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BEYAN

Bu tez caligmasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar tiim asamalarda etik dis1 hicbir davranistmin olmadiZini, tezimdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar igcinde elde ettigimi, bu tez calismasi sonucu elde edilmeyen
biitiin bilgi ve yorumlar icin kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklari da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin calisilmasi ve yazimu sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici

bir davranigimin olmadigini beyan ederim.
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1. OZET

Antifosfolipid sendromu (AFS), arteriyel ve vendz tromboz egilimi, tekrarlayan
diisiikler ve antifosfolipid antikorlarinin varligi ile karakterize bir hastaliktir. AFS’de
tromboz gelisiminde; klinik tablodan negatif yiiklii fosfolipidler ve fosfolipid-protein
komplekslerine karst olusmus olan antifosfolipid antikorlarimin (lupus antikoagiilani,
antikardiyolipin antikorlar1 ve anti-f2 glikoprotein-I antikorlari) sorumlu oldugu
diisiiniilmektedir. Immiinglobulin (Ig) cesitliligine sebep olan baslica iic B lenfosit
mekanizmasi vardir. Bunlar somatik hipermutasyon (SHM), gen doniisiimii (GC) ve sinif
cevrim rekombinasyonudur (CSR). Bu li¢ onemli mekanizmanin AID (aktivasyonla
uyarilan sitidin deaminaz) denilen bir protein ile kontrol edildigi bildirilmistir. AID’in Ig
dis1 genlerde de DNA hasar1 olusturdugu ve genom stabilitesini bozdugu gosterilmistir.

Calismamizda, immun cesitlilige sebep olan AID geninin anlatim diizeyini
belirleyerek, AFS’deki otoimmuniteye katkisinin varligin1 arastirmay1 amacladik. 70 AFS
tanis1 konan hasta ile 70 saglikli eriskin kontrolden olusan 2 grubun periferik kan
orneklerinden total RNA izolasyonu gerceklestirildi. Total RNA ornekleri cDNA’ya
cevirildi. Hedef gen (AID) ve referans gene (HPRT1) ait tasarlanan primer ve problar
kullanilarak ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Q PCR) yapildi. Boylece referans
ve hedef gene ait cDNA’lar ¢ogaltildi. Genlerin ekspresyon diizeyleri oOlgiilerek, veriler
kaydedildi. Elde edilen istatistiksel analizler sonucunda AID mRNA diizeyinin, AFS
hastalarinda saglikli erigkin gruba oranla 40 kat fazla bulundugu hesaplandi.

AID geninin fazla anlatimi somatik hipermutasyon oraninda artis ve otoantikor
olusumunda etkili olabilir. Sonug olarak, AID proteininin AFS’de otoantikor olusumunda
anahtar rol oynayabilecegi gozlenmistir. Daha fazla ve kontrol bireyi ile yapilacak

caligsmalarla bu sonuglarin desteklenmeye ihtiyaci vardir.



2. SUMMARY

Antiphospholipid syndrome (APS), a disease characterized by the presence of arterial
and venous thrombosis tendency, recurrent abortions and antiphospholipid antibodies. The
development of thrombosis in APS; negatively charged phospholipids and phospholipid-
protein complexes formed against with antiphospholipid antibodies (lupus anticoagulant,
anticardiolipin antibodies and anti-B2-glycoprotein I antibodies) are thought to be
responsible in the clinical features. There are three main B-lymphocyte mechanism which
caused Immunoglobulin (Ig) diversity. These are somatic hypermutation (SHM), Ig gene
conversion (GC) and class switch recombination (CSR). These three important
mechanisms have been shown to be controlled by an enzyme called AID (Activation
Induced Cytidine Deaminase), and also it has been shown that AID can cause breaking the
stability of the genome and creating DNA damages in non-Ig genes.

In this study, by measuring expression levels of AID gene which leads to immune
diversity, we aimed to identify its effect of autoimmunity on APS. 70 APS patient and 70
healthy individuals peripheral blood samples are used for total RNA isolation. cDNA has
been prepared by using the total RNA isolated from the samples. Q-PCR has been
evaluated by using the target gene (AID) and a reference gene (HPRT1) primers and
probes and the reference and target cDNA’s have been replicated. The expression levels of
the target gene and the references have been measured and the data have been analyzed
statisticaly. The results of the statistical analyses have shown that the APS patients have 40
times increased expression levels on AID gene mRNA versus healty individuals.

Increased expression levels of AID gene not only causes somatic hypermutation ratio
but also has a probability to increas the production of autoantibodies. To sum up it has
been seen that AID gene may has a key role on the production of autoantibodies in APS

patients.



3. GIRIS VE AMAC

Antifosfolipid sendromu (AFS), arteriyel ve vendz tromboz egilimi, tekrarlayan
diisiikler ve antifosfolipid antikorlarinin (AFA) varligi ile karakterize olup, edinsel
trombofili nedenleri arasinda ilk sirada yer almaktadir. Sendromun patogenezi tam olarak
aydinlatilamamakla birlikte, klinik tablodan negatif yiikli fosfolipidler ve fosfolipid-
protein komplekslerine karsi olusmus olan antifosfolipid antikorlarinin (Lupus
antikoagiilani-LA ve antikardiyolipin antikorlari-AKA) sorumlu oldugu diisiiniilmektedir.
AFS’de trombotik komplikasyonlar hastalarin morbidite ve mortalitesini etkileyen en
onemli faktordiir. Trombotik olaylar erken yasta gelisir, hem arteriyel hem de venoz
sistemde olabilir ve tekrarlama riski yiiksektir. von Willebrand Faktor (vWF), faktor
VIII’in tasiyict proteini olup, vaskiiler endotel hiicrelerinden biiyiik multimerler halinde
plazmaya salinir (1).

Serumda uzun siire yiiksek miktarda saptanan antifosfolipid antikorlarin varligi, arter
ve/veya ven trombozlar, trombositopeni, tekrarlayici fetiis kayiplar1 AFS olarak
tanimlanmigtir. Sendromun patogenezisi tam olarak aydinlatilamamakla beraber, klinik
tablodan negatif yiiklii fosfolipid ve/veya fosfolipid baglayan proteinlere karsi gelisen
heterojen bir otoantikor grubu olan Antifosfolipid antikorlar (AFA) sorumlu tutulmaktadir.

AFA’larin; AFS ve diger otoimmiin hastaliklarin {izerinde oynadiklar1 rolleri, bu
antikorlara olan ilgiyi arttirmistir. Boylece AFA’lar ¢ok sayidaki arastirmaya konu olmus
ve vendz ve arteriyel trombozun dnemli sebepleri arasinda gosterilmistir.

AFA’larin pozitif saptandigi klinik tablo olan AFS; altta yatan herhangi bir hastalik
ile beraber goriiliiyorsa sekonder AFS, herhangi bir hastalik olmadan ortaya ¢ikiyorsa
primer AFS olarak adlandirilir.

AID (aktivasyonla indiiklenen sitidin deaminaz), sitidin deaminaz ailesinin bir
tiyesidir (2). Onikinci kromozomun kisa kolunun 13. bolgesinde yerlesiktir. Bes ekzondan
olusturulan mRNA’dan 198 aminoasitlik bir protein olusturulmaktadir (3-5). Antikor
dagarcigimin ¢esitlenmesine sebep olan 1{ic mekanizma vardir. Bunlar somatik
hipermutasyon (SHM), smif ¢evrim rekombinasyonu (CSR) ve gen doniisiimiidiir
(GC) (6). Antikor cesitliligine neden olan SHM mekanizmasi hala tam olarak
anlagilamamigtir. AID proteinin bulunmasi bu olaya 1s1k tutmustur (7).

AID, sadece Ig genlerinde degil, proto-onkogenler de dahil olmak {tizere, farkl

genlerde de DNA hasar1 olusturabilir ve genom stabilitesini bozabildiginden, giiclii bir



mutatordiir (6). AID geninin anlatimi sadece B hiicrelerinin SHM ve CSR fonksiyonlarimin
gerceklestigi germinal merkezlerdeki B lenfositlerde gerceklestirilmektedir (8).
Bu calismada, kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (Q-PCR) yontemi ile AID

geninin anlatimi ile AFS arasinda bir iliski olup olmadig1 arastirildi.



4. GENEL BIiLGILER

Otoimmiin hastaliklar, farkli dokulara kargt humoral immiin cevap araciligiyla
gelisen kronik heterojen bir hastalik grubudur. Otoimmun hastaliklarin 6zelliklerden biri,
sistemik dolasimda ya da spesifik bazi dokularda otoantikorlarin bulunmasidir (9).

Vaskiiler tromboz veya tekrarlayan diisiikler ve lupus antikoagulan antikorlar1 (LA)
veya antikardiyolipin immunoglobulin G (IgG) ya da M (IgM) antikorlarinin varligimin en
az 6 hafta arayla, 2 ya da daha ¢ok kez gosterilebildigi otoimmiin bozukluk AFS olarak
tanimlanir (10). Asir1 pihtilasma sendromu en sik goriilenidir ve bu sendromlarin % 28’ini
olusturur (11).

AFS; Sistemik Lupus Eritematozus (SLE) gibi bagka bir major otoimmiin hastalikla
birlikte oldugunda sekonder, tek basina bulundugunda primer AFS olarak
siiflandirilir (12).

4.1. ANTIFOSFOLIPID SENDROMU (AFS)

Wasserman, konjenital sifilizli fetlislerin karaciger ekstrelerini kullanarak bir sifiliz
tarama testi gelistirdi (Wasserman reaksiyonu) (13). Mary Pangborn bu testin antijenik
unsurunun bir fosfolipid (kardiyolipin) oldugunu gosterdi (14, 15). Sifiliz testi
yayginlagsmaya basladik¢a, baz1 kisilerde yalanci pozitif sonuglandigr dikkati ¢ekti (16).
1952°de sifiliz testi yalanci pozitif olan SLE’li iki hastanin plazmalarinda in vitro olarak
pthtilasma testlerini uzatan bir madde oldugu bulundu (17). Donald Feinstein ve Samuel
Rappaport bu maddeye ‘lupus antikoagiilani’ (LA) adin1 verdi (18). 1963’te Bowie ve
arkadaslari, LA ile tromboz arasinda iliski oldugunu ileri siirdiiler (19, 20). 1980°de Firkin
ve arkadaslar1 LA ile tekrarlayan diisiikler arasinda iliski oldugunu bildirdi (21). 1983
yilinda Harris ve Hughes tarafindan orijinal olarak tanimlanan ‘Antikardiyolipin Sendrom’
kliniginde, LA’nin tromboz, abortus ve serebral bilgiler mevcuttu (22, 23). Aym yil
antikardiyolipin antikorlar1 tanimland1 ve ardindan ELISA (enyzme linked immunosorbent
assay) yontemiyle antikardiyolipin (AKLA) testi gelistirildi (24, 25). Hasta serumunda
bulunan antikorlarin kardiyolipinden bagka diger fosfolipidlere de baglandig1 saptandi ve
1987°de Hughes ve arkadaslar1 tarafindan Antifosfolipid Sendromu teriminin daha uygun

oldugu bildirildi (26, 27).



SLE gibi benzeri hastaliklara eslik etmeyen olgular ‘primer AFS’ olarak tanimlandi
(28). 1990°da birbirinden bagimsiz olarak iki grup; Avustralya’dan McNeil ve arkadaslar
(29), Hollanda’dan Galli ve arkadaglar1 (30) antifosfolipid antikorlarini saf olarak elde
ettiler ve bunlarin direkt olarak kardiyolipine baglanmadigini gosterdiler. AKLA’nin
kardiolipine baglanabilmesi i¢in -2 glikoprotein-I (B2GPI) adl1 bir kofaktorle baglanmasi
gerektigi anlasildi. Bazi vakalarda ise lupus antikoagiilan1 etkisi yaratan antikorlarin
kofaktor olarak protrombini kullandigi gosterildi (31, 32). 1992°de Asherson ‘katastrofik’
antifosfolipid sendromunu tanimladi (33).

1998’de Japonya’nin Sapporo kentinde (Tablo 1.), ‘8th International Symposium on
Antiphospholipid Antibodies’ adli sempozyumda AFS siniflama kriterleri degistirildi (34).

Klinik Kriterler

1. Tromboz: Herhangi bir doku veya organda arteriyal, vendz veya kii¢ilk damar
trombozuna yol acan bir veya daha fazla klinik atak olmasi,

2. Gebelik morbiditesi:

a. Bir veya daha fazla sayida, 10. Gestasyon haftas1 ve daha ileri donemde, morfolojik
olarak oldugu ultrasyon veya direkt muayene ile gosterilmis fetiis kaybu,

b. Agir preeklampsi, eklampsi veya plasental yetersizlik nedeniyle 34. Gestasyon haftasi
veya daha ileri donemde, morfolojik anomalisi olmayan, bir veya daha fazla prematiire
dogum yapmasi,

c. Ug veya daha fazla 10. gestasyon haftasindan dnce agiklanmayan spontan diisiiklerin
olmast (kromozom anomalisi, annede hormonal veya anatomik bir patoloji
saptanmamali)

Laboratuvar Kriterleri

1. Orta veya yiiksek titrede antikardiyolipin IgG veya IgM antikorlarinin pozitifligi**

2. Testlerin B2-GPI’e bagimli standart ELISA yontemiyle arastirilmas: gereklidir.

Lupus antikoagiilan1 pozitifligi** . ISTH kriterlerine gore:

a. Fosfolipide bagimli pihtilagma testlerinin (tarama testleri: aktive parsiyel
tromboplastin zamani, kaolin pihtilasma zamani, sulandirilmigs protrombin zamani,
textarin zamani) uzamis olmasi,

b. Tarama testinin trombositten fakir normal plazma ile karisim yapildiginda
diizelmemesi,

c. Bagka koagiilopatilerin (6rnegin FVIII inhibitorii veya heparin kullanimi) dislanmasi
gereklidir.

*Tani i¢in en az bir klinik ve bir laboratuvar kriter olmalidir.
**En az 6 hafta arayla,2 veya daha fazla 6l¢iimde pozitif bulunmalari gereklidir.

Tablo 1. Otoantikorlarla iligkili tromboz mekanizmalar1 1998 Sapporo Kriterleri*



2006 yilinda 11. Uluslararasi Antifosfolipid Sempozyumu’nda AFS kriterleri
yeniden diizenlendi ve giliniimiizde de hala bu kriterler kullanilmaktadir. Diizenlemeye
gore klinik kriterler ayn1 kalirken, laboratuvar kriterleri degisti. Anti-beta2- glikoprotein-I,
immiinglobulin G ve M laboratuvar kriterlerine eklendi. Antifosfolipid antikorlarmin 12
hafta arayla en az iki kez pozitif olmasi ve 40 {inite lizerindeki degerlerin pozitif kabul
edilmesi gerektigi belirtildi. 12 hafta arayla bakilan en az iki Anti—beta-2 glikoprotein I
antikor (IgG ya da IgM) diizeylerinin serum veya plazmada orta veya yliksek diizeyde
olmasi (>99. persantil) kriterler arasinda sayildi (35).

AFS, belirli klinik belirtilerin varligi ve dolasimda orta ve yiiksek seviyede
antifosfolipid antikorlarin varligi ile karakterize otoimmiin bir hastaliktir. Daha c¢ok
arteriyel ve vendz trombozlar, otoimmiin trombositopeni ve fetal kayiplar ile seyreder (10,
36, 37).

AFS’yi temsil eden AFA normal hemostazi etkilerler. Antikardiyolipin antikorlar
antifosfolipid antikorlarin en fazla incelenenleri olmustur (38). Bu otoantikorlarin
hiperkoagiilabiliteyi direkt olarak etkiledigi yaygin olarak kabul edilen bir goristiir.
AFS’de klinik bulgularin cesitliligi birden fazla patofizyolojik siirecin rol aldigim
diisiindiirmektedir. Hastalarin bir kisminda ven6z tromboza neden olurken, digerlerinde
arteriyel tromboza neden olmaktadir (39, 40). Vendz trombozlar arteriyal trombozlara gore
daha siktir (41). AFS patogenezinde; ¢ok yonlii ve protein C, doku faktorli inhibitdrii ve
annexin A5 gibi dogal antikoagiilan yollarinin inhibisyonu; endotel hiicreleri, monositler
ve/veya trombositlerin aktivasyonu dahil olmak iizere ¢cok sayida mekanizma igerir (42).

Cok ¢esitli prokoagiilan mekanizmalardan dnemlileri Tablo 2.‘de gosterilmistir (40).
Otoantikorlar 6ncelikle in vivo hiicre membranindaki hemostatik mekanizmalar1 bozarak
normal hemostazi etkilerler. Prokoagiilan ve antikoagiilan reaksiyonlari olusturan enzimler,
kofaktorleri ve bunlarin substratlar1 fosfolipid membran {izerinde denge durumundadirlar.
Otoantikorlar membran proteinlerine baglanarak bu reaksiyonlarin kinetiklerini
degistirirler. Bu etkilerini, proteinlerin membrandan ayrilmalarint yavaglatip proteinlerin
etkilesimlerini bloke ederek veya diger proteinlerin fosfolipid membrana erigimini
engelleyerek gerceklestirirler. Otoantikorlar belirli hiicreleri uyararak ¢esitli molekiillerin

ekspresyon ve sekresyonunu degistirir (39, 40).



Antikoagiilan reaksiyonlarin inhibisyonu
Protein C yolunun inhibisyonu

Protein C aktivasyonunun inhibisyonu
Aktive protein C’nin inhibisyonu
Antitrombin aktivitesinin inhibisyonu
Annexin V’in yer degistirmesi

B2-GPI antikoagiilan aktivitesinin inhibisyonu

Hiicre aracili olaylar
Monositlerde doku faktorii ekspresyonu

Endotelyal hiicrelerde prokoagiilan aktivitenin artmasi
Doku faktoriiniin ekspresyonu

Adhezyon molekiillerinin ekspresyonu
Eikozanoidlerdeki bozulma

Endotelyal hiicrelerde prostosiklin {iretiminin azalmasi

Trombositlerdeki tromboksan A2 {iretiminin artmasi

Trombositlerde aktivasyon/ agregasyon artisi

Tablo 2. AFS’de otoantikorlarla iliskili tromboz mekanizmalar1

AFS ilk olarak tanimlandiginda Sistemik Lupus Eritematozus (SLE) ile yakin iligkili
oldugu gozlendi. Fakat daha sonra ayni sendromun altta bir hastalik durumu olmadan da
ortaya ¢iktig1 saptandi ve bu tablo primer AFS olarak adlandirildi. Primer AFS’nin SLE ile
goriilen sekonder AFS’den ayrilmasi icin ¢alismalar yiiriitiildii. Uluslararasi ¢cok merkezli
calisma ile her iki durumda da ¢ok fazla ortak bulgular oldugu gozlendi. Hemolitik anemi,
endokardiyal kapak hastaligi ve ndtrapani gibi bulgularin sekonder AFS’de daha sik
goriildigii belirtildi (43).



AFS’nin klinik alt grruplart:

1. Primer AFS

2. Diffliz bag dokusu hastaliklar1 ile birlikte olan AFS (Sekonder AFS)

3. SLE smiflandirma kriterlerini kriterlerini doldurmayan fakat SLE’nin bazi 6zelliklerini
tasiyan hastalarda AFS

4. Tlaglar, malign hastaliklar veya infeksiyonlarla birlikte goriilen AFS (Sekonder AFS)

5. Ug veya daha fazla organda akut damar tikanmalar1 ile seyreden “Katastrofik AFS”
olarak 6zetlenebilir (33, 43).

Cogu AFS’li hastada trombotik olay izole olup, tekrarlama ilk olaydan aylar veya
yillar sonra olmaktadir. AFA pozitif hastalarin ¢ok az kisminda 6liimle sonuglanabilen,
tim viicutta genis vaskiiler okliizyonlarla karakterize tablo katastrofik AFS olarak
adlandirilmig olup en az ii¢ farkli organ tutulumu, giinler ve haftalar iginde gerceklesir.
Biiytik ve kiiciik damarlarda ¢ok sayida tromboz goriilmektedir. Bobrek, en sik tutulan
organ olup bunu akciger, santral sinir sistemi, kalp ve cilt izlemektedir. Agir
trombositopeni, ¢oklu organ yetmezligi, solunum giicliigii ve hipertansiyonla vakalar
basvurmaktadir. Mortalite oram1 % 50 oraninda olup Oliim nedeni c¢oklu organ

yetmezligidir (44, 45).

4.1.1. Antifosfolipid Antikorlar

Antifosfolipid Antikorlar (AFA) organizmada bulunan ¢esitli negatif yiiklii fosfolipid
ve/veya fosfolipid baglayan proteinlere karsi olusan heterojen bir otoantikor ailesidir.
Bunlarin arasinda en ¢ok calisilant antikardiyolipin antikorlaridir (AKA) (46, 47).
AFA’larin ozellikle de AKA’larin otoimmiin hastaliklarda tekrarlayan arteriyer/vendz
tromboz, trombositopeni, ndrolojik bulgular, gebelik kayb1 ve pulmuner hipertansiyondeki
rollerinin bulunmasi ile tizerlerindeki ilgiyi arttirmistir (48, 49, 50).

AFS’de 4 farkli tipte antifosfolipid antikor saptanmistir. Bunlar:

1. Yalanci pozitif VDRL (venereal disease research laboratory/ziihrevi hastalik arastirma
laboratuvari): Antifosfolipid antikor sendromunda saptanan ilk otoantikordur. Duyarlilig
ve Ozgiinligl ¢ok diisilk oldugundan dolay:1 antifosfolipid antikor sendromu tanisinda
kullanilmaz.

2. Lupus antikoagulanlart (LA): LA anyonik fosfolipitlere bagli olup plazma proteinlerine

kars1 (protrombin veya annexin V gibi) olusan antikorlardir ve protrombinin trombine



donlismesinde rol oynayan faktorler arasinda bulunmaktadir (Sekil 1.). LA protrombinin
trombine doniligmesini saglayan protrombin ve faktor Xa’nin fosfolipidlere kalsiyuma
bagiml bir sekilde baglanmasini inhibe eder. Bu nedenle protrombinaz kompleksinin
olugsmasini bloke eder ve in vitro sartlarda aktive parsiyel tromboplastin (aPTT) zamani,

dRVVT (dilute Russel’s viper venom time), kaolin pihtilagma zamani ve nadiren

protrombin zamanini uzatir.

ikgein
[

| Protrombin [HTR R

Sekil 1. Protrombinin Trombine Dénilismesinde Rol Alan Faktorler

3. Antikardiyolipin antikorlar (AKA): Antikardiyolipin antikorlar kardiolipin ve
fosfatidilserin gibi fosfolipitlere kars1 reaksiyon gosteren antikorlardir ve IgM, IgA, IgG,
ve IgGl-4 subgruplart vardir. Ozellikle IgG2 tiiriindeki antikardiyolipin antikorlarda
tromboz riski daha yiksektirr AKA ve LA biliyilk oranda beraberlik gosteren
otoantikorlardir. Ancak bazi olgularda herhangi biri tek basina pozitif saptanir.

4. Anti- B2 glikoprotein-I antikorlar: B2 glikoprotein-I’e karst olusan antikorlar, primer ve
sekonder antifosfolipid antikor sendromunun biiyliik cogunlugunda pozitif saptanir.
Genellikle diger antifosfolipid antikorlar ile birlikte goriilmesine karsilik, olgularin

yaklasik % 11’inde tek basina pozitif saptanir (41).
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4.1.2. Patogenez

AFS’li hastalarda trombozun patogenezi tam olarak aydinlatilamamakla beraber, LA
ve AKA’nin kolaylastirict bir rol oynadigi kabul edilmektedir (51). AFA antikorlar, AFS
patogenezisinde dogrudan etkili otoantikorlardir. AFA hedef antijenlerinin, hemostaz i¢in
olduk¢a 6nemli olmas1 ve antikor diizeyleri ile klinik komplikasyonlar arasinda dogrudan
iligki gozlenmesi anlamlidir (52). AFA’larin hayvan modellerinde tromboz gelisimi ve
gebelik kayiplar1 arasinda nedensel bir iliski gosterilmis olmasina karsilik; bu tiir bir
neden-sonug iligkisi insanlar arasinda gosterilememistir (53).

AFS patogenezine iliskin farkli hipotezler 6ne siiriilmiistiir ve bunlarin beraber
bulunarak patogenezde rol oynamasi séz konusudur (54) ve bu mekanizmalarin bir kismi1
asagida siralanmistir:

1. Yag asitlerinin oksidasyonu: Fosfolipidlerin oksidasyonu ve oksitlenmis
fosfolipidlerin yikim iirlinleri ile farkli proteinlerin kombinasyonlari sonucu olusan yeni
epitoplara karsi AFA’lar olusabilir. Atmosfere magruz kalinmasi ile fosfolipidlerin
oksidasyonundaki artiga bagli olarak da kardiyolipine bagli antikorlar artar. Bu bulgular ile
de AFS’de antioksidan ilaglarin tromboz egilimini azaltabilecegi rapor edilmistir (41).

2. Annexin-V antikoagiilantinin olasi rolii: Fosfolipid ve kalsiyum baglayic1 bolgeleri
disbiikey yiiziinde yerlesmis, i¢biikey disk seklinde bir protein olan Annexin V’in, anyonik
fosfolipidlere karsi yiiksek afinitesi vardir. Koagulasyon faktorlerini fosfolipid yiizeylerden
ayirma yetenegi sayesinde antikoagulan etkisi gostermektedir (54). Heparan siilfat,
annexin-V’in fosfolipid ylizeyine baglanmasina yardimci olur veya bu bagi stabilize
eder (55). Annexin-V, plasental trofoblastlarda yapisal olarak eksprese edilir ve intervillz
stvi - akigkanligimi  saglar  (56). Pre-eklamptik hastalarda, annexin-V’in plasental
trofoblastlar tarafindan eksprese edilmesi indiiklenmis olabilir; bu da asir1 pihtilasmaya yol
acabilir (57).

Annexin-V, vaskiiler endotel hiicreleri tarafindan eksprese edilebilir (54) ve AFA’lar,
plasental trofoblastlar ve vaskiiler endotel hiicrelerin yilizeyinden, -2 glikoprotein I’e baglh
olarak annexin V’i ayirabilir. Boylece trombogenezisi destekleyebilir (58). Antifosfolipid
antikor- 2-GPI kompleksleri, annexin-V kalkanini bozar ve fosfolipidleri belirgin sekilde
ortaya cikarir. Boylelikle anyonik fosfolipid yilizeyde net bir artis meydana gelir ve
pthtilasma desteklenir (59).
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3. Fosfotidilserinin (Ptd-Ser) olas1 rolii: Ptd-Ser giiclii bir yiizey prokoagulanidir ve
normalde hiicre membranin i¢ yiiziinde yer alir. Apoptoz esnasinda hiicre ylizeyinde
kabarciklar olusur ve bu kabarciklar ¢ok fazla miktarda Ptd-Ser icerir. Ptd-Ser’in
koagulasyonu indiiklemesinin yani sira otoantikor yapimina neden olma 6zelligi de vardir.
Annexin V, Ptd-Ser’i baglar ve prokoagulant durumunun olusmasini onler. Antifosfolipid
antikorlar bu anti-protrombotik kilifin olusmasini engelleyebilir (41).

4. Doku faktoriiniin ekspresyonu: Doku faktorii, hem interensek, hem de ekstrensek
yollarda normal pihtilagsmanin esas baslaticisidir (60). Kanla temas halindeki hiicrelerin
ylzeyinde dinlenme halinde doku faktérii bulunmaz; ancak doku faktori
lipopolisakkaridler veya endotoxin (61), immiin kompleksler (62) gibi ¢esitli maddelerle
indiiklenip eksprese edilebilir. AFS’deki IgG antifosfolipid antikorunun da doku faktori
ekspresyonunu indiikledigi diistinlilmiistiir ve doku faktorii indiikklenmesi ile, Faktor VII
aktive olarak pihtilasma baslar (63).

5. Protein-C, Protein S ve diger koagiilasyon faktorlerinin inhibisyonu: Protein C
yolu, trombin, endotel hiicrelerin yilizeyinde trombomoduline baglandig1 zaman baslar ve
endojen antitrombotik bir mekanizma olarak rol oynar (64). Trombin, trombomoduline
bagl oldugunda prokoagulan 6zelligini kaybeder ve protein C’yi aktif sekline doniistiiriir.
Aktive olmus protein C (APC), serbest protein S ile birleserek faktér Va ve VIIla’y1
pargalar. Antifosfolipid antikorlar, protein C’nin, thrombomodulin—-thrombin kompleksiyle
aktivasyonunun azalmasi, APC-protein S kompleksinin birlesmesini Onlemek, APC
aktivitesinin  inhibisyonu gibi protein C yoluyla c¢esitli  mekanizmalarla
etkilesebilir (65, 66). Bununla birlikte AFS’li hastalarda ¢ogu kez protein S eksikligi
goriilmektedir (67).

6. AFA, dogrudan endotel hiicre hasarina neden olarak da tromboza katilabilir (52).
Antifosfolipid antikorlar1 endotel hiicrelerini aktive etmesi sonucu adezyon molekiillerinin
sentezinde, sitokinlerin saliniminda, arakidonik asit metabolitlerinin {iretiminde artis
gbzlenebilir. AFA damar endotelinin hasarinda rol alabilirler (68).

Ozellikle ana hedefi antifosfolipid antikorlarin trombozla iliskisi iizerine yogun
hipotezler gelistirilmistir. Sonucta antifosfolipid antikorlarin primer hemostaz (endotel ve
trombositler) ve sekonder hemostaz (koagiilasyon sistemi ve fibrinolitik sistem) elemanlari
lizerine ¢esitli basamaklarda patolojik etkilesim igerisinde bulunarak trombofili ve tromboz

tablolarinin ¢esitli organ sistemlerinde ortaya ¢iktig1 diisliniilmektedir (69).
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4.1.3. Epidemiyoloji

Antifosfolipid antikorlarin prevalansi gen¢ saglikli eriskinlerde %1-5’tir. Bu oran,
yasla birlikte dogru orantida ve ozellikle kronik hastaligi olan yasl hastalarda artmakla
birlikte sikligi %12-25°dir (41, 70). Bununla birlikte SLE vakalarinin ise %35’inde
antifosfolipid antikorlar tespit edilebilmektedir (10).

AFA’l1 hastalarda trombotik bir olay i¢in risk faktorleri; LA ’nin bulunmasi, yiiksek
AKA IgG diizeyi ve trombotik olay hikayesidir (65). AKA’l1 hastalarda IgG diisiikse,
trombotik bir olay riski yilda %1, IgG ytliksekse %6, genel toplumda ise bu oran %0.1dir
(70). SLE’li hastalarda LA’ nin bulunmasi, trombotik olay riskini 5.6 kat (71), SLE ya da
trombotik hikayesi olmayanlarda ise 11.1 kat artirir (72). Daha 6nceden trombotik bir olay
gecirilmis ise, yeni bir tromboz riskini 5 kat arttirir (73).

Epidemiyolojik ¢alismalarda AFA-pozitif kisilerde tromboz riskinin arttii
gosterilmigse de, herhangi bir trombotik atak veya gebelik kaybi olmayan normal
bireylerde de yiiksek- pozitif AFA degerleri bulunabilmektedir. Bu nedenle AFS’da
tromboz gelisiminde bagka edinsel ve kalitsal risk faktorlerinin de etkisi olabilecegi

diistiniilmektedir (74).

4.1.4. Klinik Belirtiler

AFS’nin en sik goriilen klinik belirtisi, vendz tromboz ve 6zellikle bacaklardaki
derin ven trombozu (DVT)’dur (43, 75). Arteriyel tromboz, vendz trombozdan daha seyrek
goriiliir. Beyin, arteriyel trombozun en sik oldugu bolgedir ve arter tikanmalarinin yaklasik
yarist felg ve gegici iskemik ataklara neden olur. Koroner damar tikanmalari, arter
tikanmalarinin yaklasik dortte birini olusturur ve geriye kalanlar pedal arterler, renal ve
retinal gibi farkli damar yataklarim etkiler. Kalp kapak anormallikleri, 6zellikle sekonder
AFS’lilerde sikg¢a goriiliir (75).

AFS’li kadinlar, pre-embriyonik veya embriyonik periyod yerine, fetal siiregte diisiik
yaparlar ve bu da APS’li kadinlarin anatomik olarak normal fetiislerin biiylik ¢ogunlugunu

kaybetmeleri anlamina gelir (43, 76).
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Ayn1 zamanda, gebelige bagli hipertansiyon ve utero-plasental yetmezlik
insidanslar1 yliksektir ve bu da prematiir dogum ve/veya intrauterin biiyiime geriliklerine
yol agar (59). Antifosfolipid antikorlarin yonettigi trofoblastik annexin-V etkilesimleri,
lokal trombozlara ve zayif plasental perfiizyona yol agabilir (77). AFA pozitif bulunan
hastalarda tromboz ve fetus kayiplar1 disinda da klinik ve laboratuvar bulgular

bildirilmistir (78) (Tablo 3.).
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Sistem

Semptom ve Klinik Bulgular

Arteriyal sistem

Kiiciik, orta, biiylik boyutlarda arterlerde trombozlar goriilebilir.

Venoz sistem

Kiiciik, orta, biiyiik boyutlarda venlerde trombozlar goriilebilir.

Kardiyovaskiiler

AMI, angina pektoris, kalp kapak anomalileri, kalp kapaklarinda
vejetasyonlar, non bakterial trombotik (Libman Sacks) endokarditi,
ateroskleroz, periferik damar hastaligi, miyokardit, kladikasyo

intermittans.

Pulmoner

Pulmoner emboli, pulmoner hipertansiyon, pulmoner alveoler

kanama, sikintil1 solunum sendromu, fibrozan alveolit.

Hematolojik

Trombositopeni,  otoimmiin  hemolitik  anemi, trombotik

trombositopenik purpura, hemolitik tiremik sendrom.

Norolojik

Gegici iskemik atak, SVA, kore, konviilziyon, multi-infarkt demans,
transvers miyelit basta olmak {izere spinal sendromlar, ensefalopati,
migren, pseudo-timdr serebri, serebral vendz tromboz, monondritis

miltipleks, Sneddon sendromu amorozis fugaks

Oftalmolojik

Retinal arter trombozu, retinal ven trombozu.

Obstetrik

Gebelik kaybi, intrauterin biiylime-gelisme geriligi, HELLP
sendromu, oligohidroamnioz, preeklampsi-eklampsi, utero-plesantal

yetersizlik, infertilite.

Gastrointestinal

Budd-Chiari sendromu, hepatik infarkt, intestinal infarkt, iskemik
kolit, pankreatit, intestinal veno-okliizif hastalik, hepatik veno-

okluzif hastalik.

Endokrin

Adrenal yetersizligi, testis infarktlisii, prostat infarktiisii, hipofiz

nekrozusu ve yetersizligi.

Dermatolojik

Reynaud fenomeni, livedo retikiilaris, yilizeyel tromboflebit, spinter

hemorajiler, bacak {lserleri, ciltalt1 nodiiller, mavi parmak

sendromu, akrosiyanoz, cilt infarktlari.

Diger

Psikoz, kognitif bozukluklar, kemik infarktlari, avaskiiler nekroz.

Tablo 3. Antifosfolipid Sendromunda Klinik Bulgular
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4.1.5. Tam

Antifosfolipid sendromu i¢in tan1 kriterleri ilk olarak 1987 yilinda Harris ve ark.

tarafindan gelistirilmistir (Tablo 4.)

Klinik
Vendz tromboz
Arteriyal tromboz
Tekrarlayan fetal kayip
Trombositopeni

Laboratuvar
IgG AKA (orta-kuvvetli pozitif)
IgM AKA (orta-kuvvetli)

Lupus antikoagiilani

Tablo 4. Harris (1987) Antifosfolipid Sendromu Tan1 Kriterleri
Bu kriterlerde klinik ve laboratuvar olarak 2 ana grup vardir (36).

Daha sonra 1992°de Alarcon-Segovia ve ark. bu kriterleri gelistirerek Alarcon-Segovia tani

kriterlerini tanimladilar (79) (Tablo 5.).
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AFS bulgulari;

Tekrarlayan fetal kayiplar
Venoz tromboz

Bacak iilserleri

Livedo retikiilaris
Hemolitik anemi
Trombositopeni

Arteriyel tromboz

Kesin AFS Tamis1 : >5 SD AKA* + 2 klinik bulgu

Olas1 AFS Tamis1:  >5 SD AKA* + 1 klinik bulgu
>2 SD AKA** + 2 klinik bulgu

Kuskulu AFS Tanisi: >5SD AKA* + klinik bulgu yok
>2SD AKA** + 1 klinik bulgu
>Negatif SD AKA + en az 2 klinik bulgu

*>5 SD AKA : Saglikli kontrollerin AKA ortalamasinin, 5 standart sapma {istii degerle
**>2 SD AKA: Saglikli kontrollerin AKA degerlerinin ortalamasinin, 2 ile 5 standart sapmasinin arasindaki
degerler

Tablo 5. 1992 Alarcon-Segovia Antifosfolipid Sendromu Tan1 Kriterleri

ISTH’nin ‘International consensus statement onpreliminary criteria for AFS’
calismasiyla AFS tanisi i¢in gereken klinik ve laboratuvar kriterler belirlenmistir (10) ve
hastaligin tanisi i¢in gliniimiizde Sapporo kriterleri kullanilmaktadir (34) (Tablo 1.)

AFS tanist i¢in klinik bulgularin laboratuvar bulgular1 ile desteklenmesi
gerekmektedir (80). Bu konuda, AKA’larin belirlenmesinde Onceleri lupus antikoagiilani
(LA) ve sifiliz i¢in uygulanan standart serolojik testlerden yararlanilmakta idi. Son
zamanlarda ELISA (enyzme linked immunosorbent assay), tercih edilen yontemler
arasindadir (49). AKA ve LA’nin farkli antikor gruplarmi temsil ettigi ortak pozitiflik
oraninin % 40-60 oldugu bilinmektedir. AKA tespit edilen hastalarin bir kisminda, LA
beraber bulunabilirse de; bir cogunda LA birlikteliginin olmayacagi ve LA pozitifligi tespit
edilen hastalarin tamaminda da AKA birlikteliginin olmayacagi belirtilmistir (81).
AFS’den siiphenilen vakalarda kesin ve dogru sonug i¢in mutlaka her iki antikor grubuna
yonelik testlerin yapilmast gerekmektedir. Ayn1 zamanda AFA’lar saglikli popiilasyonda,
basta lupus olmak lizere sistemik otoimmiin hastaliklarda, infeksiyonlarda, bazi ilaglarla

tedavi sirasinda ve bazi malign hastaliklarda ortaya ¢ikabilirler (46, 82, 83).
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4.1.6. Tedavi

AFA saptanan; fakat klinik belirti ve bulgu bulunmayan kisilerde oncelik olarak
tromboza yatkinlig1 tetikleyen hareketsizlik, oral kontraseptifler, dstrojen tedavisi ve sigara
igme gibi faktorler saptanmali ve elimine edilmelidir. AFS, cogu kez hizlanmis
aterosklerozla iligkili oldugundan, hiperlipidemi, hipertansiyon ve diabetes mellitus gibi
risk faktorleri tedavi edilmelidir (65). Asemptomatik AFA varliginda, oral antikoagiilan
veya diisiik doz aspirin tedavisi tartismalidir (84-86). Ig G tipinde yiiksek titrede AKA
pozitifligi ve/veya inatg1 LA aktivitesi olan asemptomatik hastalarda, ve yakin izlem
Onerilmektedir. Yine de aspirinin, AFS’li hastalarda derin ven trombozu (DVT) ve
polietilen (PE)’e kars1 korunma saglayip saglamadigr hala tartigmalidir. Aspirin, AKA’l1
erkeklerde trombozdan korunma saglamadigr halde (87), AFS’li olup daha onceden
gebelik kaybi olan kadinlarda hastaliga karsi korunma sagladigi bildirilmistir (85).Hopkins
Lupus kohort calismasinda, hidroksiklorokinin AFA titresini azaltarak, tromboza karsi
koruyucu olabilecegi rapor edilmistir (88).

Gebelikte AFS tedavisi i¢in, multidisipliner yaklasim ve gebelik oncesi yeterli
bilgilendirme gerekmektedir. Gebeyi yakin takip ¢ok oOnemlidir. Normal gebelerin
%?2’sinde diistik titrede AFA pozitifligi mevcuttur. AFA’lan pozitif olan ve fetal kayip
Oykiisii olmayan gebelerde tedavi gereksizdir. Ancak AFA titresi yiliksek olan hastalara
diisiikk doz aspirin tedavisi verilebilir. Bir fetal kayip dykiisii var ve AKA yiiksek titrede
pozitif ise, mutlaka diisiik doz aspirin verilmelidir (89). Cuadrado ve Lopez-Pedrera’nin
onerdikleri protokolde daha Once tromboz ya da gebelik kaybi olmayan hastalarda
tedavisiz yakin takip veya diisiik doz aspirin tedavisi kullanilmaktadir (90).

Antifosfolipid sendromu tanis1 konan kadinlarda, gebelikten 6. postpartum doneme
kadar heparin tromboprofilaksisi ya da antikoagiilasyon Onerilmektedir. Heparin
tedavisine, cogunlukla diisik doz aspirin (80 mg/giin) eklenmekle birlikte aspirinin
gebeligin ilk trimesterindeki giivenirligi hala siiphelidir (91). Bazi aragtirmacilar AFA-
pozitif kisilerin riskli durumlarda (operasyon, puerperal donem vb) profilaksi almasi
gerektigini savunmaktadir, ancak bu konuda yapilmis kontrollii bir calisma yoktur (92, 93).
Antifosfolipid sendromu olan gebelerin kontrol muayeneleri birinci ve ikinci trimesterde
her iki haftada, daha sonrasinda ise haftada bir yapilmalidir ve gebelikte antifosfolipid

sendromu i¢in 6nerilen heparin dozlar1 Tablo 6.’da 6zetlenmektedir (94).
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Profilaksi rejimleri

Tromboz hikayesi olmayan tekrarlayan embriyo ya da fetiis kayiplari,
preeklampsi ya da siddetli plasenta yetmezligine bagl preterm dogum
yapan kadinlarda;

Standart heparin

1. 7500-10000 U gebeligin ilk 3 aymnda 2x1, 2. Ve 3. Trimesterde 10000
U 2x1 “diisiik molekiiler agirlikli heparin”,

2. Enoxaparin 40 mg 1x1 veya dalteparin 5000 U 1x1 ya da

3. Enoxaparin 30 mg 2x1 veya dalteparin 5000 U 2x1.

Antikoagiilasyon rejimleri

Tromboz hikayesi olan kadinlarda;

Standart heparin

1. aPTT izlemine tedavi araliginda her 8-12 saatte bir “diisiik molekiil
agirlikli heparin”,

2. Agirliga gore (enoxaparin 40 mg 1x1 ya da 16. Gebelik haftasina kadar
dalteparin 5000 U 1x1, 16. Gebelik haftasina kadar dalteparin 5000 U
Ix1, 16. Gebelik haftasindan sonra 2x1).

Tablo 6. Gebelikte Antifosfolipid Sendromu I¢in Onerilen Heparin Dozlar

Trombotik bir olaydan sonra tedavi asamasinda, bazi calismalarda, warfarinle
antikoagiilasyonun, tekrarlayan trombozlar1 azaltmada yararl oldugu gosterilmistir (88, 95,
96). Ayrica, 147 hasta bireyi igeren bir ¢calismada, Khamasta ve arkadaslari, internasyomel
normalize oran1 (INR) > 3.0’da tutmak iizere yapilan yiiksek yogunluklu warfarin
tedavisinin, diisiik-yogunluklu warfarin + aspirin ya da tek basina aspirinden belirgin
sekilde daha etkili oldugunu bildirmislerdir (yillik tekrar oranlar1 sirasiyla 0.013, 0.23 ve
0.18°dir). Warfarin tedavisi sirasinda kanama komplikasyon oranlar1 ise bir hasta i¢in yilda
0.071 ve agir kanama orani ise 0.017 olarak hesaplanmistir (97). Warfarin tedavisine ara
verildiginde ya da birakildiginda tromboz olaylar1 devam edeceginden bu tedavi Oomiir
boyu devam etmelidir (64). Warfarin tedavisi AFS’li  kadinlara tavsiye
edilmemektedir (98).
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4.2. AKTIVASYONLA UYARILAN SITiDIN DEAMINAZ (AID)

Aktivasyonla indiiklenen sitidin deaminaz, sitidin deaminaz ailesinin bir iiyesidir (2).
Immunoglobulin (Ig) cesitliliginde biiyilk onem tasiyan ii¢ reaksiyon igin gereklidir.
Bunlar; bunlar somatik hipermutasyon (SHM), sinif ¢evrim rekombinasyonu (CSR) ve gen
dontisiimidir (GC) (3, 5). AID proteininin sentroblast B hiicrelerinde tanimlanmasi
stnirhidir ve AID proteini olmayan farelerde, SHM ve CSR goriilmemektedir (3). AID
proteini veya Urasil DNA glikozilaz (UNG) gibi trans faktorlerin haricinde bazi cis acting
faktorler de bu sistemde etkili olmaktadir (99, 100).

AID’in 6nemli bir kism1 B hiicrelerinin sitoplazmasinda bulunur. Ayni zamanda
niikleusta iki sikli yerlesim sinyali ve karboksi-u¢lu bir niikleustan ¢ikma sinyali bulunur
(101, 102) ve niikleus ¢ikis1 baskilandiginda niikleus i¢inde bulunur (103). B hiicreleri sinif
cevrim rekombinasyonu i¢in uyarildiginda ise gerek niikleustaki gerekse sitoplazmadaki
AID diizeyleri yiikselir (104, 105).

AID’in, DNA’daki sitozin bazini urasil bazina deaminasyonunu saglayarak SHM
mekanizmasini baglattig1 diistiniilmektedir (107, 108) ve Ig genlerindeki tek sarmalli DNA
icindeki sitidin kalintilarin1 deamine ederek bu reaksiyonu baslattigina inanilmaktadir. Bu
reaksiyonun Ig dis1 genlerde genom stabilitesini bozma ve DNA hasar1 olusturma olasiligi
bulunmaktadir. Biyokimyasal ¢aligmalarda AID’in ssDNA’ya 6zgii bir sitidin deaminaz
oldugu ve diiz dsDNA ya da DNA-RNA hibridleri iizerinde aktivitesinin olmadig1 ya da
cok az oldugu goriilmekle birlikte, glincel yayinlarda ¢ift zincir DNA’da da is gordigi
gosterilmistir (108-112).

APOBEC-1 (Apolipoprotein B mRNA Editing Catalytic Polypeptide 1) geni sitidin
deaminaz ailesinin iiyesini kodlar. Kodlanan protein APOBEC-1 tamamlama faktori
(ACF) ve APOBEC-1 uyarici protein (ASP) ile holoenzim olusturur (113). AID proteini,
mRNA {izerinde degisiklik yapan APOBEC-1 proteini ile benzerdir. Bu protein apoB
mRNA’da C bazin1 U bazina gevirir ve boylelikle bir durma kodon ve kii¢lik bir protein
tireterek farkli reseptorlere baglanmasini saglar (114). Bu olay; AID proteinin mRNA
tizerinde degisiklik yapmasiyla bir endonukleaz enziminin {iretilmesi ve bu enzimin
degisebilen (V) geninde etkili olmasi ile SHM, GC ve CSR olaylarin1 baslattig
diisiincesine neden olmustur (115).

AID proteinin fonksiyonunu agiklamak i¢in iki zit gorlis vardir. Birincisi RNA editing
model, digeri ise DNA editing modeldir (Sekil 2.).
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Yeniden diizenlenmis hafif Inaktif gen 5 C AAAAN T

zincir V(D)J segmenti konvertaz mRINA's:
5 C 3 AID
3 G g v
Al-:tif: gv.?n konvertaz &' U AAAAA 3
AID mBNA's:
translasvon
> v 3 N
3 G 5 gen konvertaz .
UNG J' DNA 'nin kirilmass
- . 3 Yeni diizenlenmis
B : hafif zincir V(D)
APE DNA'mn
Y/  lanlmasi
5 3
3 G =)
A) DNA editing modeli B) RNA editing modeli

Sekil 2. DNA Editing ve RNA Editing Modeli; AID Proteini ile Baslayan DNA Editing
Ve RNA Editing Modeli.

DNA editing modeline gore; AID sitozin (C) niikleotidini deaminazyon yaparak (U)
niikleotidine ¢evirir ve boylelikle G/U yanlis caprazlasmasi olur. UNG proteini urasili
DNA’dan kopartir, apiirinik/aprimidinik (AP) endoniikleaz enzimi kalan baglar1 keser ve
bir bosluk olusturur (Sekil 2.A). En son olarak da DNA polimeraz zeta (pol zeta) gibi
translezyonal polimerazlar tarafindan tamir edilir ve hipermutasyona neden olur (4, 116,
117).

Son c¢aligmalarda, DNA editorii olarak calismast nedeni ile de-metilasyon
yolaklarinda anahtar bir molekiil olabilecegi goriisii savunulmaktadir. RNA editing modeli
ise asil olarak AID proteininin RNA {iizerinde degisiklik yapan enzimle (APOBEC-1)
benzer olmasindan kaynaklanmaktadir (3). RNA editing modeline gore; AID proteini

tanimlanmamis bir mRNA’ y1 tanir ve C bazimm1 U bazina cevirir. Bu mRNA’dan bir
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endoniikleaz enzimi {iretilir ve V geninde veya switch bolgesinde DNA’ y1 keser (Sekil
2.B.) (4, 116, 117).

AlID’in Ig ve Ig dis1 gibi tiim genlerde mutasyon olusturma yetenegi vardir ve bu
nedenle yaygin genom hasari olusturmasini 6nlemek i¢in kontrol altinda tutulmasi gerekir.
AID’in agir1 sunumu somatik hipermutasyon oranini artirmaktadir (118, 119, 120). Bu da
fizyolojik kosullar altinda AID’in somatik hipermutasyon ve smif ¢evrim rekombinasyonu

icin hiz siirlayici bir faktér oldugunu diistindiiriir.
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5. MATERYAL VE YONTEM

Calisma grubu 2006-2009 yillar1 arasinda Istanbul Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklari
Anabilim Dali, Hematoloji Bilim Dali poliklinigince takip edilen, trombotik
komplikasyonlarin doppler ultrasonografi, ventilasyon perfiizyon sintigrafi, venografi,
splenoportografi, manyetik rezonans anjiografi, koroner anjiografi, periferik anjiografi ile
dogrulanmis olan kesin primer AFS tanis1 konmus olgulardan olusturuldu.

KLL hastalar1 ve saglikli eriskin kontrol grubununun periferik kan orneklerinden
oncelikle total RNA izolasyonu yapildi. Daha sonrasinda total RNA 6rneklerinden cDNA
elde edildi. Hedef gen (AID) ve referans gene (HPRT1) ait primer ve problar kullanilarak
Q RT-RCR (gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu) ile hedef ve referans gene ait

cDNA’ lar ¢ogaltildi. Genlerin expresyon diizeyleri dl¢iilerek kaydedildi.

5.1. MATERYAL

5.1.1. Sarf Malzemeler

Total RNA lIsolasyon Kiti | Filtreli Tiip Oligo-dT primer

1.5 ml santrifiij Tiipi Distile Su 0.5 ml santrifiij Tiipi
Baglanma Tamponu Sosyum Asetat Riboniikleaz inhibitorii
Eritrosit Baglanma | EDTA dNTP Mix

Tamponu

Yikama Tamponu-I cDNA Sentez Kiti Capillar

5.1.2. Cihazlar

Real-Time PCR Santrifiij Vortex
Thermal Cycler Elektroforez Sistemi
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5.2. YONTEM

5.2.1. Total RNA izolasyonu

70 hasta birey ve 70 kontrol bireyi icin, igerdigi 6zel filtreli tiipleri ile periferik
kandan izolasyon yapilma amag¢li DNaz I uygulamasini da kapsayan ticari bir kit (Roche,
High Pure RNA Isolation Kit) kullanilarak Total RNA izolasyonu gerceklestirildi. Eritrosit
parcalama tamponu ya da fikol soliisyonu kullanilarak periferik kandan lokositler ayirilip,
1.5 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarildi. 400 pl baglanma tamponu eklenerek calkalamali
karistiricida 15 saniye karistirildi. Karigim toplama tiipii igine yerlestirilmis filtreli tiipe
aktarildi ve oda sicakliginda 10.000 dev./dak. hizda 1 dakika santrifiijlendi. Toplama
tiipiine gegen sivi atildi. Filtreli tiipiin tizerine 90 pl DNaz I inkiibasyon tamponu ve 10 pl
DNaz I igeren karisim eklendi.15 dakika oda sicakliginda bekletildi.15 dakika sonrasinda
500 pl Yikama Tamponu-I eklenip 10.000 dev./dak. hizda 1 dakika santrifiijlendi. Toplama
tiipline gegen sivi atildi ve filtreli tiipe 250 pl Yikama Tamponu-II eklenip 13.000
dev./dak. hzda 4 dakika santrifiijlendi. Filtreli tiip toplama kabindan ¢ikartildiktan sonra
1.5 ml’lik bos bir santrifiij tiipiiniin igerisine yerlestirildi. Uzerine 50 pl ¢dziicii tampon
eklenip ve 10.000 dev./dak. hizda 1 dakika santrifiijlendi. Filtreden gecerek santrifiij
tiipiinde toplanan, igerisinde RNA ¢ozeltisini iceren yaklasik 25-30 pl sivi —70°C’de

saklandu.

5.2.2. Formaldehit Agaroz Jel Elektroforezi

Morfolinopropan siilfonikasit (MOPS) agaroz jeli hazirlamak i¢in 0.5 gram agaroz
36 ml RNaz i¢ermeyen distile su igerisine konuldu ve agaroz tamamen ¢oziilene kadar
isitildi. Cozelti oda 1s1sinda veya musluk altinda elle dokunulabilir sicakliga erisene kadar
sogutuldu ve igerisine yiiriime tamponu olan MOPS’dan 5 ml ve %37°lik formaldehitden 9
ml eklendi. Kabarciklarin olusmamasina dikkat edilerek karistirildi. MOPS ve formaldehit
eklenmesi zaten sogutulmus olan agaroz jel ¢ozeltisinin daha fazla sogumasina neden
olacagi icin, dokme islemi agaroz tamamen jel haline doniismeden hizli bir sekilde

gerceklestirildi. Son olarak etidyum bromiir eklenerek 75 °C’de 10 dakika 1sitilip buz
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lizerine alinan total RNA 6rnekleri, jel katilastiktan sonra kuyucuklara yiiklendi. 28 ve 18S
rRNA’lar yogunluklarindan dolayz, tipik iki bant olarak goriildii.

10X MOPS hazirlanist:
0.4 M MOPS, pH 7.0

0.1 M sodyum asetat
0.01 M EDTA

5.2.3. cDNA Sentezi

Kontrol ve hasta gruplarina ait elde edilen total RNA 6rneklerinden ticari bir kit
(Fermentas, RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit) kullanilarak cDNA’ya

doniistiiriildii. Uretici firmanin 6nerdigi sekilde islemler gerceklestirildi.

1. RNA c¢ozeltisi —70°C’den alinarak buz tizerine konuldu.

2. Spektrofotometrede 6l¢iim yapilarak 1 ug RNA igerecek hacimde ¢ozelti alindu.

3. Uzerine 1 pul Oligo-dT primer 100uM ve toplam hacmi 20 ul’ ye tamamlayacak kadar
niikleazsiz DEPC’li distile su eklendi.

4. Cozelti 0,5 ml’lik PCR tiiptinde karigtirildi ve 70°C’de 5 dk bekletildi ve hemen buza
konuldu.

5. 5.Buziizerinde konularak sirasiyla, 4 pl tepkime tamponu, 1 pl riboniikleaz inhibitorii
(20U/ul), 1 pl ANTP karisimi eklendi.

6. Karisim Pipet ile karistirilip 37°C’de 5 dakika bekletildi.

7. 1ul M-MuLV ters transkriptaz (20U/ul) eklenerek 42 °C’de 1 saat ardindan 70 °C’ de
10 dk bekletilip, buza konuldu.

8. Elde edilen ¢ DNA +4°C’ de saklandi.
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Niikleazsiz DEPC’li steril su Reaksiyon hacmi 20 urye
tamamlandi

Oligo-dT primer 100 uM 1w

Total RNA 1 g

0,5 ml'iik PZR tiiplinde karistirildiktan sonra 70°C’de 5 dakika bekletildi ve
tiipler hemen buza alindi. Karigimin {izerine asagida belirtilen

maddeler eklendi.

Reaksiyon tamponu 10Mm 4w

dNTP karisimi 1w

Riboniikleaz inhibitorii (20U/ul) | 1 w

Pipet ile karigtirtlip 37°C’de 5 dakika bekletildi. Karigimin
tzerine 1 wl M-MuLV ters transkriptaz (20U/ul) eklendi ve 42°C’de 1 saat
bekletildi. Ardindan 70°C’de 10 dakika bekletilerek reaksiyon

sonlandirildi. Buzda sogutulan 6rnekler -20°C’de saklandi.

Tablo 7. cDNA Sentezi i¢in Kullanilan Bilesenler

5.2.4. cDNA Varhginin Dogrulanmasi

Revers Transkripsiyon basamagindan sonra elde edilen 6rneklerdeki cDNA varlig1 %

1.5 (w/v)’luk agaroz jelde cDNA’larin varlig: ve kalitesi kontrol edildi.

5.2.5 AID Geni icin Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Hedef gen olan AID geninin periferik kandaki anlatim diizeyini belirlemek i¢in AID
cDNA’sma 0zglin primerler CCACTATGGACAGCCTCTTGA ve
TGGTTAAGTTTTTACAGGCG) ve FAM (6-karboksifloresein) isaretli prob, “Probe

Finder 2.36” yazilimi ile tasarland1i ve sentezlettirildi. Referans gen Hipoksantin
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fosforiboziltransferaz 1 (HPRT1) i¢in de primer ve prob tasarlanip sentezlettirildi. Tablo

8.’de belirtilen PZR bilesenleri ile hazirlanan 20 pl’lik reaksiyon karisimina Tablo 9.’da

verilen ¢ogaltim programi “LightCycler 2.0” (Roche) cihazi kullanilarak uygulanda.

PZR Bilesenleri pl/Tiip
Niikleazsiz steril distile su 10.3 pl
10X Taq tamponu 2 ul
dNTP karisimi (25mM) 1l
AID-F primer (10pmol/ul) 1 ul
AID-R primer (10pmol/ul) 1 ul
AID prob (15pmol/ pl) 1 ul
MgCl, (25mM) 1.5 ul
Taq DNA polimeraz (5U/ ul) 0.2 ul
Cdna 2ul
Toplam Hacim 20 pl

Tablo 8. Ger¢ek Zamanli PZR i¢in PZR Bilesenleri

Program Tiirii | Sicaklik ("C) | Zaman | Dongii Sayis
[k denatiirasyon | 95 5dk -
Denatiirasyon 95 10 sn

Baglanma 55 I5sn |45

Uzama 72 15 sn

Tablo 9. AID transkript varligimin belirlenmesinde kullanilan Ger¢ek Zamanli PZR

programi
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Her deneyde, yaklasik miktarlar1 dnceden bilinen kontrol cDNA’lar1 da kullanilarak
PZR verimi hesaplandi. Hedef ve referans gene (HPRT1) ait ¢ogaltilan cDNA’larin miktar
degerlendirmesi yapilip (Sekil 5.-Sekil 8.) farklilik oranlari nicel olarak ortaya koyuldu.
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6. BULGULAR

AFS hasta grubu ile saglikli kontrol grubu arasinda hedef gen olan AID diizeyleri
acisindan istatiksel olarak anlamli fark belirlendi ( Unpaired t test; t=3.984; p<0.001). AFS

hasta grubu ile saglikli kontrol grubu arasinda referans gen olan HPRT1 diizeyleri

acisindan istatiksel olarak anlamli fark saptanmadi ( Mann Whitney U test; U=1247.5;

p=0.986).
AFS Saghkh Kontrol P
(n=70) (n=70)
Ortalama AID ED 36.67 42.17 <0.001
Ortalama HPRT1 | 30,05 30,12 0.986

ED

Tablo 10. AFS ve saglikli kontrollerde AID ve HPRT diizeylerinin karsilagtirilmasi

Denklem 1. Pfaffl Denklemi

Oran—=

(Ehu)am hadat{houteol-busta)

wmw

1,98%

Orm———=307

1o 7

E: PZR verimi, ED: Esik deger, Q- RT PZR sirasinda her 6rnegin logaritmik faza girdigi dongii numarasi.
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6.1. AID GENININ ANLATIMI

6.1.1. Total RNA Izolasyon ve Kalitatif Tayini

Total RNA izolasyonu, 70 AFS hastasina ve 70 saglikli kontrolden olusan kontrol
grubuna ait periferik kan Orneklerinden Materyal ve Yontem bdoliimiinde 5.2.1.°de
belirtilen yonteme gore gerceklestirildi. Total RNA’nin par¢alanmadan izole edilmesinin
kaniti olan 28S ve 18S’lik ribozomal RNA’lara ait bantlar formaldehit agaroz jel
elektroforezinde parlak ve keskin sekilde gézlendi (Sekil 3.).

283

155

Sekil 3. Total RNA o6rnekleri. Fotografta 28S ve 18S’lik rRNA’lar goriilmektedir.
6.1.2. cDNA Sentezi ve Kalitatif Tayini

Total RNA oOrneklerinden cDNA sentezi, Materyal ve Yontem Bolimii 3.2.3’de
belirtilen yonteme gore yapildi. Elde edilen cDNA orneklerinden 5’er ul alinip %1,5

(w/v)’luk agaroz jelde analizi yapildi. cDNA’lara ait bantlar UV 1s1ik altinda goézlendi
(Sekil 4.).
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Sekil 4. cDNA sentezi iiriinlerinin agaroz jel elektroforezindeki goriiniimleri. 1-6 cDNA

ornekleri.

6.1.3. Nicel Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Q RT-PCR)

Analizleri

Izole edilen total RNA 6rneklerinden AID genine ait olan mRNA’lar1 belirlemek i¢in
Materyal ve Yontem Bolimii 5.2.3.°de belirtildigi gibi gercek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu gerceklestirildi. Kontrol ve hasta bireylere ait hedef gen olan AID ve referans
gen olan HPRT1 e ait esik degerlere gore belirlenen cDNA miktarlart Sekil 5., 6., 7. ve
8.”de verildi.

31



Fluorescence (F1)

Sekil 5. Kontrol bireylerinde AID cDNA miktarlari

Flucorescence (F1)

Sekil 6. AFS hastalarinda AID cDNA miktarlari.

32



120=
IS

o=

0=
Th=
80~
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a0

18-
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Sekil 7. Kontrol bireylerinde referans gen HPRT1’in cDNA miktarlari.

15.0=
140=-
130=-

110+

T0-

Fluorescence (F1)

Cycle Number

Sekil 8. AFS hastalarinda HPRT1’in cDNA miktarlari.
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Q- RT PZR sonucu elde edilen mRNA miktar verileri ile Pfaffl denklemi
kullanilarak hesaplama yapildi. Hedef gen/referans gen sonucu 39,7 olarak bulundu. Buna
gore hedef gen olan AID mRNA miktarinin AFS grubunda, kontrol grubunun yaklasik 40
kat1 kadar oldugu belirlendi.
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7. TARTISMA

Harris ve Hughes tarafindan 1983 yilinda orijinal olarak tanimlanan
“Antikardiyolipin Sendrom” kliniginde tromboz, abortus ve serebral bilgiler mevcuttu
(22). Hasta serumunda bulunan antikorlarin kardiyolipinden bagka diger fosfolipidlere de
baglandig1 saptandi ve Antifosfolipid Sendrom (AFS) terimi tanimland1 (27).

AFS, arteriyel ve vendz tromboz egilimi, dolasimda orta ve yiiksek seviyede
antikorlarin varligi ile karakterize otoimmiin bir hastaliktir. Sendromun patogenezi heniiz
tam olarak aydinlatilamamistir. AFS’de trombotik olaylar erken yasta gelisebilir, hem
arteriyel hem de venoz sistemde olabilir ve tekrarlama riski yiiksektir.

Antikor cesitliliginde rol oynayan mekanizmalar hala tam olarak ¢oziilememistir.
Aktivasyonla indiiklenen sitidin deaminaz (AID), Ig ¢esitliliginde biiyiikk 6nem tasiyan
SHM, GC ve CSR reaksiyonlari i¢in gereklidir ve Ig, Ig dis1 gibi tiim genlerde mutasyon
olusturma yetenegi vardir. Bu mekanizmalar insanlarda ve farelerde baslica SHM ve CSR;
s1g1r, at, koyun, domuz gibi ¢iftlik hayvanlarinda ve kuslarda ise GC ve yine CSR’dir (99,
115, 121, 122). SHM, immunglobulin agir zincir (VH) ve immunglobulin hafif zincir (VL)
genlerinde nokta mutasyonlara yol acarak daha yiiksek afiniteli antijen baglayan bdlge
olusturur (123, 124). Normal viicut hiicrelerinin aksine, B hiicrelerinde diizenlenmis V
genine has olan bu mutasyon, yabanci organizmalara karsi antikorlarin olgunlasmasi
sonucu, bu organizmalara daha iyi baglanabilme yetenegi kazandirir. B hiicrelerinin
sistemik otoimmiin hastaliklarin gelisiminde, sitokinlerin ve otoantikorlarin iiretiminde
kritik bir rol oynadifi, aym1 zamanda antijen sunumu gibi bazi mekanizmalar1 da
destekledigi bilinmektedir. Bununla birlikte otoantikorlarin = sistemik otoimmiin
hastaliklarda karakteristik bir rol oynadig1 bilinmesine ragmen, patogenezisi hala tartisma
konusudur (2).

Muramatsu ve arkadasglarinin 2000 yilinda farelerde yaptiklar1 c¢alismada, AID
proteini olmayan farelerde SHM ve CSR goriilmemis (3) ve bununla birlikte Revy ve
arkadaslarinin otosomal resesif kalitsal bir hastalik olan Hyper-IgM (HIGM2) olan
farelerde yaptig1 c¢alismada, AID proteini aktif olmadigindan antikor cesitliliginde etkili
olan SHM ve CSR bulunmamistir (5). AID proteini eksikliginde ulasilan bu sonuglari
destekleyen diger bir ¢alismada, AID proteini aktif olmayan tavuk B lenfosit hiicresi olan

DT40 hiicrelerinde GC goriilmemistir (125). Ig ¢esitliliginde énem tasiyan SHM, GC ve
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CSR i¢in gerekli oldugu diisiiniilen AID geni ile yapilan arastirmalarda bir baska grup
farkli sonuclara ulagmustir.

Chen ve arkadaglarinin bir ¢alismasinda, C57BL/6 (B6 background), AID-/- fareleri,
B6-lymphoproliferative (Ipr) ve AID-/- Ipr farelerini kullanarak AID’in otoimmiiniteye
katkis1 arastirilmistir. Buna gore, AID-/- lpr farelerinde B hiicreleri biiylimelerinin ve bazi
hastalik belirtilerinin Ipr farelerine gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir. AID-/- lpr
fareleri ile B6-lpr fareleri karsilagtirildiginda, AID-/- lpr olanlarda daha siddetli bobrek
patolojisi ve IgM antikolarinin 6nemli dl¢iide yiliksek seviyede oldugu tespit edilmistir.
Buna ek olarak da AID eksikliginin B hiicrelerini otoimmiiniteye yonlendirdigi ve AID-/-
lpr farelerde GC olusumunun kesin sekilde arttig1 gosterilmistir. B hiicrelerindeki GC artist
AID-/- lpr farelerinde otoimmunitenin siddetine katki saglayabilmektedir. Ayni1 zamanda
yapilan ¢alismada kontrol grubu B6 fareleri, AID-/-, Ipr ve AID-/- Ipr fareleri lizerinde
splenomegali incelenmistir. Buna gore kontrol grubu ve AID-/- arasinda anlamli bir fark
goriilmemistir. Ayn1 zamanda lpr ve AID-/- Ipr fareleri karsilastirildiginda, lpr farelerine
oranla AID eksikligi olan Ipr farelerinde ileri derecede gelismis bir splenomegali goze
carpmaktadir (2). Bu calismanin sonuglarina gore; AID eksikligi, kontrol grubunda
otoimmuniteye katki saglamamakla birlikte; hasta gruplarinda anlamli bir sekilde
hastaligin evrelerinin daha siddetli olmasina neden oldugu anlasilmaktadir.

Quartier ve arkadaslarinin, otozomal resesif Hyper-IgM sendromu goriilen 29
hastada yapilan klinik, immiinolojik ve genetik analizler sonucunda, AID eksikligi olan
hastalarda otoimmiin ve inflamatuvar bozukluklar goriilmiistiir (126). Hase ve
arkadaslarinin yaptiklar1 calismada da AID eksikliginin B hiicrelerinin dengesiz
cogalmasina yol agan cesitli mekanizmalara yol agtigi ileri siirlilmiistiir. Bu ¢alismalarin
sonuclar1 da Chen ve arkadaslarinin bulgularini desteklemektedir (127).

McCarthy ve arkadagslari, B-KLL’li 20 hastanin kan orneklerinde AID mRNA
ekspresyonunu incelemislerdir. Bu ¢aligma sonucunda 8 vakada AID mRNA ekspresyonu
ve 2 eklentili varyantin1 belirlerken; 12 olgu ve 5 normal periferik kan B hiicre 6rneginde
ise standart sartlar kullanarak herhangi bir ekspresyon saptamamislardir. Yiiksek oranda
AID eksprese eden 8 vakadan 7’sinde mutasyon gozlenmemistir. Bu durum, mutasyonsuz
grubun inaktif veya defektif somatik hipermutasyonlu B hiicrelerinden olustugunu ve kotii

bir prognoz belirleyicisi oldugunu bize gostermistir (128).

Heintel ve arkadaslarinin 2004 yilinda, B-KLL’li 80 hasta kan 6rneklerinde yaptig1
calismada, mononiikleer hiicrelerde Q PCR yontemi ile AID mRNA ifadesini
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incelemislerdir. AID ekspresyonunu 80 hastanin 45’inde farkli seviyelerde
saptamiglardir (129). AID’in B-KLL’de kotii bir prognostik faktor olabilecegi
vurgulanmistir. Bu c¢aligmanin sonuglart ile benzer olan bir c¢alismada, KLL’li hasta
grubunda AID ekspresyonunun sekiz kat fazla oldugu, AID’in fazla ekspresyonunun bu
hastalardaki nokta mutasyonlar1 ve kromozom kiriklarinin nedeni olabilecegi bildirilmistir
(130). B-KLL ile ilgili yapilan bir baska calismada KLL hasta grubu ile saglikli kontrol
grubu arasinda AID diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmistir.
50 B-KLL hastas1 ve 50 saglikli erigkinden alinan kan 6rneklerinde mRNA ekspresyon
diizeyleri incelenmistir. AID mRNA diizeyleri B-KLL hastalarinda, saglkli eriskin
grubuna gore anlamh 6lciide yiliksek hesaplanmistir (118). AID ekspresyonunun fazlalig
ile meydana geldigi diisliniilen otoimmiin antikorlar, Zan ve arkadaslarinin
MRL/faslpr/lpr fareleri kullanarak yaptiklari c¢aligmalarinda da gosterilmistir. Lupus
egilimli bu farelerde, DNA lezyonlar1 ve bununla birlikte belirgin bir sekilde gelismis
SHM ve CSR olustugu gosterilmistir. Lupus B hiicrelerinde otoantikorlarin
diizenlenmesinin  bozulmasimnin, AID’in uyarilmasiyla iligkili oldugu  goriisi
desteklenmektedir. AID’in tetiklenmesi ile fazla ekpresyonunun, otoimmiin antikor

olusumu ig¢in kritik oldugunu diisiindiirmektedir (131).

Yukarida tartigilan farkli hasta gruplar1 ile yapilan c¢alisma sonuglar1 ekspresyon
fazlalig1 acgisindan bu tezin sonuglari ile uyusmakla birlikte, AFS ve AID ile ilgili
literatlirde  herhangi bir c¢alisma bulunmadigi i¢in  sonuglarimizi  dogrudan
tartisamamaktayiz. Bulgularimizi degerlendirdigimizde, farkli hasta gruplarinda yapilan
caligmalara gore; AID geninin fazla ifade edilmesi otoimmiin bir hastaliin meydana

gelmesini etkileyebilecegi gibi, eksikliginde ise hastaligin siddetini arttirdig diisiiniilebilir.
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8. SONUC

AID geni ile ilgili gergeklestirilen c¢aligmalarin 1s1ginda, bu genin otoimmiin
hastaliklar1 etkiledigi ve ortaya ¢ikmasinda tetikleyici rol oynadig: diisiiniilmektedir.

Calismamizda 70 AFS hastasi ile 70 saglikli erigkinde kan orneklerinde AID mRNA
ekspresyon diizeyleri aragtirildi. AID mRNA miktarinin, AFS hastalarinda saglikli erigskin
grubuna gore 40 kat fazla oldugu hesaplandi.

AID’in bu asir1 sunumu sonucunda, somatik hipermutasyon oranini artirma ihtimali
ile Dbirlikte, otoantikor olusum mekanizmasinda anahtar molekiil olabilecegi

diistinilmiistir.
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