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OZET

Cavus, F. (2019). Behget Hastaligi-genom analiz ¢alismasinda belirlenen 1L23R-IL12RB2
bolgesindeki varyantin (rs924080), IL23R ve IL12RB2 genlerinin ckspresyonlari ile
iliskisinin arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik A.D. Yiiksek
Lisans Tezi. Istanbul.

Behget hastaligi (BH), etiyolojisi bilinmeyen, tekrarlayan inflamatuar ataklar ile seyreden,
artmis sitokin cevabina neden olan inflamatuar bir hastaliktir.

2010 yilinda Remmers ve arkadaslarinin Tiirk toplumundaki Behget hastalarinda yiiriittigi
GWAS c¢alismasinin sonuglarina gore; 1L23R-IL12RB2 lokusunda rs924080 SNP’leri BH ile
iligkili varyantlar olarak tespit edilmistir (P <0.0001) ve Xavier ve arkadaslar1 tarafindan
2012’de bir diger ¢alisma ile konfirme edilmistir.

Bu tez projesinde Behget Hastaligi-genom analiz ¢alismasinda belirlenen A risk alleli igin
Heterozigot (AG) (n=6) ve homozigot (AA) (n=4) tasiyan ve bu varyanta sahip olmayan
saglikli kisilerin (GG) (n=4), IL23R-IL12RB2’nin intergenik bolgesinde yer alan varyantin
(rs924080) artmis proinflamatuar cevaplarla ilgisi arastirilmistir.

Bu kisilerin periferik kanlarindan elde edilen mononiikleer hiicrelerden hem hiicre kiiltiirii
oncesi hem de hiicre kiiltiiriinde IL23R ve IL12RB2 ekspresyonlart igin uyarildiktan sonra
RNA’lar1 elde edilmis ve cDNA’ya ¢evrilmistir. Real Time PZR ile IL-12RB2 ve IL-23R
genlerin rolatif ekspresyonlari arastirilmistir. Her 6rnek Gliseraldehid-3-fosfat dehidrojenaz
(GAPDH) referans geni ile karsilagtirllmistir. Data analizi AACt metodu ile yapilmis olup,
rolatif MRNA seviyeleri, az sayidaki 6rnek gruplart nedeniyle non-parametrik Kruskal-Wallis
testi kullanilarak hesaplanmistir.

Bu calismada ilk kez BH ile iliskili varyant olarak tespit edilen 1L23R-IL12RB2 lokusundaki
rs924080 tek niikleotid polimorfizminin, IL23R velL12RB2 genlerine etkisi incelenmistir.

Bu yanitlarda 6nemli olmasindan dolayi, hastalik risk allelini tagiyan kisilerin (A), AA ve AG
gruplarmin IL-23R stimulasyon endeksleri GG grubuna gore anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (p=0.042).

Bu sonuglara dayanarak, Risk A alleli, LPS ile uyar1 sonucunda IL-12RB2, IL-23R, IFN-y
and TNF-o’nin bazal ekspresyonunu etkilemiyor fakat IL-23R and TNF-o’nin ekspresyon
kapasitesini arttirarak yanita neden oluyor ve baseline IL-6 iretimini arttiriyor.

LPS stimulasyon sonuglarina dayanarak, rs924080 A alleline sahip bireylerin bakteriyel
patojenlere asirt ve abarti inflamatuar yanitlar veriyor olmalar1 da BH gelisimine destek
oluyor diyebiliriz. Sonuglarimiz rs924080 lokusunun Th 17 ve IL-6 cevaplarinda modulator
bir yeri oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Behget Hastaligi, IL12RB2, IL23R, sitokin, SNP

Bu c¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 18969
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ABSTRACT

Cavus, F. (2012). Analyzing the relation between the variation (rs924080) of IL23R-IL12RB2
region and the expressions of IL23R and IL12RB2 genes identified in a Behget’s Disease-
GWAS study, Istanbul University, Institute of Health Science, Institute of Experimental
Medicine Research, Msc thesis. Istanbul.

Behget's disease (BD) is an inflammatory disorder of unknown etiology characterized with
recurrent inflammatory attacks and increased production of proinflammatory cytokines. A
genome-wide association study (GWAS) identified an association between a polymorphism in
the IL23R-1L12RB2 locus (rs924080) and Turkish BD patients by Remmers et al in 2010 (P <
0.0001), which was confirmed by Xavier et all in 2012.

To delineate whether this particular polymorphism is associated with enhanced
proinflammatory responses, 1L-12 receptor B2 subunit (IL-12RB2), 1L-23 receptor (IL-23R)
expression and proinflammatory cytokine production were investigated in healthy individuals
homozygous (AA) (n=4) or heterozygous for the risk A allele (AG) (n=6) or homozygous for
the common G allele (GG) (n=4).

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated and total RNA from PBMC was
obtained and reverse-transcribed into cDNA. IL-12RB2 and IL-23R expression was assessed
by real-time quantitative RT-PCR. Data analysis was performed using the AACt method,
MRNA expression levels were compared by non-parametric Kruskal-Wallis test.

IL-12RB2 and IL-23R expression levels and IL-12RB2 stimulation indices were comparable
among different genotype groups. By contrast, IL-23R stimulation indices of AA and AG
groups were significantly higher than the GG group (p=0.042). The AA genotype group’s
average stimulation index for IL-23R was greater than those of AG and GG groups.

These results suggest that the rs924080 risk A allele does not affect the baseline expression
levels of IL-12RB2, IL-23R, IFN-y and TNF-a but enhances the IL-23R and TNF-a
expression capacity in response to LPS stimulation. But also appears to enhance baseline IL-6
production.

Based on the LPS stimulation results, it is tempting to speculate that individuals with the
rs924080 A allele give exaggerated inflammatory responses to bacterial pathogens ultimately
leading to BD development.

Key Words: Behcet’s Disease, IL12RB2, IL23R, cytokine, SNP

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project No.
18969



1. GIRIS VE AMAC

Behget hastaligi (BH), agizda ve genital bolgelerde tekrarlayan aftoz iilserlere,
gbzde retinal vaskiilit ve tveite, follikiilit ve eritema nodozum gibi ¢esitli deri
lezyonlarina, artrit, tromboflebit ve arter anevrizmalar1 gibi damar lezyonlarina,
gastrointestinal sistem, merkezi sinir sistemi ve akcigerde lezyonlara neden olabilen
inflamatuar bir hastaliktir (1-4)

BH’nin patogenezi heniiz tanimlanmamistir. Fakat genetik yatkinlig1 olan bireylerde
viriis, bakteri gibi birgok mikroorganizma yaninda, ¢evresel faktorlerin de inflamatuar
ataklar tetikledigi kabul edilmektedir (5-6).

BH’de, dogal bagisiklikta artmis inflamasyon yaniti ile birlikte 6zellikle
hiicresel immiiniteyi etkileyen edinsel bagisiklikta uyarilma bulgular1 gézlenmistir.
Patogenezinde fagositoz, artmis kemotaksis, miyeloperoksidaz seviye artisi, superoksit
olusumu ve endoteliyal sitotoksisite gibi notrofil hiperaktivitesi bulgularinin 6nemli yeri
oldugu disiiniilmektedir. Ayrica, CD4+ T hiicrelerinde oligoklonal artislar, lezyon
alanlarinda perivaskiiler infiltrasyon ve artmis proinflamatuar sitokinlerin yiiksek
ekspresyonu, yiiksek serbest oksijen radikali tiretimi ve salinimi, patogenezde adaptif
immiin sistemin katkilarint dogrulamaktadir (7-8). Hem dogal hem de edinsel
bagisiklikta onemli rolleri olan gama delta T hiicrelerinin de hastalik patogenezinde
rolleri diisiniilmektedir (9-11).

Molekiiler genetik diizeyde yapilan arastirmalarda polimorfizmlerin ya da diger
genetik degisikliklerin arastirilmas: sonucunda elde edilen genetik bilgiler incelenen
hastaligin etiyopatogenezinin aydimlatilmasi igin kullanilmaktadir. Insan genomu,
populasyonlar arasinda gortilen genetik farkliliklar, hastaliklara yatkinlik, duyarlilik ve
direngten sorumlu, fenotipte degisikliklere neden olan milyonlarca tek niikleotid
polimorfizmi (SNP) ve kopya say1 degisiklikleri (CNV) icermektedir. Epidemiyolojik
ve biyomedikal aragtirmalar, farkli populasyonlarda hasta bireyler ve saglikli kontroller
arasindaki SNP farkliliklarini ortaya koymaktadir.

2010 yilinda Mizuki ve arkadaglarinin Japon toplumunda; Remmers ve
arkadaslarinin ise Tirk toplumundaki Behcget hastalar1 ile aym anda yuriittiigii iki
GWAS calismasinin sonuglarina gore; Japon BH grubundaki ¢alismada kromozom
1p31.3° te, IL23R ve IL12RB2 lokuslarinin intergenik bolgesinde yer alan rs12119179
ve 1g32.1°de 1L10 lokusunun 3. intronunda lokalize olan rs1554286 tek niikleotid



polimorfizmleri BH ile iliskili olarak tespit edilmistir. Bu bolgelerdeki ekstra SNP’lerin
haritalandirilmasi sonucunda ise IL23R-IL12RB2 lokuslariin intergenik bolgesinde yer
alan rs1495965 ile BH arasinda en anlamli iliski bulunmustur. Bu ¢alismada, giiclii
iliskili olarak bulunan SNP’lerin IL23R-IL12RB2 intergenik bolgede bulunduklari ve
birbirleriyle gii¢lii baglanti dengesizliginde (LD) olduklar1 gésterilmistir. Calismanin
replikasyon asamasinda, Remmers ve arkadaslarinin Tiirk toplumunda ¢alistigi 6rnekler
ve Koreli Behget hastasinin Ornekleri, anlamlilik degerine ulasan 3 SNP (IL23R-
IL12RB2’de rs1495965; 1L10°da rs1800872 ve rs1800871) igin taranmis ve IL23R-
IL12RB2 bolgesindeki rs1495965, Tiirk toplumunda BH ile iligkili bulunmus fakat
Korelilerde anlamliliga ulasamamistir. Bu c¢alismada, rs1495965’in hastalikla iliskili
allelinin her 3 populasyonda da BH i¢in artmis risk alleli oldugu gosterilmistir. IL10
bolgesindeki her 2 SNP ise; hem Tiirk ve Korelilerde yapilan replikasyon ¢alismasinda
hem de meta analiz sonucunda en anlamli iligkiyi gostermislerdir (12).

Tiirk toplumundaki GWAS c¢alismasinda; Japon toplumunda yiiriitiilen ¢alismada
tanimlanmis olan IL10 ve IL23R-IL12RB2 bolgeleri tekrar haritalanmis, IL10
lokusunda rs1518111 ve IL23R-1L12RB2 lokusunda rs924080 SNP’leri BH ile iliskili
varyantlar olarak tespit edilmistir (P <0.0001). Bu ¢alismada ek olarak, IL10 geninde
bulunan rs1518111 haplotipini heterozigot tasiyan 8 saglikli kisinin monositlerinden
izole edilen pre-mRNA larda, her iki allelin (hastalik ile iligkili kopya ve normal allel
kopyasi) rolatif ekspresyon farklilig: 6lgiilerek allelik dengesizligi test edilmistir. Tiim 8
kigide rs1518111 A* allelinin pre-mRNA transkripti, G allelini tasiyan transkriptler ile
karsilagtirildiginda, A* alleli diisiik seviyelerde bulunmustur (A: hastalikla iligkili allel,
G: normal allel). Ozellikle anti-inflamatuar bir sitokin olan IL10’un diisiikk doz
tiretimine neden olan genetik varyasyonlarin BH patogenezinde gelisen inflamasyon ile
iligkili oldugu ve hastaliga yatkinlik riskini arttirdigi gosterilmistir (13).

Genlerin ekspresyon paternlerininin bilinmesi, bize gen fonksiyonlar1 hakkinda
onemli bilgiler vermektedir. Genler ve gen {iriinleri arasindaki etkilesimi anlamak,
genlerin ekspresyon degisimlerini analiz etmek, hastalik patofizyolojilerinin
anlasilmasinda fayda saglayacaktir. BH patofizyolojisini anlamak i¢in de genom boyu
iliskilendirme ¢alismalari, polimorfizm calismalari, ekspresyon ¢alismalar1 gibi birgok
teknigin kullanildigi farkli galismalar yapilmaktadir.

IL23, p19 ve p40 alt {initelerden olusan heterodimerik proinflamatuar bir sitokindir

ve bu alt Ginitelerden p40°1 IL12 ile ortaktir. Bu ortak alt {inite yanisira; olusturduklari



reseptor kompleksinde IL12RB1 alt {initesini de paylagmaktadirlar. 1L23’Gn pl9
tinitesinin salimimi IL12p40 ile olusan disiilfid baglarina ve her iki alt tinitenin es
zamanli ekspresyonu bir hiicreden biyolojik olarak aktif IL23’iin olusmasina aracilik
etmektedir. IL23R geni 1p31°de lokalizedir ve reseptor kompleksinin ekspresyonu,
aktive ve hafiza T hiicrelerinde en yiiksek seviyelerdedir. IL23’lin T helper 17 hiicre
proliferasyonunu uyardig: ve IL1, IL6, IL17 ve TNF alfa gibi inflamatuar sitokinlerin
tiretimini arttirdigr gosterilmistir (14-15).

IL 12, aktive monosit ve dendritik hiicreleri tarafindan iiretilen, heterodimerik bir
sitokindir, T ve NK hiicreleri tarafindan iiretilen Thl cevabinda, T ve NK hiicre
sitotoksisitesinde ve interferon-y (IFNy) cevabinda énemli rol oynamaktadir. ILI2R, T
hiicreleri, NK ve dendritik hiicrelerde eksprese olmaktadir. Bununla beraber naif CD4 T
hiicreleri inaktif donemde, diisiik seviyede IL12RB2 eksprese ederler ve IL12’ye cevabi
arttirmalart icin TCR, CD28, IL27 ya da IFN y uyarisina ihtiyag duymaktadirlar (16-
18).

Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda, BH ile iligkili SNP’ler tanimlanmis fakat bu
varyantlarin gen iriinlerinin ekspresyon degisiklikleri arastirilmamistir. Remmers ve
arkadaglarinin BH genom boyu analiz ¢alismasinda, IL10 bdlgesindeki varyasyonlarin
ve hastalikla iliskili haplotipe sahip allel kopyasinin IL10°u ¢ok diisiik seviyelerde
eksprese ettigi bulunmus ve IL10’un diisik doz iretimine neden olan genetik
varyasyonlarin BH patogenezinde gelisen inflamasyon ile iligkili oldugu ve hastaliga
yatkinlik riskini arttirdigi gosterilmistir. Behget Hastalarinin kullandigi ilaglar, ¢alisilan
bolgedeki genlerin ekspresyonlari iizerinde degisikliklere neden olabileceginden dolayz,
Behget Hastalarinda tespit edilen hastalifa yatkinlik bdlgelerindeki varyasyonlarin
ekspresyon ¢alismalart i¢in bu varyasyonlara sahip olan ve olmayan saglikli goniilliiler
tercih edilmistir (13).

Bu tez projesinde, Behget Hastaligi-genom analiz ¢alismasinda belirlenen IL23R-
IL12RB2’nin intergenik bolgesinde yer alan varyanti (rs924080) heterozigot ve
homozigot tasiyan ve bu varyanta sahip olmayan saglikli kisilerde, IL23R ve
IL12RB2’nin ekspresyon farkliliginin ve bu varyantin fonksiyonel bdlgeye olan

etkisinin incelenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Behcet Hastahigi
2.1.1. Tamim ve Epidemiyolojisi:

Behget hastaligi (BH) heterojen, tekrarlayan, patogenezi ve etiyolojisi tam
olarak bilinmeyen bir multisistem inflamatuar hastaliktir (19). BH oral aftoz ilserler,
okiiler lezyonlar, deri lezyonlar1 ve genital iilserasyonlar olmak tizere dort ana semptom
ile karakterize, tekrarlayan sistemik inflamatuar bir hastalik olarak tanimlanmaktadir.
Sik olarak eklemler, bobrekler, akcigerler, gastrointestinal yol, santral sinir sistemi ve
vaskiiler sistemin dahil oldugu biitiin viicuttaki organ ve dokularda meydana gelen
inflamasyon ile karakterizedir (5, 20). Behget hastaliginin tanisi i¢in en sik kullanilan
kriterler “Uluslararas1 Behget Hastaligi Caligma Grubu” tarafindan 1990 yilinda yapilan
calismayla Lancet dergisinde yayinlanmistir. (International Study Group For Behcet’s
Disease, 1990) Bu galisma 7 iilkedeki 12 merkezde Behget hastaligi bulunan 914 hasta
ile kontrol grubu olarak Behget hastaligi ile karigabilecek semptomlari bulunan 348
hasta alinarak yapilmis ve duyarliligi (sensitivity) % 91, 6zgilligii (specificity) % 96
olan kriterler elde edilmisti (21). Bu kriterler tekrarlayan oral aftlar, genital iilserler, goz
lezyonlari, deri lezyonlari, paterji testi pozitifligi olarak belirlenmistir. Bu kriterlerin
gecerliligini saptamaya calisan bir baska arastirmada ise Uluslararas1 Calisma Grubunun
kriterlerinin duyarlilik ve 6zgiilliigli yeniden test edilmis ve 302 Behget hastasinin
yalnizca % 2’sinin Kriterleri karsilamadigi ve kontrol grubunun ise % 1’inin kriterlerle
ortistiigli belirlenmistir (22). Bu kriterlere gore, tekrarlayan oral aftlara ek olarak
genital llserler, goz lezyonlari, deri lezyonlar1 ve paterji testi pozitifligi bulgularindan
ikisinin bulunmasi ile tan1 konmaktadir (23). Ancak yine de tani kriterlerinin
belirlendigi 1990 yilindan sonra tibbi goriintiileme yontemlerindeki gelismeler ile
Behget hastaliginin sistemik tutulumlar1 konusunda daha genis bilgiler elde edilmis ve
tan1  kriterlerinden Paterji testinin ¢ikarilmasi ve Yyerine organ tutulumunun
konulmasinin uygun olacagi ileri siriilmiistir (24). Behget hastaligi belirli bir
epidemiyolojik 6zellik gosterir ve BH prevelans ipek Yolu boyunca uzanan iilkelerde,
Akdeniz havzasindan baslayip, Japonya (10-15:100000) ve Tiirkiye’yi (4:1000) de i¢ine
alan bolgelerde, Avrupa ve Amerika’ya gore oldukea yiiksektir (25).



2.1.2. Behg¢et Hastaliginin Genetik Yatkinhga:

Behget Hastaligi bilinmeyen etiyolojisi ile kronik inflamatuar bir bozukluktur.

Genetik olarak yatkin bireylerde mikrobiyal patojenlerin tetikledigi immunolojik
anormalliklerin, hastaligin patogenizinde Onemli oldugu uzun zamandir One
stiriilmektedir. Son bulgular, Behget hastaligindaki inflamasyonun dogasini daha iyi
tanimlamakta ve genetik faktorlerin dnemini desteklemektedir.
BH’de ailevi birikim goriilebilmektedir. Kardeslerde yineleme risk orani (sibling
recurrence risk ratio, 1s) endeks olgunun kardeslerinin hastaliktan etkilenme
olasiliginin, toplum genelinin etkilenme olasiligina orani olarak agiklanabilir. Yiiksek As
degerleri ailesel yigilmanin gostergesidir (26). Giil ve meslektaslar1 Tiirkiye’de Behget
hastalar1 i¢in kardeslerde yineleme oranini %4.2, As degerini de 11.4 — 52.5 araliginda
hesaplamislardir (27).

Ingiltere de yapilan benzer bir arastirmada Kone-Paut ve meslektaslari
kardeslerde yineleme oranini yetiskinler i¢cin %?2.2, pediyatrik olgular icin %12.3
bulmuslardir (28). Ingiltere genelini kapsayan bir baska calismada kardeslerde yineleme
orani %2.1 bulunmustur (29).

Kardeslerde yineleme oranlarindaki iilkeler arasi fark, hastaligin ailesel kiimelenme
egiliminin de bolgesel degisiklik gosteriyor olabilecegine isaret etmektedir. Coklu aile
caligmalarinda herhangi bir Mendelian kalitim belirlenememesine ragmen, klasik
segregasyon analizi yontemiyle juvenil baglangi¢li hastalarda otozomal resesif kalitimi
destekleyen sonuglar elde edilmistir (30) ve genetik antisipasyon belirlenmistir (31).

Giil ve arkadaslart HLA-B bolgesi ile BH arasindaki iliskiyi gostermisler, ancak
bu bolgenin hastaliga olan genetik yatkinliktaki roliiniin %12-19 civarinda oldugunu
hesaplamiglardir (32). HLA-BS51 pozitif bireylerde hastaligin goriilme riski, hastaligin
Klinik prezentasyonu ve epidemiyolojik O6zellikleri, cografi farklilik gostermektedir.
Uzak Dogulu Behget hastalarinda HLA-B51 yayginligi %81°e kadar ¢ikarken, Bati
tilkelerinde bu oran %13’e gerilemektedir (33-34). Bu veriler 1siginda HLA-B51’in
etyopatogenezden sorumlu tek gen olmadigi ve kendisi veya yakinindaki gen veya
genlerle (Ozellikle “HLA-Class I”bolgesiyle) dengesiz baglanti  (“Linkage
disequlibrium”=LD) iliskisi i¢inde BH gelisiminden sorumlu olabilecegi
diistiniilmektedir . HLA-B’nin sentromerinde yerlesik Tiimor Nekroz Faktor (TNF) ve

lenfotoksin genleri ilk olas1 aday genler olarak arastirilmislardir. TNF ve HLA-B



lokuslar1 arasindaki genomik segmentin analizi sonucunda ise HLA-B’nin 46-kb
sentromerinde yerlesik MICA (major histocompatibility complex class | chain-related
gene A) geninin, BH ile gii¢lii bir iliski gosterdigi bulunmustur (sekil 2-1) (35).

MICA hiicrelerde strese cevaben eksprese olur. Is1 soku sirasinda MICA molekiillerinin
ekspresyonunda artis saptanmis ve MICA molekiillerinin bakteriyel peptidleri gama
delta T hiicrelerine sunabilme o0zelliklerine sahip olduklart gosterilmistir. Yapilan

calismalarda MICA 6 ve MICA 9 allellerinin BH ile iliskisi gosterilmistir(36).

Class | Class I
| | |
telomere HLA-A HLA-C HLA-B HLA-DRB1 centromere
Nl I M
€< | = ! >
HLA-F HLA-G HLA-E MICA TNF

Sekil 2-1: Major histocompatibility compleks (MHC)’in genetik haritasi. Kromozom 6’nin kisa
kolu Kilass 1 bolgesinde Behget Hastaligr iliskili lokusu gostermektedir.

Molekiiler tipleme analizleri sonucunda HLA-B51 molekiiliintin, BH iligkili
peptidlerin sunulmasinda patojenik mekanizma olabilecegi One siiriilmistiir. Fakat
Behget hastaligina spesifik oldugu disiiniilen peptidler kullanilarak yapilan
caligmalarda simdiye kadar sadece (MICA)-derive nonamer peptidin (AAAAAIFVI)
aktif HLA-B51 pozitif Behcet hastalarin 1/3’inden azinda T hiicrelerini indiikledigi
gosterilmistir (37). Farkli etnik gruplarda uygulanan, allelik baglanti, genotipik degisim,
stratifikasyon analizi yontemleri ile HLA-B51’in TNF ve MICA genleri arasinda BH ile
en giiclii iligkiyi gosterdigi saptanmustir (38, 39).

Diger yandan da Hughes ve arkadaslar1 Tiirk (503 hasta ve 504 kontrol) ve
Italyan (144 hasta ve 1270 kontrol) kokenli 2 ayri bagimsiz kohortta yiiriittiikleri ve
ImmunoChip platform ile HLA bolgesindeki 8572 SNP’nin incelendigi ¢alismalarin
genotipleme sonuglarini sunmusglardir. 1000 Genom Projesindeki verileri kullanmiglar
ve rs116799036 (OR "4 3.88) tek niikleotid polimorfizmi i¢in genom boyu anlamliliga
ulagsmiglardir. Bu polimorfizm HLA-B bélgesine 24 kb ve MICA genlerine 18 kb
uzakliktadir (40-41).

2013’te yapilan bir diger ¢alismada ise, Tirk GWAS ¢alismalarinda elde edilen
otozomal SNP’lerin genotip sonuglari tekrar degerlendirildi. HLA-B51 pozitif Behget
Hastalarinda ERAP1 geninde p.Arg725GIn’i kodlayan rs17482078 varyantin homozigot
olarak bulunduklar tespit edildi (OR 3.78). ERAP1 geni, proteozomlardaki MHC sinif



1 ‘e baglanacak peptitleri amino terminallerinden kesen bir endoplazmik retikulum
amino peptidazi kodlamaktadir. Fonksiyonel ERAP 1 ile baglantinin sadece HLA-B51
pozitif Behget hastalarinda tanimlanmasi, HLAB-51’lerin BH patogenezinde direk etkili
oldugunun bir diger kanit1 olarak kabul edilebilir (Tablo 2-2) (42).

HLA boélgesinin disinda kalan genlerden ise, koagiilasyon faktor 5, intraseliiler

adezyon molekiili-1 (ICAM-1) , endotelyal NOS ya da IL1 geni polimorfizmlerinin
altta yatan inflamatuar degisikliklere neden olarak hastalikla iligskili mekanizmada yer
alabilecekleri gosterilmistir (25, 43-46).
2005 yilinda Karasneh ve arkadaslarinin, ailevi vakalarda uyguladiklari ilk tiim genom
baglant1 analizi ¢aligmasinda ise, 12p12-13 ve 6p22-24 lokuslarini hastaliga yatkinlikta
en giiclii aday bolgeler olarak gdstermislerdir ve bu calismada ilk kez BH i¢in 14
potansiyel yeni lokus belirlenmistir (47).

Wildner ve arkadaslart HLA-B27, HLA-B51 ve diger HLA-B allellerinde ortak
olan polimorfik HLA-B dizisi belirlemislerdir. Bu dizi, retinal ¢oziinebilen antijen (S-
Ag) kaynakli peptid ile amino asit homolojisi gosterir. Bu peptid si¢anlarda anterior
liveitisi uyarabilmistir ve tiveitli hastalarda B27PD kullanilmasinin oral toleransa sebep
oldugu bildirilmistir. Kurhan-Yavuz ve arakadaslari, posterior ftveitisli Behget
hastalarinda B27PD peptidi, retinal S-Ag kaynakli peptid ve retinal S-Ag’ye karsi
artmig T hiicre yanitin1 gostermislerdir (48,49)
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Sekil 2-2: GWAS sonuglarina gore Behget Hastaligi’na patojenik etkileri olan

molekuller

2.1.3. Beh¢et Hastaliginda Mikrobiyal Ajanlarin Rolii:

Behget hastaliginda mikrobiyal patojenlerin hastalik ajani ya da tetikleyici faktor
oldugu diistiniiliir. Profesor Behget, hastaligin viral etiyolojisinin oldugunu onermistir
(48). Bu hipotezde dort prensip one siriilmiistiir: viral, streptokokal, 1s1 soku proteinleri
ve cgapraz reaksiyona girebilen veya molekiiler taklit proteinleri (5). Herpes Simplex
viris (HSV) Tip I genomu, immiin kompleksleri ve antikorlari, Behget hastaliginda
kontrol grubuna gore yiiksek oranda saptanmustir. 1982 yilinda Behget Hastalariin
periferal kan mononiikleer hiicrelerinde in sitii DNA-RNA hibridizasyon yontemi ile
HSV Tip | genomu gosterilmigtir. Fakat Behget hastaligi etiyolojisinde HSV 1’nin
dogrudan bir rolii oldugu desteklenememistir (28,50,51). HSV tip 1 DNA’s1t BH nin
tiikkiiriik orneklerinde, intestinal iilserlerde ve genital iilserlerde PZR ile tespit edilmis
olmasina ragmen, saglikli kontrollerle kiyaslandiginda bir anlamlilik saptanmamustir
(52). Yapilan g¢alismalar; Hepatit C, Parvoviriis B19, Sitomegaloviriis, Epstein-Barr
virlisi ve varisella zoster virlisi gibi daha bir¢cok viral ajanin da BH’da roli

olabilecegini diisiindiirmektedir (53-57).



Bakteriyel etkenler olarak ise; streptokokal antijenler, Helicobacter pylori
Saccharomyces cerevisiae, Borrelia burgdorferi, mikobakteriler, Staphylococcus aureus
ve Escherichia coli ¢alisilmistir (58-61).

Fakat BH etyopatogenezinde ozellikle streptekokkal enfeksiyonlar tizerinde
durulmaktadir. Behget hastalarinda streptokkok antijenlerine karsi gelismis giiglii bir cilt
hassasiyeti saptanmistir. Ozellikle de oral Kavitenin bakteriyel florasinda bulunan
Streptokokkus salvarius’a karsi spesifik bir hipersensivite gosterilmistir. Ayrica Behget
hastalariin oral florasinda Streptococcus sanguis kolonilerinin saglikli kontrol grubuna
gore daha yliksek seviyelerde oldugu bulunmustur. Su an S. oralis olarak tanimlanan S.
sanguis serotiplerine karsi olusan antikor yaniti Behget hasta serumunda tespit edilmis
ve saglikli kontroller ile romatoid artrit hastalarinda bulunamamistir (58, 62-64).
Kaneko ve arkadaslar1 Bes-1 geninin ve S.Sanguinis (uncommon KTH-1 serotipi)’in 65
kDa’lik 1s1 soku proteininin BH patogenezinde 6nemli olabilecek dis faktorler oldugunu
ifade etmislerdir (65).

Is1 sok proteinleri (HSP), enfeksiyon, anoksi ya da toksik ajanlarla temas
sonucu hiicrelerden salgilanan proteinlerdir. Degisen ¢evre kosullar1 ile patojenlerden
hsp salgilanmas1 patojenin yasamu igin gereklidir. insan hsp’leri, baz1 mikrobial hsp’ler
ile ileri derecede sekans homolojisi gosterir. Bu proteinlere karsi olusan hiicresel ve
humoral bagisiklik cevabinin Behget hastaligi  patogenezinde yer alabilecegi
diistiniilmektedir (66-67).

2.1.4. Beh¢et Hastahginda immunolojik Anormallikler

Hiicresel immiinite

Hastaligin immiino patogenezinde hem dogal hem de kazanilmis immiinitenin
varligin1 géstermek agisindan paterji reaksiyonu onemli bir bulgudur. Erken paterji
reaksiyonu ilk 4 saat i¢inde olusur ve ignenin neden oldugu travma bolgesinde vaskiilit
olmaksizin hizli n6trofil birikimi gozlenir, 48 saat sonra ise dermiste yogun T hiicre ve
monosit/ makrofaj infiltrasyonu meydana gelir. Bu, artmis notrofil kemotaksisinin
reaksiyonun baslamasina neden oldugunu gosterir. Reaksiyonun devaminda ise aktif T

lenfositler yer alirlar (68).
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T hiicreleri

Behget hastalarinda hem doku orneklerinde hem periferal kanda T hiicre
aktivasyonu gozlenir. Oral aftlar ve paterji reaksiyonlar1 immiinopatolojik agidan
incelendiklerinde inflamatuar bolgede yogun T hiicre infiltrasyonu gézlenmektedir. Bu
Thl polarizasyonu hastalik aktivitesi ile artmakta ve siklosporin gibi T hiicre
fonksiyonlarin1 baskilayan ajanlar hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica
lenfosit ¢ogalmasi, olgunlasmasi ve farklilasmasinda biyolojik aktivitesi artmis olan
adenozin deaminazin BH’nin aktif déneminde de artmis oldugu gosterilmistir. Bu da T
hiicrelerinin (6zellikle Thl) hastalik patogenezinde dnemli oldugunu diisiindiirmektedir
(69).

vo6 T hiicreleri

T hiicreleri tasidiklar1 reseptorlere gore aff ve yo olarak ayrilir. yo T hiicrelerinin aff
T hiicrelerinden farki, HLA bagimli olmamalari ve MICA molekiillerinin de peptidleri
vd T hiicrelerine sunabilmesidir. Bu hiicreler asil olarak bakteriyel kokenli antijenler
tarafindan aktive edilirler. Buna ek olarak antijen sunumu da yapabildikleri
gosterilmigtir. Bu hiicreler stres altinda hasarli hiicrelerin tespit edilmesi amact ile
aktive edilir. ydT hiicreleri normalde periferik T hiicrelerinin sadece %2-5" ini
olustururken Behget hastalarinda bu oranin arttigi, CD25, CD69, ve CD29 gibi
aktivasyon proteinlerini eksprese ettikleri ve IFN-y, TNF-o ve IL-8 gibi ¢esitli
inflamatuar sitokinleri salgildiklar1 gosterilmistir. Bu sitokinler araciligiyla notrofil
infiltrasyonuna ve aktivasyonuna neden olarak, akut inflamatuar doku hasarina neden

olabilecekleri ileri stirilmistiir (10,70).

Notrofiller

BH’nda  gosterilen  immunolojik  bozukluklardan ~ birt  de  nétrofil
hiperaktivasyonudur. Notrofil hiperaktivitesi ile serbest oksijen radikali yapimui,
kemotaksis, fagositoz ve miyeloperoksidaz iiretimi ve hiicre yilizeylerinde CD10, CD11a
ve CD14 anlatimlar artar (5). TNF-a, graniilosit makrofaj koloni stimiile edici faktor
(GM-CSF) ve IL-8 gibi sitokinler notrofillerin gesitli sitokinlere karsi daha duyarli hale
gelmelerine neden olurlar (71). Behget hastalarinda Th1 kaynakli IL-17, IFN-y, IL-8 ve
TNF-a gibi sitokin ve kemokinlerin de nétrofil hiperaktivasyonundan sorumlu oldugu

diisiiniilmektedir. Ornegin; baslica aktif CD4+ ve CD8+ T hiicrelerden salgilanan IL-
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17’nin nétrofillerin inflamasyon bolgesinde toplanmasinda rol oynadigi gosterilmistir
(72). Ayrica son yillarda baslica APC’lerden salgilanan I1L-18’in, IL-12 ile birlikte Thl
polarizasyonuna yol agtig1 (Sekil 2-2) diger taraftan da notrofil fonksiyonlarini arttirdigi

tespit edilmistir (73).
A < IRAL/BACTERIAL ANTIGENS (HSV-1, 8.Sangius, Mykobacteries
¥ < SUPERANTIGENS (Staphilococus)
. < AUTOANTIGEMNS (HSPE0D, HSPTO, af-crystallin, Retinal S, a-enolase)
Y
1
X/ - HLA-B51
e CS@LT
- B MICA
\--‘- h.- N‘(
- B
1 | -
AT
THF | IL-12 .
INF-y IL-18 IL-18
\ IL-18, IL-12 X
-
KIR B @ N@ < MEFV
= IL-8, IL-17 > 8
. P )
(" ) ENDOTHELIAL DYSFUNCTION
INFLAMMAT 10N .
THROMBOSIS - COAGULATION & FYBRINOLTIC
TISSUE DAMAGE € SY|STEM AENORMALYTIES
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APC: Antigen presenting cell, KIR: Killer inhibitor receptor, MEFV: Familial Maditarranean fever gene, MICA: MHC class | relatec
gene, eMOS: Endothial MO synthetass, ICAM-1: Intraceliular adhesion molecule-1

Sekil 2-3: Behget Hastaliginin immiinopatogenezi (Pay S ve arkadaslari, 2007)

Uyarilmis noétrofiller sitokinler tarafindan daha kolay aktiflenmektedir. Uyarilmis ve
sitokin ile aktive edilmis notrofillerin yart omrii uzamakta, dentritik hiicre yiizey
belirteglerinden CD40 ve CD83 eksprese etmekte, IL-1, IL-1Ra ve migrasyon inhibe
edici faktor (MIF) gibi sitokinleri salgilamaktadir (74,75).

Humoral immiinite

Behget hastalarinda total B hiicre sayist normal olmasina ragmen, B hiicre
aktivasyon belirleyicilerinden CD33, CD13, CD80 ve hafiza belirleyicisi CD45RO
ekspresyonunda artis tespit edilmistir. B hiicrelerinin sayisinda degisiklik olmadan
goriilen fonksiyon artiginin, bilinmeyen digsardan bir antijenle herhangi bir uyari sonrasi

gelistigi diistintilmektedir (76). Behget hastalarinda immunglobiilin (Ig) diizeylerinde
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poliklonal olarak artis saptanmaktadir. Hastalarin %44-60’inda IgA, IgM ve IgG tipi
immunkompleksler bulunmaktadir. Ancak bu immunkompleksler genel olarak belli bir
antijene 6zgii olmayip heterojen yapidadirlar. Bazi olgularda lezyonlarda perivaskiiler
immunglobulin ve kompleman depolanmasi saptanmaktadir. Aktif Behget hastalarinda
saptanan bu bulgular poliklonal B hiicre aktivasyonu ile agiklanmaktadir. Ancak
hastalarda  saptanan poliklonal B hiicre aktivasyonu sonucunda olusan
immunkomplekslerin nétrofillerde artmis fonksiyonel aktiviteye neden olarak doku

hasarmi olusturabilecegi One siiriilmistiir (77,78).

2.2. Sitokinler ve Ortak Ozellikleri

Sitokinler ve Immiin Sistem

Daha 6nceden de anlatildigi gibi immiin sistem dogal ve edinsel immiinite olmak
tizere iki grupta incelenir. Dogal immiinite immiinojen uyarilara karsi aninda bir yanit
olustururken edinsel immiinite ise uyaranin antijenik kisimlarini taniyarak daha yavas
fakat ¢ok daha etkili “uyarana spesifik” bir yanit olusturur. Endojen ya da ekzojen
uyarilarla karsilasan immiin sistem hiicreleri ve diger hiicreler sitokinler olarak
tanimlanan ve dogal diren¢ kapsaminda gerceklesen hiicresel reaksiyonlar1 yonlendiren
proteinleri salgilarlar. Lokositlerin kendi aralarinda ve diger hiicrelerle iletisiminde rol
oynayan sitokinler, immiin yanit ile enflamasyonu diizenleyen ¢6ziinmiis proteinlerdir.
Geleneksel olarak lokositler tarafindan sentezlenmeleri ve l6kositlere etki ettikleri igin
sitokinlerin biiyiik boliimiine interlokinler denilmistir. Fakat gilintimiizdeki bilgiler
sitokinlerin daha ¢ok lokositler disindaki hiicreler tarafindan salgilandigini ortaya
cikarmigtir (79). Tim sitokinler immiinojen bir uyari sonucu az miktarda iretilir ve
hedef hiicrelerin yiiksek afiniteli reseptorlerine baglanarak etki gosterirler. Birgok
sitokin sentezlendikleri hiicrelerde bir etki gosterirken (otokrin etki) bazi sitokinler
salgilandiklar1 hiicre yakinlarindaki hiicrelere etki gosteritler (parakrin etki). Ornek
olarak dogal direng sitokinlerinden olan TNF ve interlokin-1 (IL-1) enfeksiyon
bolgesine notrofil ve makrofajlar1 ¢ekmekle yikiimliidir. Asagidaki tabloda dogal

immiin sistem sitokinleri ve bunlarin etkileri 6zetlenmistir (79).
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Tablo 2-1 Dogal Bagisikligin Sitokinleri (79)

Sitokin Ana kaynak | Ana hiicresel hedefler ve biyolojik etkiler
hiicre/hiicreler
Endotelyal hiicreler: aktivasyon (enflamasyon,
koagiilasyon)
Tiimor Notrofiller: aktivasyon

nekroz faktor
(TNF)

Makrofajlar, T hiicreleri

Hipotalamus: ates

Karaciger: akut faz proteinleri sentezi
Kas, yag: katabolizma

Pekgok hiicre tipi: apoptoz

Interlokin-1

(IL-1)

Makrofajlar, endotelyal
hiicreler, bazi epitelyal

hiicreler

Endotelyal hiicreler: aktivasyon (enflamasyon,
koagiilasyon)
Hipotalamus: ates

Karaciger: akut faz proteinleri sentezi

Kemokinler

Makrofajlar, endotelyal
hicreler, T lenfositler,
fibroblastlar,

trombositler

Lokositler: kemotaksi, aktivasyon

Interlokin-12

Makrofajlar, dendritik

Dogal 6ldiiriicii hiicreler ve t hiicreleri: IFN-y

(IL-12) hiicreler sentezi, asrtmis sitolitik aktivite
T hiicreleri: Tyl farklilagsmasi
Interferon-y | Dogal oldiirticii | Makrofajlarin  aktivasyonu, bazi  antikor

(IFN-y) hiicreler, T lenfositleri | yanitlarinin uyarilmasi

Tip 1 IFN-a: makrofajlar Tiim hiicreler: antiviral korunma, artmis sinif [
interferonlar | IFN-f: fibroblastlar MHC ekspresyonu

(IFN-0, IFN- Dogal oldiiriicii hiicreler: aktivasyon

P)

Interlokin-10 | Makrofajlar, T hiicreleri | Makrofajlar: IL-12 yapiminin inhibisyonu, es-
(1L-10) (Th2) uyaran ve smif II MHC molekiillerinin

ekspresyonlarinda azalma

Interlokin-6
(IL-6)

Makrofajlar, endotelyal

hiicreler, T hiicreleri

Karaciger: akut faz proteinleri sentezi, B

hiicreleri: antikor yapici hiicrelerin ¢ogalmasi
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Interlokin-15 | Makrofajlar ve digerleri | Karaciger: akut faz proteinlerinin sentezi

(IL-15) B hiicreleri: antikor yapici hiicrelerin ¢ogalmasi

Interlokin-17 | TH17 hiicreleri, CD8+ | Epitelyal endotelyal hiicreler, fibroblastlar,

(IL-17) T  hiicreleri, Dogal | osteoblastlar, monositler, makrofajlar.

oldurucu hiicreler, NKT | Proinflamatuar sitokinlerin, kemokinlerin ve

hiicreleri, ¥o T | Metalloproteinazlarin indiiksiyonu,
hiicreleri, notrofiller notrofillerin toplanmasi
Interlokin 18 | Makrofajlar Dogal oldiiriicti hiicreler ve T hiicreleri: IFN-y
(1L-18) sentezi

Dogal direng, B ve T lenfositlerinin aktive olabilmesi i¢in gereken “ikincil uyar1”
molekiillerini de saglar. Ornegin mikroorganizmalara yamt olarak dogal oldiiriicii
hiicreler tarafinda iiretilen IFN-g, bir antijen sunan hiicre olan dendritik hiicreleri ve
yine antijen sunabilme yeteneginde olan makrofajlar1 uyararak T lenfositlerini aktive
eden ikincil tip sinyal olustururlar. Birincisi her iki hiicre grubunun yiizeyinde eksprese
olan yiizey molekiilleridir; es-uyaranlar adi verilen bu yapilar naif T hiicrelerinin
yiizeylerindeki reseptorlere baglanarak, T lenfositlerinin uyarilmasinda antijene eslik
ederler. Ikinci olarak yine dendritik hiicreler ve makrofajlar salgiladiklari IL-12 ile naif
T hiicrelerini efektér T hiicrelerine dontistiiriirler. Bunlarin disinda yine dogal immiin
sistemin elemanlarindan biri olan kompleman sistemi de benzer mekanizmalarla
hiimoral yanit i¢in ikincil sinyali olusturur. Sonugta dogal direng, savunmanimn ilk
asamasini olusturmasinin yani sira, B ve T lenfositlerinin aktivasyonunda ikincil

uyarilari saglayarak edinsel immiinitenin Savunmaya katilmasini saglarlar (79).

2.2.1. Behget Hastaligi’nda Sitokinler

BH akut ataklar sirasinda ¢ok miktarda sitokin salinmasinin izlendigi kronik bir
hastaliktir. Cok sayida kemokin, proinflamatuvar sitokin ve o6zellikle yardimci T
tipindeki sitokinlerin hastalik aktivitesi ile ilgili oldugu gosterilmistir. Behget
hastalarinda T hiicrelerinden salinan Thl tipi proinflamatuar sitokinler Th2’lere gore

daha yiiksektir. Hastaligin ozellikle aktif doneminde IL-2 ve interferon-Y (IFN-Y) gibi




15

Th1 tipi proinflamatuar sitokinlerin artmis miktarda ftretildigi goriilmektedir. Behget
hastalarinda serumda, BOS’da ve deri lezyonlarinda IL-12 ve IFN-Y diizeylerinde artig
gosterilmistir. IL-12 plazma diizeyleri ile hastalik aktivitesi arasinda korelasyon olmasi
da aktif hastalikta Th1 tipi immun yanitin patogenezdeki 6nemini gostermektedir (80).

BH’de monosit aktivasyonunun Onemini ortaya koyan bulgular da vardir. Hastalarda
monositlerden hastalik aktivasyonu ile iliskili olarak spontan proinflamatuar sitokinler
olan TNF-alfa, IL-1, IL-6 ve IL-8 iiretiminde artis gézlenmektedir (81,82). TNF-a’nin
Behget hastaliginda yiiksek olarak saptanmasi pratikte anti- TNF-a tedavilerinin
kullanimini getirmistir. Literatiirde TNF-a blokaj1 ile diger immun baskilayici ilaglara
direncli Behget hastalarinda basarili sonuglar alindigin1 gésteren yayinlar bulunmaktadir

(83-85).

2.3 1L12 Yapasi

Heterodimerik sitokin 35 kD’luk bir hafif zincir (p35ya da 1L12a) ve 40 kD’luk bir
agir zincirden (p40 ya da IL12b) olusmaktadir (86). insanlarda p35 alt iinitesi 3.
Kromozomda kodlanir. P35 proteini 197 aminoasitten olusur ve diger tek zincirli
sitokinlerle (6r: IL6 ve G-CSF) homoloji gosterir. 1L12 p40 geni ise IL3, IL5 ve GM-
CSF gibi 5. Kromozomda kodlanmaktadir. p40, hematopoetik sitokin reseptor ailesi
(or: IL6Ra) tiyelerinin ekstraseliiler domaini ile homoloji gostermektedir (87). Farkli
kromozomlarda yerlestikleri i¢in 2 altiinitenin protein ekspresyonu birbirinden bagimsiz
diizenlenmektedir ve ayn1 hiicrede es zamanli eksprese olduklari zaman biyolojik olarak
aktif 1L12p70 heterodimerini olustururlar (88). Iki alt iinitenin p35 ve p40°1 bir disiilfid
bagi ile kovalent olarak baglanir ve aktif 1L12p70 heterodimeri olusur (Sekil 2.3).
IL12p40 serbest monomer ya da homodimer olarak in vitro ya da in vivo olarak
tiretilebilir. P35’in ise monomerik formda salimmi yoktur. p40 homodimerinin
IL12p70 sinyalini farelerde antagonize ettigi One siiriilmiis fakat insanlarda boyle bir
durum gosterilmemistir. IL12p40°1n makrofaj kemoatraktan faktor olarak davrandigi da

One siirilmiistiir (89).
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IL-12

IFN-y
Ty1 development

Sekil 2.4. IL12RB yapist ve alt liniteleri

2.3.1 IL-12 Reseptorii ve Sinyal Mekanizmasi

Heterodimerik IL12R, yapisal olarak tip 1 sitokin ailesine benzeyen IL12Rb1 ve
gp130 altiinitesine homoloji gosteren IL12Rb2’den olusmaktadir. IL12Rb1 kromozom
19p13°de, IL12RDb2 ise 1p31.2°de lokalize olmuslardir. IL12’nin bl ve b2 iinitelerine
ayri ayr1 afinitesi diisiik olmakla beraber, bl ve b2 alt initelerinin es zamanl
ekspresyonu yiiksek afiniteli IL12 baglanma bolgelerinin olugmasi i¢in gereklidir (89-
90). Reseptor benzeri alt iinite olan IL12p40 bl alt iinitesi ile, IL12p35 ise b2 altiinitesi
ile etkilesir. IL12Rb2 altiinitesi reseptoriin sinyallere uyum saglayan (transducing)
zinciridir. IL12Rb1’in ise hiicre igi tirozin rezidiileri olmadigindan sinyal iletiminde rol
almaz. IL-12Rb1 ligand baglanmasinda daha 6nemlidir (88). IL12R, T hiicrelerinde,
NK hiicrelerinde ve dendritik hiicrelerde eksprese olmaktadir. Naif CD4+ T hiicreleri
dinlenme déneminde diisiik seviyelerde IL-12Rb2 eksprese ederler ve 1L12’ye karsi
cevaplarimni arttirmalari icin TCR, CD28, IL-27 ya da IFN-g uyarisina ihtiya¢ duyarlar
(90).

Diger birgok sitokin reseptorii gibi IL12R de intrinsik enzimatik aktiviteden
yoksundur ve Jak’lar araciligi ile sinyal iletir. Tyk2 ve Jak2, IL12 sinyal iletiminde yer
alirlar. Tyk2, IL12RDb1 altiinitesi ile, Jak2 ise IL12Rb2 alt iinitesi ile etkilesir (91-92).
Ligand baglanmasinda reseptor iligkili Jak’lar transfosforilasyon ve ge¢ STAT4
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aktivasyonundan sorumludur. STAT’larin fosforilasyonu ile niikleusa transfer

gerceklesir ve gen ekspresyonlari diizenlenir (93) (Sekil 2.4).
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Sekil 2-5. IL12RB2’nin Immiin Sistemde ve Hiicresel Aglardaki Rolii

2.3.2. IL12RB2’nin immiin Sistemde ve Hiicresel Aglardaki Rolii

IL12 ile aktive olmus hiicreler konak savunmasinda rol alan bir¢ok genin (IFN-g,
GRANZYME, TRAIL, FASL ve CCL5 gibi) transkript seviyelerinde ekspresyon
artigina neden olurlar. Boylece IL-12/IFN-g yolagi mikroplarin ya da enfekte hiicrelerin
direkt olarak oldiiriilmesi i¢in gerekli sitotoksik faktorleri indiikler.

IL12, NK ve T hiicrelerinden IFNg {retimini indiikleyerek fagositik hiicrelerin
antimikrobiyal, antiparazitik ve antitimor etkinligini, NK hiicrelerinin ve lenfokin

aktive oldiiriicii hiicrelerin sitolitik aktivitelerini indirekt olarak uyarir (94-97).
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IL-12RB1’de IL12 ve IL23’e tam yanitsizliga neden olan bir¢gok mutasyon
tanimlanmistir. Hastalarin periferik kan lenfositlerinin antijenik uyarist (6r: BCG ya da
M.avium) belirgin derecede azalmis IFN-g iiretimi ile sonuglanmistir. Bu hastalardan
elde edilen T hiice hatlarinin fosforile STAT4 proteinleri detekte edilmis olmasina
ragmen, bu hiicrelerin IL12’ye cevap vermedikleri gosterilmistir (98-100). Heterozigot
IL-12Rb2 zincir mutasyonu tasiyan Atopik hastalarin, IL12 uyarisi ile STAT4

fosforilasyonu ve IFNg iiretimlerinin azaldigi gosterilmistir (101).

2.4. 1L-23 yapisi

IL23, 19 Kd’luk helikal bir ¢ekirdek yapisindaki A alt tnitesi (IL23p19) ve 40
kd’luk B alt iinitesinin (IL12p40) disiilfid baglarla baglanmasi ile olusan tip 1
heterodimerik bir sitokindir. Sekil B (102). IL23p19 alt tinitesi insanda 12.kromozomun
uzun kolunda yerlesmistir. IL23 proteini ise insan ve fareler arasinda %70 homoloji
gostermektedir (103).

IL-17A, IL-17F, IL-22
T417 stabilization

Sekil 2.6: IL23R yapis1 ve alt tiniteleri
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2.4.1 1L23 Reseptorii ve Sinyal mekanizmasi

Ortak p40 alt dnitleri nedeniyle, 1L23 ve IL12’nin olusturduklari reseptor
kompleksinde IL12Rb1 alt {initesi de ortaktir. Ikinci bir alt {inite olan IL23R, p19°un
taninmas1 ve reseptorlerin yiiksek afiniteyle baglanmasinda 6nemli olan heterodimer
yapinin olusumunda gereklidir. IL23R geni insanda 1. kromozomda yer alir ve IL6/I1L12
reseptdr ailesinin bir iiyesidir. IL23R, IL-23p19’a baglanan ekstraseliiler bir N terminal
immunoglobulin-benzeri domain ile 2 sitokin reseptor domaini igerir (103). IL12Rb1
alttiniti, 1L-12/23p40 ile etkilesen, 3 membran-proksimal fibronektin tip 111 ve 2 sitokin
reseptor domaininden olusur (104). Reseptér kompleksinin uyarisi ile Jak2 ve Tyk?2
aktive olur, boylece reseptor kompleksi fosforilasyonu ve STAT (1, 3, 4 ve 5) ailesinin
kenetlenme boliimleri olusur. Bundan sonra STAT’larin dimerizasyonu, fosforilasyonu

ve niikleusa translokasyonu gergeklesir ve hedef genler aktive olurlar.

IL-23

@4@

rifD

IL-12RpB1

IL-23R
|

® 8

NFxB NFxB

Sekil 2-7: IL 23 sinyalizasyon yolagi
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2.4.2 TL23R’iin Immiin Sistemde ve Hiicresel Aglardaki Rolii

1123, hafiza ve efektor T hiicrelerine etki eden bir sitokindir. Aktive ve hafiza T
hiicrelerinde IL23R kompleksi daha yiiksek seviyede eksprese olurken; NK hiicreleri,
eozinofiller, monositler, makrofajlar, DC’ler ve epitelyal hiicreler gibi daha birgok farkli
hiicre populasyonunda da reseptoriin ekspresyonu s6z konusudur (102-103). Sadece
TCR uyarist IL23R ekspresyonu igin yeterli olmadigindan, 1L23 cevabini arttirmak igin
ek uyaranlar da gereklidir. IL23 ile uyar1 sonrasinda IL-17A, IL-17F, IL-6, IL-22, TNF,
CXCLI ve a3 integrin gibi birgok inflamatuar molekiil iiretildigi bilindiginden, 1L23
tanimlandigi donemlerde TH17-hiicre—promoting faktér olarak adlandirilmaktaydi
(104-105). Son raporlar IL23’lin bu roliinii acgik¢a ortaya koymaktadir. Naif T
hiicrelerini IL23R pozitif IL17 tireten hiicrelere doniistiirmek i¢in TGF-b ve IL-6’nin
gerektigini gosteren ¢aligmalar da mevcuttur (106-108).

Th17 hiicre gelisimindeki roliine ek olarak, IL23’iin NK hiicrelerini aktive ettigi,
T hiicre proliferasyonunu arttirdig1 ve antikor iiretimini diizenledigi gosterilmstir (109).
IL23/IL-17 yolagmin terleme, ates, agr1 ve artmis immiin cevaplarla gelisen lokal doku
inflamasyonu ile iliskili oldugu bilinmektedir. Bundan dolay1 IL23’{in patojenlere karsi
erken immiin cevapta ya da direk olarak IL17 iiretimini indiikleyip erken ndtrofil
toplanmasi nedenli hasarlarda rol oynayabilecegi diistiniilmdistiir. IL-23/IL-17 yolaginda
olusan diizensizlikler immiinpatolojik ve otoimmiin inflamasyonlarla

iliskilendirilmislerdir (110).

2.5. IL12RB2 ve IL23R genleri ile iliskilendirilmis hastaliklar

Son donemlerde yapilan GWAS calismalarinda IL23R veya IL12RB2 lokuslar
birgok inflamatuar hastalikta ve immiin sistem aracili hastaliklarda yatkinlik lokusu
olarak belirlenmistir. Ornegin, 1L23 reseptdriiniin 9. Ekzonunda yer alan bir non
sinonim SNP (rs11209026) inflamatuar barsak hastaligi (IBH), psoriazis (PS),
psoriyatik artrit (PSA), ankilozan spondilit ve anti topoizomeraz 1 pozitif sistemik
sklerozis ile birincil derecede iligkili bulunmustur. Duerr R.H ve arkadaslarinin 2006
yilinda Crohn hastaligina neden olabilecek genetik faktorleri tanimlayabilmek icin
yaptiklart bir GWAS c¢alismasinda, kromozom 1p31°de yer alan ve IL23 reseptoriiniin
bir subiinitini kodlayan IL23R geni ve Crohn hastalig1i arasinda anlamli bir iligki

belirlenmistir. Boylece inflamatuar barsak hastaliklarinin tedavisinde terapotik bir hedef
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olarak proinflamatuar bir sitokin olan [L23’in yer aldigi sinyal yolaklarinin
kullanilabilecegini belirtmislerdir (111-113).

Liu Y ve arkadaslar1 PS ve PSA hastalarinda yapmis olduklar1 ilk genis skala
genom boyu iliskilendirme galismasinda, MHC bélgesinin PS i¢in en 6nemli risk
faktorii oldugu, PSA’da ise major bir roliiniin oldugunu ortaya ¢ikarmislar ve IL12RB2
lokusundan 4 kb uzaklikta, IL23R bolgesindeki bir SNP (rs11209026) ile PS ve PSA
hastaliklarinin ilisKisini géstermislerdir (P = 0.001) (114).

Hirschfield ve arkadaslarmmin 2009°da HLA siif II bolgesinde; HLA-DQB1
lokuslarinda primer biliyer siroz ile en giicli assosiasyonu tespit ettikleri
arastirmalarinda, IL12A lokusunda iki, IL12RB2 lokusunda da (rs3790567) bir SNP’nin
primer biliyer siroz ile iliskisini gotermisleridr. Boylece IL12’nin immiinregiilatuar
sinyal aksisinin primer biliyer siroz patofizyolosinde gerekli oldugunu 6ne siirmiislerdir
(115-117).

Lacher M ve arkadaslarinin, IL23R lokusunda GWAS c¢alismasi sonucunda
belirlenen rs11209026 (p.Arg381GIn) ve rs7517847 (c.799-3588T>G) varyantlarinin
IBH ile iliskisini TagMan SNP genotipleme yotemi kullanilarak incelemis ve RT-PCR
ile IL23R transkripsiyonel aktivitesini kolon dokularinda analiz etmiglerdir. 2009
yilinda yapilan bu ¢alisma sonucunda rs11209026 allelinin pediyatrik Crohn Hastaligina
kars1 korunmada 6nemli oldugu, fakat IL23R ekspresyon seviyelerinin bireyler arasinda
cok degisken olmasi nedeniyle hastalikla anlamli bir iliski gostermedigi belirlenmistir
(118).

Jiang Z ve arkadaslar1 2010 yilinda Cin toplumunda IL23R SNP’lerinin BH’na
yatkinlikta roliiniin olup olmadigmin belirlenmesi igin 4 SNP’yi BH ve kontrollerde
genotiplemisler ve sonugta ilk kez bu ¢aligma ile IL23R’deki rs17375018 SNP’si BH ile
cok giiclii iliskili gosterilmistir. Bu caligmada ayrica IL23R’niin rs11209032 AA ve
rs17375018 GG genotiplerinin BH’na yatkin genotipler oldugu ve AGCG haplotipinin
BH’ndan korunmada rol oynayabilecegi 6ne siiriilmiistiir (119).

2010 yilinda Mizuki ve arkadaslarinin Japon toplumunda ve Remmers ve
arkadaglarinin ise Tiirk toplumundaki Behget hastalar1 ile korele yiirtittiigii iki GWAS
caligmasinin sonuglarina gore; Japon BH grubundaki ¢alismada; kromozom 1p31.3° te,
IL23R ve IL12RB2 lokuslarinin intergenik bolgesinde yer alan rs12119179 ve
1g32.1’de 1L10 lokusunun 3. intronunda lokalize olan rs1554286 tek niikleotid
polimorfizmleri BH ile iliskili olarak tespit edilmistir. Bu bolgeler ekstra SNP’lerin
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haritalandirilmast sonucunda ise IL23R-IL12RB2 lokuslarinin intergenik bolgesinde yer
alan rs1495965 ile en anlamli iliski bulunmustur. Bu ¢alismada, gii¢lii iliskili olarak
bulunan SNPlerin 1L23R-IL12RB2 intergenik boélgede bulunduklari ve birbirleriyle
giiclii baglant1 dengesizliginde (LD, Linkage disequilibrium) olduklar1 goésterilmistir.
Calismanin replikasyon asamasinda, Remmers ve arkadaglarmin Tirk toplumunda
calistigr ornekler ve Koreli Behget hastasinin drnekleri, anlamlilik degerine ulasan 3
SNP (IL23R-IL12RB2’de rs1495965; 1L10’da rs1800872 ve rs1800871) i¢in taranmus,
ve IL23R-IL12RB2 bolgesindeki rs1495965, Tiirk toplumunda BH ile iligkili bulunmus
fakat Korelilerde anlamliliga ulasamamistir. Bu calismada, rs1495965’in hastalikla
iligkili allelinin her 3 populasyonda da BH i¢in artmis risk alleli oldugu gosterilmistir.
IL10 bolgesindeki her 2 SNP ise; hem Tiirk ve korelilerde yapilan replikasyon
caligmasinda, hem de meta analiz sonucunda en anlamli iligkiyi gostermislerdir (12,13).

Tiirk toplumundaki GWAS calismasinda; Japon toplumunda yiiriitiilen ¢alismada
tanimlanmis olan IL10 ve IL23R-IL12RB2 bdlgeleri tekrar haritalanmis, [L10
lokusunda rs1518111 ve IL23R-1L12RB2 lokusunda rs924080 SNP’leri BH ile iliskili
varyantlar olarak tespit edilmistir (P <0.0001). Bu ¢alismada ek olarak, IL10 geninde
bulunan rs1518111 haplotipini heterozigot tasiyan 8 saglikli kisinin monositlerden izole
edilen pre-mRNA larda, her iki allelin (hastalik ile iligkili kopya ve normal allel
kopyasi) rolatif ekspresyon farkliligi olgiilerek allelik dengesizligi test edilmistir. Tiim 8
kigide rs1518111 A* allelinin pre-mRNA transkripti, G allelini tasiyan transkriptler ile
karsilastirildiginda, A* alleli diisiik seviyelerde bulunmustur (A*: hastalikla iliskili allel,
G: normal allel). Ozellikle anti-inflamatuar bir sitokin olan IL10’un diisiik doz
tiretimine neden olan genetik varyasyonlarin BH patogenezinde gelisen inflamasyon ile
iligkili oldugu ve hastaliga yatkinlik riskini arttirdig1 gosterilmistir. Bu ¢aligmada, ayrica
MHC bélgesinin igindeki HLA-B*51‘in BH’ye yatkinlikta primer rol oynadigi
dogrulanmis ve HLA-B’ye telomerik olan bir diger bagimsiz MHC Smif 1°1 ortaya
cikarmistir (Tablo 2-2) (13).



23

Tablo2-2: Behcet Hastaligi’nda risk allelleri

Kategori Gen Varyant Yerlesim Referans
HLA  iliskili rs17482078 Kirino et. al,
ERAP Exon
gen (Arg725GIn)
rs1518111 Intron Remmers et. al
IL ailesi IL10
rs1800871 Upstream Remmers et. al
rs1800872 Upstream Remmers et. al
IL10
rs1554286 Intron Mizuki et. al,

rs121191179 | Intergenik Mizuki et. al,

) Remmers et. al, Mizuki et.
- rs924080 Intergenik
IL ailesi al,

IL23R-
IL12RB2

rs11209032 | Intergenik Jiang et. al,

rs17375018 | Intron Jiang et. al,

] Remmers et. al, Mizuki et.
rs1495965 Intergenik |
al,

2.6. IL12RB2-1L23R intergenik bolgesindeki rs924080 varyantimin farkh
toplumlardaki iliskilendirme ¢alismalar

Bu tez calisgmasi tamamlandiktan sonra IL12RB2-IL23R intergenik bolgesindeki
rs924080 varyantinin farkli toplumlarda Behget Hastaligi ile iligkisi arastirilmistir. 2012
yilinda Xavier ve arkadaslarinin Iran toplumunda 973 BH ve 637 Saglikli goniilliide
yaptig1 replikasyon calismasinda ilgili varyantin BH’ye yatkinligi gosterilmistir (122).
2013 yilinda Cezayirin Batisinda 51 BH ve 96 saglikli goniilliiniin dahil edildigi bir
diger ¢alismada da rs924080 bolgesi, ¢alisilan 11 SNP’den biridir. Fakat bu ¢alismada
rs924080 ile BH arasi iliski Cezayir toplumunda anlamliliga ulasmamistir (123). 2016
yilinda Qin Xue ve arkadaslarinin 407 BH ve 421 Sagliklida yapmis oldugu
iligkilendirme c¢alismasinda rs11209032 ve rs924080 incelenmis ve Kuzey Cin
toplumunda bu tek niikleotid polimorfizmlerinin BH ile iliskisi anlamliliga ulagmistir
(124). 2017 yilinda yine Cin’den fakat bu kez giiney bdlgesinde daha fazla hasta ve
saglikli gonilli kullanilarak benzer calisma tekrarlanmistir. 1206 BH ve 2475
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sagliklinin kullanildigr iliskilendirme c¢aligmasinda 26 BH’na yatkinlikta Snemli
olabilecegi diisliniilen tek niikleotid polimorfizmi incelenmistir. Bulgular 1L10
genindeki rs1800871 ve IL23R-1L12RB2 intergenik bolgesindeki rs924080 ile BH
arasindaki iliskiyi desteklemis ve ayrica Giiney Cin populasyonunda IL10 and IL23R-
IL12RB2 bolgesinde BH ile iliskili 2 yeni SNP daha belirlemistir (125).

2.7. IL12RB2-1L23R intergenik bolgesinde farkh varyantlarin iliskilendirme
calismalar

2017 yilinda Kore populasyonunda yapilan bir diger iliskilendirme ¢aligmasina 369 BH
ve 2000 Saglikli kisi dahil edilmis bu kez IL23R-IL12RB2 intergenik bolgesinde BH ile
iligkili ti¢ farklit SNP rs1495965, rs1495966 ve rs4655535 belirlenmistir (126).

Kramer ve arkadaslar1 2018 yilinda toplamda 89 Israil ve Tiirk kokenli iiveitli Behget
Hastas1 ve farkli kokenden saglikli kontrollerde intergenik bdolgedeki rs1495965°1
incelemisler ve IL 10 genindeki rs1800871 polimorfizmindeki A risk allelinin Tiirk
gruptaki Behcet iiveiti ve saglikli kontrollerde hastaliga yatkinlikta etkin oldugunu
gosterniglerdir. IL23R-IL12RB2 geni rs1495965 G allelinin Behcet iiveitli hastalarda ve
Orta Dogu kokenli saglikli Tiirk ve Israil grubunda diger Israilli control grubuna gére
yiiksek oldugunu gostermislerdir (sirast ile 77.9%, 78.9%, 27.8% , P < 0.001) (127).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC
3.1.1. Cahsma Grubu

Calismamiz, 507 sayili 24.10.2002 tarihli etik kurul onayir alinmis projede
calisilan, Behget Hastaligi-genom analiz caligmasinda belirlenen IL23R-IL12RB2
bolgesindeki varyant (rs924080) i¢in heterozigot (n=6) ve homozigot (n=4) tasiyici
oldugu bilinen saglikli goniillillere ait 6rnekler ve iki allelinde de BH ile ilskili bu
varyantt igermeyen saglikli goniilli (n=4) olmak iizere toplam 14 olguda

gerceklesmistir.

Calisma materyali olarak goniilliilerden, 2 adet 10ml’lik EDTA’l1 tiiplere alinan
kanlar kullanilmistir. Calisma 1.U. Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii (DETAE) Genetik
Anabilim Dal1 laboratuvarlarinda yapilmistir. Calisma &ncesi 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi
Etik Kurul’'undan onay alinmis ve ornekleri aliman goniilliillere detayli bir sekilde

caligma kapsami anlatilmis ve goniillii onam formu imzalatilmstir.

3.1.2. Kimyasallar

e Fikol Histopaque 1077 Sigma Aldrich
e B-Merkaptoethanol Sigma, Almanya

e RLT Qiagen

o Etil Alkol Merck, Almanya

e Etidyum Bromiir Sigma, Almanya

e PBS Biochrom

e Eritrosit parcalama solusyonu (EL) Qiagen



e RPMI-L glutamin

e Penisilin Streptomisin

e HEPES

e Fetal Bovine Serum-Isi ile inaktive edilmis

e Lipopolisakkarid(E.coli,Serotype O55:B5)

3.1.3. PZR Materyali
e Primer (5 uM)
e  Master mix (2X)

e UPL prob (10 uM)

3.1.4. cDNA Sentez Materyali
5X RT Buffer
10 mM dNTP miks
DTT (0,1 M)
RNaz inhibitor (20 U/ul)
Revers Transkriptaz (200 U/ul)

Random Primer

3.1.5. Kullamilan Tampon ve Cozeltiler

Soliisyon D
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Gibco

Gibco

Biochrom,
Thermo Scientific

Sigma Aldrich

Invitrogen,
Roche,

Roche

MBI Fermentas, Litvanya
Applied Biosystems, UK
MBI Fermentas, Litvanya
MBI Fermentas, Litvanya
MBI Fermentas, Litvanya

MBI Fermentas, Litvanya

10 ml EL (eritrosit lizis) ¢ozeltisi icine 100 pl B-Mercaptoetanol eklendi.
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Hiicre Kiiltiirii Medyumu

100 ml hiicre kiiltiirii medyumu i¢in; %210 Is1 ile inaktive edilmis FBS (Thermo
Scientific), streptomisin (100mg/mL), penisilin (100U/mL) (Invitrogen Life Sciences,
USA), %2 HEPES solusyonu (Biochrom, USA) ve 0,2 ug/ml B-ME (Biomatik, USA)
iceren 2 mM I-glutaminli RPMI 1640 hazirlandi.

100 ml i¢in;10 ml FBS-HI, 2 ml HEPES Buffer, 1ml Penisilin (10000 U/ml)
Streptomisin (10000ug/ml) miksinden 86 ml RPMI —-L Glutamin (konsantrasyon)
igerisine eklendi. Bu ¢ozeltiye 200 ul B-ME + 9,8 RPMI dan 100 ul alinip 9,9 ml RPMI

icinde ¢oziillip, bu karisimdan da 1 ml kiiltiir mediumuna eklendi.
3.1.6. Kullanilan Cihazlar
Hassas terazi (Shimadzu)
Otomatik pipetler (Glison, Eppendorf)
Ceker ocak (Kermanlar)
Otoklav (Kermanlar)
Distile su cihaz1 (Millipore)
Buzdolabi ve derin dondurucu (+4°C, -20°C, -80°C) (Argelik, Sanyo, Bosch,
Heraeus Sepatech)
Sogutmali santrifiij (Eppendorf)
Masa iistii mini santrifiij ( Hettich, Eppendorf)
CCD kamera- bilgisayar donanimi (BIO-RAD)
Isik mikroskobu (Olympus CX41)
PZR cihazi (Techne)
Vorteks (Kermanlar)
Flow kabin (Thermo Scientific)
Spektrofotometre (Nanodrop)
Es zamanli PZR cihazi (Roche)

VI-CELL cell viability analyzers (Beckman Coulter)
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3.2. YONTEMLER
3.2.1. Lokosit Izolasyonu

Alman kan 6rneklerinden Fikol (Ficoll-hypaque) yontemi kullanilarak periferik
kan mononiikleer hiicrelerin izolasyonu yapilmistir. Fikol ile ayristirma yontemi
yogunluk gradientine dayanmaktadir. Pihtilasmamis kan o6rnegindeki beyaz hiicre
konsantrasyonu,Thoma kamarasi/ hiicre sayim cihaz1 kullanilarak o6lgtildii. Thoma
kamarasi ile sayim yapilirken Olympus CX41 1s1k mikroskobu kullanilir. Elde edilen
degere gore ml. basia 20.10° hiicre gelecek sekilde PBS ile sulandirma yapildi ve elde
edilen total voliime gére cam tiip hazirlandi. Hiicre sayisina gore belirlenen cam tiipe
pastor pipeti yardimiyla 4 ml. Fikol konuldu ve fikoliin iizerine PBS ile karistirmis
oldugumuz 6rnekten ortalama 8 ml pasteur pipeti yardimiyla sizdirildi. Ornekler 2060
rpm’de 15 dk. santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda tiipte 3 faz gozlemlendi. Ornekler;
en altta sedimentasyona ugrayarak dibe ¢oken eritrositler ve yogunluklar1 nedeniyle
ayrigtirma sollisyonu olan fikolu gecebilen graniilositler,orta fazda “buffy coat” adi
verilen ve ayristirma fazinin stiinde toplanan mononiikleer hiicreler (lenfosit, monosit,
trombositler) en iist fazda ise plazma olacak sekilde ayrilirlar (sekil 3-1). Pasteur pipeti
ile yeni tiibe toplanan mononiikleer hiicreler trombositlerden uzaklastirilmak igin MN
hiicreleri igeren tiibe yaklasik 3 kat volum oraninda soguk PBS yikama solusyonu
eklendi ve 2 ml PBS ile bir kez yikandi. 1850 Rpm’de 10 dk santrifiij edildikten sonra
tistte kalan sivi atildi. Tipe 2 ml. PBS daha eklenerek hiicreleri vortekslendi ve
stispansiyon hale getirildi. 1500 Rpm’de 5 dakika santrifiij edilip, list faz atild1. Hiicreler
hiicre fazinin biiyiikligiine gore, 1ml PBS iginde diliie edilip hiicre sayma cihazi /
Thoma kamarasinda tekrar WBC (beyaz hiicre) konsantrasyonunu 6lgiildi. 0. Zaman
gen ekspresyon degerlendirmesinde kullanilmak tizere 2,5.10"6 hiicre ayrildi ve PBS’i
uzaklastirmak icin 1500 Rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra 350 ul Sol D’ye
alindi. Geriye kalan hiicre sayisina gore, 2,5.10"6 hiicre/ml olacak sekilde 2 kopya daha
ayrildi. PBS’i uzaklastirmak icin 1500 Rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten
sonraiizerlerine 1’er ml hiicre kiltiiri medyumu eklendi. Beyaz kan hiicrelerimiz

calismaya dek -80C’de saklandi.
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Santrifuj Oncesi Santrifaj Sonrasi

(Diltie kan veya
kemik iligi) “— Dilue plazma
Yuzuk
~ fragmani (MN)
<—| Ayirma solusyonu
Ficoll-Paque <—| Eritrosit ve
(@yima granulositlen
anlitevnnin iceren DBUEI

Sekil 3-1: Fikol yontemi kullanilarak tam kandan mononiikleer hiicre izolasyonu

3.2.2. Hiicre Kiltiirii

Hiicreler (2,5.10° he/ml) %310 Is1 ile inaktive edilmis FBS (Thermo Scientific),
2 mM I-glutamine, streptomisin (100mg/mL), penisilin (100U/mL) (Invitrogen Life
Sciences, USA), %2 HEPES solusyonu (Biochrom, USA) ve 0,2 ug/ml B-ME
(Biomatik, USA) iceren RPMI 1640 (Invitrogen Life Technologies, USA) besi yerinde
%5 CO, igeren ortamda 37°C de 24 saatlik inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin bir
kopyas1, optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda kararlastirilan konsantrasyon olan 2,5.10°
ml/kuyu hiicre i¢in 250 ng/ml LPS (E.Coli serotip O55 B5, Sigma Aldrich, USA) ile

uyarildi, diger kuyudaki hiicrelere LPS uyarani verilmedi.

24 saatlik inkiibasyon sonrasi, her kuyu 200 pl RPMI 1640 ile yikandi ve Vi-
CELL hiicre sayim cihaz1 (Beckman Coulter) ile hiicre sayilar1 ve canliliklart 6l¢iildii.
Hiicreler 1500 Rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek medyumdan uzaklastirildi ve 350 pl

soliisyon D igine alind1. Hiicrelerimiz RNA eldesine dek -80°C’de saklandi.
3.2.3. RNA Eldesi

350 ul soliisyon D (guanidyum tiosiyanat ve beta merkaptoetanol iceren kuvvetli
denaturan madde) icindeki 16kosit 6rneklerinden, standart kit protokoliine uygun bir
sekilde RNA izole edildi (Qiagen, Almanya). RNA miktar: ve kalitesinin 6lgiimii igin
spektrofotometre (ND-1000, NanoDrop Technologies, Inc. USA) kullanildi.
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3.2.4. cDNA Sentezi

Spektrofotometre kullanilarak RNA o6rneklerinin kalitesi ve miktarlart 6lgiildi.
1ug RNA ile cDNA sentezine baglandi. 20 uM random primer eklenerek 65°C’de 10

dakika bekletildi. Daha sonra reaksiyon karigimi ilave edilmek tizere buza alind1 (Tablo
3-2).

Tablo 3-1: cDNA sentezinde kullanilan reaksiyon karisiminin kondiisyonu

Karisim Miktar

59X RT Tampon 4ul
10 mM dNTP miks 2ul
DTT (0,1M) 1ul
RNaz inhibitdr (20 U/ul) 1ul
Revers Transkriptaz (200 U/ul) Tl
Toplam oul

Hazirlanan karigim, 6rneklerin iizerine eklendikten sonra 6rnekler, 25°C’de 10
dk, 42°C’de 1 saat ardindan da 70°C’de 10 dakika inkube edildi. Daha sonra cDNA
ornekleri -20°C’de sakland.
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3.2.5. Es Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Es zamanli kantitatif PZR, amplifikasyon gerceklesirken izlenebilen, floresan
isaretleyicilerin kullanildig1 ve alinan floresan yogunlugunun, amplifikasyon tiriinii ile
dogru orantil1 olarak arttig1 bir yontemdir. Ozgiin (isaretli problar) ya da 6zgiin olmayan
isaretleyiciler (SYBR green vb) kullanilmaktadir. Isaretli problardan en sik
kullanilanlar1 hidroliz ve hibridizasyon problari ile “Molecular beacon” ve “Scorpion”

problardir (121).

Bu c¢alismada hidroliz prob ¢alisma prensibine dayanan UPL problar
kullnailmistir. Hidroliz problart DNA’ya komplementer olan ve floresan isaretlenmis
tek zincirli bir prob igerir. Floresan isaretli probun 5' ucunda “fluorophore” (6-
karboksifloresin= 6-FAM) ve 3’ ucunda “quencher” (6-karboksitetrametil-rodamin=
TAMRA) olarak adlandirilan isaretli eklentiler bulunmaktadir. 3’ uctaki baskilayici
TAMRA boyasi, 5' ugtaki FAM boyasimin sinyal olusturmasini engellemektedir. Prob
hedef DNA’ya baglanma durumunda floresan sinyal Olgtimii diisiiktiir. Cogaltilma
sirasinda ise hedef niikleik asit dizisi {izerinde primerlerin baglanma bolgeleri arasinda
hidroliz problar baglanirlar. Primerlerin baglanmasmin ardindan yeni zincir olugsmaya
baglar. Probun bagh oldugu bolgeye gelindiginde Taq DNA polimeraz enzimi 5'—3
niikleaz aktivitesi ile FAM’1 probdan ayirir. Serbest hale gegen FAM sinyal olusturur.
DNA zincir sentezi uzamaya devam eder. Her bir dongiide iiriin ¢ogalimi oldukga

floresan salinimi da bu artisa bagl olarak devam eder. (sekil 3-2)
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Sekil 3-2: Hidroliz probunun calisma prensibi

Bu calismada, Light Cycler 480 cihaz1 kullanilarak (Roche Applied Sciences,
Manheim, Germany) Behget Hastaligi-genom analiz ¢aligmasinda belirlenen 1L23R-
IL12RB2’nin intergenik bolgesinde yer alan varyantt (rs924080) heterozigot ve
homozigot tasiyan ve bu varyanta sahip olmayan saglikli kisilerde (n=14) IL23R ve
IL12RB2 genlerinin anlatim seviyeleri tespit edildi. IL12RB2 genine 6zgii primer ve
problar “Roche Applied Sciences” firmasinin hizmeti olan insan uluslar arasi prob
kiitiphanesinden (UPL) yararlanilarak tasarlandi. (sekil 3-3) Biitiin genler olast bir
genomik DNA kontaminasyonunu engellemek adina ekzon-ekzon baglant1 bolgeleri

esas alinarak dizayn edildi.



Use probe #82 (cat. no. 04689054001)

Primer  Length Position Tm %GC Sequence
Left 20 2638 - 2657 9 45  tcragatccagcasatagea
Right 18 2693 - 2710 59 61  gtccaagggoagetotgt
Amplicon (73 nt)

tcoagatcoagoaaatagracttgogotaagaaatat cocat tgeagaggagaagacacagetgoccttggac
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Sekil 3-3: IL12RB2 genine uygun primer ve prob cifti (Uluslararasi prob

kiitiiphanesi)

Uluslar arasi1 prob kiitiiphanesinin sundugu forward primerin %GC igeriginin

reverse primere gore fazla oldugu gozlendi ve forward primer sabit tutularak, reverse

primer Primer3 programu ile tekrar dizayn edildi (tablo 3-2).

Tablo 3-2: IL12RB2 genine uygun tekrar dizayn edilen reverse primer

] y Uriin
IL12RB2 Primer dizisi m Uzunluk % GC
Boyu
Forward
(ileri) TCCAGATCCAGCAAATAGCA 5938 20bp  45.00
98 bp
Reverse
TATCAGGAGCCTGTCCAAGG

(geri) 6021 20bp  55.00
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IL23R i¢in primerler ise, bu genin tiim transkript varyantlarinda ortak bdlge olan
7. Ekzon ile 10. Ekzon arasindan Primer3 programi kullanilarak tasarland1 (sekil 3-4).

11352 Kb Forward strand me—
67.63 Mb 67.64 Mb £7.65 Mb £7.66 Mb 67.67 Mb £7.68 Mb £7.69 Mb &7.70 Mb 7.7l Mb £7.72 Mb £7.73
EnsemblHavana.....
— " ——  —+™O

IL23R-206 =
protein coding
Mttt 4+ —+™O
IL23R-201 =
protein coding
Mt —" ™[O
IL23R-207 =
protein coding
Mttt ——+— 4+ ———+"O
IL23R-203 >
protein coding
Tttt  ——++— 0
IL23R-205 =
protein coding
Mt "+t ———+—— —+ 0
IL23R-204 >
protein coding

4+

IL23R-003 =

protein coding

bt —————t"0

IL23R-002 =

processed transcript
i e i i | o — i Eo— i 1]
IL23R-208 = IL23R-202 =
protein coding protein coding

Contigs, AL109843.25 = AL 38992510 =

Sekil 3-4: IL23R geni transkriptleri (ensembl.org)

Tablo 3-3: IL23R genine uygun primerler

IL23R Primer Dizisi m Uzunluk % GC Uriin Boyu
Forward ACAGTTCCCCAGGTCACATC
o 59.82 20 bp 55.00
(ileri)
198 bp
) 59.93 20 bp 50.00
(geri)

Tasarlanan primer ¢iftlerinin genler lizerindeki yerlesimleri sekil 3-5."te gosterilmistir.
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1861 GCCAATTGGATGGCGTTTGTGECACCARGCAT TTGCAT TECTATCATCAT GETEGEECATT
1921 TTCTCAACGCATTACTTCCAGCARANGETETT TETTCT CCTAGCAGCCCT CAGRCC TCAG

1981 TGGTETAGCAGRCARATTCCACATCCAGCARA TAGCACTTECGC TAACGARATATCCCATT
SRR R

2041 GCAEAEGAGAAEACACAECTE_EACTGGCCCAEGCCTGAA

2101 GATCCTCAACCECTGETCAT CACTEAACTCCT TCATCALCTCGACCCCACT TTTCRGACAT

216l CCCCCCTECTCCAACTECGCCACARAGCEARMAMCERAT CCARGETCATCAGGCCTCTEAS

Sekil 3-5. Tasarlanan primer ¢iftlerinin IL12RB2 geni tizerindeki yerlesimi

1 GTTARAGRATTTGACACCRATTTTACATATGTGCAACAGTCAGARATTCTACTTEGAGCCA
61 ARCATTAAGTACGTATTTCAAGTGAGATGTCAAGARARACAGGCARAAGGTACTGGCAGCCT

121 TGEAGTTCACTGTTTTTTCATAARACACCTGAAACAGTTCCCCAGGTCACATCAARAGCA
b e

181 TTCCRACATGACACATGGAATTCTGGGCTAARCAGTTGCTTCCATCTCTACAGGGCACCTT

241 ACTTCTGACARACAGAGGAGACATTGGACTTTTATTGEGAATGATCETCTTTECTGTTATG

301 TTGETCAATTCTTTCTTTGATTGEGEATAT TT-TTAAAAGA

361 AGGATCTTATTCTTAATACCARACGTGGCTTTATGAAGATATTCCTAATATGARARACAGC

Sekil 3-6. Tasarlanan primer ¢iftlerinin IL23R geni tizerindeki yerlesimi

Gen anlatimlarindaki degisimleri inceleyebilmek i¢in kullanilan RT-PZR
yontemi i¢in Oncelilkle iki farkli karigim bulunmaktadir. Bunlardan birincisi Primer-
Probe Mix olan ve iginde bir gen igin segilen iki primeri ve bunlarla iligkili olan floresan
1s1ma veren hidroliz probu igeren karisim, digeri ise master mix olarak bilinen ve iginde
bir PZR i¢in gerekli olan Mg, dANTP ve Buffer igeren karisgimdir. Her bir PZR i¢in 96
kuyu igeren plaklar kullanildi. Her gen her bir 6rnek i¢in duplike ¢alisildi. Her kuyuya

onceden sentezledigimiz 2 pl cDNA, 5 pl master mix ve 1,2 ul primer-probe mix
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eklendi. Karigimlara 1,8 pul H20 eklenerek kuyularin son hacmi 10 pl’ye tamamlandi.
Toplamda 45 dongii sonrasinda RT-PZR islemi sonuglandi (Sekil 3-7). Gen
anlatimlarimi degerlendirirken her gen igin 1s1manin basladigi Ct degerine ve duplike
orneklerin kendi aralarindaki standart sapmalarina bakildi ve sonrasinda bu verilere

bagli olarak delta delta Ct metodu uyguland.

Amplification Curves

7435

E. 795

E.095-

5,395

4695

3.995

3.295

Fluorescence (483-533)

2.595-

1.895

1.195

0435

Cucles

Sekil 3-7: IL12RB2 ve IL23R i¢in PZR amplifikasyon egrilerini gosteren Light Cycler

480 yazilim1 goriintiisii.
3.2.5.1. Referans genlerin belirlenmesi

Referans genler her dokuda esit miktarda ekspresyonunun oldugu bilinen

hiicresel yasam fonksiyonlarindan sorumlu genler arasindan secilir. .

Literatiir taramalar1 sonucunda normalizasyon i¢in GAPDH (glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase) referans gen olarak belirlendi (124).

Referans genimizin primerleri ve probu (Universal ProbeLibrary, Roche
Applied Sciences, Manheim, Germany) hazir kit (UPL, Human GAPD Gene Assay)
seklinde temin edildi.

45
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ELISA ile Supernatantlarin Sitokin Seviyeleri Tespiti

Kiiltiire alinmis periferik kan MN hiicrelerin serum ve supernatanlarinda IL-12R
ve IL-23R sinyalizasyonu ile iretilen IFN-y, TNF-a, IL-6 ve IL-17 sitokinlerinin
seviyelerine ELISA (Diaclone, Canton, MA, USA) ile bakildi.

Istatistiksel Analiz

Hastalarin ve kontrollerin rdlatif mRNA diizeylerinin karsilagtirilmasi igin
Mann-Whitney U testi ve Kruskal-Wallis testleri kullanilmistir. Mann-Whitney U testi
niceliksel o6lgekli gozlemleri verilen ikKi Ornegin aymi dagilimdan gelip gelmedigini
incelemek igin kullanilan bir istatistik testidir. Bu ¢alismada kullandigimiz Mann-
Whitney U testi, t-testi’nin parametrik olmayan alternatifi olarak diistiniilebilir. Kruskal-
Wallis tek yonlii varyans analizi testi ise; grup i¢i dagilimlarinin normale uymamasi
veya gruplardaki 6rnek sayilarmin esit olmamasi durumunda ortanca karsilastiriimasi
icin yapilan bir diger parametrik olmayan testtir. Birbirinden bagimsiz iki yada daha
fazla grubun bagimli bir degiskene iligskin Olglimlerinin karsilastirilarak iki dagilim

arasinda anlamli bir fark olup olmadigini test etmek amaci ile kullanilir.

Analizler GraphPad Prism 5.0 yazilimi1 kullanilarak yapilmis ve testlerde p<0.05

anlamli olarak kabul edilmistir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/%C3%96rneklem
http://tr.wikipedia.org/wiki/Parametrik_olmayan_istatistik
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4. BULGULAR

4.1. Olgularin Genel Ozellikleri

Calismaya 11 kadin 3 erkek olmak tlizere Rs924080 SNP’si agisindan genotipleri bilinen
toplam 14 saglikli goniilli katilmigtir. Rs924080 SNP’si i¢in heterozigot tasiyici: AG
(n=6; 2E, 4K) , homozigot tasiyici : AA (n=4; 1E, 3K) ve homozigot wild-type: GG
(n=4; 4K) olgularinin periferal kanlarindan izole edilen mononiikleer hiicrelerinde
gercek zamanli PZR yontemi kullanilarak IL12RB2 ve IL23R mRNA anlatimlari
aragtirtlmistir. Kadin (n=11) Yas ortalamalar1 38,55 iken; erkeklerin (n=3) vyas
ortalamas1 40,67 olarak hesaplanmistir. Cinsiyet dagilimlari, yas ve haplotipleri Tablo

4.1.” de gosterilmistir.

Tablo 4-1: Olgularin cinsiyet, haplotip ve yas dagilimlari

Cinsiyet Haplotip Yas Cinsiyet Haplotip Yas Cinsiyet Haplotip Yas
K AA 47 K AB 28 K AB 40
K AA 38 K BB 54 E AA 58
K AA 28 K BB 32 E AB 28
K AB 36 K BB 26 E AB 36
K AB 23 K BB 28

4.2. IL12RB2 anlatimimn alleller acisindan incelenmesi

Rs924080 i¢in AA, AG ve GG genotiplerine sahip kisilerde, IL12RB2 mRNA
anlatimlar1 allellerin gen ekspresyonuna etkisi agisindan incelendiginde; 250ng/ul
LPS/kuyu ile uyar1 sonrasi 24 saat hiicre kiiltiiriinde bekletilen (LPS+) gruplardan A/G
allelini homozigot ya da heterozigot tasiyan ve uyaran verilmeden 24 saat hiicre
kiiltiiriinde bekletilen (LPS-) gruplardan A/G allelini homozigot ya da heterozigot
tastyan grup ile karsilagtirildiginda; LPS uyarisi ile, A ve G allellerinin etkisinin
incelendigi AA+AG ve AG+GG genotiplerindeki her iki grupta da IL12RB2 anlatim
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seviyelerinde anlamli bir azalmanin oldugu bulunmustur (Mann-Whitney U test) (Sekil
4-1) (p=0,0093 ve p=0,0073).
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Sekil 4-1: LPS uyarisina gore, AA+AG ve AG+GG genotipindeki 6rneklerin
alleller agisindan IL12RB2 gen ekspresyonlar1 (p=0,0093 ve p=0,0073)



40

4.3. IL23R anlatiminin alleller acisindan incelenmesi

Rs924080 icin AA, AG ve GG genotiplerine sahip kisilerde, IL23R mRNA
anlatimlart allellerin gen ekspresyonuna etkisi acisindan incelendiginde; 250ng/ul
LPS/kuyu ile uyar1 sonrasi 24 saat hiicre kiiltiiriinde bekletilen (LPS+) gruplardan A/G
allelini homozigot ya da heterozigot tasiyan ve uyaran verilmeden 24 saat hiicre
kiiltiiriinde bekletilen (LPS-) gruplardan A/G allelini homozigot ya da heterozigot
tasiyan grup ile karsilastirildiginda; LPS uyaris1 ile, A ve G allellerinin etkisinin
incelendigi AA+AG ve AG+GG genotiplerindeki her iki grupta da istatistiksel olarak
anlamli bulunmamasina ragmen, IL23R anlatim seviyelerinde artis tespit edilmistir

(Mann-Whitney U test) (Sekil 4-3) (p= 0,0952; p=0,2894).
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Sekil 4-2: LPS uyarisina gore, AA+AG ve AG+GG genotipindeki 6rneklerin
alleller agisindan IL23R gen ekspresyonlar1 (p=0,0952; p=0,2894 )
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Sekil 4-3. rs924080 AA, AG and GG genotiplerine sahip saglikli bireylerden

alinmig MN hiicrelerin goreceli IL-12RB2 ve IL-23R subunit ekspresyon seviyeleri
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Risk A alleli, LPS ile uyar1 sonucunda IL-12RB2, IL-23R, IFN-y and TNF-o’nin
bazal ekspresyonunu etkilemiyor fakat IL-23R and TNF-o’nin ekspresyon kapasitesini

arttirarak yanita neden oluyor.

Bunun tersine A alleli ise baseline IL-6 iiretimini arttirtyor. Bu egilim risk
allelini tasiyan bireylerde goriilen IL23R ekspresyon kapasitesi artigindan mu

kaynaklaniyor ya da farkli bir yol {izerinden mi daha ayrintili arastirilmasi gerekiyor.

IL-12RB2 ekspresyon sonuglari ile uyumlu olarak; IL-12R sinyalizasyonu
tarafindan iiretilen IFN-y’nin serum ve siipernatanlardaki seviyesi gruplar arasinda
kiyaslanabilecek seviyede idi. IL-23R ekspresyon sonuglari ile uyumlu olarak ta, IL-
23R sinyalizasyonu tarafindan kismen iiretilen TNF-a seviyeleri ise; AA genotpilerine
ait hi¢c uyarilmamis periferik kan MN hiicrelerde goreceli olarak diisiik ama ayn
kisilerin LPS ile uyarilmig MN hiicrelerinde oldukg¢a yiiksek olarak bulundu. Sonug
olarak AA genotipine sahip kisilerde “ortalama stimulasyon indeksi” diger iki gruba

gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0.046).

IL-23R sinyalizasyonu btarafindan kismen {iretilen bir diger sitokin olan IL-6
seviyeleri ise AA ve AG genotipine sahip kisilerin LPS ile uyarilmis MN hiicrelerinde
serum (anlamli degil) ve supernatanlarinda (p=0.015) yiiksek olarak bulundu. AA ve
AG genotipine sahip kisilerde IL-6 i¢in ortalama stimulasyon indeksi, GG grubuna gore

aanlaml olarak yiiksek bulundu (p=0.018).

Serum IL-17A seviyeleri ise tiim gruplar arasinda karsilastirildi fakat periferik
kan MN hiicrelerin supernatanlarinda detekte edilecek diizeyde tespit edilememistir

(Data gosterilmemistir).
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5. TARTISMA

Bu galismada ilk kez BH ile iligkili varyant olarak tespit edilen IL23R-IL12RB2
lokusundaki rs924080 SNP’sinin, IL23R velL12RB2 genlerine etkisi incelenmistir. IL-
12RB2 ve IL-23R anlatim seviyeleri ve IL-12RB2 stimiilasyon endeksleri  kiiltiir
ortamina alinmamigs PBMC, kiiltiire edilmis ve LPS ile uyarilmis PBMC ya da kiiltiir
ortamina alinmig ama uyarilmamis PBMC gruplar1 arasinda farklilik gostermistir.

IL23/IL17 yolaginin terleme, ates, agr1 ve artmig immiin cevaplarla gelisen lokal
doku inflamasyonu ile iliskili oldugu bilinmektedir. Bundan dolay: IL23{in patojenlere
kars1 erken immiin cevapta ya da direk olarak IL17 iiretimini indiikleyip erken nétrofil
toplanmasi nedenli hasarlarda rol oynayabilecegi diigiiniilmiistiir. Bu yanitlarda 6nemli
olmasindan dolay1, hastalik risk allelini tasiyan kisilerin (A), istatistiksel olarak
anlamlilik tespit edilmemis olmasina ragmen, IL23R’nii goreceli olarak daha fazla
eksprese ettikleri gosterilmistir. Buna karsin, AA ve AG gruplarinin IL-23R
stimulasyon endeksleri GG drubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p=0.042).

IL-23, TNF-a ve IL-6 hem Th17 farklilasmasi hem de BH patogenezinde etkindir.

Ayrica Anti-TNF-o terapilerinin Th17 farklilagmasini baskilayarak BH’ndaki
inflamasyonu azalttig1 bilinmektedir. LPS stimulasyon sonuglarina dayanarak, rs924080
A alleline sahip bireylerin bakteriyel patojenlere asir1 ve abarti inflamatuar yanitlar
veriyor olmalari da BH gelisimine destek oluyor diyebiliriz. Sonuglarimiz rs924080
lokusunun Th 17 ve IL-6 cevaplarinda modulator bir yeri oldugunu gostermektedir.

Caligmamizda anlamli artig gosteren IL-6 ve TNF a dogal bagisiklik hiicreleri
tarafindan iretilirken, anlamli degisiklik gostermeyen IFN y ise agirlikli olarak edinsel
bagisikligin tiyesi olan Thl tipi lenfostler tarafindan iiretilmektedir. BH’de duyarlilig:

artmis dogal bagisiklik hiicrelerinin 6n planda hastaligin baslamasima sebep oldugu
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bilindiginden, risk aleline sahip BH olgularinda bu sitokin profilinin saptanmasi
patogenez ile ilgili bilgilerimizle uyumludur.

Calismamizda risk aleline sahip BH olgularinin daha diisiik IL12RB2 ekspresyonu
gosterme egilimi oldugu saptanmustir. Patojenlerin eliminasyonunda rol oynayan 1L12-
IL12R sisteminin diisiik ekspresyonunun c¢esitli dokularda mikroorganizma miktarinin
artmasina sebep olmasi ve boylece dogal bagisiklik hiicrelerinin daha fazla uyarilmasi
sonucunda BH bulgularinin gelisiyor olmasi olasidir.

Daha genis olgu orneklerinde bu konuda ileri aragtirmalarin yapilmasi ve galisilan
orneklerin sitokin seviyelerinin tespit edilmesi, hastalik patogenezindeki bu genlerin

rollerinin anlasilmasini ve BH tedavisi i¢in yeni tedavilerin gelistirilmesini saglayabilir.
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FORMLAR

BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

I-Aragtirmayla llgili Bilgi Verilmesi :

Proje Adi: “Behget Hastaligi-genom analiz galigmasinda belirlenen IL23R-IL12RB2
bolgesindeki varyantin (rs924080), IL23R ve IL12RB2 genlerinin ekspresyonlart ile
iligkisininin aragtiriimas..”

Yapilacak islemin tammi: Bu caligmada, Behget Hastaligi-genom analiz
calismasinda belirlenen IL23R-IL12RB2 bélgesindeki varyantin (rs924080), IL23R
ve IL12RB2 genlerinin ekspresyonlari ile iligkisininin aragtiriimasi planlanmaktadir.

Orneklerin periferik kanlarindan elde edecegimiz mononukleer hiicrelerinden, CD3+
T hiicreleri FACSAria ile izole edilip, htcre kilturinde IL23R ve IL12RB2
ekspresyonlan igin uyarilacaktir. Bu hicrelerden total RNA izolasyonu yaplllp_,
RNA'lardan cDNA sentezi ile Real Time PCR metodu_kullanarak genlerin relatif
ekspresyonlari arastinlacaktir. Bu g¢alisma Istanbul Universitesi Deneysel Tip
Arastirma Enstitiisit Genetik Anabilim Dali tarafindan yuritulecektir.

Arastirmanin Amaci: Behget Hastaligi-genom analiz ¢alismasinda belirlenen IL23R-
IL12RB2 bélgesindeki varyanti (rs924080) heterozigot ve homozigot tagiyan ve bu
varyanta sahip olmayan saglikh kisilerde, IL23R ve IL12RB2 sitokinlerinin ekspresyon
farklihginin incelenmesi planlanmaktadir.

Arastirmada Kullanilacak Yéntemler

Yapiimasi planlanan genetik incelemelerde sizden 10 cc'lik EDTA'l tuplerdeki
kanlariniz kullanilacaktir.

Sizden alinan kan érnekleri, aragtirma amaciyla kullanilacagindan numaralandirilip,
size ait kigisel bilgiler saklanacak ve 3. kisilerle paylagiimayacaktir.

Yapilacak olan bilimsel ¢alismadaki sonuglarin kisisel olarak sizin ve ya ailenizin
diger bireylerinin yararlanmasi s6z konusu olmayacaktir. Bununla beraber,
vereceginiz kan érekleri sayesinde, bu hastaligin tam olarak anlagiimasi, yeni tedavi
ve tani ydntemlerinin gelistiriimesini saglayacak g¢aligmalarin yapilabilmesi mimkan
olacaktir.

Sizden alinacak ornekler, genlerimizde bulunan degisikligi gosterecek ve Behget
Hastaligi disinda diger hastaliklarla ilgili aragtirmalarda da, o hastaliga 6zgu genetik
degisikliklerin tanimlanmasinda yardimci olabilecektir. Bu amagla elde edilen veriler,
herhangi bir kimlik bilgisi igermeden, uygun kontrol olarak hizmet edebilecegi diger
arastirmalarda ve veritabanlarinda kullanilabilecektir.

Bagigladiginiz bu kan érnekleriyle, ¢alismalarin sonuglarindan herhangi bir ticari
kazang beklememeyi de taahhiit ediyorsunuz. Bu galismaya katilimak igin de
herhangi bir iicret 6demeniz de gerekmemektedir.
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Bu aragty
yapab“mikﬁg;yio){jxhi%l:nasosgg"kll ki§inip katiimasi beklenmektedir. Bu ¢alismayi
kandan mononiikleer hicre| -20 ml (1-2 tup) kadar kan almamiz gerekmektedir. Bu

; eriniz j i i i ir.
Hiicre Kiltdrande |L23R Vgl 2alyérélacak ve CD3+ T hicreleri izole edilecektir

h ) 2 ekspresyonlar igin uyarilacak olan bu
kgﬁ;elerden total‘ RNA _elde edilecek ve cDNA sentezi ile Real Time PCR metodu
narak genlerin relatif ekspresyonlari aragtirilacaktir.

” Kol damarqungla kan alinmasi esnasinda igne batmasi sonrasina bagl olarak az
Ir aci duyabilirsiniz. Az bir ihtimal de olsa igne batmasi sonrasinda kanamanin

uzamasi, igne batan yerde gegici bir morluk gelismesi ya da ok daha nadir olarak
enfeksiyon riski bulunmaktadir.

Bu bilimsel galismaya katkida bulunmak amaciyla kan vermenizin viicudunuz igin
herhangi bir zararli etkisi yoktur ve kan verebilmek icin diizenli bir ilag kullanmiyor
olmaniz gerekmektedir.

Kan &rnegi verip vermemek ve istediginiz anda bu galigmadan gikmak konusunda
6zgursaniz.

Yarimekte olan galigmalarin genel sonuglari hakkinda Ig Hastaliklani Anabilim Dali
Romatoloji Bilim Dal’'ndan Dr. Ahmet Giil'e (0212) 414 2000-32892 no'lu numaradan
ulagabilirsiniz.

Katilimcinin/Hastanin Beyani

Sayin Dr. 7\ e "'GBL ..... tarafindan Istanbul Universitesi DETAE Genetik AD'da

tibbi bir arastirma yapilacagdi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana
aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya “katilimci” olarak davet edildim.
Eger bu calismaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu arastirma sirasinda da biyik ézen ve saygl ile yaklasacagima
inaniyorum. Aragtirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda
kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli gliven verildi.
Projenin yuratiimesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
gekilebiliim (Ancak arastirmacilan zor durumda birakmamak igin arastirmadan
cekilecegimi Onceden bildirmemin uygun olacaginin bilincindeyim). Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar veriimemesi koguluyla arastirmaci tarafindan arastirma
digi da tutulabilirim.

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

Ister dogrudan, ister dolayll olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan
sebeplerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya gikmasi
halinde, her tiirli tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda giivence verildi (Bu tibbi
mudahelelerle ilgili olarak da parasal bir yilk altina girmeyecegim).

Aragtirma sirasinda bir saglik sorunu ile kargilagtigimda; herhangi bir saatte lg
Hastaliklari AD Romatoloji Bilim Dal’ndan Dr. Ahmet Gul'ti (0212)414 2000-32892
no'lu numaradan arayabilecegimi biliyorum. Bu aragtirmaya katilmak zorunda degilim
ve katiimayabiliim. Aragtirmaya katimam konusunda zorlayici bir davranigla
kargilagsmig degilim. Eger katiimayi reddedersem, bu durumun hekim ile olan iligkime
herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.
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Bana yap) i
belli bir):j(_%;:mteum aciklamalar, ayrintiyla anlamig bulunmaktayim. Kendi bagima
olarak yer ajma karsaor?;ngz adlBgeE:(en bu aragtirma projesinde “katiimci” (denek)
s BAnA im. Bu i baytk bi iyet ve
gonillalok icerisinde kabuy ediyorum_onUda yapilan daveti biyik bir memnuniy!

mzal bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Gonilli Onay Formu

Yukarida, gbnulltye arastirmadan &énce verilmesi gereken bilgileri gésteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sézli aciklamalar yapildi. Bu kosullarla séz
konusu klinik aragtirmaya kendi nizamla higbir baski ve zorlama olmaksizin kabul
ediyorum.

@
Goniilliindn Adi-Soyadi: Pyse PALaonui Tarih: {2.06 42
Génillliiniin Telefonu : 531218354 ’U( Imzasi
Goniilliindin Adresi s

Velayet ve ya vesayet altinda bulunanlar icin veli ve ya vasinin Adi-Soyadi,
Imzasi, Adresi(varsa telefon no, fax no)

Aciklamalan yapan aragtirmacinin

Adi-Soyadi:
Fua ¢ AVUS

Riza alma iglemine basindan sonuna kadar taniklik eden kuru us gorevlisinin

Adi-Soyad: imzas:
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3
Ba )
;em r;,?r ﬁ? 'I..an tim aciklamalar aynntiyla anlamig bulunmaktayim. Kendi bagima
olarak $.NMe sonunda adi gegen bu arastirma projesinde “katilimci” (denek)
ke yer .alm_a_karanm aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyitk bir memnuniyet ve
gonalialak igerisinde kabul ediyorum,

mzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Goniillii Onay Formu

"Yukarida, gonilliye arastirmadan énce verilmesi gereken bilgileri gésteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlu agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z
konusu klinik arastirmaya kendi rizamla higbir baski ve zorlama olmaksizin kabul
ediyorum,

= .y
Goniilliiniin Adi-Soyadi: g E AL Tarih: €.\ Lo 4 L
Gonlilliiniin Telefonu : 'X == imzasi
Goniilliiniin Adresi

| % T L | —i\Q ):m.(v/l LAJ\’ . 2“81 { L"\\o,

Velayet ve ya vesayet altinda bulunanlar igin veli ve ya vasinin Adi-Soyadi,
Imzasi, Adresi(varsa telefon no, fax no)

Aciklamalan yapan aragtirmacinin

Adi-Soyadi:
oG AVL) 3

Riza alma iglemine basindan sonuna kadar taniklik eden kuru us gorevlisinin

Adi-Soyadi: imzas)
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Bana 0
Pllan tim agiklamalar, ayrintiyla anlamig bulunmaktayim. Kendi bagima

yapil
belli bir disg;
bir dugtnme sonunda adi gegen bu arastima projesinde “katiimci” (denek)

O:jara'lk"y_er alma kararini aldim, By konuda yapilan daveti buytk bir memnuniyet ve
gonullaluk igerisinde kabul ediyorum.

Imzali by form kagidinin bir kopyasi bana verilecekiir.

Goniillii Onay Formu

Yukarida, gonilidye arastirmadan énce verilmesi gereken bilgileri gésteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazil ve sézli agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z

konusu klinik aragtirmaya kendi rizamla higbir baski ve zorlama olmaksizin kabul
ediyorum.

Goniilliiniin Adi-Soyadi: (,ﬂ U ﬁlg _( ol Tarih: /J.06- (941
Q/g 19091 313

Goniilliiniin Telefonu imzasi

Goniilliiniin Adresi : }TF %”Gemﬁk 7@

Velayet ve ya vesayet altinda bulunanlar icin veli ve ya vasinin Adi-Soyadi,
imzas:, Adresi(varsa telefon no, fax no)

Aciklamalari yapan aragtirmacinin

(G Cauds

Riza alma iglemine bagindan sonuna kadar taniklik eden ku

lug/gorevlisinin

Adi-Soyadi: imzasi
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.,

s

IJeBIl?nbair ydaP'I.an tim agiklamalan ayrintiyla anlamis bulunmaktayim. Kendi bagima
olarak Ustinme sonunda adi gegen bu aragtirma projesinde “katiimei” (denek)

arak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti biyik bir memnuniyet ve
gonulluluk ierisinde kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.
Goniillii Onay Formu

“Yukarida, goniillilye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri gésteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sézlil agiklamalar yapildi. Bu kosullarla stz
konusu klinik arastirmaya kendi nzamla higbir baski ve zorlama olmaksizin kabul
ediyorum.

& .ot
Gonilianin Adi-Soyadi: e [Hoalkall iy D00 L
Géniilliiniin Telefonu : 0533 24/ ¢5 97 imzasi 0,4(.‘,
Géniilliiniin Adresi

Velayet ve ya vesayet altinda bulunanlar igin veli ve ya vasinin Adi-Soyadi,
imzasi, Adresi(varsa telefon no, fax no)

Aciklamalarn yapan arastirmacinin

Adi-Soyadi:

Few cAvdo

Riza alma islemine’ basindan sonuna kadar taniklik eden kurylus‘gérevlisinin

Adi-Soyadi: imzasi



$

& Bana

Eelli bie V;?Ilua: tim agiklamalan ayrintiyla anlamisg bulunmaktayim. Kendi basima

Sk e §‘ Me sonunda adi gegen bu aragtirma projesinde “katilimci” (denek)
b _yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti buyilk bir memnuniyet ve

gonallilik igerisinde kabul ediyorum.

mzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Goniillii Onay Formu

“Yukarida, génilliye arastirmadan 6nce verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozli agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z

konusu klinik arastirmaya kendi rizamla higbir baski ve zorlama olmaksizin kabul
ediyorum.

V\ } ,
Géniilliiniin Adi-Soyad:: O&lf.@z\ (oumaLs Tarih: O3 06. 42

Gg::llu:un Telefonu GQJ‘Q\(:'L Lob DQ‘M’L imzasi
Goniilliiniin Adresi : OSBQQB'{&O‘)_ éZé ,

Velayet ve ya vesayet altinda bulunanlar igin veli ve ya vasinin Adi-Soyadi,
imzasi, Adresi(varsa telefon no, fax no)

Aciklamalan yapan aragtirmacinin

Adi-Soyadi; J im
Yua oAV

Riza alma iglemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gorevlisinin

Adi-Soyad: imzasi
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Bana ;
belli bir Y;(?lluan tim agiklamalary ayrintiyla anlamig bulunmaktayim. Kendi bagima
$unme sonunda ad gegen bu arastirma projesinde “katilimci” (denek)

olarak yer alma kara ; ;
: g~ SN rni aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyikk bir memnuniyet ve
g6niillulik igerisinde kabul ediyorum. Y ¥ ¥

mzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Géniillii Onay Formu

Yukarida, génilluye arastirmadan ¢nce verilmesi gereken bilgileri gésteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve s6zli agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z
konusu klinik aragtirmaya kendi rizamla higbir baski ve zorlama olmaksizin kabul
ediyorum,

Géniilliiniin Adi-Soyadi: Jelma MERT Tarih: 28.05-A0
Géniilliiniin Telefonu : O5 05 9] 34 96 imzasi
Goniilliiniin Adresi \TE Dol Wye ™

Ro oo \0‘«{ R § ‘

Velayet ve ya vesayet altinda bulunanlar icin veli ve ya vasinm-Soyadl,
imzasi, Adresi(varsa telefon no, fax no)
Aciklamalan yapan aragtirmacinin

Adi-Soyad:: imzdsi

B CAVS

Riza alma iglemine bagindan sonuna kadar taniklik eden kurilug/gérevlisinin

Adi-Soyadi: imzasi
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Bana a =
Yapilan tim agiklamalary ayrintiyla anlamig bulunmaktayim. Kendi bagima

belli bir dgs
dustinme sonunda adi gecen bu arastirma projesinde “katiimei” (denek)

olarak yer alma k
st O a Kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti biytik bir memnuniyet ve
gonalltlik icerisinde kabul ediyorum. PRI S R ¥

mzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.
Géniillii Onay Formu
Yukarida, génillilye aragtirmadan énce verilmesi gereken bilgileri gésteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla sé6z

konusu klinik aragtirmaya kendi rizamla higbir baski ve zorlama olmaksizin kabul
ediyorum.

Goniilliiniin Adl-Soyadl:wﬁ\?&( A\Po‘“ Tarih: 26.05 22"t
Génillliniin Telefonu  : 6530 56 (44 imzas

Gondiilliiniin Adresi e bo\\u‘\i o NB

Maq \o'ﬁ' D) e
Velayet ve ya vesayet altinda bulunanlar icih veli ve ya vasinin Adl-SOqul,
imzasi, Adresi(varsa telefon no, fax no)

Aciklamalan yapan aragtirmacinin

Adi-Soyadr:
Fia A l/L/ =

Riza alma iglemine bagindan sonuna kadar taniklik eden kufulusg gorevlisinin

Za

Adi-Soyad:: imzasi
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Ban ;
belli bai‘r ﬁf 'La" tim aciklamalar; ayrintiyla anlamig bulunmaktayim. Kendi bagima
sUnme sonunda adi gegen bu arastirma projesinde “katiimei” (denek)

rarini aldim. Bu konuda yapilan daveti blytk bir memnuniyet ve
e kabul ediyorum.

agidinin bir kopyasi bana verilecekir.

ol:':\rak Yer alma ka
gonalltluk igerising
Imzal bu form k

Goniillii Onay Formu

Yukarida, gonilllilye aragtirmadan énce verilmesi gereken bilgileri gosteren meg_ni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozli agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z

konusu Klinik arastirmaya kendi rizamla hicbir baski ve zorlama olmaksizin kabul
ediyorum.

Géniilliiniin Adi-Soyadi: A/es(hon Coloon) Tarih: 23.05.10L
Goniilliiniin Telefonu : os3s5961 69 S6 imzas
Goniilliniin Adresi  : Np747— Genotl

Velayet ve ya vesayet altinda bulunanlar igin veli ve ya vasinin Adi-Soyadi,
imzasi, Adresi(varsa telefon no, fax no)

Aciklamalan yapan aragtirmacinin

Adi-Soyadi:
Fe  GA w,)p

Riza alma iglemine bagindan sonuna kadar taniklik eden k rulug gorevlisinin

Adi-Soyadi: imzasi



67

Bana yapilan tiim
: a 5
belli bir distnme sonﬁlrlm(:i?::ﬁn ayrintiyla anlamis bulunmaktayim. Kendi bagima

olarak yer alma karar gegen bu arastirma projesinde “katiimei” (denek)
K yer alm: ni aldim. Bu konuda i buytk bi i
gonullulik igerisinde kabul ediyorum. A e

Imzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecekir.

Goniillii Onay Formu

Yukarida, goniilliye aragtirmadan énce verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazil ve sozli agiklamalar yapildi. Bu kogullarla s6z

kopusu klinik aragtirmaya kendi rizamla higbir baski ve zorlama olmaksizin kabul
ediyorum.

Goniilliiniin Adl-Soyadn:-%CQMZQ Qtvj veN Tarih: £3-05. 12
OS2
o

Géniilliiniin Telef 4Yo !093 imzas1 /
unun leieronu T,fe k_ W

Goniilliiniin Adresi

Velayet ve ya vesayet altinda bulunanlar igin veli ve ya vasinin Adi-Soyadi,
imzasi, Adresi(varsa telefon no, fax no)

Aciklamalari yapan aragtirmacinin

Adi-Soyadi: imz
e CAvJS

Riza alma iglemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulug gorevlisinin

Adi-Soyadi: imzasi



beBmarLa} y: _pllfin tim agiklamalari ayrintiyla anlamis bulunmaktayim. Kendi bagima
Ir disinme sonunda adi gegen bu arastirma projesinde “katiimct” (denek)

olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda i b i i
arax yer alm: ; apilan daveti biyik bir memnuniyet ve
gonulltluk icerisinde kabul ediyorum. e .

Imzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Goniillii Onay Formu

Yukarida, goniillilye aragtirmadan énce verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sézlii agiklamalar yapildi. Bu kosullaria s6z

konusu klinik arastirmaya kendi rizamla higbir baski ve zorlama olmaksizin kabul
ediyorum.

Géniilliniin Adi-Soyadi: M Mi O=cect Tarih: 23.95. (2
Goniilliiniin Telefonu : imzasi

Goniilliiniin Adresi : be-r*g -

Velayet ve ya vesayet altinda bulunanlar igin veli ve ya vasinin Adi-Soyadi,
imzasi, Adresi(varsa telefon no, fax no)

Agiklamalan yapan aragtirmacinin

Adi-Soyadi:
e ¢ Avs

Riza alma islemine bagindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gorevlisinin

Adi-Soyadi: imzasi
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beB“iarLair y:(? 'E’m tum agiklamalan ayrintiyla anlamig bulunmaktayim. Kendi bagima
slinme sonunda adi gegen bu aragtirma projesinde “katilimct” (denek)

olarak yer alma kararini aldim. Bu konud i buyuk bi i
R O e G . a yapilan daveti bitylk bir memnuniyet ve
gonullalik icerisinde kabul ediyorum. e e J

Imzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Goniillii Onay Formu

Yukarida, géniilliye arastirmadan énce verilmesi gereken bilgileri gésteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sézlil agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z

konusu Klinik arastirmaya kendi rizamla higbir baski ve zorlama olmaksizin kabul
ediyorum.

Goniilliiniin Adi-Soyadi: ]\)QSL\H*U AﬁA-C' Tarih:a‘l's. 0SS 20 2

Goniilliiniin Telefonu

Goniilliiniin Adresi WE é)Qﬁ@hL. imzas:

Velayet ve ya vesayet altinda bulunanlar igin veli ve ya vasini -Adi-Soyadi,
imzasi, Adresi(varsa telefon no, fax no)

Aciklamalar yapan aragtirmacinin

Adi-Soyadt: &,‘\2_ Q)&UL)S

Riza alma iglemine bagindan sonuna kadar tanikhik eden kurkultug gorevlisinin

Adi-Soyadt: imzasi
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Bana yapilan tim agiklamalari ayrintiyla anlamis bulunmaktayim. Kendi bagima

belli bir disinme sonunda adi gegen bu aragtirma projesinde “katilimci” (denek)

olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda i blytk bi i
arax yer alma ; apilan daveti biylk bir memnuniyet ve
génulltluk ierisinde kabul ediyorum. e 4 ’

Imzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Goniillii Onay Formu

Yukanda, gontilliye aragtirmadan énce verilmesi gereken bilgileri gésteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sézlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z

konusu klinik arastirmaya kendi rizamla higbir baski ve zorlama olmaksizin kabul
ediyorum.

Géniilliiniin Adusoyadn:a)m}\C(»bQ gb\ﬁjof\ '_I'arih:o[l?) OS5, (L
Gondiilliiniin Telefonu : - Imzasi \
Goniilliiniin Adresi :Z)EEOQ 68“@11![4 %\’jg\

Velayet ve ya vesayet altinda bulunanlar icin veli ve ya vasinin Adi-Soyadi,
Imzasi, Adresi(varsa telefon no, fax no)

Aciklamalan yapan aragtirmacinin
Adi-Soyad:: \:\TUP_ C rvu9 im

Riza alma islemine bagindan sonuna kadar taniklik eden kurulug gérevlisinin

Adi-Soyadi: imzasi



Bana yapilan tim agiklamalar a - i
ana yapil: yrintiyla anlamig bulunmaktayim. Kendi bagima
belli bir dustinme sonunda adi gegen bu arastirma projesinde “katiimer” (denek)

olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapil i buyuk bi i
SR s : an daveti biyuk bir memnuniyet ve
gonulliluk igerisinde kabul ediyorum. e y —

Imzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Goniillii Onay Formu

Yukarida, gontilliye aragtirmadan énce verilmesi gereken bilgileri gdsteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve s6zl agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z

konusu Kklinik arastirmaya kendi nzamla higbir baski ve zorlama olmaksizin kabul
ediyorum.

Goniilliiniin Adi-Soyadi: M E(yA 33\89_. mANS ITamh: 22 (oS 1piT
Goniilliiniin Telefonu :AA\TTLLY X1 mzasi
Géniilliiniin Adresi Mo

P Molicn 3P U mols - Al apiven sou (DT,

Velayet ve ya vesayet altinda bulunanlar igin veli ve ya vasinin Adi-Soyadi,
imzasi, Adresi(varsa telefon no, fax no)
Aciklamalar yapan aragtirmacinin

AdwSoyadr: imzasi
W Cavus

Riza alma islemine bagindan sonuna kadar taniklik eden kurulug gorevlisinin

Adi-Soyadr: imzasi
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ETiK KURUL KARARI

T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
ISTANBUL TIP FAKOLTESI
KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

Sayr : 1352 Tarih :  27.05.2011
Konu : Dog. Dr. Burgak VURAL hk,

Saymn Dog. Dr. Burgak VURAL
Deneysel Tip Aragtirmalar Enstitiisi
Ogretim dyesi

ligi :25.04.2011 tarih 117 sayili gahsmanz

Sorumiu aragtincibgini Gstiendiginiz 2011/994-600 dosya numaral* Behget-hastahd analiz
caligmasinda belirlenen IL23R-IL12RB2 bolgesindeki varyantin (rs924080), IL23R ve IL12RB2 genlerinin
ekspresyonlar lie lligkisinin aragtinimas:” baghi/i caligma kurulumuzun 27.05.2011 tarihli 08 sayik
toplantisinda etik yonden uygun bulunmug olup, tutanakiar ekie sunuimugtur.

Bilgilerinize saygilanmia rica ederim

Prof.Dr. A.Y SIN
Istanbul Tip F Klinik Aragtirmalar
Etik Kurul Bagkani

Eki: Tutanak
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INTIHAL RAPORU ILK SAYFASI

BEHGCET HASTALIGI-GENOM ANALIZ CALISMASINDA
BELIRLENEN IL23R-IL12RB2 BOLGESINDEKI VARYANTIN
(RS924080), IL23R VE IL12RB2 GENLERININ
EKSPRESYONLARI ILE ILISKISINININ ARASTIRILMASI

ORLIMALLIK RAPORU
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IL-23 receptor, TNF-a and IL-6 expression in
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polymorphism", Inmunology Letters, 2014
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Presentations in International Meetings

2011 Filiz Cavus, Elif Ugurel, Erdem Tuzun, Sema Icoz, Murat Kurtuncu, Ece Erdag,
Ahmet Gul, Ali O.Gure, Ugur Ozbek, Gulsen Akman-Demir G, Burcak Vural.
Anti STIP-1 Antibody in Neuro-Behcet’s Disease. 9th CIMT Annual Meeting,
Mainz, Germany, 25 — 27 May 2011 (poster).

2011 Akman-Demir G, Vural B, Ugurel E, i¢éz S, Tiiziin E, Kiiriitiincii M, Cavus F,
Ozbek U, Eraksoy M. Anti-Neuronal and Stress-Induced-Phosphoprotein 1
Antibodies In Neuro-Behget’s Disease. 63rd AAN Annual Meeting Honolulu,
HI. April 09-16, 2011 (Poster).

2010 Elif Ugurel, Burgak Vural, Filiz Cavus, Ugur Ozbek, Ahmet Giil, Ali O. Giire.

Antibody Responses Against PINK1 and SWAP70 Antigens in Behget’s Disease.
14th International Conference on Behget’s Disease, London, UK, 2010 (Poster).

Presentations in National Meetings

2012 Elcin Sehitoglu, Filiz Cavus, Elif Ugurel, Stikrii Atakan, Erdem Tiiziin,
Ahmet Giil, Giilsen Akman Demir, Can Fahrettin Koyuncu, Cigdem Giindiiz
Demir, Ali Osmay Giire, Ugur Ozbek, Burgak Vural. Autoreactive Antigens In
Behcet’s Disease By Protein Macroarray Method, Molecular Immunology and

Immunogenetics Congress, Antalya, Turkey, 2012 (poster).

2011 Ugurel E, Vural B, Tiiziin E, Kiirtlincii M, Zuliani L, Cavus F, I¢6z S, Erdag E, Giil
A, Giire AO, Vincent A, Ozbek U, Eraksoy M, Akman-Demir G. Anti neuronal
and stress-induced-phosphoprotein 1 antibodies in neuro-Behget's disease. 47.
Congress of National Neurology, Antalya, Turkey, 2011. (Oral)

2011 Elif Ugurel, Filiz Cavus, Bur¢ak Vural, Erdem Tiiziin, Murat Kiirtiincii, Sema
I¢c6z, Ece Erdag, Ahmet Giil, Ali O. Giire, Ugur Ozbek, Mefkure Eraksoy, Giilsen
Akman Demir. Anti-STIP1 Antibody in Neuro-Behget’s Disease. 21. National
Congress of Immunology, Marmaris, Turkey, 2011. (Oral)
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Yayinlary/Tebligleri Sertifikalary/Odiilleri

1- Cost analysis of management of cardiovascular disease comorbidities in Turkey.
April 2019 Journal of  Pharmaceutical Health  Services  Research
DOI: 10.1111/jphs.12298 Giiveng Kockaya, Mete Saylan, Biilent Ozin, Filiz Cavus,
Giilpembe Ergin Oguzhan

2- Expert Analysis On Cost Analysis Of Management Of Cardiovascular Disease
Co-Morbidities October 2018 Value in Health G. Kockaya, F. Cavus, B. Ozin, K.C.
Yilmaz, O. Ciftci, G. Oguzhan Ergin, A. Sharaf, N. Buyuktuna, T. Buyukisik, M.
Saylan DOI: https://doi.org/10.1016/j.jval.2018.09.612

3- Effect Of Time In Therapeutic Range On Cost And Clinical Outcomes Of Atrial
Fibrilation Patients : A Cost-Consequences Analysis Of Rivaroxaban Vs Warfarin For
Turkey October 2018 Value in Health 21:5104 DOI: 10.1016/j.jval.2018.09.617
Giiveng Kockaya, Filiz Cavus, Mete Saylan, Biilent Ozin, Giilpembe Ergin Oguzhan,
Tansu Biiyiikisik, Amir Sharaf, Nazim Biiyiiktuna

4- Immunol Invest. 2017 Jul;46(5):490-499. doi: 10.1080/08820139.2017.1299754.
Epub 2017 Apr 4. Immunization with Recombinantly Expressed LRP4 Induces
Experimental Autoimmune Myasthenia Gravis in C57BL/6 Mice. Ulusoy C, Cavus
F, Yilmaz V, Tuzin E.

5- Inflamm Res. 2014 Oct;63(10):799-801. doi: 10.1007/s00011-014-0754-0. Epub
2014 Jul Sorcin antibody as a possible predictive factor in conversion from
radiologically isolated syndrome to multiple sclerosis: a preliminary study. Sehitoglu
E!, Cavus F,Ulusoy C, Kiigiikerden M, Orgen A, Akbas-Demir D, Coban A, Vural
B, Tiiziin E, Tiirkoglu R.

6- Immunology Letters Volume 160, Issue 1, July 2014, Pages 96-98 Letter to the
Editor Increased IL-23 receptor, TNF-a and IL-6 expression in individuals with the
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