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Bu Rehberi nasil kullanacaksinize

KLIMUD Rehberleri’'nin amaci Tibbi Mikrobiyoloji uzmanlarnmiza, érnek alinmasindan raporlama
asamasina kadarki tim sureclerin ydnetilmesinde yardimei kaynak olmaktir. Otoantikorlar
Rehberi Dernegimiz tarafindan kurulusundan cok kisa bir sUre sonra baslatilan "Otoimmuin
Hastaliklarnn Laboratuvar Tanisi" kurslarinin bir sonucu olarak ortaya cikmistir. Kurslar sGresinde
ve sonrasinda Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda otoimmuUn hastaliklann tanisina yénelik
olarak uygulanan testlerle ilgili guncel bir rehbere gereksinim oldugu belirlenmistir. Rehber
otoimmun hastaliklann tanisinda kullanilan testleri pre-analitik, analitik ve post-analitik strecleri
kapsayacak sekilde ele almakta olup, Tibbi Mikrobiyoloji uzmaninin bu alanda; dogru ve hizli
sonuc verebilecek, saglik hizmeti kalitesini arfiracak ve maliyet etkin uygulamalarn gézetecek
bir yaklasimla hizmet sunmasini hedeflemektedir.

Rehberin ik bolumlerinde otoimmUn hastaliklar, bu hastaliklann tanisinda kullanilan otoantikorlar,
bu otoantikorlarin varliginin belirenmesinde kullanilan test ydntemleri ve bu ydntemlerin
standardizasyonu ile ilgili 6zet bilgiler verimektedir. Bu bdlumlerin ardindan anti-ntkleer antikor
(ANA) belilenmesi amaciyla HEp-2 hicresi kullanilarak yapilan indirekt immunofloresan (IIF)
testlerinde karsilasilabilecek farkl paternler, cift iplikli DNA (dsDNA) ve ANA varligini belirlemede
kullanilan algoritmalar hakkinda bilgiler paylasimaktadir. OtoimmUn karaciger hastaliklari,
pernisiydz anemi, sistemik otoimmuUn vaskulitler ve ¢colyak hastalidrile ilgili kisa bilgilendirmelerin
yaninda bu hastaliklann fanisinda kullanilan otoantikorlar ile ilgili aciklamalar da Rehbere
eklenmistir. Ayrica, bu baskida kullanicilann geri bildirimleri dogrultusunda dedisiklikler yapilmis,
Uluslararasi Anfi-nUkleer Antikor HEp-2 HUcre Paternleri Uzlasi Raporu ile uyumlu olarak ANA
paternleri guncellenmis, tfanisal algoritmalar yeniden gézden geciriimistir. TOm bdlimler gorseller,
tablolar ve algoritmalar ile desteklenerek okuyucunun yorulmadan bilgiye ulasmasinin
saglanmasi amaclanmistir.

Bolumler icerisinde yer alan "bilgi notlan” konu ile ilgili olarak bilinmesi gereken en énemli
noktalara, "vyan" kutucuklar ise 6zellikle uygulamada dikkatli olunmasi gereken streclere vurgu
yapmakta olup, bu amacla tUm Rehberde asadida yer alan simgeler kullaniimaktadir.

Rehberde "Biyoguvenlik Uygulamalarna" cok 6zet olarak -otoantikorlarn tanisiile ugrasan
laboratuvar icin édncelikli gbvenlik dnlemlerini hatirlatict dUzeyde- yer veriimistir. Laboratuvarlar
risk analizi temelinde uygun biyogUvenlik dnlemlerini almak Uzere daha fazla bilgiye “UMS(2014)-
Laboratuvar Guvenligi Rehberi” ve konuya 6zgu diger kaynaklardan ulasmalidir.

Bilgi simgesi
iigili ek ve/veya enfeksiyon hakkinda mutlaka bilinmesi gereken bilgi

pd
El
n Uyari-dikkat gekme simgesi
Onemli mesajlar/uygulamalar
%

Raporlama simgesi
llgili 6rnegin raporlanmasinda kullanilan farkli sablonlar
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Kisaltmalar

AGA
ACA
AMA
ANA
ANCA

Anti-B2
Anti-CCP

APC

ASCA
ASMA

BPI
cANCA

CENP
CLFT
CREST

dcSSc

DGP
DM
DNA
dsDNA
ELISA

EGPA

EMA
ENA
FITC
GBM
GPA

HEp-2
hnRNP

ICAP

IIF

IL
Jo-1

kDa
La
LC-1
LcSSc

anti-gliadin antikor

anti-kardiyolipin antikor (anti-cardiolipin antibody)
anti-mitokondriyal antikor

anti-nUkleer antikor

anti-notrofil sitoplazmik antikor (anti-neutrophil
cytoplasmic antibody)

anti-p2-glikoprotein-l (anti-p2-glycoprotein-1 GPI)
anti-siklik sitrGllenmis peptid antikoru (anti-cyclic
citrulinated peptide antibody)

anti-pariyetal hUcre antikoru (PCA) (anti-parietal cell
antibody)

anti-Saccharomyces cerevisiae antikorlan

anti-dUz kas antikoru (anti-smooth muscle antibody)
(sma)

bakterisidal/permiabilite arttinci protein
(bactericidal/permeability increasing protein)

sitoplazmik anti-nétrofil sitoplazmik antikor
(cytoplasmic anti-neutrophil cytoplasmic antibody)

sentromer protein (centromere protein)
Crithidia luciliae indirekt immuUnofloresan testi

kalsinozis, Raynaud fenomeni, 6zofagial disfonksiyon
ve sklerodaktili (Calcinosis, Raynaud's phenomenon,
esophageal dysfunction, sclerodactyly)

diffUz kutandz sistemik skleroz (diffuse cutaneous
systemic sclerosis)

deamine gliadin peptid
dermatomiyozit

deoksiribonUkleik asit

¢ft zincirli DNA (double stranded DNA)

enzim bagl immunosorbent assay (enzyme linked
immunosorbent assay)

eozinofilik polianijiitisli grantlomatozis (eosinophilic
granulomatosis with polyangitis)
anti-endomisyum antikor

ekstrakte edilebilir nUkleer antijenler

floresan izotiyosiyonat (fluorescein isothiocyanate)
glomerUl bazal membran

polianijiifisli grantlomatozis (granulomatosis with
polyangiitis)

insan epiteliyal hUcre serisi-2 (human epithelial cell
line-2)

heterojen ribonUkleoprotein

Uluslararasi AntinUkleer Antikor HEp-2 HUcre
Paternleri Uzlasi Raporu (The International Consensus
on Antinuclear Antibody Patterns)

indirekt immunofloresan antikor assay (ydntemi)
immuUnoglobulin
inferlokin

sitoplazmik histidi-IRNA sentetaz (cytoplasmic
histidyl-fRNA synthetase)

kilodalton

Sidgren sendromu antijeni-B, SS-B

karaciger sitozolik antijen-1 (liver cytosolic antigen-1)
sinirll kutandz sistemik skleroz (limited cutaneous form
of systemic sclerosis)

LKM
M2
MCTD

MPA
MPO
MSA
NOR

NOR-90

nNRNP/Sm
NUMA

OIH
pANCA

PBK
PCA

PCNA

PM
PML
PM-Scl
PR3
RA

RIA
RNA
RNP
Ro
SARD

SCLE
SLA/LP

SS
SS-A
SS-B
SSc
ssDNA
TNF-a
Th1
Th2
UMS

WG

karaciger bdbrek mikrozomal antikoru (liver kidney
microsomal antibody)

pirbvat dehidrojenaz kompleksi-E2 (pyruvate
dehydrogenase complex-E2) (anti-PDC-E2)

miks bag doku hastaligl (mixed connective fissue
disease)

mikroskobik polianijiitis

miyeloperoksidaz

mitotik ig iplikleri aparat (mitotic spindle apparatus)
nUkleolar organize edici bolge proteini (nucleolar
organizer region protein)

nUkleolar organize edici bolge proteini-?0 (nucleolar
organizer region protein-20)

NUkleer ribonUkleoprotein / Smith antijeni

nUkleer mitotik ig iplikleri aparati (nuclear mitotic
spindle apparatus)

ofoimmUn hepatit (autoimmune hepatitis)

perinUkleer anti-nétrofil sitoplazmik antikor
(perinuclear anti neutrophil cytoplasmic antibody)
primer biliyer kolanijit (primary biliary cholangitis)
anti-pariyetal hUcre antikoru (APCA) (anti-parietal
cell antibody)

prolifere olan hicre nUkleer antijeni (proliferating cell
nuclear antigen)

polimiyozit

promiyelositik I6semi proteini
polimiyozit-skleroderma (polymyositis-scleroderma)
proteinaz 3

romatoid artrit

radyoimmunoassay

ribonUkleik asit

ribonUkleoprotein

Sjogren sendromu antijeni-A, SS-A

sistemik otfoimmuUn romatolojik hastaliklar (systemic
autoimmune rheumatic disease)

subakut kutandz lupus eritematozus (subacute
cutaneous lupus erythematosus)

¢c6zUnebilir karaciger antijeni / karaciger pankreas
antijeni (soluble liver antigen/liver pancreas antigen)

Sjégren sendromu

Sjdégren sendromu antijeni-A, Ro
Sjogren sendromu antijeni-B, La
sistemik skleroz

tek zincirli DNA (single stranded DNA)
tUm&r nekrozis faktdr alfa

yardimci T lenfositleri-1(T helper-1)
yardimci T lenfositleri-2 (T helper-2)

Ulusal Mikrobiyoloji Standartlan (2014) — TUrkiye Halk
Saghd Kurumu (simdiki adi Halk Saghdr Genel
MUdUrOgU) tarafindan yayinlanmis olan, bulasici
hastaliklarnn tanisi icin uygulama prosedUrleri,
laboratuvar givenlidi, enfeksiydz madde transportu
vb konularda standart ydntemleri ve algoritmalan
iceren kaynak rehber dokiman.

Wegener grantlomatozis
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Anahtar kelimeler / Key words

anti-doku fransglutaminaz antikorlan, anti-dUz kas
antikorlar, anfi-endomisyum antikorlar, anti-
fosfolipit antikorlan, anfi-fosfolipit sendromu, anti-
gliadin antikorlar, anti-karaciger bébrek
mikrozomal antikorlar, anfi-mitokondriyal
antikorlar, anti-notrofil sitoplazmik antikorlar, anti-
nUkleer antikorlar, anti-pariyetal hUcre antikorlan,
colyak hastaligl, ekstrakte edilebilir nUkleer
antijenler, enzim bagl immunosorbent assay,
ICAP (Uluslararasi AntinUkleer Antikor HEp-2 HUcre
Paternleri Uzlasi Raporu), immUnoblot test,
immuUnofloresan antikor festi, insan epiteliyal
hUcre serisi-2, ofoantikor, otoimmun hastalik,
otoimmUn karaciger hastaliklarn, ofoimmun
vaskdUlit, rehber, sistemik ofoimmUn hastalik

anti-tissue transglutaminase antibodies, anti-smooth
muscle anfibodies, anti-endomysium anfibodies,
anti-phospholipid antibodies, anti-phospholipid
syndrome, anti-gliadin antibodies, anti-liver kidney
microsomal antibodies, anti-mitochondrial
antibodies, anti-neutrophil cytoplasmic antibodies,
anti-nuclear antibodies, anti-parietal cell
antibodies, celiac disease, extractable nuclear
antigens, enzyme linked immunosorbent assay,
International Consensus on Anfinuclear Antibody
Pattemns (ICAP), immmunoblof test,
immunofluorescence antibody fest, human
epithelial cell line-2, autoantibodies, autoimmune
disease, autoimmune liver diseases, autoimmune
vasculitis, guidelines, systemic autoimmune disease

BiyogUvenlik uygulamalari

Otoantikorlarin tanisi icin laboratuvar islemleri baslica insan serumu ile calismaya dayanir.
Buna goére otoantikorlarin tanisi ile ugrasan laboratuvar personeli icin en ciddi risk fUm islem
asamalarinda kan-kaynakh patojenlerin (&zellikle HIV ve hepatit etkenleri) bulagsma riskidir.

Bu patojenler risk grubu 2 mikroorganizmalar olup islemler asgari biyogivenlik dizeyi 2 (BGD2)

laboratuvar sartlarinda gerceklestirimelidir. Serum/plazma ayirma islemleri ve test sirasinda
kesinlikle eldiven giyilmeli, standart gUvenlik dnlemleri uygulanmalidir. Serum ve benzeri kan
UrUnlerinin kullanildigr her t0rl0 tani yontemi uygulanirken laboratuvarda kesici-delici
onlemlerine yUksek uyum saglanmalidir! Buna gére; igneler, kullaniimis lamlar ve pipet uclar
kesici-delici atik kabul edilirler ve kesici-delici atik kutusuna atilirlar! Bu kutular delinmeye
dayanikli rijid ceperli, kapagdi asla acllamaz, bosaltlamaz ve tekrar kullanilamaz (tek
kullanimlik) tipte olmalidir. Gercekte pipet uclar insan cildi icin kesici-delici 6zellikte

olmamakla birlikte, diger biyolojik kirlilerin kondugu torbalara atimalarn halinde torbayi delerek

ciddi enfeksiydz risk dogurabileceklerinden kesici-delici atik kabina atimalidiriar!

BGD2 laboratuvar sartlarinin gerceklestirimesi ve iyi/givenli laboratuvar uygulamalari igin
kapsaml bir kaynak olan “UMS(2014)-Laboratuvar Givenligi Rehberi"ne basvurulmalidir (bkz.

https://hsgm.saglik.gov.tr/depo/birimler/Mikrobiyoloji_Referans_Laboratuvarlari_ve_Biyolojik_U

runler_DB/rehberler/LaboratuvarGuvenlikRehberi.pdf)
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BOLUM 1 - Otoimmiin Hastaliklar ve Otoantikorlar

BOLUM 1

OTOIMMUN HASTALIKLAR VE
OTOANTIKORLAR

Giris

BUyUk bir cesitlilige sahip olan immuUn sistem normal kosullarda cok sayida antijene karsi yanit
olustururken organizmmanin &z antijenlerine karsi yanit olusturmamaktadir. "immuonolojik tole-
rans” olarak tanimlanan bu durumun bozulmasi otoantikor ve/veya otoreaktif T hUcre olusu-
muna neden olarak otfoimmuUn hastalik gelisimine yol acar. EndUstrilesmis Ulkelerde otoimmun
hastalik prevalansi %5 dolayindadir.

OtoimmuUnite patogenezinde rol oynayan baslica etmenler kisinin genetik yatkiniginin yani
sira enfeksiyonlar ve diger cevresel faktérlerdir. Otoimmun hastaliklann gelisimi ile ilgili pek cok
gen gosteriimistir. Bazi tip HLA alleli tasiyanlarda belli ofoimmUn hastaliklar daha sik goértlmek-
tedir. Ornegin, DRB1 03:01, DQB1 02:01, DRB115:01 ve DQB1 06:02 varlid sistemik lupus
erifematozus (SLE) ile, pek cok HLA-DRB1 alleli varlidi ise romatoid artrit (RA) ile iliskilendirilmek-
tedir. Bazi ofoimmUn hastaliklar ise tek gen mutasyonlan sonucunda ortaya cikmaktadir.
Bunlara érnek olarak CD25 gen mutasyonu ile multipl skleroz ve tip 1 diabetes mellitus gelisimi,
NOD2 mutasyonu ile Crohn hastaligi gelisimi gosterilebilir.

Enfeksiyonlar T hUcre anerjisini bozarak ofoantijenlere yanit veren lenfositlerin etkin hale gec-
mesine neden olabilirler. Bunun sonucunda enfeksiyon etkenine karsi gelisen immun yanit bire-
yin otoantijenlerine karsi saldin ve doku hasari ile sonuclanabilir. Bu surecte mikroorganizmalar
ve ofoantijenler arasinda molekUGler benzesme, yabanci anfijenlerin otoreaktif hucreleri
dogrudan uyarmasli, fravma veya inflamasyon sonucu sakll olan antijenik uyaranlarnn hicre
yUzeyinde belirmesi, sitokin dUzenlenmesinin bozulmasi gibi etmenler rol oynamaktadir.

Sistemik otoimmUn hastaliklar icinde RA, juvenil idiyopatik artrit (JIA), SLE, skleroderma, sistemik
skleroz, Sjdgren sendromu, polimiyozit, dermatomiyozit, miks bag dokusu hastaligi sayilabilir,
Sistemik otoimmuUn hastaliklarda saptanan otoantikorlar siklikla hUcre ¢cekirdegdine yonelik olup
bu antikorlar anti-nUkleer antikorlar (ANA) olarak da adlandinimaktadir. Bu nedenle bu grup
hastaliklar "ANA iliskili romatizmal hastaliklar' bashg altinda da incelenmektedir.

immon sistemin dUzenlenmesinde ortaya cikan bu bozukluklar sonucunda otoreaktif B ve T
hUcreleri uyarilarak otoantijenlere karsi antikor veya hiucresel bagisik yanit olusumuna neden
olur. Sorumlu antikorlar genellikle 1IgG izotipinde olup nadiren IgM veya IgA tipi antikorlar da
olaya katilir. Ortaya cikan bagisik yanit sonucu doku hasar ve organ ve/veya doku fonksiyon-
lannda bozulma gelisir. Dogrudan T lenfositleri tarafindan olusturulan doku hasarinin fipik or-
nekleri RA ve multipl skleroz iken, antikor aracili otoimmuon hasara drnek olarak sistemik lupus
eritematozus (SLE), Hashimoto tiroiditi ve otoimmUn hemolitik anemi verilebilir.

OtoimmUn hastaliklar baslica iki gruba ayrimaktadir:



KLIMUD

OtoimmUn Hastaliklar ve Otoantikorlar - BOLUM 1

A. Organa 6zguUl otoimmUn hastaliklar
B. Sistemik otoimmUn hastaliklar

Organa 6zgil otoimmiin hastaliklarda dogrudan bir organ veya bir bezde bulunan antijenler
hedef alinir ve bunlara karsi gelisen antikorlar doku hasarina neden olur. Bu grup icinde
Hashimoto tiroiditi, tfirotoksikoz, myastenia gravis, multipl skleroz, pernisiydz anemi, tip 1 diabe-
tes mellitus, Addison hastaligi, primer biliyer siroz, Crohn hastaligi, ¢célyak hastalidi, optik nérit,
paraneoplastik otonomik néropatiler, pemfigus, vitiligo sayilabilir.

Bu grupta en sk goérilen hastalk SLE olup bu hastaliga sahip bireylerde hicrenin farkl
yapillarinda bulunan cesitli antijenlere karsi olusan antikorlarin immUn kompleks olusturarak
kompleman aktivasyonuna, serumda C3a ve Cha dUzeylerinde artisa, ndtrofillerin olay yerine
gobcune ve damar duvarinda hasara (vaskUlit) veya bdbrek dokusunda inflamasyona
(glomerulonefrit) yol acmasi hasar olusturma mekanizmalarina bir érnek olarak verilebilir. Pek
cok organ ve dokuda hasar gelisimi ile karakterize olan bu hastaliklar genel olarak "otoimmun
romatizmmal hastaliklar' olarak da fanimlanmaktadir.

Sistemik otoimmin hastaliklar icinde RA, JIA, SLE, skleroderma, sistemik skleroz, Sjogren
sendromu, polimiyozit, dermatomiyozit, miks bag dokusu hastaligr sayilabilir. Sistemik otoim-
muUn hastaliklarda saptanan otoantikorlar siklikia hicre cekirdegine ydnelik olup bu antikorlar
anti-nukleer antikorlar (ANA) olarak da adlandinimaktadir. Bu nedenle bu grup hastaliklar
"ANA iliskili romatizmal hastaliklar" bashgr altinda da incelenmektedir.

Baz organa &zgUl ve sistemik ofoimmuUn hastaliklarda rol oynayan antijenler Tablo 1'de veril-
mistir.

ANA daha sik olarak sistemik otoimmUn hastaliklann taranmasi amaciyla kullanilan bir para-
metredir. Bu nedenle bu bolumde ANA'nin tarama amaciyla kullanildigr sistemik otoimmun
hastaliklar hakkinda bilgi verilecektir.

Sistemik lupus eritematozus

Sistemik lupus eritematozus (SLE) multifaktoriyel bir otoimmUn hastalik olup hem genetik hem
cevresel faktérlerden etkilenmektedir. SLE insidansi Amerika Birlesik Devletleri (ABD) verilerine
go6re 100.000'de 5,1 ve prevalansi 100.000'de 52,1'dir. Kadin/erkek orani yaklasik 9/1'dir.
Ulkemizde Trakya bdlgesinde yapilan bir calismada SLE insidansi 100.000'de 4,4; prevalansi ise
100.000'de 51,7 olarak belirlenmistir.

Lupusun dogal ve adaptif bagisiklik mekanizmalannda gérilen bozukluklar nedeniyle gelistigi
bilinmektedir. Apopitotik hUcre temizlenmesi, sitokin kaskadi, B-hUcre bagdisikligl ve T-hucre sin-
yalizasyonunda gelisen bozukluklar hastaligin patogenezinde rol oynayan temel mekanizma-
lardir.

Sistemik Lupus Uluslararasi Klinikler is birligi (Systemic Lupus International Collaborating Clinics;
SLICC) tarafindan yayimlanan klinik ve immuUnolojik siniflandirma kriterleri sunlardir:

e  Kilinik kriterler: Akut kutanoz lupus, kronik kutanéz lupus, oral veya nazal Ulser, skarlasmayan
alopesi, iki veya daha fazla eklemi iceren sinovit, serozit, renal tutulum, santral sinir sistemi
bulgular, hemolitik anemi, I6kopeni, frombositopeni.

e Immunolojik kriterler: Referans sinir degderin Uzerinde ANA, anti-dsDNA, anti-Sm, anti-
fosfolipit antikor pozitifligi, dustk C3, C4 ve CH50 degerleri, direkt Coombs testi pozitifligi
(hemolitik anemi varliginda dikkate alinmaz).

SLE siniflamasi icin en az dért kriter (en az bir klinik ve bir immuonolojik kriter) veya biyopsi ile
kanitlanmis nefrit ve ANA veya anti-dsDNA pozififligi gereklidir.
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Lupus hastalarinda goérilen yakinmalar hafif halsizlik, yorgunluk ve eklem agrilarindan ciddi
serebral ve renal tfutuluma ait yakinmalara kadar genis bir yelpazede gorUlebilir. En sik gorulen
bulgular artrit ve malar dokuntodur. Aktif nefropati olgularnn yaklasik %28'inde goérUimektedir.

Tablo 1. Bazi organa 6zguUl ve sistemik otoimmUn hastaliklar ve patogenezde rol oynayan antijenler

Otoimmiin hastalik iligkili anfijenler

Organa 6zgul
Tip 1 diabetes mellitus

Hashimoto firoiditi
Graves hastaligi
Addison hastalig
Goodpasture sendromu
Myastenia gravis

Multipl skleroz

Pernisiydz anemi
Primer biliyer siroz
Tip 1T otoimmuUn hepatit

Tip 2 otoimmUn hepatit
Tip 3 otoimmUn hepatit

Crohn hastalig

Colyak hastaligi
Noromyelitis optika

Pemfigus vulgaris
Vitiligo

Sistemik

Romatoid artrit (RA)

Sistemik lupus eritfematozus
(SLE)

Sistemik skleroz
(Skleroderma)

Sjégren sendromu
Polimiyozit / Dermatomiyozit

Miks bag dokusu hastaligi

Pankreas adacik hicresinde bulunan glutamat dekarboksilaz (GAD) ve
firozin fosfataz, insGlin, preproinsulin

Tiroperoksidaz (TPO), firoglobulin (Tg)

Tiroid stimUlan hormon (TSH) reseptor
21-hidroksilaz

Tip IV kollajen (glomeruler bazal membran)
Asetil kolin reseptdrd (AChR)

Myelin proteinleri

Intrinsik faktor

Piruvat dehidrojenaz, lamin B reseptdr (LBR), nUkleer por kompleks
proteinleri (gp210)

F-aktin

Sitokrom p450 (LKM-1: liver kidney microsomal- 1), formimino transferaz
siklodeaminaz (LC-1: liver cytosolic-1)

UGA-suppressor-serine-tfRNA associated protein (SLA/LP: soluble liver
antigen/liver pancreas antigen)

Pankreas asiner hucreleri, bazi bakteri peptidleri, maya hucre duvarinda
bulunan mannan

Doku fransglutaminaz (dTG)
Akuaporin-4
Desmoglein-3

Melanosit spesifik firozinaz, melanin konsantre edici hormon reseptort
(MCHRT1), transkripsiyon faktdr SQX10

IgG molekUlU Fc kisimlan, sitrilinlenmis siklik pepftidler, UI-nRNP, histon,
SSDNA

dsDNA, histon, nikleozom, Sm, SS-A, SS-B, ribozomal P profein
Topoizomeraz 1 (Scl-70), PM-Scl, fibrillarin, RNA polimeraz 1, 11, lll,
sentromer

SS-A, SS-B, ssDNA

PM-Scl, Jo-1 (histidil-tRNA sentaz), Mi-1, Mi-2 (DNA helikaz), SRP (signal
recognition particle)

UI-NRNP, ssDNA
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Sistemik skleroz

Sistemik skleroz (SSc) ciltte sertlesme ve ic organlarnn futulumu ile karakterize sistemik bir bag
dokusu hastaligidir. Cilt tutulumu deride serflesme, geriime ile kendini gosterirken, akciger,
gastrointestinal organlar, bobrek, kalp tutulumu ciddi morbiditeye yol acabilir.

Sistemik skleroz insidansi milyonda 0,6-122; prevalansi ise milyonda 7-489 arasinda degis-
mektedir. ABD ve Avustralya'da Avrupa ve Japonya'da oldugundan daha sik gérGlimektedir.

Sistemik skleroz yaygin kutandz SSc (dcSSc) ve sinirl kutandz SSc (LcSSc) olmak Uzere iki sinifa
ayrlir. Yaygin formunda hizli ve ilerleyici sekilde gelisen cilt kalinlasmasi ve daha erken ve hizli
ilerleyen ic organ tutulumu séz konusudur. Kisith formunda ise cilt kalinlasmasi daha ¢cok yUz ve
dirsegin ve dizin altinda sinirl olup daha gec baslayan ve yavas ilerleyen ic organ tutulumu
gorUlUr.

Otoantikor pozitifligi SSc'de tani koydurucu rol oynamaktadir. Anfi-sentromer, anti-topoizome-
raz 1 (Scl-70) ve anti-RNA polimeraz lll SSc icin yUksek &zgUlluk gdstermekte olup 2013 yilinda
Amerikan Romatoloji Dernegi/Avrupa Romatizma Birligi (American College of Rheumatology
/ European League against Rheumatism; ACR/EULAR) tarafindan tekrar dUzenlenen SSc
siniflandirma kriterleri arasina alinmistir. Bu antikorlarin yani sira SSc olgulannda goérulebilen di-
ger oftoantikorlar anti-U3- RNP/fibrillarin, anti-Th/To ve anti-RNA-polimeraz | ve II'dir. Bu antikor-
larnn varligr ANA indirekt immunofloresan (lIF) yédnteminde, HEp-2 hUcrelerinde nUkleolar tarzda
boyanmaya yol acar. Anti-PM/Scl, anti-Ku, anti-UI-RNP, anfti-SS-A/Ro60/Ro52 ve anti-NOR 90
SSc ve diger sistemik otoimmUn romatizmal hastaliklarda saptanabilen otoantikorlardandir.

Otoantikor t0r0 SSc siniflamasinda rol oynamaktadir. Anti-topoizomeraz ve anti-RNA polimeraz
Il pozitifligi yaygin SSc ile iliskilendirilirken, anti-sentromer pozitifligi daha cok sinirli formunda
gorulUr.

Polimiyozit/Dermatomiyozit

idiyopatik inflamatuvar kas hastalid olarak da tanmlanan  polimiyozit/dermatomiyozit
(PM/DM) kas ve/veya cilt bulgularyla karakterize sistemik otoimmUn bir hastaliktir.

Polimiyozit/dermatomiyozit prevalansi yaklasik 100.000'de 1,0 olup, kadin/erkek orani yaklasik
2/1'dir. En sik 40-50 yaslar arasinda gorulr.

Polimiyozit daha cok hicresel immuon mekanizmalarin rol oynadigi, kas hicrelerinin inflamatu-
var hicrelerle ¢evrili oldugu ve anormal kas liflerinin tUm kas fasikUllerinde yaygin gorGldugu
bir patolojidir. DM ise humoral immuon yanitin daha baskin oldugu ve agirlikli olarak komplema-
nin rol oynadidi bir vaskUlopatidir. PM'in aksine DM'de anormal kas lifleri fasikGlUn icinde belli
bir bdlgede toplanmistir.

inflamatuvar kas hastaliklan gincel siniflandirmaya gére alti sinifa ayriimaktadir:

Tip I: Eriskin polimiyozifi

Tip II: Eriskin dermatomiyoziti

Tip Ill: Malignite ile birlikte inflamatuvar miyozit

Tip IV: Cocukluk cagi polimiyoziti veya dermatomiyoziti

Tip V: Kollajen vaskUler hastaliklar ile birlikte miyozit ("overlap" sendromu)

Tip VI: Diger miyozitler: inklizyon cisimcidi miyoziti, eozinofilik ve lokalize nodUler miyozit
Polimiyozit/dermatomiyozit siniflandirma kriterleri simetrik proksimal kaslarda gUcsuziUk, artmis

kas enzim dUzeyleri, elekiromiyografide miyopati bulgular, fipik kas biyopsi bulgularini
icerirken; DM icin ilave olarck tipik DM eritemi de tanimlanmustir.
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Tipik inflamatuvar kas hastaligr yakinmalarn ve bulgulan olan hastada pozitif ANA IIF sonucu
PM/DM icin sadece zayif bir kanit olarak kabul edilmektedir. Miyozite 6zgUl antikorlar anti-Jo-1
(histidil-tRNA sentetaz), anti-SRP (intrasellUler signal recognition partiktl) ve anti-Mi-2 (helikaz)
dir. Uzun vyillar boyunca anti-Jo-1 antikorunun &zellikle PM icin prognostik bir belirtec oldugu
ileri sUr0IMUstUr. Ancak "anti-sentetaz sendromu"nun (PM/DM hastalarnnin %30 kadarnnda gorU-
lebilen akut baslangicl Raynaud fenomeni, elde dékUntU, artrit ve interstisyel akciger hastaligi
ile karakterize bir sendrom) tanimlanmasiyla birlikte anti-Jo-1'in PM icin prognostik bir faktér
dedil, anti-sentetaz sendromu icin tanisal bir belirte¢c oldugu saptanmistir. Anti-SRP ise daha
cok PM'de gorUlup agresif hastalikla iliskilendiriimektedir.

Sjogren sendromu

Sjogren sendromu (SS) basta gdzyasi ve tUkUrUk bezleri oimak Uzere tUm ekzokrin bezleri tuta-
bilen otfoimmuUn bir ekzokrinopatidir. Primer ve sekonder SS olarak iki tUrG bulunur. Baska bir
otoimmun hastalikla birlikte gérildigunde sekonder SS olarak tanimlanir.

Primer SS insidansi 100.000'de 3,9-5,3'tUr. Turkiye'de yapilan calismalarda primer SS prevalansi
0,21-0,72 arasinda bulunmustur. Kadin/erkek orani yaklasik 9/1'dir.

Primer SS patogenezi tam olarak aydinlatiimis oimamakla birlikte T hUcre sayisinda azalma, B
hUcre sayisinda ve aktivitesinde artma, proinflamatuvar sitokinlerde artma ve apopitotik me-
kanizmalardaki bozulmanin glanduler yikimla iliskili oldugu dusinUlmektedir. Ekzokrinopati, ek-
zokrin bezlerde yogun periepitelyal lenfosit infiltfrasyonu ile karakterizedir.

Hastallgin en belirgin klinik bulgusu konjonktiva ve korneada hasara yol acan "keratokonjonkti-
vitis sicca" sonucu gelisen géz kurulugudur. Bunun yani sira tUkUrUk bezlerindeki hasara badli
olarak agiz ve bogaz kurulugu da gortimektedir. Primer SS hastalarinda miyalji, artralji, ates,
halsizlik, yorgunluk gibi sistemik yakinmalar da izlenebilir, interstisyel nefrit, karaciger tutulumu,
pulmoner tutulum ve periferik néropati de saptanabilir. Primer SS tanisi icin Amerikan Romato-
loji Dernegdi tarafindan 2012 yilinda kabul edilen kriterlerden en az ikisinin pozitif olmasi gerek-
mektedir:

1. Pozitif anti-SS-A ve/veya anti-SS-B antikorlan veya pozitif romatoid faktér (RF) ve pozitif
ANA-IIF

2. Pozitif mindr tUkUrlk bezi biyopsi skoru (focus skoru >1/4 mm?2 Focus= 50 mononUkleer hic-
re infilfrasyonu)

3. Keratokonjonktivitis sicca (okUler boyanma skoru>3.3)

Sekonder SS en sk RA ile birlikte g&rUlur. Bunun yani sira SLE, SSc, miks bagd dokusu hastalig,
miyozit, vaskuUlit, tiroidit, primer biliyer siroz, kronik aktif hepatit ve miks kriyoglobulinemi ile birlik-
te de saptanabilir.

Otoantikorlar SS hastalannda siklikla pozififtir. RibonUkleoproteinlere karsi gelisen anti-SS-A
(anti-Ro60/anti-Ro52) ve anti-SS-B (anti-La) en sik saptanan otoantikorlardir. Anti-SS-B antikoru
anti-SS-A'ya gére daha &zgUl ancak daha distk duyarlidir. Anti-SS-A antikoru SS disinda SLE,
SSc, miks bag dokusu hastaligl ve PM/DM'de de gérilebilir. izole anti-Ro52/TRIM21 porzitifligi SS
icin karakteristiktir, ancak diffGz kutandz sistemik skleroz, PM/DM ve primer biliyer sirozda da
gorulebilir.

Anti-SS-A ve anti-SS-B antikorlarninin varligi siklikla erken hastalik baslangici ve daha uzun hasta-
Ik suresi ile iliskilendiriimektedir. Ayrica "sicca" belirtileri ve parotis bezi hasarnin da kaniti olarak
kabul edilmektedir. Anti-SS-A ve anfti-SS-B anfikorlan subkutan vaskulit, Raynaud fenomeni,
periferal néropati, artrit, renal tutulum ve interstisyel akciger hastaligr gibi SS'nin ekstragland-
ler tutulumu olan olgularda daha sik gériimektedir. Ayrica gebelerde anti-SS-A antikor varlig
neonatal lupus ve fetusta kalp blogu gelisimiyle de iliskili olup dzellikle anti-Ro52/TRIM21 anti-
korlar iliskilendirilmektedir.
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Miks bag dokusu hastaligl

Miks bag dokusu hastaligr (MCTD) SLE, SSc, RA ve PM kliniklerine ait bulgularn birlikte
gorulebildigi sistemik bir otoimmun hastalik olup "overlap sendromu" olarak da bilinmektedir.
Erken evrelerde hastalik diger sistemik ofoimmUn hastaliklan cagnistirdigindan ayirt edilemez.

Anfi-nUkleer antikor pozitifligi MCTD icin bir tani kriteri olarak kabul edilmektedir. Pozitif ANA
test sonucu olan MCTD sUpheli olgularda mutlaka anti-U1 RNP arastinimalidir. YUksek pozitif
anti-U1 RNP MCTD tanisiicin yUksek 6zgulllk géstermektedir.

Romatoid artrit

Romatoid artrit (RA) en sk gdrilen sistemik ofoimmuUn hastalikiir. RA eklemlerde kronik
inflamasyon ve buna bagl artrit gelisimi ile karakterize bir hastalik olup tUm dUnyada ortalama
prevalansi %1-2'dir. Prevalans kadinlarda daha yuksektir.

Romatoid artrit patogenezinde genetik, cinsiyet, mikrobiyal antijenlere bagl T hUcre aktivas-
yonu ve artmis sinoviyal immUn yanit basta olmak Uzere pek cok faktér rol oynar. Ozellikle
mikrobiyal antijenlerle ortak epitop tasiyan bireylerde kronik olarak sitrlline olmus peptidlere
maruz kalma sonucunda anti-siklik sitrilinlenmis peptid antikorlar (anti-CCP) sentezlenir. RA'da
hem ofoantikor sentezleyen B hicreleri hem de otoreaktif Th1 hUcrelerinin aktivasyonu sonu-
cunda otoimmun yanit ortaya cikar. Sinoviyal sividaki bu yanit lenfosit ve makrofajlarn olay
yerine gdclne ve kikirdak dokuda hasara yol acar. Bu hasarda rol oynayan &nemli
faktérlerden biri IgM-IgG immuUn kompleksleri olup IgG'nin Fc parcasina karsi sentezlenen IgM
tipindeki anti-IgG antikorlar en dnemli roli oynar. Bu antikorlar romatoid faktér (RF) olarak
tanimlanmaktadir.

Romatoid artrit &zellikle el ve el bileklerinde baslayan simetrik artrit, romatoid noduller, sabah
sertligi, fipik radyografik bulgular ve RF pozitifligi ile karakterizedir. Hastalgin seyri sirasinda ek-
lem disi (hematolojik, pulmoner, hepatik, renal, nérolojik, okUler, vaskUler) bulgular da ortaya
cikabilir.

Laboratuvar fanisinda inflamasyon gdstergelerinde (eritrosit sedimentasyon hizi, C-reaktif
protein) artis, RF ve anti-CCP pozififligi dnemlidir (bkz. BoIUm 2, Romatoid fakior ve Anfi-siklik
sitrGlinlenmis peptid antikorlar).
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BOLUM 2

OTOANTIKORLARIN TANI,
TEDAVI VE HASTALIK
iZLEMINDEKI ROLLERI

Giris

Bu Rehber daha cok sistemik otoimmuUn hastaliklarnn tanisinda kullanilan yéntemleri ele almak
Uzere hazirlanmis oldugundan &zellikle bu hasta grubunda tani icin arastinlan otoantikorlara
agirlik verilmistir. Bu grubun icinde yer alan otoantikorlar su sekilde siralanabilir:

Anti-nUkleer antikorlar

Anti-nétrofil sitoplazmik antikorlar

Anti-fosfolipit antikorlar

Romatoid faktor

Anti-siklik sitrOlinlenmis peptid antikorlar (anti-CCP)

Anti-nUkleer antikorlar

Anti-nUkleer antikorlar hicre cekirdeginde bulunan farkli antijenleri hedefleyen cok genis bir
otoantikor grubunu icermektedir. Kisaca "ANA" olarak da tanimlanan bu anfikorlarnn hedefi
olan anfijenler tUm cekirdekli hUcrelerde bulunurlar ve hicre déngusinde rol alirlar. ANA
terimi sadece "anti-nUkleer" antikorlan isaret ediyor gibi anlasiliyorsa da bu tanimlamanin
icinde hUcrede bulunan nUkleus disi (sitoplazmik) antijenlere karsi gelisen antikorlar da vardir.
Hargrave, Richmond ve Morton tarafindan ilk kez 1948'de SLE hastalarinda lupus eritematozus
(LE) hUcreleri tanimlanmustir. Bunu takiben 1950'lerden sonra anti-nUkleer antikor arastirmalari
hiz kazanmis ve 1954'de "ANA" ferimi kullaniimaya baslanmistir. ANA tanisinda  indirekt
immunofloresan (IIF) ydntemi 1957'de kullanima girmis ve SLE tanisinda (LE) hUcre testine gore
duyarliigr daha yUksek bulunmustur. ANA IIF morfolojik paternlerin ¢esitliligine dair bir uzlasiya
ulasmak amaciyla dizenli olarak c¢alistaylar yapan ve ortak uzlasi raporlarn yayinlayan ICAP
(The International Consensus on Antinuclear Antibody Pafterns), |. Uluslararasi AnfinUkleer
Antikor HEp-2 HUcre Paternleri Uzlasi Raporunda (2014-2015) paternleri nUkleer, sitoplazmik ve
mitotik olmak Uzere 3 bolime ayirmistir. Buna goére paternler AC (anti-cell) kodu ile 1-28 arasi
numaralandinimistir. 2018 yili uzlasi raporunda yeni eklenen paternler ile AC 0-29 olarak
yeniden dUzenlenmistir. ICAP, bu uzlasi raporlarnna paralel olarak "HEp-2 HUcre Paternleri
Adlandirma ve Siniflandirma Semasi'ni gincelleyerek, paternleri raporlama becerisine gore
"Yetkin kisi dUzeyi" ve "Uzman dUzeyi" olarak iki bélime ayirmistir (Sekil 1).

ANA-IIF yonteminde kullaniimasi 6nerilen standart substrat HEp-2 hucreleri olup bu hUcreler
insan epitelyal karsinom hucreleridir. HEp-2 hUcre uygulamasi ile ANA-IIF testlerinde
standardizasyon saglanmasi kolaylasmigtir.



KLIMUD

Otoantikorlarin tani, tedavi ve hastalik iziemindeki rolleri - BOLUM 2

HEp-2 hicreleri kullanilarak gerceklestirilen [IF yontemi ANA saptanmasinda kullanilan en
duyarl ve altin standart olarak kabul edilen yontemdir. Bu hicrelerde ANA varligr yaninda
sitoplazmada bulunan yapilara karsi olusabilen otoantikorlarin varigr da belilenebilmektedir.
HEp-2 hicre serisinde nUkleer antijenlerin anlamli dlcUde eksprese olmasi tani duyarliigini
arttirmaktadir. Ancak bu duyarlilik artisi 6zgUlllkte bir azalmayi da beraberinde getirmistir. Cok

sayida saglikl kisi ve diger hastalik tanisi olan
ANA pozitifligi icin daha yUksek bir sinir deger

kislerde de ANA porzitifligi saptanmasi Uzerine
kullanimi gindeme gelmistir. GUncel kilavuzlar

sistemik ofoimmUn hastalik tanisiicin ANA sinir degeri olarak 21/160 titreyi Sngérmektedir.

Hep-2 hucre paternleri

\ \

Negatif Niikleer Sitoplazmik Mitotik
AC-0 AC-1'den AC-14'e kadar, AC-29 AC-15'den AC-23'e kadar AC-24'den AC-28'e kadar
[ \ \ \ | \ | \ \ \ \ \
Homojen ~ Benekli  Sentromer Niikleer ~ Nukleolar B\ NZEGTGIY  Fibriller Beneki ~AMA Golgi Cubukve
AC1 AC24529 AG3 noktalar  AC8910 ENGNNeil BRACERVEN AC151617 AG181920 AC21 AC22  halkalar
[ ] [ ] AC6,7 AC-11,12 AC-23
Yogunince Lineer Ayrik Sentrozom
benekli AC-15 noktalar Ac24 E
AC2 . AC-18
ince Famentoz Il Yogunince NuMA gsi
benekli AC-16 benekli AC26 iplikcikler EE
AC4 AC-19 AC-25
Biiyiik/kaba Segmental ince Hijcrgller"
benekli AC17 benekli arasi koprii
AC5 AC-20 AC27
Yetkin kisi diizevi Mitotik
TAopzol |:| etkin kisi diizeyi \romozomal
C-29 AC28

- Uzman-diizeyi raporlama

@ Metafaz tabakasi boyanmistir

Sekil 1. HEp-2 hucre paternleri adlandirma ve siniflandirma semasi

[ZI HEp-2 hiicreleri kullanilarak
gerceklestirilen IIF yontemi ANA
saptanmasinda kullanilan altin
standart yontemdir.

Farkli boyanma paternlerinin belli hastaliklarla
iliskisi kanitlanmustir. Bu iliski hUcrede bulunan
baz 6zgul antijenlere karsi olusan otoantikor-
lardan kaynaklanmaktadir. Bu otoantikorlarin
bir bAIUMU saflastinimis olup "ekstrakte edilebi-
lir anti-nUkleer antikorlar (ENA)" olarak adlandi-
nimistir.

ANA tanisinda mutlaka dikkat edilmesi gere-
ken bir diger nokta floresan boyanma
paternidir. ANA icin homojen, benekli (granu-
ler, "speckled"), nUkleolar, nukleer membran,
senfromer paternleri yani sira sitoplazmik bo-
yanma paternleri de rapor edilmelidir. Stan-
dart bir ANA raporu mutlaka porzitiflik titresi ve
boyanma paternini icermelidir.

IZI Sistemik otoimmiun hastalik
tanisi icin ANA sinir degeri
>/160'drr.
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Anti-nUkleer antikorlarin tani koydurucu ve tedavi
izZlemindeki rolleri

Pozitif ANA sonucunun tani koydurucu rolU hastaliklara gére degismektedir (Tablo 2).

Tablo 2. Pozitif ANA sonucunun tani koydurucu etkisi ve gorilme sikligi

ANA tanida ¢ok yararl ANA potzitiflik (%)

Sistemik lupus eritematozus 90-95
Sistemik skleroz 85-95
Primer biliyer siroz 50-80

ANA tanida belli 6iciide yararh _
Polimiyozit / dermatomiyozit 30-70
Sjogren sendromu 50-70

ANA kritik tani kriterleri arasinda _
llaca badl lupus 70-90
Miks bag dokusu hastaligi 90-100
OtoimmuUn hepatit 40-80

ANA hastalik izlemi ve prognozda cok yararl _
Juvenil kronik artrit 50-60
Raynaud fenomeni 20-40

ANA'nin hastalik tanisi, izlemi veya prognozda roli yok veya heniz kantlanmamis _
Romatoid artrit 15-30
Multipl skleroz 20-30
OtoimmuUn firoid hastaliklan 10-20
Enfeksiyon hastaliklan 20-40
idiyopatik frombositopenik purpura 10-30
Fibromiyalji 20-30
Kanser ve paraneoplastik sendromlar 20-50
1/40 20-30
1/80 10
1/160 5
1/320 2

ANA, SLE tanisinda yaklasik %93 duyarllik ve %57 6zgulluk gdstermektedir. Negatif ANA
sonucu, SLE'yi dislamada cok degerlidir. Ancak ANA pozitifligi saglikll popuUlasyonda ve baska
klinik durumlarda da gorUlebildiginden pozitif sonuclarn mutlaka klinikle birlikte yorumlanmasi
gerekmektedir. Saglikll kontrollerde dUsUk fitre (1/40-1/80) ANA pozitifligi genel olarak %13-15
oraninda goértlmekle birlikte %40-45 oranlarnnin saptandidi uluslararasi raporlar bulunmaktadir.
Ozellikle kadinlarda yasla birlikte ANA pozitifligi artmaktadir.
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SLE hastalarinda pozitift ANA sonucunun yani sira tanida en yUksek &zgulluge sahip olan
antikorlar anti-dsDNA ve anti-Sm anftikorlandir. Anti-dsDNA antikorlarinin tedavi izleminde

onemli bir vyeri

vardir.

Ancak yapillan meta-analizier anti-dsDNA  duUzeyinin  hastaligin

alevlenmesi hakkinda yeterince prediktif degeri olmadigini géstermektedir. Bu noktada renal
tutulum varligi, C3, C4 ve anti-C1qg antikor dUzeyleri dikkate alinmalidir. SLE hastalannda anti-
ribozomal P antikorlan renal tutulum ve santral sinir sistemi tfutulumuyla iliskile ndirilmektedir.
Ozellikle anti-ribozomal P antikorlan lupus baslangic evresinde saptanirsa ileride gelisebilecek

psikozu isaret eder.

&l Pozitif ANA

sonuclar1 mutlaka
klinikle birlikte
yorumlanmalidir

@l Tekrarlayan ANA

istemlerinin tani veya
hastalik izlemi
acisindan rolu yoktur!

ANA titresi hastalik
izleminde ve tedavi
monitorizasyonunda
kullanilmamalidir!

@l Anti-dsDNA

sadece SLE siiphesi
olan hastalarda
arastirilmalidir!

Anti-dsDNA titresi
hastalik izleminde
kullanilabilir

bkz. Bolim 5, Anti-cift
iplikli DNA (anti-
dsDNA) antikorlari!

ANA porzitifligi sistemik skleroz siniflandirma kriterleri arasinda degildir.
Ancak sistemik skleroz suphesi oldugunda ANA bakilmalidir, cinku
negatif ANA sonucu eozinofilik fasiit veya lineer skleroderma gibi
fibrozisle karakterize diger hastaliklarn akla getirir. SSc'de 6nem tasi-
yan &6zgUl antfikorlann basinda anti-RNA polimeraz Il gelmektedir;
Ozellikle skleroderma renal krizlerinden 6nce pozitiflesmektedir.

Pozitif ANA, PM/DM'nin cok zayif bir gdstergesidir. PM/DM sUphesin-
de 6zgUl otoantikor (RNA sentetaz) bakimasinin prognostik édnemi
vardir.

ANA sonucu juvenil kronik artrit tanisinda degerli degildir, ancak bu
hastalarda Uveit riskini 6ngdérmek acisindan énemlidir. Bu nedenle
juvenil kronik artrit tanisi alan tUm hastalarda ANA bakilmasi ve buna
go6re Uveit riski varsa erken tedaviye baslanmasi Uveit sekellerinin
onlenmesi acisindan édnem tasimaktadir.

Miks bag dokusu hastaligr tanisi acisindan klinik bulgular esliginde
ANA kritik bir tarama testidir ve yUksek titrede anti-UT-nRNP dUsun-
dUren benekli (granUler) boyanma varligr énemli bir serolojik kriter
olarak degerlendirilir. UT-nRNP varligi farkli bir yéntemle (ELISA,
immunoblot) dogrulanmali ve izole U1-nRNP porzitifligi durumunda
kantitatif sonuc veriimelidir, cUnkU yUksek anfikor titresi miks bagd do-
kusu hastaligi icin tani koydurucudur.

ANA IIF testi ile baz klinik durumlarda veya kullanilan HEp-2 hucre
serisinin &zelligine gdre (bkz. BOIUmM 3, ANA [IF yonteminde kullanilan
hucre ve dokular) yalancl negatif sonuc elde edilebilir. Bu durumlar-
da anti-ENA profil ELISA veya anti-ENA
immunoblot ile antikor arastinimasi dnerilir.
ENA'lere karsi saptanan bazi antikorlarin @' . _
hastaliklann tanisi ve ayirici tanisinda rolU Ozgul anti-
onemlidir. Buna drmek olarak SS-A antijeni  nikleer antikorlar
olarak bilinen Roé0 ve Ro52'nin ayrn ayr (anti-ENA) sadece
saptanmasi verilebilir. Anti-Ro60 pozitifligi  ANA pozitif bulunan
hastalarda veya ANA
negatif olup kuvvetli
otoimmiin romatizmal

romunda daha skiir. Diger yandan anfi-Roé60 pozitif, anti-Ro52
negatif tablo SLE icin yUksek &zgUllige sahiptir. izole anti-Ro52
pozitifligi PM/DM, diffUz kutanodz sistemik skleroz, primer biliyer sirozda
gorulebilir. Anfi-Ro52 PM/DM'de en sk saptanan ENA t0r0 olup,
pozitifligi dzellikle miyozit ayinci tanisinda degerlidir.

ANA otoimmuUn hepatit tani kriterleri arasindadir, ancak pozitif ANA
sonucu diger hepatik hastaliklarn dislamaz.

otoimmun hastaliklarla daha cok iliskilen-
dirilmektedir. Anti-Ro60 &zellikle SLE hasta-
lannda pozititken, anti-Ro52 Sjégren send-
hastalik, ozellikle
Sjogren sendromu ve
polimiyozit siiphesi

olan hastalarda
arastirilmalidir!
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Anti-ndtrofil sitoplazmik antikorlar

(bkz. B&IUmM 9, Sistemik vaskUlitler ve tanida kullanilan otoantikorlar)

Anti-fosfolipit antikorlar

Anfi-fosfolipit antikorlar IgG ve/veya IgM ve daha az siklikta IgA yapisinda olan ¢cok genis ve
heterojen bir antfikor grubudur. Bu grup antikorlar fromboembolik olaylar ve gebelik
komplikasyonlar ile karakterize "anfi-fosfolipit sendromu" patogenezinde rol oynarlar. Negatif
yUkIU fosfolipitlerle reaksiyona girdikleri dUsunulen bu antikorlar énceleri lupus antikoagUlan
(LA) ve anti-kardiyolipin antikorlar (ACA) seklinde tanimlanmistir. ilk kez SLE hastalannda gdste-
rilen LA koagUlasyon inhibitérU olarak etki gdsteren ancak kanamaya degil frombofili ve klinik
fromboza yol acabilen bir antikordur. ACA ise genellikle kardiyolipin veya diger anyonik
fosfolipitlerle reaksiyona girerler.

Anfti-kardiyolipin antikorlar saglikli bireylerde de yaygin olarak bulunur, ancak saglikl kisilerde
ACA-IgM sikligr daha yuksektir. ACA anti-fosfolipit sendromu disinda sifiliz, mikoplazma enfek-
siyonlar, Lyme hastaligi ve bazi ilaclarnn kullanimina bagli olarak da saptanabilir.

Anfi-fosfolipit sendromunun tanisi icin ACA ve LA birlikte degerlendiriimelidir. Anfi-fosfolipit
sendromu acisindan ACA'nin duyarliigi LA'dan daha yUksektir, ancak LA daha yUksek &zgUlli-
ge sahiptir. ACA ve LA yani sira bu hasta grubunda mutlaka degerlendiriimesi gereken bir
diger anfikor grubu anfti-p2-glikoprotein-I (anti-B2-GPI) antikorlandir. Bu antikorlar ACA'nin
kardiyolipine baglanmasini arttinrlar. R2-glikoprotein-I antikoagulan etkiye sahip bir proteindir.
Anfti-R2- glikoprotein-l antikorlarn bu etkiyi bozarak frombotik olaylar arttinir.

Anfi-fosfolipit sendromunun kesin tanisiicin LA ve/veya ACA ve/veya PB2-glikoprotein-I bagimili
antikorlarnn serumda 12 hafta arayla en az iki kez orta veya yUksek tifrede saptanmasi gerekir.
Sapporo kriterlerine gdre kesin anti-fosfolipit sendromu tanisi icin en az bir klinik ve bir labo-
ratuvar kriteri saglanmalidir.

SLE tanisinin baslangic evresinde anti-fosfolipit antikor porzitifligi saptanan olgularda hastalik
daha siddetli seyretmekte, daha sik renal hastalik, SSS tutulumu, frombositopeni ve pihtilasma
bozukluklarn gérilmekte, gebelik komplikasyonlar daha sik gelismektedir.

Romartoid faktor

Romatoid faktor (RF); romatoid artrit (RA), Sjogren sendromu, skleroderma, DM ve daha pek
cok sistemik romatizmmal hastalikta saptanan ve IgG'nin Fc bdlgesine karsi olusan daha cok
IgM yapisinda otoantikorlardir.

Romatoid artrit hastalannda 1gG t0r0 RF de bulunabilir ancak dlcim yéntemleri IgM yapi-
sindaki RF'leri saptar. DUsUk fitrelerde RF pozitifligi akut inflamasyon, bazi viral enfeksiyonlar,
kanserler, hiperglobulinemi ve yasliikta da gérulebilir.

RF, dUsuk 6zgullige sahip olmasina ragmen romatoid artrit tanisinda ve izleminde sik olarak
kullaniimaktadir. RF, RA hastalannin %75-80'inde pozitiftir. RF titresi ile hastalik siddeti arasinda
dogrusal bir iliski vardir.



KLIMUD

Otoantikorlarin tani, tedavi ve hastalik iziemindeki rolleri - BOLUM 2

Anfti-siklik sitrOlinlenmis peptid antikorlar

SitrGlin, arjinin metabolizmasinda bulunan bir amino asit olup epitelyal hicre iskeletinde
bulunan t0rU antikorlann hedefi haline gelir. Sitriline edilmis bu proteinlerin eklem sivisinda
lokal immUn yaniti indUkleyerek romatoid artrit (RA) gelisiminde rol oynadigr dusunulmektedir.
Anfi-CCP antikorlan RA tanisinda 6zgUllugu yuksek (%95- 98), duyarliigr géreceli olarak daha
dUsUk (%80-83) antikorlardir.

Anti-CCP antikorlan RA erken tanisinda rol oynayabilirler. RA'e baglh bulgular baslamadan
yillar &nce anti-CCP serum duzeylerinin yUkseldigi gdsteriimistir. Ancak son meta-analizler anti-
CCP antikorlarinin porzitif prediktif degerinin %5 oldugunu, risk degerlendirilirken pozitif anti-
CCP antikor varliginin yani sira pozitif aile éykUsU, RF varligi ve artralji yakinmasinin da dikkate
alinmasi gerektigini belirtmektedirler. Anti-CCP antikorlan prognostik potansiyele de sahip olup
RA fedavisini ydnlendirmede yardimci olurlar.
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BOLUM 3

ANTI-NUKLEER ANTIKOR (ANA)
SAPTANMASINDA INDIREKT
IMMUNOFLORESAN (IIF)
YONTEMI VE
STANDARDIZASYON

Giris

Anti-nUkleer antikor (ANA) test sonuclar kullanilan yénteme gore degiskenlik godsterebilmekte-
dir. GUnUmMUzde ANA saptanmasiicin farkl ydntemler kullanilmaktadir. Bu ydntemler cift yonlu
immuUnodifuzyon, radyoimmunoassay (RIA), kemiluminesan immunoassay (CLIA), enzim isaretli
immunosorbent assay (ELISA), immunodot, immuUnoblot, mikro array, multipleks lazer florometri
ve indirekt immunofloresan (lIF) ydontemi olarak siralanabilir. ANA saptanmasinda kabul edilen
alhin standart HEp-2 (HEp-2000) hicrelerinin substrat olarak kullanildigr IIF yontemidir. Bu ydn-
femle elde edilen sonuclarnn guvenilir olmasi hastalik tanisi acisindan bUyuk énem tasimakta-
dir. Bu noktada en dnemli iki etken gUvenilir HEp-2 hiUcre serisi ve gUvenilir mikroskobik deger-
lendirmedir. ANA IIF testinde test sonucunu etkileyen parametreler su sekilde 6zetlenebilir
(Tablo 3).

Tablo 3. IIF ydnteminde fest sonucunu etkileyen faktorler

Pre-analitik faktorler Analitik faktérler Post-analitik faktorler

- Uygun hastalarn secimi - Yontem ve calislacak kit - Raporlama streci

- Omek toplama parametreleri - Kullanilan hiicre serisinin - Sinir degerinin belirlenmesi

- Ornek saklama ve isleme Gzellikleri - Sonuclann klinik ile
prosedurleri - Tarama dilisyonu uyumunun belirlenmesi

- Transport kosullar - Mikroskobik degerlendirme

- Hastadan kaynaklanan - Kalite kontrol

faktorler
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Ornek kabul, ANA IIF ydntemi ve calisiacak kit

Ornek kabul/ret dlcUtleri

Ornek olarak serum veya plazma (EDTA, heparin veya sitratl) kullanilir. Hasta adi-soyadi, hasta
no/protokol no vb. gibi hastayr fanimlayan bilgiler olmayan &rnekler kabul ediimemelidir.
Akilci test istem prosedUrinde belirtilen test istem periyoduna uygun yapimamis test istemleri
reddedilebilir. Hemolizli ve lipemik &rnekler test sonuclarini etkileyebileceginden kullanil-
mamalidir. (Hasta érnekleri saklama ve calisma kosullar icin bkz. Calisa prosedury)

ANA IIF yontemi

IIF yontemi kati faz olarak hicre veya doku kesitlerinin kullanildigi ve hasta serumunda 6zgul
antikorlann arastinldigi bir in-vitro tani yontemidir. ANA sapfanmasinda en sik basvurulan
yoéntemdir. Yontem hasta serumunda bulunan antikorun antijene baglanmasi ve floresanla
isaretlenmis olan anfi-insan anfikorunun bu komplekse baglanmasi esasina dayanir. Bu yén-
temde katl faz olarak slayt (lam) kullanilmakta olup, bu slaytflara cesitli hGcre veya dokular
fikse edilmistir. Ticari olarak hazirlanan bu slaytlar Uzerine hasta serumu damlatilir ve her Uretici
firmanin kendi dnerileri dogrultusunda inkUbe edilir. Tampon solUsyonla yikamayi takiben FITC
isaretli anti-insan antikoru (konjugat) eklenir ve tekrar inkUbasyon ve yikama yapilr. Takiben
slayt Uzerine gliserol damlatilarak lamelle kapatilir ve floresan mikroskop altinda incelenir.

ANA IIF yonteminde kullanilan hGcre ve dokular

ANA lIF ydnteminde altin standart olarak onerilen HEp-2 hcreleri insan larinks epitelyal
karsinom hUcreleridir. HEp-2 hUcreleri her seride benzer &zellikte oldugundan ANA saptanma-
sinda diger dokulara gére daha standart bir substrat saglamaktadir. HEp-2 hicre serilerinde
SS-A anfijeni genellikle dUsUk dUzeyde eksprese oldugundan "yalanci negatif' sonuclarla karsi-
lasilabilmektedir. Bu sorunun Ustesinden gelebilmek icin HEp-2 hicrelerinin SS-A antijeni ile
fransfekte edildigi HEp-2000 hucre serisi gelistiriimistir. HEp-2 hicrelerinin IIF yontemiyle deger-
lendirimesi hUcrenin nUkleer, sitoplazmik ve mitotik yapilarina karsi gelisebilen otoantikorlarin
saptanmasina olanak saglamaktadir.

Baz paternlerin ayrimi icin ek dokulara da gereksinim olabilir. Ornedin maymun karaciger do-
kusu &zellikle nUkleer membran varligini beliremede, nUkleer dot-sentfromer paternlerini ayirt
etmede fayda saglamaktadir. Bu amacla supheli durumlarda HEp-2 hicreleri ile birlikte kara-
ciger dokusunun saglandidi kitler veya karaciger dokusunun ayri saglandidi kitler kullanilabilir.

HEp-2 hucre serilerinin ANA saptanmasinda avantajlarn: HEp-2 hicre serilerinde cekirdeklerin
bUyUk olmasi, hUcre yapilarninin kolay gérule bilirligi, homojen ve tek tabaka hicre toplulugu
saglanmasi, hicre ddngUsunUn tUm evrelerine ait antijenlerin ifadelenmesi (100'den fazla
otoantijeni yakalama olanagi), yeni otoantikorlarin kesfedilmesine olanak saglamasi gibi
avantajlan vardir.

HEp-2 hicre serilerinin ANA saptanmasinda dezavantajlarn: HEp-2 hUcre serisi kullanimina bagl
olarak anfti-SS-A, anti-tRNA sentetaz (Jo-1) ve anti-ribozomal P (anti-Rib-P) antikorlarnin sap-
tfanmasinda sorunlar yasanabilir. Bu antijenler HEp-2 hicrelerinde cok dUsuk dUzeyde ifade-
lendiginden veya dokularda fiksasyon islemleri sirasinda denatUre olabildiginden "yalanci
negatiflik" gérUlebilir. Bu nedenle en uygun olan HEp-2 hGcre serileri aseton ile fikse edilmis
hUcrelerdir; etanol veya metanol ile fiksasyon SS-A antijen kaybina neden olabilir. ANA HEp-2
yontemini kullanan laboratuvarlar anti-SS-A varligini mutlaka ek testlerle arastirmalidir. HEp-2
hicrelerinde yasanan bu sorunun kismen Ustesinden gelebilmek icin SS-A/Roé0 antijenini yUk-
sek dUzeyde eksprese eden HEp-2000 hucreleri kullanilabilir,
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ANA IIF test kiti secimi

Cogu ANA IgG izotipindedir. ANA IgM ve/veya IgA izotiplerinin arastinimasi duyarliligr artfirma-
digl gibi 6zgUullugu de azaltir. Bu nedenle sadece ANA IgG bakimasi tani icin yeterlidir.
Laboratuvarda calisilacak ANA IIF test kiti belirlenirken su noktalarin dikkate alinmasi dnemlidir
(bkz. bu B&IUmM, Kalite kontrol).

e Slayttaki hUcre yogunlugu ve dagiliminin homojen olmasi

e Mitoz yapan hicre sayisinin yeterli olmasi (3-5 metafaz/sahaX200 blyUtme)
e HUcre morfolojisinin bozulmamis olmasi

e Arka plan floresansinin olmamaisi

o OzgUl antijenlerin hiicrede yeterince eksprese olmasi

e Kullanilan konjugatin mutlaka florokrom (FITC veya digerleri) isaretli anfi-insan 1gG &zgul
sekonder antikor olmasi. Polivalan antikor kullanimi daha yUksek oranda "yalanci pozitif”
reaksiyonlara neden olabilir. FITC/protein oraninin yaklasik olarak 3.0 olmasi dneriimektedir;
yUksek oran &zgUl olmayan baglanmalarn arttinr. Konjugatta bulunan antikorun proteine
orani 0.1 olmaldirr,

e Aseton ile fikse edilmis slaytlann kullanimi éneriimektedir; etanol veya metanol fiksasyonu SS-A
antijen kaybina yol acabiimektedir.

e SolUsyonlarin kullanima hazir olmasi olasi hata payini azaltir.

e Farkl hasta sayisina gére farkl slayt formatlan olmasi uygulama kolayligi ve maliyet acisindan
tercih edilebilir.

e Malzemenin kit halinde saglanmasi calisma strecini kolaylastinr ve hata payini azaltr.

e Kitin son kullanma sUresi uzun olmali ve bu stGrede kit iceriginin stabilitesi korunmalidir.

Ozellikle test kurulum asamasinda klinik tanisi daha énceden konmus hasta serumlan kullanilarak
yapilacak verifikasyon islemi kalite kontrol acisindan dnemilidir (bkz. bu BolUm, Kalite kontrol).
ANA IIF testlerinin verifikasyon calismalarn sirasinda dikkat edilmesi gereken noktalar sunlardir

e Testin tekrarlanabilirfiginin yuksek olmasi: Yapilan deneme sirasinda calisma ici ve calismalar
arasl elde edilen sonuclarnn uyumlu olmasi.

e Klinik bilgisi mevcut pozitif ve negatif drneklerle yapilan calismada dogrulugun kanitianmasi
(yUksek duyarlilik ve 6zgUlluk degerleri)

Calisma proseduru

ANA IIF testi calismasinda dikkat edilmesi gerekenler

ANA |IF testi icin calislan drnek serum ve/veya plazmadir. Orneklerin calisilan kit Ureticisinin
Onerisi dogrultusunda 3-14 gune kadar +2-8°C'de, daha uzun saklanmasi gerekirse -20°C'de
muhafaza edilmesi dnerilmektedir. C6zGImUs drnekler tekrar dondurulup ¢dzUlerek calisima-
malidir. Test kitleri Ureticisinin dnerdigdi sekilde, uygun ortamda ve sicaklikta, nemden korunarak
saklanmalidir. Miadi dolmus kitler kullaniimamalidir. Tm &érneklerin ve reaktiflerin calisma
oncesinde oda sicakligina getirilmis olmasina dikkat ediimelidir. Kullanilan otomatik pipetlerin
kalibrasyonlarn duzenli araliklarla kontrol ediimeli, cihazlann rutin bakimlarn duzenli olarak
yapiimaldir. Her calismada mutlaka pozitif ve negatif kontrol kullaniimali ve kalite konftrol
kurallarnna uygun calisimalidir (bkz. bu BoIUm, Kalite konftrol).
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Tarama dilusyonu

ANA IIF calismasini etkileyen 6nemli parametrelerden biri de ftarama dilisyonudur. Her
laboratuvarin 95 persentile dayall kendi sinir degerini belilemesi dnerilmektedir. Ancak bu
uyguloma her laboraftuvar icin gecerli olamayabileceginden eriskinde &nerilen tarama
dilusyonunun 1/160 olmasidir. Cocuk hastalar icin kesin olarak belirenmis bir tarama dilisyonu
olmamakla birlikte bu yas grubu icin de 1/160 dilisyon dnerilmektedir.

ANA tarama dilisyonu ile ilgili olarak uluslararasi literatGrde 1/160 onerilmekle birlikte Ulke-
mizde yaygin olan uygulama 1/100 dilisyonla tarama yapilmasidir. Ulusal verilerimizin toplan-
masi sonucunda 1/160 dilusyonla ANA taramasi yapilmasi konusunda kesin bir karara variimasi
beklenmektedir. Bu asamada Uretici firmanin énerdigi baslangic dilisyonu gdz ardi edil-
memelidir. Tarama dilusyonunun 1/160 olmasi 1/100 ile taramaya godre dusuk pozitif ANA
sonuglarnin azalmasini saglayacak ve dolayisiyla gereksiz refleks (monospesifik) test istemleri
bir dlcude 6nlenecektir. DUsUk pozifif (1/100) ANA pozitiflikleri, ANA pozitif sonuclarn yaklasik
%70-75'ini olusturmaktadir. Bu sonuclar bazi klinisyenler tarafindan gereksiz olarak "ANA pozifif"
olarak degerlendiriimekte, refleks test istenmekte ve hasta maliyetini yUkseltmektedir. Ote
yandan kullanilan HEp-2 hicre serisinin &zelliklerine gére bazi paternlerin yakalanmasi (bkz.
BSIUM 5, ANA paternleri, ince benekli patern (Anti-SS-A/SS-B benzeri boyanma; AC-4) dilUsyon
katsayisina bagdl olarak degisebilmektedir. Omedin HEp-2 hicrelerinde 1/160 dilisyonla
yakalanamayan SS-A, SS-B paterninin 1/100 dilUsyonla yakalanmasi mimkondur. Bu durum
lokal verilerimizle desteklendikten sonra Ulkemiz icin gecerli olacak ANA tarama dilisyonu
belirlenecektir.

Mikroskobik degerlendirme

ANA IIF degerlendirmesinde kullanilan HEp-2 hUcresi ve icinde bulunan ve farklh boyanma
paternlerine neden olabilen bazi yapilar Sekil 2'de sematize edilmistir.

Sekil 2. HEp-2 hicresi ince yapisi
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ANA IIF testinin mikroskobik degerlendirmesi sirasinda hasta serumunda hucre ddngusinin
farkl evrelerinde aciga cikan antijenlere karsi olusan antikorlar saptamak mUmkindur. Detayli
ve dogru bir ANA IIF degerlendirmesi yapabilmek icin hUcre déngUsU evrelerinin bilinmesi
gerekmektedir. HOcre dongUsU evreleri ve bu evrelerde gorUlebilen pozitif kromozom bantlar
Sekil 3'de gdsteriimistir.

Sekil 3. Mitoz bolunme evreleri ve bu evrelerde gérGlen pozitif kromozom bantlar
(http://pulpbits.net/wp-content/uploads/2013/12/mitosis-process-illustration.jpeg sayfasindan uyarlanmistir)

HUcre dénguUsu evrelerinde gerceklesen olaylar su sekilde dzetlenebilir:

interfaz: B&linmeye hazrlik evresidir. ATP sentezi hizlanrr, organel ve protein miktan artar, DNA
kendisini esler.

Profaz: Kromatit iplikler kromozom halini alir, sentrioller zit kutuplara dogru gider, ig iplikleri olusma-
ya baslar.

Metafaz: Kromozomlar hUcrenin ekvator dUzlemine dizilir.

Anafaz: Her kromozomdaki kardes kromatitler zit kutuplara dogru

cekilir, ig iplikleri ortada belirginlesir &' ANA IIF

Telofcz:' Cekirdek zan nggur, g"ek?'rqiek‘gvik.oﬁoyg cikar, kromozom— degerlendirmesinde

lar yeniden kromatin iplige dénusur, ig iplikleri kaybolur, sitoplaz- . . .

ma bdlunmesi baslar. ozellikle interfaz ve
metafaz

ANA IIF incelemesinde &zellikle interfaz ve metafaz asamasin-
daki hilcre boyanma patermnleri dikkatle incelenmelidir (Sekil 4 asamasindaki hiicre
ve Sekil 5). interfaz asamasi hiicre metabolizmasinin en hizli ve boyanma paternleri
antijen ekspresyonunun en fazla oldugu evre oldugundan ¢ok dikkatle

farkl antijenler aciga cikabilir. Metafaz asamasi da basta nukle-

usun homojen ve benekli paternleri olmak Uzere pek cok incelenmelidir.
paterni ayirt etmede dikkatle incelenmesi gereken bir diger

evredir.
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Profaz
Metafaz =:= Metafaz
negatif
Anafaz
Telofaz
interfa
interfaz = o

pozitif

Sekil 4. interfaz evresinde ve mitozun farkl evrelerinde gorilen kromozom alanlanna drnekler.

HEp-2 Karaciger

Homojen
Graniler
Nikleer noktali

Nikleolar

Niikleer membran
(periferal)

Sekil 5. HEp-2 ve karaciger hucrelerindeki nUkleuslarda interfaz evresinde gérilen boyanma tUrlerine
ornekler

Floresan boyanma paternleri ile iliskisi kanitlanmis olan &zgUl nUkleer ve sitoplazmik antijenler
Tablo 4'de veriimektedir.

Mikroskobik incelemede 6nce 10x veya 20x bUyUtme ile pozitifik ve negatiflik yéninde
degerlendirme yapilir. Daha sonra pozitif érnekler 40-60x bUyUtme ile floresan boyanma
paterni acisindan incelenir. ANA |IF slaytlannda paternler; niUkleer, sitoplazmik ve mitotik
paternler olarak ayrn ayr incelenmeli ve rapor edilmelidir (bkz. B&IUm 5,

). ANA IlIF incelemesinde interfaz ve metafaz asamasindaki hUcrelerin boyanma
ozelliklerine gdére ANA paternine karar vermek icin ‘e bakiniz.
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Tablo 4. ANA IIF paternleri ve ilgili antijenler

Anti-Cell . o
ANA Paterni ligili Antijenler

Nukleer Paternler
AC-1 Homojen dsDNA, histon, kromatin/nikleozom
AC-2 Yogun ince benekli (DFS) DFS70/LEDGF-P75
AC-4 ince benekli SS-A/Ro, SS-B/La, Mi-2, Ku, TIFT, TIF1 P
AC-5 BUyUk/Kaba beneki ul RNI_:’,_Sm (U2-nRNP), RNA polimeraz lll, NUkleer matriks
proteini
AC-29 Topo-l benzeri DNA Topoizomeraz 1
AC-3 Sentromer CENP-A/B (C)
AC-6 Cok sayida nukleer noktalar Sp-100, PML proteinleri, MJ/NKP-2
AC-7 Az sayida nUkleer noktalar p80-coilin, SMN
AC-8910 NUkleolar (Homojen / Kimeli/  PM/Scl-75, PM/Scl-100, To/Th, nUkleofosmin, nUkleolin,
v Noktal) fibrillarin (U3-nRNP), RNA polimeraz 1, NOR-90
AC-11,12 NUkleer membran (DUz/Noktal)  -@Min A B, €, gp210. nGkleoporin p62, nikleer por
kompleks antijenleri
AC-13 Pleomorfik PCNA PCNA
AC-14 Pleomorfik CENP-F CENP-F
Sitoplazmik Paternler
Fibriler (Lineer / Filamentdz / Aktin, kas disi miyozin, sitokeratin, vimentin, fropomiyozin,
AC-15,16,17 L T
Segmental) o-aktin, vinkdlin
AC-18.19.20 Benekli {Ayrik noktalar/Yogun GW 182, lizozom, Ribozomal P proteinleri, PL-7, PL-12, Jo-
o ince benekli / ince benekii) 1/ histidi-fRNA sentetaz
AC-21 RefikUler (Anti Mitokondriyal PDC-E2/M2, BCOADC-E2, OGDC-E2, Ela PDC,
Anfikor-AMA) E3BP/protein X
AC-22 Polar/Golgi benzeri Golgi proteinleri
AC-23 Cubuk ve halkalar IMPDH2
Mitotik paternler
AC-24 Sentrozom Pericentrin, ninein, Cep250, CepllO
AC-25,26 igsi iplikcikler/NUMA benzeri NUMA
AC-27 HUcreler arasi kdpru Yok
AC-28 Mitotik kromozomal Modifiye histon H3, MCA-1

Mikroskobik degerlendirme subjektif oldugundan, laboratuvarlar arasi ve laboratuvar ici
standardizasyonu saglamak zordur. Ancak iyi tanimlanmis klinik érneklerle veya standart
serumlarla yapilan degerlendirmeler yorumun daha objektif olmasini saglayabilir (bkz. bu
B&IUM, Kalite kontrol). Ozellikle floresan siddeti yorumunda dnemli olan bir etken de floresan
mikroskobunun sk siddeti ve dmridUr. Foton kaynagdi olarak cival lambalarn kullanildidi
mikroskoplarda kullanim sUresi arttikca isik siddeti azalmakta ve daha dUsUk fitrelerin rapor
edilmesine neden olabilmektedir. Bu nedenle civall lambalarn 100-200 saat sonunda
degistiriimesi ve dogru olarak konumlanmasi dnerilmektedir. LED 1sik kaynakli olan floresan
mikroskoplar ise 1IsSinma problemi ve isik siddefinin zamanla azalmasi sorunu bulunmadigindan
daha guvenilirdir. Ayrica LED lambalarda lamba odak ayarlarn da bozulmamaktadir (bkz. bu
B&IUm, Kalite kontrol).



Tablo 5. ANA IIF HEp-2 interfaz ve metafaz hicrelerin boyanma 6zelliklerine gére patern karar tablosu

INTERFAZ BOYANMA METAFAZ BOYANMA SITOPLAZMIK BOYANMA
Cubuk
Homojen | Benekli NUkleolar  Noktali Homojen = Benekli Noktali Fibriler Benekli RefikGler | Golgi ve halka
BOYANMA YOK BOYANMA YOK BOYANMA YOK Negatif (AC-0) YOK YOK
Homojen (AC-1) dsDNA, histon dsDNA, ENA
nikleosom
Yogun ince
benekli (DFS) DF57(_)F/,;'§DGF ENA
(AC-2)
. SS-A, SS-B, Mi2, Ku, RNP
Benekli ! I ! ENA
(AC-4,529) | ™ RA polimerazill, | 4 it panel
opo |
PM/Scl, To/Th,
NUkleolar nukleofosmin, ndkleolin, ENA
(AC-8,9,10) fibrillarin, RNA polimeraz
I, NOR-90
Sentromer ENA
VA (AC-3) CENP-AB (C) Sentromer
NUkleer noktalar Sp-100, PML, Karaciger
(AC-6,7) P80 koilin paneli
Sitoplazma L . ASMA
VAR fibriler ; Akfin, vimentin, Karaciger
(AC-15,16,17) ropomiyozin, vinkulin oaneli
VAR S”gep:]‘:‘ezgpo Lizozom, PL-7, PLIT, ENA
(AC-18,19,20) Rib P, Jo-1 Miyozit panel
VA S”Oﬁ'(‘?.fmo PDC-E2/M2, BCOADC- | Karaciger
( AN(eA)' (i‘ér_m E2, OGDC-E2, Ela PDC paneli
VAR Po(l:(r:/_(;g)lgi Golgi proteinleri Yok
Cubuk ve
VAR halkalar IMPDH2 HCV antikorlar

(AC-23)

UOASDZIPIDPUDLS SA ILUSIUQA Hll PPUIsOwUDidDS YNV - € WN109
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Raporlama sureci

ANA [IF sonuclannin uygun formatta raporlanmasi biyk énem tasimaktadir. Oncelikle her
raporda ANA festi calisma yéntemi belirtilmelidir (IIF, kati faz yontemler-ELISA vb).

Raporlamada sonuc¢ laboratuvarnn beliledigi sinr deger gbz 6nUne alinarak negatif veya
pozitif olarak belirtildikten sonra pozitif ANA raporlarinda mutlaka floresan boyanma paterni
ve siddeti yer almalidir. Her ne kadar ANA terimi nUkleus disi antikorlarn icermiyor olsa da bu te-
rimin korunmasina karar veriimistir. Sitoplazmik veya mitotik reaktivite olmasi durumunda ANA
IIF test sonucuna boyanma paternleri de eklenmelidir. Paternler rapor edilirken nUkleer, sitop-
lazmik veya mitotik patern olarak belirtiimeli, AC kodu eklenmelidir. Bu paternlerin yani sira
nUkleus “yogun ince benekli” olarak da tanimlanan ve DFS 70 (dense fine speckled) olarak
kisaltlan patern goérilduogunde de rapor edilmelidir (ayrintili bilgi icin bkz. B&IUm 5, Benekli
paternler (speckled, granuler; AC-2,4,5,29)). DFS paterni daha cok LEDGF/p75 (lens epithe-
lium-derived growth factor p75) olarak da bilinen DFS70 antijenine
karsi olusan anfikorlarnn varligina baglh olup ANA iliskili romatizmal .
hastaliklarda nadir gértlen bir paterndir. Hastalik iliskili paternlerle E’,
birlikte gérildugunde de ayrica rapor ediimelidir. ANA
raporlarinda mutlaka

ANA IIF slaytlaninda izlenen floresan siddeti ise kalitatif (zayif pozitif, bulunmasi gereken

+, ++, +++, ++++) veya semi-kantitatif (titre) olarak belirtiimelidir.

bilgiler:
ANA IIF testlerinde 6nerilen standart rapor érnekleri bu Rehberin .
ilgili bélUmlerinde her paternin altinda verilmistir. e Titre
ANA tarama sonucu pozitif bulunan orneklerde raporlama ki e Floresan boyanma
sekilde yapilabilir: paterni

1. Kalitatif (zayif pozitif, +, ++, +++, ++++): Kalitatif sonuc verme
zamandan ve kit kullanimindan kazanc saglar. Tarama dilUs-
yonundaki goéruntinun parlakligina gére sonuclar zayif pozitif, ,\
+, ++, +++, ++++ olarak degerlendirilir. Mikroskopta floresan E' ANA <1/40
siddetinin yorumu subjektif oldugundan su sekilde bir raporla-

ma tercih edilebilir: negatif kabul

edilmelidir!

ANA 21/40-<1/160
arasl titreler diisiik
Not: “(+++) sonuc 1/1000-1/3200 arasinda ki titrelerde pozitifligi pozitif olarak kabul
isaret eder; kesin bir titre sonucu isteniyorsa yeni dilisyonlu test edilmelidir. Ozgiil

istemi yapilmasi uygundur.”

1/100 ile tarama yapildiginda (bkz. Tablo 6):
ANA: Pozitif (+++)

belirti yoklugunda
1/160 ile tarama yapildiginda (bkz. Tablo 7): ileri tani testi
ANA: Pozitif (+++) yapilmamali, ancak
- e hasta izlem altinda
Not: “(+++) sonu¢ 1/640-1/1280 arasindaki titrelerde pozitifligi
. oy R e olmalidir!
isaret eder; kesin bir titre sonucu isteniyorsa yeni dilisyonlu test
istemi yapiimasi uygundur.” ANA >1/160
2. Semi-kantitatif (titre): Tarama dilisyonu ile pozitif bulunan or- pozitiflik sistemik
neklerde ileri dilisyon yapilarak pozitif bulunan son sulandirnm otoimmiin hastaliklar
titre degeri olarak belirlenir. Bu sekilde seri sulandinm yapilmis icin anlamli sinir
bir drnege ait gérintler Sekil 6'da veriimektedir. Kanfitatif so- degerlerdir, ileri tan

nuclar diUsuk ve yuksek titre ANA aynminda daha basarlidrr,

testleri yapilmasi
ancak bu yontemde de yine subjekfiflik séz konusudur. yap

onerilir!
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Tablo 6. Tarama dilusyonu olarak 1/100'0n kullanildigi durumda ANA pozitiflik titreleri

<1/100 1/100 >1/100 - <1/320 >'|/320 <1/1000 >1/1000 -<1/3200 >'I/3200

Floresan siddeti ++++

Sonuc Negatif  Zayif pozifif Pozitif Posz Kuvveﬂ| pozifif Cok kuvvetli pozitif

Tablo 7. Tarama dilisyonu olarak 1/160'n kullanildigr durumda ANA porzitiflik titreleri

el v et | v

Floresan siddetfi ++++

Sonuc Negatif  Zayf pozitif Pozitif Posz Kuvveﬂ| pozifif Cok kuvvetli pozitif

Zayif Pozitif Negatif

sekil 6. Ornek: ANA testi benekli paternde porzitif bir hastaya ait serumun seri dilisyon sonucu elde edilen
IIF géruntUleri



OTOANTIKORLARIN LABORATUVAR TANISI

BOLUM 3 - ANA Saptanmasinda IIF Yéntemi ve Standardizasyon

@l Raporda saglikli kontrollerde de
%25-30 oraninda 1/40, %10-15
oraninda 1/80 ve %5 oraninda 21/160
titrede ANA pozitifligi saptanabildigi

belirtilmelidic! &l ANA sonuglar hi¢gbir zaman sadece

"pozitif" olarak raporlanmamalidir.
Mutlaka calisilan baslangig¢ diltisyonu ve
o diliisyonda saptanan floresan siddeti

l A tanimlanmalidir!
Raporda niikleer, sitoplazmik ve

mitotik aparatusa ait paternler ayr1 ayri
belirtilmelidir. Paterne ait AC kodu
rapora eklenmelidir!

&l Saptanmasi durumunda "yogun
ince benekli" seklinde de tanimlanan
DFS paterni de raporda belirtilmelidir!

Kalite kontrol

TUm laboratuvar testlerinde oldugu gibi ANA IIF testlerinde de laboratuvar kalite standartla-
rnna uygun calisimasi test sonuclannin gbvenirligi icin gereklidir.

ANA lIF ydnteminde standardizasyon genellikle problemlidir ve en cok ANA paterni ve fitre
konusunda sikinfi yasanmaktadir. Kullanilan substrat ve fiksasyon isleminin kitlere gére farklilik
gostermesi, kullanilan mikroskoplarn laboratuvarlar arasinda farklilik géstermesi, IIF gérintUleri-
nin yorumlanmasinin subjektifligi standardizasyon konusunda yasanan problemlerin baslica
nedenleridir. Analitik ve klinik duyarliigin baz otoantijenler icin dustk olmasi ANA lIF yontemi-
nin bir diger siniMlandirmasidir. Ozellikle HEp-2 hicreleri anti-Rib-P, anti-SS-A ve anti-Jo-1
antikorlarnin saptanmasinda dustk analitik ve dolayisiyla dusUk klinik duyarliiga sahipfir.

ANA testlerini standardize etmek ve kolaylastirmak amaciyla farkli test yontemleri gelistiriimistir.
Bu yontemler arasinda ELISA, immunoblotf, multipleks katl faz immunoassay sayilabilir. Bunlar
icinde en sik kullanilani ELISA yéntemidir (bkz. BOIGm 4, Otoantikorlarn saptanmasinda ELISA,
immunoblot testleri ve standardizasyon).

ANA IIF testlerinde dUnya 6lcUsUnde bir standardizasyonu saglamak amaciyla ANA fitre kalib-
rasyonu ve kalite kontroline ydnelik cabalar mevcuttur. Bu amacla DUnya Sadlk Orgiti
(WHO), Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC), Uluslararasi immuonoloji Dernekleri Birligi
(IUIS), Avrupa Otoantikor Standardizasyon Girisimi (EASI) ve bazi ulusal girisimler standart refe-
rans serumlarinin olusturulmasi ve donya genelinde dagitiimasi ydninde calismaktadir.

Bu referans materyallerin sistematik degerlendirmesi halen sirmektedir. ANA ile ilgili yasanan
standardizasyon problemini bir dlcude cdzebiimek icin WHO tarafindan hazirlanan WHO-IRP
66/233 kodlu bir referans serum ve CDC tarafindan hazirlanmis olan standart serumlar
bulunmaktadir. Ancak bu serumlarin sirekli saglanmasi kolay olmadigindan her laboratuvarin
kendi bUnyesinde iyi fanimlanmis hasta serumlarini standart olarak hazirlamasi ve kullanmasi ic
kalite kontrol acisindan yararl bir yaklasim olacakfir.
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ANA IIF testlerinde laboratuvar ici kalite kontrolU saglamak icin her test calismasinda mutlaka
kit icinde bulunan negatif ve pozitif kontrolun calisiimasi, pozitif kontrolin Uretici firma &nerileri
dogrultusunda seri sulandinlarak titre belirenmesi konusunda bir model olarak kullaniimasi en
basta dikkat edilecek ve en kolay uygulanacak islemlerdir. Ayrica ic kalite kontrol olarak klinik
olarak iyi tanimlanmis (klinik bulgular ve diger laboratuvar incelemeleri sonucunda kesin has-
talik tanisi konulmus hastalara ait serum &érnekleri) 20-30 serumluk bir koleksiyon seklinde
hazirlanarak alikotlar halinde en az -20°C'de saklanabilir. Bu sekilde hazirlanan kontrol érnekle-
rinin her kit veya lot degisiminde ve ayni kit ve lotla calisidiginda en az ayda bir kez olmak
Uzere (veya laboratuvarin belirleyecedi siklikta) test serisine dahil etmesi ic kalite kontrol
acisindan yararl bir yaklasimdir.

Ozellikle civall lambalarin kullanildigi durumlarda lamba floresan siddetinin dogrusalligr dizenli
araliklarla dlcUimelidir.

ANA IIF testlerinde ic kalite kontrol calismalarinin yani sira bir dis kalite degerlendirme progra-
mina dahil olunmasi da laboratuvarin kendini tUm laboratuvarlar icinde ve ayni kit kullanicilar
icinde degerlendirmesi acisindan dnemlidir.

ANA IIF testinde sonuclarnn guvenilirligini saglama acisindan laboratuvar ve klinisyen arasin-
daki cift yonlU egitim ve iletisimin saglanmasi dnemlidir. Klinisyenlerin verecedi geri bildirimler
laboratuvarin kendini degerlendirmesi ve gerekli duzeltici-&nleyici faaliyetleri organize etmesi
acisindan énem tasimaktadir.

ANA test kullanimi ile ilgili genel Oneriler

ANA sadece sistemik ofoimmuUn hastalik belirtisi olan kisilerde arastinimalidir. Zayif ANA pozitifli-
gi saglikli kisilerde ve romatizmal olmayan pek cok farkl hastalikta da izlenebilir. ANA IIF titreleri
ile hastaligin gidisati arasindaki iliski zayiftir. Bu durumun tek istisnasi anfi-PCNA ve anti-kromatin
(nUkleer homojen patern) antikorlandir, cUnkU bu iki durumda da fitrenin dusmesi veya
antikorun kaybolmasi tedavi etkinligini gésterir.
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BOLUM 4

OTOANTIKORLARIN ENZIM
BAGLI IMMUNOSORBENT
ASSAY (ELISA), IMMUNOBLOT
TESTLERI VE
STANDARDIZASYON

Enzim bagl immunosorbent assay (ELISA)

OtoimmuUn hastaliklarin fanisinda en sik kullanilan yéntemlerden biri olan ELISA, serum veya
plazma érneklerinde 1gG, IgA veya IgM sinifi antikorlann varligini ya da miktarini in-vitro olarak,
semi- kantitatif ya da kantitatif olarak belilemede kullanilir.

Test calismasinda &zgul antijenle kaplanmis mikrotitrasyon kuyucuklar ya da tGpleri kullanilir.
Reaksiyonun ilk basamaginda sulandinimis hasta érnekleri reaksiyon kuyucuguna konularak
uygun sicaklikta inkUbe edilir. Pozitif drneklerde &zgul IgG, IgA veya IgM antikorlarn kuyucukta
bulunan antijenlere baglanir. Baglanmayan tUm yapilarin uzaklastinimasi amaciyla yikama
islemi gerceklestirilir. Baglanan antikorlan saptamak icin, renk reaksiyonunu katalizleyen
enzimle isaretlenmis anti-insan antikorlan (konjugat) ile ikinci inkUbasyon yapllir. ikinci ylkama
islemi ile baglanmayan yapilar uzaklastinlir. Orfama enzime 6zgUl bir kromojen substrat
eklenerek, gelisen reaksiyon sonucu kuyucukta olusacak renk degisimi izlenir.

Olusan rengin yogunlugu serumda bulunan 6zgUl antikorlann konsantrasyonu ile dogru oran-
fildir. TUm islemlerden sonra "stop" ¢cozeltisi eklenerek reaksiyon durdurulur ve renk yogunlugu
spektrofotometrik olarak dlculor. Olcim yapilirken, kullanilan substrata uygun bir filtre ve gere-
kiyorsa bir referans filtfre secilir. Bilinen miktarda antikor iceren kalibratdrler kullanilarak hasta
orneklerindeki anfikor miktar semi-kantitatif ya da kantitafif olarak belirlenir.

ELISA yénteminin otoantikor saptanmasindaki avantajlari

ELISA testleri manUel, yan otomatize ya da tam otomatize sistemlerde calisiabilmektedir. Ayni
anda, cok sayida 6rnegin calisilabilmesi, ucuz ve tekrar edilebilir olmasi yéntemin énemli a-
vantajlanndandir. Sonuclarin spekirofotometrik olarak degerlendiriimesi lIF ydntemindeki, kisiye
bagl degerlendirmenin énUne gecebilir.

ANA taramasinda &nerilen yontem [IFdir. ELISA, ANA-IIF testleri ile karsilastinidiginda iyi
dUzeyde duyarliga ve yuUksek dUzeyde negafif prediktif degere sahiptir. Bu nedenle ELISA
testleri ANA negatif drneklerin belirenmesinde kullanilabilir.

Anti-kardiyolipin antikorlan (ACA), Anti-B2-glikoprotein-I (Anti-B2-GPI) antikorlar, ¢6z0nebilir ka-
raciger antijeni/karaciger pankreas antijeni (SLA/LP) antikorlar, romatoid faktdr (RF) ve anti-
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siklik sitrGlinlenmis peptid antikorlan (anti-CCP) gibi bazi otoantikorlar IIF yontemi ile belirlene-
meyip ELISA ile saptanabilmektedir. Ayrica lIF ydnteminde anti-SS-A, anti-tRNA sentetaz (Jo-1)
ve anti-ribozomal-P  (anfi-Rib-P) antikorlannin saptanmasinda sorunlar yasanabilmekte, bu

durumlarda da ELISA yontemi etkin olarak kullanilabilmektedir.

Bazi ofoantikorlar icin titre takibinin yapiimasi hastalik akfivitesinin
belirlenmesi acisindan 6nemlidir. Bunun en iyi 6érnegi anti-dsDNA
antikorlandir. IIF ile tespit edilebilen anti-dsDNA antikorlarinin, ELISA
testinde elde edilen kantitatif degerler ile takip ediimesi 6neriimek-
tedir. Bunun yaninda ANCA pozitifliginde PR3 ve MPO ANCA fitresi
takibinin de hastalik aktivitesinin belilenmesi ve relapslarin tespitinde
onemli oldugu bilinmektedir. Deamine gliadin peptid anfikorlarn
(anti-DGP) ve doku transglutaminaz antikorlarn (Anti-dTG) fitreleri de
tedavi takibinde oldukca basarili olan ELISA parametrelerdir.

ELISA yonteminin otoantikor saptanmasindaki
dezavantajlari

ELISA ile saptanan antikorlarin, ANA IIF testleri ile karsilastinldiginda,
pozitif prediktif degerinin dusUk oldugu gérilimektedir. Yalanci
pozfifligin en dnemli nedeni ELISA kitlerinin hazirlanmasinda farkli
antijenlerin kullaniimasi ve hasta serumunda mikroplak kuyucukla-
nnin serbest baglanma bolgelerini bloke etmek amaciyla kullanilan
baz proteinlere karsi gelismis heterofil antikorlarin bulunmasidir. Anti-
dsDNA ELISA testinde kullanilan antijenler tek zincirli DNA (ssDNA) ile
kontamine olabilmekte, bu nedenle tani ve izZlemde degeri olma-
yan ssDNA anfikorlarn yalanci pozitif sonuclarnn olusmasina neden
olabilmektedir. Bunun yani sira ELISA tfestinde kullanilan antijen
sayisinin kisith olmasi ve dogal hUcre antijenlerini tam olarak icerme-
mesi de yalanci negatif sonuclara yol acabilmektedir.

ImmUnoblot ydntemi

&l ELISA testinin
ANA

belirlenmesinde
pozitif prediktif
degeri dugtiktiir!

Bu nedenle ELISA ile
pozitiflik gortlen
tiim ANA sonugclari
IIF testi ile
dogrulanmalidir.

Ancak ELISA
yontemiyle saptanan
anti-SS-A ve anti-
Rib-P pozitifliginin
[IF yonteminde
saptanmayabilecegi
de g6z 6nilinde
tutulmalidir!

Antijen antikor birlesmesi ve olusan reaksiyonun kati fazda (nitroseliloz membran Uzerinde)
tespiti prensibine dayali bir diger metot, immunoblot (Western blot olarak da adlandirimakta-
dir) yontemidir. Bir protein kansimindaki (6rn., bir hUcre lizatindaki) proteinleri tek tek sapta-
maya yonelik olan bu metot serum veya plazma &rneklerinde farkll antijenlere karsi olusan
IgG, IgM veya IgA sinifi antikorlarnn in-vitro olarak kalitatif ya da semi-kantitatif tayininde kulla-
nilir. Ticari olarak hazilanan immuUnobloft seritleri yUksek oranda saflastinimis veya rekombinan
yontemlerle sentezlenmis antijenleri paralel cizgiler halinde icermektedir. Testin ik basamagin-
da sulandinimis hasta drnekleri immunoblot seritleri ile inkUbe edilir. Pozitif drneklerde 1gG, IgA
veya IgM antikorlarn 6zgul antijenlere baglanir. Baglanmayan yapilarn uzaklastirmak amaciyla
yikama islemi gerceklestirilir. Baglanan antikorlan saptamak icin bir renk reaksiyonunu katalizle-
yen enzimle isaretlenmis anti-insan antikorlarn (konjugat) ve kullanilan enzime uygun bir
substrat eklenir ve bu reaksiyonlar sonucu immunobloft seritleri Uzerinde olusan bantlar gozle

ya da cihaz ile degerlendirilir.

immUnoblot yéntemi; ekstrakte edilebilir nUkleer antijenlere (nRNP/Sm, Sm, SS-A, SS-B, Scl-70 ve
Jo-1) karsi gelisen otoantikorlarin belirlendigi “ENA paneli”, ENA panelinde bulunan antijenlere
ek olarak farkli antfi-nUkleer antijenlere karsi antikorlann da belilenebildigi “ANA paneli”,
otoimmuUn karaciger hastaliklan ile ilgili antijenlere karsi antfikorlarn varliginin belirlenebildigi
“otoimmin karaciger paneli” ve ndronal antikorlann varliginin belirenmesinde kullanilan

“miyozit paneli” gibi paneller seklinde hazrrlanabilmektedir (Sekil 7).
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Sekil 7. Sirasiyla ENA paneli, ANA paneli, miyozit paneli ve otfoimmUn karaciger paneline drnekler

immuonoblot ydnteminin otoantikorlar saptanmasindaki avantaijlarn: Tom ANA antijenlerinin bir
arada bulundugu western blot kitleri piyasada mevcut ise de ekstrakte edilebilen ve
hastaliklar ile iliskilendirilebilen anfijenlerin saflastiniarak ya da rekombinant yontemler ile
Uretilerek nitroselUloz membranlara baglanmasi ile olusturulan immunoblot kitlerinin kullaniima-
si daha cok tercih edilimektedir.

immunoblot testleri hastalikla iliskili otoantikorlann mono-&zgul olarak tespit edilmesi acisindan
oldukca 6nemli testler olup kolay uygulanabilmesi, gbzle ya da otomatize olarak degerlendiri-
lebilmeleri, kalitatif ya da semi-kantitatif sonuclar elde edilmesini saglamalar acisindan olduk-
ca yararhdir.

immonoblot yénteminin otoantikor saptanmasindaki dezavantajlan: Diger ydntemler ile
kiyaslandiginda daha pahali olmasi, kantitatif sonuclar elde edilememesi, antijen hazirlama
yontemlerinden kaynaklanabilecek sorunlar bu yéntemin dezavantajlan olarak siralanabilir.

ELISA ve immuUnoblot yontemlerinde test sonucunu
etkileyen parametreler

Otoantikorlarin tespitinde kullanilan ELISA ve immuUnoblot ydntemlerinde sonucu etkileyen
parametreler, diger serolojik testlerde eftkili olan parametreler ile benzerdir ve Tablo 8'deki gibi
Ozetlenebilir.

Saglkl bireylerde de dUsUk miktarlarda otoantikorlar bulunabildiginden, ofoantikor test
istemlerinin sadece belirli klinik durumlarda yapilmasi énerilir. Romatoid artrit (RA), sistemik
lupus eritematozus (SLE) ve diger bag doku hastaliklar, anfi-fosfolipit sendromu, otoimmun
vaskUlitlerin  tani kriterleri tanimlanmis ve ofoantikor istemi yapimasi gereken durumlar
belirenmistir (bkz. BoIUm 2, Otoantikorlann tani, fedavi ve hastalik iziemindeki rolleri).
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Tablo 8. ELISA ve immUnoblot ydntemlerinde test sonucunu etkileyen faktorler

Pre-analitik faktorler Analitik faktorler Post-analitik faktorler

- Uygun hastalarin secimi - Kit degiskenligi - Raporlama sUreci

- Ornek toplama parametreleri - Kullanilan antijenin ézellikleri - Olctim birimi

- Ornek saklama ve isleme - Antijen baglanmasinda - Negatif, sinirda pozifif,
prosedurleri kullanilan yontemler pozitif ve gUclU pozitif sinir

- Transport kosullar - Kalibrasyon ve degerlerin belirlenmesi

- Hastadan kaynaklanan standardizasyon sistemleri - Yeniydntemlerin diger
faktorler - Saptama sistemleri yontemler ile uyumunun

belirenmesi

ELISA ve immunoblot test kiti secimi

Antijen hazirlama ve tespit etme basamaklarinda, kalibratdr ve standartlarnn olusturulmasin-
daki farkliliklar gibi nedenlerden dolayr her ELISA ya da immuUnoblot kitinin analitik performansi
ayni olmayabilir. Otoantikorlann belilenmesinde mutlaka IVD/CE belgeli veya FDA onayli
ticari kitler kullanilmall, ayrica yeni bir ELISA ya da immuUnoblot testi laboratuvara kabul
ediimeden &nce mutlaka performans degerleri test ediimelidir. Bu amacla kullaniimasi
gereken minimum performans kriterleri ve minimum &rnek sayilar Tablo 9'da belirtiimistir.

Tablo 9. Ticari testlerin performanslarinin belirlenmesi icin gereken minimum &rnek sayilar

Gerekli ornek sayisi

Kantitatif testler

Ornek 6zelligi
Kalitatif testler

Dogruluk (accuracy) Pozitif 3 3
DUsUk pozitif 3 3
Negatif 3 3
Kesinlik (infra-assay) Pozitif 1 4
DUsUk pozitif 1 3
Kesinlik (inter-assay) Pozitif 1 2
DUsUk pozitif 1 2
Dogrusallik (linearity) Pozitif 0 2

(10 katlik sulandinmlar
iceren en az U¢ dilusyon)

ELISA ve immunoblot testlerinin calisimasinda dikkat
edilmesi gerekenler

ELISA ve immUnoblot testlerinin serum &rneklerinde calisimasi énerilir ancak plazma érnekleri
de kullanilabilir. Diger serolojik testlerde oldugu gibi hemolizli, yUksek dUzeyde lipemik ve ikterik
drneklerin kullaniimasi énerilmez. Orneklerin 72 saate kadar +4°C'de, daha uzun sire beklene-
cekse -20°C'de saklanmasi 6nerilir. C6zU0ImUs ornekler tekrar dondurulup ¢dzUlerek kullanil-
mamalidir,
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Testlerin calisimasinda tUm standart uygulama basamaklarina fitizlikle uyulmalidir. Kullanilan
enzim aktivitesi ortam ve reakdiflerin isisina bagmiidir ve 1s1 degisikliklerinde absorbans degerleri
degisken olabilir. Substrat inkUbasyonu sirasinda oda sicakhigr 18-25°C arasinda olmaldir. Bu
degerlerden daha yUksek oda sicakligl, absorbans degerlerinin yUksek cikmasina ve yalanci
pozitif sonuclara neden olabilir.

Test kitleri uygun orfamda ve sicaklikta, nemden korunarak saklanmalidir, miadi dolmus kitler
kullaniimamalidir. TUm &rneklerin ve reaktiflerin calisma 6ncesinde oda sicakligina getirilmis
olmasina dikkat edilmelidir. Kullanilan otomatik pipetlerin kalibrasyonlan dUzenli araliklarla
kontrol edilmeli, cihazlarin rutin bakimlan dUzenli olarak yapilmaldir.

ELISA ve immunoblot testlerinde raporlama

Post-analitik sUrec¢ ile ilgili olarak; raporlama formatlanna &zen gdsterimeli, her test icin
kullanilan yontem, kullanilan birim, negatif ve pozitif degerler, varsa sinrda (gray zone) ve
yUksek pozitiflik degerleri belirtiimelidir.

ELISA ve immunoblot testlerinde kalite kontrol

Otoantikor testlerinde ic kalite kontrol prosedurleri dUzenli olarak uygulanmalidir. Kitlerin kendi
kontrol &rnekleri ic kalite kontrol drnegdi olarak kabul edilebilir. Bunlarn yaninda bagimsiz
kontrol érneklerinin (uluslararasi, ulusal ya da lokal standart serumlar, serum havuzlarn ya da iyi
karakterize edilmis ve miktan klinik olarak anlamli olcUler icerisinde olan hasta &rnekleri)
calismaya eklenmesi de dneriimektedir.

Her test calismasinda mutlaka pozitif kontrol, negatif kontrol ve gerekli sayida kalibratér kulla-
nilmalidir. Calismada kalibratér absorbanslar, pozitif ve negatif kontrollerin degerleri test kit
lotu icin verilen araliklarda olmalidir.

Eger konftroller icin verilen degerlere ulasilamiyorsa test sonuclan gUvenilir oimayabilir ve test
tekrarlanmalidir. Ayrica ic kalite kontrolGnUn bir uygulamasi olarak laboratuvara kabul edilen
tUm &rneklerin %0,5-1'inin tekrar calisimasi dneriimektedir.

ic kalite kontrol uygulamalarnin yani sira tOm testler icin dis kalite dederlendirme programla-
rnna Uye olunmali, bu sekilde kalite givence altina alinmalidir.
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ANTI-NUKLEER ANTIKOR (ANA)
PATERNLERI

NUkleer Paternler (AC-1'den AC-14'e kadar, AC-29)

Resim 1. Hep-2 (x40) Resim 2. Maymun karaciger (x40)

Resim 3. Hep-2 (x40) Resim 4. Hep-2 (x40)
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WY Gl LI W HEp-2 interfaz evresindeki hiicreler: Pozitif

istirahat halindeki hUcrelerin nikleuslar uniform tarzda, homojen boyanir. Baz
orneklerde nUkleoluslar boyanmayabilir; ancak bu érneklerde metafaziar
yogun homojen boyanir ve "homojen" paterni dogrular (Resim 4).

HEp-2 metafaz evresindeki hiicreler: Pozitif
B&IUnen hicrelerin kromatinleri yogun homojen boyanir.

Maymun karacigeri: Pozitif
Hepatosit nUkleuslarinda homojen boyanma goézlenir.

ilgili antijenler dsDNA, ssDNA, histon, nUkleozom

[ CE @ Sistemik lupus eritematozus (SLE), laca badl lupus, romatoid artrit (RA), juvenil
kronik artrit, sistemik skleroz, anfi-fosfolipit sendromu

P RAPOR ORNEGH

Sonug ANA: Porzitif (++++)
Patern: Homojen (AC-1)
Titre: (++++) >1/3200 titrelerde pozitifligi isaret eder; kesin bir titre sonucu
isteniyorsa yeni dilUsyonlu test istemi yapiimasi uygundur.

Calisma yontemi IIF
Calisilan hiicre/doku [JzlseR
Referans deger <1/100 titre - Negatif

Aciklama/oneri Anti-dsDNA benzeri boyanma tespit edilmistir. Anti-dsDNA IIF ve anti-dsDNA
ELISA testi ve/veya anti-ANA/ENA immUnoblot (nUkleozom, histon ve dsDNA
icin) calisiimasi dnerilir.

* Patern belirlemede yardimci doku olarak maymun karacigeri de kullaniliyorsa; calisilan
hUcre/doku: "HEp-2 ve maymun karacigeri" olarak
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Resim 5. HEp-2 (x40) Resim 6. Maymun karacigeri (x40)
Resim 7. HEp-2 (x40) Resim 8. HEp-2 (x40)

UGN N HEp-2 interfaz evresindeki hiicreler: Pozitif
istrahat halindeki hiicre nikleuslarinda nikleoplazma yodun ince benekli tarzda
boyanma gosterir.

HEp-2 metafaz evresindeki hiicreler: Pozitif

BolUnen hicrelerdeki kromatinlerde interfaz evresindekilerle benzer sekilde benekli
tarzda boyanma gdzlenir. Metafazdaki boyanma genellikle interfazdaki
boyanmadan daha kuvvetlidir.

Maymun karacigeri: Negatif/Pozitif
Hepatosit nUkleuslan benekli tarzda boyanabilir ancak cogu zaman boyanma
gbzlenmez.

ilgili antijenler 70-kDa lens epitelyum kaynakl bUyUime faktéri (LEDGF)/DNA binding
franscription coactivator p75/dense fine speckled antijen (DFS 70)

[N IR CE 0@ Sadlikl bireylerde %4,2 - 33,1 oranlannda gérilebildigine dair calismalar
mevcuttur. izole DFS70 pozitifligi geneliikle sistemik romatizmal hastalik tanisindan
uzaklastinr. Atfopik dermatit, alopesia areata, interstisyel sistit, astim, pediatrik
kronik yorgunluk sendromu gibi sistemik olmayan otoimmUn hastaliklarda ya da
cesitli goz hastaliklan ya da kanserlerde de gorulehbilir.



KLIMUD

AntinUkleer Antikor (ANA) Paternleri — BOLUM 5

P RAPOR ORNEG

Sonug ANA: Pozitif (+++)

Patern: Yogun ince benekli (cekirdek benekli + kromozom benekli ya da DFS70
seklinde de raporlanabilmektedir). (AC-2)

Titre: (+++) sonug¢ 1/1000-1/3200 arasindaki titrelerde pozitifligi isaret eder; kesin
bir titfre sonucu isteniyorsa yeni dilusyonlu test istemi yapilmasi uygundur

Calisma yontemi IF
Calisilan hiicre/doku [JglSe
Referans deger <1/100 titre Negatif

Aciklama/o6neri Anti DFS70/LEDGF benzeri boyanma saptanmistir. Anti-ANA paneli (Anti-
DFS70/LEDGF acisindan) calisimasi dnerilir.

E,l Dusuk titredeki anti-DFS70 ve homojen + benekli
paternlerin birbirinden ayrimi glictir.

Anti-DFS70 benzeri boyanmada niikleoplazma heterojen
benekli tarzda bir boyanma gosterirken ntikleoluslar
boyanmaz, metafaz plagi daha yogun ve benekli tarzda
boyanma gosterir.

Ayirt edilemedikleri durumda anti-dsDNA ve anti-ENA
antikorlarinin arastirilmasi 6nerilebilir.

Resim 9. Anti-DFS70 benzeri boyanma Resim 10. Homojen + benekli paternde boyanma
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BOLUM 5 - AnfinUkleer Antikor (ANA) Paternleri

Resim 11. HEp-2 (x40) Resim 12. Maymun karacigeri (x40)
Resim 13. HEp-2 (x40) Resim 14. HEp-2 (x40)

WNLCH G LU 11 W HEp-2 interfaz evresindeki hicreler: Pozitif

istirahat halindeki hiicrelerin nUkleuslarn kumlu ve bazen homojene benzeyen
ince benekli (ince grandler, fine speckled) tarzda boyanir. SS-A paterninde baz
nUkleoluslar boyanmis, bazilan boyanmamis gérilebilir.

HEp-2 metafaz evresindeki hicreler: Negatif

Metafaz evresindeki hicrelerdeki kromatinlerde boyanma gézlenmez (metafaz
evresindeki hUcrelerin orta hatlar bos gérulur).

Maymun karacigeri: Pozitif

Hepatosit nUkleuslarinda HEp-2 nUkleuslarindaki boyanmadan daha disuk
titrede, benekli tarzda boyanma gdzlenir.

ilgili antijenler SS-A, SS-B

[ RN EE E @ Sidgren sendromu, SLE, skleroderma, subakut kutandz lupus eritemartozus,
miyozit ve miks bag doku hastaligi
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AntinUkleer Antikor (ANA) Paternleri — BOLUM 5

P RAPOR ORNEG

ANA: Porzitif (+++)
Patern: ince benekli, Anti-SS-A, Anti-SS-B benzeri boyama gdzlenmistir (AC-4)

Titre: (+++) sonuc 1/1000-1/3200 arasindaki titrelerde pozitifligi isaret eder; kesin
bir titre sonucu isteniyorsa yeni dilisyonlu test istemi yapilmasi uygundur.

Calisma yontemi IIF
Calisilan hiicre/doku [RzlSes

Referans deger <1/100 titre - Negatif

Aciklama/oneri ANfti-SS-A, anti-SS-B benzeri boyanma tespit edilmistir. Anti-ANA/ENA
immunoblot ya da anti-SS-A/SS-B ELISA testi calisimasi dnerilir.
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BOLUM 5 - AnfinUkleer Antikor (ANA) Paternleri

ince benekli patern (anti-Ku benzeri boyanma)

Resim 15. HEp-2 (x40) Resim 16. Maymun karacigeri (x40)

Resim 17. HEp-2 (x40) Resim 18. HEp-2 (x40)

(G T e[ 11T W HEp-2 interfaz evresindeki hiicreler: Pozitif

istirahat halindeki hUcrelerin nikleusunda bazen kumiu ve hemen hemen
homojene benzeyen ince benekli tarzda boyanma gézlenirken nUkleoluslarda
genellikle boyanma gértimez.

HEp-2 metafaz evresindeki hicreler: Negatif

B&IUnen hicrelerdeki kromatinlerde boyanma gézlenmez. Ancak metafaz
plaginin ceperi belirgin olup, kromatin alaninin icine dogru uzanan fibriler tarzda
yapilar gortlebilir.

Maymun karacigeri: Pozitif

ilgili antijenler Ku (Ku70/Ku80) antijeni (DNA-binding nuclear protein)
[FAR SO ER e [/ Overlap sendromu, progresif sistemik skleroz, miyozitler, SLE

BPrAPOR ORNEG

Sonu¢ ANA: Porzitif (+++)
Patern: ince benekli, anti-Ku benzeri boyanma gézlenmistir.
Titre: (+++) sonug¢ 1/1000-1/3200 arasindaki titrelerde pozififligi isaret eder; kesin
bir titfre sonucu isteniyorsa yeni dilusyonlu test istemi yapilmasi uygundur.

Calisma yontemi IIF
Calisilan hiicre/doku Jglsel¥
Referans deger <1/100 titre - Negatif

Aciklama/6neri Anti-Ku benzeri boyanma tespit edilmistir. Anfi-ANA/ENA immUnoblot ya da
anti-Ku ELISA testi calisimasi onerilir.



KLIMUD

AntinUkleer Antikor (ANA) Paternleri — BOLUM 5

Resim 5.1.2.3.1 HEp-2 (x40) Resim 5.1.2.3.2. Maymun karacigeri (x40)
Resim 5.1.2.3.3. HEp-2 (x40) Resim 5.1.2.3.4. HEp-2 (x40)

WL G e[ 11 W HEp-2 interfaz evresindeki hicreler: Pozitif
istirahat halindeki hiicre nikleuslarinda yodun, orta bUyUklUkte ya da iri
granuller (benekler) gérulur. NUkleoluslar boyanmamustir.

HEp-2 metafaz evresindeki hicreler: Negatif
BolUnen hicrelerde bulunan kromatinlerde boyanma gézlenmez (metafaz
evresindeki hUcrelerin orta hatlar bos gorolur)

Maymun karacigeri: Pozitif
Hepatosit nUkleuslarinda, HEp-2 nukleuslarindaki boyanma ile benzer
porlokhkto benekli tarzda boyanma gérolUr, nUkleoluslar ise boyanmamustir.

ilgili antijenler 1-nRNP, Sm
ST BEETINETE \Miks bag doku hastalidi, SLE, sistemik skleroz, sistemik skleroz / polimiyozit

BPRAPOR ORNEGH

Sonug ANA: Pozitif (++++)
Patern: Kaba benekli (kaba granuler, corse speckled) (AC-5)
Titre: (++++) >1/3200 titrelerde pozitifligi isaret eder; kesin bir test sonucu
isteniyorsa yeni dilUsyonlu test istemi yapilmasi uygundur.

Calisma yontemi IIF
Calisilan hiicre/doku Jzlsel
Referans deger <1/100 titre - Negatif

Aciklama/oneri Anti- U1 nRNP benzeri boyanma tespit edilmistir. Anti-ANA/ENA immUnoblot ya
da anti-UT-nRNP /Sm ELISA testi calisiimasi dnerilir
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BOLUM 5 - AnfinUkleer Antikor (ANA) Paternleri

Kaba benekli patern (Anti-nUkleer matriks benzeri boyanma)

Resim 19. HEp-2 (x40) Resim 20. HEp-2 (x40)

WLCH Gl LI W HEp-2- interfaz evresindeki hicreler: Pozitif

istirahat halindeki hUicrelerin nikleusunda dzellikle nikleoluslar etrafinda daha
belirgin olan, orta ve iri bUyUklUkte, benekli tarzda boyanma gozlenirken
nUkleoluslarda boyanma gériimez.

HEp-2- metafaz evresindeki hiicreler: Negatif

B&lUnen hucrelerdeki kromatinlerde boyanma gbzlenmez.
Maymun karacigeri: Pozitif

Hepatosit nUkleuslarinda benekli tarzda boyanma gorUlUr.

ilgili antijenler NUkleer matriks proteini-2
R SO EE e @ Dermatomiyozit

P RAPOR ORNEGH

Sonug ANA: Porzitif (+++)
Patern: Kaba benekli, anfi-nUkleer matriks proteini benzeri boyanma
gbzlenmigtir.
Titre: (+++) sonuc 1/1000-1/3200 arasindaki titrelerde pozitifligi isaret eder; kesin
bir test sonucu isteniyorsa yeni dilisyonlu fest istemi yapilmasi uygundur.

Calisma yontemi IIF
Calisilan hiicre/doku [gl=e3¥]
Referans deger <1/100 titre - Negatif

Aciklama/oneri Anti-nUkleer matriks proteini benzeri goérintt tespit edilmistir.

Anti-ANA/ENA immUnoblot ¢calisiimasi dnerilir (diger paternlerden ayirmak
acisindan)
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AntinUkleer Antikor (ANA) Paternleri — BOLUM 5

Resim 21. HEp-2 (x40) Resim 22. Maymun karacigeri (x40)
Resim 23. HEp-2 (x40) Resim 24. HEp-2 (x40)

WY Gl I UL 1T W HEp-2 interfaz evresindeki hiicreler: Pozitif
istirahat halindeki hUicre nikleuslannda nikleoplazma ince benekli/homojen ve
nUkleolar tarzda boyanma gosterir.

HEp-2 metafaz evresindeki hiicreler: Pozitif
B&lUnen hiUcrelerdeki kromatinlerde interfaz evresindekilerle benzer sekilde
benekli / homojen tarzda boyanma gozlenir.

Maymun karacigeri: Pozitif / Negatif

Hepatosit nUkleuslarinin bazilarinda benekli / homojen tarzda boyanma,
bazilarinda nUkleolar tarzda boyanma, bazilarinda benekli/nomojen ve
nUkleolar tarzda boyanma gorilUr, ancak bazilarinda boyanma gbzlenmez

ilgili antijenler DNA topoizomeraz 1 (dogal formu 100 kDa, 70 kDa)
(X IR o418 Progresif sistemik sklerozun diffUz formu icin oldukca spesifiktir.

BPRAPOR ORNEGH

Sonug ANA: Pozitif (+++)
Patern: Benekli/Homojen+NUkleolar, Topo | benzeri boyanma gdzlenmistir (AC-29)
Titre: (+++) sonuc 1/1000-1/3200 arasindaki titrelerde pozitifligi isaret eder; kesin
bir titre sonucu isteniyorsa yeni dilisyonlu test istemi yapilmasi uygundur.

Calisma yontemi IIF
Calisilan hiicre/doku Jzlsel
Referans deger <1/100 fitre - Negatif

Aciklama/o6neri Anti-Scl-70 benzeri boyanma tespit edilmistir. Anti-ANA/ENA immuUnoblot ya da
anti-Scl-70 ELISA testi calisimasi &nerilir.
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BOLUM 5 - AnfinUkleer Antikor (ANA) Paternleri

Resim 25. HEp-2 (x40) Resim 26. Maymun karacigeri (x40)

Resim 27. HEp-2 (x40) Resim 28. HEp-2 interfaz ve metafaz gérintUst
(bUyUt0ImUs gérintd)

WL G LI 11 W HEp-2 interfaz evresindeki hiicreler: Pozitif
istirahat halindeki HEp-2 hicrelerinin nikleuslannda kromozom sayisi kadar noktali
boyanma vardir.

HEp-2 metafaz evresindeki hiicreler: Pozitif
B&lUnen hucrelerdeki kromatinlerde belirgin, fipik, noktal tarzda boyanma
gorolUr.

Maymun karacigeri: Pozitif
Hepatosit nUkleuslannda HEp-2'den daha dusuk titrede, noktal tarzda
boyanma gbézlenebilir.

ilgili antijenler CENP-A, CEMP-B, CENP-C ve daha nadir olarak CENP-D
(R IETLEECTUIT® CREST sendromu, sistemik skleroz, primer biliyer siroz, Raynaud fenomeni

P RAPOR ORNEGH

Sonug ANA: Poztif (+++)
Patern: Senfromer (AC-3)
Titre: (+++) sonuc 1/1000-1/3200 arasindaki titrelerde pozitifligi isaret eder; kesin
bir titre sonucu isteniyorsa yeni dilusyonlu test istemi yapilmasi uygundur

Calisma yontemi IF
Calisilan hiicre/doku [Jzlse®
Referans deger <1/100 fitre - Negatif

Aciklama/oneri Anti-sentromer antikoru benzeri boyanma tespit edilmistir. Anti-ANA/ENA
immuUnoblot ya da anti-CENP B ELISA testi calisimasi onerilir.
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AntinUkleer Antikor (ANA) Paternleri — BOLUM 5

@l Sentromer paterninin niikleer dots paterninden
ayrimi i¢cin metafazlar incelenir. Sentromer paterninde
metafazlarda noktal tarzda boyanma varken, ntikleer
dots paterninde metafazlar negatiftir!

IZI Sentromer antikorlart CENP-B, CENP-A, CENP-C ve
daha nadir olarak CENP-D'ye karsidir. CENP-F antikorlari
bu boyanma seklini gostermezler.

@l immiinoblot testlerde genellikle CENP-B proteinine
karsi antikor varligi degerlendirilir. Diger sentromer
proteinlerine karsi antikor varliginda IIF pozitif,
immiinoblot negatif sonuc¢lar alinabilir!
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BOLUM 5 - AnfinUkleer Antikor (ANA) Paternleri

Resim 29. HEp-2 (x40) Resim 30. Maymun karacigeri (x40)
Resim 31. HEp-2 (x40) Resim 32. HEp-2 (x40)
Resim 33

I G LILTTN HEp-2 interfaz evresindeki hiicreler: Pozitif

istrahat halindeki HEp-2 hUcrelerinin nUkleoplazmalarinda otoantikorlar gésteren
en az 6 adet olmak Uzere farkl sayida noktall (ortalama 6-10 nokta) boyanma
gozlenir.

HEp-2 metafaz evresindeki hiicreler: Negatif

B&IUnen hucrelerdeki kromatinlerde boyanma gdzlenmez.

Maymun karacigeri: Pozifif

Hepatosit nUkleuslarnda en az ayni siddette noktall boyanma mutlaka
gozlenmelidir.

ilgili antijenler Sp100 nUkleer antijen, promyelocytic leukemia proteini (PML), NDP53, MJ/NXP-2
antijeni

BRSO R o 118 Primer biliyer siroz, Sjdgren sendromu, SLE ve dider kronik inflamatuvar bad dokusu
hastaliklarn



KLIMUD

AntinUkleer Antikor (ANA) Paternleri — BOLUM 5

P RAPOR ORNEG

Sonug¢ ANA: Pozfif (+++)
Patern: Cok sayida nUkleer noktall (multipl nuclear dots) (AC-6)
Titre: (+++) sonuc¢ 1/1000-1/3200 arasindaki fitrelerde porzitifligi isaret eder; kesin bir
fifre sonucu isteniyorsa yeni dilUsyonlu fest istemi yapiimasi uygundur.

IF

HED-2

<1/100 titre - Negatif
Aciklama/éneri B

r_l Bazi 6rneklerde sentromer ve niikleer dots paternleri bir
arada bulunabilir. Bu durumda karaciger dokusu ile de
calisilmis ise karaciger kesitlerindeki gortiintii incelenebilir.
Niikleer dots paterninde karaciger hiicrelerindeki boyanma
HEp-2 hiicrelerindekinden daha kuvvetli oldugundan
sentromer paterninden daha parlak olarak dikkati ¢eker.
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BOLUM 5 - AnfinUkleer Antikor (ANA) Paternleri

Resim 34. HEp-2 (x40) Resim 35. Maymun karacigeri (x40)
-
Resim 36. HEp-2 (x40) Resim 37. HEp-2 (x40)

(CH Gl Qe T (14110 Ml HEp-2 interfaz evresindeki hicreler: Pozitif

istirahat halindeki HEp-2 hicrelerinin nUkleoplazmalarinda otoantikorlan gésteren
en fazla 6 adet nokta (ortalama 2-3 nokta) seklinde boyanma gozlenir.

HEp-2 metafaz evresindeki hicreler: Pozitif

BolUnen hicrelerdeki kromatinlerde boyanma gézlenmez.

Maymun karacigeri: Pozitif

ilgili antijenler Cajal cisimcigi (coiled body) (80 kD'luk bir protein)

[N MR o141l Sidgren sendromu, diger inflamatuvar hastaliklar, primer biliyer siroz, kronik akfif
hepatit. Saglikl bireylerde de gorulebilir.

BPRAPOR ORNEG

Sonug ANA: Pozitif (+++)
Patern: Az sayida nUkleer noktall (few nuclear dots) (AC-7)

Tifre: (+++) 1/1000 - 1/3200 arasindaki titrelerde pozitifligi isaret eder; kesin bir fitre
sonucu isteniyorsa yeni dilisyonlu test istemi yapilmasi uygundur.

Calisma yontemi IIF
Calisilan hiicre/doku [Jglsel
Referans deger <1/100 fitre - Negatif

Aciklama/oneri
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AntinUkleer Antikor (ANA) Paternleri — BOLUM 5

Resim 38. HEp-2 (x40) Resim 39. Maymun karacigeri (x40)

Resim 40. HEp-2 (x40) Resim 41. HEp-2 (x40)

WH T e [Tl HEp-2 interfaz evresindeki hiicreler: Pozitif

istirahat halindeki HEp-2 hicrelerinin nikleoluslar homojen, nikleoplazmalari
zayif homojen veya benekli boyanir.

HEp-2 metafaz evresindeki hicreler: Negatif/Pozifif

Mitoz asamasindaki HEp-2 hicrelerinin nukleuslarinda kromatinler boyanmamis,
boyanmis veya az sayida benekli tarzda boyanmis olabilir.

Maymun karacigeri: Pozitif
Hepatosit nUkleoluslarinda homojen boyanma gozlenir.

ilgili antijenler PM-Scl 100, PM-Scl 75, Th/To, Fibrillarin (U3-nRNP), RNA Polimeraz | ve NOR

[T e (s @ Anti-PM-Scl antikoru sistemik skleroz, SLE, polimiyozit/dermatomiyozit, RA,
kutandz sistemik sklerozun sinirll formu, miyozit ile iliskilidlir.

Anti-PM-Scl antikoru pozitif hastalarda Raynaud fenomeni, artrit, pulmoner
hastalik, kalsinozis insidansi yuksekdir.

Anti-Th/To antikoru pozitif hastaliklarda pulmoner fibrozis, renal kriz riski yUksekfir.
Anti-fibrillarin (U3-nRNP) sistemik skleroz ve pulmoner hipertansiyonda gérulebilir.

Anti-RNA Polimeraz | ve NOR diffUz kutandz sistemik sklerozda pozitif olarak
bulunabilir.
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BOLUM 5 - AntinUkleer Antfikor (ANA) Paternleri

ERAPOR ORNEGI

Sonug ANA: Pozitif (+++)
Patern: NUkleolar (AC-8,9,10)
Titre: (+++) sonuc 1/1000 - 1/3200 arasindaki titrelerde pozitifligi isaret eder; kesin bir
fitre sonucu isteniyorsa yeni dilUsyonlu test istemi yapiimasi uygundur.

Calisma yontemi IIF
Calisilan hiicre/doku gglsel¥
Referans deger <1/100 titre - Negatif

Aciklama/oneri Anti-ANA paneli ya da anti-PM-Scl ELISA festi calisimasi dnerilir.
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AntinUkleer Antikor (ANA) Paternleri — BOLUM 5

Resim 42. HEp-2 (x40) Resim 43. Maymun karacigeri (x40)
Resim 44. HEp-2 (x40) Resim 45. HEp-2 (x40)

(R GT o) e T (141 M HEpP2 interfaz evresindeki hiicreler: Pozitif

istrahat halindeki hiicrelerin nikleuslarnin ceperinde homojen ve halka benzeri ya
da aralikl, kesintili, noktall tfarzda memibran boyanmasi goérilur. NUkleuslarin kesisim
bdlgelerinde floresan boyanmada belirginlesme vardir. NUkleus membraninda
kingikliklar gérdlebilir. NUkleer por kompleksine (gp210 ya da pé2) karsi gelisen
antikorlarn varliginda periferal boyanma aralikli (kesinfili), lamin, laminle birlikte
bulunan proteinler, lamin B reseptdrl antikorlan variginda daha dizgindur.

HEp-2 metafaz evresindeki hucreler: Negatif

B&IUnen hicrelerin kromatinlerinde boyanma gézlenmez.

Maymun karacigeri: Pozitif

Hepatosit nUkleusunun periferinde halka seklinde fipik boyanma gdzlenir.

ilgili antijenler NUkleer membranda bulunan laminler (A, B1, B2, C) nUkleer por kompleksi (gp120,

p&?2), integral proteinler, laminle birlikte bulunan proteinler (LAP 1A, Lap 2), lamin B
reseptéru

RO R C 1@ SLE, primer biliyer siroz, kronik aktif hepatit, vaskdlitler, frombositopeni
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BOLUM 5 - AntinUkleer Antfikor (ANA) Paternleri

B RAPOR ORNEG
Sonug ANA: Pozitif (+++)

Patern: NUkleer membran (AC-11,12)

Titre: (+++) sonuc 1/1000 - 1/3200 arasindaki titrelerde pozitifligi isaret eder; kesin bir
fitre sonucu isteniyorsa yeni dilUsyonlu test istemi yapilmasi uygundur

Calisma yontemi IIF

Calisilan hiicre/doku gzlse®

Referans deger <1/100 titre - Negatfif

Aciklama/oneri Anti-nUkleer lamin/por kompleksi benzeri boyanma tespit edilmistir.

Karaciger profil festi (immunoblot/immuinodot) ya da anti-gp210 ELISA testfi
calisimasi énerilir.

Hasta otoimmuUn karaciger hastaliklar ydnonden degerlendiriimelidir.

E’l Kuruyan preparatlarda yalanci niikleer membran
pozitiflikleri gozlenebilir.
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AntinUkleer Antikor (ANA) Paternleri — BOLUM 5

Resim 46. HEp-2 (x40) Resim 47. Maymun karacigeri (x40)

Resim 48. HEp-2 (x40) Resim 49. HEp-2 (x40)

I 1o e[ (14 18] M HEp-2 interfaz evresindeki hiicreler: Pozitif

Go veya Gifazindaki interfaz hucrelerinin nUkleuslar boyanmamis olabilecedi gibi,
homojen veya benekli tarzda boyanabilir. S fazindaki interfaz hicrelerin
nUkleoplazmalarinda DNA sentezine bagl olarak inceden kaba benekliye kadar
degisen sekillerde boyanma gézlenir. Hicrelerin %30-60'Inda nUkleus boyanmasi
vardr.

HEp-2- metafaz evresindeki hicreler: Negatif
B&IUnen hucrelerdeki kromatinlerde boyanma gdzlenmez.

Maymun karacigeri: Negatif
Hepatosit nUkleuslannda belirgin bir boyanma gézlenmez

ilgili antijenler DNA polimeraz & destek proteini (siklin)
SO IN R 1@ SLE, kronik hepatit B ve C virls enfeksiyonu



OTOANTIKORLARIN LABORATUVAR TANISI

BOLUM 5 - AnfinUkleer Antikor (ANA) Paternleri

P RAPOR ORNEG

Sonug ANA: Pozitif (+++)
Patern: Benekli, anti PCNA benzeri (AC-13)

Titre: (+++) sonuc 1/1000 - 1/3200 arasindaki fitrelerde pozitifligi isaret eder; kesin bir
fitre sonucu isteniyorsa yeni dilisyonlu test istemi yapilimasi uygundur,

Calisma yontemi IIF
Calisilan hiicre/doku gzlse®
Referans deger <1/100 titre - Negatif

Aciklama/oneri Anti-PCNA benzeri boyanma tespit edilmistir. Anti-ANA/ENA immuUnoblot (anti-
PCNA acisindan) ya da anti-PCNA ELISA testi calisimasi &nerilir.

Resim 50. HEp-2 (x40) Resim 51. HEp-2 (x40)

(N Gl e T (14[i10 Ml HEp-2 interfaz evresindeki hiicreler: Pozitif

G2 fazindaki hucrelerde kuvvetli, Gx fazindaki hUcrelerde zayif / negatif ince
benekli tarzda boyanma gorUlUr. NUkleoluslarda boyanma gérilmez. Prometafaz
hUcrelerinde zayif nGkleer membran gorintusu olusabilir.

HEp-2- metafaz evresindeki hucreler: Senfromerler sadece prometafaz ve metafaz
evresinde, 30-50 adet, soluk, hizalanmis noktalar seklinde gorolor.

Maymun karacigeri: Ozel bir boyanma paterni gdstermez.

ilgili antijenler MSA-3, NSp-
[N O R o141l Bazi kanserler, diger durumlar

P RAPOR ORNEG

Sonug ANA: Porzitif (++)
Patern: Benekli, CENP-F benzeri (AC-14)
Titre: (++) sonuc 1/320 - 1/1000 arasindaki titrelerde pozitifligi isaret eder; kesin bir
fitre sonucu isteniyorsa yeni dilUsyonlu test istemi yapilmasi uygundur

IF

HED-2

<1/100 fitre - Negatif

Anfti-CENP-F benzeri boyanma tespit edilmistir.




KLIMUD

AntinUkleer Antikor (ANA) Paternleri — BOLUM 5

Sitoplazmik paternler (AC-15ten AC-23'e kadar)

Resim 52. HEp-2 (x40) Resim 53. HEp-2 (x40)

Resim 54. HEp-2 (x40) Resim 55. Maymun karacigeri (x40)

LG el e[ (10[1 M HEp-2 hiicreleri: Sitoplazmada hUcrenin uzunlugu boyunca ya da daha kisa, cesitli
yerlerde, tekli ya da demet halinde birbirine paralel olarak uzanan, dizguin,
genellikle "buzlu cam" seklinde tanimlanan ince mikrofilamentler gorulur. Enine
kesilmis mikrofilamentlerden dolayi kisa cizgiler ya da noktalar seklinde
boyanmalara da rastlanabilir.

Maymun karacigeri: ince dallar seklinde gérinen safra kanalikUllerini saran aktin
filamentleri "kus ayagi izleri" seklinde goruntu verir.

iigili anfijenler HUcre iskelefinde bulunan F aktin

| OO eR e 118 Tip 1 otoimmiUn hepatit, primer biliyer siroz, alkolik karaciger hastaliklar, viral
hepatitler ve karacigeri etkileyen diger otoimmun hastaliklar ve saglikli bireyler




OTOANTIKORLARIN LABORATUVAR TANISI

BOLUM 5 - AntinUkleer Antfikor (ANA) Paternleri

ERAPOR ORNEGI

Sonug ANA: Negatif*
* Sitoplazmada fibriller (lineer) paternde boyanma izlenmistir (AC-15)
Tifre: >1/1000 - <1/3200

Calisma yontemi IIF
Calisilan hiicre/doku gglsel
Referans deger <1/100 titre - Negatfif

Aciklama/dneri Sitoplazmada anti-F-aktin anfikoru ile uyumlu boyanma gdzlenmistir.

ASMA IIF testi calisiimasi dnerilir.



KLIMUD

AntinUkleer Antikor (ANA) Paternleri — BOLUM 5

Resim 56. HEp-2 (x40) Resim 57. HEp-2 (x40)
Resim 58. HEp-2 (x40) Resim 59. Maymun karacigeri (x40)

L G [ e[ (T3 (1 M HEp-2 hiicresi: Anti-vimentin antikorlarn varliginda sitoplazmada ince fibrillerden
olusan bir ag gorUlur. Fibriller hGcre nUkleusuna yakin olan bdlgelerde daha
yogundur. Metafazlar negatiftir ancak metafaz evresindeki hUcrelerde
kromozom alaninin disinda ¢ok sayida yuvarlak, parlak noktalar dikkati ceker.
Bunlarn yogunlasmis vimentin proteinleri oldugu dustnUlmektedir.

Anfti-fropomiyozin antikorlan varliginda ise sitoplazmada plazma membrani alfinda
uzanan stres iplikcikleri boyanr.

Maymun karacigeri: Ozgin bir boyanma paterni gdzienmez.

ilgili antijenler Vimentin, sitokeratin, tropomiyozin

[N IR ER T Anti-vimentin antikorlan ézel bir otoimmUn hastaliklaile iliskilendirilmemistir.
Ancak RA, anti-fosfolipit sendromu, SLE, Crohn hastaligi, bazi hematolojik ve bazi
enfeksiyonlarda gorilebilmekfir.

Tropomiyozin anfikorlan saglikli bireylerde bulunabildigi gibi Ulseratif kolit basta

olmak Uzere akut romatizmal ates, endometriyozis, Behcet hastalidi, RA, sistemik
skleroz gibi bircok hastalikta da saptanabilmektedir.




OTOANTIKORLARIN LABORATUVAR TANISI

BOLUM 5 - AntinUkleer Antfikor (ANA) Paternleri

ERAPOR ORNEGI

Sonug ANA: Negatif*
* Sitoplazmada fibriller (filamentdz) paternde (anti-vimentin/anti- fropomiyozin
antikorlar ile uyumlu) boyanma izlenmistir (AC-16)
Titre: >1/1000 - <1/3200

Calisma yontemi IIF
Calisilan hiicre/doku gzlse®
Referans deger <1/100 titre - Negatif

Aciklama/oneri



KLIMUD

AntinUkleer Antikor (ANA) Paternleri — BOLUM 5

Resim 60. HEp-2; interfaz hicreleri bUyGtoimUs Resim 61. Maymun karacigeri (x40)
gorintusu

(VR e i 111 B Hep-2 interfaz evresindeki hiicreler: Daha siklikla interfaz hiicrelerinin
sitoplazmalarinda stres lifleri boyunca kisa kisa, yogun, isinsal, farzda segmental
yapllar gézlenebilir.

Hep-2 metafaz evresindeki hiicreler: Negatif

Maymun karacigeri: Ozgin bir boyanma paterni gézlenmez.

ilgili anfijenler Alfa aktin, vinkdlin
[ IRIE ORI ® Myastenia gravis, Crohn hastalig, Glseratif kolit

PP RAPOR ORNEG

Sonug ANA: Negatfif*
* Sitoplazmada fibriller segmental, anti-vinkUlin ile uyumlu boyanma gézlenmistir
(AC-17)
Titre: >1/10000 - <1/3200

<1/100 fitre - Negatif
o |



OTOANTIKORLARIN LABORATUVAR TANISI

BOLUM 5 - AnfinUkleer Antikor (ANA) Paternleri

Resim 62. HEp-2 (x40) Resim 63. HEp-2 (x40)

Resim é4. HEp-2 (x40) Resim 65. Maymun karacigeri (x40)

(X (1o e[ 1(14[1]0 M HEp-2 hiicreleri: Sitoplazmanin geneline dagiimis kicUk/orta bUyUklUkte ince
benekli ve kaba damlacik seklinde boyanma gérUlur.

Maymun karacigeri: Ozgin bir boyanma paterni gézlenmese de karacigerde
kUcUk/orta ya da daha bUyUk granuller tarzinda floresan boyanma gézlenebilir.

ilgili anfijenler Lizozom organ membrani
[ MR (141l Herhangi bir hastalik ile iliskisi tespit edilememistir. Saglikl bireylerde de
gorulebilmektedir.

P RAPOR ORNEG

Sonug ANA: Negafif*
* Sitoplazma iri (ayrik) benekli, anti-lizozom antikor ile uyumlu boyanma
gdzlenmistir (AC-18)
Titre: >1/1000 - <1/3200

IF

HED-2

<1/100 tifre - Negatif
Acikiama/dneri B



KLIMUD

AntinUkleer Antikor (ANA) Paternleri — BOLUM 5

Resim 66. HEp-2 (x40) Resim 67. Maymun karacigeri (x40)

WH Gl I [V B Hep-2 hicreleri: Sitoplazmanin genelinde ince yogun benekli boyanma
gobzlenir. Homojen boyanmay dusinduUrecek kadar pUrizsUzdUr. PerinGkleer
alanda boyanma siddetlenir. Degisken boyutlarda vakuoller gérilebilir.

Maymun karacigeri: TUm alanlarda yama seklinde kuvvetli alanlar gdzlenir.

ilgili antijenler En sik olarak ribozomal P fosfoproteini (PO, P1, P2)
| I eR o118 SLE (ndropsikiyatrik bulgularla ve bdbrek tutulumu ile iliskilidir.
Hastaligin seyrindeki dalgalanmalardan etkilenir).

P RAPOR ORNEG

Sonug ANA: Negatfif*
* Sitoplazma yogun ince benekli, anfi-ribozomal P protein benzeri boyanma
gozlenmistir (AC-19)
Titre: >1/1000 - <1/3200

Calisma yontemi IF
Calisilan hiicre/doku [JglseR¥
Referans deger <1/100 fitre - Negatif

Aciklama/6neri Sitoplazmada ribozomal P antikoru ile uyumlu boyanma gézlenmistir. Anti-
ribozomal P protein ELISA ya da immuUnoblot calisiimasi dnerilir.




OTOANTIKORLARIN LABORATUVAR TANISI

BOLUM 5 - AnfinUkleer Antikor (ANA) Paternleri

Resim 68. HEp-2 (x40) Resim 69. HEp-2 (x40)

Resim 70. HEp-2 (x40) Resim 71. Maymun karacigeri (x40)

(VTG oT e e (14111 M HEp-2 hiicreleri: interfaziar genellikle negatiftir. Enzim sitoplazmaya ek olarak
hUcre nUkleusunda da gbézlenebildiginden bazi érneklerde hucre nUkleusunda
keskin sinirl, belirgin noktalar goézlenebilir.

Sitoplazmada nukleusun ¢evresinde guclU, sitoplazmanin periferine dogru
gittikce azalan ince benekli boyanma, baz alanlarda homojen boyanma
gorulUr.

Maymun karacigeri: Hepatositlerin sitoplazmasinda ¢cok dusuk siddette floresan
izlenir; taniicin degerli degildir.

ilgili anfijenler Histidil-tfRNA sentetaz grubu (Jo-1, 50-52 kDa)
[ DTN eR o[ 41l Polimiyozit, SLE, sistemik skleroz, interstisyel akciger fibrozu, Raynaud sendromu,

polisinovit
B RAPOR ORNEGH

Sonug ANA: Negafif*
* Sitoplazma benekli, anti-Jo1 benzeri boyanma gdzlenmistir. (AC-20)
Titre: >1/1000 - <1/3200

Calisma yontemi IIF
Calisilan hiicre/doku Jglse
Referans deger <1/100 fitre- Negatif

Aciklama/oneri Sitoplazmada anfti-Jo-1 anfikoru ile uyumlu boyanma gdzlenmistir. Miyozit
antikorlar (Jo-1, SRP, PL-7, PL-12, EJ ve OJ) yénunden arastinimasi uygundur.




KLIMUD

AntinUkleer Antikor (ANA) Paternleri — BOLUM 5

Resim 72. HEp-2 (x40) Resim 73. HEp-2 (x40)

Resim 74. HEp-2 (x40) Resim 75. Maymun karacigeri (x40)

(G 1l e TeI (110 (V] M HEp-2 hiicreleri: NUkleusun cevresinde daha yogun olmak Uzere t0m
sifoplazmada gorulen, dUzensiz filamentdz gérinty olusturabilen, kaba benekli
boyanma gorolUr.

Maymun karacigeri: Pozitif
Hepatositlerin sitoplazmasinda yogun floresan boyanma izlenir.

ilgili antijenler M2, M3, M5, M6, M9. AMA-M2 en sik saptanan anti-mitokondriyal anfikordur.
AMA-M2'nin hedef antijenleri mitokondri ic membraninda yerlesmis olan pirGvat
dehidrojenaz E2 (PDC-E2), 2-oksoglutarat dehidrojenaz (OGDC) ve dalli zincirli 2-
okso-asit dehidrojenazdir (BCOADC).

X T e e[ 4s/@ Primer biliyer siroz, skleroderma, ilaca bagh hepatit, ilaca bagl lupus

P RAPOR ORNEG

Sonug ANA: Negatif*
* Sitoplazmada retikUler, AMA benzeri boyanma goézlenmistir (AC-21)
Titre: >1/1000 - <1/3200

Calisma yontemi IIF
Calisilan hiicre/doku JzlseRr
Referans deger <1/100 fitre - Negatif

Aciklama/oneri Sitoplazmada anti-mitokondriyal anfikor (AMA) ile uyumlu boyanma goézlenmistir.
AMAIIF, AMA immUnoblot ya da AMA ELISA testi calisiimasi &nerilir.




OTOANTIKORLARIN LABORATUVAR TANISI

BOLUM 5 - AnfinUkleer Antikor (ANA) Paternleri

Resim 76. HEp-2 (x40)

Resim 77. HEp-2 (x40)

Resim 78. HEp-2 (x40) Resim 79. Maymun karacigeri (x40)

(IR Gl eI ([0 M Hep-2 hiicreleri: Sitoplazmada nikleusun bir bolimUnin hemen yaninda (hatta
nUkleusa dokunan) benekli tipte kutupsal boyanma gorGlur. Benekli boyanma
dUzensiz bUyUk taneciklerden olusmaktadir.

Maymun karacigeri: Hepatositlerin sitoplazmasinda gézlenir.

ilgili antijenler Golgi kompleksinin periferal membraninda bulunan 230 kDa protein
[T R C@ SLE, Sjdgren sendromu, kronik sistemik romatizma gérlebilir (hastaliklarla iliskisi
azdir)

$RAPOR ORNEQGI

Sonug ANA: Negafif*
* Sitoplazma polar benekli, anfi-golgi kompleksi benzeri boyanma gézlenmistir.
(AC-22)
Titre: >1/3200

<1/100 titre - Negatif
[



KLIMUD

AntinUkleer Antikor (ANA) Paternleri — BOLUM 5

Resim 80. HEp-2 (x40) Resim 81. Maymun karacigeri (x40)

I GT o) e[ (13[1 M HEp-2 interfaz evresindeki hiicreler: Daha siklikla interfaz hUcrelerinin
sifoplazmalarinda 3-10 um uzunlugunda ayrik ipliksi cubuklar ve 2-5 ym capinda
halkalar olarak tanimlanmakla beraber nUkleusda da daha kicUk cubuk ve
halka yapilar gézlenebilir. Bu patern sadece bazi Hep-2 kapli ficari kitlerde
saptanabilmektedir.

HEp-2 metafaz evresindeki hicreler: BolUnen hicrelerdeki kromatinlerde
boyanma gdzlenmez.

Maymun karacigeri: Ozgin bir boyanma paterni gézlenmez.

ilgili antijenler Inosine monophosphate dehydrogenase fip 2 (IMPDH2)
RO ER e/ HCV hastalarinda IFN/ribavirin terapisi sonrasi, nadiren SLE, Hashimoto tiroiditi ve
saglikl kisilerde

P RAPOR ORNEG

Sonug ANA: Negatfif*
* Sitoplazmada cubuk ve halkalar benzeri boyanma gézlenmistir (AC-23)
Titre: 21/320 - <1/1000

IF

HEp-2

<1/100 fitre - Negatif
Acikiama/sneri _E




OTOANTIKORLARIN LABORATUVAR TANISI

BOLUM 5 - AnfinUkleer Antikor (ANA) Paternleri

Mitozun farkl evrelerinde gorulen paternler (AC-
24'ten AC-28'e kadar)

Resim 82. HEp-2 (x40) Resim 83. HEp-2 (x40)

(X 111 e [o1(1]0]1]0 M HEp-2 interfaz evresindeki hiicreler: Negatif
istirahat halindeki hiicrelerde nUkleer membrana yakin bir veya iki adet
noktaseklinde boyanma goézlenir.

HEp-2 metafaz evresindeki hiicreler: Negatif
Mitoz asamasindaki HEp-2 hicrelerinin nukleuslarinda kromatinler
boyanmamistir, mitotik hUcrelerin ig iplikcikleri kutuplarinda iki nokta gézlenir.

Maymun karacigeri: Negatif

ilgili antijenler Sentrozomal antijen, isi sok proteini, glikoliz spesifik enolaz (48 kDa, gg izoformu),
PCM-1 (228 kDa), perisentrin (220 kDa)
[N M e o418 Raynaud fenomeni, skleroderma, CREST sendromu, Sjdgren sendromu

%RAPOR ORNEQGI

Sonug ANA: Negatif*
* Anti-sentrozom (sentriol) benzeri boyanma gézlenmistir (AC-24)
Patern: Sentrozom (sentfriol)
Titre: 21/320 - <1/1000

IF

HED-2

<1/100 fifre - Negatif
Aciiama/sneri R

&J Mitozun farkl evrelerindeki boyanmalar 1/320 ve tzeri
titrelerde pozitiflik goriilmesi durumunda rapor edilmelidir!



KLIMUD

AntinUkleer Antikor (ANA) Paternleri — BOLUM 5

Resim 84. HEp-2 (x40) NUMA benzeri boyanma Resim 85. HEp-2 (x40) Spindle fibers (MSA-2)
MSA-1

Resim 86. HEp-2 (x40) MSA-2) Resim 87. Maymun karacigeri (x40)

GRG0 T4V M HEp-2 interfaz evresindeki hiicreler: Negatif/Pozitif

MSA-1'de istirahat halindeki hUcrelerin nUkleoplazmasinda ince benekli bir
boyanma gérulebilir. MSA-2'de nukleoplazmada boyanma gorilimez.

HEp-2 metafaz evresindeki hicreler: Negatif

Metafaz ve anafaz evrelerindeki hUcrelerin, iJ iplikleri ve kutuplarinda kuvvetli
floresan gdzlenir. 1§ iplikleri gdérontisi MSA-1'de kisa, MSA-2'de daha uzundur.

Maymun karacigeri: Negatif

ilgili antijenler MSA-1 icin, sentrofilin; MSA-2 icin, HsEg5

[N TN TS | [[4[e[8 SLE, skleroderma, CREST sendromu, Sjogren sendromu, miks bag doku hastalid,
RA ve primer biliyer siroz

P RAPOR ORNEG

Sonug ANA: Negatif*
* |gsi iplikcikler (spindle fibers) boyanma gdzlenmistir (AC-25)
Patern: i§ iplikcikleri (spindle fibers)
Titre: 21/1000 - <1/3200

Calisma yontemi IF
Calisilan hiicre/doku JglSe3¥
Referans deger <1/100 titre - Negatif

NUMA benzeri boyanma gézlenmisse; “NUMA benzeri boyanma gdzlenmistir.
Aciklama/éneri Y
(AC-26)" olarak raporlanabilir.



OTOANTIKORLARIN LABORATUVAR TANISI

BOLUM 5 - AnfinUkleer Antikor (ANA) Paternleri

Resim 88. HEp-2 (x40) Resim 89. HEp-2 (x40)

(WK 11T e [0 (110 M HEp-2 interfaz evresindeki hiicreler: Negatif/Pozitif

Mitozun son evrelerinde (6rn; telofaz ve sitokinez asamasindaki hUcrelerde)
interselliler képrilerde boyanma goérilir. Oreklerin cogunda interfaziarda
boyanma gérilmezken metafazlann kromozomal alanlarinda ince, fermuar
benzeri bir boyanma gorulebilir. Bazi drneklerde interfazlarda S ve G2 fazinda
farkl yapilarda ya da dizensiz nUkleolar boyanma da gorUlebilir.

HEp-2 metafaz evresindeki hiicreler: Negatif

Metafaz alaninda cubuk seklinde bir boyanma goérulebilir. Bu boyanma
homojen paterndeki boyanmaya gére daha ince yapll olup metafazdaki
kromatin alanini fam olarak doldurmaz.

Maymun karacigeri: Negatif

ilgili antijenler Kesin belirlenememis olsa da aurokinaz B enzimi en muhtemel antijendir.

R DR (el Kesin bir hastalik iliskisi gdsterilemese de midbody boyanmasi sistemik skleroz ve
Raynaud sendromunda daha sik gérdimektedir.

P RAPOR ORNEG

Sonug ANA: Negafif*
*HUcreler arasi kdéprU (midbody) benzeri boyanma gdzlenmistir.
Patern: Ara cisimcikler (midbody)
Titre: >1/320 - <I/1000

"

Hep-2

<1/100 fitre - Negatif
aciiamaronei 8



KLIMUD

AntinUkleer Antikor (ANA) Paternleri — BOLUM 5

Resim 90. HEp-2 (x40) Resim 91. Maymun karacigeri (x40)

WG [ e[ (1411 M HEp-2 interfaz evresindeki hiicreler: Negatif

MSA-1'de istirahat halindeki hUcrelerin nUkleoplazmasinda ince benekli bir
boyanma gérilebilir. MSA-2'de nukleoplazmada boyanma gorilimez.

HEp-2 metafaz evresindeki hiicreler: BolUnen hicrelerdeki kromatinlerde
benekli-homojen boyanma

Maymun karacigeri: Ozel bir boyanma paterni gdstermez

ilgili anfijenler Modifiye histon H3, MCA-1

| O e o1/ Nadiren diskoid lupus eritematozus, kronik lenfositik 16semi, Sjdgren sendromu,
polimiyaljiya romatika

P RAPOR ORNEG

Sonug ANA: Negatfif*
* Mitotik kromozomal benzeri boyanma gdzlenmistir (AC-28)
Titre: >1/320 - <1/1000

Calisma yontemi IIF
Calisilan hiicre/doku [Jglsel
Referans deger <1/100 titre - Negatif

Aciklama/oneri



OTOANTIKORLARIN LABORATUVAR TANISI

BOLUM 5 - AnfinUkleer Antikor (ANA) Paternleri

ANA negatif ornek (AC-O)

Resim 92. HEp-2 (x40) Resim 93. Maymun karacigeri (x40)

(X 1ol e [e1(1T0 (10 M HEp-2 interfaz evresindeki hiicreler: Negatif
HEp-2 metafaz evresindeki hicreler: Negatif
Maymun karacigeri: Negatif

ilgili anfijenler -

lliskili oldugu hastaliklar &

BPrAPOR ORNEG

Sonug ANA: Negafif
Calisma yontemi IIF

Calisilan hiicre/doku QJzlse®

Referans deger <1/100 titre - Negatif

Aciklama/oneri -



KLIMUD
AntinUkleer Antikor (ANA) Paternleri — BOLUM 5

Sik gorulen karisik (miks) paternler

Resim 94. HEp-2 (x40) Resim 95. Maymun karacigeri

Patern 1: NUkleer membran (++)

Titre 1: 21/320-<1/1000

Patern 2: Az nUkleer noktall (few nuclear dofs) (+++)
Titre 2: 21/1000-<1/3200

P RAPOR ORNEG

Sonug ANA: Pozitif

Patern 1: NUkleer membran (++) (AC 11,12)

Titre 1: (++) 1/320-1/1000 arasindaki titrelerde pozitifligi isaret eder; kesin bir titre
sonucu isteniyorsa yeni dilusyonlu test istemi yapilmasi uygundur.

Patern 2: Az sayida nukleer noktall (few nuclear dots) (AC-7)

Titre 2: (+++) 1/1000-1/3200 arasindaki fitrelerde pozitifligi isaret eder; kesin bir
fitre sonucu isteniyorsa yeni dilisyonlu test istemi yapiimasi uygundur.

Calisma yontemi IIF
(oG] Iy W (IS (=YL [Tl HEP-2 ve maymun karaciger

Referans deger <1/100 titre - Negatif

Aciklama/oneri Nikleer membran paterni igin: OtoimmUn karaciger paneli (immUnoblot) ya da
anti-gp210 ELISA testi calisimasi onerilir.

Coklu nukleer noktal patern igin: Anti-Sp100 antikorlarini taranmasi amaciyla
ofoimmun karaciger paneliimmunoblot ya da anti-Sp100 ELISA ¢calisimasi dnerilir

Resim 96. HEp-2 (x40) Resim 97. Maymun karacigeri

Patern 1: Benekli (+++)
Titre 1: 21/1000-<1/3200
Patern 2: NUkleolar (+++)
Titre 2: 21/1000-<1/3200



OTOANTIKORLARIN LABORATUVAR TANISI

BOLUM 5 - AnfinUkleer Antikor (ANA) Paternleri

Resim 98. HEp-2 (x40) Resim 99. Maymun karacigeri (x40)

Patern1: NUkleer membran (++)

Titre 1: =1/320-<1/1000

Patern 2: Sitoplazmada polar benekli (anti-golgi benzeri boyanma) (+++)
Titre 2: 21/1000-<1/3200

Resim 100. HEp-2 (x40) Resim 101. Maymun karacigeri (x40)

Patern1: NUkleer membran (++)

Titre 1: 21/320-<1/1000

Patern 2: Sitoplazmada refikUler (AMA benzeri boyanma)
Titre 2: 21/100-<1/320

Resim 102. HEp-2 (x40) Resim 103. Maymun karacigeri (x40)

Patern1: NUkleer membran (+++)
Titre 1: 21/1000-<1/3200

Patern 2: Coklu nUkleer noktalr (+++)
Titre 2: 21/3200
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Resim 104. HEp-2 (x40) Resim 105. Maymun karacigeri (x40)

Patern1: NUkleolar (+)

Titre 1: 21/100-<1/320

Patern 2: Sitoplazmada polar benekli (anti-golgi kompleksi benzeri boyanma) (+++)
Titre 2: 21/1000-<1/3200

Resim 106. HEp-2 (x40) Resim 107. HEp-2 (x40)

Patern1: Benekli (++) Patern1: g iplikcikleri (spindle fibers) (+++)
Titre 1: 21/100-<1/320 Titre 1: 21/1000-<1/3200

Patern 2: NUkleolar (++) Patern 2: Sitoplazma fibriler (++)

Titre 2: 21/1000-<1/3200 Titre 2: 21/320-<1/1000

Resim 108. HEp-2 (x40) Resim 109. Maymun karacigeri (x40)

Patern1: Sentromer (++++)
Titre 1: 21/3200

Patern 2: NUkleer membran (+)
Titre 2: 21/100-<1/320
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Resim 110. HEp-2 (x40) Resim 111. Maymun karacigeri (x40)

Patern 1: Sitoplazma lineer fibriller Patern 1: Coklu nUkleer noktall (multiple nucleer
(aktin-benzeri boyanma) (++) dofts) (+)

Titre 1: 21/320- <1/1000 Titre 1: 21/100- <1/320

Patern 2: Benekli (+) Patern 2: Sitoplazma filamentdz (anti-vimentin
Titre 2: 21/100- <1/320 benzeri boyanma) (++)

Titre 2: 21/320- <1/1000

Resim 112. HEp-2 (x40) Resim 113. Maymun karacigeri (x40)

Patern 1: Senfromer (+++)

Titre 1: 21/1000-<1/3200

Patern 2: Sitoplazma refikUler (AMA benzeri boyanma) (++)
Titre 2: 21/320-<1/1000

Resim 114. HEp-2 (x40) Resim 115. Maymun karacigeri (x40)

Patern 1: Yogun ince benekli (DFS-70 benzeri boyanma) (++)
Titre 1: 21/320-<1/1000

Patern 2: Az nUkleer noktall (few nuclear dofs) (+)

Titre 2: 21/100-<1/320
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Resim 116. HEp-2 (x40) Resim 117. Maymun karacigeri (x40)

Patern 1: NUkleer membran (++)

Titre 1: 21/320- <1/1000

Patern 2: Sitoplazma retikGler (AMA benzeri boyanma) (+)
Titre 2: 21/100- <1/320

Resim 118. HEp-2 (x40) Resim 119. HEp-2 (x40)
Patern 1: Homojen (+++) Patern 1: Benekli (++)
Titre 1: 21/1000- <1/3200 Titre 1: =1/320- <1/1000
Patern 2: NUkleolar (++) Patern 2: NUkleolar (++)
Titre 2: 21/320- <1/1000 Titre 2: 21/320- <1/1000

Resim 120. HEp-2 (x40) Resim 121. Maymun karacigeri (x40)

Patern 1: Homojen (++)
Titre 1: 21/320- <1/1000
Patern 2: Sitoplazma lineer fibriler (anti-akfin benzeri boyanma) (++)
Titre 2: 21/320- <1/1000
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Resim 122. HEp-2 (x40) Resim 123. Maymun karacigeri (x40)

Paternl: Sentromer (+++)

Titre 1: 21/1000- <1/3200

Patern 2: Sitoplazma retikUler (+)
Titre 2: 21/100- <1/320

Resim 124. HEp-2 (x40) Resim 125. Maymun karacigeri (x40)

Patern 1: Coklu nUkleer nokta (++)
Titre 1: 21/320- <1/1000

Patern 2: NUkleer membran (+)
Titre 2: 21/100- <1/320

Resim 126. HEp-2 (x40) Resim 127. Maymun karacigeri (x40)

Patern 1: Homojen (++)
Titre 1: 21/320- <1/1000
Patern 2: Benekli (++)

Titre 2: 21/320- <1/1000
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Resim 128. HEp-2 (x40) Resim 129. Maymun karacigeri (x40)

Patern 1: NUkleolar (++)
Titre 1: 21/320- <1/1000
Patern 2: Benekli (+)
Titre 2: >1/100- <1/320

Anti-cift iplikli DNA (anti-dsDNA) antikorlari

Sistemik lupus eritematozus (SLE) hastalarnnda DNA yapisina karsi anfikor oldugu 1950'lerden
beri bilinmektedir. Anti-DNA antikorlarn heterojen bir grup antikor olup farkl 6zgUlltklere sahip-
fir. Bu anfikorlar icinde en iyi tanimlanmis olanlar tek iplikli DNA'ya (anti-ssDNA) ve cift iplikli
DNA'ya karsi gelisen antikorlar (anti-dsDNA)'dir. SLE tanisinda anfi-dsDNA  antikorlarn anti-
sSDNA antfikorlarina gdre daha yUksek &6zguUllige sahiptir ve olgularn %40-80'inde saptanir.
Anti-dsDNA antikorlarnin - varligi  Amerikan Romatoloji Dernedi (American College of
Rheumatology, ACR)'nin SLE tanisi icin dngdrdugu 10. tani kriteridir. Asemptomatik bir kiside
anti-dsDNA porzitifligi subklinik SLE icin gUclU bir géstergedir. llaca badl lupusta negatif olan
anti-dsDNA antikorlar diger otoimmuUn hastaliklarda %2'den dUsuk oranlarda pozitif olarak
saptanir.

Anfi-dsDNA antikorlan ve anti-kromatin antikorlan ANA IIF testinde izlenen homojen nUkleus
boyanmasinin temel nedenidir. Bu boyanma paterni ACR tarafindan 11. SLE tani kriteri olarak
belirlenmistir. Anti-dsDNA anfikorunun sadece iki durumda belilenmesi &éneriimektedir: (1) SLE
sUphesi uyandiran klinik belirti ve bulgulann varliginda ve (2) lIF ydntemi ile pozitif ANA sonucu
alinmasi durumunda.

Anti-dsDNA anfikorlarn dusGk ve yUksek aviditeli antikorlardan olusmaktadir. YUksek aviditeli
anti-dsDNA antikorlarnin klinik 6zgUlligunin daha yUksek oldugu bilinmektedir. Anti-dsDNA
antikor tfaramalannda en sik IgG tipindeki antikorlar test edilmektedir. IgM tipindeki anti-dsDNA
antikorlarn SLE hastalannin bobrek futulumu hakkinda bilgi vermektedir. IgA tipindeki anti-
dsDNA antikorlarinin ise SLE hastalarnin klinik seyri ile paralel oldugu bildiriimektedir.

Anti-dsDNA anfikorlar, SLE hastalannda hem tani koydurucu hem de ayni zamanda takip
kriteridir. Anti-dsDNA anfikorlarinin seviyesi hastaligin siddeti ile paraleldir. Bu nedenle tedavi
takibi icin kantitatif yontemlerin kullaniimasi dnerilir. Kanftitatif anti-dsDNA saptama yéntemleri
Farr yéntemi, Crithidia luciliae IIF testi (CLFT) ve ELISA'dr.

Farr yontemi yUksek aviditeli anti-dsDNA antikorlarini saptar ve SLE tanisi ve izlemi acisindan
yUksek 6zgullUk gbsterir. Ancak radyoaktif izotop kullanilarak gerceklestirimesi bu testin kullani-
mini kisittlamaktadir.
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Anti-IgG konjugat kullanilarak yapilan Crithidia luciliae IIF testi yUksek &zgUlluge ve iyi dlcUde
duyarlliga sahipftir. Anti-dsDNA antikorlarnnin saptanmasinda yaygin olarak kullanilan bu yén-
temin dezavantaj kesin bir kantitatif deger vermemesidir, Crithidia luciliae bulunan kinetoplast
DNA'sI, cift iplikli yapisindan dolayr anti-dsDNA antikor testleri icin uygun model olarak kulla-
nilabilmektedir (Sekil 8). IIF test prensibi ile calisian bu ydontemde hasta serumunda anti-
dsDNA antikorlarinin pozitif olmasi durumunda kinetoplastlar floresan boyanma gésterir. Hasta
serumunun 1/10 dilusyonu ile calisilan bu yontem semi-kantitatif sonuc verdiginden hasta izle-
minde kullanimi uygun degildir.

ELISA yontemi anti-dsDNA antikorlarini Farr ve IIF ydntemine gére daha duyarll olarak sapta-
yan ve kantitafif sonuc veren bir ydntemdir. Ancak dustk aviditeli anfikorlan da saptamasi
testin 6zgUIligunU dusurmektedir. Bu nedenle porzitif sonuclann IIF ile dogrulanmasi éneril-
mektedir.

(B)

) (£) __ NEGATIF
Sekil 8. Crithidia luciliae IIF
csimeik yontemi ile anfi-dsDNA
antikorlarinin
degerlendiriimesi.

@l Crithidia luciliae hiicrelerini mikroskopta incelerken kinetoplastlarin
hiicre ¢ekirdeklerine gére daha kiiciik ve daha periferal yerlesimli oldugu
g6z onlinde bulundurulmaldir.

Bircok 6rnekte niikleus ve/veya bazal cisimcik boyanmasi goruliir.

Bu boyanmalar anti-dsDNA pozitifligi olarak degerlendirilmez!
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Resim 130. Anti-dsDNA pozitif drnek Resim 131. Anti-dsDNA negatfif &drnek
Crithidia luciliae (x40) Crithidia luciliae (x40)

WGl UL TN Anfi-dsDNA pozitif drneklerde; Crithidia luciliae'da bulunan ve lateralde
yerlesen kinetoplastlar homojen boyanma gosterir.

Anti-dsDNA negatif érneklerde; Crithidia luciliae'da bulunan ve lateralde
yerlesen kinetoplastlar boyanmaz.

ilgili antijenler dsDNA
iliskili oldugu hastaliklar NIz

%RAPOR ORNEGI

Sonug Anti-dsDNA: Pozifif (++) Anti-dsDNA: Negafif
Titre: (++) 1/32- 1/100 arasindaki fitrelerde pozitifligi
isaret eder; kesin bir fitfre sonucu isteniyorsa yeni
diltsyonlu test istemi yapilmasi uygundur.

IF IF

Crithidia luciliae Crithidia luciliae
<1/10 fitre - Negaif <1/10 fitre - Negatif
Anti-dsDNA ELISA testiyle tedavi takioi énerilr. :

E/' Tedavi B ANA IIF negatif, anti-dsDNA pozitif sonucla karsilasildiginda
takibinde oncelikle sonuclarin dogrulugundan emin olunmalidir. Ozellikle ELISA
anti-dsDNA yontemi ile yalanci pozitif anti-dsDNA antikor sonucu alinabilecegi goz
ontinde bulundurulmalidir. Pozitif anti-dsDNA ELISA sonuclar1 daha

ELISA testl ozgil bir yontem olan anti-dsDNA IIF ile dogrulanmalidir (6zellikle

ile titre dustik diizey anti-dsDNA ELISA pozitifliklerinde IIF yontemi ile negatif
takibi sonuglar alinabilmektedir).

yapilmasi Ancak ozellikle tedavi alan hastalarda ANA IIF ve anti-dsDNA ELISA
Onerilir. pozitif iken, anti-dsDNA IIF ile negatif sonuglarin goriilebilecegi de

akilda tutulmalidir.
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BOLUM 6

ANA VARLIGINI BELIRLEMEDE
VE SISTEMIK OTOIMMUN
HASTALIKLARIN TANISINDA
KULLANILAN ALGORITMALAR

ANA varligini belilenmede kullanilan algoritma

Romatizmal hastaliklarin klinik siphesi

ANA testi gerekli degildir YOK VAR

HEp-2 hucreleri ile IIF

ELISA/immunoblot ile anti-SSA/SSB, Negatif Pozitif

Negein anti Jo-1, anti-Rib-P testi

Baska otoantikor testlerine gerek yoktur.

Hasta Klinik olarak takip edil. ezl eresat petm

NUkleer Sitoplazmik Mitotik
paternler paternler* paternler
Homojen Benekli  Sentromer NUkleer NUkleolar NGkleer Pleomorfik
noktalar membran
dsDNA,  DFS70/LEDGF75 CENP- SP100 PM/Scl Lamin PCNA
Histon, SS-A/Ro A/B(C) PML To/Th gp210 CENP-F
NUkleozom SS-B/La NDP53 NUkleofosmin p62
MI-2 P80/koilin NUkleolin
Ku Fibrillarin
TIFT, TIF18 (U3-RNP)
U1-nRNP/Sm RNA polimeraz | Fibriller Benekli AMA Golgi Cubuk ve
DNA Topo-l NOR-90 halkalar
Nkleer matriks . X
proteini Aktin QW—]SQ PDC-E2/M2 Golgi IMPDH2
Sitokeratin Lizozom BCOADC-E2
Vimentin Rib-P OGDC-E2
Tropomiyozin ~ PL7,PL12  Ela-PDC,
a-aktinin Jo-1/ E3BP
Vinkdlin Histidlil-
RNA
sentetaz

Sekil 9. ANA varligini belirlenmede kullanilan algoritma
*Iigili antijenlerin belirenmesi icin ileri refleks test (ANA/ENA, ELISA, ImmUnoblot) énerilir.
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Sistemik otoimmun hastaliklann tani algoritmasi

Klinik suphe
CcCpP ANA IIF
Negadtif, ileri teste Pozitif, RA tanisini Pozitif Negatif
gerek yok destekler
ENA Anti-dsDNA Guclu klinik siphe varsa
Not: MUmMkUn oldugunca iki Not: Tani icin IIF, takip icin anti-ENA calisiimahdir.
farkl ydntemle ¢alisimasi ELISA &nerilir. Eger tani ELISA Not: anti-SSA, anti-Jo-1 ve
&nerilir. Omedin, ELISA ile ile konulacaksa, pozitif anti-ibozomal P
tarama, porzitifliklerin sonuclarin lIF ile dogrulanmasi porzitifliklerinde ANA IIF
immunoblot ile dogrulanmasi Snerilir. negatif saptanabilir
Pozitif : Hastalik tanisi Pozitif : SLE

(degiskendir)

Sekil 10. Sistemik otoimmUn hastaliklarn tanisinda kullanilan algoritma.
Kisaltmalar - CCP, antfi sifrUllenmis peptid anfikorlar; ANA, anti-nUkleer antikor; RA, romatoid artrit;

ekstrakte edilebilir antijen; SLE, sistemik lupus eritematozus; |IF, indirekt immuUnofloresan; ELISA, enzim bagli

immunosorbent assay; dsDNA, cift zincirli DNA

Otoantikor Standardizasyon Komitesi (Autoantibody Standardizing Committee; International
Society of Immunology Societies —IUIS, CDC, WHO) ve Avrupa OtoimmuUnite Standardizasyon
inisiyatifi (European Autoimmunity Standardization Initiative -EASI) 2014 yiinda ANA, anti-

dsDNA ve ENA testleri ile ilgili dnerileri yayimlamistir. Oneriler asagida ézetlenmektedir.

Tablo 10. ANA, anti-dsDNA ve ENA testleri ile ilgili dneriler

ANA testi ile ilgili olan oneriler -

1. Sistemik otoimmUn romatolojik hastaliklann (SARD) tanisi test paneli (ANA, anti-dsDNA, ENA) ile konulur.
Bu panel sadece SARD tanisinda dedil, farkl hastalikiann tanisinda da yardimei olur.

ANA birinci seviye testtir.

ANA taniya ydneliktir, takiplerde kullaniimasina gerek yoktur.

IIF referans ydntemdir.

Raporda mutlaka yéntem yazimalidir.

Nk WD

degildir.

®

Egerin-house yontem kullaniliyorsa mutlaka WHO/CDC/IUIS'e gbre validasyonu yapimalidir.
ANA IIF konjugat, florokrom isaretli anti-insan 1IgG &zgUl ikincil antikor olmalidr.

10. Tarama fitresi bolgesel olarak hesaplanmalidir. Sinir deger belilemede saglikli bireylerin degerlerinin %95'i
temel alinmalidrr. Eriskinler icin énerilen sinir deger 1/160'drr.

11. Poztif sonuclarda, patern ve titre raporlanmalidir.
12.  Patemlericin standart terminoloji kullanimalidir.

13.  NUkleus digi (sitoplazmik ya da mitotik apparatus gibi) patemler de raporlanmalidir.

Belirli nUkleer antijenlerin kisith kansimini gésterdidi icin ANA testi veya ANA taramasi aslinda uygun tanimlama

9.6
9.9
9.8
9.6
9.7
9

9.7

9.7
9.2

9.0

9
9.7
9.5
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Tablo 10 (devam). ANA, anti-dsDNA ve ENA testleri ile ilgili Sneriler

Anti-dsDNA ile ilgili olan oneriler -

14.  Anti-dsDNA testi, ANA pozitif ve SLE klinik sUpheli olgularda yapilmadir. 9.7
15. Farr ve Crithidia luciliae indirekt immUnofloresan testi (CLFT) yUksek klinik 6zgUIlugu olan testlerdir. Alternatif
yéntemlerle elde edilen porzitif sonuclann Farr ve CLFT ydntemleri ile dogrulanmasi ve sonuclann ayn ayn 8
rapor edilmesi gereklidir.
16. Raporda ydontem belirtimelidir. 9
17.  Sonuclar kantitatif olarak raporanmalidir (CLFT semi-kantitatif olarak raporianir.) 9.7
18. SLE'de anti-dsDNA takibi ayni ydntem ile yapilmalidir. 9.9
ENA testleri ile ilgili olan oneriler -
19.  ENA ANA porzitif olgularda (patemn, tifre ve klinik bilgilere gore) test ediimelidir. 9.8
20. Raporda yontem belirfimelidir. ANA IIF sonucu veya klinik agidan uyumsuzluk varsa farkl yontem ile 95
dogrulanmalidir. ’
21. Eger tarama testi kullaniliyorsa ve sonuclar negatif ise, test iceriginde bulunan antijenler belirtiimelidir. 9.8
22. MCTD'de anti-RNP kantitatif calisimalidir. 8.2
23. ANA negatif ancak giclU klinik siphe varsa ENA calisimalidir (6zellikle; SS-A, Jo-1, ribozomal P protein icin) 9.9
-
24. Anti-dsDNA, ANA ve ENA festleri icin her laboratuvar kendi sinir degerlerini hesaplamalidir. 8/7.6
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BOLUM 7

OTOIMMUN KARACIGER
HASTALIKLARI VE TANIDA
KULLANILAN OTOANTIKORLAR

Otoimmun karaciger hastaliklar

Hepatositlerde ya da safra kanali hUcrelerinde ilerleyici inflamasyonla karakterize olan hasta-
liklardir. En sik gérilen otoimmuUn karaciger hastaliklan asagida aciklanmistir.

Primer biliyer kolanijit (PBK)

KGcUk ve orta bUyUklUkteki infrahepatik safra kanallarinda ilerleyici hasarla seyreden, kronik,
inflamatuvar bir hastaliktir. 100.000'de 0,7-49 insidansi ve 100.000'de 6,7-402 prevalansi ile en
sik gérulen otoimmuUn karaciger hastaligidir. Hastalik kadinlarda daha sik gorGlor (kadin/erkek
orani 10/1).

Hastalarin yaklasik yarsi fani konuldugunda asemptomatiktir. Yorgunluk ve kasinti en sik gorG-
len belirtilerdir. Serum alkalen fosfataz (ALP) ve gama-glutamil transpeptidaz (GGT) aktiviteleri
hafif ya da orta dizeyde artmistir. Hiperkolesterolemi, poliklonal hipergamaglobulinemi (&zel-
likle IgM yUksekligi), frombositopeni, protrombin indeksinde dusUs ve hipoalbUminemi de has-
taligin daha gec dénemlerinde gorUlebilen bulgulardir.

PBK tanisi ALP ve GGT yUksekligi, antimitokondriyal anfikorlarin (AMA) varligi ve histopatolojik
incelemede non-sUpUratif destrUktif kolanijit tespit edilmesi ile konur.

OtoimmUn hepatit (OIH)

Hepatositlerde ilerleyici inflamasyon olusumu ile karakterize olan, tedavi ediimezse karaciger
yetmezligi ile sonlanabilen kronik karaciger hastaligidir, insidansi 100.000'de 1-2, prevalansi
100.000'de 11-17'dir. Hastalarn %60-80'i kadindir.

Olgularnn yaklasik %25'inde hastalik asemptomatik olarak seyreder. Semptomatik olan hasta-
larda yorgunluk, halsizlik, kilo kaybl, bulanti, kicUk eklemlerde agn ve sislik, karn agnsi ve idrar
renginde koyulasma gorUlebilir. Akne, hirsutizm, obesite ve genc kadinlarda amenore daha
nadir gorulen belirtilerdir. Hastalarda hepatomegali, splenomegali, sarilik ve diger kronik kara-
ciger hastaligr bulgulan gérUlebilir. Serumda alanin  aminotransferaz (ALT) ve aspartat
aminofransferaz (AST) seviyelerinde artma ve IgG t0rU antikorlar ile olusan hipergamaglobuli-
nemi de sik gérulen laboratuvar bulgularindandir.

OiH'ler serumda bulunan otoantikorlara gére iki sinifa ayrilabilir:
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Tip 1 OIH: ANA ve anti-diz kas antikorlan (ASMA, SMA) varlidi ile karakterizedir. OlH'lerin %80'ini
olusturur. Hastalann %70-80'inde ANA ve/veya ASMA porzitifligi mevcuttur. ANA ve ASMA
antikorlan negatif olan bazi OIH'li hastalarda anti-karaciger antijeni/karaciger-pankreas
antijeni antikorlan (anti-SLA/LP) tespit edilebilir. Eski kaynaklarda tip 3 OiH olarak bilinen bu
durum, tip 1 OiH'lerle benzer klinik dzellikler gdsterir ve tip 1 OIH gibi tedavi edilir.

Tip 2 OiH: Anti-karaciger bébrek mikrozomal antikorlarn-1 (anti-LKM-1) ve anti-karaciger sitozo-
lik antijen-1 (anti-LC-1) antikorlarinin bulunmasi ile karakterizedir. Tip 2 OiH'li hastalarin codu
cocuk ya da genc eriskinlerdir. Bu hastalarda IgA eksikligi sk gérGlmektedir.

Uluslararasi OtoimmUn Hepatit Grubu tarafindan yayimlanan OIH tani kriterleri Tablo 11'de

verilmisfir.

Tablo 11. OtoimmuUn hepatit tani kriterleri

e S ™ S S

ANA ya da ASMA
ANA ya da ASMA
Anti-LKM
Anti-SLA/LP

IgG

Karaciger histolojisi

Viral hepatitin olmamasi
Toplam puan

>1/40 1 puan*
>1/80 2 puan*
>1/40 2 puan*
Pozitif 2 puan*
Normalin Uzerinde 1 puan
Normalin 1.1 katindan fazla 2 puan
OiH ile uyumlu 1 puan
OiH icin tipik 2 puan
Evet 2 puan
Kesin OIH >7

Olasi OiH >6

* Belirtlen otoantikorlann variginda en fazia 2 puan alinabilir. - Kisaltmalar - ANA, anti-nUkleer antikor; ASMA, anti-dUz kas
antikorlan; anti-LKM-1, anfi-karaciger bébrek mikrozomal anfikorlan; anti-SLA/LP, anti-karaciger antijeni/karaciger

pankreas antijeni anfikorlar.

E" Tablo 11'de

ANA, ASMA, LKM ve
anti-SLA/LP i¢in
belirtilen simir
degerler bazi test
kitleri i¢in 1:100
titre olarak
onerilmektedir.

Primer sklerozan kolanijit (PSK): Hastalann %15-40' asemptomatiktir.
En sik gorGlen bulgular yorgunluk, sarilik, kasinti ve karnn agnisidir. Asit,
o6zofagus varis kanamasi, akut kolanjit daha nadir gérilen bulgu-
lardir. Serum ALT ve AST duzeyleri yUksektir. Bilirubin dUzeyleri ve 1IgG
dUzeyleri de genellikle normalin Uzerinde bulunur.

Karacigerin ve safra kanallarinin kronik, kolestatik otoimmuon hasta-
liklanndandrr. ilerleyici inflamasyon, fibroz, intrahepatik ve ekstrahe-
patik safra kanallarnda daralmalara neden olur. PSK'li hastalarin
%75'Inde eslik eden inflamatuvar bagirsak hastalgl, ozellikle de Ulse-
ratif kolit gérildr. PSK nadir gérilen bir hastaliktir. insidansi tam olarak
bilinmese de 100.000'de 0,41-1,3 kadar oldugu dUsunUlmektedir.
Hastalik erkeklerde daha sik gorolr.

Otoimmun karaciger hastaliklarinin tanis

Karaciger enzimlerinde artis gorUlen, viral serolojisi negatif olan hastalarda otoimmUn karaci-
ger hastaliklarnin arastinimasi, bu amacla édncelikli olarak ANA, AMA, ASMA ve LKM festlerinin
calisimasi 6neriimektedir. Bu testlerin IIF yontemi ile calisimasi, AMA, ASMA ve LKM degerlen-
dirmesinde bobrek, mide ve karaciger dokularinin kullanimasi uygundur. lIF testlerinde IgG
t0ro konjugat kullaniimali, baslangic dilisyonlari igin firma &nerileri géz éntnde bulundurulma-

hdir.



OTOANTIKORLARIN LABORATUVAR TANIS|

BOLUM 7 - Otoimmin Karaciger Hastaliklar ve Tanida Otoantikorlar

OtoimmUn karaciger hastaliklarinin degerlendirimesinde bdbrek, mide ve karaciger dokulari-
nin ayni alanda bulundugu kitler ya da biyocip formatinda hazirlanan kitler kullanilabilir.

Dokularn ayni alanda bulundugu kitler farkli formatlarda hazirlanabilmektedir. Bunlardan
bazlarinda karaciger, mide ve bdbrek dokular yan yana ya da karaciger ve bdbrek dokular
mide dokusu ile sarimis bicimde bulunur (Sekil 11).

B Xaracifer B vide [ Bobrek

Sekil 11. Karaciger, mide ve bdbrek dokularinin ayni alanda bulundugu kitlerde dokularin yerlesimlerine
ornekler.

Biyocip seklinde hazirlanan kitlerde ise karaciger, mide ve bdbrek dokularinin yaninda ANA
degerlendirmesinin yapilabildigi HEp-2 hUcreleri de yer almaktadir (Sekil 12).

Bobrek Mide

HEp-2 | Karaciger

Sekil 12. Biyocip teknolojisi ile hazirlanmis kitlerde doku ve hicrelerin yerlesimi

OtoimmUn karaciger hastaliklar tanisinda kullanilan otoantikorlar sunlardir:

Anti-nikleer antikorlar (ANA): ANA varligi ve paterni HEp-2 hicrelerinde belirlenir. Bununla
birlikte ANA pozitif olan érneklerde mide, bdbrek ve karaciger kesitlerindeki nUkleuslarda da
boyanma gérilebilir. Tip 1 OiH'li hastalarda en sik goérllen ANA paterni homojen patern ol-
makla birlikte, ince ve kaba benekli gibi farkl paternler de tespit edilebilir. PBK'de ise nUkleer
noktall, nUkleer membran ya da sentromer paternlerin gérilme oranlar yUksektir (bkz. BOIim
5, NUkleer Paternler (AC-1'den AC-14'e kadar, AC-29)).

Anti-mitokondriyal antikor (AMA): Mitokondrilerde bulunan cesitli antijenlere karsi gelisen
AMA, PBK icin tani koydurucu bir gostergedir ancak hastaligin siddetini ve prognozunu belirle-
mede kullanilamaz. Ayrica PBK'si olan hastalarin bazilarinda AMA tespit edilemeyebilir.

AMA varliginda HEp-2 hicrelerinin sitoplazmalarnnda refikUler (benekli) tarzda boyanma goru-
IUr (bkz. B&IUm 5, Sitoplazma refikUler anti-mitokondriyal antikor (AMA) benzeri boyanma (AC-
21)). Ancak AMA varliginin belilenmesinde asil kullanilan doku bdébrektir.




KLIMUD

OtoimmUn Karaciger Hastaliklar ve Tanida Otoantikorlar - BOLUM 7

Bdbrek kesitlerinde; proksimal tGbuller, distal tGbuller, glomeruller, toplama kanallan ve damar
kesitleri gibi yapilar bulunur. Korteks kisminda proksimal tubuUller, medulla kisminda distal
tUbUller daha fazladrr (Sekil 13 ve Sekil 14).

Sekil 13. Bobrek dokusunda bulunan
yapilar
https://en.wikipedia.org/wiki/Nephron
sayfasindan uyarlanmistir.

Sekil 14. Bébrek kesitlerinde proksimal
fUbUller, proksimal tGbullerde bulunan
fircamsi kenarlar ve distal tUbUllerin
goérunimu

AMA porzitifliginde bobrek kesitlerinde proksimal ve distal tUbUllerde bulunan hicrelerin
sitoplazmalarnnda granullu bir boyanma izlenir (Sekil 15). Mide ve karaciger dokularinda bulu-
nan hucrelerde de boyanma gorUlUr (Sekil 16).

AMA'nin dokuz farkl alt tipi (M1-M9?) bulunmaktadir. Bunlardan AMA-M2 basta olmak Uzere,
AMA-M4, AMA-M8 ve AMA-M9%'un PBK icin tanisal degeri vardir. AMA-M2'nin hedef antijenleri
mitokondri ic membraninda yerlesmis olan pirGvat dehidrojenaz E2 (PDC-E2), 2-oksoglutarat
dehidrojenaz (OGDC) ve dalli zincirli 2-okso-asit dehidrojenazdir (BCOADC). AMA-M2, tanisal
amacl en sik kullanilan parametrelerdendir. IIF, ELISA ve immunoblot testler ile degerlendirilebilir.
Ancak tek basina AMA-M2 degerlendiriimesinin duyarliigi, AMA IIF ile birlikte degerlendirimesine
gore daha dusUktor.

Anti-diz kas antikoru (ASMA, SMA): ASMA varlidi sican ya da fare mide kesitlerinde degerlendi-
rilir. Sekil 17'de mide kesitinin histolojik yapisi gérilmektedir.


https://en.wikipedia.org/wiki/Nephron%20sayfas�ndan
https://en.wikipedia.org/wiki/Nephron%20sayfas�ndan
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Proksimal
tibal

Distal
tibal

Sekil 15. AMA
pozitifliginde bobrek
kesitlerindeki boyanma.

Proksimal
tiibiil Pariyetal
hiicreler
Distal
tiibiil
Sekil 16. Bdbrek ve mide
kesitlerinin bir arada
bulundugu kitlerde AMA
pozfifliginin géronuma.
ASMA porzitifliginde mide kesitlerindeki tunica
D muscularis ve lamina muscularis mucosa'da
—J AMA pozitifliginde mide bulunan diz kas hicreleri boyanir. Boyanma
dokusunda bulunan pariyetal kas hicrelerinin ic kismindadir ve "kurumus
. N foprak ya da agac kabugu" seklinde gorintu
hiicrelerde de boyanma gordliir. olusumuna neden olur. Bu gdrinti ASMA icin
Pariyetal hiicre antikoru olarak oldukca 6zgUldir. Genelikle bu gdrintiye
degerlendirilmemelidir. funica mucosa'daki kontraktil interglanduler

fibrillerin boyanmasi da eslik eder ).

ASMA porzitifligi bdbrek kesitlerinde de baz
ipuclan verebilir. ASMA porzitif drneklerde bdbrek kesitlerinde bulunan damar duvarlan (vessel, V),
glomeruler mezensiyum (glomeruli, G) ve bdbrek tGbuUlleri etrafindaki lifler (fubuli, T) de boya-
nabilir. Bu yapilarn hepsinde boyanma olmasi "VGT (vessel, glomeruli, tubuli) paterni” ( ).
damar duvarinda ve glomerUler mezensiyumda boyanma olmasi "VG (vessel, glomeruli) paterni”
olarak adlandirlir. Bu goérintilerde ASMA icin oldukca 6zgUldur. Sadece damar boyanmasi olan
"V (vessel) patemni' farkll karaciger hastaliklar, enfeksiyonlar ve romatizmmal hastaliklarda da
gorulebilir.
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Tunico
mucosa
Tunica
submucosa
Tunica Sekil 17. Mide kesitinin
muscularis o histolojik gérunimu
\.k e,  Tunico http://www .bu.edu/histology
G e o iee— muscularis /m/append04.htm
. e sclEN  externo sayfasindan uyarlanmigtir
Kontraktil
inter-
glandiiler
fibriller
Lamina
muscularis
mucosa
Tunica Sekil 18. ASMA

muscularis porzitifiginde mide
dokusunda gorulen

externa
boyanma
Tiibil
lifleri
Glomeril
Damar Sekil 19. ASMA
kesiti porzitifiginde gérilebilen

VGT tarzi boyanma

B "VGT paterni” ASMA i¢in 6zgiil bir gériintii olmasina ragmen tip 1 OIH
hastalarinin %20-40'1nda saptanamamaktadir.


http://www.bu.edu/histology/m/append04.htm
http://www.bu.edu/histology/m/append04.htm
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ASMA'da en sik gérilen hedef antijen, flamentdz aktindir (F-aktin). F-aktin antikorlari ile olusan
ASMA paterni "ASMA, tip aktin ya da aletin tipi ASMA" olarak isimlendirilir. F-akfin hUcre
iskeletinde bulunan mikrofilamanlardan biridir ve anti-aktin antikorlar varliginda HEp-2 hiucre-
lerinin sitoplazmalarnnda lineer fibriler boyanmaya neden olur (bkz. BOIUm 5,

). Ancak bu gérintU F-aktin antikoru varligini
kanitlamak icin yeterli degdildir. Primat karacigeri kullaniliyorsa, anti-F-aktin antikorlar variginda
karacigerde bulunan safra kanalikUllerinde de boyanma olabilir ve bu boyanma "kus ayak
izleri" seklinde tanimlanabilir ( ve ).

Hepatosit
SinGzoid
Safra - Sekil 20. Karaciger kesitlerindeki
kanalikilleri yapilarn gérintimu

http://chronopause.com/i293.photobuck
et.com/albums/mmb55/mikedarwinl967/F
eline-29-.jpog den uyarlanmistir

Siniizoidler

Safra
kanalikiilleri

Hepatositler

Sekil 21. Aktin tipi ASMA'da gérUlen
safra kanalikUllerindeki boyanma

IZI Aktin tipi olmayan ASMA (non-actin type ASMA) pozitiflig§inde HEp-2
hiicre sitoplazmasinda ve karaciger dokusundaki safra kanalikiillerinde
boyanma gorilmez.


http://chronopause.com/i293.photobucket.com/albums/mm55/mikedarwinl967/Feline-29-l.jpg
http://chronopause.com/i293.photobucket.com/albums/mm55/mikedarwinl967/Feline-29-l.jpg
http://chronopause.com/i293.photobucket.com/albums/mm55/mikedarwinl967/Feline-29-l.jpg
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Anti-F-aktin antikorlarnnin varligi VSM47 (embriyonal sican torasik aorta hUcre serileri) kullanila-
rak da degerlendirilebiimektedir.

Anti-karaciger-bébrek mikrozomal antikorlan (anti-LKM): Anfi-LKM antikorlan bdbrek kesit-
lerinde dederlendirilir. Tip 2 OiH'lerin bir g&stergesi olan anti-LKM antikorlannin varliginda sican
bobreginde proksimal tUbUllerin boyandidi, ancak distal tUbUllerin boyanmadigr dikkati ceker

( ).

LKM varliginda bébrek kesitlerindeki proksimal tUbUllerdeki boyanmaya ilave olarak karaciger
dokusundaki hepatosit sitoplazmalannda da kuvvetli bir boyanma tespit edilir ( ).

Proksimal
tiiballer
Distal
tibdller
Sekil 22. Anti-LKM benzeri
gorintu (proksimal
tGbUllerin boyandigi, distal
tUbUllerin boyanmadigdi
gorUlmektedir)
Karaciger
Hepatositler Korteks
Proksimal
tibal
Distal
tibil

Sekil 23. Anti-LKM benzeri
gobruntude proksimal
tUbuller ve karaciger
hepatositlerinde gortlen
boyanma

Medulla

Anti-LKM antikorlarinin LKM-1, LKM-2 ve LKM-3 altf tipleri vardir. Anti-LKM-1 tipi antikorlarin Tip 2
OiH ile iliskili oldugu bilinmektedir. Bu antikorlann hedef antijeni sitokrom P450-2Dé'dir. Anti-LKM-
1 antikorlan rekombinant ya da purifiye antijenlerin kullanildigi ELISA ya da immunoblot testler
ile de gbsterilebiimektedir.
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Anti-karaciger sitozolik antijen-1 (anti-LC-1): Tip 2 OIH tanisinda énemli bir parametre olan
anti-LC-1 antikorlan hepatoselliler inflamasyonun édnemli bir gdstergesidir. Bu anfikorun varligi
ve titresi OIH'in aktivitesi ile orantiidir. Anti-LC-1 antikorlarn variginda hepatosit sitoplazmalarin-
da boyanma gorUlebilir. Bu boyanma tipik olarak sentrilobuler alanda daha zayiftir. Ancak bu
gorintlyU karaciger dokusunda gérmek guctir. Bu nedenle anti-LC-1 antikorlarinin ELISA ya
da immuUnoblot testleri ile calisimasi dnerilmektedir. Anti-LC-1 antikorlannda hedef antijen
formimino transferaz siklo deaminazdir (FTCD).

Cozinebilir karaciger antijeni/karaciger pankreas antijeni antikorlan (anti-SLA/LP): Anti- SLA/LP
antikorlarinin hedef antijeni Sep (O-fosfoseril) tRNA: Sec (selenosistin) tRNA sentetaz (SepSecs)
enzimidir. Bu antikorlarn ézgul bir IIF gérintusu olmayip, rutin olarak ELISA ya da immuUnoblot yén-
temleri ile calisimasi dneriimektedir. Anti-SLA/LP pozitiflidi tip 1 OIH'de k&tU bir prognostik belirtec
olarak kabul ediimektedir.

Atipik perinUkleer anti-nétrofil sitoplazmik antikor (atipik pANCA, periferal anti-nikleer noétrofil
antikorlan, pANNA): PSK tanisinda pANCA varliginin arastinimasi énerilmektedir. pANNA pozififli-
ginde farkll gérintUler olusabilirse de genellikle noétrofillerin periferal nikleer memibran kompo-
nentinde boyanma ile kendini gosterir (bkz. BoIUm 9, Sistemik vaskUlitler ve fanida kullanilan
otoantikorlar).

Otoimmin karaciger hastaliklarinin tanisinda kullanilan monospesifik testler: IIF testlerinde
porzitiflik saptandiginda, ilgili anfijenlere karsi antikorlann arastinldigr monospesifik testlerin (refleks
testler) calisimasi dneriimektedir. lIF ile tarama yapillamadigi durumlarda monospesifik testlerin
tek basina kullaniimasi da mUmkundir. Monospesifik testlerin calisimasinda ELISA ya da
immuUnoblot gibi yéntemler kullanilabiimektedir. Asagida otoimmuUn karaciger hastaliklar ile ilgili
antijenlere karsi otoantikor varigini arastrmak amaciyla kullanilan immuonoblot test kitlerine ait
ornekler verilmistir (Sekil 24).

Anti-asiyaloglikoprotein reseptor antikorlari (anti-ASGRP): Hepatik lektin olarak da bilinen ASGRP
bir fransmembran glikoprotein olup, bu antijene karsi olusan antikorlar genellikle ANA, ASMA ve
anti-LKM pozitifigi ile birliktedir. Anti-ASGRP OIH'li hastalann neredeyse %90'nda mevcuttur.
Antikor fitresi inflamatuvar aktivitenin bir géstergesidir. Ancak purifiye ya da rekombinant
anfijenlerinin hazirmlanmasindaki gucluk nedeni ile klinik kullanimi siniri olarak kalmigstir.

AMA-M2
3E (BPO)
Sp100

| | .

| 10

gp210
LKM-1

1

| |0

Ro 52

| |

Sekil 24. Otoimmun karaciger hastaliklarnin fanisinda kullanilabilen immunoblot testi drekleri
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Anti-duz kas antikoru (ASMA, SMA)

-
4

Resim 132. Bobrek ve mide kesitlerinde ASMA Resim 133. Mide kesitinde ASMA pozitifligi
loztl

Resim 134. Aktin tipi ASMA’da bdbrek kesitinde Resim 135. Karaciger kesitinde damar duvarinin
damar ve glomerul boyanmasi boyanmasi

WL Gl LI HEp-2 hiicresi: HUcrelerin sitoplazmalarinda lineer fibriler tarzda boyanma
goralur.

Bobrek kesiti: Aktin fipi ASMA varliginda damar duvari, glomerUGler mezensiyum
ve/veya bdébrek tUbulleri etrafindaki lifler boyanabilir (VGT paterni).

Mide kesiti: Tunica muscularisve lamina muscularis'te bulunan dUz kas
hUcrelerinde "kurumus toprak ya da agac kabugu" tarznda boyanma gorUlur,
funika mukozadaki konfraktil interglanduler fibriller uzun filamanlar ya da kisa
cizgiler seklinde gorulebilir.

Karaciger kesiti: Damar duvarlarinda boyanma gérilur. Aktin tipi ASMA'da
safra kanalikUllerinde boyanma gorGlur.

ilgili antijenler F-aktin
[N s P e e/ @ Tip 1 otoimmUn hepatit

P RAPOR ORNES

Sonug AMA: Negatif
LKM: Negatfif
ASMA: Pozitif (+++), tip aktin
Titre: (+++) 1/1000 - 1/3200 arasindaki litrelerde pozitifligi isaret eder; kesin bir
fitre sonucu isteniyorsa yeni dilusyonlu test istemi yapilmasi uygundur.

Calisma yontemi IIF
(ofe | [ [i Wi [T (YL [TV Sican bobrek, sican mide ve maymun karaciger kesitleri
Referans deger <1/100 ftitre - Negatif

Aciklama/éneri
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Anti-karaciger-bobrek mikrozomal antikorlar (anfi-
LKM

Resim 136. Karaciger ve bdbrek kesitleri (x20) Resim 137. Mide kesiti (x20)

Resim 138. Bobrek kesifi (x40) Resim 139. Karaciger kesiti (x40)

(LK G LTI 11T W HEp-2 hicresi: HUcrelerde spesifik bir boyanma goériimez.

Bobrek kesiti: Proksimall tUbUllerdeki hUcrelerin sitoplazmalarinin boyandig, distal
fUbullerdeki hucrelerin boyanmadigi géralr.

Mide kesiti: Midenin herhangi bir tabakasinda boyanma gériimez.
Karaciger kesiti: Hepatositlerin sitoplazmalarnda yogun boyanma gorlUr.

ilgili antijenler Sitokrom P450-2D6
[ RO E L@ Tio 2 otoimmUn hepatit

P RAPOR ORNEG

Sonug AMA: Negatif
LKM: Pozifif (+++)
Titre: (+++) 1/1000 - 1/3200 arasindaki fitrelerde pozitifligi isaret eder; kesin bir titre
sonucu isteniyorsa yeni dilisyonlu test istemi yapilmasi uygundur.
ASMA: Negatfif

Calisma yontemi IIF
(ofe| | [ W[V (YA L'V BObrek, mide ve karaciger kesitleri
Referans deger <1/100 fitre - Negatif

Aciklama/oneri Anti-LKM-1 anfikorlar variginin arastinimasi amaciyla otoimmun karaciger
paneli (immunobloft test) ya da anfi-LKM-1 ELISA calisiimasi &nerilir.
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Anti-mitokondriyal antikorlar (AMA)

Resim 140. Bdbrek ve mide kesitleri (x20) Resim 141. Mide kesiti (x40)

Resim 142. Bobrek kesiti (x40) Resim 143. Karaciger kesiti (x20)

WY Gl IO T Bobrek kesiti: Hem proksimal hem de distal tUbUllerdeki hUcrelerde benekli tarzda
boyanma gorulr.

Mide kesiti: TUm doku ve hicrelerde benekli tarzda boyanma gérGlur. Pariyetal
hUcreler de AMA porzitifligi nedeni ile boyanir.

Karaciger kesiti: Hepatositlerin sitoplazmalarinda benekli tarzda boyanma gérUlr.

ilgili antijenler PirGvat dehidrojenaz E2 (PDC-E2), 2-oksoglutarat dehidrojenaz (OGDC) ve dalll
zincirli 2-okso-asit dehidrojenaz (BCOADC)
[F RO R E @ Primer biliyer kolanijit

%RAPOR ORNEGI

Sonug AMA: Pozifif (+++)
Titre: (+++) 1/1000 - 1/3200 arasindaki fitrelerde pozitiflidi isaret eder; kesin bir
fitre sonucu isteniyorsa yeni dilisyonlu test istemi yapilmasi uygundur.
LKM: Negafif
ASMA: Negatif

Calisma yontemi IIF
(ofe | [H s [LI [T (=YL I VM BObrek, mide ve karaciger kesitleri
Referans deger <1/100 titre - Negatif

Aciklama/oneri AMA M2 antikorlarnnin variginin arastinimasi amaciyla ofoimmuon karaciger
paneli (immunoblot) ya da AMA M2 ELISA testi dnerilir.




OTOANTIKORLARIN LABORATUVAR TANIS|

BOLUM 7 - OtoimmUn Karaciger Hastaliklan ve Tanida Otoantikorlar

ASMA ile karnisabilecek goruntUler

Resim 144. Bobrek kesitinde anti-elastin boyanmasi Resim 145. Mide kesitinde anti-elastin boyanmasi
(x20) (x40)

Resim 146. Mide kesitlerinde EMA pozififligi Resim 147. Mide kesitlerinde anti-vinkUlin
goérunimu (x20) pozitifligi gérGnimu (x40)

IZI Anti-elastin ya da anti-vinkilin gibi bazi antikorlar
ASMA pozitifligine benzer gortintuiler olusturabilirler. Ancak
bu antikorlarin varhiginda ASMA icin tarif edilen tipik
goruntiiler (kas tabakalarinda kurumus toprak ya da agacg
kabugu goriintiisii) gorilmez. Damar kesitlerindeki
boyanma ASMA pozitifligindeki boyanmadan farkhdir.

@J Anti-elastin antikorlari ve anti-vinkilin antikorlarinin
klinik 6nemi bilinmediginden rapor edilmez!
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Anti-LKM antikorlar ile kansabilecek "fircamsi kenar”
(brush border) boyanmasi

Resim 148. Sican bdbredi (x20) Resim 149. Sican bdbredi (x40)

@J Proksimal tubtillerin i¢ kisminda bulunan firgcamsi
kenarlarin (brush border) boyanmasi anti-LKM-1 pozitifligi
olarak degerlendirilmemelidir. Fircamsi kenarlarin
boyanmasinin klinik bir anlami olmadig1 diisiintilmektedir ve
rapor edilmez!
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AMA, ASMA ve LKM negatif érnek

Resim 150. Bobrek ve mide kesiti(x20) Resim 151. Mide kesiti (x40)

Resim 152. Bobrek kesiti (x40) Resim 153. Karaciger kesiti (x40)

WLSCH G I 11l Bobrek kesiti: Boyanma goriimez.
Mide kesiti: Boyanma goriimez.

Karaciger kesiti: Hepatositlerde ya da safra kanalikillerinde boyanma
gorulmez.

ilgili antijenler -

%RAPOR ORNEQGI

Sonug AMA: Negatif
LKM: Negafif
ASMA: Negatfif

IF
Bdbrek, mide ve karaciger kesitleri
<1/100 tifre - Negatif
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Otoimmun karaciger hastaliklarnin tanisinda

kullanilan algoritma

Sebebi bilinmeyen karaciger hastaligi
Viral seroloji negatif, transaminaz yUksekligi mevcut

ANA, AMA, ASMA, LKM ya da

F-aktin, ANA, LKM-1 ve AMA M2 testleri

Pozitif sonug(lar)

ANA (+) ve/veya aktin LKM-1 (+)
tipi ASMA (+)

Tip-1 OiH ya Tip-2 OIH
da PSK

ANCA testi

Afipik
PANCA

Pozitif Negatif
PSK OIH

Kolanjiyografi

AMA M2 (+)
ve ANA(+/-)

PBK

ANCA (-),
anti-SLA/LP (+)

Tip 1 OiH

Negatif sonug(lar)

ANCA ve anti SLA/LP testi

En az biri pozitif Negatif

Atipik Panca (+) Atipik Panca (+)
anti-SLA/LP (-) anti-SLA/LP (+)

PSK OIH

Kolanjiyografi

KKH, OiH

Sekil 25. OtoimmUn karaciger hastaliklannin tanisinda kullanilan algoritma.
(Kaynak: https://www.arupconsult.com/Algorithms/UverDz.pdf)
Kisaltmalar — ANA, anti-nUkleer antikor; AMA, anfi-mitokondriyal antikor;  ASMA, anti-dUz kas antikoru;

LKM, karaciger-bdbrek mikrozomal anfikoru;
¢&zUnebilir karaciger antijeni/karaciger pankreas antijeni;
kolanijit;  PSK, primer sklerozan kolanijit;

Kaynaklar

1.

2.
3.

ANCA, anti-notrofil sitoplazmik antikor;  Anti-SLA/LP,

OIH, ofoimmin hepatit;  PBK, primer bilier

KKH, kronik karaciger hastaligr;  OIK, otoimmUn kolanijit

Liaskou E, Hirschfield GM, Gershwin ME. Mechanisms of tissue injury in autoimmune liver diseases. Semin
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Washington MK. Autoimmune liver disease: overlap and outliers. Mod Pathol 2007;20(Supp 1):15-30.
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BOLUM 8

PERNISIYOZ ANEMI VE TANIDA
KULLANILAN OTOANTIKORLAR

Pernisiydz anemi

Pernisiydz anemi pariyetal hicreler ve pariyetal hicrelerden salgilanan intrinsik faktére karsi
otoantikor olusumu ile karakterize olan, mide mukozasinda atrofi, pariyetal hicre sayisinda ve
B12 vitamini emiliminde azalma sonucu eritropoez ve miyelin sentezinde azalma ile seyreden
hematolojik ve gastrik immuUnolojik bir hastaliktir. Pernisiydz anemi insidansinin 100.000’'de 10-20
oldugu dusunUimektedir. Kadin ve erkeklerde gérulme sikligi esit olup hastalik genellikle 30 yas
ve sonrasinda orfaya cikmaktadir. Hastalarda megaloblastik anemi gérolir. En sik gorilen
bulgular yorgunluk, solukluk, bas dénmesi ve tasikardidir.

Tanida kullanilan otoantikorlar

Anti-pariyetal hiicre antikorlan (APCA, PCA): Pernisiydz anemi hastaliginin erken evrelerinde
%80~90 oraninda saptanabilir. Hastaligin ileri ddneminde APCA porzitifligi sikhgr %55'lere kadar
dUsebilir. Bu antikorlarin varligi IIF yontemi ile degerlendirilir. Bu amacla sican ya da maymun
mide dokusunun kullanilmasi dneriimektedir. Midede bulunan pariyetal hicreler ve diger salgi
bezlerinin gorinimu Sekil 26'da sematize edilmistir.

Sekil 26. Midede salgl yapan hUcrelerin gérGnimu
(http://clinicalgate,com/gastric-secretion sayfasindan uyarlanmistir).



http://clinicalgate,com/gastric-secretion
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[Zl Midede salg1 yapan diger hiicrelere karsi olusan otoantikorlar APCA
pozitifligine benzer goruntiiler olusturabilir. Bu nedenle hiicrelerin
yerlesim yerleri goz oniinde bulundurularak APCA pozitifligi ile ayirici
tanis1 yapilmahdir.

Anfti-pariyetal hucre antikorlarn (APCA, PCA)

Resim 154. Maymun midesi (x20) Resim 155. Maymun midesi (x40)

U G LIOL TN Mide dokusunda bulunan pariyetal hUcrelerin sitoplazmalarinda boyanma
goralur.

ilgili antijenler Pariyetal hUcreler ve infrinsik faktor

[N IR o[l Pernisiydz anemi

BPRAPOR ORNEGH

Sonug APCA: Porzitif (+++)

Titre: (+++) sonug¢ 1/100 - 1/320 arasindaki fitrelerde pozitifligi isaret eder; kesin
bir titfre sonucu isteniyorsa yeni dilusyonlu test istemi yapilmasi uygundur.

Calisma yontemi IIF
(oe 1[I [T M (IS =YL [ (T BObrek, mide ve karaciger kesitleri

Referans deger <1/100 titre - Negatfif

Aciklama/oneri
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APCA porzitifligi ile kansabilecek gorintuler

Resim 156. AMA pozififligi- Maymun midesi (x20) Resim 157. Anti-vimentin antikorlar- Maymun
midesi (x40)

@l Sican midesinde AMA pozitifliginde de pariyetal
hiicreler boyanabilir, Ayirici tani icin AMA’'nin bertaraf
edilebildigi, iire ile muamele edilmis maymun mide
dokular: kullanilabilir!

E,F Serumda heterofil antikorlarin bulunmasi

durumunda da APCA pozitifligine benzer boyanmalar
gorulebilir.
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Resim 158. Maymun midesi (x40) Resim 159. Maymun midesi (x40)

I Gl IOL TGN Pariyetal hUcrelerde boyanma gorilmez.

ilgili antijenler -

liskili oldugu hastaliklar &

PP rAPOR ORNEG
Sonug APCA: Negatfif

Calisma yontemi IF
(ofe ||l i [T (VAo [T T Maymun midesi
Referans deger <1/100 fitre - Negatif

Aciklama/oneri

Kaynaklar

. Bizzaro N, Anfico A. Diagnosis and classification of pernicious anemia. Aufoimmun Rev 2014;13:565-8.

o

Rojas Hernandez CM, Oo TH. Advances in mechanisms, diagnosis, and treatment of pernicious
anemia. Discov Med 2015; 19:159-68.

w

Annibale B, Lahner E, Fave GD. Diagnosis and management of pernicious anemia. Curr
Gastroenterol Rep 2011; 13:518-24.
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BOLUM 9

SISTEMIK VASKULITLER VE
TANIDA KULLANILAN
OTOANTIKORLAR

Sistemik vaskulitler

Vaskulit, kan damarlarinin inflamasyonu sonucunda ilgili damar tarafindan beslenen doku ve
organlarda beslenme bozuklugu gelismesi ile olusan bir hastaliktir. VaskuUlitler, temel olarak,
nadir goérllen primer vaskudlitler ve daha sik gérGlen sekonder (ilac, enfeksiyon, kollajen doku
hastaliklan ve malignensilere bagl) vaskulitler oimak Uzere ikiye aynlir. Primer vaskUlitlerin pek
cogunda neden bilinmemekle birlikte otoimmuUn olaylar siklikla altta yatan mekanizma olarak
tfanimlanmaktadir. Primer vaskdlitler tuttuklan damar capina goére buyuUk, orta capl ve kicUk
damar vaskdlitleri olarak siniflandinlirlar.

a. BuyuUk damar vaskdilitleri: Temporal arterit, Takayasu arteriti, izole aortit.
b. Orta gaph damar vaskilitleri: Kawasaki hastalidi, poliarteritis nodosa.

c. Kiguk damar vaskdilitleri: Anti-notrofil sitoplazmik antikor (anti-neutrophil cytoplasmic an-
fibodies, ANCA) iliskili vaskUlitler ve immuUn kompleks aracili kUcUk damar vaskulitleri olarak
ikiye ayrilir.

ANCA iliskili kGcUk damar vaskdUlitleri icinde yer alan U¢ hastalik, eskiden Wegener granuloma-
tozu (WG) adiyla bilinen polianjiitisli grantlomatozis (GPA), mikroskobik polianijiitis (MPA) ve es-
kiden Churg-Strauss adiyla bilinen eozinofilik polianijiitisli granGlomatozistir (EGPA). ANCA test-
leri, kUcUk damar vaskulitlerinin fanisinda ve inflamatuvar aktivitenin gdézlenmesinde kullanilir.

immUn kompleks aracill kicUk damar vaskUlitleri icinde anti-glomerUl bazal membran (GBM)
hastaligi, kriyoglobulinemik vaskulitler, IgA vaskUliti gibi hastaliklar bulunur. Bu hastaliklar da
ANCA fliskili vaskUlitlere benzerlikleri olmasi nedeniyle ayirici tanida énemlidirler. Ayirici tanida
yardimci olmasi amaciyla bazi laboratuvarlarnin ANCA ve anti-GBM otoantikorlarini es zamanli
olarak fest ettigi bilinmektedir. Goruldugu Uzere ANCA, bir hastalik grubuna isim vermesi aci-
sindan énemli bir otoantikordur.

ANCA'nIn vaskulitte dnemli olabilecegdi gorUsy ilk olarak 1982'de Davies ve arkadaslarnin nek-
rotizan glomerdlonefriti olan hastalann serumlarnnda “anti-notrofil otoantikorlar”in varligini ve
bunlarin viral enfeksiyonlarla baglantisi olabilecegini rapor etmesiyle baslamigtir. 1985 yilinda,
bir grup arastirmaci anfti-sitoplazmik otoantikor olarak isimlendirilen anti-nétrofil antikorun farkl
bir vaskulit formu (GPA=WG) ile gUclU bir iliskisi oldugunu gostermistir. Sonraki arastirmalarda
anti-sitoplazmik otoantikorlarin GPA icin sitoplazmik paternde (c-ANCA), MPA icin ise perinUk-
leer paternde (p-ANCA) tutuluma neden oldugu goésterilmistir. Daha sonra bu farkli gérintiye
neden olan hedef antijenler saptanmis ve c-ANCA gorinUmu icin hedef antijenin proteinaz 3
(PR3), p-ANCA gorinUmUu icin hedef antijenin miyeloperoksidaz (MPO) oldugu gdsteriimistir.
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Patogenez

ANCA, sadece ANCA iliskili vaskUlitlerin tanisinda kullanilan bir otfoantikor olmayip, nétrofilleri
aktive etmesi ve ardindan endoteliyal hUcre hasan ve vaskUlite neden olmasi acisindan pato-

genezde de dnemlidir.

Notrofillerde dért farkl tipte grandl bulunur. Bunlar, primer (azurofilik grandller), sekonder (&6z-
gun granuller), jelatinaz grandlleri ve sekretuvar granullerdir. Azurofilik granUller icerisinde bulu-
nan enzimler, MPO, notrofil elastaz, katepsin G, PR3, azurosidin, bakterisidal/permiabilite arttin-
cl protein (BPI) ve defensinlerdir. Spesifik granuller icinde ise laktoferrin, lizozim, kollagenaz, v
enzimler bulunur. ANCA'da pek cok antijenik hedef tanimlanmis olsa da klinik ile iliskili olanlar
siklikla PR3 ve MPQO'ya karsi olusanlardir. PR3 29 kD'luk bir serin proteazdir. Dokuyu yikarak not-
rofillerin inflamatuvar odaga gecislerine izin verir. Ayrica nétrofil olgunlasmasinda da gérevli-
dir. MPO ise hipoklorit ve reaktif oksijen molekullerinin olusumuna ve bakterisidal etkiye neden

olan bir enzimdir.

ANCA hedefi olan antijenler, istirahatteki notrofillerin sitoplazmik granullerinde "bir kalkan icin-
de" bulunurlar. Ancak sitokinler ve mikrobiyal UrUnler tarafindan tetiklenen nétrofillerde bu gra-
nUl icerikleri nétrofil plazma membraninin dis bolgesine goc ederler ve ANCA'nin baglanmasi-
na olanakl hale gelirler. Grandl proteinlerinin (6rn., PR3) ndtrofil ve monosit yUzeyinde sitokin
aracil ekspresyonu ANCA'nin yUzey antijenleri ile etkilesimine yol acar. Bu etkilesim sonucunda
notrofiller aktive olur (6rn., solunumsal patlama, degranulasyon, vb.) notrofil aktin iskelet yapisi
bozulur, hUcre sekli bozularak kapiller sekestrasyon gdzlenir ve endotel ile etkilesim sonucunda
da endotel hasar olusur. PR3 eksprese eden apopitotik notrofillerin ANCA ile etkilesimi
sonucunda makrofajlar tarafindan temizlenme islemi artar ve interldkin (IL)-l, IL-8 ve tUmOor
nekrozis faktdr-alfa (TNF-a) salinimi seklinde proinflamatuvar yanita neden olur. Ancak bu
bilgilerin sonunda ANCA Uretimini neyin tefikledigi henUz net olarak bilinmemektedir. ANCA
iliskili vaskUlit patogenezinin merkezinde, notrofillerin ANCA tarafindan aktivasyonu yer alir.

E’l Hastalik

aktivitesinin
belirlenmesinde PR3
ANCA titre takibi
onemlidir.

Relapslar 6ncesinde
ANCA'da pozitiflesme ya
da titre artis1 oldugu
bildirilmektedir.

ANCA titre artislan
ozellikle renal tutulum
goriilen vaskiilitlerde
prediktif degere sahiptir.

ANCA iliskili vaskUlitler

ANCA filiskili vaskulitler, MPO-ANCA veya PR3-ANCA ile iliskili, az
immUn kompleks birikiminin oldugu veya hic olmadigi, baskin
olarak kUcuUk damarlan (kapillerler, venuller, arterioller ve kUcuk
arterler) etkileyen nekrotizan vaskUlitlerdir.

Mikroskobik polianjiitis (MPA) sik olarak b&breklerin ve daha az
siklikla akcigerlerin tutuldugu kiUcUk damar vaskulitidir. Diger
ANCA liskili vaskuUlitlerin aksine granUlomatoz inflamasyon goz-
lenmez. Hastalk 65-75 yaslarda pik yapar. Avrupa kaynakl ca-
lismalara goére toplam vyillik insidans 2-8 olgu/milyon'dur. Erkek-
lerde kadinlara gére daha fazladir. Cocukluk déneminde nadir-
dir.

Polianjiitisli granulomatozis'te (GPA) Ust ve altf solunum yollarini
etkileyen nekrofizan grantlomatoz inflamasyon vardir. BUyUk,
orta ve kUgUk damarlarn tutan arterit gézlenir. Nekrotizan glo-
merUlonefrit de siktir. Etiyolojisi bilinmemektedir. ingiliz kaynaklo-
rnna gore vyillik insidansi milyonda 8,5, ABD'de vyillik prevalansi mil-

yonda 30 olarak bildirimektedir. Erkek ve kadinlarda esit siklikta gdzlenir. Tani aninda yas ge-

nellikle 40-50'dir.

Eozinofilik polianjiitisli granulomatozis'te (EGPA) siklikla solunum yollarini futan eozinofilden zen-
gin nekrotizan grantlomatdz inflamasyon olur. Daha baskin olarak kU¢Uk ve orta capli damar-
lan etkileyen nekrotizan vaskUlit, astma ve eozinofili gézlenir. Nazal polip sk goértlor. insidansi
milyonda 0,9-4,0 olarak bildiriimektedir.

Klinikte ANCA iliskili vaskuUlitlerin ortak 6zellikleri vardir ve aralarinda aynm yapmak zordur.
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Vaskulitler disinda ANCA pozitifligi gbzlenebilen hastaliklar

Yukanda belirtilen hastalklar disinda da glomerulonefrit  tablolarinda ANCA pozitifligi
gozlenebilir. Anfi-GBM hastaliginda %30 oranda ANCA porzififligi bildiriimektedir. ANCA iliskili
vaskUlitler ile ayinci fanida anti-GBM antikorlarinin belirenmesi dnemlidir. ANCA'nin pozitif
saptanabildigi hastaliklar ve seroporzitiflik oranlan Tablo 12'de verilmektedir.

Tablo 12. cANCA ve pANCA'nin hedef anftijenleri, iliskili oldugu hastaliklar ve seropozififlik oranlan

MM o NG

CANCA PR3 Polianjiifisli grandlomatozis (GPA, WG) 80-90
Mikroskobik polianjiitis 20-40
Primer "pauciimmune” kresent glomerUGlonefrit 20-40
Eozinofilik polianijiitisli grantlomatozis (EGPA, Churg-Strauss 35
sendromu)
PANCA  MPO Mikroskobik polianjiitis 42-70
Primer "pauciimmune" kresent glomerUGlonefrit 50
Eozinofilik polianijiitisli grantlomatozis (EGPA, Churg-Strauss 18-60
sendromu)
Katalaz Ulseratif kolit 50-70
Alfa enolaz  Crohn hastaligi 10-30
Aktin Aktif romatoid artrit 30
Laktoferrin  llaca bagl vaskolit 2
Elastaz Primer sklerozan kolanijit 87
Katepsin G Tip 1 ofoimmUn hepatit 70-90
Defensin Primer biliyer siroz 30
Atipik BPI llaca bagh vaskulit
ANCA MPO inflamatuvar bagirsak hastaliklari

Katepsin G Romatoid artrit

inflamatuvar bagdirsak hastaliklanndan Ulseratif kolit ve Crohn hastaliginin birbirinden ayrimin-
da ANCA ve anti-Saccharomyces cerevisiae antikorlarinin (ASCA) degerlendiriimesinin yararli
oldugu belirtimistir. Ulseratif kolitli hastalar siklikla pANCA porzitif, ASCA negatif iken, Crohn has-
talannin pANCA negatif, ASCA pozitif oima olasiigr daha yUksekfir.

ANCA belirlenmesinde kullanilan ydontemler

ANCA yukanda sayllan hastaliklann, ézellikle de vaskdlitlerin tanisinda veya dislanmasinda ve
hastalik progresyonunun belirlenmesinde dnemlidir. Vaskulit disi hastaliklarda ANCA degerlen-
dirmesi ile ilgili, 2003 yiinda yayinlanan rehberde genel olarak ANCA degerlendirmelerinde
kalite kontrol kosullarina, yorumlara ve &énerilere yer veriimisti. ANCA degerlendirmesinde ik
basamak IIF ydntemi ile normal periferal kan noétrofillerinde ANCA varligini tarama ve ardin-
dan ELISA yontemiyle PR3-ANCA veya MPO-ANCA'larn spesifik olarak tanimlanmasidir. Mono-
spesifik olarak PR3-ANCA veya MPO-ANCA'yl saptayan ELISA kitleri oldugu kadar, es zamanli
olarak PR3, MPQO, BPI, elastaz, katepsin G, lizozim ve laktoferrini saptayabilen ANCA profil ELISA
kitleri de mevcuttur.
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Son yillarda gelistirilen bazi IIF kitleri sayesinde es zamanl olarak hastadaki ANCA varligi tara-
nirken, ayni serum orneginde farkl bir substrat Uzerinde PR3-ANCA veya MPO-ANCA varligr da
belirlenebilmektedir.

IIF testi ile ANCA degerlendirmesi

ANCA degerlendirmesinde ilk basamak periferal kan noétrofillerinden hazirlanmis substratta IIF
yontemi ile tarama yapmaktir, ik degerlendiriimesi gereken substrat etanolle fikse edilmis
granulositlerdir. CUnkU perinUkleer ve sitoplazmik ANCA ayrimi sadece bu substratta yapila-
bilir. Kullanilacak serum dilusyonu 1/10'dur, kullanilan konjugat IgG t0rG olmalidir. Bu substrat-
taki calisma sonrasinda esas olarak iki farkl patern saptanir:

c-ANCA: Sitoplazmik tipte, notrofil sitoplazmasina yayilmis daginik granudler bir tutulum ve
floresan boyanmada santral infralobUler kuvvetlenme vardir. Hicre cekirdedi tutulmamistir.

p-ANCA: PerinUkleer tipte ise, hUcre cekirdedi cevresini kurdele tarzinda saran ve nUkleer bél-
geye uzanan dUzgun bir floresan gozlenir (Sekil 27).

Sekil 27. Etanolle fikse edilmis
granulositlerde gérilen ANCA

CANCA PANCA poritiflikleri.

Bu farkli boyanmanin nedeni sudur: Alkolle tespit dncesinde, formalin gibi, proteinleri olduklarn
yere fikse eden bir fiksatife konmazlarsa, yani sadece etanol ile fikse edilirlerse MPO, laktofer-
rin, elastaz, katepsin G ve bazik proteinler gibi ¢6zUnUr grantl elemanlar, nUkleusa dogru ka-
yarak baglanirlar ve perintkleer boyanmaya yol acarlar. Bunda da fest kosullannda pozitif
yUklU granul iceriklerinin negatif yUklG nUkleer membran tarafindan elektriksel olarak ¢cekilmesi-
nin rol oynadigr dusunulmektedir.

@ Gigld katyonik proteinler (m. MPO)

@ Zayf katyonik veya nbtral proteinier
Formalin fikse grandlosit (6. PR3)
Sekil 28. Etanol ve formalin ile
fikse edilmis granulositlerde
Etanol fikse grandlosit gdrilen ANCA porzitifligi
PANCA EANCA Kaynak: Hoffman GS, Specks U:
Antineutrophil cytoplasmic
Glgld katyonlara karg: antikoriar Nétral proteiniere veya antibodies. Arthritis Rheum 1998;

2ayif katyonlara kargi antikorlar 41:1521-1537'den uyarlanmustir.
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Bu iki esas paterninin disinda “atipik ANCA" olarak tanimlanan a-ANCA paterni de mevcuttur.
Daha nadir gérulen bu paternde sitoplazmik ve perintkleer paternler beraber gozlenir. Genel-
likle cANCA'da gdzlenen santral intralobuUler kuvvetlenme gézlenmez ya da sitoplazma granu-
ler degil yaygin boyanma gbésterir. Hedef antijenin daha sik olarak BPI oldugu gdsterilmistir.
Atipik ANCA'nin ilaca (en siklikla propil tiyourasil, hidralazin) bagl vaskUlitler, kronik hastaliklar,
inflamatuvar bagirsak hastaliklan veya romatoid artrit ile iliskili oldugu dUsunUlmektedir.

Etanol ile fikse edilmis substratta perinUkleer-sitoplazmik ayrimi yapildiktan sonra formalinle fik-
se edilmis granuUlosit substratl degerlendirilir. Formalin, granUllerin gdcUne izin vermeyip sitop-
lazmada olduklan yere sabitledigi icin floresan boyanma sadece sitoplazmada daginik sekil-
dedir. Ancak bazi ANCA ftiplerinin formaline duyarli olmasi nedeniyle formalinle fikse edilen
granulositlerde saptanmadigi (ANCA porzitif-formaline duyarl) belirtiimistir; 6rn., BPI, laktoferrin,
katepsin G gibi. Dolayisiyla her iki substrat beraber incelendiginde hem perinUkleer ve sitop-
lazmik ayrnmi hem de hedef anfijeni tanimlamada formalin duyarli-direncli aynmi yapilabilir.

ANCA'nin lIF yontemiyle degerlendirimesinde dikkat edilmesi

gereken dénemli bir nokta hasta serumunda eslik edebilecek @'

ANA varligidir. ANCA calismasindaki dilusyonun 1/10 oldugunu Etanol fikse
dysundugumuzd_e_b_t:lidnusyyondo 'ozelhkle PANCA'yI moskgleye— graniilosit substratinda
bilecek ANA porzitifligi degerlendirmelerde sorun yaratabilmek-
tedir. Bu nedenle ANA porzitifligi gdrilen serum &rneklerinde . .
MPO-ANCA ve PR3-ANCA ELISA calisimasi dnerilmektedir. Tek nedeniyle hastada eslik
basina var olan ANA'nin formalin fikse grandlosit substratinda ~ €den ANA

kayboldugu ya da sadece nikleer boyanmayla devam ettigi  dustintliyorsa HEp-2
bilinmektedir. Ancak pANCA'ya eslik eden ANA varliginda  substrati

maskelenen pANCA'yl ortaya ¢ikarmak icin bazi Uretici firmalar degerlendirilmeli, hasta
etanol fikse granulosit ve formalin fikse granulosit substratiarinin raporunda ANA IIF

cekirdek ici tutulum

yanina daginik sekilde granulositler iceren HEp-2 substrati ekle-
mistir. ANCA'ya eslik eden ANA varligi durumunda bu substrat-
taki HEp-2 hUcre cekirdekleri floresan almistir. Ancak granudlosit
cekirdekleri hem ANA hem de pANCA nedeniyle daha fazla
floresan boya aldiklan icin HEp-2 hucrelerinden daha parlak

calisilmasi 6nerilmelidir.
(ANCA testinde tarama
diliisyonunun 1/10
oldugu akilda

gorundrler.

El; Serumda

tutulmalidir!)

N\
E'2017 yil1 uzlasi raporuna gore ANCA testleri ile iligkili olarak giincel bilgiler:

ANAile Test istemi yapilirken klinik bulgulara dayanan bir strateji izlenmelidir.
birlikte i1k tarama yontemi olarak yiiksek Kkaliteli PR3-ANCA ve MPO-ANCA icin antijene
pANCA da ozgul testler kullanilmalidir. (Heniiz rutin uygulamada kullanilmamaktadir).
varsa HEp-2 PR3-ANCA ve MPO-ANCA'nin her ikisi i¢in de sonug negatif ise ve halen kii¢iik
substratinda damar vaskiilitleri i¢in gii¢lii klinik siiphe varsa; diger immiinolojik testlerin
dasimik ve/veya IIF'in kullanilmasi ya da deneyimli bir laboratuvara yonlendirilmesi
agini onerilir. Ikinci bir testin veya IIF'in uygulanmas diisiik pozitif test sonuglarina
sekilde sahip olgularda 6zgiilliigii belirgin sekilde artiracaktir.
bulunan Negatif PR3-ANCA ve MPO-ANCA sonucu durumunda ANCA iligkili vaskiilit
graniilositle- tanisi dislanamaz.
rin floresan Pozitif PR3-ANCA ve MPO-ANCA sonucu sadece ANCA iliskili vaskiilit tanisinda
. . yardimcidir, tek basina tanisal degildir.
siddeti tek . : L . o
basina HEp-2 Antikor seviyelerinin dikkate alinmasi klinik yorumlamay gelistirir.
__S . P Bu yenilenmis uzlasi 6nerileri 6zellikle GPA ve MPA gibi vaskiilitlerin tanisinda
hiicrelerinden gecerlidir, fakat IBH, OIH ve ilac iliskili otoimmiinite tanisi icin yardimcr test
daha fazladir. olarak gecerli degildir.
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PANCA formalin direncli (MPO ANCA)

-

Resim 160. Etanolle fikse granUlositler (x40) Resim 161. Formalinle fikse granUlositler (x40)

Resim 162. Granulosit iceren HEp-2 hucreleri (x40)

I Gl IO Etanolle fikse granilositler: NUkleus membrani cevresini kurdele tarzinda
floresan boyanma gorGlUr.

Formalinle fikse granilositler: Sitoplazmada daginik grandGller seklinde floresan
boyanma gorolr.

ANA porzitifligi oimadidi icin HEp-2 hUcrelerinde ¢ekirdeklerde boyanma yoktur.
Daginik sekilde bulunan granulositlerde ¢cekirdek cevrelerinde boyanma vardir.

ilgili antijenler Miyeloperoksidaz (MPO)

[ T e e 14/ Mikroskobik polianijiitis (MPA), eozinofilik polianjiitisli granUlomatozis (EGPA,
Churg-Strauss sendromu), primer “pauciimmune’ kresent glomerulonefrit

BPRAPOR ORNEGH

Sonug ANCA: Pozitif (++)
Patern: pANCA formalin direncli
Tifre: (++) sonuc 1/32 - 1/100 arasindaki fitrelerde porzitifligi isaret eder; kesin bir
fitre sonucu isteniyorsa yeni dilisyonlu test istemi yapiimasi uygundur.

Calisma yontemi IIF

(ofe | [HI [T M (IS =YL [T Etanolle fikse granUlositler, formalinle fikse granUlositler, granUlosit iceren HEp-2
hUcreleri*

Referans deger <1/10 titre - Negafif

Aciklama/oneri MPO ANCA ELISA testi calisiimasi énerilir.
* GranUlosit iceren HEp-2 hUcreleri kullaniliyorsa calisiian hicre/doku bdlimUnde belirtilebilir.
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cANCA formalin direncli (PR3 ANCA)

Resim 163. Etanolle fikse granUlositler (x40) Resim 164. Formalinle fikse granuUlositler (x40)

Resim 165. GranUlosit iceren HEp-2 hUcreleri (x40)

LUEE G CULULE Fianolle fikse granilositler: Sitoplazmada dadinik grandller ve santral
intralobUler kuvvetlenme seklinde floresan boyanma gorUlUr.

Formalinle fikse granulositler: Sitoplazmada daginik granuUller seklinde floresan
boyanma gorolUr.

ANA pozitifligi oimadidi icin HEp-2 hicrelerinde ¢ekirdeklerde boyanma yoktur.
Daginik sekilde bulunan granulositlerde sitoplazmik boyanma vardir.

ilgili antijenler Proteinaz 3 (PR3)

[N M e o[l Polianijiitisli granUlomatozis (GPA, WG), mikroskobik polianjiitis, primer "pauci

immune" kresent glomerulonefrit, eozinofilik polianijiitisli grantlomatozis (EGPA,
Churg-Strauss sendromu)

P RAPOR ORNEGH

Sonug ANCA: Pozitif (+++)
Patern: cANCA formalin direncli
Titre: (+++) sonu¢ 1/100 - 1/320 arasindaki fitrelerde pozitifligi isaret eder; kesin
bir titfre sonucu isteniyorsa yeni dilusyonlu test istemi yapilmasi uygundur.

Calisma yontemi IIF

(oo |[HICHNITIS YL UM Etanolle fikse granUlositler, formalinle fikse granUlositler, granUlosit iceren HEp-2
hUcreleri

Referans deger <1/10 ftitre - Negatif

Aciklama/6neri PR3 ANCA ELISA testi calisiimasi &nerilir.
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PANCA formalin duyarli

Resim 166. Etanolle fikse granulositler (x40) Resim 167. Formalinle fikse granulositler (x40)

Resim 168. Granulosit iceren HEp-2 hucreleri (x40)

LU LI IUL TN Etanolle fikse graniilositler: NUkleus memlbrani cevresini kurdele tarzinda saran
floresan boyanma olur.

Formalinle fikse granilositler: Floresan boyanma gézlenmez. Etanolle fikse
granulositteki floresan gérGtnUmMUnun ANA-nUkleer membran porzififliginden
ayrimi icin HEp-2 hucreleri de incelenmelidir. Eslik eden ANA yoksa
cekirdeklerde boyanma goézlenmez. Arada daginik halde bulunan
granulositlerde nUkleus membrani cevresinde floresan boyanma goérulur.

ligili antijenler

[N O R e 14 1@ Ulseratif kolit, Crohn hastaligi, primer sklerozan kolanijit, SLE, romatoid artrit
(laktoferrin)

BPRAPOR ORNEGH

Sonug ANCA: Pozitif (++)
Patern: pANCA formalin duyarli
Titre: (++) sonuc 1/32-1/100 arasindaki titrelerde pozitifligi isaret eder; kesin bir
fitre sonucu isteniyorsa yeni dilisyonlu test istemi yapiimasi uygundur.

Calisma yontemi IIF

(ofe | [HI [T M (IS =YL [T Etanolle fikse granUlositler, formalinle fikse granUlositler, granUlosit iceren HEp-2
hUcreleri

Referans deger <1/10 ftitre - Negatif

Aciklama/oneri Hedef antijenin belilenmesi isteniyorsa ANCA profil ELISA testi calisiimasi dnerilir.
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cANCA formalin duyarli

Resim 169. Efanolle fikse granUlositler (x40) Resim 170. Formalinle fikse granUlositler (x40)

Resim 171. GranUlosit iceren HEp-2 hucreleri (x40)

WNCH G UL W Etanolle fikse granilositler: Sitoplazmada daginik grandller seklinde floresan
boyanma gorolr.

Formalinle fikse granulositler: Floresan boyanma gézlenmez. HEp-2'de eslik
eden ANA varligi dUsUnulmedigiicin ¢cekirdeklerde boyanma gdzlenmez.
Arada daginik halde bulunan granulositlerde sitoplazmada grandUller seklinde
floresan boyanma olur.

ilgili antijenler Bakterisidal/permiabilite arttinci protein (BPI)

(R CIETLCE 0@ Primer sklerozan kolaniit, Ulseratif kolit, Crohn hastaligi

P RAPOR ORNEG

Sonug ANCA: Pozitif (+++)
Patern: cANCA formalin duyarli
Tifre: (+++) sonuc 1/100 - 1/320 arasindaki titfrelerde pozitifligi isaret eder; kesin
bir titfre sonucu isteniyorsa yeni dilusyonlu test istemi yapilmasi uygundur.

Calisma yontemi IF

(ofe | [HICT WIS VLI Etanolle fikse granUlositler, formalin fikse grandlositler, granUlosit iceren HEp-2
hUcreleri

Referans deger <1/10 ftitre - Negatif

Aciklama/6neri Hedef anfijenin belirlenmesi isteniyorsa ANCA profil ELISA testi calisimasi dnerilir.
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PANCA- ANA birlikteligi

v v

Resim 172. Etanolle fikse granulositler (x40) Resim 173. Formalinle fikse granUlositler (x40)

Resim 174. GranUlosit iceren HEp-2 hicreleri (x40)

WLGCH Gl e[0T W Etanolle fikse granulositler: NUkleusta floresan boyanma gdzlenir. pANCA varlid
nedeniyle nukleus membrani cevresindeki floresan siddeti cekirdegin ic
kismindan daha siddetlidir.

Formalinle fikse granulositler: Formalin direncli ise sitoplazmada daginik
granUller seklinde floresan boyanma gérilur. Formalin duyarli ise formalinle fikse
granUlositlerde sitoplazmada floresan saptanmaz.

HEp-2'de eslik eden ANA varligi nedeniyle cekirdeklerde floresan boyanma
gbzlenir. Arada daginik halde bulunan granudlositlerde hem nukleus ici hem de
nUkleus cevresinde floresan boyanma goérilur. Ancak burada ayirt ettirici nokta
granulositlerdeki floresan siddetinin HEp-2 hicrelerinden belirgin olarak fazla
olmasidir.

ilgili antijenler MPO (bkz. B&IUm 5, )
[FACI IR @ Mikroskobik polianjiitis (MPA), eozinofilik polianjitisli granUlomatozis (EGPA,
Churg-Strauss sendromu), primer “pauci immune” kresent glomerUlonefrit
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P RAPOR ORNEGI

Sonug ANCA: Pozitif (+++)
Patern: pANCA formalin direncli

Titre: (+++) sonuc 1/100 - 1/320 arasindaki titrelerde pozitifligi isaret eder; kesin
bir titre sonucu isteniyorsa yeni dilisyonlu test istemi yapilmasi uygundur.

Calisma yontemi IIF

(ofe | [HICTNTIS YL IIUM Etanolle fikse granUlositler, formalinle fikse granUlositler, granUlosit iceren HEp-2
hicreleri

Referans deger <1/10 fitre - Negatif

Aciklama/oneri ANA varligini degerlendirmek icin ANA IIF calisimasi &nerilir. MPO ANCA ELISA
testi calisiimasi &nerilir.
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ANCA- sitoplazmik boyanma birlikteligi

Resim 175. Etanolle fikse granulositler (x40) Resim 176. Formalinle fikse granUlositler (x40)

Resim 177. GranUlosit iceren HEp-2 hicreleri (x40)

L G LIOLTTN Etanol fikse granilositler: cANCA paterninde sitoplazmada daginik grandller
seklinde floresan boyanma goézlenir. pANCA paterninde ise nUkleus
cevrelerinde tutulum vardir.

Formalin fikse granilositler: ANCA'nin formaline direncli veya duyarl olmasi
durumuyla birlikte, ANCA disindaki eslik eden bazi sitoplazmik otoantikorlar
nedeniyle de formalin substratinda boyanma devam edebilecediicin
sitoplazmik boyanma gorilebilir veya gorUimez.

Eger eslik eden sitoplazmik boyanma AMA'ya bagdli ise HEp-2'de hUcrelerinin
sifoplazmalarinda grandler boyanma goézlenir. GranUlositlerdeki floresan
boyanma siddeti HEp-2 hicrelerindeki floresan boyanma siddetfinden daha
fazladrr.

ilgili antijenler bkz. pANCA ve cANCA paternine neden olan antijenler,
Eslik eden sitoplazmik boyanma AMA'ya ait ise ilgili anfijen icin bkz. B&IUm 7,

RSN ER e [=1@ Polianjiitisli granUlomatozis (GPA, WG), mikroskobik polianiiitis (MPA), Eozinofilik
polianjiitisli granUlomatozis (EGPA, Churg-Strauss sendromu), primer
“pauciimmune” kresent glomerulonefrit, inflamatuvar bagirsak hastaliklari,
ofoimmUn karaciger hastaliklar
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P RAPOR ORNEGI

Sonug ANCA: Pozitif (++) (Tutuluma bagli olarak pANCA veya cANCA olarak belirtilir-
formalin direncli/duyarl seklinde yorum yapilamayabilir).

Titre: (++) sonug¢ 1/32-1/100 arasindaki fitrelerde pozitifligi isaret eder; kesin bir
fitre sonucu isteniyorsa yeni dilisyonlu fest istemi yapilmasi uygundur.

Calisma yontemi IIF

(ofe| [ WM T (YL [’ Etanol fikse granUlositler, formalin fikse granUlositler, granUlosit iceren HEp-2
hUcreleri

Referans deger <1/10 fitre - Negatif

Aciklama/oéneri ANCA profil ELISA testi calisimasi &nerilir. Sitoplazmik futulum icin AMA IIF
calisiimasi énerilir.




KLIMUD

Sistemik Vaskdulitler ve Tanida Otoantikorlar - BOLUM 9

ANCA pozififligi ile kansabilecek durumlara ornekler

Resim 178. Etanolle fikse granUlositler (x40) Resim 179. Formalinle fikse granuUlositler (x40)

Resim 180. GranUlosit iceren HEp-2 hicreleri (x40)

WL Gl N Etanolle fikse granilositler: ANA pozitifligi nedeniyle cekirdeklerin ic kisimlarn da
dahil olmak Uzere floresan boyanma gdzlenir.

Formalinle fikse granulositler: Floresan boyanma gézlenmez.

ANA varligi nedeniyle HEp-2 hicrelerinde ¢ekirdekte floresan tutulum vardir. Bu
substratta daginik sekilde bulunan granulositlerde de ANA nedeniyle, HEp-2
hUcrelerindeki floresan siddetine benzer sekilde floresan boyanma gdzlenir.

ilgili antijenler ANA porzitifligine neden olabilecek tUm antijenler olabilir. Ancak burada
calisilan diltsyonun 1/10 oldugu ve saglikl populasyonda da bu titrede ANA
bulunabilecegdi akilda futulmaldir.

[N EE @ (ANCA negatif olmasi nedeniyle iliskili oldugu hastaliklar belirtimemistir.)
PP rAPOR ORNEG

ANCA: Negolif
Calisma yontemi IIF

(ofe | I (TN (TS YL LT Etanolle fikse granUlositler, formalinle fikse granUlositler, granUlosit iceren HEp-2
hUcreleri

Referans deger <1/10 titre - Negatfif
Aciklama/éneri ANA IF testi calisimasi dnerilir.
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Resim 181. Etanolle fikse granUlositler (x40) Resim 182. Formalinle fikse granUlositler (x40)

Resim 183. GranuUlosit iceren HEp-2 hUcreleri (x40)

(L G111l Etanolle fikse granilositler: ANA nUkleer membran pozitifligi nedeniyle
cekirdeklerin cevrelerinde floresan boyanma gézlenir. Bu goérintl pANCA
gdrintusu ile kanstinimamalidir. Bunun pANCA'dan ayrimiicin mutlaka HEp-2
hUcreleri degerlendirimelidir.

Formalinle fikse granulositler: Floresan boyanma olmaz.

NUkleer membran paterninde ANA pozitifligi nedeniyle HEp-2 hUcrelerinde
cekirdek cevrelerinde floresan tutulum vardir. Bu substratta daginik sekilde
bulunan granUlositlerde de ANA nUkleer membran nedeniyle, HEp-2
hUcrelerindeki floresan siddetine benzer sekilde cekirdek cevrelerinde floresan
boyanma gbdzlenir.

ilgili antijenler bkz. BIUm 5, ANA

R R (141 ANCA negatif olmasi nedeniyle iliskili oldugu hastaliklar belirtilmemistir.

P RAPOR ORNEGH

ANCA: Negafi
Calisma yontemi IIF

(ofe | [HITN[TIS YL IUM Etanolle fikse granUlositler, formalinle fikse granUlositler, granUlosit iceren HEp-2
hUcreleri

Referans deger <1/10 titre - Negafif
Aciklama/6neri ANA IIF calisiimasi nerilir.
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Resim 185. Formalinle fikse granuUlositler (x40)

Resim 186. Granulosit iceren HEp-2 hucreleri (x40)

I Gl LILTT N Etanolle fikse granilositler: Lizozomal antijenlere karsi otoantikor olmasi
nedeniyle sitoplazmada daginik floresan tutulumu gdzlenir.

Formalinle fikse granulositler: Sitoplazmada daginik floresan futulumu
gorUlUr. HEp-2 hucrelerinde sitoplazma icinde daginik, irili ufakli floresan
futulumlan gézlenir. Bu substratta daginik sekilde bulunan granUlositlerde de
HEp-2 hicrelerindeki floresan siddetine benzer sekilde sitoplazma icinde
floresan boyanma gorGlUr.

ilgili antijenler Lizozomal antijenler

[N SO ER 1@ ANCA negatif olmasi nedeniyle iliskili oldugu hastaliklar belirtilmemistir.

BPRAPOR ORNEGH

Calisma yontemi IF

(o |[HI TN IS VLU Etanolle fikse granUlositler, formalinle fikse granUlositler, granUlosit iceren HEp-2
hUcreleri

Referans deger <1/10 fitre- Negatif
Aciklama/oneri Klinik iliskisi bilinmemektedir. Rapor edilmeyebilir.
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ANCA negatif ornek

Resim 187. Etanolle fikse granUlositler (x40) Resim 188. Formalinle fikse granuUlositler (x40)

Resim 189. Granulosit iceren HEp-2 hicreleri (x40)

WU G LIULTITIN Etanolle fikse granUlositler: Floresan boyanma gdzlenmez. Formalinle fikse
grandlositler: Floresan boyanma gézlenmez.

ilgili antijenler -

liskili oldugu hastaliklar &
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Sonug ANCA: Negatif
Calisma yontemi IF

(ofe | [HITN IS YL IUM Etanolle fikse granUlositler, formalinle fikse granUlositler, granUlosit iceren HEp-2
hUcreleri

Referans deger <1/10 ftitre- Negatif

Aciklama/éneri
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Sistemik vaskulitlerin tanisinda kullanilan algoritma

Etanolde fikse granulosit substrat ile IIF

Perinikleer boyanma  Sitoplazmik boyanma Nikleus icinde boyanma Negatif
Formalinle fikse grantlosit  Formalinle fikse grantlosit Formalinle fikse granUlosit ve Formalinle fikse granUlosit
substratini incele substratini incele HEp-2 substratlarini incele substratiniincele
: : : : Formalin Formalin Formalin Negatif
SITOpIOZI’ﬂIk bOyOan SITOpIOZI’ﬂIk bOyOan substratinda substratinda substratinda <
graniler grantler grantler
tutulum var ve futulum yok futulum yok ve “ANCA
HEp-2 fakat HEp-2 HEp-2 negatif”
var Yok var Yok substratinda substratinda substratinda
nikleuslar nikleuslar nikleuslar olarak rapor et
boyanmis, boyanmis, boyanmis,
granUlositler- granUlositler- granilositler- . . .
fDANCrA prNCI'A chNC‘_A chNC‘_A deki floresan deki floresan deki floresan Ulseratif kolit
ormalin ormalin ormailin ormain i i - i1 i - i i -
direncli duyarh direncgli duyarh %%%eglngﬁo %I%(iﬁldfﬁa 5?(323:15522 veys erhn
olarak rapor olarak rapor olarak rapor olarak rapor f 3 B hastaligi
+ o of of azla ise fazla ise P
€ dUs0nUIG-
yorsa IIF
yéntemiyle
ASCA ¢alis
PANCA porzitifligi durumunda “pANCA “pANCA “ANCA
Ulseratif kolit veya Crohn pozitif pozitif negatif, ANA
hastal@ dusunUlyorsa IIF f ii formalin I II
yoéntemiyle ASCA calis CLiuellle d L ANA IIF calisiimasi
direncli, vyarii, uygundur”
ANA IIF IIF cahsiimasi seklinde Pozitif Negatif
cahsiimasi L C I, rapor et
Pozitif Nega’rlf uygundur" ANELAISIXTOfll
seklinde calisiimasi Crohn
. rapor et Snerilir” hastaligi
Ulseratif kolit seklinde lehine
lehine dUsun rapor et distn

Sekil 29. ANCA belirlenmesinde kullanilacak algoritma.

Ulseratif kolit veya Crohn hastalidgi dUstnUlmesi durumunda ASCA IIF calisimasi dnerilir.

Saccharomyces cerevisiae x40 ASCA pozitif Saccharomyces cerevisiae x40 ASCA negatif
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Vaskdlit ayincr tfanisinda anti-glomertl bazal membran antikoru IIF calisildi ise;

Primat bdbregdi x20 Primat bdébregdi x40 Primat bdbregdi x40
antfi GBM pozitif anfi GBM pozitif antfi GBM negatif
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BOLUM 10

COLYAK HASTALIGI VE TANIDA
KULLANILAN OTOANTIKORLAR

Colyak hastalgi

Colyak hastaligr (CH, gluten sensitif enteropati, GSE) genetik yatkinigr kanitlanmig, gloten adi
verilen bir bugday proteinine karsi gelisen immun reaksiyonlarin neden oldugu kronik bir ente-
ropatidir. Ozellikle ince badirsaklar etkileyen hastaligin son yillarda yapilan ¢calismalarla farkl
semptomlara da neden oldugu ortaya cikmis ve sistemik bir hastalik olarak kabul ediimeye
baslanmistir.

Hastalikta tahil UrGnU olarak esas belirleyici rol oynayan gliten, prolamin ve glitenin olmak
Uzere iki bilesenden olusur. Prolamin farkli tfahil OrUnlerinde bulunur. Bugdayda gliadin, cav-
darda sekalin, arpada hordein ve yulafta avenin prolamin proteinleridir. Bu proteinler bagisik
yanifi farkll dizeylerde uyanrlar. En gUc¢lU yanit gliadin tarafindan olusturulur. GlGten, bugday
disinda arpa, cavdar, yulaf gibi tahillarda da bulunmaktadir. CH, gluten ile meydana gelen
hastaliklardan sadece biridir, ayrica bugday alerjisi ve ¢olyak disi glUten sensitif enteropatiler
de gluten ile iliskili hastaliklardandir. Bugday alerjisi IgE'ye bagimli bir immuUnolojik reaksiyondur.
Klasik besin alerjisinden, astim hatta anafilaksiye kadar genis bir spekirumda semptomlara
neden olabilir. Colyak disi gliten sensitif enteropatilerde ise IgE'ye bagmii alerji ve c¢dlyak
disinda bir reaksiyon séz konusudur ve normal barsak biyopsi sonuclar ve CH'ye ait serolojik
verilerin olmamaisi ile digerlerinden ayrilir.

Epidemiyoloji

Colyak hastaligi beslenme aliskanliginda bugday ve diger tahillarin oldugu tUm Ulkelerde g&z-
lenebilmektedir. GérUlme sikhigi farkli Ulkelerde 1/100 ile 1/300 arasinda degismektedir. Serolojik
tfaninin gelismesi ve gUveniliriginin artmasi ile bu oranlar artmaktadir. Bu nedenle de bir buz-
dagina benzetilerek tanisi konmamis bircok hasta olduguna vurgu yapiimaktadir.

Colyak hastaligr olanlarla birinci derece akrabaligi bulunan kisilerde hastaligin gérbime olasili-
gI oldukca yUksektir. Genetik yatkinlidi kanitlanan hastaligin, benzer doku antijenlerini tasiyan
Down sendromu, Turner sendromu ve Ozellikle secici IgA eksikligi gibi bazi genetik hastaliklarla
birlikteligi gdsterilmistir. immUnolojik reaksiyonlara badl bir hastalk oldugu icin de otoimmin
hastaliklar (Tip 1 diyabet, Hashimoto tiroiditi, Sjogren sendromu, Addison hastalidi, vb.) varligin-
da daha sik saptandigi bilinmektedir. Kadinlarda erkeklere oranla iki kat daha sk gézlenmek-
tedir.

Patofizyoloji

Colyak hastaliginin patogenezi genetik yatkinligi olanlarda, glitene maruz kalma ve ¢evresel
faktorlerle tetiklenmeye baglidir. Major etken gliten ve gluten bagdmii proteinlerdir. Glitene
maruz kalma suresi ile CH'nin erken yasta baslama olasiligr dogru orantilidir.
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immUn sistemin gliten bagml, prolamin olarak adlandirlan proteinleri (en iyi bilineni
gliadindir) antijen olarak gérmesiyle &zellikle HLA DQ2 ve DQ8 molekUllerini eksprese eden
kisilerde immun reaksiyon baslar. Ayni zamanda olusan glutamin artfiklan fransglutaminaz ba-
gmli deaminasyonu arttinr ve bagirsak gecirgenligini degistirir. Antijen sunan hicreler (APC)'in
toksik peptidleri CD4+ T hUcrelerine sunmasiyla CD4+ T hicreleri aktive olurlar ve yUksek du-
zeyde proinflamatuvar sitokinler Uretirler. Yardimci T lenfosit 1 (Th1) sitokinleri intraepitelyal len-
fositlerin ve apopitotik hUcre 6limUnden sorumlu dogal 6ldiricU (NK) hicrelerin sitotoksisitesi-
ni Fas/Fas ligand sistemi veya interldkin 15 (IL-15) aracii@iyla arttinrlar. Aktive olan yardimci T
lenfositleri 2 (Th2) sitokinleri B hUcrelerinin anti-gliadin antikor (AGA) ve anti-doku transglutami-
naz antikorlarnnin (anti-dTG) plazma hicrelerinden Uretimi icin farklilasmasini saglar. Doku
transglutaminaz (dTG) ve anti-dTG arasindaki iliski nedeni ile epitelyal hasar meydana gelir

(Sekil 30).
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Sekil 30. Colyak hastaliginin patofizyolojisi

Kisaltmalar - APC, antijen sunan hucre;  dTG, doku fransglutaminaz;  anti-dTG, anti doku transglutaminaz;
Th1, yardimci T lenfositleri 1;  Th2; yardimci T lenfositleri 2;  CD4, CD4+ T lenfositleri;  CD8, CD8+ T lenfositleri;
NK, dogal 8ldurucu hicreler.

Klinik

Colyak hastaligi cocukluk cagr hastaligr olarak kabul edilmekteyse de herhangi bir yasta bas-
layabilir. Kadin-erkek orani 2:1 ila 3:1 arasinda degismektedir. Bununla birlikte, serolojik farama-
lara gore gercek kadin-erkek orani 1,5:1 kabul ediimektedir. Hastalk erken cocukluktan yasli-
lara kadar her yasta ortaya cikabilir, baslangic icin 2 tepe noktasi vardir; ilki yasamin ilk 2

yiinda diyette glUtenle karslasmadan hemen sonra, digeri ise yasamin ikinci veya U¢cuncu on
yiinda.
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CH tanisi zor olabilir cUnku semptomlar hastadan hastaya énemli dlcude degisebilir. Bircok
hastada atipik semptomlarla kendini gosterir. Ancak en sik diyare ve malabsorpsiyon gdzlen-
mektedir. Nadir de olsa gozlenen bir formu da Duhring hastaligi adi da verilen dermatitis
herpetiformis olarak bilinen deri rahatsizigidir.

Colyak hastaligr semptomlar, baslangic yasi, serolojik ve patolojik bulgularin varligr temel ali-
narak siniflandirilir. 2011'de, Oslo'nun CH siniflandirmasi: klasik, klasik olmayan, subklinik, potan-
siyel ve refrakter seklinde siniflandirma yapmistir. Ancak mevcut klinik sunumlar tam olarak
yansitmayan ‘klasik/klasik olmayan’ kategorizasyonu yerine, daha pratik bir terminoloji, yani
intestinal ve ekstraintestinal colyak terimlerini kullanmak daha dogru olabilir.

intestinal (klasik) ¢dlyak hastah@:: Cocuk popilasyonunda ézellikle 3 yasindan kiicUk cocuk-
larda daha sik gérUlur ve ishal, istahsizlik, abdominal distansiyon ve gelisme gerilidi ile karakte-
rizedir. Daha bUyUk cocuklar ve yetiskinler ishal, siskinlik, kabizlik, karin agnsi veya kilo kaybin-
dan sikGyet edebilir. Bununla birlikte, yetiskinlerde, kronik ishal, kilo kaybi ve énemli malabsorp-
siyon sendromu oldukca nadirdir. Nadir tespit edilmesine ragmen, bu fenotip kaseksi, sarkope-
ni, dSnemli hipoalbUminemi ve elektrolit anormallikleri nedeniyle hastaneye yatisa neden olabi-
lir. Buna karsilik, kabizlk veya alternatif bagirsak ve/veya dispepsi benzeri semptomlar gibi
mide bulantisi ve bazen kusma gibi irritabl barsak sendromu (IBS) benzeri bir sunum daha sik
gorulur. Serolojik ve patolojik bulgular CH ile uyumludur.

Ekstraintestinal (klasik olmayan) ¢olyak hastalgi (atipik ¢olyak hastalgi): Gastrointestinal
semptomlar olabilir ancak daha cok gastrointestinal sistem disi semptomlar én plandadir ve
genelde sadece tek bir semptom vardir. Ekstra intestinal semptomlar hem cocuklarda hem
de yetiskinlerde sik gorUGlUr. Vakalarn %40'nda (demir emilim bozuklugu veya kronik inflamas-
yon nedeniyle) tespit edilebilen demir eksikligi mikrositik anemisi veya daha nadir olarak folik
asit ve/veya B12 vitamini eksikligi nedeniyle makrositik anemi gozlenir. Kemik mineral yogunlu-
gunda azalma, osteopeni veya osteoporoz (fani almis hastalann yaklasik %70'ini etkiler), kalsi-
yum ve D3 vitamininin emiliminin degismesine baglidir. Cocuklarda, bUyUme geriligi ve kisa
boy, altta yatan CH suphesini artirabilir. Diger belirtiler arasinda dis minesi kusurlar, aftéz sto-
matit (fanisi konmamis CH hastalannin yaklasik %20'sinde tanimlanmigtir) ve fransaminaz yUk-
sekligi (tani konmamis hastalarin %40-50'sinde).

CH hastalannda bas agrisi, parestezi, néroinflamasyon, anksiyete ve depresyon gibi cok cesitli
norolojik semptomlar da saptanabilir. Ge¢ menars, amenore, tfekrarlayan dUsukler, erken do-
gum, erken menopoz ve spermlerin sayisindaki ve hareketliligindeki degdisiklikler ile karakterize
edilen Ureme fonksiyonundaki dedisiklikler de gdzlenebilir. Ozellikle, bu belirtiler, hastalar kat
glUtensiz bir diyete basladiginda duzelebilir.

Asemptomatik ¢olyak hastalgi (sessiz ¢olyak hastaligi): Subklinik form olarak da adlandinl-
maktadir. Klinik tanimlama icin yeterli semptomu olmayan hastalan icerir ve ailede CH hastali-
g1 olan kisilerde antikor taramasi yapilmasi, genel popuUlasyon taramalari sonucu fespit edilen
vakalardir. ince barsak biyopsilerinde karakteristik dedisiklikler gdzlenebilir. Hastalara semp-
tfomlarn olmadigl halde glUtensiz diyet uygulanmaya baslandiginda yasam kalitelerinde iyiles-
me olduguna dair geri bildirimler alinmigtir.

Potansiyel ¢olyak hastaligi: normal bagirsak mukozasina sahip pozitif serolojik ve genetik belir-
tecler ve intraepitelyal lenfositlerde (IEL) artis gibi minimal inflamasyon belirfileri ile karakterize-
dir. Potansiyel formu olan hastalar, klasik ve klasik olmayan semptomlarla kendini gdsterebilir
veya tamamen asemptomatik olabilir. CH'li bireylerin yaklasik %10'unu temsil eden bu hasta
kategorisi icin, “potansiyel ¢colyak hastaligr” terimi kabul edilmistir. Potansiyel CH hala yeterin-
ce calisimamis bir alan olmaya devam etmekte olup, bugline kadar yapilan calismalarda
pek cok huzursuz soru ve zit sonuclar bulunmaktadir. Cocuklarda, potansiyel CH'li olgularin
%30'inden fazlasi asemptomatiktir ve geri kalan %20 daha fazla malabsorpsiyon, kronik ishal
ve demir eksikligi anemisi, hiper-transaminazemi ve kisa boy kisiklik gibi ekstraintestinal belirtiler
yerine tekrarlayan karin agnsi gibi bagirsak semptomlarn gézlenir. Bununla birlikte, yetiskinlerde,
bircok calisma, potansiyel CH'li bireylerde semptomatik fenotipin cocuklardan daha yaygin
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oldugunu ve temel olarak ekstra infestinal semptomlarla karakterize oldugunu gostermistir.
Tartismall konulardan biri, potansiyel CH olgularina bir glitensiz diyet verilip veriimemesidir.
Genel gérus glutensiz diyetin sadece semptomatik potansiyel CH'si olanlara dnerilimesi gerek-
tigi, asemptomatik potansiyel CH'li olgulann gliten iceren bir diyete devam etmesine izin
verilirken, yakin klinik, serolojik ve histolojik kontrollerle takip edilmesi gerektigidir.

Refrakte ¢olyak hastaligi: CH tanisi konmus ama en az 12 ay kati bir glitensiz diyete ragmen
kalici semptomlar, serolojik ve intestinal villi atrofisi ile karakterize, histopatolojik iyilesme godzlen-
meyen hastalardir. Primer tedaviye hic yanit vermeyen ve sekonder olarak bir sUre sonra te-
daviye direncli hale gelen formlan olabilir. Ulseratif jejunoileit, kollajendz sprue ve badirsak
lenfomasi gibi komplikasyonlara yol acabilir. Siklikla 50 yas UstU hastalarda gozlenir.

Son yillarda klinik uygulamada diger bir CH formu (Oslo Siniflandirmasina dahil edilmemistir),
seronegatif ¢colyak hastalid tanimlanmistir. Seronegatif form, gésterilebilir serolojik belirteclerin
olmadigr ciddi malabsorpsiyon ve intestinal mukoza atrofisi ile karakterizedir. Bu form, intestinal
villusun atrofisine neden olan diger hastaliklar ile ayinci fanida yer almalidir. CH icin genetik
test yapilmasi dnemlidir. CUnkU negatif sonucu hastaligi kesin olarak dislar ve paraziter enfeksi-
yonlar (Giardia lamblia gibi), otoimmUn enteropati, ince bagdirsagin bakteriyel kontaminasyo-
nu, iImmun yetmezlik, eozinofilik gastroenterit, ilaca bagl enteropati (anjiyotensin Il reseptor
antagonistleri, steroid-olmayan anti-inflamatuvar), Crohn hastaligi, tropik sprue, HIV enteropa-
tisi ve Whipple hastaligi gibi villéz atrofinin diger nedenlerinin arastinimasina ydnlendirir. Sero-
negatif bir CH, glUtensiz diyetten 1 yil sonra hem semptomlarda hem de histolojide iyilesme
gorulmesi ile dogrulanabilir (Sekil 31).

CH antikorlarn olmayan tUm villéz atrofilerden %28-45'i seronegatif CH'dir. Seronegatif CH has-
talar, ishal ve malabsorpsiyon, net bir kadin cinsiyet prevalansi ile karakterize klasik bir klinik fe-
notip sergiler ve antikor-pozitif CH hastalanna kiyasla morbidite ve mortalite riski daha yUksek-
tir. Aynica, klasik CH ile karsilastinidiginda, seronegatif hastalarda otoimmuon hastaliklar ile daha
bUyUk bir iliski vardir ve refrakter hastalik gelistirme riski daha yUksekfir.

Seronegatif Colyak siphesi
(villus atrofisi varligr)

Genetik test - HLADQ2/8

NEGATIF POZITiF
Diger secenekleri Glutensiz diyete basla
disin

Otoimmun enteropati
immun yetmezlik
flaclar
Giardiyaz
HIV enteropatisi

intestinal lenfoma DUzelme var Duzelme yok
Kollajenik sprue
Eozinofilik gastroenterit
IBD

1 yil sonra biyopsiyi tekrarla

Seronegatif CH Colyak degil

Sekil 31. Seronegatif ¢célyak supheli hastalarda tanisal algoritma



OTOANTIKORLARIN LABORATUVAR TANIS|

BOLUM 10 - Célyak Hastaligi ve Tanida Otoantikorlar

Tani testlen

ince bagirsak biyopsisi ve porzitif serolojik sonuclar tani icin alhin standarttir. Biyopsiye ek olarak
genetik testler ve serolojik testler taniya yardimci olur. Su an kabul edilen standartlara goére
asagidaki bes kriterden dérdinin CH teshisi icin yeterli oldugu "bes kuraldan dordi" kurall ka-
bul gérmektedir: (1) tipik belirti ve semptomlar (ishal ve malabsorpsiyon); (2) antikor pozitifligi;
(3) HLA-DQ2 ve/veya HLA-DQS8 pozitifligi; (4) biyopside bagirsak hasar (yani, villdz atrofi ve
kGcUk lezyonlar); ve (5) glUtensiz diyete klinik cevap. Boylece CH'nin cesitli alt fiplerinin, yani
seronegatif CH (2 numarall kuralin olmamasi), potansiyel CH (4 numaral kuralin olmamasi),
klasik olmayan CH (1 numaral kuralin olmamasi) ve duyarl olmayan CH (5 numarall kuraln
olmamasi) fanimlamasina yardimci olur (Tablo 13).

ince bagirsak biyopsisi E

K . . .
intestinal mukoza degisikliklerinin siniflandinimasi icin kulla- quyalf h?StE’“g‘F‘d%’kl
nimakta olan Marsh kriterleri modifiye edilmistir. Modifiye patolojik goriinti tipiktir
kriterlere gére CH evre 0-3 arasinda siniflandinimakta olup fakat patognomonik degildir.
normal biyopsi sonuclarindan fotal villus atrofisine kadar Giardiyaz, infantil besin
uzanan patolojik sonuclarla karakterizedir. Biyopsi icin dik- duyarlihigy, graft versus host
kat edilecek en dnemli nokta farkl alanlardan biyopsi or-
nekleri alinmasi gerekliligidir. Patolojik hasarn klinik semp-
tomlarn dUzeyi ile iliskili oldugu kabul edilmektedir. Atipik
veya sessiz ¢cOlyakta orta dUzeyde histolojik dedisiklikler

hastaligi, kronik iskemik
bagirsak hastaliklari, tropikal
sprue gibi bircok farkli

olabilir. Serolojik testleri pozitif olan hastalarda negatif bi- ~ hastaliklarda da benzer
yopsi sonuclarinda ikinci bir biyopsi 6nerilebilir. patolojik degisiklikler
gozlenebilir.

Serolojik testler

Colyak hastaligina 6zgul serolojik testler 20 yildan daha uzun suredir kullanilmaktadir. Tani di-
sinda tedavi takibinde de guvenle kullaniimakta olan testler temel olarak iki grup antikor tayi-
nini hedeflemektedir:

1. GlUten iceren besinlerdeki proteinlere (gliadin, deamine gliadin peptid) karsi gelisen IgA
ve IgG fipi antikorlar.

2. Hastaligin patogenezinde rol oynayan bagirsak mukozasindaki yapisal proteinlere (endo-
misyum, retikUlin, fransglutaminaz) karsi gelisen IgA ve IgG tipi otoantikorlar.

CH ile ilgili antikorlar, IgA ve 1gG siniflarina aittir, ancak sadece IgA sinifinin CH icin oldukca
hassas ve spesifik oldugu kabul edilebilir. IgG belirteclerinin kullanimi (DGP hari¢), hatall pozitif
sonuclara neden olabilecegdinden siklikla yanilticidir ve kullanimi IgA eksikligi olan hastalarla
sinirli tutulmalidr.

Anti-gliadin antikor (AGA): Bugday, arpa, yulaf ve cavdarda bulunan glitenin ana kompo-
nentini olusturan gliadin, CH'nin tetikleyici proteinidir. ELISA yontemi ile calislan AGA testinde
saflastinimis gliadin antijeni ile kapli kuyucuklar kullaniimaktadir. CH tfanisinda 1954 yiindan beri
kullaniimakta olan AGA'nin CH tanisinda diger otoantikor testlerine gére duyarliigi ve &zgulli-
gUnUn dUsuk olmasi nedeni ile ginumuzde tani amagcl kullaniimasi tercih ediimemektedir.

Deamine gliadin peptid antikoru (anti-DGP): Dogal peptidlerle karsilastinidiginda, gliadinin {TG
ile deaminasyonu, modifiye gliadin peptidlerini daha immuonojenik hale getirir. ik calismalar,
CH icin duyarlilik ve 6zgullGkte artis bildirilmistir. IgG DGP, erken cocukluk déneminde CH'nin
tfanimlanmasinda 6zellikle yararlidir (<2 yas). IgA DGP'nin CH teshisinde cok az yararl oldugu
gosteriimistir ve bu nedenle taniicin édnerilmemektedir. ELISA ydntemi ile test edilen bu anfikor-
lar IgA ve IgG tipindedir. Anfijen olarak deamine edilmis gliadin proteinleri kullanimaktadir.
Yapilan calismalar &zellikle 2 yas alti cocuklarda anti-DGP'nin CH tanisinda diger otoantikor-
lara gére daha duyarl ve 6zgul oldugunu géstermistir. Tedavi takibinde de rahatlikla kullanila-
bilmektedir.
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Anti-endomisyum antikorlan (EMA): EMA, uzman operatérler tarafindan test edildiginde mutlak
bir 6zgulluk sagladigr icin en yUksek tanisal dogruluga sahip festtir. IgA ve IgG yapisindaki EMA
antikorlan lIF yontemi ile calisimaktadir. Tarama dilsyonu 1/10'dur. EMA IIF testinde primat distal
o6zofagus dokusu veya primat karaciger kesitleri kullanimaktadir. Bu dokulardaki antijen doku
transglutaminazdir (dTG). OzgUlligu yUksek olmasina karsin duyarligi géreceli olarak daha
dUsUktur. EMA porzitifliginde primat distal ézofagus dokusunda diz kas hicrelerinde boyanma
meydana gelir (Resim 190), bu gérinUmUn anti dUz kas antikorlan (ASMA, SMA) boyanmasindan
ayrimi oldukca zordur. Oysa maymun karaciger dokusunun substrat olarak kullanildigr durum-
larda intralobUler sinUzoidlerde filamentdz aynmlarda ince bir hat olarak gézlenen boyanma
daha net ve ayirt edicidir (Resim 191).

Doku transglutaminaz antikorlan (Anti-dTG): IgA ve IgG tipi anti-dTG antikorlar ELISA yéntemi ile
calsimaktadir. CH'nin taranmasi, fanisi ve tedavi izleminde oldukca gUvenilir bir ydntemdir.
Anti-dTG IgA'nin duyarliligl, EMA IgA'ninkinden daha yUksektir (%97'ye karsilik %94), dTG IgA'nin
6zgullugu ise kesinlikle EMA'ninkinden daha dUsuUktur (sirasiyla %91 ve 100). Kullanilan antijen
dTG isimli enzim proteinidir. Farkli immuUnolojik ydntemler ve hizli tani testleri adi altinda gelistiril-
mis kitler de bulunmaktadir ancak bu testlerin yalanci negatif ve yalanci pozitiflik dizeyleri

‘Z; Colyak

hastalig1
tanisinda
altin
standart
biyopsi ve
ozgul
serolojik
testlerin
birlikte
calisilmasidir.

Genetik testler

oldukca yuUksektir. Farkll kitlerde performansi degisse de anti dTG testi
oOzellikle tedavi takibinde oldukca basarlli bir testtir.

Yetiskin CH'de seroloji, anti-dTG IgA'nin total IgA ile birlikte test ediimesi
ile baslamalidir. Normal total IgA seviyesine sahip hastalarda yuksek fit-
rede anti-dTG IgA pozitif olursa, EMA'y1 degerlendirmeden bir duodenal
biyopsi yapilabilir. DUsuk titre bir anti-dTG IgA ile, EMA IgA testi gereklidir
ve eger pozitifse, CH teshisini dogrulamak icin bir duodenal biyopsi
oneriimelidir.

Cogu CH hastasinda glutensiz diyet ile 12 ay (antikor fifresi cok yUksekse
18-24 ay) icinde antikorlarnn kaybolmasina veya énemli 6lctde azalmasi
gbzlenebilir. IgA ftipi anti-dTG antikorlar, takip srasinda CH hastalarini
izlemek icin en yaygin kullanilan testtir, ancak kaybolmalar barsak villus-
larinda iyilesmeyi yansitmaz.

Yeni gelistirimeye calisiion dTG-DGP kompleksinin epitoplarna serum
immuUn cevabinin ¢cok yuksek bir 6zgUllugu ve duyarliigr oldugu gdsteril-
mistir. Tani disinda takip amaci icin de faydall olabilir, villus dUzelmesi
hakkinda fikir verebilecegdi disuntlmektedir. Ancak daha fazla calisma-
ya ihfiyac duyulmaktadir.

N3
Colyak hastaliginda genetik yatkinlik %100 gdsteriimis olup, |,,' .
ailesinde ¢olyak tanisi almis bireyler bulunan, klinik belirfileri Asemptomatlk

bulunmayan asemptomatik kisilerde tarama testi olarak ge- hastalarda HLA DQ2
netik testlerin kullaniimasi dnerilmektedir. Hastalk, MHC sinif i ve DQ8 alellerinin

antijenleri, DQ2 heterodimer varlig (spesifik HLA- DQAT1*05 ve
HLA-DQB1*02 allellerinin varliginda olusur), DQ8 heterodimer

varlig1 arastirilabilir.

(spesifik HLA-DQA1*03 ve HLA-DQB1*0302 allellerinin varliginda

olusur) ile birliktelik gostermektedir. Ek olarak HLA DRB1*04 alle-

linin variginin da hastaliga yatkinlikla iliskili oldugu séylenmektedir. DQ2 heterodimer varlidi
colyak hastaligina sahip bireylerin %90'nda, genel popUlasyonda ise %20-30 oraninda gérul-
mektedir. Bu durumda bu heterodimere ve/veya ek olarak DQ8 heterodimerine sahip bireyle-
rin yalnizca %2-3' Unde hastalik tablosu gelismektedir. Hastalikla iliskili allellerin famaminin yok-
lugunda ¢dlyak tanisi diglanir.

Colyak hastaligr tanisinda kullanilan serolojik testlerin dzellikleri Tablo 14'de veriimektedir.
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Colyak hastaligi tanisinda altin standart biyopsi ve 6zgul serolojik testlerin birlikte calisimasidir.
Biyopsi ve serolojik testlerle elde edilen farkl sonuclara ait yorumlar Tablo 13'de verilmektedir.
Hastanin klinigine gore serolojik test sonuclar farkl dénemlerde degisiklikler gosterebilir.

CH tanisi sonrasi hastanin takibi de cok dnemlidir. Genellikle, ik kontrol tanidan sonraki é ay
icinde planlanir ve daha sonra her 12-24 ayda bir (komplikasyonlar ortaya cikarsa her 3-6
ayda bir) glUtensiz diyete cevap degerlendirilir. Hastalar tam kan sayimi, anti-dTG IgA (veya
IgA eksikligi durumunda anti-dTG IgG), TSH, anti-TPO, ferritin, folat, calsimalidir. D3,
fransaminaziar ve CH ile iliskili otoimmUn hastaliklann (érnegdin primer biliyer kolanijit ve Sjogren
sendromunu) varligini ekarte etmek icin antinUkleer antikorlarinin taranmasi  dnerilir.
Yetiskinlerde otoimmuUn firoidit her zaman taranmalidir.

Tablo 13. Colyak hastaligl (CH) tanisinda kullanilan serolojik testler ve biyopsi sonucunun
degerlendiriimesi

Serolojik Genetik BivoDsi Diyete Yorum
testler test yop cevap

Pozitif Pozitif Pozitif intestinal (Klasik) CH
Yok Pozitif Pozitif Pozitif Var Ekstra intestinal (Klasik oimayan) CH
Var Negatif Pozitif Pozitif Var Seronegatif CH
Var Pozitif Pozitif Negatif  Var Potansiyel CH
Var Pozitif Pozitif Pozitif Yok Refrakte CH (duyarl olmayan CH)
Yok Negatif Pozitif Negatif Yok CH yok ama aile 6ykUsU varsa takip
edilmelidir

Tablo 14. Célyak hastaligl tanisinda kullanilan otoantikor testleri ve &zellikleri

Test Adi Duyarlilik (%) |Ozgillik (%) |Yontem Uyari

EMAIgA 93,7 100 IIF Deneyim gerektirir

Anti-dTG IgA 90-96.8 21 ELISA Tedavi takibinde kullanilabilir

AGA IgA 52 86 ELISA Tercih edilmemektedir

ANfi-DGP IgA 80 95 ELISA Tedavi Toklplnde ve 3 yas ol’r{ hos’rolordo
tarama testi olarak tercih edilir.

Anti-DGP 1gG 84,4 98,5 ELISA

EMAIGG 86 78 IIF/ELISA IgA eksikligi olan hastalarda kullaniliriar

Anti-dTG IgG
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An’ri—endomisyum antikorlar (EMA)

Resim 190. Maymun &zofagusu (x20) Resim 191. Maymun karacigeri (x40)

Mikroskobik Maymun 6zofagusu: Distal ézofagus dokusunda dUz kas hUcrelerinde boyanma
gorinim gorilUr.

Maymun karacigeri: intralobUler sindzoidlerde filamentdz aynmlarda ince bir hat
seklinde boyanma gorGlur.

ilgili antijenler Endomisyum / doku fransglutaminaz

iliskili oldugu Colyak hastalid
hastaliklar

BPRAPOR ORNEG

Sonug¢ EMA: Pozitif (+++)
Titre: (+++) sonuc 1/100 - 1/320 arasindaki titrelerde pozitifligi isaret eder; kesin bir
titre sonucu isteniyorsa yeni dilisyonlu test istemi yapiimasi uygundur.

Calisma Yontemi

Calisilan Maymun &zofagusu ya da maymun karacigeri
hicre/doku

Referans deger <1/100 titre - Negatif
Aciklama/éneri Anti-dTG IgA ve Anti-DGP IgA calisimasi dnerilir.

P 4
E‘ Gliten enteropatilerinde EMA, anti-dTG ve anti-DGP testleri
benzer performans gostermektedirler.

Ozellikle IgA eksikligi olan 2-3 yasin altindaki hastalarda anti-DGP
IgG antikoru testleri ile daha glivenilir sonuclar elde edilmektedir.

Diistik risk grubu bireylerde anti-DGP ve anti-dTG IgA testleri tarama
icin en uygun testlerdir.
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E‘ Yiiksek riskli bireylerde tliim testler ayni performansi
gostermektedir. Serolojik testlerin ve biyopsinin gliitensiz diyet
uygulayan hastada g¢alisilmasi yanlis negatif sonuglara neden olabilir.

Glutensiz diyet sonrasinda hastalarda serolojik testlerle saptanan
antikorlar 2 hafta gibi cok kisa zamanda negatiflesebilir. Buna karsin
histolojik iyilesme daha gec olabilir.

Diyet tedavisinin takibi 3-6 ayda bir anti-DGP veya anti-dTG antikor
diizeylerinin belirlenmesi ile yapilmalidir.

6 ay -1 yil icinde diyete yanit vermeyen olgularda refrakte ¢6lyak
hastalig1 dustnilmelidir.

Anti-endomisyum antikorlarn (EMA) negatif ornek

Resim 192. Maymun 6zofagusu (x20) Resim 193. Maymun karacigeri (x40)

WTCH Gl 11 Maymun 6zofagusu: Negatif
Maymun karacigeri: Negatif
ilgili antijenler

lligkili oldugu hastaliklar &

B R APOR ORNEG
Sonug EMA: Negatif

Calisma Yontemi IIF
(ofe | [HI NS VLI UM Maymun 6zofagusu ya da maymun karacigeri
Referans deger <1/100 fitre - Negatif

Aciklama/éneri
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Colyak hastaligl tanisinda kullanilan algoritmalar

Colyak hastaligi siphesi olan Aile oykusinde ¢olyak hastaligi olan
semptomatik olgu asemptomatik olgu

Genetik test - HLA DQ2/DQ8

POZITIF NEGATIF
Olasi Golyak Colyak yok
IgA
DUsUk/Eksik Normal/YUksek
Doku transglutaminaz IgG Doku transglutaminaz IgA
Deaminegliadin peptid IgG Deaminegliadin peptid IgA
Disik POZITIF
POZITIF EMA IgA/IgG NEGATIF
BiYOPSI COLYAK YOK

Sekil 32. Célyak hastaligi tanisinda kullanilan algoritma.
Kaynak: http://www.mayomedicallaboratories.com/it-mmfiles/Celiac_Disease_Serology_Cascade.pdf
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lIF Degerlendirmesinde Kullanilabilen Ornek Calisma Tablolar

IIF degerlendirmesinde kullanilabilen
calisma tablolari

ANA |IF degerlendirmesi icin calisma tablosu ornegi
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IIF Degerlendirmesinde Kullanilabilen Ornek Calisma Tablolari

ASMA-AMA-LKM degerlendirmesi icin calisma tablosu drnegi
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lIF Degerlendirmesinde Kullanilabilen Ornek Calisma Tablolar

ANCA-IIF degerlendirmesi icin calisma tablosu ornegi

Etanol Formalin :
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KLIMUD

www klimud.org

Klinik Mikrobiyoloji Uzmanlik Dernegi (KLIMUD)
Mesrutiyet Cad. KGItOr Apt. No: 38/15 Kat: 7 Kizilay-Ankara/TUrkiye

Tel: +90 312230 78 18 » +90 530 693 86 67
info@klimud.org ¢ klimud@gmail.com
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