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OZET

Bu yazida 6zellikle gesitli otoimmin hastaliklarda olmak (izere birgok degisik has-
talik gruplarinda ortaya ¢ikan diiz kas antikorlarinin hangi tir kontraktil proteinle-
re kargi olustuklari ve bu antijenik proteinlerin yapilari ile diiz kas antikorlarinin
imminofloresan ydntemle saptanma teknigi gbzden gegirilmigtir.

SUMMARY
The Immunology of Contractile Proteins

In this article, smooth muscle antibodies which are produced against various cont-
ractile proteins in various diseases. The nature of these antigenic proteins and
immunofluorescent antibody technic have been reviewed.

GIiRiS

Son yillarda birgok otoimmin hastalikta ve otoimmun olmayan diger bazi hastalik
gru_plarmda kas liflerine ve komponetlerine karsi antikorlar olustugu gésterilmis-
tir. llk kez 1965 te Holborow ve Johnson tarafindan kronik aktif hepatitli hastalarin

serumlarinda bu tip antikorlar saptanmis ve bunu izleyen yillarda gesitli arastirici-
ar bu tip antikorlarin baska hastalik gruplarinda da ortaya ¢iktigini géstermistir (1,23).

Kas dokusu, bagd dokusu destegi ile bir arada tutulan binlerce fibrillerden olusmus-
tur. 1-40 mm arasinda deg@isen uzunluktaki bu fibrillerin kalinliklari 10-100 mikro-
metre arasindadir. Her kas fibrili sarkoplazma denilen bir protoplazma kitlesinden
ibaret olup, sarkolemma adi verilen ince bir zarla gevrilidir. Sarkolemma altinda
birkag ¢ekirdek bulunur. Sitoplazma, miyofibril denilen kasilabilir (contractile) uzun
filamanlarla doludur. Her kas fibrilinde binlerce miyofibril bulunur. Her miyofibrilin
icinde de belirli bir diizen iginde yerlesmis ¢ok sayida kontraktil yapilar bulunur.
Baslica aktin ve miyozin denilen bu kontraktil proteinler ve bunlarin komponentle-
ri kas kasilmasinda esas rolii oynarlar. Bir miyofibrilin iginde yaklasik 1500 kadar
miyozin ve bunun iki kati kadar aktin filamenti bulunur.
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Miyozin ve aktin filamentleri iki elin karsi karsiya gelen ve i¢ ige gegen parmakiari
gibi yerlegmis bulunduklari igin koyu ve agik seritler halinde birbirini izleyen gori-
nim arzederler. Elektronmikroskopik kesitler incelendiginde agik renkli gériinen
seritler aktin yapisinda olup, polarize i1si§a kargi izotrop yapidadir ve bu nedenle
“I bandi’’ adini alir. Miyozin filamentini igeren koyu seritler ise ayni zamanda aktin
iplikgiklerinin uglarini da tasir ve polarize 1s1ga kargi anizotrop karakter gosterdi-
ginden A bandi”’ olarak isimlendirilir. Miyozin filamentlerinden yanlara dogru ¢i-
kintilar (cross-bridges) uzanir. Bunlar miyozin filamentleri boyunca yan yizlerde
¢ikinti halinde bulunurlar, sadece miyozin filamentlerinin tam ortasindaki kiiglik
bir bélimde goriimezler. iste bu yan gikintilar ile aktin filamentleri arasinda mey-
dana gelen etkilesim sayesinde kasilma olur. Aktin filamentleri Z gizgileri veya
membrani ile birbirlerine baglanir. Z gizgileri ayni zamanda yan yana gelmis bu-
tun lifgikleri de birbirine baglar. Bu sekilde dizilisle aktin ve miyozin bdlgeleri yan
yana gelmis olur. Sonugta bir kas lifinde enine yerlesim agik ve koyu géranimli
seritler olusur. iskelet kasinin ve kalp kasinin Gizgili gériinim, bu bir tek fibrildeki
Gizgili gérinimin butin bir kas lifinde de dikkati gekecek bir bigimde ortaya Gik-
masina baglidir. Bir kas lifinde iki Z bandi arasindaki béliime sarkomer denir. Diiz
kaslar, gizgili kaslara gére daha kugtik liflerden (2.5x50-100 mikrometre) yapiimig-
lardir. iskelet kasindaki aktin, miyozin ve benzeri yapilar ayni sekilde diiz kaslarda
da vardir. Ancak diiz kaslardaki aktin ve miyozin filamentleri iskelet kasindaki uzay-
sal dizilisi ve tekrarlanigi gostermezler. Diiz kaslardaki filamentler gogunlukla lifin
uzun ekseni dogrultusunda kismen de rastgele agilar yapacak durumda yerles-
miglerdir.

Sarkoplazmanin bilegimi olagan hiicre i¢i yapilarindan olusur. Sarkoplazmik mat-
riks iginde bol miktarda Ca, K, Mg, ve PO 4 iyonlar ve protein yapisinda enzimler
bulunur. Miyofibriller arasinda ve onlara parelel durumda yerlesmis mitokondriler
bulunur. Bu yerlesimin 6nemi biyuktir. Zira kasiima sirasinda gerekli enerji mito-
kondrilerden saglanir. Ca iyonlar tarafindan aktive edilen ATP, ADP’ye gevrilir.
Boylece agida gikan repolarizasyonla gevseme olur. Sarkoplazma iginde zengin
bir endoplazmik rektikulum agi bulunur. Bu agin zenginligi kasin hizli kasiimasi
ile dogru orantiidir.

Kas lifi iginde yani sarkoplazmada ayrica “‘Transvers tiibiiler sistem’” veya “T
borucuklari’’ denilen bir gebeke daha vardir. Bu borucuklar kas lifinin bir ucundan
oéburine uzanir ve lifin digina gikarak ekstraselliler sivinin hiicre iginde devamini
saglar. Kas lifi zarinda bir aksiyon potansiyeli yayildi§i zaman bu akimlar T boru-
cuklari sistemi yolu ile kas lifi igine iletilir ve bu akimlar kasin kasiimasina neden olur.

Kas kasilmasinda temel rolleri agiklanmis olan kontraktil proteinler baslica sunlar-
dir (3):

1. Aktin (microfilament): Bunun ‘‘Tropomyosine’’ ve ‘‘Troponin’’ diye iki alt grubu
vardir.

2. Miyozin (microtubulus): Bunun da ‘‘Light meromyosine”’ ve ‘‘Heavy
meromyosine’’ diye iki subuniti vardir.
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3. Skeletin (intermediate filament)
4. Janin

5. Vimentin

6. Dekamin

7. Desmin

KONTRAKTIL PROTEINLERIN MOLEKULER OZELLIKLERI:

Miyozin filamenti: (20-25 nm) Miyozin filamentlerinin herbiri molekiil adirhg
450.000 olan miyozin molekiillerinden yaklasik 200 kadarinin bir araya gelmesin-
den olugmustur. Oldukga iyi antijeniktir. Bir miyozin molekdiliinin iki bélimi var-
dir. a) Light meromyosine b) Heavy meromyosine.

Hafif meromiyozin bélimi iki peptid zincirinden ibaret olup, bunlar bir sarmal ha-
lindedirler. Agir meromiyozin de iki pargadan olugmustur. Bunlardan birisi hafif
meromiyozinde oldugu gibi bir gift sarmal, digeri ise bu sarmalin ucuna eklenmis
olan bir bag kismidir. Agir meromiyozin béliimleri cross-bridges’leri yani yan gikin-
tilar olugturur. Hafif meromiyozin ise miyozin filamentlerinin gévdesini tegkil eder (3,4,5).

Aktin filamenti: (6 nm.) Bu da kompleks bir yapidadir ve i¢ ayr kismi vardir:
a) Aktin b) Tropomyosine d) Troponin

Aktin filamentinin omurgasi gift seritli F-aktin denilen bir protein molekiladir. Bu
cift serit sarmal olusturmustur. Bu sarmalin herbir turunda ve bir serit Gzerinde
yaklagik 13 tane G-aktin molekilli yer alir. Ayrica her G-aktin molekaiiliine ekli bi-
rer adet ADP molekiili vardir. Bu ADP molekiilleri aktin filamentleri izerindeki et-
kin noktalardir. Kasilmayi olusturmak igin miyozin filamentleri (izerindeki yan ¢i-
kintilar, aktin filamentleri (izerindeki bu etkin noktalar ile irtibata gegerler (3,4,5).

Troponin-Troomyosin kompleksi: Aktin filamentinin igerdigi diger iki proteinden
birisi, molekil agirh@ 70.000 olan tropomiyozin molekillerinin bir polimeridir. Bu
F-aktin sarmali arasindaki oluga yerlesmistir. Ayrica her tropomiyozin molekiiliine
de diger bir protein olan troponin molekuli eklenmis bulunmaktadir. Troponin mo-
lekilinin Ca iyonlarina karsi blylk affinitesi vardir. Kalsiyum iyonlarinin troponin
ile birlegmesi kasilmayi baglatan bir tetik niteligindedir (3).

Birgok hastalikta bu diiz adale kontraktil proteinlerine kargi antikorlar olusabilmek-
tedir. (SMA: Smooth muscle antibody) (3,4,5)

- Kronik aktif hepatit (aktif dénemde % 60-70, remisyonlarda negatif)
- Primer biliyer siroz (% 45)

- Akut viral hepatit (% 80)

- infeksiydz mononiikleoz

- Mycoplasma pneumoniae enfeksiyonu

- Bazi malign timér olgular

- Bazi saglikli kisiler (% 3-14).
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Kuvvetli antijenik 6zellikteki bu kontraktil proteinlerin nasil olup ta konagda yabanci
hale dénuserek immiin yanita neden olduklan kesin bir sekilde agiklanamamakla
beraber olayda gesitli etkenler suglanmaktadir. Ornegin karaciger hiicresi memb-
raninda bulunan acto-myosine benzeri protein viral enfeksiyonlar sirasinda deje-
nere olarak antijenik 6zellik kazanmakta ve dolayisiyle immun yanita yani antikor
olusumuna neden omaktadir.

Duz kas antikoru igeren ¢odu hasta serumlari kas disindaki doku kesitleri ile, 6r-
negdin hepatosit membrani, bébrek glomerdilleri, tiroid epitel hiicresi membrani, renal
tubuler kirpikli epitel, barsak limeni epitelleri, safra yollar epitelleri, iyilesen yara-
larda bulunan ve miyofibroblast denilen hiicre sitoplazmalar ile reaksiyon verir-
ler. Keza bu serumlar fibroblast kdltiir hiicreleri ile de invitro reaksiyona girerler.
Fibrohlastlarn igerdigi sitoskletal yapilardan mikrofilamentler intermediate filament-
ler ve mikrotubuluslardan en az birine karsi pozitif reaksiyon elde edilir.

insan trombositlerine kargi tavsanlardan elde edilen antiserum da diiz adale ile
reaksiyon vermektedir. Zira trombositlerin kontraktil materyeli olan ‘‘thromboste-
nin’’, aktin igermektedir. Ote yandan lenfositlerin ylizeyindeki kontraktil protein ya-
pilar da diz kas antikoru olugturacak antijenik aktivite géstermektedir (3,6).

Aktin, miyozin, tropomiyozin gibi kontraktil proteinlerin saf olarak elde edilebilme-
si, tavsanlarda bu kontraktil elementlere kargi yiksek titrede antikor olusturulabil-
mesi ve bu tavsan serumlarinin insan s2rumlari ile pozitif reaksiyon veren gesitli
doku kesitleri ile de benzeri reaksiyonu vermesi, bize diiz kas antikorlar ile reak-
siyon veren hiicre i¢i kontraktil proteinlerin dokularin degisik hiicrelerine dagiimig
oldugunu anlamamiza saglamistir.

Calismalar rat bobrek, karaciger ve mide kesitlerinin reaksiyonlarda givenilir bi-
rer antijen olarak kullanilabilecegdini gbstermistir. Bugtin igin diiz kas antikoru sap-
tanmasinda en genis sekilde kullaniimakta olan indirekt immunofloresan teknikte;
antijen olarak fétal rat cilt ve akcigerlerinden hazirlanan fibroblast kultir hicreleri,
ratlardan alinan karaciger, bébrek ve mide kryostat kesitleri kullaniimaktadir (1,3,7,8).

Rat doku kesitleri veya fibroblast kiiltiir hiicreleri ile hazirlanan preparatlar, anti-
kor arayacagimiz hasta serumlarinin énce 1/10 dilisyonlari ile oda isisinda ve ri-
tubetli ortamda 30 dakika sure ile inkiibasyona birakilir. Daha sonra PBS birkag
kez degistirilerek yikanir. Fluoresein ile isaretli anti-human globulin ile yine oda
isisinda ve nemli ortamda inkiibe edilmek (izere kesitler tizerine dokulart kaplaya-
cak sekilde birer damla damlatilir ve 30 dakika beklenir. Yine PBS ile ve magnetik
calkalayici yardimi ile ayni yikama iglemi tekrarlanir. Lamlarin alti ve doku kesiti
aralan silinerek kurulanir, doku kesitlerinin kurumasina firsat vermeden uzerleri-
ne 1/9 luk PBS/glycerol karisimindan damlatilir ve (izerleri lamelle kapatildiktan
sonra floresan mikroskopta, karanlk alanda, uygun bariyer ve uyarici filtreler kul-
lanilarak incelenir.

1/10 dilisyonla pozitif reaksiyon elde olunan serumlarin 1/40, 1/80, 1/160........
gibi ileri dilisyonlar| yapilarak test tekrarlanir ve buna gére antikor titresi tesbit edilir.
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Daha 6nce de s6zl edildigi gibi diiz kas antikorlarini genis bir hastalik grubunda
tesbit edebilmekteyiz. Ancak bu non-spesifikligin yaninda, degisik hastaliklarda bu
antikorlarin farkl immanoglobulin sinifindan olduklan ve degisik subgrup kontrak-
til proteinlere kargi olustuklarn saptanabilmektedir. Bu durumda anlamlari gok da-
ha 6nem kazanmaktadir. Ornegin kronik aktif hepatit diiz kas antikorlarinin aktine
6zgll yani anti-actin tabiatinda ve daha gok IgG yapisinda olduklari gériilmekte-
dir. Saptanan otoantikorun hangi tip diiz kas antikoru oldugu, hasta serumunun
Vinblastin sulfate (10 mcg/ml.,4 saat sire ile), Cytochalasin-B veya Colchicin (12
saat) gibi maddelerle islemden sonra anlasilabilmektedir. Vinblastin ve Colchicin
microtubulus’leri (myosine) inhibe ederken, Cytochalasin-B ile islemden sonra se-
rumda énceden saptanan diiz kas antikoru yine gériilmeye devam ediyor ise, bu
antikorun anti-myosine tabiatinda oldugu anlasilir (3,8,9,10).
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