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AMAG

Otoantikorlar otoimmun hastaliklarda énemli bir yere sahiptir. Bunlardan biri olan
anti-keratin antikor (AKA), romatoid artritli hastalarin serumlarnnda bulunmus ve bu
hastalik icin oldukca spesifik oldugu 6ne strtimUstdr.

Behcetli hastalarda baz otoantikorlar bulunabilmektedir. Bu ylzden Behget
hastaliginda otoimmin bazi mekanizmalar s6z konusu olabilir. Anti-keratin antikor
simdiye kadar Behgetli hastalarin serumlarinda arastirimamistir.

Bu calismada baslica, Behgetli hastalarin serumlarinda anti-keratin antikor
varhg arastinldi. Bunun vyaninda romatoid artrit, sistemik lupus eritematozus,
ankilozan spondilit gibi diger bazi hastalik gruplan da incelendi. ilk adimda, indirekt
immunofloresan yontem kullanilarak hastalik gruplarinda sican dézofagusunun stratum
korneumuna Kkarsi anti-keratin  antikor varhd arastinldi. Antikor iceren hasta
serumlarn endotel hticre kutlrinde anti-keratin antikor aktivitesi acisindan incelendi.
Son olarak Western-Blotting yontemi kullanilarak antikeratin antikorun keratinin hangi

komponentine karsi ortaya ciktid arastinidi.



l. GIRIS

1. OTOIMMUNITE VE OTOIMMUN HASTALIKLAR

Immun sistemin en onemli gorevilerinden biri, kendi antijenleri ile kendinden
olmayani ayrd edebilmesi ve yabanci antijenlere karst kona) koruyabilmesidir.
Otoimmunite, genel anlamda vucudun kendi antijenik yapilarina karsi immiin reaksiyon
gostermesi durumudur. Bu reaksiyonun bir parcasi olan otoantikorlar insan yada
hayvanlann kendi hticrelerinde ya da ekstraselltler proteinlerinde bulunan antijenlerine
baglanabilen antikorlardir. Otoantikorlar otoimmun hastaliklarda oldukga genis bir
dagiim gosterirler. Bu antikorlar hlicre nukleusu, sitoplazmasi, hucre membrani,
plazma proteinleri, hormonlar ve enzimlerdeki ve hatta fizyolojik ligant reseptorlerindeki
antijenik determinantlara baglanabilirler.

Otoantijenler ise, protein, nukleik asit, fosfolipit, lipoprotein, seker ya da steroid

yapisinda olabilir(145).
1.1. Otoimmiin Hastaliklarin Spektrumu:

Son yillarda otoimmin hastalklarin listesi bUyumustir. Bu hastaliklarin  gok
sayida ve birbirlerinden oldukga farkh olmalart nedeniyle patogenezleri halen tam
olarak saptanmis degildir. Bu hastaliklarin bazisi major histokompatibilite kompleks
(MHC) 1, I yada IlI lokuslarin allelleri ve Immunogliobulin allotipleri ile bir iligki
icerisindedir(37).

Otoimmmun hastaliklar genelde bir spektrum olusturur (Tablo 1). Bu spektrumun
bir ucunda organa spesifik hastaliklar bulunur. Merkeze dogru gittikce lezyonlar tek bir
organa spesifik iken antikor non-organ spesifiktir. Bunun en tipik drnegi primer bilier
siroz’dur. Burada kiUgUk safra kanal inflamasyon ve infiltrasyonun ana hedefidir; fakat
serumda bulunan anti-mitokondrial antikor karacigere spesifik degildir. Spektrumun diger
ucunda ise non-organ spesifik hastaliklar bulunur. Bu grubun en tipik 6rnegi sistemik
lupus eritematozus, SLE’dir. Bu hastallkdaki lezyonlar ve otoantikorlar hi¢ bir organa
sinirh degildir. Primer lezyon genelde fibrinoid nekroz seklinde bad dokusunda géruldr.



Bu hastalik deride, bobrek glomertllerinde, eklemlerde, seroz membranlarda ve kan
damarlarinda gorulebilir.

ORGAN SPESIFIK HASTALIKLAR Hasimoto hastalig

Primer miksédem

Tirotoksikoz

Perneslyéz anemi

Otoimmun atropik gastrit

Addison hastalig

Prematiir menapoz {seyrek)

Male infertilite {;eyrek)

Myastenia gravis

Javenil diabet

Goodpasture sendromu

Pemphigus vulgaris

Pemphigold semfanetik oftaimia

Fagojenik Gveit

Otoimmiln hemolitik aneml

|diopatik trombositopenik purpura

ldiopatik Idkopeni

Primer bilier siroz

éktif kronll{x helpalit K
ryptogenic siroz (seyre

Ulserat?f kolit (sey

Sjogren sendromu

Romatoid artrit

Skleroderma

Dermatomiyozit

Diskold lupus eritematozus

Sistemik lupus eritematozus

NON-ORGAN SPESIFiK HASTALIKLAR

Tablo 1: Oteimmiin hastaliklarin spektrumu

Organ spesifik hastaliklarda en gok hedef olan organlar tiroid, adrenaller, mide ve
pankreasdir. Non-organ spesifik hastaliklarda ise en gok tutulan organlar deri, bébrek,
eklemler ve kaslardir(138 a). Organ spesifik otoantikorlar arasinda en énemlileri peptid
hormonlarina (insulin), reseptorlere (ésetil kolin reseptorleri, tirotropin reseptorleri),
pankreatik adaciklarin instlin reten beta htcrelerine ve tiroglubuline kargi direkt etkili
olan otoantikorlardir. Otoantijenler ise tim nukleuslu hlcrelerde ortaya cikar. Bunlar
genelde DNA, ribozomal RNA-protein pargalar, sitoplazmik ribonuklecproteinler,
mitokondrial antijenler ve sitoskletal proteinlerdir.

Bazi plazma proteinleri ayni zamanda guglu otoantijendirler. Ornegin faktor Viil'e
karsi olusan otoantikorlar siddetli bir hemorojik bozukluga neden olabilirler. Plazmadaki



bir diger énemli otoantijen ise IgG'nin adir zincir sabit bolgesidir. Bu antijenle etkilesen
otoantikora romatoid faktor (RF) denir.

Genelde yabanci proteinlerle immunizasyon sonucu ortaya ¢ikan antikorlar
immdnize hayvanin kendi proteininden farkl antijenik bolgelere spesifisite gosterir.
Ornegin tavsanlarn fare sitokrom ¢ ile immunizasyonu, antikor populasyonlarinin
enzimin fareye spesifik domainlerine karsi ortaya gikmasina neden olur. Fakat ayni
serum tavsan sitokrom c¢’sine karsi da otoantikor igerir.

1.2. Otoimmiin Bozukluklarin Birlikteligi (Cakismast):

Ayni kiside birden fazla otoimmin bozukluk bulunabilir. Bu durum genellikle
spekirumun ayn grubundaki otoimmun hastaliklarla iligkili olarak ortaya cikar. Ornegin
otoimmun tiroiditi  (Hashimoto hastaliy ya da primer mixoedema) hastalar ayni
zamanda yuksek oranda pernisiydz anemiye de sahiptirler. Boyle bir iliski Addison
hastaigr ile otoimmin tiroid hastai$y arasinda ve seyrek olarak da Addison
hastaligi, hipoparatiroidizm, diabet ve tiroidit igeren poliendokrinopati ve pernisiydz
anemili juvenullerde g&rdltr. Otoimmin tiroid hastalarnnin  (yaklasik % 30'unun)
serumlarnnda parietel hicre antikoru bulunurken pernisiydz anemili hastalarn %
50’sinde tiroid antikoru pozitiftir.

Spektrumun non-organ spesifik boliminde SLE, kiinik olarak RA ve diger bazi
hastaliklaria (idiopatik [6kopeni, trombositopenik purpura, dermatomiyosit ve Sjogren
sendromu) iliskilidir. Anti-ntkleer antikor (ANA), non-organ spesifik kompleman fiksasyon
reaksiyonlari ve anti-globulin (romatoid faktdr) bu hastaliklarin genel immunolojik
Ozellikleridir(139).

1.3. Otoimmiin Hastaliklarda Genetik Faktorler:

Bazi bozukluklarin ortaya cikisinda genetik etki oldugu bilinmektedir. Bu etki
tek yumurta ya da cift yumurta ikizlerin ve 6rnegin tiroid antikorlarn ile X kromozomu
anormalliginin her iki bireyde de bulunmasi seklinde gorilebilir. Ailesel otoimmdniteye
egilim de genelde organ spesifik hastaliklarda géruitr. Otoimmuinitedeki genetik etkilere
bir bagka ornek ise Hashimoto hastaligidir. Hashimoto hastalarinin birinci derece
akrabalari (kardesler, ana-baba ya da c¢ocuklar) yiUksek titrede ve oranlarda tiroid



otoantikorlari icerirler. Ayni sekilde pernisiydz anemili hastalann ailelerinde gastrik
parietal hicre antikoru pozitir bulunabilir. Bu ailesel iligkiler gevresel faktorler (Grnegin
infektif mikroorganizmalar) tarafindan ortaya c¢kanldiy ileri sGrdlmis olmasina
karsin Ornegin tirotoksikoz c¢ift yumurta ikizlerinde degil tek yumurta ikizlerinde
gortlmektedir.

Bazi otoimmun hastaliklar ve dzel HLA spesifisiteleri arasinda ¢ok gucli bir iligki
bulunmaktadir. Ornegin Hashimoto hastaligi DR5 ile iliskidir. HLA B5 ve DR3
haplotipleri 6zellikle organ spesifik otoimmin hastaliklarda oldukca sik bulunur.
Romatoid artrit ise HLA-DR4 ile yakin iliskilidir(138 a).

Otoimmudnitenin genetik olarak olusabildigi gercedi spontan otoimmiin hastalik
gelistiren hayvan soylarinda da gdsterilmistir. Buna 6rnek olarak otoimmun tiroidit’li obez
tavuk soylan ve otoimmun hemolitk anemili Yeni Zelanda siyah (NZB) fare soylar
gosterilebilir. NZB'nin bir baska soy (NZW, beyaz) ile hibridi (NZB X NZW hibrit) LE
hdcresi, anti-ndkleer antikor ve glomerUlonefrite neden olan fatal bir immdn-kompleks
hastaligr gelistirir.

1.4. Otoimminitede Molekiler Gorintmler:

Gunumuzde molekller biyolojik yontemlerle otoimmin yanita neden olan
molekulleri ve bazi hastalklarin  dlistUnulen otoantijenlerini  kodlayan genlerin
klonlanmasi otoimmun yanitin - molekller dizeyde incelenmesine yardimci
olmaktadr.

1.4.1. Otoantikor Kodlayan immiinglobulin Genleri:

Antikor genleri, B hlcresi gelisiminde tam transkripsiyonel Uniteler olusturan gen
segmentlerinden (agir zincir igin degisim,V, farkllasim,D ve birlesim,J; hafif zincir igin
V ve J) meydana gelmistir (166). Bir cok otoantikor da 6rnegin insanda anti-DNA,
romatoid faktér ve anti-Sm, farede anti-DNA, romatoid faktdr, anti-histon, anti-bromelain-
treated red blood cells (Br-RBC) ve anti-Sm, bir grup V, D ve J gen segmentleri ile
kodlanir (162).

Genetik olarak farkli insanlardan elde edilen dogal otoantikorlarda ortak idiotiplerin
varhg, bazi otoantikorlarin germ-line V genleri ile kodlandigini gdstermistir. Ornegin



klonal olarak iligkisiz Br-RBC otoantikorlar 6zdes V,/D/J;, ve V,/J, gen segmentleri ile
kodlanirlar. insanda polispesifik ve romatoid faktér benzeri paraproteinler (VH genlerinin
bir grubu ile kodlanmalarina kargin) genelde V,lilb genlerini kullanirlar. Diger anti-self
yanitlar (insan lupusunda anti-DNA, lupuslu farelerde anti-DNA ve RF yanitlar) blyuk
oranlarda farkl immuanoglobulin gen segmentleri kullanirlar(162). Fakat sayilan su
anda 100'den fazla olan bu otoantikorlarin kullandiklan V gen aileleri tam olarak
anlasilabilmis degildir.

Bilgiler sinirl olmasina karsin mutasyona ugramamis germ-line V genlerinin
otoantikor kaynadi olabilecedi diistinilmektedir. Ornegin bir MRL-lpr/lpr fare hibridoma
soyu olan H130 tarafindan sekrete edilen prototipik bir anti-DNA antikoru, H130'un
germline V,,, D ve J,, gen segmentlerinin non-otoimmun BALB/c farelerdeki germ-line
genleri ile 6zdes oldugu, bu nedenle normal farelerin somatik mutasyona ugramadan
lupus antikorunun agir zinciri icin gerekli yapisal bilgiyi icerdigi bulunmustur(164).
Monoklonal insan romatoid faktérlerin amino asit dizilimi analizleri mutasyonsuz bir
germline geni ile kodlanan ve kendi iginde yinelenen bir V, hafif zincir yapis
(monoklonal romatoid faktorlerinin yaklasik % 50’sinde ortaya cikan bir kross-reaktif
idiotip) ortaya cikartmistir. Bu genin (V,RF) amino asit dizilimi, cesitli iliskisiz
hastalardan elde edilen monoklonal romatoid faktorlerin hafif zincir degisken bolgeleri ile
benzerlik gostermektedir(29). Bu bulgular gdstermistir ki insan romatoid faktorleri
mutasyona ugramamis germline genler ile kodlanabilmektedir.

1.4.2. Antijenik Taklitgilik:

Mikrobik antijenler memeli proteinleri ile homolog amino asit dizisi gdsterebilir(124)
(Tablo 2). Mikrobiyal peptidlerin tolerans kurallarini gigneyip self peptidlere nasil
baglandii ve otoantikor yaniti nasil provoke ettigi tam olarak bilinmemektedir. Eger
mikrobik epitop bir T huicresi reseptdrine baglanan "yabancr" bir domainden ve bir B
hicresine  baglanmis "self* bir bdlgeden olustuysa immunolojik tolerans
islemeyecektir(Sekil 1)(145). Antijenik taklitcilie en iyi érnedi A grubu streptokok
infeksiyonu ile epidemiyolojik olarak baglantli olan romatoid kardit olusturur(34).
Romatoid kardit'te iltihaph miyokardium antikor ve kompleman birikimi igerir.
Streptokokkal M proteinleri (bakterinin koruyucu yuzey antijenleri}) myokardial hucrelerin
iki buydk eleman ile kross-reaktif epitoplar icerirler (34). Ayrica purifiye streptokokkal



M proteinleri insan CD3 pozitif sitotoksik T hdcrelerini kltdr  ortamindaki  insan
myokardial hucrelerinin lizisi icin aktive ederler.

Yersinia basili Reiter hastaliginda ve otoimmun tiroid hastaliginda etkili
olmaktadir. Yersinia enterocolitica’nin bir komponenti tirotropine baglanabilir. Bunun
yapisi tiroid epitel huicrelerinin TSH reseptorlerini taklit edebilir niteliktedir(175). TSH
reseptorlerine  karsi otoantikor olusumu ile karakterize Grave's hastaiginda,
dolagimdaki bu antikor basildeki TSH-baglanma bdlgelerine baglanir.

Eksojen Antijen Otoantijen Ilgili Hastalik
Streptokok M protein Kardiyak miyozin RK

K. tuberculosis Kartilaj proteoglikan RA
Klebsiella nitrogenase HLA-B27 RS

Yersinia 19 kd protein HLA-R27 RS

Yersinia protein TSH reseptor GH
Adenovirus 72 kd protein La (SS-B) sS
Adenovirus E1B protein A-gliadin Celiac H.
Poliovirus VP2 Asetilkolin reseptdr HG
Papilloma virus E2 Insiilin reseptér Tip 1 diabet
Heasles virus Hyelin-basic-protein EAE

Visna polimerase Hyelin-basic-protein EAE

Hepatit B polimeraz Hyelin-basic-protein EAE
Retroviral p30 protein Ut RNA SLE
Bakteriyal fosfolipit DNA SLE
Mikrobiyal transfer RNA Jo Polimiyosit

Tablo 2: Antijenik taklitgilik 6rnekleri (RK: Romatizmal kardit; RA: Romatoid artrit; RS: Reiter sendromu; GH:
Graves hastalig); $S: Sjdgren sendromu; HG: Myastenia gravis; FAE: Eksperimental allerjik ensefalomiyelit)

Yersinia pseudotuberculosis klas 1 MHC antijen|eruinden HLA-B27°'ye karsi
monoklonal antikorlart taniyan antijenik bir bélgeye sahiptir. Bu antijen ise Reiter
hastal) ve romatoid spondilitte stk gériltr (28). Fakat bu taklitciligin bu hastalarda
artritik lezyonlara neden olus mekanizmas: bilinmemektedir.



ANTIJEN LENF 0siT YANIT

Yabanct §
Sell %} %k Yan! yok

Yabanct + self {é

sekil 1: Antijenik taklitgilik. Yabanci antijene karsi B hiicresi yanitlari
genelde T hiicresi yardimt ile olur. Bir otoantijen varliginda B hilcreleri
ya da sitotoksik T  hiicreleri yanitsiz kalir; ¢linkd gerekli T hiicreler
bastirilmis veya delesyona ugramistir. Hem yabanci, hem de self epitoplara
sahip bir mikrop,otoimmiin bir yanita neden olabilir (antijenik taklitgilik).
Yabancl epitop, imminglobulin Uretecek B hiicrelerinin T hicreleri ile
uyarilmasini saglar.

Anti-yabanct

Attti-self

1.4.3. Otoimmun Yanmtin Etyolojisi:

Otoimmdunitenin  ne sekilde ortaya ¢kt konusunda baz gorusler vardir.
Organ spesifik antikorlanin olus mekanizmasin agiklayan bir goruse gore, antijenler
organ icinde gizli bir yere yerlesir ve lenforetikiler sistem ile iletisim eksikligi yUztinden
dogum oncesi immunolojik tolerans olusturmasi yetersiz kalir. Daha sonra antijen
salimmina neden olan her durum otoantikor olusumu igin bir firsattir. Ornegin sperm,
gtzde lens ve kalbin dolasima saldiklan bazi komponentler otoantikor olugsumuna

neden olabilir.
1.5. Lenfositler ve Otoimmiinite:

Vakalarin bir cogunda dolasimdaki lenfositler otoantijenlere (6rnegin otoimmadn
hemalitik anemide eritrositler, SLE’de DNA ve organ spesifik otoimmunitede birgok yizey
reseptord) otoantijenler duyarlidir. Bununla birlikte T hucresinin bu antijeni tarmimast



yeterli degildir. T hicresinin bir antijeni tanimasi igin klas Il molekdild ile yeterli bir iligki
olmalidir. Béylece dolagimdaki bu komponentler antijen presente eden huicreler (APC)
Uzerinde, T-helper hlcreler tarafindan taninmayt saglayan yUksek bir konsantrasyon
olusturabilirler. Ayrica klass Il igermeyen hiicrelerin yuzeyindeki potansiyel otoantijenler
sessiz kalabilirler.

Normal bireylerdeki B hucrelerinin kicUk bir bolimi yizey reseptora yardimiyla
insan tiroglobulin, myelin-basic-protein ve DNA gibi otoantijeniere baglanir. B hucreleri,
bir cok vertebrali canlida bu antijenlerle etkilesecek otoantikorlari senteziemek igin
gesitli yollarla uyariabilirier.

T hicresi klonlan ve hibridomalar kullanidarak (ki bunlar spesifik olarak miyelin-
basic-protein, tiroglobulin, tiroid ylzey antijenler ve kollajen gibi diger antijenlerle
etkilesirler) otoreaktif T hticrelerinin varhgi gosterilebilir. Olusturulan T hucre soylarinda
self-klas II' ye karsi yanit ortaya gikar ve IL-2 salinimi olur.

1.5.1. T-Hiicresi Reseptér Genleri:

Delesyona ugjramis ya da allelik T hicresi reseptdr genlerinin  otoimmun
hastaliklarin gelisiminde onemli oldugu distntlmektedir (162). MRL-pr/lpr farelerin lenf
dagim T hicrelerinde V beta  zincir genleri gosterilmistir. Bu genlerin  bulunmast
mutlaka otoimmin hastalikla iliskili olmamakla birlikte, bu genler MRL-lpr/lpr farelerde
T hacrelerinin lenfoproliferatif bozukluklarini gosterebilir. MRL-lpr/lpr ve C3H/Hed-gld/gld
farelerde alisiimamis fenotiplerde T hiicre alt gruplan ortaya gikar. Bunlarin bir cogu
Lyt-2-, L3T4-, Thy-1+ (double negatif) T hicreleridir. Bunlardan bagka Lyt-2-, L3T4-, la-
Thy-1- (null) hiicrelerin olusturdugu mindr bir grup daha vardir. Her iki alt grup da V alfa
ve V beta RNA kopyalayabilir(60).

Null hiicreler anormal bir farkllasma gosterirler. Bunlar alisiimis reseptdr pozitif
T hicrelerden farkh olarak Thy-1 normunda T hticresi reseptér proteinlerini eksprese

ederler.
1.5.2. Dogal Otoantikorlar:

Normal insanlarda ve hayvanlarda B hticreleri otoantikor olusturabilir. Bu dogal
otoantikorlar, genellikle yiiksek oranlarda korunan molekdillere karst olur. Bu molekuller



arasinda xantin oksidaz, sitokrom-c, transferrin, mmyelin-basic-protein, nikleik asitler ve
sitoplazmik filamentler vardir. Dogal otoantikorlar normal hayvan serumlarinda ve tum
yas gruplarindaki normal insan serumlannda bulunmustur(55). Bundan baska
Pookewed mitojen, Staphylococcus aureus cowan | (SAC) ya da Epstein-Barr virus
(EBV) ile in-vitro poliklonal uyarilar normal insan B htcrelerinde RF, anti-DNA ve IgM ve
lgG sinifindan diger bagka otoantikorlarin olusumuna neden olur(24,46,99).

Normal farelerin dalak B htcrelerinden elde edilen hibridomalar da organa spesifik
olan ve heryerde bulunabilen otoantijenlere karsi antikor Uretirler.

Dogal otoantikorlarin  bakteriyel antijenlerin  uyanmi  sonucu da ortaya
cikabilecedi gdsterilmistir. Ornedin normal farelerde bakteriyal dsDNA ile immiinizasyon
sonucu anti-dsDNA’da bir artis goraimusttr(49).

TUum bu deneysel otoantikorlarin IgM izotipinde oldugu ve otoantijenler igin dusuk
afinite gosterdigi saptanmistir.

Dogal otoantikorlar; a- Degrade olmus otoantijenleri ve yasl hicreleri yok ederler,

b- Eksojen antijenlere kargl antikor prekursorleri olarak gorev
yaparlar. Bunlarin yabanci antijenlerle kros-reaksiyonlart immun sisteme bir avantgj
olusturur.

c- Otoantijenlerle kros-reaksiyon yapan cevresel epitoplara
kargl immun sistemi tOrpuleyerek zararh otoimmunizasyonu énler.

1.5.3. Ly-1 B Hicreler:

Fare Ly-1 B hlcreleri ve bunlarin insanda karsihd olan Leu-1 (CD5+) B
hiicreler dodal otoantikorlar ile iliskili hiicrelerdir. Ly-1* B hticreler somatik mutasyon
olmadan (ya da ¢ok az varken) primer olarak polireaktif IgM antikorlari(muhtemelen
istemeyerek) Ureten, kendini yenileyen ve uzun é6murli bir B hiicre alt grubudur(162). Ly-
1 ve Leu-1 molekiilleri benzer primer yapilara sahiptir. insan  fétistnde lenfoid
dokulardaki B hucrelerinin @ % 40-60" Leu-1 pozitiftr. Oysa yetigkinlerde lenf
noddllerindeki B hicrelerinin sadece % 2-3'0 Leu-1 pozitif bulunmustur(4). Neoplastik B
hicreleri, cesiti B hdlcresi malignensilerinin yaklasik % 25inde ve kronik lenfositik
I6semili (KLL) vakalarin neredeyse timinde Leu-1* B hdcreleridir(145).

CD5+ B hucrelerinin rolleri tam olarak bilinmemektedir, ancak polireaktiviteleri
nedeniyle dolasimdan antijen temizlenmesi ve/veya bakteri ve virus gibi yabanci ajanlara



etki edebilecedi dustnilmektedir(25).

Ly-1* ve Leu-1™ B hiicreler dogal otoantikor olusturmakla birlikte otoantikorlarin
tek kaynadi degildir. Ly-1" B hdcreler, fare serumunda baz dogal otoantikorlarin
olusumundan sorumludurlar. Normal insan serumlarindaki Leu-1" B hicreler ise in-vitro
anti-ssDNA antikor ve romatoid faktdr Uretirler(25,26). Bununla birlikte Leu-1-negatif B
hiicreler de dogal otoantikor olusturabilirler. Ly-1 B hiicreler lupus egilimli NZB farelerde
5-10 kat artmistir. Bunlann kdltire edildigi zaman in-vitro anti-DNA, anti-timosit
antikorlar ve bromelein ile muamele edilmis eritrositlere karsi otoantikor olusturdugu
g6zlenmistir (25,63).

Normal donérlerden alinan EBV-transforme insan Ly-1* B hicreler romatoid
artritte  hiperaktif ve artmig, sistemik lupus eritematosusda normal sayidadirlar.
Romatoid artritli hastalarda EBV-transforme CD5+ B hucreler iki farkli tir romatoid faktor
Uretirler: birincisi, polireaktif (distk afinitede IgG Fc'ye bagh) ve saglkli dondrlerin
CD5+ B hucreleri tarafindan Uretilene benzer romatoid faktérler; ikincisi, monoreaktif
(yuksek afinitede IgG Fc'ye bagl) ve sadece romatoid artritli hastalarm CD5+ B
hucreleri tarafindan dretilen romatoid faktorler(25,162).

Otoimmun hastaliklarda ve 0Ozellikle romatoid artritte bu CD5+ B hucresi alt
grubunun patojenik rolu tartisma konusudur.

1.5.4. Poliklonal B Hucresi Aktivasyonu:

B hicresi  aktivasyonunun bazi formlan sistemik otoimmuin hastaliklarin
gelisiminde 6nem tasimaktadir. Fakat yine de poliklonal B hucresi aktivasyonunun
organ spesifik otoimmin hastalklarda &énemli bir role sahip olup olmadig
tarismalidir. MRL-lpr/lpr farelerin lenf nodlllerinde bulunan bir cok T hucresi
olgunlasmaz. Bu immatlir T hdcreler (Thy-1+, Lyt-1+, CD4-, CD8-; double negatif),
normalde B huicrelerinde bulunan Ly-1 (insanda karsiigi CD5) eksprese ederler. Her
ne kadar bu T hucresi populasyonu MRL-Ipr/lpr farelerde Ipr gen etkisi ile bulunsa da
bu fenotipteki T hicreler bu genin bulunmadigy MRL-+/+, B/WF, ve SNF, farelerin
dokulannda da ortaya cikar(36). MRBL-lpr/lpr double negatif T htcreler cok az IL-2
Uretirler(ya da hig¢ Uretmezler). Buna karsilik bu htcreler "B htcresi farkllagsma faktord,
IL5" sekrete ederler. Boylece aktive B hucrelerinin IgG salinimina neden olurlar.

Murin lupusta double negatif T hicrelerinin roli oldugu iki bulgu ile aciklanabilir:
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birincisi, bu hayvanlarda nefrit gelisiminden hemen énce bu double negatif T hucrelerinin
sayisi artar; ikincisi SNF, farelerin dalaklarnda bulunan L3T4™ /Lyt-2" ve L3T4/Lyt-2
helper hiicreler, B hicrelerinin katyonik IgG anti-DNA antikoru Uretmelerine neden olurlar.
Bu antikor indukleyici etki Thy1™ hicreler baglidir(36).

Butin lupus fare soylarinda otoreaktif CD4+ T htcreleri bulunmaktadir ve bunlar
double negatif T hucrelerinden daha guglu birer katyonik IgG anti-DNA antikor
indUkleyicileridirler(140).

Poliklonal B hicre aktivasyonu su durumlarda dizenlenebilir:

a- B hicrelerinin orijinlerindeki anormallikler,

b- T hicresi lenfokinleri ya da

c- Mitojenik bakteriyal Grlnler gibi B hdcrelerinin aktivasyonunu saglayan
maddeler.

in-vitro poliklonal B hiicresi aktivasyonu romatoid faktor, anti-DNA ve anti-eritrosit
otoantikorlarin Uretimini baslatabilmektedir. Farelerde bakteriyel lipopolisakkaritlierin (LPS)
tekrarlayan enjeksiyonlan sonucu anti-DNA antikorlar ve anti-DNA iceren  renal
lezyonlardaki immun kompleksler gelisir. Eriskin dénemlerinde lupus nefrit olugturan
BXSB disi farelerde LPS'in mitojenik bir fraksiyonu ofan Lipit A'nin enjeksiyonu ile lupus
nefritinin ileri bir formu ortaya cikar.

Anti-DNA olusturan B hicreleri normal ve otoimmun (NZB, BXSB ve MRL-lpr/ipr)
farelerde ayni sikhkta bulunur; fakat tim B hdcreleri karsilastinldiginda bu
hiicrelerin lupusa yatkin fare soylarinda normal farelerden 20 kat daha fazla bulundugu
ortaya cikmistir(145). Bu artis selektif degildir.

insan lupusunda ise poliklonal B hiicresi aktivasyonu sonucu cesitli viruslere kars
cok yuksek titrelerde antikorlar ortaya cikar.

1.5.5. Poliklonal T Hiicresi Aktivasyonu:

T hucrelerinin MRL-Ipr/lpr farelerdeki roli erken timektomi ile gosterilmistir. Bu
sekilde bu fare soylarnnda karakteristik olan masif lenfoadenopati ve nefrit ortadan
kalkmaktadir.

MRL-lpr/lpr farelerin lenf noddllerindeki T hucreleri  bélinmez ve timUsteki bazi
anormallikler sonucu bunlar tamamen farklilasmadan perifere c¢ikarlar. Bu
olgunlasmamis T hucreleri (Thy-1+, zayif Lyt-1T, CD4-, CD8+ double negatif)
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normalde B hicrelerinde gorulen alloantijen Ly-5 (B220) eksprese ederler(23).
1.6 Klas Il Molekiillerinin Uygunsuz Ekspresyonu:

Klas I genleri deprese edildiginde ve la moleklleri sentezlendigi zaman hafif
oranda huicre yuzeyindeki molekdllerin glglU bir otoantijenite gosterdigi sanimaktadir.
Gergekten doku kultdriinde insan tiroid hucreleri ©lFN ile uyanidiktan sonra
yOzeylerinde HLA-DR la molekUlleri eksprese edebilirler. Ayrnica graves’ hastaligi
olaniarin (tirotoksikoz) tiroid bezlerinden alinan epitel hicrelerinin sitoplazmalari HLA-
DR raegentleri ile guclt bir sekilde boyanir(139).

Uygunsuz klas Il ekspresyonu insan ve BB sican modellerinde, primer bilier
sirozda safra kanallarinda, endotel hlicrelerinde ve diabetik pankreasta bazi beta
hiicrelerinde  gordlmustdr. Bununla birlikte bu huicrelerde IFN yardimi ile klas i
ekspresyonunun, otoreaktif T helper hicreler yolu ile otoimmin progesi baslatip
baglatmadigi ya da "herzaman aktif* T hdcrelerinin IFNt salinimiyla klas Il indiklemesi
ve hacreyi doku hasari icin cazip hale getirip getirmedigi hentz bilinmemektedir(139).

Surasi kesindir ki otoimmun hastaliklar multifaktoriyel etiyolojiye sahiptirler.
Muhtemelen bircogunda farkli kombinasyonlarda farkll bozukiuklar ortaya cikabilir. Bu
defektlerin orijini hentz belli degdildir. Bunlar bilinmeyen bazi virus enfeksiyonlar ile de

olabilir.
2. iDIOTIPIK NETWORK ve OTOANTIKOR IiDIOTIPLER

immitinglobulinlerin ortak ve bireysel antijenik determinantiara sahip olduklari ilk
kez Kunkel, Oudin ve Michel tarafindan gosterilmistir. Bir antikorun variable ve
hipervariable bolgeleri antijenik determinantiar gibi hareket ederler. Anti-idiotip
antikorlarin deneysel indUksiyonu ile lenfositler Uzerindeki antikor ve reseptdrierin
baglanma bdlgelerini taniyan ve karsiikh etkilesen lenfositlerin bulundugu ortaya
konmustur. Bu sekilde, immun sistemde lenfosit ve antikorlar arasinda antijen baglama
bolgeleri Gzerinden karsilikli etkilesimler olmaktadir. Buna gore buitun otoantikorlarnn
hipervariable bolgelerinde “idiotip" adi verilen antijenik determinantlar vardir. Bu
idiotipler uygun anti-idiotip antikorlar ile tarunirlar(81).

Anti-idiotipler, baglanma bolgelerindeki idiotiplerle direkt iliskilidir. Hatta anti-idiotipler
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baglanma bolgeleri disindaki idiotipler ile de etkilesebilirler. Aynca idiotip-anti-idiotip
etkilesimi baglanma bolgesine bir haptenin oturmasi ile inhibe olabilir. Boylece
muhtemelen anti-idiotip, orijinal antijenin yerini alir(Sekil 2) ve antijen gibi immtn yanti
uyarir ya da baskilar(138 c). Anti-idiotip antikorlar, ylzeylerinde idiotip bulunan klonlara
6zgln olarak baglanirlar ve boylece idiotip-spesifik yaniti dizenleyebilirler.
non-baglanma

bélgesi idiotipine

karsi antikor

baglanma bdélgesi idiotipine
karg) antikor

]

baglanmanin
inhibisyonu

Sekil 2: Bir anti-idiotip serumda baglanma bblgesine spesifik (site
associated) ya da baglanma bélgesi disindaki idiotiplere spesifik
(non-site associated) antikorlar bulunabilir. Baglanma bdlgesine
spesifik anti-idiotipik antikorun haptenle engellenebilir.

VDJH ve VJL rekombinasyonu sirasinda ve somatik mutasyon aracih ile
ortaya cikan cesitli degisken bdlgeler bircok idiotipin ekspresyonuna olanak saglar.
idiotip terimi hafif ve/veya agr zincir V bolgesi ile liskili yapilan igerdidi icin  bazi
yapilar (idiotipler) V bolgelerindeki homolojiler nedeniyle  farklh immuinglobulin
molekdllerinde ortak olarak bulunurlar. Yani bu idiotipler farkh antijenlere 6zgu antikorlar
tarafindan eksprese edilirler.

Monoklonal anti-idioti antikorlar immunglobulinlerde seyrek olarak eksprese olan
idiotiplerin saptanmasinda yardimci olmaktadir.

Anti-idiotipik serumlar, farkli hicrelerdeki ve farkll adw zincirlerdeki ayni V
bdlgelerinin  gdsterilmesinde, hasta serumlarindaki spesifik immun komplekslerin
saptanmasinda, Bence-Jones proteinleri ile iligkili VL tip amiloidin aywd ediimesinde
yardime! olurlar. Bununla birlikte anti-idiotip antikorlar ile bir idiotipin B hucreleri icin
klonal bir marker olarak kullanimasi oldukga sinirhdir; cinkl bir gok vakada gesitli
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iliskili {(ve hatta iliskisiz) klonlar, farkl immunglobulin molktlleri icindeki ortak idiotiplere
bagh olarak tek bir antikor tarafindan taninabilir. Aym sekilde monoklonal anti-idiotip
antikorlar da tam bir klonal marker olamazlar; cunk( immunglobulin repertuan hem ¢ok
blylk hem de oldukcga heterojen yapidadir. Bu monoklonal anti-idiotipik antikortarin,
sadece immunglobulin V bolgeleri ile degil aymi zamanda B hicrelerinde bulunan "non-
immunglobulin® yapilar ve lenfoid hGcrelerle iliskisi olmayan "non-immdnglobulin®
molekUllerle de etkilestigi gosterilmistir.

Son zamanlarda birgok ilging antikor-idiotip etkilesimleri saptanmistir. Bu
etkilesimler yeni bir terminolojinin ortaya gikmasina neden olmustur: Bazi antikorlar,
Ozellikle plazmasitoma protein, TEPC 15 (bu, fosforilkolin’e spesifiktir) kendi Gzerlerine
baglanma 6zelligi gosterir. Bu ve benzer antikorlara "autobody" adi verilmistir. Bir diger
Ozel anti-idiotipik antikor turd Bona ve arkadaslan tarafindan gosterilmistir. Bu antikor
sadece moncklonal insan anti-lgG (romatoid faktdr) Gzerindeki idiotiple degil, aymn
zamanda insan IgG Fc hedef antijeni ile de etkilesmektedir. Boyle antikorlara ise
"epibody" denilmistir(17). Béyle bir epitopun yapisal temelinin IgM hafif zincir ve IgG’nin
Fc pargasi ile ortak Ser.Ser.Ser. zincirine dayandigi 6ne strtimistar(30). Bu érnekler
idiotip-anti-idiotip etkilesimierinin oldukga heterojen oldugunu géstermistir. Bununia birlikte
gunimuzde bu antikorun fonksiyonel énemi konusunda ¢ok fazla sey bilinmemektedir.

Ozet olarak idiotipler ve anti-idiotip antikorlar B hiicreleri tarafindan eksprese edilen
V boélgelerinin fonksiyonel analizinde ve serum antikor yanitlarinda gerekli bir aragtir.
Bunlar, immunglobulin V genlerindeki genetik markerlerin  kaltimi, V  genlerinin
haritalanmasi ve V geni ekspresyonunun duzenlenmesi galigmalarinda da kullanilir.

2.1. Sebeke Teorisi:

Neils Jerne, 1974 yilinda immUn sistemin idiotip tanima yoluyla dizenlendigini
dne surmustur. Onun bu duslncesi immUnglobulinlerin son derece heterojen degisken
bélge yapilarindan kaynaklaniyordu. Jerne, her immunglobulin molekUlinin sadece
(paratop olarak adlandinlan) 6zel bir antijen icin nominal bir antijen baglayan bélge
icermedigini, ayni zamanda degisken bolgelerinde eksprese olan antijenik determinantlar
(idiotipler) nedeniyle diger antikor molekllleri tarafindan da ayird edilebildigini
One surmdstlr. Jerne, paratoplan taniyan antikorlart Ab1 olarak adlandinrken bu son
szt edilen antikorlan da Ab2 (ya da anti-idiotipik antikorlar) olarak adlandirmistir,
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Jerne’nin hipotezine gotre antijen cesitli idiotipleri iceren orijinal idiotipe baglanan
antikorlarin (Ab1) olusumunu uyarr. idiotipler, olusumlarini dizenleyen anti-idiotipleri
(Ab2) uyanr. Anti-idiotipler ise anti-anti-idictipler (Ab3) tarafindan sira ile duzenienir.
Anti-idiotiplerden biri, eksternal antijeni andiran bir idiotipe sahiptir ve buna antijenin i¢
hayali (internal image) denir. Bazi antikorlar orijinal idiotiple birlikte anti-idiotipleri
ortaklasa kullanir. Bu antikor-antikor etkilesimler paralel bir sekilde devam eder
(sekil3,138c).

Antikort Antikor2 Antikor3

anti-idiotip
f“>=>[ S 1= )
'Ami]en —/idiotip ahti-anti-idiolip

L,
L]

anti-idiotip

I

anti-anti-idiotip

Sekil 3: Jerne'nin sebeke teorisi

Jerne’nin bu teorisi T hlicrelerinin regulasyonunu kapsamaktadir. Fakat T hicreleri
B hucreleri ile ve onlarn immunglobulin Urinleri ile de etkilesebilmektedir.

idiotip-sebeke sisteminin, immun repertuarin  kontrolli icin cok 6nemli bir
mekanizma oldugu dustndimektedir. Anti-asetilkolin reseptdr antikorlara ya da romatoid
faktorlere karsi anti-idiotipik antikorlarin in-vitro olarak antikor Uretimini baskiladigi
gosterilmistir. Aynica insanlarda anti-DNA antikorlarda, antikorun dis bdlgesindeki
(noncombining framework) determinantlara karsi olusan anti-idiotipler de anti-DNA
antikorlarini baskilar. Bununla beraber anti-idiotip antikorlarin  etkileri otoimmun
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farelerde, in-vivo durumlarda kansik bir hal almaktadir. Farelerde spontan anti-DNA
Uretimi anti-idiotip antikorlar ile gecici olarak baskilanir ve iligkisiz idiotip iceren baska
tip anti-DNA antikorlarin ortaya ¢gtkmasi ile yeniden belirir(142).

2.2. Otoantikor idiotipler:

idiotipler, otoantikorlar hakkinda birtakim  bilgiler saglamada  yardimci
olmaktadir. Otoantikor gruplarn arasindaki iliskiler, otoantikor canliig, otoantikorlarin
orijinleri ve fonksiyonel bir otoantikor sebekesinin bulunup bulunmadid idiotiplerin
sagladigy bilgilerden bazilandir.

2.2.1. Otoantikor idiotiplerin Yapisal Ozellikleri:

Otoantikor idiotipleri de diger antikor idiopileri gibi immunglobulinterin hipervariable
ya da framework bélgelerinde bulunurlar. Ozel bir monoklonal romatoid faktériin idiotipik
analizleri sirasinda romatoid fakiorin degisken bolgesine ve bununla ilgili antijen,
IgG’nin, Fc bolimune baglanan ve "epibody" adi verilen bir anti-idiotip saptanmistir
(17). Bunun yapisi, IgM'in degisken bolgesi ve IgG’nin adir zincir sabit bolgesinin 195
ile 197’nci residueleri ile ortak olan Ser.Ser.Ser. zincirinden olugmaktadir(30). Bir diger
otoantikor idiotip, id62'dir. Bu idiotip monoklonal mdrin anti-tiroglobulin antikorda
bulunmaktadir. Bu otoantikorlann H ve L zincirlerinin her ikisi de id62 icermektedir.

Farkh antikor molekdllerinin iligkili idiotiplere sahip oldugu bilinmektedir. Bu
idiotipler incelendiginde kros reaksiyon gosterdikleri saptanmistir. Bu yluzden bunlara
"ortak idiotipler" ya da "idiotip aileleri" adi verilmistir. Ortak idiotiplere, soguk aglutininler,
romatoid faktorler, anti-asetilkolin reseptdr antikorlan, anti-tiroglobulin antikorlar gibi
cesitli antikor sistemlerinde rastlamak mimkindur(66).

Oudin-Cazenave paradoksu (bir idiotip markenn farkh ligant baglayan
immunglobulinler tarafindan ortaklasa kullanilmasi), otoantikor idiotipler icin dnemli bir
durumdur. Bu fenomen, e@er iki farkh antikor ayni idiotip belirleyen V gen segmentini
kullamyorsa ya da bir V geni mutasyonu antikorun idiotipini degil de etkilenme bdlgesini
etkilerse ortaya cikabilir. Ornegin 31 olarak adlandirlan genel bir idiotip insan lupus
anti-DNA antikorlarda ve anti-DNA antikor aktivitesi olan IgG myeloma proteinlerinde
ortaya c¢ikar. Ouidin-Cazeneva etkisi gosteren otoantikorlar ilk kez MRBL-Ipr/lpr anti-DNA

16



antikorlarda goésteriimistir. H130 olarak adlandinian yUksek frekansh bir idiotip, lupus
egilimli bu fare soyunda anti-DNA antikolarinda bulunur. Bununla birlikte idiotip H130
pozitif immunglobulinlerin yaklasik % 601 MRBL-lpr/lpr farelerin serumlannda DNA’ya
baglanmanustir. Bdyle antijen negatif idiotipler, antijen pozitif idiotip olusumunun
duzenlenmesine katilabilirler(135).

Farkll baglanma 0Ozellikleri gbsteren otoantikorlar arasindaki umulmayan iligkiler
idiotipik analizler yardimiyla ortaya cikarimistir. Ornegin SLE’nin iki onemli markeri
olmasi yaninda cesitli yapisal farkliiklara (tamidiklart hedef antijenler gibi) sahip
anti-DNA ve anti-Sm antikorlann idiotipik olarak hem farede (131) hem de insanda(78)
iliskili oldugu bulunmustur. insan romatoid faktdrler ve anti-DNA antikorlar da ortak
idiotiplere sahip olabilirler(136). Bu bulgular farkh antijen baglama &zellikleri ile beraber
otoantikorlarin iligkili V genlerinden (ya da ayni idiotip sebeke icinde bulunmasindan)
ortaya cikabilecedini dusundurmektedir.

2.2.2. Otoantikor idiotiplerin Genetigi ve Gesitliligi:

Otoantikorlar hem 6zel hem de genel idiotipik markerlere sahiptir. Tek bir antikora
Ozgu olan Ozel idiotipler otoantikor cesitliligini gosterebilirler. Bu durum romatoid artritli
hasta serumlarindaki romatoid faktorler ile agiklanabilir. Makroglobulinemia’ll hastalarin
monoklonal RF’lerinin tersine, poliklonal RF’ler genis bir idiotipik cesitlilik gosterir(116).
Bir cok farkli RF kodlayan V genlerinin ya da V gen mutasyonlarinin (ya da her ikisi
birden) ekspresyonu bu sonugclart dogurabilmektedir.

Genel idiotipik markerler de otoantikorlann analizinde gereklidirler. Ly1 *ve Leu-17
B hucreler tarafindan ortaya cikarilan dogal otoantikorlar antijen baglanma &zellikleri
g6z 6nlne alinmadan ve farkll VH gen ailelerinden kdk almis olsalar bile karakteristik
olarak yuksek siklikta genel idiotipleri ortaklagsa kullarwrlar. Bu tar kanitlar kesin
genetik gOstergeler olusturamaz, ¢lnkl bir anti-idiotip reagent bir gen probu degildir.
Klinik olarak normal kisilerde otoantikor idiotipleri gérulebilir. Ornegin SLE’li hastalarin
birinci derece akrabalarinin serumlarinda lupus anti-DNA antikor idiotipleri, id-16/6 ve
3l, artmis oranlarda bulunmaktadir. Benzer &rnekler RF idiotipleri ve kryoglobulin
idiotiplerde de bulunmustur.
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2.2.3. idiotipik Sebekeler ve Otoimmiinizasyon:

Genel olarak idiotipik sebekeler otoantikorlarin ya da anti-self T hucrelerinin
uretimini inhibe edebilir ya da ilerletebilirler.

Jerne'nin hipotezine goére bdyle bir sebekede temel komponentler otoantikor (Ab1)
ve komplementer otoanti-idiotip (Ab2) dir. Otoantiidiotipler B/W F1 farelerde ve insan
lupusunda bulunmustur.  Anti-DNA'ya  karsi otoanti-idiotiplerin - normal insan
serumiarinda anti-DNA antikorlarinin Gretimini dizenledidi distntimektedir(145).

Otoantikorlara kars! otoanti-idiotipler myastenia gravis ve otoimmun tiroid
hastaliinda da bulunmustur. Fakat bu bulgularin  hicbiri  idiotipik sebekenin
otoantikorlann Uretimini dizenlediklerini tam olarak kanittayamamaktadir. B/W F1
farelerin anti-idiotiple (ya da hatta idiotip ile) muamelesi anti-DNA antikorlarin Gretimini
gecici olarak etkilemistir.

Otoantikor Uretiminin inhibisyonu yerine bir anti-idiotip antikor eger degisken
bolgesi ile bir otoantijen taklidi (yani internal image etkisi) yapiyorsa otoantikor
olusumunu artirabilir.

SLE'li hastalarda DNA hcre yuzeyi reseptorine baglanan ve fonksiyonunu bloke
eden otoanti-idiotipler bulunmaktadir. Bu antikorlar dolagimdan DNA klerensine zarar
vererek hastaligin patogenezinde yardimci olur(13).

Otoimmunitenin idiotipler araciid ile gelismesinin bir érmegi de C3HSW disi
farelerle yapilan deneylerde gorilmustir. Bu fareler id 16/6 baglayan monoklonal anti-
DNA antikor ile immunize edilmistir. Bu fareler yiiksek oranlarda anti-id 16/6
olusturmalart yaninda anti-DNA aktivitesine sahip olan anti-[anti-ld 16/6] antikorlari
da icerirler. Ayni sekilde anti-Sm RNP, anti-Ro, anti-La ve anti-kardiolipin gibi diger lupus
antikorfan da saptanmistir. Ayrica bu farelerin bdbreklerinde immdn komplekslerin id
16/6 icerdikleri de bulunmustur(108). ihtimal odur ki; id 16/6 anti-DNA antikor, insan
otoantikorunun degisken bdlgesini taklit eden bir otoanti-idiotip populasyonu olugsumuna
neden olur.

2.2.4. Otoantikor idiotiplerin immiinopatolojisi:

idiotipik markerler otoimmiin hastaliklarla iligkili olan otoantikor populasyonlarinin
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saptanmasinda kullanihr.
insan anti-DNA’sina ait imminglobulin 16/6 ve 3l idiotipleri lupuslu hasta

serumlarinda hastaligin aktif fazinda yiksek, remisyon swasinda dusuk dizeylerde
oldugu bulunmustur(66). Bundan baska id 16/6 tasiyan antikorlar SLE’li hastalann
renal ve deri lezyonlarinda da bulnmustur (67,68).

idiotip 16/6 ve 3I, patojenik otoantikorlar ile dogal otoantikorlar arasinda ortak
noktalar bulundugunu gdstermistir. idiotip 16/6 normal serumlarda distk afinitedeki IgM
anti-DNA antikorda(102), germline kodlanan monoklonal IgM anti-DNA antikorlarda(39)
ve IgM Waldenstrom makroglobulinlerde ortaya gikmaktadir. Bu durum ayni zamanda
lupus lezyonlari ile iliskili IgG antikorlarda da gorulebilir.

3. ROMATOID FAKTORLER

Romatoid faktdrler Waaler'in ve daha sonra Rose’'un romatoid artritli hasta
serumlarinin  tavsan anti-koyun eritrosit antikorlan ile kapl koyun eritrositleri ile
yapismasini gostermesi sonucu ortaya cikti. Daha sonra bu aglutinasyondan sorumiu
olan serum faktorinin molekdl agirhgr yiksek, IgM sinfindan bir immdnglobulin
oldugu bulundu(100,104). Genel olarak romatoid faktor terimi IgG ile etkilesim gosteren
bir grup otoantikoru belirtmek igin kullanilir. Daha 6zgun olarak bu anti 1gG faktérler
lgG molekUlinin Fc pargasindaki yapilara spesifiktir(87). Kisaca romatoid faktorleri
"insan ya da hayvan immunglobulin G’nin Fc pargasindaki antijenik determinantlara
spesifik antikorlar" seklinde tanimlamak mumkinddr. Bununla birlikte immunglobulinler
Uzerindeki cesitli determinantlara karsi da bir gok antikor olusmaktadir. Bu antikorlar
genel olarak anti-globulin olarak adlandinilirlar. Bu antiglobulinler IgG’nin yanisira, hafif
zincirlere, IgA, IgM ve IgE’ye karsi da ortaya cikabilirler. Ancak bunlar IgG’nin Fc
kismindaki antijenik determinantlara kars! etkili olmadiklar icin romatoid faktor olarak
degerlendirilmezler.

Romatoid faktorler genelde immiunglobulin M sinifindan olmalan yaninda diger
immunglobulin sinifi RF’lere de rastlanir. Ancak bu siniflardaki RF’lerin hastalik ile
iliskileri, yogunluklar ve serumdaki dizeyleri IgM RF’ler kadar iyi saptanamamistir(87).

RF'dn varlidy itk kez RA'h ya da baska hasta serumlarinin tavsan anti-koyun
eritrositi antikorlan ile kapl koyun eritrositlerinin aglutinasyonu arttirma kapasitesi ile
gosteriimistir. Sonraki caligmalarda ise bdyle serumlarin anti-Rh antikorlan ile kaph
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insan RBh(+) eritrositlerini (eritrositler pasif olarak normal IgG ile kaphdir) ve insan
gammaglobulin kapl lateks partikullerini de aglitine ettid)i bulunmustur.

3.1. Romatoid Faktorlerin Spesifisiteleri:

RF(+) serumlar insan IgG molekdllerine ek olarak tavsan, sigir, at ve domuz
IgG'leri gibi gesitli memeli immunglobulinieri ile de kros-reaksiyon gostermektedir.

insan IgG’si lzerinde yapilan serolojik ve biokimyasal analizler IgM-RF’ler icin
gesitli antijenik determinantlar bulundugunu gdstermistir. Bu determinantlar genetik yada
nongenetiktir. Fc fragmentler Gzerindeki genetik determinantlar Igé& nin Gm antijenleridir
ve antijen ile direkt iliskilidir. Nongenetik determinantlar ise tim bireylerin Igé l€nnin
baz alt siniflarinda bulunur. Bu yuzden IgM RF otolog IgG genetik ya da non-genetik
antijenik determinant bazina gore etkilesir.

RA'll hastalarda IgM RF’ler Gm(a) (ya da Gm1 olarak da adlandiriabilen) ve
diger bir cok Gm antijenik determinantlara spesifisite gosterirler. Aynica bazi RF'ler
gesit IgG alt siniflannda ortak olarak bulunan antijenlere spesifiktirler. Bu tipteki
antijenik determinantlara da Ga antijenler denir. IgM RF’ler en cok bu determinantlara
spesifiktir.

IgM RF’ler Gzerinde yapilan hemaglitinasyon-inhibisyon deneyleri RF’ler tarafindan
taninan IgG alt gruplarinin Fc fragmanlan boélgelerinde lokalize olan cesitli antijenik
determinantlann (Gm gruplarinin) bulundugunu ortaya koymustur{Tablo 3).

Agir zincir sabit bblge

Subklas CHZ CH3

1g61 Ga Gm(a)
Non-b1 Gm(x)

1gG2 Ga Non-a
Non-b1

1gG3 Gm(g) Non-a
Gm(b1)
Non-b1

IgG4 Ga r4Non-a

Tablo 3: RF'lerle etkilesen Ig6 antijenlerinin lokalizasyonu
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Tabloda gortldigu gibi bir gok RF IgG1, IgG2 ve IgG4 molekUllerindeki Ga
determinantlarina spesifiktir. Ayni sekilde IgG1'in C#3 bolgesinde lokalize olan Gm(a)
ve Gm(x) determinantlarina ve IgG3'Gn C&2 bolgesinde bulunan Gm(b1) ve Gm(9)
determinantlarina spesifik determinantlar da bulunmaktadir. Ek olarak "non-a" ve "non-
b1" izoallotipik determinantlarina spesifiste gosteren RF’ler de vardir.

Romatoid anti-Gm faktorler uygun Gm pozitif IgG ile kolayca inhibe edilirken isi
ile agrege edilmis Gm negatif IgG ile de reaktive olur. Bunun tersine saglikli kigilerde
ortaya cikan anti-Gm antikorlar boyle denatire Gm negatif IgG'ler ile gok zayif
etkilesim gostermigtir.

Ozetlemek gerekirse RF ile etkilesen 5 antijenik bolge vardir. Bu bolgeler 4 IgG alt
grubunda ve Fc fragmanlarmin homolog bolgelerinde yerlesmistir. Bunlardan (g
tanesi (Gm[b1]/non-b1, Gm[9], Ga) C¥2 domaininde, iki tanesi de (Gm[a]/non-a ve
Gm[x]) C#3 domaininde lokalize olmuslardir. Ga ve Gm(a)’ya spesifik RF’ler en gok
goruienlerdir(87).

3.2. Romatoid Faktérlerin Biyolojik Ozellikleri:

Yapilan arastirmalar sonucunda IgM RF’lerin komplemani aktive edebildigi
g0sterilmistir. Isi ile agrege IgG insan komplemanini fikse etmez; fakat IgM RF’ler igin
etkili bir polivalan antijendir. IgM RF’lerin bu agregatlara eklenmesi sonucunda insan
kompleman tiketilir. IgM RF’lerin  koyun eritrositlerine eklenmesi kompleman
fiksasyonunu ve hucre lizisini arttinr. Ayrica IgM RF’lerin IgG igeren solubl immuan
komplekslere baglanmasi kompleman fiksasyonunu arttinr. Son olarak, agrege insan
IgG ile kapl eritrositler IgM RF ve insan kompleman eklenmesi ile lize olur. Butan bunlar
IgM RF’lerin klasik kompleman yolunu aktive ettigini géstermistir.

lgM RF’lerin IgG molekdlleri iceren immin komplekslere baglanmasi fagositik
hucrelerde bu komplekslerin  Fc reseptort ile olan karsibikh  etkilesimlerini
azaltabilmektedir. Aynm sekilde IgM RF’lerin IgG molekdlleri ile uyarimis hlicrelere
baglanmasi bu hlicrelerin fagositlere baglanmalann azaltabilir. Glinkl fagositlerde IgM
reseptorleri bulunmaz. Ornegin IgM RF'lerin IgG sinifi antikorlar ile kapl bakterilere
eklenmesi sonunda bu bakterilerin kompleman eksikliginde polimorfonuklear lokositler
tarafindan fagositozu azalmigtir. Bununla birlikte IgM RF’lerin IgG sinifindan antikoriar
ile uyanimis hedef hucrelerinin  oldUrdimesini  antikora bagimh  cell mediated
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sitotoksisite (ADCC) ile bloke ettigi bulunmustur. Bu galismada hedef hicredeki 1gG
molekdllerine bagh IgM RFler "killer" hGcreler Uzerindeki Fc reseptorleriyle IgG
molekdlierinin reaksiyonlarini ortadan kaldirmigtir(104).

Poliklonal B hucresi aktivatdrleri olan EBV ve Pokeweed mitojenin RA’ll hastalarda
RF sentezini arttirdi(y goOsterilmistir.  RA'I hastalarda distk konsantrsyonlarda insan
agrege IgG'nin periferal kan I0kositlerinin IgM RF Uretimini uyardigi, ancak ayni etkiyi
normal insanlarin lenfositlerinde gergeklestirmedidi bulunmustur(118).

3.3. Romatoid Faktorlerin Fizikokimyasal Ozellikleri:

3.3.1. IlgM_RF: IgM RFler fizikokimyasal ozellikleri bakimindan diger IgM
molekdllerinden farkh degildir. Yapisal olarak molekdl agrlikian 185.000 dalton olan
bes Ozdes alt gruptan olusmus 900.000 dalton agirhiginda bir molekdidar. Bu yapi
distilfit baglan ile birleserek pentamerik bir yapi olusturur. Her subunit, iki hafif (kappa
ya da lambda) ve iki u tip adr zincirden olusur. Subunitler Cu3 domainleri arasinda
ortak disllfit baglan tasirlar. u zincirler, ¥ zincirlerden amino asit dizilimleri ve sabit
bélge domain sayilar ile farklilik gosterirler. Bir gcok IgM molekild J (joining) zincir
icerir. J zinciri IgM yapisinda iki ayrt monomerik subunitin iki p zincirlerinin sondan bir
onceki sistein yapilanna disdlfit baglan ile baglanir. Bu zincir polimerik IgA’nin
yapisinda da vardir(138 b). Analitik ultrasantrifigasyon ile bu subunitlerin
immunglobulin ile soluble kompleksler olusturdugu gosteriimistir. IgM'in 10 antijenik
baglanma bolgesine sahip oldugu halde sitokiometrik calismalarla IgM RF'lerin yalnizca
5 1gG moleklld baglayabildikleri ortaya c¢ikanlmistir. Bunun nedeni  atom
diizenlenmesindeki engeller olabilir. Monoklonal RF’ler ile yapilan galismalar baz
durumlarda bunun dogru olabilecegini gostermis ve molekulde sadece 5 reaktif bolge
saptanabilmistir; oysa triptik degradasyon ile Uretilen Fab fragmanlann sayisi 10 tane
potansiyel baglanma bélgesinin bulundugunu godstermistir.

3.3.2 IgG RF: Romatoid artritli hasta serumlarindan izole edilen IgG RF'ler elektroforetik
olarak heterojendir ve kappa ve lambda tip hafif zincir baglayan molekdiller igerirler.
Aktivite, molekditin Fab fragmani Uzerindeki bir bolge ile iligkilidir. IgG RF’ler kendileri
ile ya da bagka IgG moleklilleri ile etkilesirler. Diger IgG molekulleri ile IgG RF’lerin
reaksiyonu bazi RA'l hastalarin serum ve eklem swvilarinda gérilen ‘"intermediate”
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immunkompleksleri olusturur. IgG RF’ler normal IgG molekulleri ile etkilesebildikleri gibi
daha cok kendileri ile etkilesirler.

3.3.3 IgA RF: IgA moleklilleri polimerik ve ya monomerik yapida olabilirler. insanlarda
lgA’'nin % 80'den daha fazlasi monomeriktir. Ancak bir ¢ok diger memelide IgA,
genellikle dimerden olusan polimerik bir yapiya sahiptir. insanda serum IgA’larinin bir
¢ogunun monomerik olmasina karsin sicca sendromlu hasta serumlart ile yapilan
galismalarda solid-faz RIA ile IgA’larin % 64-85i polimerik IgA olarak bulunmustur. Ayni
sekilde RA’l hasta serum ve eklem sivilarina jel kromotografik fiksasyonu ile yapilan
calismalarda IgA RF’lerin % 75’inden fazlasinin (solid-faz RIA ile gosterilerek) polimerik
IgA oldugu bulunmustur. Bununla birlikte distk molekdl agirbkh monomerik IgA
RF’lere de rastlanabilir. RA serum ve eklem sivilarindaki IgA RF’lerin IgA1 subgrubuna
ait oldugu bulunmustur(87).

3.4 Romatoid Faktdrlerin Heterojenitesi:

Akraba olmayan bireylerin RF’lerindeki kros-reaktif idiotipler itk kez 1973 yilinda
Kunkel ve arkadaslan tarafindan mikst kryoglobulinemili hastalardan izole edilen
monoklonal IgM RF’lerde saptanmistir. Bu monoklonal IgM RF’lerde "Wa" ve "Po" adi
verilen iki kros-reaktif idiotip bulunmustur(116). Bu konuda yapilan diger calismalar
RF’ler tzerindeki Kros-reaktif idiotiplerin (CRI) poliklonal RF populasyonlar arasinda ve
bazi monokional ve poliklonal RF’ler arasinda da bulunabilecegini gdstermistir. insan
monokional IgM RF’lerin yaklasik % 601 CRI'lerin iki buyuk grubundan biri olan Wa
grubunu igerirken % 20’si Po grubundandir. Wa ve Po pozitif RF’lerin amino asit zinciri
analizleri sonucunda Wa grubunun VL bélgeleri ile homoloji gdsterirken, Po grubunun
homolog VH bdlgeleri ile ortak oldugu bulunmustur. Bu RF’lerin VL bdlgeleri V,/nin
Vb sub-sub grubuna aittir ve "Humkv325" germline geni ile kodlanir(11). Po grubu ise
VHIIl sub grubu ile iliskilidir. Romatoid sinovyal dokularda Wa kros reaktif idiotipe spesifik
antikorlarla etkilesen immunglobulinleri Ureten plazma hdcreleri bulundugu saptanmistir.

Wa pozitif IgM-V, lllb RF’ler hafif zincirlerindeki ikinci ve Uglncl komplementer
bdélgede yerlesmis primer yapiya badimh ve genetik olarak saptanmis PSL2 ve PSL3
idiotiplerini de eksprese ederler(50). Bunlar Humkv325 geninden alinan proteinler igin
cesitli spesifisitelerde serolojik markerlerdir(11).
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Uclinci grup kros reaktif idiotip ise Agnello ve arkadaslan tarafindan saptanan
"Bla"dir(3). Bla kros-idiotip antijen DNA-histon’a karsi antikor aktivitesi gosteren bir grup
RF'de bulunmustur(11). Wa CRI gibi Bla idiotip de hafif ve agir zincirlere gereksinim
duyan konformasyonel bir antijendir. Bla pozitif monoklonal RF’Un hafif zincirinde Vb
hafif zincirler gibi ikinci komplementer bélge amino asit zincirine sahiptir ve PSL2 CRI
pozitiftir; ancak PSL3 CRI negatiftir. Bla pozitif hafif zincirin blyuk ihtimalle Vil sub-
grubunun bir Gyesi oldugu 6ne strdimektedir. Bla hafif zincir amino-terminal ugtaki amino
asit yapisinin Humkv325 geni ile 6zdes oldugu gdsterilmistir. Bu nedenle Bla hafif zincir
Vililb olarak  siniflandiriabilir.  Ayrica Bla  monoklonal RF’Gn hafif zincirinde PSL2
idiotipi bulunmasi bunlann Humkv325 geni UrinG olabilecegini gostermektedir. Ancak
PSL3 idiotip bulunmamasi bu hafif zincirlerin somatik mutasyona ugramis Humkv325
ya da Bu VIl ailesinde bu genden farkl bagka bir genin Grinu olabilecegini
dusdurmektedir(11).

Bunlardan baska son zamanlarda ELISA ve Western blotting galismalan ile bir
dordinct kros-reaktif idiotip grubu ortaya ctkariimistir. Monoklonal antikor 6B6.6,
iliskisiz bireylerin cesitli monoklonal lgm RF’lerindeki kappa tipi hafif zincirlerinde bu CHI
ile etkilesmektedir. Bu 6B6.6 CRI Klla sub-sub grup hafif zincir ile iliskilidir. Bu ylzden
Wa, Po ve Bla CRI pozitif RF spesifisiteleri ile hig bir iligkisi yoktur ve monoklonal antikor
17.109 ile gosterilebilen Killb ili§kili CRl'lerden farklilk gosterir. 686.6 CRI pozitif
hastalann serum ve eklem sivilarinin yaklagsik % 50'sinde poliklonal RF’ler (zerinde
bulunmustur. Ancak normal bireylerin serum ve eklem sivilarinda poliklonal RF ile iligkili
6B6.6 CRI cok az oranlarda géruimistir. RA serumlarinda 6B6.6 CRI en ¢ok IgM RF
ve daha az oranlarda olmak Uzere IgG ve IgA RF’lerde de gértimustir. Bununla birlikte
6B6.6 CRI sayisi serum ya da sinovyal sivi IgM RF’lerin miktarlari ile iligkili degildir
(144).

3.5. Romatoid Faktérlerin Saptanmasi:
RF’lerin saptanmasi icin kullanlan metodlarin bircogu 1gG kapl htcreler ve
partiktllerin aglttinasyonuna ya da floktlasyonuna dayanmaktadir. Lateks testi, bentonit

floktlasyon testi, duyarh koyun-hticre testi (SCAT ya da Waaler-Rose) ve duyarll insan-
D-hticre aglutinasyon testi en ¢ok kullanilan testlerdir(104).
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3.5.1. Aglitinasyon Teknikleri:

SCAT, teknik olarak c¢ok kullanilan bir testtir. Ancak koyun eritrositlerindeki
varyasyonlar ve deneysel farkliliklar (duyarl hicrelerin konsantrasyonlarindaki, anti-
sheep eritrosit antikorun uyanm dozundaki, reaksiyonun zaman ve sisindaki
degisiklikler) bu testin duyarlihigimi etkiler. Bu test RF'lerin eritrositler (izerinde tavsan
lgG'leri ile etkilesimleri temeline dayanir. Eritrositler koyun eritrositlerine kargi tavsan
antiserumlan ile duyarli hale getirilir. Bu test lateks ve bentonit flokulasyon testlerinden
daha az duyarhdir; fakat RA icin daha spesifiktir.

Lateks testi, SCAT testinin dedisik bir seklidir. Bu testte, koyun eritrositleri yerine
polistren lateks partikdlleri (ya da bentonit) kullaniir. Sensitizasyon icin insan IgG’si
kullaniir. Optimal sonuglar icin IgG preparasyoniart bazi agrege materyaller (Cohn
Fraksiyon Il gibi) icermelidir. Serumlar alkolin fosfat tampon ile seyreltilirler ve IgG kapl
lateks partikil stispansiyonlari ile inkibe edilirler (87).

Lateks fiksasyon testiyle RF’ler genel populasyonun % 1-4'Unde pozitif bulunurken,
SCAT ile genel populasyonun % 1'inde saptanmistir. Lateks fiksasyon testi ile 65 yas
uzerindeki RA'llarda RF % 20 civarinda pozitif bulunmustur (100).

Pasif hemaglUtinasyon testinde ise antijen (yani lgG) daha o©nce adsorptif
kapasitenin artmasi icin dille tannik asit ile muamele edilmis koyun eritrositleri Uzerine

adsorbe edilir.
3.5.2. Prespitasyon Teknikleri:

Epstein ve arkadaslan Cohn-Fraksiyon Il IgG’'de RF ile prespite olabilen materyalleri
gostermisglerdir. Farkli Cohn-Fraksiyon Il preparasyonlarinin RF’G  prespite etme
kapasiteleri farklidir. Bu preparasyonlar kapiller bir tipte RF(+) serum Uzerine bir
tabaka seklinde yayilirsa 2-30 dakika arasinda presipitasyon gorular(87).

3.5.3. immiinoadsorbsiyon Teknikleri:

RF’lerin insolubulize 1gG Gzerine adsorpsiyonu serum ve eklem sivilarinda
radialimmunodiffuzyon (RID) IgG ve IgA RF’lerin dlcllimesini sagdlayabilir.
immiinassaylar: Radioimmunoassay (RIA), RF’lerin digtimu icin oldukca sensitif
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ve spesifiktir. Bu metodlarn en temel 6zelligi karsilastirilabilir olmasidir. insan ya da
hayvan orijinli 1gG, bir test tiblnde adsorbe ettirilerek solid-faz 1gG hazirlanr ve
yikanir. Test serum, RF’lerin baglanmasi icin solid-faz IgG ile inkibe edilir. Daha sonra
solid-faz test sistem baglanmayana serum proteinlerinin uzaklastirnimasi icin yikanr.
Daha sonra baglanma gosteren RF’ler IgM, IgA veya IgG’ye kars! spesifik antiserumlarla
muamele edilerek IgM RF, IgA RF ve IgG RF’lerin varligr saptanabilir. Degerlendirmeler
gesitli yaklasimlarla (6rnegin radyo-aktif isaretli spesifik antikorlar [radioimmunoassay]
ya da enzim bagh spesifik antikorlar [ELISA] kullanilarak) yapiabilir (104).

3.6. Romatoid Faktorlerin Hastaliklardaki Yeri:

RF’ler, RA’de diagnostik bir parametre olmasina ragmen, bir cok baska hastalk
grubunda da gosterimistir. RBA’l  hastalarnin  yaklagsik 3/4’'G  serumlarinda RF
tagimaktadir. RF, RA’den baska diger romatolojik hastalklarda (sistemik lupus
eritematosus, skleroderma ve polimiyosit/dermatomiyosit) da bulunmustur.

Konsantrasyonlarn seropozitif hastalardan &nemli derecede dusuk olmasina
karsin, RF’ler sensitif RIA teknikleri kullanarak seronegatif hastaliklarda da gosterilebilir.
Seropozitif RA ile HLA D4/DR4 arasinda bir iliski mevcuttur. Ancak bu iliski seronegatif
RA hastalarinda gosterilememistir. Subakut bakteriyel endokardit’li hastalarin yaklasik
% 50'sinde RF saptanabilir. Genellikle IgM ve IgG sinifindan olan bu RF’lerin dizeyi
hastaligin iyilesme fazinda azalir.

RF’ler ayrica lepra, tUberkuloz, sifilis gibi kronik bakteriyal infeksiyonlarda, rubella,
infeksiyoz mononukleoz, sitomegalovirus, influenza gibi viral hastalikiarda, parazitik
infeksiyonlarda, sarkoidoz, pulmoner interstisyel hastalik ve karaciger hastalklan gibi
etiyolojisi bilinmeyen kronik inflamatuar hastaliklarda, mikst kryoglobulinemide ve
hipergamaglobulinemik purpurada da gorulebilmektedir(87).

Bunlardan baska gecici RF sentezi saglkl bireylerin ikincil immun yanitlarina
eslik edebilir(144).
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4. IMMUN KOMPLEKSLER
Doku hasarmin immunolojik mekanizmalan 5 grupta toplanabilir:

1- IgE araciidy ile anaflaksi,

2- Komplemanin neden oldugu hucre lizisi,

3- immiin kompleks araciidi ile yikim,

4- Duyarh lenfositler ya da ADCC ile olan hicre aracilidh ile immudn yikim,

5- Biyolojik olarak aktif molekUllerin antikor araciig ile notralizasyonu.

immin komplekslerin neden oldugu hastaliklarda doku yikimi dokuda antijen-

antikor komplekslerinin bulunmasindan ileri gelmektedir. Kan damarlannin basal
membranlari, glomerul, choroid pleksus ve dider baska organlar, immun komplekslerin
depolandii yerlerin basinda gelir. immin kompleks dolasimdaki antikor ile doku
antijeni arasinda olabilecedi gibi, dolasimdaki antijen ve antikor arasinda da olusabilir.
immin kompleksler tarafindan ortaya cikarlan hastalklarnn ortak patojenik
mekanizmalan vardir. Ancak bir gok vaka, immunkomplekslerdeki antijenlerin farkl
orijinlerinden dolay! farkliik gosterir. Immdn kompleks bozukiuklarinin ortak patolojik
mekanizmalarn nedeniyle bu hastalklann baz  klinik belirtileri de biribirine
benzemektedir(105).

4.1 immiin Komplekslerin Dogas:

Bilindigi gibi immun komplekslerin en dnemli bilesenleri antijen ve antikorlardir.
immun kompleks icindeki antijen veya antikorlarin sayisi birlesme ozelliklerine ve her
birinin konsantrasyonuna bagl olarak degisiklik gosterebilir. immun komplekslerin
biyolojik 6zellikleri kompleksleri olusturan molekullerin yapisi ve her bir kompleksteki
reaktanlarin sayisi ile iligkilidir.

Antijen-antikor birlesimi ortaya ciktiinda ¢ok sayida immunkompleks bir kafes
yapisi olusturabilir (Sekil 4).
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Sekil 4&: Cesitli kafes formasyonlarindz immin  kompleksler. A- iki kiiglik
monovatan molekiil (hapten) ile bir antikorun etkilesimi, B- Hultivalan
antijenler ile IgG molekiillerinin etkilesimi sonucu olufan basit bir immin
kompleks kafes yapisi, €- Tekrarlayan antijenik determinantlarla bivalent
etkilesim, D- Bki farkli O&zellikteki antikor ile iki farkli antijenik
determinantin etkilesimi sonucu ortaya ¢ikan genis bir kafes formasyonu.

Bir ¢ok antikorun baglanma degderi genelde ikidir. Monovalan bir antijen ise sadece
Ag2Ab1 kompleksi olusturabilir. Multivalan antijenler ise buyUk immun kompleks kafesleri
olusturabilir. Bundan baska antikorlann afinitileri de immun komplekslerin kafes
olugumlarini etkiler. Ornegin, distk afiniteli antikorlar kiiciik kompleksleri olustururken
yuksek afiniteli antikorlar bldylik immun kompleksleri Gretirler.

4.2. immiin Komplekslerin Biyolojik Ozellikleri:

immun komplekslerin baslica ézellikleri séyle siralanabilir:
1- Kompleman sisteminin aktivasyonu,
2- Hucre reseptorieri ile etkilesmeleri,
3- Dokularda depolanabilmeleri.

Bu fonksiyonlar, immin kompleksteki antikorun tlrine ve kompleksin kafes
yapisinin  derecesine baghdir. immiin komplekslerin immiin yanita etkisi ve lenfosit
fonksiyonlarimi dedistirmesi gibi diger 6zellikleri ginimuzde tam olarak anlasilabilmis
degildir. Bununla birlikte immun kompleks araciligi ile poliklonal B hacresi aktivasyonu
otoimmuin bozukluklarda énemli bir 6zellik tasimaktadir. Deney hayvanlari ile yapilan
calismalar sonunda antijen-antikor komplekslerinin antijene badimsiz B hucresi
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proliferasyonunu ve immunkomplekslerin bileseni ile iliskisi olmayan spesifik antikorlarin
sentezini baslattig bulunmustur(115).

4.3. immiin Kompleksler ile Kompleman Fiksasyonu:

immiin kompleksler ile kompleman fiksasyonu, kompleman aktivasyonunun klasik
ya da alternatif yollart ile olabilir. Klasik yol ile kompleman aktivasyonunun ilk adimi
Ctig’nun immin komplekslere baglanmasidir. Mevcut bulgular immin kompiekslerin
Cig'ya muiltivalan baglarla baglandigint g&stermistir. IgG molekdllerinin klasik yol
aracihgl ile kompleman aktivasyonunda etkili oldugu bilinmektedir. Bu yuUzden lgG
molekdllerinin sayisinin  artist immun  kompleksleri C1g baglama ve kompleman
sistemini aktive etme acisindan daha etkili hale getirir. Bundan baska hiicre yUzeyindeki
IgM molekdilinin klasik yoldan komplemani aktive ettigi bilinmektedir. immun kompleks
olusturan diger antikor siniflari komplemani fikse etmezler.

Alternatif kompleman yolu ise C3'Un aktive edilerek C3b uUretilimesi ve bunu izleyen
klasik kompleman yolunun aktive edilmesi seklinde kullanilir,

4.4. immiin Komplekslerin Hiicre Yiizeyi Reseptorii ile Etkilesimleri:

immuin komplekslerin hicreler ile primer etkilesimleri, nétrofiller, monositler (doku
makrofajlan, karacigerdeki Kupfer hucreleri dahil), plateletler ve bazi Ilenfosit
populasyonlanndaki Fc reseptorleri aracihidi ile olur. Bu reseptorler IgG Fc'ye
spesifiktir ve diger immunglobulin siniflan ile etkilesime girmezler. IgG molekullerinin
Ct3 domaininin karboksi terminal sonu, bu hticrelerin Fc reseptorleri ile etkilesir. Bu Fc
reseptorlere ek olarak fagositik hiicreler ve bazi lenfositler kompleman reseptoérlerine de
sahiptir.

immUin komplekslerin kafes yapisi, Fc reseptorleri ile etkilesimlerini kolaylastirr.
Monomerik IgG molekdulleri bu reseptérlere zayif bir sekilde baglanirlar. Yeterli
buyukitkte kafes olusturmus komplekslerin reseptoriere yapismasi kolaylagw ve
bunlann fagositozu ile sonuclanir. Ancak monovalan ya da divalan antijenlerle
olusturulmus kucguk yapill immun kompleks kafesleri birlestikleri ndétrofil ya da
monositler tarafindan fagosite edilmezler. Buyuk kafes olusturan immun kompleksler
(ikiden fazla antikor iceren kompleksler) Fc reseptdriine yapistiktan sonra fagositoza

29



ugramadan Once daha genis bir kafes olusturmak icin yogunlasirlar. Bu yogunlasma,
monosit yuzeyindeki Fc reseptdrt ile etkilesme esnasinda soluble immun komplekslerin
artan lokal konsantrasyonlarindan dolayi olmaktadir(105).

Monomerik IgG1 ve IgG3, noétrofii ve monositlerde immuin komplekslerin Fc
reseptorine yapismasini  inhibe etmede etkili olurken IgG2 ve IgG4 etkili
olmamaktadir. Eger immun kompleksler kompleman aktive edecek kadar yeterli
buyutklikte kafes yapisina sahipse immin komplekse bagh C3b,  monositler
Uzerindeki C3b reseptérleri ile etkileserek bunlarin fagositozlanini kolaylastinr. insan
eritrositleri, immuan komplekslerin baglanmalarina araci olan C3b reseptorierine sahiptir.
SLE’li hastalann eritrositlerinde bu reseptorler cok azdir ve bunun kalitimsal bir defekt

oldugu distnulmektedir(105).
4.5. immiin Komplekslerin Dokuda Birikimi:

Organlarda immun komplekslerin varligi inflamasyon ve doku hasan ile iligkildir.
Glomerdl, renal peritubular kapillerler, renal tubular basal membranlar, bir cok organdaki
kicik ve buylk kan damarlan, dermal-epidermal bileske, choroid pleksus, tiroid
folikdllerinin  basal membranlan, sinovyal dokularin interstisyel sahasi ve artikular
kikirdakda immun kompleksler birikebilmektedir. Bu bdlgelerde immun kompleksier, ya
dolanan immin komplekslerin depolanmasindan ya da Iokal antijen ile antikor
birlesiminden ileri gelmektedir(105).

Yapilan c¢esitli calismalar, RF’Gn, immuin komplekslerin fiziksel ve Dbiyolojik
Ozelliklerini module etmede dnemli bir role sahip oldugunu ortaya cikarmistir. Soluble
immun komplekslerin IgM RF ile etkilesimlerinden sonra komplemani fikse eden kuvvetli
agregatlar olustugu gosteriimistir.

IgG komplekslerin fagositlerle birlesmesi Uzerine RF'lerin ne sekilde etkili olacagi
bilinmemektedir. Ancak bazi IgG agregatlannin RF varliginda polimorfondkleer
I6kositler (PMN) ve makrofajlar ile birlestigi gosterilmistir(87).

Dolanan immuan kompleksler 6zellikle IgM RF ve IgG RF pozitif RA’lilarda sikca
gorulmesine karsin, bunlarin  dUzeylerinin  saptanmasinin  klinik agidan faydasi

bilinmemektedir.
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5.ROMATOID ARTRIT (iIMMUNOLOJIK DEGISIKLIKLER)

Romatoid artrit (RA), romatizmmal hastaliklarin en bulyldk grubunu olusturan
yaygin, sistemik ve eklemde inflamasyon yapan bir bozukluktur. Otoimmuan
mekanizmalarin bu hastaligin patogenezinde rol oynadigi distnulmektedir.

Artrit, eklemlerin sinovyal bosluklarina infiltre olan cesitli hicresel elemanlar (ve
bunlarin soluble Grdnleri) ile sinovyal hicrelerin etkilesimleri sonucu ortaya cikar. Eklem
lezyonlarinin gercek nedeni bilinmemektedir. Bilinmeyen bir ajan ya da mekanizma ile
synoviumda inflamatuar bir yanit baslar. Kiclik kan damarlan hasar gorir, lenfositler
ve monositler perivaskdler alana toplanir. CD4+ T hucreler ilk inflamatuar lezyonlarda
sayica coktur. Makrofaj benzeri sinovyal (lining) hicreler ve &zellkle parmak
eklemlerinde sikca bulunan sinovial fibroblastlar (ya da sinovial dendritik hticreler)
prolifere olur ve bol miktarlarda klas Il MHC antijenleri eksprese ederler. Bunlar helper
T htcrelerini aktive ederler ve MHC antijenlerini eksprese etmeleri icin yol gosterirler.
Aktive olan T helper hucreler sinovyuma infiltre olmus B hucrelerini immunglobulin
Uretmek icin uyarabilir. Lokal olarak Uretilen bu antikorlarin bir cogunun spesifisitesi
bilinmemektedir; fakat bazi IgG RF’ler eklemde immun kompleks olusturmak icin baska
IgG molekdillerine baglanmaktadir. immin kompleksler kompleman kaskadini aktive
eder, bdylece vaskuler permeabilite artimina, inflamatuar hucrelerle infilirasyon ve
nétrofil akimina neden olur. Polimorfonukleer 16kositler ve fagositik sinovyal hucreler
immun kompleksleri icine alarak uyarilirlar ve cesitli lizozomal proteazlar, serbest
radikaller ile prostoglandinler ve lipogenez yolunun inflamatuar Urtnleri gibi cesitli
arakidonik asit metebolitleri salinimi artar. Tium bu solubl Grinler eklemde kollajen ve
kartilaj matriksini hasara u@ratir. Makrofajlar ayrica, aktive T hucreleri tarafindan
dretilen cesitli lenfokinler (6rnegin  IFN) tarafindan da aktive olur. Makrofajlar
plazminojen aktivatorleri ve kollajenazlar Uretmek ve prolifere etmek igin sinovyal
dendritik hicreleri ve kondrositleri uyaran IL-1’i dretir. Plazminojen aktivatorleri
inflamasyonu olan eklemdeki plazminojenleri plazmine donustirtr. Boylece fibrin, soluble

drtnlerine déndslr ve kollajenazlari. aktive eder. Lizozomal proteazlar eklemin kartilaj,

31



ligament ve tendonlarinin matrikslerini olusturan kollajen ve proteoglikanlan bozarlar.
Bu yuzden inflamatuar infiltratlar, romatoid eklemde kartilaj ve diger komponentlerde
kronik bir grantilomatoz lezyon olusturan sinovyal hicrelerin proliferasyonunu baslatir.

Romatoid faktorler, BRA'l bir ¢ok hastanin serumunda bulunmaktadir. Ancak RF,
javenil BA’l (JRA) hastalarda sadece % 5-10 oraninda pozitiftir. IgM RF’ler hastalik
tanisinda  kullanimasina  karsin, eklem lezyonlarinda roli  olmadid
ddsunulmektedir. Bununla birlikte IgM/IgG immin kompleksler RA'de sistemik vaskulitik
komplikasyonlari  kolaylastinr. RA’'de serum IgG’nin  CH2 bdigesinin  azalan
glikolizasyonu vardir(129). Bu anomali, hastalardaki B hicrelerinin azalmis galaktozil
transferaz aktivitesi ile iligkili olabilir. RF'lerin IgG’nin C§2-CH3 birlesme domainlerine
baglanmalan nedeniyle bu bolgedeki IgG'nin distk galaktolizasyon anormallidi molekUid
immunojenik hale getirebilir(129).

lgM RF'ler eksojen antijenlere yanit sirasinda normalde de dretilir. IgM ve IgG
RFler RA'dan baska dider hastalklarda (6zellikle kronik bakteriyel ve parazitik
enfeksiyonlarda) gordlebilir. Ancak bu bozuklukiarda, RF’'ler RA’dakinin tersine eklemler
icinde dretilmezler.

HLA D bdlgesi tzerine yapilan bir cok tarama DR ve DQ genlerinin, RA'nin klinik
goruntistne yardimei olabilecedini gostermistir. DR antijenleri hafif RA'llarda sik iken,
DQ antijenlerine hastalig siddetli olan kisilerde sikga rastlanmaktadir.

RA ile HLA DR4 sikhdi arasinda dnemli bir iliski vardir. Siddetli RA’ll hastalarda
DR4 ile birlikte DQW?7 de yulksek oranlarda bulunmaktadir(154). Buna karsilik, Wallin
ve arkadaslan(171), Festenstein ve arkadaslan(43) ve Clarkson ve arkadaslan(31)
RA'll hastalarda DR4 ile iliskili DQW?7 antijenine rastlamamislardir. Mc Cusker ve
arkadaslar, hafif RA’ll hastalarda DR1’in yUksek oranlarda bulundugunu saptamiglardir
(107). DR1 ayrnica DR4(-) RA’ll hasta populasyonlarinda da oldukga yiksek oranlarda
bulunmustur. Bu nedenle DR1’in hastaligin siddeti ile iligkili olabilecegi distnulmektedir.
Fakat bunun tersine Olsen ve arkadaslari(126) DR1’in RF ve klinik durumla bir iligkisi
olmadigini  6ne sUrmUslerdir. Siddetli RA’li  hastalar ile hafif RA'li  hastalar
karsilastinldiginda DR4’Gn siddetli hastalarda daha ylksek oranlarda bulundugu
gosterilmistir. Ayrica DR4’Un subtipleri olan DW4 ve DW14 ise hem siddetli, hem de hafif
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RA'll populasyonlarda onemli oranlarda artar(107). Bu antijen grubunun o6zelikle
seropozitif RA'llarda yiksek oranlarda arttig saptanmistir.(117).

Yapilan ¢alismalar ile HLA antijenlerinin gesitli etnik gruplara dye BRA’l hastalarda
farklihlk gosterdigi saptanmistr. Ornedin  DR4’Un subtipleri olan DW4 ve DW14,
Kafkasya kokenli hastalarda yUksek oranlarda bulunurken DW15 Japon hasta
gruplarinda yukselir. Buna karsilik, Yahudi hastalarda ylUksek oranlarda bulunabilen
DR4 subtipi DW10 ile DW13'Gn RA ile bir iligkisinin olmadigr bulunmustur. Yine Yahudi
RA'llarda DR1 yUksek oranlarda bulunabilir(107).

HLA-DR beta zincir molekullerinin betal domaininin  3’'ncd  hipervariable
bolgesindeki amino asit dizilimlerinin  farkll RA’l  hastalarda homoloji gdsterdigi
bulunmustur(52). Klas Il MHC molekulinin N-terminal beta 1 domaininin bu bolgesi
antijen baglanma bolgesi olusumunda ortak oldugu icin, bu ortak dizinler RA'da
otoimmun yanit icin Onemli olabilmektedir. Klinik olarak aktif RA’llarnin perifer
kanlarinda ve eklem sivilarinda yUksek oranlarda DR+ T hicresi bulundugu
saptanmistir. Searles ve arkadaslari(147) aynca BA’lW hastalarda serum anti-DR
antikorlar  varhgint gostermistir. Bu antikorlar SLE ve Hodgkin’s hastaliginda da
bulunmustur. Searles ve arkadaslan bundan baska RA’ll hasta serumlarinda anti-DR
antikorlara karsi anti-idiotip antikorlann bulundugunu da goéstermislerdir(147).

Klinik aktivitenin DR+ T hucreleri ve anti-DR antikor varligy ile pozitif bir iligkisi
varken, anti-idictip antikorlar ile negatif bir iliskiye sahiptir. Bu sonuglar RA’de klinik
aktivite ile DR+ T hucreler, anti-DR ve anti-idiotip antikorlar arasinda bir iligkinin

olabilecegini gdstermektedir(147).

5.1. Romatoid Artritte Otoantikorlar:

Konnektif doku hastalii olan kisilerde, hastaliga spesifik ya da klinik
semptomlarla ilgili cesitli otoantikorlar bulunmaktadir. Bu antikorlann saptanmasi,
tanida, prognozda ve tedavi metodunun saptanmasinda énemli olabilmektedir.

RA’li hasta serumlannda RF ve RANA (Romatoid Artrit Assosciated Nuklear
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Antigen) antikorlar gibi bazi otoantikorlar saptanmistir. Abe ve arkadaslan double
immudnodiffuzyon ile insan karaciger supernatantlanm antijen olarak kullanarak "Hat-1"
ve "Hat-2" adli iki yeni otoantikor bulmuslardir. Ozellikle "Hat-1" antikorun RA’li hastalar
icin oldukg¢a spesifik oldugu diastuntlimektedir(1).

Bundan baska Hassfeld ve arkadaslan Hela hucrelerinin soluble nuklear
ekstratlar ile yaptklan immunoblotting analizler sonunda 95 RA’L hastanin %
36’sinin serumlaninda molekdl agrid yaklasik 33000 olan bir antijene kargi ortaya
¢ikan bir antikor grubu bulmuslardir. RA33 adi verilen bu antijenin, RA serumlari ile
etkilesen ssDNA ya da histon gibi diger nukear antijenlerin tersine RA spesifisitesi
oldukca yuUksek oldugu 6ne sUrllmustir (62).

Bir ¢ok arastirci, pasif hemaglitinasyon, radioimmunoassay, immunofloresans
ve ELISA gibi cesitli metodlar kullanarak BA’li hastalarin serum ve eklem sivilarinda
cesitli tiplerde kollajenler ile reaksiyon veren antikorlar saptamiglardir (160).

RA’li hastalarda dogal (nativ) tip Il kollajene kargi antikor sikhgt % 3-71 arasinda
bulunmustur. Bu hastalarda IgM ve IgA sinfindan anti-kollajen tip 1l antikorlara
rastlansa bile, genelde IgG sinfindan antikorlar daha sktr. IgG1 ve IgG3 bu
antikorlanin en sk gordlen subsiniflandir. Difjer dogal kollajenlere karsi antikorlar
RA’ll hastalarin eklemlerinde % 2-3 arasinda bulunurken, denatire tip | ve denatlre
tip X1 kollajene karsi antikorlar yaklask % 15 oraninda pozitiftir (113). Morgan ve
arkadaslari da RA’ll hastalarda dogal ve denatlre kikirdak kollajenlerine (tip Il, IX ve
Xl) ve tip | kollajene karsi antikorlari saptamiglardir (114). Bu tip kollajenlere kars!
antikorlar genellikle anti-dogal tip Il kollajen pozitif hastalarda bulunur. Terato ve
arkadaslan ELISA ile BA’ll hasta serumlarinin yaklastkk % 15%inde Tip | ile hi¢ bir
sekilde kros-reaksiyon vermeyen spesifik anti-tip Il kollajen antikorlan bulundugunu
gostermislerdir(160).

Denatire kollajenlere karsi olusan antikorlar dogal kollajene karsi olugan
antikorlardan daha yaygindir. RA’de anti-tip Il kollajen antikorla hastalik arasinda bir
iliski bulunamamistir. Ancak bazi calismalar bu antikorlar ile hastalk aktivitesi
arasinda bir iliski oldugunu gdstermistir. Bu calismalar ayrica anti-kollajen antikorlarin

uzun hastalik suresi; kollajenlere yanitin ise ve hastaligin siddetiyle iliskili olabilecegini
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One surdlmustar(160).

Anti-dogial tip 1l kollajen antikoruna sahip RA'li hastalar genetik bir alt grup
olusturabilirler. Bu hastalarda HLA-DR3 ve DR7 (ya da her ikisi birden) veya DR2
antijenleri blylk olctde artrmistir(113). Aynica HLA-DRW4 pozitif RA'l hastalann da
in-vitro kollajene bir yanit olusturdugiu ancak HLA-DRW4 pozitif normal bireylerde de

boyle bir aktivasyonun oldugu gosterilmistir.
5.2. Sitokinler ve Romatoid Artrit:

Sitokinler, RA’de inflamasyon ve eklem yikiminin ¢nemli mediatorleri olarak kabul
edilirler. Bir cok in-vitro ve in-vivo calismada, sitokinlerin, dokulara hasar veren
enzimlerin salinimindan sorumlu huicre-hiicre etkilesimlerinin  dizenlenmesinde etkili
olduklarn gosterimistir.

Romatoid eklemde klas I MHC (HLA-DR) kisith antijen sunan hdcreler, T
hacrelerini IFN-gama ve diger sitokinlerin salimmi igin uyarirlar. T ve diger lenfoid
hiicrelerdeki bilinmeyen faktérlerin, makrofajlan IL-1, TNFa ve IL-6 sentezi igin uyardig
saptanmistir. Alternatif bir hipoteze goére ise sinovyal makrofajlar  preaktivasyon
halindedirler ve devaml indiksiyon olmadan sitokin salarlar; ya da bunlar parakrin ya
da otokrin bir uyar olusturabilirler. Ornegin yapilan calismalarda makrofajlar tarafindan
salnan TNFa, kuUltire insan romatoid sinovyal hucrelerinde IL-1 Uretiminin
indUksiyonundan sorumlu bulunmustur(21).

IL-1 ve TNFeq, artikller kikirdakta yerlesmis bulunan kondrositler ve sinovyal
fibroblastlardan kollajenaz ve diger nétral proteaziann Uretimini indukleyebilirler. Bu
enzimler kikirdak yikimi ile sonuglanan proteoglikaniann  ve  kollajenin
degradasyonunu saglarlar. GM-CSF, makrofajlarda ve diger antijen-sunan hucrelerde

HLA-DR ekspresyonunu arttirarak hicre-hticre etkilesimini buyatdar(Tablo 4).
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Faktor Etki

n-1 Hilcre migrasyonu, doku yikimi
TNF-a IL-1'e benzer etkiler
1IL-6 -1 ve TNF-a'nin indiksiyonu;

akut faz proteinlerin ve
imminglobulinlerin Uretimi

GH-CSF HLA-DR ekspresyonunun artisi ve
monositlerden IL-1 Gretimi

PDGF Fibroblast proliferasyonunun
uyariimasi

TGF-beta Matriks Uretiminin uyarilmasi ve

imminsupresif etki

Tablo 4: RA'de sitokinlerin etkileri
5.2.1. Interlokin-1 Etkisi:

IL-1, genellikle monosit ve makrofajlar tarafindan salinan 17 kd’luk bir sitokindir.
Endotelyal hucreler, keratinositler, mesengial hicreler, astrositier, B lenfositleri ve aktive
T lenfositleri de IL-1 Gretebilir. IL-1'in  alfa ve beta olmak Uzere iki formu vardrr. IL-1«,
membrana bagh molekll olarak fonksiyon gosterir. IL-1 alfa ve IL-1 beta hedef
hticrelerde ayni reseptdre baglanabilir ve ayni biyolojik aktiviteye sahip olabilir.

IL-1, BA’li hastalarda immun ve inflamatuar hicrelerde cesitli lokal etkilere sahiptir.
Bu etkiler: T ve B hicre fonksiyonlaninin artinimasi; noétrofillerin, lenfositlerin ve
monositlerin  kemotaksisi; fibroblastlarnn proliferasyonu ve sinovyal fibroblastlar ve
kondrositler tarafindan prostoglandin E2 (PGE2) ve kollajenaz salimimidir. Ayrica IL-
1, diger kemoatraktanlarn sitokinleri indlUksiyonu yolu ile de kemotaksisi indirekt olarak
arttirabilir. PGE2 ve kollajenaz Gretiminin IL-1 ile indUklenmesi sonucu hastaligin geg¢
doénemlerinde kemik rezorpsiyonu ve kikirdak harabiyeti ortaya cikar. Aynca IL-1,
Platelet Derived Growth Faktor (PDGF) induksiyonu ile fibroblast proliferasyonunu
uyararak eklem hasarini ve fibrozisi arttirabilir.

Bunlardan baska IL-1, kollajen Uretiminde degisiklik yapabilir: tip Il kollajen sentezini
azaltirken tip | ve tip lll kollajen sentezini artinr. Eklem kikirdaginda tip I kollajenin
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onemli bir destekleyici etkisi oldugu icin, IL-1'in bu supresif etkisi romatoid eklemi

zayflatir.
Dolayisiyla IL-1, RA’de doku hasarina neden olabilen dnemli bir mediatordir(7).

5.2.2. TNFa Etkisi:

TNFa, genelde monosit ve makrofajlar tarafindan salinan 17 kd’luk bir bagka
sitokindir. Hedef hucrelerde farkl reseptérlere baglansa bile, IL-1 ile ortak bir ¢ok
biyolojik aktiviteye sahiptir. Ornegin sinovyal fibroblast ve kondrositler tarafindan in-vivo
kollajenaz ve PGE2 Uretimini uyarir.

Seropozitif RA'llarda  eklem sivilannin @ % 50’sinden fazlasinda TNFa'ya

rastlanmistir.
5.2.3. interlokin-6 Etkisi:

IL-6, monositler, T lenfositleri ve fibroblastlar tarafindan Uretilen 26 Kd'luk bir
sitokindir. IL-1 ve TNFa, IL-6 sentezini indukleyebilir. Ayrica IL-6'nin biyolojik aktiviteleri
IL-1 ve TNFa'nin aktivitelerine benzer. Ancak farkl olarak IL-6, kondrositler ve sinovyal
fibroblastlarda PGE2 ve kollajenaz Uretimini uyarmaziar. Hatta IL-6 in-vitro bu hicrelerde
IL-1 tarafindan inddklenen PGEZ2 uretimini bloke edebilir.

RA’li  hastalann inflamatuar eklem swilarinda yuUksek dlzeylerde IL-6
bulunmaktadir. Bu eklem sivilarindaki IL-6 duzeyi IL-1 ve TNF-6’'nin duzeylerinden
daha fazladir ve bu, eritrosit sedimantasyon hizi (ESR) ve akut faz proteinlerin artmasi
gibi hastalik aktivitesinin sistemik parametreleri ile iliskilidir(15). Romatoid sinovyumda
immunohistolojik boyanmalar IL-6’nin dncelikle fibroblastlarda bulundugunu gostermistir.
Bu yUzden, romatoid sinovyumda IL-6'nin rolu [L-1 ve TNFa’'nin bazi etkilerini
genigletmektedir. Ayrica IL-6, akut-faz proteinlerinin sentezinin induksiyonunda ve RF

uretiminin lokal uyariimasinda etkili olabilmektedir.
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5.2.4. interferon-gama ve Graniilosit Makrofaj-Koloni Stimiile Eden Faktdr (GM-
CSF):

IFN-gama ve GM-CSF, sinovyal doku makrofajlari ve fibroblastlarda HLA-DR ve DQ
ekspresyonunu uyarabilir. Bu etki, lenfosit stimtlasyonunun artisini ve lokal bir immun
yanit ile inflamatuar siklisun bliyumesini saglayabilir. Bununla birlikte, romatoid eklem
sivisinda IFN-gama'ya ¢ok az oranlarda rastlanmistir.

CSF'ler, hemopoetik kolonilerin tretimine neden olan kemik iligi progenitor htcreler
Gzerine etki eden heterojen bir sitokin grubudur. GM-CSF, makrofajlar, fibroblastlar,
endotel hucreleri ve aktive lenfositler tarafindan sentezlenebilen glcld bir buydme
faktoradir. GM-CSF Uretimi, IL-1, TNF ve IL-6 tarafinda uyanlabilir. Ayrica GM-CSF,
IL-1 Gretimini uyarabilir, nétrofilleri aktive edebilir ve monositlerde HLA-DR ekspresyonuna
neden olabilir(176).

Son c¢alismalar, romatoid eklem sivilarin énemli oranlarda GM-CSF icerdiklerini
gostermistir(176). Ayrica romatoid sinovyal eksplantlanin in-vitto GM-CSF irettikleri

gosterilmistir.
5.2.5. Platelet Derived Growth Factor (PDGF) ve Fibrinojen Growth Factor (FGF):

PDGF ve FGF, artritin noninflamator formlarindaki eklem sivilarinda gosterilmistir.
Ayrica PDGF, romatoid eklem sivilarinda da bulunmustur. PDGF ve FGF makrofajlar
tarafindan Uretilebilir ve DNA sentezini ve insan sinovyal fibroblastlarin proliferasyonunu
uyarabilirler. Bundan baska PDGF, romatoid eklemde fibroblastlarin agresif tGretiminden

ve proliferasyonundan sorumlu olabilir,
5.2.6. Transforming Growth Factor Beta (TGF-beta):

TGF-beta, platelet, makrofajlar, lenfositler ve sinovyal fibroblastlar tarafindan
uretilen 25 kd’luk bir sitokindir. Bu sitokin, bir ¢ok etkisinin yaninda en buylk etkisini
matriks sentezini uyararak ve matriks degradasyonunu azaltarak yapar (7). TGF beta,

gesiti  hicrelerde kollajen ve fibronektin  genlerinin  transkripsiyonunu  arttirr,
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proteazlarin sekresyonunu azalir ve proteaz inhibitorlerinin Gretimini arttinr. Ayrica
TGF-beta monositler icin kemotaktiktir ve bu hicrelerde IL-1 (retimine neden olur.
Bunlardan baska TGF beta, insan hucrelerinde IFN-gama tarafindan indiklenen HLA-DR
ekspresyonunu azaltir.

RA'll hastalarin sinovyal sivilarinda TGF-beta yiiksek oranlarda bulunur. in-vitro

olarak TGF-beta'nin romatoid eklem dokularinda Uretildigi bulunmustur.
6. SISTEMIK LUPUS ERITEMATOSUS (IMMUNOLOJIK DEGISIKLIKLER)

SLE, farkh klinik Ozellikler gdsteren multisistemik bir hastaliktir. SLE'nin etyolojisi
bilinmemektedir(47). SLE’li hastalar otoimmunitenin cesitli belirtilerini gosterirler. Bu
hastalarin bazilan, anormal T hicresi fonksiyonu ile iligkili olabilir. Bu hastalardaki
defektif lenfosit fonksiyonunun, B hulcresi yanitlarindaki anormallikleri, mitojen ile
indiklenen T hucresi proliferasyonunu ve T sUpressOr aktivitesinin olusturulmasini
icerdigi son on yil icinde 6ne surllen disuncelerdir(156).

SLE, cok cesitli otoantikor olusturmasi ile karakterize bir hastaliktir. Bununla
birlikte, ¢ift sarmal DNA’ya (ds-DNA’ya) karsi otoantikor olusumu SLE i¢in oldukga
spesifiktir. Hastalarin blyUk bir boliminde bu antikor pozitifitir ve bu antikorun duzeyi
hastalik aktivitesi ile paralellik gdstermektedir. Anti-DNA antikorlar dolanan DNA ile
immunkompleksler olusturur. Bu kompleksler glomerular basal membranda depolanir
ve bir inflamatuar yanit olusturur. Bu immin kompleksler ayrica bir ¢ok kros-
reaktiviteden sorumiudur. Ornegin histonlarla kros-reaktif monoklonal bir anti-DNA, uygun
sekilde purifiye edildiginde, ya da DNaz ile muamele edildijinde immun komplekslerle
birlikte anti-histon antikorlar da ortadan kalkar(22).

Bazi arastinicilar, otoantikor olusumunu intrinsik B hicresi hiperaktivitesi veya

T lenfosit stpressor hiicre yetersizligi ile agiklamaya calsmislardir.

6.1 SLE’de Otoantikorlar:

SLE’'de otoantikorlarn iki grupta incelemek mumkundur. Birinci grupta dokuya
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spesifik olmayan ancak bir cok doku ve organda bulunabilen antijenlerle etkilesen
antikorlar bulunur. Bu gruba 6rnek olarak nikleer ve sitoplazmik antijenlere karsi olugan
antikorlar verilebilir. Ikinci gruptaki antikorlar ise dokuya spesifiktir. Bu gruba da 6rnek
olarak hemopoetik sistemin hicresel elemanlarina (eritrositler, IGkositler ve plateletler
gibi) karsi olusan antikorlar ile dokuya spesifik antijenlere (Grnegin tiroid, karaciger, kas,
mide ve adrenal bez gibi) karsi olusan otoantikorlar verilebilir.

Lupuslu hastalardan elde edilen hibridomalarin Grettigi monoklonal otoantikorlarla
yapilan calismalar, anti-DNA otoantikorlarin polispesifik olabilecegini gdstermigtir. Bu
antikorlarin ssDNA ve dsDNA yaninda sentetik polinGkleotidiere, fosfolipitlere, sitoskletal
proteinlere ve diger molekullere de baglandigr saptanmistir. Anti-DNA otoantikorlarin
polispesifisiteleri lupusun degisik 6zelliklerini agiklayabilir. Ornegin, plateletlere baglanma
Ozelligi de goOsterebilen bir anti-DNA antikoru immuntrombositopenia’dan sorumiu
olabilir(145).

SLE’deki otoimmin yanit nukleoprotein yapisindaki spesifik epitoplara karsi
olusur. En dnemli lupus antijenleri nukleozom, U1 SnRNP, ve Ro ScRNP'dir. Bu
otoantijenler anti-nikleer antikorlarin olusumundan sorumludurlar.

DNA, BNA, histonlar ve RNA-protein kompleksleri (6rnegin RNP ve Sm) gibi ¢esitli
hiicresel komponentlere karsi olusan anti-nikleer antikorlar (ANA) dort ana gruba
ayrilabilirler:

1- dsDNA’ya karsi olusan antikorlar,

2- ssDNA’ya karsi olusan antikorlar,

3- Histonlara karsi olusan antikorlar,

4- Non-histon nukleer proteinler ya da nikleik asit-protein kompleksine karsi olugan
antikorlar (Tablo 5).
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Antikor Spesifisitesi SLE de Klinik Ozellik

1~ ds-DNA (dsDNA ve ssDNA'da bulunan antijenik determinant). Hastalarin % 60-70' inde goruldr.
2- ss-DNA (uygun plrin ve pirimidinler.ile ilgili antijenik determinant). MHastalarin % 60-70 inde gdriilir.
3- Histonlar (tim subklaslarda H3, H4 ve H2A/HZ2B, H3/H4 komplekslerdeki Hastalarin % 70" inde goritir.
antijenik determinantliar) 1laca bagli lupusta (procanamid
ve hidralazin) % 95 ‘den fazla
siklikta bulunur.

4- Non-histon antijenler

a) Sm antijenler (Smith antijeni) Hastalarin % 30-40°inda gorilir,
diagnostik bir markerdir.
b) UT-RNP (U1-RNA ile kompleks protein{ler)in olusturdugu antijenik Hastalarin % 35 45'inde g6ritlir,
determinantlar). MKDH olanlarin % 95°inde
pozitiftir
¢) S$S-A/Ro (Antijenik determinant bilinmiyor, muhtemelen RNA'ler ile Hastalarin % 30-40'inda gbriilir.
kompleks olufturan protein(ler)den ibarettir Neonatal lupus ile jliskili.

Sj6gren sendromlu hastalarin % 60-
70" inde gorilir.
d) S3-B/La (Antijenik determinant RNA ile kompleks olusturmus 43kd'luk Hastalarin X% 15'inde, Sjbgren
bir proteindir). sendromlu hastalarin 7 45-60'1inda
gdritir.
e) Wa antijen (Antijenik determinant tripsine duyarli, DNaz ve RNaz'a Hastalarin % 20'sinde gdriilir.
direngli bir yapidir).
f) PCNA (Antijenik determinant 33kd'luk bir proteindir). Hastalarin % 3'iinde gdriiliir.

Tablo 5: SLE'de ANA‘larin dagilimi (MKDH: Mikst konnektif doku hastaligi, PCNA: Proliferating cell nuclear

antigen).

dsDNA'ya kars! antikorlar dsDNA ve ssDNA’min her ikisinde de bulunan bir
antijenik determinanta baglanir. Genel olarak anti-dsDNA antikorunun titrasyonu dnemli
dereceda artmig ise bunun SLE igin diagnostik bir marker olabilecegi dustnuimektedir.
Anti-ssDNA antikorlar ssDNA’daki pUrin ve pirimidinlerle iliskili antijenik determinantlara
karsi ortaya cikar. Bu antikor da SLE’li hastalarin % 60-70’inde pozitiftir. Bu antikora
diger romatizmal hastaliklarda da rastlamak mimkun oldugundan SLE igin diagnostik
bir marker olarak kabul ediimez. Anti-ssDNA antikoru SLE’li hastalarin bobrek
glomerdllerinde de saptanmistir(159).

Radioimmunoassay yontemleri ile anti-DNA antikorlar, SLE'li hastalarin yaklasik

% 50’sinden fazlasinda pozitif bulunmustur (58).
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Anti-DNA antikorlar, gesitli doku komponentleri ile kros-reaksiyon sonucu, dokulara
direkt olarak baglanabilirler. Anti-DNA antikorlarin, bazi polintkleotidler, fosfolipitler,
proteoglikanlar ve dekstran sulfat gibi polinegatif yapilarla kros-reaksiyon gosterdigi
bulunmustur. Diger kros-reaksiyon hedefleri ise membranla iligkili proteinler, sitoskleton
ile iligkili proteinler ve histon ya da DNA-histon kompleksleridir.

Histonlara karsi otoantikorlar ise SLE'li hastalarin yaklagik % 70'inde pozitiftir.
Son yillarda yapilan galismalarda anti-histon antikorlarin, histonlarin H1, H2A, H3 ve
H4 alt gruplan ile ve H2A/H2B ve H3/H4 kompleksleri ile etkilestigi bulunmustur(159).

Anti-Sm  antikorlar da SLE’li hastalarda oldukga sik olarak bulunmakta ve
hastaligin tanisinda yardimci olmaktadir. Bu antikor Uridinden zengin "Smith"
antijenine baglanir. Smith antijeni en az 9 protein molekulinden (A, B, B', C, D, E, F, G
ve 68 kd'luk bir protein) ve bir tane U1 RNA'dan olusmus bir komplekstir (58). Borg ve
arkadaglari ise bu antijenin en az bes kiigik RNA'dan olusan (U1, 2, 4, 5 ve 6) ve onbir
ya da daha fazla polipeptid (A, A’, B, B’, B”, C, D, E, F, G proteinler ve 70 kd olarak
adlandinlan bir protein) ile iligkili bir yapi oldugunu 6ne surmektedir(20). Bu antikor
lupuslu hastalann yaklasik % 30-40''nda bulunmasina karsin hastaliktaki patolojik
rolu bilinmemektedir. Ancak anti-Sm antikoruna spesifik B hicrelerinin, anti-dsDNA’ya
spesifik hucrelerden bagimsiz olarak aktive oldugu bulunmustur(20). Anti-Sm antikorlar
genellikle anti-U1 RNP antikorlar ile birlikte bulunur(58).

U1BNP (nBRNP), t0m okaryotik hucrelerde bulunan bir makromolekuldidr. Bu
proteinin RNA "splicing" de bir rol oynadidi éne strdimustir. Bu proteinin asil bileseni,
A1 denilen 34 kd'luk bir proteindir. Komplementer DNA (cDNA) klonlanmasi yontemi ile
bu proteinin farkl yapilarda iki domainden olustugu bulunmustur. N-terminal domain,
UP1 olarak adlandinlan ssDNA baglanma proteinine ézdes bir yapi igerir. C-terminal
domain ise insan epidermal keratin ile kismen homoloji gésteren glisinden zengin bir
polipeptiddir. Rekombinant DNA teknikleri ile yapilan ¢aligmalarda anti-A1 antikorlari,
SLE’li hastalarin % 23 ile % 37’sinde pozitif bulunmustur. Ayrica anti-A1 antikorlar RA
ve JRA'll hasta serumlarinda da saptanmustir. Bu calismalar sonunda SLE ve RA’h
hasta serumlarindaki ilgili antikorlarin A1 proteinlerindeki farkll epitoplarla etkilestigi
gosterilmistir. SLE hastalarinda antikorlanin N-terminal domain ile, RA serumlarinda ise
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antikorlanin hem N-terminal, hem de C-terminal domaine karsi oldugu saptanmistir.
Bu yuzden RA’e spesifik oldugu o6ne sirllen anti-keratin antikorlarin  (AKA) kros-
reaksiyon ile, bu hastalardaki anti-A1 reaktivitesinden sorumlu oldugu da
dusunulmektedir(112).

insan serumlarinda membran, sitoplazma ve nukleer determinantlan taniyan
otoantikorlar mevcuttur. Anti-sitoskletal antikorlar da bunlardan biridir. Sitoskleton,
sitoplazmda bulunan filamentlerden olusur. Bu filamentier 3 grupta incelenebilir:

1- Mikrofilamentler (primer olarak aktin igerirler),

2- MikrotUbdller (tubudlin filamentlerini icerirler),

3- Intermediate filamentler (bes ana antermediate filament belirlenmistir; bunlar,
vimentin, prekeratin, desmin, glial filament proteinler ve norofilament proteinlerdir)(148}).

Senecal ve Rauch, SLE'l hastalardan elde edilen hibridoma intermediate-reaktif SLE
otoantikorlarin immunoblot analizlerle vimentin, sitokeratin ve desmine karsi spesifisite
gosterdiklerini bulmuslardir. Bu antikorlarin iki alt grubu oldugu bulunmustur. Bunlardan
birincisi sadece sitoskletal proteinlerdeki epitoplari tanirken, ikinci grup antikorlar DNA
ve baz sitoskletal proteinlerdeki ortak epitoplan tanimaktadir(149). Dighiero ve
arkadasglari ise bu epitoplarin DNA ve sitoskletal proteinlerdeki a-heliks ya da o-helikal
iliskili yapilar olabilecegini 6ne strmustur (40).

SLE’li hastalarn bir cogunda anti-lgE antikorlar bulunmus ve bu antikoriarin
artikuler ve vaskuler lezyonlarin olusumuna katkida bulunabilecegi dusunulmustuir (54).

Noropsikiatrik bulgular, SLE'li hastalarin yaklasik % 70'inde mevcuttur. Bu
hastalarin beyin-omurilik sivilarinda ve serumlarinda néronal hticre membranlan ile
etkilesen ve/veya lenfositlerle kros-reaksiyon veren antikorlar bulunmustur. Bunlarn
varligr néropsikiatrik SLE’nin olusumu ile iliskili olabilir. Bu anti-néronal antikorlarin, en
azindan bazilannin, direkt olarak sitoplazmik antijenlere karsi  olustugu
dustnuimektedir(137). Konnektif doku hastali olan kisilerin serumlarinda anti-
sitoskletal antikorlar artmug oranlarda bulunur. Anti-ndrofilament antikor (ANFA),
néropsikiatrik lupuslularin % 41’inde bulunmustur(148). ANFA, SLE'den baska,
RA'larda, bazi nérolojik bozuklugu olanlarda, nérofizyolojik semptomlart bulunmayan
SLE’lilerde ve saghkh kisilerde de gorulebilir. Ancak bunlarin inisdansi oldukca
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dusuktdr(137).

Robbins ve arkadaslari anti-norofilament antikor negatif ndropsikiatrik SLE’lilerde
anti-kardiolipin antikorlannin artmis oldugunu bulmuslardir(137). Lupus antikoagulani
ve antikardiolipin, SLE’li ve diger bazi otoimmun bozuklugu olan hastalarda bulunan
antifosfolipit antikorlardir. Bunlar, vendz ve arteryal tromboz, ndropsikiatrik bozukluklar,
trombositopeni ve "antifosfolipit sendromu" belirtileri gibi klinik bazi belirtilerle yakindan
iliskilidir{101). Cervera ve arkadaslan antikardiolipin antikorlann SLE’li hastalarin klinik
Ozelliklerini  belitmede oOnemli olabilecegini 6ne surmektedir(27). Pdrifiye lupus
antikcagulanin protrombin ve faktdr Xa'nin fosfolipitiere kalsiyum aracihigr ile
baglanmasini inhibe ettigi bilinmektedir. Bu nedenle lupus antikoagulanlannin,
protrombini trombine dénusttren Xa-Va-Ca-fosfolipit kompleksinin aktivasyonunu in-vitro
olarak bloke ettigi distntimektedir. Lupus antikoagulan, SLE’li hasta serumlarinda %
0.4 ila % 65 arasinda degisen oranlarda(128) (ortalama % 34 oraninda) pozitif
bulunmustur. Anti-kardiolipin antikorlar ise SLE’lilerin yaklasik % 44’Gnde bulunmustur.
RA’li hastalarda ise bu oran % 4 ila % 49 arasinda degismektedir(101).

Yapilan calismalarla lupus antikoagulani ile antikardiolipin antikorlarin benzer
antijenik determinantlar tanidi¢y  ortaya cikmistir (48,165,174). in-vitro calismalar,
bu antikorlann yiksek afinitelerde, kardiolipin, fosfatidil serin, fosfatidil inozitol, fosfoditik
asit gibi anyonik fosfolipitlere; dusuk afinitelerde ise nétral fosfolipitlere, VDRL antijenlerine
veya DNA’ya baglandigini gostermistir (48,130).

Anti-fosfolipit sendromlu hastalarin serumlannda blUydk miktarlarda anyonik
fosfolipitiere karg! antikorlar gelismektedir. SLE ve anti-fosfolipit sendromu arasinda bir
iliski oldugu ve bir gok anti-fosfolipit sendromiu hastanin SLE ye benzer klinik belirtiler
gOsterdigi bilinmektedir.

SLE’de antifosfolipit antikor ve anti-DNA antikorlar, muhtemelen, endojen bakterilerin
varhiginda benzer yabanci antijenlere bir yanit olusturabilirler. Ayrica bazi monoklonal
antifosfolipit ve anti-DNA antikorlar ortak idiotipik determinantlar gotsterebilirler. Baz
aragtinicilar antifosfolipit ve anti-DNA (ss ya da dsDNA) antikorlar arasinda kros-
reaktivite bulundugunu savunmalarina kargin, bir ¢ok arastnci boyle bir kros-

reaktivite bulamamistir (181).
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SLE’'de ribozomlarnn da otoantijenler icerdigi bilinmektedir. PO, P1 ve P2 lupuslu
hastalarda otoantikorlara hedef olan en 6nemli ribozomal proteinler arasindadir. Bu
proteinlerin, protein sentezinde faktor-ribozom etkilesimieri icin gerekli GTPaz aktivitesinde
onemli bir gorevi vardir. Bonfa ve arkadaslan SLE'i hasta serumlarninin % 11'inde
"S10" adi verilen 20.000 molekdl agirlikli bir ribozomal subunit proteine karsi olugan
bir otoantikor grubu saptanusglardir. Bu anti-S10 antikorlan anti-Sm ve anti-ribozomal
P protein antikoru iceren lupuslu hastalarin ve anti-Sm antikoru iceren MRBL/lpr fare
soylarinin serumlarinda oldukga sik olarak bulunmaktadir(18).

SLE’de bulunan iki antinikleer antikor grubu Sjégren sendromlu hastalardaki
ANA’lar ile iliskilidir. Bu ANA’lar, anti-SS-A/Ro ve Anti-SS-B/La antikorlardir. Anti-SS-A/Ro
antikorlar SLE’li hastalarin % 30-40'inda gorilirken Sjoégren sendromiu hastalarda
gordlme sikhgr % 70 civanindadir. Anti-SS-B/La antikorlar ise SLE’li hastalarda % 15
oraninda pozitiftir. Bu oran Sjogren sendromunda % 45-60 arasinda degisir. Anti-SS-
B/La antikorlar, Anti-SS-A/Ro antikorlar ile birlikte bulunabilir (58). Ayrica Anti-SS-A/Ro
ile neonatal lupus arasinda bir iliski oldugu bilinmektedir (159).

Tam bu antikorlardan baska SLE’de iki ANA ait grubu daha vardrr. Bunlar, anti-Ma
antijen ve anti-PCNA(Proliferating Cell nuclear Antigen) antikorlandir. Anti-Ma antikor
SLE’de % 20 oraninda bulunurken anti-PCNA, % 3 gibi disik bir oranda bulunur.

Lupusta genetik faktorlerin 6nemli oldugu bilinmektedir. MHC genleri SLE
hastalarinda ¢nemili bir etkiye sahiptir. HLA-DR2 ve HLA-DR3, SLE’li hastalarda dnemli
oranlarda (% 40-60 arasinda) artmistir.

SLE’de bazi antikor yanitlari, DR antijenleri ile guclt bir iliski igerisindedir.
Ornegin anti-ssDNA antikorun DR2 ile, anti-Ro(SS-A)/anti-La(SS-B) antikor sisteminin DR3
ile yiksek oranlarda, DR2 ile daha duslk oranlarda iligkili oldugu bulunmustur. Bunun
yaninda anti-Sm ve anti-BRNP ile HLA arasinda bir iliski bulunamamistir(8).

SLE’de bir bagka genetik faktor ise, kompleman komponentlerini kodlayan MHC
klaslll bélgesidir. C4A, immUn komplekslerin elimine edilmesinde énemli bir role sahiptir.
Bu ylUzden C4A’'nin eksikligi (C4A "null" fenotipi), SLE’li hastalarda immin kompleks
reaksiyonlarini  kolaylagtirmaktadir. C4A  eksikligi SLE’li  hastalanin  yaklasik %
11’inde gordldr. Ayrica C4A "null" fenotipi gbsteren SLE’li hastalarin yaklasik %
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50’sinde HLA-B8/DR3 hapilotipi ile iligkili oldugu bulunmustur(82).

7. BEHGET HASTALIGI (IMMUNOLOJIK DEGISIKLIKLER)

Behcget hastaligi, mukukotan®z, okUler, artikUler, intestinal, Urogenital, vaskuUler
ve norolojik tutulum yapabilen bir multisistem hastaligidir. ik kez Hulusi Behget
tarafindan genital Ulser, oral aft ve g&z bulgulan ile iligkili bir sendrom olarak
g6sterilmistir.

Behget hastaliyinin  etiyolojisi  bilinmemektedir.  immunolojik  bozukiuklarin
patogenezde énemli olabilecedi dusinulmektedir. Bununla birlikte, genetik faktérler, viral
infeksiyon, streptokoklara karsi gecikmis asin duyarlik, organik maddelere kars!
toksik yanit ve otoimmunite Behcet hastalii patogenezinde olasi faktorlerdir. Behget
hastaliginin  baz bulgularinin  otoimmuin &zelligi, mukoza ve mikrobik ajanlara ve
hastalarin damar duvarlaninda bulunan cgesitli yapilara karsi otoreaktif antikorlann
saptanmis olmasindan ileri gelmektedir(96).

Behcet hastaliginin dnemli immunolojik bulgular asagida ézetlenmistir:

1- Behcetli hastalarda HLA-B5, az da olsa HLA-DRw52 ve DR7 artmustir.

2- T4 helper/inducer hlcrelerde azalma yaninda, T8 supressdér/sitotoksik
hicreler normal oranlarda bulunmustur.

3- Non-spesifik dolanan immUn kompileksler ve dzellikle mukozal dokulara karsi
olusan antikorlar bulunmaktadir.

4- Anormal kemotaksis ve nétrofillerin artmig fagositozu vardir.

Bu bulgular, Behget hastaiginda immunogenetik bir temel oldugunu ve
immunreguilasyonda T huicresi defektinin mikrobik ajanlara bir yanit olusturabilecegini
distndurmektedir(97).

7.1. Behget Hastaliginda Viral Etijoloji:

Viral enfeksiyonlarda, interferon dretimi, iki sekilde olabilir. Birincisi, virus infekte
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hicreler ya da dokulan infilire eden lenfositler yardimi ile interferon-alfa («-IFN)
Gretimini direkt olarak induikleyebilir. ikinci olarak duyarh T lenfositleri, infekte hicrelerin
yuzeylerindeki viral antijenleri tanwr ve boylece immunolojik olarak spesifik bir
mekanizmayla interferon-gamma (8-IFN) sentezini baslatirlar(38).

Behgetli hastalarda IFN-alfa ve IFN-beta’nin artmadig bulunmustur(9,153). Bunun
yaninda, akiif Behgetli hastalann serumlarinda IFN-gama’nin onemli oranlarda arthi
saptanmistir  (120). Behcget hastalarinda tekrarlayan oral ve genital Ulserayonlann
herpes simpleks virusu (HSV) tipt ve tip2 infeksiyonu ile iligkili olabilecegi
dusunuimektedir(97). Behcet hastaliginda ve diger konnektif doku bozuklugu olan
hastalarda yapilan calismalar sonunda lenfositlerin diger duyarl hicreler Gzerindeki
virus enfeksiyonuna karsi bir koruyuculuk 6zelligi tasidigr  bulunmustur(38). Gergekten
solid faz radioimmunoassay ydntem yardimi ile artritik ve okuler tip Behgetli hastalarda
IgG anti-HSV1 antikorlarin yUksek oranlarda bulundugu gosterilmistir (artritk % 60,
okuler % 61)(97).

T4 ve T8 hucrelerin HSV1’e karsi in-vitro polireaktif yanitlan incelendiginde
hastaligin okuler ve artritik tiplerinde HSV1'e karsi T4 yantlannin  distaga, T8
yanitlarinin ise arttigr bulunmustur(132)(Tablo 6). Pugh ve arkadaslannin yaptigi
bir ¢calismada, Behgetli hastalarda, HSV1'e karsi T8'in artis gosterdigi, T4'Gn ise bir
yanit olusturmadig bulunmustur. T4’deki bu azalmanin nedeninin bu htcrelerdeki ya
da antijen salan monositierdeki bir defekt sonucu ortaya giktidy sanitmaktadir(132).

Grup I Grup II

Klinik Tip okiler Artritik Noroloj ik Kukokutandz
HLA B5,DR7 B12/DRW52 DR7,DRW52 B12/DR7
PEG IC'DE anti-HSV1 ¥ + % %
Lenfoid hilcrelerde HSV1 genomu + + - -

T4 sayisi 1} | BY BY
HSV1'e karsl T4 proliferasyonu } ! BY BY
HSY1'e karsi T8 proliferasyonu t H BY BY

Tablo 6: Behget hastaliginda bazi klinik belirtilerin immlnolojik parametrelerle iliskisi (PEG: Polietilen
glikol; BY: Bilgi yok).
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7.2. Behget Hastahginda immiin Komplekslerin Roli:

Behget hastaliginda immutn komplekslerin artmis oranlarda bulundugu ve
bunlarin hastalik aktivitesi ile iliskili olabilecegi bilinmektedir. Hastalarn % 23-63’Unde
serum immum komplekslerin artig gosterdi§i saptanmistir. Behget hastaliginda
gbrilen bu immuin komplekslerin bir codu IgG ve IgM sinifindan immunglobulinleri
icerir. IgG kapl lateks partikalleri ve anti-lgG  serum kullanilarak yapilan
koaglitinasyon-inhibisyon yontemi ile Behget hastalarmin % 60'nda soluble IgG
immiin komplekslerin pozitif oldugu bulunmustur(98). Immin komplekslerin Behget
hastalarinin  serumlarinda bulunmalarina karsin  gesitli  tip lezyonlarda
rastlanmamistir. Bu yuzden immun komplekslerin lokal olarak doku hasan ile bir iliskisi

olmadigi dustnutlmektedir.
7.3. Dolanan immiin Komplekslerin Patogenezdeki Rolii:

Uveit, eritema nodosum ve artritin klinik gdstergelerinin immiin komplekslerle iligkili
oldugu dusuniimektedir. Bu ve bazi antikorlarin saptanmasi ve kompleman
komponentlerindeki anormallikler, immin komplekslerin Behget hastaiginda etkili
olaibilecegini dustndurmektedir.

Polietilen glikol (PEG) testi ve platelet agregasyon metodu ile yapilan tetkiklerde,
Behget hastaliginda hastalik aktivitesi ile dolanan immun kompleksler arasinda guglu
bir iliski oldugu bulunmustur. Hashimoto ve arkadaslari, PEG testi ile Behgetli hastalarin
% 23'Unde, platelet agregasyon metodu ile % 43 oraninda dolanan immun komplekslere
rastlamislardir(59). Gupta ve arkadaslan ise, Behcetli hastalarda Raji hicresi metodu
ile % 44, C1g-bagh radioimmuinassay ile % 50 oraninda dolanan immun komplekslere
rastlamiglardir (56).

Behcget hastalarinda immuin kompleksleri olusturan antijenler bilinmemektedir.
Ancak cesitli doku antijenleri, ézellikle mukozal antijenler ve viral antijenlerin etkili oldugu

saniimaktadir.
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Behget hastaliginda bir ¢ok lezyon, histolojik olarak polimorfontkleer 16kositlerin
(PMNL) yogun bir infiltrasyonuyla beraber akut inflamasyon ile karakterizedir. Behget
hastalarinda kemotaksis artiginin, PMNU’lerin ve makrofajlann  fagositik aktivitelerinde
de bir artisa neden olabilecegi dusUnuimis(110), ancak yapilan ¢alismalar, Behgetii
hastalarda, fagositozun genellikle azaldigi(93) ya da normal dizeylerde oldugunu (44)
gostermistir.

Matsumura ve arkadaslan Behgetli hastalarda T hucresi populasyonunun artmis,
B hicresi populasyonunun ise azalmis oldugunu bulmuslardir(106). Ancak bunun
tersine, Kansu ve arkadaslan Behgetli hastalarda T helper ve T supressor hicrelerin,
kontrollere oranla 6nemli duzeylerde disUs gosterdigini ve Th/Ts oraninin sabit
kaldigin, bunun yaninda B hicre dizeylerinin degisiklik gdstermedigini bulmuslardir
(79).

Bang ve arkadaslan, Behgetli hastalarda serum-ginko dizeyleri ile lenfosit sub-
populasyonlan arasindaki iligkiyi incelediklerinde, supressdr T lenfositlerinin, dusuk
serum-ginko dizeylerine sahip olan Behgetli hasta grubunda 6nemli oranlarda arttdiny,
normal serum-cinko dizeyine sahip hastalarda ise bir artis gorulmedigini, T helper
hicrelerin ise azaldigini ve serum-ginko dlzeyi ile bir iliski icerisinde bulunmadigini
rapor etmiglerdir. Ayrica hastalardaki total T lenfosit miktarinda da kontrol grubuna
oranla bir degisiklik bulamamisglardir. Th/Ts oraninin ise didsuk serum-ginko dulzeyine
sahip Behgetlilerde azaldigini, normal serum-ginko duzeyine sahip hastalarda
degismedigini saptamglardir. Bu arastincilar ayrica, Behget hastalarinda B lenfosit
miktannin arttdini ancak serum-cinko duzeyleri ile bir iliski igerisinde olmadigini

gostermislerdir (10).
7.4. Behget Hastahg ile HLA Arasindaki iligki:

Cesitli etnik gruplarda Behcet hastalid ile HLA-B5 arasinda 6nemli bir korelasyon
oldugu, bir cok arastinc tarafindan goésterilmistir. HLA-B5, Japon hastalarin % 60-
75'inde, Tirk hastalarin % 84-86'sinda, ingiliz hastalarin ise yaklasikk % 20’sinde
bulunmaktadir. HLA-B5, Bw51 ve Bw52 olmak Uzere iki alt komponentten olusmaktadir.
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HLA-Bw51 Behcelli hastalarda dnemli oranlarda artis gOsterirken Bw52'de bir degisiklik

olmadigi bulunmustur(121).
HLA-B5’'den baska diger bazi HLA antijenleri de Behcet hastalarinda gorulebilir.

Ornegin, HLA-Aw31, Bw51, DRw6 ve DRw2 (MT2), Behgcetli hastalarda artmis oranlarda
bulunabilir. Bununla birlikte HLA-Aw31 Bw51 haplotipinin Behcget hastaigindaki rold tam
olarak bilinmemektedir(143). Okuwaki ve arkadaslari Japon hastalarda yUksek oranlarda
(erkeklerde % 50, kadinlarda % 75) HLA-A26 antijenlerinin de bulundugunu
gostermislerdir(123). Arber ve arkadaslar HLA-Bw51 ve HLA-Bw52'nin Israilli hastalarn
% 30’'unda bulundugunu ve HLA-B5 pozitif gruplarda bu sendromun ailesel bir etkiye
sahip olabilecegini 6ne sUrmuslerdir(5,6). Fakat hastaigin bu antijenlerle arasidaki
iliski henuz tam anlasilabilmis degildir.

Bu artmmg iliskinin tersine, HLA-DR1 ve HLA-DQW1 antijenleri Behgetli hastalarda
Onemli oranlarda azalmis olarak bulunmustur (121). Bu antijenleri tasiyan kisilerde
Behcet hastah@iin  gelismedigi  diGsUnGimektedir. Aynica hastaliga  direncin
immunsupressif genler tarafindan kontrol edilebilecegi ve bunun baz §ndojen ajanlara

karsi atipik immun yaniti bastirabilecedi disuntlmektedir(122).

7.5. Behget Hastaliginda Otoantikorlar:

Otoimmin mekanizmalarin Behget hastaliinn patogenezinde kismen rol
oynayabilecedi dustintlmektedir. Behget hastalanimin serumlarinda cesitli otoantikorlar
bulundugu bilinmektedir. Bunun yaninda, nikleer, tiroid, dlizkas ve gastrik parietal hicre
antikorlar ile RF, Behgetli hastalarda negatif bulunmustur(86). Noguchi ve arkadaslari,
Behcetli hastalarin serum ve eklem sivilarinda pasif hemaglitinasyon ybntemi ile
yUuksek titrelerde lipopolisakkarite (LPS) kargi IgM sinifindan  otoantikora
rastlamiglardir. Ancak bu antikorlarin RA ve SLE’de de bulunmasi, bunlarin Behget
icin spesifik olmadigim dustndirmektedir. Demiyelinizasyon antikorlan ile beyin
gangliositlerine karsi olusan antikorlarn &zellikle ndéro-Behgetli hastalarda ortaya
okt bulunmustur(119).

Yasuda ve arkadaslan cesitli glikolipitiere kargi otoantikor varligini arastirmiglar
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ve Behgetli hastalarda anti-GA2, GA1, GM1 ve GM3 antkorlannin arthigini ortaya
cikarmiglardir(177). GA2 kobayda major dlikolipit, GA1, farede NK hicresi markeridir,
GM1 ise, beyinin membran fraksiyonunda bulunur. GA1’e karsi olusan antikorlar
Behcetli hastalarda klinik tip ve aktiviteye bagh kalmaksizin artmig olarak bulunur.
SLE’ hastalarda da gorllebilen bu antikorun &zellikle ndro-Behget semptomlarindan
sorumlu oldugu distuntimastir (65). Daha gok multiple skleroz’lu hastalarda gorilen
demiyelinizasyon antikoru noro-Behgetli hastalarin % 70'inde pozitiftir ve hastalik
aktivitesi ile iliskilidir. Bu antikorun in-vitro, kompleman variginda miyelin yikiimina
neden oldudu ve bu nedenle ndrolojik bozukluklardan sorumiu oldugu disiniimektedir.

Bundan baska Akoglu ve arkadaslan Behgetli hasta serumunda intermediate
filament antijenlerinden vimentine karsi IgG sinifindan otoantikorlarin da bulundugunu
gostermislerdir. Bu antikor, hastalarin % 47’sinde pozitif olarak bulunmustur. Bunun
yaninda SLE’li hastalarin % 16'sinda, RA'lI hastalarin % 35inde, normal
populasyonun ise % 9Qunda bu antikora rastlanmistir. Aktif hastalar dikkate
alindiginda ise bu antikorlarin Behget hastaligindaki pozitifik orani % 75’lere kadar
cikabilmektedir. Ayrica bu antikorun hasta serumlarinda arttigr bilinen akut faz
reaktanlanndan C9 ve CRP ile paralellik gdsterdigi de saptanmistir(2).

Goruldigu gibi, bazi otoantikorlarin  Behgetli hastalarda pozitif olmas), bu
hastalikta otoimmin mekanizmalarn en azindan kismen etkili olabilecegini

dUsindirmektedir.
7.6. Behget Hastalarinda Major immiinglobulinler:

Behgetli hastalarin serumlarnda IgA’da hafif bir artis oldugu saptanmustr.
Sharief ve arkadaslan, aktif néro-Behgetli hastalarin beyin omurilik sivilarinda (BOS)
oligoklonal IgA ve IgM’lerin bulundugunu ve nérolojik belirtiler ortadan kalktiginda bu
immunglobulinlerin de kayboldugunu; ayrica oligoklonal IgG’lerin hastalk ile iligkisi
olmadidini rapor etmislerdir(152). Bu ylzden BOS’da oligokional IgM ve IgA’nin noro-
Behgetlilerde merkez sinir sistemi bozuklugu aktivitesinin Slgtimesinde ve hastaligin

patogenezinin anlasiimasinda 6nemli olabilecedi diusinilmektedir(152).
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Ayrica, eritrosit sedimantasyon hizi, CRP pozitiflidi, 16kositoz, serum sialik dizeyi,
serum mukoproteinleri, serum amiloid A proteini gibi bazi akut faz reaktanlarinin
Behcet hastaligr igin  spesifik olmadigy saptanmistr. Dolayisiyla  bunlarin  tani
amaci ile kullanimalarn mamkin degildir. Ancak hastaigin aktif dénemlerini inaktif

donemden ayirt etmede az da olsa katkilan olabilmektedir.

8. KERATINLER

Omurgah canlilarda, hutcrelerin bir gogunda, aktin igeren mikrofilamentler, tubulin
iceren mikrotubuller ve gaplart 7-11 nm arasinda degisen orta-boy filamentler bulunur.
Orta-boy filamentler genelde, farkli hicre tiplerinde morfolojik olarak birbirlerine benzerlik
gostermeleri yaninda bunlann antijenik determinantlar da ortak olabilir. Bunlar dusuk
ya da yuksek tuz konsantrasyonlannda ve non-iyonik deterjanlarda ¢oztUnmezler.

Yapilan immunolojik ve biyokimyasal analizler sonunda bes farkh orta-boy filament
ortaya gikmistir:

1- Vimentin filamentleri; mezenkimal hucrelerde, astrositlerde, sertoli hiicrelerinde,
vaskuler duz kas hucrelerinde ve bir gok hucre kulttrlerinde bulunur.

2- Desmin filamentleri; miyojenik htcrelerin  bir gogunda bulunur.

3- Nérofilamentler; ndronal hicrelerde bulunur.

4- Glial filamentler; astrositlere 6zgtdur. Hucre transformasyonu ve timdr olusumu
sirasinda, bu filamentler genis oranlarda muhafaza edilir. Bu ylUzden timorlerin kendi
spesifik filamentleri ile saptanmasi histolojik tanida énem tasimaktadir.

5- Keratin ve benzeri proteinler iceren filamentler (bunlara sitokeratinler de denir),
epitel hiicrelerinde bulunurlar.

Vimentin, desmin ya da dlial filamentler, genellikle tek tip subunit protein
icermelerine karsin, sitokeratinler birgok farkli polipeptitten olusmus buyuik bir ailedir
(111). Keratin molekulleri merkezi bir sarmal domain ile sarmal olmayan iki ug igerir.
Keratin ailesinin ortalama 30 gesit protein igerdigi bilinmektedir. Bu proteinler genelde alfa
ve beta olmak Uzere iki formdan olusur. Beta form kivrimli tabakalardan meydana gelir,
ipekte ve kuslarin pence ve gagalarinda bulunur. Alfa form ise daha genis bir grup
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olusturur ve deri, sa¢c ve trnaklarda bulunur. Alfa keratinlerin molekdl agwhklan
40.000-68.000 arasinda degisir. iki boyutlu jel elektroforezi ile insanda 17-19 gesit alfa
keratinin bulundugu ortaya c¢ikmistir. Alfa keratinler immunolojik etkilesimleri ve pH
degerlerine gore iki blyUk gruba ayrilirlar: Birinci grup (bu gruba tip Il de denir), 65-67
(Mol'un siniflandirmasina gbre no 1, no 2), 64 (no 3), 59 (no 4), 58 (no 5), 56 (no
6), 54 (no 7) ve 52 {no 8) kilodaltonluk keratinleri igerir. Bu gruptaki keratinlerin timdnin
pH' 6.0'dan bulyUktdr ve dolayisiyla bunlar bazik sitokeratinierdir. Bu keratinlerin
antijenik determinantlart ortaktir. Bunlardan 58K, 56K, 54K ve 52K zincir homolojisi
gosterir. ikinci grupta (bu gruba tip | de denir) ise 11 tane keratin vardir. Bunlar, 64.5
(no 9), 56.5 (no 10), 56’ (no11), 55 (no 12), 51 (no 13), 50 (no14), 50'(nc 15), 48 (no
16), 46 (no 17), 45 (no 18) ve 40 (no 19) kilodaltonluk keratinlerdir. Bunlarin pH" ise
5.7'den d()sukt(jr ve bu ylzden asidik molekullerdir ve bir cogu (56.5K, 50K, 50°K, 48K
ve 40K) ortak determinantlara sahiptir. Bu asidik keratinlerden 50K, 46K, 45K ve 40K dizi
homolojisi gosterirler. Peptid haritalanmasi ile 50K, 48K ve 46K keratinlerin yapisal
olarak benzer oldugu ortaya cikmistir (Sekil 5)(111,155,157,173). Bu iki keratin sinifi,
pH'dan baska, immunoreaktivite, mRNA hibridizasyon, peptid haritalar ve amino asit

yapilar bakimindan da farkllik gosterir.

B(I)
65-67
12\ || Do OO BSA
64(3) @D A(D
SE4 54 ANy § I Mc»@%@@ i /gg?' 2(‘)0)
io) -0 6”7 ]| %Y ol
54(7)7 1 : - i, 50 (14)
s @] eose i
O-O—0 S S =S — N ?7;
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Sekil 5: Insan epidermal keratinlerin izoelektrik pH ve agirliklarina gbre siniflandirilmasi
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8.2. Normal Epidermiste Keratin Ekspresyonu:

Epidermis, bazal, spinoz, grantler ve kornifiye tabakalardan olusmustur (Sekil 6)
(157). Normal insan epidermisinde 4 bulyUk keratin sinifi bulunmaktadir. Genelde,
epidermisin i¢ tabakalanndaki hdcreler kiicuk keratinleri, dis tabakalarindaki htcreler
ise daha buyGk molekdlll keratinleri igerir. Buna gdre basal tabakada bazik 58K ve
asidik 50K keratinler oldukga fazladir. Bu keratinlere diger tabakalarda da rastlamak
mumkunddr. Bunlardan baska suprabazal tabakalarda 56.5K ve 65-67K keratinler de
gordlebilir. Sekil 7°de, epidermal tabakalarda keratin ekspresyonu gorulmektedir. Korneal
tabakadaki keratinler birbirlerine disulfit baglan ile baglanirken, bazal, spinoz ve
grandler tabakalardaki keratinler bu sekilde baglanmazlar, bu ylizden Ure, SDS (sodyum

dodesil sulfat) ile kolaylkla ayriabilirler.

-

Bazal->8pinocz->Granilar->Kornitiye

Sekil 6: Hemeli epidermisinde tabakalarin siralanis} (HD:
Hemidesmozom, D:Desmozom, F:Tonofilament, K:Keratohiyalin
grantilleri, MKG:Membran kapli granliller, KK:Kornifiye kilif)
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Sekil 7: Fpidemal tabakalardaki keratin ekspresyonu
(B:Bazal, S:Spinoz, G:Granular, K:Kornifiye tabakalar)

8.2. Non-epidermal Epitelde Keratin Ekspresyonu:

Keratinlerin farkli yerlesim bolgelerinde hucresel heterojenite  gosterdikleri
bilinmektedir(125). Ornegin, asidik 56.5K ve bazik 65-67K keratinler epidermis ve timik
Hassal’s cisimcikleri iceren keratinize dokularda bulunur. 55k ve 65K keratinler korneal
epitelyumda, 51K ve 59K keratinler ise 6zofageal, dil ve diger sirall epitelde eksprese
edilir. 50K/50°'K ve 58K keratinler cesitli miktarlarda tim sirali squamoz epitelde
bulunurlar. Bunun yaninda 45K ve 52K keratinlere bir ¢ok basit epitelde sik¢a
rastlanabilir (Sekil 8)(157). Ornegin Takeda ve arkadaslari, farelerde 45 kd'luk keratinin
circumvalat papilla’daki "tat alma" huicrelerinin saptanmasinda immunohistokimyasal bir
marker olabilecegini 6ne stGrmuslerdir(158). Tablo 7 'de keratinlerin ¢esitli doku ve hucre
gruplarindaki spesifisiteleri gdsterilmektedir.

insan karsinomlarinda yapilan biyokimyasal analizler, farkh tip epitell iceren
timorlerin,  farkh tip sitokeratin  tasidiini  gOstermistir.  Bir  timdr  tipindeki
sitokeratinlerin, metastaz ve primer timorlerdekiler ile 6zdes oldugu bulunmustur.

Genelde epitel kaynakl timorler bir cok keratin polipeptidlerini eksprese ederler(111).
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sekil 8: Bazi keratinlerin doku dagilimlari. 46K, 48K
asidik ve 54K ve 56K barik keratinler epitelyal hiicre
tipleri ile fazla iliskili olmadiklarl i¢in diagrama

alinmamislardir.
8.3. Kulttir Hiicrelerinde Keratin ekspresyonu:

Farkh epitel hucrelerin ve timorlerin kendilerine 6zgu sitokeratin polipeptidleri
icermeleri gibi, baz! epitel ya da karsinom htcre kiltira soylari da kendilerine 6zgu
sitokeratinleri eksprese ederler(111). Ornegin MMSV-1 hicre soyu 7, 8, 18 ve 19 no’lu
keratinleri eksprese eder(12). Yine ayni sekilde Western blotting ve monoklonal antikor
calismalari sonunda K562 eritroldkemi hiicre soylarinin 52K (no8), 46K (no18) ve 40K
(no19) keratinlerini icerdig)i, bunlarin ekspresyonunun 12-O-tetroadeganoy!phorbol-13-13-
asetat (TPA) ile muamelesi sonucunda artig gésterdigi bulunmustur(75). Genellikle sirali
squamos epitel hicreleri, kultiir ortarminda morfolojik ve biyokimyasal bazi dedisikliklere
ugrar. Bu nedenle kdlttre hicrelerin keratin ekspresyonu da farkl olur. Ornegin kiltire
edilmis insan epidermal, korneal ve ¢zofageal epitel hicreleri in-vivo formlannda
bulunan 56.5K/65-67K, 55K/64K ve 51K/59K keratin ciftleri gibi farkllasmaya spesifik
keratinleri eksprese etmezler; bunlarin yerine 50K/58K, 48K/56K ve 46K keratin icerirler.
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Bu kUltGr  epitelleri  in-vivo formlarindan farkll  olarak  non-keratinizedirler
(hiperproliferatiftirler). Bu hlcreler, vitamin A, hidrokortizon, epidermal bliylme faktoru
(EGF) gibi uyarici maddelerden mahrum edilirse tekrar keratinize hale donebilmektedir
(Sekil 9)(157). Ornegin 56.5K ve 65-67K keratinler non-keratinize 6zofagus, konjonktival
ve korneal epitelde bulunmazken, bu dokular vitamin A eksikligi ile keratinize hale gelir.

Bunlardan bagka kultire fotal ve erigkin keratinositlerin, in-vivo formlanndan farkh
olarak sitokeratin icerdikleri saptanmistir. Ayrica f6tal ve yetiskin formlar arasinda da
sitokeratin ekspresyonu farklilk gosterebilir. Ornegin 54K ve 40K keratinler fotal deride
zayif bir sekilde eksprese edilir; yetiskinde ise yoktur. Ayrica bazi kltir hdcrelerinde
ise kuvvetli boyanmalar gdstermektedir.

Kuitdr hicreleri keratinden baska vimentin de eksprese ederler. Sitokeratin ve
vimentinin birlikte ekspresyonunun hucrenin proliferasyonu ile ya da htcrelerin kuktar

durumuna uyumu ile iligkili olabilecedi diigtintimektedir(125).

m{i—f‘“&@ H.Kiltird
"@ = e Vit AL HE,
e e 2 E] BFB, cAMP

) ¢

Hiperprokifere
(nbn-keratinize)

Normal
- (keratinize)
Sekil 9: Hicre killtUrinln Uretimi indikleyici gesitli materyellerle degisiklige ugramasi

(HK: Hidrokortizon, EBF: Epidermal bliyUme faktdrii, cAMP: Siklik adenozin monofosfat, KI:
Kolera toksini).
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8.4. Epidermisin Farkh Tabakalarindaki Keratin Ekspresyonlar:

Epidermis, farkli yapi ve Ozellikte hicreler iceren cesitli tabakalardan olusmustur.
Bunlardan sadece bazal tabaka gogalma 6zelligine sahiptir. Embriyonik ve fotal gelisim
sirasinda epidermis, periderm kaph tek bir hicre tabakasindan, kompleks, katmanh
bir epitele, buradan da keratinize epidermise donustr(125). Hucreler bazal tabakadan
ayrilarak ylzeye dogru goc¢ ederler. Granular tabakada hicreler anabolik durumdadir.
Daha sonra sitoplazmik organeller elimine olur ve keratinler sitoplazmik protein olarak en
dis tabakayi (stratum korneumu-SC) kaplar. SC'daki hiicreler metabolik aktiviteye sahip
degildir. Bu tabakadaki keratinlerin epidermisin diger tabakalanndaki keratin
molekuUlierinden buylklik olarak daha farkh oldugu, bu farkiigin SC ile kdaltur
hicreleri arasinda da bulundugu saptanmigtir. Bunun yaninda SC keratinleri ile kaltar
hacreleri keratinleri arasinda immunolojik reaktivite ve polipeptld yapisi bakimindan
da farkhlik oldugu bulunmustur. Bir cok epidermis tipinde SC, 65K, 56.5K ve 55K
keratinleri eksprese eder. SC’u ince olan deride, diger tabakalardaki keratinler daha
yogundur; oysa kalin SC’lu deride (6rnegin palmar epidermiste-ki burada SC’un, 63K'luk
keratin ekspresyonu oldukga fazladir) SC keratinleri diger tabakalarin keratinlerinden
daha fazladrr.

67K protein alt epidermal tabakalarda keratinlerin yaklasik % 10'unu olustururken,
SC'da hig yoktur. 65K keratin, total keratinin % 5-23'nu olusturur. 63K keratin ise
dermal tabakalarda % 5 oraninda bulunurken SC’da % 44 oraninda eksprese edilir
(Tablo 8)(45).
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Tabaka 46K 50K 55K 56K 56.5K 58K 63K 65K 67K

Permal 8 22 - 25 - 27 5 - 13
Bsalve 7 15 - W0 4 B w2 16
Spinoz

Gailar 3 5 W 7 10 6 2 16 W
;;““"““”_“":“"”"“;'“‘“;;"““ - 15 2 42 23 -
wuwor 2 19 - 2 - - - -

Tablo 8: Cesitli epidermal tabakalarda bulunan keratinlerin
karsilastirilmasi. Tablodaki degerler total keratinlerin
yizdeleri seklinde verilmistir.

8.5. Keratin Giftleri:

Keratinlerin epitelyal farklilasmadaki morfolojik ve fizyolojik degisiklikler ile iliskisini
anlamak igin yapilan cahsmalar sonunda her iki gruptaki (tip | ve tip!l) keratinler
arasinda bir iligki oldugu ve epitelyumun, bu iki gruptan en az bir keratin eksprese ettigi
gosterilmistir. Bu nedenle, asidik 40K keratin hari¢ (¢UnkU bu keratin genis bir dagiim
gosterir) her asidik keratin, bir bazik keratinle birlikte bir "keratin ¢iftini" olusturur. Her ¢ift
icinde bazik keratin, asidik keratinden asagi yukan 8 kd daha buyUktur. Bunun
sonucunda 6 tane keratin ¢ifti ortaya ¢gikmaktadir:

1-56.5K/65-67K: "Deri tipi" farkllasmanin markeridir. Bu keratinler epidermal

keratinizasyonun ileri evrelerinde eksprese edilirler. Bunlar hticre kultird ortaminda, non-
keratinize epidermiste ve hastaliklarda bulunmaziar. Bu keratin c¢ifti, vitamin A
eksikliginde dokular keratinizasyona maruz kaldiginda, kornea, Ozofagus ve
konjonktivada gordldr. Embriyonik epidermiste ise, morfolojik keratinizasyon
gbrinmezden 6nce, bu keratin ¢ifti ortaya cikar.

2-55K/64K: Bu keratin c¢ifti, "korneal tip" epitelyal farkllagmanin markeridir.
55K/64K keratin cifti gibi bu cift de epitelyal hiicre kultUrlerinde yoktur. Bu ciftin
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55K/64K keratin cifti gibi bu cift de epitelyal hicre kdltGrlerinde yoktur. Bu ciftin
ekkspresyonu farklilasmaya bagdhdir.

3-51K/59K: Bu cift keratin dil ve Ozofagusu da kapsayan i¢c organlarnn sirah
squamoz epitelyumunun markeridir. Buna "6zofageal tip" farklilagsma markeri de denir.

4-50K/58K:. Bu keratin cifti ise, keratinosit markeridir. Bu iki keratin, korneal
epitelyum haricinde asagd yukan tim sirall epitelde bulunur. Bu keratinler epidermis,
henutz basit bir epitelyum iken 10 haftalik embriyonik insan derisinde goralmustir. Bu
bulgu, bu keratin ciftinin epidermal htcrelerde sUrekli olarak eksprese edildigini
distndUrmektedir. Kiltdr ortaminda, sirali epitellerin bir cogu 50K/58K keratin ¢iftini
eksprese ederler. Ancak bazi durumlarda sirall epitel bu keratinleri kaybedebilir,
Ornegin, SV40-transforme kiltire keratinositler bu cift keratinleri kaybederler.

5-48K/56K Bu keratin ¢ifti ise "hiperproliferatif/de-diferantiate" keratinlerin markeridir.
Bu keratinler; hiperproliferatif epidermal hastalklarin bir kisminda, keratinosit kltdrleri
ve deri, korneal, konjonktival ve 0zofageal -epitel kaynékh karsinomlarda ve
hiperproliferatif normal insan epidermisinde goralir.

6-45K/52K: Bu keratin cifti 46K/54K olarak da gosterilebilir. Bunlar basit epitelyal

markerledir.

Sekil 10°da simdiye kadar s6zU edilen keratin gruplan ve keratin ciftleri sematize
edilmistir. Bu diagramda her iki ailedeki keratinler, molekll agirhklarina gére
siralanmiglardir. 51K/59K, 55K/64K ve 56.5K/65-67K keratinler, sirall epitel farkiilasma
markeridirler. Bu sekil aym zamanda bulydk molekdl agirlikh  keratinlerin  siral
epitellerde, kicuk molekudl agirlikh keratinlerin ise basit epitellerde eksprese edildigini

gostermektedir(157).
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Sekil 10: Keratinler ve yerlesim bblgeleri. Asidik ve bazik keratinler molekiil

agirliklarina gbre vertikal olarak dizilmistir. Yatay g¢izginin
{lzerindeki keratin gruplarl ve ¢iftleri kabaca sirall skuamoz epitel
tarafindan eksprese edilir. ¢izginin altinda kalanalar 1ise basit
epitelde eksprese edilirler. En Ustte goriilen ii¢ keratin ¢ifti kornea,
deri ve dzofageal tip farklilasma markeridir. Bu U¢ farklilasmaya
spesifik keratin ¢ifti, hastalik ya da doku kiiltlirll ortaminda epitelin
dediferansiye hale gelmesi ile kaybolur. Kesikli ¢izgili kutu igindeki
keratinler ise, bazl tiumdrlerde, kiiltlirde ve bhastaliklarda bulunur
(s.e. sirall epitel).

8.6. Keratinler ve Hastalklar:

Keratinlerin bir cok deri hastaliginda (6rnegin, kutaneus graft-versus-host, lichen
planus, kronik diskoid lupus eritematosus gibi) artis gosterdigi bilinmektedir. Bu
keratinler, apoptotik keratinosit 6limu ile ortaya c¢ikarlar(53). Bundan baska, mutant
basal epidermal keratin geni eksprese eden transgenik farelerin ve bunlann kdltire
keratinositlerinin  biyokimyasal analizleri sonucunda, bunlarin "epidermolisis bullosa
simpleks" (EBS) olarak bilinen bir grup otozomal dominant insan deri hastaligina
benzeyen bir fenotip gosterdigi bulunmustur(167). Bonifas ve arkadaslari, RFLP analizleri
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ite 50K (14 no’lu) keratin geninin hastalikla iliskili oldugunu bulmuslardir(19). Coulombe
ve arkadaslan, EBS’nin bir sub tipi olan Dowling-Meara’ll iki hastada, K14 geninde
nokta mutasyonu saptamisiardir(32).

Psoriasisde, psoriatik lezyonlardaki keratinlerin maturasyon yollarinin normal
epidermisden farkli oldugu éne sUrUlmUstur(172).

Saku ve arkadaslar, Sjoégren’s sendromlu hastalarin tikrik bezi htcrelerindeki
bazi komponenetleri tamyan anti-tikrik bezi antikorlannin  aslinda anti-keratin
antikorlan  olabilecegini, bunlann Sjégren’s sendromu icin diagnostik bir deger

tasiyabilecegini dne sirmuslerdir(141).
9. STRATUM KORNEUM ANTIJEN ve ANTIKORLARI

Hemen hemen tim insan serumlarinin stratum korneuma (SC) karsi antikor
olusturdugu bilinmektedir. SC’'un cesitli antijenlerine karsi olug,aﬁ bu antikorlar, imman
adherens, mikst aglitinasyon testi, indirekt hemaglUtinasyon, indirekt immunfloresan,
enzim immunoassay ve immunoblotting gibi yontemlerle saptanabilir. SC’daki antijenler,
genelde hucre membrani ve/veya interselltler bélimler ile ilgilidir(88,89,90,91,92,134).
SC’daki bu antijenik determinantlara karsi olusan antikorlar normal serumlardan bagka
gesitli otoimmun hastaliklarda ve psoriasis gibi bazi deri bozukluklarinda gorulebilir.
Psoriasisi olan tim aktif hastalarda, immunglobulinlerin SC’a in-vivo olarak baglandig
gosterilmistir. Bu etkilesimin, egzama, lichen planus, diskoid lupus eritematosus ve
pustulosis palmaris et plantaris gibi bazi dermatozlarda da gordldigu saptanmigtir
(35,134). Bunlardan baska SC antikorlan fétal serumlarda ve normal infantlarin
serumlarinda da bulunur.

SC antikorlan, genelde vicudun heryerinde bulunabilir. Bu antikorlar, ¢coguniukla
IgM ve IgG sinifindandr; ancak IgM antikorlara daha fazla rastlanir. indirekt
immunofloresan yontemi ile IgA ve IgE SC antikorlara da rastlanilmistir. IgM SC
antikorlar, 6l0 doganlarda ve yasamin ik iki ayindaki infantlarda bulunmazlar. Bu
durumda IgG antikor titreleri de gok dusUktur.

SC antijenleri ile etkilesen antikorlar iki gruba ayrilabilir: Birincisi, tripsin-fenol-su
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(TPW) metodu ile ekstrakte edilen antijenlere karsi olusan ve pasif hemaglUtinasyon ve
immun adherens ile saptanabilen antikorlar, ikincisi normal insan derisindeki “callus"dan
elde edilebilen antijene karsi etkili ve indirek immunofloresan yontemi ile gosterilebilen
antikorlar(134). Yapillan bazi calismalarda, SC’a karsi olusan antikorlarn indirek
immunofloresan ile keratin intermediate filamentlere (KIF) kargl ortaya ciktigi 6ne
surdlmustar. Hintner ve arkadaslan, indirek immdnofloresan yontemi kullanarak,
serumlari, SC icermeyen epidermisten elde ettikleri KIF ve SC iceren normal insan
callus’u Gzerindeki KIF ile absorbe ettiklerinde, KIF’lerin SC ve Ust sitoplazmik antikorlar
icin antijenik bir determinanat oldugunu go6stermislerdir. SC ve Ust sitoplazmik
antikorlarin  aynt insan serumunda birlikte bulunduklan bilinmektedir. Ancak SC
antikorlan ile Ust sitoplazmik antikorlarin  ayni antijenik determinant(lar)a baglanp
baglanmadit ya da ayni KIF proteinini taniyip tanimadiy  bilinmemektedir(64).
Qutaishat ve arkadaslar ise anti-SC antikoru icin normal insan serumlarini TPW-SC
antijen ve KIF ile absorbsiyonundan ©nce ve sonra pasif hemaglitinasyon ile
arastirdiklarinda serumlarnn  KiF'ler ile absorbsiyonunun anti-TPW-SC antikorlarn
titrelerini etkilemedidi, ancak anti-KIF antikor titrelerinde bir dusuis oldugunu, bir baska
deyisle, anti-KIF antikorlarnin TPW-SC antijenden etkilenmedigini bulmuslar, bu ydzden
de SC antijenlerine karsi olusan antikorlarin anti-KIF antikorlardan farkh olduklarnn
6ne surmuslerdir(134). Ayrica SC antijenler ile KIF arasinda amino asit dizilimleri
agisindan da farklilikiar bulunmustur.

Bu arastirmalar, insan serumlarinda SC’a karsi olusan antikorlarnn, ashnda
cesiti SC antijenlerine karsi olustugunu, KiF’lerin de bunlardan biri olabilecegini
dusundirmektedir. Bu nedenle bir ¢ok insan serumunda en azindan iki tir SC
antijeninin bulundugu éne strtlmustar. Bunlardan TPW-SC antijeni, boynuzsu tabakanin
hdcre kilifinda, KIF antijeni ise interselltler bdlgede yerlesmistir(134)

Jablonska ve arkadaslan, yaptiklarn calismada, tam lezyon olusturan psoriasisli
hastalarin yaklasik % 8Q’inde, erken ya da linear lezyon gosteren psoriasisli hastalarin
ise yaklasikk % 50’sinde SC'da komplemana rastlanmistir(73). SC, serum ile
etkilestiginde alternatif yoldan komplemani aktive eder. SC kornifiye kilifinin
kemotaktik aktivitesinin keratin fraksiyonundan daha ylksek oldugu bulunmustur. Taze
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insan serumlarinda ortokeratotik SC homojenatlan, C3'G C3a ve C3b’ye ddnUstlrlr.
Ayrica SC'un, C5a (anafilotoksin) Gretimi igin kompleman: alternatif yoldan aktive ettigi
bulunmustur. SC’un bu aktivasyonu nasil olusturdugu tam olarak bilinmemektedir(161).
Yine ayni sekilde pustulosis palmaris et plantaris’li hastalarin pustular lezyonlarda da
anti-SC antikorlarin kompleman aktive ettigi dustnitlmektedir(35).

SC’daki otoantijenlerin antikor Uretimini nasil uyardifi tam olarak bilinmemektedir.
Bu antijenlerin SC’a bagh oldugu sanimaktadir(88). SC antikorlannin in  vivo
baglanmasinin, kompleman fiksasyonu ile birlikte RF ile iliskili oldugu, bu ytzden de
ctoimmunite ve bazi dermatozlann patogenezinde etkili oldugu digtnuimektedir.
Gergekten psoriasiste lezyonlarn IgG, IgA, IgM, SC antikorlan, RF ve C3 icerdigi
gorulmustir(73,89). Ayrica RF’Un SC antikorlarinin Fc parcasina in-vivo baglandig
One surulmusg, bu yuzden psoriatik bolgelerin RF benzeri bir aktiviteye sahip oldugu
dustnuimuUstir(72). Ayni sekilde psoriatik bélgelerde 1gG’lerin lokalizasyon yerleri ile SC
antijenlerinin lokalizasyon bolgelerinin  birbirine uyguniuk gosterdigi  saptanmistir
(14,16,72).

Bir serumdaki SC antikor titrelerinin farkli deri orneklerinde farklt oranlarda
bulunmus ve bu antikorlann insan serumunda bir allospesifisite gOsterdigi 6ne
surtimustur(33).

Ozetlemek gerekirse, SC antikorlan genellikle IgG ve IgM sinifindan olan ve
kompleman fikse eden antikorlardir. Bunlar otoimmun ve cgesitli dermatozlar yaninda
normal insanlarda da bulunabililer ve SC’un cesitli determinantlarina kargl ortaya
cikabilirler(14,16,90,91,92).

10. ANTi-KERATIN ANTIKORLAR (AKA)

Epitelyal sitolazmik antijenlere karsi antikorlarin cesitli hasta gruplannda ve
normal insanlarda bulundugu bilinmektedir. Bu anti-keratin antikorlar (AKA), cesitli
immunofloresan yontemlerle, ELISA ve immunoblotting gibi tekniklerle saptanabilir.
AKA'lar cgesitli dermatozlarda, myelomlarda, kemik iligi transplantasyonu sonrasinda,
cesitli timorlerde, RA’de ve bir cok kollajen hastaliklarda artabilmektedir(64,70,150).
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Bircok anti-epidermal antikor, cesitli keratin polipeptidlerine kargi olusabilir.
Genelde dusuk molekdl agwlklh keratinleri taniyan  antikorlar epidermisin  bazal
tabakalarinda bulunurken, ytksek molekul agirlikll keratinlere karsi olusan antikorlar,
epidermisin Ust tabakalanda bulunur(51). Ornegin lwatsuki ve arkada§lén immunoblot
teknigi ile cesitli hastallk gruplarinda ve normal bireylerde AKA'lari arastirdiklarinda,
bu antikorlann SC’da 67 kd'luk keratinlere, Ust tabakalarda ve tim epidermiste 58-56
kd’luk ve 67-63 kd'luk keratinlere, bazal hiicre tabakalarinda ise 63 kd'luk (zayif olarak
da 50 kd'luk) keratinlere karsi ortaya cikhigini gostermislerdir. Ayrica Ust tabaka
antikorlarin, suprabazal keratinositlerin tonofilamentleri ile, bazal hicre tabakasindaki
antikorlarin ise bazal hicrelerin tonofilamentleri ile etkilestigi de saptanmistir(71). Genel
ve Ust epidermal hucrelerdeki otoantikorlanin titreleri her ne kadar bazi cilt
bozukluklarinda ve malignensilerde artis gdsterse de bu bozukluklarda tan koydurucu
bir Sneme sahip degildir. Bazal tabaka antikorlar ise normal insanlarda daha seyrektir ve
genellikle ilagc reaksiyonlari ve yaniklar ile iligkilidir. Ayrica bazi malignant ve selim cilt
hastahklarinda artis gosterirler.

Serre ve arkadaslart ELISA ve indirekt immunofloresan yontemleri ile IgG
antikeratin antikorlann SC ve suprabazal tabaka (SBL) ile; IgM antikeratin antikorlarnn
ise SC, SBL ve bazal tabaka (BL) ile iliskili oldugunu 6ne surmustir(150). Grubauer ise
IgM AKA’lann basal keratinositlerde bulunan 51 kd’' ve 58 kd’luk keratinlere karsi
olustugunu gostermistir(53).

Cesitli in-vitro calismalar virus transforme B hucrelerinin ya da insan hibridoma
hicrelerinin - keratin  iceren cgesitli hlcresel komponenetlere karst otoantikor
olusturdugunu gostermistir(46,61).

AKA'lar da diger hiicre organellerine karsi olusan antikorlar gibi otoantikor
sinffindandir. Bdyle antikorlann olusumu immunolojik uyan veya B hicresi
transformasyonu ile artmaktadir. Dogal (non-immunize) ve immdnize farelerin hibrit dalak
hicreleri kullanilarak AKA’larin olusumu aragtinldiginda AKA dreten B hucrelerinin
non-immdunize farelerde yliksek oranlarda bulundugu, bunun yaninda farelerin keratinler
ile spesifik ve hatta keratinlerle iliskisi olmayan (aktive T hucreleri, yetigkin T-hGcresi
I6semi lizatlan ve HTLV-1 gibi} cesitli immunojenlerle non-spesifik immunizasyonu
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sonucunda da cesitli tip AKA olusumuna neden oldugu ortaya cikmistir(70). Bu
yuzden bu antikorlarn, spesifik antijen uyarnmi ve in-vivo poliklonal B htcresi
aktivasyonu ile artis gosterdigi 6ne surulebilir.

Apoptotik keratinosit dlGminin keratinler icin énemli bir kaynak olusturdugu ve
AKA'lar ile etkilesim gdsterdigi dustuntimektedir. Aynica, AKA'larin keratin proteinlerini

opsonize ettigi ve notrofiller araciidy ile fagositozuna neden oldugu 6ne sutrdimdstar
(53).

10.1. Monoklona!l Anti-keratin Antikorlar:

Cesitli keratin polipeptidierine karsi spesifisite gosteren antikorlar Uretmek
muimkuinddr. Bdyle antikorlar bilinen poliklonal metodiarla ya da hibridoma teknolojisi
kullanilarak spesifik monoklonal metodlarla olusturulabilir. Monoklonal antikorlar,
poliklonal antikorlardan bazi avantajlan nedeniyle daha Gnemlidir. Bu avantajlart soyle
siralamak mUmkuandur:

1- Monoklonal antikorlar genellikle monospesifiktir,

2- Monoklonal antikorlar tarafindan taninan antijenler genellikle kicik ve spesifik
bir molekuldur,

3- Monokional antikorlarin spesifistesi genellikle degismez,

4- Bayuk miktarlarda spesifik monoklonal antikor Gretmek mimkuanduar(41).

Sitokeratinlere kars! olusturuimus bir ¢ok monoklonal anti-keratin  antikor

bulunmaktadir. Bunlar arasinda EKH1, EKH4, AE1, AE2, AE3, 34betak12 ve 34betaB4
sayilabilir (Tablo 9)(41,42,51).
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Honokional Antijen Normal Insan Epidermisinde

Antikor Spesifistesi Boyanma Yerleri

AE1 Keratin (50,56 kd) Basal hilcre tabakasi

AE2 Keratin (50,58,65-67 kd) Suprabasal tabakalar

AE3 Keratin (52,58,65-67 kd) Tum tabakalar

EKHA Keratin (50 kd) ALt kisimda 2-3 tabaka

EKHT Tum orta boy filament Tiim tabakalar
siniflar} (K,D,V,GFAP)

34betab12 Keratin (66,57,51,49 kd) SC

34betaBs Keratin (66,57,51,49 kd) sC

Tablo 9: Cesitli monoklonal antikeratin antikorlar (K:keratin,D: desmin,

V:vimentin, GFAP:glial fibriller asidik protein).

10.2. Anti-keratin Antikorlar ve Hastahklar:

AKA'lara cesitli hastalarda rastlamak muimkindir, ancak bunlann fonksiyonu
heniliz bilinmemektedir. imminohistolojik olarak lichen planusta, sitoid yapilarda,
lichenoid ve makular amiloidozlarda (LA ve MA) amiloid depolarinda immunoglobulin
birikimine rastlanmistr. LA ve MA'da bu amiloid depolannin keratin polipeptidleri
icerdigi ve bu immunglobulinlerin keratinlere baglandidi bulunmustur(69). Monoklonal
anti-keratin antikorlar kullanilarak, lichen planus ve diskoid lupus eritematosus’ta sitoid
yapilarin ve "skin-limited" amiloidlerin major prekursorlerinin epidermal keratinler oldugu
gosterilmistir(42). Ayni sekilde, Yoneda ve arkadaslan kutaneus amiloidosis’de
monoklonal AKA EAB-903'Gn o6nemli diagnostik bir defere sahip oldugunu one
strmistlr(178).

Bunlardan baska, RA’l hasta serumlarinin sigan ©zofagusunun SC’una
spesifisite gosteren AKA’larin bulundugu gosterilmistir(180). Fakat AKA ile pustulosis
palmoplantaris ya da psoriasis ile iligkili eklem hastalklan arasinda bir iligki

bulunamamistir(77).
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10.2. 1. Romatoid Artritte Anti-keratin Antikorlar:

1979 yilinda Young ve arkadaslar, bir ¢ok BA’l hasta serumunda sigan
Ozofagusunun keratinize tabakasina kargi olusan AKA bulundugunu saptamiglardir
(180). RA’de bu antikorun varhdi cesitli laboratuvarlar tarafindan arastirimis ve RA'l
hasta serumlarmda % 36’dan % 80’lere varan oranlarda pozitif bulunmustur
(57,80,83,84,95,103,109,127,133,146,168,179).

RA'de AKA ile anti-intermediate filament antikorlar, anti-dtuz kas antikoru ve anti-
nukleer antikorlar gibi diger otoantikorlar arsinda bir iliski bulunamamistir. Bu bulgu
AKA olusumuna neden olan faktdrlerin, diger otoantikorlanin olusumuna neden olan
faktorlerden farkh olabilecegini dustndUrmektedir(133). Bunun yarninda bazi yazarlar,
AKA pozitifliginin ANA ile iliskili oldugunu 6ne strmduslerdir(127,146).

Yapian calismalarda RA’de AKA'lar ile ilgili degisik sonuclar elde ediimigtir.
Ordeig, AKA pozitifliginin yash hastalarda artis gosterdigini, bu antikorun, subkutan
nodullerle, hastahgin sistemik belirtileri ve aktivitesi ile iliskili oldugunu gostermistir(127).
Quismorio ve Youinou, AKA ile HLA-DR4 arasinda hi¢ bir iligkinin bulunmadigini
bildirmislerdir(133,179). Bunun yaninda, AKA ile IgM RF arasinda guclG bir iliski oldugu
bilinmektedir(83,103,133). AKA’un RA igin oldukga spesifik kabul edilirken, SCATIn
AKA’dan daha sensitif oldugu bildiriimistir(57). Bunun yaninda AKA sensitivitesi RF
negatif hastalarda % 18-38 arasinda degismektedir(83). Mallya ve arkadaslar(103) ve
Hajiroussou ve arkadaslan(57), CRP ile AKA arasinda bir iliski bulundugunu, bu iligkinin
SCAT pozitifligi ile bir baglantisinin  olmadi@in  saptamiglardir. Mallya ayrica,
AKA’un anti-ssDNA antikor, eritrosit sedimantasyon hizi, artikular indeks, serum amiloid-
A konsantrasyonu ile de iligikili oldugunu 6ne strmus, ekstra artikular 6zellik gosteren
RA’l  hastalarda AKA sikhdinin  yUksek oldugunu belirtmistir(103). Kirstein ve
arkadaslan(83) ise AKA ile yas, cinsiyet, erozyon, nodlller, hastalik siresi, sabah sertligi
ve eritrosit sedimantasyon hizi arasinda bir iliski olmadigint 6ne surmustor.
Scott(146), AKA aktivitesinin, diger anti-doku antikorlari (anti-retikulin, anti-gastrik-parietal
hicre, anti-diz kas, anti-mitokondria ve anti-nikleer antikorlér) ile iliskili oldugunu 6ne

sUrmustdr. Bunun yaninda Kirstein'in sonuglarina benzer bir sekilde, sabah sertlidi,
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eritrosit sedimantasyon hizi ve akut faz proteinleri (CRP ve haptoglobulin) ile AKA
arasinda iliski bulamamistir(146). Scott ayrnica, RA'hW hastalarda AKA aktivitesinin,
sigan Ozofagusunun anatomik bdolgelerinde degisiklik gosterdigini, bazi RA'll hasta
serumlannin sadece sican ©zofagusunun 1/3 orta pargasindaki keratinler ile
etkilestigjini, bazi RA’l hastalarin ise gastro-6zofagal bolgede reaksiyon verdigini, diger
bazi hastalarin ise her iki bélgede keratinler ile etkilestigini ileri stirmuUsttr(146). Vincent
ve arkadaslarr AKA insidansinin hastalk suresine bagll olmadigin, bunlarnn
hastalik siddeti ve aktivitesi (ya da her ikisi) ile iligkili oldugunu gostermistir. Bu
arastincilar  epidermal  keratinlere karsi olusan otoantikorlanin  BA igin  spesifik
olmadiini bulmuslardir(168). Vincent son yaptd bir calismada ise anti-epidermal
sitokeratin antikorlarin  (AESA) AKA’larin tersine serum IgG konsantrasyonlan ile
paralellik gosterdigjini, bu antikorlarn IgM RF, eritrosit sedimantasyon hiz1 ve G-reaktif
protein ile iliskili olmadigini, dolayisiyla AKA ile AESA’larin  farkli - antikorlar
olduklanni bulmustur(169).

RA'de, genelde, IgG sinifindan AKA'larin bulundugu ve bu sinif antikorlarin
RA icin spesifik oldugu saptanmistr. Bunun yaninda IgM ve IgA sinifindan da
AKA'lara rastlanmig, ancak bunlarin diagnostik bir éneme sahip olmadigi
kanitlanmistir(127,133,151,168).  Radial immunodifizyon ile RA'de  AKA'lann
subklaslan arastinldiginda IgG1’in oldukgca ylUksek, bunun yaninda, lgG2'nin ise
oldukga diistik oldugu bulunmustur (IgG1: % 87, 1gG2: % 19, IgG3: % 13, IgG4: %
35)(170). AKA'lar, bazi RA'll hastalann eklem sivilarinda da bulunmustur. Youinou
(179), RA hastalarinin yaklasik % 48 ’'inde eklem sivilannda AKA'lara rastlamigtir.
Kirstein ise eklem swilarinin % 80inde AKA’a rastlamigtir. Bu durumda AKA’larin
RA'li hastalarin eklem sivilarinda lokal olarak uUretildigi dugsanulebilir(84).

AKA'un komplemani fikse etme O&zellii ve bazi RA'll hastalann eklem
sivilannda bulunmasi, bunlann  patojenik bir 6neme sahip olabilecegini
diisindirmuistir. Aynca, AKA'un soluble immin kompleksler olusturabilecegi ve
sinovyal inflamasyonun patogenezinde etkili olabilecegi saniimaktadir(133).

Sican Szofagusuna karsi serum AKA'lar RA'dan bagka sistemik sklerosis’de %
8 oraninda, psoriasis’de % 7 oraninda, ankilozan spondiit’de (AS) % 6 oraninda ve
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SLE’de % 3 oraninda bulunmustur{179). Bununla birlikte Quismorio(133) AKA’'u AS’de
% 25 oraninda, Scott(146), progresif sistemik sklerois’de (PSS) % 50 oraninda,
Johnson(76) ise SLE'de % 25 oraninda pozitif bulmustur. Meyer ve arkadaslar da
seronegatif romatoid artritte % 41 oraninda, seropozitif romatoid artritte ise % 58
oraninda AKA’a rastlamiglar ve bu antikorlanin romatoid artrit i¢in diagnostik bir marker
olabilecedi gortusunt savunmuslardir(109).

GUnUmizde AKA'larin RA’daki 6nemi tartisma halindedir. Bazi yazarlar
(57,80,83,95,127,151,179,180 )} bu antikorlarin RA igin oldukga spesifik oldugunu ve
hastaigin tanisinda, 6zellikle RF negatif hastalarda diagnostik bir Gneme sahip
oldugunu savunurken, AKA'un RA icin spesifik olmadigi gorlsuni savunan yazilar da

vardir(76,133,146).
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Il. MATERYAL ve METOD

Bu galisma Behcgetli hastalarin Anti-keratin antikorun (AKA) sikhigint ve keratinin
hangi komponentine karsi ortaya ciktigini arastrmak amaci ile yapid. Ayrica
kontrol amaci ile romatoid artrit, sistemik lupus eritematozus, sistemik skleroz gibi baz

hastalik gruplan da arastirma kapsamina alindi.

11.1. Hastalar: Bu calisma, Mart 1990 ile Arallk 1991 tarihleri arasinda, istanbul
Universitesi Cerrahpasa Tip Fakuiltesi Romatolji Bilim Dalinda takip edilen poliklinik
hastalar ile Marmara Universitesi Hastanesi Hematoloji-lmmtinoloji Bilim Dalinda takip
edilen hastalann serumlan ile yapildi. Calismada 126 Behcetli hasta, 44 seronegatif
ve seropozitif romatoid artrit, 17 sistemik lupus eritematozus, 8 diger hasta (4 progresif
sistemik skleroz (PSS), 3 ankilozan spondilit (AS) ve 1 Reiter hastalig)) serumu
kullanildi. Negatif kontrol olarak hastane calisanlan ile Tip Fakultesinin 4 ve 5.
sinflarinda egitim goren ogrencilerden saglanan 29 ayn serum kullanildi. Hasta ve
kontrollerden toplanan serumlar eppendorf tiplerine alinarak -70°C derin dondurucuda

saklandi. Tablo 10°da hastalar ile ilgili genel bilgiler verilmigtir.

Hastalik Test Edilen Yas Yas Cinsiyet
Gruplari Serum saylsi (ort * SD) Sinirlari (E/K)

RA &b . 47.5 + 13.1 19 - 68 15729
Behget {26 32.8 + 8.57 15 - 65 108718
SLE 17 26.2 £ 5.7 21 - 40 4/13
PSS 4 46.0 + 9.7 33 - 56 0/4

ANA(-) 81 35.3 + 18.0 7 - 65 24157
Anti-DNA(-) 33 30.1 + 20.0 5 - 80 12/21
Kontroller 29 25.8 2.4 23 - 32 14/15

Tablio 10: Hastalar hakkinda genel bilgiler.

11.2. Metodlar: Bu calismada hasta ve kontrol serumlarinda AKA pozitifligi
arastinldiktan sonra, pozitif bulunan serumlarda bu antikorun hangi keratin
komponentine karsi olustugunu saptamak icin Western-Blotting yontemi kullanildi.

71



11.2.1. Anti-keratin Antikorlar(AKA): AKA tayini Young'un tarif ettigi indirekt
immunofloresans yontem(180) ile yapildi. Vistar sicanlarin 6zofaguslarnin 1/3 orta
parcalan antijen substrati olarak kullanildi. Tragocauth jel icine gomulen doku -
80°C'de donduruldu. Daha sonra dokudan -25°C'deki "mikro-kesici'de (Microm
Heidelberg) 5p:'luk kesitler alindi ve kullaniincaya kadar -20°C derin dondurucuda
saklandi. Degerlendiriimeye alinan tim serumlar fosfat tamponlu tuz solusyonu (PBS)
(pH 7.4) ile 1:10 oraninda seyreltildi. Seyreltik serumlar, doku kesitleri Uzerine ilave
edilerek oda isisinda 30 dakika sure ile bekletildi, PBS ile 5 dakika ykand. Daha
sonra doku kesitleri 1:20 seyreltik floresan isotiyosiyanat isaretli (FITC) keci anti-insan
IgM, IgA (Kallestad, ABD) ve tavsan anti-insan IgG antiserumlar (Behring, Almanya) ile
oda sisinda ve karanlhkta 30 dakika bekletildi, PBS ile yikand. Floresans
mikroskopta (NIKON, Excitation filter 330, EFD, Dichroic ayna DM400, Barrier filter BA420,
Japonya) incelendi. Ozofagus kesitlerinin korneal tabakaya sl cizgisel boyanma

gostermesi AKA varlg olarak kabul edildi (Sekil 11 a, b).

Sekil 11 a: Sigan 6zofagusunda SC’a sinirh linear boyanma, AKA(+) gorinim.
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Sekil 11 b: Sigan ézofagusunda AKA(-) gériinim, SC'da boyanma yok.

11.2.2. Anti-niikleer antikorlar (ANA): ANA, bilinen indirekt immunofloresan metodla
tayin edildi. Kisaca normal beyaz fareden alinan mide-bobrek-karaciger dokularinn
kompozit bloklar antijen substrati olarak kullanidi. Dokular 5u'luk kesitler halinde
lamlar Gzerine alindi. AKA tayinine benzer yontemle 20 dakika 1:10 dilie hasta
serumlar ile inkiibe edildi, 10 dakika PBS (pH 7.4) ile yikandi ve FITC isaretli keci anti-
insan IgM, IgA ve tavsan anti-insan IgG seumlar ile 20 dakika inklbe edildi, tekrar
yikand. Floresan mikroskopta nukleus boyanmasi gosteren serumlar ANA(+) olarak
kabul edildi.

Hastalann sedimantasyon hizi, RF, HLA-B5 ve paterji testi gibi diger bulgulan

Cerrahpasa Tip fakiiltesi Romatoloji Bilim Dali hasta arsvinden sagland.

11.2.3. Absorbsiyon Galigmalari: Absorbsiyon calismasi icin AKA (+) 5 RAl, 2

Behcetli hasta serumu ve monoklonal anti-sitokeratin antikor 8.60 (Sigma, ABD)
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kullanidi. PBS (pH 7.4) ile 1:10 seyreltilen 100 pl'lik serumlara (monoklonal antikor 100
kez seyreltildi) 10 ve 20 pl insan epidermal keratin (Sigma) ilave edildi ve oda isisinda
2 saat inkibe edildi. Daha sonra +4°C'de 16 saat inkiibasyona birakildi ve santrif(j

edilip indirekt immudnofloresans yontemi ile aktivie kaybimin varlign arastinidr.

11.2.4. Endotel Hiicre Kiiltliriinde AKA Saptanmasi: Endotel hicre kultara Jaffe'nin
bildirdigi metoda gére yapildi(74). Buna gore Zeynep Kamil Hastanesinde dogum
sirasinda yeni-dogan gdbek kordonlan 30-35 cm. olacak sekilde her iki ucundan
kapatilarak laktath ringer icine alindi ve 4-6 saatlik sure icinde calisild. Steril
laminar hava akimh kabin icinde alkolle yikanan gobek kordonlannin venleri 19
numara kelebek setle kateterizasyon sonrasi ilk asamada % 0.9 NaCl ya da laktath
ringer solUsyonu ile, gelen materyal berraklasana dek yikandi. Daha sonra % 0.1'lik Tip
| kollajenaz (Sigma) 1 mg/ml olacak konsantrasyonda laktatl ringer ile sulandirihp
gbbek venine dolduruldu. Gobek kordonu 10-15 dakika streyle 37°C’de inkube
edildikten sonra yeniden laktath ringer ile yikandi ve gobek kordonu veninden elde
edilen endotel hucreleri tuplere aktarldi ve santriftij edilerek dibe ¢okmesi saglandi.
Buradan toplanan htcreler steril Terasaki plaklarina (Greiner, Almanya) ekilerek, 48-72
saat 37°C'de % 5 CO,'li inkuibatorde kulturt yapildr. Kultir, RPMI-1640, 1si ile inaktive
edilmis % 10 fétal dana serumu (FCS, Gibco, ingiltere), 100 U/m! penisilin (Gibco), 100
mikrogr/ml streptomisin (Gibco), 2 mmol/ml L-Glutamine (Gibco) ve 2.25 pg/ml NaHCO,
ile yapildi. Kuyular endote! htcreleri ile tam kaplandiktan sonra sulandinimis hasta
ve kontrol serumlari ile 30 dakika inklbe edildi, PBS (pH 7.4) ile 10 dakika yikandh.
FITC isaretli tavsan anti-insan IgG serum ile yarm saat tekrar inkiibe edildi ve PBS ile

yikandi. Sonuglar floresan mikroskopta degerlendirildi (Sekil 12).
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Sekil 12: Endotel hiicre kiltiiriinde AKA'min gériiniimi

11.2.5. Western-Blotting:

11.2.5.1. Sodyum Dedesil Siilfat- Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE):

SDS-PAGE, Laemmli yontemi ile yapidi(94). iki cam plakanin aralarinda bosluk
birakacak sekilde, izole bantlarla birlestiriimesi ile olusturulan kasete st kisimda 1.5-2
cm bosluk brrakilarak “alt jel" (separating gel) dokuldi. Kasetin Ustte bos kalan
kismina jelin kurumamasi igin distle su eklendi. Bu sekilde jelin sizdirmamasina
dikkat ederek bir gece bekletildi. (Alt jel; 0.37M Tris-HCl, % 0.1 SDS (Merck, Almanya)
% 30 akrilamid (Merck), % 0.026 N,N’-metilen bisakrilamid (Merck), % 0,1 amonyum
peroksidistlfat (APS) (Merck) ve % 0.5 N'N'N'N'’-Tetrametil-etilendiamin (TEMED) (Sigma)
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ile pH 8.8 olacak sekilde hazirlandy). Ertesi gin kasetin Ust kismuindaki distile su
atilarak yerine Ust jel dokildu ve jel Uzerinde ornegin tatbiki icin gerekli cukurlarn
olusumunu saglayacak tarak kasete yerlestirildi. (Ust jel; 0.125M Tris-HCI, % 0.1 SDS, %
4 akrilamid % 0.04 N,N’-metilen bisakrilamid, % 0.1 amonyum peroksidistlfat ve % 0.5
TEMED, pH 6.7 olacak sekilde hazirlandr). 1-2 saat jelin donmast icin beklendi. Bu
arada, 35 pl insan epidermal keratin (Sigma), 465 ul % 0.9'luk NaCl ve 100 ul ¢rnek
tampon’dan olusan tatbik solusyonu buz Gzerindeki eppendorf tiblne konup kaynayan
suda 2 dakika hacmi degismeden denatire edildi (Ornek tamponu; 0.125M Tris-HCI
tampondan 7ml, 3.6ml gliserin, 1gr SDS, 0.93 gr dithiothreitol (DTT) (Sigma), distile su
ile 10ml’y§ tamamlandi. 0.5ml porsiyonlanarak kullaniincaya kadar -20°C’de sakland)).
Bu islemden sonra érnekler (keratin) jel lzerinde acilan gukurlara 50 pl'lik hacimlerde
tatbik edildi ve jel, icinde elektroforez tamponu bulunan tank icinde once yanm saat 20
mA'de, daha sonra 3.5-5 saat 30 mA'de elektroforez yapildi. (Elektroforez tamponu;
0.05M Tris-HCI (Merck), 0.384M glisin (Merck), % 0.1 SDS pH 8.3 olacak sekilde

hazirland).

11.2.5.2. Blotting:

Elektroforez isleminden sonra Towbin'in(163)tarif ettigi gibi, jel icindeki keratin
proteinleri nitrosellliloz membrana transfer edildi. Bunun igin elektroblotting aleti (LKB,
ABD) kullanildi. Jel nitroselliloz membranla (Sartorius, Almanya) arasinda hic hava
kalmayacak sekilde kapatid.. Jel-membran kompleksi, emici kagit ve sunger ile her
iki taraftan sandwich edildi ve bir kafes yardimi ile sikica kapatldi. Sistem, icinde
blotting tampon bulunan tank icine yerlestirildi ve 14 mA'de bir gece boyunca jeldeki
proteinlerin membrana transferi gerceklestirildi. (Blotting tampon; 20mM Tris-HCI, 150mM
glisin, % 20 metanol (Merck) pH 8 olacak sekilde hazirland).

11.2.6. Peroksidaz-Antiperoksidaz Yéntemi ile Bantlarin Saptanmasu:

Proteinler membrana transfer olduktan sonra membran 1 saat blocking tamponda
(PBS + % 0.1 kazein) (Dibco) calkalanarak bloke edildi. Nonspesifik baglanmayi
Onlemek icin daha sonra 10 dakika % 0.1 Tween 20 (Merck) iceren PBS ile yikand.
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PBS + % 0.1 sigr serum albumin (BSA, Sigma) karisimi ile 1:20 oraninda seyreltilen
hasta serumlar seritler halinde kesilen membranlar ile birlikte plastik posetlerin iginde
1 saat oda sisinda calkalanarak inklbe edildi. inkiibasyondan sonra  seritler
posetlerden cikarilarak yanm saat stre ile galkalanarak Tween 20 + PBS ile ykandt
Bu asamadan sonra seritler, PBS + % 0.1 BSA ile 1:100 diltie edilmis peroksidaz isaretli
protein A (Sigma) ile yine posetler icinde, oda isisinda calkalanarak 1 saat sure ile
ikinci kez inkiibe edildi. Yikama islemi yarm saat sire ile bu kez normal PBS (pH 7.4)
ile yapidi. Bu srada buz (zerinde ve kanstinlarak % 0.05'lik 3,3-Diaminobenzidin
(DAB) (Sigma) boya soltisyonu hazirlandi ve stzildd. Yikama islemi bittiginde seritler
boyanmadan énce boya solisyonuna % 0.1 H,0,, eklendi. Boylece karanlkta boya ile

muamele edilen seritlerde 1-15 dakika siire icinde bantlarin olustugu gézlendi. Bantlar

i

olustuktan sonra seritler distile su ile yikanarak boyanma islemi sonlandinid (Sekil 13).

Sekil 13: Western-blotting ydntemi ile antikor-keratin komponentleri etkilegimi. 1 ve 2. ci
geritler monokional AKA K 8.60 ve K 8.13 (Sigma), 3, 4, 5, ve 6'nct  seritler,
sigan ézofagusunda AKA(+) RA'l, 7ve 8. seritler AKA(+) Behget'li hastalan gésteriyor.
Q. gerit ise AKA(-) kontrol serumu.
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ill. SONUGLAR

12.1. Sigan Ozofagus Kesitinde AKA:

1/3 sigan Gzofagusunun keratinize tabakasina karsl olusan anti-keratin antikorlar
(sekil 11 a), 44 BA'll hastanin 24’inde (% 54.5), 126 Behgetli hastanin 27’sinde (%
21.4) pouzititif bulundu. Buna karsilk 17 SLE’li hastada 1, 81 ANA(-) hastada 2 ve 33
anti-DNA(-) hastada 2 AKA pozitif bulundu. 29 saglikli kontrolde ise boyanma gorilmedi
(Tablo 11).

Hastalik Gruplari Test Edilen Serum Sayisi AKA(H) Sensitivite Spesifisite
n) 149 1¢3)

Behget Hastallgi 126 26 21.4 86.30
Romatoid Artrit 4Lt 24 54.5 89.50
Sistemik Lupus Eritematozus 17 1 5.8 83.70
Progresif Sistemik Skleroz & 0 - -
Reiter Hastaligi 0 - -
Ankilozan Spondilit 3 0 - -
ANA(-) 81 2 2.4 -
Anti-DNA(-) 33 2 6.0 -
Kontroller 29 0 - -

Tablo 11: AKA'un gesitli hastaliklardaki sensitivite ve spesifisiteleri
AKA(+) hasta serumlar FITC isaretli anti-insan 1gG, IgA ve IgM antiserumlar ile

ayr ayr sigcan 0zofagusunda indirekt immunofloresan yéntemi ile incelendiginde, tim

anti-keratin antikorlarin IgG sinifina ait oldugu goéraldu.
RA’l, Behcetli ve kontrol AKA(+) hasta serumlaninin titrasyonlar sekil 14’de

gorilmektedir.
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AKA(+) Hastalarda Titre Degerleri

1:320 . ° : 8w
1160 | s :::::n s we
1:80 . -a:::w-- PERTRERE
140 | ® ::.:::: ® wes : : wwm o
wo 7 )
° "RA m2s  Behget H. 2 Hasta Kont. wa

Sekil 14: RA, Behget ve Hasta Kontrollerin Titreleri

AKA ile bazi klinik ve laboratuvar bulgular karsilastiridiginda RA'de AKA ile cinsiyet,
sedimantasyon hizi ve ANA pozitifli§i ile bir iliski bulunmazken, bu antikorun RF(+),
yash ve hastalk slresi uzun grupta daha yiUksek oldugu bulundu (Sekil 15 a, b).
Behget hastaliginda ise AKA ve diger klinik ve laboratuvar parametreler arasinda
istatistiksel acidan énemli bir iliski bulunamadi (Sekil 15 c). Behgetli ve RA’li hastalarda
AKA pozitifligi ile ANA arasida hicbir iliski bulunamad.
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12.2. Endote! Hicre Kiltirinde AKA:

Sican 6zofagusunda AKA(+) bulunan 24 Behgetli ve 21 RA’li hastanin serumu
ile AKA(-) 5 Behgetli ve 5 RA’h hasta serumu ve 8 normal insan serumu endotel hilicre
kaltirinde AKA yonlnden test edilidi. Yirmi bir AKA(+) RA’li hastanin 12 tanesi (%
57.15) endotel hicresinde kuvvetli pozitif, 3 ‘tanesi (% 14.28) hafif boyanma gosterirken,
6 tanesi (% 28.57) hicbir boyanma vermedi. Behcette ise, 24- AKA(+) hastanin sadece
5 tanesi (% 20.83) pozitif, 6 tanesi (% 25) cok hafif pozitif bulundu. Geriye kalan 13
serum (% 54.16) ise endotel huicrelerinde boyanma gdstermedi. AKA(-) RA'li kontrollerde,
yalnizca 1 serumda c¢ok hafif boyanmaya rastlanirken, AKA(-) Behgetli hastalarda ve

normal insan serumlarinda hi¢ boyanma gorulmedi (Tablo 12).

+ % -

n (%) n (0 a (X
AKA(+) Romatoid Artrit (n:21) 12 (57.15) 3 (14.28) 6 (28.57)
AKA(+) Behget Hastaligl (n:24) 5 (20.83) 6 (25) 13 (54.162
AKA(-) Romatoid Artrit (n:5) - 1 4
AKA{-} Behget Hastaligl (n:5) - - 5
Normal Insan Serumu {n:8) - - 8

Tablo 12: Endotel Hicre KiltiirUnde AKA varligil, +: kuvvetli boyanma, *: zayif boyanma, -: boyanma yok.

12.3. Serumlann Keratin ile Absorbsiyonu:

Absorbsiyon caligmasi icin AKA(+) 5 RA'li ve 2 Behgetli hasta serumu ile
monoklonal anti-sitokeratin  8.60 kullanildi. Serumlarin ve monoklonal antikorun
epidermal keratin ile absorbsiyonu sonucunda higbir hasta serumunda aktivasyon
kaybinn olmag), bunun yaninda monoklonal anti-sitokeratin  8.60''n  aktivitesinin

kayboldugu géruldu.
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12.4. Blotting:

AKA(+) 11 RA ve 14 Behcetli hasta ile 9 normal insan serumunda Western Blotting
yontemi ile AKA'un keratinin hangi komponentine karsi olustugu arastiridi (Sekil 13).
14 hastada (3 BA, 10 Behcet, 1 kontrol) sadece 70 kd’a karsi, 8 hastada (3 RA, 2
Behget, 3 kontrol) hem 70 kd, hem de 60 kd’a karsi antikor varlign goérdidi. Ug
hastada (RA) 70, 60 ve 52 kd'a karsi antikor, 1 hastada (Behcet) 70 ve 52 kd’'a karsi,
1 hastada (RA) sadece 49 kd'a karsi ve 1 hastada (kontrol) sadece 52 kd’a karsi
antikor olustugu goziendi (Tablo 13). Kontrollerdeki bant siddeti 1:500 dilte kullariimisg
monoklonal antikorun olusturdugu banttan ¢ok daha zayf olarak bulundu ve

kontrollerdeki bant siddeti (+) olarak degerlendirildi.

Keratin RA'Li Hasta Sayisi Behgetli Hasta Sayisi Kontrot
70 kd 3 10 1
60 kd 1 1 4
70 ve 60 kd 3 2 3
52 kd - - 1
70 ve 52 kd = 1 -
70,60 ve 52 kd 3 - -
49 kd 1 - -

Tablo 13: AKA'un keratin komponentlerine ve hastaliklara gbre dagilimi.
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VI. TARTISMA

Otoantikorlanin, otoimmdn  hastaliklarin  gelisiminde, patogenezinde ve
diagnozunda énemli bir yere sahip oldugu bilinmektedir. Bu otoimmuUn hastaliklardan
Ozellikle SLE ve RA’de otoantikor cesitliligi dikkati cekmistir. Otoimmun bir hastalik
oldugu her ne kadar tartismal olsa da Behget hastaliginda da baz otoantikorlara
rastlanmig, bu nedenle baz taraflarca otoimmun bir bozukluk olarak goérulmastur. RA
ve SLE'deki otoantikorlar genellikle nukleer komponentlere karsi olugsmaktadir. Ancak
Young ve arkadaslari(180) RA’li hastalarda sican 6zofagusunun keratinize tabakasina
karsi ortaya cikan antikorlarin (AKA) bu hastalarin serumlarinda oldukca yUksek
oranlarda bulundugunu gostermistir.

Keratinler, cesitli doku, timor ve bazi kultdr hiicrelerinde bulunabilen fibréz, solubl
bir molekdl grubudur. Keratinlere karg olusan antikorlar, c¢esitli dermatozlarda,
myelomlarda, psoriasisde, bazi timdrlerde, kollajen doku hastaliklarninda ve normal
insan serumlarinda gorulebilir(64, 70, 150).

Bu calismada indirekt immunofloresan ydntemi ile sican &ézofagusunun keratinize
tabakasi antijen substrati olarak kullanilarak Behcetli ve RA’li hastalann serumlarida
AKA varhgr arastinldi. Aynca, AKA varld saptanan hastalarin  serumlannda
Western Blotting ydntemi ile bu antikorun keratinin hangi komponentine karsi olustugu
arastnldi. indirekt immunofloresan yontemi ile 6zofagus korneal tabakaya sinirl
gizgisel boyanma (AKA pozitif) RA’de % 54.5 oraninda bulunurken Behgetli hastalarda
bu oran % 21.4, SLE’'de % 5.8 oraninda bulundu. Saghkli kontrol grubunda ise pozitif
boyanma gorulmedi. AKA yuzdesi ANA(-) ve anti-DNA(-) hastalarda ise sirasiyla % 2.4
ve % 6.0 olarak bulundu(Tablo 11). istatistiksel agidan anlamli bir fark gérdimese de
AKA’'un RF(+), yash ve hastalik stresi uzun RA'l gruplarda daha fazla bulundugu,
bunun yaninda ANA pozitifligi, cinsiyet ve sedimantasyon hizi ile bir iliskisi olmadigi
bulundu (Sekil 15 a). Behget hastalarinda AKA ile cinsiyet, hastalik suresi, yas,
sedimantasyon hizi, HLA-B5 pozitifligi ve paterji testi pozitiflii arasinda bir iligki
bulunamadi. Behgette ayrica AKA, oral aft, genital Ulserasyon lezyonlar, tromboflebit
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ve g6z tutulumu ile kargilastinidiginda bir iligki bulunamadi(Sekil 15 b, c).

Bazi arastincilar(57,80,95,127,134,151,179,180), AKA’'un RA i¢in olduga spesifik
oldugunu ve hastaligin tanisinda, Ozellkle RBF(-) BA’'l hastalarda tarn koydurucu
olarak énemli bir yer isgal ettigini savunmaktadiriar. Bizim RA’ll hastalarda AKA’u % 54.5
gibi yiiksek bir oranda bulmus olmamiza karsin Behgetli hastalarda bu antikoru % 21.4
gibi bir oranda bulmamiz son derece ilgingtir. RA’li hastalarda daha énce yapilan
calismalar ile bu ¢alisma Tablo 14’de karsilastinimistir.

AKA RA'de bir cok kez arastmilmis olmasina karsin Behget hastaliginda hig
aragtinimamigtir. AKA’un Behgetli hastalarda da bulunmasi, bu antikorun BA igin
spesifik oldugunu savunan gorisleri blylik 6lgide curitmektedir. Behget hastaliginda
otoimmunitenin ne denli sorumlu oldugu tartismalidir. Ancak bu hastalkta bir ¢ok akut
faz reaktaninin ve bu arada bazi otoantikorlanin pozitif oldugu bilinmektedir. Bu
hastalarda AKA pozitifliginin roll ve akut dénemlerde gorulen enflemasyonun bir sonucu
olarak mi ortaya ¢iktigy da bilinmemektedir.

AKA'larin her Ug hastalik (Behget, RA, SLE) ve normal kontrol grubunda IgG
sinifindan antikorlar bulundu.

Hastalik gruplarinda AKA titreleri karslastinldiginda RA’de bazi serumlarin
1:640 dilisyonlara kadar cikabildigi, bunun yaninda Behget ve kotrollerde titre
oranlarmin  1:160 ve 1:40 duzeylerinde kaldigr bulundu (Sekil 14). Behget
hastalarinda antikor titrelerinin bu dizeylerde olmasi Kirstein(83) ve Youinou’nun(179)
1:20 ve 1:40 Uzerindeki titrelerin RA icin spesifik bir marker olacag gorustne ters
dismektedir.

Yapilan absorbsiyon calismalarinda AKA(+) RA ve Behgetli hastalarda aktivasyon
kaybi bulunmamasi, bunun yaninda monoklonal anti-sitokeratin antikor 8.60'da
aktivasyon kaybinin olmasi, bu hastalardaki sican ©6zofagusunun Kkeratinize
tabakasina kars! olusan anti-keratin antikorlar ile epidermal keratine kars! olugan anti-
keratin antikorlarin birbirlerinden farkh antikorlar oldugu gérisini dasglnddrmektedir.
Gercekten Western Blotting yontem kullanildiginda AKA(-) sagdlkh kontrollerde de
bant bulunmasi bunu dogdrulamaktadir. Western Blotting yontemle RA’'l ve Behgetli
hastalarn yaninda kontrollerde de 70,60 ve 52 kdluk keratinlere kargi antikor
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bulunmustur.

Gunumizde AKA'un RA ve diger baz hastaliklarda ortaya cikmasinin nedeni
bilinmemektedir. Bu antikorun Behgetli hastalarda da bulunmasi bu hastalarda otoimmun
bazi mekanizmalarin varligini digtndurmektedir.

Bizim calismamizda Behget ve RA’de AKA ile ANA arasinda bir iligki
bulunamadi. Bu durum AKA olusumuna neden olan mekanizmalarn otocimmunitede

gbrulen diger antikorlarin olusumuna neden olan mekanizmalardan farkl oldugunu

dusindidrmektedir.
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V. OZET

Otoimmunitenin hi¢ kuskusuz en 6nemli nedenlerinden biri, vicudun kendi antijenik
" determinantienina karsi otoantikor olusturmasidir. -Bu ‘nedenie otoimmin hastalklarda
bir ¢ok antikor s6z konusu olmaktadir. Ozellikle sistemik lupus eritematozus ve
romatoid artritte otoantikorlar oldukga fazla sayidadir.

Behcet hastah@r mukokutanoz, okdler, artrikiler, intestinal, Grogenital ve nérolojik
tutulum yapabilen bir hastaliktir. Etyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte, otoimmuan
bazi mekanizmalarin patogenezde rol aldi@i dusintimektedir. Gergekten, Behgetli
hasta serumlarinda bazi otoantikorlarin bulunmasi bu dustnceyi dogrulamaktadir.

Keratinler, heterojen, fibréz ve solubl proteinlerdir. Cesitli hastaliklarda (6rnegin,
kutaneus graft-versus-host, lichen planus, kronik diskoid lupus eritematozus) ve bazi
normal insanlarda keratinlere kars: antikorlar ortaya gikmaktadir.

Biz bu §all§mad§ indirekt immunofloresan yo6ntemi ile Behgeth hastalar ve
romatoid artrit (RA), sistemik lupus eritematozus (SLE) gibi diger bazi hastahk
gruplarinda sican 6zofagusunun keratinize tabakasina karsi anti-keratin antikor (AKA)
varhgim arastirdik. AKA varl@ saptadigimiz hasta serumlarinda, bu  antikorlarn
keratinin hangi komponentine karsi olustugunu anlamak icin Western-Blotting yéntemini
kullandik.

Sonucta indirekt immuonofloresan yontemi ile AKA, RA'li hastalarin % 54.5'de pozitif
gorulurken Behgetli hastalarin % 21.4'Gnde pozitif bulundu. Ayrica RA'de AKA ile ANA,
cinsiyet, eritrosit sedimantasyon hizi gibi parametreler arasinda bir iligki
bulunamadi. Bunun yaninda romatoid faktér ile AKA arasinda istatistiksel olarak énemili
olmamakla birlikte bir iliski oldugu saptand. Behget hastaliinda ise AKA ile klinik ve
laboratuvar bulgular arasinda énemib bir iliski bulunamadi.

RA ve Behgetli hastalarin serumlarinda bulunan AKA'un Western-Blotting yontemi
ile yapilan incelemesinde farkh molekul adirhgr olan keratin komponentierine karsi
antikor olustugu @oéruldi ve hastalann klinik bulgulan ile keratin molekul airliklan
arasinda belirli bir iliski bulunamadi.
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V. SUMMARY

ANTIKERATIN ANTIBODIES in RHEUMATOLOGICAL DISEASES

Autoimmunity is generally associated with different autoantibodies specific to
patients own antigenic determinants. Thus, various autoantibodies are found in various
autoimmune diseases, such as systemic lupus erythematosus (SLE) and rheumatoid
arthritis (RA).

Behcget's disease is a multisystemic disorder that shows mucocutaneus, ocular,
artricular, intestinal, urogenital and neurogical manifestiations. Although etiology is not
well established, it has been suggested that some autoimmune mechanisms may play
a role in the pathogenesis.

Keratins are heterogeneous, soluble and fibrous proteins. In various disorders (i.e.
cutaneus graft vs host disease, lichen planus, and discoid lupus erythematosus) and
some normal human sera, antibodies that react with keratins may be seen.

In this study, by indirect immunofluorescence technique, and keratinized layer of
rat oesophagus as an antigen substrate, we investigated the presence of antikeratin
antibodies (AKA). We found 54.5 % AKA in RA and 21.4 % in sera of the patients with
Behcget’s disease.

Western-Blotting analysis indicated that antibodies that react with human epidermal
keratins are possible different from those antibodies that react with rat oesophagus. It
has been suggested that different epitope(s) should have been responsible from this
discrepancy.
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