-90 (54,57)
Piiriizstiz (smooth) niikleer membran Lami_n A,B ve C veya laminle iligkili (54.57)
(AC-11) proteinler
Noktal (punctate) niikleer membran glrlél;éflilre%?(zgsgll(o(,p[?& i:f;irl‘r:lpelsIpfcs)rin, lamin (54,57)
(AC-12) B reseptor ve Tpr).
PCNA benzeri (AC-13) PCNA (54,57)
CENP-F benzeri (AC-14) CENP-F (54,57)
Topoizomeraz | benzeri (AC-29) DNA-topoizomeraz/SCL-70 (54,57)

Kisaltmalar i¢in “Simge ve Kisaltmalar” dizinine bakiniz.
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2.6.1.1. Homojen patern (AC-1)

Homojen patern (6nceki adi diffiiz patern); dSDNA, kromatin/niikleozom ve

histon proteinlerine karsi otoantikorlarin varligina isaret eder (57). SLE, juvenil

idiyopatik artrit, kronik otoimmiin hepatit, gibi hastaliklarda tespit edilebilir (54,57).

Sekil 2.3. Homojen patern (AC-1) (A) HEp-2 hiicreleri hiicre c¢ekirdeklerinin
homojen floresansi. Mitotik hiicrelerin yogunlastiritlmis kromozomlar1 pozitiftir,
kromozomlar1 ¢evreleyen alan ise koyu renkli goriinimlidir. (B) Primat
karacigerinin substratinda hiicre ¢ekirdeklerinin homojen, kismen kaba ila ince
kiimelenmis floresanst gozlemlenebilir (61). (C) Tiim niikleoplazmada homojen ve
diizenli floresans izlenir. Niikleoller hiicre substratina bagl olarak boyanmis veya
boyanmamis olabilir. Mitotik hiicrelerde (metafaz, anafaz ve telofaz) kromatin

kiitlesi homojen hiyalin seklinde yogun boyanmistir (57).

2.6.1.2. Yogun ince benekli (anti-LEDGF/DFS70 benzeri) (AC-2)

Genellikle, goriiniiste saglikli bireylerde veya sistemik otoimmiin romatolojik
hastalig: olmayan hastalarda HEp-2 1IF pozitifligi olarak bulunur (57). Anti-DFS70
antikorlar1 diger antiniikleer antikorlardan fakli olarak klinik hastaliklarla iliskisi
yoniinden immiinolojik bir paradoks olarak goriilebilir. Diger otoantikorlarin aksine,
Anti-DFS70 antikorlarinin yiiksek titrelerde ve izole olarak saptandiginda, yani diger

antikorlara eslik etmeksizin tek basina mevcut oldugunda, AARD’nin dislanmasina
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yardimct olmak igin yararli bir marker olabilecegine dair artan kanitlar
bulunmaktadir (24,54). izole anti-DFS70 pozitifliginin disladigi bag dokusu
hastaliklar1 arasinda SLE, SSc, SjS, idiyopatik inflamatuar miyopatiler ve miks bag

dokusu hastalig gibi sistemik otoimmiin hastaliklar yer alir (24).

Anti-DFS70 antikorlarmin laboratuvar tespitinde, geleneksel HEp-2 IiF
yontemi ile DFS paterninin dogru bir sekilde taninmasi bir zorluk olmaya devam
etmektedir ve yiiksek siklikta yanlis pozitiflige meyillidir. Klinik laboratuvarlar
giiniimiizde DFS70 antikorlarinin tespiti igin daha yiiksek duyarliliga sahip ticari
testleri kullanmaktadir; bu testler arasinda modifiye IIF analizleri, ELISA,
immiinoblot testleri, ¢izgi veya nokta immiinoassay testleri ve kemiliiminesans

immiinoassay yontemi gibi ¢cok sayida farkli yontem yer almaktadir (24).

Sekil 2.4. Yogun ince benekli (anti-LEDGF/DFS70 benzeri) patern (AC-2). Benekli

desen, interfaz ¢ekirdegi boyunca dagilmis, beneklerin boyutunda, parlakliginda ve
dagilminda Karakteristik bir heterojenlik izlenir. Interfaz gekirdegi boyunca, bazi
daha yogun ve daha gevsek benek alanlart vardir (¢ok Kkarakteristik bir ozellik).
Metafaz plakasi, baz1 kaba beneklerin 6ne ¢iktigi1 giiglii benekli deseni tasvir ediyor
(57).

2.6.1.3. Sentromer (AC-3)

Onceki isimlendirme; kinetokor. Genellikle smirli kutanéz SSc'li hastalarda
bulunur ve bu nedenle SSc i¢in siniflandirma kriterlerine dahil edilmistir. AC-3
paterni primer biliyer siroz, SjS ve SLE'li hastalarin alt gruplarinda da bildirilmistir;
bu hastalar hafif ve degisen diizeylerde SSc ozellikleri de gosterirler. Sentromer
proteini B’ye (CENP-B) kars1 antikorlarla gii¢lii bir sekilde iliskilidir, CENP-B
antijeni bir¢ok rutin ¢ok analitli kat1 faz immiinolojik test profilinde yer alir, 6zellikle

diisiik titrelerde, antijene 6zgii kat1 faz immiinolojik test ile dogrulama onerilir (57).
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CENP-A'ya kars1 antikorlar bazi hastaliga 6zgii kati faz immiinolojik analizlerde
(yani SSc profili) tespit edilebilir. AC-3 paterni olan ¢ogu serum CENP-A ve CENP-
B ile reaksiyona girer, nadir durumlarda AC-3 pozitif, ancak CENP-B negatif SSc

hastalarimin serumlar1 anti-CENP-A antikorlar1 i¢in gii¢li bir sekilde pozitif olabilir
(57). Smurh kutanéz SSc ve SjS'li hastalarda ise CENP-C'ye karsi antikorlar
bildirilmistir (54,57).

Sekil 2.5. Sentromer boyanma paterni (AC-3). Ayrik kaba benekler (hiicre basina 40-
80) interfaz hiicrelerinde dagilmis ve mitotik hiicrelerdeki kromatin kiitlesinde
hizalanmistir. Ornegin, anti-CENP-B (57).

2.6.1.4. Ince benekli (AC-4)

Onceki isimlendirme; ince graniiler. Boliinmesini tamamlamis istirahat
halindeki hiicrelerde tiim niikleoplazma boyunca ince minik benekler goriliir.
Niikleoller boyanmig veya boyanmamis olabilir. Mitotik hiicrelerde (metafaz, anafaz
ve telofaz) kromatin kiitlesi boyanmamustir. Bu paterne anti-SSA/Ro ve anti-SSB/La
grubu antikorlar neden olabilir (57). Ozellikle SjS, SLE, subakut kutandz lupus
eritematozus, neonatal lupus eritematozus, konjenital kalp blogu, diabetes mellitus,

SSc ve overlap sendromu hastalarinda degisen derecelerde goriilebilir (54,57).

2.6.1.5. Biiyiik(large)/kaba benekli (AC-5)

Onceki isimlendirme; spliceozom/niikleer matriks. Boliinmesini tamamlamis
istirahat halindeki hiicrelerin tiim niikleoplazmalarinda kaba benekler goriiliir.
Niikleoller boyali1 veya boyanmamis olabilir. Mitotik hiicrelerde (metafaz, anafaz ve
telofaz) kromatin kiitlesi boyanmamistir. Bu paterne anti-Sm, anti-U1 RNP ve anti-
RNA polimeraz Il antikorlart neden olabilir (54,57). Farkli sistemik otoimmiin
hastaliklarda, ozellikle SLE, SSc, overlap sendromu ve miks bag doku hastaligi

olanlarda degisen derecelerde mevcuttur (54,57).
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2.6.1.6. Cok sayida niikleer noktal (AC-6)

Istirahat halindeki HEp-2 hiicrelerin niikleoplazmalarinda hiicre basmna 6 ila
20 niikleer nokta goriiliir (57). Sp-100, PML proteinleri ve MJ/NXP-2 antijenlerine
kars1 olusan otoantikorlar bu paterne neden olabilir (54,57). Mitotik hiicrenin
kromatin kiitlesi boyanmaz. Primer biliyer siroz, diabetes mellitus ve diger
inflamatuar durumlar dahil olmak iizere genis bir otoimmiin hastalik yelpazesinde
bulunur (54,57).

2.6.1.7. Az sayida niikleer noktal (AC-7)

Istirahat halindeki HEp-2 hiicrelerinin niikleoplazmalarinda ortalama 2-3
nokta (1 ila 6 noktaya kadar) seklinde noktasal boyanma goézlenir (57). Bunlar Cajal
cisimleri veya sarmal cisimler olarak bilinir. SMN (survival of motor neurons
protein) ve p80-coilin antijenleri ile iliskili olan bu paternde mitotik hiicrelerde
kromozom kiitlesi boyanmaz (54,57). AC-7 paterni herhangi bir hastalik igin diisiik
pozitif ongdrii degerine sahiptir (54,57).

2.6.1.8. Niikleolar homojen (AC-8)

HEp-2 hiicrelerinin niikleoluslart homojen, niikleoplazmalar1 ise zayif
homojen veya benekli boyanirken, mitotik hiicrelerde kromozom kiitlesinde (metafaz
plakasi) boyanma izlenmez (57). Bu patern PM-Scl-75, PM-Scl-100, Th/To,
B23/niikleofosmin, niikleolin, N055/SC65 proteinlerine kars1 gelisen otoantikorlar
nedeni ile olusabilir (54,57). SSc ve overlap sendromu gibi otoimmiin hastaliklarda
gorilebilir (54,57).

2.6.1.9. Niikleolar kiime (AC-9)

Istirahat halindeki hiicrelerin niikleoluslar1 biiyiikliigii ve sekli degiskenlik
gosteren kiime (clumpy) seklinde boyanirken, mitotik hiicre kromozom kiitlesinde
peri-kromozomal boyanma izlenir ve ek olarak Cajal cisimlerinin diizensiz
boyanmasi ile karakterizedir (57). U3-snoRNP/fibrillarin antijenlerine karsi olusan

antikorlarla iliskili olan bu patern SSc hastalarinda goriiliir (54,57). SSc hastalari
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arasinda anti-U3RNP/fibrillarin antikorlar1 en sik Afrika kokenli Amerikali ve Latin
Amerikali hastalarda bulunur (57).

2.6.1.10. Niikleolar noktali (punctate nucleolar) (AC-10)

Onceki isimlendirme; niikleolar benekli (nucleolar speckled). Béliinmesini
tamamlamis istirahat halindeki hiicrelerin niikleoluslar1 belirgin benekli sekilde
boyanirken, metafaz hiicrelerinde kromatin kiitlesinde 5’¢ kadar parlak niikleolar
diizenleyici bolge (nucleolus organizer regions, NOR) c¢ifti goriilebilir. Mitotik
hiicrelerin sitoplazmasi hafif pozitif olabilir (57). hUBF/NOR-90 ve RNA polimeraz
I’e kars1 olusan otoantikorlar bu paterni olusturabilir (54,57). AC-10 paterni SSc,
Raynaud fenomeni, SjS ve kanser (hepatoselliiler karsinom ve diger maligniteler)

dahil olmak tizere gesitli kosullarda gortilebilir (54,57).
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Sekil 2.6. Niikleolar boyanma paternleri (AC-8, AC-9, AC-10) (57). (A) Niikleolar

homojen; tiim niikleolusun yaygin floresans1 gozlenir, metafaz plakasi boyanmaz.
(B) Niikleolar kiime; metafaz plaklarinda peri-kromozomal boyanma ile niikleollerin
ve Cajal cisimlerinin diizensiz boyanmasi. (C) Niikleolar noktali (punctate); interfaz

hiicrelerinin niikleollerinde yogun olarak dagilmis ancak belirgin benekler.
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2.6.1.11. Piiriizsiiz (smooth) niikleer membran (AC-11)

Onceki isimlendirme; niikleer rim, niikleer membran, membranéz. Lamin A,
B ve C veya lamina ilisgkili polipeptitler (lamina-associated polypeptide, LAP-2 gibi)
bu paternle iligkilidir (54,57). Otoimmiin sitopeniler, otoimmiin Kkaraciger
hastaliklari, lineer skleroderma, antifosfolipit sendromu ve diger sistemik otoimmiin
hastaliklarda tanimlanmistir (54,57); klinik iliskiler hakkindaki giincel bilgiler esas

olarak vaka raporlarina ve kii¢iik kohortlara dayanmaktadir (57).

2.6.1.12. Noktah (punctate) niikleer membran (AC-12)

Onceki isimlendirme; niikleer membran porlari. Primer biliyer sirozlu
hastalarda ve diger otoimmiin Kkaraciger hastaliklar1 ve sistemik otoimmiin
hastaliklar1 olan hastalarda bulunmustur (57). Niikleer por kompleks proteinleri

(gp210, p62 niikleoporin, lamin B reseptor ve Tpr antijenleri) ile iliskilidir (54,57).

Sekil 2.7. Niikleer membran paternleri (AC-11, AC-12) (A) Piiriizsiiz (Smooth)
niikleer membran (AC-11); homojen boyanmis ¢ekirdek (dis kenarinda daha yogun)

ve metafaz ve anafaz kromatin plakalarinda boyanma yok. Komsu hiicrelerin
birbirine degdigi noktalarda floresansin vurgulanmasi gériiniiyor. Ornegin, anti-
lamin B. (B) Noktali (punctate) niikleer membran (AC-12); Bitigik hiicrelerin
birbirine degdigi noktalarda floresansin vurgulanmasiyla Dbirlikte, interfaz
hiicrelerinde noktasal bir boyanma izlenir. Metafaz ve anafaz kromatin plakalarinda

boyanma yok. Ornegin, anti-gp210. (57)
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2.6.1.13. PCNA benzeri (AC-13)

Pleomorfik benekli niikleoplazmik boyanma. Beneklerin boyutunda ve
parlakliginda degiskenlik goriilebilir. interfazda bazi hiicreler negatiftir (G1 fazi),
bazilar1 ise yogun sekilde boyanmustir (S fazi1) ve bazilar1 nadir ve daginik benekler
ve ara sira niikleolar boyanma (ge¢ S ve erken G2 fazlari) sergiler (57). Mitotik
hiicreler ise boyanmaz. 1liskili antijen proliferatif hiicre niikleer antijenidir
(proliferating cell nuclear antigen, PCNA) (54,57). AC-13 paterni daha 6nce SLE
icin oldukga spesifik olarak kabul edilmisken, giiniimiizde bu 6zgillik
tartisilmaktadir (54,57).

2.6.1.14. CENP-F benzeri (AC-14)

Onceki isimlendirme; MSA-3, NSp-11. Yogunlukta garpict degiskenlige sahip
niikleer benekli desen, en giiclii boyanma G2 fazinda ve en zayif/negatif boyanma
G1 fazinda izlenir (57). Sentromerler yalnizca prometafaz ve metafazda pozitiftir ve
¢ok sayida hizalanmis kiigliik ve soluk nokta ortaya c¢ikar. Prometafaz hiicreleri
siklikla niikleer zarfin zayif boyanmasin1 gosterir. Anafaz ve telofaz sirasinda bazi
serumlar, yavru hiicrelerin bolinmesinin gergeklestigi orta bolgede (yani gévdenin
ortas1) bulunan halkada yogun boyanma gosterir. Mitotik hiicrelerin ¢evresindeki
sitoplazma yaygin olarak boyanir. Iliskili antijen CENP-F’dir (57). AC-14 desenini
gosteren serumlarin ¢ogu, c¢esitli neoplastik rahatsizliklar1 olan (meme, akciger,
kolon, lenfoma, yumurtalik ve beyin karsinomlari) hastalardan alinmistir (54,57);
paradoksal olarak, bu malignitelere sahip hasta gruplarinda AC-14 paterninin sikligi
distiktir (57). AC-14 paterni ayrica inflamatuar durumlarda da gorilir (Crohn
hastalig1, otoimmiin karaciger hastaligi, SjS ve greft-versus-host hastaligi); klinik
iligkilerle ilgili giincel bilgiler esas olarak vaka raporlarina ve vaka serilerine
dayanmaktadir (57).

2.6.1.15. DNA topoizomeraz | benzeri (AC-29)

Onceki isimlendirme Scl-70-benzeri, Scl-86, DNA topoizomeraz | benzeri.
Topo | benzeri AC-29 paterni bes alt hiicresel bolgenin boyanmasini igerebilir (57).

Interfaz hiicrelerinde belirgin ince benekli AC-4 tipi niikleer boyanma, mitotik
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hiicrelerde yogunlagmig kromatinin tutarl giiglii ince benekli boyanmasi (kullanilan
serum seyreltmesine bagli olarak, mitotik kromatin boyanmasi homojen goriinebilir),
mitotik hiicrelerde yogunlagsmis kromozomlarla iliskili giicli NOR boyanmasi,
interfaz (ve mitotik) hiicrelerdeki zayif sitoplazmik boyanma, interfaz hiicrelerinde
noktali niikleolar veya periniikleolar boyanma olarak goriilebilen degisken niikleolar
boyanma (niikleolar boyanma bu desenin evrensel bir 6zelligi degildir). AC-29
paterni, ozellikle diffiiz kutan6z SSc ve daha agresif SSc formlar1 ig¢in oldukga
spesifiktir. SSc'den klinik olarak siipheleniliyorsa, anti-topoizomeraz | (eski adiyla
Scl-70) antikorlart igin bir takip testi yapilmasi onerilir; anti-topoizomeraz |
antikorlar1 SSc i¢in siniflandirma Kriterlerine dahil edilmistir ve antijen rutin ENA

profillerine dahil edilmistir (57).

2.6.2. Sitoplazmik boyanma paternleri

Hiicre sitoplazma boyanma paternleri veya sitoplazmik paternler ICAP
tarafindan atanan AC-15’ten AC-23’e kadar olan boyanma paternlerini igerir (57).

2.6.2.1. Sitoplazmik fibriller lineer (AC-15)

Onceki isimlendirme; aktin benzeri patern. Bu patern, sitoplazmada hiicrenin
uzunlugu boyunca bazen kiiclik, kesikli graniiler birikintilerle dekore sitoskeletal
liflerin boyanmasi karakterize edilir (57). Tipik boyanma, hiicrelerin uzun eksenini
kaplayan ¢izgili aktin filamentlerini gosterir. Aktin ve kas dis1 miyozine kars1 antikor
geligir (57). Otoimmiin hepatit tip 1, kronik hepatit C viriisii enfeksiyonu ve ¢olyak
hastalig1 (IgA izotipi) olan hastalarda bulunur; sistemik otoimmiin hastaliklarda ise

nadirdir (54,57).
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Tablo 2.5. Sitoplazmik ANA paternleri ve ilgili hedef antijenler.

ANA paternleri Ilgili antijenler Kaynaklar
Sitoplazmik paternler (ICAP kodu)
Sitoplazmik fibriller lineer

(AC-15) F-aktin, kas dis1 miyozin (54,57)
Sitoplazmik fibriller . L . L

filamentdz (AC-16) Vimentin, sitokeratinler, tropomiyozin (54,57)
Sitoplazmik fibriller P .

segmental (AC-17) Alfa-aktinin, vinculin (54,57)
Sitoplazmik ayrik noktalar

(AC-18) GW182, Su/Ago2 (54,57)
Sitoplazmik yogun ince i i . _

benekli (AC-19) PL-7, PL-12, ribozomal P proteinleri (17,54,57)
Sitoplazmik ince benekli -

(AC-20) Jo-1 (histidil-tRNA sentaz) (17,54,57)
Sitoplazmik retikiiler/AMA | Mitokondrial yapilar: PDC-E2/M2, BCOADC-E2, OGDC- (17,5457)
(AC-21) E2, Ela subunit of PDC, E3BP/protein X =

Golgi yapilari: Giantin/makrogolgin, golgin-95/GM130,

Polar/Golgi benzeri (AC-22) golgin-160, golgin-97, golgin-245

(17,54,57)

Cubuklar ve halkalar (rods
and rings) (AC-23)

Kisaltmalar i¢in “Simge ve Kisaltmalar” dizinine bakiniz.

IMPDH2 (54,57)

2.6.2.2. Sitoplazmik fibriller filamentoz (AC-16)

Hiicrenin niikleer kenarindan yayilan mikrotiibiiller ve ara filamentler boyanir
(57). Anti-sitokeratin, anti-vimentin ve anti-tropomiyozin antikorlar ile iligkilidir.
Anti-vimentin, antikor varliginda sitoplazmada ince fibrillerden olusan bir ag sekline
ve hiicre niikleusuna yakin boliimlerde daha yogun olarak goriiniir. Metafaz
evresinde kromozom kiitlesi boyanmaz, ancak hiicrelerin kromozom alani diginda
cok sayida parlak damlaciklar goriiliir (57). Ozel bir hastalikla iliskilendirilmemistir
(54,57).

2.6.2.3. Sitoplazmik fibriller segmental (AC-17)

Stres lifleri boyunca kisa segmentlerin, periyodik yogun govdelerin gelismis
dekorasyonunu igerir. Anti-alfa-aktinin ve anti-vinculin antikorlar1 ile iligkilidir.
Rutin serolojik tan1 ortaminda ¢ok nadiren bulunur (57). SLE, otoimmiin hepatit tip I,

kronik inflamatuar demiyelinizan noropati hastalarinda bulunabilir (54,57).
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2.6.2.4. Sitoplazmik ayrik noktalar (AC-18)

Sitoplazma geneline dagilmis ince benekli ya da kaba damlacik seklinde
goriiliir. Ge¢ S/G2 donem hiicrelerinde yiiksek sayilara sahip interfaz hiicrelerinin
sitoplazmasindaki GW cisimciklerinin (GW-182 antijeni) boyanmasi ile iligkilidir.
Lizozom organel membranina kars1 antikorlar nedeni ile olustugu belirtilir, ancak bu
paterni destekleyen molekiiler kanitlar tartismalidir. Herhangi bir hastalik ile

iliskilendirilmemistir. Saglikli bireylerde de rastlanabilmektedir (57).

2.6.2.5. Sitoplazmik yogun ince benekli (AC-19)

Onceki isimlendirme; sitoplazmik homojen patern. Sitoplazmanin her
tarafinda yogun ince benekli, bulanik ve neredeyse homojen piiriizsiiz boyanma
(periniikleer alanda daha siddetli) izlenir (57). PL-7 (treonil-tRNA), PL-12 (alanil-
tRNA) ve Rib-P’ye kars1 antikorlarla iliskilidir (54,57). Poliartrit, anti-sentetaz
sendromu, SLE, interstisyel akciger hastaligi, Raynaud fenomeni gibi hastaliklarda
goriilebilir (54,57).

2.6.2.6. Sitoplazmik ince benekli (AC-20)

Onceki isimlendirme; sitoplazmik benekli patern. Sitoplazmada ¢ogunlukla
homojen ya da yogun ince benekli, hiicrenin niikleusunda da goriilebilen daginik
kiiglik benekler olarak goriiliir (57). Bu paterni anti-Jo-1 antikorlari olusturur (54,57).
Anti-sentetaz sendromu, SSc, SLE, Raynaud sendromu, poliartrit, polimiyozit,

interstisyel akciger fibrozisi gibi hastaliklarda goriilebilir (54,57).

2.6.2.7. Sitoplazmik retikiiler/ AMA (AC-21)

Onceki isimlendirme; mitokondri benzeri. Sitoplazma boyunca uzanan kaba
benekli, niikleus g¢evresinde daha yogun diizensiz filamentdz goriintii olusturabilen
bir boyanmadir. Anti-mitokondriyal antikorlarla (en stk AMA-M2) iliskilidir (57).
Primer biliyer kolanjit, SSc, overlap sendromu, ilaca bagli lupus hastalarinda goriliir
(54,57).
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2.6.2.8. Polar/Golgi benzeri (AC-22)

Sitoplazmada niikleusun hemen yaninda polar dagilimli kesikli benekli tipte
kutupsal bir boyanmadir (57). Golgi kompleksi proteinlerine (giantin/makrogolgin,
golgin-95/GM130, golgin-160, golgin-97, golgin-245) kars1 antikorlar olusmustur
(54,57). Cesitli rahatsizliklara (SjS, SLE, RA, miks bag dokusu hastaligi, eriskin
baslangigli Still hastaligi, viral enfeksiyonlar) sahip az sayida hastada bulunmustur
(54,57). Bununla beraber, hastaliklarla iliskisi azdir (57).

2.6.2.9. Cubuklar ve halkalar (rods and rings) (AC-23)

Interfaz hiicrelerinin sitoplazmasinda belirgin ¢ubuk ve halka yapilari
seklinde boyanma goriiliir (57). Cekirdekte de daha kiiciik gubuklar ve halkalar rapor
edilmistir. IMPDH2 antijenlerine kars1 gelisen antikorlarla iliskilidir (57). En sik
olarak kombine pegile interferon-a/ribavirin tedavisi gérmiis hepatit C hastalarinda
goriiliir (54,57).

2.6.3. Mitotik boyanma paternleri

Mitotik paternler ICAP tarafindan atanan AC-24’ten AC-28’¢ kadar olan

boyanma paternlerini igerir (57).

Tablo 2.6. Mitotik ANA paternleri ve ilgili hedef antijenler.

ANA paternleri Ilgili antijenler Kaynaklar
Mitotik paternler (ICAP kodu)

Sentrozom (AC-24) Perisentrin, ninein, CEP250, CEP110 (17,54,57)
Igsi (spindle) fiberler (AC- HsEg5 (54,57)
25)

NuMA benzeri (AC-26) NuMA (54,57)

CENP-E, CENP-F, TD60, MSA36, KIF-14, MKLP-1,

Interselliiler képrii (AC-27) MPP1/KIF20B

(54)

Mitotik kromozomal (AC-
28)

Kisaltmalar igin “Simge ve Kisaltmalar” dizinine bakiniz.

Modifiye histon H3, MCA-1 (54,57)
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2.6.3.1. Sentrozom (AC-24)

Onceki isimlendirme; sentriyoller. istirahat halindeki hiicre sitoplazmalarinda
interfaz evresinde 1-2 nokta, mitotik hiicre ig iplik¢iklerinin kutuplarinda iki nokta
seklinde goriiliir (57). HEp-2 hiicrelerinin ¢ekirdek kromatinleri boyanir. Perisentrin,
ninein, CEP250, CEP110 antijenlerine kars1 olusan antikorlar ile iliskilidir (54,57).
AC-24 paterni herhangi bir hastalik i¢in diisiik pozitif 6ngorii degerine sahiptir.
Raynaud fenomeni, lokalize skleroderma, SSc, SLE ve RA hastalarinda tek basina

veya diger SSc ile iliskili antikorlarla kombinasyon halinde bulunur (54,57).

2.6.3.2. Igsi (spindle) fiberler (AC-25)

Kutuplar arasindaki ig iplikleri mitotik hiicrelerde boyanmistir ve mitotik
kutuplarin koni bigimli dekorasyonuyla iliskilidir (57). HSEg5 antijenine kars1 olusan
antikorlar ile iligkilidir (54,57). AC-25 modelinin herhangi bir hastalik i¢in diisiik
pozitif 6ngorii degeri vardir (54,57).

2.6.3.3. NuMA benzeri (AC-26)

Onceki isimlendirme; MSA-1, sentrofilin. Ig iplikleri ile niikleer benekli
boyanma goriiliir. NUMA antijenine karsi antikor olusur. AC-26 paterni olan
hastalarin yaklasik yarisinda SjS, SLE, sinirli SSc veya RA klinik 6zellikleri goriiliir;
AC-26 paterni organa 6zgii otoimmiin hastaliklar1 olan hastalarda ve daha az siklikla

ozellikle disiik titrede oldugunda otoimmiin olmayan kosullarda da goriiliir (57).

2.6.3.4. Interselliiler képrii (AC-27)

Onceki isimlendirme; stem body, midbody. Hiicre bdliinmesinin sonunda,
ancak hiicre ayrilmasindan 6nce, yavru hiicreleri birbirine baglayan hiicreler arasi
kopriiniin boyanmasi sdéz konusudur. AC-27 modelinin herhangi bir hastalik i¢in
diisiik pozitif 6ngorii degeri vardir (57). Cok nadir olmakla beraber SSc, SLE,

Raynaud fenomeni ve malignitelerde goriilebilir (54).
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2.6.3.5. Mitotik kromozomal (AC-28)

Onceki isimlendirme; kromozom kaplama proteini, boliinen hiicre antijeni,
MCA (mitotik kromozom otoantijeni). Profaz ve metafazdaki kromozomlarin
noktasal boyanmasi izlenir, interfaz hiicrelerinde ise boyanma olmaz. Modifiye
edilmis histon H3 ve MCA-1 ile iligkilidir. AC-28 paterninin herhangi bir hastalik
i¢in diistik pozitif 6ngorii degeri vardir (57).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Calisma Onaylan

Calisma Saglik Bilimleri Universitesi Giilhane Bilimsel Arastirmalar Etik
Kurulundan 27.02.2024 tarih ve 2024-95 (46418926) sayil1 karar ile etik kurul onay1
alindiktan sonra Helsinki Deklarasyonuna uygun olarak yiiriittldii.

3.2. Hasta Grubu

Bu c¢aligmaya, 2022-2023 yillarin1 kapsayan iki yillik donemde Saglik
Bilimleri Universitesi Giilhane Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Temel immiinoloji Laboratuvarina basta romatoloji, i¢ hastaliklar1 ve gastroenteroloji
klinigi olmak tizere ¢esitli kliniklerden ANA testi istenen, hasta bilgilerine
ulasilabilen ve 18 yas tistii hastalar dahil edildi. Hastalarin klinik tan1 veya eslik eden
hastalik gibi demografik verileri, istem yapan Klinikler ve test sonuglar1 hastane
laboratuvar bilgi yonetim sistemi (LBYS) {izerinden alinarak retrospektif olarak
incelendi. Calismamiza 2173 kadin ve 609 erkek olmak tizere toplam 2782 farkli

hastadan alinan serum 6rnegi dahil edildi.

3.3. Yontemler

ANA testi istenen hastalarin serum &rneklerinin ANA IIF yéntemi ile immiin
floresan mikroskobik degerlendirmesi ve line immiinoblot assay (LIA) yontemi ile
cesitli otoantikorlarin varligi yoniinden incelenmesi laboratuvarimizda rutin olarak
calisiimaktadir. Bu ¢alismada eriskin hastalara ait ANA IIF mikroskobik bulgular1 ve
immiinoblot assay test sonuglart LBYS kayitlarindan retrospektif olarak alindi ve
sonuglarin karsilastirmali analizleri yapildi. Anti-DFS70 antikorlarinin yani sira anti-
SSA, anti-SSB, anti-Sm D1, anti-Scl 70, anti-Jol, anti-RNP, anti-Rib-P, anti
niikleozom, anti sentromer gibi line blot assay parametresinde yer alan antikorlarin
varligi incelendi. Calisma kapsaminda hastalarin demografik verileri, istek yapan

Klinikler ve eslik eden hastaliklar hastane bilgi sisteminden alinarak kaydedildi.
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3.3.1 ANA iiF Yontemi

ANA testleri, substrat olarak HEp-2 hiicreleri ve maymun karaciger dokusu
igeren Ozel olarak tasarlanmis slaytlar olan HEp-20-10/Karaciger (maymun mozaigi)
(Euroimmun AG Liibeck, Almanya) iceren Kitler kullanilarak gerceklestirilmistir.
Test asamalar1 su sekilde yiiriitiilmistiir: Serum 6rneklerinin 1:100 oraninda tarama
diliisyonu yapildiktan sonra 6zel tekniklerle iiretilmis olan kuyucuklara seyreltilmis
hasta serumlar1 inkiibe edildi. Tampon soliisyonu ile yikandiktan sonra reaksiyon
pozitif ise spesifik antikorlar ilgili antijene baglanmaktadir. ikinci asamada, eklenen
FITC-H (floresan izotiyosiyanat) isaretli anti-human antikorlar1 ile boyanarak tekrar
inkiibasyon ve yikama yapildi. Devaminda slayt {lizerine gliserol damlatilarak uygun
lamel ile kapatildi. Boylece incelenecek 6rneklerdeki antikorlar floresan mikroskobu
ile goriiniir hale getirilmis oldu. Uretici firma onerileri dogrultusunda hazirlanilan
preparatlarin {iF antikor metodu ile 20x ve 40x biiyiitmelerde floresan mikroskop
(EUROStar 1, Euroimmun AG, Almanya) altinda incelenmesi ve degerlendirilmesi

ile testler yar1 kantitatif (+, ++, +++, ++++) olarak sonuglandirildi.

ANA JIF testinin calisma prosediirii

1. Reaktiflerin hazirlanmasi ve stabilitesi: Ik defa acildiktan sonra, reaktifler
buzdolabinda (+2°C ile +8°C) aksi bir durum olmadig1 takdirde son kullanma

tarihine kadar stabil kalmaktadir.

2. Slaytlar: Kit igerisinden kullanima hazir olarak sunulan slaytlar koruyucu

ambalajdan ¢ikarildi ve numaralandirildi.

3. PBS-Tween: Kit igerisinde bulunan PBS (Fosfat Tuz Tamponu), 1 litre
distile su ile ¢oziilerek, 2 ml Tween 20 ile homojenlesene kadar karigtirildi. Bu

soliisyon o6rnek seyreltme ve yikama asamalarinda kullanildi.

4. Orneklerin hazirlanmasi: Analiz edilecek hasta drnekleri (serum veya

plazma) +2°C ile +8°C arasinda 14 giine kadar saklandi.

Testin ¢aligmasi manuel olabildigi gibi cihaz ile de calisilabilmektedir.

Calisma listesi hazirland1 ve diliisyon yapilacak tiipler numaralandirildi. Manuel
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calismada kalitatif degerlendirme igin ornekler PBS-Tween 20 igerisinde 1:100
oraninda seyreltildi. Pipetleme oncesinde 4 saniye vortekslendi (6rnegin, 10,1 ul
ornegi 1000 ul PBS-Tween igerisinde seyreltilir ve iyice karistirilarak 4 saniye

vortekslenir).

5. Pipetleme: Her bir 6rnek caligma listesine uygun olarak hava kabarcigi

olusturmadan 30 pul seyreltilmis 6rnek pipetlendi.

6. Inkiibasyon: Slaytlar pipetlenen seyreltilmis drneklere tam temas ettirilerek
kapatildi. Oda 1sisinda (+18°C ile +25°C) 30 dakika inkiibe edildi.

7. Yikama: Slaytlar, PBS-Tween ile yikandi ve 5 dakika siire ile bu soliisyon
iginde bekletildi.

8. Pipetleme: Her bir 6rnegin bulundugu kuyucuga 25 pl floresan ile
isaretlenmis anti-human IgG (konjugat) pipetlendi. Slaytlar uygun sekilde hava

kabarcigi olusturmadan kapatildi ve giines 1s1gina direkt maruz birakilmaksizin 30
dakika inkiibe edildi.

9. Yikama: Slaytlar PBS-Tween ile yikand: ve 5 dakika bu soliisyon iginde
bekletildi. Yikama iglemi biten slaytlarin sadece arka yiizeyleri silinerek gliserol

damlatilmig lameller {izerine hava kabarcigi olusmayacak sekilde kapatildi.

Slaytlar mikroskobik degerlendirme islemine kadar +2°C ile +8°C’de “direkt
151k” almayacak sekilde bekletildi. Laboratuvarimizda IF Sprinter IIFT cihazi
(Euroimmun AG, Liibeck, Almanya) ile ¢alismada kullanilan soliisyonlar firetici
firma talimatina gore uygun pozisyonlara yerlestirildi. Hasta serumlar1 ayrilarak
cihazdaki uygun pozisyona barkod okuyucu ile okutuldu. Cihaz ¢aligma asamalari
prosediire gore gerceklestirdi. Calisma sonunda slaytlar gliserol damlatilmig lamel
tizerine kapatildi. Slaytlar mikroskobik degerlendirme icin +2°C ile +8°C’de “direkt

151k gormeyecek sekilde bekletildi.
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Sekil 3.1. IF Sprinter IIFT cihazi. (A) IF Sprinter (Euroimmun AG, Liibeck,

Almanya). (B) IF sprinter cihazinda 1gG konjugat damlatilmis inkiibasyon agamasi.

3.3.2. Floresan mikroskop degerlendirmesi

ANA IiF i¢in hazirlanan slaytlar 20x ve 40x objektifli floresan mikroskop
(EUROStar I, Euroimmun AG, Almanya) ile degerlendirildi. iIF teknigi ile ¢alisilan
slaytlar mikroskopta boyanma paternlerine gére degerlendirildi. ANA IiF slaytlar:
negatif ve pozitiflik agisindan incelendi. Negatif 6rnekler hiicre ¢ekirdekleri ve
sitoplazmalarinda spesifik floresan gostermezler. Pozitif 6rneklerde ise spesifik
paternlerle karakterize g¢ekirdek ve/veya sitoplazma boyanma paternleri gozlenir.
ANA 1IF slaytlarindaki paternler; niikleer, sitoplazmik ve mitotik paternler olarak
degerlendirdi ve raporlandi. Raporlamada; g¢alisilan yontem, floresan paterni ve
siddeti belirtildi. Mikroskobik goriintiintin floresan siddetine gore sonuglar “(+), +,
++, +++, ++++” seklinde raporlandi. 1/100 tarama diliisyonunda ANA pozitiflik ve
titreleri; <1/100 Negatif; 1/100 (+) Zayif Pozitif; 1/320 ++; 1/1000 +++; 1/3200

++++ olacak sekilde degerlendirildi.

3.3.3. ANA profil immiinoblot yontemi

ANA pozitifligi saptanan tiim hasta 6rnekleri spesifik otoantikor alt tiplerinin

tanimlanmasi i¢in Iimmiinoblot yontemi ile yeniden test edildi. Kit igerisinde
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membrana emdirilmis yiikksek oranda saflastirilmis antijenlerle birbirine paralel
cizgiler seklinde farkli tekniklerle kaplanmais stripler (seritler) bulunmaktadir. Antijen
antikor birlesmesi ve olusan reaksiyonun kati fazda nitroseliilloz membran tizerinde
bir renk degisimi olusturmas1 prensibi ile ¢alisan immiinoblot testi icin EUROLINE
ANA profili et Mi-2, Ku, DFS70, (IgG) (Euroimmun, Liibeck, Almanya) Kiti

kullanildi ve tiim test asamalart tiretici firmanin talimatlarina gore ytritiildii.

Immiinoblot test prosediirii

1. Reaktiflerin hazirlanmasi: Tim reaktifler ve hasta 6rnekleri kullanimdan
30-40 dakika once oda sicakligma (+18°C ile +25°C) kadar gelmesi igin
buzdolabinin ig¢inden ¢ikarildi. A¢ilmamig reaktifler son kullanma tarihine kadar
+2°C ile +8°C araliginda stabil kalir. Agilan reaktifler ise 12 ay stabil kalir.

2. Strip: Kullanima hazir stripler tek kullanimlik kiivet i¢erisine membrana

dokunmadan yerlestirildi.

3. Enzim Konjugat: Konsantre reaktif, kit talimatina goére 1:10 oraninda
seyreltildi. Her strip i¢gin 1 ml yikama tamponu ve 9 ml distile su kullanildu.

Hazirlanan ¢6zelti giin igerisinde kullanildi.
4. Numune Tamponu: Kullanima hazirdir.

5. Yikama Tampon ¢ozeltisi: Konsantre reaktif 1:10 oraninda distile su ile

seyreltildi ve ayn1 giin iginde kullanildu.

6. Substrat Soliisyonu: Kullanima hazir soliisyon 1s1ga duyarli oldugu igin

koyu renkli reaktif sisesine konulup agz1 hemen kapatildi.

7. Orneklerin hazirlanmasi: insan serum ya da plazmasi1 +2°C ile +8°C’de 14
giine kadar saklanabilir. incelenecek hasta érnekleri 1:10 oraninda seyreltilerek ayni

giin igerisinde ¢aligma yapildi.15 pL 6rnek igin 1,5 ml tampon ¢ozeltisi kullanilda.

8. Paketinden ¢ikartilan stripler cihaz inkiibasyon tepsisindeki bos

kuyucuklara yerlestirildi. Test stripleri kuyucuklara yerlestirilirken numaralarin
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goriinecek sekilde olmasina dikkat edildi. Calisma manuel oldugu gibi cihaz ile de

caligilabilmektedir.

Manuel test prosediirii

Stripler inkiibasyon tepsisine uygun sekilde yerlestirildikten sonra her bir
kuyucuga tampon ¢ozeltisi (1,5 ml) eklenerek 5 dakika 6n 1slatma isleminden sonra
temiz uclu bir pipetle 15 pl hasta serumu eklendi. Oda sicakliginda (+18°C ile
+25°C) ¢alkalayicida 30 dakika inkiibe edildi. Kuyucuklardaki sivi aspire edildikten
sonra her bolme 1,5 ml yikama tamponu ile 3 kez 5’er dakika siireyle yikandi ve sivi
aspire edildi. Her kuyucuga enzim konjugat (alkalin fosfataz isaretli anti-human 1gG)
pipetlendi ve oda sicakliginda 30 dakika calkalandi. Ayn1 agamalar substrat i¢in de
gerceklestirildi. Reaksiyon distile su ile durduruldu, 10 dakika galkalandi ve Sivi
aspire edildi ve strip havada kurutuldu. Laboratuvarimizda bulunan
EUROBIotMaster cihazi (Euroimmun, Liibeck, Almanya) ile soliisyonlar iiretici
firma Onerilerine gore uygun pozisyonlara yerlestirildikten sonra cihaz manuel

prosediire gore calistirildi.

[lk asamada immiinoblot stripleri diliisyon yapilan serum ile inkiibe
edildikten sonra pozitif reaksiyon gelisirse spesifik 1gG antikorlar1 ilgili bolgeye
baglanirlar. Baglanmamig olan antikorlar yikama yapilarak uzaklastirilir. Baglanan
antikorlar1 tespit etmek igin, renk katalizorii olarak enzim isaretli anti-human IgG
(enzim konjugat) kullanilarak ikinci inkiibasyon uygulanir ve strip lizerinde bir renk
olugur. Test stripleri degerlendirebilmeleri i¢in yesil kagit tizerine yapigkan folyoya

yapistirilir ve havada kurutulurlar.

Immiinoblot test sonuglart iiretici firma &nerilerine uygun olarak stripteki
bant varlig1 ve boyanma yogunlugunun EUROLIineScan tarayici sistemi (Euroimmun
AG, Liibeck, Almanya) ile analiz edilmesi ile degerlendirildi. 0-5 araliginda negatif,
6-10 araliginda (+) smir deger, 11-25 veya 26-50 araliginda pozitif (+, ++) ve >50
olan degerler ise yiiksek pozitif (+++) test sonucu olarak raporlandi. Bu Kit ile
hastada bulunabilecek niikleer ve sitoplazmik 18 farkli antijene (DFS70, nRNP/Sm,
Sm, SSA, SSB, Ro-52, Scl-70, PM-Scl-100, Jo-1, CENP-B, PCNA, dsDNA,
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niikkleozomlar, histonlar, Rib-P proteini, AMA-M2, Ku, Mi-2) karsi IgG tipi

otoantikorlar degerlendirilerek tanimlandi.

Sekil 3.2. Immiinoblot testlerinin calisildigt EUROBIlotMaster cihazi ve analiz

ekrani.

3.4. istatistiksel Analizler

Gruplar igin frekans (yiizdesel), ortalama ve standart sapma degerleri gibi
temel istatistiksel olgiitler hesaplandi. Verilerin normal dagilima uygunlugunu test
etmek i¢in orneklem biiyiikliiklerine gore Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk
testleri kullanildi. Bagimsiz gruplarda ortalamalar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark olup olmadigini test etmek igin Student’s t testi, varyanslar anlaml
derecede farkli oldugunda (Levene testinin p degeri <0,05 oldugunda) ise Mann-
Whitney U testi kullanildi. Gruplar arasindaki kategorik degiskenlerdeki farkliliklar
incelemek i¢in Ki-kare testi ve Fisher's Exact test kullanildi. Sonuglar %95 giiven
araliginda (confidence interval, Cl) p<0,05 oldugunda istatistiksel olarak anlaml
kabul edildi. Bu ¢alismanin verileri ag¢ik kodlu bir yazilim olan Jamovi (versiyon

2.4.14) (https://www.jamovi.org/) istatistik programi kullanilarak analiz edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Ornek Test Sonuclar:

Calisma grubumuzda bulunan ve nefroloji biriminde takip edilen, bobrek tasi
ve anormal bébrek fonksiyonlar1 bulunan 51 yasindaki bir erkek hastanin ANA iIF
incelemesinde izlenen DFS70/LEDGF benzeri (AC-2) boyanma paterni goriiniimleri

Sekil 4.1°de gosterilmektedir.

Sekil 4.1. immiinfloresan mikroskobik incelemesinde anti-DFS70/LEDGF benzeri
boyanma paternleri. (A ve C); 20x biiyiitme HEp-2 hiicreleri, (B); 40x biiyiitme
HEp-2 hiicreleri, (D); 20x biiyiitme primat karaciger hiicreleri. Bu hastanin
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immiinoblot otoantikor test sonuglar: anti-DFS70 (+++) ve Scl-70 (+) olarak

bulunmustur.

Calisma gurubuna dahil edilen 6 farkli hastaya ait EUROLINE ANA profili
(1gG) (Euroimmun, Liibeck, Almanya) test kiti striplerinin arsivlenen gériiniimii ve
EUROLIineScan analiz sonuglar1 Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’teki gibidir.
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Sekil 4.2. EUROLINE ANA profili (IgG) Kiti test striplerinin goriiniimii.

EUROLineScan - Degerlendirme

Protokol: SEVING

Tarih: 18.10.2024
Kullanici: ANKARA_GULHANE_EAH Yazdirldi: 18.10.2024
Hasta Kimligi (ID) EUROLINE / Alerji / EUROASSAY Westernblot
No. Kisaltma S Kisaltma
Y@nluk Sonug Yodunluk
Degeriendi Degerlendirme
1 1 £ g
5 £ & 8§ s $5 F s o & 3 8 af $& & 2
Co DFS70 M2 TNUC | | I Scl SSB ss
-1 103 103 1 1 2 | 110 11 2 | 3 2 2 2 1 2 1 i} 18
O +++ +++ o o o | o o | ol ol ol o o o o o o o o +
2 2 5 . e g 5 g - IS ~
& g £ ¢ 5§ s £8 8 =2 & 3 7 o8 52 s ¢
ET Co DFS70 M2 T NUC | DNA ] PM100 Scl SSB 52 SSA Sm RNP Ku  Mi-2
-1 93 129 1 0 { 1 1 1.0 0 1 5 1 2 1 0 0 1 11 1 0
O +++ +++ o o [ o o o o o ) o o o o o ) ol o o
3 3 S &
£ #
RIB |
[
o |
4 4 s
&
5§ 5 ~
%
4K 58.51 i [ ¥
ET Co DFS70 M2 RIB HI | NUC DNA PCNA CB Jo PM100 Scl SSB 52 SSA Sm RNP Ku  Mi2
-1 104 107 3 5 ["20 28 5 1 1| 2 | 2 3 4 110 66 1 36 0
0 4+t 4+ o o | ++ | ++ o o o | o ) o O +++ +++ O o | (% o
6 6 ' g
& 8 £ ¢ &8 s $2 § 8 o £ 3 5 03 &8 3 &
AMKG 1162 | ] -
ET Co DFS70 M2 RIB HI  NUC DNA PCNA CB Jo PM100 Scl SSB 52 SSA Sm RNP Ku Mi2
-1 66 124 1 1] 1 4] 0 | 0 13 [0 0 ] 14 79 54 2 4 3 0
O +++ +++ o o o o ool +1oe o o + | 4+ | 4+ o ° o o

Sekil 4.3. EUROL.ineScan tarayici sistemi ile analiz edilen Kitlere ait sonug raporu.
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Sekil 4.2°de ilk siitundaki koyu renkli bantlar kontrol pozitiflikleri iken ikinci
situnda anti-DFS70 antikorlarina ait hasta sonuglart goriilmektedir. Diger
striplerdeki bantlar seklin alt béliimiinde sirasi ile yazildig: gibidir. ilk dort hasta
sadece DFS70 i¢in pozitif olarak bulunurken, 5. ve 6. hastada DFS70 ile birlikte
cesitli diger otoantikor pozitiflikleri de izlenmektedir. Burada yer alan alti hastanin
timii icin EUROLIneScan tarayici sistemi (Euroimmun AG, Liibeck, Almanya) ile
analiz edilen ve pozitiflik saptanan striplerin yogunluk titreleri ve degerlendirme

sonuglar1 Sekil 4.3’te detayl1 olarak sunulmustur.

4.2. Calisma Grubunun Demografik Ozellikleri

Calisma grubu tiimii ANA IIF test sonucu pozitif olan 2173 (%78,1) kadin ve
609 (%21,9) erkek olmak iizere toplam 2782 kisiden olusmaktadir. Tiimii ANA IIF
pozitif 2782 hastanin 540’inda (%19,4) anti-DFS70 otoantikorlar1 pozitif saptandi.
Calisma grubunun yas ortalamasi 51,724+16,078 (median 53, yas araligi 18-97)
olarak bulundu (Sekil 4.4.). Anti-DFS70 pozitif hastalarin yas ortalamasi
(47,989+16,76), anti-DFS70 negatif hastalara (52,624415,77) gére anlaml1 derecede
(p<0,001) daha diistik bulundu (Tablo 4.1.).

100 4
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Sekil 4.4. Anti-DFS70 negatif ve pozitif hastalarin yas dagilimi grafikleri. (A) Anti-
DFS70 negatif hastalarin normal dagilima uygun yas dagilim grafikleri, carpiklik
(skewness) ve basiklik (kurtosis) degerleri sirasiyla -0,184 ve -0,523. (B) Anti-
DFS70 pozitif hastalarin normal dagilima uygun yas dagilimi grafikleri, ¢arpiklik ve
basiklik degerleri sirasiyla 0,0169 ve -0,918.
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Tablo 4.1. Anti-DFS70 pozitif ve negatif hastalarin yas ortalamalarinin karsilagtirilmast.

n (%) yas ortalamasi (+SS) yas araligi (medyan) p
Negatif 2242 (80,6) 52,624+15,77 18-97 (53)
Anti-DFS70 - <0,001
Pozitif 540 (19,4) 47,989+16,76 18-89 (48,5)
Tiim hastalar ANA pozitif 2782 (100) 51,724+16,078 18-97 (53) -

ANA; Anti niikleer antikor. DFS; Yogun ince benekli (dense fine speckled). SS; Standart sapma.

Tiim ¢alisma grubunda oldugu gibi, anti-DFS70 pozitif ve anti-DFS70 negatif
hastalarda kadin hastalarin orani daha yiiksekti ve sirasiyla %83.3 ve %76,9 idi.
(Sekil 4.5). Bununla beraber, anti-DFS70 pozitif hastalar arasinda kadin hastalarin
orani anti-DFS70 negatif hastalara gore anlamli derecede (p<0,001) daha yiiksek
bulundu (Tablo 4.2.).

2173; 78.1% 1723; 76.9% 450; 83.3%

Tiim hastalar Anti-DFS negatif hastalar Anti-DFS pozitif hastalar
(n=2782) (n=2242) (n=540)

- Kadm hastalar

- Erkek hastalar

Sekil 4.5. Tim hastalarda ve anti-DFS70 pozitif ve negatif hastalarin cinsiyet

dagilima.

Tablo 4.2. Anti-DFS70 pozitif ve negatif hastalarin cinsiyet dagiliminin kargilagtiriimast.

n % p
Anti-DFS70 negatif kadin 1723 76,9
(n=2242) erkek 519 23,1
0,001
ANti-DFS70 pozitif kadin 450 833
(n=540) erkek 90 16,7
Tiim hastalar kadmn 2173 8.1
(n=2782) erkek 609 21,9

DFS; Yogun ince benekli (dense fine speckled).



49

4.3. Anti-DFS70 Pozitif Hastalarin Ozellikleri

Anti-DFS70 pozitif hastalarin (n=540) 397’sinde (%73,5) izole pozitiflik
varken, 143 (%26,5) hastada eslik eden diger spesifik antikorlarin varligi saptandi
(Sekil 4.6). Anti-DFS70 pozitifligine en sik eslik eden otoantikorlar sirasiyla AMA-
M2 (23 hastada), Ro-52 (23 hastada), SSA (20 hastada), PM-Scl-100 (19 hastada) ve
histon (19 hastada) antijenlerini hedefleyen antikorlardi. Eslik eden tiim antikorlar
Sekil 4.7.’de sunulmustur.

» anti-DFS70 pozitif (miks)
® anti-DFS70 pozitif (izole)
® anti-DFS70 negatif

143:;5.1%

Sekil 4.6. ANA IiF pozitif hastalarda izole ve miks anti-DFS70 pozitiflik oranlari.
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Sekil 4.7. Anti-DFS70 miks pozitif hastalarda eslik eden diger spesifik otoantikorlar.
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Tablo 4.3. Anti-DFS70 pozitif ve negatif hastalarda spesifik antikor dagiliminin kargilastirilmasi.

Anti-DFS70 pozitif Anti-DFS70 negatif Tiim hastalarda
Hedef antijenler hastalarda (n=540) hastalarda (n=2242) (n=2782) P
var yok var (%) yok var var (%)

AMA-M2 23 (%4,3) 517 132 (%5,9) 2110 155 56 0,139
Ro-52 23 (%4,3) 517 203 (%9,1) 2039 226 8,1 <0,001
SSA 20 (%3,7) 520 187 (%8,3) 2055 207 7,4 <0,001
PM-Scl-100 19 (%3,5) 521 149 (%6,6) 2093 168 6,0 0,006
Histonlar 18 (%3,3) 522 64 (%2,9) 2178 82 2,9 0,554
CENP-B 16 (%3,0) 524 81 (%3,6) 2161 97 3,5 0,458
dsDNA 16 (%3,0) 524 93 (%4,1) 2149 109 3,9 0,203
Scl-70 14 (%2,6) 526 24 (%1,1) 2218 38 1,4 0,006
Ku 13 (%2,4) 527 78 (%3,5) 2164 91 33 0,209
Mi-2 12 (%2,2) 528 119 (%5,3) 2123 131 4,7 0,002
nRNP/Sm 10 (%1,9) 530 84 (%3,7) 2158 18 0,6 0,029
Jo-1 8 (%1,5) 532 40 (%1,8) 2202 48 1,7 0,624
Niikleozomlar 7 %(1,3) 533 49 (%2,2) 2193 56 2,0 0,187
SSB 5 (%0,9) 535 78 (%3,5) 2164 83 3,0 0,002
Sm 4 (%0,7) 536 21 (%0,9) 2221 25 0,9 0,804
PCNA 3 (%0,6) 537 39 (%1,7) 2203 42 15 0,043
Ribozomal P 3 (%0,6) 537 24 (%1,1) 2218 27 1,0 0,273

Kisaltmalar igin “Simge ve Kisaltmalar” dizinine bakiniz.

Calisma genelinde en sik saptanan spesifik antikorlar Ro-52 (%8,1), SSA
(%7,4), PM-Scl-100 (%6,0) ve AMA-M2 (%5,6) olarak bulundu. Anti-DFS70 pozitif
ve negatif hastalarda saptanan spesifik antikorlarin dagilimi incelendiginde anti-
DFS70 pozitif hastalarda genel olarak otoantikor saptanma oranlarinin “R0-52, SSA,
Mi-2 ve SSB gibi bazilar igin istatistiksel olarak anlamli derecede olmak iizere”
daha diisiik oldugu bulundu (Tablo 4.3). Buna karsin ¢alismamizda arastirilan 17
spesifik antikor tipinden sadece Scl-70 antikorunun anti-DFS70 pozitif hastalarda
anlamlilik diizeyine yakin derecede (p=0,006) daha yiiksek oranda bulundugu
saptandi.

Tiim ¢alisma grubunda en sik test istemi yapilan birimler romatoloji (%58,3)
ve i¢ hastaliklart (%25,5) poliklinik/klinikleri iken, test istemlerinin dagilimi anti-
DFS70 pozitif ve anti-DFS70 negatif hastalar i¢in benzerdi (Tablo 4.4.).

Tiim ¢alisma grubunda IIF mikroskopi paternleri arasinda en sik goriilen
ANA patenleri; benekli (n=1903, %68,4), sitoplazmik graniiler (n=1149, %41,3) ve
homojen (n=628, %22,6) patenler iken, DFS70 benzeri yogun ince benekli patern en
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stk goriilen dordiincii paterndi (n=467, %16,8). DFS70 benzeri yogun ince benekli
paternin anti-DFS70 izole pozitif (n=397), miks pozitif (n=143) ve negatif (n=2242)
hastalarda raporlanma oranlar1 sirasiyla %92,9, %62,2 ve %0,4 olarak bulundu.

Diger mikroskobik patenlerin goriilme sikligina gore dagilimi Tablo 4.5.'te

gosterilmistir.

Tablo 4.4. Anti-DFS70 pozitif ve anti-DFS70 negatif hastalar i¢in test istemi yapilan klinikler.

Romatoloji  I¢ hastaliklar1 Gastroenteroloji Nefroloji Dermatoloji  Alerji Diger

Anti-DFS70 1295 574 208 92 51 18 4
negatif (n=2242) %57,8 %25,6 %9,3 %4,1 %2,3 %0,8 = %0,2
Anti-DFS70 328 135 41 17 14 4 1
pozitif (n=540) %60,7 %25 %7,6 %3,1 %2,6 %0,7 = %0,2
Tiim hastalar 1623 709 249 109 65 22 5
(n=2782) %58,3 %25,5 %9 %3,9 %2,3 %0,8 = %0,2

DFS; Yogun ince benekli (dense fine speckled).

Tablo 4.5. Anti-DFS70 pozitif ve negatif hastalarda majér ANA paternlerinin dagilimu.

Anti-DFS70
: . . . . Tiim hastalar
Izole pozitif = Miks pozitif =~ Negatif (n=2782)
(n=397) (n=143) (n=2242)

Benekli 24 32 1847 1903
Grantiler (sitoplazmik) 13 28 1108 1149
Homojen 20 27 581 628
Yogun ince benekli (DFS70 benzeri) 369 89 9 467
Niikleolar 4 11 236 251
Sentromer 2 13 82 97
Periferal 1 57 58
AMA tipi 3 23 26
Niikleer noktali 22 22

Az sayida niikleer noktali 2 1 18 21
Filamentoz 2 10 12
Igsi (spindle) fiber 10 10
Sitoplazmik fibriller 2 2
Vimentin 1 2 3
Midbody 1 1
Aktin benzeri 1 1

AMA; Anti-mitokondriyal antikor. ANA; Anti Niikleer Antikor. DFS; Yogun ince benekli (dense fine speckled).

Cesitli romatolojik hastaliklarin ayirici tanisinda ve taranmasinda kullanilan
ANA testi istemleri sirasinda izole anti-DFS70 antikor pozitifligi saptanan hastalarin

hastane bilgi sisteminden elde edilen hasta sikayetleri, tan1 ve 6n tanilarini igeren
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verilerin dagilimi Tablo 4.6’da sunuldugu gibidir. Bunlar arasinda eklem agrisi olan
hastalar, diabetes mellitus tanisi veya siiphesi olan hastalar, vitamin D eksikligi olan
hastalar, RA, ¢esitli bag dokusu hastaligi ve SjS tanisi veya siiphesi olan hastalarin
siklig1 dikkat ¢ekmektedir. Anti-DFS70 antikorunun ¢ok genis bir hastalik grubunda

(6n tanilar1 da kapsamak {izere) pozitif oldugu goriilmektedir.

Tablo 4.6. izole anti-DFS70 pozitifligi bulunan hastalarda tan1 ve 6n tanilar.

Spesifik hastaliklar

Diyabetes.mellitus ve tarama 37 Sistemik lupus eritematozus | 4 Hidradenitis supurativa 1
muayenesi

Vitamin D eksikligi 36 Behget hastalig 3 | Enflamatuvar spondilopatiler = 1
Romatoid artrit 21 Raynaud fenomeni 2 Miyozit 1
Bag dokusu hastaligi 18 |Sistemik skleroz 2 Primer biliyer siroz 1
Sjogren sendromu 18 Gut 2 Ankilozan spondilit 1
Hipotiroidi 8 Vitiligo 2 Viral enfeksiyon (Herpes) 1
Psoriatrik artrit 7 Multipl skleroz 2 Akut lenfoblastik 16semi 1
Fibromiyalji 5 |Colyak hastalig1 1 Over karsinomu 1
FMF 5 Alerjik rinit 1 Meme karsinomu 1

Organ ve sistemlerin genel hastaliklar:

Deri ekleri ile ilgili

Eklem agrist 127 hastaliklar 14 Noropsikiyatrik hastaliklar 9
Karaciger hastaliklar 17 Bobrek hastaliklar 11 |Akciger hastaliklar 7
Gastrointestinal sistem : . Hematolojik hastaliklar ve

hastaliklar 16 |Kardiyovaskiiler hastaliklar = 11 splenomegali 6

Hipertansiyon 23 Dislipidemi 3
DFS; Yogun ince benekli (dense fine speckled).

Miks anti-DFS70 pozitifligi bulunan hastalara ait hastane bilgi sisteminden
elde edilen hasta sikayetleri, tan1 ve On tanilarini igeren verilerin dagilimi Tablo
4.7°de sunuldugu gibidir. Hastaliklarin dagilim sikliklara bakildiginda izole anti-
DFS70 pozitifligi bulunan hastalara benzer bir dagilim oldugu, bununla beraber nadir
goriilen hastaliklarin varligi da dikkat ¢ekmektedir. Bu veriler kesin hastalik tanilari
yaninda On tanilar1 da igerdigi icin bir nedensellik ve siklik karsilagtirmasi

yapilmamigtir.



Tablo 4.7. Miks anti-DFS70 pozitifligi bulunan hastalarda tan1 ve 6n tanilar.

Spesifik hastaliklar

Diyabetes mellitus ve tarama
muayenesi

Sjogren sendromu
Romatoid artrit
Vitamin D eksikligi
Bag dokusu hastalig1
Hipotiroidi

Sistemik skleroz

17

12
10

8

7
6
3

Ankilozan spondilit

Behget hastalig
Fibromiyalji

Idiyopatik trombositopenik
purpura

Multipl skleroz
Gut

Primer biliyer siroz

Organ ve sistemlerin genel hastaliklar

Eklem agrist

Hematolojik hastaliklar ve
splenomegali

Karaciger hastaliklar

Hipertansiyon

40

7

6
11

Deri ekleri ile ilgili
hastaliklar

Noropsikiyatrik hastaliklar

Bobrek hastaliklar:

Dislipidemi

DFS; Yogun ince benekli (dense fine speckled).

Sistemik lupus eritematozus

Psoériatrik artrit

Guillain-Barre sendromu
Sarkoidoz

Wernicke ensefalopatisi
Miller Fisher sendromu

Diskoid lupus

Gastrointestinal sistem
hastaliklar1

Akciger hastaliklari

Kardiyovaskiiler hastaliklar

53
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5. TARTISMA

Kiiresel Otoimmiin Enstitiisii’niin (Global Autoimmune Institute) 20 Subat
2024 tarihli “Otoimmiin Hastaligin Kiiresel Goriiniimii” raporuna gére otoimmiinite
geleneksel olarak gelismis bati iilkeleriyle iliskilendirilmistir (62). Bazi ¢alismalar
Kuzey Avrupa ve Kuzey Amerika gibi endiistriyel bolgelerde daha yiiksek bir
insidans oran1 gosterirken, kapsamli galismalar otoimmiin hastaliklarin kiimiilatif
olarak endiistriyel diinya niifusunun %5 ila %210'unu etkiledigini gostermektedir (62—
64). Diger calismalar, gelismekte olan iilkelerde otoimmiin hastalik prevalansinin
daha distik (65), ancak artista oldugunu (66) gostermektedir. Birlesik Krallik’ta
yiriitillen ve 22 milyon kisinin izlendigi yakin tarihli bir ¢alismada otoimmiin
hastaliklarin yaklasik on kisiden birini etkiledigi, ¢olyak hastaligi, SjS ve Graves
hastaligi gibi bazi otoimmiin bozukluklarin goériilme sikliginda ise artis oldugu
bildirilmistir (67). Ayni1 ¢alismada g¢esitli otoimmiin bozukluklarda gézlemlenen
sosyoekonomik, mevsimsel ve bolgesel farkliliklarin hastalik patogenezinde bazi
cevresel faktorlerin etkisini diisiindirdiigii  seklinde degerlendirilmistir (67).
Ulkemizdeki duruma bakildiginda yapilan galismalarn genellikle belirli hastaliklar
icin ya da bolgesel veya tek merkezli galismalar seklinde tasarlanmis oldugu ve
otoimmiin hastaliklarin iilke genelindeki prevalansini gosterir kapsamli bir veri
bulunmadigi goriilmektedir (68,69). Bununla beraber, diinya genelinde insanlarin
%5'inden fazlasinin; miks bag dokusu hastaligi, RA, ankilozan spondilit, psoriatik
artrit, SLE, SjS, SSc, atopik dermatit, Crohn hastaligi, iilseratif kolit, lupus nefriti,
dermatomiyozit, miyastenia gravis, ¢olyak hastaligi, otoimmiin tiroid, karaciger ve
mide hastaliklari, otoimmiin ndropatiler ve diger otoimmiin bozukluklar gibi yaklasik
100 farkli Kklinik durumu igeren otoimmiin hastaliklardan etkilendigi tahmin
edilmektedir (46). Immiinoloji testleri otoimmiin hastaliklarin erken ve dogru tanist
ve Klinik bulgularla birlikte hasta yonetimindeki merkezi roliinii ve Onemini
korumakla beraber, zaman igerisinde mevcut testlerin duyarliliklarin1 artirmaya
yonelik c¢aligmalar, yeni ve daha duyarli tekniklerin kullanima girmesi ve otoantikor
panellerinin genisletilmesi gibi ¢alismalarla laboratuvarlarin yetkinlik kapasiteleri
aktif bir siiregte yenilenmeye devam etmekte ve yeni ve kapsamli ¢alismalarla bu

testlerin ve spesifik parametrelerin klinik 6nemleri detaylica incelenmektedir (19).
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ANA SLE, SSc, SjS, juvenil artrit veya polimiyozit ve dermatomiyozit gibi
otoimmiin hastaliklarin olas1 gostergesi olarak ele alinmakla beraber, tek bir pozitif
ANA test sonucu her zaman otoimmiin bir hastaligin kesin bir isareti olarak kabul
edilmemektedir (15). Cin'de yapilan kesitsel bir ¢alismada, genel popiilasyonda (2-88
yas araligindaki 20.970 kisi, ortalama yas 32) HEp-2 1iF ile ANA yayginlig: 1:100
kesme degeri kullanildiginda %13,98 ve 1:320 kesme degeri kullanildiginda %5,92
olarak bulunmustur (70). Ayn1 ¢alismada ANA pozitiflik oran1 kadinlarda/kizlarda
erkeklere/erkek cocuklara gore ve yash kisilerde geng kisilere gore daha yiiksek
bulunmustur (70). ABD'de yapilan kesitsel bir ¢alismada ise, genel popiilasyonda (>4
yas 4754 birey) HEp-2 IiF ile ANA yaygmhig 1:80 kesme degeri kullanildiginda
%13,8 bulunmus, ANA yaygmliginin yasla birlikte arttigi ve ANA pozitifliginin
kadinlarda erkeklere kiyasla daha yaygin oldugu bildirilmistir (71). Almanya'da
yapilan bir kesitsel ¢alismada da, genel popiilasyonda (>20 yas 1199 kisi) yar1
otomatik HEp-2 IiF ile ANA'nin yaygimligi, 1:80'lik bir kesme degeri kullamldiginda
%33 olarak bulunmus, ANA'nin ¢ogunlugunun (%29) zayif pozitif (titre 1:80 veya
1:160) oldugu ve ANA pozitifliginin kadinlarda erkeklerden daha yaygin oldugu
bildirilmistir (72). Tim bu g¢alismalar ANA testlerinin klinik yararliig: ile ilgili
onemli bir problemin saglikli bireylerde goriilen otoantikorlar olduguna isaret
etmektedir. Genel popiilasyonun yaklasik %25'inde olgiilebilir diizeylerde ANA
pozitifligi saptanabilirken ve yiiksek titreli pozitiflik yaygmliginin %2,5’a
ulagabildigi tahmin edilmektedir (55). Laboratuvarimizda yiiriitilen 6nceki bir
calismada 19.248 IIF temelli ANA testi istemi igin pozitiflik oram %23,1 (n=4446)
olarak bulunmustur (15). Bahsedilen c¢alisma bir genel prevalans c¢alismasi
olmamakla birlikte hastanemiz popiilasyonundaki pozitiflik oranlarmin literatiirdeki

genel popiilasyon oranlarina yakin oldugunu gostermektedir.

Saglikli bireylerdeki ANA pozitifligi genellikle bilinmeyen bir 6neme sahiptir
ve ¢ogu durumda iyi huyludur. Cok sayida ¢alismadan elde edilen bulgular, ANA
6l¢iimii i¢in birgok farkli yontem kullanilmasina ragmen etnik ve irksal olarak ¢esitli
calisma popiilasyonlar1 arasinda dikkate deger bir tutarlilik gostermektedir (55).
Insan popiilasyonunda bu tiir bir otoreaktivitenin devam etmesi, ANA’ nin normal
bagisiklik tepkisinin bir bileseni olabilecegini diisiindiirmektedir. Pozitif ANA's1 olan

bireylerin ¢cogu otoimmiin bir hastaliga sahip degildir ve ¢cogunun da bir hastalik
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gelistirmesi olas1 degildir. Bununla beraber, bazi romatolojik hastaliklar i¢in klinik
oncesi hastalik evrelerinde olan bireylerin de ANA pozitif saglikli popiilasyonda
temsil ediliyor olabileceginin dikkate alinmasi gerektigi ve dahast ANA pozitif
saglikli kisilerin bir alt kiimesinin otoimmiin hastalik gelistirme riski altinda

olabilecegi iizerinde de durulmaktadir(55).

ANA testinin semptomatik bireylerden istenmesi ve dolayisiyla saglikli
bireylerden istenmemesi nedeniyle, otoimmiin hastaligi olmayan ancak farkli
hastaliklar1 olan bireylerde ANA testinin sonuglarin1 anlamak da 6nemlidir (19).
Hipertansiyon, diabetes mellitus, gut ve dislipidemi dahil olmak {izere birden fazla
tibbi sorunu olan hastalarda 1:80 seyreltmede %12 oraninda pozitif HEp-2 IiF testi
sikligr bildirilmistir (73). Solid ve hematolojik kanserli bireylerde, titre cogunlukla
1:320'nin altinda olmak {izere, %20 oraninda pozitif HEp-2 IiF testi siklig
bildirilmistir (74). Yakin zamanda yapilan bir c¢alismada ise otoimmiin dis1
hastaliklar1 olan 558 birey, 194 AARD hastas1 ve 1217 saglikli bireyde HEp-2 IiF
testinin sonuglar1 karsilastirilmis ve pozitif sonuglarin sikligi otoimmiinite dis1 farkli
hastaliklara sahip bireylerde (%18,3) saglikli bireylere (%12,3) gore daha ytliksek
bulunmustur (75). ilging bir sekilde, diisiik titreli (1:80 ve 1:160) ANA pozitifligi
saglikli bireylerde otoimmiin dis1 hastaligi olan bireylere gore daha sik goriiliirken,
1:320 titre ANA pozitifliginde ise durum tam tersinedir (75). Calismamizda izole ve
miks anti-DFS70 pozitif hastalarin mevcut hastaliklarint ve olast 6n tanilarini
gosteren Tablo 4.6 ve Tablo 4.7°de yer alan hastaliklar ve calisma grubunun yas
ortalamasinin yiiksekligi goz Oniline alindiginda diabetes mellitus, vitamin D
eksikligi, hipertansiyon, karaciger hastaliklar1 ve diger non-romatolojik hastaliklarin
yiiksek oranlar1 ANA test pozitifliklerinin 6nemli bir boliimiiniin kronik ve yasla
iligkili  hastaliklardan  kaynaklanabilecegine isaret etmekte ve anti-DFS70
antikorlarmin  izole varhiginin  bu noktada degerli bir marker olarak
kullanilabilecegine isaret etmektedir. Ulkemizde yapilan ve anti-DFS70 pozitif
hastalar i¢in benzer bir hastalik dagilimmin bulundugu yakin tarihli bir ¢alismada
vitamin D diizeyleri ile anti-DFS70 antikorlarmin birlikte goriilme siklig

arastirtlmis, ancak aralarinda anlamli bir iliski bulunamamustir (76).
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Saglikli bireylerdeki ANA pozitifligi konusu disinda hiicre i¢i antijenlerin
oldukca genis bir spektrumuna karsi yonlendirilmis antikorlar1 kapsayan ANA
pozitifligi AARD’nin ayirt edici bir 6zelligidir (24). HEp-2 IiF testi, ANA tespiti icin
en sik kullanilan rutin tarama testleri arasindadir ve ARC tarafindan ANA taramasi
onerilmektedir (45). Bununla beraber AARD'nin serolojik arastirmasi, ANA 1IF'nin
otesinde, tipik olarak otoantikor oOzgiilliiklerinin belirlenmesini, yani spesifik

antikorlarin tanimlanmasini igerir (15).

ANA pozitifligi ic¢in riskler arasinda kadin cinsiyeti ve organa spesifik
otoimmiinite yer alir (55). ANA pozitifligi ile de iligkili olarak SLE, RA ve SSc gibi
otoimmiin hastaliklar da yetigkin kadinlarda daha sik goriilmektedir (77—79). Saglikli
bireylerde ANA pozitifligi yasli bireylerde ve siklikla 65 yas iistii kadinlarda
goriilmektedir (19). Tirkiye’de yiiriitillen bir ¢alismada benzer sekilde en yiiksek
ANA pozitiflik oran1 61-70 yas araliginda bulunmustur (80). Toplam 2782 ANA
pozitif hastanin dahil edildigi ¢alismamizda katilimcilarin yas ortalamasi %51,7 olup,
kadinlarin %78,1°lik oran1 otoimmiin hastaliklar ve ANA prevalansi ile ilgili gilincel
literatiir verileri ile uyumlu géziinmektedir. Calismamizda ANA IiF pozitif 2782
hastanin 540’inda (%19,4) anti-DFS70 otoantikorlarinin varligr saptandi. Anti-
DFS70 pozitif hastalarin yas ortalamasi, anti-DFS70 negatif hastalara goére anlaml
derecede (p<0,001) daha diisiik bulundu (Tablo 4.1.). Calismalar ANA pozitif
hastalarin bir alt grubunu olusturan ve daha ¢ok saglikli kisilerde goriilen anti-DFS70
antikorlarinin geng bireylerde ve kadinlarda daha yaygin oldugunu bildirmekte olup
(24), bizim buldugumuz bu farkliligin literatiir verileri ile uyumlu oldugunu
gostermektedir. Bir diger ilging bulgu ise, calismamizda otoimmiin hastaliklar ve
ANA pozitifliginin kadinlarda daha sik goriildiigli verisine ek olarak ANA pozitif
kigilerin bir alt grubu olan anti-DFS70 pozitif hastalar arasinda kadin hastalarin
oraninin anti-DFS70 negatif hastalara gore anlamli derecede (p<0,001) daha yiiksek
olmas1 idi. Italya’da vyiiriitilen bir c¢alismada, rutin bir ANA basvuru kohortu
baglaminda anti-DFS70 antikorlarinin prevalansi tim ¢alisma grubunda %1,7 ve
ANA pozitif 6rneklerde %4,6 olarak bulunmus olup (81), bu oran bizim galismamiza
gore (%19,4) daha diisiik diizeydedir. Klinisyenlerin test istemlerindeki farkliliklar
ve ¢aligma grubunun 6zellikleri (yas gibi) ile iliskili olmast muhtemel bu farkliligin

disinda ayn1 calismada bizim verilerimize benzer sekilde anti-DFS70 pozitiflik
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prevalansi kadinlarda (%2,1, 45/2145) erkeklerden (%1,0, 10/1030) 6nemli 6l¢iide
daha yiiksek bulunmustur (81).

Hastanemizde vyiiriitiilen onceki bir ¢alismada 4446 ANA pozitif hastada
ANA ile iligkili otoantikorlardan en sik saptananlar anti-dsDNA (%9,2) ve anti-SSA
(%8,2) olarak bulunmustur (15). Otoimmiin hastaligi oldugundan siiphelenilen 98
hastadan alinan &rneklerin hem IiF hem de LIA(Line Immuno Assay) ile calisilip,
Klinik tan1 ile iliskilendirildigi yakin tarihli baska bir ¢alismada ANA profili pozitif
orneklerde en sik bulunan otoantikorlar sirasiyla anti-U1l-snRNP (%46,2), anti-
SSB/La (%44,4) ve anti-SSA/R060 (%42,6) olarak bulunmustur (50). Jeon ve ark.
tarafindan yiiriitiilen bir calismada (82) ise LIA pozitif 6rneklerdeki ANA profilinde
en yaygin otoantikorlar anti-Ro52 (%44,3), anti-SSA (%42,4) ve anti-SSB (%17)
olarak bulunmustur. Calismamizda en sik saptanan spesifik antikorlar Ro-52 (%8,1),
SSA (%7,4), PM-Scl-100 (%6,0) ve AMA-M2 (%5,6) olarak bulundu. Bu veriler
hem kendi hastanemizdeki hem de literatiirdeki verilerle belirli noktalardan benzerlik
gosterirken “calisma donemi, orneklem biiyiikliigli, calisma popiilasyonu, kit
profilinin genigligi” gibi g¢esitli faktorlerle iligkili olarak belirli noktalardan
farklilasmakta olup, SSA ve Ro-52 antikorlarinin yaygin antikorlar oldugunu
desteklemektedir. Bu durumu destekleyen bir veri olarak; ¢alismamizda 18 farkli
spesifik antijeni hedefleyen antikorlar arastirilmig olup, yine hastanemizde yiiriitiilen
diger bir ¢alismada ENA profilinde 11 farkli antijen tipine karsi olusan antikorlar
taranmis ve en sik saptanan antikorlar anti-SSA (%22,7), anti-sentromer (%12,8),
anti-RNP (%10,2) ve anti-dsDNA (%9,7) olarak bulunmustur (16). Bu tez
calismasinda ayrica anti-DFS70 pozitifligine eslik eden antikorlarin varligini
inceledik ve beklenildigi iizere saglikli bir popiilasyon olarak kabul edilen anti-
DFS70 pozitif hastalarda inceledigimiz 17 antikorun neredeyse tamamu i¢in ve Ro-
52, SSA, Mi-2 ve SSB antijenlerine kars1 olusan antikorlar i¢in istatistiksel olarak
anlaml diizeyde olmak tizere daha diisiik oranlardaydi. Belki de bu ¢alismanin 6zel
bulgularindan biri olarak diger spesifik antikor tiplerinden farkli olarak sadece anti-
Scl-70 antikoru anti-DFS70 pozitif hastalarda anlamlilik diizeyine yakin derecede
(p=0,006) yiiksekti. ANA HEp-2 hiicrelerinde niikleer homojen benzeri desenlere

neden olan otoantikorlar arasinda (anti-dsDNA, anti-niikleozom, anti-histon, anti-
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Scl-70 ve anti-DFS70) yer alan bu antikorlarin (83), birlikte goriilme sikliginin

arastirilmasi igin ileri klinik ¢aligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Tez c¢alismamizin odak noktasi olan anti-DFS70 otoantikorlar1 spesifik
otoantikorlar arasinda digerlerinden farkli olarak hastalik tanisi yerine romatolojik
otoimmiin hastaliklarin diglanmas1 ve saglikli olma yoniinde bir gosterge olmast ile
Ozel bir 6nem tasimaktadir. Brezilya'da yapilan kesitsel bir ¢alismada, 918 saglikli
bireyden olusan bir kohortta ANA prevalans1 (HEp-2 IiF ile) 1:80 kesme noktasinda
%12,9 olarak bulunmustur (84). Cogunlugunun (%53,4) titresi <1:160 olmak tizere
AARD kohortunda bu oranm %10,8 oldugu belirlenmistir. IIF paterninin saglikli ve
AARD kohortu arasinda da farklilik gosterdigi, DFS paterninin (AC-2), ANA pozitif
saglikli bireylerin %33,1'inde mevcut oldugu, AARD hastalarinin ise higbirinde
bulunmadig: bildirilmistir. Buna karsilik, homojen niikleer patern (AC-1), sentromer
paterni (AC-3) ve kaba benekli niikleer patern (AC-5) goriiniimlerinin yalnizca
AARD hastalarinda gozlemlendigi ayrica vurgulanmistir (84). Anti-DFS70
antikorlar1 ve ANA paternleri ile ilgili bulgularimizi tartismaya devam etmeden 6nce
calisma grubumuzla ilgili bir detaya bakalim. Tiirkiye’de yapilan calismalar
incelendiginde en sik ANA test istemi yapilan Klinigin romatoloji oldugu
(15,78,85,86) goriilmekle beraber, bazi galismalarda noroloji ve (23) i¢ hastaliklari
(80) gibi farkli kliniklerin 6ne ¢iktig1 goriilmektedir. Bu tez ¢alismasinda en sik test
istemi yapilan birimler romatoloji (%58,3) ve i¢ hastaliklar1 (%25,5) birimleri iken,
test istemlerinin dagilimi anti-DFS70 pozitif ve anti-DFS70 negatif hastalar i¢in
neredeyse ayni yiizdesel oranlarla benzerdi (Tablo 4.4.) ve bu nedenle ek bir
karsilastirma ve degerlendirme yapilmadi. Bununla beraber romatoloji klinigi ve
poliklinigine basvuran hastalarin yiiksek orani (tiim hastalarin %60’ma yakini)
romatolojik hastaliklarin diglanmasinda kullanilan ve tez konumuz olan anti-DFS70
antikorlarinin prevalansini ve eslik eden spesifik antikorlar ve hastalik tablolari ile
ilgili sonuglarimizin degerini arttirabilir. Bu kisa bilgiden sonra ANA paternleri
konusuna geri donecek olursak, az sayida olgunun dahil edildigi yakin tarihli bir
calismada ANA pozitif 82 hastada HEp-2 iiF ile ANA taramasinda en sik goriilen
boyanma paterni “benekli patern” (49/82, %59,8) olarak belirlenirken, bunu
niikleolar patern izlemistir (11/82, %13,4) (50). Jeon ve ark. tarafindan yiiriitiilen IiF

ve LIA test sonuglarinin karsilastirildigi bir calismada benekli desen SSc harig
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sistemik otoimmiin hastaliklarda en sik gozlenen desen olarak bulunmus, bunu
sitoplazmik desenin izledigi bildirilmistir (82). Yukarida daha once bahsedilen ve
otoimmiin olmayan hastaliklar1 olan 558 birey, 194 AARD hastas1 ve 1217 saghkh
bireyin dahil edildigi calismada paternlerin dagilimina bakildiginda otoimmiinite dis1
farkli hastaliklara sahip bireyler ve saglikli bireylerde benzer olarak; niikleer ince
benekli (AC-4) ve yogun ince benekli (AC-2) paternlerin baskin oldugu ve niikleer
homojen (AC-1), sentromer (AC-3) ve niikleer kaba benekli (AC-5) paternlerin
bulunmadig1 bildirilmistir (75). Calisma grubumuzun genelinde IIF mikroskopi
paternleri arasinda en sik goriilenler; benekli (%68,4), sitoplazmik grantiler (%41,3)
ve homojen (%22,6) patenler iken, tez calismasinin konusu olan DFS70 benzeri
yogun ince benekli patern %16,8’lik orani ile en sik goriilen dordiincli patern

olmustur.

HEp-2 hiicrelerinde IiF ile tespit edilen DFS paterninin cesitli inflamatuar
hastaliklarla iligkilendirilmesi i¢in yapilan ¢alismalar bulunsa da bu patern en sik
AARD’si olmayan bireylerde ve hatta siklikla goriiniiste saglikli olan bireylerde
goriilmektedir (24,26). Bu nedenle, IiF paterninin dogru bir sekilde tanimlanmasi ve
raporlanmas1 son derece énemlidir. HEp-2 IiF modellerini tanimlamak ve agiklamak
icin en son ve kapsamli ¢aba ICAP tarafindan yapilmistir (19,57). Baz1 iilkelerde
ulusal kilavuzlar, 6rnegin Brezilya ve Hollanda'da yapildig: gibi, ICAP fikir birligini
kendi yerel durumlarma uyarlamistir (19). Bununla beraber, 6zgiin tasarimli bir
calismada IiF yontemi ile DFS paternini dogru bir sekilde tanima dogrulugunun
diger daha klasik paternlere kiyasla onemli Ol¢iide daha diisiik oldugu ve testin
duyarliliginin %50'yi gegmedigini gosterilmistir (26). Bahsedilen ¢alismada DFS
paterninin deneyimli teknik uzmanlar tarafindan ne kadar dogru bir sekilde
tanindigin1 degerlendirmek igin internet tabanli bir anket kullanilmistir. Yiiksek
¢oziiniirliikli dijital IIF goriintiileri otomatik IIF NOVA View cihaz1 (Inova
Diagnostics, San Diego, CA) kullanilarak elde edilmis ve goriintiileri degerlendirmek
iizere 230 IiF teknisyeni davet edilmistir. Anketteki goriintiilerin dérdii daha énce
klasik ANA IIF ériintiilerine (niikleolar, sentromer, homojen ve benekli) sahip serum
orneklerinden ve goriintiilerin ikisi ise DFS IIF ANA ériintiisiine ve kemiliiminesans
immiinoassay testi ile belirlenen izole anti-DFS70 antikorlarina sahip 6rneklerden

olusturulmustur. “Homojen, DFS, sentromer, niikleolar, benekli, diger veya



62

tanimlanamaz” seklinde ¢oktan se¢meli segenckleri igeren anketi tamamlayan 230
katilimecinm 125'i HEp-2 hiicrelerinde 1iF patern tanima konusunda <1 yildan >10
yila kadar degisen farkli deneyim diizeylerine sahipti (ortalama >10 yil).
Katilimeilarm klasik ANA 1iF paternlerini dogru sekilde siniflandirmada yiiksek bir
uyumu vardi ve bu uyum sentromer i¢in %95,2'den niikleolar paternler i¢in %74,4'e
kadar degisiyordu. Ilgili ¢alismada (26), Karisik olmayan (unmixed) DFS paterni
onemli Ol¢lide daha diisiik dogrulukla tanmnmistir (~%50; p < 0,05). Dahasi,
katilimcilarin %10'dan azi hem klinik olarak ilgili ANA hem de anti-DFS70
antikorlarini i¢eren serumlardan tiiretilen miks paternleri dogru sekilde tanimlamistir.
ANA [iF’nin bu énemli duyarlihk sorununu asmak icin immiinoblot ve ELISA
teknikleri gibi daha yiiksek duyarliliga sahip yontemler gelistirilmis olup,
laboratuvarimizda da immiinoblot temelli bir test olan EUROLINE ANA profili et
Mi-2, Ku, DFS70 (IgG) testi kullanilmaktadir. Calismamizda DFS70 benzeri yogun
ince benekli paternin anti-DFS70 izole pozitif (n=397), miks pozitif (n=143) ve
negatif (n=2242) hastalarda raporlanma oranlar1 sirasiyla %92.9, %62,2 ve %0,4
olarak bulundu. Bu oranlar daha duyarl bir yontem olan immiinoblot tekniginin “IIF
ile patern goriinimii tanimlanamayan veya farkli paternlerin izlendigi hastalarda
(yaklasik %7)” izole anti-DFS70 varligimi tanimlamada daha giiglii bir ara¢ oldugu
verisini desteklemektedir. Anti-DFS70 paterninin, miks anti-DFS70 pozitifligi
bulunan hastalarin  sadece %62,2’sinde saptanmis olmasi ise eslik eden
otoantikorlarla iliskili paternlerin AC-2 paternini degerlendirmeyi gii¢lestirdigine
isaret etmektedir. SOyle ki, AARD hastalarint AARD olmayanlardan ayiran sey,
AARD hastalarinda tipik olarak ek otoantikorlar saptanirken, saglikli kisilerde ise
genellikle yalnizca artmig anti-DFS70 antikor seviyeleri saptanmasidir (24). Bu
gercek, HEp-2 IiF oriintiisiinii etkiler, ¢iinkii klasik DFS &riintiisii, anti-DFS70'in test
edilen drneklerde tek otoantikor 6zgiilliigli oldugu durumlarda yaygin olarak taninir,
ancak ek otoantikorlarin varligi tarafindan engellenebilir. Aslinda, ek otoantikorlarin
DFS paterninin taninabilir 6zelliklerine etki ederek kendi IIF boyanma paternlerini
ortaya ¢ikardigi bilinmektedir (24). Yine ¢alismamiza donecek olursak ANA IiF ile
DFS paterni raporlanan ancak anti-DFS70 immiinoblot testi negatif bulunan
%0,4’liik grupta goriilen bu farklilik degerlendirici yorumlar1 basta olmak iizere

cesitli faktorlerle iliskili olabilir. Ancak bu oranin dikkat ¢ekici diizeylerde oldukca
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diisiik olmasi “degerlendirme yapan uzmanlarin raporlama 6ncesi uyumsuz sonuglari
gdzden gegirmesi ile iligkili” olabilir. ANA IIF paternleri ve immiinoblot test
sonuglar1 geriye doniik olarak incelendiginde uyumsuzluklarin 6zellikle anti-DFS70
antikorlar1 i¢in disiik pozitiflik izlenen hastalarda ve karisik otoantikorlarin
varliginda ortaya ¢ciktig1 degerlendirilmistir. Sonug olarak, DFS ANA iiF paternini
Ozellikle de diger otoantikorlarin varliginda tanimak oOnemli bir zorluk teskil
etmektedir. Bu nedenle kesin sonuglar hekimlere bildirilmeden 6nce anti-DFS70
antikorlarinin varhiginmi dogrulamak i¢in DFS'ye 6zgii uygun antijenlerin kullanildigi
yiksek duyarlilikli immiinolojik analizlerin yapilmasi zorunlu go6ziikmektedir
(24,26). Yaygmn bir algoritma, HEp-2 IiF ile baslayan ve ardindan HEp-2 iiF
bulgularina ve klinik senaryoya gore spesifik immiinolojik testler igeren bir tarama
adimma dayanmaktadir. AC-2'nin HEp-2 ANA IiF rutininde baskin bir patern
oldugu anlayisi (ki bizim ¢calismamizda dordiincii en sik goriilen paterndi), anti-
DFS70 antikorlarmin spesifik immiinoassaylerle arastiritlmasinin antikor testinin
onemli bir bileseni olmasi gerektigini gostermektedir. Ciinkii bu yaklasim AC-2
paterninin baska bir paternle birlikte ortaya ¢iktigi durumda zorlu miks DFS70

paternlerinin dogru yorumlanmasini kolaylastiracaktir (24).

Ozetleyecek olursak, anti-DFS70 antikorlar1 ilk olarak interstisyel sistitli
hastalarin serumlarinda insan HEp-2 hiicre substrati ve fare bobregi/mide dokusu
substrat1 lizerinde ANA testi ve Western blot yontemleri kullanilarak tanimlanmigtir
ve yogun ince niikleer benekli patern sergileyen bu otoantikorlarin yeni bir otoantijen
hedefe isaret ettigi vurgulanmistir (87). Ancak, sonraki yillarda anti-DFS70
antikorlarmin belirli bir klinik durumla iligkili olmadigi, saglikli bireylerde ve
fonksiyonel, metabolik, neoplastik ve kronik inflamatuar hastaliklar dahil olmak
lizere bir dizi hastalifi olan hastalarda tespit edilebildigi gosterilmistir (24).
Gilintimiizde DFS paterninin ve anti-DFS70 antikorlarinin 6nemine iliskin son veriler
baz alinarak bu testlerin AARD'nin serolojik tanisini optimize etmek i¢in nasil
kullanilabilecegi tizerinde c¢alisilmaktadir. HEp-2 hiicrelerindeki DFS paterni,
dsDNA antikorlariyla iligkili klasik "homojen" ANA paterninden olduk¢a farklidir.
Bu, yiiksek titreli ANA pozitif saglikli kisilerde en sik goriilen paterndir. DFS
paterniyle iligkili en karakteristik spesifik antikor anti-DFS70 antikorudur (diger ad1
ile LEDGF antikoru) (88). AARD hastalarinda anti-DFS70 antikorlarinin yayginligi,
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ANA pozitif saglikl kisilerdeki yayginliga kiyasla dnemli 6l¢iide diistiktiir, yani anti-
DFS70 antikorlar1 ile AARD arasinda, Ozellikle es zamanli AARD'ye 06zgii
otoantikorlar bulunmazsa, negatif bir iliski vardir. izole anti-DFS70 antikorlar,
AARD'nin %]1'inden azinda tespit edilebilirken, saglikli kisilerin %2-22'sinde tespit
edilebilmektedir (88). Bu da izole anti-DFS70 antikoru varliginda, AARD igin ileri
testlerin yapilmast olasiligi 6nemli oOlgiide azaldigi anlamina gelir. AARD'yi
dislamaya yardime1 olan bir kriter olarak anti-DFS70 antikorlarinin 6nemi, herhangi
bir hastaliga 6zgli otoantikoru olmayan anti-DFS70 antikorlar1 pozitif saglikli
bireyler iizerinde yapilan uzun dénem (4 yillik) takip ¢alismalarinda “gdzlem stiresi
boyunca herhangi bir AARD gelismediginin gosterilmesi” ile dogrulanmistir (84).
Sonu¢ olarak, anti-DFS70 antikorlari, negatif AARD ile iliskili otoantikor
vakalarinda pozitif ANA'nin daha iyi yorumlanmasi i¢in degerli yeni biyobelirtectir
ve ANA pozitif kisilerin gereksiz sevk ve muayenelerinden kaginmak i¢in modifiye
edilmis test algoritmalarina entegre edilmesi onerilmektedir (88). Bir bagka ifade ile
serum Orneginde tek spesifik otoantikor olarak anti-DFS70 antikorlarinin bulunmasi,
SLE, SSc, idiyopatik inflamatuar miyopatiler, SjS ve MCTD dahil olmak iizere
AARD tanisini1 dislamada giiglii bir argiimandir (84,88).

Son bir veri olarak, DFS70/LEDGFp75 proteininin bir dizi insan kanserinde
asirt eksprese edilmesi ve kanser hiicresi ¢ogalmasini ve gociinii, anjiyogenezisi,
Klon olusumunu, kemoterapiye direnci ve tiimor biiylimesini destekleyen bir
onkoprotein olarak islev gordiigii de 6ne siiriilmektedir (24). Bu dogrultuda, kanser
hastalarmin genellikle timorle iliskili antijenlere karsi antikorlar tirettigi ve ¢esitli
insan kanser tiplerinde DFS70/LEDGFp75'in bir onkoprotein olarak ortaya ¢ikan
rolii géz Oniine alindiginda, kanser hastalarinda nispeten yiiksek siklikta anti-DFS70
otoantikorlar1 bulunmasinin beklenebilecegi degerlendirilmektedir (24). Bu konuda
yapilan arastirmalar arasinda prostat kanseri ve human papillomavirus iligkili
servikal kanserler yer almaktadir (24,89). Anti-DFS70 antikorlar1 en sik prostat
kanseri olgularinda bildirilmis (%17,2-22,3), daha az oranda da (%]1,8) farkh
malignitelerde tespit edilmistir (76). Anti-DFS70 antikorlarinin bildirildigi diger
maligniteler arasinda literatiirde kolon, tiroid ve meme kanseri olgulari yer
almaktadir (76). Calismamizda izole anti-DFS70 pozitifligi olan 397 hastadan ii¢

hasta kanser (akut lenfoblastik 16semi, over karsinomu, meme karsinomu) tanisi



65

almigken, miks anti-DFS70 pozitifligi olan 143 hastada herhangi bir malignite tanisi
yoktu. Bununla beraber bu olas1 iliskileri kesfetmek i¢in daha fazla galismaya

gereksinim oldugu s6ylenebilir.
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6. SONUCLAR

() DFS70 paterni ve ANA iligkili romatolojik hastaliklarin varsayilan negatif
iliskisi ve ANA IiF oriintiisiiniin yiiksek dogrulukla taninmasindaki zorluklar
temelinde, mikroskobik paternin dogru raporlanmasini saglamak igin immiinoblot
temelli testler gibi daha duyarli yontemler ile kombine degerlendirmeler yapmak bir

zorunluluk haline gelmistir.

(*) Tan1 algoritmalarina yeni testler eklemek, saglik harcamalari tizerindeki
etkisi nedeniyle belirli endiseleri giindeme getirse de romatolojik hastaliklarin tanisal
degerlendirme asamasinda bir triyaj islevi gormesi ile hastalara gereksiz ileri tani
tetkiklerinin ve takip testlerinin yapilmasinin 6niine gegmesi nedeni ile anti-DFS70

antikor testinin maliyet etkin bir yaklasim oldugu sdylenebilir.

(*) Calismamizda ANA pozitif hastalar arasinda anti-DFS70 pozitif hastalarin
orani diger bazi ¢aligmalara kiyasla yiikksek bulunmus olmakla birlikte, anti-DFS70
pozitif hastalarim anti-DFS70 negatif hastalara gore yas ortalamasimin ve kadin
cinsiyet oraninin daha yiiksek oldugu verisinin ve anti-DFS70 pozitif hastalardaki

eslik eden hastalik dagiliminin literatiirle uyumlu oldugu belirlenmistir.

(*) Anti-DFS70 antikor tespitinin uzun vadeli kullanimi esas olarak gelecekte
[iF'nin ANA testinin merkezi bir pargas: olmaya devam etmesine bagli olacaktir.
Anti-DFS70 antikorlarinin tiim ANA test algoritmalarinin degilse bile gelecekte
cogunun ayrilmaz bir pargast haline gelmesi ¢ok olasidir. Ek olarak belirli
cografyalarda anti-DFS70 antikor analizlerinin daha yiiksek pozitiflik oranlarinda
varligi testin benimsenmesini etkileyebilecegi i¢in bizim ¢alismamiz ve benzeri
caligmalarin sunacagi veriler ileriye doniik kestirimler yapmada ayrica 6nem arz

etmektedir.

() Calisma grubumuzu anti-DFS70 pozitif ve anti-DFS70 negatif hastalar
olarak iki gruba ayirarak anti-DFS70 otoantikorlarinin diger spesifik antikorlarla
birlikteligini belirlemeye ¢alistik. Calisma sonuglarimiz beklenildigi lizere saglikli
bir popiilasyon olarak kabul edilen anti-DFS70 pozitif hastalarda inceledigimiz diger

spesifik antikorlarin neredeyse tamaminin daha diisiik oranlarda pozitif oldugunu
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ortaya koyarken, diger spesifik antikor tiplerinden farkli olarak anti-Scl-70 antikor
pozitifliginin anti-DFS70 pozitif hastalarda dikkat cekici sekilde yiiksek oldugunu
ortaya koydu. Bununla beraber bu otoantikorlarin tekli ve miks varsayilan klinik

iliskileri hakkinda daha fazla bilgi edinmek i¢in daha fazla calismaya ihtiyac vardir.

() Anti-DFS70 pozitif hastalarin klinik tani1 ve 6n tanilarini izole antikor
pozitifligi ve miks antikor pozitifligi baglaminda inceledigimiz bu ¢alismada elde
ettigimiz veriler nadir bir durum olsa da anti-DFS70 pozitifliginin romatolojik ve
romatoloji dis1 kronik hastaliklar dahil olmak {izere ¢esitli hastalik tablolar1 ile
birlikteligi ve olgularin yaklasik dortte birinde miks antikorlarin varligi nedeni ile
anti-DFS70 antikorlarinin pozitifligi ile beraber yiiksek klinik siiphe varliginda
hastalarin belirli bir siire izlem altinda tutulabilecegini, bununla beraber anti-DFS70
antikorlarinin birkag¢ yi1l boyunca ¢ogunlukla stabil kaldiginin da dikkate alinmasi

gerektigini degerlendirmekteyiz.
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EK 1: T.C. Saghik Bilimleri Universitesi, Giilhane Saglik Bilimleri Enstitiisii’niin
21.11.2023 tarih ve 209(29) sayili toplantist 3591 sayili Yonetim Kurulu Karari.

EK 2: Ankara Valiligi il Saglik Miidiirliigii Giilhane Egitim ve Arastirma Hastanesi
Saglik Uygulama Arastirma Merkezi Bilimsel Arastirma Degerlendirme Kurulu
(BADEK) ve Egitim Planlama Kurulu (EPK)’nun 24.01.2024 tarih ve 2 nolu kurul
karar1.

EK 3: Saglik Bilimleri Universitesi Giilhane Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu
27.02.2024 tarih ve 2024/02 toplanti numarali ve 2024/95 sayili karari.
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EK 1: T.C. Saghik Bilimleri Universitesi, Giilhane Saglik Bilimleri Enstitiisii’niin
21.11.2023 tarih ve 209(29) sayili toplantis1 3591 sayili Yonetim Kurulu Karari.
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SAGLIK BILIMLER! UNIVERSITESI
GULHANE SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

ANKARA
GULHANE SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
YONETIM KURULU KARARI
Toplanti Tarihi . 21,11.2023
Toplanti Sayisi 1 209(29)
Karar Sayisi : 00003591

Tibbi Mikrobiyoloji yiksek lisans programi 6grencisi Seving KARABULUT'un tez konusu
gnerisi, Gulhane Saglik Bilimleri Enstitisi Yonetim Kurulu'nun 21,11.2023 tarih 209(29) sayili
oturumunda oy birligiyle kabul edildi.

Ogrencinin:

Adi Soyadi Statiisii Tez Konusu

i
|

Seving Yuksek Antinitkleer antikor testi yapilan hastalarda anti-DFS70 antikorlarinin
KARABULUT | Lisans prevalansi ve otoimmun antikor profilinin aragtiriimasi

YANFTIM KURULU
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EK 2: Ankara Valiligi il Saglik Miidiirliigii Giilhane Egitim ve Arastirma Hastanesi
Saglik Uygulama Arastirma Merkezi Bilimsel Arastirma Degerlendirme Kurulu
(BADEK) ve Egitim Planlama Kurulu (EPK)’nun 24.01.2024 tarih ve 2 nolu kurul

karar1.
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Giilhane Lgitim ve Ay

aytirma Hastanes s

Savi li-Stth74m-7t)u.3 35570565
Konu 24._()I .2!]2.4 Tarihli Bilimsel Araghirma
Degerlendirme Kurulu (RADEK) ve

}":ﬁ.\ilim Planlama Kuruly (EPK)Y Kararlan

30.01.2024

DAGITIM YERLERINE

Giilhane Egitim ve Arastirma Hastanesi Saglk Uygulama ve Arastirma Merkezi Bilimsel Arastirma
DeZerlendime Kurulu (BADEK) ve Egitim Planlama Kurulu (EPK)nun 24.01.2024 warih ve 2 no'lu kurul
Kararlan EK'te sunulmustur.

Geregiini bilgilerinize arz/rica ederim.

Dog. Dr. Soner YILMAZ
Bashekim Yardimeisy

Ek:
1. 24.01.2024 Tarthli BADEK Kararlan
2. 24.01.2024 Tarihli EPK Kararlan

Dagitim:

Genel Cerrahi Klinigi

Ontopedi Ve Travimatoloji Klinigi

Sualu Hekimligi Ve Hiperbarik Tip Klinigi

Cocuk Saglifn Ve THastahiklan Klinigi

Tibbi Mikrobiyoloji Klinigi

Duhiliye Yogun Bakim Klinigi

Romatoloji Klinigi o
Enfeksiyon Hastaliklart Ve Klinik Mikrobiyoloji
Klinigi o

Kadin Dogum Hastahklars Ve Dogum Klinigi
Niikleer Tip Klinigi o
Cocuk Ve Ergen Ruh Saghi Ve Hastaliklan Klinigi
Bevin Ve Sinir Cerrahisi Kliniga
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EK 3: Saglik Bilimleri Universitesi Giilhane Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu
27.02.2024 tarih ve 2024/02 toplanti numarali ve 2024/95 sayili karari.

TG
SAGLIK BILIMLERI UNIVERSITESI
Giilhane Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu

Sayr : 46418926 27.02.2024
Konu : Giilhane Bilimsel Arastirmalar Etik Kurul Kararlari

ARASTIRMA PROJESI DEGERLENDIRME RAPORU

TOPLANTI TARIHI  :27.02.2024

TOPLANTI SAATI : 13:30 (toplant1 online yapilmistir)
TOPLANTI NO 1 2024/02

PROJE/ KARAR NO :2024-95 (Degerlendirilme Tarihi: 27.02.2024)

Universitemiz Giilhane Tip Fakiiltesi, Giilhane Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda gérevli Dog¢. Dr. Tugrul HOSBUL'un sorumlu arastirmaci, Yiiksek
Lisans Ogrencisi Biyolog Seving KARABULUT'un yardimeci arastirmaci oldugu, 2024/95 kayit
numarali, "Antiniikleer Antikor Testi Yapilan Hastalarda Anti-DFS70 Antikorlarimin Prevalansi
ve Otoimmiin Antikor Profilinin Arastirilmasi’" bashkh yiiksek lisans tezi proje Onerisi,
arastirmanin gerekge, amag, vaklasim ve yontemleri dikkate alinarak incelenmis olup, etik a¢idan
uygun bulunmustur. Rica ederim.

Sira No Unvam ve Adi/Soyadi Kuruldaki Gorevi imza
1 Pvrof. Dr. Ahmet COSAR Baskan
2 Prof. Dr. Alper GOZUBUYUK Bagkan Yardimcisi
3 Prof. Dr. Selahattin BEDIR Uye
4 Prof. Dr. Levent KENAR Uye
5 Prof. Dr. Ali Kagan COSKUN Uye o
6 Prof. Dr. Hiiseyin Levent YAMANEL | Uye
big Prof. Dr. Fulya TOKSOY TOPCU Uye
8 Prof. Dr. Gillten GUVENC Uye
9 Prof.:Dr. Dilek YILDIZ Uye
10 Prof. Dr. Eda PURUTCUOGLU Uye
11 Prof. Dr. Mehmet Erhan YUMUSAK Uye
12 Prof. Dr. Umut BEYLIK Uye
13 Prof. Dr. Onur ERDEM Uye
14 Dog. Dr. Serkan PEKCETIN Uye
15 Dog. Dr. Asiye Cigdem SIMSEK Uye
16 | Dog. Dr. Sait YESILLIK Phia 1
17 | Dog. Dr. Nezehat Ozgiil UNLUER Oye 1
18 Dog. Dr. Eray Serdar YURDAKUL Uye . o 1
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OZGECMIS VE ILETISIM BILGILERI

A. KiSISEL BILGILER

Adi Soyadi Seving KARABULUT
Dogum Yyeri ve tarihi

Uyrugu

Medeni durumu

Askerlik durumu -

Telefon numarasi
Adres

E-posta adresi

B. EGITiM BIiLGILERI

Yil Boliim Okul adx

Saglik Bilimleri Universitesi
Giilhane Saglik Bilimleri Enstitiisii
Hitit Universitesi

2017-2020  Biyoloji Fen Edebiyat Fakiiltesi Lisans

2021-2022 | Tibbi Mikrobiyoloji Yiiksek lisans

2007-2009  -aboratuvar ve Anadolu Universitesi Acikdgretim Fakiiltesi ~ On lisans
Veteriner Saglik Pr.

1993-1996 Lise Haci Mehmet Sabanci Lisesi Lise

C. IS TECRUBESINE AiT BILGILER

Tarih Arahg: Kurum Gorev
2010-2016 Giilhane Askeri Tip Akademisi Laboratuvar Teknikeri
2016- devam Giilhane Egitim ve Aragtirma Hastanesi Laboratuvar Teknikeri

D. ARASTIRMALARLA iLGILI BILGILER

1. Yayinlari

Kemal TEKIN, Hasan KARAKUS, Seving KARABULUT, Fatih SAHINER, Ramazan GUMRAL.
Immiinoloji Laboratuvarinda Akilct Test Se¢imi: Antiniikleer Antikor (ANA) istemlerinin ve
Sonuglarinin Diger Testler ile Birlikte Incelenmesi. Choosing Wisely in Immunology Laboratory:
Reviewing of Antinuclear Antibody (ANA) Test Requests and Results Together with Other Tests. Life
Med Sci. 2023; 2(3): 125-36. doi: 10.54584/Ims.2023.38 [Arastirma Makalesi]



