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OZET

Sistemik lupus eritematozus gibi bir grup otoimmun hastaliklarin teghisinde anti nukleer antikor (ANA) testleri teshise yardimci
olmaktadir. Indirekt immunfloresan (IIF) metodu yaklagik 40 yildir ANA testlerinde kullamilmaktadur. IIF yontemi icin yogun ig
giiciine ve ileri diizeyde egitimli personele ihtiya¢ duyuldugundan alternatif yontemler gelistirilmistir. Ancak yeni alternatif yon-
temler IIF’ dan daha iyi sonu¢ verme konusunda yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle otoantikor testlerinin yapildigi klinik laboratu-
varlarda yeni gelistirilen alternatif testlerin uygunlugu siirekli arastirilmalidir. Bu ¢alismada, rutin laboratuvarimizda uygulanan
klasik otoantikor testleri ve eklenen yeni testlerin bir degerlendirmesi yer almaktadir. Sonug olarak, dsDNA testi tek bir yonteme
bagl kalarak sonuglandirilmamalidir. dsDNA i¢in ilk asamada IIF veya RIA tercihe edilmeli ve ELISA ile sonuglar konfirme edil-
melidir. Homojen patern pozitif sonuglara mutlaka titrasyon uygulanmalidir. ENA ¢alismalarinda, tarama testi olarak immunb-
lotting yontemi kullanilabilecegi halde konfirmasyon i¢cin ELISA yontemi tercih edilmelidir. Otoantikor ¢alisacak klinik laboratu-

arlarin, kullanilacak yontem ve markay: tercih etmeden once karsilagtirmall on ¢alisma yapmalart dnerilmektedir.
Anabhtar kelimeler: Otoantikor, anti niikleer 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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GIRIS ayrracla inkiibasyon iglemi tekrarlanir. Hazirlanan

. . . . preparatta hasta serumunda bulunan otoantikorla-
Otoantikor testleri sistemik lupus eritematozus . .
rin yogunluguna paralel floresan boya bulunmak-

(SLE) gibi bazi romatolojik hastaliklarin teghisin-

tadir. Preparat floresan mikrokobunda incelendi-
de kullanilmaktadir. Anti niikeer antikor (ANA)

ginde, floresan boyanin yogunluguna paralel bir

testi en sik kullanilan otoantikor testidir. ANA
testi genellikle indirekt immunfloresan (IIF) tek-
nigi ve Hep-2 hiicreleri ile yapilmaktadir (1).
Otoimmiin hastalif1 oldugu diisiiniilen bir hasta-
dan almman serum Orne8i Hep-2 hiicreleriyle yak-
lagik 30 dakika inkiibe edilir, preparat yikanir ve

sonra floresan isaretli anti-insan globulin igeren

1s1ma izlenir. Istmanin yogunlugu fazla oldugun-
da patern belirlemek zorlagmaktadir. Ayrica, yo-
gun 1simamin goriildiigii preparatlara ait serumla-
ra dillisyon yapilarak, aym olgiide serumda bulu-
nan otoantikor miktar1 belirlenmektedir (titre).
Titre hastanin tedavisinde ve takibinde Onemli
yer tutmaktadir (2).

37



Otoantikor testlerinde ikinci asamada, paterne ne-
den olan antijenin (tipin) belirlenmesi islemi gel-
mektedir. Konuyla ilgili aragtirmalarin sonucunda
klinik 6nemi olan Sm, SS-A, SS-B, Ul-snRNP,
dsDNA ve Scl-70 gibi bazi antijen tipleri ayris-
tirlabilmigtir (3). Gerektigi taktirde, pozitif ANA
sonucundan sonra antijenin belirlenebilmesi i¢in
ENA adi verilen test uygulanmaktadir. Ornegin,
ANA test sonucu speckled pattern pozitif ¢ikan
bir hastada, ENA testiyle de Ul-snRNP pozitif
bulunur ise hastanin SLE olasilifinin yiiksek ol-
dugu diisiiniilmektedir. ENA testinin maliyeti
yiiksektir. Bir ENA testi maliyet olarak 10 — 15
arast IIF ANA Hep-2 testine karsilik gelmekte-
dir. Bu nedenle, her ANA pozitif ¢ikan sonuca
ENA yapilmas: Onerilmemektedir. ENA testinin
sadece yeni teshis konulan hastalara uygulanma-
s1 Onerilmektedir (4).

IIF ANA Hep-2 pozitif sonuglandiginda, bir seri
diliisyon yapilarak (1:160, 1:320 ve 1:640 gibi)
titre belirlenmekte, ayrica otoimmiin hastalig1 ola-
bilecegi ilk defa diisiiniilen bir hastada pozitif so-
nuca ENA testi yapilmaktadir. Uluslar arasi ge-
nel kabul goéren algoritmik yaklagim bu sekilde-
dir (5). IF ANA ve ENA testleri maliyetli ve
ugrastirict yontemler oldugu icin bazi aragtirma-
cilar, maliyeti diiglirecek, is yiikiinii azaltacak bir
takim diizenlemeler iizerinde caligmigtir. IIF ANA
Hep-2 pozitif sonuglandidinda titre yerine flore-
san yogunlugunun kullanilabilecegi Onerilmis ve
teste pratiklik kazandirdig icin 6nemli Olciide ka-
bul gormiistiir. Negatif ve pozitif kontrollere go-
re floresan yogunlugu +1 ile +5 arasinda puan-
lanmstir (6).

Bu calismanin amaci, IIF yontemiyle Hep-2 hiic-
rede ANA sonucu homojen bulunan orneklerde
genel kabul goren algoritmik yaklagim dahilinde
karsilagilan problemlerin belirlenmesidir.

GEREC VE YONTEM

Kocaeli Universitesi Aragtirma ve Uygulama Has-
tanesi Romatoloji, Dermatoloji ve Pediatri polik-
liniklerine bagvurmus toplam 90 hastadan alimig
ve anti niikleer antikor (ANA) homojen patern
pozitif bulunmug serum o6rnekleri calismaya dahil
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edilmistir. Anti niikleer antikor (ANA), ELISA
ve ENA testleri iiretici firmanin (Euroimmun,
Liibeck, Almanya) onerisi dogrultusunda caligil-
muigtir.

ANA testi su sekilde yapilmistir: Hep-2 antijen
substrat1 ile diliie edilmis serum 30 dakika inkii-
be edilmigtir. Fosfat tamponlu serum fizyolojik
soliisyonuyla (pH 7.2) ili¢ defa ortalama 5 daki-
ka yikandiktan sonra floresan igaretli anti-insan
globulin iceren ayiracla 30 dakika daha inkiibas-
yon yapilmistir. Bu asamadan sonra yikama isle-
mi tekrarlanmig ve kuyucuklara alkalin gliserin
tamponu damlatilarak 400 defa biiylitmede Zeiss
marka floresan mikroskobunda preperatlar deger-
lendirilmistir.

ENA testi Euroimmun firmasma ait Euroline ki-
ti kullanlarak yapilmigtir. Bu kit Immunblotting
prensibine gore iretilmektedir. Testte kullanilan
her bir strip nRNP/Sm (UI-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 icermektedir. Test
tizerindeki antijenler, insanda IgG sinifinda bulu-
nan otoantikorlarin kalitatif degerlendirilmesini
yapabilecek nitelikte bulunmusgtur. Ik reaksiyon
basamaginda 1:100 oraninda diliie edilmis hasta
serumlar1 immiinblot striplerle inkiibe edilmigtir.
Inkiibasyon igin firma tarafindan saglanan kuvet-
ler kullanilmigtir. Test iizerinde ki herhangi bir
antijene kars1 varsa antikor (pozitiflik), spesifik
IgG antikorlar1 (IgA ve IgM dahil) karsilig1 olan
bolgeye baglanmaktadir. Baghh antikoru saptamak
icin renk reaksiyonu olusturma kapasitesi olan in-
san IgG (enzim konjugat) isaretli enzim ile ikin-
ci bir inkiibasyon yiiriitiilmektedir. Sonuclar cip-
lak gozle degerlendirilimigtir.

BULGULAR

Otoimmiin hastalik siiphesi olan hastadan alinan
serum oOrneklerinde indirekt immunfloresan (IIF)
yontemiyle Hep-2 hiicrede anti niikleer antikor
(ANA) testi caligildi. Pozitif sonuglardan homo-
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jen patern gosteren ve floresan yoZunlugu 2+’in

tizerinde olan Ornekler caligmaya dahil edildi.

Biitiin Orneklerde, IFF yontemiyle crithidiae’da

lotting yontemiyle dsDNA, nucleosome, histone
Scl-70, PM-Scl, nRNP/Sm, SS-A, Ro52, RibP-
pro, AMA, Jo-1 ve PCNA testleri calisildi.

dsDNA, ELISA yontemiyle dsDNA, centromer
ve anti mitekondriyal antikor (AMA), immiinb- (Tablo 1)

Tablo 1. ENA sonuglarinimn gruplara arasinda ki dagilimi

Serum  |Flore. ds-DNA ANA Profile 3 (anti-ENA, Immunblotting, Euroimmun) sonuglart (skor)

o pogun. Homojen Speckled Cytoplasm Diger
IIF | ELISA | dsDNA| Nucle | Hist | Scl-70 |PM-Scl [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

3 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
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Tablo 1’de ELISA ve IIF yontemiyle bakilan
dsDNA sonuglariyla birlikte ENA pozitif sonug-
lar gosterilmektedir. Serumlarin 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 iligki kurulamayan 5 se-
rumda PCNA pozitif bulundu. ENA floresan yo-
Sgunlugu 5+ olan serumlarda daha fazla pozitif
bulundu. Centromer IIF, ELISA ve immunblot-
ting ile biitiin serumlarda negatif bulundu. AMA,
ELISA ile biitiin serumlarda negatif bulunurken
immunblottin ile 2 serumda pozitif bulundu. IIF
ile 5 serumda dsDNA pozitif bulundu. Buna kar-
sihik 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 es zamanl pozitif bulundu.

TARTISMA

Sistemik lupus eritematozus (SLE) gibi bir grup
otoimmun hastaliklarin teshisinde anti nukleer an-
tikor (ANA) testleri teshise yardimci olmaktadir.
Indirekt immunfloresan (IIF) metodu yaklasik 40
yildir ANA testlerinde kullanilmaktadir. IIF yon-
temi i¢cin yofun is giicline ve ileri diizeyde egi-
timli personele ihtiya¢ duyuldugundan “gold stan-
dard” olan bu yoOnteme alternatif yontemler ge-
ligtirilmistir. Ancak yeni alternatif yodntemler
IIF’dan daha iyi sonu¢ verme konusunda yeter-
siz kalmaktadir (2). Bu nedenle otoantikor test-
lerinin yapildi1 klinik laboratuarlarda yeni gelis-
tirilen alternatif testlerin uygunlugu siirekli arag-
tirtlmalidir. Bu c¢aligmada, rutin laboratuarimizda
uygulanan klasik otoantikor testleri ve eklenen
yeni testlerin bir degerlendirmesi yer almaktadir.

Ozgiilliigii yiiksek olan dsDNA otoantikor testi,
SLE hastalarinin yaklasik %60-80’inde pozitif
bulunmaktadir (7). dsDNA’nin belirlenmesi icin
IIF, ELISA ve radioimmunassay (RIA) yontem-
leri kullanilmaktadir (8). IIF dsDNA kolay yon-
temlerden bir tanesidir ve oOzgiilliigii yiiksektir.
ELISA dsDNA non-spesifik reaksiyonlara ve do-
layisiyla yanlig pozitifliklere olanak tanimaktadir.
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RIA dsDNA igin tercih edilen substrat, testin du-
yarliligini ve ozgiilliigiinii belirgin bir sekilde et-
kilemektedir. Son yillarda immunoblotting yonte-
mi de dsDNA testi icin gelistirilmistir. Bu calig-
mada, RIA haricinde, IIF, ELISA ve immunblot-
ting metotlar1 homojen patern ANA pozitif se-
rumlarda caligildi. dsDNA testleri arasinda tutar-
I bir sonu¢ elde edilemedi. Testlerde kullanilan
DNA kaynagi, tek veya cift zincirli olmasi, kon-
jugat gibi faktorler sonucu etkilemektedir. dsSDNA
testini kullanan laboratuarin optimum yontemi se-
cebilmesi i¢in klinikle yakin iligki kurup benzer
karsilagtirmalar1 yapmas: gerekmektedir.

ENA belirlenmesinde genellikle ELISA kullanil-
maktadir. Son yillarda immunblottin yontemi ge-
listirilmistir. Immunblotting yonteminde nitrocel-
lulose kagit iizerine saflagtirllmig ENA’lar para-
lel sekilde yerlestirilmistir. immunblotting y&nte-
minde tek bir strip iizerinde 13- 14 kadar test
aynt anda yapilabilmektedir (9). Bu caligmada
homojen patern ANA pozitif serumlara ENA im-
munblotting yontemi kullanilarak uygulandi. ENA
sonuglart, homojen olarak belirlenmis bazi patern-
leri, speckled ve sitoplazmik paternlerle karistigi
veya list iiste bindigini gostermektedir. Homojen
patern pozitif ANA sonucu alindiginda, mutlaka
titrasyona gidilmelidir. Titrasyon igleminin birkag
yarart bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesi bu ca-
lismada da kargilagildigi gibi, homojen pater alt-
ta yatan difer paterni Ortebilmekte ve bu neden-
le yanlhg sonu¢ verilmesine neden olmaktadir, tit-
rasyon bu karigikligin ¢oziilmesine yardimci olur.
Bazi kogsullarda homojen pozitif sonu¢ alindigin-
da ENA testinin uygulanabilecegi onerilmektedir
(10). Ancak bu caligmada, ENA immunblotting
yonteminin bu amag¢ i¢in kullanilmamasi gerekti-
8i anlagilmigtir. Ciinkii ENA ile AMA pozitif bu-
lunmasmn ragmen ELISA’da sonu¢ negatif ¢ikmis-
tir. PCNA’ya, ENA immunblottingde yanlig po-
zitif sonug¢ olarak rastlanabilmektedir. Bu calig-
mayla Onerimiz, ENA immunblotting ydnteminin
maliyet gdz Oniine alinarak tarama testi olarak
kullanilabilecegidir. ENA isleminin ELISA yonte-
mi kullanilarak yapilmasi 6nerilmektedir.
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Sonug olarak, dsDNA testi tek bir yonteme bag-
I1 kalarak sonuglandirilmamalidir. dsDNA igin ilk
asamada IIF veya RIA tercihe edilmeli ve ELI-
SA ile sonuglar konfirme edilmelidir. Homojen
patern pozitif sonuglara mutlaka titrasyon uygu-
lanmalidir. ENA c¢aligmalarinda, tarama testi ola-
rak immunblotting yontemi kullanilabilecegi hal-
de konfirmasyon icin ELISA yontemi tercih edil-
melidir. Otoantikor ¢aligsacak klinik laboratuarla-
rin, kullanilacak yontem ve markay: tercih etme-
den once kargilastirmali 6n c¢aligma yapmalar:
Onerilmektedir.
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