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OZET

Onder Giil, A. (2019). Aktif romatoid artritli hastalarda kullanilan anti-CD20
monoklonal antikoru (Rituksimab)’nun immiin sistem hiicreleri iizerine etkisi. Istanbul
Universitesi  Saglik Bilimleri Enstitiisii, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma
Enstitiisii, immiinoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Romatoid Artrit (RA), diinya genelinde en sik rastlanan otoimmiin hastaliklardan biridir
ve niifusun yaklasik %1’ini etkilemektedir. RA hastalarimin saglikli kisilere oranla
periferik kan immiin sistem hiicrelerindeki sayisal degisikliklerin hastalik siireci ile
iliskili oldugu ve bunun sonucunda tedaviye verilen yamitin etkilendigi farkli
calismalarda gosterilmigtir. Calismamizda aktif RA tanis1 alip uygulanan tedavilerin
yanitsizligi durumunda anti-CD20 (Rituksimab) tedavisine baglanmasina karar verilen
(n:7) hastalar ile saglikli kontrollerin (n:7) tedavi oncesi ve tedaviden sonraki 3. ayda
alman periferik kan 6rneklerinde 6zellikle CD3 (T hiicre), CD4 (yardimct T hiicre),
CD16 (NK hiicre), CD19 (B hiicre), Breg (diizenleyici B hiicre), CD56 (NK hiicre),
INKT (degismez dogal 6ldiirticii hiicre), Treg (regiilatér T hiicre) hiicre yilizey molekiil
ekspresyonlarinin sayisal degerleri akan hiicre Olger cihazinda olglilmistiir. Tedavi
oncesi ve tedavi baslandiktan sonraki 3. ayda alinan periferik kan ornekleri
degerlendirildiginde istatistiksel agidan CD19* B (p=0,018) ve CD19*CD38" plazma
hiicrelerinde anlamli derecede azalma (p=0,028) saptanmasina karsilik, CD4"CD25" T
hiicreleri, CD4'CD25'Foxp3* (Treg), CD19°CDw210" (Breg) ve CD3'iNKT
hiicrelerinde anlamli bir farklilik saptanmamuistir. Rituksimab ilag tedavisi verilen aktif
RA hastalariyla yapilan istatistiksel karsilastirma baz alindiginda tedavi verildikten 3 ay
sonra CD19* B hiicrelerinde tedavi oncesine gore anlamli bir diisiis saptanmigtir.
Rituksimab tedavisi sonucu B hiicrelerinde saptanan azalma, RA hastalarinda tedavinin
etkili oldugunun gostergesidir.

Anahtar Kelimeler: Romatoid Artrit, Rituksimab, B hiicresi, INKT, Treg hiicreleri.

Bu calisma ROCHE Diagnositik tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Onder Gil, A. (2019). The Effect of anti-CD20 monoclonal antibody (Rituximab)
which is used on patients with active romatoid artrits on immune system cells. Istanbul
University, Institute of Health Science, Institute of Aziz Sancar Experimental Medicine,
Immunology Department, Graduate Thesis, Istanbul. 2019.

Romatoid Artrits (RA), is one of the common autoimmune diseases which
affects 1 % of the world population. It has been shown with various studies that the
changes in peripheral blood immune system of the patients with RA is associated with
the diagnosis of the disease compared to the healthy individuals and that as a result of
this the response to the treatment has also changed.In our study, we analyzed the
patients with active RA and insufficient response to standard treatments and thus
eligible to receive treatment with anti-CD20 monoclonal antibody (rituximab). We
analyzed blood samples of the patients and healthy controls before the treatment and 3
months after to see the changes in molecular expressions of CD3 (T cell), CD4 (helper
T cell), CD16 (natural killer cell), CD19 (B cell), Breg (regulatory B cell), CD56
(natural killer cell), INKT (invariant T cell), Treg (regulatory T cell), under
flowcytometer. Our results reveals that in B cells (CD19") and plasma cells
(CD19°CD38") there was a significant decrease however there was not a substantial
difference in T cells (CD4"CD25"), CD4"CD25"Foxp3* (Treg cells), CD19"CDw210*
(Breg cells) and CD3"iNKT" (invariant iNKT cells). There was a significant decrease in
B cells after rituximab treatment compared to the pre-treatment values that shows
treatment effect.

Key Words: Romatoid Artrits, Rituximab, B cell, INKT, Treg cell.

The present work was supported by the Roche Diagnostic with an unrestricted grant.






1. GIRIS VE AMAC

Romatoid Artrit (RA) sebebi bilinmeyen, kronik, yaygin enflamatuvar bir
hastaliktir. RA, genellikle otoimmiin bir hastalik olarak tanimlanir ve simetrik
poliartikiiler agr1 ve sisme, sabah tutuklugu, halsizlik ve yorgunlukla karakterize bir
hastaliktir. RA degisken bir seyir gosterir, siklikla alevlenmeler ve daha az olarak
gercek remisyonlar izlenir. Tedavi edilmeyen hastalarin ¢ogunda eklem hasarinin
ilerlemesiyle 10-20 yil i¢erisinde 6nemli derecede fiziksel engellige yol agabilir (1).

Diinya genelinde goriilen bir hastalik olan RA, farkli ¢alismalarda ve farkli
zaman dilimlerinde O6nemli degisiklikler gdstermekle birlikte erigkin toplumlarda
goriilme sikligr % 0.5-1 (2), yillik insidansi ise % 0.03’tiir (3). Genel olarak Asya ve
Afrika’da, Birlesik Devletler ve Avrupa’ya gore RA sikligr azdir (4) ve RA goriilme
sikliginin Avrupa’da kuzeyden giiney iilkelerine gidildikge azaldigi diistiniilmektedir
(5).

B hiicreleri immiin cevapta kritik 6éneme sahip hiicrelerdir. Dogrudan antijen
sunumu yapabilmelerinin yani sira antijen sunan hiicrelerin fonksiyonlarinda da etkin
rol oynarlar. B hiicreleri, T hiicre etkinlesmesinde ve farklilasmasinda, folikiiler
dendritik hiicrelerinin farklilasmasinda diizenleyici bir gorev tistlenirler (6, 7)

RA’da, sinovyumda germinal merkezi yapilar olduk¢a fazla olup, B
hiicrelerinden zengindirler. Bu hiicreler farkli ve kompleks antijenleri T hiicrelerine
sunabilirler. Sinoviyumda CD4" T hiicre aktivasyonu, B hiicre folikiillerinin varligina
baglidir ve B hiicre azalmasi sonucunda T hiicrelerin interferon-y (IFN-gamma) ve
interlokin-1 (IL-1) yapimi da baskilanmis olur. B lenfositleri plazma hiicrelerinin 6nciil
hiicreleri olduklarindan antikor {iretiminden de sorumludurlar (6, 7).

RA’da Rituksimab (anti-CD20 monoklonal antikor-RTX) tedavisinde
amagclanan, otoantikor yapan plazma hiicrelerinin prekiirsorlerini yok etmek, otoantijen
sunan hiicreleri ortadan kaldirarak T hiicreleri yanitsiz birakmak ve siirekli otoantikor
tiretimiyle kuvvetlenen ve enflamasyonun devamliligina yardimci olan B hiicrelerinin
sliregelen dongiisiinii ortadan kaldirmaktir (8).

Calismamizda aktif RA tanisi konmus uzun yillar ¢esitli temel tedavi ilaglar
ile tedavi goren hastalarin bu ilaglara yanitsizligi durumunda baslanmasina karar verilen

Rituksimab adl ilacin verildikten 3 ay sonra hastalarin periferik kan orneklerinde



immiin sistem hiicrelerinde olusan sayisal degisikliklerinin akan hiicre dlger cihazi ile

saptanmas1 amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Romatoid Artrit Tanimi ve Tarihgesi

RA etyolojisi bilinmeyen, kronik, sistemik iltihabi bir hastaliktir. Genellikle
otoimmiin bir hastalik olarak tanimlanir ve simetrik poliartikiiler agr1 ve sisme, sabah
tutuklugu, halsizlik ve yorgunlukla karakterizedir. RA degisken bir seyir gosterir
siklikla alevlenmeler ve daha az olarak gercek remisyonlar izlenir. iltihabi ve kronik bir
hastalik olan RA’da esas olarak periferik eklemlerde tutulum goriiliir. Tedavi edilmeyen
hastalarin ¢ogunda eklem hasarinin ilerlemesi 10-20 yil igerisinde 6nemli derecede
sakathiga yol agabilir (1). RA, en yaygin goriilen iltihabi romatizma hastaliklarindan
biridir. Onemli fiziksel engellilige sebep olmasi ve bunlarin yasam boyu siirebilmesi
nedeniyle hastalarda 6nemli sosyoekonomik ve ruhsal sorunlara yol acabilmektedir.
RA’ya ait tarih oncesi kanitlar bulunmussa da hastaligin diger kronik artropatilerden
ayirt edilebilmesi ancak 19’uncu yiizyilin basinda miimkiin olabilmistir. Bu hastaliga
RA adi 19.yy’da Garrod tarafindan verilmistir. 1940 yilinda Waaler ve 1948 yilinda
Rose ve ark.lari’nin romatoid faktorii (RF) tanimlamalart ve sonraki ilerlemeler RA’da
otoimmiin mekanizmalarin 6nemi ortaya g¢ikarmistir. Giiniimiizde RA kollajen ve

otoimmiin hastaliklar igerisinde yer almaktadir (9).

2.2. Romatoid Artrit Epidemiyolojisi

RA diinyada yaygin goriilen bir hastaliktir ve eriskin toplumda goriilme sikligt
% 0.5-1 (2), yillik insidensi ise % 0.03’tiir (3). Genel olarak Asya ve Afrika’da, Birlesik
Devletler ve Avrupa’ya gore RA daha az sik gozlenir (4) ve RA insidansinin Avrupa’da
kuzeyden giiney tilkelerine gidildik¢e azaldig diisiiniilmektedir (5). Hastalik, bebek ve
yasglilar dahil her yastaki bireyleri etkiler ancak, en sik olarak 40-50 yasindaki
kadinlarda ortaya ¢ikmaktadir. RA, 45 yasin altindaki erkeklerde sik degildir, ancak
yasin artmasiyla insidens hizli bir sekilde artar. Kadinlarda insidans 45 yasina kadar

artar, 75 yasinda plato ¢izer ve sonrasinda azalir (10).

2.3. Romatoid Artrit Etyolojisi ve Patogenezi
Uzun yillar boyunca RA patofizyolojisi ile ilgili yogun arastirmalar yapilmstir.
Bireyin genetik yapisinin RA’ya yatkin olmasi ve RA’nin siddeti iizerinde Kritik rol

oynadigi bilinmektedir (11). Hastaligin genetik gegis mekanizmalar1 karmasiktir ve ¢ok



sayida geni icermektedir. Onemli yatkinlik genleri arasinda smif II major
histokompatibilite (MHC sinif II) genleri bulunmaktadir. RA’nin belli HLA-DR
haplotiplerindeki beta zincirlerindeki 6zel dizilim ile gii¢lii bir iliskisi vardir. Bu ortak
epitop 70-74.amino asitleri (glutamin,ldsin,arginin,alanin,alanin) igerir ve QKRAA
olarak isimlendirilir (12).

Hastaliga 6zgiil etyolojik ajan uzun siiredir arastirilmasina ragmen, RA’nin
nedeni heniiz bulunamamustir. Farkli faktorlerin etkiledigi RA patogenezinde genetik
yatkinligin yani sira bilinmeyen ¢evresel faktorler de 6nemli bir etkendir. Birgok teorik
ve deneysel parametreler otoimmiin hastaliklarda enfeksiyonlarin tetikleyici roliinii
desteklemektedir. Buna karsin heniiz RA’da sinoviti belirli bir patojenin baslattig
kanitlanmamustir (1).

Infeksiydz ajanlarin hedef organlar1 direkt olarak istila edebildigi veya eklem
dis1 enfeksiyonlarinin artriti otoimmiiniteyi uyarmak yolu ile tetikleyebildigi, sonugta
steril veya reaktif bir artiritin ortaya ¢ikabilecegi gosterilmistir (13).

Eklem dis1 enfeksiyonlar hastaligi yiiksek olasilikla, molekiiler benzerlik
olarak bilinen mekanizmayla hastaligi tetikler. Bu mekanizmaya goére enfeksiyon
ajanlar ve konak dokular1 arasinda proteinlerde antijenik benzerlikler bulunur ve
patojene karsi olusan immiin yanit kendinden olan antijeni tanimayarak konak dokusuna
yonelebilir. RA’da bu doku sinoviyadir. Benzer teorilerde, biiyilkk oranda MHC
bagimsiz bir siirecle, “siiperantijenlere” kars1 bir otoimmiin yanitin ¢ok sayida T hiicre
klonunu aktiflestirdigi One siiriilmektedir. Bundan sorumlu olabilecegi diisiiniilen
antijenler arasinda, tip 1l kollajen, proteoglikan, 1s1 soku proteinleri, kikirdak proteini
gp39 ve immiinoglobiilinler sayilabilir (14, 15). RA’nin birgok hastalig1 igeren bir
hastalik olmasi da olasidir, giiniimiizde hala bazi1 yaygin goriilen klinik bulgularla
tanimlanmaktadir ve hastaligi baglatan veya siirdiiren tek etkili bir mekanizma
olmayabilir (1).

Glincel goriis, romatoid sinoviyumdaki enflamasyon ve doku yikiminin,
hiicreler arasindaki karmasik etkilesimler sonucu olusabilecegidir. Siire¢ antijen sunan
hiicre (ASH) ve CD4" T hiicre arasindaki bir etkilesimle baslamis olabilir. ASH, T hiicre
tizerindeki 6zgiil reseptorlere baglanan MHC sinf II molekiil-peptid antijen bilesimlerini
sunar. ASH’dan T hiicresine uygun bir “ikincil sinyal” veya ek uyarim verilmesi ile T
hiicre alt kiimelerinde klonal bir genisleme olur. T hiicreleri sinoviyal makrofajlari

uyararak IL-1 ve timor nekroz faktor alfa (TNF-o) gibi proinflamauvar sitokinleri



salgilamalarim1  saglarlar, (16) boylece ¢ok sayida iltihabi ve yikic1 yolak
aktiflenmektedir (1).

RA’daki eklem hasari, sinoviyumun i¢ tabakasmnin cogalmasi ile olusan
pannusun (kalinlasmis sinovyal doku) asir1 biiyliyerek komsu kikirdak ve kemige
yayilmasi ve hasara ugratmasi ile gelisir. Radyografik olarak eklem araliginda daralma
ve ekleme komsu kemikte erozyon seklinde izlenir. Fibroblast benzeri sinoviyositler ve
makrofajlar, pannusun temel hiicresel elemanlaridir. Sinoviyal yayilma sirasinda hiicre
dis1 matriks hasarindan bir¢ok enzim ailesi sorumludur, bunlar arasinda serin proteazlar
ve katepsinler sayilabilir. Biiylik kism1 i¢ tabakadaki sinoviyositlerde iiretilen matriks

metalloproteinazlar da doku hasarinda 6nemlidir (1).
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Sekil 2-1: Romatoid artrit’ten etkilenmemis ve romatoid artrit’ten etkilenmis eklem
goriintiisii (17)
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Sekil 2-2: RA etyopatogenezi (26)

2.3.1. Romatoid Artrit Patogenezinde B Hiicrelerinin Rolii ve Otoantikorlar

B hiicreleri immiin cevapta kritik 6neme sahip hiicrelerdir. Dogrudan antijen
sunumu yapabilmelerinin yani sira antijen sunan hiicrelerin fonksiyonlarinda da etkin
rol oynarlar. B lenfositleri, T hiicre etkinlesmesinde ve farklilasmasinda, folikiiler
dendritik hiicrelerinin farklilasmasinda diizenleyici bir gorev tstlenirler (6, 7).

RA’da, sinoviyumda germinal merkezi yapilar olduk¢a fazla olup, B
hiicrelerinden zengindirler. Bu hiicreler farkli ve kompleks antijenleri T hiicrelerine
sunabilirler. RA’da sinoviyumda CD4" T hiicre aktivasyonu, B hiicre folikiillerinin

varligina baglidir ve B hiicre tiikenmesi sonucunda T hiicrelerin makrofajlar1 uyararak



salgilanan IFN-y ve IL-1 sitokin yapimi da baskilanmis olur. B lenfositleri plazma
hiicrelerinin onciil hiicreleri olup antikor tiretiminden de sorumludurlar (6, 7).

RA hastalarinin % 80’in de B hiicreleri IgG i¢in spesifik olan otoantikorlar
iretir. Bu antikorlar RF olarak adlandirilirlar ve en yaygin izotip immiinglobiilin M
(IgM)’dir ancak immiinglobiilin A (IgA) ve immiinglobiilin G (IgG)’de mevcuttur.
RA’l1 hastalar siklikla tip II kollajen, 1s1 soku proteinleri, proteoglikanlar, kikirdak link
proteinleri ve agir zincir baglayici proteinler gibi anti-CCP proteinlere kars1 antikorlara
sahiptirler. RF ve anti-CCP bulgularinin artmasi eklem hasar1 igin belirleyici kabul
edilir (18). Bu otoantikorlar, kompleman sisteminin aktivasyonunun yani sira artan
enflamasyona katkida bulunan immiin kompleksleri olustururlar. RA uzun bir siire T
hiicresi kaynakli bir hastalik olarak kabul edilmistir, ancak B hiicreleri de RA
patogenezinde dnemli bir rol oynar (19).

RF ve anti-CCP’nin hastalik belirtileri ortaya ¢ikmadan once de serumda
saptanabilmeleri hastaligin olusum ve gelisiminde erken humoral immiinitenin roliinii
gostermektedir (20).

RA hastalarinda SLE hastalarinda goriilen otoantikor c¢esitliligine rastlamasak
dahi, 2010 yilinda yayinlanan yeni RA siniflandirma kriterlerinde de yer alan, 6zgtlligi
% 95’lere varan anti-CCP antikoru ile 6zgiilliigli anti-CCP kadar olmasa da hastalik
acisindan onemli bir otoantikor olan RF’nin varligi dikkat ¢ekicidir (21). RF’nin
gecmisi anti-CCP antikorundan daha eski olup , IgG’ye karst gelisen IgM veya IgA

seklinde antikorlardir, 6zgiilliigli daha azdir ve % 55-60’lar civarindadir.

2.4. Romatoid Artrit Klinik Bulgulari

RA’nin erken doneminde hastaliga 6zgiil ozellikler yoktur ve hastaligin
karakteristik Ozellikleri zaman igerisinde gelisir. RA tanisin1 kesin olarak koyduracak
tek bir tanisal test yoktur. Bunlarin yerine, hastaliginin tanisinin konulmasi genellikle
biraraya getirilen karakteristik semptom, bulgu, laboratuvar verileri ve radyolojik
bulgulara dayanmaktadir (1).

RA’nin klinik belirtileri olduk¢a degiskendir. Tipik olarak hastalik sinsice
baslar, semptomlarin haftalar ile aylar iginde yavasca ilerlemesi ile karakterizedir. Daha
az olarak akut baslangiglidir ve genellikle poliartikiilerdir (1).

Eklemleri ilgilendiren en &nemli semptom ve bulgular eklem agrisi, sabah

tutuklugu, eklem sisligi, eklem bolgesinde kizariklik, sicaklik artisi, Krepitasyon,



hareket kisitlanmasi1 ve deformitelerdir. RA, en c¢ok ekstremitelerin sinoviyal
eklemlerini tutar (9).

RA, esas olarak eklem tutulum bulgular ile ortaya ¢ikmasina karsin sistemik
enflamatuvar bir hastaliktir. Hastalarin ¢ogunda halsizlik, yorgunluk, diisiik derecede
ates ve depresyon gibi sistemik semptomlar bulunur. Bu semptomlar artrit gelismeden
haftalar, aylar dncesinden baslayabilir. Belirtiler hastaligin baslangicinda karakteristik
olarak dalgalanma gosterdigi i¢in dogru tam1 konulmasinin aylarca gecikmesi nadir

degildir (1).
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Sekil 2-3: Avrupa romatizma birligi tarafindan sunulan romatoid artrit gelisim asamalari
(28)

2.5. Romatoid Artrit Stimflandirma Kriterleri

RA ile ilgili yapilan g¢aligmalarda hastaligin eklem hasarinin radyografide
saptanmadan once bagladigini gostermistir. 1990’1 yillarda “erken artrit” tanimu,
2000’lerde “cok erken artrit veya sinovit” tanimi yapilmistir. Giiniimiizde, “erken
artritle” klinige bagvuran ve heniiz siniflandirmaya sokulmayan hastalardan hangilerine
RA tanisi konulacagi bilinmemektedir. Anti-CCP ve RF yiiksekligi, sigara kullanimi
gibi faktorler kismen fikir vermekle birlikte, RA’da amag; hastalarda ileriki yillarda
meydana gelecek eklem hasarin1 6nlemek ve bunlarin yol agacagi fonksiyonel-fiziksel

kisitlamalarin 6niine gegmek olmalidir. Bunun i¢in hastalarin tanisi en erken sekilde



konulup siiphede kanilan durumlarda dahi katt bir tedavi yontemi belirlenip
uygulanmalidir (22).

“Erken artrit” kavrami 1990’larda semptomlar1 12 ay veya 24 aydan daha az
stiredir mevcut hastalar i¢in kullanilmaktaydi. Giiniimiizde ise 12 haftadan daha az
stiredir sikayetleri mevcut hastalarda “cok erken sinovit” tanimlamasiyla farkli bir
noktaya gelinmistir (23). “Erken” veya “¢ok erken sinovit” kavrami giincel tedavi
yaklasimlarimizin temelini olusturmaktadir. “Tanimlanamayan artrit kavrami”, “erken
sinoviti” olan ancak enfeksiyon hastaliklar1 veya herhangi bir otoimmiin hastalik tani
kriterini karsilamayan hastalar i¢in kullanilmaktadir. 1987 yili ACR tami olgiitlerine
gore bu smifa giren hastalarin bir kismi belli bir siire sonra RA tani Olgiitlerini
karsiladigi zaman radyolojide saptanan eklem hasarlar1 ¢oktan baslamis ve tedavide
amagclanan hedefe ulasmamizda 6nemli bir engel teskil etmistir. 2010 yilinda yeni RA
Olgiitlerinin belirlenmesiyle birlikte 2010 ve 1987 tan1 olgiitleri baz alinarak geriye
doniik karsilagtirmali galismalar yapilmistir (21). Bu galismalarda, 1987 tani 6lgiitlerine
gore smiflandirilmamis veya “erken artrit” olarak tani almis hastalarin yaklasik tigte biri
2010 tam Olgiitleri baz alindiginda RA tanisi almistir. RA tanisi i¢in 2010 yilinda
yenilenen Amerika/Avrupa (ACR/EULAR) Romatizma Birligi’nin belirledigi o6lgiitler
kullanilmaktadir (24, 25).
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HEDEF POPULASYON
1. =1 asikar klinik sinovitli (sislik) eklem
2. Bagka bir hastaliklar (SLE, Gut, PsA) aciklanamayan sinovit
A-D kategorisi skorlanir
Kesin RA olarak sinflandirmak icin 6/10 skor gerekmektedir
< /10 skor olan olgular zaman icerisinde bu kriterlerle yeniden degerlendirilmelidir
Skor
A. EKLEM TUTULUMU*
1 biyidk eklem 0
2-10 biyiak eklem 1
1-3 kiigik eklem 2
b-10 kiigiik eklem 3
=10 eklem (en az bir tanesi kigik) 5
B. SEROLOJI**
RF veya CCP negatif 0
RF veya CCP disik titrede pozitif 2
RF veya CCP yiksek fitrede pozitif 3
C. AKUT FAZ REAKTANLARI***
CRP veya ESH normal 0
CRP veya ESH yiksek 1
D. SEMPTOM SURESI****
< & hafta 0
= 6 hafta 1 .

Sis veya hassas eklem (goriintiileme ile teyit edilmis olabilir DIF, 1. MKF, 1. MTF eklem hari¢ Biiyiik eklemler:
omuz, dirsek, kalca, diz, ayak bilegi Kiiglik eklemler: el bilegi, 1 interfalangeal, 1-5. MKF, 2-5. MTF

**] test sonucu gerekli Negatif: normalin iist sinir1 veya daha diisiik Diisiik pozitif: normalin {ist sinirindan < 3 kat
yiiksek Yiiksek pozitif: normalin iist sinirinda > 3 kat yiiksek ***1 test sonucu gerekli Normal ve anormal sonuglar
yerel saboratuar standartlarina gore degisir ****Hastanin bildirdigi siire dikkate alinmalidir

Tablo 2-1. 2010 ACR/EULAR RA simiflandirma kriterleri (27)

2.6. B Lenfositlerin Genel Ozellikleri ve Gelisimi

Kan hiicrelerinin % 5-15’ini olusturan B hiicreleri hiimoral immiin yanittan
sorumlu olup dalak, lenf bezleri, tonsiller ve mukoza ile iliskili periferik lenfoid
dokularda bulunurlar (29). Temel fonksiyonlar: antikor {iretimi ve salinimidir (30).

Dalak, lenf bezleri, tonsiller vb. gibi periferik lenfoid organlarda bulunan B
hiicrelerinin kendisine 6zgii yabanci bir antijen ile karsilagsmasi durumunda antikor
salinimi baglar, buna “antijen bagimli faz” denir ve hiimoral immiin yanitin ilk
basamagii olusturur. iki sekilde yabanci antijenleri elimine ederler; B hiicrelerinden
saliman antikorlar yiizeylerinde “polisakkarit” ve “lipid antijen” barmndiran hiicre dist

mikroorganizmalarin antijenlerine baglanarak ya da onlarin hiicre disina saldiklar
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toksin’lerine yonelik primer immiin yanit mekanizmasini baglatarak onlar1 yok ederler
(29, 31, 32).

B hiicreleri kemik iligindeki kok hiicrelerden koken alir, gelisimi ve
olgunlagsmasi da antijenden bagimsiz olarak primer lenfoid organlarda gerceklesir. T, B,
NK hiicrelerinin 6ncii hiicreleri olan lenfoid hiicreler de kemik iliginde gelisir. Kemik
iliginde Oncii bir B lenfoid hiicreden olgun bir B hiicresi olugsmas1 2-3 giin icerisinde
olmaktadir (31). Kemik iliginde olduk¢a karmasik bir olgunlasma siireci olan B
hiicrelerinin yiizeylerinde yer alacak antijene 0zgiil reseptdrler, bu reseptorii kodlayan
germline DNA segmentlerinin rastgele somatik rekombinasyonu (rearanjmani) ile ve
bunlara niikleik asit dizilerinin eklenmesiyle olusur. (30, 31). Karmasik bir olgunlagsma
siirecinden gecen B hiicreleri sirasiyla pro-B hiicre, pre-B hiicre, immature B hiicre,
matlir B hiicre olmak iizere isimlendirilirler ve hiicre yiizeyinde antijene 0zgi
reseptorleri eksprese ederler boylece hem fonksiyonel hem de fenotipik olgunlagma ve
santral tolerans kazanirlar (31). Bazen bu gelisim ve olgunlagma sirasinda yiizeylerinde
otoreaktif tastyan B hiicreleri saptanir ki bu hiicreler kemik iliginde 2 farkli tolerans
mekanizmas: tarafindan kontrol edilir. Ya “klonal delesyon” ile yok edilirler (negatif
seleksiyon: apoptozis) veya reseptor Ozgiilliiklerini degistirmeye zorlanirlar (reseptor
degistirme) (30, 33). Olgun, antijenle hi¢ karsilasmamis B hiicrelerinin yiizey antijen
reseptorleri, B hiicre reseptorleri (BHR), immunoglobulin M (IgM) ve immunoglobulin
D (IgD) molekiilleridir.

Bu yiizey antikorlarinin antijen spesifisitesi son derece genis olup “negatif
seleksiyon” hipotezine gére her sahis 107 ile 10! yapisal olarak farkli antijeni
tantyabilecek BHRlerine sahip 107 ile 10! B hiicre klonu barmdirmaktadir. B hiicre
klonlarmin kendisine 6zgii antijen ile karsilagmadan onceki fazin adina “‘antijenden
bagimsiz faz” denir. Kemik iliginde tiim olusum ve gelisim asamalarini tamamlayan
olgun, naif B hiicreler dalak, lenfoid dokular gibi periferik lenfoid dokulara gogerek
antijen ile karsilasmak i¢in beklemeye baslarlar. (30, 31, 32, 34).

B lenfositlerin regiilator B hiicresi (Breg) olarak adlandirilan ve immiin toleransi
uyarabildigi bilinen bir alt grubu da vardir. Bu hiicrelerin gérevleri otoimmiinite basta
olmak iizere, kanser ve enfeksiydz hastaliklarinda detayli olarak incelenmistir. Ilk kez
immiinregiilatdor B hiicrelerinin varligi ve akut deneysel otoimmiin ensefalomiyelitin
iyilesmesinde (EAE) rolleri oldugunu bildiren arastirmacilar Janeway ve ark.’lar

olmustur (35). Cesitli fare modellerinde Breg hiicrelerinin kolit, artrit ve EAE
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hastaliginda hastaligin siddetini azalttigi gosterilmistir (36, 37). Aktive olmus fare B
hiicrelerinin 6nemli miktarlarda IL-10 {retebildigi, cesitli enflamatuvar deneysel
modellerde in vivo olarak gosterilmistir. (39). Deneysel modellerde, B hiicrelerinin
toleransin baglatilmasi ve silrdiiriilmesi i¢in ¢ok Onemli oldugu goriilmiistiir. Bu
modellerde, Treg hiicrelerinin de Onemi vurgulanmis, ger¢ekte Breg ve Treg
hiicrelerinin toleransi uyarmak ve aracilik etmek i¢in IL-10 {iretme konusunda igbirligi
icinde olduklar1 da kanitlanmistir. Farelerde yapilan arastirmalar izleyen ¢alismalarda,
insan viicudunda da B hiicrelerinin lokal immiin yanit1 diizenleme ve siirdiirmede aktif
rol oynadiklart bunu da inhibitor gorevi iistlenen I1-10 iiretimiyle sagladiklar
belirlenmistir. Regiilatér fonksiyonlarini, dogrudan regiilator sitokinler olan I1L-10 ve
TGF-p iireterek ya da zararli immiin cevabi durdurmak igin patojenik T hiicreleri ile
etkileserek gergeklestirirler (125). B hiicreler, otoimmiin hastaliklarin gelisiminde
otoantikorlar {reterek edinilmis immiin cevap acisindan patojenik bir gorev
istlenebilirler (40). Breg hiicrelerin enflamasyonu baskilayici mekanizmalari
muhtemelen enflamasyon cevabinin tipine bagli olarak da degismektedir. RA’da baslica
T hiicre aracili edinsel immiin cevap mekanizmasi isledigi igin, Breg hiicreleri Th1/Th2

dengesini kontrol ederek enflamasyonu baskilar (41, 42, 125).
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Sekil 2-4: B hiicre olgunlasma asamalar (43)

2.7. T Lenfositler
Kemik iliginde bulunan hematopoietik kok hiicrelerden (HKH) koken alan T
lenfositler hiicresel immiin yanitta gorev alan hiicreler olup (44) olgunlasma ve gelisim

asamalarini timusta gergeklestirirler (45). T lenfositlerin yiizeyinde yer alan CD (CD
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cluster of differentiation, farklilasma kiimesi) dedigimiz ylizey reseptorleri ile
tanimlama yapabiliriz. T lenfositlerin farklilasmasinin  degisik asamalarinda
yiizeylerinde “CD4”, “CD8”, “CD25” ve “CD44” reseptorlerini saptayabiliriz.
Olgunlagsma asamalarini1 timusta geciren T hiicrelerinin ¢ogu erken T Oncii hiicreler
olarak adlandirtlirlar (46) Bu T oncii hiicreler “CD4 ve CDS8” yiizey reseptor
molekiiliine sahip degildirler (47). Timusta bulunan timik epitelyal hiicreler tarafindan
iiretilen sitokin ve ligandlar etkisiyle bazi gelisim asamalarindan gecen T Oncii hiicreler
(timositler), yiizeylerinde CD4 ve CDS yiizey molekiillerine sahip olarak aktiflesirler.
Stromal hiicrelerin MHC molekiili ile de etkilesime girerek, pozitif ve negatif
seleksiyona ugratildiktan sonra olgun T lenfositleri olarak dolasim ile periferal lenfoid

organlara gonderilirler (45, 48, 49, 50).

2.7.1. T Regiilator Hiicreler (Treg Hiicreler)

T regiilator hiicre (Treg)’ler CD4" T hiicrelerinin bir alt grubudur. Peptid-MHC
protein ile es zamanli uyaran varliginda uyarilan THR’leri aktif T hiicrelerinin
¢ogalmasini ve sitokin {liretimini baskilar (51). Timusta yer alan ve medullar ile kortikal
dentritik hiicrelerinin olusturdugu mikro ¢evre Treg hiicresi i¢in 6nemli rol
oynamaktadir. Treg, bagisiklik sistemini baskilayarak kendi kendine toleransin devam
etmesine yardimci olmaktadir (52). Treg’leri dogal (nTreg) ve indiiklenebilir Treg
(iTreg) olarak siniflandirabiliriz. Timustaki gelisimi sirasinda olgunlagip fonksiyon
nTreg’in yani sira iTreg periferde naif CD4" T hiicrelerin farklilagmasi sirasinda gelisip
fonksiyon kazanir (51).

Bu hiicreler birgok agidan klasik aff CD4" T hiicresine benzemektedir; ancak
onlari klasik T hiicrelerinden ayiran, yiizeylerinde bulunan transkripsiyon faktori
denilen Foxp3 ve CD25 yiizey reseptoriidiir (38). Treg’ler immiin baskilayici etkilerini
IL-10 ve TGF-B gibi baskilayict sitokinlerin salinimi, IL-2 lokal konsantrasyonunun
tilketimi, apoptozisin tetiklenmesi ve hiicre-hiicre temasinda yani kontak inhibisyonda
hiicre dongiisiiniin durdurulmasi ile gosterir (51).

Treg hiicresinin gelisimi diger aff T lenfositlerinin gelisiminden farklidir.
Gelisimleri ge¢ ve negatif seleksiyon olaylarindan etkilenmemektedir (53). Hassal
cisimcikleri spesifik mikro ¢evre olusturarak Treg hiicre gelisimine katki saglamaktadir.
Hassal cisimciklerinde bulunan bir grup 6zellesmis epitelyal hiicreler IL-7 benzeri

sitokin olan timik stromal lenfoprotein (TSLP) iireterek, medullar dendritik hiicrelerin
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fonksiyonlarmi diizenlemektedirler. TSLP ile uyarilan dendritik hiicrelerde yiiksek
miktarda, yardimec1 ligand olan CD80 ve CD86 yiizey molekiilii bulunmaktadir. Bu
hiicreler MHC’ye bagimli CD4*CD8 CD25 timositleri, Foxp3"CD4*CD25" Treg
hiicrelere  doniistirmektedirler. Bunlara ek olarak normal timusun bolamleri
incelendiginde Treg hiicre fenotipine sahip olan hiicrelerin TLSP igeren Hassal
cisimciklerine yakin oldugu bildirilmistir (54). Dolasimda yer alan CD4'T hiicrelerinin
% 5’ini olusturan Treg hiicrelerin periferdeki otoreaktif T hiicrelerini diizenleyerek,

otoimmiinite gelisiminde 6nemli rolii oldugu bilinmektedir (55).

Naturally-arising
Regulatory CD4* Treg cell

Foxp3- — 8 Foxp3- —————— 8  Foxp3-
\. i \_ \
- 2 AN

GITR -
CcD25 2
Tcell TGF-B7?
precursor Low-dose —
s AQg7? NKT
\ - - Tr1
% Wal 1 r— Thi
Teel I-10 TGF-p
CD4a46 ligatik
Conventional e Tha
Th3
TIMUS PERIFER .

Sekil 2-5: T regiilator hiicre gelisimi (56)

2.8. Dogal Oldiiriicii (Natural Killer, NK) ve Dogal Oldiiriicii T Hiicreleri

2.8.1. NK Hiicrelerinin Genel Ozellikleri

Dogal oldiirticii (natural killer, NK) hiicreler olarak tanimlanan NK hiicreleri
tim hiicreler gibi kemik iliginden kdken alip morfolojik olarak biiyiik graniillii bir
yapiya sahip olduklar1 i¢in ayn1 zamanda biiyiik graniillii lenfosit anlamina gelen LGL
hiicresi olarakta adlandirilirlar. Dogal immiin yanit hiicresi olan NK hiicreleri temel
olarak kan, dalak ve peritoniyal sivida bulunur (57). NK hiicreleri periferik kan
lenfositlerinin % 4-15’ini olustururlar. NK hiicreleri yiizeylerinde T (THR) ve B (Ig)
hiicre ylizey antijen reseptorii icermeyen sitotoksik T lenfositleri (STL) olarak

adlandirilirlar  (58). Bu hiicreler fenotip olarak yiizeylerinde CD3 CD16*CD56*
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barindiran litik aktivite gosteren, ylizeyinde Ig barindirmayan, yapisma ve fagositik
aktivite 0zelligi olmayan hiicrelerdir. Herhangibir uyarana ihtiya¢ olmaksizin hedef
hiicreleri dldiirebilirler. NK’ya 6zgili olmayan mitojenler ve IFN-y, IL-2, IL-12, IL-15,
IL-18 sitokinler ile aktive olan. ve dogal immiinite elemani olan NK hiicreleri lizis
mekanizmasin1 baglatarak virlisle enfekte hiicrelerin yok edilmesini saglarlar. Bu
hiicrelerin enfekte olan ve olmayan hiicreleri nasil tanidigi agiklanamamakla birlikte
yiizeylerinde bulunan reseptdrlerinin rol oynadig diisiiniilmektedir. Iki tip hiicre yiizey
reseptorii eksprese eden NK hiicrelerinde NKR-P1 lektin tip reseptor, hedef hiicre
yiizeyindeki karbonhidrat ligandlarmni tanir ve lizisi baglatir, Killer immiinoglobulin-
benzeri reseptorler (KIR) olarak adlandirilan ve lizisi baskilayan bu reseptorler ise,
hedef hiicre yiizeyindeki MHC sinif I molekiiliine baglanir. NK hiicreleri, yiizeylerinde
MHC yiizey ekspresyonu tasimayan ve MHC smif I molekiiliindeki degisikliklerden

dolayi olan virus ile enfekte hiicreleri kolayca tantyip 6ldiirebilirler (57).

CD36 yuksek CD16 dusuk NK hucreleri CD356 dustik CD16 yuksek NK hiicreleri
Sitokin Ureticileri Olduriciiler
IFN-y TNF  GM-CSF CD56 dusik

Q&) ‘ CD56 yilksek
R . y KIR

CD16

CCRS
CCR7
CXCR3 CD94/NKG2
CXCR4

CD94/NKG2
CD25

CX3CR1

cKIT  CDé2L

Sekil 2-6: NK hiicreleri (59)
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Hedef Hucre
Aktivasyon
MHCI Ligandi
inhibito
. c.).r . Aktivasyon
Reseptoru g
Reseptoru
NK Hiicre

Sekil 2-7: NK hiicre ve hedef hiicre etkilesimi (60)

2.8.1.1. NKT ve Degismez NK (iNKT) Hiicreleri

Hem NK hem de T hiicreleri ile ortak 6zellik tastyan off T hiicrelerinin bir alt
grubu olan dogal 6ldiiriicti T hiicreleri (dogal 6ldiirticii T hiicre -NKT) otoimmiinitenin
diizenlenmesinden sorumlu olup yiizeylerinde CD3'56" eksprese ederler ve
CD3"CD56" NKT olarak ifade edilirler. Bu hiicreler yiiksek miktardaki IFN-y, IL-4 ve
graniilosit-monosit koloni stimiile edici faktor (GM-CSF) sitokinlerini salgilamakla
birlikte ayrica, IL-2, I1L-13, IL-17, IL-21 ve TNF-y gibi diger sitokinleri de
tiretmektedirler.

NKT hiicreleri, ylizeylerinde eksprese ettikleri antijenlerine bagli olarak farkli
gruplara ayrilmakta ve farkli isimler almaktadir. Bunlardan ilki yiizeyinde eksprese
ettigi CDI1d molekiiliiyle mikrobiyal glikolipid yapilar1 tamiyan degismez dogal
oldiiriicii (iNKT) hiicreler olarak, digeri ise bu antijenleri eksprese etmeyen NKT-
benzeri hiicreler olarak isimlendirilir. NKT hiicrelerinin, NK hiicreleri gibi NKG2D,
NKG2A ve CD94 eksprese ettikleri de bilinmektedir (61).

INKT o6nemli bir immiin diizenleyici T hiicre alt kiimesidir. Farelerde, NKT
hiicrelerinin ¢ogu, siirlh bir dizi zincir ile birlestirilmis bir degismez Val4-Ja18 TCR'yi

eksprese eder (62). Buna gore, bu NKT hiicreleri degismez NKT hiicreleri olarak
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adlandirilmigtir (63, 64). Bu iNKT hiicreleri, glikosfingolipid antijeni olan alfa-
galaktosilseramidi (aGalCer) tanir (65). TCR ligasyonu yoluyla aktivasyon fizerine,
INKT hiicreleri interlokin IL-4, IL-10, IL-13 gibi Th2 sitokinlerinin yani sira IFN-y ve
TNF-o gibi bol miktarda T yardimci tip 1 (Thl) sitokin salgilar. Ayni hiicre tipi
tarafindan Thl ve Th2 sitokinlerinin hizli ve eszamanli salinimi, iNKT hiicrelerinin
ayirt edici Ozelligidir (66, 67). Aslinda, iNKT hiicreleri ¢ok ¢esitli immiin yanitlari
sekillendirir; doku yikimini, otoimmiiniteyi, antitimor tepkilerini, konak savunmasini,
alerjiyi ve iltihab1 kontrol ederler (68, 69). Boylesi farkli yanitlar, doku dagilimlarinin
yani sira fonksiyonel heterojenliklerine de baglanabilir (70, 71). Bununla birlikte, INKT
hiicre cevabinin tipini ve iNKT hiicrelerinin bagisiklik yanitlarina olan katkisin
belirleyen sitokin profilini belirleyen mekanizmalar hala mevcut degildir (72, 73).
Giiniimiizde, 6B11 monoklonal antikorunu veya anti-Valfa24 ve anti Vbetall
antikorlarinin bir kombinasyonunu kullanan iNKT hiicrelerinin tanimlanmasi i¢in
birka¢ akan hiicre Olger temelli yaklasim mevcuttur (61). Dolagimdaki iNKT
hiicrelerinin sayisindaki kusur; multipl skleroz, tip | diyabet, romatoid artrit,
enflamatuvar barsak hastaliklar1 ve bazi kanser tiirleri gibi immiin aracili hastaliklarda
goriiliir. Calismalarin ¢ogu, saglik ve hastaliktaki rollerini degerlendirmek ve iNKT
bazli tedavilerin etkinligini izlemek ic¢in dolasimdaki iNKT hiicrelerinin sayisini

degerlendirmektedir (82).

F
IL-4,-5 . N7
Lytic function
IFNy
production
|L-4 and lFNg
Antibody
praduction /
Proliferaton
Lytic function
Activation Cytokine
Maturation production

Sekil 2-8: INKT hiicrelerinin diger hiicre tipleriyle etkilesimleri (74)
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2.8.1.2. NK ve NK Alt Gruplarimin RA ile iliskisi

Kikirdak yikimi ve kemik erozyonlarina yol agan eklem ve ¢evre dokularin
iltihabi ile karakterize olan kronik bir otoimmiin hastalik olan RA hastalarinda etkilenen
eklemlerdeki yiiksek seviyelerde proinflamatuar sitokinler (6rnegin, TNF-a, IL-1, IL-6
ve IL-23) ve enflamatuvar hiicre infiltratlar1 (T hiicreleri, B hiicreleri ve makrofajlar
dahil) patogenez ile iliskilidir. Giiniimiiz ¢alismalart RA'nin patogenezinde NK
hiicrelerinin iligkisi olabilecegini gostermistir (75, 76). RA hastalarinin sinoviyal
stvilarinda bulunan lenfositlerin (% 8-25) 6nemli bir kismini1 olusturan NK hiicreleri
hastaligin erken déoneminde tespit edilebilir.

Yapilan son calismalarda otoimmiin hastaligi bulunan bireylerin periferik
kanlarindan alinan 6rneklerde NK hiicrelerinin sayisal degerlerindeki azalmaya paralel
olarak fonksiyonlarinda da azalma tespit edilmistir (61). RA hastalarinin sinovyal
stvilarindaki NK hiicreleri, CD56P¥"% (NK hiicrelerin ~% 60') ile CD94 / NKG2A
ekpresyonlar1 artarken KIR ve CDI6’larin ekpresyonlar1 azalir (77, 78). NK
hiicrelerinin CD56P¥" alt popiilasyonu RA hastalarinin periferik kaninda ¢ok diisiik
miktarlarda tespit edilmistir. Sinoviyal siv1 icerisindeki CD56P!8 NK hiicreleri yiiksek
miktarda CD69 ve NKp44 eksprese ederler ve ayni hastalarin periferik kanindaki
CD56P2"% NK hiicrelerinden IFN-y kadar daha fazla TNF-o iiretirler (79). Sinoviyum
icindeki CD56P"3 NK hiicre birikimine karsilik RA hastalarmin periferik kaninda NK

hiicrelerinin miktarinin ve sitotoksik 6zelliklerinin de azaldigi gosterilmistir (80, 81).

2.9. immiinolojik Tolerans ve Otoimmiinite

Saglikl1 bir immiin sistem yabanci antijenlere kars1 yanit olustururken, kendi 6z
antijenini tanir ve ona karsi bir immiin yanit olusturmaz, bireyin 6z antijenine karsi
yantsizlik durumuna “immiinolojik tolerans” denir. Oz antijenleri taniyabilen
lenfositler normal lenfosit gelisim siirecinde siirekli olusmaktadirlar bunun yaninda
immiin sistem bir¢cok 6z antijeni kolaylikla taniyabilmekte ve bu antijenlere yonelik
yanitsizlik hali antijenlerin lenfositlerden gizlenmesiyle saglanamaz. Bu durumda
bireyin kendinden olana kars1 bir yanitsizlik durumu gelistirmesi gerekmektedir. Bu da
ancak kendinden olan ve olmayan yabanci antijenler arasinda ayirim gozetebilen bir

yapinin varhi§ini gerektirir. Bu yapinin basarisizligi halinde immiin sistem bireyin kendi
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hiicre ve dokularina saldirabilir. Immiin sistemin kendi 6z antijenine yanit gelistirmesi
durumuna “otoimmiinite” ve olusturduklari hastaliklara da “otoimmiin hastahklar”

denilmektedir (83).

2.9.1. Immiinolojik Tolerans Mekanizmalari

Immiinolojik tolerans, konagmn kendi &6z antijenine karsi lenfositlerin
yanitsizlik durumu olarak agiklanabilir. Bir antijene 6zgiil reseptorii olan lenfosit, o
antijen ile karsilastiginda 3 olasiliktan herhangi biri gelisir: Lenfosit reseptor ile antijeni
tanir ve immiin yanit geligir; bu tiir yanita yol acan antijen “immiinojenik antijen”
olarak adlandirilir, lenfositler kendi 6z antijenini tanir ve o antijene tolerans gelisir; bu
tip yanita yol agan antijen” tolerojenik antijen” olarak tanimlanir veya. bazi durumlarda
antijene 0zgiil lenfositler yukaridaki iki durumu da gdstermez antijeni yok sayarlar,
antijen yokmus gibi davranirlar. Normal kosullarda mikroorganizmalar “immiinojenik”,
kendi antijenlerimiz ise “tolerojeniktir”, ya da yok sayilirlar (83).

Immiin tolerans farkli 6z antijenlerle organlarda daha lenfositler olusurken
saglanabilecegi gibi ki buna “santral tolerans”denir, olgun lenfositlerin periferik
organlarda 6z antijenlerle karsilagsmasinin sonucu da olusturulan toleransin adina da

“periferik tolerans” denir (83).

2.9.2.0toimmiinite: Prensipleri ve Patogenezi

Otoimmiinite, 6z (otolog) antijenlere yonelik immiin aktivasyon yaniti
gelistirmesi olarak tanimlanir ve 6nemli bir hastalik nedenidir. Toplumda otoimmiin
hastaliklara % 1-2 oraninda rastlandig1 tahmin edilmektedir ancak kontrolsliz immiin
yanitlarin gozlendigi hastaliklar da 6z antijenlere yonelik olduklar1 kanitlanmadiklari
halde otoimmiin hastaliklar olarak isimlendirilirler.

Otoimmiinitenin gelismesinde baglica faktorler; 6z toleransin gelismemesine
katkida bulunabilen yatkinlik genlerinin kalitimsal gecisi ve 6z antijenlere tepkili
lenfositleri aktive eden enfeksiyon gibi ¢evresel tetikleyicilerdir. Deneysel hayvan
modelleri, 6z toleransin nasil kayboldugu ve 6ze tepkili lenfositlerin nasil patojenik hale
geldigini anlamamiza yardime1 olmustur. Immiinolojik anormalliklerin nasil otoimmiin
hastaliklarla sonuglandigi konusunda giderek artan bilgilerin 1s1ginda, heniiz higbir
otoimmiin hastaligin nedenini agik bir sekilde ortaya koyulmus degildir. Bunun sebebi
de siklikla, insanlarda otoimmiin hastaliklarin ¢ok cesitli olmasi ve bir¢cok genetik ve

cevresel etmene bagli olarak gelisebilmesi, immiin yanit1 baslatan ve hedef olan 6z
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antijenlerin siklikla bilinmemesi, otoimmiin tepkilerin hastaligin ortaya ¢ikmasindan
cok Oncesinde baslamis olmast gibi nedenlerden kaynaklanmaktadir. Otoimmiinite, 6z
antijenlere kars1 antikor {retilmesi ya da 06z antijenlere tepkili T hiicrelerinin
aktivasyonu sonucu gelismektedir. Tolerans 6nce yardimci T hiicrelerinde (CD4Y)
tanimlanmistir (83).

Merkezi tolerans, olgunlagsmamis lenfositlerin iiretken lenfoid organlarda,
antijenlerle karsilasma durumunda oldiiriilmesiyle saglanmaktadir.

Periferik tolerans, olgun lenfositlerin periferik dokularda antijenle
karsilasiminda olusturulur.

T hiicre merkezi tolerans1 6z antijenlerin yaygin olarak dagilim gosterdikleri
timusta yiiksek afinite ile taninmalarina baglh olarak gelisir. Boylece merkezi tolerans,
yaygin olarak bulunan 6z antijenlerimize kars1 yiliksek afiniteli (egilimli) reseptdr olan

sakincali T hiicrelerinin elenmesini saglar (83).

2.10. Romatoid Artrit Tedavi Stratejileri

RA’da hastaligin erken teshis ve tedavisinin éneminin yani sira kullanilan ilag
tedavisi, fizik tedavi, is-ugrasi terapisi, ortopedik girisimler, egitim programlari,
psikolojik destek ve mesleki danismanlik gibi multidisipliner bir yaklasimda 6nem tasir.
Giiniimiizde RA tedavisinde izlenen stratejiler belirgin bir bigimde degismistir. RA’nin
¢ok erken doneminde, hastaligi modifiye edici ilaglar (DMARD) ile TNF-a
inhibitorlerinin birlikte kullanimi, hastalarin ¢ogunda sinovitin kontroliinii saglamay1 ve
hayat kalitesinde iyilesmeyi miimkiin kilmistir (84). RA’da hedef hastalik belirti ve
bulgulariin baskilarak, gergek remisyona ulasmak olmalidir. Bu saglanamiyorsa,
ulagilmas1 istenen hedef hastanin yasam kalitesini artirabilmek ic¢in hastaligin
bulgularin1 kontrol altinda tutmak, hastanin yasam aktiviteleri i¢in agriy1 azaltmak ve
eklem hasarmin yavaslatmak olmalidir (84). TNF-a antagonistlerine verilen yanit
yetersiz oldugu durumlarda anti-CD20 antikoru ile B hiicre tiikenmesi tedavisi, RA'l1
hastalarda biiyiik randomize ¢alismalarda etkinligi kanitlamigtir (85, 86).

B hiicresine yonelik tedaviler, otoimmiin hastaliklarda umut verici yeni
terapotik hedefler olarak ortaya cikmuistir (87). B hiicre tikkenmesi tedavisinin
uygulanmasi, RA patogenezini anlamamiza katkida bulunmustur. Otoantikor salgilayan
hiicrelerin Onciileri olmasinin yani sira, B hiicreleri, esas olarak proenflamatuvar

sitokinler iireterek, antijen sunan hiicreler olarak hareket ederek ve B diizenleyici T
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hiicresi aktivasyonu ve farklilagsmasiyla, RA'nin immiinopatogenezinde 6nemli rollere

sahip olabilir (88, 89).

Agn kesiciler: [NSAID & parasetamol)
Gecici etki, hastalik gidisine etkisiz
Kortjzon: Tedavibasinda & tedavi degisikliginde veya atakta
Kisa sireli - disik dozda
Hastalik seyrini degistiren ilaclar [DMARD’lar)
¥" Klasik DMARD' lar
Metotreksat
Leflunomid
Sulfasalazin
Hidroksiklorokin

SRV

Yeni (hedefe ybnelik) DMARD' lar
¥ Biyolojik ilaglar
anti TNF
antiIL-6
anti-CD20 (Rituksimab)
T hilcre sinyal blokeri
Kiciak molekiller
JAK inhibitarleri

<%

Tablo 2-2: Romatoid artrit tedavisinde kullanilan ilaglar (90)

2.10.1. Romatoid Artrit Tedavisinde Rituksimab (anti -CD20moAb tedavisi)

Rituksimab, otoimmiin hastaliklar i¢in 6nemli bir biyolojik tedavi segenegi
olan CD20'ye karst kimerik bir monoklonal antikor olup; hiicrede apoptozun
baglatilmasini tetiklemesinin yani sira CD20’y1 hiicre ylizeyine baglayarak hiicre aracili
sitotoksisiteyi baslatip B lenfositlerinin tiikenmesini saglar. Ik olarak 1997 yilinda
ABD Guida ve Ilag idaresi tarafindan Hodgkin dis1 lenfomalarin tedavisi i¢in onaylanmus
olup, metotreksat (MTX) ile kombinasyon halinde rituximab, bir veya daha fazla TNF-a
inhibitoriine yanitsizlik durumunda RA hastalarinin kullanimi i¢in de onaylanmistir
(120, 121). RA’da kullanimindaki imit verici sonuglarla birlikte SLE gibi diger
otoimmiin hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir (91).

Rituksimab B hiicrelerini hedefleyen ilk kimerik insan-fare antikorudur.
Rituksimab ile hedeflenen kan, beyin omurilik sivis1 (BOS) ve beyin dokusundaki B
lenfositlerinin 6nemli bir kisminin yiizeyinde bulunan CD20 antijenine baglanarak

belirgin bir B hiicre tiikenmesini gerceklestirmektir. CD20 reseptorii B hiicre
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gelisiminin ilk (pro B hiicreleri) ve son (plazmablast, plazma hiicresi) asamalarindaki
hiicrelerin yiizeylerinde bulunmaz (92). Rituksimab Fab kismiyla CD20 antijenine
baglanirken Fc kismiyla da kompleman aktivasyonu, ADCC ve apoptoz gibi c¢esitli
immiinolojik mekanizmalar1 baslatarak B hiicre tiikenmesine sebep olur (93). FDA
tarafindan 2006 yilinda diger anti-TNF tedavilere direngli olgularda Rituksimab’in

kullanilabilecegine onay verilmistir. Ulkemizde de bu konuda onay alinmistir. (94).

Rituximab: Mechanism of Action

Antibody-Dependent Cell-Mediated Cytotoxicity (ADCC)
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Sekil 2-9: Rituksimab (anti-CD20) mekanizmasi (95)
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Rituximab

Antigen presentation
T cell activation
Autoantibody activation
Pro-inflammatory cytokine secretion

CD40

CD40L

TCR

MHC Il

(Auto?) antigen
CD20

M

Sekil 2-10: B hiicrelerini segici olarak tiiketen Rituksimab’in etki mekanizmasi (17, 96)
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Arac ve Gerecler

o Anti-CD3-FITC/16%56" PE Monoklonal antikoru (BD Bioscience Inc., San
Diego,USA)

o Anti-CD3-PerCp Monoklonal antikoru (BD Bioscience Inc., San Diego, USA)
o Anti-CD4-FITC Monoklonal antikoru (BD Pharmingen Inc., San Diego, USA)
o Anti-CD19-PerCp Monoklonal antikoru (BD Bioscience Inc., San Diego, USA)
o Anti-CD25 APC Monoklonal antikoru (BD Bioscience Inc., San Diego, USA)
o Anti-CD27 FITC Monoklonal antikoru (BD Bioscience Inc., San Diego, USA)
o Anti-CD38-PE Monoklonal antikoru (BD Bioscience Inc., San Diego, USA)

o Anti-Human Invariant NK T Cell-FITC Monoklonal antikoru (BD Pharmingen
Inc., San Diego, USA)

o Anti-CD210w(IL-10)-FITC Monoklonal antikoru (BD Pharmingen Inc.,
SanDiego,Pharmingen,USA)

o Anti-CD45-PerCP Monoklonal antikoru” (“BD Bioscience Inc., San Diego,
USA)

o Anti-CD45-APC Monoklonal antikoru” (“BD Bioscience Inc., San Diego,
USA)

o Human Foxp3 Buffer Set (BD Bioscience Inc., San Diego, USA)
o Anti-Human Foxp3-PE (BD Pharmingen Inc., San Diego, USA)
o BD FacsLyse (BD Bioscience Inc., San Diego, USA)

o BD Facs Flow (BD Bioscience Inc., San Diego, USA)

o BD Cellwash (BD Bioscience Inc., San Diego, USA)

o FBS Boyama Tampon Soliisyonu (BD Pharmingen Inc., San Diego, USA)



25

3.1.1. Cihazlar
o Akan hiicre olger (BD FacsCalibur, BD FacsCantoll)

. Santrifiij

o +4°C buzdolab1

o Mikropipetler

o Steril pipet uglar1

. 12x75’1ik Flow tiipleri

° 2 ml’lik EDTA tam kan

3.2. Calisma Grubu

2011-2013 tarihleri arasinda Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, I¢
Hastaliklart A.D. Romatoloji Bilim Dal’nin sagladigi goniillii hasta ve saglikli
bireylerden 2’ser ml EDTA periferik kan 6rnegi alinmis hiicre yiizey ve hiicre i¢i molekiil

ekspresyonu akan hiicre dlger ile tayin edilmistir.

3.2.1. Aktif Romatoid Artritli Olgular
Calismaya katilmay1 kabul ettigine dair yazili onay1 bulunan aktif romatoid artrit
tanis1 konmus Vve rituksimab tedavisine baglanmis, herhangi bir malign hastaligi olmayan

hastalar ¢alismaya dahil edilmistir (n: 7 kadn).

Kontrol grubu olarak benzer yas araligina sahip, herhangi bir malign hastaligi
ve/veya kronik rahatsizligi olmayan bireyler ¢alismaya dahil edilmis ve goniilliilerden

calismaya katilmay1 kabul ettiklerine dair yazili onay alinmistir (n: 2 erkek - 5 kadn).

Aktif Romatoid Artritli

Hastalar
Birey Sayisi (n) 7
Yas Ortalamasi 51
Hastalik Siireci (ay) 25
Sis Eklem Sayisi 2
RTX Oncesi Agrili Eklem Sayisi 8
Viziiel Analog Skala (VAS) 62.5

DAS28 5.285
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ESH (mm/saat) 32
RF+anti-CCP 86
Es Zamanli ilag Metotreksat c
(n)

Es Zamanli ilag Leflunomid (n) 2

Tablo 3-1: Calisma grubu

3.3. Metod

3.3.1. Periferik Kan Hiicre Yiizey Boyamasi

a) Calismaya katilan bireylerden alinan 2 ml EDTA periferik venéz kan 6rneklerinin
kan sayimi yapilarak elde edilen 16kosit degerleri dikkate alinmistir. Eger 16kosit
degerleri mikrolitrede 10,000’in iizerindeyse gerekli diliisyon BD Facsflow
kullanilarak yapilmistir.

Herbir hasta i¢in;

b) Herbir hastanin hiicre yiizey boyamasi igin;

- Kontrol IgG-FITC/IgG1-PE

- CD3'FITC/CD16'56" PE

- CD27 FITC/CD19 PerCp

- CD38 FITC/CD19 PerCp

- INKT FITC/CD3 PerCp

- CDw210 (IL-10)/CD19 PerCp olmak iizere 6 tiip hazirlanmustir.

€) Hazirlanan bu tiiplere uygun miktarda (10 pl) monoklonal antikorlar koyularak
tizerlerine 50’ser ul EDTA tam kan koyularak oda 1sisinda karanlikta 20 dakika
inkiibe edilmistir.

d) Inkiibasyon sonrasinda tiiplere 2’ser ml BD FacsLyse soliisyonundan koyularak
oda 1s1sinda 10 dakika inkiibe edilmistir.

e) Inkiibasyon isleminden sonra tiipler 500 g’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

f) Siipernatant kismi1 pastor pipetiyle uzaklastirilir altta kalan pellet iizerine 2’ser ml
BD Cell wash koyularak 500 g’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

g) Bu islem 2 kez tekrar edilmistir.

h) Yikama isleminden sonra siipernatant uzaklastirilir ve altta kalan pellet {izerine

yaklagik 500 pl BD Facsflow koyularak akan hiicre dlcer cihazinda okutulmustur.
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3.3.2. Periferik Kan Hiicre Yiizey i¢i Boyamasi

Herbir hastanin hiicre i¢i boyamasi igin ;

- Kontrol

- CD4 FITC/CD25 APC

- CD4 FITC/Foxp3 PE/CD25 APC olmak tizere 3 tiip hazirlanmustir.

a) FBS Boyama Tampon Soliisyonu kullanilmadan 6nce oda 1sisina getirilmistir.

b) Herbir ¢alismadan 6nce kullanilacak ¢alisma soliisyonu taze olarak hazirlanmistir.

¢) Ornek 1x107 hiicre/ml’de olacak sekilde FBS Boyama Tampon Soliisyonu ile
diliie edilmistir.

d) 12x75’1ik temiz BDFacs tiiplerine dnce yiizey antikorlar1 olan CD4 FITC (20 ul)
ve CD25 APC (5ul) pipetlenir, iizerine 100 ul EDTA tam kan koyularak 20
dakika karanlikta oda 1sisinda inkiibe edilmistir.

e) 20 dakika sonra tiiplerin tizerlerine 2 ml FBS Soliisyonu koyularak 10 dakika 250
g’de santrifiij edilmistir.

f) Santrifiij sonrasinda yikama soliisyonu aspire edilirek uzaklastirildiktan sonar
altta kalan pellet nazikce karistirilip iizerine 2 ml Foxp3 tampon soliisyon A’dan
eklenip vortekslenerek. 10 dakika karanlikta oda 1sisinda inkiibe edilmistir.

g) 10 dakika sonra 500 g’de 5 dakika santrifiij edilerek fiksatif ortamdan
uzaklastirilmistir.

h) Hiicreleri yikamak i¢in resiispende edilen pellet {izerine 2 ml FBS soliisyonundan
koyulur ve 500 g’de 5 dakika santrifiijii takiben yikama soliisyonu ortamdan
uzaklastirilmistir.

i) Hiicreleri permeabilize emek i¢in nazikce dipte kalan pellet resiispende edilerek
tizerine 500 pl 1x’lik Human Foxp3 tampon soliisyonu C eklenir, vortekslenir ve
30 dakika oda 1s1sinda karanlikta inkiibe edilmistir.

J) 30 dakika. sonra yikamak i¢in 2 ml FBS soliisyonundan eklenerek 500 g’de 5 dak.
santrifiij edilerek, tampon soliisyonu ortamdan uzaklastirilmis ve bu islem 2 kez
tekrar edilmistir.

k) Pellet resiispende edilip tizerine 20 pl konjuge Foxp3 antikoru eklenerek 30

dakika oda 1s1sinda karanlikta inkiibe edilmistir.
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I) Tiipiin tizerine 2 ml FBS soliisyonu koyularak 500 g’de 5 dakika santrifiij edilir,
stipernatant uzaklastirilarak tizerine 300 pul BD Facsflow koyularak akan hiicre
Olcer de okutulmustur.

m) En az 15,000 CD4" T lenfosit sayilarak analiz yapilmstir.

3.3.3. Hiicre Yiizey ve Hiicre i¢ci Molekiil Ekspresyonu

Side Scatter S5C-H

CD19 PerCP FL3-H
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Sekil 3-1: Hiicre Yiizey Ekspresyonu Kapilama Stratejisi
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Sekil 3-2: Hiicre I¢ci Molekiil Ekspresyonu Kapilama Stratejisi

3.4. Istatistiksel Analiz
Calismamizin  “Akan Hiicre Olger” analizleri “FACSDiva” yazilimyla,
istatistiksel analizi SPSS 18 programu ile yapilmistir.

Bagimli gruplar arasi farklarin degerlendirilmesinde; normal dagilim gosteren
gruplarda eslesmis “T-testi”, anormal dagilim gosteren gruplarin degerlendirilmesinde

“Wilcoxon testi” kullanilmustir.

Bagimsiz gruplar arasi farklarin degerlendirilmesinde; normal dagilim gdsteren
gruplarda  eslesmemis  “T-testi”, anormal dagilim  gdsteren  gruplarin
degerlendirilmesinde “Mann Whitney-U testi” kullanilmis ve “p<0,05” olan degerler

anlaml olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Ritixumab Tedavisi Almadan (0. Ay) ve Tedavi Aldiktan (3. Ay) Sonra
Hastalarin immiin Hiicre Diizeyleri

4.1.1.Total T Lenfosit (CD3") Diizeyleri

Tedavi oncesi (0. ay) ve tedavi sonrasinda (3. ay) hastalarda grup ig¢i istatistiksel
degerlendirme yapildiginda total T lenfosit diizeyleri agisindan anlamli bir fark
saptanmamustir (p=0,119). Hastalar ile saglikli kontroller karsilastirildiklarinda da total
T lenfosit diizeylerinde anlamli bir fark gozlemlenmemistir (p=0,446) (Sekil:4-1).

90
A Y
A A Yiv
< 80+ .
= ®o0e
ks
[T y_zx
5 70
=
= oo
Q
60+ A
< L
50 I 1 1 1 I I
Saglikli Kontrol Tedavi Oncesi RA y Tedaviden 3 Ay Sonra RA
n=7 n=7 n=7

Sekil 4-1: Tedavi 6ncesi, tedavi sonrasi 3.ay ve saghkh bireylerin total T lenfosit diizeyleri

4.1.2.CD3'CD16"56" NK Hiicre Diizeyleri

Tedavi oncesi (0. ay) ve tedavi sonras1 (3. ay) hastalarda grup ici istatistiksel
degerlendirme yapildiginda CD3"CD16"56" NK hiicre diizeyleri agisindan anlamli bir
fark saptanmamistir (p=0,399). Hastalar ile saglikli kontroller karsilastirildiklarinda da
CD3CD16'56" NK hiicre diizeylerinde artis ya da azalis yoniinde bir fark
gozlemlenmemistir (p=0,315) (Sekil:4-2).
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Sekil 4-2: Tedavi 6ncesi, tedavi sonrasi 3.ay ve saghikl bireylerin NK lenfosit diizeyleri

4.1.3.CD3"CD16*56" NKT Hiicre Diizeyleri

Tedavi Oncesi (0. ay) ve tedavi sonras1 (3. ay) hastalarda grup ici degerlendirme
yapildiginda CD3*CD16"56" NKT hiicre diizeyleri agisindan artis ya da azalis yoniinde
bir fark gérmemekle birlikte (p=0,831) saglikli kontroller ile hastalar arasinda yapilan
degerlendirmede tedavi dncesi hastalarin NKT diizeylerinin saglikli kontrol degerlerine

gore anlamli derecede yiiksek oldugunu gormekteyiz (p=0,009). Gruplar arasi non-

parametrik  degerlendirme yapildiginda ise istatistiksel agidan bir anlamlilik
saptanmadigini da belirtmemiz gerekir (p=0,072) (Sekil:4-3).
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Sekil 4-3: Tedavi 6ncesi, tedavi sonrasi 3.ay ve saghkh bireylerin NKT lenfosit diizeyleri
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(* p=0,05)

4.1.4.Total B Lenfosit(CD19*) Hiicre Diizeyleri

Tedavi oncesi (0. ay) ve tedavi sonrasi (3. ay) hastalar arasinda istatistiksel
degerlendirme yapildiginda total B lenfosit (CD19%) hiicre diizeyleri agisindan yiiksek
derecede anlamlilik saptanmistir (p=0,018). Bu, tedavi alan hastalarin (3. ay) total B
lenfositlerinin tedavi almayan hastalara kiyasla azalist yoniinde bir anlamliliktir
(p=0,018). Hastalar ile saglikl1 kontroller arasinda yapilan degerlendirmede ise total B
lenfosit diizeylerinde artis ya da azalis yoniinde bir fark g6zlemlenmedigini

gormekteyiz (p=0,461) (Sekil:4-4).
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Sekil 4-4: Tedavi 6ncesi, tedavi sonrasi 3.ay ve saghkh bireylerin total B lenfosit diizeyleri

(* p=0,05)

4.1.5.CD19*CD27* Hiicre Diizeyleri

CD19'CD27" hafiza B hiicre diizeylerinin, yapilan grup i¢i degerlendirmede
istatistiksel acidan anlamlilik simirina yakin derecede yiiksek saptanmistir (p=0,054).
Bunun tedavi alan hastalarda (3. ay) tedavi almayan hastalara gore hafiza B hiicre
diizeylerinin azalis1 yoniinde bir fark gosterdigini belirtebiliriz (p=0,054). Saglikli
kontroller ile hastalar arasinda yapilan degerlendirmede de hafiza B hiicre diizeylerinin
istatistiksel agidan anlamlilik sinirina yakin derecede yiiksek saptanmistir (p=0,058). Bu
anlamlilik saglikli kontrollere gore hastalarin hafiza B hiicre diizeyinin daha diisiik

oldugu yoniinde bir anlamliliktir (p=0,058) (Sekil:4-5).
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Sekil 4-5: Tedavi oncesi, tedavi sonrasi 3.ay ve saghkh bireylerin hafiza B lenfosit
diizeyleri (* p<0,05)

4.1.6.CD19"CD38" Hiicre Diizeyleri

Tedavi oncesi (0. ay) ve tedavi sonrasi (3. ay) hastalar karsilastirildiklarinda
CD19*CD38" plazma hiicre diizeylerinde istatistiksel agidan yiiksek derecede anlamlilik
saptanmistir (p=0,028). Bu anlamliligin tedavi alan hastalarin (3. ay) plazma hiicre
diizeylerinin tedavi almayan hastalara gore azalis1 yoniinde bir fark olarak saptandigini
belirtebiliriz (p=0,028). Saglikli kontroller ile hastalar arasinda yapilan istatistiksel
degerlendirmede ise plazma B hiicre diizeylerinde bir anlamlilik saptanmadigini

gormekteyiz (p=0,449) (Sekil:4-6).
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Sekil 4-6: Tedavi 6ncesi, tedavi sonrasi 3.ay ve saghkh bireylerin aktif B lenfosit diizeyleri

(* p=0,05)

4.1.7.CD19"CDw210* Hiicre Diizeyleri

Tedavi oncesi (0. ay) ve tedavi sonrasi (3. ay) hastalar istatistiksel olarak
karsilagtirildiklarinda CD19*CDw210" Breg hiicre diizeylerinde artis ya da azalis
yoniinde bir fark bulunmamistir (p=0,178). Saglikli kontroller ile hastalar
karsilagtirildiginda CD19"CDw210" Breg hiicre diizeylerinde bir anlamlilik saptandigini
gormekteyiz (p=0,007). Bununla birlikte hastalar ve saglikli kontroller arasinda non-
parametrik degerlendirme yapildiginda ise istatistiksel agidan bir anlamlilik

saptanmadigini da belirtmemiz gerekir (p=0,217) (Sekil:4-7).
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Sekil 4-7: Tedavi oncesi, tedavi sonrasi 3.ay ve saghkl bireylerin CD19*CDw210* lenfosit
diizeyleri (* p<0,05)

4.1.8.CD3*INKT" Hiicre Diizeyleri

Tedavi oncesi (0. ay) ve tedavi sonrast (3. ay) hastalarda invariyant NKT hiicre
diizeylerinde istatistiksel acidan artis ya da azalis yoniinde bir fark gézlemlenmemistir
(p=0,940). Saglikl1 kontroller ile hastalar arasinda istatistiksel degerlendirme
yapildiginda ise degismez NKT hiicre diizeylerinde azalis yoniinde bir fark saptandigini
gormekteyiz (p=0,001). Ancak hasta ve saglikli kontrol olan gruplar arasinda non-
parametrik  degerlendirme yapildiginda ise istatistik ag¢idan bir anlamlilik

saptanmadigini da belirtmemiz gerekir (p=0,511) (Sekil:4-8).
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Sekil 4-8: Tedavi oncesi, tedavi sonras1 3.ay ve saghkh bireylerin CD3*iINKT" lenfosit
diizeyleri (* p<0,05)

4.1.9. CD4*CD25" Hiicre Diizeyleri

Tedavi oncesi (0. ay) ve tedavi sonrasi (3. ay) hastalar karsilastirildiklarinda
CD4*CD25" hiicre diizeyleri istatistiksel agidan yiiksek derecede anlamlilik saptanmustir
(p=0,000). Grup i¢i non-parametrik degerlendirme yapildiginda CD4"CD25" hiicre
diizeylerinde bir anlamlilik saptanmamistir (p=0,271). Saglikli kontroller hastalar ile
karsilastirildiklarinda istatistiksel olarak anlamlilik saptanmistir (p=0,006). Ancak
hastalar ve saglikli kontroller non-parametrik olarak degerlendirildiklerin de ise
istatistik agidan bir anlamlilik saptanmadigimi da belirtmemiz gerekir (p=0,155)

(Sekil:4-9).
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Sekil 4-9: Tedavi oncesi, tedavi sonrasi1 3.ay ve saglikh bireylerin CD4*CD25" T lenfosit
diizeyleri (*p=0,006, **p=0,000)

4.1.10.CD4*CD25*Foxp3* (Treg) Hiicre Diizeyleri

Tedavi oncesi (0. ay) ve tedavi sonrasi (3. ay) hastalar saglikli kontroller ile
karsilastirildiginda  Treg hiicre diizeylerinde istatistiksel acidan anlamlilik
saptanmamugstir (p=0,722) (Sekil:4-10).

2.0
=
5
E 1.5+ [ ]
Q
:-E
A4
é e A
g 1 0-
I:_- ®
B v
Sos4 e
+
a v
o
A
0.0 | ] ] ] ] 1
Saglkh Kontrol Tedavi Oncesi RA Tedaviden 3 ay Sonra RA
® n=T A n=7 v n=7

Sekil 4-10: Tedavi 6ncesi, tedavi sonrasi 3.ay ve saghkh bireylerin Treg lenfosit diizeyleri.
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TARTISMA

Otoimmiin hastaliklarin basinda gelen RA siklikla alevlenmeler, poliartikiiler
tutulumla karakterize olan, yaygin, daha az gergek remisyonlarin izlendigi iltihabi bir
hastaliktir. RA’da hastaligin olusum ve gelisim nedenleri hala tam olarak
aciklanamamakla birlikte giiniimiizde tedavide ©nemli ilerlemeler kaydedilmistir.
Tedavi edilemeyen hastalarin ¢ogunda eklem hasarinin ilerlemesi ile yillar igerisinde
onemli bir bedensel engellige yol agabilecegi bildirilmistir (1). DMARD ve TNF-a
inhibitorlerinin kullanilmasiyla baslayan ve bu ilaglara yanitsizlik durumunda B
hiicrelerini hedefleyen biyolojik ajanlarin kullanilmasiyla yakin ge¢miste B hiicre
hedefleyen biyolojik ajanlarin kullanimi RA tedavisine yeni bir boyut kazandirmistir.
(97). Baslangigta RA etyopatogenezi ve tedavi calismalarinda T lenfositlerini
hedefleyen tedaviler uygulanmistir, Hodgkin dis1 lenfoma ve RA hastalig1 olan iki
kisiye es zamanli olarak Rituksimab adli ilag uygulanarak B hiicrelerinde ve eklem
bulgularinda ilag dncesine gore anlaml diizelmeler goriildiikten sonra B lenfositlerini
hedefleyen tedaviler hiz kazanmistir (98, 99).

Calismamizda; uzun yillar boyunca c¢esitli tedaviler uygulanmis ancak bu
tedavilere cevap alinamamis aktif RA hastalarina uygulanan Rituksimab adli ilacin
hastalarin periferik kan 6rneklerindeki temel immiin sistem hiicreleri tizerindeki etkileri
incelendi. Aktif RA hastalarinin ilag verilmeden ve verildikten sonra 3. ayda alinan kan
orneklerinde; CD19* (B hiicre), CD19*CD27* (hafiza B hiicre), CD19*CD38" (B hiicre-
plazma hiicre), CD3" (T hiicre), CD4"CD25" ve CD4"CD25"Foxp3* (Treg), CD3"
CD16'56" (NK hiicre), CD19"CDw210" (Breg hiicresi) ve degismez NKT (iNKT)
hiicre diizeylerindeki degisiklikler, hasta ve saglikli bireyler arasinda gosterildi.

Otoimmiin hastaliklarda homeostaz degisimi sonucunda immiin sistem kendi
toleransin1 kaybederek kendinden olan antijene karsi yanit gelistirebilir. Otoimmiin bir
hastalik olan RA’da Rituksimab tedavisi ile B hiicresi tiikenmesinin, hastalara 6nemli
yarar sagladiginin gosterilmesi, otoimmiin hastaliklarin tedavisinde B hiicrelerinin
hedeflenmesi i¢in orijinal bir kanit saglamistir. Hastaliga ve B hiicresi tolerans kaybina
yol agabilecek mekanizmalarda B hiicresi etkisinin tiim yonleri heniiz tam olarak
anlasilmamasina ragmen, Rituksimab ile yapilan Oncii ¢alismalar B hiicrelerinin farkli
etkilerini ortaya cikarmistir. Oncelikle B hiicresinin farkhilasmasi, aktivasyonu,

regililasyonu ve fonksiyonunun yani sira, B hiicre alt popiilasyonlarinin anlasilmasinin
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farkli otoimmiin hastaliklarda klinik ¢alismalardan elde edilen verilerin dogru
yorumlanmasi i¢in 6zellikle gereklidir (100).

Calismamizda Rituksimab tedavi 6ncesi ve tedavi baglandiktan sonraki 3. ayda
almman periferik kan orneklerindeki temel immiin sistem hiicreleri akan hiicre dlger
cihazinda degerlendirildiginde; periferik kanlarinda yiiksek olan CD19" B hiicre
diizeylerinde (p<0,018) ila¢ dncesine gore anlamli derecede azalma oldugu gosterildi.
Bulgularimiz Rituksimab (anti-CD20) tedavisi verilen aktif RA hastalarinin tedavi
oncesinde saptanan yiiksek CD19 diizeylerinin, 3 ay sonunda distiigiinii, bu klinik
etkinligin B hiicrelerindeki baskilanma ile korelasyon gosterdigini destekleyen,
beklenen bir bulgudur. Bulgularimiz literatiir sonuglari ile uyumludur (101).

Parietti ve ark.’lar1 yaptiklari. ¢alismalarinda Rituksimab tedavisi goren aktif
RA hastalarinin 45. giin ve 120. giinde alinan periferik kanlarindaki B hiicresi sayisal
degisikliklerini akan hiicre Olger cihazi ile Olgtiiklerinde; baslangic degerine gore
anlaml bir diisiis saptamislar (p<0,05) ve bu ¢alismalariyla Rituksimab tedavisi ile B
hiicrelerinin titkenmesinin RA’l1 hastalarda etkili oldugunu gostermislerdir (101).

Edwards JC ve ark.’lar1 ile Breedveld F. ve ark’lar1 ¢alismalarinda periferik
kan B hiicre incelemeleri, genel olarak metotreksat ile birlikte Rituksimab uygulamanin,
dolagimdaki CD19" B hiicrelerinde > % 95 oraninda hizli bir diisiise yol agtigini ortaya
koymuslardir. Hastalarin ¢cogunda dolasimdaki B hiicre seviyelerinin tedaviden 48 hafta
sonra yeniden ortaya ¢ikan hiicrelerle 4-6 ay boyunca diisiik seviyelerde kaldigi
gosterilmistir (102, 103).

Leandro ve ark.’larmin 3 aydan uzun bir siire Rituksimab ilacini kullanan 25
aktif RA hastasmin periferik kanindaki B hiicre (CD19%) ve B hiicre alt gruplarindaKIi
(CD19*CD20°CD38***/IgD" ve CD27***-hafiza B hiicresi veya plazma oncii hiicresi)
degisiklikleri akan hiicre dlger cihazi kullanarak inceledikleri ¢alismalarinda; bir hasta
harig¢ diger tiim hastalarda 6nemli 6l¢iide B hiicre azalmasiin 3 aydan uzun siire devam
ettigini bildirmislerdir. Ayrica B-hiicresi repopiilasyonu sirasinda hastalik niiksi
yasayan RA hastalarinin, kanlarinda hasta olmayanlara kiyasla daha yiiksek hafiza B
hiicreleri (CD197CD27") sikligina sahip olduklarini saptamislardir (104).

Calismamizda hastalarin ilag tedavisinden sonraki 3. ayda alinan periferik
kanlarinda CD19*CD38" plazma hiicrelerinde baslangi¢ diizeyine gore anlamli derecede
azalma (p<0,028), CD19'CD27" hafiza B hiicrelerinde ise anlamlilik smirina yakin

derecede azalis gozlenmistir (p<0,058). Bulgularimiz, Rituksimab ilact ilk kez
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alinmasina karar verilen ve uzun déneme yayilmasi planlanan (6-12 ay) hastalarin
periferik kan orneklerinde 6zellikle plazma ve hafiza B hiicrelerinde bakilarak uzun
donemdeki yanitlarinin arastirilmasi agisindan 6ncii bir ¢calismadir.

RA’da son c¢alismalar, B hiicre ve alt gruplarinin hastalifin patogenezindeki
Onemini ortaya koymustur. B hiicre alt grubu olan ve diizenleyici B hiicre olarak
adlandirilan Breg’ler (IL-10 {iireten diizenleyici B10 hiicreleri), bu islevlerini temel
olarak farelerde ve insanlarda IL-10 ftretimi yoluyla gergeklestirirler. Bregler,
enflamatuvar Thl ve Thl7 farklilasmasini1 baskilayarak anti-inflamatuar Th2 hiicre
yanitin1 uyarir ayrica Th2 hiicre yanitin1 destekleyen makrofajlar ve ASH iizerinde de
etki ederler. Eksojen uyaricilar (sigara igme, periodontitis), proteinlerin sitriilinasyonuna
neden olur ve boylece anti-sitriiline protein antikorlar (ACPA) iiretimini ve Th17 ve Thl
hiicrelerinin proliferasyonunu uyaran otoantijenleri olusturur. Bunlar, kikirdak ve kemik
hasarina yol acan fibroblast, makrofaj ve osteoklast aktivasyonunu indiikler. Breg’ler ve
Treg’ler, RA’da azalir ve bdylece proinflamatuar sitokinler salgilayan Th17 ve Thl
hiicreleri prolifere olur ve ACPA {iretimini 6n plana ¢ikar (122).

Carter ve ark.’lar1 2011 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada RA i¢in bir hayvan
modeli olan kollajen ile indiiklenen artritte (CIA) Breg’leri tanimlamiglardir. IL-10
tireten B hiicrelerinin bulunmadigi kimerik farelerde, Trl ve Foxp3™ Treg'lerin sayisinda
bir azalma oldugunu ve enflamatuvar Thl ve Th17 hiicrelerinde IL-10 {iretimi olan B
hiicreli farelere kiyasla bir artis gosterdigini ve bu nedenle Breg’lerin, dogrudan Thl ve
Th17 hiicrelerinin farklilagsmasini inhibe ederek ve hedeflenen efektér T hiicrelerinin
Treg'lere doniistiiriilmesiyle dolayli olarak kuvvetli anti-enflamatuvar sitokinlerin (IL-
10 ve / veya TGFy) iiretilmesiyle ¢evresel toleransin korunmasina katkida bulundugunu
gostermislerdir (123).

Mauri ve ark.’lart 2003 yilinda yaptiklar1 bir aragtirmada antikor yanitlarmin
spesifikligini ve B hiicrelerinin antijen sunan hiicreler olarak islevini gerceklestirmede
cok oOnemli olan BHR aktivasyonunun Breg fonksiyonunda rol oynayabildigini,
otoantijene maruz kalmanin Breg'ler tarafindan artan IL-10 {iretimine yol actigin1 ve bu
durumun da otoimmiin hastali§in gelisiminin baskilanmasina yol ac¢tigin1 saptamislardir
(124).

Calismamizda Rituksimab verilen RA hastalarinin 3.ayda alinan periferik kan

orneklerinde  CD19"CDw210" Breg hiicre  diizeyleri istatistiksel  olarak
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degerlendirildiginde artis ya da azalis yoniinde bir fark saptanmadigini belirtmeliyiz
(p<0,178).

T hiicrelerinin alt grubu olan iNKT hiicrelerinin otomimmiiniteyi kontrol eden
diizenleyici mekanizmalarda rol oynadigi gosterilmistir (62).

Mansour ve ark.’lariin yas ve cinsiyet agisindan eslestirilmis kontrolleri olan
erken RA hastalarinda iNKT hiicre dagarcik yapisini ve iglevini karsilastirdiklar:
calismada; RA'nin erken donemlerinde dolagimdaki iNKT'lerin azaldigini ve bunlarin
goriilme miktarlarinin hastalik aktivite skoru 28 (DAS28) ile ters orantili oldugu
gosterilmistir (105). Ayrica, erken RA hastalarinda yiiksek afiniteli iNKT’ler, Th1 veya
Th2 benzeri fenotip ile degistirilmis fonksiyonel bir Th profili sergiledikleri
bildirilmistir. Erken RA hastalarinda, dolagimdaki iNKT hiicresinin goriilme miktarinin
anlamli olarak azaldigi (p <0.001) ve bunlarin yas ve cinsiyet ile uyumlu kontrollerle
karsilastirildigi ve INKT hiicre goriilme miktari, tedavi durumu, cinsiyeti veya tedavi
stiresi ile iliskisi bulunamadig1 gésterilmistir (105).

Johansson ve arklari; RA’l, hastalar tarafindan alinan geleneksel tedavilerin
(kortikosteroidler, immiinosupresif veya steroid olmayan anti-enflamatuvar ilaglar)
iINKT hiicrelerinin goriilme miktarini etkilemedigini belirtmislerdir. Ayrica anti-TNFa
ile tedavi edilen hastalarda iNKT hiicre miktarinda herhangi bir sekilde degisiklik
kaydedilmedigi belirtilmistir (106). Prednisolone ile tedavi géren RA hastalarinin
periferik kanindaki iNKT goriilme miktar1 kortikoid tedavisi almayan hastalarda dlciilen
degerden 6nemli oOlgiide disik oldugunu gostermislerdir (106). iNKT hiicrelerinin
yiiksek afiniteli ligandlar tarafindan uyarilmasiyla iNKT hiicre sitokin tiretimini bir Thl
profiline dogru kaydigini, boylece bir pro-enflamatuvar immiin yanitin olusmasini
hizlandirabilecegini belirtmislerdir (107). RA hastalarindan alinan NKT hiicrelerinin,
Thl-benzeri bir fenotip gosterdigi, bu da, saglikli kontrollerle karsilastirildiginda, 1L-4
tireten hiicrelerin sayisinin azalmasina bagli oldugu gosterilmistir (108) Bu nedenle
RA'da, iNKT hiicrelerinin ligandlar: tarafindan kalict aktivasyonunun hem Thl sitokin
tiretimini hem de NKT hiicre miktarinin azalttigint bildirmislerdir. RA hastalarinin
periferik kanin’da iNKT hiicresi azalmasini agiklayabilecek bir bagka hipotezin de,
hedef mekanizma ile ilgili oldugunu agiklamislardir, buna gore; diizenleyici
fonksiyonlarini uygulamak i¢in, iNKT hiicreleri tercihen immiin sisteme gog ettiklerini,
otoimmiin ve iltihapli hastaliklarda iNKT hiicrelerinin hedef organlara infiltrasyonun

arttigin1 belirtmislerdir (109).
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Parietti ve ark’larinin yaptiklart c¢aligmada; saglikli  bireyler ile
karsilastirildiginda RA’l1 hastalarin kaninda anlamli derecede diisiik oranda iNKT
hiicreleri 6l¢iilmiis, ve diisiik iNKT hiicre miktar1 aktif RA hastalig1 ile iliskilendirilmis
ve anti-CD20 ilag tedavisi goren RA hastalarinda klinik sonug ile iligkili olarak iNKT
hiicre sayisinda artig gosterildigi belirtilmistir. Anti-CD20 tedavisine cevap veren RA
hastalarinda iNKT hiicre degerlerinin anlamli sekilde arttigt da bu c¢alisma da
gosterilmistir. Hastalarin baglangic degismez NKT (iNKT) diizeyleri, 45.ve 120.giin
iNKT diizeyleri arasinda anlamli bir yiikselme saptandigi bildirilmistir (p<0,01) (101).

Calismamizda tedavi Oncesi ve ila¢ tedavisi verildikten sonraki 3. ayda
periferik kanlart alinan RA hastalarinin iNKT hiicre diizeyleri degerlendirildiginde
anlamli bir degisiklik saptanmadi (p<0,940). Buna gore hastalarin degismez NKT
hiicrelerinde baglangic degerlerine gore bir iyilesme gozlemlenmedi. Bu sonuglar
Parietti ve ark.’larinin yaptiktiklari calisma ile ¢elismektedir (101).

Treg, lenfositlerin ayr1 bir alt kiimesini temsil eden enfeksiy6z ajanlara karsi
immiin yanitlar1 sinirlamada ve patolojik otoimmiiniteyi Onlemede 6nemli bir
fonksiyona sahip olduklar1 diisiiniilmektedir. Treg hiicrelerinin fonksiyonundaki
kusurlarin RA gibi otoimmiin hastaliklarin patofizyolojisinde dnemli bir rol oynadigi
diistinilmektedir (110, 111). Treg'in belirlenmesinde Treg popiilasyonunun
CD4*CD25"™ ekpresyonuna ilaveten CD4" transkripsiyon faktorii olan Foxp3™
tanimlanmustir (112, 113). Bu faktoriin, Treg’ler tarafindan karakteristik olarak hiicre
yiizeyinde eksprese edildigi ve Treg'lerin gelisiminde Onemli bir rol oynadig:
bildirilmistir.

Son yillarda CD4" ve CD8" T hiicrelerinin yeni bir alt kiimesi olan
immiinotolerojenik molekiil HLA-G rapor edilmistir (114). HLA-G seviyeleri
otoimmiin hastaliklarin patogenezine baglanmistir ve Onceki veriler, romatoid artrit
hastalarinda ¢oziinebilir HLA-G (SHLA-G) ve hastalik aktivitesi arasinda pozitif bir
korelasyon oldugunu gostermektedir (115).

Treg'nin RA'daki rolii hala tam olarak tanimlanmamistir (116, 117).
Calismamizda ayrica RA hastalarinda ilag tedavisi baslandiktan sonraki 3. ayda alinan
periferik kanlarinda CD4*CD25" T hiicrelerinde yiiksek derecede anlamlilik (p<0,000)
saptanmasina ragmen grup i¢i non-parametrik degerlendirme yapildiginda CD4*CD25*

hiicre diizeylerinde bir anlamlilik saptanmamustir (p<0,271). CD4"CD25"Foxp3* Treg
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hiicrelerinde anlamli bir fark saptanmamistir (p<0,722). Bulgular Parietti ve ark. larinin
RA hastalariyla yaptiklar1 caligmayr desteklemektedir. Parietti ve ark.’larn
calismalarinda hem CD4'CD25" T hiicrelerinin hem de CD4"'CD25'Foxp3*
ekspresyonunun anti-CD20 ile tedavi edilen SLE hastalarinda gosterilenin aksine RA

hastalarin da hi¢bir iyilesme gézlemlemediklerini belirtmislerdir (101).

Feuchtenberger ve ark.’lar1 da yaptiklari calismada; CD4" CD25" hiicrelerinin
ilag verilmeden ve ilag uygulandiktan sonraki ylizey ekpresyonlarinin yiizde ve mutlak
sayilar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis veya azalma
saptamadiklarini ayrica, Foxp3™ hiicre yiizey ekspresyon yiizde ve mutlak sayilarinda da
istatistiksel olarak bir anlam saptamadiklarini belirtmislerdir (118).

Mottonen ve ark.’lart RA’li hastalarin hem periferik kanlarinda hem de
sinoviyal sivilarindaki CD25 eksprese eden CD4" Treg karsilagtirdiklarinda; RA'Ti
hastalarin periferik kanlarina kiyasla sinoviyal sividaki CD25 eksprese eden CD4" hiicre
T hiicrelerinin artmis sikligint bulmuslardir (119).

Calismamizdaki bulgular Feuchtenberger ve ark.’larinin yaptiklari ¢alismadaki
bulgulara benzerdi (118).

Leandro ve ark’lari. RA'da Rituksimab ilacinin uygulanmasinin ardindan 1 ay
ve 3 ay sonra T hiicrelerinin (CD3%) ve NK hiicrelerinin (CD3°CD56%) frekans ve
mutlak sayisinda onemli degisiklikler bulamamislardir (104). Calismamizda RA
hatastalarinin T hiicre ve B hiicre alt gruplarimi da degerlendirmeye calistigimizda;
CD3" total T hiicre, CD3/CD16%56" olan NK hiicre, CD3*/CD1656" olan NKT
hiicrelerinin, 3. ayda alinan periferik kanlarindaki diizeyleri ile baslangigtaki diizeyleri
arasinda herhangibir degisiklik olmadig saptanmistir (p=0,119 p=0,339 p=0,831)
CD3", CD3/CD16'56" ve CD3*/CD16'56" yiizey antijenlerindeki bulgularimiz
literatiirdeki bu ¢alisma bulgulariyla benzerlik gostermektedir.

Calismamizda Rituksimab ilac1 verilen RA hastalarinda B hiicresinin azalmasi
ile hastalik arasinda bir korelasyon oldugu gosterilmistir ayrica Rituksimab tedavisi ile
B hiicresi tiikenmesinin, hastalara 6nemli yarar sagladiginin gosterilmesi, otoimmiin

hastaliklarin tedavisinde B hiicrelerinin hedeflenmesi i¢in orijinal bir kanit saglamistir.
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FORMLAR

GONULLU ONAY FORMU

Romatoid Artrit (RA), etyolojisi belli olmayan, temel olarak biiyiik ve kiigiik
eklemleri etkilemekle birlikte sistemik etkilere de yol agan, kronik inflamatuvar bir
hastaliktir,

Size hekiminiz tarafindan Romatoid Artrit teghisi konmus bulunmaktadir. TNF-alfa
blokerine direngli-Aktif ve TNF-alfa blokerine yanit veren —Aktif olmayan grup
iginde olabilirsiniz ve Tiirkiye'de ruhsath olarak bu tip hastalarda kullanilan ve
etkisi gegitli klinik galigmalarla kanitlanmig onayli Rituximab adli ilaci kullanmaya
adaysimiz.

Caligmanin amaci TNF-alfa inhibitor tedavisine yanit veren ve direngli olan
Rituximab tedavisi almasina karar verilen hastalarda bagisikhik sistemi
hiicrelerindeki fonksiyonel ve iglevsel degigikliklerin neler olabilecegine 151k
tutmaktir.Caliymamiz uzun dénemde bu amacimizi gergeklestirmede vesile
olacakuir.

Yapilmasi planlanan immiinoloji incelemeler i¢in sizden Rituximab tedavisi
oncesinde | kez ve Rituximab ilact alimi (en az 3 ay - bu siire hastanin durumuna
gore uzayabilir)sonrasinda 2.kez olmak iizere toplam 2 kez kolunuzdan 5ml
periferik kan 6megi alinacaktir,

Almman kan 6rmeginden bagisiklik sistem hiicreleriniz hakkinda bize fikir vermesi igin
CD3,CD4, CD16,CD19,CD25,CD27,CD38,6B11,IL-10 monoklonal antikorlar ile
isaretlenen lenfositler akimsitometrik olarak incelenecektir.

Cahgmaya 15+15 Rituximab tedavisine karar verilen goniillii hasta ve 15 gonilli
saglikh birey katilacaktir.

Cahgma sonucunda tedaviye yonelik bir cevap elde edilmeyebilir.

Kisisel ve ubbi bilgileriniz igyeri, egitim kurumu, ve sigorta sirketi gibi iigiincii
sahislara aktanlmayacaktir.

Arastirma siiresince sizden 2 kez kan alinacaktir ve bunun diginda invaziv bir islem
gergeklestirilmeyecektir,

Kan alma sirasinda olugabilecek herhangibir sorun kargisinda iicretsiz olarak tibbi
destek saglanacaktir,

Aragtirma sirasinda inceleme sonuglarinin sizi ve ailenizi psikolojik veya diger bir
yonden etkileyecegini diiglinmeniz durumunda , aragtirmadan isteginiz iizere
ayrilabilrsiniz.Bu ¢alismada sizden maddi bir beklentimiz olmadig gibi size maddi
bir katkisi da olmayacaktir.Bu ¢aliymaya katilmay: reddedebilirsiniz.Bu talebinizin,
gelecekteki takip ve tedaviniz lizerine olumsuz etkisi olmayacaktir. Goniillii nzasina
bakilmaksizin aragtirmac tarafindan arastirma harici birakilabilirsiniz.
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Yukarida goniilliiye aragtirmadan 6nce verilmesi gercken bilgileri gdsteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazih ve sdzlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla sz
konusu klinik aragtirmaya kendi rizamla higbir bask1 ve zorlama olmaksizin
katilmay: kabul ediyorum.

Géniilliiniin Adi-soyadi, Imzasi, Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar igin veli veya vasinin Adi-soyadi, Imzas,
Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Agiklamalan yapan arastirmacinin

Adi-soyadi Imzas

Riza alma iglemine bagindan sonuna kadar tamklik eden kurulus gérevlisinin

Adi-soyadi imzas: Gorevi



ikinci boliim: (Katulimcimn/Hastanin Beyam)

Sayin Prof.Dr.Murat Inang tarafindan  Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii
Immiinoloji Anabilim Dalinda tibbi bir arastirma yapilacag belirtilerek bu aragtirma
ile ilgili yukandaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra béyle bir arastirmaya
“katilimer” (denek) olarak davet edildim.

Eger bu aragtirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmas: gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu aragtirma sirasinda da biiyiik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina
inaniyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimu sirasinda
kigisel bilgilerimin ihtimamla korunaca@ konusunda bana yeterli giiven verildi.
Projenin yiiriitilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden aragtirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilan zor durumda birakmamak igin aragtirmadan
cekilecegimi 6nceden bildirmemim uygun olacagmin bilincindeyim) Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla aragtirmac: tarafindan arastirma
di1 da tutulabilirim,

Aragtirma igin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

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

Arastirma sirasinda bir saghk sorunu ile karsilagtigimda; herhangi bir saatte,
Prof.Dr.Murat inang'i 0212 4142000/32892 no'lu telefondan arayabilecegimi
biliyorum.

Bu aragtirmaya katilmak zorunda degilim ve katlmayabilirim. Aragtirmaya katilmam
konusunda zorlayici bir davranigla karsilasmis degilim. Eger katilmayi reddedersem,
bu durumun tubbi bakimima ve hekim ile olan iligkime herhangi bir zarar
getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalan ayrintilariyla anlamig bulunmaktayim, Kendi basima
belli bir diisiinme siiresi sonunda adi gegen bu aragtirma projesinde “katilimer”
(denek) olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir
memnuniyet ve goniilliiliik igerisinde kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidinin bir kopyas: bana verilecektir.
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AKTIF ROMATOID ARTRITLI HASTALARDA KULLANILAN
ANTI CD20 MONOKLONAL ANTIKORUNUN (RITUXIMAB)
IMMUN SISTEM HOCRELERI UZERINE ETKISI

OHRUMINALLIX RAFORL

O %6 il o1

BENZERLK ENDEXSI| INT ERNET YAYINLAR OGRENCIODEVLER!
KAYNAKLARI

n www journalagent.com 1
htemet Kaynagi %

M uludagtipdergisi.or

hlemet Kgynaol v . %1

Submitted to Fatih University 1

> Ogrenci Odevi %
flipflashpages.uniflip.com

he?ml Kaynaglg " %1

B www.guncelpediatri.com 1
htornot Kaynad %

www.dergipark.ulakbim.gov.tr 1
ntemet Kaynagi %
www.noropsikiyatriarsivi.com
Internet Kaynagup d <%1

Submitted to Gaziantep Aniversitesi < 1
Ogrenci Odevi %




= o
o >

ol
(=)

-
~3

H

xi?rl,sﬁ;?iyes.edu.tr <%1
zzggfwn;:syon.kku.edu.tr <o 1
m,':ﬁeyieolard\gate.net <o 1 7
=i *
gl'jnt:mmoi:.tﬁd to King's College <%1
mmm'dergisi .org <o 1
gei?ioﬁ:ss.ogu .edu.tr:8080 <o, 1
giedmoi:‘tfd to Istanbul University <9
meds) <1
! 1
m.&&:rg.tr <o 1
archive.org <%1

htemat Kaynad

62



" content.guidelinecentral.com
A IMomet Kaynage <%1
"Handbook on Immunosenescence”, Springer < %1

Nature, 2009

Yayn

. DEMIREL, Aysin and KIRNAP, Mehmet. <%1
"Romatoid artrit tedavisinde geleneksel ve
glincel yaklagimlar”, Firat Universitesi, 2010.

Yaym

Emel Oztiirk Durmaz. "B hiicre aktivasyonu ve 25 1
e antikor Uretimi", TURKDERM, 2013 %

Yaym

. John Looney. "Update on the use of rituximab <o, 1
for intractable rheumatoid arthritis”, Open s
Access Rheumatology Research and Reviews,

07/2009

Yayn

Natural Killer T cells, 2012.

Yaymn <% 1
Alntéan gkan uzerinde ‘ Eglegmaleri glkar < B words

Biblyografyayi Ckart  (zerindo

63



64

OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi ASLI Soyadi ONDER GUL
Dog.Yeri |Uskiidar Dog. Tar. [05.07.1976
Uyrugu TC TC Kim No
Email asliondergul0816@gmail.com | Tel
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yili
Doktora
Yiik.Lis. 1.U Saglik Bilimleri Immiinoloji AD.immiinoloji 2019
Lisans 1.U Fen Fakiiltesi Biyoloji 2005
Lise GAREL 1994

Is Deneyimi (Sondan ge¢mise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Yil)

1. Tibbi Uzm.Yrd. Acibadem Labmed 2004-2018-

2. Lab.Teknikeri Pakize.I Tarzi Lab. 1998-2004-
3. Lab.Teknikeri YEDIGEN Arastirma Lab. 1997-1998-
Yabana |Okudugunu . « | KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konusma* | Yazma Puam Puam
ingilizce |Orta Orta Orta 72
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhik Sozel

LES Puam 74
(Diger) Puanm

Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma becerisi

Yayinlary/Tebligleri Sertifikalari/Odiilleri

Ozel Tlgi Alanlar1 (Hobileri):




