T.C.

AKDENIZ UNiVERSiTES_i_ )
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
Cocuk Saghgi ve Hastaliklar
Anabilim Dal

SJOGREN SENDROMUNDA Treg (DUZENLEYiCi)
HUCRELERIN ROLU

Miinevver SARIGUL

Yiiksek Lisans Tezi

Antalya, 2008



T.C.

AKDENIZ UNiVERSiTES_i_ )
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
Cocuk Saghgi ve Hastaliklar
Anabilim Dal

SJOGREN SENDROMUNDA Treg (DUZENLEYiCi)
HUCRELERIN ROLU

Miinevver SARIGUL

Yiuksek Lisans Tezi

Tez Danigsmant
Prof. Dr. Ender TERZIOGLU

Bu calisma Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yénetim Birimi
tarafindan desteklenmistir (Proje No: 2006.02.0122.009).

“Kaynakga Gosterilerek Tezimden Yararlanilabilir.”

Antalya, 2008



Akdeniz Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigi'ne

Bu calisma jurimiz tarafindan Gocuk Sagligi ve Hastaliklari Anabilim
Dali Imminoloji Programinda Yilksek Lisans tezi olarak kabul edilmigtir.

Tez danigmani

Uye

Uye

Uye

Uye

ONAY:

: Prof. Dr. Ender TERZIOGLU

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
I¢ Hastaliklari Anabilim Dali

: Prof. Dr. Olcay YEGIN

Akdeniz Universitesi Tip Fakdiltesi
Cocuk Saghgi ve Hastaliklari Anabilim Dal

: Prof. Dr. Levent UNDAR

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
I¢c Hastaliklari Anabilim Dal

: Prof. Dr. lhsan KARADOGAN

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
I¢ Hastaliklari Anabilim Dal

: Dog. Dr. Aysen BINGOL BOZ

Akdeniz Universitesi Tip Fakdiltesi
Cocuk Saghgi ve Hastaliklari Anabilim Dal

Bu tez Enstiti Yonetim Kurulunca belirlenen yukaridaki juri Gyeleri
tarafindan uygun gértlmis ve Enstitd Yénetim Kurulu'nun ..... /...../2008 tarih
ve ...../..... saylll karariyla kabul edilmigtir.

Prof. Dr. Nurettin OGUZ

Enstita Muduri



OZET

Sjégren sendromu (SS), gbzyasi ve tlkrik bezleri basta olmak Uzere
ekzokrin bezlerin mononuUkleer hicre infiltrasyonu ile karakterize otoimmun-
lenfoproliferatif bir hastaliktir. Genel populasyonda primer sjégren sendromu
prevalansi % 0.5 ile % 2.7 arasinda degisir. Codunlukla 4. ve 5. dekatlarda
ortaya cikmaktadir. Kadinlarda erkeklerden 9 kat daha sik gértlmektedir .

Oncelikle ekzokrin bezlere ydnelik bu otoimmiin hastaigin neden
ortaya ciktigi ve neden durdurulamadigi henlz acgikliga kavugsmamistir. Minér
tOkrik bezi biyopsileri histolojik tani ydontemidir ve otorektif T hdcrelerinin
etyopatogenezinde énemli rolU olduguna isaret etmektedir.

Yeni galismalar dlzenleyici T (Te) hlcrelerde (Fokhead Box P3)
Foxp3'Un ylksek seviyede eksprese edildigini ve bu hcrelerin gelisim ve
fonksyonlarini dizene soktuklarini gdstermektedir. Transkripsyon faktorl
olan Foxp3, dodal T.q hicreleri icin 6zel belirtectir. Aktif supresyon yapan
CD4* CD25"9" T, hiicreleri otoreaktif hiicrelerin kontroliinde énemli rol
oynadiklari hayvan modellerinde gdsterilmistir. Bu hlcrelerin insan otoimmuin
hastaliklarinda 6nemli roli oldugunu gdsteren veriler artmaktadir. Yeni
bilgilere gére, MS (Multiple Scleros) hastalarindan izole edilen Teq hlicrelerin
ve saglikli dondrlerin Treg hiicrelerinden daha az aktif olduklar gérilmdstar.
Gottenberg ve arkadaslarinin (63) yaptigi calismada CD4* CD25"9" T hiicre
populasyonunun pSS (primer sjégren sendromu) Orneklerinde artis gosterdigi
belirtilmistir. Ayni calismada ayrica, CD4 CD25"9" hiicrelerinin yas ile de
dogru orantih bir sekilde arttigini géstermislerdir.

Buradan yola ¢ikarak bizde sjogren sendromu hastalarinda periferik
kanda ve dokudaki Teq hlicre yogunlugunu arastirmayi planladik. Amacimiz
Tark populasyonunda Trg hlicre sayisinin sadece yas ile degil, diger Kklinik
bulgularla da degdisip degismedigini daha duyarli metodlarla arastirmaktir.

Anahtar kelimeler: Sjogren sendromu, Teg, FOxp3, PSS, SSS



ABSTRACT

Sjogren syndrome is an autoimmune disease of exocrine glands which
is characterized by infiltration of glands with monocytes and lymphocytes. Its
prevalance in general population is between 0.5 to 2.7 percent. It is more
common in 4th and 5 th decads. and 9 times more common in women than
men.

Minor salivary gland biopsy is the diagnostic method for Sjogren
syndrome.

Recent studies have shown that Foxp3 is highly expressed in T
regulatory cells, regulating the function and development of these cells.
Foxp3, a transcription factor, is a marker for natural Teq cells. CD4* CD25"9"
Treg cells have an important role in the control of autoimmune cells. These
cells have a functional role in human autoimmune diseases. According to the
latest literature T.eq cells can be isolated from Multiple sclerosis patients and
they happen to be less active than healthy people’s T4 cells. In a study done
In by Gottenberg and colleques (63) they found that CD4* CD25"9" T cells
were unexpectedly high in Sjogren patients. They also showed that CD4*
CD25"9" T cells were correlated with age.

In this study we have planned to investigate the concentration of T
cells in tissue biopsies and peripheral blood samples

Based on these literature work, we have planned to investigate the
intensity of Trg cells in tissue samples and numbers in peripheral blood. Our
main purpose was to seek the correlations between T cell numbers and
cilinical disease activity scores.

Key Words: Sjégren sendrome, T.e, Foxp3, PSS, SSS
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GiRiS VE AMAC

Sjégren sendromu (SS), gbzyasi ve tlkrik bezleri basta olmak Uzere
ekzokrin bezlerin mononukleer hicre infiltrasyonu ile karakterize, otoimmun-
lenfoproliferatif bir hastaliktir. Kadinlarda erkeklere oranla 9 kat daha fazla
gbrulmektedir. Primer (sikka kompleksi) ve romatoid artrit (RA) veya daha az
siklikla diger konnektif doku hastaliklariyla beraberlik gdsteren sekonder
formu olmak Uzere iki tipi vardir. Cogu hastada gbzyas! ve tikirik bezlerinin
lenfositik infiltrasyonu sonucu sekresyonlarin azalmasina bagl olarak gorulen
kuru géz (kseroftalmi) ve kuru agiz (kserostomi) bulunmaktadir. (1). Genler
ve patojenik mekanizmalar o6nderliginde organ hasari ile ilerleyen bu
otoimmun hastaligi neyin tetikledigi agik degildir (2).

Klinik ézelliklerinin tGma ekzokrin bezlerdeki fonksiyon bozukluklarina
bagli olarak gelismektedir. Egzokrin bezlerde yogun lenfosit infiltrasyonu
olusmaktadir (3).

Cevresel tetikleyici faktorler arasinda viral enfeksiyonlar ve agiz
florasindaki  bakteriler  suclanmigtir.  Bazi  incelemeler, retroviral
enfeksiyonlarin (HIV-1, HTVL) SS’nun sebebi ya da gelisimine katkida
bulunan primer faktdr olabilecegini ileri surmektedir. Fakat retroviral
enfeksiyonlar ile SS arasindaki nedensel ve etkilenim iligkisi hala
kurulamamistir. Ozellikle Epstein-Barr viris (EBV) ile hastalik arasinda iligki
oldugu, SS hastalarin tukrik bezlerinde EBV genomunun oldudu iddia
edilmistir. Fakat tim SS’lu hastalarda EBV genomu tespit edilememektedir.
HCV, Herpesvirular ve enteroviruler SS etyolojisinde distnilen ve arastirilan
diger viruslerdir. Bazi arastirmacilar agiz mukozasinda mutant streptococ
tirleri ve Candida spp varh@i ile tikrik miktarindaki disuklik arasinda iligki
oldugunu ileri stirmaslerdir (4, 5). Bu ajanlarin kronik inflamasyona, tikrik
bezlerinde fonksiyon bozukluklarina ya da tikrik miktarinda azalmaya neden
olup olmadiklari konusu henliz tam agiklik kazanmamistir (6).

Diizenleyici T hucreleri (Treg) otoimmin hastaliklari ve transplant
rejeksiyonu gelisimini 6nleyen hucrelerdir. Trg'ler immdin cevapta rol oynayan
diger hlcrelerin fonksyonunu inhibe ederek immun cevabi kontrol edebilirler.
CD4* CD25" Ty hucrelerinin 6zel belirleyicileri saptanmistir. Bunlar,
glukokortikoidle indUklenen TNF reseptérl (GITR) ve Foxp3'tir (7).

Dlzenleyici T hicreleri baglca iki grup altinda incelenmektedir (8). Bir
grup dogal CD4* CD25" dizenleyici T (nT.g) hiicreleri olarak adlandiriimistir.
n Trwgler, timusta Gretilip baskilayici T fonksiyonlarini periferde antijenle
kargilasmadan o6nce kazanmaktadirlar. nT.gler TCR pozitif seleksyon
sonras! sinif II MHC (major histocompatibility complex) 6z (self) peptidlere



kuvvetli olarak baglanan hiicre tipidir (9). Bir diger grup ise adaptif T4 olarak
adlandirilan ve periferde belirli sartlar altinda olugsan hucre tipidir. Daha sonra
konu Uzerinde yogunlasan calisma ve gbézlemlere diger dizenleyici hiicre
tipleri belirlenmistir. Bunlar CD4* CD25* Foxp3* T, IL-10 salgilayan Tr1, TGF-
B salgilayan Tr3, Qa1l-resticted CD8, CD8" CD28 T, CD8" CD122" T, yd T
ve dogal éldurich T hucreleri olmak Uzere birgok alt sinifta detayli olarak
incelenmistir (10, 11).

Regulatdér hdcrelerin, self tolerans ve otoimmuinitede kritik rolleri,
timustan toplanan CD4" CD25" T,¢q hiicrelerde net olarak kurulmustur. Hem
hayvanlarda hemde insanlarda Foxp3 mutasyonlari ile CD4* CD25" T
hicreler timusta gelisemez ve otoimmun hastaliklara hayatin erken
zamanlarinda boyun eyer. Ek olarak, T.g hicrelerin deplesyonu murine
modellerin  sonucglarinda kendiliginden gelisen otoimmdn hastaliklar
goriilmistir (Kolitis, gastritis, insilin bagimh otoimmiin diabetler ve triotitis

gibi...)

IL-2 KO (Knockout) ve IL-2Ra KO farelere, scurfy farelerin lenf nodu
hicreleri IV (intra venoz) olarak enjekte edildiginde, tOkrik UGretiminin
azalmasinin yanisira scurfy farelerin aksine tikrik ve gbdzyasi bezlerinde
inflamasyon gézlenmistir. Ayni ¢alismada yine scurfy farelerden alinan lenf
nodu hicreleri RAG-1 (Recombination Activating Gene) KO farelere enjekte
edildiginde g6z etrafinda tipik deri degisimi ve yine tikrik Uretimi azalmasi ile
tikruk bezinde I6kosit infiltrasyonu artisi gérulmustar (12).

Gottenberg ve arkadaslari (13) yaptigi calismada CD4 CD25Y%sek T
hicre populasyonunun, primer sjégren sendromu (pSS) 6rneklerinde art
gosterdigini  belirtmislerdir. Ayni calismada ayrica, CD4* CD25Y%s®
hiicrelerinin yas ile de dogru orantili bir sekilde arttigini géstermiglerdir.

Buradan yola ¢ikarak bizde daha énce yapilan ¢alisma dogrultusunda
sjégren sendromu hastalarinda T.g hUcrelerin periferik kanda ve tikrik
bezindeki yogunlugunu, histolojik degisikliklerini ve yas disi diger hastalk
faktorleri ile olan iligkisini arastirmayr planladik. Amacimiz  Turk
populasyonunda T,y hlcre sayisinin sadece yas ile degil, diger klinik
bulgularla da degdisip degismedigini daha duyarli metodlarla arastirmaktir.



GENEL BILGILER

Bagisiklik sistemi enfeksiyona neden olan ve vlcuda cesitli yollardan
girebilen mikroorganizmalarla savasilabilmesi icin olugsmus bir sistemdir.
Bagisikhk sistemi algilar, tanir, 63drenir ve hatirlar. En &énemli 6zellidi,
digardan giren saldirganlara kargi (virs, bakteri, mantar, parazit ve diger ¢ok
cesitli zararh kimyasal madde icerenler) cevap olusturmasinin disinda, kendi
antijenlerine karsi da cevapsiz kalmasidir. Yani kendisinden olani,
olmayandan ayirt edebilmesidir. Genel bir deyisle bagisiklik sistemi dogada
olan veya yeni olusan butin antijenik 6zellige sahip maddeye, 6zgul yanit
gelistirebilme 6zelligine sahiptir (14, 15).

Bagisiklik sisteminin antijeni tanimasi ve yanit verebilmesi igin
kullandigi iki ayr yol vardir. Bu yolardan ilki, dogal (innate = non-spesifik)
bagisiklik ile saglanir. Bu bagisiklik sistemi yabanciyr 6zgul olarak tanimaz.
Bunun igin bazi patern taniyici reseptérler kullanir (Toll-like reseptérleri,
¢cOpcl reseptdrleri gibi). Bagisiklik sisteminin antijeni 6zgulligine gbére
tanidig1 diger yol ise, sonradan kazanilan (adaptif) bagisikhk sistemidir. Bu
sistemde ise, 6zgll tanima iglemlerini, adaptif bagisiklik sisteminde bulunan
T ve B hlcrelerinin reseptorleri saglar. Yabanci madde bu yollarla tanindiktan
sonra, ajana yonelik aktif molekdllerin yapimi ve hazirda olanlarin aktive
edilmesi gerekir (kompleman sistemi, sitokin salinimi gibi). Daha sonra
kemotaksis yolu ile bagisikhk sisteminin diger etkin hcreleri (nétrofiller,
eozinofiller, monosit veya makrofajlar, lenfositler, dodal 6ldirtcu hicreler)
ajanin girdigi bdlgede toplanir ve fagositoz, sitotoksite, apopitozis
tetiklenmesi, hlcre lizisi gibi yollarla etkin olurlar (14).

Cok genel bir bakisla irdelenirse bagisiklik dizgesi 4 6nemli asamada
g6revini tamamlamaktadir. Bu evreler sbyle dzetlenebilir:

1- Yabanci olanin algilanmasi ve taninmasi. Burada antijene 6zgul
tanimanin T ve B lenfositlerin ylzeyinde bulunan reseptérler (algaclar)
aracihgiyla oldugunu biliyoruz.

2- Ajana yonelik yanitta 6nemli rol oynayacak aktif molekdllerin yapimi
veya zaten hazir olanlarin aktive edilmesi. Burada, hazir olanlar igin
kompleman sistemini, yeni yapilanlar i¢in antikorlari, interlékinleri (IL-
1, IL-2, IL-8, interferon), kemotaktik faktdrler, mast hicrelerinden
salinan I6kotrienler ve diger birgok aktif maddeleri sayabiliriz.

3- Etkin hdcrelerin (nétrofiller, eozinofiller, monosit veya makrofajlar,
lenfositler,  &ldUrtch lenfositler v.b.) ajanin girdigi bdélgede
toplanmalari. Genel anlamiyla kemotaksis olarak tanimlayabilecegimiz



bu olayin ajanin tipine gére ayarlandiginida burada hatirlamak gerekir.
Ornegin paraziter olaylarda daha ¢ok eozinofiller bdlgeye gelirken
bakteriyel olaylarda nétrofillerin gelmesi gibi.

4- Ajanin fagositoz (notrofiller, eozinofiller, monosit-makrofajlar), sitolizis
(kompleman sistemi), hicresel toksisite (T lenfositleri, dogal 6ldurtcu
hicreler, monosit-makrofajlar) gibi mekanizmalarla yok edilmesi.

Yukarida ¢ok kisaca Ozetledigimiz olaylar dizisindeki herhangi bir
eksiklik, aksama, dizensizlik veya yanlis; tekrarlayan enfeksyonlardan
malignite gelisimine yatkinliga veya otoimmuniteye kadar giden olaylarin
gelisimine yol agmaktadir (15).

Bagisiklik sisteminin hacreleri, kemik iliginden kdken alirlar. Kemik
iliginde olugan hucreler, gelisimlerini tamamlamak igin perifere ¢ikarak farkli
dokulara yerlesirler. Gelisimleri esnasinda da bagisiklik sisteminin kendinden
olani olmayandan ayirt edebilmesi i¢in, egitimden gecerler. Bu sayede kendi
(self) antijenlerine kargi cevapsiz kalabilirler. Immin sistemin, kendi
antijenlerine karsi cevapsiz kalmasina immdinolojik tolerans denir.
immunolojik toleransta rol oynayan kazanilan bagisiklik sisteminin T ve B
lenfositleridir.

immiinolojik toleransin isleyisini bilmek bazi faydalar saglar.

1- Kendi antijenimize kars! tolerans olusturabilmek
2- Istenmeyen immun reaksiyonlari kontrol edebilmek (allerji,
otoimmun hastaliklar, organ nakilleri vb.).

iki sekilde tolerans saglanir.

1- Merkezi tolerans
2- Periferik tolerans

2.1. Merkezi Tolerans

Lenfositler, primer (birincil) lenfoid organlarda (kemikiligi ve timus)
olusup olgunlasincaya kadar gecen sure icinde kendinden olan (self)
antijenlerle karsilasabilirler. Self antijenlere karsi cevap olusturmamak ve
otoimmuniteye engel olmak icin bir egditime tabi tutulurlar. Bu nedenle
gelisimlerinin erken dénemlerinde self antijenle karsilastiklarinda cevapsizlik
veya apopitozis meydana gelir. Bir lenfosit, daha olgunlagsmadan self antijene
reaksiyon verecegi anlasilinca derhal ortadan kaldirilip, ¢cogalp farklilagsmasi
engellenir. Bu olay negatif secilim veya merkezi tolerans olarak adlandirilir.



2.2. Periferik Tolerans

Olgunlasip perifere ¢ikan lenfositler egitimlerine burada da devam
ederler. Olgun lenfosit, yabanci antijenle Kkarsilasinca immin yanit
olustururken, self antijenle karsilaginca delesyon veya anerji gosterir,
(periferal dokularda) yanit vermez. Hem T hem de B hlicrelerinde, merkezi ve
periferik tolerans gorallr.

2.3. T Lenfosit Toleransi
2.3.1. Periferik T Lenfosit Toleransi

Kemik iliginde olugup timusta olgunlasan T lenfositler perifere ¢ikarlar.
Periferik dokularda self antijenin taninmasi ile bu antijenlere karsi bir
duyarsizlik olusur (anerji) ve apopitozis ile T hicrelerinin ortadan kaldirilmasi
gergeklesir. T hicrenin aktivasyonu igin en az iki sinyal gerekir. MHC
Uzerinde sunulan peptidin algilanmasi, ikincil ek uyarici sinyallerin varlig
(CDh28, CD80, CD86 birlesimi, sitokinlerin varh@i gibi...) gerekir (Sekil 2.2.).
ikincil sinyali olmayan T hiicresi peptidi algilasa bile etkin hale gegmeyecek
ya anerjik kalacak ya da apopitozise gidecektir. Ayrica ayni peptit tarafindan
tekrarlayan uyarilar alan T hlcresinde aktivasyonu izleyen apopitozise (AlID)
yonelme dizenegdi yeterli aktivasyon ve anti apopitotik sinyal alamayan T
hiicresinin 6limu ile sonlanacaktir (16).

Ayrica timusta egitimden gecgen hucrelerin bir kismi perifere ¢ikarken
dlzenleyici T hlcrelerine donuserek c¢ikarlar. Bu hicreler self antijene veya
saldirgana karsi olusan T hicre aktivasyonunu sitokin yolu ile veya direkt
temas yolu ile baskilayabilirler. Dizenleyici T hicreler olarak ta adlandirilan
bu hicreler hem timusta hem de periferde olusabilirler. Bu hicrelerin
cogunun CD25 (IL-2 reseptér a ) molekllli goésterdikleri bilinmektedir. Bu
hicrelerin bagisiklik sistemi nasil inhibe ettigi konusunda ¢ok az sey
bilmekteyiz. Bazi diizenleyici yada baskilayici T hucreleri TGF-f ve IL-10 gibi
sitokinlerle  makrofajlarin  veya lenfositlerin  aktivasyonunu inhibe
edebilmektedir. Ayrica direkt olarak diger lenfositlerle ve antijen sunan
hucrelerle (APC) de temas kurarak inhibitdr etki yaratabilmektedirler (16).

CD4*CD25" T hicreler diger hicreler gibi kemik iliginden kdken alip
aB T hicre reseptéri (TCR) eksprese edip hem timus iginde hem de timus
disinda bulunabilirler. Ontogenisi diger T hlcreleri gibi agik ve net degildir.
Agonist ligant birlikte ifade eden TCR-transgenik farelerdeki gézlemler, TCR
transgeniklerde CD4°CD25" T hiicre sayisinin (retimini desteklemektedir
(17).

Baslangigta, kolitisin kontrolini saglayan htcrelerin transfer edilen
CD4* CD45RBY™ ¢ hiicreler oldugu saniliyordu. Ancak daha sonra bu
hiicrelerin  CD25 eksprese eden CD4" CD45RB%S™ hiicreler oldugu
anlasiimistir. (CD45 T ve B hicrelerinde bulunur naiflerde yiksek, aktive ve



hafiza hulcrelerde disik eksprese edilir. Hematopoietik hicrelerde ve
6zellikle de timositlerde eksprese edilir) (18).

Baskilayici T hacreleri ilkk defa 1970’lerin basinda farelerde tespit
edilmis ve antijen spesifik baskilayici faktérlerin salgilanmasi ile sipresyona
neden oldugu dugtndlmugtar (19). Daha sonra ise insanlarda Tieg
hicrelerinin non-spesifik mekanizma ile sUpresyona neden oldugu tespit
edilmigtir. DUzenleyici T hucrelerinin ylzey belirtegleri fazla olmadigindan
dolayi izolasyonlar gagtar (20).

2.4. immiin Sistem Kontroliiniin Mekanizmalari ve Diizenleyici T

Hucreleri

Sakakura ve Nizhizuka 1969 yilinda (21) ¢alismalarinda otoimmin
hastaliklarda bir hiicre tipinin etkinliginden bahsetmislerdir. Dick Gershon ise
1970 yilinda (22) bu hlcre tipini baskilayici hiicre olarak adlandirmigtir. 1995
yilinda Sakaguchi (13), IL-2'nin (a) alfa zinciri olarak bilinen CD 25’in CD4* T
hucrelerinin immuUnolojik toleranstaki roluni gbéstererek yillarca suren bir
tartismaya aciklik getirmis ve arastiriimasi gereken yeni sorulari ortaya
koymustur. Sakaguchi (23) CD25" tasiyan fare hcrelerini ortamdan
uzaklastiran PC6I adli monoklonal antikoru gelistirmis ve bu antikoru BALB-c
nu/+ farelerin dalak ve lenf nodlarindan hazirlanan CD25" tasiyan CD4" T
hicrelerini ortamdan uzaklastirmak igin kullanmigtir. CD25 tasimayan
stspansiyonu, BALB-c atimik nude (nu/nu) farelerine adoptif transfer ederek
farelerin bircok otoimmun hastalik gelistirdigini ortaya koymustur. CD4"
CD25" T hiicrelerinin ayni farelere adoptif transferi ile otoimm{n hastaliklarin
engellendigini gdstermistir. 2001 yilinda, bu ¢alisma sonrasi CD4" CD25" T
hucreleri “Dizenleyici T hlcreleri” olarak adlandiriimis ve yeni bir T hicre alt
grubu olarak ortaya konulmustur. Baskilayici hiicreler zaman igerisinde CD4*
CD25" dizenleyici T hicreleri (Tg) olarak aniimaya baglanmistir (24).
Diizenleyici hlcreler CD4" CD25" Foxp3® olarak timustan kdken alarak
gelisirler ve dolasimda yaklasik %8-10 civarinda bulunmaktadirlar. Vicutta
gelisen otoantijenlere karsi olusacak immin yaniti baskilayarak, otoimmun
hastaliklari engellemektedirler. Timustan geliserek primer lenf nodlarina
ulastiklarinda tekrar otoantijenlere kargi aktive olurlar ve bdlinerek antijen
spesifik olarak ¢ogalirlar. Dogal CD4" CD25" Foxp3™ T hiicrelerinin fonksiyon
bozuklugunda ya da genetik olarak Foxp3’e mudahale edildiginde IPEX
(immunodysregulation, polyendocrinopathy, entropathy, X-Linked syndrome)
meydana geldigi, bunun bircok otoimmin hastaligi ortaya cikardidi ve siddetli
alerjik reaksiyonlara yol agtigi gézlenmigtir (25, 26).

CD4*CD45RBs% populasyon icinde CD25 hiicrelerde diizenleyici
aktiviteye sahip hacreler olarak tanimlanmistir (17). Son glnlerde Tieq
hucrelerinin IL-10 Grettigi ve TGF-B salgiladigi belirtilmistir. Bu hucreler
kiltirde Uretilmis ve CD25 eksprese etmis hicrelerdir. IL-10 T,eq hiicreleri in
vitro kosullarda naif T hiicre cogalmasini inhibe eder, lenfopenik konakgilarda
in vivo kosullarda deneysel olarak otoimminiteyi baskilar ve CD4" CD8" T
hucre sayisini kontrol eder (17, 28, 8).



Dlzenleyici T hacreleri baglica iki grup altinda incelenmektedir (30).
Bir grup dogal CD4" CD25" duzenleyici T (nTweg) hicreleri olarak
adlandinimistir. n Teeg'ler, timusta Uretilip baskilayici T fonksiyonlarini
periferde antijenle karsilasmadan ©nce kazanmaktadirlar. nT.g'ler TCR
pozitif seleksyon sonrasi sinif I MHC (major histocompatibility complex) 6z
(self) peptidlere kuvvetli olarak baglanan hicre tipidir (31). Bir diger grup ise
adaptif Teq olarak adlandirilan ve periferde belirli sartlar altinda olusan hilcre
tipidir. Daha sonra konu Gzerinde yogunlasan calisma ve gdzlemlere diger
dlzenleyici hiicre tipleri belirlenmistir. Bunlar CD4" CD25" Foxp3* T, IL-10
salgilayan Tr1, TGF-B salgilayan Tr3, Qal-resticted CD8, CD8" CD28 T,
CD8" CD122" T, yd T ve dogal élduriict T hicreleri olmak Uizere birgok alt
sinifta detayl olarak incelenmistir (10, 33). (Tablo 2.1.).

CD25 hcre ylzey belirteci aktive olmus T hcreleri ve bir ¢ok hiicre
tarafindan taginmaktadir. Bu ylzden diizenleyici T hiicrelerini, CD 25 tagiyan
diger hicre tiplerinden ayirmada farkli belirteclerin  varligina ihtiyag
duyulmustur. Bunlardan en 6nemlisi forkhead winged helix P3 (Foxp3)
transkripsyon faktoértdir. Foxp3-/- farelerin otoimmUn hastaliklari gelistirdigi
dlzenleyici T hicrelerinin ortaya ¢ikariimasindan 6nce bilinmekteydi. 2003
yilinda Hori ve arkadaslari (34) yaptiklar calismada naif T hucrelerini
Foxp3'U kodlayan geni tasiyan retrovirislerle transdikte ettiklerinde, naif T
hiicrelerinin dizenleyici T hicrelerine dénistigini gdstermis ve sitotoksite
deneyleri ile in vivo ve in vitro etkinliklerini bildirmislerdir. Yapilan diger
caligmalarla Tg hicrelerini diger hicrelerden ayirmak icin kullanilan ilave
belirtecler GITR, PD-1, CTLA-4, CD40, B7-H1, B7-H4, OX40, Fr-4 ortaya
konulmustur. (33, 36).

Sunu da akilda tutmak gerekir ki Trg hicreleri immin cevabin
dizenlenmesinde 6nemli rol oynamalarina ragmen yardimci T tip1 (Tu1) ve
tip2 (Tw2) hdcrelerinin - salgiladigi  sitokinler de immin sistemin
dizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar.



Tablo 2.1. Regulatuvar T lenfosit (T.cg)alt gruplar ve ézellikleri (52).

Treq cesitleri Orijini Fenotip Foxp3 | Supresyon Mekanizmasi
ekspresyonu
CD25 Treq ? CD4'CD25 Var ?
Hucre hiicre etkilesimi
timus, IL-10 Salinimi
Dogal Treg(nTreg) . CD4*CD25" Var
(perifer) TGF-B salinimi
CTLA-4
iTreg . Hiicre-hiicre etkilesimi
Perifer |CD4" Yok
Tr1-Treg IL-10 salinimi
Hucre-hiicre etkilesimi
Th3-Treg Perifer |CD4" Yok s
TGF-B salinimi
Tl Perifer |CD4" Yok IFN-y salinimi
Bazen de IL-10 salinimi
Tu2 Perifer |CD4"* Yok IL-4 salinimi
IL-10 salinimi
IL-13 salinimi

2.4.1. Dogal olarak olugan CD4*CD25" T4 hiicreleri

Yeni yapilan arastirmalarin bir cogunun odagi CD4*CD25" T hicre alt
gruplaridir. Bu hicreler saglikli yetiskin farelerde ve insanlarda CD4'T
lenfositlerinin %1-5’inde gd0sterilirler. Bu htcrelerin hem dogal, hem de
sonradan kazanilmis bagisiklik  sistemi  kontrol ~mekanizmasinda
Ozelleslesmis bir rol vardir (38, 39). Bu hicrelerin CTLA-4 ve GITR
(glukokortikoid-timor nekrosis faktdr reseptdr) icerdigi ve T,y aktivasyon
mekanizmasinda rol aldiklari bilinmektedir (40, 41). Her iki molekdl de
aktivasyondan sonra dizenleyici olmayan T hicreler Uzerinde yukari
cekilirler. TGF-B ve IL-10 salinimi Teg hticrelerinin bilinen genel 6zellikleridir
(42). Ancak, ne TGF-B ne de IL-10 salinimi T.eq hlcrelerinin tek ézelligidir
(43) ( Sekil 2.1.).

Bu hicreler timusta gelisirler fakat gelisim ve olgunlasma
asamalarindaki olaylar henliz tam olarak aydinlatilamamistir. CD28, CD40 ve
IL-2 gibi sitokinlerin bu hicrelerin gelisiminde kritik rolleri oldugunu gésteren
fare calismalan  vardir. GoérlGnUs olarak diger T lenfositlere
benzemektedirler, TCR repertuvarlari diger T hicreler kadar genistir. Bu
hicreler invitro olarak anerjiktir. IL-2 ve IL-15 gibi sitokinlerin uyarisi ile bu
anerji ortadan kalkmaktadir. Bu hcreler CD4, CD25, FoxP3/winged-helix
transkripsiyon faktort, CTLA-4, GITR galectin-1, CD38, CD62L, CD103,



NTFR2, TGF-BR1, CD5, L-selectin ve CD45RO gibi ylzey reseptor
molekullerini gdstermektedirler. nTreg hdcreleri tanimlamada en ¢ok
kullanilan belirte¢ CD25 molekaltdur. FoxP3, nTreg hicrelerin goéreceli
olarak olarak fonksiyonel belirtecidir. FoxP3, nTreg hicrelerin fonksiyonu
kadar Uretiminde de gerekli olan en kritik moleklllerden biridir. FoxP3
bozuklugu gelisen farelerde bir cok organda otoimmun hastalik gelismektedir
(44, 45).

Periferik dolasima gecerek kendi antijenik yapilarini taniyan T
lenfositlerin  (otoreaktif) fonksiyonlarini  baskilarlar, bdylece otoimmun
hastaliklarin gelisimini engellemektedirler. Bu etkinin mekanizmalari henlz
tam olarak bilinmemekle birlikte nT.eq hlicreler dogal immun sistem hlcreleri
kadar kazaniimig immun sistemdeki hicreleri de etkilemektedir. nTieq
hiicreler CD4" ve CD8" lenfositlerden ¢ogalmasini ve bu hicrelerin sitokin
dretimini baskilama yetenegine sahiptirler. Dogal immin sistemin hucreleri
olan dendritik hlcreler ve monositler de bu hucrelerin hedefleridir. nTgq
hucrelerin baskilayici fonksiyonlarini gergeklestirebilmesi igin nT.eq hicreler
ile hedef hiicreler arasinda HLA uyumu mutlak gerekli degildir fakat TCR ve
IL-2 uyarisi gerekmektedir. Hicreler arasi etkilesiminde LAG-3’0n énemli
oldugu gosterilmigtir. nT.eg'lerin hedef hilicrelerdeki negatif sinyal molekuli
olan B7’ye baglanmayi da etkiliyor olabilir. Ginki B7 molekuli olmayan
hedef hucreler T,y baskilamasina kargi direnglidirler. Antijen sunan
hucrelerdeki kositimulator hicrelerin asadi cekilmesinde nT.g htcrelerin
baskilayici etkileri igin diger bir mekanizma olabilir (45). Butin bulgular
dikkate alindiginda nT.g hicrelerin immunolojik yanitlari bir ¢ok yoldan
engellemesi olasidir. Yuzey molekdlleri ile negatif sinyaller Gretmesi,
sitotoksik hicre 6limd, antijen sunan hdcrelerin fonsiyonlarinin dizenini
bozulmasi, diger dizenleyici hicrelerin aktivasyonu ve hicre-hiicre
etkilegimleri ile immun yaniti etkileyebilir.



ﬁpﬁ-:béh- imosit TGF-B
4

.;

Tn Tp
=

Foxp3+ CD4+ Timosit

|
IFN-y IL- +IL-6 —|L.$ IL-10 l
Thi Th2 Th17 Foxp3* Foxp3- Foxp3*
IFN-y IL-4 IL-1T7A TGF-p IL-10 Temas
LTo IL-5 IL-17F "
IL-13 IL-6 Kazanilmig Dogal
Efektdr T Hilcreleri Diizenleyici T Hiicreleri

Sekil 2.1. Dizenleyici T Hicre farkhlagsmasi (82) Tn: Naif, Tp: Timik Prektrsér

CD25" T¢q hlicrelerinin gatal basli / kanatli ve heliks yapisinda, adina
Foxp3 denilen bir transkripsiyon faktdrli eksprese ettigi gdsterilmistir. Bu
faktér CD25 olan ama yine ayni duizenleyici aktiviteyi gdsteren diger
diizenleyici hlicre alt grubu da CD4*CD25 eksprese etmektedir (46, 47). Bu
transkripsiyon faktéri T.g hUcrelerinin gelisiminin ve fonksiyonlarinin
programlanmasinda gbrevli ve T,y hUcreleri igin 6nemli bir gdsterge
oldugundan, hem farelerde hem de insanlarda bu genin mutasyonu ile birgok
otoimmin  hastaliklar  (besin  alerjisi, atopy, troiditis, otoimmadn
endokrinopatoloji vb., insanlarda FOXP3 mutasyonu ile Teq eksikliginde IPEX
hastali§l) meydana gelebilir (48, 49). insanlarda otoimmiin hastaliklar kemik
iligi transplantasyonu ile biraz da olsa duzeltilebilmektedir (50). Farelerde
CTLA-4 genin yoklugunda Foxp3'in ektopik ekspresyonu belirgin anlamda
hastahgin ilerlemesini durdurabilmektedir (46). Buna ek olarak, dizenleyici
olmayan CD4" T hucrelerine zorunlu olarak Foxp3 eksprese ettirilirse Tieq
hicrelerinin karakteristik 6zelliklerini tagimaya baslarlar (kolitisin gastritisin
inhibisyonu gibi). In vitro galismalarda Foxp3 CD4" T hicrelere transfer
edildiginde T hicre ¢cogalmasinin durduruldugu gésterilmistir (46, 34). Foxp3
geni dogal T, hucreleri igin guvenilir bir belirte¢ olmasina ragmen,
ekspresyonu dizenleyici aktivite gbsteren bitin  populasyonlarda
gOsterilmemistir.

Foxp3'lUn timusta sadece spesifik periyotlarda olusup olusmadigi ya
da periferde mi yukar gekildigi bilinmemektedir. Son yillarda CD4*CD25 T
hucrelerinin  TCR transgenik farelerde RAG-2 eksikligi olan farelerde
CD4*CD25" T hicrelerine doénlsebildigi ve foxp3 eksprese edebildigi
gosterilmistir (51, 52).
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CD4*CD25" Teq hicreleri lenfopenik fareleri barsak hastaliklari ve
diyabetten korur ve transplant atilimini engeller (53, 54). IL-10 Greten Tieq
hiicreleri CD4*CD45RB*5% eksprese ederler. Bu hiicreler de kolitis ve
allograft atihm gibi hastaliklarda rol oynarlar (55, 56). Baslangigta CD4" T
hiicrelerinde CD45RBY"**¢ eksprese edilmekteydi. IL-10 ve TGF-B, T
hucrelerinin sadece kolitis dedil ayni zamanda otoimmin veya patolojik
alerjinin baskilanmasinda 6nemli faktérlerdir. CD4*CD25" T,¢q hiicreleri hem
in vivo hem de in vitro kosullarda naif T hicrelerinin ¢ogalmasini
baskilamakta, buna karsilik, in vivo ortamda IL-10 otoimmUnitenin
baskilanmasindan sorumlu iken in vitro kosullarda gastritisin ve naif T
hicrelerinin ¢ogdalmasinin inhibisyonu IL-10’a bagh degildir ve hicre-hicre
etkilesimini gerektirir (57, 38, 41, 58). Bu hicre-hicre etkilesimi tam acik
olmamakla birlikte aktive CD4"CD25" Teg'ler lGzerine TGF-B’nin membran
bagl formu oldugu ve T hicre cogalmasini engelledigi distntlmektedir (59).

2.4.2. Uyarilmig T4 hiicreler

Bu hicreler antijenin taninmasindan sonra CD4'CD25 (naif) T
lenfositler tarafindan periferde Uretilir. FoxP3 ve CD25 ekspresyonu
yapabilirler ve baskilayici 6zellik kazanir. iT.g'lerin biyolojisi karigiktir ve
nTrgler kadar iyi anlagilamamistir. Ortamda belli bazi sitokinlerin varliginda
uyarilan duzenleyici 6zellik gosteren T lenfositlerdir. iTeq hicreler, naive T
lenfositlerin antijen tarafindan uyariimasi ve ortamda IL-10, IL-4, TGF-B gibi
diger bazi faktérlerin olmasi durumunda dretilir. Agizdan ya da burundan
antijen verilmesi iTeg'leri uyarir ve iTeg'ler T hiicre reseptdr sinyallerini
degistirir ya da antijenlerin distk afinitede taninmasini saglar. Tr1 ve Th3
iTreg Olmak Uzere iki alt grubu vardir (60).

2.4.3. Tr1 iT.eq hicreler

Fenotip olarak nT.qy hicrelere benzerler, IL-10 Uretimi bu hucrelerin
ayirt edici 6zelligi gdstermektedirler. Ortamda IL-10 varhdinda naif T
lenfositlerin farklilagsmasi ile Uretilirler ve IL-10 Gretimi ile sGpresyon yapmaya
calisirlar. YlUksek dizeylerde CD25 ve FoxP3 Uretimi yapamazlar. Hucre-
hicre iligskisinin baskilanmasina aracilik edemezler. IL-10 ve dlsik
seviyelerde TGF-B ve IFN-y Uretmektedirler. Bazi galismalar Tr1 iTyegq
hicrelerin B lenfositlerden immunoglobulin  yapimini  baskiladigint ve
dendritik hlcre ve monosit gibi antijen sunan hucrelerin bu 06zelliklerini
dizenledigini géstermektedir (60).

2.4.4. Th3 iT,eq hiicreler

Ortamda TGF-B varliginda naif T lenfositlerin farklilagsmasi ile Gretilirler
ve TGF-B dretimi ile sUpresyon yapmaya calisirlar. TGF-B Gretimi bu
hiicrelerini karakteristik 6zelligidir. TGF-B barsaklarda oldukca ylksek
seviyede bulunan bir sitokindir. Agizdan yabanci bir antijenin alinmasindan
sonra Th3 iTreg’ler olusmaktadir. Th3 hucreler, nTreg’lere benzerler ve
yuzeylerinde CTLA-4 molekill tasirlar. FoxP3 ve CD25 (retimi Th3
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hucrelerin TGF-B ile uyarimindan sonra artar. nT.g’ lerin aksine etkileri TGF-
B dretimine bagmhdir. TGF-B, Th1 ve Th2 huicrelerin proliferasyonunu
baskilar. Th3 Ty hicreler, plazma hucrelerinden IgA sekresyonunu
uyarmaktadirlar (60).

2.4.5. Diger Duzenleyici T hiicreler

IL-10 ve TGF-B dreten dogal éldirict (NK) htcreler, yd T hicreler,
timustan kdken alan CD8'CD25" T hiicreler, CD8CD28  diizenleyici T
lenfositler, aTCRs tasiyan T hicreler, bazi CD4'CD28" lenfositler, antiidiotip
aktivitedeki T lenfositler, yash CD4*CD25 T lenfositler ve belli bazi dendritik
hicre alt gruplarinin dizenleyici 6zellikleri vardir (60).

2.5. Treq Hiicrelerinin IL-10 Uretimi

IL-10 Ty hlcrelerinin in vivo olarak hastaliklarin baskilanmasi ve
bagisiklik sisteminin dlzenlenmesinin saglayabilmesi i¢cin mutlaka IL-10
salgilayabilmesi gerekmektedir. Ancak in vitro kosullarda IL-10 T.eq hicreleri
IL-10’a bagli degildir. Goérevini yapabilmesi igin hicre-hicre etkilesimine
ihtiyac duyar (57, 38).

IL-10 Ty ve CD4"CD25" Ty hiicreleri birbirinden bagimsizdirlar.
Dogal olan CD4'CD25" T4 hicreleri IL-10'un baskilama etkisine ihtiyag
duyabilir ya da duymayabilir. Yani her iki kosulda da c¢alisabilir. IL-10 Ureten
Treg hiicreleri ise hem in vivo hem de in vitro kosullarda antijen uyarimi ile
geligirler (57, 61, 62). Foxp3 ile transduse edildikten sonra CD4"CD25™ Tieq
hicrelerinde IL-10mRNA’nin CD4*CD25" T.¢q hiicreleri ile hi¢ transduse
edilmemislere goére kiyaslanabilir derecede attigi gértlmdistir (46). Bu
bulgular Foxp3’tn IL-10 Gretimini yukari ¢ektigini fakat bunu yaparken de IL-
10 geninin uyariimasi igin, Foxp3'Un ekspresyonuna ek olarak, in vivo ek
sinyallere ihtiya¢ duydugunu gdstermistir (58). Bu nedenle de IL-10 Gretimi ile
Foxp3'ln direkt bir etkilegimi s6z konusu degildir. IL-10 T,eq hlicrelerinin hem
in vivo hem de in vitro ortamlarda Foxp3 eksprese etmedigi gdsterilmistir. Bu
ozelligi ile klasik Ty hlcrelerinden ayrilirlar. IL-10 T.g htcreleri Foxp3
eksprese etmedikleri halde IL-10 salgilayarak bagisikhk sistemini
dlzenleyebilirler. Bunu da aslhinda IL-2 ekspresyonunu asagl cekerek
yapmaktadirlar. Dengeyi IL-10 yonine kaydirdigi igin IL-10 salgisi artmig gibi
gbérunmektedir (57, 63, 64, 65).

2.6. CD4'CD25" T,¢q Hiicrelerin Molekiiler Karakteristikleri

CD4*CD25 Tyq hiicreler CD25, CTLA-4, GITR, Foxp3, aER7, Lenfosit
aktivasyon gen (LAG)-3 ve programlanmig 6lim-1 (PD-1)’ i kapsayan birgok
aktivasyon belirtecleri ile karakterize edilir.
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2.6.1. CD25

Esas olarak CD25in yiksek ekspresyonu CD4" CD25" Ty
hucrelerininin 6zelligidir ve CD25 erken T hiicre aktivasyon belirtecidir. CD25
eksik farede kendiliginden otoimmuinite gelisir, fakat bu CD4" CD25" T
hiicrelerin agilanmasi ile &6nlenebilmektedir. Onemli olarak, Foxp3 Teg
hicrelerinin fonksyon ve geligimi igin gerekli bir molekdl olmasina ragmen,
CD47CD25 efektor T hlcrelerde yoktur. Boylece CD4+ CD25+ diizenleyici T
hiicreler ile CD4" CD25 T hicreler birbirinden ayirilabilmektedir.

2.6.2. GITR (Glucocorticoid-induced Tumor Necrosis Factor Receptor

Family-Related Gene)

GITR, TNFRSF18 olarak bilinir, gogunlukla CD4" CD25" timositlerden
eksprese edilir. GITR ekspresyonunun artigi naif T hlcrelerde aktivasyonda
arasgtinlmis fakat bu hdcreler hi¢ supresif aktiviteye sahip olmadiklari
anlasilmis. Aksine CTLA-4, GITR, CD4'CD25" Treg aracili supresyonun
azalmasi icin gereklidir. GITR eksik farede, GITR’nin CD4" CD25" yanit veren
hiicrelerde sorumlu, CD4" CD25" T hiicrelerde degildir, CD4+CD25+ T hiicre
aracili supresyon calismamaktadir. Ek olarak GITR-L, GITR ile CD4" CD25"
Treg hiicrelerin geri donebilen supresyonu interaksyon halindedir.

2.6.3. Forkhead Box P3 (FOXP3)

CD4* CD25" T.eq huicrelerin tanimlanmasi ve diger T hiicrelerden farkli
oldugu, Treg spesifik transkripsyon faktér Foxp3’Un kesfi sayesinde
desteklenmigtir. Foxp3, Forkhead/ winged-helix ailesinin bir Gyesidir. Farede
hem timus hemde periferdeki CD4* CD25" T hiicre populasyonunda yliksek
eksprese edilir ve ekspresyonu T hlcre aktivasyonundan bagdimsizdir.
Yiksek Foxp3 ekspresyonu periferal CD4+ T hiicrelerinde stipresér fonksyon
ile indUklenebilir. Bu indlklenen T hiicreleri hem anerjik hemde in vitro CD4*
CD25 yanit veren T hicrelerinin proliferasyonunu slprese edebilir.

Foxp3, nlkleer bir proteindir, in vitro CD4" CD25" T,y hlcrelerin
izolasyonu icin kullanisli bir belirte¢ olabilecek degderde limite sahiptir (66).

FoxP3, CD4'CD25" dogal Ty hicrelerin fonksiyonlar ve
gelisimlerinde 6zel bir rol oynamaktadir. FoxP3 periferal CD4*CD25" T
hiicreler ve CD4"CD25'CD8 timositler tarafindan eksprese edilir, diger
timosit, T / B lenfositler tarafindan eksprese edilemez (67). Hem insanlarda
hem de farelerde CD8+ T hucrelerin ve CD25- T hucrelerin ¢ok kiguk
gruplarinin da FoxP3 ekspresyonu yapabildigi tespit edilmistir (68, 69)
CD4*CD25 T hiicreler FoxP3 ekspresyonu yaptiklari zaman hem fonksiyonel
hem de fenotip olarak CD4"CD25" T lenfosit benzeri bir duruma déndstikleri
gosterilmigtir. Bu hudcreler in vitro olarak diger T lenfositlerin supresyonu
yapabilir ve in vivo olarak otoimmin hastaliklarin gelisimini inhibe edebilirler
(67). FoxP3 eksikliginde T lenfositlerde aktivasyon gelismektedir. Scurfy
fareleri ile karsilastinlldiginda FoxP3 eksikligi olan farelerde T hucrelerin
hiperaktif oldugu gértlmustar (70).
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2.6.4. integrin aER7

oE- integrin (CD103) CD4* CD25" T hiicrelerde ve CD4" CD25"
murine T hiicrelerde eksprese edilir. aE+ CD4* CD25" T hiicreler, total CD4*
T hilcrelerin yaklasik olarak %4’G, CD4* CD25" T hicrelerin % 25'ini
olusturdugu in-vitro deneylerde kanitlanmistir.

2.6.5. Lenfosit Aktivasyon Gen-3 (LAG-3)

Periferdeki CD4" CD25" T4 hlicrelerde eksprese edilir ve bir negatif
dizenleyicidir. Antijen kullanan T hicre bulydmesini farede inhibe ettigi
bulunmustur. LAG-3 eksikligi regilatér aktiviteyi inhibe eder.

2.6.6. Programlanmis Oliim Reseptérii-1 (PDR-1)

PD-1 CD28 ailesinin bir Uyesidir, T hicrelerde eksprese edilir ve T
hicre aktivitesinin dizenlenmesinde énemli rol oynamaktadir. PD-1 mRNA’si
hem CD4" CD25" T,y hlcrelerde hemde anerjik T hicrelerde yiksek
miktarda eksprese edilr. Bu nedenle PD-1 periferal tolerans ve
otoimmunitenin dizenlenmesinde gerekli olabilir. PD-1 eksik fare lupus-
benzeri glomerulonefritis, artrit ve otoimmin genislemis kardiyomiyopati
gelistirmektedir. ilging olarak PD-1 B hiicrelerdende eksprese edilmektedir
(66).

2.6.7. CTLA-4 (Cytotoxic T lymphocyte-Associated 4 = CD 152)

Fare ve insanlarda CD4" CD25" T hicreler CTLA-4 eksprese
etmektedirler. CTLA-4 kositimilatér molekdl olan B7 icin yUksek affiniteye
sahiptir, imm0in supresyon onun baglanma liderliginde gerceklesir. CTLA-
4°Un blokaji T hiicre aracil immanitede, tGmoér immunitesi, parazit infeksiyonu
ve otoimmun hastaliklar iceren bir cok model sistemde artis gdsterir. Buna
karsilk CTLA-4 eksik fareden tlretilen CD4* CD25" T hicreler normal
gelisim ve homeostasis géstermektedir (66).

CTLA-4, aktive T hicreleri Uzerinde yukari ¢ekilen, Ig stperailesinde
yer alan ikincil sinyal molekdllerinden biridir. CTLA-4 molek0lt T hiicre ikincil
sinyali olan CD28 molekuliine benzer bir molekildir. Hem CD28 hem de
CTLA-4 molekulleri antijen sunan hicreler Gizerinde bulunan ve yine ikincil
sinyal molekdilleri olan B7-1 (CD80) ile B7-2 (CD86) molekullerine baglanir.
CTLA-4 moleklli T hcrelerine inhibe edici sinyaller gdénderirken bunun
aksine CD28 molekull uyarici sinyaller gdnderir (Sekil 2.2.) (71).
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Darivach ve arkadaslan (72) 1988 yilinda yaptiklari bir calismada
genomik cDNA kltiphanesinde insan CTLA-4 genini izole edebilmek igin
fare ctla4 probu kullanmiglardir. Sonucta insan CTLA-4 proteini ile fare ctla4
proteini arasinda % 76 homoloji tespit edilmistir.

Harper ve arkadaglarinin (73) 1991 yilinda yaptiklari ¢alismaya gore,
CTLA-4 proteini bir V domeini, bir transmembran domein ve bir sitoplazmik
kuyruk icermektedir. Bu domeinler ve sitoplazmik kuyruk dort ekson
tarafindan kodlanmaktadir. Sitoplazmik kuyruk, fosforlanmig iki potansiyel
kisma sahiptir. Periferik kandaki aktif T hicrelerinde 1,8 ve 0,8 kb'lik iki
CTLA-4 mRNA transkripti Northern Blot yontemi ile tespit edilmigtir.

1995’te yapilan bir calismada da CTLA-4 proteininin homodimer
(benzer yapida olan iki proteininin beraber olusturduklari yapi) yapida oldugu
ve bu yapiyi olusturan proteinlerin birbirine disilfid baglar ile bagl oldugu,
ayrica her bir monomerik peptidin ylUksek afinitede B7-1 ve B7-2
molekullerine baglandigi tespit edilmistir (74).

1999°da yapilan bagka bir calismada hem insan hem de fare CTLA-4
proteininin sekansi yeniden yapilmigtir. insan proteininin 233 amino asitinin
fare proteini ile yiksek homoloji gosterdigi ortaya cikariimigtir. Northern blot
analizi ile CTLA-4 molekull; dalakta, timusta, periferik kan lékositlerinde
yuksek dlzeyde, bircok dokuda, testiste, uterusta, kolonda, kalpte ve beyinde
daha az dizeyde tespit edilmigtir (75).

Magistrelli ve arkadaslan (71) 1999'da es zamanl polimeraz zincir
reaksiyonunu (RT-PCR) kullanarak insan periferik kaninda aktive olmamis T
lenfositlerinin, CTLA-4 molekdlinin alternatif formunu eksprese ettigini
belirlemislerdir.
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2000 yihinda CTLA-4 molekulinin bagka bir formu bulunmustur. Bu
form 137 aminoasit icermektedir. Daha sonra bunun ¢6zulebilir CTLA-4
(sCTLA-4) oldugu ve molekuler CTLA-4 (CTLA-4 TM)'Un sekansi ile
karsilastirildiginda 34 sitoplazmik kuyruk yerine bunlardan sadece 22’sini
icerdigi tespit edilmistir. RT-PCR analizi ile sigan lenf nodunda her iki formda
CTLA-4 moleklll tespit edilmigtir. Ayrica her iki form dalakta ve periferik
kanda da tespit edilmistir. Ancak sadece CTLA-4 TM yetiskin timusunda ve
sadece sCTLA-4 kemik iliginde bulunmaktadir. Lenfoid olmayan dokularda
ise hicbir formu bulunmamistir. CD4" T hiicrelerinde CTLA-4 molek{lindn
her iki formu esit miktarda bulunurken , CD8" T hiicrelerinde CTLA-4 TM
molekuld sCTLA-4 molekuliine gére 2,5 kat daha fazla bulunur (76).

2.6.8. Norofilin-1 (NrP-1)

Reverse transkripsyon PCR’dan elde edilen sonuglara gére CD4" T
hicrelerde Foxp3 mRNA’sI norofilin-1 (NrP-1) ekspresyonu ile koreledir. Ek
olarak NrP-1 CD4+ CD25+ T.q hucrelerin ylzeyinde yuksek miktarda
eksprese edilir. Ayrica NrP-1'in dislk seviyeleride CD4* CD25 T
hiicrelerinde eksprese edilmektedir, T hiicre aktivasyonunda asagi cekilir.
Sonug olarak NrP-1 CD4* CD25" Teq hlicreler, hem naif hemde aktive edilen
CD4" CD25" diizenleyici olmayan T hicrelerde ayirt etmek igin ek bir ylizey
belirtecidir.

2.7. Dizenleyici T Hucrelerin Etki Mekanizmalari

Dlzenleyici T hiicrelerinin etki mekanizmalari ile ilgili baslica iki gérus
vardir. Treg'lerin baskilayici fonksiyonlarini géstermek igin hticre-hiicre temasi
yaptiklari ya da IL-10 veya TGF-B gibi sitokinleri salgilayarak uzaktaki
hucreleri  etkileyebildikleri  gOsterilmigtir.  Yapilan  calismalarda  iki
mekanizmanin da etkin oldugu bulunmustur. Treg hlcrelerin ylzey proteinleri
olan PD-1 ve CTLA-4’UGn antijenik uyarn ile aktive olmus T hcrelerin
aktivasyonunu inhibe ettigi etkisi zaten biliniyordu. Ayrica, Treg hlcrelerden
eksprese edilen IL-10 ve TGF- B’nin 6zellikle IL-2 ve IL-12 gibi Th1 tip
sitokinlerin salinimini baskiladigi gésterilmistir. Diger olasi mekanizma ise,
dogal T4'lerin indoleamine 2,3 (IDO) veya adenozin ve siklik AMP aracilig
ile T hicre aktivasyonunu inhibe etmeleri ve T hicreleri apoptozise
yonlendirmeleridir. Treg'lerin aktive T lenfositleri bu mekanizmalardan hangisi
ya da hangileri ile baskiladigi tam olarak ortaya konulamamistir (77, 34, 36,
37).

CD4*CD25" Trg'ler gibi IL-10 Ty hucreleri de naif CD4*CD25
hicreleri IL-10’dan bagimsiz olarak IL-2 ekspresyonunu azaltarak
baskilayabilmektedir (57, 38, 58). in vitro sistemde naif T hiicre cogalmasinin
baskilanmasi regulasyonun ilk basamagi olarak tanimlanir. Dogal immun
yanit aktive olmadan baskilanmis olur.

Dlazenlenmenin bu basamagi IL-10 ekspresyonuna bagl degildir.
Dizenlenmenin ikinci basamaginda ise IL-10 ve/veya TGF-B Uretiimesi
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gereklidir. In vivo ortamda CD4'CD25" T,y tarafindan T hicrelerinin
¢ogalmasinin kontroli IL-10 bagimlidir ve dizenleyici sistemin kazanmasi
icin asirt yangi ile iligkili olarak yiksek dogal immuUn cevabin olmasi gerekir.
Bu nedenle enfeksiyon ajanlarinin neden oldugu durumlarda hem
CD4'CD25" Teq hiicreleri hem de IL-10 Tq4 hicreleri yangiyr IL-10 veya
TGF-B bagimli olarak inhibe eder (78).

2.8. CD4+ CD25+ Treg Hicrelerin Otoimmuin Hastaliklardaki Roll

Regulatdér hacrelerin, self tolerans ve otoimmuinitede kritik rolleri,
timustan toplanan CD4" CD25" T,¢q hiicrelerde net olarak kurulmustur. Hem
hayvanlarda hemde insanlarda Foxp3 mutasyonlari ile CD4* CD25" T
hicreler timusta gelisemez ve otoimmun hastaliklara hayatin erken
zamanlarinda boyun eyer. Ek olarak, T,y hicrelerin deplesyonu murine
modellerin  sonucglarinda kendiliginden gelisen otoimmdn hastaliklar
goriilmistir (Kolitis, gastritis, insilin bagimh otoimmiin diabetler ve triotitis
gibi...)(Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1.: CD4+ CD25+ duzenleyici T hlcreler ve slipresyon mekanizmalari (54).

Alerjik
Hastaliklar

Transplantasyon | T Parazit

\ / Infeksyonlart

CD4+ CD25+ Foxp3+

Diizenleyici T hiicreleri Viriis
—® | infeksyonlarn

/l\

Inflamatuar
Barsak
Hastaligt

Romatoid
Artrit ¢

Tiimor

Diabet

2.8.1. inflamatuar Barsak Hastaligi (IBD)

IBD gastrointestinal sistemin tekrar nlUkseden idiotipik bir
inflamasyonudur. IBD patolojisi sadece CD4* T hicrelerin uygunsuz
aktivasyonunun  sonucu  degil fakat dlUzenleyici T  hdcrelerin
eksik/disfonksyonu sonucu olmayabilir. Bircok modelde CD4* CD25" Tieq
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hiicrelerin transfer edildigi bélgede murine kolitisinin basarili bir sekilde
dnlenmekte oldugu ve bunun direk olarak efektér T hiicre gogalmasi ve pro-
inflamatuar sitokin tretimi sayesinde yaptigi gésterilmigtir.

2.8.2. Romatoid Artrit (RA)

RA kronik nikseden, havaleli, CD4" ve CD8" T hiucrelerin
inflamasyonu tarafindan, B hucreler, plazma hicreleri, nétrofiller ve
makrofajlar sinovial kompartmanlar sayesinde inflamasyonlu eklem yeri ile
karakterize edilen otoimm(in bir hastalktir. RA’ll hastalarda CD4" CD25"
GITR* T hicrelerin ylzdesi sinovial sivida (SF) periferal kan ile
karsilastirilinca belirgin bir sekilde artmis ve saglikli kontrollere oranla her
ikisinde de bir artig gézlenmigtir (79).

CD4* CD25"%se T hiicreler aktif RA’ll hastalardan izole edildiginde
efektdér T hicreler ve monositler sayesinde suprese edilen proinflamatuar
sitokinler serbest birakilir.

2.8.3. Sjogren Sendromu (SS) )
Gottenberg ve arkadaslari (13) yaptiklari calismada CD4 CD25Y¥sek T
hiicre populasyonunun primer sjégren sendromu (pSS) Orneklerinde arti
gosterdigini  belirtmiglerdir. Ayni  calismada ayrica, CD4 CD25Y/s®
hiicrelerinin yas ile de dogru orantili bir sekilde arttigini géstermiglerdir.

IL-2 KO, IL-2Ra KO ve RAG-1 KO farelere scurfy farelerden alinan lenf
nodu hucrelerinin 1V olarak enjeksyonu sayesinde sjégren sendromu fare
modeli olusturulabilmistir (12).

2.8.4. Diabet (T1D)

Tip 1 diabet, instlin Ureten B-hlcrelerinin yikimi pankreasta olusan T
hlcre aracili otoimmun bir hastaliktir. CD4* CD25" T,eq hlcrelerinin seviyesi
T1D’li hastalarda degisik olup olmadigi tartismalidir. Bu hcrelerin in-vitro
olarak T hucre proliferasyonunda baskilayici ézellikleri, saglikli kontrollerle
kiyaslandiginda belirgin olarak azalmistir ve buda fonksiyonel bir Tieq
eksikligi gosteren T1D’in patogenezinde rol oynayabili. CD4* CD25"
hucrelerin, NOD (Non-Obese diabetic) farede yeniden yapilanmasi
otoimmuinite ve IFN-y Uretiminin gelisimini &nledidi go&sterilmistir. CD4*
CD25" T hicrelerin spesifik olarak pankreas dokusunda biriktigi ve bu
hicrelerin azalan sayisi ayni bdlgede diabetin hizi ile korele oldugu
bulunmustur.

2.8.5. Transplantasyon

Graft atihmini dizenleme, CTLA-4 ve TGF-B bagimhdir. Gorczynski
ve arkadaslarn (80) CD200°UGn arttirllan ekspresyonu ile portal damar
preimmuinizasyon ortakligi sonrasi transplant atiliminin Tr1 tip immin
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dizenlenmesini rapor etmiglerdir. Anti CD200R2/3 mAb’lerin eklenmesi,
kemik iligi kultdrlerinin dendritik hiicre jenerasyonuna neden olmaktadir ve bu
da CD4* CD25" hiicre populasyonunu meydana getirmektedir.

2.8.6. Tiim6r immiinitesi

Birgcok grupta yapilan calismalar CD4* CD25" T.g4 hicrelerin timor
atiimini inhibe etmede rol oynadigini géstermistir. insanlarda CD4" CD25"
Treg hlcrelerin yiksek duzeyleri, akciger, ovaryum, meme ve pankreatik
timor Orneklerinde bulunmustur. Bunun da indirek olarak dizenleyici T
hicrelerin non-spesifik T hicre yanitini slprese edebilecedi isaret edebilir
(66).

2.9. Sjogren Sendromu
2.9.1. Tanim

Sjégren sendromu(SS) baslica tikrik ve gbézyas! bezleri olmak Uzere
ekzokrin bezlerin hasari ile sonug¢lanan, g6z kurulugu ve agiz kurulugu ile
karakterize otoimmuUn bir hastaliktir. Klinik 6zelliklerinin tim0 ekzokrin
bezlerdeki fonksiyon bozukluklarina bagli olarak gelismektedir. Egzokrin
bezlerde yogdun lenfosit infiltrasyonu olusmaktadir. SS’nun primer ve
sekonder olarak adlandirilan iki ayri formu vardir. Primer SS’da altta yatan bir
bag doku hastaligi yoktur. Sekonder SS, romatoid artrit (RA), sistemik
skleroz, sistemik lupus eritematosuz (SLE) ve polimiyozit gibi sistemik bag
doku hastaliklariyla birlikte bulunmaktadir (81).

2.9.2. Epidemiyoloji

SS klinik ve patolojik 6zellikleri ilk olarak 1933’de Danimarkali bir g6z
uzmani olan Henrik Sjégren tarafindan tanimlanmistir. Yillarca, SS nispeten
seyrek goérllen ve ¢ogu kez romatoid artritle iliskili, éncelikle yash kadinlari
etkileyen bir hastalik olarak disUndlmusttr. SS’nun toplumdaki prevalansi
%0.5 dir ve kadinlari daha fazla etkilemektedir (Kadin erkek orani: 9-10/1).
Bu 6zellikleri ile SLE’ye benzer. En ¢ok gérilen U¢ romatizmal hastaliktan
biridir. SS insidansi yasla artar ve cocuklarda hemen hemen hig
go6rilmemektedir. Primer SS, 20-30 yas arasinda ve menapozdan hemen
sonra (Ortalama 50 yas) olmak Uzere iki yag dénemde artis gostermektedir.
60 yas Uzerindeki kadinlarin yaklagik %2’'sinde 6zellikle gbz kurulugu ve agiz
kurulugu gibi primer SS bulgulari gértlmektedir (81). SLE hastalarinin %10-
25 ve RA hastalarinin % 30-50’inde sekonder SS bulunmaktadir. SS-A (Anti-
Ro) pozitifligi olan SLE hastalari ile SS gelisimi arasinda yakin bir iliski vardir
(82). RA’da sekonder SS gelisiminin HLA-DR4 varligi ile iliskili oldugu
disunulmektedir (83).
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2.9.3. Tani Kriterleri

Fizik muayenede asikar agiz veya g6z kurulugu saptanan ANA
ve/veya anti-Ro/anti-La antikorlari pozitif bulunan bir hastada primer SS
tanisinin konulmasi zor degildir. Bu hastalarda tedavinin planlanmasi ve
tikrik bezi disi organ tutulumlarinin  belirlenmesi daha &nemlidir.
Semptomlar silik olan veya otoantikor pozitifligi olmayan hastalara tani
konulmasinda guUglikler olmaktadir. Klinik olarak g6z kurulugunun
saptanmasi kolay olmasina ragmen agiz kurulugunun saptanmasi nispeten
daha zordur. Agiz ve g6z kurulugunu gdsteren klinik ve laboratuar dlgtimlere
ilave olarak otoantikorlar ile tUkrik bezinin anatomik ve histolojik yapisini
degerlendiren go6rintileme metodlarinin da kullanildigi  tani  kriterleri
olusturulmustur. Bu gtine kadar bir ¢ok tani kriteri gelistiriimis ve zamanla bu
kriterlerde duzenlemeler vyapilmistir. En son O6nerilen Amerika-Avrupa
konsensus grubu tarafindan hazirlanan tani kriterleridir (84)(Bkn Ek1)

2.9.4 Klinik Belirtiler
2.9.4.1. Etiyoloji

Gok sayida molekdler, histolojik ve klinik calismalar yapilmasina
ragmen SS’nin patogenezi ve altta yatan sebepler henliz tam olarak
bilinmemektedir. Genetik ve c¢evresel faktorlerin etyolojide rol oynadid,
patogenezin bir ¢cok faktérden etkilendigi tahmin edilmektedir. Genetik
olarak yatkin bireylerde bazi gevresel faktorler tarafindan hastaligi baslatan
mekanizmalarin  tetiklendigi  dusinilmektedir. Hastalikla yakin iliskili
otoantikorlarin varligi ve dokudaki yodun lenfosit infiltrasyonu nedeniyle
patogenetik slrecin otoantikorlar tarafindan yuUrGtaldigdne inanilmaktadir
(85).

Cevresel tetikleyici faktorler arasinda viral enfeksiyonlar ve agiz
florasindaki  bakteriler  suclanmigtir.  Bazi  incelemeler, retroviral
enfeksiyonlarin (HIV-1, HTVL) SS’nun sebebi ya da gelisimine katkida
bulunan primer faktér olabilecegini ileri surmektedir. Fakat retroviral
enfeksiyonlar ile SS arasindaki nedensel ve etkilenim iligkisi hala
kurulamamistir. Ozellikle Epstein-Barr virlis (EBV) ile hastalik arasinda iligki
oldugu, SS hastalarin tiukrik bezlerinde EBV genomunun oldugu iddia
edilmistir. Fakat tim SS’lu hastalarda EBV genomu tespit edilememektedir.
HCV, Herpesvirular ve enteroviruler SS etyolojisinde dislinilen ve arastirilan
diger viruslerdir. Bazi arastirmacilar agiz mukozasinda mutant streptococ
tirleri ve Candida spp varh@i ile tikrik miktarindaki distklik arasinda iligki
oldugunu ileri stirmaslerdir (4, 5). Bu ajanlarin kronik inflamasyona, tikrik
bezlerinde fonksiyon bozukluklarina ya da tikrik miktarinda azalmaya neden
olup olmadiklari konusu heniiz tam agiklik kazanmamistir (6).

SS’nun genetik temellerinin oldugu bilinmektedir. Tek yumurta ikizleri,
hayvan modelleri ve aday genlerle yapilan galismalarda genetik yatkinlgi
oldugu goérilmustur. Ozellikle obes olmayan diabetik (NOD) farelerde yapilan
calismalarda 1. ve 3. kromozom Uzerindeki bazi aday alleller tespit edilmigtir.
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insanlarda yapilan calismalarda HLA gen polimorfizmlerinin primer SS
gelisimiyle iligkili oldugu gdsterilmis ve anti-Ro/anti-La olusumuyla spesifik
HLA alleleri arasindaki iligki tanimlanmistir. SS’nin patogenizinde rol alan
normal immun sistemin farklh evrelerinde 6nemli roller oynayan IL-10, IL-4R,
IL6, TNF-a, CTLA-4 ve MBL (Mannoz baglayici leptin) gibi bazi molekullerin
genlerindeki polimorfik degisiklerin hastalik geligimindeki etkilerini inceleyen
bir cok g¢alisma yapilmistir. Ozellikle IL-10 ve TNF-a gen polimofizmlerin
hastalik patogenezinde rol oynayabilecegini gésteren datalarin sayisi fazladir
(75).

SS da, Ro ve La proteinlerine karsi gelisen otoantikorlarin(Anti-
Ro/Anti-La)hastalik patogenezindeki rolleri tartismalidir. Bu proteinler normal
immun sistemde self toleransa ile antijenik olarak taninmaz iken timustan
kacan otoreaktif T lenfositler tarafindan taninmasi ve bunlara kargi
antikorlarin sentezlenmesi olasidir. TUkrik bezindeki apoptosuz nedeniyle
olusan asir hdcre 6lumi ve Ro proteinlerinin immun sistem tarafindan
taninmasi bu otoantijenlerin primer immunojenik fonksiyon kazanmasina yol
acabilir (86). Bununla beraber, Ro ve La antikorlarinin serum seviyesi
hastalik aktivitesi ile korele degildir.

2.9.4.2. Klinik

SS kseroftalmi (g6z kurulugu) ve kserostomi (agiz kurulugu) birlikteligi
ile prezente olmaktadir. Hastalarin %30-50’sinde iki semptom birlikte
gorulmektedir. Agiz kurulugu sikhkla sorgulama bulgusudur. Yutkunma
zorlugu, tekrarlayan dis enfeksiyonlari, tuzlu veya baharath yiyeceklerden
sonra agr ve konusma gucligi agiz kurulugunu gdésterir. Semptomlar sinsi
gelisir ve ¢ogu kez birka¢ yil bu tani distnidlmememektedir. Glnkd kuruluk
sikayetleri ilaglara (6rnegin, antihistaminikler ve antidepresanlar), cevresel
faktérlere veya yaslihda baglanir. Bir ¢ok hastada burun ve bodazda sivi
sekresyonu bozulur oral aftlara yatkinlik olmaktadir. Oral candidiasiz ve dis
curlkleri sik gérlr. SS’da olusan dis c¢urUklerinin tedavisi zordur ve erken
tedavi edilmesi gerekmektedir.

GOz kurulugu sonucu gbézde kasinma, kum batmasi hissi ve asir
hassasiyetten gdrmenin bulaniklasmasina kadar gérme il ilgili cesitli
sikayetler olabilmektedir. Nadiren ciddi kuruluktan kaynaklanan korneal
Ulserler nedeniyle gérme kaybi geligebilir.

Sjégren sendromunda tikrik bezlerinde agrisiz blylime olur, siklikla
da bilateraldir. Buyime genellikle agrisizdir ve yavas yavas gelismektedir.
Tek tarafll bOyUmelerde lenfoma gelisimi ve tikrik bezi infeksiyonlari
distnUlmelidir. SS hastalarda lenfoma insidansi artmistir ve yaklasik olarak
hastalarin % 5 inde lenfoma gelismektedir.

Hastalikta ekzokrin bezler disindaki organlarinda tutulumu

mumkundur. Cilt belirtileri, palpabl veya nonpalpabl purpura, papdller,
drtikerial lezyonlar ve aniler lezyonlardir. Bazi hastalarda vaskulitik lezyonlar
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gelisebilir. RA ve SLE’ye benzer sekilde poliartralji ve artrit gelismektedir.
Artrit kemik erozyonu yapmaz. Reynaud fenomeni SS’da goérllen diger
6nemli belirtidir. Fibromyaljiye benzer sekilde yaygin kas agrilarina neden
olmaktadir.

Ust ve alt solunum yollarinda kuruluga bagh semptomlar
gelismektedir. En sik gorilen semptom kuru 6ksurlktir. SS’de bronsektazi,
interstitiel pndédmoni ve fibrosiz gibi akciger tutulumlan gelisebilir. Bu
hastalarda sigara icimi akciger hastaliklari icin ek major risk faktdrtdur.
Mukozalardan kaynaklanan lenfomalarin (MALToma) insidansi artmaktadir.

Perikardit ve pulmoner arteriel hipertansiyon gelisebilir. Hastalikta
kardiak otonomik testler bozulmustur ve otonomik  ndropatiyi
gbstermektedirler. SS annelerin bebeklerinde anti-Ro ile iligkili konjenital kalp
bloklari gelisebilir.

SS'da hem periferik hem de santral sinir sistemi tutulumu
gbrulmektedir. Hastalarin yaklasik %20’sinde nérolojik bulgular vardir. Multibl
skleroz ve Alzheimer benzeri santral sinir sistemi tutulumu gelisebilir.
Vaskdlitik etkilenimlere baglh motor ve sensorial periferik ndropatiler
olusabilir. Bbbreklerin etkilenmesi interstitiel nefrit, renal tibller asidoz ve
hiposteniirik idrar seklindedir. interstitiel nefrit gelisimi olabilir. Nadiren
otoimmun hepatit ve pankreatit gelisebilir. SS’lu hastalarda depresyon ve
anksiyete gibi psikiatrik bozukluklar ile hipotroidi gibi endokrinolojik
bozuklarin gérilme sikhgi artmaktadir (81).
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GEREC VE YONTEM

3.1. Hastalar )

Bu calismaya, Akdeniz Universitesi Tip fakiltesi ic Hastaliklari ve
Romatoloji poliklinigine basvuran, primer sjogren sendromu dusundlen,
yaslarn 19 ile 77 arasinda degisen 39 hasta (5 erkek, 34 kadin) alinmigtir.
Sjégren sendromu tanisi icin Avrupa Calisma Grubu kriterleri kullaniimigtir
(70). Sjégren sendromu siniflama kriterleri ekte tablo olarak verilmigstir (Bkn
Ek1). Hepatit C, daha 6nce boyuna radyasyon almis hastalar, AIDS hastalari,
Sarkoidozis, antikolinerjik kulananlar, lenfoma Oykusu olanlar, gerft versus
host hastaligi olanlar ¢alismaya dahil edilmemistir.

Kontrol grubu olarak yine Akdeniz Universitesi Tip fakiltesi g
Hastaliklari ve Romatoloji béliminde takip ve tedavi edilen 40 Romatoid
Artrit hastasi (10 erkek, 30 kadin) ve 26 saglikli kontrol génilll vericiden
olusmaktadir. Tum vericiler baslangigta uzman bir doktor tarafindan
degerlendirilmig, medikal Oykuleri alinmis ve fizik muayeneleri yapiimistir
(Tablo 4.1.). Calismaya alinan gruplarin genel Ozellikleri goérulmektedir.
Galisma icin yerel etik kurul onayi alinmig, ¢calismaya alinan tim katilimcilara
calisma hakkinda bilgi verilmis, yazili ve s6zlu aydinlatiimis onam formu
alindiktan sonra ¢alismaya baslanmistir.

Sjégren sendromu tanisi igin poliklinikte agiz ve g6z kurulugu gibi
tanisal degeri olan klinik bulgularin varlhid sorgulanmig, g6z kurulugu igin
Shirmer ve g6z yas! kirllma zamani (BUT) o6l¢Umleri yapilmistir. Sjogren
sendromu disunltlen olgularda RF, ANA ve Anti-Ro\La antikorlari
calisiimistir. TUkrOk bezi biyopsisi alinmasi planlanan hastalarla ¢alisma
hakkinda konusulmus; tikrik bezi biyopsisini kabul etmeyen ve tikrik bezi
biyopsisi yapilmasina ragmen Orneklerinden arastirma yapilmasina onay
vermeyen hastalar ¢alismaya dahil edilmemigtir. Hasta grubunun Sjégren
sendromu tanisi konma agamasinda olmalari sebebiyle tedavilerine
baslanmadan biyopsileri alinmigtir. RA grubunda ise tanisi konmus hastalar
yeraldidi icin tedavileri devam eden hastalardan periferik kan &rnekleri
alinmistir.

TukrOk bezi biyopsisi, alt dudak i¢c kimindan, lokal anestezi yapilarak
dudak orta kismi ile agiz késesindeki mesafenin 1/3 dig kismindan 0,5 cm’lik
yuzeyel kesi ile yapildi. Yeterli miktarda 6rnek alindiktan sonra sutur ile
kapatildi. TOkrok bezi biyopsisi alinmasi ile es zamanli olarak heparinli ve
EDTA’h tiplerine kan érnegi alindi. Orneklerden otomatik kan sayim cihazi
ile tam kan sayimi akis sitometrisi ile T hiicre alt gruplarina bakildi.
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3.2. Akis Sitometrik analiz )

Flow sitometrik analizler, Akdeniz Universitesi Tip Faklltesi Ig
Hastaliklari ve Romatoloji A.D. Flow Sitometri Unitesinde bulunan, Epics
Altra, Beckman Coulter cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Flow sitometri ile yapilacak analizler igin tam kan ydntemi
kullaniimistir. Kan &rnekleri, vericilerden alinmalarini takiben en ge¢ 10
dakikalik sure icinde laboratuvara ulastiriimis ve 25 pl. kan 6rnegi ile 3’er pl.
monoclonal antikor kullanilarak ylzey ve stoplazmik boyamalari yapilmigtir.

- Calisma grubu ve negatif kontrol icin 25’er pl. kan 6rnegi, 25’er pl.
PBS ile test tliplinde sulandirildi.

- Uzerine 3’er pl. monoclonal antikorlar, calisma grubu icin CD4 APC
(Beckman Coulter) ve CD25PE (Beckman Coulter), izotipik kontrol igin
lgG2a-PE(mouse) (Beckman Coulter) ve IgG1(mouse)-FITC (Beckman
Coulter) konularak karistirildi.

- 20 dakika (dk.) 25°C’de ve karanlikta inklibe edildi.

- Bu sire sonrasinda 100 pl. permeabilizasyon solusyonu reagent 1’den
( Fixation, intraprep, Beckman Coulter ) eklenip, iyice karigtirildi.

- 15 dk. 25°C’de ve isikta bekletildi.

- Sdre bitiminde 4ml. PBS ile 5 dk. 300g'de yikama yapildi (Beckman
Coulter Allegra X-22R santriflj). Supernatant atildi.

- Dipte kalan hucrelerin Gzerine 100 ul. permeabilizasyon solusyonu
reagent 2'den ( Fixation, intraprep, Beckman Coulter ) yavasca konup ve
karistirmadan 5 dk. isikta bekletildi.

- Slre bitiminde tUpler yavasca karistirilip ve Gzerine 3 pl. monoclonal
antikor (Foxp3 AbD serotec) ve sekonderi (IgG FITC AbdD serotec)
eklenerek 20 dk. 25°C’de ve karanlikta bekletildi.

- Sonrasinda 4ml. PBS ile 5 dk. 300g'de yikama yapildi (Beckman
Coulter Allegra X-22R santrif(lj). Supernatant atildi.

- TUpin dibinde kalan hicrelerin tGizerine 1ml. PBS eklenip analize hazir
hale getirildi.

Akis sitometrisi Flow-Check Fluorospheres (Beckman Coulter) ile kalibre
edildikten sonra ornekler cihaza verildi. Analiz bdlgesinde negative izotipik
kontrolin  floresansindan daha yogun floresans gdsterenlerin total
populasyon icerisindeki ytzdeleri (ilgili antijeni tasiyan hilcre yuzdesi)
saptandi.
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3.3. immiinohistokimyasal Boyama ve Degerlendirme

Formalin ile fikse edilip parafine gémulu bloklardan elde edilen doku
drneklerine immunohistokimyasal olarak “Streptovidin-Biotin Peroksidaz”
yéntemi ile immunovision uygulandi.

imminhistokimya uygulanacak 5 mikronluk kesitler “chromalium-
gelatin adhesive” ile kapli lamlara alinmistir. Lamlar, 60°C’ de etlivde parafini
eritilip, ksilol solisyonunda iki kez 5’ er dakika deparafinize edildi. Daha
sonra azalan derecelerde alkolden gegirilip, distile suya alinarak dehidrate
edildi. Ardindan kesitlere antijenin yeniden kazanilmasi amaciyla “antijen
retrieval” islemi uygulandi. Bu islem, 0,01 M sitrat sollisyonu (trisodyum
sitrat) icinde pH:6,0 da sivi seviyesi lamlarin Gzerini kapatacak ve kesitler
kurumayacak sekilde 98°C’ de basmali kaybetme modilinde 40 dakika
kaynatildi ve kesitler oda i1sisinda 20 dakika sogumaya birakildi. Ardindan
endojen peroksidaz enzim blokasyonu igin %3’ lUk H20? sollsyonu ile kesitler
5 dakika inkiUbe edildi. Daha sonra preparatlar tamponlanmis fosfat
solisyonunda yikanarak 5 dakika bekletildi. Her G¢ immunhistokimyasal
Ornekte zemin boyanmasini 6nlemek amaci ile kesitler 10 dakika protein
blocking solisyonunda bekletildi ve islem sonunda Uzerindeki fazla protein
blocking sollsyonu dokildi. Daha sonra preparatlar Gzerine primer antikorlar
eklenip 2’ ser saat inkibe edildi. Daha sonra kesitler tamponlanmis fosfat
solisyonunda 5 dakika bekletildi. Primer antikor ile enzim tasiyan antikor
arasl baglayici gérev yapan Linking Reagent ile doku kesitleri 15 dakika
inkbe edildi. Streptoavidin ile konjige edilmis “horseradish peroksidaz” ile
dokular 15 dakika inkibe edildi. Chromogenic substrate (DAB) ile 5 dakika
inkUbe edildi. Preparatlara hemotoksilen ile zit boyama yapildi ve lamelle
kapatildi.

Her U¢ antikor icin tim inklbasyon basamaklar oda sicakliginda ve
nemli ortamda gergeklestirildi. Renklendirici olarak diaminobenzidine (DAB)
kullanildi, olusan kahve renk pozitif olarak kabul edildi.

imminreaksiyonu yizde alan ve boyanma siddetine gore
degerlendirilmistir. Boyanma izlenmemigse 0, boyanma izlenen alan %10’ un
altinda ise 0, %11-19 ise 1, %20-29 ise 2, %30-39 ise 3, %40-49 ise 4, %50’
den fazla ise 5 olarak degerlendiriimistir. Boyanma siddetine gobre
degerlendirildiginde; boyanma yok ise 0, (+) siddette boyanma varsa 1, (++)
siddette boyanma varsa 2, (+++) siddette boyanma varsa 3 olarak
tanimlanmigtir. Hem boyanan alan hem de boyanma siddeti dikkate alinarak
skorlama yapilmistir. Buna go6re hastalarin aldigi skor 0-8 arasinda
degismektedir. 0 skor alanlar Foxp3 eksprese etmeyenler, 1-3 skor alanlar
disik dizeyde Foxp3 ekspresyonu yapanlar, 4-5 skor alanlar orta derecede
Foxp3 eksprese edenler, 6-8 skor alanlar ylksek dizeyde Foxp3 eksprese
edenler olarak gruplandiriimistir (Tablo 3.2.).
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Tablo .3.2. % Boyanan alan, boyanma siddeti ve skorun gosteriligi

% Boyanan | Boyanma siddeti Skor
alan
< %10 0 0
1 1
2 2
3 3
% 10-19 0 1
1 2
2 3
3 4
% 20-29 0 2
1 3
2 4
3 5
% 30-39 0 3
1 4
2 3
3 6
% 40-49 0 4
1 5
2 6
3 7
> % 50 0 5
1 6
2 7
3 8
Skorlama;

Skor 0=  FoxP3 eksprese etmeyen

Skor 1-3= DUsUk dizeyde FoxP3 eksprese eden
Skor 4-5= Orta dizeyde FoxP3 eksprese eden
Skor 6-8= YUksek dlizeyde FoxP3 eksprese eden

3.4. istatistiksel Degerlendirme

Sonuglarin istatistiksel testleri Windows SPSS 14.0  versiyonu
kullanilarak yapildi. Ortalama degerlendirmeler igin tanimlayici testler,
nonparametrik karsilastimalar icin Mann Whitney-U testi, korelasyonlar icin
Sperman korelasyonu ve Kruskal Wallis testi kullanildi.
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BULGULAR

4.1. Hastalarin Genel Ozellikleri

Calismaya alinan hasta ve kontrol (RA) gruplarina ait 39 hasta (5
erkek, 34 kadin) ve 40 Romatoid Artrit hastasi (10 erkek, 30 kadin) génalli
vericiden alinan kan ornekleri ile yapilan tetkiklerin sonuglar tablo 4.1."de
6zetlenmistir.

Tablo 4.1. Hastalarin genel 6zellikleri

SJS(39) RA(40) P

Yas 47,4+12,9 48,0+10,8 0,799
Cins(E/K) 34/5 30/10 0,168
ESR 39+27 33+25 0,216
CRP 0,6+0,8 1,0+1,7 0,432
Hb 12,9+1,3 12,6+1,5 0,365
Lokosit 7602+2710  [8141+2560 0,373
Mutlak Lenfosit 21704867 2088+700 0,496
Biospi(Chisholm)

| 5

I 11

1 9

IV 14
RF(+) 9(%23)
ANA(+) 8(%20)

4.2. Akis Sitometrisi Sonuclari

Galismamiza dahil ettigimiz Sjégren Sendromu hastalarina ait akis
sitometrisi sonuglari ile RA’ll ve saghkli kisilerden olusturdugumuz kontrol
grublarinin CD4" lenfosit ve CD4"CD25"Foxp3* lenfosit ylizde (%) oranlari
arasinda fark olmadigini, CD4*CD25" hiicre % oranlarini ise farkli oldugu
tespit ettik. Ozellikle RA’I hastalarda CD4"CD25" sayisi saglikli bireylerden
fazlaydi. Buna karsilik Sjégren Sendromu hastalari ile saglkli kontrol veya
RA grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. Bulgular
Tablo 4.2.°de gbsterilmistir.
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Tablo 4.2. CD4+ CD25+ ve Foxp3+ hicre ylzdeleri ile Sjégren Sendromu, RA’l kontrol ve
saglikl kigilerin akig sitometrisi sonuglari kargilastiriimasi

RA SjS Kontrol P
CD4* 46.4 +9.2| 424 +8.7| 425+55| 0,157
CD4*CD25" 49+29| 40+3.1| 3.1+2.0| 0,006

CD4"CD25" FoxP3* 0.8+19| 06+0.7| 05+04| 0,259

RA ile Kontrol arasinda CD4"CD25" hiicre % oranlari p= 0.001

RA’l hastalarda CD4*CD25" sayisi saglikli bireylerden fazla gérilmektedir.
Sjégren Sendromu hastalan ile saglikli kontrol veya RA grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir.

Cizelge 4.1. Sj6gren Sendromu hasta grubundan bir olgunun akis sitometri géruntisi

10% 103

E\ V2 ZAC1 IAC2
133.6% 0.4% 14.5% 0.1%
"()2—E 102—E
g t
10'= 4 10"
< = AR =
8 B 8 3
ol - 10°—
&= V3 v4 SAC3::. i |IAC4
165.7%:: | 0.3% al i1 0.6%
:“ .le‘llllll T Illlllll T IIIIIII| T T TTTTm, T l‘lllll T |l|||l|| T Illlllll T T TTIT0Tm
10° 10° 102 10° 10° 10' 102 10°
FOXP3 FITC FOXP3 FITC

Bir Sjégren Sendromu hastasinin CD4 APC, CD25 PE ve Foxp3 FITC
ile periferik kandan Ug¢li boyanan hucrelerin akis sitometrisi goéruntdleri
Gizelge 4.1.’de gosterilmigtir.

Gizelgede CD4" hiicre ylizdesi %34, CD25" hiicre ylzdesi % 4.6,
Foxp3™ hiicre ylizdesi %0,7 olarak gorilmektedir.
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4.3. immiinohistokimya ve Akig Sitometri Sonuclarn

Tablo 4.3. Chisholm ile periferik lenfositlerin iligkisi

Chisholm I I Il vV P

CD4" 43,0+8,3 | 43,8+7,0 | 43,4+9,8 | 40,0+10,1| 0,835

CD4'CD25" | 5,6%6,1 3,8+2,1 | 4,34+9,8 | 3,7+2,5 0,945

Foxp3* 0,34+0,48 | 0,78+0,8 | 0,65+0,7 | 0,7+0,9 0,419

Calismamiza dahil edilen 39 Sjogren Sendromu hastasinin tikrik bezi
biyopsileri tizerinde yapilan Chisholm ile periferik kandaki CD4*, CD4*CD25"
ve FoxP3 pozitif hiicre sayilar arasinda iliski (Korelasyon) bulunmadigi tablo
4.3.’de gosterilmistir.

Dokudaki lenfosit yogunlugu ile periferik kandaki CD4*, CD4"CD25"
hiicre sayilari arasinda iliski (korelasyon) saptanmadi. TUkrik bezindeki
lenfosit ylizdesi ile periferik kandaki CD4*CD25'FoxP3 hiicre sayilari
arasinda zayif ama pozitif bir korelasyon saptandi (p=0.022, r= +0.38).

Cizelge 4.2’de gOsterilmistir. Istatistiksel degerlendirmede Spearman
korelasyon testi kullaniimigtir.

Cizelge 4.2. Tukrik bezindeki Foxp3 ylUzdesi ile periferik kandaki CD4+CD25+FoxP3 hiicre
sayilari dagilimi

25,00

20,00

15,00

CuSum foxp3

10,00—

5,00—

0,00

T T T T T T T T
0 5 10 20 30 40 50 60

Tiikriik bezi Foxp3 yiizdesi
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Tablo 4.4. immunonhistokimya ile periferik lenfosit alt gruplarinin iliskisi

Distuk Foxp3 |Orta Foxp3 |Ylksek
Ekspresyonu |Ekspresyonu |Foxp3
Ekspresyonu
CD4* 41,746,8 42,2+9,44 4,35+10,91 0,876
CD4*CD25" [3,81+3,7 3,3712,29 3,49+3,18 0,567
Foxp3* 0,52+0,55 0,57+0,82 1,0+0,96 0,174

immiinhistokimyasal incelemelerdeki dokudaki FoxP3 boyanma skoru
ile periferik kandaki CD4*, CD4"CD25" ve FoxP3 pozitif hiicre sayilar
arasinda iliski (Korelasyon) saptanmadigi tablo 4.4. ve cgizelge 4.3'de
gosterilmistir. istatistiksel degerlendirmede Spearman korelasyon testi
kullaniimistir.

Cizelge 4.3. Chisholm ile dokudaki FoxP3 pozitif hiicre sayilari arasindaki iligki

FoxP3 (%) *7

1 2 3 4

Chisholm

ToakrOk bezi biyopsilerinde yapilan immudnohistokimyasal boyamalar
sonucunda bu dokuda bulunan Foxp3 pozitif olan hicreler ile Chisholm skoru
korele edildiginde Chisholm 3 ve 4 grubunda esit ve Chisholm 1 ve 2'den
fazla miktarda Foxp3 boyanmasi gérilmektedir (Cizelge 4.3).
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Tablo 4.5. Chisholm ve yiizde Foxp3 miktari arasindaki korelasyon iligkisi

Chisholm Pearson Correlation 1 ,605(™)
P ,000
N 40 39
YUzde Foxp3 Pearson Correlation ,605(*%) 1
P ,000
N 39 39

imminhistokimyasal incelemelerdeki dokudaki FoxP3 boyanma skoru
Chisholm ile yine dokudaki yizde Foxp3 miktarlari arasinda anlamli bir iligki
(Korelasyon) saptandidi Tablo 4.5. ve gizelge 4.3'de g0sterilmistir (p=0.000,
r= + 0,605). Istatistiksel degerlendirmede Spearman korelasyon testi
kullaniimigtir.

Cizelge 4.4. Ortalama FoxP3 boyanma skoru ile Chisholm arasinda iligki

QOrtalama Skor

6,00—

5,00—

4,00—

3,00

2,00

1,00

0,00—
1 2 3 4

Chisholm

Tukrik bezi biyopsilerinde yapilan immunohistokimyasal boyamalar
sonucunda bu dokuda bulunan Foxp3 pozitif olan hicrelerin ylzdeleri ve
boyanma siddetlerinden olusturdugumuz ortalama skor ile Chisholm korele
edildiginde Chisholm 3 ve 4 grubunda Chisholm 1 ve 2’ye nazaran fazla
miktarda Foxp3 boyanmasi gérilmektedir (Cizelge 4.4).
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Tablo 4.6. Chisholm ve Foxp3 skor arasindaki korelasyon iligkisi

Chisholm Pearson Correlation 1 ,709(*)
P ,000
N 40 38
Skor Pearson Correlation ,709(*) 1
P ,000
N 38 38

imminhistokimyasal incelemelerdeki dokudaki FoxP3 pozitif olan
hicrelerin ylzdeleri ve boyanma siddetlerinden olugturdugumuz ortalama
skor ile Chisholm arasinda anlaml bir iligki (Korelasyon) saptandigi tablo 4.6.
ve cizelge 4.4de gosterilmistir (p=0.000, r= + 0,709). Iistatistiksel
degerlendirmede Spearman korelasyon testi kullaniimigtir.

Cizelge 4.5. FoxP3 boyanma skoru ile periferik kandaki CD4+, CD4+CD25+ ve FoxP3
pozitif hiicre sayilari arasinda iliski

0,80

0,60

0,40~

Mean foxp3

0,20

Chisholm

Periferik kan 0&rneklerinde vyapilan akis sitometrisi boyamalari
sonucunda bulunan Foxp3 pozitif olan hicrelerin ytzdeleri ortalamasi ve
Chisholm korele edildiginde anlamli bir korelasyon gérilmemektedir (Cizelge
4.5). istatistiksel degerlendirmede Spearman korelasyon testi kullaniimigtir.
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4.4. immiinohistokimya ve immiinfloresan Sonuclari

Sekil 4.1. imminohistokimya ve imminfloresan gérintileri. A ve B sekilleri Foxp3 antikoru
ile immunohistokimyasal ydntem ile boyanmig tukrik bezi gérintisi. C ve D
Foxp3 antikoru ile immunfloresan yéntemi ile boyanmis tikrik bezi goriintisi.

Sekil 4.1.’de gbsterilen A ve B sekillerinde Foxp3 antikoru ile
immunohistokimyasal ybéntem ile boyanmig tUkrik bezi biyopsisi pozitif
boyanan hicreleri kirmizi olarak gériilmektedir. C ve D sekillerinde ise Foxp3
antikoru ile immunfloresan yontemi ile boyanmis tukrik bezi biyopsisi pozitif
boyanan hiicreleri yesil renkli olarak gérilmektedir.
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TARTISMA

T hicresinin aktive olabilmesi igin Uzerinde bulundurdugu TCR
receptorleri ile yabanciy tanimasi gerekir. Bunun icinde APC’ler tarafindan T
hicresine MHC Klasl veya MHC Klasll yardimi ile proteinler sunulur. T
hicresi TCR yardimi ile yabanci peptidi tanir ve hemen aktivasyon
reseptorlerini yukari geker. Boylece birinci sinyal gergeklesmis olur Bu arada
IL-2R (CD25) yukari gekilir ve salinan IL-2 sitokini bu reseptére baglanarak T
hicresinin antijene spesifik olarak ¢ogalmasini saglar. Aktive olan T hicre
ylzeyinde ikincil bir sinyal molekuli olan CD28 gésterilir.

Periferik kandaki CD4" T hicrelerinin %1-5’ini dizenleyici T hiicreleri
olusturur (Duzenleyici T hlcreleri, CD4* CD25" T hiicreler ya da Teq Olarak
da isimlendirilirler). Genel anlamda yaptiklari isin hem hayvanlarda hem de
insanlarda otoimmuniteyi baskilamak oldugu bilinmektedir (78). BugUlnku
yapilan aragtirmalarin  bir g¢ogunun odagi CD4°CD25" T hicreleridir.
Diizenleyici T hlcrelerinin bir ok alt grubu vardir. Ozellikle de CD4*CD25" T
hiicreleri, Foxp3 ekspre edip etmemelerine gére dizenleyici T hlicre olarak
bilinirler. Foxp3 ekspresyonuna bakilmaksizin periferik kanda tespit edilen
CD4*CD25" T hucrelerinin tamami aktif T hlcrelerini temsil etmektedir. Yani
bu aktive olmus T hicreleri icinde Foxp3* olan dlizenleyici T hicreleri de
vardir (37, 38).

Treg hlicre dlzenlenmesi eksik olan farede siklikla T hucre iligkili pek
¢cok organi etkileyen sistemik otoimmunite gelistirmektedir (12).

RA’l hastalarda CD4* CD25" GITR"™ T hucrelerin ylzdesi sinovial
sivida (SF) periferal kan ile karsilastinlinca belirgin bir sekilde artmis ve
saglkli kontrollere oranla hem SF'da hemde peiferal kan 6rneklerinde bir
artis gézlenmistir (79). Bizim calismamizda Sjoégren sendromu hastalarinin
tikriik bezindeki yani dokudaki Foxp3™ hiicre yogunlugu (T.eg) bu ¢alismaya
benzer sekilde artarken, farkli olarak periferik kanda CD4" CD25" Foxp3*
hicre miktarinda anlamli bir artis gértlmemistir.

SLE hastalarininda yapilan bir caligmada aktif SLE’liler ile inaktif
SLE’liler, kontrol grubu ve Ra’li hastalar arasinda periferal kan CD4" CD25"
hicrelerine bakildiginda, hastalar ve kontrol arasinda anlamli bir fark
bulunmamis, ancak SLE’li hastalarda CD4" CD25" fonksiyonlarinda anlamli
bir disUklik oldugu saptanmistir ki bu durum SLE de dizenleyici
fonskiyonlarda bozukluk olabilecegi fikrini desteklemektedir (87).

Yapilan baska bir galismada ise yas ile birlikte CD4" CD25" hiicre

miktarinin periferik kan &rneklerinde arttigi g0sterilmistir (84). Sjégren
sendromu hastaligi ve diger otoimmun hastaliklarin da ileri yaglarda kendini
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gosterdigi dustnulirse Foxp3 pozitif (Tweg) hicre sayisinin artisi bizi
sasirtmamaktadir.

Sjégren sendromu(SS) baslica tikrik ve gbézyas! bezleri olmak Uzere
ekzokrin bezlerin hasari ile sonug¢lanan, g6z kurulugu ve agiz kurulugu ile
karakterize otoimmun bir hastaliktir. Klinik 06zelliklerinin  timi  ekzokrin
bezlerdeki fonksiyon bozukluklarina bagli olarak gelismektedir. Egzokrin
bezlerde yogdun lenfosit infiltrasyonu olusmaktadir. SS’nun primer ve
sekonder olarak adlandirilan iki ayri formu vardir. Primer SS’da altta yatan bir
bag doku hastaligi yoktur. Sekonder SS, romatoid artrit (RA), sistemik
skleroz, sistemik lupus eritematosuz (SLE) ve polimiyozit gibi sistemik bag
doku hastaliklanyla birlikte bulunmaktadir (81). Genler ve patojenik
mekanizmalar 6nderliginde organ hasari ile ilerleyen otoimmidn hastalig
neyin tetikledigi acik degildir (12). Sjégren Sendromu hastalidinin otoimmtin
bir hastalik olmasindan dolayr bu calismada, periferik kanda CD4*CD25"
Foxp3* T hicre ylzde miktarlari ve bu ylzdelerle hastalhigin aktivasyonu
arasindaki iliskinin yanisira hastalardan alinmis olan tdkrik bezi
biyopsilerindeki Foxp3™ hiicrelerin oranlari arastiriimigtir.

Gottenberg ve arkadaglari (13) (2005) yaptigi g¢aligmada CD4
CD25Ysek T hiicre populasyonunun, primer sjégren sendromu (pSS)
orneklerinde artis gosterdigini belirtmiglerdir. Ayni g¢alismada ayrica, CD4
CD25Ykse hiicrelerinin yas ile de dogru orantili bir sekilde arttigini
gOstermiglerdir.

Gottenberg ve arkadaglarinin (13) bu caligmalarinin yapildigdi
dénemde Foxp3 antikorunun olmayisi nedeniyle bu hicrelerde Foxp3
ekspresyonuna  bakilamamistir.  Bizim  calismamizda ise  Foxp3
ekspresyonuna bakilabilmesinden dolayi, elde edilen degerlerin glvenilirligi
ve bu hicrelerin dizenleyici T hlcresi oldugu daha kesin olarak
sOylenebilmektedir. Ayrica periferik kanda ve tikrik bezi biyopsilerinde es
zamanli olarak Foxp3 ekspresyonuna hem akis sitometrisi, hem
immunohistokimya hem de immunfloresan gibi duyarh yd&ntemlerin
kullaniimig olmasi ¢alismamizi daha da guvenilir kilmaktadir.

Treg hucrelerinin temel gorevleri olugan immun yanitin dizenlenmesi
ve bir anlamda sinirlanmasidir (66, 12). Bununla birlikte Ty hlicrelerinin su
an itibar ile bilinmeyen baska dizenleyici goérevleri de bulunabilir. Doku
orneklerinde Ty hicrelerin gesitli otoimmin hastaliklarda yogunlugunu
gbsteren sinirh sayida calisma vardir. Miyara ve arkadaglarinin (85)
calismasinda aktif SLE’li hastalarda bobrekte Ty birikimi olmadig
saptanmistir. Keza baska bir calismada primer biliyer sirozlu hastalarda
karacigerde Foxp3 pozitif hdcrelerin yogunlugunun az oldugu bulunmustur
(44). Yakin zamanda Sjogren sendromlu hastalarda yapilan ¢alismada tikrik
bezi biyopsilerinde T,eg hiicre yogunlugunun kontrol grubuna gére daha az
oldugu saptanmistir. (86) Keza bu caligmada Foxp3 exprese eden T
hicrelerin yogunlugunun parotiti olan hastalara gére de dokuda azaldig:
gOsterilmistir. Bizim calismamizda bu c¢alismanin aksine doku &rneklerinde
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hastalik siddeti arttikga Chisholm klasifikasyonunun ileri safhalarinda artmig
Treg hlicre yogunlugu saptanmistir (tablo 4.5.-4.6. ve cizelge 4.3.- .4.4). Bu
durum birden fazla sekilde yorumlanabilir. Bunlardan birisi artmig olan immadn
aktivasyonu suprese etme veya reglle etme cabalari nedeni ile sayisal artis
olarak yorumlanabilir. Teg hlcrelerin en 6nemli gbérevi stpresyon oldugu igin
bu olasilik oldukga gugludar. Kaldi ki Sjégren sendromlu hastalarda dokuda
infiltre olmus olan ddzenleyici T hdcrelerin fonksiyonlarinin  bozulmadigi
yapilan calismadan anlagiimaktadir (86). Keza yapilan baska bir calismada
RA’l hastalarin sinovial dokularinda dizenleyici hiicre sayisinda anlamh bir
artis oldugunu gésterilmigstir ki bu calisma bizim calismamiza paralel olarak
hastaligin primer olarak olustugu doku seviyesinde dizenleyici hicrelerin
sayisal artig gostererek muhtemel inflamasyonu suprese etme cabalari
olarak yorumlanabilir (87). Cunki Romatoid Artritte esas tutulan organ,
eklemler ve burada yer alan sinoviyal, Sjogren sendromunda ise ekzokrin
bezler olup buralardaki patolojiler hastaligin etyopatolojisi icin 6zellikle 6nem
arzetmektedir. Bir diger neden T4 hicrelerin tanimlanan fonksiyonlari digi
bir nedenle hastaligin patolojik ilerleyen asamalarinda doku yogunluklarinin
artmasi olabilir. Keza periferik kanda sayisal bir degisiklik yokken hiicre
sayilarinin dokuda artmis olmasida bu hucrelerin hastalik alanina homing ve
migrasyonlari olarak dusdnulebilinir. Bu durumda T.eg hUlcrelerinin Sjogren
sendromunda dokuda 6nemli bir gbrev Ustlenip, hastalik patolojisinde rol
oynadiklar akla gelmektedir. Bizim c¢alismamizda 6zellikle patolojik
klasifikasyonlarin ileri safhalarinda duzenleyici T hlcrelerde goéreceli ve
istatiksel anlamli artis olmasi bu hdcrelerin immun inflamasyonu baskilama
¢cabalarindan kaynaklanabilir. Bu durum literatirdeki c¢alisma ile celigiyor
gbriinse bile o ¢alismada alinan doku 6rnekleri ileri evre hastalardan alindigi
icin iyice hasara ugramis dokuda hiicre yogunluklarinin azalmasi nedeni ile
Treg hlcrelerde azalma s6z konusu olabilir. Bizim ¢alismamizda Teg hiicre
yogunlugu Chisholm klasifikasyonu artikga artmaktadir. Bu artis daha ileri
safhalarda azalma ile kendini gosterebilir. Buda bezdeki hasara parelel
olarak gelisebilir.

Bu nedenlerle T4 hlcrelerinin Sjégren sendromundaki rolleri daha
fazla yapilacak arastirmalarla irdelenmelidir.

Ayrica calismamiz hem periferik kan o6rnekleri hemde tlkrik bezi
orneklerinde Foxp3 ile boyama yapilmasi ve degerlendiriimesi acgisindan
literatirde ilktir. Buna ilaveten tOkrik bezi Uzerinde yapilan
imminohistokimyasal degerlendirmeler sonucunda istatistiksel
degerlendirmeleri yapabilmek amaciyla olusturdugumuz skorlama agisindan
da benzer bir calisma bulunmamaktadir.
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SONUCLAR

Bu calismada Turk populasyonundaki Sjogren Sendromu hastalarinin
tikrik bezi biyopsilerinde Foxp3® T.eq hlcrelerin varligi ve periferik kanda
CD4* CD25" Foxp3" Ty hucrelerin yogunluguna ve yine ayni hastalarin
patolojik skorlari belirlenip, karsilastirma yapilarak calisiimis ve asagidaki
sonuglar elde edilmistir.

1. Calismamiza dahil ettigimiz Sjégren Sendromu hastalarina ait
akis sitometrisi sonuglari ile RA’l ve saglkh kigilerden
olusturdugumuz kontrol grublarinin CD4" ve CD4" CD25"
Foxp3" hiicre sayilar arasinda fark olmadigini, CD4" CD25"
hucre sayilarinin Ozellikle RA’l hastalarda fazla oldugu

2. Sjogren Sendromu hastasinin tikrik bezi biyopsileri Uzerinde
yapilan Chisholm skoru ile periferik kandaki CD4*, CD4*CD25"*
ve FoxP3" hicre sayilari arasinda iliski (Korelasyon)
bulunmadigi

3. Dokudaki lenfosit yodunlugu ile periferik kandaki CD4",
CD4*CD25" hiicre sayilari arasinda iliski (korelasyon)
saptanmadigi ve. tukrik bezindeki lenfosit ylzdesi ile periferik
kandaki CD4"CD25"FoxP3" hiicre sayilari arasinda zayif ama
pozitif bir korelasyon saptandigi

4. Imminhistokimyasal incelemelerdeki dokudaki FoxP3 boyanma
skoru ile periferik kandaki CD4*, CD4*CD25" ve FoxP3" hiicre
saylilari arasinda iligki (Korelasyon) saptanmadigi

5. Tukrik bezi biyopsilerinden alinan kesitlerde iki farkli yéntemle
Foxp3* hiicrelerin yogunlugu gosterilerek Sjégren Sendromu
hastalarinin lenfosit yogunluguna paralel olarak T.q hicre
yogunlugunun da arttigi tespit edilmistir.

6. En Onemli bulgu olarak tUkrik bezi biyopsi 6rneklerindeki
patolojik siniflama olan Chisholm siniflamasina paralel olarak
biyopsi érneklerinde Foxp3™ hlicrelerdeki artis oranlari istatiksel
olarak anlamli dizeyde bulunmustur. Bu bulgu &zellikle
Chisholm 3-4 gibi lenfosit zenginliginin arttigi ve hastalk
siddetinin patolojik olarak ilerledigi durumlarda dokularda Teq
hicre oranlarinda da belirgin artis oldugunu géstermektedir.
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Ek-1

Sjogren Sendromu Simiflama Kriterleri (American-European Consensus Group) Tablosu

I. G6z semptomlari: secilen ii¢ sorudan en az birine pozitif cevap;
1. 3 aydan daha uzun siire her giin, devamli, sikic1 goz kurulugu oldu mu ?
2. Gozlerinizde tekrarlayan kum ya da ¢akil hissi var mi1 ?
3. Giinde ii¢ kereden daha fazla gézyas1 damlasi kulandiniz mi?
II. Oral semptomlar: segilen ii¢ sorudan en az birine pozitif cevap;
1. Agiz kurulugunu 3 aydan daha uzun siire, her giin hissettiniz mi?
2. Eriskin donemde tekrarlayan ya da devaml tiikriik bezlerinde biiyiime oldu mu?
3. Kuru yiyecekleri yutmaya yardimei olmasi i¢in siklikla s1iv1 i¢iyor musunuz ?
III. Goz bulgulart: Asagidaki iki testten en az birinin pozitif olmasi goz tutulumunun
objektif kanitidir;
1. Schirmer test, anestezi yapilmadan (5 dakikada < 5 mm)*
2. Rose Bengal Scoru (van Bijsterveld’s skorlamaya gore >4)
IV. Histopatoloji:Minér tiikriik bezi biopsisinde focus skoru >1.(Focus tanimi,
agglomerasyonda en az 50 mononiikleer hiicre; focus skor tanimi, bez dokusunda 4 mm
de focus sayisidir.)

2

V. Tiikriik bezi tutulumu: Asagidaki ii¢ tanisal testten en az birinin pozitif olmasi
titkriik bezi tutulumunun objektif kanitidir;
1.Sintigrafide gecikmis uptake, konsantrayon azalmasi ve/veya sekresyon
fonksiyonlarinda gecikmenin goriilmesi
2.Sialografide ana kanalda obstruksiyon olmaksizin diffiiz sialoektazinin goriilmesi
3.Stimulasyon yapilmadan tiikriik akimi 6l¢iimii (15 dakikada < 1.5 mL)
VI. Otoantikorlar: Asagidaki otoantikorlarin serumda goriilmesi;
1.Anti Ro(SS-A) yada Anti-La(SS-B) , ya da her ikisi

Smiflama kurallar::
Primer SS icin;
Hastalarda hastalikla iligkili potansiyel durumlar olmaksizin,
DIV (Histopatoloji) ya da VI (Seroloji) dan biri pozitif ise alt1 kriterden herhangi
dordiiniin varligs,
2)IIL, IV, V, VI bu dort kriterden {igiiniin olmast

Sekonder SS icin;

Iyi tantmlanmis bir bag doku hastaligr gibi potansiyel iliskili bir hastaligin varhiginda I
ya da I’ye ilave olarak IILLIV ve V’den iki tanesinin pozitif olmasi sekonder SS ‘nin

gostergesi olarak diisiiniilebilir.

**Dislama Kkriterleri: Bas-boyun bolgesine radyoterapi alinmis olmasi, HCV, AIDS, Tani

konulmus lenfoma, sarkoidoz, grawt-versus-host hastaligi ve antikolinerjik ila¢ kullanimu.




