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1. GIRIS

Immiin sistem bireyin kendi antijenlerine cevap olusturmaz. Bu olay
immiinolojik tolerans olarak adlandirilir. Viicudun kendi antijenlerine Kkarsi
reaksiyon olusturdugu durumlara otoimmiinite olusan antikorlara da otoantikorlar
denilir (1).

Otoimmiinite kavramindan ilk defa Ehrlich bahsetmis bunu Donath ve
Landsteiner (2), Rivers (3), Witebsky ve Roitt’un (2) ¢alismalar1 izlemistir.

Otoimmiinite gelisiminde rol oynayan faktorler genetik faktorler,
hormonal faktorler, cevresel faktorler ve enfeksiyon ajanlaridir (4).

Otoimmiinitenin baglica mekanizmalar1 6ze toleransin kaybi, hapsedilmis
antijenlerin salinmasi, molekiiler taklit, normal proteinlerde degisimdir (2,5).

Otoimmiinite tek bir orgami tutuyorsa olusan hastalik organa 0Ozgi
otoimmiin hastaliklar, yaygin bir hastalik ise sistemik etkili otoimmiin hastalik
olarak isimlendirilir (2).

Hastaliklara kars1 immiin yanitin tiirii ve antikorlarin tipi konagin immiin
durumuna, immiin yanitin tipine, kisiden kisiye, demografik ozelliklere,
popiilasyondan popiilasyona degismektedir. Her toplumun antikor c¢esitlilik
yanitinin farkli olabilecegi diisiiniilmelidir. Bu baglamda otoantikor profilleri de

her toplumda farkl: olabilmektedir (1,2,6).



2. GENEL BIiLGILER

Immiin sistem birgok mikroorganizmaya cevap olustururken bireyin kendi
antijenlerine bir takim mekanizmalar araciligiyla cevap olusturmaz. Bu olay
immiinolojik tolerans olarak adlandirilir. Bu mekanizmalarin  bozuldugu
durumlarda viicut kendi antijenlerine karsi reaksiyon olusturur. Bu duruma

otoimmiinite olusan antikorlara da otoantikorlar denilir (1).

2.1. Tarihge

Ehrlich 19. yy’da otoantikorlarin olusumlarina engel olmak igin
‘diizenleyici mekanizmaya’ ihtiya¢ oldugunu ilk defa ifade etmistir. Immiin
sistemin kendi yapilarina karsi reaksiyon gosterdigini ortaya koymus ve ‘horror
autotoxicus’  (ototoksik dehset) ifadesini kullanmistir. Bu diizenleyici
mekanizmalar ‘ya otoantikorlarin olusumunu engeller ya da otoantikorlarin toksik
etkisinden korur’ demistir.

1904’ te Donath ve Landsteiner sifilizli hastalarda Donath-Lansdsteiner
antikorunu tanimlamislardir (2).

Rivers ve arkadaslar1 1933’te maymunlarda deneysel otoimmiin
ensefalomiyelit olusturmuslardir. Bu hastalik insanlarda demiyelinizan (sistemik
skleroz, as1 sonrast ensefalomiyelit gibi) hastaliklara model olarak
gosterilmektedir (3).

Witebsky 1956’da deneysel otoimmiin tiroidit olusumuyla ilgili
caligmalarini yayinlamistir. Roitt ve arkadaslart ayn1 y1l Hashimato Tiroiditi’nin

otoimmiin baglantisin1 gdstermislerdir. Ilerleyen yillardan giiniimiize kadar

2



immiinolojik tolerans ve otoimmiinite gelisimi ile ilgili pek ¢ok calisma

yapilmustir (2).

2.2. Immiinolojik Tolerans
Immiinolojik tolerans daha &nceden karsilasilmis belirli bir antijene

yanitsiz kalma durumudur (4). Immiin tolerans sekil 1°de a¢iklanmaktadir.

2.2.1. T Hiicre Tolerans1
T hiicre toleransi denildiginde daha ¢cok CD4+ T hiicrelerin toleransi akla

gelmektedir.

2.2.1.1. Santral T hiicre toleransi

Merkezi T hiicre toleransinda timusun rolii 6nemlidir. Timusta gelisen T
hiicrelerinin 6z ve yabanci antijenleri taniyan reseptorleri vardir. T hiicreleri 6z
antijenleri kuvvetli reaksiyon ile tanirsa negatif se¢ime ugrayarak apoptoz ile dliir.
Bu olaya ‘ klonal seleksiyon’ denir. Bu sekilde otoimmiin yanittan 6nemli 6l¢iide
korunulur. Merkezi tolerans isleminden 6z antijeni hem MHCI (Major
Histokompabilite Komplexi) iizerinden taniyan CD8 + hem de MHC II iizerinden
tantyan CD4+ T hiicreleri etkilenir.

AIRE geni (otoimmiin diizenleyici gen) 6z antijenlerin timusta timik
hiicrelere sunumunu diizenler, bozuklugunda 6z antijenleri taniyan lenfositler
taninamaz ve dolasima gecerler, dokularda reaksiyon olusturarak otoimmiin

poliendokrinopati hastaligina neden olurlar (1,5).



2.2.1.2. Periferik T hiicre toleransi
Timustaki delesyondan kurtulan T hiicreleri periferde olgunlasabilir ve 6z
antijenlere karsi reaksiyon olusturabilirler. O zaman periferik tolerans devreye
girer. Otoantijenlere karsi post-timik toleransin bes ana mekanizmasi vardir. Bu
mekanizmalar:
1. Dolasimdaki self reaktif T hiicreleri, self antijenleri yok sayabilir.
2. Antijen ayricalikli bir bélgedeyse, bu antijene karsi yanitlari
baskilanabilir.
3. Bazi kosullarda, self reaktif hiicreler ortadan kaldirilabilir.
4. Bazen de T hiicresi bir antijenle karsilastiktan sonra inaktive edilir.
Anerjik hale getirilir.
5. Regiilator T lenfositleri ile 6ze reaksiyon veren lenfositler baskilanir

).

2.2.2. B Hiicre Toleransi
Oz polisakkaritler, lipidler ve niikleik asitler T hiicrelerinin tanimadigi T
bagimsiz antijenlerdir. Otoantikor yapiminin engellenmesi i¢in bu antijenlerin B

lenfosit toleransi olusturmalar1 gerekir (1).

2.2.2.1. Santral B hiicre toleransi
Kemik iliginde self reaktif B hiicrelerinin yok edilmesidir. Olgunlagmamis
B lenfositleri kemik iliginde 6z antijenlere kuvvetle baglanirsa ya negatif se¢im

yoluyla oldiiriiliir veya reseptorlerinin 6zgiilligiint degistirirler.



2.2.2.2. Periferik B hiicre tolerans1
Periferik dokularda yogun 6z antijenlerle karsilasan B hiicresi anerjik
duruma gecer ve o antijene bir daha cevap verilmez. Anerjik B lenfositleri

yasamalar1 i¢in gerekli uyariy1 alamayarak oliirler (1).

2.3. Otoimmiiniteye Yol Ac¢abilecegi Diisiiniilen Mekanizmalar

2.3.1. Self Toleransin Kayb1

Immiinolojik toleransta herhangi bir eksiklik olmasi durumunda kanda 6z
antijenini tanimayan hiicreler bulunur ve bunlar uygun ortami bulunca tanimadigi

0z antijenlere saldirabilir.

2.3.2. Hapsedilmis Antijenlerin Salinmasi

Sperm, merkezi sinir sistemi, goziin lens ve iivea gibi bazi1 dokular,
antijenleri bagisiklik sistemi ile karsilagmayacak sekilde kapatilmistir. Bunlara
immiinolojik olarak ayricalikli noktalar denir. Bu noktalarin mekanik darbeye
ugramast sonucu hiicreler pargalanir ve hiicre i¢inde gizlenmis bu proteinler hiicre
disina ¢ikip kan dolasimina gecer. Bu durumda hem hiicresel hem de humoral
yanit uyarilir ve otoantikorlar iretilir. Olusan otoantikorlarda bu proteinlerin

kaynaklandig1 organlara saldirir ve doku hasari gortiliir.
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giizel orneklerden biri Streptokok pyogenes’in M proteini ile kalp kasi miyozin

arasindaki iliskidir.

2.3.4. Normal Proteinlerde Degisim

Ilaglar normal proteinlere baglanabilir ve bunlar1 immiinojenik hale
getirebilir. Bu duruma birgok ila¢ neden olabilir. En sik goriileni prokainamide
bagl gelisen SLE’dir. Ayrica kimyasal ve biyolojik bir¢ok faktdr de proteinlerin
yapisinda degisime neden olabilir.

Otoimmiin hastaliklar etkilerine gore spesifik bir hiicre ya da orgam
etkileyen ve sistemik etki olugturan hastaliklar olarak ikiye ayrilir (6).

Antijen 6zel bir dokuda lokalize ise Tip 2 asir1 duyarlilik reaksiyonu rol
oynar (otoimmiin hemolitik anemi, trombositopeni, Good Pasture sendromu,
Myastenia Gravis); sistemik otoimmiinitede dokularda immiin kompleks birikimi,
kompleman aktivasyonu ve fagosit artisininda rol oynadig1 Tip 3 asirt duyarlilik

reaksiyonu sonucu inflamasyon ve doku hasar1 olusur (7).
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Sekil 2. Otoimmiin hastalik olusumu (1)

Organa Ozgii Otoimmiin Hastahklar: Tip 1 DM (Diabetes Mellitus),
Hashimato’s Tiroiditi, otoimmiin atrofik gastrit, otoimmiin (alerjik) ensefalit,
otoimmiin hemolitik anemi, Myastenia Gravis (MG), Graves hastaligi, Multiple
Skleroz (MS) primer biliyer siroz, otoimmiin hepatit, Guillain-Barre Sendromu,
Good-Pasture sendromu, Addison hastaligi (2).

Sistemik Etkili Otoimmiin Hastaliklar: Sistemik Lupus Eritematozus

(SLE), Romatoid Artrit (RA), akut romatizmal ates, polimiyozit-dermatomiyozit,



Ankilozan Spondilit, skleroderma, Sjogren sendromu, Poliarteritis Nodoza,

Wegener Graniilomatozis, Reiter sendromu (6).

2.4. Otoimmiinite Gelisiminde Rol Oynayan Faktorler

Self tolerans normal fizyoloji i¢in gereklidir, self toleransin neden kirildigi
tam olarak agik degildir ¢ilinkii olduk¢a multifaktoriyeldir. Otoimmiin hastaliklarin
gelismesinde birgok faktér rol oynamaktadir. Bunlardan en 6nemlileri genetik
faktorler, hormonal faktorler, gevresel faktorler ve enfeksiyon ajanlaridir (4).

Buna otoimmiinite mozaigi denilir (8).

2.4.1. Genetik ve Epigenetik Faktorler

Otoimmiinite gelisiminde genetik de rol oynar. Bunun kanit1 tek veya gift
yumurta ikizlerinde veya ayni ailenin bireylerinde otoimmiin hastaliklara sik
rastlanmasidir (9). Fakat her zaman ayni genetik yapiya sahip olan ikizlerin
ikisinde de otoimmiin hastalik gériilmez ¢iinkii; otoimmiinite genetik faktorlerin
zemininde gevresel faktorlerin etkisi ile tetiklenir (10).

Son ¢alismalarda ¢evrenin olusturdugu genetik degisikliklerin (6zellikle
DNA’nin  metilasyon degisikligi gibi) otoimmiinitenin bazi formlarinin
sekillenmesinde rolii oldugunu ortaya konulmustur. Cevresel etkilerle olusan
genetik degisiklikler spesifik hiicrelerde anormal gen ekspresyonuna neden olarak
self toleransin kaybina neden olur (9).

Otoimmiin hastaliklarda artmis immiin yanit oldugu i¢in yapilan genetik

calismalar 6ncelikle 16kosit antijenleri (HLA) {izerinde yapilmistir (11).



Bazi HLA tipleri otoimmiiniteye yatkinlig1 arttirirlar. Romatoid artrit HLA
DR4 geni tasiyan kisilerde sik goriiliir. Ankilozan Spondilit HLA-B27 geni
tasiyanlarda 100 kat fazladir. Bu genler aym1 zamanda organa spesifiteyi de
kontrol etmektedirler. Bu nedenle pernisiy6z anemisi olan hastalarin ailelerinde
gastrik otoantikorlar, Hashimato Tiroiditi olanlarin ailelerinde ise tiroid
otoantikorlar1 saptanabilir (4). Fakat bu genleri tasiyanlarda kesin olarak
otoimmiin hastalik gelisecek demek degildir. Ciinkii otoimmiin hastalik gelisimi
oldukg¢a multifaktoriyeldir (9).

HLA iliskili genetik calismalardan sonra HLA dis1 genlerde de arastirma
yapilmis ve bazt HLA dist genlerin de otoimmiinite gelisiminde rol
oynayabilecegi bulunmustur. AIRE geni, CTLA-4 geni, Fox P3 genlerinin
degenlerinde otoimmiinite ile iligkili olabilecegi arastirilmaktadir. AIRE gen
mutasyonunda otoimmiin poliendokrin sendrom gelisir bu hastalikta endokrin

organlarda ve deride otoimmiin hastaliklar goriiliir (12).

2.4.2. Hormonal Faktorler

Klinik ve epidemiyolojik ¢alismalar otoimmiin hastaliklara kadinlarda sik
rastlanildigini gostermistir. Otoimmiin hastaliklarin yaklasik %90°1 kadinlarda
gortilir. X kromozomu 1100 civarinda gen kodlar bu da Y kromozomunun
kodladigindan 100 kadar fazla gen demektir. Bu da otoimmiinite gelisme
olasiligin arttirir.

Otoimmiinite ~ fizyolojik,  farmakolojik, = hormonal  faktdrlerden

etkilenmektedir. Kadinlarin yasam donemleri iginde otoimmiiniteyle iireme
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caginda sik karsilagtiklar1 saptanmistir. SLE, MS, Sjogren’s sendromu, RA,
Hashimato’s Tiroiditi kadinlarda agirlikli olarak goriilmektedir. Cinsiyetler
arasindaki goriilme farkliligt ABD’de 10\1 oranindadir. Bu farklilik hormonlarla
biiyiik oranda da ostrojenle baglantilidir.

Ostrojen ve prolaktinin lenfohematopoetik hiicreler iizerinde pek ¢ok etkisi
vardir. Ostrojen lenfoid hiicrelerin biiyiimesi farklilasmasi, antijen sunumu,
sitokin tretimi, antikor lretimi, apopitoz, hiicresel immiinite iliskili antikor
yanitini diizenler.

SLE’de Gstrojenin etkisi ¢ok belirgindir. Anormal dstrojen diizeyleri olan
SLE’li kadinlarda hormonal terapi ile SLE semptomlar1 azalmaktadir. SLE’li
kadinlarda T hiicrelerinde CD40 expresyonu arttmaktadir. Bu etki erkek
hastalarda ve saglam kadinlarda gozlenmemistir. Oral kontraseptif kullanan veya
postmenopozal Ostrojen tedavisi alan SLE’li hastalarda alevlenmelere sik

rastlanilmaktadir (13).

2.4.3. Cevresel Faktorler

Kisinin genetik yatkinhiginin iizerine cevresel etkenlerin de eklenmesi
otoimmiinite gelisimini tetikler. Bu ¢evresel etkenler enfeksiyon ajanlari, yasam
tarzi, diyet, sigara, vitamin D alinmasi, hormonal ve mesleki maruziyetler, giines
1sinlarina maruz kalma, psikolojik stres, sa¢ boyalari, ilaglar’dir (14).

Diyette uzun zincirli yiiksek oranda ¢oklu doymamis omega-3 yaglarini
iceren balik yaglart RA’l1 hastalara iyi gelmektedir.

SLE’de giines 1s1nlar1 deri lezyonlar igin tetikleyicidir.
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Organik ¢oziiciilerle temas Good Pasture sendromuna yol agan membran
otoimmiinitesine yol agabilir. Kuru temizlemeciler ve petrol istasyonlarinda
calisanlar HLA-DR2 kisilerde bu hastaligin yiiksek insidansta goriildiigii tesbit
edilmistir (15).

Cevresel faktorlerin basinda enfeksiyon etkenleri gelir (14).

2.4.3.1. Enfeksiyon etkenleri ve otoimmiinite

Virus, bakteri, mantar, parazit enfeksiyonlar: otoimmiiniteye neden olabilir
(14).

Enfeksiyon etkenlerinin otoreaktif lenfositleri uyarmasinda iki mekanizma
¢ok 6nemlidir.

a) Enfeksiyon etkenleriyle doku antijenleri arasindaki ¢apraz
reaksiyonlarla immiinolojik toleransin kirilmasi otoimmiin yanita
neden olur.

b) Mikrobiyal antijenlerin adjuvant etkisiyle, B lenfositlerde poliklonal
aktivasyon olabilir. T lenfositleri ise siiper antijen etkisiyle otoimmiin
yanita yol acabilir.

Kronik enfeksiyonlarda T helper (Th) uyarilmas: ile siddetli sitokin
salgilanir 6zellikle de IFNy salgilanir. IFNy salgist MHC II antijeninin ifade
edilmesini arttirir. Bu da hiicre yiizeyindeki otoantijenlerin Th hiicresine
sunulmasini saglar ve otoimmiin yanita yol agar. Bir¢ok virus enfeksiyonunda,
tiiberkiiloz, lepra, sitma ve trypanasomiyazis gibi kronik enfeksiyonlarda

otoimmiin yanitin olusu, bu sekilde agiklanabilmektedir (16,17). Tablol1’de
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otoimmiun hastaliklarin

Ozetlenmistir.

iliskili

oldugu enfeksiyon

etkenleri ve

genler

Tablo 1. Otoimmiin hastaliklarmn iliskili oldugu enfeksiyon etkenleri ve genler

(16,17)

Mikroorganizma

Bakteri

Otoimmiin Hastalik

HLA iliskisi

Streptococcus pyogenes

Romatoid ates

Campylobacter jejuni

Guillain-Barre sendromu

Escherichia coli

Primer bilier siroz

Chlamydia trachomatis Reaktif artrit HLA B27
Shigella spp. Reaktif artrit HLA B27
Yersinia enterocolitica Reaktif artrit HLA B27
Borrelia burgdorferi Lyme artriti HLA -DR4-
HLA -DR1

Helicobacter pylori

Otoimmiin gastrit

Viruslar

Hepatit B Virusu

Multiple Skleroz

Hepatit C Virusu

Miks kriyoglobiilinemi

Kizamik Virusu

Alerjik ensefalit

Coxackie virus B3

Myokardit

Coxackie virus B3

DM Tip 1

Sitomegalovirus

Skleroderma

Insan T-Hiicre Losemi virusu

HTLYV iliskili miyelopati
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Ebstein Barr virus (EBV): Pek ¢ok epidemiyolojik ¢alismada EBV’nin
SLE, RA, MS gelisimde etkisi oldugu gosterilmistir. Bu hastalarin serumlarinda

yiiksek anti EBV diizeyleri 6lgtilmiistiir (18).

Sitomegalovirus (CMV): CMV’nin SLE ve Guillain Barre sendromu

gelisiminde rolii oldugu bilinmektedir (19).

Hepatit B virus (HBV): HBV virusla enfekte hastalarin yaklasik
%20’sinde ekstra hepatik bulgular goriilmektedir. En sik ekstra hepatik bulgular
noropatiler, miyalji, artralji, Sjogren’s sendromu, glomerulonefrit, tiveit, Raynaud
sendromu, poliarteritis nodosa, psoriazis‘tir.

HBV enfeksiyonu ile otoimmiinite gelisiminde en ¢ok tizerinde durulan
teori HBe ve HBs antijenlerini iceren immiin komplekslerin hastalik
olusturmasidir. Bu kompleksler kompleman aktivasyonu yapar ve lokal

inflamatuvar yanit1 uyarir, kiiciikk damarlarda vaskiilit gelisir (20,21).

Hepatit C viris (HCV): HCV enfeksiyonuna immunolojik ve
ekstrahepatik sendromlarin sik olarak eslik ettigi gosterilmistir. Hepatit C virusu
esansiyel miks kriyoglobulinemi, nefropati, sicca sendromu, idiopatik pulmoner
fibrozis, liken planus, diabet, kronik poliartrit, porfiria cutena tarda ve tiroidite
neden olabilir.

Kronik hepatit C infeksiyonu olan hastalarin yaklasik olarak %20-40’1nda

organa ozgiin olmayan otoantikorlar serumda saptanabilir. Infeksiyon ve
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otoimmiinite arasindaki iliskide; direkt otoimmiiniteye neden olan molekiiler

benzerlik ve otoreaktif B ve T lenfositlerin indirekt aktivasyonu etkilidir (22).

2.4.3.2. Asilar, ilaglar ve otoimmiinite

Bazi viral asilardan sonra otoimmiinite gelisimi artabilir. Hepatit B asisi,
influenza asisi, kuduz asis1 sonrasi bazi otoimmiin reaksiyonlar gozlenmektedir
(14). Bu otoimmiin olaylar SLE, Guillain- Barre sendromu, tveit, liken planus,
MS’dur (23).

Hepatit B agisiyla birlikte otoimmiinite olusumu igerigindeki HBsA(g,
adjuvant olarak kullanilan aliiminyum, koruyucu olarak kullanilan civa ile iligkili
molekiiler benzesme oldugu diistintilmektedir.

Farelerde yapilan deneylerde civali hidrokloriir enjeksiyonu sonrasi
otoimmiin hastalik olusturduklar1 saptanmistir.

Ilaglar tarafindan indiiklenen; SLE, Myasthenia Gravis, otoimmiin

hemolitik anemi gibi birgok hastalik mevcuttur (15).

2.4.3.3. Sitokinler ve otoimmiinite

Interferon (IFN) gibi baz1 sitokinlerle hiicrelerin yiizeylerinde MHC II’nin
fazla salgilanmasi otoreaktif T helperlar1 uyarabilir ve otoimmiin yanit gelisebilir.
IL-12, TNF, IFNy gibi proinflamatuar sitokinlerin salgilanmasi ve patolojik T
helperl yanitini uyararak organ spesifik otoimmiin hastaliklart uyarabilir.

Sitokinlerin farkli hiicre tipleri lizerindeki etkileri ve birbirleriyle pozitif ve
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negatif etkilesimleri otoimmiinite ve sitokin iliskisinde bir takim belirsizliklere

yol agmaktadir (15).

2.4.3.4. Otoimmiin hastaliklarda tedavi
Tedavide ¢ogu yaklasim dogal olarak olusan immiinolojik cevabin
maniiplasyonudur.  Tedavide  nonsteroidal  antiinflamatuarlar,  steroid,

immiinsupresifler, anti TNF tedavide kullanilmaktadir (15).

2.5. Otoantikorlar

Teorik olarak insan hiicresindeki her yapiya kars1 otoantikor gelisebilir. Bu
molekiillerden hiicre boliinmesinde gorevli Ozellikle 30 kadar proteine kars
otoantikor geligsmistir. Otoimmiin cevap hiicresel veya humoral olarak gelisebilir.
Humoral cevap sonucu olusan antikorlara otoantikorlar denilir.

Niikleusa kars1 gelisen otoantikorlara antiniikleer antikorlar (ANA),
sitoplazmik elemanlara karsi gelisenlere antisitoplazmik antikorlar (ACA),
membrandz komponentlere karsi olusanlara antimembran antikorlar veya
antifosfolipid antikorlar (APA) denilmektedir (24).

Birgok otoimmiin hastalikta degisik otoantikorlar olusur ve bunlar
hastaliklarin tanisinda ve tedavi takibinde de anlamlidirlar (25). Tablo 2’de olusan

antikor ve iligkili oldugu hastaliklar gosterilmistir.

16



Tablo 2. Otoantikorlarin Klinik Tanida Yeri (25)

Antikor Spesifitesi

Sistemik Otoimmiin

Molekiiler Spesifite

Klinik Iliskili Hastalik

Hastaliklar
Anti-dsDNA DNA SLE
Anti-Sm U1,U2,U4,U6 snRNP SLE
Anti-nRNP U1 snRNP Miks konnektif doku hastaligi,
SLE
Anti-SS-A(Ro) RNP kompleksi iliskili Sistemik Skleroz, Neonatal
proteinler Lupus, SLE

Anti-SS-B(La)

RNA polimeraz 111

Sistemik Skleroz, neonatal

transkriptindeki fosforile lupus, SLE
proteinler
Anti Jo-1 Histidil t-RNA sentetaz Polimyozit
Anti-Fibrillarin U3 snRNP Skleroderma

Anti-RNA polimeraz 1

RNA polimeraz 1 kompleksi

Skleroderma

Anti —Scl-70

DNA topoizomeraz 1

Skleroderma

Antisentromer

Sentromerik proteinler
CENP-AB,C

CREST (skleroderma alt tipi)

c-ANCA

Proteinaz3 (serin proteinaz)

Wegener’s vaskiiliti

Anti-asetilkolinreseptor

Asetilkolin reseptor

Myastenia Gravis

Anti-TSH reseptor

TSH reseptor

Graves hastalig1

Anti-tiroglobulin

Tiroglobiilin

Kronik tiroidit

Anti-tiroid peroksidaz

Tiroid peroksidaz

Kronik tiroidit

Anti-mitokondrial

antikor

Pirtivat dehidrogenaz

kompleksi

Primer bilier siroz
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2.5.1. Anti Niikleer Antikor (ANA)

ANA terimi, hiicrenin herhangi bir bolgesindeki (niikleus veya sitoplazma)
niikleik asit veya riboniikleoproteinlere karsi gelisen otoantikorlar1 tanimlamak
i¢in kullanilir. Bu antikorlar; niikleer kromatin komponentlerine, sitoplazmik veya
diger hiicresel elemanlara baglanmalarina gore smiflandirilir. ANA pozitifligi
denildiginde tiim ANA spektrumunu kapsayan genel bir pozitiflik s6z konusudur
(7). Bu antikorlar normal insanlarin dolagiminda yaklasik %5’e kadar bulunabilir.
Yas ilerledikge %15’e kadar ¢ikabilir (24).

ANA degisik bag doku hastaliklarinda degisik oranda pozitif
bulunabilmektedir. Bu oranlar tablo 3’te gosterilmistir.

ANA Holborow ve arkadaslar tarafindan 1957 yilinda ilk kez indirekt
immiinfloresan yontemi ile gosterilmistir. Bu test hala tarama testi olarak
kullanilmaktadir. Daha sonra ELISA, immiinodifiizyon, immiinopresipitasyon ve

immunoblot yontemi de ANA’nin gosterilmesinde kullanima girmistir (3,27).

Tablo 3. Degisik bag doku hastaliklarinda ANA pozitifligi (26)

Hastalik ANA pozitifligi %

SLE 95-100
RA 40-60
Sistemik skleroz 60-90
Polimiyozit-dermatomiyozit 49-74
Miks bag doku hastaligi 100
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Afsar ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada IFA ve immunoblot yontemi
karsilastirilmis. Sonug¢ olarak IFA’nin tarama amagli, immunoblot testinin
tanimlama ve dogrulama amagli kullanilmas1 vurgulanmis (28).

IFA digerlerine gore daha hizli ve daha ucuz olmasindan dolay1 ilk test
olarak tercih edilir ve ANA tespitinde altin standarttir. Bu antikorlarin tayini
tanida 6nemli oldugu gibi prognozun takibinde de onemlidir. ANA tayininde
baslica IFA kullanilir. Hep-2 hiicre kiiltiirleri ile bu test uygulanmaktadir. Hep-2
kullanmanin avantaji daha biiylik niikleus icermeleri bdliinme siirelerinin daha
kisa olmast ve ayni zamanda bu sistemlerde antisentromer antikorlarinin da
bakilabiliyor olmasidir (29).

IFAT’da hasta serumu tampon soliisyonlarla seyreltilir. Hep-2 hiicrelerinin
fikse edildigi lamlara eklenir, antikorlar hiicrelerin igerisine girip baglanir. Bu
antikorlar floresan isaretli anti-insan antikorlar1 ile isaretlenip immiinfloresan
mikroskopta incelenir.

Boyanma paternleri ve antijenleri:

ANA IFAT ile baslica goriilen ANA boyanmalar1 su sekildedir;

Homojen patern - Niikleusun homojen bir sekilde boyanmasi ile
karakterizedir. Kromatine karsi olusmus otoantikorlar1 icermektedir..DNA histon
kompleksi (H1, H2A, H2B, H3, H4), dsDNA (double-stranted DNA),
niikleozomlar, ssDNA (single stranted DNA) boyanmasinda goriiliir (30). Sekil

3’de ANA IFAT ile homojen patern gosterilmistir.
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Sekil 3. Homojen patern (31)

Periferal veya rim boyanma - DNA boyanmasin1 gosterir (30,32). Sekil

4’de ANA IFAT ile periferal boyanma gosterilmistir.

Sekil 4. Periferal veya rim boyanma (31)

Ince graniiler = Ekstraktable niikleer antijenler (ENA) (SS-A, SS-B, Sm,

Ku, Ul RNP)’e karsi antikor olugmasi durumunda ince graniiler niikleus

20



boyanmasi saptanir. Sekil 5’de ANA IFAT ile ince graniiler boyanma

gosterilmistir.

Sekil 5. Ince graniiler boyanma (31)

Antisentromer paterni - Sentromere karsi antikor olusmustur. Sekil 5°de
antisentromerik boyanma goriilmektedir. Sentromer proteinleri olan CENP-A,

CENP-B, CENP-C’ye kars1 antikor olusmustur (30, 32).

Sekil 6. Antisentromer paterni (31)
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Niikleolar = Niikleolusa karsi olusmus antikorlar1 kapsamaktadir.
RNA polimeraz-1, niikleolar RNP, fibrillarin, NOR 90’a kars1 otoantikorlar

olusmustur (30, 32).

Sekil 7. Niikleolar patern (31)

Niikleer dots: Boyutlar1 degisken olabilen ve istirahat halindeki hiicrelerde
hiicre bagina ortalama 10 nokta seklinde boyanma gosterirler. Boliinen hiicre
kromatinleri boyanmaz. Antikorlar Sp-100 proteinine karsi olusmustur. Primer
bilier sirozlu hastalarin %30’dan fazlasinda, siklikla Sjogren sendromlu
hastalarda, SLE ve diger kronik inflamatuvar bag dokusu hastaliklarinda tespit

edilebilirler (31).
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Sekil 8 Niikleer dots (31).

ANA otoimmiin hastaliklardan; Hashimato’s tiroiditi, Graves hastaligi,
otoimmiin hepatit, primer bilier siroz, primer otoimmiin kolanjit, primer pulmoner
hipertansiyon, SLE (%100), sistemik skleroz (%70-90), miks bag doku
hastaliklari, polimiyozit/dermatomiyozit (%70-90) romatoid artrit (%40-50),
sjogren sendromu (%60-80), ilagla iliskili lupus (%100), Multiple Skleroz (%20-
30) ve diskoid lupusda pozitif bulunabilir (33, 34).

ANA IFAT testi pozitif bulunduktan sonra ikinci asamada paterne neden
olan antijenin belirlenmesi islemi gelir. Arastirmalar sonucunda SS-A, SS-B, U1-
SnRNP, dsDNA ve Scl-70 gibi bazi antijen tipleri ayristirilmistir. Gerektiginde
pozitif ANA sonucundan sonra antijenin belirlenebilmesi icin ENA adi verilen
test uygulanmaktadir. Ornegin ANA test sonucu graniiler patern pozitif ¢ikan bir

hastada ENA testiyle de U1-snRNP pozitif bulunur ise hastanin SLE olasiliginin
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yiiksek oldugu diisiinilmektedir. ENA testinin maliyeti yiiksektir. O yiizden

sadece yeni tan1 almis hastalara uygulanmalidir (33).

2.5.2. ANA Subtipleri

2.5.2.1. Anti-dsDNA antikorlar1

Tek sarmal veya ¢ift sarmal DNA’ya karsi antikor gelisebilir. Cift sarmal
(dsDNA) DNA’ya karsi olusan antikorlarin SLE’de tani koyduruculugu
yiiksektir. Hastalarin %60-83’tinde pozitiftir.

Sistemik lupusta ve nefritte dsDNA antikorlar1 pozitiftir. Tanisinda en
onemli testler ELISA, radyoaktif immunoassay ve Crithidia luciliae (tek flajellali

bir parazit)’den hazirlannmis IFA (CLIF) testidir (33).

2.5.2.2. Ekstrakte edilebilir niikleer antijenlere kars1 antikorlar (anti-ENA)
Anti-Ro/SS-A ve Anti-La /SS-B antikorlari: Molekiiler olarak 60 ve 52
kDa olmak tizere 2 adet Ro proteini vardir. Anti-SSA, anti-Ro52 ve anti-SSB
otoantikorlart SLE ve SS’de goriilirler. Gebe SLE’li kadinlardaki bu antikorlar
neonatal lupus sendromuna yol agarlar. Bunun i¢in gebe kadinlarda bakilmasi

Onemlidir.

Anti Ribozomal P proteinleri: Bu antikorlar protein sentezini inhibe
ederler. Anti-Jol Histidil tRNA sentetaza karsi antikor olusmustur. Polimyozit ve
dermatomyozitli ~ hastalarda  goriiliir. Hastalilk  remisyona  girince

kaybolduklarindan remisyon takibinde kullanilir (7).
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Anti-Sm ve anti-RNP: Bu iki antikor siklikla SLE‘de birlikte saptanir. Anti
Sm antikorlar1 U1, U2, U4-6, U5 RNP’ye kars1 olusur. Anti-Sm antikorlar1 da anti
dsDNA gibi SLE igin spesifiktir (7, 24).

Anti-histon antikorlar: Sklerodermada pozitif olabilir. Anti Scl-70 ve
antisentromer antikor sistemik sklerozda saptanan antikorlardir. Anti Scl-70

topoizomeraz enzimine kars1 gelismistir (7, 24).

2.5.2.3. Romatoid faktor (RF)

RF romatizmal hastaliklarin tanisinda sik  kullanilan  6nemli  bir
parametredir. IgG’ nin Fc kismina kars1 olusan antikorlara romatoid faktor denir.
Bu antikorlar siklikla IgM yapisinda olmakla birlikte IgG, IgE ve IgA yapisinda
da olabilirler. Saglikli insanlarda da pozitif olabilir (36, 37).

Romatoid artrit, SLE, skleroderma, Sjogren’s sendromu, subakut
bakteriyel endokardit, tiiberkiiloz, AIDS, influenza, parazitozlar, silikosis,
sarkoidosis, brongiyal astim, yaslanma, malignensiler, Siroz gibi bir ¢ok farkl
hastalikta pozitif bulunabilir.

RF bir¢ok hastalikla iliskili oldugu icin tanisal degerinin iyi bilinmesi
gerekir. Oncelikle hastanin sikayetlerinin ve klinisyenin muayenesinin 1iyi
degerlendirilmesi ve ona gore RF istenmesi gerekir.

RF tanisinda birgok test kullanilmaktadir. Bunlar latex agliitinasyonu

yontemi, Rose Waaler Testi, RIA, ELISA, nefelometrik yontemlerdir (37).
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2.5.2.4. Anti-CCP (Anti- Cyclic Citrullinated Peptide)
Romatoid artritli hastalarda saptanan antisitriiline protein antikorlari,
merkezinde sitriilil yapis1 bulunan bulunan protein epitoplarini hedef alir. Yapilan

calismalarda RA’ya RF ‘den daha spesifik oldugu tesbit edilmistir. (38).

2.5.2.5. Anti notrofil sitoplazmik antikorlar (ANCA)

Anti nétrofil  sitoplazmik antikorlar monositlerin  lizozomlar1 ve
notrofillerin  primer graniillerine karst olusan genellikle IgG tipinde
otoantikorlardir. ANCA 1982 yilindan beri vaskiilitlerin laboratuvar tanisinda
kullanilir.

1985 yilinda van der Woude ve arkadaslart Wegener’s graniillomatozisli
hastalarin noétrofillerinde immunfloresan ile sitoplazmik boyanmay1;, CANCA ‘y1
saptamiglardir.

1988’de Falk ve Jennette sistemik vaskiilitlerde ve idiopatik nekrotizan
kresentrik glomeriilonefritli hastalarda periniikleer paterni gostermistir. Bu
arastirmacilar ELISA ile periniikleer ANCA’ da hedefin myeloperoksidaz (MPO)
oldugunu gostermislerdir.

1990 yilinda ise Jenne ve arkadaslart tarafindan Wegener’s
graniilomatozisli hastalarda saptanan sitoplazmik paternin proteinaz 3’e karsi
olustugu gosterilmis (39).

ANCA IFAT tanisinda etanolle fikse edilmis n&trofil preparatlari tanida

kullanilmaktadir (40).
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PR3 bir serin proteazdir. Notrofillerin azurofilik graniillerinde ve
monositlerin peroksidaz pozitif lizozomlarinda bulunur. Endotel yilizeyinde de
olduguna dair tartismalar devam etmektedir. PR3 eger nétrofil yiizeyinden
eksprese ediliyorsa ANCA iliskili vaskiilitler daha yiiksek oranda goriiliir.

Myeloperoksidaz noétrofildeki total proteinin %5’ini olusturur. PR3’le ayn1
yerlerde lokalizedir (41).

ANCA’nin tamisinda IFAT ve ELISA birlikte kullanilmaktadir.
Immunfloresan belirli merkezlerde yapilabildigi igin ELISA’nin  tamda

kullanilmas1 daha avantajli olabilir.

ANCA IFAT da goriinlimiine gore ¢esitli paternlere ayrilmistir. Bunlar;

- c-ANCA

- p-ANCA

- Atipik ANCA “dir (39).

Vaskiilitlerin olusum mekanizmalarinin anlasilmasindan sonra ANCA’nin
onemi daha da artmigtir. Avrupa standardizasyon caligmalar1 sonucunda IFAT ile
periferik kan notrofillerini gormek ve ELISA ile proteinaz ve myeloperoksidaz
antikorlarin1 dogrulamanin ANCA i¢in en giizel ve dogru tan1 yaklasimi oldugu

kabul edilmistir (39,41).

c-ANCA: IFAT ile interlobiiler belirginlesme ve sitoplazmik graniiler

floresans verir. c-ANCA’da siklikla ELISA ile PR3 (Proteinaz-3) saptanmaktadir.
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Bu durumda siklikla Wegener’s graniilomatozisi ile iliskilidir, PR3’e kars1 antikor

olusur ve spesifiktir (39,41).

p-ANCA: Niikleer uzanti vardir ve periniikleer floresans verir.
Myeloperoksidaza (MPO) karst antikor olusur ve spesifiktir. Tipik olarak
mikroskobik polianjiitis, Churg-Strauss sendromu ve ilaca bagli vaskiilitlerde
saptanmaktadir,%10 siklikta Wegener’s graniilomatozisli hastalarda da
saptanabilir. ilaca bagli vaskiilitlerde yiiksek titrede MPO’ya rastlamlmaktadir

(39).

Atipik ANCA: Sitoplazmik ve periniikleer floresans birlikte goriiliir.
Antijenler p-ANCA ile aynidir (41). Atipik ANCA paternlerine genis bir hastalik
grubunda rastlanilmaktadir. En Onemlileri inflamatuvar barsak hastaliklar
sistemik immiinite iligkili hastaliklar ve enfeksiyonlardir. Atipik ANCA paternleri
siklikla p-ANCA’dan zor ayirtedilmektedirler. Genellikle bakteriyel permeabilite
inhibe eden protein (BPI), laktoferrin, elastaza karsi olusmus antikorlardir (39,41).

Sekil 9 ve 10°da ANCA IFAT paternleri gosterilmistir.
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Sekil 9. c-ANCA (42)

Sekil 10. p-ANCA (42)

Tim bu antijenlerden farkli olarak yapilan son galismalarda ANCA igin
yeni proteinler gosterilmistir. Bunlar yiiksek mobilite grubu, non histon
kromozomal proteinler (43), alfa enolaz (44), beta glukronidaz (45), azurosidin

(46), aktin (47), insan lizozom iligkili membran proteini- 2 (48)’dir.
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p-ANCA ayni zamanda inflamatuvar barsak hastaliklarinda 6zellikle de
tilseratif kolitte %60-80 oraninda pozitif olarak bulunabilmektedir (49). Chron’s
hastaliginda ise %10-30’unda bulunur (50).

p-ANCA kolon mukozasindaki B hiicreleri tarafindan {retilir ve
nétrofillerin niikleer zarf proteini ile reaksiyona girer Inflamatuvar barsak
hastaliklarinda hedef antijen tanimlanamamustir (51).

Vaskiilitlerin tanisinda pozitif ANCA IFAT sonuglart ELISA yontemi ile
desteklenmelidir (39).

ANCA Wegener graniilomatozu ya da mikroskobik polianjit icin %95
duyarli, %90 0Ozgiil bir testti. ANCA seviyeleri genellikle Wegener
graniilomatozu, mikroskobik polianjit, Churg-Strauss Sendromu ve Pauciimmiin
Segmental Nekrotizan Glomeriilonefrit’te hastaligin aktivitesiyle korelasyon
gosterir. ANCA hastaligin akut evresinde genellikle pozitiftir ve kanda saptanir.
Tedaviye basladiktan sonra ANCA negatiflesebilir. Eger hastalik tekrar
alevlenirse yeniden pozitiflesme goriiliir. Bu agidan laboratuvarin hastaya ait yeni
tani-relaps, tedavi aliyor-almiyor gibi sorular1 bilmesi gerekir.

Yilmaz ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada ANCA varliginin tanisal
Oonemi saptanmaya calisilmis. Cesitli inflamatuvar hastalik 6n tanili 137 hastadan
alinan serum Ornekleri ELISA ile incelenmis. Bunlardan 10 hasta (%7.3) ANCA
(+), 3 hasta (%2.2) kuskulu pozitif saptanmis. Sonug olarak ANCA ELISA’ nin
iyl bir tarama testi oldugu, ancak olumlu ve kuskulu olumlu sonuclar s6z konusu
oldugunda, 6rneklerin sitoplazmik ANCA (c-ANCA) ve periniikleer ANCA (p-

ANCA) yoniinden, 6rnegin IFAT gibi farkli bir test yontemi ile incelenmesi ve
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siire¢ boyunca laboratuvar ile klinik arasinda siirekli bir iletisimin kurulmasi

gerekliligi kanis1 edinilmis (52).

2.5.2.6. Anti glomeriil bazal membran antikor (Anti GBM)

Glomeriil bazal membraninda bulunan tip 4 kollajene kars1 olusur. Bobrek
dokusuna ek olarak akciger gibi tip 4 kollajenin bulundugu diger dokular1 da
etkileyebilir. IFAT yine tani igin ilk asamada kullanilacak testdir. IFAT’ de kanda,
alveol kapiller duvar1 ve glomeriillerde IgG’ nin lineer depolanmas1 gosterilir.
Genellikle depolanmay1 gostermek i¢in glomeriiller sik kullanilir. Kullanilan diger
bir test ELISA ‘dir. ELISA’nin duyarlilifi ve 6zgiilliigi yiiksektir (duyarlilik
%95, ozgiillik %97) ancak bu testi uygulayan merkez sayis1 azdir.

Anti  GBM Goodpasture Sendromu tanisinda diagnostik  6nem

tagimaktadir. Ayrica idiopatik pulmoner fibroziste de tant koymada yardimcidir

(53).

2.5.2.7. Anti-mitokondriyal Antikor (AMA)

Mitokondriyal antijenlere karsi olusur ve piriivat dehidrogenaz enzim
kompleksinin E2 subuniti ile reaksiyona girer. Primer Bilier Sirozun tanisinda
onemlidir (54).

[k kez 1958 yilinda Primer Biliyer Sirozlu bir kadinin serumunda yiiksek
titrede fark edilmis.

1967 yilinda Berg tripsin duyarli mitokondriyal antijeni M2 antijeni ve anti

kardiyolipin antikorunu da M1 antikoru olarak isimlendirmis.
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Daha sonra mitokondriyal antikorlar1 9 alt gruba ayirmis. Fakat bu 9 tip
giinimiizde pek kullanilmamakta c¢ilinkii birkag tip ¢ok sik goriiliirken digerleri
nadir goriilmektedir. Ozellikle M2 otoimmiin hastaliklarla iliskisi ve goriilme
oran1 agisindan ¢ok degerlidir. Ozellikle Primer Biliyer Siroz (PBS) tanisinda
onemlidir. PBS’lu hastalarin %85-90’1nda pozitiftir.

AMA TFAT ile bakildiginda hiicre sitoplazmasinda ince benekli floresans
verir. Fakat yanlis negatif sonuglara neden oldugundan AMA tespitinde immiin
floresans pek kullanilan bir yontem degildir. AMA tespitinde ELISA ve

immunoblot yontemi tercih edilebilir.

2.5.2.8. ASMA (anti smooth muscle antibody, anti diiz kas antikoru)

Ozellikle otoimmiin hepatit (OIH) tipl tamsinda kullanilan bir
otoantikordur. OIH’de ASMA anti-aktin spesifite gosterir ve bobrek glomeriilii,
proksimal renal tiibiiler hiicreler, mide pariyetal hiicreleri ve karaciger hiicreleri
ile capraz reaksiyon verir (41).

IFAT’da rat dokulari kullanilir. Yine belirli oranlarda diliisyon yapilir.
Sonra immiin floresan mikroskobu altinda slayttaki sahalar incelenir (mide,
karaciger, bobrek). Esas olarak ASMA incelenmesinde mide 6nem tagir. ASMA

tanisinda IFAT 6zgiilliikk ve duyarlilik agisindan iyi ve yeterli bir testtir (55).

2.5.2.9. Anti- liver kidney mikrozomal antijen tip (LKM-1)
Anti LKM-1 mikrozomal enzim sitokrom P450’yi etkiler. Tanimlanmis 3

alt tipi bulunmaktadir; LKM-1, LKM-2 ve LKM-3. Bu 3 alt tip de farkh

32



antijenleri etkiler ve immiinfloresan mikroskobu altinda farkli sekilde gortiliir.
Anti LKM-1 parlak bir sekilde proksimal renal tiibilin 3. kismini ve
hepatositlerin sitoplazmasini boyarken gastrik mukoza hiicrelerini boyamaz ya da
zayilf boyar. Bu otoantikorun gosterilmesinde IFAT ve immunoblot ELISA’ya
gore daha iyi ve tercih edilen testlerdir. Ozellikle Anti LKM-1 tip 2 otoimmiin

hepatit tanisinda kullanilan bir parametredir (55).

2.5.2.10. Anti-liver sitosol antikor (Anti- LC 1)

Bu antikor genellikle Anti LKM-1 ‘le birliktelik gdsterir ve otoimmiin
hepatit tip 2’de goriilir. Anti LC-1 antikorlar1 kendine hedef olarak
formiminotransferaz siklodeaminaz enzimini seger. IFAT ile bakildiginda
karacigerde zonal hasar yaparak hepatosit sitoplazmasi boyanir (55).

Otoimmiin hepatit tip-1 ANA ve ASMA pozitifligi ile karakterizedir.

Otoimmiin hepatit tip-2 anti-LKM -1 ve anti- LC-1 pozitifligi ile

birliktedir (55).

2.6. Otoantikor Tayininde Kullanilan Yéntemler
1- indirekt immunofloresan (IFA)
2- Immiinoassays
3- Enzimimmiinassay (ELISA)
4 - Immiinoradiometrik assay (IRMA)
5- Immunoblot, Western blot, Dot blot

6- Agliitinasyon (hemagliitinasyon ve latex agliitinasyon)
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7- Immiinopresipitasyon

8- Nefelometri

9- Immiinodifiizyon

10- Immiinoelektroforez (56).

Kullanilan testler isaretli kati faz yontemlerindendir. Isaretli kat1 faz
yontemleri antijen ve antikor saptamada kullanilan hizli yontemlerdir.
Reaktiflerden biri (antijen veya antikor) kati bir faza baglanarak
hareketsizlestirilir. Sonra 6rnek koyulur ve 0zgiil birlesme isaretli bir reaktif
kullanilarak gosterilir.

Kat1 faz yontemlerinde kullanilan isaretli konjugat molekiilleri; genellikle
insan immiinglobulinlerine karsi hayvanda (6rn. keci ve tavsan) hazirlanmis ve
isaretlenmis anti-insan 1gG, IgM ve IgA molekiilleri ya da arastirilacak olan
antijene Ozgiil isaretli antikor molekiilleridir. Bu yontemlerde monoklonal
antikorlarin kullanilmasi 6zgiillik ve duyarliligi arttirir. Asagida sekil 11°de
antikor ve antijen tespitinde kullanilan isaretli kati faz yontemlerinin temel

mekanizmasi gosterilmistir.
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Isaretli Kat1 Faz Yontemlerinin Temel Mekanizmas:
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Sekil 11. Isaretli kat1 faz yontemlerinin temel mekanizmasi (57)

2.6.1. Indirekt Immiinofloresan Antikor (IFAT)

Bu yontemde hasta serumunda antikor tespiti yapilir. Burada kullanilan
lamlar iizerine istenen antijenlerin fikse edilmesi ile hazirlanir. Hasta serumlar1 bu
lamlar {izerindeki alanlara damlatilir ve inkiibe edilir. Fosfatli tampon ile yikama
isleminden sonra “fluorescein isothiocyanate’’ ile isaretli anti-insan antikoru
(konjugat) eklenir. Tekrar inkiibasyon ve tekrar yikamadan sonra kurutulur ve

gliserol damlatilarak lamelle kapatilir ve incelenir (57).

2.6.2. immunoblot Testi
Antikor spesifitesini tanmimlamak igin zorunlu bir test haline gelmistir.
Temel olarak, antijen preparasyonlar1 poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) ile

ayrilmakta ve nitroselliilloz membrana elektrotransferi gergeklesmektedir. Sonraki
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asamada diliie edilmis hasta serumu ile inkiibasyon ger¢eklesmekte ve antikor
reaktivitesi radyoaktif isaretli veya enzim isaretli ikinci bir reagant ile
belirlenmektedir.

CoOziinmiis proteinlerin  poliakrilamid jelden nitrosellilloz membrana
elektrotransferi proteinlerin kantitatif tayinini miimkiin hale getirdigi gibi transfer
stireci iginde ayrilmis proteinlerin tamamen ¢Oziilmesini saglamaktadir. Bir
sonraki adimda kat1 yilizeye tutunmus antijenler antikor veya diger reagantlarla

kolaylikla birlesebilmektedir (58).

2.6.3. ELISA ile antikor tespiti

Mikropleyt cukurlarina 6zgiil antijen baghdir. Cukurlara hasta serumu

diliisyonlar eklenir. Ozgiil antikor (IgG veya IgM) varsa antijenle birlesir.

e Inkiibasyon ve yikama isleminden sonra hangi tip antikor
arastiriliyorsa ona 6zgiil konjugat eklenir (IgG arastiriliyorsa enzimle
isaretli anti-insan IgG, IgM arastiriliyorsa enzimle isaretli anti-insan
IgM)

e Inkiibasyon ve yikama sonrasi gukurlara kromojenik substrat eklenir.

e Reaksiyon sonucu olusan renk degisikligi hasta serumundaki antikor

miktari ile dogru orantilidir ve spektrofotometrik olarak degerlendirilir

(57).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Hasta Grubu

Calismamiza Gazi Universitesi Hastanesi Merkez — Immiinoloji
Laboratuvarina 2009 - 2012 tarihleri arasinda bagvurmus 253 hasta dahil edildi.

Calismaya dahil edilme kriterleri:

1) ANA’st IFA ile pozitif saptanmig ve immunoblotla en az bir antikoru

pozitif bulunan 224 hasta ile

2) ANCA’s1 IFA ile pozitif saptanmig ve ELISA ile en az bir antikoru

pozitif bulunan 29 hastanin sonuglar1 retrospektif olarak
degerlendirilmistir.

Bu hastalarda anti-dsSDNA ELISA, ASMA IFAT, RF, anti-CCP, karaciger
profili (immunoblot), ASMA sonuglar1 da degerlendirilmistir. Fakat bu tetkikler
calismaya dahil edilme kriteri olarak kabul edilmemistir.

Calismamuzla ilgili etik kurul karar1 Gazi Universitesi Girisimsel Olmayan
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 13.06.2012 tarih ve 239 numarali karari ile

alinmistir.
3.2. Yontemler

Calismamizda hastalarin test sonuglari retrospektif olarak hastanemizin

bilgisayar sisteminden elde edilmistir.
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3.2.1. ANA ve ANCA Pozitifliginin IFAT ile Belirlenmesi

Hastalarin ANA ve ANCA sonuglar1 hastanemiz bilgisayar sisteminden
retrospektif  olarak  edinilmistir.  ANA ve  ANCA  pozitifliginin
degerlendirilmesinde IFA yontemi kullanilmistir. IFA yonteminde ticari kit olarak
Euroimmun (Germany) kullanilmastir.

ANA IFA Testinin Calisma Prosediirii

1. Calismada kullanilmak tizere 1 It distile suya bir poset kristalize fosfat
tampon soliisyonu (PBS) koyulup, ¢6ziiniince {izerine tween 20
eklenilmistir.

2. Hasta 6rneklerinin 10ul ’si tizerine 1000 ul PBS konularak 1\100° liik
diliisyon hazirlanmstir.

3. Bu diliisyondan 25ul almip inkiibasyon tepsisinin iizerine uyumlu
kuyucuklara konulmustur. Tepsinin {izerine bir pozitif kontrol bir de
negatif kontrol konulmustur.

4. Inkiibasyon tepsisinin iizerine ANA igin hazirlanmis olan slaytlar
yerlestirililip 30 dk beklenmistir.

5. Slaytlar inkiibasyon tepsisinin tizerinden alinip PBS soliisyonu iginde
iki kez 5” er dk yikanmustir.

6. Inkiibasyon tepsisinin kuyucuklarma 20 pl konjugat koyulup
(floresans isaretli anti IgG) {izerine slaytlar konularak 30 dk
beklenmistir.

7. Yikama islemi tekrar edilmistir.
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8.

Inkiibasyon tepsisinin kuyucuklu kisimlar1 ¢ikarihir {izerine lam
yerlestirilir. Onun iizerine 1 damla gliserol konulur.

Degerlendirme asamasinda floresans mikroskobu Carl Zeiss objektif
olarak Eurostar marka kullanilmistir. Bu asamada pozitifligin yaninda
hiicre niikleusu ve sitoplazmik komponentlere karsi gelisen homojen,
niikleer dots, niikleolar, graniiler, sitoplazmik patern dikkate alinmistir.
Her serum icin uygulanacak titreler sirasiyla: 1/40, 1/100, 1/200,
1/400, 1/800, 1/1600 ve 1/3200 olarak belirlenmistir. 1/40’lik
diliisyondan baglanarak calisilan serumlar pozitiflik yakalandik¢a her
defasinda bir iist titreye alinmistir. Negatifligin olustugu titrenin bir
altindaki deger pozitif olarak kabul edilmistir. Son olarak 1/3200°de
hala pozitif veren serumlar igin 1/3200 ve iizeri pozitif® sonucu

verilmistir.

3.2.2. ANCA IFA Testinin Calisma Prosediirii

1.

Calismada kullanilmak {izere 11t distile suya bir poset kristalize PBS
koyulur, ¢oziiniince tizerine tween 20 eklenilmistir.

Hasta orneklerinin 10 pl” si tizerine 100 pl PBS konularak 1\10 luk
diliisyon hazirlanmaistir.

Bu diliisyondan 25 ul alinip inkiibasyon tepsisinin iizerine uyumlu
kuyucuklara konulmustur. Tepsinin iizerine bir pozitif kontrol bir de

negatif kontrol konulmustur.

39



4. Inkiibasyon tepsisinin iizerine ANCA icin hazirlanmis olan slaytlar
yerlestirilip 30 dk beklenmistir.

5. Slaytlar inkiibasyon tepsisinin lizerinden alinip PBS soliisyonu i¢inde
iki kez 5’ er dk yikanmustir.

6. Inkiibasyon tepsisinin kuyucuklarina 20 ul konjugat koyulup
(floresans isaretli anti IgG) fiizerine slaytlar konularak 30 dk
beklenmistir. Yikama islemi tekrar edilir.

7. Inkiibasyon tepsisinin kuyucuklu kisimlari cikarilir iizerine lam
yerlestirilir. Onun {izerine 1 damla gliserol konulur.

8. Degerlendirme asamasinda floresans mikroskobu Carl Zeiss, objektif
olarak Eurostar marka kullanilmistir. Negatif veya p-ANCA pozitif, c-

ANCA pozitif olarak sonuglar verilmistir.

3.2.3. Otoantikor Profilinin Degerlendirilmesi

Hastalarin otoantikor profili sonuglar1 hastanemiz bilgisayar sisteminden
retrospektif olarak edinilmistir. Bu sonuglar immunoblot ile elde edilmistir. Ticari
kit olarak Euroimmun kullanilmis ve c¢alismalar fretici firmanin Onerileri
dogrultusunda prosediire uygun olarak laboratuvarda gergeklestirilmistir.

Immunoblot Calisma prosediirii:

1. Calismaya baglamadan o©nce inkiibasyon kanallarima yerlestirilen

membran striptleri, 1,5 ml kullanima hazir sample buffer ile 5 dakika

inkiibe edilmistir.

40



Sample buffer ile 1/101 oraninda dilie edilmis serumlardan
inkiibasyon kanallarmma 1.5 ml pipetlenerck 30 dakika shakerda
inkiibasyona birakilmistir.

Distile su ile 1/10 oraninda diliie edilen 1.5 ml wash buffer ile her
kanal 5 dakika yikanmis ve bu islem {i¢ kez tekrarlanarak toplam 15
dakika uygulanmistir.

Sample buffer ile 1/10 oraninda diliie edilen konjugattan her bir
inkiilbasyon kanalina 1.5 ml ilave edilerek 30 dakika shakerda
inkiibasyona birakilmstir.

2. asamadaki yikama islemi aynen uygulanmistir.

Kullanima hazir olan substrat her bir inkiibasyon kanalina 1.5 ml
pipetlenmis ve 10 dakika shakerda inkiibasyona birakilmistir.

Her bir inkiibasyon kanalina 1.5 ml distile su ilave edilerek reaksiyon
durdurulmus ve striplerde pozitif kontrole uygun bir renklenmenin
olup olmadigina bakilmigtir. Sonuglar negatif (-) ve pozitif (1 pozitif

ile 3 pozitif aras1) olarak degerlendirilmistir.

Membran striplerinde, ANA alt grubu olarak kabul edilen anti-ENA

antikorlarinin her birine ait 6zel bir ¢izgi bulunmaktadir. Stripin en alt kisminda

ise caligma sonunda tiim striptlerde renklenmesi beklenen pozitif kontrol

bulunmaktadir.

Sonuglar pozitif kontrol ¢izgisine gore degerlendirilmistir. Strip lizerinde 1

pozitif kontrol ve 7 alt grup bulunmaktadir. Bu alt gruplar sirastyla: SS-A, SS-B,

Sm, Scl-70, Ro-52, RNP/Sm-, Jo-1, alt gruplaridir.
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3.2.4. Anti-dsDNA, Anti-CCP ve RF, ANCA Profili ve Karaciger
Profilinin Degerlendirilmesi

Hastalarin Anti-dsDNA, anti-CCP, ve RF, ANCA profili, profili ve
karaciger profili sonuglar1 hastanemiz bilgisayar sisteminden retrospektif olarak
elde edilmistir. Anti-dsDNA (Euroimmun), anti CCP (Medipan), ANCA Profili
(AIDA) ELISA yontemi ile tiretici firmalarin 6nerileri dogrultusunda ¢alisilmistir

Karaciger profili immunoblot yontemi ile tiretici firmanin (Euroimmun)
Onerileri dogrultusunda calisilmistir.

RF (Romatoid Fakt6r) Immage 800 cihazinda (Beckman Coulter Ireland)
nefelometrik olarak firetici firmanin Onerileri dogrultusunda kantitatif olarak
calisilmistir. Test sonucu >20IU/mL olan hastalar pozitif, <20IU/mL olan hastalar

negatif olarak degerlendirilmistir.

3.3. Istatistiksel incelemeler

Istatistiksel degerlendirme SPSS 15.0 (spss Inc., USA) bilgisayar programi
kullanilarak yapildi. Verilerin degerlendirilmesinde Kruskal-Wallis testi ve
Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi kullanildi, yapilan tiim analizlerde
p< 0,05 degeri anlaml kabul edildi. Veriler ortalama + standart sapma, frekans

dagilimi yiizde olarak sunulmustur.
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4. BULGULAR

4.1. Calisma Gruplan
Calismamizda bir grup ANA IFAT pozitif saptanmus olan hastalardi. Ikinci

grup ise ANCA IFAT pozitif saptanmis olan hastalardi.

4.2. ANA IFAT Pozitif Calisma Grubundaki Hastalarin Genel Ozellikleri
Calismamiza dahil edilen ANA IFAT pozitif hastalarin cinsiyete gore
dagilim1 tablo 4 ‘da verilmistir. Calismaya dahil edilen 224 ANA IFAT pozitif

hastanin 196°s1 kadin, 28’1 erkek hastadan olugmaktadir.

Tablo 4. ANA IFAT pozitif hastalarda cinsiyet dagilimi

Cinsiyet Say1 Yiizde
Kadin 196 %87,5
Erkek 28 %12,5
Toplam 224 %100.0

Hastalarin ~ basvurduklart iller Ankara ve Ankara disi olarak

gruplandirilmigtir. Tablo 5°da bu gruplar yer almaktadir.

Tablo 5. Hastalarin bagvurduklart iller

Say1 Yiizde

Ankara 165 %73,7

Ankara dist 59 %26,3
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ANA IFAT pozitif bulunan 224 hasta 19 farkli klinikten génderilmistir.

Hastalarin geldigi klinikler tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6. Kliniklerden gelen ANA IFAT pozitif hasta sayilar

HASTA SAYISI YUZDE
Romatoloji 158 %°70,5
Hematoloji 9 %4
Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon 8 %3,6
Pediatri 8 %3,6
Dahiliye 6 %2,7
Nefroloji 6 %2,7
Diger (Endokrin, onkoloji, 29 %12,9
gastroenteroloji, kardiyoloji, gogiis
hastaliklar1, dermatoloji, noroloji, kadin
dogum, genel cerrahi, kardiyovaskiiler
cerrahi, goz, enfeksiyon hastaliklari,
kulak burun bogaz hastaliklar1)
Toplam 224 %100

Dahiliye klinigini yan dallariyla (genel dahiliye, romatoloji, endokrin,
hematoloji, nefroloji, gastroenteroloji klinigi) birlikte ele alacak olursak 183 hasta
dahiliye polikliniginden (%81,7) gonderilmistir.

Diger olarak isimlendirdigimiz kliniklerden yapilan bagvurular; endokrin 1
hasta, onkoloji 1 hasta, gastroenteroloji 2 hasta, kardiyoloji 1 hasta, gogiis
hastaliklar1 4 hasta, dermatoloji 4 hasta, noéroloji 3 hasta, kadin dogum 2 hasta,
genel cerrahi 1 hasta, kardiyovaskiiler cerrahi 2 hasta, géz 2 hasta, enfeksiyon

hastaliklar1 4 hasta, kulak burun bogaz hastaliklar1 2 hasta icermektedir.
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Hastalarin yaslar1 4-79 yas araligindadir. ANA IFAT pozitif hastalardaki
yas (ortalama + SD) 47,7 + 15,2 idi. Basvuran hastalarin yas gruplamasi

yapilmistir. Sonuglar tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. Hastalarin yas gruplarina gore dagilimi

Yas grubu Say1 Yiizde
0-9 yas 2 %0,9
10-19 yas 6 %2,7
20-29 yas 21 %09,4
30-39 yas 41 %18,3
40-49 yas 41 %18,3
50-59 yas 57 %25,4
60-69 yas 43 %19,2
70 ve lizeri yas 13 %5,8
Toplam 224 %100

4.2.1. ANA Pozitifliginin Dagilim1

ANA IFAT pozitif 224 hastanin 79’u (%35,5) 1 pozitif, 66’s1 2 pozitif
(%29,5), 69’u 3 pozitif (%30,8), 10 tanesi 4 pozitif (%4,5) olarak boyanmust.
Tablo 8’de ANA pozitifligi dagilimi agiklanmustir.

Calismamizdaki 224 ANA IFAT pozitif hastanin ANA pozitifliklerinin

dagilimi tablo 8’de gosterilmektedir.
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Tablo 8. ANA Pozitifligi Dagilimi

ANA Pozitifligi

1 pozitif 79 %35,3
2 pozitif 66 %29,5
3 pozitif 69 %30,8
4 pozitif 10 %4,5

4.2.2. ANA Pozitif Hastalarin Paterne Gére Dagilimi
Calismamizda en fazla (%70,5) ince graniiler patern tesbit edilmistir. ANA

pozitif hastalarin paterne gore dagilimi tablo 9’da gosterilmektedir.

Tablo 9. ANA pozitif hastalarin paterne gore dagilimi

Patern Say1 Yiizde
Ince graniiler 158 70,5
Homojen 18 8
Niikleolar 12 5,4
Antisentromer 10 4,5
Ince graniiler + niikleolar 10 45
Niikleer dots 5 2,2
Ince graniiler + homojen 4 1,8
Sitoplazmik + ince graniiler 3 1,3
Sitoplazmik + antisentromer 2 0,9
Sitoplazmik + homojen 1 0,4
Sitoplazmik + niikleolar 1 0,4
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4.2.3. ANA Porzitif Hastalarin Antikor Dagiliminin  Immunoblot ile
Incelenmesi

Immunoblot ile hastalarda 7 tip antikorun varlig: arastirilmis ve toplam

418 antikor pozitif saptanmistir. Bu antikorlarin dagilimi tablo 10°da

gosterilmistir.

Tablo 10. ANA pozitif hastalarin antikor dagilimimin immunoblot ile dagilimi

Immunoblot ile saptanan antikor

Anti-SS-A 137 32,8
Anti-Ro-52 150 35,9
Anti-SS-B 64 15,3
Anti-Sm 9 2,2

Anti-Sm/RNP 34 8,1

Anti-Scl-70 17 4,1

Anti-Jol 7 1,7

Toplam 418

Immunoblot ile hastalarin 104’inde (%46,4) bir antikor pozitif, 52’sinde
(9%23,2) iki antikor pozitif, 58’sinde (%26), 3 antikor pozitif, 9’unda (%4) ise 4

antikor pozitif olarak tesbit edilmistir. Bu oranlar tablo 11°da gosterilmistir.

Tablo 11. Hastalarin immunoblotla pozitif antikor sayisi

Immunoblotla pozitif antikor say1st Hasta sayis1

Bir antikor pozitifligi 104 %46,4
Iki antikor pozitifligi 52 %23,2
Ug antikor pozitifligi 58 %26
Dort antikor pozitifligi 9 %4
Toplam 224
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Tek antikor pozitifligi en fazla anti-Ro52 pozitifligi seklinde 40 hastada
(%17,9) tesbit edilmistir. Ikinci siklikta 29 hastada anti-SS-A (%13) tesbit

edilmistir. Bu oranlar tablo 12’°de gosterilmistir.

Tablo 12. Tek antikoru pozitif olan hastalarin dagilimlar

Antikor ‘ SENEINEAY S| Yiizde
Anti-Ro52 40 17,9
Anti-SSA 29 13
Anti-SSB 4 1,8
Anti-Sm 4 1,8
Anti-Sm/RNP 13 5,8
Anti-Scl 70 11 49
Anti-Jol 3 1.3

Iki antikor birlikteligi en stk 37 hastada (%16,5) anti-SSA/anti-R052

birlikteligi olarak saptanmistir. Bu oranlar tablo 13’de gosterilmistir.

Tablo 13. ki antikoru pozitif olan hastalarin dagilimlar:

Antikor S ENEINEAY S| Yizde
Anti-SSA/ANti-R052 37 16,5
Anti-Ro52/ Anti-Sm/RNP 4 1,8
Anti-Ro52/ Anti-Jol 2 0,9
Anti-SSA/ Anti-Scl 70 2 0,9
Anti-SSA/ Anti-Sm/RNP 3 1,3
Anti-SSA/ Anti-SSB 1 0,4
Anti-Ro52/ Anti-Scl 70 1 0,4
Anti-Sm /Anti-Sm/RNP 2 0,9

48




Ug antikor pozitifligi olan en ¢ok Anti-SSA/Anti-R052/ Anti-SSB birlikteligi

seklinde 51 hastada (%22,8) saptanmistir.

gosterilmistir.

Tablo 14. Ug antikoru pozitif olan hastalarin dagilimlar

Bu dagilimlar tablo 14°de

Antikor Hasta sayisi Yizde
Anti-SSA/ANti-Ro52/ Anti-SSB 51 22,8
Anti-SSA/Anti-Ro52/ Anti-Sm/RNP 4 1,8
Anti-Sm/RNP/ Anti-Scl 70/ Anti-Jo1 1 0,4
Anti-Ro52/ Anti-Sm/RNP/ Anti-Sm 1 0,4
Anti-SSA/Anti-Ro52/ Anti-Jol 1 0,4
Dort antikoru pozitif olan hastalarin  dagilimlart  tablo 15°de
gosterilmektedir.
Tablo 15. Dort antikoru pozitif olan hastalarin dagilimlari
Antikor Hasta Sayis1 Yiizde
Anti-SSA/Anti-Ro52/ Anti-SSB/ Anti-Sm/RNP 5 2,2
Anti-SSA/Anti-Ro52/ Anti-SSB/ Anti-Scl 70 2 0,9
Anti-SSA/Anti-Ro52/ Anti-SSB/ Anti-Sm 1 0,4
Anti-SSA/Anti-Ro52/ Anti-Sm/RNP/ Anti-Sm 1 0,4

Calismamizda ANA paternine gore antikor dagilimimi inceledigimizde en

fazla saptadigimiz patern olarak ince graniiler boyanma ve ince graniiler paternde
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en sik antikor olarak anti-SS-A ve anti-SS-B’yi tesbit ettik. Sonuglar tablo 16°da

gosterilmistir.

Tablo 16. Paterne gére immunoblot antikor pozitifliginin dagilimi

Anti Anti Anti Anti Anti Anti

Ro52 SSB Sm Sm/  Scl70 Jo-1

RNP

Ince graniiler 107 106 50 7 29 12 4
Homojen 8 12 3 _ 2 3 _
Niikleolar 2 1 1 1 _ 3
Antisentromer 3 _ _ 2 _ -
Ince graniiler+niikleolar 7 7 5 _ _ 2 _
Niikleer dots 3 3 1 - _ _ —
Ince graniiler+homojen 2 3 1 _ _ _ -
Sitoplazmik+ince 2 3 2 1 _ _ —
graniiler

Sitoplazmik+ 1 2 1 _ _ _ _
antisentromer

Sitoplazmik+homojen 1 _ _ _ _ _ -
Sitoplazmik-+niikleolar 1 _ _ _ _ _ —
Toplam 137 150 64 9 34 17 7

Ince graniiler paterne sahip 158 hasta bulundu. Bu hastalarin anti-SS-A
107, anti-Ro52 106, anti-SS-B 50, anti-Sm 7, anti-Sm/RNP 34, anti-Scl70 12,
anti-Jo1 ise 4’iinde pozitif bulundu. Ince graniiler paterne sahip hastalarin antikor
dagilimlari sekil 12 de verilmistir. ANA paterni ile immunoblot pozitifligi iligkisi

arastirildiginda istatistiksel olarak anti-SSA ve anti-Jo-1’in patern iligkisi anlamli
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olarak bulunmustur. Calismamizda ince graniiler paterni yiiksek oranda tesbit

ettigimiz

icin bu paterne ait olan antikorlar olan anti-SS-A, anti-Ro52’yi de

immunoblotla yiiksek olarak tesbit ettik.

160
140
120
100
80
60
40
20

Sekil 12.

O AntiSSA

B AntiRo52
O AntiSSB

- O AntiSm

B AntiSmRNP
— O AntiScl70
B AntiJol

Ince graniiler paterne sahip hastalarin antikor dagilimlar

4.2.4. ANA IFAT Pozitifligiyle Birlikte Anti-CCP Pozitifligi

Hastalarin  85’inde anti-CCP  bakilmistir, 17’sinde (%20) pozitif

saptanmistir, bunlarin 14’4 (%82,4) ince graniiler, 1’1 niikleolar, 1’1 homojen, 1’1

ince graniiler + niikleolar paterne sahiptir. Yapilan analizde ANA paterni ile anti-

CCP pozitifligi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmamuistir (p >

0,05).
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4.2.5. ANA IFAT Pozitifligiyle Birlikte RF Pozitifligi

RF 13 hastada bakilmistir 5’inde (%38,3) pozitif tesbit edilmistir.
Romatoid faktor (RF) pozitif hastalarin 4 tanesi ince graniiler, 1 tanesi homojen
patern olarak tesbit edilmistir. Yapilan analizde ANA paterni ile RF pozitifligi

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmamastir (p > 0.05).

4.2.6. ANA IFAT Pozitifligiyle Birlikte Karaciger Profili Pozitifligi

Karaciger profili 31 hastada bakilmis, 4 hastada AMA-M2 pozitif
bulunmustur. LKM -1, LC-1 ve anti-soluble Liver/Liver Pankreas (SLA/LP)’ye
kars1 pozitifligi bulunmamistir. AMA-M2 pozitif hastalarin 1’1 ince graniiler, 1’1
antisentromer, 1’1 niikleer dots, 1°i anti-sentromer+sitoplazmik paterne sahiptir.
ANA IFAT paterni ile karaciger profili arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki

bulunmustur (p < 0.05).

4.2.7. ANA IFAT Pozitifligiyle Birlikte ASMA Pozitifligi
10 hastada ASMA bakilmis ve 1’inde pozitif bulunmustur. Bu hastanin

ANA paterni ince graniiler olarak bulunmustur.

4.2.8 ANA IFAT Pozitifligiyle Birlikte Anti-dsSDNA ELISA Pozitifligi

ANA IFAT pozitif 188 hastada anti-dsDNA ELISA bakilmistir. Bunlarin
55 tanesi (%29,3) pozitif, 133 tanesi (%70,7) negatif bulunmustur. ANA IFAT
paterni ile anti-dsSDNA arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski

saptanmamustir (p > 0.05).
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Tablo 17°da anti-dsDNA ELISA pozitif hastalarin ANA paternlerine gore

dagilimi verilmistir.

Tablo 17. Anti-dsDNA ELISA pozitif hastalarin ANA paternlerine gére dagilimi

ANA paterni ‘ Hasta sayis1 Yiizde
Ince graniiler 39 %70,9
Homojen 8 %14,6
Ince graniiler+homojen 2 %3,6
Ince graniiler+niikleolar 2 %3,6
Niikleolar 2 %3,6
Antisentromer 1 %1,8
Homojen+sitoplazmik 1 %1,8
Toplam 55 100

4.2.9. ANA IFAT Pozitifligiyle Birlikte ANCA Pozitifligi

ANA IFAT pozitif ve immunoblotla en az bir antikoru pozitif bulunan 224
hastanin 28 tanesinde ANCA IFAT calisilmistir. ANCA negatif 20 hasta, 7
hastada p-ANCA pozitif, 1 hastada ise c-ANCA pozitif bulunmustur. p-ANCA
pozitif 4 hasta ince graniiler paterne sahiptir. ANA ile ANCA IFAT paterni

arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iligki saptanmamustir (p > 0,05).

4.3. ANCA Pozitif Hastalardaki Bulgular

IFAT ile ANCA pozitif bulunup ELISA ile profil bakilmis 29 hasta

calismaya alinmistir. Bu hastalarin 23’ii Ankara 6’s1 Ankara disindan basvuran
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hastalardi. Bu hastalarin 24’ kadin, 5’1 erkektir. Hastalarin cinsiyete gore

dagilimi tablo 18’de verilmistir.

Tablo 18. Cinsiyete gore ANCA IFAT pozitifligi dagilimi

Cinsiyet ‘ Frekans (%)
Kadin 24 (%82,8)
Erkek 5 (%17,2)

Hastalarin yas ortalamalar1 53 + 18 (ortalama =+ standart sapma)’dir, yas

dagilimlari tablo19’de gosterilmektedir.

Tablo 19. ANCA pozitif hastalarin yas dagilimlari

Yas Grup Say1 Yiizde
20-29 yas 4 %13,8
30-39 yas 2 %6,9
40-49 yas 5 %17,2
50- 59 yas 7 %24,1
60-69 yas 7 %24,1
70 ve lizeri yas 4 %13,8
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Bu hastalarin 12’si romatoloji klinigine basvuran hastalardi, kliniklere

gore dagilimlar tablo 20°de gosterilmistir.

Tablo 20. ANCA pozitif hastalarin kliniklere gore dagilimi

Klinik Say1 %
Romatoloji 12 %41,4
Dahiliye 5 %17,2
Gastroenteroloji 5 %17,2
Noroloji 3 %10,3
Diger (Gogiis hastaliklari, goz 4 %13,6
hastaliklari, enfeksiyon

hastaliklar1)

Toplam 29 100

ANCA IFAT ile 18 hastada p-ANCA (%62,1), 10 hastada c-ANCA
(%34,5) pozitif bulunmustur. Sadece 1 hastada c-ANCAve p-ANCA ayni anda
pozitif bulunmugtur. ANCA IFAT pozitifliginin patern dagilimi tablo 21°‘de

gosterilmistir.

Tablo 21. ANCA dagilimi

ANCA IFAT pozitifliginin patern dagilimi

p-ANCA pozitif 18 (%62,1)
c-ANCA pozitif 10 (%34,5)
p-ANCA+ c-ANCA 1 (%3,4)
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4.3.1. ANCA IFAT Pozitifliginin ANCA ELISA Iliskisi

ANCA pozitif hastalarda ELISA ile antikor dagilimmna bakilmistir.
Toplam 33 antikor pozitif bulunmustur. ANCA pozitif 25 hastada bir antikor
pozitif bulunmus, dort hastada ikiser antikor pozitif bulunmustur.

Caligmamizda ELISA ile MPO %45,5 (15 hasta), PR3 %30,3 (10 hasta),
antielastaz %15,1 (5 hasta), BPI %6,1 (2 hasta), laktoferrin %3 (1 hasta) oraninda
tesbit edilmistir.

c-ANCA pozitif 10 hastanin 8 ’inde (%80) PR3 pozitif idi. p-ANCA
pozitif 21 hastanin 14’tinde (%66,7) MPO pozitif idi. Bonferroni diizeltmeli Mann
Whitney U testi yapildi ve ANCA IFAT paterni ile ANCA ELISA iliskisi
istatistiki olarak anlamli bulunmustur. Calismamizda cANCA pozitifliginde PR3,
pANCA pozitifliginde ise MPO tesbit edilmesini istatistiksel olarak anlamli
saptadik.

pANCA pozitif iki hastada ayn1 anda MPO ve antielastaz tesbit edilmistir.
PANCA pozitif bir hastada MPO ve laktoferrin, pANCA pozitif bir hastada MPO
ve laktoferrin tesbit edilmistir.

ANCA [IFAT pozitifliginin ANCA ELISA iliskisi tablo 22°de

gosterilmistir.
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Tablo 22. ANCA IFAT pozitifliginin ANCA ELISA iliskisi

MPO Laktoferrin BPI Antielastaz = Toplam

p-ANCA 2 14 1 - 4 21
c-ANCA 8 - - 1 1 10
p-ANCA+ - 1 - 1 - 2
c-ANCA
Toplam 10 15 1 2 5

p=0,001 | p=0,000 | p=0,737 |p=0,001 | p=0,651

4.3.2. ANCA IFAT Pozitif Hastalarda ANA IFAT Pozitifligi

Calismamizdaki toplam 21 hastanin ANA IFAT’ma bakilmis olup 9
hastada pozitif bulunmustur. ANCA IFAT paterni ile ANA IFAT pozitiflik
derecesi arasinda iliski saptanmamustir (p >0,05). ANCA IFAT pozitif hastalarda
ANA IFAT pozitifligi tablo 23’de gosterilmistir.

Calismamizda ANA IFAT ince graniiler paternli dort hastanin pANCA’s1
pozitif bulunmustur. Fakat ANCA IFAT paterni ve ANA IFAT paterni arasinda

iliski saptanmamustir (p >0,05).

Tablo 23. ANCA TIFAT pozitifligi ile ANA IFAT paterni arasinda iligki

ANA IFAT patern

Negatif Ince Ince graniiler ~ Sitoplazmik = Homojen+  Toplam

graniiler ~ +sitoplazmik sitoplazmik
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5. TARTISMA

Immiin sistem mevcut ya da daha sonra karsilasilabilecek tiim mikrobiyal
molekiillerin taninmasi ve yakalanmasi igin imkan saglamaktadir. Immiin sistem
bu fonksiyonunu gerceklestirirken viicudun kendi yapi taslarina karsi reaksiyon
gosteren lenfositlerin yapilmasinin 6niine gegmektedir. Bu da biiylik oranda T
lenfositlerinin timusta seleksiyonu ile gergeklesir. Yasin ilerlemesiyle birlikte pek
cok sistemde oldugu gibi immiin sistemde de kirilma olasilig1 artmaktadir (15).

Otoimmiin hastaliklarin tanisinda antijenlere karsi olusmus otoantikorlarin
Onemi biiyiiktlir. Antiniikleer antikorlar otoimmiin hastaliklar diginda bazi
durumlarda da (yashlar, sitotoksik ila¢ kullananlar, kanserli hastalar) pozitif
saptanabilmektedir. Bu yiizden ANA IFAT pozitifligini tek basina
degerlendirmek yaniltici olabilir, ANA subtiplerinden bir veya birkagmin
varliginin saptanmasi gerekmektedir (59).

Otoimmiin hastaliklarin yaklasik %90’1 kadinlarda goriiliir (13). Temel
olarak hormonal farkliliklardan dolayr kadinlarda otoimmiin hastaliklara daha
fazla rastlanmaktadir. SLE’li farelere erkeklik hormonlarinin verilmesiyle
hastaligin siddetinde azalma oldugu gorilmiistiir. Hamilelikte prolaktin gibi
hormonlarin etkisiyle 6zellikle RA’te hastaligin siddeti azalmaktadir (15).

Eksi ve arkadaglarinin yaptiklar ¢calismada SLE 6n tanili 59 hastanin 49°u
kadin (%83,1), 10°u erkek (%16) idi (60).

Caglayan’in tez ¢alismasinda kadin hastalar %72,6, erkek %27,4 oraninda

bulunmustur.
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Calismamizda ANA pozitif 224 hastanin 196’s1 kadin (%87,5), 28’1
(%12,5) erkektir. Diger c¢alismalarla uyumlu olarak c¢alismamizda da kadin
hastalar ¢ogunlukta idi. Calismamiza dahil edilen kadin hastalarin ¢ogunlukta
olmas1 otoimmiin hastaliklarin kadinlarda sik goriilmesinden kaynaklanmaktadir.

Yumuk ve arkadaslarinin g¢alismasinda anti-ENA pozitif bulunan 126
hastanin en sik dermatoloji ve dahiliye polikliniginden basvurdugu saptanmistir
(33).

Bradwell ve arkadaslar1 da ¢alismalarinda otoantikor testlerinin en sik
dermatoloji ve dahiliye boliimlerinden istendigini bildirmislerdir (41).

Caglayan’in tez caligmasinda hastalarin en fazla dahiliye %44,2, fizik
tedavi ve rehabilitasyon %17,9 kliniginden geldigini tesbit etmislerdir (61).

Calismamizdaki hastalar en sik (%70,5) romatoloji polikliniginden
basvuran hastalardi. Gazi Universitesi Tip Fakiiltesinde dahiliye poliklinigi yan
dallarina ayrilmis oldugu icin en ¢ok basvuru romatoloji kliniginden olmustur.
Dabhiliye klinigini yan dallariyla (genel dahiliye, romatoloji, endokrin, hematoloji,
nefroloji, gastroenteroloji klinigi) birlikte disiindiigiimiizde 183 hasta (%81,7)
basvurusu tesbit edilmistir. Bunu 9 hasta ile hematoloji, 8 hasta ile fizik tedavi ve
rehabilitasyon, 8 hasta ile pediatri, 6’sar hasta ile dahiliye ve nefroloji klinigi ve
29 hastayla diger klinikler izlemistir.

Diger klinikler olarak yaptigimiz siniflamanin ig¢inde endokrin, onkoloji,
gastroenteroloji, kardiyoloji, gogiis hastaliklari, dermatoloji, néroloji, kadin
dogum hastaliklari, genel cerrahi, kardiyovaskiilar cerrahi, goz hastaliklari,

enfeksiyon hastaliklari, kulak burun bogaz hastaliklar1 gelmektedir.
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Dermatoloji  kliniginden gelen basvuru sayist ¢alismamizda diger
calismalardan farkl olarak diisiik (%1,8) bulunmustur.

Aksu ve arkadaglarinin yaptigi calismada en sik rastlanan patern %26
oraninda homojen ve %25 ince graniiler paterndir (62).

ANA IFAT ile niikleus boyanmasma gore degisik paternler ortaya
cikmaktadir. Her patern ise bir takim antijenleri isaret etmektedir. Bu yilizden
paternin uzman bir goz tarafindan tanimlanmasi énemlidir.

Gonzales ve arkadaslar1 292 hastada ANA IFA ile %44,5’inde ince
graniiler, %32,5’inde homojen, %5,5’inde antisentromer, %8,9’unda niikleolar,
%3’tinde niikleer dots, %5,5’inde ise miks boyanma paterni tesbit etmislerdir
(63).

Sebastian ve arkadaslari Hindistan’da yaptiklar1 ¢alismada ANA IFAT
paternini %46 homojen, %36 graniiler, %5 antisentromer, %35 niikleolar, %6
niikleolarthomojen,%2 niikleolar+graniiler,%1 periferik rim boyanma olarak
tesbit etmiglerdir (64).

Thomson ve arkadaslar1 c¢alismalarinda %39,1 homojen patern, ince
graniiler %20, 1, niikleolar %8,4, anti-sentromer %4,3, niikleer dots %2,2 olarak
saptamuislardir (65).

Yilmaz ve arkadaslar yaptiklar1 calismada ANA IFAT pozitif 84 hastanin
%51,2’sini homojen, %13,2’sini graniiler patern olarak tesbit etmislerdir (66).

Gilidiiciioglu ve arkadaslar1 calismalarinda 367 IFAT pozitif hastanin
patern dagilimini %41,4 homojen patern, %26,1 niikleolar patern, %22,3 graniiler

patern, %9 sitoplazmik patern ve %2,5 niikleer dots olarak tesbit etmislerdir (67).
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Calismamizda en fazla %70,5 oranla ince graniiler paterni saptadik. Bunu
%8 oran ile homojen patern izledi. Niikleolar %5,4, antisentromer %4,5, ince
graniiler+niikleolar %4,5, niikleer dots %2,2, kalanlar ise sitoplazmik
patern+diger paternlerin miks birlikteligi idi.

Genel yaklasim olarak ANA IFAT ile pozitiflik saptandiktan sonra antikor
profilini arastirmak i¢cin ELISA veya immunoblot testleri yapilmaktadir.

Gidiiciioglu ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada hastalarin %58’inde
tek bir antikor, %42’sinde birden fazla antikor pozitif tesbit edilmistir. (67).

Thomson ve arkadaglar1 ¢alismalarinda tek antikor pozitif olarak anti-SS-
A‘y1 (%30,2), iki antikor birlikte pozitif olarak anti-SSA/anti-SSB’yi yiiksek
oranda (%25,6) saptamislardir. Ug ve iizeri antikor birlikte pozitifliginde en sik
anti-SSA/anti-Sm/anti-RNP’yi (%1,1) saptamiglardir (65).

Us ve arkadaslar1 anti-ENA testinde pozitif 5 tip %4,6, ii¢ tip %13,9, iki
tip %51,2 ve tek tip %30,2 olarak antikor belirlemistir (59).

Calismamizda immunoblot ile hastalarin %46,4’iinde bir antikor pozitif,
%23,2’sinde iki antikor pozitif, %25,9’unda 3 antikor pozitif, %4’tinde 4 antikor
pozitif olarak tesbit edilmistir.

Afsar ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada 402 antikor saptamiglardir.
Hastalariim biiyiikk kisminda SS-A/R052 ile SS-B birlikteligi tesbit etmislerdir
(28).

Calismamizda iki antikor birlikteligi en sik %16,5 anti-SSA/anti-Ro52
birlikteligi olarak saptanmustir. Ug antikor pozitifligi olan en ¢ok Anti-SSA/Anti-

R052/ Anti-SSB birlikteligi seklinde %22,8 oraninda saptanmustir.
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Afsar ve arkadaslar1 yaptiklar calismada 171 hastada toplam 402 antikor
saptamiglardir. En fazla anti-R0-52 ve anti-SSA tesbit etmislerdir (28).

Caglayan’in tez c¢alismasinda blotting ile antikor dagilimi anti-SS-A
%23,1, anti-SS-B %12, anti-Sm %3,4, anti-Scl-70 %2,6, anti-Pm-Scl %12,8,
anti-Ro-52 %26,5, anti-Sm/RNP %4,3, anti-niikleozom %10,3, anti-Jo-1 %0,9,
anti-histon %21,7, anti-CENP-B %12,0, anti-dsDNA %8,5, AMA-M2 %11,1
olarak tesbit edilmistir (61).

Cabides ve arkadaslar1 ¢aligmalarinda ince graniiler paterni olan hastalarin
immunoblotla antikor profillerini arastirdiklarinda anti-SS-A ve anti-Ro52 %055,
anti-SS-B %5, anti-Sm/RNP %10 oraninda gostermislerdir. Kaba graniiler paterni
olan hastalarda %65 oraninda anti-Sm/RNP, %36 anti-Ro52, %5 anti-SS-B, %32
CENP-B ‘ye kars1 olusmus antikor saptamislardir (31).

Yumuk ve arkadaslari en fazla SS-A antijenine kars1 antikor tesbit etmistir.
126 hastanin 13’iinde anti-Sm/RNP, 17’sinde anti-SS-A, 4’tinde anti-SS-B,
4’linde anti-CENP-B, 7’sinde anti-dsDNA, 6’sinda anti-niikleozom, 13’{inde anti-
histon, 3’tinde anti-AMA-M2 pozitif bulunmustur. (33).

Aksu ve arkadaglart ANA IFAT ve immunoblotu pozitif 91 hastada en
fazla anti-dsDNA (%39), anti-Ro52 (%39), anti SS-A (%26), %18 oraninda da
anti- histon ve anti-ribozom saptamisglardir (62).

Calismamizda antikor tipleri incelendiginde en fazla anti-Ro-52 (150)
%35,9 oraninda saptanmistir. Anti-SS-A (137) %32,8, anti-SS-B (64) %15,3 anti-
Sm/RNP (34) %8,1, anti-Scl-70 (17) % 4,1, anti-Sm (9) %2,2, anti Jo-1 (7) %1,7

oraninda saptanmistir. Caligmamizda ince graniiler paterni yliksek oranda tesbit
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ettigimiz igin bu paterne ait olan antikorlar olan anti-SS-A, anti-Ro52’yi de
immunoblotla yliksek olarak tesbit ettik.

Cruellas ve arkadaglar1 polimiyozit ve dermatomiyozit tanisi almig
hastalarda Anti-Jo-1’i %18,9 oraninda pozitif olarak saptamiglar. Anti-Jo-1
antikoru 6zellikle miyozitlere spesifik bir antikordur (68)

Calismamizin otoantikorlarin dagilimina genel bir bakis olmasini
hedefledigimiz igin spesifik bir hasta grubu se¢medik, bu sebeple de miyozitlerde
stk goriilen anti-Jo-1°i Cruellas ve arkadaslarinin caligmasindan daha diisiik
(%3,1) saptadik.

Yilmaz ve arkadaslari ¢alismalarinda niikleolar +homojen paterne sahip 3
hastada Sm/RNP pozitif tesbit etmislerdir. (69).

Giidiiciioglu ve arkadaglari immunoblot ile antikor dagiliminda anti-
dsNA’y1 daha yiiksek oranda saptamiglardir. Bu da ayni ¢alismada homojen
paternin  diger paternlere gore daha yiliksek oranda bulunmasindan
kaynaklanmaktadir. En fazla %21 anti-dsDNA tesbit edilirken %16 oraninda anti-
Ro-52 tesbit edilmistir (67).

Us ve arkadaslarinin ¢alismalarinda anti-ENA testi ile hastalarin %65,1
‘inde anti SSA, %55’inde anti-nRNP, %27,9 ‘nda anti-SS-B, %18,6’sinda anti-Sm
ve anti-Scl-70, %11,6’sinda anti-Jo-1’e kars1 antikor saptanmustir (59).

Yumuk ve arkadaglar1 90 adet homojen paternli hastanin serum 6rneginde
anti-ENA testi ¢alismiglar. Serumlarin 25’inde homojen paternle uyumlu ENA
sonucu (dsDNA, anti-niikleozom, anti-histon, Scl-70, PM-Scl) bulmuslardir. Buna

ek olarak 17 serumda graniiler (Sm/RNP, Sm, anti-Ro52), 10 serumda ise
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sitoplazmik paternle (Ribozomal P protein, AMA) uyumlu ENA sonucu
bulunmustur. Bu da homojen paternin diger paternleri Ortebilecegini
gostermektedir. (33).

Gilidiictioglu ve arkadaslar1 155 ANA IFAT ve immunoblot pozitif hastay:
calismaya almislardir. Immunoblot ile 342 antikor saptamislardir. En fazla ds-
DNA antijenine kars1 %20.8 hastada antikor saptamislardir, Ro-52 antijenine karsi
%16.4, SS-A ya %12, histona %9.4, niikkleozoma %7.9, Scl-70’ ¢ %7, SS-B %5.8,
Sm ye %4,AMA-M2 ye %2.3, Rib- P proteine %2, Cent-B’ ye %2,, Jo-1 e %1.2,
Pm-Scl’ye %0.9 antikor saptamislardir (67).

Romatoid faktér (RF) romatoid artrit tanisinda kullanilir, fakat romatoid
artrite spesifik degildir diger otoimmiin hastaliklarda da pozitif olabilir.

Harputlu ve arkadaslari yaptiklar1 ¢alismada 6636 RF istenmis hastayi
incelemisler. Bunlardan 508 tanesinde (%7,65) RF pozitif tesbit edilmistir (37).

Bizim g¢aligmamizda ANA pozitif hastalardan 13’tinde RF bakilmistir,
5’inde pozitif bulunmus. RF bakilan hasta sayis1 diisiik olmakla birlikte pozitiflik
orant %38,5 olarak bulunmustur. Caligmamizda RF pozitifligi daha yiliksek olarak
saptanmigtir. Fakat ANA pozitif hastalarda, yani yiiksek olasilikla otoimmiin
hastalig1 olan hastalarda RF arastirdigimiz icin pozitiflik oranimin daha yiiksek
bulunmasi normal olarak degerlendirilmelidir.

Eksi ve arkadaslarinin yaptiklari ¢calismada SLE 6n tanili 59 hastanin, anti-
dsDNA ELISA ile 30’unda (%50,8) pozitiflik saptamiglardir (60).

Yilmaz ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada, ANA IFA ile saptanan

farkli  floresan  paternlerinin  anti-dsDNA  sonuglart  ile  uyumunu
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degerlendirmislerdir. Anti-dsDNA pozitif saptanan serumlarin {igiinde mikst
patern, dordiinde ise homojen patern saptanmistir. IFA yontemi ile elde edilen
ANA ve ds-DNA sonuglarinin Western blot test sonuglari ile uyumlu oldugunu
gozlemlemislerdir. (66).

Calismamizda anti-dsDNA ELISA pozitif olan 55 hastanin ANA IFAT
dagilimini 39 ince graniiler (%70,9), 8 (%14,6) homojen patern olarak tesbit ettik.
ANA paterni ve anti-dsDNA arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski
saptanmamuistir.

Calismamizda ANCA pozitif hastalarin yas, cinsiyet dagilimlarint ANCA
paterni ve ELISA profili arasindaki iliskiyi arastirmay1 da planladik.

Sezer ve arkadaslar1 ¢alismalarinda ANCA-IFAT pozitif %36,4 kadin,
%63 erkek hasta saptamiglardir (70).

Calismamizda ANCA IFAT pozitif kadin sayis1 24 (%82,8), ANCA IFAT
pozitif erkek sayisi 5 (%17,2) bulunmustur. Calismamizda kadin hastalar
cogunluktaydi.

Lochman ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada 357 ANCA IFAT pozitif
hastada %70,6 atipik ANCA, %15,7 p-ANCA, %12,0 c-ANCA, %1,1’ iinde p-
ANCA+c ANCA, %0,5 atipik p-ANCA saptamislardir (71).

Sezer ve arkadaglar1 ¢alismalarinda ANCA-IFAT’ la pozitif hastalarin
%9,1’ini p-ANCA, %90,9’unu c-ANCA olarak tesbit etmislerdir (70).

Calismamizda ANCA paterni olarak p-ANCA oranmi yiiksek tesbit ettik.

Calismamizda 18 hasta (%62,1) p-ANCA pozitif idi. c-ANCA 10 hastada (%34,5)
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pozitif idi. p- ANCA ve c-ANCA ‘nin birlikte pozitif oldugu bir hasta (%3,4)
mevcut idi.

ANCA’nin tanmisinda IFAT ve ELISA birlikte kullanilmaktadir.. Avrupa
standardizasyon ¢alismalar1 sonucunda IFAT ile periferik kan noétrofillerini
gormek ve ELISA ile proteinaz ve myeloperoksidaz antikorlarini dogrulamanin
ANCA igin en giizel ve dogru tan1 yaklasimi oldugu kabul edilmistir (39,41).

Feng ve arkadaglar1 Wegener’s Graniilomatozis’li hastalarda %84,7 c-
ANCA pozitifligi saptamiglar, anti-PR3 ELISA ile %74‘inde antikor
saptamuslardir (72).

Calismamizda ANCA pozitif hastalarda ELISA ile antikor dagilimina
bakilmistir. Toplam 33 antikor pozitif bulunmustur. ANCA pozitif 25 hastada bir
antikor pozitif bulunmus, dort hastada ikiser antikor pozitif bulunmustur.

Wong ve arkadaslar1 IFAT ile c-ANCA paternine sahip hastalarda ANCA
ELISA ile PR3’li %92.6 oraninda pozitif bulmuslardir (73).

Baslund ve arkadaglarinin  yaptiklart calismada ise Wegener’s
graniilomatozisli 14 hastanin ANCA IFAT ile 11’inde (%79) pozitiflik bulmuslar,
PR3 ANCA ELISA ile 10’unda pozitif bulmuslardir (74).

Calismamizda tim ANCA pozitif hastalarda ELISA ile MPO %45,5, PR3
%30,3, antielastaz %15,1, BP1 %6,1 laktoferrin %3 oraninda tesbit edilmistir. c-
ANCA pozitif hastalarin %80’inde PR3 pozitif idi. p-ANCA pozitif hastalarin
%66,7’sinde MPO pozitif idi. ANCA IFAT paterni ile ANCA ELISA iliskisi

istatistiki olarak anlamli saptanmustir.
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Sonug olarak; yapilan ¢alismalarin biiyiikk bir kismi1 ANA IFAT paternini
tesbit etmeye yonelik calismalardir. Hastaliklara karsi immiin yanitin tiirii ve
antikorlarin tipi konagin immiin durumuna, immiin yanitin tipine, kisiden kisiye,
demografik ozelliklere, popiilasyondan popiilasyona degismektedir. Her toplumun
antikor c¢esitlilik yanmitinin farkli olabilecegi diistiniilmelidir. Bu baglamda
otoantikor profilleri de her toplumda farkli olabilmektedir. Calismamizda
hastalarda en fazla boyanma paterni olarak ince graniiler patern tesbit edilmistir..
ANA paterni ile immunoblot pozitifligi iliskisi arastirildiginda istatistiksel olarak
anti-SSA ve anti-Jo-1’in patern iliskisi anlaml1 olarak bulunmustur. Ince graniiler
boyanmasi olan hastalarin immunoblotla antikor profiline baktigimizda bu
hastalarda anlamli bir sekilde anti-R052 ve anti SS-A yiiksekligi saptadik.

Calismamizda c-ANCA pozitif hastalarin %80’inde PR3 pozitif idi. p-
ANCA pozitif hastalarin %66,7’sinde MPO pozitif idi. ANCA IFAT pozitifligi ile
ANCA ELISA iliskisi istatistiki olarak anlamli saptanmistir.

Calismamizin ANA IFAT paterniyle beraber antikor dagilimini saptama
acisindan {ilkemizdeki az sayidaki calismadan biri olmasi acisindan Onemli
oldugunu ve bu konu iizerinde daha fazla ¢alisma yapilmasi gerektigini

diistinmekteyiz.
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6. SONUCLAR

Calismamiza Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Immiinoloji Laboratuvarina

2009 - 2012 tarihleri arasinda basvurmus 253 hasta dahil edildi. Bu hastalarin

sonuclart hastanemizin bilgisayar sisteminden retrospektif olarak tarandi.

Calismamizda iki grup olusturuldu.

Grup 1: ANA’s1t IFA ile pozitif saptanmig ve immunoblotla en az bir

antikoru pozitif bulunan 224 hastanin antikor dagilimi aragtirilmistir.

Grup 2: ANCA’st IFA ile pozitif saptanmis ve ELISA ile en az bir

antikoru pozitif bulunan 29 hastanin antikor dagilim1 arastirilmigtir.

1.

Calismaya dahil edilen 224 ANA IFAT pozitif hastanin %87,5’u
kadin, %12,5’u erkek hastadan olugsmaktadir.

Hastalarin yaglar1 4-79 yas araligindadir. ANA IFAT pozitif
hastalardaki yas ortalamasi 47,8 &+ 15,2 olarak saptanmustir.

ANA TFAT pozitif hastalarin %35,5’1 1 pozitif, %29,5 ‘i 2 pozitif,
%30,8’1 3 pozitif, %4,5°1 4 pozitif boyanmistir.

ANA IFAT ile %70,5 ince graniiler, homojen %8, niikleolar %5,4,
anti-sentromer %4,5, ince graniiler+niikleolar %4,5, niikleer dots
%2,2, kalanlar ise sitoplazmik patern+diger paternlerin birlikteligi idi.
Immunoblot ile 418 antikor tesbit edilmistir. Antikor tipleri
incelendiginde en fazla anti-Ro-52 %35,88 oraninda saptanmistir.
Anti-SS-A %32,8, anti-Sm/RNP %8,1, anti-Scl-70 % 4,7, anti-Sm

%?2,1, anti Jo-1 %1,7 oraninda saptanmustir.
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10.

11.

12.

13.

ANA paterni ile immunoblot pozitifligi iliskisi arastirildiginda
istatistiksel olarak anti-SSA ve anti-Jo-1’in patern iliskisi anlamli
olarak bulunmustur.

Calismamizda ince graniiler paterni yiiksek oranda tesbit ettigimiz
icin bu paterne ait olan antikorlar olan anti-SS-A, anti-Ro52’yi de
immunoblotla yliksek olarak tesbit ettik.

Immunoblot ile hastalarin %46,4’sinda  bir antikor pozitif, %23,2°
inde iki antikor pozitif, %26’sinda 3 antikor pozitif, %4’inde 4
antikor pozitif olarak tesbit edilmistir.

Karaciger profili ile ANA paterni arasindaki iligki anlamli olarak
tesbit edilmistir.

. ANA IFAT paterni ile anti-dsDNA arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iliski saptanmamistir

RF istenen hastalarin pozitiflik oran1 %38,5 olarak bulunmugtur. ANA
IFAT paterni ile RF arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
saptanmamistir.

ANCA TIFAT pozitif hastalarin %82,8’1 kadin, %17,2’si erkek
hastalardan olugmaktadir. ANCA [IFAT pozitif hastalarin yas
ortalamasi 53 + 18 idi.

ANCA IFAT pozitif hastalarin %62,1°i pANCA pozitif, %34,5’i
CANCA pozitif, %3,4 hastada pANCA+cANCA pozitif olarak tesbit

edilmistir.
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14.

15.

Calismamizda ANCA pozitif hastalarda ELISA ile antikor dagilimina
bakilmistir. Toplam 33 antikor pozitif bulunmustur. ANCA pozitif 25
hastada bir antikor pozitif bulunmus, dort hastada ikiser antikor pozitif
bulunmustur. Calismamizda ELISA ile MPO %45,5 (15 hasta), PR3
%30,3 (10 hasta), antielastaz %15,1 (5 hasta), BPl %6,1 (2 hasta),
laktoferrin %3 (1 hasta) oraninda tesbit edilmistir.

c-ANCA pozitif hastalarin %80’inde PR3 pozitif idi. p-ANCA pozitif
hastalarin %66,7’sinde MPO pozitif idi. ANCA IFAT pozitifligi ile

ANCA ELISA iliskisi istatistiki olarak anlamli saptanmustir.
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8. OZET

Cevresel faktorler, ilaglar ve enfeksiyonlarla genetik yatkinligi olan
bireylerde bir ¢ok otoimmiin hastalik olusabilmektedir. Otoimmiin hastaliklar,
organizmanin kendi doku ve hiicrelerine karsi reaksiyon gelistirmesi sonucu
olusmaktadir. ~ Otoimmiin  hastaliklarin ~ 6nemli  bulgularindan  birisi
otoantikorlardir. Hasta serumlarinda anti niikleer antikor (ANA) varliginin
saptanmasi, ¢esitli konnektif doku hastaliklarinin gerek tani gerekse izlenmesinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. IFA tarama amacli olarak otoimmiin bag dokusu
hastaliklarinin tanisinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Otoimmiin hastaliklarin
tipinin  belirlenmesinde serum fizyolojik ile ekstrakte edilebilen niikleer
antijenlere karst olugsmus antikorlarin (anti-ENA) tipinin tesbit edilmesi 6nemlidir.

Calismamiza Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Immiinoloji
Laboratuvarina 2009 - 2012 tarihleri arasinda basvurmus 224 ANA IFAT pozitif
hasta ile ANCA IFAT pozitif 29 hasta retrospektif olarak dahil edilmistir.

Immunoblot ile 418 antikor tesbit edilmistir. Calismamizda antikor tipleri
incelendiginde en fazla anti-R0-52 (150) %35,9 oraninda saptanmigtir. Anti-SS-A
(137) %32,8, anti-SS-B (64) %15,3 anti-Sm/RNP (34) %8,1, anti-Scl-70 (17) %
4,1, anti-Sm (9) %2,2, anti Jo-1 (7) %1,7 oraninda saptanmustir.

Calismamizda ANCA pozitif hastalarda ELISA ile antikor dagilimina
bakilmistir. Toplam 33 antikor pozitif bulunmustur.

Calismamizda ELISA ile MPO %45,5 (15 hasta), PR3 %30,3 (10 hasta),
antielastaz %15,1 (5 hasta), BPI %6,1 (2 hasta), laktoferrin %3 (1 hasta) oraninda

tesbit edilmistir.
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Otoimmiin hastaliklarin tanisinda IFA tarama amacli kullanildiktan sonra
hastaligin tipinin belirlenmesi i¢in antikor dagiliminin belirlenmesi 6nemlidir. Bu

konuda yeni ¢alismalar yapilmasina ihtiyag¢ vardir.
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9. SUMMARY

Autoimmune disease may occur, by environmental factors, drugs and
infections in people with genetic tendency. Autoimmune diseases occur as a result
of the immune response to self antigens and tissues of the organism and the
detection of autoantibodies is very important in the diagnosis of autoimmune
diseases. A number of methods are available for the detection of ANA. Indirect
immunofloresance antibody (IFA) method is widely used for screening and
monitoring of connective tissue diseases. Indirect immunofluorescence assay
(IFA) is the standard method which is more often preferred for detecting these
antibodies. Differentiation of autoantibodies is the basis of correct diagnosis in
autoimmune diseases. This method allows the extracted antigens (ENA) to be
used for the differentiation of autoantibodies clearly.

The aim of this study was to retrospectively evaluate the distribution of
autoantibodies on the patients who have applied to Central Immunology
Laboratory of Gazi University School of Medicine between 2009 and 2012.

ANA positive patients are scanned for the distribution of antibodies by
immunoblot. As a result, totally 418 antibodies are determined by immunoblot
and the characterization of these antibodies were as follows in 150 patients anti-
R0-52 (35.9%), in 137 patients anti-SS-A (32.8%), in 64 patients anti-SS-B (15,3
%), in 34 patients anti-Sm/RNP (8,1%), in 17 patients anti-Scl-70 (4,1%), in 9
patients anti-Sm (2,2%) and in 7 patients anti Jo-1 (1,7%) were positive.

In our study the ANCA positive patients are scanned for the distribution of

antibodies by ELISA. Totally 33 antibody positive are observed. As a result,
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totally 33 antibodies are determined by ELISA and the characterization of these
antibodies were as follows in 15 patients MPO (45,5%), in 10 patients PR3
(30,3%), in 5 patients antielastasis (15,1%), in 2 patients BPI (6,1%),in 1 patient
lactoferrin (3 %) were positive.

Determining the distribution of antibodies is important in the diagnosis of
autoimmune disorders after their IFA scan is completed. New research is required

on this subject. We consider our study as a small scale revision of this matter.
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