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Otoimmun Bull6z Hastaliklarin Tanisinda ELISA
ELISA for the Diagnosis of Autoimmune Bullous Disorders
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Ozet

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA), enzime bagli immunosorbent test olarak ifade edilmektedir. ELISA, otoimmun
bulléz hastaliklarin otoantijenlerinin saptanmasini saglamaktadir. Boylece, bu hastaliklarin immunopatogenezinin
anlasiimasinda yardimci olmaktadir. Son yillarda, tani ve takipte kullaniimak tzere ticari test sistemleri gelistirilmistir. Bu yazinin
amaci otoimmin biilléz hastaliklarda ELISA incelemesinin kullanimini gézden gecirmektir. (Tirkderm 2011, 45 Ozel Sayi 1: 36-8)
Anahtar Kelimeler: Otoimmun bulléz hastaliklar, ELISA, tani, takip, immUnopatogenez

Summary
ELISA has been phrased as Enzyme Linked Immunosorbent Assay. The ELISA provide to detect autoantigens in autoimmune

bullous disorders. Therefore, it is assited understanding of the immunopathogenesis of these diseases. Recently, commercial test
systems has been developed for the diagnosis and course. The aim of this paper is to review applying investigation of the ELISA for

autoimmune bullous disorders. (Turkderm 2011; 45 Suppl 1: 36-8)
Key Words: Autoimmune bullous disorders, ELISA, diagnosis, course, immunopathogenesis

Giris

Otoimmun bulléz hastaliklarda tani hastalardan alinan
deri ve serum 6rneklerinde otoantikorlarin saptanma-
sina dayanmaktadir. Simdiye kadar olan patogenezde-
ki ve taniya yonelik gelismelere ragmen tanida altin
standart, direkt immunofloresan test ile dokudaki oto-
antikorlarin saptanmasidir. Dolasan otoantikorlarin
tipleri, indirekt immunofloresan test ile gosterilebil-
mektedir' Bu otoantikorlarin tiplerinin yanisira spesi-
fik olarak hangi antijenik yapilara karsi gelistigi ise
“immunoblot”, ELISA veya “immunopresipitasyon” gi-
bi rutin olarak uygulanmasi zor incelemeler ile saptan-
maktadirz. Son yillarda, tani ve takipte kullanilmak
Uzere (6rnegin desmoglein 1, desmoglein 3, BP180, NC
16A, epidermal transglutaminaz gibi) ELISA ticari test

sistemleri gelistirilmistir. Boylece spesifik otoantikor-
larlarin titrasyonunun hastaligin tanisi ve takibinde
kullanimi giindeme gelmistir*.

ELISA Uygulamasi

Klasik olarak ELISA sirasiyla; antijen-antikor kompleksi-
nin olusturulmasi, yitkama islemi, enzim ile isaretli anti-
kor eklenmesi, yikama islemi, enzimin etkiledigi subs-
tratin eklenmesi ve enzim reaksiyonunu durdurma ba-
samaklarindan olusmaktadir.

Kullanilan malzeme: Otoimmun bulléz hastaliklarin ta-
nisi icin ticari olarak hazirlanmis kitlerin icerisinde; 1.
" Assay diluent” (Serumu dilte edici), 2. “Wash concen-
trate” (Konsantre yikama sollsyonu, 3. “Calibrator 1"
(Saghkli insan serumu), 4. “Calibrator 2" (Pozitif se-
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rum), 5. “Conjugate diluent” (Konjugat dilte edici), 6. “Conju-
gate reagent” (Enzim ile isaretli antikorlar), 7. Substrat, 8. Dur-
durma solisyonu, 9. Antijenle kapli kuyucuklar (Or: Desmogle-
in 3, vb.) yer almaktadr.

Uygulama sirasi: 1. Kalibrator inkibasyonu, 2. Serum veya tuk-
rik dilisyonu’, 3. Hasta érnegi inkiibasyonu, 4. inkiibasyon
icin bekleme, 5. Yikama, 6. Konjugat dilisyonu, 7. Konjugat in-
kibasyonu, 8. inklibasyon icin bekleme, 9. Yikama, 10. Subs-
trat inktbasyonu, 11. Durdurma soltsyonu eklenmesi
Sonuglarin degerlendirilmesi: Renk degisiminin fotometrik 6l-
¢umu ile elde edilen veriler asagidaki formulde uygun yerlere
yerlestirilerek sonuclar hesaplanir®?,
(A450<Ornek>-A450<Kalibratér 1>)+(A450<Kalibrator 2>-
A450<Kalibratér 1>)x100=...U/ml

ELISA’'nin Uygulandigi Alanlar

Genel bilgilerde bahsedildigi gibi otoimmin bulléz hastalikla-
rin immuanopatogenezinin arastiriimasi amaciyla (6rnegin en-
voplakin, periplakin, kollajen VII, laminin 5, vb.) ELISA yapil-
maktadir'®?. Béylece antijenik epitoplara spesifik otoantikor-
lar ve bu antikorlarin alt tip iliskisi sonucunda 6rnegin pemfi-
gus vulgaris’ de saptanan desmoglein 3 spesifik otoreaktif Th2
hucreleri veya IgE'nin bu yolagi hedef alan yeni tedavi uygula-
malarinin gelistiriimesinde yardimcidir™. Ayrica tani, takip ve
tedaviye alinan yanitin degerlendirilmesinde arastirma ama-
cyla kullanilmaktadir. Tablo 1'de Schmidt ve Zillikens®, Rose®
ve arkadaslar tarafindan bildirilmis olan ELISA testinde simdi-
ye kadar kullanilan antijenik yapilar, ticari firmalar ve kullanil-
digr otoimmiin balléz hastaliklar 6zetlenmistir.

Tanidaki Yeri

Oyki ve klinik degerlendirmenin ardindan direkt ve indirekt
immunofloresan inceleme ile yapilan tanisal degerlendirme,
ELISA ile dogrulanabilir. Hastaligin seyri sirasinda taninin de-
gerlendirilmesi yapilabilir. Sekil 1’de Eming ve Hertl® tarafin-
dan onerilen tanisal yaklasim 6zetlenmistir.

ELISA uygulamasinin tanidaki sorunlari: Kullanima hazir ELISA
kitlerinin hastalikla iliskili tim antijenik epitoplari ve aktivite ile
iliskili otoantikor alt tiplerini icermedigi unutulmamalidir. Bu-
nun yani sira yalanci pozitif sonuglarin olabilecegi bilinmelidir®.

Takipteki Yeri

Hastaligin seyri sirasinda ELISA isteminin klinik degerlendirme-
ye gore belirlenmesi 6nerilmektedir. Hastaligin aktif oldugu
dénemde 4 haftada bir, stabil oldugu dénemde ise 4 ayda bir
inceleme yapilabilir’. Ozellikle pemfigus ve pemfigoid grubu

On Tani: Oykai ve klinik degerlendirme
Histoloji-Direkt immunofloresan-indirekt immiinofloresan incelemeler
Dogrulama:

ELISA/immunoblot/imminopresipitasyon

Takip: ELISA/imminoblot/immiinopresipitasyon

Sekil 1. Eming ve HertF tarafindan 6nerilen tanisal yaklasim

Tablo 1. Schmidt ve Zillikens®, Rose® ve arkadaslari tarafindan bildirilmis olan ELISA testinde simdiye kadar kullanilan antijenik yapilar,

ticari firmalar ve kullanildigi otoimmiin biilléz hastaliklar

Antijen Hastalik Ticari firma
Bocek hucrelerinden elde edilmis Pemfigus foliaseus MBL
Desmoglein 1'in ectodomain’ i
insan HEK 293 hiicrelerinden elde edilmis Pemfigus foliaseus Euroimmun
Desmoglein 1'in ectodomain i
Bocek hucrelerinden elde edilmis Pemfigus vulgaris MBL
Desmoglein 3'Un ectodomain’ i
insan HEK 293 hiicrelerinden elde edilmis Pemfigus vulgaris Euroimmun
Desmoglein 3'Un ectodomain’ i
BP180 NC16A Bull6z pemfigoid MBL
BP180 NC16A tetramer Pemfigoid gestasyones Euroimmun
Liken planus pemfigoides
Mukoéz membran pemfigoidi
Lineer IgA dermatozu
BP230'un N- ve C-terminal parcalari Bull6z pemfigoid MBL
BP230’ un C-terminal parcasi Bull6z pemfigoid Euroimmun
Envoplakin’ in N-terminal parcasi Paraneoplastik pemfigus Euroimmun
Epidermal transglutaminaz ve doku Dermatitis herpetiformis Immundiagnostik AG
transglutaminazi
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icin klinik aktivite ile ELISA sonuglari arasinda pozitif bir kore-
lasyon gosterilmistir'>®. Ancak pemfigus hasta grubunda yap-
tigimiz bir calismada, klinik aktivite ile uyumlu olsa da ELISA
sonuclarinin prediktif degerinin istatistiksel olarak anlamh ol-
madigi saptanmistir”. indirekt immunofloresan titrasyonlari
ile desmoglein 1 ve desmoglein 3'e karsi spesifik otoantikorla-
rin ELISA degerleri karsilastirildiginda; indirekt immanoflore-
sanin titrelerinde artis olmasina karsin ELISA sonuclarinin belli
bir degerden sonra ayni duzeyde kaldigi gézlenmistir'. Bu ne-
denle, takipte ELISA kullanilacaksa gercek indeks degeri icin,
sonug >150 1U/ml ise dilusyon yapilmasi 6nerilebilir®.

Son So6z

- ELISA, otoimmin bulléz hastaliklarin immulnopatogenezini
ve olasi yeni tedavi yaklasimlarini arastirma amaciyla kullanil-
maktadir.

- ELISA'da pozitif sonug, hastanin o sirada var olan yakinimla-
rindan sorumlu olmayabilir.

- Sonuglar, klinik ve histopatolojik olarak iliskilendirilerek dog-
rulanabilir.
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