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OZET

Sistemik lupus eritematozus (SLE), humoral ve hlcresel birgok
immunolojik anormallikle karakterize, kronik, yangisal, multisistemik
otoimmun bir hastaliktir. Otoreaktif B hucrelerinin uygun olmayan T
hdcrelerine bagh olarak c¢ogalmasinda ve patojenik otoantikorlarin
olusumunda rol aldigi disuniimektedir.

T hdcre aktivasyonu igin iki sinyal gerekmektedir. Birinci sinyal T
hicre reseptorlerinden (TCR), ikinci sinyal ise ikincil sinyal molekulleri
olarak bilinen ikincil uyarici molekullerden saglanir. CD28 ikincil uyarici bir
molekuldur. Antijen sunan hlcre yluzeyinde CD80/CD86 ligantlari ile
baglanir ve T hucresini aktive edici sinyal dretir. Bu nedenle pozitif
duzenleyici olarak da adlandirilir. Sitotoksik T lenfosit antijen 4 (CTLA-4)
molekulu de ikincil uyarici bir molekuldur ve CD28 molekulu ile homologtur.
CTLA-4 molekuli CD28 gibi antijen sunan hicre (APC) ylzeyinde CD80 /
CD86’nin ligantlari ile baglanir. CTLA-4 molekili CD28’in aksine inhibe
edici sinyaller génderen bir molekuldir. Bu 6zelligi ile periferik toleransta
onemli rol oynar. CD28 ve CTLA-4 molekulleri, antijen spesifik T hucre
aktivasyonunun kontrolu ile self ve yabanci antijene karsi immun sistemi
duzenlerler.

insanda SLE igin slpheli bélge 2q33 bolgesidir ve CTLA-4 molekiilii
bu bodlgede yer almaktadir. CTLA-4 moleklli T hlcre aktivasyonunda
inhibitor etki gosterdigi icin, SLE olusumuna neden olabilecek bir gen
oldugu dusunulmektedir.

CTLA-4 moleklla T hiacre aktivasyonunun dizenlenmesinde dnemli
bir rol oynar ve vyangi sartlarina uygun olarak T hicre cevabini
sinirlandirabilir.  CTLA-4’deki genetik  cesitliliin  bircok  otoimmun
hastaliklarin gelismesinde rol oynayabilecedini gosteren birgok calismalar
vardir. Bu gende tanimlanan polimorfizmlerden Exon | (+49 A/G)
dimorfizminin Japon irkinda hastaliga duyarlih@i arttirdig: bildirilmistir. Fakat
Cin gibi bazi irklarda bu polimorfizm ile SLE arasinda bir iligki
bulunamamistir. Biz de bu calismada CTLA-4 Exon | (+49 A/G)
polimorfizminin TUrk populasyonunda SLE gelisimi ve hastalik aktivasyonu
ile bir iliskisi olup olmadigini géstermeyi amacladik.

Anahtar kelimeler: SLE, CTLA-4, PCR-RFLP, exon | +49 A/G,
polimorfizm, ikincil sinyal molekulleri



ABSTRACT

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic, inflammatory and
multisystemic autoimmune disease characterized by many cellular and
humoral immunological abnormalities. Inappropriate, T cell dependent,
expansion of autoreactive B cells is considered to play a role in the
production of pathogenic autoantibodies.

Two signals are required for T cell activation. The first signal is from
T cell receptor (TCR) and the second is from co-stimulatory molecules
known as secondary stimulatory molecules. CD28 is a co-stimulatory
molecule. It binds to CD80/CD86 on antigen-presenting cells and produce
the signal to activate the T cell. Therefore, it is also called positive
regulatory molecule. Cytotoxic T lymphocyte associated antigen 4 (CTLA-4)
is also a co-stimulator molecule and homologous to CD28. CTLA-4 interact
with CD80 /CD86 on antigen presenting cell (APC) like CD28. On the
contrary the CD28, CTLA-4 is a molecule produces which inhibitory signals.
Hence it plays an important role in development of peripheral tolerance.
CD28 and CTLA-4 molecules regulate immune response against self and
non -self antigens by contrary activation of antigen specific T cells.

29033 region is susceptibility loci for human SLE and CTLA-4
molecule is placed in this region. Because of showing inhibitory effect on T
cell activation CTLA-4 molecule is a candidate gene, which may predispose
to SLE disease.

CTLA-4 plays an important role in regulating T cell activation and
may help to limit T cell response under inflammatory conditions. Genetic
variation in CTLA-4 causes many autoimmune diseases. It is reported that
Exon | (+49 A/G) dimorphism, one of the polymorphisms in this gene,
increases the disease sensitivity in Japanese population. Unfortunately in
some population like Chinese no relationship between this polymorphism
and SLE have been described. In this study we aimed to detect whether
there is any relationship between CTLA-4 Exon | (+49 A/G) polymorphism
and SLE disease and its activitation in Turkish population.

Key words: SLE, CTLA-4, PCR-RFLP, exon | +49 A/G,
polymorphism, co-stimulatory molecules
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GiRi$ VE GENEL BILGILER

Enfeksiyona neden olan ve vicuda cesitli yollardan girebilen
mikroorganizmalarla savasabilmemiz icin bir bagisiklik sistemimiz vardir.
Bagisiklik sistemimiz algilar, tanir, 6grenir ve hatirlar. En énemli 6zellidi,
disardan giren saldirganlara kars (virus, bakteri, mantar, parazit ve diger ¢ok
cesitli zararli kimyasal madde igerenler) cevap olusturmasinin disinda, kendi
antijenlerine karsi cevapsiz kalmasidir. Yani kendisinden olani, olmayandan
ayirt edebilmesidir. Genel bir deyisle bagisiklik sistemimiz dogada olan veya
yeni yaratilan bdutin antijenik Ozellige sahip maddeye, Ozgul yanit
gelistirebilme 6zelligine sahiptir.

Bagisiklik sisteminin antijeni tanimasi ve yanit verebilmesi igin
kullandigi iki ayri yol vardir. Bu yollardan biri, dogal (innate = non-spesifik)
bagisiklik ile saglanir. Bu bagisiklik sistemi yabanciyi 6zgll olarak tanimaz.
Bunun igin bazi patern taniyici reseptorler kullanir (Toll-like reseptorleri,
¢cOpcU reseptorleri gibi). Bagisikhik sisteminin antijeni 6zgulligune gore
tanidigi diger yol ise, sonradan kazanilan (adaptif) bagisiklik sistemidir. Bu
sistemde ise, 6zgul tanima islemlerini, adaptif bagdisiklik sisteminde bulunan
T ve B hucrelerinin reseptorleri saglar. Yabanci madde bu yollarla tanindiktan
sonra, ajana yonelik aktif moleklllerin yapimi ve hazirda olanlarin aktive
edilmesi gerekir (kompleman sistemi, sitokin salinimi gibi). Daha sonra
kemotaksis yolu ile bagisiklik sisteminin diger etkin hcreleri (noétrofiller,
eozinofiller, monosit veya makrofajlar, lenfositler, dogal oldurtcu hucreler)
ajanin girdigi bolgede toplanir ve fagositoz, apopitozisin tetiklenmesi gibi
yollarla saldirgan yok edilir (1).

Yukarida ¢ok kisaca anlatilan olaylar dizisindeki bagisiklik sisteminin
hicreleri, kemik iliginden kdken alirlar. Kemik iliginde olusan hacreler,
geligsimlerini tamamlamak igin perifere ¢ikarak farkli dokulara yerlegirler.
Gelisimleri esnasinda da bagisiklik sisteminin kendinden olani olmayandan
ayirt edebilmesi icin, egitimden gecerler. Bu sayede kendi (self) antijenlerine
karsi cevapsiz kalabilirler. immiin sistemin, kendi antijenlerine karsi cevapsiz
kalmasina immiinolojik tolerans denir. immiinolojik toleransta rol oynayan
kazanilan bagisiklik sisteminin T ve B lenfositleridir.

Lenfositlerin, yukariya c¢ekilen reseptorleri yardimiyla yabanci
antijenleri taniyip tepki vermesi U¢ mekanizma ile gergeklesir.

e Lenfosit yabanci antijeni reseptorleri ile taniyip aktive olabilir. Bu
durumda bu antijene immunojenik antijen adi verilir. Bagigiklik sistemi
antijene karsi derhal yanit olusturarak lenfositlerin gogalmasini ve
farkhlasmasini saglar.



e Timusta antijen lenfosit tarafindan algilanmaz ya da uyarilmazsa
negatif secilim meydana gelir. Bu durumda lenfosit apopitozis ile
ortadan kaldinlir. Bagisiklik sisteminin fonksiyonel bir cevapsizlik
gOsterdidi bu olaya aneriji, bu tip antijenlere de tolerojenik antijen adi
verilir.

e BaziI durumda da antijene spesifik lenfosit higbir yolla antijene yanit
vermez. Bu olay da antijeni gormezden gelmesi ile agiklanabilir. Bu
nedenle bu antijenlere de non-immunojenik antijen adi verilir.

Bu yollarin hangisinin gerceklesecedi antijene ve antijen-spesifik
lenfositlere baghdir. Bazen ayni antijen hem aktivasyon hem de tolerans
saglayabilir.

immiinolojik toleransin igleyisini bilmek bazi faydalar saglar.

1. Kendi antijenimize kargi tolerans olusturabilmek
2. Istenmeyen immuln reaksiyonlari kontrol edebilmek (allerji,
otoimmun hastaliklar, organ nakilleri vb.).

Iki sekilde tolerans saglanir.

1. Merkezi tolerans
2. Periferik tolerans

1.1. Merkezi tolerans

Lenfositler, primer (birincil) lenfoid organlarda (kemik iligi ve timus)
olusup olgunlasincaya kadar gecen sure icinde kendinden olan (self)
antijenlerle karsilasabilirler. Self antijenlere karsi cevap olusturmamak ve
otoimmuniteye engel olmak icin bir editime tabi tutulurlar . Bu nedenle self
antijenle kargilastiklarinda cevapsizlik veya apopitozis meydana gelir. Bir
lenfosit, daha olgunlasmadan self antijenle karsilasirsa derhal ortadan
kaldirihp, cogalip farklilasmasi engellenir. Bu olay negatif segilim veya
merkezi tolerans olarak adlandirilir. Secilime ugramadan perifere ¢ikan bir
hicre grubu vardir ki bunlar duzenleyici T hucre dedigimiz T regulatuar
hacrelerdir.

1.2. Periferik Tolerans

Olgunlasip perifere gikan lenfositler egitimlerine burada da devam
ederler. Olgun lenfosit, yabanci antijenle karsilasinca immuin yanit
olustururken, self antijenle karsilasinca delesyon veya anerji gOsterir,
(periferik dokularda olur) yanit vermez. Hem T hem de B hicrelerinde,
merkezi ve periferik tolerans goralur.

1.3. T Lenfosit Toleransi
1.3.1. Periferik T Lenfosit Toleransi

Kemik iliginde olusup timusta olgunlasan T lenfositler perifere ¢ikarlar.
Periferik dokularda self antijenin taninmasi ile bu antijenlere karsi bir



duyarsizlik olusur (anerji) ve apopitozis ile T hlcrelerinin ortadan kaldiriimasi
gerceklesir. Ya da T regulatuar dedigimiz duzenleyici T hucreleri, yardimci T
hicrelerini baskilayarak fonksiyon disi birakilirlar. Periferik tolerans timusta
gerceklesmez.

Self antijenle olgun T lenfositlerin yeniden aktivasyonu veya self
antijenin ikincil sinyal molekulleri yoklugunda taninmasi ile apopitozis yolu
tetiklenir ve self reaktif lenfositlerin eliminasyonu (delesyonu) gergeklesir. Bu
olusum, aktivasyonla tetiklenen hicre olumud adini alir. Aktivasyonla
tetiklenen hiicre 6limiiniin gerceklesmesi igin iki mekanizma caligir. ilki;
tekrarlayan aktivasyonlarda CD4" T hicrelerinde dlim reseptorii olarak
adlandirilan Fas ve FasL reseptorleri yukari ¢ekilir. Bu reseptorler gerek ayni
lenfositte gerekse farkh iki lenfositte birlestiklerinde, kaspazlar ve huicresel
enzimler aktive olarak apopitozisi gerceklestirirler. Bu esnada IL-2 (T hucre
bdylume faktorl) sitokini de apopitoziste gorev alir. Ayni sitokin T hlcrelerinin
aktive olup cogalmasinda da gorev almaktadir. Ayni sitokinin iki farkli gorevi
yapmasi sagirticidir  ve bu dengeyi nasil sagladigr bilinmemektedir.
Aktivasyonla tetiklenmig hucre 6lumunde ikinci mekanizma, T hlcre Uzerinde
bulunan pro-apopitotik proteinlerdir. ikincil sinyallerin ve dogal imminitenin
olamadigi kosullarda pro-apopitotik proteinler ifade edilir (2).

1.3.2. Merkezi T Lenfosit Toleransi

Timusta ve kemik iliginde olugan ve olgunlasma sirasinda egitilen
lenfositler, henlz olgunlagsmamigken self antijenle karsilagip ¢ok siki bir
sekilde baglanip immun reaksiyon gdsterirse, negatif secilim gergeklesir ve
lenfositler cogalmadan apopitoz ile ortadan kaldirilir. Boylece self antijene
kuvvetli reaksiyon gdsteren lenfositler ortadan kaldiriimis olur.

1.4. B Lenfosit Toleransi

Self polisakkaritler, lipitler ve nukleik asitler, T hucreleri tarafindan
taninmazlar. Bu antijenlere karsi otoantikor olusumunu B hucreleri engeller.
B hucrelerinde de tolerans bir merkezi, bir de periferik olmak Uzere iki
mekanizma ile saglanir ve bu mekanizmalarin isleyisi de aynen T hcrelerin
tolerans mekanizmasi gibidir.

1.4.1. Merkezi B Lenfosit Toleransi

Henuz olgunlasmamis B hucreleri, kemik iliginde, self antijenle
karsilagirsa aynen T hucrelerinde oldugu gibi ¢cok kuvvetli baglananlar negatif
secilim ile oldurularler. Ya da bu hucrelerin T hicrelerinden farkh olarak
reseptorlerini degistirebilme ozellikleri vardir. Reseptorleri ile self antijene gok
kuvvetli baglananlar, immunoglobulin (lg) hafif zincirini degistirerek yeni
kombinasyonda bir B hucresi reseptoru olusturmus olurlar.

1.4.2. Periferik B Lenfosit Toleransi

Olgunlasan B hucreleri periferik lenfoid organlarda self antijenle
kargilagirsa, ayni T hucrelerindeki gibi anerjik duruma gecgerler. Bu hicreler T
hicrelerinin yardimi olmadan uyarilirlar. Canku; selfe duyarli T hicreleri daha
onceden delesyona ugratiimiglardir. Anerjik duruma gecen B hucreleri lenfoid



folikilden c¢ikarilirlar ve yasamsal sinyaller alamadiklari icin Olurler. B
hdcrelerinin tolerans eksikliginde otoantikor Uretimi olustugu saniimaktadir.
OtoimmuUn bir hastalik olan SLE hastaliginda hem yardimci T, hem de B
hucrelerinde tolerans eksikliginin gergeklestigi dugunulmektedir.

1.5. T Hucrelerinin Aktivasyonu

T lenfositlerin antijenle karsilagip aktive olmalarindan sonra ko-
stimulator dedigimiz ikincil uyarici sinyallerle yeteri kadar uyarilamamasi ile
anerji olusur.

T hdcrelerinin  ¢ogdalabilmesi ve farklilagip fonksiyonel hucrelere
donusebilmesi igin en az iki sinyale ihtiyaci vardir. Sinyal I; her zaman
antijenle, T hicre Uzerinde bulunan T hlcre reseptorunin birlesmesi ile
gerceklesirken, sinyal Il; antijen sunan hicre (APC) Uzerinde bulunan ikincil
uyarici molekullerin varligi ile gerceklesir. Dokularda ve lenfoid organlarda
bulunan antijen sunan hucre, uyaran olmadigi surece dinlenme halindedir.
Yani uzerinde B7 gibi ikincil uyarici molekulleri yukari gekmez. T lenfositler
self antijeni birinci sinyalle tanirlar. Yani T hdcre reseptoru (TCR) ile self
antijen baglanarak ilk sinyal olugur. Ancak bu antijenin yabanci olmadigi
durumda, ikincil sinyal molekulleri APC Uzerinde gosteriimez. Boylece anerii
gerceklesmis olur (Sekil 1.1.).

Sinyal 2 yoksa,

TCR MHC

=== Tolerans
Klonal Anerji veya Delesyon

Sinyal 1 + Sinyal 2

sitokinler

=== Aktivasyon

Sekil 1.1. Lenfosit aktivasyonunun sinyal modeli
www .uchsc.edu/misc/diabetes/oxchl.html



Bazi durumlarda, self antijenle karsilasan T hilcre Uzerinde, B7
molekuline yuksek baglanma guclu ile baglanan ve inhibitor sinyal
gondererek T hucrelerini sessiz hale getiren CTLA-4 (CD152) gdsterilir. T
hacreleri APC Uzerinde self antijen gorduklerinde, T hucre Uzerinde yukari
cekilen CTLA-4 molekulli, APC uzerindeki B7 ikincil sinyal molekuline
baglanarak T hucrelerini inhibe ederler. CD28 molekullu de ikincil sinyal
molekulidir ve B7 molekuline baglanarak T hucresini aktive eder. Fakat T
hicresinin  hangi molekulunt (CD28, CTLA4) oncelikle B7 molekulune
bagladigi ve nasil sectigi bilinmemektedir (Sekil 1.2.).

JAktivasyon

TAkﬁvasyon

MHC If @‘ Regiilasyon

CD58 (LFA-3) Adezyon

TAktivasyon _CD154
(CD40L)

Sekil 1.2. APC ve T hiicre etkilesimi

www.uchsc.edu/misc/diabetes/oxch1.html

Ayrica timusta egitimden gecgen hucrelerin bir kismi perifere gikarken
dizenleyici T hucrelerine dodnuserek cikarlar. Bu hicreler self antijene veya
saldirgana kargi olusan T hucre aktivasyonunu sitokin yolu ile veya direkt
temas yolu ile baskilayabilirler. Dizenleyici T hucreler olarak ta adlandirilan
bu hucreler hem timusta hem de periferde olusabilirler. Bu hucrelerin
cogunun CD25 (IL-2 reseptdr a ) molekuli gosterdikleri bilinmektedir. Bu
hacrelerin bagisiklik sistemi nasil inhibe ettigi konusunda c¢ok az sey
bilmekteyiz. Bazi duzenleyici yada baskilayici T hucreleri TGF-f ve IL-10 gibi
sitokinlerle  makrofajlarin  veya lenfositlerin  aktivasyonunu  inhibe
edebilmektedir. Ayrica direkt olarak diger lenfositlerle ve APC’ lerle de temas
kurarak inhibitor etki yaratabilmektedirler (2).

1.6. Dogal Diizenleyici T Hucreleri ve Self Tolerans

Sonradan kazanilan bagisiklik sistemi yabanci organizmaya spesifik
olarak cevap vermek Uzere Ozellesmis genis bir reseptdr repertuarina
sahiptir. Bu 0Ozelligi ile antijene spesifik olarak klonal c¢ogalir ve efektor
hicrelere donuserek yabanci antijeni yok eder. Bagisiklik sistemi bu gorevi
yerine getirmek icin, daha dénceden de anlatildigi gibi kendinden olani



taniyarak yabanciya onceden, rastgele olusturdugu reseptorleri ile yanit
olusturur. Self tolerans problemi i¢ hucrelerle, yani otoreaktif hucrelerin
inaktivasyonu veya delesyonu ile ¢dzlulmektedir. Buna resesif tolerans denir.
Bununla birlikte dominant toleransin dis formunu da CD4" T4 hiicre
formunun olusturdugu gosterilmistir (3).

1905’te Ehrlich ve Morgenroth ilk deneyi kurmuslar ve bu deney
sonunda kendi dokularimiza karsi yanit olusturmamamizin hi¢ kolay
olmadigini vurgulamiglardir (4). 1953 yilinda Bilingham, Brent ve Medawar ilk
laboratuvar deneyini gergeklestirmigler ve immunolojik toleransin hucresel
temelini ortaya c¢ikarmiglardir. Bu ¢alismada, yeni dogmus farelere genetik
olarak farklh bir fareden alinan hematopoietik hicreler enjekte etmigler ve
yeni doganin daha sonra ayni vericiden alinan transplanti reddetmedigini
goOstermiglerdir. Bu deneyleri ile 1960 yilinda NOBEL odulu kazanmislardir.
Ancak daha sonra Ridge ve ark. Medawar’in deneylerini biraz degistirerek
tekrarladiklarinda sasirtici bicimde farkli sonuglar bulmuglardir. Medawar
yeni dogan fare eriskinlerini tolerans yapmaya yetecek kadar (50 milyon)
hematopoietik hiicre enjekte etmisti. Ridge ve ark. ise erigkin alici fareye 500
milyon hicre enjekte ettiklerinde, bu dozun erigkin farede, verici transplantina
karg! tolerans olusturdugunu gosterdiler. Bu deneyler, Burnet ve Medawar’in
vardigi sonuglarin aksine, antijenin dozlarini ve profesyonel APC sayilarini
degistirerek, yeni doganlarda bagisiklik, erigskinlerde ise tolerans
olusturmanin mumkin olabilece@ini, yani yeni doganlarin T hucreleri ile
erigkinlerin virjin T hucreleri ile ayni opsiyonlara sahip bulundugunu
gOstermektedir (5).

Burnet'a gore bagisiklik sistemi self-nonself ayrimi yapabilmekteydi.
Bu hipoteze gore, timusta gelisim sirasinda kendi (self) antijenlerine guglu
baglanma kapasitesi gosteren timositler apopitoz ile elimine edilerek ortadan
kaldiriimakta (Klonal delesyon), klonlarin varligina izin veriimemektedir.
Dolagsima gecgebilen az sayida otoreaktif T hulcresi ise periferde antijenle
indUklenebilen apopitoz araciligi ile ortadan kaldirilir (6).

1.7. immiin Sistem Kontroliiniin Mekanizmalari ve Diizenleyici T
Hucreleri
CD47CD25" T hiicreler diger hiicreler gibi kemik iliginden kdken alip
ap TCR eksprese edip hem timus icinde hem de timus disinda bulunabilirler.
Ontogenisi diger T hucreleri gibi acik ve net degildir. Agonist ligant birlikte
ifade eden TCR-transgenik farelerdeki gdzlemler, TCR transgeniklerde
CD4*CD25" T hiicre sayisinin tretimini desteklemektedir (7).

Treg hucreleri in vivo kosullarda otoimmun hastaliklari veya
immunopatolojiyi inhibe edebilen CD4" T hiicreleri olarak tanimlanabilirler.
Yada Teg hucreleri, diger hicre fonksiyonlarini aktif olarak kontrol eden veya
baskilayan hicrelerdir. Treg hlcreleri 6zellikle, in vitro kosullarda naif T hucre
cogalmasini baskilarken, in vivo kosullarda da CD4" T ve CD8" T hiicre
sayisini kontrol ederler. T,g hucrelerinin baslica iki buyuk hucre grubu



tanimlanmistir. Bunlardan biri dogal Treg hucreleri, digeri ise IL-10 salgilayan
Treg hUcreleridir.

Baglangicta, kolitisin kontrolinu saglayan hicrelerin transfer edilen
CD4" CD45RB™"  hiicreler oldugu saniliyordu. Ancak daha sonra bu
hiicrelerin  CD25 eksprese eden CD4" CD45RB"" hiicreler oldugu
anlasiimistir. (CD45 T ve B hucrelerinde bulunur naiflerde ylksek, aktive ve
hafiza hucrelerde dusuk eksprese edilir. Hematopoietik hicrelerde ve
Ozellikle de timositlerde eksprese edilir) (8). Bu hucreler kendiliginden
olusmus dogal Treg hucreleridir. CD4*CD45RB"" populasyon iginde CD25
hicrelerde regulator aktiviteye sahip hlcreler olarak tanimlanmigtir. (7)

Son gunlerde Treg hucrelerinin IL-10 drettigi ve TGF-3 salgiladigi
belirtilmistir (7, 9-12). Bu hucreler kultirde uretilmis ve CD25 eksprese etmis
hicrelerdir. IL-10 Treg hacreleri in vitro kosullarda naif T hlicre ¢ogdalmasini
inhibe eder, lenfopenik konakgilarda in vivo kosullarda deneysel olarak
otoimmuniteyi baskilar ve CD4" CD8" T hiicre sayisini kontrol eder (7, 9-12).
Sunu da akilda tutmak gerekir ki Treg hucreleri immun cevabin
dizenlenmesinde dnemli rol oynamalarina ragmen yardimci T tip1 (Ty1) ve
tip2 (Th2) hucrelerinin  salgiladigr  sitokinler de immun sistemin
dizenlenmesinde 6énemli rol oynarlar (Tablo 1.1.).

Tablo 1.1. Dizenleyici T hiicre (Tg) populasyonu (13).

Treg cesitleri | Orijini | Fenotip Foxp3 | Gorevi
ekspresyonu

CD25" Treq ? CD4'CD25 Var ?

Dogal olugan |timus, |CD4'CD25" Var Huicre hiicre etkilesimi?

CD4'CD25" |(belki |CD45RB"™" Membran veya

perifer) ¢ozunebilir TGF-B ve

IL-10 salinimi

IL-10 Treg Perifer |CD4" Yok Hucre-hlcre etkilesimi
IL-10 salinimi

Tyl Perifer |CD4" Yok IFN-y salinimi
Bazen de IL-10 salinimi

T2 Perifer | CD4" Yok IL-4 salinimi
IL-10 salinimi
IL-13 salinimi

Baskilayici T hucreleri ilk defa 1970’lerin basinda farelerde tespit
edilmis ve antijen spesifik baskilayici faktorlerin salgilanmasi ile stipresyona
neden oldugu dugunulmustir (14). Daha sonra ise insanlarda Tyeg
hicrelerinin non-spesifik mekanizma ile slpresyona neden oldugu tespit
edilmigtir. Duzenleyici T hucrelerinin yuzey belirtegleri fazla olmadigindan
dolayi izolasyonlar gugtur (15).



1.7.1. Dogal olarak olusan CD4*CD25" T,eg hiicreleri

Buginkii yapilan arastirmalarin bir gogunun odadi CD4°CD25" T
hicre alt gruplaridir. Bu hacreler saglkh yetigkin farelerde ve insanlarda
CD4'T lenfositlerinin %1-5'inde gosterilirler. Ve bu hiicrelerin hem dogal,
hem de sonradan kazaniimis bagisiklik sistemi kontrol mekanizmasinda
spesifiklesmis bir rolu vardir (16-18). Bu hucrelerin CTLA-4 ve glukokortikoid-
timor nekrosis faktor reseptor (GITR) igerdigi ve Trg aktivasyon
mekanizmasinda rol aldiklari bilinmektedir (19, 20). Her iki molekul de
aktivasyondan sonra duzenleyici olmayan T hucreler Uzerinde yukari
cekilirler. TGF-R ve IL-10 salinimi T.g hicrelerinin bilinen genel ozellikleridir
(21). Ancak, ne TGF-R ne de IL-10 salinimi T4 hlcrelerinin tek o6zelligidir
(22).

CD25" Treq hiicrelerinin gatal bash / kanatli ve heliks yapisinda, adina
foxp3 denilen bir transkripsiyon faktori eksprese ettigi gosterilmistir. Bu
faktord CD25 olan ama yine ayni duzenleyici aktiviteyi gosteren diger
diizenleyici hiicre alt grubu da CD4"CD25 eksprese etmektedir (23-25). Bu
transkripsiyon faktori T,y hucrelerinin  gelisiminin ve fonksiyonlarinin
programlanmasinda gorevli ve T.g hucreleri igin 6nemli bir gdOsterge
oldugundan, hem farelerde hem de insanlarda bu genin mutasyonu ile birgok
otoimmuin  hastaliklar  (besin  alerjisi, atopy, troiditis, otoimmin
endokrinopatoloji vb., insanlarda FOXP3 mutasyonu ile Trq eksikliginde IPEX
hastaligi olusur) meydana gelebilir (26, 27). insanlarda otoimmun hastaliklar
kemik iligi transplantasyonu ile biraz da olsa duzeltilebilmektedir (28).
Farelerde CTLA-4 genin yoklugunda Foxp3'Un ektopik ekspresyonu belirgin
anlamda hastaligin ilerlemesini durdurabilir (23). Buna ek olarak, dizenleyici
olmayan CD4" T hiicrelerine zorunlu olarak Foxp3 eksprese ettirilirse Treq
hicrelerinin karakteristik Ozelliklerini tagimaya baglarlar (kolitisin gastritisin
inhibisyonu gibi). In vitro calismalarda Foxp3 CD4" T hicrelere transfer
edildiginde T hucre gogalmasinin durduruldugu gosterilmistir (23, 24). Foxp3
geni dogal Ty hucreleri icin glvenilir bir marker olmasina ragmen,
ekspresyonu duzenleyici aktivite gOsteren butun populasyonlarda
gOsterilmemigtir.

Foxp3’lUn timusta sadece spesifik periyotlarda olusup olusmadigi ya
da periferde mi yukari cekildigi bilinmemektedir. Son yillarda CD4°CD25 T
hicrelerinin  TCR transgenik farelerde RAG-2 eksikligi olan farelerde
CD4'CD25" T hicrelerine doénlsebildigi ve foxp3 eksprese edebildigi
gosterilmistir (29-31).

CD4"CD25" Trg hucreleri lenfopenik fareleri barsak hastaliklari ve
diyabetten korur ve transplant atilimini engeller (32-35). IL-10 Ureten Teq
hiicreleri CD4*CD45RB"" eksprese ederler. Bu hiicreler de kolitis ve allograft
atim gibi hastaliklarda rol oynarlar (34-36). Baglangigta CD4" T hiicrelerinde
CD45RB"™" eksprese edilmekteydi. IL-10 ve TGF-B, Treq hiicrelerinin sadece
kolitis degil ayni zamanda otoimmun veya patolojik alerjinin baskilanmasinda
onemli faktorlerdir. CD4"CD25" Teq hiicreleri hem in vivo hem de in vitro
kosullarda naif T hdcrelerinin gogalmasini baskilamakta, buna kargilik, in vivo



ortamda IL-10 otoimmunitenin baskilanmasindan sorumlu iken in vitro
kosullarda gastritisin ve naif T hlcrelerinin gogalmasinin inhibisyonu IL-10’a
bagli degildir ve hlcre-hlcre etkilesimini gerektirir (10, 18, 21, 37). Bu hucre-
hiicre etkilesimi tam agik olmamakla birlikte aktive CD4'CD25" T 'ler
uzerine TGF-B'nin membran bagh formu oldugu ve T hicre ¢odalmasini
engelledigi dusunulmektedir (38).

1.7.2. T,q Hiicrelerinin IL-10 Uretimi

IL-10 Treg hUcrelerinin in vivo olarak hastaliklarin baskilanmasi ve
bagisiklik sisteminin duzenlenmesinin saglayabilmesi igin mutlaka IL-10
salgilayabilmesi gerekir. Ancak in vitro kosullarda IL-10 T4 hlcreleri IL-10'a
bagli degildir. Gorevini yapabilmesi igin hicre-hiicre etkilesimine ihtiyag
duyar (10, 18).

IL-10 Ty ve CD4'CD25" T,q hiicreleri birbirinden bagimsizdirlar.
Dogal olan CD4'CD25" Ty hucreleri IL-10’'un baskilama etkisine ihtiyag
duyabilir yada duymayabilir. Yani her iki kogulda da ¢aligabilir. IL-10 Ureten
Treg hucreleri ise hem in vivo hem de in vitro kosullarda antijen uyarimi ile
geligirler (10, 39-41). Foxp3 ile transduse edildikten sonra CD4"CD25  Tieq
hicrelerinde IL-10mRNA'nin CD4'CD25" Ty hucreleri ile hi¢ transduse
edilmemislere goére kiyaslanabilir derecede attigi goértlmustir (23). Bu
bulgular Foxp3’un IL-10 Uretimini yukar ¢ektigini fakat bunu yaparken de IL-
10 geninin uyariimasi icin, Foxp3'un ekspresyonuna ek olarak, in vivo ek
sinyallere ihtiya¢c duydugunu gostermigtir (37). Bu nedenlede IL-10 dretimi ile
Foxp3'Un direkt bir etkilegimi s0z konusu degildir. IL-10 Treq hticrelerinin hem
in vivo hem de in vitro ortamlarda Foxp3 eksprese etmedigi gosterilmistir. Bu
ozelligi ile klasik T.g hucrelerinden ayrilirlar. IL-10 T4 hucreleri  Foxp3
eksprese etmedikleri halde IL-10 salgilayarak bagigikhk sistemini
duzenleyebilir. Bunu da aslinda IL-2 ekspresyonunu asagi ¢ekerek yapar.
Dengeyi IL-10 yonune kaydirdigi i¢in IL-10 salgisi artmis gibi goéranar (10, 11,
42-44).

1.7.3. T,eg Hiicrelerinin Yaptigi isin Mekanizmasi Nedir?

Treg hucrelerinin, inhibisyonu hicre-hlcre etkilesimiyle mi yaptigi tam
olarak net degildir. Fakat dogal T.g'lerin membran bagli TGF-B aracilgi ile
inhibisyonu gergeklestirdigi bilinmektedir (38).

CD4"CD25" Tregler gibi IL-10 Ty hicreleri de naif CD4'CD25
hicreleri IL-10'a bagh olmaksizin ve IL-2 (ekspresyonun asagi ¢ekerek?)
yardimi ile baskilayabilmektedir (10, 18, 37). In vitro sistemde naif T hlcre
¢ogalmasinin baskilanmasi regulasyonun ilk basamagi olarak tanimlanir.
Dogal immun cevap aktive olmadan baskilanmig olur. Dizenlenmenin bu
basamagi IL-10 ekspresyonuna bagl degildir. Burada bir yarisa badli
dizenleyici aktivite s6z konusudur. Yarigin seviyesi APC veya hayatta kalma
faktorl ile ilgilidir. Gastritin inhibisyonu Foxp3 eksprese etmeyen T
hicreleri ile saglanir ve IL-10 bagimli degildir. Dizenlenmenin ikinci
basamaginda ise IL-10 ve/veya TGF-f Uretilmesi gereklidir. In vivo ortamda
CD4'CD25" Ty tarafindan T hiicrelerinin gogalmasinin kontroli IL-10
bagimlidir ve dizenleyici sistemin kazanmasi igin asiri yangi ile iligkili olarak



yuksek dogal immin cevabin olmasi gerekir. Bu nedenle enfeksiyon
ajanlarinin neden oldugu durumlarda hem CD4'CD25" T,eq hiicreleri hem de
IL-10 T.eg hucreleri, yangiy1 IL-10 veya TGF-B bagimli olarak inhibe eder
(13).

Buraya kadar anlatilan bilgiler 1s1ginda, bagisiklik sisteminin ¢ok
onemli bir mekanizmasi olan toleransta goérev alan, T hucrelerinin ve alt
gruplarinin da Uzerinde gosterdigi CTLA-4 molekuli ve onun Uzerindeki
degisikliler savunma sistemimiz i¢in ¢cok dnemlidir.

1.8. CTLA-4 (Cytotoxic T lymphocyte-associated 4 = CD 152)

Cytotoxic T lymphocyte-associated 4 (CTLA-4), aktive T hucreleri
Uzerinde yukari c¢ekilen, Ig suUperailesinde yer alan ikincil sinyal
molekullerinden biridir. CTLA-4 molekull T hdcre ikincil sinyali olan CD-28
molekuline benzer bir molekildir. Hem CD28 hem de CTLA-4 molekulleri
antijen sunan hucreler Uzerinde bulunan ve yine ikincil sinyal molekulleri
olan B7-1 (CD 80) ile B7-2 (CD86) molekullerine baglanir. CTLA-4 molekulu
T hucrelerine inhibe edici sinyaller gonderirken bunun aksine CD-28
molekull uyarici sinyaller gonderir (45).

Darivach ve arkadaslari 1988 yilinda yaptiklar bir calismada genomik
cDNA kutuphanesinde insan CTLA-4 genini izole edebilmek igin fare ctla4
probu kullanmislardir. Sonugta insan CTLA-4 proteini ile fare ctla4 proteini
arasinda % 76 homoloji tespit edilmistir (46).

Harper ve arkadaslarinin 1991 yilinda yaptiklari galismaya gore,
CTLA-4 proteini bir V domeini, bir transmembran domein ve bir sitoplazmik
kuyruk igermektedir. Bu domeinler ve sitoplazmik kuyruk doért ekson
tarafindan kodlanmaktadir. Sitoplazmik kuyruk, fosforlanmis iki potansiyel
kisma sahiptir. Periferik kandaki aktif T hudcrelerinde 1,8 ve 0,8 kb’'lik iki
CTLA-4 mRNA transkripti Northern Blot ydntemi ile tespit edilmigstir (47).

Linsley ve arkadaslarinin 1995’te yaptiklari bir calismada da CTLA-4
proteininin homodimer (benzer vyapida olan iki proteininin beraber
olusturduklari yapi) yapida oldugu ve bu yapiyi olusturan proteinlerin birbirine
disulfid baglar ile bagh oldugu, ayrica her bir monomerik peptidin yuksek
afinitede B7-1 ve B7-2 molekullerine baglandigi tespit edilmigstir (48).

Ling ve arkadaslarinin 1999'da yaptigi1 baska bir galismada hem insan
hem de fare CTLA-4 proteininin sekansi yeniden yapilmistir. insan proteininin
233 amino asitinin fare proteini ile ylUksek homoloji gdsterdigi ortaya
cikarilmistir. Northern blot analizi ile CTLA-4 molekullu; dalakta, timusta,
periferik kan I6kositlerinde yuksek duzeyde, birgok dokuda, testiste, uterusta,
kolonda, kalpte ve beyinde daha az duzeyde tespit edilmistir (49).

Magistrelli ve arkadaglari 1999'da es zamanl polimeraz zincir

reaksiyonunu (RT-PCR) kullanarak insan periferik kaninda aktive olmamis T
lenfositlerinin, CTLA-4 molekulinun alternatif formunu eksprese ettigini
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belirlemiglerdir. Bu form ekson 2 tarafindan kodlanan transmembran bdlgenin
delesyonuna neden olur. Bu sonugla molekuler agirhgr 23 kilodalton olan bu
molekulin ¢ozulebilir formu dretilir. Membran CTLA-4 molekulinin molekuler
agirhgr 45 kilodaltondur. Bu da ¢ozulebilir formunun monomerik yapida
oldugunu gosterir. Fonksiyonel ¢alismalar, ¢ézulebilir CTLA-4 molekulinan T
hicre aktivasyonu ile asagi c¢ekildigini, buna karsiik membran CTLA
molekulinin T hicre aktivasyonu ile yukari ¢ekildigini gostermistir (45).

Oaks ve arkadaslari 2000 yilinda CTLA-4 molekllinin baska bir
formunu bulmusglardir. Bu form 137 aminoasit icermektedir. Daha sonra
bunun ¢oézulebilir CTLA-4 (sCTLA-4) oldugu ve molekuler CTLA-4 (CTLA-4
TM)'Gn 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 molekulu tespit edilmistir. 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 hicrelerinde
CTLA-4 molekilinin her iki formu esit miktarda bulunurken , CD8" T
hicrelerinde CTLA-4 TM molekuli sCTLA-4 molekuline gore 2,5 kat daha
fazla bulunur (50).

1.8.1. CTLA-4’Un Gen Yapisi

Harper ve arkadaslari 1991 yilinda, Ling ve arkadaslari 1999 yilinda
CTLA-4 molekulunin 4 ekson icerdigini gostermislerdir (47, 49). Dariavach
ve arkadagslari CTLA-4’Un ikinci kromozomun uzun kolunun 33. bdlgesinde
(2933) bulundugunu isaret etmiglerdir (46). Buonavista ve arkadaslar ise,
maya yapay kromozomlari ile yaptiklari ¢alismada insan CD28 ve CTLA-4
molekullerinin geninin ayni pargasinda bulundugunu gdstermislerdir. Bu
genlerin arasinda 25’ten 150 kilobaza kadar CpG’lerin de bulundugunu
ayrica belirtmiglerdir (46).

Harper ve arkadaslari calismalarinda fare CTLA-4 molekulindn
Kromozom 1’e yakin bir bolgede yerlestigini gdstermislerdir. Ayrica bu
calismada CTLA-4 molekulinun CD28 ile yakin gegis goOsterdigi de
belirtilerek, sonugta CD28 ile CTLA-4 molekdllerinin Ig sUperailesinin yakin
uyeleri olabilecegi dustncesine varilmigtir (47).

1.8.2. CTLA-4’iin Biyokimyasal Ozellikleri

CTLA-4 molekult B7 molekullerinin izoformlarina CD28 molekilinden
10-100 kat daha fazla ¢cekim ve gug ile baglanir. Ostrov ve arkadaglari murin
ctla-4’Gnun, hicre disi pargasinin kristal yapisinin 2 angstrom ¢ozuandrlikte
oldugunu belirmiglerdir (51). Stamper ve arkadaglari 2001 yilinda insan
CTLA-4 / B7-1 ikincil sinyal molekulleri kompleksinin kristal yapisinin 3
angstrom c¢ozundrlikte oldugunu gostermiglerdir. Bu oldukga kuguk
kompleksin inanilmaz derecede yuksek tamamlayici bir seklinin oldugunu
belirtmiglerdir (52). Schwartz ve arkadaslari 2001 yilinda yaptidi bir
calismada insan CTLA-4 molekullu disulfid baglari ile badlanan yine insan B7-
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2 molekulunuin olusturdugu homodimer yapinin ¢ézunurlugunan 3,2
angstrom oldugunu vurgulamislardir (53).

1.8.3. CTLA-4’iin Gen Fonksiyonu

CTLA-4Ig ¢dzunebilir kimerik bir proteindir. Hlcre digi domeinler igerir
ve insan IgG1’in Fc kisminin bir pargasidir. Antijen sunun hdcreler Uzerinde
bulunan B7-1 ve B7-2 gibi ikincil uyarici molekullere baglanir ve T hicre
aktivasyonunu saglayan CD28 molekulini inhibe eder. CTLSA-4Ig
molekulinin biyolojik aktivitesi birgcok hayvan modellerinde, 6zellikle de
transplantasyon ve otoimmunite ¢alismalarinda gosterilmistir (54).

Ozetle; immin sistem kendinden olani kendinden olmayandan ayirt
edebilmek igin kullandigi mekanizmalardan herhangi birinde bir basarisizlik
yasadiginda, kendi doku ve hucrelerine karsi reaksiyon gosterir. Bu
reaksiyonlara otoimmunite, bu reaksiyonlardan dolayi olusan hastaliklara da
otoimmun hastaliklar denir.

Bir cok deneysel model T hucrelerinin self antijenlerine kargi aner;ji
olusturduklarini desteklemektedir. Farelerde yuksek dizeyde B7 molekulu
eksprese ettirilirse bu farenin otoimmun reaksiyon geligtirildigi gosterilmigtir.
Eger ikincil sinyallerin goOsteriimesine izin verilirse ve anerji ortadan
kaldirilirsa otoreaktif T hucrelerinin aktive oldugu gosterilmigtir.yine farelerde
CTLA-4 molekulinin bloke edilmesi veya ortadan kaldiriimasi ile farenin
kendi dokularina karsi hizli bir sekilde otoimmunite gelistirdigi gosterilmistir.
Bu sonuglar inhibitdr bir reseptdr olarak c¢alisan CTLA-4 molekulindn
otoreaktif T hucrelerinin kontrolinde gorevli oldugunu igaret etmektedir.
ikincil sinyal molekdillerinin veya CTLA-4 molekiillerinin anormallikleri ile ilgili
insanda geligen birgok otoimmun hastaliklar gosterilmistir. Bu hastaliklardan
biri de Sistemik Lupus Eritematozustur (SLE).

1.9. Sistemik Lupus Eritematozus (SLE)

Sistemik lupus eritematozus (SLE), humoral ve hicresel birgok
immunolojik anormallikle karakterize, kronik, yangisal ve multisistemik bir
hastaliktir. Her yasta baglayabilirse de en sik 15-40 yaslari arasinda baslar.
Hastalarin %90’dan fazlasi kadindir. Kadinlarda 8-10 kat daha sik gorulir.
Gelismis bati Ulkelerinde hastaligin prevalansinin 100 binde 15-50,
insidansinin ise 4.8-7.6 oldugu bildirilmistir. Bazi irklarda (zenciler, sari irk,
Asyalilar) daha siktir. Zenci SLE’li hastalarda Sm ve RNP antikorlari, diskoid
cilt lezyonlari ve serozit daha sik goralur.

1.9.1. Etiyolojisi

SLE etiyolojisinde ¢evresel, hormonal ve genetik faktorlerin rolu vardir.
Uygun genetik zemine ragmen genetik faktorlerle birlikte uygun cevresel ve
hormonal kosullar hastaligin ortaya ¢ikmasini saglamaktadir.

1.9.1.1. Cevresel Faktorler

a) Gunes Isinlan: SLE etiyolojisinde ve alevlenmelerinin ortaya ¢ikmasinda
UV-B bazen de UV-A bilinen faktorlerdir. Hastalarin %70’inde 1g1ga duyarlilik
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vardir. Ultraviyole (UV) SLE’de deri lezyonlarini ve belli oranlarda da
hastaligi aktiflestirdigi bilinmektedir. UV, dermoepidermal yapiyi etkilemekte,
DNA’nin antijenik yapisini degistirmekte, keratonisitler de apopitozu
arttirmakta ve sitoplazmik antijenlerin hicre yuzeyine transfer olmalari ile
zararl etkileri ortaya ¢ikarabilmektedir.

b) Enfeksiyonlar: SLE’de higbir spesifik infeksiy6z ajan izole edilememesine
ragmen, enfeksiyonlarin hastalik tablosunu agirlastirdigi veya alevlenmeye
yol ac¢tigi bilinmektedir. Enfeksiyonlardaki mekanizmalar, non-spesifik olarak
T hicre populasyonu duzenleme Tu1-Ty2 dengesini Th2 yonune kaydirip
otoimmdanite igin uygun ortam hazirlama veya molekiil taklidi yolu ile genlerini
aktive etme ile agiklanabilir.

c) Diyetsel Faktorler: L-Canavanine, makak cinsi hayvanlarda, SLE benzeri
hastallk tablosuna yol ac¢makta, insanlarda ise SLE tablosunu
agirlastirmaktadir.

d) Kimyasal Ajanlar ve ilaglar: Lupusa yol agan sayilari 70’i asan ilag
bilinmektedir. Hidralazin, Prokainamid vb.

e) Psikolojik Stres veya Fiziksel Travma: Olgularin %15’'inde hastalik
alevlenmesinde tetikleyici faktordur. Immun sistemi etkileyerek bunu
saglamaktadir.

1.9.1.2. Hormonal Faktorler

SLE’de dogurganlik yasindaki bayanlarda erkeklere oranla hastalik 7-
9 kat daha sik gorilmektedir. Gebelik ve postpartum ddnemlerde
alevlenmektedir. Ostrojenler, B-hiicrelerinin antikor yapimini T-hiicrelerin
antijenik uyariya yanitini artirmakta, dolagsan immun komplekslerin klirensini
azaltmaktadir. Iimmiin yaniti T2 tipine gevirerek SLE igin karakteristik yaniti
olusturur. Androjenler ise hem Ty1, hem T2 immun yaniti baskilarlar.

1.9.1.3 Genetik Faktorler

Genetik yatkinligi gosteren en onemli kanitlardan biri hastaligin tek
yumurta ikizlerinde, ¢ift yumurta ikizlerinden ¢ok daha sik gértlmesidir. SLE’li
hastalarin yakinlarinda hastaligin normal populasyondan daha sik gorulmesi
de genetik yatkinlik hipotezini desteklemektedir. HLA caligsmalarinda HLA B8,
DR3, DQW2 ve C4AQO’nun SLE’lu hastalarda normal populasyondan daha
sik géruldigu saptanmistir.

1.9.2. Patogenezi

SLE’'de patojenik otoantikorlar ile immun kompleksler doku hasarina
neden olur. Otoantikor aracili hasarin direkt etkisi vardir.hastalikla 6zellikle
etkileyen otoantikorlar sunlardir; ANA, Anti-DNA Antikorlari, Antihiston
Antikorlar, Anti-Ku (Ki/niikleer faktor 4) antikor, Anti-PCNA (SIKLIN) Antikor,
Anti RNA, Anti -Sm, Anti- RNP ve Anti U1- RNA, Anti-Ro ve Anti-La, Anti-
ribozomal Antikorlar. Ayrica hicre membran komponentlerine karsi gelisen
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antikorlar da vardir. Kan hucrelerine kargi antikorlar, Antinéronal antikorlar,
Antifosfolipid antikorlar.

Hucre membranlarina baglanan otoantikorlar hicreleri ya kompleman
aracil lizis veya mononukleer fagosit sistemin fagositoz etkisinin degistirerek
hasara ugratirlar. Doku hasarini agiklayan mekanizmalardan biri de antijen-
antikor kompleksinin depolanmasidir. Hulcre ici protein ve nukleik asitlere
kargl gelisen otoantikorlar dolagsimda oOlu hucrelerden salinan antijenleri
baglanir ve damarlarda (vaskulite neden olan) veya bdbreklerde
(glomenulonefrite yol acar) depolanir. SLE’ deki bir ¢ok otoantikor igin,
hastaliga yol agmayi saglayan direkt patojenik etki ve mekanizmalari henuz
kesin olarak kanitlamayi beklemektedir.

Hucresel immun bozukluklarin ¢ogu intrensek bozukluklarindan ziyade
otoimmuin olaya ikincil olarak gelismektedir. Cunkli daha c¢ok hastalik
alevlenme doneminde gorulmektedirler ve hastalik remisyonda iken
saptanamamaktadir. SLE’lu hastalarda genel T lenfosit sayimi ve 6zelliklede
T hicre sayisi muhtemelen T hucre reaktif otoantikorlarin etkilerine bagl
olarak azalabilir. Ayrica T hucre fonksiyonlari da bozulur.

SLE’de B lenfosit fonksiyonu ¢ogunlukla hiperaktif olarak bulunmustur.
Periferik B hucrelerinin buyuk bir kismi morfolojik kriter tarafindan aktive
edilmistir. SLE’da B hucreleri in vitro olarak, geleneksel hi¢ bir mitojen
eklenmeden kendiliginden antikor salgilayan hucrelere kargi c¢ogalir ve
farkhlasir. Zayif T hicre c¢odalma yetenedi yaninda makrofajlarin T
hacrelerini aktive etme kapasiteleri de bozulabilir.

SLE'de serum kompleman duzeyleri genellikle azalir. Azalmanin
derecesi  hastaligin  aktivitesi ile iligkilidir.  Nefriti ~ hastalarda
hipokomplementemi belirgin gorulmesine ragmen, der ve SSS bulgulari olan
hastalarda daha azdir.

Hastalarin %90’dan fazlasinin kadin olmasi, hastaligin genellikle 15-
45 yas grubunda baslamasi ve hormonal tedavilerin SLE riskini artirmasi,
etiyopatogenezde hormonal faktorlerin rol oynadigini gostermektedir. SLE
gelisiminde bazi gevresel faktorlerin de rolu oldugu dusunulmektedir.

SLE’de hastaligi yol acan direkt patojenik faktor ve etki mekanizmasi
henlz kesinlik kazanmamistir.

1.9.3. SLE’de Yapilan Deneysel Hayvan Modelleri

insanda SLE ile ilgili arastirmalar Kklinik bulgularin ve hastalik
fenotipinin ¢esitliligi, degisken cevresel etkiler, tedaviye bagli degisikler,
patolojik degisiklerin oldugu dokularin elde edilmesindeki zorluklar etik
problemler nedeni ile guglukler icermektedir. Son 40 yilda SLE deneysel
hayvan modelleri GUzerinde yapilan aragtirmalar, hastaligin gelismesinde etkili
mekanizmalar konusunda ¢ok 6nemli bilgiler saglamasinin yaninda genel
olarak otoimmunite ile ilgili bilgilerimizin artmasini saglamistir. SLE benzeri
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hastaliklar kopek, kedi, kobay, domuz ve maymunda da gorilir fakat
arastirmalar fare modellerinde yogunlagsmistir (55).

SLE modeli olarak geligtirilen fare irklarinda birgok immunolojik
bozukluk tarif edilmistir. SLE modeli irklarin otoimmun hastaligi olamayan
farelerden temel farklari B hucrelerinin sayica artmis ve aktif olmasidir (56,
57). Bu B hucreleri tarafindan  igerisinde SLE igin 6zgul kabul edilen anti-
dsDNA'’ da olan bircok otoantikor uretilmektedir. Fare modelleri tarafindan
uretilen anti-ds DNA antikorlarini azaltmaya yonelik tedaviler bazi modellerde
basarili olmakta ve bu durum klinik bulgularda iyilesmeye de yol agmaktadir
(58, 59). B hucrelerinin hastalik patogenezine otoantikor Uretimi diginda da
katkilar1 olabilecegine dair verilerde yine hayvan modeli kaynaklidir (60).

SLE patogenezinde virUslerin rolu 6zellikle de Ebstein-Barr virisinun
(EBV) nukleer antijenlerden bir peptid dizini ile Sm antijeni arasindaki
benzerlikten yola ¢ikan c¢alismalarda farelerde EBV’ ye ait peptid dizini ile
yapilan asilamanin epitop yayilimi mekanizmasi ile otoimmin hastalik
olusturdugu gosterilmigtir (59).

Epitop yayilimi ile otoantikor gelismesi her zaman otoimmun hastaliga
yol agmamaktadir (61). SLE patogenezinde T hicrelerinin ve sitokinlerin
onemli rolleri, B ve T hucrelerinde poliklonal aktivasyon bulunmasina karsin
otoantikor cevabinin antijen uyarisina bagimhligi deneysel hayvan
modellerinden elde edilen bulgular ile ortaya konmustur (57, 62).

insanda SLE genetik olarak karmasik ozellikler géstermektedir.
Hastalar arasinda klinik ve genetik farklarin yaninda c¢evresel faktorlerin
etkilegsimleri, insanda hastaliga yatkinhk bdlgelerinin ortaya konmasini
zorlastirmaktadir (63). Fare irklarinda ise bu c¢alismalar daha kolay
yapilabilmektedir. Lupusa yatkin fareler Uzerinde yapilan galigmalar birinci
kromozomda hastaligin nefrit ve anti-DNA dretimi gibi dnemli 6zelliklerine
uygun bir yatkinlik bdlgesinin bulundugu sonucunu vermistir. Arastiricilar
insan ve farede oOnemli ortak yatkinlik genlerinin korunmus olabilecegi
hipotezine dayanarak insanda birinci kromozomdaki homolog bdlgeyi (1921-
1942) incelemis ve her etnik grupta kanitlanamamis olmakla birlikte bu
bolgedeki bazi allellerin SLE ile iligkili bulundugu bildirilmigtir.

Sonug olarak bagsta gesitli fare irklari olmakla birlikte deneysel hayvan
modellerinin genetik ve cevresel faktorlerin karmasik ve cesitli etkilesimleri
sonucu ortaya gikan SLE’nin patogenezini aydinlatmada onemli bir islevi
vardir. Bu modellerden elde edilen bilgiler immin sistemi yaygin olarak
baskilayan ilaglar yerine 6zgul immun bozukluklara yonelik yeni ve etkili
tedavilerin bulunmasini sagdlayabilir. Deneysel modellerden elde edilen
bilgilerin yorumlanmasinda bu modellerin insanda gorulen hastaligin sadece
belirli yonleri ile benzestigi dikkate alinmalidir.
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MATERYAL VE METOD

Calismamamiza Akdeniz Universitesi Tip fakiltesi Romatoloji-

imminoloji bilim dalina gelen ve ACR 1982 SLE siniflama kriterlerinden (11
parametreden) 4 veya daha fazlasinin bulunmasi ile sistemik lupus
eritematozus tanisi alan hastalar dahil edildi. SLE siniflama kriterleri ekte
tablo olarak verilmigtir (Bkn.Ek1). Diglanma kriteri olarak Hepaptit C, AIDS
hastalari, Sarkoidozis, antikolinerjik kulananlar, Lenfoma Oykusu olanlar, greft
versus host hastaligl olanlar galismadan ¢ikarilma kriteri olarak belirlendi. .
Hastalar i¢ Hastaliklari Romatoloji kliniginde takip edilen remisyon-indiiksiyon
veya idame tedavi almakta olan hastalardi. Calisma nedeniyle hastalarda
herhangi bir tedavi degisikligi yapiimadi. Hastalarin buyuk ¢gogunlugu dusuk
doz (4-8 mg/gun) oral steroid ve hidroksiklorakin, alirken kugUk bir grup
azothiopurin ve mycophonelate mofetil gibi immunosupresif  tedaviler
almaktaydi.
Bu calisma igin hastalardan aydinlatiimig onam alindiktan sonra 5 cc edtali 5
cc heparinli kan alindi. Hastalik aktivitesi icin SLE DAI skorlari hastalardaki
klinik bulgulara gére toplam 105 puan Uzerinden hesaplandi. SLE DAI
hesaplama gizelgesi (64) ekte tablo olarak verilmigtir (Bkn.Ek2)

Polimorfizm ¢alismasinda genotiplendirme icin PCR-RFLP teknigi
kullanilirken, hastaligin aktivasyonu igcin SLE-DAI skorlari ve T hucre
aktivasyonu icin akig sitometride CD4"CD25" T hiicreleri belirlendi.
Genotiplendirme igin 47 hasta ve 100 saglikli kisiden olusan kontrol grubu
kullanildi. Calismaya alinan 47 hastanin 40 tanesi bayan 7 tanesi erkekti.
Kontrol grubu olarak da daha once Saglik Bilimleri Arastirma ve Uygulama
Merkezinde behcget hastalarinda, CTLA-4 Ekson | +49 (A/G) bdlgesinde
yapilan polimorfizm c¢alismasinda belirlenen sonuglar kullanildi(65). Akis
sitometrisinde CD4*CD25" T hiicre igin ayrica kontrol grubu kullaniimadi.
Sonuglar literature gore degerlendirildi.

Hastalardan polimorfizm calismasi igcin DNA, akis sitometrisi deneyi
icin de hucre ayrildi.

2.1. PCR-RFLP

Sistemik Lupus Eritematozus’'lu hastalarda Exon | pozisyon 49
(kodon17)‘da trioninin alanine dénusup donusmedigi PCR-RFLP teknidi ile
tespit edildi. Bunun igin dnce DNA ayrilip, aradigimiz bolge uygun primerler
ve malzemeler kullanilarak gogaltildi.

2.1.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu 2 cc EDTA'll kandan yapildi. izolasyon igin GENTRA
marka DNA izolasyon kitindeki yontem kullanildi.
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e 300 pl kan + 900 pl lizis solusyonu ile 15 dk. inkube edildi (lizis solusyonu
kanin U¢ kati olacak sekilde ayarlandi).

e Oda isisinda 1750g’de Heraeus marka santriflijde 20 sn gevrildi.

o Ustteki dokelti atilip, dipteki ¢okelti tizerine 300 pl hiicre lizis sollisyonu
konulup pipeta;j ile hucre parcalandi.

e Parcalanan hucre Uzerine 100 pl presipitasyon sivisi konulup 20 sn kadar
karigtirici ile karistirildi.

e Oda isisinda 1750g’de 1 dk santrifj edildi.

Olugsan dokelti daha onceden igine 300 pl izoproponol konulan

ependorflara aktarildi.

Ependorf tlpleri asagi yukari gevrilerek DNA gorundr hale getirildi.

1750g’de 1dk santrifuj edildi.

Olusan dokelti atilarak DNA’nin kurumasi beklenildi.

DNA kuruduktan sonra soguk %70’lik alkol ile DNA’lar yikandi.

Yeniden 1750g’de 1 dk santrifij edilip dokelti uzaklastirilarak DNA’lar

kurumaya birakildi.

e Kuruyan DNA'larin Uzerine 200 yl DNA dehidratasyon sivisi eklenerek
65°C’de 20 dk Thermomix B.Braun Biotech Internnational marka sicak su
banyosunda ¢ozduraldu.

2.1.2. PCR igin Kullanilan Malzemeler

1) Distile su

2) Mgcl, ( Fermentas)

3) 10x PCR tamponu (Fermentas)

4) Primer | (Forward): 5’...GCT CTA CTT CCT GAA GAC CT...3
5) Primer Il (Reverse): 5’...AGT CTC ACT CAC CTT TGC AG...3’
6)Taq polimeraz enzimi (Fermentas)
7) Genomik DNA

istenilen bélgenin gcodaltiimasi icin énce PCR reaksiyonu kuruldu. Her
hasta icin bir adet 0,5’lik ependorf tlipl kullanildi.

Tablo 2.1. PCR Reaksiyonu igin kullanilan malzemeler ve miktarlari.

dH,O 22,6 pl
Mgcl, 1,5 mmol
10X Taq buffer 5 ul
Primer | (Forward) 20 pmol
Primer Il (Reverse) 20 pmol
Taq polimeraz enzimi 0,4 ul (5 U)
Genomik DNA ~ 0,2 ug

Tablo 2.1.’de verilen miktarlarda PCR malzemeleri, 0,5 ml'lik ependorf
tuplerine konularak vorteks yardimi ile karistirildi. Daha sonra bu tupler
istenilen bolgenin c¢ogaltilmasini saglayan Perkin Elmer markali DNA
Thermal Cycler cihazina yerlestirilip asagidaki sartlarda ayarlandi.
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95°C 4dk | 1 siklus
95 °C 1 dk.
55 °C 1 dk. 35 siklus
72°C 1 dk
72°C 4dk. } 1siklus

Makineden c¢ikan PCR Urunleri %2’lik jele yUklenerek istenilen bdlge olup
olmadiklari kontrol edildi. Sonugta PCR UrUnG olarak 162 bp’lik Grin elde
edildi. Elde edilen PCR urunleri genotiplendiriimeden 6nce Fenol-Kloroform
ekstraksiyonu ile fazla tuzlarindan uzaklagtirldi. Bdylece kesimi
engelleyebilecek tuzlar uzaklastiriimig oldu.

2.1.3. Fenol-Kloroform Ekstraksiyonu

e 0,2'lik ependorf tuplerine 50 yl PCR arunu + 50 pl esit miktarlarda
karistirilmis fenol-kloroform konuldu.

o Karistirici ile iyice karigtinlip 1750g’de 2 dk. ¢evrildi.

e ki faza ayrilan tiiplin Ustiindeki faz bagka bir 0,5lik ependorf tiptne
aktarildi.

e Uzerine 10M 5 ul NH, asetat (amonyum asetat) eklendi.

e Son hacmin 2-2,5 kati kadar (yaklasik 120 pl) saf soguk alkol
eklenerek
—70 °C’de 30 dk. bekletildi.

e 30 dakika sonunda 1750g’de 15 dk. santrifuj edildi.

e Ustteki dokelti atihp kurutuldu.

e Uzerine %70’lik soguk alkol konularak yine1750g’de 2 dk. santrifijj
edilerek dokelti atilip DNA’lar kurumaya birakildi.

e Kuruyan DNA’lar 20 pl distile su ile sulandirilarak kesime hazir hale
getirildi.

2.1.4. Kesim Reaksiyonu igin Kullanilan Malzemeler

Bbvl Kesim Enzimi (3unite/ pl; Fermentas)
Enzim buffer (10X)

PCR Grdnu

Distile su

N =

Her bir hasta icin 6 pl distile su, 2 pl 10X buffer, 10 yl PCR Grind ve 6
unite (2ul ) Bbvl kesim enzimi 0,5’lik ependorfa konularak 20 ul’lik bir kesim
reaksiyonu kuruldu. Kurulun reaksiyon tiipleri 65 °C’'de 4 saat inkibe edildi. 4
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saat sonunda sonuglar % 3'lik agaroz jele yuklenerek genotiplendirme

yapildi.

Sekil 2.1. PCR-PFLP ybntemi sonucunda elde edilen jel gérintisu.

Kesim sonucunda, kesim olanlar polimorfik, kesim olmayanlar ise

normal

olarak degerlendirildi. Her iki allelde de kesim varsa G/G olarak

genotiplendirildi ve 162 bp’lik PCR UrinU tam olarak 88/72 olarak ikiye

ayrildu.

Allellerden sadece birinde kesim olmussa A/G olarak genotiplendirildi

ve hala 162bp’lik kesilmeyen PCR iriinti 2UV™ Translilluminater ile jelde
goruntilendi. PCR drini 162 bp olarak hi¢ kesilmeden kalanlar ise

homoz

igot normal (A/A) olarak degerlendirildi.

2.2. Akis Sitometri igin Mononiikleer Hiicre Ayrimi

Monon

Ukleer hucrelerin izolasyonu igin Ficoll-hypaque yontemi kullanildi.

10 cc heparinli kan 1/1 oraninda PBS ile sulandiriidi.

10 cc'lik bos tuplere 3 cc histopak 1077 konulup, Uzerine 1/1 oraninda
sulandirilan kan yuklendi.

400g’de 20 dk santrifuj edildi.

Santriflij edilen tlplerin orta kisminda toplanan monontikleer hicreler
bagka bir tipe aktarildi.

Uzerlerine 3 cc PBS konularak 400g’de 7 dk gevrilerek yikama iglemi
yapildi. Bu iglem 2 kere tekrarlandi.

Yikama sonunda hucreler 700 pl Fax-Flow ile sulandirildi.
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2.2.1. Mononiukleer Hucrelerin Boyanmasi
Her hasta igin 5 tip boyama yapildi.

Tablo 2.2. Akis sitometri antikorlari

I. TUP [IgG1 FITC/1gG2a PE
Il. TUP [CD3 FITC/CD8 PE
. TUP [CD3 FITC/CD4 PE
IV. TUP |CD25 FITC/CD4 PE
V. TUP |CD25 FITC/CD8 PE

Histopak yontemi ile ayrilan huacreler, her tup igin Tablo 2.2.de
belirtilen flow antikorlari ile boyanarak degerlendirildi.
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BULGULAR

3.1. PCR-RFLP Sonuglari

Calismaya alinan hasta ve kontrol grubuna ait CTLA-4 molekulinun,
Exon | pozisyon 49 da (kodon 17) belirtilen gen polimorfizmine ait sonuglari
Tablo 3.1."de 6zetlenmistir. Bu tabloya gore kontrol grubundaki 100 kiginin
47’si AIA, 46’s1 A/G ve 7 tanesi G/G olarak tespit edildi. Calisilan 47 hastanin
da 33’0 A/A, 10 tanesi A/G ve 4 tanesi G/G olarak tespit edildi. Calismaya
alinan 47 hastanin 7’si erkek 40 tanesi bayandir ve yas ortalamalari 37°dir.

istatistiksel degerlendirmeler http://ing.gsf.de/sgi-bin/hw/hwa1.pl web
adresi kullanilarak hesaplandi.

Tablo 3.1. CTLA-4 Exon | +49 genotipinin SLE hastalarinda ve kontrollerdeki dagilimi.

Grup genotip tablosu
Genotip
Toplam
AA AG GG
Kontrol Sayi 47 46 7 100
Grup Grup ici ylizde oranlan |%47,0 (%46,0 [(%7,0 |%100,0
Hasta Sayi 33 10 4 47
Grup ici yiizde oranlar |%70,2 |%21,3 [%8,5 %100,0
11 147
Toplam Sayi 80 56
Grup ici ylizde oranlan |%54,4 |(%38,1 |(%7,5 |%100,0

Calismamiza dahil ettigimiz SLE hastalarina ait polimorfizm sonuglari
gen dagilimi ile saghkh kisilerden olusturdugumuz kontrol grubu gen dagilimi
arasinda fark olup olmadigini Pearson ki-kare testi ile kontrol ettigimizde her
iki grup arasinda gen dagilimi acisindan istatistiksel anlamda fark oldugunu
tespit ettik (P=0.032). Ayrica kontrol ve hasta grubunun Hardy-Weinberg
dagilimina uyup uymadigina baktigimizda kontrol grubunun uydugunu ancak
hasta grubunun genotip dagiliminin Hardy-Weinberg dagilimina uymadigini
go6rduk. Odss ratio degerini de 1,8 olarak tespit ettik. Farki yaratanin hangi
genotip grubuna ait oldugunu goérebilmek igin de, genotipler ile gen
frekanslarini tek tek degerlendirdik.

A) Sadece homozigot A haplotipini tasiyip tasimadiklarina gore
degerlendirdigimizde Tablo 3.2.deki sonuglari elde ettik.
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Tablo 3.2. Homozigot A/A tagiyan ve tagsimayan hasta ve kontrol grubu sayilari

A/A AIG+G/G
Kontrol 47 53
Hasta 33 14

istatistiksel degerlendirmede Pearson ki-kare testi uygulandi ve
P=0.008 bulunarak homozigot A genini tasiyanlarin, homozigot A genini
tasimayanlara gére anlamli derecede farkli oldugu tespit edildi.

B) Sadece homozigot G haplotipini tasiyip tasimadiklarina goére
degerlendirdigimizde Tablo 3.3.’deki sonuglari elde ettik.

Tablo 3.3. Hasta ve kontrollerde sadece G/G haplotipi tasiyan ve tasimayanlarin dagilimi

A/A+AIG G/G
Kontrol 93 7
Hasta 43 4

istatistiksel degerlendirmede Fisher-Kesin Ki-Kare testi uygulandi ve
P=0.74 bulunarak homozigot G genini tasiyanlarin, homozigot G genini
tasimayanlara gore istatistiksel olarak anlamsiz oldugu bulundu.

C) A ve G geni tasiyanlarin gen frekanslari arasinda anlamli bir fark olup
olmadidina bakildi. Buna gore hasta ve kontrollerdeki A ve G genotipine ait
allel frekanslarinin dagilimi Tablo 3.4.’de verildi. Yapilan istatistiksel
hesaplamada Pearson-Ki-Kare testi kullanildi ve P=0.05 bulundu.

Tablo3.4. Hasta ve kontrollerde A ve G genotipine ait allel frekanslarinin dagilimi

A G
Kontrol 140 60
Hasta 76 18

3.2. SLE-DAI Skor Sonuglari

Calismamiza dahil ettigimiz SLE hastalari i¢in ayrica hastalik
aktivasyonlari hakkinda bilgi almak tzere SLE-DAI skorlari da hesaplandi.
Hasta grubuna ait 47 kisiden 3’Unun hastanemize duzenli gelmemesinden
dolayl dosyalarina ulasilamadi. Ayrica SLE-DAI skoru hesaplanan bir
hastanin kan 6rnedi alinamadigindan dolayi genotiplendiriimesi yapilamadi.
SLE-DAI skor kriteri 5 olarak secildi ve bu skorun altinda ve Ustiinde olan
A/A, AIG ve G/G genotiplerine ait hasta sayilari ve yuzdeleri de Tablo 3.5.de
verildi.
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Tablo.3.5. Exon | +49’da SLE hastalarinin genotip dagihimlarina gore SLE-DAI skorlari ve
yuzde dagilimlari

A/A AIG |GIG
SLE-DAI>5 |13 3
SLE-DAI<5 |16 1

SLE-DAI skorlari ile yine sadece A haplotipi tagiyanlar ve sadece G
haplotipi tasiyanlar ile her iki gene ait allel frekanslari hesaplanan gruplarda
kargilastirma yapildiginda asagidaki sonuglar elde edildi.

A) SLE-DAI skoru 5 ve5’ten buylk olanlarla 5'ten kiguk olan hastalarin
sadece homozigot A genotipine sahip olmalarina ait sonuglari Tablo 3.6.'da
verilmigtir. Bu tabloya gore degerlendiriime yapilirken Pearson Ki-Kare testi
uygulanmis ve sonucta P= 0,93 bulunmustur. istatistiksel anlamda SLE-
DAI>= 5 ve >5 arasinda sadece homozigot A genotipi tasiyanlarla
tasimayanlar arasinda istatistiksel bir fark bulunamamistir.

Tablo.3.6. SLE-DAI skoruna goére hastalarin genotip dagilimlari

SLE-DAI <5 |SLE-DAI >=5
A/A 17 13
A/IG+G/G 7 7

B) SLE-DAI skoru 5 ve5’ten buyuk olanlarla 5'ten kuguk olan hastalarin
sadece homozigot G genotipine sahip olanlarin sonuglari Tablo 3.7.'de
verilmigtir.

Tablo. 3.7. SLE-DAI skoruna goére hastalarin genotip dagilimlari

SLE-DAI | SLE-DAI >=5
<5
A/A 23 17
AIG+G/G 1 3

Bu tabloya gore Fisher Ki-Kare Testi uygulandiginda P=0,31 bulunarak
istatistiksel bir anlama ulagilamamistir.

C) SLE-DAI>=5 ve SLE-DAI<5’e gore A ve G genatiplerine ait allel
frekanslari hesaplandiginda Tablo.3.8 elde edilmistir.
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Tablo.3.8. SLE-DAI skoruna goére hastalarin A ve G genotipine ait allel frekans dagilimlari

SLE-DAI <5 | SLE-DAI >=5

42 30

G 8 10

Allel frekanslarinin istatistiksel olarak bir anlam ifade edip etmedigi
Pearson Ki-Kare Testi uygulanarak tespit edilmis olup P= 0,43 degeri
bulunmustur.bu degere gore istatistiksel olarak fark yoktur.

Yukarida uygulanan istatistiksel testlere gore ve her bir durum igin ayri
ayri hesaplanan P degerine gére SLE-DAI skoru ne A genotipi tasiyip
tasimamakla ne G genotipi tagiyip tasimamakla ne de her iki geninde allel
frekanslari ile istatistiksel anlamda iligkili degildir.

3.3. CD4°CD25" T hiicre Sonuglari

Hastalardan alinan periferik kandan yluzde degerleri tespit edilen
CD4'CD25" T hiicre degerleri de Tablo 3.9.da belirtilmistir. Ayrica
CD4CD25" T hiicre yiizde degerleri ile SLE-DAI skorlari kargilagtiriimig ve
Tablo 3.9.da belirtilmistir.

Tablo.3.9. SLE hastalarinda %CD4"CD25" T hiicre degerleri ve SLE-DAI skor sonuglari.

SLE hastalar1 |%CD4°'CD25" T hiicre |SLE-DAI
1. Hasta 2 6
2. Hasta 13,5 16
3. Hasta 8 0
4. Hasta 4 0
5. Hasta 3 0
6. Hasta 7,3 4
7. Hasta 13 10
8. Hasta 7 0
9. Hasta 1 4
10.Hasta 10 0
11.Hasta 26 0
12.Hasta 23 10
13.Hasta 1,5 0
14.Hasta 0,5 10
15.Hasta 1 -
16.Hasta 3 -

Hastalardan alinan periferik kan orneklerinden CD3, CD4, CD8 ve
CD4'CD25'T hiicre degerleri ve ortalama sonuglari ile standart sapmalari
Tablo 3.10.’de gdsterilmigtir.
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Tablo.3.10. CD3, CD4, CD8 ve CD4+CD25+ T hucrelerine ait periferik kandaki ylzde
degderlerinin ortalamalari ve standart sapmalari.

%CD3 | %CD4 | %CD8 | %CD4+CD25+T hiicre
Ortalama
56 32 31 7,7
Standart
Sapma 16 13.5 12 7.8

Toplam 14 hastanin ayni anda hem %CD4+CD25+ T hiucre hem d e
SLE —DAI skor sonuglari ile genotipleri vardir. Tablo4.9'a gore istatistiksel
hesaplamalar yapildiginda SLE-DAI skoru ile CD4'CD25" T hiicreleri
arasinda bir fark olup olmadigi Fisher ki-Kare testi ile kontrol edilmis olup
sonu¢ anlamsiz bulunmustur (P=1). SLE-DAI skoru 5’ten blyuk ve 5e esit
olanlarla, 5’ten kiguk olanlarin ortalamasi alinarak karsilastirildiginda bir fark
olmadidi gorulmus, dolayisi ile de periferik kandaki aktif T hicre ylzde
degerlerinin  hastaligin  aktivasyonu ile iligkili olmadigr goéridimustur
(Tablo.3.11).

Tablo 3.11. SLE-DAI skoru>=5 ve SLE-DAI<5 olanlarda CD4"CD25'T hiicre degerlerinin

ortalamasi.
Ortalama %CD4'CD25'T hiicre
SLE-DAI>=5 6,4
SLE-DAI<5 6,5
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TARTISMA

SLE’nin patogenezinde bircok genetik ve c¢evresel faktorler rol
almaktadir. Bu faktorler, MHC Class |l molekull, komlement bilesenleri, Fc
reseptor Il ve lll, sitokinler, apopitoz ve T hulcre reseptorlerini icermektedir
(66).

CTLA-4, aktiflenmig T hucreleri Uzerinde yer alir ve immun sistemin
cevap olustururken gosterdigi ikincil sinyallerden biridir. T hicresinin aktive
olabilmesi igin Uzerinde bulundurdugu TCR receptorleri ile yabanciyi
tanimasi gerekir. Bunun iginde APC ler tarafindan T hicresine MHC Kilasl
veya MHC Kilasll yardimi ile proteinler sunulur. T hicresi TCR yardimi ile
yabanci peptidi tanir ve hemen aktivasyon reseptorlerini yukari c¢eker.
Boylece birinci sinyal gerceklesmis olur Bu arada IL-2R (CD25) yukari gekilir
ve salinan IL-2 sitokini bu reseptore baglanarak T hicresinin antijene spesifik
olarak ¢ogalmasini saglar. Aktive olan T huicre yluzeyinde ikincil bir sinyal
molekull olan CD28 gosterilir. CTLA-4 molekulinin aksine CD28 molekulu T
hiicresini aktive etmektedir. immun sistemin yabanciyi yok ettikten sonra,
cavabi baskilayabilmesi ve aktivasyonun sonlandirabilmesi igin frenleyici ya
da inhibe edici sinyallere ihtiyaci vardir. Bu sinyallerden birinin de CTLA-4
molekuli oldugu bilinmektedir. Bu molekil, hem hayvanlarda hem de
insanlarda T hucre aktivasyonunu negatif yonde duzenlemektedir. Yapilan
deney hayvanlari modellerinde CD28 ve CTLA-4 molekillerinin otoimmun
hastaliklar ile ilgkili oldugu gosterilmistir (67-69).

Hem CTLA-4 molekuli hem de CD28 molekullu insanda kromozom
Uzerinde 2q33 bolgesine yerlesmistir. Yapilan ¢alismalar bu bodlgenin SLE
hastaligina yatkinhigi arttirabilecegi ihtimalini akla getirmektedir (70-72). Bu
nedenle birgok calismada farkli populasyonlarda CTLA-4 molekulinin
polimorfizmlerine bakilmistir. Bu molekudl i¢in dort farkli bolge caligiimistir.
Exon | +49 ‘da A'dan G'ye degisim,-1722 promoter bdlgesinde T'den C’ye
degisim, -319 promoter bolgesinde C’den T'ye degisim ve Exon 3’ deki 3’
kodlanmayan bolgesindeki degisimdir. Bu dort farkh bdlgeden otoimmin
hasatliklarda en fazla ¢aligilan Exon | +49’ da A’dan G’ye donusumdur.

Bizim calismamizda CTLA-4 molekulinin Exon | +49da SLE’li
hastalarda A’dan G’ye dontsuimuine yani, Trioninin Alenine doéntsimine
bakildi. Daha once yapilan galismalarda, Japon populasyonunda Exon |
(+49 A/G) polimorfizminin hastaligin olusumu ile iligkisi tespit edilmistir (72).
Ancak Ispanyollarda, Afrika kdkenli Amerikalilarda, beyaz irkta, Korelilerde
ve diger bircok populasyonlarda, bu polimorfizm ile SLE arasinda istatistiksel
anlamda bir fark bulunamamistir (73, 74).Yapilan ¢alismalarda da oldugu gibi
polimorfizm sonuglari irklara gore farklilik géstermektedir. Genelde belirtilen
calismalarda SLE hastaligina yatkinhgin homozigot GG genotipine sahip
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olmakla bir iliskisi oldugu belirtiimigtir. Bizim calismamizda 47 SLE hasta
grubu ve 100 saghkh kisiden olusturdugumuz kontrol grubunu kargilastirildi.
Ayrica genotiplerini PCR-RFLP teknigi ile belirledigimiz hastalarin hastalik
aktivasyonunu belirleyen SLE-DAI skorlarini da hesaplandi. Buldugumuz
hasta polimorfizm sonuglari ile  kontrol grubu polimorfizmlerini
karsilagtirdigimizda her iki gruptaki genotip dagilimlarinin istatistiksel
anlamda farkli oldugu tespit edildi. Ozellikle de homozigot AA genotipine
sahip olanlarin sayisinin, kontrol grubundaki homozigot AA genotipine sahip
olanlarin sayisindan yaklasik iki kat daha fazla oldugu gérildiu. Sadece A
genotipi tasiyanlar tasimayanlarla, sadece G genotipi tasiyanlar
tasimayanlarla ya da A ve G genlerine ait genotip frekanslari
kargilastirildiginda sadece A genotipi tasiyanlarda istatistiksel anlamda fark
oldugu goéruldua (p=0,008). A genotipine ait gen frekanslari hesaplandiginda
da anlamli bir deger gozlemlendi (P=0,05). Ancak, SLE-DAI skoru ile hasta
grubu genotip dagihmini kargilastirildiginda istatistiksel bir fark bulunamadi. .
SLE-DAI skoru hesaplanan hasta sayisinin az olmasindan dolay! guvenli bir
istatistiksel sonuca ulasilamamistir. Alleller tek tek SLE-DAI skoru ile
karsilagtinldiginda da hasta sayisinin  yetersizligi nedeniyle fark
bulunamamistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak Turk populasyonunda
homozigot AA genotipine sahip insanlarin SLE hastaligina yatkinliginin daha
yuksek olabilecegi (odds ratio=1,81), bu hasta grubunun SLE-DAI skorlari
hesaplanip, genotip dagihmi ile karsilastirildiginda hastalik aktivasyonunun
hastalardaki AA, AG veya GG genotipine sahip olmakla iligkili olmadigi
sOylenebilir.

Otoimmun bir hastalik olan SLE’de ikincil sinyal molekulleri ve diger
bircok molekullerdeki degisimlerin disinda etkili olan bir hiicre dizisi vardir ki
bunlar, periferik kandaki CD4" T hiicrelerinin %1-5'ini olugturan diizenleyici T
hicreleridir. Dizenleyici T hiicreleri, CD4" CD25" T hiicreler ya da Teg Olarak
da isimlendirilirler. Genel anlamda yaptiklari isin hem hayvanlarda hem de
insanlarda otoimmuniteyi baskilamak oldugu bilinmektedir (13). Bugunku
yapilan arastirmalarin bir gogunun odagi CD4'CD25" T hcreleridir.
Diizenleyici T hiicrelerinin bir cok alt grubu vardir.Ozellikle de CD4*'CD25" T
hacreleri, Foxp3 ekspre edip etmemelerine gore duzenleyici T hlcre olarak
bilinirler. Foxp3 ekspresyonuna bakilmaksizin periferik kanda tespit edilen
CD4CD25" T hiicrelerinin tamami aktif T hlcrelerini temsil etmektedir. Yani
bu aktive olmus T hicreleri icinde Foxp3™ olan diizenleyici T hiicreleri de
vardir. SLE hastaliginin otoimmun bir hastalik olmasindan dolayr bu
calismada, periferik kanda CD4'CD25" T hiicre yiizde miktarlari ve bu
yuzdelerle hastaligin aktivasyonu (SLE-DAI) arasindaki iliski arastiriimistir.
SLE-DAI skoru ile periferik kanda bulunan CD4" CD25" T hiicre ylizde
degerleri kargilastirildiginda yine anlamli degerlere ulagilamamistir (P=1).
CD4" CD25" T hicre yuzde degerleri ile ayri ayri, sadece A genotipi
tasiyanlar tasimayanlarla, sadece G genotipi tasiyanlar tasimayanlarla
kargilastiriimigtir. Ayrica her iki allele ait gen frekanslari CD4" CD25" T
hiacre yuzde degerleri ile kargilastinldiginda istatistiksel bir fark
bulunamamistir.
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SLE’li coguk hastalarda duzenleyici T hucrelerinin  CD4"CD25"
sayllarinin kontrollere gore anlamli derecede dusuk bulundugu ve bu
dUsukluk ile hastalik aktivasyonunun iligkili oldugu yakin zamanda yapilan
caligmalarda da gosterilmigtir (75). Ancak bizim ¢alismaya basladigimiz
zaman igersinde Foxp3 antikorunun olmayisi nedeniyle bu hicrelerde Foxp3
ekspresyonuna bakilamamistir. Foxp3 ekspresyonuna bakilmadigindan
dolayi, elde edilen degerler bu hicrelerin dizenleyici T hlcresi oldugunu tam
olarak soylenememekle beraber normalde periferik kandan Olgllen
CD4'CD25" T hiicre %1-2 Uzerinde olmamasi gerekirken ulagilan degerler
aktif T hucrelerinin varligini gostermektedir. Bu bulgular da hastaligin klinik
olarak aktif olmasa da laboratuvar olarak hlcresel dizeyde aktivasyonunun
devam ettigini akla getirmektedir.

CTLA-4 molekulunin roli pek ¢ok otoimmun hastalikta
arastirimaktadir. Ozellikle SLE gibi T ve B hiicre aktivasyonunun én planda
oldugu ve yogun otoantikor sentezinin oldugu bir hastalikta siklikla inhibitor
molekul olarak bilinen CTLA-4 molekilinin 6nemi buyuktir. Conunebilir
CTLA-4 oOzellikle SLE li hastalarda periferik kanda yuksek bulunmus ve hatta
hastalik aktivasyon belirleyicisi olabilecegi dahi ima edilmigtir (76). CTLA-4
polimorfizmi acaba SLE hastaligi ile iligkilimidir sorusuna cevap arayan bir
metaanaliz 6zellikle CTLA-4 exon 1 +49 bdlgede GG fenotipi ile SLE arasi
iliskiyi  Odds Ratio : 1.293, ( 95% CI=1.031-1.620, P=0.026) olarak
tanimlamistir (77).

Bu calisma en azinda asya irkinda CTLA4 exon-1 49+ bdlgesi ile SLE
arasi iligkiyi desteklemektedir. Ancak bagka bir ¢alisma SLE ile CTLA-4 exon
1 49+ bolgesi arasi iligkiyi desteklememigstir (78). CTLA-4 exon1 +49
bdlgesinde polimorfizmin hastalik olusumuna etkisi nasil gergceklesmektedir.
Bu cevabi zor bir sorudur. Bizim c¢alismamizda sonu¢ olarak; Tuark
populasyonunda AA genotipe sahip olmak ile SLE hastaligi arasinda anlamli
bir iliski saptanmistir ( odds ratio:1,8). Bu genotip ile hastalik aktivasyonu
arasinda direk bir iligki saptanmamis olup, hastalik aktif olmasinin genotip ile
iliskisi olmadigini disundirmastir. Literatlire bakildiginda GG genotipi ile
CTLA-4 inhibitore fonksiyonunda azalma gorulmektedir (65). Bu durum Th1
immun yanitinda artisla beraber olabilmektedir. Buna karsin AA homozigot
genotipinde CTLA-4 mRNA proteininde artis ve fonksiyonda artis olmaktadir
(65). Buda genellikle Th1 azalmasina ve Th2 tip immun yanitta artia sebeb
olabilir. SLE hastaliginin ise TH2 tip sitokinlerde artisla kotu seyrediyor
olmasi, ve genelde Th2 agirlikli olmasi (IL-10) bizim ¢alismamizda gosterilen
AA genotip artisinin agiklamalarindan biri olabilir (79). Kaldi ki yakin
zamanda Behcetli hastalarda yapilan bir galismada da genel literatirin
aksine AA genotipi CTLA-4 exon 1 +49 bolgesinde daha sik gorulmustar
(65). Ancak genede bu tur hipotetik yaklasimlar, nedeni daha gostermeye
yonelik galismalarla desteklenmelidir. Keza CD4°CD25" T hiicrelerin tim
bakilabilen SLE’li hastalarda saglikli kisilere gore (80) ylksek bulunmasi
duzenleyici+aktif T hdcrelerinin - SLE  hastaligi  olusumu  subklinik
aktivasyonunda rol oynayabilecegi ihtimalini akla getirmektedir. Bu ¢alismada
gosterilen CD4"CD25" T hiicrelerinin diizenleyici T hiicre olup olmadiklari ve
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SLE hastali§i ile iliskisi Foxp3 ekspresyonuna bakilarak karar verilebilir. Bu
nedenle daha sonra yapilmak Uzere dusunulen calismada hasta sayisi
arttirlhp ve Foxp3 antikoru temin edilerek hastalarin dizenleyici T hucre
degerleri ve bunun genotiplendirme ve SLE-DAI skoru ile karsilastiriimasi
planlanmaktadir.
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SONUCLAR

Bu galismada Turk populasyonunda SLE hastalarinda Exon | +49 (A/G)
polimorfizmi, polimorfizmleri ¢alisilan hatalarin SLE-DAI skorlari ve yine ayni
hastalarin periferik kandaki T hucrelerinin aktif olup olmadigi ¢alisiimis ve
asagidaki sonuglar elde edilmigtir.

1.

Turk populasyonunda SLE hastalarinda Exon | +49 (A/G) polimorfizmi
toplumda bulunan saglikli kigilerle kargilastirildiginda homozigot A/A
olanlarin hastaliga yakinhginin daha fazla oldugu diger haplotiplerle
bir iliski olmadigi

Elde edilen genotip degerlerinin homozigot A/A, homozigot G/G veya
heterozigot A/G olmasi ile hastaligin aktivasyonu arasinda bir iligki
goOstermedigi

Elde edilen genotip degerleri ile periferik kanda bulunun CD4*CD25™ T
hicrelerinin bir iliskisi olmadigi ancak, bu hucrelerin varligi aktiflenmis
T hucrelerinin varhigini gosterdiginden ve tum hastalarda da yuksek
bulundugundan dolay! SLE hastaligi subklinik veya klinik aktivasyonda
rol oynayabilecegi

. Periferik kandan elde edilen CD4"CD25" T hiicrelerinin ortalamalari

SLE-DAI<5 ve SLE-DAI>=5 ‘e gdre bakildiginda arada bir fark
olmadigi ve periferik kanda bulunan aktif T hudcrelerinin de SLE-DAI
indeksi ile iligki gostermedigi tespit edilmistir.
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EK: 1

SISTEMIK LUPUS ERITEMATOSUZ SINIFLANDIRMA KRITERLERI

Kriter

Tanimlama

1. Malar rash

Yanag! kapsayan, nasolabial oluklarin korunma egiliminde
olan diizglin ya da kabarik sabit eritem

2. Diskoid rash

Keratotik skarlar ve folikller tikaglar gdsteren deriden
kabarik eritematdz plaklar, eski lezyonlarda atrofik scarlar

gelisir

3.Fotosensitivite

4. Oral Ulserler

Oral yada nazofarengeal ulserasyon, genellikle agrisi
muayenede gorullr

5. Artrit iki veya daha fazla eklemde erozyon olusturmayan artrit
gelisir agril, sis veya efuzyonludur
6. Serozit a.Plorit- ploritik agr dykisl veya muayenede siurtiinme

sesi veya plevral eflizyon bulgulari

VEYA
b.Perikardit-Perikardial strtinme sesi veya EKG de
perikardit bulgulari

7. Renal tutulum

a. Gunde 0.5 gramin Gzerinde veya 3 pozitiften fazla
persistan protein(ri

VEYA
b.Eritrosit,hemoglobin,grandler, tibuller veya karisik
hlcresel silendirlerin varligi

8. Norolojik tutulum

a.Konviilsiyonlar-ilaclar veya lremi,ketoasidoz ve elektrolit

bozukluklari gibi metabolik bozukluklara bagli olmamal
VEYA

b.Psikoz- ilaglar veya tiremi,ketoasidoz ve elektrolit

bozukluklari gibi metabolik bozukluklara bagli olmamal

9. Hematolojik tutulum

a.Hemolitik anemi, retikulosiz ile birlikte
VEYA
b.Lékopeni: iki veya daha fazla élglimde total <4000 /mm?
c.Lenfopeni: iki veya daha fazla élgiimde total <1500 /mm?
VEYA
d.Trombositopeni: <100 000 /mm? ilaca bagli olmamali

10. Immunolojik
tutulum

a.Anti-(ds)DNA: Native DNA ya kargl anormal titrelerde
antikor
VEYA
b.Anti-Sm: Sm nukleer antijenine antikorlarin varhgi
VEYA
c.Antifosfolipid antikorlarinin pozitif bulunmasi
(1)IgM veya IgG tipi antikardiolipin antikorlarin seviyeleri
(2)Standart metod ile lupus antikoagulanin pozitif olmasi
(3)6 aydan beri devam eden sifiliz testlerinde yalanci
pozitiflik

11. Antinldkleer Antikor

immunfloresan boyama ile veya esdeger élgiimlerde
anormal titrelerde antintkleer antikor pozitifligi (ilaclara
bagl lupus  sendromuyla iligkili ilaglar olmamali)
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EK: 2

SISTEMIK LUPUS ERITEMATOZUS AKTIVITE INDEKSI (SLE-DAI)

SLE-DAI Tanimlama Tanim
Skoru

8 Nobet Yakinda baglamig. Metabolik, enfeksiyon veya ilag ilgili
nedenler harig

8 Psikoz Halistinasyonlar, enkoherans, mantiga aykiri distince,
katatoni. Uremi veya ilaglar gibi nedenler olmayacak.

8 Organik Beyin Mental fonksiyonda azalma, oryantasyon ve bellekte

Sendromu azalma, Klinigin hizli ilerlemesi, uykusuzluk, psiko-motor
aktivitede artma veya azalma. Metabolik, enfeksiyon ve
ilacla ilgili nedenlerin diglanmasi.

8 Gorme SLE’deki retinal degisiklikler; sitoid cisimcigi, retinal
hemoraji, koroidde eksuda veya hemoraji, optik norit
(HT, ilaclar veya enfeksiyona bagli olmayacak)

8 Kraniyal Sinir Yeni baglamig sensoriyal veya motor néropati, kraniyal
sinir tutulumuna bagl

8 Lupus bas agrisi Ciddi, persistan bas agrisi, narkotik analjeziklere yanit
yok

8 Serebrovaskiiler Yeni sendrom Atheroskleroz olmayacak

8 Vaskiilit Ulserasyon, gangren, parmaklarda noddil, periunguinal
infarktus, splinter hemoraiji

4 Artrit ikiden fazla eklem agri ve inflamatuar bulgular
(kizariklik, sislik veya efflizyon)

4 Myozit Proksimal kas agri veya gugsuzlik ile beraber kreatinin
fosfokinaz / aldolaz,t EGM degisiklidi veya kas biyopsisi
ile gésterilmis myozit

4 Silendir Granul veya eritrosit

4 Hematuri Sahada >5 eritrosit. Diger nedenler olmayacak ( Tas,
enfeksiyon)

4 Proteindri 24 saatlik idrarda > 0,5 gr. yeni baslamis veya giderek
artarak > 0,5gr / 24 saat

4 Pilri Sahada > 5 I6kosit. Enfeksiyon olmayacak.

2 Yeni malar rash Yeni baglamis veya rekiirren inflamatuar tip malar rash

2 Alopesi Yeni veya rekirren parsiyel veya diffiiz alopesi

2 Mukozal membran | Yeni baglamig veya rekirren oral veya nazal Ulser

2 Plorezi Ploretik agri ile plevral strtlinme veya efflizyon veya
plevral kalinlasma

2 Perikardit Perikardiyel agri ile en azindan biri olacak; surtinme
sesi efflizyon EKG veya EKO ile konfirme edilmis.

2 Kompleman | CHs, C3 veya C4 seviyesi | (Lab. Normal sinirlarin alt
sinirindan dusuk olacak)

2 Artmis DNA binding | Binding %25'den fazla olacak Farr assay ( Lab. Ust
sinirindan fazla olacak Orn;25)

1 Ates Ates > 38 °C , enfeksiyon olmayacak

1 Trombositopeni Trombosit sayisi > 100.000/ mm®

1 Lokopeni Lokosit sayisi < 3000/ mm® ( ilag kullanimi esnasinda
degil)

Toplam Skor:
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