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OZET

Adas C.U. Tip 1 Diyabetlilerde 1L-22 ve IL-9 Immiin Cevabinin Degerlendirilmesi.
Istanbul Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma
Enstitiisii, Immiinoloji AD. Doktora Tezi. Istanbul. 2020.

Tip 1 Diabetes Mellitus (T1DM), pankreas beta hiicre tahribati ve insiilin direncine
sebep olan c¢esitli mekanizmalara bagli metabolik hastaliktir. T lenfositleri alt grubu
olan Th22, Th9, Tc22 ve Tc9 lenfositlerinin immiin cevabinin hastalik patogenezinde
onemli bir rol alabilecegi diisiiniilmektedir. Hastalik, bu hiicrelerin arasindaki dengenin
bozularak pankreatik beta hiicrelerine immiin atagin baslamasiyla meydana gelen bir
siire¢ olarak bilinmektedir. Calismamiza katilan goniilliillerin (n:20 TIDM’li ve n:10
saglikli kontrol) periferik kan oOrneklerinden elde edilen periferik kan mononiikleer
hiicreler (PKMH’ler), PMA ve iyonomisin ile 5 saat kiiltiire edilerek CD3'CD4" (T
yardimet), CD3"CD8" (T sitotoksik) hiicrelerinin yiizey molekiil ekspresyonlari, hiicre
ici IL-22 ve IL-9 sitokin siklig1 ve bu sitokinlerin plazma konsantrasyonlar1 akim
sitometrik olarak degerlendirilmistir. IL-22 ve IL-9 gen ekspresyonlar1 kantitatif gergek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile analiz edilerek 2" formiili ile
hesaplanmistir. Hasta gruplar1 ve saglikli kontroller karsilastirildiginda, Tip 1DM’li
hastalarda Th22, Th9 hiicre ytlizdesi ile IL-22 ve IL-9 plazma konsantrasyonlar1 saglikli
bireylere gore anlamli derecede yiiksektir (sirasiyla; p<0,001, p=0,002, p=0,001,
p=0,02). IL-22 ve IL-9 gen ekspresyonlari incelendiginde IL-22 gen ekspresyonunun
TIDM’li hastalarda sagliklilara gore yaklasik 2 kat daha fazla oldugu gozlenmistir.
Th22 hiicre siklig1 ile plazma IL-22 konsantrasyon arasindaki korelasyon (p=0,011;
R=0,456) pozitif yonde anlamli derecede korelasyon gostermislerdir. Bu sonuglar, T
hiicre alt gruplar ile trettikleri IL-22 ve IL-9’un T1DM patogenezinde 6nemli bir role
sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, IL-22, IL-9, T hiicre 22, T hiicre 9

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TDK-2017-23600
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ABSTRACT

Adas C.U. Evaluation of Immune Response of IL-22 and IL-9 in Patients with Type 1
Diabetes Mellitus. Istanbul University, Institute of Health Science, Institute of Aziz
Sancar Experimental Medicine, Immunology Department, Doctoral Thesis, Istanbul.
2020.

Type 1 Diabetes Mellitus (T1DM) is a metabolic disease due to various mechanisms
leading to pancreatic beta cell destruction and insulin resistance. It is thought that the
immune response of the subgroup of T lymphocytes, Th22, Th9, Tc22 and Tc9, can
play an important role in the pathogenesis of the disease. The disease is known as a
process that occurs when the immune attack begins with pancreatic beta cells by
disrupting the balance between these cells. Peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) obtained from the volunteers (n: 20 patients with TIDM and n:10 healthy
controls) participating in our study were cultured for 5 hours with PMA and ionomycin,
Surface molecule expressions, intracellular IL-22 and IL-9 cytokine frequency of CD3"
CD4" (T helper) and CD3'CD8" cells (T cytotoxic) were evaluated by using flow
cytometry as well as concentrations of plasma IL-22 and IL-9 cytokines. IL-22 and IL-9
gene expressions were analyzed by quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) and
calculated by the formula 2**“". When compared patient groups and healthy controls,
Th22, Th9 cell percentage and IL-22 and IL-9 plasma concentrations were significantly
higher in patients with TIDM than in healthy individuals (p <0.001, p = 0.002, p =
0.001, p = 0.02, respectively). When IL-22 and IL-9 gene expressions were examined, it
was observed that IL-22 gene expression was approximately 2 times higher in T1DM
patients than in healthy subjects. Th22 cell frequency/ concentration of plasma IL-22
correlation (p = 0.011; R = 0.456) showed a positive correlation. These results suggest
that T cell subsets and their products, IL-22 and IL-9, may play an important role in the
pathogenesis of TIDM.
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1. GIRIS VE AMAC

Diabetes mellitus (DM), pankreas beta () hiicre harabiyetine ve insiilin
direncine yol agan immiin sistem ve idiyopatik mekanizmalarin rol almasi nedeniyle,
insiilin salinim1 ve/veya insiilin direncinde meydana gelen bozukluktan kaynaklanan,
progresif siirecli ve tedavi edilmediginde glukoz seviyesinin kronik olarak normal
seviyenin iistiinde seyretmesi 6zelligini barindiran metabolik hastaliktir [1]. Diyabet
hastalarinin tiim diinyada 422 milyonun iizerinde oldugu tahmin edilmektedir. Hastalik,
tip 1 ve tip 2 olmak {izere iki ana formda bulunmaktadir. Insiiline bagimli olmayan T2
DM, hastaligin ¢ok daha yaygin olan formu olup goériilme sikligt % 90’1n {lizerindedir
[1-3].

Adaptif immiinitenin elemani olan T lenfositleri ve alt gruplart TIDM’nin
olugmasindaki en 6nemli mekanizmalardan biridir. Normal sartlar altinda otoreaktif T
lenfositleri timusta merkezi tolerans mekanizmasi ile elemine edilirler. Ancak kalan
birkag¢ otoreaktif T lenfositi bu timik eleminasyondan kagar ve periferik dolagima gecer
[4]. Bu otoreaktif hiicreler, dengeyi olusturan diger hiicrelerle etkilesimde
bulunamamasina bagli olarak hastaligin baslamasi ve ilerlemesine neden olabilmektedir

[5-7].

Yardimer T lenfositleri CD3 ve CD4 eksprese etmelerinin yaninda salgiladiklar
IL-9 ve IL-22 sitokinlerine gore Th9 veya Th22 isimlerini alirlar. Sitotoksik T lenfositleri
ise CD3 ve CD8 ekspresyonlarin yaninda salgiladiklar1 ayni sitokinlerle Tc9 ve Tc22
olarak isimlendirilirler. Son ¢alismalar Th22, Th9, Tc22 ve Tc9 lenfositlerinin otoimmiin
ve inflamatuvar hastaliklarda efektif rol aldiklarini 6ne stirmektedir [8]. Th22 ve Tc22
lenfositlerinin romatoid artrid [9], inflamatuvar bagirsak hastaligi [10], atopik dermatid
[11, 12] ve multiple siklaroz [13] gibi bir¢ok otoimmiin hastaliklarda regiilator rol

aldiklar1 gosterilmistir.

IL-9 salgilayan Th9 lenfositleri de inflamatuvar ve otoimmiin hastaliklarla
iligkilendirilmektedir. Bu hiicreler, Th22 lenfositleri gibi diyabetli hastalarda Th17

aktivitesine etki ederek hastalikta dnemli rol almaktadir [14-17].

Insan otoimmiin hastaliklarinda Th22 ve Th9 hiicreleri arasindaki iliskiyi
aciklayan calisma az sayidadir. Son dénemde bu hiicrelerin geng T1DM’li hastalarda

incelenerek hastalik olusumunda rol alabilecegi vurgulanmistir [18].



Calismamiza daha Once diyabetli hastalarda ¢alisilmadigl i¢in otoimmiinite ile

ilgisi olan Tc22 ve Tc9 lenfositleri de dahil edilmistir.

Bu bilgiler 15181nda gergeklestirdigimiz calismada, TIDM’li hastalar ve saglikli
kontrollerden elde edilen periferik kan mononiiklear hiicreler PMA ve iyonomisin ile 5
saat uyarilarak hiicre ici IL-22 ve IL-9 boyamalariyla CD3'CD41L22" Th22,
CD3'CD4'IL9" Th9, CD3'CD8'IL22" Tc22 ve CD3'CD8'IL9" Tc9 lenfositlerinin
sikliginin saptanmasi, gen diizeyinde IL-22 ve IL-9 genlerinin ekspresyonlar1 ve plazma
diizeyinde bu sitokinlerin miktarlarinin belirlenmesi hedeflenmistir. Elde edilecek yeni
bulgularin klinik datalarla iliskilendirilmesiyle hastaligin patogenezinin daha 1iyi

anlasilmas1 amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Diabetes Mellitus’un Tanim ve Tarihcesi
2.1.1. Diabetes Mellitus Nedir?

Diabetes mellitus, tamamen veya kismi insiilin eksikligi ve/veya insiilin direnciyle
karakterize, yag, karbonhidrat ve protein metabolizmasinda bozukluklara neden olan
kronik hiperglisemik kompleks bir metabolizma hastaligidir. Klinik agidan, poliiiri,
polidipsi, polifaji, pruritus gibi bilinen belirtiler ile baslar. Zaman icinde hastaliga
spesifik ndropati, retinopati ve nefropati gibi mikrovaskiiler komplikasyonlar ile birlikte
meydana ¢ikar. Ozelikle insiilinden bagimsiz T2DM klasik belirtileri géstermeyebilir. Bu
durumda tan: kan testine gore konulur. Insiiline bagimli olan T1DM’de ise, klasik

belirtiler ile hemen tan1 koyulabilir [19].

2.1.2. Diabetes Mellitus’un Tarihgesi

Diabetes, eski Yunancada “sifon” anlamina gelir ve asir1 idrar yapmak olarak
ifade edilmektedir. Mellitus, Yunancada “bal” anlamina gelen “mel” kokiinden
tiiretilmistir [20]. M.O. 1500°deki Misir Ebers Papiruslari’inda fazla idrar yapilan, idrarla
seker kaybedilen hastalik olarak tanimlanmistir. M.O. 6. ve 4. yiizyillarda eski Hint
hekimleri bu hastaligi barindiran kisilerin idrarlarinin karincalar1 ve sinekleri ¢ektigini
fark etmislerdir. Inceledikleri idrarm tatli oldugunu saptamuslar ve “Tatli idrar hastalig1”
olarak isimlendirdikleri bu rahatsizligt bir {riner sistem hastalii olarak
degerlendirmislerdir. Milattan 200 y1l sonra Kapadokyali Aretaeus hastaliga “diabetes”
adinm1 vermistir [21]. On sekizinci ylizyilda John Rollo hastalik i¢in, Yunanca ve Latince
“bal” anlamina gelen “mellitus” kelimesini kullanan ilk kisi olmustur. 1815’de Chevreul
idrardaki sekerin “glukoz” oldugunu saptamig, 1860 yilinda Langerhans, pankreastaki
adacik hiicrelerini tanimlamistir. 1889 yilinda Mering ve Minkowski pankreatektomiyle
diyabet olusumunu saptayarak seker hastalifindan sorumlu organin pankreas oldugunu
gostermiglerdir. 1921’de Banting ve Best insiilini kesfetmislerdir. 1955°de oral
antidiyabetik ilaclar (Tolbutamid) kullanilmaya baglanmis, 1973 yilinda saflastirilmis ve
antikor iiretimine neden olmayan insiilin tipleri gelistirilmistir.  Giinlimiizde
“rekombinant” teknoloji kullanilarak tamamiyla sentez {iiriinii insan insiilinleri ve

analoglar1 kullanilmaktadir.



Diabetes mellitus, Aretacus’dan beri tanisi, tanimi, etiyolojisi ve tedavisinde
devamli degisimler ve gelisimler gosteren komplike bir hastalik olarak karsimiza

cikmaktadir [22].

2.2. Diabetes Mellitus’un Epidemiyolojisi

Diabetes mellitus (DM), tiim toplumlarda ve irklarda goriilebilen bir hastalik
olmakla birlikte diinyanin bazi yerlerinde goriilme siklig1 daha azdir. Gronland ve Alaska
Eskimolarinda prevalansi diisiik olup saptanan olgularin ¢ogu insiiline bagimli olmayan
DM’dir. Buna karsin %55°den fazla prevalansla Amerika’da yagsayan Pima Kizilderilileri
ilk sirada yer almaktadir [23].

Bati toplumlarinda diyabetin prevelanst hizli bir sekilde yilikselmektedir.
Giliniimiizde Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF) verilerine gore diinyada 422
milyonu askin diyabet hastasi bulunmakta ve bu 2005-2030 yillar1 arasinda ulagilmasi
beklenen sayiya simdiden ulasildigini gostermektedir.

Ulkemizde ise 1998 yilinda tamamlanan ve Diinya Saglk Orgiiti (WHO)
gozetiminde gerceklesen Tirkiye Diyabet Epidemiyolojisi Proje’sinde (TURDEP-I)
diyabetin eriskin popiilasyonda (>20 yas) goriilme oram1 %7,2 olarak belirtilmistir.
TURDEP-II’de bu siklik, %90 artig gostererek 2010°da %13,7’ye ulasmistir [19, 24].

Tiim diyabetlilerin %90’1ndan fazlas1 T2DM olan iilkemizde T1DM’nin prevalansi
diisiiktiir. Cocukluk ¢ag1 (<15 yas) TIDM insidansinin 100.000 ¢ocuk i¢in yilda % 2,5-6

arasinda oldugu tahmin edilmektedir [25].

2.3. Diabetes Mellitus’un Tanis1

Hastaligin, TIDM tanist i¢in ¢ogu zaman OGTT yapilmasi gerekmemektedir.
Tan kriterleri, ven6z plazmada glukoz oksidaz yontemiyle gerceklesen dlgiimleri temel
almaktadir.

Amerikan Diyabet Birligi’nin (ADA) 2013 kilavuzuna gore, aglik plazma glukoz
(APG) seviyesinin 126 mg/dl’nin veya Oral Glukoz Tolerans Testiyle (OGTT) seker
yiiklenmesi sonrasi 2. saat plazma glukoz seviyesinin 200 mg/dI’nin iizerinde olmasinin
yani stra; poliiiri, polidipsi, polifaji gibi diyabetik semptomlarinin olmasi sartiyla
herhangi bir zaman i¢inde 6lgiilen kan glukoz seviyesinin 200 mg/d1> bulunmasi ile de

tan1 konulabilmektedir [26].



Diinya Saglhk Orgiitii’niin verilerine gdre saglikli bireylerin a¢hk durumunda
kapiller tam kan glukoz seviyesi vendz plazmadaki diizeye esittir. Toklukta ise
plazmadakinden yaklasik %11 daha diisiik kabul edilmektedir. Diyabet ve glukoz
metabolizmasinin bozukluklari i¢in revizyonlari i¢ine alan yeni tani kriterleri Tablo 2-
1’de goriilmektedir.

Glikozillenmis hemoglobin (HbA;.;; A1C) de 2008 yilindan beri diyabet tani
kriteri olarak kabul gormektedir. Buna bagl olarak HbA.,’nin > %6,5 olmasi, diyabet

tanis1 i¢in yeterli kistas olarak goriilmektedir [19].

Tablo 2-1: Diabetes mellitus ve glukoz metabolizmasi bozukluklarinda tam Kriteri

AskarDM | izoleIFG lzole 16T | IFG4+16T —
APG . _ : - _
D8stachia) | 126my/dl | 100-125mg/dl | <100 mg/dl | 100-125 mayil
06TT2:tP6 |

. 1 i [ 3 i o £
(75 g glukez) 2200 mg/dl 140 mg/dl | 140-199 mg/dl | 140-199 mg/dl

2200 mgj/dl + Diyabet
Ractgele PG semptomlare ) - 2 -
AlC 2%6.5 ) ) i %5.7-6.4
(=48 mmol/mol] [3%-44 mmol/mol|

DM: Diabetes mellitus, APG: Aglik plazma glukozu, 2.st PG: 2. saat plazma glukozu, OGTT: Oral glukoz tolerans
testi, HbA;=A1C: Glikozillenmis hemoglobin Alc, IFG: Bozulmus aglik glukozu (impaired fasting glucose), IGT:
Bozulmus glukoz tolerans: (impaired glucose tolerance).

2.4. Diabetes Mellitus Etiyolojik Siniflandirmasi

Ozet olarak belirtilen diyabet smiflandirmasinda dért klinik tip bulunmaktadir
(Tablo 2-2). Bunlardan ii¢ tanesi (tip 1, tip 2 ve gestasyonel diyabet) birincil, digerleri
(spesifik diyabet formlar1) ikincil diyabet formlar1 olarak nitelendirilmektedir [19, 27-
31].



Tablo 2-2: Diabetes mellitus etiyolojik siniflandirmasi

L Tip 1 diyabet |Genellikle mutlak insulin neksanligina sebep olan B-hocre yikimi vardir]

A. Immun aracilikh
B. ldiyopatik

IL. Tip 2 diyabet [insiilin direnci zemininde ilerleyici instlin sekresyon defekti ile karakterizedir)

lll. Gestasyonel diabetes mellitus [GDM)
Gebelik sirasinda eriaya Cikan ve genellikle dogumla birlikte duzelen diyabet.

I¥. Difjer spesifik diyabet tipleri

L]
L]
L]
L]
P
#
#
#
L]
#
L]
E
L]
L]
L]
L]
L]
L]
L]
L]

A B-hiicre fonksiyonlanimin genetik defekti (monogenik diyabet
formlari)

20. Kromozem , HNF-4o (MODY1)
7. Kromozom, Glukokinaz [MODY?2|
12. Kromozom, HMF-1a [MODY3)
13. Kromozom, |PF-1 [MODY4

17. Kromozom, HNF-1B |MODYE|
2. Kromozom, MeuraD1 [MODYS]
2. Kromozom, KLF11 (MODYT

2. Kromozom, CEL [(MODYE]

7. Kromozom, PAXE [MODY?|

11. Kromozom, INS (MODY10]

8. Kromozem, ELK (MODY11
Mitckondriyal DNA

11. Kromozom, Meonatal DM [Kire 2, ABCCE, KCHI1
mutasyonul

Digerleri

B. insiilinin etkisindeki genetik defektler

Leprechaunism

Lipeatrofik diyabet
Rabson-Mendenhall sendromu
Tip Ainstlin direnci

Digerleri

. Pankreasim ekzokrin doku hastaliklar

Fibrokalkuloz pankreatopati
Hemokromatoz

Kistik fibroz

Meoplazi

Pankreafit
Travma/pankreatektomi
Digerleri

. Endokrinopatiler

Akromegali
Aldosteronoma
Cushing sendromu
Feokremesitoma
Glukagonoma
Hipertiroidi
Somatostatinoma
Digerleri

E. llag veya kimyasal ajanlar
+ Afipik anfi-psikatikler

Anti-viral ilaclar

p-adrenerjik agonistler

Dizzoksid

Fenitoin

Glukokortikoidler

@ -Interferon

Mikotinik asit

Pentamidin

Proteaz inhibitorleri

Tiyazid grubu ditretikler

Tiroid harmenu

Yacor

» Digerleri [post transplant diyabet]

F. Immun aracilikl nadir diyabet formlan
¢ Anti--insulin reseptor antikerlan
+ “Siiff-man” sendromu
s Digerleri

G. Diyabetle iliskili genetik sendromlar
+ Alstrom sendromu

Diown sendromu

Friedreich tipi ataksi

Huntington korea

Klinefelter sendromu

Laurence-Moon-Biedl sendromu

Miyotonik distrofi

Porfiria

Prader-Willi sendromu

Turner sendromu

Wolfram [DIDMOAD] sendromu

s [igerleri

H. Infeksiyonlar

Honjenital rubella

Sitomegalovirus

Koksaki B

Digerleri [adenovirus, kabakulak]

HNF-1a: Hepatosit niikleer faktor-1o, MODY 1-10: Genglerde goriilen eriskin tipi diyabet formlari 1-10 (maturity
onset diabetes of the young 1-10), HNF-4a: Hepatosit niikleer faktor-4a, IPF-1: Insiilin promotor faktér-1, HNF-1p:
Hepatosit niikleer faktor 1B, NeuroD1: Norojenik diferansiyasyon 1, BLK: Beta lenfosit-spesifik kinaz, DNA:
Deoksi-riboniikleik asit, DIDMOAD sendr.: Diabetes insipidus, diabetes mellitus, optik atrofi ve sagirlik (deafness)
ile seyreden sendrom (Wolfram sendromu), KLF11: Kruppel like factor 11, CEL: Carboxyl ester lipase (bile salt-
dependent lipase), PAX4: Paired box4, ABCC8: ATP binding cassette C8, KCNJ11: Potassium inwardly-rectifying
channel J11, INS: Insiilin.




2.4.1. Insiiline Bagimh Diabetes Mellitus

Insiiline bagimli diabetes mellitus (T1DM), pankreas P hiicre harabiyeti veya
fonksiyon bozuklugu sebebiyle mutlak insiilin yetersizligi sonucu meydana gelen, basta
karbonhidrat mekanizmasima bagli bozukluklarla baslayan, tedavi edilmediginde
ketoasidoza ve dliime sebep olan bir siiregtir. TIDM tedavisi i¢in kesin bir ¢ézliim su ana
kadar bulunamamistir. Ancak yasam kalitesini arttirmak adina insiilin enjeksiyonlari,
diyet, egitim, egzersiz, evde kan glukoz ve keton takibi gibi ¢oklu uygulamalar
yapilmaktadir. Her yasta ortaya ¢ikabilmesine ragmen en sik ¢ocukluk c¢agi ve ergenlikte

goriilmektedir [32].

2.5. T Lenfositleri
2.5.1. T lenfositleri Genel Ozellikleri

Yetigkinlerde biitlin kan hiicreleri kemik iligindeki hematopoetik kok
hiicrelerden koken alirlar [33]. T lenfositler disindaki tiim kan hiicreleri kemik iliginde
olgunlagirken; T lenfositleri olusturacak olan progenitdr hiicrelerin olgunlagsmalari
timusta gerceklesmektedir [34]. Ancak, knock out farelerde yapilan calismalarda
bagirsak mukozasindaki “crytopatch” olarak adlandirilan 6zellesmis yapilarda da T
hiicre gelisimi bildirilmistir [35].

T lenfositlerinin gelisimi timusun degisik stromal hiicrelerinden olusan c¢oklu
mikro cevre tarafindan desteklenir. Bu mikro ¢evre, timik stromal hiicreler, timik
epitelyal hiicreler (TEH) ve diger hiicrelerden olusur. Bunlar da mezensimal hiicreler,
endotelyal hiicreler, dendritik ve makrofaj gibi hemapoetik hiicrelerdir. TEH hiicreler,
kortikal ve medullar epitelyal hiicreler olmak {izere iki ¢esittir ve tigiincli farengiyal
boslugun endoderminden koken alirlar [36].

Lenfoid progenitor hiicreler kan dolasimindan ayrilip, timusa yerlestikten sonra
T hiicre gelisim asamalar1 baglar. Timusta bir seri proliferasyon ve olgunlasma
asamalar1 gecirirler. Her bir asama olgunlasmaya katkida bulunan hiicre yiizey
molekiilleri ile karakterize edilir. T lenfosit gelismesine katkis1 olan her bir olayin,
timusun farkli anatomik bolgelerinde gergeklestigi bildirilmistir. T lenfositlerinin pozitif
seleksiyonu oOncelikle timusun korteksinde gerceklesir. Negatif seleksiyonun ise
timusun medulla kisminda gergeklestigi  diisiiniilmektedir. Negatif seleksiyon
medulladaki epitelyal hiicreler ve dendritik hiicreler tarafindan gerceklestirilmektedir

[37].



Timusa giren 6nciil hiicrelerin CD4 ve CDS8 ylizey molekiilii bulunmamaktadir.
Timustaki T lenfosit dnciilleri gelisim asamasina gore ii¢ sinifa ayrilabilirler.

Bunlar;

1) Cift negatif hiicreler (CD4°,CDS8")
ii) Cift pozitif hiicreler (CD4",CDS8")
iii) Tek pozitif hiicreler (CD4",CD8 veya CD4",CD8") [38, 39].

T hiicreleri timusu terk ettiginde ikincil lenfoid organlarda dolasir. Antijen ile
heniiz etkilesime girmemis bu hiicrelere naif T hiicreleri denir. Naif T hiicresi 6zgiil
antijeni ile karsilagsmazsa lenfoid dokuyu terk eder ve tekrar kan dolagimina katilir. Naif
T hiicresi antijen sunucu hiicre (ASH) ile temas edince proliferasyon ve farklilagsma
programi efektor T hiicrelerine doniistiiriir. Boylece antijene karst hizli yanit verir hale
gelir. Naif ve aktif T hiicreleri arasindaki fark hiicre yilizeyindeki kemokin reseptdrleri
ve integrin ekspresyonudur. CD4" ve CDS" T hiicreleri fonksiyonel olgunluga ulasmak
icin benzer farklilagsma siirecine ugrar fakat enfeksiyona karsi edinsel immiin cevapta
farkl1 roller oynarlar. Her iki serinin naif hiicreleri T hiicre reseptorii (THR) ile peptid
Major histokompatabilite (MHC) kompleksi etkilesimi aracilifiyla aktiflesir.
Farklilasma, THR’iin sinyal giicii, diger T hiicre ylizey reseptorleri ile etkilesen
ligandlarin es-uyarimi ve antijenle karsilasma sirasinda lokal sitokin ortami gibi
sartlardan etkilenir. Bu sinyallerin bir araya gelmesi ile imza transkripsiyon faktorleri ve
anahtar efektdor molekiillerin ekspresyonu giliglenerek olgun T hiicrelerinin

fonksiyonlarmi gostermesi saglanir [40].

2.5.2. T lenfosit Alt Gruplar:

Pozitif ve negatif seleksiyon (self antijenleri yabanci olandan ayirt etme
yetenegi) sathalarmi gegirdikten sonra olgun T hiicreler (CD4" T lenfosit ve CD8" T
lenfosit) olarak periferik dolasima gecerler. Periferik kanda total kan lenfositlerin %60-
%380 kadarin1 T hiicreleri olustururken bunlarin {igte ikisi CD4, iigte biri CDS8 yiizey
belirteglerini tagir. Naif CD4 T hiicreleri, salgiladiklar1 sitokinlere gore farkli alt
gruplara ayrilir. Bunlar Th1, Th2, Th9, Th17ve Th22 hiicreleridir. Bu alt gruplarin farkli
ozellikleri vardir. Thl aracili immiin yanit, hiicre i¢i mikroorganizmalara kars1 fagosit
aracili savunmada yer alir. Th2 aracili immiin yanit ise, helmint enfeksiyonlara karsi,

IgE ve eozinofil-mast hiicresi aracili immiin yanit1 gii¢lendirir.



Son yillarda arastirmacilar, farkli sitokinler salgilayan yardimci T hiicrelerini
tanimlamistir. 2009 yilinda, bol miktarda IL-22 salgilayan, Th17 hiicrelerinden farkli
tipte bir CD4 T hiicre alt tipi tanimlanmistir. Bu hiicreler, Th22 hiicreleri olarak
adlandirilmigtir. IL-22’nin kaynaginin bu T hiicre tipi ve Th17 oldugu anlasilmistir.
Th22 hiicrelerinin cilde yerlesen CCR4, CCR10 reseptorleriyle birlikte CCR10
reseptorlerini de ylizeylerinde eksprese ettikleri belirtilmistir. Bu tanimlamadan sonra
Th22 hiicreleriyle ilgili yapilan ¢aligmalarin sayisi artmistir [41].

CD4 T lenfositleri salgiladiklar sitokinlere gore isim alirlar. IL-12 ile
uyarildiklarinda IFN-y salgilayan hiicreler Thl, IL-4 ile uyarildiginda IL-5 ve IL-13
salgilayan hiicreler Th2, IL-9 salgilayan hiicreler Th9, IL-6 ve TNF-a ile
uyarildiklarinda IL-22 salgilayan hiicreler Th22 olarak isimlendirilirler. Ayni
isimlendirme CD8 T lenfositleri i¢in de gegerlidir. Bu hiicreler de salgiladiklari
sitokinlere bagli olarak Tc kisaltmasinin yanina salgilanan sitokinin rakamini alirlar.
[42]. Naif T lenfositlerinin uyarimlara bagh alt grup farklilasmalarn Sekil 2-1°de

gosterilmistir.

—_—
Atopik Astim, Allerji
Th2 -4 Parazit
IL-s Himaral Imemoanite
L9
IL-13
iL-2
ANTIJEN IL-4 i B~
iL- > Mukus Uretimi
| L9 | 11 4, ver-p o o
—_——
TNF-a, il-6
ASH Th22 iL-22
. Cpidermal Deftisiklikler
TGE-S, iLe (Akantoz, parakeratoz,
iL-z1, 23 hipograniiloz)
-6 Ekstraseliler Bakteri
L2 Thi7 it-17 Mantar
jl21 — " Otoimmiin Hastaliklar
jL-22 Kronik Siddetli Astim

Yara lyilesmesi

Intraseliiler Bakteri
Intraseliiler Mantar
Intraseliiler Protozoa
Hiicresel Immiinite

IFN-v

Sekil 2-1: Naif T lenfositinin sitokin uyarimlariyla alt gruplarina farkhilasmasi



10

2.5.2.1. Th22 ve Tc22 Yardima T lenfositlerinin Genel Ozellikleri

Th22 hiicrelerinin kesfiyle birlikte IL-22’nin biiylik miktarda Th22 hiicreleri
tarafindan salgilandig1r anlasilmis ve Thl7 hiicrelerden belirgin farklarla ayrildig
vurgulanmistir. Bunlar:

a) Th22 hiicreleri, Th17 hiicrelerinden farkli olarak sadece IL-22 salgilamaktadir. Th17
hiicreleriyse 1L-22’nin disinda IL-17, IL-4, IFN-y salgilamaktadir [41, 42].

b) Th17 hiicrelerinin farklilagmasi retinoid-related orphan C reseptorii iizerinden
olurken, Th22 hiicrelerinin farklilagsmasi aril hidrokarbon reseptorii {izerinden
olmaktadir [43].

c) Aril hidrokarbon reseptér (AHR) transkripsiyon faktoriiniin uyarilmasi I1L-22
salgilanmasini uyarirken, IL-17 salgilanmasini inhibe eder [43].

d) Th17 hucrelerinden farkli olarak CCL20 eksprese etmezler [44]. Th22 hiicreleri;
CD3, CD4 belirteclerini yilizeylerinde eksprese ederler, CDS8 hiicrelerin belirteglerini
eksprese etmezler. Th22 hiicreleri iizerlerinde ayrica CCR4, CCR6 ve CCRI10
reseptorlerini tagir [45].

CD4 ve CDS eksprese eden lenfositler IL-22 iiretebilirler. CD8 TFN-g TL-17TL-
22" T lenfositleri Tc22 olarak tamimlanirlar. Normal deriye kiyasla, sedef lezyonlart
bulunan deride Tc22 hiicre miktarinin énemli derecede daha fazla oldugu goriilmiistiir
[46, 47].

AHR’in CD8 farkliklagsmasindaki rolii tam olarak bilinmemektedir. Ancak AHR
eksik farelerde, THRaf'CD8aa’ intestinal intraepiteliyal T lenfositlerinin sayisinin 8
kattan daha fazla azaldig1 gosterilmistir [47].

Son dénemde Tc9 lenfositleri de calismalarda CD8" sitotoksik T lenfositlerinin
IL-9 sitokini salmimiyla immiinitede gorev aldigi diisiiniilmektedir. Bu hiicreler de
TGF-B and IL-4 varliginda STAT6 ve IRF4 transkripsiyon faktorlerinin etkisiyle bu
hiicrelere farklilagirlar [14].

Th22 ve Tc22’nin Miyastini gravis [48], kolorektal kanser [49] gibi hastaliklarla

iligkilendirildigi ¢aligmalarla desteklenmstir.

2.5.2.2. Th9 ve Tc¢9 Sitotoksik T Lenfositleri Genel Ozellikleri

T lenfositlerinin CD4" alt grubu salgiladig1 IL-9 sebebiyle Th9, CD8" alt grubu
ise Tc9 hiicre alt gruplar1 olarak isimlendirilirler [50]. Th9 Naif CD4 T hiicresi, TGF-
and IL-4 varliginda transkripsiyon faktorleri PU.1/Spi-1 ve IRF4’iin uyarilmastyla Th9
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hiicresine donlismektedir. Bu hiicreler T-bet, Gata-3, RORyt ve FoxP3 eksprese
etmezler [51, 52]. Bu hiicrelerin farklilasmasinda gorev alan sinyal molekiilleri ve
transkripsiyon faktorleri hala arastirilmaktadir. Th2 hiicreleriyle yakindan iliskilidirler,
ancak bu hiicreler gibi IL-4, IL-5, ve IL-13 salgilamazken IL-10 ve IL-21
salgilamaktadirlar. [51-56].

Her iki hiicre grubunun kanser olusum mekanizmalar1 [57-59], atopik dermatit
[11], aortic diseksiyon hastalar1 [60], akut coroner sendromu [61], hava yolu

enflamasyonlar1 [62] gibi birgok hastalikla iliskisi oldugu vurgulanmaktadir.

2.5.3. Th22, Th9, Tc22 ve Tc¢9 Alt Gruplarinin Diabetes Mellitus ile Tliskisi

Otoimmiin diyabet olan TIDM T Ilenfositleri, B lenfositleri, makrofajlari,
dentritik hiicreleri kapsayan ve [ hiicre yikimina neden olan otoimmiin bir
komplikasyon olarak bilinir [63]. Sitokinler bu hiicrelerden iiretilir ve B hiicre yikiminda
ve regiilasyonunda 6nemli rol oynarlar. Calismalar IL-22 sitokininin IL-1 salinimini
arttirarak T2DM’lilerdeki adipoz doku inflamasyonunda 6nemli bir yeri oldugunu
gostermistir [64]. Ancak bagka bir calismada IL-22 serum seviyesi normal kontrollere
gore diyabetik hastalarda daha diisiik bulunmustur [65]. Ayrica IL-22 Regenerating
(Reg) gen ekpresyonunu adaciklarda arttirarak B hiicre rejenerasyonunu tetikleyebilir ve
apoptozu engelleyebilir. Sonug olarak, bu sitokinler inflamasyonu hem tetikleyerek hem
de diizenleyerek adaciklardaki insulin iireten B hiicrelerini koruyabilirler [66]. Baska
bir ¢alismada Th17 ve Th22’nin, TIDM’li hastalarda saglikli kontrollere gore 6nemli
derecede yiiksek oldugu belirtilmistir. Ayrica bu hastalarda Th22 hiicreleri Thl17
hiicreleri ile pozitif iliski gdstermistir. Ancak serumda IL-17 ve IL-22 arasinda herhangi
bir iligki saptanmamistir. Bu bulgular Th22’nin TIDM patogenezine katkida
bulunabilicegine dikkati ¢cekmektedir [67].

Son yapilan ¢aligmalar, Th1, Th17 ve Th22 hiicrelerinin hem periferik sikliginin
hem de toplam miktarinin, koroner ateroskleroz kalp hastaligi olan diyabetli hastalarda
fazlasiyla yliksek bulundugunu gostermektedir. Ayrica bu calismada proinflamatuvar
Th hiicrelerinin, 6zellikle Th22’nin, diyabetlilerde kardiyovaskular komplikasyonlar
arttirdign vurgulanmistir [68]. Bir diger calisma da ise obez ve T2DM’lilerde Th22
siklig1 ve IL-22 konsantrasyonunun ylikseldigi gosterilmistir [69]. Buna ek olarak, bazi
caligmalarda IL-17 sitokini ve Th1/Th2 oranlariin T1DM’lilerde 6nemli rolleri oldugu
vurgunlanmistir [70-73]
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Bazi verilerle Th22’nin diabetik retinopatide rol alabilecegi belirtilmis ve Reg
genlerini regiile ettigi bilinen IL-22 sitokin serum diizeyinin diyabet hastalarinda

sagliklilara gore daha diisiik oldugu saptanmistir [65].

IL-22 pankreasta REG gen ailesinin iiyelerinin ekspresyonunun artmasini
saglayarak koruyucu rol oynayabilir. Reg proteinlerinin adacik biiylimesini,
farklilasmasin1 ve beta hiicre apoptozunun Onlenmesini sagladigi birgok caligmada
gosterilmistir [74-76]. Ozellikle Regl, Reg2 ve Reg3d genlerinin, streptozotosin ile
diyabet yapilmis farelerde eskpresyonunun yiikseldigi ve beta hiicre rejenerasyonu ve
insiilin iiretimiyle artan bir korelasyon gosterdigi saptanmistir [77-80].

Yapilan bir ¢calismada geng diyabetli hastalarda Th9 ve Th22 immiin cevabi
izlenerek IL-9 ve IL-22 serum diizeyleriyle korelasyonlar1 incelenmis ve bu hiicre ile
sitokinlerin T1DM’deki patogenezi arastirilmistir [18]. Ayrica serumda biyobelirteg
saptamak i¢in yapilan ¢alismalarda IL-22 ve IL-9 sitokinlerinin diyabet patogenezinde
rol alabilecekleri belirtilmistir [65, 81, 82]. Bu hiicre ve sitokinlerinin gorevleri heniiz

tam olarak agiklanamamakla birlikte calismalar devam etmektedir.

2.6. Sitokinler
2.6.1. Genel Ozellikleri

Sitokinler, bir¢ok hiicre tarafindan saliman, immiin ve inflamatuvar
reaksiyonlarin aracilar1 olarak gorev alan sinyal proteinleridir. immiin sistem hiicreleri
arasindaki iletisimde, hedef hiicre yiizeylerindeki veya ¢oziinmiis halde bulunan,
kendilerine 0zgii reseptorlere baglanip hedef hiicredeki gen ekspresyonunda
degisikliklere neden olarak etkinlik gostermektedirler. Bir¢ok sitokin, sentezlendikleri
hiicre tlizerine etki yaparken (otokrin), bazi sitokinler ise yakinindaki hiicrelere etki
etmektedirler (parakrin). Ayrica kan dolasimina katilarak uzaktaki hiicrelere etki eden

endokrin sitokinler de mevcuttur.

Genel olarak sitokinler, pleiotropik (ayni1 sitokinin birden ¢ok hiicre iizerine etkisi)
ve redundant etki (birbirinden farkli sitokinlerin ayni hiicre ilizerinde benzer etkisi)
gostermektedirler. Dogal immiinitede, makrofaj ve NK hiicreleri tarafindan salinirken,
edinsel immiinitede genellikle T lenfositleri tarafindan salgilanmaktadirlar. Viicuda
disaridan girerek enfeksiyona neden olabilecek patojenlere karsi efektif ve gliclii bir yanit

olusmasinda sitokinlerin rolii biiyliktiir. Bunun aksine sitokinlerin asir1 oranda
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salgilanmas1 da viicutta bir¢ok otoimmiin bozukluga neden olabilmektedir. Bu nedenle,
sitokin iiretiminde ve salgilanmasinda denge saglamak icin disaridan yapilan sitokin
destegi ve/veya inhibisyonu ile farkli tedavi stratejileri gelistirmeye yonelik ¢alismalar

yapilmaktadir.

Sitokinlerin genel islevleri:
e Lenfoid hiicrelerin proliferasyon ve farklilasmasini saglamak,
e Immiin cevabn arttirarak ve/veya baskilayarak diizenlemek,

e Inflamasyona katilan hiicreleri aktiflestirme, reaksiyon bolgesine ¢agirarak

biyolojik etkilerini géstermek,
e Kemik iligini etkileyerek hematopoietik diizenlemeye katilmak,

e Bazi hipofiz hormonlarinin, biyolojik maddelerin sentez ve saliniminmi saglamak

[83].

2.6.1.1. interlokin-22 (IL-22) Sitokini

IL-22, ilk olarak 2000 yilinda uyarilmis kemirgen timik T hiicre hattinda
tanimlanmamis sitokinlerin taramasi yapilirken kesfedilmistir [84, 85] Yapilarinin
%22’s1 kemirgen IL-10’u ile benzerlik gosterdigi igin IL-10 iligkili T hiicre kokenli
uyarilabilir faktdr olarak bilinirler. Fare ve insan 1L-22’si %79 benzerlik gosterir ve IL-
22 geni insan 12. kromozomunda yer alir [86]. IL-22, 147 aminoasit uzunlugunda IL-
10 siiper ailesinde 2 a-helikal glikozillenmis sitokin olarak siniflandirilir [87]. Buna ek
olarak, IL-22 sinyalleri IL-22Ral alt birimi ve ortak IL-10R[2 ile saglanmaktadir [87,
88].

Diger smif 2 sitokinlere benzer olarak, IL-22 dimerlere doniisiir ve iki IL-22Ral
alt birimine baglanir. Baglanma gergeklestiginde, STAT3 un aktivasyonuna sebep olan
Jak1 ve Tyk2 tirozin kinazlarinin fosforilasyonunu tetikler [89].

Kazanilmis immiin sistemde IL-22, v T hiicreleri, dogal oldiiriicii T hiicreler
(NKT), Thl hiicreler, 6zellikle Th17 hiicreler ve Th22 hiicreleri tarafindan tiretilir [90].
Dogal immiin sistemde IL-22 mast hiicreleri ve dogal lenfoid hiicreler (ILCs) tarafindan
iiretilmektedir [91].

IL-22 genellikle IL-6 + TGF-B tarafindan uyarilir [92]. Kritik transkripsiyon
faktoriit AHR dir [93].
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2.6.1.2. Interlokin-9 (IL-9) Sitokini

IL-9 T hiicre kokenli sitokin olup Treg, Thl, Th17 ve Th9 alt gurplardan
tiretilir. TGF-B ve IL-4, IL-9 iiretimini arttirirken IFNy’y1 inhibe eder [94]. Bu bulgu,
Th9 hiicrelerinin bilinen T hiicre alt gruplarinin diginda farkli transkripsiyon faktorii
oldugunu gostermektedir [51, 52].

IL-1 ailesi iiyeleri IL-9 {iretimine katkida bulunabilir. Ayrica bu sitokin belli sartlar
altinda IL-33, T hiicrelerinde IL-9 sitokinin salinimini arttirmaktadir [95-97]. IL-1
ailesi, IL-9 geninin aktivatdrii olan NF-«kB (nuclear factor-kB) aktivasyonunu
indiiklemektedir [98].

Bu sitokin pleotropik etki gostererek T hiicre alt gruplarina etki eder ve alerji ve
otoimmiin hastaliklarin immiin cevabinin diizenlenmesinde onemli rol oynar [99-102].
Ancak IL-9’un anormal salinimi ve ekspresyonunun SLE’li hastalarda var olup
olmadigi hala bilinmemektedir, proinflamatuvar ve anti-inflamatuvar aktiviteleri de
henliz tam olarak aciklanamamistir. Bazi c¢alismalarda, SLE hastalarinda IL-9
seviyesinin ekspresyonu ile CD4 ' TL-9" T hiicrelerinin yiizdelerinin hastalikla iliskisinin
daha acgik sekilde ortaya konmasu amacglamigtir [103, 104]. Ayrica IL-9 serum
diizeyinin diyabetli hastalarda sagliklilara goére anlamli derecede yliksek oldugu baska
bir ¢calismayla vurgulanmistir [105].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arac ve Gerecler
3.1.1. Kimyasal Maddeler

Anti-Human CD3 Pe-Cy5/CD4 PE/CDS8 FITC Kokteil Monoklonal antikoru
(Biolegend, San Diego, ABD)

Alexa Flour 647 Anti-Human IL-9 Monoklonal antikoru (Biolegend, San Diego, ABD)
Pe-Cy7 Anti-Human IL-22 Monoklonal antikoru (Biolegend, San Diego, ABD)
Legendplex Human Th cytokine Mix and Match Subpanel (Biolegend, San
Diego, ABD)

RPMI 1640 with L-Glutamine kiiltiir medyumu (Capricorn, Ebsdorfergrund,
Almanya)

Lymphocyte Separation Medium (Capricorn, Ebsdorfergrund, Almanya)
Penisilin&streptomisin (Gibco, Birlesik Krallik)

FBS (Gibco, Birlesik Krallik)

True-Nuclear Transcription Factor Buffer Set (Biolegend, San Diego, ABD)
Brefeldin A Soliisyonu (1,000X) (Biolegend, San Diego, ABD)

PMA (Sigma, St. Louis, ABD)

Ionomycin calcium salt (Sigma, St. Louis, ABD)

DMSO (Sigma, St. Louis, ABD)

Steril PBS (Sigma, St. Louis, ABD)

Steril distile su

Forward ve reverse Primerler (Sentegen Biyotek.,Ankara, Tiirkiye)

RNeasy mini kit (Qiagen, Hilden, Almanya)

Transcriptor First Strand cDNA kit (Roche, Mannheim, Almanya)

LightCycler 480 Syber green I master (Roche, Mannheim, Almanya)



3.1.2. Aletler
Akan hiicre dlger (FACSCanto II 4/2/2, Becton Dickinson, ABD)
Kan sayim Cihaz1 (XE-2100,Sysmex, Japonya)
%35 COy’li Etliv (FN 400/500, Niive, Tiirkiye)
Santrifiij (NF 800/800R, Niive, Tiirkiye)
Light Cycler 480 Real Time-PCR cihazi (Roche, Almanya)
Veriti 96 Well Thermal Cycler PZR Cihaz1 (Applied Biosystems, ABD)
NanoPhotometer Pearl Spektrofotometre (Implen, Almanya)
+4°C buzdolabi, -20 °C ve -80°C derin dondurucu
5 ml’lik polistren tiip
Mikropipetler (10°luk, 100’Lik, 1000°’lik)
Steril pipet uglar1 (10’luk, 100’Lik, 1000°1ik)
50 ml ve 15 mI’lik tiipler
Heparinli ve EDTA’l1 10 ml’lik kan tiipleri
Pastor pipetleri
0,5’lik, 1’lik, 1,5’lik polimeraz zincir reaksiyon tiipleri

96 kuyucuklu plaklar

16
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3.2. Calisma Grubu

27.03.2017-24.12.2017 tarihleri arasinda Kadikdy Acibadem Hastanesi,
Endokrinoloji Boliimii, Diyabet Klinigi’nin sagladigi goniilli hasta ve saglikl
bireylerden 10’ar ml heparinli ve EDTA’l1 periferik kan 6rnekleri alinarak c¢alismanin
deneysel kisimlarinin gerceklesecegi Acibadem Labmed Laboratuvarina gonderilmistir.
Heparinli kandan periferik kan mononiikleer hiicreler (PKMH’ler) elde edilmis ve
ardinda uyarim yapilarak PKMH’lerin bir kisminin hiicre ylizey molekiil ekspresyonu ve
hiicre i¢i sitokin igerigi akan hiicre Olger ile tayin edilmis, diger kisminin ise gen
ekspresyonlar1 gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile incelenmistir. EDTA’1

kanlardan elde edilen plazmalardan akan hiicre 6lger ile sitokin diizeyleri saptanmustir.

3.2.1. Tip 1 Diyabetli Olgular

Calismaya katilmay1 kabul ettigine dair aydinlatilmis onam formunu imzalamis
T1DM tanis1 konmus, ICA ve Anti-GAD pozitif herhangi bir malignite durumu ve/veya
kronik rahatsizligi olmayan hastalar ¢alismaya dahil edilmistir (10 erkek - 10 kadin)
(Tablo 3-1).

3.2.2. Saghkh Olgular (Kontrol)

T1DM’li hastalar ile benzer yas araligmma sahip, ICA ve Anti-GAD negatif
herhangi bir malignite durumu ve/veya kronik rahatsizli§i olmayan bireyler calismaya
dahil edilmis ve goniilliillerden ¢alismaya katilmay1 kabul ettiklerine dair aydinlatilmig

onam formunu imzalatilmistir. (5 erkek - 5 kadin) (Tablo 3-1).



Tablo 3-1: Calisma grubu ve genel klinik karakterizasyonu

Gr Or‘tﬁzn(qﬁ)ss Hastalik Siireci (yil) HbAlc (%) Acl(‘:; %“Lk)‘”“ CRP (mg/L) C-peptid (ng/mL)
up Ortalama+SS Ortalama+SS g Ortalama+SS Ortalama+SS
Ortalama=£SS
T1DM (n=20) 29,3+5,6 7,503,70 7,46+1,2 237,25+54,06 1,39+0,96 0,58+0,19
S(agllﬂgl)l 28 4+4,6 - 3,76+1.4 89,90:£12,00 0,96£0,70 2,5+0,68
n:
p* 0,660 - <0,001* <0,001* 0,159 <0,001*

*T1DM ve saglikli kontroller arasindaki anlamliligi, SS: Standart Sapma’y1 ifade eder.



3.3. Metod

3.3.1. Periferik Kan Mononiikleer Hiicre izolasyonu

Calismaya katilan bireylerden aliman 10 ml heparinize periferik kan 6rnekleri 1:1
oraninda Lenfosit ayirma medyumu (yogunluk:1.077 g/ml) iizerine yayilarak 30
dakika 2000 rpm 20 °C’de santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrast kanin lenfosit ayirma soliisyonuna bagl olarak ayrilmis hali sekil 3-
1’de gosterilmistir.

Santrifiij sonras1 yogunluk farkina goére olusan fazlarda iistte kalan kisim pastor
pipeti ile uzaklagtirilmig, PKMH’lerin bulundugu interfaz kismi 15 ml’lik tiiplere
aktarilmastir.

Iki kez PBS ile 5 dakika 1500 rpm 20 °C’de santrifiij edilerek yikama islemi
gerceklestirilmistir.

Bu islemin gorsel olarak sematize edilmis hali Sekil 3-1°de gosterilmistir.

SANTRIFDU ONCESI SANTRIFOU SONRASI

PLAZIMA
+
— SEYRELTME
= soLlsyoNU
SEYRELTILMIS . . PKMH-INTERFAZ
KAN SRNEG] [

—— LEMFOSIT AYIRMA SOLOSYOMNU

ERITROSITLER
-
~—— LENFOSIT AYIRMA SOLOSYONU GRANOLOSITLER

+
OLD HUOCRELER

Sekil 3-1: Periferik kan mononiikleer hiicrelerin ayrim
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3.3.2. Periferik Kan Mononiikleer Hiicre Sayiminin Yapilmasi

Yikama islemleri ardindan iist sivilar1 uzaklastirllan PKMH’lerin {izerine 2 ml

tamamlanmis RPMI-1640 eklenmistir.

Elde edilen PKMH siispansiyonundan hiicre sayim cihazinda (Sysmex XE-2100)
sayilarak 1ml medyumda 1x10° hiicre olacak sekilde miktar belirlenmistir.

3.3.3. Kiiltiir Medyumunun Zenginlestirilmesi

500 mI’lik medyum, steril sartlarda %1 oraninda penisilin-streptomisin (5 ml),

ve %10 oraninda FBS (50 ml) ile zenginlestirilmistir.

b)

3.3.4. Periferik Kan Mononiikleer Hiicre Kiiltiirii

1x10° hiicre igeren 1 ml’lik medyum, 5 ml’lik akan hiicre 6l¢ger tiiplerinde ekilmistir.
Her birey i¢in 3 kuyucuk ayrilmis ve kuyucuklardan ikisine PMA (50 ng/ml),
iyonomisin (1 mg/ml) uyarici maddeler eklenirken, {i¢iincii kuyucuga uyaran
eklenmemistir.

PKMH’ler 37 °C de %5 COy’li etiivde 5 saat kiiltiire edilmistir.

Kiiltiiriin 4. saatinde kuyucuklara bir transport inhibitor proteini olan Brefeldin A (3
ng/ml) eklenerek PKMH’lerden sitokinlerin ortama salinmasi engellenmistir.
Uyarim sonunda hiicreler hiicre yiizeyi ve hiicre i¢i boyama ic¢in hazir hale

getirilmistir.

3.3.5. Hiicre Yiizey Boyamasi

Uyarimdan elde edilen PKMH’ler 5 dakika 1500 rpm’de ve 20°C’de santrifiij
edildikten sonra iist sivilar uzaklastirilmistir. Uyarimli gruplardan biri genetik
caligma i¢in ayrilmistir.

Uyarimi yapilan ve uyarimsiz her iki kosul i¢in tiiplere 10 pul Anti-Human CD3 Pe-
Cy5/CD4 PE/CD8 FITC kokteyl monoklonal antikoru eklenerek 20 dakika oda
sicakliginda ve karanlikta inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasi tiiplere 2 ml PBS eklenerek 1500 rpm’de 5 dakika 20°C’de

santrifiij edilip list sivilar uzaklastirilmisgtir.
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3.3.6. Hiicre i¢ci Boyama

Hiicre yiizey boyamasindan tiiplere 500 pl fiksasyon soliisyonu eklenip 15 dakika
karanlikta ve oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

Fiksasyon islemini takiben tiiplere 2 ml PBS eklenerek 5 dakika 1800 rpm’de
20°C’de santrifiij edilip st sivilar uzaklastirilmistir.

Hiicrelerin iizerine 2 ml 1X permeabilizasyon soliisyonu eklenerek hiicreler 10
dakika karanlik ve oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

Ardindan tiipler 5 dakika 1500 rpm 20°C’de santrifiij edildikten sonra tiip icerisinde
500 pl s1v1 kalacak sekilde iist sivi uzaklastirilmistir.

Hiicrelere 5 pl anti-Human IL-22 PE/Cy7 ve 5 ul anti-Human IL-9 Alexa Flour 647
monoklonal antikorlar1 eklenerek 30 dakika karanlikta ve oda sicakliginda inkiibe
edilmistir.

Uzerine 2 ml PBS eklenen tiipler 5 dakika 1500 rpm 20°C’de santrifiij edildikten
sonra st s1v1 atilmistir. Bu islem iki kez yapilmistir.

Hiicrelerin iizerine 500 ul FACS Flow Sheat sivis1 eklenerek akan hiicre Olgerde

degerlendirilmek tizere +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.3.7. Hiicre Yiizey Molekiil Ekspresyonu ve Hiicre i¢i Sitokin Tayini

Hiicre yiizey boyamasini takiben hiicre i¢i boyama yapilan PKMH’lerin 6l¢iim

ve degerlendirmeleri BD FACSCantoll 4/2/2 cihazinda, BD FACSDiva programiyla

gerceklestirilmigtir. T hiicre ve alt grup yiizdeleri ve hiicre i¢i IL-22 ve IL-9 siklig1

izotip kontrol varliginda akan hiicre dlger ile saptanmistir. Bu amagla ilk olarak FSC-H

ve FSC-A alaninda dublet ve singlet ad1 verilen kisimlar1 ayirt edilerek singlet olan

kistm kapilanarak ardindan total Idkosit kapisi igerisindeki CD3" T lenfositlerine

kapilama yapilmistir. CD3" T lenfositleri igerisinde CD4" ve CDS8" alt gruplar

kapilanarak, bu hiicre gruplar1 i¢inde IL-22 ve IL-9 salgilayan hiicre yiizdeleri

arastirilmistir (Sekil 3-2).
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3.3.8. Plazma izolasyonu

a) EDTA anti-koagiilanli 10 ml’lik tiiplere almman periferik vendz kan Ornekleri

alindiktan 30 dakika igerisinde 10 dakika 1000 g’de santrifiij edilmistir.

b) Ardindan plazma 6rnekleri tiiplere paylastirilarak sitokin tayinleri yapilma islemine

kadar -80 °C de muhafaza edilmistir.

3.3.9. Plazmadan Sitokin Tayin Calismasi ve Analizi

a) Kit iirlinleri kullanilmadan 6nce oda sicakligina getirilmistir.

b) Standartlar Tablo 3-2‘deki gibi hazirlanmistir.

Tablo 3-2: Standart hazirlama prosediirii

Tiip/Standart Seri e necel Eklenecek Final
., Assay Buffer Konsantrasyon
ID Diliisyon Standard
(ul) (pg/mL)

Cc7 -- -- -- 1.000
Cé6 1:4 75 C7'den 25ul 2.500
C5 1:16 75 Cé6'den 25ul 625
C4 1:64 75 C5'den 25ul 156,3
C3 1:256 75 C4'den 25ul 39,1
C2 1:1024 75 C3'den 25ul 9,8
Cl1 1:4096 75 C2'den 25ul 2,4
Co -- 75 -- 0

¢) Plazma 6rnekleri 2 kat Assay Buffer ile seyreltilmistir.

d) Standart tliplerine 25 pl Matrix B eklenmistir.

e) Ornek tiiplerine 25 pl Assay Buffer eklenmistir.

f) Her standarttan 25 ul standart tiiplerine eklenmistir.

g) Her seyreltilmis plazma 6rneklerinden 25 pl 6rnek tiiplerine eklenmistir.

h) Karisik boncuklardan 25 pl her tiipe eklenmistir.

i) Saptama Antikorlarindan 25 pl her tlipe eklenmistir.

j) Her tiipteki total hacim 100 pl olacak sekilde ayarlanmistir.

k) Tiipler aliiminyum folyo ile sarilarak 1siktan korunmasi saglanmustir.




23

1) Ardindan yaklasik 1000 rpm’de plate ¢alkalayicisi lizerinde 2 saat oda sicakliginda

calkalanmustir.
m) Daha sonrasinda tiipleri yikamaksizin, her tiipe 25 pl SA-PE eklenmistir.
n) Tiipler tekrar aliiminyum folyo ile sarilarak 1s1iktan korunmasi saglanmaistir.

0) Ardindan yaklastk 1000 rpm’de plate calkalayicis1 tizerinde 30 dakika oda

sicakliginda galkalanmaistir.
p) Tiipler 1000g’de 5 dakika santrifiij edilmistir.
q) Stipernatant pipet yardimi ile uzaklagtirilmistir.

r) Sonrasinda her tiipe 200 ul 1X wash buffer eklenmistir. Vortekslenerek boncuklar
resiispanse edilmistir. Ardindan 1000g’de 5 dakika santrifiij edilmistir.Siipernatant

uzaklastirilmistir.
s) Ornekler aym giin icerisinde akan hiicre dlgerde okutulmustur.
t) Protokoliin sematik goriintiisii Sekil 3-3’de gosterilmistir.

u) Minimum saptanabilir konsantrasyon (deney sensitivitesi) IL-9 i¢in 1,2 pg/ml, 1L-22

i¢in 2,2 pg/ml’dir.
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Sekil 3-3: Boncukla akan hiicre dlcerde sitokin tayini prosediirii
3.3.10. RNA izolasyonu

Hiicre kiiltiirlinden alinan PKMH’lerin RNA’lar1 RNeasy mini kit (Qiagen) ile

asagidaki basamaklar uygulanarak elde edilmistir.

a) 5 saat uyarilmig yaklasik 1-2 milyon arasindaki PKMH 5 dakika 1500 rpm’de
santrifiij edilerek tist s1v1 uzaklastirilmistir.

b) Hiicrelerin iizerine 350 ul RLT soliisyonu eklenmis ve ardindan vortekslenmistir.

¢) Lizat direkt olarak toplama kolonuna yerlestirilmis QIAshredder spin kolonuna
pipetlenip ardindan 2 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

d) Santrifiij sonrasi1 filtre atilarak toplama tiipiine gecen Orneklerin lizerine 350 pl
%70’1lik EtOH eklenmistir.

e) Son hacimin tamami toplama tiipiie yerlestirilen RNeasy spin kolonuna eklenmis ve
15 saniye 11.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

f) Alttaki toplama tlipii atilarak, filtre yeni tlipe aktarilmis ve tlizerine 700 ul RW1
soliisyonu koyarak 11.000 rpm’de 30 saniye santrifiij edilmistir.
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g) Alttaki toplama tiipli atilarak, filtre yeni tiipe aktarilmis ve iizerine 500 mikrolitre
RPE buffer koyarak 13.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir.

h) Filtreyi yeni toplama tiipiine aktardiktan sonra filtre {izerine 50 mikrolitre RNase
bulundurmayan su ekleyerek, 6rnekleri 11.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

i) Filtreden gegen ornekleri 1,5 mL’lik kapakli 6rnek tiiplerine aktarip ¢alisma yapilana
kadar -80°C de saklanmustir.

j) Protokoliin sematik goriintiisii Sekil 3-3’de gdsterilmistir.

k) Orneklerin RNA &lgiimleri NanoPhotometer Pearl spektrofotometresi ile 260 nm
dalga boyu densitesiyle yapilmistir. OD A260/A280 ile 6rnek kaliteleri saptanmustir.
Orneklerin RNA konsantrasyon ve kaliteleri Tablo: 3-4’de gosterilmistir.

I) ¢cDNA doniisiimii i¢cin kullanilmak tizere her bireyin RNA miktar1 1000 ng olacak

sekilde dillisyon yapilarak ayarlanmigtir.



RNeasy Mini Prosediir

Kiltiire
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hucreler

Etanol ekleme

Lize ve
homojenize

:

Total RNA'nin
baglanmasi

Total RNA

-t.
ki

— Elisyon

\% Total RNA

Sekil 3-4: RNA izolasyon Prosediirii
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3.3.11. ¢cDNA Doniisiimii

Tablo:3-3’deki karistm miktarlarina uygun olarak ilk oOnce denatiirasyon
karigimi hazirlanmistir. Her 6rnek i¢in ayarlanmig 1000 ng RNA Ornekleri alinarak
asagidaki basamaklar gergeklestirilmistir.

a) Hazirlanan karisim PZR cihazina koyularak 65°C’de 10 dakika denature edilmistir.
On dakika sonunda 6rneklerin bulundugu PZR plate’i cihazdan alinarak buz blogun
lizerine yerlestirilmistir.

b) cDNA’ya doniistiirme islemini gerceklestirmek i¢in yine Tablo:3-4’deki reaksiyon
karisimi hazirlayarak denatiirasyonu gerceklesmis drneklerin {izerine eklenmistir.

¢) cDNA islemi sonucunda o6rnekler daha sonra kullanmilmak iizere -20°C’de
saklanmustir.

d) cDNA doniisiim protokolii Tablo: 3-5’de gdsterilmistir.

Tablo 3-3: Denatiirasyon Karisitminin Hazirlanmasi

Denaturation Karistimn (1X) | Miktar
Anchored Primer 1 pul
Hexamer Primer 2 ul
RNA (1000 ng) 10 pl

Toplam 13 pul

Tablo 3-4: Reaksiyon Karisimin Hazirlanmasi

1 ornek
Reaksiyon karisimi icin
Reaksiyon Tamponu 4 ul
RNaz inhibitorii 0,5 ul
Deoksiniikleotid karisimi 2 ul
Reverse Transkriptaz 0,5 ul
Toplam 7 ul

Son hacim: 13 pl Denatiirasyon Karigimi + 7 ul Reaksiyon Karigimi = 20 pl



28

Tablo 3-5: ¢cDNA Doniisiim Protokolii

Sicaklik Sire
Denatiirasyon | 65 °C 10 dakika
PZR 50 °C 60 dakika

85 °C 5 dakika
Bekleme 4°C 0

3.3.12. Spektrofotometrik Olgiimler

Orneklerin 6lgiimleri NanoPhotometer Pearl spektrofotometresi ile 260 nm
dalga boyu densitesiyle yapilmistir. OD A260/A280 oran1 ile Ornek kaliteleri
saptanmistir. Bu deger 1,8 ile 2,0 arasinda olmalidir. Eger protein ve fenol
kontaminasyonu olusursa, degerlerin beklenen deger araligindan daha diisiik ¢ikmasi

beklenmektedir [106].

3.3.13. Primerlerin Dizayni ve Primer Dizileri

Primerler, “ncbi primer blast” tool’ (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/) internet sitesi kullanilarak dizayn edilmistir.

Dizayn vaparken g6z 6niinde bulundurdugumuz parametreler;

- Primer uzunlugu: 18-25 baz cifti arasinda,
- Primerlerin olusturdugu iirlin uzunlugu: 75-250 baz ¢ifti arasinda,
- Erime sicakhigi: 58-62 °C arasinda,

- GS igerigi: %40-60 arasinda olmasina dikkat edilmistir.

IL-22 i¢in, Homo sapiens chromosome 12, GRCh38.p12 Primary Assembly, IL-
9 icin Homo sapiens chromosome 5, GRCh38.p12 Primary Assembly secilmistir.
Ayrica ¢aligmanin control geni olarak f2m kullanilmistir [107].

Dizayn sirasinda ilgili gen transkriptlerinin alternative splicing olusumlarina
uygun secilmesine dikkat edilmistir. Bu sekilde exon birlesme bdlgelerine uygun
amplikon olusturacak primer dizaynlar1 yapilmistir. Dizayn sonrasinda elde edilen
primerlerin hi¢bir sekilde gDNA'y1 amplifiye etmedigi tespit edilmistir.

Dizaynlar yapildiktan sonra “Oligo Analyzer”

(https://eu.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/?c=EU) araci kullanilarak
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primerlerin kendi (self) ve hetero dimer durumlari, toka (hairpin) olusum ihtimalleri

kontrol edilmistir. Primer dizileri Tablo 3-6’da gdsterilmistir.

Liyofilize halde gelen primerler distile su ile dilue edilerek ve 100 pmol’luk
stoklar haline getirilerek -20 °C’de saklanmuslardir. Sonrasinda gercek zamanli PZR’de
kullanilmak i¢in bu stoklardan faydalanarak 10 pmol olacak sekilde tekrar dilusyon
yapilmustir.

Tablo 3-6: Primer dizileri

Sicakhik Amplikon
Primer adi Primer Dizisi (5'-3") C) %GS |  Uzunlugu
(Niikleotid)
1L22 Forward | GSTTGASAAGTSSAASTTSSA 58 47 140
IL22 Reverse | GSTSASTSATASTGASTSSGT 59 52
IL9 Forward |STSTGTTTGGGSATTSSSTST 59 52 95
IL9 Reverse |GGGTATSTTGTTTGSATGGTGG 59 50
.M Forward | GAGGCTATSSAGSGTASTSSA 61 57 243
B.M Reverse SGGSAGGSATASTSATSTTTT 58 47

3.3.14. Gerg¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

a) Gercek zamanli PZR karisimi her bir o6rnek i¢in Tablo:3-7’deki miktarlar

dogrultusunda hazirlanmistir.

Tablo 3-7: Gercek zamanh PZR Kkarisimimin hazirlanmasi

Uriin Ad1 Miktar ( 1x)
dH,0 3ul
Forward Primer (10 pmol) 1 pl

Reverse Primer (10 pmol) 1 ul

2x Master Karigimi 10 pl
Toplam 15 nl

b) En son asamada 6rnek basina 15 pl olarak hazirlanan SYBRGreen karsiminit Roche
LightCycler 480 cihazina uygun 96 well plate kuyucuklarina dagitarak iizerine 5 pl
cDNA eklenmistir.

¢) Plate tlizerine seffaf yapiskanli kapagi yapistirilmigtir. Daha sonrasinda cihaza

yiiklenerek Tablo 3-8’da belirtilen PZR protokolii ile ¢caligma baslatilmistir.
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d) Protokolun cihazdaki tahmini siiresi ve basamaklar1 Sekil 3-5’de sematik olarak

gosterilmistir.

Tablo 3-8: Ger¢ek zamanh PZR protokolii

On inkiibasyon 95°C 5 dakika
95 °C 10 saniye
Amplifikasyon 55°C 20 saniye 45 dongii
72°C 20 saniye
95 °C 5 saniye
Erime Egrisi 65°C 1 dakika
97°C Siiresiz
Sogutma 40 °C 10 dakika

Overview

- IR

i B0

1218

1%

046% 05228 103 129 13340 e
Estimated Time (homm:ss)

Sekil 3-5: Gercek zamanh PZR protokol basamaklar1 ve tahmini siiresi

3.3.15. Gen Ekspresyon Analizi

Bu calismada, tip 1 diyabetli hastalar ve saglikli bireylerde IL-22 ve IL-9 gen

ekpresyon mRNA seviyeleri hesaplanmistir. Her Ornek i¢in ilgili genler iki kez

caligilarak Ct degerlerinin ortalamasi alinmistir.

ACt degeri 0rnege ait ilgili genin Ct degerinden kontrol geninin (housekeeping)

Ct degeri cikarilarak elde edilmistir.

AACt metodu ilgili genin relatif mRNA kopya sayisim1 degerlendirmek ig¢in

kullanilmistir. Calisilan 6rnegin ilgili genin ACt’sinden kontrol geninin ACt’si

¢ikarilarak elde edilmistir [ 108].

AACt Formiilii;

(ACt Hasta-ACt Saglikli)= (Ct Hasta-Ct Referans gen)-(Ct Saglikli-Ct Referans gen)]
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2724C kat degisimi (fold change) ise genin ka¢ kat artip azaldigini belirlemek

i¢in kullanilir.

AACt Formulu, 2-AACt =2 (ACt Hasta - ACt Sagliklr)

2-AACt =2 [(Ct Hasta - Ct Referans gen) - (Ct Saglikli — Ct Referans gen)] [109]

224CT> 1, TIDM’li hastalarda gen ekspresyon seviyesinin saglikli bireylere gore

yiikseldigini, 2%“"<1, gen ekspresyon seviyesinin distigini, 2“"=1 ise gen

ekspresyon seviyelerinin esit oldugunu gostermektedir.
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3.3.16. istatistiksel Analiz

Calismanin hiicre yiizey ve hiicre i¢i boyama analizleri FACSDiva yazilimiyla,
plazma Orneklerinden sitokin tayin analizleri Legendplex Data Analiz yazilimiyla ve
genetik ekspresyon degerleri LightCycler yazilimi ile analiz edilmistir. Kat degisimleri

24T metoduyla hesaplanmistir.

[statistiksel analizler IBM® SPSS® Statistic versiyon 18 ve Graphpad Prism
yazilimi  kullanilarak  yapilmistir. Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu
Kolmogorov-Smirnov/Shapiro-Wilk Testleri ile analitik olarak incelenmistir. Gruplar
aras1 farklarin degerlendirilmesinde normal dagilim gostermeyen gruplar i¢in Mann
Whitney-U, normal dagilim gosteren gruplar icin Student T testi uygulanmistir.
Tanimlayici analizler normal dagilmayan degiskenler i¢in ¢eyrekleraras: aralik [medyan
(%25. / %75.)], normal dagilan degiskenler i¢in ortalama + standart sapma kullanilarak
verilmistir. Analiz edilen parametreler arasinda iligskiler Spearsman’s korelasyonu
kullanilarak kiyaslanmistir. P degerinin 0,05 ve altinda oldugu durumlar istatistiksel

olarak anlaml1 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Gruplar Arasi Istatistiksel Degerlendirme
4.1.1. Th22 ve Th9 Hiicre Sikhig1 Diizeyleri

Saglikli gruplar ile TIDM’li hasta gruplar1 arasinda Th22 ve Th9 lenfosit hiicre
yiizdeleri agisindan istatistiksel anlamlilik goriilmektedir (sirastyla; p<0,001 [0,70
(1,05/0,45) ve 1,80 (1,35/2,15)], p=0,002 [ 0,30 (0,17/0,42) ve 0,70 (0,40/0,90)] (Sekil
4-1, Sekil 4-2).

<0,001
a- p
@ 27
X
N
N
<
- 1=
0

Saglikh  Tip 1 Diyabetli

Sekil 4-1: Gruplar arasi Th22 hiicre yiizdesinin kiyaslanmasi

1.5- p=0,002
A
— 1.0~ AA
7
X Al
(o) )
Y
= 0.5+ ) AlA
A
(Y )
0.0

Saghkhi  Tip 1 Diyabetli

Sekil 4-2: Gruplar arasi Th9 hiicre yiizdesinin kiyaslanmasi
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4.1.2. Tc22 ve Tc9 Hiicre Sikhig1 Diizeyleri

Saglikli gruplar ile TIDM’li hasta gruplar arasinda Tc22 ve Tc9 lenfosit hiicre
yiizdeleri agisindan istatistiksel anlamlilik goriilmemektedir (Sirasiyla; p<0,09 [0,58
(0,32/0,74) ve 0,69 (0,52/0,86)], p=0,13 [0,33 (0,26/0,42) ve 0,26 (0,24/0,33)] (Sekil 4-
3, Sekil 4-4).

1.5~
p=0,09
A,
-‘7, 1.0 AA
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F 0.5+
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°
0.0

Saghklhi  Tip 1 Diyabetli

Sekil 4-3: Gruplar arasi Tc22 hiicre yiizdesinin kiyaslanmasi
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Sekil 4-4: Gruplar arasi Tc9 hiicre yiizdesinin kiyaslanmasi
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4.1.3. IL-22 ve IL-9 Plazma Sitokin Diizeyleri

Saglikli gruplar ile TIDM’li hasta gruplari arasinda plazma IL-22 ve IL-9
diizeyleri agisindan istatistiksel anlamlilik goriilmektedir (Sirastyla; p=0,001 [36,50
(26,25/46,25) ve 55,00 (45,00/58,75)], p=0,02 [1,20 (1,00/1,32) ve 1,55 (1,20/2,00)]
(Sekil 4-5, Sekil 4-6).
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Saglikh  Tip 1 Diyabetli

Sekil 4-5: Gruplar arasi IL-22 plazma diizeylerinin kiyaslanmasi

p=0,02

4=
31 A
£
o A AA
2 2 sy
o N
14 AAAd

0 T T

Saghkh Tip 1 Diyabetli

Sekil 4-6: Gruplar arasi IL-9 plazma diizeylerinin kiyaslanmasi



36

4.1.4. IL-22 ve IL-9 Gen Ekspresyon Diizeyleri

Saglikli gruplar ile TIDM’li hasta gruplarn arasinda IL-22 ve IL-9 mRNA
ekspresyon acisindan istatistiksel anlamlilik saptanamamistir. (Sirasiyla; p=0,33
[(5,86+1,98) ve (4,75+2,75)]; p=0,71 [(7,2743,39) ve (7,64+3,12)] (Sekil 4-7, Sekil 4-
8). 2" kat degisimi hesaplamasina gore istenilen genler kontrol genine gore
normalize edilerek, T1DM’lilerde IL-22 gen ekspresyonu sagliklilara gore 2,14 kat daha
fazla oldugu saptanmistir. IL-9 gen ekspresyonu ise T1DM’lilerde sagliklilara gore 0,77
kat fark gosterdigi saptanmistir. TIDM’li ve saglikli bireylerin 1L-22, IL-9 ve kontrol
geni (BoM) Ct degerleri cihazda galisilarak elde edilmistir (Sekil 4-9). Bir 6rnege ait gen
Ct degerleri Sekil: 4-10 ve Sekil: 4-11°de gosterilmistir.

15' p=0v33

IL-22 deltaCT

Saghikl Tip 1 Diyabetli

Sekil 4-7: Gruplar arasi IL-22 mRNA diizeyleri

15- p=0,71
A
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A
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- A
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Sekil 4-8: Gruplar arasi IL-9 mRNA diizeyleri
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4.2. Veriler Arasinda Iliskinin incelenmesi

4.2.1. Th22 ve T¢22 Hiicre Sikhginin IL-22 Plazma Sitokin Diizeyi ile Iliskisi

Th22 hiicre yiizdesi ve plazma IL-22’si (pg/ml) istatistiksel olarak anlamli ve
orta diizeyde pozitif yonde korelasyon gostermektedir (p=0,011; R=0,456) (Sekil 4-12).
Tc22 hiicre yiizdesi ve plazma IL-22’si (pg/ml) istastistiksel olarak anlamli derecede

korelasyon gostermemektedir (p=0,200; R=0,289) (Sekil 4-13).

Th22 %'’si

T T T T
20 30 40 a0 &0

IL-22 (pa/ml)

To

Sekil 4-12: Th22 hiicre yiizdesi- plazma IL-22 (pg/ml) iliskisi
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Tec22 %'si

0,0

T T T T
20 30 40 50 &0

IL-22 (pg/ml)

Sekil 4-13: Tc22 hiicre yiizdesi — plazma IL-22(pg/ml) iliskisi
4.2.2. Th9 ve Tc9 Hiicre Sikhiginin IL-9 Plazma Sitokin Diizeyi ile Tliskisi
ThO hiicre ylizdesi ve plazma IL-9’u (pg/ml) istatistiksel olarak anlamli derecede

korelasyon gdstermemektedir (p=0,09; R=0,315) (Sekil 4-14). Tc9 hiicre yiizdesi ve

plazma IL-9’u (pg/ml) istastistiksel olarak anlamli derecede korelasyon

gostermemektedir (p=-0,156; R=0,410) (Sekil 4-15).
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Sekil 4-15: Tc9 hiicre yiizdesi- plazma IL-9 (pg/ml) iliskisi
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4.2.3. Th22 ve Tc22 Hiicre Sikhigimin IL-22 Gen Ekspresyon Diizeyi ile Tliskisi

Th22 hiicre yiizdesi ve IL-22 mRNA diizeyi istatistiksel olarak anlamli derecede
korelasyon gostermemistir (p=0,219; R=-0,231) (Sekil 4-16). Tc22 hiicre yiizdesi ve
IL-22 mRNA diizeyi istastistiksel olarak anlamli derecede korelasyon gostermemistir

(p=0,851; R=0,036) (Sekil 4-17).
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Sekil 4-16: Th22 hiicre yiizdesi- IL-22 deltaCT iliskisi
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Sekil 4-17: Tc22 hiicre yiizdesi- I1L-22 deltaCT iliskisi
4.2.4. Th9 ve Tc9 Hiicre Sikhiginin IL-9 Gen Ekspresyon Diizeyi ile Iliskisi
Th9 hiicre yiizdesi ve IL-9 mRNA diizeyi istatistiksel olarak anlamli derecede
korelasyon gdstermemistir (p=0,420; R=-0,153) (Sekil 4-18). Tc9 hiicre yiizdesi ve IL-9
mRNA diizeyi istastistiksel olarak anlamli derecede korelasyon gostermemistir

(p=0,317; R=0,189) (Sekil 4-19).
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4.2.5. IL-22 Plazma Sitokin Diizeylerinin IL-22 Gen Ekspresyon Diizeyi ile
Iliskisi
Plazma IL-22 (pg/ml) diizeyi ve IL-22 mRNA diizeyi istatistiksel olarak anlamli
derecede korelasyon gostermemistir (p=0,586; R=-0,104) (Sekil 4-20).
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Sekil 4-20: Plazma IL-22 (pg/ml) — IL-22 deltaCT iliskisi
4.2.6. IL-9 Plazma Sitokin Diizeylerinin IL-9 Gen Ekspresyon Diizeyi ile
Tliskisi
Plazma IL-9 (pg/ml) diizeyi ve IL-9 mRNA diizeyi istatistiksel olarak anlamli
derecede korelasyon gostermemistir (p=0,183; R=0,250) (Sekil 4-21).
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Sekil 4-21: Plazma IL-9 (pg/ml) — IL-9 deltaCT iliskisi

4.2.7. Calisma Verilerinin Klinik Verilerle iliskisinin incelenmesi
Th22 hiicre sikliginin klinik verilerle iliskisi incelendiginde, HbAlc, aghik
glukozu ile orta diizeyde pozitif yonde ve c-peptid ile orta diizeyde negatif yonde
anlamli korelasyon gosterdigi saptanmistir (sirasiyla; R=0,638, p<0,01; R=0,661,
p<0,01; R=-0,611, p<0,01).

Th9 hiicre sikligmnin klinik verilerle iliskisi incelendiginde, HbAlc, aglik
glukozu ile orta diizeyde pozitif yonde ve c-peptid ile orta diizeyde negatif yonde
anlamli korelasyon gosterdigi saptanmistir (sirasiyla; R=0,639, p<0,01; R=0,692,
p<0,01; R=-0,605, p<0,01).

ThO hiicre sikligimin klinik verilerle iligkisi incelendiginde, sadece CRP ile orta

derecede pozitif yonde anlamli korelasyon gosterdigi saptanmistir (R=0,459, p<0,05).

Plazma IL-22 konsantrasyonunun ve hiicre sikliginin klinik verilerle iliskisi
incelendiginde HBA Ic¢ ile yiiksek diizeyde pozitif yonde, aclik glukozu ile orta diizeyde

pozitif yonde ve c-peptid ile orta diizeyde negatif yonde anlamli korelasyon gosterdigi
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saptanmustir (sirasiyla; R=0,721, p<0,01; R=0,634, p<0,01; R=-0,492, p<0,01). Plazma
IL-9 konsantrasyonunun klinik verilerle iliskisi incelendiginde aclik glukozu ile
anlamlilik sinirma yakin orta diizeyde iliski gosterdigi saptanmistir (R=0,34, p=0,07).

Tiim verilerin iliski ve anlamliliklart Tablo 3-11°de gosterilmistir.

* Korelasyon anlamliligi
p=<0,05 0 Achk Glukoz C-peptid
*#* K orelasyon anlamlilig HbA1c (%) (mg/dL) CRP (me/L) (ng/mL)
p<0,01
sk %% - k%
TH22 % R ,638 ,601 0,212 ,011
P 0,000 0,000 0,261 0,000
sk %% - k%
THO % R ,639 ,692 0,263 ,605
P 0,000 0,000 0,160 0,000
* R
TC22 % R 0,225 0,16 ,459 0,07
P 0,231 0,399 0,011 0,714
TCY % R -0,169 -0,211 0,09 0,23
P 0,371 0,264 0,637 0,221
sk %% - k%
IL-22 (pg/mi) R , 721 ,634 0,058 ,492
P 0,000 0,000 0,761 0,006
IL9 (pg/ml) R 0,308 0,34 0,102 -0,273
P 0,098 0,066 0,592 0,144
IL-22 ACT R -0,069 -0,123 -0,086 0,224
P 0,719 0,518 0,652 0,234
R 1 2 -0,04 4
1.9 ACT 0,186 0,05 0,046 0,03
P 0,324 0,785 0,81 0,858

P: Istatistiksel anlamlilik, R: Korelasyon katsayisi

Tablo 3-4-11: Calisma verilerinin klinik verilerle iliskisi
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5. TARTISMA

Tip 1 diyabet (TIDM), pankreas beta () hiicre harabiyetine yol acan immiin
sistem ve idiyopatik mekanizmalarin rol almasi nedeniyle, insiilin salinimi ve/veya
insiilin direncinde meydana gelen bozukluktan kaynaklanan, progresif siire¢li metabolik
bir hastaliktir [1]. Diyabet hastalarinin tiim diinyada 422 milyonun {izerinde oldugu
tahmin edilmektedir [3]. Kazanilmig bagisiklik sisteminin elemani olan T lenfositleri ve
alt gruplart T1IDM’in olusmasindaki en ©onemli mekanizmalardan biridir. Normal
kosullar altinda otoreaktif T lenfositleri timusta merkezi tolerans mekanizmasi ile
elemine edilirler. Fakat kalan birka¢ otoreaktif T lenfositi bu timik eleminasyondan
kacarak periferik dolasima katilir [4]. Bu reaktif hiicreler, diger immiin sistem
elemanlariyla dengeyi saglarken aralarindaki dengenin bozulmasi hastaligin baslamasi
ve ilerlemesine neden olabilmektedir [5-7].

Otoimmiin diyabet olan TIDM T lenfositleri ve alt gurplarini, B lenfositleri,
dogal oldiiriicii hiicreleri, makrofajlari, dentritik hiicreleri kapsayan ve B hiicre yikimina
sebebiyet veren otoimmiin bir hastalik olarak bilinir. Sitokinler bu hiicrelerden iiretilir
ve [ hiicre harabiyet ve regiilasyonunda dnemli rol alirlar [63].

Calismamizda, CD3'CD4'IL-22" (Th22), CD3'CDS8'IL-22" (Th22) ile
CD3'CD4'IL-9" (Th9) ve CD3"CD8'IL-9" (Tc9) alt grup sikligi, plazmadan IL-22 ve
IL-9 sitokin seviyesi ile bu sitokinlerin gen diizeyindeki ekpresyonlar1 incelenmis ve
klinik verilerle iligkisi arastirilmistir. Tc hiicrelerinin diyabet ile iligkisini inceleyen
calisgma yok denecek kadar azdir. Bu nedenle c¢alismamizda bu hiicre grubu da
incelenmistir.

T lenfositleri ve alt gruplarindan olan Thl, Th2, Th9, Th17, Th22 hiicreleri ve
salgiladiklar sitokinlerin diyabet patogenezinde rolleri tam olarak bilinmemekle birlikte
yapilan ¢alismalar hastalikla iliskilendirilebileceklerini vurgulamaktadir.

Calismalar IL-22’nin IL-1f salmimin arttirarak T2DM'’lilerdeki adipoz doku
inflamasyonunda 6nemli bir yeri oldugunu gostermistir [64]. Ancak bagka bir caligmada
IL-22 serum seviyesi kontrollere gore diyabetik hastalarda daha diisiik bulunmustur
[65]. Ayrica IL-22 Regenerating (Reg) gen ekpresyonunu arttirarak adaciklarda f hiicre
rejenerasyonunu tetikleyebilir ve apoptozu engelleyebilir. Bir diger calismada Th17 ve
Th22’nin, TIDM’li hastalarda saglikli kontrollere gore 6nemli derecede yiiksek oldugu
belirtilmistir. Ayrica bu hastalarda Th22 hiicreleri Th17 hiicreleri ile pozitif iligki
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gostermistir. Ancak serumda IL-17 ve IL-22 arasinda herhangi bir iliski saptanmamuistir
[67]. Th1, Th17 ve Th22 hiicrelerinin hem periferik sikliginin hem de toplam miktarinin
koroner ateroskleroz kalp hastaligt olan diyabetli hastalarda fazlasiyla yliksek
bulundugu gosterilmistir. Ayrica bu calismada proinflamatuvar Th hiicrelerinin,
Ozellikle de Th22’nin, diyabetlilerde kardiyovaskiiler komplikasyonlar1 arttirdigi
vurgulanmistir [68].

Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada geng¢ diyabetli hastalarda Th9 ve Th22
immiin cevabi izlenerek IL-9 ve IL-22 serum diizeyleriyle korelasyonlari incelenerek bu
hiicre ve sitokinlerin geng T1DM’deki patogenezi arastirilmistir. Bu ¢aligmada Th22 ve
Th9 hiicre siklig1 ile serum IL-22 ve IL-9’un T1DM’lilerde sagliklilara gore anlaml
derecede yiiksek oldugu saptanmis ve Th22/IL-22 iligkisi ile Th9/IL-9 iliskileri
acisindan pozitif yonde anlamli korelasyon gosterdigi belirtilmistir. [18]. Caligmamizda
da Th22 hiicre siklig1 ve plazma IL-22’si (pg/ml) istatistiksel olarak anlamli ve pozitif
yonde orta derecede korelasyon gosterirken (p=0,011; R=0,456), Th9 hiicre siklig1 ve
plazma IL-9’unun (pg/ml) istatistiksel olarak anlamli derecede korelasyon gostermedigi
saptanmistir (p=0,09; R=0,315). Ayrica gen¢ TIDM’lilerde yapilan bu ¢alismada Th22,
ThO ve salgiladiklar1 IL-22 ve IL-9’un HbAlc ve CRP verileriyle pozitif yonde anlamli
derecede korelasyon gosterdigi belirtilmistir. Calismamizda ise Th22 hiicre sikliginin
HbAlc, aclik glukozu ile orta derecede pozitif yonde ve c-peptid ile orta derecede
negatif yonde anlamli korelasyon gosterdigi (sirasiyla; R=0,638, p<0,001; R=0,661,
p<0,001; R=-0,611, p<0,001); Th9 hiicre sikliginin HBAlc, aclik glukozu ile orta
derecede pozitif yonde ve c-peptid ile orta derecede negatif yonde anlamli korelasyon
gosterdigi (sirastyla; R=0,639, p<0,001; R=0,692, p<0,001; R=-0,605, p<0,001)
saptanmistir. Th22 hiicre sikliginin sadece CRP ile orta derecede pozitif yonde anlamli
korelasyon  gosterdigi  (R=0,459, p<0,05) saptanmistir.  Plazma  IL-22
konsantrasyonunun klinik verilerle iliskisi incelendiginde, HbAlc ile yiiksek derecede
ve aclik glukozu ile orta derecede pozitif yonde, c-peptid ile orta derecede negatif yonde
anlamli korelasyon gosterdigi saptanmistir (sirastyla; R=0,721, p<0,001; R=0,634,
p<0,001; R=-0,492, p<0,01).

Bu ¢alismaya ek olarak ¢calismamizda Tc22 ve Tc9 hiicre sikliklari, IL-22 ve IL-
9 gen ekspresyonlar1 ve bunlarin aralarindaki iligkiler de incelenmistir. Saglikli gruplar
ile TIDM’li hasta gruplart arasinda Tc22 ve Tc9 lenfosit hiicre yiizdeleri agisindan
istatistiksel anlamlilik saptanmamustir (Sirastyla; p<0,09 [0,58 (0,32/0,74) ve 0,69



49

(0,52/0,86)], p=0,13 [0,33 (0,26/0,42) ve 0,26 (0,24/0,33)]. IL-22 ve IL-9 mRNA
ekspresyonu acgisindan istatistiksel anlamlilik gézlenmemis (sirasiyla; p=0,33
[(5,86+1,98) ve (4,75+2,75)]; p=0,71 [(7,27+3,39) ve (7,64+3,12)] ancak IL-22 ve IL-9
mRNA ekpresyonlar1 agisindan istatistiksel anlamlilik saptanamamasma karsin
(swrastyla; p=0,33 [(5,86+1,98) ve (4,75+2,75)]; p=0,71 [(7,27+3,39) ve (7,64+3,12)], 2
AACt kat degisimi hesaplamasma gore tip 1 diyabetlilerde IL-22 gen ekpresyonunun
sagliklilara gore 2,14 kat daha fazla oldugu saptanmistir. Yine ¢alismamizda Tc22 hiicre
siklig1 ve plazma IL-22’si (pg/ml), Th9 hiicre yiizdesi ve plazma IL-9’u (pg/ml), Tc9
hiicre ylizdesi ve plazma IL-9’u (pg/ml) istastistiksel olarak anlamli derecede
korelasyon gostermemistir (sirasiyla; (p=0,200; R=0,289), (p=0,09; R=0,315), (p=-
0,156; R=0,410). Bu sonuglar, hastalikda Tc hiicrelerinin yerine Th hiicrelerinin daha
aktif rol alabilecegini, ayrica IL-22’nin hem gen diizeyinde hem de hiimoral ve hiicresel
diizeyde T1DM’nin patogenezinde dnemli rol alabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismalar, obez ve T2DM’lilerde Th22 siklig1 ve IL-22 konsantrasyonunun
yiikseldigini [69] ve serumda biyobelirte¢ saptanmak i¢in yapilan ¢alismalarda IL-22 ve
IL-9 sitokinlerinin diyabetli hastalarda yiiksek bulunmasinin hastalik i¢in umut vadeden
biyobelirte¢ olabilecegini gdstermektedir [65, 81, 82]. Calismamizda da saglikli gruplar
ile TIDM’li hasta gruplari arasinda plazma IL-22 ve IL-9 diizeyleri (sirastyla; p=0,001
[36,50 (26,25/46,25) ve 55,00 (45,00/58,75)], p=0,02 [1,20 (1,00/1,32) ve 1,55
(1,20/2,00)] ile Th22 ve Th9 lenfosit hiicre siklig1 acgisindan (sirasiyla; p<0,001 [0,70
(1,05/0,45) ve 1,80 (1,35/2,15)], p=0,0015 [0,30 (0,17/0,42) ve 0,70 (0,40/0,90)]
istatistiksel anlamlilik saptanmistir. Bu bilgiler 1s18inda IL-22’nin sadece diyabetin tip 2
altgrubunda degil aynm1 zamanda tip 1 alt grubunda da etkin bir rol alabilecegi
goriilmektedir.

Bu sonuglar yukarida belirtilen ¢alisma verilerini desteklemekle birlikte, Th22
ve Th9un salgiladiklar1 sitokinler ile hastalik patogenezinde rol alabilecegini
diisiindiirmektedir. Ayrica tip 2 diyabetlilerde yapilan ¢alismada da calismamizda
oldugu gibi Th22 hiicre siklig1 ile plazma IL-22 seviyesinin pozitif yonde anlamli
korelasyon sergiledigi saptanmistir [69].

Atopik dermatitli hastalarda yapilan bir ¢alismada [11] Th22 ve Th9 hiicre
siklig1 acisindan anlamli iliski goriilmezken, bizim calismamizda anlamlilik oldugu
gozlenmistir. Tc22 ce Tc9 hiicre siklig1 ise atopik dermatitli hastalarda oldugu gibi
calisgmamizdaki TIDM’li hastalarda da anlamlilik gdstermemistir (sirasiyla; p<0,09
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[0,58 (0,32/0,74) ve 0,69 (0,52/0,86)], p=0,13 [0,33 (0,26/0,42) ve 0,26 (0,24/0,33)].
Bu sonug¢ otoimmiin hastaliklarda Tc hiicrelerinin dogrudan iligkili olmayacagin1 ancak
Th hiicre grubunun adacik infiltrasyonunda gérev alarak harabiyete sebep olabilecegini
distindiirmektedir.

Diyabette bu hiicreler ve sitokinlerle yapilan calismalar son donemlerde artmis
olmakla birlikte literatiirde yeterli sayida bulunmaktadir. Bu ¢alisma, Tc22 ve Tc9 hiicre
sikligr ile IL-22 ve IL-9 gen ekpresyonlarinin arastirilmasi agisindan ilk olma 6zelligini
tagimasi nedeniyle gelecek caligsmalara 1g1k tutma niteligindedir.

Calismamizin sonucu, Tc22 ve Tc9 hiicrelerinin yerine Th22 ve Th9
hiicrelerinin hiicresel, IL-22 ve IL-9 sitokinlerinin de hiimoral yanitta 6nemli bir yere
sahip olacagimm diisiindiirmektedir. Ayrica IL-22°nin gen diizeyindeki artigi, tip 1
diyabette de Th22 ve IL-22’nin hasta klinik verileri ile korelasyon gostermis olmasi, bu

faktorlerin hastalik patogenezinde 6nemli bir biyo-belirtec olabilecegini gostermektedir.
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HAM VERILER

Orneklerin RNA konsantrasyonlar ve Kaliteleri

Hasta Konsantrasyon oD
Kodu (ng/nl) (A230/A260)
HI 300 1,70
H2 210 1,73
H3 150 1,80
H7 180 1,76
HS8 250 1,80
H9 130 1,80
H10 280 1,71
H11 120 1,72
HI12 150 1,80
H13 220 1,70
H14 190 1,76
H15 110 1,70
HI16 130 1,71
H17 160 1,80
H18 210 1,75
HI19 120 1,70
H20 170 1,71
K1 250 1,80
K2 190 1,80
K3 170 1,80
K4 170 1,80
K5 210 1,72
K6 400 1,72
K7 350 1,77
K8 160 1,71
K9 220 1,80
K10 310 1,76

H: Hasta, K: Saglikli Kontrol

57



58

BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

I-Arastirmayla Ilgili Bilgi Verilmesi
Proje Adi:

TIP 1 DIYABETLILERDE 1IL-22 ve IL-9 IMMUN CEVABININ
DEGERLENDIRILMESI

Arastirmanin Amaci:
Bu aragtirmanin amaci, bagisiklik sistemi hiicreleri olan T lenfositlerinin tip 1

diyabet silirecindeki etkinliklerini ve fonksiyonlarini arastirmaktir. Arastirilan bu
hiicre grubunun hastalikta etkin rol alip almadigi arastirilarak, diyabet tedavisine
katk1 saglanacaktir.

Arastirmada Kullanilacak Yontemler:

e Bu arastirmaya hasta ve saglikli toplam 30 goniillii katilacaktir.

e (Caligmaya katilacak olan goniillillere oOnce yapilacak ¢alismayla ilgili
aydinlatilmis onam formu okutularak imzalatilacak ve daha sonra goniilliilerin
kanlar1 10 mI’lik heparinli (yesil kapakli) ve EDTA’l tiiplere (mor kapakli)
almacak ve deneysel kisimlari Istanbul Universitesi, Deneysel Tip Arastirma
Enstitiisiinde ve Acibadem Labmed Klinik Laboratuvarlarinda ¢alisilacaktir.

e (alisma basamaklar1 gergeklestirildikten sonra veriler kendi aralarinda
istatistiksel analiz yapilarak kiyaslanacaktir.

Caligmanin basamaklart;

1. Akan hiicre olcer adi1 verilen cihazda IL-22 ve IL-9 sitokin molekiillerini
salgilayan hiicreler yiizde (%) olarak 6lciilecektir.

2. Akim sitometrik boncuk metodu ile kan 6rneklerinden elde edilen plazma
materyali kullanilarak serbest haldeki IL-22 ve IL-9 sitokin molekiillerinin
miktarlar Sl¢iilecektir.

3. Gergek zamanli-Polimeraz Zincir Tepkimesi (PZR) ile IL-22 ve IL-9
tiretimine etkisi olan genlerinin ifade diizeyleri 6l¢iilecektir.

4. Yukarida caligilan 3 yontemin sonuglari istatistiksel olarak degerlendirilerek

hastalik siireci ve mekanizmasi aydinlatilmaya caligilacaktir.
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II-Goniilliiniin Haklariyla Ilgili Bilgi Verilmesi

Bu calismada goniilliiniin higbir hukuki ve mali sorumlulugu bulunmayip tiim

sorumluluk arastirici ve destekleyiciye aittir.

Gonillii kendi hiir iradesiyle calismaya katilmayabilir, katilsa bile mali ve

hukuki yiikiimliiliik olmaksizin istediginde ¢alismadan ayrilabilir.
Bu islemler i¢in goniilliiden hicbir iicret talep edilmeyecektir.
Bu ¢aligma i¢in goniilliiye herhangi bir licret 6denmeyecektir.

Goniilliiniin ¢calismaya katilmay1 reddetmesi onun gelecekteki takip ve tedavisi

tizerine olumsuz etkide bulunmayacaktir.

Goniilliiniin ¢aligmaya katilim siireci sadece goniilliiden kan 6rneginin alinmasi

ile sinirhidir.

Calisma kabul kriterlerine ve Ozelliklerine uyum saglamadiginiz takdirde
caligmadan c¢ikarilabileceginiz durumlar olusabilir. Bu nedenle ¢alismadan

arastiricinin istegi ile ¢ikarilabilirsiniz.

Aragtirmaya katilmay1 kabul etmemeniz durumunda veya herhangi bir nedenle
caligma programindan ¢ikmaniz ya da ¢ikarilmaniz halinde hastaliginizin tedavisi

ile ilgili higbir aksama olmayacaktir.

Kimlik bilgileriniz gizli tutulacak ve sizden alinacak kandan elde edilecek tiim
materyaller 6zel bir kodlama ile kodlanacak ve bu bilgiler iiglincii sahislara

aktarilmayacaktir.

III-Olasi riskler ve faydalar

Yapilacak arastirmanin getirebilecegi olasi riskler:

Size ait bilgiler kesinlikle gizli kalacaktir. Bu bilgilerin kullanilmasina bagl

olarak sosyal, ekonomik ve psikolojik sorunlar ortaya ¢ikabilir.

Inceleme sonunda elde edilecek sonuglar istediginiz takdirde size bildirilecektir.

Ancak bu bilgiyi 6grenmeyi reddetmek her zaman hakkinizdir. Bu bilgiyi sizin

disinizda birisi ile paylasmamiz sadece sizin izninize bagli olacaktir.

Olas1 vararlar:
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Bu incelemelerin esas amaci hastaligimiz sirasinda ortaya ¢ikan/¢cikma olasiligi
bulunan immiinolojik anomalileri aragtirmaktir. Tip 1 diyabet olusumunda
arastirilan hiicre gruplarinizin hastalikta etkin rol alip almadigina yardimci olacak ve
diyabet immiinoterapisine (Bagisik sistemi elemanlariyla tedavi) yon verecektir.

(Goniilliiniin Beyani)

Calismaya Katilma Onayi

Yukarida yer alan ve arastirmadan once goniilliiye verilmesi gereken bilgileri
gosteren Aydinlatilmis Onam Formu adli metni kendi anadilimde okudum ya da
bana okunmasini sagladim. Bu bilgilerin igerigi ve anlami, yazili ve sozlii olarak
aciklandi. Aklima gelen biitlin sorular1 sorma olanagi tanindi ve sorularima
doyurucu cevaplar aldim. Calismaya katilmadigim ya da katildiktan sonra
cekildigim durumda, higbir yasal hakkimdan vazge¢cmis olmayacagim. Bu
kosullarla, s6z konusu arastirmaya higbir baski ve zorlama olmaksizin goniilli

olarak katilmay1 kabul ediyorum.
Bu metnin imzali bir kopyasini aldim.
Goniilliintin Adi- Soyadi:
Yas ve Cinsiyeti:
Imzast:

Adpresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Velayet ya da vesayet altinda bulunanlar i¢in;
Veli ya da Vasinin Adi- Soyadi:
Imzast:

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Tarih:

Agiklamalart Yapan Arastirmaci- Hekimin Adi- Soyadi:



Imzast:

Tarih:
Onam alma iglemine bagindan sonuna kadar taniklik eden kurulug gorevlisinin
Adi- Soyadt:
Imzas:

Gorevi: Tarih:
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ETiK KURUL KARARI
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