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OZET

Interlokin-16 (IL-16), CD4+ T lenfositleri iizerindeki spesifik etkileri
gosterilmis, bir cok immiin ve immiin olmayan hiicrelerden salinan bir proteindir.
Regiilator T hiicreleri (Treg’ler) otoimmiin hastaliklar1 ve transplant rejeksiyonu
gelisimini Onleyen hiicrelerdir. Allerji ve astim gelisiminde de rol oynayabilecekleri
diisiiniilmektedir. Treg'ler immiin cevapta rol oynayan diger hiicrelerin fonksiyonunu
inhibe ederek immiin cevabi kontrol edebilirler. FoxP3 Treg’lerin aktivasyonunu
diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir. Amacimiz IL-16'nin CD4(+)CD25(+) Treg
hiicrelerinin aktivasyon marker1 olan FoxP3 expresyonu, hiicre apoptosisi ve hiicre
Olimii iizerine etkilerini arastirmak ve serum IL-16 diizeyleri ile FoxP3 ekspresyonu
arasinda bir korelasyon olup olmadigini1 saptamaktir. Bu amagla 30 saglikli goniillii
bireyden elde edilen periferik mononiikleer hiicreler in vitro ortamda IL-16 ile
muamele edilmis ve FoxP3 diizeylerinin arttig1 flow sitometrik olarak gozlenmistir.
IL-16’nin Treg hiicreleri iizerine herhangi bir apoptotik veya Ooldiiriicii etkisi
gozlenmezken, lenfositlerin yaklasik %1’lik bir kisminin apoptozunu indiikledigi
saptanmustir. Ayrica lenfositlerin %3’liik bir kismim1 oldiirmiistiir. Serum IL-16 ve
FoxP3 ekspresyonu arasinda pozitif bir korelasyon da gozlenmistir. Literatiirle
uyumlu olarak Treg hiicrelerinin CD25 ekspresyonunun arttigi gozlenmistir. IL-
16’nin artan konsantrasyonlarinda FoxP3 ekspresyonunun da arttigi bulunmustur.
Sonug¢ olarak, bildigimiz kadariyla bu calisma IL-16’nin FoxP3 ekspresyonu
tizerinde pozitif bir etkisi oldugunu in vivo ortamda gosteren ilk calismadir. IL-
16’nin yiiksek serum diizeylerinde gozlendigi atopi, allerji ve otoimmiinite gibi
immiin sistemin eksik ya da hatali ¢alistig1 hastalik gruplarinda incelenmesi IL-16-
hastalik iligkisinin anlasilabilirligine katkida bulunabilir ve Treg-1L-16 arasindaki
iliskiye agiklik getirebilir.

Anahtar kelimeler : T reg, FoxP3, I1L-16, CD4
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ABSTRACT

Interleukin-16 (IL-16) is a protein secrected from a lot of immune and non-
immune cells and its spesific effects on CD4+ T lymphocytes have been shown.
Regulatory T cells (Tregs) are cells which prevent autoimmune diseases and the
development of transplant rejections. They are also thought to have a role in the
development of allergy and asthma. Tregs may control immune response by
inhibiting the function of the other cells which have role in immune response. FoxP3
is a transcription factor which regulates the activation of Tregs. Our aim is to
investigate the effects of IL-16 on the expression of FoxP3 which is the activation
marker of Treg cells, cell apoptosis and cell death and to determine if there is a
correlation between serum IL-16 levels and FoxP3 expression. For this purpose
periferic mononuclear cells obtained from 30 healthy individuals were treated with
IL-16 in vitro and FoxP3 levels shown to be increased by flow cytometric analysis. It
has been also shown that IL-16 has no apoptotic or killing effect on Treg cells. On
the other hand, apoptosis of 1% and death of 3% (approximately) of lymphocytes
have been induced by IL-16. A positive correlation between serum IL-16 levels and
Fox-P3 expression was found. In agreement with the literature, CD25 expression of
Treg cells have shown to be increased. FoxP3 expression was found to be increased
in the increased concentrations of IL-16. In conclusion this is the first in vivo study
which shows the positive effect of IL-16 on FoxP3 expression. Investigation of IL.-16
in diseases like atopy, allergy and autoimmunity in which immune system is
insufficient or defected may contribute to the understanding of IL-16-disease and
Treg-1L-16 relations.

Key Words: T reg, FoxP3, IL-16, CD4
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

IL : Interlokin

MHC : Major Histocompatibility Complex

T reg : Regiilator T hiicreleri

TNF : Timor nekrozis faktor

FoxP3 : Forkhead winged helix P3

TGF-b : Transforming growth faktor beta

Ig : Immiinglobulin

ASH : Antijen sunan hiicre

AIRE : Otoimmiin diizenleyici

APECED : Otoimmiin poliendokrinopati

CTLA-4 : Sitotoksik T lenfosit iliskili protein-4

FasL : Fas Ligandi

SLE : Sistemik Lupus Eritematozus

HLA : Human leucocyte antigen

Trl : T regiilatuvar tip 1

Tr3 : T regiilatuvar tip 1

NKT : Dogal oldiiriicti T hiicreleri

IFN-y : Interferon gamma

GITR : Gukokortikoid-indiikte tiimor nekrosis
faktor reseptor

PD-1 : Programmed cell death-1

IDO : Indoleamine

AMP : Adenozin mono fosfat

TH1 : Yardimei t hiicre tip 1

TH2 : Yardimci t hiicre tip 2

Kd : Kilo dalton

HIV : Human immunodeficiency Virus

THR : T hiicre reseptorii

dk : Dakika

PBS : Fosfat tuz solusyonu

PE : Phycoerythrin

FITC : Fluorescein isothiocyate

APC : Allophycocyanin

PI : Propidium iodide

HRP : Horse radish peroksidaz

FCS : Fetal calf serum
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GIRIS ve AMAC

Interlokin-16 (IL-16); periferal kan mononiikleer hiicrelerinin mitojen ile
uyarilmasiyla T lenfositlerinin kemotaktik aktivitesini artirmasinin sonucu olarak
1982 yilinda tanimlanmistir. IL-16’nin, mast hiicrelerinden, eozinofillerden,
dendritik hiicrelerden, T lenfositlerden ve yangi cevabi sirasinda belirli stromal
hiicrelerden salinimi olmaktadir. IL-16 daha once lenfosit kemotaktik faktor olarak
bilinirken, bugiin CD4+ T lenfositleri iizerindeki 6zgiil etkileri gosterilen bir sitokin,
ozellikle de CD8+ T lenfositlerinden histamin ve serotonin uyarimi sonucu salinan
bir sitokin oldugu gosterilmistir. IL-16'nin immiin sistemde iki onciil gorevi vardir:
1) CD4+ hiicrelerin (CD4+ T lenfositler, CD4+ monositler ve CD4+ eosinofiller)
kemoattraktanidir. 2) TH2 tipi sitokinlerin (IL-4, IL-5, IL-13) antijenik uyarim
sonucu salinimini baskilayip IFN-gamma yapimini artirmasidir (1, 2). Ayrica IL-16
selektif olarak kemokin uyariminin durdurulmasinda ve istirahat halindeki CD4+ T
hiicrelerinin  IL-2R ve  MHC simf-II gosteriminde rol alir. IL-16’nin, astim
hastalarinda yangi yanitin1 azaltici veya durdurucu olarak rol oynadigi gosterilmistir.
IL-16 knock-out farelerde deneysel akciger degisimlerine asir1 cevap ve
inflamasyonda artis goriiliirken, normal farelere parenteral veya aerosol olarak IL-16
uygulanmas1 akciger asiri cevabini, goblet hiicre hiperplazisini ve inflamasyonu
inhibe ettigi gosterilmistir (3). IL-16’nin, astim, romatoid artirit, sistemik lupus,
eritromatdz, kolit, atopik dermatit ve multipl skleroz hastaliklarinda gézlenen yangi
yanmit1 ile iligkili oldugu bulunmustur (4, 5). IL-16’nin CD4+ T hiicrelerinin
fonksiyonlarin1 etkilemesi ve bu hiicrelerde IL-2R gosterimine neden olmast,
inflamasyonda immun regiilatuar bir sitokin oldugunu diisiindiirmektedir.

Regiilator T hiicreleri (Treg); Treg'ler otoimmiin hastaliklar ve
transplant rejeksiyonu gelisimini Onleyen hiicrelerdir. Treg'ler immiin cevapta rol
oynayan diger hiicrelerin fonksiyonunu inhibe ederek immiin cevabi kontrol edebilen
hiicrelerdir. CD4+ CD25+ Treg hiicrelerinin spesifik belirleyicileri saptanmustir.
Bunlar glukokortikoidle indiiklenen TNF reseptorii ve FoxP3'tir (6). Atopik
hastaliklarda Treg yetersizligi olabilecegi 6ne siiriilmiistiir, ¢iinkii havayoluna giren
antijen replike olmayan ve non patojen bir antijendir. Bu nedenle bu antijenin aktif
immiiniteden ¢cok immiin tolerans veya cevapsizlik olusturmasi beklenir. TGF-beta,
IL-10 gibi yang1 yamtin1 baskilayan sitokinleri salan hiicrelerin burada énemli role
sahip olmalar1 beklenir. CD4+ CD25+ Treg defektif hastalar aynm1 zamanda ekzema,
besin allerjisi, yiiksek IgE diizeyleri ve eosinofiliye neden olmaktadirlar.

Normal sartlarda immiin sistem antijene veya allerjene karsi kontrollii bir
sekilde reaksiyon gelistirir. Immiin reaksiyonun cok azimi bildigimiz veya heniiz
bilemedigiz mekanizmalar ile antijenin 6zelligine baglh olarak ilk asamada veya son
asamasinda asag1 ¢ekilmesi gerekir. Bu regulasyonun bozuldugu durumlarda asiri
reaksiyonlarla ve bunun sonucu olarakta, bazi durumlarda oto-immun hastaliklarla
karsilagilir. Bu nedenle Treg hiicrelerin aktivasyonun ilk asamalarindan itibaren
reaksiyon bolgesinde, yeterli sayida ve fonksiyonel olarak bulunmasi gerektigi
diisiincesi akla yakin goriinmektedir.



Bu projede CD4+ T hiicreleri iizerine kemotaksis etkisi gosteren IL-16nin
aynt zamanda CD4+ CD25+ Treg hiicrelerinin aktivasyon belirteci olan FoxP3
expresyonununa etkisi olup olmadigr arastirilacaktir. Amacimiz IL-16'nin, CD4+
CD25+ FoxP3+ Treg hiicrelerinin fonksiyonlarini uyaric1 veya artirict rolii olup
olmadigini tespit etmektir. Ayrica hiicre kiiltiirii ortaminda uygulayacagimiz farklh
konsantrasyondaki IL-16’nin canli 6lii ve apoptoza giden hiicre oranlarina da
bakilacaktir ve serum IL-16 seviyeleri ile periferik Treg hiicre oranlar1 arasinda
herhangi bir korelasyon olup olmadig1 da incelenecektir. Bu amagla serum IL-16
seviyeleri de olciilecektir.



GENEL BIiLGILER

Immiin sistemin ileri derecede karmasik ve uyum gosterebilen bir savunma
mekanizmasi haline gelmesi ¢ok uzun bir siire almistir. Ana islevi, bizi yabanci ve
zararli maddelerden, mikroorganizmalardan, toksinlerden ve malign hiicrelerden
korumaktir. Dis ve i¢ ortamlardan kaynaklanan etkenlere kars1 yasayan
organizmalarin korunmasi, immiin sistemin ancak devamli bir gelisim halinde olmasi
ile saglanabilmektedir. Boylece immiin sistem, endojen maddelere karsi yikici
cevaplari inaktif hale getirmeyi ve komsu dokularda gelisebilecek hasarlar1 6nlemeyi
O0grenmistir. Bir cok immiin cevap sinirli bir siire devam eder ve asir1 reaksiyonlarin
onlenmesi i¢in diizenleyici mekanizmalarla kisitlanir.

Tarihsel olarak, eski konjenital savunma mekanizmalari etkili patojenlerden
bagimsiz olarak gelistiklerinden nonspesifik olarak tanimlanir. Spesifik gelismeleri
icin higbir bireysel hiicre klonu gerekmediginden bunlara nonklonal savunma
mekanizmalar1 adi da verilir. Ornek olarak derinin asid tabakasi, epidermis,
kompleman sistemi, antimikrobik enzim sistemleri ile interferonlar ve interlokinler
gibi nonspesifik mediatorler sayilabilir. Hiicresel diizeydeki Ornekler ise
graniilositler, monosit-makrofaj sistemi ve dogal oldiiriicii hiicrelerdir. Bu son hiicre
grubu spesifik ve nonspesifik immiin sistemler arasi etkilesimi temsil eder.

Yang1 cevabi, ¢oziiniir ve hiicresel bilesenlerin karmagik etkilesimi ile olay
yerinde savunucu giiclerin konsantrasyonlarinin artmasini saglar; bu nonspesifik bir
savunma mekanizmasidir. Bu olaydaki ilk basamak kan damarlarinin dilatasyonunu
saglayarak kapiller gecirgenligini arttiran mediator salinimdir. Infeksiyon bolgesi
daha sonra graniilositler tarafindan infiltre edilir ve reaksiyonun ileri asamasinda ise
makrofajlar graniilositlerin yerini alir. Graniilositler patojenlerin ¢ogunun ortadan
kaldirildigr “’ilk defans basamagini’’ olustururlar. Geri kalan patojenler ile ilk defans
basamaginin artiklar1 makrofajlarca fagosite edilir.

Boyle bir immiin cevap spesifik immiin cevaba zemin hazirlar. Spesifik bir
sitokin ortaminda, viicut humoral yada hiicresel bir savunma cizgisine mi dogru
ilerleyecegine karar verir. Antijen sunan hiicrelerin (ASH) lenfoid organlara gocii
sistemik immiin cevabin ilk tetikleyicisidir. Bundan T ve B lenfositlerden olusan
spesifik immiin sistem sorumludur. Bu hiicre sistemleri antijenlere karsi ileri
derecede 0Ozgiil reaksiyonlar meydana getirerek klonal genisleme ile adi gecen
antijenlere yonelik ¢ok etkin bir cevap ve bellek olustururlar.

Immiin sistemin esas gorevi tehlikeli etkileri yararli olanlardan ayirmasidir.

Immiin sistemin kendine karsi yikici olaylardan kagimasi tolerans olarak
adlandirilir. (7.)

2.1. immiinolojik Tolerans



Normal bir immiin sistemin belirgin 6zelliklerinden biri, bir¢cok antijene yanit
olustururken bireyin 6z antijenlerine yamitsiz kalmasidir. Immiinolojik tolerans,
antijen ile karsilasan lenfositlerin yanit vermemesi olarak tanimlanabilir. Bir antijene
Ozgiil algaci (reseptor) olan lenfosit o antijenle karsilastiginda ii¢ farkli durum
gelisebilir 1)Lenfosit etkili konuma gecer ve immiin yanit gelisir; bu yanita yol acan
antijen immiinojenik olarak tamimlanir. 2)Lenfositler islevsel olarak etkisiz kilinir
veya oldiiriiliirler ve sonucta o antijene tolerans gelisir; bu tip yanita yol acan antijen
tolerojenik olarak tamimlanir. 3)Antijene Ozgiil lenfositler antijeni yok sayarlar,
antijen yokmus gibi davranirlar.

Aktivasyon, tolerans yada yok sayma yaniti, antijene 6zgiil lenfositin tipi,
antijenin yapisi, immiin sisteme nasil sunulduguna gore degismektedir. Immiin
tolerans farkli 6z antijenlerle organlarda daha lenfositler olusurken saglanabilecegi
gibi (santral tolerans), olgun lenfositlerin periferik organlarda 0z antijenlerle
karsilasmasinin sonucu da olusturulabilmektedir (periferik tolerans).

Santral tolerans lenfosit yapimindan sorumlu olan, kemik iligi ve timusta
bulunan, sadece 0z antijenlere tolerans diizenegidir. Bu organlarda bulunmayan 6z
antijenler icin tolerans periferik diizeneklerle saglanir ve siirdiiriiliir. Immiin sistem
tarafindan hangi veya ka¢ 6z antijenlerimize merkezi veya periferik tolerans, yada
yok sayma yanit1 gelistigi heniiz bilinmemektedir.(8)

2.1.2. T Hiicrelerinde Merkezi (Santral)Tolerans

Timusta heniiz olgunlasmamis T hiicresi 0z antijenleri yiiksek avidite ile
tanirsa lenfosit, apoptoz ile oliir. Timusta gelisen T hiicreleri 6z veya yabanci bir¢ok
tip antijeni taniyabilen algaclara sahiptir. Olgunlasmamis lenfositler MHC’ye (Major
Histocompatibility Complex) baglh olarak sunulan kendi antijenlerimizle, kuvvetle
etkilesime girerse bu lenfositler apoptozu tetikleyen sinyal alir ve olgunlagmasini
tamamlayamadan Oliir. Bu olay negatif secilim yada elenme seklinde tanimlanir ve
bu durum merkezi toleransin baglica diizenegini olusturur. Heniiz olgunlasmamis T
lenfositleri bir antijenle iki nedenle kuvvetli etkilesime girebilir; ya o antijen timusta
yiiksek yogunlukta bulunmaktadir ya da lenfositin algaci antijene yiiksek afinite ile
baglanmaktadir.

Negatif secime yol acan antijenler , plazma proteinleri ve sik rastlanan
hiicresel proteinler gibi, genellikle timusta pozitif secime yol acan antijenlerden daha
yiiksek konsantrasyonda bulunan antijenlerdir. Ilging olarak genelde veya sadece
periferik doku ve organlarda gosterildigi sanilan bir ¢ok 6z proteinin timus epitel
hiicrelerinde bulundugu gozlenmistir. Bundan dolayi , olgunlasmamis T hiicrelerine
yonelik negatif secim, bir ¢cok 0z proteine karsi otoimmiin yanittan korunmamiz
yoniinde 6nemli bir diizenek olabilir. Oz antijenlerle kuvvetli etkilesime giren T
hiicreleri ~ silinmekte, boylece periferik 6z antijenlere kars1 tepkiler
engellenmektedir. AIRE (otoimmiin diizenleyici) olarak tanimlanan transkripsiyon
faktoriiniin timusta 6z proteinlerin hiicre yiizeyinde ekspresyonundan sorumlu
oldugu diisiiniilmektedir. Bu gendeki mutasyonlarin nadir bir otoimmiin hastalik olan
ektodermal displazi ve kandidiazisle giden otoimmiin poliendokrinopati hastaligina
yol actig1 gosterilmistir (APECED). Timusta negatif se¢ilimden kurtulan lenfositler,
olgunlagmasini siirdiiriir ve 6ze tepkili lenfositlerden arindirilir.



Merkezi tolerans isleminden, hem antijenik peptidi MHC sinif I antijenleri
tizerinde algilayan ©6ze tepkili CD8+ hemde MHC smif II antijenleri iizerinde
algilayan oze tepkili CD4+ T hiicreleri etkilenir. Timusta 6z antijeni yiiksek afinite
ile tantyan T hiicrelerini apoptoza hangi sinyallerin yonelttigi bilinmemektedir.

Timusta 6z antijenleri taniyan bazi olgunlagmamis T hiicreleri diizenleyici
(regulatory) hiicre niteligi kazanarak periferik dokulara girerler. Diizenleyici T
hiicrelerin islevleri ve ozellikleri ileride detayl olarak tartisilacaktir. Oz antijene
baglanan olgunlagsmamis T hiicresinin negatif secim ile silinmesini veya diizenleyici
hiicre olmasini neyin belirledigi heniiz bilinmemektedir.

2.2, Periferik T Lenfosit Toleransi

Periferik Tolerans, olgun T hiicresi periferde 6z antijenleri tanidiginda olusur,
sonugcta iglevsel yanitsizlik (anerji) veya oliime yol acar veya diizenleyici T hiicreler
tarafindan ©ze tepkili lenfositler baskilanir. Periferik tolerans timusta olmayip,
temelde periferik dokularda olan, 6z antijenlere T hiicre yanitinin onlenmesinde
onemlidir. Ayrica bu olay otoimmiiniteyi engellemede merkezi toleransin
tamamlayicist olarak diisiiniilebilir.

2.2.1. T Hiicre Anerjisi

Anerji, T hiicresinin bir antijenle karsilasmasindan sonra islevsel
inaktivasyonu tanimlar. Bu durum genellikle T hiicresinin tam aktivasyonu igin
gerekli olan ikinci es uyaran yokluguna baglidir. T hiicrelerinin tam aktivasyonu icin
(¢cogalma ve farklilagsma ile etkin hiicrelere doniismesi) iki uyariya gerek vardir,
birincisi her zaman antijendir, ikinci uyari ise antijen sunan hiicrelerden (ASH) gelir
ve bu ikinci sinyalin olusu mikroorganizmalara yanit olarak gelismektedir. Genel
inanig, doku ve lenfoid organlarda bulunan ve uyarilmamis ASH’lerin B7 gibi ikincil
sinyalleri ¢ok az yada hi¢ gostermedikleri seklindedir. ASH siirekli olarak dokularda
bulunan 6z antijenleri isleyip sunmaktadirlar. Oz antijenleri icin algaci bulunan T
lenfositleri bu antijenleri gormektedir ve bdylece antijen algacindan sinyalleri
alirlar(sinyal-1) fakat gerekli ikinci sinyalleri T hiicreleri almaz.

Sinyal-1, uygun sinyal-2 yoklugunda uzun siireli yasayan T hiicre anerjisine yol
aciyor olabilir. Bazi durumlarda, 6z antijenle karsilasan T hiicresi sitotoksik T
lenfosit iligkili protein-4 (CTLA-4) olarak adlandirilan bir molekiilii eksprese eder,
bu molekiill B7 molekiiliiniin yiiksek afiniteli baglacidir ve T hiicresine yaniti
engelleyici bir ileti gonderir. Ozetle ASH iizerinde 6z antijeni goren T hiicresi
CTLA-4 ile B7 ‘ye baglanir ve sonug¢ olarak T hiicre inaktivasyonu olusur.(sekil
2.1.).
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Sekil 2.1. ASH- T hiicre iliskisi (8)

Burada CD28 ‘in B7 molekiiliine baglanan ve aktivasyonu saglayan ikinci
sinyalin temel molekiillerinden oldugunu animsamak gerekir. T hiicresinin ayn1 B7
molekiiliine baglanmak i¢in aktivator CD28 ile baskilayict CTLA-4 arasinda nasil
secim yaptig1 bilinmemektedir.

Baz1 deneysel modeller, T hiicre anerjisinin 6z toleransin siirdiiriilmesinde
onemli oldugunu desteklemektedir. Sicanlarda yapay olarak bir dokuya yiiksek
diizeyde B7 gosterimi saglanirsa, o dokudaki antijenlere yonelik otoimmiin reaksiyon
gelistigi gozlenmigstir. Bu gozlemlerden yola ¢ikarak, yapay olarak ikinci sinyallerin
saglanmas1 T hiicre anerjisini kirmakta ve 6ze tepkili T hiicreleri aktive etmektedir.
Eger CTLA-4 molekiilii engellenir yada genin susturulmasi: yada yok edilmesiyle
(knock out) etkisiz kilinirsa sican bir ¢ok dokuyu icine alan yaygin otoimmiin
hastalik gelistirmektedir.

Bu sonug inaktive edici bir reseptor olan CTLA-4’{in siirekli olarak islevsel
oldugu ve 6ze tepkili T hiicrelerini kontrol altinda tuttugunu diisiindiirmektedir.

2.2.2 Silinme (Aktivasyona Bagh Hiicre Oliimii)

Olgun T hiicrelerinin 6z antijenlerle tekrarlayan uyarimi ya da 6z antijenin
ikincil sinyal olmadan taninmasi apoptoz yolagimi tetikleyerek, Oze tepkili bu
lenfositlerin silinmesi ile sonuclanir. Bu islem aktivasyonun uyardigi hiicre oliimii
olarak tanimlanir. Burda iki olas1 mekanizma vardir: Birincisi, CD4+ T hiicreleri
tekrarlayan aktivasyonlarda bir 6liim algaci olan Fas (CD95) ve onun baglaci Fas
Ligandin1 (FasL) birlikte gostermeye baglar, Fas’in aymi hiicrede veya yakin
hiicrelerde FasL ile baglanmasi Fas o©liim algaci tarafindan hiicre icine iletilir,



kaspazlarin ve sitolitik enzimlerin aktivasyonu ile apoptoz gelisir. Boylece
tekrarlayan aktivasyon durumunda T hiicresi kendi i¢ 6liim programini aktive eder ve
siirekli bir immiin aktivasyonu engeller. Oz antijenler onlara 6zgiil olan T hiicrelerin
yok olmasina neden olabilirler, ¢iinkii bu antijenler yasam boyu varligini siirdiiriir ve
lenfositleri tekrar tekrar uyarir. Buna karsit olarak mikroorganizmalarin c¢ogu
bagisiklik yaniti ile yok edilir, boylece onlara 6zgiil lenfositlere tekrarlayan uyarilar
verme olasilig1 azdir. T hiicre biiylime etmeni olan IL-2 (interlokin -2) Fas kaynakl
apoptozu arttirir, yani aym sitokin hem T hiicre yanitinin baslamasinda hemde
sonlandirilmasinda etkindir. Bu iki karsit etkinin nasil dengede tutuldugu
bilinmemektedir.

Aktivasyonla olusturulan hiicre 6liimii i¢in ileri siiriilen ikinci mekanizma ise,
antijenle uyarilan T hiicresinde Onciil apoptotik proteinlerin olugmasi temeline
dayanir. T hiicresi mikroorganizmalarla uyarilmigsa Ozellikle dogal immiin yanit
sirasinda olusan ve antiapoptotik proteinler bu etkiyi engellemekte, eger uyaran 6z
antijense bu antiapoptotik molekiiller olusmamakta ve hiicre apoptoza gitmektedir.
Boylece 6z antijenlere yonelik aktive olan T hiicresi apoptozla yok edilmektedir. Bu
yolakta Fas 6liim reseptorlerinin rolii yoktur.

Fas yolagina dayanan apoptozun 6z toleransta dnemli oldugunu gosteren en
onemli kanit; Fas yada FasL genlerinde mutasyon olan fareler ve Fas geninde
mutasyon olan cocuklarda lenfosit birikimi ile otoimmiin hastaliklarin gelistigi
gozlenmistir.

2.3. B Lenfosit Toleransi

Oz polisakkaritler, lipitler ve niikleik asitler T hiicrelerinin tamimadigi T
bagimsiz antijenlerdir. Otoantikor yapiminin engellenmesi icin bu antijenlerin B
lenfosit toleransi olusturmalar1 gerekir.

2.3.1. Merkezi B Lenfosit Toleransi

Olgunlasmamis B lenfositleri kemik iliginde ©z antijenlere kuvvetle
baglanirsa negatif se¢cim yoluyla Oldiiriilir veya algaclarmin 6zgiilligiini
degistirirler. Silinme siireci olgunlasmamis T hiicrelerin negatif secimine benzer. T
hiicrelerinde oldugu gibi, B hiicrelerinin negatif secim mekanizmasi, yaygin olarak
eksprese edilen hiicre zarn veya coziiniir 6z antijenlere yiiksek afiniteli algaclarla
baglanan, olgunlasmamis B hiicrelerin elenmesiyle sonuglanir.

B hiicreleri kemik iliginde 0z antijenleri tanidiginda, immiinglobiilin (Ig)
genleri yeniden diizenlenerek yeni bir Ig hafif zinciri yapabilirler. Boylece bu yeni
hafif zincir daha 6nceden diizenlenmis agir zincirle birleserek Onceki 6z antijene
0zgiil olmayan yeni bir algaca doniisebilir. Alga¢ 6zgiilliigliniin degismesine yeniden
diizeltilme adi verilir. Kemik iliginde bulunan 6z antijenlerin kag¢inin veya hangisinin
apoptoza veya algactaki 6zgiilliik degisimine yol actig1 ve 6ze tepkili B lenfositlerin
bu iki yoldan birini se¢me kararini nasil verdigi bilinmemektedir.



2.3.2. Periferik B Lenfosit Toleransi

Periferik dokularda yiiksek yogunlukta 0z antijenlerle karsilasan B hiicresi
anerjik duruma gecer ve o antijene bir daha yanit vermez. Bir varsayima gore eger B
lenfositi bir antijeni tanir ancak T hiicresinden gerekli yardim iletisi almazsa anerjik
duruma gecer. T bagimsiz antijenlerse biiyiik olasilikla ancak kuvvetli uyarim
yaptiklart zaman B lenfositlerini etkin duruma getirebilmektedir. Anerjik B
lenfositleri lenfoid folikiilleri terkedebilir veya sonradan lenfoid follikiilden
dislanirlar. Bu diglanan B hiicreleri yasamlarini siirdiirmek icin gerekli uyariy:
alamadiklar1 i¢in oliirler. Otoantikor olusumuyla seyreden SLE (Sistemik Lupus
Eritematozus) gibi hastaliklarn hem B lenfositleri hemde yardimci T
lenfositlerindeki tolerans hatalarindan kaynaklandigindan kuskulanilmaktadir.

Otoimmiinitenin gelismesi lenfosit hatalarina ek olarak bir cok degisik
etmenin bir araya gelmesinin sonucu olarak olusmaktadir, bu etmenlerin en
onemlileri genetik etmenler ve enfeksiyonlardir.

2.4. Enfeksiyonlarin Otoimmiinitedeki Yeri

Enfeksiyonlar ©ze yonelik lenfositleri aktive edebilir ve otoimmiin
hastaliklarin gelisimine yol acabilirler. Klinisyenler yillardan beri, otoimmiin
hastaliklarin belirtilerinin enfeksiyon hastalilarinin baslangic dénemlerinde ortaya
ciktifi  veya arttigin1  gozlemlemislerdir. Enfeksiyonlarla otoimmiin doku
zedelenmesindeki birliktelik hayvan modellerinde de gosterilmistir. Enfeksiyonlar
bircok yolla otoimmiinitenin gelisimine katkida bulunabilirler.Bir dokunun
enfeksiyonu o bolgede dogan immiinitenin etkin hale ge¢mesi, boylece ASH’de es-
uyaran iletilerinin ve sitokinlerin ekspresyon ve yapiminin artmasina yol acar. Bunun
sonucu olarak etkin duruma gecen ASH’ler o dokuda 6ze tepkili T hiicrelerinide
uyarmis olur. Diger bir deyisle enfeksiyonlar T hiicre anerjisini kirarak 6ze tepkili
lenfositlerin yasamini siirdiirmesine ve etkin hale gecmesine yol acabilir. Bazi
mikroorganizmalar bizim antijenlerimize ¢ok benzeyen veya ¢apraz reaksiyon veren
pepditler icerir veya iiretirler. Bu durumda bu pepdite yonelik bagisiklik yaniti ve
saldiris1  6ze yonelmis olacaktir. Mikroorganizma pepditleriyle antijenlerimiz
arasindaki bu capraz reaksiyon olayr “molekiiler benzesme’®  olarak
tamimlanmaktadir. Molekiiler benzesme olaymin otoimmiin  hastaliklarin
gelisimindeki gercek rolii bilinmemektedir.

2.5. Otoimmiinitede Genetik Etmenler

Bircok gen otoimmiin hastaliga yatkinliga neden olur, ama bunlardan en
onemlileri MHC genleridir. Otoimmiinitede genetik etmenlerin onemli rolii ikizlerle
yapilan calismalarda dikkati ¢ekmistir. Ikizlerden birinde bir otoimmiin hastalik
gelistiginde digerinde gelisme olasiligi toplumda beklenenden ¢ok daha fazladir.
Dahas1 bu artmis siklik tek yumurta ikizlerinde c¢ift yumurta ikizlerinden daha
fazladir.

Insan ve es-soylu hayvanlardaki pek cok otoimmiin hastalik belli MHC
alelleri ile iligkilidir. HLA(Human leucocyte antigen) alelleri ile otoimmiin
hastaliklar1 arasi iligki ¢ok eskiden beri bilinmektedir ve bu bilgi T hiicrelerinin de bu
hastaliklarda ©Onemli rolii oldugu konusunda birinci derece kanit olarak
algilanmistir(ciinkii. MHC molekiillerinin  temel gorevi pepdit antijenleri T
hiicrelerine sunmaktir). Bazi otoimmiin hastaliklarin sikligr belirli bir HLA allelini



tagiyanlarda tagimayanlara oranla cok daha yiiksek olarak gozlenmektedir. Bu artmig
siklik HLA-hastalik iliskisinde “’goreceli risk’’ olarak tanimlanmaktadir. Burada
belirli bir HLA alleli tasimanin o otoimmiin hastaligin gelisme riskini arttirdigi,
ancak allelin kendisinin hastalik nedeni olmadigini unutmamak gerekir. Belirli MHC
antijenleri otoimmiinitenin gelismesine su yollarla neden olabilir: 6z antijenleri etkili
olarak sunamama, hatali negatif secime yol agma bu MHC’lerle sunulan
peptidin,diizenleyici T hiicrelerin gelisimini uyaramamasi.(8)

2.6. Diizenleyici T Hiicreleri ve Oz Tolerans

Sonradan kazanilan immiin sistem yabanci organizmaya 6zgiil cevap vermek
tizere Ozellesmis genis bir alga¢ dagarcigina sahiptir. Bu 6zelligi ile antijene 0zgiil
olarak cogalir ve etkin hiicrelere doniiserek yabanci antijeni yok eder. immiin sistem
bu gorevi yerine getirmek i¢in kendinden olan1 taniyarak yabanciya onceden, rastgele
olusturdugu algaclar ile yanit olusturur .Oz tolerans i¢ hiicrelerle, yani otoreaktif
hiicrelerin inaktivasyonu veya silinmesi ile olusmaktadir. Buna resesif tolerans denir.
Bununla birlikte dominant toleransin dis formunu da CD4+ diizenleyici T hiicrelerin
olusturdugu gosterilmistir.(9)

2.6.1. Diizenleyici T hiicreleri ve immiin Sistemi Kontrol Mekanizmalari

Diizenleyici T hiicreleri baglica iki grup altinda incelenmektedir.Bir grup
dogal (natural) CD4+ CD25+ diizenleyici T (n Treg) hiicreleri olarak
adlandirilmistir. n Treg’ler, Timusda iiretilip baskilayici T fonksiyonlarimi periferde
antijenle karsilasmadan 6nce kazanmaktadirlar. n Treg’ler T hiicre reseptorii (THR)
pozitif secilim sonrast sinif I MHC 6z peptidlere kuvvetli olarak baglanan hiicre
tipidir. Yapilan ¢aligmalarla n Treg’lerin antijen uyarimi sonrasinda proinflamatuvar
sitokinleri salgilamadiklart gosterilmistir.

Bir diger grup ise adaptif T reg olarak adlandirilan ve periferde belirli sartlar
altinda olusan hiicre tipidir, konu iizerinde yogunlasan ¢alisma ve gozlemler diger
diizenleyici hiicre tiplerini belirlemistir. Bunlar CD4+ CD25+ FoxP3+ T, IL-10
salgilayan Trl, TGF-b salgilayan Tr3, CD8+ CD28- T, CD8+ CDI122+ T, y0 T ve
dogal oldiirtici T (NKT) hiicreleri olmak iizere detayli olarak incelenmistir
(10)(Tablo 2.1).



Tablo 2.1. Treg tipleri dzet tablo (11)

T reg cesidi Orijini Fenotip FoxP3 Gorevi
CD25- Bilinmiyor CD4+CD25- Var | Bilinmiyor
Hiicre-hiicre etkilesimi
Dogal olusan Timus(belki CD4+CD25+ Var | Membran veya TGF-B
CD4+ CD25+ | perifer) CD45RB Low ve [L-10 salintmi
Hiicre-hiicre etkilesimi
IL-10 T reg Perifer CD4+ Yok | IL-10 salinimi
Yok | IFN-y salinimi
TH1 Perifer CD4+ bazende IL-10 salinimi
IL-4 salinimi
TH2 Perifer CD4+ Yok | IL-10 salinimi
IL-13 salinimi

CD25 hiicre yiizey belirteci, aktive olmus T hiicreleri ve bir ¢ok hiicre
tarafindan tasinmaktadir. Bu yiizden T reg’leri CD25 tasiyan diger hiicre tiplerinden
ayirmada farkli belirteclerin varhigina ihtiya¢ duyuldu. Bunlardan en Onemlisi
forkhead winged helix P3 (FoxP3) transkripsiyon faktoriidiir. FoxP3 -/- farelerin
otoimmiin hastaliklar1 gelistirdigi T reg hiicrelerinin ortaya cikarilmasindan once
bilinmekteydi. 2003 yilinda Hori ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada naif T
hiicrelerini FoxP3’ii kodlayan geni tasiyan retroviriislerle transdiikte ettiklerinde, naif
T hiicrelerinin T reg hiicrelerine doniistiigiinii gosterdiler ve sitotoksite deneyleri ile
in vivo ve in vitro etkinliklerini bildirdiler.(12)

T reg hiicrelerini diger hiicrelerden ayirmak icin kullanilan ilave belirtegler
glukokortikoid-indiikte tiimor nekrosis faktor reseptor (GITR), PD-1, CTLA-4,
CD40, B7-H1, B7-H4 olarak ortaya konuldu.

2.6.2. Diizenleyici T Hiicrelerin Etki Mekanizmalari

T reg’ler iizerindeki diger tartisma konusu ise etki mekanizmasi iizerindedir.
Baslica iki goriis vardir. T reg’lerin baskilayici fonksiyonlarin1 gostermek icin hiicre-
hiicre temas1 yaptiklar1 yada IL-10 veya transforming growth faktor (TGF-b) gibi
sitokinleri salgilayarak uzaktaki hiicreleri dahi etkileyebildigi diisiiniilmektedir.
Bugiine kadar yapilan ¢alismalar iki mekanizmaninda dogru oldugunu goésterdi. PD-1
ve CTLA-4’nun T hiicreleri aktivasyondaki inhibe edici etkisi zaten bilinmektedir.
Bununla birlikte IL-10 ve TGF-b’nin TH1 tip sitokinleri 6zellikle IL-2 ve IL-12 ‘nin
ekspresyonunu baskilamaktadir. Diger mekanizmalar ise, dogal T reg’lerin
indoleamine 2,3(IDO) veya adenozin ve siklik AMP ile T hiicre aktivasyonunu
inhibe ettikleri ve T hiicre apoptozunu uyarmalari ile ortaya ¢ikan etkidir.

Bununla beraber T reg’lerin baskilayici mekanizmalrin1 tam olarak nasil
gosterdikleri ortaya konulamadi (13) (Sekil 2.2.).
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2.6.3.Diizenleyici T Hiicrelerin Enfeksiyonlardaki Rolii

T reg’lerin enfeksiyonlardaki rolii otoimmiin hastalilar {izerine yapilan
gozlemlere dayanmaktadir. Enfeksiyonlar TH1 yada TH2 tipi olarak gelismektedir.
Genel kabul olarak hiicre i¢i mikroorganizmalar yada antijenler THI1 yaniti
gelistirirken , hiicre dis1 mikroorganizmalar yada antijenlere karsi TH2 tip yamt
gelismektedir. Sitotoksite deneyleri ile T reg’lerin IL-10, TGF-b gibi TH2 tip
sitokinlerle TH1 yamti baskiladiklar1  gosterildi. Bu  bilgiler 15181nda
mikroorganizmalara kars1 gelisen eksik yada fazla yanit sonucu olusan patolojik
durumlarin T reg’ler ile bir iligkisi var midir? Bu soru i¢in ilk yanit Yasmine Belkaid
ve arkadaglar tarafindan Leishmania major enfeksiyon modelinde gosterildi. Yapilan
calismalarda CD4+ T hiicre aracili hafiza yanitin saglanmasi i¢in antijen
siirekliliginin ©nemi anlasildi. Leshmania ile kronik enfekte fareler L.major
enfeksiyonlarina karst korunurken, birincil Leshmania enfeksiyonunda parazitleri
tamamen temizleyen fareler, ikincil Leshmania enfeksiyonlarina karsi immiin yanit
gelistirmede yetersizdiler. Lezyon bolgesinde parazitlerin siirekliligi L.majora karsi
kazanilmis bagisikligin  korunmasindaki zorunlulugu ortaya koydu. Belkaid ve
arkadaslari, dogal T reg’ler tarafindan iiretilen IL-10’un lezyon bdlgesinde
parazitlerin devamli kalmasini sagladig1 ve lezyon bolgesinde bulunan antijene 6zgii
T reg’lerin varligini gosterdi.(14)

Dogal T reg’lerin Hepatit B viriisii enfeksiyonlarinda CD8+ ve CD4+ T hiicre
cevabinin dengelenmesinde hastalifin klinik seyir ve patolojisinde 6nemli rol
aldiklar1 goriildii. Listeria ve Bordetella persistan enfeksiyonlarinda ve bir ¢ok
bakteriyel enfeksiyonda T reg’lerin adoptif transferi sonrast TH1 immiin yanitin
baskilandig1 ve bakteriyel yiikiin arttig1 bildirilmistir.(15)

Diizenleyici T hiicreleri, bagisiklikta gerek birincil yamitin gerekse hafiza
yanitinin olugsmasinda 6nemli rol oynamaktadir. T reg’lerdki azalma THI yaniti
arttirirken, sayisal artis immiin dengeyi TH2’ye dogru yoneltmektedir. Boylece
olusan patogenez, klinik seyir ve T reg’ler arasindaki iligki enfeksiyonun cesidine
hatta etkenin vucuda giris yerlerine gore farklilik gostermektedir.

2.6.4. Alerjik Hastaliklarda T reg Hiicrelerinin Rolii

Allerjik hastalara uygulanan bagarili immiinoterapi calismalarinda ve saglikli
kisilerin dogal yollarla yiiksek miktarlarda antijenle karsilastiklarinda, antijene
gosterdikleri immiinolojik cevaplarin benzer olduklar1 gosterilmistir. Yiiksek dozda
antijenle karsilastiktan sonra immiin cevaplar izlendiginde, allerjen-spesifik
efektor T hiicrelerinin sayilarinda azalma ve buna karsilik T regiilator hiicrelerin
sayilarinda artigla ortaya c¢ikan immiin deviasyonun varhi@ gozlenmektedir. Yiiksek
dozda antijenle karsilagsma, dogal immiin sistemi uyarmayacak, yani immiin sistem
icin tehlikeli olmayacak kosullarda olmalidir. T regiilator hiicrelerin baskilayici
fonksiyonlar1 sadece spesifik olduklar1 antijene karsidir ve diger antijenik cevaplar
bu baskilamada etkilenmez. Bu baskilama spesifik antijene karst T hiicre
cogalmasimnin olmamast ve hem T yardimci I hem de II tipi sitokinlerin
salgilamasindaki azalma ile karakterizedir. T regiilator hiicrelerin fonksiyonlarinda
bircok baskilayic1 faktorle beraber hiicre kontakti gerektiren veya gerektirmeyen
mekanizmalar rol almakla birlikte interlokin 10 (IL-10) ve transforming growth
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faktor-beta (TGF- b ) temel rol oynamaktadir.IL-10 ve TGF- b salgilayan allerjen-
spesifik T hiicrelerinin CD4 + CD25 + T hiicre popiilasyonu icinde yer aldig1 ve bu
hiicrelerle zenginlestirilmis hiicre kiiltiirlerinde 6zellikle terapinin uyardigi allerjen-
spesifik T hiicre baskilanmasinin arttig1 gosterilmistir.

Bunlara ilave olarak, allerjik inflamasyonun mediatorlerinden o6zellikle
histaminin dendritik hiicre {izerine direkt etkisi ile naif hiicrelerin IL-10 yapan T
hiicrelerine doniisiimiinii indiikledigi ve histaminin direkt olarak Th2 tipi hiicreleri,
histamin 2 reseptorii iizerinden baskiladigr gosterilmistir. Allerjen-spesifik
immiinoterapi sirasinda T regiilator hiicrelere dogru gézlenen immiin deviasyon, ayni
zamanda allerjen-spesifik antikor izotiplerini de diizenlemektedir. T regiilator
hiicrelerden yiiksek miktarlarda salgilanan IL-10 ve TGF- b B hiicrelerinden yapilan
IgE'yi baskilarken, diizenli olarak IgG4 ve IgA yapimimi arttirir.(16) Bu izotip
doniisiimii, antijenle dogal yolla karsilasan bireylerde de goriilmektedir. Ornegin;
periferik toleransi IL-10 aracili olan pekcok kez ar1 ile sokulan aricilar ve kronik
helmint infeksiyonu olan hastalarda antijen-spesifik IgG4 miktarlar1 100-1000 kat
artmis olarak saptanmistir.(17)

Bu bulgulara ek olarak allerjik inflamasyonda rol oynayan efektor hiicrelerin,
mast hiicreleri,  bazofil ve eozinofillerin fonksiyonlarin1 yerine getirmeleri,
doniisiimleri ve yasamalar1 icin bir takim T hiicre sitokinlerine ihtiyaglar1 vardir.
Bununla birlikte, allerjen-spesifik immiinoterapi sirasinda indiiklenen T regiilator
hiicreler baskilayic1 6zellikleri nedeni ile bu sitokinlerin salgilanmasini ve dolayli
olarak allerjik inflamasyonun efektor hiicrelerini de baskilayacaktir. Sonug olarak,
allerjenlere allerjik ya da saghkli immiin yaniti, “allerjen-spesifik T regiilator”
hiicrelerle allerjen-spesifik Th2 tipi hiicreler arasindaki denge belirlemektedir. Eger
immiin deviasyon T regiilator hiicrelere dogru ise, Th2 tipi hiicrelerden salgilanan
pro-inflamatuvar sitokinler baskilanmakta, allerjen-spesifik IgG4 ve IgA tipi antikor
yapimi uyarilmakta ve allerjide rol alan efektor hiicreler de baskilanmaktadir.(18)

2.7. CD4 antijeni

CD4 antijeni; T hiicre gelisimi ve aktivasyonunda farkli fonksiyonu vardir.
CD4+ yardimer T hiicrelerinin, antijen sunan hiicrelerin MHC smf-II antijeni ile
sunulan peptid antijenlere cevapta énemli rolii bulunmaktadir, ayrica adezyon ve
kemotaktik reseptor gibi islev goriir. CD4 antijeni 58 kd agirliginda bir
transmembran glikoproteinir. iImmiinoglobiilin (Ig) ailesi reseptorlerinden birisidir.
370 aminoasitten olusan ekstraselliiler bir kisima sahiptir. Bu kisim 4 bolgeden (D1-
D4) olusur. Bu bolgeler farkli proteinler ile etkileserek farkli fonksiyonlar gosterir.
Ornegin T hiicre reseptorii, MHC simif-II ve IL-16 D4 bolgesi ile etkilesirken, HIV
gpl20 D1 bolgesi ile etkilesir. CD4 antijeninin sitoplazmik uzantis1 Lck ile
nonkovalan olarak etkilesime girer. Lck, Src-ailesinden olan bir tirozin kinazdir. IL-
16 ile CD4 antijeninin ligasyonu sonucu Lck tirozininin fosforilasyonu ve arkadan
gelen diger proteinlerin tirozinlerinin fosforilasyonu gerceklesir. Bu tirozin
fosforilasyonu olaylari hiicresel aktivasyon ve fonksiyonel cevabin ger¢eklesmesinde
rol oynar (Sekil 2.3.)(19).
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Sekil 2. 3. CD4 — IL-16 baglantis1 (19)

2.8. Interlokin 16 (IL-16)

IL-16; 1982 yilinda periferal kan mononiikleer hiicrelerin mitojen ile uyarimi
sonucunda T lenfositlerinin kemotaktik aktivitesini artirmasi sonucu tanimlanmistir.
Mast hiicrelerinden, eozinofillerden, dendritik hiicrelerden, T lenfositlerden ve
inflamatuar cevap sirasinda belirli stromal hiicrelerden salinimi olmaktadir. 1L-16
daha oOnce lenfosit kemotaktik faktor olarak bilinirken, bugiin CD4+ T lenfositleri
tizerindeki spesifik etkileri gosterilen bir sitokin, oOzellikle de CD8+ T
lenfositlerinden histamin ve serotonin uyarimi sonucu salinan bir sitokin oldugu
gosterilmistir. IL-16'nin immiin sistemde iki Onciil gorevi vardir: 1) CD4+ hiicrelerin
(CD4+ T lenfositler, CD4+ monositler ve CD4+ eosinofiller) kemoattraktanidir. 2)
TH2 tipi sitokinlerin (IL-4, IL-5, IL-13) antijenik uyarim sonucu salinimini
baskilayip IFN-gamma yapimini artirmasidir (1,2). Ayrica IL-16 selektif olarak
kemokin uyariminin durdurulmasinda ve istirahat halindeki CD4+ T hiicrelerinin IL-
2R ve MHC simif-II gosteriminde rol alir. IL-16’nin, astim hastalarinda yangi yanitini
azaltic1 veya durdurucu olarak rol oynadig1 gosterilmistir. IL-16 Knockout farelerde
deneysel akciger degisimlerine asir1 cevap ve inflamasyonda artis goriiliirken, normal
farelere parenteral veya aerosol olarak IL-16 uygulanmas: akciger asir1 cevabini,
goblet hiicre hiperplazisini ve inflamasyonu inhibe ettigi gosterilmistir (3). [L-16’n1n,
astim, romatoid artirit, sistemik lupus, eritromatoz, kolit, atopik dermatit ve multipl
skleroz hastaliklarinda gézlenen yangi yaniti ile iligkili oldugu bulunmustur (4,5). IL-
16’nin CD4+ T hiicrelerinin fonksiyonlarini etkilemesi ve bu hiicrelerde IL-2R
gosterimine neden olmasi, inflamasyonda immun regiilatuar bir sitokin oldugunu
diistindiirmektedir.

IL-16’min = T  hiicre  aktivasyonunu ve proliferasyonunu etkiledigi
gosterilmigtir. IL-16, kendinden salinan veya prekiirsor formu olan proteinleri
araciligiyla hiicre aktivasyonunu ve gelisimini etkileyen ikinci sitokindir. IL-16
dogrudan biiyiime {iizerine etki eder, T hiicre reseptorii (THR) aracilifiyla T hiicre
aktivasyon ve apoptozunu diizenlerken Human immunodeficiency virus (HIV)
replikasyonunu da etkiler ve niikleer pro IL-16 T hiicre siklusu tutumunu indiikler.
Her ne kadar IL-16 T hiicre biiyiimesini ve aktivasyonunu degistirtiyorsa da diger
hiicreleri de etkilemektedir. Eozonofiller yaninda (20), dendritic hiicreler (21),

14



B lenfositler (22), havayolu epitelyumu (23), mast hiicreleri , fibroblastlar ve sinir
hiicreleri de IL-16 sekrete eder. IL-16 hiicre aktivasyonu ve hiicre siklusu iizerine
etkisi T lenfositlerde belirtilmisse de, benzer etki diger hiicre tiplerinde de var

olabilir.
IL-16
cn\ w

] 4 IL-ZR,p IL-2
v Y
CD4+ Hiicrelerin kemo atraktam T lenfosit Diger

Antijen aracih TH2 proliferasyonunu etkiler
tip inflamasyonu saglar CD25
inhibe eder ekspresyonunu
arttirir.

Sekil 2. 4. IL-16’ nin immiin sistem {izerine etkileri 6zet (25)
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GEREC ve YONTEM

3.1.Calisma Grubu

Calismaya yaslar1 19 ile 35 arasinda degisen (ortanca 24) 17 erkek, 13 bayan
toplam 30 saglikhi kisi dahil edildi. Katilimcilar allerji ve otoimmiinite dykiileri ve
son 10 giin icinde herhangi bir enfeksiyon gecirip gecirmedikleri acisindan dikkatle
degerlendirildi.Tiim katilimcilarin tam kan sayimlart normaldi. Katilimcilar projeye
katilmadan Once detayli olarak bilgilendirildi ve aydinlatilmis onam formlari
imzalatildi.

3.2. Kan Ornekleri

Kanlar 6n kol iizerinde uygun capta bir vene girilerek, vakuteiner diiz tiipe
2ml, vakuteiner heparinli tiipe 10 ml ve vakuteiner EDTA igeren tiipe 3ml olmak
tizere steril olarak alindi. EDTA iceren tiiplere alinan kanlardan tam kansayimi
yapildi, heperinli kanlardan mononiikleer hiicre hazirlandi. Diiz tiiplere alinan
kanlardan serum ayristirildi ve daha sonra IL-16 diizeyine bakmak ic¢in -80° C de
saklandi.

3.3. Tam Kan Sayimm

Tam kan saymm Akdeniz Universitesi Kan Merkezinde bulunan Coulter
(Coulter Electronics Ltd., England) marka otomatik tam kan sayimi cihazi
kullanilarak gerceklestirildi.

3.4. Periferal Kan Mononiikleer Hiicre Hazirlanmasi

Yetiskin saglikli goniilli 30 katilimcinin, vakuteiner heparinli tiiplere alinan
10’ar mI’lik kanlart steril olarak calisildi. Mononiikleer hiicreler steril 15 ml’lik
tiiplere 3 ml ficol-isopaque (spesifik gravitesi 1,077 g/ml) {izerine yavas yavas 5 ml
periferik kan eklenerek (Ficol ve kanin karismamasina dikkat edildi) 400 G de 30 dk
santrifuj edilmesi ile elde edildi. Santrifuj sonucu tiipiin en altinda eritrositler, onun
tizerinde ficol, ficoliin iizerinde beyaz bir halka seklinde mononiikleer hiicreler,
mononiikleer hiicrelerin {izerinde de plazma bulunmaktadir. Tiiplerde olusan beyaz
halkalarin ikisi bir tiipte olmak iizere steril bir tiipde topland1 ve iizerlerine % 5 lik
FCS, % 1lik antibiyotik-antimikotik soliisyonu igeren steril RPMI 1640
besiyerlerinden 4 er ml eklenerek pipet yardimiyla yavasca karistirildi. Tiipler 400g
de 7 dk santrifuj edildi.Supernatan steril pipetle cekilip atildi. Peletler 4ml steril
RPMI 1640 besiyerlerinde ¢oziiniip, tekrar 400 g de 7 dk santrifuj edildi. Bu islem 2
kez daha tekrarlanarak mononiikleer hiicreler yikandi.

3.5. Hiicre Kiiltiirii ve Rekombinant IL-16 Doz Ayarlamasi

Hazirlanan mononiikleer hiicreler otomatik kan sayim cihazinda sayilarak her
bir tiipde ml de 1 x 10° hiicre olacak sekilde 4 adet steril hiicre kiiltiirii tiiplerine
alind1. Uzerlerine ml de 0 pg/ml (kontrol), 100 pg/ml, 700 pg/ml, 1400pg/ml olmak
tizere 4 farkli konsantrasyonda Rekombinant IL-16 bulunduran %1 L-glutamin, % 5
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lik FCS, % 1 lik antibiyotik-antimikotik soliisyonu iceren steril RPMI 1640
besiyerinden 2’ser ml eklenerek pipet yardimiyla yavasca karistirildi. % 5 CO,, %95
nemli hava, 37° C deki inkiibatorde in vitro 24 saat inkiibe edildi.

3.6. Inkiibasyon Sonrasi Hiicrelerin Monoklonal Antikorlarla isaretlenmesi

Inkiibasyon sonunda hiicreler 2 defa 400 g de 7 dk santrifuj edilereck PBS ile
yikandi. Hiicreler 6nce anti-CD4 FITC BD (Becton Dickinson) ve anti-CD25 PE
(BD) monoklonal antikorlar ile yiizey boyamasi gerceklestirildi. Flow sitometri
tiiplerine alinan hiicreler 10 ul anti- CD4 FITC, 10 pl anti-CD25 PE monoklonal
antikorlar(moAb) ile 20 dk 25° C de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 2 defa 400 g
de 7 dk santrifuj edilerek PBS ile yikandi ve sitoplazmik boyamaya ge¢meden
fiksasyon soliisyonu (eBioscience) ile fiske edildi. Aym islemler antikorlarin
izotiplerinin bulundugu ikinci bir tiipe de uygulandi. Hazirlanan tiiplerdeki antikor
renk ve miktarlar tablo halinde asagida belirtilmistir (Tablo 3.1).

Tablo.3.1. Tiiplere konulan moAb renk ve miktarlari

1.tlip 2.tiip

anti-IgG1-FITC 10 pl anti-CD4-FITC 10 pl

anti-IgG2-PE 10 ul | anti-CD25-PE 10 pl

anti-IcG1-APC 10 ul | anti-FoxP3-APC 10 pl

Sitoplazmik boyama i¢in asagidaki basamaklar izlendi.
1-2 ml permeabilization soliisyonu (eBioscience) eklendi +4°C de 30 dk inkiibe
edildi.
2-2 defa 400 g de 7 dk santrifuj edilerek PBS ile yikand.
3-2ml permeabilizasyon soliisyonu eklendi.
4-2 defa 400 g de 7 dk santrifuj edildi supernatan uzaklastirildi.
5-10 pl anti-Fox-p3 (eBioscience) APC monoklonal antikoru eklendi.
6- +4 C de 30 dk +4° C de 30 dk inkiibe edildi.
7-2 ml permeabilizasyon soliisyonu eklendi santrifuj edilip supernatan
uzaklastirildi, bu islem iki defa tekrar edildi.
8- 0,2 ml soguk PBS ile sulandirilip flow sitometri cihazinda analiz edildi.

3.7. Flow Sitometrik Analiz

Analizler Akdeniz Universitesi Merkez Laboratuarinda bulunan flow sitometri
cihazi Becton Dickinson (FACS calibur) kullanilarak gerceklestirildi. Parcalanmis
hiicre artiklar1 ve elektronik kirlilik 6n saginim( forward scatter) lizerinden ayarlama
yapilarak uzaklastirildi.Oncelikle hiicreler biiyiikliik ve graniileritelerine gore
hiicrelerin dagilimlarin1 gosteren 6n (forward) ve yan 90° lik yan (side) sagcinim
histogrami ile lenfositler kapilanarak bu bolge iizerinden analizler gerceklestirildi.
flgili monoklonal antikorun ekspresyonunu saptamak icin analiz bolgesindeki
partikiillerden, negatif izotipik kontroliin florosanindan daha yogun florosan gosteren
bolgeler belirlendi.Analiz yaparken hedef hiicrelerin tiim popiilasyondaki yiizdesi ve
ortalama florosan yogunlugu ayri ayr1 degerlendirildi. Analizler CellQuest yazilimi
ile yapildi.
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3.8. Inkiibasyon Sonrasi1 Hiicrelerde Canhlik ve Apoptoz Tayini

Apoptozisin erken doneminde hiicre membrani biitiinliigiinii korumaktadir,
ancak membrandaki fosfolipid asimetrisi kaybolmakta, normal hiicrede plazma
membraninin i¢ kisminda bulunan fosfatidil serin hiicre yiizeyine cikmaktadir.
Kalsiyum ve fosfolipid baglayan bir protein olan Annexin V segici olarak hiicre
yiizeyindeki fosfatidil serine baglanmaktadir.

Propidium iodide (PI) DNA yada ¢ift sarmal RNA ya baglandiginda
kirmizi florosan veren bir boyadir. Plazma membran biitiinliigiinii koruyan hiicrelerin
icine gecemedigi icin florosan o©zelligini canli yada erken apoptotik hiicrelerde
gosteremez.(24)

Hiicrelerin canlilik ve apoptoz oranlarina Biovision Annexin V-FITC Apoptosis
Detection Kit (apoptoz tarama kiti) kullanilarak bakildi. Kitde tarif edildigi gibi
asagidaki basamaklar uygulandi (26).

1-Hiicreler inkiibasyon sonrasi 2 defa 400 g de 7 dk santrifuj edilerek PBS ile
yikandi

2-Flow sitometri tiiplerine alinan hiicrelerin iizerine 0,5 ml tampon, Sul Annexin
-V 5ul PI eklendi

3-15 dk karanlkta 25°C de inkiibe edildi

4-Nazik bir sekilde vortekslendi ve flow sitometrik analiz gerceklestirildi.

3.9. Serum IL-16 Diizeylerinin Tayini
-80° C de saklanan serumlar oda 1sisinda ¢oziildiikten sonra IL-16 ELISA Kiti
(Biosource Human 1L-16 ELISA) kullanilarak asagidaki basamaklar takip edildi.
1- 100 pL standard, serum kontroller kuyucuklara eklendi.
2- 50 pL antijen-spesifik Biotin Konjugati iizerine ilave edildi.
3- Kuyucuklar 25°C’de 3 saat inkiibe edildi.
4- Inkiibasyon sonunda kuyucuklar bosaltilip 4 defa yikama tamponuyla yikand1
5- 100 pL Streptavidin-HRP konjugati her kuyucuga eklendi.
6- 25°C’de 30 dakika inkiibe edildi.
7- Kuyucuklardaki s1vi bosaltilip 4 defa yikama tamponuyla yikandi.
8- 100 puL stabilize kromojen her kuyucuga eklendi.
9- Kuyucuklardaki s1vi bosaltilip 4 defa yikama tamponuyla yikandi.
10- 25°C’de 30 dakika karanlikta inkiibe edildi.
11- 100 uL stop ¢ozeltisi eklendi.
12- Abzorbans 450 nm de okundu.
Tiim bu basamaklardan sonra standard grafigi olusturuldu ve sanuglar
degerlendirildi (Sekil 3.1).

Mononiikleer hiicrelerlerin hazirlanmasi, hiicre kiiltiirii, hiicrelerin monoklonal
antikorlarla isaretlenmesi ve serum IL-16 diizeylerinin ELISA ile belirlenmesi
islemlerinin tiimii Akdeniz Universitesi Saglik Bilimleri Arastirma ve Uygulama
Merkezi biinyesinde gerceklestirilmistir.
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IL-16 Standart Grafigi
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Sekil 3.1.IL-16 ELISA standart grafigi

3.10. Istatistik

[statistik analizler SPSS hazir istatistik paket programi1 (SPSS 15.0 for Windows
Evaluation Version) kullanilarak gerceklestirildi. 4 grup karsilastirilmalarinda
Friedman ve Tekrarli oOlciimler testi, ikili grup karsilastirmalarinda Bonferonni
diizeltmeli Wilcoxon esli sira testi yapildi. Iki ortalama fark testi icin esli 6rneklem t-
testi yapildi. 0,05 den kiiciik “’p’’ degeri anlamli kabul edildi. Serum IL-16 ile FoxP3
Ekspresyonu MFI arasindaki iliskiye Spearman kolerasyon testi ile bakildi. Metin
icerisinde, tablo ve sekillerdeki degerler ortalam, SD, min-max (minimum-
maximum) olarak verildi.
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BULGULAR

4.1. Serum IL-16 Diizeyleri ile ilk Andaki (T0) CD4+ CD25+ FoxP3+
Hiicre Populasyonun FoxP3 Ortalama Florosan Yogunlugunun
(MFI) karsilastirilmasi

Serum IL-16 diizeyleri ortalama 151,9 pg/ml (89,4-230,6) olarak bulundu ve
ilk andaki (TO) ol¢tiigiimiiz CD4+ CD25+ FoxP3+ hiicre populasyonunun FoxP3
ortalama florosan yogunlugu arasinda (MFI) istatistiksel olarak anlamli bir iliski
saptand1 (p< 0,05). Bu sonug bize yiiksek serum IL-16 seviyesine sahip bireylerde
CD4+ CD25+ FoxP3+ hiicre populasyonunun, FoxP3 ekspresyonun ortalama
Florosan yogunlugunun yiiksek oldugunu gostermektedir.

48,07

Florosan Yogunlugu
P +
P v-lk
e e

FoxP3 Ekspresyonu ortalama
(O8]
(@)
e

32,07

T T T
100,0 150,0 200,0
Serum IL-16 pg/ml

Sekil 4.1. Tlk andaki CD4+CD25+FoxP3+ hiicrelerin FoxP3 MFI ile serum IL-16
seviyelerinin karsilastirilmasi (p< 0,05).

4.2. CD4+ CD25+ FoxP3+ Hiicre Oranlar:

Otuz farkli saghiklh bireyden hazirlanan hiicreler, kontrol (0 pg/ml),
100 pg/ml, 700 pg/ml ve 1400 pg/ml olmak iizere 4 farkli konsantrasyonda IL-16
iceren tiiplerde 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda, CD4+ CD25+ FoxP3+
hiicre populasyonunun oranina flow sitometrik olarak bakildi. Gruplar biribirleri ile
karsilastirildiginda kontrol ile 100 pg/ml, kontrol ile 700 pg/ml ve kontrol ile 1400
pg/ml arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi (p>0,05).(Tablo
4.1.ve Sekil 4.2.).
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CD4+ CD25+ FoxP3+ %

Tablo 4.1. CD4+ CD25+ FoxP3+ hiicrelerin ilk andaki (TO) ve 4 farkli

konsantrasyonda IL-16 iceren ortamdaki oranlari

Min Max Ortalama SD
Y% 72 Y%
(n =30) (n =30) (n =30)
TO 0,9 1,3 1,1 0,135
Kontrol 0,9 1,3 1,1 0,122
100 pg/ml 0,9 1,3 1,2 0,121
700 pg/ml 0,9 1,3 1,1 0,116
1400 pg/ml 0,9 1,5 1,1 0,130
108
,50 o)
, 40 =
,30
,20
,10 -
,00
+52
60 1o
39857 690 1208
,90 ] - o 69 117
T T T T
Kontrol 100 pg/ml 700 pg/ml 1400 pg/ml

Sekil 4.2. CD4+ CD25+ FoxP3+ hiicrelerin 4 farkli konsantrasyondaki IL-16 ‘li ortamdaki

oranlar1. (p> 0,05)
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CD4+ CD25+ %

4.3. CD4+ CD25+ Hiicre Oranlar

CD4+ CD25+ hiicre populasyonunun oranina flow sitometrik olarak bakildi
(Sekil 4.4.) Gruplar biribirleri ile karsilastirildi. Kontrol, 100 pg/ml, 700 pg/ml
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi. 1400 pg/ml IL-16
iceren grup istatistiksel olarak anlamli bir sekildi diger 3 gruptan farklidir. (p<
0,05).1400 pg/ml IL-16 bulunan tiipteki CD4+ CD25+ hiicrelerinin oraninda artig

saptanmugstir.(Tablo 4.2. ve Sekil 4.3)

Tablo 4.2. CD4+ CD25+ hiicrelerin ilk andaki (TO) ve 4 farkli konsantrasyonda
IL-16 igeren ortamdaki oranlari

Min Max Ortalama SD
% % %
(n =30) (n =30) (n =30)
TO 3,1 59 4,7 0,662
Kontrol 3,2 5,7 4,7 0,654
100 pg/ml 3,5 59 4,7 0,618
700 pg/ml 3.4 59 4.8 0,679
1400 pg/ml 4.0 8.9 7,2 1,118
9,00 7 “'
8,00 7
7,00 7
6,007 “'
5,007
104
4,00 7 (@]
3,00
| | | |
Kontrol 100 pg/ml 700 pg/ml 1400 pg/ml

Sekil 4.3. CD4+ CD25+ hiicrelerin 4 farkli konsantrasyondaki IL-16 ‘It ortamdaki
oranlar1 (p< 0,05).
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Sekil 4.4. CD4+ CD25+ hiicre populasyonunun Flow sitometri histogrami

4.4. CD4+ CD25+ FoxP3+ Hiicrelerinde FoxP3 Ekspresyonu Ortalama
Florosan Yogunlugu (MFI)

CD4+ CD25+ FoxP3+ hiicrelerin FoxP3 ekspresyonu ortalama Florosan
yogunluguna (MFI) bakild1 (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7.) Kontrol ve 100 pg/ml IL-16
iceren gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p> 0,05). 700 ve 1400
pg/ml IL-16 iceren gruplar da FoxP3 ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde artmistir (p< 0,05).(Tablo 4.3.ve Sekil 4.5)

Tablo 4.3. CD4+ CD25+ FoxP3+ hiicrelerin ilk andaki (TO) ve 4 farkli konsantrasyonda
IL-16 iceren ortamdaki FoxP3 ekspresyonu (MFI) (p< 0,05).

Min Max Ortalama SD

MFI MFI MFI

(n =30) (n =30) (n =30)
TO 31 50 38,8 4913
Kontrol 32 49 38,6 4,874
100 pg/ml 31 49 39,3 5,371
700 pg/ml 34 54 434 5,089
1400 pg/ml 37 53 44,5 5,035
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Sekil 4. 5. CD4+ CD25+ FoxP3+ hiicrelerin 4 farkli konsantrasyonda IL-16 igeren
ortamdaki FoxP3 ekspresyonu (MFI) (p< 0,05).

Sekil 4. 6. FoxP3+ hiicreler ile izotipik kontrol {ist iiste getirilmis flow
sitometri histogrami (CD4+ CD25+ gate)
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Sekil 4.7. FoxP3+ hiicrelerin noktasal flow sitometri histogrami (CD4+ gate)

4.5. CD4+ CD25+ Hiicrelerinde CD25 Ekspresyonu Ortalama
Florosan Yogunlugu (MFI)

CD4+ CD25+ hiicrelerde CD25 ekspresyonu ortalama florosan yogunlugu
(MFI) flow sitometrik olarak degerlendirildi. Kontrol, 100 pg/ml ve 700 pg/ml IL-16
iceren grupta istatistiksel olarak anlaml bir fark gozlenmedi (p>0,05). 1400 pg/ml
IL-16 iceren grup, diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli bir bicimde artis
gozlendi (p< 0,05).(Tablo 4.4. ve Sekil 4.8.)

Tablo 4.4. CD25 ekspresyonu ortalama florosan yogunlugu

Min Max Ortalama SD
MFI MFI MFI
(n =30) (n =30) (n =30)
Kontrol 25 45 35,6 4,0
1400 pg/ml 39 57 48,1 3,6
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Sekil 4. 8. CD4+ CD25+ hiicre populasyonlarinda CD25 ekspresyonunun ortalama kanal
yogunlugunun kontrol ve 1400 pg/ml yogunlugunda IL-16 bulunan ortamlardaki
ekspresyonunun karsilagtirmasi. (p< 0,05)

I
Kontrol

Apoptoz Oranlar

Tiim lenfosit populasyonu kapilanarak (secilerek) kontrol, 100 pg/ml, 700
pg/ml ve 1400 pg/ml IL-16 iceren gruplar apoptoz deneyi yapildi. Kontrol ve 100 pg
/ml IL-16 bulunan gruplar arasinda apoptoz goézlenmedi. 700 pg/ml ve 1400 pg/ml
gruplarinda kontrol ve 100 pg/ml grubuna gore istatistiksel olarak anlaml bir sekilde

artis bulunmustur.(Tablo 4.5. ve Sekil 4. 9.)

Tablo 4.5. Apoptoz oranlari

1400 pg/ml

Min Max Ortalama SD

% % %

(n =30) (n =30) (n =30)
Kontrol 0,01 0,01 0,01 0,000
100 pg/ml 0,01 0,01 0,01 0,000
700 pg/ml 0,8 0,9 0,8 0,027
1400 pg/ml 0,8 0,9 0,9 0,020
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Apoptoz Oranlari

0,9 - ¢
0,8 -

0,7 4

0,6 -

0,5 4

0,4 -

0,3 4

0,2 4

0,1

Apoptoz %

700 pg/ml 1400 pg/ml kontrol

IL16 Konsantrasyon

Sekil 4.9. Lenfosit populasyonunda, 3 farkli yogunluktaki IL-16’11 ortamdaki apoptoz
sonuglari. (p< 0,05)

4.7. Olii Hiicre Oranlar

Tiim lenfosit populasyonu kapilanarak (segilerek) kontrol, 100 pg/ml, 700
pg/ml ve 1400 pg/ml IL-16 iceren gruplarin 6lii hiicre oranlarina bakildi. Kontrol ve
100 pg /ml IL-16 bulunan gruplar arasinda 6lii hiicre gozlenmedi. 700 pg/ml ve 1400
pg/ml gruplarinda kontrol ve 100 pg/ml grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde artmis Olii hiicre oran bulunmustur.(Tablo 4.6. ve Sekil 4. 10. Sekil 4. 11.
Sekil 4. 12)

Tablo 4.6. Olii hiicre oranlar1

Min Max Ortalama SD

% % %

(n =30) (n =30) (n =30)
Kontrol 0,01 0,01 0,01 0,00
100 pg/ml 0,01 0,01 0,01 0,00
700 pg/ml 2,5 3,6 3,1 0,2
1400 pg/ml 2,5 3,7 3,2 0,2
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Olii Hiicre Oranlari

o
[0

Ol Hucre %
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o

700 pg/ml 1400 pg/ml kontrol

IL16 Konsantrasyon

Sekil 4. 10. Lenfosit populasyonunda, 3 farkli yogunluktaki IL-16’11 ortamdaki 6lii hiicre
sonuglari. (p< 0,05)

10e 10 109
AMMEXIN Y

Sekil 4. 11. Kontrol tiipiindeki hiicrelerin Apoptoz ve Olii hiicre oranlarinin Flow
sitometrik histogrami
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Sekil 4. 12. 1400 pg/ml yogunlugunda IL-16 bulunan tiipiin Apoptoz ve Olii
hiicrelerin Flow sitometrik histogrami
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TARTISMA

Interlokin-16 (IL-16) CD4’iin dogal ligand1 olan bir sitokindir. Hem hayvan
hem de insan havayolu epitelinde ve bronkoalveoler lavaj orneklerinde allerjik
inflamasyon bolgelerinde tanimlanmistir. CD4+ lenfositler, monositler, eozinofiller
ve dendritik hiicreler i¢in bilinen bir kemoattraktandir ve CD4+ hiicrelerin Thl
altgrubu icin secici bir kemoattraktan aktivite sergiler. Ayrica CD4+ hiicreler
tizerindeki CD25 (IL-2R) ekspresonunu da artirir. In vivo caligmalar, IL-16
uygulamasinin inflamasyon ve havayolu hiperaktivitesinde azalma ile sonuclandigini
onermektedir. Inflamasyon iizerindeki bu diizenleyici etkinin mekanizmasi heniiz
tam olarak aydinlatilamamustir (29).

IL-16’n1in allerjik rinit gibi immiin / inflamatuar hastaliklarin patogenezinde
CD4+ T hiicrelerine etkisi lizerinden énemli bir rol oynadigini gosteren ¢alismalar da
mevcuttur. Baz1 arastirmacilar IL-16’nin ayn1 zamanda nazal rinit, astim, romatoid
artrit, sistemik lupus eritromatoz, kolit, atopik dermatit, multipl skleroz gibi
hastaliklarin patogenezine de eslik edebilecegini rapor etmislerdir (4, 5, 30-33)

Regiilator T hiicreleri (Treg’ler) immiin cevapta rol oynayan diger hiicrelerin
fonksiyonunu inhibe ederek immiin cevab1 kontrol ederler. Baslica iki grupta
incelenirler. Bir grup dogal (natural) CD4+ CD25+ diizenleyici T (n Treg) hiicreleri
olarak adlandirilmistir. Bir diger grup ise adaptif Treg olarak adlandirilan ve
periferde belirli sartlar altinda olusan hiicre tipidir (10).

FoxP3, Treg’lerin spesifik belirtecidir. Hem insan hem de FoxP3
fonksiyonundan yoksun fareler iizerinde yapilan c¢alismalar, bu transkripsiyon
faktoriiniin T hiicre fonksiyonunun diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigini
gostermektedir (34)

Bu ¢alismada CD4+ T hiicreleri iizerine kemotaksis etkisi gosteren IL-16"nin,
aynt zamanda CD4+ CD25+ T reg hiicrelerinin aktivasyon belirteci olan FoxP3
ekspresyonu iizerine etkisine bakildi. Mononiikleer hiicreler 4 farkli konsantrasyonda
(0, 100, 700, 1400 pg/ml) IL-16 iceren hiicre kiiltiirii ortaminda 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda CD4+ CD25+ ve CD4+ CD25+ FoxP3+ hiicrelerin oranlarina
ve hiicre basma diisen FoxP3 miktarinin dolayli gostergesi olan ortalama florosan
yogunluna (mean fluorescence intensity, MFI) bakildi. Inkiibasyon sonunda
ortamdaki hiicrelerin apoptoz ve 6lim oranlar1 da degerlendirildi. Ayrica ilk anda
Olciilen CD4+ CD25+FoxP3+ hiicrelerindeki FoxP3 ekspresyonu MFI degereri ile
serum IL-16 seviyeleri arasida iligski olup olmadigi da arastirildi.

Otuz saglikhi birey ile yaptigimiz calismada serum IL-16 seviyesi ortalama
151,9 pg/ml (SD:33,4 Min:89,4 Max:230) olarak bulundu ve ilk andaki CD4+
CD25+ FoxP3+ hiicrelerindeki FoxP3 MFI ile arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir
iliski saptandi (p< 0,05). Serum IL-16 seviyeleri yiiksek olan bireylerde FoxP3 MFI
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yiiksek bulundu. Bildigimiz kadariyla, bu sonu¢ IL-16"nin T reg’lerdeki aktivasyon
belirteci olan FoxP3’iin iizerine pozitif yonde etki ettigini gosteren ilk in vivo
rapordur. Otuz saglikli birey iizerinde yapilan bu caligmanin, serum IL-16’nin
yiikksek diizeylerde gozlendigi atopi, allerji ve otoimmiinite (30-33) gibi immiin
sistemin eksik yada hatali ¢alistig1 hastalik gruplarinda da incelenmesi IL-16 hastalik
iligkisine ve T reg IL-16 arasindaki iligkisinin anlagilmasina yardimci olabilir.

Calismada, mononiikleer hiicreler 4 farkli IL-16 konsantrasyonunda kiiltiire
edilip CD4+ CD25+ hiicrelerin oranlarindaki degisiklige bakildiginda 0, 100 ve 700
pg/ml IL-16 iceren ortamlarda herhangi bir degisik gozlenmedi. 1400 pg/ml iceren
ortamda CD4+ CD25+ hiicrelerin oraninda artis gozlendi (p< 0,05). Kontrol tiipiinde
CD4+ CD25+ hiicre orani ortalama % 4,7 (SD:0,6) iken 1400 pg/ml IL-16’11 ortamda
ortalama % 7,2 olarak tesbit edilmistir. Bu sonuca gore 1400 pg/ml IL-16 seviyesi
CD4+ CD25+ hiicrelerin sayisini arttirmistir.

CD4+ CD25+ FoxP3+ hiicreler iizerinde yapilan gozlemde kontrol grubuna
gore oransal olarak bir fark saptanmadi. Bu hiicre grubunda FoxP3 ekspresyonunun
MFI degerleri incelendiginde 700 ve 1400 pg/ml IL-16 iceren ortamda artmis oldugu
bulundu (p< 0,05). Bu sonug bize IL-16’nin in vitro olarak T reg hiicrelerin immiin
sistemi diizenlemesinde c¢ok Onemli bir rolii olan FoxP3’iin ekspresyonunu
arttirdigin1  gostermektedir. Cok yakin bir zamanda Cruishank ve arkadaglarinin
yaptigr bir calismada, farkli dozlardaki IL-16’nin CD4+ CD25+ FoxP3+ hiicre
populasyonu {iizerine proliferatif etki gosterdigi rapor edilmistir (29). Bu c¢alismada
CD4+ CD25+ FoxP3+ hiicrelerinin 48 saat sonunda ilk andakinin 4 kati oraninda
arttig1 gosterilmistir. Inkiibasyon siiresini 24 saat olarak belirledigimiz calismamizda
CD4+ CD25+ hiicre populasyonu artarken, CD4+ CD25+ FoxP3+ hiicrelerinde
oransal olarak bir fark gézlenmedi. IL-16 uyarimi sonucu ortamdaki CD4+ CD25+
FoxP3- hiicreler CD4+ CD25+ FoxP3+ hiicrelerine doniismedi ve CD4+ CD25+
FoxP3+ hiicrelerin sayisinda bir artis gézlenmedi. iki calisma arasinda gozlenen bu
fark inkiibasyon siireleri arasindaki farktan kaynaklaniyor olabilir CD4+ CD25+
hiicreleri artarken, CD4+ CD25+ FoxP3+ hiicrelerinin oransal olarak artmamasi bu
hiicrelerin daha uzun siire IL-16 ile uyarimina gerek oldugunu isaret edebilir.

Calismamizda ayrica IL-16’nin ortamdaki hiicreler iizerine olan etkileri,
hiicrelerin apoptoza gitmesi ve Olii hiicre orani agisindan da incelenmistir. Flow
sitometrik analizlerde tiim lenfosit populasyonu kapilanarak yapilan apoptoz
deneyinde, kontrol grubu ile 700 pg/ml ve 1400 pg/ml konsantrasyonlarinda IL.-16
ile muamele edilen hiicreler karsilastirildi. Apoptoz oraninda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlendi (p<0,05). Yine bu 3 grup arasida yapilan
karsilastirmada ©lii hiicre oraninda da anlamh bir artis gozlendi (p<0,05). Ilging
olarak CD4+ CD25+ FoxP3+ ve CD4+ CD25+ hiicre populasyonlarinda herhangi bir
azalma gozlenmezken 700 ve 1400 pg/ml IL-16 bulunan tiiplerde ortalama %0,9
(SD:0,02) apoptoz, ortalama %3,2’e (SD:0,2) varan 6lii hiicre oran tesbit edildi. Bu
sonug bize IL-16"nin T reg hiicreler iizerine pozitif bir etki yaparken, diger lenfositler
tizerine Oldiirlicii ve apoptozu indiikleyici bir etkisi olabilecegini gostermektedir.
Ancak calismamizda hangi lenfosit alt gruplarinin IL-16 aracili 6liime ve apoptoza
gittigi belirlenememistir. Bu hiicrelerin tesbit edilmesi icin daha ileri ¢alismalara
ihtiya¢ vardir.
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Sonug¢ olarak IL-16 T reg hiicrelerin immiin sistemi diizenlemesinde ¢ok
onemli bir rolii olan FoxP3’iin ekspresyonunu arttirir ve serum IL-16 ile FoxP3
ekspresyonu arasinda pozitif bir kolerasyon vardir. Calismamizin atopi, allerji ve
otoimmiinite ~ gibi immiin sistemin eksik yada hatali calistigi hastaliklarin
patofijyolojisine ve IL-16’min immiin cevaptaki heniiz aydinlatilamamis
mekanizmasinin anlasilmasina katkida bulunabilecegi kanaatindeyiz.
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SONUCLAR

1- IL-16'nin T reg hiicrelerinin transkripsiyon faktorii olan FoxP3

ekspresyonunu arttirdigir bulunmustur.

2- Serum IL-16 seviyesi ile Treg hiicrelerinin FoxP3 ekspresyonu arasinda

pozitif bir kolerasyon vardir.

3- IL-16, T reg hiicreleri iizerine pozitif yonde etki gosterirken ortamdaki
diger lenfositler iizerine diisiik bir oranda apoptoz ve Oldiiriicii bir etki

gostermektedir.

4- IL-16, T reg’lerdeki CD25 ekspresyonunu arttirmaktadir, literatiirde bu

sonucu desteklemektedir.

5- IL-16, CD4+ CD25+ hiicrelerin ¢ogalmasini saglamaktadir.

Sonug olarak IL-16, T regiilator hiicre fonksiyonlarinin diizenlenmesinde
onemli rolii olan transkripsiyon faktorii FoxP3’iin ekspresyonunu arttirmaktadir.
Immiin sistemin hatali yada eksik calistigi hastaliklarda T reg — IL-16 iligkisinin

arastirtlmasi bu mekanizmanin daha iyi anlagilmasina katki saglayacaktir.
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