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iv

OZET
TEZ BASLIGI: idiyopatik Trombositopenik Purpura Hastaligi Oznelinde

Otoimmiin Hastaliklarda B Lenfosit Aktivasyon Faktorun
(BAFF) Rolu
YAZAR ADI: Giirkan BAL

Idiyopatik Trombositopenik Purpura (ITP), trombositlerin spesifik otoantikorlar
tarafindan kaplanip, redikiiloendotelyal sistem tarafindan yikildigr otoimmiin bir
hastaliktir. Periferik Trombosit sayisinin diismesinin goreceli etkisi, hastalar tizerinde
artmis kanama riski olarak gozlemlenir. B lenfosit aktivasyon faktor (BAFF); timor
Nekrozan faktor ailesinin bir iiyesi olup, B lenfosit gelisiminin 6nemli bir

diizenleyicisidir.

ITP hastaliginda BAFF proteininin roliinii agiklayabilmek igin, 90 farkli
hastadan farkli zaman ve tedavi protokolleri altinda 175 kan 6rnegi alinip, ELISA
yontemi ile serum BAFF diizeyleri tespit edildi. Hastalar, prednisolon ile
tedavidekiler, remisyon fazindakiler ve aktif ITP hastalar1 olarak smiflandirildi. Aktif
ITP hasta grubunda; serum BAFF diizeyinin (1221 pg/ml medyan) saglikli kontrol
grubuna (941 pg/ml medyan) gore istatistiksel anlamlilik tasiyacak sekilde arttig
belirlendi (p< 0,05). Kortikosteroid tedavi altindaki hasta grubunda ise; serum BAFF
diizeyinin normale dondiigii goézlemlendi (660 pg/ml medyan). Bu deger kontrol
grubundan istatistiksel anlamlilik dahilinde ayrigsmaktadir. Remisyon sathasindaki
ITP hasta grubunda (875 pg/ml) serum BAFF diizeyi kontrolden farkli bulunamadi
(p>0,05).

Bu calisma ile; artan serum BAFF seviyesinin, hematolojik bir hastaligin
0zelligi oldugu ilk defa ortaya kondu. Ayrica, BAFF promotor DNA dizisi lizerinde,
ikisi bu c¢aligma ile yeni tanimlanmis olan, li¢ farkli tek niikleotid polimorfizmi
(SNP) tespit edildi. Bu SNP’lerden iki tanesinin, BAFF promotor {izerinde olasi
transkripsiyon faktor baglanma noktasi olusturabilecegi ilk defa bu c¢alisma ile

gosterildi.



SUMMARY

TITLE OF THE THESIS: The Role of B Lymphocyte Activating Factor (BAFF)
in Idiopathic Thrombocytopenic Purpura (ITP) as an
Autoimmune Disorder

AUTHOR: Giirkan BAL

Idiopathic Thrombocytopenic Purpura (ITP) is an autoimmune disorder in
which platelets are opsonized by specific antibodies and destroyed by the
reticuloendothelial system (RES). As an outcome of this disorder, a peripheral
thrombocyte count in affected individuals appears to be lower, leading to enhanced
risk of bleeding. B cell activating factor (BAFF) is a member of the tumor necrosis
factor family and an important regulator of B cell development. Elevated BAFF
serum levels have been linked to several autoimmune diseases such as Rheumatoid

Arthritis and Systemic Lupus Erythematosus.

To clarify a possible role of BAFF in ITP; 175 blood samples from 90 patients
with ITP were taken and classified into three groups (active ITP patients, ITP
patients in remission and ITP patients under Prednisolone treatment). BAFF serum
levels were detected to be increased in active ITP group (median 1221 pg/ml)
compared to healthy control individuals (median 941 pg/ml). Treatment with
Corticosteroids was found to be associated with normalized BAFF levels (median
660 pg/ml). In remission ITP group (median 875 pg/ml), no significant difference

was observed in comparison with control group, herein.

It was stated as the first time in this study that elevated BAFF expression
appears to be a feature of this hematological disease. Moreover, five mutations were
identified on the BAFF promoter, two of which being reported for the first time,
herein. It was shown that two of these SNP’s possibly create transcription factor

binding sites on the BAFF promoter.
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1. GIRIS

1.1. iImmiin Cevap Kavram

Diinya iizerindeki yasam formlarinin biiyiikk kismin1 mikroorganizmalar
olusturmaktadir ve bazi mikroorganizmalar, diger yasam formlar: {izerinde patojen
etki gosterebilmektedir. Diger yasam formlar1 da, bu patojenlere karst savunma
mekanizmalarina sahiptirler. Hedef organizmanin verdigi ilk immiin yanit dogal
immiin yanit olarak adlandirilir. Bu yanit, genomda germ-line kodlanmis reseptorler
araciligi ile olusturulur ve bu reseptorler, evrimsel olarak yiiksek korunuslu

molekiiler dizileri tantyarak harekete geger (Pancer and Cooper, 2006).

Yiiksek omurgali hayvanlarda dogal immiin yanmitin yanisira, lenfositler
araciligi ile olusturulan ve adaptif immiin cevap olarak adlandirilan patojenlere karsi
ikinci bir savunma mekanizmasi bulunmaktadir. Tiim patojen ve toksinlerin olasi
antijenik yapilarin1 tanimak i¢in, yliksek omurgali organizmalarin lenfosit
membranlarinin iizerinde bir reseptdr havuzu bulunmaktadir. Bu havuz; lenfositlerin
immiinglobulin V (variable), D (diversity) ve J (joining) segmentlerinin farkl
sekillerde yeniden yapilandirilmasi ile olusturulur. Kikirdak dokulu baliklardan
baslamak iizere; tim yiiksek omurgali hayvanlarda, Ig V(D)J bolgelerinin yeniden
yapilandirilmasi ile olusturulan antijen reseptdor genleri T ve B lenfositlerin
ylizeylerinde eksprese edilir (Cannon et al., 2002). Antijen uyarimi ile stimule edilen

bu T ve B lenfositler hiicre aracilikli ve/veya humoral immiin cevabi ortaya ¢ikarir.

Immiinglobulin (Ig) domainleri, evrimsel olarak korunmus amino asit dizileri
iceren bir protein siiper ailesi olarak adlandirilir. Ig V (variable domainler) antijen
reseptorlerinin ve dolayisi ile adaptif immiin yanitin temel elemanidir. Omurgasiz
canlilarda; patojen tanima ile kendinden olan olmayan ayrimim1 yapan
immiinglobiilinlere benzer proteinler bulunmaktadir. Bunlar, Hemolin ve Fibrinojen

iliskili Hemolenf protein (FREPs) ailesine iiye proteinlerdir ve alternatif kesme



citkarma mekanizmalar1 ile olusturulurlar (Yu and Kanost, 2002; Watson, et al.,

2005).

Omurgali canlilarda lenfosit antijen reseptorlerinin ¢esitliligini tanimlamak
tizere, iki farkli rekombinasyon mekanizmasi evrimsel akis diyagrami igerisinde
tanimlanmistir (Sekil 1.1). Bu baglamda, yiiksek omurgali hayvanlarda VDJ
segmentlerinin yeniden diizenlenmesi ile olusan ¢esitlilik, daha alt basamaklardaki
omurgalilarda Ldsince zengin VLR gen segmentlerinin yeniden diizenlenmesi ile

olusur.

VLR Genleri Gnathostome antilkor Genleri
Lemfosit Light chain Heavy chain

olrarnis |g Geni

RAG aracilikh
yeniden diizenlenme

— M Lemfosit
LRR - I¥YLRAY LAR YLRRY LAR" LARY LAR Yt — LAA
I [ _@ VAVAVAVAVAY rekombinasyon olrmus Iy gen_m m

LRR Kasetinin yanyana lyeniden diizenlenmesi

! \ Y
PO : \
o A
N Hiicre yuzeyine bagli Antijen taniyici reseptar
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we T Y
) }
Wi, e
‘_\-: Hormonal Effektar Molekil *\K }=
e PN

Sekil 1.1. Vertebralilarda Antijen Reseptorlerinin Sentezinin Semasi (Pancer
and Cooper, 2000).

1.2. Hipersensivite ve Otoimmiinite Kavramlari

Immiin cevabin olusturdugu iiriinlerin uyarimlarina bagh olarak meydana gelen
doku hasarlarina, hipersensivite reaksiyonlar1 ad1 verilir. Alerji olarak da adlandirilan
hipersensivite reaksiyonlari, ayni zamanda otoimmiin hastaliklarin efektor
mekanizmalaridir (Abbas and Lichtman, 2005). Bu tip hastaliklarin nedeni; immiin
sistemin en dnemli bileseni olan kendinden olani tanima 6zelliginin aksamalarindan

kaynaklanir ki bu durumda organizma, kendine ait olan antijenik determinantlar1 tam



olarak tantyamaz. Organizmanin kendine ait antijenleri tantyamamasi ve onlara karsi

bir immiin yanit olusturmasi ile otoimmiin hastaliklar ortaya ¢ikar.

Tablo 1.1°de hipersensivite tiplerinin siniflandirilmasi sematize edilmistir. Klinik

ozellikler bakimindan immiinolojik hastaliklar karmasik ve birbiri ile kombine bir

karakter gosterirler. Bir otoimmiin hastalikda; hem humoral, hem hiicre aracilikli,

hem de birden fazla hipersensivite tipi ile kombine olmus

gbzlemlenebilir.

immiin yanit

Tablo 1.1. Hipersensivite Tiplerinin Siniflandirilmas: (Abbas and Lichtman,

2005)

Hipersensivite tipi

Patolojik immiin

Doku zedelenmesine

Mekanizma neden olan mekanizma
Hizh IgE Mast hiicreleri ve mediatorlet
HipersensiviteTip I (vazoaktif aminler, sitokinler

ve mediatorler)

Antikor aracilikh
Hipersensivite Tip 11

Hiicre yiizeyi ya da
ekstraselliiler matrikse
kars1 olusturulan Ig M,

Ig G antikorlar1

Hiicrelerin opsonizasyonu
ve fagositozu

Notrofil ve makrofajlarin
komplement ve Fc reseptor
aracilikli aktivasyonu

Hiicresel fonksiyonlardaki
anormali (Hormon reseptor
sinyal anormalisi)

Immiin kompleks

Sirkiilasyondaki antijen

Lokositlerin komplement ve

aracihikh ve Ig G, Ig M aracilikli Fc reseptor aracilikl
Hipersensivite Tip I11 immiin kompleks aktivasyonu
olusumu
T Hiicre araciikh CD4+ T hiicre (gecikmis | Sitokin aracilikli makrofaj
Hipersensivite Tip IV hipersensivite) aktivasyonu ve hiicrenin
hedeflenerek dldiiriilmesi
CD8+ CTLs (T hiicre

aracilikli hiicre
parcalanmast)




1.3. Doku Hasarim1 Olusturan Efektor Mekanizmalar

Immiinolojik  hastaliklarda  goriilen  efektdr mekanizmalar  aslinda,
organizmanin patojenlere karsi savunma i¢in olusturdugu mekanizmalarla aynidir.
Bu hastaliklarda; benzer mekanizmalar kullanilmasina ragmen, soz konusu
immiinolojik savunmada, organizmanin kendi antijeni ya da yabanci antijenin
tetikledigi; ancak kontrol edilemeyen bir immiin yanit nedeni ile organizmanin kendi
yapist hedef alinmaktadir. Otoimmiin hastaliklar1 olusturan efektér mekanizmalar
antikor aracilikli ve T hiicre aracilikli olmak tizere iki farkli mekanizma ile ¢alisirlar

(Abbas and Lichtman, 2005).

1.3.1. Antikor Aracilikhh Efektor Mekanizmalar

Antikorlarin aracilik ettigi efektdor mekanizmalar, sitotoksik hipersensivite ve
immiin kompleks aracilikli hipersensivite olmak {izere iki farkli baslik altinda
siiflandirilir. Antikor aracilikli efektdor mekanizmada ya iiretilen otoantikorun direkt
hiicre ve/veya dokuya baglanmasi ya da sirkiilasyonda bulunan antijenlerle kompleks

olusturularak damar duvarlarina yapismasi s6z konusudur.

1.3.1.1 Sitotoksik Hipersensivite (Hipersensivite Tip II)

Hiicre yiizey ve hiicre matriks antijenlerine kars1 olusan antikorlar, antijenlerin
bulundugu hiicre ve dokularda etkilerini gdsterirler. Bir sistemik etkiden ancak
antijenin hiicresel ya da dokusal dagilimina bakilarak s6z edilebilir. Otoantikorlarin
olusumunu; otolog antijenlerin indiiklemesinin yan1 sira, bazi yabanci antijenler de
indiikleyebilmektedir. Bu antijenler alloantijen olarak adlandirilir ve organizmadaki
antijenlerden biri ile antijenik determinantlarinin bir kismi benzer, ya da aym
yapidadir. Bu benzer antijenik determinantlar sayesinde, iiretilen antikor hem

yabanct hem de otolog antijene kars1 aktiftir.



Otoantikorlar, ii¢ farkli mekanizma ile hastaliga neden olabilmektedirler. Bu
mekanizmalardan ilki, otoantikorun hiicre yiizeyini kaplamasi ve komplement sistem
proteinlerini aktive etmesidir. Bu hiicreler, lizerlerinde komplement sistem ve
antikorlarin Fc bolgelerine ait reseptorler tasiyan makrofajlar tarafindan fagositoza
ugrayarak elimine olurlar. Bu mekanizma, Otoimmiin Hemolitik Anemi ve

Idiyopatik Trombositopenik Purpura hastaliklarindaki hiicre yikimimi saglayan temel

islemdir (Sekil 1.2. A).

Ikinci mekanizma; antikorlarin bir dokuda toplanarak, kendilerinin Fc
reseptorleri ve komplement baglayan reseptorleri olan ndétrofil ve makrofaj
hiicrelerinin bu bolgeye goc etmesini saglamalaridir. Bu l6kositler; aktive olmus
hiicreler olup, salgiladiklar:1 iiriinlerle doku zedelenmesini ortaya cikarirlar. Bu
mekanizmayla  olusabilecek  otoimmiin  hastaliklara ~ Antikor ~ Temelli

Glomerulonefritis 6rnek verilebilir (Sekil 1.2. B).

Ucgiincii mekanizma ise; olusan antikorun hiicre yiizeyinde bir reseptdr ya da
proteine baglanarak ve o protein ya da reseptdriin fonksiyonuna etki ederek, hiicre
tizerinde fonksiyonel bir bozukluga neden olmasidir. Myestina Gravis ve

Hyperthyroidism bu mekanizmanin gegerli oldugu hastaliklara 6rnektir (Sekil 1.2.C).

1.3.1.2. Immiin Kompleks Araciikh Hipersensivite (Hipersensivite

Tip I1I)

Bu tip hipersensivite; yabanci antijene ya da otoantijene antikorun baglanip,
immiin komplekslerin olusmast ile ortaya ¢ikar. Immiin kompleksler genellikle viicut
stvilarinda olusur. Buna ragmen, in situ olusmasi da olasidir. Immiin komplekslerin
hastalik olusturabilme yetenegi; onlarin biiyiikliiklerine, baglanan antikora,

elektriksel yiiklerine ve diger bir¢cok faktére bagimlidir.
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Sekil 1.2. Antikor Aracilikli Otoimmiin Hastaliklarda Rol Oynayan Efektor
Mekanizmalarin Semasi (Abbas and Lichtman, 2005).

Biiyiik immiin kompleksler, mononiikleer

fagosit sistem tarafindan elimine

edilir. Kiigiik immiin kompleksler ise, suda ¢oziilebilir oldugundan, monontikleer

fagosit sistem tarafindan elimine olmadan, kiiciik doku zedelenmelerine neden

olabilmektedir. Zayif antijen karakterde olusan immiin kompleksler, dokularda



cokelti olusturma egilimindedirler ve bundan dolayir doku zedelenmesine neden
olurlar. Immiin komplekslerin hastalik olusturma kapasiteleri, biiyiik oranda

komplement sistemin aktivasyonuna bagimlidir (Susan and Chen, 2005).

Immiin kompleksin olusturdugu semptomlar1 incelemek igin, deney
hayvanlarina heterolog antiserum enjekte edilerek “serum hastaligi” olusturulur.
Enjeksiyonu takip eden 1-2 giin igerisinde, enjekte edilen proteini baglayip ¢okeltiye
ugratan antikor iiretimine baglanir. Bu immiin kompleks c¢okeltileri arter
duvarlarinda, glomerus’da, eklemlerde ve serosal membranlar boyunca birikir.
Immiin kompleks birikimi ile uyarilan komplement sistem; “Membran Attact
Complex” (MAC) ya da Fc ve/veya C3b reseptor aracilikli mekanizmalar ile s6z
konusu bolgelerde akut inflamasyon reaksiyonu olusturur (Susan and Chen, 2005).
Akut inflamasyon sonucu olarak da, doku hasar1 olan Vaskulit, Glomerulonefrit,
Artrit ve Seroitis gibi otoimmiin hastaliklar ortaya ¢ikar. Bu sekilde ortaya ¢ikan

hastaliklarin bir listesi Tablo 1.2’de sunulmaktadir.

Immiin kompleks aracilikli reaksiyonlar1 incelemek icin, Arthus Reaksiyonu
kullanilir. Bu reaksiyonlar1 olusturabilmek i¢in, bir dokuya direk antijen enjekte
edilir. Sirkiilasyonda bu antijene karst bir antikor bulunmasi durumunda, lokal
immiin kompleks olusur ve Akut Vasculitis‘e neden olur. Eger sirkiilasyonda
bulunan bir antijene kars1 bir antikor lokal olarak bir dokuya enjekte edilirse, dokuda
olusan lezyon ayni karakterde olur. Arthus reaksiyonunda, 4 ile 10 saat arasinda bir
immiin cevap olusum siiresi s6z konusudur (The Merck Manual of Diagnosis and

Therapy, 2006).

Sistemik Lupus Eritromatozus, en iyi bilinen immiin kompleks aracilikli
otoimmiin hastaliklardan biridir. Bu hastalikta, DNA ve/veya diger antijenlere karsi
olusan antikorlar immiin kompleks olusturarak; kan damarlari, bobrekler, eklemler
gibi bazi dokularda birikirler. Bu durumda; aktive olan komplement sistemin
tetikledigi akut inflamasyon ile hastalik kaynakli semptomlar olan Vasculitis,
glomerulonefritis ve polyserositis goziikiir. Ayrica, dermal-epiterial baglanti

noktalarinda olusan immiinglobulin birikimlerine SLE hastalarinda deri lezyonlarina



neden olur. Bu tip hastalarda; sitotoksik antikorlarin varliginin gésterilmis olmasi,

bu hastaligin ayn1 zamanda, siniflandirma agisindan diger efektér mekanizmalarinda

rol oynadigimi gostermektedir (Feldmann et al., 1976; Bluestein, 1979).

Tablo 1.2. Immiin Kompleks Aracilikli Otoimmiin Hastaliklar (Abbas and
Lichtman, 2005; Prud’homme, 2006)

Hastalik Hedef Antijen Efektor Klinik dzellik
mekanizma
Otoimmiin Eritrosit membran Eritrositlerin Hemoliz ve
Hemolitik protein (Rh faktor I opsonizasyon ve Anemi
Anemi antijeni) fagositozu
Otoimmiin Trombosit membran Trombosit Kanama
trombositopenik | proteini (gpll:Illa opsonizasyon ve
Purpura integrin) fagositozu
Pemphigus Epitelial Kadherin Antikor Aracilikli | Deride
Vulgaris proteaz olusan
aktivasyonu ve Vesikiiller
hiicreler arasi
kontakt
inhibisyonu
Vasculitis Notrofil graniil proteini Notrofillerin Vasculitis
(ANCA degraniilasyonu ve
sorumlu) inflamasyonu
Goodpasture’s Glomerul ve alveol basal | Komplement ve Fc | Akcigerlerde
Sendromu membranindaki non reseptor aracilikli kanama,
kollegen proteinler inflamasyon Nefrit
Akut Romatoid | Streptekok Hiicre Duvar | inflamasyon, Myokarditis,
Ates Antijeni ( myokardiyal Makrofaj Arthritis
antijenlerle Alloantijen) | aktivasyonu
Myestina Gravis | Asetilkolin reseptorleri Antikor aracilikli Kas
reseptor gerilemesi ve
inhibisyonu paralizi
Graves’ TSH reseptor Antikor aracilikli Hyperthyroid
Hastah@ TSH reseptoriiniin | ism
stimulayonu
Insiilin  direncli | Insiilin reseptorii Antijen bagiml Hiperglisemi,
Diyabet insiilin reseptor ketoasitoz
fonksiyon
bozuklumu
Pernisioz Anemi | Gastrik parantial Intristik Faktoriin Anormal
hiicrelerdeki intristik ndtralizasyonu ve eritropoez,
faktor B, vitamin Anemi.
absorbsiyonunun

azalmasi




Immiin kompleks aracilikli hastaliklardan bir digeri de, diger hastaliklarda
sekonder bir durum olarak da goziiken Glomerulonefrit’tir. Bir¢cok hastada,
Glomerulonefrit hicbir baska primer hastalik olmadan ortaya ¢ikar. Primer olarak
ortaya c¢ikan glomerulonefrit lezyonlarinda, sirkiilasyonda bulunan immiin
kompleksler genellikle gosterilememektedir. Fakat sifilis, tiroidi, hepatitis B de
glomerulonefrit sirkiilasyondaki immiin kompleks ve antijenlerin glomerular basal

membranda birikimi ile tanimlanmaktadir (Jennette et al.,1999).

Vasculitis, immiin kompleks aracilikli otoimmiin hastaliklar ailesine ait
hastaliklardan bir digeridir. Glomerulonefrit hastaliginda oldugu gibi, Vasculitis
hastaligit da SLE gibi diger hastaliklarda sekonder bir fenomen olarak
gozlemlenebilmektedir. Immiin kompleksin neden oldugu iki tip Vasculitis
tanimlanmaktadir; bunlar hipersensivite kokenli Vasculitis ve polyarteritis nodosadir
(Prud’homme, 2006). Lokostokastik Vasculitis olarak da adlandirilan hipersensivite
kaynakl1 Vasculitis, SLE gibi hastaliklarin bir komponenti olarak gozlemlenebilecegi
gibi, spontane olusumlu bir hastalik olarak da karsimiza g¢ikmaktadir. Arteriol,
kapiller ve veniiller gibi kiiclik kan damarlarinin nekroze edici inflamasyonuyla
zedelenmelerinden  kaynaklanmaktadir.  Polimorfoniiklear  I6kositler =~ damar
duvarlarinda goézlemlenir. Daha ¢ok; deri, mukoz membranlar, bodbrek, beyin de
goriilmesine ragmen, tiim dokularda olusabilme ihtimali vardir. Vasculitis
hastaliklari, gogunlukla nétrofil sitoplazmik antijen (ANCA) otoantikoru ile beraber
izlenmektedir (Jennette et al., 2006).

1.3.2. T-Lenfosit Aracilikhh Efektor Mekanizmalar

T lenfositler, ya direkt olarak hedef hiicreyi oldiirerek ya da gecikmis tip
hipersensivite reaksiyonu (DTH) araciligi ile otoimmiin hastaliklara neden olur

(Sekil 1.3).

Gecikmis tip hipersensivite, CD4+ ve CD8+ T lenfositleri tarafindan
olusturulan bir reaksiyondur. Bu iki hiicre tipi tarafindan salgilanan sitokinler ve

ozellikle interferon y (IFN vy), makrofajlar1 aktive ederek ile inflamasyon olusturulur



(Black,1997). Baz1 T lenfosit aracilikli hastaliklarda, sitotoksik T lenfositler “MHC
Simif I” antijeni tasiyan hiicreleri dogrudan oldiirebilmektedirler. T lenfositler;
otoreaktif olarak harekete gecebilmelerinin yani sira, hiicre ya da dokulara
baglanabilen yabanci antijenler tarafindan da harekete gegirilerek, otoimmiin

hastaliklara neden olabilirler.

1.3.2.1 Gecikmis Tip Hipersensivite Reaksiyonu;

Bu mekanizma; hastaliklarda doku zedelenmesi ile aktive olan makrofajlar
tarafindan salgilanan hidrolitik enzimler, oksijen radikalleri, nitrik oksit ve
proinflamasyon sitokinleri tarafindan olusturulur. Ayrica, vaskiiler endotelyal

hiicrelerden salgilanan sitokinler de bu reaksiyona katilirlar (Sekil 1.3. A).

@ Gecikmis Tip Hipersensivite

Inflamasyon

Normal Doku

\B T Hiicre Aracilikl Sitoliz cD8+

Hiicrelerin Oldiiriilmesi
ve
Doku Hasan

Sekil 1.3. T Lenfosit Aracilikli Efektor Mekanizmalar; A- Gecikmis Tip
Hipersensivite, B- T Lenfosit Aracilikli Sitoliz (Abbas and Lichtman, 2005).

Insan ve fare yardimci T hiicre klonlar1 iizerinde yapilan calismalar
gostermistir ki; klonal bazda {i¢ temel sitokin iiretim sekli s6z konusudur (Mosmann,
1986). Bu baglamda; T helper 1 klonal hiicrelerinden IL—4, IFN-gamma, ve TNF-8,
T helper 2 klonal hiicrelerinden IL—4, IL-5, IL-6, IL-10, IL—13, ve T helper 0 klonal

hiicrelerinden hem  Thl, hemde Th2 sitokinleri salgilanabilmektedir
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(Romagnani,1994; Del Prete et al.,1994). Bu baglamda; gecikmis tip asir1 duyarlilik
reaksiyonunda, diger hipersensivite reaksiyonlarinda oldugu gibi, 6zel sitokin
salgilanma paterni gozlenir. Otoimmiin hastaliklarda bu sitokin salgilanma paternleri
ile hastalik arasinda bir baglanti mevcuttur (Mosmann, 1992). Bu nedenle, otoimmiin
hastaliklar distiniiliirken, anormal sitokin salgilanmalari, 6zellikle T lenfositlerin

efektér mekanizmalar1 6nemli roller oynamaktadir.

1.3.2.2. Sitotoksik T Lenfositlerin Oynadig1 Efektor Rol

Sitotoksik T lenfositlerin temel fizyolojik gdrevi, intraselliiler organizmalarin
eliminasyonu ve infekte hiicrelerin Oldiiriilmesidir. Bu noktada; Sitotoksik T
lenfositler, viriis infeksiyonunun sitopatik olup olmadiginin ayrimmi yapmaz. Yani
hiicreye zarari olmayan bir viriis infeksiyonu da, sitotoksik T lenfositlerin infekte

hiicreyi yok etmesi i¢in yeterlidir (Sekil 1.3. B) (Prud’homme, 2006).

Sadece sitotoksik T lenfositlerin sorumlu oldugu, birka¢ otoimmiin hastalik
simdiye kadar tanimlanmistir. Bunlardan biri; CD8+ lenfositlerin kalp kasina infiltre
oldugu, “Coxsackievirus B “ etkeni tarafindan olusturulan bir “Myokarditis” dir
(Horwitz et al., 1998). Kalp kasinda olusan lezyonda; sinif | MHC bagimli sitotoksik
T lenfositlerin yaninda, infekte olmamis hiicreleri 6ldiiren sitotoksik T lenfositler de
gbzlemlenmistir (Horwitz et al., 1998; Viviany, et al., 2005). Bu gostermektedir ki;
viriis infeksiyonu ile primer lezyonun olusmasinin yani sira, otoantijenlerden
kaynaklanan bir degisim, otoreaktif sitotoksik T lenfositlerin gelisimini saglayarak

otoimmiin bir reaksiyonu ortaya ¢ikarmaktadir.

1.4. Otoimmiin Hastaliklarin Patogenezi

Otoantijenlerin otoreaktif lenfositler tarafindan taninmasi, devaminda bu
hiicrelerin aktive olarak efektor hiicrelere doniisiimii ve bu efektor hiicreler ile
bunlarin drettikleri {riinlerin doku zedelenmesine neden olmasi, otoimmiin

hastaliklarin en bilinen patogenezidir. Organizmanin kendinden olan1 tanima
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Ozelliginin ortadan kaybolmasi ve otoreaktif lenfositlerin aktivasyonunun nasil
gelistigi giiniimiizde otoimmiin hastaliklarin nedenlerini aragtiran immiinoloji bilim

dalinin ana temalarindan birini olusturmaktadir.

Otoimmiin hastaliklarin patologenezinde asagidaki birka¢ tema, patogenezin

temellerini olusturur.

Otoimmiinite; T ve/veya B lenfositlerdeki kendinden olani tanima 6zelliginin
tamamen ya da kismi kaybinin bir sonucudur. Lenfositler, viicuttaki tiim
otoantijenlere karsi reseptdr iiretebilme potansiyeline sahiptirler. Lenfositlerin klonal
seleksiyonu sirasinda otoreaktif hiicreler ortadan kaldirilir. Bu tolerans 6zelliginin
kaybi; seleksiyon mekanizmasinda olusan bir anormali nedeni ile olusabilecegi gibi
otoantijenlerin antijen sunucu hiicreler (APC) tarafindan yanlis sunulmasi ya da
otoreaktif lenfositlerin farkli regiilasyonu nedeniyle de ortaya cikabilir. T hiicrelerine
peptit antijenlerin sunumunda gorev alan Biiyiikk Doku Uyum Kompleks (MHC)
molekiillerinin bazi otoimmiin hastaliklarda genetik iliski gostermesi ve protein
yapidaki antijenlere karst immiin savunmay1 gerceklestiren T hiicrelerinin immiin
sistemde genis bir diizenleyici rol oynamalari, T hiicrelerinin “kendinden olam
tanima” ozelliginin kaybolmasi ve otoimmiinite olusumu arasinda onemli bir iligki

bulundugunu gostermektedir (Abbas and Lichtman, 2005).

Otoimmiin hastaliklarin sistemik ya da organ spesifik olmasi hastalig
olusturan efektdor mekanizmalarmn sorumlulugundadir. Ornegin SLE hastaliginda
gbzlemlenen immiin kompleks olusumu, sistemik bir etki olugmasini saglarken,
otoantijenlere karsi olusan otoantikor ya da T hiicre immiin cevabi genellikle, organ
spesifik doku zedelenmelerine neden olur (Craft and Fatenejad, 1995; Irie and

Ridgway, 2005).

Otoimmiin hastaliklarin gelisiminden sorumlu olan major faktorler, genetik
yatkinlik ve viriis infeksiyonu gibi ¢evresel faktorlerdir. Bu major faktorlerin farkl
sekillerde bir araya gelerek ortak c¢alismasi sonucunda, kendinden olani tanima

0zelliginde anormalikler ortaya ¢ikar.
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1.4.1. Otoimmiin Hastaliklarda Genetik Yatkinhk

Otoimmiin hastaliklar iizerinde yapilan ilk ¢alismalardan bu yana, s6z konusu
hastaliklarin genetik etmenlerinin de oldugu bilinmektedir. Monozigotik ikizler
tizerinde yapilan incelemelerde; otoimmiin tip I diyabet hastaliginin ikizler arasinda
%35 ila 50 arasinda baglant1 gostermesi, bunun en iyi kanitlarindan biridir (Redondo

etal., 1999).

Otoimmiin hastaliklarin biiyiik bir kismi ¢ogulcu genetik yapida olup, ¢oklu
polimorfizmlerin ortaya ¢ikardigi bir yatkinlik sonucu olugsmaktadirlar. Bu genetik
ozelliklerin biiyiik kismi hastaliklara spesifik olmayip, birbirinden farkli otoimmiin
hastaliklarda gozlemlenebilmektedir. Bu poligenetik yapt immiin sistemin
“kendinden olani tanima” o6zelliginin parcalaridir. Gen ve iirlinlerinde kantitatif
ve/veya yapisal degisimin immiin sistemin bu 6zelliginde aksamalara neden olarak,

otoimmiin hastaliklar1 olusturmaktadirlar (Abbas and Lichtman, 2005).

Bu genlerin lokasyonlari; aile agaci ve kromozomal baglanti analizleri
sonucunda  belirlenmistir. Bu  genler, genis bir kromozomal dagilim
gostermektedirler. Baglanti analizleri yapilarak, lokalize edilen genlerin bir kisminin
otoimmiin hastaliklara yatkinlik olusturmaktan sorumlu olduklar1 belirlenmistir
(Devendra et al., 2004). Bu baglamda; Sekil 1.4’de gosterilen tip I Diyabet
hastaliginda, 20°nin {izerinde farkli genin kromozomal haritasi ¢ikarilmistir. Baglanti
analizleri ile olusturulan bu gen haritasinda bulunan genlerden bir kisminin, hastaliga
yatkinlik sagladigi gosterilirken, bazilarmin da smif II MHC geni gibi hastalik
olusumundaki efektér mekanizmalar ile iliskili oldugu gosterilmistir (Devendra et al.,
2004). Tip I Diyabet hastalifinda; MHC Sif II bagimli CD4+ lenfositlerin efektor
mekanizmay1 olusturmalar1 ve insan ile fare genomunda ortak bulunmalari, bu genin

onemini gostermektedir (Irie and Ridgway, 2005).

Tip I Diyabet hastaliginda oldugu gibi, otoimmiin hastaliklarla iligkili birgok
gen ayni zamanda “Major Histocompatibility Complex” (MHC) ile o6zellikle de
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MHC Smif IT genleri ile iligkilidir. Otoimmiin hastalik tasiyan hastalarda HLA (insan
l16kosit yiizey antijenleri) tipleme calismalar1 gostermistir ki; bazit HLA allellerine
sahip gruplar otoimmiin hastaliklara daha yiiksek bir frekans ile yakalanmaktadirlar.
HLA tiplemelerinden yola ¢ikarak, otoimmiin hastaliklarda genetik yatkinlik oranlari

bir baska deyisle genetik risk oranlari1 giinlimiizde hesaplanmaktadir (Devendra et al.,

2004).
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Sekil 1.4. Tip I Non Obez Diyabet (T1D) Hastalig1 I¢in Yatkinlik Saglayan Fare
Genomundaki Genlerin Kromozomal Lokasyonlarinin Semas1 (Abbas and Lichtman,
2005).

Ankylosing Spondilitis olarak adlandirilan, omurgalilarin eklemlerinde olusan
otoimmiin hastalik ile MHC sinif I HLA-B27 alleli arasinda bulunan giiclii iliski
buna en iyi ornektir. Yapilan ¢alismalar; HLA-B27 pozitif genotipe sahip bireylerin
negatif genotipe sahip bireylere oranla, 80 ila 100 kat daha fazla hastaliga
yakalandigini gostermekte olmasina ragmen, bu iliskinin molekiiler temelleri heniiz

tam olarak bilinmemektedir (Singleton et al., 2006).
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MHC simif HLA-DR ve HLA-DQ genotipler ile otoimmiin hastaliklar arasinda
giiclii bir iligkinin oldugu, son yillarda yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir. Bunun
molekiiler temellerinin, MHC sinif II molekiillerinin hem hormonsal hem de hiicresel
immiin cevabin diizenleyicisi konumunda olan, CD4+ T lenfositlerin negatif
seleksiyonunda ve aktivasyonunda gorev almasi oldugu diisiiniilmektedir (Abbas and

Lichtman, 2005).

1.4.2. Otoimmiin Hastaliklarda Infeksiyonlarin Rolii ve Diger

Faktorler

Bir dizi otoimmiin hastalik tagiyan bazi hastalarda daha dnceden geg¢irilmis, ya
da aym1 anda gecirilmekte olan bir infeksiyonun var oldugu gozlemlenmistir
(Lampert et al.,1973; Powell et al.,1975). Bu gozlemler, viral ya da bakteriyel
infeksiyonlar ile otoimmiin hastaliklar arasinda bir baglant1 oldugunu gostermektedir
(Miller et al.,1997). Bir¢ok durumda; infeksiyon etkeni olan viriis ya da bakterinin,
otoimmiin doku zedelenmesinin olustugu lezyondaki varligr gosterilememistir
(Lampert et al.,1973). infeksiyonun lezyonun olusmasinda direkt bir etkisi olmasa
da, mikrop tarafindan yanlis regiile edilen immiin cevabin otoimmiin reaksiyonu

tetikledigi diisiiniilmektedir (Abbas and Lichtman, 2005).

Infeksiyon ajanlari iki farkli mekanizmayla otoimmiiniteye neden olurlar.
Birinci mekanizmada; bir bdlgede olusan inflamasyonda, bolgeye yerlesen
16kositlerin doku kaynakli APC’lerden (Antijen Sunucu Hiicreler) kostimulatdrlerin
hatal1 eksprese edilmesini saglamasi ve T lenfositlerin kendinden olani tanima
mekanizmasinda bir aksama gergeklestirmesi durumu goriiliir. Bu sekilde infeksiyon
ajanina 0zgii olmayan otoreaktif T hiicreleri aktive edilir. Bu aktivasyon, “yedek
aktivasyon” olarak adlandirilir ve inflamasyonun olustugu dokudan gbé¢ eden
APC’lerin otoreaktif T hiicrelerini aktive etmesi ile olusur (Horwitz et al., 1998;

Horwitz et al., 1999).

Ikinci bir mekanizma ise; infeksiyon ajaninin otoantijenlerle ¢apraz reaksiyona

girebilecek bir antijeni (alloantijen) barindirmasidir. Bu durumda; yabanci kaynakli
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antijene kars1 gelisen immiin cevap, ayni zamanda otoantijene karsi da gelismis olur

(Sekil 1.5.).

"Resting" THiicresi

Kendinden Olani
Tanima Ozelligi

immiin Sistemin
Kendinden Clani Tanima Ozelligi

APC'lerden
Kostimiilatorler
Salgilanmasi Otoreaktif
THiicresi

APC lizerindeki
Kostimiilatorlerin
indiksiyonu

APC'ler Tarafindan

Antijen Sunulmasi Otoimmunite

T Hiicrelerin
Aktivasyonu

Molekiiler Taklit

Mikrobiyal
Antijen

Mikrobiyal peptitleri Taniyan
otoreaktif T Hiicresi

Otoimmunite

Sekil 1.5. infeksiyon Ajanlarin Otoimmiinitedeki Rolii ve Kendinden Olam
Tanmma Ozelliginin Sematik Gosterimi (Abbas and Lichtman, 2005).

Genetik yatkinlik ve infeksiyonlarin yani sira, otoimmiin hastaliklarin
gelisiminde birka¢ 6nemli faktor de otoimmiin hastaliklarin patogenezinde rol oynar.
Bunlardan biri; sekonder bir inflamasyon, iskemi, travma gibi anatomik degisiklikler
sonucu otoantijenlerin miktar olarak artmasidir. Dokuda artan serbest antijenler
degisik immiin komponentlerle birleserek, yeni antijenik determinantlar kazanirlar ve
immiin sistemin otoantijenlere karsi aktivasyonunda gorev alabilirler. Otoimmiin
hastaliklarin patogenezinde rol oynayan ikinci bir faktdr de, hormonlarin etkisidir.
Bir¢cok otoimmiin hastaligin kadinlarda goriilme orani, erkeklerden daha yiiksektir

(Abbas and Lichtman, 2005).
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1.5. idiyopatik Trombositopenik Purpura (ITP- Nedeni

Aciklanamayan Trombosit Bagimh Kanama Hastahigi)

Idiyopatik trombositopenik purpura veya diger adiyla primer immiin
trombositopenik purpura, nedeni bilinmeyen ve derialti kanamalar (mukokutandz) ile

seyreden otoimmiin bir hastaliktir (Lilleyman et al., 1999).

Erigskin ve cocuklarda, klinik o6zellikleri birbiriyle tam olarak uyusmayan iki
farkll tipi gézlemlenebilmektedir. Cocuklarda akut olarak ortaya c¢ikan bu hastalik
genellikle 6 ay i¢inde spontane bir iyilesme gostermektedir. Buna karsilik, yetiskin
tip ITP (AITP) olarak adlandirilan ve eriskinlerde gdzlemlenen hastalik ¢ok nadir
olarak kendiliginden diizelme egilimi gdstermektedir. Tablo 1.3°de ITP hastaligmin
cocuk ve eriskinlerde gozlemlenen ozellikleri karsilastirmali olarak verilmistir

(Beutler et al., 2001).

ITP hastahginin gocuklardaki goriilme sikligi; her 100.000 kiside 3-8 iken,
eriskinlerde 5°dir (Sutor et al.,1996). AITP, kadmlar ve diger otoimmiin hastaliklar1
tastyanlar ile yashlarda daha sik olarak gozlenmektedir. Yasl ITP hastalarinda artmis

kanama riski nedeniyle, 6zel koruyucu tedaviler uygulanir (George et al.,1998).
1.5.1.  ITP Hastahgmn Etiyolojisi ve Patogenezi

ITP hastahgindaki klinik belirtilerin sorumlusu, basta dalak olmak iizere;
karaciger, kemik iligi ve akcigerlerde trombosit yikim hizinin artmasidir. Normal
viicutta bulunan trombositlerin {icte birini bulunduran dalak, bu noktada Onem
kazanmaktadir. Ozellikle dalakta gdzlemlenen trombositlerin yikimi, toplam yikimin
biiyilk bir kismim teskil etmektedir. Bu yikimda, dalakta gozlemlenen lenfoid
hiperplazinin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Trombosit yikiminin neden oldugu
trombositopeninin  siddeti, megakaryositler tarafindan trombosit iiretiminin
hizlandirilmasi ile dengelenir ve trombosit yikimi ve iiretimi arasindaki denge de

hastaligin siddetini belirler (Oren, 2002; Beutler et al., 2001).
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Tablo 1.3. Cocuklarda ve Eriskinlerde Goziiken ITP Hastaligin Karsilastiriimasi
(Beutler et al., 2001)

Klinik Ozellik Cocuk tipi Eriskin Tipi
Yas 2-4 15-40
Cinsiyet (K:E) 1:1 4:1
Hastalik olugumu Akut Semptomlar seklinde
Semptomlar Purpura Purpura
Trombosit sayisi <20.000 <20.000
Spontan Remisyon %83 %2
Kroniklesme %24 %46
Splencktomiye Cevap %71 %66
Tam iyilesme %89 %64
Beyin Kanamasi %1 %3
Kanama nedenli 6lim %1 %4
Kronik hastalarda 6liim orani %2 %5

ITP hastalarinin serumu normal insanlara enjekte edilerek, bu insanlarda
trombositopeni olusturulabilmesi nedeniyle, ITP hastaliliginin etken faktdriiniin
gamma globiilinler oldugu kanaatine varilmistir (Harrington et al.,1951). Daha
sonralar faktoriin IgG oldugu gosterilmistir (Shulman et al., 1965). Leeuwen et al.
(1982), bulunan bu Ig’nin trombosit membranindaki glikoproteini (Gp IIb/Illa) hedef
aldigin1 gostermislerdir. Daha sonraki yillarda yapilan ¢aligmalarda; ITP hastaliginin,
plazmada bulunan trombositlerin membranlarindaki Gpllb/Illa, Gplb/IX, GpV,
GplV ve diger spesifik membran proteinlerine kars1 olusmus, IgG ve/veya IgM tipi
otoantikorlardan kaynaklandigi gosterilmistir (George, 1989).

Trombosit ylizeyinde bulunan ve anti-trombosit otoantikorlarina antijenik
determinant  olusturan  glikoproteinler  ayrica, = megakaryositlerin  hiicre
membranlarinda da sentez edilebilmektedirler. Megakaryositlerin bu otoantikorlarin
hedefi olmasi nedeniyle, trombosit liretim hizi da bu antikorlar tarafindan bloke
edilebilmektedir. Bu da, hastalifin olusumunda ve gelisiminde etkili olabilen, ikinci

bir yan mekanizma olarak tanimlanmaktadir (Chang et al., 1999).
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Trombositlerin yikimi; iizerlerine bagli olan otoantikorlarin Fc uglarinin,
Makrofaj ve Monositlerin Fc reseptorleri tarafindan taninarak, fagositoz edilmesi ile
gerceklesmektedir. Trombositlerin yikiminda, komplement sistem ve T hiicre aracili
immiin sistemin de rol aldigi disiiniilmekle birlikte, bu sistemlerin hastaligin
patofizyolojisinde nasil yer aldig1, molekiiler diizeyde hala arastirilmaktadir (Beutler

etal., 2001).

Hastaligin prognozunda; trombosit yikimi ile ortaya c¢ikan hiicre membran
glikoproteinleri, APC’ler tarafindan gerek T, gerekse B hiicrelerine sunulurlar. Bu
sayede, CD4+ T hiicreleri ve salgilanan sitokinler tarafindan B lenfositlerin
otoantikor salgilayan klonlarmin proliferasyonu artirilir. Kronik ITP hastalarinda
yapilan c¢aligmalarda; T supressor hiicrelerin etkinliginin azaldiginin gosterilmesi,
ayrica T hiicre aktivasyonunda gorevli interferon y (IFN y), IL-10 ve IL-2
seviyesindeki yiikselme T hiicre aracilikli immiin reaksiyonlarin trombosit yikiminda
daha onemli bir rol oynadigmi diistindiirmektedir (Semple and Freedman,1991;
Beutler et al., 2001). Buna karsin; akut ITP hastaliginda, bir infeksiyon nedeniyle
yabanci ve otoantijenlerin benzerliginden kaynaklanan bir ¢apraz reaksiyonun etkin
oldugu diisiiniilmektedir. Kronik ITP’de otoantikor olusumunun; HLA-DR doku
uyum kompleksi, T hiicre aktivasyonu ve artmis sitokin salinimina bagli olarak
gelistigi diisiiniilmektedir. Her ne kadar, akut ya da kronik hastaligin baslangicinda
ve/veya prognozunda cesitli farkliliklar gosterilse de, olugsmus bulunan immiin
yanitin sonlandirilmasi noktasinda her iki tipte de bir bozukluk séz konusudur

(Beutler et al., 2001).

Yapilan genetik analizlerde, HLA-Drw2 ve DRBI1*0410 genotipli
popiilasyonda kronik ITP hastaligmin insidansimin  daha yiiksek oldugu
gozlemlenmistir (Nomura et al.,1998). Ozellikle steroid tedaviye cevap verme ile bu
genotipler arasinda ters bir korelasyon bulunmaktadir. Makrofajlardaki Fc vy
reseptorleri, TNF ve LTA (Lenfotoksin alfa) genlerinde goriilen polimorfizmlerin,
gerek hastalik olusumunda gerekse tedaviye verilen cevap agisindan, bir baglanti
oldugu yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (Foster et al., 2001; Douglas et al., 2002).
Ayni zamanda, HPA-5b ve HPA—2 genotipinin de ITP acisindan bir risk grubu
olusturdugu gbézlemlenmistir (McMillan, 2000).
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1.5.2. ITP Hastaliginda Teshis ve Tam

Eriskin ITP hastalarinin ¢ogunlugu; uzun siireli purpura sikayetleri ile
hastaneye basvururken, cocuk tipi ITP hastalar genellikle, akut klinik bir tablo ile
hastaneye basvururlar. Cocuk tipi ITP hastalar1 genellikle, bu akut klinik tablodan 1—
2 hafta oncesinde bakteriyel ya da viral bir infeksiyon gecirmis olurlar. Bunun yan
sira, immiin tipteki bir trombositopeni, viriis asilar1 sonrasinda da c¢ocuklarda
gelisebilmektedir. Tablo 1.4., ITP de hastalik Sykiisii ve tercih edilen muayene
tiplerini gdstermektedir (Beutler et al., 2001; Oren, 2002).

Ozellikle kronik ITP hastaligmin ayirici tanisinda; kemik iligi aspirasyonu,
trioid fonksiyon testleri, batin ultrasonografisi, eritrosit sedimantasyon hizi (ESR),
ANA (antiniiklear antikoru), anti-dSNDNA otoantikorlari, direkt Coomb’s testi,
MAIPA ile anti-trombosit otoantikorlari, serum immiinglobulin elektroforezi,
koagiilasyon testleri, CMV, HIV, EBV, VZV, Rubella, Parvovirus B19 gibi viriis
seroloji test ¢alismalariin yapilmasi, hastaligin gerek etiyolojisine gerekse terapisine
uygun yaklagim saglar. Cocuklarda 6zellikle konjenital trombositopenin ayirimi, tani

agisindan dnem arz eder (Beutler et al., 2001; Oren, 2002).

Tablo 1.4. ITP Hastalik Oykiisii ve Tercih Edilen Muayene Tipleri (Oren, 2002)

Hikaye Fizik Muzsene
® Kanama semptomlan # Kanama bulgulan
Kanaranin tipl Kanamanin tipi {retinal kanama dahil)
Kanamanin giddeti Kanamanin giddeti
Kanamanin siirasi L] _Karaci;jer. dalak ve lenf nodu palpasyonu
Daha dnceki kanamalann hikayesi # |nfeksiyon bulgulan
o Sistemik semptomlar _ » Konjenital hastaligi destekleyen dismarfik bulgulann bulunmas:
 Gon alty hafta iginde gegirilmig infeksiyon veya agilanma hika- ve spesifik konjenital sendromlann ekarte edilmesi
yesi
Immiln yetmezligi digindirecek tekrarlayan infeksiyon hika-
yasi
~ Dtoimmin hastahk semptomlan
# llaglar

Heparin, sulfanamidler, karbamazepin, sodyum valproat, digo-
xin, Knidinkinin trombositopeniye ssbep olabilir

Aspirin kanamay) arttirabilir
# Matemnal HIV dahil HIV enfeksiyonu riski
# Trombositopeni veya kanama hastalklanna ydnelik aile hikayesi
# Alt aydan kiglk infantlarda perinatal ve matemal Gyl
# Kanama riskini artbrabilecek diger durumlar
# Yagam geki {travmatik aktivitzler vs.)
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MAIPA (Trombosit Antijenlerine Ozgiill Monoklonal Antikorlarmn
Immobilizasyon Testi) yonteminin gelistirilmesi ile hem plazmadaki serbest anti-
trombosit otoantikorlar, hem de Trombosit yiizeyine baglanmis bulunan
otoantikorlar gosterilebilmektedir (Kiefel et al.,1987). Bu yontemde hastalarin %
20’sinden fazlasinda otoantikorlarin varligi gosterilememektedir. Bu noktada, genis
klinik tan1 yontemi olarak kullanilan MAIPA y6nteminin hassasiyet ve 6zgiilliigliniin
haricinde, hastaliga neden olan baska fizyopatolojik mekanizmalarin da var oldugu
diisiiniilerek, negatif sonuglanan MAIPA testlerinden sonra dahi, ITP tanisindan

uzaklasmamak gereklidir (Beutler et al., 2001; Oren, 2002).

1.5.3. ITP Hastahiginda Tedavi

Cocuklarda gdziiken ITP hastaliginin tedavisinde, hastaligin akut karakteri ve
genellikle kendiliginden remisyonu nedeniyle, gelisimin izlenmesi disinda tedaviye
yonelik bir ila¢ tedavisi uygulanmaz. Bu durum, genellikle trombosit sayis1 50-100
bin arasinda olan c¢ocuk ve eriskin hastalar icin gecerlidir. Trombosit sayisinin
20.000’in altina distiigli cocuk hastalarda; intrakranial kanama riskinin artmasi
nedeniyle, Tablo 1.5’de verilen tedavi protokollerinden biri ya da birbiri ile kombine
sekilde bir kagi, hastanin klinik durumuna goére uygulanir. Bu tedavi protokolii;

eriskin hastalar i¢in de gecerli olup, akut ITP’li hastalarda da uygulanan protokoldiir.

Tablo 1.5. Akut ITP’li Cocuklarda Tedavi Alternatifleri (Oren, 2002)

llag Doz

Oral prednizolon o 2 mg'kg/glin 14-21 giin (son 7 giin azaltarak)
@ 60 mg/m2 maksimum doz 80 mg/giin 21 giin (son 7 giin azal-
tarak)

® 4 mg'kg/gln 7 gin, 2 mgfkg/giin 7 giin, 7 gln daha azaltarak,
1.hafta maksimum doz 180 mg/gtin.

intraveniiz metilprednizolon o 10-30 mg/kg/giin 3-7 giin, >15 dK'Ik IV infiizyon, maksimum
doz 1g/giin

Vi6 ¢ 0.8 g/kg/giin 1 doz
o 1o/ka/giin 2 giin

® 250 mg/kg/gin 2 giin
# 400 mg/kg/gin 5 gin
® 400 mg/kg/giin 2 giin
® 500 mg/kg/gin 2 giin

Anti-Rh (D) ® 25 meg/ko/giin 2 giin
® 45-75 meg/kg/giin 2 giin
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Yetigkinlerde ise; uygulan tedavilere cevap verilmedigi durumlarda, hastaligin
kronik karakterde oldugu diisiiniilerek, Tablo 1.6’da verilen protokoller, hastaligin
klinik karakterine gore kombine edilir. Uygulanan tiim tedavilere cevap vermeyen
hastalarda, splenektomi radikal bir tedavi metodu olarak uygulanabilmektedir.
Splenektominin uygulanmasina hastaligin gelisimine gore karar verilmekle birlikte,
bunun uygulandig1 bazi hastalarin bu tedaviye de cevap vermedigi gézlemlenmistir.
Bu hastalarda immiin supresif tedaviye splenektomi sonrasi da devam edilir (Beutler

et al., 2001; Oren, 2002).

Tablo 1.6. Kronik ITP’li Hastalarda Tedavi Alternatifleri (Oren, 2002)

Tedavi Doz Yanit Siiresi Yan Etki

1.Diizey Tedaviler 1 mg/kg/giin PO 1-4 hafta Hipokalemi, gastrik hassasiyet, hiperglisemi, su

Prednisone ve tuz tutulmasi, myopati, osteoporoz, immun-
supresyon, psikoz

Dexametazon 40 mg/gin PO ayda 1 kez 4 giin (6 siklus) 1-4 hafta Prednizonla ayn.

ivig 0.5-1 g/kg IV 1-3 giin 1-4 hafta Hemolitik anemi, basagjrisi, kusma, aseptik me-
nenjit

Vincristine 1-2 mg/hafta iV 7-10 giin Periferik ndropati, alopezi, konstipasyon, lokal
nekroz

Danazol 10-15 mg/kg/gin PO 3-6 ay 3-6 ay Kilo aliroi, hirgutizm, amenore, hepatotoksisite,
dikiintii, trombositopeni

Colchicine 0.6 mg x3 PO 4-8 hafta Diare, kusma, bulanti

Dapsone 75-100 mg/giin PO 4-8 hafta Hemoliz, agraniilasitoz, aplastik anemi, dermatit,
hepatit, sarilik, periferik néropati

Cyclosporing 2.5 mg/kg x2 PO Degigken Renal ve hepatik toksisite, hipertansiyon, tremor,
hirgutizm, sekonder malignensi

2.Ddzey Tedaviler

Staphylococeal-A 3 kez' hafta 1-2 hafta Ates, adn, kusma, distres, vaskilit, dispne

immunoadsorpsiyon 6 kez

Cyclophosphamide 150 mg/giin PO 6-8 hafta Sitopeni, hemorajik sistit, kusma, sterilite

Azathioprine 150 mg/gin PO 2-10 ay Sitopeni, kusma, sekonder malignensi

3.Dizey Tedaviler

Yilksek doz 1-1.5 g/m2 IV 4 haftada 1 (yanit yoksa 2, 1-4 hafta Byni

cyclophosphamide varsa en az 3 kez)

Kombine kemoterapi  CYC+VCR+Pred+ procarbazin veya 1-6 hafta Aym

CYC+Pred+VP16 ayda 1 (yanit yoksa 2, var-
sa 6 kez)

4.Diizey Tedaviler )

Alfa-interferon 3 milyon U SC haftada 3 kez 12 doz Degisken Kirginlik, bagagrisi, ates, sitopeni, kardiomyopati,
tagikardi, hepatoksisite, depresyon, tiroid fonksi-
yon bozuklugu

Vinblastine 5-10 mg/hatta iV 7-10 giin Likapeni, alopezi, konstipasyon, lokal nekroz.
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1.6. B Lenfosit Aktivasyon Faktor (BAFF)

1.6.1 BAFF Protein Yapisi

B hiicre aktivasyon faktor olarak adlandirilan, 285 amino asit uzunlugundaki
bu protein, timor nekrozan faktor ailesinin bir iiyesidir. BAFF sinonimi olarak,
BLyS, zTNF-4, TALL-1, THANK, TNFSF13b isimleri de kullanilmaktadir
(Schneider et al., 1999). BAFF, kendinden sonra tanimlanan, % 27 oraninda yapisal
identik oldugu apoptoz indiikleyici ligand (APRIL) gibi tip II membran proteinleri
siifina girmektedir (Moore et al., 1999). Bu ligandlarin bircogu gibi BAFF’da, aynm
zamanda hiicre dis1 ortama soluble (sBAFF) sekilde sentezlenebilmektedir.
Membran formundaki BAFF’in translasyon sonrasi modifikasyonu ile olusan

SBAFF, daha kii¢iik bir amino asit dizisine sahiptir.

BAFF 124. amino asit pozisyonunda bir glikozitasyon noktasi ile, 133 amino
asit pozisyonunda proteolitik cleavage noktasi bulundurmaktadir. BAFF ve APRIL
ligandlar1 birbirinden farkli icerik ve uzunluktaki bir sap domaini ve bir timdr
nekrozan faktér homoloji (THD) domaininden olusmaktadir (Bodmer et al.,2002).
BAFF proteininin 145-284 a.a.’leri arasindaki bolge THD domaininin bulundugu
pozisyondur (Schneider et al., 1999; GeneCard, 2006 ).

BAFF; hem hiicre yiizeyinde, hem de -ekstraselliler formda serumda
bulunabilmektedir. BAFF yapisinin in vivo incelenmelerinde, furin kesim bolgesine

sahip oldugu belirlenmistir (Bodmer et al., 2002).

1.6.2 BAFF Proteininin Ekspresyonu

Temel olarak BAFF; dolasimdaki mononiikleer hiicreler, dalak, lenf nodlar1 ve
eser miktarlarda diger dokular tarafindan sentezlenmektedir. BAFF sentezleyen
hiicre tipleri ise; Monosit, Makrofaj, Dendritik hiicreler ve T hiicreleri seklinde
siralanir (Schneider et al.,1999). Normal B lenfositler tarafindan ise, sentezlenmez.

Fakat, B hiicre kokenli Kronik Lenfositik Losemi (B-CLL) hastalarinda ve diger bazi
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lenfomalarda B hiicrelerin BAFF sentezledigi gozlemlenmistir (Novak et al., 2002).
BAFF knockout ve BAFF antagonistleri uygulanmis fareler iizerinde yapilan
calismalar, B lenfositlerin hayatta kalmasi ve maturasyonu icin temel bir BAFF

ekspresyonunun zorunlu oldugunu ortaya koymustur (Schiemann et al., 2001).

Aktive olmamis monositler de membran formundaki BAFF protein seviyesi
disiik iken; IFN o, IFN B LPS, IL-10, gibi monosit aktivasyon inhibitorleriyle
muamele edilmeleri durumunda membran bagli BAFF ekspresyonu pozitif regiile
edilir. Makrofaj ve dendritik hiicre yiizeyindeki BAFF seviyesi de IFN y ve IFN a
uyarimu ile yiikselir. Membran bagimli BAFF ekspresyonu monositlerde IFN y ve
IL-10 tarafindan etkilenmezler (Shu et al., 1999). LT B reseptor ligasyonu ya da
CD40 gibi diger TNF elemanlarimin da BAFF ekspresyonu {izerinde pozitif
regiilasyonunun oldugu degisik calismalarda gosterilmistir. Diger taraftan negatif
regiilator olarak, IL-4 ve PMA/ionomycinnin rol aldigi gdsterilmistir (Litinskiy et
al., 2002). Membran bagli, ya da sBAFF ekspresyonunun kontrol mekanizmasi

biiylik bir kompleksite gostermekle birlikte, heniiz tiim yonleri ile bilinmemektedir.

1.6.3 BAFF Proteininin Baglandig1 TNF Reseptorleri ve Yapilari

TNF reseptorleri genellikle tip II Membran proteinleri seklinde
siiflandirilirlar. Bu reseptorler, sistin amino asidince zengin domainler (CRD) den
olusan bir hiicre dis1 kistm, bir TRAF (TNF-Reseptor Assosiated Faktor) baglayan
domain ve bazi durumlarda bir 6liim domainlerinden olusan hiicre i¢i kisimlardan
olusmaktadir (Bodmer et al., 2002). Birbirine gerek yapisal, gerek fonksiyonel
benzerlik gosteren BAFF ve APRIL proteinleri, TNF reseptor ailesinin birer iiyesi
olan B hiicre Maturasyon Antijeni (BCMA) ve Transmembran Aktivatér ve CAML
Interaktdr (TACI ) reseptdrlerine baglanmaktadirlar (Sekil 1.6.) (Gross et al., 2000;
Thompson et al., 2001).

APRIL molekiiliinden farkl olarak; BAFF proteini, BAFF-R reseptoriine 6zgiil
olarak baglanabilmektedir (Thompson et al., 2001). TACI, BCMA, BAFF-R primer

olarak B lenfosit membran yiizenlerine eksprese edilmektedirler. Ayrica, BAFF
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reseptorleri; tip III transmembran proteinleri olup, diger TNF reseptorlerinden farkl

olarak 6liim domaini olarak adlandirilan domaini igermezler (Bodmer et al., 2002).

BAFF BAFF/APRIL  APRIL  TWE-PRIL

heteromer

TACI

BCMA
BAFF-R

it

APRIL-R?

Sekil 1.6. BAFF ve APRIL Proteinleri ve Reseptorleri (Mackay and Ambrose,
2003).

BCMA, TACI ve BAFF-R genleri siras1 ile; 16p13.1, 17p11.1 ve 22q13.1-
13.31 kromozomal lokasyonlarinda bulunmakta ve kismi dizin homolojisi

gostermektedirler (GeneCard, 2006).

1.6.3.1 TACI Reseptorii

En uzun yapiya sahip BAFF reseptorii konumundaki TACI; iki CRD igeren bir
ekstraselliiler bir parga ve CAML molekiilii ile iliskiye girebilen intraselliiler bir
parca tasimaktadir. TACI reseptorii; hem BAFF, hemde APRIL proteine baglama
yetenegi gostermektedir. TACI’nin intraselliiler parcasinin TRAF 2,5 ve 6’1
baglayarak sinyal iletimi gerceklestirdigi diistiniilmektedir. TACI reseptdriiniin
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aktive olmamig B hiicreleri ile aktive olmus T hiicre membranlar iizerine eksprese
edildigi belirlenmistir (von Bulow et al.,1997). Bunun yani sira, aktive edilmemis T

lenfositlerde de, basal bir TACI ekspresyonu s6z konusudur (Xia et al., 2000).

1.6.3.2 BCMA Reseptorii

B Hiicre Maturasyon Antijeni seklinde adlandirilan BCMA reseptorii, T hiicre
lenfoma hastalar1 lizerinde yapilan kromozomal translokasyon arastirmalar1 sirasinda
bulunmustur (Laabi et al.,1992). 50 amino asitten ve bir CRD’den olusan hiicre dis1
bir pargaya sahiptir. BAFF’a oranla, APRIL baglama kapasitesi daha yiiksek bir
reseptordiir. BCMA temel olarak, B hiicre yilizeyinde ekspres edilmektedir. Hiicre
ylizey ekspresyon miktarindan daha yiiksek bir miktarda B hiicresi, periniiklear golgi
benzeri hiicre organelleri icerisinde sentezlendigi goézlemlenmistir (Laabi et al.,
1992). BCMA intraselliiler pargast TRAF 1, 2 ve 3 ile baglanarak hiicre icerisindeki

birkag sinyal ileti mekanizmasini aktive edebilmektedir (Hatzoglou et al., 2003).

1.6.3.3 BAFF-R Reseptori

BAFF-R 70 amino asitlik bir hiicre dis1 pargaya sahiptir ve 4 sistin residiisii ile
simdiye kadar tanimlanmis en kisa CRD yi igermektedir. Buna karsin, sadece BAFF
proteinine karsi yliksek bir afinite gosterir. BAFF-R; tiim splenik ve periferal B
hiicrelerinin yiizeylerinde ekspres edilmektedir. CD4+ T ve B hiicre aktivasyonu
sirasinda BAFF-R ekspresyonu negatif regiile edilir. Buna karsin; anti-CD28 ve anti-
CD3 antikorlar ile aktive edilen T hiicrelerinde, BAFF-R ekspresyonunun pozitif
regiile edildigi, son yapilan ¢alismalar ile gézlemlenmistir. BAFF-R hiicre i¢i sinyal
ileti mekanizmasini aktive edebilmek i¢in sadece, TRAF 3 baglanti noktasina sahiptir

(Thompson et al., 2001).

BCMA ve BAFF-R; goz oniine alindiginda, BAFF reseptorlerinin memeli TNF
reseptorlerinin genel karakteristiklerini tagidiklar1 goriilmektedir. Bu reseptorler, bir
CRD tasiyan ekstraselliiler domain ve tip III transmembran protein yapisina

sahiptirler.
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1.6.4. BAFF Proteininin B Lenfosit Hayat Dongiisii, Olgunlagsmasi ve
Aktivasyonundaki Rolii

In vitro hiicre kiiltiir calismasinda; rekombinant BAFF proteinin B lenfositlerin
yasam siirelerini uzatarak, onlarin maturasyon sirasinda negatif seleksiyon ile
ortadan kaldirilmalari onledikleri belirlenmistir (Batten et al., 2000; Do et al.,
2000). Anti-BCMA enjekte edilen farelerde, B lenfosit hiicrelerinin sekonder lenfoid
organlarda tamamen ortadan kalktiklar1 gozlemlenmistir. Buna karsin; BAFF Tg
farelerde B lenfosit sayisinda dramatik bir artisla birlikte, bu hiicrelerde Bcl-2
onkojeninin ekspresyonunda bir degisim tespit edilmistir (Thompson et al., 2001;
Rolink et al., 2004). Bu yapilan calismalar; BAFF ''n B lenfositlerin yasamda
kalmalarmi saglayan onemli bir faktér oldugunu gosterirken, ayn1 zamanda B
lenfositlerin maturasyonlarinda BAFF kontroliindeki mekanizmalara ihtiyaci
oldugunu da ortaya koymaktadir. Bu baglamda; BAFF” fareler iizerinde yapilan
caligmalar, T2 B hiicreleri ve daha ileri olgunlasma asamalarindaki B hiicrelerini
ortadan kalktig1 gozlenmistir (Schiemann et al., 2001). Bu transgenik farelerin
sekonder lenfoid dokularinda; Marjinal Zone (MZ) diye adlandirilan bdolgenin
ortadan kaybolmasi, T hiicre bagimsiz (TI) immiin yanit i¢cin BAFF/APRIL
ligand/reseptor sisteminin kritik onemde oldugunu gosterir. Buna karsilik, bu
farelerde B1 B lenfosit hiicrelerinin bundugu bélgeler olan, sekonder organlarin
“peritonial cavite” sinin etkilenmemesi alternatif olgunlasma ve yasamda kalma
sistemlerinin B lenfosit proliferasyonunda rol aldigin1 gosteren bir durumdur

(Thompson et al., 2001).

BAFF" transgenik fare ile BAFF-R” (A/WySnl) cinsi farede goriilen B
lenfositlerle ilgili semptomlarin ayni olmasi, BAFF BAFF-R reseptor ligand aksinin
B lenfosit yasami ve maturasyonunda temel mekanizmalardan biri oldugunu ortaya
koymaktadir. Ayrica, TACI -/- ve BCMA -/- transgenik fareler lizerinde yapilan
caligmalar, bu reseptdrlerin de B lenfosit hemoestazinda rol oynadiklarini

gostermistir (Thompson et al., 2001).

BAFF proteininin bir diger biyolojik fonksiyonu da, B hiicrelerinin BCR

reseptorii tarafindan aktivasyonunun diizenlenmesidir. Bu diizenlenme; BAFF
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proteininin B lenfosit proliferasyonu iizerindeki etkiden daha fazla etkilidir ki; bu
etki sayesinde B lenfosit sayisinda daha fazla bir artis goriiliir. Aktivasyonun daha
sonraki asamalarinda salgilanan IL-10 ve PIM-2 protooncogeni BAFF
kostimulatorii gibi ¢alisarak, B hiicre klonlarinin proliferasyonunu stimule ederler

(Xu et al., 2002).

Yapilan bir bagka calismada; BAFF ve APRIL molekiillerinin IL-10 ve TGF
varliginda immiinglobulin (Ig) class-switch DNA rekombinasyonunu (CSR) stimule
ettigi gosterilmistir (Litinskiy et al., 2002). Bu stimiilasyon, Ig G ve Ig A
salgilayabilecek plazma hiicrelerinin BAFF ve/veya APRIL’e cevap olarak negatif
seleksiyona ugramadan prolifere edilebilecegini gostermektedir. Ayrica BAFF;
aktive olmus B hafiza hiicrelerinin yasam siirelerini uzatarak da, Ig sentezleyen
plazma hiicrelerinin olusumunu diizenlemektedir (Litinskiy et al., 2002). Sonug
olarak; BAFF / APRIL sisteminin biyolojik fonksiyon olarak humoral immiin sistem
icerisinde Onemli fonksiyonlar1 vardir. Sekil 1.10’da bu biyolojik fonksiyonlar

sematize edilerek 6zetlenmistir.

Kemik "Igl ":u:;:.\‘. Periteneal cavity .

Dalak

= survival
n - maturation
- NF-xB2

BAFF
- proliferation

APRIL:
= Proliferation

BAFF/APRIL?
= Survival H

- Survival?
- Ig class switching

Sekil 1.7. BAFF ve APRIL Proteinlerinin Biyolojik Fonksiyonlar1 (Mackay
and Ambrose, 2003).



29

1.6.5. BAFF Proteininin Sinyal Ileti Mekanizmasi

BAFF sinyal iletimi olduk¢a karigiktir ve detaylari heniliz tam olarak
aciklanamamistir. Hangi BAFF reseptorlerinin, gelisimin hangi asamalarinda B
hiicre ylizeyinde bulunduklarinin karsilagtirmali olarak ¢alisilmamistir. Bu durum,
BAFF uyarimi ile goézlemlenen olgularin, hangi sinyal mekanizmalarini nasil
etkilediginin tiim agiklig1 ile sergilenememesinin nedenlerindendir. Bununla birlikte;
B lenfositlerin yagam siiresinin uzamasini saglayan olaym, BAFF uyarimina cevap
olarak, anti-apoptotik faktorler olan Al ve Bcl-2 oldugu diisiiniilmektedir (Mackay,
1999). Ayrica, pro-apoptotik bir gen olan BAX geninin, BAFF uyarimi ile negatif
regiile edilmektedir (Do et al., 2000). BAFF proteinin kullandig1 sinyal ileti
mekanizmasi, NFkB sinyal ileti mekanizmasidir. TACI ve BCMA reseptdrleri, klasik
NF«kB sinyal mekanizmasini aktive edebilmelerine ragmen, B lenfosit yasamini
uzatan sinyalin, alternatif NFkB sinyal mekanizmasini aktive edebilen BAFF-R
tarafindan basarimi s6z konusudur. BAFF-R’in klasik NFxB sinyal mekanizmasini
da aktive ettigi disiliniilmekle birlikte, bu durum tam olarak ispat edilememistir
(Mackay and Ambrose, 2003). BAFF reseptorlerinin sinyal ileti mekanizmasinin

ayrintilt semast, Sekil 1.8’de sunulmaktadir.

BAFF-R in alternatif NF«B sinyal mekanizmasinin aktivasyonu, p100 (NFxB—
2) molekiiliiniin proteolitik bir reaksiyonla p52 molekiiliine dontigimii ve p52
molekiiliinin Relb molekiilii ile kompleks olusturmasi, hiicre ¢ekirdegine
translokasyonu ve yonlendirilmis gen ekspresyonunu basarmasi ile saglanir. NFxB-2
(p100)’1 p52’ye proteolitik doniisiimii TRAF 3’ilin aktivasyonu ile IKKa ve NIK
tarafindan basarilir (Coope et al., 2002; Xiao et al., 2001). Alternatif NFxB sinyal
mekanizmasini aktive edebilen LT ve CD40 adli TNF reseptorleri vardir ki; bunlar
da tasidiklar1 TRAF3 aktive edici intraselliiler par¢a sayesinde aktivasyonu
basarmaktadirlar (Van Arsdale et al., 1997). Bu reseptorler de BAFF-R icinde
diisliniildii gibi ayn1 zamanda, klasik NFxB sinyal mekanizmasini aktive

edebilmektedir.
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B hiicrelerinin yasami iizerine etkili olacak, BAFF-R aracilikli pozitif ya da
TACI aracilikli negatif bir sinyalin etkili olmasi, B hiicresi {izerinde bulunan bu

reseptorlerin zamana bagl ekspresyonuna bagimlidir (Mackay, 1999).
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Sekil 1.8. BAFF ve APRIL Proteinlerinin Sinyal ileti Mekanizmas1 (Mackay
and Ambrose, 2003).

1.6.6. BAFF Proteinin Hastaliklardaki Rolii

1.6.6.1. Otoimmiin Hastahiklarda BAFF Proteinin Onemi

Metabolizmay1 otoimmiin hastaliklardan koruyan immiin tolerans sistemi kismi
olarak, lenfosit yagam siiresinin kontrolii ile diizenlenir. Bcl-2 geni bakimindan

transgenik farelerde ortaya kondugu gibi, lenfosit yasaminin yanlis regiile edilmesi,
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otoimmiin hastaliklara neden olur (Strasser et al.,1991; Mackay, 1999). Bunun
benzeri olarak bagka bir ¢alismada; artmis BAFF ekspresyonunun transgenik fareler
tizerindeki etkisi ile; artmis B lenfosit sayisi, anti-dsDNA, ANA otoantikorlar1 ve
Romatoid Faktor sentezine paralel otoimmiin belirtiler tespit edilmistir. Ayrica,
BAFF Tg farelerde bobrek yetmezligine neden olan glomerulonefrit sendromuda
tespit edilmistir (Khare et al., 2000). Bu nedenlerle, BAFF transgenik fareler SLE
hastaligina benzer otoimmiin hastalik belirtileri olusturmaktadir. BAFF knockout ve
transgenik fareler iizerinde yapilan c¢aligmalar (Mackay and Ambrose, 2003)
sonucunda; BAFF reseptor ligand sisteminin B lenfosit gelisimi ve yasami
tizerindeki etkisinin kemik iligindeki gelisim siireci sirasinda degil, daha c¢ok
lenfositlerin periferik lenfoid organlardaki gelisimleri sirasinda etkili oldugu

gbzlemlenmistir.

Kemik iliginden ikincil lenfoid organlara ulagan B lenfosit hiicrelerinin, olgun
B hiicrelerine doniisiim ic¢in gecirdikleri iki asama vardir. Bunlar, T1 ve T2 olarak
adlandirilan transisyonal olgunlasma asamalaridir. Bu asamalar, immiin toleransin
olustugu onemli kontrol noktalarindan biridir. Bu esnada; olgunlasmamis B
lenfositler, BCR tarafindan gelen 6ldiiriicii sinyallere olduk¢a duyarlidir ve otoreaktif
B lenfositlerin biiylik bir kismi elimine edilir. BAFF transgenetik farelerde, artmis
BAFF diizeyine bagli olarak periferik sekonder organlardaki T2 maturasyon
asamasindaki hiicrelerde bir artig goriiliir ki, bu da otoreaktif B lenfositlerin bu
asamaya kadar elimine edilemedigi anlamina gelir (Nemazee et al., 2000). Otoreaktif
B lenfositlerin periferdeki eliminasyonunu saglayan bir diger mekanizma ise, az
miktardaki otoantijen ve BCR reseptoriine sahip olan lenfositler arasinda “Anergy”
dir. BCR reseptOriiniin otoantijenler tarafindan aktive edilerek olgunlasmamis
otoreaktif B lenfositler iizerinde bir eliminasyonu stimule etmeleri, anergy olarak
adlandirilir. Bu Anergy sinyali, BAFF Tg farelerde kisa olarak diizenlenmistir. Bu
noktada; BAFF’in bu sinyali bloke etmedigi belirlense de, azalmis olan anergy

etkisinin nedeni tam olarak agiklanamamuistir (Batten et al., 2000).

Bunlarin yani sira; SLE, Sjogren’s Sendromu (SS) ve Romaoid Arthritis
hastalar1 ile yapilan ¢alismalarda, hastalik ile yliksek BAFF ekspresyonu arasinda bir
baglanti bulunmustur (Groom et al, 2002). Bu hastaliklarda BAFF
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disregiilasyonunun nedeni tam olarak anlagilamamaktadir. Bu disregulasyon ile
BAFF geninin CDS ve/veya promotor bolgesinde gdzlemlenebilecek polimorfizm

arasinda bugiine kadar bir iligki tespit edilememistir (Kawasaki et al., 2001).

Otoimmiin  hastaliklarin ~ patofizyolojisinde ~ ve  hastaligin  olusum
mekanizmalarinda rol oynadig: diisiiniilen BAFF proteini, bu nedenlerden dolay1 son
yillarda, otoimmiin hastaliklarin tedavisi acisindan hedef protein olarak

distiniilmektedir.

1.6.6.2 Kanser Hastaliklarinda BAFF’1n Rolii

Son yillarda lenfomali hastalar {izerinde yapilan c¢aligmalarda, lenfoid
malignitenin gelisiminde BAFF’mn rol oynadigi kabul edilmistir. Non-Hodgkin
lenfomal1 hastalarda (NHL ) serum BAFF seviyesi, normal hastalara oranla oldukca
yiiksek bulunmustur. Bu baglamda, NHL kaynakl1 B hiicrelerinin yasam siirelerinin
BAFF tarafindan artirildigi diisiiniilmektedir. Benzer sonuclar, B hiicre kokenli
Lenfoblastik Losemi (B-CLL) hastalarinda da izlenmistir. Tipki NHL de oldugu gibi
B-CLL’de de B hiicreleri, BAFF tarafindan apoptozisten korunarak tiimor gelisimini
saglamaktadirlar (Claudio et al., 2002). Multible myeloma hastalar tizerinde yapilan
microarray ¢aligmalarinda BAFF ve onun reseptorlerinden biri olan BCMA’da
anormal ekspresyonun oldugu gosterilmistir. Farelerde Murin Lokemi hastaliginda,
hastalik etkeni olan retroviriisiin kromozom 15’e biitiinlesmesi, BAFF-R proteininin
hatali ekspreyonuna neden olmaktadir. BAFF-R geninin lokalize oldugu 13’uncu
kromozom bolgesinde folikular lenfomali hastalarda, bir amplifikasyon tespit

edilmistir (Hentges et al., 2002).

Yukarida sayilan patofizyolojik olgular nedeniyle, lenfoid hastaliklarin
gelisiminde etkisi oldugu diisiiniilen BAFF proteini ve reseptorleri, bu kanser

tiirlerinin tedavisinde bir hedef olarak diisiiniilmektedir.
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1.6.6.3 infeksiyon Hastahklarinda BAFF Proteinin Rolii

Yapilan bir arastirmada (Shu et al., 1999), monosit ve dentritik hiicrelerde ki
BAFF ekspresyonunun IFN v tarafindan ¢ok siki regiile edildigi belirlenmistir. Ayni
sekilde IL-10’ inde, makrofajlar {izerinde bu etkisi bulunmaktadir. IL-10 ile IFN vy
infeksiyon ve inflamasyonda cevap olarak olusan sitokinlerdir (Shu et al., 1999;
Nardelli et al.,, 2000; Litinskiy et al., 2002). Romatoid Artritisli (RA) hastalar
tizerinde yapilan ¢alismalarda, bir¢ok hastanin hastalik dncesi uzun siireli kronik
infeksiyonlar gec¢irmis oldugunun belirlenmesi ile bazi1 infeksiyonlar ve otoimmiin
hastaliklar arasinda bir baglantinin oldugu diisliniilmiistiir (Rose, 1999). Bu acidan;
Romatoid inflamasyonun olustugu eklemlerdeki BAFF seviyesinin, serumdaki BAFF
seviyesinden daha yiiksek oldugunun belirlenmesi, ana BAFF ekspresyon kaynaginin
infekte olmus dokulardan kaynaklandigimi gostermektedir. Kronik infeksiyonlarin
yol actig1 BAFF ekspresyonundaki anomali sonucunda kanda artan BAFF proteinin,
B lenfosit ve immiin tolerans iizerinde etki gdstererek, otoimmiin hastaliklara neden

oldugu diistiniilmektedir (Rose, 1998; He et al., 2003).
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2. KONU ILE ILGILI CALISMALAR

Son yillarda yapilan g¢aligmalarda; ITP hastaliginin, sadece sanildigi gibi
otoantikor aracilikli trombosit yikim mekanizmasi ile degil ayn1 zamanda, T hiicre
aracilikli sitotoksik immiin cevap ile trombosit yikim mekanizmasinin da iginde
bulundugu bir dizi birbirinden farkli patogenez mekanizmasinin beraber c¢alistigi,
heterojen bir hastalik grubu oldugu degerlendirilmektedir. Bu baglamda yapilan bir
calismada, microarray teknigi kullanilarak aktif ITP’li hastalardan elde edilen CD3+
T hiicreleri, bir grup sitotoksik gen agisindan analiz edilmistir ve IFN v, Apo—1/Fas,
IL-2 B reseptdr, granzyme A ve B gibi, Thl hiicre aracilikli immiin cevap sitokin
profilini gdsteren bir gen ekspresyon artisi tespit edilmistir (Olsson et al., 2003).
Yine bu microarray ¢alismasi ile remisyon fazindaki ITP’li hastalarda, CD3+ T
hiicrelerinin KIR reseptor ailesinin bazi iiyeleri olan genlerde artmis bir ekspresyon
gozlemlenmistir. Sitotoksik T hiicrelerinin ve NK hiicrelerinin negatif diizenleyici
olan KIR reseptor ailesinin bu fliyelerinin, T hiicre aracilikli sitotoksik immiin
reaksiyonu bloke ederek, trombosit yikimini engelledigi ve hastaligi remisyon fazina

gerilettigi bu caligma ile ortaya konmustur.

Hiicre aracilikli immiin cevap mekanizmasmin; kronik ITP’li hastalarda
trombosit yikiminda rol alan efektdr bir mekanizma oldugu ortaya konmustur (Zhang
et al.,, 2006). ITP hastalarindan izole edilen CD8+ T hiicreleri ve NK hiicreleri
tizerinde flow cytometry ve RT-PCR yontemleri kullanilarak; TNF-a, FasL, perforin,
granzyme B analiz edilmis ve ekspresyonlarinda bir degisim tespit edilmistir.
Ozellikle apoptosis ve perforin/granzyme B aracilikli sitotoksik etkinin, kronik ITP

hastalarinda sitotoksik T lenfositleri aktive ettigi, ayni ¢alismada rapor edilmistir.

Otoimmiin hastaliklarda BAFF proteinin roliinii arastiran bircok arastirmadan
bir tanesi de; primer Sjogren’s sendromu (pSS) adi verilen hastalik ile, BAFF
ekspresyonu arasindaki iligkiyi arastiran ¢aligmadir (Ittah et al., 2006). Bu baglamda
qRT-PCR, ELISA ve immiino-histokimyasal tekniklerin kullanildig1 ¢aligmalar ile
tiikriik bezlerinde epitel hiicreler tarafindan, BAFF ekspresyonun pSS’li hastalarda

interferon alfa ve gamma stimiilasyonu ile uyarmm ile 10 ile 20 kat arttii
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gozlemlenmistir. Bu sonuglar ile, otoimmiin hastaliklarda hedef organ ya da

dokudaki degisimlerin 6nemi ortaya konmustur (Ittah et al., 2006).

Kuwana et al. (2001) tarafindan yapilan arastirma ile otoreaktif CD4+ T
hiicrelerinin trombosit membraninda bulunan glikoprotein 11a18-259 ve I11b22-262
epitoplarin1 taniyarak, bunlara karsi otoantikor olusumu icin B lenfositleri stimiile
ettigi tespit edilmistir. Bu calismayla, ITP hastaliginda antikor bagimli immiin cevap
ile olusan efektér mekanizmanin ayni zamanda, CD4+ T hiicreleri tarafindan

kostimiile edildigi ortaya konmustur.

Otoimmiin hastaliklarda; B lenfositlerin gerek antikor {iiretimi, gerekse de
inflamasyonda o6nemli roller iistlenmesi sebebiyle, tedavi olarak Ilenfositlerin
baskilanmasi 6nemli bir strateji olusturur. Bu baskilama i¢in; BAFF ve onun
homologu olan APRIL proteinleri, B lenfosit proliferasyonu ve yasamda kalmasini
saglayan oOnemli faktor olarak hedef molekiiller olarak algilanabilmektedir.
Ramanujam et al. (2005) tarafindan yapilan ¢calismada, murine SLE hastaligina sahip
farelerde BAFF-R-Ig ve TACI-Ig antidotlar1 ile BAFF ve APRIL proteinlerinin etkisi
bloke edilerek, bunlarin hastalik iizerindeki etkileri gézlenmistir. Bu ¢alismada; B
hiicreleri iizerindeki baskilamalarin, aynt zamanda T hiicre aktivasyonunu ve
dentritik hiicre faliyetlerini de ortadan kaldirdigi belirlenmistir. SLE hastaliginin en
onemli belirteci olan anti-dsDNA Ig G antikorunun {iiretimini de bloke etmistir. Bu
baglamda; BAFF ve APRIL reseptor blokaji, otoimmiin ve malign hastaliklarin

tedavisinde yeni bir yaklasim olarak ortaya konmustur (Ramanujam et al., 2005).

Antikor tiretimini pozitif diizenleyen BAFF proteini; bunu basarmak i¢in Go/G;
hiicre yagsam dongiisii asamasinda bloke edilmis olan naif B lenfositlerin, G;
asamasina gecmesini saglar. Huang et al. (2004) tarafindan yapilan calisma; BAFF
proteininin, lenfositlerin G, asamasina gegebilmeleri igin gereken sinyali tek basina
olusturabildigi gosterirken, S fazi icin gerekli olan indiiksiyon i¢in de, BCR ile

beraber ¢alistigini ortaya koymustur.
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Dendritik  hiicreler tarafindan {retilen BAFF proteinin T  hiicre
kostimiilasyonunda gorev aldigi tespit edilmis, gerek APC T hiicre interaksiyonunda
APC’ler tarafindan {iretilen, gerekse de T lenfositler tarafindan otokrin olarak
tiretilen az miktardaki BAFF proteinin T hiicre kostimiilasyonunda gorev aldigi

gozlemlenmistir (Bertrand et al., 2004).

Matsushita et al. (2006) tarafindan 21 hastadan tekrarlayan araliklarla alinan
131 serum Ornegi iizerinde yapilan ELISA ¢alismasiyla; otoimmiin bir hastalik olan
sistemik sklerosis hastaligina BAFF ve onun sinyal mekanizmasindaki bir

bozuklugun, B lenfosit anomalisine yol agarak neden oldugu tespit edilmistir.

Kollegen ile uyarilmis Romatoid Artritisli (RA) fareler iizerinde yapilan
calismalar, BAFF proteininin dentritik hiicreler ve makrofajlardan artmis miktarlarda
salimiminin, RA patogenezinde dnemli bir rol oynadigin1 gostermistir. Ayrica, anti-
kollegen otoantikoru ile BAFF serum miktar1 arasinda bir korelasyon oldugu tespit

edilmistir (Zhang et al., 2005).

84 kronik ITP hastas1 ve 56 kontrol iizerinde yapilan bir calismada, TNF-a (-
238 G/A ve -308 G/A), TNF-B (+252 G/A) ve IL-1B (-551 C/T ve +3053 T/C) SNP
ile ITP arasindaki baglant: arastirilmis, 6zellikle TNF-B (+252 G/A) polimorfizmi ile
kronik ITP arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir baglant1 tespit edilmistir (Satoh et

al., 2004).

Sjongren’s sendromlu hastalarin BAFF geni ve onun promotor dizisinin analizi
ile BAFF promotorunun -871 posisyonunda bir T/C polimorfizmi tespit edilmistir.
Buna gore TT ve TC genotipine sahip allelleri tasiyan hastalarda istatistiksel olarak
anlamli artan bir serum BAFF diizeyi tespit edilmistir. Fakat, sitoplazmadaki mRNA
diizeyi ile bu polimorfizm arasinda bir koreleasyon tespit edilememistir. Bu
baglamda; bu polimorfizmin hastalia bir egilim saglamadigi, yine ayni

arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir (Gottenberg et al., 2006).
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221 SLE ve 154 RA hastas1 iizerinde yapilan c¢alismada (Kawasaki et al.,
2001), BAFF geni ve onun promotor bolgesinin DNA dizi analizi yapilmis ve
promotor bolgede 4 SNP, intron I’de 1 SNP ve kodlayan bolgede ise; AlalOSThr
aminoasit degisimine neden olan 1 SNP tespit edilmistir. Bu polimorfizmlerin SLE
ya da RA hastaligina bir yatkinlik sagladigi yoniinde bir kanit bulunamamistir. Buna
ragmen, -871 TT genotipine sahip hastalarin monositlerinde BAFF mRNA seviyesi
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak artmistir, ayn1 zamanda bu hastalar arasinda
anti-Sm otoantikor goriilme siklig1 goreceli olarak yiiksektir. Istatistiksel olarak
anlamlilik derecesi yiiksek olmasa da, RA hastalarinda 105Thr allelinin daha fazla

goriildig tespit edilmistir.

Yukarida siralanan simdiye kadar yapilmis olan arastirmalarda, BAFF proteini
ile birka¢ otoimmiin hastalik arasindaki iliski arastirilmis olmasina ragmen, ITP
hastalig1 ile BAFF proteini arasindaki iligkiyi arastiran bir yayina rastlanamamastir.

Bu baglamda, planlanmis olan bu ¢aligsma literatiirde ilk olma 6zelligini tasimaktadir.

Yukarida anlatilan otoimmiin hastaliklarda belirlenen, BAFF promotorundaki
tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP), promotor iizerindeki fonkiyonel etkileri, ne
teorik ne de deneysel calismalar ile arastirilmistir. Bu baglamda; ITP hastalifinda
BAFF geni ve promoturunda meydana gelebilecek olasi degisiklikler ve onlarin
promotor lizerinde olusturabilecegi fonksiyonel degisimlerin teorik analizi, bu

calisma kapsaminda literatiire eklenecek bir yenilik olarak planlanmigtir.
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3.CALISMANIN AMACI

SLE, RA ve pSS gibi otoimmiin hastaliklar iizerinde yapilan c¢aligmalar
1s18inda; ITP hastalarinin  serum BAFF  diizeylerinin  kontrol grubu ile
karsilastirilmasi, hastaligin tedavi ve prognozu asamasinda BAFF serum diizeyindeki
degisimlerin saptanmasi ve bu baglamda, BAFF proteininin ITP hastaliginda

oynadig1 roliin tespiti, bu tez ¢aligmasinda amag olarak dngoriildii.

ITP hastaliginda, BAFF geni ve onun promotor bolgesinde karsilasilabilecek
olas1 bir genetik degisim i¢cin DNA dizin analizi uygulanmasi ve bu degisimlerin
fonksiyonel etkilerinin teorik analizi tezin kapsami dahilinde tutuldu. Bu baglamda;
ITP hastaliginda BAFF geni ve promotorunda meydana gelebilecek olasi
degisiklikler ve onlarin promotor iizerinde olusturabilecegi fonksiyonel degisimlerin
teorik analizinin, literatiire eklenebilecek yeni bir bilgi olabilecegi diisiiniildii. ITP ve
BAFF iligkisi ilk defa bu calismayla ortaya kondugundan, ilgili literatiire 6nemli
katkilarda bulunmak hedeflendi.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Yontem

4.1.1 Ornek Grubunun Olusturulmasi1 ve Test Edilecek Materyal

Toplanmasi

Bu arastirma; Charite Tip Universitesi, DRK Klinikum Westend

Kampusiindeki, Transflizyon Enstitiisiine bagli laboratuarlarda gergeklestirildi.

Bu c¢alisma biinyesinde kullanilan tim kan ornekleri; 2002-2006 yillari
arasinda, Berlin Charite Tip Universitesi, Transfiizyon Enstitiisiinden Profesér Dr.
Abdulgabar Salama’nin tibbi kontrolii altinda olan hastalardan alindi. Hastaliginin
prognozunu gozlemlemek ve ilag diizenlemelerini yapmak {izere, hastalar belli
araliklarla muayeneye c¢agirildi. Hastaligin seyri ile test edilen parametreler
arasindaki iligkiyi tespit etmek i¢in, ayni hastalardan farkli zaman ve farkli ilag
tedavileri altindayken kan ornekleri toplandi. Toplanan materyaller; hasta takip
dosyalar1 tizerinde yapilan, retrospektif calismalarla simiflandirilip, her test icin
istatistiksel degerlenmeye zarar verebilecek Ornekler calismadan g¢ikarildi. Ornek
olarak; kronik ITP teshisi konulan bir hastanin cesitli zaman araliklarinda alinan kan
orneklerinden biri ya da bir kag1; yapilan kan sayimi sonucuna gore, trombosit sayisi

acisindan remisyon fazinda ise, yapilacak olan testin niteligine gore siniflandirildi ya

da ¢ikarildu.

Analizde kullanilacak kan 6rnekleri, test sonuglarini etkileyebilecek preanalitik

onlemler alinarak gerekli kosullarda saklandi.
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4.1.2 Kan Sayim1 (Hemogram)

Hastalardan 5 ml kan 6rnegi K5-EDTA’l1 tiip igerisine alinarak, Abott CELL-
DYN 3700 marka Hemogram otoanalizatoriinde analiz edildi. Analiz sonucunda, 25
parametrelik kan sayim degerleri kaydedildi. Analizi yapilan parametreler arasindan;
Bazofil, Eozinofil, Monosit sayis1 ve orani ile toplam Lokosit, eritrosit, trombosit
sayist ve c¢api, hematokrit, hemoglobin degerleri, gerek hastanin klinik durumunun
gerekse bu parametrelerin arastirilan BAFF proteini ile iligkisini tespit etmek

amaciyla kaydedildi.

4.1.3 Serum izolasyonu

5 ml hasta kan hig¢bir anti-koagulatdr barindirmayan steril cam tiipe alinarak,
pthtilasmast sonrasinda, santrifriijde 10 dakika 1800 rpm’de santrifiij edildikten
sonra, ayrisan serum 1,5 ml’lik eppendorf tiipe alindi. Izole edilen serumlar

numaralandirilarak analizler yapilina kadar -20°C depolandi.

4.1.4 DNA Izolasyonu

Hastalardan K;-EDTA’l tiip igerisine alman 3 ml kandan DNA izolatorii
(Geno M™—6 Geno Vision) kullanilarak DNA izolasyonu yapild:. izole edilen DNA
kalitesi, spektrofotometre (BioRad Smartspec Plus) kullanilarak test edildi.

Fotometrik olgiim ii¢ kere tekrarlanarak, aritmetik ortalama alindi.

4.1.5 RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in hastalardan sitrat anti-koagulator i¢eren 5 ml kan alindu.
Sitratl kandan Red Blood Cell Lysis Buffer (Roche) kullanilarak asagida belirtilen
Protokol A ile 16kositler izole edildi ve bunlardan da High Pure RNA Isolation Kiti
(Roche) ile agagidaki Protokol B kullanilarak RNA izole edildi.
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Protokol A

¢ 1,5’lik eppendorf tiiptine 1 ml “ Red Blood Cell Lysis Buffer” eklendi.

e Uzerine 500 ul tam kan eklenerek 10 dakika cevirerek bekletildi.

e Brinkman Eppendorf 5414C marka santrifiijde 5 dakika 9000 rpm’de santrifij

edilerek siipernatan pipet yardimu ile tiipten uzaklastirildi.

¢ Bu islemler, pelet lizerindeki eritrosit kontaminasyonunu ortadan kaldirilincaya

kadar tekrarlandi.

e Eritrosit kontaminasyonu giderilen l6kosit peleti, 200 pul PBS de ¢oziilerek
Protokol B’ye gegildi.

Protokol B;

¢ 200 pl 16kosit-PBS ¢ozeltisine 400 pl Lysis/-Binding Buffer eklendi.

e 15 saniye Vortex ile karistirildiktan sonra, polipropilen filtreli tiipe aktarildi ve
15 saniye 8000 X g’de santrifiij edildi. Bu sekilde binding soliisyonu ile
baglanmis bulunan niikleik asit molekiilleri, tiip icerisindeki filtre iizerinde

toplandi.

¢ 10 ul DNase I ve 90 ul “DNase Incubation Buffer” ile hazirlanan soliisyon, tiip
icerisindeki filtre iizerine pipetlenerek 15 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi. Bu agamada, filtre icerisindeki DNA’lar DNase I ile enzimatik olarak

pargalandi.

e Inkiibasyon sonrasinda 500 ul “Wash Buffer I “ eklenen filtreli tiip 8000 X g
de 15 saniye santrifiij edildi.
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e “Wash Buffer I” ile yikanan tiip 6nce 500 pl “ Wash Buffer II” ile 8000 X
g’de, sonra da 200 pl eklenerek 13 000 X g’de santrifiij edildi.

e Mikrosantrifiij tlipiindeki polipropilen filtrede bagli bulunan RNA’lar 70 pl
“Elution Buffer” ile c¢oziilerek, 13 000 X g’de santrifiij edilerek 1,5 ml’lik
eppendorf tiip icerisinde toplandi.

Izole edilen RNA’larin spektrofotometrik miktar tayini yapildi. Hastalardan
degisik zaman araliklar1 ile alinan RNA’lar, Serum ID ile aym1 numaralama
sistemine gdre numaralandirildi. Izole edilen RNA’lar -80 derecede calisilincaya

kadar muhafaza edildi.

High Pure RNA [Isolation Kitinde kullanilan soliisyonlarin

fonksiyonlari ve icerikleri;

1- Lysis Binding /Buffer; Lokositlerin parcalanmasi ve Niikleik asitlerin
baglanmasi amaciyla kullanmilir. > 25 ml toplam hacim igerisinde 4,5 M

guadinin-HCL + 50 mM Tris-HCL + %30 Triton X—100(w/v) pH 6,6 (25 °C)’dir.

2- DNase I Incubation Buffer; DNase I enziminin ¢aligabilecegi optimal
tampon ¢ozelti = 10 ml toplam hacim igerisinde 1 M NaCl + 20 mM Tris-HCL +
10 mM MnCl, + pH 7,0 (20 °C )’dir.

3- Wash Buffer I; Protein ve DNA kontaminasyonunu uzaklastirmak i¢in
kullanilir. = 53 ml toplam hacim igerisinde 5 M guadinin -HCL + 20 mM Tris-
HCL pH 6,6 (25 °C) (20 ml etanol eklenmesi sonrasi son konsantrasyon olarak).

4- Wash Buffer II; Protein ve DNA kontaminasyonunu uzaklastirmak i¢in
kullanilir.=> 50 ml toplam hacim igerisinde 10 mM NaCl + 2 M Tris-HCL pH 7,5
(25 °C) (40ml Etanol eklendikten sonraki son konsantrasyon).



43

5- Elution Buffer; Polipropilen filtreye bagli bulunan RNA’nin buradan

¢Oziilmesi ve final soliisyona karigmasini saglar.

4.1.6 cDNA Sentezi

izole edilen RNA’lardan cDNA sentezlemek igin, RevertAid™ H Minus First
Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas), iiretici firmanin tavsiye ettigi protokole

gore kullanildi.

Buz iizerine yerlestirilmis bir PCR reaksiyon tiipiine;

e 50 ng template RNA

e 1 uloligo(dT);g primer (0,5 pg/ ul)

e 12 pl ye toplam hacime DEPC-H,0 tamamlandi.

Bu karisim, Thermal Cycler’da (BioRad iCycler) 70 °C’da 5 dakika inkiibe
edildi ve daha sonra buz iizerine alindi. Asagidaki komponentler reaksiyon tiipiine

eklendi.

e 4 ul5 X Reaction Buffer

e 1 ul Ribonuclease Inhibitor (20 u/ul)

e 2ul 10 mM dNTP

Bu komponentlerin eklenmesinden sonra Thermocycler’a yerlestirilen tiip,
37°C de 5 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda, 1 pl RevertAid™ H Minus M-
MuLV enzimi eklenerek 42°C de 60 dakika inkiibe edildi. Reaksiyon, 70°C de 10

dakikalik son bir asama ile sonlandirildu.
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4.1.7 Bioinformatik Yontem ve PCR Primer Dizaym

Bu tez kapsaminda, BAFF geninin protein kodlayan (CDS) ve promotor
dizilerinde olas1 mutasyonlar1 saptamak amaciyla PCR reaksiyonlarinda kullaniimak
tizere, primerler PerlPrimer (http://perlprimer.sourceforge.net) adli acik kaynak

kodlu bioinformatik yazilim ile tasarlandi.

BAFF mRNA dizisi i¢in, Genbank AF116456 kodlu dizi referans olarak
kullanild1. 1052 niikleotid uzunlugunda olan bu BAFF mRNA dizisinin; 119-976
niikleotidleri arasi translasyon esnasinda protein olarak ifade edilirken, 1-118 ve

977-1052 arasindaki niikleotidler protein olarak ifade edilmemektedirler (NCBI).

UCSC (http://genome.ucsc.edu) ve NCBI’nin (http://www.ncbi.nih.gov) Blat
ve Blast programlarina bu referans dizinin verilmesi ile hem BAFF geninin intron-

exon yapisi, hem de kromozomal lokalizasyonu tespit edildi.

Tablo 4.1°de, proje kapsaminda PerlPrimer programi ile dizayn edilerek PCR
reaksiyonlarinda kullanllan BAFF sense ve anti-sense primerlerinin listesi

sunulmaktadir.

BAFF promotor dizisinin analizi i¢in kullanilan primer seti ise; Bing et al.
(2005)’de belirtildigi gibi alindi. Bu primer seti, BAFF geninin 1072 baz
uzunlugundaki regiilatif DNA dizisini ¢ogaltmaktadir.

1072 niikleotidlik genomik DNA parcasinin regiilatif ozelliklerinin
belirlenmesi amaciyla, Genbank databankindan kopyalanan bu DNA dizisinin, IFTI-
MIRAGE (www.ifti.org) web databankinin sundugu “transkripsiyon faktor (TF)
baglant1 dizi” analizi yapildi. Promotor {izerindeki bu TF baglant1 noktalar1 yazilim
aracili1 ile matematiksel olarak hesaplanan DNA dizileri olup, kromozomal yapinin

kompleksligi nedeni ile gercek anlamda aktif baglanti noktalar1 olmayabilir. Bu TF
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baglanma dizilerinin gergekte islerligini sinama, EMSA yontemi ile protein-DNA

interaksiyonunun in vitro gosterimi ile miimkiindiir.

Tablo 4.1. PCR Reaksiyonlarinda Kullanilan Primer Listesi

Adi Dizi A C G T Me GC(%) Tm(°C)
BAFF 318rev GTA GAA AGA CACCACCGTGAGGCA 9 6 7 2 24 54 74
BAFF 20for TGC ACG CAG GAC ATC AAC AAACAC 10 8 4 2 24 50 72
BAFF 479for AAC AGG AAA TGA TCC ATT CCC 8 6 3 4 21 43 60
BAFF 10for CTG CCA TGT AGT GCA CGC 3 6 5 4 18 61 58
BAFF 1019rev CAG AGA AAG GGA GGA AAA TAG C 11 2 8 1 22 45 64
BAFF 298for CCT CAC GGT GGT GTC TTT CT 1 6 5 8 20 55 62
BAFF 790rev CAA TTC ATC CCCAAAGACATG GAC 9 8 3 4 24 46 70
BAFF 26 for CAG GAC ATC AAC AAA CAC AG 0 6 3 1 20 45 58
BAFF 1026 rev TAG AGG TAC AGA GAA AGG GA 9 1 8 2 20 45 58
BAFF Prmt for CAC AGG TCC ACC AAGTCAACAACAGA 11 9 4 2 26 50 78
BAFF Prmtrev ATC ACT ACT TGA ACT TTG AAGGTTGG 7 4 6 9 26 38 72
4.1.8 Gradient PCR

BAFF promotor 1072 niikleotidlik DNA fragmentini genomik DNA’dan PCR
yontemiyle cogaltabilmek icin BAFF Prmt for ve rev primerleri (Bkz Tablo 4.1)
Invitek GmbH (Germany) firmasindan temin edildi. Primerlerin en uygun annealing
temperatiiriinii bulmak amaciyla, “Thermal Cycler” ile (BioRad iCycler) 53—60 °C
sicaklik gradientinde, Gradient PCR uygulandi. PCR programi asagidaki gibi

programlandi. Tablo 4.2°de Gradient PCR reaksiyon bilesenleri sunulmaktadir.

95 °C 60 sn. 1 dongii
95 °C 30 sn.
53-60 °C 35 sn. 34 dongii
72 °C 30 sn.

95 °C 10 min. 1 dongii
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Tablo 4.2. BAFF Promotor Fragmenti Gradient PCR Reaksiyon Bilesenleri

PCR reaksiyon Komponentleri 1 Reaksiyon 50ul toplam hacim
10 X Reaction Buffer 5 ul
25mM MgCl, 3 ul
DMSO 2,5 ul
0,5 mM dNTP 25 ul
Forward Primer (BAFF prmt for) 1 ul
Reverse Primer (BAFF prmt rev) 1 ul
Template DNA (200 ng genomik DNA ) 1,98 ul
Taq DNA polimeraz (InviTaq) 0,6 ul
Deiyonize H,O 9,92 ul
Toplam Hacim 50,0 ul

BAFF cDNA {izerinden yapilan BAFF PCR reaksiyonlarinda kullanilan BAFF
26 for ve BAFF 1026 rev primer seti i¢in de yukaridaki Gradient PCR protokolii
uygulandi .

4.1.9 BAFF Promotor PCR

1072 bazgifti uzunlugundaki BAFF promotor dizisi, hasta ve kontrol
gruplarindan BAFF prmt for ve BAFF prmt rev yardimi ile ¢ogaltildi ve % 0,8
agaroz jel elektroforeziyle kontrol edildi. PCR iirlinlerinin jel {izerinde kontrolii i¢in
14 kb’lik Marker DNA kullanildi. Etidyum bromiir ile muamele edilmis jel, U.V. 151k
altinda fotograflandi. PCR programi asagida sunuldugu gibi uygulandi. Tablo 4.3’de
BAFF promotor genomik PCR reaksiyon bilesenleri gosterilmektedir.

95 °C 60 sn. 1 dongii
95 °C 30 sn.
55°C 35 sn. 34  dongii
72 °C 30 sn.

95 °C 10 min. 1 dongii
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Tablo 4.3. BAFF Promotor Genomik PCR Reaksiyon Bilesenleri

PCR Komponentleri 1 Reaksiyon 50 pl toplam Hacim
10 X Reaction Buffer 5 ul
25mM MgCl, Solution 3 ul
DMSO 2,5 ul
0,5 mM dNTP 25 ul
Forward Primer(BAFF prmt for) 1 ul
Reverse Primer (BAFF prmt rev) 1 ul
Template genomik DNA(200 ng) 5 ul
InviTaq Taq polimeraz (InviTaq) 0,6 ul
Deiyonize H,O 6,9 ul
Toplam Hacim 50 ul

4.1.10. BAFF RT-PCR Reaksiyonu

BAFF proteininin CDS dizilerini analiz etmek tizere BAFF mRNA’s1
tizerinden RT reaksiyonu ile elde edilen BAFF ¢cDNA; BAFF 26 for ve BAFF 1026
rev primerlerinin yardimi ile PCR ortaminda ¢ogaltilmistir. PCR programi asagida

sunuldugu gibi uygulandi. Tablo 4.4°de BAFF RT-PCR reaksiyon bilesenleri

gosterilmektedir.
95 °C 60 sn. 1 dongii
95 °C 30 sn.
55°C 35 sn. 34  dongii
72 °C 30 sn.
95 °C 10 min. 1 dongii

Tablo 4.4. BAFF RT-PCR reaksiyon bilesenleri

PCR Komponentleri 1 Reaksiyon 50 ul toplam Hacim
10 X Reaction Buffer 5 ul
25mM MgCl, Solution 3 ul
0,5 mM dNTP 25 ul
Forward Primer 1 pl
Reverse Primer 1 pl
Template DNA 5 pl
InviTaq Taq polimeraz 0,5 pl
Bidest 9,5 pl

Toplam Hacim 50 pl
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4.1.11. PCR Uriinlerinden DNA Saflastirilmasi

Gerek BAFF promotor, gerekse BAFF CDS DNA dizilerinin analizlerinin
yapilmasi i¢in, PCR reaksiyonlarinda c¢ogaltilan DNA fragmentlerinin reaksiyon
soliisyonlarindan ayrilarak saflastirilmasi gerekmektedir. Bu amagla, “High Pure
PCR Product Purification Kit” (Roche) kullanilarak, iiretici firmanin onerdigi

protokol dogrultusunda DNA fragmentleri saflastirildi.

4.1.12. DNA Dizin Analizi

Klinik 6zelliklerine goére secilmis hastalarin BAFF promotor ve BAFF CDS
DNA fragmenti 4 renk floresan tabanli otomatik DNA sequencer (ABI-PRISM 377
Gene Analyzer, Perkin-Elmer, Uberligen, Germany) ile iiretici firmanin &nerdigi
protokole gore, DNA dizi analizine tabi tutuldu. Yaklagik 1 kb biiytikliiglindeki DNA
fragmentlerinin tam dizi analizini yapabilmek icin; dizi analiz reaksiyonu bir kez
sense, bir kez de antisense primer ile iki farkli yonde uygulandi. “High Pure PCR
Product Purification Kit” ile saflastirilan PCR iiriinleri spektrofotometrik saflik

dereceleri Olciilerek kontrol edildi. Reaksiyon komponentleri asagidaki sekilde

hazirlandi.

e Pre-Mix (BigDye; PE Applied Biosystems, Darmstadt, Germany) 2 ul
e Gen Spesifik Primer (sense ya da antisense) (20mM) 1 ul
e PCR product I ul
¢ Nuclease-free 6 ul

Dizin amplifikasyonu, 25 dongii lizerinden asagidaki thermocycler programiyla

gerceklestirildi.
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96 °C 3 min. 1 dongii
96 °C 35 sn.

55°C 10 sn. 30 dongii
60 °C 2 min.

95 °C 10 min. 1 dongii

Floresan reaksiyon karisimi, Cenri-Sep columnlar araciligi ile reaksiyon
bilesenlerinden ayristirilarak, 5 pl reaksiyon {irlinii 20 pl TSR soliisyonu ile
karistirildi ve capillar elektroforez cihazinda analiz edildi. Cihaza ait bilgisayardan
elde edilen kromotogram ve DNA dizi verisini igeren abl ve seq dosyalar1 veri

analizi i¢in kayit edildi.

Elde edilen DNA dizin verilerini iceren dosyalar ChromasPro (Technelysium
Pty Ltd., Australia) ve Lasergene 6 (DNAstar Inc., USA) programlari ile analiz
edildi. Bu baglamda, elde edilen dizinler NCBI Blast programi ve DNA assembly

yontemi ile analiz edildi.

4.1.13. Serum BAFF Diizeyinin ELISA Yontemiyle Tespit Edilmesi

Hasta ve kontrol gruplarinin serum BAFF diizeyleri, R&D Systems
Quantikine® Human BAFF/BLyS Elisa Kit kullanilarak tespit edildi. ELISA kitine
ait sollisyonlar, tiretici firmanin 6nerdigi sekilde hazirlandi ve analiz i¢in kullanilir
duruma getirildi. Baz1 6rneklerin 8000 pg/ml BAFF diizeyinden daha yiiksek
olabilecegi ve standart egrisinin disina c¢ikabilecegi diisiiniilerek, her o6rnek 2

oraninda diliisyon faktorii ile test edildi.

R&D Systems Quantikine® Human BAFF/BLyS ELISA Kiti Reagentleri ve
igerikleri asagidaki gibidir.

e BAFF/BLyS Mikroplate: (12 X 8) 96 kuyucuklu BAFF monoklonal antikor
(Mouse) ile kaplanmis polisytrene mikroplate
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e BAFF/BLyS Konjugat : Peroksidaz ve koruyucularla konjuge edilmis 21
mL BAFF poliklonal antikor

e BAFF/BLyS Standart : Koruyucularla tamponlanmis ve sonra lyofilize
edilmis 40 ng insan rekombinant BAFF

e Assay Diluent RD1-72 : Koruyuculardan olusan bir Buffer

¢ Kalibrator Diluent RD6Q: 21 mL hayvan serumu

e Wash Buffer : Koruyucularla tamponlanmis surfaktan
e Color Reagent A : 12,5 mL stabilize hidrojen peroksid

e Color Reagent B : 12,5 mL stabilize chromogen

e Stop Soliisyon : 6 mL 2N Siilfiirik asit

ELISA Analizi uygulamasi:

1. Mikroplatenin test yapilmak istenen her kuyucuguna 100 pl Assay Diluent
RD1-72 otomatik pipet araciligi ile aktarilda.

2. Standart kontrol ve analiz edilecek serum, 50 ul mikroplate kuyucuklarina pipetle

aktarildi ve 2 saat oda sicakliginda inkiibe edildi.

3. Cok kanalli otomatik pipet yardimi ile Mikroplate aspire edildi ve her kuyucuk
400 pl Wash Buffer ile 4 kez yikandi.

4. 200 pl Konjugat ilave edilerek, 2 saat oda sicakliginda inkiibe edildi.

5. 3. asama bir kez daha tekrar edildi.
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6. Color Reagent A ve Color Reagent B‘nin ayn1 hacimde karistirilmasi ile
olusturulan Substrat sollisyondan 200 pl her kuyucuga pipetle aktarilarak 30 dakika
oda sicakliginda inkiibe edildi.

7. Her kuyucuga 50 pl Stop soliisyon eklenerek, 30 dakika icerisinde BioRad Model
680 Elisa Reader ile 450 nm de absorbans degerleri okundu.

Standartlardan okunan absorbans degerlerinin yardimi ile MicroPlate Manager
5,0 (BioRad) programinda SPL (Cook) Logaritmik regression yontemine gore, hasta

ve kontrol gurubuna ait serum BAFF diizeyleri hesaplandi.

4.1.14. Klinik Degerlendirme ve Retrospektif Arastirma

Hasta grubunun teshis ve tedavileri Prof. Dr. A. Salama tarafindan diizenlenip;
klinik degerlendirmeler ve hastalarn ila¢ tedavileri, Charite Tip Universitesi
Transflisionsmedizin Enstitiisii arsivindeki hasta kayitlarindan temin edildi. Ayrica;
klinik degerlendirme 6nemli olan anti-Trombosit antikor testleri, ayn1 Enstitiiniin

Trombosit Laboratuarindaki imkanlar kullanilarak yapildi.

4.1.15. istatistiksel Analiz

Tez kapsamindaki tiim istatistiksel analizler, Microsoft Excel ve bu programin

Add In istatistik yazilim1 olan “Analyse-it” aracilig1 ile yapildi.



4.2. Aracglar ve Materyal

4.2.1. Kullanilan Cihazlar

Cihaz

Geno M™-6 Geno Vision” DNA izolatorii
Smartspec Plus spektrofotometer

iCycler Thermal Cycler

Mikroplate Reader, Model 680
ABI-PRISM 310 Gene Analyzer

5414C santrifiij

Minifuge RF termostatli santrifiij

4.2.2.Materyal

Materyal

High Pure RNA Isolation Kit

Red Blood Cell Lysis Buffer

RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit
Ribonuclease Inhibitor (20 u/ul)

dNTP Mix, 10mM

RevertAid™ H Minus M-MuLV

DMSO

25mM MgCl, Solution

10 x NH4-Reaction Buffer InviTaq Taq polymerase
BigDye; Pre-Mix

Nuclease-free H,0

Centri-Sep column

High Pure PCR Product Purification Kit
Quantikine® Human BAFF/BLyS ELISA Kiti
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Firma Adi

(A QIAGEN Company)
(BioRad)

(BioRad)

(BioRad)
(Perkin-Elmer)
(Brinkman Eppendorf)

(Hereaus)

Firma Adi

(Roche Applied Science)
(Roche Applied Science)
(Fermentas)

(Roche Applied Science)
(Fermentas)

(Fermentas)

(Invitrogen)

(Fermentas)

(Invitek)

(PE Applied Biosystems)
(Fermentas)

(PE Applied Biosystems)
(Roche Applied Science)
(R&D Systems)



4. BULGULAR

5.1. RNA izolasyonu Ile Elde Edilen Bulgular

53

RNA izolasyonu ile elde edilen bazi RNA’larin spektrofotometrik 6lgiimleri

Tablo 5.1°de sunulmaktadir. izole edilen RNA diizeyinin semi-quantitatif RT-PCR

analizi yapilmasi agisindan yeterli olmadig1 ancak, PCR igin yeterli oldugu Tablo

5.1’den anlasildigindan, quantitatif RT-PCR uygulamalari i¢in bagka bir izolasyon

kiti ya da metodunun kullanilmasi gerektigi sonucuna varildi.

Tablo 5.1. izole Edilen Bazit RNA’larin Spektrofotometrik Olgiimii

RNA_ID. OoD1

5 0,24
6 0,178
7 0,207
8 0,128
9 0,111
10 0,168
11 0,277
12 0,148
13 0,204
14 0,155
15 0,239
16 0,13
17 0,542
18 0,369
19 0,136
20 0,25
21 0,238
22 0,27
23 0,229
24 0,813
25 0,582
26 0,275
27 0,439
28 0,585
29 1,092
30 0,229
31 0,139
32 0,319
33 0,216
34 0,478

35 0,199

OD2

0,237
0,17
0,203
0,098
0,123
0,191
0,278
0,172
0,18
0,175
0,244
0,137
0,527
0,332
0,11

0,267
0,213
0,289
0,217
0,827
0,621
0,26
0,424
0,574
1,112
0,277
0,151
0,353
0,225
0,496
0,197

oD3

0,24
0,163
0,21

0,096
0,108
0,186
0,276
0,187
0,222
0,148
0,263
0,131
0,522
0,368
0,117
0,279
0,238
0,292
0,221
0,827
0,617
0,299
0,427
0,584
1,116
0,271
0,147
0,317
0,233
0,496
0,193

Ortalama OD

0,2390
0,1703
0,2067
0,1073
0,1140
0,1817
0,2770
0,1690
0,2020
0,1593
0,2487
0,1327
0,5303
0,3563
0,1210
0,2653
0,2297
0,2837
0,2223
0,8223
0,6067
0,2780
0,4300
0,5810
1,1067
0,2590
0,1457
0,3297
0,2247
0,4900
0,1963

Konsantrasyon
(ng/ul).
9,56
6,81
8,27
4,29
4,56
7,27
11,08
6,76
8,08
6,37
9,95
5,31
21,21
14,25
4,84
10,61
9,19
11,35
8,89
32,89
24,27
11,12
17,20
23,24
44,27
10,36
5,83
13,19
8,99
19,60
7,85
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5.2. DNA izolasyonu ile Elde Edilen Bulgular

Izole edilen DNA’larin spektrofotometrik &lgiimii sonucunda Tablo 5.2°de
sunulan bulgulara ulasildi. Bu sonuclar 15181nda PCR reaksiyonlarinda kullanilacak

template DNA miktarlar1 hesaplandu.

Tablo 5.2. Baz1 Hastalarmn izole Edilmis DNA’larinin Konsantrasyonlari

DNA Konsantrasyon Konsantrasyon Konsantrasyon Ortalama

ID [ng/pi] [ng/pl] [ng/l] [ng/pl]
1 58,923 59,895 59,814 59,54
2 37,749 38,631 37,163 37,85
3 55,552 60,954 56,51 57,67
4 52,547 48,887 48,193 49,88
5 70,125 69,275 67,585 69
6 71,749 61,362 58,196 63,77
7 62,018 62,51 63,004 62,51
8 77,839 74,859 74,164 75,62
9 40,555 40,778 42,871 41,4
10 62,018 61,362 60,22 61,2
11 70,892 64,244 63,087 66,07
12 62,264 63,004 59,165 61,48
13 44,529 45,592 41,299 43,81
14 30,038 28,626 30,392 29,69
15 48,81 49,119 48,733 48,89
16 44,984 43,397 42,345 43,58
17 52,861 50,359 47,425 50,22
18 88,046 87,215 86,112 87,12
19 40,109 41,224 40,703 40,68
20 86,602 83,593 84,501 84,90
21 63,045 64,616 64,119 63,93
22 53,856 54,722 52,906 53,83
23 47,471 47,41 74,855 38,67
24 45,487 44,426 43,897 37,83

5.3. Gradient PCR Bulgular:

Gradient PCR reaksiyonu BAFF prmt for ve rev primerleri i¢in ger¢eklestirildi.
Bunun sonuca gore; 200 ng genomik template DNA i¢in en uygun annealing

temperatiirii 55°C olarak belirlendi (Sekil 5.1). BAFF 26 for ve 1026 rev primerleri
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icin de ayni gradient PCR protokolii uygulandi ve 55°C annealing temperatiirii

optimal olarak bulundu.

M [53°C | 53,6°C|54,5°C|55,8°C | 57,5°C |58,8°C|59,7°C | 60°C | M

Sekil 5.1. BAFF prmt for ve rev primerleri i¢in yapilan Gradient PCR
Sonuglarinin %0.8 Jel Elektroforez Profili (1,4 kb Fermentas GenRuler DNA Ladder
marker DNA kullanilmistir).

5.4. BAFF Promotor ve cDNA PCR ile elde Edilen Bulgular

PCR reaksiyonu sonucunda BAFF promotor ve cDNA fragmentleri, beklenilen
buytiklikte 9%0.8 agaroz jel iizerinde gozlemlendi. Bu bulgular 1s18inda, gerek
BAFF promotor DNA dizisi gerekse mRNA’ya cevrilen DNA dizisi iizerinde PCR
metodu ile gézlemlenebilecek bir genetik degisiklik olmadig1 sonucuna varildi. Sekil
5.2’de hasta ve kontrol grubundan bireylerin BAFF promotor PCR reaksiyon

sonuclar1 %0.8 agaroz jel iizerinde gosterilmektedir.
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Sekil 5.2. 1072 bp Uzunlugundaki BAFF Promotor Dizisinin PCR reaksiyon
Sonucunun %0.8 Jel Elektroforez Profili (H=Hasta, K=Kontrol, 1.4 kb Fermentas
GenRuler DNA Ladder marker DNA).

5.5. Biyoinformatik Yontemlerle Elde Edilen Bulgular

Genbank AF116456 kodlu mRNA dizisinin, NCBI ve UCSC veri
bankalarinda, BLAST ve BLAT programlari yardimiyla, insan genomu ile
karsilastirilmas1 sonucunda, BAFF geninin intron-exon yapisi tespit edildi. Bu

baglamda, BAFF geninin 6 exon ve 5 introndan olustugu tespit edildi (Sekil 5.3).

int. 1 int.2 int.3 int4 int.5

Promoter Dizisi

g | M L5 ﬂflf{l} :

exant  exon? axond exord exond exonB

Traslasyon olan Translasyon
| |piziler I:l edimeyen diziler

Sekil 5.3. BAFF Geninin Organizasyonu.
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BAFF promotor PCR reaksiyonunda kullanilan, BAFF prmt for ve rev

primerlerinin sinirladigit 1072 niikleotidlik DNA dizisi, Transkripsiyon Faktor

baglanti dizileri agisindan analiz edilerek, Sekil 5.4’deki sonuglar elde edildi.

G-
HlTFl_RSPF

=1

£ 1803 b Le-02

£ 1e-04 o Le-03

£ (et

-3 B
[’.5-!.'LE1

-alpha-2u_glo
| | |
| LI | i |
100 it il 400 il

Sekil 5.4. 1072 bp Promotor Dizisi Uzerindeki Olas1 TF Baglant1 Dizileri.

5.6. ELISA Metodunda Elde Edilen Bulgular

ELISA metodu uygulanmasinda, standartlardan elde edilen

absorbans

degerlerinden Sekil 5.5’deki gosterilen fonksiyon elde edildi. Bu fonksiyon, kitin

kullanim kilavuzunda verilen fonksiyon ile uyum i¢indedir. Bu baglamda, ELISA

metodunun dogru bir sekilde uygulandig1 sonucuna varildi. Test edilen BAFF serum

seviyeleri bu fonksiyon kullanilarak hesaplandi.

Microplate Manager Bio-Rad Laboratories, Inc.

STANDART EGRI

1000—

Absorbance (00

|
100
Conc {ng/mL)

Logistic SPL (Cook) Curve Fi
Abs =754 + 1.88E+003 /(1

Sekil 5.5. BAFF ELISA Standart Egrisi.

oxp(7 26 - 0.88 * In{Conc) - 0.000212 * Conc))
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5.7. Kontrol Grubuna Ait Serum BAFF Seviyesi ve Kan

Sayimi Bulgulan

9 saglikli kadin ve 15 saglikli erkekten olusan; 39,4 yas ortalamasina sahip
kontrol grubunun, serum BAFF protein seviyesi ELISA metodu ile 6l¢iildii. Kan
sayimi bilgileri ve anti-trombosit otoantikor aragtirma testi (MAIPA) sonuglar1 Tablo

5.3’de sunulmaktadir.

24 saglikli kisiden olusan kontrol grubu ortalama 6,82 K/pL (6,85 K/uL
medyan) 16kosit sayisi, 290 K/uL trombosit sayisi, 13,8 g/dL (14,1 g/dL. medyan)
hemoglobin degeri ve 952 pg/ml (941 pg/ml medyan) serum BAFF seviyesi

istatistiksel degerlerini yansitmaktadir.

Tablo 5.3. Kontrol Grubunun Serum BAFF ve Kan Sayimmi Bulgular1 (WBC:
Toplam Lokosit Sayisi, Hb: Hemoglobin, PLT: Trombosit Sayisi, K/E: Kadin/Erkek)

Kontrol K/E Yas BAFF WBC Hb PLT Otoantikor
No (pg/ml) (K/uL) (g/dL) (x10%)
1 K 42 946 5,60 12,5 294 -
2 E 34 1042 10,00 14,0 282 -
3 E 36 1081 5,30 14,7 310 -
4 E 37 1254 5,30 16,0 310 -
5 E 59 1382 7,70 15,0 250 -
6 K 53 1263 8,00 13,6 338 -
7 E 26 742 8,30 14,0 272 -
8 E 31 900 6,30 15,2 270 -
9 E 42 1257 8,00 14,4 377 -
10 E 51 890 5,30 14,6 233 -
11 E 40 1186 7,00 14,7 190 -
12 K 43 1315 9,00 14,3 311 -
13 E 30 116 10,70 16,0 286 -
14 K 40 1008 7,00 16,0 350 -
15 K 52 470 5,20 14,8 305 -
16 E 45 760 5,50 13,0 252 -
17 E 44 714 7,60 12,5 287 -
18 E 40 569 4,30 12,3 330 -
19 K 27 782 5,03 12,7 317 -
20 K 24 752 5,10 11,2 220 -
21 E 35 937 6,21 13,2 250 -
22 E 42 907 7,20 15,1 333 -
23 K 50 1319 7,40 11,2 334 -
24 K 24 1278 6,70 12,0 280 -
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5.8. Aktif ITP Hastalarinda Serum BAFF Seviyesi ve Kan

Sayimi Bulgulan

90 farkli hastadan, hastaligin remisyon ve/veya hastaligin aktif oldugu
zamanlarda alinan 175 6rnek tlizerinden, trombosit sayis1 90 K/uL kistasi altinda olan
32 ornek segilerek, hastaligin aktif doneminde serum BAFF seviyesi ve kan sayim
bulgular1 kayit edildi. Bulgular Tablo 5.4’de sunulmaktadir. Tabloda ayrica,
Prednisolon ile immiin baskilayici tedavi altinda bulunan hastalarin aldiklar1 ilag

miktar1 da gosterilmektir.

5.8.1. Aktif iTP Hastalarmin Saghkh Kontroller ile Serum BAFF

Diizeyi Acisindan Karsilastirilmasi

Tablo 5.4°de gosterilen hastaligin aktif doneminde bulunan ITP hastalarinda,
1596 pg/ml ortalama serum BAFF (1221 pg/ml medyan), 43,94 K/uL ortalama
trombosit (40,50 K/uL medyan), 8,69 g/dL ortalama hemoglobin (8,65 g/dL medyan)
ve 6,97 K/uL ortalama 16kosit (7,35 K/uL medyan) degerleri elde edildi. Serum
BAFF degeri i¢in, iki grup i¢in yapilan Mann-Whitney U testi sonucunda U degeri
523,0 hesaplanarak, p<0,05 oram ile iki grup arasinda marjinal bir farkin oldugu

tespit edildi (Sekil 5.6).

BAFF pg/ml
3000 -

2500 -

2000 -

1500 -

1000 -

500 -

0

Kontrol Grubu Aktif [TP Hastalari

Sekil 5.6. Kontrol Grubu ile Aktif ITP Hastalarmin Serum BAFF Seviyesinin
Karsilastirilmasi.
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Tablo 5.4. Aktif ITP Hastalarinin Serum BAFF ve Kan Saymm Bulgulari
(WBC: Toplam Lokosit Sayisi, Hb: Hemoglobin, PLT: Trombosit Sayisi, ITP-TR; Tedaviye cevap
vermeyen hastalik tipi, K/E: Kadin/Erkek)

Hasta
No.

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

K/E Hastalhk

mAOAAATODEODOD AAAAOODODOAR AT AEODARAAAAAADTTD

iTP
iTP
iTP
iTP
iTP
iTP
iTP
iTP
iTP
iTP
iTP
iTP
iTP
iTP
iTP
iTP
iTP
iTP
iTP
iTP
iTP
iTP
ITP-TR
ITP-TR
ITP-TR
ITP-TR
ITP-TR
ITP-TR
ITP-TR
ITP-TR
ITP-TR
ITP-TR

BAFF PLT
(pg/ml)  (K/pL)
767 86
916 84
6677 38
576 58
817 41
1331 55
1721 31
1820 76
6909 78
2209 19
605 59
746 33
1402 &9
1229 35
1307 43
1690 40
1699 55
2746 49
1113 13
1172 67
1117 75
1427 48
773 26
1423 30
803 17,5
957 3
1213 52
3153 14
484 4
1073 23
1470 6
680 10

Hb

(g/dL)

6,20
8,80
7,70
9,10
8,00
7,90
9,80
8,00
8,40
9,10
10,00
8,50
8,94
9,59
11,50
8,50
9,10
7,80
6,00
8,70
8,40
7,20
8,60
10,40
7,91
7,90
7,60
11,20
8,90
9.0
6,40
9,50

WBC

(K/nL)

4,10
5,00
4,17
4,91
3,30
4,17
8,78
5,48
8,44
7,69
4,68
8,00
5
6,35
8,7
6,17
10,16
3,76
7,24
5,54
6,15
9,90
7,35
12,18
11,6
8,06
6,98
8,7
9,11
7,34
7,44
8,75

Prednisolon

(g/d)

5,00
)

10

7,5

12,5

20

7,5
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5.9. Remisyon Fazindaki ITP Hastalarinda Serum BAFF

Seviyesi ve Kan Sayimi Bulgulari

90 hasta ve 175 Ornek iizerinden; hastaligin remisyon fazinda bulunan 26
hastanin serum BAFF seviyesi ve kan sayimi bulgular1 Tablo 5.5’de sunulmaktadir.
Tabloda ITP-TR olarak nitelendirilen hastalar immiin supresif tedaviye cevap

vermeyen hastalardir.

Tablo 5.5. Remisyon Fazindaki ITP Hastalarinin Serum BAFF ve Kan Sayimm

Bulgularl (WBC: Toplam Lokosit Sayisi, Hb: Hemoglobin, PLT: Trombosit Sayisi, ITP-TR;
Tedaviye cevap vermeyen hastalik tipi, K/E: Kadin/Erkek)

Hasta Cinsiyet Hastalik BAFF PLT Hb WBC  Prednisolon
No. (pg/ml) (K/pL) (g/dL) (K/pL) (g/d)
1 K ITP 635 160 8,40 6,81 -
2 E iTP 1144 170 8,13 3,36 -
3 E ITP 407 164 7,33 6,57 10
4 K iTP 386 104 7,80 10,93 20
5 K iTP 1022 260 8,60 11,04 -

6 K ITP-TR 753 121 7,60 12,6 -
7 K iTP 3614 262 8,80 9,74 -
8 K iTP 1370 152 10,00 8,12 -
9 K ITP-TR 1453 164 7,75 5,03 -
10 K iTP 545 147 8,60 5,05 -
11 E ITP 875 103 9,50 9,50 10
12 E iTP 875 100 9,50 9,50

13 K iTP 976 102 7,00 10,58 10

14 E ITP 667 247 9,70 13,40 20
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5.9.1. Remisyon Fazindaki ITP Hastalarimin Serum BAFF

Seviyesinin Kontrol Grubu ile Karsilastirilmasi

Tablo 5.5’de verilen remisyon fazindaki hasta orneklerinden 1047 pg/ml
ortalama serum BAFF (843 pg/ml medyan), 180 K/uL ortalama trombosit (159 K/uL
medyan), 8,26 g/dL ortalama hemoglobin (8,13 g/dL medyan ) ve 7,9 K/uL ortalama
16kosit (8,0 K/uL medyan) degerleri elde edildi. Mann-Whitney U testinin, saglikli
kontrol ve remisyon grubu serum BAFF degerleri arasinda uygulanmasi ile P > 0.05
degeri elde edildi. Bu baglamda, iki grup arasinda istatistiksel anlamlilik tespit
edilemedi (Sekil 5.7).

BAFF pg/ml
2000 -
1800 4

1600

1400

1200 4

=16

800 4

600 4

400 4

200 4

0

Kontrol Grubu Remisyon fazindaki [TP Hastalari

Sekil 5.7. Remisyon Fazindaki ITP Hastalarmin Serum BAFF Diizeyinin
Saglikli Kontrol Grubu ile Karsilastirilmasi.

5.10. Prednisolon ile Immunspresif Tedavi Altinda Bulunan
ITP Hastalarinda Serum BAFF Seviyesi ve Kan Saymm
Bulgular:

Toplanan ornekler icerisinde, bagisiklik sistemi Prednisolon ile baskilanmakta
olan ITP hastalarmin serum BAFF seviyeleri ve kan sayim bilgileri Tablo 5.6’da
siralanmaktadir. Bazi1 hastalarda; Azathriopin, Dexametason, Metotrexat ikincil

ajanlariyla kombine tedavi protokolil uygulandigindan bu hastalar ayrica gosterildi.
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Tablo 5.6. Prednisolon ile Tedavi Edilen Hastalarin Serum BAFF ve Kan
Sayimi Bulgulari

Hasta No. KI/E BAFF PLT(K/uL) Prednisolon Kombine
(pg/ml) (g/d) Tedavi

1 E 407 164 10,0 +
2 K 538 73 5,0

3 K 386 104 20,0 +
4 K 1699 19 5,0 +
5 E 493 59 30,0

6 K 773 43 4,0

7 E 240 88 80,0

8 E 484 13 5,0

9 E 875 103 10,0 +
10 K 680 75 5,0

11 K 820 48 10,0

12 E 667 247 20,0 +
13 K 222 3 30,0

14 K 1450 143 7,5

15 K 1555 166 7.5

16 K 585 121 30,0 +
17 K 335 186 20,0

18 K 2846 186 2,5

19 E 576 30 7,5

20 E 336 18 50,0 +
21 K 961 5 2,5 +
22 E 1095 23 7,5 +
23 E 653 27 10,0

24 K 813 92 10,0

5.10.1 Prednisolon ile Immunspresif Tedavi Altinda Bulunan ITP

Hastalarinin Serum BAFF Kontrol Grubu ile Karsilastirilmasi

Tablo 5.6’da sunuldugu gibi, 812 pg/ml ortalama serum BAFF (660 pg/ml
medyan) ve 85 K/pL ortalama trombosit ( 74 K/pL medyan) degerleri elde edildi.
Prednisolon ile immiin supresif tedavi altinda olan hastalar ile saglikli kontrol grubu

arasinda Mann-Whitney U testinin sonucunda, iki grubun arasinda istatistiksel olarak
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anlaml bir fark tespit edildi (P<0,05). Iki grubun karsilastirilmasi Sekil 5.8’de

sunulmaktadir.

BAFF pg/ml

3000
2800 °
2600
2400
2200
2000
1800
1600
1400
1200

1000 <>

800 . <>
600 :

400 :

200
0

Kontrol Grubu Prednisolon (+) ITP Hastalari

Sekil 5.8. Prednisolon ile Tedavi Altinda Bulunan ITP Hastalar1 ile Saghkli

Kontrol Grubunun Karsilastirilmasi.

5.11. Otoantikor Pozitif iTP Hastalarinda Serum BAFF

Seviyesi ve Kan Sayimi Bulgular:

MAIPA testi sonucunda, trombosit antijenlerine karsi; gerek trombosit
ylizeyine baglanmis, gerekse serumda otoantikorlara sahip olan ya da ikincil bir
hastalik nedeniyle otoantikor liretiminin var oldugu tespit edilmis, 19 hastaya ait

bulgular Tablo 5.7’de sunulmaktadir.

5.11.1 Otoantikor Pozitif ITP Hastalarinda Serum BAFF Seviyesinin
Saghkh Kontrol Grubu ile Karsilastirilmasi

Tablo 5.7°de sunulan bulgulardan; 1058 pg/ml ortalama serum BAFF (957
pg/ml medyan) ve 64 K/uL ortalama trombosit (60 K/uL. medyan) degerleri elde
edildi. Serum BAFF degerlerinin, Mann-Whitney U testi ile karsilagtirilmasi
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sonucunda elde edilen p>0.05 degeri nedeniyle, iki grubun birbiri ile istatistiksel
acidan anlamli bir fark gostermedigi tespit edildi. Her iki grup, Sekil 5.9’de serum
BAFF seviyesine gore karsilagtirilmaktadir.

Tablo 5.7. Otoantikor iiretiminin tespit edildigi ITP hastalarinin Serum BAFF ve
Kan Sayimi Bulgular1 (K/E: Kadin/Erkek, PLT: Trombosit Sayis1)

Hasta No K/E Hastahik BAFF (pg/ml) PLT(K/nL)
1 K TP 1820 41
2 K TP 520 28
3 K ITP 803 60,00
4 K ITP 1427 35
5 K TP 773 43
6 K ITP 1073 67
7 K ITP 680 75
8 K TP 791 115
9 K ITP 1555 166
10 K ITP 891 14
11 K TP 1117 26
12 K ITP 957 61
13 E ITP 1470 86
14 K ITP-TR 767 26
15 E ITP-TR 419 11
16 K ITP-TR 1453 164
17 E ITP-TR 1431 10
18 K TP 1340 90
19 K TP 813 92

BAFF pg/ml
2000 -

1800 - —

1600 -

1400 -

e [ 4

800 A

600 -

400 -

200 -

0

Kontrol Grubu Otoantikor Pozitif TP Hastalari

Sekil 5.9. Otoantikor Pozitif ITP Hastalar1 ve Saglikli Kontrol Grubunun
Karsilastirilmasi.
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5.12. BAFF c¢DNA ve Promotor DNA Dizinlerinin
Analizi

BAFF geninin protein kodlayan DNA dizisi ve promotor DNA dizisinde
meydana gelebilecek bir mutasyon ile hastalik arasinda bir iliski olup olmadigini
kontrol etmek amaciyla, sz konusu DNA dizileri, DNA dizi analizi ile incelendi ve

asagidaki bulgulara ulasildi.

5.12.1 BAFF Promotor DNA Dizin Analiz Bulgulari

19 hasta ve 10 kontrol grubu iiyesinden yapilan BAFF promotor DNA dizi
analizi sonucunda; hasta ve kontrol grubunda pozisyon -871 C>T, -661 A>G, -771
G>A, -542 G>A ve -353 G>C tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) tespit edildi.
Polimorfizmlerin belirlendigi baz1 kromotogram goriintiileri Sekil 5.10°da
sunulmaktadir. Dunnen and Antonarakis (2000) baz alinarak, SNP’lerin pozisyonlari
genomik DNA referansi olarak verildi. Tablo 5.8’de tek niikleotid polimorfizmleri

gosteren hastalarinin ve kontrol grubunun dokiimii verilmektedir.

a) -871 C>T H0m021g0t SNPs

13 Sense

9 Sense

19 Sense

Anuuuuun»hunhhuunhuuuu

b) -871 C>T Heterozigot SNP

18 Sense
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¢) -871 C>C Normal Tip

pison013-baff print28-sense

Sekil 5.10. BAFF Promotor DNA Dizi Analizinde Go&zlemlenen -871
SNP’sinin kromotogram goriintiileri. Oklar, degisimlerin gézlemlendigi niikleotidleri
gostermektedir.

Tablo 5.8. Hasta ve Kontrol Gruplarinda BAFF Promotor SNP’leri

DNA HASTALIK Pozisyon Pozisyon Pozisyon Pozisyon Pozisyon BAFF
No. -871 C>T -661 A>G -771 G>A -353 G>C -542 A>G (pg/ml)
1 ITP - - - - 1140
2 iTP Heterozigot  Heterozigot  Heterozigot - 2000
3 iTp Homozigot - - - 4404
4 iTP Homozigot - - - 2846
5 iTp Heterozigot - Heterozigot  Heterozigot - 1567
6 TP Homozigot - - - 1172
7 iTp - - - - 1117
8 iTP - - - - 746
9 iTP - - - - 1453
10 iTp - - - - 1988
11 iTP - - - - 1238
12 ITP-TR Homozigot - Heterozigot Heterozigot 1453
13 ITP-TR Heterozigot  Heterozigot  Heterozigot Heterozigot 336
14 ITP-TR Heterozigot - - - 1431
15 ITP-TR Heterozigot - - - 1690
16 ITP-TR Homozigot - - - 1721
17 ITP-TR Heterozigot - - - 753
18 ITP-TR - - - - 2209
19 ITP-TR Heterozigot - - - 576
20 Kontrol - - - - 1278
21 Kontrol Heterozigot - - - 1270
22 Kontrol Homozigot - - - 1576
23 Kontrol Heterozigot - - - 1319
24 Kontrol Heterozigot - - Heterozigot 1323
25 Kontrol - - - - 1323
26 Kontrol - - - - 1042
27 Kontrol Heterozigot - - - 1529
28 Kontrol Homozigot - - - 470
29 Kontrol Heterozigot - - - 1788

Kontrol grubunun 10 iiyesinden 2 tanesi (% 20) homozigot; 5 tanesi
heterozigot (%50) olmak iizere, -871 pozisyonunda, toplam 7 tane (%70) C>T
polimorfizmi goriildii. Buna karsilik; 19 ITP hastasindan 7’si (% 36) heterozigot ve
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5’1 (%20) homozigot olmak lizere, aynm1 pozisyonda toplam 12 tane (%56) C>T

polimorfizmi gézlemlendi.

Ayrica, -771 pozisyonundaki G>A polimorfizmi hicbir kontrol grubu iiyesinde
tespit edilmezken, 19 hastadan 4’tinde (% 21) heterozigot bir genotip ile kendini
gostermektedir. -542 pozisyonunda gozlemlenen A>G SNP’si ise; 10 kisilik kontrol
grubundan sadece bir tanesinde (%10) heterozigot karakterde gbzlemlenmekte iken,
19 kisilik hasta grubundan 2 kiside (% 10,5) heterozigot olarak kendini

gostermektedir.

5.12.1.1. BAFF Promotor SNP’lerinin Biyoinformatik

Karakteristikleri

Bu calismada; BAFF promotor DNA dizi analizi sonucunda goézlemlenen
SNP’lerin Transkripsiyon Faktdr baglanma dizilerini etkileyip etkilemeyeceginin

teorik olarak degerlendirmesi yapildi.

Bu baglamda, -871 pozisyonundaki C>T SNP’nin normalde promotor iizerinde
bulunmayan, yeni bir transkripsiyon faktér baglanma noktasi olusturdugu gozlendi. -
871 pozisyonundaki C>T degisimi, -873/-866 niikleotidleri arasinda “AGTGGGGA”
dizisinden olusan MZF-1-CD34-Site (AGTGGGGA) TF baglanma noktasi
olusturmaktadir. Sekil 5.11°de bu degisim sematize edilmektedir.

E le-03 to le-02
E le-nd to le-03
E < le-0d
n-3_RS"
Ir_E—CLEi
GR-alpha-2u_glo

100 200 300 400 300

Sekil 5.11 -871 Pozisyonundaki C>T SNP’sinin Sonucu Olusan MZF-1-CD34-
Site (AGTGGGGA) TF Baglanma Noktasi.

-771 pozisyonundaki G>A degisimi de, tipki diger SNP gibi, normalde
promotorda olmayan bir TF baglanma dizisinin olugmasina neden olmaktadir. Bu

dizin -771/-765 pozisyonunda bulunan Est-vWF dizinidir (Sekil 5.12).
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E 1e-03 to le-02
E %9—04 to 1e-03

1e-0d
r-3_R5"
5-CLEL
GR-alpha-2u_glo

100 200 300 400y 00

Sekil 5.12. -771 Pozisyonundaki G>A SNP’sinin Sonucu Olusan Est-vWF TF
Baglanma Noktasi.

BAFF promotor DNA dizininde bulunan diger SNP’lerden etkilenen veya

olusan bir TF baglanma dizisi tespit edilemedi.

5.12.2 BAFF cDNA Dizi Analizi Bulgulan

10 Hasta ve 10 Kontrol {izerine yapilan DNA dizin analizi sonucunda; gerek
hasta ve kontrol grubu arasinda, gerekse de veri bank karsilastirmalarinda herhangi

bir genetik degisiklik gézlenmedi.
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6. TARTISMA

6.1. Serum BAFF Seviyesi Bulgularinin Karsilastirilmasi

Bu ¢alismada; aktif ITP hastalarinda serum BAFF seviyesi icin 1596 pg/ml
ortalama degeri, saglikli kontrol grubunda ise, 953 pg/ml ortalama degeri tespit
edildi. Remisyon sathasindaki hasta grubunda gozlemlenen serum BAFF seviyesi
ise, 1047 pg/ml ortalama degeri ile, kontrol grubunun gosterdigi degere
yaklagsmaktadir. Bu bulgular; Romatoid Arthritis, Sistemik Sklerosis ve SLE hastalig1
tizerinde yapilan caligsmalarda elde edilen sonuclarla uyum gostermektedir (Zhang et

al., 2005; Ramanujam et al., 2005; Ittah et al., 2006; Matsushita et al., 2006).

Bu ii¢ grup arasindaki goreceli fark; aktif ITP hastalarinda BAFF seviyesinin
yiikselerek hastaligin patogenezinde rol aldigini, tedavi sonrasinda veya spontane
remisyon safhasina gegcen hastalarda, BAFF ekspresyonunun azalarak hastalik
tablosunun ortadan kalkmasina katkida bulunduguna dair ipuglar1 vermektedir. Bu
noktada; BAFF sitokinin otoimmiin hastaliklarin  etiyolojisinde ya da
patofizyolojisinde rol alip almadigi sorusunun cevabi, yapilan bu g¢aligma verileri
1s181inda, BAFF proteinin gerek T lenfosit aracilikli gerekse B lenfosit aracilikli
efektor mekanizmalarda gorev alarak otoimmiin hastaliklarin patofizyolojisinde
onemli bir rol oynadigi seklinde verilmektedir. Yukarida anlatilan ydnleriyle bu
calisma; aktif ITP hastalarinda BAFF serum diizeyinin arttigim1 ortaya koyan ilk

calisma olarak, ilgili literatiire katkida bulunmaktadir.

Trombosit otoantikorlariin pozitif tespit edildigi hasta grubunun serum BAFF
seviyesi, 1057 pg/ml ortalama degerini sergilemektedir. Bu deger; kontrol gurubunun
ortalama degeri ile istatistiksel bir anlamlilik igerisinde degildir (P=0,34). Bu
sonuclar, ITP hastaliginda anti-trombosit otoantikorlar1 ve BAFF serum diizeyi
arasinda bir iligki olmadigin1 gostermektedir. Calismadan elde edilen bu bulguyu
destekleyecek sekilde; gerek SLE, gerekse RA iizerinde yapilan diger ¢alismalarda

da serum BAFF diizeyi ile otoantikor arasindaki anlamli bir iliski rapor edilmemistir
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(Ramanujam et al., 2005; Zhang et al., 2005; Ittah et al., 2006; Matsushita et al.,
2000).

Ayni hastalardan, tekrarlayan zaman araliklarinda almman Orneklerin
degerlendirilmesi, serum BAFF diizeyi ile hastalik aktivitesi arasinda bir iligkinin var
oldugunu gostermektedir. Bu baglamda; BAFF seviyesine gore ters yonde degisen
trombosit sayisi tespit edildi. Bu bulgu; BAFF proteinin, ITP hastaliginda olas1 bir

aktivite markeri olabilecegini gostermektedir.

Prednisolon tedavisi altinda bulunan hasta grubunun serum BAFF seviyesinin;
660 pg/ml ortalama degeri, kontrol grubu ortalama degeri olan 952 pg/ml’nin altinda
bulunmaktadir. Ayn1 zamanda; bu grup ya remisyon ya da hafif aktif hastalik
fazlarinda bulunmaktadir. Bu bulgular; Prednisolon ile immiin supresif tedavinin
BAFF serum degerini disiirdiigiinii gostermektedir. Prednisolon ile tedavi
sonucunda; BAFF proteininin serum seviyesinin azaldiginin gosterilmesi, bu proteine
ait gen lizerinde ekspresyonu negatif diizenleyen “Glikokortikoid Cevap Element”
baglayict bir DNA dizini oldugu yoniindeki diisiinceyi kuvvetlendirmektedir. DNA
dizin analizi ile elde edilen sonuclarin teorik incelenmesi sonucunda; boyle bir TF
baglanma dizisinin tespit edilmesi, Prednisolon gibi Glikokortikoid ajanlarin direkt
BAFF promotor iizerine etki edebilecegini gostermektedir. Buna ragmen; bu dizilerin
ve Prednisolonun ekspresyon iizerindeki olas1 etkisi, ancak reporter assay ve EMSA

teknikleri ile fonksiyonel olarak gosterilebilir.

6.2. ITP Hastalarinin BAFF Promotor Dizileri Icerisinde
Tespit Edilen SNP’lerin Degerlendirilmesi

ITP hastalarmin BAFF promotor DNA dizisi igerisinde -871 C>T, -771 G>A,
-661 A>G, -542 A>G ve -353 G>C, tek niikleotid polimorfizmleri tespit edilmistir.
-871 ve -771 pozisyonundaki SNP’ler; promotor iizerinde normalde olmayan, MZF-
1-CD34- ve Est-vWF transkripsiyon faktor baglanma dizileri olugmasina neden
olmaktadir. Hematolojik ve immiin sistemde gorevli olan bu TF’lerin ITP ve diger

otoimmiin hastaliklarda énemli olabilecegi diisiiniilmektedir. Oneri olarak; bu iki
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faktoriin BAFF sistemi iizerine etkileri ve ITP hastaliginda alabilecekleri roller de
daha ileriki caligsmalarda ortaya konmalidir. —-871 C>T SNP’si daha 6nce SLE ve
primer Sjorgen’s Sendromu (pSS) hastalar tizerinde yapilan ¢aligmalarda da tespit
edildi (Ittah et al., 2006). Bu degisim ile BAFF serum seviyesi arasinda; istatistiksel
anlamhilik simirlar1 igerisinde bir iliski gosterilmis olsa da, ITP 6zelinde yapilan bu
calismada -871 C>T SNP’sinin BAFF ekspresyonu {iizerine etkilerini sinamak icin
ilgili literatiirde (Kawasaki et al., 2002; Gottenberg et al., 2006) belirtilen sayisal
olarak yeterli SNP tespit edilemedi.

=771 G>A ve -542 A>G SNP’leri ilk defa bu ¢alisma ile tanimlanmig olan tek
niikleotid polimorfizmleridir. Bu SNP’ler DNA dizi anlizi metodu ile tespit edilmis
olup, diger SNP testleri ile de dogrulugu sinanmalidir. Promotor -771 G>A SNP’si;
promotor iizerinde yeni bir TF baglanma noktasinin olusumunu saglarken, -542 A>G
icin boyle bir ozellik tespit edilememistir. Bu iki SNP’nin BAFF ekspresyonuna
etkisini in vitro belirlemek gerekmektedir. Ayrica, ITP ya da diger otoimmiin
hastaliklarla bu SNP’lerin iliskisini belirlemek i¢in, biiyiik hasta gruplariin SSCP
gibi teknikler ile arastirrlmast ve SNP’lerin frekanslarinin  belirlenmesi

Onerilmektedir.
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7. SONUC

Bu ¢alisma ile hematolojik sistemin otoimmiin bir hastalig1 olan iITP> de BAFF
ekspresyonunun artig1 ilk defa gosterildi. Bu baglamda; bundan sonraki ¢aligmalarda,
artan BAFF  ekspresyonunu  saglayan mekanizmalarin  neler  oldugu

detaylandirilmalidir.

Calismaya ait diger bir bulgu olarak; ITP hastalarin BAFF gen promotorlari
tizerinde bes farkli SNP tespit edildi. Bunlardan iki tanesi; simdiye kadar
gbzlemlenmemis olup, ilk defa bu ¢aligmada rapor edildi. Bu SNP’lerden iki tanesi,
BAFF promotor bélgesinde yeni TF baglanma dizileri olusturmaktadir. Bu TF
baglanti noktalarmin fonksiyonellik {izerine etkileri daha ileri diizeyde

arastirilmalidir.

Yapilan bu ¢alismada, ITP hastaliginin; birbirinden farkli efektér mekanizma
ya da mekanizmalarin olusturdugu heterojen bir hastalik grubu olarak
degerlendirilmesi gerektigi belirlendi. Baz1 ITP’li hastalarda; T bagimli efektdr
mekanizmalar ile trombositler yikima ugrarken, bazi hastalarda ise, yikim sadece
antikor bagimli efektér mekanizmalar ya da bu iki efektor sistemin beraber katilimi
tarafindan gergeklestirilir. Bu baglamda, ITP patogenezinde gorev alan efektdr

mekanizmalar ve bilegenleri ile ilgili yeni arastirmalar yapilmalidir.



10.

11.

74

KAYNAKLAR

Abbas A. K., Lichtman H., Cellular and Molecular Immunology, 4. Updated
edition. 411-431; London (2005).

Batten M., Groom J., Cachero T.G., Qian F., Schneider P., Tschopp J.
Browning J.L., Mackay F. BAFF mediates survival of peripheral immature B
lymphocytes. J Exp Med, 192:1453-65 (2000).

Bertrand H., Lionel A., Christine A., Vicent K. BAFF production by antigen-
presenting cells provides T cell co-stimulation. International Immunology,
16(3):476-475 (2004).

Beutler E., Lichtman M.A., Barry S.C., Kipps T.J., Seligsohn U. Williams
Hematology. Sixty Editions, 1513-1539 (2001).

Black C.A., Delayed Type Hypersensitivity: Current Theories with an Historic
Perspective. Dermatology Online J., 5(1):7 (1999).

Bluestein H.G. Heterogeneous neurocytotoxic antibodies in systemic lupus
erythematosus. Clin Exp Immunol., 35(2):210-7 (1979).

Bodmer J.L., Schneider P., Tschopp J. The molecular architecture of the TNF
superfamily. Trends Biochem Sci., 27:19-26 (2002).

Cannon J.P., Haire R.N., Rast J.P., Litman G.W. The phylogenetic origins of
the antigen-binding receptors and somatic diversification mechanisms.
Immunol. Rev., 200:12-22 (2004).

Chang M., Nakagawa P.A., Williams S.A., Schwartz M.R., Imfeld K.L., Buzby
J.S., Nugent D.J. Immune thrombocytopenic purpura (ITP) plasma and purified
ITP monoclonal autoantibodies inhibit megakaryocytopoiesis in vitro. Blood,
102(3):887-95 (2003).

Cines D.B., Blanchette V.S. Immune thrombocytopenic purpura. N Engl J
Med., 346:995-1008 (2002).

Claudio J.O., Masih-Khan E., Tang H., Goncalves J., Voralia M., Li Z.H.,
Nadeem V., Cukerman E., Francisco-Pabalan O., Liew C.C., Woodgett J.R.,
Stewart A.K. A molecular compendium of genes expressed in multiple

myeloma. Blood, 100(6):2175-86 (2002).



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

75

Coope H.J., Atkinson P.G., Huhse B., Belich M., Janzen J., Holman M.J.,
Klaus G.G., Johnston L.H., Ley S.C. CD40 regulates the processing of NF-
kappaB2 p100 to p52. EMBO J., 21:5375-85 (2002).

Craft J., Fatenejad S. Self antigens and epitope spreading in systemic
autoimmunity. Arthritis & Rheumatism, 40(8):1374-82 (1997).

Croxford J.L., Olson J.K., Calenoff M.A., Dal Canto M.C., Miller S.D. A
virus-induced molecular mimicry model of multiple sclerosis. J Clin Invest,
108:311-318 (2001).

Del Prete G., Maggi E., Romagnani S. Human Thl and Th2 cells: functional
properties, mechanisms of regulation, and role in disease. Laboratory
Investigation, 70:299-306 (1994).

den Dunnen J.T., Antonarakis S.E. Mutation Nomenclature Extensions and
Suggestion to Describe Complex Mutations: A Discussion, Human Mutation.
15:7-12 (2000).

Devendra D., Liu E., Eisenbarth G.S., Type 1 diabetes: recent developments.
BMJ, 328:750-754 (2004).

Do R.K., Hatada E., Lee H., Tourigny M.R., Hilbert D., Chen-Kiang S.,
Attenuation of apoptosis underlies B lymphocyte stimulator enhancement of
humoral immune response. J Exp Med, 192(7):953—-64 (2000).

Douglas N.B., Cines M.D., Victor S., Blanchette M.B., Chronic immune
thrombocytopenic purpura. N Engl J Med, 346:995-1008 (2002).

Dunnen J.T. and Stylianos E.A., Mutation Nomenclature Extensions and
Suggestion to Describe Complex Mutations: A Discussion, Human Mutation.
15:7.12 (2000).

Feldmann J.L., Becker M.J., Moutsopoulos H., Fye K., Blackman M., Epstein
W.V., Talal N. Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity in selected
autoimmune diseases. J Clin Invest., 58(1): 173-179 (1976).

Foster C.B., Zhu S., Erichsen H.C., Lehrnbecher T., Hart E.S., Choi E., Stein
S., Smith M.W., Steinberg S.M., Imbach P., Kuhne T., Chanock S.J. Early
Chronic ITP Study Group Polymorphisms in inflammatory cytokines and
Fcgamma receptors in childhood chronic immune thrombocytopenic purpura: a
pilot study. Br J Haematol., 113(3):596-9 (2001).

GeneCard, Weizmann Institute, http://www.genecards.org/cgi-

bin/carddisp.pl?gene=TNFRSF13B&search= TNFSF13B, (2006).



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

76

George J.N. The origin and significance of platelet IgG. In: Kunicki T.J.,
George J.N. (eds). Platelet immunobiology, Molecular and Clinical Aspects.
Philadelphia: Lippincott, 305-336(1989).

George J.N., Raskob G.E. Idiopathic thrombocytopenic purpura: A concise
summary of the pathophysiology and diagnosis in children and adults. Semin
Hematol., 35:5-8 (1998).

Gerald J. Prud’homme, Immune-Mediated Tissue Injury (Hypersensivity
Reactions),http://www.medicine.mcgill.ca/mjm/issues/v01n01/bsr.html,
(02.05.2006).

Gottenberg J.E., Sellam J., Ittah M., Lavie F., Proust A., Zouali H., Sordet C.,
Sibilia J., Kimberly R.P., Mariette X., Miceli-Richard C. No evidence for an
association between the -871 T/C promoter polymorphism in the B-cell-
activating factor gene and primary Sjogren's syndrome. Arthritis Research &
Therapy, 8:1 (2006).

Groom J., Kalled S.L., Cutler A.H., Olson C., Woodcock S.A., Schneider P.,
Tschopp J., Cachero T.G., Batten M., Wheway J., Mauri D., Cavill D., Gordon
T.P., Mackay C.R., Mackay F. Association of BAFF/BLyS overexpression and
altered B cell differentiation with Sjogren's syndrome. J Clin Invest., 109:59—
68 (2002).

Gross J.A., Johnston J., Mudri S., Enselman R., Dillon S.R., Madden K., Xu
W., Parrish-Novak J., Foster D., Lofton-Day C., Moore M., Littau A.,
Grossman A., Haugen H., Foley K., Blumberg H., Harrison K., Kindsvogel W.,
Clegg C.H. TACI and BCMA are receptors for a TNF homologue implicated in
B-cell autoimmune disease. Nature, 404:950-95 (2000).

Harrington W.J., Minnich V., Hollingsworth J.W., Moore C.V. Demonstration
of a thrombocytopenic factor in the blood of patients with thrombocytopenic
purpura. J Lab Clin Med, 38:1-10 (1951).

Hatzoglou A., Roussel J., Bourgeade M.F., Rogier E., Madry C., Inoue J.,
Devergne O., Tsapis A. TNF receptor family member BCMA (B cell
maturation) associates with TNF receptor-associated factor (TRAF) 1, TRAF2,
and TRAF3 and activates NF-kappa B, elk-1, c-Jun N-terminal kinase, and p38
mitogen-activated protein kinase. J. Immunol., 165:1322-30 (2000).

He B., Raab-Traub N., Casali P., Cerutti A. EBV-encoded latent membrane
protein 1 cooperates with BAFF/BLyS and APRIL to induce T cell-



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

77

independent Ig heavy chain class switching. J. Immunol., 171:5215-5224
(2003).

Hentges K.E., Yarlagadda S.P., Justice M.J. Tnfrsf13c (Baffr) is mis-expressed
in tumors with murine leukemia virus insertions at Lvis22. Genomics, 80:204—
12 (2002).

Horwitz M.S., Bradley L.M., Harbertson J., Krahl T., Lee J. Sarvetnick N.
Diabetes induced by Coxsackie virus: initiation by bystander damage and not
molecular mimicry. Nat. Med., 4:781-785 (1998).

Horwitz M.S., Sarvetnick N. Viruses, host responses, and autoimmunity.
Immunol Rev., 169:241-253 (1999).

Huang X., Di Liberto M., Cunningham A.F., Kang L., Cheng .S, Ely S., Liou
H.C., Maclennan I.C., Chen-Kiang S. Homeostatic cell-cycle control by BLyS:
Induction of cell-cycle entry but not G1/S transition in opposition to p18INK4c
and p27Kipl. PNAS USA 101(51):17789-94 (2004).

Huard B., Arlettaz L., Ambrose C., Kindler V., Mauri D., Roosnek E., Tschopp
J., Schneider P., French L.E. BAFF production by antigen-presenting cells
provides T cell co-stimulation. International Immunol., 16(3): 476-475 (2004).
Irie J., Ridgway W.M. A modular theory of autoimmunity. Keio J Med., 54 (3):
121-126 (2005).

Ittah M., Miceli-Richard C., Eric Gottenberg J., Lavie F., Lazure T., Ba N.,
Sellam J., Lepajolec C., Mariette X. B cell-activating factor of the tumor
necrosis factor family (BAFF) is expressed under stimulation by interferon in
salivary gland epithelial cells in primary Sjogren's syndrome. Arthritis Res
Ther. 8(2):R51 (2006).

Jennette J.C., Falk R.J., Wilkman A.S. Anti-neutrophil cytoplasmic
autoantibody-associated glomerulonephritis and vasculitis. Am. J. Pathol.,
135(5):921-30 (1989).

Jennette J.C., Xiao H., Falk R.J. Pathogenesis of vascular inflammation by
anti-neutrophil cytoplasmic antibodies. J. Am. Soc. Nephrol., 17(5):1235-42
(2006).

Kawasaki A., Tsuchiya N., Fukazawa T., Hashimoto H., Tokunaga K. Analysis
on the association of human BLYS (BAFF, TNFSF13B) polymorphisms with
SLE and RA. Genes Immun., 3:424-429 (2002).



43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

78

Kawasaki A., Tsuchiya N., Fukazawa T., Hashimoto H., Tokunaga K. Presence
of four major haplotypes in human BCMA gene: lack of association with
systemic lupus erythematosus and rheumatoid arthritis. Genes Immun., 2:276—
9 (2001).

Khare S.D., Sarosi I., Xia X.Z., McCabe S., Miner K., Solovyev 1., Hawkins
N., Kelley M., Chang D., Van G., Ross L., Delaney J., Wang L., Lacey D.,
Boyle W.J., Hsu H. Severe B cell hyperplasia and autoimmune disease in
TALL-1 transgenic mice. PNAS USA, 97:3370-5 (2000).

Kiefel V., Santoso S., Weisheit M., Mueller-Eckhardt C. Monolocal antibody-
specific immobilization of Platelet antigens (MAIPA): a new tool for the
identification of platelet-reactive antibodies. Blood, 70:1722-1726., (1987).
Kuwana M., Kaburaki J., Kitasato H., Kato M., Kawai S., Kawakami Y., Ikeda
Y. Immundominant epitopes and glycoprotein Iib-Illa recognized by
autoreactive T cells in patients with immune thrombositopenic purpura. Blood,
98(1):130-139 (2001).

Laabi Y., Gras M.P., Carbonnel F., Brouet J.C., Berger R., Larsen C.J., Tsapis
A. A new gene, BCM, on chromosome 16 is fused to the interleukin 2 gene by
a t(4;16)(q26;p13) translocation in a malignant T cell lymphoma. EMBO,
11:3897-904 (1992).

Lampert P.W., Sims J.K., Kniazeff A.J. Mechanism of demyelination in JHM
virus encephalomyelitis. Electron microscopic studies. Acta Neuropathol.,
24:76-85 (1973).

Leeuwen E.F., van der Ven J.T.H., Engelfriet C.P., von dem Borne A.E.G.
Specificity of autoantibodies in autoimmune thrombocytopenia. Blood, 59:23-
26 (1982).

Lilleyman J., Hann I., Blanchette V., Imbach P. Immune thrombocytopenic
purpura. In: Pediatric Hematology, second ed. London, Churchill Livingstone
Harcourt Publishers Ltd; 437-453 (1999).

Litinskiy M.B., Nardelli B., Hilbert D.M., He B., Schaffer A., Casali P., Cerutti
A. DCs induce CD40-independent immunoglobulin Class switching through
BLyS and APRIL. Nat Immunol., 3(9): 822-9 (2002).

Mackay F., Ambrose C. The TNF family members BAFF and APRIL: the
growing complexity. Cytokine Growth Factor Rev., 14:311-324 (2003).



53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

79

Mackay F., Woodcock S.A., Lawton P., Ambrose C., Baetscher M., Schneider
P., Tschopp J., Browning J.L. Mice transgenic for BAFF develops lymphocytic
disorders along with autoimmune manifestations. J Exp Med., 190:1697-710
(1999).

Male D. Hypersensitivity-type II. In: Immunology, Roitt 1., Brostoff J., Male
D., editors. St. Louis: The C.V. Mosby Co. (1994).

Matsushita T., Hasegawa M., Yanaba K., Kodera M., Takehara K., Sato S.
Elevated serum BAFF levels in patients with systemic sclerosis: enhanced
BAFF signaling in systemic sclerosis B lymphocytes. Arthiritis &
Rheumatism, 54(1):192-201 (2006).

McMillan R. Autoantibodies and autoantigens in chronic immune
thrombucytopenic purpura. Semin Hematol., 37:239-248 (2000).

Meyer A., Zardoya R. Recent advances in the (molecular) phylogeny of
vertebrates. Annu. Rev. Ecol. Evol. Syst., 34:311-38 (2003).

Miller S.D., Vanderlugt C.L., Begolka W.S., Pao W., Yauch R.L., Neville
K.L., Katz-Levy Y., Carrizosa A., Kim B.S. Persistent infection with Theiler's
virus leads to CNS autoimmunity via epitope spreading. Nat. Med., 3:1133-
1136 (1997).

Min Zhang, King-Hung Ko,Queenie Lai Kwan Lam,Cherry Kam Chun Lo et
al., Expression and function of TNF family BAFF in the development of
autoimmune arthritis, International Immunol., 17(8):1081-1092 (2005).

Moore P.A., Belvedere O., Orr A., Pieri K., LaFleur D.W., Feng P., Soppet D.,
Charters M., Gentz R., Parmelee D., Li Y., Galperina O., Giri J., Roschke V.,
Nardelli B., Carrell J., Sosnovtseva S., Greenfield W., Ruben S.M., Olsen H.S.,
Fikes J., Hilbert D.M. BlyS: member of the tumor necrosis factor family and B
lymphocyte stimulator. Science, 285:260-3 (1999).

Mosmann T.R. T lymphocyte subsets, cytokines and effector functions. Ann.

NY Acad. Sci., 664:89-92 (1992).

Mosmann T.R., Cherwinski H., Bond M.W., Giedlin M.A., Coffman R.L. Two
types of murine helper T cell clone. I. Definition according to profiles of
lymphokine activities and secreted proteins. J. Immunol., 136:2348-2357
(1986).



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.
72.

73.
74.

75.

80

Nardelli B., Belvedere O., Roschke V., Moore P.A., Olsen H.S., Migone T.S.,
Sosnovtseva S., Carrell J.A., Feng P., Giri J.G., Hilbert D.M. Synthesis and
release of B-lymphocyte stimulator from myeloid cells. Blood, 97:198-204
(2000).

Nemazee D., Kouskoff V., Hertz M., Lang J., Melamed D., Pape K., Retter M.
B-cell-receptor-dependent positive and negative selection in immature B cells.
Curr Top Microbiol Immunol., 245:57-71 (2000).

Nomura S., Matsuzaki T., Ozaki Y., Yamaoka M., Yoshimura C., Katsura K.,
Xie G.L., Kagawa H., Ishida T., Fukuhara S. Clinical significance of HLA-
DRB1#0410 in Japanese patients with idiopathic thrombocytopenic purpura.
Blood, 91:3616-3622 (1998).

Novak A.J., Bram R.J., Kay N.E., Jelinek D.F. Aberrant expression of B-
lymphocyte stimulator by chronic lymphocytic leukemia cells: a mechanism
for survival. Blood, 100:2973-9 (2002).

Olson J.K., Croxford J.L., Calenoff M.A., Dal Canto M.C., Miller S.D. A
virus-induced molecular mimicry model of multiple sclerosis. J. Clin. Invest.,
108:311-318 (2001).

Olson J.K., Croxford J.L., Miller S.D. Virus-induced autoimmunity: potential
role of viruses in initiation, perpetuation, and progression of T-cell-mediated
autoimmune disease. Viral Immunol., 14:227-250 (2001).

Olsson B., Andersson P.O., Jernas M., Jacobsson S., Carlsson B., Carlsson
L.M., Wadenvik H. T-cell-mediated cytotoxicity toward platelets in chronic
idiopathic thrombocytopenic purpura. Nat. Med., 9(9):1123-4 (2003).

Oren H. idiyopatik Trombositopenik Purpura Tani ve Tedavi. XXIX. Ulusal
Hematoloji Kongresi, Mezuniyet Sonrasi Egitim Kursu, 99-110 (2002).

Ozbal Y. Temel Immiinoloji, 1.Baski, Nobel Tip Kitapevi, 191 (1994).

Pancer Z., Cooper M. D. The Evolution of Adaptive Immunity. Ann. Rev.
Immunol., 24:497-519 (2006).

PDB, Protein Databank, http://www.pdb.org. (06.05.2006).

Powell H.C., Lampert P.W. Oligodendrocytes and their myelinplasma
membrane connections in JHM mouse hepatitis virus encephalomyelitis. Lab
Invest., 33:440-445 (1975).

Ramanujam M., Wang X., Huang W., Liu Z., Schiffer L., Tao H., Frank D.,
Rice J., Diamond B., Yu K.O., Porcelli S., Davidson A. Similaritis and



76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

81

differences between selective and nonselektive BAFF blockade in murine SLE.
J. Clin., 116(3):724-34 (2005).

Redondo M.J., Rewers M., Yu L., Garg S., Pilcher C.C., Elliott R.B.,
Eisenbarth G.S. Genetic determination of islet cell autoimmunity in
monozygotic twin, dizygotic twin, and non-twin siblings of patients with type
1A diabetes: prospective twin study. BMJ, 323:997-8 (1999).

Rolink A.G., Tschopp J., Schneider P., Melchers F. BAFF is a survival and
maturation factor for mouse B cells. Eur J Immunol., 32:2004—10 (2002).
Romagnani S. Lymphokine production by human T cells in disease states. Ann.
Rev. Immunol., 12:227-257 (1994).

Rose N.R. The role of infection in the pathogenesis of autoimmune disease.
Semin Immunol., 10(1):5-13 (1998).

Satoh T., Pandey J.P., Okazaki Y., Yasuoka H., Kawakami Y., Ikeda Y.,
Kuwana M. Single nucleotide polymorphisms of the inflammatory cytokine
genes in adults with chronic immune thrombocytopenic purpura. Br. J.
Haematol., 124(6):796-801 (2004).

Schiemann B., Gommerman J.L., Vora K., Cachero T.G., Shulga-Morskaya S.,
Dobles M., Frew E., Scott M.L. An essential role for BAFF in the normal
development of B cells through a BCMA-independent pathway. Science,
293:2111-4 (2001).

Schneider P., MacKay F., Steiner V., Hofmann K., Bodmer J.L., Holler N,
Ambrose C., Lawton P., Bixler S., Acha-Orbea H., Valmori D., Romero P.,
Werner-Favre C., Zubler R.H., Browning J.L., Tschopp J. BAFF, a novel
ligand of the tumor necrosis factor (TNF) family, stimulates B cell growth. J.
Exp. Med., 189:1747-56 (1999).

Semple J.W., Freedman J. Increased antiplatelet T helper lymphocyte reactivity
in patients with autoimmune thrombocytopenia. Blood, 78(10): 2619-25
(1991).

Shu H.B., Hu W.H., Johnson H. TALL-1 is a novel member of the TNF family
that is down-regulated by mitogens. J. Leukoc. Biol., 65(5):680-3 (1999).
Shulman N.R., Marder V.J., Weinrach R.S. Similarities between known
antiplatelet antibodies and the factor responsible for thrombocytopenia in
idiopathic purpura: physiologic, serologic and isotopic studies. Ann. NY Acad.
Sci., 124:499-542 (1965).



86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

82

Singleton E.M., Hutson S.E. Anterior uveitis, inflammatory bowel disease, and
ankylosing spondylitis in a HLA-B27-positive woman. South Med. J,
99(5):531-3 (20006).

Strasser A., Whittingham S., Vaux D.L., Bath M.L., Adams J.M., Cory S.,
Harris A.W. Enforced BCL2 expression in B-lymphoid cells prolongs antibody
responses and elicits autoimmune disease. PNAS, 88:8661-5 (1991).

Susan M., Chen M.D. Serum Sickness, emedicine from MD,
http://www.emedicine.com/emerg/topic526.htm, (2005).

Sutor A.H., Harms A., Kaufmehl K. Acute immune thrombocytopenia (ITP) in
childhood: retrospective and prospective survey in Germany. Semin Thromb
Haemost., 27:253-267 (2001).

Taqueti V.R., Mitchell R.N. Lichtman AH. Protecting the pump: controlling
myocardial inflammatory responses. Ann. Rev. Physiol., 68:67-95 (2006).

The Merck Manual of Diagnosis and Therapy, Chapter 148,
http://www.merck.com/mrkshared/mmanual/section12/chapter148/148d.jsp,
(2006).

Thompson J.S., Bixler S.A., Qian F., Vora K., Scott M.L., Cachero T.G.,
Hession C., Schneider P., Sizing 1.D., Mullen C., Strauch K., Zafari M.,
Benjamin C.D., Tschopp J., Browning J.L., Ambrose C. BAFF-R, a newly
identified TNF receptor that specifically interacts with BAFF. Science,
293:2108-11 (2001).

van Leeuwen E.F., van der Ven J.T., Engelfriet C.P., von dem Borne A.E.
Specificity of autoantibodies in autoimmune thrombocytopenia. Blood, 59:23-
26 (1982).

Van Arsdale T.L., VanArsdale S.L., Force W.R., Walter B.N., Mosialos G.,
Kieff E., Reed J.C., Ware C.F. Lymphotoxin-beta receptor signaling complex:
role of tumor necrosis factor receptor-associated factor 3 recruitment in cell
death and activation of nuclear factor. PNAS, 94:2460-5 (1997).

Viviany R.T., Richard N.M, and Andrew H.L., Protecting The Pump:
Controlling Myocardial Inflammatory Responses. Ann. Rev. Physiol., Vol. 68,
67-95 (2005).

Von Bulow G.U., Bram R.J. NF-AT activation induced by a CAML-interacting
member of the tumor necrosis factor receptor superfamily. Science, 278:138—

41 (1997).



97.

98.

99.

100.

100.

101.
102.

103.

83

Watson F.L., Puttmann-Holgado R., Thomas F., Lamar D.L., Hughes M.,
Kondo M., Rebel V.I., Schmucker D. Extensive diversification of Ig-
superfamily proteins in the immune system of insects. Science, 309:1874-78
(2005).

Xia X.Z., Treanor J., Senaldi G., Khare S.D., Boone T., Kelley M., Theill L.E.,
Colombero A., Solovyev 1., Lee F., McCabe S., Elliott R., Miner K., Hawkins
N., Guo J., Stolina M., Yu G., Wang J., Delaney J., Meng S.Y., Boyle W.J.,
Hsu H. TACI is a TRAF-interacting receptor for TALL-1, a tumor necrosis
factor family member involved in B cell regulation. J. Exp. Med., 192:137-43
(2000).

Xiao G., Harhaj E.-W., Sun S.C. NF B-inducing kinase regulates the
processing of NF kB-2 p100. Mol. Cell, 7:401-9 (2001).

Xu L., Wu M., Hu J., Zhai Z., Shu H. Identification of downstream genes up-
regulated by tumor necrosis factor family member TALL-1. J. Leukoc. Biol.,
72:410-6 (2002).

Yu X.Q., Kanost M.R. Binding of hemolin to bacterial lipopolysaccharide and
lipoteichoicacid. An immunoglobulin superfamily member from insects as a
pattern-recognitionreceptor. Eur. J. Biochem., 269:1827-34 (2002).

Yusuf Ozbal, Temel Immiinoloji, 1. Baski, Nobel Tip Kitapevi, 191 (1994).
Zhang F., Chu X., Wang L., Zhu Y., Li L., Ma D., Peng J., Hou M. Cell-
mediated lysis of autologous platelets in chronic idiopathic thrombocytopenic
purpura. Eur. J. Haematol., 76(5):427-31 (2006).

Zhang M., Ko K.H., Lam Q.L., Lo C.K., Srivastava G., Zheng B., Lau Y.L., Lu
L. Expression and function of TNF family BAFF in the devolepment of
autoimmune arthritis. International Immunol., 17(8):1081-92 (2005).



Kisisel Bilgi
Ad1 Soyadi

Dogum Yeri ve Tarih

Adres

OZGECMIS

Girkan BAL
Trabzon / 02.05.1978

Charite Universitdtsmedizin

Campus Westend

Spandauer Damm 130
Forschungshaus Haus 40 Zimmer 126
14050 Berlin Deutschland

Egitim

2004- Magdeburg Universitesi
Tip Fakdiltesi (4. Sinif')

1994 — 1998 I.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
T1bbi Biyolojik Bilimler Boliimii

Dil Almanca, Ingilizce

Profesyonel Deneyim

2005- Berlin Charite Tip Universitesi
Transfiisyon Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji Lab.

1997 — 2001 I.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Cocuk Saglig1 Ve Hastaliklar1t A.B.D
Biyokimya Laboratuari

1994 — 1998 I.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Biyokimya A.B.D.
Biyokimya Lab.

1994 — 1999 Alman Hastanesi Laboratuari

1994 — 1999 Ozel Rutin Biyokimya Lab

84

Magdeburg

Istanbul

Berlin/Almanya

Istanbul

Istanbul

Istanbul
Istanbul



