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Testin calisilacagi kitin belirlenmesi

l

Testin calisiimasi

1

Lamlarin mikroskopta degerlendiriimesi

1

Sonucun klinisyene raporlanmasi




IFA: Indirek floresan antikor testleri

 Kullanilan hucre hatlarinda 100°den fazla
farkli proteinin ekspresyonu

* Floresan mikroskobun sik intiyac duyulan
teknik bakimliari

* Floresan ile calismanin zorluklari

|

» Otoantikorlarin adlandiriimalarinda ortak bir dil olusmasi
» Sonugclarin guvenilirligini etkilenmesi




Sunum ana basliklari

Sonugclarin guvenilirligini etkileyebilecek teknik sorunlar
nelerdir?

Substrat seciminde dikkat edilmesi gerekenler nelerdir?

Kaba granuler, ince granuler gibi alt gruplar da
raporlanmali midir? Bu paternlerin temel ozellikleri
nelerdir?

Herhangi bir hastalikla iligkisi kanitlanmamis
otoantikorlar da rapor edilmeli midir?

Bildirimde pozitiflik 1-2-3-4 pozitif diye mi yoksa
dilusyonlarla mi yapilmalidir? Hangi dilusyonla
baslanmalidir?

IFA testi diger otoantikor testleri (ELISA, immunblot ) ile
birlikte nasil kullaniimahdir?



Sonuclarin guvenilirligini
etkileyebilecek teknik sorunlar

 Lamba (foton kaynagi)
kullanim suresi (100-
200 saat) sonunda
degistiriimeli.

* Foton kaynagi dogru
olarak konumlanmal

* Dogru eksitasyon ve
emisyon filtreleri
secilimeli.




Foton kaynagl dogru olarak
konumlanmali
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* Genis spektrumda
fotonlar olusturur.
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Eksitasyon ve emisyon filtrelerinin
secimi




Sonuclarin dogrulugunun kontrolu

» Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda
calismak

* Her calismada pozitif ve negatif kontroller
ve pozitif hasta orneqi

* Dis kalite kontrol programina dahil olmak
(Euroimmun, yilda 2 kez ornek gonderimi)



Institute of Quality Assurance

An institution of the EURCIMMUN Medizinische Labordiagn ka AG




Dear Mr. Ongiit,

we thank you for your participation in the interlaboratory test. The rate of correct results was 98% (424 laboratories, all test systems
taken together).

Characterisation of samples

Sample

Clinical expression

Target: ANA

IFA-pattern

Healthy blood donor

negative

negative

Lupusnephritis type IV

positive

granular

SLE

positive

homogeneous

Sample 2: Besides antibodies against RNP/Sm and Sm, the sample contains also antibodies against Ku (not evaluated in the

quality assessment).

Sample 3: Besides antibodies against dsDNA, nucleosomes, RNP/Sm and Sm, antibodies against histones could also be detected
in this sample (not evaluated in the quality assessment).

Target values

Sample

Antibodies against

Scl-70

Jo-1

neg

neg

neg

neg

neg

neg




Substrat seciminde dikkat
edilmesi gerekenler; ANA

« |k kez kullanilan: sican karacigeril

 HEp2 epitelyal hucre hatt
— Duyarhlikt
— Standardizasyon saglandi.

— HEp2 epitelyal hucre hatti ozellikleri:
» yuksek cekirdek / sitoplazma orani o
* buyuk cekirdekgikler

®

Akdeniz Universitesi arsivi

» yuksek mitotik aktivitesi ile mitoz sirasin

yonelik otoantikorlarin saptanmasi (Anti-sentrozomal antikorlar, igsi
cisim kutbu [spindle pole] antikorlari, igsi cisim iplikleri [spindle fibre]
antikorlari, orta cisim [mid-body] antikorlari, anti-CENP-F proteini
antikorlarr)

« HEp-20-10 hucre hatti: mitotik aktivitesi HEp2
hucrelerine kiyasla 10 kat daha fazla

 ANA’'da HEp2 ve primat karacigeri kullanimi

1 Holbrow EJ et al. Br Med J. 1957; 2 : 732-4.



Substrat seciminde dikkat
edilmesi gerekenler; ANCA

» Otoantikorlar olusabilecek notrofil
sitoplazmik proteinleri
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ANCA pozitifligi tanimlama algoritmasi

Etanol ile fikse notrofillerde

Etanol ile fikse notrofillerde

cANCA + PANCA +
Anti-PR3 + Anti-PR3 - Formalin ile Formalin ile
| fikse fikse
Anti BPI notrofillerde notrofillerde
+ CANCA + ANCA -
) }
Anti-MPO + Anti-MPO -

/

Anti-Elastaz, Anti- Laktoferrin, Anti- Lizozim, Anti-
Katepsin G, Anti- Beta glukoronidaz, Anti-
Azurosidin, Anti- Alfa enolaz , Anti- Defensin




ANCA
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Etanol ile fikse notrofiller Formalin ile fikse notrofiller




Akdeniz Universitesi arsivi |

L 4
o ¢

Akdeniz Universitesi arsivi

!

HEp2 hucre hatti

Primat karacigeri




ANCA
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Proteinaz 3 proteini

Miyeloperoksidaz proteini




Anti-nukleer antikorlarin
siniflandiriimasi
Alt tipler raporlanmali mi

. Nukleer membrana yonelik otoantikorlar
. Nukleoplazmaya yonelik otoantikorlar

. Cekirdekgige (nucleolus) yonelik
otoantikorlar

. Mitotik igsi cisim aparatina yonelik
otoantikorlar

. Sitoplazmaya yonelik otoantikorlar



Hucre siklusu asamalari

Interfaz d,
Profaz Q‘;«,
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Nukleer membrana yonelik
otoantikorlar

Akdeniz Universitesi arsivi Wiik AS et al. J. Autoimmun. 2010; 35: 276-90

Duzgun nukleer membran Noktall nukleer membran
antikorlari antikorlari




Nukleer membrana yonelik
otoantikorlar

Akdeniz Universitesi arsivi

Nukleer membran antikorlari,
primat karacigeri goruntusu




Nukleoplazma ile iligkili
otoantikorlar

Homojen nukleoplazmik patern
Kaba granuler nukleoplazmik patern

nce lekeli (fine speckled) nukleoplazmik
patern

nce taneli (fine grainy) scl-70 benzeri patern
Pleomorfik nukleer patern

Sentromerik patern

Coklu nukleer nokta paterni

Az nukleer nokta paterni




Nukleoplazma ile iliskill
otoantikorlar

Akdeniz Universitesi arsivi

Homojen nukleoplazmik patern




Nukleoplazma ile iligkili
%Qtoantikor r
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Kaba granuler nukleoplazmik
patern




Nukleoplazma ile iligkili
otoantikorlar

ince graniiler nikleoplazmik
patern




Nukleoplazma ile iligkili
otoantikorlar

Ince taneli (fine grainy) scl-70
benzeri patern




Nukleoplazma ile iligkili
otoantikorlar
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Wiik AS et al. J. Autoimmun. 2010; 35: 276-90

Pleomorfik nukleer patern




Nukleoplazma ile iligkili
otoantikorlar
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Sentromerik patern




Nukleoplazma ile iligkili
otoantikorlar

Akdeniz Universitesi argivi

Coklu nukleer nokta paterni




Nukleoplazma ile iligkili
otoantikorlar

Wiik AS et al. J. Autoimmun. 2010; 35: 276-90

Az nukleer nokta paterni




Cekirdekgikle iligkili otoantikorlar

 Homojen cekirdekcik paterni
* Granuler cekirdekcik paterni



Cekirdekgikle iligkili otoantikorlar
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Homojen ¢ekirdekcik paterni




Cekirdekgikle iligkili otoantikorlar

Wiik AS et al. J. Autoimmun. 2010; 35: 276-90

Granuler cekirdekgik paterni




Mitotik igsi cisimle iligkili
otoantikorlar
Sentrozomal (sentriol) patern
Igsi cisim kutbu (spindle pole) paterni
Igsi cisim iplikleri (Spindle fibre) paterni
Orta cisim (mid-body) paterni
CENP-F paterni



Mitotik igsi cisimle iligkill

otoantikorlar

Akdeniz Universitesi a
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Sentrozomal (sentriol) patern




Mitotik igsi cisimle iliskili
otoantikorlar

Wiik AS et al. J. Autoimmun. 2010; 35: 276-90

|gsi cisim kutbu (spindle pole)
paterni




Mitotik igsi cisimle iliskili
otoantikorlar

Wiik AS et al. J. Autoimmun. 2010; 35: 276-90

Igsi cisim iplikleri (Spindle fibre)
paterni




Mitotik igsi cisimle iligkill

otoantikorlar

Akdeniz Universitesi arsivi

Orta cisim (mid-body) paterni




Mitotik igsi cisimle iliskili
otoantikorlar

Wiik AS et al. J. Autoimmun. 2010; 35: 276-90

CENP-F proteini paterni




Sitoplazma ile iliskili otoantikorlar

Diffuz sitoplazmik patern

Ince noktali (fine speckled) sitoplazmik
patern

Mitokondri benzeri sitoplazmik patern
Lizozom benzeri sitoplazmik patern
Golgi benzeri sitoplazmik patern
Kontakt protein paterni

Vimentin paterni



Klinikle iligkisiz otoantikorlar rapor
edilmeli midir?

« Otoimmun hastaliklar disindaki
hastaliklarla iligkili otoantikorlar

— Anti-CENP-F antikorlari: Akciger ve gogus
kanseri

» Hastaliklarla iligkilendiriimeyen
otoantikorlar

* Anti-sentriol antikorlari
 Anti-vimentin antikorlari
* Anti-lizozomal antikorlar



Klinikle iligkisiz otoantikorlar rapor
edilmeli midir?

» Hastaliklarla iligkilendiriimeyen
otoantikorlar: laboratuvar arsivinde
sonuclari sakla, klinisyene bildirme

* Otoimmun hastaliklar disindaki
hastaliklarla iligkili otoantikorlar:klinisyene
bildir.



Pozitif sonuclarin bildirimi

» Dilusyonla sonuclarin raporlanmasi
— Ozgulluk t
— Bilesik paternlerin tanimlanmasi
— Sonuc¢ verme suresi !
— Maliyett

« + ++ +++ ++++ olarak sonuclarin
raporlanmasi

*Egner W. J Clin Pathol. 2000;53:424



IFA testi diger otoantikor testleri (ELISA,
Immunblot ) ile birlikte kullanimi

IFA ANA testi: tarama testi

Pozitif sonuclar diger yontemlerle mutlaka dogrulanmalidirlar.
Dogrulama yontemlerinden en sik kullanilanlari ve ticari kitleri
kullanimda bulunanlari

— ELISA

— Immunblot:
« yaklasik 15 farkh proteine yonelik otoantikorlar
« maliteyler ELISA’dan 5-6 kat fazla

IFA ANA yontemi ile saptanan paterni olusturabilecek birkacg
otoantikorun dogrulanmasi amacli ELISA yontemlerinin
uygulanmasi

IFA ANA -, klinik suphenin ¢ok guclu, IFA ANA negatif, dogrulama
testlerini uygula. (SS-A/Ro antijeni)*.

IFA ANA +, immunblot -. [FA yonteminde 25°den fazla paterne
neden olacak otoantikorlarin saptanabiliyor.

*Fritzler MJ, et al. J Clin Lab Anal 1995;9:2218-24.



Ozet

Kitlerin satin alinmasi asamasinda gerekli
ozenin gosterilmesi,

Hasta orneklerinin ¢aligsilmasi asamasinda
uretici firmanin onerilerine sadik kalinmasi,

Dis kalite kontrol programina uye olunmasi,
Karsilasilan paternlerin mumkun oldugunca
ayrintili tanimlanmasi

IFA ANA testlerinin diger otoantikor saptama
yontemleri ile uygun kullanimlari,

En dogru sonuclarin klinisyenlere ulastiriimasini
saglayacaktir.







