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1 GIRiS

1.1 immiin Sistem

Immiinoloji, immiin sistemin ve viicuda yayilan patojenlere verdigi yanitlarmin
incelendigi bir daldir. Immiinite, hastaliga 6zellikle enfeksiyon hastaliklarina karst
direng olarak tanimlanir. Enfeksiyonlara kars1 savunmay1 saglayan hiicreler, dokular
ve molekiillerin toplamina immiin sistem adi verilir. Bu hiicrelerin ve molekiillerin
enfeksiyona yol acan mikroorganizmalara kars1 diizenli olarak verdikleri tepkiye ise

immiin yanit denir (Abbas ve Lichtman, 2007, s.:1-8).

Immiin sistem; ‘Dogal Bagisiklik’ ve ‘Edinilen Bagisiklik’ olmak iizere ikiye ayrilir.
Edinsel bagisiklikta; degisik hiicre ve molekiillerin olusturdugu, hiicre i¢i ve hiicre
dist mikroorganizmalara karsi savunma; hiicresel (T lenfositler araciligl ile) ve
humoral immiinite (B lenfositler araciligi ile) ile saglanir. Humoral immiinite, B
lenfositlerin iirettigi antikor denilen proteinlerden olusur. Antikorlar dolagima ve
mukoza sivilarima salgilanarak kanda, gastrointestinal ve solunum yollar1 gibi
mukoza organlarinin liimenlerinde mevcut olan mikroplar1 ve mikrobik toksinleri
etkisiz hale getirirler. Immiin sistemin tiim bu goérevleri yerine getirirken ki en
onemli 6zelligi birgok mikroorganizmaya karsi immiin yanit olustururken bireyin 6z

antijenlerine kars1 yanit olusturmamasidir (Abbas ve Lichtman, 2007, s.:161-176).

1.2 Immiinolojik Tolerans

Tolerans, belli kosullar altinda, 6z antijen reseptorlerinin etkilenmesi sonucunda
lenfositlerin aktive olmasi yerine dlmeleri veya cevapsiz kalmalaridir. Immiinojenik

tolerans, antijenin uyardigi immiin cevaptaki inhibisyon olarak da tanimlanabilir.



Toleransa neden olan antijenlere ‘tolerojenler’, immiin cevaba yol aganlara
‘immiinojenler’ denir. Normal kosullarda biitin 6z antijenler tolerojendir.
Immiinojenik antijenler ise spesifik immiiniteyi uyarirlar ve bu antijenlerle

tekrarlanan karsilagsmalar sonucunda sekonder immiin cevap artar (Tokgdz, 1997).

1.2.1 B Lenfostilerin Tolerans Mekanizmalari

Olgunlasmamis B lenfositler, kemik iliginde 6z antijenlere kuvvetli baglanirlarsa, ya
negatif secilim yoluyla oldiirtiliirler yada reseptorlerinin 6zgiilliigiinti degistirirler. B
lenfositler, kemik iliginde 6z antijenleri tanidiginda, immiinglobulin (Ig) genleri
yeniden diizenlenerek yeni bir immiinglobulin hafif zinciri yapabilirler. Boylece bu
yeni hafif zincir daha 6nceden diizenlenmis agir zincirle birleserek 6nceki 6z antijene
0zgiil olmayan yeni bir algaca doniisebilir. Bu olay yeniden diizenlenme (receptor

editing) dir.

B lenfosit gelisimi sirasinda merkezi tolerans mekanizmasinin bozulmasinin
otoimmiiniteye yol agmasi olasidir (Abbas ve Lichtman, 2007, s.:161-176). Patojenik
otoantikorlarin iiretimi, 6z antijenlere karsi toleransin bozulmasmin onemli bir

isaretidir.

1.3 Otoimmiinite, Otoantikorlar ve Otoimmiin Hastahklar

Otoantikorlar, viicudun kendi 6z antijenlerine kars1 olusur, oysa ki immdiin sistemde
gorevli hiicrelerin ‘Tolerans mekanizmasi’ ile caligmasi beklenir. Otoantikorlar,
bireylerde sistemik otoimmiin romatolojik hastaliklarin (veya organ spesifik
otoimmiin hastaliklarin) belirteci olabilecekleri gibi, saglikli bireylerde de

bulunabilirler (Solomon ve ark, 2002). Otoantikorlar, dogal ve patojenik



otoantikorlar olarak iki gruba ayrilir. Fritzler’e (2008) gore otoantikorlarin
fonksiyonel rolii kesinlik kazanmamistir; bazi otoantikorlar patojenik, bazilari
hastaliga spesifik ve bazilari ise ilerde olusacak hastaliga isaret edebilecek yapidadir.
Dogal otoantikorlarin, insan serumunda diisiik konsantrasyonlarda bulunan ve
herhangi bir organa spesifik olarak olusmayan ozellikte oldugu ileri siiriilmektedir
(Gleicher ve ark, 2007). Hatta baz1 dogal otoantikorlarin koruyucu etkileri oldugu da
diistiniilmektedir (Shoenfeld ve Toubi, 2005; Shoenfeld ve Poletaev, 2005).

Patojenik otoantikorlar ise, 6z antijenlere kars1 toleransizligin gostergesidir.

Otoimmiin hastaliklarin olusmasina; genetik, ¢cevre, hormonlar, stres ve immiinolojik
faktorler gibi birden c¢ok degisken neden olabilir. RA’l, SLE’li, Fibromiyalji
Sendrom’lu ve Jivenil Kronik Artrit’li hastalarin (Herrmann ve ark, 2000)
%80’ninin, bu otoimmiin hastaliklarin olusmasindan once duygusal stres yasadigi
ileri siirtilmektedir (Stojanovich, 2009). Cocukluk caginda yasanan travmatik stresin,
yetiskin donemde otoimmiin hastaliklarin olusmasini arttirdig1 yoniinde ¢aligmalarda
mevcuttur (Dube ve ark, 2009). Bu sekilde toleransin bozulmasinda, en ¢ok da
cevresel faktorlerin ve takiben genetik degisimlerin etkisi gosterilebilir (Elkon ve
Casali, 2008). Genetik degisiklikler, periferal ve immiin sistemdeki lenfositlerin
otoreaktivitesini degistirir. Farkli kosullarda yasayan, genetik olarak benzer
popiilasyonlarda yapilan ¢alismalar otoimmiin hastaliklarin ortaya ¢ikisinda ¢evresel
faktorlerin 6nemini gostermistir. Monozigotik ikizlerde bile ayni hastaligin goriilme
sikligimin - %50’lilerde kalmasi ve etnik kokenden bagimsiz olarak hastalik
insidansinin belirli cografi bolgelerde yagamayla artmasi sonugta tetikleyici ¢evresel
faktorler iizerinde arastirmalarin yogunlasmasini saglamistir. Cevresel faktorler
igerisinde en ¢ok iizerinde durulan konu enfeksiyonlardir. Enfeksiyonlarin otoimmiin
hastaliklarin gelisimi tizerinde iki yonlii etkisi vardir. Enfeksiyonlarin otoimmiin
hastaliklarin olusumunu tetikleyebilecegi gibi, son yillarda giderek artan sayida veri,
baz1 enfeksiyonlarinda otoimmiinitenin gelisimini 6nledigi diisiindiirmektedir (Dogu,

2005).



Self toleransin islev gormemesi ve otoantikor iretimi, otoimmiin hastaliklarin
olugmasina sebep olacaktir. Olugsan otoimmiin hastaliklar sonucu otoantikor aracili

doku hasari ortaya ¢ikmaktadir.

Otoantikorlar, hiicrenin ¢esitli antijenik yapilarina karsi olusabilmektedir. Sistemik
otoimmiin hastaliklarda mevcut olan otoantikorlarin biiyiik boliimii, bu hastaliklarin
ayirt edici tanisinda kullanilabilir. Otoimmun hastaliklarin ¢ogunda self reaktif T
hiicreler esas olaylarin baslaticisi ve ylriitiiclistidiir fakat T hiicrelerin saptanmasi zor
oldugu icin otoimmun hastalik aragtirmalarinda, serum Orneklerinden otoantikor
tayini daha rutin bir yaklasimdir (Aydintug, 2005). 1960 ve 1970’lerde, bir¢ok
arastirmaci, sistemik otoimmiin hastaliklarin tanisi i¢in otoantikorlar ile c¢aligilmasi
konusunda anlagmis ve bazi immiinolojik hastaliklarin tanisinda otoantikorlarin ¢ok
onemli klinik belirtegler oldugu konusunda hem fikir olmuslardir (Chan ve ark,
2007). Niikleer ve sitoplazmik bir¢cok otoantikor karakteristik olup, teshiste oldukca
yararlidir (Hong ve ark, 2003). Titre ve boyanma sekline dayali pozitif ANA tarama
testini mutlaka ekstrakte edilmis hiicre antijen (ENA) testi takip etmelidir
(Damoiseaux ve Tervaert, 2005). Eger ANA tarama testi negatif ¢ikarsa, diger
tanimlama testlerinin yapilmasia biiylik 6lgiide gerek olmayacaktir (Stinton ve

Fritzler, 2007).

1.4 Anti-Niikleer Antikorlar ve Klinik Onemi

Anti niikleer antikorlar (ANA); hiicre c¢ekirdegindeki yapilara karst olusan
antikorlara verilen genel isimdir. ANA’lar ¢ogunlukla sistemik otoimmiin
hastaliklarin teshisinde kullanilir (Bagnasco ve ark, 2007). ANA testlerinde hiicre
¢ekirdeginin yani sira hiicre sitoplazmasindaki bazi antijenlere karst olusan
otoantikorlar1 da saptamak miimkiin olur. Hedef antijenler genelde; hiicre yapisinda
bulunan ¢esitli niikleoproteinler, enzimler, dogal ve denatiire olmus DNA, histonlar,

RNA ve riboniikleer proteinler, ¢oziilebilen hiicresel reseptorler ve mitoz ile iligkili



proteinler olabilmektedir. Niikleer antijenik yapilara karsi olusan otoantikorlar

genellikle immunglobulin G (IgG) sinifi antikorlardir (Aboyussef, 2004).

Hiicrenin ¢ekirdeginde veya sitoplazmasinda bulunan self antijenlere karsi olusan
otoantikorlar, indirekt immiin floresan (IIF) yontemi ile tayin edilebilir. Indirekt
immiin floresan testi ANA’larin rutin tayininde, ilk olarak tanimlandiklart 1954
yilindan beri yaygin olarak kullanilmaktadir. Substrat ¢cok degisken olabilmekle
birlikte, genelde insan epitelyum hiicreleri-2000 (Hep-2) hiicreleri kullanilmaktadir
ve bu sayede SLE ve Sjogren sendromunun tanisinda yiiksek duyarlilik elde
edilebilir (Hoffman ve ark, 2002). Testte hayvanlara ait (maymun, sigan, fare gibi)
karaciger, bobrek, mide doku kesitleri substrat olarak kullanilmis olup, giiniimiizde
Hep-2 hiicreleri daha yaygin kullanilmaktadir. Hiicre siklusunun degisik
asamalarinda eksprese olan antijenlere karsi olusan otoantikorlar, bu tip hiicre
kiiltiirlerinde kolaylikla saptanabilir (Muro, 2005). ANA IIF yonteminde niikleus ve
sitoplazmik otoantikorlar, sayis1 otuza yakin farkli boyanma modeli gosterir.
ANA’lar genelde, hiicre c¢ekirdeginde bulunan protein ve niikleik asitleri hedef
almaktadir (Ganapathy ve Casiano, 2003). Bu hiicreler diiz cam yiizeylere etanol
veya asetonla fiske edilir ve bu sekilde inkiibasyon sirasinda otoantikorlarin hiicre
icine girmeleri miimkiin olur. Cam yiizeye fiske edilmis substrat {izerine diliie
edilmis test serumu eklenir ve inkiibasyona siiresi boyunca, substrat iizerindeki
antijenler ile serum igindeki otoantikorlarin baglanmasi saglanir. ‘Fluorescein
IsoThioCyanate (FITC)’ ile konjuge ikinci bir antikor (IgG, IgA, IgM gibi) olan
konjugat ile bu baglanma floresan mikroskopta goriinlir hale getirilir ve
degerlendirilir. Indirekt immiin floresan boyanma modelleri, degisik antikorlarin
mevcudiyetini gostermektedir. Ornegin; Homojen boyanma tipi; histon, ¢ift zincirli

DNA (dsDNA) ve/veya niikleosomlara karsi otoantikorlarin varligini gosterir.

Indirekt immiin floresan c¢alismalarinda belli boyanma sekilleri olusturan bazi
antikorlar, sistemik otoimmunopatilerin karakteristik 6zelligidir. Birgok durumda bu
otoantikorlar, onlarla iligkili  hastaliklar icin 6n bir klasifikasyon saglarlar
(Burmester ve Pezzutto, 2006, s.:182). Fritzler (2008), bir¢ok calismada, spesifik

otoantikorlarin 6n klinik asamada saptanabildigini ve otoimmiin hastaliklarin



olugmasinda gosterge olabilecegi ama risk tayininde ve 6n klinik taramada suan i¢in

genis capli kullanilmadigini ileri stirmiistiir.

Romatolojik hastaliklarin tanisinda ANA testinin yararli oldugu bildirilmistir
(Appleby, 2007). Konnektif doku hastaliklar1 karakteristik otoantikorlarin varlig ile
iligkilidir (Burmester ve Pezzutto, 2006, s.:182).

Romatolojik hastaliklarda ve saglikli insanlarda ANA pozitiflik oranlar1 Cizelge
1.1°de (Kavanaugh ve ark, 2000), otoantikora spesifik ANA (IIF) boyanma modelleri
ve hastaliklarla iligkileri Cizelge 1.2°de gdsterilmistir.

ANA pozitifliginde kendini gosteren otoantikor varligi; ELISA, immiinblot ve

benzeri yontemlerle teyit edilebilir.

Anti niikleer antikorlar, ¢cok cesitli hastaliklarda ve saglikli bireylerde, 6zellikle ileri
yaslarda tesbit edilebilir. Anti niikleer antikor pozitifligi gorebilecegimiz hastaliklar;
aktif SLE (%95-100), ilag ile indiiklenmis SLE (~%100), skleroderma (%60-80),
Sjogren sendromu (%40-70), romatoid artrit (%30-50) dir (Kavanaugh ve ark, 2000).



Cizelge 1.1. Romatolojik Hastaliklarda ve Saglikli Bireylerde ANA Pozitiflik

Oranlar1 (Kavanaugh ve ark, 2000)

Hastalik ANA Porzitiflik Oram (%)
Tani1 igin ANA testinin ¢ok yararli oldugu hastaliklar:
SLE 95-100
Sistemik Sklerozis (Skleroderma) 60-80
Tan1 icin ANA testinin bazen yararli oldugu durumlar:
Sjogren sendromu
: o L 40-70
Idyopatik inflamatuvar miyozit
L S 30-80
(dermatomiyozit veya polimiyozit)
Hastaligin takibi ve prognozunda ANA testinin yararli
oldugu durumlar:
Uveyitle birlikte olan juvenil kronik 20-50
oligoartikiiler artrit
Raynaud fenomeni 20-60
Pozitif ANA test sonucunun tani kriterlerinden biri
oldugu hastaliklar:
ilaca bagh SLE ~100
Otoimmiin karaciger hastalig1 ~100
Yumusak bag dokusu hastalig1 ~100
Tani i¢in ANA testinin yararli olmadig: hastaliklar:
Romatoid Artrit 30-50
Multiple skleroz 25
Idyopatik trombositopenik purpura 10-30
Tiroid hastaliklari 30-50
Diskoid lupus 5-25
Infeksiyon hastaliklari Degisken
Maligniteler Degisken
Silikon meme implantli hastalar 15-25
Fibromiyalji 15-25
Saglikli insanlar:
ANA Titresi > 1:40 20-30
>1:80 10-12
>1:160 5
>1:360 3

Cizelge 1.2.

Hastaliklarla Iliskileri (Elkon ve Casali, 2008)

Otoantikora Spesifik ANA (IIF) Boyanma Modelleri Ve

Otoantikor Boyanma Modeli

Hedef Organ veya Antijen

Birlikte Bulundugu Hastalik

Homojen /Diffiiz dsDNA, Kromatin, histon SLE, DIL, SSc, NLS
Periferal/rim Niikleer zar SLE, APS, AH
PM/Scl(75 ve 100)Fibrillarin (U3-
Niikleoar RNP), RNAP I/I1I, NOR 90 dcSSc, SLE, PM, RP
(hUBF)
Sm, RNP, SSA/Ro, SSB/La,
Benekli PCNA, RNA Polimeraz II, III, U1- SLE, SSc, SJ;’LBSCTD’ SCLE,
RNP Topol, Ku, Mi-2
Sentromer CENP-A, B, C RP, 1¢SSc
Mitotik apparatus CENP-F, MSZA(_I—zl;l?g L;.l;/IA 1, NuMA SLE, SjS
PCNA PCNA SLE
Hiicre organelleri; Ribozomlar,
mitokondri, lisosomlar, Golgi
Sitoplazmik kompleksi, GW cisimleri, tRNA PM, DM, SLE, SjS, PBC, SSc

sentetaz, Jo-1, PL-7, PL-12, RibP
proteinleri, Po, P1, P2, SRP




1.4.1 ANA IIF Testinde Hiicre Cekirdeginde Gozlenen Boyanma Sekilleri ve
Hastalklar fle iliskileri

ANA IIF yonteminde hiicre ¢ekirdeginde otoantikorlarla iliskili ¢esitli boyanma
sekilleri gozlenebilir (Sekil 1.1).

Homojen: Histon, dsDNA ve/veya niikleozomlara (histon ve DNA

kompleksi) kars1 otoantikorlarin varligini gosterir (Muro, 2005). Bu boyanma

sekli SLE, ilacla indiiklenmis lupus, romatoid artrit, juvenile kronik artrit ve

sistemik skleroz gibi hastaliklarda tespit edilebilir.

Niikleer Membran: Otoantikorlar, niikleer membrandaki laminlere (A, Bl,

B2, C) gpl120 gibi niikleer pore kompleks integral proteinlerine, laminle
birlikte bulunan proteinlere (LAP 1A, LAP 2) karsidir. Kronik hepatit,

vaskiilitler, trombositopeni ve SLE gibi miks tip kronik otoimmiin

hastaliklarda tespit edilirler. (Kavanaugh ve ark, 2000).
Benekli :

L.

II.

I1I.

IV.

Biiytik Benekli (Niikleer matriks): Otoantikorlar baslica heterojen
niikleer riboniikleoproteinlere (hnRNP) karsi olabilir, SLE, RA ve
MCTD gibi hastaliklarda (hnRNP-A1, A2, B2) ve sklerodermada
(hnRNP-C1, C2 ve I)

Kaba Benekli: Sm ve Ul-snRNP’e karsiotoantikor varsa gozlenen bir
boyanma modeli olup; MCTD ve SLE’de tesbit edilebilir.

Ince Benekli: Bu boyanmada antikorlar SSA (Ro), SSB (La), RNA
Polimeraz II ve III, Ku, Ki ve Mi-2’ye kars1 olabilir. SLE, sjogren,
skleroderma, myositis ve MCTD gibi hastaliklarda gozlenir.

Yogun Ince Benekli: Antikor, ~75kd’luk lens epitelyum kaynakli
biliylime faktoriine (LEDGF) kars1 olup, saglikli kisiler, alopecia areatali
ve atopik dermatitli hastalarda goriilebilmektedir. (Watanabe ve ark,
2004; Tutkak ve ark, 2008; Okamoto ve ark, 2004; Sugiura ve
ark,2007).



V. Sentromer: Bu antikorlar CENP-B, -A, -C ve daha nadir olarak CENP-
D’ye karsidir. CENP-F antikorlar1 bu boyanma seklini gostermezler.
Sentromer boyama sekli CREST sendromu, primer biliyer siroz,
Raynoud’s fenomeninde saptanabilir.

Niikleolar:

I. Niikleolar Homojen: Bu boyanma sekli anti Th/To antikorlar1 olarak
bilinir ve 40kDa’luk iki kiigiik riboniikleoproteinlere karsi oldugunda
gozlenebilirler. Th/To antikorlar1 sistemik sklerozis, SLE, polimiyozitis
ve romatoid artritte saptanabilir.

I. Niikleolar Kiime: Sistemik sklerozis icin yiiksek spesifiklikle hastalarin
%S5’inde ve pulmoner hipertansiyonda goriiliir.

III. Niikleolar Benekli: SLE, RA ve MCTD’de de gézlenen RNA Polimeraz
I (RNAP) kompleksine kars1 antikorlar1 gosterilebilir.

1.4.2 ANA IIF Testinde Hiicre Sitoplazmasinda Gozlenen Boyanma Sekilleri ve

Hastaliklar Tle iliskileri

ANA IIF yonteminde hiicre sitoplazmasinda otoantikorlarla iligkili ¢esitli boyanma

sekilleri gozlenebilir (Sekil 1.2).

Sitoplazmik Ince Benekli: Aminoagil-tRNAsentetazlara (jo-1, PL7, PL12)
karst olup idyopatik (otoimmiin) miyozitis (polimiyozit/dermatomiyozit,
overlap sendromunda miyozitis, yumusak bag dokusu hastaliklari) igin
diyagnostik belirtectir. Anti Jo-1 (histidil-tRNA sentetaz) ve anti-EJ (glisil-
tRNA sentetaz antikorlar1 klinik miyozit gelismeden 5 ay Onceden tespit
edilebilmektedir. (Bizzaro, 2007 ; Sarkar ve Miller, 2004).

Sitoplazmik Biiyiik Benekli:  boyanma sitoplazmaya yayilmis olup

lisosomlar ve endosom gibi organellere kars1 otoantikorlar1 gosterir.
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Sitoplazmik Kaba Benekli Ipliksi (Mitokondri): Boyanma cogunlukla
M2’ye karsi gozlenir ve primer biliyer karaciger sirozu, diger kronik
karaciger hastaliklari, SLE ve sistemik sklerozda goriilebilirler.

Sitoplazmik Homojen: Otoantikorlar ribozomal P fosfoproteinlerden PO, P1
ve P2’ye kars1 ve diger antijen hedefleri 28S Trna , S10, JA, L12 ve L5/5S’ye
kars1 olusurlar. Bazen dsDNA antikorlarinin yoklugunda SLE’li hastalarin
%10-20’sinde tesbit edilebilirler.

Sitoplazmik Golgi: SLE,Sjogren sendromu ve diger kronik romatolojik
hastaliklarda saptanabilir. Sitoplazmanin periniikleer bolgesinde diizensiz
graniiler boyanma ile karakterizedir (Muro, 2005).

Sentriol: Skleroderma, CREST, ve Sjogren sendromu ve diger otoimmiin
hastaliklarda saptanabilir.

Midbody: Mitotik hiicrelerin midbody kisminda bulunan proteinler olup
¢ogu halen tam olarak tanimlanamamistir, bu otoantikor sistemik skleroz ve

Raynaud fenomeninde goriilebilmektedir.
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Homojen Boyanma (Serum No: 437) Niikleolar Boyanma (Serum No: 74)

Benekli Boyanma (Serum No: 411) Midbody (Serum No: 294)

Az Noktali Boyanma (Serum No: 5) Sentromer (Serum No: 8)

Sekil 1.1. ANA IIF (Hep 2010) Pozitif Niikleer Boyanma Gosteren Ornekler
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Sitoplazmada Fibriller Tarzda Boyanma (Serum No: 320) Sitoplazmada Benekli Boyanma (Serum No: 259)
Tropomiyozin (Serum No: 220) Golgi (Serum No: 122)

Sekil 1.2. ANA IIF Pozitif Sitoplazmik Boyanma Ornekleri

1.5 LEDGF/ Anti-DFS 70 Otoantikoru

Anti-DFS70 otoantikorunun olusturdugu boyanma modeli, ANA IIF tarama testi ile
saptanabilmektedir. Boyanma sekli, mitotik hiicrelerin kromozomunun ve
interfazdaki niikleusun yogun ince benekli boyanma gostermesi ile karakterizedir
(Sekil 1.3). Bu boyanma sekli, belirgin bir sekilde homojen ve yogun ince benekli
boyanma tipinden ayirt edilebilmektedir (Watanabe ve ark, 2004).
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Sekil 1.3. Anti DFS-70 Pozitif ANA IIF Goriintiisii

Anti-DFS70, LEDGF (Lens Epithelium-derived growth factor) ve transkripsiyon
koaktivator p75 olarak da adlandirilan, énemli biyolojik fonksiyonlar1 olan, rutin
ANA IIF taramasinda sikg¢a saptanan ama ayni zamanda kesin olarak otoimmiin
hastaliklarla iliskisi bilinmeyen bir otoantikor olarak tanimlanabilir (Ganapathy ve
Casiano, 2003). Muro ve ark.’lar1 (2008) DFS-70 antijeninin molekiiler agirliginin
yaklasik 70 kDa oldugunu ileri siirerken, Dellavance ve ark.’lar1 (2005) ise DFS70
pozitif hasta serumlart ile yaptiklar1 blot ¢aligmasinda 75 kDa civarinda band
olusumunu gostermislerdir. LEDGF/DFS 70 proteininden; traskripsiyon aktivatorii,
HIV-1 transporter ve strese karsi hiicre direncini arttirict yani hiicrenin hayatini

kurtarici olarak da bahsedilmektedir (Sugiura ve ark, 2007).

Ganapathy ve ark.’lar1 (2003), Anti-DFS70 otoantikorunun (LEDGF otoantikoru)
hedef antijeni i¢in farkli bir hipotez 6ne siirmiislerdir. Arastirmalarinda cevabini
aradiklar1 soru; normal 6z antijenlerin nasil oluyorda immiinojenik 6zellik kazanip,
kendilerine otoantikor cevabi olusmasini sagladiklar1 ve bunu takiben otoimmiin
hastaliklar olugmasina neden olduklaridir. Hipotezlerine gore, hiicrelerin Sliimii
sirasinda, hiicrenin kendi otoantijenleri modifiye olarak, immiinojenik o6zellik
kazanmaktadir. Hiicre oliimii sirasinda (apoptoz, primer nekroz veya sekonder
nekroz) hiicre i¢i 6z antijenler fragmanlara ayrilmakta ve bu fragmanlar normal

fonksiyonlarin1 kaybederek, patojenik 6zellik kazanmaktadir.
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Hipoteze gore, memeli hiicrelerinin biiylimesini destekleyen ve hiicrenin ‘yasamini
devam ettirmesini’ saglayan bir otoantijen olan LEDGF/p75 de apoptoz sirasinda
kaspaz3 ve kaspaz7 enzimleri fragmanlarina ayrilmakta (p65 ve p58 fragmanlari) ve
normalde hiicre 6liimii sirasinda olusan strese karsi hiicreleri korurken, olusturdugu
fragmanlarla tam ters etki yapmaktadir. Diger bir deyisle, LEDGF/p75, apoptoz
sirasinda fragmanlarina ayrildiginda, olusan fragmanlar, apoptozu arttirici 6zellik
kazanmakta yada dentrik hiicreleri tarafindan lenfositlere sunularak bu fragmanlara

ve LEDGF/p75’e kars1 otoantikor olusumana neden olmaktadir.

I ve Dhy Faktider (Allerjenler, enfeknaw
ajaslan, sksafaslas remobuvotibkior)
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B o o = Yikilma sarasinda olusas fragmanlar,
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DFF S TVLETHGF nin pfil, pf5 ve p58 frapmastanma avmilmas
Sekil 1.4. DFS70 Otoantijeninin Apoptoz ile Fragmanlarma Ayrilmasi
Hipotezi (Ganapathy ve ark, 2003).

Hipoteze gore (Sekil 1.4), i¢c ve dis faktorler nedeniyle (allerjenler, enfeksiyon
ajanlari,bozulmug immiin sistem vs.) keratinosit, lens epitelyum, brons epitelyum ve
mealonit hiicrelerinde apoptoz baslamakta ve olusan 6z antijen fragmanlari, ya
apoptozu arttirict etki etmekte yada immiinojenik oOzellik kazanip otoantikor

iiretimine neden olarak yine apoptozu arttirmaktadir.

Bu hipotezi kuran Ganapathy ve ark.’lar1 (2003), LEDGF antijeninin bir 6z antijen

oldugunu ve hiicrelerin yasadigi streslere karsi onlar1 koruyucu bir fonksiyonu



15

oldugunu, bu fonksiyonunu ise stres karsisinda, Hsp27, alfaB-crystallin, Hsp90 ve
AOP2 gibi proteinleri aktive ederek yaptigini ileri siirmektedirler.

LEDGF/DFS 70 antijeninin ekspresyonunun; endoplazmik retikulum stresi nedeniyle
arttig1 da ileri siiriilmiis ve LEDGF/DFS 70 antijeninin baskin olarak bazal epidermal
hiicrelerin niikleusunda bulundugu ve farklilasma sirasinda sitoplazmaya gectigi de

belirtilmistir (Sugiura ve ark, 2007).

Cizelge 1.3’de DFS 70’in ¢esitli hastaliklarda ve saglikli bireylerde yapilan

caligmalar, yontemler ve ylizdeleri verilmistir (Ganapathy ve Casiano, 2003).
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Cizelge 1.3. DFS 70 Otoantikoru Ile Tlgili Cesitli Otoimmiin Hastaliklarda Ve
Saglikli Bireylerde Yapilan Calismalar (Ganapathy ve Casiano, 2004)

DFS70 pozitif 6rnek sayisi /

Kategori Toplam rnek sayst (%) Saptama Yoéntemi
Atopik dermatit

Ochs ve ark.’lar1, 2000 19/64 (29,7) IIF, ImmunBlot
Ayaki ve ark.’lari, 2002 15/21 (71,4) ELISA
Atopik dermatit — Katarakt

Ayaki ve ark.’lari, 2002 8/8 (100) ELISA
Vogt-Harada sendromu

Yamada ve ark.’lar1, 2001 24/36 (66,7) ELISA
Astim

Ochs ve ark.’lar1, 2000 8/50 (16) IIF, ImmunBlot
Interstisyel Sistit

Ochs ve ark.’lar1, 2000 9/13 (8,7) IIF, ImmunBlot
Sjogren sendromu

Ochs ve ark.’lar1, 2000 2/29 (6,9) IIF, ImmunBlot
Watanaber ve ark.’lar1, 2004 2/30 (6,7) IIF, ImmunBlot
Sedef hastalig1

Ochs ve ark.’lar1, 2000 1/22 (4,5) IIF, ImmunBlot
Kronik yorgunluk sendromu

Ochs ve ark.’lar1, 2000 2/60 (3,3) IIF, ImmunBlot
Skleroderma

Ochs ve ark.’lar1, 2000 1/40 (2,5) IIF, ImmunBlot
Watanaber ve ark.’lar1, 2004 0/50 (0) IIF, ImmunBlot
Sistemik Lupus Eritematozus

Ochs ve ark.’lar1, 2000 0/36 (0) IIF, ImmunBlot
Watanabe ve ark.’lari, 2004 1/55 (2) IIF, ImmunBlot
Romatoid Artrit

Ochs ve ark.’lar1, 2000 0/30 (0) IIF, ImmunBlot
Watanabe ve ark.’lar1, 2004 0/40 (0) IIF, ImmunBlot
Polimiyozit/ Dermamiyozit

Watanabe ve ark.’lar1, 2004 0/25 (0) IIF, ImmunBlot
Saglikli Kontroller

Ochs ve ark.’lart, 2000 0/39 (0) IIF, ImmunBlot
Yamada ve ark.’lar1, 2001 8/37 (21,6) ELISA

Watanabe ve ark.’lar1, 2004

64/597 (11)

IIF, ImmunBlot, ELISA

Kan Bankas1 Donoérleri
Ayaki ve ark.’lari, 2002

35/650 (5,4)

ELISA




17

DFS70/LEDGF/p75 antijeninin, prostat timdr dokularinda fazla miktarda eksprese
edildigi gosterilmistir (Muro ve ark, 2008) Bunlara ek olarak, Kazumitsu ve ark’lari
(2007) Atopik Dermatit (AD)’li hastalardaki Anti-DFS-70 oranin1 %30 olarak
verirken, Sugiura ve ark’lar1 (2007), AD’li hastalarda, LEDGF/DFS 70 antijeninin,
niikleer bir 6z antijen oldugunu ve keratohiyalin graniillerinde fonksiyonel bir rolii

oldugu fikrini ortaya atmislardir.

DFS-70 antikorunun erkeklere gore kadinlarda daha sik rastlandigi goriilmiistiir.
Cinsiyet farkliliginda, salgilanan hormonlarin etkili oldugu diistiniilmektedir (Ochs

ve ark, 2000).

Antijenik yapinin lokalizasyonundan daha 6nemli olan nokta ise bu antijene karsi
olusan otoantikorun klinik énem tasiyip tasimadigidir. Anti DFS-70 otoantikorunun
dogal bir otoantikor oldugu ve saglikli bireylerde higbir antijen uyarimi olmaksizin
bulundugu da ileri siiriilmiistiir (Watanabe ve ark, 2004). Watanabe ve ark.’lar
(2004), DFS-70 antijeninin timusta, diger dokulardan fazla eksprese edildigini de
belirtmislerdir.

Simdiye kadar Anti-DFS-70 otoantikoru farkli hasta gruplarinda c¢aligilmistir. Anti-
DFS-70 otoantikorunun en yiliksek prevalansinin Atopik dermatit (AD)’li Japon
hastalarda oldugu ortaya konmustur ve orani %30,0 olarak belirtilmistir ikinci en
yiiksek prevalansin ABD’li astim vakalarinda; %16,0 bunun yani sira yine ABD’li
Interstitiel sistit hastalarinda bu oranin %8,7 oldugunu ifade etmislerdir (Watanabe
ve ark, 2004). ABD’li saglikli bireylerde yapilan c¢alismalarda DFS-70
otoantikorunun oranini1 %0-2,5 arasinda vermislerdir (Watanabe ve ark, 2004). 650
saglikli kan dondrii ile yapilan ¢aligmada ise Anti-DFS70 antikorunun prevalansi

%S5,4 olarak saptanmistir (Watanabe ve ark, 2004).

Anti-DFS70 otoantikorunun, AD hastalarinin, yaklasik %30’un da bulunmasi, bu
otoantikorun, AD’li hastalarda baskin bir otoantikor oldugunu diisiindiirmiistiir

(Sugiura ve ark, 2007).
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Atopik dermatitli hastalarda ki Anti-DFS70 otoantikorunun oraninin, astim ve
interstitiel sistit hastalarinkinden daha fazla oldugu sonucuna varilmistir (Muro ve
ark, 2006). Anti DFS 70 otoantikoru, diger bir deyisle Anti-LEDGF, yasa bagh
katarakt ve Vogt Kayanagi Harada hastaliklarinda da saptanmistir (Okamato ve ark,
2004). Alopecia Areta (AA)’l1 hastalarda yaptiklart ¢aligmalar sonucunda da, artan
sikliktaki Anti DFS-70 antikorunun varliginin bu hastaligin etiyolojisi ile iliskili
oldugu gostermis ve AA’lh hastalarda DFS-70 antikorunun pozitiflik oram1 %20
olarak saptamistir (Okamato ve ark, 2004).

Saglikli bireylerde de, herhangi bir hastalik belirtisi olmaksizin ANA pozitifligi
goriilebildigi ve bu durumun ANA pozitifliginin anlami acgisindan soru isareti
biraktig1 vurgulanabilir (Muro ve ark, 2006). Muro ve ark.’larinin (2008) yaptigi
arastirma sonucunda, saglikli bireylerin %10’un da Anti-DFS70 antikoru
saptanirken, otoimmiin romatolojik hastalikli bireylerin ¢ok diigiik bir ylizdesinde
saptanmasi, bu otoantikorun belki de, o bireyin romatolojik hastaliga sahip
olmadigimi gosteren bir belirteg oldugunu ve hatta bu otoantikorun otoimmiin
romatolojik hastaliklara isaret etmemekle beraber, herhangi bir hastalik ile de

iliskisinin olmayabilecegini ileri stirmiislerdir.

Aragtirmamizin amaci, DFS-70 otoantikorunu, saglikli Tiirk toplumunda ve bazi
romatolojik hastaliklarda oranini saptamaktir. Bu amagla, kan merkezinden secilen
saglikli bireylerde ve ¢esitli otoimmiin hastaliklarda (SLE, Skleroderma ve Romatoid
artrit) Anti-DFS70 otoantikoru ve diger anti niikleer antikorlar IIF yontemiyle
arastirildi. Elde edilen verilerin sadece DFS-70 otoantikoruyla ilgili degil, tim ANA
IIF boyanma tipleri agisindan, ileride yapilacak diger caligmalara 11k tutacagina

inanmaktayi1z.
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2 GEREC ve YONTEM

2.1 Gerec

2.1.1 Kontrol Grubu Serum Orneklerinin Toplanmas1 ve Saklanmasi

Arastirmamizda kullanilan insan serum o6rnekleri, Ankara Universitesi Ibn-i Sina
Hastanesi Kan Merkezi ve Ankara Universitesi Cebeci Kan Merkezine yapilan kan
bagislarindan, yas ve cinsiyet farki gozetmeksizin rastgele, hepatit gruplar1 negatif
olan kan dondr serumlar: kullamlmistir. Ankara Ibn-i Sina Hastanesi kan
merkezinden, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuarina HbsAg, Anti
HCV ve HIV Ag/Ab testleri i¢in gonderilen 6rneklerden, HbsAg, Anti HCV ve HIV
Ag/Ab testleri negatif bulunan serum ornekleri ¢calismamizda kullanilmistir. Her bir
serum Orneginden yaklasik 300 mikrolitre calismamiz igin ependorf tiiplerine

ayrilmis ve ¢alisma giiniine kadar -20 °C derin dondurucuda saklanmaistir.

2.1.2 SLE, RA ve Skleroderma Hasta Gruplan

Bu c¢aligma i¢in 67 SLE’li, 31 RA’lL ve 18 Skleroderma’li hasta grubu
olusturulmustur. SLE’li 67 birey; artrit, norolojik bozukluk, 1s18a kars1 duyarlilik,
disk seklinde kizariklik gibi tami kriterlerine gore tan1 konmus bireyleridir (Tan ve
ark, 1982). 31 RA’l birey; serumda romatoid faktdr bulunmasi, romatoid nodiiller ve
el eklemlerinde iltthap bulunmasi vs. gibi tani kriterlerine gore tant konmus
bireylerdir (Pincus ve ark, 1994). 18 Skleroderma’li birey; deride sertlesme, serolojik
ve deri dis1 bulgular vs. gibi tam krtiterlerine gore tan1 konmus bireylerdir (Leroy ve

ark, 1988).



20

2.1.3 Cahismada Kullamilan Laboratuar Geregleri

Calismada kullanilan laboratuar geregleri; derin dondurucu (Bosch marka, -20
°C’lik), floresan mikroskop (EuroStar II, Zeiss marka, Almanya), santrifiij (Hettich
marka), karigtirict (FALC INS. Mix 20 marka), 10-100 pl ve 100-1000ul’lik
ayarlanabilir otomatik pipetler (HTL marka), calkalayict (BIOSAN Mini Rocker
marka), Arcelik marka buzdolabidir.

Tez metni boyunca sunulan tim ANA IIF ve Hep-2 WB fotograflari, Zeiss marka
floresan mikroskopta degerlendirilmis ve Lumunera marka kamera ile fotograflari

cekilmisgtir.

Calismada kullanilan kitler;
1. ANA IIF kiti (EUROIMMUN, ALMANYA)
2. Anti-Hep-2 WesternBlot kiti (EUROIMMUN, ALMANYA)dir ve bu kitler
bedelsiz olarak EUROIMMUN AG firmasi tarafindan saglanmistir.
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2.2 Yontem

2.2.1 Indirekt immiin Floresan (ITF) Yénteminin Uygulanmasi ve Prensibi

IIF testi viicut dist bir test teknigi olup, hiicre ¢ekirdeginde ve hiicre sitoplazmasinda
bulunan antijenik yapilara karsi olusmus otoantikorlarin tayin yontemidir. Tayin

yonteminin sonuglar1 hem kalitatif hemde yar1 kantitatif olarak saptanabilmektedir.

Prensip: Serum inkiibasyonu sirasinda, hasta serumunda var olan antikorlar, slayt
tizerindeki doku kesitlerinde veya fiske edilmis hiicrelerde bulunan ilgili antijenlere
baglanirlar. Inkiibasyonu takiben gerceklestirilen yikama asamasinda baglanmayan
antikorlar ve serum igerigi ortamdan uzaklastirilir. Yikama asamasini takiben, ikinci
kat, FITC ile konjuge antikor olan Anti-IgG antikorlariyla ayni doku alanlar1 inkiibe
edilir. ik inkiibasyonda test serumundaki antikorlar antijenlere bagland: ise,
baglanan antikora ikinci kat isaretli antikor da baglanacaktir. Eger ilk inkiibasyonda
antijen-antikor baglanmasi gerceklesmediyse, yani hasta serumunda ilgili antikorlar
yok ise, konjugat inkiibasyonunda herhangi bir baglanma olmayacaktir. Konjugat
inkiibasyonunu takiben slaytin yikama islemi tekrarlanir ve baglanmamis fazla IgG
konjugat slayt lizerinden uzaklastirilir. Yikama asamasini takiben kit igeriginde
bulunan ‘embeding medium’ (kapatma medyumu) ile slaytlarin {izerinde lameller

kapatilir ve floresan mikroskopta degerlendirme yapilir.

Floresan ANA IIF testinin ¢alisilmasi:

1. ANA IIF kiti, +4 °C’lik buzdolabindan ve calisilacak serum ornekleri -20
°C’lik derin dondurucudan en az 40 dakika 6nceden, oda sicakligina ulasmasi
icin ¢ikartildi. ANA IIF kit iceriginde bulunan ve test asamasinda
kullanilacak tiim icerik daha hizli oda sicakligina ulasmasi i¢in kutusundan

disar1 ¢ikarildi.
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Oda sicakligina ulasan serum Ornekleri, yaklasik 4 sn. siire ile iyice
vortekslenerek karistirildi.

Kit igeriginde bulunan PBS (Fosfat Tuz Tamponu) (pH 7.2), 1L distile su
igerisinde calkalanarak iyice karistirildi.

Elde edilen PBS c¢ozeltisine yine kit igeriginde bulunan 1 tiip Tween 20
soliisyonu eklendi. Tween 20°’nin bu karisim i¢ginde homojen dagilabilmesi
icin karisim kabi yavasca altiist edildi. Tween 20 deterjan yapisinda bir
soliisyon olup hizli ¢alkalamalarda kopiirmeye sebep olmaktadir, bu sebeple
karigtirma iglemi yavagga yapildi. Hazirlanmis olan PBS-Tween 20 karigimi
bu test caligmasinda, serum dillisyonu ve yikama asamalarinda kullanilacak
ortak karisimdir.

Hasta listesi hazirlandi ve diliisyon tiipleri numaralandirildi. Uretici
firmaninda Onerdigi gibi baglangi¢c diliisyonu 1:100 olmak {izere serum
diliisyonu yapildi. 1:100 diliisyon orani elde etmek i¢in 10 mikrolitre serum
ornegi 990 mikrolitre PBS-Tween 20 karisimi igeren polistiren tiipe eklendi.
Diliie edilen serum ornekleri tekrar yaklasik 4 sn vortekslendi.

Diliie edilen serum orneklerinden alinan 25 mikrolitre, inkiibasyon tepsisi
olarak adlandirilan numarali hasta alanlarina sirasi ile pipetlendi. Hiicre ve
doku igeren slaytlar bu inkiibayon tepsilerinin {izerine kapatilarak, serum
inkiibasyonu baglatildi.

Inkiibasyon, oda sicakhiginda, direkt giines 1s18indan uzak bir sekilde 30
dakikada tamamlandi.

30 dakikalik serum inkiibasyonu tamamlandiktan sonra slaytlar, PBS-Tween
20 karisimi ile doldurulmus yikama kiivetlerine kondu. Bu kiivetlere
konmadan 6nce slaytlarin iizerinden kii¢iik bir beherle bir miktar PBS-Tween
20 karigimi dokiildii ve slaytlar hemen yikama kiivetine konuldu. Her bir
yikama kiivetine maksimum 4 slayt konarak yikama yapildi

Yikama kiivetinde 5 dakika tutulan slaytlar, bu siire sonunda yeni bir yikama
kiivetine aktarilarak 5 dakika daha yikandi.

Bu asamada yeni inkiibasyon tepsileri hazirlandi. Hasta sayis1 kadar alana bu

defa kullanima hazir IgG konjugat (20 mikrolitre) pipetlendi.



12.

13.

14.

15.

23

Slaytlarin sadece arka yiizeyi silinerek konjugat pipetlenmis inkiibasyon
tepsilerinin iizerine kapatildi ve 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon direkttt
giines 15181 almayan bir ortamda gergeklestirildi.

30 dakikalik konjugat inkiibasyonu tamamlandiktan sonra slaytlar, PBS-
Tween 20 karigimi ile doldurulmus yikama kiivetlerine kondu. Bu kiivetlere
konmadan dnce slaytlarin {izerinden kiiglik bir beherle bir miktar PBS-Tween
20 kanisimi dokiildii ve slaytlar hemen yikama kiivetine kondu. Her bir
yikama kiivetine maksimum 4 slayt konarak yikama yapildi. Yikama islemi
stirerken, kit iceriginde bulunan lameller, inkiibasyon tepsilerinin altinda
bulunan kopiik alana yerlestirildi ve her bir hasta alanina denk gelecek
sekilde kirmiz1 mercimek tanesi biiyiikliigiinde, yine kit igeriginde bulunan
kapatma medyumu (embedding medium) damlatildi.

Yikama islemi bittikten sonra slaytlarin sadece arka yiizeyi silindi ve
lamellerin tizerine kapatildi.

Slaytlar, bu sekilde mikroskobik degerlendirmeye hazirlandi.
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2.2.2 Floresan Mikroskop Degerlendirmesi

ANA’lara kars1 olusmus otoantikorlarin degerlendirilmesinde Zeiss marka floresan
mikroskop kullanildi. Mikroskopik degerlendirmede 20x ve 40x objektifler
kullanildi.

ITF calisma teknigi ile inkiibe edilmis slaytlar mikroskopta gosterdikleri boyanma
sekilleri acisindan degerlendirildi. ANA negatif 6rneklerde hiicrelerin niikleusunda
ve sitoplazmasinda belirgin floresan gozlenmez. Pozitif Orneklerde ise hiicre
¢ekirdegine ve sitoplazmasina karsi olusmus otoantikorlar, IIF testi sonucunda ¢ok

cesitli ve hatta bazi1 otoantikorlar i¢in karakteristik boyanma sekilleri gozlenir.

Hiicre ¢ekirdegi ve sitoplazmasinda olusan boyanma sekillerinin degerlendirmesinde
Hep-20-10 hiicrelerinin bulundugu alan kullanilmistir. Maymun karacigerine ait

ikinci doku alaninda ise ek degerlendirme ve karsilastirma yapilmistir.

Hep-2 IIF testinde, Hep-20-10 hiicrelerinin yan1 sira, ikinci bir doku olan maymun
karacigerinin bulunmasmin sebebi; Hep-20-10 hiicrelerinin oldugu alandaki
boyanma sekillernin konfirmasyonunu yapabilmek ve varsa farkli bir boyanma

seklini (otoantikorun varligini) saptayabilmektir.

Mikroskop degerlendirilmesi ile elde edilen sonuglar hasta listesine kaydedildi.

Pozitiflikler, floresan siddetine gore siniflandirildi. Artan floresan siddeti, bahsi

gecen otoantikorun konsantrasyonunun yiiksek oldugunu gostermektedir.
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Diliisyonlar ve floresan siddeti iligkisi;
o 1/40; (+) zayif pozitif
e 1/100; +
e 1/320; ++
e 1/1000; +++
e 1/3200; ++++ olacak sekilde degerlendirme yapildi.

2.2.3 Hep-2 WesternBlot (WB) Test Yonteminin Uygulanmasi ve Prensibi

Prensip: Westernblot test yontemi ile, insan serum veya plazmasinda insan Hep-2
hiicrelerine kars1 olusmus otoantikorlar1 kalitatif olarak saptanabilir. Test i¢eriginde
bulunan stripler tizerinde, Hep-2 hiicre ekstrakti elektroforetik olarak yiiriitiilmiis ve
boylece molekiil agirligmma gore ayrilmistir. Her stripin sonunda eklenmis;
rekombinant CENP B, dogal SS-A (60 kDa), ve rekombinant Ro-52 antijenlerini de

bulundurur.

Serum inkiibasyonu sirasinda, hasta serumunda bulunan antikor, strip lizerindeki
ilgili antijen ile baglanir. Serum inkiibasyonunu takiben yapilacak yikama islemi ile
baglanmayan serum igerigi uzaklastirilir. Serum inkiibasyonunda gerceklesen
baglanmay1 goriiniir kilmak i¢in enzim bagl IgG konjugat ile stripler muamele edilir.
Ikinci kat antikor olan konjugat antijen-otoantikor ¢iftine baglandiktan sonra yikama
islemi yapilir ve fazla, baglanmamis konjugat ortamdan uzaklagtirilir. Bu asamadan
sonra stripler substrat soliisyonu ile muamele edilir. Substrat soliisyonu, enzim bagh
konjugat ile iiriine doniistiirme kimyasal reaksiyonunu baslatir ve strip iizerinde,

hastanin hangi antijene kars1 otoantikoru oldugunu kanitlayacak bant olusturur.

Hep-2 WesternBlot test ¢caligmas :
1. Tiim kit icerigi ve hasta serumlari, ¢alismaya baglamadan 40 dakika 6nce oda

sicakligina ulagsmasi i¢in derin dondurucu ve buzdolabindan ¢ikartildi.
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2. Hep-2 WesternBlot kitinin iceriginde bulunan tampon soliisyonu konsantre
haldedir ve calismaya baslamadan oOnce caligilacak Ornek sayisina gore
gerekli hacim her bir hasta i¢in; 1,5 ml universal tampon {izerine 13,5 ml
distile su olacak sekilde hesaplanarak seyreltildi. Seyreltilip hazirlanan bu
tampon soliisyonu, striplerin 6n 1slatma asamasinda, striplerin yikama
basamaklarinda ve serum Orneklerinin 1:51 oraninda ki diliisyonunda
kullanildi. Konsantre halindeki bu tampon distile su ile diliie edildi. Her bir
hasta i¢in; 1,5ml universal tampon, 13,5ml distile su karistirildi. Hazirlanan
bu karigim, ayn1 giin i¢inde kullanildi.

3. Hep-2 WesternBlot Kkitinin igeriginde bulunan IgG konjugat konsantre
haldedir ve c¢alismaya baslamadan once ¢alisilacak Ornek sayisina gore
gerekli hacim hesaplanarak seyreltildi. Seyreltilip hazirlanan bu konjugat,
testte ikinci kat antikor olarak kullanildi. Konsantre haldeki IgG konjugat, 1
test i¢in, 0,15ml konsantre konjugat iizerine, 1,35ml diliie edilmis tampon
soliisyonu eklenerek hazirlandi. Hazirlanan bu karisim, ayni giin iginde
kullanildi.

4. Hep-2 WesternBlot kiti icerisinde bulunan substrat soliisyonu kullanima
hazirdi. Bu substrat soliisyonunun igerigi NBT/BCIP olarak belirtilmistir.

5. Oda sicakligina ulagmis stripler, kit igeriginden ¢ikan inkiibasyon kanallarina
konuldu. Her kanal 1 hasta i¢indir ve tek kullanimlikti. Kanallara yerlestirilen
striplerin tizerine 1,5ml hazirlanan diliie tampon konuldu ve calkalayici
tizerinde 15 dakika inkiibasyona birakildi. Bu asamada stripler 1slatildu.

6. 15 dakikalik siire sonunda kanaldaki sivi aspire edildi ve 1:51 oraninda diliie
edilmis serum Ornekleri 1,5 ml olarak kanallara aktarildi. Serum diliisyonu
yine en basta hazirlanmis olan diliie tampon ile yapildi.

7. 1 saat calkalayic1 lizerinde inkiibe edildi.

8. Serum inkiibasyonunun bitmesini takiben, inkiibasyon kanallarindan sivilar
aspire edildi ve hazirlanan diliie tampon ile yikama yapildi. Her bir kanala 1,5
ml dilie tampon eklendi ve baglanmamis serum igeriginin ortamdan
uzaklagtirllmasi saglandi. Yikama iglemi ii¢ defa 1,5ml diliie tampon ile

yapildi. Her 5 dakikanin sonunda kanallardan sivi aspire edildi ve yeni
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tampon soliisyonu eklendi. Yikama islemi, ¢alkalayici iizerinde, 3 kere 5’er
dakika olarak tekrarlandi.
Yikama islemi bittikten sonra 6nceden hazirlanmis 1,5ml diliie konjugat, her

bir kanala eklendi. 1 saat ¢alkalayicida inkiibe edildi.

10. Konjugat inkiibasyonu sonrasinda yikama islemi yukarida anlatildigir gibi

11

aynen tekrarlandi.

. Yikama islemi sonrasi kullanima hazir substrat kanallara eklendi ve 10
dakika calkalayici lizerinde inkiibe edildi. Bu asamadan sonra stripler
tizerinde kontrol bandi olugsmalidir. Hasta pozitif sonug var ise bunlar iginde

bantlar ortaya ¢ikacaktir.

12. Substrat inkiibasyonu tamamlandiktan sonra, sivi kanallardan uzaklastirildi

ve 3 kere 1’er dakika olmak iizere distile su ile yikama yapildi.

13. Son 1 dakikalik yikamadan sonra stripler liretici firmanin degerlendirme

kagidina yapistirilarak degerlendirme kagidi kullanilarak degerlendirildi.

istatiksel Analiz

Kontrol grubu ve hasta gruplar arasinda yiizde oranlar karsilastirilirken Ki-Kare testi

yapildi. Gruplar arasinda ortalamalar karsilastirilirken ise dagilim normal olmadigi

icin Mann-Whitney testi ile karsilastirma yapildu.
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3 BULGULAR

3.1 Kontrol Grubu Anti Niikleer Antikorlar (ANA) IIF Sonuclari

Yaptigimiz aragtirmaya kan dondrlerinin olusturdugu 536 saglikli birey alindi. Bu
grupta indirekt immiin floresan yontemi ile ANA testi ¢alisildi. Sonuglar, boyanma
tipleri agisinda smiflandirildi. Arastirmamizin temel amacini olusturan DFS-70

otoantikoru, 4’1 erkek, 6’s1 kadin olmak tizere toplamda 10 saglikli bireyde saptandi.

Kontrol grubunun; 264’1 kadin (%49,2), 272’si erkek (%50,7) bireyden olusturuldu.
Cizelge 3.1'de Kadin-Erkek yas dagilim1 gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Kontrol Grubu Kadin-Erkek Yas Dagilim1 ve ANA IIF Pozitiflik

Yiizdeleri.
1/100 diliisyon ve iizeri
Cinsiyet n (Birey Sayisi) Yas Arahgi Yas Ortalamasi ANA Pozitifligi,
(n, 0/0)
Kadin 264 16-65 32,8 35, %13,2
Erkek 272 19-55 34,6 36, %13,2

Kontrol grubunu olusturan 536 kiside; 1/100 diliisyonda 71 kiside (%13,2) ANA
pozitif bulundu. 1/40 diliisyonda ise 72 kiside (%13,4) ANA zayif pozitif olarak
degerlendirildi. ANA IIF degerlendirilmesinin sonucunda ortaya ¢ikan boyanma
sekilleri ve titrelerine ait bilgiler, Cizelge 3.2°de ve boyanma sekillerinin dagilimi ise

Cizelge 3.3’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.4’de DFS70 otoantikorunun saglikli bireylerde ve hasta gruplarindaki

oranlarini gosterilmistir.

Cizelge 3.4. DFS70 Boyanma Tipinin Kontrol ve Hastalik Gruplarinda

Dagilimi.
DFS70
Negatif Pozitif Toplam
Kontrol n 526 10 536
Grup i¢i % %98,1 %1,9 %100
RA n 31 0 31
Grup i¢i % o %0 o
%100 (p=1,p>0,05) %100
SLE n 67 0 67
Grup i¢i % o %0 o
%100 (p=0,61, p>0,05) %100
Sikloroderma n 18 0 18
Grup i¢i % o %0 o
%100 (p=1, p>0,05) %100

1/40 ve lzeri diliisyonda pozitif kontrol grubu o6rneklerinin ANA IIF sonuglar
incelendiginde en sik goriilen boyanma sekli sirasiyla; 49 bireyde (%9,14) benekli
tarzda boyanma, 38 bireyde (%?7,1) niikleolar ve 29 bireyde (%5,4) sitoplazma
benekli boyanma oldugu goriilmiistiir. Kadin ve erkek bireyler arasinda c¢ogu
boyanma seklinin uyumlu sonug¢ verdigini ve sadece sitoplazma benekli boyanma
tipinin kadinlarda ¢ok daha sik goriildiigliinii sOyleyebiliriz. Sitoplazma benekli
boyanma sekli, 24 kadin (%9,1) ve 5 erkek (%1,8) bireyde sadece 5’1 (%]1,8)

gbzlenmistir.

Hastalik gruplar1 (SLE, RA ve skleroderma) ve kontrol grubu karsilastirildiginda
dikkati ¢eken bir nokta, her grupta en sik rastlanilan boyanma tipi benekli tarz
boyanma olmustur. Kontrol grubu ile RA, SLE ve Skleroderma’li hasta gruplarinda,
benekli tarzda boyanma tipi acgisindan karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli

bulunmustur (p=0, p<0,05) ve Cizelge 3.5’de yiizdeler ayrintili olarak verilmistir.
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Cizelge 3.5. Benekli Boyanma Tipinin Kontrol ve Hastalik Gruplarinda

Dagilimi.
Benekli Tarzda Boyanma
Negatif Pozitif Toplam
Kontrol n 487 49 536
Grup i¢i % 90,9% 9,1% 100,0%
RA n 12 19 30
Grup i¢i % o 63,3% o
36,7% ( p=0, p<0,05) 100,0%
SLE n 24 41 65
Grup i¢i % o 63,1% o
36,9% ( p=0, p<0,05) 100,0%
Sikloroderma n 9 9 18
Grup i¢i % o 50,0% o
50,0% ( p=0, p<0,05) 100,0%

Kontrol grubunda ikinci sirada en sik tespit edilen boyanma sekli niikleolar
boyanmadir. Niikleolar boyanma sekli agisindan kontrol grubu ve hasta gruplari
istatiksel olarak karsilastirilmis ve anlamli bir farklilik saptanmistir (p=0, p<0,005).
Niikleolar boyanma sekli, hasta gruplarinda daha yiiksek oranda pozitiflik vermistir.

Cizelge 3.6’da bu oran farklilig1 gosterilmistir.

Cizelge 3.6. Niikleolar Boyanma Seklinin Kontrol Grubu ve Hastalik
Gruplarmin Toplami ile Karsilastirmas.

Niikleolar Boyanma Sekli
Negatif Pozitif Toplam
Kontrol grubu n 499 37 536
grup i¢i % 93,1% 6,9% 100,0%
SLE,RA,Skleroderma n 85 31 116
grup ici % 73,3% (p:%?gj{)"’ 05 100,0%

Kontrol grubunda {iglincii sirada en sik rastlanilan boyanma sekli sitoplazma benekli
boyanmadir. Sitoplazma benekli boyanma sekli acisindan kontrol grubu ve hasta
gruplan istatiksel olarak karsilastirilmis ve anlamli bir farklilik saptanmistir (p=0,
p<0,005). Sitoplazma benekli tarzda boyanma, hasta gruplarinda daha yiiksek oranda

saptanmistir. Cizelge 3.7’de bu oran farklilig1 gosterilmistir.
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Cizelge 3.7. Sitoplazma Benekli Boyanma S$eklinin Kontrol Grubu ve Hasta
Gruplar1 Agisinda Yiizdeleri.

Sitoplazmik Benek
Negatif Pozitif Toplam
Kontrol grubu N 506 29 535
Grup i¢i % 94,6% 5,4% 100,0%
RA n 19 12 31
- 0 38,7% 9
Grup i¢i % 61,3% ( p=0, p<0,05) 100,0%
SLE n 40 27 67
.. 40,3%
0, 0, > 0,
Grup i¢i % 59,7% ( p=0, p<0,05) 100,0%
Sikloroderma n 12 6 18
- 0 33,3% 9
Grup i¢i % 66,7% ( p=0. p<0.05) 100,0%

Kontrol grubunun %49,2’sini olusturan kadin grubunun %13,2’si yani 264 bireyden

35’1 1/100 ve tizeri diliisyonda ANA IIF pozitif olarak degerlendirilmistir.

1/100 ve {izeri diliisyonda saglikli kadin bireylerde en sik rastlanilan boyanma
sekilleri sirasiyla; 11 bireyde (%4,2) benekli tarzda boyanma ve niikleolar boyanma,
7 bireyde (%2,6) sitoplazma benekli ve sitoplazma fibriller boyanmadir. DFS-70
boyanma seklini 1/100 ve iizeri diliisyonda 4 kadin bireyde (%1,5) saptanmistir.

Kontrol grubunun %50,7’ini olusturan erkek grubunun %13,2’si yani 272 bireyden

36’s1 1/100 ve tizeri diliisyonda ANA IIF pozitif olarak degerlendirilmistir.

1/100 ve iizeri diliisyonda saglikli erkek bireylerde en sik rastanilan boyanma
sekilleri sirastyla; 7 bireyde (%2,5) benekli tarzda boyanma ve sitoplazma fibriller
boyanma, 5 bireyde (%]1,8) mitotik benek ve sitoplazma atipik boyanmadir. DFS-70
boyanma sekli ise 1/100 ve iizeri diliisyonda 4 erkek bireyde (%1,5) saptanmustir.

Kontrol grubu ANA IIF sonucglarinda boyanma sekilleri Cizelge 3.8’de

gruplandirilarak gosterilmistir.




Serum No: 16, Erkek, 1/100, 40x biiylitme

Serum No:236, Kadn, 1/320, 40x biiyiitme

Serum No:23, Erkek, 1/100, 40x biiyiitme

Serum no: 370, Kadin, 1/100, 40x biiyiitme

Serum No: 272, Erkek, 1/100, 40x biiyiitme

Serum no: 420,kadin, 1/320, 40x biiyiitme

Serum no: 446, kadn, 1/320, 40x biiyiitme

Serum no: 252, Erkek, 1/40, 40x biiyiitme

Serum no:474, Kadin, 1/40, 40x biiyiitme

Serum no: 535,Kadin, 1/40, 40x biiyiitme

Sekil 3.1. ANA IIF Anti -DFS 70 Pozitif Goriintiileri

34
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Cizelge 3.8. Kontrol Grubu ANA IIF Boyanma Tiplerinin Dagilimi1 ve

Yiizdeleri. (1/40 ve lizeri diliisyonda)

IIF Boyanma Sekli n % (N=536)
Niikleolar 25 4,6
Sitoplazma Fibriller 18 3,5
Benekli 17 32
Sitoplazma Benekli 12 2,2
Benekli + Sitoplazma benekli 10 1,8
Midbody 8 1,5
DFS-70 7 1,3
Homojen + benekli 6 1,1
Niikleolar + Benekli tarzda 5 0,9
Golgi 3 0,5
Sitoplazma Atipik 3 0,5
Niikleolar + NMP 2 0,4
Benekli tarzda + Midbody 2 0,4

I’er olguda ise (%0,2) NMP, ig cisimcigi, mitotik benek, Niikleolar+sitoplazma

fibriller, sitoplazma benekli+sitoplazma homojen, DFS70+sitoplazma benekli,

niikleolar+sitoplazma fibriller, benekli+taz noktali,

DFS70+sitoplazma atipik,

benekli+NMP, DFS+az noktali, benek+sentriol, midbody+ig cisimcigi, sitoplazma

fibriller+sitoplazma atipik, NMP+mitotik benek, homojen+benekli+sitoplazma

benekli, niikleolar+benekli+sitoplazma homojen, homojen+ niikleolar+ sitoplazma

benekli, benekli+ sitoplazma fibriller+ sitoplazma benekli, niikleolar+sitoplazma

homojentsitoplazma  benekli, niikleolar+

homojen+

sitoplazma

benekli,

benekli+mitotik benek+fibriller, midbody+mitotik benek+sitoplazma fibriller,

boyanma sekilleri gézlendi.

Cizelge 3.9°da kontrol grubu kadin bireylerde saptanan boyanma tiplerinin titre

bilgileri verilmistir.



Cizelge 3.9.

36

Kontrol Grubu Kadin Bireylerde Boyanma Tipleri—Titre

Dagilima.
1/40 1/100 1/320 | 1/1000 | 1/3200

DFS 70 2 1 - -
g Homojen 3 2 - -
é Niikleolar 12 6 3 -
; Benekli 18 8 2 -

Midbody 2 1 - -

NMP 1 1 - -

Golgi 1 - -
2 o
s Fibriller 5 4 2 -
E Homojen 4 1 - -
2.
S | Atipik - - - -
=

Benekli 17 7 - -

Cizelge 3.10°da kontrol grubu erkek bireylere ait

verilmistir.

Cizelge 3.10.

Dagilimi.

boyanma tiplerinin titre bilgisi

Kontrol Grubu Erkek Bireylerde Boyanma Tipleri—Titre

1/40

1/100

1/320

1/1000

Niikleer

DFS 70 (n)

Homojen (n)

Niikleolar (n)

11

Benekli (n)

13

Midbody (n)

Sentriol (n)

i cisimcigi (n)

Az Noktal (n)

— = = | o [ o

Niikleer
Matriks (n)

Mitotik benek
()

NMP (n)

Sitoplazmik

Golgi (n)

Fibriller (n)

Homojen (n)

Atipik (n)

Benekli (n)
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Arastirmamizin ana temasint olusturan Anti DFS-70 otoantikoru ise 536 kisiden

olusan kontrol grubunda 10 bireyde (%1,9 ) saptanmustir.

DFS-70 agisindan pozitif olan 10 bireyden 6’s1 (%60) kadin, 4’1 ise (%40) erkek
bireydir. DFS-70 boyanma seklinin yas ve dillisyon dagilimi Cizelge 3.11°de

gosterilmigtir.

Cizelge 3.11. DFS-70 Pozitif Kadin ve Erkeklerin Yas ve Titre Dagilimi.

n / Olgu No Yas / cinsiyet Titre (Diliisyon Orani)
1/236 16 /k 1/320
1/ 82 30/k 1/320
1/108 35/k 1/320
1/16 24 /e 1/100
1/23 31/e 1/100
1/31 32/k 1/100
1/272 46 /e 1/100
1/199 20/k 1/40
1/252 41/¢ 1/40
1/137 51/k 1/40

Cizelge 3.11°de DFS-70 pozitif 6 kadin bireyden; 2’si 1/40 diliisyonda, 1’1 1/100
diliisyonda, 3’ 1/320 diliisyonda degerlendirilmistir. DFS-70 pozitif 4 erkek
bireyden; 1’1 1/40 diliisyonda, 3’1 1/100 diliisyonda degerlendirilmistir.

DFS-70 boyanma sekli, yapilan IIF degerlendirmesinde 7 bireyde tek boyanma sekli
olarak; 1 bireyde sitoplazma benekli (1/100, 1+) boyanma tipi ile beraber, 1 bireyde
sitoplazma atipik (1/100 , 1+) ve yine 1 bireyde az noktali boyanma tipi (1/320, 2+)

ile beraber saptanmustir.

Istatiksel degerlendirmeye dayanarak, DFS-70 pozitif kadin ve erkek bireyler
arasinda diliisyon oranlari agisindan anlamli bir farklilik bulunmamistir (p= 1,0
0,05<p). DFS-70 pozitif erkek bireylerden 3’i 1/100 ve {istii diliisyonda pozitif
degerlendirilirken, sadece 1 erkek birey 1/40 diliisyonda zayif pozitif olarak
degerlendirilmistir. DFS-70 pozitif kadin bireylerden 4’ 1/100 ve {istii diliisyonda
pozitif degerlendirilirken, sadece 2’si 1/40 diliisyonda zayif pozitif olarak

degerlendirilmistir.



38

Kontrol grubunda, DFS-70 boyanma seklinin pozitif ve negatif olusuna gore yas
ortalamalar1 karsilastirilmistir ve Cizelge 3.12°de gosterilmistir. Yapilan istatiksel

degerlendirmeye gore anlamli bir farklilik saptanmamastir (p=0,765, 0,05<p).

Cizelge 3.12. Kontrol Grubunun DFS-70 Boyanma Sekline Gore Yas
Araliklar1 A¢isindan Dagilimi

DFS-70 Ortalama n Sézgii‘:t Ortanca Minimum Maksimum
Negatif 33,86 636 10,739 33,00 18 65
Pozitif 32,60 10 11,118 31,50 16 51
Toplam 33,84 646 10,738 33,00 16 65

3.2 Skleroderma Hasta Grubu Anti Niikleer Antikor (ANA) IIF Sonuclari

DFS-70 otoantikorunun saglikli bireyler disinda, otoimmiin hastalik gruplarinda da
IIF taramasi yapilmistir ve Skleroderma hasta grubunda DFS-70 otoantikoruna

rastlanmamuistir.

Olusturulan skleroderma hasta grubu 13’1 kadin (%72,2) ve 5’1 erkek (% 27,8)
olmak iizere toplam 18 bireyden olusmaktadir. Cizelge 3.13’de Kadin—Erkek yas

dagilim1 gosterilmistir.

Cizelge 3.13. Skleroderma Hasta Grubu Kadin-Erkek Yas Dagilimi ve ANA
ITF Pozitiflik Yiizdeleri

1/100 diliisyon ve iizeri

Cinsiyet n (birey sayisi) Yas Arahg1 Yas Ortalamas: ANA Pozitifligi
(n, %)
Kadin 13 19-55 34,5 9, % 69,2
Erkek 5 23-45 35,3 5, %100

Skleroderma hasta grubunu olusturan 18 kiside; 1/100 diliisyonda 14 kisi (%77,7)
ANA TIIF testinde pozitif bulundu. 1/40 diliisyonda 2 kisi (%11,1) ANA IIF testinde
zayif pozitif olarak degerlendirildi.
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Cizelge 3.14°de Skleroderma hasta grubuna ait boyanma sekillerinin dagilimi ve

Cizelge 3.15°de dagilim1 verilen boyanma sekillerinin titre bilgileri verilmistir.

Cizelge 3.14. Skleroderma Hasta Grubunun (n=18) ANA IIF 1/100 ve Uzeri

Diliisyon Sonuglarina Gére Boyanma Tiplerinin Dagilimi ve Yiizdeleri

.. s Sitoplazmik Boyanma
Niikleer Boyanma Sekli (n=24) Sekli (n= 4)
Homojen | Niikleolar Benekli Sentromer Benek
n 6 6 8 4 4
IIF boyanma
seklinin
sayis1, % % 333 38,9 50,0 222 22,2

Cizelge 3.15. Skleroderma Hasta Grubunun (N=18) ANA IIF Sonuglarina
Gore Boyanma Sekillerinin Titre Dagilimi ve Yiizdesi

Diliisyon Niikleer Boyanma (n=26) Sitoplazmik Boyanma (n=7)
orani Homojen | Niikleolar | Benekli | Sentromer | Toplam Homojen Benek  Toplam
1/40 1 1 - 2 1 2

Y% - 5,5 5,5 11,1 5,5 11,1

1/100 4 1 4 9 - 4

Y% 22,2 5,5 22,2 50,0 - 22,2

1/320 1 - 1 2 -

Y% 5,5 5,5 11,1 -

1/1000 1 5 2 2 10 -

% 5,5 27,7 11,1 11,1 55,5 -

1/3200 1 2 3 -

Y% 5,5 11,1 16,6 -

1/40 ve 1zeri

ANA IIF pozitif skleroderma grubu O6rneklernin sonuglari

incelendiginde en sik goriilen ilk 3 boyanma sekli sirasiyla; 9 bireyde (%50,0)

benekli tarzda boyanma, 7 bireyde (%38,9) niikleolar boyanma ve 6 bireyde (%33,3)

homojen ve sitoplazma benekli boyanmadir. Kadin ve erkek bireyler arasinda ¢ogu

boyanma seklinin uyumlu sonug¢ vermedigi ama hem erkek hem de kadin bireylerde

benekli tarzda boyanma seklinin oran olarak diger boyanma sekillerinden fazla

bulundugunu sdyleyebiliriz.
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Skleroderma hasta grubunda en sik rastlanilan ilk 3 boyanma sekilleri istatiksel
olarak incelenmistir ve kontrol grubu ile karsilastirilmistir. Sonugcta en sik rastlanilan
birinci boyanma modeli olan benekli tarzda boyanma i¢in iki grup arasinda anlaml
bir farklilik oldugu goriilmistiir (p=0, p<0,05). Benekli tarzda boyanma seklinin
kontrol grubunu olusturan saglikli bireylerdeki pozitiflik oram1 % 9,1 iken

skleroderma hasta grubunda bu oran %50,0 dir (Cizelge 3.16).

Cizelge 3.16. Benekli Boyanma Seklinin Kontrol Grubu ve Skleroderma Hasta

Grubunda Dagilimi
Benekli Boyanma
Negatif Pozitif Toplam
Grup N 487 49 536
grup i¢i % 90,9% 9,1% 100,0%
Sikloroderma N 9 9 18
Grup i¢i % 50.0% | (o p5<%,(<))05/; 100,0%

Skleroderma hasta grubunda en sik goriilen 2. boyanma sekli niikleolar boyanmadir
ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatiksel olarak iki grup arasinda anlamli bir
farklilik bulunmustur (p=0, p<0,05). Niikleolar boyanma seklinin orani, kontrol
grubunda %6,9 iken skleroderma hasta grubunda daha yiiksek ve % 38,9 dur
(Cizelge 3.17).

Cizelge 3.17. Niikleolar Boyanma Seklinin Kontrol Grubu ve Skleroderma

Hasta Grubunda Dagilimi.
Niikleolar Boyanma
Negatif Pozitif Toplam

Grup Kontrol N 499 37 536
Grup i¢i % 93,1% 6,9% 100,0%
Sikloroderma N 11 7 18

Grup i¢i % o 38,9% o
61,1% (p=0, p<0.05) 100,0%

Skleroderma hasta grubunda en sik rastlanilan 3. boyanma sekli ise homojen ve
sitoplazma benekli boyanmadir. Homojen boyanma sekli agisindan skleroderma
(%66,7) ve kontrol grubu (%33,3) karsilastirildiginda istatiksel olarak, skleroderma
hasta grubu anlamli bir farklilik géstermistir (p= 0 p<0,05) ve daha yliksek oranda
bulunmustur. Sitoplazma benekli boyanma sekli de homojen boyanma sekli gibi

kontrol grubunda gore (%S5,4), skleroderma hasta grubunda daha yiliksek oranda
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(%33,3) saptanmistir ve istatiksel olarak anlamli bir farklilik géstermistir (p= 0,
p<0,05).

Skleroderma hasta grubunun %72,2’sini olusturan kadin bireylerin %84,6’s1 yani 13
bireyden 9’u 1/100 ve iizeri diliisyonda ANA IIF pozitif olarak degerlendirilmistir.
1/100 ve iizeri diliisyonda, kadin bireylerde en sik rastlanilan ilk 3 boyanma sekli
sirastyla; 5 bireyde (%27,7) niikleolar boyanma, 4 bireyde (%22,2) benekli tarzda
boyanma ve 3 bireyde (%16,6) homojen ve yine 3 bireyde (%16,6) sitoplazma

benekli boyanmadir.

Skleroderma hasta grubunun %27,8’ini olusturan erkek bireylerin timii (n=5) ANA
IIF pozitif bulunmustur. Erkek bireylerde, 1/100 ve {izeri diliisyonda en sik
rastlanilan boyanma sekilleri sirasiyla; 4 bireyde (%22,2) benekli tarzda, 3 bireyde
(%16,6) homojen ve sitoplazma benekli, 1’er bireyde (%5,5) niikleolar, sentromer

ve sitoplazma benekli boyanma sekilleridir.

Skleroderma hasta grubu ANA IIF sonuglarina ait boyanma sekilleri Cizelge 3.18°de

gruplandirilarak yiizde oranlart ile birlikte verilmistir.
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Cizelge 3.18. Skleroderma Hasta Grubu (N=18) 1/40 ve Uzeri Diliisyonda
ANA IIF Boyanma Tiplerinin Dagilimi ve Yiizdeleri.

103 Bo;anma Sekli N %o
Benekli 3 16,6
Niikleolar 2 11,1
Homojen + Benekli + Sitoplazmik Benekli 2 11,1
Homojen + Niikleolar + Benekli 2 11,1

I’er olguda ise (%S5,5) sentromer, homojen+niikleolar, niikleolar+sentromer,
benekli+sitoplazma benekli, sentromer+sitoplazma benekli,
benekli+sentromer-+sitoplazmik benekli, homojen+benekli+sitoplazma

benekli+sitoplazmik homojen boyanma sekli bulunmustur.

Cizelge 3.19’da Skleroderma hasta grubunda bulunan kadin bireylerde saptanan

boyanma tiplerinin titre bilgileri verilmistir.

Cizelge 3.19. Skleroderma Hasta Grubu Kadin Bireylerde Boyanma Tipleri —
Titre Dagilima.

1/40 1/100 1/320 | 1/1000 | 1/3200
Homojen (n) - 3 - - -
g Niikleolar (n) 1 1 4
= | Benekli (n) 1 3 1
~ Sentromer(n) - 1 2
Toplam 2 7 6 2
=
= - 3
S | Benekli (n)
2.
S - 3 - -
7 | Toplam

Cizelge 3.20°de Skleroderma hasta grubu erkek bireylerine ait boyanma tiplerinin

titre bilgisi verilmistir.
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Cizelge 3.20. Skleroderma Hasta Grubu (N=18) Erkek Bireylerde Boyanma
Tipleri — Titre Dagilimi.

1/40 1/100 1/320  1/1000 1/3200
Homojen (n) - 1 1 1
g | Niikleolar (n) 1 -
= | Benek (n) - 1 1 1 1
z Sentromer(n) - - 1
Toplam - 2 2 4 1
2 Benekli (n) 5 1
g
E ,
§ Homojen (n) 1 )
@ | Toplam 3 1

Skleroderma hasta grubunun ANA IIF calismasinda, Anti-DFS70 otoantikoruna
rastlanmamistir ve bu sebeple bu Ornekler ile Hep-2 WesternBlot ¢alismasi

yapilmamustir.

Skleroderma hasta grubunun ANA IIF sonuglari incelendigi zaman en yiiksek titrede
(1/3200) sonu¢ veren boyanma tipleri; erkek bireylerde benekli tarzda ve kadin

bireylerde sentromer boyanma olmustur.

3.3 Sistemik Lupus Eritromatozus (SLE) Hasta Grubu Anti Niikleer
Antikorlar (ANA) ITF Sonuclan

DFS-70 otoantikorunun saglikli bireyler disinda, otoimmiin hastalik gruplarinda da

taramasi yapilmistir ve SLE hasta grubunda DFS-70 otoantikoru tesbit edilmemistir.

Olusturulan hasta grubu 52 kadin (%77,6) ve 15 erkek (%22,4) birey olmak iizere 67
SLE’li hastadan olusmaktadir. Cizelge 3.21°de Kadin—Erkek vyas dagilimi

gosterilmistir.
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Cizelge 3.21. SLE Hasta Grubu Kadin-Erkek Yas Dagilimi ve ANA IIF

Pozitiflik Yiizdeleri
Cinsiyet n (birey sayisi) Yas Arahg Yas Ortalamasi 1/100 ve iizeri ANA
Pozitifligi
(n, %)
Kadin 52 18-60 36,0 48, %923
Erkek 15 20-45 32,8 13, %86,6

SLE tanis1 konmus 67 bireyde; 1/100 diliisyonda 61 kisi (%91,0) ANA IIF testinde
pozitif bulundu. 1/40 diliisyonda ise 2 kisi (9%2,9) ANA IIF testinde zayif pozitif

olarak degerlendirildi.

Cizelge 3.22’de SLE hasta grubuna ait boyanma sekillerinin dagilimi ve Cizelge

3.23’de dagilimi1 verilen boyanma tiplerinin titreleri verilmistir.
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1/40 ve tzeri dilisyonda ANA IIF pozitif SLE hasta grubu 6rneklerinin sonuglari
incelendiginde en sik goriilen ilk 3 boyanma sekli sirasiyla; 42 bireyde (%62,7)
benekli tarzda boyanma, 40 bireyde (%59,7) sitoplazma atipik boyanma ve 38
bireyde (%56,7) homojendir. Kadinlarda en sik goriilen boyanma sekli homojen iken,

erkeklerde en sik goriilen boyanma sekli benekli olarak bulunmustur.

SLE hasta grubunun en sik rastlanilan ilk 3 boyanma sekilleri istatiksel olarak
incelenmistir ve kontrol grubu ile karsilagtirilmistir. Sonugta en sik rastlanilan 1.
boyanma sekli olan benekli boyanma igin iki grup arasinda anlamli bir farklilik
oldugu goriilmistir (p=0 p<0,05). Benekli boyanma seklinin, kontrol grubunu
olusturan saglikli bireylerdeki pozitiflik oran1t %9,1 iken, SLE hasta grubunda bu
oran %63,1dir (Cizelge 3.24).

Cizelge 3.24. Benekli Boyanma Seklinin Kontrol Grubu ve SLE Hasta
Grubunda Dagilimi (1/40 ve lizeri diliisyonda)

Benek
Negatif Pozitif Toplam
Grup Kontrol N 487 49 536
Grup i¢i % 90,9% 9,1% 100,0%
SLE N 24 41 65
101 0, 0,
Grup ici % 369% | (. p6<36})5/; 100,0%

SLE hasta grubunda en sik goriilen 2. boyanma sekli sitoplazmik atipiktir ve kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda istatiksel olarak iki grup arasinda anlamli bir farklilik
bulunmustur (p=0 p<0,05). Sitoplazmik atipik pozitifligi kontrol grubunda %0,9
iken SLE hasta grubunda daha yiiksek oranda ve 9%59,7dir. (Cizelge 3.25)
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Cizelge 3.25. Sitoplazma Atipik Boyanma Seklinin Kontrol Grubu ve SLE
Hasta Grubunda Dagilimi (1/40 ve {izeri dillisyonda)

Sitoplazma Atipik
Negatif Pozitif Toplam
Grup Kontrol N 531 5 536
Grup igi % 99,1% ,9% 100,0%
SLE N 27 40 67
Grup ici % o 59,7% o
40,3% (p=0, p<0.05) 100,0%

SLE hasta grubunda en sik rastlanilan 3. boyanma sekli homojendir. Homojen
boyanma sekli SLE hasta grubunda ve kontrol grubunda istatiksel olarak
istatiksel olarak iki

karsilagtirildiginda grup arasinda anlamhi bir farklilik

bulunmustur. Homojen boyanma sekli, kontrol grubuna gore, SLE hasta grubunda

daha yiiksek oranda bulunmustur. (Cizelge 3.26)

Cizelge 3.26.

Homojen Boyanma Seklinin Kontrol Grubu ve SLE Hasta
Grubunda Dagilimi (1/40 ve lizeri diliisyonda)

Grup
Kontrol SLE Toplam
Negatif N 527 28 555
Homojen Grup i¢i % 98,5% 41,8% 92,2%
Pozitif N 8 39 47
Grup igi % LS% | pi%f)‘;/; 7,8%

SLE hasta grubunda bulunan 52 kadin bireyden, 48’si (%92,3) 1/100 ve iizeri
dilisyonda ANA IIF pozitifligi gosterirken, 2’si (%3,8) 1/40 diliisyonda zayif pozitif
olarak degerlendirilmistir. 1/100 ve {iizeri diliisyonda kadin bireylerde en sik
rastlanilan ilk 3 boyanma sekli sirasiyla; 31 bireyde (%59,6) homojen, 27 bireyde
(%51,9) benekli tarzda boyanma ve sitoplazma atipik, 16 bireyde (%30,7) sitoplazma

benekli boyanmadir.

SLE hasta grubunda bulunan 15 erkek bireyden 13’i (%86,7) 1/100 ve iizeri
dilisyonda ANA IIF pozitif sonu¢ verirken, 2 birey ise (%13,3) ANA IIF negatif

olarak degerlendrilmistir.
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1/100 diliisyonda ANA IIF sonuglar1 erkek grubu i¢inde degerlendirildiginde en sik
rastlanilan ilk 3 ,boyanma modeli; 10 kiside (%66,6) benekli tarzda boyanma, 7
kiside (%46,6) homojen, 6 kiside (%40) niikleolar ve sitoplazma atipikdir.

SLE hasta grubu ANA IIF sonuglarina ait boyanma sekilleri Cizelge 3.27°de

gruplandirilarak yilizde oranlart ile birlikte verilmistir.
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Cizelge 3.27. SLE Hasta Grubu ANA IIF Boyanma Tiplerinin Dagilimi1 ve
Yiizdeleri (1/40 ve iizeri diliisyonda)

IIF Boyanma Sekli %

=

Homojen + benekli + sitoplazma benekli 4 6,0
Benekli + sitoplazma fibriller + sitoplazma benekli 3 4,5
Homojen + sitoplazma atipik + sitoplazma benekli 3 4,5
Benekli + sitoplazma atipik + sitoplazma benekli 3 4,5
Homojen + Benekli + Sitoplazma fibriller + Sitoplazma Atipik 3 4,5
Homojen + Niikleolar + Benekli + Sitoplazma Atipik 3 4,5
Niikleolar + benekli + Sitoplazma atipik + sitoplazma benekli 3 4,5
Benekli 2 3,0
Homojen 2 3,0
Homojen + Sitoplazmik benekli 2 3,0
Homojen + sitoplazma atipik boyanma 2 3,0
Benekli + sitoplazma atipik boyanma 2 3,0
Homojen + benekli + sitoplazma atipik 2 3,0
Homojen + benekli + sitoplazma fibriller + sitoplazma atipik 2 3,0

I’er olguda  (%1,5) niikleolar, niikleolar+benekli, = homojen+benekli,
beneklit+sitoplazma fibriller, homojen+periferal, homojen+periferal+sitoplazma
atipik, homojen+niikleolar+sitoplazma homojen, niikleolar+benekli+sitoplazma
benek, homojentbenek+sitoplazma fibriller, benek+sitoplazma fibriller+sitoplazma
benekli, homojen+sitoplazma homojen+sitoplazma atipik, benekli+sitoplazma
homojen+tsitoplazma benekli, homojen+periferal+sitoplazma atipik,
niikleolar+benekli+sitoplazma atipik, NMP+sitoplazma atipik+sitoplazma benekli,
homojen+niikleolar+sitoplazma fibriller+sitoplazma atipik,
homojen+benek+sitoplazma  homojentsitoplazma  atipik,  niikleolar+mitotik
benekli+sitoplazma fibriller+sitoplazma benekli,
homojen+niikleolar+periferal+sitoplazma atipik, homojent+periferal+ sitoplazma
homojen+sitoplazma atipik, niikleolar+ benekli+ sitoplazma fibriller+sitoplazma
homojen, homojen+niikleolar+sitoplazma fibriller+sitoplazma homojen+sitoplazma
atipik,  homojen+niikleolar+periferal+sitoplazma  atipik+sitoplazma  benekli,
niikleolar+benekli+sitoplazma homojen+sitoplazma benekli+sitoplazma atipik,
homojen+periferal+benekli+sitoplazma benekli+sitoplazma atipik,
homojen-+niikleolar+benekli+sitoplazma atipik-+sitoplazma benekli,
homojen+niikleolar+benekli+taz  noktali+sitoplazma atipik boyanma sekilleri

saptanmuistir.
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Cizelge 3.28’de SLE hasta grubunda bulunan kadin bireylerde saptanan boyanma

tiplerinin titre bilgileri verilmistir.

Cizelge 3.28. SLE Hasta Grubu Kadin Bireylerde Boyanma Tipleri—Titre

Dagilimi
1/40 1/100 1/320 1/1000  1/3200
Homojen (n) 1 5 7 10 9
Niikleolar
(n) 1 5 3 2
5 Benekli (n) 4 6 6 11
§ Periferal (n) - - - - 6
Z Mitotik
benek (n) - 1 -
NMP (n) - - 1
Toplam 6 17 16 23 20
Fibriller (n) 3 -
-E Homojen (n) 4 3 -
8 Atipik (n) 6 27 -
=
S
7 Benekli (n) 8 16 - - -
Toplam 21 53 - - -

Cizelge 3.29°da SLE hasta grubunda bulunan erkek bireylerde saptanan boyanma

tiplerinin titre bilgileri verilmistir.
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Cizelge 3.29. SLE Hasta Grubu Erkek Bireylerde Boyanma Tipleri—Titre

Dagilimi.
1/40 1/100 1/320 | 1/1000 | 1/3200
Homojen (n) - 1 3 3
- Niikleolar (n) 1 2 2 2
é Benekli (n) - 3 3 3 1
g Periferal (n) 1
Az Noktal (n) - - 1
Toplam 1 6 9 9 1
é Fibriller (n) 1 1
2
§ Homojen (n) 1
2 Atipik (n) 1 6
Benekli (n) - 3
Toplam 3 10

SLE hasta grubunun ANA IIF calismasinda DFS-70 otoantikoruna rastlanmamaistir

ve bu sebeple bu 6rnekler ile Hep-2 Westernblot calismasi yapilmamaistir.

SLE hasta grubunun ANA IIF sonuglari incelendigi zaman en yiiksek titrede (1/3200
diliisyonda) sonu¢ veren boyanma tipleri; kadin bireylerde homojen (9 bireyde),
periferal (6 bireyde), erkek bireylerde benekli tarzda boyanma (1 bireyde) olarak

bulunmustur.

3.4 Romatoid Artrit (RA) Hasta Grubu Anti Niikleer Antikorlar (ANA) IIF

Sonuglar

DFS 70 otoantikorunun saglikli bireyler disinda, otoimmiin hastalik gruplarinda da
taramast  yapilmistir ve RA hasta grubunda Anti-DFS70 otoantikoruna
rastlanmamistir. Olusturulan RA hasta grubu 23 kadin (%74,2) ve 8 erkek (%25,8)
birey olmak iizere 31 RA’l1 hastadan olugsmaktadir. Cizelge 3.30’da Kadin — Erkek

yas dagilim1 gosterilmistir.
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Cizelge 3.30. RA Hasta Grubu Kadin-Erkek Yas Dagilimi ve ANA IIF

Pozitiflik Yiizdeleri.
1/100 ve iizeri
diliisyonda ANA
Cinsiyet n (birey sayisi) Yas Arahg Yas Ortalamasi
Pozitifligi
(n, %)
Kadm 23 19-55 33,8 14, %60,8
Erkek 8 26-41 36,7 6, %75,0

RA tanis1 konmus 31 bireyde; 1/100 diliisyonda 20 kisi (%64,5) ANA IIF testinde
pozitif olarak bulundu. 1/40 diliisyonda ise 9 kisi (%29,0) ANA IIF testinde zayif
pozitif olarak degerlendirildi.

Cizelge 3.31°de RA hasta grubuna ait boyanma modeli dagilim1 ve Cizelge 3.32°de

dagilimi verilen boyanma tiplerinin titreleri gosterilmistir.
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ANA IIF pozitif RA hasta grubu Orneklerinin sonuglart incelendiginde en sik
rastlanilan ilk 3 boyanma sekli sirasiyla; 19 bireyde (%32,7) benekli, 12 bireyde
(%20,7) sitoplazma benekli ve 6’sar bireyde homojen (%10,3) ve sitoplazmik
homojen (% 10,3) dir. Kadin ve erkek bireyler arasinda en sik goriilen boyanma
modelleri arasinda iligki vardir. Hem erkek hem de kadin bireylerde en sik rastlanilan

ilk iki boyanma sekli benekli tarzda ve sitoplazma benekli boyanmadir.

RA hasta grubunun en sik rastlanilan ilk 3 boyanma sekilleri istatiksel olarak
incelenmistir ve kontrol grubu ile karsilastirilmistir. Sonugta en sik rastlanilan 1.
boyanma sekli olan benekli tarzda boyanma i¢in iki grup arasinda anlamli bir
farklilik vardir (p=0, p<0,05). Benekli boyanma seklinin, kontrol grubunu olusturan
saglikli bireylerdeki pozitiflik oran1 %9,1 iken, RA hasta grubunda bu oran %63,3diir
(Cizelge 3.33).

Cizelge 3.33. Benekli Boyanma Seklinin Kontrol Grubu ve RA Hasta
Grubunda Dagilimi (1/40 ve lizeri diliisyonda)

Benek
Negatif Pozitif Toplam
Grup N 487 49 536
Grup i¢i % 90,9% 9,1% 100,0%
N 11 19 30
Grup i¢i % 36.7% 63,3% 100,0%
(=0, p<0,05)

RA hasta grubunda en sik goriilen 2. boyanma sekli olan sitoplazma benekli
boyanmadir ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatiksel olarak iki grup arasinda
anlaml bir farklilik bulunmustur (p=0, p<0,05). Sitoplazma benekli tarzda boyanma
modeli pozitiflik orani, kontrol grubunda 9%5,4 iken RA hasta grubunda daha yiiksek
oranda (%38,7) olarak saptanmustir. (Cizelge 3.34)
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Cizelge 3.34. Sitoplazma Benek Boyanma Seklinin Kontrol Grubu ve RA

Hasta Grubunda Dagilimi (1/40 ve {izeri dillisyonda)

Sitoplazma Benekli
negatif Pozitif Toplam
Grup  Kontrol N 506 29 535
Grup i¢i % 94,6% 5,4% 100,0%
RA N 19 12 31
Grup ici % 61,3% 38,7% 100,0%
(p=0, p<0,05)

RA hasta grubunda en sik rastlanilan 3. boyanma sekli; Homojen ve sitoplazma
homojendir. Her iki boyanma seklide RA hasta grubunda ve kontrol grubunda
istatiksel olarak karsilastinnldiginda iki grup arasinda anlamli bir farklilik
bulunmustur. Homojen ve sitoplazmik homojen boyanma sekli, kontrol grubuna gore

RA hasta grubunda daha yiiksek oranda bulunmustur.

RA hasta grubunda bulunan 23 kadin bireyden 14°i (%60,9) 1/100 ve iizeri
dilisyonda ANA IIF pozitifligi gdsterirken, 8’1 (%34,7) 1/40 diliisyonda zayif pozitif
olarak degerlendirilmistir. 1/100 ve {tizeri diliisyonda kadin bireylerde en sik
rastlanilan boyanma sekli sirastyla; 7 bireyde (%30,4) sitoplazma benekli tarzda
boyanma, 6 bireyde (%26,1) benekli tarzda boyanma ve 2 bireyde (%8,7) homojen

ve sitoplazma homojendir.

RA hasta grubunda bulunan 8 erkek bireyden 6’s1 (%75) 1/100 ve iizeri diliisyonda
ANA 1IF pozitif sonu¢ verirken, 1 erkek 1/40 diliisyonda zayif pozitif olarak
degerlendirilmistir. 1/100 ve iizeri diliisyonda erkek bireylerde en sik rastlanilan
boyanma sekilleri sirasiyla; 3 bireyde (%37,5) benekli tarzda boyanma, 2 bireyde

(%25) homojen ve niikleolar boyanmalardir.

RA hasta grubu ANA IIF sonucglarina ait boyanma sekilleri Cizelge 3.35°de

gruplandirilarak yilizde oranlart ile birlikte verilmistir.
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Cizelge 3.35. RA Hasta Grubu ANA IIF Boyanma Tiplerinin Dagilim1 ve
Yiizdeleri (1/40 ve iizeri diliisyonda)

IIF Bozanma gekli % |

Benekli 16,1
Benekli + Sitoplazma homojen + Sitoplazma benekli 16,1
6,4
6,4

z

Sitoplazma Fibriller

NN [ [

Homojen + benekli + Sitoplazma benekli

I’er olguda (%3,2) niiklolar, sitoplazma atipik, sitoplazma benekli, homojen,
midbody+igcik  sekilli  fibril, niikleolartaz  noktali,  benekli+midbody,
beneklit+sitoplazma benekli, homojent+benekli, sitoplazma benekli+sitoplazma
homojen, niikleolar+benekli, homojen+niikleolar+benekli,
niikleolar+midbody+sitoplazma benekli, homojen+benekli+sitoplazma fibriller,

benekli+sentriol+sitoplazma benekli boyanma tarzi saptanmustir.

Cizelge 3.36.da RA hasta grubunda bulunan kadin bireylerde saptanan boyanma

tiplerinin titre bilgileri verilmistir.

Cizelge 3.36. RA Hasta Grubu Kadin Bireylerde Boyanma Tipleri—Titre

Dagilimi.
1/40 | 1/100  1/320  1/1000  1/3200
g [Homojen (n) 2 2 - - .
E Niikleolar (n) 2 - - 1 -
Z. | Benekli (n) 9 5 1 - -
Midbody (n) 1 1 -
Sentriol (n) 1 - - -
Toplam 15 7 2 1
E Fibriller (n) 2 - - 1 -
N | Homojen (n) 3 2 - - -
§ Atipik (n) - 1 - - -
=
Benekli (n) 4 7 - - -
Toplam 9 10 - 1

Cizelge 3.37°de RA hasta grubunda bulunan erkek bireylerde saptanan boyanma

tiplerinin titre bilgileri verilmistir.
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Cizelge 3.37. RA Hasta Grubu Erkek Bireylerde Boyanma Tipleri—Titre

Dagilimi.
1/40  1/100  1/320  1/1000 1/3200

Homojen (n) - 2
£ [ Niikleolar (n) ] 2
= | Benekli (n) 1 3
g Midbody (n) 1

Spindle (n) 1

Az Noktal1 (n) - 1

Toplam 3 8
=
g
—8' Homojen (n) - 1
wn

Benekli (n) - 1

Topalm - 2

RA hasta grubunun ANA IIF calismasinda DFS 70 otoantikoruna rastlanmamistir ve
bu sebeple bu 6rnekler ile Hep-2 WesternBlot ¢alismasi yapilmamastir.

RA hasta grubunun ANA IIF sonuglar1 incelendigi zaman en yiiksek titrenin (1/1000

diliisyonda) sitoplazma fibriller ve niikleolar boyanma oldugu saptanmustir.

3.5 DFS-70 Pozitif Orneklerin Hep-2 WesternBlot Calismasinda

Degerlendirmesi

ANA IIF tarama c¢alismasinda DFS-70 pozitifligi gosteren 10 ornek, tanimlama
amaci ile Hep-2 WesternBlot yontemi ile ¢alisildi. DFS-70 pozitif 6rneklerin Hep-2
WB c¢alismasinda ~75kDa civarinda band olusturmast beklenmekteydi. Yapilan
calisma sonucu, IIF calismasinda DFS-70 pozitifligi gosteren 10 Ornekten tiimii
Hep-2 WB testinde ~75kDa civarinda band olusturmustur. Uretici firmaya ait,
bandlarin degerlendirmesinde kullanilan degerlendirme kagidinda, olusan bandlarin

denk diistiigli aralik M2 (74 kDa) — Ku (84 kDa) arasidir ve olusan bandlar M2 (74
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kDa)’nin biraz ustiinde kalmaktadir. Sekil 3.1. ve 3.2.°de elde edilen band

goriintiileri gosterilmistir.
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Sekil 3.2. DFS70 Pozitif Serumlarin Hep-2 Westernblot Caligma Sonugclari.
a. Degerlendirme stripi, b,c,d,e,f,g ve h DFS 70 pozitif hastalara ait stripler

:

|1 imimswia l
i vwmswe |
I wemasi= |
§ remmsars |
§ v 1

L




59

[ CENPE |
Sch-70 (100) |

MIdy  —a
—
A

- 4—| ~75kDa

e 7O
S5-A (50

2H-A55-0 (52)
T 44 43)

Rib. F-Prof i8]

I—| AN A 3

'= SmBSmE
- iy
I =

<«—| 27 kDa-32kDa
<4—| arasi ¢iftli band

olusumu

iy

'»——I_F-:I'.IF' [FIETH,

. SPETERTITe |—| Em D (17) —

“Hib, =:Prot [15) | 1

it ob (153 [ g e A i <«—| ~11-12 kDa arasi
— ] band olusumu

H Smesmr o 4

J__ Anlegebalkan
aligrnrranl bar

|

i iklm

@
i IS 1
| mwssaain ||

Sekil 3.3. DFS70 Pozitif Serumlarin Hep-2 Westernblot Calisma Sonuglari.
1. Degerlendirme stripi, j,k ve 1 DFS 70 pozitif hastalara ait stripler, m DFS 70
negatif hastaya ait strip.

Anti-DFS 70 IIF pozitif sonuglar ile bu Orneklerin Hep-2 WB sonuglarinin

karsilastirmasi Cizelge 3.38°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.38. DFS 70 Pozitif IIF Sonuglar1 Ile Bu Orneklerin Hep-2
Westernblot Test Sonuglarinin Karsilagtirmasi.

.. ANA IIF DFS-70 Orneklerin Hep-2 WB Band
ANA IIF DFS 70 Pozitif OrneklerinTitreleri

Sonuclan
(+) 1/40 Zayif
(+) 1/40 Zayif
(+) 1/40 Belirgin
+ 1/100 Belirgin
+ 1/100 Belirgin
+ 1/100 Belirgin
+ 1/100 Kuvvetli
++ 1/320 Kuvvetli
++ 1/320 Kuvvetli
++ 1/320 Kuvvetli

Cizelge 3.38.’de goriildiigii gibi DFS-70 6rneklerin titrelerinin artisina paralel olarak
Hep-2 WB calismasinda olusan 75kd civarindaki bandinda kuvveti artmaktadir.

Olusan band dagiliminda goze carpan bir diger nokta ise DFS70 pozitif 6rneklerden;
3’lin kuvvetli, 4’linde ise zayif olmak iizere yaklasik 10-11 kDa molekiil agirliginda
denk gelen noktada olusan banddir. DFS70 pozitif diger 3 6rnekte ise boyle bir band

olusmamustir.

Diger bir goze carpan sonug ise; RNP A (32kDa) bandinin biraz altinda, DFS-70
pozitif tim 6rneklerde olusan yaklagik 28-31 kDa molekiil agirliginda 2°1i bandlardir.
Bu 2’li bandlar, 3 6rnekte kuvvetli iken diger 7 Ornekte biraz daha zayif olarak

degerlendirilmistir.
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4 TARTISMA

Otoimmiin hastaliklarin tan1 asamasinda, IIF yontemi ile yapilan ANA taramasi ¢ok
onemli bir basamaktir (Watanabe ve ark, 2004). Arastirmamizda, kontrol ve hasta
gruplarinda (SLE, RA ve Skleroderma), Anti DFS70 otoantikorunun yiizdesini IIF
yontemi saptamay1 amagladik. 536 kisiden olusan kontrol grubunda 10 bireyde
(%1,9) Anti-DFS 70 boyanma sekline rastlandi. Anti DFS70 boyanma sekli gosteren
serum Ornekleri ile Hep-2 WesternBlot ¢alismasi yapildi ve beklendigi gibi yaklagik

75kDa molekiiler agirlikta band olusumu gozlendi.

Watanabe ve ark.’larmin (2004) 597 saglikli hastane personeli ile yaptiklar
calismada ise 119 birey (% 20) ANA IIF testinde pozitif sonu¢ vermistir. 119 ANA
pozitif bireyden 69’u (tiim grubunun %12’si , ANA IIF pozitiflerin % 58,0’1) Anti
DFS70 boyanma sekli gostermistir. Watanabe ve ark.’lar1 (2004) ayn1 zamanda Anti
DFS70 pozitifligi gosteren serum Ornekleri ile yaptiklart immunblot ¢alismasinda
yaklagik 70 kDa civarinda band olusumunu saptamiglardir. Bizzaro ve ark.’larinin
(2007) 20 kan donorii ile yaptiklar calismada 6rneklere ait tiim sonucglar negatif
bulunmustur. Okamoto ve ark.’lar1 (2004), Alopecia areata ve saglikli kontrol
bireylerinde yaptiklar1 taramada ise 105 saglikli birey kullanmislardir. 105 saglikli
bireyden 8’1 (%7,6) Anti-DFS 70 boyanma sekli gostermistir. Ayrica bu
caligmalarinda Anti-DFS 70 pozitif sonug veren 8 bireyden 5’1 kadin, 3’ii ise erkektir
ve DFS 70 pozitif kadin sayis1 erkeklerden yiiksek olarak bulunmustur.

Daniels ve ark.’lar1 (2005), 207 prostat kanserli erkek birey, 166 prostat kanserli
olmayan saglikli erkek birey ve 82 erkek kan dondrii kullanarak, bu bireylerde
DFS70 (LEDGF/p75) antijeninin ekspresyon yiizdesini ve DFS 70 otoantikorunun
varligimi saptamayir amaclamislardir. 166 saglikli erkek bireyin %24’ ANA IIF
pozitifligi gosterirken, bu 166 bireyden 7’°si (Saglikli bireyler icinde % 4,21 , ANA
IIF pozitifligi i¢inde %17,5) DFS-70 pozitifligi gostermistir. Calismadaki 44 erkek
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kan donodriiniin 2’si yani % 4,5’i ANA IIF pozitifligi gosterirken, bu ANA
pozitiflikleri icinde DFS 70 pozitifligi gdsteren birey sayist 1 (kan dondrleri iginde
%2,3, ANA IIF pozitifligi icinde % 50) dir. Daniels ve ark.’lariin (2004) kan
donorlerinde saptadiklart DFS70 pozitif oran1 %2,3 iken, biz kan donorlerinde %1,9
DFS70 pozitifligi yakaladik ve iki ¢alismanin sonuglarinin yakin oldugunu gordiik.

Kontrol grubunda (saglikli bireylerde) elde ettigimiz sonuglar, diger calismalarin
sonuclart ile karsilastirildiginda, elde ettigimiz %1,9’luk DFS-70 pozitiflik oraninin
diger aragtirma sonuglara gore diisiik oldugu goriilmektedir. Daniels ve ark.’larinin
(2005) erkek kan donér grubunda elde ettikleri Anti DFS70 pozitiflik oran1 (%2,3),
aragtimamizda ki kan dondrii grubunda goriilen DFS70 yiizdesine (%1,9) yakindir.
Aragtirma sonuglar1 arasindaki bu farklili§in, calismalarda kullanilan kontrol

gruplarinin farkl etnik kdkenlerden olmasindan kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

Watanabe ve ark.’larmin (2004), 597 saglikli hastane c¢alisani ile yaptiklar1 aragtirma
sonucunda, saglikli hastane ¢alisanlarinin %12’sinde Anti-DFS 70 pozitif sonug elde
edilmistir . Calismadaki hastane personeli; hemsireler, doktorlar, ofis ¢alisanlarindan
olusmaktadir. Saglikli hastane calisanlarinda bu kadar yiiksek oranda Anti DFS70
otoantikoru (ve diger otoantikorlarin) yiizdesine rastlanmasindaki nedenlerden
birinin, hastane personelinin ¢alisma ortamlarindan kaynakli kimyasal maddelere

maruz kalmalarindan kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

Okamoto ve ark.’larmin (2004), Alopecia areata’li hastalarda Anti-DFS 70 taramasi
yaparken olusturduklar1 saglikli birey grubunda, Anti-DFS 70 pozitifligi %7,6 iken,
Daniels ve ark.’larinin (2005), yaptig1 arastirmada, prostat kanserli olmayan saglikli
bireylerde Anti-DFS 70 oran1 % 4,2 , ayn1 ¢aligmanin erkek kan dondrlerinde ise bu
oran %?2,3 diir. Bu oranlar yine arastirmamizda elde ettigimiz kontrol grubu, DFS 70
pozitiflik oranindan fazladir. Arastirmamizda olusturdugumuz kontrol grubu erkek
bireylerinin Anti-DFS 70 pozitiflik oran1 %1,5 dir ve Daniels ve ark.’larinin (2005),

arastirmasina gore daha diislik oranda bulunmustur.
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Muro (2001), Atopik Dermatitli hastalarin ¢ogu zaman IgE antikor {irettigini ama
IgG sinifi antikor {iretiminin de bazen olabildigini ve iiretilen bu IgG antikorlarinin

bir kismininda DFS-70 otoantikoru oldugunu ileri siirmiistir.

Arastirmamizda, 18 bireyden olusan Skleroderma hasta grubunda Anti DFS70
otoantikoruna rastlanmamistir. Ochs ve ark.’lar1 (2000), 40 bireyden olusan
skleroderma hasta grubunda yaptiklar1 IIF ve blot ¢alismalarinda, 1 bireyde (%2,5)
DFS 70 pozitifligi yakalamiglardir. Aym sekilde sklerodermali 50 hastadan olusan
bir grupta IIF ve blot ¢caligmasi yapan Watanabe ve ark.’lar1 (2004), 50 sklerodermali
bireyden higbirinde DFS-70 otoantikorunu saptayamamigslardir. Bu iki ¢alisma da,
arastirmamizdaki skleroderma hasta grubunda elde ettigimiz sonug¢ ile uyumluluk
gostermektedir ve DFS 70 otoantikorunun skleroderma hastalik grubunda yiizdesinin

diisiik oldugu veya hi¢ olmadig1 goriilmektedir.

Calismamizda 67 bireyden olusan SLE hasta grubunda ve 31 bireyden olusan RA’1
hasta grubunda, Anti- DFS 70 otoantikoruna rastlanmamistir. Ayn1 sekilde Ochs ve
ark.’lar1 (2000), 36 SLE’li hastada yaptiklar1 IIF ve blot calismalarinda da Anti—-DFS
70 otoantikoruna rastlamamistir. Watanabe ve ark.’larinin (2004), 55 SLE’li hasta ile
yaptiklar1 IIF ve blot c¢aligmasinda yalnizca 1 hastada (%2,0) Anti-DFS 70
otoantikoruna rastlanmistir. Yine Ochs ve ark.’larmin (2000) 30 RA’li hastada
yaptiklar1 ¢alismada Anti- DFS 70 otoantikoruna rastlanmazken, Watanabe ve
ark.’larmin  (2004), 40 RA’Ll hasta ile yaptiklar1i c¢alismada yine DFS 70
otoantikoruna rastlanmamistir. Her iki aragtirmacit grubunda SLE ve RA’l1 hasta
gruplarinda elde ettikleri sonuglar, bizim SLE ve RA’lh hasta gruplarindaki IIF
calismasinda elde ettigimiz sonuglar ile uyumluluk gostermektedir ve DFS 70
otoantikorunun yiizdesinin bu hastalik gruplarinda diisiik oldugu veya hi¢ olmadig

goriilmektedir.
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Anti DFS-70 otoantikorunun genis ¢apli bir taramasi suana kadar Tiirk toplumunda
yapilmamistir. Caligmamiz ile birlikte, Tiirk toplumunda ilk defa Anti-DFS 70

otoantikorunun taramasi yapilmistir ve klinik 6nemi saptanmaya c¢aligilmistir.

Ulkemizde Tutkak ve ark.’larmm (2008), 2. Akdeniz Klinik Immiinoloji
Toplantisindaki tebliglerinde, 4 aylik bir siire iginde 7855 adet serum 6rnegi ANA
IFA sonucu degerlendirilmisti. 7855 oOrnegin %15,7’si ANA pozitif olarak
degerlendirilirken %84,3’ii ise ANA IIF agisindan negatif olarak degerlendirilmistir.
Bu grupta Anti DFS-70 otoantikoru 4. en sik rastlanilan boyanma sekli olup, %35,8
oraninda saptanmistir. Anti DFS-70 pozitif kadin orani yine bu ¢alismada da Anti
DFS-70 pozitif erkek oranindan fazla olarak bulunmustur ve tez ¢calismamizda elde

ettigimiz sonug¢la uyumluluk gostermistir (Tutkak ve ark, 2008).

Bu ¢alismada elde edilen Anti DFS-70 pozitif orani1 (%5,8), tez ¢alismamizda elde
ettigimiz orandan (%1,9) yiiksektir. Bunun sebebi olarak test edilen kontrol
grubunun farkliligina isaret edebiliriz. Teblig, rutin ANA tarama testi istegi ile
laboratuara bagvuran bireylerde olusurken, tez ¢calismamizdaki 536 saglikli birey, kan
bankas1 donériidiir. Bu da toplumun farkli kesimlerinde elde edilecek bulgularin

farkl1 olabilecegini bize gostermektedir.

Anti DFS-70 otoantikorunun, kadin bireylerde, erkeklere oranla daha yiiksek
bulunmasinin sebebini ise kadinlarin erkeklere gore daha duyarli olmalar1 veya
gebelik gibi antijenik uyarima yol agcan durumlar1 daha fazla yasamalarinin neden

oldugunu diisiinmekteyiz.

DFS70 antijeninin molekiiler agirliginin saptanabilmesi i¢in bir¢ok arastirmaci blot
testi ¢alisma yapmistir. Okamoto ve ark.’lar1 (2004) ve Watanabe ve ark.’lar1 (2004),
bu antijenin molekiiler agirligin1 yaklasik 70 kDa olarak gosterirken, en son yapilan
caligmalar, bizim Hep-2 WesternBlot test sonucumuzu dogrular sekilde, antijenin

molekiiler agirliginin yaklasik 74 kDa oldugunu gdstermistir (Dellavance ve ark.’lari,
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2005; Daniels ve ark.’lar1, 2005; Sugiura ve ark.’lari, 2007). Anti DFS70 pozitif
hastalarin Hep-2 WB calismasinda saptadigimiz, 27-32 kDa molekiiler agirlig
civarindaki ¢ift band olusumu ve yaklasik 11-12 kDa civarinda saptadigimiz bandlar
diger aragtirmacilarin c¢alismalarinda saptanmamis veya c¢alisma sonuglarinda bu

bulgulara yer verilmemistir.

Sonugta, Hep-2 WB testinde elde ettigimiz sonuglar, diger arastirmacilarin
bulgularina paralellik gosterdi ve DFS70 antijeninin molekiiler agirhiginin yaklasik
75 kDa oldugu diisiincesini kuvvetlendirdi.
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5 SONUC VE ONERILER

Aragtirmamiz sonucunda, Anti DFS 70 otoantikoru sadece kontrol grubunda
saptanmistir ve kontrol grubundaki (saglikli bireylerdeki) orant %1,9dur. SLE, RA
ve skleroderma hasta gruplarinda, yani bazi sistemik otoimmiin hastalik gruplarinda,
Anti DFS70 otoantikoruna rastlanmamistir ve bu durum DFS70 otoantikorunun,
otoimmiin hastalik siliphesinden uzaklastirici 6zelligini  giiclendirmistir. Kan
bankasindan rastgele toplanan serumlarin, gelismislik diizeyi ve yasam c¢evresi
kosullar1 bilinmemektedir. Anti-DFS 70 pozitifliginin diisiik oranda saptanmasi
yasam kosullariyla ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir. Toplumun gelismislik diizeyi,
cevresel etkenler ve stres bireyde otoantikor olusmasina neden olabilir (Stojanovich,
2009) ve buna bagh olarak otoimmiin hastaliklarda artis olabilir. Ayrica gidalardaki
katki maddeleri, temizlik malzemelerinin igerdigi kimyasallar veya kozmetik iiriinler
bile otoimmiin hastaliklarin ve dolayisi ile otoantikor iiretiminin artmasina neden
olabilir. Bu nedenle toplumun farkli kesimlerinden alinacak orneklerle yapilacak

caligmalarla konu daha 1yi bir sekilde aydinlatilabilir.

Su ana kadar yapilan arastirmalar sonucunda, bir taraftan DFS70 otoantikorunun
saglikli bireylerde daha sik rastlandigi ve dogal bir otoantikor olabilecegi, aym
zamanda bu otoantikor pozitifliginin, sistemik otoimmiin hastalik sliphesinin goz
ardi edilmesini sagladig: diisiiniiliirken, diger bir yandan Atopik Dermatit (AD), AD-
katarakt, astim ve intersistiyel sistit ve Vogt-Harada sendromu gibi hastaliklardaki
DFS70 otoantikoruna sikc¢a rastlanmasindan séz edilmistir (Ganapathy ve Casiano,
2003) ve bu sebeple bu noktada goz ardi edilmemelidir. Bu belirsizligi netlestirmek
ise Anti- DFS70 otantikoru ile ilgili aragtirmalar1 genisleterek ve farkl tlkelerde,
farkli etnik gruplarla ¢alisma yaparak miimkiin olacaktir. Aragtirmalar sirasinda tek
bir test teknigine bagl kalmaksizin, farkli yontemler kullanarak, yanlis pozitif ve

yanlig negatif sonuglar elde edilmesi engellenebilir.
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OZET

Sistemik Otoimmiin Romatolojik Hastaliklarda ve Saghkh Bireylerde DFS70 Otoantikorlar:

Bu calismamizin amaci, rutin Anti Nikleer Antikor (ANA) indirekt immiin floresan (IIF)
calismalarinda siklikla saptanmaya baslanan ama hakkinda ¢ok fazla aragtirma yapilmamis olan Anti
dense fine speckled 70 (Anti DFS-70) otoantikorunun, diger bir adi ile Anti LEDGF/p75, Tiirk
toplumundaki goriilme sikligini arastirmaktir. Elde edilen sonuclar 1s1ginda bu otoantikorun olast
Ooneminin degerlendirilmesi amaglanmistir.

Anti DFS-70 otoantikorunun ANA IIF tarama testinde olusturdugu boyanma sekli; mitotik hiicrelerin
kromozomunun ve interfazdaki niikleusun yogun ince benekli boyanmasi seklindedir.

Anti DFS-70 otoantikoru, diger arastirmacilar tarafindan; Alopecia aerata, astim, sistit, prostat kanseri,
atopik dermatit ve saglikli bireylerden olugan gruplarda arastirilmistir. Yaptigimiz arastirmayla
birlikte Anti DFS-70 otoantikoru, Tiirk toplumunda da genis ¢apli olarak arastirilmis olmustur.

Caligmamizda 536 bireyden olusan kan donorii kontrol grubu olarak; otoimmiin hastalik grubu olarak;
63 SLE tanili birey, 18 Skleroderma tanili birey ve 31 RA tanili birey kullanilmistir. ANA IIF
testinde, Anti DFS-70 pozitif sonug¢ veren drnekler, Hep-2 WB testinde ayrica ¢alisilmigtir. ANA IIF
testinde, Anti DFS-70 pozitif sonug veren tiim drnekler, WB testinde yaklasik 75 kDa civarinda band
olusturmustur.

Elde ettigimiz sonuglara dayanarak, Anti DFS-70 otoantikorunun saglikli bireylerde, otoimmiin
hastalikli bireylere gore daha sik goriildiigi, Anti DFS-70 otoantikorunun varhiginin, sistemik
otoimmiin hastaliklar ihtimalinden uzaklastirdig1 diistintilm{istiir.

Anahtar Sézciikler: DFS-70, LEDGF, Otoantikor, Sistemik Otoimmiin Hastaliklar, Yogun Ince
Benekli Boyanma
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SUMMARY

DFS 70 Autoantibodies In Systemic Autoimmun Rheumatological Diseases and In Turkish

Healty Individuals

Purpose of this study is to investigate the incidence of Anti DFS-70 autoantibody,in the other name
LEDGF/p75, in Turkish population because this pattern is started to be common in routine ANA IIF
tests but there isn’t too much research about this autoantibody. With the results we had, we goal to

evaluate importance of this autoantibody.

Anti DFS-70 autoantibody gives a staining model like; dense fine speckles in mitotic cell

chromosomes and nucleus of cells in interphase stage in ANA IIF test.

Anti DFS-70 autoantibody investigated inAlopecia areata, asthma, interstitial cystit, prostate cancer,
atopic dermatite and healty people by other investigators. With our research, DFS 70 autoantibody is

investigated in turkish population.

In our study we created groups as; 536 healty blood bank donors, 63 SLE patient, 18 scleroderma
patients and 31 rheumatoid arthritis. Positive Anti DFS-70 samples in ANA IIF test, also tested in
WesternBlot test. As we expected, we found that all DFS-70 positive samples gaved a band around

75 kDa.

Based on our results, we can thought that DFS-70 autoantibody is more common in healty controls
than systemic autoimmune disease groups and the presence of DFS-70 autoantibody, changes

direction away from systemic autoimmune disease posibility.

Key Words: autoantibody, dense fine speckled, DFS70, LEDGF/p75, systemic autoimmune diseases
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