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1. OZET

Fas aracihkli apopitozun RA patogenezinde rol oynadigi tahmin edilmektedir
Fibroblastlarda Fas reseptorinin  genellikle apopitotik sinyaller gonderdigi iddia
edilmesine ragmen, Fas stimtlasyonunun proliferasyona yol agabilecegi de bildirlmistir.
Bu caligmada deri, normal ve romatid sinovyumdan yapilan fibroblast kiiltiirlerinin 2-9.
pasajlarindan elde edien hiicreler anti-Fas-IgM (CHI11) ile stimile edilerek bu
stimiilasyonun, fibroblastlarda apopitoza mu yoksa proliferasyona mu yol agtigy arasgtinid.
Bu amagla, fibroblastlar degisik konsantrasyonlarda anti-Fas ile (100 ng/ml - 10 ug/ml)
24-72 saat enkiibe edildiler. Apopitozun tesbiti inversiyonlu faz kontrast mikroskobu
kullanularak morfolojik degerlendirme ile ve flow sitometre kullamilarak PI boyanmas: ve
anneksin V-FITC baglanmast ile yapild1. Proliferasyonun olgiilmesinde H’ timidin tutulum
testi kullanuldi. Bu testte elde edilen 6lgiim sonuglarmin kiigiik olmas, hiicre dliimiinin bir
isaretidir. Flow sitometre ile her tip fibroblastta artmug Fas ekspresyonu gésterildi. Kontrol
olarak kullamlan Jurkat hiicrelerinde anti-Fas stimiilasyonu ile apopitoz gorilmesine
ragmen, kullanilan metodlann higbiri ile fibroblastlarda artmis bir apopitoz belirlenemedi.
H® timidin tutulum testi sonuglan, Fas stimilasyonunun fibroblastlarda proliferasyona yol
agtigii  disiindiirdii. Daha sonraki deneylerde  hiicreler romatoid sinovyumdaki
sitokinlerle (IL-1c, IL-18, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a, IFN-y, TGF-3, GM-CSF, PDGF-
AA, FGF) uygun konsantrasyonlarda 24-72 saat siireyle enkiibe edildiler. Ne TNF-a, ne
de bagka bir sitokin tek bagina apopitoza yol agmadi. Flow sitometre dlgimlerinden TNF-
o, IFN-y ve GM-CSF’in fibroblastlarda Fas ekspresyonunu arttirdigy anlagiidi. Ancak,
sitokin stimiilasyonu ile Fas ekspresyonu arttinlan fibroblastlarda bile, anti-Fas
stimiilasyonu apopitoza yol agmadi. Sonug¢ olarak, anti-Fas-IgM insan fibroblastlarinda
giivenilir bir apopitoz uyaricis: degildir. Ayrica, Fas reseptorii fibroblastlara ¢liim sinyalleri
kadar proliferasyon sinyallerinin iletilmesinde de rol oynuyor gibi goriinmektedir. Bazt
sitokinlerle arttirilan Fas ekspresyonunun Fas stimiilasyonu ile gérulebilen proliferasyona

duyarlii$ arttirp arttirmadigy ilerideki ¢alismalann konusu olabilir.



2. SUMMARY

Fas mediated apoptosis is considered to be involved in the pathogenesis of RA.
Although it 1s generally suggested that the Fas antigen transmits apoptotic signals to
fibroblasts, it has been also reported that it may play a role in proliferation. In this study
cultured fibroblasts from 20d o 9th passage obtained from skin and normal or rheumatoid
synovium were stimulated by anti-Fas-I[gM (CHI11l) and it was tested whether this
stimulation leads to apoptosis or proliferation. For this reason, fibroblasts were exposed to
anti-Fas at different concentrations (100 ng/ml - 10 pg/mi) for 24-72 h. Detection of
apoptosis was done morphologically by inverted phase contrast microscopy, PI staining,
anneksin-V-FITC binding measured by flow cytometry. To detect proliferation, H3
thymidine uptake assay was used. In this assay low count measurements are also an
indication of apoptosis. All fibroblasts from any source have been shown to express Fas
antigen by flow cytometry. Although anti-Fas-IgM induced apoptosis in Jurkat control
cells, none of the methods revealed increased apoptosis in any type of fibroblasts after Fas
stimulation. Instead, it resulted in increased proliferation as detected by H3 thymidine
uptake assay. In further experiments we treated the fibroblasts for 24-72 h in appropriate
concentrations with different cytokines and growth factors (IL-1a, IL-18, IL-6, IL-10, IL-
17, TNF-a, IFN-y, TGF-$, GM-CSF, PDGF-AA, FGF) present in the rheumatoid
synovium. Neither TNF-a nor any other cytokine alone led to apoptosis. TNF-ct, IFN-y
and GM-CSF increased Fas expression markedly as measured by FC. However,
stimulation of fibroblasts by anti-Fas even after pretreatment with these cytokines did not
result in sensitivity to apoptosis. We conclude that anti-Fas IgM is not a reliable Fas
inducing agent in human fibroblasts and that Fas receptor may play a role in transmitting
growth signals as well as death signals to fibroblasts. Whether increased Fas expression by
some cytokines results in higher sensitivity to proliferation by Fas stimulation is a subject

of further studies.
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3. GIRIS VE AMAC

Hayatin karsitt gib1 gozikmekle birlikte, biyolojik bir bakis agisindan 6lim, hayatin
vazgecilmez bir parcasidir. Gerek ¢ok hiicreli basit organizmalarda, gerekse yitksek
organizma tlrlerinde 6limud programlayan karmasik bir sistem vardir. Canhmn genetik
olarak belirlenen suurl hayat stiresi, jenerasyonlann yenilenmesine olanak verir. Somatik
hicrelerde streklilik gosteren bir 6liim sirecinin varh@ organizmann hayatiyetinin
devarmirt saglar. Somatik hiicrelerde siiregelen bu 6lim siirecine "programli hiicre ¢limi”
(PHO) denir. PHO denmesinin nedeni, hiicrenin kendi genlerini kullanmak suretiyle
intrensek bir hiicre 6liim programum aktive ederek kendi 6liimiine yol agmasidir. Bu siireg,
"apopitoz" terimi ile de ifadé edilebilir. Baglangigta hiicre 6limiintin 6zel bir morfolojik
goriiniimiini tanumlamak igin ortaya atilan bu terim bugiin PHO'ye alternatif olarak
kullanilmaktadir (1). Intrensek olarak isletilen bu hiicre olimi stirecinden farkh bir baska
hiicre 6liimi ¢egidi de nekrozdur. Fiziksel, kimyasal veya ozmotik zararlanmalar internal
ve eksternal hiicre membranlarim harap ederek nekroz yolu ile hiicre éliimiine yol agarlar.
Litik nekroz sonucu denatiire proteinler ve DNA fragmanlan interselliiler bogluga saluur
ve boylece lokal inflamatuvar bir reaksiyon gelisir. Bunun aksine, PHO siirecindeki
hiicreler, metabolik intihar siirecinin ge¢ donemlerine kadar intakt sayilabilecek bir
eksternal membrana sahiptirler. Hiicre membran bitiinkigii kaybolmadan, endojen hicre
enzimleri aracthify ile hiicre limii gergeklesir. Apopitoz yolu ile 6len hucreler, igerikleni
cevreye salinip lokal inflamatuvar bir olay1 tetiklemeden etraftaki fagositer hiicreler
tarafindan temizlenirler.

PHO'miin bitin yitksek oOkaryotlarda (bitkilerde, mantarlarda, nematodlarda,
insektlerde ve vertebrallarda) tammlanmug olmasi, bu siirecin fizyolojik Gnemini ortaya
koyar (2). Apopitoz genlerinin genetik veya sonradan kazanilmus regiilasyon bozukluklart
major patolojilere yol acar. Caenorhabditis elegans (C. elegans) adh nematodda,

organogenez sirasinda apopitoz stirecinde ortaya gikan bir basansizhk, malformasyonlarin



gelisimine neden olur (3). I[nsektlerde ve memelilerde de buna benzer bir durum
gosterilmigtir  (2). Ote yandan, anti-apopitotik proto-onkogen bcl-2'nin  artmus
ekspresyonu, normalde apopitoz ie temizienen oz-reaktif lenfositlerin hayatta kalarak
organizmaya ;zarar vermesine, lenfoid hiperplaziye ve lenfomalara yol agar. Apopitoz
diizenleyict onkosupresdr p53 mutasyonlarin insan kanserierinin hemen hemen %50'sinde
| gorilmesi, apopitozun fizyolojik 6nemine igaret eden bir diger bulgu olarak gdsterilebilir.

Apopitoza fazla duyarh olmanin da dramatik sonuglan vardir. B¢l-2 genini tagimayan
fareler, postnatal hayatlan boyunca lenfoid dokulanimi kaybederler (4). HIV ile infekte
hastalarda periferik T hiicreleri apopitoz yoluyla yok olurlar (5).

Kisaca Ozetlemek gerekirse; artmmg apopitoz dejeneratif hastaliklann, azalmug
apopitoz ise otoimmun hastaliklann ve kanserlerin gelisiminde rol oynar.

Bu bilgiler ipiginda, apopitozun romatoid artritin (RA) patogenezinde rol
oynayabilecegini digiinmemek igin bir neden yoktur. Bilindigi gibi RA'da karakteristik
patolojik bulgu; sinovyal hiperplazidir. Sinovyal hiperplaziyi agiklamaya ¢alisanlar,
genellikle klasik modellere odaklanmuglardir. Buna gore makrofaj akumulasyonu kemik
iiginden daha fazla hiicrenin migrasyon yapmasina, fibroblast akumulasyonu da sitokinle
uyanlm§ proliferasyona veya otonom fibroblast proliferasyonuna baghdir. Ancak, bu
ashnda olasi mekanizmalardan bir tanesi olup bugiine kadar kamtlanamamigtir. Dokuda
biriken hiicrelerin daha dogru bir sekilde formulasyonu soyle ifade edilebilir: Sinovyal
doku kitlesi = (hiicre proliferasyonu + dokuya go¢ eden hucreler) - (hiicre olumi +
dokudan gé¢ eden hiicreler)

Bu formil g6z 6niine ahndiginda, ﬁbroblastlardald proliferasyon ve PHO arasindaki
dengenin bozulmasmn ve ézellikle romatoid fibroblastlarda azalmig bir apopitozun RA
patogenezinde rol oynayabilecegini diiginmek akla yatkindir. Eger bu dogru ise, sinovyal
fibroblastlardaki apopitozu hizlandirabilecek modalitelerin bulunmast, RA tedavisinde yeni
olanaklarn ortaya ¢ikmast demektir. Bu nedenle, RA'l hastalarda sinovyal fibroblastlarda
apopitoz, son zamanlardaki bazi aragtirmalara konu olmaktadir (6-9). Bu gahgmalarda,



sinovyal fibroblastlann fizyolojik apopitozda rol oynadig: dusuntlen Fas antijenini eksprese
ettigi ve anti-Fas antikoru ile apopitozun uyanldig bildirilmistir (6-9). Bazi ¢alismalarda
osteoartroziu hastalardan elde edilen fibroblastlarin Fas araciigiyla olan apopitoza
romatoid ﬁbréblastlardan daha direncli oldugu iddia edilse de (6), diger ¢aliymalarda béyle
bir fark gosterilememistir (7-9). Fas araciligiyla olan apopitozun TGF-f ve IL-1 ile inhibe
edildigi ve bu sitokinlerin romatoid fibroblastlarda sinovyal hiperplaziden sorumlu
olabilecekleri de ileri sirilmistir (8,9). Ote yandan, Fas stimulasyonunun insan
fibroblastlarinda proliferasyona yol agtigin iddia eden bir ¢alisma da vardir (10).

Romatoid sinovyal hiicrelerde  apopitozu arastirmak amactyla planlanan bu
calismada, kontrol olarak sinovyal ve deri fibroblastlan kullamlmig ve su iki sorunun
cevabi aranmugtir:

1. .Sinovyal ve deri fibroblastlarinda Fas stimillasyonu apopitoza m yoksa

proliferasyona mu yol agmaktadir? |

2. Romatoid sinovyumda bulunan sitokinler bu cevabi nasil etkilemektedir?

(V)



4. GENEL BILGILER

4.1. ROMATOID ARTRIT

RA kroﬁik, inflamatuvar sistemik bir hastaliktir. En belirgin bulgulanm oynak
eklemlerde gosterir. Periferik eklemlerde inatgi ve ilerleyici sinovit ile karakterizedir.
Inflamatuvar cevab1 baslatan sorumlu etken hala bilinememektedir. Infeksiyoz bir
etiyolojiyi  gOstermeye yonelik ¢aligmalar, biitin gayretlere ragmen basarnsiz olmustur.
Bunun nedeni, belki de farkl hastalarda farkli etkenlerin olay: baslatmasidir. Genetik ve
cevresel faktorler ortaya ¢ikan inflamatuvar cevabin ilerleyigini, derecesini ve seklini tayin
ederek heterojen klinik bulgulanin gonilmesinden sorumludurlar. Hastaligin baslangict ve
seyri, eklem ve eklem dist tutulumun siddeti hastadan hastaya gok farkhilik gosterebilir.

4.1.1 Patogenez

RA'da olaylan baglatan etken hala bilinmemektedir. Israrli ¢ahgmalara ragmen
bakteryel veya viral bir etken gosterilememistir. Hayvan modellerinde infeksiyoz etkenler
kronik artrit olugturabilirler. Bu modellerde sinovyal dokuda bakteryel trinlerin birtkmesi
ve kronik infeksiyonun geligmesi sinovyal inflamasyondan sorumludur. Bu konsept, cesitli
infeksiy6z etkenlerin insanlarda kronik artropatiye yol agtiginin bulunmasi ile daha da gok
ilgi gekmeye baglamigtir. Ornegin, Lyme hastalifimn bir spiroket infeksiyonu oldugu
anlagimugtir. Parvoviriis enfeksiyonlan erigkinlerde akut ve bazen uzamig poliartritlere yol
agabilir. HTLV-1 ile birlikteki artropatide goérilen sinovyal hiperplaziden, tax geninin
sinovyositlere inkorporasyonunun sorumlu oldugu tahmin edilmektedir (11). Ancak,
bunlara ragmen RA'ya yol agan bir infeksiyoz etken ne izole edilebilmig, ne de elektron
mikroskobisi veya molekiiler biyolojik tekniklerle gosterilebilmigtir. Belki de RA'nn tek bir
primer nedeni yoktur ve birbirinden farkl etkenler, benzer doku yaralanmasina ve sinovyal
inflamasyona yol agarlar. Olay1 baglatan neden konusundaki belirsizlie ragmen, eklem
destritksiyonu ile sonuglanan primer inflamatuvar cevabi arttiran genetik, molekiiler ve

hiicresel faktorler konusundaki bilgilerimiz son yillarda giderek artmustir.



4.1.2. Immunogenetik

Aileler, tek ve ¢ift yumurta ikizlen izerindeki ¢alismalar RA'mn inkomplet
penetrans, genetik varyans gdsteren ve multipl geni ilgilendiren kompleks bir genetik
hastalik olduéunu diisindirmektedir. {lk ¢ahgmalar RA'mn HLA-DR4 haplotipi ile
lliskisini gostermigtir (12). HLA-D bolgesindeki genetik organizasyon ve allelik
polimorfizmin molekiiler karakterizasyonu ile bu konudaki bilgilerimiz daha da artmgtir.
Hastaligin, aslinda HLA-DRB1 gem tzerindeki 67-74. aminoasitler arasindaki kisa bir
dizilim ile iliskisi sozkonusudur (13,14). RA ide baz HLA-DRBI1 allellerinin sik
birlikteligini degisik etnik populasyonlarda yapilan ¢aligmalar da desteklemektedir. Ancak,
bu HLA allelerinin neden oldugu hastalifa duyarlilik baz: etnik gruplarda disuktir. Yan,
HLA molekiiliiniin yamsira genetik arka plan da dnemlidir. Duyafhhgl arttirdi@y gosterilen
HLA-DRBI allellerinin  dizilimlerinin  karsilashnlmas:, bu allelerin hepsinin 3.
hipervariyabl bélgedeki kisa bir aminoasit segmentini paylastiklarim gostermistir. HLA-
DR molekiiliiniin kristalografik yapist diigiiniildiigiinde; bu aminoasitlerin yerlesimi T
hiicresi reseptorii ile HLA molekiilii interaksiyonunu etkileyebilecek bir bolgededir.

DR4 alleli tasimayanlarda hastaligin hafif gitmesi (15), buna karsilik iki ayrt HLA-
DRB1-04 alleline sahip hastalarda ekstrarartikiiler bulgularla beraber agir bir artritin
seyretmesi, hastalifin progresyonunda da HLA-DR4'in 6nemi oldugunu dugtindiirir (16).

4.1.3. T hiicreleri

Sinovyumu infiltre eden hiicrelerin  6nemli bir kismu T hiicreleri olup, bunlarn
onemli bir kismm CD4+ T hiicreleri olugturmaktadir. Bilindigi gibi CD4+ T hiicreleni
HLA-DR molekiilii icindeki antijenik peptidi tanir. Gerek RA'mn bazz HLA-DRBI
allelleriyle birlikteligi, gerekse sinovyumda gorilen CD4+ T hiicresi infiltrasyonu RA
patogenezinde CD4+ T hiicrelerinin merkezi bir rol oynadigim diigiindiiriir (17). Romatoid
sinovyuma T hiicresi migrasyonun anlagilmasinda oldukga onemli gelismeler
kaydedilmistir. Adezyon ve migrasyonu miimkiin kilan gesitli reseptér ve ligandlar

belirlenmigtir. Bu reseptor ve ligandlar sinovyumdaki inflamasyona 6zgii olmayip diger



organlardaki kronik inflamasyonlarda da gorulir (18). Sinovyal dokuda T hicresi-
makrofaj arasinda hucreden hiicreye interaksiyon gosterilmustir (19). Bu T hiicresinin lokal
bir antijenu tamyip aktive oldugunu diigindirir.

'Ancalk, baz1 bulgular T hiicrelerinin RA patogenezinde 6nemli bir rol oynadig
tezini zayiflatirlar. Omnegin, sinovyumda aktive olmus T lenfositlerinin oram kiigiiktir.
Sinovyal CD4+ T hiicrelerinin sadece %10'u IL-2 reseptérii « zinciri tagirlar. Ayrica,
sinovyal inflamasyonda T hiicresinden salgilanan sitokinlerin rol oynadigi sdyleyebilmek
zordur (20). Hastalar arasinda T hiicresi repertuvanmn farklihk gostermesi ve T
hicrelerini yok eden tedavilerle etkin sonuglar elde edilememis olmasi da T hiicresinin
patogenezde Onemli bir rol oynadigi tezini zayiflatir. SCID fare modelinde, T hiicrelerinin
tamamen elimine edilmis oldugu bir ortamda fibroblastlarla kikirdak erozyonlannin
olusturulabilmis olmasi hastaligin patogenezinde fibroblastlara yonelen ilgiyt daha da
arttirmugtir,

4.1.4. Fibroblastlar

Sinovyal intimal tabaka makrofaj benzeri tip A sinovyositler ve fibroblast benzeri tip
B sinovyositlerden olugur. Gerek normal intima, gerekse hiperplastik romatoid dokuda tip
A sinovyositler ¢ogunlugu olusturur. Fibroblastlar eksprese ettikleri gesitli adezyon
molekiilleri ile ekstraselliler matrikse tutunurlar ve sinovyal svi bosluguna hiicre
hareketini saglarlar.

RA'da sinovyal membranda gorillen hiperplazinin gerek tip A ve gerek tip B
sinovyositlerin proliferasyonuna bagh oldugu diginiliir. Ancak, dokuda belirgin mitozun
gorillmemesi, sinovyal hiicrelere timidin inkorporasyonunun az olmast bu disiinceye terstir
(21). Immunohistokimyasal yontemlerle de dokuda aktif proliferasyon belirleyicileri
gosterilememigtir (22). Ancak, erken destriiktif RA'lt hastalarin sinovyal dokusunda c-myc
gibi proliferasyon gostergesi genlerin artmig olarak eksprese oldugunu bildiren ¢aligmalar
da vardir (23). Kikirdak dokusunu destriikte eden MMP (matrix metalloproteinase)
enzimlerinin dnemlice bir kismunin kaynag: sinovyal intimal tabakadir. In situ hibridizasyon



cahiymalarinda. kollajenaz ve stromelizin mRNA'st hemen sadece fibroblastlarda
gosterilmustir. MIMP'lerin dokudaki dogal inhibitérleri olan TIMP (fissue inhibitors of
matrix metalloproteinase) sinovyal tabakada bulunur RA sinovyal hiicrelerinde OA'ya
gore kollajenaz ve stremolizinin TIMP'e goére daha ¢ok bulunmasi, bu hiicrelerin daha
destriktif davramgim agtklayabilir (24). Kulttre edilmis fibroblastlarin MMP salgiladiklan
gOsterilmigtir (25-26). Sinovyal sivida bulunan IL-1 ve TNF-« gibi sitokinlerin kultir
ortamina eklenmesiyle, MMP gen ekspresyonu ve protein yapum artar (25,27,28). TGF-3
ve IFN--y, MMP iretimini azaltir ve matriksi koruyucu etki gosterirler (29,30).
Katepsinler gibi diger proteazlar da aktive fibroblastlar tarafindan yapilir (31).

Romatoid sinovyumda, T hiicresinden ziyade fibroblast veya makrofaj benzeri
sinovyositler tarafindan yapilan sitokinler bulunur (32). Makrofaj benzeri sinovyal hiicreler
IL-1, TNF-a, GM-CSF ve kemokin (33,34) yaparlar. IL-6 ve anjiyojenik etkileri olan
fibroblast growth faktor (FGF) ve vaskiiler endotelyal growth faktér (VEGF) fibroblast
benzeri hiicreler tarafindan yaptlir. IL-1 ve TNF-q, fibroblastlan aktive ederek ilave’GM-
CSF ve IL-8 yapimm ve inflamasyonun medyatorleri olan proteazlann ve kiigiik
molekiillerin sahmrmm stimile eder (35,36). Bu bilgilere dayanarak T hicresi ve
makrofajlar tarafindan salgilanan sitokinlerle fibroblastlann uyanldigi, inflamasyonun
gelistigi ve kikirdak doku destriiksiyonun olugmasinda fibroblastlarin 6nemli rol oynadig:
ilert stiriilebilir.

Bir bagka gorige gore;, romatoid fibroblastlar bir gekilde transforme olmus,
neoplastik davramg gésteren hiicrelerdir. Bu hiicrelerin, c-myc ve diger onkogenleri dnemli
miktarda eksprese etmeleri bu goriigii destekler (37). Ancak, romatoid fibroblastlarm
transformasyonunu destekleyen en 6nemli delil SCID fare modelidir. Bu fareler immun
sistemleri olmadiklarindan ksenograftlan uzun sire igin kabul edebilirler. Normal
kikirdakla beraber SCID fareye implante edilen romatoid sinovyal doku kikirdak matriksini
invaze ederek pannus benzeri gériiniim olugturur (38). Kontrol OA fibroblastlan ise

kikirdagy invaze etmezler. Bu bulgular romatoid fibroblastlarin bir sekilde transforme



olarak otonomi kazandigim dusundurir. Sonug olarak; ¢esitli ¢calismalar mekanizmasi ne
olursa olsun fibroblastiann RA patogenezinde onemli bir rol istlenmekte olduklarim
dustindurmektedir.

4.2. APOPITOZ

Cogu hayvan hiicreleri, kendilerine daha fazla ihtiya¢ duyulmadiginda veya ciddi
hasara ugradiklarinda intrensek bir hiicre intihar programimu harekete gegirerek, etrafa
zarar vermeden kendi kendilerimi yok etme yetenegine sahiptirler. Bu  6limiin
gerceklesmesi esnasinda, hiicrede karakteristik morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler
olur. Bu tip hiicre 6liimiine apopitoz veya PHO dendigini girig béliimiinde ifade etmistik.
Hiicre bu siireg iginde olirken, morfolojik degisiklikler ii¢ asamada gergeklesir (39). Ik
asa%nada, kromatin niikleusun periferinde kresentik kepler seklinde kondanse olur.
Nukleolus dagilir ve niikleer hacim kigiilir. Total hicre hacminde azalma, hiicre
yogunlugunda artma, sitoplazmik organellerde kompaktlagma ve endoplazmik retikulumda
dilatasyon gozlenir. Fakat mitokondriyumlar morfolojik olarak normal kalir. Ikinci
agamada, sitoplazma ve niikleustan kéken alan kiigiik, membrana bagh, hiicre yiizeyinden
tomurcuklanip daha sonra kopan ¢ok sayida apopitotik cisimcikler olusur. Usgiincii
agamada ise geriye kalan nitkleer ve sitoplazmik yapilarda dejenerasyon gelisir. Apopitotik
hiicre ve apopitotik cisimcikler makrofajlar veya komgu hiicreler tarafindan siiratle fagosite
edilerek sindirilirler. Bu sekilde 6lii hiicreler siiratle temizlenerek zararli ve doku igin
tehlikeli igerikleri etrafa yayilmamus olur. Bunun aksine, diger bir 6liim sekli olan nekroz
strasinda hiicreler siger, litik olarak pargalanir ve inflamatuvar bir cevab tetikleyecek olan
sitoplazmik materyel etrafa sagilir.

Apopitoz sirasinda niikleazlar aktive olur ve kromozomal DNA 6nce biiyitk (50-300
kilobaz) ve daha sonra kiigiik oligonukleozomal fragmanlara pargalamr (40). Apopitoz,
organizmamn gelisimi ve homeostaz1 igin  son derece oOnemlidir. Organizmamn
sekillenmesinde ve hiicre sayisimun regiilasyonunda majér bir rol oynar (41-43). Ayrca,

organizma igin istenmiyen veya potansiyel tehlike tasiyan 6z reaktif lenfositler, virisla



enfekte olmus hucreler, timor hucreleri de bu yolla uzaklastinlir (2,44,435). Tahmin
edilebilecedi gibi apopitozun baslamasi oldukga dikkatli bir sekilde kontrol edilir. Hiicrenin
icinden veya disindan gelen bir¢ok sinyal, hayat ve olum arasindaki verlecek karar
iizerinde etkili olur. Bu sinyaller arasinda iyonizan radyasyon veya viral infeksiyonla olusan
hiicre hasan, ekstraselliiler biytiime faktorleri, hilcre etkilesimleri ve hormonlar sayilabilir
(42,43,46). Bu sinyaller 6lim programum aktive ederler ya da suprese ederler. Bir hiicre
tipinde olim programum aktive eden bir sinyal, diger bir hiicre tipinde apopitozu engeller
(47).

Apopitoz gelisimi, evolusyon boyunca kismen korunmus gibi goziken bir
mekanizma ile olmaktadir. Bu nedenle vertebrablardaki apopitoz mekanizmalarmn
anlagilmas: igin, daha kolay elde edilebilen omurgasiz hayvan modelleri kullamlmgtir.
Aslinda, bizim apopitoz genleri konusundaki bilgilerimizin ¢ogu bir nematod olan C.
elegans'ta yapilan genetik alismalara dayanmaktadir. C.elegansta PHO, 4 basamakta
geligir.

1. Hiicre olecek mi yoksa yagayacak mu kararinin verilmesi

2. Hucrenin 6lmesi

3. Olen hiicrenin fagositer hiicreler tarafindan fagosite edilmesi

4. Fagosite edilen materyelin degradasyonu

Bu basamaklarin her birini etkileyen mutasyonlar tesbit edilmigtir. Bitiin somatik
hiicrelerde hiicre olimiini etkileyen li¢ gen gosterilmistir ki bunlar; ced-3, ced4 ve ced-
9’dur. Bunlardan ilk ikisinin aktivitesi hiicre Slimiiniin gergeklesmesi igin gereklidir.
Sonuncusu olan ced-9 ise hiicreyi apopitoza kars1 korur, yani hiicre Slumiinii engeller (48).
Bu gen, hiicre ¢limiinii regiile eden bcl-2 ailesine homolog bir proteini kodlar (49,50).
Insan bcl-2 ekspresyonu ile nematodda hiicre 6liimii engellenebilir (49,51). Bu sonuglar,
hayvan evolusyonu boyunca apopitotik yolun en azndan bir kismumn iyi muhafaza

edildigini gosterir. Bu goriisii destekleyen bir bagka bulgu da;, baculovirus'a ait



antiapopitotik p35 proteini ile insekt, nematod ve memeli noronlannda hiicre élimintn
engellenmis olmasidir (52).

Hicrede protein sentezi ve mRNA sentezinin inhibisyonu ile hiicre Sliimiiniin
engellendigini bildiren calismalar, apopitozun aktif bir hicre intihan oldugu konusundaki
disincenin ik dayanaklan olmuslardir (53). Ancak daha sonra diger baz sistemlerde
protein sentezi ve mRNA sentezinin inhibisyonu ile hiicre dliiminin engellenemedigi ve
hatta apopitozun uyarldigz gosterilmigtir (43). Bu, apopitotik effektor molekiillerin
¢ogunun memeli hucrelerinde bulunduguna igaret eder. Bunu destekleyen en 6nemli bulgu
da, nikleuslanndan aynilmus hicrelerde yapilan deneylerde elde edilmistir (54). Bu
sitoplastlar biyiime faktorlerinden yoksun birakildiklarinda veya protein kinaz inhibitdrii
olan staurosporin’e maruz birakildiklarmda apopitozun biitiin karakteristik sitoplazmik
morfolojik degisikliklerini gosterirler. Bel-2 proteininden zengin hiicrelerden hazirlanan
sitoplastlar ise bu apopitotik degisikliklerden korunurlar. O halde, apopitozun énemli bir
boliimi igin yeni bir gen transkripsiyonu gerekli olmayip, bel-2 niikleus yoklugunda bile
hiicreyi bu siirece karst korumaktadir.

Eger, efektor apopitotik proteinler canli hiicrelerde hazir bulunuyorlarsa, onlarn
potansiyel dldiriicii etkisi siirekli baskilanmahdir. Bir goriise gore hiicreler asinda slime
programlanmuslardir. Hayatta kalmak igin diger hiicrelerden siirekli yagama sinyallerine
ihtiyag gosterirler. Gergekten, memelilerdeki birgok hiicre hayatta kalmak i¢in bagka
hiicreler tarafindan salgilalanan ekstraselliller faktérlere muhtagtirlar (42-43). Belirli bir
dokuda farkl tiptéki hiicrelerin birbiriyle uyumlu oranlarda idamesi boyle bir sosyal
kontrolle saglanmaktadir.

Cesitli hayatta kalma faktorleri ve reseptorleri molekiiler diizeyde tanimlanmmstir
(55). Fakat, aktive olmus reseptodrlerin apopitotik program nasil regiile ettigi hala net
degildir. Hayatta kalma faktorleri, zararli effektor olim faktorlerinin aktivitesini veya
miktarim zararsiz diizeylere diistirerek ya da bcl-2 gibi antiapopitotik proteinlerin sentezini

uyararak hiicre 6limiine kars1 koyarlar.
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Apopttotik hiicre olumunin nedem ve mekamzmasi hala bilinmemektedir Hiicre
olumintn erken donemlennden itibaren nukleer degisikiiklerin goriilmesine dayanilarak,
hiicrelerin endontkleolitik yoldan DNAlanmn parcalanmasmn sorumlu olabilecegi iddia
edilmistir (40,’56)‘ Ancak, nikleuslanindan aynimus hicreler énemli bir sire fizyolojik
fonksiyonlanm  koruyarak uyanldiklannda apopitozun karakteristik  sitoplazmik
degisikliklerini gdsterirler. Ayrica, izole nitkleuslar hiicresiz bir ortamda kondansasyon ve
DNA degradasyonu gdsterebilirler (57). Bu gozlemler, birden fazla faktérin 6liime
katkida bulundugunu ve degisik hiicre kompartmanlariun birbirinden bagimsiz olarak
apopitozun yapisal degisikliklerini gosterebildiklerini digiindirir.

Bel-2'nin  peroksidle olusan hicre olimiini, bazi antioksidanlann  sitokin
deprivasyonu ile uyarilan apopitozu engellemeleri nedeniyle, reaktif oksijen radikallerinin
apopitoza yol agabilecegi ve bu siirecin bcl-2 ile regiile edilebilecegi iddia edilmigtir (58).
Ancak, mitokondriyal respirasyon olmadan da apopitoz ve bcl-2 korunmast
gOstertlebilmistir (59).

Apopitoz ve hiicre siklusu arasinda birgok benzerlikler vardir. Asini sayiabilecek bir
goriige gore apopitoz aberan bir mitozdur (60). Apopitoz ve mitoz arasindaki iligkiyl
destekleyen bir bulgu; hiicre proliferasyonunda rol oynayan bazi genlerin (6r. p53, c-myc,
E1lA, cyclin D1, c-fos) apopitozun gelisiminde de rol oynamasidir (45,61,62). Bu
genlerden bazilan 6zel durumlarda apopitozu etkilerler. Omegin kromozal bir hasar
oldugunda apopitozun geligmesi igin p53 gerekir (63). Hiicre proliferasyonu ile iligkili c-
myc aberan eksprese edildiginde apopitoza yol agabilir (62). Ote yandan myc ile uyanian
hicre olimi igin p53 gereklidir (3). Apopitozun bazz komponentleri mitoz dahil diger
hiicresel olaylarla baz ortak siiregleri paylagtyor gibi goriinmektedir.

4.2.1. Sistein proteazlarn apopitozdaki rolii

Nematod C.elegans ile yapilan genetik galismalar bitin somatik hiicrelerin ¢liimi
i¢in gerekli iki genin saptanmasma yol agmugtir ki bunlar, ced-3 ve ced-4'dir (65).

Bunlardan birisi inaktive edilirse, gelisim sirasinda normal olarak 6lmesi gereken hiicreler
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hayatta kalir. Genetik mozaik ¢alismalar bu iki genin olmekte olan hucrede otonom
faaliyete gegerek hiicre olimiine aracilik ettigini dustindirtr (66). Bu iki genden birinin
mutasyonu, ced-9 gemini tasimayan hayvanlarda ektopik hiicre olimuni engeller (48).
Ced-3 ve ced-4 genleri klonlanarak molekiler olarak tammlanmustir. Ced-4, diger
polipeptidlere benzemeyen 63 kD buyikluginde bir proteindir. Ced-3 ise ICE (IL-/45-
converting enzyme), edd-2/Ich-1, ve CPP32'nin dahil oldugu sistein proteinaz ailesine
benzer bir proteindir (66-70). Birgok ¢aliymadan elde edilen sonuglar, ICE veya onunla
iliskili bir proteinin memeli hiicre Sliimine yol agtigim disindinir. Gergekten de, ICE
inhibitéri olan bir cowpox geni olan crm-a'min ekspresyonu, biyime fakténi yoksunlugu
ile gelisecek olan apopitozu engeller (71). Poly(A)DP riboz polimeraz, laminler ve U1-70
kd proteolitik enzimlerin hedefi olan {i¢ proteindir.

ICE, proteinlerdeki asparajin-aminoasit baglanm boler. Bu 6zellifi ile granzyme-B'ye
benzer. Granzyme-B sitotoksik T lenfositlerinin (CTL) yol agtig1, apopitozda rol oynayan
bir serin proteazdir. Nematodlarda PHO'niin baslamasinda rol oynayan 3 genden ikisi olan
ced-3 ve ced-4'iin benzerleri memelilerdeki apopitozda da rol oynamaktadr.

4.2.2. Apopitozun diizenleyicileri

Oyle goziikiiyor ki, birbirinden farkhi birgok sinyal yollanmn bulustugu ortak bir
apopitotik yol vardir. Bcl-2 ve baculovirus proteini p35 gibi anti-apopitotik proteirllex'in
ekspresyonu birgok oldiiriicii sinyalin etkisini inhibe eder (50,52). O halde, bu proteinler
farkli sinyalizasyon yollarindaki ortak komponentler ile iligkili olmal veya ortak bir
apopitotik yola ulagildiktan sonraki bir basamag engellemeliler. Farkli sinyal yollarimn
ortak bir apopitotik yolda konverjansim anlamaya yonelik galiymalar bir meyve sinegi olan
Drosophila Melanogester'den elde edilmistir. Bu canlidan elde edilen bir gen olan reaper
geni, farkli sinyalizasyon yollarmdaki bilgiyi ortak bir apopitotik yola entegre eder (72). Bu
genin delesyonu, bilinen biitiin apopitotik sinyaller ile apopitozu engeller. Ote yandan bu
genin ekspresyonu, Drosophila'da apopitozu indiikler (72). Bu sonuglar, Drosophila'da

reaper geninin genel bir apopitoz aktivatdni oldugunu diisindiiriir. Calismalar bu genin



olum etfektori olan bir regulator olarak fonksiyon gordigint disundurir Bunu da,
ced3/ICE benzer proteazlan aktive ederek veya ced-9/bcl-2 gibi antiapopitotik genleri ya
da urunlermi inhibe ederek yapmaktadir.

4.2.3. Prbtein sentezi ve apopitoz

Drosophila'da apopitozun gelismesi i¢in regper geninin transkripsiyonu sart
olmasmna karsin memeli hiicrelerinde durum farkli gozikmektedir. Ciinkii, memeli
hiicrelerinde, de novo protein sentezi olmadan da apopitoz gelisebilir. Bu, Drosophila ve
memeli hiicreleri arasindaki farktan ileri gelebilir. Bir goriige gore, hiicrenin hayatiyeti igin
bazi koruyucu anti-apopitotik proteinlerin surekli sentezi gereklidir. Protein sentezi inhibe
. edildiginde hem koruyucu proteinler, hem de apopitotik proteinler azalmaya baglar.
Protein sentezi inhibe edildigi anda hiicredeki proteinlerin rolatif miktarna, aktivitelerine
ve stabilitelerine gore farkl hiicrelerde farkli sonuclar ortaya gikar. Protein sentezi veya
mRNA sentezinin inhibisyonu ile, baz1 hiicrelerde apopitoz inhibe olurken baz hiicrelerde
apopitoz gelismesinin bugiinki bilgilere gore tek akla yakin agiklamasi budur.

4.2.4. Fas, oliim faktorii

1989 yilinda iki grup, gesitli hiicre hatlan igin sitolittk monoklonal antikorlar elde
ettiler (73,74). Bu antikorlar tarafindan tanmnan hiicre yiizey proteinlerine Fas ve APO-1
dendi. Daha sonra da Fas komplementer DNA's1 izole edildi. APO-1'in cDNA's1 da izole
edilince, onun da Fas ile aym protein oldugu anlagldi. Farelerde insan Fas antijenini
tagiyan, transforme olmus hiicrelerde Fas antikoru ile 5 saat iginde apopitoz gelistigi
gorilerek bu proteinin fonksiyonu aniagildi.

Fas, TNF ve NGF (nerve growth factor) reseptérleri ailesine aittir (75-77). Bu ailede
TNF-R1, TNF-R2, NGF reseptorii, CD40, 0X 40, CD 27, 4-1BB, ve CD30 bulunur (78).
Bu aile tiyelerinin ekstraselliiler bélgeleri, sisteinden zengin 3-6 kisimdan olusur. Bunlarm
ekstraselliiler aminoasit dizilimi birbirlerine benzer. Intrasitoplazmik kisimlar arasinda ise
sadece TNF-R1 ve Fas arasinda benzerlik vardir. Bu kisim apopitotik sinyalin

transduksiyonu i¢in gereklidir (79).



[nsanlarda Fas geni 10. kromozomun uzun kolu tizerindedir (30). Bircok doku ve
hiicre hatlant degisen miktarlarda Fas eksprese ederler. [FN-y, degisik hiicre hatlarinda Fas
ekspresyonunu arttunr (74,75,77). TNF-« ve IFN-y kombinasyonu, B lenfositlerinde hem
Fas ekspresyonﬁnu, hem de anti-Fas ile sitotoksik etkiyi arttirirlar (74). Fas antijeninin
yapist, onun bilinmeyen bir sitokin reseptori oldugunu distndirmustir. Yapilan
¢aligmalar sonucu Fas ligand: izole edilmistir (81). Fas reseptérunun Fas ligand: veya Fas
antikoru ile uyarilmas: ile sitoplazma ve niikleus kondansasyonu, DNA fragmantasyonu
gibi karakteristik bulgulaniyla apopitoz gelismektedir. Apopitozun gelismesi i¢in Fas
ekspresyonu yeterli degildir. Hiicredeki bcl-2 ve hiicre 6limiinii modile eden diger
faktorler de Gnemlidir.

Fas ve TNF-R1'in mtrasitoplazmik 6lim kisimlan o&ak olmasma ragmen, Fas ve
TNF-R1 transdiksiyonu ile geligen hiicre 6liimleri arasinda farklar vardir (82-84). Ancak,
Fas yolunda da TNF stimillasyonunda oldugu gibi muhtemelen sfingomiyelinaz
aktivasyonu ile ceramid bir ikincil messenger olarak ortaya ¢ikar ve bu da protein kinaz
aktive eder (85).

4.2.5. Fas, Fas ligandi ve otoimmunite

Fas sistemi, normal aktive olmug lenfositlerin ve bazi viriislerle enfekte olmus
hiicrelerin eliminasyonunda rol oynar. Fas veya Fas ligandinda mutasyon, lenfositlerin
akumulasyonuna ve farede otoimmun hastaliklann ortaya ¢ikmasma yol agar. Fas
antikorlanmin fareye enjeksiyonu birkag saat i¢inde oliimle sonuglamr (86). Bu bulgular
Fas sisteminin insanda iki gekilde hastaliga yol agabilecegini diigtindiinir:

1. Fas antijeninin eksik fonksiyonu ile hastaliklar ortaya ¢ikabilir. Farelerdeki lpr
(lenfoproliferatif) ve gld (genel lenfadenopati) mutasyonlann bu kategoride olup Ipr
farelerdekine benzer fenotipe sahip birgok hasta bildirilmistir (87). Bu hastalarnn kusurlu
Fas veya Fas ligandina sahip olmalann miimkiindir. Lpr ve gld fareleri otoantikorlar dahil,
bol miktarda immunglobulin yaparak insandaki SLE (sistemik lupus eritematozus) benzen

bir hastaliga yakalanirlar. Nitekim, baza SLE i hastalarnin serumunda artmig miktarda solubl
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Fas antijent bulunmustur (89). Solubl Fas, Fas ligandimi bloke ederek apopitozu,
dolayistyla aktive lenfositlerin eliminasyonunu engelleyerek SLE fenotipine yol agtyor
olabilir (89).

2. Fas sisterniyle iliskili ikinci bir hastalik kategorisi Fas sisteminin asirt aktivitesine
bagh olabilir. HIV enfeksiyonu sirasinda CD4+ T lenfositlerin eliminasyonunda Fas'in rol
oynadigina dair giderek artan bulgular bildirilmektedir. Nitekim HIV ile enfekte olan

¢ocuklann lenfositlerinde belirgin olarak artmug Fas ekspresyonu gosterilmigtir (90).



5. MATERYEL VE METOD

Hiicre kiiltiri: RA’L G¢ hastadan sinovektomi ile ve sagliklh bir kisiden
postmortem olarak alman sinovyal dokudan ve saghkli 3 kisinin derisinden fibroblast
kiiltiirleri elde edildi. Sinovyal doku yagdan temiziendikten sonra, bistin ile kigik
pargalara bolunerek 6nceden hazirlanmug dispaz soliisyonuna kondu. Dispaz solisyonu
150 mg Dispaz (Boehringer-Mannheim) 100 ml Joklik medyumuna (Gibco BRL,
Eggenstein, Almanya) koyarak elde edildi. Bu solisyon kullamimadan ¢énce 0.2 p
kalinhigindaki filtreden gegirilerek sterilize edildi. Pargalanmug sinovyal doku steril bir
flaska konuldu. Uzerine 10 ml dispaz solisyonu eklenerek 37°C’de 200/dakika sallanacak
sekilde 60 dakika enkiibe edildi. Sivi kisim toplanarak 2000°g de 10 dakika santrifije
edildikten sonra hiicre ¢okeltisi komplet DMEM ( Dulbecco's Modified Eagle's Medium ;
Gibco BRL, Eggenstein, Almanya) vasat1 iginde ¢oziildii. Dokunun enzimatik pargalanma
isleminin sonuna kadar buz tizerinde bekletildi. Kalan doku pargalan ise gene 10 ml Dispaz
soliisyonunda 30 dakika daha bekletildi. Stipernatant tekrar santrifije edilerek hiicre
¢okeltisi tekrar komplet DMEM iginde ¢6zildii. Bu iglem son kez tekrarlandiktan sonra,
elde edilen hiicre siispansiyonlan kangtinlarak hiicre sayisi 1-2x10° milyon/m! olacak
sekilde ayarlandi. Daha sonra, 75 cm’lik steril flasklara konup biiyiimeye birakildi.
Hiicreler, ekildikleri flask yiizeyini doldurduklaninda yeni pasajlar yapildi. Caligmada,
ikinci-dokuzuncu pasajlar kullamldi. Pasaj yapilirken hiicrelerin yapigtiklan  flask
yiizeyinden ayrilabilmeleri igin tripsinizasyon gerekti. Bunun i¢in flasktaki beklemis vasat
uzaklagtirldi. Flask PBS (fosfat tamponlu soliisyon) ile yikandiktan sonra igine 7 ml

Trypsin-EDTA (Gibco BRL, Eggenstein, Almanya) konarak 37°C’de 8 dakika enkiibe
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edildi. Uzerine 15 ml inkomplet DMEM vasati tlave edilerek tripsin inaktive edildi. Hicre
sispansiyonu 2000 g’de santrifiij edildikten sonra, fibroblastlar tekrar 45 ml komplet
DMEM vasati i¢inde ¢ozunerek her bir yeni flaska 15 ml konuldu. Bdylece, her pasajda
bir flasktan ii¢ yeni flask hicre kiiltiiru elde edilmis oldu

Komplet DMEM vasati: DMEM, %10 FCS, 1.5 mM L-Glutamine, 100 U/ml penisilin,
100 w/ml streptomisin, 10 mM H Hepes tamponu ( Gibco BRL, Eggenstein, Almanya).
Hiicrelerin biiyiimeye birakildiklar: durumda daima komplet DMEM vasati kullanildh.
Inkomplet DMEM vasati: L- glutamin icermeyen komplet DMEM vasat. Inkomplet

vasat hiicre pasajlari yapilirken tripsin inaktivasyonu yapilmast igin kullamlid:.

Sitokinler: Sitokinler satin alindiklan firma (Peprotech, EC Londra, Ingiltere)
tarafindan, biyolojik etkinlikleri i¢in tavsiye edilen maksimal konsantrasyonlarda
kullandldilar: IL-1et (10 ng/ml), IL1-B (10 ng/ml), IL-6 (10 ng/ml), IL-10 (20 ng/mi), IL-
17 (20 ng/ml), TNF-c (20 ng/ml), IFN=y (10 ng/ml), GM-CSF (5 ng/ml), PDGF-AA (10
ng/ml), bFGF (10 ng/ml), TGF-B (5 ng/ml). Sitokin stimiilasyonu iki amagla yapild::

1. Sitokin stimiilasyonundan 24~ 72 saat sonra fibroblastlarin Fas ekspresyonunda
bir degisiklik olup olmadigim,

2. Fas stimilasyonundan 24 saat énce yapilan sitokin stimiilasyonu ile Fas-IgM'e
hiicrelerin apopitotik cevabinda bir azalma veya artig olup olmadiimu arastirmak..

Fas ekspresyonunun flow sitometri (FC) ile degerlendirilmesi: Sinovyal
hiicreler, %10 FCS'li DMEM iginde 2x10°/kuyu fibroblast olacak sekilde 6 kuyulu
plaklara (Costar, Cambridge, MA) ekilerek biyiimeye brrakildi. Yukanda adi gegen
sitokinlerle stimiile edilen ve edilmeyen hiicreler kisa bir tripsinizasyon ile plaklardan
toplandi. PBS ile bir kez yikandiktan sonra FITC ile konjuge anti-Fas IgG antikoru
(PharMingen, Almanya) ile boyandi. Bunun igin 2x10° hiicre, 2.5 ul antikor ile +4°C’de
karanhkta 30 dakika enkiibe edildi. PBS ile bir kez yikandiktan sonra, 300 pl PBS i¢inde
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¢oztinerek EPICS Profile [I model , Coulter FC ile ( Coulter, Hamburg, Almanya) analiz
edildi. FITC ile konjuge izotipik bir antikor kontrol olarak kullaniidi. Sitokinlerle olan Fas
ekspresyonu indiksiyonu ortalama kanal floresanlarindan (OKF) soyle hesapland:: rélatif
OKF= (OKFsitob;-OKkauol)/(OKFmedm-OKFkom]). Sitokinler, Fas ekspresyonunun
induksiyonu igin yukanda belirtilen konsantrasyonlarda 24-72 saat enkiibe edildier.
Ancak, 24, 48, 72 saat arasindaki enkiibasyonlarda bir fark gorillmemesi iizerine, sonraki
enkiibasyonlar hep 24 saatte yapidi.

Fas Stimiilasyonu:Alt1 kuyulu veya 96 kuyulu plaklar i¢inde komplet DMEM ile
biyiiyen fibroblastlar son konsantrasyon 1000 ng/ml olacak sekilde anti-Fas IgM ( Klon
CH-11; Coulter,Almanya) ile 48 saat stimiile edildiler. Alt1 kuyulu plaklar apopitoz, 96
kuyulu plaklar ise proliferasyon deneylerinde kullamldilar. ‘

Apopitozun belirlenmesi: Fas stimiilasyonundan sonra- apopitozun gelisip
gelismédigi asagidaki metodlarla aragtinldi. Fas antikorunun etkinligini kontrol etmek igin
Jurkat hiicreleri, fibroblastlarda apopitozu saptamada kullanilan yontemlerin kontrolu igin
ise 0.5 pg/ml konsantrasyonunda Actinomisin-D (Act-D; Alexis Corporation, Almanya)
kullanildi. Jurkat hiicrelerinin Fas antikoru ile, fibroblastlanin ise Act-D ile apopitoza
ugradiklan bilinmektedir (6).

a) Morfolojik degerlendirme: Morfolojik olarak apopitoza ugrayan hiicreler
inversiyonlu faz kontrast mikroskopisi ile incelendiginde, fibroblastlarda igsi gdriinim
kaybolur. Hiicre yuvarlak bir sekil kazantr ve hiicre, plak tabanina adheransim kaybederek
kiiltiir vasat: icinde yiizmeye baglar (Resim 1). Fibroblastlardaki bu karakteristik
degisikliklerden yararlanarak, apopitozun tesbitinde inversiyonlu faz kontrast mikroskobisi
kullamimugtir.

b) Anneksin baglanmasi: Apopitotik hiicreler yiizeylerinde fosfatidil serini
eksprese ederler. Anneksin V fosfatidil serine kuvvetle baglandigi igin, floresanla
isaretlenmis Anneksin V kullanilarak apopitotik hiicreler flow sitometre ile dl¢ulebilir (91).
Bunun i¢in, fibroblastlar PBS ile yikandiktan sonra hiicre dansitesi 2-5x10°/ml olacak
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sekilde Anneksin baglama tamponu ile (10 mM HEPES/NaOH, pH 7.4, 140 mM NaCl,
25 mM CaClp; 02 um delikli filtre ile filtre edilmis) sulandiridi 195 ul hicre
sispansiyonu tzerine Syl Anneksin FITC (Alexis Corporation, Almanya) konarak 10
dakika karanlikta bekletildi. Hicreler bir kez yikandiktan sonra, tekrar 300 ul baglama
tamponunda sulandinlarak FC ile analiz edildi.

c) PI boyanmasi : Alt1 kuyulu plaklarda Fas stimilasyonu yapildiktan sonra
fibroblastlar tripsinize edilerek toplandi. Hiicreler 50ul/ml PI (Propidyum Iodid; Sigma,
Almanya), %0.1 sodyum sitrat ve %0.1 Triton X-100 igeren hipotonik bir solilsyonda leze
edilerek, nitkleuslan PI ile boyand: (92). PIile DNA’s1 boyanan niikleuslarn floresanslan
Coulter flow sitometre ile 6lgildi. Bu metod kullamldiginda, apopitotik olmayan hiicreler
hucre siklusunun G, ve G, fazimi temsil eden yiiksek floresans intensitesinde dar bir tepe
seklinde (diploid tepe) ve hiperdiploid DNA igerigi olanlar (S ve Gy/M faz) ise daha
yuksek bir floresan intensitesinde (tetraploid tepe) kendilerini gésterirler. Bunun aksine
apopitotik hiicreler, par¢alanan DNA materyelinin bir kismunt kaybettikleri i¢in daha az
DNA igerigine sahiptirler . Bu yiizden PI ile daha az boyanarak, diploid hiicrelerden daha
dusiik floresan siddetinde genis bir tepe (hipodipoid) gosterirler. Apopitotik hiicre yiizdesi
su formiilasyona gore hesaplanur: Apopitotik hiicre%s = (hipodiploid hiicre % /hipodiploid,
diploid, hiperdiploid hiicre%)x100

H’ timidin proliferasyon deneyi: Proliferasyon deneyleri Vilcek Tarafindan tarif
edildigi gekilde yapildi (93). Kisaca, fibroblastlar, 100 pl komplet DMEM i¢inde
5x10°/kuyu olacak sekilde 96 ik diiz dipli hiicre plaklanna ekildiler (Nunc, Kamstrup,
Danimarka). CO, enkiibatériinde 37°C’de bir gece bekletildikten sonra, test edilecek
kuyulara son konsantrasyon 1000 ng/ml olacak sekilde anti-Fas IgM veya kontrol
kuyularna medyum eklendi. Yetmisiki saatlik enkiibasyonun son 24 saatinde her kuyuda
0.5 uCi olacak sekilde H’ timidin (Amersham, Braunschweig, Almanya) ilave edildi. Yan-
otomatik bir hiicre harmanlayicisi (cell harvester) kullanarak cam filtrelerde hiicreler

harmanlandiktan sonra inkorpore olmus H’ timidin beta sayac ile dlcildd. Sonuglar
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triplikat 6lgimlerin ortalamas: olarak belirtildi. Eger anti-Fas stimulasyonu hiicre dlumine
yol agtyorsa H’ timidin tutulumunda bir azalma olmasi gerekiyordu.

Istatistiksel analiz: Sitokin ile stimilasyon yapilan ve yapilmayan fibroblastlanin FC
ile dlgiilen OKF degerleri ve anti-Fas ile stimulasyon yapilan ve yapilmayan fibroblastlann
H’ timidin testi sonuglant Mann-Whitney U testi ile karsiastinldi. Aym test kullanilarak
der1 ve sinovyal fibroblastlar arasinda bir fark olup olmadig: arastirildi. P degeri < 0.05 ise
istatistiksel olarak anlamh kabul edildi.
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6. BULGULAR

Fibroblastlarda Fas antijen ekspresyonu: FITC ile isareth anti-Fas antikorlan ile
fibroblastlar boyaﬁdlktan sonra, FC ile yapilan ol¢iimlerde elde edilen ortalama OKF
degerleri (1.60 + 1.57) kontrol antikoruyla elde edilen ortalama OKF degerlerine (047
0.44) gore daha yitksekti (n=45, p<0.000001). Bu sonuglar fibroblastlarin Fas antijenini
eksprese ettiklerini agtkg¢a ortaya koydu. Anti-Fas ile boyanan sinovyal fibroblastlarin
ortalama OKF degerleri ( n=22, 1.77 £ 2.03) ve der fibroblastlarimnkiler arasinda anlaml
bir fark yoktu ( n=23, 1.38 £ 0.82).

Fibroblastlarda apopitoz: Kullamlan yontemlerin higbiri ile Fas stimiilasyonu ile
artmug sinovyal veya deri fibroblastlannda artmus bir apopitoz saptanmadi.

Morfolojik olarak normal fibroblastlar igsi yapida olup, kiiltiir plagimn tabanina
yapisirlar (Resim 1a). Act-D ile enkiibe edilerek apopitoza ugrayan fibroblastlar ise
yuvarlak bir sekil alirlar, sitoplazmalan kiigiilir ve adheranslarii kaybederek kiiltiir vasati
iginde yuzer durumu gelirler (Resim 1c). Ani-Fas stimiilasyonu ile fibroblastlarda bu
morfolojik degisiklikler gérilmedi (Resim 1b).

PI boyanmast ve sonrasinda yapilan FC ol¢iimlerinde Fas stimiilasyonu ile artmus bir
apopitoz saptanmadi (Sekil 1). Fas ile stimile edilen hiicrelerin ortalama % 91°i (ORT +
SD; 91 + 3, n=10), stimiilasyon yapilmayan hiicrelerin ise % 93’ (ORT + SD; 93 + 4,
n=10) non-apopitotikti. Dermal ve sinovyal fibroblastlar arasinda bir fark yoktu.

Anneksin V boyanmas: ve sonrasinda yapilan sitometrik olgimlerde de artmg bir

apopitoz gorilmed: (Jekil 1). Fas ile stimiile edilen hiicrelerin ortalama % 901 (ORT +



SD; 90 £ 3, n=10), stimulasyon yapilmayan hucrelerin ise % 94’4 (ORT = SD; 94 = 4,
n=10) non-apopitotikti. Dermal ve sinovyal fibroblastlar arasinda bir fark yoktu.

Sitokin stimiilasyonu:Kullamlan sitokinlerin higbiri ile fibroblastlarda artmug
apopitoz gbruimedi. Ancak, Fas ekspresyonu igin FC ile yapilan 6lgumlerde elde edilen
OKF degerleri, kontrollere gore ortalama TNF-at ile 2.8 kat (2.8 £ 2.1, n=20, p< 0.001)
ve IFN-yile 2.3 kat (2.3 £ 1.9, =20, p< 0.01), IL-1p ile 1.7 kat (1.7 £ 0.4, n=20, p<
0.001), -1 le de 1.6 kez (1.6 £ 0.5, n=20, p< 0.001) artt1 (Sekil 2). Deri ve sinovyal
fibroblastlar arasinda herhangi bir fark bulunmadi. Sitokinlerle Fas ekspresyonunun
arttirlmasindan sonra da Fas reseptorii uyniimast apopitoza yol agmad (Sekil 3).

H® timidin proliferasyon deneyi: Fas stimilasyonu ile hem deri hem de sinovyal
fibroblastlarda H’ timidin tutulumunda kiigiik, fakat anlamh bir artig saptandi. Ortalama
ccpm degerleri, stimﬁlasslon yapilan deri fibroblastlannda (5148 + 637) ve sinovyal
fibroblastlarda (2010 + 780) kontrollere gére daha yiksekti (sirastyla, 4606 + 1157; 1731

+ 1070) (Sekil 4).

8%
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Resim 1c: Fibroblastlar 48 saat Act-D (0.5ug/ml) enkiibe edildiler
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Sekil 1. Anti-Fas IgM (1000 ng/ml) ile 48 saat stimiilasyondan sonra fibroblastlarda
apopitoz anneksin baglanmasi ve PI boyanmas: yapilarak FC ile olgtldi (n=10). Non-
apopitotik hiicreler canl hiicre olarak kabul edildi
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Sekil 2. Deri ve sinovyal fibroblastlar gesitli sitokinlerle 24 saat stimiile edildikten sonra
Fas ekspresyonundaki rolatif artig FC ile dlgiildii(n=20).
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Sekil 3: Fibroblastlann Fas ekspresyonunu arttiran sitokinlerle énceden enkiibe edilmesi
anti-Fas duyarlilgina yol agmadi. Apopitoz PI boyanmas: ve FC ile 6lgiildi (n=4). Non-
apopitotik hiicreler canli hiicre olarak kabul edildi.

7000

O Kontrol
8000 + T Danti-Fas igM

5000 +

4000 +

ccpm

3000 +

2000 +

1000 ﬁ-

Deri fibroblastian Sinovyal fibroblastlar

Sekil 4: Fibroblastlann anti-Fas IgM ile stimiilasyonu H’ tutulum testine gore anlamli
proliferasyona yol agt1 (p<0.05). Sonuglar ortalama + SD olarak gosterilmistir (n=11).
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7. TARTISMA

Romatoid artrit, sinovyal doku hiperplazisi, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve
kemik erozyonlan ile karakterize bir hastaliktir. Sinovyal dokudaki artmus hiperplaziden,
sinovyal proliferasyonunun yamsira azalmi§ apopitozun da sorumlu olabileceg
disiincesiyle, son yillarda sinovyal dokudaki degisikliklerde apopitozun roli
aragtinimaktadir.

Bu amagla, RA'l1 hastalardan elde edilen sinovyal lenfositlerde ve fibroblastlarda
apopitoz arastinlmugtir. Bir ¢alismada, sinovyal sivi ve sinovyal doku lenfositlerinin CD 95
(Fas antijen1) eksprese ettikleri ve CD 95 uyarilmast ile apopitoza ugradiklan, ancak Fas
ligandim: eksprese etmedikleri ya da ¢ok az eksprese ettikleri bildirilmis ve kusurlu Fas
ligandi ekspresyonu nedeniyle aktive olmus T lenfositlerinin ortadan kaldinlmasindaki
yetersizligin RA patogenezinde rol oynayabilecegi ileri siirilmiistiir (94). Buna karsilik bir
bagka galigmada, sinovyal dokudaki lenfositlerin % 40 ile 60'irun Fas antijenini eksprese
ettiklen, sinovyal dokuya infiltre olmus T lenfositlerinde ise artmug Fas ligand
ekspresyonu oldugu ve Fas uyarilmas: ile selektif olarak otoreaktif T lenfositlerinin
apopitoza duyarh olduklan iled sirilmistir (95). Sinovyumdaki T lenfositlerinde artrms
Fas antijeni ve Fas ligandi ekspresyonunun ve Fas reseptoriiniin uyanlmasiyla gelisen
apopitozun, OA'da gorilmeyen, RA'ya 6zgii bir bulgu oldugu da bildirilmistir (96,97).
Sinovyal fibroblastlarda yapilan ¢aligmalanin sonuglan da geligkilidir. Tk galigmalarda,
sinovyal fibroblastlarin Fas reseptoriinii eksprese ettigi ve Fas stimiilasyonu ile apopitoz
gelisti§i ve bunun RA patogenezinde rol oynayabilecegi bildirilmistir (6,7). Ancak, bu
¢aligmalarda in vivo olarak sinovyal fibroblastlarda apopitoz nadir bulunmustur (6,7). Bir
bagka galigmada da, romatoid sinovyal dokuda apopitozun nadir de olsa gorildiigii ve
artmug bel-2 ekspresyonunun apopitozu engelleyerek sinovyal hiperplaziye yol agabilecegi
ileri siiriilmugtiir (98).

Bu ¢aligmada, daha 6nceki ¢alismalara uygun olarak hem deri fibroblastlannda,

hem de normal veya romatoid sinovyal fibroblastlarda Fas ekspresyonu oldugu gosterildi.
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Ancak, fibroblastlarda anti-Fas [gM (1000 ng/ml) stimulasycnu ile, bu ¢alismada
kullarulan apopitoz saptama metodlarindan higbiri ile artmus bir apopitoz saptanamadi.
Kullarulan antikor, daha 6nceki galismalarda kullamilanla aym idi. Ustelik bu antikorla
Jurkat hiicreleri stimiile edildiginde 100 ng/ml ile 12 saatte hiicrelerin % 90’indan
fazlasimin Olmesi antikorun etkin oldugunu, antikorla ilglli bir problemin olmadigim
diisindirmektedir. Birka¢ deneyde daha yiiksek konsantrasyonlarda (10 pg/ml) anti-Fas
denenmesine ragmen, artmuis bir apopitoz saptanamadi. Fibroblastlar Act-D ile enkiibe
edildiklerinde ise hiicre 6limii hem morfolojik olarak, hem de diger kullamlan yoéntemlerle
saptanabildi. Fibroblast kiilttirlerindeki Fas stimiilasyonu ile apopitoz gelistigini bildiren ik
iki ¢aligmada, disik konsantrasyondaki antikor stimilasyonu ile bile fibroblastlarda
apopitoz geligmistir (6,7). Nishioka ve arkadaslarmin ¢aligmasinda fibroblastlar 100 ng/ml
anti-Fas IgM ile 37°C’de 15 4. enkiibe edildiklerinde, RA sinovyal hiicrelerinde %90’1n
izerinde, osteoartrozlu hastalardan elde edilen sinovyal fibroblastlarda ise % 30 civarinda
bir hiicre 6limi oldugu gosterilmistir (6). Firestein ve arkadaglarimn ¢aligmasinda da 16
saatlik 80 ng/ml anti-Fas IgM stimiilasyonu ile sinovyositlerde ortalama % 42 apopitoz
oldugu bulunmugstur (7). Ik gahgmalarda kullamlan diisiik konsantrasyondaki anti-Fas
antikoru ile sinovyal hiicrelerde % 45-90 diizeyinde bildirilen apopitoza ragmen, sonraki
caliymalarda 1000 ng/ml gibi, ilk bildirilenin 10 misli yiiksek konsantrasyonlann
kullanilmak zorunda kalinmas: dikkat gekicidir (8,9,99). Bizzat Nishioka ve arkadaglarimn
romatoid sinovyal fibroblastlarda JNK (c-Jun NHjs-terminal protein kinaz) aktivasyonu ile
apopitoz geligtigini bildirdikleri daha sonraki bir ¢aligmalarinda, ilk ¢aligmalarindan 10 mishi
yiiksek konsantrasyonda anti-Fas kullanmalarina ragmen 15 saatteki apopitoz oram %
15’in biraz tizerindedir (99). Bu, ilk galigmada bildirilen % 90 apopitotik hiicre oramndan
oldukga duguktiir. Aicher ve arkadaslan da bizim ¢aligmamzda oldugu gibi Fas
stimilasyonu ile romatoid sinovyositlerde artmig bir apopitoz saptayamamuglardir.
Terapétik Onemi olabilecegi diisiiniilerek, bu c¢ahismada, romatoid sinovyumdaki

sitokinlerin fibroblastlarda apopitozu modifiye edip etmedigi de arastiridi. Firestein ve



arkadaslant IL-1 ve TNF-« stimilasyonu ile sinovyositlerde apopitoz gelistian ve [FN-v
‘nin, [L-1 ve TNF-c'min apopitotik etkisini azaltugim bildirmislerdir. Ancak, bir bagka
calismada, IL-13 ve TGF-B'mn sinovyositlerde Fas ekspresyonunu azalttigi ve Fas
aractigiyla olan apopitozu inhibe ettid@l iddia edilmustir (8,9). Biz c¢aligmamuzda, IL-1§
dahil, kullanilan sitokinlerden hi¢bini ile fibroblastlarda artmus bir hiicre liimi saptamadik.
IL-1B veya TGF-§ stimiilasyonu ile fibroblastlarda Fas ekspresyonda azalma olmadi. IL1-
o, TNF-a ve [IFN-y’mn yarusira IL-103, ¢ahymamizda Fas ekspresyonunu arttirdigr bulunan
sitokinlerden biriydi. TNF-ct'mn fibroblastlarda Fas ekspresyonunu arttirdigs daha 6nce de
bildinlmstir (6). Caliymamzda fibroblastlar IL-18, TNF-¢ ve IFN-v ile enkiibe edilerek
artmus Fas ekspresyonunun fibroblastlan anti-Fas'in apopitotik etkisine duyarh hale getirip
getirmedigi de aragtinldi. Ancak artmug Fas ekspresyonuna ragmen, Fas stimiilasyonu ile
yine de artmus bir apopitoz saptanamadi.

TNF reseptorlerinin uyanimasimin, insan diploid fibroblastlarinda proliferasyona yol
agtigr bildirilmigtir. Fas reseptori ile TNF reseptorlenn arasindaki benzerlik gézoniine
alinarak Fas reseptoniniin uyarimasuin fibroblastlarda proliferasyona yol agip agmadigy da
H’ timidin tutulum testi ile arastirildi. Bu test ile anti-Fas ile enkiibe edilen kuyularda eger
apopitoz geligseydi, kontrol kuyulanna goére daha dusik Olgumlerin elde edilmesi
gerekirdi. Ancak, tam aksine Fas stimiilasyonu yaptlan kuyularda artmug bir proliferasyona
isaret eden artmms H° timidin tutulumunu saptandi. Nitekim, bir g¢ahgmada Fas
stimilasyonunun insan deri fibroblastlarinda proliferasyona yol agtig: bildirilmigtir (10).
Calismamizda elde edilen sonuglar da, sinovyal fibroblastlarin Fas stimilasyonuna dermal
fibroblastlara benzer bir yamt verdiklerini géstermektedir. Artmmg Fas ekspresyonunun, Fas
stimiilasyonu ile goriilen proliferasyonu daha da arttinp arrtirmayacagy ise daha ilerideki
¢aliymalarm konusu olabilir.

RA sinovyal hiicrelerinde Fas stimiilasyonu ile hiicrelerin apopitoz veya
proliferasyon yoninde cevap vermesine yol agan mekanizmalarn anlagiimasi RA

tedavisinde yeni olanaklar yaratabilecektir.



I

3. SONUCLAR

Anti-Fas IgM ile stimiilasyon, fibroblastlarda apopitoza yol agmayip, proliferasyona
yol agmaktédxr,

Romatoid sinovyumda bulunan sitokinler fibroblastlarda apopitoza yol agmaz.
TNF-c, IFN-v, IL-1ct ve IL-18, fibroblastlarda. Fas ekspresyonunu 6nemii miktarda
arttirmaktadir. Ancak, sitokin uyarimu ile Fas ekpresyonu arttinlan fibroblastlarda da,
anti-Fas stimiilasyonu ile apopitoz gelismez.

Deri, normal ve romatoid sinovyal fibroblastlar arasinda anti-Fas veya sitokin

stimiilasyonuna cevap bakimindan bir fark yoktur.



10.

11.

12.

13.

9. KAYNAKLAR

Kerr JFR, Wyllie AH, Currie AR: Apoptosis: a basic biological phenomenon with
wide ranging tissue implications in tissue kinetics. Br J Cancer 1972; 26, 239-257

Vaux DL, Haecker G, Strasser A: An evolutionary perspective on apoptosis. Cell
1994; 76: 777-779

Ellis RE, Yuan JY, Horvitz HR: Mechanisms and functions of cell death. Annu
Rev Cell Biol 1991; 7: 663-698

Oltvai ZN, Korsmeyer SJ: Checkpoints of dueling dimers foil death wishes. Cell
1994; 79: 189-192

Meyaard L, Otto SA, Jonker RR, Mijnster MJ, Keet RP, Miedema F: Programmed
death of T cells in HIV-1 infection. Science 1992; 257: 217-219

Nakajima T, Aono H, Hasunuma T, Yamamoto K, Shirai T, Hirohata K, Nishioka
K: Apoptosis and functional Fas antigen in rheumatoid arthritis synoviocytes.
Arthritis Rheum. 1995; 38: 485-491

Firestein GS, Yeo M, Zvaifler NIJ: Apoptosis in rheumatoid arthritis synovium. J
Clin Invest 1995; 96: 1631-1638

Kawakami A, Eguchi K, Matsuoka N, Tsuboi M, Kawabe Y, Aoyagi T, Nagataki S:
Inhibition of Fas antigen-mediated apoptosis of rheumatoid sinovyal cells in vitro
by transforming growth factor beta 1. Arthritis Rheum 1996; 39: 1267-1276

Tsuboi M, Eguchi K, Kawakami A, Matsuoka N, Kawabe Y, Aoyagi T, Maeda K,
Nagataki S: Fas antigen expression on sinovyal cells was down-regiilated by
interleukin 1 beta. Biochem Biophys Res Commun 1996; 218: 280-285

Aggarwal BB, Singh S, LaPushin R, Totpal K: Fas antigen signals proliferation of
normal human diploid fibroblast and its mechanism is different from tumor necrosis
factor receptor. FEBS Lett. 1995; 364: 5-8

Nakajima T, Aono H, Hasunuma T, Yamamoto K, Maruyama I, Nosaka T,
Hatanaka M, Nishioka K: Overgrowth of human sinovyal cells driven by the human
T cell leukemia virus type I tax gene. J Clin Invest. 1993; 92: 186-193

Stastny P: Association of the B-cell alloantigen DRw4 with rheumatoid arthritis. N
Engl ] Med 1978; 298: 869-871

Gregersen PK, Silver J, Winchester RJ: The shared epitope hypothesis. An

approach to understanding the molecular genetics of susceptibility to rheumatoid
arthritis. Arthritis Rheum 1987; 30: 1205-1213

30



14.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

Nepom GT, Nepom BS: Prediction of susceptibility to rheumatoid arthritis by
human leukocyte antigen genotyping. Rheum Dis Clin North Am 1992; 18: 785-
792

Weyand CM, McCarthy TG, Goronzy JJ: Correlation between disease phenotype
and genetic heterogeneity in rheumatoid arthritis. J Clin Invest 1995; 95: 2120-2126

Weyand CM, Hicok KC, Conn DL, Goronzy JJ: The influence of HLA-DRBI
genes on disease severity in rheumatoid arthritis. Ann Intern Med 1992; 117: 801-
806

Harris ED Jr: Rheumatoid arthritis. Pathophysiology and implications for therapy.
N Engl ] Med 1990; 322: 1277-1289

Liao HX, Haynes BF: Role of adhesion molecules in the pathogenesis of
rheumatoid arthritis. Rheum Dis Clin North Am 1995; 21: 715-740

Kurosaka M, Ziff M: Immunoelectron microscopic study of the distribution of T
cell subsets in rheumnatoid synovium. J Exp Med 1983; 158: 1191-1210

Firestein GS: The immuhopathogenesis of rheumatoid arthritis.Curr Opin
Rheumatol 1991; 3: 398-406

Nykanen P, Bergroth V, Raunio P, Nordstrom D, Konttinen YT: Phenotypic
characterization of 3H-thymidine incorporating cells in rheumatoid arthritis
sinovyal membrane. Rheumatol Int 1986; 6: 269-271

Lalor PA, Mapp PI, Hall PA, Revell PA: Proliferative activitiy of cells in the
synovium as demonstrated by monoclonal antibody, Ki 67. Rheumatol Int 1987; 7:
183-186

Trabandt A, Gay RE, Gay S: Oncogene activation in rheumatoid synovium. APMIS
1992; 100: 861-875

Firestein GS, Paine MM, Littman BH: Gene expression (collagenase, tissue
inhibitor of metalloproteinases, complement, and HLA-DR) in theumatoid arthritis
and osteoarthritis synovium. Quantitative analysis and effect of intraarticular
corticosteroids. Arthritis Rheum 1991; 34: 1094-1105

MacNaul KL, Chartrain N, Lark M, Tocci MJ, Hutchinson NI: Discoordinate
expression of stromelysin, collagenase, and tissue inhibitor of metalloproteinases-1
in rheumatoid human sinovyal fibroblasts. Synergistic effects of interleukin-1 and
tumor necrosis factor-alpha on stromelysin expression. J Biol Chem 1990; 265:
17238-17245

31



28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

35.

36.

Boyle DL, Sajjadi FG, Firestein GS: Inhibition of synoviocyte collagenase gene
expression by adenosine receptor stimulation. Arthritis Rheum 1996; 39: 923-930

Kumkumian GK, Lafyatis R, Remmers EF, Case JP, Kim SJ, Wilder RL: Platelet-
derived growth factor and IL-! interactions in rheumatoid arthritis: reguluation of
synoviocyte proliferation, prostaglandin production, and collagenase transcription. J
Immunol 1989 143: 833-837

Dayer JM, Beutler B, Cerami A: Cachectin /tumor necrosis factor stimulates
collagenase and prostaglandin E) production by human sinovyal cells and dermal
fibroblasts. J Exp Med 1985;162: 2163-2168

Overall CM, Wrana JL, Sodek J:Independent regulation of collagenase, 72-kDa
progelatinase, and metalloendoproteinase inhibitor expression in human fibroblasts
by transforming growth factor-beta. J Biol Chem 1989; 264:1860-1869

Unemori EN, Bair MJ, Bauer EA, Amento EP: Stromelysin expression regulates
collagenase activation in human fibroblasts: dissociable control of two
metalloproteinases by interferon-y. J Biol Chem 266: 23477-23482

Huet. G, Flipo RM, Colin C, Janin A, Hemon B, Collyn-dHooghe M, Lafyatis R,
Duquesnoy B, Degand P: Stimulation of the secretion of latent cysteine proteinase
activity by tumor necrosis factor alpha and interleukin-1. Arthritis Rheum 1993;
36: 772-780

Firestein GS: How important are T cells in chronic rheumatoid synovitis? Arthritis
Rheum 1990; 33: 768-773

Firestein GS, Alvaro-Gracia JM, Maki R: Quantitative analysis of cytokine gene
expression in rheumatoid arthritis J Immunol 1990; 144 :3347-3353

Arend WP, Dayer JM: Cytokines and cytokine inhibitors or antagonists in
rheumatoid arthritis: Arthritis Rheum 1990; 33: 305-315

Alvaro-Gracia JM, Zvaifler NJ, Brown CB, Kaushansky K, Firestein GS: Cytokines
in chronic inflammatory arthritis. VI. Analysis of the sinovyal cells involved in
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor production and gene expression
in rheumatoid arthritis and its regulation by IL-1 and tumor necrosis factor-alpha. J
Immunol 1991; 146: 3365-3371

Koch AE, Kunkel SL, Burrows JC, Evanoff HL, Haines GK, Pope RM, Strieter
RM: Sinovyal tissue macrophage as a source of the chemotactic cytokine IL-8. J
Immunol 1991; 147: 2187-2195



37.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

Bucala R, Ritchlin C, Winchester R, Cerami A: Constitutive production of
inflammatory and mitogenic cytokines by rheumatoid sinovyal fibroblasts. J Exp
Med 1991; 173: 569-574

Geiler T, Kriegsmann J, Keyszer GM, Gay RE, Gay S: A new model for
rheumatoid arthritis generated by engraftment of rheumatoid sinovyal tissue and
normal human cartilage into SCID mice. Arthritis Rheum 1994; 37: 1664-1671

Wyllie AH: Apoptosis. ISI Atlas Science: Immunology 1988; 1: 192-196

Roy C, Brown DL, Little JE, Valentine BK, Walker PR, Sikorska M, Leblanc J,
Chaly N: The topoisomerase II inhibitor teniposide (VM-26) induces apoptosis in
unstimulated mature murine l[ymphocytes. Exp Cell Res 1992; 200: 416-424

Hammar SP, Mottet NK: Tetrazolium salt and electron-microscopic studies of
cellular degeneration and necrosis in the interdigital areas of the developing chick
limb. J Cell Sci 1971; 8: 229-251

Raff MC: Social controls on cell survival and cell death. Nature 1992; 356: 397-
400

Raff MC, Barres BA, Burne JF, Coles HS, Ishizaki Y, Jacobson MD: Programmed
cell death and the control of cell survival: lessons from the nervous system. Science
1993; 262: 695-700

Golstein P, Ojcius DM, Young JD: Cell death mechanisms and the immune system.
Immunol Rev 1991; 121: 29-65

Debbas M, White E: Wild-type p53 mediates apoptosis by E1A, which is inhibited
by E1B. Genes Dev 1993; 7: 546-554

Steller H, Grether ME: Programmed cell death in Drosophila. Neuron 1994; 13:
1269-1274 ‘

Robinow S, Talbot WS, Hogness DS, Truman JW: Programmed cell death in the
Drosophila CNS is ecdysone-regulated and coupled with a specific ecdysone
receptor isoform. Development 1993;119: 1251-1259

Hengartner MO, Ellis RE, Horvitz HR: Caenorhabditis elegans gene ced-9 protects
cells from programmed cell death. Nature 1992; 356: 494-499

Hengartner MO, Horvitz HR: C. elegans cell survival gene ced-9 encodes a

functional homolog of the mammalian proto-oncogene bcl-2. Cell 1994; 76: 665-
676

33



wn
(VS )

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

Thompson CB: Apoptosis in the pathogenesis and treatment of disease. Science
1995;267: 1456-1462

Vaux DL, Weissman [L, Kim SK: Prevention of programmed cell death in
Caenorhabditis elegans by human bel-2. Science 1992; 258: 1955-1957

Hay BA, Wolff T, Rubin GM: Expression of baculovirus P35 prevents cell death in
Drosophila. Development 1994 120:2121-2129

Oppenheim RW, Prevette D, Tytell M, Homma S: Naturally occurring and induced
neuronal death in the chick embryo in vivo requires protein and RNA synthesis:
evidence for the role of cell death genes. Dev Biol 1990; 138: 104-113

Jacobson MD, Burne JF, Raff MC: Programmed cell death and Bcl-2 protection in
the absence of a nucleus. EMBO J 1994; 13: 1899-1910

Snider WD: Functions of the neurotrophins during nervous system development:
what the knockouts are teaching us. Cell 1994; 77: 627-638

Cohen JJ, Duke RC: Glucocorticoid activation of a calcium-dependent
endonuclease in thymocyte nuclei leads to cell death. J Immunol 1984; 132: 38-42

Newmeyer‘»DD, Farschon DM, Reed JC:Cell-free apoptosis in Xenopus egg
extracts: inhibition by Bcl-2 and requirement for an organelle fraction enriched in
mitochondria. Cell 1994; 79: 353-364

Hockenbery DM, Oltvai ZN, Yin XM, Milliman CL, Korsmeyer-SJ: Bcl-2
functions in an antioxidant pathway to prevent apoptosis. Cell 1993; 75: 241-251

Jacobson MD, Burne JF, King MP, Miyashita T, Reed JC, Raff MC: Bcl-2 blocks
apoptosis in cells lacking mitochondrial DNA. Nature 1993; 361: 365-369

Yonish-Rouach E, Resnitzky D, Lotem J, Sachs L, Kimchi A, Oren M: Wild-type
p53 induces apoptosis of myeloid leukaemic cells that is inhibited by interleukin-6.
Nature 1991; 352: 345-347

Freeman RS, Estus S, Johnson EM Jr: Analysis of cell cycle-related gene
expression in postmitotic neurons: selective induction of Cyclin D1 during
programmed cell death. Neuron 1994; 12: 343-355

Askew DS, Ashmun A, Simmons BC, Cleveland JL: Constitutive c-myc expression
in an IL-3-dependent myeloid cell line suppresses cell cycle arrest and accelerates
apoptosis.Oncogene 1991; 6: 915-922

Lowe SW, Schmitt EM, Smith SW, Osbomme BA, Jacks T : P53 is required for
radiation-induced apoptosis in mouse thymocytes. Nature 1993; 362: 847-849

34



64.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

Hermeking H, Eick D: Mediation of c-Myc-induced apoptosis by p53. Science
1994; 265: 2091-2093

Yuan J, Horvitz HR: The Caenorhabditis elegans cell death gene ced-4 encodes a
novel protein and is expressed during the period of extensive programmed cell
death.Development 1992; 116: 309-320

Cerretti DP, Kozlosky CJ, Mosley B, Nelson N, Van-Ness K, Greenstreet TA,
March CJ, Kronheim SR, Druck T, Cannizzaro LA, et-al: Molecular cloning of the
interleukin-1 beta converting enzyme. Science 1992; 256: 97-100

Yuan J, Shaham S, Ledoux S, Ellis HM, Horvitz HR: The C. elegans cell death
gene ced-3 encodes a protein similar to mammalian interleukin-1 beta-converting
enzyme. Cell 1993; 75: 641-652

Thornberry NA, Bull HG, Calaycay JR, Chapman KT, Howard AD, Kostura MJ,
Miller DK, Molineaux SM, Weidner JR, Aunins J, et al: A novel heterodimeric
cysteine protease is required for interleukin-1 beta processing in monocytes.Nature
1992; 356: 768-774

Kumar S, Tomooka Y, Noda M: Identification of a set of genes with
developmentally down-regulated expression in the mouse brain. Biochem Biophys
Res Commun 1992; 185: 1155-1161

Fernandes-Alnemri T, Litwack G, Alnemri ES: CPP32, a novel human apoptotic
protein with homology to Caenorhabditis elegans cell death protein Ced-3 and
mammalian interleukin-1 beta-converting enzyme. J Biol Chem 1994; 269: 30761-
30764

Ray CA, Black-RA, Kronheim SR, Greenstreet TA, Sleath PR, Salvesen GS,
Pickup DJ: Viral inhibition of inflammation: cowpox virus encodes an inhibitor of
the interleukin-1 beta converting enzyme.Cell 1992; 69: 597-604

White K, Grether ME, Abrams JM,Young L, Farrell K, Steller H: Genetic control
of programmed cell death in Drosophila . Science 1994; 264: 677-683

Trauth BC, Klas C, Peters AM, Matzku S, Moller P, Falk W, Debatin KM,
Krammer PH: Monoclonal antibody-mediated tumor regression by induction of
apoptosis. Science 1989; 245: 301-305

Yonehara S, Ishii A, Yonehara M: A cell-killing monoclonal antibody (anti-Fas) to

a cell surface antigen co-downregulated with the receptor of tumor necrosis factor. J
Exp Med 1989; 169: 1747-1756

35



75.

76.

71.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

Itoh N, Yonehara S, Ishii A, Yonehara M, Mizushima S, Sameshima M, Hase A
Seto Y, Nagata S: The polypeptide encoded by the cDNA for human cell surface
antigen Fas can mediate apoptosis. Cell 1991; 66: 233-243

Oehm A, Behrmann I, Falk W, Pawlita M, Maier G, Klas-C, Li -Weber M,
Richards S, Dhein J, Trauth BC, et-al: Purification and molecular cloning of the
APO-1 cell surface antigen, a member of the tumor necrosis factor/nerve growth
factor receptor superfamily. Sequence identity with the Fas antigen. J Biol Chem
1992; 267: 10709-10715

Watanabe-Fukunaga R, Brannan CI, Itoh N, Yonehara S, Copeland NG, Jenkins
NA, Nagata S: The cDNA structure, expression, and chromosomal assignment of
the mouse Fas antigen. J Immunol 1992; 148: 1274-1279

Smith CA, Farrah T, Goodwin RG: The TNF receptor superfamily of cellular and
viral proteins: activation, costimulation, and death. Cell 1994; 76: 959-962

Itoh N, Nagata S: A novel protein domain required for apoptosis. Mutational
analysis of human Fas antigen. J Biol Chem 1993; 268: 10932-10937

Inazawa J, Itoh N, Abe T, Nagata S: Assignment of the human Fas antigen gene
(Fas) to 10q24.1. Genomics 1992; 14: 821-8222

Suda T, Nagata S:r Purification and characterization of the Fas-ligand that induces
apoptosis. J Exp Med 1994; 179: 873-879

Wong GH, Goeddel DV: Fas antigen and pS5 TNF receptor signal apoptosis
through distinct pathways. J Immunol 1994; 152 : 1751-1755

Hug H, Enari M, Nagata S: No requirement of reactive oxygen intermediates in
Fas-mediated apoptosis. FEBS Lett 1994; 351(3): 311-313

Clement MV, Stamenkovic I: Fas and tumor necrosis factor receptor-mediated cell
death: similarities and distinctions. J Exp Med 1994; 180: 557-67

Kolesnick R, Golde DW: The sphingomyelin pathway in tumor necrosis factor and
interleukin-1 signaling. Cell 1994; 77: 325-328

Ogasawara J, Watanabe Fukunaga R, Adachi M, Matsuzawa A, Kasugai T,
Kitamura Y, Itoh N, Suda T, Nagata S: Lethal effect of the anti-Fas antibody in mice
. Nature 1993; 364: 806-809

Sneller MC, Straus SE, Jaffe ES, Jaffe JS, Fleisher TA, Stetler-Stevenson M,

Strober W: A novel lymphoproliferative/autoimmune syndrome resembling murine
Ipr/gld disease. J Clin Invest 1992; 90: 334-341

36



88.

89.

90.

91.

92.

93.

94,

95.

96.

97.

98.

Cohen PL, Eisenberg RA: Lpr and gld: single gene models of systemic
autoimmunity and lymphoproliferative disease. Annu Rev Immunol 1991; 9: 243-
269

Cheng J, Zhou T, Liu C, Shapiro JP, Brauer MJ, Kiefer MC, Barr PJ, Mountz JD:
Protection from Fas mediated apoptosis by a soluble form of the Fas molecule.
Science 1994; 263: 1759-1762

Debatin KM, Fahrig-Faissner A, Enenkel-Stoodt S, Kreuz W, Benner A, Krammer
PH: High expression of APO-1 (CD95) on T lymphocytes from human
immunodeficiency virus-1-infected children. Blood 1994; 83: 3101-3103

Vermes I, Haanen C, Steffens- Nakken H, Reutelingssperger C: A novel assay for
apoptosis: Flow cytometric detection of phophatidyserine on early apoptotic cells
using fluorescein lebelled Anneksin V: J Immunol Methods 1995; 184: 39-51

Nicoletti I, Migliorati G, Pagliacci MC, Grignani F, ve Ricardi C: A rapid and
simple method for measuring thymocyte apoptosis by propidum iodide staining and
flow ctometry. J Immunol Methods 1991; 139: 271-279

Vilcek J, Palombella VJ, Henriksen-DeStefano D, Swenson C, Feinman R, Hirai
M, ve Tsujimoto M: Fibroblast growth enhancing activity of tumor necrosis factor
and its relationship to other polypeptide growth factors. J Exp Med 1986; 163: 632-
643 :

Cantwell MJ, HuaT, Zvaifler NJ, Kipps TJ: Deficient Fas ligand expression by
sinovyal lymphocytes from patients with rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum
1997 Sep; 40: 1644-1652

Sumida T, Hoa TT, Asahara H, Hasunuma T, Nishioka K: T cell receptor of Fas-
sensitive T cells in rheumatoid synovium. J Immunol 1997; 158: 1965-1970

Hoa TT, Hasunuma T, Aono H, Masuko K, Kobata T, Yamamoto K, Sumida T,
Nishioka K: Novel mechanisms of selective apoptosis in sinovyal T cells of patients
with rheumatoid arthritis. J Rheumatol 1996; 23: 1332-1337

Hasunuma T, Hoa TT, Aono H, Asahara H, Yonehara S, Yamamoto K, Sumida T,
Gay S, Nishioka K: Induction of Fas-dependent apoptosis in sinovyal infiltrating
cells in rheumatoid arthritis. Int Immunol 1996; 8: 1595-1602

Sugiyama M, Tsukazaki T, Yonekura A, Matsuzaki S, Yamashita S, Iwasaki K:

Localisation of apoptosis and expression of apoptosis related proteins in the
synovium of patients with rheumatoid arthritis. Ann Rheum Dis 1996; 55: 442-449

37



99.

100.

Okamoto K, Fujisawa K, Hasunuma T, Kobata T, Sumida T, Nishioka K: Selective
activation of the JNK/AP-1 pathway in Fas-mediated apoptosis of rheumatoid
arthritis synoviocytes. Arthritis Rheum 1997; 40: 919-926

Aicher WK, Peter HH, Eibel H: Human synbvial' fibroblasts are resistant to anti-
CD95 (fas) induced apoptosis. Arthritis Rheum 1996; 39 (suppl): 75

38



