Tiirkiye Parazitoloji Dergisi, 29 (4): 287-290, 2005 Acta Parasitologica Turcica
© Tiirkiye Parazitoloji Dernegi © Turkish Society for Parasitology

Konnektif Doku Hastaliklarinin Tanisinda Antintikleer
(ANA) ve Anti-Double Stranded DNA (Anti-dsDNA)
Antikorlarinin Onemi

Ozlem YILMAZ, Meral KARAMAN, M. Cem ERGON, 1. Hakki BAHAR, Nuran YULUG

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Inciralti, izmir

OZET: Konnektif doku hastaliklarinda (KDH) hiicre zar1, hiicre reseptérleri, plazma proteinleri, sitoplazmik ve niikleer yapilara karsi otoan-
tikorlar geligsebilmektedir. Antiniikleer antikor (ANA) ve anti-double stranded DNA (anti- dsDNA)’ya kars1 antikorlar1 arastiran farkli yon-
temler KDH’ larmim tanisinda kullanilmaktadir. Bu ¢alismada cesitli konnektif doku hastaliklarinda ANA ve anti-dsDNA antikorlarinin
varlig1 ve birlikteligini arastirmay1 amagladik. Bu amagla ¢esitli KDH 6n tanili 88 hasta serumunda ANA i¢in HEp-2 hiicre hatt1 (Zeus Scien-
tific, Inc. USA) ve anti-dsDNA antikorlar i¢in ise Crithidia luciliae (BioSystems, Spain) substrat olarak kullanildi ve immiinfloresan (IFA)
yontemi uygulandi. Ayrica, serumlar ANA Western Blot (WB) Immunoassay (ImmuBlot International Immuno — Diagnostics, , USA) ile
ANA ve anti-dsDNA yoniinden dogrulamaya alindi. ANA 84 (%96,5) hastada, anti-dsDNA yedi (%7,95) hastada olumlu bulundu. ANA
IFA ile saptanan farkli floresan paternlerinin anti-dsDNA sonuglari ile uyumu da degerlendirildi. HEp-2 hiicre hattinda IFA ile anti-dsDNA
olumlu bulunan serumlarin iigiinde mikst patern, dordiinde ise homojen patern saptandi. ANA ve anti-dsDNA olumlu yedi olguda ANA WB
ile de dsDNA olumlu olarak bulundu ve ANA paternleri de degerlendirildi. IFA yontemi ile elde edilen ANA ve dsDNA sonuglarinin WB
test sonuglar1 ile uyumlu oldugu gozlendi. Sonug olarak, ANA WB testi gerek dSDNA gerekse ANA paternlerini birarada degerlendirme
olanagi sagladigindan maliyet ve isgiicti agisindan KDH nin tanisinda kullanilmasinin uygun oldugu kanisina varildi.

Anahtar sozciikler: Antiniikleer antikorlar, anti-dsDNA, konnektif doku hastaliklari, HEp-2 hiicre hatti, Crithidia luciliae, IFA, Western Blotting

The Importance of Antinuclear (ANA) and Anti-Double Stranded DNA (Anti-dsDNA) Antibodies in the
Diagnosis of Connective Tissue Diseases

SUMMARY: Connective tissue diseases (CTD) are characterized by the presence of autoantibodies against several tissues. These autoanti-
bodies occur against cell membrane, cell receptors, plasma proteins, and cytoplasmic and nuclear components. In laboratories, anti-nuclear
antibodies (ANA) and anti-double stranded DNA (anti-dsDNA) antibodies are widely used in diagnosis of CTD. The aim of this study was
to investigate the presence and accompaniment of ANA and anti-dsDNA antibodies in diagnosis of several CTD and also to study the preva-
lence of ANA and anti-dsDNA in a group of 88 patients with various types of CTD. ANA were detected by immunofluorescence (IFA)
using HEp-2 cells (Zeus Scientific, Inc. USA) and anti-dsDNA antibodies using Crithidia luciliae (BioSystems, Spain) as substrates in im-
munofluorescence. ANA Western Blot (WB) Immunoassay (ImmuBlot, International Immuno—Diagnostics, USA) was also used along with
the tests referred to previously. ANA was found in the sera of 84 (96.5%) patients while anti-dsDNA was detected in 7 (7.95%). Moreover
different fluorescence patterns were also evaluated with ANA IFA in accordance with anti-dsDNA results. Mixed patterns in three and a
homogeneous pattern in four anti-dsDNA positive patients’ sera were determined on HEp-2 cell line by IFA. Seven sera which were ANA
and anti-dsDNA positive with IFA were also found to be positive with WB and their ANA patterns with the specific ANA WB bands were
also evaluated. It was observed that IFA results were in concordance with WB results. Our data indicated that the above findings should be
controlled and evaluated with a more advanced method such as western blotting technique in order to confirm the presence of specific anti-
bodies along with clinical outcome of the patients. As a result we think that ANA WB method is an appropriate technique in diagnosis of
CTD as anti-dsDNA and ANA bands can be evaluated together with this method.
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korlar1 ise daha ¢ok sistemik lupus eritematosus (SLE) ve
otoimmiin karaciger hastaliklarinda tani kriteri olarak kulla-
nilmaktadir (2, 8). Yine anti-Sm antikoru en sik SLE’ de goz-
lenmektedir. Anti-RNP antikorlar1 mikst konnektif doku hasta-
liklarinda (MCTD) ve SLE’ de, anti-SS-A/Ro ve anti-SS-B/La
antikorlar1 Sjogren Sendromu (SS) ve SLE’ de, anti-histon
antikoru ilagla indiiklenen SLE’ de, anti-sentromer antikoru
CREST sendromunda, anti-Scl-70 antikoru Progresiv Sistemik
Sikleroz’ da (PSS), anti-Jo 1 antikoru myozitlerde daha sik
gozlenmektedir (3, 6, 8).

ANA ve anti-dsDNA antikorlarinin arastirilmasinda indirekt
immiinfloresan ( IFA ) , Western Blot (WB) Farr assay ve
enzim immiin assay (EIA) gibi farkli yontemler kullanilmak-
tadir (4, 7). Calismamizda KDH’ larinda ANA ve anti-dsDNA
antikorlarinin varligin1 ve birlikteligini [FA ve WB yontemleri
ile arastirmay1 amagladik.

GEREC VE YONTEM

Serum Ornekleri: Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Merkez
laboratuarlari, seroloji-immiinoloji ~ laboratuvarina ¢esitli
KDH 6n tanist ile gonderilen 88 hastanin serum Ornekleri
calismaya alindi. Hasta serumlan alikotlanarak —20° C’ da

caligmaya kadar saklandi.

Testlerin Uygulanmasi: Seksen sekiz serum 6rneginde IFA
yontemi ile ANA ve anti-dsDNA antikorlar arastirildi. ANA
ve anti-dsDNA antikorlart olumlu bulunan olgular WB ile
dogrulamaya alindi.

IFA Yontemi ile ANA Arastirllmasi: ANA varligini arastir-
mak ve patern degerlendirilmesi i¢in IFA yontemi (Zeus
Scientific, Inc. USA) ve substrat olarak HEp-2 hiicre hatt1
kullanildi. Test prosediirii iiretici firmanin Onerileri dogrultu-
sunda uygulandi. Serum o6rnekleri 1/40 oraninda ZORBA-NS
ornek diliienti ile diliie edildi. Karsit boya olarak Evans blue
kullanildi. Sonuglar es zamanli olarak ve {i¢ farkli goz tara-
findan floresan mikroskobunda (Nikon, Optiphot-2, Japonya)
E plan 20/0, 4 ve 40/0, 65 objektiflerde incelendi. Niikleer
antijenlere kars1 yesil floresans veren otoantikorlarin varligi ve
gozlenen farkli paternler degerlendirildi.

IFA Yontemi ile anti-dsDNA Arastirllmasi: IFA yontemin-
de substrat olarak Crithidia iceren lamlar
(BioSystems, Spain) kullanildi. Hasta serumlar1 1/10 oraninda
fosfat tamponu (PBS) ile diliie edildi. Karsit boya olarak
Evans blue kullanildi. Sonuglar es zamanli olarak ve ii¢ farkli
gdz tarafindan floresan mikroskobunda (Nikon Optiphot-2,
Japonya) E plan 40/0, 65 ve 100/1, 25 objektiflerde degerlen-
dirildi. Nukleus ve bazal yapi arasinda yer alan kinetoplastdaki
parlak floresans olumlu, nukleus veya bazal yapida gozlenen
floresans ise olumsuz olarak kabul edildi.

luciliae

WB Yontemi ile ANA ve anti-dsDNA Olumlu Serumlarin
Dogrulanmasi: IFA ANA ve anti-dsDNA olumlu bulunan
yedi serum Ornegi WB yontemi (ImmuBlot International
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Immuno — Diagnostics, USA) ile dogrulamaya alindi. Bu a-
magla poliakrilamid jel elektroforezi ile molekiiler agirliklari-
na (MA) gore ayrilmis ve polivinilidin florid (PVDF)
membranina transfer edilmis dsDNA, Scl-70 (100kD), RNP
(68kD), SS-A (Ro) (60kD), Jo-1 (56kD), SS-B (La) (48kD),
Sm B/B' (28, 29kD) ve Cenp A (17kD) antijenlerini igeren
stripler kullanildi. Hasta serumlar1 1/101 oraninda diliisyon ile
calisildi. Bu antijenlere karsi antikor varligini gdsteren 6zgiil
bantlar, iiretici firmanmn sagladig1 kontrol stripindeki bantlar
ile karsilastirildi. Bes MA markirindan ikisi (45kD, 14.5kD)
ince siyah cizgiler, diger tici (125kD, 77kD, 70kD) mavi-
eflatun bantlar internal kontrol markirlar1 olarak degerlendir-
meye alindi. Molekiiler markirlarin disinda mavi-eflatun bant-
larin ve stripin en iist kisminda mavi-eflatun bir noktanin var-
l1g1 olumlu reaksiyon, bu bantlarin ve noktanin bulunmamasi
olumsuz reaksiyon olarak degerlendirildi.

BULGULAR

Cesitli KDH 6n tanili 88 hastada ANA ve anti-dsDNA anti-
korlar1 IFA yontemi ile arastirildi ve IFA ile anti-dsDNA o-
lumlu bulunan serum &rnekleri WB ile dogrulamaya alindi.

Caligmamizda 88 hasta serumunun 84’iinde (%96, 5) ANA,
yedisinde (%7,95) anti-dsDNA olumlulugu saptandi. ANA
IFA yonteminde HEp-2 hiicre hatt1 kullanilarak saptanan farkli
floresan paternlerinin anti-dsDNA sonuglari ile uyumu deger-
lendirildi, tiim serum o&rneklerinde en sik gozlenen ANA
paterni homojen patern ( %51,2) olarak saptandi (Tablo 1).

Anti-dsDNA IFA olumlu bulunan serumlarin iigiinde ANA IFA
ile mikst patern, dordiinde ise homojen patern izlendi (Tablo 2).

ANA ve anti-dsDNA olumlu yedi serum 6rnegi WB yontemi ile de
calisild1 ve anti-dsDNA olumlulugu dogrulandi (Tablo 3, Sekil 1).

TARTISMA

KDH’ da stoplazmik
komponentlerine karst oto antikorlar olugmaktadir. Ribo-
niikleolar proteinlere karsi anti-Sm, anti-RNP, anti-SS-A/Ro,
anti-SS-B/La DNA topoizomeraz Tip I’ e karsi anti-Scl-70,
sentromere karsi anti-sentromer (Cenp A), transfer RNA histidil
sentetaza kars1 anti-Jo-1 ve ¢ift sarmal DNA’ ya kars1 ise anti-
dsDNA antikorlar1 olugsmaktadir (3, 6, 8). Bu antikorlar IFA,
EIA ve WB gibi farkli yontemlerle saptanmaktadir (2).

IFA yontemi ile ANA arastirllmast KDH tamisinda daha ¢ok
tarama testi olarak uygulanmaktadir. IFA testinin uygulanmast

hiicrelerin  hem niikleer hem de

kolay, hizli ve maliyetinin ucuz olmasma karsin degerlendiril-
mesinin subjektif olmasi dnemli bir dezavantajdir (5). Toplumda
saglikli kisilerde de ANA olumlulugu gézlenmektedir.

Tan ve arkadaslarmin (10) yaptig1 calismada saglikli toplumda
1/40 diliie edilmis serumda ANA olumlulugu %31, 7 bulunmus-
tur. Bu nedenle KDH tanist sadece ANA olumlulugu ile konu-
lamamakta, ayrica titrimetrik olarak ¢alisilmast ve yiiksek
titrelerde (>160) olumlulugun saptanmasi klinik agidan gerek-
mektedir (4). Anti-dsDNA ise SLE’nin tamsinda spesifik bir
antikor olup kesin tani kriterlerinden biridir (2).
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Tablo 1. ANA pozitif olgularda saptanan paternler

ANA Paternleri Say1 %

Homojen 43 51,2
Fine speckled 5 6

Homojen-+tfine speckled 5 6

Homojen-+niikleolar 5 6

Speckled 4 48
Homojen+speckled 4 4,8
Niikleolar 3 3,6
Homojen+stoplazmik 3 3,6
Homojen+sentromerik 3 3,6
Corse speckled 2 2,4
Sentromerik 2 2,4
Homojen+corse speckled 2 2.4
Fine speckled+rim 1 1,2
Homojen-+niikleolar+corse speckled 1 1,2
Niikleolar+corse speckled+sentromerik 1 1,2
Toplam 84 100

Tablo 2. Anti-dsDNA olumlu olgularin HEp-2 hiicre hattinda
IFA ile gozlenen ANA paternleri

Anti-dsDNA Olumlu Hasta

ANA Paterni

Sayis1
Homojen 4
Homo- )
jentstoplazmik
Homojen+fine 1
speckled
Toplam 7

ANA TFA ile yapilan taramalarda KDH’ da en sik saptanan
ANA paterninin speckled patern oldugunu gdsteren ¢aligmalar

vardir (11, 12). Caligmamizda ise homojen patern en sik (%
51, 2) gozlenen patern olarak saptandi.

Calismamizda ANA IFA ile olumlu bulunan 84 hasta seru-
mundan yedisinde (%8,33) IFA ile anti-dsDNA olumlulugu
saptandi. Yapilan bagka bir calismada ise IFA ANA testi o-
lumlu bulunan 52 serum orneginin 10 tanesinde (%19,23)
Crithidia luciliae ile anti-dsDNA antikorlar1 olumlu bulun-
mustur (1). IFA ile anti-dsDNA olumlu buldugumuz yedi
hasta serumunda WB ile anti-dsDNA antikoru arastirildiginda
yedi hasta serumunun tiimiinde WB ile de anti-dsDNA olum-
lulugu saptadik. ANA ve WB testlerinin ayni serumlara uygu-
lanmas1 sonucunda iki testin sonuglar ve patern agisindan u-
yumlu oldugunu gosteren ¢aligmalar vardir (9, 13, 14). Calis-
mamizda da IFA yoOntemi ile elde edilen ANA ve dsDNA
sonuglart WB test sonuglari ile uyumlu bulundu. SLE’ de en
sik rastlanilan patern (%60-70) dsDNA’ ya kars1 antikor varli-
gin1 gdsteren homojen paterndir (3). Sonuglarimizda bu litera-
tir bilgisiyle uyumludur. Karisik paternlerin gézlenmesi ise
SLE’ de birden fazla antijene karsi otoantikor olugmasina
bagli olabilir.

KDH’ da tanimlanan otuzdan fazla antijen-antikor kompleksi
bulunmasina ragmen EIA ve WB ile bunlarin sadece 10-12
kadarmi saptamak miimkiindiir. KDH’ da yeni antijen-antikor
kompleksleri bulundukg¢a IFA bu yeni bulunan komplekslerin
saptanmasinda tercih edilen metod olmaya devam edecektir.
Ciinkii IFA’ da daha onceleri kullanilan doku kesitlerinin ye-
rini alan  hiicre hattt substratlar1 teorik olarak hiicresel

otoantijenlerin hepsini igermektedir (10).

Sonug olarak ANA IFA yonteminin iyi bir tarama yontemi
oldugu, ancak maliyet ve is giicii agisindan bakildiginda ANA
WB testinin gerek dsDNA gerekse ANA paternlerini bir arada
degerlendirme olanagi saglamasi nedeniyle KDH tanisinda
kullanilmasinin uygun oldugu kanisina varildi

Tablo 3. Anti-dsDNA olumlu olgularin IFA ANA paternleri ve WB ile elde edilen sonuglarinin karsilagtirilmasi

WB
IFA
SS-A SS-B
Scl-70 RNP (Ro) (La) Jo-1 Sm B, Sm B Cenp A dsDNA
Homojen Zayif + + Zayif + + + - - + +
Homojen - - - - - - - Kuskulu +
Homojen - - - + Zayif + - - - +
Homojen Zayif + + + + Zayif + + + Kuskulu +
Homojen'+ ) . ) ) R n + _ +
stoplazmik
Homojen +
- - - - + - - -

stoplazmik Zayif *
Homojen +

- - + - + + - +
Fine speckled
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Sekil 1. IFA ANA ve anti-dsDNA olumlu olgularda WB ile molekiiler agirliklarina gore spesifik ANA ve anti-dsDNA sonuglari
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