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OZET

Abbasova, V. (2014). Behget Hastaliginda IL-23R, IFN-y, IL-17A Iliskisi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Immiinoloji AD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Behget hastaligt (BH) patogenezinde vd T hiicrelerinin rolii oldugu
kanitlanmistir. Bu roliin y§ T hiicrelerinin BH’de IL-17A iiretimi ile oldugu ileri
siiriilmektedir. Bu calismada y§ T hiicrelerinin ve karsilastirmali olarak CD4" T

hiicrelerinin BH’deki etkileri sitokin {iretimleri araciligiyla arastirilmistir.

Calismaya 25 BH ve 25 saglikli kontrol (SK) alind1. 8 ve CD4" T hiicrelerinin
yiizeyinde CD161, CCR6 ve IL-23R arastirildi. Ayrica yd T hiicrelerinin sitotoksik
aktivitesi CD107a ve CD16 belirtegleri ile olgiildii. Periferik kan mononiikleer hiicreleri
(PKMH) igerisindeki yd ve CD4" T hiicreleri, interlokin (IL)-17A, interferon (IFN)-y ve
IL-22 salgilarina gore degerlendirildi.

BH’de IL-17A salgilayan y8 T hiicrelerinin fenotipik belirteglerinde bir artis
bulunmadi. IL-17A (%0,2), IFN-y (%2,1) ve IL-22 (%0,1) salgilayan ¥ T hiicreleri
BH’de SK’lara gore artmist1 (p= 0,001, p= 0,01 ve p= 0,006). BH’de in vitro y5 T hiicre
artis oraninin SK grubuna gore artis1 gézlendi (p= 0,001). Uyar1 ile CD107a oram1 BH
ve SK arasinda degismezken, CD16 orant BH grubunda SK grubuna gore yiiksek
bulundu (p=0,004).

CD4" T hiicrelerinde CD161" (p= 0,012), CCR6" (p= 0,013) ve CD161*CCR6"
(p= 0,006) BH grubunda artis gosterdi. CD4" T hiicrelerinde IL-17A" (p= 0,002), iL-
17A"IFN-y" (p= 0,024) hiicreleri de BH grubunda SK’ya gére artmis bulundu.

IL-23 reseptorii (R) polimorfizminde G aleli tagtyan saglikli dondrlerin CD4™ T
hiicrelerinde IFN-y* (p= 0,049), iL-17A"IFN-y* (p= 0,027) IL-22"IFN-y* (p= 0,015)
orani, G aleli tasimayanlara gore artmis bulundu.

Bu bulgular BH’de gbzlenen inflamatuvar sitokin aktivitesinde CD4" T

hiicrelerinin yani sira yo T hiicrelerinin de rolii oldugunu gostermektedir.



XV

Anahtar Kelimeler: Behget hastalig1, 8 T hiicresi, IFN-y, IL-17A, saglikli kontrol

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan (Proje
No: 34349) desteklenmistir.



XVi

ABSTRACT

Abbasova, V. (2014). IL-17A, IL-23R and IFN-y relevance in Behcet disease.
Istanbul University, Institute of Health Sciences, Department of Immunology. Graduate
Thesis. Istanbul.

The role of yo T cells is implicated in Behcet’s disease (BD). The possible role of yd T
cells in IL-17 related mechanisms is evaluated in BD.

The study population consisted of 25 BD patients and 25 healthy controls
(HC). Phenotypic features are investigated by CD161, CCR6, IL-23R molecules on
CD4" T cells. In addition, the cytotoxic markers as CD16 and CD107a were
determined on yd T cells. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) are stained
intracellularly for IFN-y, IL-17A and IL-22 in y8 T cells and CD4" T cells.

Although phenotypical markers for IL-17 producing T cells were not increased
in BD, the proportions of IL-17A (0,2%), IFN-y (2,1%) and IL-22 (0,1%) producing vy
T cells were elevated in BD (p= 0,001, p= 0,01 and p= 0,006). yo T cells proliferated
in vitro more than HC (p= 0,001), whereas induction of CD107a did not increase with

stimulation, CD16 expression in these cells stay higher in BD than HC (p= 0,004).

CD161" (p=0,012), CCR6" (p=0,013) and CD161"CCR6" (p= 0,006) on CD4"
T cells were increased in BD. IL-17A" (p= 0,002), IL-17A"IFN-y* (p= 0,024)
producing CD4+ T cells were higher in BD patients compared to HC.

In HC, IFN-y" (p= 0,049), IL-17A"IFN-y" (p= 0,027), IL-22"IFN-y" (p= 0,015)
proportions of CD4+ T cells were higher carrying G allele of IL-23R polymorphism

than non-carriers.

These findings demonstrated that v T cells as well as CD4" T cells have a role

of inflammatory cytokine activity in BD.
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1. GIRIS VE AMAC

BH norolojik tutulum, tekrarlayan oral ve genital tlserler, artrit, deri lezyonlari,
okiiler ataklar ile tanimlanan kronik, inflamatuvar bir hastaliktir. Ataklarla gelisen
hastaligin etyopatogenezi agiklanamamistir. BH multifaktoriyel bir hastalik olarak kabul
edilmektedir. Genetik yatkinlig1 olan kisilerde cevresel kosullarin etkisiyle hastaligin
tetiklendigi ileri siiriilmektedir.

CD4" T hiicrelerin alt gruplarindan 6zellikle yardimer T hiicresi (Th) 1, Th17 ve
Th22 gruplarmin BH gelisiminde rolii oldugunu gosteren c¢ok sayida caligma
bildirilmistir. Ayrica insanda periferik kan CD3" hiicreleri icerisine %5 oraninda bulunan
¥& T hiicrelerinin (CD3'CD4CD8) de BH’de rolii oldugu diisiiniilmektedir. y5 T
hiicreleri mukozal immiinitede rol oynamaktadir. BH'de mukozal lezyonlarin olugmasti, yo
T hiicrelerinin bu hastalikla iligkisine isaret etmektedir.

Bu ¢alismada, BH’de y5 T ve CD4" T hiicrelerinde hiicre igi IL-17A, IFN-y ve IL-
22 ekspresyon diizeyleri dlciilmiis ve yiizey belirteci olarak CD161, CCR6, IL-23R,
CD45R0 incelenmistir. Y3 T hiicrelerinin sitotoksik aktivitesini 6lgmek amaciyla bu
hiicrelerin yiizeyinde CD16, CD107a molekiilleri degerlendirilmistir.

Ayrica BH ile iliskisi gosterilen bir IL-23R polimorfizminin {L-17 salgisina olasi
etkisini arastirmak i¢in dondrler IL-23R’nin genotiplerine gore (AA, AG ve GG) ayrilarak
incelenmis, CD4" T ve yd T hiicrelerinde hiicre ici sitokin seviyeleri gruplar arasi
karsilastirilmistir.

Boylece BH etyopatogenezi ve takibinde yardimci olabilecek degiskenliklerin
tanimlanmas1 saglanmis, bu degisikliklerin BH’de immiin disregiilasyonundan sorumlu

olabilecegi diislintilmiistiir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Behget Hastahig:

BH tekrarlayan oral aft, genital {ilser, iiveit ve deri lezyonlan ile karakterize
inflamatuar bir hastaliktir. BH deri-mukoza ve goz disinda eklemleri, merkezi sinir
sistemini, gastrointestinal sistemi, akcigerleri, her ¢esit ve biiyiiklikkteki damarlar1 da

etkileyebilen sistemik bir vaskiilit olarak kabul edilmektedir [1].

BH, Prof. Dr. Hulusi Behget tarafindan 1937 yilinda, tekrarlayan oral ve genital
iilserasyonlar ile hipopiyonlu {iveitten olusan tglii semptom kompleksi olarak
tanimlanmistir. Ancak hastaligin tarihgesi Hipokrat’a kadar uzanmaktadir. Hipokrat M.O.
450°deki yazilarinda BH’ye benzer klinik bulgulari olan olgulardan sdz etmektedir. ilk
kez Prof. Dr. Hulusi Behget bu bulgularin tek bir hastaliga bagli olabilecegini bildirmistir.
Yaptig1 patolojik, anatomik ve mikrobiyolojik calismalarla, daha c¢ok viral etiyoloji

izerinde durmustur.

BH, akut alevlenme ve iyilesme donemleri ile kronik seyir gosteren bir hastaliktir.
Vaskiiler, santral sinir sistemi, pulmoner hastalik gibi ciddi komplikasyonlara ve
mortaliteye erkeklerde daha sik rastlanir [2]. Hastalik siklikla 20-30 yaslarinda
baglamaktadir. Oral aftdoz ilserasyonlar hastaligin baslangi¢ bulgusu olarak
tamimlanmaktadir. Okiiler lezyonlar, genital ilserasyonlar, deri lezyonlar1 (6zellikle
eritema nodosum), artropati, norolojik belirtiler ve damar tutulumlar1 hastaligin diger
bulgular1 olarak siralanabilir. Hastaliin mortalitesi ilk 5 yilda % 0-6,3 arasinda
degismektedir [3]. BH’nin tedavi modelleri semptomlara yonelik olusturulmaktadir.

Tedavi secenekleri hastanin klinik bulgularina gore degiskenlik gostermektedir.

2.1.1. Epidemiyoloji

BH baslica Akdeniz ¢evresindeki {ilkelerde, Ortadogu ve Uzakdogu’da
goriilmektedir. Sikligi Tirkiye’de 80-300/100.000 ve Japonyada 13-30/100.000
bulunmustur. Erkek/kadin dagilimi (E:K) Japonya, Akdeniz iilkeleri ve Ortadogu'da
erkekler lehinedir [4] Buna karsilik ABD ve Kuzey Avrupa iilkelerinde bu oran yaklasik
1:2 olarak kadinlar lehinedir. G6z tutulumu, nérolojik tutulum, kardiyovaskiiler tutulum

kadinlarda daha seyrek iken, cilt lezyonlar1 daha 6n plandadir. Baslangi¢ yas1 genelde 3.



dekattir ve baslangi¢c yasi prognostik faktorler arasinda yer alir. Erken yasta baslangic
(6zellikle de 25 yas alt1) kotii prognoz ile iliskilendirilmistir [5, 6].

2.1.2. Genetik Yatkinhk

BH’nin multifaktoryel bir hastalik oldugu ve giiglii bir genetik yatkinlik
gerektirdigi, ancak birgok ¢evresel faktor tarafindan da etkilendigi kabul edilmektedir [7].
Aile yiikii ve HLA-BSI ile iliski genetik faktorlerin ana gostergesidir. BH’de
immunolojik degisikliklerle 1ilgili pek ¢ok kanit bulunmasma ragmen, bunlarin
patogenezdeki rolii tam olarak agiklanamamaktadir. Yapilan aile c¢aligmalart BH’nin
genetik bir risk ile iligkisi oldugunu gostermistir. Genetik gecis birden fazla faktdre
baglidir [8].

HLA-B51, 6. kromozomda major histokompatibilite kompleksinde (MHC)
kodlanir ve BH ile iliskilendirilmis en kuvvetli genetik faktordiir [9, 10]. Tirkiye ve
Japonya’da diger beyaz irka oranla daha sik birliktelik gostermektedir [11]. MHC lokusu
tizerindeki diger genler (MHC simuf I iligkili gen (MICA) ve TNF genleri) iizerinde de
caligmalar yapilmis, ancak bu genlerin etkilerinin HLA-B51 ile baglanti dengesizligine
(linkage disequilibrium) bagl olarak gelistigi ileri siiriilmistiir [12]. MHC bélgesi disinda
kalan diger birgok genin BH patogenezinde rolii olabilecegi diisiiniilmiistiir [13-15].

Tiirkiye popiilasyonunda yapilan bir genom c¢apl iliskilendirme ¢aligmasinda
(Genome wide assosiation study, GWAS) calismasinda 1215 Behget hastasi ve 1278
saglikli kontrolde 311459 otozomal tek niikleotid polimorfizmi (TNP, SNP) taranmis ve
HLA-B, HLA-A, 1L10, IL23R-IL12RB2 gen bolgelerinin BH ile iliskisi gosterilmistir [16].
Japonya’da yapilan benzer bir ¢alismada HLA-B51’in BH ile iligkisinin yani sira HLA
bolgesinde HLA-B, HLA-A, non-HLA bdlgesinde ise 1L10 ve 1L23R-1L12RB2 ile anlamli
iliskisi ortaya ¢ikmustir. Cin’de yapilan bir ¢calismada ise 1L-23-1L-23R-IL-17A yolaginin
BH’deki rolii ele almarak IL-23R polimorfizminin (rs17375018) hastalikla iliskisi
arastirilmistir  [17]. IL-23R polimorfizminin BH ile giiclii iliskisini gosteren bu
caligmadan yola ¢ikarak yaptigimiz bir arastirmada, IL-23R geninde ayni TNP’nin
(rs17375018) HLA-B51’den bagimsiz olarak BH ile iliskisi gosterilmistir (yaym

asamasinda).



2.1.3. Tam

BH’ye 0zgiil bulgu ve semptomlar yoktur. Uluslararas1 Behget Hastaligi Calisma
Grubu’nun 1990 yilinda tanimladig kriterler [18]. %91 duyarlilik ve %96 6zgiilliik ile
yaygin olarak kullanilmaktadir.

2.1.4. Klinik

BH’nin tekrarlayan oral aft, genital iilserler ve iridosiklit ti¢lii semptom kompleksi
ile tanimlanmasindan sonra gecen siirede farkli organlarin tutuldugu bir klinik spektruma
sahip oldugu gozlenmistir. Hastaligin klinik bulgulart mukokutandz, kas-iskelet,
oftalmolojik, vaskiiler, merkezi sinir sistemi ve diger organ tutulumlarini icermektedir.
Hastaligin en sik baglangi¢c semptomu hemen tiim diinyada oral {iilser olarak bildirilmistir
(%47-86). Yine genital iilser (%0-18) ve deri belirtilerinden 6zellikle eritema nodozum
benzeri lezyonlar (%0-19) baslangi¢ semptomu olarak saptanabilmektedir. Deri paterji
reaksiyonu hastaliga 6zgli bir bulgudur. Ancak cografik olarak belirgin farkliliklar
gostermekte ve pozitifligi toplumdan topluma degismektedir [5, 18-20].

2.2. Immiinopatogenez

BH’de immiin yanit ve inflamasyon soz konusudur. Thl, Thl7 ve Th22
hiicrelerinin BH gelisiminde 6nemli rolii oldugu gosterilmistir. Herpes simplex virlisii
(HSV) ve Streptococcus sangius basta olmak {izere birgok mikroorganizmanin etiyolojide
rol aldigr diisiinilmektedir [9, 21]. Ancak etiyolojik ajan olarak tek bir mikroorganizma
oldugunu gosterir kuvvetli bir kanit bulunmamaktadir. Enfeksiyon ajanlarinin rolii ile
ilgili kabul goren teorilerin basinda, mikroorganizma antijenlerinin insan proteinleri ile
yiiksek derecede benzerlik gdstermeleri ve capraz reaksiyonun (molekiiler benzesme)
immiin yanita neden olmasidir [9, 22]. BH’de serumda IL-1, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
13, IL-18 ve TNF-a gibi sitokin diizeylerinde artis gdsterilmistir [23, 24].

2.2.1. yo T Hiicreleri

vd T hiicrelerinin otoimmiinitede rolii oldugunu gosteren ¢ok sayida ¢alisma vardir
[25, 26]. T hiicrelerinin bir alt grubu olan yd T lenfositleri, enfeksiyonlar ve bakteri
kaynakli otoimmiinitenin gelisiminde rol alir. y§ T hiicreleri (CD3'CD4°CD8’) insanda
periferik kandaki CD3" hiicreler icerisinde %5 oraninda bulunur. y3 T hiicreleri mukozal
immunitede rol oynar, genel olarak barsak epitelinde bulunur ve ‘intra-epitelyal

lenfositler’ olarak da adlandirilir. BH'de mukozal lezyonlar olusur ve bu alanlarda yd T



hiicrelerinin orani saglikli donoérlere gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir [27]. Bu
hiicreler kalip tanima reseptorii (PRR) sinyallerine hizli cevap verme yetenegine sahiptir.
v0 T hiicrelerinin edinsel ve dogal immiin yanit arasindaki baglantiyr sagladigi ileri
striilmektedir. yd T hiicreleri tarafindan salgilanan sitokinler, aff T hiicrelerini
etkilemektedir. Aktiflenmis yo T hiicreleri yardimct T hiicreleri gibi bazi sitokin ve
kemokinleri eksprese ediyorlar. Mesela, sitokinlerden iFN-y, TNF-a (Thl), IL-4 (Th2),
IL-17 (Th17) [28].

Insanda ve farede yd T hiicrelerinin IFN-y ve IL-17A salgilamasini, ayn1 zamanda
otoimmiin hastaliklarda roliinii gosteren c¢aligmalar mevcuttur [29, 30]. Bazi fare
caligmalarinda, ¥y T hiicrelerinin, IL-17"nin 6nemli bir kaynagi oldugu gosterilmistir.
Fare y0 T hiicreleri 1L-23 ve IL-1pB ile kiiltiir edildiginde, Th17’ye benzer o6zellik
kazanarak IL-17A, IL-22 ve IL-21 sentezlemektedir [31].

Eriskin saglikli donorlerde periferik kan yo T hiicre grubunun biiylik kismt Vy9 T
hiicre reseptorii (THR) tasiyan hiicrelerdir [32]. Neonatal yd T hiicrelerine fosfoantijen
(zoledronat) ve IL-23 uygulanmasi ile IL-17"TFN-y* Vy9 T hiicre oran1 yiikselir [33]. IL-
17" salgilayan Vy9 T hiicreleri, yiizeylerinde CCR6 kemokin reseptoriinii tasir. Ayrica bu
hiicreler IL-22 ve IFN-y’1 sentezlememektedir [34]. y& T hiicreleri ve alt gruplari,
otoimmiin  hastaliklarda  mikrobiyal patojenlere  karsi  immiinolojik  yamit

olusturabilmektedir [34].

2.2.2. BH’de yo T Hiicreleri

BH’de mukozal membranda ve periferik kanda y6 T hiicrelerinin arttigi
bulunmustur [35] [36]. Hastalarin yd T hiicreleri kiiltiirde mikobakteriyel 1s1 sok proteini
(HSP) peptitleri ve oral iilserlerden elde edilen mikroorganizmalarin iiriinleri ile
cogaldiklar1 gosterilmistir [37]. Behget hastalarinda yo T hiicrelerinin CD25, CD29 ve
CD69 aktivasyon belirteglerini eksprese ettikleri, aktiflenmis bir fenotipe sahip olduklari
ve IFN-y, TNF-a ve IL-8 gibi inflamatuar sitokinler iirettikleri saptanmustir. Verjans ve
ark. yaptig1 bir ¢caligmada, {iveiti olan hastalarin 6n kamara sivilarinda Vy9 T hiicrelerinde
artig tespitlenmistir [38]. Bir y6 T hiicrelerinin baska bir alt grupunu olusturan Vy2 THR
tasiyan hiicreler inflamatuar sitokinlerden IFN-y’y1 fazla salgilamaktadir [13, 39].
Parlakgiil ve ark. yaptig1 bir calismada ise 3 T hiicrelerinin degil, CD16" olan TCRV§2

hiicreler BH ve SK arasinda artis gostermistir (70). Bu bulgular, yd T hiicrelerinin ve alt



gruplarinin  BH immiinopatogenezinde ve hastalik gelisimde Onemli hiicre grubu

oldugunu diistindiirmektedir.

2.2.3. Th1, Th17 ve Th22 Hiicreleri

Naif T lenfositleri tirettikleri sitokinlere gore Thl, Th2, Th9, Th17 ve Th22
hiicrelerine déniisiir. CD4" T hiicre alt gruplarinin otoimmiin hastaliklarin patogenezinde
onemli oldugunu gosteren ¢alismalar vardir. Bazi yayinlar BH’nin 6zellikle Th1, Th17 ve

Th22 ile iliskisini gostermektedir [40, 41].

2.2.3.1.Thl

Thl hiicrelerinin otoimmiin hastaliklarda rolii kanitlanmistir. Thl1”e yonelik
sitokinler olan IFN-y ve IL-2 hastalarin periferik kaninda hastalik aktivitesiyle iliskili
olarak artmaktadir [42, 43].

IFN-y, tiimér kontroliinde ve hiicre ici bakteriyel ve viral enfeksiyonlara karsi
dogal ve edinsel immiinitede kritik rol oynar. IFN-y, makrofajlar icin 6nemli bir
aktivatordiir. IFN-y ekspresyonundaki yiikselme, otoimmiin ve oto-enflamatuvar
hastaliklarla iliskilidir. Immiin sistemde IFN-y'nin énemi, viral replikasyonu dogrudan
inhibe etmesi ve en dnemlisi immiin-uyaric1 ve immiin-diizenleyici etkilerinin olmasidir.
IFN-y baskin olarak NK ve NKT hiicreleri ve antijen-spesifik immiin yanitin pargasi olan

CD4 Th1 ve CDS sitotoksik T lenfositleri (CTL) tarafindan tiretilmektedir.

2.2.3.2. Thl7

Th17, IL-17 salgilayan ve inflamatuar otoimmiin hastaliklarda rolii olan bir hiicre
grubudur. Bu hiicre grubu TGF-B, IL-1p, IL-6, IL-21, IL-23 gibi proinflamatuar sitokinler
etkisiyle farklilagabilir. IL-17A, IL-17F, IL-26 sentezleyen Th17’ler, Th22 gibi IL-22 ve
Th1 gibi IFN-y de salgilayabilir [44]. Th17’lerin plastisite/doniisiim 6zellikleri de vardir.
IL-17 sentezleyen Th17 hiicrelerinin IFN-y"IL17" hiicrelere déniisebildiklerini gdsteren
caligmalar bildirilmistir [45].

Insan Th17 hiicreleri IL-23R molekiillerini yiizeylerinde eksprese eder. IL-23’iin T
hiicrelerinin yiizeyinde bulunan IL-23R’e baglanmasi sonucunda bu hiicrelerden IL-17
salgilanmaktadir. IL-23, reseptdriine baglandigi zaman IL-17 nin ekspresyonu gergeklesir
[46]. IL-23, y& T hiicreler, dogal 6ldiiriicii hiicreler (NK), mast hiicreleri, lenfoid doku
hiicreleri ve diger miyeloid hiicreler (6r. nétrofiller) tarafindan sentezlenir. IL-23, Th17

hiicre yolaklarinin aktiflenmesinde 6nemli faktordiir [47].



IL-17 ailesi, A-F alt siniflarindan olusur. v8 T hiicreleri, aktif CD4™ T ve NK,
lenfoid doku hiicreleri tarafindan salgilanir. Monosit ve nétrofillerin  inflamasyon
bolgesine go¢ etmesini saglar. IL-17 salgilayan hiicrelerin bir kism1 da vy T hiicreleridir.
IL-17, bakteri ve mantarlara kars1 mukozal immiinitede rol oynar. IL-17A salgilayan
hiicrelerin yiizeyinde CD161 molekiili ya da CCR6 kemokin reseptorii buldugu
bildirilmektedir. CCR6 bu hiicreleri inflamasyon bolgesine ¢ekme gorevini yapar [48]. S.
Kagami ve ark. Th17 hiicrelerini Thl hiicrelerinden ayirabilecek 06zel bir belirteg
olmadigimi bildirmistir. Fakat CCR6 molekiilii dolasimda olan IL-17A" hiicrelerin %
86’sinda, IFN-y" hiicrelerin ise ¢ok az bir kisminda eksprese edildiginden Th17’leri
Th1’lerden ayirmak igin kullanilabilen bir belirtegtir. CD161 ve IL-23R dolasimdaki
Th17’lerin yiizeyinde az eksprese olurken, Thl’lerin yiizeyinde ise daha da diisiik
miktarda ekspresyon gosterir. Buna dayanarak CD161 ve iL-23R Thl17 igin ayirict bir
belirteg kabul edilmemektedir. CCR6 molekiiliiniin hiicre i¢i sitokinlerle kombine
edilmesiyle Th17 ve Th1 hiicreleri i¢in daha net bir ayrim miimkiin olmustur [48].

BH’de naif CD4" T hiicreleri (CD4"CD45R0O"), Thl ve Th17 hiicre sitokinleri ile
kiiltiir edildiklerinde IL-17A m-RNA’sinin arttigini gosterilmistir [49].

2.2.3.3. Th22

Th22 hiicreleri son donemde tanimlanmis bir CD4" T lenfosit alt tipidir. 2009
yilinda, bol miktarda IL-22 salgilayan, Th17 hiicrelerinden farkl1 tipte bir CD4 T hiicre alt
tipi olarak Trifari ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmistir. {L-22’nin kaynagmnin bu T
hiicre tipi ve Th17 oldugu anlasilmistir [50]. Bu effektér T hiicrelerinin inflamatuar
kapasitesinin oldugu kanitlanmistir. Th22 hiicreleri IL-22 ve TNF-a salgilamaktadur.
Th22 hiicreleri Th1, Th2 ve Th17 hiicrelerinden bagimsiz yolaklarla gelisir [50, 51].

IL-22, IL-10 ailesi iiyelerinden bir sitokindir. [L-22, insanda aktif Th17, Th22 ve
NK tarafindan iretilir. 1L-22 deride keratinosit proliferasyonuna ve epidermal
hiperplaziye neden olur. Ayrica dokunun yeniden yapilanmasinda gerekli olan
kemokinlerin ve antimikrobiyal peptidlerin salgilanmasini saglar. Bazi ¢aligmalarda, bu
sitokinin IL-17 ile beraber Th17 tarafindan salgilandig1 gosterilmisse de ana iiretici hiicre
grubu Th22 kabul edilmektedir [52]. IL-22 salgisinin psdriasis, Crohn, romatoid artrit
(RA), Sjogren sendromu ve Sistemik lupus eritematozus (SLE) gibi otoimmiin

hastaliklarida artis1 bildirilmistir [53].



IL-22R IL-22R tip 1 ve IL-10R alt birimlerinden olusmaktadir ve genellikle
hematopoetik olmayan hiicrelerin yiizeyinde, 6zellikle epitelyal hiicrelerde olmak iizere,
pankreasta, barsak dokusunda, karacigerde bulunmaktadir [54]. Th22 hiicreleri, Th17
hiicrelerinden farkli olarak sadece IL-22 salgilamaktadir. Th17 hiicreleri ise 1L-22’nin
disinda 1L-17, IL-4, IFN-y salgilamaktadir [55]. Th17 hiicrelerinin farklilasmasi1 RORC
iizerinden olurken, Th22 hiicrelerinin farklilasmasi aril hidrokarbon reseptorii (AHR)
vasitastyla olmaktadir. AHR aktivasyonu IL-22 salgilanmasini uyarirken, 1L-17
salgilanmasini inhibe eder [56]. Th22’ler Thl7 hiicrelerinden farkli olarak CCL20
eksprese etmezler [57]. Th22 hiicreleri, CD3, CD4 belirteclerini yiizeylerinde eksprese
ederken dogal 6ldiiriicii hiicrelerin ve CDS hiicrelerin belirteglerini eksprese etmez. Th22
hiicreleri ayrica CCR4, CCR6 ve CCR10 reseptdrlerini lizerinde tasir. Bu hiicreler CCR4
ve CCR10 reseptorlerini kullanarak cilde yerlesebilmektedir [58, 59]. Th22 hiicreleri i¢in
CCR4 ve CCRI10 yiizey belirtecleri ve IL-17ATL-22"IFN-y hiicre ici sitokinleri ayirict
faktor olmaktadir. Th22’ler Th2’den farkli olarak IL-4 ve Th1’den farkli olarak ise IFN-y
sentezlemezler. Bu 6zellikleri ile Th22 hiicreleri Th17, Th1 ve Th2’den farklidir [48].

2.2.4. BH’de Th1, Th17 ve Th22 Hiicreleri
T hiicre yanit1 BH’deki doku hasarinda 6nemli rol oynar. Yapilan bir calismada

aktif BH Periferik kan mononiikleer hiicreleri (PKMH) ist sivilarinda ve BH
lezyonlarda Th1 sitokinleri olan IFN-y, IL-12, IL-18'"in arttig1 gosterilmistir [42, 60-62].

Aktif {iveitli hastalarin serum ve hiicre iist sivilarinda Th17 ile iliskili olan IL-6,
IL-23 ve IL-17 ekspresyonlarinin da arttigmi gosteren calismalar yaymlanmistir. {L-17
salgisindaki artisin BH aktivitesiyle iligkili oldugu bildirilmistir Aktif BH’ de PKMH ve
eritema nodosum (EN) dokusunda IL-23 ve IL-17'nin mRNA diizeyinde artis
bulunmustur [63]. Th17°nin ve IL-22’nin de BH’de rol oynadig1 gosterilmistir. Aktif
{iveitli hastalarm CD4" hiicrelerinde ve deri EN'da IL-22 m-RNA diizeyi artmis
bulunmustur [64].

PKMH’de L-22’yi sentezleyen esas hiicre grubu aktif CD4" hiicreler iken bu
hiicrelerin sadece %31-41’inin ayn1 zamanda IL-17 sentezledigi bildirilmistir [65]. BH ve
otoimmiin iiveitli hastalarda, serum ve kiiltiir iist stvisinda (PKMH ve CD4" T hiicre) IL-
22’nin diizeyinde artis saptanmustir. Ayrica IL-22’nin inflamatuar cevabi tetikledigi ve

hastalik aktivitesiyle iliski gosterdigi bildirilmistir.



2.3. IL-23R, 1L-23 ve IL-17 iliskisi

Hiicrelerde IL-17’nin iiretimi, iL-23’{in IL-23R’ye baglanmasi ve buna bagh
olarak STAT3 ve STAT4 yolaklarinin aktive olmasi ile gelismektedir. IL-23, 1L-12 ile
ortak olan 1L12p40 ve iL23p19, iL-23R ise ILI12RB1 ve IL-23R alt iinitelerinden
olusmaktadir[66, 67]. Bu sitokin miyeloid, epitelyal ve endotelyal hiicrelerde tiretilmekte
ve IL-23R iizerinden sinyal iletmektedir (Sekil 2.3). Sekil 2.3'te IL-23'{in reseptdriine
baglanmas1 sonucunda hiicreigi Jak2, STAT3 yolaklari iizerinden IL-17A'nin salgilanmasi

mekanizmasi gosterilmistir.

x -----

NFATc1

-
( W £ RORC c.R.l Ceklrdek;
g i

IL-17 CXCL1,28 TRAP

ILATF ccL2,7 Katepsin K
IL-23R G-CSF
GM-CSF MMp 9

Sekil 2.3: 1L-23, TL-23R ve IL-17A iliskisi [66].

2.3.1. IL-23R Polimorfizminin Islevsel Etkisi
IL-23R geni 1. kromozomun kisa kolunda (1p31) bulunmaktadir. IL-23R

polimorfizminin Crohn hastaligi, RA, ankilozan spondilit (AS) gibi otoimmiin
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hastaliklarla iliskisi 6nceki arastirmalarda tespit edilmistir. Bu hastaliklarda IL-23’iin IL-
23R ile baglanarak 1L-17 sentezini arttirdig: ileri siiriilmektedir.

AS hastalarinin  kaninda yapilan bir calismada, IL-23R eksprese eden T
hiicrelerinin, SK’ya gore 2 kat artmis oldugu gdzlemlenmis, IL-23R artisnin y§ T
hiicrelerinden kaynaklandig1 saptanmistir. IL-17" olan CD4" ve CD8" T hiicrelerinde iL-
23R ekspresyonu artmazken, y3 T hiicrelerinde artan ekspresyon, 1L-17 salgisindaki artis
ile iliskili bulunmustur. Ayrica IL-23R tasiyan, fakat yd olmayan T hiicrelerinde IL-17
salgis1 gozlemlenmemistir. IL-17 salgilayan y8 T hiicrelerinin artist AS ve psoriasis
hastalarin lezyonlarinda da bulunmus, bu hiicre grubunun AS hastaligiyla kuvvetli bir

iliskisi oldugu bildirilmistir [29].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Olgular

3.1.1. Behcet Hastalari
BH tami kriterlerine gor [18] tan1 konan, aktif dénemde olan, immiinosupresif
tedavi alan ve almayan hastalar calismaya dahil edildi. Oral aft, genital iilser, deri
lezyonu, eklem tutulumu bulgulart olan hastalar aktif (ABH) ve bu bulgulan
gostermeyenler ise inaktif (IBH) olarak degerlendirildi (ABH; 16 ilagh ve 9 ilagsiz, IBH;
9 ilagh) Tablo 3.1.1.

Calismaya dahil edilen hasta grupuna ait periferik kan ornekleri Istanbul Tip
Fakiiltesi, Romatoloji Bilim Dali'nda takip edilmekte olan hastalardan alindi ve
caligmanin deneysel asamalar1 Istanbul Tip Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim Dali

Néroimmunoloji ve Immiinogenetik Laboratuvarinda gerceklestirildi.

Bu ¢alisma Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’ndan 06.05.2013 tarih ve 547 sayili rapor ile onay almigtir. Tim dondrlerin
onaylar1 alinarak calismaya ait “bilgilendirilmis goniillii olur” formlari okutuldu ve

imzalar1 alindi.

Tablo 3.1.1: Donor bilgi tablosu.

BH SK
ABH IBH
Toplam (N) 16 9 25
Cinsiyet: Kadin/Erkek 5/11 4/5 6/19
Ortalama Yas 42,6+13,6 36,9+8 43,5+12

Ortanca Yas 43,5 (20-62) 35 (29-50) 50 (18-63)
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3.1.2. Saghkh Kontroller (SK)
Herhangi bir otoimmiin hastaligit bulunmayan ve hasta gruplariyla yas ve
cinsiyetleri bakimindan uyumlu saglikli bireyler calismaya dahil edildi. Bireylere
caligmayla ilgili bilgi verilmesinin ardindan “Bilgilendirilmis Goniillii Olur” formlari

imzalatildi.

3.2. Periferik Kan Mononiikleer Hiicre (PKMH) Eldesi

Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) igeren tiip igerisinde alinan 10 ml periferik
vendz kan ornegi 1:1 oraninda PBS (phosphate buffered saline, fosfat ile tamponlasmis
tuz c¢ozeltisi) ile sulandirildiktan sonra, 50 ml'lik konik tabanli tiip igerisinde, oda
sicakligindaki steril fikol (Lymphoprep Axis-Shield PoC AS,Oslo, Norway) tizerine 1:3
oraninda eklendi. Fikol ile kan 6rneginin ayri katmanlar halinde kalmasina dikkat edildi.
Tiip igindeki 6rnekler 2200 rpm’de 30 dakika ve +20°C'de santrifiij edildi. Ardindan kan-
PBS karigiminin en istte kalan plazma kismi uzaklastirildiktan sonra PKMH igeren, fikol
ile plazma arasinda ince bir tabaka halinde gbzlenen beyaz bulutsu katman toplanda.
Hiicreler bir baska tiipte tlizerine 40 ml'ye tamamlanacak sekilde steril PBS c¢ozeltisi
eklenerek 1500 rpm’de 15 dakika +4°C'de santrifiij edildi. Hiicreler bir kez daha 10
dakika 1300 rpm’de +4°C'de yikandi. Yikama sonrasi iist sivilart uzaklastirilan PKMH
tizerine 2 ml hiicre kiiltiiri medyumu (RPMI-1640 (Gibco, Life Technologies, UK), %10
FBS (Fetal sigir serumu - Gibco, UK), %1 L-glutamin (Gibco, UK), %1 Streptomisin ve
penisilin (Gibco, UK)) eklenerek canli hiicreler sayildi. Bu amagla, 10 ul PKMH hiicre
stispansiyonu, 90 ul tripan mavisi boyasiyla karistirildi. Tripan mavisinin 6li hiicreleri
boyama Ozelliginden yararlanilarak hiicre sayma kamarast (Thoma) yardimiyla 1sik

mikroskobunda 1 pl'de bulunan canli PKMH sayis1 hesaplandi.

3.3. Hiicre Yiizey Molekiil Boyamasi

Hiicre yiizey boyamasi igin; akim sitometresi tiiptine 3,5x10° PKMH 100ul
boyama tamponu (Staining buffer- PBS i¢inde %0,2 sigir albumini ¢ozeltisi, BT) i¢inde
eklendi ve asagidaki tabloda (Tablo 3.3) gosterilen floresan isaretli monoklonal
antikorlarla 20 dakika oda sicakliginda, karanlikta boyandi. Ardindan PBS ile 1500
rpm’de 10 dakika +4°C’de santrifiij yapilarak yikandi, {izerine eklenen okuma tamponu
(OT, 100 pl Flow sheath ve 100 pl %2 paraformaldehid) icinde akim sitometrisi ile

okundu ve hiicre gruplarinin ylizdesi degerlendirildi.
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Uyarilmig hiicre ylizey molekiillerini saptamak amaciyla akim sitometresi tiipiine
3,5x10° kiiltiiriinden alman hiicre ve 200 ul BT eklenerek 1300 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi. Ust s1iv1 uzaklastirildiktan sonra tiiplere 100 ul BT eklenerek PKMH siispansiyonu
elde edildi. Ardindan hiicre yiizey boyamasi yapildi.

Tablo 3.3: Hiicre yiizey boyamada kullanilan monoklonal antikorlar

Monoklonal Florokorm Miktar (ul) Firma

Antikor isareti

CD4 FITC 4 Beckman Coulter
CD3 PE 4 Beckman Coulter
v THR FITC 4 Beckman Coulter
v9 THR FITC 4 Beckman Coulter
CD16 PE-Cy5.5 2,5 Beckman Coulter
CD45R0O PE 4 Beckman Coulter
CD27 PE 4 Biolegend
CD107a PE 4 BD (Becton Dickenson)
CD161 PE 3 Biolegend

CCR6 PerCp Cy5.5 3 Biolegend
iL-23R PerCp Cy7.5 3 R&D

3.4. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre i¢i sitokin iiretimi (IL-17A, IL-22 ve IFN-y) ve sitotoksik aktivite (CD16,
CD107a) olgtimleri i¢in PKMH in vitro kosullarda uyarildi. Bu amagla uyarilacak PKMH
3 ayr1 kuyuda ve her kuyuda 7x10° hiicre olacak sekilde 96 kuyulu steril kiiltiir plaklarina
eklendi. PKMH 4 saat PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate), ionomicin ve sitokin
salinimmi durdurmak amaciyla Brefeldin A varliginda kiiltiire edildi. Kiiltiir plaklari

37°C'de %5 CO; iceren etiivde inkiibe edildi.
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Tablo 3.4: Hiicre kiiltiiriinde kullanilan uyaranlar ve kimyasallar

Uyaran Kullanim Dozu Marka
PMA 2,5 ug/ml Adipogen
fonomicin 25 pg/ml Santa-Cruz
Brefeldin A 0,5 mg/ml eBioscience

3.5. Hiicre i¢i Sitokin Boyamasi

Kiiltiirden alinan hiicrelere hiicre ici sitokin boyamasi yapildi. Bu amacla
fiksasyon ve permeabilizasyon Kiti (eBioscience) kullanilarak hiicreler akim sitometrik
analizinde hiicre i¢i boyama islemine hazirlandi. Fiksasyon ¢ozeltisi 1X konsantrasyonda
olup %4 formaldehit icermekte idi ve hiicre yiizeyini sabitlemek amaciyla kullanildi.
Permeabilizasyon ¢ozeltisi ise 10X konsantrasyondaydi ve kullanilmadan 6nce 1:10
oraninda distile suyla sulandirildi. Permeabilizasyon ¢ozeltisi (1X) %0.1 oraninda saponin

ve %0.0009 oraninda sodyum azid igeriyordu.

Uyarilan hiicrelerin iist sivilar uzaklastirilip tiiplere 1ml 1X fiksasyon sivisi
eklenerek vorteks yapildi ve 1 saat karanlikta +4°C'de inkiibe edildi. Bu islemi takiben,
tiiplere 2 ml 1X yikama soliisyonu (Y'S, kit igeriginden) eklendi ve 2 defa 1300 devirde 5
dakika santrifiij edildi. Ust siv1 uzaklastirildiktan sonra tiiplere 100 pl 1X YS eklendi ve
anti-IFNy—PE (BD, 7 ul), anti-IL-17A-PERCPCy7.5 (BD, 3 pul) ve anti-iL-22-
PERCPCy5.5 (eBioscience, 3 ul) monoklonal antikorlari ile oda sicakliginda, karanlikta
30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben tiiplere 2 ml 1X yikama soliisyonu
eklenerek 2 defa 1300 devirde 5 dakika santrifiij edildi. Ust sivilar uzaklastirildiktan sonra
tizerlerine 400 pl OT eklendi ve akim sitometresinde hiicre gruplariin yiizdesi
degerlendirildi. Akim sitometresinde tiim deneylerde arastirilan molekiiliin pozitiflik
siirmi belirlemek i¢in FEB (Floresan eksi bir (Fluoresence Minus One)) tiipii kullanildi.
Okumalar 3 renkli FACS Calibur’da (BD) gergeklestirildi. Veri analizlerinde "Cell Quest”
(BD) programi kullanildi. Tablo 3.5°de  PKMH’lerin antikor-florokorm boyama

kombinasyonu gosterilmektedir.



Tablo 3.5: Antikor-florokorm boyama kombinasyonu

ANTIKOR ADI

# FL1(FITC) | FL2(PE) | FL3(PerCp)
1 v THR CcD3 iL-23R
2 v9 THR CD27 iL-23R
3 CD4 CD161 CCR6
4 v THR CD107a CD16
5 v8 THR IFN-y IL-17A
6 v8 THR IFN-y IL-22
7 CD4 IFN-y iL17A
8 CD4 IFN-y iL-22
9 v8 THR CD107a CD16

3.6. IL23R Genotiplendirmesi

15

IL-23R polimorfizmi (rs17375018) PRC-RFLP ile saptandi. PCR islemi, son
hacim 25 uL olacak sekilde, amonyum (NH4) tamponu, 2 mM MgCl,, 0,2mM dNTP

karisimi, 0,75U Taq (Fermentas), 0,4uM primer karisimi kullanilarak yapildi. Enzimle
kesim asamasi (PCR-RFLP) DNA’yt GGCC bolgesinden kesen Hae Il enzimi

(Fermentas) ve 10x R+ tampon ile (Fermentas) ve H,O ile gerceklestirildi. Gece boyu su

banyosunda 37°C’de inkubasyon yapildiktan sonra, iriinler %2 agaroz jele yiiklenerek,

elektroforez tanklarinda 100mA, 150kV akim altinda 30dakika yiiriitilerek ultraviyole

transilliiminatdri ile goriintiilendi.

Tablo 3.6: Calismada kullanilan cihazlar

Cihaz Marka
Santrifiij Hettich
%35 karbondioksitli etiiv Sanyo

Akim sitometri cihazi

EpicsXL, Coulter

3.7. Istatistik Degerlendirme

Karsilagtirmalar igin parametrik olmayan Mann-Whitney-U testi uygulandi.

Analizler SPSS 21.0 programu ile yapildi. Grafikler i¢in ise GraphPad-Prism5 programi

kullamilds. Istatistiksel anlamlilik, p degerinin 0,05°den kiigiik olmas1 olarak tanimland.

Tiim grafiklerde ortanca ve aralik degerleri gosterildi.
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4. BULGULAR

4.1. vd T hiicreleri

4.1.1. v6 T Hiicrelerinin Fenotipik Degerlendirilmesi

BH’de etkinligi daha 6nce bildirilen yd T hiicrelerinin periferik kandaki oranlar1 ve
aktivasyon durumlarini belirleyen yiizey isaretlerini saptamak amaciyla BH ile saglikli
kontrolde lenfosit hiicre popiilasyonunda akim sitometresi ile inceleme yapildi. FSC/SSC
histograminda, lenfositler kapiland1 ve bu kapi icindeki yo T hiicrelerinin oranlart Sekil
4’de gosterildigi gibi degerlendirildi. Sekil 4.1.1 akim sitometrisinde yo T hiicrelerinin

kaplanmasini géstermektedir.
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Sekil 4.1.1: y6 T hiicrelerin kapilanmasi.

A) Lenfosit kapisinin segilmesi (R1). B) yo T hiicrelerinin kapilamasi ile ikinci floresan (FL2) ile isaretli
antikor olmayan tiipte negatiflik sinir1 belirleme. C) Ugiincii floresan (FL3) ile isaretli antikor olmayan tiipte negatiflik

stir1 belirleme. D) Ikinci ve {igiincii floresanla (FL2/FL3) boyama &rnegi
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4.1.1.1. yo THR Reseptorii Tasiyan Hiicrelerin Dagilimi

BH ve SK'larda yd T hiicrelerinin ve bu hiicrelerin ana alt grupu olan Vy9 T
hiicrelerinin degerlendirilmesi i¢in anti-pan Y6 THR ve anti-Vy9 monoklonal antikorlar1
ile boyama yapildi. Calismanin bu asamasma 25 BH (ABH; n=16, iIBH; n=9) ve 25 SK
dahil edildi. Bu degerlendirmede her 2 hiicre grubu dagilim1 da SK ve BH gruplan
arasinda anlamh fark gostermedi (Sekil 4.1.1.1). Vy9 T hiicrelerinin BH’de % 56, SK’da
%70 oraninda CD27 pozitif oldugu goriildii (veri gosterilmedi).
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Sekil 4.1.1.1: BH ve SK gruplarinda yé T ve Vy9 T hiicre oranlari.

4.1.1.2. yd THR Reseptorii Tastyan Hiicrelerde IL-23R Oram
Otoimmiin hastaliklarda y§ T hiicrelerinin IL-17 salgiladig1 ileri siiriilmiistiir. IL-
17A salgilayan y§ T hiicrelerinin yiizeyinde IL-23R'nin artmis oldugu AS hastalarinda
gosterilmistir [29]. IL-17A eksprese olmasim tetikleyen reseptdr olarak IL-23R yiizdesine
CD3" T, y8" T ve Vy9" T hiicrelerinin yiizeyinde bakildiginda, toplam BH ya da ABH ve
IBH ile SK arasinda fark gézlenmedi (Sekil 4.1.1.2).
A

%iL-23R
o
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Sekil 4.1.1.2: BH ve SK’da IL-23R pozitifligi yiizdesi.

A) CD3'T, B)y8" Tve C) Vy9" T hiicrelerinde IL-23R oranlar1.

4.1.1.3. v6 THR Tasiyan T Hiicrelerinde CD161 ve CCR6

IL-17A salgilayan hiicrelerin yiizey belirteci olarak CD161 ve CCR6 v§ T
hiicrelerinin yiizeyinde 6lgiildii. Taze kandan elde edilen PKMH monoklonal anti-yd T,
anti-CD161 ve anti-CCR6 ile boyandi ve akim sitometresi ile degerlendirildi. CCRO,
CD161 ya da cift pozitiflik karsilastirildi. Bu degerlendirme tiim lenfositler ve yo T
hiicrelerinde ayr1 ayr1 yapildi. CD161 pozitifligi CCR6 ya gore daha yiiksek oranlarda
gozlenirken, hasta ve kontroller arasinda anlamli bir dagilim farki goriilmedi (Sekil

4.1.1.3).
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Sekil 4.1.1.3: CD161 ve CCR6 dagilimlar.
A) Bir SK ve bir BH 6rneginde v8 T hiicre kapisi i¢indeki CD161"CCR6" gériintiisii. B) Lenfosit kapist icindeki

v8 T hiicrelerinde CD161+ ve CCR6+ orani. C) y& T hiicre kapisi icindeki CD161+, CCR6+ ve CD161"CCR6" oranlar1

4.1.2. vd T Hiicrelerinin Aktivitesi

4.1.2.1. yo T Hiicrelerinin Aktivite Belirtecleri (CD107a ve CD16)
vd T hiicrelerinin yiizeyinde ex vivo Olgiilen sitotoksik aktivite belirteci CD16 ve
CD107a, SK ve BH gruplari arasinda anlamli bir fark géstermedi (Sekil 4.1.2.1-1).
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Sekil 4.1.2.1-1: yd T hiicre kapisinda CD16" ve CD107a" hiicrelerinin oranlari.
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vd T hiicrelerinin uyartya yanitin1 degerlendirmek tizere PKMH ayrica PMA ve
ionomisin ile 4 saat in vitro uyarildiktan sonra yd T hiicrelerinin yiizeyinde uyar1 sonrasi
CD16 ve CD107a ekspresyonlar1 da olgiildi. Uygulanan uyar1 ile CDI16 yiizey
ekspresyonu diiserken, CD107a ekspresyonu artis gosterdi. Bu uyariya yanit olarak
yapilan dl¢timlerin 6rnegi Sekil 4.1.2.1-2 goriilmektedir.
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Sekil 4.1.2.1-2: Bir kontrol donériinde uyariya yamit agisindan yd T hiicre kapisinda CD16"

ve CD107a" hiicrelerinin goriintiisii.

A) Uyari 6ncesi, B) uyar1 sonrasi goriinti

SK ve BH gruplarn arasinda yd T hiicreleri uyar1 sonrasi artis oranlar
karsilastirildi. Bu amagla uyarili y6 T % / uyarisiz y0 T % formiilii ile “yd T hiicre artis
oran1” hesaplandi. Bu artig oraninin BH (%1,7 vs. 1,2 p=0,018) ile ABH’de (%1,8 vs. 1,2
p=0,035) SK’ye gore yiiksek oldugu belirlendi (Sekil 4.1.2.1-3).
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Sekil 4.1.2.1-3: SK’lere gore BH’lerde yd T hiicrelerinin artis orammmin (indeks) dagilimi.

In vitro uyarildiktan sonra yd T hiicrelerinin yiizeyinde diisiis gosteren CD16, BH
grubunda (%11,6 vs. 5,3 p= 0,004) ve ABH’de (%10,2 vs. 5,3 p= 0,028) SK’lere gore
daha yiiksek kaldi. Uyar1 sonrasi 6lgiilen CD107a ise SK ve BH gruplari arasinda fark
gostermedi (Sekil 4.1.2.1-4).
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Sekil 4.1.2.1-4: v6 T hiicre kapisinda uyarilan hiicrelerin CD16 ve CD107a yiizdeleri.

vd T hiicrelerinin uyartiya CD107a ve CD16 yanitlari, oran olarak
karsilastirildiginda (uyar1 %/uyarisiz %) gruplar arasinda fark gozlenmedi (Sekil 4.1.2.1-
5).
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Sekil 4.1.2.1-5: CD16 ve CD107a belirteclerinin artis oranlarinin yiizdesi.

4.1.2.2. yd T Hiicrelerinin Sitokin Uretimi

BH gelisiminde yo T hiicrelerinin sitokin tiretimi ile etkili olabilecegi diisiiniilerek
PKMH uyarilarak hiicre ici sitokin boyamalar1 ile degerlendirildi. Y8 T hiicrelerinde IL-
17A, IL-22, IFN-y iiretimi akim sitometresi ile dl¢iildii.

Lenfosit igerisindeki y& T hiicrelerinde IL-17A, IL-22, IFN-y oranlar1 anlaml
farklar gosterdi. Hem BH, hem de ABH nin y& T hiicrelerinde IL-17A (%0,2 ve 0,2 vs.
0,1, p= 0,01 ve p= 0,008), IL-22 (%0,1 ve 0,1 vs. 0,1, p= 0,006 ve p= 0,005) ve IFN-y
(%2,1 ve 2,4 vs. 0,7 p=0,0001 ve p= 0,003) pozitifligi SK’ya gore artmis bulundu (Sekil
4.1.2.2-1).
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Sekil 4.1.2.2-1: Lenfosit kapisinda ydT IL-17A", y8TIL-22" ve ydT'IFN-y * oranlar1.
IFN-y" ile birlikte IL-17A" veya IL-22" salgilayan hiicreler ise IL-17A*TFN-y" ve

IL-22"TFN-y" v8 T hiicrelerin (cift pozitif) yiizdesi olarak 6l¢iildii. Hiicreici sitokin
varligiin ayirimi FEB tiipe gore yapildi (Sekil 4.1.2.2-2).
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Sekil 4.1.2.2-2: Kiiltiir sonrasi hiicrelerin goriintiisii ve kapilanmasi ve yo T hiicre

kapisinda IL-17A"IFN-y* ve IL-22"IFN-y" hiicrelerinin goriintiisii.

v& T hiicre kapisi icerisindeki IFN-y" hiicre oran1 BH’de (%36,8 vs. 23,3 p=
0.007) ve ABH’de (%45,8 vs. 23,3 p= 0.004) artmus bulundu. y8 T hiicre kapisindaki iL-
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17A" ve IL-22" hiicre oranlar1 ise BH ve SK arasinda anlamli fark gostermedi (Sekil

4.1.2.2-3).
A B
101
101
8 o® oo 81 * ° °
< ° ° o 6
_ T (XY rY)
o ° * o® . o ;: b T 0 ee®
g 41 95%°  eqq0 —eve- . ke A ° .
e ° o
OF.O oo LIPS —
%] ..:o ol 4 Y 7] oo 0.00 oo %
. LA 0 80 %0 o e88e oe%3e o, 00 o®
SK BH ABH iBH SK BH ABH iBH
C
) p=0.004
1009
; Q=O.007I
804 [} ®
Z?‘ 604 ° LS e® o
L [ XY .::. _..... L
> 40' ...: .~.. ... °
204 ‘&— % % o
...8 [} [ ]
° i o

Sekil 4.1.2.2-3. yd T hiicre kapisinda sitokin yiizdeleri

A) IL-17A, B) IL-22, ve C) IFN-y oranlari

Hem v5 T hiicreleri, hem de CD4" T hiicreleri igerisinde IL-17A"IFN-y" ve IL-
22"IFN-y” ¢ift pozitif, “polifonksiyonel” hiicre gruplari olup bu hiicrelerin bir kag sitokini
ayn1 anda tretebildikleri gosterilmistir [39]. Bu ¢ift pozitif hiicrelerin oranmin tek
pozitiflere gore diisiik oldugu gozlendi. SK grubunda y& T hiicreleri icinde IL-17A"IFN-
vy T %1,3 ve IL-22"TFN-y" 8" T %]1,5 oldugu halde, CD4+ T hiicreleri icin IL-
17A'IFN-y" %0,5 ve 1L-22"IFN-y" %0,45 bulundu.

Cift pozitif IL-17A"IFN-y" v8 T ve IL-22"IFN-y" y8 T hiicreleri BH ve SK’lar
arasinda anlamli fark gostermedi (Sekil 4.1.2.2-4).
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Sekil 4.1.2.2-4: y8 T hiicre kapisinda IL-17A"TFN-y" ve IL-22"TFN-y" hiicre yiizdeleri.

4.2. CD4" T Hiicreleri
4.2.1. CD4" T Hiicrelerinin Fenotipik Degerlendirilmesi

4.2.1.1. Naif ve Bellek CD4" T Hiicreleri
BH ve ABH gruplarinda naif CD4" T hiicre oranlarinin SK ya gére anlamli olarak
diisiik oldugu gozlendi (Sekil 4.2.1.1).
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Sekil 4.2.1.1: CD4" T hiicre kapisinda CD4'CD45RO" hiicrelerinin yiizdesi.

4.2.1.2. CD4" T Hiicrelerinde CD161 ve CCR6

IL-17A salgilayan CD4" T hiicrelerinin fenotipik tanimlanmasi igin yiizeylerindeki
CD161 ve CCR6 belirtegleri degerlendirildi. Lenfosit kapisindaki CD4" T hiicrelerde
CD161 ve CCR6 molekiillerinin yiizdesinde anlamli bir fark gézlenmedi (Sekil 4.2.1.2-1).
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Sekil 4.2.1.2-1: Lenfosit kapisinda CD4" T hiicre yiizeyindeki CD161ve CCR6 yiizdeleri.

BH ve SK ornekleri CD4" T hiicre kapisinda degerlendirildiginde, BH’lerde
CD161%, CCR6" ve ¢ift CD161"CCR6" yiizey belirteglerinin ekspresyonunun arttig
belirlendi (%29,3 vs. 20,74 p= 0,012, %40,1 vs. 34,5 p= 0,013, %19,7 vs. 15,5; p= 0,006).
BH grubundaki artis ABH ile kontrol grubu arasinda da gézlendi (%28,4 ve 20,7 p=
0,026, %38,91 vs. 34,5 p= 0,006, %19 vs. 15,51; p=0,014) (Sekil 4.2.1.2-2).
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Sekil 4.2.1.2-2: CD4" T hiicre kapisinda CD161", CCR6" ve CD161"CCR6" yiizdeleri.

4.2.2. CD4" T Hiicrelerde Sitokin Aktivitesi

PMA ve ionomisin uyarisindan sonra CD4" T hiicrelerinin hiicreigi sitokin
seviyeleri dl¢iildiigiinde lenfosit kapisinda CD4"IL-17A" T hiicre oranmin BH (%1,52 vs.
0,91 p=0,001) ve ABH’lerde (%1,4 vs. 0,91 p=0,001) SK’lara gore arttig1 bulundu.
CD4"IL-22" ve CD4" IFN-y" oranlarinda anlamli fark belirlenmedi (Sekil 4.2.2-1).



27

=)
T
g
o
S
==
&)l

59 |
=0.001
44 I-L—-i ° 4
< 3 53' . .
i ose % )
= ) °® o = . .
T2 e Se oo 0 : Sy N
%0 Tv -o——:. Ge ®eee 0,° o
R S A e . 1] 2%, Jeel %* .
SK BH ABH iBH SK BH ABH iBH
301
°
I>_20-
E *%
3 .0 og O o: °
< 10- o® ogo® $o ')
R il .
° °
° o0 °
0 T T L] L]
SK BH ABH iBH

Sekil 4.2.2-1: Lenfosit kapisinda CD4IL-17A", CD4'IL-22" ve CD4* IFN-y" hiicrelerin orani.

CD4" T hiicre kapisinda da [L-17A" oram1 BH (%3.,2 ve 1,77; p= 0,002) ve
ABH’lerde (%3,3 ve 1,77; p= 0,001) artmisti. [L-22" ve iFN-y+ oraninda ise anlaml1 bir
fark bulunmadi (Sekil 4.2.2-2).
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Sekil 4.2.2-2: CD4" T hiicrelerinin sitokin aktivitesi.

CD4+ T hiicre kapisinda IL-17A"IFN-y" ¢ift pozitif hiicre oranlarmin da BH
(%0,74 ve 0,5; p= 0,024) ve ABH’de (%0,7 ve 0,5; p= 0,048) SK’ya gore artmis
oldugu saptandi. IL-22"TFN-y" hiicrelerin oranlarinda anlamli fark bulunmadi (Sekil 4.2.2-
3).
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Sekil 4.2.2-3: CD4" T hiicre kapisinda IL-17A"IFN-y" ve IL-22"IFN-y" hiicrelerin sitokin
aktivitesi.

4.3. IL-23R Genotipine Bagh Sitokin Uretimi

IL-23R polimorfizmi tasiyan hiicrelerin fonksiyonel farkliliklar sitokin {iretimi
acisindan incelenebilmektedir. 1L-22, IL-17 ve IFN-y sitokin diizeylerinin IL-23R
genotipine gore degistigini gosteren ¢alismalar bildirilmistir [68, 69]. Daha 6nce belirtilen
calismamizda, 1L-23R (rs17375018) polimorfizmi BH grubunda %56,9 GG varhigina
karsilik SK da %40,1 ile hastalikla iliski gostermisti (p= 0,0002, OR: 1,97 (%95 giiven
araligi: 1,38-2,81)). Bu iligkinin sitokin {iretimine etkisi asagida karsilastirildi.

4.3.1. vd T hiicrelerde IL23R Genotipine Bagh Sitokin Uretimi

Bu calismada yer alan dondrler IL23R polimorfizmi icin A ve G alellerine gore
genotiplendirildi. BH grubunda yer alan donorlerde 1 AA, 6 AG ve 14 GG tasiyan hasta
bulunurken ve SK grubunda 4 AA, 14 AG, 4 GG donor vardi. Polimorfik alel olan ve
yiiksek frekansli olup BH de artmis olan G alelinin varligmma gore hasta ve kontroller
gruplandi (GG+AG vs. AA). G aleline gore pozitif (GG+AG) ve negatif (AA) gruplarda
¥8 T hiicrelerinin hiicreigi IL-17A, IFN-y ve 1L-22 diizeyleri karsilastir1ldi. (Sekil 4.3.1)
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Sekil 4.3.1: y6 T hiicrelerinde SK ve BH’lerde G geneotipini tasiyan ve tasimayan donérlerin

sitokin yiizdeleri.

4.3.2. CD4" T hiicrelerde 1L23R Genotipine Bagh Sitokin Uretimi

CD4" T hiicrelerinde sitokin yiizdeleri IL23R G alelinin varligma (GG+AG) ve
yokluguna (AA) gore degiskenlik gosterdi. SK grubunda IL23R G alelini tasiyanlarda
IFN-y" CD4" T hiicre orani tasimayanlara gore zayif bir artis gosterdi (%24,6 vs. 11,2, p=
0,049). IFN-y'IL-17A" ve IFN-y'IL-22" cift pozitif CD4+ T hiicreleri de SK grubunda
IL23R G aleli tasiyanlarda artmistt (%0,5 vs. 0,2, p= 0,027 and %0,7 vs. 0,2, p=
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0,015)(Sekil 4.3.2). Ancak BH grubunda G tasimayan sadece 1 donor yer aldigi i¢in bu

karsilastirmalara istatistik uygulanmadi.
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Sekil 4.3.2: CD4" T hiicrelerinde SK ve BH’lerde G genotipini tagiyan ve tasimayan

dondrlerin sitokin yiizdeleri.

433.y% ve CD4" T hiicrelerinde IL23R Genotipine Gore IL-23R Yiizey
Ekspresyonu

v& T ve CD4" T hiicre yiizeyinde IL-23R ekspresyon orami, IL23R genotip
gruplarina gore karsilastirildiginda da BH ve SK’larda anlamli degisiklik gostermedi
(Sekil 4.3.3).
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Sekil 4.3.3: IL23R genotipe gore IL-23R yiizey ekspresyon oranlari.

A) v5 T hiicrelerinde, B) CD4" T hiicrelerinde



32

5. TARTISMA

vd T hiicreleri T lenfositlerinin %5’lik bir popiilasyonunu kapsar. Periferik kanda
v6 THR tastyan hiicrelerin %70-90’11ik kismini1 V32 ve Vy9 zincirlerini tasiyan T hiicreleri
olusturur [70]. Bu calismada SK ve BH gruplar arasinda Y6 T ve Vy9 T hiicrelerinin

oranlarinda bir fark bulunmadi.

IL-23R’nin  AS, psoriazis ve inflamatuar barsak hastaliklar1 gibi kronik
inflamatuar durumlarda 6nemli rolii oldugu ileri stirilmektedir [71, 72]. Kenna T.J. ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada AS hastalarinin periferik kaninda IL-23R’nin arttig1 ve
bu artisin y6 T hiicrelerinden kaynaklandigi saptanmistir. Ayni c¢aligmada psoriazis
hastalarinda y8 T hiicrelerinin biiyiik bir kisminin IL-23R eksprese ettigi de saptanmustir.
IL-23R’deki genetik ¢esitlilik sonucu, IL-23’iin bu reseptére baglanmasiyla y8 T
hiicrelerden fazla IL-17 salgilanmasina neden olabilecegi varsayilmaktadir. Saglikl
kontrollerde ise IL-17’nin asil kaynaginin CD4" T hiicreleri oldugu bildirilmistir [29].
Yukarida gecen calismaya dayanarak BH’de olas1 IL-17A kaynag olarak, bu ¢alismada,
¥y T hiicreleri incelenmis ve bu hiicre grubunun BH de L-17A aktivitesine destegi

gosterilmistir.

vd T hiicrelerinin uyartya yanmiti arastirildiginda artis oram1 BH’de SK’ya gore
anlamli yiiksek bulundu. Uyar1 ile CD16 belirtecinin yiizeyden kaybolmasi ise SK ya gore
daha az oldu. Parlakgiil G. ve ark. yaptiklar1 ¢alismada yd T hiicrelerinin V62 THR alt
grubunda CD16 belirteci BH’de SK’ya gore yiiksek bulunmustu [73]. Bu ¢alisma ise tiim
vo T  hiicrelerinde bu belirteci degerlendirilmis ve oOnceki ¢alisma verisini
desteklememistir. Ayrica CD107a sitotoksik aktivite belirteci olarak SK ve BH’de bir fark
gostermedi. Ancak uyari ile CD16 yiizey molekiiliiniin BH’de kaybolmamasi bu molekiile

bagl aktivitenin devami olarak yorumlanmustir.

v8 T ve CD4" T hiicrelerde IL-17A sentezinin BH de ve ABH’de SK dan yiiksek
oldugu bulundu. CD4" T hiicre kapisinda da IL-17A, BH’de anlaml artis gosterdi.

Bazi calismalar o T hiicrelerinin Thl ve Th17 o6zellikleri tagidigini géstermistir.
Buna gore yd T hiicreleri, IFN-y ve 1L-17 eksprese edebilmektedir. IL-17 salgilayan y5 T
hiicreleri CCR6 da tasir. CD27 ve CCR6 nin y8 T hiicreleri i¢in IL-17 ve IFN-y salgisin1
tanimlayan belirtegler oldugu gosterilmistir [74].
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Calismanmizda y§ T hiicrelerinin ana alt grupu olan Vy9 T hiicreleri i¢in CD27"
ayirimi yapilmistir. Hem SK, hem de BH’de Vy9 T hiicrelerinin biiyiik oranmin i¢in
CD27" oldugunu gordiik. Bu veriye dayanarak, yd T hiicrelerinin biiyiik kisminin aktif
hiicreler oldugunu ortaya koyduk.

PMA ve ionomisinle uyarilmis y6 T hiicrelerinin sitotoksik aktifligi CD107a ve
CD16 belirtegleri ile 6l¢iildii. BH yo T hiicrelerinde CD16 belirteci SK kadar azalmaz
iken, CD107a ise degisiklik gostermedi ve bu bulgular y& T hiicrelerinin BH ‘de

sitotoksik etkinliginin artmadig1 yoniinde degerlendirildi.

Freysdottir J. ve arkadaslarmin bir caligmasinda aktif {iveitli BH’lerin IFN-y
salgilayan y8 T hiicrelerinin oraninin artmis oldugu gésterilmistir. Bu makaleye gére IFN-
vy salgisiin arttigi hiicreler aktif hiicrelerdir [39]. Bu ¢alismamizda biz de benzer bir
sonuca ulasttk. BH ve ABH’de yd T hiicrelerinden IFN-y salgilanmasinin arttigin
gozlemledik. Bu bulgular aktif yo T hiicrelerinin BH patogenezinde direkt rolii oldugunu
aciklamaktadir. Dolayisiyla, aktif y§ T hiicrelerinin sitokini olan IFN-y ‘ann  BH

patogenezinde onemli bir faktor oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Arastirmalar sonucunda IL-17 salgilayan hiicrelerin genel olarak CD4"CD45RO"
hiicreler oldugu bilinmektedir [75]. Bu calismanuzda CD4" T hiicrelerinin BH’lerde
¢ogunlukla CD45RO" hiicreler oldugunu gozlemledik. BH’lerde ayn1 zamanda CD4"IL-
17" hiicrelerin anlaml1 artis gdstermesi, daha dnce yapilan galismalar1 ve IL-17"nin daha
cok hafiza hiicrelerinden salgilandigi bulgusunu desteklemektedir. IL-17 salgilayan
hiicrelerin 6nemli bir belirteci olan CD161’in inflamatuar siiregte dnemli bir rol oynadigi
ve hastalik aktivitesiyle iliskisi bulundugu ileri siiriilmektedir [76]. Aslinda CD161, iL-
17A salgilayan hiicrelerin belirteci olarak da kabul edilmektedir. Fakat IL-17A salgilayan
asil hiicre grubu olan Th17 ayirimi i¢in 6zgiin bir belirteg¢ degildir [48, 76]. S. Kagami ve
arkadaslar1 ¢alismalarinda CCR6 molekiiliiniin, Th17 hiicreleri Th1’lerden ayirmak i¢in
daha &zgiil bir belirte¢ oldugunu gostermistir. CCR6 nin dolagimdaki 1L-17A+ hiicrelerin
Bunun tersine CD161 ve IL-23R molekiilleri, dolasimdaki Th17 hiicrelerinin az bir
kisminda, Thl hiicrelerinin ise ¢ogunda bulunmustur [48]. Calismamizda da IL-17A",
IFN-y" ve IL-17A'IFN-y" hiicrelerini belirlemek i¢in CD161 ve CCR6 belirteleri
kullanildi. Hem CD4" T, hem de y8 T hiicrelerinde IL-17A"TFN-y" ¢ift pozitif hiicreler
bulunuyordu. Bu grubu tamimlamak i¢in CD161°CCR6" ¢ift pozitif belirteglerini
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kullandik. CD4" T hiicrelerinde IL-17A" ve IL-17AIFN-y" ¢ift pozitif hiicrelerin artismnin
yanisira, CD4"CD161%, CD4'CCR6" ve CD4'CD161°CCR6" hiicrelerin arttigin1 da
gozlemledik. y8 T hiicrelerinde ise boyle bir artis goriilmedi. CD4" T’lerde IL-17ATFN-
y" ¢ift pozitif hiicrelerin orani, IL-17A" ya da IFN-y" tek pozitif hiicrelerin oranindan daha
diisiik bulundu. Ayn1 zamanda CD161"CCR6" hiicrelerin oran1 da CD161" ya da CCR6"
hiicrelere gore diisiiktii. IFN-y ve IL-17A salgilayan CD4" T hiicrelerinin BH'de artist
daha Once yapilan arastirmalarla desteklendigi saptandi [75, 77]. Aym1 zamanda bu
hiicreler i¢in segilen yiizey belirteglerinin de BH'deki CD4" T hiicrelerde artis gosterdigi
de gosterilmis oldu. Oysaki IL-17A salgilayan y8 T hiicreleri i¢in CD161 ve CCR6

molekiilleri 1yi bir belirte¢ olmadig1 gézlendi.

Calismamizda y8 T hiicrelerinde iL-22’nin BH’da SK’a gére artmis oldugunu
gosterdik. CD4" T hiicrelerinde ise SK ve BH arasinda fark gozlenmedi. IL-22"TFN-y" ¢ift

pozitif hiicrelerin oraninda da bir artig bulunmadi.

IL-23R polimorfizmi iizerine yapilan ¢alismalar, bu reseptore bagh olarak IL-17A
diizeyinin degiskenlik gosterdigini bildirmektedir [44]. Bu degiskenlik kendisini
otoimmun hastaliklarda gostermektedir [68]. Yaptigimiz bir g¢alismada IL-23R’nin
polimorfizminin (rs17375018) BH ile iliskili oldugunu gosterilmis idi (yayin asamasinda).
Bu sonucu ele alarak CD4" ve y8 T hiicrelerinde IL-23R (rs17375018) TNP’sinin G
alelinin varligma gore sitokin diizeylerini inceledik. Calismamizda CD3" T, y§ T ve
Vy9V82 T hiicreleri yiizeyinde IL-23R oram hasta ve saghikli gruplarda anlamli fark
gostermedi. Daha 6nce belirtilen c¢alismamizda, IL-23R polimorfizmi, BH grubunda
%356,9 GG varligina karsilik SK da %40,1 ile hastalikla iliski gostermisti (p= 0,0002, OR:
1,97 (%95 giiven araligi: 1,38-2,81)). Bu calismada y§ T hiicreleri yiizeyinde IL-23R
polimorfizminin G alelini tagiyan dondrlerin sitokin yiizdelerinde bir fark bulunmadi.
Sagliklilarin CD4" T hiicrelerinde ise G aleli tasiyan dondrlerde A aleli tasiyanlara gore
IFN-y*, IL-22"IFN-y*, IL-17A*IFN-y" artis goriildii.

Sonug olarak, bu calismamizda yd T hiicrelerini BH gruplar1 ve SK arasindaki
dagilim farklar1 karsilagtirildi. Tim yd T hiicre oranlarinda bir fark bulunmadi. Aym
zamanda y8 T hiicrelerinin IL-17A"IFN-y" ve IL-22"IFN-y" cift sitokin pozitif hiicreler
olarak oranlarmin ¢ok diisiik oldugu ve BH ile iliskilendirilemeyecegi belirlendi. IL-23R
polimorfizminin ise yd T hiicrelerindeki de sitokin diizeyini etkilemedigi, ancak bu etkinin

CD4+ T hiicrelerinde ortay ¢iktig1 gosterildi. Bu bulgular ile BH'de sitokin diizeyindeki
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degisikliklerin agirlikla CD4" T hiicrelerinden kaynaklandig1, ancak y8 T hiicrelerinin de
IL-17A, IFN-y ve IL-22 iiretiminde kismen yer aldig1 gdzlenmektedir.
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FORMLAR

Bugiin sizden “Behget hastahgmda IFM-y, IL-17 ve IL-23R thiskisi” baghgryla yiwitilen
palizmaya katlmams 1pin kan Smmed vermemz 1stenmektedr. Bu calimamn amac: Beheat
Hastahfmmn geliziming anlamava vonehk hlzler elde etmektr. Bu arashrmaya vénehk
bilimsel palismalara katkida bulurmak amacrvla verecefimiz kan Gmegn ve bu dmekten elde
edilecek serum. DMA, EMA veva hiicre Istanbul Tip Fakiiltesi Fizyoloji AD Néroimmimoloji
ve Immiinogenetik laboratuarlanmda saklanacak ve incelemeler yine bu laboratuarda bu
palisma 1on yapelacakir,

Yapilaczk tlmmsel calizmalar genellikle cok sayvida dmekle viritilecek ve bu
calismalardan toplu soouclar gkacakbr. Bu nedenle, calismalanm kisa vadedek: sonuglanndan
kigizel olarak sizm veva ailemizim difer hirevlenmin vararlammas: séz konusu elmayabolor,

Bamsladifimz bu Smek 1le gabismalarn somiglanndan berhanm bir fican kazang
beklememey: de taabhif edivorsumuz. Bu gabymayva katilmak ipm de hethangz bar deret
Sdemenmz de gerekmemektedir.

Araztirmz 10m dmek vermem=n baska nedenlerle verdifimz ramanlarda da
olabilecsk 15ne vennds geqpien olarsk kiighk kanamz, morarma ve agn disindz berhang b
van etkizi vekiur. Kan vermeden dnce her zaman zlmakta oldufunuws 1laglan kesmemz de
gerekmemektedir.

Bu arastrmzva vaklasik 30 hasta ve 30 saghkh kismm kablmas: planlanmaktadir.
Arastrma 1om dmek verip vermemek komsunda dzgirsindz. Bu cahismalara katilmaw ve
frmek vermevi kabul efmesemz de, u merkezde viratilen tedavimizde herhang bar aksama
olmavacaktr. Calizma kapsamunda kimhk hilslenme @zh totulacaktr. Cahsmava kabhbmayn
kabul ethkten somra da, karanm= defistmem s mimkindir. Bu dorumdz vermos oldufunuz
frmek 1moha edilebalr va da aren edersemiz kimbk hilzlenmzden sovuflanzrak saklanmaya
devam edilebilir.

Yirimekte olan ¢abismalann genel somiglan hakkimda Dr. Almet Gl ve Dr. Giher
Saruhan-Threskenel 'den g alabilir ve herhang bar seru veya sooun oldufu takdirde bu
doktorlara 0212-6318699 (Dr. Almet Gal) ve 0212-4142000-32716 (Dr. Gaher Saruhan-
Dhreskeneh) telefon numaralanndan ulasabalorsmiz.

Yukanda gopillive araztrmadan fnce venlmes: gereken bilmlen iceren metm okuduwm.
Bunlar hakkmda bana vazih ve szl apklamalar vapald:. Bu kosullarda genetkbrvolojik
meelemeler vapilmak fGrere kendi nzamla, highr bask: ve zorlama clmaksimn kan vermeyn
kabul edryorum.

Graniilliiniin
Adi-Sovadi Imzasi-

Velayer veya vezayet alttnda bulunanlar igin veli veya vasisinin.
Adi-Sovadi Immza=s:

Agklamalar: yapan/cmegi alan aragrrmacimn:
Adi-Sovadi Immza=s:

Riza alma iglemine bapmdan senuna kadar tamkhk eden boulug gérevlisingn
Adi-Sovadi Immza=s:



Tkinei bilim: (Eaalmormn/Hastanm Bevan) (bu balim haznlanan génilli olur formmmun
sonuna eklenmalidir)

Savm Dr.... tarzfindan (kwruny ads}.... {znabilmim dah
ady, fimite ach Lb} da ubbl ]:llr arastrma }apllacagn l:eh.rhla‘ak bu an;hrma e ilzh
vukandzak: balgiler bana aktanlds. Bu llglerden sonra bévle bir aragtrmaya “katilime:s”
(denek) olarsk davet edildim.

Eger bu arastnmaya katlrsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilzlerin
przhlifime bu aragtma swrasinda da biiyik Gzen ve sayg de vaklasmlzcafma manryorum,
Arastma sonuglanmm efsitim ve bilimsel amaclarla kullanm swrasinda kisisel bilzlerimom
ihfimzmla kenmacaz komisunda bana veterh siiven venldi,

Projenin yirmitilmes: srasmda herhang bir sebep postermeden arayhmmadan cekilebibomm.
(Ancak arastrmacilan zor durumdz brakmamak 1an arashmmadan cekalecefinm dnceden
bl dirmemim uygun olacagimn bilmeimndeymm) Aymeca abba dwmnuma herhang bir zarar
verlmeme=si kosuluyla arastomac tarafindan arastoma dis da tubulabilimm.

An;hrma 1pin vapilacak hareamalarla ilzh berhans bir parasal sorumbaluk altna
gumiyorum. Bana da bir Sdeme yapilmayacakr.

Ister dogrudan, ister dolayl olsun arastuma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle
mevdana gelebilecak herhang bir saghk sorvmwmum orfayva gikmzs: halinds her tirkd bl
miidzhalemn saflanacaf kopusundz gerskh givence venldi. (Bu tibb miidzhalelerle 1lgli
olarak da parzasal bir vitk altma gimevecegim).

An;hrma swrasinda bar saghk sorunu 1e karnlastfmda; herhans bur saatte,

Dr..... —.(Doktor 15ma), . _..[telefon ve adres) ‘ten mﬁb]l&ceglml balivorum.
-ﬂlrkmr 1T, tel&fun ve adres b]lgllm muﬂaka behralmelidir)

Bu arastormaya kahlmak zommda degilim ve katlmavabolvnm . Arvastimava katlmam
komisunda zorlanne: bar davranssla karsilasms defglin. Efer katilmzyn reddedersem b
dururmm filbbi bakmma ve hekim 1le olan iliskime herhangy bir zarar getormeyecefmni de
bilryonmm.

Bana vaplan fiim agiklamalan aymmblanyla anlanns buhmmaktayim . Eendh basima belh bar
ditsinme sires1 sopunda adi gegen bu arastrma projesinde “kathmer™ (densk) olarak ver
almiz kararim aldom. Bu konuda vapilan daveh bitvik bir memmumivet ve génilbilik
1pensinde kabul edrvorum.

Imzal bu form kagadmn bir kopyas: bana venlecektir.
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