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OZET

Karabulut, A. (2015). Behget Hastalarinda Dentritik Hiicre ve Dogal Oldiiriicii Hiicre
Etkilesimi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Immiinoloji AD. Doktora
Tezi. Istanbul.

Behcet hastalign tekrarlayan agiz ve genital bolge yaralar, tiveit, eklemler, deri,
merkezi sinir sistemi ve gastrointestinal sistemi tutan multisitemik otoenflamatuvar bir
hastaliktir. Behcet hastaliginin etyolojisi tam olarak aydinlatilamamasina ragmen
genetik yatkinligi olan insanlarda mikrobiyal bir ajanin veya cevresel faktorlerin bir
takim immiinolojik bozukluklar olusturarak hastahg tetikledigi en kabul goren
hipotezdir. Dentritik hiicreler (DH) ve dogal oldiiriicii (NK) hiicreler dogustan gelen
bagisiklik sisteminin 6nemli efektor hiicreleridir. Erken faz bagisiklik cevabinda bu iki
hiicrenin karsilikl etkilesimi bir¢ok calismada rapor edilmistir. Bu karsilikh etkilesimde
DH ler NK hiicre fonksiyonlarmi etkilerken, NK hiicreleri de DH ler iizerine
diizenleyici etkiler gostermektedirler. Ayni zamanda NK hiicreleri DH lerin
olgunlagsmasint etkilemektedir. Bu caliysmada Behcet hasta kan oOrneklerinden elde
edilen monosit kokenli dentritik hiicrelerle NK hiicreleri arasindaki etkilesim incelenmis
ve sagliklh kontrollerle karsilastirilmistir. Behget hasta ve saglikli bireylerden alinan
periferik kan oOrneklerinden elde edilen monositler IL-4, GM-CSF farklilagsma
faktorleriyle monosit kokenli dentritik hiicrelere doniistiiriilmiis, yine Behcet hastas1 ve
saglikli kontrollerin periferik kanlarindan ayrilan NK hiicreleri farklilagtirilan dentritik
hiicrelerle ortak kiiltiire almmustir. Kiiltiir sonucunda NK yiizey belirtecleri KIR3DL1
ve NKp30, hiicre i¢i IFN-y ve IL-10 diizeyleri saptanmustir. NK hiicrelerinin dentritik
hiicre farklilasmasina etkisi, monosit kokenli dentritik hiicre farklilagma belirtecleri olan
CDI14, CD209 ve CDS83 diizeyleri ile belirlenmistir. Istatistiksel analizlerde olciilen
parametreler acisindan bir farklilik saptanmamuistir.

Anahtar Kelimeler: Behcet Hastaligl, NK hiicresi, monosit kokenli dentritik hiicre,
CD209, CD8&3

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No:15205



ABSTRACT

Karabulut, A. (2015). Interaction of Dentritic cell and Naturel Killer Cells in Behcet's
Patients. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Immunology. PhD
Thesis. Istanbul.

Behcet’s disease is a multisystemic autoinflammatory disorder characterized
mainly by recurrent oral and genital ulcers, uveitis and frequently involves the joints,
skin, central nervous system (CNS) and gastrointestinal tract. The etiology of Behcet’s
disease is not definitely known, but the most widely suggested hypothesis for its
pathogenesis is that microbial agents or other environmental factors triggering various
immunological abnormalities in genetically susceptible people. Dendritic cells (DCs)
and natural killer (NK) cells are important effector cells of the innate immune system.
During the early stages of innate immune responses NK and DCs interact reciprocally
and this important interaction was underlined by many reports. During this interaction,
DCs induce NK cell functions and NK cells in turn induce modulatory effects on DCs.
On the other hand this reciprocal interaction between NK and DCs could regulate DC
maturation process. In this study, crosstalk between NK and mDC (monocyte derived
dendritic cell) were investigated in Behcet’s patients and compared with healthy
subjects. Monocyte seperated from healthy and Behcets patients, differentiated to the
mDC presence of IL-4 and GM-CSF and cocultured these cells with those NK cells
seperated from Behcest patient and healthy control. After the cell culture NK surface
markers KIR3DL1 and NKp30, intracellular cytokines IFN-y and IL-10 were measured.
The effect of NK cells on the monocytes differentiation were determined by measuring
mDC differentiation parameters CD14, CD209 and CD83. In the statistical anlysis there
is no significant differences was obtained between the parameters.

Key Words: Behcets Disease, NK cells, Monocyte Derived Dentritic Cells, CD209,
CDS83

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 15205



1. GIRIS VE AMAC

Behget hastaligi deriyi ve gozleri, eklemleri, merkezi sinir sistemini,
gastrointestinal sistemi, akcigerleri, her cesit ve biiytikliikteki damarlar da etkileyebilen
sistemik bir vaskiilittir. Behcet hastaligi, en sik goriildiigii ve en siddetli seyrettigi
Akdeniz iilkelerinden Japonya’ya kadar uzanan ve “Ipek Yolu” olarak tarif edilen
bolgenin hastaligi olarak Ohno tarafindan 1982 yilinda tanimlanmistir. Behcet
hastaliinin patogenezini agiklamak i¢in yapilan immiinolojik ve genetik calismalar
hastalik patogenezini tam olarak aydinlatamamistir. Behget hastaliginin cografi
dagilimi, hastaligmn genetik temellere dayandigini diisiindiirtmektedir. Bugiine kadar
hastalik patogeneziyle ilgili en gii¢lii genetik ilisgki HLA-B51 (insan 16kosit antijeni —
B51) ile gosterilmistir. Behcet hastaliginin ortaya ¢ikmasinda ve gelismesinde bir takim
cevresel faktorlerin ve mikroorganizmalarin tetikleyici rol oynadigr diisiiniilmektedir.
Herpes Simplex viriisi (HSV) Behget hastaligr ile iliskilendirilen tek viriis tiiriidiir,
bununla birlikte hastalik etkeni olarak bakterilerin de rolii vurgulanmaktadr. Bir
Streptokok sanguinis ekstrakti olan SSH-83 KTH-1 serotipi Behcet hastalarinda T
hiicrelerinden interlokin (IL)-6 ve interferon-gamma (IFN-y) iiretiminde artisa neden
olmaktadir. KTH-1 aym zamanda Behget hastalarinda, T hiicre kiiltiirlerinde yo6 T
hiicre sayisin1 arttirrken KTH-1’e spesifik yo T hiicrelerinden IL-6, IL-8, tiimor
nekroze edici faktor-alfa (TNF-a) gibi proenflamatuvar sitokinlerin salgilamasina neden

olmaktadir.

Yardimc1 T (Th)l ve Th2 hiicre oranlarin korunmasi immiinolojik denge
acisindan Onemlidir. Otoimmiin hastaliklarda Thl tipi sitokinlerin asir1 salgilanmasi
sonucu bu dengenin bozuldugu mevcut arastirmalarda vurgulanmistir. Calismalar
Behget hastalarinda giiclii bir Th1 polarizasyonunun varligini gostermektedir. Behget
hasta calismalar1 paterji reaksiyonlari, g6z bulgular1 ve pustil folikiillerinde yiiksek
miktarda notrofil infiltrasyonu ve asir1 noétrofil aktivasyonu gostermektedir. Farklh
calismalarda proenflamatuvar sitokinlerden IL-6 diizeyi ile hastalik aktivitesi arasinda

baglanti oldugu saptanmustir.

Dogal 6ldiiriicii (natural killer-NK) hiicreler kemik iliginden koken alan ve dogal
bagisiklikta rol oynayan biiyiik graniillii hiicrelerdir. Hem dogal hem de edinsel immiin

sitemin bir kolu olan NK hiicrelerinin, immiin cevab1 etkileyerek otoimmiin



hastaliklarin ortaya c¢ikmasinda etkili olabilecekleri ileri siiriilmektedir. Naif T
hiicrelerini uyarabilme yeteneklerinin yaninda dendritik hiicre (DH) lerin otolog NK
hiicreleriyle etkilesebilme yetenekleri de vardir. DH'lerin aktivasyonu, IL-12 ve IL-15
gibi sitokinlerin saliniminda artisa, buda NK hiicre aktivasyonu ve sitotoksik aktivitenin
artmasina neden olmaktadir.

Immiin yanitlarda NK ve DH etkilesimi iizerine yapilan arastirmalar artmaktadir.
Bu etkilesim cift taraflidir ve Thl gelismesine ve sitotoksik cevabin gelismesiyle
sonu¢lanmaktadir. Ayn1 zamanda aktive olan NK hiicreleri salgiladiklar: IFN-y ve TNF-
a ve/veya direk hiicre temasi ile DH olgunlagmasini uyarirlar.

Calismamizda Behget hasta kan 6rneklerinden elde edilen NK hiicrelerinin yine
Behget periferik kan monositlerinin farklilagsmasit sonucu elde edilen Dendritik
hiicrelerle in vitro kosullarda etkilesimi arastirilarak bu hiicrelerin Behget hastalik
patogenezindeki rolleri arastirilmistir. Bu amacla, DH olgunlasma belirtecleri olan DC-
SIGN (CD209) ve CD83, NK hiicre yiizey belirteclerinden NKp30 ve KIR3DL1
ekspresyonlari, NK hiicre i¢i IFN-y ve IL-10 sitokin ig¢erigi saptanmuistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Behcet Hastahig

Milattan 6nceki donemlerde Hipokrat zamanindan beri bilinen Behget Hastaligi,
ilk kez 1937 yilinda Tiirk dermatolog Hulusi Behget tarafindan tekrarlayan oral ve
genital {ilserler ve hipopyonlu iiveitten olusan iiclii semptom kompleksi olarak
tanmimlanmustir. Hastalik Behget Hastaligi, Behcet sendromu ve Morbus Behcet olarak
tip literatiiriine ge¢mis, baslangicta sadece bu ii¢lii semptomla tanimlanan hastaligin
zamanla tiim sistemleri tutabilen sistemik bir hastalik oldugu anlasilmistir. Behget
hastaligr tekrarlayan oral aftlar, genital iilserler, iiveit ve deri lezyonlar ile karakterize
enflamatuvar bir hastaliktir. Behget hastalig1 deri-mukoza ve gozler disinda eklemleri,
merkezi sinir sistemini, gastrointestinal sistemi, akcigerleri, her cesit ve biiyiikliikteki
damarlar1 da etkileyebilen sistemik bir vaskiilit olarak kabul edilmektedir [1]. Kadin ve
erkeklerde yaklasik esit oranda goriilebilen ve 20-30 lu yaslarda baslayan Behget
hastali@t kronik bir seyir izleyen akut alevlenme ve iyilesme donemleri gosteren
enflamatuvar bir hastaliktir. Behcet hastaliginin erkeklerde daha sert seyrettigi ve organ
lezyonlarmin erkelerde daha sik rastlandigi bildirilmistir [2]. Biiylik damar tutulumlari,
akciger tutulumu ve merkezi sinir sistemi tutulumlar: en 6nemli mortalite nedenleridir
ve hastaligin mortalistesi %0-6,3 arasinda degiskenlik gostermektedir [3]. Klinik
bulgular agisindan oldukga cesitlilik gosteren Behget hastaliginin tedavisi yine klinik
bulgulara gore degiskenlik gostermektedir.

2.2. Behcet Hastaliginin Epidemiyolojisi

Behget hastaligi, en sik goriildiigii ve en siddetli seyrettigi [4] Akdeniz
iilkelerinden Japonya’ya kadar uzanan ve “Ipek Yolu” olarak tarif edilen bolgenin
hastaligy olarak Ohno tarafindan 1982 yilinda tanimlanmustir [5S]. Bu hastaligm bu yol
tizerinde ticaret yapan veya g0¢ eden kavimler tarafindan tiim diinyaya yayildig
diistiniilmektedir [6]. Goriilme sikligmin Tiirkiye’de 8 - 42 / 10.000, Japonya’da 15 /
100.000, Kuzey Amerika ve Avrupa’da ise 1 / 500.000 oldugu rapor edilmis [7] olup
ayn1 etnik kokene sahip ve farkl cografyada yasayan insanlar arasinda da degisebildigi
bilinmektedir. Kuzey Anadolu’da sikligi 370 / 100.000 iken Almanya’nin Berlin
sehrinde yasayan Tiirkler arasinda goriilme sikliginin ise 21 / 100.000 oldugu



bildirilmigstir [8]. Bu farkhliklar, hastalik baslangicinda veya ilerlemesinde cevresel
faktorlerin en az genetik faktorler kadar 6nemli rol oynayabilecegi yoniindedir [8].
Behget hastaligi ikinci ve lclincii dekatlarda baslamakla beraber {iilkemizde
cocukluk caginda goriillme oram1 %6,1 civarindadir. Hastalik her iki cinste yaklasik
olarak ayni siklikta goriilmekte fakat erkeklerde goriilme sikligi Tiirkiye’de ve
Ortadogu’da, kadinlarda ise Uzak Dogu ve Japonya’da biraz daha fazladir [9]. Erkek
hastalarda hastalik seyrinin daha siddetli seyrettigi ve sistemik tutulum ile organ

lezyonlarmin daha fazla goriildiigii bildirilmistir [9].

2.3. Behcet Hastaliginin Patogenezi

2.3.1. Genetik Bulgular
Behget hastaliginin cografi dagilimi, hastalifin genetik temelleri oldugunu

diisiindiirtmektedir. Hastalik her ne kadar Mendel Kanunlari’na gore degil, sporadik
vakalar olarak ortaya ¢ikmaktaysa da Giil ve arkadaslarmm 2000 yilinda Tiirkiye’de
yaptiklar1 bir caligmada bir ailedeki kardesler arasinda hastaligin goriilme riskinin
yiiksek saptanmasinin (As=11.4-52.5) hastaligin gec¢isinde genetik temellerin de
bulundugunu gostermektedir [10].

Bugiine kadar hastaligin patogeneziyle 1ilgili bulunan en giiclii genetik iligki
HLA-B51 (insan l6kosit antijeni-B51) ile gosterilmistir [11]. Bu genetik iligkinin
varligr farkli etnik gruplarda da dogrulanmistir. Bu gen direkt olarak hastalik
patogenezine katilabilecegi gibi HLA-B bolgesine komsu olan baska bir yatkinlik geni
de baglant1 dengesizligi gosterebilme olasiligr vardir [11].

Bir ¢cok polimorfizm caligmasinda Behcet hastaliginin patogenezine yatkinlik
olugturan genlerin varligt arastirilmig, bazi caligmalarda istatistiksel anlamlilik

saptanirken bazi ¢alismalarda bir iligki kurulamamistir[12, 13].

Son yillarda, GWAS (Genome Wide Assosiation) caligmalarinda HLA-B51’in
hastalik patogenezindeki rolii bir kez daha vurgulanirken, IL-10, IL-23R, CCRI,
STAT4, KLRC4, GIMAP2/GIMAP4 ve UBAC2 genleri de farkli etnik gruplarda
Behget hastahigiyla iliskilendirilmistir [14, 15].

2.3.2. Cevresel Ajanlar

Behget hastaliginin ortaya cikmasinda ve gelismesinde bir takim cevresel

faktorlerin ve mikroorganizmalarin tetikleyici rol oynadig diisiiniilmektedir. Viral bir



etkenin hastaliga neden oldugu ilk defa 1937 yilinda Dr. Hulusi Behget tarafindan
bildirmistir. Daha sonra hastalara ait viicut sivilarindan virlis pargaciklarinin izole
edildigi iddia edilmistir [16].

Herpes Simplex viriisit (HSV) Behget hastalig ile iligkilendirilen tek viriis tiiriidiir
[17]. Caligmalar kontrol gruplarina gore hasta serumlarinda yiiksek oranda anti-HSV-1
antijeninin bulundugunu gostermektedir [18]. Kanda HSV-1 antijeni tasiyan dolasan
immiin kompleksler mevcuttur. Behget hastalariin genital ve intestinal iilserlerinde
HSV-1 DNA’s1 saptanmasina ragmen agiz yaralarinda bu viriis saptanmamustir [18, 19].
HSV-1 antijeni verilen farelerin %30’unda gozlerde, deride ve genital bolgede Behget
hastaligindakilere benzer lezyonlar gdzlenmistir [20].

Bir Streptokok sanguinis ekstrakti olan SSH-83 KTH-1 serotipi Behcet
hastalarinin T- hiicrelerinden IL-6 ve interferon-gamma (IFN-y) tiretiminde artisa neden
olmaktadir [21], KTH-1 Behget hasta T hiicre kiiltiirlerinde yd T hiicre sayisini
arttirircken,  KTH-1’e spesifik vy T hiicrelerinin de IL-6, IL-8, TNF-a gibi
proenflamatuvar sitokinlerin salgilamasina neden olmaktadir [22].

Behget hastalarinin oral floralarinda ve serumlarinda Streptokokus Sanguis’a ve
bu bakteriye karsi gelisen antikorlara rastlandigr icin Streptokokus Sanguis’un
tetikleyici bir ajan oldugu diistiniilmektedir [23].

Is1 sok proteinleri Hsp 60 ve Hsp 65 Behget hastaliginda aday antijenlerdir. Is1 sok
proteinleri cesitli fonksiyonlar1 olan bir protein ailesi olup, ortak ozellikleri hiicrelerin
ani sicaklik degisiklikleri, anoksi, reaktif oksijen metabolitleri ve glukoz diizeylerinde
degisiklik gibi cevresel faktorlere maruz kaldiklar1 zaman iiretilmeleridir. Is1 sok
proteinlerinin enfeksiyoz ve otoimmiin hastaliklardaki etkilerinin immiin mekanizmasi
bir ¢ok calismada vurgulanmistir [24].

Memeli Hsp 60 ve Hsp 65 ile mikrobiyal (mikobakteriyel) Hsp 60/65 arasinda
%50’nin iizerinde bir benzerligin olmasi, bakteri Hsp’lerine karsi olan T hiicre cevabi
ile capraz reaksiyonun geliserek otoreaktif T hiicre cevabinin gelistigini gostermektedir
[18]. Hsp 65 eritema nodozum ve mukokutanoz iilserler gibi aktif deri lezyonlarinda
epidermal bolgede yiiksek oranda eksprese edilebilir [25]. Lehner ve arkadaglari ilk kez
anti - Hsp antikorlarmin oral streptokoklara ve mukozal homojenizatlara cevap vermesi
tizerine Hsp 65’in Behget hastalifinda patojenik antijen oldugu hipotezini ortaya
atmustir [26]. Mikobakteriyel Hsp 65°e ait amino asit dizilimi (111-25, 154-72, 219-33,
ve 311-26) T ve B hiicre cevabini uyarmaktadir. Bakteri Hsp 65’den elde edilen ve



msan Hsp’leriyle %50-80 homoloji gosteren peptitlere karsi T hiicre cevaplari
hastalarda kontrollere gore onemli derecede yiiksektir. T hiicre calismalarma benzer

sekilde anti - Hsp 60 antikorlariyla da ¢apraz reaksiyon gosterilmistir [27].

2.3.2.1. T Hiicrelerinin Rolii

Yardimci1 T (Th)l ve Th2 hiicre oranlarinin korunmasi immiinolojik denge
acisindan onemlidir. Th1 tipi sitokinlerin asir1 salgilanmasi ile bu dengenin bozuldugu
otoimmiin hastaliklarda yapilan arastirmalarda vurgulanmistir [28]. Calismalar Behget
hastalarinda giiclii bir Th1 polarizasyonunun varligini géstermektedir. Li ve arkadaslari,
hiicre i¢i sitokin c¢alismalarinda naif T hiicrelerinin Thl hiicrelerine yonelmesini
saglayan T-bet transkripsiyon faktOriiniin diger transkripsiyon faktorlerinden daha
yiiksek oldugunu saptamislar ve Behget hastalarinda Thl polarizasyonunu
gostermiglerdir [29].

Yeni bir T hiicre alt grubu olan Thl7 hiicrelerinin Behcet hastaligimin
patogenezinde rolleri oldugunu gosteren bulgular elde edilmistir. Na ve arkadaslari,
Behget hastalarinin kanlarinda hastaligin aktif donemlerinde IL-17 ve IFN-y iireten
CD4" T hiicrelerinde ve hasta serum Orneklerinde ise IL-17, IL-23 ve IFN-y
diizeylerinde artig saptamislardir. Yiiksek IL-17 seviyesi hastalign klinik aktivitesiyle
paralellik gosterebilmektedir [30].

Hem 78 T hiicresi hem de CD8" T hiicrelerinin saglikli kontrollerle
karsilastirildiginda Behcet hastalarinda daha yiiksek oldugu tesbit edilmistir [31]. aff ve
v0 T hiicre reseptoriine sahip T hiicrelerinde de hem fonksiyonel hem de fenotipik

anomaliler gbzlemlenmektedir.

2.3.2.2. Notrofillerin Rolii

Notrofiller kanda en yiiksek oranda (%40-70) bulunan lokosit alt grubudur.
Baghica gorevi fagositoz olan bu hiicreler, bakteri enfeksiyonu, cevresel stresler
sonucunda olusan akut faz enflamasyonu sirasinda ilk cevabi vererek enflamasyon
bolgesine go¢ ederler. Behcget hasta calismalar1 paterji reaksiyonlarinda, g6z
bulgularinda ve pustil folikiillerinde yiiksek miktarda notrofil infiltrasyonu ve asiri

notrofil aktivasyonunu gostermektedir [32].



2.3.2.3. Sitokinlerin Rolii

Cesitli calismalarda proenflamatuvar sitokinlerden IL-6 diizeyi ile hastalik
aktivitesi arasinda baglantilar saptanmistir [33]. Ozellikle merkezi sinir sitemi tutulumu
gbzlenen norobehcet hastalarinda hastalik aktivitesi ile IL-6 diizeyi onemli Olgiide
paralellik gostermektedir [34, 35]. IL-1 ile Behget hastalig1 arasinda baglant1 gésteren
mevcut caligmalarda IL-1B altbirimi hasta serumlarinda yiiksek saptanmis [36], ayrica
IL-1’de bulunan SNP’lerle hastalik arasinda da istatistiksel a¢idan anlamli farklilik
bulunmustur. IL-10-889C and IL-1pB+5887T polimorfizmleri Behcet hastalarinda
kontrol grubuna gore oldukca yiiksektir. Thl sitokinlerinden IL-12 ve IFN-y da Behcet
hastaligr ile iliskilendirilmektedir. Japonya’da ve Tiirkiye’de birbirinden bagimsiz
yapilan genom boyu iliskilendirme c¢aligmalarinda IL-12R-IL-23RB2 bdlgelerinin
Behget hastalhigi ile iliskili oldugu gosterilmistir [15].

2.3.2.4. B Hiicreleri ve Otoantijenlerin Rolleri

Behget hastaliginda bir ¢cok otoantijen arastirilmasma ragmen kesin ve tutarh
sonuglara ulagilamamustir. Simdiye kadar Behget hastaligi patogenezinde rol oynadi
iddiasiyla incelenen otoantijenler arasinda anti-endotel hiicre antikorlar1 (AECE), a-
enolaz, anti-saccharomyces cervisiae antikorlar1 (ASCA) [37], anti-kardiolipin
antikorlar [38], anti-heparin siilfat antikorlar1 [39], anti-kinektin antikorlar1 [40], anti a-
tropomiyozin antikorlar1 [41], anti-SIP1 antikorlar1 [42], anti-anneksin-V antikorlar1
[43], anti PTEN-indiiklenmis putative kinaz 1 antikorlar1 (PINK1) ve anti-switch

associated protein 70 antikorlar1 bulunmaktadir [44].

2.3.2.5. NK Hiicrelerinin Rolii

Behget hastalarinda NK hiicrelerinin sayica arttigi, ancak bu hiicrelerin sitotoksik
aktivitelerinin diisik oldugu gozlenmistir [45]. Baska bir calismada da sadece
CD4*'CD56" ve CD4'CD16" T hiicre alt gruplarinin sayisinin arttigi, NK hiicrelerinin

sayisinin ise saglikli kontrollere gore ayni kaldigi gosterilmistir [46].

2.3.3. NK Hiicrelerinin Ozellikleri

NK hiicreleri kemik iliginden koken alan ve dogal bagisiklikta rol oynayan biiyiik
graniillii hiicrelerdir [47]. Onceden herhangi bir antijen ile uyarilmaya ihtiya¢ duymadan
germline da kodlanan NK hiicreleri reseptorleri yardimiyla effektdr fonksiyon

gosterebilirler. NK hiicreleri periferik kan lenfositlerinin yaklasik %5-15"ni olustururlar



ve karaciger, periton ve plasenta gibi dokularda bulunurlar. Bu hiicrelerin en 6nemli
ozelliklerinden biri tiimorle veya viriisle enfekte olmus hiicreleri ©ldiirme
yetenekleridir. Bunun disinda salgiladiklar sitokinlerle diger immiin sistem hiicrelerini
de etkilemektedirler [48].

NK hiicreleri, T ve B lenfosit yiizey belirteclerini tasimazlar. Hiicre ylizeylerinde

tasidiklart noral hiicre yapisma molekiili-1 (CD56) ile karakterize olup, CD56
ekspresyon yogunluguna gore “CD56Parlak” ye «CD56s0lk olmak iizere iki gruba

ayrilirlar [49]. Ayrica yiizeylerinde bulunan IgG antikorlarmin Fe kisimlarini baglayan

FcyRIII (CD16) yiizey belirteci ile antikora bagli hiicresel sitotoksitede rol oynarlar. NK
hiicrelerinin biiyiik ¢ogunlugu (=%90) CD56s0luk olup yiiksek oranda FcyRIIL
(CD16Parlaky  eksprese ederken diger %10 ise CD56ParlakCp16soluk hiicrelerdir.

cDs6parlak pijcreler yiiksek ve orta affinitede IL-2 reseptorleri eksprese ederek hem in
vitro hem in vivo ¢ok diisiik dozlarda IL-2 sitokinine yanit vererek ¢ogalmaktadirlar. Bu
hiicreler ayn1 zamanda IL- 2 tarafindan uyarilmis proliferasyonu artiran c-kit tirozin

kinaz reseptorii de tasirlar ve ayn1 zamanda vaskiiler endotele ilk etkilesimi saglayan

adezyon molekiilii L-selektin (CD62L) eksprese ederler. CD5650IUK hiicreler ise daha
fazla sitotoksik aktivite gosteren NK alt grubunu olustururlar [50].

NK hiicreleri, sitotoksik etkilerini perforin ve granzim adi verilen proteinlerin
salinmasi yolu ile gerceklestirirler [51]. Ayrica TNF, TNF iliskili apoptoz uyarici ligand
(TRAIL) ve Fas ligand1 (FasL) ile hedef hiicrelerin apoptoz yolu ile o6ldiiriilmesi
gerceklesmektedir. NK hiicrelerinin yiizeylerinde tiimor hiicrelerinin taninmasinda ve
oldiirtilmesinde etkili olan ve dogal sitotoksite reseptorleri (NCR) adi verilen bir
reseptor grubu da bulunmaktadir. NKp30, NKp44 ve Nkp46 adi verilen bu reseptorlerin
ligandlarmin sayist her gecen giin artmaktadir.

NK hiicre fonksiyonlarinda, yiizeylerinde bulunan aktivator ve inhibitor
reseptorlerle hedef hiicrelerin ylizeylerinde bulunan aktivator ve inhibitor reseptorlerin
ligandlar1 arasinda bir denge saglanmaktadir. Bu siiregte farkli sitokinler NK hiicrelerini
uyararak aktivasyona yol acmakta, sitokinler NK hiicrelerini hem tek baslarina hem de
birlikte uyarabilmektedirler. IL-12, IFN-o/pB, IL-15, IL-12 ve IL-18 hem in vitro hem de
in vivo olarak NK aktivasyonunda rol oynamaktadir. IL-12, NK hiicrelerinin salgiladig

IFN-y'y1 uyarirken, tip I interferonlar ise viral enfeksiyonlar sirasinda NK hiicrelerinin



sitotoksik fonksiyonlarda diizenleyici rol oynamaktadir. IL-2, IL-15, IL-18, IL-21 ise
NK hiicre proliferasyonunda etkilidir.

NK hiicrelerinin aktivasyonu yiizelerinde bulunan aktivatér ve inhibitor
reseptorlerle hedef hiicrelerin yiizeylerinde bulunan bu aktivator ve inhibitor

reseptorlerin ligandlar1 arasindaki denge ile saglanmaktadir (Sekil 2.1) [52].

Baskilayier Aktive edici
KIR3DL KIR3DS
Do Do
KIR2DL KIR2DL4 KIR2DS
D1 D1 Do D1 D1
D2 | D2 D2 D2 D2

FceRl-y

DAP12

Sekil 2-1: NK hiicre aktive edici ve baskilayici reseptorler [53]

Insan dogal 6ldiiriicii immiinoglobiilin benzeri reseptorler (KIR; CD158 da olarak
bilinir) NK hiicreleri yiizeyinde eksprese olan transmembran glikoproteinlerdir. KIR
reseptorleri, NK hiicrelerinin aktivasyonunda, gelisiminde ve toleransin korunmasinda
onemli rol oynamaktadir. Insanda bulunan hiicrelerinin biiyiik ¢ogunlugunun yiizeyinde
bulunan MHC simnif I (HLA-A, -B or -C) molekiilleri KIR reseptorlerinin ligand1 olarak
gorev yapmaktadir. NK hiicrelerinin normal viicut hiicrelerine karsi toleransi, bu
molekiillerin NK yiizeylerinde bulunan inhibitér KIR reseptorleriyle etkilesimi ile
saglanir. KIR ailesi aktivator ve inhibitor olarak gorev yapan oldukca polimorfik olan
14 gen (2DL1-2DL5, 3DL1-3DL3, 2DS1-2DS5 ve 3DSI) tarafindan kodlanir (Tablo
2.1). Isimlendirilmeleri ya hiicre dis1 bolgedeki C2 tip immiinoglobiilin benzeri bolge
sayisina (2D-iki bolge icin, 3D-ii¢ bolge i¢in) veya sitoplazmik bolgenin uzunluguna (L
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long-uzun, S short-kisa) gore olur. Inhibitor olan KIR reseptorleri uzun, aktivator

olanlar ise kisadir.

Tablo 2-1: NK hiicre reseptor, ligand ve fonksiyonlar [53]

KIR

2DL1

2DS1

2DL2

2DL3

2DS2

2D1A

2DL5A/B

2DS3

2DS4

2DS5

3DL1

3DS1

3DL2

3DL3

Farkh isimlendirme
CD158a

CD158h

CD158bl

CD158b2

CD158;

CD158d

KIR2DLS.1/KIR2DLS.2,
KIR2DLS5.3, KIR2DLS.4

NKAT7

CD158i, cl-39, KKA3,
NKATS

CD158g, nkat9

CD158el, cl-2, cl-11,
AMBI11, NKATS3,
NKB1, NKB1B

CD158e2, NKATI10

CD158k, cl-5, NKAT4,
NKAT4a, NKAT4b

CD158z, KIR3DL7,
KIR44, KIRC1

Ligand
HLA-C2Lys80

HLA-C2Lys80

HLA-C1Asn80, HLA-

B*73, -B*46, some
HLA-C2

HLA-C1Asn80, HLA-

B*73, -B*46
HLA-C1Asn80

HLA-G

Bilinmiyor

Bilinmiyor

Cesitli HLA-C1 ve
HLA-C2 allelleri,
HLA-A*11
Bilinmiyor
HLA-Bw4 HLA-
B*13:01/02
HLA-A*23,-%24 -*%32
HLA-A*25

HLA-Bw4?

HLA-A*3, -*11

Bilinmiyor

Fonksiyonu
Inhibisyon

Aktivasyon

Inhibisyon

Inhibisyon

Aktivasyon

Aktivasyon

Inhibasyon

Aktivasyon

Aktivasyon

Aktivasyon

Inhibisyon

Aktivasyon

Inhibisyon

Inhibisyon
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Son caligmalar, T hiicrelerine benzer sekilde NK hiicrelerinin de alt gruplara
ayrildigini in vivo ve in vitro deneylerle gostermektedir. NK hiicre alt gruplari, NK1 ve
NK2 olarak ikiye ayrilmakta, farkli sitokin profillerine sahip ve farkli enflamatuvar
ozellik tasiyan efektor hiicrelerdir. In vitro sartlarda I1L-12 ile uyarim sonrasinda IFN-y
ve IL-10 iireten hiicreler NK1, IL-4 ile uyarim sonrasinda IL-5 ve IL-13 iireten hiicreler

ise NK2 olarak tamimlanmaktadir [54].

2.3.4. Dentritik Hiicrelerin Ozellikleri

Dentritik hiicreler (DH) ilk kez fare dalagindan adheran mononiikleer hiicreler
hazirlanirken kesfedilmistir [55]. Bu hiicreler monosit ve makrofaj gibi diger adheran
ozelligi olan hiicrelerden farkli morfolojik yapilartyla ayrilirlar [56]. Farkli fonksiyonel
yapilarinin yaninda DH lerin kendilerine has yiizey belirtecleri vardir ve bu belirtecleri
ile DH lerin karakterizasyonu yapilabilmektedir [57]. T hiicre proliferasyonunu ve mix
lenfosit reaksiyonunu uyarabilen DH ler kemik iliginden koken alan heterojen bir hiicre
grubudur [58]. Dogustan gelen bagisiklik sistemi ile edinsel bagislik sisteminin immiin
cevaplarmi diizenler [59]. immatiir-olgunlasmamis DH (iDH) ler kandan antijeni alir ve
aktivasyondan sonra yiizeylerinde hem Kkostimiilan molekiillerini hem CDS83
molekiiliinii yiiksek seviyede eksprese ederek profesyonel antijen sunucu hiicrelere
doniisiirler. Olgun olan antijen sunucu hiicrelerin antijen yiikleme kapasitelerinde
azalma olurken antijen sunma ve T hiicrelerini uyarabilme yetenekleri artmistir [60].
iDH ler aktive olduklar1 zaman olgunlasma siireci baslar. Bu siirecte artik iDH ler T
hiicresini uyarabilme yetenegi kazanmistir ve aktive olmus hiicreler lenfatik damarlar
araciligr ile T hiicrelerin zengin oldugu bolgelere go¢gmeye baslarlar [60]. Bu siireg

edinilmis bagigiklik sisteminin uyarilmasi agisindan olduk¢a dnemlidir.

2.3.5. Dentritik - NK Hiicre Etkilesimleri

Naif T hiicrelerini uyarabilme yeteneklerinin yaninda DH’lerin otolog NK
hiicreleriyle etkilesebilme yetenekleri de vardir. Dogustan gelen bagisiklik sisteminin
iki kolunun fonksiyonel etkilesimi, dogustan gelen bagisiklik sistemi ile edinilmis
bagisiklik sistem kordinasyonunun en énemli yapitagidir [61].

DH'lerin aktivasyonu sonucu, IL-12 ve IL-15 gibi sitokinlerin salintmindaki artis
NK hiicre aktivasyonu ve sitotok aktivitenin artmasina neden olur.

Immiin cevap yamitlarinda NK ve DH etkilesimi iizerine yapilan arastirmalar

artmaktadir. Bu etkilesim ¢ift taraflidir ve Thl gelismesine ve sitotoksik cevabin
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gelismesiyle sonuglanmaktadir. Insanlarda bu iki hiicrenin etkilesimi in vitro kosullarda
olgunlasmayan DH'lerin litik olarak yok edilmesi, olgun olanlarin korunmasiyla
sonuclanan bir siirectir [62]. Benzer sekilde transplantasyonda alloreaktif NK hiicreleri
T hiicre odakh graft versus host hastaligini konagin DH'lerini 6ldiirerek
gerceklestirmektedir [63]. Aym1 zamanda aktive olan NK hiicreleri salgiladiklart IFN-y

ve TNF-a ve/veya direk hiicre temasi ile DH olgunlagsmasini uyarirlar [64].



3.1. Olgular

Calismamizda hasta grubu olarak Istanbul Tip Fakiiltesi, I¢ hastahklari Anabilim
Dali, Romatoloji Bilim Dalinda izlenmekte olan ve uluslararasi Behcet hastalig
siiflandirma kriterlerine uygun hastalar (n=12, yas ortalamas1 41.083
secilmistir. Kontrol grubu olarak Behget hastaligi ile ilgili herhangi bir bulgusu olmayan
goniilliiler (n=3, yas ortalamas1 42,62 + 8.02) calismaya dahil edilmistir. Caligmanin

etik kurul onayr Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesinden almmistir (Dosya no:

2013/1084).

3. GEREC VE YONTEM

3.2. Kullanilan Kimyasal ve Biyolojik Malzemeler

Tablo 3-1: Hiicre ayirim ve Kkiiltiir icin kullamlan malzemeler

PBS

Biochrom, Berlin Almanya

RPMI-1640

Biochrom, Berlin Almanya

Fetal Sigir Serumu

Biochrom, Berlin Almanya

Ficoll- Hypeque

Biochrom, Berlin Almanya

L-Glutamin

Biochrom, Berlin Almanya

Penisilin—Streptomisin

Biochrom, Berlin Almanya

PHA

Sigma, St Louis USA

3.3. Hazir Kitler

Tablo 3-2: Kullamilan ticari Kitler

Dentritik Hiicre Farklilasma Kiti

Miltenyl Biotec, Bergish
Gladbach GERMANY

Fiksasyon permeabilizasyon Kiti

An Der Grub Bio research,
GMBH AUSTRIA
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3.4. Antikorlar

Tablo 3-3: Kullamilan antikorlar

Mouse anti human CD56-FITC

CD56/16-PE, CD3-FITC

Mouse anti human CD158e (KIR3DLI)-Percp Becton Dickinson,
San Jose CA USA

Mouse anti human IFN-gamma-Percp-Cy5.5

Rat anti human IL-10-APC

Mouse anti human CD337 (NKp 30)-Alexa Flour 647

CD14-Percp
Miltenyl Biotec,

) Bergish Gladbach Germany
Mouse anti human CD14-PE

3.5. Rekombinant Sitokinler ve Farklilasma Faktorleri

Tablo 3-4: Kiiltiirde uyan icin kullanilan malzemeler

Rekombinant human Interlokin-2

Rekombinant human Interlokin-12
ADbD Serotec, Oxford UK

Rekombinant human GM-CSF

Rekombinant human Interlokin-4

LPS E. coli Sigma, St Louis USA

3.6. Kullamlan Yontemler

3.6.1. Periferik Kan Mononiikleer Hiicre izolasyonu

Periferik Kan Mononiikleer Hiicreler (PKMH) steril kosullarda heparinize kandan
Ficoll yogunluk gradiyent santrifiij yontemi ile izole edilmistir. Bu amacla her bireyden
alinan heparinize kan drnekleri, 1:1 oraninda PBS ile diliie edilip, 50 ml lik falkon tiip

icerisinde fikol iizerine 1:2 oraninda pastor pipet ile yaylmistir. Bu 6rnekler 1900 rpm
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de 25 dakika santrifiij edildikten sonra PKMH lar steril bir pastor pipet ile toplanarak 15
ml lilk steril falkon tiipe alinmms ve steril PBS eklenerek 1800 rpm de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Yikama isleminin ardindan hiicreler sayim asamasina kadar +4°C’de

RPMI-1640 medyumu i¢inde bekletilmistir.

3.6.2. Hiicre Sayim
PKMH’ler 2 ml PBS de siispanse edildikten sonra Via-cell hiicre sayma kiivetinde

900u1 PBS iizerine 100ul hiicre siipansiyonu eklenmistir. Hiicreler Via-cell hiicre sayma

cithazinda sayilmis ve canlilik oranlari ortalama olarak %95’in tizerinde tespit edilmistir.

3.6.3. NK Hiicre ve Monosit izolasyonu

PMKH’lerin (30 - 40 x 10° hiicre) anti-CD56CD16PE/CD3FITC ve anti-
CD14PerCP isaretli antikorlarla oda 1sinda inkiibasyonu takiben (10ul antikor/ 10x10°
hiicre), hiicre siispansiyonu (2 ml medyum icinde) FACSAria II akan hiicre olcer (BD
Bioscience) cihazi kullanilarak tasidiklari yilizey belirteglerine gére NK hiicre ve
Monosit hiicre gruplar1 olarak saflagtirilmistir. Sekil 2’de FACSAria II ile NK
hiicrelerinin saflastirilmasi1 esnasinda kullanilan histogram goriintiileri ve izolasyon
sonras1 NK hiicre saflig1 gosterilmistir. izolasyon sonras1 monositler ve NK hiicrelerinin
saflik oranlar1 %98'in lizerinde tespit edilmistir.

Akan hiicre dlcer cihazinda hiicre ayirimi yapilmadan 6nce elde edilen PKMH’ler
PBS ile 2000 rpm’de 5 dk. santrifiij edilerek yikanmis ve 1x10° hiicreye 3ul anti-
CD56CD16PE/CD3FITC ve 3ul anti-CD14PerCP isaretli antikorlar ile boyanarak oda
1sinda karanhkta 20 dk. inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 2 ml PBS ile 2000 rpm’de
5 dk. yikanan hiicrelerin lizerine 1 ml RPMI eklenerek FACSAria II akan hiicre dlger
cihazinda degerlendirmeye hazir hale getirilmistir. FACSAria II akan hiicre olger
cthazinda sivi basmcimim etkisi ile lazer 151gmin Oniinden tek tek gecen hiicreler
ylizeylerinde bulunan florasan isaretlerin aktive olmasi ile her florasan isaret belli dalga
boyunda olmak iizere bir 1s1ma yaymaktadir. Fiber optik kablolar vasitasi ile bu
1s1malar1 toplayan sistem, 1simalart dedektorlere iletir. Belli dalga boyu arahi@indaki
1sinlar1 degerlendirme 6zelligi olan dedektorler sayesinde her boyanmn yaydigi 1sin
kayba ugramadan kendine 0zgii dedektor tarafindan degerlendirilerek sistemin
kullandi@i yazilm sayesinde (DIVA 6.1.2) goriintii olarak yansitilir. Ik olarak
FSC/SSC parametresinde degerlendirilen hiicreler biiyiikliik ve graniiliirite farkina gore

ayrilarak hiicre popiilasyonlar1 belirlenir. FCS/SSC parametresinde lenfosit ve monosit
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hiicre popiilasyonlarinin etrafi isaretlenerek (kapt igine almarak) bu hiicre
populasyonlar1 belirlenir. Kap1 i¢ine alman lenfosit ve monosit popiilasyonlari, anti-
CD56CD16PE/CD3FITC ve SSC/CD14PerCP dot plotlarinda degerlendirilmesini
takiben CD56'CD16" NK ve CD14" monosit hiicre popiilasyonu tekrar kapi igine
almarak hem hiicre popiilasyonlarmin oranlari saptanmis hem de hiicre safliginin
artmas1 saglanmistir. Kap1 icine alman hiicre popiilasyonlar: cihaza tamitilarak ayrim
islemine gecilmistir. Cihaz aywrmak istedigimiz hiicreleri vibrasyon islemini takiben
damlacik icine alarak pozitif veya negatif yiik ile yiiklemektedir. Yiiklii damlaciklar
elektriksel alan olusturan saptirma plaklarindan gecerek belirlenen tiiplere NK ve
monosit hiicre gruplar1 olarak ayrilmistir. Aywrma islemi sonrast saflastirilan hiicre
gruplarinin  safligi akan hiicre Olger cihazinda yiizey belirtegleri aracihg ile

degerlendirilmistir ( Sekil 3.1).
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Sekil 3-1: FACSAria II cihaz ile NK hiicre izolasyonu sonucu saf NK hiicre populasyonu

3.6.4. Monosit Dentritik Hiicre Farklilasmasi
Monositler (0.5x10%ml) %10 FBS, %] antibiyotik, %1 L-glutamin, %] non-

esansiyel amino asit iceren 2 ml RPMI-1640 cozeltisi icinde 6 kuyucuklu petri
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icerisinde Kkiiltiire alinmistir. Monositlerin 20 ng/ml GM-CSF (AbD Serotec) ve 25
ng/ml IL-4 (AbD Serotec) ile 48 saatlik kiiltiir agamasin1 takiben kiiltiir medyumlarinin
yaris1 ortamdan uzaklastirilarak tekrar ayni konsantrasyonda GM-CSF ve IL-4
eklenmistir. Besinci giiniin sonunda kuyucuklara hiicre farklilagsmasini uyaracak E. coli
orjinli LPS (100 ng/ml) eklenerek 12 saat inkube edilmis ve 12 saatin sonunda hiicreler
petri plagindan pipetajla kaldirilmistir. Dentritik hiicre farklilagsma kiti (Dentritic cell
differentation inspector, Miltenyi Biotek) kullanilarak kiiltiirdeki monositlerin dendritik
hiicreye doniisim oranlart arastirilmustir. Farklilasma oncesi CD14 monosit ylizey
belirteci pozitif, CD83 ve CD209 yiizey belirtecleri ise negatifdir. Monositlerin denritik
hiicreye farkhilagmasini takiben, CD14 pozitifligi kaybolmakta diger belirtecler CD83
ve CD209 pozitifligi ise artmaktadir.

3.6.5. NK - Dendritik Hiicre Kiiltiirii

NK hiicreleri ve monositler iki farkli sekilde kiilltiire almmustir. ilk deneyde, NK
hiicrelerinin dendritik hiicrelerle etkilesimi sonucu NK hiicre yiizey belirtecleri ile NK
hiicre i¢i sitokin oranlar1 6l¢iilmiis, ikinci deneyde ise, NK hiicrelerinin monositlerle
etkilesiminin, NK hiicrelerinin dendritik hiicreye farklilasma hizina olan etkileri
arastirllmistir. Bu amacla, birinci deney kurulumunda 6 kuyucuklu plaklar kullanilmas,
%10 FBS, %1 antibiyotik, %1 L-glutamin, %1 non-esansiyel amino asit iceren RPMI
1640 ¢ozeltisi igerisinde 1x10° NK hiicresi yalniz olarak ve ayrica 2 x 10° monosit ile
beraber kiiltiire edilmistir. NK hiicrelerini uyarmak amaciyla hrIL-2 (500 u/ml), hrIL-12
(40 ng/ml) ve PHA (5 ug/ml) kiiltiir stvisina eklenmistir. Ikinci deney kurulumunda ise,
6 kuyucuklu plaklarda kuyu bas1 2 x 10° monosit hiicresi yalniz olarak ve ayrica 1 x 10
NK hiicresi ile birlikte kiiltiire alinmistir. Monositlerin dendritik hiicreye farklilagmasi
icin monosit i¢eren kuyucuklara hrlL-4 (25 ng/ml, AbD Serotec), GM-CSF (20 ng/ml,
AbD Serotec) ve LPS (100 ng/ml, Sigma) eklenmistir.

3.6.6. Akan Hiicre Olcer ile NK Yiizey Belirteclerinin Analizi

Hiicre kiiltiiriiniin ardindan, toplanip santrifuj edilen hiicrelerin iist sivisi
uzaklagtirildiktan sonra 10° hiicre iizerine 4ul  anti-human-KIR3DL1-PerCp, 10uL
anti-human-CD56-FITC, anti-Nkp30-APC isaretli monoklonal antikorlar eklenerek
vortekslenmis ve ardindan 20 dakika karanlikta, oda 1sisinda inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonu takiben iizerlerine 2 ml PBS eklenen tiipler 1800 devirde 5 dakika santrifuj
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edilmis ist sivi uzaklastirildiktan sonra iizerlerine 300ul FACS flow sheat sivisi

eklenerek tiipler akan hiicre dlcer cihazinda degerlendirilmistir.

3.6.7. Akan Hiicre Olcer ile NK Hiicre ici Sitokin Tayini

Calismamizda, hiicre i¢ci IFN-y ve IL-10 sitokin miktarlarini belirlemek i¢in
Fiksasyon&Permiabilizasyon kiti (Adg An Der Grub Bio Resarch Gmbh, Austria)
kullanilmistir. Tiiplere NK hiicreleri pipetlenmis ve 100ul fiksayon medyumu eklenip
sonrasinda vortekslenerek oda 1sinda karanlikta 20 dakika inkiibe edilmistir. Fiksasyon
isleminin ardindan tiiplere 5 ml PBS eklenerek 1500 rpm de 5 dakika santrifuj
edilmistir. Ust s1v1 uzaklastirildiktan sonra tiiplere 100ul permiabilizasyon sivisi ve 5ul
PerCP isaretli anti-IFN-y ve APC isaretli anti-IL-10 monoklonal antikorlar1 eklenerek
vortkslendikten sonra oda 1smnda 20 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben
tiiplere 5 ml PBS eklenerek 1500 rpm de 5 dakika santrifuj edilmistir. Tiiplerdeki iist
stvilar uzaklastirildiktan sonra tizerlerine 300ul FACS flow sheat sivisi eklenerek tiipler

akan hiicre ol¢er cihazinda degerlendirilmistir.

3.6.8. Dentritik Hiicre Farklilasma Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Monosit kiiltiirlerinin 6. giinii sonunda hiicreler pipetaj yoluyla kaldirilmis ve PBS
ile 1500 rpm de 10 dakika yikanmustir. Hiicrelerin dentritik hiicreye farklhilagmalar
Dentritic cell differentation inspector (Miltenyl Biotek) kiti ile degerlendirilmistir. Bu
kitte olgun dentritik hiicre farklilasma belirtecleri anti human-CD14 (FITC) anti human-
CD83 (APC) ve anti human-CD209 (PE) (DC SIGN) antikorlar1 kullanilmis ve hiicreler
FACSCalibur cihazinda degerlendirilmistir. Farklilasma baslamadan 6nce monositlerde
CD14 yiizey belirteci pozitif, CD83 ve CD209 yiizey belirtecleri ise negatiftir.
Dendritik hiicreye farkhilasma sonrasi CD14 pozitifligi kaybolurken dendritik hiicre
belirtecleri olan CD83 ve CD209 ekspresyonlart pozitif saptanmustir (Sekil 3.2).
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Sekil 3-2: Monosit kokenli Dendritik hiicre farklilasmasi
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3.7. Istatistiksel Degerlendirme
Analizler GraphPad Prism 5 programi kullanilarak gerceklestirildi. Istatistiksel
analizlerde Mann-Whitney U non-parametrik test kullanild1 ve istatistiksel anlamlilik

diizeyi (p<0.05) olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. NK Hiicre Yiizey Reseptor Ekspresyonu

Behget hastalar1  ve otoimmiin hastalik Oykiisii olmayan saglikli bireylerde
NKp30 ve KIR3DL1 yiizey reseptor ekspresyonu 5 giinlilk kiiltir sonrasinda
degerlendirilmistir. Sekil 4.1 de NK hiicre Kkiiltiiriinden sonra CD56 pozitif NK
hiicrelerinin kapilanmasi goriilmektedir. NK hiicreleri parlak ve soluk olarak ayri ayri
degerlendirilmemis biitiin hiicreler tek bir kap1 alinarak analizleri yapilmistir.

Yalnmiz NK hiicresi ve monositlerle beraber kiiltiire edilen hiicrelerin Behcet
hastalarinda ve saglikli kontrollerde degerlerdirilmesi sonucu elde edilen akan hiicre
Olcer goriintiilerinden birer 6rnek Sekil 4.2 A, B ve Sekil 4.3 A, B de verilmistir.

NKp30 ve KIR3DL1 ekspresyonu acisindan degerlendirildiginde, NK
hiicrelerinin monositlerle beraber kiiltiirii sonucu elde edilen degerler yalmiz basma
kiiltiire edilen NK hiicreleri degerlerinden yiiksek olmasma karsilik, saglikli bireyler ve
Behget hastalar1 arasinda NKp30 ve KIR3DL1 ekspresyonlar1 agisindan anlaml bir fark
saptanmamustir (p=0.1508, p=1.000, sirasiyla).
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Sekil 4-1: Kiiltiir sonrasi (5. giin) FS/SS histograminda (A) lenfosit (R1) kapisi icinde
CD56 pozitif NK hiicreleri (B)
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Kiiltiir plaklarinda yalniz NK hiicrelerinin kiiltiirii sonucunda CD56 pozitif NK
hiicreleri kapilandiktan sonra NKp30 ve KIR3DL1 ekspresyonuna ornek goriintii Sekil

4.2 de goriilmektedir.
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Sekil 4-2: CD56* NK hiicrelerinde NKp30 ve KIR3DL1 ekspresyonu

NK hiicreleri ve mDH’e farklilagmasi icin IL-4 ve GM-CSF uyarilan monositlerle ortak
kiiltiirleri sonucunda NK yiizey molekiilleri olan NKp30 ve KIR3DLI1 ekspresyonunu gosteren

ornek histogram Sekil 4.3 de verilmistir.
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Sekil 4-3: NK ve DH Kkiiltiirii sonras1t NKp30 ve KIR3DL1 ekspresyonu
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4.2. NK Hiicre Ici Sitokin Degerleri
Kiiltir plaklarinda yalmiz NK hiicrelerinin veya mDH lerle ortak kiiltiirleri
sonucunda elde edilen hiicre i¢i IFN-y ve IL-10 Ornek goriintiisii  Sekil 4-4 de

verilmigtir.
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Sekil 4-4: NK hiicresi (A) ve NK + DH (B) kiiltiirii sonrasi1 IFN-y ekspresyonu

4.3. Behcet NK Hiicrelerinin Yalmz ve mDH’lerle Birlikte Kiiltiirii Sonras: Yiizey
Molekiil Ekspresyonlari

Behget hastalarindan izole edilen NK hiicreleri yalniz ve mDH lerle beraber
kiiltiire alinmustir. Bes giinliik kiiltiir sonunda NK hiicre yiizeyinde NKp30 ve KIR3DL1
ekspresyonlar1 ac¢isindan incelediginde yalniz NK hiicrelerinin kiiltiire edildigi grupla
NK hiicrelerinin mDH lerle Kkiiltiire edildigi grup arasinda istatistiksel olarak bir fark
saptanmamustir (p= 0.1719, 0.5737, sirasiyla) (Sekil 4.5).
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Sekil 4-5: Behcet hasta NK hiicreleri ve NK + mDH kiiltiirleri sonucunda NKp30 ve
KIR3DL ekspresyonlari
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4.4. Behcet NK Hiicre ve NK + mDH Kiiltiirii Sonras1 Hiicre ici Sitokin Degerleri
Behget hasta kan Orneklerinden izole edilen NK hiicreleri yalniz ve mDH lerle

birlikte paralel kiiltiire alinmistir. Kiilturiin 5. giiniinde, NK hiicre sitokinlerinden IL-10

ve IFN-y hiicre i¢i sitokin diizeyleri incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel bir

farkhihk saptanmamustir (p=0.8413, 03939, sirasiyla) (Sekil 4.6).
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Sekil 4-6: Behcet NK hiicrelerinin yalmz ve mDH lerle kiiltiirii sonras1 IL-10, IFN-y
hiicre ici sitokin seviyeleri

4.5. Behcet Hastalar1 ve Saghkl Bireylerin NK Hiicre Kiiltiirleri Sonucu Yiizey
Ekspresyon Degerleri

Behget ve saglikli periferik kan orneklerinden izole edilen NK hiicreleri 5 giin
kiiltiirti takiben aktivator ve inhibitor reseptorleri acisindan degerlendirildiginde hasta
ve saglikli gruplart arasinda istatsitiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir

(p=1.000, 0.6303, sirastyla) (Sekil 4.7).
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Sekil 4-7: NK hiicrelerinde NKp30 ve KIR3DL1 Ekspresyonu



25

4.6. Behcet Hastalar1 ve Saghklh Kontrol NK Hiicre ici Sitokin Profillerinin
Karsilastirilmasi

Behget hastalarindan ve saglikli kontrollerden elde edilen NK hiicreleri 5 giin
kiiltiire edilmis, kiiltiir sonras1t NK hiicre i¢i IL-10 ve IFN-y seviyeleri Olciilmiistiir.
Gruplar aras1 istatistiksel olarak karsilastirma yapildiginda anlamli bir fark

saptanmamustir (p=0.6528, 0.2619, sirasiyla) (Sekil 4.8).
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Sekil 4-8: NK Hiicre ici IL-10 ve IFN-y seviyeleri
4.7. Behcet Hastalar1 ve Saghkh Kontroll NK + mDH Kiiltiirleri Sonucu Yiizey
Belirte¢c Ekspresyonlari
Behget hastalarinda ve saglikli kontrol gruplarinda NK hiicreleri mDH lerle
beraber kiiltiire alinmistir. Kiiltiir sonrast NK hiicre yiize NKp30 ve KIR3DL1
ekspresyonlari incelediginde gruplar arasinda istatistiksel olarak bir fark saptanmamistir

(p=0.7758, 0.7758, sirasiyla) (Sekil 4.9).
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Sekil 4-9: Behcet Hastasi ve Saghikh Kontrol Grubu NK + mDH Kiiltiirleri Sonucu NKp30
ve KIR3DL1 degerleri
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4.8. Behcet Hastalar1 ve Saghikhh Kontrol NK Hiicrelerinin mDH lerle Beraber
Kiiltiirleri Sonucu Hiicreici Sitokin Profilleri

Behget hastalarindan ve saglkli kontrollerden elde edilen mDH lerle beraber 5
glinliik kiiltiire alinan NK hiicrelerinin hiicre ici sitokin profilleri Behget hastalarinda
ve saglikh kontrol gruplarinda saptanmis, istatistiksel karsilastirmalarda hastalik grubu
ve saglikli grup arasinda anlamh bir fark saptanmamustir (p= 0.5714, 0.7143, sirasiyla).
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Sekil 4-10: NK +mDH Kiiltiirii sonrasi hiicre i¢i IL-10 ve IFNy seviyeleri

4.9. Monositlerin Dentritik Hiicreye Farkhlasmasi

Behget hastalar1 ve saglikli kontrol bireylerin kanlarindan izole edilen monositler
IL-4 ve GM-CSF varliginda dentritik hiicre farkhlagmas: i¢in kiiltiire almmustir.
Farklilasma Oncesi yapilan Ol¢iimlerde monositlerde CD14 yiizey belirteci pozitif,
CD83 ve CD209 yiizey belirtegleri negatif saptanmistir. Monositlerin denritik hiicreye
farklilasmas1 sonrasi saglikli kontrol orneginde Kkiiltiir sonrasi hiicrelerin kapilamasi
Sekil 4-11 de goriilmektedir. CDI14 pozitifligi kaybolurken, CD83 ve CD209
ekspresyonu gozlenmektedir. Monositlerin, mDH olarak bilinen hiicrelere doniisiim

paterni Sekil 4-12 de gosterilmistir.



Sekil 4-11: Saghkh kontrol monosit kokenli dendritik hiicre kapilamasi
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Sekil 4-12: Saghkh bireylerde mDH farkhlasmasi siirecinde CD14, CD83, CD209
ekspresyonlan
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Behget hasta kanlarindan elde edilen monositlerin dentritik hiicrelere doniisiim

sirasmda yine benzer bir ekspresyon paterni gézlenmistir, ancak CD209 yiizey belirteci

istatistiksel olarak Behcet ve saglikli gruplar1 arasinda anlamli fark gostermemekle

birlikte bazi hastalarda diisik CD209 ekspresyonu gozlenmistir. Behcet hastalarinda
ornek mDH kapilamas1 Sekil 4-13 ve CD14, CD83, CD209 yiizey belirteci ekpresyon
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paterni ise Sekil 4-14 de verilmistir. Sekil 4-14 B de diisiik CD209 ekpresyonu goriilen

bir hastanin ornek histogrami verilmistir.

Sekil 4-13 : Behcet hastalarinda monosit kokenli dentritik hiicrelerin kapilanmasi
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Sekil 4-14 : Behcet hastalarin monositt kokenli dentritik hiicre farklilasmasinda yiizey
belirteclerinin (CD14, CD209, CD83) ekspresyonlari
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mDH olgunlasma belirteci olan CD209 (DC SIGN) ve CD83 ekspresyonunda
Behget hastalign ve saglikli gruplar arasinda istatistiksel bir fark saptanmamistir

(p=0.0571, 0.2286, sirasiyla) (Sekil 4-15).
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Sekil 4-15 : Behcet hasta ve saghkh control gruplarinda monosit kokenli dendritic hiicre
farklilasma yiizey belirteclerinin (CD83, CD209) karsilastirilmasi
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5. TARTISMA

Behget hastaliginin patogenezini aciklamaya yonelik ¢ok sayidaki immiinolojik ve
genetik caligmalarin olmasina ragmen hastaligin patogenezi tam olarak anlagilamamistir
[15, 65]. HLA-B51 ile Behcet Hastaligi arasindaki iliski hastaligin patogenezinde
genetik faktorlerin yer aldigma dair en giiclii veridir. T hiicrelerinin, notrofillerin, NK
ve NKT hiicrelerinin hastaligin patogenizinde rol oynadiklar1 cesitli arastirmalarla
ortaya konulmustur [28, 32, 66]. NK hiicreleri dogal immiin sistemin bir hiicresi
olmakla birlikte salgiladiklar1 sitokinler ve hiicresel etkilesimler ile edinsel immiin
cevabi da etkileyen hiicrelerdir. Bu etkileri ile otoimmiin hastaliklarin patogenezinde rol
oynayabilecekleri iddia edilmektedir. Romotoid artrit (RA), tip 1 diyabet, sistemik lupus
eratamotus (SLE), multiple sikleroz (MS) gibi hastaliklarda NK hiicre sayilarinda
azalma ve fonksiyonel bozukluk gosterilmistir [67, 68]. Son calismalarda otoimmiin
tiroid hastalig1 ve psiorosiz ile NK hiicre eksikligi arasinda iligki gosterilmistir [69]. NK
hiicre sayisidaki azalmanin hastaligin bir yan etkisi olabilecegi diisiiniilmekle birlikte,
son ¢aligsmalar hastaligin basinda teshis esnasinda ve remsiyondaki hastalarda NK hiicre
sayilarindaki azalmanin veya fonksiyonel defektlerin kronik enflamasyonun bir sonucu
olmadigin1 ortaya c¢ikartmustir [70, 71]. MS ve SLE da NK hiicre aktiviteleri ve
sayllarmin hastalik gelisimi ve remisyon durumuyla korelasyonu yapildiginda elde
edilen bulgular NK hiicrelerinin bu hastaliklarin patogenezinde immiinmodiilator etkili

oldugunu desteklemektedir.

NK hiicrelerin yiizeyinde bulunan KIR reseptorlerinin ekspresyon degisimlerini
psiorsiz, tip 1 diyabet ve Behget hastaligiyla iligkilendiren calismalar mevcuttur [72],
[73]. Takeno ve arkadaslar1 ¢aligmalarinda siddetli g6z bulgular1 olan hastalarda KIR
ekspresyonda anormallik gostermislerlerdir [71]. S. Direskeneli ve arkadaslart NK
yiizeyinde eksprese olan KIRC-tip lektin reseptorleri izerine yaptiklart ¢aligmalarinda,
CD9%4 ekspresyonun Behcet hastalarinda saglikli kontrollere gore artmis oldugunu
bildirmislerdir [74, 75]. Bu bulgular 1s1ginda Behcet hastaliginda NK hiicrelerinin
patojenik veya diizenleyici gorevlerinin olabilecegini ve CD94 ekspresyonunun
fonksiyonel ¢aligmalar ile incelenmesi gerektigini iddia etmislerdir [74]. Otoimmiin
hayvan modellerinde de NK hiicrelerinin immunmodiilator etkileri oldugu gosterilmistir

[75]. Deneysel otoimmiin ensefalit (Experimental Aoutuimmune Encephalomyelitis -
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EAE) de NK hiicreleri deplete edildiginde hayvanlarda ¢ok daha siddetli bir hastalik
patogenizi ortaya ¢ikmistir [53].

Immiin cevabm diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan Th1/Th2 oranimin Thl
yoniinde bozulmasmin ve sitokin salmimlarmdaki bozukluklarinda immiinpatolojik
sonuglara yol acarak otoimmiin hastalik patogenezinde rol oynayabilecegi bir¢ok
calismada iddia edilmektedir [76, 77]. Aktif Behcet hastalarinda T lenfositlerle yapilan
hiicre i¢i sitokin olctimlerinde Th1 odakli gii¢lii bir immiin yanitin varligini tesbit eden
Frassanito ve arkadaslari IL-12 nin Behget hastaligi patogenezinde Onemli bir rolii
oldugunu iddia etmislerdir [76]. Hastaligin aktif doneminde CD4 ve CDS8 T hiicrelerinin
artig gosterdigi fakat bagisiklik sistemini baskilayict tedaviden sonra bu hiicrelerin
azalarak semptomlarin azaldigin1 destekleyen arastirmalar mevcuttur [78]. Bu
arastirmalar Behget hastalig1 patogenezinde tip1 sitokin iireten hiicrelerin rolii oldugunu
diisiindiirmektedir. Patojenlerin viicuda girmesiyle NK hiicreleri ile DH’lerin karsilikli
etkilesimleri hem dogal immiin cevapta hem de edinsel immiin cevapta onemli rol
oynamaktadir. iki hiicre grubunun karsilastiklar1 ilk yer periferik iltihapli dokudur.
Burada yiizey reseptorleri patojen iliskili molekiiler tiriinleri tanidiktan sonra hiicreyi
aktive ederler ve dogal bagisiklik hiicreleri effektor fonksiyonu ile patojeni
engellemeye ve yok etmeye calisirlar. NK hiicreleri ile DH’ler T hiicre uyariminin
baslatilmasma katkida bulunduklari ikincil lenfoid organlarda etkilesimlerine devam
ederler. Immiin cevab sekillendirmedeki 6nemli rolleri yiiziinden NK hiicreleri ile DH
ler arasinda gecen etkilesim son yillarda bir ¢cok ¢alismada arastirma konusu olmustur.
Mycobacterium tuberculosis, IFN-y ve LPS gibi olgunlagsmalarmi saglayan uyaricilarla
karsilasan DH’lerle etkilesmeleri sonucu NK hiicrelerinin sitolitik aktivitelerinde ciddi
bir sekilde artis oldugu bildirilmistir [79] . Diger taraftan olgun olmayan iDH’lerinde
NK hiicreleri ile etkilesimlerinin sonucunda NK hiicrelerinin  gii¢lii bir sekilde DH
olgunlagmasini ve sitokin salmimini uyardiklar1 gézlemlenmistir. DH-NK etkilesiminin
bir diger sonucu NK hiicrelerinin Th1 hiicre polarizasyonunu uyarmasidir. Moretta ve
arkadaslar in vitro kosullarda IL-18 varh@nda kiiltiire edilen NK hiicrelerinin ancak
DH ve T hiicrelerinin bulundugu ortamda Thl polarisazyonunu uyardiklarini
bildirmislerdir [80]. Bu durumda T hiicreleri IL-2 salgilamakta, ayn1 zamanda DH
lerden salinan IL-12 ve IFN-y salmimin1 uyarmaktadirlar. Genel olarak sinif I MHC
molekiiliinii eksprese etmeyen hiicreler NK hiicre kokenli lizise karsi savunmasizdirlar.

Normal viicut hiicreleri smif I MHC molekiilii eksprese ettikleri i¢cin NK hiicrelerinin
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sitolitik etkilerinden kendilerini korurlar. iDHler bu kurala uymazlar. Otolog sistemde
NK hiicrelerinin iDH leri 6ldiirmelerine ragmen olgunlasma siirecine giren iDH ler NK

hiicre lizisine karsi oldukc¢a direnglidirler .

DH monosit etkilesmeleri iizerine yaptigimiz deneylerde bazi hastalarda mDH
farkhlagma belirteci olan CD209 ekspresyonu diisiik saptanmigtir. CD209 c-tip lektindir
ve cesitli mikroorganizmalarin ylizeylerinde reseptor olarak gorev yapan yiiksek
mannoz icerikli glikoproteinlerini taniyarak yapisirlar [81]. Adezyon molekiilii olarak
gorev yapmalarmin yanmda toll benzeri reseptorleri diizenleyerek dogal bagisiklik
sistemini de aktive ederler [82]. Behget hastaligimin etyopatolojisinde
mikroorganizmalarin rolleri diisiiniildiigiinde, diisiik seviyede eksprese olan CD209’un
enflamatuvar yanitta monositlerin yetersiz immiin cevaplara neden oldugunu
diisiindiirmektedir. GWAS ¢alismalarinda CCR1 geninde bulunan diisiik ekspresyonun
[83] monosit kemotaksisinde azalmaya, bu azalma sonucunda olas1 kemotaksi defekti
ile CCRI1 geni arasindaki fonkisyonel iliski yeni bir patolojik mekanizmaya isaret
etmektedir [14]. Calismamizda elde edilen bulgular, behget hastaliginda monositler

tizerinden gelistigi iddia edilen patolojik mekanizmayi destekler niteliktedir.

Calismamizda hasta kan Orneklerinden elde edilen monosit ve NK hiicre
oranlarinin hastadan hastaya farklilik gostermesi nedeniyle, NK - DH etkilesimlerinin
farkli hiicre oranlarinda farkli sonuclar verdigi saptanmustir. Tez calismast kapsaminda
NK-DH etkilesimini saptamak i¢in 6l¢iilen parametrelerde Behcet ve saglikl bireyler
arasinda bir fark saptanmamasina karsilik, NK-DH etkilesiminin Behget hastalarindaki

roliinii saptamak icin farkli parametrelerin incelenmesi gerekmektedir.

Bulgularimiz Behget hasta NK hiicrelerinin monositlerin farkhilagsma hizim
etkileyebilecegini gostermektedir. Hasta sayilarinin arttirilarak, farkli NK hiicre ylizey
belirteclerinin de saptanarak NK-DH etkilesiminin daha kapsamli incelenmesi NK
hiicrelerinin monosit farklilasmasindaki roliine aciklik getirecektir. Behcet hastalarinda
DH-NK etkilesiminin NK hiicre sitotoksik kapasitesine etkisinin incelenmesi de iki
hiicre arasindaki etkilesime agiklanmasinda onemlidir. Calismamiz bilgimiz dahilinde
Behget hastaligt  patogenezinde rolleri oldugu vurgulanan hiicre gruplarinin
etkilesiminin fonksiyonel olrak incelendigi ilk caliyma 6zelligi tasimaktadir. Behget
hastalig ile ilskilendirilen en giiclii bulgu HLA-B51 in de hesaba katilarak bu iki hiicre

grubunun etkilesimi ¢calismaya aydilatici bir boyut daha kazandiracaktir.
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FORMLAR

BiLGILENDIiRiLMiS GONULLU OLUR FORMU

I-Arastirmayla ilgili Bilgi Verilmesi:

Proje Adi: “BEHCET HASTALARINDA DENTRITIK HUCRE VE DOGAL
OLDURUCU HUCRE ETKILESIMI"

Yapilacak islemin tammm: Bu calismada, Behget hastalifi immiinopatogenezinde rol
oynadig1 diistiniilen Dentritik Hiicre Dogal 6ldiiriicti hiicre etkilesimi incelenecektir. Bu
calisma Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Romatoloji Anabilim Dal

tarafindan yiiriitiilecektir.

Arastirmamin Amaci: Bu c¢alismada monosit kokenli dentritik hiicrelerle dogal katil
hiicre etkilesiminde Behcet hastalar1 ve saglikli bireyler arasindaki farkliliklar1 bulmay1
hedeflemektedir. Ayrica HLA-B51 pozitif ve negatif hastlarda Dogal Katil Hiicre
Dentritik hiicre etkilesiminin , monositlerin olgunlagsma siirecini nasil etkiledigi

arastirilacaktir.
Arastirmada Kullanilacak Yontemler

¢ Onaymiz alindiktan sonra sizden 15cc heparinli tiipe kan alinacaktir.

e Bu islem sirasinda gorevli olan kisi oldukca dikkatli ve titiz davranacaktir.
Alman kaniniz uygun kosullarda muhafaza edilip boliimiimiize ulastirilacaktir.
Bu kandan hiicreler elde edilecektir ve bu hiicreler, bu ¢calisma disinda bagka bir
islem i¢in kullanilmayacaktir. Arastirma kapsaminda yapilacak olan ¢aligmanin
stiresi 1 yildir ve sonucunda tedaviye yonelik bir cevap elde edilemeyebilir.

e (Calismada, goniillii iizerinde bagka herhangi bir calisma yapilmayacaktir.

e Kendisinden izin alinacak goniilliiniin uygulama sirasinda herhangi bir
rahatsizlik ve riskle karsilasmasi s6z konusu degildir.

¢ Bu arastirmaya toplam 20 goniillii katilacaktir.

II-Goniilliiniin Haklariyla ilgili Bilgi Verilmesi

¢ Bu calismada goniilliiniin hi¢cbir hukuki ve mali sorumlulugu bulunmay1p tiim
sorumluluk arastirici ve destekleyiciye aittir.

e (Goniillii arzusu iizerine mali ve hukuki yiikiimliilik olmaksizin ¢alismadan
ayrilabilir.
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¢ Buislemler i¢in goniilliiden hicbir iicret talep edilmeyecektir.

¢ Bu calisma icin goniilliiye herhangi bir iicret 6denmeyecektir.

e (alismaya katilmak zorunlulugunuz bulunmamaktadir, goniillii istedigi
takdirde ¢alismadan ayrilabilir.

¢ (GoOnilliiniin ¢ahismaya katilmayr reddetmesi onun gelecekteki takip ve
tedavisi tizerine olumsuz etkide bulunmayacaktir.

¢ Goniilliiniin ¢caligmaya katilim siireci sadece goniilliiden kan 6rneginin alinmasi
ile sinirhdir.

e Calisma kabul kriterlerine ve Ozelliklerine uyum saglamadiginiz takdirde
calismadan c¢ikarilabileceginiz durumlar olusabilir. Bu nedenle c¢alismadan
arastiricinin istegi ile ¢ikarilabilirsiniz.

e Arastirma sirasinda elde edilen test sonuglarinin sizi ve ailenizi psikolojik veya
diger bir yonden etkileyecegini diisiinmeniz durumunda arastirmadan isteginiz
tizere ayrilabilirsiniz.

¢ Arastirmaya katilmayi kabul etmemeniz durumunda veya herhangi bir nedenle
cahsma programimdan c¢ikmaniz ya da cikardmaniz halinde hastaliginizin
tedavisi ile ilgili hi¢cbir aksama olmayacaktir.

e Kimlik bilgileriniz gizli tutulacak ve sizden almacak kandan elde edilecek tiim
materyaller 6zel bir kodlama ile kodlanacak ve bu bilgiler iigiincii sahislara
aktarilmayacaktir.

Olasi riskler ve faydalar:

Yapilacak arastirmamin_getirebilecegi olas1 riskler: Yapilacak olan arastirmanin

hasta acisindan herhangi bir riski yoktur.

Inceleme sonunda elde edilecek sonuglar istediginiz takdirde size bildirilecektir. Ancak
bu bilgiyi 6grenmeyi reddetmek her zaman hakkinizdir. Bu bilgiyi sizin diginizda birisi

ile paylasmamiz sadece sizin izninize bagl olacaktir.

Olas1 _yararlar :Bu incelemelerin esas amaci hastaligin olusumuna yol acan

mekanizmalarm olusumunu aydinlatmaktir.

ikinci boliim: (Katilimcimin/Hastanin Beyan)

Sayin Prof. Dr. Giinnur Deniz tarafindan Istanbul Universitesi Deneysel Tip
Arastirma Enstitiisii Immiinoloji Anabilimdalin’da tibbi bir arastirma yapilacag
belirtilerek bu aragtirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra
boyle bir aragtirmaya “katilimc1” (denek) olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina
inantyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaclarla kullanimi sirasinda
kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi.
Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilari zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan
cekilecegimi 6nceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim) Ayrica tibbi
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durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma
dis1 da tutulabilirim.

Arastirma icin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii
tibbi miidahalenin saglanacag konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi
miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilasti§imda; herhangi bir saatte, Prof.Dr.
Giinnur Deniz'i 05424258636  ° dan arayabilecegimi biliyorum. (Doktor ismi,
telefon ve adres bilgileri mutlaka belirtilmelidir)

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayic1 bir davranisla karsilasmis degilim. Eger katilmay1 reddedersem, bu
durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini
de biliyorum.

Bana yapilan tiim ac¢iklamalar ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi basima
belli bir diisiinme siiresi sonunda adi gecen bu arastirma projesinde “katilimcr” (denek)
olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir memnuniyet ve
goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidinmn bir kopyasi bana verilecektir.

Yukarida goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri gosteren
metni okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii aciklamalar yapildi.
Bu kosullarla s6z konusu klinik arastirmaya kendi rizamla hicbir baski ve

zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.

Goniilliintin Adi-soyadi, Imzasi1, Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar i¢in veli veya vasinin Adi-soyadt,
Imzasi, Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Aciklamalar1 yapan arastirmacinin Adi-soyadi, Imzasi

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus
gorevlisinin Adi-soyadi, imzas1, Gorevi
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