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TESEKKUR

Romatoid artrit, neden oldugu fonksiyonel bozukluklar ve psikososyal etkilerle
hem hasta, hem de hasta yakmlarinin hayatimi etkileyen ve ciddi is giicli kaybina neden
olan bir hastaliktir. Hastaligin erken donemde tanisi ve etkin sekilde tedavisi ile
karsilagilacak olumsuzluklar engellenebilir. Kullanabilecegimiz bir¢ok ilag segenegi
olmasina ragmen hastaligin daha etkin bicimde ve daha az yan etki ile tedavisi
arzulanmaktadir. Bu nedenle hedefe yonelik yeni tedavi segenekleri arastirilmaktadir.
Romatoid artrit etiyopatogenezinde etkisi oldugu diisiiniilen CD200’de bu anlamda
onem kazanmistir. Romatoid artritte CD200’iin 6nemini aydinlatmak amaciyla bu
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1. GIRIS

Romatoid artrit (RA), poliartikiiler simetrik eklem tutulumunun oldugu, kikirdak
harabiyeti, kemik erozyonlar1 ve etkilenen eklemlerde fonksiyon kaybi ile seyreden
kronik inflamatuar bir hastaliktir. Normalde aseliiler olan sinoviyumun inflamatuar
hiicrelerce invazyonu sonucu hastaligin primer lezyonu olan “pannus” gelismektedir.
Avrupa ve Kuzey Amerika’da %0.5-1 sikliginda goriilmektedir. Hastaliga bayanlarda
erkeklere gore 3 kat daha sik rastlanmaktadir. Hastalik ailesel kiimelesme gostermekte
ve hastanin birinci derece akrabalarinda risk normal popiilasyona gore 2-10 kat
artmaktadir (1).

Adaptif ve dogal immiin sistem elemanlarin kompleks iligskisi sonucu olusan
sitokinler, mediatorler ve otoantikorlar hastalik patogenezinde yer almaktadir. Son on
yil icinde RA patogenezinin daha iyi anlasilmasiyla birlikte tedavi secenekleri de
degismistir. Hastalara en erken donemde tedavinin baslanmasi ve tedavi hedefinin
hastalik remisyonu veya diisiik hastalik aktivitesinin saglanmasi gerektigi goriisii (treat
to target, tight disease control) benimsenmistir. Diger otoimmiin hastaliklarin tedavisine
benzer sekilde RA tedavisinde de baslica hedef, yabanci veya otoantijenlere karsi
gelisen immiiniteyi suprese etmektir. RA tedavisinde uzun yillar boyunca geleneksel
hastalik modifiye edeci antiromatizmal ilaglar (DMARD) olan metotreksat,
antimalariyal ilaglar, sulfasalazin, leflunomid, altin, siklosporin kullanilmis, son
donemde tiimor nekroz faktorii o (TNFa)nin hastalik patogenezindeki roliiniin
aydmlatilmasiyla anti-TNF tedaviler giindeme gelmistir. Anti-TNF ilaclarm sayilar1 giin
gectikce artmis ve bunun yani sira B ve T hiicrelerini ve diger sitokinleri hedef alan
tedaviler kullanima girmistir.

Tedavide kullanilan nonspesifik immiinsupresif ilaclar, toksisiteleri yaninda
nonspesifik supresyon sonucu gelisen firsat¢1 enfeksiyon, malignite ve lenfoproliferatif
hastaliklar gibi riskleri de beraberinde getirmektedir. Nonspesifik ila¢ tedavisine olan
ihtiyaci azaltmak veya ortadan kaldirmanin yolu da yeni antijen spesifik supresyon veya
tolerans indiiksiyonu saglayan tedavi segenekleri gelistirmektir. Bu da RA
patogenezinin daha i1yi anlasilmasiyla miimkiindiir.

Son donemde antijen taninmasi ve T hiicre reaktivitesinin indiiksiyonu ile ilgili
mekanizmalar 6nem kazanmistir. Immiin reaktivitenin olusmas: sadece antijen spesifik

reseptorlerin uyarilmasina bagl degildir. Bunun yaninda T hiicre aktivasyonu i¢in



gerekli kostimiilatuar sinyallerin olusmas1 da gerekmektedir. Bu kostimiilatuar
sinyallerin blokajmin immiinitenin gelisimini engelleyici etkileri ve tolerans gelisimine
katkilar1 arastirilmaktadir. Kostimiilatuar sinyallerin disinda, T hiicrelerinin antijen
sunan hiicrelerden (APC) lenfositleri direkt olarak inaktive eden dominant supresif
sinyaller aldig1 gosterilmistir. Bu dominant negatif sinyal molekiil ciftlerinden biri de
CD200:CD200R’dir. CD200:CD200R’1n lenfoid ve myeloid hiicrelerin regulasyonunda
ve immiin tolerans gelisiminde rol oynadigi, hiicrelerin diferansiasyon, adhezyon ve
kemotaksisinde etkili oldugu ve mediatdér ve sitokin salmimini regiile ettigi
bilinmektedir (2). Bu Ozellikleri nedeniyle CD200, otoimmiinite, organ

transplantasyonu, allerjik hastaliklar ve kanser etiyopatogenezinde yer almaktadir (3).



2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI

2.1. Romatoid Artrit Patogenezi

RA, eklemler basta olmak iizere diger organ sistemlerini de etkileyen otoimmiin
bir hastaliktir. Hastalik gelisiminde otoantikorlarin, genetik faktorlerin, c¢evresel
faktorlerin ve immiin sistemde meydana gelen degisikliklerin rol oynadigi
disiiniilmektedir. Hastali§a yatkinligi olan bireylerde genetik ve cevresel faktorlerin
etkisiyle immiin yanit olugsmakta ve nasil ve neden oldugunu tam olarak bilmedigimiz

bir tetikleyici olayla sinoviyum etkilenmektedir.

2.2.1. Otoantikorlar

2.2.1.1. Romatoid faktor

RA hastalarmin  kaninda Romatoid Faktor (RF) olarak adlandirilan
immiinoglobulin (Ig) G’nin Fc kismma kars1 gelismis antikorlarin tespit edilmesiyle
hastaligin otoimmiin bir hastalik oldugu goriisii desteklenmistir. RF genellikle IgM
tipinde olmakla birlikte 1gG ve IgA tipinde de olabilir. Bu otoantikorlarin eklemde
immiin kompleks olusturarak kompleman sistemini aktive ettigi, bu aktivasyonun
vaskiiler permeabilite artis1 ve kemotaktik faktorlerin salinimiyla effektor hiicrelerin
ekleme gbo¢ etmesini sagladigi diisiinlilmektedir. RF’nin RA dis1 otoimmiin
hastaliklarda, bazi infeksiyon hastaliklarinda ve hatta saglikli insanlarda da pozitif
olmasi tek basma RF pozitifliginin artrit gelisimi i¢in yeterli olmadigini gostermektedir.
Yapilan caligmalarda RF’nin duyarliligi %60-70 ve ozgilligli %350-90 olarak
saptanmistir (1). Yapilan bir calismada RF’nin erken artriti olan hastalarda artritin
devamliliginin en giiclii gostergesi oldugu tespit edilmistir (4). RF, radyografik

progresyon ve ekstraartikiiler tutulum olabileceginin de bir gdstergesidir.

2.1.1.2. Anti-sitriiline peptid antikorlar

Sitriilinizasyon, intraseliiler proteinlerin apoptoz ile yikiminda rol oynayan
fizyolojik bir basamaktir. Yiiksek konsantrasyonda hiicre i¢i kalsiyum varliginda
peptidil arjinin diiminaz(PAD) enzimi ile arjinin sitriiline ¢evrilir. 1964’te ilk olarak
antiperiniikleer ~ faktor ve  1979°da  keratinositlerdeki  sitriiline  fillagrine
baglanmalarindan dolayr antikeratin antikor olarak adlandirilmistir. Yapilan

calismalarda sitriilinlenmis vimentin, fibrinojen ve enolaz gibi proteinlere reaktif oldugu



gosterilmis ve anti-sitriiline edilmis peptid antikorlar (ACPA) veya anti-siklik sitriiline
peptid (anti-CCP) olarak adlandirilmistir. Bu otoantikorun RF’den daha spesifik oldugu
ve RA i¢in ozgilligiinin %91-100 oldugu bilinmektedir. Duyarlilig1 ise RF’ye
benzerdir (%41-63) (1).

ACPA pozitif RA hastalarinda hastalik gelisimi oncesinde ACPA’nin tanidigi
sitriilinlenmis epitop sayisinin arttig1 (epitope spreading) ve otoantikorlarin izotip
profilinin genisledigi goriilmiistiir. Bu otoantikorlar hastalik gelisiminden yillar 6nce ve
hastalik seyri boyunca serumda tespit edilmektedir. Daha 6nce tespit edilmis olan ve
RA i¢in ¢ok spesifik oldugu diisiiniilen Sa antijeninin sitriiline vimentin oldugu ve bu
antikorun mutasyona ugramis izoformunun (mutated citrullinated vimentine-MCV)
hastalik aktivitesiyle korele oldugu tespit edilmistir (5). Yapilan deneylerde insan
ekleminde saptanan anti-sitriiline kollajen tip II antikorlarmin farede artrojenik oldugu
goriilmiistiir (6). Kollajen ile indiiklenen artriti (CIA) olan fare modellerinde anti-
sitriiline fibrinojen antikorlarmin artriti alevlendirdigi ve insan lokosit antijeni (HLA-
human leucocyte antigen)-DRB1*0401 transjenik farelerde sitriilinlenmis insan
fibrinojeninin artrit gelisimini indiikledigi saptanmustir (7).

Bu otoantikorun erken artriti olan bireylerde RA gelisiminin habercisi oldugu,
ciddi seyirli ve eroziv hastalikla iliskili oldugu ve ACPA titrelerinin hastalik

aktivitesiyle korele oldugu gosterilmistir (1).

2.1.2. Genetik risk faktorleri

Ingilizlerde yapilan ikiz ¢alismalarinda RA patogenezinde ailesel kalitimmn %60
etkili oldugu goriilmiistiir (1). Son donemdeki teknolojik ilerlemeler sayesinde RA ile
ilgili genetik faktorler aydinlatilmaya baslanmis ve bu faktorlerin ACPA pozitif RA’da
daha etkili oldugu tespit edilmistir.

2.1.2.1. HLA iliskili genler

RA gelisiminde en etkili genetik risk faktoriiniin HLA klas II molekiilii oldugu
bilinmektedir. Otolog miks lenfosit reaksiyonu sonucu RA hastalarinda genetik
benzerlik oldugu ve bu benzerligin HLA-DRBI alleli olarak adlandirilan major
histokompetibilite kompleksi(MHC) klas II lokusunda oldugu saptanmistir. Baz1 HLA-
DRBI1 molekiillerinin DRB1 zincirinin hipervariabl bolgesinde 70-74. aminoasit(aa)

dizisinin (glutamin, 16zin, arginin, alanin, alanin) ayni oldugu saptanmis ve bu bdlgeye



“ortak epitop (shared epitope)” ismi verilmistir. Ortak epitopun daha ciddi seyirli ve
eroziv hastalikla, ekstraartikiiler bulgularla iliskili oldugu bilinmektedir. Huizinga ve
arkadaslari, ortak epitop varliginin ACPA pozitifligi i¢in ilk ve en 6nemli risk faktorii
oldugunu gostermislerdir (8). HLA-DR3’lin ise ACPA negatif RA’da rolii oldugu ve
ACPA disinda heniiz tespit edilememis olan bir bagka otoantikor ile iligkili olabilecegi
diistiniilmektedir. Baz1 HLA-DRBI allelerinde ise aspartine rezidusu igeren aa sekansi
(DERAA) bulunmakta ve bu sekansin RA’ya kars1 koruyucu oldugu bilinmektedir (1).
Ortak epitop tasiyan bireylerde bile DERAA olmasi, daha az eroziv seyreden hastalikla
iliskilidir.

2.1.2.2. Non-HLA iliskili genler

RA patogenezinde rol oynadig1 bilinen non-HLA genlerden biri lenfosit spesifik
protein olan tirozin fosfatazi kodlayan PTPN22 genidir. 1858. pozisyondaki tek gen
polimorfizmi (SNP) sonucu gelisen mutasyon ile timik seleksiyon sirasinda olmasi
gereken otoantijen spesifik T hiicrelerinin klonal olarak ortadan kaldirilmasi
engellenmistir. Bu mutasyonun ACPA pozitif RA patogenezinde rolii oldugu
bilinmektedir. Ortak epitop ve PTPN22’nin birlikteliginde ise hastalik riski ¢ok
artmaktadir. Ayrica STAT4 (signal transducer and activator of transcription 4), 6923,
9q33.2’deki polimorfizmlerde ACPA pozitif RA’da rol oynamaktadir. STATA4, tipl ve
tip 17 yardime1 T hiicre (Th) diferansiasyonunda gorevli bir transkripsiyon faktoriidiir.

TNFAIP3 (tumor necrosis factor alpha induced protein 3) ve TRAFI (tumor
necrosis factor associated factor 1), RA patogenezinde rol oynayan diger genlerdir.
TNFAIP3, niikleer faktor-kB (NF-kB)’nin inhibitorii olan A20 proteinin kodlayarak
TNFa sinyal yolunu regule eder. TRAF1 ise TNFa’nin TNF reseptor-1 (TNFR-1)
yoluyla olan sinyalizasyonunda gorevli NF-kB {izerine etki eder. Bu bilgilerde RA
patogenezinde NF-kB’nin 6nemli bir rolii oldugunu gostermektedir.

CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen-4), KIFSA-PIP4K2C, CCL21, CDKG®6,
CD28, PRDMI, CD2/CD58 ve IL2RA’y1 kodlayan genlerdeki varyasyonlar ve
kromozom 1p36.13°de lokalize PAD enzimini kodlayan PADI4 lokusundaki SNP de
patogenezde yer almaktadir. Interferon regulatuar faktdr-5(IRF-5) geninin promotor
bolgesindeki polimorfizmin ACPA negatif RA ile iliskisi bilinmektedir. Non-HLA
genlerinin hastalik gelisimine etkisi HLA genlerinin etkisinden daha azdir ve kompleks

genetik ¢evresel etkilesim hastalik tablosuna katkida bulunmaktadir (1).



2.1.3. Cevresel risk faktorleri

2.1.3.1. Sigara

Sigara, RA patogenezinde en onemli ¢evresel risk faktoriidiir. Sigara, hastalik
seyrinin daha siddetli olmasiyla iligskilidir ve bu etki i¢ilen paket-yil sayisi arttikca
artmaktadir. Ortak epitop ve PTPN22’ye benzer sekilde sigarada ACPA pozitif RA
gelisimi agisindan onemli bir risk faktoriidiir. Sigaranin proteinlerin sitriilizasyonunu
arttirdig1 bilinmektedir. Sigara icen bireylerin bronkoalveolar lavajlarinda sitriilinlenmis
proteinler saptanmasina ragmen sigara igmeyenlerde bu proteinlere rastlanmamustir.
Ortak epitop varliginda sigara i¢iciliginin RA gelisim riskini sigara i¢meyen ve ortak

epitop tasimayan bireylere gore 21 kat arttirdig1 bilinmektedir (9).

2.1.3.2. Diger cevresel risk faktorleri

Bugiine kadar yapilan caligmalarda RA patogenezinde etkisi olabilecek birgok
cevresel etken degerlendirilmis ve sadece sigaranin etkisi kanitlanabilmistir. Sigaranin
spesifik etki gostererek ozellikle ACPA pozitif RA patogenezinde rol oynadigi, diger
cevresel faktorlerin ise nonspesifik etki gostererek inflamasyonu tetikledigi
diistiniilmektedir.

Mikobakteri, Ebstein Barr viriis (EBV), Parvoviriis B19 gibi patojenlerin genetik
yatkmlig1 olan bireylerde immiin yanit1 tetikledigi diistiniilmektedir. Bugiine kadar RA
patogenezi ile iliskili patojen kaynakli antijen gosterilememis ve etkinin molekiiler
benzerlikten (moleculer mimicry) kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir. Baz1 kohortlarda
kahve tiikketiminin RA ile iligkili olabilecegi saptanmis, fakat risk sigara kullanimina
gore diizeltildiginde bu etkinin kayboldugu goriilmiistiir. Alkol tiiketiminin ACPA
pozitif RA’ya kars1 koruyucu oldugu fakat ACPA negatif RA’da etkisinin olmadigi,
yiiksek viicut kitle indeksinin ACPA negatif RA gelisimi a¢isindan anlamli olabilecegi,
motor yaglar1 ve hidrolik yag gibi mineral yaglara mesleksel maruziyetin de erkeklerde
ACPA pozitif RA gelisiminde etkili oldugu saptanmistir (1).

Bayanlarda RA’in daha sik goriilmesi nedeniyle seks hormonlar1 ve lireme ile
ilgili faktorlerin patogenezde etkili olabilecegi diisliniilmiistiir. Erken yasta menars olan
bayanlarda RA gelisim riski daha azdir. Gebelik RA gelisimi i¢in bir risk faktoriidiir ve
bayan RA hastalarmin %12’sinde hastalik gebelikten sonraki ilk bir yil icinde
gelismektedir. RA’s1 olan bayanlarin gebelik sirasinda hastaligi daha sessiz seyrederken

dogum sonrasi ilk 6 ayda relaps cok siktir. Multiparitenin (>3 ¢ocuk) hastalik siddetini



arttirdig1 fakat hastaligin gelisimine etkisinin olmadigi bilinmektedir. Oral kontraseptif
kullannminin hastalik siddetini azalttig1 fakat bu etkinin yasa gore diizeltme yapildiktan

sonra kayboldugu gozlenmistir (10).

2.1.4. iImmiin sistem
RA’de goriilen sinovit, sinoviyumun bircok immiin hiicre ile infiltrasyonu ile
karakterizedir ve sentezlenen bir¢ok sitokinin eklemde sinoviyal fibroblast ve

osteoklastlarin aktivasyonu sonucu gelisen eklem ve kikirdak hasarinda rolii vardir.

2.1.4.1. T hiicreleri

T hiicreleri sinoviyal doku mononiikleer hiicrelerinin %30-50’sini olusturmaktadir
ve RA’da sinoviyumda en fazla goriilen hiicre tipidir. Biiyiik bir kismmi CD4" Th
hiicreler olusturmaktadir. Saglikli bireylerde Thl hiicreler intraselliiler bakterilere kars1
etkilidir ve interferony (IFNy) sentezler. Th2 hiicreler ekstraseliiler parazitlerle
miicadelede rol oynar ve interlokin (IL)4 sentezlemektedir. Son donemde saptanan
Th17 hiicreler ekstraseliiler bakterilere karsi viicudun savunmasinda, T regulatuar
(Treg) hiicreler ise immiin toleransta ve immiin modiilasyonda gdrev alan hiicrelerdir.

RA’da Thl yanmitin Th2’den baskin oldugu bir immiin sistem degisikligi sz
konusudur. Otoimmiin inflamasyonun gelisiminde Thl7 hiicreler Onemli rol
oynamaktadir. Bu hiicre tipinin diferansiasyonu i¢in transforme edici biiylime faktorii
(TGF)B, 1L23, IL6 ve IL1P gibi sitokinlere ihtiyag vardir. Th17 hiicreler TNFa, IFNy,
IL10, IL17, IL6, IL22, graniilosit-makrofaj koloni stimule eden faktor (GM-CSF)
sentezlemektedir. IL17 lokal inflamasyonu arttirmakta, anjiogenez, osteoklastogenezde
etkili olmakta ve sonu¢ta kemik ve kikirdak harabiyetine yol ag¢maktadir. IL6
antagonisti olan tosilizumab’in Thl7 hiicre olusum ve fonksiyonunu engelledigi
bilinmektedir. Treg hiicrelerin RA hastalarinin sinoviyumunda artan oranda goriildiigii
fakat TNFR-II eksprese ettikleri i¢cin TNFoa’ nin kotii etkilerine maruz kalarak anormal
fonksiyon gosterdikleri bilinmektedir. TNF antagonisti tedavi ile TGFP ve IL10 sekrete
eden Treg popiilasyonunun olustugu goriilmiistiir (1).

Efektor T hiicre maturasyonunun gelismesi i¢in, T hiicresinin antijeni MHC
molekiilii araciligiyla tanimasinimn yam sira kostimiilatuar sinyallere de ihtiya¢ vardir.

Bu sinyal T hiicre ylizeyindeki CD28 ile APC yiizeyindeki CD80/86 interaksiyonu ile



saglanmaktadir. Bu sinyalizasyon T hiicre molekiili CTLA-4 ile regule edilmistir. Bu

yol, T hiicre hedefli tedavi segenegi olan abatacept tarafindan kullanilmaktadir.

2.1.4.2. B hiicreleri

Hastalarda artrit klinigi ¢ikmadan oOnce serumda otoantikorlarin saptanmasi
otoantijen spesifik B hiicre aktivasyonu ve plazma hiicre diferansiasyonunun erken
donemde oldugunu gostermektedir. Sinoviyumda germinal merkez benzeri yapilara
siklikla rastlanmaktadir ve B hiicrelerinin kendilerinin de antijenik peptidleri sunma
ozelliginin oldugu ve hatta naive T hiicrelerini bile bu yolla etkiledikleri gosterilmistir
(11). B hiicre yilizeyindeki toll like reseptorler (TLR), bakteriyel hiicre duvari
komponentleri veya patojen assosiye molekiiler paternlere (PAMP) baglanarak tehlike
sinyalleri olusturmaktadir. Bu yolla RA sinoviyumunda bulunan 6lii hiicrelerden salinan
mitokondriyal deoksiriboniikleik asitler (DNA) otoreaktif B hiicrelerini aktive etmekte,
sonucta otoantikor olusumu ve immiin kompleks gelisimini saglamaktadir. Bu olaylar
zinciri B hiicre aktive edici faktor (BAFF) varliginda T hiicre yardimi1 olmaksizin B
hiicre reseptoriine baglanma sonucu gercgeklesebilir.

RA’da fibroblast benzeri sinoviyositler ve dendritik hiicreler salgiladiklar
faktorlerle B hiicreleri sinoviyuma cekmekte ve bu hiicrelerin diferansiasyon ve
sagkalimini saglamaktadir. B hiicreleri yiizey Ig’leri ile antijenleri tanimakta ve APC
gibi davranmaktadir. RA sinoviyunda artmis miktarda bulunan BAFF sayesinde normal
kosullarda CD4" T hiicresine bagimli CD40/CD40L iliskisi T hiicresinden bagimsiz
olarak gerceklesmekte ve sonugta Ig klas switching ve somatik hipermutasyon
gelismektedir. BAFF ayrica B hiicre sagkalimini da arttirmaktadir (1).

B hiicreleri TNFa ve IL6 salgilayarak makrofaj aktivasyonuna neden olmaktadir.
IL6, otokrin etki gostererek B hiicrelerinin diferansiasyonuna katkida bulunmaktadir. B
hiicrelerince sentezlenen RF, immiin kompleks olusturarak doku hasarma neden
olmakta ve kompleman: aktive etmektedir. Bu immiin kompleksler makrofajlar

tarafindan fagosite edilmekte ve inflamatuar sitokin sentezi saglanmaktadir.

2.1.4.3. Mast hiicreleri
Dogal bagisiklik sisteminin parcasi olan, anaflaksi, ve alerjik hastaliklarda rol
oynayan graniillii hiicrelerdir. Direkt hasar, Fce reseptorlerine ¢apraz baglanma, TLR’e

baglanma, kompleman sisteminin aktivasyonu, sitokinler, histamin gibi biyojenik



aminler ve proteazlarla stimiilasyon sonrasi degraniile olurlar. Mast hiicreleri olmayan
farelerin deneysel artrit gelisimine diren¢li oldugu tespit edilmistir (12). TGFf, C3a,
CS5a, serum amiloid A, platelet aktive edici faktor (PAF) mast hiicre kemotaksisinde
onemli rol oynar. Fibroblastlar, stromal hiicreler, epitelyum hiicrelerince sentezlenen
kok hiicre faktorii mast hiicre diferansiasyonunda etkilidir. Mast hiicrelerinin
aktivasyonuyla komsu immiin sistem hiicrelerinin inflamatuar fenotip kazanmasi
saglanir, anjioneogenez ve kartilaj hasari tetiklenir. Bu hiicreler IL17 sentezlemektedir
ve bu etkilerinin Th17 hiicrelerinden bile daha 6nemli oldugu gdsterilmistir (13). ACPA
pozitif RA hastalarinda IgE ACPA’nin oldugu goriilmiis ve sinoviyal sividaki histamin
seviyelerinin ¢ok yiiksek olmasmm IgE ACPA iligkili mast hiicre degraniilasyonuna

bagli oldugu diisiiniilmiistiir.

2.1.4.4. Monosit ve makrofajlar

Makrofajlar adaptif ve dogal immiin sistem cevaplarini entegre eden effektor
hiicrelerdir. RA’da sinoviyal membranda ve kikirdak pannus bileskesinde fazla
miktarda bulunurlar. Makrofajlarin fagositoz, antijen sunumu, otoantikorlar1 tantyan Fc
reseptdor ekspresyonu ve immiin kompleks formasyonu, kompleman sisteminin
aktivasyonu, TLR ekspresyonu, doku yikimi ve dokularin yeniden sekillendirilmesi gibi
gorevleri vardir. TNFa, IL1, IL6 gibi proinflamatuar sitokinleri, kikirdak yikimindan
sorumlu matriks metalloproteinaz (MMP)9 ve 12 ve GM-CSF gibi biiylime faktorlerini
iretmektedir. Tasidiklar1 yiizey molekiilii olan CD68’in, sonraki donemlerde RA’da ilag
yanitin1 gosteren bir belirteg olabilecegi diisiiniilmektedir. Genetik yatkinligi olan
bireylerde, patojen iliskili antijenler ilk kez makrofajlar ve dendritik hiicrelerce
taninmakta, bu antijenler otoreaktif T hiicrelerine sunulmakta ve bdylece immiin yanit
tetiklenmektedir. Makrofajlar, sinoviyumda T hiicreleri ve fibroblastlarla direkt iliski
halindedir. In vitro makrofaj ve fibroblastlarmn birlikte kiiltiire edilmesiyle
makrofajlardan IL6, IL8, GM-CSF sekresyonu ve kikirdak harabiyeti indiiklenmektedir.
Bakteriyel hiicre duvari komponentleri olan lipopolisakkaridler(LPS), DNA ve
hyaliironik asit gibi kikirdak degredasyon {riinleri makrofajlar icin kuvvetli
aktivatorlerdir. Makrofajlar 6strojenden etkilenmektedir. Bu da hastalik aktivitesinin
gebelikteki degisimini agiklayabilir. Fizyolojik Gstrojen seviyeleri IL1 ekspresyonunu
arttirirken, gebelikteki gibi yiiksek 0Ostrojen seviyeleri IL1 sekresyonunu inhibe

etmektedir. [L4; TNFa, IL1B, prostoglandin (PG)E2 ekspresyonunu azaltarak makrofaj



fonksiyonlarmi baskilamaktadir. IL10, HLA-DR ekspresyonunu, antijenik iglemleri ve
Fc reseptorlerinin ekspresyonunu azaltir. Murine modellerinde IL4 ve IL10’un giiglii
anti-artritik etkisi oldugu gosterilmistir. IL18, IL12 ve IL15 ile birlikte makrofajlar1
aktive etmektedir. IL15, T hiicrelerini aktive etmekte ve aktive T hiicreleri de
makrofajlar1 uyarmaktadir. Transforme edici biiylime faktorii f (TGFp), doku hasarinin
ve dokunun yeniden sekillendirilmesinin 6nemli diizenleyicilerindendir ve makrafojlar

tarafindan uretilmektedir.

2.1.5. inflamatuar sitokinler

Ug aydan kisa siireli artriti olup, RA’ya ilerleyen hastalarm sitokin profilinin
remisyona giren ve diger artritleri gelistiren hastalardan farkli oldugu goriilmiistiir. RA
gelistirme potansiyeli olan hastalarda IL2, 1L4, IL13,IL17 gibi T hiicre sitokinlerinin ve
epidermal biiyiime faktorii (EGF), temel fibroblastik biiylime faktorii (bFGF), IL1 ve
IL15 gibi makrofaj sitokinlerinin arttig1 goriilmiistiir. IFNy bu hastalarda saptanmamis
ve fenotipten bagimsiz olarak IL6 tespit edilmistir. Bu sitokin profilinin RA
hastalarinda olmadig1 ve sadece gecici bir slire hastalik baslangicinda oldugu
goriilmiistiir. Erken RA hastalarinda, Thl sitokini IFNy’nin olmamasi, IL4 ve IL13 gibi
Th2 sitokinleri ve IL17 gibi Thl7 sitokinlerinin bulunmasi hastaliin baglangic
doneminde Th2 ve Th17 hiicrelerin etkin oldugunu gostermektedir. RA’da T hiicreleri,
makrofajlar, stromal hiicreler sitokinlerin temel kaynagidir. Hastaligin ileri
donemlerinde makrofaj kaynakli sitokinler baskin iken T hiicre kaynakli sitokinler daha
az mevcuttur. Makrofajlar tarafindan {retilen TGFP, hem antiinflamatuar hem
proinflamatuar Ozellige sahiptir. Genetik polimorfizm nedeniyle diisik TGFp
diizeylerinin olmasi hastalik aktivitesi ile iliskilidir. TGFp, Treg olusumunu saglamakta

ve IL6 varliginda Th17 hiicrelerinin gelisimini desteklemektedir.

2.1.6. Kemik ve kikirdak yikimi: osteoklast ve fibroblastlar

Kemik ve kikirdak harabiyetinden sorumlu temel hiicreler osteoklastlar ve
sinoviyal fibroblastlardir. Sinoviyal fibroblastlar kikirdaktaki ekstraseliiler matriksin
yikimindan, osteoklastlar da kemik yikimindan sorumludurlar. Bu hiicreler, immiin
sistemin diger hiicreleri ile yakin iliski halindedir ve inflamasyonun devaminda rol

oynayan sitokinleri salgilarlar.
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Sinoviyal fibroblastlar, sinoviyal hipertrofiye katkida bulunacak sekilde lokal
olarak prolifere olmaktadir. Bu hiicrelerin RA’da yasam stireleri uzamistir ve apoptoza
direnclidirler. Kikirdaktaki fibronektin, tip VI kollajen ve kikirdak oligomerik matriks
proteini (COMP)’nine baglanarak invaziv oOzellik gosterirler. IL15, IL16, IL17,
CXCL12, CXCL13 ve IL11 sentezleyerek T hiicrelerini aktive eder ve B hiicrelerinin
migrasyon ve sagkalimini saglar. PGE2 sentezi ile inflamasyona katkida bulunur. MMP
ve katepsin ile kikirdak yikimmi saglar. Kikirdak yikimi sonrasi olusan neo-antijenler
poliklonal T ve B hiicre proliferasyonuna katkida bulunmaktadir.

Osteoklastlar, kemik yikimindan sorumlu temel hiicrelerdir. Onciil hiicrelerden
osteoklast gelisimi i¢in M-CSF ve osteoklast diferansiasyon faktorii (ODF)
gerekmektedir. ODF ve osteoprotegrin ligand (OPG-L)’nin RANKL (receptor activator
of NF«B ligand) ile ayn1 oldugu goriilmiistir. RANKL, RA sinoviyumunda spesifik
olarak eksprese edilmektedir. Deneysel artrit modellerinde, RANKL defektif farelerde
aktif inflamasyon olsa bile kemik destriiksiyonu goriilmemektedir. RANKL, T
hiicreleri, notrofiller ve sinoviyal fibroblastlarca eksprese edilmektedir. TNFa, RANKL
ekspresyonunu arttirmakta ve RANKL sinyalizasyonunu giiclendirmektedir. Thl ve
Th2 sitokinler (IFNy, IL4, IL10), IL12 ve IL18 osteoklastogenezi baskilamakta, 1L17
ise osteoblastlarda RANKL ekspresyonunu arttirarak osteoklast olusumuna katkida

bulunmaktadir.

2.2. CD200 ve CD200R

CD200, 1981- 1982 wyillarinda ilk kez Barclay ve arkadaslar1 tarafindan fare
monoklonal antikorlar1 kullanilarak sican lenfoid dokusunda saptanan 41-47 kilodalton
(kDa) agirlikli hiicre ylizeyi glikoproteinidir ve OX-2 olarak adlandirilmistir (14,15).
CD200R, 2000 yilinda Wright ve ekibi tarafindan tespit edilmistir (16). CD200 ve
CD200R’m Ig siipergen ailesine ait bir tip 1 membran glikoproteini oldugu ve bir¢ok
hiicrede eksprese edildigi gosterilmistir (14). CD200, iki Ig siiperaile domaini, bir
transmembran domaini ve kisa bir sitoplazmik domain igermektedir. CD200’iin
sitoplazmik domaini sinyal motiflerini icermezken transmembran domaini de DAP-10,
DAP-12 gibi sinyal molekiillerini baglayan motifleri igermemektedir. Bu da CD200’{in
overekspresyonu sonucu olusan immiinregulasyonun sinyal motifleri i¢ceren bir reseptor

(CD200R) araciligiyla yapildigini diistindiirmtistiir (17,18,19). CD200 ve CD200R’1n
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ekstraseliiler kisimlar1 ayni1 iken sitozolik COOH kisimlar1 farklilik gostermektedir (20).

Bu farklilik CD200R ’1n aktivator veya inhibitor sinyalleri iletebilmesini saglamistir.

2.2.1. CD200 ve CD200R ekspresyonu

Wright ve arkadaslari, rekombinant insan CD200 monoklonal antikoru kullanarak
CD200’iin doku dagilimini saptamislardir (21). Siganlardaki dagilim paternine benzer
olarak insanlarda CD200, myeloid (mast hiicreleri, nétrofiller, makrofajlar, dendritik
hiicreler) ve lenfoid (B ve T hiicreleri) hiicreler, timositler, noronlar, bdbrek
glomertilleri, tonsil follikiilleri, sinsityotrofoblastlar, kardiyomyositler, keratinositler ve
endotel hiicre yiizeylerinde bulunmaktadir. immiin sistem aktivasyonu sonucu artan
TNFa ve IFNy ile CD200 ekspresyonu artmaktadir (22,23,24). Apoptotik hiicrelerin
yilizeyinde de yiiksek miktarda CD200 eksprese edilmektedir. Apoptoz p53 senteziyle
iligkilidir ve CD200 geni de p53 cevap elementi sekansi icermektedir. Apoptoz
sirasindaki p53 artis1 bu yolla CD200 artigina neden olmaktadir (25).

CD200R, lenfoid hiicreler [B ve T lenfositler, dogal dldiiriicii (NK) hiicreler] ve
myeloid hiicrelerde (dendritik hiicreler, mast hiicreleri, bazofiller, eozinofiller,
makrofajlar 6zellikle de M2a regulatuar makrafajlar) tarafindan eksprese edilir (26).
CD200R, M2a makrafajlar icin spesifik marker olarak kullanilmaktadir. CD200R
ekspresyonu standart boyama ve flow sitometrik analizlerle dalaktan elde edilen fare
l16kositlerinde gosterilmistir. Lokosit alt gruplarinda CD200R dansitesinin farkli oldugu
saptannustir. CD200R en fazla CD11b" hiicrelerde eksprese edilmektedir. Yardimci
CD4" T hiicrelerde CD200R eksperesyonu CDS8" sitotoksik T hiicrelerden fazladur.
Santral hafiza ve naive T hiicrelerine oranla efektdr/hafiza CD4" T hiicreleri ve Th2
hiicrelerine oranla Thl T hiicreleri de daha fazla CD200R eksprese eder. B hiicrelerinde
de CD200R ekspresyonu en fazla hafiza hiicrelerinde ve plazmablastlarda goriiliir (2).
CD200/CD200R’mn olmadigi durumlarda (CD200'/ © farelerde) T, B, NK hiicre

sayilarinin degismedigi ve serum Ig seviyelerinin de ayni kaldig1 saptanmistir (27).

2.2.2. CD200 ve CD200R genleri ve izoformlarn

Hem farede, hem de insanda CD200 ve CD200R ayni kromozom iizerinde
kodlanmaktadir (farede 6. kromozom, insanda 3. kromozom). Reverse transkriptaz
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ve cDNA klonlamasi ile CD200’tin 3q12-13 ve
CD200R’1mn 3q13 bolgesinde oldugu saptanmistir (28). Hem CD200, hem de CD200R
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evrim sirasinda olduk¢a korunmustur. Insan ve fare CD200 molekiilleri aa seviyesinde
>%80 homoloji gostermektedir. CD200 tek kopya halinde iken insan ve sicanda
CD200R’m birden fazla kopyast bulunmaktadir (26,29). CD200R’mn bu izoformlar1
CD200RL [reseptor-benzeri(like) - CD200RLa-e)] veya CD200R2-5 olarak
adlandirimigtir (CD200R2=CD200RLc, CD200R3=CD200RLb, CD200R4=CD200RLa)
(29,30). CD200R 1ile kiyaslandiginda CD200RL’in sitoplazmik kuyrugunda pozitif yiikli
lisin reziduleri oldugu goriilmiistiir. Bu kisimlarin 12 kDa DNAX-aktive edici protein
(DAP-12) ile iliskili oldugu gosterilmistir (31). CD200RLa kemik iligindeki dendritik
hiicreler ve istirahat mast hiicrelerinde yiiksek titrede eksprese edilir. CD200RLD ise
aktive makrofajlarda bulunur.

Farede ve insanda CD200R’in degisik izoformlarmin doku spesifik dagilimini
oldugu goriilmiistiir (26,32). CD200R’in izoformlar1 arasinda fonksiyonel farkliliklar
olduguna dair veriler giderek artmaktadir. CD200R izoformlari, myeloid reseptor ailesi
olan genisletilmis myeloid hiicrelerde eksprese edilen tetikleyici reseptor (TREM-
triggering receptor expresed by myeloid cells) ailesinin bir iiyesidir. En Onemli
karakteristikleri benzer ekstraselliiler domaine sahip en az iki izoformlarinin olmasidir.
Farklar1 ise sitoplazmik kuyruktadir (33). Diger inhibitdr reseptorlerin aksine CD200R 1
sitoplazmik kuyrugunda immiinoreseptor tirozin bazli inhibitor motif(ITIM-
immunoreceptor thyrosine based inhibitory motif) icermemektedir. Diger izoformlar
(CD200R2-4) ise transmembran domainde DAP-10 ve DAP-12 i¢in baglanma bdlgeleri
icerir (26). CD200’lin baglanmasini takiben CD200R2-4’te DAP 12 fosforilasyonu
olurken CD200R1’in sitoplazmik kuyrugu direkt olarak fosforile olur.

CD200’iin tiim CD200R ve CD200RL’e baglanip baglanmadigi arastirilmistir.
Gorczynski ve ekibi CD200’tin tiim reseptorlere baglandigini gostermistir (18).
Hatherley ve ekibi ise CD200R ve CD200RL eksprese eden BaF hiicreleri ve CD200Fc
fiizyon proteini spesifik monoklonal antikorlar kullanarak CD200’iin sadece CD200R’a
baglandigmi, CD200RL’e baglanmanin tespit edilemeyecek kadar az oldugunu
saptamistir. Bu farkin CD200R ve CD200RL’in N terminal kuyrugundaki yapisal
farkliliktan ve DAP-12 ile iliskiden kaynaklandigini savunmustur (34,35).

Son donemde CD200’in detayli yapisal haritalanmasi ve efektdr hiicre
inhibisyonunda gorevli sekanslarin bulunmasi i¢in ¢alisilmalar yapilmistir. Molekiiler
analizler CD200’iin CDR1, CDR2 ve CDR3 olmak fizere ii¢ farkli domaini oldugunu
gostermistir. Hem CD200, hem CD200R’in ekstraseliiler NH, domaini ile iletisim
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sagladig1 ve etkilesimin ‘GFCC’ aa sekansi ile gerceklestigi saptanmistir. Bu bilgiye
dayanarak CD200’iin 15 mer peptidlik kismi sentezlenmis ve bu peptidin de CD200
gibi immiin sistem {izerinde inhibitor etkileri oldugu goriilmiistiir. Baz1 peptidlerin ise
CD200’iin aksine CD200R {izerinde antagonistik etkiler yaparak CD200’iin etkilerini
bloke ettigi saptanmistir. Antagonistik Ozelliklere sahip peptidlerin CDR1 ve CDR3
bolgelerinde oldugu goriilmiistiir (36,37). Calismalarda, kisa_truncated(tr) ve full-length
CD200 olmak iizere iki farkli CD200 i¢in heberci (messanger) riboniikleik asit (mRNA)
ekspresyonu oldugu gosterilmistir. CD200tr formunun full-length CD200 gibi immiin
sistemi suprese edici 6zelligi oldugu diistiniilmiistiir. Fakat CD200tr’in CD200’iin dogal
antagonisti oldugu ve CD200R’a baglanmasinin TNFa {iretimi ve sitotoksik T lenfosit
(CTL) aktivasyonuna yol ac¢tig1 saptanmistir. CD200tr, CD200RL’a baglanmamaktadir
(38). Hem CD200 hem de CD200tr sentezi LPS ile artmaktadir. Tiimor ve viriisler

CD200tr sentezini engelleyerek kendilerini immiin sistemden korumaktadir (38).

2.2.3. CD200/CD200R sinyal kaskadi

CD200R, Ig siiperailesinden olan TREM grubu reseptorlerin bir iiyesidir. Inhibitor
reseptorlerin ¢ogu sitoplazmik ITIM domaini igermesine ragmen CD200R ITIM
domaini icermeyip sitoplazmik kisminda {i¢ tane tirozin rezidu bulundurur (39,40).
Tirozin reziduelerinin sinyal yolagindaki ©6nemini saptamak amaciyla yapilan
calismalarda ii¢ tirozin reziduesu fenilalanine degistirilmis ve sonugta CD200R’1n
inhibitor 6zelliginin kayboldugu saptanmustir (41). CD200R’a ligand baglanmasi
sonucu tirozinler fosforile olmakta ve sinyal yolagi calismaktadir. En distaldeki tirozin
rezidusu Dokl(down stream of thyrosine kinase), Dok2 ve Shc molekiillerindeki
fosfotirozin baglama (PTB) domainine baglanir. CD200R1’in PTB’ye baglanmasimni
saglayan ise reseptordeki NPXY motifidir (42). Dok fosforilasyonu SH2’yi aktifler, bu
aktivasyon RasGTPaz (RasGAP), Csk ve SH2 iceren inozitol fosfataz (SHIP)
molekiilleri arasindaki iliskiyi saglar. Dokl, Crk ve CrkL aktivasyonunu, Dok2 ise
RasGAP ve NcK aktivasyonunu saglar. Yapilan ¢alismalarda Dok1’in CrkL ile olan
iliskisinin Dok2’nin negatif regulatorii oldugu gosterilmistir (42). Dok proteinleri
RasGAP fosforilasyonu ve aktivasyonuna neden olmakta ve sonrasinda mitojen aktive
protein kinaz (MAPK) ve NF-xB inhibe edilmektedir. MAPK aktivasyonunun
inhibisyonu mast hiicre degraniilasyonunun azalmasina, TNFa, IFNy, IL1,IL17, IL6,

IL8 sitokin sentezinde ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iINOS) aktivitesinde
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azalmaya neden olurken antiinflamatuar sitokinler olan IL10 ve TGFp sentezi artar
(41,43).

CD200R1’den farkli olarak diger CD200RL’in sinyal molekiillerini direkt olarak
baglayan sitoplazmik domainleri bulunmamaktadir. Bu nedenle CD200RL’ler

aksesuvar molekiiller araciligiyla (DAP12 gibi) fonksiyon gostermektedirler (44).

W ™ g ] g . g e i i g i~ . i . ibmn] g i g i i i B
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Degranllasyon
Sitokin

Sekil 2.1. CD200 sinyal kaskadi.

2.2.4. CD200/CD200R inhibisyon mekanizmalar

CD200/CD200R, hiicre-hiicre iligkisi sonucu direkt olarak l6kositlerde inhibisyon
yapabilecegi gibi, T hiicrelerinin Treg veya IL10, TGFP iireten Trl hiicrelerine
doniisiimiinii saglayarak indirekt olarak da immiin sistemde inhibisyon yapabilir. Ayrica
sitokin yanitim1 Thl’den Th2’ye ¢evirerek ve triptofan katabolize eden enzim olan
indolamine dioksigenaz (IDO) bagimli inhibisyon yolagmi aktiflestirerek de immiin
sistemi etkiler.

CD200R’mn immiin sistem lizerinde etkisinin olabilecegi ilk olarak, T:APC

iligkisinde rol alan immiinoregiilatuar hiicre yiizey molekiilleriyle olan homolojisi
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saptandiktan sonra diisiiniilmiistiir. Bu immiinoregiilatuar molekiillerden biri CD200R’a
yapisal ve fonksiyonel olarak benzeyen B ve T lenfosit atenuator (BTLA-B and T
lymphocyte attenuator)’dir (45). BTLA, fare ve insan genomunda CD200R’1n yaninda
lokalizedir. Ig siiperailesinin bir {iyesidir ve tirozin bazli sinyal motifleri icermektedir.
Anti-BTLA mAb’lar1 ile BTLA’nin kemik iliginde ve timusta gelismekte olan B ve T
hiicrelerinde ve tiim matiir lenfositlerde, splenik makrofajlarda, matiir kemik iligi
kokenli dendritik hiicrelerde eksprese edildigi gosterilmistir. BTLA knocked-out (KO)
farelerden elde edilen T hiicreleri anti-CD3 stimiilasyonuna fazla yanit verirken anti-
BTLA antikorlar1 T hiicrelerini suprese etmektedir. Anti-CD200R1 monoklonal
antikoru (mAb) ile yapilan deneylerin sonuglar1 da bu verilere benzer bulunmustur. Bu
bulgularda CD200RI’in T hiicre aktivasyonundaki direkt supresér etkisini
desteklemektedir (46). Bu supresyon sonucu TGFB ve IL10 iiretiminin oldugu ve
CTLA4 negatif hiicre popiilasyonunun olustugu goriilmiistiir (47,48). CD200RI1
sinyalleri makrofaj aktivasyon sinyallerini de suprese etmektedir.

CD200R2 ve CD200R3 sinyallerinin ise dendritik hiicre diferansiasyonunda etkili
oldugu diisiiniilmektedir. CD4'CD25" Treg fonksiyonunun immiin sistem
regulasyonunda onemi bilinmektedir (49). Bu hiicre grubundaki fonksiyonel supresif
aktivite FoxP3 transkripsiyon faktoriiniin ekspresyonuna baghdir (50,51). In vitro ve in
vivo anti-CD200R2/R3 ile indiiklenen tolerojenik dendritik hiicrelerin CD4 CD25"
Treg olusumunu arttirdig1 ve bu hiicrelerin fonksiyonunun hiicre yiizeyinde CTLA4
ekspresyonu ve TGFp tiretimi ile iligkili oldugu bilinmektedir. Treg olusmasinda etkili
Ig silipergen ailesine ait diger hiicre yilizey molekiilleri de 4-1 BB (CD137 counter
ligandi) (52) ve ICOS’tur (53). Fallerino ve arkadaslar1t CD200R ’lerinin dendritik hiicre
olusumundaki regulatuar etkilerini ve tolerans indiiksiyonunu arastirmislardir (54).
Miirine dendritik hiicrelerinde ¢oziilebilir CD200Fc¢ kullanilarak fonksiyonel CD200R
saptanmis ve CD200:CD200R ile bu hiicrelerde immiinsupresif etki goézlenmistir.
CD200 fiizyon proteini (CD200Fc) ile splenik dendritik hiicrelerin plazmasitoid alt
grubunda (CD11¢'B220°120G8") IDO enziminin ekspresyonu ile tolerojenik yolak
baslatilmaktadir (55). Bu dendritik hiicreler baska bir alictya verildiginde ise in vivo
antijen spesifik cevabi suprese edebilmektedir.

IDO, triptofan metabolizmasinda rol oynayan bir enzimdir (54). Triptofanin
kynurenine metabolize edilmesi giiclii bir proapoptotik sinyaldir. IDO ekspresyonu,

CD4" T hiicre apoptozunda rol oynar. Allerjik farelerde IDO’nun ovalbumine kars1
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CD4" T hiicre cevabini suprese ettigi goriilmiistiir (2). IDO ekspresyonunun en dnemli
indiikleyicisi  CD200/CD200R’dir. IDO  olusumunun, CD200Fc ile olusan
immiinregulasyonun bir komponenti oldugu gosterilmistir (56). IFNy ve bakteriyel
deoksiriboniikleik asit (DNA) varliginda da IDO ekspresyonu olur. TNFa, IL1 ve LPS
de IDO’nun inhibitér potansiyelini kuvvetlendirir (57,58). CD200/CD200R iligkisi
sonucu eksprese edilen IDO, APC’yi suprese ederek otoreaktiviteyi engeller ve fetusu
spontan abortustan korur. IDO tarafindan metabolize edilen triptofan, nikotinamid
adenin diniikleotid (NAD") substratidir. Artmis IDO aktivitesi NAD' seviyesini
azaltarak enerji defisiti yaratir (59). Bu durum, cok yiikksek IDO diizeylerinin
inflamasyon ve inflamasyonun siddetiyle iliskisini ag¢iklamaktadir. Cok yiiksek 1IDO
seviyesi ve diisiik triptofan diizeyleri otoimmiin hastaliklarda kotii prognozla iligkilidir
(2).

Miirine peritoneal makrafaj hiicreleri kullanilarak yapilan calismalarda,
CD200/CD200R1’in IFNy ve IL17 ile stimiile edilen sitokin salinimini baskiladig: fakat
LPS ile stimiile edilen yaniti engellemedigi gosterilmistir (60). Monosit CD200R1
aktivasyonu ile periferik kan mononiikleer hiicrelerinden (PBMC) tetanoz toksoidi ile
olan IL5 ve IL13 sekresyonunun engellendigi gosterilmistir (41). CD200, sitokin
profilini IFNy ve IL2’den IL4, IL10’a kaydirarak immiinomodulatuar etki
gostermektedir (61). CD200 ayrica hedef hiicrelerde TGF-f sentezini uyarir. Bu sitokin,
makrofaj ve lenfositleri bloke eden potent bir inhibitordiir. Ayrica T hiicrelerinin
CD4'CD25 FoxP3" Treg doniisiimiinii saglayarak otoimmiin hastaliklarda inhibitor rol
oynar (2). Bu yolla tranplante organlarin rejeksiyonunun engellendigi ve inflamasyonun
baskilandig1 diistiniilmektedir.

Miirine kontakt hipersensitivite modelinde haptanle ultraviyole (UV) iliskili
tolerans indiiksiyonunda CD200:CD200R sinyalizasyonuyla gelisen immiinregulasyonun
p53’e bagh apoptozdaki degisikligin yansimasi oldugu diisiiniilmiistiir (25). Apoptotik
hiicre oliimii swrasinda kabul edilen goriis, biyokimyasal olaylarin self proteinleri
modifiye ettigi ve potansiyel otoantijenleri yarattigi ve bu otoimmiiniteden korunmak
icin immiin cevabin regiilasyonunun gerektigidir. Yapilan c¢alismada, apoptoz geciren
miirine dendritik hiicrelerinde CD200 ekspresyonunun arttigr ve hem p53, hem de
kaspaz bagimli yolaklarin CD200 ekspresyonunu kontrol ettigi goriilmiistiir. Apoptotik
dendritik hiicrelerce CD200 ekspresyonunun artmasi in vitro self antijenlere karsi

proinflamatuar sitokin olusumunu azalmistir (25).
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Sekil 2.2. CD200/CD200R ekspresyonu ve CD200/CD200R’mn immiin sistem tizerinde
etkileri (2).

2.2.5. CD200/CD200R fonksiyonlar

CD200’iin immiinoregulatuar rolii ile ilgili ilk bilgiler transplant vakalarindan elde
edilmistir. CD200 overekspresyonu ile azalmig graft rejeksiyonu arasinda korelasyon
saptanmustir (17). Graft sagkalimindaki bu iyilesme anti-CD200 antikoruyla azaltilirken
bir immiinoadhesin olan CD200Fc ile de saglanmustir (18).

Dogal bir allograft olan fetusun sagkalimi ve biiylimesinde de artmis CD200
ekspresyonunun rolii oldugu tespit edilmistir. Spontan fetal kayip sendromu olan miirine
modellerinde, desidua ve trofoblastlarda daha az CD200 eksprese edildiginde fetal
kaybin arttig1 ve bu farelere CD200Fc inflizyonu yapildiginda fetal kayiptaki artigin
suprese oldugu gozlenmistir (19). Anti-CD200 infiizyonu ise fetal kayb1 arttirmaktadir.
Bu caligmalar, insanda basarili gebelikte trofoblastlar iizerindeki CD200

ekspresyonunun rolii ile ilgili yeni caligmalar yapilmasina zemin hazirlamistir.
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Hoek ve arkadaglar1 CD200 KO farelerde santral sinir sisteminde (CNS)
makrofaj/myeloid hiicrelerde endojen aktivasyon artis1 oldugunu, CD200R" hiicrelerin
ekspresyonunun arttigmi ve otoimmiin hastaliklara [deneysel otoimmiin ensefalomyelit
(EAE) gibi] yatkinligm arttigimi1 gostermistir (62). Broderick-Dick ve arkadaslari,
CD200 KO farelerde otoimmiin retinit modelinde CD200’iin retinal inflamasyonun
regulasyonundaki roliinii arastirmiglardir (63,64). Retinada, noronlar ve retinal vaskiiler
endotel lizerinde yaygin CD200 ekspresyonu mevcuttur. Bu ¢alismada CD200 KO
farelerde retinal mikroglialarin normal morfolojide oldugu fakat wild tip farelerle
kiyaslandiginda hiicrelerin sayica arttigi ve makrofaj aktivasyon markir1 olan iNOS2
ekspresyonunun arttig1 goriilmiistiir. Interfotoreseptdr retinoid baglayan proteinin
iiveitojenik peptidleriyle indiiklenen deneysel otoimmiin {iveoretinitte, CD200 KO
farelerde hastaligin hizlandigi, wild tip farelere kiyasla doku tahribati artmadigi halde
ganglion ve fotoreseptor hiicrelerin apoptozunda artis oldugu gosterilmistir. CD200 KO
farelerde myeloid hiicre infiltrasyonu artmis fakat iINOS2 ekspresyonunda artis
saptanmamistir. Sonu¢ olarak CD200:CD200R aks1 retinal mikroglial hiicre
aktivasyonunu regule etmektedir ve CD200 kayb1 endojen myeloid hiicre aktivasyonuna
yol agarak organ spesifik otoimmiiniteye yatkinlig1 arttirmakta ve hastalik baglangicini
hizlandirmaktadir (63,64).

Rosenblum ve arkadaglari, miirine kontakt hipersensitivite modelinde haptanle UV
iligkili tolerans indiiksiyonunda CD200’lin roliinii arastirmislardir. CD200:CD200R
sinyalizasyonuyla gelisen immiinregulasyonun p53’e¢ bagli apoptozdaki degisikligin
yansimasi oldugu goriilmiistiir (25). Ayrica otoimmiin alopesi areatada cilt hiicrelerinde
endojen CD200 ekspresyonu ve bu ekspresyonun self antijene olan immiinitedeki
diizenleyici roliinlin arastirildigi calismalar yapilmistir. CD200 KO farelerde CD200
ekspresyonu olmayan keratinosit alt gruplarinin oldugu kil follikiillerinde inflamatuar
destriiksiyon oldugu ve deride CD4" ve CD8" T hiicre sayisinim arttig1 goriilmiistiir (65).

Bazi tiimor hiicrelerinde de (C1498- dogal oldiiriicii T hiicre (NKT) 16semisi),
skuamoz hiicre kanseri (SCC-7), insan osteosarkom hiicreleri (U20S) gibi) CD200’iin
yapisal veya indiiklenebilir halde eksprese edildigi goriilmiistiir. Tiimor hiicrelerinde
veya tiimoOre karst immiin yanit olusturan lenfoid hiicre popiilasyonundaki endojen
CD200 ekspresyonunun blokajinmn anti tiimdr immiiniteyi arttigi, CD200Fc flizyon
proteininin tiimor biiylimesini arttirdigi, anti-CD200 mAb’nun farelerde tiimor

hiicrelerine kars1 immiiniteyi arttirdigi saptanmistir (66).
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Insanda gériilen baz1 solid tiimérlerde CD200 ekspresyonunun kanser progresyonu
ile iliskisi saptanmistir (67-70). Immiinokompetan farelerde, CD200 ekspresyonunun
transplante edilen EMT6 fare meme kanseri hiicrelerinin biiylimesi swrasinda arttigi
goriilmiistiir. CD200 transgeninin overeksprese edildigi farelerde tiimorii drene eden
lenf nodlarinda konak immiin cevabimin azaldigr ve tiimdr biliylimesinin daha hizli
oldugu goriilmiistiir. Anti-CD200 mAb ile CD200’iin nétralizasyonu ile tiimorii drene
eden lenf nodlarinda daha fazla anti-tiimor sitotoksik immiin hiicrelere rastlandigi ve
metastazin daha az oldugu gozlenmistir. Bu nedenle meme kanserinde artmig CD200
ekspresyonunun metaztaz riskini belirlemede Onemli bir parametre oldugu
disiiniilmektedir (71). Serumdaki ¢6ziinebilir CD200 seviyesinin de in vivo timor
biiyltimesini takipte kullanilabilecegi diistiniilmektedir (72).

Hematolojik malignitelerde de (kronik lenfositik kdsemi (KLL) (73), akut myeloid
16semi (AML) (74), multipl myelom (MM) (67) gibi) CD200 ekspresyonunun dnemli
oldugu diisiiniilmektedir. Insan KLL tiimdr hiicrelerinde hiicre yiizeyinde CD200
ekspresyonunun artmasinin in vitro T hiicre supresyonuna yol a¢tig1 bildirilmistir (73).
KLL’de CD200 supresyonunun CD200" hiicrelerin 6ldiiriilmesinde artisa ve efektdr
PBMC’lerden inflamatuar sitokinler olan IFNy ve TNFa salimiminda artisa yol actigi
goriilmiistiir. Bu nedenle CD200 blokajmin KLL tedavisinde yeni bir tedavi secenegi
olabilecegi diisliniilmektedir (75).

Fostercuevas ve arkadaslari, CD200 herpes virlis analogunun makrofaj
aktivasyonunu engelledigini gostermistir(76). Bircok herpesviriisii ve poxviriisiinde
insan CD200°1 ile %40 primer sekans benzerligi gosteren CD200 homologuna
rastlanmigtir. Kaposi sarkomu ile iligkili insan herpes viriis 8’deki CD200 homologu
(K14 open reading frame_irtinii) litik fazda viriisle enfekte olan hiicrelerin yiizeyinde
eksprese edilmektedir. Bu molekiill CD200R’a baglanabilmektedir. Coziilebilir
monomerik CD200Fc’nin yaptig1 inhibisyona benzer bicimde CD200R" hiicreler ile
CD200 veya K14 eksprese eden hiicrelerin interaksiyonu sonucu aktive makrofajlardan
TNFa sekreyonunun suprese oldugu goriilmiistiir (76). Viral CD200 homologunun bu
supresyon ile virlislerin konak¢i immiin sistemden korunmasinda rolii oldugu

diistiniilmektedir.
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Cizelge 2.1. CD200/CD200R Ekspresyonu ile sitokin, hiicre gruplar1 ve hastaliklarin

iliskisi (2).

“eepresyont _“
Artan
ekspresyonu

IL1, L2 MIP-1a
IL10, TGF ’
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2.2.6. CD200/CD200R’1n artritteki roliinii gosteren hayvan calismalarn

CIA, insandaki RA’nmn hayvan modelidir. Hoek ve arkadaslari, CD200 gen
delesyonunun oldugu farelerde CD200R" hiicrelerin arttigmni ve bu hayvanlarda CIA’e
yatkinlik oldugunu gostermistir. Farelerde CIA patogenezinde IFNy tireten T hiicreleri
on planda iken insanda patogenezde TNFa’nin da 6nemli oldugu bilinmektedir (77,78).

Gorczynski ve arkadaglari, CD200Fc ve anti-CD200R kullaniminin CIA’e olan
etkilerini arastiran bir dizi ¢alisma yapmislardir (79). Anti-CD200R olarak sican mAb
kullanilmistir. Bir immiinoadhesin olan CD200Fc ise CD200’ln ekstraselliiler
domainine miirine IgG2a Fc baglanarak olusturulmustur. CIA, farelerin kuyruguna
komplet Freund adjuvaninda intradermal 100 mcq bovine tip II kollajen verilerek
olusturulmustur. 18 gilin sonra inkomplet Freund adjuvaninda 100 mikrogram (mcq)
daha kollajen enjekte edilmistir. DBA/1 farelere kollajen immiinizasyonunun 0., 15. ve
24. giinlerinde CD200Fc veya anti-CD200R verilmistir. Kontrol grubu olarak da
preimmiin sican serumu ve normal fare Ig alan fareler kullanilmistir. Bir bagka kontrol
grubu da hicbir tedavi almayan farelerden olusmaktadir. immiinizasyonun baslangicinda
(to) verilen CD200Fc veya anti-CD200R ile artrit gelisimi engellenmistir. Ayrica
CD200Fc ve anti-CD200R postimmiinizasyonun 15.(t;s) ve 24.(tp4) gilinlerinde

verildiginde tedavi alan farelerde hastaligin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
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anlaml iyilesme gosterdigi saptanmustir (to’da p<0,005, t;s’de p<0,02, trs’de p<0,05).
Bu veriler CD200Fc ve anti-CD200R uygulanmasinin sadece hastaligin baglangicini
degil ayn1 zamanda ekspresyonunu da modifiye ettigini gostermektedir. Ayrica bu
farelerden kardiyak ponksiyon ile kan alinmis ve serum TNFa ve IFNy seviyeleri
degerlendirilmistir. to’da ve t;s’de CD200Fc veya anti-CD200R uygulanan farelerin
serumlarinda TNFa ve IFNy artisinin engellendigi fakat CD200Fc veya anti-CD200R
t24’de uygulandiginda supresyonun minimal oldugu saptanmustir.

Kollajen immiinizasyonunun 35. giiniinde farelerden aksiller ve inguinal lenf nodu
(LN) hiicreleri ve dalak hiicreleri alinmig ve bu hiicreler 20 meq/mililitre (ml) bovine tip
2 kollajen iceren ve icermeyen mikrotitre paletlerde kiiltiire edilmistir. Kontrol kiiltiirler
ise mitomisin C ile igleme tabi tutulmus BALB/C allojenik dalak stimiilatuar hiicreleri
ile stimiile edilmistir. In vitro 72 saat restimiilasyondan sonra 35. giinde LN hiicrelerinin
ve dalak lenfositlerinin proliferasyonuna bakilmistir. ty’da ve t;s’de CD200Fc veya anti-
CD200R verilen fare hiicrelerinde kollajen ile sensitizasyonun inhibe oldugu
goriilmiistiir (srasiyla p<0,02, p<0,05). BALB/C sonras1 prolifere olan hiicrelerde ise
uygulama sonrasi etki gozlenmemistir. Kiiltiirlerin 40. saatinde elde edilen kiiltiir
siipernatantlarinda ELIZA (enzyme linked immunosorbent assay) ve ticari spesifik mAb
kullanilarak TNFa ve IFNy seviyeleri 6l¢tilmiistiir. to’da ve t;s’de CD200Fc veya anti-
CD200R uygulanmasi kollajen ile restimiile edilmis hiicrelerde TNFa ve IFNy iiretimini
inhibe ederken bu etki BALB/C hiicrelerinde goriilmemistir.

Bu farelerden postimmiinizasyonun 36. giiniinde alman serumda ELIZA yontemi
ile antikollajen tip II antikor izotipleri de Olclilmiistiir. Total Ig seviyelerinde bir fark
goriilmezken ty’da CD200Fc veya anti-CD200R uygulanmasi ile antikollajen antikor
seviyesinde azalma saptanmis, bu azalmanin t;s’de tp’a gore daha az oldugu
goriilmiistiir. ty’da ve t;s’de CD200Fc veya anti-CD200R uygulanmasi ile antikollajen
antikor izotip profilinin de degistigi, 1gGl ve IgG2a azalirken IgG2b’nin kontrol
farelere gore arttig1 tespit edilmistir. to4’deki uygulananin ise antikollajen izotip profilini
degistirmedigi saptanmistir.

Sonu¢ olarak, Gorczynski ve arkadaslarinin  yaptigi  bu c¢aligmada,
CD200:CD200R 1ligkisinin artrit iizerindeki olumlu etkileri gdzlenmistir. Serum TNFa
ve IFNy seviyelerindeki azalmanm, kollajen restimiilasyonu sonrasi in vitro
proliferasyondaki ve TNFa ve IFNy {iretimindeki azalmanin, serumdaki antikollajen

izotip profilindeki degisikligin bu olumlu etkileri sagladig: diistiniilmektedir.
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Simelyte ve arkadaslarmin bir calismasinda, CD200Fc’nin CIA olan farelerin
eklemindeki proinflamatuar sitokin ekspresyonuna etkisi degerlendirilmistir(80).
Kontrol grubu farelere IgG2a mAb veya TNFR-Fc flizyon proteinin verilmistir.
Farelerin diz eklemi sinoviyumlarmda immiinohistokimyasal ve flow sitometri ile
CD200 ekspresyonu bakilmistir. CD200Fc ve TNFR-Fc alan gruplarda hastalik
aktivitesinde benzer sekilde azalma gorilirken IgG2a mAb alan kontrol grubuna
kiyasla CD200Fc alan grupta sinoviyal inflamasyonda ve kikirdak-kemik hasarinda
azalma saptanmistir. Sinoviyumda proinflamatuar sitokinler olan IL1B, TNFa,
antiinflamatuar sitokin olan IL10 ve MMP13 gen ekspresyonu degerlendirilmistir.
Tedavinin 10. giinlinde TNFR-Fc ve CD200Fc alan gruplarda IL1p, TNFa, IL10 mRNA
ekspresyonunun azaldigi, CD200Fc alan grupta ayrica MMP13 mRNA seviyesinin de
azaldig1 saptanmistir. CD200Fc’nin T ve B hiicreleri lizerine etkisini degerlendirmek
amaciyla dalak ve lenf nodu hiicreleri ve IgG seviyeleri degerlendirilmistir. T hiicre
proliferasyonunun, sitokin ekspresyonunun, Foxp3™ Treg sayismin degismedigi ve
antikollajen IgG seviyesinin de kontrol grupla benzer oldugu goriilmiistiir. Bu ¢aligmada
CD200Fc’nin genel bir immiinsupresif etkisi olmadigi saptanmis. Sonu¢ olarak
CD200Fc’nin CIA tedavisinde genel bir immiinsupresyona yol agmadan etkili oldugu
ve bu etkinin TNFR-Fc’ye benzer oldugu gosterilmistir.

Simelyte ve arkadaslari, CIA’de CD200R1’in artritin siddeti ve tip II kollajene
kars1 olan immiin yanit lizerindeki etkilerini aragtwrmislardir (81). Tip II kollajen ile
immiinize edilen DBA/1 farelerde artrit ve eklem ve LN’da RT-PCR ile monitorize
edilen CD200/CD200R1 ekspresyonu arasindaki iligki incelenmistir. Ayrica CD200R1™
fareler ile wild tip fareler CIA progresyonu ve tip II kollajene B ve T hiicre yanit1
acisindan karsilastirilmistir. DBA/1 farelerde akut artrit siddetinin immiinizasyonun 7.
giinlinde en siddetli oldugu ve 10. giinden sonra artrit siddetinin azaldig1 saptanmistir.
CD200 ve CD200R1 seviyesinin de 5-7. giinlerde en yiiksek seviyeye ulastigi ve 10.
glinden sonra azaldig1 tespit edilmistir. Yani CD200, CD200R1 ekspresyonu
inflamatuar yanitla paralel seyretmektedir. CD200R1™" olan farelerde artritin wild tip
farelere gore daha siddetli seyrettigi goriilmiis ve bu veride CD200RI1’in artritin
siddetini sinirlayic1 etkisini bir kez daha gdstermistir. Iki grup fare karsilastirildiginda
seliiller ve humoral immiin cevap agisindan fark saptanmamistir. Yani CD200R1’in

yoklugu anti-kollajen tip II antikor yapimini ve sitokin cevabini etkilememektedir.
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Calismalar, CIA’de CD200’iin onemli bir regulatuar mekanizma oldugunu
gostermistir. CD200R1, CIA’de hastalik aktivitesinin oldugu bolgede lokal olarak etki
ederek inflamasyonu suprese etmekte fakat sistemik immiin yanit1 degistirmemektedir.
Bu veriler CD200/CD200R1 yolunun RA tedavisinde yeni bir hedef olabilecegini

diistindiirmektedir.

2.2.7. CD200/CD200R insan ¢calismalari

Yapilan hayvan c¢alismalarinda CIA’de CD200’tin Onemli bir regulatuar
mekanizma oldugunun gosterilmesi CD200/CD200R1 yolunun RA tedavisinde yeni bir
hedef olabilecegini diisiindiirmiis ve bu amagla insan c¢aligmalar1 yapilmaya
baslanmustir.

RA patogenezinde, germinal merkezlerde olgunlasan B hiicrelerince {iretilen
otoantikorlar yer almaktadir. Germinal merkezlerde olgunlasmakta olan B hiicrelerinin
sonu, bu hiicrelerin CD4" T hiicre alt grubu olan follikiiler yardime1 T hiicrelerine (Try)
antijen sunma kapasiteleri ile belirlenir (82). Bu yolla otoreaktif B hiicrelerinin gelisimi
engellenmektedir. Ty, B hiicre folikiiliinde CXCRS kemokin reseptorii ekspresyonuyla
belirlenir. Hayvan g¢aligmalarinda, Try disfonksiyonunun otoantikor yapimina neden
oldugu gosterilmistir (83,84). Insanlarda, RA ve sistemik lupus eritematozusta (SLE)
Try hiicre sayismin arttigi, juvenil dermatomyozitte ise Try fenotipinin degistigi
gosterilmistir (85,86). Dolasimdaki CXCRS eksprese eden Th hiicrelerinde dokuda yer
alan Try‘yle benzer fonksiyona sahip oldugu bilinmektedir.

Chakera ve arkadaslari, RA’de dolasimdaki Ty ‘de kalitatif ve kantitatif farklilik
olup olmadigmi arastirmak iizere 35 RA ve 15 kontrol kullanarak g¢alisma dizayn
etmiglerdir (87). Seropozitif RA’da dahil olmak {izere RA ve kontrol grubu arasinda Try
sayist acisindan fark saptanmamistir (p>0,4). RA’da Try subgruplar1 (Thl, Th2 ve
Th17) degerlendirildiginde fark saptanmamistir (p>0,65). RA grubunda Ty ’de inhibitor
reseptor olan CD200 (p=0,0079) ve otoantikor pozitif RA grubunda hem CD200, hem
de CDI150 ekspresyonunun artmig oldugu goriilmiistiir (swrasiyla p=0,0045 ve
p=0,0088). Otoantikor pozitifliginden bagimsiz olarak anti-TNF tedavi alan RA
hastalarinda Tpy’de CD200 seviyesi anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p=0,0008).
CD200 ekspresyonunun, hastalik aktivite skoru28 (DAS28) C reaktif protein (CRP) ile
hesaplanan hastalik aktivitesi ve ACPA titresiyle iliskili olmadig1 goriilmiistiir (sirasiyla

p=0,886 ve p=0,896). Saglikli kontrollerden elde edilen PBMC’ler, yliksek ve diisiik
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titrede Try CD200 eksprese eden RA hastalarindan elde edilen serum ile inkiibe edilmis
ve CD200 eksprese eden Try sayisinda fark bulunmamaistir (p>0,05). Bu veride Try’de
CD200 ekspresyonunun dolagimda bulunan faktorlerce etkilenmedigini gostermistir.
Sonug olarak, Tpy’de inhibitdr reseptorlerin ekspresyonundaki fark, immiin cevap
gelisimi ve anti-TNF tedavi etkinliginde 6nemlidir.

RA patogenezinde monosit ve makrofajlarin kemik ve kikirdak destriiksiyonunda
rol oynadigi, sitokin ekspresyonunda Th2’den (IL4 ve IL10) Thl’e (IL2 ve IFNy)
kayma oldugu ve inflamatuar yanitta Treg ve Thl7 hiicrelerinin etkili oldugu
bilinmektedir (88). IL-17 treten T hiicre grubu Thl7 olarak adlandirilmakta, bu
hiicrelerin artmis hastalik aktivitesiyle iliskili oldugu, Thl7 hiicre gelisiminin
inflamasyonda diizeyleri artan IL6 ve ILI1P ile stimiile edildigi ve Thl7 gelisimini
saglayan faktorlerin Treg gelisimini inhibe ettigi bilinmektedir (89). Yapilan
calismalarda, Th1/Th2 ve Thl17/Treg imbalansinin RA gelisimi ve progresyonunda
etkili oldugu bildirilmistir  (90). CD200/CD200R, makrofaj fonksiyonunun
inhibisyonunda ve sitokin profilinin degismesinde etkilidir.

Gao ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismaya, 35 RA hastas1 ve 17 saglikli kontrol dahil
edilmistir (88). RA hastalarinda periferik kanda monosit derive makrofajlarda (MDM)
CD200 ekspresyonun degismedigi fakat CD200R1 ekspresyonunun azaldigi, CD200R1
ekspresyonunun DAS28 ile hesaplanan hastalik aktivitesi (p<0,01), eritrosit
sedimentasyon hizi (ESR) (p<0,01), CRP (p<0,05), Th17 sayis1 (p<0,01) ile negatif
korelasyon gosterdigi saptanmistir. Treg sayisi ile pozitif korelasyon mevcuttur
(p<0,05). Aktif RA hastalarinda CD200R1 ve sitokin ekspresyonu arasinda korelasyon
saptanmamistir. Sonug olarak CD200R1’in RA’de hastalik aktivasyonunda biyomarker
olarak kullanilabilecegi saptanmistir.

SLE, immiin tolerasta bozukluk, otoantikor gelisimi ve immiin kompleks olusumu,
sitokin dengesinde degisiklik ve inflamasyon ile seyreden diger bir otoimmiin
hastaliktir. Treg fonksiyonlarindaki degisikligin SLE patogenezinde onemli oldugu
bilinmektedir (91,92). SLE’de CD200/CD200R1 ekspresyonun anormal T hiicre cevabi
ve dendritik hiicre aktivitesi tizerine etkilerini degerlendirmek amaciyla 161 yeni tani
almis ve tedavi edilmemis SLE hastas1 ve 95 saglikli kontroliin katildigi bir ¢alisma
diizenlenmistir (93). SLE hastalarmda PBMC’de CD200" hiicre sayisinda artis
saptanmustir. Bu artis 6zellikle CD4" T hiicrelerde, plazmositoid dendritik hiicrelerde ve

myeloid dendritik hiicrelerde mevcuttur. CD3'CD200" hiicre sayismin serum
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kompleman3 (C3) diizeyi ile negatif korelasyonu gosterilmistir (p<0,05). Hiicre
diizeyindeki artigin yani sira kanda da CD200 seviyesinin SLE hastalarinda yiiksek
oldugu ve serum CD200 seviyesinin C3 diizeyi ile negatif korele oldugu saptanmistir
(p=0,014). SLE hastalarmda CD200R1"™ PBMC sayis1 ve CD200R1 mRNA
ekspresyonu ise kontrol grubuna gore daha azdir. Antagonistik anti-CD200R1, SLE
hastalarinda CD4" T hiicrelerinde artisa yol agmustir. Bu da CD200/CD200R1’in
SLE’da T hiicre proliferasyonunu engelledigini gostermektedir. CD200Fc’nin SLE
hastalarinda Th17 sayisin1 azalttig1 ve Treg olusumunu arttirdig1 fakat anti-CD200R1’in
bu etkiyi gostermedigi goriilmiistiir. CD200R 1°deki azalmis ekspresyonun SLE’da Treg
olusumundaki bozulmadan sorumlu olacagi diisiiniilmiistiir. SLE’da PBMC’de erken
apoptotik lenfosit sayisinin saglikli kontrollerden fazla oldugu goriilmiistiir. Bu
apoptotik hiicrelerde CD200 ekspresyonu yasayan hiicrelerdeki CD200’den fazladir ve
artisin dendritik hiicre tarafindan baglanma ve fagositozu azalttig1 tespit edilmistir.
CD200Fc’nin dendritik hiicrelerin spontan migrasyonunu azalttig1 fakat bu etkinin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 fakat RANTES (regulated on activation, normal T
cell expressed and secreted) aracili dendritik hiicre migrasyonunun 6nemli 6l¢iide bloke
edildigi tespit edilmistir (p=0,029). Sonug olarak SLE’da anormal CD200 ve CD200R 1
ekspresyonu ve fonksiyonu mevcuttur ve bu durum otoimmiin bir hastalik olan
SLE’daki immiinolojik anormalliklere katkida bulunmaktadir.

Hipertrofik osteoartropati (PHO), etiyolojisi bilinmeyen, hipertrofik cilt
degisiklikleri, clubbing ve periostit ile seyreden nadir goriilen bir hastaliktir.
Nonsteroidal antiinflamatuar ilaglara ve steroid tedavisine yanitsiz agrili sinoviyal
hiperplazinin eslik ettigi 28 yasinda bir PHO vakas1 yaymlanmistir (94). Hastanin
dizinden alinan sinoviyal sivi noninflamatuar karakterdedir. Sinoviyal biyopside vendz
dilatasyon, inflamasyonun olmadigi endotelyal kalinlagma ve hiperplazi saptanmistir.
Saglikli kontrol ve sinoviyal hiperplazinin eslik etmedigi PHO vakalar1 ile
kiyaslandiginda bu vakada immiinohistokimyasal boyama ile CD200" ve CD200R1"
hiicrelerin daha az sayida oldugu saptanmistir. Ayrica CD200" hiicreler vaskiiler endotel
bolgelerinde  goriilmekteyken, ayni bolgelerde CD200R1" hiicreler giigliikle
secilebilmektedir. Refrakter sinoviyal efflizyon ile seyreden bu PHO vakasinda
CD200/CD200R1’in anormal lokal ekspresyonun anormal vaskiiler neoformasyon ve
mikroanjiopatiye neden olabilecegi ve endotel hiicrelerindeki CD200 ve CD200R1’in

vaskiiler disfonksiyone neden olarak permeabiliteyi arttirabilecegi diisiiniilmektedir.
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Sonu¢ olarak CD200/CD200R degisik etki mekanizmalar1 ile otoimmiin
hastaliklarin patogenezinde rol oynamakta ve RA, SLE gibi romatolojik hastaliklarin
tedavisinde yeni bir tedavi hedefi olabilecegi diistiniilmektedir. Yapilacak olan yeni
calismalarla bu molekiiliin hastalik etiyopatogenezinde yeri daha net anlasilacak ve
agonistik veya antagonistik etkileri olan ilaglarin {iretilmesiyle tedavide yeni ajanlarin

kullanimi1 glindeme gelecektir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Hastalarin Belirlenmesi

Calismaya, 02/08/2013 tarihinden itibaren Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi I¢
Hastaliklar1t ABD Romatoloji BD’na bagvuran 18 yas ve lizerinde, ACR\EULAR 2010
(95) tan1 kriterlerine gore romatoid artrit tanis1 almis, hastalig1 aktif olan (DAS28>2,6),
artrit nedeniyle diagnostik ve/veya tedavi amacli artrosentez yapilan 10 ardisik RA
hastas1 alind1. Kontrol grubu olarak da aymi tarihten itibaren Akdeniz Universitesi T1p
Fakiiltesi Acil Tip ABD ve Antalya Egitim ve Arastrma Hastanesi Acil Tip BD ve
Antalya Egitim ve Arastrma Hastanesi Spor Hekimligi Boliimii’'ne bagvuran, travma
sonrasi diz ekleminde sisligi olan ve tedavi amacli artrosentez ihtiyaci olan 5 kisi alindi.
21/04/2014 tarihinde hedeflenen sayida hasta ve kontrol grubunun tamamlanmasiyla
calisma sonlandirildi. Calisma i¢in Akdeniz Universitesi Lokal Etik Kurulu’ndan onay
alind1 ve galigma Helsinki Insan Haklar1 Bildirgesine uygun olarak yapildi.

Romatoid artrit hastalarinin rutin poliklinik kontrolleri sirasinda bakilan
hemogram, ESR ve CRP degerleri ve RF, anti-CCP gibi otoantikor varligi, hastalarinin
almakta oldugu tedaviler degerlendirildi. Fizik muayenede bilateral omuz, dirsek, diz, el
bilegi ve el kii¢lik eklemleri olmak tizere toplam 28 eklem degerlendirilerek hastalarin
hassas ve sis eklem sayilar1 tespit edildi. Hassas ve sis eklem sayisi, ESR veya CRP ve
gorsel analog skalasma (VAS - visual analog scale) gore hasta global saglk
degerlendirmesi parametrelerini iceren DAS28-ESR ve DAS28-CRP degerleri
hesaplandi. Travma ile gelen hastalarda ek baska hastalik olmamasi durumunda ESR,
CRP ve hemogram degerlerinin normal olmasi beklendiginden klinik endikasyon
halinde bu parametrelere bakilmasi planlandi.

Diglama kriterleri; Hemofili ve diger kanama diatezi olan hastalar, malignitesi
olan hastalar, enfeksiyonu bulunan hastalar, romatoid artrit disinda bilinen romatolojik
ve otoimmiin hastalif1 olan hastalar ve tedavi amacli artrosentez ihtiyact olmayan

hastalar ¢aligmaya dahil edilmedi.
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3.2. Orneklerin Ahnmasi ve Analizi

Hasta ve kontrol grubundaki bireylerden 10 ml periferik kan 6rnegi ile aspire edilen
eklem swvismdan 10 ml numune alindi. Ornekler arastrma laboratuarmda -80°C’de
sakland.

Calismada tedavi amaciyla alinan eklem sivisinda ve periferik kanda ELIZA
yontemi ile CD200, TNFa ve IFNy seviyelerine bakildi. CD200 ELIZA Kkitleri
calismaya katilan Toronto Universitesi Immiinoloji Departmani tarafindan temin edildi.
TNFo. ve IFNy kitleri ise Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi’nin katkisiyla temin edildi.

ELIZA analizleri, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Akis Sitometri Unitesinde
bulunan, BIOTEK ELx800 cihazi kullanilarak gerceklestirildi. ELIZA ile yapilacak
analizler i¢in tam kandan elde edilen plazma ve sinoviyal sivi 6rnekleri kullanildi. Kan
ve sinoviyal sivi Ornekleri, vericilerden alinmalarmi takiben laboratuvara ulastirilip
BECKMAN COULTER Allegra X-22R santrifiij ile 2500 devirde 7 dakika siire ile
santrifiijlendi ve ayrilan kisimlar1 bagka bir tiip i¢inde -80°C’de saklandi. Yeterli
miktarda 6rnek toplandiktan sonra her biri ayr1 ayr1 CD200, [FNy (R&D Systems) ve
TNFa (DIA Source) ELiZA kit kullanilarak asagidaki protokol uygulandi. 10X Coating
soliisyonu oda 1s1sina getirildi ve 48 mikrolitre (ul) Ab + 12 ml (12,000 pl) 10X coating
soliisyonu konularak (1/250) kaplama antikoru hazirlandi. Her kuyucuga 100 pl olacak
sekilde konulup iistii parafilm ile iyice kapatilarak +4°C’de gece boyu inkiibe edildi. 1
gece sonra aspire edilip 300 pl yikama soliisyonu ile 3 kez yikandi. Deney sulandirma
soliisyonu (10 ml 5X deney sulandirma soliisyonu + 40 ml deiyonize su) 1X olarak
hazirlandi. Hazirlanan 1X deney sulandirma soliisyonundan her kuyucuga 200 pl konup
oda 1sisinda 1 saat bekletildi. Aspire edilip 300 pl yikama soliisyonu kullanilarak 3 kez
yikandi. Standart soliisyonlar [5 pl standart soliisyon + 10 pl deney sulandirma
soliisyonu (5X)] hazirlandi. Bu standartlardan 100 pl uygun kuyucuklara konuldu. Yine
uygun kuyucuklara da &rnek kondu. Uzeri parafilmle kaplanarak oda 1sisinda 2 saat
bekletildi. Aspire edilip 7 kez yikandi. Detection antibody [48 pl Ab + 12 ml 1X deney
sulandirma soliisyonu (1/250)] hazirlandi. 100 pl detection ab’den her kuyucuga
konulup oda 1sisinda 1 saat bekletildi. Aspire edilip 7 kez yikandi. Avidin-HRP [Enzim,
48 ul avidin-HRP + 12 ml 1X deney sulandirma soliisyonu (1/250)] hazirlandi. 100
ulkuyucuga hazirlanan avidin-HRP konulup iizeri parafilmle sarilarak 30 dk oda
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is1sinda bekletildi. Aspire edilip 7 kez yikandi. Bu asamada yikama aralarinda 1-2 dk
beklenildi. Her kuyucuga 100 pl substrat soliisyonu eklenip oda 1sisinda 15 dk
bekletildi. Her kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu konup 450 nm dalga boyunda

okutuldu. Referans olarak 570 nm seg¢ildi.

3.3. Istatistiksel Yontem

Toplanan veriler istatistiksel analiz icin SPSS 15.0 for Windows® (Statistical
Package for the Social Sciences Inc. Chicago, Illinois, USA) programina kaydedildi.

Stirekli degiskenler ortalamatstandart sapma, kategorik veriler say1 ve ylizde
olarak ifade edildi. Kategorik verilerin karsilastirilmasinda Kikare testi, numerik
degiskenlerin karsilastirilmasinda normal dagilima uyanlarda Student T testi, normal
dagilim gostermeyenlerde Mann Whitney-U testi kullanildi. CD200 ve sitokinlerin
klinik ve laboratuar parametreleri ile korelasyonunun degerlendirilmesinde Spearman’s

testi kullanildi. p kritik degeri 0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hasta ve Kontrol Grubunun Demografik Ozellikleri

Calismaya toplam 11 RA ve 5 kontrol hastas1 dahil edildi. Calismaya katilan 11
RA hastasinin 8’1 kadin (%73) iken, 5 kontroliin 3’1 kadm (%60) idi. Cinsiyet agisindan
gruplar arasinda fark saptanmadi (p=0.229). RA hastalarinin yaslarinin ortalamasi+=SD
44.5+14.2 yil, ortancast (min-max) 43 (29-68) yil; kontrol grubunun yas ortalamasi
28.8+13.6 yil, ortancast 26 (18-52) yil olarak bulundu. Gruplar arasinda ortanca
degerlere gore yas acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edildi (p=0.027).

RA hastalarmi 6’sinda (%55) RF pozitifti. 11 RA hastasinin 9’unda anti-CCP
gonderilmisti. Bu hastalarin 6’sinda (%67) anti-CCP pozitifti. Hastalik siiresi ortalama
10.1£6.6 yild1. Hastalar, calismaya dahil edildiginde sis eklem sayis1 ortancasi 3 (1-22),
hassas eklem sayis1 ortancasi 2 (1-12), ESR ortalama 31.2+23.7 milimetre/saat (mm/h),
CRP ortalama 4.1+4.4 miligram/desilitre (mg/dl), DAS28-ESR skoru ortalama 4.4+1.0,
DAS28-CRP 3.8+1.0 olarak saptand:.

Hastalarm biiylik cogunlugu oral steroid (10 hasta, %91) ve metotreksat (9 hasta,
%382) ile tedavi altindaydi. 2 (%18) hastaya daha once diz i¢i steroid tedavisi
uygulanmisti. 11 hastanin 5’ine (%45) herhangi bir donemde biyolojik tedavi
baslanmist1 ve calismaya alindiginda bu tedavileri siirmekteydi (2 rituksimab, 1
etanercept, 1 abatacept, 1 adalimumab). Hasta ve kontrol grubunun demografik

ozellikleri Cizelge 4.1.’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.1. RA hastalar1 ve kontrol grubunun demografik 6zellikleri.

Bayan cinsiyet (n, %) 8 (73) 3(60)
Yas (ortalama*SD) 44.5+14.2 28.8+13.6
Hastalik siiresi (yil) 10.1£6.6

ESR (mm/h) 31.2423.7

CRP (mg/dl) 41444

RF pozitifligi (n, %) 6 (55)

CCP poxzitifligi (n,%)* 6 (67)

Tedaviler (n,%)

MTX 9(82)

SLz 8 (73)

LEF 4 (36)

HKQ 7 (64)

Oral Steroid 10 (91)

intraartikiiler Steroid 2(18)

Biyolojik Tedavi 5 (45)

Siirekli degiskenler ortalama+tstandart sapma, kategorik veriler say1 ve ylizde olarak ifade edildi.

*:11 RA hastasinin 9’unda CCP mevcuttur.

RA: Romatoid artrit, SD: Standart deviasyon, ESR: Eritrosit sedimentasyon zamani, CRP: C reaktif
protein, RF: Romatoid faktoér, CCP: anti-siklik sitriiline peptid, MTX: Metotreksat, SLZ: Sulfasalazin,
LEF: Leflunomid, HKQ: Hidroksiklorokin

4.2. Hasta ve Kontrol Grubunun CD200, TNFa ve IFNy Diizeyleri

Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3°de sirasiyla RA hastalar1 ve kontrol grubunun
plazma ve sinoviyal sivi CD200, IFNy ve TNFa diizeyleri gosterilmistir.
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Sekil 4.1. RA hastalar1 ve kontrol grubunun plazma ve sinoviyal sivi CD200 diizeyleri
a) RA hastalarinda plazma CD200 diizeyi, b)Kontrol grubunda plazma CD200 diizeyi,
¢) RA hastalarinda sinoviyal sivi CD200 diizeyi, d) Kontrol grubunda sinoviyal sivi
CD200 diizeyi.
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Sekil 4.2. RA hastalar1 ve kontrol grubunun plazma ve sinoviyal sivi IFNy diizeyleri.
a) RA hastalarinda plazma IFNy diizeyi, b)Kontrol grubunda plazma IFNy diizeyi,
¢) RA hastalarinda sinoviyal sivi IFNy diizeyi, d) Kontrol grubunda sinoviyal stvi IFNy
diizeyi.
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Sekil 4.3. RA hastalar1 ve kontrol grubunun plazma ve sinoviyal sivi TNFa diizeyleri.
a)RA hastalarinda plazma TNFa diizeyi, b)Kontrol grubunda plazma TNFa diizeyi, ¢)RA
hastalarinda sinoviyal sivi TNFa diizeyi, d)Kontrol grubunda sinoviyal sivi TNFa diizeyi.

Cizelge 4.2. RA hastalar1 ve kontrol grubunun serum ve sinoviyal sividaki CD200,
TNFa ve IFNy degerleri ve gruplarin birbirleriyle karsilastirilmasi.

I - -
(n=11)

Serum TNFa (pg/ml) 105.7£121.5 25.7+14.9 0.157
Sinoviyal sivi TNFa (pg/ml) 56.3+71.2 33.7£31.0 0.396
Serum CD200 (pg/ml) 546.0£131.0 479.5425.7 0.608
Sinoviyal sivi CD200 (pg/ml) 217.5%£122.5 162.5+£15.8 0.864
Serum IFNy (pg/ml) 9.844 X105 15.4+8 X105 0.047
Sinoviyal sivi IFNy (pg/ml) 11.2+4 X105 11.5£8 X105 0.610

Degerler ortalama+standart deviasyon olarak verilmistir.

Onbir RA hastasini 5°1 biyolojik tedavi almaktaydi. Biyolojik tedavilerin TNFa,
CD200, IFNy seviyelerini etkileyebilecegi disiiniilerek biyolojik tedavi alan ve
biyolojik tedavi almayan RA hastalar1 plazma ve sinoviyal sivi TNFa, CD200, IFNy

seviyelerini agisindan karsilastirildi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmadi.
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Biyolojik tedavi almayan RA hastalar1 ile kontrol grubu hastalarinin plazma ve
sinoviyal s1ivi TNFa, CD200, IFNy diizeyleri karsilastirildi. iki grup arasinda plazma ve
sinoviyal sivi CD200 ve TNFa diizeyleri, sinoviyal sivi IFNy diizeyleri arasinda fark
saptanmazken kontrol grubu plazma IFNy seviyesi biyolojik tedavi almayan RA
hastalarndan anlamli olarak yiiksek bulundu (15.5434.0x10™e¢ 8.4+11.2x10™ p =
0.028).

4.3. TNFo, CD200, IFNy diizeyleri ile Diger Parametrelerin iliskisi

RA hastalarmin sinoviyal stvi TNFa diizeyi ile hassas eklem sayis1 (p =0.049, r = -
0.63), sis eklem sayis1 (p=0.048, r = -0.636) ve DAS28-CRP (p = 0.038, r = -0.661)
arasinda ters bir iliski saptanmistir. Sinoviyal sitvi CD200 seviyesi ile hastalik yasi
arasinda ters bir iliski mevcuttur (p =0.011, r = -0.758). Plazma TNFa, CD200, IFNy
seviyeleri ve sinoviyal sivi CD200 ve IFNy seviyeleri ile ESR, CRP, hassas ve sis
eklem sayisi, DAS28- ESR, DAS28-CRP arasinda bir iligki yoktur.

RA hastalarinda plazma ve sinoviyal sivi TNFa, CD200, IFNy diizeyleri RF
pozitifligi ve negatifligine gore degerlendirildiginde sadece sinoviyal sivi TNFa
diizeyinin RF pozitif olan grupta RF negatif olan gruba gore anlamli yiiksek oldugu
(83.5+£36.8’¢ 23.7£3.8, p =0.028), plazma ve sinoviyal stvi CD200, IFNy ve plazma
TNFa diizeylerinde ise iki grup arasinda fark olmadig1 goriildii. Iki hastanin anti-CCP
verisinin olmamasi ve sadece 3 hastanin anti-CCP’sinin negatif olmasindan dolay1 bu

hasta grubunda istatistiksel analiz yapilamadi.
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5. TARTISMA

RA gelisiminde etkisi oldugu diistiniilen molekiillerden biri CD200’diir. Yapilan
hayvan c¢alismalarinda, CIA fare modelinde CD200R1 KO farelerde artritin daha
siddetli  seyrettigi(81), immiinizasyon swrasinda CD200Fc ve anti-CD200R
uygulamasinin bu farelerde hastaligin baslangicini engelledigi, immiinizasyonun 15. ve
24. giinlerinde verildiginde ise artritin siddetini azalttig1 gosterilmistir(79). CD200Fc ve
anti-CD200R uygulamasi ile serumda TNFa ve IFNy artis1 da engellenmistir (79).
Farede CD200Fc’nin eklemdeki proinflamatuar sitokin ekspresyonuna etkisi
degerlendirilmis ve IL1PB, TNFa, IL10 mRNA ekspresyonunun azaldigi ve kikirdak
yikim enzimi olan MMP13 seviyesinin de azaldigi goriilmiistiir (80). Farelerde eklem
ve LN’da RT-PCR ile CD200, CD200RI ekspresyonunun degerlendirildigi bir
calismada CD200, CD200R1 ekspresyonunun artritin siddetini yansitacak sekilde
inflamatuar yanitla paralel seyrettigini tespit edilmistir(81). Yapilan hayvan
calismalarinda CD200/CD200R’1n artrit tizerindeki inhibitor etkilerinin goriilmesiyle bu
molekiiliin insanda RA hastaliginin seyrindeki rolii arastirilmaya baslanmaistir.

Bu ¢alisma, literatiir bilgisi esliginde CD200 seviyesinde aktif veya istirahat
halindeki RA hastalarinda bir degisiklik olup olmadigi, varsa bu degisikliklerin hastalik
aktivitesi ile iliskisi ve literatiir bilgisi esliginde bir immiinosupresif molekiil oldugu
diisiiniilen CD200 yolunun RA’daki rolii hakkinda fikir edinebilmek i¢in planlanmaistir.
Bu nedenle ¢alismaya, Aktif RA’1 olup dizinde efflizyon gelisen 11 hasta ile travma
sonrast dizinde effiizyon gelisen 5 travma hastas1 (romatizmal bir hastalig1 olmayan)
dahil edilmistir. Plazma ve sinoviyal sivida ELIZA yontemi ile soluble CD200, TNFa
ve IFNy seviyeleri belirlenmistir. Bu ¢alismada RA hastalar1 ve kontrol grubu arasinda
plazma ve sinoviyal stvi CD200 seviyeleri agisindan fark saptanmamistir. Plazma IFNy
diizeyinin kontrol grubunda daha yiiksek oldugu ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli
oldugu tespit edilmistir (15.5+34.0x10™’e 9.8+11.3x10”, p= 0.047). iki grup arasinda
sinoviyal siv1 ve plazma TNFa diizeyleri ve sinoviyal sivi IFNy diizeyleri arasinda fark
saptanmamistir. Ayrica TNFa ve IFNy seviyeleri ile CD200 seviyeleri arasinda iliski
olmadig1 goriilmistiir.

Biyolojik tedavilerin CD200, TNFa ve IFNy diizeylerini etkileyebilecegi
diisiiniilerek biyolojik tedavi almayan RA hastalari ile kontrol grubu karsilastirilmistir.

Plazma ve sinoviyal sivi CD200 ve TNFa diizeyleri, sinoviyal sivi IFNy diizeyleri her
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iki grupta benzerken plazma IFNy diizeyinin kontrol grubunda anlamli olarak yiiksek
saptanmustir (15.5+34.0x10”’¢ 8.4+11.2x10”, p= 0.028). Tiim RA hastalarinda ve RA
hastalarinin alt grubu olan biyolojik tedavi almayan RA hastalarinda plazma IFNy
diizeyinin kontrole gore diisiik olmas1 ve bu farkin sinoviyal sivi IFNy diizeylerinde
goriilmemesi, sadece plazma IFNy diizeylerini etkileyen biyolojik tedaviler disindaki bir
nedenin olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu durum, hastalarin oral steroid tedavisi
kullaniyor olmasindan kaynaklanabilir. Steroidlerin, IFNy iizerinde inhibitoér etkiye
sahip oldugu bilinmektedir (96). Bunun disinda travma geciren hastalarda baska bir
hastalik yokken serum IFNy diizeylerinde artis olmasi travma ile yasanilan strese bagh
olabilir diye diisiiniilmiistiir. Ancak travma ile stres altinda kalan hastalardaki serum
INFy diizeyleri bilinmediginden bir yorum yapmak miimkiin degildir.

Chakera ve arkadaslari,, periferikk kanda Tryp’de CD200 ekspresyonunu
degerlendirmis ve RA hastalarmda CD200 ekspresyonunun kontrol grubuna gore
arttigin1 saptamistir (87). Anti-TNF tedavi alan hastalarda CD200 seviyesi anlamli
olarak yiiksek bulunmustur. CD200 ekspresyonunun DAS28-CRP ve ACPA titresiyle
iligkili olmadig1 goriilmiistir. Bu calismanin aksine bizim ¢alismamizda hasta ve
kontrol grubu arasinda ve RA hastalarinda biyolojik tedavi alan ve almayan grup
arasinda CD200 seviyeleri arasinda fark saptanmamistir. Bu farklilik Chakera’nin
calismasinda CD200’iin hiicre diizeyinde, bizim c¢alismamizda ise periferik kanda
ELIZA ydntemiyle bakilmasindan kaynaklanmis olabilir. CD200 seviyesindeki farklilik
belki de hiicre diizeyinde meydana gelmekte ve bu farklilik serum diizeylerine
yansimamaktadir. Bazi hastalarda soluble CD200 degerleri digerlerinden bariz yiiksek
saptanmistir, ancak bu degerler istatistige yansimamistir. Hasta sayisinin azlimin bu
durumu etkileyebilecegi diistiniilmektedir.

Gao ve arkadaglari, RA’da periferik kanda MDM’larda CD200 ekspresyonunun
degismedigini, fakat CD200R1 ekspresyonunun azaldigmi saptamistir (88). CD200R1
ekspresyonunun DAS28, ESR, CRP ile ters iligkili oldugu goriilmiistiir. Bizim
calismamizda ise CD200R1 diizeyine bakilmamistir. Hastaligin aktif oldugu dénemde
CD200 ekspresyonundan ziyade CD200R1 ekspresyonundaki degisikligin 6n planda
olabilecegi ve bu nedenle de ¢alismamizda CD200 acisindan anlamlilik saptanmadigi
disiiniilebilir. Calismamizda, serum ve sinoviyal sivi CD200 seviyeleri ile klinik olarak
aktiviteyi yansitan hassas ve sis eklem sayisi, hastalik aktivitesini degerlendiren

DAS28-ESR ve DAS28-CRP arasinda da herhangi bir iligki de tespit edilmemistir.
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RA, gelisiminde birgok faktoriin yer aldigi kompleks bir patofizyolojik
mekanizmaya sahiptir. Hastalik gelisiminde genetik faktdrlerin, ¢evresel faktorlerin ve
immiin sistemde meydana gelen degisikliklerin rol oynadig: diistiniilmektedir. Hastaliga
yatkinlig1 olan bireylerde genetik ve ¢evresel faktorlerin etkisiyle immiin yanit
olusmakta ve nasil ve neden oldugunu tam olarak bilmedigimiz bir tetikleyici olayla
sinoviyum etkilenmektedir.

Son on yil iginde RA patogenezinin daha iyi anlagilmasiyla birlikte tedavi
secenekleri de degismistir. RA tedavisinde uzun yillar boyunca metotreksat,
antimalariyal ilaclar, sulfasalazin, leflunomid, altmn, siklosporin gibi geleneksel
DMARD tedavileri kullanilmig, son dénemde TNFo’nin hastalik patogenezindeki
roliiniin aydinlatilmasiyla anti-TNF tedaviler giindeme gelmistir. Anti-TNF ila¢larin
sayilar1 giin gectikce artmis ve bunun yani sira B ve T hiicrelerini ve diger sitokinleri
hedef alan tedaviler kullanima girmistir.

T hiicre aktivasyonunda kostimulatuar sinyallerin onemi anlasilmig, uyarici
sinyaller oldugu gibi inhibitor sinyallerin de oldugu tespit edilmistir. Bu inhibitor sinyal
molekiil  c¢iftlerinden  birinin de  CD200:CD200R  oldugu  goriilmiistiir.
CD200:CD200R’1n lenfoid ve myeloid hiicrelerin regulasyonunda ve immiin tolerans
gelisiminde rol oynadig, hiicrelerin diferansiasyon, adhezyon ve kemotaksisinde etkili
oldugu ve mediator ve sitokin salinimini regiile ettigi bilinmektedir (2). Bu 6zellikleri
nedeniyle CD200, otoimmiinite, organ transplantasyonu, alerjik hastaliklar ve kanser
etiyopatogenezinde yer almaktadir (3). Yapilan hayvan calismalarinda artrit seyrinde
CD200/CD200R1’in 6nemi anlasilmis ve CD200Fc, anti-CD200R ile olumlu sonuglar
almmistir. Insanda da yapilan ilk ¢alismalar olumlu sonuglar vermistir. Otoimmiin
hastaliklardan sadece RA’da degil, SLE gelisiminde de etkisinin oldugu gdosterilmistir
(93). CD200, RA’da ve diger otoimmiin hastaliklarda hastalik prognozu, aktivite takibi
ve tedavide kullanilabilecek yeni bir aday molekiil gibi gériinmektedir.

Bu calismanin kisithiliklari, ¢alismaya dahil edilen hasta sayismin az olmasi ve
CD200, CD200R pozitif hiicre sayismna da bakilmamis olmasidir. Hasta sayisinin az
olmas1 nedeniyle gruplar arasinda istatistiksel anlamlilik saptanmamis olabilir. Hiicre
diizeyinde CD200 ve CD200R’1n bakildig1 daha fazla sayida hastanin katilacagi benzer
dizaynda bir calisma ile anlamli sonuglar elde edilebilir. RA’e bagh nedenlerle diz
protezi yapilan hastalarin doku materyallerinde CD200 ve CD200R1 ekspresyonu

incelenip, osteoartrit nedeniyle diz protezi yapilan hastalarla bu veriler karsilastirilabilir
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ve doku diizeyindeki CD200 ve CD200RI1 ekspresyonuyla periferik kandaki
seviyelerinin 1iligkisinin degerlendirildigi ¢alismalar planlanabilir. Ayrica diger
otoimmiin hastaliklarda da CD200/CD200R’1n etkileri arastirilmalidir.

Sonug olarak, bu ¢alismada RA hastalar1 ve kontrol grubu arasinda plazma ve
sinoviyal stvi CD200 seviyesi agisindan fark saptanmamistir. Bu sonug biyolojik tedavi
almayan hastalarda da degismemistir. CD200 seviyesi ile diger inflamatuar sitokinler

olan TNFa ve IFNy seviyeleri arasinda iliski saptanmamustir.
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6. SONUCLAR

Bu calismada, aktif RA hastalar1 ve kontrol grubu arasinda plazma ve sinoviyal

stvi CD200 seviyeleri benzer saptanmistir.

Biyolojik tedavi alan ve biyolojik dis1 diger tedavileri alan RA hastalar1
karsilastirildiginda plazma ve sinoviyal sivi CD200 seviyeleri agisindan fark

yoktur.

Biyolojik dist diger tedavileri alan RA hastalar1 ile kontrol grubu arasinda

plazma ve sinoviyal sivi CD200 seviyeleri agisindan fark yoktur.

Plazma ve sinoviyal stvi CD200 seviyeleri ile diger inflamatuar sitokinler olan

TNFa ve IFNy seviyeleri arasinda iliski saptanmamuistir.

CD200 seviyeleri ile hastalik aktivitesini yansitan ESR, CRP, DAS28-ESR ve
DAS-28-CRP arasinda iliski saptanmamustir.

RF pozitifligi ile CD200 seviyesi arasinda iliski saptanmamugtir.

RA hastalar1 ile kontrol grubu ve biyolojik dis1 tedavi alan RA hastalar ile
kontrol grubu karsilastirildiginda plazma IFNy seviyesinin kontrol grubunda
anlamli olarak yiiksek oldugu saptanmistir. Bu farkin, RA hastalarmin kullandigi
oral steroid tedavisine bagli olarak IFNy seviyesinin baskilanmasindan

kaynaklandig1 diistiniilmiistiir.

Hasta sayisinin az olmasidan dolayr CD200 seviyesinde istatistiksel anlamliliga
ulagilamamis olabilir. Ayrica c¢alismada CD200 ve CD200R pozitif hiicre
sayisina bakilmamistir. Hiicre diizeyinde CD200 ve CD200R’1n bakildigi daha
fazla sayida hastanin katilacagi benzer dizaynda bir ¢alisma ile anlamli sonuglar

elde edilebilir.
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7. OZET

ROMATOID ARTRIT AKTiVASYONUNDA CD200°UN ONEMi VAR MIDIR?

Romatoid artrit, sinoviyal eklemlerin inflamasyonu ile seyreden sistemik
otoimmiin bir hastaliktir. CD200, immiin sistem tiizerinde etkileri olan bir tip I
transmembran glikoproteinidir. Yapilan hayvan calismalari, kollajen ile indiiklenen
artritte  CD200’tin inhibitdr etkilerini gostermistir. Bu c¢alisma, romatoid artrit
aktivasyonu nedeniyle dizinde efflizyon gelisen hastalarda plazma ve sinoviyal sivi
CD200 seviyelerinde degisme olup olmadigini saptamak amaciyla yapilmistir.

Calismaya romatoid artrit aktivasyonu nedeniyle diz effiizyonu gelismis 11 hasta
ve kontrol grubu olarak da travma sonrasi diz effiizyonu gelisen 5 hasta dahil edilmistir.
Plazma ve sinoviyal sivida ELIZA yontemi ile CD200, TNFa ve IFNy seviyelerine
bakilmistir. Hastalik aktivitesi eritrosit sedimentasyon hizi (ESR), C reaktif protein
(CRP), hastalik aktivite skoru 28 (DAS28)-ESR ve DAS28-CRP ile degerlendirilmistir.
Romatoid artrit ve kontrol grubu arasinda plazma ve sinoviyal sivi CD200 ve TNFa
seviyeleri ve sinoviyal sivi IFNy seviyeleri arasinda fark bulunmamistir. Kontrol
grubunda plazma IFNy seviyesi ise istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek
saptanmistir (p =0.047). Biyolojik tedavi almayan romatoid artrit hastalar1 ile kontrol
grubu arasimnda plazma ve sinoviyal sivi CD200 ve TNFa seviyeleri ve sinoviyal sivi
IFNy seviyeleri arasinda fark yokken, plazma IFNy seviyesi kontrol grubunda anlamli
olarak yiiksek bulunmustur (p =0.028).

Calismada, romatoid artrit hastalar1 ve kontrol grubu arasinda plazma ve sinoviyal
stvi CD200 seviyeleri acisindan fark saptanmamistir. Romatoid artrit aktivasyonunda
CD200’iin 6nemini belirlemek i¢in daha fazla sayida hastanin katilacagi caligmalar

yapilabilir.

Anahtar kelimeler: Romatoid Artrit, CD200, sinoviyal siv1.
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8. ABSTRACT

IS THERE AN IMPORTANCE OF CD200 DURING AN ACTIVATION OF
RHEUMATOID ARTHRITIS?

Rheumatoid arthritis is a systemic autoimmune disease primarily affecting
synovial joints. CD200 is a type I transmembrane glycoprotein that has an effects on
immune system. Previous animal studies have established the inhibitory role of CD200
in collagen induced arthritis models. The goal of this study is to demonstrate whether
change of plasma and synovial fluid CD200 level exist at active Rheumatoid arthritis
patients with knee effusion during activation of rheumatoid arthritis.

Eleven active rheumatoid arthritis patients with knee effusion and as a control 5
patients with knee effusion due to trauma were included in this study. Plasma and
synovial fluid CD200, TNFo and IFNy levels are measured by ELISA. Disease activity
was determined by erythrocyte sedimentation rate (ESR), C reactive protein (CRP),
disease activity score 28 (DAS28)-ESR and DAS28-CRP respectively. There was no
difference between rheumatoid arthritis patients and controls in terms of plasma and
synovial fluid CD200, TNFa and synovial fluid IFNy levels. Plasma IFNy level was
higher in control group and this was statistically significant (p =0.047). Plasma and
synovial fluid CD200, TNFa and synovial fluid IFNy levels were not statistically
different between biological agents treated rheumatoid arthritis patients and controls
whereas plasma IFNy level was higher in controls compare to treatment group (p=
0.028).

In this study, levels of plasma and synovial fluid CD200 were not found
statistically different between rheumatoid arthritis patients and controls. Further studies
with more patients are needed to explore the importance of CD200 role in rheumatoid

arthritis.

Key words: Rheumatoid Arthritis, CD200, Synovial fluid.
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Ek 2. DAS28-ESR/CRP hesaplayici.
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