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Anti niikleer antikorlarin pozitif saptandigr hastalarda
immunoblotting test sonuclarinin degerlendirilmesi (*)

Evaluation of immunoblotting test results in patients with positive
antinuclear antibody
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OZET

Otoimmun bag dokusu hastaliklarimin tanisinda indirekt immun floresan (IIF) teknigi ile otoantikorlarin tespiti en ¢ok tercih
edilen yontemdir. Otoimmun hastaliklarda otoantikorlarin ayirimini yapmak dogru tani igin temel olugturur. Ekstrakte edilen
niikleer antijenlerin kullanilmasiyla gelistirilen testler, otoantikorlarin aywrumini daha net olarak yapmugstir.

Calismamizda bir yillik siirecte IIF testi ile anti niikleer antikoru (ANA) pozitif saptanan hastalarda immunoblotting (IB) tes-
ti ile yapilan ¢alisma sonuglart retrospektif olarak degerlendirilmistir. Toplam 2587 hastada IIF ile ANA arastirmast yapil-
mugtir. IIF ile 215 hastada +2< ANA porzitifligi saptanarak immunoblotting ¢aligilnugtir. IB testi ile 171 (%79.5) hastada en
az bir antikor tespit edilmistir, 44 ( %20.4 ) hastada IIF testinde antikor saptanirken IB testinde hi¢bir antikor tespit edile-

memigtir. En fazla SS-A/Ro-52 antijenine karsi antikor saptanmigtir.

Anahtar kelimeler: Anti niikleer antikor, indirekt immun floresan, immunoblotting

SUMMARY

Determination of autoantibodies by the indirect immunofluorescent (IIF) techniqe is the most preferred method for the diag-

nosis of connective tissue disorders. Differentiation of autoantibodies is the basis of correct diagnosis in otoimmun diseases.
This method allows the extracted antigens (ENA) to be used for the differentiation of autoantibodies clearly.

In our study, we evaluated the results of Immunoblotting (IB) test in patients with positive anti-nuclear-antibody (ANA) which
was determined by the IIF technique during one year period retrospectively. A total of 2587 patients were evaluated for ANA
positivity by the IIF technique. Of the 2587 patients, 215 were found to be positive for +2<ANA by the IIF method, and they
were studied by the IB test. Of the 215 patients with ANA positivity, 171 (79.5%) were found to have at least one autoanti-
body, whereas 44 (20.4%) were found to have no autoantibody by the IB test. The autoantibody against SS-A/Ro-52 antigen
was the most frequent autoantibody determined by the IB test.
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(*) Calisma XXXII. Tiirk Mikrobiyoloji Kongresi’nde (12-16 Eyliil 2006 Antalya) sunulmustur.

39



GIRIS

Serumda otoantikor aranmast son 50 yildir otoim-
mun hastaliklarin tanit ve sagaltim takibinde 6nem
kazanmustir. Aragtirmacilarin istekleri dogrultusun-
da dretici firmalar genig bir iiriin yelpazesinde
kullanimi, degerlendirmesi kolay ve maliyeti dii-
stik testler iiretmiglerdir. Ticari otoantikor test kit-
leri degisik teknikler ile gelistirilmistir. Indirekt
immunfloresan (IIF), immunodifiizyon (ID), im-
munoblotting (IB), ELISA ve son zamanlarda ge-
listirilen lazer antijen Ol¢iim teknikleri bu teknik-
leri kapsar (1).

Tanmi kitleri icinde IIF testi tarama testi olarak
kullanilmakta, antijen tipinin ortaya ¢ikarilmasi ve
ITF testinin dogrulanmasi amaciyla diger testler
onerilmektedir (2). IIF testi anti niikleer antikor
(ANA) varligimmi ortaya koyar buna kargin bazi
durumlarda antikorlarin hangi antijene karsi olus-
tugu tam olarak ayirilamayabilir. Bu durumda di-
ger yontemlerle antijen tiplendirmesi yapilir. An-
tijen tiplendirilmesi klinik ac¢isindan Onemlidir.
Ciinkii ANA'ya spesifik antijen, ilgili hastaligin
tamsinda ozgiildiir. Ornegin anti-dsDNA ve anti-
Sm antikorlar1 sistemik lupus eritamatozus
(SLE)'a spesifik goriiniirken, anti-Scl70 ve anti
sentromer antikorlart sistemik skleroz, anti-jol po-
limiyozit, anti-SSA ve anti-SSB Sjogren sendro-
mu, SLE, skleroderma ve romatoid artrit 'inde
icinde bulundugu romatizmal bag dokusu hasta-
liklarinda saptanabilir (3).

Otoantikorlar genellikle poliklonaldir ve siklikla
antijenin bir cok hedefine karsi olusur. Kullanilan
testler antikorlarin farkli 6zel bolgelerini saptar.
SLE'de anti-dsDNA 'mnin %30-%70 gibi genis bir
aralikta saptanabilmesi kullanilan testlerin farklili-
gina baglanabilir. ID yiiksek afiniteli antikorlari,
IIF ilimli ve yiiksek afiniteli antikorlari, ELISA
diisiik ve yiiksek affiniteli antikorlar1 saptayabilir.
Piirifiye antijenler kontaminant olabilir ya da do-
gal proteinin tiim komponenetlerini kapsamayabi-
lir. ideal testi tamimlarken bu etkenleri gz Oniin-

de bulundurmaliy1z(4).
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ANA saptanan bir ¢ok hasta SLE tanisi almaz-
ken SLE tanisi alan bir cok hastada ANA sap-
tanmigtir. Saglikli toplumun 1/3'tinde 1/40 ve 1/20
dilisyonlarda ANA pozitifligine rastlanabilir (5).
Saglikli bireylerde diisiik oranlarda ANA pozitif-
ligine rastlanmasi klinik olarak degerlendirme
glicliigiinii ortaya c¢ikarmistir. Bolgeler, iilkeler,
irklar, cinsiyet farkliliklarinin ortaya ¢ikarilmasi
amactyla prevalansa yonelik caligmalar yapilarak
demografik 6zellikler ortaya konmalidir (2).

Bu calismanin amaci bir yillik siiregte IIF testi
ile ANA'u pozitif saptanan hastalarda IB testi ile
yapilan dogrulama ve spesifik antijen sonuclari-
nin retrospektif olarak degerlendirilmesidir.

GEREC ve YONTEM

Bu calismada, Atatiirk E8itim ve Arastirma Hasta-
nesi (IZMIR) Mikrobiyoloji laboratuvarinda Haziran
2005- Haziran 2006 tarihleri arasinda IIF teknigi
ile caligilan test sonuglart ve pozitif saptanan se-
rumlarin IB test sonuglari degerlendirilmistir.

IIF testinde (ANA profile 3, EUROIMMUN)
1/100 oraninda diliie edilerek c¢ahigilmistir. Ureti-
ci firma onerileri dogrultusunda hazirlanan prepa-
ratlar floresan mikroskobunda (ZEISS) X40 ob-
jektifde degerlendirilmigtir. Floresan keskinligi ne-
gatif kontrol (0) ve pozitif kontrol (+4) baz ali-
narak +1 den +5 araliginda semikantitatif olarak
degerlendirilmistir (3) IIF ile +2< pozitif olan se-
rumlar IB testine alinmigtir.

IB testi ( ANA profile 3 EUROLINE, EUROIM-
MUN) kiti kullanmilarak 1/100 diliisyonda {iretici
firma Onerileri dogrultusunda calisilmistir. IB tes-
ti sonucu IB striplerinde saptanan antikorlar bil-
gisayarda EUROLINE SCAN programi kullanila-
rak ( +,4 +.+++ ) kantitatif degerlendirilmesi ya-
pilmustir.

BULGULAR

Toplam 2587 hastada IIF ile ANA arastirmasi ya-
pumustir. IIF ile 215 hastada +2< ANA pozitifli-
§i saptanarak immunoblotting caligilmistir. Deger-
lendirme sonuglar1 Tablo 1’de goriilmektedir.



Anti niikleer antikorlarin pozitif saptandigi hastalarda immunoblotting test sonuglarinin degerlendirilmesi

Tablo 1. Immunoblotting ile saptanan otoantikor tipleri.

AMA RIB. P |HISTON|NUKLEOSOM |dsDNA|PCNA |SENTROMER-B [JO-1|PM-Scl|Scl-70|SS-B|RO-52 [SS-A|Sm |[RNP/Sm
M2 PROT
+ 7 8 7 36 14 15 4 7 10 5 15 24 15 |7 13
++ 11 2 6 7 4 1 3 2 1 1 4 5 6 3
+++ 10 4 1 5 3 1 13 2 13 16 43 35 |13 22
TOPLAM 28 14 14 48 21 17 20 9 13 19 35 72 56 |20 38

Toplam 171 (%79.5) hastada IB testinde en az
bir antikor tespit edilmigtir. 15 ayr1 antijen tipi
bulunan IB testinde toplam 402 antikor saptan-
mistir. En fazla SS-A/Ro-52 antijenine karsi an-
tikor saptanmigtir. Hastalarimizin bir ¢ogunda SS-
A/Ro-52 ve SS-B beraberligi vardir.

Calismamizda 44 (%20.4) hastada IIF testinde
antikor saptanirken IB testinde higbir antikor tes-
pit edilememistir.

TARTISMA

Kullanimi kolay ve ekonomik olmasi nedeniyle
ANA tespitinde yaygin kullanilan yontem IIF
yontemidir. Buna kargin sonuglarin degerlendiren
bireye gore degisebilmesi, subjektif olabilmesi ve
zaman almasindan dolayr dezavantaja sahiptir.

Calisanin bilgi ve deneyimi One c¢ikmaktadir.
Niikleer antijenlerin tiplendirmesinin bazen yapi-
lamamas1 diger bir dezavantajidir. IB yoOntemin-
de tek bir test stripi ile birden fazla antijenin
saptanabilmesi, striplerin saklanip tekrar degerlen-
dirilebilmesi avantaj olustururken, ekonomik ola-
rak pahali olmasi ve siirli sayida antijeni tespit

edebilmesi dezavantaj olusturmaktadir (6).

Caligmamizda 215 hastanin 171 'inde ( %79.5 )
en az bir antijen tespit edildi. Yumuk ve ark.(2)
yaptig1 208 126'sinda
(%60.5) antijen tipi belirlenebilmistir. Berkem ve
ark (6) 88 IIF pozitif 6rnegin 29'unda (%32.9)
antijen tespit etmigler. Ik calisma 1/100 diliisyo-

calismada hastanin

nu pozitif alirken ikinci ¢aligma 1/401 pozitif ka-
bul etmis. Calismamizda 1/100 baslangic diliisyo-
nu alinarak +2< keskinligi IB testine alindi. Boy-
lece 1/100'in distii hastalar1 IB testine almig ol-

duk. Bu sebepden dolay1 calismamizda digerleri-
ne gore daha fazla antijen saptanmis olabilir. Ba-
71 toplumlarda %40'a kadar diisik ANA pozitif-
ligi olabilecegi bildirilmistir (7). Bu yiizden {ire-
tici firma Onerileri de goz oniinde tutularak 1/100
diliisyon stii pozitiflikleri IB testine aldik. Ciin-
kii IB testi IIF testi gibi tarama amach kullanil-
diginda ya da 1/20-1/40 gibi diisiik pozitiflikler-
de kullanildiginda klinisyene ©nemli bir katkida
bulunmayacagi gibi maddi yiik olusturacag: dii-
siincesindeyiz. ANA tespitinde IIF etkili bir tara-
ma testidir. Yalanci pozitiflikler fazladir ve kli-
nik 6nemi titre ve patern ile agiklanamaz. Buna
karsin 1/160 titre ve lizeri onemlidir. Hep-2 hiic-
releri ANA tespitinde ¢cok duyarli bir substrat ol-
masina kargin diisiik pozitifliklere kars1 iyi kalib-
re edilmelidir (4). IIF testinde Kang ve ark. (8)
1/160 titrenin altindaki ANA pozitifliklerini IB
testine almaya gerek olmadigimi homojen paterne
sahip her hangi bir titredeki ANA pozitifliginde
Anti-dsDNA arastirmasi gerektigini belirtmislerdir.

IB testi ile en fazla Ro-52 antijenini ve beraber
olarak da SS-A (60kDa), SS-B antijenini tespit
ettik. SS-A/Ro antijeni kiiciik niikleostoplazmik
52kDa ve 60kDa
agirhiginda iki proteini kapsar. SS-A veya SS-B

RNA protein kompleksidir.

antikorlarimin saptanmasi Avrupa birligi calisma
grubu tarafindan Sjogren sendromunun tani Kri-
terleri arasinda kabul edilmistir (9). Peene ve ark.
(3) yapugr calismada SS-A (%10.5) ve SS-B
(%6.7) oraninda tespit edilirken Faria ve ark.
(10) SLE' Ii hastalarda Ro/SS-A 'ya antijenine
karst %47 oraninda antikor saptamiglardir.. Tu-
nusda yapilan diger bir calisgmada SLE'li hasta-
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larda en fazla SS-A anti-extractible nuclear anti-
gens (ENA) karst (%54.8) antikor tespit etmis-
lerdir (11). Hastalarimizin bir c¢ogu romatoloji
klinigi ve poliklinigi hastasidir. Bu yiizden sik
goriilen hastalikla beraber ilgili antijen saptana-
caktir. SS-A ve SS-B SLE ve sjogren sendro-
munda goriilebilir SLE icin spesifik olmasa da
Antids-DNA 'nin saptanamadigi durumlarda Kkli-
nik 6nemi vardir (4). Calismamizin sonuglarim
degerlendirirken SLE ve sjogren sendromlu has-
talarin daha fazla olabilecegini g6z Oniinde bu-
lundurmaliyiz. Peene ve ark. (3) IIF ile pozitif
saptanan hastalarda ENA tespiti i¢in ek testlere
gereksinim oldugunu ve diisiik titrelerdeki pozi-
tifliklerde (SS-A antijeni kapsasa bile) gerek ol-
madigim1 ve ayrica yukarida belirtigimiz gibi glic-
lii SLE siiphesi olmasa bile homojen paterne sa-
hip ANA pozitifliginde Anti-dsDNA aragtirilmasi
gerektigini savunmaktadirlar.IB testinin gilivenirli-
gi kullanilan antijenin kalitesine , gel elektrofo-
rezin ayurt etme giiciine ve nitroseliiloz membra-
na antijen transfer yetenegi gibi iiretim teknigine
dayali oOzelliklere baglidir. Ayrica ¢alisma hatala-
r1 her zaman g6z Oniinde bulundurulmalidir (6).
Calismamizda IIF tekni8i ile pozitif olan 44 has-
tada IB ile herhangi bir antijene kars1 antikor tes-
pit edilmemigtir. Test striplerimizde tiim pozitif
kontroller calismisti ve bu yiizden calisma hata-
s1 ekarte edilebilir. Sonu¢ olarak strip itizerindeki
15 antijen digindaki antijen tipine karsi antikor
pozitif olabilir. Boylece IIF testinde saptanan an-
tijen IB testinde saptanmayabilir. Bu durum her za-
man akilda tutulmalidir.

ENA profil teknikleri ELISA, immunoblotting, li-
ne-blot assays, ve flow cytometric bead-based
multiplex assays testlerini kapsamaktadir (12). Bu
testleri kullanirken iizerinde ©nemle durulmasi
gereken durumlar agagidadir.

(a) IIF ile pozitif ANA testi patern ve titreye
bagl olarak ENA (IB olabilir) testi ile calisilma-
Iidir. (b)Yeni ENA antijen saptama testleri genis
cok merkezli caligmalarla klinik degerlendirilme-
si yapilmahdir. (c) Klinisyene tam ve dogru yo-

42

Ilhan Afsar, Asli Gamze Sener, Ahmet Vural, Nail Hizli, Metin Tiirker

rumla ENA testinin ¢alisildig1 bildirilmelidir (13).

Sonu¢ olarak, IIF testi ANA i¢in tarama testi
olarak kullanilirken, IB testini tanimlama ve dog-
rulama amaciyla kullanmaliyiz. Patern farklilikla-
rina bagh olarak IB testinin negatif olabilecegini

unutmamaliyiz.
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