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Amag: Otoimmin hastaliklarin tanisinda ve takibinde kullanilan
otoantikorlardan olan anti-niikleer antikorlarin ve organ spesifik
olmayan antikorlarin pozitiflik oranlari, kadin/erkek hastalardaki
dagilimini saptamaktir.

Gereg ve Yontemler: Calismamizda retrospektif olarak 2016-2017
yillari arasinda laboratuvarimiza basvuran hastalarin serum 6rnek-
lerinde immunfloresans (IFA) yontemi ile calisilan anti-niikleer an-
tikor (ANA), anti-nétrofil sitoplazmik antikor (ANCA), anti-diiz kas
antikorlar (ASMA), anti-karaciger bobrek mikrozomal antikorlari
(anti-LKM1), anti-gastrik pariyetal hiicre antikorlari (anti-GPCA)
ve anti-mitokondriyal antikorlar (AMA) gibi otoantikor degerleri
taranmistir. ANA, HEp-2 hiicre soyu ile ASMA, AMA LKM-1 ve GP-
CA'lan sican karaciger, bébrek, mide dokusunu iceren kombine
preparatlar kullanilarak; ANCA ise etanol ile fikse edilmis insan not-
rofil preparatlari substrat olarak kullanilmistir. ANA icin 1/80, ASMA,
AMA, LKM-1, GPCA igin serum sulandirimi 1/40; ANCA icin ise 1/20
ve Uzeri pozitif olarak kabul edilmistir. Ek olarak, pozitif 6rneklerde
patern &zellikleri ve dillisyon miktarlari da degerlendirilmistir.

Bulgular: iFA yéntemi ile calisilmis 5378'si kadin, 3055'U erkek
(toplam 8433) hastanin serumlarinda otoantikor test sonuglari in-
celenmistir. ANA patern 6zelligi en yogun olarak homojen tip basta
olmak tzere benekli (speckled), grantiler, sentromer, ntikleolar, pe-
riferik ve niikleer tanecikler seklindedir. Kadin hastalarin pozitiflik
degerleri erkek hastalara gore yliksek saptanmistir.

Sonug: Degerlendirmemiz sonucunda, kadin hasta sayisinin fazla
oldugu ve kadinlardaki pozitiflik oranlarinin da erkek hastalarin iki
veya U¢ kati oraninda oldugu goézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Antintkleer antikor, ANA, organ spesifik olma-
yan otoantikorlar, immunfloresans, iFA

ABSTRACT

Objective: This study determines the positivity rates and gender
distribution of antinuclear and liver-specific autoantibodies that
are considered important in the diagnosis and follow-up of auto-
immune diseases.

Material and Method: We retrospectively screened autoanti-
bodies, including antinuclear antibodies (ANA), antineutrophil
cytoplasmic antibody (ANCA), anti-smooth muscle antibodies
(ASMA), anti-liver kidney microsomal-1 antibodies (anti-LKM-1),
anti-gastric parietal cell antibodies (anti-GPCA), and antimitochon-
drial antibodies (AMA) in serum samples of patients applied to our
laboratory during 2015-2016 by immunofluorescence methodolo-
gy. We used the Hep2 cell line for ANA, rat liver-kidney-stomach
combined tissues for LKM-1, ASMA, GPCA and AMA, and ethanol
fixed human granulocytes preparations for ANCA. Dilutions =1/80
for ANA, =1/40 for ASMA, AMA, LKM-1, GPCA, and >1/20 for ANCA
were positive. Positive samples were also evaluated for their stain-
ing patterns and dilutions.

Results: Autoantibody test results studied with immunofluo-
rescence were screened in 8433 (5378 females and 3055 males)
samples. The highest staining pattern observed for ANA was ho-
mogenous, followed by speckled, granular, centromere, nucleolar,
peripheral, and nuclear speckled. Females exhibited a higher pos-
itivity rate than males.

Conclusion: The number and positivity rate of female patients
were found to be two to three times higher than those of male
patients.

Keywords: Antinuclear antibody, ANA, non-organ-specific auto-
antibody, immunofluorescence assay, IFA
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GiRIS

Sistemik otoimmdin hastaliklar bir veya birden ¢ok sayida oto-
antikor olusumuyla ortaya ¢ikmaktadir. Hiicre yiizeyi, nukleusu
ya da sitoplazmada bulunan cesitli bilesenlere karsi gelisen bu
antikorlar, otoimmiin hastaliklarin (OiH) tani ve izlenme siirecin-
de 6nemli rol oynamaktadir (1). Hlicre nukleusuna karsi olusan
otoantikorlara anti-niikleer antikorlar (ANA) adi verilmektedir
(2). ANA'larin serolojik olarak tanimlanmasi romatolojik hasta-
liklarda (3) oldugu kadar, viral (4,5), malign (6) ve organ-spesi-
fik hastaliklar (7) gibi bircok durumda da 6nem kazanmaktadir.
Otoantikorlarin tanimlanmasi ve gosterilmesi, klinik tip ve klinik
imminolojinin dnemli bir bolimind olusturmaktadir. Sistemik
ve organ-spesifik otoimmiin hastaliklarin tanisinda otoantikor
tayini icin immiinfloresans (iFA) metodu kullaniimaktadir. Ginii-
mizde doku kesitleri ve HEp-2 hiicreleri 100'den fazla otoanti-
korun tanimlanmasina olanak saglamaktadir. iFA testi; zahmetli
ve degerlendirilmesinin subjektif olmasi, hiicre komponentle-
rinin boyanma kaliplari (patern) ile antijen tiplerinin kesin ayri-
minin yapilamamasi gibi dezavantajlara sahip olmakla birlikte,
maliyet acisindan avantajli konumdadir (8).

Anti-mitokondriyal (AMA) ve anti-karaciger/bébrek/mikrozom
antikorlar (anti-LKM-1) ise otoimmiin hepatit; anti-diiz kas
antikoru (ASMA-DKA) hepatit ve otoimmin hepatit seroloji-
sinde 6nemli otoantikorlardir (9). Otoimmin anemi tanisinda
ise anti-gastrik pariyetal hiicre antikorunun (anti-GPCA) 6nemi
biiyiiktir (9).

Anti-nétrofil sitoplazmik antikorlar (ANCA), vaskilit ve Wege-
ner granilomatoz hastaliginin tanisinda 6énemli rol oynayan
antikorlardir. insan nétrofillerinin etanol ile fiksasyonu sonucu
hazirlanan preparatlarda sitoplazmada bulunan enzimlere karsi
olusan otoantikorlar tespit edilmektedir. Boyanma 6zelliklerine
gore periferik ANCA (p-ANCA) ve sitoplazmik ANCA (c-ANCA)
olmak tizere iki tipi bulunmaktadir (10).

GEREC VE YONTEM

Bu calismada 2016 nisan - 2017 nisan aylarinda istanbul Univer-
sitesi, istanbul Tip Fakdltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
Viroloji ve Temel immiinoloji Bilim Dali, immiinoloji Laboratu-
varina farkh klinik ve polikliniklerden bagvuran, 18-75 yaslar
arasindaki 8433 hastanin (5378 kadin, 3055 erkek) serum so-
nuglariretrospektif olarak taranmistir. Kadin erkek orani yaklasik
2:1 dir. Otoantikorlardan ANA, HEp-2 hiicre soyu (Euroimmiin,
Libeck-Almanya) ile ASMA, AMA, LKM-1 ve GPCA'lar sican ka-
raciger, bobrek, mide dokusunu iceren kombine preparatlar
(Euroimmdin, Libeck-Almanya) kullanilarak; ANCA ise etanol
ile fikse edilmis insan notrofil (Euroimmun, Libeck-Almanya)
preparatlarinin (Euroimmun, Libeck-Almanya) substrat olarak
kullanildigi iFA yéntemi ile degerlendirilmistir. ANA icin 1/80,
ASMA, AMA, LKM-1, GPCA icin serum sulandirimi 1/40; ANCA
icin ise 1/20 ve Uizeri pozitif olarak kabul edilmistir. IFA yontemi
ile calisilan testlerde serum 6rnekleri, fosfat tamponlu izotonik
soltisyon (PBS) ile sulandiriimis ve lam Gzerindeki kuyucuklara
50-70 pl konulup, oda isisinda nemli ortamda 30 dakika inkiibe
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edilmistir. inkiibasyon sonrasinda lamlar 5 dakika PBS icinde
bekletilerek yikanmistir. Floresan isaretli anti-insan immiinog-
lobilin G (IgG; Euroimmiin, Libeck-Almanya) ile tekrar inkiibe
edilmistir. Lamlar yikama islemi tekrarlandiktan sonra kapatma
solusyonu (Gliserol iceren PBS) damlatilarak lamel ile kapatil-
mistir. Hazirlanan 6rnekler floresan mikroskobunda (EuroStar I,
Almanya) 6nce X20 sonra X40 objektifler ile degerlendirilerek
boyanma kalip 6zellikleri belirlenmistir. Pozitif bulunan 6rnek-
lerin ileri sulandirimlari hazirlanarak titreleri saptanmistir.

ANA pozitif 6rneklerin ileri seri dilisyonlari (1:160, 1:320, 1:640,
1:1280, 1:2560, 1:5120) yapilarak pozitiflik derecesi belirlenmis;
nikleer antijenlere karsi yesil floresan isima veren otoantikorla-
rin farkl boyanma 6zelligi homojen, speckled (benekli), sentro-
mer, niikleolar olarak ayrica tanimlanmistir.

ANCA, nukleus membraninda goriilen bant boyanmasi ile
pPANCA, sitoplazmadaki tanecikler seklinde goriilen boyanma
ile CANCA olarak tanimlanmistir. pANCA pozitifliginin kesinligi
formalin fikse notrofiller ile hazirlanan preparatlarla tekrarlana-
rak boyanma 6zelligi takip edilmistir.

Kombine preparatlarda bobrek, karaciger ve midede bulunan
hicrelerin mitokondrilerinin boyanmasi ile goézlenen pozitiflik
AMA degerlendirilmesinde kullaniimistir. LKM-1 antikoru ayni
preparatin karaciger ve bobrek dokusundaki mikrozomlarin;
ASMA midede bulunan kas lifleri muskularis mukosa ve kan da-
marlarinin kas tabakasinin verdigi floresans ile tanimlanmistir.
GPCA ise mide bez hiicrelerinin boyanmasi ile degerlendirilmistir.

BULGULAR

Viroloji ve Temel immiinoloji Bilim Dali, immiinoloji Laboratu-
vari'na fakultemizin ve cevre hastanelerin cesitli klinik ve polik-
liniklerinden génderilen hasta serumlarinda otoantikor diizey-
leri retrospektif olarak taranmistir. Calisma kapsaminda 5378
(%64) kadin ve 3055 (%36) erkek olmak tizere toplam 8433 has-
ta sonucu incelenmistir. incelenen antikorlar tek tek degerlen-
dirildiginde; ANA icin 5600 (%66), ANCA icin 428 (%5), AMA icin
842 (%10), ASMA icin 1004 (%12), GPCA icin 215 (%2,5) ve LKM-
1 icin ise 344 (%4) 6rnek degerlendirilmistir (Sekil 1, Sekil 2).
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ANA ASMA AMA LKM-1 ANCA GPCA

Sekil 1. Otoantikor analizlerinde saptanan pozitifliklerin
cinsiyete gore dagihmlari. ANA (Anti-niikleer antikor); ASMA
(Anti-diiz kas antikoru); AMA (Anti-mitokondriyal antikor);
LKM-1 (Karaciger bobrek mikrozom-1); ANCA (Anti-notrofil
sitoplazmik antikor); GPCA (Gastrik pariyetal hiicre antikoru).
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GPCA %2,5

LKM-1 %4
ANCA %5

AMA %10

ANA %66

Sekil 2. Tim otoantikor analiz sonuclarinda pozitiflik
dagihimlari. ANA (Anti-niikleer antikor); ASMA (Anti-diiz kas
antikoru); AMA (Anti-mitokondiriyal antikor); LKM-1 (Karaciger
bobrek mikrozom -1); ANCA (Anti-notrofil sitoplazmik antikor);

GPCA (Gastrik pariyetal hiicre antikoru).

Calismamizda tim &rneklerde %84 negatif, %16 pozitif sonuc
elde edilmistir. Taranan testler icinde negatiflik orani erkekler-
de %38 iken, pozitiflik orani %29'dur. Kadinlarda %62 olan ne-
gatiflik degerine karsilik, %71 pozitif deger saptanmistir. ANA
incelemesinde 3837'si (%68,5) kadin, 1763l ise (%31,4) erkek
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olgulardan olusan toplam 5600 Ornek incelenmistir. Pozitif
saptanma orani kadinlarda %50,3 olarak saptanmistir; bu oran
erkeklerdeki pozitiflik oraninin yaklasik 3 katidir. Pozitif 6rnek-
lerde saptanan ANA patern 6zelligi de cesitlilik gostermektedir.
En yogun goriilen 6zellik homojen tipte olup, 417 kadin (%77)
olguda gozlenmistir. Bu orani kadin olgularda 103 (%73,5) or-
nekle benekli ve sirasiyla; grandler (%58,1), sentromer (%78,8),
nukleolar (%74,5), nikleer tanecikler (%63) ve periferik (%85,1)
paternlerin izledigi saptanmistir. Erkek hastalarimizda 238 olgu-
da elde edilen pozitiflik orani %17,1 olarak bulunmustur. Pozitif
ANA patern 6zelliginde homojen tip (%22,9) 6rnekler arasinda
ilk sirada saptanmistir. Bunu benekli (%26,4), graniler (%41,8),
nikleer tanecikler (%36,9), niikleolar (%25,4), sentromer (%21,1)
ve periferik (%14,8) tipin izledigi gézlenmistir (Tablo 1, Tablo 2).

ANCA testi 219 kadin ve 209 erkek olmak Uizere toplam 428
olguda taranmistir. ANCA pozitifliginin toplam pozitif 6rnekler
icindeki degeri %11,6'dir; bu pozitifligin %2,1'i kadin, %0,1'i ise
erkek ornekler ile elde edilmistir, cinsiyet olarak kadinlardaki
pozitiflik erkeklerde elde edilen oranin yirmi katidir.

Otoimmiin anemide 6nemli rol oynayan anti-GPCA toplam
pozitiflik icinde kadinlarda %3,1 iken, erkeklerde %1 olarak
saptanmistir ve kadinlar erkeklere gore ¢ kati fazla pozitiflik
gostermektedir.

Tablo 1. Otoantikor analiz sonuclari.

ANA ASMA AMA LKM-1 ANCA GPCA
% (%) (%) (%) (%) (%) (%)

_ . 3140 429 498 48 189 92
Negatif (56,07) (42,72) (59,14) (13,9) (44,5) (42,79)
7048
(84) Erkek 1525 290 311 271 189 66

(27,23) (28,88) (36,93) (78,7) (44,5) (30,69)
Kadin 697 164 25 23 30 43
Pozitif (12,44) (16,33) (2,96) (6,6) 7) (20)
1385
(16) o 238 121 8 2 20 14
(4,25) (12,05) (0,95) (0,58) (4,67) (6,51)
Toplam 5600 1004 842 344 428 215

ANA: Anti-niikleer antikor; ASMA: Anti-diiz kas antikoru; AMA: Anti-mitokondiriyal antikor; LKM-1: Karaciger bobrek mikrozom -1; ANCA: Anti-né&trofil sitoplazmik

antikor; GPCA: Gastrik pariyetal hiicre antikoru

Tablo 2. Anti-niikleer antikorun boyanma 6zelliklerinin cinsiyete gére dagilimi.

Homojen Benekli Sentromer Niikleolar Periferik Graniiler Niikleer
(%) (%) (%) (%) (%) (%) Tanecikler (%)
Kadin 417 103 41 41 23 43 29
(77) (73,5) (78,8) (74,5) (85,1) (58,1) (63)
Erkek 124 37 11 14 4 31 17
(22,9) (26,4) (21,1 (25,4) (14,8) (41,8) (36,9)
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Otoimmiin hepatit (OiH) panelinde dnemli rol oynayan ASMA
pozitifligi, toplam pozitiflik icinde kadinlarda %11,8 iken erkek-
lerde %8,7 olup, anti-LKM-1antikorlarinda ise kadinlarda (%1,6)
erkeklerin (%0,1) 4 kati oraninda daha yliksek goézlenmistir.
Aynioran AMA icin kadinlarda yaklasik 4 kat daha yiiksektir (ka-
dinlarda %1,8, erkeklerde ise %0,5).

Calisilan tim otoantikorlarin kadinlarda pozitiflik ve negatiflik
oranlari erkeklere gore yiiksek bulunmustur. Bu bulgunun elde
edilmesindeki ana nedenin otoimmiin hastaliklarin kadinlarda
daha yliksek oranda goriilmesi oldugu agiktir.

TARTISMA

ANA terimi DNA, ribontikleik asit (RNA) ve cesitli proteinler
ile RNP iceren hiicre nukleuslarinin bilesenleri ile reaksiyona
giren antikorlarin cesitliligini ifade etmekte ve tarama testi
olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bu antikorlar, konnek-
tif doku ve romatizmal hastaligi olan, 6zellikle sistemik lupus
eritematozus (SLE) hastalarinda yliksek siklikta gorilmekte-
dir (11). Genellikle bitin SLE hastalarinda (12); ve romatoid
artrit, skleroderma ve dermatomyositis gibi diger konnektif
doku hastaligina (KDH) sahip hastalarda siklikla ANA pozitifli-
gi bildirilmistir (7). ANA, cesitli yaniklar veya viral infeksiyonlar
(4,5) sonrasinda gordilebildigi gibi, bazi saglikli kisilerde 6zel-
likle yash bireylerde de bulunabilmektedir. Saghkli kisilerin
1/3'nde 1/40 dillisyonda, 1/20’sinde ise 1/160 dillisyonda
(13); otoimmiin veya inflamatuvar hastaligi olmayan 108 ¢o-
cukta 1/20 serum diliisyonuyla yapilan bir baska calismada
ise %22 oraninda (14) ANA pozitifligi bildirilmis, ancak ANA ile
birlikte dsDNA ve ENA pozitifligi gozlenmemistir. Deane ve ar-
kadaslarina (15) ait 15 yillik retrospektif calismada tim siste-
mik romatoid hastaliklarda ANA duizeyi yliksek bulunmustur,
bazen de 6zel ANA spesifisitesi ve 6zel romatoid hastalik ara-
sindaki iliski kaybedilmistir. Bundan dolayr ANA'un ayirimi ve
tanimi klinisyenler icin teshisin onayi ve tedavinin takibinde
destek bilgi acisindan yardimci olmaktadir (1). OiH genellikle
kadinlarda daha sik gérilmektedir (7,16). Yaptigimiz ¢alisma-
da toplam olarak saptanan 933 ANA pozitif olgu 697 (%50,3)
kadin hastalar ile 236 (%17,1) erkek hastadan elde edilmistir.
ANA calismasina alinan toplam 5600 olguda cinsiyete gore
pozitiflik oranlari kadinlarda %50,3 ile erkeklerin (%17,1) yak-
lasik 3 katidir. Bu oranin yakin degerler incelenen diger otoan-
tikorlarda gézlenmektedir (Tablo 1).

KDH'nin tanisinda ANA pozitifligi yeterli olmayip bu pozitifligin
paterninin ve titrasyonunun belirlenmesi gerekmektedir. Sag-
likliinsanlarda bile ANA pozitifligi g6zlenmesi nedeniyle, titras-
yonun 1/160'dan biylik olmasi klinik agisindan énemli kabul
edilmektedir (17). Pozitif patern 6zelligi SLE'de en cok homojen,
KDH hastalarinda ise benekli seklindedir. Ayrica SLE'de dsDNA
antikorlar da cok 6nemlidir ve spesifik bir test olup kesin tani
kriteridir (9,12). Tip 1 ve kriptojenik OiH'de yiiksek oranda ANA
otoantikoru pozitif gortilmekte, bunu ASMA ve pANCA pozitif-
ligi izlemektedir. Ancak dsDNA ve organ-spesifik otoantikor-
lardan anti-tiroid, anti-over ve anti-adrenal antikorlari negatif
bulunmustur (18).
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ANA'larin niikleer ve sitoplazmik floresan boyanma 6zelliklerin-
deki cesitlilik 6rneklerde varolan otoantikorlarin relatif mikta-
r ve tiplerine bagh olarak gériilmektedir. Floresans boyanma
ozelliklerine gore ANA pozitif analizi homojen, benekli, sentro-
mer, nikleolar, periferik, grantiler ve nikleer tanecikler seklin-
de karakteristikler gostermektedir (1,19). Tablo 2'de floresans
boyanma karakteristik degerleri gérilmektedir.

AMA siklikla primer bilier siroz ile iliskili olarak tanimlanir.
AMA'nin disuk titrasyonu kronik aktif hepatit ve kriptojenik si-
roz gibi diger karaciger hastaliklarinda tanimlanmistir. ASMA,
kronik aktif hepatitli hastalarin %70'inin serumlarinda yiiksek
titrasyonlarda bulunur. Dusiik ASMA titrasyonu viral infeksi-
yonlar, maligniteler ve saglkh kisilerde bulunabilmektedir.
GPCA ise pernisiydz anemili hasta serumlarinda %90 oraninda
go6zlenmektedir. Diger klinik ve laboratuvar bilgileri ile pozitif
GPCA sonucu diger megaloblastik anemilerden otoimmiin
pernisiydz anemi ayiriminda yardimci olur. Yirmi yasin altindaki
normal popiilasyonun %2’sinden daha azinda tanimlanmasina
ragmen GPCA'un insidansi 40 yasin tzerindeki kadinlarda ar-
tis gostermekte ve 60 yasin Ustlindeki normal popilasyonun
%16 degerlerine kadar yiikselmektedir (7). Wegener grantilo-
matozu, mikroskobik polianjitis, Churg-Strauss sendromu gibi
nekrotizan vaskiilitlerin, primer sklerozan kolanjit ve primer bi-
lier sirozun teshisinde ANCA testi kullaniimaktadir (20).

Tip1 otoimmiin hepatit, ANA veya ASMA veya her ikisinin bir-
likte pozitifligi ile karakterizedir. Hasta poptilasyonu %70 kadin-
lardan olusmaktadir. Tip 2 otoimmiin hepatit ise hasta serum
orneklerinde karaciger/bdbrek mikrozomal tip 1 (LKM-1) anti-
korunun varlidi ile karakterizedir. Tip 2 otoimmun hepatit has-
talari tip 1 hastalardan farkhliklar gostermektedir, bu hastalarda
yliksek oranda 6rnedin tiroid, pariyetal hiicre veya Langerhans
adaciklarina karsi olusan antikorlar gibi organ-spesifik otoanti-
korlar mevcuttur (21).

Hepatit C virlsi ile infekte olan kisilerde romatoid faktor, ANA,
kardiyolipin, tiroid ve LKM-1 otoantikorlari da gozlenmistir
(5,22). Antikora bagh otoimmiin karaciger hastaliklarindan biri
olan primer bilier sirozda (PBC) AMA, primer sklerozan kolanjit-
de ise PANCA testleri 5nemlidir, PBC olgularinda iFA incelemesi
ile ANA nukleer tanecikler olarak tanimlanir (23).

Kamali ve arkadaslari, 10 yil stresince kliniklerine basvuran
hastalara ait serolojik inceleme sonucunda %94 oraninda ANA
pozitifligini gdstermisler, ancak tim hastalarda dsDNA otoanti-
korunun negatif oldugunu belirtmislerdir (24).

KDH olgulariyla yapilan ¢alismada ANA, dsDNA antikorlarinin
pozitiflik orani sirasiyla %96,5 ve %7,95 bulunmustur (25). Ya-
pilan bir baska retrospektif calismada ise ANA pozitifligi %28,2;
ANA pozitif serumlardaki anti-ENA pozitifligi ise %60,5 olarak
saptanmistir (26).

Sonug olarak, taramamiz sonucunda ANA testinin oran olarak
yiiksek sayida oldugu saptandi. ANA patern &zelliginin homo-
jen tip basta olmak Gzere diger boyanma 6zelliklerinin izledigi-
ni ve kadin hastalarda erkek hastalara gére oranlarinin yiiksek
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oldugunu gézlemlendi. Calistigimiz tim otoantikorlarda bu
oranin kadin hastalarda daha biiylik oranda oldugunu literati-
re paralel olarak gosterildi.
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