616.5-002.453.2 | (12442
% 4i8 h
1T

AAFAJ bfr%%

- TURKIYEBILIMSELVE
Sl TEKNIKARASTIRMAKURUMU
TOBITAK |

~ THESCIENTIFICAND TECHNICAL
o RESEARCH COUNCIL_ OF TURKEY

BEHCET HASTALIGINDA NOTROFIL ENDOTEL
ADEZYONUNDAN SORUMLU FAKTORLERIN
ARASTIRILMASI-IT

PROJE MNO:TAG-1208

T1p Aragtnma Grubu

Medlcal Sc1ences Research Grant Comrmttee_ f--_  {.




[, oy AP
0L 1o/ 2 {2 2
i~ ;
1
BEHCET HASTALIGINDA NOTRQFIL ENDRDOTEL
ADEZYONUNDAN SORUMLU FAKTORLERIN
ARASTIRILMASI-TI
PROJE MO:TAG-1208
Vs Y-S0 N VARt
Iff ﬂﬂawﬁwﬁm_h}n. jff !
j{t'@.:it_.{ -ﬂi"{— g; L "’{i’ A

Dr. SUERAN SANIN (OZGUM R
RN

Prof.Dr.TEVFIK AKOGLU

CEMILE MAWNTAS - .
Dr.HASAN YAZICI S
SABAMATTIN YURDAKUL

[,
Frof.
PFrof.Dr.

{

v a3 TR ATTRT e
SN ST E LY '_‘gl

ﬁ\j\ T
2 s
%ﬁ ARALIE 1994

2 TSTANBUL



§ 8 s e o A s ~HW%WWQ1M-‘-~

.‘,'_f__‘.-'. ! ..--&ﬁ%

©drer

e ke e e e :_‘_'L"“ e
Fm[” wo«:,;mm‘{ }:uL,ui EORMU I RIS %

RBPQ‘ Tarhi: g 15 3994

i

1- P”U¢P““4“=TAG-1ZOQ. : R o

3- Projenin B'aaln.mg,sr,jvc Ritig Twihler: 01 ABUSTOS 1993 - 01 ABUSTOS 1994

Eehcet Hastaliginda N&trofil Adezyonundan sorumlu.

- Pmucnn1Adl
' taktorlerln arabtlrllma31 ~I1I

/o

PmJL Yiriitiiciisi ve Yardimet Aragtinicdars viirittiicl, Slikran Sahin(Ozgin),

Arastlrlcllar Cemile Mantas, Sabahattin Yurdakul

anlsman : Tevfik Akoglu, Hasan Yazicir . ';_m;

G- Pfu.;uun ‘x’uzulu!du i Burnlug ve Adresi:

o)

J‘Marmara Unlversitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Imminoloji

7- Ne HCLHHTIIHIHUHH(HHHH Mct ve Adresi:

ta.

CGEilim Dali ‘Altunizade Istanbul : R

18- Oz Mbsuﬂr.t)

Bu daha Bnee Behget'li hastalarda nétrefillerin endotel hiicresine adezyonun arttigane gnstt.rm:mh Bu hastalarin
nbtrofilterinde- 82 inteprinlevin yiiksek oranda chsprese edildigini ve hastalarm serum IL-8 diizeylerinin de saghith kisilerden dala

}u!m.ll uldu;,unu bulou stuk.
Bu galigmada ‘arongg adezyonun muhtemel mekanizmalar jnéelendi, Behget'li hastalarda ubtrolil yiizeyinden LECAM

nmll.lculunuu kolayea dékiildiig it gériildit. Fiicre ylizeyinin sodyum azid ilave edilerek korunmanindan soneayapilan galigmada LECAN
diizeyi hastalarda %98.6 + 3.6, kontrollerde 98 1 7 olarak bulundu. Sodyum azid ilave edilmeden yapilan ¢aligmada ise LECAM moleldilii
hasea nénrofillerinde %26+ 28,5, kontrol ndtrafillerinde %93.4 7.1 olaral bulundu (p<0.001).

L .. Behget'li hastalarm plazmalarinda, solubl LECAM (sLECAM) dilzeyinin ise saghkl kigilerden daha dii giile oldugin g,m iiliki.
bm!yum azid itave edilerele clde edilen plazmada sLECAM, hastada 1.58 +0.4 pg/mli, kontrolde 1.98 4. 0.6 g/l olaralt §lgiilidiz (r < 0.05).
Sadyum azid ilave edilmeden elde edilen plazmada ise sSLECAM, hastada 1.8240.5 pg/ml, kontralde 240.5 pgdml olarale Slgildi
{p>0 5). Konwrollerin sodyum azidli ve sodyum azidsiz plazmalarinda sLECAM diizeyleri arasmda anlamdi fack goeiilionedi, 1lastada
isc sodywm azidli ve sodyam azidsiz plazmalarda sSLECAM diizeyleri arasinda istatistiksel olaeale anlunly fark bulundu (p<o.1),

Flasta monositlerinin yiizeyinde alitivasyon belirtee olan CD14, 25F9 ve G16/1 malckiillerinin arting oldugn ;,,u:nl:ln

% L1 1.4 placili saptandi, Fasta serumlaninda solubl CD 14 (sCDH) duzcyiniu arumy ofdugu saptandi sCD 14 hastada, 8.149.2 pg/iml,
lmnlm!c]r. 1.39.+0.73 ng/m! olarak bulundu.

siipernatant varlifmda %534+ 17.9, kontrol monesit kitlliir siiperpatant vach@mda ise %38.4£9.7 alarak bulundu (p<0.05).
Lipupolisakharid {LPS) ve farbolmiristatasetat (PMA) He uyandan sonra da adezyen artre etkide farle olmasma ragmen bu fark

tsatistikse! olaeal anlanl bulunmadi.
Auahtar Kelimelers LECAM, Beligut hastaligr, Adezyon, Monosit, 11-8,
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li1=.L1dl, CI14 %94:.943.7, 2519 %48.1£32.4 ve G16/1 %15416.2, kontrelde ise, CD14 %473+ 7.8, 25T %161 15 ve Gin/l

" Flasta monosit Lileir stipernatantargun PMN-endotel adezyonunu artirdiklan |,nruldu Adezyoitora, hasta monosit kiltiie
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1= ABSTRACT

We have shawn previously that neathrophil adhesion to endothelial cells was high in patient with Behyet's disease.
Fuethermore B, integrin mnlecules were found ta be highly expressed on neutlsrophils and seruam 1L-8 level was also higl. D this study
we have further evaluated mechanisims responsible in increased adhesion.

" LECAM éxln;'ussidxl on neuthrophils was low (%26+ 28.5) in Behget's patients and this caised up to normal levels ("hY8.6.+ 3.6}
whait blood samypiles coltected into sodium azide cantaining tubes for cell membrane protection. Soluble LECAM (sLECAM) level in
plasmia was alse significantly low but even became more signifieantly depressed when sodinm azide added to bluod samples helure
separation plasmae [rom cellulae comparument. All these chanpes were significantly different from normal contrals, '

Inorder to find the source of high serum IL-8 [evels in Behyget's paticns, purified monoecytes were examined lor activity
markers. Behget's patieats monocytes were found to express increased CD14, 25F9 and G16/1 molecules on their surface as cantpared
to normal control monocytes (CD14 %94.94 3.7, 2579 %48.t £ 32.4 and G16/1 %15 £ 16.2 in patients, CD14%87.3+ 7.8, 25FY %16.4 415
and G16/1 %14 1 1.4 in controls), Soluble CD 14 level was also high in patients’ plasma also indicating presenee of activated monocytes
in these patients, "

" Patentcand control nidnocytes were cultured with LPS aind PMA and collected eulter supernatants were tested in neuthrophil
adliesion experimients perfornted witl normal neuthrophils. It has been shawn that patients monocytes cultyre sapernatants stirudated
normal neuthrophil adhesion to endothelial cells significantly |

A Koy Words: LECAM, Behget's disease, adhesion, menacyte, 108,
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ONBOZ

Bundan oneceki calismamizda (TAG-7465) Behcget'li hastalarin
nétrofillierinde adezvon meolekiillerini incelemis ve CDlla nin
arttifiny saptamistik., Avrica Behecef'li hasta serumlarinin,
saglikl: kisilerin ndtrofilleri izerindeki CDllia ve CD1lb
molekiillerini artiric: etkisi oldugunu saptadik. Behget'lj
hastalarda IL-8 dizeyvini de vyiikseKk bulduk. ¥Yine bu hasta
serumliarinin PMN-endotel adezvonunu artirici etltisi oldugunu

gordik. Bitin bu bulgulardan harekatle bu galismada,
Bahoet'li hastalarda vine bir adezvon molekultu eclan LECAM
molekiiliinii incelendi, Behget'li hasta moncsitleri ve bu

hastalarda artmis olan IL-8 in hilcresel kavnag: arastirilid:i.
Bu proje Tirkive Bilimsel wve Teknil Arastirma Kurumu' nca
dFSteklenmiatir {TAG-1208}.



OZET -

Biz- daha &nce Behget'li hastalarda notrofillerin endotel
hilcresine . adezyvonun arttigina gGetermistik (TAG-7&0B) .
Avrica bu hastalarin notrofillerinde B2 integrinlerin vilksek
oranda eksprese edildigini ve hastalarin serum IL.-8
diizevlerinin de saglikli kisilerden daha vilksek oldugunu

i

bulmuatuk.

Bu calismada, artmig adezyonun muhtemel mekanizmalar:
incelendi. Behcget'li hastalarda ndtrofil vilzevinden LECAM
molekiliniin kolaveca dokiidugl morildi. Hucre viizevinin
sodyum azid ilave edilerek korunmasindan sonra vapilan
caligsmada LECAM dizevi hastalarda %78.6123.6, kentrollerde
%968+2 olarak bulundu. Sodyum azid ilave edilmeden vapllan
calismada ise LECAM molekiilil hasta ndtrofiilerindes %26+28.05
kontirol notrofillerinde % 22.4%7.1 olarak bulundu (p<0.001:).

Behget'll hastalarin plazmalarindea, aclubhle LECAM
(sLECAM) dilzeyinin ise saglikl:y kigsilerden daha disik oldugu
ghriildi. Sodvum azid ilave edilerek elde edilen plazmada
aLECAM, hastada 1.58%0.4 ug/wml, kontrolde 1.98%:0.6 ug/ml
olarak 68lclildl (p<0.058). Bodvum azid ilave edilnimeden elde
edilen plazmada ise sLECAM, hastada 1.82+0.5 wg/mi,
lkontrolde 2+0.5 upr/ml clarak oOlgildd (p20G.5). Kontrollerin
Smdyum azidli ve sodvumn azidsis plazmalarinda sLBCAM
diizevlieri arasinda anlamli fark gdrllmedi. Hastada 1ise
sodvum azidli ve godyum azidsiz plazmalarda sLECAM diizevleri
arasinda istatistiksel olarak anlaml: fark bulundu {p=<0.17,

Hasta monositlerinin vizevinde aktivasven belirteci olan

Cind, 259 ve Gi16/71 molekillierinin artmis olduin gordaldu.
Hastada, CDl14 %94.9+3.7, Z8F9 %48.1232.4 ve Glo/] B1hEla 2,

kontrolde lse, Chtd %B7.37.8, 28F9 %16.4218 ve Gl6/71
“1.4%1 .4 olarak saptancdi. Hasta serumlarinda solubl Cchxla

(s0D14)  dilzevinin artmig olarak bulundu., sCDILA hastada,
N.119.7 pgsml,. kontrolde 1.27:0.73 pEsml olarak sapbtandgy.

Hasta monosit killtir sipernatanlaringn PN -endotel

adezyonunuy artirdikiar: péridldi . Adezyon Grand haszta
monosilt  kiiltilr sdpernating varlsginds AoAak17 0. kantrol
monosit kiltidr sipernatan: varlifinda ise WA, ALY T olarak
hulundu (p«D.DBY. Lipopelisnalklkarid C1R5 ) =

forbolmiristatasetalt (PMAY ile uyaridan sonvs  dla adeuvon
fetatintikoel

drbiricl etkide fark olmasina ragmen bu fark

alarak anlamlay bulunmad: .



ABBTRACT

We: have shown previously that npeutrophil adhesion to
endothelial cells was high in patients with Behget's
diaeqse; Furthermore B2 integrin molescules were found to be
highly éxpressed on neutrophils and serum IL-8 level was
also high. In this atudy we hqve further evaluated

mechanisms responsible in increased adhesion.

LECAM expression on neultrophils was low (%Z26228.5) in
Behget's patients and this raised up to neormal levels
(%98.6%3.6) when blood samples collected inte sodium azide
containing tubes for cell membranse protection. Soluble LECAM
(sLECAM) level in plasma was also significantly low but aven
became mere significantly depressed when sodium azide added
to Dblood samples hefore aeparation plasma from cellular
compartment. All these changes were significantly different
from normal contrels.

Tn order to find the source of high serum IL-8 levels in
Behget's patients, purified menoccvtes were examined for
activity markers. Behget's patients monocvtes wesre found to
express increased CDl4, 25F% and G16/1 molecules on their
suffaqe  as compared to normal control monocvies (Chl4
%94 . 9E3 7 25F9 %48.1+32.4 and G16/1 %15%16.2 in patients,
Chiha  %B7.3+7.8, 26F9  %16.4%15 and Glasl WhLatl LA in
controlsl.

Soluble CD14 (sCD14) level was alsc high in patlents

plasma also indicating presence of activabesd monocvies in

theae patients.

Patients and controla monogyvtes were cultured with LPS

and PMA and collected cultbture supernatants were tested in
neutrophils adhesion experimnents per ormerd wilh normal
neutrophils. Tt has been  shown  that pat ients  monooy bes

aulture supernatants sbimulated normal peutronhi b adbhesion
to endothelial cells significantly.
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' BEHCET HASTALIGINDA IMMUN BOZUKLUKLAR

- o £

‘Behggt:hastallél ilk kez 1937 vilinda Dr.Hulusi Behcget
tarafindan tanimlanan pek gok + organ tutulumu ile
karakterize,sistemilk, kronik bir hastaliktir. Oral aft,
genital llserasvon, lveit, deri lezvonlar: gibi mukokiitantz
senptomlar siklikla g&rilmektedir.

Hasgtaligin etiyolojisi ile ilgili bugiline kadar tam bir
agiklama vapillamamistir. Bu nedenle hastalifin tanisinda ve
takibinde vardimc: olacak spesifik bir laboratuvar testi
hdla yoktur. Hastalarin lezvonlarinin histolojik sdviinlnil,
vogun., PMN infiltrasvonunun go&riildizi akut enflamasvon
dzelliklerini tagimaktadir.

Bu hastalifin etivolojisinde genetik bir baz iizerinde
enfekesiydz faktdrlerin sorumlu olabilecegi diginilimektedir.
Bu, yonde en gok aragtiralan iki ajan Herpes Simplex Virus-i
(HG3V-1) ve cegsitli streptokok suslaridainr. Beheet
hastalarindan alinan serumlarda HSV-1 e kars: T-lenfosit
cevabinin zavif oldugu ve serum IFN~X digevinin de artmis
oldugu gaptanmigtir (Denman,1991). Etivolojide hangi ajan
ver alirsa alsin Behget'li hastalarda immiin -sistemin cgok
farkli vénlerinin bozuk oldufu bilinmektedir,

As1l bozuklugun ise PMN fonksivonlar: ile iliskili oldugu
dilsiniilmektedir. - Ornegin, paterii testinin erken doneminde
(ilk 24 saat) ve veni gelisen eritema nodosum lezvonlarinda
agirlikla olarak mononitkleer hilcrelerin infiltrasvonu

gozlenmistir (Yamana, 1%82).

Behget hastaliginda PFMN aktivitesinin artwmic oldoegue da

hildirilmistir. Ornegin, PMN kemotalszisi, lizozomal enzim
salinimlari, fagositoz, 0XZ metabolizmasinda arlis ve endotel
hiicrelerine gitotoksik aktivite Art1sl oldugu rapor
edilmigtir (Niwa, 12827 . FHMN lerin endotel hicresine
adezvonlar:y da artmistir (Ozgiin,1793). Bundan baska PMN

vizeyinde adezvon molekillerinden CDlla molekili saglikli
kigilerden daha viksektir (Oegiin,1773) .



Ayrica Behget'li hastalarda endotel hilcre bozukluklar: da
rapor edilmigtir. Bunlar arasinda azalm:s prostasiklin
vapiml. . ve . fibrinolitik aktivitede bozukluk gavilabilir
(Kansu,1993)..

Behget'li hastalarin serumlarinda IL-8 dizevleri da
yiiksektir (0Ozgiin,1993). Bu bulgu artmisz PMN kemotaksisi ve
artmig adezyonu ac:iklavabilir.

Endotel wve PMN fonksiveonlarindaki bu ve bilinmeven
degigiklikler Behget hastalarinda 51k goriilen damar
bozukluklara ve bununla iligkili klinik belirtilerden
sorumlu olabilir.

ENDOTEL—L@KOSiT ADEZYON MOLEKULLERI

. Enflamatuvar vyanittaki ilk agama n&trofillerin damar
endoteli hiicrelerine vapismasidair. Notrofiller ancak bu
dzamadan senra dokulara gdo ederler.

. Lokaogitlerin dokulara gbeil, lokosit ve endotel
hilerelerinin . yizeyvindeki adezyon molekiilleri arasindaki
dinamik etkilegsme ile kontrol edilir.

. Adezvonda olava aktif olarak katilan bu molekiiller
vapilisal 6zellikleri bakimindan bes gruba avrilirlar.

1.immﬂnglobulin sliper gen ailesi

2.Integrin siper ailesi

3.8elektinler

4. katedrinler ve diger siniflanamavan adezvon molelkiillari

1. IMMUNGLOBULIN SUPER GEN AILEST

Immiinglobulin molekii]ii 1le homolaoii phdsteren
molekilllerdiv,.Bu grupta ilk tanimlanan ve dzerinde en fazla
caligma vapilmis olan TCAM~-1 molekilidir. indotel
hilcreleri ,uvarilmis fibroblastlar,keratinositler ve dilsg kas
hiicrelerinin vilzevinde bulunur.Endotel hilcre vilzevinde
atlireklli  bulunmakla beraber endotel hidleresi sitokinlerle
aktive oldugunda hilcre vizevindeki miktar: arvtar.ICAM-1 ve
ICAM-2 oiarak iki farkli tipl tanimlanmigtir. ICAM-1 LFA-1 ve
CR3'e haglanir. ICAM-2 ise sadece IL.FA-1"e baglanaiv

(Zimmerman,19%2) .




Bl ailenin bir diger liyesi ise VCAM-1 dir. Bu molekiil,
_lenfosit ve monositlerin vyizeyvinde bulunan wve VLA olarak
151mlend1r11en molekiile baglanir. Endotel hiicreai viuzevinde
ancak | stimilasvondan sonra gorinir. Bu molekiil de
flbronektln laminin - gibi  hiicreler arasindalki dokularda
bulunur‘(Hogg,1992). .

2. INTEGRINLER

B1,B82,83 integrinler olarak ic grupta toplanabilirler. B1
ve . (32 integrinler PMN lerin graniillerinde bulunur. wve
adesomlar olarak isimlendirilirler.

B° :Llntegrlnl alfa ve 3 zincirlerinden alusmusg
heterodlmerlk vaplda glikoproteinlerdir. Alfa zincirinin uc
tlpl bulunmaktadir. Bunlar €Dlla, CD11lb ve CD11lc olaralk

1m1end1r111rler B zincirine ise CDI18 ad: verilmistir. Her

blr_ ;ia zineiri 8 zinciri ile nonkovalan baglldlr. Boviece
Oluqan CDllalCDla molekiild LFA-1, CD11b+CD18 molekilli Mac-1.
CD11e+CD18 molekiilli ise P 150,95 adini alir. Clusan bu
heterodimerler ICAM molekilleri ile birleairler. Bu
integrinler hiicre viizevinde siirekli bulunurlar. Ancak PMN
lerin aktivasyonu ile bu meolekiillerde kalitatif ve

kantitatif artis goriliir (Stacker,1971:.

A. SELEKTINLER

Selektin ailesgsinin dyelerinin her birinin amino terminatl

ucu, memelilerdeki C-tip lektine benzer. Bu molekiiller,
epidermal growth fakt®re benzeven amino asit sekanslarina ve
komplemnan regilator proteinlierinin kilelilk bhir iinitine

benzeven ve gok savida tekrarlayvan amino asit dizinimlerine
sahiptirler. Adezvonda lektin kismi Snemlidir.

inlerin Uo tipi tanimlanmistir.

elektin
elektin
elektin

L
t‘*"U
m m m

]




E~S8elektin; endotel hileresi viizevinde bulunur. ELAM-1 ad:
verilen: bu “molekiil normalde endotel hiicresi vizevinde
bulunmaz ancak aktivasvonla ortava cirkar.Endotel hicresi
IL-1 -veya TNF ile stimiile edildiZinde ELAM-1 exXpresyvonu
g@tﬁlﬁy, Bu molekiiliin yiizeyde belirmesi icin en az bir saat
gefeklidir. 4-8 saatte masimuma ulasir ve uvari devam etse
bile;EATAB saat sonra kavbolur. Genellikle B2 integrinlerle
baélanlr. Ancalk ndtrofil endotel adezvonunda 32 integrinler
diginda da baska reseptiirlere baglanarak olava katildiga
dﬁ;ﬁnﬁlmektedir. Cinkil B2 integrinlere karsi kulianllan
antikorlarla notrofil-endotel adezvonu kismen inhibe
edilebilmektedir. Endotel vilzevinde bulunugu lékositlerin
adezyvonuna neden olur. T lenfositlier ve dzellikle bellek T
lenfositleri bu molekiile baglanarak dekulara gic ederler.
Ayni sekilde monositler de aktive olduklarinda bu molekile
baélqnarak damar disina gikarlar {(Pigott,1991).

P-Selektin; histamin veva trombinle endotel hicresinin
aktivasyonundan Dbirkag sanive sonre endotel hilcresinin
graniillerinden plazma membranina trancfer - olur.
P-Selektinlere PMN lerin bhaglanmas: icin aktive oclmalar: ve
A2 integrinlerin varligil gerekmektedir. PBMN ierin endotel
hiicresi zerinde vuvarlanmalarini (rolling) saglamak
geklinde ©Onemli godrevi bulunur. Bu molekiil CD62ZP olarak
bilinir, Diger isimleri ige GMP-140 vea PADGEM dir
{(Zimmerman,1992).

L—Selektin; monosit, notrofil ve lenfositlerin bazi alt
gruplarinda bulunan viizey molekidlidir. Lektin/ hiieresal
vapigma molekilll ailesi olarak tanimlanmigslard:r wve bu
ailenin bir ivesi clan lektin-adezvon-molekillii-1" (LECAM-1)
notrofil endeotel adezyonununda Snemlidir. Stimiile olmam:sg
notrofil vilzeyinde bulunur. Uvar:lmisz sndotel ile PHN lerin
ilk adeziv etkilesmesini regille oder . MNotyrofil-aondotel
etkilesmesinin ilk asamasindaki vaplsma  meroel anlamda
Vaplisma degildir ve bu PMN lerin endotel ifizerinde
vuvarlanmasi seklinde olur (Zimmerman,1992).

Bu asgamada LECAM-1, PMN lerin vaskiller endotel hilcresi
IVEDY  dzerinde vuvarlanmasini saglar wve daha sonra B2
integrinlerin aktive olmasi 1le gercek PHN-VEC vapigmas:i
onlusur. B2 integrinler aktlive olup esas adezvon olustuktan
sonra. LECAM-1 molekiilli PMN vizevinden ortama dokialir, Daha
sanra bu molekill PMN lerin endetele adezyonunu inhibe eder.
Pt inhibisvon serbest, LECAMN-1 melegkiiliiniin endotel dzerindeki
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ligand, ile birleémesi ve daha sonra , n&trofillerin bu
liganda baZlanmasinin engellenmesi ile gerceklesir. Ancak
LECAM-1 in endotel Uzerinde bagka ligandinin da olabilecegi
dilgiinlilmektedir (Smith,1991).

¥ PMN viizeyinden LECAM~1 molekiiliiniin koparilmasinin IL-8 in
Etkisi ile olustugu ileri sﬁrﬂlmektedir.'iL—B,PMN yuzeyindén
LECAM-1 in kopmasi ve B2 integrinlerin aktive olmasina neden
olmaktadir. IL-B8 in etkisi ile gergeklesen LECAM-1 ve B2
integrinierdeki degisiklikler ekatravazasyon igin gerekli
olan adezyonda kritik rol ovnar (Rot,1992).

MEL-14 molekilil, LECAM~1 molekilinin farelerdeki
analogudur ve "lenfogit homing reseptor” olaral
tanimlanmistir, Aktive olmamis notrofillerin endateaele
baélanmaa;nl saglar. Ancak ndtrofillerin, enflame dokudan
gegisinde down regilatdr role sahiptir. PMN lerin kemotaktik
aktivasyonundan sonra, 96 k.d. luk bir protein olarak hiicre
vizeyinden ortama ddkiiliir. Bu protein,aktive olmus PMN ler
tarafindan normal dokunun hasar gormesini ve hilcre
ekstravazasyonunu engeller (Kishimoto,l198%).

‘ Yiné,bir L-8%elektin olan LAM-1 (ldkosit adezyon molekiilil)
lenfositlerin "high endothelial veniil"e (HEV) Vaplgmasina
aracilik eder. Lenfosit ve ndtrofiller avni LAM-1 molelkiliini

tagirlar. Lokositlerin stimilasyonundan sonra LAM~1
molekiiliiniin afinitesine ait degisiklikler olusur ve bu olgu
1dkosit migrasvonunu direkt etkiler, MEL-~14 ve LAM-1

irlikte, lenfositlerin HEV ¢ vapigmaszlinil saglarliar,

NOTROTFIL-ENDOTEL ADEZYONUNDA SITOXINLER

Notrofillerin endotele adezvonu ve bunu saglavan vizey

reseptdrierinin gavisi ve aviditesinde pekcok mediatdrin
etkili oldugu gosterilmistir. Bu mediatdrler lenfositlerden,
notrofillerden ve bizzat gndotal hiicrelerinden
salgrlanabilirler. Bu sitokinler vaplsma molekiillerini

etkiledikleri gibi endotel hicgresinin baska fonksivonlarinia
cda modiile edebilirler. Asagida ndtrofil-endotel adezyvonunda
rol 7 ovnadiga kanitlanan Gneml i mediatdrler kigaca

artlatilmaktadir,




-~ 1.interldkin-1 (IL-1)

.Endotel: hiicresinin PAT ("platelet activating factdr”) ve
PD@F {"platelet derived growth factor”) vapimini: ve endotel
nzerinde . ICAM~1 ve ELAM-~1 ekspreavonunu artirir
{Mantoyani, 1987} . ' /

-y 2, Tlimér nekrozis faktor (TNF) '

-BEndotel ilUgzerine etkisi IL-1 gibidir. Lékositlerin
endotele adezyonunu, IL-1 galinimin: v dadeezvon
molekiillerinin ekspresveonunu artirir,

“3.Interferon (IFN)

ok .

Endotel lzerine etkisai kendisine hastir Ve diger
sitokinlerden farklidir. Endeotel hicresini stimile ederek
onun aksesuvar hiicre gibi davranmasina neden olur. Endotel
hilcresi {zerinde ICAM~-1 ekspresvonunu g¢ol vavag olmakla
beraber artirir.

LA . Transforming growth faktdr (TGF)

Endeotel iizerinde modilator aktiviteve gahiptir.

Natrofillerin endotel hicresine vapigmasai TGF-R ile

baskilanir. TNF wve IL-1 in ndtrofil adezvonu ﬁzerindeki
etkilerini haskilar {(Gamble,i1?91). '

§.interldkin-8 (IL-8)
Endotel hilcreleri aktive oldulklarinda JL.-8 sentez

ederler.Bu molekiiliin sentezi, stimillasvondan 4-24 saalt sonra
maksimum dizeve ulasir (Schréder,198%9). IL-8, PHN lar igin

kemotaktikk etkive sahiptirv. Endotel hicresi Larafindan
aentez edildigi Zaman PMN lerin transmigrasyonunu
etlkileyebilir (Brandt,1%%92). IL-8 monosit ve lenfosilklevrden
che salinir. Notrofillerin adezvonlara ve motiltiteleri

lizerine etki eder. NBtrofiit vizevinde IL-B igin roaephor
bulunmaktadir. Bu reseptédrlerle IL-8 hilcre tavafindan foeri
alinir. IL-8 endotel hiicresi tarafaindan salondikbtan seora
endotel hilcre viuzeyi ile hirlesir ve Hilarenin  Thmene  balkan
vﬁzé?inﬁe depolanir. IL-8, PN viizeyinde spesifilk
reseptorlere baglanarak ontara aktive eder., Sonucta PMN ler
de B2 integrinlerini artiraralk geraelk PHN-VEC adezvonu
gerceklesir. I1L-8 in bir baska etlkisi ise TPMM ler lUzerinde

&



LECAM-1 molekiiliinin koparilip ortama dOkiilmesini saglamaktair
(Rak,1992) . Bunun sonucu alarak PMN lerin adezvonu inhibe
olur. Bolubl LECAM-1 molekiiliiniin PMN viizevindeki adezyon
molekilleri ile kompetisyona girerek bunu gerceklestirdigi
dilgtinilmektedir.

IL-8 in c¢ift v&nli etkisi,adezymnda. fegﬁlatér ghrevi
oldugunu Edstermektedir (Huber, 19291) . Ancal: bunun
mekanizgmasl  tam  olarak bilinmemektedir. Endotel hilcresi
vilzeyinde depolanan IL-8, adezyonun up-regiilasvonuns neden
olurken, serbest dolagan IL-8 down-repglilasvonuna naden

olmaktadir (Gimbrone,198%).
&.Trambogit aktive eden faktér (PAF)

Epdotel hiecrelerinden salinan bu molekiilin ldkasitler
bgerinde proadeziv etkisi oldugu gosterilmiztir. Endotel
Uzerinde silrekli bulunmaz, ancak endotel stimile edildigzinde
1-2 dakika iginde sentezlenir. Sentezlenen b molekill .ortama
salinmaz ve hilcre vizevinde tutulur. Endotel viizevine bagl:
olan PAF, PMN leri aktive eder.Bu aktivaswvon, notrof il
viuzevindekl PAF reseptdri ile gergsklesir. PAF 1le  bu
reseptérin baglanmas: PMN viizeyinde CD11a/CD18 we CDIIL/CDIE
nclekidllerinin up-regilasvenuna neden olur. PAT, endotel
viizevinde eksprese oldugunda, PMN lerin adeziv &zelligini
artiran sinval gibil islev gérir. PAF ftarafindan PMN lerin
aktivasvonu sonucu  bu  hicrelerin kemotaktil faktirlere
vaniti artar. Bivi fazdali PAT, hiore vilgeyvinden
L-Selektinlerin dokilmesine neden olur (Zimmerman,l?932),



MATERYAL VE METOD

»

HASTALAR

., Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Romateleji Bildim Dalinda Behcget
hastallg:r tanis: ile takip edilen ve "International study
group', kriterlerine uygun hastalandan, rutin izlemleri
girasinda 10 ml vendz kan alindi. Kanlar gal:gsme protaokoliine
bagli olaralk; EDTA li1, EDTA ve sodvum azidli; heparinli veva
direkt olarak alindi.Kan drneklerinin bir b&liimii hemen huz
ile. sogutulmug su banvosuna konurken, diger bdlimi oda
1g9131nda muhafaza edildi. Lerum A= plazma avrillarak
porsivonland: ve kullanilincavya kadar -50°C dereceds
gaklandi.. Bu galisma igin, 112 hastadan ve zaglikli kontrol
olarak, degisik =zamanlarda, toplam &40 laboratuvar personeli
ve tip fakliltesi SErencisinden kan alind:.

 MONONUKLEER HUCRELERIN VE NOTROFILLERIN AYRILMAST

Heparinli veyva EDTA 11 kanlar oda 1sisinda 30-45 dakika
bekletilip ‘'bufy ceat' un avrilmasi saglandi. Bufy coat
pipet ile alindyr, ficol igeren lenfoprep solusvonu (d 1.077)
Uzerine tabakalandirilarak vavildi ve 30 dakika 400 = de
santrifij edildi. Bu sgirenin sonunda ficel iistinde kalan
monontikleer hiicreler avri hir tipe ve ficoplin altinda kalan
ndtrofiller ayri bir tlpe alindi. Hicreler ayri avri {fosfat

Lampon ile iki kez vikand:i. Notrofil bulunan tilptelki
eritrosit kontaminasyonunu ortamdan nzmaklastirmak inin
hipotonilk asck vapildal. Fu amacla %02 sodyvum kKleorur
solusvonundan hilcrelerin dizerine 1 wml ilave edildi wve &0
ganive stire ile galkaland:, daha sonra % 1.6 luk sodvunm
kloridr suspansivonundan 1 ml illave edilerelk ortam i1zotenik
hale getirildi wve santrifi] edilip stpernatan atalds. HBir
defada eritrositlarin tamamin:in lize edilemedigi duvumlarda
hy iglem 1-2 ko daha tekvrarland: . Notrofiller ve

mononiikleer hilcreler ayri: avr: daha sonra g¢alis:lacaklary
tampon veva mediumlarda resuspande edildi.

ao




- ENDOTEL HUCRE RULTURD

Endotel  hiicreleri daha &nceki projede tanimladigimiz
vontemle (TAG-765) mlde edildi. Kisaca, gﬁbgk kordonlarindan
kollajenaz enzimi kullanarak endotel hilcreleri izole edildi
ve kiltlrd yapild:. Kiltiir mediumu olaral RPMI kullanildy.
Mediuma, %20 f&tal dana serumu, ZmM L-glutamin, w0 . 225
sodyum ‘bikarbonat, 5 ug/ml gentamisin, 5U/ml heparin, ve
endotel hilcresi growth faktéri olarak kendi Uretimimiz olan
{vontemi TAG-7653 nolu projede agiklanmistir ve vavinlanmak
lzere "Thrombesis Research" isimli dergive gonderilmistir?
75 . ug/ml fare beyin ekstrakt: eklendi. Hicreler kiiltir
kabinin tabanin: doldurdukga pasaj vapilarak cozaltild:.
Ureven hilerelerin endotel hilcresi oldugu TAG-7565 te
agiklandigi: gibi, kiltlir sipernataninda Von Willebrand
Faktor tavini ile saptandl. Adezvon calismalarinda
fibroblast ve diiz kas hilcrelerini kiitir ortamindan . ekarte
edebilmek 1igin Ugiinell pasajdan sonraki hiicreier lkullanilda.
Hucrelerin fazla vagslanmasinin etkilerini onlemek igin ji=e
8. pasajdan sonraki hicreler kullanilmad:. Uclingi pasajdan
gonra. endotel hiicreleri diiz tabanli, 96 ltuvulu  kiUltiir
plaklarina, her kuyuda 20.000 hiiere olacak sekililde ekildi,
kiltlire devam edildi ve hiecreler kiiltir kabinin tabanini
tamamen kapladigZinda adezvon testi vapllda,

MONONUKLEER HUCRE XULTURLERT (Monasit,lenfosit)

Hu amacla Behget'li 27 hasta ve saglikly 17 Ligicden kan
alinarak vukarida tanimlanan dancite gradieonti vdnteowi ile

mononiilkleer hiovrelsri avrila: .,

Monosit kiiltiri:Yukarida anlatildsgr gekilde Behoet 1]
hasta ve gaglilkly kisilerden mononilklecr bidcrveler asterd |
kosullarda avrildl. Hicreler Rx]O6 Aml olacab geliide NPMI
medium  iginde resuspande edildi.¥Yirmidért  lkuvolu  kizdleilp
nlaklarinin her kuvusuna 1 ml by hicre suspancgivonundan
tlave edilip 37°C de %7 €02 bulunan oriamda 1 saalt inkibe
edilip nonositierin kivltlir plaginin tabanina vapiramani
saglandl .Yapismavan hiicreler (lenfesitler) aspire edileralk
ayrildir.Kuyular iki kez medium ile vikanarak lenfositler
tamamen nzaklastairildy . Her Kuyiya 0.4ml medium ilave




edilerek kultiir vapilda . Birer kuvuda sadece med
kliltilr -~ wvapilirken birer kuvuva da 10
forbolmiristatasetat (PMA)} veva 100 ng/ml lipopoli
(LP5) ilave edilerek hiicreler uyarild:.

ium  ile
neg/ml

sakkarit

Lenfosit killtiliri:Monosit ayirma isleminden sonra elde

edilen  vapigmavan hilerelerin lenfosit olduklar:y,

monosit

viizey belirteci olan CD14 molekiiliine kars: monoklonal

antikor kullanilarak flow sitometrik olarak saptandi:. Elde

edilen hiicrelerin pilir lenfosit olduklarindan emin olunduktan
sonra lenfosit kiltiri vapild:.Bu amacla vapismavan hilcreler
2x106/m1 olacak gekilde medium iginde resuspande edildi wve
virmidort kuyulu kiltir plaklarina her kuvuva 200.G00 hiicre
dilgecek gekilde dagitilda.Kiltir ortamine PMA wve LPS5 ayr:

avrl, vukarida anlat:lan keonsantrasvenlardae ilave
kiultldr vap:ild:.

edilerek

Mononiikleer hilcre kiltiiri: Periferik kandan elde edilen

mononikleer hilcreler (monos it we lenfosit birarada)

710t

/ml hiucre olacak gsekilde medium iginde resuspande edildi ve

vukarida lenfeosit kiltiriinde tarif edildigi sekilde
vapilday.

kidltiird

Her ¢ tiir kiltir slpernatanlar: 2Z4. wve A8. saatlerin

sonunda toplandl ve IL-8 dizevler: olgilmelk ilizers

saklandi1 . ¥iltir slresince hiicre beslemesi vapillmadil.

-H0°C de

Kiiltidr mediumu olarak RPMI kullanild:i wve buné %l fotal
dana serumu, 2mM  L-glutamine, %0.225H sodvumbikarhonat,

S

Aug/ml gentamisin eklendi .

MONOSTIT TZOLASYONUNDA PURIFIXKASYONUN  PASARISTININ

ARAGTIRILMAST :

Monaasit kixlturld vapmak awmac: ile plastihk
v 1.

petriye

vaplsbirma véntemi ile monositler izole edildibten sonra,

vapigtirma onoesi ve yvaplshirma sonras) hiore yieevi
varligi arastivrildl Anli-CR14 monolklonsl anb leosu

USA)Y ve flow sitometr! ile vapislan  anat iz sonunda

tasivan: hilcre (D14 monosit helivrleal o ek

populasvonunun, vapirsbirma igleminden ST

nde CDTA4
(Coultur
Ol A
bilinir)

Larmamen

kavboldugu gdrilerei vontemin gilventlirlisi sapland: .
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. ADEZYON TESTI

Saglikly 2 kigiden heparinli vendz kan alinarak yukarld&
anlatald;él,gibi nétroefiller izole edildi ve san yvikamadan
sonra. ,leod /ml hiicre olacak agekilde RPMI medium iginde
resuspande edildi.

Dokganalti kuyulu plakta lireven ve kiUltiir kabinin tabanin:
tamamen kaplayan endotel hiicrelerinin kiltiir mediumu atildy.
Hicreler iki kez 379C ve 1s81tilmig RPMI ile vikandi. Her
kuvuyva 50 ul nitrofil suspansiyonu ve monosit kiiltiir
siipernatanlar: eklendi. Her hastava ait monosit killtiir
stipernatany lig ayri kuyuda galigildyr. Hicreler 37°C de %7
COZ bulunan ortamda 45 dakika inkiibe edildi. Bu slirenin
sonunda vapigmavan ndtrofiller kuvulardan dikkatlice aspire
edildi . ve kuyular iki kez 37°C ve a1si1tilmis medium ilé
endotel hiicrelerinin plagin tabanindan ayrllmama51na'dikk&f 
edilerek vikandi. Kuvular mikroskopta tek tek jnce]enerek;
hiicreler tabandan ayrilmis ise bu kuvular adezyvon testindé
deferlendirme disi birakild:, ’

Yapigan notrofil savisi TAG-765 teki vydntemden farkli
alarak notrofil mveloperoksidaz (M) en=zimi 5lcUlere&
hesaplandi (Dobrina,1991). Bunun igin; 0.1 M godvun asetat
tompon {pH 4.2} icinda %l _ aranlmda 
setiltrimetilamonyumbromid (MPO vu soclubilize edici ajand) ve
0.2 mM tetrametilbenzidine (MPO nun substrati)  ecklenerek
hazirlanan solusyondan kuvulara 75 ul ilave edildi. Tli
dakika sonra da her kuvuva 0.7mM H202 den 75wl ve buadan 2
dakika sonra da 50 ul 4N aselik asit (10 mM NaN3 iceren)
Llave edilerek reaksivon sontandirildl Fuvularin 600 pm de
otomatik BLIZA okuyucuda optik dansiteleri il i) el

Kontrol amaac: ile ortamda monosil kidltir siipernalban:
bulunmayan 5 avri kuvuva 60ul notrofil suspansivonu eslklendi
ve inkiibasvondan senra sivl klsmi atalarak hilcreletrin tamam:
kuvuda brrakildi.8u kuvularin optik dansite ortalamasi total
nbtrofil MEO Sl olarak formiilde verine konuldu. Sadece
endote] bulunan ku?ular}n optik dansite ortalamazi lise
"Irackground” degeri onlarak kullaniid: . Asagidaki formiille

adezvon orani hegaplanda.,
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Monosit killtur siipernatan:
bulunan kuyunun -Background
T Optik dangitesi (artalama)
Adezyvon orani= 100w

Total nétrofillerin :
bulundugu kuyu -Background
Optik dansitesi (artalama)

. FLOW SITOMETRIX INCELEWE

_ ‘Behget*1li 30 hasta ve gaglikly 30 kigiden vendz kan
toplandi. Alinan kanin 5 ml sine 0.1 ml %0.224 gvr sodyvum
azid, ve %0.5 gr EDTA igeren golusyendan eklenip ltan
Oornekleri hemen buzlu su igine alindi. Hasta ve kontrol
kanlarinin her birinin 0.1 ml sine 10 ul  anti-LECAM
{Immuotech, Fransa) 10 ul 2ZBFY, 10 ul G1s6/1, (26F? ve Gl&a/il
aktive monositleri bovavan monoklonal antikorlard:ir) 5 nl
anti-CDila, 5 wl anti-CD1llbk, Bul anti-CDL8, 5 wl anti-CDl4
monoklonal antikorlari eklendi wve 30 dakilka buzlu su iginde
inkibe edildi. Bu sgiirenin sonunda drnekler % 0.1 BS3A wve 7mnM
sodvum azid igceren ve 4°0 ve sogutulmus Tosfat tampon (PRBS,
vilkama tamponu) ile 1ki kez vikand:. Dabha sonra éfneklerin
itetine 5 upl, 1/100 dillle edilmigs flaresein izotivosivanat
(FITC) bagl., goat-anti-mouse antikor ( Serotech ) ilave
edilerek 30 dakika daha buzlu su listunde inkihs edildi. Bu
siirenin gonunda hicreler vikama tamponu ile ik lemzn
vikanday . Ortamdaki eritrogitler lisis tamponu ile (Hecton
Dickinson) lize edildil ve hicreler %1l paraformaldehit igeren

PHE  dginde resuspande edildi. Hiboreler FACSocan de flow
sitometrik olarak lenfosit, monosit wve ndtrefil 'gate’ i
alinaralk avri avriy incelendi. Her oOrnek igin 7000 hiicre

amaliz edildi. Background boyanma igin sadece TFITC bhagly

poat~anti-mouse antiker kullanmildl.
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~ LECAM MOLEXKULUNUN STABILITESININ INCELENMEST.

LECAM molekiiliiniin farkla iglem kogullaflndan nasil
etk}}end@éini izlemek amac1 ile vapildi. BDu amagla kan
Odrneklerinin bir bSlimld alindiktan sonra islemin sonuna
kadar, sodyum azid ve sofuk inkibasvonla muafiele edilirken,
bir bélimil ise oda 1sisinda ve sodvum azid clmadan iglendi.

Ayrica tam kan ve notrefil avirma iglemleri uygulanarak, bu
islemlerin etkisi ineelendi. Bunun igin 20 Behget'li hasta
ve 30 gaglikl: kisiden vendz kan alindi. Alinan bu kanin B
ml sine 0.1 ml EDTA ve sodvum azid igeren soliisyon (yukarida
flow sitometrik analiz bdlimiinde tavrif edildi) eklendi ve
hemen buzlu su iistiine oturtuldu. Kanin 5 ml sine ise sodvum
azid igermeven EDTA solusvonundan 0.1 ml eklendi wve bunlar
ada =_lsllsllnda tutuldu. Bu kanlarain 0.1 ml sine 10nl
anti-LECAM ilave edilerek vukarida fiow sitometri béldmiinde
anlatildigr gibi yvizey Dbovamasi vapilaralk FACScan @ de
ingelendi. Avrica sadece EDTA 11 soclusvon eklenmis kan
orneklerinden vukarida nétrofillerin avrilmas: baluminde
anlatildigsr gibi ndtrofiller avr:ildil. Hicreler 251086 /ml
olacak ,sekilde avarlandi. Bu hilere suspansivenunun 0.1 ml
sine . 10 wul anti-LECAM antikeoru eklenerek vukarida flow
sitometri bliminde tarif edildigi gibi vizev bovamas:
vaplldil ve FACScan de ingcelendi.

ELiZA YONTEMI ILE SOLUBLE LECAM DUZEYININ OLCUMI.

Bu amacla Dehcet'li 15 hasta ve saglikli 15 kisiden venoz
kan alindil.Alinan kanlarin 5 ml sine 0.1 ml vukarida tarif
edilen EDTA ve sodyum azid solusyvonundan eklendi ve ornekler
hemen hbuzlu su ustine oturtuldu.¥Xanin kalan 5 ml sine iae
ﬂbdytmi azid icermeven EDTA solusyonu eklendi ve Ornekler
plazma Ay lrma islemi vaplilincava kadar ada 1s1s1inda
tutuldu.Tiim drnekler 00 g de 15 dakika santrifil] edildi ve
plasmalar: avrilarak porsivonlandi ve kullaniiincava kadar
~a0°C de saklandzl . Bodyum azid igeren Grneklerin

santrifiijleri ve plazma avirma islemleri sirasinda orbtamin
4°C olmasina dikkat edildi. Diger Orneklerden plazme ayrim:

ise pda 1si1sinda gergeklestirildl.

polanan bu Brneklerde ELIZA temgline davanan soluble
LECAM kiti (Bender Med System) kullanarak iliretici firmaninin
tarif ettigi véntemle soluble LECAM dizevlsri Glotildil,
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LECAM MOLEKULUNUN STABILITESININ INCELENMEST.

LECAM molekiiliiniin farkla iglem kogullaflndan nasil
etk}}endiéini izlemek amaci ile vapirldi. Bu amacla kan
6rneklevinin bir bolimli alindiktan sonra islemin sonuna
kadar sodvum azid ve sofuk inkiibasvonla muamele edilirken,
bir bélimil ise oda i1s:isinda ve sodvum azid olmadan izlendl.
Avrica . tam kan ve ndtrofil avirma islemleri uvgulanaralk, bu
iglemlerin etkisi incelendi. Bunun igin 320 Behget'li hasta
ve 30 sgaglikla kisiden vendz kan alindi. Alinan bu kanin §
ml sine 0.1 ml EDTA ve sodyum azid igeren soliisyvon (yvukarida
flow sitometrik analiz boliimiinde tarif edildi) eklendi ve
hemen buzlu su lstiine oturtuldu. Kanin 5 ml sine ise sodvum
agid. igermeyen EDTA solusvonundan 0.1 m}l eklendi wve bunlar
oda. 1si1sinda tutuldu. By lkanlarin 0.1 ml sine 10ul
anti-LECAM ilave edilerek vyukarida flow sitometri bdlimiinde
anlati1ldig:r gibi ylizey bevamasi vapllaral FACScan = de

incelendi. Avrica sadece EDTA 11 solusvon eklenmis kan
orneklerinden vyukarida ndtrofillerin avrilmasi bdlimiinde
anlati1ldigys gibi nétrofiller ayrilda. Hicreler 23108 /ml

olacak . sekilde avarlandi. Bu hilcre suspansivonunun 0.1 ml
sine 10 wl anti-LECAM antikoru eklenerek vukarida flow
aitometri héliimlinde tarif edildigi gibki vilzev bovamas:
vapilldil ve FACScan de incelendi.

ELIZA YONTEMI ILE SOLUBLE LECAM DUZEYINTN OLCUMIT .

Bu amacla Behget'li 15 hasta ve saglilkli 15 kisid?n vend:z
kan alindi.Alinan kanlarin 5 ml sine 0.1 ml vukarida tarif
edilen EDTA ve sodyum azid solusvonundan eklendi ve Ornekler
hemen buzlu su ilstine oturtuldu.Karin kalan 5 ml sine ise
godvum azid igermeven EDTA sclusvonu eklendi ve oOrnekler
plazma avirma islemi vapililincava kadar oda 1s1s1nda
tituldu. Tilm &rnekler 500 g de 15 dakika santrifidji edildi ve
plazmalar:y ayrilarak parsivenland:r ve kullanilincava kadar
~20°0 de saklandy. Sodyum azid iceren grneklerin
santrifiiileri wve plagma avirma islemleri sirasinda ortamin
490 olmasina dikkat edildi. Difger orneklerden plaszma avrim:
ise oda isisinda gerceklestirildil.

Toplanan bu orneklerde BELIZA femeline davanan soluble
LECAM kiti (Bender Med Svstem) kullanarak Uretici firmaninin
tayrif ettigi véntemle soluble LEZAH dilzevlerl oGleildil.



IL-8 IN LECAM MOLEKULUNT BETKISININ ARASTIRTILMASI .

Bu amagla Beheet'li 10 hasta ve sgagliklyi 10 kigiden
ydkarlda anlati1ldig1l gibi LEDTA+sodvum anid veyva sadece EDTA
eklenerelk venos kan alindu. Sodyum as=sid iceren kanla
caligirken tiim iglemlerin soEukta vapilmasaina dikkat
edildi.Notrofiller vukarida ndtrefil izolasyonu boliminde
anlatildigi gibi elde edildi. Nétrofiller %108 /mi hilcre
olacak gekilde RPMI mediumda resugpande edildi, 37°C de
%7C02 iceren ortamda bir saat inkiibe edildi wve LECANM
molekillid tavin etmelk iizere icinden &rnek alindi. Geride
kalan hiicre suspansiyonu uUzerine 500 ng/ml konsantrasyonda
olacak sekilde rekombinant IL-8 (Cymbus) eklenerek avni
kosullarda kiiltilre bir saat daha devam edildi. Kiiltir
6nfesi,bir saatlik kiiltilr seonras: wve IL-8 ile bir saatlik
kiiltir sonrasi notrofillerin . viizevinde LECAM malekiilid
ekgpresvonu vukarida flow sitometri bdllumiinde tarif edildigi
sekilde FACScan de incelendi.Bir sgaatlik lkiiltuir sonrasi ve
IL-8 ile bir gaatlik kiiltiir sonrasi kiiltir slpernatanlari da
ilerde bagska bir proje de solubl LECAM diizevi Olgmek lzere
topland: ve porsivonlanarak -%50°0C de saklandi.

ADEZYONUN ANTI-IL-8 ILE INMIBISYONU.

Bundan é&nceki calismamizda (TAG-765) HBehget'li hasta
SeTrumu varliginda notrofillerin endotel hicresine
adezyonunun arttif: ve vine ayn)l hastalarda TL-8 dilzeyinin
viiksek oldugu saptandig1r igin aderzvon testinde ortama
anti-IL-8 eklenerek adezveonun 1nhibilisvonu arastirildyl. Bu
amaclta Behget'li 1B hasta ve saglikl:y 10 kisinin serumlar:
varliginda (TAG-765 te anlatildigr sekilde) vukarida tarif
edilen adezyon testi vapilarak viksek adezvona neden olan
hasta serumlar: saptandi:. Daha sonra adezyonu gok vilkaek
alan iic hastava ait serumlarla avri ayri, tekrar adezvon
teati vapildi. Ancak bu kez haska servumu hitlunuean her 10
kuyvudan 8 ine anti-TL-8 plklencrek adezvon inhihisvonunun

varlig:r arastiraildr.




BEHCET'LI WASTA SERUMLARINDA T1L-8 DUZEYININ OLCULMEST.

Behecet'li 30 hasta ve saglikl: 30 kisiden vukarida tarif
edildiBi gekilde teoplanan serumlarda IL-8 dizevi RIA v&ntemi
ile va RIA kiti (Amersham) ile iiretici firmanin tarif ettigi
véntemle 8lgiildi. '

—




KULTIR SUPERNATANLARINDA TL-H OLCUMU

. Proje Onerimizde, ksl tiir 5ﬁpernatanlarmndaki TL=B in
gatin alinacak standart ELIZA itleri ile Blatilecsii
bi!dipilmiati. Ancalk drnel sayirsinin ortalama BQOO = u1ﬁ$mamx
nedeni ile 20 adet ELIZzA kiti alinmasl gerekmekte  idi.
Hilinen enflasvon Vve aiconomik tedbirler nedeni ile IL-8
ELTZA kitinin hivrim fivat: A5.000.000 TIL s=1na ulasmis,
toplam 20 kit igin gereken biltge ise 700,000,000 TL =zi1na
wlagsmatir. Proje hiitcesinde ise IL-6 ELIZA kiti igin toplam
25.000.000 TL s1 ayrilmisg bulunmaktadir., Bu nedenle TL-8
ELIzA vonteminin laboratuvarimizda urulmaEsing karar
verildi.

A ITELIZA YONTEMININ KURULMA DENEYLERT

N amacla mouse-anti~IL-8 monoklonal antikor = (mAb?
{(Cywbus , U3, rekorbinantIL-8 (rIL-8) (Cymbus , UL,
tavgan-anti~IL-8 poliklonal antikor (poAb) (ENDOGEN USAT,
goat-anti-mouse horse raddish peroksidaz bagll antikor

r

(HRPO) (Boehringer GERMANY) ve 96 luyulu diiz rabanlt 'maxi
sorb TLIZA plaklar: {(nunc) aatin alind:.

I1,-8 'i dlgebilecek ELIZA sisteminin kurulmasi amact ile
safglanan bu malzemeler ile degisik vontemler denendl | Denenen

bu véntemler azagida Szetlenmishir,

allriss-Cross vintemi ile optimal konganbrasyvonlarin
saptanmasl: Bunun igin 4 AV plal Alipdy. . Poliklonal
anti-TIL-8 (poAb) PBS iginde dilue edildi ve her kuyuya H0 wl
acagidalki konsankrasvonlarda {lave edildi, Plaklar hir geuce

400 de inkitbe edildi.

b, plak 10 uziml pohfb
oo oplalke b oug/ml naAb
2. plak 2.5 ng/ml poAb
4. plak 1,25 pE/ml poAb

Lrtesi gun plaklar ters gevrilip icleri hosaltildr ve 0.7
nl 'Bloking tampon' (i, 0% Tween-20., TmkH EDTA, %2.5 Rovine

aorum albumin (BBAY igermeDd Pesy jlave edilersl ada 1arainda



20 - dakika inkibe " edildi wve plagin antikorlia Lkaplanmayan
bHlgeleri bloke edildi. Bu sldrenin aonunda kuvulavr tekrar
bogaltildyr ve iki kez 0,2 ml PHS ile vikanda.

 Bloking tampon iginde rIL-B 250 ng/ml olacak gekilde
dilile edildi wve her dort claga agaBidaki duzende R0 ul

olarak ilave edildi. /
(Yukaridan agagiva)
1. kolon (A1,B1,Ct,D1,E1,¥F1) 250 ng/ml
2. kolon_(AZ,BB,CZ,DZ,EE,FE} 2.5 ng/nl
3. kolon (A3,B3,C3,D3,E3,F3) 15.6 ng/ml
4. kolon (A4,B4,CA,D4EL,TA) 3.9 ng/ml
5 kolon (A5,BS5,C5,D5,E5,F5) G.975 ng/ml
&. kolon (A6,R6,06,D6,E6,F6) 0.24 ng/ml
= Lolon (A7,37,C7.,D7,E7,F7) 0.06 neg/ml
6. kolon (A8,B8,C8,DB,EB,.TA) 0n.015 ng/ml
Iki gaat oda 1s1a81nda inkilthasyondan SONra uyvular

bosaltild: ve iki kez 0.2 ml PBS ile vikandi.

Bloking tampon iglnde menoklonal anti-IL-3 (mAbY 1 wm/ml
nlacak, sekilde dilie edildi ve 50 wnl olaral mnaazidaki
dilzende her plaga ayvrli avil {lave edildi.

{(Saldan saga)

1. sira (A1-AB) 1 wg/ml

2. sira (B1-BB) 0.5 ng/ml

3. sira (Ct-C8) 0,25 pg/nl
4. gira (D1-D8) 0.125 pgg/ml
5. sira (B1-EB) 0.0&625 pE/mi

Tli gaat ada r1s1a1nda inkiihasvondan SO kuvular
bosaltildy ve ikl kez 0.2 ml PBS ile vikandy.

Bloking tampon iginde HRPO 250 ng/ml olacak sekilda diliie
edildi ve B0 pl olarak hev dart plaktaki kKuvularin famaminad
ilave edildi. Iki saat ada  1sisainda inkiibasyondan SanTa
lkuyular bogattildyr ve PBE ile alti kesz yilkandy ., Daha sonvd
kuyulara 100 ml ginde 34 mg artoafenilendiamin (ORD ve 50 ul
H202 (%30 luk) igeren 0.1 ¥ sitrat tampondan (ot ositrik
asit ve 0.1M WNazZHPQ4b, Py By 75 ol oml ilave et ldi wve bir
gaat oda 1m1sinda inkiithe edildi. Inkiibasyvondan sonva g0l
Y42 . K Juk HZ504 ilave edildi ve £92 nm de ortomatik BLIZA

nkuyucuda optilk dangiteleri Glgildi.




Bu calieme birvkag ke2 tekrarland:l ve kuyular arasinda
antamiy bir fark saptanamadlgi icin mebodun caligmadigina

rerildi va asagidaki aiternatifler denendi.

) HERO nun titre edilmes: @ Yukaridaki vontem sadece
rel hir wlakta ancak plakliar 10 ne/ml poAb ile kaplanarak
vap bado, mAb ae/ml olavak A vae D sirasinda, 0.0 e/ ml
alarak T ve © sirasinda ve 0.25 ug/ml  olarak € va T

girasindn kullanylda.

Laborabtuvardaki HREPO nun eagkimls olabilecegi dislnilerei
veni HEFD satin atind: wve bu HREPO A,B.C siralarinda 200
neg/ml ove DT giralarinda 500 ng/mil olarak kullanildz:.
Bévieae HRPO titve edilmis oldu. Ancak bu deney szonunda da
arplamly bir okuma =lde edilemedi.

[

A)YHRPO miktarinin artirilmasis Bu caligma da bir plakta
vap:ldi. Plagin A,B.C,D,E,F,G,H, siralarinin 1 den b e kadar
olan kolontari 10 ug/mt ve 7 den 11 e kadar olan kolonlarti B
wE/ml olarak poAb ile kaplandi. mAb ise A,C,E,G siralarina 1
pg/ml ve B,D,F,H siralarina 0.5 pe/ml olarak ilave edildi.
HRPOQ ise ABLC,D, giralarinda 500 ng/ml ve E,F.G,H
siralarinda 250 ng/mi olarak kullanildi. Yine anlaml: bir

olkuma elde edilemedi.

diDegigik tamponlarin denenmesi: * vukaridaki. =
calismalardaki »IL-8, poAb, mAb ve HRPO miktar vE'sehalarlna
gacd1k kalinarak ve sadece tampon gbzeltiler degigtirilerek
depnevlier tekraviandi. Bu paligsmada poAb nin kaplama tampon
gBzeltisi (Coating tampon) plarak 0,2M NaZCO3 ve 0.2M NaHCO3
PH 9.6 kullaniidi. Bloking tampon olarak kaplamau"tamponu
izine %0.Z oraninda BSA eklendi.Yikama tamponi Glérék ise %
0.05 Tween 20 iceren TBS tampon (4 mr tris,8.756 gr NaCl ve
bir litre distile su PH 7.5} kullanildy. »IL-8 ve HRPO, vine

TES/Tween tampenda dilile edildi ancak TBG/Tween tampona
w0 .1 BIA ilave edildikten sonra mAB  bunun iginde diliie
edildi. Inkiibasvon sGreleri ise g0 dakika olarak

degigtirildi ve inkiibasyoenlar 3790 de vyapiidi. Bu deney
sonunda da bhasarili olunamadi.

e)Monoklonal antikor miktarinin - artirilmas:: Bu calismada
d sikkindaki kaplama tamponu aynen kullanild: ancak dilﬂsyén
tamponu ve ylkama tampanu olarak TBS verine PBS kullanildi
(Twesn 320 ve RBSA ayvnen kald:id. Calisma 37°C de 30 ar «dakika



inkithasvonlar seklinde vapild:. Durada Tarikly olarak rIL-8&
100 ns/nl olavak tidm kuvularda  ayni miktarda kullaniidi.
poAl ise 10 np/ml kensantrasyvonda haslanip plalkta tam

siralarda (A,B.C,D,E,F,G,H) 1. kuyudan haslavarak 12. kuvuva
dagru serl dililsvonla dagibtildi. mAb jse B ug/ml olarak
hazirlandl ve A dan baslavarak H ve kadar seri diliisvonla

dafzitildr . Yine bagarilil senus alinamads.

Klasilk ELIZA vonteminin tidm alternatifleri denenip,

antikorlar v IL-8 titre edilip, degigik tamponlarla
hagarili SONLG alinamamasl iizerine,daha temel bir

uveunsuzlul oldugu (Brnmegin antikorun IL-8 ile haglanmamas ]
vaya plaklarin antikorla kaplanamamasi gibi) diiginiilerek

asagidaki denevlier vaplld:z

f)Bu calismada plaklar sadecs mAb ile kaplanarak Uzerine
HRPO 1sa%etlj goat-anti-mouse ilave edildi ve mAb nin plaga

vaplglp vapilsmadiZl test edildi. Antikorun rlaga
vapleabildigl ve HREPO isaretli goat-anti-mouse ‘lﬁle

baflandigl, substrat eklenmesi ile renk olugsumu n@d n] ile
saptandaz .

2YBu calismada plaklar mAb ile kaplanip istiine rIL-8 ve
iistilne poAb ilave edildikten sonra en iste anti-tavean
peroksidaz igaretli antikor ilave edilerel  caliama
tekrarland:. Bu deneyin iglemedigi goriildid. Béylece satin
alinan monoklonal antikorun IL-8 e baglanmadifl sgonucuna
varildl. Yeni mAb ve rIL-8 almak igin hiitoce vé;'zaman
kiei1tl1l181 nedeni ile ELIZA vontemlerinin kullanilmasindan
vazgegildi. cE o

n NOTROFIL YUZREYINDEKI IL-8RESEPTORU ARACILIGI ILE IL-B8
OLCUMU DENEYLERI:

N&trefil vyiizevindeki IL-8 regeptoriinden vararlanarah TL-B
tavini vapilabiiirligi arestirildi. Kisaca notrcflller once
rTL-8 i1le inkilbe edildi,daha wsonra ylkandl‘ve"ﬂzéﬁine mAbL
(anti-IL-8) ilave edildi. Tekrar inkiibe edilip yikandilktan
sonra son olarak anlti-mouse FITC ilave edilerek_FACScan:de

incelendl. Birbagka calizmada ige mAb verine . noABR

kullanailds. Amcak tavagan antikorunun insan "hﬁtrofil

vizevindek], Fo reseptérlerine  non-spesifil dlarak

baglandiginy bildigimiz igin (daha &neceki bir g¢aligmamizda
.
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gaptamistikl notrofiller, oncge birkag kez dondurup cgorerek
agrege sttigimiz insan IgG si i1le 20 dalkilka inkiibe edildi ve
notrofil viuzevindekl Fo reseptérlerinin kapatilmas: saglanda
ve calisme bu notrvefillerle vapirldi. rIL-8 disinda PMA ile
aktive odilmis monosit kKUltir sipernatany ve yviksek adezvona
neden olan Beheoet'li hasta serumlary da IL-8 kavnag: olarak

derieridy .

SJonugta tum bu egallgmwalar ile IL-8 in &lelmu igin
fullanyiabilecek bhir metod kurulamadigi icin bu Hleolimden

gilmdi vk vasgecildi. Ancak toplanan kiltir sipernatanlar:

{(vaklasik 300 ade drnek) -407(C de deepfreez de
saklanmaltadir ve &nlmizdeki glnlerde veni antikoriar veva

vine sarilamazsa standart IL-8 kitleri alinarak

GloUlmesine gcaligilacaktir.

i

TSTATISTIE DEGERLENDIRME

Somuglar Student'in t-testi ile degerlendirildi.Sonuglar
crtalamaisD olarak verildi. ' ' k




RULGULAR

FLOW SITOGHETRIE INCELEME
Notrofil viizevinds adesyon molekiillerinin incelenmesi:

Behget'li hastalarin ndtrofillerinin vilzeyinde =adééyon
malekiillerini saptamalk amaci ile vapilan bu ¢alisma notrofil
izolasvonu vapilmadarn BDTA ve sgodyum azid igeren tam kan da
vaplidy . Nitrofil vizevinde ©CRILlb ve CD18 tasivan hiare

saviltari balkimindan, hasta Ve kontrol arasinda fark
gortlmezken, CDlla molekilliini tasivan hilcre SAVISININ
hastalarda daha Fazla oldugu goritbdi (Tablo-1).CD11a,
hastada % 89.4210.8,sagli1kly kigsilerde % 71%28.9 olarak v
hesaplandh ve aralarinda anlamlt fark oldusgu bulund

(<. 0017,
Lenfosil yvizevinde adezyon molekiillerinin incelenmesi:

Bu ¢aligmada da vine EDTA ve sodyvum azid i1lave edilwmig
Elum kan kullanild: . Hasta ve saglikli kigiler arasinda CDlla,
CD1lh, CD18 ve LECAM molekiilllerini tasivan hiecre savilam
bakimindan fark gdrilmedi (Tablo-23.

Moncesit vizevinde adesvon molekiillerinin incelenmesi;w

Monosit yiizevindeki adezyon molekiillerini saptamak amaci
ile wvapildil.Bu galismada da EDTA wve sodyunm azid “ilave
edilmig tim lkan kullanild:y.CDlla, CD18 wve LECAM ‘molekiili
tasivan hilcre savis: bakimindan Behget'li hasta ve saglikli
kontroller arasinda fark goriilmedi.Ancak Tablo-3 te de
g5rildigil gihi CRilb melekiilii tasivan hilgre  savisinin
hastalarda % 94.2t4, sagBlikli kisilerde % 87.61210.3 oldugu
ve aralarvinda anlamli fark (p<0.008) bulunduBu saptandr.

Monosit vizevinde akitivasvon molekiillerinin incelenmesi:

Bu galisma Behcet'li hastalarda monositlerin aktive otup
Olmadaklariml  arasticmak amacy ile vap:ldi. Aktivasvonu
belirviemek amaci. ile sadece aktive olmus monosit yiizevinde
bulunan abre ve'  Gié671 molekilllerine ve monosit ile
Eraniilosit viizevinde bulunan ve &zellikle monositler aktive
Clauklarinds arltan CDla molekiiliine karg: . mAb




kultanilds . Tablo-4 te de gorildiigi gibi bu g aktivasvon
melekizlind tasivan monosit savisinin hastalarda daha, vilkgal
oldugu vaptandl . 25F9 molekilid, hastada %48.1#32.4 ,kontrolde
%oola . aklh (p<.,005), 1671 molekiild hastada Wlhklna, 2,
kontrolde % 1,41 .4 (ped.005) ve OD14 molekiilii ise hastada %
Y4710 lontrolde % 087.3%7.8 (p<0.00%) olarak gaptand: .

i

Notrelil vimevinde LECAM wmolekiiliinin incelenmesi;

LECAM molekiliniin aktive olmus nétrofil ylizeyinden
kalayca kopup ortama dékillen bir molUki] olmasi: nedeni ile,
Hehoet ' 14 hastalarin ndtrofillerinde b mo leiiilin
stabilitesini arastirmak amac: ile bu caligma vapildl . Bu
amacia  ; hasta ve kontrellerden,. EDRTA+sodvum azid 11 ve
avrieca sadece BDTA 11 kan alincds.Sodyvum azidli kan ve sadece
EDTA olan kanin varisinda n&teafil igolasvonu vapilmadan
LBECANM dolekiilli incelendi ve sadece  REDTA 13 kanin kalan
varisinca da ndtrofil izolasvonuy vapilarak bu nédtrolfillerde
LECAM molekiilll arastirildr.

Hiere vizevi gsodyum azid ile astabil hale getirilmis Qe
soguil ertamda calipilmis nidtrofillerde hasta ile gaglikli
kisi arasinda LECAM molekiili ekspresyonu bakimindan fark
govilmedi (Ancak sodyum arid ilave edilmeden oda 1stsinda tidm
kandan  wvapilan  incelemede LECAM molekiiliiniin  hastalarda
anlamlt bir sekilde azaldig: gdriildii (Tablo—B).deyum'azid
ilave edilmeden wve ndtrofillerin ficol ile: ayrilmasindan
gonra vapilan incelemede de vine hasta ile gaglikly kisgi
arasinda ileri derecede anlamli fark olduBu = gdriildi
(Tablo-5). ' -

ELIZA YOGNTEMI 1LE INCELEME
solubl LECAM dizevinin ﬁigﬁimesi:

Behget'li hasta ndtrofillerinin viizeyinde LECAM
melekililniin stabilitesinin bezuldugu ve hilcre vilzeyinden
kolavea dokiildiigil vukarida anlat:lan denevde gﬁrﬁldﬁ%ﬁ igin,
bu molekiliin hasta serunundaki konsantrasvonunun
aragtirilmas) amac: |ile vaplldi. Hasta ve saéllkli kigilér;p
plazmalary EDTA+sndyum azid ve sadece EDTA ilavé'édiIafek
1ki  farkli kosuldaki kandan avrildi. Sodvum azid Jilave
edilmis ve saofukta ayrilmig plazmalarda - solubl LECAM
dilmevieri, hastelards kontrollere gore istatistiksél’hlardk

B
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anlamly bir agekilde didsik bulundu (Tablo-6). 0Oda 1sisinda ve
godvium azidsiz aveilan plazmada vapilan #&lgimlerde solubl
LECAM , hastada 1.8220.5 ug/ml iken kontrollerde 2t0.5 pp/ml
olarak bulundu (pr0.5).Bunun yaninda sodyum azid eklenen ve

gogukta islenen &rneklerde basta ile kontroller arasinda
sriemli biv fark oldufu bulundu (kontrolde 1.98+0.6 ng/ml ve
haalada 1.RB20. 4 HE/mi p<0.05) .8aglikly kontrollerin
BEDTA+rzodyum azid ve sadece EDTA 1t plazmalar: arasinda fark
gorilmesziken, hastalarin EDTA+sodvum asid ve sadece EDTA )3
plazmalary arasinda da fark giriildi. Sodyum aszid ilave
edilmemis hasta plazmalarinda solubl LECAHM dilreyvinin
yilkseldifi saptandi(Scdyum azidli plazmada 1.5820.4 ug/ml ve
sodvum aridsiz plasmada 1.820.5 nugs/ml ps0.1, Tabhlo-6)

Solubl CD1a (s0D14) dizevlerinin Sleilmesi:

BehEut'li hasta monasitlerinin viizeyvinde CD14 molekiiliini

artmis o ldazn gaptandigl igin hasta serumlarinda bu
molekiilon zolubl farmunun arastirilimasi amaacil ile

vapildl . Hasta serumlarinda solubl CD14a dﬁzeyinin"saéllkl}
kigsilere gbre istatistiksel olarak anlamli bir $ekjiﬁe
arttigl gdriildi.Tablo-7 de goriildiglli gibi sCDla hastalaraa
8.1+9.% ng/ml, kontrolde 1.3920.73 ug/ml '(p<0f001f ‘olarak

I iund .

RiA (RADIOIMMUNASSAY) YONTEMI ILE SERUM IL-8 DUZEYININ
INCELENHMEST . R

Tag~765 nolu projemizde Behget'li hastalatrda IL-8
dilzevierini yiksek bulmugtuk.Bi galigmada verni hastalavda
ayn: kan ©Brneginde I1L-8, s8CDhid4 ve hiicrelerin “yiizevinde
adezvon molekilleri incelenip her hastanin tiim bu
paramztrelerini birbiri ile kargilastirabilmek amaci ile kan
Srneklerinde IL-8 diizevleri tekrar O&leiildi.Tablo-8 de de
goriildifEl gibi hasta serumlarinda IL-B duazeyi gaglilklz
kigilere gore artmis olarak saptandlﬁ(Hastada
232,779 . 1pg/ml,kontrolde 97 .ht556.3 pe/ml p<0.001 )Aﬂu
artisin istatiksel olarak da anlamli oldugu gorildii. -
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ADFEZEYON 1

Behget'll hasta serumlarinin ndtrofil-endotel adezvonuna

atkisi:

Hebicet 711 hastalarin serumlarinin ndtrofil-endotel
adezvonunu artinl etkizi daha dHoeki calisgmamizda saptanmigshi
(TAG-765) .Bu  calisma, vilksek adezyvona neden olan hasta
serumlarin: sapltavip, daha sonra bu o serumlari Aadezyvon
inhibiasvon denevinde kullanabilmek amac: ile vapild:.Tablo-9%
da da gdrildilgil gibi hasta serumlarcy vilksek adezyqna nedan
olmaktadir. Bunlardan 72,79 R 65 nolu hastalarin
serumlarinin cok vilksek adezvona neden oldugu gorildil wve
adezvon inhibisvaon testinde kulanilmal lzere secildi.

ANUI-TL-8 ile ndtrofil-endotel adezgyonunun inhibisvonu:

Biehget'1i hastalarda artmis olan notrofil-endotel
adezyonunun, hasta gerumurda vitkaelk aolan LL~A clen
Kayvnaklanabilege@ini disiinerek, hasta serumlar: varliginda
vapllan adezvon testinde, ortama anti~TL-8 monoklonal
antikor idilave edilerek, adezvonun inhibisvonunun varligl

arastirild:  Tablo-10 da da gdriildigi Eibi anti-~TL-8
varl:ginda istatiksel olarak anlamlzi adezyon inhibisvonu

saptanmad1 .

Monaosit kidltir elpernatanlarinin nétrofil-endotel
adezyonuna etkisi: ' '
Hasta ve saglikli kigilerin monositlerinin, uvaran  (PMA
ve LP8) veva uvaransiz vapiian kiiltir siipernatanliari 48,
saatte toplanarak adezvon testinde kullanialdr.B8aglakl:t ki
kigiden alinan nétrofiller ayrilarak karistirild: ve bhir
nétrofil bavuzu olusturuldu.Bu notrefillerle monosit kiiltur
siipernatanlary varliginda adezvon testi yapild1.Tablo—11 de
de gdruldigi gibi uvarilmamiy monosit kiiltiir siipernatanlar:
varliginda Thasta ile saglailkly kigiler arasinda fark
bulundu.Hasta monosit kiUltir giipernatan: varliginda adezvon

aranma: "3 4TLT T, kontrel monosit kiUltir. silpernatana
varliginda dise % 9B.4%9.7 olarak bulundu. Ba artigin

istatistilksel olaralk ta anlamii oldugu saptand: (p<0.05) .PHA
ile uvariimis Killtie sUpernatanlari: ile hastalarda artisg
EGrillmesine vagmen bu artis isbatistiksel olarak anlamii
bulunmadi (Hastada %w55.6219.8, kontrolde %40.4%13.5). LPS
ile uyarilm:is ktltiir  sipernatanlarinin varllélnda‘ ise




adervon araminda SGnemli bir arkbls gordlmed: .

TL-8 i LECAM molekillil dperine shliisi:

Hehoet 11 hastanin notrofil leri vizevinde LECAM
molelkiilitnin kolavoa dokiildiigd saptandi. Bu dokilmede li-8

in Dhemll porevio oldugu hiiindiginden, hasta ve nermal
Ligilevin ndtrarilleri fzeorine IL-8 eklengrek Kiiltiivieri
veap b Vi hiiore vizeyindeki LICAM ekspresvonu {1ow
sitometrik olarek incelendi. Tablo-12Z ve 13 te gdriildilgi
gibi 1L-8 in LECAH molekilinlin ekapresvonunu artivicy veyd
azaltico: etikisinin hasta va lkopntroller arasinda  farkl)

olmadaigy aaptandl .

CROIECE ONERTLDIGT HALDE GRRCEKLESTIRILEMEYEN CALTSMALAR

i
Proie dnerisinin proteokolinde, Behget'li hastalarin
amelivat matervaelinden damar spndoteli elde edilerek, bunun
kitltiirii vaptlip, kijltiir siipernatanlarinda IL-8B Glgiima
vap: lasagl taahhut edilmisti.Ancak hastanemizde ve materval
Lemini icin iletigim kurulan, Koguvolu Kalp wve [Damar
Cerranisi Merkeszi ile Cevrahpapa Tip Fakiiltesi Hastaneginde
bu maman icerisinde  Behget'li  hasta amelivdt  edilmevip
materval bulunamadigindan damar endotell kiltirid yapllamadl.w/
Frojedelci biv baska Oneril ime; Behoet'li hagskalarin kemik
iligi kalturierinin yvapilip, bu killtir sltUpernatanltarinda
TL-# dilzevinin oleumil idi. ancak Behget'1l1 hastalavdah bu
materyalin elde edilisinin etik olmayacagl (¢ﬁnkﬁ Lemil
iligi alime igin endikasyonu olan Behoeet'li hasta bulunamadlvx
dolavigivlie endikasyonu olmadan kemik iligi alinmas:
gerekecekti) disinidlebilivdi. Gercekten Hastanemiz Etik
kurulu bagkan: Prof.Dr.Nefise Barlas Ulusoy ile bu konu
tartis:idr ve bu islemin etik oluadigl kararina varildi. Bu
nedenle dnerinin bu biliimi de vapilamadi.
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TARTISHA

L
ile kFarakterize hronll enflamabuvar ki hastaliktir. Kronik

Behoot hastal18s Histolojik olarak, netrofil infiltrasyonu

i hasntalil olmasina ragnen akut enflamasvonun karakterini
tasimalctad e, giinki bu hastalarin lezvonlarinda vogun bir
Aot il infilbtrasyvonu vardir ve hu goriiniinm akut

enflamasvonun Lipik Grelligidir.

Oy hastalikta notrofiller pekgok  voénden haozulmuglur.
kemotakaslalerd Vi vilzeylerinde adezyon molekillleri
artmistor, Hu hastalarin serumlarinda notrofil
kemotakesisinin artigina neden olabilecek IL-8 dizeyl de
artmistyir (Gzglin,1993). Behg et 'li hastalarda nétrofillerin

adezvonunda tebifl ceken etlen bilinmemektedir.

I
Enflamasyoen olgusunun tipik helirtisi olan PMN-endotel
adezvonunda notrofil yiizeyindelki LECAM molekiliy dnemli birv

rola sahiptir. Bu molekiil adezyonun ilk asamasinda
nEtrofillerin endeotel Uzerinde vuvarlanmaaini saglar. Daha
sonra gercek adezvon hasladiginda ve ndtrafiller aktive

olarak vizevierindeki adesyon molekiillerinin arflglndan
sonra LECAM molekiilil nétrofil viizeyinden dokiililr ve SOlUb]

Formu geklinde ortamda bulunur.

otlub]  LECAM  (sLECAM)  malekiiliniin  en Bnemli gbrevi
adeozyoni inhibe etmnel, vani enflamasyonun "nagakif feedback”
mekanizmasiny igletwmektir. Ancak hu molekiiliin adezyonu hangi
melianlamna ile inhibe etbigi bilinmemektedir. ~ sLIECAN
molekiiliniin  endotel tizerinde, PMN  viizevindeki . B2
integriniarin haglandilklar, ligandlara baglanarak aqezymnu
inhibe esttig: disinilmektedir (Rot, 19%2) . o '

Biz daha &Sneceki galigmamizda Behget'li hastalarin
ntltrofillerinin  vizevinde adezyon molekiillerinin artmis
clduguny saptadil (Ozgiin,19%93) ve bu durum bu nl] imada . da
dogrulanda (Tabhla-1). |

Yine bu galiswmada LECAM molekiiliniin ndtrofil vuzev1nden
kolayca dokiileugil gorildi (Tabklo-5). Hicre vuzev1n1 qLabL]
hale petiren sodvum azid ilave edilerek LECAM moleku]u
ekspresvyonu avagtirildiginda, hiicre vizevi stabil ' iken
HBehgpet'lli hasta notrafillerinin LECAM ekspresyonu novmal
bulundu. Ancak bu iglem vapilmadan Sledm vaptlirsa LECAM




molekitlinun caglikty kigilere dre azalmis oldugu gEbriildi

(Tablao-5H .

Daha once baska arastiricilar da hilcre vizeyi stabil hale

gt v hwaocden vap il lan calilsnada bu moleliilu Behget'li
haslbaiarda dusiik bulduklaring rapor etmiglerdir

(Inaba,1993). PMN lerin viizeyinden LECAM molekilinin kolavea
dskillmesi onlarin aktive olduklarini gbstermekltedir. Zaten
Behcet'li hasta ndtrafillerinin aktive nodtrofiller olduklar

daha dnce vapilan pek cok galizmada gdsterilmigtin .

Bl galismada avrica hasta plazmalarinda sblubL LECAM
diigeyleri Slgildii. Ancak Behget®li hasta notrofillerinin in
vitro kosullarda viizevierinden LECAM molekiillerini kolayoa
dbktiitkleri daha #ncoce saptanmig oldugundan, plazma ayirma
iglemi, sirasinda rtama eodvum azid ilave edip drnelkler
derhal buzlu su jglne alinarak seogutuldu. Kontrol olmasy ve
arada fark olup olmadiginin incelenebilmesi amact ile de
droneklerin bhir kismina sodvum azid ilave edilmedi ve wplazma

cda 1si1sainda elde edildi.

LECAM molekuliiniin Behget'li hasta notrofrllorlndon

kolavea dokillmasi nedenivle. hasta serumunda qu AM
diizevinin de viikesek olabilecegini disiinerek vﬁpf151m1” ~hu

galismamizda beklenenin ak;;ny sodvum azid ilave eLtl imiz
drneklerde plasma sLECAM duneyi saglikly kisilere ﬂnrm daha
dtigiile hulundu (Tablo-6),

Sodvum azid ilave edilmeden ve oda isisinda ;toplanan

arneikklerdea ige ;plazma ayirina iglemi - 51ﬁasyﬁda - PMNM
vilzevinden nrtama I.LECAM molekiilii dékﬁlmeﬂiﬁqi: 1npmon
hastalarin sLECAM dlzevleri saglikli kisilerin sLEFAH
cdilzevine ulagamadi {(Tablo-&). Ovsa Behcet 11 hasta

nétrafillerinin aktive ndtrofiller oldugu ve viiz EVlPllnd
LECAM molekiiliinii ortama ddktikleri gdsterilmigti. Bu nedenle
normal kosullarda, bizim bu dékiilen molekiilii servumda

bulabilmemizs gerzkmelkte 1di.

Bu bulgu gostermektedir ki, Behget'li hastalarda sLECAM
molekiili  bir sekilde ortamdan kavbolmaktadir, Degigik
enflamatuvar hastaliklarda (sepsiste, AIDS te) serumlsﬁECAM
diizevi viiksek bulunmustur, ve normalde beklenen de “huddf.
Ancak &§.C.Donelly vaptigi bir galismada "Adult Peplratorv
Distress"” Sendromlu (ARDS) hastalarda sLECAM dizeyini dusuk

ualmustun ve dilgiik aclubl LECAM dilzevi '119'1h stanin

%
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gortalitest arasinda korelasvon oldugunu gdstermistir.

Brocvastirmacy, sLECAM an endotel izerindeki liEandina
baglanaval orvtamdan uzaklagtifiny ve dolasan molekilin bu
nedanle digik bulundugunu savunmaktadir (Donelly,1994) . LRier
sLECAM  endote] vizevine baglanmis olsavd: PMN-endotel
adezvonu inhibe olur ve enflamasyon dururdu., Oysa Behoet'li
hastalarda enflamasvon devam etmektedir ve lezyonlarda vogun
PMN  infiltrasyonu vardivr. Bu nedenle sLECAM 1n baska bir

pekilde tiketi1ldigi dilsiinilebilir. Bir olasilik olaralk,
serumda sLECAM : parcalavan bir proteazin var olabilevegi
didgliniilebhilir, Pelkide FHehgat'li hastalarda enflamasvonu
suirelkli akbive eden mekanizmalar disinda, enflamasyvonun
inhibisvenunu saglayvan mekanizmalarda bozukluk bulunmakbad;gr
va sliregen enflamasvonun nedeni bu olabilir. Tilm hu
varsavimlara ragmen sLECAM 1n  disiik  bulunmasiman nedeni
bilinmemelkledir ve hunu aciklamak icin bu konuda daha ileri

aragtirmalara gerekszinim vardair.

Bu galigsmada Behget'll hastalarin monositlerinin de
aktive clduklavr: saptand:. Aktive olmus monosit vilzevindeli

ikt avrr molekiilii tanivan 25F9  ve Gla/1 @ adandaki ki
antikorla yvapillan galismada b molekiillerin ' saglikly

Figilevrden daha vilksek oldugu gdrildl (Tablo-4)

Normalde monesit vilmevinde bulunan ve monmsitlef?éktiﬁe
aolduklarinda hiicre viizevinde miktar:i artan CDta moleklili de
HBehgoet' 11 hastalarvda vidkaelk bulundu (Table-~4)7 [ Aktive
menosit  viizevinden dokiilen ve enflamasyon belirteci  oian
solubl D14 (sCD14) molekiild de by hastalarin 'sérﬁﬁunﬂa
vitksek bulundu  (Tablo-7). Ancak solubl CD14 ile serimda
viiksek bulunan IL-8 arasinda bir korelasyon gériilmedi. Bazm.
hastalarda TL~8 i yiiksek bulunurken sCD14  normal bulundu
veva sCD14 yiilksek bulunurken IL-8 dilzevlierinin normal dlduéu
gEozlendi . o

Bu bulgular Behget'li hastalarda birden fazla hiicre
populasvonunur hastalik etkeni olablillegegini ve bunlardan
sadece i tanesinin bile ﬂktivasymnunun hasta;léin
penplomiarint olusturabilecegini dilgindlirnektedir. '

Avrica serumda vitksek IL-8 diizevini olugturan hiicrenin
nonos it diginda - baska bir hicre oldugu da ditgiiniilebilir.
Clnkid moncsitler aktive oldulklarinda IL-8 iretmektedirler,
Ancalt bir hastada avn: gin alinan serum 6PneklefihdgfiL;8
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vitkselt bulunurken monogit alktivaasyvonunu gdsteren aCDI14 diisiik

bulunabilmektedir.

Monosit kiltirleri yvapilarak kiiltiir sipernatanlarinin
PMN-endotel adezvonuna estkisi arastirildiginda  Behoet'li
hasbta monosit kiltir sipernatanlarinin addzyonu artirdig)
#ZOrilldi (Tablaoa-111. B bualgu da, Hehget "1 1 hastanin
monositlerinin in vivo olarak aktive olduklarini ve adeavor

artirier aitokin salgiladiklarint gdsternektedir.

Hasta ve kontrel moncsitleri PMA ve LPS ile uvar: ldiktan
sontra elde edilen sipernatanin adezvonu artirictr etkisi,

hasla monosit kiltir alpernatanlarindan daha viikaek olmasina
nen b fFarlk istatiksel claralk anlamli: bulunmady . [onue

[

alarale ba bulpu da, diger bulgularimiza ek olarak, hasta

monoszk}erinin alktive monositler oldugunu sdstermektedir.

Heheet'li hasta lenfositlerinin adezyon molekillleri
incelendiginde ise CD1la, CDIib, €D18 ve LECAM moleliilil

ekapresvonu bakimindan saglikla kigilerle fark gérilmedi

{(Tablo-2) .Behget'li hasta lenfositlerinin aktive olduklar:
ve  bu  hastalikta esas rol ovnavan hiicrenin Jenfositler

olduguna BaAvUnAn argtiricilar glmasina ragmen 'biﬁim
calismamizda adezvon maleikiilleri bakimindan saglikl:
kigilevrden farkii bulgular elde edilmemistiv. Bu hedenle
Hetiget "11 hastalarda diger lenfosit aktivahydn

belirtilerinin incelenmesi vararli olacaktir.

LECAM wolekiiliinin IL-8 ile iligkili oldugu ve LECAM 1n
hilare vilnevinden dikillmesinde IL-8 in oneml i etkisi
olabilecedl bhazir arastiricilar tarafindan bildirilmistir
(Rot,1992). Bu caligsmamizda saptadigimize "unstable” LECAM
molekilll varligil ve serumda vilksek TL-8 diizevi _,Héhget
hastaliginda da bu iki molekiiliin iliakisi Dlabileceéini
dugiindlirmektedir.Bu amacla vapilan calismada rekombinant
IL-8 in hasta nétrofilleri iizerinde herhangi bir etlisinin
clmad:igy garilmiisatidr (Tablo-12 vel3). o

Ancak hu ¢aliamanin in vitro kosullarda yapildigi ve in
vive  kosullarda bilinmeyen bazi1 maddelerin IL-8 in bu
vondaki stlkiszini degistirebilecegi hatirlanmalidir. B

<3
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HMiitiin bu bulzuelar Behoet hastaliginda enflamasvonun

baglamasy wve inhibisyonu mekanizmalarinda beozukluk oldugunu

sogtermektedir.  Ancak bu  konularin tam avdinlatilabilmeoi

igin

dabia detavi: gaitismalarin vapilmasy: gerelkmektedir.
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Tabloe~1 HBeheet'li hasta

naktrelfillerinin
(%)

plupresnyonu

kigilerin

ve saglikiz
vilzevlerinde adesyon molekiili
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Takbhlo-4 Behget'li hasta wve saglikly kisilerin
monositlerinin vilzevinde alktivasvon
molekilllerinin ekspresvonu (%
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Tabhlo-% Fehoet'13 hasta ve saglikll kisilerin
nadtrofillerinde degZigik kosullarda LECAM molekili
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Tablo-7 Dehost'1i hasta ve saglikia kisilerin serumlarinda

sedubl DA dilzevleri (pgsmlb)
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Tablo-% Heheet'1i hasta ve sagla:kly kigilerin serumlarinin

PHN-sndotel adezvonuna etkisi
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Tablo-10 Behget'li hasta serumlarinin neden oldugu artmig
PMi~endotel adezvonunun anti-IL-8 ile inhibiavonu.
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Tablo-13 HBehget'li hasta ve saglikly kisilerin, sadece EDTA
varliginda, nétvrefillierin vizevindeki LECAM

molekiiline TL-8 in etkiail (%)

Ealvir 37°C de IL-8 ile
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& .,.Iniuim The role ul tese andibodics needs o be de-
fed, Pt Hhese peptides aondnduce inords experimental
Fwlich b principal mandlesistion of B340,

fistille LIECAN expression of neatvophils o patiends
Apeheet’s diseuse,

H {(:)/.:.;fiu), TLoakagio, TR Yazich, Marmiara University.
al Schond, Lepartogent ol Hensnology and Tnamunol-
i Litanibal University, Corrabpoga Medical School, De-
cgfent ol Rhenimmology, Istaabui, Turkey.

Jhve previvasly shuwn that inovitra adhesion ol permal
diphils 1o aormal eodothelial cells i high in the pres-
af Beheet™s pativnts seram, We hove xlso shown thal
T e palicoly serum causes eromental cxpression ol
Faon mulevules an buth neatrophils and eadaotheliat cells,
Caiver, the seram T8 devel, whicl has duoal effeets on ad-
e, s Tovnd ta be Bagh i pasticnts seraand this linding
gl to b eaplained by Turther studics, We ave now stud-
CHECAN capression o patients neatrophils and Townd
A3 eapression e patient acatrophils compired with
FEER 2 ol contraly {p=r001 =3 1 Bowever the blowad
ol i reaied imenedianely Tollowing sampling by wddition
linm azide and rapidly conted LECANM expression in-
A0 normal (94,22 1055 indiviting instubility of he
SN molecide GF paticnts ncuirophits, Soleble LECAM
i paicnts plasima was found w be low (158204 ;lbfl'lﬂ)
pired to e oormads TN 200G pe/mib) {p=<i05=) in
sence ol sodivn asde and cooling however, LECAM
, 241445
fir e controls, sl indicatiog instabilily of the LECAM
ke s prnicnt neatrophibs, Increased 1.-8 leveds in Hhe
s asma together with inercased adbesion ol neutro-
Weendothelind colis can be expluined by unstable (or
o) LECAR moleenle i padtivats where defective sal-
AN may ot be operative in the negative feedback
B production by neuiaphils ind endotheliom.,

CAeseace ol aetivale monaeyles in polients with De-
“Hdiseuse.

Hadin, 8§, Sabio (Osging, 5. Yordakeb Mot Univer-
AMedical Sehoal T partmicnt of hematology and immue.
e stanbul Ulinivessity, Cerrabipign Moedieal School,
Flinent of Bheammteloey, Baanbal, Torkey.

S paticnts seutrophils bive shown e be activated and
Tl increased adhesion moleeules, e ving adbesion of
1 "'Ul\lh o cuduthelinl cefls was wlso Toond ta be io-
i 1y this stindy we snalysed monocyte activation mark-
MHIiH{yIL\ wuere Teund o express incrensed CDE mol-
: :‘('” Y L) s conmpsinned Lo nornad controls (87,32 7.800)
':‘E“lh dilference was sigaficany (p<0.4003), Seluble Cl314
Tl iy slso Toasd 1 e fncreased in palicnts seea s

compared e contrals (8,1:29.2 pgfml s, 1AL LT el el
priny. Furthennore, two other Tate inflamisdony stage
momecyle markers were also Tamad to b high on Hebger™
patients monacyles. Staining with 2517 monocionat antibady
was A8 232000 pusitive T BD bul 304 2 187% posilive ia
pormal controls and staining with GO/l monoclonal ang
Ty wis 152 16.2% positive i the paticnts i T 1
positive in the controls, Al these Tindings indicate menoeyie
activation in paticats with BE in parablel with nentaaphils e
Fivation sud way be explained by use chranic inliamnsdery
nature o Bebgel's fesions,

131 Lymphoeyte suhpopolations in Behget's Disease,

E. Bkslogle Demiralp, 5. Sahin Oepiin, L Direskeneli, V.
Famuryudan, T Akoghe, Marmara Medical School. Depai-
ment of Heinatlogy, Tmmunalogy, Peparinient ol Rheunn-
tolgoy, Cerrahpign Medieal School, Depactoent of Rhicuma-
tology, Tstunbal, Turkey.

fichges disease (B} s o chronfe influnmmatory disosder with
immane ahnormadivies. Various T lymphocyte subgreonp chimg.
es Bave previously been deseribed in B T alis study we
vestigated T ymphocyte subgroups (14, CD, CDIIb,
CIda, Clso, CSTIKCDE, CDS6/CDI, ‘E)I,f( L OACTYAN,
CRS/CDIBCTISO) with TTow cylomelry using 2 and 3 color
innenufluoreseenee stabiing in 37 pationts awith B1) aod 20
healthy control {see Table above). Ce

The observed inereuse in CIS6 () eells were evenly dis-
tributed in hoth CO4 and COS cell populations i B AL
(haugh ne significant dilferences were observed in CD50 {1
I () NK populations, the increase in DR CD L6 popida.
Lo demonstrales an inerease in oytotosic “Foeetl populigion.
The inereased CIEICDR(E) and CTHOGCPE 43 popubi-
tions in ackdivion (o CS6 positivity might signily the ellvel of
infhimoation on 1 eells in 3D, -

314 Peripheral blood Jymphocyte population in patlivats with
Behget’s disease aud vecarvent oral uleerstion, @

G, Tukive, N, Diizgin, K, Oworan, A, Giirler, TE Putkak, Ane
karn University, Departments of immuunhq- amdd Dernatnl-
upy, Ankary, Turkuy.

Nincty-five paticats with Belger's Disease (MDY according 1o
the International_Stady Group Criteria (clinicalty b aetive
and 31 innetive), M patients with reearrent ord aeeriion
and EAG healthy valunteers were ineluded Tee the stindy, Elow-
eytonnelrical .m.ulyw\ T [)'Ill]ﬂll}L)lL‘- Clotad TSR ) ok
I lymsphocyles woere performaed in ghe ]‘.llu,m .nul control
groups, Mone of 1he putients was receiving . mmmnn-.npuu~
sive therupy during, the study, ,; _ i
While s pulphuml Bload il 7, ;
phoeyle cownt in A4 active 3D |1.1l|u|:“ wete \u,mlu uuh Ins'h
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GEGCETL] DASTADA MONQSTT KOLTUR SUPERNATANLARININ
NOEATAL NOTROFIL-ENDUTEL ADEZYORNUNA ETKis

SEAHIN (DZGUN), SYURDAKUL, VHAMURYUDAN, TLYAZICE
TAROOLU

Marinars Uiniversitest, Tip Fakithtesi fe Pastabiklar Anabilime Daly
fnmmiohoji Billm Dabive Tstanbul Civersitesi, Cerrahipaga Tip Fakidtesi

fo Hasialiktan Anabilim Dal Romatolaji Bilim Dah, Istanbul

Behoeth hasty serumlare in vitee sbtrolil-codotel adesyonunn artr,
Adezyondaki bu artigim nedeni serumdaki yiitksek Th-s olahilir, Tasta manositke-
Finin de akive olduklne daha necki calismannzda Now sitometrik inceleme ile
231, GiG/ 1 ve CD molekallerinin arhgile ghsterilmigh.

B cabpmada Bebeet'l 10 hasta ve safhkle 10 Kiginin monasitlerinin kii-
Lirderi yapilyeak kiltdr sipernatantarmn pdtrolil-cndotel adezyoming crkisi aray-
tridde, Dandite pradienti ile aynlang periferal mononikleer hiterelerden, pHastik
viizeye yapisitoni yontemi e monesiter clde edildi ve tek hagma veya lurbal
miristal asetal (PMA) ve lipopolisakkarid {L15) ile uyarlarak kiilliwleri yapalde.,
Wirksckiv saadlik kallar sonunda k@lthe sitpernatantaen toplandi,

Doksanali kuyuhu k@ltde plaginda diretilen endolel hiteresi Bzerine sajihkl
insan natrolilfer luve edilerek monosit kGt sipernatanlars vachmda yapigma-
Fars test cdildl, Yapisan nélrofillerin gisterilebilmesi amact ile nistrolil miyelope-
roksidaz cazmimi ELISA yontemi ile 8lgiildii. Uyarthmg hasla monosit kiiltiie
stipeenatanlaruun varkfinda noteolil yapisma oram 33.4:17,9 kontral monosil
kit sipernatam ile 38.4:9.8 (p<0.05) olarak bulundu. PMA ile uyarilimg kiil-
tir siipernatanlan ife nétrofil yapigma orane hastalar igin 55.6¢12.8, kontroller
iin 40.4:13.5 (3>0.05); LPS il uyarlang monosit kitltdr stipernatanlar ile has-
tafurda 46.5:11.3, kontrollerds 41.9:13.8 (p>0.5) olurak bulundu. Uyar dncesin-
de hasty monosit kitltie stpernatanlarin adezyonu artimer etkisi, by hiieeeler-

dea in vive aktive olduklarun gdstermekledir,
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