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OZET

Sistemik L upus Eritematozusta ser umda solubl Fas, solubl FasL
dizeyleri ve Fas, FasL gen polimorfizmlerinin arastiriimas

Amag: Sistemik Lupus Eritematozus hastalarinda sFas, sFasL dizeylerinin hastaligin
klinik bulgular: ile olan iliskisini incelemek ve Fas-670A/G, FasL-844T/C tek nukleotid
polimorfizmlerinin sikligr ve bu polimorfizmlerin hastaligin aktivasyonu ve klinik
bulgular1 ile olan iliskisini arastirmak.

Gerec ve Yontemler: Calismaya Sistemik Lupus Eritematozus tamsi alan 67 hasta
(56/11, K/E) ve 30 saglikli kontrol grubu (17/13, K/E) alindi. Hastalarin yas ortalamasi
(33,5+£10,8) ve saglikli kontrol grubunun 33,4+7,2 idi. sFas ve sFasL dizeylerine
ELISA yontemi ile bakildi. Fas670A/G ve FasL-844T/C polimorfizmlerinin
belirlenmesinde PCR-RFLP teknigi uygulandi. Hasta ve saglikli kontrol gruplarinda
sFas, sFasL dizeyleri ve polimorfik genlerin iliskisine bakildi. Hasta grubu icinde bu
degerlerin hastaligin klinik ve laboratuvar verileri ile olan iliskisi arastirildi. Sonuclarin
degerlendirilmesi igin veriler SPSS 16 paket programina aktarild.

Bulgular: Sistemik Lupus Eritematozus Iu hasta ve saglikli kontrol gruplar: arasinda
sFas, sFasL dizeyleri ve polimorfik genlerin sikligr karsilastirildiginda, iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadig: tespit edildi. sFas, sFasL duzeyleri ile
hastaligin klinik bulgular1 kiyaslandiginda hematolojik tutulumu olan Sistemik Lupus
Eritematozus lu hastalarda sFasL dizeyinin arttigi ve bu artisin istatistiksel olarak
anlamli oldugu gozlendi (p=0,007). Fas-670A/G ve FasL-844T/C polimorfizmleri ile
hastaligin aktivasyonu yada klinik bulgular1 ile iliskisinin olmadig1 gozlendi.

Sonug: Sistemik Lupus Eritematozus hastalarinda sFas dizeyleri ile Fas-670A/G ve
FasL-844T/C polimorfizmlerinin hastalik patogenezine katkisi gosterilememistir. sFasL
diizeyi ile hastaligin hematolojik tutulumu arasinda saptadigimiz iliskinin daha genis
vaka-kontrol gruplarinda arastirilmas: uygun olacaktir.

Anahtar Sozclikler: Fas-670A/G ve FasL-844T/C polimorfizmleri, serum solubl Fas
ve FaslL, Sistemik Lupus Eritematozus.
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ABSTRACT

Analysis of serum levels and gene polymor phisms of soluble Fas and
soluble FasL in Systemic L upus Erythematosus

Objective: The aim of this study is investigating the relationship of sFas and sFasL
levels with clinical findings and determining the frequency of Fas-670A/G and FasL-
844T/C single nucleotide polymorphisms together with the relevance of these
polymorphisms with disease activity and clinical signs in patients with systemic lupus
erythematosus.

Material and Method: Sixtyseven (67) patients (56/11, F/M) taken with the diagnosis
of systemic lupus erythematosus and 30 healthy controls were included into the study.
Mean age of the patients 33.5+10.8 and the healthy controls 33,4+7,2 respectively. sFas
and sFasL levels were studied with ELISA method. PCR-RFLP technique was applied
to detect the Fas-670A/G ve FasL-844T/C polymorphisms. sFas and sFasL levels and
gene polymorphisms were studied in both Systemic Lupus Erythematosus patients and
healthy controls. Corelation of these levels with clinical and laboratory findings was
investigated in patient group. Data was enrolled into SPSS 16 packet program for
statictical analysis.

Results: For sFas and sFasL levels and frequencies of gene polymorphisms, statistically
significant difference was not detected between Systemic Lupus Erythematosus patients
and healthy controls. In comparison of sFas and sFasL levels with disease activity,
sFasL level was shown to be higher in patients with hematological involvement of the
Systemic Lupus Erythematosus and this increase was found to be statistically significant
(p: 0.007). It was observed that Fas-670A/G and FasL-844T/C gene polymorphisms do
not have any correlation with disease activity or clinical findings.

Conclusion: In conclusion, the effects of sFas and sFasL levels and Fas-670A/G and
FasL-844T/C gene polymorphisms on disease pathogenesis could not be demonstrated
in Systemic Lupus Erythematosus patients. Correlation of sFas levels with
hematological involvement of the disease need to be further evaluated with extended
case control studies.

Key words. Fas-670A/G and FasL-844T/C polymorphism, serum soluble Fas and FasL
levels, Systemic Lupus Erythematosus.
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1. GIRIS

Sistemik Lupus Eritematozus (SLE) etyolojisi halen bilinmeyen, patojenik
otoantikorlarin ve immin komplekslerin bircok organda doku hasarina yol agtigi
sistemik, kronik, otoimmiin, inflamatuar bir hastaliktir.

SLE'nin etyolojisinde genetik, hormonal, immin ve cevresel faktorler
sorumludur. Serumda bircok otoantikor pozitifligi ile karakterizedir. SLE hastalarinda
periferik kan mononikleer hiicrelerinde apoptozisin hizlandigina dair veriler olup
hastalik seyrinde gorilen lenfopeni patogenezinde artmis apoptozisin etkili olduguna
inanilmaktadir.

Apoptozis programlanmis hticre 6lUumi yada intihar1 olarak bilinir. Apoptotik
yollarda yer alan ¢esitli molekillerin, 6zellikle Fascicled ear veya fibroblast associated
(Fas) ve Fas 1n capraz baglantilh formu (Fas ligand, FasL) sinyali defektlerinin
otoimmin hastaliklardaki 6nemi son zamanlardaki ilgi konusudur. Y apilan deneysel
calismalarda farelerde Fas ligandimin defektif ekspresyonunun sistemik otoimmuiniteye
ve lenfoproliferasyona neden oldugu gosterilmistir. Fas veya Fas-ligandi olmayan
farelerde otoreaktif T lenfosit apoptozisi gerceklesmemekte ve Sistemik Lupus benzeri
bir tablo ortaya ¢ikmaktadir. Fas, tumdr nekroz faktdr (TNF) reseptor ailesinin bir
Uyesidir. Fas, lenfoid hiicrelerde, hepatositlerde, bazi kanser hticrelerinde ve akcigerde
bulunur. FasL’nin reseptori olan Fas, APO-1 veya CD-95 adiyla da bilinen bir tip-1
membran proteinidir. Polimorfizmler insan genetik arastirmalarinda anahtar bir
fonksiyon Gstlenmistir. Bircok calismada Fas ve FasL tek nikleotid polimorfizmleri
incelenmistir.

Calismamizda, 6lum reseptorleri yolaginda yer alan solubl Fas ve solubl FasL
serum duizeylerini; Fas-670A/G ve FasL-844T/C polimorfizmlerini normal saglikli
populasyondave SLE’ li hastalarda arastirmay: amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sistemik Lupus Eritematozus

Sistemik Lupus Eritematozus (SLE) hiicre nikleus elemanlarina kars1 antikor
yapimi ile karekterize, c¢esitli organlarin kapillerlerinde immin komplekslerin ve
patojen otoantikorlarin ¢cokmesiyle ortaya ¢ikan ve bunlara bagli belirtilerle seyreden,
nedeni heniiz tam olarak anlasilamamis otoimmun, kronik, inflamatuar, multisistemik
bir hastaliktir.*? Cok hafif formlarindan, major organ tutulumu ile seyreden, énemli
morbidite ve mortaliteye neden olabilen sistemik tutulumuna kadar giden genis bir
klinik spektrumu vardir. Alevienme ve remisyon dénemleri ile seyreder.™*

211 Tarihge

flk defa M.O. 400 yilinda Hipokrat tarafindan SLE ile iliskili olabilecek kirmizi
deri lezyonlarindan soz edilmis. M.S. 1200 yilinda SLE’ nin ilk tanimi ytzde kirmizi
Ulserasyon seklinde olmustur ve bu lezyona lupus=wolf yani kurt adi verilmistir. 1800
yilinda Ingiliz Dermatolojist Dr. Willan cilt hastaliklarinin siniflamasina lupus’ u dahil
etmistir. Lupus u tedavisi olmayan, yikict bir hastalik olarak tammlamstir. 1875
yilinda Viyanal1 doktor Kapos, lupus eritematozusun ciltteki raglar kadar tehlikeli
yapisal semptomlara yol actigim belirtmistir. Dr.Kaposi SLE’ nin ilk tammint yapan
kisi olarak kabul edilmistir. Ayrica SLE’ li hastalarin yizindeki kelebek rasi ilk
aciklayan kisidir. 1885-1903 yillar1 arasinda Sir William Osler SLE’ nin cilt tutulumu
olmaksizin kalp, akciger, eklem, beyin, bobrek ve mide ile ilgili semptomlara yol
actigint vurgulamistir. 1920° |i ve 1930’ lu yillarda New York Mt. Sinai Hastanesinde
calisan Patologlar tarafindan SLE’ nin kalp tutulumu igin patognomonik olan Libman —



Sacks endokarditi tanmmlanmus. Dr Klemperer tarafindan ilk defa kollajen doku
hastaligi terimi kullamilmugtir. 1922 yilinda SLE’li hastalarin % 30° unda yalanci
Sifiliz testi (VDRL) pozitif bulunmus. 1948 yilinda Mayo Klinikten Dr. Hargraves
SLE teshisi icin temel olan hizli bir yontem gelistirmistir. Diger hicrelerin
nikleuslarim fagosite eden beyaz kan hicrelerinde LE fenomenini bulmustur. LE
hiicresinin kesfi SLE’ nin otoimmin hastalik olabileceginin ilk gostergesidir. 1950 li
yillarda hicrelerin nukleuslarina kars: olusan antikorlar: bulmak icin, floresan testler
gelistirilmistir. SLE’ li hastalarin % 95’ inde Anti-nikleer antikor (ANA) testi
pozitifliginden sz edilmistir. Kortikosteroidler ilk kez SLE’ nin semptomlarin: kontrol
etmek icin kullamlmistir. 1959 yilinda Otago Medical okulunda beyaz ve kahverengi
farelerin hibridlerinde lupus nefritine benzer 6ldirlicti bobrek hastaliginin gelistigi
kesfedilmistir. 1960° 11 yillarda SLE’ nin teshisi kolaylasmis ve ilaglar bilingli
kullanilmgtir. 1970° li yillarda Amerika da, dinyada SLE’ |i hastalar ve ailelerine
destek veren Lupus Vakfi kurulmustur. 1982 yilinda  American Collage of
Rheumatology (ACR) tarafindan SLE siniflama kriterleri tammlanmis ve 1997 yilinda
giincel lestirilmistir. 2004 yilinda 10 Mayis Diinya Lupus Giinii olarak kabul gérmiistiir.*

2.1.2 Epidemiyoloji

SLE her yasta ve her iki cinste de gorulebilmesine ragmen 20-40 yaslar1 arasinda
ve kadinlarda daha siktir.”> SLE 6zellikle dogurganlik cagindaki kadinlarin hastaligidir.
Tam kondugunda ortalama yas 30' dur. Kadin erkek oram bu yaslarda 9:1' dir.%’
Cocuklarda ve ileri yaslarda kadin erkek oram 3:1' dir."” Prevalans 100 000 kiside 4-
250 arasinda degismektedir. insidansin ise 100.000 kiside 15-50 arasinda oldugu
bildirilmektedir.>"®

Hastaligin daha iyi taninmasi ve laboratuvar olanaklarinin gelismesiyle sikligi
giderek artmaktadir. SLE ingiltere’ de daha seyrek, Giiney Asyave Cin' de daha siktir.
Amerika daKizilderililerde, Asya |1 gogmenlerde, zencilerde beyazlardan daha siktir.
SLE’ nin sehirlerde, kirsal kesimlerden daha sik olarak gorulmesi, hastalik sikliginda
sosyo-ekonomik kosullarin da etkili oldugunu diistindiirmektedir.®



2.1.3 Etyoloji ve Patofizyoloji

SLE’ nin etyolojisinde gevresel, hormonal, immunolojik ve genetik faktorler
sorumlu tutulmakla birlikte, hastalik nedeni bugiin kesin olarak bilinmemektedir.
Bunlardan belirleyici olam, genetik faktorlerdir. Genetik duyarlilik igin deliller:
monozigot ikizlerde konkordansin (% 24- 58), dizigot ikizlere gére yuksek olmasi (% O-
6), ale bireylerinde hastaligin daha sk (% 10-15) gorilmesi ve Ozellikle major
histokompatibilite kompleks (MHC) klas Il, 111 genleri gibi bazi genlerle, hastalik ve
antikor korelasyonunun bulunmas: seklinde siralanabilir.®*° SLE etyolojisindeki diger
faktorler sunlardir:

a- Cevresel Faktorler: Gines 1s1gina maruz kalma, silfa antibiyotikleri gibi
baz1 ilaglar, psikolojik stres veya fiziksel travma, bazi besinler ve enfeksiyonlar bu
faktorler arasinda yer alir.’

Enfeksiyonlarin, SLE yi tetikledigi ve klinik tabloyu alevlendirdigi
bilinmektedir, ancak SLE’ ye yol acan 6zgiin bir enfeksiyon ajan: tespit edilememistir.
EBV, HTLV-1ve HIV viriislerinin SLE’ ye neden olabilecegi sdylenmistir.®

SLE de ultraviyole (UV) sinlarinin, deri lezyonlarim aktive ettigi
bilinmektedir. Etki mekanizmasinin, DNA’ nmin antijenik yapisint degistirmek veya
dermal-epidermal  yapiy1 etkilemek oldugu distnilmektedir. UV 1sinlart ile yogun
karsilasma sonrasi, keratinositlerde apopitozisin arttig: ve sitoplazmik antijenlerin hiicre
yiizeyine tasindiklari gosterilmis. °

b- Hormonal Faktorler: Ozellikle SLE’ de olmak lizere otoimmiin hastaliklar
kadinlarda erkeklerden daha siktir.** Gebelikte veya dogum sonrasi dénemde SLE’ nin
alevlenmesi hormonal faktorlerin 6nemli oldugunu dustndardr.

Ostrojenler, B hiicrelerinin antikor yapimim ve T hiicrelerinin antijenik uyariya
yanitlarini arttirir. Androjenler ise immiin yamiti baskilayici ters role sahiptir.*"*2
Ornegin genetik olarak Klinifelter Sendromlu erkeklerde hiperdstrojenemi SLE
gelisimine dnemli katkida bulunmaktadir.****

Prolaktin dizeyi, SLE’ li bazi hastalarda artmustir. Aktif SLE’ |i hastalarin
yaklasik % 15 inde hiperprolaktinemi oldugu tahmin edilmektedir. Y apilan calismalar
ve klinik gozlemler sonucu prolaktinin bu hastalarin patogenezinde Gnemli rol
alabilecegi ileri siriilmiistir ancak tam olarak aydinlatilamarmistir.*’



c- Genetik ve Immiin Faktorler: Heniiz SLE kalitimindan sorumlu biitiin
genler bulunamamistir. SLE’ nin ¢esitli allellerin birlikteligine dayanan karmasik bir
kalitim modeli vardir.®*>* SLE kalitimindan sorumlu biitiin genler tam olarak belli
olmadig1 gibi bilinen genlerin agirlikl rollerinin de ne oldugu bilinmemektedir. SLE’
ye yatkinlik sagladiklar: bilinen genler ; HLA-DR2, HLA-DRS3 ve bu genlerin sik olarak
birlikte bulundugu alleller HLA-A3, HLA-B7, HLA-A1l, HLA-B8, HLA-DQW2.01
sayilabilir. TNF, mannoz baglayan protein, kompleman reseptorleri, interlokinler, T-
cell reseptdr genleri  ( Fey receptorleri (FeyR) 11A ) gibi HLA dis1 genler de SLE
kalitimindarol oynar.>*°

SLE, patojen otoantikorlarin ve immin komplekslerin neden oldugu doku
harabiyeti sonucu gelisir. T ve B lenfositlerin poliklonal hiperaktivitesi, bu aktivitenin
yetersiz kontrolti anormal immitin yanita yol acar. SLE’ li hastalarin serumlarinda hiicre
ylzeyi, intrastoplazmik veya cift sarmalli DNA, histon, kromatin komponentleri gibi
solubl nikleer antijenler, niikleer ribonikleoproteinler (RNP) gibi otoantijenlere karsi
otoantikorlar bulunur. SLE’ de immitin sistemin yetersiz regulasyonu karekteristik bir
bulgudur. Genetik olarak duyarli olan bir kiside apoptozisin, antijen saglanmasin
kolaylastirarak ~ otoimmuniteye neden olmasi sbz konusudur. SLE’ de apoptozis
artmistir ve muhtemelen stres varliginda , apoptotik hiicrelerin temizlenmesinde kismi
yetersizlik veya temizlenme islemi sirasindaki mekanizmalarda patoloji sbz konusudur.
Homozigot veya fonksiyonel C1q eksikligi buna katkida bulunabilir.2®

Bugun icin bilinenlerle SLE, genetik yatkinliga sahip kisilerde, uygun gevresel
kosullarin bir araya gelmesi ile ortaya ¢ikan patojenik otoantikor ve immiin kompleks
hastaligidir.*®

2.1.4Klinik Bulgular

SLE’ deklinik bulgular oldukga heterojendir.

Kongtitiisyonel Semptomlar: Halsizlik, yorgunluk, ates, kilo kaybi gibi
nonspesifik semptomlar hastalarin 6ncti semptomlaridir ve genellikle aktif sistemik
hastaliga eslik ederler.

K as iskelet Sistemi Bulgular:: SLE’de en cok tutulan sistemdir. Genellikle
iki tarafli, simetrik ve sabah tutuklugunun eslik ettigi artrit vardir.® Artrit, genellikle



poliartikiller, simetrik, gezici karekterde ve non erozivdir.” En sk el kiiciik eklemleri,
el bilekleri ve dizler tutulur.®® Eklem dis1 nedenlere baglh olarak ellerde kugu boynu ve
ulnar deviasyon gibi deformiteler gelisebilir. Bir yada iki eklem tutulumunda avaskuler
nekroz veya septik artrit disintlmelidir. SLE’ de seyrek olarak cilt alti nodull, karpal
tiinel sendromu ve baker kisti gelisebilir.

Hafif siddette miyozit, miyalji bazi hastalarda bulunabilir. Kortikosteroid
kullanmmina bagli proksimal kas gugsiizligiu ve antimalaryal ilaglara bagli vakiolar
myopati gorulebilir. *° Fibromiyalji, SLE’ de sk gdzlenen bir durumdur.® Hastalik
fibromiyalji ile karistirilabilecek yaygin agrilarla baslayabilecegi gibi, % 20 kadar
olguda SLE, ikinci bir patoloji olarak fibromiyalji ile birlikte olabilir. °

Cilt Bulgularr: SLE fotosensitivite, malar ras, diskoid ras, raynaud fenomeni,
akral siyanoz, periungual eritem, livedo retikilaris ve alopesi gibi cilt bulgulari
yoniinden zengin bir hastaliktir.'®

SLE’ de en sik gorilen lezyon, malar rastir. Malar ras, kelebek benzeri, malar
bolgelerde simetrik, burun sirtina yayilan, nazolabial sulkuslar1 agik birakan eritemdir
ve siniflandirma kriterlerine de ainmistir. Malar ras skar birakmaz.' Diffiiz yada
yamal1 tarzda alopesi, aktif hastaligin tipik bulgularindan birisidir.3*°

Vaskiuler Lezyonlar: SLE' li hastalarda vaskilitik deri lezyonlart (purpura,
tirnak dibi infarktlari, Ortikeryal vaskdlit, livedo retikilaris) olusabilecegi gibi,
poliarteritis nodoza tipinde vaskilit, mezenterik infarkt yada santral sinir sistemi gibi
sistemik tutulumlar gozlenebilir. Vaskilit, SLE hastalarinda 6nemli mortalite ve
morbidite nedenidir.*®

Pulmoner Bulgular: SLE' de plevra ve akciger tutulumu siktir. En sik plorezi
gozlenir. Plevral hastalik degisik serilerde % 30-60 arasinda rapor edilmistir.'® Plérezi,
tek yada iki tarafli olabilir. Plevral sivi, eksuda karekterindedir. Sivida, ANA (+)
olabilir ve kompleman degerleri dustktir. SLE’ de nefrotik sendroma veya konjestif
kalp yetmezligine bagl1 transuda tarzinda plevral sivi gézlenebilir.™

Lupus pnomonisi, alveolar hemoraji, blzisen akciger sendromu, pulmoner
emboli ve pulmoner hipertansiyon diger pulmoner tutulum sekilleridir. Akut lupus
pnoémonisinde prognoz kétudur ve mortaite % 50" dir. Ates, 6kslrik, hemoptizi,
dispne ve radyolojik olarak interstisyel infiltrasyonlar ile karekterize tablodur. Klinik

olarak pnémoniden ayirt edilmesi zordur. *"*°



Kardiyovaskiuler Bulgular: Perikardit en stk gorilen kardiak tutulum seklidir.
Asemptomatik olabilir, nadiren tamponad veya konstruktif perikardit gorulebilir.
Perikardiyal sivi, SLE’ nin pulmoner tutulumundaki plevral siviya benzer 6zellikler
gogerir. Miyokardit, miyokardite bagli aritmi, ileti defektleri, kapak lezyonlar1 (en sik
mitral kapak), endokardit, koroner arter tutulumlar: olabilir. Libman Sacks endokarditi,
SLE icin tipiktir, postmortem % 15-60 arasinda bildirilmistir.*°

SLE’deki mortalite ve morbiditenin 6nemli nedenlerinden biriside ateroskleroza
bagli koroner arter hastaligidir.**?° Son yillarda yapilan calismalarda 30° lu ve 40" i,
yaslardaki SLE’ |i kadin hastalar, kendi yas ve cinsiyetindeki kontrol gruplarina gore
kiyaslandiginda koroner arter hastalizi riskinin % 50 arttigi saptanmustir.**%°
Aterosklerozun nedeni acik degildir. Steroid kullamm, hiperlipidemi (steroid
kullamimi), renal tutulum, hipertansiyonun yamisira damarlarda biriken immin
komplekslerin olusturdugu inflamasyona bagli olarak aterosklerozun gelisebilecegi
gosterilmistir.?

Hematolojik Bulgular: Anemi, I6kopeni, trombositopeni, lenfopeni, pihtilasma
ve fibrinolitik sistem anormallikleri SLE’ nin sik gorilen bulgularindandir.

Anemi olgularin % 80" inde saptanmaktadir. Anemi nedenleri; kronik hastalik,
demir eksikligi anemisi, bobrek yetmezligi, otoimmtin hemolitik anemi ve ilaglara bagli
gelisen anemidir .

Lokopeni ve lenfopenide stk gorilen bulgudur. Hastaligin kendisine veya
kullanilan ilaglara bagli olabilir. Eger hastalar immunsupresif tedavi veya steroid
almiyorsa lenfopeni immuinolojik aktiviteye baghdir.’® Loékositoz, enfeksiyonu veya
steroid kullanimini yansitir.’?

Trombositopeni, sistemik hastaligin bir parcast veya izole bir bulgu olarak
ortaya cikabilir. Aktif hastaliga veya antifosfolipit sendromuna (AFA) bagl
trombositopenide, trombosit sayisi genellikle 50.000 mm® altina inmez.° Bu diizeyin
atindaki degerler anti-trombosit antikorlarin  varhgini  dustndirtr.  Idiopatik
trombositopenik purpura (ITP) SLE' nin ilk bulgusu olabilir. Trombositopeni ile
birlikte, tromboembolik olaylara bagli sekel mevcutsa, genellikle antifosfolipid
sendromu (AFA) disunilmelidir.®®  Fulminan trombotik trombositopenik purpura,

nadiren gozlenir ancak yasam: tehdit eden bir komplikasyondur.®*®



SLE’ li hastalarda faktor VIII, I1X, XI, XII ve XIII gibi pihtilagma faktorlerine
kars: antikorlar olusabilir.??

Splenomegali hastalarin % 10-20' sinde ortaya ¢ikar.”? Dalakta sogan zari
seklinde periarteriyal fibrozis, SLE icin patognomonik bulgulardan biri olarak kabul
edilmektedir. Lenfadenopati SLE’ de sik gozlenir.*®

Gastrointestinal Bulgular: Lupusta gastrointestinal semptomlara sik rastlanir.
Anoreksi, bulanti, kusma, karin agrisi hastalarin yaklagik % 50" sinde gorulir. Bu
semptomlar hastaligin kendisine, tiremiye veya ilaglara bagl olabilir.® Bogaz agrisi ve
oral Ulserler siktir. Disfaji, hastalarin % 2-6° sinda mevcuttur. Farenjit ve Ozafgjit
gozlenebilir.

Lupusun en korkulan gastrointestinal komplikasyonu; ates, kusma ve kanli ishal
ile kendini gosteren mezenter vaskdiliti olup % 80 mortalite riski tasir.’ Hastalarin % 8’
ine kadar pankreatit goriilebilir.%%

Hepatomegali ve asit sikligi % 10 kadardir. Asit agrisizdir ve transuda
karekterindedir. SLE’ deki inflamasyona bagli olarak gelisir. Eksudatif nedenler
agrilidr.’

Aktif hastaligi olan veya nonsteroidal antiinflamatuvar ilag (NSAII) kullanan
hastalarda karaciger fonksiyon testlerinde bozukluklar goriilebilir.'%%

Seyrek olarak SLE’ de, kronik inflamatuvar barsak hastaliklar: ( Glseratif kolit),
otoimmiin hepatit ve AFA sendromuna sekonder Budd-Chiari sendromu goriilebilir.**?

Noropsikiyatrik Bulgular: Noropsikiyatrik Lupus (NPSLE ); santral, periferik
ve otonomik sinir sistemini tutan norolojik ve psikiyatrik sendromlart icerir.
Semptomlar SLE’ nin ilk bulgusu olabilecegi gibi hastaligin seyri esnasinda herhangi
bir zamanda da ortaya cikabilir. SLE’ de noropsikiyatrik hastaliktan 6lim, % 7-40
arasinda degismektedir. Gegici norolojik defisitlerden, kronik beyin hasarina kadar
degisen klinik tablolar gorilebilir. Bunlar tablo-1' de gdsterilmistir.*

SLE' de bas agrisi siktir. Tipik lupus bas agris;; nonspesifik, siddetli,
fonksiyonel durumu etkileyen, sireklilik gosteren ve narkotik analjeziklere yanit
vermeyen karekterdedir.’® Hastalarin % 10-37' sinde migren gozlenir.??



Tablo-1: SLE’ de gor Ulen noropsikiyatrik sendromlar

Santral Sinir Sistemi Periferik Sinir Sistemi
Aseptik menenjit Akut inflamatuvar demyelizan poliradikulopati
Sererovaskuler olay (Gullian Barre sendromu)
Demiyelinizasyon sendromu Otonom noropati

Bas agrisi Mononoropati

Hareket bozuklugu (Kore) Myastenia gravis
Myelopati Kranial noropati

Epilepsi PolinGropeti

Akut konflizyon durumu

Anksiyete

Kognitif disfonksiyon

Duygu bozuklugu
Psikoz

Noropsikiyatrik lupusun en agresif sekli diffiiz santral sinir sistemi tutulumudur.
Tedavi edilmezse genellikle 6ltimcul seyirlidir. Ates, basagrisi ve konflizyon ile baslar.
Saatler-gunler icinde menenjizm bulgulari, konvilsiyonlar ve psikoz tablosu eklenir.
Ayirici tamda mutlaka santral sinir sistemi enfeksiyonlar: ekarte edilemelidir.’

Kognitif disfonksiyon, basagrisindan sonra en sik gorilen bulgulardandir.
Dusunme ve anlatimda gucluk, konfiizyon, yorgunluk ve bellek bozuklugu ile kendini
gosterir. Klinik genellikle siliktir. Algilamada degisiklikler dalgal1 seyir gosterir.’

Psikozun SLE’ li hastalarin yaklasik % 24’ inde ortaya ¢iktigi soylenmektedir.
Psikoza bobrek yetmezligi, hipertansiyon, metabolik bozukluklar, infeksiyon veya
ilaclar neden olabilir.?

Antifosfolipit antikorlarin noropsikiyatrik hastalik ile ilgisinin saptanmasi, SLE’
de inflamatuvar olmayan, fokal, trombotik lezyonlarin ayirt edilmesine neden olmustur.
Sneddon sendromu, transvers miyelopati, inme ve kore gibi patolojik olaylar bu ¢erceve

icerisinde ve dogrudan antifosfolipit sendromu ileilgili olabilirler.*®



SLE’ de, her tiirlii nébet goriilebilir.’ Nobetler SLE’ li hastalarin % 15-20' sinde
goriilir.?? Genelde, lupus nobetlerinin % 25' i grand mal tipidir; cogunlugu aktif lupuslu
olgularda ve preterminal donemde gozlenir. Antifosfolipit antikorlar, hipertansiyon,
dremi, onceki vaskilite veya tromboembolizme bagli skar odaklari, enfeksiyonlar ve
ilaclar nébet nedeni olabilir.’

Kranial ve periferal néropatiler hastalarin % 10-15' inde gelisir.®* Periferal
noropati genellikle asimetriktir ve birden fazla siniri etkileyebilir.??

Gastrointestinal, kardiyovaskiler, genitouriner ve pupil anormallikleri ile
seyreden otonomik noropatiler de gozlenebilir.>#

Goz Bulgular: SLE' de sk tutulan hedef organlardan biridir.® Primer g6z
tutulumlar: olarak; konjonktivit, keratokonjonktivit, episklerit ve orbital miyozit
sayilabilir. Sekonder olarak Sjogren sendromu (Sicca sendromu ) yada ilaglara bagli
(Kortikosteroidler, Antimalaryal ilaglar) glokom, katarakt ve gérme alam defektleri
sayilabilir. Fundoskopik muayenede genellikle diskin kenarinda retinal pamuk atilmasi
tarzindaki eksudalar (sitoid cisimler) karekteristik bir bulgudur. Retinal vaskilite veya
AFA sendromuna bagli olarak, retinal enfarktlar ve gérme defektleri gelisebilir.®%%

Renal Bulgular: SLE' de rena tutulum "Lupus Nefriti" olarak
tanimlanmaktadir. Hastaligin ilk yillarinda lupus nefriti ve infeksiyonlar en 6nemli
mortalite nedenleridir. SLE’ |i hastalarin % 50’ sinde renal tutulum goriiliir.># ilk bulgu
olarak gorulebildigi gibi yillar sonrada gelisebilir. Klinik genellikle asemptomatik
oldugundan hastalarin yakindan takip edilmesi gerekir. Hipokomplementemi ile
birlikte yuksek titrede anti-dsDNA antikorlari olan SLE’ |i hastalar glomerulonefrit
acisindan riskli gruptadirlar.

American College of Rheumatology (ACR) kriterlerine gore renal tutulum;
gunde 0,5 gram Uzerinde veya tam idrar tetkikinde 3 pozitif proteiniri olmasi, idrar
sedimentinde her alanda 5 ve Uzerinde hicresel elemanlarin (eritrosit, I6kosit) ve
silendirlerin (graniiler, tibiiler, karisik ) gorilmesi seklinde tanimlanmustir 298

Noktiiri ve yeni gelisen hipertansiyon renal tutulum yoniinden uyaricidir.® Klinik
takiplerinde hastalardan tam idrar tetkiki, 24 saatlik idrarda esbach, idrar mikroskopisi,
Ure ve kreatinin degerleri istenmelidir.

Renal biyopsi; hiicreler ve silendirler agisindan idrarin direk bakisi, proteintrinin

bakilmas ve azotemi icin serum analizinden sonra Uglinci sirada yeralir. Renal biyopsi;
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lupus nefritinin simiflandirilmasini, hastaligin seyrini, renal tutulumun derecesini ve
hastaligin aktivitesini degerlendirmek agisindan 6nemlidir. Lupus nefriti Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) tarafindan siniflandiril mustar. >

M odifiye WHO K lasifikasyonu:®
KLAS 1: Normal glomertl (1s1k, immunfloresan, elektron mikroskobide)
KLAS 2: Mezangial Glomerilonefrit

a- Isik mikroskobisinde normoseltiler mezangium fakat immunfloresan ve/veya
elektron mikroskobisinde mezangial depozitler

b- Immunfloresan ve/veya elektron mikroskobisinde mezangial hiperselularite
ile birlikte mezangial depozitler
KLAS 3: Fokal segmental glomerilonefrit

a- Aktif nekrozitan lezyonlar

b- Aktif sklerozan lezyonlar

c- Sklerozan lezyonlar
KLAS 4. Diffuz glomertlonefrit (ciddi mezangial, endokapiller veya mezangiokapiller
proliferasyon ve/veya genis subendotelyal depozitler)

a- Segmental lezyonlar olmaksizin

b- Aktif nekrozitan lezyonlar ile

c- Aktif ve sklerozan lezyonlarla birlikte

d- Sklerozan lezyonlarla birlikte
KLASS5: Diffiiz membrantz glomertlonefrit

a- Pur membrantz glomerulonefrit

b- Klas2' deki lezyonlarla birlikte (aveyab)

c- Klas 3’ deki lezyonlarla birlikte (a-c)

d- Klas 4’ deki lezyonlarla birlikte (a-d)
KLAS®6: Ilerlemis sklerozan glomertlonefrit

Klas 1 lupus nefritinde; 11k (IM), imminfloresan (IF), elektron (EM)
mikroskopilerinde histopatolojik bulgular normaldir. Klinik bulgu gézlenmez, prognozu
cok iyidir.

Klas 2 lupus nefritinde; IF veya EM’ de mezengiumda immitin birikimler veya

hiperseltlarite gozlenir. Klinik bulgu yoktur yada minimal proteinuri, hematdri,
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|6kosituri olabilir. Glomertler filtrasyon hizi normaldir, kompleman duzeyleri azalmis
olabilir. Prognozu iyidir.

Klas 3 lupus nefritinde; % 50’ den az glomerdl tutulumu mevcuttur. Mezengium
ve kapillerde immun birikimler, hiperseltlarite veya skleroz gorulebilir. Klinik olarak
degisen derecelerde hematlri, proteindri ve aktif idrar sedimi gézlenir, orta derece
prognoza sahiptir.

Klas 4 lupus nefritinde; % 50’ den fazla glomeriil tutulumu mevcuttur. immiin
birikimler, skleroz ve kresent formasyonuyla sonuclanabilen hiicre proliferasyonu
mevcuttur. Klinik olarak aktif idrar sedimi, nefrotik diizeye varan proteiniri, azotemi
ve hipertansiyon gorulir. Kompleman diizeyleri anlamli olarak dismistir. Anti-DNA
duzeyi artmustir (Ozellikle aktif nefrit esnasinda). Kot prognoza sahiptir ve agresif
immunosupresif tedavi ile yanit alinabilir.

Klas 5 lupus nefritinde; epimembrantz ve siklikla intramembranGz immin
birikimler ve bazal membran kalinlasmasi, bazen mezengial hiperselilarite gorulir.
Klinik olarak hafiften nefrotik dizeye kadar degisen proteiniri olabilir. Kompleman
duzeyi, anti-DNA duzeyi ve glomeriler filtrasyon hizi normaldir. Serum lipit diizeyleri
artmistir. Prognoz iyi olmakla birlikte nefrotik sendrom gelisirse prognoz kétuddr.

Klas 6 lupus nefritinde; glomeriloskleroz vardir, inflamasyona rastlanmaz.
Klinik olarak kronik bobrek yetmezligi tablosu vardir.

Hastalarda glomerulopatilere ek olarak, vaskiler ve tubulointertisyel patolojiler
de g6zlenebilir. Vaskiiler lezyonlar intravaskiler trombozis, ateroskleroz ve nekrozitan
vaskulittir. Genellikle intertisyel inflamasyon, fibrozis ve tubller epitel degisiklikleri
lupus nefritinin tim formlarina eslik eder, fakat ciddi aktif ttbdlointertisyel nefrit
genellikle Klas 3 ve 4 glomeriiler lezyonlara eslik eder %%

SLE’ li hastalarda idrar yolu enfeksiyonu siktir ve NSAII’lere bagli olarak
azotemi gorulebilir.??

2.1.5 SinmiflamaKriterleri
SLE siniflama kriterleri 1971° de American College of Rheumatology (ACR)

tarafindan belirlenmis,® 1982 yilinda ve daha sonra 1997 yilinda revize edilmis
kriterlerdir.®® Hastaligin seyri esnasinda tablo-2' deki 11 bulgudan 4 veya daha
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fazlasina sahip olan hastalar calismalarda SLE olarak kabul edilir. Spesifitesi % 95,

sensitivitesi % 75'dir.®

2.1.6 Aktivasyon Indeksleri

Aktivasyon indeksleri, hastaligin aktivitesinin belirlenmesini, tedaviye yantin
degerlendirilmesini, ilag toksisitesini, hastalarin yasam kalitesini, c¢alismalarda
hastalardaki farkliliklarin standardize edilmesini saglar. Birgok aktivite indeksi
belirlenmis. Ancak kullamim kolaylig1 agisindan bazi indekslerin Gizerinde durulmustur.
Bunlar; SLEDAI (SLE disease activity index), SLAM (Systemic Lupus Activity
Measure), BILAG (British Ides Lupus Assessment Group), ECLAM (European
Consensus Lupus Activity Measure), LAl (San Francisco/John Hopkins University

8,9,18,22

Lupus Activity Index)’ dur. Calismamizda kullandigimiz aktivasyon kriteri olan

SLEDAI tablo-3' te gosterilmistir.2?
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Tablo-2: SLE siniflamakriterleri ®

KRITER
1-Malar rag
2-Diskoid rag

3-Fotosensitivite

4-Oradl Ulserler
5-Artrit
6-Serozit

7-Bobrek tutulumu

8-Norolojik tutulum

9-Hematolojik
bozukluk

10-immuinolojik
bozukluk

11-ANA pozitifligi

TANIMLAMA
Y anak ve burun sirtinda diiz veya kabarik eritem
Keratotik skar veya follikller tikag gbsteren eritemli plaklar

Ultraviyole 1s1ga maruziyet sonrasi reaksiyon olarak gelisen
dokuntu

Hekim tarafindan saptanan oral ve nazofarengial Ulserler
Iki veya daha fazla eklemde noneroziv artrit
Plevra vel/veya perikard eflizyonu bulgular:

Ginde 0,5 gr/dI’ nin Gizerinde veya 3+ ve Uzerinde proteiniri
veya selller silendirler (eritrosit, grantler, tubller veya
karisik)

Konvilziyonlar (metabolik bozukluga veya ilaca bagli
olmamali),
Psikoz (metabolik bozukluga veya ilaca bagli olmamali)

a)Hemolitik anemi (retikulositozla birlikte olan) veya

b)L 6kopeni (Enaz 2 kez < 4000/mm3) veya

c)Lenfopeni (En az 2 kez <1500/mm3) veya
d)Trombositopeni (En az 2 kez <100.000/mm3, ilaca bagli
olmamali)

a)AntidsDNA(+) VEYA

b)AntiSm(+) VEYA

c)Antifosfolipid antikorlari(+)’ligi

(*ACA, Lupus antikoagulan, VDRL)

1/80 ve Uizerindeki titreler (Ilaca bagli olmamali)

* ACA: Antikardiyolipin antikorlar, VDRL: yanls (+) sifiliz testi
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Tablo-3: SLEDAI®®

BULGU

PUAN

Epilepsi

Psikoz

Organik beyin sendromu

Gormeileilgili bulgular

Kranial sinir tutulumu

Lupus basagrist

Inme

Vasklit

Artrit

Miyozit

Silendirler

HematUri

Proteintri

Plyiri

Yeni malar ras

Alopesi

Mukoza lezyonlari

Plorezi

Perikardit

Kompleman degerlerinin disik olmasi

Anti-dsDNA antikorlarinin artmasi

Ates

Trombositopeni

Ldkopeni (3000 / mm® altinda)

Rl R R N NN N N NN R A N R S| D] o o of o oo o o

Toplam Skor

105
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2.1.7 Laboratuvar

SLE, multisistemik bir hastaliktir. Hastalik belirtileri intermittan seyirlidir, yani
bulgular aym anda degil belli bir zaman dilimine yayilarak gelisir.’ Dikkatli bir
sorgulama ve fizik muayene sonrast temel laboratuvar tetkikleri istenmelidir.
Laboratuvar tetkiklerinde; tam kan sayim, eritrosit sedimantasyon hizi (ESR), periferik
yayma, C-reaktif protein (CRP), tam idrar tetkiki, 24 saatlik idrarda protein, sistem
tutulumuna veya ilag toksisitesine gore diger gerekli biyokimyasal tetkikler
istenmelidir. Klinik tamy: desteklemek, tedaviyi dizenlemek, hastaligin seyri ve
prognozunu belirlemek icin anti-dsDNA, C1q, C3, C4 gibi tetkikler istenmelidir. ESR;
aktif SLE’ i hastalarda artar. CRP; genellikle enfeksiyon, artrit, serozit varliginda
yiikselir. Aktif lupuslu hastalarda CRP diizeyi genellikle normal sinirlardadir.®®

Kompleman sistemi, aktif lupus esnasinda aktive olur. Kompleman faktorlerinin
herediter  eksiklikleri, kompleman yapiminin  azalmasi, tiketimin  artmasi
hipokomplementemiye yol acar. Kompleman seviyeleri 6zellikle nefritik aktiviteyi
yansitir.?*?* Bu amacla en sik kullanilan C3, C4' tiir. Ancak olgularin % 50° sinde
hipokomplementemi gézlenir.®

Anti-nukleer antikor (ANA), otoimmin patoloji distnilen hastalarda tarama
testi olarak kullanilir. SLE’ |i hastalarin tamsinda 6nemli rolt vardir. Ancak pozitif
ANA testi, SLE icgin spesifik degildir. ANA titresi; otoimmin hastaliklarda, viral
enfeksiyonlarda, kronik inflamasyonda, bazi ilaglara bagli olarak ve yasla birlikte
artar. SLE’ li hastalarda ANA pozitifligi % 95' in tizerindedir.?

Anti-dsDNA; c¢ift sasrmalli dogal DNA antikoru olarak bilinir, SLE icin oldukca
Ozguldir. Klinik 6nemi lupus nefriti igin risk olusturmasidir. SLE’ li hastalarin % 70°
inde pozitif saptanir.? Bu antikorun yiksek titreleri % 90' in Uzerinde SLE icin
gpesifiktir ve Ozellikle disik kompleman dizeyiyle birlikteyse lupus nefriti riskini
arttirdigin ve vaskiiliti diistindurmelidir.®

Anti-Sm antikor; ribontkleoproteine (RNP) karsi olusur. SLE’ li hastalarin %
10-30" unda pozitif saptanir.® Klinik 6nemi tartismalidir. Genellikle AntiRNP poxzitifligi
ile birliktedir. AntiRNP; RNA transkripsiyonunda gorevlidir. SLE’ de % 30, mikst bag
doku hastaliginda % 100 sikliginda rastlanir.’
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Anti-Ro ve anti-La antikorlar; SLE’ de pozitifligi saptanan diger otoantikorlardir.
Anti-Ro, RNP yapida antijendir. Anti-Ro antikorlar SLE’ de % 35 oraminda pozitif
saptanir. Bu oran anti-La i¢in ise % 15’ tir. Anti-Ro tek basina pozitif olabilir. Anti-La
ise genellikle anti-Ro ile birlikte pozitiftir. Anti-Ro ve La antikorlarin pozitif oldugu
SLE hastalarinda; Sikka kompleksi, konjenital hipokomplementemi, konjenital kalp
bloku, fotosensitivite, cilt lezyonlari, lenfopeni daha sik gozlenir. Konjenital kalp bloklu
yenidoganlarin annelerinde, anti-Ro ve La antikorlarin pozitifligi % 90’ 1n tizerindedir.®

Antifosfolipit antikorlar; heterojen bir grup antikordur. Fosfolipitleri baglayan
plazma proteinlerine veya protein-fosfolipit komplekslerine karst olusur. En
karekteristik antijenik hedef B, glikoprotein-1' dir. Bu antikorlar, basta SLE olmak
Uzere otoimmun hastaliklarda, enfeksiyonlarda, baz: ilaglarin kullanimi ile birlikte ve
malignitelerde gordlebilir. Antifosfolipit sendromu; rekirren tromboz, rekirren fetal
kayip, trombositopeni ve antifosfolipit antikorlarin bulunmas ile karekterize klinik bir
tablodur. % 50 oraminda goézlenir.®® Hastalarda, antifosfolipit antikorlarinin varhgina
bagl1 olarak yalanci pozitif VDRL testi saptanabilir.®

Antinotrofilik  sitoplazmik  antikorlar ~ (ANCA);  ozellikle  Wegener
Grantlomatozu ve mikroskopik polanjit gibi, sistemik kigtk damar vaskdlitlerinin
gogtergesidir. Notrofil, monosit ve immatir makrofajlarin primer grantllerindeki serin
proteinaz |11 ve miyeloperoksidaz gibi lizozomal enzimlere kars1 olusmus antikorlardir.
SLE’ de (6zellikle lupus nefriti olan bireylerde), % 0-93 arasinda degisen oranlarda
pozitifligi saptanmustir.?*

Noropsikiyatrik lupus tamisinda goruntileme yontemleri 6nemlidir. Bilgisayarl
tomografi (BT), manyetik rezonans (MR), tek foton emisyon bilgisayarli tomografi
(SPECT), pozitron emisyon tomografi (PET), anjiografi yontemleri kullanlabilir. MR,
lezyonlarin anatomik 6zelliklerini ve fokal norolojik defektleri saptamada BT’ ye goére
daha duyarlidir. Noropsikiyatrik lupuslu hastalarda anti-ribozomal antikorlar, anti-

noronal antikorlar, antifosfolipit antikorlar pozitif bulunabilir.®®

2.1.8 Aymna Tam

Bircok hastalik (Tablo-4) SLE ile karisabilir. Ozellikle erken dénem hastalik,
8,9,22

hafif seyirli SLE veya geg baslangi¢ gosteren vakalarda tamida zorluk olabilir.
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Tablo 4: SLE ayina tamsinda yer alan hastaliklar 892
Ilaglara bagli Lupus

Sjogren sendromu

Skleroderma

Mikst bag doku hastaligi

Antifosfolipit antikor sendromu
Fibromiyalji-ANA (+) / Kronik yorgunluk sendromu
Erken Romatoid artrit

Idiopatik trombositopenik purpura

Vasklit

Wegener Granilomatozu

2.1.9 Tedavi

SLE’ li hastalarda tedavinin her hasta icin 6zel olmasi gerekir. Tedaviye karar
vermede; klinik bulgular, aktif hastalik, major organ tutulumu, sonraki alevienmeler,
ilaglarin  toksisitesi, hastamin lupus disindaki diger sistemik hastaliklart ve
komplikasyonlar g6z éniinde bulundurulmalichr.

Psikolojik destek ve koruyucu onlemler, lupusta hastalik seyrini etkilemektedir.
Psikolojisi iyi olan lupus hastasi, tedaviye ve hastaliga uyum saglar, buda ilagla
tedavinin basarisini arttirir. Koruyucu dnlemler sunlardir:**

1- Ultraviyole wsinlarindan korunma: Hastalara giines 1sinlarimin fazla oldugu
saatlerde dolasmamalari, koruyucu olarak en az 15 koruma faktorli glines kremleri
onerilmelidir.®

2- Asint fiziksel aktivitelerden kaginmalari. Kas gucunin korunmast igin,
yurime ve yizme gibi aktiviteler onerilir.

3- Diyet: SLE’ |i hastalarda 6zel diyet tedavisi yoktur. Ancak steroid tedavisi
alan, hipertansif veya renal tutulumu olan hastalarda tuz ve protein kisitlamast gibi

diyet tedavisi dnerilebilir.
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4- Psisik stresten kaginilmasi.

5- Hepatit B, influenza, Pnémokok asilarin: yaptirmalari.

6- Tedaviye uyum ve ilag yan etkilerinin takibi igin diizenli poliklinik kontroliine
gelmeleri.

SLE’ li hastalarda tedaviye karar verirken, en agir tutulum gézoniine alinmali ve
tedaviye klinik tablo diizelinceye kadar devam edilmelidir.®

SLE’ de kullarulan ilaglar ve etkileri asagida siralanmustar:®%*

a- Nonsteroid antiinflamatuar ilaclar (NSAITI): Ates, artralji, artrit, miyalji ve
serozit bulunan olgularda kisa sureli kullanilabilir. Renal bozuklugu olanlarda, ditretik
alan kalp yetmezligi bulunan vakalarda dikkatli kulaniimalidir. NSAII alan hastalarda
karaciger fonksiyon testlerinde (KCFT) yukselme, aseptik menenjit ve renal bozukluk
olahilir.

b- Kortikosteroidler: Kortikosteroidler, lupusun bircok semptom ve
bulgularinda kullanilan ilaglarcir. Ozellikle major organ tutulumu olan aktif lupus
vakalarinda hayat kurtaricidir. Artrit, serozit, miyozit gibi hafif lupus vakalarindan,
nefritik lupus, lupus pnémonisi, otoimmin hemolitik anemi, trombotik trombositopenik
purpura (TTP), vaskilit ve katastrofik antifosfolipit sendromu gibi agir seyirli lupus
vakalarina kadar genis spektrumda kullanilirlar. Kortikosteroidlerin  uzun sireli
kullanimi hastalarda cushingoid gorinim, kilo alma, enfeksiyon, akne, killanma artst,
osteoporoz, osteonekroz, katarakt, glokom, lipit ve glukoz metabolizma bozukluklari,
miyopati, peptik Ulser, elektrolit bozukluklari, hipotalamus-hipofiz-sirrenal aksin
supresyonu, irritabilite, kardiyak aritmiler, ani 61Um, erken ateroskleroz, steroid psikozu
gibi bircok istenmeyen yan etkilere neden olur. Bu yuzden, hastaligi kontrol altina alan
en disiik dozda verilmeli ve en kisa zamanda steroid tedavisi kesilmelidir.2%°

Agir SLE vakalarinda, hastalik belirtilerinin kontrol altina alinmasi igin 3-5 giin
arka arkaya pulse steroid denilen 10-15 mg/kg/giin dozunda steroid verilir. Ardindan 1
mg/kg/gin dozunda, 18-12 saatte bir bolinmis dozlarla devam edilir. Bulgularin
kontrol altina alinmasindan sonra, steroid dozu ginde bir defa ve sabah olmak Uzere
haftada % 10 oraminda azaltilarak kesilir.2?

Steroid alan hastalarda hiperglisemiye, lipit yiksekliklerine, hipertansiyona,
hipokalemiye dikkat edilmeli. Varsa enfeksiyonun tedavisi erken yapilmali. Osteoporoz
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riskini azaltmak icin gunlik 1000 mg kalsiyum destegi verilmelidir (Kalsiyuma D
vitamini eklenebilir).®?

c- Antimalaryal ilaglar: Antimalaryal ilaglar major organ tutulumu olmayan,
artrit, artralji, halsizlik, cilt tutulumu ile seyreden durumlarda kullanilir. Antimalaryal
gjan olarak en cok hidroksiklorokin kullanilir. Baslama dozu 400 mg/gun’ dir. Ciddi
yan etkilerinden birisi, retinal toksisitedir. Hastalara tedavi baslamadan ©nce, g6z
muayenesi, gbrme alan ile birlikte yapilmali ve yilda bir defa dizenli olarak kontrol
edilmelidir. Antimalaryal ilaglarin; antiinflamatuar, antitrombotik ve LDL seviyelerini
dusurict etkileri vardir. Bu nedenle erken ateroskleroza karsi koruyucu etkisi
bulunmaktadir 2

d- Sitotoksik ilaglar: Sitotoksik ilaclar; aktif hastaligi kontrol etmede ve
hastaligin alevienme sikligint azaltmada oldukga yararl ilaglardr.

Siklofosfamid; ciddi nefriti olan veya yasamm tehdit eden progresif organ
tutulumu olanlarda, baslangic tedavi secenegidir. Steroid ile birlikte kullanilir.
Yerlesmis tedavi uygulamasinda siklofosfamid; 500-600 mg/m® dozunda intraventz
(IV) infizyon yolu ile verilir. Klinik bulgularin agirhigina gore ayda bir pulse
siklofosfamid tedavisi uygulanir. 6. aydan sonra iki ayda bir/ 2-3 kez, ardindan 3 ayda
bir 2-3 kez uygulanir.2**° Alternatif olarak 6. aydan sonra 1 mg/kg/giin dozunda oral
tedaviye gegilebilir. Intrvendz (IV) verilen siklofosfamidin mesane toksisitesinden
kacinmak icin Uromiteksan, uygulanan siklofosfamid dozunun yarisi kadar verilir.
Siklofosfamid tedavisinde agir enfeksiyonlar, gonadal yetersizlik ve hemorajik sistit
komplikasyonlar1 goriilebilir.®*°

Azothioprine; aktif hastaliktan ¢ok idame tedavisinde kullamilan aandir.
Steroid dozunun azaltilmast yada siklofosfamidin kontrendike oldugu vakalarda
kullamlir. Otoimmiin hepatit, nefrit, cilt lezyonlarinda kullanilir.® Azothioprine dozu;
oral, 1-3 mg/kg/giin dozundadir.®® Firsatci enfeksiyonlar (6zellikle herpes zoster),
ovarian yetmezlik, kemik iligi supresyonu, hepatik toksisite ve sekonder malignensiler
gibi komplikasyonlara yol agabilir. Ancak yan etki bakimindan siklofosfamidden daha
glivenilirdir.®?

Mycophenolate Mofetil (MMF): Pirin sentezinde rol oynayan bir enzim olan
inozin monofosfat dehidrogenazi inhibe ederek etkisini gosterir. Lenfositler Uzerinde

antiproliferatif etkileri mevcuttur. Deneysel asamada olan bu tedavi, nefriti ve pulmoner
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hemorajisi olan SLE’ |i hastalarda iyi tolere edilmistir.® Yiiksek doz steroid ve
siklofosfamide yanmit vermeyen hastalar, MMF e yanit verebilir. Ora olarak,
béltinmiis dozlarda 1-2.5 gr/giin dozunda verilir.2

Methotrexate (Mtx): Lupusun artikiler ve kutentz semptomlarinda etkilidir.
Hepatotoksite ve sitopeni gibi yan etkileri vardir. Haftada bir giin 5-20 mg dozunda oral
veya subkutan kullanilir.®

e- Diger tedaviler;3919%%7

Plazmaferez; TTP, kryoglobulinemi, hiperviskozite sendromu gibi durumlarda
kullanlir. Sitotoksik ilaclar ve steroid tedavisine yanmit vermeyen, ciddi organ tehditi
olan hastalarda, klinik olarak endikasyon mevcutsa uygulanr.

Intraven6z immunglobulin tedavisi, lupusun trombositopenisinde etkindir.

Agir notropenisi olan hastalarda rekombinan G-CSF (granilosit-koloni stimile
edici faktor) kullanilabilir.

Thalidomid ve a interferon direngli cilt lezyonlarinda kullanlirlar.’

Siklosporin membrandz lupus nefritinde uygulanabilen bir ajandir.**°

Deneysel tedavi yontemleri olarak; B, T hiicresi ve kompleman sistemine
yonelik tedaviler mevcuttur. Anti-CD20 monoklonal antikor, Anti-CD40 ligand
monoklonal antikor, CTLA-4 immunglobulin, Anti I1L-10 monoklonal antikor,
AntiBLys monoklonal antikor, AntiC5b monoklonal antikor tedavileri, deneysel
tedavilerdir.” Rituximab, B lenfositlerindeki Anti-CD20 reseptérlerine karsi dogrudan
etkili, kimerik, monoklonal bir antikordur. Konvansiyonel tedaviye direncli lupus
nefritli hastalarda kullanililabilir.*®

SLE’ de son zamanlarda kok hticre transplantasyonu, IL-10 antikorlari ve gen

nakli tizerinde yapilan calismalar bulunmaktadir.®%1%%
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2.1.10 Prognoz

Genel popiilasyona gore mortalite oranlar;, SLE’ de 3 kat artmustir.® En énemli
O0lum nedeni aktif hastalik ve enfeksiyondur. Gunimiizde beklenen 10 yillik yasam
siresi yaklasik % 90’ dir. Kotl prognoz nedenleri: tant amnda yiksek serum kreatinin
dizeyleri (>1,4 mg/dl), hipertansiyon, nefrotik sendrom (24 saatlik idrarda protein
diizeyi > 2,6gr), anemi (hemoglobin<12,4gr/dl), hipokomplementemi, hipoalbuminemi,
kadin cinsiyet ve geng yastir. Zamaninda ve agresif tedavi ile morbidite azaltilip, organ
yetmezligi onlenebilir. SLE’ de klinik; kronik, intermittan bir seyir gostermekle birlikte
tedavi ile hastalarda remisyonlar goriilebilir.??

2.2 Apoptozis

Immiin sisemin hemostazinin ve maturasyonunun temel bir baslangici olan
apoptozis, biyolojik gorevini tamamlamis veya hasarlanmis hicrelerin, zararsiz bir
bicimde ortadan kaldirilmasimi saglayan ve genetik olarak kontrol edilen programli
hiicre lumiidiir. >

Yunancada yaprak dokimi anlamina gelen apoptozis terimi, ilk kez 1972
yilinda Kerr, Wyllie ve Currie adindaki patologlar tarafindan kullamlmstir. 1983
yilinda Duke ve arkadaslari, jel elektroforezi ile apoptoziste endonikleazlarin aktive
olarak DNA kiriklarina neden oldugunu gostermistir. BOylece apoptotik hiicre
olumiiniin ilk biyokimyasal kanit1 elde edilmistir. 22

Apoptozis, intrauterin donemden itibaren baglar. Fizyolojik ve patolojik birgok
olayda 6nemli rol oynar. Bunlar:

1- Embriyonal ve fotal gelisimde; immin sistemin ve sinir sisteminin gelismesi
icin 6nemli role sahiptir. Intrauterin donemde, immdiin sistemin maturasyonu esnasinda,
santral lenfoid organlardaki otoresktif lenfositlerin ortadan kaldirilmasim saglar.
Béylece periferal lenfoid ve myeloid kompartmanlarin asir1 biyiimesi kisitlanir.?> Sinir
sistemi gelisirken; aksonlar1 hedef organlara ulasamayan noronlarin  ortadan
kaldirilmasint ve  néronlarla hedef organlar arasinda olusan baglanti hatalarinin

onarilmasini saglar.?
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2- Hormon salgisinin azalmasina bagli olarak gelisen involUsyonlarda; drnegin
menstruasyonda endometrial dokunun yikilmasi, laktasyon sonrast meme atrofisi.?*?°

3- Dokularda hiicre hemostazinin saglanmasi: bagirsaktaki kript epitellerinin
siirekli yenilenmesi gibi. %%

4- Immuin reaksiyonlarda; Viral hepatitte karacigerde olusan apoptotik hiicreler
(Concilman cisimcikleri ) veya graft versus host reaksiyonlar: gibi.?°

5-Hucrelerin herhangi bir nedenle hasarlanmalart durumunda veya yaslilikta;
ornegin 1si, radyasyon, antikanser ilaclar, hipoksi gibi durumlarda.®

Apoptozis hicre yilizeyine spesifik 6lim reseptorlerinin baglanmas: ile baslar.
Hucrenin apoptozise gidebilmesi igin ilk dnce, ilgili genetik mekanizmay: harekete
gecirecek bir sinyalle karsilasmasi gerekir. Bu sinyal hiicre icinden veya disindan
gelebilir. DNA hasar1, hicre i¢i kalsiyum seviyesinde artis, hiicre ici pH degisiklikleri,
hiicre siklus bozukluklar1 hiicreyi apoptozise gotiren hiicre 6lim sinyallerini baglatir.
Olum reseptorlerinin hiicre yiizeyinde spesifik ligandlarina baglanmasi sonucu hiicre ici
proteazlar yani kaspazlar aktive olur. Aktive olan kaspazlar hedef proteinleri yikarak,
hicre ici degisikliklere neden olur. Apoptotik siireg ilerledikce hticrelerde sitoplazmik
cikintilar olusur. Hicre daha sonra membranla gevrili kiiglk parcalara béltndr. Bunlara
“gpoptotik cisim” adi verilir. 223! Apoptotik cisimler cevredeki parankim hicreleri ve

fagositler tarafindan fagosite edilerek yok edilir (sekil-1).

Membran kabarciklasmasi

Normal Hiicre . .
Hiicre kugulmem
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Sekil-1: Apoptozis*
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Apoptozis 3 farkli mekanizma ile gergeklesir (Sekil-2).
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Sekil-2: Apoptotik mekanizmalar®

1- Mitokondriyal stres durumlarinda agiga ¢ikan ve kofaktor nikleotid trifosfat
(ATP ve dATP) ile aktiflenen sitokrom-c, sitoplazmada apoptotik proteaz aktive edici
faktor (Apaf-1) ve kaspaz 9 ile birleserek kaspaz-3' U aktive eder ve kaspaz kaskadinin

siirdurilmesi ile hiicresel proteoliz gelisir. **
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2- Olum aktivatorlerinin (FasL ve TNF) hiicre yiizeyindeki Fas ve TNF
reseptorlerine baglanmasi ve sitoplazmada kaspaz-8' i aktive etmesiyle apoptotik dongti
baslar.®*

3- Endoplazmik retikulumda bulunan prokaspaz 12’ nin, yiksek kalsiyum
seviyeleri, kalsiyum bagimli bir tiyol-proteaz olan, hiicre iskeleti ve sinyal iletiminde
gorev alan kalpainin endoplazmik retikulumu etkilemesi ile aktif hale gegcmesi,
aktiflenmis kaspaz 12, kaspaz 9 ile sitoplazmada etkileserek kaspaz kaskadin: aktifler ve
apoptozis olusumuna neden olur.**

Apoptozis, antigpoptotik ve proapoptotik proteinler arasindaki denge tarafindan
diizenlenir. Organizmada apoptozisi uyaran ve engelleyen ¢ok sayida gen ve protein
bulunmaktadir (Tablo-5).'*

Tablo-5: Apoptozis ve Genler'®

Apoptozisi baskilayan genler Apoptozisi indukleyen genler
@ Bcl-2 grubundan @ Bcl-2 grubundan
BHRL-1, Bcl-xl, Bcl-w, Bfl-1, Brag-1 Bad, Bax, Bak, Bcl-xS, Bid, Bik, Hrk-1
@ c-abl geni @ c-myc
@ rasonkogeni @ p53, p21
@ p35 @ Fas, FADD

Apoptozis Bcl-2 grubu dimerize proteinler tarafindan kontrol edilir. Bcl-2 geni,
bir proto-onkogendir. Bazi antiapoptotik (bcl-2, bcl-xl...) ve pro-apoptotik (bax, bad...)
proteinler bu grupta yer almaktadir. Calismalarda “Bcl-2/Bax” orant “6lim anahtar1”
(death switch) olarak degerlendirilmektedir. Apoptozisle ilgili diger 6nemli bir protein
de p53 geni ile iliskilidir. insan p53 timor baskilayici geninin sentezlettigi bir
fosfoprotein, dogrudan DNA'’'ya baglanabilmekte ve degisik hiicresel veya viral
proteinlerle iliskiye girebilmektedir. p53 geni, insan malignitelerinde en sik mutasyonu
goserilmis gendir. Aberan hiicre biydmesi ve hicre bolinmesini azaltici 6nemli

gorevleri olan bu onko-supresdr gen, DNA hasar1 ile aktive olur ve apoptozisi
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baslatabilir. Olim reseptori (death receptor) olarak adlandirilan bir membran proteini
olan Fas antijeni, apoptozisin diger bir kilit noktasini olusturmaktadir. Fas antijeninin
hicre yizeyinde ilgili ligandina baglanmasi ile intra-sitoplazmik Fas ile iliskili hticre
Oluma zinciri kompleksi (FADD) olustugu gosterilmistir.

Immin sisemin homeostazinin  korunmasinda  blyik Oneme sahip olan
apoptozis hem lenfosit birikimine engel olmakta hem de otoantijenlere kars1 olabilecek
ve otoimmuniteye yol agacak reaksiyonlart minimuma indirmektedir. Antijen baglantili
lenfosit 6limu baslica Fas (CD95/APO-1) ve tumdr nekrozis faktor reseptori (TNFR)
ile regile edilir. Apoptozisin immin sistemde 2 o6nemli fonksiyonu vardir:
1- Timus ve kemik iliginde otoresaktif olan hicrelerin temizlenmesini saglar,
2- Periferik immitn sistemde lenfositlerin birikimini engeller. Lenfosit apoptozisinden
sorumlu olan esas agjan Fas reseptdor ve onun ligandi olan FasL (CD95L)' dir.
Karsilasilan antijen miktar1 apoptozisin baglatiimasinda etkilidir. Ne kadar ¢ok antijen
varsa, TNF gibi 6lum sitokinleri ve bu sitokinlerin reseptdrlerinin ekspresyonu da o
kadar artar. Ortamda stirekli antijen olmasinin lenfositlerin asir1 gogalmasina yol agmasi
apoptozisin baslamas: ile engellenir. Hicre yizeyinde bulunan TNF reseptorleri
(TNFRs) ve Fas, belli aminoasid dizilimi ve homolojiyi paylasirlar. Bu proteinlerin
hiicre dis1 kisimlar1 ligand baglanma igin dnemlidir. Sitoplazmik bdlumleri, 6lum
bolgeleri icerir ve bu bolgeler apoptozisin baslamasi icin gerekli olan sitoplazmik sinyal
proteinlerinin  baglandig1 yerlerdir. Kaspazlar sistein iceren proteinazlardir ve
kendilerini aspartat rezidulerinden bolerek aktif mattr enzimleri olustururlar. Bu aktif
enzimlerde proteolitik olarak kaskattaki diger protezlari aktive eder. Bu kaskad
mekanizmasinin son Uyeleri ise mitokondri ve kromozomal DNA'y1 pargalar. Apoptotik
hiicredeki morfolojik degisiklikleri saptamak icin 151k mikroskobu (IM), elektron
mikroskobu (EM), flowsitometri (Flow-cytometry) kullamlmaktadir.

Apoptozis yasamin strdirdlmesinde temel mekanizma olarak gortlmektedir ve
bu yizden etyolojisini tam olarak agiklayamadigimiz pek ¢ok hastaligin
aydinlatilmasinda ve belki de tedavisinde ileride anahtar rol oynayabilecektir. Bugiine
kadar yapilan calismalar apoptoziste olusan bozukluklarin nérodejeneratif hastaliklara,
malignitelere ve otoimmiin hastaliklara yol agabilecegini gostermistir.
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2.3 Fasve FasL

Fas yani Apo-1 veya CD95 tip | hicre ylzey proteini olup 45-48 kDa
blyUklGgiinde TNF reseptor stiper ailesinin bir Gyesidir. 10. kromozomun uzun kolunda
bulunur (10024).”"%8% 1989 yilinda Trauth ve arkadaslari Apo-1 adini verdikleri bu
proteinin lenfosit apoptozisini baslattigim buldular. 1992 yilinda farelerde bu protein
eksikligi gosterildi ve Fas (CD95) olarak adlandirildi.®® 1994 yilinda Fas proteinini
kodlayan gen klonlandi. CD34" kok hiicre, fibroblast, keratinosit, hepatosit, T ve B
hiicrelerinde bulunur. Aktive T hiicrelerinde 6zellikle yiiksek miktarlardadir.”” Fas' in
¢Ozundr formu yani solubl Fas dolasimda dimer ve trimer seklinde distk
konsantrasyonlarda bulunur (ng/ml konsantrasyonunda). Fas ligand (FasL), Fas 1n
capraz baglantili formudur. 40 kDa biyikligiinde tip 11 membran proteinidir.”" %%
Tam biyolojik aktivitede 26 kDa lik monomer, proteolitik aktivitede 70kDa Ik
homotrimer yapida dolasimda bulunur. FasL sitoplazmik, nikleer kondensasyon ve
DNA fragmantasyonu ile karekterize apoptotik hiicre 6lumine yol agan formudur. Tipl|
pnomosit, bronsial epitel hicreleri, makrofgj, T ve B hicrelerinden eksprese edilir.
FasL’ nin extrasellller bolgesi Fas (CD95)" a baglanir ve bu baglanma aktive edilmis
hiicrede Fas ekspresyonunu baslatarak apoptozisu indikler. FasL ve Fas etkilesimi
immin ozelliklerin ve 6nceligin korunmasinda ¢ok 6nemli rol oynar. Buna ek olarak
kanser hucrelerinin bagisiklik sistemine yonelik davramisim da etkiler ve periferal
immun toleransin strdirdlmesine yardimer olur. FasL’ nin rolu yapilan calismalara
ragmen tamamuyle anlasilamamustir.”® Aktive hiicrelerin apoptozis yoluyla yok olmalar:
immin sistemde potansiyel otoreaktif T ve B lenfositlerini 6nceden elimine etme
seklinde algilanmalidir. Buna ek olarak testisteki sertoli hiicreleri ve gbzin anterior
tabakasindaki parankimal hicreler gibi  immunolojik dncelikli bolgelerde yerlesmis
hilcrelerin FasL eksprese ettikleride tespit edilmistir. Uzerinde Fas tasiyan aktif T
hicrelerinden herhangi biri boyle bir bolgeye girerse hemen FasL salgilayan hiicreler
tarafindan fark edilir ve bir 6lum sinyali olur, bdylece immiin cevap korunmus olur.
Immiin toleransin stirdiiriilmesinde ve otoimmiin hastaliklardan korunmada FasL ve Fas
etkilesiminin oynadig:1 kritik rol, Fas veya FasL genlerindeki mutasyonlarin Ipr/lpr
(lymphoproliferation) ve gld/gld (generalised lymphoproliferative disease) farelerde
otoimmun hastalik baglatici olarak etkili olduklarinin gosterilmesi ile aydinlatilmstir.
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Insan otoimmiin lenfoproliferatif sendromu (ALPS veya Canale Smith sendromu)
lenfosit apoptozisinin defekt islemesiyle (hatali ve eksik) lenfosit akiimilasyonu ile
karekterize olup hiimoral otoimmiinite olgusunda Fas' taki mutasyonlarlailiskili oldugu
gosterilmistir.*1%? FasL gen mutasyonu bir hastada SLE ile birlikte gdsterilebilmistir.**
Bu bulgular immin toleransin surdirilmesi ve insanda otoimmuin hastaliklara karsi
korunmanin gercgeklestirilmesi yoninden Fas ve FasL etkilesiminin nedenli dnemli
oldugunu vurgulamaktadir.

Otoimmiin hastaliklar anormal miktarlarda immin kompleks birikimleri ile
karekterizedir. Bu tip birikimler asir1 immin kompleks olusmasindan, dengesiz antikor
Uretiminden, FasL eksikliginden, Fas reseptor anomalilerinden kaynaklaniyor olabilir.
FasL’ yi tutma veya birakma yoniinde yetersiz kalan reseptorler T hiicre aktivitesini
baskilamakta yetersiz kalarak sonucta immin kompleks birikintisi olusmasina yol
acabilirler. Bu tip anormal immin kompleks birikimleri Fas defekti sonucu ortaya gikan
yetersiz apoptozis ile iliskili olabilir.***

Insan FasL genleri 4 ekzon tasir ve 1923 kromozomu Ustiinde yaklasik 8 kba' ik
bir alan kapsar (Sekil-3).%
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Sekil-3: FasL genlerinin bulundugu kromozom?®®

Bu bdlge 1q kromozomunun Uzerinde fare lupus hassasiyeti lokusu ile benzerdir.
Bir ¢cok gende ki bunlar arasinda CRI, FcyRIIA, FcyRINIA, PARP gibi ¢cok onemli
immunolojik fonksiyonlar veya DNA tamir mekanizmasi ile ilgili aktivite gosterenlerde
bulunur polimorfizm goérilmektedir. 1q kromozomundaki bu genlerin SLE ile iliskisi
ispat edilmistir. Kisa bir slire dnce insan melanom, hepatoselliler karsinom, akciger
kanseri, astrositom, Ozefagus karsinomu, mide adenokarsinomu ve kolon
karsinomlarinda da FasL’ nin eksprese edildigi gosterilmistir.®**"9%8 yine kisa bir
sire once elde edilen bulgulara dayanilarak tUmor infiltre lenfositlerin (TILS) Fas

aracilig1 ile gergeklestirilen kars: ataklara hassas olduklar: kabul edilmektedir. Ozefagus
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kanseri dokusunda TILS in apoptozisinin kapsaminin tumar ile ilgili ok bdlgesel bir
olgu olarak gerceklestigi ve bunun lokal FasL ekspresyonunun bir sonucu oldugu
bulunmustur.®*** FasL’ nin timor hiicrelerinin bulundugu bdlgede lokal eksprese
edilmesi TILS in apoptotik deplesyonu ile baglantilidir. Bu lokal savunmaya ek olarak
FasL ekspresyonu karaciger gibi dokularda metastaz gelismesine de olumsuz etki
yapmaktadir. CUnkt bu bdlgelerde de normal hicrelerin kendileri de FasL’ ye
hassastirlar. Tumorogenesitik 0zeliklerle FasL ekspresyonu arasindaki bu belirgin iliski
FasL’ nin malign melenomanin teshisinde bir marker olarak kullanilabilecegi yontinde
diistinceleri kuvvetlendirmistir.'® Her ne kadar iyi hemostazis ve immiin 6ncelikli
yerler ile kanser immunitesi konularinda FasL’ nin fizyolojik 6nemi tam olarak
anlasilmamus ise de bu hiicre tiplerindeki FasL ekspresyonunun regiilasyonu hakkindaki
bilgilerimiz de cok azdir. Bildirildigine gore NF-kB, NF-AT, Egr-3 ve birkag
bilinmeyen regulatuvar elemanlarinin FasL promoterindeki etkinliklerinin Jurkat T
hiicrelerinde Fas-L ekspresyonunun regilasyonunda etkili olduklar: gorilmektedir. Fas-
L promotor bdlgesinin hem T hicrelerinde hemde kanser hiicrelerinde Fas-L
ekspresyonunu etkileyebilecek dogal genetik varyasyonlar: hakkinda da bilgimiz azdir.
Dolayisiyla Fas-L ekspresyonu kolon timérlerini Fas sensitive antitimoér immoin efektor
hicrelere karsi, kars1 atak yapma sansi kazandirir ki bu hticreler Fas iliskili apoptotik
O0lum sinyali yayarlar. FasL eksprese eden kolon kanseri hicreleri normal
hepatositlerin apoptotik dlumlerini indikleyerek lokal timdr olusumunu destekledikleri
ve bilhassa kolorektal hepatik metastazlarin timor kokenli hepatositlerinde etkili

olduklar1 gosterilmi stir.80,81,103,104

2.3.1 Tek Niikleotid Polimorfizmleri ve K linik Onemleri

Bir genin belli bir lokusta yer alan alternatif kopyalarindan her birine allel ad
verilir. Alleller genel popllasyonda % 1' den daha fazla siklikta bulunuyorsa, bu durum
“genetik cesitlilik (genetik polimorfizm)” olarak adlandirilir. Aksine, alleller % 1’ den
daha az siklikta ise ‘'nadir degisimler’” olarak isimlendirilir. Tek nikleotid
polimorfizmleri (single nucleotide polimorfizm, SNP) genomda spesifik bir bolgedeki
tek bir bazda meydana gelen degisikliktir.* SNP insan genomundaki en basit ve en
yaygin genetik polimorfizm cesididir. Cogunlukla her iki allelde de meydana gelir.
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Insanlarda her 1000 bazda bir gorilme sikligi vardir. Varyasyonun SNP oldugunun
dilstinilebilmesi icin, populasyonun en az % 1’ inde bulunmas: gerekmektedir.”® SNP
ler insan genetik varyasyonlarinin % 90’ 1 olustururlar. Genelde her Gic SNP' den ikisi
Sitozin' in (C) Timin' e (T) degisimini icermektedir.*® Polimorfizimler genin farkl:
kalitsal formlarimt  veya genomun farkli  bdlgelerini  ayiwrt edebilmek igin
kullamilmaktadir. Genetik belirleyiciler tibbi genetikte kullanilirlar. Polimorfizm bu
acidan bir genetik marker gibi gorev yapmaktadir: Genlerin haritalanmasi, genetik
hastalikta dogum 6ncesi tani, genetik hastaliklarda heterezigot tasiyicilarin belirlenmesi,
koroner kalp hastaligi, kanser, diyabet, otoimmiin hastaliklarin degerlendirilmesi gibi.
Y apilan caligmalarin bir diger hedefi teshis veya 6nceden ortaya konabilecek bir bulgu
seklinde bir metod gelistirmektir.*®

2.3.2 Fas, FasL Polimorfizmleri

Son zamanlarda yapilan calismalarda (otoimmin hastaliklar, infeksiyon
hastaliklari, transplant redleri, immin sisteme direncli tumorler gibi) Fas veya Fas
ligand promotor bolgelerinin nikleotid dizilerinin tammlanmas: ile tek nikleotid
polimorfizminin varligin arastirmak hedefi gudilmektedir.

Fas Uzerinde tek nikleotid polimorfizmi olarak 30" a yakin polimorfizmler
bildirilmistir.?® (19364A>T, 14234A>G 11686A>T, 10132A>G, 9680A>C, 9259G>A,
5503C>T, 3464A>C, 1897T>C, 690C>T, 670A>G, 663T>C, IVS1+853....gibi) Her
SNP’ nin klinik 6nemi ayridir. Fas CD95 geninin 5" promotor bolgesindeki 670A>G
tek nukleotid polimorfizmi bir A/G transisyonudur (A&G). Fas-670A/G’ deki bu tek
niikleotid polimorfizmi transkripsiyon aktivator ve sinyal tranduseri (signal transducer
and activator of transcription-1, STAT-1) protein baglayan elementi parcalar. Boylece
hem promotor aktivitesi hemde FasL ekspresyonu azalir. Kanemitsu ve arkadaslarinin
yapmis oldugu bir ¢alismada 109 SLE’ |i hasta ve 140 saglikli kontrol grubu alinmus.
Bu calismada 670-A/G polimorfizmi olan SLE’ li hastalarda A allelinin saglikli kontrol
grubuna goére yiksek frekansta bulundugu saptanmis.®*® FaslL icin 18581T>G,
15100A>G, 844T/C, 9210C>T, 2384T>C, IVS2-1417A>G, 1VS2-871A>C, IVS2-
124A>G gibi tek nikleotid polimorfizmleri bulunmustur. FasL 5" promotor bolgesinin -
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844. niikleotid pozisyonunda T/C transisyonu saptanmistir (T&C).®” Bu bolge
transkripsiyon faktorti olan CAAT/ protein B baglayan arttirici faktor igin bir baglayici
motiftir ve bu transisyon sonucu sentezlenen protein CAAT/ protein B baglayan arttirici
faktor (CAAT/Enhancer binding protein p=C/EBP p) icin yikici etki yaratir.®” Chen JY
ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada Tayvan' |1 260 SLE’ li hastaile 280 saglikl1
kontrol grubu FasL-844C/T polimorfizmi arastirilmak Uzere karsilastirilmis. Bu
calismada CC genotipinin SLE’ |i hastalarda predominant oldugu ve FasL-844C/T
polimorfizminin hastalikla iliskili bulundugu saptanmis.’®® Jiaming Wu ve arkadaslar:
FasL-844T/C polimorfizmini Afrika kokenli Amerikali 211 SLE’ li hastada ve 150 ayni
etnik gruptaki saglikli kontrol grubunda calismislar. Bu calismada 844C genotipinin
844T genotipine gore 2 kat daha fazla bazal aktivite gosterdigi ve buna bagli olarak
FasL’ nin bazal ekspresyonunun periferal kan fibrositlerinde artigim bulmuslar. FasL’
nin bu artisinin FasL iliskili sinyallesmeyi degistirdigi ve otoimminite igin artrms bir
risk faktorii oldugunu bildirmislerdir.®” Diger taraftan Takeshi Kojima ve arkadaslarinin
yapmis oldugu calismada FasL polimorfizminin yada FasL mutasyonunun SLE’' de
tammlanmis ve SLE patogenezi icin katkida bulunan major faktor olmadigini
gostermislerdir.** Fas-L promotoru yiksek diizeyde polimorfik olup bu polimorfizim

cesitliligi kanser hiicrelerinde Fas-L ekspresyonunun regiilasyonunda da etkilidir.*3%8*

2.4 Apoptozisve SLE
2.4.1 Apoptozisve Hayvan M odelleri

Fonksiyonel etkin apoptotik metabolizma yoluyla immin hemostazin korunmasi
ve otoimmunitenin onlenmesi ile ilgili bircok calismalar yapilmis. Bu calismalarda
farelerde olusturulan lupus incelenmistir. Gegmiste hayvanlar Uzerinde yapilan
calismalarda SLE’ nin patojenitesi arastirilirken fare modellerinde MRL-1pr/1pr
(lymphoproliferation), ~ CBA-1pr®/1pr® ve  C3H/Hej-gld/gld  (generalised
lymphoproliferative disease) baz olarak kullamlmstir. Spontan olarak lenfadenopati ve
otoimmiin bozukluklar gosteren hayvanlarda nikleer antijenlere kars1 otoantikorlarin
mevcudiyeti gosterilmistir.? Bu anormalitelerin molekiiler temelinde Fas araciligiyla
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ortaya ¢ikan bir apoptozis defekti yatmaktadir. MRL-1pr/1pr farelerde Fas molekiltinde
bir mutasyon vardir ve genetik sekli ne olursa olsun bu mutasyon sonucunda bir yerden
anormal spliced mRNA Uredigi gibi, yine fonksiyonel Fas mRNA miktarinda asiri
azalma gorulmektedir. C3H/Hej-gld/gld (generalised lymphoproliferative disease)
farelerde fonksiyonel Fas ligandi (FasL) eksikligi vardir. Bunun tek baz mutasyonundan
kaynaklandig: kabul edilir.**** Fas ve FasL’ deki hasarlar sonugta periferik otoreaktif
hiicre eliminasyonunda yetersizlige yol acar.®® Fas tarafindan indiklenen apoptozisin
otoimmun hastaliklarin gelismesini ortaya koyan bulguda, ¢ozinir Fas (solubl Fas,
sFas) grubunun kesfedilmesi ile ortaya cikarilmistir.*® Cozinir Fas, Fas mRNA’ nin
transmembran pargast olmayan bir transkript seklidir. Ctinkii bu molekilde bu bolgeyi
kodlayan ekzon delesyonuyla kaybolmustur. CD1 gibi bazi fare suslarinin disi
olanlarina sFas enjekte edildigi zaman Fas tarafindan indiklenen apoptozisin bloke
olmasi nedeni ile otoimmiin rahatsiziik gelismeye baslar.®® Ozet olarak hayvan
modellerinden elde edilen veriler gostermektedir ki apoptozis olusumundaki
degisiklikler (indiiksiyon) otoimmiin hastaligin gelismesini desteklemektedir. Ozellikle
otoresktif lenfositlerin  apoptozisinin  yoklugu  belirli  hayvan modellerinde
otoimmuniteyi tetiklemektedir. Bu ¢alismalar apoptotik hiicreler ve bunlarin dagilim
diizeyinin otoimmitin fenomenin gelismesindeki rollerinin daha iyi anlamamiza yardim
eder. Once sunu belirtmeliyiz ki; apoptotik hiicre sayisinda fazla miktarda artis
gorilmesi  bagisik cevapta bir bozukluga neden olur. Mevorach ve arkadaslari
gogtermistir ki, normal farelerin biyidk bir kisminda intraventz verilmis apoptotik
timositler nikleer antijenlere karsi otoantikor Uretimine yol agmaktadir.”® Buna ek
olarak bazi calismalarda apoptotik hiicre eliminasyonunun olusum sekilleride
belirginlesmistir. Bazi serum proteinleri apoptotik hicrelerin yizeyindeki bdlgelere
(blep) baglanmaktadir.”* Serum amiloid protein (SAP) extraselliller cift iplikli DNA ve
kromatine baglanir. Bunlar normal fizyolojik kosullarda apoptotik bleplerde de vardir.”
Bu bulgularin fonksiyonel 6nemleri ve davranislart selektif gen delesyonu tasiyan

farelerde gosterilmistir.”>"

Kisa bir sire 6nce yapilan bir calismada apoptotik
hicrelerin eliminasyonu ile onlara ait antijenik yapilarin SLE’ nin patojenitesi
yoniinden iliskiss DNase | eksik farelerde gosterilmistir.”> DNase |, DNA’ nin
niikleoprotein kompleksinden sokilmesini koruyucu bir etken olarak Onlemekte,

boylece bagisik cevap uyarisinin olugsmasim engellemektedir. Zira DNase I’ in
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delesyonu klasik SLE semptomlarimin ortaya ¢ikmasina neden olur ki bunlar arasinda

antiniikleer antikorlar ve glomerulonefrit vardir.”™
2.4.2 Apoptozisve Insan M odélleri

1pr (lymphoproliferation) ve gld (generalised lymphoproliferative disease)
farelerinde otoimmitin lenfoproliferatif sendromlarin sadece bir tek gen defektine bagl
olabilecegi gosterildikten sonra, insandaki Fas veya FasL fonksiyonel defektlerinin
ortaya cikarilmas ile ilgili calismalar baglatilmistir. Aslinda baz: ailelerin Fas®* veya
FasL* ile ilgili mutasyonlar gosterdigi kaydedilmistir. insanlarda Fas apoptotik
metabolizmasinda defekt oldugu zaman otoimmin lenfoproliferatif sendrom (ALPS)
adi da verilen splenomegali ve lenfadenopati ortaya ¢ikmaktadir. Bu bulguya Canale-
Smith  sendromu da denir.®% ALPS malign olmayan lenfadenopati,
hepatosplenomegali, otoimmiin bulgularla giden bir hastaliktir. Lenfositlerin hiicre
ylzey reseptori Fas 1n ligand: olan FasL ile etkilesmesiyle indiklenen ve lenfosit
apoptozisini saglayan genlerdeki kalitsal mutasyonlar sonucu hticresel  6limdeki
bozukluktan kaynaklanan bir hastaliktir. Bunun sonucu olarak lenfoid kitlede artis ve
dolasimda otoreaktif hiicreler bulunur. ALPS' si olan ¢ogu hastada Fas geninde defekt
vardir. Bu gune kadar Ug farkli proteini kodlayan 3 farkli mutasyon tammlanmustir.
ALPS nin en sk rastlanan sekli heterozigot fas mutasyonlar: olandir. Fas geninin en
¢cok mutasyona ugrayan bolumi o6lum bolgelerini kodlayan kismudir. Farelerdeki
modellerin aksine insanlarda otoimmiin fenomen ender goriilmektedir.*® Toplam 218
lupus hastasinda iki arastirma stiresince Fas genlerinde defekt taramast yapilmis, bir tek
hastada mutasyon bulunmus ve buda mutasyonla hastaligin ortaya ¢ikisinin son derece
alisiimadik bir durum olarak degerlendirilmistir.*"**

SLE’ nin apoptotik mekanizmasindaki fonksiyonel defektlerin arastirildig: diger
bircok calismalarda da herhangi bir anormallik gésterilememistir.*>*® SLE hastalarinda
sFas’ 1n arastirildig: ve 6lculdigl cok sayida calisma vardir. SLE hastalarinda sFas' 1n
diizeyinin dlculdigl calismalar, lupus hastalarinda sFas diizeyinin arttigin gostermistir.
Dolayisiyla hastaligin aktivitesi ile sFas diizeyi arasinda bir iliski bulunmaktadir.*’#®
sFas diuzeyinde yikselmenin hastaligin ortaya ¢ikmasindan Once saptanabilecek bir
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parametre oldugu ve B lenfositlerin aktivasyon duzeyi ile iliski kurmamizi sagladigi
bulunmustur.*®4°

Cheng ve arkadaslarimin yaptig1 calismalarda sFas’ in Fas aracili apoptozisi
inhibe ettigi yonundeki bulgularin aksine SLE hastalarinda sFas' in Fas tarafindan
indiklenmis apoptozisi 6nemli dlciide bloke etmedigi gorilmiistir.®®  Apoptotik
lenfositlerin sayilart SLE hastalarinda hem invivo hemde invitro olarak saglikli
kontrollere gore yiiksek bulunmaktadir.*>**** Dolayisiyla sFas' 1 yiksek olan hastalarin
periferik kanlarinda da apoptotik lenfosit sayilarinda artis oldugu gosterilebilir.>? Belki
de sFas dizeyi, artrms lenfosit aktivasyonunun bir yansimasicir. Farkli olarak,
hastaligin inaktif devresinde de gerek B lenfositlerin, gerekse T lenfositlerin aktive
olmus sekillerinin oranlarinda bir artis oldugu ve SLE hastalarimin periferik kanlarinda
bu durumun gosterilmesi miimkiin olmustur.*®*® Bu hastaliga tutulabilecek hastalardaki
en 6nemli bulgu budur. Lenfosit aktivasyonu membran Fas' larin ve alternatif splice
form seklindeki sFas larin transkripsiyonunda artis sonucunu dogurmaktadir. Bu
sebepten bu hastaligin aktivitesi ile sFas diizeyi arasinda iliski dogmaktadir. Dolayisiyla
uzun streg icerisinde sFas diizeyleri ile organ hasarlar1 arasinda gelisen bir ortaklik ve
paralellik seklinde ortaya cikan bir durum hastalarda, bu hastaligin aktivitesini
belirleyici olmaktadir. sFas duzeyleri ile organ hasarlari arasindaki iliski SLICC
(Systemic lupus erythematosus international collaborating clinics) skoru ile 8lciiltir.>*
sFas' 1n sadece lenfosit aktivasyonunu yansitan bir molekdl oldugu hipotezi
cercevesinde dustinuldiginde bunun SLE icin spesifik olmayip, Romatoid artrit
hastalarinda da yUkselmis sFas diizeyinin olmasi nedeniyle bu distincenin desteklendigi
gorilir.>>* Sonug olarak ozellikle SLE hastalarinda lenfosit aktivasyonu sFas ve
apoptozis arasindaki  kompleks mekanizmaya bagli oldugu kabul edilmelidir. Birgok
faktorin bu iliskiyi etkiledigi farz edilir. SLE hastalarinda Bcl-2 gibi protoonkogenlerin
arttig1 gosterilmistir.3*¥°%>" Buna ek olarak sFasL diizeyindeki artis ve poliADP riboz
polimeraza (PARP) kars1 antikorlarin varhgi SLE hastalarindaki apoptozis ile ilgili
bulgular: etkileyebilir.® PARP DNA kopuklarinin tamiri icin gereklidir ve apoptotik
mekanizmanin ¢aligmast igin apoptozisin erken verilerinde inaktif hale getirilir. Eger
PARP’ a kars1 antikor varsa bu aktivasyon bloke olur ve gergektende bu olgu SLE
hastalarinda gosterilebilmektedir.>® Su anda her ne kadar hayvan calismalarinda baska
dustinceler ve bulgular ortaya konmus ise de insanda SLE' nin apoptotik



metabolizmasinda (Fas aracili) genetik bir eksiklik tespit edilememistir. Dolayisiyla
otoresktif lenfositlerin eliminasyon mekanizmasinin en etken faktoru olarak apoptozisin
induklenmesinde kalitsal herhangi bir eksikligin insan otoimmin hastaliklarinin
gelismesinde bir 6n kosul olusturmadsig: agiktir. Bunun aksine insan SLE’ si ile yapilan
calisgmalar gostermistir ki 0zellikle artns sFas dizeyleri ve artmis Bcl-2 ekspresyonu
gibi apoptozis indiksiyonunu inhibe edebilecek faktdrlerin bulundugu ortamda bile
apoptotik hiicre diizeyinde artis oldugu gosterilmektedir.>®>” Apoptotik hiicre diizeyinin
arttigina dair bulgu muhtemelen invivo aktivasyonunun artmasi ve Fas aracili lenfosit
apoptozisinin bir sonucu olarak karsimiza ¢gikmaktadir. Kisa bir siire dnce klorpromazini
Fas' a bagli olmaksizin lenfosit apoptozisinde artis yaratarak lupus eritematozusu
indikledigi bulunmustur.®®  Birlikte distnilirse lupus hastalarindan elde edilen
verilerle Fas araciligiyla veya diger bir yolla apoptoziste bir artis ortaya gikmasinin
otoimmuniteyi tetikleyebilecegi kabul edilir.

2.4.3 Apoptotik Hucrelerin Fagositozu

SLE hastalarimin periferik kaminda gosterildigi gibi, apoptotik htcrelerin
diizeyindeki artis indiklenmis hicre 6limintn aktivasyonunda bir artis anlaminada
gelebilir. Ancak apoptozis fizyolojik bir mekanizma olup belirli diizeyde sirekli
cereyan eden bir olaydir. Ornegin hergiin viicut agirligimizin kilogram basina 2x10°
apoptotik notrofil dolasim kanindan uzaklastirilmaktadir.®* Apoptotik hiicrelerin yok
edilmesi, profesyonel veya yar1 profesyonel fagositler drnegin monosit ve makrofajlar
tarafindan fagositoz yoluyla gerceklesmektedir.®? Sitolitik enzim benzeri toksik hiicre
igeriginin disartya kagmasi tehlikesi oldugunda apoptotik hticrelerin hizla yok edilmesi
cok onemlidir. Ustelik apoptotik hiicrenin hiicre membramindan heniiz serbest kalmis
apoptozis antijenlerin bu proces sirasinda ortamda bulunacag: da unutulmamalidir.®® Su
halde apoptotik hlcrelerin uygun hiz ve miktarda dolasimdan uzaklastiriimalar:
otoantijenik etkiye karst korunmak igin ¢ok Onemlidir. Apoptotik hicrelerle diger
hiicreler arasindaki etkilesim ¢ok karmasik bir olgudur ve apoptotik hicrelerin
eliminasyonu icin elzemdir.** Monositler ve makrofajlar sirekli olarak CD14, CD36 ve
¢cOpcll (scavenger) reseptorleri gibi birkag reseptoril salgilamaktadir. Bunlarin hepsi
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apoptotik htcrelerin tamnmasi, bunlara baglanma ve bunlarin nétralizasyonu icin
onemlidirler.®*% Apoptotik hiicreler bu reseptorlere baglanr baglanmaz serumda
bulunan birkag protein eliminasyon prosesinde rol oynamaya baslarlar.(sekil-4)* Heniiz
apoptotik kaskadin baslangicinda hiicre membranlar: degisir. Ornegin; fosfatidil serin
hiicre membraminin dis yizeyine aktarilir, bu gibi degisikliklere bagli olarak C1q, C3,
C4 ve C reaktif protein (CRP), serum amiloid protein P (SAP) ve fosfolipaz A2 gibi
bazi serum elemanlar1 apoptotik hiicreye baglanarak henliz anlayamadigimiz bir
mekanizma ile fagositler ile bu hiicreler arasindaki etkilesimi idare ederler.®®” Bunun
otesinde fagositoz olay: kendi fagosit davramsim modile etmektedir. invitro olarak
apoptotik hicrelerin yutulmas: insan makrofajlarinda antiinflamatuvar sitokinlerin
salimmini  baslatmaktadir.®® Buna ek olarak makrofajlar tarafindan apoptotik
notrofillerin alinmasi 48 saat sonra olusabilecek diger bir uyarida alinan hiicre sayisini
dilsirmektedir.®® Bu acidan apoptozis hizindaki artisin fagositik sistemin apoptotik
hiicre ile dolup tasmasini engelleyen bir negatif feedback etkisi bulundugu kabul
edilebilir. BOylece apoptotik hiicre dizeyindeki artisin yamnda olumsuz dizeyde
fagositik sistem kapasite dusukligi ve belkide bunlarla kombine olarak makrofajlar
tarafindan Uretilen antiinflamatuvar mediator diizeyinde Uretim defekti bulunmast SLE’
nin ortaya ¢itkmasinda 6nemli bir patojenik faktér anlamina gelmektedir. Apoptotik
hiicrelerin daginik fagosite edilmesi insan otoimmun hastaliklari igin  belirleyici bir
faktérdir ve bu durum Hermann ve arkadaslari tarafindan gosterilmistir.®* Bu
arastirmacilar, SLE hastalarindan aldiklar1 farklilasmus  makrofgjlarin - normal
insanlardan alinan farklilasmis makrofajlara gore ¢ok yetersiz ve rastgele apoptotik
hiicre fagositozu yaptiklarini gostermislerdir.®? Clg, C2 veya C4 gibi kompleman
faktorlerinin genetik eksikligi bulunan ailelerde hasta Uyelerinin buyik bir kisminda
SLE spontan sekilde olusmaktadir.

Marc Bijl ve arkadaslarinin yaptig1 calismalarda aktif lupusta T htcrelerinin
apoptozisinin hizlanmasinin genellikle Fas' 1n hicresel ekspresyonunun artmast ile
iliskili oldugu bulunmus ve aktivasyon markeri olarak SLE’ de FasL diizeyinin arttigi
kabul edilmistir.”
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3. GEREC ve YONTEM

Calismaya Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Romatoloji-immiinoloji Bilim
Dalr’ nda takip edilen 66 SLE’ li hasta ve 30 saglikli kontrol grubu alindi.

SLE' i hastalarin, hastalik aktivasyon dizeyini belirlemek igcin SLEDAI
(Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index) kriterleri kullamldi. Hastalik
aktivite derecesi bu kriterlere gore 5 gruba ayrildi. Bunlar:

0 puan: Inaktif

1-5 puan: Hafif derecede aktif

6-10 puan: Orta derecede aktif

11-19 puan: Y Uksek derecede aktif

20 ve Uzeri: Cok yuksek derecede aktif olarak kabul edildi.

Ayrica hastalar; SLEDAI: O puan olanlar aktivasyonu olmayan ve SLEDAI > 0
puan olanlar aktivasyonu olan grup olmak tizere 2’ ye ayrildi.

SLE’ li hastalarda, klinik parametreler olarak fotosensitivite, malar ras, diskoid
ras, oral Ulser, artrit, serozit, bobrek tutulumu ve hematolojik tutuluma bakildi.

Hastalarda bobrek tutulumunun varliginin saptanmasi icin, Esbach yontemi ile
24 saatlik idrarda 0.5 gr/ guin tizerinde proteiniri olup olmadigina bakildi.

Hastalarda eritrosit sedimantasyon hizi (ESR) ve C reaktif protein (CRP) 6lguimu
yapildi. CRP, BNII (Dade Behring) marka cihazla, nefelometrik yontemle; ESR, Alifax
cihaziyla ¢alisildi. Kompleman C3 ve C4 diuizeylerine immunoturbidometrik yontemle,
Cobos Integra 800 (Roche) cihaziyla bakildi.

ANA Hep-2 substrati igeren ticari kit (ASTRA ,Italy) Anti-DNA Crithidialucilia
subtrat: iceren kit (Zeus Scientific Inc. NJ, USA) kullanilarak, immunfloresan yontemle
olculda.
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3.1 Serum Fasve FasL Diizeylerinin Olgiimii

3.1.1 Serum Fas Duizeyinin Olciimii

Serum solubl Fas (Apol, CD95) dizeyinin Olgimi icin, mikroelisa Kiti
(Biosource) kullanldi.

3.1.1.1 Serum Fas Duizeyi i¢cin Calisma Sollisyonlarimin Hazirlanmasi

Yikama solusyonu (25X): 100 ml konsantre yikama solusyonu, 2.5 litre su
icinde dilue edilerek hazirlandh.

Tdm serum Ornekleri, sample diltent ile /100 oraninda sulandirildi. (20 pl
seruny 180 pl sample diltent)

3.1.1.2 Deneyin Y apilist

Calismaya baslamadan dnce, kit buzdolabindan alind: ve oda isisina gelmesi igin
30 dk bekletildi.

1- Elisa plaginin tim kuyucuklarina 100’ er pl kit kalibratorleri, kontrol ve hasta
serumlar1 konuldu.

2- Elisa plaginin ilk kuyucugu (blank) hari¢ tum kuyucuklara 50 pl biotinli
konjugat eklendi. Plagin tstt kapatildi.

3- Plak odaisisinda 1 saat bekletildi.

4- 1 sagtin sonunda, semiotomatik elisa yikayicisinda, bittin kuyucuklar en
az 400ul yikama solusyonu ile 4 kez yikandi. Son yikamadan sonra, plak ters gevrilip,
kurutma kagidi Gzerinde cirpilarak kuyucuklardaki sivi tamamen uzaklastirildi.

5- 12 dtrip igin; 120 pul HRP-Streptavidine 12 ml  diluent buffer eklenen
soltisyonu blank hari¢ tim kuyucuklara 100 pl konularak Gzeri kapatildi. Oda 1sisinda
30 dk. bekletildi.

6- Tekrar yukarida anlatilan yikama islemi yapildi.

7- Butiun kuyucuklara, 100'er uL TMB (tetrametil benzidin ) substrat solusyonu
kondu , karanlikta, oda 1sisinda30 dakika inkiibe edildi.
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8- Reaksiyonu durdurmak icin, bitin kuyucuklara 100'er ul Stop sollisyonu
ilave edildi.

9- Daha sonra, kalibratorlerin konsantrasyonlarina karst mikroeliza cihazinda
(Bio —Tek Instruments INC, Winooski, VT, USA) otomatik olarak okunan optik dansite
(OD) degerleri ile cizilen grafikten orneklerin serum Fas dizeyleri ng/ml cinsinden

hesapland.

3.1.2 Serum FasL Diizeyinin Olgiimii

Serum solubl FasL dizeylerinin 6lgimi igin, mikroelisa kiti (Biosource)
kullanld.

3.1.2.1 Serum FasL Duzeyi i¢in Calisma Soltisyonlarimn Hazirlanmasi

Y ikama solusyonu (25X ) : 50 ml konsantre yikama solusyonu, 950 ml su icinde
dilue edilerek hazirlandi. Soltsyonun Ph’ si 7,4 olarak ayarland:.

Assay Buffer: 5 ml Assey buffera 95 ml distile su konularak 100 ml Assey
buffer hazirlandh.

Substrat soltisyonu: Substrat solisyonu 1’ den 6 ml, substrat soltisyonu 2' den 6
ml alindi. Bunlar karistirilarak 12 ml substrat soltisyonu hazirland:.

Biotinli konjugat: 60 ul biotinli konjugata 5,94 ml assey buffer eklenerek 6 ml’
lik biotinli konjugat hazirland.

Streptavidinli HRP icin 60 pl HRP ve 12 ml’lik assey buffer karisimi kullanildi.

3.1.2.2 Deneyin Y apilist

Calismaya baslamadan dnce, kit buzdolabindan alind: ve oda isisina gelmesi igin
30 dk bekletildi.

1- Plak bosken hazirlanan yikama soltsyonu ile tim kuyucuklar 300 ul ile 2
defa yikandi. Son yikamadan sonra, plak ters cevrilip, kurutma kagidi Uzerinde
cirpilarak kuyucuklardaki sivi tamamen uzaklastirildi.

2- Blank ve standartlara 100 ul sample diltient konuldu.
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3- Stok soliisyonundan 1. standart kuyucuguna 100 ul konuldu. Ardindan geri
kalanlara dnceki kuyucuklardaki 6rnekten 100 pl konularak diltisyon yapildi.

4- Hasta ve kontrol serumlarinin oldugu diger kuyucuklara 50 pl sample diltent
konuldu.

5- Hazirlanan Biotinli konjugattan 50 ul, blank dahil tim kuyucuklara eklendi,
Uzeri kapatildi ve oda 1sisinda 100 rpm'de yatay calkalayicida 2 saat inkibasyona
brrakildi.

6- 2 saatin sonunda 300 pl yikama soltsyonu ile 4 kez yikama islemi yapildi.
Son yikamadan sonra, plak ters gevrilip, kurutma kagidh Uzerinde cirpilarak
kuyucuklardaki sivi tamamen uzaklastirildi.

7- Yikama islemi sonrasi blank dahil tim kuyucuklara hazirlanan 100 pl
Streptavidin HRP eklenerek Uzeri kapatildi. Oda 1sisinda 1 saat yatay calkalayicida
bekletildi.

8- Tekrar yikama islemi yapildh.

9- Yikama sonrast TMB substrat soltisyonundan blank dahil tim kuyucuklara
100 pl konuldu. Odasisinda 20 dk. Bekletildi.

10- Reaksiyonu durdurmak icin, bitin kuyucuklara 100'er pl Stop sollisyonu
ilave edildi.

11- 30 dk.iginde, kalibratorlerin konsantrasyonlarina karsi mikroeliza cihazinda
(Bio —Tek Instruments INC, Winooski, VT, USA/ 450 nanometrede ) otomatik olarak
okunan optik dansite (OD) degerleri ile cizilen grafikten orneklerin serum FasL
diizeyleri ng/ml cinsinden hesapland.

3.2 Fas-670A/G ve FasL -844T/C Polimorfizmlerinin Beirlenmes

DNA izolasyonu icin, Miller ve arkadaslarimin tuz c¢oktirme (salting out)
yontemi modifiye edilerek asagidaki sekilde uyguland:.®®

1- Laboratuvara, mor kapakli tip i¢inde gelen, antikoagulanli kan, yaklasik 3000
rpm'de 5 dakika santrifllj edildikten sonra, plazmas: atildi, geriye kalan kismi pipetle
iyice homojen hale getirildi.
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2- 1,5 ml’'lik bir ependrof tlpe, 900 pl 1X eritrosit lizis buffer ve tizerine, 600 pl
plazmasi uzaklastirilmis kan ilave edilerek, iyice pipetlendi ve tip arada bir alt Ust
edilerek, oda sicakliginda 5 dakika bekletildi.

3- 7000 rpm’ de, 5 dakika santriflj edildi ve Ust sivi atild.

4- Dipte kalan pellet Uzerine, 900 pl X lizis buffer kondu ve iyice pipetlenerek
pellet dagitildi.

5- 5000 rpm’ de 5 dakika santrifij edildi ve Ust sivi atildh.

6- Pellet tzerine, 0,5 ml % 10 SDS ve 10 pl proteinaz K kondu, kopurtmeden
iyice pipetlendi.

7- 65 °C'de yaklasik 30 dakika, arada bir alt st edilerek inkiibe edildi.

8- Buzdolabinda, 3-5 dakika beklettikten sonra, tipe 200 pl 6M NaCl kondu ve
iyice vortekslendi.

9- 14.000 rpm’ de 10 dakika satrifiij edildi.

10- Ust sivi steril bir tipe alindi ve (izerine 300 pl kloroform/izoamil alkol
karisim (24:1 oraminda kloroform: izoamil alkol) konularak vortekslendi.

11- 14.000 rpm’' de 5 dakika santriftij edildi ve Ust sivi dokdldu.

12- Ust sivi steril bir tipe alindi ve (izerine 1:1 oraminda % 100'lik etil alkol
eklendi ve tip altist edildi. Bu arada, genomik DNA goruldi.

13- 14.000 rpm’ de 5 dakika santrifdj edildi, Ust sivi dokulda.

14- Tupe 1 ml % 70’ lik alkol kondu ve birkag kez altiist edildi.

15- 14.000 rpm’de 5 dk santrifjj edildi. Ve tUp ters gevrildi, alkol dokuldd. (Bu
asamada, DNA’ nin kaymamasina dikkat edildi).

16- Tup ters cevrildi, bir kurutma kagidi Uzerine konuldu ve alkolun
uzaklastiriimasi igin yaklasik 15 dakika bekletildi.

17- DNA Uzerine, yeterince enjeksiyonluk su kondu, vortekslendi ve kisa bir
siire santriftij edildikten sonra 75-80 °C’ de inkibe edildi.

18- DNA konsantrasyonu olculdikten sonra, elde edilen genomik DNA’lar
kullanlincaya kadar -20 °C’ de muhafaza edildi.
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3.2.1 Polimorfizmlerin PCR-RFLP Teknigi ile Saptanmas

Fas-670A/G polimorfizminin belirlenmesi igin, Huang ve arkadaslarinin PCR-
RFLP yontemi ve FasL-844T/C polimorfizminin belirlenmesi igin Sun ve arkadaslarinin
PCR-RFLP yontemi asagida belirtildigi sekilde modifiye edilerek uyguland.®%
Bu polimorfizminin belirlenmesi igin, gerekli primer dizileri (Fas-670A/G Forward: 5'-
CTA CCT AAG AGC TAT CTA CCG TTC-3", Fas-670A/G Reverse: 5-GGC TGT
CCA TGT TGT GGC TGC-3') (FasL -844T/C Forward: 5-CAG CTA CTC GGA
GGC CAA G-3', FasL -844T/C Reverse: 5-GCT CTG AGG GGA GAG ACC AT-3)
ve restriksiyon enzimleri Wang ve arkadaslarimin, Sun ve arkadaslarimin yaptiklar
calismalardan segilmistir. Bu primerler ve elde edilen genomik DNA kullanilarak,
incelenen bu 2 polimorfizm igin PCR resksiyon karisimlari Tablo-6 da ve

amplifikasyon sicakliklari ise Tablo 7 *de verilmistir.

Tablo-6: Optimum Amplifikasyonun Gerceklestirildigi PCR Reaksiyonu Karisimi

Reaksiyon karigimu Miktar Final konsantrasyon
10X PCR tamponu 25 1X
Magnezyum Kklorir (25Mm) 2,5 25mM
Forward primer (5pmol) 1 5 pmol
Reverse primer (5pmol) 1 5 pmol
DeoksiNTP mix (25Mm) 0,2 0,2 mM

Tag DNA polimeraz (5U/ul) 0,2 1U

DNA 1 200-500 ng
Steril bidistile su 16,6
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Tablo-7: Fas-670A/G ve FasL -844T/C Polimorfizmleri icin PCR sicakhiklari

Reaksiyon Asamasi Sicaklik °C | Sire Dongl sayisi
Ik denatiirasyon 94 2 dk 1
Denaturasyon 94 30sn

Annealing (primer baglanmasi) 68/62° 1dk 35
Extension (Zincir uzamasi) 72 2dk

Final extension 72 5dk 1

" Fas-670A/G icin 68 °C, FasL -844T/C 62°C primer baglanma sicaklig: kullanilmustir.

3.2.2 Amplifikasyon Uriinlerinin K esilmesi

Fas-670A/G ve FasL-844T/C Tek Nukleotid Polimorfizmlerinin belirlenmesi
icin sirastyla, Mval ve BsrDI restriksiyon enzimleri kullanildi. Kesim reaksiyonu Tablo-

8 de verilmistir.

Tablo-8: Fas-670A/G ve FasL-844T/C tek nikleotid polimorfizmlerinin kesm

Reaksiyon Karigimi

Amplifiye Grtin (PCR Urdnt)
Steril bidistile su
10X tampon

Restriksiyon enzim (10U/ul)

reaksiyonu

Miktar (W)

10
7,5
2

0,5




Her bir mutasyon icin, ayri ayr1 hazirlanan kesim reaksiyonu karisimi 37 °C'de
bir gece inktibe edildikten sonra, 65 °C’ de 20 dakika bekletilerek enzim inaktive edildi.
Elde edilen 20 pl’ lik Grtin Uzerine 3 pl 5X loading dye (bromfenol blue) ilave edildi ve
drinler % 3 lUk agaroz jeline yuklenerek 150 V' da yaklasik olarak 30 dakika
elektroforeze tabi tutuldu. Daha sonra, agaroz jeline etidyum bromir ile muamele
edildikten sonra DNA fragmanlart UV 1sik altinda degerlendirildi. Fas-670A/G
polimorfizminin tesbitinde kullanilan, primer ¢iftiyle yapilan amplifikasyon sonucu 332
baz ciftlik (bg) PCR urinu elde edildi. ilgili restriksiyon enzimleri ile kesim sonucunda
Fas-670GG orneklerde 189, 99 ve 44 bg’ lik g bant, heterozigot (AG) olanlarda 233,
189, 99 ve 44 be’ lik dort bant, homozigot AA drneklerde ise 233 ve 99 bg’ lik iki bant
gbzlendi. Fas-844T/C polimorfizminin tesbhitinde kullarmilan, primer ciftiyle yapilan
amplifikasyon sonucu 401 baz ciftlik (bg) PCR Urtinii elde edildi. Ilgili restriksiyon
enzimleri ile kesim sonucunda Fas-844 CC orneklerde 233 ve 168 bg' lik iki bant,
heterozigot (TC) olanlarda 401, 233 ve 168 b¢’ lik t¢ bant, homozigot TT 6rneklerde
ise BsrDlI restiriksiyon endonikleaz enziminin tamima bolgesi bulunmadigindan 401 bg’
lik tek bant olarak amplifikasyon Urint gozlendi.

3.3 istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiksel analizinde * SPSS (Statistical Packages of Social Sciences,
SPSS for Windows, Version 16.0, Chicago, IC, USA) paket programd’ kullanldi.
Kesikli degiskenler (FAS, FASL, Ilag kullamm: gibi) say1 ve ylzde olarak, strekli
degiskenlerse (yas, hastalik yasi, FAS dizeyi gibi) ortalama ve standart sapma (gerekli
yerlerde ortanca ve minimum - maksimum) olarak ¢zetlendi. Kesikli degiskenlerin
karsilastirilmasinda Ki Kare test istatistigi kullanildi. Bazi sirekli degiskenlerin normal
dagilim varsayim saglamamasi nedeniyle bu stirekli degiskenler arasindaki korelasyon
Spearmann Korelasyon katsayisi ile incelendi. Normal dagilim gostermeyen
degiskenleri iki grup arasinda karsilastirmada Mann Whitney U testi kullanildi. TUm
testlerde istatistiksel 6nem diizeyi 0,05 (p<0,05) olarak alindh.
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4. BULGULAR

Calismaya 67 SLE’ |i hasta ve 30 saglikli kontrol alindi. Fas-670A/G, FasL-844T/C
polimorfizmleri ¢alisilan SLE’ |i hastalarin 1’ inde ve saglikli kontrollerin 1’ inde FasL-
844T/C polimorfizmi bakilamadi. Hastalarin 11' i erkek, 55 i kadindi. Kontrol
grubunun 13’ U erkek, 17’ si kadindi. (Sekil 5) Hasta grubunda ortalama yas 33.5+10,8,
kontrol grubunda 33.4+7,2 olarak hesaplandi. Tam konulan yas hasta grubunda
ortalama 29, hastaligin siresi ortalama 57 ay olarak bulundu. Tum gruplarn,
demografik 6zellikleri Tablo 9'te gogterilmistir.

Tablo-9: Gruplarin Demogr afik Ozellikleri

Hasta Kontrol
Yas* 33,5¢10,8 33,4£7,2
(yil) 32 (18-58) 34 (18-49)
Cinsiyet (E/K) 11/56 13/17
(% 16,7 / % 83,3) (% 43,3/ % 56,7)
Hastamin Tant Yasi* 29+10,3
(y1) 26 (14-53)
Hastalik Siiresi*  57,9+73
(@) 36 (1-300)

* Ortalama + Standart Sapma, Ortanca Deger (Alt Deger-Ust Deger olarak
gosterilmistir.
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Calismaya alinan SLE hastalarinda klinik 6zelliklerin varliginave hastalik
aktivasyon indeksine (SLEDALI) bakildi. Bu parametreler tablo-10 vetablo-11' de
gosterilmistir.

Calismaya alinan SLE’ li 66 hasta ve saglikli 23 kontrolde Fas ve FasL
diizeyleri Olculdi. Tablo-12' de degerler gosterilmistir. Her iki grupta bakilan Fas, FasL
diizeyleri arasinda Mann-Whitney U testine gore istatistiksel farklilik saptanmad.

20+

~ Cinsiyet
'§ 10

3 - erkek
S ol [ kiz

Hasta Kontrol

Hasta ve Kontrol

Sekil-5: Gruplarin yas dagilim
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Tablo-10: SLE’ li hastalarda klinik ozelliklerin var g

Klinik Ozellikler Y ok Var

n (%) n (%)
Fotosensitivite 27 39

(% 40,9) (% 59,1)
Malar Ras 25 41

(% 37,9) (% 62,1)
Diskoid Ras 60 6

(% 90,9) (%9,1)
Oral Ulser 56 10

(% 84,8) (% 15,2)
Artrit 26 40

(% 39,4) (% 60,6)
Serozit 50 16

(% 75,8) (% 24,2)
Bobrek Tutulumu 38 28

(% 57,6) (% 42,4)
Norolojik Tutulum 62 4

(% 93,9) (% 6,1)
Hematolojik Tutulum 29 37

(% 43,9) (% 56,0)

Tablo-11: SLEDAI Degerleri

Hasta (n:66)
Ortalama deger+Standart sapma
Ortanca deger(Minimum ve Maximum degerler)

SLEDAI 1,15+1,29
1,0 (0,0-4,0)
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Tablo-12: Fasve FasL duzeyleri

Hasta (n=66) Kontrol (n=23)
Ortalama deger+Standart sapma Ortalama deger+Standart sapma
Ortanca (Min-Max) Ortanca (Min-Max)
Fas diizeyi 1,14+0,55 1,75+2,84
(ng/ml) 1,082 (0,41-3,039) 1,02 (0,54-14,3)
FasL 0,038+0,05 0,037+0,038
dizeyi 0,039(0,027-0,048) 0,038 (0,029-0,045)

(ng/ml)

Hasta ve kontrol grubu arasinda Fas diizeyleri igin t test yapildi. p degeri 0,097
olarak bulundu. Bu da istatistiksel olarak anlaml: degildi. FasL igin p degeri 0,606
olarak bulundu. Bu da istatistiksel olarak anlamli degildi. SLE’ li hasta ve saglikli
kontrol grubunda sekil-6’ da Fas diizeyinin ve sekil-7' de FasL diizeyinin grafiksel

degerleri verilmistir.

2,077 _

FAS Diizeyi

T T
Hasta K ontrol

Sekil-6: Fas duzeylerinin gruplardaki grafiksel degeri (Fas diizeyi ng/ml, p:0,097)
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Sekil-7: FasL duzeylerinin gruplardaki grafiksel degeri (FasL dizeyi ng/ml, p:0,606)

Hasta ve kontrol grubu arasinda Fas-670A/G polimorfizmi yoninden yapilan ki
kare analizi sonucunda istatistiksel olarak onemli bir fark bulunmamistir, p degeri
0,117 dir. Tablo-13' te Ki kare testi sonuclar1 gosterilmistir.

Tablo-13: Fas-670A/G polimorfizmi icin kikare testi

Deder df P deder|
Pearson Chi-Square 4 283 2 A7
'| Likelihood Ratio 3972 2 137
Linear-by-Linear
Association 2856 1 091
M oof Valid Cases 2]5]

Fas-670A/G polimorfizmi igin genotiplerin hasta ve kontrol grubundaki
dagiliminin gapraz tablosu tablo-14' te gosterilmistir. Her iki grupta da genotip oranlari

ortalama olarak birbirine benzer sonuglardayd.
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Tablo-14: Hasta ve kontrol gruplarinda Fas -670A/G polimorfizminin gapraz tablosu

FAS
GG AG AA Toplam

Hasta ve Kontrol  Hasta n 3 44 19 66
Gruplar Beklenen

Degerler 5,5 43,3 17,2 66,0

% Hasta ve

Kontrol Gruplari 4,5% 66,7% 28,8% 100,0%

icinde

% FAS iginde 37,5% 69,8% 76,0% 68,8%

% Toplam 3,1% 45,8% 19,8% 68,8%

Kontrol n 5 19 6 30

Beklenen

Degerler 2,5 19,7 7,8 30,0

% Hasta ve

Kontrol Gruplari 16,7% 63,3% 20,0% 100,0%

icinde

% FAS iginde 62,5% 30,2% 24,0% 31,3%

% Toplam 5,2% 19,8% 6,3% 31,3%
Toplam n 8 63 25 96

Beklenen

Degerler 8,0 63,0 25,0 96,0

% Hasta ve

Kontrol Gruplari 8,3% 65,6% 26,0% 100,0%

icinde

% FAS iginde 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

% Toplam 8,3% 65,6% 26,0% 100,0%

Hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki Fas-670 A/G polimorfizminin genotip

oranlar: sekil 8 de gosterilmistir.
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Sekil 8: Fas-670A/G polimorfizminin genotiplere gére gruplar da dagilim

SLE’ li hasta ve saglikl1 kontrol gruplar1 A alleli tasiyan ve tasimayan olarak iki
gruba ayrildi. SLE’ i hastalarda A alleli tasiyanlar: 63 kisi, A alleli tasimayanlar: 3
kisi hasta, kontrol grubunda A alleli tasiyanlar: 25 kisi, A alleli tasimayanlar: 5 Kisi
olarak bulundu (Tablo-15). GG genotipine gore AG+AA genotipi yani A alleli
tasiyanlarda SLE riski 4.2 kat artmustir. Ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p=0.062).

Tablo-15: Her iki grupta A allellerinin dagilim (p=0,062)
SLE’ li hasta Saglikl1 kontrol

A alleli tasiyanlar 63 25
(AG+AA) (% 95,5) (% 83,3)
A aleli tasimayanlar 3 5

(GG) (% 4,5) (% 16,7)
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SLE’ li hasta grubunda Fas-670A/G genotipleri ile fotosensitivite varligi,
diskoid ras varligi, malar ras varligi, C3-C4 diizeylerinin diistk olup olmamasi, ANA
pozitifligi, Anti-DNA pozitifligi, hematolojik tutulum, ndrolojik tutulum, artrit varligi,
hastalik aktivasyonu, proteindri, ilag kulanimlar: arasindaki iligki icin gapraz tablo
yapildi. Ki-kare testine gore p degerleri istatistiksel olarak anlamli bulunmadh.(p>0,05)

Hasta ve kontrol grubu arasinda FasL-844 T/C polimorfizmi yonunden yapilan
Ki kare analizi sonucunda istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmamustir, p degeri
0,814’ tir. Tablo 16’ daki kare testi sonuclar: gosterilmistir.

Tablo-16: FasL-844T/C polimorfizmi icin ki kare testi

Deger df p degeri
Pearson Chi-Square 412 2 ,814
Likelihood Ratio 416 2 ,812
Linear-by-Linear
Association 401 1 527
N of Valid Cases 94

FasL-844T/C polimorfizmi igin genotiplerin hasta ve kontrol grubundaki
dagilimimin ¢apraz tablosu tablo-17" de gosterilmistir.
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Tablo-17: Hasta ve kontrol gruplarinda FasL -844T/C polimorfizminin capraz tablosu

FASL
CC TC TT Toplam
Hasta ve Kontrol  Kontrol n 6 17 6 29
Gruplari Beklenen Deger 7.1 16,7 5,2 29,0
% Hasta ve
Kontrol Gruplari 20,7% 58,6% 20,7% 100,0%
icinde
% FASL icinde 26,1% 31,5% 35,3% 30,9%
% Toplam 6,4% 18,1% 6,4% 30,9%
Hasta n 17 37 11 65
Beklenen Deger 15,9 37,3 11,8 65,0
% Hasta ve
Kontrol Gruplari 26,2% 56,9% 16,9% 100,0%
icinde
% FASL icinde 73,9% 68,5% 64,7% 69,1%
% Toplam 18,1% 39,4% 11,7% 69,1%
Toplam n 23 54 17 94
Beklenen Deger 23,0 54,0 17,0 94,0
% Hasta ve
Kontrol Gruplari 24,5% 57,4% 18,1% 100,0%
icinde
% FASL icinde 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
% Toplam 24,5% 57,4% 18,1% 100,0%

SLE’ i hasta ve saglikli kontrol gruplarinda FasL-844T/C genotip oranlari
sekil-9" da gosterilmistir.

SLE’ i hasta grubunda FasL-844T/C genotipleri ile fotosensitivite varligi,
diskoid ras varligi, malar ras varligi, C3-C4 dizeylerinin distk olup olmamasi, ANA
pozitifligi, Anti-DNA pozitifligi, norolojik tutulum, artrit varhigi, hastalik aktivasyonu,
proteintri, ilag kulammlar: arasindaki iligki icin T-testi yapildi. Istatistiksel olarak
anlamli deger bulunmadi. Ancak FasL dizeyi ile hematolojik tutulum (anemi,
trombositopeni, I6kopeni gibi) olmasi arasinda istatistiksel olarak p degeri:0,007
bulundu (Sekil 10 ve tablo-18).
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Sekil-9: FasL-844T/C polimor fizminin genotiplere gor e gr uplar da dagilim

Tablo-18: FasL dlzeyi ile hematolojik tutulum
Hematolojik tutulum  FasL dizeyi (ng/ml)  p degeri

Var 37 hasta 0,0036 0,007
(% 56,06)

Yok 29 hasta 0,0039
(% 43,93)
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T T
N= 29 37
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Hematolojik Tutulum Varhgi

Sekil-10: FasL ve SLE’ li hastalar daki hematolojik tutulumun iliskis

SLE’ li hasta ve saglikli kontrol gruplar: C alleli tasiyan ve tasimayan olarak iki
gruba ayrildi. SLE’ i hastalarda C alleli tasiyanlar: 54 kisi, C alleli tasimayanlar: 11 Kisi
hasta, kontrol grubunda C alleli tasiyanlar: 23 kisi, C alleli tasimayanlar: 6 Kisi olarak
bulundu (Tablo-19). TT genotipine gére TC+CC genotipi yani C alleli tasiyanlarda SLE
riski 1.28 kat artrmistir. Ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamstir
(p=0.066).

Tablo-19: Her iki grupta C allellerinin dagilim (p=0,066)
SLE’ li hastagrubu Saglikli kontrol grubu

C alleli tasiyanlar 54 23
(TC+CC) (% 83,1) (% 79,3)
C dleli tasimayanlar 11 6

(TT) (% 16,9) (% 20,7)
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SLE’ li hasta grubunda Fas dizeyi ile SLEDAI hastalik aktivasyon indeksi
arasindaki iliski incelendi.(Tablo-20) Sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmadh

(p=0,219).

Tablo-20: Fas diizeyi ve SLEDAI arasindaki iligki

FAS_DUZ
Ortalama Deger i¢in %95
Standart Guven Aralig
n Ortalama Sapma Minimum Maximum
inaktif 28 1,10154 ,43312 ,93359 1,26948
hafif derecede aktif(1-5) 16 1,20338 ,58608 ,89108 1,51567
orta derecede aktif(6-10) 12 ,91192 ,48036 ,60671 1,21712
yuksek aktivite(11-19) 4 1,43800 ,73811 ,26350 2,61250
20 ve uzeri ¢ok yiksek aktivite 6 1,47700 ,87068 ,56327 2,39073
Toplam 66 1,14627 ,55393 1,01010 1,28245

SLE’ li hasta grubunda FasL diizeyi ile SLEDAI aktivasyon indexi arasindaki
iliski incelendi (Tablo-21). Sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmad: (p=0,074).

Tablo-21:FasL diizeyi ve SLEDAI arasindaki iligki

FASL_DuUZz

Ortalama Deger i¢in %95

Standart Guven Aralig
Ortalama Sapma Minimum Maximum

inaktif 28 3,9000E-02 | 4,9925E-03 | 3,7100E-02 | 4,0972E-02
hafif derecede aktif(1-5) 16 3,4875E-02 | 6,6521E-03 | 3,1330E-02 | 3,8420E-02
orta derecede aktif(6-10) 12 3,8417E-02 | 3,6045E-03 | 3,6126E-02 | 4,0707E-02
yuksek aktivite(11-19) 4 3,8750E-02 | 1,5000E-03 | 3,6363E-02 | 4,1137E-02
20 ve uzeri ¢ok yiksek aktivite 6 4,0333E-02 | 2,2509E-03 | 3,7971E-02 | 4,2696E-02
Toplam 66 3,8015E-02 [ 5,1664E-03 | 3,6745E-02 | 3,9285E-02

SLE’ li hastalarda Fas ve FasL polimorfizmleri ve SLEDAI arasindaki iliskiye
bakildi. Ancak istatistiksel olarak anlamli sonug bulunmads (p degeri>0,05).
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Fas ve FasL duzeyleri ile hastalik siiresi, proteiniri, ESR diizeyi, CRP dizeyi,
C3 duzeyi, C4 duzeyi arasindaki iliskiye Spearman Sira Farklar1 Korelasyon Katsayisi
ile bakild:. Istatistiksel olarak anlaml: farklilik bulunmach.

Fas ve FasL dizeyleri ile Fas-670A/G ve FasL-844T/C polimorfizmleri
arasindaki iliskiye bakildi. Ancak polimorfizmler ile dizeyler arasinda iliski
saptanmad.
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5. TARTISMA

SLE’ nin patogenezi multifaktoriyel ve multigenetiktir. Fas ve FasL genleri
apoptotik genler olup SLE basta olmak Uzere bircok otoimmin hastaligin patogenezinde
onemli rol oynadiklar: disunilmektedir. FasL ekspresyonu araciligi ile gerceklesen
tumor direncliligi, otoimmin hastalik olusumu ve enfeksiyon hastaliklarina
dayaniksizlik gibi durumlar Fas veya FasL promotorlerindeki tek nikleotid
polimorfizmi ile iligkilendirilebilir. Bu polimorfizmler ile yapilan ¢alismalarin amaci
immin cevabin feedback kontrolinde Fas ve FasL’ nin oynadigi role dayanarak
otoimmin hastaliklarin erken teshisi, yiksek risk tasiyan bireylerin tanimlanmast,
boylece erken ve agresif tedavinin yapilmasidir. Otoimmin hastaliklarin teshisine
yonelik  yapilan  bu caiismalar ile aralarinda SLE, Sistemik vaskillit,
Otoimmiuinlenfoproliferatif Sendrom, Glomerulonefrit, Sjogren sendromu ve IgA
nefropatisininde bulundugu hastaliklarda bir teshis olasiligi dogmaktadir. Bizim
calismamizda amacimiz Fas ve FasL dizeyinin hastalikla iliskisini, Fas-670A/G ve
FasL-844T/C polimorfizmlerinin SLE’ deki roltni bulmakti.

Calismamizda Fas ve FasL diizeyleri, SLE’ li hastalar ile saglikl1 kontrol grubu
arasinda kiyasland:. iki grup arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark bulunmachg:
tespit edildi. Courtney ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir calismada SLE’ |i ve
Romatoid artritli hastalarda artrms apoptotik lenfositlerin ve artmus lenfosit Fas
ekspresyonunun SLE icin spesifik olmadigi 6ne strtilmiistiir.®® Fas ve FasL’ nin SLE
aktivasyonu ile olan iliskisine bakildiginda hastalik aktivasyonu ile iligski saptanmad.
Marc Bijl ve arkadaslarimin 33 SLE’ li hastada yapmis oldugu ¢calismada Fas ve FasL ile
hastaligin aktivasyonu arasindailiski oldugu tespit edilmistir.®? Bu calismada 20 inaktif,
13 aktif SLE’ li hasta alinmis ve sonucunda aktif SLE’ de Fas ekspresyonunun arttigi
gogerilmistir. Marc Bijl’ in bu sonucu JaHu Hao ve arkadaslarinin yapmis oldugu
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calisma ile benzer sonuctaydi.®® JiaHu Hao' nun yaptig1 calismada farkli olarak Fas
diizeyi ile SLE’ nin organ tutulumlar: arasindaki iliski de arastirilmis, Fas diizeyi santral
sinir sistemi tutulumu, bobrek tutulumu ve serozit olan SLE’ |i hastalarda artnus olarak
bulunmustur. Calismamizda FasL dizeyi ile hematolojik tutulum arasinda iliski
saptandi.(p=0,007)

Fas-670A/G polimorfizmine bakildiginda SLE’ i hasta ile normal saglikli grup
arasinda istatistiksel olarak dnemli farklilik tespit edilmedi. Ayrica ¢alismamizda Fas-
670A/G polimorfizminin SLE hastalik aktivasyonu ile ilgisi olmadig: tespit edildi. Buna
ek olarak Fas-670A/G polimorfizmi ile organ tutulumuna yonelik yapilan istatistiksel
analizde de anlamli sonu¢ bulunmadi. Kanemitsu S ve arkadaslarimin  Japon
populasyonunda 109 SLE’li ve 140 saglikli kontrol grubunda yapmis oldugu calismada
Fas-670A/G polimorfizminin A allelinin SLE’ nin patogenezinde 6nemli bir risk
faktorii oldugunu gostermislerdir.®® Huang ve arkadaslar: Avustralyali 79 SLE hastasi
ve 86 saglikli kontrol grubunda Fas-670A/G polimorfizminin AA genotipinin SLE
hastalarinda oral Ulser ve fotosensitivite ile iliskisi oldugunu bildirmislerdir. Daha 6nce
Japon, Kore ve Avustralya populasyonlarinda yapilmis olan benzer calismalarda Fas-
670A/G tek nikleotid polimorfizminin SLE fenotipi ile belirgin bir iligskisi oldugu
gosterilmistir.2% Calismamizda A allelerinin SLE icin 4,2 kat risk arttirdigi saptandh.
Ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi. Bizim c¢alismamizin Kanemitsu S
arkadaglar1 ve Huang-arkadaslarinin yapmis oldugu calismalarla farklilik gostermesi
populasyon farkliligindan kaynaklanms olabilir. Cunkt bu calismalar SLE’ |i Japon
populasyonu ve Avustralya populasyonu ile yapilmistir. Japon populasyonunda SLE’ i
hastalarin Fas-670A/G polimorfizminde genotip oranlar;; % 25 inde GG homozigotu,
% 28 AA homozigotu, % 47 AG heterozigotlar: seklindedir. Bizim ¢alismamizda bu
oranlar sirasi ile % 8,3 GG, % 26 AA ve % 65,6 AG seklindedir.

Calismamizda SLE’ i hasta grubu ile kontrol grubu FasL-844T/C polimorfizmi
acisindan kiyaslandiginda, iki grup arasinda istatistiksel farklilik saptanmadi. Daha
Onceki calismalarda Fas/FasL sisteminin asirt immin cevap supresyonu ve periferal
toleransin devami icin 6nemli ve kritik bir rol oynamasi nedeni ile -844’ teki
polimorfizmin otoimmin hastaliklarin patogenezisi ve bu hastaliklara duyarliligin
diizeyi acisindan 6nemli oldugu kabul edilmisti.®"9? Ancak Nolsge RL ve arkadaslari 70
Avrupa kokenli Amerikali ve 40 Afrika kokenli Amerikali SLE’ li hastalar ve
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ailelerinde  FasL-844T/C  polimorfizminin  SLE ile iliskisinin  olmadigim
bildirmislerdir.*® Calismamizda FasL-844T/C polimorfizminde TT genotipi % 18,1 TC
genotipi % 57,4 ve CC genotipi % 24,5 oranlarinda saptandi. Bu sonuclar saglikli
kontrol grubu ile benzer orandaydi. Chen JY ve arkadaslarimin yapmis oldugu calismada
Tayvan' |1 260 SLE’ li hasta ile 280 saglikli kontrol grubu FasL-844T/C polimorfizmi
arastirilmak Uzere karsilastirilmis. Bu calismada CC genotipinin SLE’ |i hastalarda
predominant oldugu ve TC genotipinin Amerika, Afrika ve Kafkas irklar1 ile benzer
oranda bulundugunu tespit etmisler. FasL-844CC genotipini SLE’ ye yatkinlik olarak
degerlendirmisler. Calismarmizda C allelinin SLE icin riski 1,2 kat arttirdig1 ancak bu
artigin istatistiksel olarak anlamli olmadhig: tespit edildi.

Sonug olarak galigsmalardaki bu farkliliklar populasyon farkliligindan, calismaya
alinan birey farkliligindan, genotiplerin farkli dagilimindan ve bilinmeyen diger
nedenlerden kaynaklanabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Hem Fas-670A/G ve FasL-844T/C polimorfizmlerinin hemde Fas ve FasL
duzeylerinin Turk populasyonundaki SLE’ |i hasta ve saglikli kontrol bireylerinde
istatistiksel olarak dnemli bir farklilik gostermedigi calismamizda saptanmustir. FasL
diizeyi ile SLE' nin hematolojik tutulumu arasinda pozitif korelasyon bulunmustur.
Fakat, Fas-670A/G ve FasL-844T/C polimorfizmleri ile Fas ve FasL duzeylerinin Turk
populasyonundaki SLE’ |i hastalarda kesin olarak 6nemini gosterebilmek icin daha
genis vaka-kontrol gruplarinda ¢alismalar yapilabilir.
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