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1. OZET

RELAPSING REMITTING MULTIPL SKLEROZ (RRMS) HASTALARINDA
KEFIR GIDA TAKVIYESININ SERUM SiTOKIN SEVIYELERINE
ETKIiSINiN iNCELENMESI

Multipl Skleroz (MS); enflamasyon, demiyelinizasyon ve akson hasan ile
karakterize otoimmiin bir santral sinir sistemi hastaligidir. Normalde proenflamatuar
(Th1/Thy7) ve antienflamatuar (Thy) sitokinler arasinda ince bir denge s6z konusudur.
MS'te bu denge proenflamatuar sitokinler lehine bozulmustur. Proenflamatuar
sitokinlerde (IL-6/1L-17) azalma, antienflamatuar sitokinlerde (IL-10) artis
saglanmasinin MS’te prognoza olumlu etkisi olacaktir. Bu ¢alismanin amaci, kefirin
immun-sistem hiicrelerine etki edip sitokinler yoluyla bir modulasyon/antienflamatuar
etki saglayarak MS tedavisine ek olarak olumlu katki yapip yapamayacagini
arastirmaktir. Es Zamanli/Kontrollii bir ¢alisma yapilmistir. McDonald kriterine gére
RRMS tanis1 alan, Genisletilmis Oziir Durum Olgegi(EDSS) 5.5%in altinda olan ve
atak doneminde olmayan hastalar ¢aligmaya dahil edildi. Deney Grup (iki ay siireyle
kefir gida takviyesi alan) (n=21) ve Kontrol Gruptaki (kefir almayan) (n=22)
hastalardan 0. ve 60. giin serum 6rnekleri alinip IL-6, IL-10 ve IL-17 6l¢iimleri ELISA
yontemiyle yapilmistir. Istatistiksel analizler SPSS paket programinda yapilmustir;
ortalama olarak kefir icen grupta IL-6 4,89 pg/mL(p:0,001) ve IL-17 0,44
pg/mL(p:0,001) azalmis iken 1L-10 2,41 pg/mL(p:0,027) artmis olarak saptandi ve
sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulundu. Ayrica bu fark degerleri her ti¢ IL igin
kontrol gruptaki farklara gore de anlamli bir degisim gostermistir; “Fark (IL-6)” i¢in
p=0,002; “Fark (IL-10)” i¢in p=0,013; “Fark (IL-17)” i¢in p=0,00’dir. Bu ¢alisma
sonucunda kefir igen grupta proenflamatuar sitokinde azalma, antienflamatuar
sitokinde artig saptanmig olmas1 hastaligin prognozunda 6nemli katk: saglayabilecegi,
bu dogrultuda kefirin MS hastalarinin diyetinde faydali olabilecegi, tedaviye ek olarak

kullanilmasinin 6nerilebilecegi kanisina varilmaistir.

Anahtar Kelimeler: Interlokin-6, Interlokin-10, Interlokin-17, Kefir, Relapsing
Remitting Multiple Skleroz(RRMS).

Bu tez, 2017/14 proje no ile ISTANBUL MEDIPOL UNIVERSITESI BILIMSEL
ARASTIRMA PROJELERI KOMISYONU tarafindan desteklenmistir.



2. ABSTRACT

OBSERVATION ON IMPACT OF KEFIR FOOD SUPPLEMENT ON SERA
CYTOKINES LEVELS OF RELAPSING-REMITTING MULTIPLE
SCLEROSIS (RRMS) PATIENTS
Multiple Sclerosis(MS) is an autoimmune central nervous system disease
characterized by inflammation, demyelination and axon damage. Normally, there is a
fine Dbalance between proinflammatory(Thi/Thi7) and anti-inflammatory(Th,)
cytokines. In MS, this balance is impaired in favor of proinflammatory cytokines. A
decrease in proinflammatory cytokines (IL-6/IL-17), an increase in anti-inflammatory
cytokines (IL-10) would have a positive effect on the prognosis of MS. The aim of this
study is to investigate whether the kefir acts as an adjunct to MS therapy by providing
a modulation/anti-inflammatory effect through cytokines. A simultaneous/ controlled
study was performed. Patients who were diagnosed with RRMS according to
McDonald criteria and who had EDSS below 5.5 and who did not have an episode of
seizure were included in the study. Serum samples of patients in experiment
group(taking kefir food supplement for two months)(n = 21) and control group(non-
kefir takers)(n = 22) on day 0 and 60 were collected and IL-6, IL-10 and IL-17
measurements were performed by ELISA. Statistical analysis was performed in SPSS
package program. On average, in the experiment group IL-6 was decreased as 4.89
pg/mL(p: 0.001) and IL-17 was decreased as 0.44 pg/mL(p: 0.001) while 1L-10 was
increased as 2.41 pg/mL (p: 0.027) and results are statistically significant.
Furthermore, these difference values showed a significant change for all three ILs
compared to the differences in the control group; p=0.002 for the “Difference(IL-6)”,
p=0.013 for the “Difference(IL-10)” and p=0.00 for the “Difference(IL-17)”. As a
result of this study, it has been concluded that decrease in proinflammatory cytokines
and increase in antiinflammatory cytokine could be important in the prognosis of the

kefir group, and that kefir could be beneficial in the diets of MS patients.

Key Words: Interleukin-6, Interleukin-10, Interleukin-17, Kefir, Relapsing Remitting
Multiple Sclerosis (RRMS).

This thesis was supported by ISTANBUL MEDIPOL UNIVERSITY SCIENTIFIC
RESEARCH PROJECTS COMMISSION with project no 2017/14.



3. GIRIS VE AMAC

“MS; kronik, immiin sistem aracili, demiyelinizasyon ve aksonal hasarla giden
bir santral sinir sistem (SSS) bozuklugudur. MS’te beyin ve spinal kordda olusan
demiyelinizan plaklar piramidal, duyusal, serebellar, beyinsapt ve otonomik
disfonksiyona neden olabilmektedir. Diinyada MS tanis1 almis yaklasik 2,5 milyon
birey oldugu bildirilmektedir (1,2).

MS, yasam kalitesini oldukg¢a diisiiriir ve dahasi ciddi sakatliklara yol agar.
Hastaligin baslangic yas1 20-40 yas arasidir ve kadinlarda sik goriiliir. Hastalarin
yaklasik yaris1 10 yil i¢inde ilerleyici hale gelmektedir. MS, hastalarin sosyal ve is
hayatlarini ciddi seviyede olumsuz etkiler. Hastaligin tibbi ve sosyal etkilerinin yani
sira, onemli bir ekonomik boyutu da vardir. “Tan1 ve tedavi masraflarinin sosyal
giivenlik sistemine getirdigi yiike ek olarak hastalarin is verimi de oldukga diistiigii
icin hem hastalarin kisisel ekonomik hayatlar1 hem de iilke ekonomisi zarar

gormektedir (2,3).”

Bu ¢aligmanin amaci; bir probiyotik olan kefirin immun-sistem hiicrelerine
etki edip sitokinler yoluyla bir modulasyon/antienflamatuar etki saglayarak MS
tedavisine ek olarak olumlu katki yapip yapamayacagini aragtirmaktir. MS hastalarinin
beslenme sekline zaman zaman gida takviyesi olarak tedaviye ek olarak bazi besinler
onerilmektedir. Atakli giden bu hastalarin probiyotik olan kefir kullanimima baglh
olarak serumda proenflamatuar sitokinlerde (IL-6/1L-17) azalma, antienflamatuar
sitokinlerde (IL-10) artig saptanmast durumunda hastaligin prognozunda 6nemli katki

saglayabilecegi soylenebilir ve yardimci tedavi olarak onerilebilir.

Multipl skleroza yonelik probiyotik takviyesi ile ilgili ¢alismalar yapilmistir;
ekseriyetle doku ve serum diizeyinde Thi ve Thy7 aktivite azalmis iken Tho aktivite
artmistir. Bu ¢aligsmalarda 2-3 probiyotik tiir ile ¢alisilmig ancak Kefir gibi giiclii ve
zengin bir probiyotik karisim kullanilmamistir. Ayrica iilkemizde MS’e yonelik

herhangi bir gida takviyesi ¢alismasi heniiz yapilmamastir.



Burada temel hedefimiz: literatiire baglh kalarak, MS patolojisine bagli olarak
degisen parametrelerden sadece bir kagma odaklanmak; kefir kiirli sonunda
parametrelerde bir degisim olup olmayacagini gostermektir ki degisim séz konusu ise
kefirin MS’te muhtemel antienflamatuar ve immunmodulator etkisi vurgulanmis

olacaktir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1.  Multipl Skleroz

“MS, immiin sistem aracili enflamasyona, demiyelinizasyona ve miiteakip
akson hasarina bagli olarak motor ve duyu fonksiyon kaybi ile karakterize kronik
néroimmiinolojik bir SSS hastaligidir. MS 20-40 yas arasinda baslar ve ndrolojik

engelliligin en yaygin sebebidir (4,5).”

Klinik manifestolar olduk¢a degiskendir; motor, gorsel ve duyusal bozukluk,
mesane/bagirsak bosaltim problemleri, denge ve yiiriime giigliigii, yorgunluk/bitkinlik,
vb..(6,7). Hastaligin seyri tipik olarak ilk atak goriildiikten sonra yavas ilerleyen
remisyon/relaps dongiisiidiir. Daha nadir goriilen ataksiz giden fakat ilerleyici
seyreden formu da vardir (8). Demiyelinizasyon ve aksonal/néronal dejenerasyon
esasen immiin sistem hiicrelerinin SSS’e infiltrasyonu ile baslar (9) ve genel kabule
gore de miyelin self antijenlere kars1 anormal bir immiin yanitin giderek artmasiyla
devam eder. MS; genetik yatkinlik, sonradan kazanilan defektler ve c¢evresel
etmenlerin kombine olup bagisiklik sisteminin yetenegini gecersiz kilmasi ve anormal
immiin yanita sebep olmasina baglidir (10). Multipl sklerozun patogenezi tam olarak
anlasilamamustir; T hiicreleri, beyin lezyonlarinda hastaligin erken déneminde goriiliir
ve T hiicre infiltratlari, tipik olarak beyaz ve gri maddelerde gelisir ve sinir liflerini
cevreleyen miyelin kilifint ve miyelin iireten oligodendrositleri hedefler (6).
Enflamasyonu takiben degisken bir zaman siiresinden sonra, bu evrede hastaligin daha

progresif ve ndrodejeneratif olan fazi izlenir (Sekil-4.1)(2,8).
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Sekil 4.1 Multipl Skleroz Patolojisi.

Multipl skleroz patolojisi, beynin ve omuriligin plak ve lezyonlar olarak adlandirilan ve
miyelin kiliflarinin ve oligodendrositlerin kaybina isaret eden beyaz ve gri cevherdeki
konfluent demiyelinize alanlar ile karakterizedir. (Nature Reviews Immunology Volume 15, 2015
sayfa 547 Box-2 den degistirilerek alinmistir)

Ataklarin  sikligin1  azaltmak, ozirlilik birikimini 6nlemek, beyin MR
goriintiilemesinde aktif lezyon ve T2 lezyonlarinin azaltilmasina yonelik yardimei
basamak tedaviler vardir (sekil-4.2) (11,12). ABD'de multipl sklerozun yillik
ekonomik maliyeti yaklasik $ 10 milyardir (13). Kesin bir tedavisi olmayan MS i¢in
immunsupresyon gibi farkli tedavi segeneklerine ihtiyag olmaktadir. Ancak bu da

hastalarin enfeksiyon, kanser, vb durumlara karsi zayif kalmasi riskini dogurmaktadir.
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Sekil 4.2 Multipl Skleroz I¢in Hastalik Modifiye Edici Tedaviler (Lancet 391, 2018 sayfa 1630
sekil-3 den alinmustir)

4.1.1. MS Immiinolojisi

MS, miyelin spesifik T hiicrelerinin baslattigt bir enflamasyon ve
demiyelinizasyon siirecidir (14). Aslinda hastaligin baglangicindan beri T ve B lenfosit
is birligi i¢inde ¢alisiyor olabilir. Periferde ve SSS’de T hiicreleri aktive olmaya baglar
ayrica endotel hiicre reseptorlerine baglanarak kan-beyin bariyerini asarlar. SSS’de
APC hiicreler tarafindan reaktive olup mediator, sitokin, vb. iiretmeye ve diger immiin
sistem hiicrelerini aktive ve organize etmeye baslarlar. T-helper hiicreleri antijen
spesifik immiin cevapta merkezi bir role sahiptir ve iki alt tipi mevcuttur. Thy hiicreleri
hiicresel immiin yanitta esastir, tiimor ve intraselliiler patojenlere karsi (viriisler)
gelistirilen yanitta rol alir. IL-1, IL-2, IL-12, IL-23, interferon gama(IFN-y) ve tiimor
nekroz faktor alfa (TNF-a) gibi proenflamatuar sitokinleri sekrete eder. MS gibi
otoimmun hastaliklarda Thi hiicreleri, viicudun kendi proteinlerine karst immiin
reaksiyon gosterir. Thy hiicreleri ise antikor aracilikli immiin yanitta rol alir;
Transforming growth faktor (TGF), 1L-4, IL-10, IL-13 gibi antienflamatuar sitokinleri
uretir. Ekstraselliiler patojenlere karsi otoimmiin siirece kostimiilator molekiiller,
inflamatuar sitokinler, B hiicreleri ve mononiikleer hiicreler katilir, periferdeki bu
enflamatuvar elemanlar kan beyin bariyerini agarak merkezi sinir sistemine taginir.
Astrosit ve mikroglialarin da katildig1 kompleks bir immiin yanit ortaya ¢ikar. Sonug,

anormal  enflamasyon ve demiyelinizasyon, nérodejenerasyon  meydana



gelmesidir(15). Baska bir 6nemli oyuncu ise regulator T hiicresidir(T-reg) (16). T-reg
hiicreler immiin sistemde self-toleransin bakim ve kontroliinden ve otoimmuniteyi
onlemeden sorumludurlar fakat MS’te gorevlerini pek de yerine getiremezler.
Salgiladiklar1 sitokin ve antikorlar ile MS ile iliskili bir diger hiicre grubu da B
lenfositlerdir (17) ve B-cell-depletion terapisinde saglanan kismi basari bunun bir
kanitidir (18). Makrofaj ve dendritik hiicrelere doniisen monositler ise antijen-

sunumu, sitokin salinimi vb faaliyetleri ile MS patolojisinde rol oynarlar (19).

4.1.2. Multipl Skleroz Tipleri

MS tiplerinin en sik goriilen sekli RRMS’tir. Artik Progresif MS siniflandirmasi
altinda hem Primer Progresif MS(PPMS) hem Sekonder Progresif MS(SPMS) yer
almaktadir (20) (sekil-4.3).

Klinik izole sendrom(KiS)

- ON, spinal tutulum

- Beyinsap1 ve hemisferik
Relapsing-Remitting MS(RRMS)

- Aktif ve non aktif
Progresif MS(PMS)

- Aktif (progresif, nonprogresif)

- Nonaktif (progresif, nonprogresif)



Multipl Skleroz Tipleri (2013 Siniflandirmasi)

Klinik izole sendrom (KiS)

4Engellilik

(relapse)

Relapsing-Remitting MS (RRMS)

AEngellilik

(relapse)
(relapse) (relapse)

(relapse) I |

Zaman Zaman
. Aktif (Progresif; Aktif I\-’[RG) B Aktif - Katﬁlegen (Akﬁf }[RG)
B Nonaktif (Nonprogresif) B Aktif - Kotiilesmeyen (Aktif MRG)
B Non aktif - Kotiilesen (Aktif MRG)
Aktif MRG (Relaps veya Progresif)
M Non aktif - Kétiilesmeyen
Aktif MRG (Relaps veya Progresif)
Sekonder Progresif MS (SPMS) Primer Progresif MS (PPMS)
Engellilik (relapse) Engellilik
(relapse)
(relapse)
Zaman Zaman
W Aktif (Progresif; Aktif MRG) W Aktif (Progresif; Aktif MRG)
B Aktif (nonprogresif, Aktif MRG) W Aktif (nonprogresif, Aktif MRG)
B Nonaktif (progresif, Aktif MRG) B Nonaktif (progresif, Aktif MRG)
B Nonaktif (nonprogresif) B Nonaktif (nonprogresif)

Aktif MRG (Relaps veya Progresif)

Aktif MRG (Relaps veya Progresif)

Sekil-4.3 Multipl Skleroz Tipleri (https://my-ms.org/ms_types.htm  sekil-3 den degistirilerek

alimmustir.)

4.1.3. Multipl Skleroz ve Belirtileri

MS hastalarinda SSS hasar1 ile iligkili tiim belirti ve bulgularin goriilme

ihtimali bulunmakla birlikte goriilme sikliklar1 degiskendir. Duyusal semptomlar; agri,

1s1, dokunma, vibrasyon ve pozisyon duyusunda bozulma seklinde olur. Motor

semptomlar; kuvvet kaybi, spastik paraparezi, yiirime gigligidir. Gorsel

semptomlar; optik noérit ya da retrobulber norit, diplopi seklindedir. Diger klinik


https://my-ms.org/ms_types.htm

belirtiler ise serebellar tremor, ataksi, nistagmus, dizartri, kognitif bozukluklar,
yorgunluk, sik idrara ¢kma, yetisememe, idrar yapmaya baslamada gii¢liilk seklinde

sfinkter kusurudur.

4.1.4. Multipl Sklerozda Tam

MS hastaliginin kesin tanist konulurken klinik esas alinir. Atak diisiindiiren
klinik bulgu varliginda ilk olarak MRG incelemesi yapilmaktadir. Ayrica muhtemel
diger tanilar1 diglamak i¢in ek tetkikler yapilmaktadir. Beyin-omurilik sivisinda (BOS)
oligoklonal bant (OKB) ve IgG indeksinin belirlenmesi, uyarilmis potansiyel testleri

oldukca dnemlidir.

SSS lezyonlarinin ve sebep olduklart klinik tablonun zamanda ve mekanda
yayiliminin gosterilmesi ve yanlis tani koymaya yol agabilecek benzer diger
hastaliklarin elimine edilmesi ¢ok 6nemlidir (21)(Tablo-4.1). Farkli donemlerde bir

standart olusturmak i¢in uluslararasi kongreler diizenlenmistir;
- Schumacher Paneli (1965)
- Poser tan1 Kriterleri (1983)
- McDonald Kiriterleri (2001, 2005, 2010, 2017)

Tablo-4.1 Revize 2017 McDonald Kriterleri (Lancet Neurol 2018; 17: sayfa 167 Tablo-1 den
alinmustir)

Klinik Klinik goriiniim Multipl Skleroz Tanisi
Atak Icin Gerekli Ek Kanit
Sayisi

>2 > 2 lezyona ait objektif klinik bulgu Yok?

>2 1 (ayr1 bir anatomik lokasyonda bir lezyonu Yok?

igeren daha dnceki bir saldirinin agik ve net

kamtlb)
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>2 1 lezyona ait objektif klinik bulgu

Farkl1 bir SSS bolgesini
tutan ek bir klinik atak
gosterdigi mekanda

yayihm veya MRG.

“Ek bir klinik atagin
gosterdigi zamanda
yayilhim veya MRG”
VEYA
“BOS-spesifik oligoklonal

bantlarin gosterilmesi”.

[Farkli bir SSS bolgesini
tutan ek bir klinik atagin
gosterdigi mekanda
yayihim veya MRG]

VE
[“Ek bir klinik atagin
gosterdigi zamanda
yayilim veya MRG”
VEYA
“BOS-spesifik oligoklonal

bantlarin gosterilmesi”].

a. Mekan ve zamanda yayilhim gostermek igin ilave testlere gerek yoktur. Ancak, MRG’e engel
durum soéz konusu olmadik¢a, multipl skleroz tams: diisiiniilmekte olan tiim hastalarda beyin MRG'si
cekilmelidir. Ayrica, multipl sklerozu destekleyen klinik ve MRG kamtlarimin yetersiz oldugu, tipik klinik
olarak izole edilmis bir sendromdan baska bir sunumu olan veya atipik 6zellikleri olan hastalarda spinal
kord MRG veya BOS incelemesi diisiiniilmelidir. Gériintilleme veya diger testler (6rn., BOS)
gerceklestirilirse ve negatifse, multipl skleroz tanis1 koymadan 6nce dikkatli olunmahidir ve alternatif tanilar

diigiiniilmelidir.

b. iki atak icin objektif klinik bulgulara dayanan klinik teshis en giivenlidir. Belli bir nérolojik
bulgunun yoklugunda, gecmiste yapilan bir atak icin makul tarihsel kamitlar, onceki enflamatuar
demiyelinizan atagin semptomlar: ve evrimsel 6zellikleri ile tarihsel olaylari icerebilir; Bununla birlikte, en
az bir atak, objektif bulgular tarafindan desteklenmelidir. Kalan objektif kamt yoklugunda dikkatli

olunmasi gerekmektedir.
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4.2. Sitokinler

Dogal ve spesifik immiin yanit olusumunda rol oynayan, immiin sistem
hiicrelerinin karsilikli iliskilerini diizenleyen ¢6ziiniir peptid ve glikoprotein yapisinda
maddelerdir. Bunlar, lenfositler tarafindan salgilandiklari zaman lenfokinler, monosit
ve makrofajlar tarafindan salgilandiginda ise monokinler, Iokositler tarafindan
salgilandiklar1 zaman ise interlokin olarak adlandirilmaktadir (22). Hiicreler arasi
sinyal proteini olan sitokinler, immiin ve inflamatuar yanit olusumu, hematopoez ve
yara iyilesmesi gibi farkli bir¢cok biyolojik olayin diizenlenmesinde rol alirlar. Degisik
uyarilara cevap olarak salinan sitokinlerin, hedef hiicrelerin biiylime, farklilasma,
aktivasyon ve doku onarmminda &nemli biyolojik rolleri vardir. Immiin ve inflamatuar
olaylara katilan hiicrelerin etkinliklerinin arttirilmasi, uyarilmasi sitokinler araciligi ile
olur. Sitokinler, hiicrelerin gevresel kosullarina gore farkl etkiler gosterebilmektedir.
Sitokinler hiicreler arasi sinyal mekanizmasinda gorev alan hiicrelerin davranisini
degistirebilen proteinlerdir (22,23). Multipl skleroz patofizyolojisinde yer alan
antienflamatuar(IL-10, IFN-B, IL-4) ve proenflamatuar sitokinler Tablo-4.2 de
Ozetlenmistir (24).

Tablo-4.2 Multipl Skleroz Patogenezine Katkida Bulunan Sitokinler (Multiple Sclerosis Journal
2018, Vol. 24(4) sayfa 434 Tablo-1 den alinip yeniden diizenlenmistir).

Sitokin Ana Ureticiler MS siddeti Potansiyel
Tedaviler
GM-CSF T hiicre Artar Anti-GM-CSF'nin

giivenligi (MOR103)
faz 1b’de test edildi.

IFN-y Tha Artar IFN-y ile tedavi,
hastalig
siddetlendirir.

IL-2 Ths Artar IL-2R inhibitorii
daclizumab  RRMS
tedavisi icin
onaylanmustir.

IL-6 Makrofajlar/Mikroglia | Artar Anti-IL-6  inhibitdrii
tocilizumab niiks
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riskini artiriyor gibi

goriinmektedir.
IL-9 Tho Bildirilmedi Bildirilmedi
IL-17 Thaz Artar MRG'de anti-IL-17A
inhibitori
sekukinumab lezyon
aktivitesini
azaltmistir.
IL-12 DC , Makrofajlar Lezyonlarda ve | Anti-IL-12/ IL-23p40
BOS'ta yiikselme inhibitord
ustekinumab, RRMS
Klinik faz I
calismasinda etkinlik
gostermemistir.
IL-21 Thz, Thiz, NKT Degismemis veya | Bildirilmedi
Artmis
IL-23 DC , Makrofajlar Anti-IL-12 / IL-
23p40 inhibitéri
ustekinumab, RRMS
klinik faz I
caligmasinda etkinlik
gostermemistir.
IL-22 Tha7, Th22 Artar Bildirilmedi
TNF-a Makrofajlar Aktif lezyonlarda, | Inhibitorlerle tedavi,
serumda, BOS'ta | Pastahét
siddetlendirir.
artis
IL-10 Th2,DC Azalir Bildirilmedi
IFN-B DC Net Bilinmiyor RRMS igin birinci
basamak tedavi.
IL-4 Th2 Azalir Bildirilmedi

13



421 IL-6

“IL-6, IL-6 sitokin ailesinin bir {iyesidir. IL-6, immiin yanitlarin, akut faz
yanitlarin, hematopoezin ve enflamasyonun diizenlenmesinde rol oynayan multi-
fonksiyonel bir pleiotropik sitokindir. Sistemik inflamasyon sirasinda farkli uyaranlara
(IL-1, IL-17 ve TNF-a) yanit olarak endotel hiicreleri, fibroblastlar, monositler ve
makrofajlar tarafindan tretilir. IL-6, B lenfositlerin antikor yapabilmesi i¢in gerekli

temel faktorlerden biridir (25,26).”

“IL-6; multi-fonksiyonel, adaptif immiinitede 6nemli etkileri olan (6zellikle T
ve B hiicrelerinin aktivasyonundan sonra), proinflamatuar rolde, pleiotropik bir
sitokindir. Periferal B lenfositlerin, gelisimin son asamasinda Plazma hiicrelerine
doniistimiini indiikler. IL-6, yardimci1 T hiicrelerinin Thiz fenotipi gelistirmesinde
olmazsa olmaz bir oyuncudur. Normal hiicreler, genellikle IL-6"1 fazla salgilamazlar
(27).”

422 1L-10

“Antienflamatuar ve immiinsiipresif etkilidir. Bu agirlikli olarak inhibitér bir
sitokindir. IFN-y’nin Thy hiicreleri tarafindan iretimini inhibe eder, boylece bagisik
yanitt Thy tipe kaydirir. Birgok hayvan ve insan c¢aligmasi IL-10 un enflamatuar

cevabin diizenlenmesinde 6nemli rolii oldugunu géstermektedir (28).”

IL-10, esas olarak monositler, T hiicreleri (baslica tip-1 Treg hiicreleri), B
hiicreleri (baslica Breg hiicreleri), NK hiicrelerinin kii¢iik bir kismi, makrofajlar ve
DC'ler tarafindan iretilen bir anti-enflamatuar interlokindir. “IL-10, birgok
proinflamatuar sitokin, kemokin ve kemokin reseptoriiniin ekspresyonunu inhibe eder
(29).” IL-10; CD28, CD2 ve indiiklenebilir T-hiicre kostimiilatér sinyalizasyonunu
baskilayarak T-hiicre aktivasyonunu dogrudan etkiler. T hiicreleri {izerindeki
engelleyici etkilerinin aksine, IL-10 insan B hiicrelerinin hayatta kalmasini,

proliferasyonunu ve farklilasmasini tesvik eder ve IgGs tiretimini arttirir (30-32).
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423 IL-17a

IL-17A, IL-17 ailesinin en ¢ok ¢alisilan iiyesidir(33). Son zamanlarda, IL-17A
ve IL-17A iireten hiicreler, ¢esitli otoimmiin ve enflamatuar hastalik tiplerinin tedavisi
i¢in ilag kesfine yonelik 6nemli hedefler haline gelmistir. Anti-IL-17A, psoriasisin
tedavisi i¢in FDA onaylidir ve bu yolak; multipl skleroz, astim, romatoid artrit,
transplant reddi ve inflamatuar barsak hastaliginda da ¢alisilmistir(34). Insan IL-17
iceren hiicrelerdeki slipernatan ve fiizyon proteinleri IL-6 ve IL-8’in iiretimine neden

olur ve insan fibrolastlarinda ICAM-1’in yiizey ekspresyonunu arttirir (3,23).

4.3 Probiyotik

Probiyotik terimi, Greek¢e olup, ‘“hayat icin” anlamina gelmektedir.
Probiyotikler, yeteri kadar tiiketildigi takdirde kisileri hastaliklara karsi
koruyan/hastaliklarin1 diizelten, patolojik sinifta olmayan, endojen mikrobiyotaya

olumlu katkilari olan ve onu dengeleyen canli mikroorganizma kiiltiirii seklinde

tanimlanabilir (35,36).

Probiyotiklerin Borchers Kriterleri(35,37):
e Mikroorganizmalar biiyiik oranda tanimli olmali (cins,tiir,sus)
e Tiiketimi insan saglig1 i¢in giivenli olmal
e Asit ve safraya dayanikli olmali; Sindirimde 6zelligini yitirmemeli
e Antibiyotiklere dayanikli olmali
e Mukozaya yapismah ve kolonize olmalh
e Gastro-intestinal immun sistemi stimiile etmeli,
e Gastro-intestinal enfeksiyonlara kars1 dogal direnci arttirmali
e Gosterilmis saglik etkileri olmali (en az bir adet Faz-2)

e Uretim ve depolama kosullarinda bozulmadan kalabilmeli.
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Barsaktaki epitel ve mukoza yiizeyine probiyotik mikroorganizmalarin
tutunmasinin; kisa/orta 6miirlii kolonizasyonda, patojenlere yonelik miicadelede,
immiin sistemin aktive edilmesinde ve deforme olan mukozanin iyilesmesinde, vb
onemli rolii oldugu bilinmektedir. Barsak epiteline tutunamayan probiyotik
mikroorganizmalar disartya feges ile beraber atilir ve fonksiyonel faydalarin
gosterme imkan1 bulamazlar (38).

Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar ¢ogunlukla laktobasil ve

bifidobakteri grubundandir.

4.4 Kefir

Kefir, probiyotik smifinda fonksiyonel bir gida olup birgok faydali maya ve
bakteri igerir. Ele gegen son tarihsel verilere bakilirsa Kafkasya kokenli olan ve 4000
yildan beri yore halki tarafindan geleneksel olarak tiiketilen Kefir; inek, koyun, keci
ve kisrak siitline, kefir graniilleri katilarak fermentasyon prosesi ile iiretilen bir gida
takviyesidir. Kefir, temel fizyolojik reaksiyonlara, metabolizmaya ve immiin sistem
olaylarina yardimci olan bakterileri, mayalarin yani sira vitamin, mineral ve esansiyel
aminoasitler icermektedir (39,40). Diizenli kefir tiiketiminin, antioksidan, bagisiklik

sistemi diizenleyici, antialerjik gosteren ¢aligsmalar vardir (41-43).

Tablo-4.3 Kefirin Kimyasal Bilesimi (100 gram) (CODEX STAN 243-2003).

Enerji 65 kkal Vitaminler
(mg)

Yag (%) 3.5 Bl 0.04
Protein (%) 3.3 B2 0.17
Laktoz (%) 4.0 B6 0.05
Su (%) 87.5 B12 0.5
Siit Asidi (g) 0.8 A 0.06
Laktik Asit () 1.0 Karoten 0.02
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Kolestrol (mg) 13.0 Niasin 0.09
Esansiyel amino asitler C 1.0
(9)

Lizin 0.27 D 0.08

Loysin 0.34 E 0.11

Izoldysin 0.21 | Mineraller

Metionin+sistin 0.12 Ca(g) 0.12

Fenilalanin+tirozin 0.35 P(9) 0.10

Valin 0.22 Mg (9) 12

Triptofan 0.05 Fe (mg) 0.05

Treonin 0.17 | Molibden (ng) 5.5

Kefir ve Immiinoloji; Kefir, ihtiva ettigi biyoaktif peptidler sayesinde sistemik
etkiler gostermektedir. Biyoaktif peptidlerin makrofajlar1 aktive ederek dogal bagisik
yanit1 indiikledigi; NO drettigi ayrica fagositoz ve sitokin salinimini da arttirdigs;
liimen i¢i IgG diizeylerini ve ek olarak barsak dokusundaki IgA+ B hiicrelerinin

seviyelerini yiikselttigi bilinmektedir (44-46).

Saglikli goniilliiler tizerinde yapilan bir ¢alismada 6 hafta boyunca 200 ml/giin
kefir verilmis; 3. ve 6. Hafta sonunda ve kefir kesildikten 3 hafta sonra(9. hafta) serum
degerlerine bakilmistir; 1L-8 diizeyleri, 0. hafta ile karsilagtirildiginda 3. ve 6.
haftalarda azalirken, kefirsiz 3. haftada diisiik diizeyini korumus; IL-5 ve IL-10

seviyeleri ise ayn1 donem 6lglimlerinde artmistir (47).

Kefirin anti-enflamatuar etkilerine 6rnek olacak 21 giinliik kefir kiirii yapilan
bir hayvan ¢alismasinda ise; fegeste artmis IgA, serumda artmig IL-10, Peyer plaklari
ve mezenterik lenf nodlarinda azalmis proinflamatuar/artmis 1L.-10 gen ekspresyonu
gbzlenmis. Illeum’da IL-10, CXCL-1 genleri up-regule olmus iken Kolon’da IFN-y,
GM-CSF ve IL-18 down-regule olmustur. Kolon ve ileum’da deneysel olarak
yiikseltilmis IL-6 ise kefir grubunda azalmistir (48).
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Bir Diabetes mellitus hayvan c¢aligmasinda 30 giin kefir kiirli uygulamas1 sonrasi
IL-6 ve IL-1 de azalma goézlenirken artmig IL-10 Glglilmiis; aglik kan sekeri normal

siirlara inmistir (49).

45 MS’e yonelik probiyotik takviyesi terapotik ¢calismalar

Deneysel MS olusturulmus hayvanlara 2 hafta L. Paracasei, L. Plantarum ve L.
Plantarum DSM 15313 tiglii kiirii uygulanmis; dalak ve serum 6rneklerinde artmis IL-
27/ 1L-10 ve azalmig Thy ve Thyy etkinligi 6l¢iilmiis, histolojik iyilesme gézlemlenmis.
Hiicre kiiltiir ve devami deneylere gore siirecin IL-10 tireten Treg hiicreler {izerinden

yiiridiigii kanaatine varilmis (50).

Deneysel noroinflamasyon modelinde hayvanlara 22 giinliik Bifidobacterium
animalis ve Lactobacillus Plantarum kiirinii miiteakip m. spinalis, lenf nodlar1 ve
dalak cikartilmig; m. spinalis de histolojik iyilesme goriilmiis, m. spinalis ve dalak
supernatantinda ELISA ile artmis Thy antienflamatuar sitokin 6l¢iilmiis, dalak ve m.
spinalis de flow sitometriye gére Th hiicreleri artarken Thi ve Thy7 azalmig/ dalak ve

lenf nodlarinda artmis CD4"CD25"Foxp3* Treg popiilasyonu goriilmiis (51).

4.6 MS ve gut mikrobiyom iliskisine dikkat ¢eken ¢alismalar

Plasebo kontrollii bir ¢alismada probiyotik igeren kapsiil (VSL3,Sigma) ile 2
aylik kiir uygulanmis antienflamatuar sitokinler serumda artarken proenflamatuar
sitokinler azalmis, kiiriin kesilmesinden 2 ay sonra bu degerler eskiye donmiis ayrica
hastalarin kismen azalan kolit, irritabl bagirsak sendromu sikayetleri tekrar artmistir.
60 hasta/43 S.K. olan benzer bir ¢alismada IL-10 spesifik Treg’lerde artis gozlenmis;
kiirtin kesilmesinden bir siire sonra degerler eskiye donerken gastro-intestinal

sikayetlerde tekrar artig gézlenmis (52).

Bir ¢alismada deneysel MS hayvan modelinde 3 haftalik lactobacilli karigimi
kiiriinii miiteakip intestinal mukozoda Thi ve Thy7 aktivite azalmig, serum IL-10

artmis; miyelin kilifta kismi histolojik iyilesme goziikmiistiir (53).
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Plasebo kontrollii 40 hastalik bir MS ¢alismasinda 12 haftalik Lactobacillus
acidophilus, L. casei, Bifidobacterium bifidum, and L.fermentum kiiriinii miiteakip
kan mononiikleer hiicre gen ekspresyonunda IL-8 and TNF-a down-regulasyonu

gorilmiistiir (54).

Yenidogan bagirsaklar: sterildir ancak hizla maternal ve ¢evresel kaynakli bir
kolonizasyon olur. Yasamin erken donemlerinde intestinal ekosistemde olusan bir
bozuklugun etkileri de bir dmiir siiresince devam eder. Erken ¢ocukluk déneminde
endojen mikrobiyota artik sekillenmistir; iyi ya da koti kondisyonda olsun
yetiskinlerin mikrobiyatasi ¢ok az esneklik gosterir (55). Bu diisiikk esnekligi kirip
eksternal kaynakli bir kolonizayon saglamak Kefir gibi giiglii ve zengin bir probiyotik

karigim ile miimkiin olur.

Probiyotikler, bagirsaklarda dogal immiiniteyi ve antienflamatuar sitokin
yapimini arttirarak ve proenflamatuar sitokin yapimini inhibe ederek immiin regulator

rol oynarlar ancak bunun i¢in 6nce mukozaya tutunmalari ve kolonizasyon saglamalari

sarttir (56-58).
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5. MATERYAL VE METOT

Calismamiza Istanbul Medipol Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji kliniginde
takipli McDonald 2010/2017 kriterlerine gore RRMS tanisi alan, Genisletilmis
Engellilik Durum Olgegi (EDSS) (59,60) 5.5 ve altinda olan hastalar alinda.

Goniilliilerin arastirmaya dahil edilme kriterleri:

1- McDonald kriterine gére Relapsing-Remitting MS tanis1 alan,

2

18-50 yas arast,

3

(EDSS) 5.5’1n altinda olan,

4

Ayakta Tedavi Goren.
Goniilliilerin dislama Kriterleri:
1- Son 1 ay icinde atak ge¢irmis olmast,
2- Son 1 ay i¢inde steroid tedavisi almis,

3- Yakin dénemde travma, stres, ameliyat 6ykiisii olan hastalar.

5.1 Bilgilendirme ve Onam

“Istanbul Medipol Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu” na bagvurulmus ve Etik kurul onay1 alinmistir. Etik kurul onayi i¢in ¢alisma
protokolili, caligmaya katilacak olan arastiricilara ait 0zgeg¢mis bilgileri, hasta
takiplerinde kullanilmak {izere hazirlanan standart form Ornegi ve goniilli
bilgilendirme ve onam formunu da iceren genis kapsamli bir dosya hazirlanarak etik
kurul onayina sunuldu. Calismaya alinan hastalar, ¢alisma protokoliine gore dnceden
hazirlanan “Goéniillii Bilgilendirme Formu” ile ¢alismanin amaci, siiresi, arastirma
kapsaminda yapilacak arastirma yontemleri hakkinda yazili ve ayrica sozlii olarak
bilgilendirildi. “Go6niillii Onam Formu” imzalatilarak ¢alismaya katilmay1 kabul eden

tiim hastalarin yazili olarak onami alind1.
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5.2 Degerlendirme

Hastalar gida takviyesi olarak kefir verilen ve verilmeyen iki grup olarak ayrildi.

Her iki grupta serumda IL-6 IL-10 ve IL-17 seviyeleri 6l¢iildii.

Hasta ve Kontrol grupta 0. ve 60. giin serum ornekleri alinip 6l¢tiim yapildi.
Olgiimler, BioTek Synergy/HTX cihazinda Thermo Fisher Kitleri ile ELISA

yontemine gore yapildi;

e Human IL-6 INSTANT ELISA Kit (BMS213INST)
e Human IL-10 INSTANT ELISA Kit (BMS215INST)
e Human IL-17A Platinum ELISA Kit (BMS2017)

5.3 Power analiz

Bu calismada; ¢alisma sonuglarinin yorumlama kisminda en énemli degisken
serum Interleukin konsantrasyonudur. Bu nedenle 6rneklem sayisi hesaplamada baz
olarak bu deger alinmistir. Buna gore; serum Interleukin konsantrasyonu sayisal bir
degisken oldugu i¢in goniillii sayisinin grup basina minumum 20 olmasi, gruplarin
normal dagilim gdstermesi i¢in ve bu gruplara parametrik testler uygulanmasi hususu

uygun goriilmiistiir.

e Hasta Grup: Kefir ile 2 ay beslenen n=21

e Hasta Kontrol Grup: Beslenme Takviyesi Almayan n=22

Tablo 5.1 EDSS Kiriterleri

EDSS DURUM

SKOR

0 Normal. Biitiin fonksiyonel Sistemlerde (FS) Seviye 0)

1 Oziirliiliik yok, bir FS* de minimal belirtiler (Seviye 1)

15 Oziirliiliik durumu olmaksizin birden fazla FS’ de
minimal bulgular (birden fazla FS Seviye 1)

2 Bir FS’ de minimal 6ziirliiliik (Bir FS Seviye 2, digerleri
0veyal)
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2,5

Iki FS’ de minimal éziirliiliik (Iki FS Seviye 2 digerleri
0veyal)

Bir FS de orta derecede Oziirliiliik (bir FS Seviye 3
digerleri 0 veya 1) ya da {i¢ veya dort FS’ de hafif 6ziirlilik
(ig/dort FS Seviye 2, digerleri 0 veya 1) hasta tamamen
ambulatuvar

3,5

Tam ambulatuvar hasta, bir FS de orta derecede
Oziirliiliik (bir FS Seviye 3 ) ve bir veya iki FS Seviye 3 veya
bes Seviye. FS Seviye 2 (digerleri 0 veya 1).

Tam ambulatuvar hasta. Bir FS’ de Seviye 4 (digerleri 0
veya 1)’den olusan goreceli siddetli Oziirliiliikk. Hasta giiniin
onemli bir boliimiinde yardima ihtiya¢ duymaz. Geri kalan
boliimiinde hafif bir destege gereksinim duyar. Veya onceki
basamaklarin limitlerini asan daha kiiciik seviyelerin
kombinasyonlari. 500 metreden daha uzun mesafeyi yardim
almadan ve dinlenmeden yiiriiyebilir.

4,5

Glinlin 6nemli bir boliimiinde yardimsiz olarak tam
ambulatuvar, geri kismimnda minimal diizeyde yardima
gereksinim duyar. Nispeten siddetli 6ziirliilik s6z konusudur.
Genellikle bir FS Seviye 4 (digerleri 0 veya 1) veya dnceki
basamaklarin limitlerini asan daha kiigiik derecelerin
kombinasyonlari. Yardim almadan ve dinlenmeden 300 metre
yiirliyebilir.

Yardimsiz 200 metre yiirliyebilir; 6ziirliiliik tam giinliik
aktivitesini bozacak kadar siddetli (6zel 6nlem olmaksizin tam
giin calisabilme gibi). Genel olarak FS esdegerleri tek basina
bir FS’ de Seviye 5, digerleri 0 veya 1) ya da genellikle 4.
basamagin 6zelliklerini asan daha kiiglik seviyelerin
kombinasyonlari.

5,5

Yardimsiz veya dinlenmeksizin 100 metre yliriiyebilir.
Oziirliiliik tiim giinliik aktivitelere engel olabilecek kadar
siddetli. Genel olarak FS esdegerleri bir FS’ de tek basina bir
Seviye 5, digerleri 0 veya 1 ya da daha onceki basamagin
limitlerini agsan daha kiigiik derecelerin kombinasyonlari.

Yaklagik 100 metre dinlenerek veya dinlenmeden
yiriiyebilmek icin aralikli veya tek tarafli siirekli yardim
(koltuk degnegi, baston vb.) gerekir. Genel FS esdegerleri
birden ¢ok FS’ de 3 veya daha fazla seviye kombinasyonu).

6,5

Dinlenmeden 200 metre yiiriiyebilmek icin sabit iki
tarafli destek (koltuk degnegi, baston vb.) gerekir. Genel FS
esdegerleri ikiden ¢ok FS’ de 3 veya daha fazla seviyede
bozukluk kombinasyonlart).

Yardimla bile 5 metrenin iizerinde yliriiyemez, esasen
tekerlekli sandalyeye muhtag; Standart tekerlekli sandalyeyi
stirebilir ve tek basmna yer degistirebilir; giinde 12 saatini
tekerlekli sandalyede gegirir (genel FS esdegerleri birden fazla
FS’ de Seviye 4+ kombinasyonlaridir; (¢ok nadiren, tek basina
piramidal Seviye 5).
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7,5

Bir ka¢ adimdan fazlasin1 atamaz, tekerlekli sandalyeye
bagimli; yer degistirmek icin yardima ihtiyact olabilir;
sandalyeyi siirebilir, fakat standart tekerlekli sandalyede tiim
ginii geciremez, motorlu tekerlekli sandalyeye ihtiyag
duyabilir (genel FS esdegerleri birden fazla FS’ de Seviye 4).

Esas olarak yatak veya sandalyeye bagimli ya da
tekerlekli sandalye ile hareket edebilir, fakat giiniin ¢ogunu
yatak disinda gegirebilir; bir¢cok isini kendisi gorebilir;
genellikle kollarini etkin kullanilabilir (genel FS esdegerleri
bircok sistemde genellikle 4+ seviyelerin kombinasyonlari).

8,5

Gilinlin biiyiik kisminda yataga bagimlidir; kollarin bir
miktar etkili kullanabilir. Baz1 kendine bakma fonksiyonlarini
devam ettirebilir. Genel FS esdegerleri bir¢ok sistemde
genellikle Seviye 4+ kombinasyonlari.

Umitsizce yataga bagimli; iletisim kurabilir ve yemek
yiyebilir. Genel FS esdegerlerinin ¢ogu Seviye 4+
kombinasyonlart).

9,5

Tamamen caresiz yatalak; etkin iletisim kurulamaz ya da
yiyemez, yutamaz. Genel FS esdegerleri hemen hepsi Seviye
4+ kombinasyonlar1).

10

MS’ e bagh 6lim.

ELISA yontem ozeti (1L-6/10);

%l-i-
150 uL(IL-6 i¢in)
200 uL(IL-10 igin)
100uL(6rnek)

Ultra-saf su her
kuyuya eklenir.

E—:
100 uL TMB
Substrate

Solution her
kuyuya eklenir.

ornek kuyularina 3 saat RT Otomatik/Elle
50 uL 6rnek inkiibasyon 6 kere yikama
eklenir.

10dk. RT

100 uL stop 450 nm
karanlikta solution (asit) her Okuma ve
Inkiibasyon. kuyuya eklenir. hesaplamalar.



Calisma Protokolii (IL-6/ 10);

1. Istenen sayida numune ve ayrica kor ve standartlari(renkli) test etmek igin gerekli
olan kuyucuk striplerinin sayisin1 belirleyerek, her 6rnek, standart, kor ve kontrol
ornegi ¢ift olarak denenmektedir. Ekstra kuyucuk stripleri tutucudan ¢ikarilip ve -20
° C'de sikica kapatilmig olan kurutucu ile folyo torbasinda saklanir. A1/ A2 ila H1/

H2 pozisyonunda standart egriyi igeren kuyucuk stripleri yerlestirilir.

2. Standart striplerin (A1, A2 ila H1, H2) etiketinde belirtilen miktarda tiim standart

ve bos kuyulara ultrasaf su eklenir.
3. Tiim 6rnek kuyularma 100 uL ultrasaf su eklenir.

4. Her numunenin 50 ul'sini, belirtilen kuyucuklara iki kopya halinde ekleyin ve igerigi

Karistirin.

5. Plate’i yapigkan filmle kaplaymn ve 3 saat oda sicakliginda (18°C ila 25°C) inkiibe

edin.

6. Yapiskan filmi ve bos kuyucuklari ¢ikarilir. Kuyucuklari kuyucuk basina yaklagik
400 ul Yikama Tamponu ile 6 kez yikaym. Yikama Tamponunun aspirasyondan dnce
yaklasik 10-15 saniye boyunca kuyucuklara oturmasina izin verilir. Kuyucuklarin
yiizeyini ¢izmemeye dikkat edilir. Son yikamadan sonra, fazla Yikama Tamponunu
¢ikarmak i¢in emici ped veya kagit havlu iizerinde striplerin agiz tarafin1 nazikge
tezgaha seri bir sekilde vurulur. Yikamadan hemen sonra kuyucuk striplerini 15
dakikadan fazla olmamak tizere emici bir kagida bas asag1 yerlestirilir. Kuyularin

kurumasina asla izin verilmiyor.
7. Bos kuyular da iceren tim kuyulara 100 pl TMB Substrat Soliisyonu eklenir.

8. Plate’i 10-15 dakika boyunca oda sicakliginda, karanlikta (18 ° ila 25 © C) inkiibe
edilir (renk gelisimi izlenmeli ve pozitif kuyucuklarda artik renk degisimi olmuyorsa
substrat reaksiyonu durdurulmalidir. Renk gelisimi i¢in ideal zaman aralifinin
belirlenmesi, her bir analiz i¢in ayr1 ayr1 yapilmahdir; En yiliksek standart koyu mavi

renk oldugunda Stop Soliisyonun eklenmesi 6nerilir).

9. Kor kuyucuklar da dahil olmak iizere herbirine 100 pl Stop Soliisyonunu hizli bir

sekilde pipetleyerek ekleyin ve enzim reaksiyonunu durdurun. Stop Soliisyonunun,
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enzimi tamamen etkisiz hale getirmek i¢in kuyucuklar boyunca hizli ve muntazam bir

sekilde yayilmasi onemlidir. Sonuglar, Stop Soliisyonu eklendikten hemen sonra

okunmalidir (acil durumlarda karanlikta 2 - 8 © C'de saklanirsa bir saat i¢inde de okuma

yapilabilir).

10. Spektro-fotometrede absorbansi birincil dalga uzunlugu olarak 450 nm ayarlayarak

okuma yapilir.

1)
2)

3)
4)

5)

6)

Standard(lL-17a) Seri Diliisyonlarin Hazirlanmasi;

Ultrasaf su ekleyerek insan IL-17A standardini sulandirilir.

Her standart i¢in bir tane olmak tizere 7 mikrosantrifiij tiibline “S1, S2, S3, S4, S5,
S6, S7” yazilir.

Her tiipe 225 ul Diluent eklenir.

S1 olarak etiketlenen ilk tiipe sulandirilmis standartan (konsantrasyon = 200 pg /
ml) 225 ul eklenir ve karigtirilir.

Bu diliientin 225 ul'sini S2 etiketli ikinci tiipe ekleyiniz ve bir sonraki aktarmadan
once iyice karigtirilir.

Seri diliisyonlar1 5 kez daha tekrarlanir, bdylece standart egrinin noktalarini
verecek olan konsantrasyonlardaki Std.lar1 elde etmis olunur (Sample Diluent

Kor(Blank) olarak islev gorecek).

100 uLL kuyudan kuyuya transfer
A N N N

-_u—u u L]
s1 S2 s3

Sulandirilms " L. . S4 ) S7 Iskarta
IL-17a Ornek Seyrelticiler (sample diluents) 100 ul
Standard
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Calisma Protokolii (IL-17a);

Bos kuyulara 100 ul Sample Diluent eklenir.

Numune kuyucuklarina 50 uL. Sample Diluent eklenir.
Numune kuyucuklarina her 6rnekten 50 pl eklenir.
Biyotin-Konjugatim Hazirlanir.

Tiim kuyucuklara 50 pl Biotin-Konjugat eklenir.

© o k~ w N oE

Plate’i yapiskan filmle kaplayin ve oda sicakliginda (18 ila 25 © C) 2 saat boyunca

inkiibe edilir.

7. Streptavidin-HRP'yi hazirlanir.

8. Yapigkan filmi ve bos oyuklar1 ¢ikarm. Stripleri, 4 kez yikaym ve derhal test
protokoliiniin bir sonraki adima gegilir.

9. Bos kuyucuklar dahil, tim kuyucuklara 100 ul seyreltilmis Streptavidin-HRP
eklenir.

10. Yapiskan filmle kaplayin ve oda sicakliginda (18 © ila 25 © C) 1 saat inkiibe edilir.

11. Yapiskan filmi ve bos oyuklar1 ¢ikarin. Stripleri, 4 kez yikayin ve derhal test

protokoliiniin bir sonraki adima gegilir.

12. Tiim kuyucuklara 100 ul TMB Substrat Soliisyonu pipetlenir.

13. Stripleri yaklasik 10 dakika boyunca karanlikta, oda sicakliginda (18°-25° C)
inkiibe edilir (Plakadaki renk gelisimi izlenmeli ve pozitif kuyucuklar diizgiin bir
sekilde kaydedilemeden Once substrat reaksiyonu durdurulmalidir. Renk gelisimi i¢in
ideal zaman aralifinin belirlenmesi, her bir analiz i¢in ayr1 ayr1 yapilmalidir. En
yiiksek standart koyu mavi bir renk gelistirdiginde durdurma ¢6ziimiiniin eklenmesi

oOnerilir).

14. Her bir kuyucuga 100 pl Stop Soliisyonunu hizla ekleyerek enzim reaksiyonunu
durdurulur. Stop Soliisyonunun, enzimi tamamen etkisiz hale getirmek i¢in kuyucuklar
boyunca hizli ve muntazam bir sekilde yayilmasi dnemlidir. Sonuglar, Stop Soliisyonu

eklendikten hemen sonra okunmalidir.

15. Her dalga boyunu bir spektro-fotometrede absorbansi birincil dalga uzunlugu
olarak 450 nm kullanarak okunur ve hem orneklerin hem de standartlarin absorbansi

belirlenir.
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Sonuclarin Hesaplanmasi; Her bir ¢ift standart ve numune seti i¢in ortalama
absorbans degerleri hesaplanir. Duplikasyonlar, ortalama degerin yiizde 20'si iginde
olmalidir. Apsiste insan IL-6/10/17 konsantrasyonuna karsi ordinat iizerindeki her
standart konsantrasyon i¢in ortalama absorbansi ¢izerek standart bir egri olusturulur.
Grafigin noktalar1 arasinda en uygun egri ¢izilir (Kit, 5-parameter curve veya Lineer
onerir). Her 6rnek i¢in serumdaki insan 1L-6/10/17 konsantrasyonunu belirlemek igin,
once ordinat tizerindeki ortalama absorbans degeri bulunur ve standart egriye bir yatay
¢izgi uzatilir. Kesisme noktasinda, apsise dikey bir ¢izgi uzatip ve karsilik gelen insan

IL-6/10/17 konsantrasyonu okunur yahut denklemi kullanilir.

Istatistiksel Analiz; Serum sitokin konsantrasyonlarindaki degisimlerin
anlaml1 olup olmadig1 matematiksel teorem ile yahut uygun istatistik yazilim yardimi

ile dogrulanmalidir.

Analize gegmeden; Oncelikle say1 serisi seklindeki verilerin nasil dagildigs,
degiskenin aldig1 degerler frekansina bagli olarak, normaliteye ne kadar yakin oldugu
belirlenmelidir. Genellikle istatistik testler primer olarak verilerin normallik
gosterdigini varsayar bu yilizden de 6dnce normalizasyon testleri yapilir; normalikten
cok ciddi sapmalar yok ise de uygun testler secilerek istatistik analize gecilir.
Normalizasyon testi, Shapiro-Wilk(n<29) ya da Kolmogorov-Smirnov(n>29)’a gore
yapilir (61). Verilerin normal dagilmasi halinde parametrik istatistik testler yapilirken

diger durumda non-parametrik testler tercih edilir.

Shapiro-Wilk Normalizasyon Testi; Shapiro-Wilk(SW) testi ¢ogu durumda
en giiclii ve ¢cok amacl testtir. Son yillarda, SW testi, cesitli alternatif testlere kiyasla
1yi gii¢ 6zellikleri nedeniyle normalligin tercih edilen testi haline gelmistir. SW testi,
verilen veriler ile bunlara karsilik gelen normal puanlar arasindaki korelasyona
baghdir. “Anlamli bir W degeri, arastirmacinin dagilimin normal oldugu varsayimini
reddetmesine neden olur. Bu test icin test istatistigi W'dur, burada Xy, i.inci en biiyiik

sira istatistigi, x~, orneklerin aritmetik ortalamasidir ve n, 6rnek sayisidir (62).”
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Veri kiimesindeki birka¢g deger ayniysa Shapiro-Wilks iyi ¢aligmaz. Shapiro-

Wilks, n<50 olan veri kiimeleri i¢in en iyi sekilde ¢aligir.

SPSS’de analiz yapmak icin:

e Analyze > Descriptive Statistics > Explore

Gelen ekranda Normalite i¢in test edilmesi gereken X degiskeni, Dependent

List kutusuna siiriikkleyip birakarak aktarin. Plots butonuna basin, ekranda beliren

Normality Plots with tests kutusunu isaretleyin, Continue, sonra Ok tiklayin.

Output’lar, asagidaki 6rneklerde oldugu gibi ele geger;

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df [Sig. Statistic df |Sig.
IL 6 0.Gi
T ,230 43 1,000 , 735 43 10,000
n
a. Lilliefors Significance Correction
p<0,05 Veriler normal dagilmamistir.
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. [Statistic df Sig.
[L 10 60.Giin ,175 43 ,002 ,811 43 10,000

a. Lilliefors Significance Correction

p<0,05 Veriler normal dagilmamstir.
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Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. [Statistic df Sig.
[L 17 60.Giin ,129 43 ,072 ,888 43 10,001

a. Lilliefors Significance Correction

p<0,05 Veriler normal dagilmamistir.

Wilcoxon Signed Rank Testi; Wilcoxon Signed Rank Testi, eslenik/iligkili
verilerin analizinde tercih edilir; iki uygulamanin birbirinin aynisi olup olmadig1 yahut
bir uygulamanin digerinden iyi/kétli olup olmadigi yahut bu tez calismasinda da
oldugu gibi bir gruba yapilan bir uygulamadan (probiyotik gida takviyesi) onceki ve
sonraki Ol¢iim degerleri de eslenik-gift (iligkili) olusturur (63). Yani bir ¢alismaya
konu olan 6rneklem iki halde ya da iki farkli kondisyonda degerlendiriliyorsa bu test
uygundur. Null hipotezi; Ho: medyan farki,M, sifira esittir (Orneklemlerin alindig iki

ana kitle ortalamasi arasinda fark yoktur) seklindedir. W degerinin 06lgme

olasiligini(Wy) bulmak i¢in Wilcoxon signed rank testi i¢in kritik degerler tablosu

kullanilir (64). Tablo hem tek tarafli hem de iki tarafli p degerlerini verir; W < Wk
ise Ho RED.

Varsayim-1: Bagimli degiskeniniz ordinal veya siirekli seviyede Ol¢tilmelidir.

Varsayim-2: Bagimsiz degiskeniniz iki kategorik, "ilgili grup" veya "eslesen ¢ift

"lerden olusmalidir.

Varsayim-3: Ilgili iki grup arasindaki farkliliklarin dagiliminin simetrik olmasi

gerekmektedir.

Varsayim-4: Parametrik olmayan bir test oldugu i¢in analizde bagiml

degiskenin 6zel bir dagilimin1 gerektirmez.

Wilcoxon, dependent t-testi’nin non-parametrik versiyonudur.
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SPSS de;

1) Analyze > Nonparametric Tests > Legacy Dialogs > 2 Related Samples
2) Wilcoxon kutusu isaretlenir,

3) Data, Test Pairs’e siiriiklenir,

4) Options > Descriptive ve Quartiles segilir,

5) Continue > Ok.

Sonug:

IL-6 icin Test? istatistikleri

Calisma Grubu IL 6(0.Giin)- IL_6(60.Gtin)
Z -3,4172
Asymp. Sig. (2-

tailed) 0,001

a. Pozitif Siralamalara dayanmaktadir.

b. Wilcoxon Signed Ranks Testi
0,001<0,01 =>Ho RED.

“IL-6 icin 0. ve 60. giinler arasinda anlamh degisim(azalma) saptand1”

anlamina gelmektedir.

Mann-Whitney U Testi; Mann-Whitney U testi, eslestirilmemis t-testinin
yerine kullanilabilen, parametrik olmayan bir testtir. “Bu test, iki Ornegin ayni
poplilasyondan geldigi (diger bir deyisle, medyanlar1 ayn1) veya alternatif olarak, bir
numunedeki gozlemlerin digerindeki gozlemlerden daha biiytiik olup olmadigina dair
null hipotezini test etmek i¢in kullanilir. Parametrik olmayan bir test olmasina ragmen,
iki dagilimin sekil olarak benzer oldugunu varsayar. iki bagimsiz (iliskisiz)
orneklemden elde edilen puanlarin arasinda anlamli bir fark olup olmadigini anlamak
icin kullanilan en giiglii non-parametrik teknikdir (65).” Kisaca, iki dagilim
fonksiyonunun farkli olacagi alternatif hipotezine karsi iki evrenin ayni dagilim

fonksiyonuna sahip oldugu null hipotezini test etmek iizere kullanilir.

Stirekli degiskenleri her iki 6rneklem i¢in de sirali hale sokar ve iki 6rneklem

arasindaki siralamanin ayn1 olup olmadigini test eder. Veriler sirali hale getirildigi i¢in,
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verilerin gercek dagilimlari &nemsizdir artik. “Mann-Whitney U testi; <iki
bagimsiz 6rnegin aym ana kitleden gelip gelmedigini>ya da <Orneklerin alndig

ana kitlelerin birbirisinin ayni olup olmadigimi> test eder (65).”
Varsayim-1: Bagimli degisken sirali veya siirekli bir 6l¢ekte 6l¢iilmelidir.
Varsayim-2: Bagimsiz degisken iki bagimsiz, kategorik grup olmalidir.

Varsayim-3: Gozlemler bagimsiz olmalidir. Diger bir deyisle, iki grup arasinda

ya da her grupta iliski olmamalidir.

Varsayim-4: Gozlemler normal olarak dagilmamistir. Bununla birlikte, ayni

seklen ayn1 olmahidir (Ornegin, her ikisi de can-sekil veya sol/sag carpik dagilim gibi).

Bir grupta (yani bir popiilasyondan) nx goézlemlerinden olusan bir Ornek
aldigimizi varsayalim {xi1, Xz,. . . Xn} ve baska bir grupta (yani bagka bir
popiilasyondan) ny gézlemlerinin bir drnegini {y1, Y2,. . . Yn}. Mann-Whitney testi, ilk
orneklemdeki her gbzlem xi'nin, diger 6rneklemdeki her gézlem yj ile karsilagtirilmasi

esasina dayanmaktadir. Yapilabilecek toplam ikili karsilagtirma sayisi n.ny'dir.

Numunelerin medyan1 ayn1 ise, her bir xi, her bir yj'den daha biiyilik veya daha

kii¢iik olma sansina sahiptir (olasilik = 1/2) . Yani;
Ho: P (Xi>yj) = 1/2
Hi: P (Xi>y)) #1/2
SPSS de;

1. Analyze > Nonparametric Tests > Legacy Dialogs > 2 Independent

Samples
2. Mann-Whitney U kutusu isaretlenir,
3. Data, Test Variable List’e siiriiklenir,
4. Define Groups, X ve Y yada 1 ve 2 vb.. yazilir, Ok.

5. Analyze > Compare Means > Means. Options > Median, Cell

Statistics e siiriiklenir.
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6. Continue, Ok.

Cikt1 su sekildedir;
Test Statistics®
Fark IL_6
Mann-Whitney U 101,500
Wilcoxon W 354,500
Z -3,147
Asymp. Sig. (2- ,002
tailed)

a. Grouping Variable: Grup

Gortildiigii gibi,
U=101,5
Z=-3,147 ve

p =0,002 < 0,05 olarak ele geger.
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6. BULGULAR

Tablo 6.1 Deney Grubu Klinik ve Demografik Bilgiler

Hastahk Kullandig1 ila¢ | EDSS
Deney Grubu | Cinsiyet | Yas Siiresi(YIL) | Etken Madde | Skoru

Glatiramer

H-1 E |37 2 Asetat 15

H-2 K |28 1 (0] 1

H-3 K |41 21 Fingolimod 2,5
Glatiramer

H-4 K 120 1 Asetat 2

H-5 K |37 13 Natalizumab 4

H-6 E |38 9 Teriflunomid 1
dimethyl

H-7 E |33 9 Fumarat 5

H-8 E |50 14 Fingolimod 3
dimethyl

H-9 K |41 1 Fumarate 3,5

H-10 E |45 10 Fingolimod 3,5

H-11 K |29 2 Fingolimod 1,5
Glatiramer

H-12 E |54 14 Asetat 2,5
dimethyl

H-13 K |35 2 Fumarate 15
Glatiramer

H-14 K |41 1 Acetate 3
Glatiramer

H-15 K 41 1 Asetat 15

H-16 K |42 6 1] 2

H-17 E |24 2 Fingolimod 2,5

H-18 K |26 1 1] 2
dimethyl

H-19 E |40 13 Fumarate 2
Glatiramer

H-20 E |28 4 Asetat 2
Glatiramer

H-21 E |30 6 Asetat 2,5

36,19 6,33 2,38
Ort.
8,6059 5,9188 1,0112
S.E.
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Tablo 6.2 Kontrol Grubu Klinik ve Demografik Bilgiler

Kontrol Hastahk Kullandig ila¢ | EDSS
Grubu Cinsiyet | Yas Siiresi(YIL) Etken Madde |Skoru

K-1 K |41 11 Fingolimod 3

K-2 E |46 9 Fingolimod 1
Glatiramer

K-3 K |52 1 Asetat 1,5

K-4 E |27 6 Fingolimod 3
Glatiramer

K-5 K |36 1 Asetat 15

K-6 E |28 2 Fingolimod 5

K-7 K |27 4 Teriflunomide 15
Glatiramer

K-8 K |55 1 Asetat 3,5
Glatiramer

K-9 K |31 3 Asetat 1

K-10 E |21 1 0 1,5

K-11 K |46 7 Teriflunomide 1

K-12 K [35 13 Natalizumab 3
Glatiramer

K-13 K |24 3 Acetate 15

K-14 E |28 10 Fingolimod 1
Glatiramer

K-15 K |38 3 Asetat 15
interferon beta-

K-16 E |26 4 la 1

K-17 K |37 12 Fingolimod 5,5

K-18 K [30 1 0 1
Glatiramer

K-19 K 43 7 Asetat 2
Glatiramer

K-20 K |47 6 Asetat 1
Interferon beta-

K-21 K [17 3 1b 2,5

K-22 E |21 1 %] 1

34,36 4,95 2,02
Ort. - -
10,6124 3,9215 1,3136
S.E. - -
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Tablo 6.3 Deney Grubu IL-6 O.D ve serum konsantrasyon degerleri

0. GUN | 60. GUN | 0. GUN 60. GUN

Deney O.D. O.D. kons. kons. Fark
Grubu pg/mL pg/mL

Hasta-1 0,51 0,41 16,7919463 | 10,0805369 | 6,7114
Hasta-2 0,495 | 0,535 15,7852349 | 18,4697987 | -2,6846
Hasta-3 0,535 0,515 18,4697987 | 17,1275168 | 1,3423
Hasta-4 0,48 0,405 14,7785235 | 9,74496644 | 5,0336
Hasta-5 0,667 | 0,519 27,3288591 | 17,3959732 | 9,9329
Hasta-6 0,49 0,415 15,4496644 | 10,4161074 | 5,0336
Hasta-7 0,76 0,59 33,5704698 | 22,1610738 | 11,4094
Hasta-8 0,5 0,41 16,1208054 | 10,0805369 | 6,0403
Hasta-9 0,55 0,475 19,4765101 | 14,442953 | 5,0336
Hasta-10 0,695 0,63 29,2080537 | 24,8456376 | 4,3624
Hasta-11 0,73 0,645 31,557047 | 25,852349 | 5,7047
Hasta-12 0,59 0,47 22,1610738 | 14,1073826 | 8,0537
Hasta-13 0,505 0,49 16,4563758 | 15,4496644 | 1,0067
Hasta-14 0,925 0,74 44,6442953 | 32,2281879 | 12,4161
Hasta-15 1,03 0,81 51,6912752 | 36,9261745 | 14,7651
Hasta-16 0,505 0,525 16,4563758 | 17,7986577 | -1,3423
Hasta-17 0,575 0,515 21,1543624 | 17,1275168 | 4,0268
Hasta-18 0,485 0,485 15,114094 | 15,114094 | 0,0000
Hasta-19 0,61 0,5 23,5033557 | 16,1208054 | 7,3826
Hasta-20 0,705 0,715 29,8791946 | 30,5503356 | -0,6711
Hasta-21 0,91 0,92 43,6375839 | 44,3087248 | -0,6711
Ort. 24,9159 20,0166 4,8993
Std. Sapma 10,9034 9,3545 4,7663
Std. Hata 2,3793 2,0413 1,0401
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Tablo 6.4 Kontrol Grubu IL-6 O.D ve serum konsantrasyon degerleri

Kontrol | O.D. O.D. kons.(pg/mL) | kons.(pg/mL) | Fark
Grubu 0. Giin 60. Giin | 0. Giin 60. Giin

K-1 0,545 0,58 19,1409396 21,48993289 | -2,349
K-2 0,42 0,435 10,75167785 11,75838926 | -1,0067
K-3 0,51 0,477 16,79194631 1457718121 | 2,21477
K-4 0,49 0,428 15,44966443 11,2885906 4,16107
K-5 1,535 1,478 85,58389262 | 81,75838926 | 3,8255
K-6 0,515 0,552 17,12751678 19,61073826 | -2,4832
K-7 0,485 0,47 15,11409396 14,10738255 | 1,00671
K-8 0,515 0,533 17,12751678 18,33557047 | -1,2081
K-9 0,75 0,716 32,89932886 30,61744966 | 2,28188
K-10 0,545 0,489 19,1409396 15,38255034 | 3,75839
K-11 0,465 0,477 13,77181208 14,57718121 | -0,8054
K-12 0,74 0,703 32,22818792 29,74496644 | 2,48322
K-13 0,455 0,449 13,10067114 12,69798658 | 0,40268
K-14 0,385 0,359 8,402684564 6,657718121 | 1,74497
K-15 0,47 0,481 14,10738255 14,84563758 | -0,7383
K-16 0,54 0,5 18,80536913 16,12080537 | 2,68456
K-17 0,585 0,601 21,82550336 | 22,89932886 | -1,0738
K-18 0,485 0,467 15,11409396 13,90604027 | 1,20805
K-19 0,465 0,476 13,77181208 14,51006711 | -0,7383
K-20 0,43 0,411 11,42281879 10,14765101 | 1,27517
K-21 0,57 0,596 20,81879195 | 22,56375839 | -1,745
K-22 0,955 0,933 46,65771812 45,18120805 | 1,47651
Ort. 21,7797 21,0354 0,7444
Std. 16,6387 15,9589

Sapma 2,03482
Std. Hata 3,5474 3,4024 0,4338
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Tablo 6.5 IL-6 Standard Diliisyonlarinin O.D Degerleri

Standardlar pg/mL O.D
200 3,1775
100 1,8635
50 1,008
25 0,8
12,5 0,4565
6,3 0,267
3,1 0,178

3,5

/0 3,1775

2,5

y =0,0149x + 0,2598
R?=0,9901

/017%35

uuuuu

0,5 —_#0,4565

0 50

100 150 200 250

Sekil 6.1 IL-6 Standard Egrisi ( Tablo 6.5 e gore Lineer Cizilmistir)
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Tablo 6.6 Deney Grubu IL-10 O.D ve serum konsantrasyon degerleri

0. GUN | 60. GUN | 0. GUN 60. GUN
Deney O.D. O.D. kons. kons. Fark
Grubu pg/mL pg/mL
Hasta-1 | 0,2125 0,255 3,69565217 | 8,31521739 | -4,6196
Hasta-2 | 0,215 0,2975 3,9673913 | 12,9347826 | -8,9674
Hasta-3 | 0,255 0,2525 8,31521739 | 8,04347826 | 0,27174
Hasta-4 | 0,2325 0,208 5,86956522 | 3,20652174 | 2,66304
Hasta-5 | 0,2025 0,295 2,60869565 | 12,6630435 | -10,054
Hasta-6 | 0,2375 0,2925 6,41304348 | 12,3913043 | -5,9783
Hasta-7 | 0,2625 0,355 9,13043478 | 19,1847826 | -10,054
Hasta-8 | 0,2775 0,205 10,7608696 | 2,88043478 | 7,88043
Hasta-9 | 0,26 0,225 8,85869565 | 5,05434783 | 3,80435
Hasta-10 | 0,2575 0,265 8,58695652 | 9,40217391 | -0,8152
Hasta-11 | 0,215 0,255 3,9673913 | 8,31521739 | -4,3478
Hasta-12 | 0,2575 0,265 8,58695652 | 9,40217391 | -0,8152
Hasta-13 | 0,2275 0,32 5,32608696 | 15,3804348 | -10,054
Hasta-14 | 0,255 0,2675 8,31521739 | 9,67391304 | -1,3587
Hasta-15 | 0,24 0,26 6,68478261 | 8,85869565 | -2,1739
Hasta-16 | 0,23 0,24 5,59782609 | 6,68478261 | -1,087
Hasta-17 | 0,3 0,2625 13,2065217 | 9,13043478 | 4,07609
Hasta-18 | 0,22 0,245 451086957 | 7,22826087 | -2,7174
Hasta-19 | 0,2925 0,3025 12,3913043 | 13,4782609 | -1,087
Hasta-20 | 0,31 0,33 14,2934783 | 16,4673913 | -2,1739
Hasta-21 | 0,295 0,3225 12,6630435 | 15,6521739 | -2,9891
Ort. 17,7976 10,2070 -2,4094
Std. 3,4015 4,3131
Sapma 4,84469
Std. Hata 0,7423 0,9412 1,057
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Tablo 6.7 Kontrol Grubu IL-10 O.D ve serum konsantrasyon degerleri

0. GUN | 60.GUN | 0. GUN 60. GUN
Kontrol O.D. O.D. kons. kons. Fark
Grubu pg/mL pg/mL
K-1 0,265 0,277 9,402173913 | 10,70652174 | -1,3043
K-2 0,2325 | 0,239 5,869565217 | 6,576086957 | -0,7065
K-3 0,2475 | 0,241 7,5 6,793478261 | 0,70652
K-4 0,2425 | 0,245 6,956521739 | 7,22826087 | -0,2717
K-5 0,24 0,255 6,684782609 | 8,315217391 | -1,6304
K-6 0,2775 0,28 10,76086957 | 11,0326087 | -0,2717
K-7 0,2275 | 0,22 5,326086957 | 4,510869565 | 0,81522
K-8 0,2175 | 0,225 4,239130435 | 5,054347826 | -0,8152
K-9 0,2575 | 0,259 8,586956522 | 8,75 -0,163
K-10 0,2475 0,25 7,5 7,77173913 | -0,2717
K-11 0,24 0,227 6,684782609 | 5,27173913 | 1,41304
K-12 0,2825 |0,271 11,30434783 | 10,05434783 | 1,25
K-13 0,24 0,244 6,684782609 | 7,119565217 | -0,4348
K-14 0,2825 0,29 11,30434783 | 12,11956522 | -0,8152
K-15 0,255 0,25 8,315217391 | 7,77173913 | 0,54348
K-16 0,22 0,231 4,510869565 | 5,706521739 | -1,1957
K-17 0,2475 | 0,26 7,5 8,858695652 | -1,3587
K-18 0,2775 | 0,269 10,76086957 | 9,836956522 | 0,92391
K-19 0,305 0,329 13,75 16,35869565 | -2,6087
K-20 0,2525 | 0,247 8,043478261 | 7,445652174 | 0,59783
K-21 0,2225 | 0,229 4,782608696 | 5,489130435 | -0,7065
K-22 0,475 0,481 32,22826087 | 32,88043478 | -0,6522
Ort. 9,0316 9,3478 -0,3162
Std. Sapma 5,7385 5,9223 1,0156
Std. Hata 1,2235 1,2626 0,2165
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Tablo 6.8 IL-10 Standard Diliisyonlarinin O.D Degerleri

Standardlar IL-10 (pg/mL) Oo.D
100 1,0795
50 0,658
25 0,442
12,5 0,2775
6,3 0,23
31 0,19
1,2
1 "
y = 0,0092x + 0,1785
R?=0,9958
0,8 /
0,6 /
0,4 2
5 —/
0 , , , , , .
0 20 40 60 80 100 120

Sekil 6.2 IL-10 Standard Egrisi ( Tablo 6.8 e gore Lineer Cizilmistir)



Tablo 6.9 Deney Grubu IL-17a O.D ve serum konsantrasyon degerleri

0. GUN | 60.GUN |0.GUN 60. GUN
Deney 0O.D. 0O.D. kons. pg/mL | kons. Fark
Grubu pg/mL
Hasta-1 0,185 0,1775 8,154471545 7,54471545 | 0,60976
Hasta-2 0,155 0,15 5,715447154 5,30894309 | 0,4065
Hasta-3 0,1425 0,14 4,699186992 4,49593496 | 0,20325
Hasta-4 0,14 0,14 4,495934959 4,49593496 | 0
Hasta-5 0,14 0,1375 4,495934959 4,29268293 | 0,20325
Hasta-6 0,1375 0,135 4,292682927 4,08943089 | 0,20325
Hasta-7 | 0,145 0,1325 4,902439024 | 3,88617886 | 1,01626
Hasta-8 0,135 0,1475 4,089430894 5,10569106 | -1,0163
Hasta-9 0,1375 0,13 4,292682927 3,68292683 | 0,60976
Hasta-10 | 0,1475 0,115 5,105691057 2,46341463 | 2,64228
Hasta-11 | 0,14 0,1375 4,495934959 4,29268293 | 0,20325
Hasta-12 | 0,143 0,139 4,739837398 4,41463415 | 0,3252
Hasta-13 | 0,1375 0,1325 4,292682927 | 3,88617886 | 0,4065
Hasta-14 | 0,135 0,1325 4,089430894 3,88617886 | 0,20325
Hasta-15 | 0,14 0,135 4,495934959 4,08943089 | 0,4065
Hasta-16 | 0,1375 0,1275 4,292682927 3,4796748 | 0,81301
Hasta-17 | 0,135 0,1275 4,089430894 3,4796748 | 0,60976
Hasta-18 | 0,1375 0,135 4,292682927 4,08943089 | 0,20325
Hasta-19 | 0,1325 0,1275 3,886178862 | 3,4796748 | 0,4065
Hasta-20 | 0,14 0,131 4,495934959 3,76422764 | 0,73171
Hasta-21 | 0,1425 0,1425 4,699186992 4,69918699 | 0
Ort. 4,6721 4,2346 0,43748
Std. 0,8937 0,9763
Sapma 0,64632
Std. Hata 0,1950 0,2130 0,141
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Tablo 6.10 Kontrol Grubu IL-17 O.D ve serum konsantrasyon degerleri

0. GUN | 60.GUN |0.GUN 60. GUN
Kontrol | O.D. 0O.D. kons. pg/mL | kons. pg/mL | Fark
Grubu
K-1 0,1275 0,135 3,479674797 | 4,075609756 | -0,5959
K-2 0,1275 0,125 3,479674797 | 3,262601626 | 0,21707
K-3 0,135 0,1325 4,089430894 | 3,872357724 | 0,21707
K-4 0,1275 0,1325 3,479674797 | 3,872357724 | -0,3927
K-5 0,14 0,1475 4,495934959 | 5,091869919 | -0,5959
K-6 0,135 0,135 4,089430894 | 4,075609756 | 0,01382
K-7 0,1375 0,1375 4,292682927 | 4,278861789 | 0,01382
K-8 0,135 0,1425 4,089430894 | 4,685365854 | -0,5959
K-9 0,1375 0,14 4,292682927 | 4,482113821 | -0,1894
K-10 0,135 0,145 4,089430894 | 4,888617886 | -0,7992
K-11 0,1275 0,1325 3,479674797 | 3,872357724 | -0,3927
K-12 0,1375 0,14 4,292682927 | 4,482113821 | -0,1894
K-13 0,14 0,14 4,495934959 | 4,482113821 | 0,01382
K-14 0,145 0,1525 4,902439024 | 5,498373984 | -0,5959
K-15 0,1375 0,1425 4,292682927 | 4,685365854 | -0,3927
K-16 0,14 0,1425 4,495934959 | 4,685365854 | -0,1894
K-17 0,14 0,145 4,495934959 | 4,888617886 | -0,3927
K-18 0,135 0,14 4,089430894 | 4,482113821 | -0,3927
K-19 0,145 0,1375 4,902439024 | 4,278861789 | 0,62358
K-20 0,1425 0,145 4,699186992 | 4,888617886 | -0,1894
K-21 0,14 0,145 4,495934959 | 4,888617886 | -0,3927
K-22 0,1375 0,1425 4,292682927 | 4,685365854 | -0,3927
Ort. 4,2188 4,4729 -0,2541
Std. 0,4279 0,4998
Sapma 0,3342
Std. 0,0912 0,1066
Hata 0,0713
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Tablo 6.11 IL-17 Standard Diliisyonlarinin O.D Degerleri
Standardlar IL-17a (pg/mL) Oo.D
100 1,296
50 0,715
25 0,425
12,5 0,266
6,3 0,149
3,1 0,114
1,6 0,093
0 0,06
1,4
1,2 /
y =0,0123x + 0,0847
1 R?=0,9973
0,8 /
0,6
0,4
0,2 /
O I T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
Sekil 6.3 IL-17 Standard Egrisi ( Tablo 6.11 e gore Lineer Cizilmistir)
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7. TARTISMA

MS; kronik, immiin sistem aracili, demiyelinizasyon ve aksonal hasarla giden
bir santral sinir sistem (SSS) bozuklugudur. Normalde proenflamatuar (Th1/Thy7) ve
antienflamatuar (Thy) sitokinler arasinda ince bir denge s6z konusudur. MS'te bu
denge proenflamatuar sitokinler lehine bozulmustur. Proenflamatuar sitokinlerde (IL-
6/IL-17) azalma, antienflamatuar sitokinlerde (IL-10) artis saglanmast MS’te
prognoza olumlu etkisi olacaktir. Probiyotikler, bagirsaklarda dogal immiiniteyi ve
antienflamatuar sitokin yapimini arttirarak ve proenflamatuar sitokin yapimini inhibe
ederek immiin regulator rol oynarlar ancak bunun i¢in 6nce mukozaya tutunmalar1 ve

kolonizasyon saglamalar1 sarttir (56-58).

Biz ¢alismamizda kefir takviyesinin immun-sistem hiicrelerine etki edip
sitokinler yoluyla bir modulasyon/antienflamatuar etki saglayarak MS tedavisine ek
olarak olumlu katki yapip yapamayacagini arastirmay1 hedefledik. Deney Grup (iki ay
stireyle kefir gida takviyesi alan) (n=21) ve Kontrol Gruptaki (kefir almayan) (n=22)
hastalardan 0. ve 60. giin serum 6rnekleri alinip IL-6, IL-10 ve IL-17 6l¢iimleri ELISA

yontemiyle yapilmustir.

Ortalama olarak kefir icen grupta 1L-6 4,89 pg/mL (p:0,001) azalmis olarak
saptandi. Bir ¢alismada MS’li hastalarin aktif plaklarinda artmis IL-6 seviyeleri
bulunmustur (67). Diger bir ¢alismada IL-6'nin TH17 ve diizenleyici T hiicreler (Tregs)
arasindaki dengeyi kontrol ettigi gosterilmistir (68). Transgenik fareler kullanilarak
yapilan giincel ¢alismalar, periferal IL-6'nin yoklugunda dahi SSS'de IL-6 iiretiminin,
otoimmiin siirecleri indiiklemek i¢in tek basma yeterli oldugunu gosterdi (69,70).
“MS'te IL-6, T-hiicresi fonksiyonunu etkiler bu da vaskiiler endotelyal hiicreler
tizerinde VCAM-1'in upregiilasyonu ile T-hiicre proliferasyonunu ve T-hiicrelerin
SSS’e infiltrasyonu indiikler. Deneysel bir MS modelinde IL-6 reseptorii bloke edilmis
ve Thy /Thy hiicrelerinin indiiksiyonu 6nlenmis, hastalik gelisimi engellenmis (71).
Sunu da ekleyebiliriz ki IL-6 baskilanmasi, muhtemelen MS’de immun-mediated
doku hasarini azaltacaktir (72). Kefir kullanan hasta grubumuzdaki proenflamatuar
olan IL-6> nin azalmis olmasi birgok c¢aligmadaki gibi prognozda olumlu katki

saglayabilir.
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IL-10 temel antienflamatuar sitokin olarak MS ile iliskilidir, Thi cevabi
Onleyici bir sitokin olarak islev goren enflamatuar aglarin regiilasyonunda ve
kontroliinde rol oynar. IL-10"un bu koruyucu rolii muhtemelen IL-6, IL-12 vb. giiclii
proinflamatuar sitokinler {izerindeki inhibitor aktiviteleri ile iliskilidir. MS'li
hastalarda kontrol bireylerine gére daha yiiksek sayida IL-6 ve IL-12 mRNA igeren
periferal kan mononiikleer hiicresi (PBMC) bulunur (73-75). Baska bir vaka-kontrol
calismasinda saglikli goniillillere nazaran MS hastalarinda diisilk serum IL-10
seviyeleri Ol¢iilmiis ek olarak IL-10 salgilayan periferik B lenfositleri anlamli olarak
az tespit edilmistir (76). Calismamizda Deney grupta (iki ay siireyle kefir gida
takviyesi alan) (n=21) IL-10 diizeyi 2,41 pg/mL(p:0,027) artmis olarak saptandi ve
sonuclar  istatistiksel ~ olarak  anlamli  bulundu. Boylece  immiin-
supresif/antienflamatuar/inhibitor sitokin I1L-10’da artis saptanmis olmasi

hastaligin iyi seyirli gidisinde ¢ok faydali olabilir.

MS ve onun deneysel modeli EAE, tarihsel olarak Thi7 hiicrelerinin kesfiyle
iliskilendirilmistir (77-79). Bununla birlikte, MS lezyonlarinda ve ayrica periferik
kanda artmus IL-17A seviyeleri, Thiz hiicrelerinin tanimlanmasindan Once
belirlenmistir (80). Insan THa7 hiicrelerinin kan-beyin bariyerini etkili bir sekilde
gectigi ve buna bagli merkezi sinir sistemi inflamasyonunu tesvik ettigi multipl skleroz
lezyonlarinda gosterilmistir (79,81). IL-17 seviyeleri ile MS’in siddeti ve progresyonu
arasinda dogru-oranti vardir. Yiiksek Thiz aktivesi, SSS’de enflamasyon iligkili
durumlarin bir¢ogu ile beraber goriiliir ve en cok MS ile iliskilendirilmistir; Yiiksek
Thy7 aktivesinin, kan-beyin bariyerinde bozulma, astrosit ve microglialarin asiri
aktivasyonu, vb ile iligkili olabilecegi ve IL-17 baskilanmasinin MS patolojisine
olumlu katki verecegi iddia edilmistir (82). Calismamizda bakilan IL-17 ortalama
olarak kefir icen grupta 0,44 pg/mL (p:0,001) azalmis bulunmasi diger ¢calismalardaki

gibi enflamasyonu azaltmada rolii olabilir, sonug olarak prognoza katki saglayabilir.

MS, son yillarda batida gelismis iilkelerde insidansi siirekli artan bir hastaliktir.
Genetik, epigenetik ve cevresel faktorler zemininde olusan MS hastalarinin
tedavisinde immunmodulatuar, immunsiipresan ilaglarinin yani sira D vitamin
takviyesi atak sikligini azaltmaktadir. Benzer sekilde beslenme ve gut mikrobiyom ile
MS aras: iliskiyi anlamaya yoénelik calismalar da devam etmektedir. Ornegin yerel

beslenme aligkanliklarinin batililagsmasinin, viicudun bagisiklik sistemini biiyiik
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ol¢iide degistirdigi ve Japonya'daki MS artigina yol agabilecegi ongoriilmektedir (83).
Ister geleneksel ister ticari iiriin olsun her probiyotik iiriin efektif fonksiyonel etki
gostermeye yetecek kadar canli bakteri igermez ve bu bakterilerin probiyotikler i¢in
kabul edilmis olan kriterlerin hepsine sahip oldugu sdylenemez. Kefir en yiiksek

fonksiyonel kaliteye sahip tiriinlerden biri olmas1 bakimindan son derece 6nemlidir.

Immiinmodulasyon, primer olarak Bagirsak liskili Lenfoid Doku, GALT (Gut
Associated Lympoid Tissue), araciligi ile olur. GALT ve mikrobiyota arasi is birligi
onemlidir. Immiinkompetan hiicreler en ¢ok barsak mukazada bulunur. immiin
sistemdeki B hiicrelerin %80 i, T hiicrelerin %60 1 GALT da bulunur. Probiyotikler,
Treg lerde IL-10, TGF basta olmak iizere antienflamatuar sitokini arttirir;
proenflamatuar sitokini azaltirlar. Ayrica istenmeyen immiin yanit ve otoimmiin

reaksiyonlari azaltirlar (84).

Kefirin immun-sistem hiicrelerine etki edip sitokinler yoluyla bir
modulasyon/antienflamatuar etki saglayarak MS tedavisine ek olarak olumlu katki
yapip yapamayacagini arastirdigimiz bu ¢alismada bir¢ok sus kullanilmigtir; Bakteri
tirleri ve ek olarak maya tiirleri bakimindan zengin kefir bu yiizden son derece
onemlidir. Bu bakimdan sadece birkac¢ sus iceren kapsiillere nazaran kendi dogal
matriksini ve yardimei 6gelerini igeren probiyotikten zengin kefir igeceginin ¢ok daha

faydali olacagina diisiiniiyoruz.

Caligmamizin 2 ay kadar kisa siirmesinin klinik degerlendirme yapma
konusunda kisitlayici yani olsa da kefir icen gruptaki hastalar bu siirede atak
gecirmemistir. Bu calismanin sonucunda kefir icen grupta proenflamatuar sitokinde
azalma, antienflamatuar sitokinde artis saptanmis olmasi hastaligin prognozunda
olumlu katk: saglayabilecegi, bu dogrultuda kefirin MS hastalarinin diyetinde faydal

olabilecegi, tedaviye ek olarak kullanilmasinin 6nerilebilecegi kanisina varilmistir.
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8. SONUCLAR

Istatistiksel analizler SPSS 18.0 paket programinda yapildi. Veriler ortalama ve
standart sapma seklinde gosterildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-
Wilk yontemi ile test edildi. Verilerin normal dagilim gostermedigi saptandi. Bu
nedenle degiskenler non-parametrik testlerden Wilcoxon Signed Rank ve Mann-

Whitney U testleri ile analiz edildi. p<0.05 olasilik degeri anlamli kabul edildi.

Bu caligmanin hipotezi Probiyotik Kefir takviyesi sonucu hastalarda serum IL
diizeylerinde anlamli degisim goziikecegi seklinde belirlenmisti. Buna binaen Deney
grupta 0. ve 60. giin serum IL konsantrasyonlart mukayese edildi. Degiskenlerin 0. ve

60. gilinlerinin karsilagtiriimasinda Wilcoxon testi kullanildu.

Tablo 8.1 IL-6 igin Grup Istatistikleri

Deney Grubu IL-6 (0. giin) IL-6 (60. giin)
N 21 21

Ort. 24,9159 20,0166

S.D. 10,9034 9,3546

S.E. 2,3793 2,0413

Tablo 8.2 1L-6 icin Test? istatistikleri

Deney Grubu IL 6(0.Giin)- IL_6(60.Giin)
Z -3,4172

Asymp. Sig. (2-

tailed) 0,001

a. Pozitif Siralamalara dayanmaktadir.
b. Wilcoxon Signed Ranks Testi

p>0,05 Ho: Orneklemlerin alindig iki ana kitle ortalamasi arasinda anlaml fark
yoktur; Kefir oncesi ve sonrasi degerler arasinda fark yoktur.

p<0,05 Hi: Orneklemlerin alindig iki ana kitle ortalamasi arasinda anlaml fark
vardir; Kefir Oncesi ve sonrasi degerler arasinda fark vardir.

47



Sonug:

0,001<0,01 =>Ho RED.

IL-6 icin 0. ve 60. giinler arasinda anlamh degisim(azalma) saptandi.

Tablo 8.3 IL-10 igin Grup Istatistikleri

Deney Grubu IL-10 (0. giin) IL-10 (60. giin)
N 21 21
Ort. 7,7976 10,2070
S.D. 3,4015 4,3131
S.E. 0,7423 0,9412

Tablo 8.4 IL-10 igin Test? istatistikleri

Deney Grubu IL 10(0.Giin)- IL_10(60.Gtin)
Z -2,207°

Asymp. Sig. (2-

tailed) 0,027

a. Negatif Siralamalara dayanmaktadir.

b. Wilcoxon Signed Ranks Testi

p>0,05 Ho: Orneklemlerin alindig iki ana kitle ortalamasi arasinda anlaml fark
yoktur; Kefir oncesi ve sonrasi degerler arasinda anlamli fark yoktur.

p<0,05 Hi: Orneklemlerin alindig iki ana kitle ortalamasi arasinda anlamli fark
vardir; Kefir dncesi ve sonrasi degerler arasinda anlamli fark vardir.

Sonuc:
0,027<0,05 =>Ho RED.

IL-10 igin 0. ve 60. giinler arasinda anlamh degisim(artis) saptandi.
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Tablo 8.5 IL-17 igin Grup Istatistikleri

Deney Grubu IL-17 (0. giin) | IL-17 (60. giin)
N 21 21

ort. 4,6721 4,2346
S.D. 0,8937 0,9763
S.E. 0,1950 0,2130

Tablo 8.6 1L-17 igin Test” istatistikleri

Deney Grubu IL_17(0.Giin)- IL_17(60.Giin)
Z -3,1052

Asymp. Sig. (2-

tailed) 0,002

a. Pozitif Siralamalara dayanmaktadir.

b. Wilcoxon Signed Ranks Testi

p>0,05 Ho: Orneklemlerin alindig: iki ana kitle ortalamasi arasinda anlamli fark
yoktur; Kefir Oncesi ve sonrasi degerler arasinda fark yoktur.

p<0,05 Hi: Orneklemlerin alindig iki ana kitle ortalamasi arasinda anlamli fark
vardir; Kefir Oncesi ve sonrasi degerler arasinda anlaml fark vardir.

Sonug:
0,002<0,01 => Ho RED.

IL-17 icin 0. ve 60. giinler arasinda anlamh degisim(azalis) saptandi.
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Hasta grubunda yapilan bu karsilastirmalar (0.glin-60.giin), ¢alismanin hipotezi

icin yeterli olmakla birlikte destek mahiyetinde Mann-Whitney U yontemi ile hasta

grubundaki 0.glin-60.glin farklar1 ile kontrol grubundaki 0.glin-60.glin farklar1 da

karsilastirildi yani “Fark™ ile “Fark”in mukayesesi de yapilmis oldu.

Tablo 8.7 Fark(IL-6) igin Grup Istatistikleri

Fark (IL-6 Deney) Fark (IL-6 Kontrol)
N 21 22
Ort. 4,8993 0,7444
S.D. 4,7663 2,035
S.E. 1,0401 0,4338

Tablo 8.8 Fark(IL-6) icin Mann-Whitney U Test? istatistikleri

Mann-Whitney U 101,5
Wilcoxon W 354,5
Z -3,147
Asymp. Sig. (2-

tailed) 0,002

a. Grouping Variable: Grup

p>0,05 Ho: Kefir i¢enlerdeki degisim ile igmeyenlerdeki degisim arasinda

anlaml bir farklilik yoktur.

p<0,05 Hi: Kefir i¢enlerdeki degisim ile igmeyenlerdeki degisim arasinda

anlamli bir farklilik vardir.

Sonug:

0,002<0,01 => Ho RED.

Tablo 8.9 Fark(IL-10) i¢in Grup Istatistikleri

Fark (1L-10 Deney) Fark (IL-10 Kontrol)
N 21 22
Ort. -2,4094 -0,3162
S.D. 4,8447 1,0156
S.E. 1,0572 0,2165
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Tablo 8.10 Fark(IL-10) i¢in Mann-Whitney U Test? istatistikleri

Mann-Whitney U 128,500
Wilcoxon W 359,500
4 -2,491
Asymp. Sig. (2-

tailed) 0,013

a. Grouping Variable: Grup

p>0,05 Ho: Kefir igenlerdeki degisim ile igmeyenlerdeki degisim arasinda
anlamli bir farklilik yoktur.

p<0,05 Hi: Kefir igenlerdeki degisim ile igmeyenlerdeki degisim arasinda

anlaml bir farklilik vardir.

Sonug:
0,013<0,05 =>Ho RED.

Tablo 8.11 Fark(IL-17) i¢in Grup Istatistikleri

Fark (IL-17 Deney) Fark (IL-17 Kontrol)
N 21 22
Ort. 0,4375 -0,2541
S.D. 0,6463 0,3342
S.E. 0,1410 0,0712

Tablo 8.12 Fark(IL-17) i¢in Mann-Whitney U Test? istatistikleri

Mann-Whitney U 60,00
Wilcoxon W 313,000
Y4 -4,169
Asymp. Sig. (2-

tailed) 0,00

a. Grouping Variable: Grup

p>0,05 Ho: Kefir i¢enlerdeki degisim ile igmeyenlerdeki degisim arasinda
anlaml bir farklilik yoktur.

p<0,05 Hi: Kefir i¢enlerdeki degisim ile igmeyenlerdeki degisim arasinda

anlamli bir farklilik vardir.

Sonug: 0,00<0,01 =>Ho RED.
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10. EKLER

EK-1: HASTA ONAM FORMU

ARASTIRMA AMACLI CALISMA iCIN AYDINLATILMIS HASTA ONAM
FORMU

(Hekimin Actklamast)

RELAPSING REMITTING MULTIPL SKLEROZ hastaligiyla ilgili yeni bir
arastirma yapmaktayiz. Arastirmanin ismi “RELAPSING REMITTING
MULTIPL SKLEROZ (RRMS) HASTALARINDA KEFIR GIDA
TAKVIYESININ SERUM SITOKIN SEVIYELERINE ETKISININ
INCELENMESI”dir.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi 6neriyoruz. Ancak hemen sdyleyelim ki bu
arastirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilim goniilliiliikk esasina
dayalidir. Kararinizdan 6nce arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu
bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Bu aragtirmay1 yapmak istememizin nedeni; bir probiyotik gida olan kefir iceceginin
bagisiklik sistemine yardimet bir etki saglayarak MULTIPL SKLEROZ tedavisine ek
olarak olumlu katki yapip yapamayacagini arastirmaktir. Bu sebep ile ¢alisma
grubunda yer alirsaniz ¢aligsma siiresince beslenmenize ek olarak giinliik 6nerilen
miktarda “Kefir” tiikketeceksiniz. Kontrol grubunda yer alirsam normal beslenme
hayatiniza devam edeceksiniz. Medipol Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji boliimii
ve Medipol Universitesi Sinirbilim Anabilim Dallar1’nin ortak katilimi ile
gerceklestirilecek bu calismaya katiliminiz arastirmanin basarisi i¢in 6nemlidir.

Eger arastirmaya katilmay1 kabul ederseniz Dog. Dr. Erkingiil BIRDAY tarafindan
muayene edileceksiniz ve bulgular kaydedilecektir. Muayene sonucunda doktorunuz
uygun goriirse bu ¢alismaya alinacaksiniz. Yine izniniz dogrultusunda bu ¢alismay1
yapabilmek icin sadece ¢alismanin basinda ve sonunda olmak tizere iki kere
kolunuzdan 10mL (1tiip) kadar kan almamiz gerekmektedir. Alinan kanda IL-
6/10/17 gibi maddelerin miktar1 dl¢iilecektir.

Bu ¢aligmaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir {licret istenmeyecektir. Caligmaya
katildiginiz i¢in size ek bir 6deme de yapilmayacaktir. Sizinle ilgili tibbi bilgiler gizli
tutulacak, ancak caligmanin kalitesini denetleyen gorevliler,etik kurullar ya da resmi
makamlarca geregi halinde incelenebilecektir. Kimlik,vb kisesel bilgiler ise
kesinlikle paylasilmayacaktir. Caligma neticesinde; makul seviyede bir fayda
gbzlenip gézlenmedigi hakkinda ayrintili olarak bilgilendirileceksiniz.

Bu caligmaya katilmayi reddedebilirsiniz. Bu aragtirmaya katilmak tamamen istege
baghdir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik
olmayacaktir. Yine ¢alismanin herhangi bir asamasinda onayinizi ¢ekmek hakkina da
sahipsiniz.
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(Katilimcinin/Hastanin Beyant)

Saymn Dog. Dr. Erkingiil BIRDAY tarafindan Medipol Universitesi T1p Fakiiltesi
Noroloji Anabilim Dallari’nda tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu aragtirma
ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra boyle bir arastirmaya
“katilimc1” olarak davet edildim. Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda
kalmas1 gereken bana ait bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiik 6zen
ve saygi ile yaklasilacagina inaniyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel
amaglarla kullanim1 sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda
bana yeterli giiven verildi. Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep
gostermeden arastirmadan ¢ekilebilirim. (Ancak arastirmacilart zor durumda
birakmamak i¢in aragtirmadan ¢ekilecegimi 6nceden bildirmemim uygun olacaginin
bilincindeyim). Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla
arastirmaci tarafindan arastirma disi tutulabilirim.

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

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

Arastirma sirasinda bir saghk sorunu ile karsilastigimda; Do¢. Dr. Erkingiil
BIRDAY'I .....cccvuvvvunnnnnene. telefonundan arayabilecegimi veya Noroloji
Anabilim Dah adresinde ziyaret edebilecegimi biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayici bir davranigla karsilasmis degilim. Eger katilmay1 reddedersem,
bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar
getirmeyecegini de biliyorum. Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis
bulunmaktayim. Kendi bagima belli bir diistinme siiresi sonunda ad1 gegen bu
arastirma projesinde “katilime1” olarak yer alma kararin1 aldim. Bu konuda yapilan
daveti biiyiik bir memnuniyet ve goniilliiliik igerisinde kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidinin bir kopyas1 bana verilecektir.

Katilimci
Ady, soyada:
Adres:

Tel.
Imza

Goriisme tam@i
Ady, soyadi:
Adres:

Tel.

imza:
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Katilimer ile goriisen hekim
Adi soyadi, unvani:

Adres:

Tel.

imza

** Alman serum drneklerinin -80°C’de muhafaza edilecegini biliyorum. ileride
benzeri ¢alismalar i¢in yukarida anlatilan etik sartlara riayet edilerek bu serum
orneginin tekrar kullanilmasini onayliyorum.

Katilhme

Ady, soyada:

imza
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11. ETIK KURUL ONAYI

N MEDIPOL

ti1angur
SAEDISGL
UNIVERStrEs)

h Tg. " . E-dmmalir
ISTANBUL MEDiPO], UNIVERSITES]
Olmayan Klinik Aragtirmalar Etjk Kurulu Baskanlig

Say1 10840098~604.01.01-E.43471
Konu : Etik Kuruly Karar;

Girisimsel

20/11/2017

Sayin Dog¢. Dr., Erkingiil BIRDAY

Universitemiz Girigimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kuruluna yapmig
oldugunuz “Relapsing Remitting Multipl  Skleroz (Rrms)  Hastalarinda Kefir Gida
Takviyesinin Serum Sitokin Seviyelerme Etkisinin Incelenmesi” isimli bagvurunyz
incelenmig olup etik kuruly karary ekte sunulmugtur,

Bilgilerinize rica ederim.

Prof. Dr. Hanefi 97BEK
Girigimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kuruly Bagkan;

Ek:
-Karar Formy (2 sayfa)

Bu belge 5070 sayih ¢-

Imza Kanunung gore P
Evraginiz hers:/}’cbys,

1ol Dr. Hanefj OZBEK 1
medipol.edu.tr/e.,

arafindan 20.11.20(7
imza linkinder AF3CAA2CKS

kodu ile dogrulayab

tarihinde c-imzalanm 15,

Istanbul Mea ipol Universites;

Kavacxk‘Mah. Ekinciler Cad,No: 19 Kavacik Kavgag: 34810
Beykoz/ISTANRUL

Tel: 444 85 44
Www.medipol.edu.ir
vin bilgi@medipol‘edu.xr

Internet:
Ayrintils Bitgi
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KEZ
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Sayfa |
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IsTANBUL, MEDipor, UNIVERSiTES]

1
GinSI'MSEL. OLMAYAN KLiNik ARASTIRMALAR
: ETIK KURULY KARAR FORMU

Belge g,

Degerleng; rilen
Belgeler

Karar Bilgileri

Stirmann gerekee, amag,
msel yénden uygu;

Uzmanhik Alan,

Unva WAdVSoyad,

Prof, Dr, Seref
; Eczacilik

DEMIRAYAK niversitesi
Istanby]

2 . U
Farmakoloji
U

Prof. Dr. Hanefj OZBEK Medipo]
Iniversitesi
Istanby]
Psiko-onkoloji Medipol
Universitesi
Istanbul
: Medipol
Ergoterapi Universitesi
Yrd. Dog. Dr. flknyr Histoloji ve ﬁ:;bﬂ
KESKIN Embriyoloji | Medip
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Biyotekno!oji

Medipol

Yrd. Dog. Dr. Sibel
DOGAN

Yrd. Dog, Dy, Devrim
TARAKCI

Yrd. Dog. Dr, Mehmet
Hikmet UcIsIK
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12. OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad1 Ahmet Soyadi Siizen
Dogum Yeri Istanbul Dogum Tarihi 1984
Uyrugu Tiirkiye ikamet Istanbul
E-mail asuzen@st.medipol.edu.tr Tel 5339256415
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Yil
Adi
Yiiksek Lisans Istanbul Unv. Saghk Bil. Ens. | 2014
T1bbi Genetik
Lisans Istanbul ~ Universitesi ~ Fen | 2009
Fakiiltesi, Molekiiler Biy.-
Genetik
Lisans Istanbul Universitesi | 2008
Miihendislik Fakiiltesi, Kimya
Is Deneyimi
Gorevi Kurum Siire
Molekiiler Biyolog Istanbul Universitesi, SKS 01/2017- halen
Molekiiler Biyolog Istanbul Universitesi, DETAE | 03/2012-01/2017
Misafir Arastirmaci Zurich Uni. Medical Fac., | 05/2015-07/2015
Regenerative Med. Department
Misafir Arastirmaci Genom ve Kok Hiicre Merkezi | 10/2014-05/2015
Laboratuvar Amiri Akdeniz Bolgesi Gida | 12/2010-12/2011
Miifrezesi
Molekiiler Biyolog Istanbul  Universitesi, Tibbi | 10/2009-12/2010
Genetik BD.
Yabanci Dil Okudugunu Anlama | Konusma Yazma
Ingilizce Cok lyi Iyi Iyi
Almanca Zayif Zayif Zayif
Yabanci Dil Puan
Siavi
YDS (Ingilizce) 80
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