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Ozet

Giris ve Amag: Calismamizda multipl skleroz (MS) hastalarinda lenfosit alt populasyonundaki degisimin akan hicre
Olcer ile belirlenmesi amaclanmistir.

Yontem ve Geregler: Calismaya 25 atakli yineleyici MS hastasi ayrica yas ve cinsiyet uyumlu 11 saglikli kontrol de da-
hil edildi. CD3+ T hiicre, CD4+ yardimci T hiicre, CD8+ sitotoksik T hiicre, CD3+CD4+CD25 parlak diizenleyici T (Treg)
hiicre, CD19+B hiicre, CD16+CD56+dodal oldirtici (NK) hiicre, CD3+CD56+NKT hiicre kantifikasyonu dort renkli akan
hiicre dlcer ile degerlendirildi.

Bulgular: Akan hticre 6lcer cihazinda hiicre gruplar degerlendirildiginde, T hiicre, diizenleyici T (Treg) hiicre, B hiicre,
dogal oldiriict (NK) hiicre, NKT hiicre gruplarinda hasta ve saglikh kisiler arasinda anlamli fark olmadigi goézlendi. T ve
B lenfositlerinin hasta ve sagliklilarda ylizdeleri oldukga yakin iken hastalarda NK ve NKT hiicre gruplarinda hastalar
lehine gbzlenen azalma anlamli seviyede degildi. Ayrica yardimci, sitotoksik ve duizenleyici T hiicrelerinin de hasta ve
sagliklilarda benzer seviyelerde oldugu belirlendi.

Tartisma ve Sonug: Bu bulgular, MS patogenezinde rol oynayan merkezi sinir sistemi inflamatuvar degisikliklerinin ve
lenfosit aktivasyonun periferik kan 6rneklerinde belirlenemeyecegini ortaya koymaktadir.

Anahtar sozciikler: B hiicre; multipl skleroz; periferik lenfositler; T hiicre.

Peripheral Blood Cell Immunophenotypes in Multiple Sclerosis Patients in Remission

Abstract

Introduction: The aim of this study was to identify lymphocyte subpopulation alterations of multiple sclerosis (MS) patients
using flow cytometry.

Methods: Twenty-five relapsing remitting MS patients and 11 age- and gender- matched healthy controls were in-
cluded in the study. The percentage of cluster of differentiation (CD)3+T cells, CD4+helper T cells, CD8+cytotoxic T cells,
CD3+CD4+CD25 high regulatory T (Treg) cells, CD19+8B cells, CD16+CD56+natural killer (NK) cells, and CD3+CD56+NKT
cells were quantified using 4-color flow cytometry.
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Results: Assessment of cell populations yielded no significant differences between the T cell, Treg cell, B cell, NK cell, and NKT
cell groups of MS patients and healthy controls. While the T and B cell percentages were comparable between patients and
healthy controls, NK.and NKT cells were found to be reduced in MS patients, albeit at an insignificant level. Helper, cytotoxic,
and Treg cells were determined to be at similar percentages in patients and healthy individuals.

Discussion and Conclusion: These results suggest that the lymphocyte activation and inflammatory alterations of the cen-
tral nervous system involved in MS pathogenesis cannot be determined in peripheral blood cell samples.

Keywords: B cell; multiple sclerosis; peripheral lymphocytes; T cell.

ultipl skleroz (MS), hastanin yasam kalitesini ciddi se-

kilde etkileyen nedeni kesin olarak bilinmeyen multi-
faktoryel kronik demiyelinizan bir hastaliktir. Merkezi sinir
sisteminde (MSS) tekrarlayici demiyelinizasyonla seyreden,
patofizyolojisinde otoimmdnitenin 6n planda oldugu oto-
immun bir hastaliktir. MS'in ortaya ¢ikmasinda lenfositlerin
kan beyin bariyerini (KBB) gecip MSS'ye migrasyonunun
inflamasyonu baslattigi distnilmektedir . MS'i tetik-
leyen unsurlar bilinmese de, MSS yapilarina karsi gelisen
otoreaktif T hiicreleri ve antikorlarin, inflamasyon ve doku
hasarinin olugsmasinda temel patojenik roli oynadigina
inaniimaktadir. MS'te T lenfositlerin, myeline karsi reaksi-
yon gosterdikleri ve mikroglia hiicreleri ile makrofajlari ak-
tive edip, miyelin kilifi hasarlayarak sinir iletilerinde hasara
sebep olmaktadir (2,

Calismamizda, remisyondaki MS hastalarinda periferik kan
lenfosit dagilimi belirlenerek MSS'de meydana gelen degi-
sikliklerin perifere yansimasi degerlendirildi.

Gere¢ ve Yontem

Hasta ve Saglikl Olgular

Galismaya takipli atakli-yineleyen (RRMS) formda 25 remis-
yonda MS hastasi (20 kadin, 5 erkek; yas 26.9+7.7; MS slire-
si 9.2 yil £2.5; yillik atak sayisi 2.1+0.2; EDSS 1.9+1.2) ve 11
saghkl kisi (8 kadin, 3 erkek, Yas: 30.6+5.9) alindi. Hastalarin
16's1 interferon beta ve 9'u glatiramer asetat tedavisi altin-
dayd. Hastalardan higbiri steroid tedavisi almiyordu.

Haydarpasa Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi Etik
Kurul onayl bu calismada donérlerin onaylar alinarak ca-
lismaya ait gonalli olur formu okutuldu ve imzalari alindi.

Akan Hiicre Olcerde Lenfosit Alt Gruplarin
Saptanmasi

MS hastalari ve saglkli kisilerden EDTA'li tiipe alinan perife-
rik kan lenfositleri hiicre ylzey belirteclerine 6zgii floresan
isaretli antikorlar ile tam kan yiizey boyamasi metodu ile
boyandi ve akan hiicre olcerde degerlendirildi. Bunun igin
anti-human CD3-PE, anti-human CD4-FITC, anti-human
CD8-APC, anti-human CD25-APC kullanildi (BD Biosciences
ABD). Akan hiicre olcer tiiptine 100 pl kan ve floresan isa-

retli monoklonal antikorlar 20 ul konularak 20 dakika oda
1sisinda, karanlikta inklibe edildi. Eritrositleri patlatmak icin
liziztamponu (BD FACS lysing solution BD Biosciences ABD)
ile 15 dakika karanlikta oda sicakhiginda inkiibe edildi. Fos-
fat tamponlu tuz ¢ozeltisi (phosphate buffered saline-PBS)
ile 1500 rpm'de 5 dak +4°C'de santriflij yapilarak hiicreler
yikandi ve Uzerine okuma tamponu (150 ul PBS ve 150 pl
%2 paraformaldehid) eklendi.

Periferik kan hucrelerinin net sayisini belirlemek icin ise
Trucount tipleri (BD Biosciences ABD) ve karisimi(anti-hu-
man CD3-FITC, CD16/56-PE, CD45- PerCP, CD19-APC, BD Bi-
osciences ABD) kullanildi. Oncelikle karisimdan 10 pl tiipe
eklendi ve lzerine ters pipetaj ile 50 kan konuldu. Oda
sicakliginda 15 dakikalik inkiibasyon sonrasi liziz tampon
eklenerek tekrar 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
isaretlenmis érnekler dort renkli akan hiicre dlcer (FACSCa-
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Sekil 1. MS hastalari ve saglikli kisilerde T, B, NK ve NKT hiicrelerinin
dagihimi.
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Sekil 2. MS hastalari ve saglikli kisilerde T hiicre alt gruplarinin
dagihmi.

libur, Becton Dickinson Immuno Systems San Jose ABD) ile
okutuldu, lenfosit kapisinda en az 50000 hiicre olacak sekil-
de veriler kayit edildi. Hlicre gruplarinin belirlenmesi ama-
ciyla yapilan veri analizlerinde Cell Quest (BD Biosciences
ABD) ve FlowJo 7.6.5 yazilim programlari kullanild.

istatistiksel analiz iin parametrik olmayan Mann Whitney
U testi uygulandi, SPSS 21 program paketi kullanildi.

Bulgular ve Tartisma

MS etyopatogenezinde olduk¢a 6nemli yer tutan T lenfo-
sitlerin inflamatuvar ve anti-inflamatuvar 6zellikleri olan alt
gruplari bulunmaktadir. Bu calismada akan hicre 6lcer ile
remistondaki MS hastalarinin periferik kan CD3+ T hiicre,
CD4+ yardimai T hiicre, CD8+ sitotoksik T hiicre, CD3+C-
D4+CD25 parlak diizenleyici T (Treg) hiicre, gibi T hiicre ve
alt gruplarinin yanisira CD19+ B hiicre, CD16+CD56+ dogal
oldirici (NK) hiicre, CD3+CD56+ NKT hiicre gruplar da
degerlendirildi. Hicre gruplar ylizde olarak belirlendi ve
saglk kontrol grubu ile karsilastirildi.

Yapilan pekc¢ok calisma, CD4+/CD8+ hiicre oranlarini MS
hastalari ile kontroller kiyaslandiginda ilag tedavisine gore
farkli olduklarini géstermistir 341, T ve B lenfositlerinin has-

ta ve saglikhlarda yuzdeleri oldukca yakin iken hastalarda
innate immun sistem elemani olan NK ve NKT hiicre grupla-
rinda hastalar lehine go6zlenen azalma anlamli seviyede de-
gildi (Sekil 1). Saglikli kisilerin sayisinin az olusu da burada
anlamli fark olusmasini engel olmus olabilir. Yine yardimci,
sitotoksik ve dizenleyici T hiicreleri hasta ve sagliklilarda
benzer seviyelerdeydi (Sekil 2). MS hastalarinda yapilan
benzer bir calismada ise CD3+CD4+ hiicrelerinin hastalar-
da anlamh olarak dusiik oldugu, CD3+CD16+CD56+ hiic-
relerinin ise anlamli olarak yiiksek oldugu bildirilmistir [5],

Bu bulgular bize MS hastaliginda beyinde gorilen immi-
nolojik degisikliklerin aslinda tam da periferik kana yansi-
madigini gostermektedir. MS hastalarinin remisyonda ve
ila¢ tedavisi altinda olmalari gibi sebeplerle periferik kan
lenfosit alt populasyonu temelli bir tani ve prognoz biyo-
belirtecinin tanimlanma olasihgi dusiiktir. Gelecekteki ca-
lismalarda ¢alisma grubunun sayilarinin arttirilmasi ve be-
lirlenen hiicre gruplarina ait alt grup analizlerinin yapilmasi
bu amaca yonelik periferik kan hticre alt tiplerinin bulun-
masina yardimci olabilir. Ayrica atak sirasinda periferik kan
immiinofenotiplerinin degerlendirilmesi yararli olacaktir.
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