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oz

Antiniikleer antikor (ANA), hiicre niikleusu ve/veya sitoplazmasindaki niikleer antijenlere karsi gelisen
otoantikorlar olup sistemik otoimmiin romatizmal hastaliklar (SORH) icin 6nemli tani kriterleri arasinda
yer alir. Glinimuzde, ANA'larin saptanmasi amaciyla gelistirilmis bircok yontem bulunmaktadir. Ancak,
en eski yontem olarak bilinen indirekt immiinofloresan (lIF) teknigi, halen en yaygin kullanilan yontemdir.
Anti-dense fine speckled 70/lens epithelium derived growth factor p75 (anti-DFS70/LEDGF p75) otoanti-
koru genellikle HEp-2 (insan larenks karsinoma) hiicrelerinin kullanildigi IIF yontemiyle saptanabilmekte-
dir. Dense fine speckled (DFS) paterni diger ANA'lar ile birlikte bulundugunda IIF yonteminde maskelene-
bilmekte ve gézden kacabilmektedir. Anti-DFS70 otoantikoru SORH olanlarda saglikli bireylere gére daha
dustk sikhkta gorilmektedir. Ayrica, bu antikorlar farkli kronik enflamatuvar durumlarda da (interstisyel
sistit, kronik yorgunluk sendromu, atopik dermatit, Vogt-Koyanagi-Harada sendromu) ortaya cikabilmek-
tedir. Bu calismada, IIF yonteminde DFS boyanma paterni gosteren ve gdstermeyen hasta serumlarinda
immiinblot (IB) yontemi ile anti-DFS70 antikorunun sikhgini saptamak ve bu antikorun SORH tanisinin
konulmasinda ANA test istemi algoritmalarinda yer almasinin klinik taniya katkisinin arastiriimasi amac-
lanmistir. Calismada IIF yontemi ile DFS paterni goriilen 60 ve DFS disi ANA paternleri goriilen 67 hasta
serumunda IB yontemi ile anti-DFS70 otoantikoru arastinlmistir. [IF-DFS paterni pozitif bulunan 60 hasta
serumunun 55 (%91.6)'inde IB yontemi ile anti-DFS70 pozitif bulunurken, IIF’'de DFS disi paternlerin go-
rildigi 67 hasta serumunun 3 (%4.5)'linde anti-DFS70 pozitif bulunmustur. IIF-DFS paterni/anti-DFS70
birlikte pozitif bulunan 55 hastanin 6 (%11)’simin SORH tanusi olup IB ile DFS disi diger ANA'lar negatif
bulunmustur. DFS digi diger ANA paternlerinin gorildiigu grupta ise SORH tanisi almig olan 22 hastanin
hicbirinde IB yontemi ile anti-DFS70 pozitifligi bulunmamustir. IIF-DFS paterni pozitif olan gruptaki 16
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(%26.6) 6rnek romatoloji ve fizik tedavi ve rehabilitasyon (FTR) kliniklerinden gelirken, DFS disi diger
paternlerin gorildigu grupta bu sayi 32 (%47.7) olarak bulunmustur. DFS paterni ise diger kliniklerden
gelen 6rneklerde, romatoloji ve FTR kliniklerinden gelen 6rneklere gore anlamli olarak daha sik saptanmis-
tir (p= 0.018). Bu calismada, IIF yontemi ile DFS paterninin uzmanlar tarafindan tanimlanabilecegi, distik
titrelerdeki homojen benzeri ve miks paternlerle karisabildiginden anti-DFS70 otoantikorunu saptayabile-
cek iyi valide edilmis immiinolojik ikinci bir teste ihtiya¢ oldugu kanisina varilmistir.

Anahtar sozciikler: Anti-DFS70; DFS paterni; ANA; otoimmiin hastalik.
ABSTRACT

Antinuclear antibodies (ANA) are the autoantibodies that are produced against nuclear antigens in
the cell nucleus and/or cytoplasm, and are one of the important diagnostic criteria in systemic autoim-
mune rheumatic diseases (SARD). Until today, several methods have been developed for detecting ANA's.
However, indirect immunofluorescence (IIF) technique, that is also known as one of the oldest methods,
is still the most commonly used one. Typically, anti-dense fine speckled 70/Lens epithelium derived
growth factor p75 (anti-DFS70/LEDGF p75) autoantibody can be detected via IIF method where in HEp-
2 (human larynx carcinoma) cells are used. The dense fine speckled (DFS) pattern method can be masked
and remain unnoticed by the IIF method when it exists with the other ANA. Anti-DFS70 autoantibodies
seldomly appear in SARD patients compared to healthy individuals. Moreover, these antibodies may ap-
pear in different chronic inflammatory conditions like interstitial cystitis, chronic fatigue syndrome, atopic
dermatitis and Vogt-Koyanagi-Harada syndrome. The aim of this study was to determine the frequency
of anti-DFS70 autoantibodies by immunblot (IB) method in patients sera with and without DFS70 stai-
ning pattern by IIF and to determine if the presence of anti-DFS70 has a clinical impact when included
in ANA testing algorithm. In our study, a total of 60 patients’ sera in which DFS pattern was defined
by IIF method and 67 patients’ sera in which other patterns observed were included in the study and
anti-DFS70 autoantibody was investigated by IB method in these sera. In 67 patient samples which have
shown the other patterns three (4.5%) samples were determined to be anti-DFS70 positive by IB. In 55
patients who were determined to have IIF-DFS pattern (+)/1B anti-DFS70 (+), 6 (11%) were diagnosed as
SARD and the other antinuclear antibodies (ANA) were found as negative by IB. In the other group with
the other ANA patterns detected, none of the SARD-diagnosed 22 patients had shown anti-DFS70 by 1B
method. Sixteen (26.6%) samples in the group that was positive for the IIF-DFS pattern were obtained
from rheumatology and physical therapy and rehabilitation clinics, 32 (47.7%) samples were from the
group in which other patterns observed and were also obtained from those clinics. DFS pattern was
detected significantly more frequent in the samples from other clinics in comparison to the samples from
rheumatology and physical therapy and rehabilitation clinics (p= 0.018). In our study, it was concluded
that DFS pattern can be defined by IIF method by only specialists, however, since homogeneous-like
and mixed patterns can be confused especially in low titers, there is a need for a second well-validated
immunological test that could detect anti-DFS70 auto-antibody.

Keywords: Anti-DFS70; DFS pattern; ANA; autoimmune disease.
GiRis

Antinlkleer antikor (ANA), hiicre cekirdegindeki niikleer bilesenleri hedef alan hete-
rojen antikorlarin en yaygin gorilenleri arasinda yer almaktadir. Sistemik otoimmiin ro-
matizmal hastaliklarin (SORH) tanisinda ve siniflandirmasinda dnemli bir yardimc kriter
oldugu kanitlanmistir'2. Bu antikorlar enfeksiyon hastaliklari, kanser, tiroid, romatizmal

olmayan hastaliklar ile 6zellikle 40 yas Ustli kadinlar olmak tzere saglikli bireyler ve yash-
larda serumda saptanabilmektedir>.

ANA saptanmasinda altin standart olarak 6nerilen yontem HEp-2 hiicrelerinin substrat
olarak kullanildigi immiinofloresan (IIF) yéntemidir®. Pozitif ANA test sonuglari, 150
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farkli nikleer antijene karsi olusmus serum antikorlarinin etkilesimini gosterebilmektedir.
Bu antikorlardan sadece bazlari ¢ok iyi tanimlanmis ve hastaliklarla iliskilendirilmis
olup, diger antijen antikor reaksiyonlar klinik olarak anlam ifade etmeyebilmektedir°.
Tum toplumlarda yaygin gozlenen bir ANA boyanma modeli, interfazdaki hiicre
nikleoplazmasinin yogun ince benekli sekilde boyanip nikleoluslarin boyanmamasi
ve bollinen hicrelerin kromozomlarinin da ayni sekilde daha parlak olarak boyanmasi
seklinde olmaktadir®. Bu boyanmaya neden olan otoniikleer antijenler immiinblot (IB)
testinde yaklasik 70 kDa’luk buytklikte bir reaksiyon vermekte olup, bu bant Ochs ve
arkadaglari tarafindan DFS70 olarak adlandiriimistir. Protein sekans veri taban analizi
ayni zamanda DFS70 niikleer antijeninin, transkripsiyon koaktivator p75 ve lens kaynakli
epitel biiyiime faktorii (LEDGFp75) adi verilen bir protein oldugunu ortaya koymustur’:8.

Anti-DFS70 otoantikorunun, diger otoantikorlara gére daha sik ve yiiksek titrelerde
saptanmasi, herhangi bir hastalia 6zgil olmamasi, sistemik otoimmiin romatizmal has-
taliklar disindaki bazi enflamatuvar durumlarda ve saglikl bireylerde de bulunabilme-
sinden dolayi klinik ve biyolojik 6Gnemi tam olarak anlagilamamistir. Bu otoantikor SORH
tanisi olanlarda ¢ok distik siklikta bulunmakta olup, saglkli goriinen bireylerde bunlara
gore daha sik gériilmektedir’. DFS70 antijenine karsi olusan otoantikorlar birkac farkl
kronik enflamatuvar hastalikta interstisyel sistit, kronik yorgunluk sendromu, atopik der-
matit gibi durumlarda da ortaya cikabilmektedir'®.

IIF yonteminde HEp-2 hiicrelerinin mikroskobik degerlendirilmesi yorumlayan kisinin
bilgi ve deneyimine baghdir, bu nedenle laboratuvar ici ve laboratuvarlar arasi sonug-
lar farkh olabilmektedir. Bu konuda uzman olmayan bir kisi tarafindan yorumlandiginda
anti-DFS70/LEDGF p75 otoantikorunu diger nikleer otoantikorlardan ayirt etmek zor
olabilmekte ve DFS paterni, diger ANA paternleriyle karisabilmektedir. DFS paterninin
ve diger ANA paternlerinden ayirt edilememesi, antikor pozitif bireylerde tekrarlayan
negatif sonuclarin alinmasina ve dogru olmayan SORH tanilarina yol acabilmektedir. Bu
nedenle, arastirmacilarda anti-DFS70/LEDGF p75 otoantikorunun saptanmasi icin tek bir
ANA test ydnteminin yeterli olmadigi konusunda artan fikir birligi bulunmaktadir®.

Bu calismada, IIF yontemi ile DFS paterninin gorildigi hasta serumlarinda anti-
DFS70 otoantikorunun iB yéntemi ile dogrulanmasi ve bu otoantikorun SORH tanisinda
klinik taniya katkisinin olup olmadiginin gosterilmesi amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM
Klinik Olarak Tanimlanmis Ornekler

Kasim 2015-Subat 2016 tarihleri arasinda laboratuvarimiza farkli kliniklerden gelen,
Hep-20-10 hiicrelerinde IIF yontemiyle tanimlanan, 1/100 ve daha yuksek titrede DFS
paternine sahip 60 hasta serumu ve diger ANA paternlerine sahip 67 hasta serumu calis-
maya dahil edildi. IIF ile degerlendirilen 127 hasta serumunda IB yontemiyle anti-DFS70
antikoru ve diger nikleer antikorlar arastirildi. Hastalarin SORH tanilar ve klinik verileri
hasta kayitlari incelenerek tespit edildi.
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indirekt immiinofloresan (IIF) Yontemi

IIF yonteminde, IIFT Mosaic: Hep-20-10/Liver (Monkey) Kiti ve FITC isaretli anti-insan
IgG (Euroimmun, Almanya) kullanildi. Uretici firmanin énerdigi 1/100 baslangic diliisyo-
nu ile tarama yapildi. Tarama dilisyonunda goriintiiniin parlakhgina gore sonuclar zayif
pozitif (1/100) ve +4 (> 1/3200) arasinda kalitatif olarak EUROStar Il plus marka floresan
mikroskobu ile x40 buyitmede degerlendirildi. Degerlendirme, bu konuda uzman iki ayri
kisi tarafindan birbirinden bagimsiz olarak ayni glin, farkli zamanlarda yapildi. Uyumsuz
sonuclar tekrar degerlendirilerek ortak karar alindi.

immiinblot Yontemi

Calismaya dahil edilen 127 hasta serumuna, nitroseltiloz membran tizerinde paralel
cizgiler halinde siralanmis ve kontrol bandi ile birlikte rekombinant ve ytiksek oranda saf-
lastirnlmis NRNP/Sm, Sm, SSA, Ro-52, SSB, Scl-70, PM-Scl, Jo-1, CENP-B, PCNA, dsDNA,
nucleosomes, histones, ribosomal protein-P, AMA-M2 ve DFS70 (eksprese insan cDNA)
antijenleri ile kaplanmis; ANA Profile 3plus DFS70 DL 1590-1601-30 G kiti (Euroimmuin/
Almanya) kullanilarak niikleer antijen tip tayini yapildi. lIF yontemi ile uyumsuz bulunan
sonuclarda, hasta ornekleri es zamanli olarak her iki yontem ile tekrar calisildi ve deger-
lendirildi.

istatistiksel Analiz

Verilerin degerlendirilmesinde; tanimlayici istatistiklerden sayisal 6l¢timler icin ortalama
+ standart sapma, ortanca degerleri ile niteliksel olciimler icin say1 ve yiizdeler kullanildi.
IIF paterni gruplarinda yas dagihminin normal dagilim gdsterip gostermedigi Shapiro Wilk
testi ile test edildi. Test sonucunda yaslarin normal dagihm gostermedigi gorildi. Dola-
yistyla iki grupta yas karsilastirmalari Mann-Whitney U testi ile yapildi. IIF paterni grup-
larinda cinsiyet, poliklinik/klinik, tani, IB yonteminde anti-DFS70 pozitifligi gibi niteliksel
Olctimlerin karsilastinimasinda capraz tablo analizlerinden ve ki-kare analizinden yararla-
nildi. IIF yontemindeki floresan siddeti ile IB yontemi ile saptanan anti-DFS70 sinyal esik
degeri arasindaki korelasyona ise parametrik olmayan Spearman korelasyon katsayisi ile
bakildi. istatistiksel 6nemlilik icin p< 0.05 ise anlamli kabul edildi ve istatistiksel analizlerin
timiinde IBM-SPSS 21.0 for Windows paket programi kullanildi.

BULGULAR

IIF yontemi ile DFS paterni goriilen grupta yer alan 60 hastanin 45 (%75)'i kadin, 15
(%25)'i erkek olarak tespit edilmistir (p= 0.01) (Tablo I). Hastalarin yas araligi 5-77 arasin-
da olup, yas ortalamasi 34.2 + 18.4 yil olarak saptanmistir. DFS paterni goriilen gruptaki
hastalarin yaslarinin daha cok ikinci ve t¢clinci dekatlar arasinda oldugu saptanmistir (p=
0.04) (Tablo II).

Serum ornekleri romatoloji, fizik tedavi ve rehabilitasyon (FTR), dermatoloji, cocuk
saghgi ve hastaliklari, genel dahiliye, goz hastaliklari, gastroenteroloji, ortopedi, noroloji,
hematoloji, nefroloji, endokrinoloji, aile hekimligi ve diger klinikler (plastik cerrahi, en-
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Tablo I. Hasta Gruplarinin Yas ve Cinsiyet Dagilimi

IIF DFS paterni pozitif hasta IIF diger paternleri pozitif
grubu (%) hasta grubu (%)
Kadin 45 (75) 54 (80.6)
Erkek 15 (25) 13 (19.4)
Yas araligi 5-77 8-80
Yas ortalamasi 342+184 45+ 16.8

Tablo Il. Hasta Yaslarinin Dekatlara Gére Dagilimi

IIF DFS paterni IIF diger paternleri
Dekatlar pozitif hasta grubu (%) pozitif hasta grubu (%)
0-10 5(8.3) 1(1.5)
11-20 14 (23.4) 5(7.5)
21-30 11 (18.3) 6 (9)
31-40 9 (15) 14 (20.8)
41-50 9 (15) 12 (17.9)
51-60 4(6.7) 19 (28.3)
61-70 5(8.3) 5(7.5)
71-80 3 (5) 5(7.5)
Toplam 60 (100) 67 (100)

feksiyon hastaliklari, cocuk allerji ve immiinoloji, acil servis) olmak (izere farkh klinik ve
polikliniklerden toplanmistir (Tablo 1ll). DFS paterni gorilen gruptaki hasta serumlarinin
16 (%26.6)'si romatoloji (n= 14) ve FTR (n= 2) kliniklerinden gelmistir. DFS digi diger
paternlerin goruldigu grupta bu say1 32 (%47.7) olarak belirlenmistir. DFS paterni diger
kliniklerden gelen orneklerde, romatoloji ve FTR kliniklerinden gelen 6rneklere gore daha
stk saptanmistir (p= 0.018). DFS paterni goriilen hasta serumlarinin en sik dermatoloji
polikliniginden (n= 16, %26.7) geldigi gézlenmistir.

SORH gorilme sikhigi, DFS paterni goriilen hasta grubunda %11.7, diger paternlerin
gorildigl hasta grubunda ise %32.8 olarak bulunmustur (p= 0.006). DFS paterni go-
rilen grupta, SORH tanisi alan hastalarin altisinda [romatoid artrit (RA) (n= 3); sistemik
skleroderma (SSc) (n= 2); Sjogren sendromu (SS) (n= 1)] anti-DFS70 antikoru pozitif,
diger ANA'lar negatif bulunmustur. Bir hastada [RA (n= 1)] ise hem anti-DFS70 antikoru
hem de diger ANA'lar negatif bulunmustur. Diger paternlerin gorildiigi grupta ise SORH
tanisi alan 22 hastanin [RA (n= 8); SS (n=10); SSc (n= 2); ilaca bagl sistemik lupus erite-
matozus (SLE) (n= 1); primer biliyer siroz (n= 1)] hicbirinde anti-DFS70 antikoru pozitif
bulunmamistir (Tablo 1V).
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Tablo Ill. Hasta Serumlarinin Geldigi Kliniklere Gére Dagilimi

IIF DFS paterni pozitif IIF DFS disi paternleri pozitif
Klinik/Poliklinik hasta grubu (%) hasta grubu (%)
Romatoloji 14 (23.3) 27 (%40.3)
FTR 2(3.3) 5 (%7.4)
Dermatoloji 16 (26.7) 11 (%16.4)
Goc e @3 o9
Genel dahiliye 4 (6.6) 1(1.5)
G0z hastaliklar 3(5 3(4.5)
Gastroenteroloji 1(0.7) 5(7.4)
Ortopedi 10.7) 1(1.5)
Noroloji 1(1.7) 3 (4.5)
Hematoloji 10.7) 2(3)
Nefroloji 1(0.7) 1(1.5)
Endokrinoloji 10.7) 1(1.5)
Aile hekimligi 6 (10) 3 (4.5)
Diger klinikler 4 (6.6) 3 (4.5)
Toplam 60 (100) 67 (100)

Tablo 1V. Hasta Gruplarinin Sitemik Otoimmiin Romatizmal Hastalik Tanilarina Gére Dagihmi

IIF DFS paterni IIF diger paternleri
pozitif hasta grubu (%) pozitif hasta grubu (%)
Anti-DFS70 Anti-DFS70 Anti-DFS70 Anti-DFS70
IB Testi pozitif (%) negatif (%) pozitif (%) negatif (%)
SORH pozitif 6 (10) 1(1.7) 0 (0) 22 (32.8)
SORH negatif 49 (81.7) 4 (6.6) 3(4.4) 42 (62.8)
Toplam 55 (91.7) 5(8.3) 3(4.4) 64 (95.6)

IIF yonteminde DFS paterni gorilen hasta grubunda 60 hastanin 55 (%91.7)'inde 1B
yontemi ile anti-DFS70 antikoru pozitif saptanirken, diger ANA paternlerinin gorildigu
(grandiler, n= 25; grantler ve homojen, n= 37; homojen, n= 2; niikleoler ve homojen, n=
1, sentromer, n= 2) 67 hastanin 3 (%4.5)'inde anti-DFS70 antikoru pozitif saptanmistir
(p=0.0001). IIF yonteminde DFS paterni (+)/Anti-DFS70 (-) olan bes hastadan dordinin
floresan siddeti zayif pozitif, bir hastanin ise bir pozitif siddetinde saptanirken, IIF DFS disi
paternler/anti-DFS70 pozitif olan l¢ hastada ise bir pozitif graniiler ve niikleer homojen

boyanma paterni bulunmustur (Tablo V, VI).
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Tablo V. IIF Yonteminde DFS Paternlerinin Floresan Siddetlerine Gére Dagilimi ve Anti-DFS70 Antikor
Durumu

IIF DFS Paterni floresan siddeti Anti-DFS70 pozitif Anti-DFS70 negatif

Zayif pozitif graniler ve grandler

- 4
kromozom

+ granliler ve graniiler

34 1
kromozom

++ grandler ve graniiler
kromozom

+++ graniler ve graniler
kromozom

++++ graniiler ve graniler
kromozom

Toplam 55 5

Tablo VI. IIF Yénteminde Diger Paternlerin Floresan Siddetlerinin Dagilimi ve anti-DFS70 Antikor
Durumu

IIF diger paternler ve floresan siddetleri Anti-DFS70 pozitif Anti-DFS70 negatif
Zayif pozitif graniler - 1
Zayif pozitif graniiler ve niikleer homojen - 5
+ Graniler - 1
+ Grandler ve zayif niikleer homojen 3 -
+ Grandler ve niikleer homojen - 21
++ Granller - 2
++ Grandler ve niikleer homojen - 4
++ Nikleer homojen - 1
++ Nikleolar ve + niikleer homojen - 1
+++ Graniiler - 8
+++ Nukleer homojen - 1
+++ Graniler ve niikleer homojen - 1

++++ Grantler - 13
++++ Granller ve nlkleer homojen -
++++ Sentromer - 2

Toplam 3 64
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DFS paterninin gorildigu grupta anti-DFS70 pozitifligi saptanan 55 hastada herhangi
bir baska antikor pozitifligi saptanmamustir.

Calismamizda DFS paterni; IIF ydontemi ile saptanmaya ve anti-DFS70 antikoruna 6zgil
olarak hazirlanmis IB yontemi ile dogrulanmaya calisildiginda; DFS paterninin saptanma-
sinda IIF yonteminin duyarlihgi %95, 6zgulligi %93, pozitif prediktif degeri %92, negatif
prediktif degeri %95 olarak tespit edilmistir (Tablo VII).

IIF DFS paterni/anti-DFS70 birlikte pozitif olan hasta serumlarinin IIF yonteminde sap-
tanan floresan siddeti ve IB yontemindeki anti-DFS70 sinyal esik degeri arasinda Spear-
man rho testiyle yapilan analizde, iki parametre arasinda orta diizeyde uyum saptanmistir
(p=0.001, rho= 0.49) (Sekil 1).

Tablo VII. DFS paterninin saptanmasinda IIF testi ve IB dogrulama testinin degerlendirilmesi
IB Testi
IIF Testi Anti-DFS70 pozitif Anti-DFS70 negatif (%) Toplam
DFS paterni pozitif 55 5 60
DFS paterni negatif 3 64 67
Toplam 58 69 127
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Sekil 1. IIF DFS paterni (+)/Anti-DFS70 (+) hasta serumlarinda floresan siddetlerinin ve IB testinde anti-DFS70
sinyal esik degerlerinin arasindaki uyum.
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Sekil 2. Anti-DFS70 pozitif hastalarda klinik tanilar.

Anti-DFS70 pozitif 58 hastanin klinik tanilar incelediginde; 5 (%8.6)'inde telogen eff-
luvium, 4 (%6.9)'linde alopesi areata, 3 (%5.2)"er hastada Hashimoto tiroiditi ve astim,
2 (%3.4)'ser hastada atopik dermatit, allerjik rinit ve Urtiker, 1 (%1.7)’er hastada multipl
skleroz, idiyopatik trombositopenik purpura, ankilozan spondilit ve fibromiyalji saptanmis-
tir (Sekil 2).

TARTISMA

Anti-DFS70 otoantikoru, SORH tanisi olan hastalarda saptandiginda genellikle diger
SORH'lere spesifik otoantikorlar ile birlikte bulunmaktadir. Ancak, bu boyanma paterni
tek basina saptanmasi durumunda SORH tanisini ekarte edebilecegi bildiriimektedir. Bu
da anti-DFS70 otoantikorunun SORH tanisini ekarte etmede yararl bir biyobelirtec olarak
kullanilabilecegini ve gelistirilen algoritmalarda yer almasinin klinik yararinin olabilecegini
diisiindiirmektedir®.

Miyara ve arkadaslarinin'" yaptiklan bir calismada IIF yénteminde DFS paternine sahip
100 hastanin 12'si SORH tanisi alirken, diger paternlerin goriildigi grupta 100 hastanin
58'i bu taniyi almistir. Lee ve arkadaslar'? IIF yénteminde DFS paterni gosteren 181 hasta
ve kontrol grup olarak da diger paternlerin gorildigu 50 hasta olmak lzere toplamda
231 hastanin klinik verilerini inceleyerek 60 hastada ANA iligkili romatizmal hastalik sap-
tamislar ve bu hastalarin sadece 4 (%6.7)'tinde ELISA yontemi ile anti-DFS70 antikorunu
pozitif, diger ANA'lari negatif bulmuslardir. Bizzaro ve arkadaslar'® da otoimmiin hasta-
liga sahip 50 hastada [SLE (n= 10), skleroderma (n= 10), SS (n= 10), polimiyozit (n= 10)
ve ANA negatif Hashimoto tiroiditi (n= 10)] anti-DFS70 antikorunu gdstermek amaciyla
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CIA yontemini kullanmislar ve pozitif sonug tespit etmemislerdir. SLE tanisi konmus 251
hasta ile yapilan bir calismada anti-DFS70 antikor sikhigi %2.8, 124 bireyden olusan sag-
likh grupta ise %8.9 olarak bildirilmistir'#. Mariz ve arkadaslar'®> DFS paternini IIF yén-
temi ile aragtirmislar ve 918 saglkli bireyin 39 (%4.2)’'unda pozitif sonug bulurken, 153
SORH tanisi olan hastanin ise hicbirinde pozitif sonu¢ bulmamistir. Calismamizda, DFS
paterni gosteren 60 hastanin 7 (%11.7)’si SORH tanisi alirken, diger paternlerin goruldu-
gi grupta 67 hastanin 22 (%32.8)'si SORH [RA (n= 8); SS (n= 10); SSc (n= 2); PBS (n=
1); ilaca bagh SLE (n=1)] SORH tanisi almistir. Diger bir deyisle SORH tanili 29 hastanin
6 (%20.7)'sinda anti-DFS70 antikoru pozitif olarak gozlenirken, diger ANA'lar negatif
olarak saptanmistir. Calismamizda anti-DFS70 antikorunun pozitif saptanma sikhginin
diger calismalara gore ylksek olmasinin nedeni klinisyenlerce DFS paterninin yeterince
anlasilamamasi nedeniyle, ANA pozitif sonuglarin gereksiz endiseye yol agmasi ve hatali
SORH tanilarinin ortaya ¢ikmasi seklinde yorumlanabilir.

Literaturde, anti-DFS70 antikorunun daha ¢ok genclerde goruldigi saptanmis olup,
sebebinin DFS70 antijeninin timus dokusunda diger dokulara gore daha fazla eksprese
edilmesi; ileri yasla beraber gorilme sikliginin azalmasinin ise timus dokusunun yillar
icinde atrofiye ugramasindan kaynaklanabilecegi bildirilmistir’'6. Watanabe ve arkadas-
lar'® anti-DFS70 antikoru pozitif 64 hastada, yas ortalamasini kadinlarda 28 + 6, erkek-
lerde 30 + 5 olarak bulmuslardir. Okamato ve arkadaslari'” da anti-DFS70 antikoru pozitif
saptanan 22 alopesi hastasinin 11 (%50)‘inin, sekiz saglikli bireyin de 6 (%75)’sinin yas
ortalamasinin ikinci ve t¢lincu dekatlar arasinda oldugunu saptamislardir. Calismamizda
da anti-DFS70 antikor pozitifligi ikinci ve tglincl dekatlar arasinda ve kadinlarda daha
stk bulunmustur.

IIF yontemi ile HEp-2 hiicrelerinde DFS paterni saptanabilmesine ragmen, dogru se-
kilde tanimlayabilmek kolay degildir'®. Bizzarro ve arkadaslan'® IIF yénteminde DFS pa-
terni gosteren orta ve yiiksek titrelerdeki hasta serum orneklerinin, %86’sinin DFS70
antijenine 6zgul ELISA yontemiyle tanimlanmasinda basarisizlik olduguna dikkat cekmis-
lerdir. Bu 6rneklerin analizinde farkl ticari kitlerin kullaniimasi HEp-2 slaytlarinda tutarsiz
sonuglara neden olmustur. Arastirmacilar tutarsiz sonuclari farkh HEp-2 substratlarinin
hazirlanmasina, ELISA yonteminde DFS70/LEDGF p75 epitop tipine ve IIF yonteminde
DFS paterninin deneyimsiz kisiler tarafindan yorumlanmasina baglamislardir'®. Mahler
ve arkadaslar' calismalarinda anti-DFS70 pozitif saptanan yedi SLE hastasinin altisinda
daha 6nce tanimlanandan farkli tipte bir DFS boyanma paterni gérduklerini bildirilmisler-
dir. Tutarsiz sonuclarla ilgili diger bir sebep ise IIF yonteminde DFS paterni gosterebilen
DFS70/LEDGF p75°ten farkh bir niikleer otoantijenin varliginin olmasidir. DFS70/LEDGF
p75 transkripsiyon diizenlenmesi ile iliskili niikleoprotein kompleksinin bir parcasidir. IIF
yonteminde DFS70/LEDGF p75’in, DFS paternine benzer bir patern olusturabilen prote-
inlerle etkilesim icinde olup onlarla bir arada bulundugu saptanmistir'®2%-2!_ Bizzaro ve
arkadaslan?? yaptiklari baska bir calismada da DFS paterni gdsteren 576 hastanin 175
(%30.4)’inde anti-DFS70 antikorunu CIA yontemiyle pozitif bulmuslar ve daha spesifik
bir yontem olan CIA yéntemi kullanildiginda serumlarin yalnizca bir kisminin pozitif ol-
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dugunu, IIF yonteminde ise DFS paterninin yeterince dogru olarak tanimlanamadigini
belirtmiglerdir. DFS paterninin IIF yonteminde yeterince dogru tanimlanamamasinin, kigi-
lerin yorumlari arasindaki degiskenlik, laboratuvar personelinin DFS paternini tanimadaki
yetersizligi ve HEp-2 hiicrelerinde kullanilan cesitli substratlarin farkli duyarliliklarda olma-
sindan kaynaklandigini belirtmislerdir!322,

[IF yonteminde DFS paterninin klinik laboratuvarlarda 6nceleri taninip taninmadigi net
degildir'®23. DFS paterninin homojen benzeri paternlerden ayrimi rutin laboratuvarlari
zorlamaktadir'®24. Calismamizda IIF yonteminde DFS paterni gésteren 60 hastanin 55
(%91.6)'inde, diger paternleri gosteren 67 hastanin ise 3 (%4.5)'iinde IB yontemi ile
anti-DFS70 antikorunu pozitif bulunmustur. IIF yontemindeki DFS paterni floresan siddeti
ve IB testindeki anti-DFS70 sinyal esik degeri arasinda orta dlizeyde uyum saptanmistir
(rho= 0.49, p< 0.001). lIF yonteminde, dustk titrelerdeki DFS paterni ve metafazdaki
kromatin bantlarini degerlendirmenin gli¢ oldugu tespit edilmistir. DFS’deki kromatin
bantlarinin homojen benzeri patern ve mikst boyanma (graniiler ve homojen) patern-
lerindeki kromatin bantlarindan ayriminin zor oldugu; anti-DFS70 negatif bulunan dort
hastanin kromatin bantlarinin floresan siddeti zayif oldugu icin degerlendirme hatasi ola-
bilecegi diisinulmustur. Diger paternlerin goriildigi grupta ise anti-DFS70 antikoru po-
zitifligi saptanan ¢ hastada bir pozitif siddetinde graniiler ve niikleer homojen boyanma
paterni gozlenmis olup mikst boyanma paterni goriilmesinin DFS paternini maskelemis
olabilecegi, ozellikle dustik titrelerdeki pozitifliklerin degerlendirilmesinin daha zor olmasi
nedeniyle ANA patern tanimlama hatalarina yol acabilecegi kanisina varilmistir. Yapilan
calismalar bizim bulgularimizi destekleyici yonde olup, anti-DFS70 antikorunun dogru
sekilde tanimlanmasinda, IIF yontemine ek olarak 1B, CIA veya ELISA yontemlerinden
herhangi birisinin kullanilarak dogrulama yapilmasi ve testlerin konunun uzmanlari tara-
findan yorumlanmasi énerilmektedir'®2°,

Sonug olarak, dogru tanimlama icin hastalarda tek bir ANA test yontemi kullaniima-
mali; bu antikorlarin dogrulanmasinda tani algoritmasina iyi valide edilmis daha spesifik
ikinci bir immiinolojik test eklenmelidir. IIF yonteminde DFS paterni diger ANAlarla bir-
likte bulundugunda, dusiik titrelerdeki pozitiflikler tamimlanamamakta ve gézden kaca-
bilmektedir. Anti-DFS70 pozitifligi diger ANA'larla birlikte bulundugunda hastanin klinik
bulgulari ile birlikte degerlendirilmeli, klinik tani ve takibinin planlanmasinda laboratuvar
ile iletisim icinde bulunulmasi 6nerilmelidir.
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