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KISALTMALAR

AICD: Activation induced cell death (Aktivasyon sonucu olusan hiicre 6limii)
ALPS: Autoimmune lymphoproliferative syndrome (Otoimmiin lenfoproliferatif
sendrom)

ANA: Antiniikleer antikor

anti ds-DNA: Anti-double stranded DNA (Anti-¢ift sarmallt DNA)

AS: Ankilozan Spondilit

BSA: Bovine Serum Albumin

CD40L: CD40 Ligand

DC2: Plazmasitoid dendritik hﬁcrelt?r

EAE: Experimental Allergic Encephalomyelitis

FSC: Forward Scatter (6nden sagilim)

GM-CSF: Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor

GVDH: Graft Versus Host Disease

HIGM: X-Linked Hyper-IgM Syndrome

IFN-y: Interferon gamma

IgG: iImmiinglobulin-G

IL: Interlokin

ILT: Immunoglobulin-Like Transcript (immiinglobulin benzeri transkript)
mAB: Monoklonal Antikor

MBP: Myelin Basic Protein

MHC: Major-Histocompatibility-Complex

MS: Multipl Skleroz

NK: Natural Killer

NKT: Naturel Killer T

NOD: Non-Obese Diabetic

PBMC: Periferal Blood Mononuclear Cells (Periferik kan mononiikleer hiicre)
PBS: Phosphate Buffered Saline (Fosfat tampon ¢6zeltisi)

PHA: Phytohemagglutinin

PNL: Polimorfoniikleer Lokosit

RA: Romatoid Artirit



RBC: Red Blood Cell (Kirmz: kan hiicreleri)

SLE: Sistemik Lupus Eritematosus

SLEDI: SLE Disease Activity Index (SLE hastalik aktivite indeksi)

snRNP : Small nuclear Ribonucleoprotein (Kiigiik niikleer riboniikleoprotein)
SSC: Side Scatter (Yandan sagilim)

TCR: T Cell Receptor (T hiicre reseptorii)

TGF-B: transforming growth factor-

Th3: T helper 3 (Th3)

TNFR: Tiimor Nekrozis Faktor Reseptor

Treg: Regiilator T Hiicreleri
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1. OZET

Sistemik Lupus Eritematosus (SLE), oto-antikor ve immiin kompleks tiretimiyle
karakterize prototipik bir otoimmiin hastaliktir. Immiin sistem hiicrelerinin
etkilesimlerindeki bozulmalar self-toleransin kaybina ve oto-antikor iiretimine neden
olmaktadir. CD8+CD28- fenotipindeki T hiicre populasyonlarinin antijen sunucu
hiicrelerle direkt kontagiyla ya da anti-inflamtuar sitokinler salgilayarak, yardimecr T
hiicrelerinin reaktivitelerini engelledikleri ve baskilayici mekanizmayr baslatarak B
hiicreleri tarafindan oto-antikor iiretiminin baskilayabilecekleri gosterilmigtir. Bu
calismada 53 SLE hastasimin periferik kan CD8+CD28- T hiicre populasyonlar saglikli
bireyler ile kargilagtinimustir. '

SLE hastalar1 ve saglikli bireyler arasinda total CD8 ve CD28 miktarlarinda bir
fark bulunmazken, CD8+ T hiicrelerindeki CD28- populasyon dagilimi SLE
hastalarinda anlamli olarak diisiik bulunmustur (Siras1 ile %4420, %58+13; p<0.01).
Bununla beraber, SLE hastalannin CD8+ T hiicrelerindeki CD28+ populasyonlarinin
dagilimi anlamli olarak yiiksek bulunmustur (Sirasi ile, %56+20, %42+ 3; p<0.01). SLE
hastalarinin  monositlerindeki kostimiilatér molekil CD80 ve CD86 arasinda fark
bulunmazken SLE hastalarinda saglikli bireylere oranla CD40 molekiiliinin anlamli
derecede diigiik oldugu saptanmugtir (Sirasi ile, %89+9, %74+17; p<0.01). Gruplar
arasinda CD8+ hiicrelerce zenginlestirilmis populasyonlardaki IL—10 seviyeleri arasinda
bir fark bulunmamistir. CD8+CD28- ve CD28+CD28+ hiicre populasyonlan arasinda
perforin seviyesinde farka rastlanmamis; farkli PHA konsantrasyonundaki uyarimlar
sonucunda ve zamanla CD8+CD28- populasyonunda miktar olarak bir degisim
gozlemlenmemigtir. SLE hastalartmin CD8+CD28- T hiicrelerindeki azalma, T hiicre
baskilanmasinda bir kusurun bulundugunu ve otoreaktif B hiicrelerine T hiicre

yardimim arttirdigini diistindiirmektedir.



2. SUMMARY

CD8+CD28-, Suppressive, T Cells in Systemic Lupus Erythematosus

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a prototypic autoimmune disease
characterized by the production of autoantibodies and immune complexes. Impaired
interactions between immune cells including T cells, monocytes, dendritic cells and B
cells lead to loss of self-tolerance and autoantibody production. Recently, it has been
shown that a CD8+CD28- phenotype of T cell population inhibits the reactivity of T
helper cells either by a contact dependent mechanism or with secreting anti-
inflammatory cytokines, initiating a suppressive loop which results in suppression of
antibody production by B cells. In this study, we have explored the peripheral blood
CD8+CD28- T cell population in 53 patients with SLE in comparison to healthy
controls.

Although no difference in total CD8 and CD28 counts has been found, the
percentage of CD28- cells within CD8+ population has been found significantly
decreased in patients with SLE compared to healthy subjects (44%+20 vs 58%+13,
respectively p<0.01). In contrast, the ratio of CD28+ population within CD8+ T cells
were significantly increased in SLE group (56% =+ 20 vs 42% + 13, p<0.01). While there
were no significant differences in the expression of co-stimulatory molecules CD80 and
CD86, CD40 expression on monocytes was found significantly decreased in patients
with SLE (89%=+9 vs 74%+17, respectively p<0.01). No difference in IL-10 expressions
in CD8+ enriched populations was observed in patients with SLE in comparison to
healthy controls. Neither a discrepancy in perforin levels among CD8+CD28- vs
CD28+CD28+ populations, nor a change in frequency of CD8+CD28- T cells has been
observed after distinct concentrations of PHA stimulation and time. Decreased
CD8+CD28- T cell population may reflect the impaired T cell suppression and

increased T cell help to autoreactive B cells in SLE.



3. GIRIS VE AMAC

Immiin sistemin temel 6zellikleri arasinda kendinden olan ve olmayam taniyip
ayirt etmesi yer almaktadir. Immiin sistem hiicrelerinin “self-antijen”lere yamt
vermemeleri “tolerans” ile saglanabilmektedir. Self-toleransin kaybi otoimmiin
reaksiyonlar ile sonuglanir.

Otoreaktif hiicreler birgok mekanizmayla kontrol edilmektedirler. Klonal
seleksiyon yoluyla timusta self-reaktif T hiicrelerinin delesyonu santral tolerans
mekanizmalarinin baginda yer almaktadir. Neonatal timektomiden sonra otoimmiin
hastaliklarin olustugunu (13, 67, 70, 73) ve periferde self-reaktif lenfositlerin
bulundugunu gosteren (46, 52, 83, 87) cesitli galigmalar klonal seleksiyonun
otoimmiiniteyi kontrol eden tek mekanizma olmadigini ortaya gikarmustir.

Periferde self-antijenlere reaktif hiicreler anerji, yoksayma ve aktivasyon sonucu
olugan hiicre 6liimi (Activation Induced Cell Death: AICD) gibi birgcok tolerans
mekanizmasiyla kontrol altinda tutulmaktadir. Supresyon (baskilama) ise bu periferal
tolerans mekanizmalarindan biridir.

T hiicrelerinin optimal aktivasyonu igin, antijenik peptidin ve major-
histocompatibility-complex (MHCYin T hiicre reseptorii (T Cell Receptor: TCR) ile
birlesmesinin yani sira kostimiilator ikinci bir sinyal gerekmektedir. CD28, T lenfositler
tarafindan cksprese edilen, en 1yl tammmlanmus ve en etkili kostimiilatér molekiildiir.
CD28, antijen sunucu hiicreler yiizeyindeki B7-1 (CD80) ve B7-2 (CD86)’ye baglanan
44kDa agirhiginda bir transmembran glikoproteinidir.

CD4+ supresor T hiicre alt gruplarmin yaminda, baskilayict 6zelligi bulunan
CD8+ supresor T hiicre alt gruplart da oldugu ve otoimmiinitede rol oynadiklar
bilinmektedir (42, 53, 56, 94). CD8+CD28- fenotipindeki bir CD8+ supresdr T hiicre alt
grubu cesitli caligmalarda (26, 38, 40, 54, 64) tanimlanmustir.

SLE, artmug oto-antikor {iretimi ve immiin kompleks olusumu ile karakterize,
multisistemik bir otoimmiin hastalik prototipidir.

CD8+CD28- supresér T hiicrelerinin SLE’nin patogenezinde rolii olup
olmadigint degerlendirmeyi amagcladigimiz bu c¢aligmada, bu hastalikta goriilen oto-

reaktiviteye supresOor T hiicreleri tarafindan etki eden mekanizmalarn aragtirarak bu



konuyla ilgili ¢ok az sayidaki mevcut literatiir bilgilerine katkida bulunulmas

hedeflenilmistir.



4. GENEL BILGILER

Yagsamin temel prensiplerinden biri olan enfeksiyondan korunma,
mikroorganizmalara kars1 hem dogal hem de adaptif mekanizmalarla yanit veren immiin
sistem aracilif ile gerceklesmektedir. Immiin sistemin enfeksiyon kontroliinde
kullandigi efektér mekanizmalar; pro-inflamatuar sitokin ve kemokinlerin iiretilmesi,
enfeksiyon bolgesine inflamatuar hiicrelerin toplanmasi, enfekte olan hiicreleri lize eden
sitotoksik T lenfositler ve natural killer (NK) hiicrelerin aktivasyonudur (8, 66).

Biitiin immiin yantlar belirli simrlar icinde gergeklesmektedirler. Antijenik bir
uyarimdan sonra antikor konsantrasyonu ve efektér T hiicre sayist asamali olarak artar,
ancak kisa zamanda belli bir miktara eriserek azalmaya baslar. Baska bir deyisle, cogu
immiin yamt nicelik ve nitelik bakimindan optimal bir cevap olusturmak {izere adapte
olur (11). Patojenin ortadan kaldirilmasina ya da yayilmasinin yavaglatilmasina
yardimci olan bu immiin yanit eger etkili bir sekilde kontrol edilmezse siddetli
inflamasyona ve doku hasarlarina neden olabilmektedir. Bu hasara neden olan bagka bir
etken ise, patojenden gelen antijene yamt veren immiin sistem hiicre ve molekiillerinin
kendi antijenlerine, yani “self-antijenlere” de yamit verebilmeleridir. Eger immiin
sistemin kendine karsi bu reaktivitesi, diger bir deyisle otoreaktivite kontrol edilmezse
otoimmiin hastaliklar olusabilir (11, 100). Homeostatik islemler ile lenfosit havuzlan
sabit dlizeylerde tutulur ve otoimmiinite kontrol altina alinir. Bunlar oldukg¢a kompleks

mekanizmalari igermekle beraber “immiinregiilasyon™ ile saglanmaktadir (11).

4.1. CD28 Molekiilii ve Kostimiilasyon

T lenfositler, ¢ogu immiin yamtin merkezinde yer alan hiicrelerdir. T
lenfositlerin  belirli antijenleri tamimalann 1ile bu hiicrelerin proliferasyonlan,
farklilagmalan, efektér islev kazanmalarit ve immiin sistemde rol oynayan diger
hiicrelere yardim etmeleri, yani aktivasyonlari i¢in gereklidir. 1970 yilinda Bretscher ve
Cohn (19, 20), T lenfositlerin aktivasyonunu gostermek iizere “iki sinyal modeli”’ni
geligtirmiglerdir. Glinlimiizde de kabul edilen bu modele gore, T lenfositlerin
aktivasyonlar1 icin, hiicrelerin spesifik antijenik peptidleri tanimalarinin, yani ilk
sinyalin yam1 sira, antijenden bagimsiz ikinci bir “kostimiilator sinyal”e ihtiyag vardir.

Birinci sinyal MHC-peptid kompleksinin TCR ile birlesmesiyle saglanmaktadir. Ikinci



sinyal ise, T hiicreleri ve antijen sunucu hiicreler yiizeyinde bulunan kostimiilatér
molekiiller ile yollanir. Bu kostimiilatér sinyal, koruyucu immiin yanitin gliciini
arttirirken immiinolojik tolerans: saglayarak otoimmiiniteyi engeller (90).

CD28, naif ve antijen ile karsilagmis T lenfositler tarafindan eksprese edilen, en
iyi tanimlanmug ve en etkili kostimiilator molekiillerdendir. CD28, antijen sunucu
hiicreler ylizeyindeki B7-1 (CD80) ve B7-2 (CD86)’ye baglanan 44kDa agirliginda bir
transmembran glikoproteinidir (4).

CD28 kostimiilasyonu, interlokin-2 (IL-2) basta olmak iizere sitokin saliniminin
artmasina, hiicre adezyonunun giliglenmesine, antijen sunucu hiicre ile baglandiktan
sonra plazma membraninin yeniden diizenlenmesine, antiapoptotik gen BCL-XL
ekspresyonuna neden olarak ve germinal merkez olusumunu destekleyerek T hiicre
yanitinin sliresini ve gucunu belirler (22).

TCR’nin, CD28 kostimillasyonu olmaksizin, peptid-MHC kompleksi ile
birlesmesi sonucunda apopitoz ya da anerji meydana gelir (4). Non-obese diabetic
(NOD) fareler ile yapilan arastirmada (85), NOD farenin CD28 yetersiz fare ile
melezlenmesi sonucu olusan farelerin ¢ok daha siddetli ve hizh diyabet gelistirdikleri
ortaya ¢ikmustir. Aym zamanda bu farelerde, patolojik immiin yamttan koruyan
regiilator T hiicrelerin yetersiz oldugu gozlemlenmistir. Dolayisiyla, CD28’in ¢ok ¢esitli

mekanizmalarla otoimmiiniteyi kontrol etmede rol oynadig diistintilmektedir (1).

4.2. Self Toleransin Saglanmasi

1905°de Ehrlich ve Morgenroth ¢aligmalarinda immiin sisteminin, kendinden
olani ve olmayam ayirt etme Ozelligi oldugunu, “self-tolerans™ ile kendinden olana
yanitsiz kalarak otoimmiiniteyi engelledigini iddia etmiglerdir. Ehrlich’in bu fikrine
dayanarak “klonal seleksiyon™ hipotezi ortaya ¢ikmustir (52, 83, 87). Klonal seleksiyon
teorisinin modern yorumuna gore, timusta antijene spesifik reseptorler aracilify ile
antijenc baglanan T hiicreleri, MHC molekiiliiniin self-peptid’e baglanma gekline gére
seleksiyona ugrarlar. Timusta, kemik iligi prekiirsorleri olan ve gesitli agamalarla olgun
T hiicrelerine doniisen “timositler” bulunmaktadir. Self-antijenlere yiiksek affinite
tasiyan timositler, timik farklilagma esnasinda “negatif seleksiyon™ denilen bir apoptotik
mekanizma ile santral olarak elimine edilirler. Self-reaktif olma potansiyeli olan

timositlerin negatif seleksiyon ile elenmeleri ile, self-toleransa sahip bir periferal T



hiicre repertuvar1 olugmaktadir. Self-toleransm bozuldugu durumlarda ise otoimmiinite
olusmaktadir (52, 76).

Ancak, oto-reaktif T hiicrelerinin timustaki klonal delesyonu toleransi agiklayan
tek mekanizma degildir. Fareler ile yapilan ¢alismalarda (13, 67, 70, 73), otoimmiin
hastaliga sahip olmayan farelerin neonatal timektomiden sonra otoimmiin hastalik
gelistirdikleri gozlemlenmigtir. Self-antijenlere diisiik ya da orta derecede affiniteleri
olan T hiicreleri timustaki negatif seleksiyondan kacarak perifere gecmektedirler.
Burada, self-peptidler ile aktivasyonlann sonucunda prolifere olarak patojenik efektor
hiicrelere doniigebilirler. Dolayisiyla, bu self-reaktif hiicrelerin gelisimlerini ve
iglevlerini diizenleyen mekanizmalar ayn1 zamanda otoimmiin hastaliklarin olugumlarini
ve ilerleyislerini de kontrol etmektedir. Bu fikirlerin sonucu olarak, otoimmiin
hastaliklarin  olusma nedeni self-peptidlere yﬁksek affiniteli  hiicrelerin
eliminasyonundaki yetersizliklerin yani sira periferdeki self-reaktif hiicre klonlaridir.
Caligmalar (46, 52, 83, 87), saglikli insanlarda da zararli olma potansiyeli olan self-
reaktif lenfositlerin periferde bulunduklarini géstermistir. Saglikli hayvanlarin kuvvetli
adjuvantlarla beraber kendilerinden olan molekiller ile immiinize edilmeleri sonucunda
T hiicre aracilikli otoimmiin doku hasarlar1 gérillmiistiir (53). Diger bir aragtirmada ise
(75), kostimiilator molekiillerin ve sitokinlerin dokuya spesifik transgenik
ekspresyonlan ile self-reaktif T hiicrelerinin, transgenleri eksprese eden hiicrelere yanit
olusturduklar gosterilmistir.

Periferal tolerans ¢esitli mekanizmalarla islemektedir. Bunlardan en kolay
anlagilan1 self-antijenlerin yoksayilmasidir. Bu yoksaymamin nedeni self-antijenin kan
ve lenf ile taginan immiin sistem hiicrelerinin ulasamayacag yerlerde bulunmalan ya da
antijenin T hiicre yanmiti baglatacak esik degerine ulasamamastdir (101). T hiicre
sinyalinin iglevsel olmast TCR’nin MHC-peptid kompleksi ile baglanma giiciine ve
stiresine baglidir. T hiicrelerinin optimal aktivasyonlar1 ve farklilagmalan igin belli bir
esik degeri gerekmesinin yam sira ¢ok yilksek affiniteli TCR’ler apoptotik yolaglarin
baglamasina neden olarak AICD’e yol agarlar (52).

Aym zamanda, T hiicreleri periferde self-antijen ile kargilagtiklarinda anerjik
hale doniigebilirler. Anerji, antijen ile karsilagmadan sonra lenfositin islevsel olarak
inaktive olmasi ancak yine de bu durumdayken canlilifini siirdlirdigi bir tolerans

mekanizmast olarak tammlanmustir (88). Antijen sunucu hiicreler tarafindan



kostimiilasyonun yetersiz ya da olmadig1 durumlarda, diigiik affiniteli bir ligand ile TCR
sinyali yollanmasi ile, IL-2 gibi biiyiime faktorii sitokinlerin sinirh oldugu durumlarda
veya IL-10 gibi anti-inflamatuar sitokinlerin varliginda tam olarak aktive olmayan T
hiicreleri, antijene karsi kismen ya da tamamen yamtsiz kalmaktadirlar (88, 100).
Anerjik hiicrelerin aym zamanda supresor hiicrelerin olusumunda rol oynadiklari da
distiniilmektedir (81).

Bu pasif self-tolerans mekanizmalarinin yam sira self-reaktif T hiicrelerini aktif

olarak baskilayan T hiicre alt gruplart bulunmaktadir (83).

4.3. Supresor T Hiicreleri

T hiicrelerinin reaktivitesinin, diizenleyici islevleri olan farkli T hiicre
populasyonlar1 tarafindan kontrol edilebilecegi diisiincesi toleransin agiklanmasinda
bliylk bir gelismeye neden olmustur. Supresor, baska bir deyisle regiilator T
hiicrelerinin iki sekilde olustuklart distiniilmektedir. Timus tarafindan stirekli iiretilen,
dogal olarak bulunan regiilatér T hiicrelerinin yani sira periferde “tolerojenik”
hiicrelerle karsilasarak sonradan olusan adaptif regiilatér T hiicreleri bulunmaktadir (66,
101).

Dogal olarak bulunan, supresor aktiviteleri bulunan CD4+CD25+ T hiicreleri ilk
olarak, Sakaguchi ve ark. (9, 84), T hiicreleri olmayan farelerde (atimik nude fare)
yaptiklart g¢aligmada ortaya c¢ikmis ve regilator T Thiicreleri (Treg) olarak
adlandirilmiglardir. Bu caligmalarda (9, 84), IL-2 reseptOriiniin o zincirini eksprese
etmeyen (CD25); CD4+ (CD4+CD25-) T hiicre grubu normal BALB/c farelerden 6
haftalik sinjenik atimik nude farelere transfer edildiginde, ¢esitli organlarda 3. giin
timektomiden sonra goriilen otoimmiin hastalik paternine benzer inflamatuar lezyonlar
gOriilmistir. Alci farelerden bazilarinda sistemik otoimmiin hastaliklara da
rastlanmugtir. CD25+ T hiicrelerinin farelere tekrar transfer edilmeleri sonucunda
otoimmiinitenin engellendigi goriilmistiir. Dogal olarak olusan CD4+CD25+ T
hiicrelerinin varligi, timusun periferal toleransi kontrol etmesinde klonal seleksiyon
diginda da roli oldugunu géstermistir (87).

Shevach ve ark. (91, 98) timusta iiretildikten sonra, hiicrelerin periferal dokulara
taginarak antijene yamit olarak prolifere olmak yerine, diger T hiicrelerinin

proliferasyonlarim1 baskiladiklarini ortaya koymuslardir. Bu baskilamanin antijen



sunucu hiicrelerin modifikasyonlann ya da ¢oziinebilir faktorler araciligiyla degil de
hiicre-hiicre temasi ile oldugu gosterilmistir. Bu hiicreler timusta tiretildiklerinden self-
antijenlere spesifik olduklan diistiniilmektedir (17).

Timusta bu hicrelerin  olusumunu saglayan sinyaller tam olarak
bilinmemektedir. Yapilan arastirmalar (85, 96) CD28 kostimiilasyonunun, dogal olarak
bulunan Treg hiicrelerinin hem timusta olusumlarini hem de periferal homeostazislerini
kontrol ettigini géstermistir.

IL-10 varliginda olgun T hiicrelerinin alloantijenler ile tekrarlanan uyarimlar
sonucunda Tr1 olarak tamimlanan baskilayic 6zellikleri bulunan adaptif regiilator CD4+
T hiicre alt grubu ortaya ¢ikmigtir. Dogal olarak olusan Treg hiicrelere benzer olarak bu
hiicreler de timusta olusmakta ancak klasik T hiicre alt gruplarindan ya da timusta
olusan Treg hiicrelerinden farklilagsarak meydana gelmektedirler (15, 66, 101).

Dogal olarak olugan ve adaptif regiilatér T hiicreleri, mekanizmalar: bakimindan
birbirlerinden aynlmaktadir. Caligmalar (55, 72), adaptif regiilator T hicrelerinin
transforming growth factor-p (TGF-B) ve IL-10 gibi sitokinler iireterek immiinsupresif
ozellik gosterdiklerini ortaya koymustur. Bunun aksine dogal olarak olusan Treg
supresyonunun, sitokinden bagimsiz bir mekanizmayla, antijen sunucu hiicreler ya da
diger T hiicreleri ile hiicre-hiicre temasi ile saglanmaktadir. Adaptif regiilator hiicrelerin
sitokine bagh bir mekanizmayla baskilama yaptiklan bilinse de hiicre-hiicre temasinin
yine de immiinsupresif 6zellik gbsterebilmeleri igin gerekli olabilecegi distiniilmektedir
7.

Dogal olarak olusan Treg’lerin aksine adaptif regiilator hiicrelerin olusumlart ve
islevleri i¢in kostimiilasyon gerekmemektedir (17). Blazar ve ark. aragtirmalarinda (97),
CD28 kostimiilasyonu olmadan da alloantijen spesifik Trl hiicreleri olusturarak,
CD28’den bagimsiz bir yolla graft versus host disease (GVDH)’yi engelledigini
gostermiglerdir.

Cesitli otoimmiin hastaliklarda, farelerde CD4+CD25+ regiilatér T hiicrelerin
kaybim go6steren caligmalar cok olsa da insanda bu g¢aligmalar smirli sayidadir.
Otoimmiin hastalarda yapilan ¢aligmalarda bu hiicre populasyonlarinin azaldig ya da
supresif iglevlerinin yetersiz oldugu belirlenmistir (12). Multipl skleroz (MS) (99) ve
Romatoid Artirit (RA) (34) hastalarinda bu hiicre populasyonlan sagliklilardan miktarca

farkli bulunmazken islevlerinde bozulmalar oldugu bildirilmigtir. Kawasaki hastalif



(41), tip 1 diyabet (57) ve otoimmiin lenfoproliferatif sendrom (autoimmune
Iymphoproliferative syndrome: ALPS)’ye (16) sahip bireylerde, CD4+CD25- hiicre
oranin saglikli bireylere gore azalmis oldugu gézlemlenmistir.

Bu regiilatér CD4+ T hiicre populasyonlarina ek olarak, antijen veya oto-antijen
uyarimlariyla sonucu IL-10 ya da TGF-B salgilayan adaptif CD8+ regiilatér T hiicre
altgruplari, T helper 3 (Th3) hiicreleri, natural killer T hiicreleri (NKT) ve yd T hiicreleri
oldugu da bilinmektedir (11, 66).

4.4. CD8 Supresor T Hiicreleri

Immiinsupresif islevleri bulunan CD8+ T hiicrelerinin varlig ilk olarak Gershon
ve Kondo’nun c¢aligmalarinda (42) gosterilmistir. CD8 supresif T hiicrelerinin,
otoimminitenin  kontroliinde yabanci ve self antijenlere immiin yanitin
diizenlenmesinde rol oynadiklar iddia edilmistir (24). Ancak bunu izleyen arastirmalar,
bu iddiay1 dogrulayamamiglardir. CD4+CD25+ T hiicrelerinin regiilatér 6zelliklerinin
anlasilmasi ile, son on yi1lda CD8+ T hiicrelerin supresor 6zellikleri de tekrar giindeme
gelmisgtir (40).

Cesitli ¢aligmalarda (31, 89, 103), insan ve farelerden antijen-spesifik CD8+
supresor T hiicreleri izole edilmistir. Otoimmiin bir hastalik modeli olan experimental
allergic encephalomyelitis (EAE)'de bu hiicrelerin otoimmiin yanit1 baskilamada rol
oynadigim ortaya konmustur (53, 56, 94). Myelin basic protein (MBP) ile EAE
olusturulan farelerin ikinci bir immiinizasyondan sonra EAEnin yeniden baglamasina
dayanikli olduklar goriilmiistiir. fyilesen bu farelerde CD8+ T hiicrelerinin ¢ikartiimas
ve MBP ile tekrar immiinizasyon ile EAE'nin yeniden olustugu gézlemlenmistir. Bunun
yaninda, EAE'nin baglangicinda, CD8+ T hiicreleri ¢ikartilan ve normal sayida CD8+ T
hiicrelerinin yeniden olugmasina izin verilen fareler EAE'ye direngli kalmayip, MBP ile
tekrar karsilagtiklarinda yeniden EAE gelistirmiglerdir. Bu caligmalar, in vivo olarak
CDS8 supresér T hiicrelerinin otoimmiin EAE'ye diren¢ sagladiklarini ve patojenik
otoimmiinitenin yinelenmesini engellediklerini gostermislerdir (24).

CD8 supresor T hiicreleri fenotipik olarak CD28 molekiiliiniin olmayisiyla

karakterize edilmiglerdir.
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4.5. CD8+CD28- Supresor T Hiicreleri

Sirkiilasyon kabiliyetinin yani sira, T lenfosit sisteminin temel Ozelliklerinden
bir digeri de cevredeki internal degisikliklere yanmit olarak homeostatik degisimler
gecirmeleridir. Birinci ve kostimiilatdr olan ikinci sinyaller ile T hiicre aktivasyonu
gergeklestigi bilinmektedir. Bununla birlikte, dendritik hiicreler, doku makrofajlar,
monositler ve aktive B hiicreleri gibi profesyonel antijen sunucu hiicrelerin baslica
CD4+ T hiicreleri aktive ederek immiin yamti olusturmalarimin yaminda, artan kamtlar
internal ¢evredeki sinyallerin en ¢ok CD8+ T hiicre havuzunu degistirdigi gostermistir.
Bu gibi durumlarda en belirgin degisiklik, CD3( zincirindeki degisiklikler ve CD28’in
tamamen kaybolmasidir. Internal cevredeki degisiklikler ile CD8+ T hiicrelerinin
degisimlerinin molekiiler temeli ve fizyolojik 6nemi acikliga kavusmamuistir. Aktive
olan CD8+ T hiicrelerinin, temel fizyolojik olaylan diizenledigi diisliniilmektedir. CD28
ekspresyonun kaybiyla beraber CD8+CD28- T hiicrelerinin olusumunun bu diizenleyici
mekanizmalar arasinda ¢ok 6nemli bir yeri oldugu diisiiniilmektedir (5).

CD28 T hiicre aktivasyonunda ¢ok 6nemli bir kostimiilatér molekiil olsa da
insan periferal kanmindaki T lenfositlerin biyiik bir kisminda CD28 bulunmamaktadir.
Saglikli insanlarda CD28 g¢ogunlukla CD4+ T hiicrelerinde bulunmaktadir. CD28
eksprese eden CD8+ T hiicre yiizdesi ise oldukca degiskendir. Periferal kan
CD8+CD28- T hiicreleri, biliyiik, graniillii lenfositlerdir. Diger fenotipik 6zellikleri
bilinmemektedir (5, 10).

Sirkiilasyondaki insan CD8+CD28- T hiicre havuzu 15 yildan fazla zamandir
bilinmesine ragmen enfeksiyon sirasinda arttiklarinin gosterilmesi ile bu populasyona
ilgi artmugtir. HIV hastalarinda CD8+CD28- T hiicre populasyonun arttigi gesitli
caligmalarda g6sterilmistir (18, 25, 86).

Aragtirmalar (44, 75), CD28-/- farelerin EAE’ye dayanikli olduklarim
gostermistir. Najafian ve ark. (71), CD28 kostimiillasyonu olmadigi durumda
CDS8+CD28- T hiicrelerinin EAE’ye dogal direngte rol oynadiklarim bulmuslardir. Bu
farelerden, CD8+ T hiicrelerini immiinizasyondan dnce ve 14. giinde ¢ikartildiklarinda
hastalik yeniden olusmaktadir. Buna goére, CD8+CD28- supresdér T hiicrelerinin
baskilayici Ozelliklerinin hastaligin hem baslangi¢c hem de efektor fazinda olustugunu
gostermislerdir. Ayni ¢alismada, yaban tip farelerin CD8+CD28- T hiicrelerinin in vivo

ve in vitro olarak EAE’yi baskilama 6zellikleri bulunmustur.
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4.5.1. Tip 1 CD8 Supresir T Hiicreleri

Insanlarda islevsel olarak ii¢ tip CD8 supresdr T hiicresi belirlenmistir. Suciu-
Foca ve ark. (26, 54, 64), antijen spesifik CD4+ T hiicre yamtim1 engelleyen
CD8+CD28- T hiicrelerini gostermislerdir. Bu calismalarda (26, 64), CD8+CD28-
supresOr T hiicreleri, periferal kan mononiikleer hiicrelerin allojenik, xenojenik veya
antijenle uyanilmig sinjenik antijen sunucu hiicreler ile gesitli defalar in vitro olarak
uyarilmiglardir. Supresér T hiicrelerinin, uyarnimi yapan antijen sunucu hiicreler
tizerindeki MHC simf I-antijen kompleksini taniyarak antijene spesifik CD4 yardimer T
lenfositlerin proliferasyonlarini saglamalarim engelledikleri gosterilmistir. CD8+CD28-
supresOr T hiicrelerinin varlifinda, CD4+ yardime:r T lenfositlerin anerjik hale gecerek
CD40 ligand (CD40L) ekspresypnlannda ve IL-2 salgilamalarinda bozulmalar oldugu
gbzlemlenmistir (26, 28, 63, 64).

CD8 supresér T hiicrelerinin MHC smif I ile spesifik antijeni taniyarak
baskilayic1 6zelliklerini gosterebilmeleri igin dendritik hiicreler ile birlesmeleri yani
hiicre-hiicre temas: gerekmektedir (23, 40). Bu birlesmenin sonucunda, CD40 aracilig1
ile diger kostimiilator molekiller olan B7-1 (CD80) ve B7-2 (CD86)'nin up-
regiilasyonlarinin engellendigi ve dentritik hiicre ylizeyinde immiinglobulin benzeri
transkript-3 (Immunoglobulin-like transcript 3: ILT3) ve immiinglobulin benzeri
transkript-4 (Immunoglobulin-like transcript 4: ILT4) ekprese edildigi gOsterilmistir
(23, 65). Bu sistemde dendritik hiicreler, supresor T hiicreleri ve antijen spesifik CD4+
yardimci T hiicreleri arasinda bir kopri gorevi gérmektedirler. CD8 supresér T
hiicrelerinin, dendritik hiicrelerinin antijen sunucu 6zelliklerine etki etmesi ile CD4+
yardimc1 T lenfositlerin  proliferasyonlar1 engellenmektedir (23, 27). Kalp
transplantasyon alicilarinda yapilan ¢aligmada (29), CD8+CD28- supresér T
hiicrelerinin, allojenik hiicrelerin neden oldugu CD4+ yardimci T hiicrelerinin
aktivasyonu ve proliferasyonunu engelledigi gosterilmistir. Kamtlar (23, 27, 29),
transplantasyon hastalarinda CD8+CD28- supresor T hiicrelerinin, dondr antijen sunucu
hiicrelerindeki CD40 kostimiilasyonunu engellemesi ve ILT3 ve ILT4’ln
upregiilasyonunu saglamasiyla akut rejeksiyon arasinda pozitif bir iligki oldugunu

gostermektedir.
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4.5.2. Tip 2 CD8 Supresor T Hiicreleri

Diger bir tip CD8 supresor T hiicresi ise in vitro olarak sirkiilasyondaki CD8+
lenfositlerin izole edilerek monositler, 1L-2 ve granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF) ile bir hafta inkiibasyonu sonucu olusturulmustur (38,
40). Bu CDS8 supresér T hiicreler spesifik antijenler ile, anti-CD3 monoklonal
antikorlarla veya mitojenler ile wuyarilan T hiicrelerinin proliferatif yamtlarim
engellemislerdir(14). Aym zamanda bu tip hiicrelerin sitotoksik hiicrelerin lize etme
Ozelliklerini de baskiladign disiiniilmektedir (39). Bu tip CD8 supresér T hiicre
populasyonun mekanizmas: hala tam olarak anlagilmamis olsa da, antijen sunucu
hiicreler ile direkt temas kurmadan ¢Oziinebilir faktorler araciligy ile islevlerini
gosterdikleri diigliniilmektedir. Hiicrelerin hiicre-hiicre arasi direkt_ temasim engelleyen
ancak sitokin gecisine izin veren gozenekli bir membranla uyarilan T hiicreleri
ayrildiginda, CD8 supresér T hiicrelerinin baskilayici 6zelliklerini kaybetmedikleri
gOsterilmistir (38). Intraselliller sitokin ¢alismalarinda ise (37, 38), interferon gamma
(IFN-y) , IL-6 ve IL-12’nin varligi ortaya konmustur. IFN-y ve IL-6 bloke edildiginde
supresor etkinin tersine dondiigii gosterilmistir. Dolayisiyla, IFN-y ve IL-6, direkt olarak
ya da diger sitokinlerin ekspresyonlarim saglayarak bu CD8 supresér T hiicre alt

grubunun T hiicre proliferasyonunu baskilamasinda gérev yapmaktadirlar.

4.5.3. Tip 3 CD8+ Supresir T Hiicreleri

Gilliet ve ark. (43), diger bir CD8+ supresér T hiicre populasyonu
tamimlamiglardir. Bu populasyon, izole edilen naif CD8+ T hiicrelerinin plazmasitoid
dendritik hiicreler (DC2) ile uyarilmasi sonucu ortaya e¢ikmistir. Bu hiicrelerin
olusumlar1 DC2 ‘nin antijen sunumu ve IL-10 salimmina baglidir. DC2’nin uyardif
antijen ile daha fazla uyarilan supresér T hiicrelerinin kendileri IL-10 salgilamaya
baglamaktadir. Bu tip CD8+ supresor T hiicrelerin, naif ve onceden aktive olmamis
CD8+ T hiicrelerine IL-10 araciligt ile baskilayici Ozellik gosterdikleri iddia
edilmektedir.

Filaci ve ark. (39) GM-CSF uyarimindan sonra monositlerin IL-10 salinimlaryla
da CD8 supresér T hiicrelerinin olustugunu gézlemlemislerdir. Bu hiicreler, in vitro
olarak sirkiilasyondaki CD8+CD28- T hiicrelerinden olusturulmuslardir. Bu

populasyonun olusumunda monositler ve CD8+CD28- T hiicrelerin, hiicre-hiicre arasi
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direkt temasinin rol oynamadigi, IL-10 araciligi ile hem dendritik hiicreler gibi antijen
sunucu hiicreleri hem de antijene spesifik T lenfositleri baskilama o6zellikleri

bildirilmigtir.

4.6. Sistemik Lupus Eritematosus

SLE, artmig oto-antikor iiretimi, immiin kompleks olusumu ve immiin sistemin
yonlendirdigi doku zedelenmeleri ile giden multisistemik ve inflamatuar bir hastaliktir.
Otoimmun hastaliklarin prototipi olarak kabul edilen hastalikta, doku hasar1 oto-
antijenlere kars1 olusan oto-antikorlarin direkt etkisi ile veya immin komplekslerin
depolanmas1 ile ortaya c¢ikar. Immiin komplekslerin damar, bébrek, santral sinir
sistemine depolanmasi ile baglayan inflamatuar yanit, ikincil doku hasarmna neden
olmaktadir (2, 69, 77).

SLE hastalarinda immiin sistemin hem humoral hem hiicresel yanitinda
anormallikler bulunmaktadir. Bu nedenle SLE patogenezinde hangi defektlerin esas
oldugu bilinmemektedir. SLE’nin baslamasinda ve devam etmesinde genetik olarak
yatkin bireylerde ¢evresel faktorlerin rolii oldugu distiniilmektedir (2).

SLE’de T ve B hiicrelerinin otoimmiin yanitlar1 sonucu olugan oto-antikorlar ve
immiin kompleks yaninda otoreaktif T hiicreleri de gesitli organlarda patolojiye neden
olmaktadir. Oto-antikorlar, niikleusta, sitoplazmada, hiicre yiizeyinde bulunan,
immiinglobulin-G (IgG) gibi ¢6zlinebilir molekiiller ve koagulasyon faktorlerleri gibi
self-molekiillere kars: liretilmektedir (69, 77, 92). Niikleustaki self-molekiillere kars1
iiretilen antiniikleer antikorlar (ANA) hastalarin %95’inde bulunan en karakteristik oto-
antikorlardir. Anti-¢ift sarmalli DNA (anti-double stranded DNA: ds-DNA) ve anti-Sm
antikorlarimn varligi SLE’nin smiflandirma kriteridir. Kiiciik niikleer riboniikleoprotein
(Small nuclear ribonucleoprotein: snRNP) olarak belirtilen Sm antijeni, uridince zengin
bir grup RNA molekiiliiniin ¢ekirdek proteinlerine ya da RNA ile iligkili proteinlere
baglanmasmndan olugmaktadir. Anti-Sm antikorlari, snRNP ¢ekirdek proteinlerine
birlesirken anti-DNA antikorlart DNA iizerinde ¢ok bulunan bir nikleik asit
determinantina baglanwr. Hastalik aktivitesi ve zamanla anti-DNA antikor titreleri
degisebilmektedir (59, 69, 79).

Lupus oto-antijenlerine karsi self-toleransin kaybolmasinda ve bdylelikle

sistemik otoimmiin hastalifin patojenik islemlerinin gerceklesmesine neden olan immiin
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sistemin etkilesimleri tam olarak bilinmemektedir. Cesitli calismalarda (47, 82), normal
fareler ve SLE hastaliginin patogenizini arastirmak igin en iyi model oldugu diisliniilen
ve kendiliginden insan SLE’sine benzer lupus sendromu gelistiren MRL/lpr fare soylari
arsinda, timustaki santral lenfosit seleksiyonunun benzer oldugu gosterilmistir. Lupus
oto-antijenlerine karsi yiiksek affiniteli self-reaktif lenfositleri elimine eden santral
toleransimn bozulmamis olmasina ragmen normal periferal repertuvarda daha diisiik
affiniteli T ve B hiicrelerinin oldugu bilinmektedir. Otoimmiinitenin baglamasina santral
toleransin degil de periferal toleranstaki kaybin neden oldugu diistiniilmektedir (69, 92).

Apoptozis sirasinda self-antijenlerin ortaya cikan bazi epitoplarimin, anormal
antijen islenmesinin, uygun olmayan T hiicre yardimmnin ya da O6l¢iisiiz
kostimiilasyonun SLE olusumuna neden olabilecekleri bilinmektedir. SLE’de self-
toleransin kaybinda T hiicre sinyali i(;.in anormal aktivasyon esiklerinin ve AICD
anormalliklerinin de rol oynadiklar diistiniilmektedir (32, 48, 77, 92).

Teorik olarak, yeterli ya da uygun supresor T hiicrelerinin eksikligi de SLE
patogenizine katkida bulunabilir (48). Crispin ve ark. aragtirmalarinda (30), supresor
aktiviteleri bulunan CD4+CD25+ regiilator T hiicrelerinin miktarlarinin aktif SLE
sirasinda periferal kanda saglikli bireylerden ve inaktif hastaliga sahip bireylerden daha
diisiik olarak saptamiglardir. Ancak bu hiicre populasyonun islevlerinin SLE’de
bozulmus olup olmadign ve SLE’deki diger supresor T hiicre alt gruplarinin rolleri

heniiz bilinmemektedir.
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Hasta Secimi

Calismamizda;, SLE hastalifmmin patogenizinde CD8+CD28- supresor T
hiicrelerinin rolii olup olmadifimi ve T hiicrelerinin supresyon mekanizmalarini
incelemek amaci ile, Marmara Universitesi I¢ Hastaliklari Anabilim Dali Romatoloji
Bilim Dali’nda SLE hastalig1 tanis1 konmus ve rutin muayene ile tedavilerine devam
eden 53 hasta (yas: 39+12; 40 kadin:13 erkek) galismaya dahil edilmigtir.

SLE hastalarin1 diger romatolojik hastaliklarla karsilastirmak icin 20 RA, 10
Ankilozan Spondilit (AS) hastasi, hasta kontrolleri olmak {izere galigmaya alinmaistir.

Saglikli oldugu bilinen ve SLE hastalig1 ile ilgili herhangi bir bulguya sahip
olmayan 34 goniillii saglikli kontrol grubunu olusturmustur.

5.2. Periferik Kan Mononiikleer Hiicre ve Polimorfoniikleer Lokosit

Izolasyonu

5.2.1. Lizat ile Periferik Kan Mononiikleer Hiicre ve Polimorfoniikleer Likosit

izolasyonu

Periferik kan mononiikleer hiicre (PBMC: Periferal Blood Mononuclear Cells)
ve Polimorfoniikleer Lokosit (PNL), EDTA’li kandan amonyum bazli bir lizat
solusyonu  (0.155M NH4CL, 0.01M KHCOs;, 0.127M EDTA) kullamilarak elde
edilmistir. 5ml ven6z kana 40ml lizat solusyonu ilave edilerek oda 1sisinda 10 dakika
bekletilmigtir. 800 rpm’de, oda 1sisinda 10 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant
uzaklagtirilarak pellet, fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS; 0.005M K,HPO,4, 0.005M
KH,POy, 0.14M NaCl; pH=7.3) ile oda 1s1sinda 1500rpm’de 10 dakika yikanmigtir.

5.2.2. Yogunluk Gradiyent Santrifiijii ile Periferik Kan Mononiikleer Hiicre
izolasyonu

Kiltiir yapilmak tizere heparinize kandan, PBMC steril sartlarda Ficoll (d: 1077,
Sigma-Aldrich Inc.) yogunluk gradiyent santrifiijii ile ayrilmistir. Bu amagla her

bireyden 15ml kan alinmus ve 2:1 oraninda Ficoll iizerine yayilarak oda isisinda
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2000rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda hiicreler gradiyent
farkina gore, eritrositler en dipte, PBMC’lerin bulundugu interfaz tabakasi ortada ve
plazma en istte bulunacak sekilde aynlmugtir. Interfazdan toplanan PBMC’lere PBS
eklenerek oda 1sisinda 1500rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve hiicre sayim cihazi ile
(Counter T660, Beckman Coulter Inc.) sayimlar1 yapilmustir.

5.3. Periferik Kan Mononiikleer Hiicre Yiizey Molekiil Ekspresyonu Tayini

Kontrol ve hasta gruplarindan alinan kandan amonyum bazl1 lizat solusyonu ile
veya Ficoll yogunluk gradiyent santrifiijii ile elde edilmis ve kiiltiire edilmis PBMC’ler,
yiizey molekiilii ekspresyonu igin floresan isaretli monoklonal antikorlarla boyanmagtir.
Bu amagla 100pl hiicre stispansiyonu iizerine aragtirtlacak antikorlar uygun diliisyonda
eklenerek oda 1sisinda, 15 dakika karanlikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras
hiicrelere PBS cklenerek oda 1sisinda 1500rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve flow
sitometri cihazi (FACScan, Becton&Dickinson Corp.) ile yiizey molekiil ekspresyonu
yiizde olarak saptanmistir (Tablo I).
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Tablo I. PBMC yiizey molekiil ekspresyonu tayininde kullanilan mAb’ler

mAb Spesifitesi Kaynak

anti-IgG1 Negatif kontrol Beckman Coulter Inc.
anti-CD45 Pan l6kosit Beckman Coulter Inc.
anti-CD14 Monosit Beckman Coulter Inc.
anti-CDS8 Sitotoksik T hiicreleri Beckman Coulter Inc.
anti-CD28 Kostimiilatér molekiil, Lenfosit Beckman Coulter Inc.
anti-CD19 B hiicreleri Beckman Coulter Inc.
anti-CD13 Monosit Beckman Coulter Inc.
anti-CD80 Kostimiilat6r molekiil, APC Beckman Coulter Inc.
anti-CD86 Kostimiilat6r molekﬁl, APC Beckman Coulter Inc.
anti-CD105 Endoglin, TGF-p reseptorii Ancell Corp.
anti-CD40 Kostimiilatér molekiil, APC Ancell Corp.

5.4. CD8+ Populasyonun Zenginlestirilmesi

CD8+ populasyon tam kandan, antikor tabanhi bir zenginlestirme kokteyli ile
(RosetteSep, Stem Cell Thecnologies) yogunluk gradiyent santrifijii yoluyla
zenginlestirilmigtir. RosetteSep antikor kokteyli, kirmizi kan hiicreleri (RBC: Red
Blood Cell) ile istenmeyen hiicrelerin immiinrozet olusturacak sekilde baglanmasim
prensibine dayanmaktadir. Immiinrozet olusturan hiicrelerin yogunluklari artmakta ve
Fikol yogunluk santrifiijii ile dibe ¢6kmektedirler.

Hasta ve saglikli bireylerin heparinize tam kanlarina antikor eklenerek 20 dakika
oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Isaretlenmis hiicre slispansiyonu 2:1 oraminda Ficoll
iizerine yayilarak oda 1sisinda 2000rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasmda hiicreler gradiyent farkina gére, RBC ve istenmeyen isaretli hiicreler en
dipte, CD8+ populasyonca zenginlesmis interfaz tabakasi ortada ve plazma en istte
bulunacak sekilde ayrilmustir. Interfazdan toplanan PBMC’lere PBS eklenerek yikama
yapilmugtir. CD8 mAB ile isaretlenerek flow sitometride safliklar belirlenen hiicrelerin
yiizey molekiil ekspresyonlarina ve hiicre i¢i IL-10 seviyelerine bakilmistir.
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5.5. Hiicre Ici IL-10 ve Perforin Tayini

5.5.1. Hiicre Yiizey Monoklonal Antikorlarinin Fiksasyonu

PBMC, yiizey molekiilleri ekspresyonun tayini igin monoklonal antikorlar
(mAB) ile karanlikta 15 dakika inkiibe edilerek isaretlenmiglerdir. Oda 1sisinda
1500rpm’de 10 dakika PBS ile yikama isleminden sonra, ylizey mAb’lerin fiksasyonu
igin hiicrelere %2 paraformaldehit igeren PBS ilave edilerek 15 dakika oda 1sisinda
inkiibe edilmislerdir. PBS ile hiicreler tekrar yikanarak hiicre i¢i isaretlemeye hazir hala

getirilmiglerdir.

5.5.2. Hiicre I¢i Isaretleme Metodu

100ul hiicre siispansiyonuna, hiicre gecirgenligini arttirmak amact ile 1:1
oraninda  permeabilizasyon  solusyonu = (FACS  permeabilizing  solution,
Becton&Dickinson Corp.) eklenerek 10 dakika oda 1sisinda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras: hiicreler %0.5 bovine serum albumin (BSA) ve %0.1 sodyum azit
iceren PBS ile yikanarak mAb’ler eklenmistir. 30 dakika oda isisinda, karanlikta
bekletilen PBMC, PBS ile tekrar yikanarak flow sitometrik analize hazir hale
getirilmistir.

5.5.3. Hiicre I¢i IL-10 Sitokin Tayini

Hasta ve kontrol gruplart arasinda CD8+CD28- supresér T hiicrelerinin 1L-10
sitokin ekspresyonlarimi kargilagtirmak amaci ile, CD8+ T hiicrelerince zenginlestirilen
PBMC, yiizey mAb ile isaretlenip fikse edildikten sonra hiicre igi IL-10 (eBioscience

Inc.) boyamasi yapilarak flow sitometrik analizleri yapilmastir.

5.5.4. Hiicre i¢ci Perforin Tayini

Heparinize kandan yogunluk gradiyent santrifiijii ile elde edilen 1X1 0° hiicre/ml
PBMC, 5ug/ml Phytohemagglutinin (PHA, Sigma-Aldrich Inc.) ilavesi ile 48 saat
boyunca 37°C, %5 COy’li ortamda kiiltir edilmigtir. Kiiltiir edilmeden o6nce ve
edildikten sonra PBMC, yiizey ekspresyon tayini i¢gin mAb’ler ile igaretlenip fiksasyonu
saglandiktan sonra anti-Perforin antikoru (Ancell Corp.) ile hiicre i¢i isaretlenmeleri

yapulmugtir.
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5.6. Hiicrelerin PHA ile Uyarilmasi

5 saplikli bireyin kanindan yogunluk gradiyent santrifisjii ile izole edilen 1X10°
hiicre/ml PBMC, 2.5ug/ml, 5ug/ml, 10pg/ml ve 100ug/ml konsantrasyonlarindaki PHA
titrasyonu ile uyarilarak 5 giin siiresince 37°C, %5 CO,’li ortamda kiiltiire alinmislardir.
Kiiltirden oOnce ve Kkiiltirin 72. ve 120. saatlerinde CD8+CD28- T hiicre
populasyonlarina bakilmak amaciyla mAb’ler ile boyanarak flow sitometrik analizleri

yapilmigtir.

5.7. Flow Sitometrik Analiz

Flow sitometri, tek hiicre seviyesinde, hizli ¢ok parametreli analiz imkant
saglayan bir yontemdir. Flow sitometride temel prensip, bir siispansiyon halindeki hiicre
ya da partikiiller lazer 15181 ile aydinlatilmakta olan bir bélmeden gecirilerek; hiicrelerin
1518 Oniinden gecerken verdikleri sinyaller toplanarak analiz edilmesidir. Olusan
sinyallerin kaynagi, hiicrenin biiyiikliikk, graniilarite gibi fiziksel 6zellikleri olabildigi
gibi; hiicreye baglanan gesitli florokromlar da olabilir.

Flow sitometride ¢esitli fotodedektorler kullamilarak kompleks hiicre
siispansiyonunda multiparametrik analizler yapilabilmektedir. Bunlardan 6nden sagilim
(Forward Scatter: FSC) hiicrelerin biiyiikliiklerine gore, yandan sacgilim (Side Scatter:
SSC) hiicrelerin graniiler yapilarina gére simiflandirilmalarim saglar. Direkt veya
indirekt metodlar kullanilarak isaretlenen Orneklerin floresan yogunluklari, elektriksel
sinyallere c¢evrilip, amplifiye olarak analiz edilmektedir. Bu ¢alismamizda, hiicrelerin
yiizey ekspresyonlari, hiicre igi sitokin ve perforin tayini, hiicre proliferasyonunu

incelemek amaci ile flow sitometri kullanitmusgtir.

5.8. Hastahk Aktivitelerinin Tayini

SLE hastalarinin SLE hastalik aktivite indeksi (SLE disease activity index:
SLEDI) skorlari, Marmara Universitesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Romatoloji Bilim
Dalr’nda belirlenmistir.

AtheNA Multi-Lyte ANA test sistemi (Luminex Corp.)ile 25 SLE hastasinin
ANA’lari, anti ds-DNA, anti-La, anti-Ro, anti-Sm antikorlarinin pozitiflikleri

Ol¢iilmiistiir.
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AtheNA Multi-Lyte ANA test sistemi insan serumunda oto-antikorlan 6l¢gmek
tizere tasarlanmug goklu sinyallerle micropartikiillerin floresan isaretlerini tayin eden bir
metoddur. Bu metoda bir flow analizori ve farkli olarak boyanmis ve ayrilabilir
mikroboncuklar kullanilmaktadir. Farkli oto-antikorlar kovalent olarak mikroboncuk
serilerine ayr1 ayn baglanmig olarak bulunmaktadir. Flow sitometri tabanli cihaz,
serumdaki bu mikroboncuklart taniyip ayirmaktadir.

SLE hastalarindan elde edilen 10plt serum ve kontrol serumlar1 1:200 oraninda
seyreltilerek elde edilen 6rneklerden 10plt alinarak 50plt mikroboncuk stispansiyonu ile
30 dakika oda 1sisinda inkiibe edilmigtir. 150ult konjugat eklenerek tekrar oda 1sisinda
30 dakika inkiibe edilen 6rnekler AtheNA cihazinda analiz edilmiglerdir.

5.9. Sonuclarm Degerlendirilmesinde Kullanilan Istatistiksel Yontemler

SLE hastalarindan ve kontrol gruplarindan elde edilen sonuglar, her grubun
aritmetik ortalamasi1 ve her bir ortalama degerin standart sapmasi alinarak
hesaplanmustir. Istatistiksel analizler SPSS 11.0 programu ile yapilmis ve 0.05’ten kiigiik
p degerleri (p<0.05) istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

CD8 populasyonlarindaki CD8+CD28- ve CD8+CD28+ T hiicre dagilimlar,
CD8 populasyonundaki yiizdeleri hesaplanarak elde edilmistir. Gruplar arasindaki
farklar Student-t testi kullanilarak degerlendirilmistir.

PHA uyarmmu ve hiicre i¢i perforin seviyelerinin analizlerinde bagimsiz gruplarin
ortalamalarinin  farkliligts Mann Whitney-U testi ile degerlendirilmistir. Bagimh
gruplarin ortalamalarimin karsﬂastmlmasmda ise Wilcoxon eslestirilmis giftler testi
kullanilmagtr.

SLEDI skoru, oto-antikorlar ve CD8+CD28- T hiicre populasyonu arasindaki

korelasyon Spearman ve Pearson testleri kullanilarak incelenmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Hiicre Yiizey Molekiil Ekspresyonlari

6.1.1. CD8 ve CD28 Molekiilleri Yiizey Ekspresyonlar

SLE hastalan1 ve diger otoimmiin hastaliklarla iligkisi bulunmayan saglikli
bireylerin T lenfositleri yiizeyindeki CD8 ve CD28 molekiillerinin ekspresyonlarn
incelenmis, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmamigtir (p>0.05)
(Sekil 1, 2).
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Sekil 1. Saglikhh bireyler ve SLE hastalan arasinda ortalama CD8 molekilii yiizey

ekspresyonu (Veriler % cinsinden olup; = standart sapmay1 géstermektedir).
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Sekil 2. Saglikli bireyler ve SLE hastalar1 arasinda ortalama CD28 molekiilii yiizey

ekspresyonu (Veriler % cinsinden olup; + standart sapmay1 gostermektedir).

CDS8+ hiicrelerdeki CD28+ ve CD28- olan hiicrelerin oramina bakilarak,
CD8+CD28- ve CD8+CD28+ populasyonlarinin dagilimi hesaplanmistir. SLE, RA ve
AS hastalannnin CD8+ hiicrelerdeki CD28- populasyonlarimin  oranlari  saglikli
kontrollerle karsilagtirildiginda; RA, AS hastalar1 ve saglikli bireyler arasinda fark
bulunmazken (p>0.05), SLE hastalarinin CD28 tagimayan CD8+ T lenfosit
populasyonlar: saglikli bireylere gére anlamli derecede diisiik saptanmustir (p<0.01)
(Sekil 3).
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Sekil 3. Saghikli bireyler ve SLE, RA, AS hastalan arasinda CD8+ T lenfositlerdeki
ortalama CD28- populasyon dagilimi (Veriler % cinsinden olup; + standart
sapmayl, n gruplardaki birey sayisim gostermektedir). *p<0.01 (Saglikli-SLE)

CD8+CD28- populasyonunun dagilmmina uygun olarak CD8+ hiicrelerdeki
CD28+ populasyonlarinin oranlan saglikli kontrollerle karsilastinldiginda; RA, AS
hastalar1 ve saglikli bireyler arasinda fark bulunmazken (p>0.05), SLE hastalarinin
CD8+CD28+ T lenfosit populasyonlarinin saglikli bireylere gore anlamli derecede
yiiksek oldugu saptanmugtir (p<0.01) (Sekil 4).
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Sekil 4. Saglikli bireyler ve SLE, RA, AS hastalan arasinda CD8+ T lenfositlerdeki
ortalama CD28+ populasyon dagilimi (Veriler % cinsinden olup; + standart
sapmayi, n gruplardaki birey sayisim gostermektedir). *p<0.01 (Saglikli-SLE)
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6.1.2. Kostimiilator Molekiillerin Tayini
SLE teshisi konmus hastalarin monositlerinde kostimiilatér molekiiller B7.1 (CD80) ve
B7.2 (CD86) ekspresyonlari saglikli bireyler ile kargilagtinldiginda gruplar arasinda

arasinda anlaml bir farka rastlanmamustir (p>0.05) (Tablo II).

Tablo II. SLE hastalarinda ve saglikh bireylerin monositlerindeki CD80 ve CD86
ekspresyonu ortalamalart p>0.05 (Veriler % cinsinden olup, + standart sapmayi, n birey

sayisin gostermektedir).

CD14+CD80+ CD14+CD86+
(%) (%)
Saghiklh 12+11 67+12
(n=9)
SLE 23+ 19 77+ 11
(n=10)

Monositlerdeki diger bir kostimiilatér molekil olan CD40 ekspresyonu
incelendiginde ise SLE hastalarinda, saglikli bireylere oranla anlamli derecede diigiik
olduklar1 saptanmistir (p<0.01) (Sekil 6).
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Sekil 6. Saglikli bireyler ve SLE hastalar1 arasinda CD40 molekiili yiizey
ckspresyonu ortalamalari (Veriler % cinsinden olup; + standart sapmay1

gostermektedir). *p<0.01 (Saglikhi-SLE)

6.2. Hiicre I¢i IL-10 Sitokin Diizeyleri

PBMC’lerindeki CD8 populasyonlari zenginlestirilen saglikli bireylerin ve SLE
hastalarinin, CD28+ ve CD28- populasyonlardaki hiicre igi IL-10 sitokin diizeyleri

incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamugtir

(Tablo III).
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Tablo III. CD8’ce zenginlestirilen populasyonlarda hiicre igi IL-10 sitokin diizeyleri

ortalamalann p>0.05 (Veriler % cinsinden olup, + standart sapmayi, n birey sayisim

gostermektedir).
IL-10+ CD28+ IL-10+ CD28-
(o) (%)
Saghkh 34+ 9 49+ 7
(n=10)
SLE 46 + 12 36+ 19
(n=14)

6.3. Hiicre Yiizeyi TGF-PB Reseptorii Ekspresyonu

SLE teshisi konmus hastalarin ve saglikli bireylerin monositlerdeki TGF-8
reseptorii olan CD154 (endoglin) molekiiliniin hiicre yiizeyi ekspresyonlarn flow
sitometri ile analiz edildiginde gruplar arasinda fark bulunmamistir (p>0.05).
CD14+CD154+ hiicre populasyonlart 10 SLE hastasinda % 62 (standart sapma, +10),
10 saglikl bireyde ise % 64 (standart sapma, +17) olarak tespit edilmistir.

6.4. Hiicre ici Perforin Seviyeleri

Saglikli bireylerde CD8+CD28- ve CD8+CD28+ T hiicre populasyonlarinin
CDS8 T hiicrelerinin sitotoksik islevlerinde rol oynadigi bilinen perforin seviyeleri, 48
saat boyunca PHA ile uyarilarak ve uyarim olmaksizin incelenmis, gruplar arasinda
farka rastlanmamustir (p>0.05)(Sekil 7).
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Perforin {%)

CD8+CD28- CDS8+CD28+ CD8+CD28+ CD8+CD28+
Uyarimsiz Uyanmsiz PHA PHA

Sekil 7. Saglikli bireylerde CD8+CD28- ve CD8+CD28+ populasyonlarindaki, 48 saat
PHA uyarimiyla ve uyarim olmaksizin perforin seviyesi ortalamalar1 (Veriler

% cinsinden olup; + standart sapmay1 gostermektedir).

6.5. PHA Uyarmm ile CD8+CD28- T Lenfosit Populasyonu
Uyarim ve zamanla CD8+CD28- T hiicre populasyonunda bir degisim bulunup

bulunmadigim arastirmak amaci ile farkli konsantrayonlardaki PHA ile uyarilan
PBMC’de farkli zamanlardaki CD8+CD28- T hiicre populasyonlar1 flow sitometri ile
analiz edilmistir. Saglikli bireylerin PBMC’lerinin, 2.5ug/ml, 5ug/ml, 10pug/ml ve
100pg/ml konsantrasyonlarindaki PHA ile uyarmmlan sonucu, farkli zamanlarda, PHA
titresine gore CD8+ T lenfositlerdeki CD28- populasyon dagiliminin anlamli bir fark

gostermedigi saptanmustir (p>0.05) (Sekil 8).
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Sekil 8. Saglikli bireylerde, 120. saat sonunda; uyarim oncesi, 2.5, 5, 10 ve 100 pg/ml
PHA uyarimiyla ortalama CD8+CD28- populasyon dagilimi egrisi (Veriler %

cinsinden olup; & standart sapmay1 gostermektedir).
Saglikli bireylerin lenfositlerinin PHA uyarimdan 6nce, uyarim sonrasi 72. saatte

ve 120. saatte CD28 eksprese etmeyen CD8+ populasyonlarinda anlamli bir fark
bulunmamustir (p>0.05) (Sekil 9).
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Sekil 9. Saglikl: bireylerde, Sug/ml PHA uyarimiyla; uyarim 6ncesi, uyarim sonrasi
72. ve 120. saatte ortalama CD8+CD28- populasyon dagilimi egrisi (Veriler

% cinsinden olup; + standart sapmay: gostermektedir).

6.6. Hastalik Aktiviteleri
CD8+CD28- supresor T hiicrelerinin hastalik aktivitesiyle korelasyonu incelendiginde

istatistiksel bir anlamlilik bulunmamugtir (Tablo IV).
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Tablo IV. SLEDI skoru ve oto-antikorlara gére CD8+CD28- T hiicre populasyonlarn

CD8+CD28- T Hiicre Populasyonu(%)

SLEDI >4 48 £23
SLEDI < 4 40+ 17
ANA + 42 +8

ANA - 53+4

anti ds-DNA + 34+23
anti ds-DNA - 52+ 18
anti-La + 32+3

anti-La - 5119
anti-Ro + 61 +38
anti-Ro - 49 + 17
anti-Sm + 20+ 17

anti-Sm - 52+£17




7. TARTISMA

SLE hastaliginin patogenezinde hangi defektlerin esas oldugu bilinmemektedir.
Calismamizda CD8+CD28- supresor T hiicrelerinin SLE’nin patogenezindeki rollerini
degerlendirmek amaglanmigtir. Bu amagla, SLE hastalarinin periferik kanlarindaki
CD8+CD28- olan CD8 T hiicre populasyonlarinin miktarn saglikli kontrollerle
karsilagtirtlmis ve SLE hastalarinda CD8+CD28- T hiicrelerinin azalmig oldugu
saptanmigtir.

SLE’de gesitli hiicresel immiinite anormallikleri tamimlanmigtir (68). Supresor T
hiicre aktivitesindeki eksikligin de hastalik patogenezinde rol oynadig: diisiiniilmektedir
(48, 49, 61). Cesitli caligmalarda (3, 21, 45), SLE hastalarmn IL-10 ve IL-2
iiretimlerinde anormallikler bulundugu ortaya konulmustur. Bunun yam sira, Crispin ve
ark. arastirmalarinda (30), SLE hastalarmin PBMC’lerindeki, supresor aktiviteleri olan
CD4+CD25+ T hiicrelerinin, saglikli bireylerle gore diisik ylizdelerde bulundugunu
gostermisglerdir. Ote yandan diger bir cahsmada, CD4+ T hiicrelerinin CD4+CD25+
populasyonlarinin kontrol ve hasta grubu Orneklerinde benzer olduklart bildirilmistir
(60). Ancak bu hiicrelerle yapilan ¢aligmalarda CD4+CD25+ T hiicre fenotipinin hem
aktif hem de regiilator hiicreler tarafindan eksprese edilmeleri ve bu hiicrelere tam
olarak spesifik, belirleyici bir molekiiliin bulunmamas: arastirmalart zorlagtirmaktadir
(30, 48). Supresor aktiviteleri olan hiicrelerin, SLE’deki rolleri biiyiik ilgi uyandirmakta
ve daha gok ¢aligmaya ihtiyag¢ duyulmaktadir (49).

CD4+CD25+ T hiicrelerinin yam sira, CD8 supresor T hiicrelerinin varligis ve
islevleri hala giindemde olan bir konudur. Gershon ve Kondo’nun (42), 1971°de
supresif iglevleri olan CD8 T hiicrelerini tamimlamalarindan sonra ¢esitli ¢aligmalar bu
hiicrelerin immiin regiilator 6zellikleri oldugu goriisinii desteklemislerdir. Insanlardan
ve farelerden antijene ve alloantijene spesifik CD8 supresér T hiicrelerinin izole
edilmelerine ek olarak (27, 31, 89, 103), EAE’ye sahip farelerde otoimmiin yaniti
baskilayan CD8 supresoér T hiicre populasyonlarinin tammlanmasi ve fonksiyonel olarak
karakterize edilmeleri ile bu hiicrelerin supresor 6zellikleri oldugu ve immiin yaniti
engelleyebildikleri kanitlanmistir (53, 94). Bu ¢aligmanin sonuglari ise CD8 supresér T

hiicrelerinin SLE hastaliginin patogenezinde rolii olabilecegini gostermektedir.
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Calismamizda, SLE hastaligindaki otoreaktiviteye supresér T hiicreleri
tarafindan etki eden mekanizmalann aragtirilmas: hedeflenmistir. CD8+CD28- T
hiicreleri igin, ¢esitli arastirmalarda birbirlerinden farkli supresyon mekanizmalar
tammlanmigtir. Bu mekanizmalardan biri, CD8+CD28- supresor T hiicrelerinin hiicre-
hiicre temast yolu ile immiin yamiti baskiladigi yoniindedir (23, 40). Suciu-Foca ve
ark.’mn (26, 54, 64, 93) tamumladiklar tip 1 CD8+CD28- supresor hiicreler, MHC simf
I-peptid kompleksini tanyarak antijene spesifik CD4+ T hiicre yaniti baskilamaktadir.
Bu tip supresor T hiicreleri, antijen sunucu hiicreler ile direkt temas kurmakta, antijen
sunucu hiicreleri koprii olarak kullanarak, kostimiilatér molekiiller araciligy ile CD4+ T
hiicre aktivasyonunu engellemektedirler. Calismamizda bu mekanizmanin SLE
hastaliginda rolii olup olmadigim arastirmak amaci ile monositlerdeki kostimiilator
molekiiller B7.1 (CD80), B7.2 (CD86) ve CD40 ekspresyonlan incelenmistir. CD40
ekspresyonlart SLE hastalarinda, saglikli bireylere gore anlamli derecede diisiik
bulunmusgtur.

CD40, tiimdr nekrozis faktor reseptor (TNFR) siiperailesinden bir molekiil olup,
bir¢ok antijen sunucu hiicrede eksprese edilmektedir. Ligandi olan CD40L (CD154) ise
aktive olmus olan T hiicrelerinde eksprese edilmektedir (51, 58, 62, 95). CD40 ve
CD40L kusurlu farelerde yapilan ¢aligmalarda (80, 102), B hiicrelerindeki CD40 ile
aktive T hiicrelerindeki CD40L birlesmelerinin etkili bir hiimoral yamt i¢in gerekli
oldugu kanitlanmigtir. CD40L genindeki mutasyonlardan otiirli olugan X-linked hyper-
IgM syndrome (HIGM)’de otoantikor idiretimi ve otoimmin hastalik gelisimi
gbzlemlenmistir (35). Ancak patolojik mekanizma tam olarak bilinmemektedir.

CD40 molekiiliiniin monositler, dendritik hiicreler, fibroblastlar, keratinositler,
endotelyal hiicreler gibi birgok antijen sunucu hiicrede eksprese edilmesinden dolay:
hiimoral immiinitenin yam1 sira hiicresel immiinitede de Onemli rol oynadif
distinilmektedir (51, 58, 62, 95). Monosit-makrofajlardaki CD40’m CDA40L ile
birlesmesinin T hiicre yamtinin baglamasinda biiyiik rolii oldugu bilinmektedir (95).
Ayn1 zamanda monositlerdeki CD40 birlesmesinin IL-10 tretimine neden oldugu
gosterilmistir (51, 95).

Kumanogoh ve ark. ¢aligmalarinda (58), CD40 yetersiz farelerde, IL-10 ile
baskilayic1 islev goren CD4+CD25- regiilator T hiicrelerinin biyiik 6l¢iide azaldigim
gbzlemlemis ve CD40-CD40L birlesmesindeki yetersizliklerin, baskilayict 6zellikteki T
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hiicre olusumunu azaltarak otoimmiiniteye neden olabilecegini bildirmiglerdir. Liu ve
ark. ise aragtirmalarinda (62), CD8+CD28- supresor T hiicrelerinin antijen sunucu
hiicrelerle direkt temas1 ile CD4+ T hiicre yanitim baskiladigini gésteren bir model
gelistirmiglerdir. Bu modele goére, supresér T hiicreleri, antijen sunucu hiicrelerdeki
CDA40 sinyalini engelleyerek CD4+ T hiicre aktivasyonuna engel olmaktadirlar. Liu ve
ark.’in modelinin aksine, ¢alismamizda SLE hastalarinin monositlerindeki CD40
molekiilii ylizey ekspresyonlarinin diisiik bulunmasi, CD40 sinyalinde bir yetersizligin
olabilecegini gostermektedir. CD40 sinyalindeki bu kusurun, CD8+CD28- supresér T
hiicrelerinin yeterli miktarda olugmalarim1 engelleyebilecegi ve béylelikle SLE
hastaliginda goriilen otoreaktiviteye katkida bulunabilecekleri diisiiniilmektedir. Aym
zamanda, monositlerdeki azalmig CD40 ekspresyonunun, IL-10 iiretiminin azalmasini
saglayarak, hem IL-10 aracilig ile olustugu iddia edilen tip 3 CD8+CD28- supresor T
hiicre olugsumlarinin, hem de IL-10 ile gergeklesen baskilayici islevin yetersizligine
neden olabilecegi diigiindiirtmektedir.

CD8+CD28- supresor T hiicreleri icin diger bir supresyon mekanizmasi ise IL-
10 ve TGF-B gibi anti-inflamatuar sitokinler yoluyla baskilamadir (11, 43, 66). Bu
islevdeki CD8 supresér T hiicre populasyonu tip 3 CD8+CD28- supresdr T hiicreleri
olarak tamimlanmiglardir. Bu mekanizmanin SLE hastalifinda bir rolliniin olup
olmadigim arastirmak amaci ile SLE hastalari ile saglikli bireyler arasinda hiicre igi IL-
10 seviyeleri ve monositlerdeki hiicre yilizeyi Endoglin (TGF-f reseptorii)
ekspresyonlar1 incelenmistir. SLE hastalarindaki CD8+CD28- populasyonundaki IL-10
seviyelerinde istatistiksel anlamliliga erismeyen bir azalma saptanmistir. Endoglin
ekspresyonlarinda fark bulunmamaktadir ancak reseptdrde azalma olmamasi tam olarak
TGF-B salgilanmasinda bir fark olmadigini yansitmamaktadir. m-RNA diizeyinde TGF-
B ekspresyonunun incelenmesinin mekanizmanin anlagilmasinda daha etkili bir yontem
olacag disiiniilmektedir.

Cesitli caligmalarda (33, 50, 74, 78) CD8+CD28- T hiicrelerinin yagla ve
zamanla CD8+CD28+ T lenfositlerin senesensinden olustuklari belirtilmektedir. ilk
olarak Posnett ve ark. (78), yasl bireylerin periferik kanlarindan izole ettikleri CD8+ T
hiicrelerinde oligoklonal CD28- T hiicre havuzlarinin olustugunu gézlemlemislerdir. Bir
bagka galismada Effors ve ark. (33) 100 yas iistii bireylerde ve uzun zamanlh T hiicre
kiiltiirlerinde CD28+ hiicrelerin azaldigim bildirmiglerdir. Yasla birlikte baz1 gruplar

36



CD8+CD28- T hiicrelerinde artis bildiritken (36, 50, 74), diger gruplar boyle bir
korelasyon olmadigini iddia etmektedirler (6, 7). Calismamizda uyarim ve zamanla
CD8+CD28- T hiicrelerinde bir artig bulunup bulunmadigini aragtirmak amaci ile farkli
konsantrasyonlardaki PHA ile uyarilan lenfositlerde farkh zamanlardaki CD8+CD28- T
hiicre populasyonlart incelenmis ve anlamli bir farka rastlanmamistir. Bu sonug,
CD8+CD28- T hiicrelerinin CD8+CD28+ T hiicrelerinden farklilasmadiklarim,
periferde halihazirda bulunuyor olabileceklerini yansitmaktadir.

Biitiin sonuglar gz Oniine alindiginda, SLE hastaliginda diisiik bulunan
CD8+CD28- T hiicre populasyonunun T hiicre supresyonunda bir yetersizlige neden
oldugu, reaktif CD4+ T hiicrelerini baskilayamamalarindan dolayr B hiicrelerine
yardimin artmasimi  saglayarak oto-antikor iretimine katkida bulunduklann ve

otoimmiinitede etkili olduklar: diisiiniilmektedir.
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