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G‹R‹fi

Otoantikor testleri sistemik lupus eritematozus

(SLE) gibi baz› romatolojik hastal›klar›n teflhisin-

de kullan›lmaktad›r. Anti nükeer antikor (ANA)

testi en s›k kullan›lan otoantikor testidir. ANA

testi genellikle indirekt immunfloresan (IIF) tek-

ni¤i ve Hep-2 hücreleri ile yap›lmaktad›r (1).

Otoimmün hastal›¤› oldu¤u düflünülen bir hasta-

dan al›nan serum örne¤i Hep-2 hücreleriyle yak-

lafl›k 30 dakika inkübe edilir, preparat y›kan›r ve

sonra floresan iflaretli anti-insan globulin içeren

ay›raçla inkübasyon ifllemi tekrarlan›r. Haz›rlanan
preparatta hasta serumunda bulunan otoantikorla-
r›n yo¤unlu¤una paralel floresan boya bulunmak-
tad›r. Preparat floresan mikrokobunda incelendi-
¤inde, floresan boyan›n yo¤unlu¤una paralel bir
›fl›ma izlenir. Ifl›man›n yo¤unlu¤u fazla oldu¤un-
da patern belirlemek zorlaflmaktad›r. Ayr›ca, yo-
¤un ›fl›man›n görüldü¤ü preparatlara ait serumla-
ra dilüsyon yap›larak, ayn› ölçüde serumda bulu-
nan otoantikor miktar› belirlenmektedir (titre).
Titre hastan›n tedavisinde ve takibinde önemli
yer tutmaktad›r (2).
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ÖZET

Sistemik lupus eritematozus gibi bir grup otoimmun hastal›klar›n teflhisinde anti nukleer antikor (ANA) testleri teflhise yard›mc›
olmaktad›r. ‹ndirekt immunfloresan (IIF) metodu yaklafl›k 40 y›ld›r ANA testlerinde kullan›lmaktad›r. IIF yöntemi için yo¤un ifl
gücüne ve ileri düzeyde e¤itimli personele ihtiyaç duyuldu¤undan alternatif yöntemler gelifltirilmifltir. Ancak yeni alternatif yön-
temler IIF’dan daha iyi sonuç verme konusunda yetersiz kalmaktad›r. Bu nedenle otoantikor testlerinin yap›ld›¤› klinik laboratu-
varlarda yeni gelifltirilen alternatif testlerin uygunlu¤u sürekli araflt›r›lmal›d›r. Bu çal›flmada, rutin laboratuvar›m›zda uygulanan
klasik otoantikor testleri ve eklenen yeni testlerin bir de¤erlendirmesi yer almaktad›r. Sonuç olarak, dsDNA testi tek bir yönteme
ba¤l› kalarak sonuçland›r›lmamal›d›r. dsDNA için ilk aflamada IIF veya RIA tercihe edilmeli ve ELISA ile sonuçlar konfirme edil-
melidir. Homojen patern pozitif sonuçlara mutlaka titrasyon uygulanmal›d›r. ENA çal›flmalar›nda, tarama testi olarak immunb-
lotting yöntemi kullan›labilece¤i halde konfirmasyon için ELISA yöntemi tercih edilmelidir. Otoantikor çal›flacak klinik laboratu-
arlar›n, kullan›lacak yöntem ve markay› tercih etmeden önce karfl›laflt›rmal› ön çal›flma yapmalar› önerilmektedir.

Anahtar kelimeler: Otoantikor, anti nükleer antikor, dsDNA

SUMMARY

Anti nuclear antibody (ANA) tests are valuable in the diagnosis of autoimmune disease such as systemic lupus erythematosus. In-
direct immunofluorescence (IIF) assay have been used more than 40 years for ANA tests. Because the use of IIF is time-consu-
ming and requires highly trained personnel considerable effort has been put into developing simpler assays for routine use. Ho-
wever, newer tests can never be rated better than the old. Thus, laboratories performing autoantibody tests should continuously
evaluate the newer alternative tests. In the present study, the classical autoantibody tests and the newer alternatives in our routi-
ne laboratory were evaluated. In conclusion, dsDNA test should be confirmed with a second test. For dsDNA, primarily IIF or RI-
A should be preferred and then confirmed with ELISA method. Titration should be performed to homogenous pattern positive re-
sults. ENA immunoblotting method might be used as a screening method and confirmation should be reached with an ELISA met-
hod. In a clinical laboratory, before performing autoantibody tests, a comparable study concerning commercial and methodolo-
gical features should be done.
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Otoantikor testlerinde ikinci aflamada, paterne ne-
den olan antijenin (tipin) belirlenmesi ifllemi gel-
mektedir. Konuyla ilgili araflt›rmalar›n sonucunda
klinik önemi olan Sm, SS-A, SS-B, U1-snRNP,
dsDNA ve Scl-70 gibi baz› antijen tipleri ayr›fl-
t›r›labilmifltir (3). Gerekti¤i taktirde, pozitif ANA
sonucundan sonra antijenin belirlenebilmesi için
ENA ad› verilen test uygulanmaktad›r. Örne¤in,
ANA test sonucu speckled pattern pozitif ç›kan
bir hastada, ENA testiyle de U1-snRNP pozitif
bulunur ise hastan›n SLE olas›l›¤›n›n yüksek ol-
du¤u düflünülmektedir. ENA testinin maliyeti
yüksektir. Bir ENA testi maliyet olarak 10 – 15
aras› IIF ANA Hep-2 testine karfl›l›k gelmekte-
dir. Bu nedenle, her ANA pozitif ç›kan sonuca
ENA yap›lmas› önerilmemektedir. ENA testinin
sadece yeni teflhis konulan hastalara uygulanma-
s› önerilmektedir (4). 

IIF ANA Hep-2 pozitif sonuçland›¤›nda, bir seri
dilüsyon yap›larak (1:160, 1:320 ve 1:640 gibi)
titre belirlenmekte, ayr›ca otoimmün hastal›¤› ola-
bilece¤i ilk defa düflünülen bir hastada pozitif so-
nuca ENA testi yap›lmaktad›r. Uluslar aras› ge-
nel kabul gören algoritmik yaklafl›m bu flekilde-
dir (5). IIF ANA ve ENA testleri maliyetli ve
u¤raflt›r›c› yöntemler oldu¤u için baz› araflt›rma-
c›lar, maliyeti düflürecek, ifl yükünü azaltacak bir
tak›m düzenlemeler üzerinde çal›flm›flt›r. IIF ANA
Hep-2 pozitif sonuçland›¤›nda titre yerine flore-
san yo¤unlu¤unun kullan›labilece¤i önerilmifl ve
teste pratiklik kazand›rd›¤› için önemli ölçüde ka-
bul görmüfltür. Negatif ve pozitif kontrollere gö-
re floresan yo¤unlu¤u +1 ile +5 aras›nda puan-
lanm›flt›r (6).

Bu çal›flman›n amac›, IIF yöntemiyle Hep-2 hüc-
rede ANA sonucu homojen bulunan örneklerde
genel kabul gören algoritmik yaklafl›m dahilinde
karfl›lafl›lan problemlerin belirlenmesidir.

GEREÇ VE YÖNTEM

Kocaeli Üniversitesi Araflt›rma ve Uygulama Has-
tanesi Romatoloji, Dermatoloji ve Pediatri polik-
liniklerine baflvurmufl toplam 90 hastadan al›nm›fl
ve anti nükleer antikor (ANA) homojen patern
pozitif bulunmufl serum örnekleri çal›flmaya dahil

edilmifltir. Anti nükleer antikor (ANA), ELISA
ve ENA testleri üretici firman›n (Euroimmun,
Lübeck, Almanya) önerisi do¤rultusunda çal›fl›l-
m›flt›r. 

ANA testi flu flekilde yap›lm›flt›r: Hep-2 antijen
substrat› ile dilüe edilmifl serum 30 dakika inkü-
be edilmifltir. Fosfat tamponlu serum fizyolojik
solüsyonuyla (pH 7.2) üç defa ortalama 5 daki-
ka y›kand›ktan sonra floresan iflaretli anti-insan
globulin içeren ay›raçla 30 dakika daha inkübas-
yon yap›lm›flt›r. Bu aflamadan sonra y›kama iflle-
mi tekrarlanm›fl ve kuyucuklara alkalin gliserin
tamponu damlat›larak 400 defa büyütmede Zeiss
marka floresan mikroskobunda preperatlar de¤er-
lendirilmifltir. 

ENA testi Euroimmun firmas›na ait Euroline ki-
ti kullan›larak yap›lm›flt›r. Bu kit Immunblotting
prensibine göre üretilmektedir. Testte kullan›lan
her bir strip nRNP/Sm (U1-nRNP), Sm, SS-A,
Recombinant Ro-52 (Ro-52, 52kDa), SS-B,
DNA-Topoisomerase I (Scl-70), PM-Scl, Histidyl-
tRNA synthetase (Jo-1), Centromer protein B
(CENP B), Double stranded DNA (dsDNA),
Nucleosome, Histones, Pyrutate dehydrogenase
complex (AMA-2 antijenlerini içermektedir. Test
üzerindeki antijenler, insanda IgG s›n›f›nda bulu-
nan otoantikorlar›n kalitatif de¤erlendirilmesini
yapabilecek nitelikte bulunmufltur. ‹lk reaksiyon
basama¤›nda 1:100 oran›nda dilüe edilmifl hasta
serumlar› immünblot striplerle inkübe edilmifltir.
‹nkübasyon için firma taraf›ndan sa¤lanan kuvet-
ler kullan›lm›flt›r. Test üzerinde ki herhangi bir
antijene karfl› varsa antikor (pozitiflik), spesifik
IgG antikorlar› (IgA ve IgM dahil) karfl›l›¤› olan
bölgeye ba¤lanmaktad›r. Ba¤l› antikoru saptamak
için renk reaksiyonu oluflturma kapasitesi olan in-
san IgG (enzim konjugat) iflaretli enzim ile ikin-
ci bir inkübasyon yürütülmektedir. Sonuçlar ç›p-
lak gözle de¤erlendirilimifltir.

BULGULAR

Otoimmün hastal›k flüphesi olan hastadan al›nan
serum örneklerinde indirekt immunfloresan (IIF)
yöntemiyle Hep-2 hücrede anti nükleer antikor
(ANA) testi çal›fl›ld›. Pozitif sonuçlardan homo-
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Tablo 1. ENA sonuçlar›n›n gruplara aras›nda ki da¤›l›m›

jen patern gösteren ve floresan yo¤unlu¤u 2+’in
üzerinde olan örnekler çal›flmaya dahil edildi. 

Bütün örneklerde, IFF yöntemiyle crithidiae’da
dsDNA, ELISA yöntemiyle dsDNA, centromer
ve anti mitekondriyal antikor (AMA), immünb-

lotting yöntemiyle dsDNA, nucleosome, histone

Scl-70, PM-Scl, nRNP/Sm, SS-A, Ro52, RibP-

pro, AMA, Jo-1 ve PCNA testleri çal›fl›ld›. 

(Tablo 1)

Serum
No.

Flore.
yo¤un.

ds-DNA

IIF ELISA dsDNA Nucle Hist Scl-70 PM-Scl

Homojen

nRNP/Sm Sm SSA Ro52 RibP-pro AMA PCNA

1 5+ po 1

2 5+ 3

3 5+ 845 3 3 2 3 1 3 3 2

6 5+ 3

7 5+ 886 1 3

8 5+ 774 1 1 2 3

9 5+ 227 2 2 3

10 5+ 131 3 3

11 5+ 116 1

12 5+ 3

14 5+ 215 2 3 3 3

16 5+ 3

18 5+ po 229 1 2 1

20 5+ po 779 1 3

21 5+ 3 3

22 5+ 395 3

24 4+ 144

35 3+ 3

40 3+ 3

43 3+ 226

45 3+ po 239 1 1

47 3+ 1

56 3+ 129

58 3+ 178

59 3+ 1

71 3+ 2

73 3+

82 2+ 1 3 3 3

87 2+ po 1 1

89 2+ 1

Speckled Cytoplasm Di¤er

ANA Profile 3 (anti-ENA, Immunblotting, Euroimmun) sonuçlar› (skor)

Klinik laboratuvarda kullan›lan otoantikor tan› testlerinin de¤erlendirilmesi



40

Tablo 1’de ELISA ve IIF yöntemiyle bak›lan
dsDNA sonuçlar›yla birlikte ENA pozitif sonuç-
lar gösterilmektedir. Serumlar›n 25’inde (%27,8),
IIF homojen paternle uyumlu ENA sonucu bu-
lundu. Buna ek olarak 17 serumda speckled, 10
serumda ise sitoplazmik paternle uyumlu ENA
sonucu bulundu. Klinik iliflki kurulamayan 5 se-
rumda PCNA pozitif bulundu. ENA floresan yo-
¤unlu¤u 5+ olan serumlarda daha fazla pozitif
bulundu. Centromer IIF, ELISA ve immunblot-
ting ile bütün serumlarda negatif bulundu. AMA,
ELISA ile bütün serumlarda negatif bulunurken
immunblottin ile 2 serumda pozitif bulundu.  IIF
ile 5 serumda dsDNA pozitif bulundu. Buna kar-
fl›l›k ELISA ile 15, immunblottin ile 7 serumda
dsDNA pozitif bulundu (Tablo 1). Sadece 18, 20
ve 45nci serumlarda IIF, ELISA ve immunblot-
ting ile dsDNA efl zamanl› pozitif bulundu.

TARTIfiMA

Sistemik lupus eritematozus (SLE) gibi bir grup
otoimmun hastal›klar›n teflhisinde anti nukleer an-
tikor (ANA) testleri teflhise yard›mc› olmaktad›r.
‹ndirekt immunfloresan (IIF) metodu yaklafl›k 40
y›ld›r ANA testlerinde kullan›lmaktad›r. IIF yön-
temi için yo¤un ifl gücüne ve ileri düzeyde e¤i-
timli personele ihtiyaç duyuldu¤undan “gold stan-
dard” olan bu yönteme alternatif yöntemler ge-
lifltirilmifltir. Ancak yeni alternatif yöntemler
IIF’dan daha iyi sonuç verme konusunda yeter-
siz kalmaktad›r (2). Bu nedenle otoantikor test-
lerinin yap›ld›¤› klinik laboratuarlarda yeni gelifl-
tirilen alternatif testlerin uygunlu¤u sürekli arafl-
t›r›lmal›d›r. Bu çal›flmada, rutin laboratuar›m›zda
uygulanan klasik otoantikor testleri ve eklenen
yeni testlerin bir de¤erlendirmesi yer almaktad›r.

Özgüllü¤ü yüksek olan dsDNA otoantikor testi,
SLE hastalar›n›n yaklafl›k %60-80’inde pozitif
bulunmaktad›r (7). dsDNA’n›n belirlenmesi için
IIF, ELISA ve radioimmunassay (RIA) yöntem-
leri kullan›lmaktad›r (8). IIF dsDNA kolay yön-
temlerden bir tanesidir ve özgüllü¤ü yüksektir.
ELISA dsDNA non-spesifik reaksiyonlara ve do-
lay›s›yla yanl›fl pozitifliklere olanak tan›maktad›r.

RIA dsDNA için tercih edilen substrat, testin du-
yarl›l›¤›n› ve özgüllü¤ünü belirgin bir flekilde et-
kilemektedir. Son y›llarda immunoblotting yönte-
mi de dsDNA testi için gelifltirilmifltir. Bu çal›fl-
mada, RIA haricinde, IIF, ELISA ve immunblot-
ting metotlar› homojen patern ANA pozitif se-
rumlarda çal›fl›ld›. dsDNA testleri aras›nda tutar-
l› bir sonuç elde edilemedi. Testlerde kullan›lan
DNA kayna¤›, tek veya çift zincirli olmas›, kon-
jugat gibi faktörler sonucu etkilemektedir. dsDNA
testini kullanan laboratuar›n optimum yöntemi se-
çebilmesi için klinikle yak›n iliflki kurup benzer
karfl›laflt›rmalar› yapmas› gerekmektedir.

ENA belirlenmesinde genellikle ELISA kullan›l-
maktad›r. Son y›llarda immunblottin yöntemi ge-
lifltirilmifltir. ‹mmunblotting yönteminde nitrocel-
lulose kâ¤›t üzerine saflaflt›r›lm›fl ENA’lar para-
lel flekilde yerlefltirilmifltir. ‹mmunblotting yönte-
minde tek bir strip üzerinde 13- 14 kadar test
ayn› anda yap›labilmektedir (9). Bu çal›flmada
homojen patern ANA pozitif serumlara ENA im-
munblotting yöntemi kullan›larak uyguland›. ENA
sonuçlar›, homojen olarak belirlenmifl baz› patern-
leri, speckled ve sitoplazmik paternlerle kar›flt›¤›
veya üst üste bindi¤ini göstermektedir. Homojen
patern pozitif ANA sonucu al›nd›¤›nda, mutlaka
titrasyona gidilmelidir. Titrasyon iflleminin birkaç
yarar› bulunmaktad›r. Bunlardan bir tanesi bu ça-
l›flmada da karfl›lafl›ld›¤› gibi, homojen pater alt-
ta yatan di¤er paterni örtebilmekte ve bu neden-
le yanl›fl sonuç verilmesine neden olmaktad›r, tit-
rasyon bu kar›fl›kl›¤›n çözülmesine yard›mc› olur.
Baz› koflullarda homojen pozitif sonuç al›nd›¤›n-
da ENA testinin uygulanabilece¤i önerilmektedir
(10). Ancak bu çal›flmada, ENA immunblotting
yönteminin bu amaç için kullan›lmamas› gerekti-
¤i anlafl›lm›flt›r. Çünkü ENA ile AMA pozitif bu-
lunmas›n ra¤men ELISA’da sonuç negatif ç›km›fl-
t›r. PCNA’ya, ENA immunblottingde yanl›fl po-
zitif sonuç olarak rastlanabilmektedir. Bu çal›fl-
mayla önerimiz, ENA immunblotting yönteminin
maliyet göz önüne al›narak tarama testi olarak
kullan›labilece¤idir. ENA iflleminin ELISA yönte-
mi kullan›larak yap›lmas› önerilmektedir.

Zeki Yumuk, fieyda Çal›flkan
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Sonuç olarak, dsDNA testi tek bir yönteme ba¤-
l› kalarak sonuçland›r›lmamal›d›r. dsDNA için ilk
aflamada IIF veya RIA tercihe edilmeli ve ELI-
SA ile sonuçlar konfirme edilmelidir. Homojen
patern pozitif sonuçlara mutlaka titrasyon uygu-
lanmal›d›r. ENA çal›flmalar›nda, tarama testi ola-
rak immunblotting yöntemi kullan›labilece¤i hal-
de konfirmasyon için ELISA yöntemi tercih edil-
melidir. Otoantikor çal›flacak klinik laboratuarla-
r›n, kullan›lacak yöntem ve markay› tercih etme-
den önce karfl›laflt›rmal› ön çal›flma yapmalar›
önerilmektedir.
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