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OZET

Behget Hastaliginin patogenezi tam olarak bilinmemekle birlikte, son zamanlarda yapilan
¢alismalar hastaligin  genetik temelli ve immin sistem kaynakli oldugunu
disundirmektedir. Bu ¢alismada Behget hastaligl (BH) hastalik aktivitesi ile Thl, Th17 ve
Treg hiicrelerinin iliskisini degerlendirmek igin bu hiicreler tarafindan dretilen iL-17A/F, iL-
23, iL-12/23 P(40), iL-35 sitokinlerini incelemeyi amacladik. Ayrica, baska bir immiin temelli
sistemik enflamatuvar hastalik olan SLE hastalarinin hasta kontrol grubu olarak calismaya
dahil edilmesi ile imminopatogenez agisindan elde edilen verilerin BH igin 6zglnliGgliniin
karsilastirilmasi amaclanmistir. 15 aktif Behcet, 15 inaktif Behcet, 12 aktif SLE, 12 inaktif
SLE hastasi ve 12 saglikli kontrol olmak Uzere toplam 66 denek g¢alismaya dahil edildi.
Deneklerden izole edilen periferik kan monontkleer hiicrelerinden vyapilan lenfosit
kiltirinden, fitohemaglitinin ile uyarilmis ve uyarilmamis halde, 48. ve 72. saatlerde
zamana bagli olarak elde edilen siipernatandan iL-17A/F, iL-12/23 p(40), iL-23 ve iL-35
sitokin Uretimleri ELISA yéntemi ile 6l¢iildii. Behcet ve SLE hastalarinda iL-17 diizeylerinin
iL-23 diizeyleri ile paralel olarak artis gosterdigi tespit edildi. Aktif Behget ve aktif SLE
hastalarinda iL-17 diizeylerinin saghkli kontrollere goére artmis oldugu ancak bir Treg
sitokini olan iL-35'in diisiik diizeylerde bulundugu tespit edildi. PHA ile 48 ve 72 saatlik
uyarim sonrasinda hastaliklara ve hastaliklarin aktivite durumuna gore elde edilen veriler
benzer olup, iL-17A/F, iL-12/23 P(40), iL-23 diizeylerinin en fazla aktif Behget hastalarinda,
bunun ardindan aktif SLE hastalarinda artis gosterdigi saptandi. Sonug¢ olarak BH
immiinopatogenezinde, iL-17, iL-23, iL-12/23 P(40)'in yer aldig disiinilmektedir. Bu
veriler Th17 ve Th1l yanitinin patogenezde yer alabilecegini gdstermektedir. Aktif Behget
hastalarinda iL-35 diizeylerinin inaktif Behget hastalarina ve saglikli kontrollere gore diisiik
bulunmasi, Th17 ve Treg hiicreleri arasinda aktivite durumuna bagli olarak plastisite
bulunabilecegini distindirmektedir. Bu sonuglar; otoimmin bir hastalik olan SLE
patogenezinde de BH'da oldugu gibi iL-17/23 aksinin yer aldig1 ancak baska mekanizmalarin
da patogeneze katkida bulundugunu 6ngérmektedir.
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ABSTRACT

Although the pathogenesis of Behget's disease has not been completely understood,
recent studies suggest that the disease has genetic basis and is immune system-mediated.
In this study, in order to asses the association of Behget's disease (BD) disease activity with
Th1, Th17, Treg cells, we aimed to investigate production of IL-17A/F, IL-23, IL-12/23 P(40),
IL-35 cytokines produced by these cells. Besides, we included another systemic immune-
related inflammatory disease, systemic lupus erythematosis (SLE) as disease control group
in order to evaluate the specificity of our data for immunopathogenesis of BD. As study
group 15 active and 15 inactive Behget patients; as disease control group 12 active and 12
inactive SLE patients and as healthy control group 12 healthy volunteers were involved in
the study. We performed lymphocyte culture from peripheral blood mononuclear cells
isolated from all persons in the study and measured IL-17A/F, IL-12/23 p(40), IL-23 and IL-
35 cytokine levels with ELISA method in culture supernatants after stimulation with
phytohemagglutinin (PHA) or without stimulation on time-dependent manner after 48 and
72 hours. It was found that IL-17 levels in Behget patients increased parallel to level of IL-
23. We also saw that IL-17 levels increased in active Behget and SLE patients compared to
healthy controls; however, level of IL-35 which is an Treg cytokine was lower. After 48 and
72 hours-stimulations with PHA, data was similar dependent of disease type or activity
state of disease: IL-17A/F, 1L-12/23 P(40), IL-23 levels were detectable at most in active
Behcet patients followed by active SLE patients. Consequently, IL-17, IL-23 and IL-12/23
p(40) are thought to play a role in the immunopathogenesisis of BD. These data suggest
that Th17 and Thl response may contribute to pathogenesis. Since IL-35 level was lower in
active Behget patients compared to inactive Behget patients and healthy control, this data
suggests that there may be plasticity between Th17 and Treg cells according to state of
disease activity. These results may propose that IL-17/IL-23 axis is involved in SLE
pathogenesis like in BD, but some other mechanisms may also contribute to the
pathogenesis of SLE.
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1. GIRIiS

Behcet Hastaligi (BH) tekrarlayan oral aftlar, genital Ulserler, Giveit ve deri lezyonlari ile
karakterize, etiyolojisi kesin olarak bilinmeyen kronik, multisistemik, relapslarla seyreden

vaskaulitik bir hastaliktir (Erer ve digerleri, 2009).

BH benzeri bulgularin daha Hipokrat doneminde bile tanimlanmaya ¢alisildigi bilinmektedir.
1908’de Bluthe, 1923’de Planner ve Remenovskyi, 1924’de Shigeta benzer bulgular
bildirmislerdir (Direskeneli H, 2006; Direskeneli ve Mumcu, 2010). Benediktos
Adamantiades isimli Yunanl bir gz doktoru 1930'da yaptig1 “Tekrarlayan hipopiyonlu iritis
vakas!” konulu sunumunda 20 yasindaki erkek hastanin 3 major bulgusundan bahsederek
genital Ulser, artrit ve okiler semptomlari bu hastaligin baslica bulgular olarak tanimladi
(Zouboulis, Turnbull ve Mihlradt, 2003). ilk defa 1937 yilinda, Tiirk dermatolog Prof. Dr.
Hulusi Behget, hipopiyonlu iridosiklit, agizda aftoéz lezyonlar ve genital Ulserlerin major
semptomlar olarak degerlendirildigi bu durumu bir "hastalik" olarak tanimladi. Akabinde, bu
rahatsizlik bitin dinyada, 6nce "Behcget’'in 3’'li semptom kompleksi”, daha sonra da
"Behget Hastaligi (BH)" adi ile tanimlanmistir (Aytugar ve Pekiner, 2011). Prof. Dr. Hulusi
Behcet bu tabloyu ayri bir hastalik olarak tanitan ve tiim diinyada kabul ettiren ilk hekimdir;
onun hastaligi tanimlamasindan sonraki donemde, diger arastirmacilarin da katkilari ile
"Uluslararasi BH Calisma Grubu" olusturularak tani kriterleri belirlenmistir (Onder, 2009).
Hastaligin iki hekim tarafindan tanimlandigini kabul eden bazi kaynaklarda ise ismi

s

"Adamantiades-Behcet Hastalig1" olarak gegcmektedir (Zouboulis ve digerleri, 2003)

BH'nda vaskiiler sistem, gastrointestinal sistem ve santral sinir sistemi (SSS) tutulumu ile
nadiren trombotik olaylar gorilebilmektedir (Sakane, Takeno, Suzuki ve Inaba,1999). Bu
hastalikta tani, klinik kriterlere gére konulmaktadir. Uluslararasi Calisma Grubu Tani
Kriterleri'ne gore baska bir klinik aciklamasi olmayan rekiran (tekrarlayan) oral lilserlere; (a)
genital dlserler, (b) gbdz lezyonlari, (c) deri lezyonlarn ve (d) paterji testi pozitifligi
bulgularindan en az ikisinin eslik etmesi ile tani konmaktadir. G6z tutulumuna bagh olarak
gelisen korllik, en 6nemli morbidite nedeni olup, mortalite nérolojik ve vaskiler tutulumdan

veya gastrointestinal perforasyondan dolayi olabilmektedir (Savey ve digerleri, 2014).



BH eski ipek Yolu boyunca yiiksek prevalansli olarak bildirilmektedir. Asya’dan (Japonya,
Kore) Akdeniz’e Tirkiye'yi de kapsayacak sekilde (80-370/100.000) Uzak ve Ortadogu
Ulkelerinde hastalik en sik goriilmektedir (Sakane ve digerleri, 1999; Verity, Marr ve Ohno,
1999). Oysa hastalik prevalansi Kuzey Amerika (0,12-0,33/ 100.000) ve Bati lkelerinde
(0,64/100.000) oldukca diisuk olarak saptanmistir (Sakane ve digerleri, 1999).

BH'nin  patofizyolojisi  olduk¢a ilging olup glnimizde bu hastaligin, bir
otoimmiuin/otoenflamatuvar sendrom oldugu, enfeksiyonlar veya cevresel faktorler ile
uyarildig1 distinilmektedir (Direskeneli ve Mumcu, 2010; Mcgonagle ve McDermott, 2006).
Otoimmiin hastaliklarda oldugu gibi spesifik otoantikorlarin bulunmamasi, hastanin
kendisinde ve ailesinde otoimmin hastaliklarin sikhginda artis olmamasi ve otoimmiin
hastaliklarda gortilen HLA alellerinin goriilmeyisi gibi nedenlerden dolayr otoimmin bir
hastalik olarak kabul edilmemektedir. Hastalar her ne kadar otoimmiin hastaliklarda oldugu
gibi sinif | MHC kompleksi tasisa da klinik bulgulari otoenflamatuvar hastaliklara
benzemektedir (Mizuki ve digerleri, 2010; Remmers ve digerleri, 2010). Genel olarak
otoenflamatuvar bozukluklar interldkin (iL)-1 antagonisti tedavilere cevap veren hastaliklari
icermektedir, BH da bu grupta yer almaktadir (Goldbach-Mansky ve Kastner, 2009). Ancak
bu grup hastaliklarda gorilen mutasyonlara rastlanmamasi, BH'nin diger otoenflamatuvar
hastaliklardan daha sik goriilmesi ve zamanla siddetinin azalmasi bu goéris aleyhine olan

bulgulardir (Fresko, 2008).

BH’nin patogenezini agiklamak icin gelistirilen bazi hipotezler bulunmaktadir. Patogenez
heniiz tam olarak bilinmemesine ragmen, son zamanlarda yapilan ¢alismalar hastaligin
genetik ve immin sistem kaynakl oldugunu distndirmektedir. Tirkiye’de ve Japonya’da
yapilan kapsamli genetik calismalar, Behget hastalarinda iL-10 ve iL-23R/iL-12RB2
polimorfizmi oldugunu goéstermektedir (Remmers ve digerleri, 2010; Mizuki ve digerleri,
2010). Son zamanlarda 78 calismaya ait bir metaanaliz ¢alismasinda HLA-B51/B5
tasiyicilarinin, tasiyict olmayanlara kiyasla daha cok BH gelistigi rapor edilmistir (De
Menthon, Lavalley, Maldini, Guillevin ve Mahr, 2009). BH'nda proenflamatuvar sitokin
diizeylerinde artis ve hastaliktan etkilenen organlarda énemli derecede lenfosit ve notrofil
infiltrasyonu gorildtgi bildirilmistir. Calismalardan elde edilen veriler BH'nda aktif

lenfositlerin, notrofil ve endotel hiicre aktivasyonuna katkida bulundugunu gostermektedir



(Akman, Kacaroglu, Donmez, Bacanli ve Alpsoy, 2007). Bazi ¢alismalar CD4'T hiicrelerin
yardimei T hiicresi tip 1 (Th1) hiicrelere polarize oldugunu, interferon (iFN)-y ve iL-12 gibi
Th1 sitokinlerinin hastalik patogenezinde 6nemli bir role sahip oldugunu 6ngérmektedir
(Ahmed, Houman, Miled, Dellagi ve Louzir, 2004). Naif T lenfositleri Th1l hicrelere
farkhlastiran iL-12 diizeyleri, Behcet hastalarinin serumunda Th1 lenfositlerle uyumlu olarak
artis gdstermektedir. Doku calismalari, intestinal ve kutanéz lezyonlarin muhtemelen iL-12
ve iL-23 araciligi ile gelistigini gdstermektedir. Son zamanlarda yapilan bir ¢calismada, IL-5 ve
iL-13 Greten NK (dogal éldiriici: Natural Killer) tip 2 hiicrelerin remisyon dénemindeki
Behcet hastalarinda baslica hiicreler oldugu gosterilmistir (Yamaguchi ve digerleri, 2010).
Bununla birlikte, alerji ve diger otoimmiin hastaliklarda oldugu gibi, BH'nda da sadece Th1-
Th2 paradigmasi tek basina hastalik mekanizmasini tam olarak aciklamak icin yeterli
gorinmemektedir. Th9, Th17, Th22 ve regilator T hiicre (Treg) gibi yeni T hiicre alt-tipleri
ve sitokinlerinin enflamatuvar hastaliklarin patogenezinde yer aldigi bildirilmektedir (CA.
Akdis ve M. Akdis, 2011). Geri ve ark. tarafindan yapilan calismada BH iliskili enflamasyonda,
iL-21’in Th17/Treg dengesini dizenledigi rapor edildi. Arastirmacilar aktif Behget
hastalarinda periferik kanda Th17 hicre sayisinin arttigini ve Treg hiicrelerinin azaldigini
belirttiler (Geri ve digerleri, 2011). Yeni bir Th hicre alt tipi olan Th17’nin enflamasyon ve
immin dizenlemedeki rolleri halen arastiriilmaktadir (Furuzawa-Carballeda, Vargas-Rojas
ve Cabral, 2007). Yapilan calismalar, Th17 yanitindaki artisin ve iL-21’e bagh Treg yaniti
baskilanmasinin BH aktivitesi ile iliskili oldugunu gdstermektedir (Geri ve digerleri, 2011).
Th17 hicreler, enflamatuvar dokularda ¢ogalmaktadir ve Thl hiicreler ile kiyaslandiginda,
dokularda daha uzun sire kalmaktadir. Th17 hicrelerin, doku ve organ spesifik
otoimmiinitede, erken notrofil kemotaksisinde yer aldiklari distindlmektedir. Bu veriler
diger calisma sonuglari ile benzer sekilde BH'nda Th17 hicrelerin major patojenik T hiicre

alt-tipi olarak rollerini ortaya koymaktadir (Chi ve digerleri, 2008; Kim ve digerleri, 2010).

Sonug olarak; BH vyillar 6nce tanimlanmasina ve imminolojik calismalar uzun zamandir
yogun olarak surdilriilmesine ragmen hastaligin immiinopatogenezi ile ilgili kesin bilgilere
ulasildigini sdylemek gictilir. Ginimuzde BH, immiinopatogenezi arastirilmaya devam

edilen hastaliklardan biridir.



Burada sunulan calismada, Behcget hastalarinin Th17, Thl ve Treg hiicrelerinin sitokin
profillerini inceleyebilmek icin periferik kandan izole edilen lenfositlerin kiltlrl yapilarak,
bu kiltlrlerde 6zgiin olmayan bir sekilde uyarildiginda ve uyarilmadiginda, zamana bagl
olarak sitokin tiretimlerini 6lcmeyi planladik. Bu amagla Th17 hiicre sitokinleri olan iL-17A/F,
iL-23; Th1 ve Th17 hiicreleri ile iliskisini gérmek icin iL-12/23 P(40); regiilatér T hiicrelerle
(Treg) olan iliskisini degerlendirmek icin ise iL-35 sitokin tiretimlerinin, hastalik aktivitesi ile
iliskisini degerlendirmeyi amagladik. Ayrica, baska bir sistemik enflamatuvar bag dokusu
hastaligl olan Sistemik Lupus Eritematoz (SLE) hastalarinin hasta kontrol olarak ¢alismaya
dahil edilmesi ile immulnopatogenez agisindan elde edilen verilerin BH ile karsilastiriimasi

amaglanmigtir.

Simdiye kadar Behcet hastaligi ile ilgili pek cok ¢alisma yapilmis, ancak bu calismalardan tek
tek veriler elde edilmis ve birbirleri ile baglantilari ayni hasta grubunda ortaya
konulmamistir. Bu ¢alismanin simdiye kadar ayri ayri ¢alismalardan elde edilen pek ok
verinin ayni hasta grubunda, hastalik aktivitesi ile iliskili olarak arastiriimasi, ayrica bu
verilerin immiun sistem kodkenli gok 6nemli baska bir enflamatuvar hastalik olan SLE ile yine
hastalik aktivitesine de bagh kalinarak karsilastiriimasi amaglanmistir; bdylece Behget
hastaliginda immiinopatogenezin daha butiincil olarak incelenebilecegi ve analitik veriler
elde edilerek bulgularin sentezi sonucunda gelecekte planlanabilecek yeni tedavi

denemeleri agisindan arastirmalara i1sik tutacagi distinilmektedir.



2. KAVRAMSAL GERCEVE VE iLGiLi ARASTIRMALAR

2.1. Behget Hastaligi Epidemiyolojisi

BH, tiim diinyada rapor edilse de , asil olarak Japonya, Kore gibi Uzak Dogu iilkelerinde; iran,
Irak, israil, Suudi Arabistan, Kuveyt Suriye gibi Orta Dogu lilkelerinde ve Tirkiye, italya, Misir,
Yunanistan, Tunus gibi Akdeniz {ilkelerinde daha sik gériilmektedir. Hastalik siklikla eski ipek
Yolu lizerinde gorildigiinden “ipek Yolu Hastaligl” olarak da adlandiriimaktadir (Haghighi,
2004). Bu toplumlarda siklik 1/10.000 - 1/100.000 arasinda degismekteyken, tlkemizde 8-
37/10.000 olarak bildirilmistir. Ulkemizde ilk calisma 1981 yilinda Demirhindi ve ark.
tarafindan istanbul cevresindeki 9 bolgede yapilmis ve BH prevalansinin 10.000’de 8
oldugunu gostermistir. Yurdakul ve ark., Ordu cevresinde yaptiklari ¢alismada ise Behget
prevalansinin 37/10.000 oldugu bildirilmistir. Bu iki calismada bulunan sikhgin farkli olmasi
bolgesel ve etnik farkliliklarla agiklanmaktadir. Hastalik Amerika, ingiltere ve Kuzey Avrupa
ulkelerinde ve siyah irkta cok daha az oranda gorilmektedir (1/300.000). Amerika
yerlilerinde ise rastlanmamaktadir (Onder, 2009). Tirkiye, iran, Suudi Arabistan, Cin ve
Kuzey Japonya en yiksek prevalansa sahip endemik Ulkeler arasinda yer almaktadir. Kuzey
ve Dogu Avrupa llkelerinde daha az siklikla goriilmektedir. Tarkiye'nin kuzey dogusu
370/100.000 vaka ile diinyada en ylksek prevalansa sahip bolgedir. Berlin’de yasayan
Turklerin Asya’da yasayan Tirklere oranla daha diisiik prevalansa sahip olmasi hastaligin
etiyolojisinde bilinmeyen c¢evresel bir takim faktoérlerin bulundugunu dislindiirmektedir

(Altenburg ve digerleri, 2006).

Hastalik her yas grubunda goriilmekle beraber c¢ogunlukla genc-orta yas grubunu
etkilemektedir (Alpsoy, 2003; Tursen, Gurler ve Boyvat, 2003). Hastalik genellikle 20-35 yas
arasinda baslar (Ozbalkan ve Bilgen, 2006). Bolgesel ve etnik faktorler hastaligin tani
slresini etkilemektedir ve prevalansin distk oldugu llkelerde hastalik tanisi ge¢ dénemde
konulmaktadir. Kore, Cin gibi Asya Ulkelerinde baslangi¢ yasi 30’un (izerinde iken, Tirkiye ve
Akdeniz Ulkelerinde 30 yasin altindadir. Tlrk hastalarda ortalama baslangic yasi 23,3 olarak
bildirilirken, Alman toplumunda 26, Japonlarda ise 35,7 olarak bildirilmistir. BH ¢ocukluk

caginda ve ileri yaslarda nadir olarak goriilmektedir. Cocuklardaki prevalansi %2 olarak



bildirilmistir (Barlas S, 1999). Son yillarda ¢ocuk hasta popilasyonunda bir artis gézlendigine
dair bilgiler bulunmaktadir. Neonatal donemde bildirilen vakalar da bulunmaktadir (Ghate

ve Jorizzo, 1999).

BH'nin erkelerde daha sik oldugu bilinirken, son vyillarda yapilan bazi c¢alismalarda
kadin/erkek oraninin benzer oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte bolgesel farkllik cinsiyet
dagiimini anlamlh olarak etkilemektedir (Aytugar ve Pekiner, 2011). BH, Tirkler ve
iranlilarda erkeklerde, Japonlar ve Korelilerde ise kadinlarda daha fazla goriilmektedir
(Ozbalkan ve Bilgen, 2006). Erkek olgularda hastalik daha agir seyretmektedir; hastalikla
iliskili mortalite ve morbidite geng eriskin erkeklerde belirgin olarak fazladir (Aytugar ve
Pekiner, 2011; Ozbalkan ve Bilgen, 2006). Ostrojenin endotel ve nétrofillerin
proenflamatuvar fonksiyonlarini baskiladigi ve bu nedenle klinik tablonun kadinlarda daha
hafif seyrettigi duslinilmektedir (Direskeneli, 2001). Erkek hastalarda papulopustiler
lezyonlar, goz bulgulari ve vaskiler lezyonlar daha siddetli seyrederken; kadin hastalarda
genital Ulser ve eritema nodozum daha sik gézlenmektedir (Aytugar ve Pekiner, 2011;

Ozbalkan ve Bilgen, 2006).

2.2. Patogenez

Otoimmiin hastaliklar gibi, BH da sinif | MHC iliskili bulunmustur, ancak BH'nin klinik
bulgulari otoimmin hastaliklardan ¢ok otoenflamatuvar hastaliklara benzemektedir. BH nin
patogenezi henliz bilinmemesine ragmen yapilan calismalar bazi genetik ve immiin sistem
kaynakl faktorlerin patogenezde yer aldigini diisindirmektedir (Chambrun, Wechsler, Geri,

Cacoub ve Saadoun, 2012).

2.2.1. Genetik faktorler

Behget Hastaliginin, 6zel bir dagilim goéstermesi, HLA antijeni ile iliskili olmasi, ailesel
yatkinhigin olmasi genetik faktorlerin patogenezde yer aldigini diistindirmektedir. Vakalarin
¢ogu sporadik olup herhangi bir aile oykisd bulunmamaktadir. Bununla birlikte birinci
derece akrabalar arasinda artmis hastalik riski uzun zamandir rapor edilmektedir. Turkiye'de

BH'nin kardesler arasinda goriilme orani %11,4 - 52,5 olarak bildirilmistir. Bu veriler ciddi bir



genetik yatkinlik oldugunu desteklemektedir (Gil, 2001). Uzun vyillardan beri MHC
genlerinin BH patogenezinde yer aldigi bilinmektedir (Ohno ve digerleri, 1982; Verity ve
digerleri, 1999).

Patogenezde genetik faktorlerin yer aldigini destekleyen en 6nemli delil HLA-B51’in hastalk
ile iliskili bulunmasidir (Aytugar ve Pekiner, 2011). Son zamanlarda yapilan genom
¢alismalari ile BH ile iliskili baska genlerin varligi da tespit edilmistir (Mizuki ve digerleri,

2010; Remmers ve digerleri, 2010).

MHC Kompleks genleri

MHC/HLA kompleks genleri en polimorfik genetik bolge olup 6nemli biyolojik fonksiyonlara
sahiptir. Otoimmun hastaliklarla iliskili genomda yer alan bolge, insan MHC/HLA
kompleksidir (Charron, 2011).

HLA-B51

Uzun bir slire HLA-B51’in hastalik patogenezinde direkt iliskisi olup olmadigi veya HLA-B51
lokusuna vyakin bir genin linkage disequilimbrium (baglanma dengesizligi) goOsterip
géstermedigi arastinlmistir (Gil, 2001). ilk defa 1982 yilinda, Japon toplumunda HLA-B51 ve
BH arasinda ciddi bir iliskinin oldugu bildirilmistir (Ohno ve digerleri, 1982). Daha sonra
farkli toplumlarda yapilan bir¢cok ¢alisma BH ve HLA-B51 arasindaki iliskiyi dogrulamistir
(Kera ve digerleri, 1999; Mizuki ve digerleri, 2002). Ozellikle HLA-B*5101 ve HLA-B*5108, BH
ile iliskili en 6nemli iki alel olarak tespit edilmistir (Kera ve digerleri, 1999; Takemoto ve
digerleri, 2008). BH'nin sik gorildigu toplumlarda Behget hastalarinda, HLA-B51 pozitiflik
orani %50-80 arasinda degismektedir (Aytugar ve Pekiner, 2011). HLA-B51 genotipinin
posterior Uveit ya da norolojik tutulumu olan hastalarda daha sik olmasindan dolayi hastalik
siddetini etkiledigi ve HLA-B51 antijen pozitifliginin, daha agir bir klinige neden oldugu kabul
edilmektedir (Verity ve digerleri,1999).

ilk olarak 1978 yilinda Ohno ve ark, BH'Inda HLA-B*51’in major genetik risk faktori
oldugunu tanimladi. 78 calismanin dahil edildigi bir meta-analizde, BH'nin HLA-B51/B5

tasiyicilarinda taslyici olmayanlara gore daha sik gelistigi bildirilmistir (de Menthon ve



digerleri, 2009). Bu baglanti farkh etnik gruplarda da tespit edilmistir. Son zamanlarda
yapilan, Tarkler ve Japonlarin dahil oldugu iki bliyik genom arastirmasinda HLA-B51 ve BH
arasindaki glicl iliski dogrulanmistir (Mizuki ve digerleri, 2010; Remmers ve digerleri, 2010).
HLA-B51 major genetik risk faktorl olarak tanimlanmis olsa da genetik riskin sadece bir

bolimini olusturmaktadir (Direskeneli, Fujita ve Akdis, 2011).

Hastaligin cografik dagihmi ve HLA-B51 tasiyicihginin genis varyasyon gostermesi, diger
cevresel risk faktorlerinin de hastalik patogenezinde yer aldigini desteklemektedir (Marshall,
2004). Ornegin Asya’da yasayan Behcet hastalari Akdeniz’de yasayanlara gére daha siklikla
gastrointestinal bulgular géstermektedir. Yine okiiler bulgularin Japonya ve iran’da yasayan
hastalarda daha sik, genital Ulserlerin ise Bati Ulkeleri disindaki bdlgelerde daha az

gorildugl rapor edilmistir (Savey ve digerleri, 2014).

Diger MHC kompleks genleri

Bu grupta MHC sinif | polipeptidi ile iliskili sekanslari kodlayan genler bulunur; bunlara
"MICA ve MICB genleri" denir (Charron, 2011). MIC proteinleri farkli hicre yizeylerinde
(gastrik epitel, endotel hiicreler ve fibroblastlar) ve ayrica aktive edici NK hiicre reseptori
NKG2D igin ligand gorevindedirler (Mizuki ve digerleri, 1999; Wallace ve digerleri, 1999).
Bununla birlikte HLA-B51 ve MICA linkage disequilibrium gosterdigi icin de aralarinda giigli
bir iliski vardir (Hughes ve digerleri, 2005; Mizuki ve digerleri, 1999).

Tumor Nekroze Edici Faktor (TNF)-a giicli bir proenflamatuvar sitokin olup BH dahil bircok
enflamatuvar hastaligin patogenezinde yer almaktadir. TNF-a, HLA kompleksinin sinif 1lI
bolgesinde kodlanir. Bazi ¢alismalar BH’nda TNF-a promoter polimorfizmine dikkat
cekmektedir (Ates, Dalyan, Hatemi, Hamuryudan ve Topal-Sarikaya, 2010; Bonyadi ve
digerleri, 2009). Ancak yapilan genom calismalari BH ve TNF-a promoter polimorfizm

iliskisini desteklememektedir (Mizuki ve digerleri, 2010; Remmers ve digerleri, 2010).

Son zamanlarda yapilan molekiler ¢alismalar MICA ve/veya HLA-A*26:01’nin HLA-B*51’den
bagimsiz genetik risk faktorleri olabilecegini gostermektedir (Kuranov ve digerleri, 2014).

Bununla birlikte HLA-B51, genetik faktorler icinde %20’den azini kapsamaktadir, bu durum



diger genetik faktorlerin de var olduguna ve bunlarin da arastirilmasi gerektigine isaret

etmektedir (Chambrun ve digerleri, 2012).

MHC disi genler (Non-MHC genler)

Turkiye’de ve Japonya’da yapilan iki blylik genom calismasinda BH ile bazi genlerin iliskili
oldugu tespit edilmistir. IL-10 ve iL23R-iIL12RB2’nin BH ile iliskili oldugu saptanmistir. iL-10,
immiinbaskilayici bir sitokin olup makrofaj, T hiicre ve NK hiicre aktivasyonunu inhibe eder
(Mizuki ve digerleri, 2010; Remmers ve digerleri, 2010). ilk dnceleri iL-10 varyantlarinin
Ulseratif kolit, tip 1 diabet, SLE, juvenil romatoid artrit ile iliskili oldugu saptanmis fakat bu
varyantlardan sadece jlivenil romatoid artrit ile iliskili olan varyantin BH ile de iliskili oldugu
bulunmustur. IL-12, immiinoregiilatér bir sitokin olup iL-12RB1 ve iL-12RB2’ye baglanir ve
Th1 farkhlasmasini uyarir (Parham C ve digerleri, 2002). iL-23 ise diger bir immiinoregiilatér
sitokin olup Th17 farklilasmasini uyarir ve bircok otoimmiin hastalikta ve BH'nda rol alir (Chi
ve digerleri, 2008). iL-12 ve iL-23’te ortak olarak p40 alt (initesi bulunmaktadir (Chi ve
digerleri, 2008; Parham C ve digerleri, 2002). iL-23, iL-23R ile iliskili iL-12RB1 subiinitesine
baglanir (Parham C ve digerleri, 2002). Diger calismalar da iL-23R ve iL-17 polimorfizmi ile
BH arasinda gliclii bir iliski oldugunu rapor etmistir (Jiang ve digerleri, 2010). Kore'de
yapilan bir calismada ise, iL-17A, iL-23R ve STAT4 tek niikleotid polimorfizmi olanlarin
intestinal Behget'e duyarli olduklarini géstermektedir. Bu veriler iL-17/23 aksinin hastalik

patogenezinde dnemli bir role sahip oldugunu distindiirmektedir (Kim ve digerleri, 2012).

2.2.2. Tetikleyici ajanlar

Genetik anomaliler BH patogenezini aciklamak icin tek basina yeterli degildir. Yapilan meta-
analizlerde HLA-B51’e bagh olarak BH riski olanlar yaninda kontrol grubunda da %18
oraninda HLA-B51 tasiyiciligi bulundugu saptanmistir. Bu durum genetik olarak duyarli olan
hastalarda cevresel faktérlerin de &nemli bir rol oynadigini géstermektedir. Ozellikle bakteri
(Streptokok, Mikoplazma, Helikobakter pilori), virlisler (Herpes simpleks virtis (HSV)-1 ve -2,
Hepatit, Parvovirlis B19) gibi bazi enfeksiyoz ajanlarin ve isi soku proteinlerinin (HSP)

patogenezdeki roli arastirnimistir (Chambrun ve digerleri, 2012).
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Bakteriyel ajanlar

Behget hastalarinda yiiksek oranda oral Ulser olmasi (Sakane ve digerleri, 1999), dis
girisimlerinden sonra oral Ulser oraninda artis olmasi (Mizushima, 1988), minosiklin ve
penisilin ile bazi semptomlarin gerilemesi (Calguneri ve digerleri, 1996; Kaneko, Oyama ve
Nishibu, 1997), oral floranin BH gelisiminde énemli bir rol oynadigini diislindiirmektedir. En
fazla arastirilan mikroorganizma Streptococcus sanguis olup, Behget hastalarinin oral
floralarinda saglikh kontrollere gore artmis oldugu goérilmuistir (Mumcu, Inanc, Aydin,
Ergun ve Direskeneli, 2009). Streptococcus sanguinis hiicre membaninda bulunan HSP-
66/60 fizyolojik sok veya herhangi bir mikrobiyal uyarim sonrasinda tretilmektedir. Boylece
Isi soku proteinleri BH patogenezinde yer alan tetikleyici ajanlar olarak distinilmektedirler.
(Galeone, Colucci, D’Erme, Moretti ve Lotti, 2012). Isi soku proteinleri ve S. Sanguinis
BH’nda ¥§ T hiicrelerini aktive ederek iIFN-¥, TNF-a ve iL-8 gibi proenflamatuvar sitokinlerin
yapilmasini uyarir (Galeone ve digerleri, 2012). KTH-1 serotipi streptokok antijeninin BH’'nda
vd T hicreleri aktive edebildigi ancak bu yanitin E. Coli, S. aureus ve birgok bakteri
tarafindan tasinan peptid yapida olmayan antijenlerle de elde edilebildigi bilinmektedir
(Hirohata, Oka ve Mizushima, 1992; Mochizuki ve digerleri, 1994). Bu sonuglar, BH’na ait
lenfositlerin spesifik bakteriyel bir tire degil ancak bakteriyel antijenlere karsi hiperaktif
oldugunu gostermektedir. Mycoplasma fermentans (Zouboulis ve dgerleri, 2003) gibi diger
farkl bakteriyel tirler, H.pylori (Ersoy O, Ersoy R, Yayar, Demirci , Tatlican, 2007),
mikobakteri (Mycobacteria) veya Borrelia burgdorferi (Onen, Tuncer, Akar, Birlik ve Akkoc,

2003) icin glglu deliller olmamakla birlikte BH patogenezinde yer aldiklari bildirilmistir.

Yapilan calismalar sonucunda; bakteriyel (1si soku proteinleri dahil) antijenlerin, BH'nda
capraz reaksiyona neden olan otoimmin yaniti uyarabilecegi hipotezini ortaya atanlar

olmustur (Zierhut ve digerleri, 2003).

Viral ajanlar

1937 yilinda, Dr. Hulusi Behget oral aft ve hipopiyonlu iridosiklit vakalarindan intraseliler
inkllzyon benzeri yapilar tespit etmis ve BH'nin etiyolojisinde viral bir ajanin yer

alabilecegini 6ne slirmustir. Herpes virls ailesinden HSV-1, sitomegaloviris (CMV), varisella



11

zoster virlisi (VZV), Epstein-Barr virlsi (EBV) arastiriimistir (Akdeniz, Harman, Atmaca ve
Akpolat, 2003). Behget hastalarinin oral ve genital (lserlerinden ve periferik kan
mononikleer hiicrelerinden HSV-1 DNA’si elde edilmis (Eglin, Lehner ve Subak-Sharpe,
1982); hastalarin serumlarinda da yiksek oranda HSV-1 antikoru rapor edilmistir (Lehner,
1997). Farelere HSV inokilasyonu yapilmasi sonucunda BH’ni taklit eden lezyonlar olustugu
gorilmastir (Sohn, Lee, Bang, Lee, 1998). HSV DNA, Behget hastalarinda genital ve
intestinal llserlerde tespit edilirken oral (lserlerde tespit edilememis ancak saglam-saglikh
bireylerde de anti-HSV antikorlari gortlmustir (Galeone ve digerleri, 2012). Hepatit A, B, C,
E, G prevalansi BH'nda arastiriimis fakat herhangi bir sonuca varilamamistir (S6nmezoglu,
Dervis, Badur, Yenen, 2004.). Parvoviris B19 hastalik etiyolojisinde arastirilan diger ajanlar

arasinda yer alan ve celiskili sonuglar alinan diger bir viristiir (Baskan ve digerleri, 2007).

Arastirmacilar BH’nin direkt olarak bu virlsler ile enfeksiyon sonucu ortaya ¢ikmak yerine,
enfeksiyon sonrasinda immiin sistemde gelisen fonksiyon bozukluguna bagl olarak

gelisebilecegi duslincesini tasimaktadirlar (Zierhut ve digerleri, 2003).

Isi soku proteini (HSP: Heat shock protein)

Isi soku proteinleri, dkaryotik ve prokaryotik hicreler tarafindan hicresel stres altinda
sentezlenir; hiicreleri hasardan ve hiicresel proteinlerin degradasyon ve denatlirasyonunu
onleyerek prematiire hiicre 6limunden korur. Evrim sirasinda bu proteinler yliksek oranda
korunmuslardir (Zierhut ve digerleri, 2003; Kapsimali, Kanakis, Naiopoulos ve Kaklamanis,
2010). Isi soku proteinleri normal sartlarda disik seviyelerde bulunmalarina ragmen stres
altindaki hicrelerde yiksek konsantrasyonlara ulasirlar. Behcetli hastalarin, streptokokal
antijenlerden biri olan HSP-60’a karsi antikor tasidigi gosterilmistir. HSP-60/65
immiinodominant bir antijen olup bakteri ve/veya memelilerden koken alabilir. Sekans
homolojisi, mikrobiyal ve insan i1si soku proteini arasindaki capraz reaksiyon, arastirmacilara
HSP'nin BH etiyopatogenezinde yer alabilecegini distindirmustiir (Hadidi, Grace, Shaker,
Sherif ve Halim, 2006). ilk defa Lehner ve ark. tarafindan Behcet hastalarinda HSP-65

patojenik bir antijen olarak tanimlanmistir (Lehner ve digerleri, 1991).
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ingiltere’de, 1s1 soku proteini spesifik T hiicre yaniti ¥3T hiicre alt tipinde olup, Japonya ve
Tirkiye’de ise CD4" T hiicre tipindeydi (Direskeneli ve digerleri, 2000; Direskeneli, 2001;).
Bununla birlikte HSP-65 ekspresyonunun arttigi durumlarda ¥d T hiicreler de dokuda
bulunmaktadir, bu durum lokal 1si soku proteinine spesifik T hiicre repertuvarinin periferik

kandakinden farkli oldugunu distndirmektedir (Ergun ve digerleri, 2001).

insan 60kDa 1si soku proteini (HSP-60) ile bakteriyel 1si soku proteini 65 kDa (HSP-65)
arasinda ylksek oranda (%60) homoloji bulunmaktadir (Amoura, Guillaume, Caillat-Zucman,
Wechsler ve Piette, 2006). BH'nin aktif deri lezyonlarinda isi soku protein ekspresyonu
artmigtir (Ergun ve digerleri, 2001). BH’'nda HSP-60 ve HSP-65'e karsi otoantikorlar tespit
edilmistir (Ergun ve digerleri, 2001). insan ve bakteriyel i1si soku proteinleri arasindaki bir
capraz reaksiyon insan HSP-60’ina spesifik otoreaktif T hiicreleri prolifere edebilir ve sonug
olarak otoimmiin bozukluklar ortaya ¢ikabilir. HSP-60, Toll benzeri reseptor (TLR: Toll-like
receptor)-2 ve TLR-4’lin ligandi olarak dogal immiin yaniti uyarir, iL-6, iL-12, iL-15 ve TNF-a
gibi proenflamatuvar sitokinlerin iretimine, ICAM, VCAM gibi hiicre adezyon molekdillerinin
ekspresyonuna ve Thl immin yanitinin gelisimine neden olur (H. Direskeneli ve G.S

Direskeneli, 2003).

T hiicre antijeni olarak HSP-65 icin Sekil 2.1.”de bir immiinolojik model 6ngérilmustir. Bu
modele gore, ylksek afiniteli klonal delesyondan kurtulan insan HSP-60'ina reaktif T hiicre
klonlari timusta dastk afinite ile pozitif seleksiyona ugrayabilir, bununla birlikte HSP-60, 6z
(self) antijen olarak anerjik formda periferik kanda bulunmaktadir. Oral mukoza ve derinin
0zgll olmayan yaralanmalarindan ve oral Ulser gelisiminden sonra, streptokokal HSP-60
yapimi artar ve bu da 0ze ait HSP-60'a reaktif klonlari uyarir. Bu T hiicreler okiler
kompartmana go¢ ederek retinal HSP-60 ile aktive olarak, Thl tipinde sitokin

ekspresyonuna ve kronik okiler enflamasyona neden olabilirler (Direskeneli, 2001).

Diger bazi arastirmalara gére mikobakteri ve/veya streptokok enfeksiyonundan koken alan
HSP-60/65 ve ¢Opcu gorevi goren (scavenger) proteinler BH'nin patogenezindeki dogal
immunolojik reaksiyonlarda 6nemli rol oynayabilirler. Isi soku proteinlerinin, TLR'ler aracilig
ile antijen sunucu hiicrelere bazi antijenik peptidler sunduklari ve MHC-peptid kompleksi

araciligi ile spesifik T hicreleri aktive ettikleri diisiintilmektedir (Kaneko, Bang, Direskeneli,
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Ohno, Ishigatsubo, 2014). Bakteriyel ve 6ze ait HSP'ler arasinda molekiler benzerlikten
(mimicry) dolay! T hiicrelerin oral mukoza ve retinal dokular ile gapraz reaksiyon vermesi
hipotezine ek olarak; baska arastirmacilar, retinal proteinler gibi HSP'lere benzemeyen
otoantijenlerin T hiicre yaniti olusturdugunu gostermislerdir. S antijeni, en iyi tanimlanmis
retinal antijen olup sicanlarda deneysel otoimmiin tveiti uyardigi rapor edilmistir. Uveitli
Behget hastalarinda retinal S antijenine karsi hiicresel reaksiyon bildirilmistir ancak okdler
enflamasyonu olmayan bazi hastalarda IRBP (interphotoreceptor retinoid-binding receptor)
ve S antijen kaynakli peptidler gibi diger retinal antijenlere karsi da lenfosit reaksiyonu
bildirilmistir (Zierhut ve digerleri, 2003). Uveitli hastalarda retinal antijenlere Kkarsi
otoimmiin yanitin roli henilz bilinmemektedir; ancak Uveit ataklarinda S antijenlere yanit
veren lenfosit oraninin artmasi, reklran Gveit ataklari sonucu olusan retinal doku hasarinin
immin olarak korunmus alanlardaki (immune-privileged) epitoplarin ortaya c¢ikmasina
neden olmasi ve 0z antijenlere karsi T hiicre yanitinin gelismesi patogenezde

otoimmdiinitenin rol oynayabilecegini distiindliirmektedir. (De Smet ve Dayan, 2000).

Behcet hastalarinda ve romatoid artritli hastalarda yiksek diizeyde HSP-70 antikorlari rapor
edilmistir (Direskeneli H ve Direskeneli G.S, 2003). Isi soku proteinleri arasinda, HSP-70 hem
proenflamatuvar hem de anti-enflamatuvar etkiye sahiptir. HSP-70 proenflamatuvar
gorevini, antijen sunucu hicreler Uzerindeki reseptérlere baglanip hem sitokin
sekresyonunu hem de antijen sunumunu uyararak yerine getirmektedir. Anti-enflamatuvar
gorevini ise enflamatuvar mediyatorlerin salinimini azaltarak gerceklestirir. Bu nedenlerden
dolayi, 1si soku proteinlerinin Behcet etiyolojisinde yer aldigi distiniimekle birlikte detaylar

heniiz netlesmemistir (Karadag ve digerleri, 2010).

Norolojik tutulumu olan Behget hastalarinin serumlarinda ve serebrospinal sivilarinda bir
stres proteini olan af kristaline karsi artmis diizeyde antikorlar tespit edilmistir (Celet ve
digerleri, 2000). Retinal S antijeni imminolojik olarak korunan bir proteindir ve bu antijene
karsi immin yanit sadece Uveitli hastalarda gorilmustir (Zhao ve digerleri, 2008). Retinal S
antijenine ait bazi epitoplar ile HLA-B51 ve HLA-B27 arasinda homoloji rapor edilmistir (Pay,
Simsek, Erdem ve Ding, 2007). Tum bu uyaranlarin mekanizmasi ile ilgili daha detayh

calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Antijen sunucu hiicre

*HSP: Isi soku proteini
Sekil 2.1.HSP- 60/65’in BH immiinopatogenezindeki roli (Direskeneli, 2001’den alinmistir)

2.2.3. Anormal antijen sunumu

Bazi arastirmacilar, BH’nin antijen sunucu hiicrelerin bir hastaligi olabilecegini ileri
sirmuslerdir. Son zamanlarda dogal immiin sistem Uzerinde yapilan calismalar, sablon-
patern tanima reseptorleri (PRR: Patern Recognition Receptors) ve iliskili ligandlar
tarafindan uyarilan antijen sunucu hicrelerin sitokin olusturarak Th farklilasmasini
diizenledigini diistindiirmektedir (Reynolds ve Dong, 2013). iL-12, asil olarak antijen sunucu
hicreler tarafindan sentezlenen bir sitokin olup, Thl tipinde immiin yanitin olusmasinda
anahtar sitokindir. Benzer olarak iL-18 de antijen sunucu hiicreler tarafindan olusturulan bir
sitokin olup iL-12 ile birlikte Th1 polarizasyonuna katkida bulunmaktadir. Serum iL-12 ve
Th1l hiicreleri arasinda bir iliskinin tespit edilmesi, ayrica BH'nda artmis iL-18 serum
dizeyleri bulunmasi, antijen sunucu hicrelerin BH patogenezinde rolli olabilecegini
dusliindirmektedir (Pay ve digerleri, 2007). Behcget hastalarinda yapilan fenotipik analizler,
periferik kan dendritik hiicre ylzdesinin azaldigini ve bunlarin patogenezde aktif olarak rol

aldigini 6ngérmektedir (Pay ve digerleri, 2007).
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Antijen sunucu hiicrelerin patogenezdeki roll Sekil 2.2.’de verilmistir. Bir takim antijenlere
karsi asirt duyarlilik olusturan aBT ve yOT hiicreler patogenezde anahtar rol oynamaktadir.
Asirt duyarlihigin, sinyal iletimine veya antijen sunucu hicrelere bagh olup olmadig
bilinmemektedir. Antijen sunucu hiicrelerin iIFN-y ve TNF-a gibi Th1 sitokinleri ile uyarim,
iL-12 ve iL-18 {retimine neden olur, yeni iretilen bu sitokinler de Thl polarizasyonuna
neden olur. Antijen sunucu hicreler veya T hiicre asiri duyarhligina bagh olarak olusan
artmis iFN-y, TNF-a, iL-8, iL-17 ve iL-18, nétrofil hiperaktivitesine neden olur. Nétrofiller
tarafindan artmis diizeyde iL-12 ve iL-18 salinir. Artmis nétrofil aktivasyonu, Thi tipindeki
immin yaniti daha da arttinir. Sonug olarak antijen sunucu hiicreler, Thl hicreler ve
notrofiller arasindaki karmasik etkilesim BH’nin patogenezinde yer alan temel immin

mekanizmayi aciklayabilir (Pay ve digerleri, 2007).

Antijen
A Antijen sunucu
IL-1 hiicreler
€——  HLA-B51

&—— TNF

MIC

: iL-18 iL-12 § :

¥ / L .

iL-8 iL-17 o

T lenfosit Notrofil
Enflamasyon Endotel fonksiyon bozuklugu

Tromboz E Koagiilasyon ve fibrinolitik
< sistem anomalileri
Doku hasari

Sekil 2.2. Antijen sunucu hiicrelerin patogenezdeki roli (Pay ve digerleri, 2007’den
alinmstir)
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2.2.4. Behget Hastaligi immiinopatogenezinde yeni yaklasimlar

Genetik olarak duyarli olan bireylerde, cevresel uyaranlar immiin sistem fonksiyonlarinda
bozukluklara neden olmakta, bunun sonucunda olusan enflamasyon BH’nin patogenezinden
sorumlu tutulmaktadir (Bayazit ve digerleri, 2008). Bu konudaki immunolojik ¢alismalar ilk
defa 1963 vyilinda Oshima ve ark.’nin, hastalarin dolasiminda oral mukozaya karsi
otoantikorlarin varligini géstermeleri ve serum gamaglobiilin diizeylerinde artis saptamalari
ile baslamistir; bu calismalar giderek bilyik bir hiz kazanarak glinimiize kadar devam

etmistir (Oshima ve digerleri, 1963).

Patogenezde hem hiicresel hem de himoral imminite yer aldigi diisiniilmektedir. Behget
hastalarinin serumunda artmis 1gG ve IgM dizeyleri humoral imminitenin hastalik

patogenezine katkida bulundugunu gostermektedir (Haghighi, 2004).

GUnumuzde BH’nin immiinopatogenezi ile ilgili ¢alismalar hicresel imminite Uzerine
yogunlasmis ve patogenezde T lenfositlerin merkezi bir rol oynadigini diistindirmektedir
(Chambrun ve digerleri, 2012). Perivaskiiler eksiidalarda artmis CD4'T hiicrelerin varhigi ve T
hiicreler tarafindan iL-2, IFN-y ve TNF-B iretiminde artis olmasi hiicresel immin yanitin
hastalik patogenezinde roli oldugunu gosteren delillerdir (Haghighi, 2004). Simdiye kadar
notrofiller, y0 T hiicreler, sitotoksik T hiicreler, Thl hiicreler, regiilator T hicreler (Treg) ve
son zamanlarda Th17 hiicreler BH patogenezinden sorumlu tutulmustur (Chambrun ve

digerleri, 2012).

10T hiicreler

Konak savunmasinda, mukozal imminitede ilk asamada rol alir. BH’'nda tam olarak rolleri
bilinmemesine ragmen ydT hicreler, hastalik patogenezinden sorumlu tutulmaktadirlar.
Farkl sitokinlerin sekresyonu ile y3T hucreler, aBT hiicreleri diizenleyebilir. BH'nda mukozal
lezyonlarin ¢ok sik gorilmesi nedeniyle ydT hicrelerin fonksiyonlari detayli bir sekilde
incelenmis ve enflamasyon bdlgesinde ydT hiicrelerin varligi rapor edilmistir (Hamzaoui ve
digerleri, 1994). Bu hastalarda yoT hicrelerin artmis oldugu ve farkh bakteriyel Uriinlere

karsi yuksek proliferatif yanit olusturduklar bildirilmistir (Freysdottir, Hussain, Farmer, Lau
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ve Fortune, 2006). Bu hiicrelerde oligoklonalden ¢ok poliklonal gogalma tanimlanmistir; bir
¢ok calisma bu ¢ogalmanin hastalik aktivitesi ile uyumlu oldugunu gostermistir (Freysdottir
ve digerleri, 2006). yOT hiicrelerin hastalik aktivitesi boyunca periferik kanda ¢ogalmalarinin
oral aftéz Ulserlerdeki mikroorganizlara ait UGrlnler ile uyarim sonucunda oldugu
disintlmektedir. Bunlara ek olarak enflamasyon bolgesinde ve serebrospinal sivida da yoT
hicrelerin varhg rapor edilmistir (Kapsimali ve digerleri, 2010). Saglikh kontrollerle
kiyaslandiginda, Behget hastalarinda aBT hiicrelerinde azalma; y8T hiicreleri, CD56"
hiicreler ve CD8" 3T hiicrelerinin oranlarinda artis oldugu saptanmistir. Artmis diizeyde
saptanan y3T hiicrelerin CD69 ve yiliksek dizeyde CD29 eksprese ettikleri; saglikli
kontrollerle kiyaslandiginda daha yiiksek diizeyde IFN-y ve TNF-a Urettikleri gériilmistiir. Bu
sonuglar aktif yOT hicrelerin immiinopatojenik olaylarin diizenlenmesinde rol alabilecegini
disiindirmektedir. (Clemente ve digerleri, 2010). Hasan ve ark.’nin ¢alismasinda, yoT
hicrelerin mikobakteriyel HSP-65'lerden doért peptid tarafindan uyarildigi gésterilmis ve bu
testin BH igin tani koydurucu bir laboratuvar testi olarak kullanilabilecegi 6ne strilmustir
(Hasan, Fortune ve Wilson, 1996). Aktif Behget hastalarinda periferik kanda yoT hiicreleri,
Freysdottir ve ark.’nin calismasi ve diger bircok calismada yiksek bulundugu halde, Bayazit
ve ark.’nin yaptig calismada y3T hiicre orani, aktif hasta grubuna kiyasla inaktif hasta
grubunda anlamli derecede yuksek bulunmustur. Bu durum y3T hiicrelerinin baskilayici
fonksiyonlarinin olmasindan yola ¢ikarak inaktif hastalarda artmis olmasinin bir sonug degil
sebep olabilecegi diusundirmektedir. ydT hiicrelerinin mukozal yiizeylerden ve deriden
viicuda giren patojenlere karsi basta iIFN-y salgilamak tizere kullandigi cesitli mekanizmalarla
etkili bir imminolojik bariyer olabilecegi ve timor hicrelerinde bile etkin bir yanit
olusturabilekleri g6z 6nlinde tutuldugu zaman, periferik kanda artmis olmalarinin hastalig
inaktif donemde tutmayi sagladigi sonucuna varilmistir (Bayazit ve digerleri, 2008; Wang ve
digerleri, 2003). Kimerik bir anti-TNF-a monoklonal antikoru olan infliximab, in vivo ve in
vitro olarak y8T hiicre ¢ogalmasini, aktivasyonunu ve sitotoksik aktivitesini baskilamaktadir
(Accardo-Palumbo ve digerleri, 2010). Bu durum infliximab'in BH'ndaki etkinligini
aciklamaktadir, ayrica yo T hiicrelerin hastalik patogenezindeki 6nemini gdstermektedir. S6z
konusu hicre grubunun deneysel modellerde gliclii bir Thl ve Th17 uyarani oldugu da
gosterilmistir.  y0T hicrelerin BH'ndaki roliiniin daha ileri dizeyde tanimlanmasi

gerekmektedir (Chambrun, 2012).
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NKT (Dogal olduriicia T) hicreler

NKT hiicreleri, heterojen bir T hiicre popiilasyonu olup hem T (CD3*) hem de NK (CD56%)
hicre belirtegleri tasir ve otoimmin hastaliklarin kontrolinde vyer alirlar (Yato ve
Matsumoto, 1999; Yu ve digerleri, 2004). Hamzaoui ve ark.’nin bir ¢calismasinda aktif, tedavi
almamis noroBehget hastalarinin serebrospinal sivi 6rneklerinde artmis oranda NKT
hiicreleri bildirilirken, tedavi sonrasinda NKT hicre oraninda disls rapor edilmistir
(Hamzaoui ve digerleri, 2006). NKT hiicreleri ile ilgili ¢eliskili sonuglar bulunmaktadir. Elde
edilen sonuglar NKT hicrelerinin pleiotropik 0Ozelliklerinden dolayi, farkli enflamasyon
bolgelerinde  fonksiyonlarinin ~ farkhlik  gosterebilecegini  gostermektedir.  Yapilan
calismalarda CD8'CD56'NKT hiicrelerin diger tveitlerle kiyaslandiginda, Behcet liveitinde
daha o6nemli bir rol oynayabilecegini duslindiirmektedir (Yu ve digerleri, 2004). Kore’de
yapilan bir kohort arastirmasinda (veitli Behcet hastalarinda yer alan NKT hiicrelerinin
sitotoksik 6zellikte oldugu ve hiicrelerin bu 6zelligini hem Fas ligand bagimli olarak hem de

perforin bagimli olarak gerceklestirdigi gosterildi (Ahn, Chung, Lee, Yu ve Yu, 2005).

NK hicreleri

Dogal bagisikligin 6nemli elemanlari olup spesifik olmayan sitotoksik aktiviteye sahiptirler.
Dogal ve kazanilmis bagisikligi sitokinler araciligi ile veya hiicre-hiicre temas ile

gerceklestirirler (Kimura ve Nakayama, 2005; Peritt ve digerleri, 1998).

Sekresyon profillerine bagli olarak NK hiicrelerinin iki alt tipi tanimlanmistir; tip 1 ve tip 2 NK
hiicreleri (Zhang C, Zhang J ve Tiang, 2006). Tip 1 NK (NK1) hiicreleri, IFN-y ve iL-10 sentezler
ve yiiksek diizeyde iL-12RB , eksprese eder; tip 2 NK (NK2) hiicreleri ise iL-5 ve/veya iL-13
sentezler ve disiik diizeyde iL-12RpB, eksprese ederler. NK1/NK2 hiicreleri multipl sleroz
(MS), astim ve pemfigus vulgariste Th1 veya Th2 yanitini kontrol etmektedir (Yamaguchi ve
digerleri, 2010). Aktif BH'nda aktif NK hicrelerinin arttigi rapor edilmistir. NK2 araciligi ile
Th1l yaniti kontrol altina alinarak hastalar remisyon asamasina ge¢cmektedir (Hamzaoui,
Ayed, Hamza ve Touraine, 1988; Yamaguchi ve digerleri, 2010). Bir calismada NK

deplesyonu olan bir farede otoimmiin Uveoretinitin azaldigi gosterilmistir (Kitaichi ve
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digerleri, 2002). NK1/NK2 paradigmasinin BH’nda daha ileri dizeyde arastiriimasi

gerekmektedir.

2.2.5. Yardima T hiicreler ve sitokinler

ilk defa 1986'da Mossman ve Coffman, CD4'T hiicrelerin iki alt gruba ayrilabildgini gdsterdiler.
Bunlar imza sitokini olarak iFN-y Uiretenler ve iL-4 ireten hiicrelerdir. CD4'T hiicrelerin tek bir
hiicre serisi olmadigi, farkli fonksiyonlari olan farkli hiicre serilerinden olustugu anlasiimistir.
Naif konvansiyonel CD4'T hiicreler antijen ile karsilastiklarinda aldiklar farkli sinyallere gére
farkli hiicre gruplarina polarize olurlar. Bu hiicreler temel olarak Th1, Th2, Th17, indiklenebilen
regilator T hiicreler (iTreg) olmak Gzere 4 sinifta incelenebilir (Zhu ve Paul, 2008). Th1 hiicreleri
intraselller mikroorganizmalara karsi; Th2 hicreleri ise helmintler dahil ekstraseliler
patojenlere karsi immin yanitta yer almaktadir. Th1l hdicrelerinin anormal derecede
aktivasyonu c¢ogu organ spesifik otoimmin hastalikta gorilirken, Th2 hicreleri ise asil olarak
alerjik enflamatuvar hastaliklarda ve astimdan sorumlu tutulmaktadir. Thl7 hcreleri son
zamanlarda tanimlanmis olup normal olarak ekstraseliiler bakteri ve mantarlara karsi
korunmadan sorumludurlar. Onceleri deneysel otoimmiin ensefalomiyelit , kollajen ile uyarilmis
artrit, enflamatuvar bagirsak hastaligi gibi otoimmiin hastaliklara yanittan Thl hicreleri
sorumlu tutulurken, son zamanlarda kismen yanitta Th17 hiicrelerinin yer aldigi gosterilmistir.
iTreg hiicreler immin toleranstan ve immiin yanitin diizenlenmesinden sorumlu tutulmaktadir
(Abbas, 2007). Sekil 2.3."de CD4+T hiicre alt tipleri, farklilasmada yer alan sitokinleri ve hiicreler

tarafindan salinan sitokinler yer almaktadir.
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Sekil 2.3. CD4'T hiicre alt tipleri, farklilasmada yer alan ve hiicreler tarafindan salinan
sitokinler (Zhu ve Paul, 2008’den alinmistir)

Simdiye kadar yapilan galismalar, BH’nin baslamasindan, gelisiminden ve hastaligin neden
oldugu organ hasarlarindan karmasik sitokin aginin sorumlu oldugunu ve sitokinlerin
patogenezde dnemli bir yer tuttugunu géstermektedir. Bu karmasik agda Thl, Th2, Thl7,
Treg hiicre sitokinleri, kemokinler ve diger proenflamatuvar sitokinler yer almaktadir (Zhou,

Chen, Zhen ve Lu, 2012).

Sitokin sinyal yolaklari bloke edilerek tedavi agisindan dnemli sonuglara ulasilabilir. Bugline
kadar bazi sitokinler ve infliximab (insan-fare kimerik anti-TNF-a monoklonal antikoru),
Anakinra (rekombinant glikolize olmayan insan iL-1 reseptdr antagonisti) gibi bazi sitokin
bloke edici ajanlar BH'nin tedavisinde kullanilmistir. iIFN-a, 1980 yilindan beri tveiti olan
hastalarda kullanilmaktadir. Simdiye kadar yapilan calismalarda; iL-6, interferom gama ile
indiiklenen protein (iP)-10 santral sinir sistemi tutulumu olan hastalarda kullaniimis, iL-8,
RANTES, makrofaj enflamatuvar/inhibitér protein-1 (MIP-1)a'nin hastalik aktivitesi ile iliskili
oldugu rapor edilmis, iL-10’un hastalik aktivitesi ile negatif iliskili oldugu ve koruyucu olarak
rol oynadigi gosterilmistir. Yapilan genetik ¢alismalar, iL-1, TNF-a, iFN-y, iL-12 ve iL-18’in BH
ile iliskili oldugunu gostermistir (Zhou ve digerleri, 2012). Bircok baska arastirmaci Behget

hastalarinin serum 6rneklerinde saptanabilir diizeydeki farkli sitokinler icin celiskili sonuclar
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rapor etmistir. Bunun nedeni ise lokal olarak aktif olup sistemik dulzeyleri olgllen
sitokinlerin gegici olarak salinan ve ¢ok kisa yari omiurli kiicik molekiller olmalaridir

(Zierhut ve digerleri, 2003).

Proenflamatuvar sitokinler

iL-1

iL-1 ilk olarak endojen ates yapici bir protein olarak tanimlanmis ve "insan I6kosit pirojeni"
olarak adlandirilmistir. iL-1, iL-1a ve iL-1B olmak (izere iki majér proteinden olusmaktadir
(Dinarello, 2009). Bugiin iL-1 ailesinde 11 sitokin bulunmaktadir. iL-1a ve iL-1B minimal
sekans homolojisine sahip olmalarina ragmen biyolojik fonksiyonlari benzerdir. Bununla
birlikte lokalizasyon, olgunlasma ve sekresyonlarinda farkliliklar bulunur. iL-1, temel
fonksiyonlari TNF'ye benzeyen, enfeksiyonlara ve diger uyaranlara karsi konak
savunmasinda yer alan baslica sitokindir. Dogal immnite ve enflamasyonda TNF ile birlikte
gérev goriir (Abbas, 2007). iL-1a biyolojik olarak aktif olmasina ragmen iL-1B'nin biyolojik
olarak aktif forma gecmesi icin kaspaz-1 tarafindan pargalanmasi gerekmektedir. iL-1a ve iL-
1B, iL-1 tip | reseptoriine (iL-1RI) baglanarak benzer etkiler gosterirler. iL-1 ailesinin bu
tyeleri ayrica bir tuzak (decoy) reseptérii olan, IL-1 tip Il reseptériine (iL-1 RIl) baglanirlar,
bu reseptdr sinyalizasyonda yer almaz. iL-1 gii¢li bir proenflamatuvar sitokin olup endojen
pirojen olarak gorev goriir (Abbas, 2007). 1990 yilindan beri yapilan cesitli calismalarda
Behcget hastalarinda iL-1 diizeyi yiiksek olarak bulunmustur (Hamzaoui, Hamza ve Ayed,
1990). iL-1 sinifi sitokinler iL-1a, IL-1B ve IL-1 reseptdr antagonisitini (IL-1Ra) icermektedir.
Karasneh ve Akman tarafindan yapilan iki calismada iL-1 polimorfizminin hastaligin
baslamasi ile iliskili oldugu gosterilmistir (Akman ve digerleri, 2008). Sonuc olarak; gen
polimorfizminin hastalik mekanizmasinda yer aldigi ve bunun da iL-1 ekspresyonunda artisa
neden oldugunu gdsterilmistir. Rekombinan bir iL-1Ra olan Anakinra glukokortikoid ve/veya
anti-romatizmal ilaglara direncli hastalarda fayda saglamaktadir (Botsios, Sfriso, Furlan,

Punzi ve Dinarello, 2008).
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TNF-a

TNF-a, akut enflamatuvar yanitin ana mediyatoridir; asil kaynagl aktive mononukleer
fagositlerdir. Ana islevi; notrofillerin ve monositlerin mikroorganizmalari yok etmek lzere
enfeksiyon alanina goclini saglamak ve siddetli enfeksiyonlarda Fas-ligand (FasL) araciligi ile
apoptozu uyarmaktir (Abbas, 2007). TNF-a, bircok akut ve kronik enflamatuvar hastalikta
lenfositler ve retikiloendotelyal hiicreler tarafindan salinan ve bu enflamatuvar
hastaliklarin patogenezinden sorumlu tutulan proenflamatuvar bir sitokindir (Oztas, Onder,
Gurer, Bukan ve Sancak, 2005). iL-1 sinifi sitokinlere benzer olarak TNF-a da, BH’nin
patogenezindeki roli en fazla arastirilan sitokinlerden bir tanesidir. BH'ndaki
enflamasyonun TNF-a dahil Th1l lenfositlerinden kaynakl sitokinler (iL-6, iL-12, iFN-a)
tarafindan gergeklestirildigi disinilmektedir (Gul A, 2001; Hamzaoui ve digerleri, 2002).
Hastalik aktivitesinin dolasimdaki monositlerin direkt aktivasyonu sonucunda salinan
proenflamatuvar mediyatorler ile iliskili oldugu distntlmektedir (Evans, Jellis, Hughes,
Remick ve Friedland, 1998). Bir calismada BH’nin piistiiler lezyonlarindan elde edilen CD8T
hiicre dizilerinin TNF-o mRNA (retebildikleri (Mochizuki, Morita, Yamamoto ve Yamana,
1997), baska bir calismada ise anti-TNF-a antikorlari ile tedavi edilen BH'nda lveit, intestinal
Ulserler ve orogenital Ulserlerde tedavinin etkili oldugu ve TNF-a’nin BH patogenezinde yer
aldigini gostermistir (Hassard, Binder, Nelson, Vasiliauskas, 2001; Robertson ve Hickling,
2001; Sfikakis, Theodossiadis, Katsiari, Kaklamantis ve Markomichelakis, 2001). Behcet
hastalarina ait CD4'T hiicrelerin infliximab ile kiiltir( yapildigina; Th17 polarizasyonunun ve
RORyt Th17 transkripsiyon faktérinin azaldig, sonug¢ olarak TNF-a’nin, Th17 hicre
farklilasmasina neden oldugu gosterilmistir. Bu veriler anti-TNF-a tedavisi ile Th1l7
farklilagmasinin inhibisyonunun Behget hastalarini koruyabilecegini dislindiirmektedir

(Sugita, Kawazoe, Imai, Yamada, Horie ve Mochizuki, 2012).

iL-6

iL-6, pleiotropik proenflamatuvar bir sitokin olup immiin diizenleme, hematopoez,
enflamasyon ve onkogenezde bircok biyolojik etki gostermektedir. iL-21 de, iL-6’ya benzer
sekilde, Transforme Edici Blylime Faktori (TGF)-B ile birlikte Th17 farklilasmasini uyarir

(Kimura ve Kishimoto, 2010); asil olarak mononikleer fagositler, aktif astrositler ve T
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hiicreleri tarafindan salinir. Yapilan bircok calismaya gére, BH'nda iL-6'nin hastalik aktivitesi
belirteci olarak kabul edilmesi 6nerilmektedir (Akdeniz, Esrefoglu, Keles, Karakuzu ve Atasoy,
2004). iL-6'nin santral sinir sistem tutulumu olan hastalarda &nemli bir role sahip oldugu
disinilmektedir. Cin’de yapilan ve 1992’de yayinlanan bir ¢alismada, santral sinir sistemi
tutulumu olan Behget hastalarinda aktif fazda serebrospinal sivilarinda iL-6’nin dnemli
dlciide arttigi bildirilmistir (Wang, Chuang ve Chen, 1992). Son yillarda yapilan ¢alismalar iL-
6'nin iL-17 yapan Th17 hiicreler ile regiilatér T hiicreler (Treg) arasindaki dengenin
diizenlenmesinde énemli bir role sahip oldugunu gdstermektedir. iL-6, TGF-B ile birlikte naif
T hiicrelerden Th17 farkhlasmasini uyarirken, ancak TGF-B ile uyarilan Treg farklilasmasini
ise inhibe eder (Kimura ve Kishimoto, 2010). IL-6 aktivitesinin kontrolii bazi otoimmiin ve
enflamatuvar hastaliklarin tedavisinde etkili bir yaklasimdir. Tocilizumab, iL-6 reseptdriine
kargi gelistirilmis insanlastiriimis (humanize) bir monoklonal antikor olup, santral sinir
sistemi tutulumu olan Behget hastalarinda uygun bir tedavi secenegi olabilecegi
distnilmektedir, ancak heniiz yapilmis bir vaka calismasi bulunmamaktadir (Borhani ve
Safari, 2008). Yamakawa ve ark. tarafindan, aktif Behcet hastalarinda artmis iL-6 gen
ekspresyonu ve hastalarin periferik kan mononikleer hiicrelerinden elde edilen kiltir
siipernataninda yiiksek iL-6 diizeyleri tespit edilmistir. Daha &nce yapilan diger calismalarda
da aktif Behget hastalarinda inaktif ve/veya saglikh kontrollere kiyasla daha yiiksek iL-6

serum duizeyleri tespit edilmistir (Sun ve digerleri, 2009).

Th1 hiicreler ve Th1 sinifi sitokinler

Th1 hicreler hiicresel immiin yanittan sorumludur (Abbas, 2007). Geleneksel olarak, BH Th1
iliskili enflamatuvar hastalik olarak bilinmesine ragmen, prospektif calismalar, Th17
hiicrelerinin patogenezde yer alan onemli hicreler oldugunu 6ne sirmektedir, ayrica
genom bazl bazi calismalarda da bu goriis dogrultusunda sonuclar elde edilmistir (Remmers

ve digerleri, 2010).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar hem Th1l hem de Th17 hiicrelerin BH gelisimi icin kritik
oldugunu gostermektedir (Na, Park M, Park S, Lee, 2013). Farkli otoimmin hastaliklarin
patogenezinde bozulmus bir Th1/Th2 dengesi rapor edilmistir (Ahmed ve digerleri, 2004).

Aktif Behget hastalarinin lezyonlarinda, periferik kanlarinda, monontkleer hiicrelerin
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sitoplazmasinda, poliklonal olarak uyarilan periferik kan monontikleer hicrelerin hiicre
kiltir stpernatanlarinda, Thl sitokin yapimi artmis olarak tespit edilmistir (Ahmed ve
digerleri, 2004; Frassanito, Dammacco, Cafforio ve Dammacco, 1999; Yamaguchi ve
digerleri, 2010). Bunun yanisira, aktif hastalarin periferik kanlarinda Th1 hiicrelerin kemokin
ekspresyonunda da artis tespit edilmistir (Ahmed ve digerleri, 2004; Houman ve digerleri,
2004). Oral ve genital Ulserleri, psédofollikilitleri, paterji testi lezyonlari ve gastrointestinal
tutulumu olan Behget hastalarinda; iFN-y, iL-8, iL-12 ve Th1 kaynakli kemokin reseptérleri
(CCR5, CXCR3) ve Monosit Kemoatraktan Protein (MCP)-1 artisi rapor edilmistir (Ahmed ve
digerleri, 2004; Ferrante ve digerleri, 2010). Uveitli ve stomatitli hastalarda da Th1 baskinlig

gozlenmektedir (Shimizu, Yoshikawa, Takada, Hirotsu ve Suzuki, 2010).

Th1 sinifi sitokinler

Alayh ve ark. tarafindan yapilan tek nikleotid polimorfizm calismalarinda Thl sinifi
sitokinlerin BH ile yakindan iliskili oldugu gosterilmistir (Alayli ve digerleri, 2007). Birgok
calismada Behget hastalarinda iL-18, iFN-y, iL-12 Th1 sitokinlerinde artis gérilmustir
(Altenburg ve digerleri, 2006).

[L-12 ve IFN-y

IL-12 ilk olarak NK uyarici faktér olarak tanimlanmistir. iL-12, heterodimerik yapida olup p35
ve p40 zincirlerinden olusur (Kobayashi ve digerleri, 1989). IiL-12 hiicre igi
mikroorganizmalara karsi erken immiin yanitin olusturulmasinda bir araci ve kazanilmig
hiicresel immun yanitin baslatilmasinda anahtar sitokindir. Esas islevi; NK hiicre aktivasyonu
ve IFN-y uyarimi sonucu Thl polarizasyonuna yénlendirmedir (Abbas, 2007). iL-12, aktif
monosit, makrofaj, nétrofil, mikroglia ve dendritik hiicreler tarafindan yapilmakta; iL-12RB1
ve IL-12RB2 alt-tinitelerinden meydana gelen heterodimerik vyapidaki bir reseptore
baglanmaktadir (Abbas, 2007). Her reseptor alt-Unitesi aktif T hicreler, NK hiicreler,
dendritik hiicreler ve B hiicre dizilerinde eksprese edilmektedir. iL-12 indirekt olarak
makrofajlarin antimikrobiyal, antiparaziter ve antitimor aktivitesini ve  NK hiicrelerin

sitolitik aktivitesini uyarmaktadir (Hsieh ve digerleri, 1993).
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IFN-y, makrofaj ve dendritik hiicrelerden salinan iL-12 ve iL-18 etkisi ile NK, CD4 ve CD8 T
hiicrelerden salinmaktadir. Antijene 6zgil CD4 T hiicreleri, IFN-Y'nin en énemli in vivo
kaynagini olusturmaktadir (Torrado ve Cooper, 2013). iFN-y, Th1 yanitinin gelismesinde, B
hiicrelerde 1gG2a izotip donlisimiinde, sinif | ve Il MHC proteinlerinin ekspresyonunda ve

antijen sunumunda gorev almaktadir (Akkoc, Koning, Ruckert, Barlan ve Akdis, 2008).

IL-12 ve IFN-y, Th1 sinifi sitokinler olup simdiye kadar yapilan ¢alismalar BH'nda énemli bir
rol oynadiklarini gostermistir. Belguendouz ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, Uveitli
hastalarda iL-12 ve IFN-y’nin arttigini ve iL-12 artisinin iFN-y ile kiyaslandigi zaman daha
spesifik oldugu bildirilmistir (Belguendouz ve digerleri, 2008). Ahn ve ark.’nin ¢alismasinda
ise Uveiti olan hastalardaki IFN-y diizeyinin diger hastaliklara bagli olarak gelisen uveitli
hastalardan daha yiiksek oldugu bildirilmis, bu nedenle IFN-y’nin da Uveiti olan Behget
hastalarinda 6nemli bir rol oynadig dislintlmuistir (Ahn, Yu, Chung ve Park, 2006).
Frassanito ve ark. antijen sunucu hiicreler tarafindan yapilan artmis iL-12 diizeylerinin Th1
tipi yanittan sorumlu oldugu; bu nedenle antijen sunucu hicrelerin BH patogenezinde rol
oynayabilecegini bildirilmistir (Frassanito ve digerleri, 1999). Kobayashi ve ark. vaskiler
tutulumu olan 6 hastada vasa vasorum etrafinda lenfositlerin varligini ve iL-1a, TNF-a ve
IFN-y gibi proenflamatuvar sitokin ekspresyonunu tespit etmislerdir (Kobayashi ve digerleri,
2000). Ben Ahmed Behget hastalarinin kutandz dlserlerinden elde edilen deri biyopsi
érneklerinde iL-8, MCP-1, iFN-y ve iL-12 ekspresyonunda artis oldugunu tespit etmistir.
Calismalar aktif hastalarin lezyonlarinda iL-12, iL-18 ve IFN-y diizeyinin yiiksek oldugunu

gostermektedir (Ahmed ve digerleri, 2004).

iL-18

iL-18, iL-1 ailesinden proenflamatuvar bir Th1 sitokini olup yardimci T hiicreler, makrofajlar,
Kuppfer hiicreleri, keratinositler, osteoblastlar, astrositler ve dendritik hiicreler tarafindan
yapilmaktadir (Okamura ve digerleri, 1995). Yapisal olarak iL-1’e benzeyen iL-18, biyolojik
olarak inaktif bir prekiirsor olarak sentezlendikten sonra kaspaz-1 ile parcalanarak biyolojik
olarak aktif hale gelir (Arend, Palmer ve Gabay, 2008). T hiicre iliskili enflamasyonlarda iL-

18, hiicreleri uyararak iL-6, iL-12 ve iFN-a gibi sitokinlerin salinmasini uyarir (Oztas ve
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digerleri, 2005). iL-18 NK hiicrelerini aktive ederek iFN-y salinmasini uyarir, iFN-y ise T

hiicreleri uyararak iL-12 ve iFN-y yapimini aktive ederken iL-10 olusumunu baskilar.

Sonug olarak; iL-18 ThO'in Th2 yerine Th1’e déniismesini uyarir. Oztas ve ark., Behcet
hastalarinda iL-18 diizeyinin arttigini, bu artisin TNF-a ile iliskili oldugunu ve hastalikta Th1
sinifi stokinlerin 6nemli bir rol oynadigini rapor etmislerdir (Oztas ve digerleri, 2005).
Musabak ve ark ise, iL-18’in hastalik aktivitesi ile iliskili oldugunu, iL-18 diizeyinin remisyon
fazindaki hastalarda bile saghkl kontrollere gére daha yiiksek oldugunu boylece iL-18’in
hem hastaligin baslangic asamasinda hem de aktif donemde 6nemli bir rol oynadigini

bildirmislerdir (Musabak ve digerleri, 2006).

Th2 hicreler ve Th2 sinifi sitokinler

Th2 hiicreler hiimoral immin yanittan sorumludur. Th2 yanitinin Th1l yanitina zit yonde
oldugu belirtiimektedir (Abbas, 2007). Oral mukoza antijenlerine karsi artmis hicresel
sitotoksisite ve immun kompleks yaniti BH'nda hem Th1l hem de Th2 tipinde immiin yanit

oldugu gorislint desteklemektedir (Tlrsen, 2009).

Th2 sinifi sitokinler

Th2 sitokinleri Th1 yanitina zit yonde bir immiin yanit olustururlar. BH'nda Th2 lenfositler ve
sitokinleri ile ilgili sonuglar tartismalidir. Bazi calismalarda sayica azalmis CD8'T lenfositlerin
iL-4 ve iL-10 Urettigi bildirilirken, diger bazi calismalarda ise CD8'T hiicre sayisinin ve iL-4, iL-
6, IL-10 ve iL-13 diizeylerinin arttig bildirilmistir. Bu veriler dolasimda azalmis CD4/CD8 T
hiicre oranini gostermektedir (Tursen, 2009). Daha 6nceki calismalarda, Behget hastalarinda
eritema nodozum deri lezyonlarinda iFN-y olusturan hiicreler tespit edilirken, iL-4 olusturan
hiicrelere nadir olarak rastlanilmistir. Diger bazi calismalarda ise saglikh kontroller ve Behget
hastalari arasinda iL-4 diizeyinde herhangi bir fark saptanmamistir. Bu durum Behget
hastalarinda imminolojik olarak Th17 ve Th1’in rol aldigini gostermektedir. Th2 yaniti ile

ilgili veriler ise celiskilidir (Nagafuchi ve digerleri, 2005).
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iL-10

iL-10, Th2 sinifi anti-enflamatuvar bir sitokin olup Th1l kaynakh immiin yaniti ve
makrofajlarin antijen sunma kapasitelerini baskilar. iL-10, T hiicreler Gizerindeki baskilayici
etkisine ek olarak, B hiicre farklilasmasi ve ¢ogalmasini uyarir ve 1gG4 olusumunu arttirir (CA.
Akdis ve M. Akdis, 2009). Baslica Uretim kaynaklari, monositler, tip 1 regilator T (Trl)
hiicreler, B hiicreler, NK hiicreler, makrofajlar ve dendritik hiicrelerdir (Deniz ve digerleri,
2008). iL-10, iki alt-tiniteden olusur ve homodimer olarak salinir (Vieira ve digerleri, 1991).
IL-10 bircok proenflamatuvar sitokin, kemokin ve kemokin reseptériiniin ekspresyonunu
inhibe eder (Malefyt, Abrams, Bennett, Figdor ve De Vries, 1991). Kendisinden dnce yapilan
¢alismalarda BH'nda Th1 iligkili sitokinlerin 6énemli rol oynadigi bildirilmisti ancak Ben
Ahmed’in ¢alismasinda, aktif Behget hastalarinda iL-4’(in sabit diizeyde kalmasina ragmen
IL-10 artisinin iFN-y ile kiyaslanabilir dizeyde oldugunu ve iL-10 disinda diger Th2
sitokinlerinin hastalik patogenezinde yerinin olmadigi bildirmistir (Ahmed ve digerleri, 2004).
Belguendouz ve ark. tarafindan yapilan calismada ise iL-10 artisinin iFN-y etkisini antagonize
ederek koruyucu bir role sahip oldugu disinilmustir (Belguendouz ve digerleri, 2011).
Dalghous ve ark. tarafindan yapilan bir baska ¢alismada ise beklenmeyen sonuglardan biri
BH'nda Th1 iliskili sitokinler kadar olmasa da Th2 iliskili sitokinlerden iL-4 ve iL-10’un da
artmis olarak bulunmasidir. Glgli bir Thl sitokin yaniti ile birlikte disik diizeyde Th2
sitokin yaniti olmasi, BH'nda karmasik bir immin yanit oldugunu dislindirmektedir

(Dalghous ve digerleri, 2006).

Th17 hicreler ve Th17 sinifi sitokinler

Th17 hicreleri son zamanlarda izole edilen, birgcok otoimmiin/otoenflamatuvar hastaliktan
sorumlu tutulan, iL-17A (iL-17), iL-17F, iL-6, iL-8, TNF-a, iL-22 ve iL-26 sekresyonu ile
karakterize bir T hiicre alt-tipidir (Burgler ve digerleri, 2009). Th17 hiicreler, ekstraselller
bakteri ve funguslara karsi immiin yanittan ve mukozal imminiteden sorumludur
(Hamzaoui ve digerleri, 2011 a). Onceleri Th17 ve Th1 hiicrelerin iliskili hiicreler oldugu ve
ortak “pre-Th1” hiicreden kdken alarak sitokin ortamina (milieu) bagli olarak ya Th1 ya da
Th17 hicrelerine faklilastigi dusliniimekteydi. Simdiye kadar vyapilan arastirmalar

sonucunda Th17’nin farkh bir T hiicre alt-tipi oldugu, Thl ve Th2 ile iliskisi olmadigi tespit
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edilmistir. STAT-3 ve retinoik asit iliskili orphan reseptor yt (RORyt) ve a (RORa) Th1l7
farklilasmasinda yer alan baslica transkripsiyon faktorleridir (Chen ve digerleri, 2011). STATS3,
iL-6 ile uyarilan RORyt ve RORa ekspresyonunu ve Th17 olusumunu uyarir (Abbas, 2007).
STAT3’Un aksine STAT1 aktivasyonu Th17 gelisimini inhibe etmektedir (Kimura, Naka ve
Kishimoto, 2007). iL-27 ve iFN-y, Th17 gelisimini STAT1 bagimli olarak engellemektedir
(Batten ve digerleri, 2006). iL-2 ise Th17 gelisimini STAT5 yolagi ile inhibe etmektedir.
Boylece farkl sitokin aileleri tarafindan aktive edilen STAT ailesi Uyelerinin Th17 gelisiminde
hem pozitif hem negatif etkilerinin oldugu gériilmistiir (Kimura ve Kishimoto, 2010). iL-6
sinyalinin Foxp3 aracili RORyt supresyonunu bloke ettigine inanilmaktadir, bdylece Treg
hicreleri yerine Th17 hiicre olusumu gergeklesir (Chen ve digerleri, 2011). Th17 ve Foxp3+
Treg ve Trl hiicreleri fonksiyonel olarak farkli T hiicre alt tipleri olmasina ragmen bazi ortak
Ozellikleri bulunmaktadir. Bagirsaklarda serbest olarak bulunmalari, her iki hiicre tipinin
farklilasmasinda TGF-B’nin yer almasi ve hem Th17 hem de Trl hicrelerinin CD49b ve
yuksek dizeyde transkripsiyon faktorii AhR eksprese etmeleri en 6nemli ortak 6zellikleridir

(Gagliani ve digerleri, 2015).

Behcet hastalarinda, saglikh kontrollerle kiyaslandiginda Th17/Th1l oraninin daha yiksek
oldugu bulunmustur. in vivo ve in vitro calismalar sonucunda; Th17 hiicre fenotipinin stabil
olmadigi (Sekil 2.4.), “IFN-y Greten Th17 hiicrelere” dénistiikten sonra “standart olmayan
Th1 hiicrelere” dénlsebilecegi bildirilmistir. Bu iki hiicre tipinin, Th17 hiicrelere gore daha
patojenik olup enflamatuvar lezyonlara daha yiksek afinitesinin bulundugu bildirilmistir

(Annunziato, Cosmi, Liotta, Maggi ve Romagnani, 2012; Muranski ve Restifo, 2013).
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iL-23R iL-23R iL-23R
iL-12RB1 iL-12RB1 iL-12RB1

i @ iL-12RB1 iL-12RB2
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Th17 hiicreleri Thi hiicreleri

iL-12RB2
© \ iL-12RB2
©—©

Th1 hiicreleri Th1 hiicreleri

Sekil 2.4. Th17 ve Th1 hiicre farklilagmasi ve fenotipik plastisite (Annunziato ve digerleri,
2012’den; Muranski ve Restifo, 2013’den alinmistir)

Aktif BH'nda son zamanlarda yapilan calismalarda Th17 dizeyinde artis ve Treg
dizeylerinde azalma oldugu tespit edilmistir. Th17 hiicre dizeyleri hastalik aktivitesi ile
uyumlu bulunmustur. in vitro kosullarda CD4'T hiicrelerin iL-21 ile uyarilmasi sonucunda
Thl ve Th17 farklilasmasinda artis, Treg hiicre sikhginda azalma oldugu gorildi. Bu
calismada Th1/Th2 oraninda bir degisiklik tespit edilmedi (Geri ve digerleri, 2011). iL-21
Th17 ve Th1 yolaklarini aktive ettigi icin iL-21’in bloke edilmesi BH'nin tedavisinde umut
verici goriinmektedir (Liu, Yang, Wang, Li, Kijlstra, 2011). Th17 hicrelerin direkt olarak
enflamatuvar iL-17 ailesinden sitokinlerin sekresyonu yoluyla mi yoksa indirekt olarak
otoimmiin T ve B hiicreleri aktive ederek mi yer aldigi net degildir. Thl7 hicreleri
multisistemik  enflamasyonda vyer almasi ve plastisitesi nedeniyle  BH’nin
immiinopatogenezinde anahtar role sahiptir. Th17 sitokin sekresyonunun bloke edilmesi ile
gelecekte otoimmiin hastaliklarin tedavisine 6nemli katkilar saglanacagi disiniilmektedir.
Treg hicrelerinin stabil kalmasini saglayan ve Th17 hiicrelerine dénlismesini onleyen

faktorler, tedavi yaklasimlarinda Gmit verici olabilir (Hamzaoui K ve Hamzaoui A, 2012).
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Th17 sinifi sitokinler

iL-17 ve [L-23

iL-17, pleotropik enflamatuvar bir sitokin olup bazi proenflamatuvar sitokinleri ve
kemokinleri uyararak notrofil gocline neden olur ve bunun sonucunda bazi patolojik
bozukluklar ortaya ¢ikar (Kimura ve Kishimoto, 2010). iL-17 sinifi farkh bir sitokin ailesi olup,
diger bilinen sitokin veya proteinlerle herhangi bir sekans benzerligi icermez (Akdis ve
digerleri, 2011). iL-17 sinifi sitokinler, iL-17A, iL-17B, iL-17C, iL-17D, iL-17E (iL-25) ve iL-
17F'yi icermektedir. IL-17A, alerji ve otoimmiin hastaliklarin gelisiminde rol oynar; aktif
CD4'Th17 hiicreleri tarafindan yapilir fakat gesitli calismalarda CD8" T, 8 T ve NK hiicreler
ile notrofiller (Schmidt-Weber, M. Akdis ve CA. Akdis, 2007); epitelyal, vaskiiler endotelyal,
miyelomonositik ve kemik iligi stromal hiicreleri ile B lenfositler ve fibroblastlar tarafindan
da uretildigi saptanmistir (Moseley, Haudenschild, Rose ve Reddi, 2003). iL-17A, akciger,
dalak, bébrek ve karacigerde de yapilir (Yao ve digerleri, 1995). iL-17B ve iL-17C’'nin
fonksiyonlari heniiz tam olarak bilinmemektedir. IL-17C’nin proenflamatuvar sitokinleri ve
metalloproteaz olusumunu uyardigi diisiiniilmektedir (Kimura ve Kishimoto, 2010). iL-17D,
"|L-22" olarak da bilinmekte; iskelet kaslarinda, beyin, adipoz doku, kalp, akciger ve
pankreasta yiksek oranda (Starnes, Broxmeyer, Robertson ve Hromas, 2002); kemik iligi,
fetal karaciger, dalak, lenf digimd, plasenta, bobrek, timus, tonsiller, dinlenme halindeki
CD4A'T hiicreler ve dinlenme halindeki B hiicrelerde ise daha diisiik diizeylerde
uretilmektedir (Akdis ve digerleri, 2011). iL-17 ailesi Uyeleri arasinda iL-17A ve iL-17F en
yuksek homolojiye sahip olup, protein diizeyinde %50 benzerlik gosterirler (Starnes ve
digerleri, 2001). iL-17F, IL-17A ile ayni reseptére (iL-17RA) ama daha disiik afinite ile
baglanmaktadir (Hymowitz ve digerleri, 2001). iL-17F nin iki izoformu bulunmakta ve her
biri aktif Th17 hiicreler tarafindan iretilmektedir (Harrington ve digerleri, 2005). iL-17F, iL-
17A’ya benzer olarak bircok hiicre tipine etki ederek benzer proenflamatuvar sitokinleri ve
kemokinleri uyarmakta (Akdis ve digerleri, 2011) ve mukozal immun yanitta yer almaktadir
(Iwakura, Y, Ishigame, Saijo ve Nakae, 2011). Kore’de yapilan baska bir calismada ise, iL-17F
A126G niikleotid polimorfizminin Behget hastalarinda saglkli kontrollere gére anlamh
diizeyde yiksek bulundugu ancak daha ileri calismalarin yapilmasi gerektigi rapor edilmistir

(Jang ve digerleri, 2008).



31

Th17 farklilasmasinda, naif T hicrelerin iL-1B, iL-6, iL-23 ve TGF-B ile uyariimasi
gerekmektedir (Burgler ve digerleri, 2009). iL-17 farkh proenflamatuvar sitokinleri ve
kemokinleri uyararak enflamasyona neden olmakta; iL-1, TNF-q, IL-6, iL-8 ve prostaglandin
(PG)-E2 sekresyonunu diizenlemektedir. iL-17 ayrica CXC kemokin sekresyonunu da
artirmaktadir: Bu nedenle nétrofil gocline neden olur ve noétrofil aracili enflamatuvar yaniti
dizenler. Th17 hicreleri, T hiicre alt popilasyonu icinde nétrofil aktivitesi lGzerinde en

belirgin etkiye sahip hiicrelerdir (Furuzawa- Carballeda ve digerleri, 2007).

Th17 hicreleri muhtemelen BH'nin enflamatuvar yanitinda yer almaktadir. Behget
hastalarinda yiiksek iL-17 diizeyi ilk defa Hamzaoui tarafindan ortaya atilmistir (Hamzaoui
ve digerleri, 2002). BH'nda nétrofil aktivitesinin artmis oldugu bilinmektedir. Th17
farklilasmasinda yer alan iL-6, iL-1 ve TNF-a gibi bir takim sitokinler de BH'nda yiiksek
diizeyde tespit edilmistir (Akman, 2007). Yapilan arastirmalar, fare Th1l modellerinde Th17
hiicrelerin IFN-y Greten T hiicrelere ddnisebilecegini géstermistir ve bu nedenle bunlara
"Thl-benzeri hiicreler" denmektedir (Bending ve digerleri, 2009). iL-17'in iilseratif kolit,
romatoid artrit, astim ve BH'nda saglikli kontrollere gore arttigi gdzlenmistir (Hamzaoui ve
digerleri, 2002). iL-17A diizeyleri aktif BH'nda artis gdstermektedir, bu durum Th17
hicrelerinin akut ataklarda 6nemli bir roli oldugunu distindirmektedir (Ekinci, Alpsoy,

Karakas, Yilmaz ve Yegin, 2010).

iL-23, iL-12 ile p40 altiinitesini paylasan proenflamatuvar bir sitokindir. Esas olarak antijen
sunan hicreler tarafindan olusturulmakta ve Th17’nin uyarilmasinda islev gérmektedir.
Ayrica bellek (hafiza) T hiicrelerin ¢ogalmasina neden olmaktadir (Hamza, Barnett ve Li,
2010; Parham C ve digerleri, 2002). iL-23, asil olarak antijen sunan dendritik hiicreler ve
makrofajlar tarafindan yapilir (Langrish ve digerleri, 2005). iL-23'Un ilk &nce naif T
hiicrelerinden Th17 farkhlasmasi icin gerekli oldugu rapor edilmis, daha sonra iL-23R’nin
naif T hiicrelerde eksprese edilmedigi gdsterilmistir. Bunun yerine iL-23'lin, TNF-a gibi, Th17
hicreler icin hayatta kalma (survival) sinyali olarak gérev gordigu bildirilmistir (Kimura ve
Kishimoto, 2010). iL-23, iL-6 ve TGF-B birlikte, Th0’in Th17’ye farklilasmasini uyarir. Th17
hiicreler iL-17A, iL-17F, TNF-a ve iL-1 sitokinleri salarak proenflamatuvar reaksiyonlara
neden olur. Manel'in calismasinda iL-2, iL-1B, iL-23 ve anti CD-3/28’in de ThO hiicreleri Th17

hicrelere farkhlastirabilecegi belirtilmektedir (Manel, 2008). Cin’de yapilan bir ¢alismada
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Behget hastalarinda iL-23 ve iL-17A’da artis oldugu ancak iFN-y’da artis olmadigi ve bu
sitokinlerin sadece periferik kanda degil ayrica gbzdeki akoz sivida da tespit edildigi, boylece
s6z konusu sitokinlerin Gveit patogenezinde yer aldigi bildirilmistir (Chi ve digerleri, 2010).
Tirkiye’de ve Japonya’da yapilan diger calismalar da, iL-17 ve iL-23’lin énemini ortaya
koymaktadir (Hamzaoui ve digerleri, 2011 a). Wei Chi ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada ise, iL-17’nin 6zellikle CD4"CD45R0O" ve CD8'CD45RO hafiza T hiicreleri tarafindan
dretildigi ve ayrica iL-23’Un IL-17 yapimini arttirdigi ancak iFN-y’nin azalttigi gésterilmistir.
Bu bulgular iL-23 ve iL-17’nin BH'ndaki enflamasyon ile iliskili oldugunu disiindiirmektedir.
Diger bir dnemli bulgu ise bu calismada iL-17 olusturan CD4°'CD45RO" ve CD8'CD45RO" T
hiicrelerin Gveitli Behget hastalarinda Uveiti olmayan Behget hastalarina ve saghkl
kontrollere gore daha yliksek bulunmasidir (Chi ve digerleri, 2008). Xiaoli ve ark. tarafindan
yapilan bir calismada, IFN-a’nin iL-17 ekspresyonu {zerindeki inhibitdr roliiniin kismen
artmis iL-10 ekspresyonu ile iliskili oldugu bildirilmistir (Xiaoli, Peizeng, Chaokui, Fuzhen ve
Aize, 2011). iL-17 ve iL-23 diizeyleri BH, aktif Gveiti olan VKH (Vogt-Koyanagi-Harada),
psoriazis, enflamatuvar bagirsak hastaligi, sklerit ve Gveit olgularinda da vyuksek
bulunmustur (Chan ve digerleri, 2006). Tum bu immin kdkenli hastalklar farkh klinik
bulgulara ve patolojik oOzelliklere sahip olup farkli otoantijenler tasimaktadirlar. Bu
hastaliklarda iL-23/iL-17 ortak bir yolak olarak gériinmektedir. Genetik ¢alismalarda, iL-23R-
iL12RB2 ve iL-10 lokusunun BH igin duyarhlik lokusu oldugu bildirilmistir (Mizuki ve digerleri,
2010; Remmers ve digerleri, 2010). Son yillarda yapilan calismalar okiiler enflamasyonlu ve
deri lezyonu olan hastalarda Th1/Th17 tipinde immin yanitin baskin oldugunu ve
muhtemelen iL-23/iL-23R yolaginin da hastalikta yer aldigini diisiindiirmektedir (Sugita ve
digerleri, 2012).

Regilator T (Treg) hiicreler

Treg hiicreler CD4, CD25 ve Foxp3 transkripsiyon faktorii ekspresyonu ile karaterizedir ve
otoimmiin hastaliklara karsi korumada ve immiin dengenin saglanmasinda 6nemli bir role
sahiptir (Miyara ve Sakaguchi, 2011). Bircok Treg hiicre cesidi olmasina ragmen "dogal
regllator T (nTreg)" ve "indlklenebilen regilator T (iTreg)" hicreler en iyi tanimlanan hiicre
alt-tipleridir (Kimura ve Kishimoto, 2010). nTreg hicreler timustan gelisir ve Foxp3

transkripsiyon faktorl ekspresyonunu kazanir. iTreg hiicreler periferde naif T hiicrelerden
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veya in vitro olarak antijenler ve TGF-B ile uyarim sonrasinda gelisirler (Chen ve digerleri,
2003). iTreg hiicreler iL-35, TGF-B, iL-10 gibi bazi anti-enflamatuvar sitokinler lretir ve
immin yaniti baskilarlar fakat bazen transformasyona ugrayarak patojenik efektor T
hiicrelere donlsurler (Shimizu ve digerleri, 2010). nTreg ve iTreg hiicrelere ek olarak
regiilator goérevi Ustlenen diger hiicreler CD8'Treg, tip 1 regilatér T hicreler (Trl) ve
yardimci tip 3 T hiicrelerdir (Th3) (Ogarra ve Vieira, 2004). Oze cevap veren (self reactive) T
hiicreler bazi otoimmiin hastaliklara neden olmaktadir, bunlar Treg hiicreler gibi periferik
tolerans mekanizmalari ile kontrol edilirler. Bu nedenle otoimmuin hastaliklarin énlenmesi
icin Treg hiicreler tarafindan toleransin saglanmasi 6nemlidir (Kimura ve Kishimoto, 2010).
BH'nda Treg hiicre popllasyonu ile ilgili veriler geligkilidir. Bazi galismalarda periferik kan ve
serebrospinal sivida Treg hiicre oraninda artis gozlenirken (Hamzaoui, Borhani, Ghorbel,
Houman, 2011 b; Pekiner, Aytugar, Demirel ve Borahan, 2012) diger calismalarda azalma
oldugu saptanmistir (Geri ve digerleri, 2011). Diger bazi calismalarda ise Behcet hastalari ile
kontroller karsilastirildiginda Treg hiicrelerde belirgin bir fark tespit edilmemistir (Geri ve
digerleri, 2011). Bununla birikte CD45 ekspresyonuna gore Treg alt-gruplarina bakildiginda,
aktif Treg hicrelerin (CD45RA'CD25™") BH'nda énemli diizeyde azaldig tespit edilmistir
(Geri ve digerleri, 2011). Elde edilen veriler Foxp3* Treg hiicrelerin otoimmiin hastaliklarin
onlenmesinde ve immin toleransin kazanilmasinda énemini ortaya koymaktadir. Boylece
Treg hiicreler in vitro olarak cogaltilarak hastaya verilmesinin BH tedavisi icin uygun bir
tedavi yaklasimi olabilecegi bildirilmistir (Peizeng ve digerleri, 2014). Nanke ve ark.'nin
BH'nda okiiler atak 6ncesinde ve sonrasinda yardimci T hiicreler arasinda CD25°CD4'T
hicrelerin oranini arastirdigl calismasinda, okiler atak Oncesinde sonrasina goére disik
bulunmustur. Bu bulgular T hicre regllator fonksiyonunda bozukluk oldugunu

gostermektedir (Shimizu ve digerleri, 2010).

Regilatodr T hicre (Treg) sitokinleri

iL-35

iL-35, iL-12 ailesinden anti-enflamatuvar bir sitokin olup Treg hiicre fonksiyonlarinda gérev
alir (Pope ve Shahrara, 2013). iL-35 molekiiler olarak p35 alt {nitesi ve p40 ile iliskili

EBi3’den meydana gelen bir heterodimerdir. Reseptdr olarak iL-27 ve IL-12 reseptérlerini
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kullandigi diistiniilmektedir. iL-35, CD4+ T hiicreleri igerisindeki hem aktif hem de dinlenme
fazindaki (resting) Treg hicreler tarafindan vyapilmakta ve T hiicre ¢ogalmasini
baskilamaktadir. iL-35’te azalma immiin baskilamanin azalmasina neden olmaktadir (Hamza
ve digerleri, 2010). Baskilayici etkisinin, T hiicre ¢ogalmasinin azalmasina bagh oldugu en
onemli etkilerinden biridir. Farkhlasmalarinda TGF-B yer alir. TGF-B, Smad yolagini aktive
eder ve aktif Smad proteini Treg hiicreleri icin master gen olan Foxp3 ekspresyonuna neden
olur (Abbas, 2007). Hem Th17 hem de Treg farklilasmasi icin TGF-B gerekmesine ragmen, iL-
6 varliginda ve yoklugunda farkli immin cevaplara yol agarlar (Shimizu, Kaneko ve Suzuki,
2013). Son zamanlarda bazi arastirmacilar iL-12, iL-23, iL-27 ve iL-35’in heterodimer yapida
olduklarini, asagidaki sekilde yer alan alt Uniteleri ve JAK-STAT sinyal yolaklari tasidiklarini

rapor etmislerdir (Bettelli, Carrier ve Gao, 2006).

Sitokin iL-23 iL-12 iL-27 iL-35
Alt {inite
P19 P 40 P 35 I P 40 P 28 I Ebi3 P 35 I Ebi3
JAK2, TYK2 JAK2, TYK2 JAK1, JAK2 JAK1, JAK2
STAT1, STAT3 STAT4 STAT1, STAT3 STAT1, STAT4
STAT4, STATS

iL-10 iL-35?,
iL-10?

TGF-B?

Proenflamatuvar Anti-enflamatuvar

Sekil 2.5. iL-12 ailesi sitokinleri, iliskili reseptérler ve JAK-STAT sinyal yolaklar (Bettelli ve
digerleri, 2006'dan alinmistir).
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Behcet Hastaligi Th17 ve Treg dengesi

Th1l7 ve Treg dengesinin enflamatuvar ve otoimmiin hastaliklarin gelisiminde 6nemli
olabilecegi duslUnllmektedir (Becker ve digerleri, 2003). TGF-B, hem Th17 hem de Treg
farkhlasmasi icin gereklidir ve hem Foxp3 hem de RORYT ekspresyonunu uyarir (Zhou ve
digerleri, 2008). TGF-B, IL-6 ile birlikte, Th17 farkhlasmasina neden olurken; iL-6, TGF-B
araciligi ile farklilasan Treg hiicresi gelisimini inhibe etmektedir. Bu durum iL-6’nin Treg ve
Th17 dengesinin kontroliinde yer aldigini gdstermektedir (Kimura ve Kishimoto, 2010)(Sekil
2.6).

Genel olarak BH'nda Th17 efektor fonksiyonlari artmis, Treg fonksiyonlari azalmistir (Geri ve
digerleri, 2011). Th1l7 ve Treg arasindak iliski, 6zellikle kronik enflamasyon sirasinda,
karmasiktir. Son zamanlarda yayinlanan raporlar fare Treg hiicrelerinin hem Th1l hem de
Th2 hiicrelerini baskiladigini ve TGF-B olusumu ile iL-17 sekresyonunu artirdigini
gostermektedir (Mangan ve digerleri, 2006). Benzer sekilde, nTreg varhiginda CD4'T
hiicrelerin Th17 hicrelerine farklilasmasi artmaktadir (Evans, Suddason, Jackson, Taams ve
Lord, 2007). Hafiza Treg hiicrelerin, hafiza CD4+ T hiicrelere gore, Th17 hiicrelere
farkhlasma olasiliginin daha fazla oldugu dislinilmektedir (Mangan ve digerleri, 2006).
Marshak-Rothstein ve ark. tarafindan, Treg hiicrelerden Th17 hicrelerinin gelismesi igin,
antijen sunucu hicrelerin mikrobiyal Urlinler ile TLR'ler araciligi ile aktivasyonu gerektigi

bildirilmistir(Marshak Rothstein,2006).
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TGF-B
RORy
RORa

iL-6

— Th17
Naif T hiicresi @

TGF-B

Treg

Sekil 2.6. Th17/Treg dengesi (Kimuro ve digerleri, 2010'dan alinmistir)

Diger sitokinler

iL-21

iL-21, son zamanlarda tanimlanan, hafiza hiicreleri tarafindan yapilan bir sitokin olup Th17
farklilasmasini uyarmakta; ayrica Thl, Treg ve B hiicrelerin dizenlenmesinde de vyer
almaktadir (Geri ve digerleri, 2011). iL-21, Th17 hiicrelerin TGF-B ve iL-6 ile uyarimindan
sonra otokrin bir sekilde cogalmasini saglamaktadir. Ayrica iL-21, iL-23 reseptér
ekspresyonunu uyarir ve iL-23 ile Th17 hiicrelerin uyarimini saglar (Shimizu ve digerleri,
2010). iL-21’in enflamatuvar lezyonlarda yer aldigi, Th17 efektér hiicreleri destekledigi ve
Treg hicreleri baskiladigini gosteren arastirmalar bulunmaktadir. Remisyon fazindaki
Behget hastalarinin aktif hastalara gore daha az sayida Th17 hicreleri oldugu saptanmistir.
Bunun, Th17 hicrelerin Treg hiicrelere donlsimi ile agiklanabilecegi distnilmektedir (K.
Hamzaoui ve A. Hamzaoui, 2012). CD4+T hiicrelerin iL-21 ile in vitro uyariimasi sonucunda,
Th1 ve Th17 hiicre farklilsmasinda artis ve Treg hiicre sikliginda azalma oldugu gorilmustir.
Ayrica, iL-21’in bloke edildiginde Behcet hastalarinda Th17 ve Treg hiicreleri arasindaki
denge saglandigi bildirilmistir (Geri ve digerleri, 2011).
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2.2.6. Kemokinler ve reseptorler

a sinifi kemokin ailesi

iL-8 baslangicta nétrofil spesifik kemotaktik faktdor olarak tanimlanmis, daha sonra CXC
kemokin ailesinin bir tiyesi olarak siniflandiriimistir (Yoshimura ve digerleri, 1987). iL-1-a, iL-
1B, iL-17, TNF-a veya TLR'ler tarafindan uyarilan monosit, makrofaj, nétrofil, lenfosit,
endoteliyal ve epitel hiicreleri iL-8 Uretirler (Coelho, Hogaboam ve Kunkel, 2005). iki cesit iL-
8 reseptdrii vardir: CXCR1 (iL-8RA) ve CXCR2 (iL-8RB) (Holmes, Lee, Kuang, Rice ve Wood,
1991). iL-8’in ana efektér fonksiyonu; nétrofil aktivasyonu ile enfeksiyon veya yaralanma
bélgesine gdciiniin yénlendirilmesidir (Matsushima ve digerleri, 1988). iL-8 anjiogenezde de
rol almaktadir. Simdiye kadar yapilan bir¢ok calismada Behget hastalarinin aktif fazinda
notrofil sayisinda artis gosterilmistir. Giirtoy G ve ark. aktif hastalarda, aktivite ile iL-8
iliskisinin ESR ve CRP iliskisinden daha iyi oldugunu belirtmislerdir (Gur-toy G, Lenk, Yalcin,
Aksaray ve Alli, 2005). iL-8, BH'nda nétrofillerin aktivasyonu ve dokuya infiltrasyonundan
sorumludur (Mantas, Direskeneli, Oz, Yavuz ve Akoglu, 2000). Durmazlar yaptigi calismada
ise damar tutulumu olan hastalarda iL-8 diizeyinin oral, genital {lseri olan veya {veitli
hastalara gore daha yiksek oldugunu ve hastaligin aktivitesini belirlemede bir belirtec
olabilecegini ortaya koymustur (Durmazlar ve digerleri, 2009). iL-8 ‘e benzer diger bir
notrofil kemoatraktani olan GRO (human growth regulated oncogene) da iL-8 ile ayni
reseptorlere baglanir (Baggiolini, Dewald ve Moser, 1994). GRO-a’nin (veitli Behcet
hastalarinin serumunda artmis olarak tespit edilmesine ragmen son zamanlarda yapilan bir
calisma hastaligin farkli evrelerinde MCP-1'in (monocyte chemoattractant protein-1)
persistan rolini gostermistir (Kaburaki ve digerleri, 2003). Saruhan tarafindan yapilan bir
calismada noro-Behget ve enflamatuvar damar hastaligi olanlarda, IP-10'un serebrospinal
sivi diizeyinin MS’li hastalardan ve normal kontrollerden daha yliksek oldugu bulunmustur.
Bu durum IP-10’un sinir sisteminde enflamasyonu uyarabilecegini disindirmektedir
(Saruhan-Direskeneli, Yentlir, Akman-Demir, Isik ve Serdaroglu P, 2003). Houman ve ark.
tarafindan yapilan arastirmada CXCR3'nin, Ozellikle santral sinir sistemi tutulumu ve
pulmoner sistem tutulumu olan aktif BH'nda eksprese edilen ana enflamatuvar kemokin

reseptori olarak tespit edilmistir (Houman ve digerleri, 2004).
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B sinifi kemokin ailesi

MIP-1a; MCP-1 ve RANTES B sinifi kemokin ailesinde yer alir. Hiiseyin ve ark. tarafindan
yapilan bir calismada Behcget hastalarinda MIP-1a dizeyinin yiksek oldugu ve bu artisin
RANTES ve CRP ile iliskili olmadigi belirlenmistir. W-U Kim tarafindan yapilan bir baska
calismada ise Behget hastalarinin serumlarinda yiiksek bulunan MIP-1a diizeyinin, RANTES,
IL-8, MCP-1 artisi ile uyumlu oldugu bulunmustur. iki calisma sonucu arasindaki bu celiskinin
metodolojideki farklar ve hasta sayisindaki farkhhk ile agiklanabilecegi dustintlmistir (Kim
ve digerleri, 2005). CCR5, burada bahsedilen 3 kemokine ait reseptordir. CCR5'i kodlayan

gendeki polimorfizmin Gveitli hastalarla iliskili oldugu gosterilmistir (Chen ve digerleri, 2004).

2.2.7. Otoantikorlar

Otoantikorlar otoimmiin hastaliklarda siklikla rapor edilmektedir. BH'nda da bazi
otoantikorlar tespit edilmistir. Anti-endotel hiicre antikorlari BH'nda en fazla tespit edilen
otoantikorlardir. Calismalar bu antikorlarin BH'ndaki sikligini %18-50 olarak bildirmektedir
(Cervera ve digerleri, 1994; Direskeneli ve digerleri, 1995). Yapilan baska arastirmalarda
anti-endotel hicre antikoruna ek olaral BH'nda anti-lenfosit ve anti-kardiyolipin
otoantikorlarin varligi bildirilmistir (Direskeneli, 2001). Ancak anti-endoteliyal antikor varlig
hastaliga spesifik bir bulgu degildir (Marshall, 2004). Daha 6nce bazi Behcet olgularinda
bildirilen ANCA pozitifligi Polat ve ark. tarafindan arastiriimis; bu grubun tiim hastalarinda c-
ANCA ve p-ANCA negatif bulununca, daha 6nce bildirilen ANCA pozitifliginin tesadifi
oldugunu veya baska bir vaskilit durumunun varhgini gésterdigini; BH'nin ANCA pozitifligi
gosteren vaskiilitlerle benzerlik gostermesine ragmen BH patogenezinde ANCA’nin rolliniin
olmadigi distnilmistir (Polat, Vahaboglu, Eksioglu ve Onde, 2005). BH'nda arastirilan
ancak sonug¢ alinamayan bazi otoantikorlar ise anti-Saccharomyces cervisiae antikorlari
(Monselise ve digerleri, 2006), anti-kardiolipin (Musabak ve digerleri, 2005), anti-heparin
sulfat (Briani ve digerleri, 2006), anti-kinektin (Feng ve digerleri, 2007), anti a-tropomiyozin
(Mahesh ve digerleri, 2005), anti-anneksin-V (Aslan ve digerleri, 2004) antikorlaridir. Hepsi
birarada degerlendirildigi zaman; eldeki veriler otoantikorlarin BH patogenezindeki yerini
belirlemede yetersiz kalmaktadir. Toplam B hiicre sayisi normal olmasina ragmen, CD13,

CD33, CD80 ve hafiza hiicre belirteci CD45R0 ekspresyonu artmistir. Otoantikor olusturan
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dusiik diizeydeki CD5'CD19" B hiicreler BH’nin klasik otoantikor bagimli hastaliklardan farkli
oldugunu gostermektedir. Ancak B hiicrelerin immiin sistemdeki roll antikor olusumu ile
sinirh degildir, antijen sunucu gorevleri de vardir, bu ylzden aktif ve hafiza B hiicre profili,

BH'nda T hiicre aktivasyonunu diizenleyebilir (Direskeneli, 2001).

2.2.8. Efektor hiicrelerin roli

immiinohistokimyasal veriler

BH enflamatuvar lezyonlarina ait imminohistokimyasal analizler, vaskiler infiltratlarda
notrofil, mononikleer hiicreler, 6zellikle CD4'T ve az miktarda B lenfosit, NK hiicre ve
makrofajlarin varligini géstermektedir (Kobayashi ve digerleri, 2000; Hayasaki ve digerleri,
2004). Behcget hastalarinin intraokiler infiltratlarinda ise yiksek oranda sitotoksik
CD8'CD56'NKT ve CD8'CD56T hiicreler rapor edilmistir (Ahn ve digerleri, 2005; Yu ve
digerleri, 2004). yoT hiicreler de enflamasyon bdlgelerinde (bronkoalveolar lavaj ve
serebrospinal sivi) gosterilmistir (Freysdottir ve digerleri, 2006; Hamzaoui ve digerleri, 1994).
Oral ve genital Ulserlerde, psodofollikiilitlerde, paterji testi lezyonunda ve gastrointestinal
sistemde TNF-a IFN-y, iL-8, iL-12 gibi sitokinlerin, CCR5, CXCR3 gibi Th1l kemokin
reseptorlerinin ve MCP-1'in varligi gosterilmistir (Ahmed ve digerleri, 2004; Dalghous ve
digerleri, 2006). Oral (lseri olan Behcet hastalarinda saghkli kontrole gére CCL5, CCR5 ve
CXCR3 ekspresyonunun artigi tespit edilmistir. NoOro-Behcetli hastalarin serebrospinal
sivilarinda ve lezyonlarinda iL-17 ve iL-21 (ireten hiicrelerin artmis olmasi da dénemli bir

bulgudur (Geri ve digerleri, 2011).

Nétrofiller

Notrofiller dogal bagisiklikta yer alan ana hicrelerdir. Cok sayida ¢calismada BH'nda notrofil
anomalileri rapor edilmistir. Kemotaksis, fagositoz ve oksidatif doku hasarindan sorumlu
olabilecek miktarda reaktif oksijen radikali olusumu, hiicre ylizeyinde yiiksek CD11a, CD10
ve CD14 ekspresyonu gibi artmis noétrofil fonksiyonlari BH'nda gorilmektedir. Artmis
notrofil aktivasyonu BH'nda goriilen doku hasarlarina neden olabilmektedir (Kapsimali,
2010; Zierhut ve digerleri, 2003). Notrofil hiperaktivitesinin hastalik patogenezinde ¢ok

onemli bir roli oldugu yillardir séylenmektedir. Ancak son yillarda yapilan ¢alismalar bunun
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her zaman dogru olmadigini gostermektedir (Fresko, 2008). BH'nda, artmis
proenflamatuvar sitokin diizeyleri ile birlikte etkilenen organlarda noétrofil ve lenfosit
infiltrasyonu goézlenmektedir. Su ana kadar elde edilen veriler aktif lenfositlerin bu
hastalarda notrofil ve endotel hiicre aktivasyonuna katkida bulundugunu distindirmektedir
(Alpsoy, Zouboulis ve Ehrlich, 2007). T hiicre kultlrleri mitojen veya streptokok antijeni ile
uyarildigi zaman noétrofil kemotaksisinde, fagositoz ve stper oksid olusumunda bir artis
gorilmektedir (Niwa ve Mizushima, 1990). BH'nda artmis kemokin ve proenflamatuvar
sitokin ekspresyonunun nétrofil uyarimindan sorumlu oldugu duslnilmektedir. Saglkli
bireylere ait notrofillerin Behget hastalarinin serumlari ile inkiibasyonu sonucunda endotel
hiicrelere adezyonda artis ve CD11a ve CD18 ekspresyonunda artis gorilmdistir (Zierhut ve

digerleri, 2003).

Th17 hiicrelerden iretilen iL-17, proenflamatuvar bir sitokin olup kemokinlerin salinimini
uyarir; boylece notrofil gocline neden olur; ayrica noétrofile bagimli enflamatuvar yaniti
dizenler. Th17 hicreler, T hlicre popllasyonu icerisinde notrofiller izerinde en belirgin
etkiye sahip gruptur (Furuzawa-Carballeda ve digerleri, 2007). Histopatolojik analizler
BH'nda nétrofillerin venodz ve arteriyel infiltrasyonunu gostermektedir, bu nedenle BH

"notrofilik vaskulit" olarak siniflandirilmaktadir (Kobayashi ve digerleri, 2000).

Endotel fonksiyon bozuklugu

Endotel hiicreler, damar limeninin bitldnlGglind saglayarak kan akiminin koagilan, anti-
koagtlan ve fibrinolitik aktivitelerden korunmasinina neden olur. Bircok calismada BH'nda
endotel hiicre aktivasyonu ve fonksiyon bozuklugu bildirilmistir. Bu calismalarda, hastalarda
endotel hucre aktivasyonuna ve/veya hasarina isaret eden von Willebrand faktor,
trombomodiilin ve E-selektin diizeylerinin artisi gdsterilmistir. Tam remisyondaki Behget
hastalarinda da artmis von Willebrand plazma dizeyleri tespit edilmistir (Direskeneli ve
digerleri, 1995). Bazi arastirmacilar faktér V Leiden mutasyonu olanlarda azalmis
trombomodiilin dizeyleri oldugunu rapor etmistir. Behget hastalarinin %50’sinde endotel
hiicrelere karsi otoantikorlar tespit edilmistir (Zierhut ve digerleri, 2003). Endotel
bozuklugunun kronik enflamasyonun bir sonucu olup olmadigi net degildir (Chambrun ve

digerleri, 2012).



41

Behget icin varsayilan O immiin sistem Thi Enflamatuvar
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Sekil 2.7. Behget Hastaligl patogenezi (Chambrun ve digerleri, 2012’den alinmistir)
Tromboz
Behgcet hastalarinda arteriyal ve ven6z trombozlar gorilmektedir. Behget

hastalarinin %25’inde saptanan tromboz, arteriyal damarlardan daha sik olarak venoéz
damarlarda goruliir. Genis ¢capli arastirmalarda, trombozu olan ve olmayan Behget hastalari
arasinda farkh protrombotik faktorlerde herhangi bir fark saptanmamistir. Tromboz
mekanizmasi halen net degildir. Endotel hasari ve vaskilit trombozda yer alan en 6nemli
faktorlerdir (Chambrun ve digerleri, 2012). BH’a siklikla eslik eden tromboz bu konuda pro-
koagulan faktoérlerinin roliiniin incelenmesi gerektigine isaret etmektedir ancak bunlarin
hicbirinin trombozla net iliskisi gosterilememistir. Bu konuda daha c¢ok fibrinolitik

bozukluklar Gzerinde durulmus; akut trombozIlu olgularda doku plazminojen aktivatori (tPA:

tissue plasminogen activator) yetersizligi bulundugu iddia edilmistir (Fresko,2008).
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2.3. Behget Hastaligi Klinik Bulgular

2.3.1. Oral iilserler

Agnli ve tekrarlayan aftoéz dlserler BH'nin en 6nemli bulgularindan bir tanesi olup
hastalarin %97-100'tinde gorilir; genellikle sistemik bulgulardan yillar dnce ortaya cikar ve
ilk bulgu olarak goruliir. Hastalarda tek ya da ¢ok sayida goriilen oral Ulserler genellikle bir
kac hafta icinde iyilesir, ancak giinler ya da aylar icinde tekrarlama 6zelligi gosterir (Alpsoy,
2003). Yilda en az 3 kez rekirans (tekrarlama) gosteren oral ilserler tanida en 6nemli kriter
olarak kabul edilmektedir (Ghate ve Jorizzo, 1999). BH'ndaki oral (lserler klinik olarak
rekiiran aftéz stomatit (RAS) ile benzerlik gostermekle birlikte, daha sik tekrarlama ve
yaygin seyretme egilimindedir (Alpsoy, Er, Durusoy ve Yilmaz, 1999). Ayni anda 6 ve daha
fazla oral Ulserin olmasi, lezyon caplarinin birbirinden farkh olmasi (herpetiform Ulserlerden
major Ulserlere kadar degisen spektrum), lezyon cevresinde belirgin eritemli halka
bulunmasi, yumusak damak ve orofarenks tutulumu olmasi, BD'daki oral Ulserlerin RAS’tan
ayirimda kullanilan en 6nemli kriterlerdir (Main ve Chamberlain, 1992). Diger belirtiler
olmaksizin yillarca oral mukoza Ulserleri sirebilir. Bu nedenle, 6zellikle Akdeniz ve Uzak
Asya Ulkelerinde RAS’li hastalarin BH gelisme olasiligl nedeniyle izlenmesi gerekmektedir
(Alpsoy, Dénmez, Bacanli, Apaydin ve Butun, 2002) Ulserler, minér, major veya herpetiform
tipte olabilir. Oral Ulserlerin %80'i minor Ulser tiptedir. Mindr (lserler <10 mm c¢apinda olup
ylzeyel ve eritemlidir; skar birakmaksizin 1-2 haftada iyilesirler. Major Ulserler, minor
Ulserlere gore daha bliyik olup >10mm capta, daha derin yerlesimli, agrili, genellikle 10-30
glin veya daha uzun slirede skar brakarak iyilesen Ulserlerdir. Herpetiform llserler ise en az
gorilen tip olup, birbirleriyle birlesme egilimindeki birden fazla kiicliik lezyondan olusurlar;
bunlar 1-2 mm sarimsi papller lezyonlardir, skar birakarak iyilesirler. Sikhkla dil, dudak,
diseti, yanak mukozasi, daha az siklikla sert damak, tonsiller ve farenkste yerlesirler.
(Kontogiannis ve Powell, 2000; Ozbalkan ve Bilgen, 2006). Histopatolojik incelemede (ilser

tabaninda nonspesifik lenfosit, makrofaj ve nétrofil infiltrasyonu gorulir (Kokturk, 2012).



Resim 2.2. Cok sayida oral aftoz llserler (Altenburg ve digerleri, 2006'dan alinmistir)
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Resim 2.3. Herpetiform oral aftoz Ulser (Altenburg ve digerleri, 2006'dan alinmistir)

2.3.2. Genital ilserler

Dr. Hulusi Behget tarafindan tanimlanmis ic semptomdan birisi olan genital Ulserler BH'ni
karakterize eden en 6nemli bulgulardandir ve olgularin %72-94’(inde gorilir. Genital
Ulserler, oral Ulserlere benzer ancak daha biyik ve daha derin yerlesimlidir, daha az siklikla
tekrarlama oOzelligi gosterir ve siklikla skar birakarak sekonder enfeksiyon olmamasi
durumunda 10-30 giin icerisinde iyilesirler (Aytugar ve Pekiner, 2011). Behget hastalarinin
yaklasik  %50’den fazlasinda genital Ulser gorilmektedir (Kadinlarda  %55,5;
erkeklerde %58,7). Genital Ulserler kadinlarda vulvada (%66,1), vajinal mukozada (%35,7),
aniste (%9,6), servikal mukozada (%4,1) ve kasik bolgesinde (%0,8); erkeklerde ise peniste
(%46,5), skrotumda (%38,5), anliste (%9,2) ve kasik bolgesinde (%5,0) gorilir (Sakane ve
digerleri, 1999). Tekrarlayan oral aftoz lezyonlar ve genital lserler BH'nda en fazla gorilen
bulgulardir. Genital Ulserler sifiliz, sankir, herpes simpleks virlis enfeksiyonu gibi cinsel yolla

bulasan hastaliklardan ayirt edilmelidir (Kokturk, 2012).
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Resim 2.4. Vulvar ulser (Altenburg ve Resim 2.5. Skrotal Glser (Altenburg ve
digerleri, 2006'dan alinmistir) digerleri, 2006'dan alinmistir)

2.3.3. Cilt belirtileri

Cilt belirtileri BH’'nin tanisinda son derece énemlidir ve buyik bir cesitlilik gostermektedir.
Hastalarin %80’inde cilt tutulumu gorulir. Cilt lezyonlar iki tipte gorilebilir; eritema
nodozum ve papllopustuler/akneik formda lezyonlar (Kontogiannis ve Powell, 2000;
Ozbalkan ve Bilgen, 2006). BH'nda eritema nodozum benzeri lezyonlar %15-78 siklikta ve
kadinlarda daha fazla gérilmektedir (Kokturk, 2012). Daha ¢ok bacak bélgesinde gorilen bu
lezyonlar tekrarlama egilimine sahiptir, hiperpigmentasyon birakarak iyilesirler. Bunlar,
klasik eritema nodozumdan  histiyositik granldlomlar icermemesi ile ayrilir.
Papulopustuler/akneik formdaki cilt lezyonlari ise herhangi bir bolgede gorilebilir, steril
olup gériiniisleri akneye benzer (Kontogiannis ve Powell, 2000; Ozbalkan ve Bilgen, 2006).
Diri ve ark., papulopustiler lezyonlarin siklikla artritli Behget hastalarinda goérildigini
bildirmistir (Diri ve digerleri, 2001). Papulopustiler lezyonlar daha siklikla viicudun alt
bolgelerinde gorilirken, akneik formdaki lezyonlar Ust boélgelerde goriilmektedir.

Papilopistiler lezyonlar %70 duyarhlik ve %70 0zgillige sahip olmalari nedeniyle
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N2

“Uluslararasi Galisma Grubu Kriterleri”’nde yer almaktadir (Koktiirk, 2012). Burada yer alan
bulgularin disinda piyoderma gangrozum, eritema multiforme de BH'nda bildirilmistir

(Kontogiannis ve Powell, 2000).

.

Resim 2.6. Papiiller ve pustiiller (Altenburg Resim 2.7. Eritema nodosum (Altenburg
ve digerleri, 2006'dan alinmistir) ve digerleri, 2006'dan alinmistir)

Sweet sendrom benzeri lezyonlar

Sweet sendrom benzeri lezyonlar nadiren BH'nda gorilir. Lokositoz ve atese bagli olarak
agrili eritemat6z nodiller ve plaklar halinde goérilir. Bazen pistiler olabilirler. Yiiz, boyun

ve ekstremitelerde goriilebilirler (Kokturk, 2012).

Pateriji

BH icin oldukca spesifik olan paterji testinin patogenezi hala bilinmemektedir. Bircok
arastirmaci tarafindan hiicresel immiinitenin patogenezde rol aldigi ve minér bir travmayi
takiben olusan 6zgll olmayan bir reaksiyon oldugu distnilmektedir. Cilt icerisine steril
serum fizyolojik enjekte edildiginde, enjeksiyon yerinde 24-48 saat sonra bir pustil veya 2
mm’den bliylk eritematoz steril bir papil olusmasi ile test "pozitif" kabul edilir. Test doku
travmasina karsi olusan hipersensitivite reaksiyonunu gostermektedir. Histolojik olarak
lenfositlerin eslik ettigi notrofil infiltrasyonu bulunur. Paterji biyopsileri incelendigi zaman

ilk 8 saatte notrofillerin, 48 saatte ise lenfositlerin reaksiyona hakim oldugunu goérulir
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(Yurdakul, 2008). Paterji reaksiyonunun pozitifligi cografi farkhliklar gosterir (Aytugar ve
Pekiner, 2011). Turklerin ve Orta Dogu’da yasayanlarin %60’dan fazlasi, Japonlarin %44’
paterji pozitifligi gosterir (Kontogiannis ve Powell, 2000). Akdeniz (lkelerinde pater;ji testi
pozitifliginin HLAB-51 ile iliskili oldugu disinilmektedir ve BH'nin Uluslararasi Calisma
Grubu’na gore hastaligin tanisal kriterlerinden bir tanesidir (Kaneko ve digerleri, 2014).
Paterji testi genellikle hastaligin aktif doneminde pozitiftir ama pozitiflik hastaligin ciddiyeti
ve baslangi¢ yasi ile ilgili degildir (Kokturk, 2012). Melikoglu ve ark., 10 Behget hastasi ve
saghkli kontroller arasinda zamana bagh olarak paterji reaksiyonunu kiyaslamis ve
hastalarda olgun dendritik hiicre, monosit ve lenfosit (Treg dahil) infiltrasyonu tespit
etmisler; ayrica iFN-y, iL-12p40 ve iL-15 sitokinlerinde, MIP-3-a ve iP-10 kemokinlerinde ve

ICAM-1 ve VCAM-1 adezyon molekillerinin ekspresyonunda 48 saatten sonra artis

oldugunu gozlemlemislerdir (Melikoglu ve digerleri, 2006).

Resim 2.8. Pozitif paterji reaksiyonu (Altenburg ve digerleri, 2006'dan alinmistir)
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2.3.4. GOz tutulumu

BH'nda gbz tutulumu %27-70 oraninda gorilmektedir. Genellikle ilk belirtilerden iki-tg yil
sonra gelisir ve olgularinin ¢ogunda bilateral olarak goruliir. Ataklar seklinde seyreden
bulgular non-graniilomatdz panliveit ve retinal vaskiilit olarak tanimlanabilir. G6z tutulumu
erkeklerde daha sik gorilir ve daha siddetli seyreder. Kronik, tekrarlayan Gveit 6nemli bir
morbidite nedenidir. Akut tekrarlayan (rekiiran) hipopiyonlu iridosiklit BH igin karakteristik
bir bulgu olsa da erken tedavi nedeniyle artik gorilmemektedir (Aytugar ve Pekiner, 2011)
(Ozbalkan ve Bilgen, 2006). Géz tutulumu gériilen hastalarin %25’inde gérme kaybi gelisir
(Kontogiannis ve Powell, 2000). Erkeklerde Uveit baslangi¢ yasi ortalamasi 20-30, kadinlarda
ise 30'dur. On (anterior) uveit siklikla kadinlarda, paniiveit ise erkelerde gériiliir. BH'nda
gorilen diger okiler hastaliklar ise iridosiklit, keratit, sklerit, episklerit, vitroz hemoraiji,

retinal neovaskilarizasyon, optik nérit ve koryoretinal skardir (Kokturk, 2012).

Resim 2.9. Hipopiyonlu iritis (Altenburg ve Resim 2.10. Retinal vaskilit (Altenburg ve
digerleri, 2006'dan alinmistir) digerleri, 2006'dan alinmistir)

2.3.5. Eklem tutulumu

Behcget hastalarin %50-60'inda eklem bulgulari gorilir. Eklem tutulumu artralji seklinde
olabilecegi gibi siklikla oligo-monoartrit seklindedir. En sik diz, ayak bilegi, el bilegi ve

dirsekler gibi blylk eklemleri tutar. Kigclk eklemlerin tutulumu nadirdir. Eklem sivisi
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enflamatuvar Ozellikte olup, musin pihti testi pozitiftir ancak sinoviyal histoloji tani

koydurucu degildir (Ozbalkan ve Bilgen, 2006).

2.3.6. Vaskiler tutulum

Vaskiilit BH'nda sik saptanan bir bulgudur. Behget hastalarinin %9-25’inde farkh
buyukliuklerde arter ve/veya ven tutulumu gorilar. Alt ekstremitelerde hem yizeysel hem
de derin ven trombozlari gorilebilmektedir. BH'nda tromboz patogenezi heniiz
bilinmemektedir (Kontogiannis ve Powell, 2000). Vaskiiler olaylarin ¢ogu hastalk
baslangicindan itibaren 5 yil icerisinde gelismektedir (Erer ve digerleri, 2009). BH'nda
endotel hicrelerde azalmis prostasiklin sentezi, fibrinolitik aktivitede bozukluklar ve artmis
endotelin-1 duzeyleri bildirilmistir ancak bulgular tromboz ile uyumlu bulunmamistir.
Arteriyal tromboz ve okllizyonlar daha az siklikta gorilmektedir ve venéz tromboz varligi ile
iliskilidir. Vaskiler tutulum ciddi bir mortalite ve morbidite nedenidir (Erer ve digerleri, 2009;

Kontogiannis ve Powell, 2000) .

2.3.7. Norolojik tutulum

Behget hastalarinin %5’inde Noro-Behget (norolojik tutulum) gelisir; genellikle hastalk
basladiktan sonra 5 yil icerisinde ve erkeklerde daha sik gorilir. Santral sinir sistemi
tutulumu periferik sinir sistemi tutulumundan daha sik gériilmektedir. Parankimal ve non-
parankimal olmak Uzere iki tip tutulum olabilir. G6z, vaskiler ve nérolojik tutulum en ciddi
bulgular olup, genc erkekler bu bulgularin gelismesi acisindan daha yiiksek risk altindadir

(Erer ve digerleri, 2009).

2.3.8. Gastrointestinal tutulum

BH'nda gastrointestinal sistem tutulum, "intestinal BH" veya "entero-Behcet" olarak bilinir.
BH'nda tespit edilen entero-Behcet prevalansi (lkelere gore degismekle birlikte
ortalama %3-16'dir. Ulkemizde Tursen ve ark. tarafindan yapilan bir calismada
gastrointestinal tutulum orani %1,4 olarak saptanmistir (Erkan ve Degertekin, 2013).
istahsizlik, kolik tarzda karin agrisi, bulanti, disfaji, siskinlik hissi gibi bulgulara neden

olabilmektedir. En sik gorilen klinik bulgu karin agrisi, daha sonra gastrointestinal kanama
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ve ishal (Cheon ve digerleri, 2009) olup en sik ileocekal bdlge tutulmaktadir. Crohn
hastaligina benzer olarak segmental mukozal enflamasyon ve Ulserli lezyonlar goriilmekte;
Ulserler tim kolon duvarini tutarsa perforasyon veya kanama olabilmektedir. Bunlar tedavi
ile gerilese bile tekrarlayabilmektedir. Crohn hastaliginda histolojik olarak saptanan

granllomlar tanida BH'ndan ayiran en 6nemli bulgudur (Erkan ve Degertekin, 2013).

2.3.9. Kardiyovaskiiler ve pulmoner tutulum

Kardiyak tutulum BH'nda nadir olarak goralir. Ancak BH, gizli miyokardiyal iskemi,
perikardit, miyokardit, endokardit, kardiyak endomiyokardiyal fibrozis, koroner arterit, akut
miyokard enfarktisi ve dilate kardiyomiyopatiye neden olabilir (Cobankara ve digerleri,
2012). BH'nda pulmoner tutulum da nadiren (%0,7-7) gorilir. Pulmoner tutulum anevrizma,
trombotik oklizyon, hemoraji, plevral efflizyon, pulmoner infarkt, fokal veya yaygin
fibrozise neden olur: Anevrizma trombozdan daha fazla gorilir ve birden fazla olma
egilimindedir. Veno6z sistem tutulumu arteriyal sistem tutulumundan fazla olmakla birlikte
arteriyal anevrizma riptird BH'nda belirgin bir mortalite nedenidir. Vaskiilit durumunda

pulmoner anevrizmanin saptanmasi BH'ni diisiindirir (Kokturk, 2012).

2.4. Tedavi

BH’nin tedavisinde amag¢ semptomlari kontrol etmek, enflamasyonu baskilamak ve organ
hasarini dnlemektir. BH’nin tedavisi tutulum bdlgesine ve klinik bulgularin siddetine goére
degismektedir. Hastalik aktivasyon ve remisyonlarla seyrettigi igin ilag rejiminin amaci
Ozellikle hastaligin erken doneminde baslayan enflamasyonu baskilamaktir. Etiyolojisi tam
olarak bilinmediginden hastaliga 6zgi bir tedavi rejimi yoktur (Chi ve digerleri, 2010). Cogu

zaman kombinasyon tedavisi tercih edilmektedir.

Siklosporin A (CsA), makrofajlar tarafindan iL-1 ve Th2 hiicreler tarafindan iL-2 yapimini
onleyerek etki eder. CsA, BH tedavisinde etkili olup 6zellikle intraokiiler enflamasyonu olan
hastalarda etkili bulunmustur (Chi ve digerleri, 2010). Bazi calismalar CsA'nin, Vogt-
Koyanagi-Harada gibi belli otoimmiin hastaliklarda IL-17 yapimini engelledigini

gostermektedir (Liu ve digerleri, 2009). in vitro ve in vivo ¢alismalar CsA'nin aktif BH'nda iL-
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17 ve IFN-y ekspresyonunu belirgin diizeyde azalttigini gdstermistir. Bu sonuglar da CsA'nin
dzellikle intraokiiler enflamasyonu, iL-17 ve iFN-y yapimini baskilayarak engelleyebilecegini

disindirmektedir (Chi ve digerleri, 2010).

infliximab ve IFN-a gibi diger tedavi seceneklerinin siklosporine benzer etkileri olup
olmadiklari bilinmemektedir (Chi ve digerleri, 2010). Aktif Uveitli hastalarin okiler
sivilarinda IFN-y, iL-2, TNF-a, iL-6, iL-17 gibi enflamatuvar sitokinler tespit edilmis ancak
infliximab ile tedavi edilen Gveitli hastalarin okuler sivilarinda herhangi bir enflamatuvar
sitokin tespit edilmemistir. BH'nin aktif CD4'T hiicreleri fazla miktarda TNF-o ve iL-17
uretirken, infliximab varliginda bu sitokinleri tGretmedikleri tespit edilmistir. Bu sonuglar
anti-TNF-a tedavisinin (veiti olan, periferik Treg hicre orani azalmis olan okiler

enflamasyon igin korunma saglayabilecegini d6ngérmektedir (Sugita ve digerleri, 2012).

Baska bir ¢alisma okdller Gveiti olanlarda infliximabin Foxp3+ Treg hicrelerini uyardigini
gostermistir (Sugita, Yamado, Kaneko, Horie ve Mochizuki, 2011). Anti-TNF-a antikorlari gibi
anti-iLl-17 antikorlari deneysel (veitli modellerde okiiler enflamasyonu baskilamaktadir

(zhang, Qian, Guo, Yuan ve Xue, 2009).

iL-21’in IL-21R Fc ile bloke edildigi bir calismada, Th17 hiicreler tarafindan iL-17A yapiminin
baskilanarak ve CD4'T hiicreler tarafindan Foxp3 ekspresyonun artirilarak Th17 ve Treg
hiicre homeostazinin diizelttigi gosterilmistir (Geri ve digerleri, 2011). Anti-iL-21
reseptorinin fare lupus modelinde yararli oldugu ve BH tedavisi igin yeni bir mit

olabilecegi diisiinlilmektedir (Vugmeyster ve digerleri, 2010).

Kolsisin, notrofil fonksiyonlarini inhibe ederek etki gosten anti-enflamatuvar bir ajandir.
Yazici ve ark.'nin yaptigi bir galismada genital Ulser, artrit, artralji, eritema nodozum benzeri
lezyonlarin tedavisinde etkili oldugu, o©zellikle kadin hastalarda daha faydali oldugu
bildirilmistir (Ozbalkan ve Bilgen, 2006). Kolsisin antimitotik ve antienflamatuvar bir ajan
olup BH tedavisinde kullaniimaktadir. Antimitotik etkisi ile hem yardimci hem de sitotoksik T
hiicre cogalmasini engelleyerek sistemik ve lokal immiinitenin baskilanmasina neden olur

(Ben Chetrit ve Levy, 1998; Sun, Wang, Chia, Liu ve Chiang, 2009).
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Levamizol hlicresel imminiteyi diizenleyen bir imminomodilatérdir (Lewinski, Mavligib ve
Hersh, 1980). Andy Sun ve ark. tarafindan yapilan bir ¢calismada levamizoliin, kolsisin ile
birlikte verildiginde, mukokutanéz lezyonlari olan BH'nda yiiksek olarak tespit edilen iL-6, iL-
8 veya TNF-a diizeylerini normale duslirdigi tespit edilmistir: Bu durum doku yikiminin ve
enflamasyonun azalmasina neden olmaktadir. Levamizol tedavisi; iL-6, iL-8 veya TNF-a
sekresyonu yolu ile periferik kan monosit, lenfosit, NK ve endotel hiicrelerin sayisinda

azalmaya neden olur(Sun ve digerleri, 2009).

Kolsisine direngli eritema nodozum tedavisinde sistemik kortikosteroidler verilebilir.
Sitotoksik ajanlardan azatiyoprin, klorambusil ve siklofosfamid okiler ataklarin
olusumunu %50-70 oraninda engeller (Ozbalkan ve Bilgen, 2006). Azatiyoprin ve
klorambusilinin uzun dénemde gérme Uzerine olumlu etkileri de bildirilmistir (Yazici ve
digerleri, 1990). Kortikosteroid, azatiyoprin ve klorambusil tedavilerine direngli hastalarda
kolsisinin %70-80 oraninda etkili oldugu ancak etkinliginin zamanla azaldigi saptanmistir

(Ozbalkan ve Bilgen, 2006).

FK506'nin (Tacrolimus) siklosporine benzer immunsupresif etkisinin oldugu gosterilmistir.
Uzun sireli FK506 tedavisinin Uveit ve diger sistemik semptomlarin baskilanmasinda etkili
oldugu gosterilmistir. BH tedavisinde FK506 yan etkileri dikkate alinmasi gereken uygun bir

secenek olabilir (Sakane, Mochizuki, Inaba ve Masuda, 1995).

Talidomidin etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte antienflamatuvar ve
imminmodulatér oldugu distnlilmektedir. Talidomid, TNF Uretimi ile aktivitesinde ve
notrofil goclinde azalmaya neden olur (Mendes ve digerleri, 2009). Hastalik tedavi sirasinda
bile rekiirans gosterebilecegi icin uzun sireli tedavilerde en az yan etkisi olan ilaglar tercih
edilmelidir (Bang, 1997). Talidomidin, oral ve genital Ulserlerle beraber psodofollikiilit
tedavisinde, norolojik ve gastrointestinal sistem tutulumunda etkili oldugu bildirilmistir

(Mendes ve digerleri, 2009).

BH’na bagh artrit tedavisinde steroid olmayan antienflamatuvar ilaglar (NSAID: Non-
streoidal anti-inflammatory drugs) ve kolsisin kullanilmaktadir. GiS lezyonlarinin tedavisinde

ise sllfasalazin ve kortikosteroidler temel ilaglardir. SSS tutulumu olanlarda yiiksek doz oral
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kortikosteroidle birlikte puse (pulse) steroid ve siklofosfamid tedavisi iyi bir secenektir.
Arteriyel tutulumlar ise steroid ve sitotoksik ajan kombinasyonu ile tedavi edilmektedir

(Ozbalkan ve Bilgen, 2006).

Klorambusil ve siklofosfamid, DNA replikasyonunu Onleyerek lenfosit proliferasyonu ve
fonksiyonlarini engeller, direngli goz tutulumunda ve SSS tutulumunda tedavide

kortikosteroidlerle birlikte verilmektedirler (Evereklioglu, 2005).

Metotreksat tedavisinin SSS tutulumunda, liveitte ve mukokutanoz tutulumda etkili oldugu

bildirilmistir (Evereklioglu, 2005).

Azatiyoprin, DNA ve RNA sentezini, ayrica T ve B lenfosit proliferasyonunu inhibe eder. Bu
ilacin artrit, mukokutandéz lezyonlar ve goz tutulumu tzerine etkili oldugu ve uzun dénemde

prognozda iyilesme oldugu rapor edilmistir (Mendes ve digerleri, 2009).

Sulfasalazin anti-enflamatuvar immunsupresif 6zelliklere sahip olup sitokin sentezini inhibe

eder ve GIS tutulumu olanlar BH'nda kullanilir (Mendes ve digerleri, 2009).

Pentoksifilin bazi sitokinlerin, 6zellikle TNF-a'nin, sentezini inhibe eder, oral, genital ve

kutano6z lezyonlarda kullanilir (Mendes ve digerleri, 2009).

2.5. Tani

BH icin spesifik bir tani testi olmayip tani, klinik kriterlere gore yapilir. Cesitli gruplar kendi
belirledikleri klinik 6zelliklere gore farkh siniflamalar dnermislerdir (Mason ve Barnes, 1969).
1990 yilinda bunlar birlestirilerek “Uluslararasi Calisma Grubu Tani Kriterleri” (Cizelge 2.1)
olusturulmustur. Oral aft ile birlikte diger bulgulardan bir tanesinin varliginda "inkomplet

(tam olmayan) BH’ndan bahsedilir (Viggor, Willis ve Jawad, 2011).
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Cizelge 2.1. BH tanisinda “Uluslararasi Calisma Grubu” tani kriterleri

Tekrarlayan oral aft Bir yil icerisinde en az 3 defa tekrarlayan ve hekim tarafindan tespit

edilen mindr, major aftéz veya herpetiform lezyonlar

ve asagidakilerden ikisi
Tekrarlayan genital ilser Hekim ya da hasta tarafindan gozlenen aftoz llser ya da skar

GOz lezyonlari Anteridr Uveit, posterior Uveit, slit lamba mikroskobu ile vitreusta

hiicre ya da retinal vaskilit

Cilt lezyonlari Hekim vya da hasta tarafindan gozlenen eritema nodozum,

psodofollikilit ya da paptloplstuller lezyonlar

Paterji pozitifligi Hekim tarafindan 24-48 saatte degerlendirilen

Uluslararasi Calisma Grubu kriterlerine gore BH tanisi koyabilmek igin; hastada tekrarlayan

oral Ulserlere ek olarak diger kriterlerden en az ikisinin bulunmasi gerekmektedir.

2.5.1. Ayirici tani

Hastalik daha ¢ok orogenital lezyonlarla seyrettigi icin dncelikle bu lezyonlarin karisabilecegi
hastaliklar g6z 6niine alinarak ayirici tani yapilmalidir. Bulgular ayri ayri incelenmeli; oral ve
genital lezyonlarin yaninda kliniginde psoédofollikiilit, akneiform nodil, papulopistiller
lezyonlari bulunan hastalar dikkatlice muayene edilerek, hastaligin tani kriterleri dikkate

alinarak diger hastaliklarla ayirimi yapilmalidir (Kése, 2009).

2.5.2. Laboratuvar tanisi

BH’nda laboratuvar bulgular spesifik degildir. Hastalarin %15'inde orta dizeyde anemi ve
notrofil l6kositozu gorilmektedir. Serum immiinoglobulinlerinde 6zgiil olmayan bir artis
gorilebilir. Romatoid faktoér (RF), anti-ntkleer antikorlar (ANA) ve anti-notrofil sitoplazmik
antikorlar (ANCA) genellikle negatif olarak saptanir. Aktif orogenital, okiler veya merkezi
sinir sistemi tutulumuna karsin C-reaktif protein (CRP) diizeyleri ve eritrosit sedimentasyon
hizi (ESR) normal kalabilir. HLA-B51’in dislik sensitivitesinden dolayi, HLA tiplendirmesinin
BH tanisinda yeri bulunmamaktadir ( Marshall, 2004; Ozbalkan ve Bilgen, 2006).
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2.6. Sistemik Lupus Eritematoz (SLE)

Sistemik Lupus Eritematoz (SLE), otoantikor Uretimi ve immiin kompleks olusumu ile
karakterize, multisistemik, otoimmuin bir bag dokusu hastaligidir (Shah, Wanchu ve

Bhatnagar, 2011).

2.6.1. SLE epidemiyoloji ve etiyoloji

SLE, bitln irklarda ve Ulkelerde gorilmekle birlikte, farkli cografi bolgelerde prevalansi
degismektedir. Hastalik siyah irkta daha sik gorilir (Ippolito ve digerleri, 2011). Her yastan
bireyi etkileyebilse de en sik 20-40 yas arasinda, %90 oraninda dogurganlk cagindaki
kadinlarda gorilmektedir. SLE kadinlarda erkeklere gore 9 kat daha fazla gorildr.
Puberteden 6nce ve menapozdan sonra, kadin ve erkekler arasindaki gortilme siklig1 benzer
oldugu igin cinsiyet hormonlarinin hastalik patogenezinde o6nemli bir rol oynadig
disinilmektedir (Pisetsky, 2012). Hastalk 6 kitada (Avrupa, Kuzey Amerika, Gliney Amerika,
Afrika, Asya ve Avustralya) da gorilmektedir. Cocukluk caginda goriilme sikligi eriskin
yaslara gore oldukca dulsuktir. Avrupa ve Kuzey Amerika’da yapilan c¢alismalarda 16
yasindan kiicliklerde yillik gortilme sikligi 100.000'de 1’den az olarak bulunmustur (Pons
Estel, Alarcon, Scofield, Reinlib ve Cooper, 2010). Turkiye’de SLE’nin hangi siklikta gérildugi
arastirlmamistir. Hastalik prevalansi etnik gruplara gore de degismektedir: Kadinlarda;
siyah irkta yaklasik 1:250, Cinlilerde 1:1000 ve beyaz irkta 1:4300 oraninda gorilmektedir

(Dean, Price, Crawley ve Isenberg, 2000).

SLE'nin etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte, hastaligin ortaya ¢ikmasi ve
gelismesinde genetik, hormonal, immiinolojik ve c¢evresel faktorlerin roli oldugunu

gosteren veriler bulunmaktadir (Serin, Tatar ve Saler, 2014).

Bircok calismada SLE'li hastalarda T ve/veya B hiicre fonksiyonlari, apoptoz, immin
komplekslerin vicuttan temizlenmesi ve kompleman fonksiyonlarinda anormallikler ile
kompleman bilesenlerinde eksiklikler gibi immin sistem bozukluklari tespit edilmistir.
immiin sistemdeki bu diizensizligi hangi uyaranin baslattigi heniiz net olarak

saptanmamistir ancak genetik olarak duyarli kisilerde ekzojen bir uyaran veya endojen
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metabolik bir uyaranin 6z antijenlere karsi tolerans kaybina neden oldugu disinilmektedir

(Oelke ve Richardson, 2002).

SLE patolojisinin baslica nedeni immiin komplekslerin birikmesi ile iliskilidir. immin
kompleksler farkli organlarda birikir, komplemani ve bunun sonucunda enflamasyonu
uyarirlar. Bir ¢ok 6z antijene karsi otoantikorlar gelisir. SLE hastaliginda 6z nukleer
antijenlere karsi gelisen otoantikorlar (ANA) en karakteristik olanlardir. Cogunlukla bulunan
nikleer antijenler; nativ DNA, denatlire DNA, histon, Smith (Sm), U1 ribonikleer protein
(RNP), SSA (Ro), SSB (La) ve ribozomal RNP’dir. Bunlar arasinda, gift sarmalli DNA (dsDNA)
ve Smith antijenleri, SLE'ye 6zglindir. Bunlara karsi otoantikor saptanmasi tanida fayda

saglamaktadir. (Tan, 1989).

SLE hastaliginda CD4'T hiicreler, kostimiilatdr sinyaller ve sitokinler araciligi ile, B hiicre
bagimli otoantikor yanitinda yer alan en dnemli hicrelerdir. T hicrelerin doku hasarindaki
roli tam bilinmese de bdbrek ve deri gibi etkilenen organlarda aktif T hicre infiltratlari
bulunmustur (Shah ve digerleri, 2010). T hicreler otoimminitenin baslamasinda,
ilerlemesinde ve organ patolojilerinin gerceklesmesinde rol almaktadir. CD8+ ve Treg hiicre
fonksiyonu ile ilgili bozukluklar, CD3"CD4°CD8 T hiicre dizisinde artis gériilmektedir. Sitokin
ekspresyon paterni, iL-2 ekspresyonunda azalma, iL-17 ve iliskili sitokinlerin olusumunda
artis ile karakterizedir. Tedavi yaklasimlari T ve B hicre iliskisini sinirlamayi ve bdylece
uygun olmayan hiicre goc¢lnli engellemeyi, Treg hicre fonksiyonlarini geri kazanmayi
hedeflemektedir; bunun sonucunda sitokin mikrogevresinin normale dénmesi saglanacaktir

(Crispin, Kyttaris, Therhorst ve Tsokos, 2010).

2.6.2. Patogenez

Hastallk T ve poliklonal B lenfositlerin aktivasyonu, patojenik otoantikorlarin Uretilmesi,
doku ve organ hasarina neden olan immin kompleklerin olusumu ile karakterizedir. SLE
hastaliginin gelisiminden ve ilerlemesinden asil olarak T hiicreler sorumlu tutulmaktadir
(Shah ve digerleri, 2011). Genetik olarak yatkin kisilerde 6z antijenlere karsi T hiicre
toleransinin azalmasi ve bunun sonucunda olusan otoantikorlar hastalik patogenezinde rol
oynamaktadir (Kleczynska ve digerleri, 2011). Ayrica ¢evresel faktorler (UV, viris vb.) nedeni

ile apoptoza ugrayan hicrelerden aciga c¢ikan antijenlerin olusturdugu immin
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komplekslerin SLE patogenezinde 6nemli oldugu disliniilmektedir. Hicresel ve himoral
immiin sistemde bozukluk olmasi ve apoptoza ugramis hiicrelerin ortadan kaldirilamamasi
durumunda dolasimdaki antijenik yapilarin dizeyi artar. Klasik kompleman yolagi
bilesenlerindeki eksiklikler veya anomaliler, bir ¢cok diizeyde patogenezin bir pargasi olabilir.
Ekstraseliler nikleer antijenlerin varliginda, DNA ve diger niikleer molekillere karsi olusan
otoantikorlarin immiin sistemden uzaklastrilamamasi ile immin kompleksler olusur. Bu
immin kompleksler dokularda birikir, komplemani aktive eder, enflamasyona ve zaman
icinde geri donusimsiiz doku hasarina yol agar veya dendritik hiicreleri uyararak antijen
sunumunu arttirnr ve tip 1 interferonlar gibi sitokinlerin yapimina neden olurlar.
interferonlar genis bir imminolojik aktivite yelpazesine sahip olup diger hiicreleri

etkileyerek bagisiklik sisteminde bozukluklara neden olmaktadirlar (Pisetsky, 2012).

APOPTOZ

iMMUN )

KOMPLEKS
YAPIMI
iMMUN
Renal UYARIM
birikim Dendritik
hiicreler
NEFRIT interferon

Sekil 2.8. SLE imminopatogenezi (Pisetsky, 2012’den alinmistir)
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SLE ve sitokinler

SLE hastaliginda sitokin paternlerinin de hastalik patogenezinde 6nemli bir rol oynadigl
disunilmektedir. Birgok sitokinin hastalik aktivitesinden ve farkh organ tutulumlarindan
sorumlu oldugu distintimistir. Romatoid artrit ve SLE gibi bazi enflamatuvar hastaliklarda,
proenflamatuvar ve anti-enflamatuvar sitokinler arasindaki denge enflamasyonun
derecesini belirleyerek klinik etkilerin ortaya ¢cikmasina neden olmaktadir (Dean ve digerleri,
2000). SLE heterojen bir otoimmiin hastalik olup, hastalikta bircok immiin hiicre yer
almaktadir. Hem fare deneyleri hem de SLE hastalarinda yapilan calismalar, hastalikta yer
alan bazi sitokin yolaklarini ortaya koymustur. Bunlar arasinda B hiicre sagkaliminda ve
otoantikor olusumunda yer alan B hiicre aktive edici faktor (BAFF: B-cell activating factor),
immun adjuvan olarak gorev yapan interferon-a ve organ enflamasyonunda yer alan TNF
bulunmaktadir (R6nnblom ve Elkon, 2010). Bir calismada, iL-17'nin tek basina veya BAFF ile
birlikte insan B hiicrelerinin sagkalimi, cogalma ve antikor olusturan hicrelere
farklilasmasinda yer aldigi rapor edilmistir (Doreau ve digerleri, 2009). Bu arastirma, iL-
17’nin lupustaki patojenik roltiniin anlagilmasi igin yeni bir bakis agisi kazandirmistir ¢iinkl
otoantikor olusturan sapkin/anormal (aberrant) B hicre immdinitesi, doku hasari ve
enflamasyon icin gerekmektedir. Lupus hastalarinda iL-17 sentezinin B hiicrelerin iL-10
yapiminda artisa, bunun da humoral immiin yanita neden olabilecegi dustnilmektedir
(Kang ve Craft, 2006). iL-10, B hiicre ¢ogalmasini ve immiinoglobulin izotip déniisimiini
uyararak antikor salinimini arttirir ve enflamasyonun gelismesine katkida bulunur (Ronnelid,
Tejda, Mathsson, Nilsson-Ekdahl ve Nilsson, 2003). Lupuslu hastalarla yapilan ¢calismalarda,
IL-6 seviyesi hastalik aktivitesi ve anti-DNA diizeyleri ile uyumlu bulunmustur (Grondal ve
digerleri, 2000). Lupuslu hastalarda B lenfositlerin spontan olarak anti-dsDNA saldiklari ve
bu otoantikorlarin diisiik dansiteli B hiicreler tarafindan yapildigi gésterilmistir. iL-6 lupuslu
hastalardaki diisiik dansiteli B hiicreleri uyararak Ig salan hiicrelere farklilasmalarini uyarir
(Kitani ve digerler, 1992). SLE'deki sitokin mikrocevrenin 6zellikleri (diisiik IL-2 ancak yiiksek
IL-6 ve iL-21) Th17 ¢ogalmasini uyarmaktadir. Th17 sitokinleri, B hiicreleri uyarabilir ve lokal
enflamasyonu baslatarak doku hasarina neden olabilirler (Nalbandian, Crispin ve Tsokos,
2009). SLE hastalarinda serum iL-17 ve iL-23 diizeyleri artmis ve bu hastalik aktivitesi ile
uyumlu bulunmustur (Wong ve digerleri, 2008). B lenfosit cogalmasi ve immiinoglobulin

sekresyonu icin énemli bir faktor olan BLys (B lymphocytes stimulators) lupuslu hastalarin
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dolasiminda artmis olarak saptanmis ve bu artis anti-dsDNA ile uyumlu bulunmustur
(Cheema, Roschke, Hilbert ve Stohl, 2001). Tip | iFN, antikor olusumunu ve izotip
déntsimini uyarir. Lupuslu hastalarda artmis iFN dizeyleri otoimmiin hastaliklarda ilk
tanimlanan sitokin bulgusudur. iFN diizeyleri ve hastalik aktivitesi, anti-dsDNA diizeyleri ve
klinik bulgular ile uyumlu bulunmustur, bu veriler IFN’nun hastalik patogenezindeki roliini
destekmektedir (Bengtsson ve digerleri, 2000). TNF-a’nin SLE hastaliginda proenflamatuvar
bir rol oynadigini gésteren bazi deliller bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, aktif hastalarda
TNF-a serum dizeyleri hastalik aktivitesi ile uyumlu bulunmustur (Gabay ve digerleri, 1997;
Hin Yap ve Lai, 2010). Sitokinlerin patogenezdeki roli sekil 2.9.”da verilmistir. Bu bilgilerle
birlikte romatoid artrit tedavisinde anti-TNF tedavisinin basari ile kullanilmasinin, farkh
sitokin veya reseptorleri hedef alan farkli tedavi seceneklerini arastirmaya yonlendirmistir.

SLE icin birgok anti-sitokin tedavisi ¢calismasi devam etmektedir (Rnnblom ve Elkon, 2010).
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Sekil 2.9. SLE patogenezinde farkh immiin hiicreler ve sitokinler arasindaki etkilesim (Hin
Yap ve Lai, 2010’dan alinmistir)
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3. YONTEM

3.1. Arag¢-Geregler

3.1.1. Galigma grubu

CGalismaya dahil edilen denek sayisi, yas araligi ve cinsiyet dagilimi gizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1 Calismaya dahil edilen deneklerin yas ve cinsiyet 6zellikleri

YAS Cinsiyet

Ortalama £ Ortanca Erkek Kadin

Standart Sapma  (Min-Max) Sayi (%) Sayi (%)

Aktif Behget (n=15) 35,2+10,42 35,0(17-51) 7 (%46,7) 8 (%53,3)
inaktif Behget  (n=15) 40,07 £+11,43 38,0(17-59) 7 (%46,7) 8 (%53,3)
Aktif SLE (n=12) 33,25+10,43 28,0 (21-50) 1 (%8,3) 11 (%91,7)
inaktif SLE (n=12) 43,83+10,83 47,0(25-65) 0(%0,0) 12 (%100,0)
Saghkli Kontrol (n=12) 41,33+9,02 42,5(23-54) 6 (%50,0) 6 (%50,0)

Calismaya toplam 66 denek dahil edilmistir. Bunlarin 30 tanesi Behget hastasi olup “ana
hastalik" calisma grubunu olusturmaktadir. Bu 30 Behget hastasinin 15’i aktif Behcet (8
kadin, 7 erkek, ort yas 35,2+ 10,42 yil), 15’i inaktif Behcet (8 kadin, 7 erkek, ort yas 40,07
11,43 yil) hastalarini icermektedir. immiinopatogenez agisindan BH ile karsilastiriimak tizere
immin sistem kokenli baska bir sistemik bir enflamatuvar hastalik olan SLE secilmistir.
Calismaya dahil edilen SLE hastalari “hasta kontrol" grubunu olusturmaktadir. Bu grupta 12
aktif SLE (11 kadin, 1 erkek, ort yas 33,25 + 10,43 yil), 12 inaktif SLE (12 kadin, O erkek, ort
yas 43,83+ 10,83 yil) olmak Uzere toplam 24 SLE hastasi bulunmaktadir. “Saglam-saglikh
kontrol" grubu ise 12 gondilliden (6 kadin, 6 erkek, ort yas 41,33+ 9,02 yil) olusmaktadir. Bu
gondlliler her iki hastalik grubuna benzer yas ve cinsiyet dagilimi gosterecek sekilde
Baskent Universitesi i¢ Hastaliklari Anabilim Dali Romatoloji Bilim Dali polikliniginde

romatolojik acidan (birebir goriserek tibbi sorgulama ve fizik muayene ile) degerlendirilerek
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herhangi bir otoimmun ve/veya enflamatuvar bir hastaligi (6rnegin, fibromiyalji, osteroartrit)
olmadigi teyid edilmis olan kisilerden, asagida belirtilen icleme (arastirmaya dahil olma) ve

dislama (arastirmaya alinmama) kriterlerine uygun olarak segilmistir.

Hasta poplilasyonu icin icleme ve dislama kriterleri

icleme kriterleri: Aktif Behget hastalari, inaktif Behcet hastalari, aktif SLE hastalari, inaktif

SLE hastalari, saglam-saglikh kisiler

Dislama kriterleri: Behget hastalarindan 6rnekler alinirken BH disinda akut herhangi bir

hastaligi, malignansisi, baska bir otoimmiin/otoenflamatuvar hastaligi veya enflamasyon
durumu olanlar, SLE hastalarindan o6rnekler alinirken ise SLE disinda akut herhangi bir
hastaligi, malignansisi, baska bir otoimmiin/otoenflamatuvar hastaligi veya enflamasyon
durumu olanlar ¢alismaya dahil edilmemistir.

Yukaridaki icleme ve dislama kriterlerine gore ¢alismaya dahil edilen ve periferik vendz kan
ornegi alinan hasta ve gonilli deneklerde klinik izlem sirasinda, kaninin alindigi sirada
yukaridaki hastalik durumlarindan bir tanesinin bulundugu sonradan anlasiimasi

durumunda, bu hastalarin sonuglari galismadan g¢ikariimistir.

Hasta aktivite kriterleri

Hastalik aktivitesi ile ilgili 6zgll belirteglerin olmadig durumlarda, hastalik izlemi asil olarak
klinik bulgularla yapilir. Bu izlem hastalik aktivite indeksinin yayinlanmasindan sonra
kolaylagsmistir: Behget Hastaligi Anlik Aktivite Formu (Behget’s Disease Current Activity
Form) rutin konsultasyon sirasinda kolayca uygulanabilen ve dogru bir aractir (Bhakta ve
digerleri, 1999). Calismamizda BH icin, BH Anlik Aktivite Formu'nda en az bir karakteristik
bulgusu mevcut olanlar "aktif Behget hastasi" olarak siniflandirildi. Son 30 giin igerisinde
veya daha uzun slirede herhangi bir lezyonu olmayanlar ise "inaktif Behget hastasi" olarak
siniflandirildi (Bodur, Borman, Ozdemir, Atan ve Kural, 2006).

SLE icin ise SLEDAI (SLE Disease Activity Index: SLE Hastalik Aktivite indeksi) bilgi kayit
formunda indeksi 4 ve (izerinde olanlar "aktif SLE hastasi" olarak kabul edildiler (Kleczynska,

2011).



63

BH hastalik aktivite kriterleri igin asagida Cizelge 3.2’de yer alan Behget Hastaligi Anhk

Aktivite Formu ve SLE aktivite kriterleri icin ise Cizelge 3.3’de yer alan SLEDAI (SLE

Diagnostic Activity Index) bilgi kayit formu kullanildi.

Cizelge 3.2. Behget Hastaligi Anlik Aktivite Formu

BEHCET HASTALIGI ANLIK AKTIVITE FORMU-2006

Tarih: |sim: Ginsiyet: EK
Merkez: Telefon: Dogum tarihi:

Ulke: Adres:

Klinisyen:

HASTANIN AKTIVITESINI DEGERLENDIRMES|

Soru: Son 4 haftadir hangi yiz ifadesiyle hastahgma tanmmlayabilirsiniz (Bir yiz( seginiz)

VISISISIGDIE

.'n'u Son 4 ha‘ftadrasagdah bei'n:laden blrme séu:seruz |blul| kutuyu dddu'u'l I

Belirti Yok Son 4 hafta iinde var

ns

Oral diserasyon

Genital Olserasyon

Eritem

Deri pistilleri

Eklemlerde-artralji

Eklemlerde-artrit

Bulantvkusmakann agns:

Diyarefrektumdan belirgin kanama

GOZ TUTULUMU
(Asagidaki sorulan sorunuz.)

Son 4 haftadir aga@daki belirtiler oldu mu?
S5ag Goz

Sol Goz

Kirma goz Evet Hayr

Evet

Hayr

Agnli géz Evet Hayw

Evet

Hayir

Gormmede bulanikdik ve azama Evet Hayr

Evet

Hayr

|~ Yukardaki belirtilenden birl yenimi? Evet

Hayr

sINIR sISTEMI al Damar n
asagudaki sorulan sorunuz )

(Daha once hasta ndan bildiri 5 veya not edilmemis sinir sistemi ve major intrakranyal damariarla iliskili yeni bir bairti seklinde

Son 4 hatta iinde agagdaki belirtilerden birini gegirdiniz mi?

Belirti Evet Hayr

Yeni ise saretlayin

Bayilma ve géz kararmas:

Konusma gudoga

lsitme goclogu

Bulanik veya cift gorme

Yizde his kaybi ve gOgsiziok

Kolda his kaybi ve glgstziok

Bacakta his kaybi ve gUGsUzZIOK

Hafwa kaybi

Denge kaybi

(Asa@dalu snrulan scru'luz.}

ml&ﬁfﬂmw“hmwm? Bvet Hayr

Son 4 hafta iinde asagdaki belirtilerden birini gegirdiniz mi?

Belirti Evet Hayir

Yeni ise isaretleyin

Gogus agrsi

Nefessizlik

Kanl oksorok
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Cizelge 3.3. SLEDAI bilgi kayit formu

SLEDAL: BILGI KAYIT FORMU

HastaninAdu: Tarih

Dr.: Prot no

I

DOKTOR GLOBAL DEGERLEMDIRMESI: 0 1 2 3
HAFIF ORTA AGIR

(SLEDAI skoruna muayene sirasinda ve son 10 gin iginde bulgu varsa adirhk sayisin yazin)

SKORU

Agirhk | SLEDAI | Bulgu lant

sayis: | skoru

] Konvulsiyon Yenl baslayan (Metabollk, enteksiyoz, 1laca bagl olmayan)

g Psikoz Gerced] kavrama gucindekl dnemll azalma nedeniyle normal fonksiyonu
idame kabilivetinde dedisiklik. Hallsinasyon, futarsizlik, iliski kurmada
belirgin kayip. dusince kapsaminda fakirlik, belirgin mantiksiz disinme
a;,;aﬂn. organize glmayan veya katatonik davranig. (Uremi ve flagla
olmayan

] Organik beyin Azalmis on)[antaggon, hafiza veya diger enfellekitel fonksivonlarla ve ani

sendromu baslangic ve eg'ig ken Klinikle birlikie gﬁn‘jle n mental fonksiyon dedigiikligi.
Konsantrasyon bozu klug ve cevreye ilginin azalmas ile birlikte suur
nﬂ;ulﬂuu.u sunlardan en  8z.2 lanesi ﬂ!mlam@hﬂ;uksluuu. anlamsiz
konusma, uykusuzluk veya gundiz uyku hali, v wg;@ mis veya azalmis
psikomotoraktivite. (Metabolik, enfeksiydz veya ilacla olmayan)
] Gorme SLE "de garilen refinal deqisiklikler. Sitoid cisimler, refinal kanama
bozuklugu koroidde serdz eksuda veva kanama veya optik norit. (Hipertansiyon
enfeksiyon, veya jlacla clmayan)

] Kranial sinir Kranial sinirferde yeni baslayan duyu veya motor bozuklugu

bozuklugu

] SVO Yeni olan serebrovaskiler olay. (Arteryosklerozise bagl olmayan}

4 Artrit Tki eklemden daha fazlasinda adn ve inflamasyon bulgusu thassasivel,
sislik,_eflizyon v.b.)

4 Miyozit Kreafinin fosfokinazfaldolaz yukseklidi ile birlikie olan proksimal adale
agns\kuvvetsizligi veya EMG dedisiklikleri veya biyopside miyozitis.

4 Idrarda silendir | Grandler veya eritrosit silendidern

4 Hematdn Buyuk blyuimede 5'den Tazla erirosit. (Tas, enfeksivon ve diger nedenlerle
olmayan

4 Proteindri 500mag/gin "den fazla. Yeni oftaya cikan veya 500mgfginden fazlaya
I[]Ieselen

4 Piuri Buyuk buyuimede 5'den fazla [okosit. (Enfeksiyona bagh olmayan)

2 Yeni dokinid Yeni oriaya cikan w% g[gﬂ inflamafuar der dokuntlso,

2 Alopesi eni ortaya clkan veya fekrar olan yamall veya diffuz, sac kaybl.

2 IMukozal dlser Yeni orfaya cikan veya tekrar olan oral veya nazal ulserasyon.

2 Plorit Flevral froiman, efizyon veya kalinfagma ile birlikte ploritik gdgus adnsi

2 Pernkardit Perikardiyal gogis adrisi fle en az sunlardan T fanest frofman. eflizyon,
veya EKG veya EKO ile tevid.

2 Diisilk CH30, C3 veya C4 Tn duslk seviyede olmas)

kompleman

2 Armiz Anti-DNA sevivesinde artim olmasi.

anti-DNA

1 Ales 38 UC “den fazla (Enfeksivon olmadan).

1 Trombosifopeni | 100 000 /mm? "den az frombosi sayisi.

1 Lokopeni 3000 fmm~ "den az lokosit sayis!

TOTAL
SLEDAI
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Calismalar sirasinda kullanilan kitler Cizelge 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.4. Kitler

Sira No Kitin adi

Kitin markasi ve Uretim yeri

1 Human iL-23 ELISA kiti
Human iL-12/23 p40 ELISA kiti
Human iL-35 ELISA kiti
Human iL-17 A-F

D W N

eBioscience, San Diego, CA, ABD
Biolegend, San Diego, CA, ABD
eBioscience, San Diego, CA, ABD
Biolegend, San Diego, CA, ABD

3.1.3. Kimyasallar

CGalismalar sirasinda kullanilan kimyasallar Cizelge 3.5’de verilmistir.

Cizelge 3.5. Kimyasallar

Sira No Kimyasalin adi Kimyasalin markasi, katalog numarasi ve lretim
yeri
1 RPMI-1640 (2.0 g/I Biochrom AG, Katalog No. F 1215, Berlin,

NaHCO3, stabil glutamin
iceren, disiik endotoksinli)

2 Fetal bovine serum (FBS)

3 Penisilin-streptomisin

4 Ultra pure water

5 Ficoll-Hypaque

6 Dimethyl sulfoxide (DMSO)

7 Phytohemagglutinin-
Lyophilized (PHA-L)

8 Tripan mavisi

Almanya

Biochrom AG, Katalog No. S 0115, Berlin,
Almanya

Gibco, Life Technologies, Katalog No. 15140-122,
Grand Island, NY, ABD

Biochrom AG, Katalog No. L0030, Berlin,
Almanya

Biochrom AG, Katalog no: L6115, Berlin,
Almanya

Merck, Katalog No. 102952, Darmstadt, Almanya
Biochrom AG, Katalog No. 5030, Berlin, Almanya

AppliChem, Katalog No. C.I. 23850, CAS No. 72-
57-1, Darmstadt, Almanya
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3.1.4. Cihazlar

Cahsmalar sirasinda kullanilan cihazlar Cizelge 3.6’te verilmistir.

Cizelge 3.6. Cihazlar

Sira No Cihazin adi Cihazin markasi, modeli ve Gretim yeri

1 Biyogtivenlik kabini sinif 2 NuAire Inc., LABGARD, Biological Safety
Cabinet, Class I1A/B 3, Model No: NU-425-
400, Plymouth, MN, ABD

2 Santrifdj Hettich GmbH and Co, Model: Rottina 38,
Almanya

3 Vorteks Labnet International, Woodbridge, ABD

4 Manyetik karistirici Stuart, Model No: Sb162, ingiltere ABD

5 Sogutmal santrifij Sigma Laborzentrifugen GmbH, Model No:
3-18KS, Osterode am Herz, Almanya

6 Distile su cihazi Merck Millipore S.A.S., Milli-Q® Advantage
A10 Ultrapure Water Purification System,
Katalog No: Z00QOVOWW, Molsheim,
Fransa

7 Hassas terazi Shimadzu Corp., Model No: AY120, Tokyo,
Japonya

8 %5 CO2’li, su ceketli etiv Sanyo Electric Biomedical Co., Ltd, Model
No: MCO-18AIC, Tatsuishi Fujioka City,
Gunma Ken, Japonya

9 Tam otomatik ELISA yikayicisi Tecan Austria GmbH, Model: Columbus
Plus Microplate Washer, Grédig, Avusturya

10 ELiSA (mikroplak) okuyucusu Labsystems Inc.,Model: Multiscan EX,
Helsinki, Finladiya

11 -80°C derin dondurucu Panasonic Helathcare and Co Ltd., Model
MDF-U5386S-PE, Japonya

12 Istk mikroskobu Olympus America Inc., Model No: BX50,
Center Valley, PA, ABD

13 Cevrik (invert) mikroskop Hund Wetzlar, ProgRES CF Scan, Model No:
AFC-30, Almanya

14 Cok kanalli otomatik pipet (10- Transferpette, Model No: S12, Almanya

100ul)
15 Tek kanalli otomatik pipet Transferpette, Model No: S12, Almanya
(100-1000 pl)

16 Otoklav Sanyo North America, Model No: MLS-
3780, Bensenville, IL, ABD

17 Su banyosu Nive, Model No: BM402, Tiirkiye



http://www.merckmillipore.com/TR/tr/product/Milli-Q%C2%AE-Advantage-A10-Ultrapure-Water-Purification-System,MM_NF-C10117
http://www.merckmillipore.com/TR/tr/product/Milli-Q%C2%AE-Advantage-A10-Ultrapure-Water-Purification-System,MM_NF-C10117
http://www.merckmillipore.com/TR/tr/product/Milli-Q%C2%AE-Advantage-A10-Water-Purification-System,MM_NF-Z00Q0V0WW
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3.1.5. Sarf malzemeler

Calismalar sirasinda kullanilan sarf malzemeler Cizelge 3.7’de, sollisyonlar 3.8’de verilmistir.

Cizelge 3.7. Sarf malzemeler

Sira No Malzemenin adi Malzemenin markasi ve Gretim yeri
1 Konik tabanl steril santriflij tipl, 15 Greiner Bio-one GmbH,
ml Frickenhausen, Almanya (1-11)
2 Konik tabanl steril santriftij tlpd, 50
ml
3 Steril pipet, 1 ml
4 Steril pipet, 5 ml
5 Steril pipet, 10 ml
6 Steril pipet, 25 ml
7 20-300ul steril pipet ucu
8 Steril filtreli pipet ucu, 1000 pl
9 15 ml’lik steril, kapakli, konik tabanli
polipropilen (SKKTPP) tip
10 Steril cryovial (5ml)
11 24 gukurlu steril plate U-tabanli
12 Thoma lami Paul Marienfeld GmbH & Co. KG,
13 Lamel 24x60 Lauda-Konigshofen, Almanya (12-13)
14 8 ml ‘lik jelli serum ayirma tiipa Vacutest Kima S.R.L., Arzergrande,
15 9ml’lik heparinli tip PD, italya (14-16)
16 9ml’lik EDTA’lI tlip

Cizelge 3.8. Deneysel asamalarda kullanilan soltisyonlar

Sira No Sollisyonun adi

1 % 10 FBS’lu RPMI11640

2 % 0,9 izotonik sodyum klortir (NaCl) (Serum fizyolojik : SF)

3 PBS (phosphate buffered saline : fosfat tamponlu salin,
10mM, pH 7,4)

4 %10 DMSOQO’li FBS
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3.2. Yontemler

3.2.1. Orneklerin toplanmasi

Bu calisma icin Gazi Universitesi Tip Fakdltesi Etik Kurulu’ndan 13.06.2012 tarih ve 232 sayili

karar ile izin alinmistir. Etik kurul onayi Ekler bolimiinde Ek-1'de sunulmustur.

Etik kurul onayi alindiktan sonra, onam formu imzalayan her bir gonilli ve hastadan sag kol
antekiibital venden; sitokin, hicre kiltirid calismalar igin vakumlu kan alma seti ile

heparinli kan alma tiplerine 10 ml periferik venz kan 6rnegi alindi.

3.2.2. Orneklerden periferik kan mononiikleer hiicrelerin ayrilmasi ve hiicrelerin

dondurulmasi

Alinan 10 ml periferik ven6z kan ornegi, 50 ml’lik steril, konik tabanli polipropilen tiip
icerisine aktarilarak 10 ml %0,9'luk izotonik sodyum kloriir solliisyonu (serum fizyolojik, SF)
ile karistirarak sulandirildi (dilte edildi). 20 ml sulandiriimis kan 6rnegi baska bir 50 ml’lik
steril, konik tabanli polipropilen tlip igerisine konulmus olan 7,5 ml Ficoll Gzerine yavas
yavas tabaka olusturacak sekilde yayildi ve 1500 rpom’de (400 x g) 30 dakika santrifiij sonrasi
elde edilen bulutsu tabaka (buffy coat) steril bir pastor pipeti yardimi ile alinarak baska bir
50ml’lik steril, konik tabanli polipropilen tipe aktarildi. Aktarilan bu buffy coat Uzerine
toplam hacim 20ml olacak sekilde steril %0,9'luk SF eklendikten sonra, tiip 2000 rpm’de
(800 x g) 10 dakika santrifiij edildi. Santriflij sonunda stpernatan atildi, pellet icerisindeki
hicreler homojenize edildi ve toplam hacim 20 ml olacak sekilde steril %0,9'luk SF
eklenerek 1800 rpm’de (700 x g) 10 dakika daha santrifiij edildi. Santrifiij sonunda yine
sipernatan atildi, pellet homojenize edildi. Homojenize edilen pellet 5 ml %10’luk fetal sigir
serumu (FBS: Fetal bovine serum) iceren RPMI-1640 kullanilarak sulandirildiktan sonra steril
petri kabina aktarildi ve %5 CO,’li, su ceketli etiivde 90 dakika inkiibe edildi. inkiibasyonun
ardindan petri kabina yapismamis olan lenfositler, besiyeri ile birlikte, 50ml’lik steril, konik
tabanli polipropilen tliplere alindi ve 1500rpm’de (400 x g) 15 dakika santriflj edildi.

Supernatan atildiktan sonra homojenize edilen pelletten 10 pl hiicre alinarak %0,04 Tripan
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mavisi ile 1:10 oraninda karistirildiktan sonra Thoma laminda hiicre sayimi yapildi ve 1
ml’deki hiicre sayisi hesaplandi. Geri kalan pellet ise %10 DMSO (dimetil siilfoksit) ve %90
FBS ile hazirlanan dondurma sollisyonu (freezing medium) icinde her birinde 1ml olacak
sekilde kriyoviallere dagitildi ve c¢alisma giinline kadar -80°C'de dondurulmus sekilde

saklandi.

3.2.3. Dondurulmus hiicrelerin ¢alisma 6ncesi hazirlanmasi

Dondurulmus hicreler -80°C'lik derin dondurucudan ¢ikartildiktan sonra 37°C'lik su
banyosunda ¢ozdirildi. Her 1 ml 6rnek igin 9 ml %10 FBS’li RPMI-1640 ilave edildikten
sonra 1300 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Ustte yer alan siipernatan atildiktan sonra hiicre

pelleti Gzerine 1 ml %10 FBS’li RPMI-1640 ilave edilerek homojenize edildi.

3.2.4. Hiicre sayimi ve hiicre kiiltiirii i¢in hiicre sayisi ayarlanmasi

10 ul homojenize hiicre sollisyonu alinarak %0,04 Tripan mavisi ile 1:10 oraninda karistirildi,
10 pl hicre Thoma laminin her bir bélmesinde sayildi. Thoma laminda sayim yaparken énce
10X biliyitmede gorintl bulundu daha sonra 40X blyitmede hiicre sayimi yapildi. Sayim
sirasinda her alandaki hicreler ve alanin 2 ylizeyi lizerine diisen hiicreler hesaplandi Thoma
laminda yer alan toplam 16 alandaki hiicreler sayildi. ve 1 ml’deki hiicre sayisi hesaplandi.

1ml’deki hiicre sayisi=Thoma laminda sayilan toplam hiicre x 10 (dilisyon katsayisi) x 10*

(ml’deki hiicre sayisi) formilu ile hesaplandi. Calismada 6ncelikle tripan mavisi ile hiicre

canhhigi degerlendirildi ve %95 oraninda canli hiicre iceren 6rnekler galismaya dahil edildi.
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Sekil 3.1. Thoma laminda 10X ve 40X biiyitme géruntuleri

Hicreler, %10 FBS'li RPMI-1640 kullanilarak, 24 cukurlu plaklarda toplam 1 ml’de 500.000
hicre/cukur olacak sekilde sulandirilarak hiicre kultlrd icin hazirlandi. 1ml’deki hiicre sayisi
belirlendikten sonra oran oranti yontemi ile 500.000 hiicrenin ka¢ ml hiicre sollisyonunda

bulundugu hesaplandi.

3.2.5. Hiicre kiiltiirii yapilmasi, hiicrelerin uyarilmasi ve siipernatanlarin toplanmasi

Hucreler, 24 cukurlu plaklara 1 ml’de 500.000 hicre/cukur olacak sekilde dagitildi,
uyarilacak cukurlara 10 pug/ml fitohemaglitinin (PHA: Phytohaemagglutinin) eklendi ve
plaklar 37°C'deki %5 CO,'li, su ceketli etiivde 48 saat ve 72 saat inkibe edildi. 48. ve 72.
saatlerde plaklar cevrik (invert: inverted) mikroskopta degerlendirildikten sonra, her
hastaya ait, PHA ile uyarilmis ve uyarilmamis (kontrol) cukurlardan hiicre+siipernatan
toplandi. Siipernatanlarin, hiicrelerden ayrilmasi icin 3000 rpm’de 15 dakika santrifij
edildikten sonra hiicre pelleti atildi, sipernatanlar ¢alisma glintine kadar -80°C'de saklandi.
24 cukurlu hicre kiltir plaginin konfiglirasyonu Cizelge 3.9’da ve gorlintiisii Resim 3.1'de

verilmistir.



Cizelge 3.9. 24 cukurlu hiicre kiiltlr plagi konfiglirasyonu

1. hasta 2. hasta 3. hasta 4. hasta 5. hasta 6. hasta
48 saat PHA | 48 saat PHA | 48 saat PHA | 48 saat PHA | 48 saat PHA | 48 saat PHA
uyarilmis uyarilmis uyariimis uyariimis uyariimis uyariimis
48 saat PHA | 48 saat PHA | 48 saat PHA | 48 saat PHA | 48 saat PHA | 48 saat PHA
uyarilmamis | uyarilmamis | uyarilmamis | uyariimamis | uyarilmamis | uyarilmamis
72 saat PHA | 72 saat PHA | 72 saat PHA | 72 saat PHA | 72 saat PHA | 72 saat PHA
uyariimis uyariimis uyarilmis uyarilmis uyarilmis uyarilmis
72 saat PHA | 72 saat PHA | 72 saat PHA | 72 saat PHA | 72 saat PHA | 72 saat PHA
uyarilmamis | uyariimamis | uyarilmamis | uyarilmamis | uyarilmamis | uyariimamis

Resim 3.1. 24 cukurlu hiicre kiltlr plagl konfiglirasyonu
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3.3. Hiicre Kiiltiir Stipernatanlarinda Sitokin Diizeyi Ol¢iimii

PHA ile uyarilmis ve uyarilmamis periferik kan lenfositlerinin 37°C'de %5 CO,'li, su ceketli
etiivde 48 ve 72 saat inklUbasyonlari sonrasinda elde edilen sipernatanlarinda ticari
kullanima hazir ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) kitleri kullanilarak iL-17A/F, iL-
23, iL-12/23 p40, iL-35 sitokin diizeyleri iiretici firma talimatlari dogrultusunda 6lgiildi.

3.3.1. iL-17 A/F sitokin diizeyi 6lgiimii

IL-17 A/F sitokin 6lcimi icin kullanima haazir, ticari bir ELISA kiti kullanildi (Human iL-17 A/F,
Biolegend, Legend Max, San Diego, A.B.D). Bu insan iL-17A/F ELISA kiti, sandvi¢ ELISA
temeline dayanmaktadir ve plak yakalayici antikor olarak anti-insan iL-17A/F ile kaplanmistir.
Standart Sekil 3.2'de gosterildigi sekilde hazirlandi; hem standart hem de 6rnek
kuyucuklarina 50 pl/kuyucuk test tampon solisyonu A (Assay Buffer A) aktarildiktan sonra
ilgili kuyucuga 50 ul standart diliisyon soliisyonu veya érnek eklendi. Uzeri adeziv film ile
kapatilan plak oda sicakhiginda (18-25°C'de) inkibator calkalayicida 200 rpm’de 2 saat
inkiibe edildi. Sivi icerigi bosaltildiktan sonra plak otomatik ELISA yikayicisi kullanilarak
yikama solisyonu ile 4 kez yikandi. Yikama asamasinin ardindan her kuyucuga 100 ul anti-
insan iL-17A/F saptama antikoru eklendi, calkalayici (izerinde, oda sicakliginda 1 saat inkiibe
edildi. inkiibasyonun ardindan plak, icerigi bosaltilarak yukarida anlatildigi sekilde 4 kez
yikandi. Bu asamadan sonra 100 pl/kuyucuk Avidin-HRP D solisyonu eklendi, plagin Gzeri
tekrar adeziv film ile kapatildiktan sonra oda sicakliginda inkiibator calkalayicida 200 rpm’de
30 dk inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan plak yukaridaki anlatildigi sekilde tekrar 5 kez
yikandi. Yikamada asamasindan sonra her kuyucuguna 100 pl substrat F sollisyonu eklenen
plak (Uizeri kapatilmadan), oda sicakhginda karanlikta 15 dakika inkiibe edildi. iL-17A/F
iceren kuyucuklardaki sivinin rengi konsantrasyona bagli olarak maviye dénusti. Plaga 100
ul/kuyucuk durdurma (stop) soltisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu ve kuyucuklardaki
sivinin renginin maviden sariya donidsmesi izlendi. Plak 30 dk icerisinde 450 nm dalga
boyundaki filtre ile ELISA okuyucusu kullanilarak spektrofotometrik olarak degerlendirildi.
Standartlardan elde edilen optik dansite degerleri kullanilarak standart egri cizildi ve
hastalarin optik dansiteleri standart egriye goére degerlendirilerek sitokin konsantrasyonlari

hesaplandi. Kitin saptama araligi 10,9-700 pg/ml olup saptanabilen en diistik konsantrasyon
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2,58 pg/ml’dir. Kitin 6zgilligi degerlendirildigi zaman insan iL-17E, iL-17F, iL-1a, iL-1PB,IL-
1RA, iL-2, IL-3, iL-4, IL-5, IL-6, iL-7, IL-8, iL-10,iL-12 P40, iL-12 P70, iL-13, iL-16, iL-18, iL-22, iL-
23, iL-32a, iL-33, iFN-a, IFN-B, iFN-y, TNF-a, TNF-B, RANTES, TGF-a ile herhangi bir capraz

reaksiyon vermedigi Uretici tarafindan belirlenmistir.

17,5l 250 pl 250 pl 250 pl 250 pl 250 ul 250 ul
e——] [— | ————— | ————— | ————— | ————— | ————— | —————
' l 4825 | l 2500 | l 2500 | l 2500 | l 250 | l 250p | l 250 |

ul
Stok 700 350 175 87,5 43,8 21,9 10,9
sollisyon pg/ml
iL-17A/F Standart Egrisi iL-17A/F Standart Egrisi
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Sekil 3.2. iL-17A/F sitokin ELISA kiti standart diliisyonlari ve egrileri
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3.3.2. iL-12/23 (p40) sitokin diizeyi 6l¢iimii

IL-12/23 (p40) sitokin dlciimii icin kullanima hazir, ticari bir ELISA kiti kullanildi (Human iL-
12/23 (p40), Biolegend, Legend Max, San Diego, A.B.D). Bu insan iL-12/23 (p40) ELISA kiti
sandvi¢ ELISA temeline dayanmaktadir ve plak anti-insan iL-12/23 (p40) yakalayici antikoru
ile kaplanmistir. Uretici firma talimatlari dogrultusunda gerceklestirilen test basamaklarinda
standart asagidaki sekilde hazirlandi. Standartlara ve o6rneklere ait kuyucuklara 50
ul/kuyucuk olacak sekilde test tampon solisyonu A (Assay Buffer A) dagitidiktan sonra ilgili
kuyucuklara 50 pl/kuyucuk standart diliisyon soliisyonu veya érnek eklendi. Uzeri adeziv
film ile kapatilan plak oda sicakliginda inkibator-calkalayicida 200 rpm’de 2 saat inkibe
edildi. Sivi icerigi bosaltilan plak otomatik ELISA yikayicisinda yikama soliisyonu ile 4 kez
yikandi. Yikama sonrasi 100 pl/kuyucuk anti-iL-12/23 (p40) saptama antikoru eklenmesinin
ardindan yukarida iL-17A/F ELISA testinde tanimlandigi sekilde ELISA ¢alismasi tamamlandi.
Kitin saptama araligi 31,3-2000 pg/ml olup saptanabilen en diisik konsantrasyon 9,5
pg/ml’dir. Kitin 6zgilliglu degerlendirildigi zaman insan iL-1a, iL-1B, iL-2, IL-6, iL-10, iL-13,
iL-15, IL-17A, iL-17A/F, IL-17E, iL-17F, iL-22, iL-32aq, iL-33, iFN-y, TNF-a ile herhangi bir

capraz reaksiyon vermedigi Gretici tarafindan belirlenmistir.

50pl 250 pl 250 pl 250 ul 250 pl 250 pl 250 pl
450 pl 250 pl 250 pl 250 pl 250 pl 250 pl 250 pl
Stok 2000 1000 500 250 125 62,5 31,3

soliisyon pg/ml
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Sekil 3.3. iL-12/23 (p40) sitokin ELISA kiti standart diliisyonlari ve egrileri

3.3.3. iL-23 sitokin diizeyi dl¢iimii

iL-23 sitokin &lciimi icin kullanima hazir, ticari bir ELISA kiti kullanildi (Human iL-23,
Platinum ELISA, eBioscience, San Diego, CA, A.B.D). Bu insan iL-23 ELISA kiti, sandvi¢ ELISA
temeline dayanmaktadir ve plak anti-insan iL-23 yakalayici antikor ile kaplanmistir. Plak,
test baslangicinda 400 pl/kuyucuk yikama soliisyonu ile otomatik ELISA yikayicisi kullanarak
2 kez yikandi. Aspirasyondan 6nce yikama sollisyonu kuyucuklarda 10-15 saniye bekletildi.
Standartlar asagidaki sekilde belirtildigi gibi hazirlandi ve ilgili kuyucuklara 100'er pl olarak
dagitildi. Bos/kor (blank) kuyucuga 100 pl, hastalara ait kuyucuklara ise 50 pl 6rnek diltenti
(sample diluent) eklendikten sonra ilgili kuyucuklara 50 pl/kuyucuk hasta 6rnegi eklendi.
Plagin Uzeri adeziv film ile kapatildiktan sonra oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi.

inkiibasyonun ardindan plak 5 kez yikama soliisyonu ile yikandi. Yikama sonrasinda tiim



76

kuyucuklara 100 pl biotin konjugati eklendi ve plagin lizeri tekrar adeziv film ile kapatilarak
oda sicakhginda 1 saat inklbe edildikten sonra 5 kez daha yikanan plaga 100 pl/kuyucuk
Avidin-HRP (horse radish peroxidase) dagitildi ve Gzeri kapatilarak plak oda sicakliginda 30
dk inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan 5 kez daha yikanan plaga 100 ul/kuyucuk TMB
(tetramethyl benzidine) substrat solisyonu eklendi ve oda sicakliginda 15 dk inkiibe edildi. 1.
Standartin optik dansitesi (OD) 620 nm’de 0,9-0,95 degerine ulastiginda, 100 ul/kuyucuk
durdurma (stop) soliisyonu eklenerek enzimatik reaksiyon durduruldu. 450 nm ve 620 nm
dalga boyunda filtreler ile ELISA okuyucusunda spektrofotometrik olarak degerlendirildi.
Standartlardan elde edilen optik dansite degerleri kullanilarak standart egri cizildi ve
hastalarin optik dansiteleri standart egriye goére degerlendirilerek sitokin konsantrasyonlari
hesaplandi. Kitin saptama araligl 15,6-2000 pg/ml olup saptanabilen en dusuk
konsantrasyon 4 pg/ml’dir. Kitin 6zgullugi degerlendirildigi zaman Uretici firma tarafindan

herhangi bir ¢capraz reaksiyon vermedigi belirtilmistir.

225pl 225 pl 225 pl 225 pl 225 pl 225 pl 225 pl 225 pl
225 pl 225 ul 225 pl 225 ul 225 pl 225 ul 225 pl
Stok 2000 1000 500 250 125 62,5 31,3

soliisyon pg/ml
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10 -~ 10
g E
2 o 2 **
< 2
“u-; 1 T T ’ T 1 o 1 T T "’ T 1
£ 1 10 100® 1000 10000 E 1 10 1Q9" 1000 10000
5 o* 8 *e
x 0,1 = 0,1
g_ Konsantrasyon (pg/ml) & Konsantrasyon (pg/ml)
iL-23 Standart Egrisi
10
E
2 **
E 1 T T ’ T 1
2 ¢
= 1 10 1@@™ 1000 10000
5 .
o]
x 01 *
g_ Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 3.4. iL-23 sitokin ELISA kiti standart diliisyonlari ve egrileri

3.3.4. iL-35 sitokin diizeyi 6l¢iimii

IL-35 sitokin &lcimi icin kullanima hazir, ticari bir ELISA kiti kullanildi (Human iL-35,
elabscience, Wuhan, Hubei, Cin). Bu iL-35 ELiSA kiti sandvi¢ ELISA temeline dayanmaktadir
ve plak anti-insan iL-35 yakalayici antikor ile kaplanmistir. Kullanilacak standart soliisyonlari
asagidaki sekilde hazirlandiktan sonra, 100 pl/kuyucuk olarak ilgili standart sollisyonlari ve
drnekler dagitildi. Bos/kér kuyucuga ise referans standart ve drnek diliienti eklendi. Uzeri
adeziv film ile kaplanan plak 90 dk 37°C'de kuru ortamda inkiibe edilkten sivi icerigi
bosaltildi ve 100 upl/kuyucuk biotinle isaretlenmis saptama antikoru eklendi. Uzeri adeziv
film ile kapatilan plak, 1 saat 37°C’de inkiibasyonun ardindan otomatik ELISA yikayicisi
kullanilarak 3 kez yikama soltisyonu ile yikandi. 100 pl/kuyucuk HRP konjugati eklendikten
sonra plak 37°C’de 30 dk inktbe edildi. Bes kez yikamanin ardindan 90 pl/kuyucuk substrat
soliisyonu eklenen plagin {zeri kapatilarak 37°C’de 15 dk inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi
50 pl/kuyucuk durdurma (stop) soliisyonu eklenen plak 450nm dalga boyu filtreli ELISA

okuyucusu ile spektrofotometrik olarak degerlendirildi. Standartlardan elde edilen optik
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dansite degerleri kullanilarak standart egri cizildi ve hastalarin optik dansiteleri standart
egriye gore degerlendirilerek sitokin konsantrasyonlari hesaplandi. Kitin saptama aralig
15,63-1000 pg/ml olup saptanabilen en disuk konsantrasyon 9,38 pg/ml’dir.Kitin 6zgullugu
degerlendirildigi zaman, insan iL-35 sitokini ve analoglar arasinda belirgin bir capraz
reaksiyon olmadigi, kitin dogal ve rekombinant insan IL-35 sitokinini saptayabildigi tretici

firma tarafindan belirtilmektedir.

500 uL S500 ul. 500 uL. 500 puL. 500 ul. 500 uL
Cel
3
1 2 3 4 5 6 7 8
1000 500 250 125 62,5 31,25 15,625 0
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Sekil 3.5. iL-35 sitokin ELISA kiti standart diliisyonlari ve standart egrileri
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3.4. istatistiksel Analiz

ELISA calismalarinin sonuglarindan érneklerdeki sitokin miktarlarinin hesaplanmasinda bir
bilgisayar istatistik programi olan Microsta kullanilmistir. Konsantrasyonlari bilinen
standartlardan elde edilen OD degerlerinden yararlanilarak, érneklere ait OD degerleri
regresyon-korelasyon analizine tabi tutulmus ve O&rneklere ait konsantrasyonlar

hesaplanmistir.

Arastirma verileri arastirmaci tarafindan Microsoft-Excel programina girilmistir. istatistiksel

analizler SPSS 18.0 programi kullanilarak yapilmistir.

Demografik verilerin degerlendirilmesinde ylzde dagilimlari kullaniimistir. Verilerin normal
dagihima uygunlugu incelenmis, normal dagilima uymadig i¢in analizler nonparametrik
testler kullanilarak yapilmistir. Analizlerde sitokin dlzeyleri karsilastirilirken ortalamalar
arasi farkin anlamlilik testi (Mann Whitney U Testi ve Kruskal Wallis Testi) kullaniimigtir.

istatistiksel anlamlilik siniri p<0,05 olarak kabul edilmistir.

Korelasyon Diizeyleri karsilastirmasi icin nonparametrik korelasyon testi olan Spearman

korelasyon testi kullaniimistir.



4. BULGULAR ve YORUM

Cizelge 4.1. Aktif ve inaktif Behget hastalarina (toplam 30) ait klinik bulgular ve lenfosit

81

sayllari

No. Yas Sistemik tutulum Behget Aktivite Lenfosit

(yil)/cinsiyet Aktivite durumu sayisi*/ml

skoru

1 24/K GU/D/U/sSSS/ 4 Aktif 20x10°
2 41/E U 1 Aktif 56x10°
3 35/E 0 1 Aktif 38x10°
4 29/E 0 1 Aktif 30x10°
5 28/K 0/sss 2 Aktif 23x10°
6 47/K D/U 2 Aktif 75x10°
7 33/E SSS 1 Aktif 97x10°
8 44/E D/A/SSS 3 Aktif 50x10°
9 17/K oU/GU/D/A 4 Aktif 25x10°
10 43/K D/A/SSS 3 Aktif 26x10°
11 44/K oU/A 2 Aktif 20x10°
12 34/E oU/D/A 3 Aktif 40x10°
13 22/K oU/GU/A 3 Aktif 22x10°
14 51/E oU/A 2 Aktif 50x10°
15 37/K SSS 1 Aktif 25x10°
16 34/E - inaktif 30x10°
17 34/E 2 inaktif 25x10°
18 43/E A inaktif 50x10°
19 32/E z inaktif 21x10°
20 48/K A inaktif 22x10°
21 59/K z inaktif 115x10°
22 30/K - inaktif 20x10°
23 46/K A inaktif 25x10°
24 28/K - inaktif 62X10°
25 50/E - inaktif 44X10°
26 51/E A inaktif 60X10°
27 347E z inaktif 36X10°
28 38/K z inaktif 68X10°
29 57/K A inaktif 51X10°
30 17/K - inaktif 25x10°

*Periferik kandan izole edilen ve Thomma laminda sayilan lenfosit sayisi/ml

OU: Oral iilser, GU: Genital tilser, A: Artrit/Artralji, D: Deri lezyonlari, U: Uveit, SSS: Santral sinir sistemi

tutulumu
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Cizelge 4.2. Aktif Behget hastalarinda klinik belirtilerin dagilimi (n=15)

Klinik Belirtiler* Vaka Sayisi (n=15)
Oral Ulser 6
Genital Ulser 3
Deri Lezyonu 6
Uveit 6
Artrit 4
Artralji 6
SSS Tutulumu 5

* Hastalarda birden fazla belirti mevcut olabilmektedir

Cizelge 4.3. Aktif ve inaktif SLE hastalarina (toplam 24) ait klinik bulgular ve lenfosit

sayilari
No| Yas (yil) Sistemik tutulum SLEDAI| Aktivite| Lenfosit
/cinsiyet skoru |durumu | sayisi/ml
1 |23/K Pydlri, artmig anti-DNA, trombositopeni 7 Aktif 20X10°
2 | 41/E Hematdri, diisiik kompleman 6 Aktif 20X10°
3 | 48/K Artrit, diisik kompleman, artmis anti-DNA 8 Aktif 20X10°
4 | 29/K Yeni dokintd, disuk kompleman, artmis anti- 6 Aktif 25X10°
DNA
5 |26/K Organik beyin sendromu, proteintiri, mukozal 16 Aktif 39X10°
Ulser, diisiik kompleman
6 | 25/K Organik beyin sendromu, hematiiri, distk 16 Aktif 33X10°
kompleman, artmis anti-DNA
7 | 27/K Alopesi, dusik kompleman, artmis anti-DNA, ates| 7 Aktif 44X10°
8 | 27/K Proteindri, pylri, mukozal tlser, diislik 14 Aktif | 100X10°
kompleman, artmis anti-DNA
9 |33/K Disiik kompleman, artmis anti-DNA 4 Aktif 40x10°
10 | 50/K Mukozal tlser, artmis anti-DNA 4 Aktif 60x10°
11 | 49/K Disik kompleman, artmis anti-DNA 4 Aktif 30x10°
12 | 21/K Disik kompleman, artmis anti-DNA 4 Aktif 20x10°
13 | 25/K Disiik kompleman 2 inaktif | 66X10°
14 | 47/K Artmis anti-DNA 2 inaktif | 20X10°
15 | 32/K Disiik kompleman 2 inaktif | 40X10°
16 | 47/K - 0 | inaktif | 65X10°
17 | 29/K Disik kompleman 2 inaktif | 45X10°
18 | 51/K - 0 | inaktif | 25X10°
19 | 65/K - 0 | inaktif | 27X10°
20 | 40/K - 0 | inaktif | 20X10°
21 | 41/K Disik kompleman 2 inaktif | 20X10°
22 | 53/K Lokopeni 1 | inaktif | 20X10°
23 | 47/K Diisiik kompleman 2 inaktif | 24X10°
24 | 49/K Diisiik kompleman 2 inaktif | 30X10°
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Cizelge 4.4. Saghkli kontrollere (toplam 12) ait yas, cinsiyet dagilimi ve lenfosit sayilari

No Yas (yil) / cinsiyet | Lenfosit sayisi/ml
1 30/E 150X10°
2 50/E 75X10°
3 54/E 50X10°
4 46/E 60X10°
5 48/E 70X10°
6 23/E 120X10°
7 40/K 60X10°
8 32/K 75X10°
9 50/K 63X10°
10 40/K 40X10°
11 38/K 56X10°
12 45/K 48X10°

4.1. Periferik Kan Lenfosit Kiltiirlerinin PHA ile Uyarimi Sonrasinda 0., 48. ve 72. Saatte

Cevrik (invert) Mikroskop Gériintiileri

Resim 4.1. PHA ile uyarim yapilmis hasta lenfositleri - 0. saat (40x)
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Resim 4.2. PHA ile uyarim yapilmamis hasta lenfositleri - 0. saat (40x)

Resim 4.3. PHA ile uyarim yapilmis hasta lenfositleri - 48. saat (20x)
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Resim 4.4. PHA ile uyarim yapilmamis hasta lenfositleri - 48. saat (20x)

Resim 4.5. PHA ile uyarim yapilmis hasta lenfositleri - 48. saat (40X)
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Resim 4.6. PHA ile uyarim yapilmamis hasta lenfositleri - 48. saat (40X)

Resim 4.7. PHA ile uyarim yapilmis hasta lenfositleri - 72. saat (20x)



Resim 4.8. PHA ile uyarim yapilmamis hasta lenfositleri - 72. saat (20x)

Resim 4.9. PHA ile uyarim yapilmis hasta lenfositleri - 72. saat (40X)
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Resim 4.10. PHA ile uyarim yapilmamis hasta lenfositleri - 72. saat (40X)



4.2,

Siipernataninda Sitokin Diizeyi Olgiim Sonuglar

Cizelge 4.5. Aktif Behget hastalarinin organ tutulumlarina gére, PHA ile uyarima ve zamana bagli olarak iL-17A/F diizeyleri

Farkh Belirtiler Gosteren Hasta Gruplarinda, PHA ile Uyarima ve Zamana Bagh Olarak Periferik Kan Lenfosit Hiicre Kiltir

48 saat ( +) 48 saat ( -) 72 saat (+) 72 saat ( -)
iL-17A/F Ortalama Ortanca Ortalama + SS Ortanca Ortalama +SS Ortanca Ortalama £ SS Ortanca
SS (Min-Max) (Min-Max) (Min-Max) (Min-Max)
Grup 1 A (n=11) | 492,2 £ 278,5 586,4 (28-763,3) 2,714,6 0(0-14) 542,1+251,9 564,3 (41,4-757,5) 3,645 0 (0-10)
(n=11) B (n=28) | 474,6 +311,1 | 454,2 (172,4-827,4) 00 0(0-0)| 603,0+2659| 643,4(198,7-886,3) 06+1,4 0(0-3,4)
P=1,000 P=0,103 P=1,000 P=0,580
Grup 2 A (n=12) | 511,2 +300,1 685 (172,4-827,4) 0+0 0(0-0)| 625,1+249,7 753 (198,7-886,3) 0,5+1,3 0(0-3,4)
(n=12) B (n=27) | 462,4+281,9 559,5 (28-763,3) 3,1+4,8 1,4 (0-14)| 515,2+255,1 554,5 (41,4-757,5) 4,0+4,6 2,3 (0-10)
P=0,619 P=0,077 P=0,619 P=0,282
Grup 3 A (n=16) | 455,8 +281,7 | 404,9 (172,4-827,4) 03+1 0(0-3,2)| 565,5+234,6| 549,1(198,7-886,3) 1,3+3,2 0 (0-10)
(n=16) B (n=23) | 543,8 +302,3 653,8 (28-763,3) 4,3+5,8 2,7 (0-14)| 568,3+307,9 744,6 (41,4-757,5) 4,4+4,4 4,6 (0-9,5)
P=0,608 P=0.077 P=0,608 P=0,251

Grup 1: SSS tutulumu ve/veya Gveit. Grup 2: Oral aft ve/veya genital ilser. Grup 3: Deri lezyonu ve/veya artrit ve/veya artralji
A: Tutulumu olan. B: Tutulumu olmayan

(+): Hiicre kaltiira PHA il uyarilmistir. (-): Hicre kiltirinde uyarim yapilmamistir.

SS: Standart sapma

Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 belirtileri olan hastalarla belirtisi olmayanlar arasinda, PHA ile 48 ve 72 saatlik uyarim sonuglarina gére iL-17 diizeyleri

arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulunmamuistir.

by



Cizelge 4.6. Aktif Behget hastalarinin organ tutulumlarina gére, PHA ile uyarima ve zamana bagli olarak iL-12/23 p(40) diizeyleri

48 saat ( +) 48 saat ( -) 72 saat ( +) 72 saat ( -)

i|__12/23 Ortalama =SS Ortanca (Min-Max) Ortalama Ortanca Ortalama £ SS Ortanca (Min-Max) Ortalama £ | Ortanca (Min-
p(40) +SS (Min-Max) SS Max)
Grup1 A(n=11) | 275+318,4 185,6 (0-927,2) 00 0 (0-0) 265,2+319,4 149,7 (0-925,2) 00 0 (0-0)
n=t1) B(n=28) | 269+209,7 | 198,2(68,4-589,5) 00 0 (0-0) 257,3+200,7| 223,6(11,4-522,7) 1,9+4,7 0 (0-11,5)

P=1,000 P* P=1,000 P=0,400
Grup 2 A(n=12) | 324 +240,5 |275,9(68,4-654,2) 0x0 0 (0-0) 313,4+235,9| 302,8(11,4-650,1) 1,6+4,3 0 (0-11,5)
n=12) B (n=27) | 227,6 £+304,5 181,4 (0-927,2) 0x0 0 (0-0) 217,1+304,6 126,8 (0-925,2) 00 0 (0-0)

P=0,619 P* P=0,619 P=0,467
Grup 3 A(n=16) | 247,2 +237,1 153,1 (0-654,2) 00 0 (0-0) 234,3+232,2 130,1 (0-650,1) 1,1+3,6 0 (0-11,5)
(n=tel B(n=23) | 323,5 +355,5 200,6 (0-927,2) 00 0 (0-0) 317,5+356,9 212,5(0-925,2) 00 0 (0-0)

P=0,608 p* P=0,608 P=1.000

Grup 1: SSS tutulumu ve/veya lveit. Grup 2: Oral aft ve/veya genital ilser. Grup 3: Deri lezyonu ve/veya artrit ve/veya artralji
A: Tutulumu olan. B: Tutulumu olmayan
(+): Hiicre kaltiiri PHA il uyarilmistir. (-): Hicre kiltiriinde uyarim yapiimamistir
SS: Standart sapma

P*: istatistiksel degerlendirme yapilamamistir

Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 belirtileri olan hastalarla belirtisi olmayanlar arasinda, PHA ile 48 ve 72 saatlik uyarim sonucunda ve 48 ve 72 saatlik

uyarim yapilmamis durumda iL-12/23 p(40) diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir.

ub



Cizelge 4.7. Aktif Behget hastalarinin organ tutulumlarina gére, PHA ile uyarima ve zamana bagli olarak iL-23 diizeyleri

48 saat ( +) 48 saat ( -) 72 saat ( +) 72 saat ( -)
iL-23 Ortalama =SS Ortanca (Min-Max) Ortalama + | Ortanca (Min- Ortalama £ SS Ortanca (Min-Max) Ortalama | Ortanca (Min-
ss Max) +SS Max)
Grup 1 A(n=11) | 295,1+283,9 230,2 (0-816,5)| 0,1+0,4 0(0-1,3) 297,2 + 285 232,1(0-830,4) 00 0 (0-0)
(=t B(n=28) | 231,3+200,6| 149,4 (126,1-638,9) 0x0 0(0-0)| 260,8+219,7| 172,6 (114,2-700,8) | 2,8 £4,9| 0(0-12,1)
P=0.119 P=1,000 P=0,608 P=0,143
Grup 2 A (n=12) 284 +230,1| 152,6 (126,1-638,9) 0x0 0 (0-0) 311 +£240,7| 174,4 (114,2-700,8) | 2,4+4,6| 0(0-12,1)
(n=12) B(n=27) | 257 +277,7 230,1(0-816,5)| 0,2+0,4 0(0-1,3)| 257,7+277,2 188,2 (0-830,4) 0+0 0(0-0)
P=0,315 P=1,000 1,000 P=0,200
Grup 3 A(n=16) | 228,1+216,4 149,4 (0-638,9)| 0,1+0,4 0(0-1,3)| 254,5+222,2| 172,6(58,7-700,8)| 1,7+3,9| 0(0-12,1)
(n=tel B(n=23) | 352,6 +311,2 230,2 (0-816,5) 00 0 (0-0) 338,8 +327 232,1(0-830,4) 00 0 (0-0)
P=0,119 P=1,000 P=0,608 P=0,524

Grup 1: SSS tutulumu ve/veya Gveit. Grup 2: Oral aft ve/veya genital ilser. Grup 3: Deri lezyonu ve/veya artrit ve/veya artralji

A: Tutulumu olan. B: Tutulumu olmayan
(+): Hiicre kaltiira PHA il uyanilmistir. (-): Hicre kiltariinde uyarim yapilmamistir

SS: Standart sapma

Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 belirtileri olan hastalarla belirtisi olmayanlar arasinda, PHA ile 48 ve 72 saatlik uyarim sonuglarina gére iL-23 diizeyleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir.
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Cizelge 4.8. Aktif Behget hastalarinin organ tutulumlarina gére, PHA ile uyarima ve zamana bagli olarak iL-35 diizeyleri

cb

48 saat ( +) 48 saat ( -) 72 saat (+) 72 saat ( -)
iL-35 Ortalama +SS | Ortanca (Min-Max) | Ortalama £ SS Ortanca Ortalama Ortanca (Min-Max) Ortalama t Ortanca (Min-
(Min-Max) Standart Sapma Standart Sapma Max)

Grup 1 A (n=11) 00 0 (0-0) 0+0 0 (0-0) 0+0 0 (0-0) 00 0 (0-0)
(n=11)

B (n=28) 00 0 (0-0) 00 0 (0-0) 00 0 (0-0) 00 0 (0-0)

p* P* P* P*

Grup 2 A (n=12) 00 0 (0-0) 00 0 (0-0) 00 0 (0-0) 00 0 (0-0)
(n=12)

B (n=27) 00 0 (0-0) 00 0 (0-0) 00 0 (0-0) 00 0 (0-0)

P* P* P* P*

Grup 3 A (n=16) 0+0 0 (0-0) 0+0 0 (0-0) 0+0 0 (0-0) 0+0 0 (0-0)
(n=16)

B (n=23) 00 0 (0-0) 0+0 0 (0-0) 0+0 0 (0-0) 0+0 0 (0-0)

P* P* P* P*

Grup 1: SSS tutulumu ve/veya Gveit. Grup 2: Oral aft ve/veya genital Glser. Grup 3: Deri lezyonu ve/veya artrit ve/veya artralji
A: Tutulumu olan. B: Tutulumu olmayan
(+): Hiicre kaltiira PHA il uyanilmistir. (-): Hicre kiltariinde uyarim yapilmamistir
P*: istatistiksel degerlendirme yapilamamistir

Grup 1, Grup 2, Grup 3 belirtileri olan hastalarda ve belirtisi olmayan hastalarin periferik kan lenfosit kiltiirlerinde; PHA ile 48 ve 72 saatlik PHA

ile uyarim yapilan cukurlarda; ayrica 48 ve 72 saat inkiibe edilen ancak uyarimin yapilmadigi cukurlarda; iL-35 diizeyleri 6lcilebilen sinirlarin

altinda oldugu icin istatistiksel degerlendirme yapilamamistir.



4.3. Aktif Behget hastalan ile inaktif Behget Hastalarinda PHA ile Uyarima ve Zamana Bagli Olarak Sitokin Diizeylerinin Karsilastiriimasi

Cizelge 4.9. Aktif Behget hastalari ile inaktif Behget hastalarinda PHA ile uyarima ve zamana bagh olarak sitokin diizeyleri

Aktif Behget (n=15) inaktif Behget (n=15)

Sitokin Uyarim Ortalama + Standart Ortanca Ortalama + Standart Ortanca P
Durumu Sapma (Min-Max) Sapma (Min-Max)

iL-17A/F (pg/ml) 48 saat ( +) 485,2 +281 586,4 (28-827,4) 86,2 +110,2 69,3 (5,1-450,4)  P<0,001
48 saat ( -) 1,6 +3,7 0 (0-14) 1,5+£3,2 0(0-11,4)  p=1,000
72 saat ( +) 566,5 + 249,9 564,3 (41,4-886,3) 104,9 +100,5 79,5(7-398,3)  P<0,001
72 saat ( -) 2,4+3,8 0 (0-10) 1,3£3,2 0(0-11,4) p=0,682

iL-12/23 p(40) (pg/ml) 48 saat ( +) 272,6 +271,4 185,6 (0-927,2) 82,6+97,4 47,3 (0-335,8) p=0,027
48 saat ( -) 0+0 0(0-0) 1,3+5,1 0(0-19,9)  p=1,000
72 saat ( +) 262 +269,6 149,7 (0-925,2) 73,8+ 85,1 43 (0-287,7)  p=0,027
72 saat ( -) 0,8+3 0(0-11,5) 1,2+4,7 0(0-18,2)  p=1,000

iL-23 (pg/ml) 48 saat ( +) 269,6 +247,9 184,1 (0-816,5) 87,8+119,9 42,2 (0-445,8)  p=0,066
48 saat ( -) 0,1+0,3 0(0-1,3) 0,1+0,3 0(0-1,2)  p=1.000
72 saat ( +) 282,6 + 253 174,4 (0-830,4) 93,7+119,1 42,9 (0-445,1) p=0,027
72 saat ( -) 1,1+£3,3 0(0-12,1) 0+0 0(0-0) p=0,483

iL-35 (pg/ml) 48 saat ( +) 0+0 0(0-0) 09+1,1 0,6(0-3,2) p=0,002
48 saat ( -) 0+0 0(0-0) 0+0 0(0-0) pP*
72 saat ( +) 0+0 0(0-0) 0+0 0(0-0) pP*
72 saat ( -) 0+0 0(0-0) 0+0 0(0-0) pP*

P*: istatistiksel degerlendirme yapilamamistir

tb
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Uyanlima

1000.00 Ciurumu

[ 15 SAAT (+)
I 45 SAAT (-)
172 SAAT (+)
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500.00

E 650000
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AKTIF BEHGET INAKTIF BEHGET

o ve*; ug (extreme) degerleri géstermektedir

Sekil 4.1. Aktif Behget hastalari ile inaktif Behget hastalarinda PHA ile uyarima ve zamana
bagli olarak iL-17A/F diizeyleri

Aktif Behget hastalarinin periferik kan lenfosit kiltirlerinin PHA ile 48 ve 72 saatlik uyarimi
sonucunda kiiltiir siipernataninda oélgiilen iIL-17A/F diizeyleri, inaktif Behcet hastalari ile
karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli sekilde yliksek bulunmustur. Aktif Behcet
hastalarinda 48 saatlik uyarim sonucu iL-17A/F diizeyine ait ortanca degeri 72 saatlik
uyarima gore daha yiiksek; inaktif Behcet hastalarinda ise iL-17A/F diizeyine ait ortanca
degeri 48 saatlik uyarima gore 72 saatlik uyarim sonucunda daha yiksek bulunmustur.

(Cizelge 4.9, Sekil 4.1).

Uyanima
1000.00— Durumu

o o I 45 SAAT (+)

I 48 SAAT (=)
172 SAAT (+)
72 SAAT (=)
800 00—

E00.00—
400 .00

200.00—
— * . s Ead

00—

iL-12123 p(40) pgiml

AKTIF EIEEHQET INAKTIF IEEEH'Z.}ET
Sekil 4 2. Aktif Behcet hastalari ile inaktif Behget hastalarinda PHA ile uyarima ve zamana
baglh olarak iL-12/23 p(40) diizeyleri
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Aktif Behget hastalarinin periferik kan lenfosit kiltlrlerinin PHA ile 48 ve 72 saatlik uyarimi

sonucunda kiltiir stipernataninda olgiilen [L-12/23 p(40) diizeyleri, inaktif Behget

hastalarina gore, istatistiksel olarak anlaml sekilde yliksek bulunmustur. Aktif ve inaktif

Behget hastalarinda 48 saat uyarim sonunda iL-12/23 p(40) diizeyine ait ortanca degerleri

72 saatlik uyarima gore daha ylksek bulunmustur (Cizelge 4.9, Sekil 4.2).

1000.00—

B00.00—

E00.00—

iL-23 pgiml

400.00—

200.00—

00—

e

E

1.1

Uyarnlma
Clurumu
I 45 SAAT (+)
I 45 SAAT ()
72 saaT (+)
72 SAAT ()

Sekil 4.3. Aktif Behget hastalari ile inaktif Behget hastalarinda PHA ile uyarima ve zamana
bagli olarak iL-23 diizeyleri

—T
AKTIF BEHCET

" T
INAKTIF BEHCET

Aktif Behget hastalarinin periferik kan lenfosit kiltlirlerinin PHA ile 72 saatlik uyarimi

sonucunda kiiltiir siipernataninda élciilen iL-23 diizeyleri, inaktif Behget hastalarina gére,

istatistiksel olarak anlamli sekilde yiksek bulunmustur. Aktif Behcget hastalarinda 48

saatlik uyarim sonunda iL-23 diizeyine ait ortanca degeri inaktif hastalara gore yiiksek

bulunmustur ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (Cizelge 4.9, Sekil

4.3).
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Uyanlma
4.00 Ciurumu
W 45 SAAT (+)
H 45 sAAT ()
C172 SAAT (+)
W72 SAAT (-

3.00

2.00—

iL-35 pgiml

1.00—

oo— — - - - - - —

L ° T
AKTIF BEHCET INAKTIF BEHGET

Sekil 4.4.Aktif Behget hastalari ile inaktif Behget hastalarinda PHA ile uyarima ve zamana
bagl olarak iL-35 dulzeyleri

inaktif Behget hastalarinin periferik kan lenfosit kiltiirlerinin, PHA ile 48 saatlik uyarimi
sonucunda kiiltiir siipernataninda élgiilen iL-35 diizeyleri, aktif Behcet hastalarina gére,
istatistiksel olarak anlamli dliizeyde yiksek bulunmustur Her iki hasta grubunda da PHA ile
uyarim yapilmaksizin 48 ve 72 saat inkiibe edilmis lenfosit kiltirlerinde ve ayrica 72
saatlik uyarim sonucunda kiltiir siipernataninda 6lciilen iL-35 dizeyleri, dlgiilebilen
sinirlarin altinda olmasi nedeni ile istatistiksel degerlendirme yapilamamistir (Cizelge 4.9,

Sekil 4.4).



4.4. Aktif Behget ile Aktif SLE Hastalarinda PHA ile Uyarima ve Zamana Bagli Olarak Sitokin Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Cizelge 4.10. Aktif Behget ve aktif SLE hastalarinda PHA ile uyarima ve zamana bagli olarak sitokin diizeyleri

Aktif Behget (n=15)

Aktif SLE (n=12)

Sitokin Uyarim Ortalama + Standart Ortanca Ortalama + Standart Ortanca P
Durumu Sapma (Min-Max) Sapma (Min-Max)
iL-17A/F (pg/ml) 48 saat ( +) 485,2 + 281 586,4 (28-827,4) 226,3+176,7 241,2 (8,4-590,7)  p=0,252
48 saat ( -) 1,6 +3,7 0 (0-14) 7,2+5,8 6,6 (0-21,6)  p=0,002
72 saat ( +) 566,5 +249,9 564,3 (41,4-886,3) 336,4 £ 275 341(13,9-797,2)  P=0,054
72 saat ( -) 2,4+3,8 0(0-10) 10,1+7,9 9,1(0-26,5) P=0,002
iL-12/23 p(40) (pg/ml) 48 saat (+) 272,6 +271,4 185,6 (0-927,2) 116,5 + 167,3 80,4 (0-594,6)  p= 0,054
48 saat ( -) 0+0 0 (0-0) 0+0 0(0-0) pP*
72 saat ( +) 262 +269,6 149,7 (0-925,2) 144,5 +153,2 115,1(0-459,3)  P=0,252
72 saat ( -) 0,8+3 0(0-11,5) 2,7%9,2 0(0-32)  P=1,000
iL-23 (pg/ml) 48 saat ( +) 269,6 +247,9 184,1 (0-816,5) 127,6 £ 141,6 112,9 (0-441,2)  p=0,054
48 saat ( -) 0,1+0,3 0(0-1,3) 2,15 0(0-14,2)  p=0,569
72 saat (+) 282,6 + 253 174,4 (0-830,4) 146,1 + 135,9 123,4 (0-450,1)  p= 0,252
72 saat ( -) 1,1+£3,3 0(0-12,1) 0+0 0(0-0) P=0,487
iL-35 (pg/ml) 48 saat ( +) 0+0 0 (0-0) 0,3+0,6 0(0-1,9) p=0,075
48 saat ( -) 0+0 0 (0-0) 0+0 0(0-0) pP*
72 saat ( +) 0+0 0 (0-0) 0+0 0(0-0) pP*
72 saat ( -) 0+0 0 (0-0) 0+0 0(0-0) pP*

P*:istatistiksel degerlendirme yapilamamistir

L6
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Uyanlma

1000.00— Curumu

Wl 45 SAAT (+)
W 45 SAAT ()
172 saaT (+)
W72 SAAT ()
B00.00—

G00.00=

400.00—

iL-17AF pgiml

200.00—

2 > =
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AKTIF BEHGET AKTIF SLE

Sekil 4.5. Aktif Behcet ile aktif SLE hastalarinda PHA ile uyarima ve zamana bagli olarak iL-
17A/F dlzeyleri

Aktif Behget ve aktif SLE hastalarinin periferik kan lenfosit kiltirlerinin PHA ile 48 ve 72
saatlik uyarimi sonucunda kiltiir siipernataninda olciilen iL-17A/F dizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamh bir fark saptanmamakla birlikte her iki uyarim zamaninda da
aktif Behget hastalarinin degerleri daha yliksek bulunmustur. Ancak her iki hasta grubunda
da PHA ile uyarim yapilmaksizin 48 ve 72 saat inkiibe edilmis lenfosit kiltiirlerinde aktif
SLE hastalarinin iL-17A/F diizeylerine ait ortanca degeri aktif Behget hastalarina gére

istatistiksel olarak anlaml diizeyde yliksek bulunmustur (Cizelge 4.10, Sekil 4.5).

Uyanlma
1000.00- Curumu

W 15 SAAT (+)
I 45 SAAT ()
172 SAAT (+)
W72 SAAT ()
B800.00—

600.00— £
400.00—

200.00— ‘
— X = —

.00+

iL-12123 p(40) pgiml

*

AKTIF EIEEH(:.ET AKTIII_ SLE
Sekil 4.6.Aktif Behcet hastalari ile aktif SLE hastalarinda PHA ile uyarima ve zamana bagh
olarak iL-12/23 p(40) diizeyleri
Aktif Behcet hastalari ve aktif SLE hastalarinin periferik kan lenfosit kiltirlerinin PHA ile 48

ve 72 saatlik uyarimi sonucunda kiiltiir stipernataninda oélgiilen iL-12/23 p(40) diizeyleri
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arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir. Ayni hastalarin 48 saat inkiibe
edilen ancak uyarim yapilmayan lenfosit kiiltiirlerinde ise iL-12/23 p(40) diizeylerinin
Olgllebilen sinirlarin altinda olmasi nedeni ile istatistiksel degerlendirme yapilamamistir,
72 saat inkiibe edilen ancak uyarim yapilmayan lenfosit kiiltiirlerinde ise iL-12/23 P(40)

dizeyleri her iki hastalik grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli sekilde

degismemektedir (Cizelge 4.10, Sekil 4.6).

Uyanlma
1000.00— Durumu
[ 458 S2AT (+)
I 45 SaAT ()
72 saaT (4
72 SAAT ()

B800.00—]

G00.00—

iL-23 pgim

400 .00—]

200.00—

oo - Y x -

— T Al
AKTIF BEHZET AKTIF SLE

Sekil 4.7.Aktif Behget hastalari ile aktif SLE hastalarinda PHA ile uyarima ve zamana bagli
olarak iL-23 diizeyleri

Aktif Behget hastalari ve aktif SLE hastalarinin periferik kan lenfosit kiiltirlerinin PHA ile 48

ve 72 saatlik uyarimi sonucunda ve ayni sirelerde PHA ile uyarim yapilmaksizin inkiibe

edilen lenfosit kiiltiir stipernataninda &lgiilen iL-23 dizeyleri, her iki hastalik grubu

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir (Cizelge 4.10, Sekil 4.7).

Uyarnlima

Durumu
Bl a5 SAAT (+)
[l 4z s AAT ()
172 SAAT (+)
72 sAAT ()

2.00—

1.50

1.00—

IL-35 pgiml

50—

00— - - - -— - - -

T T
AWTIF BEHCET AKTIF SLE

Sekil 4.8.Aktif Behget hastalari ile aktif SLE hastalarinda PHA ile uyarima ve zamana bagli
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olarak iL-35 diizeyleri

Aktif Behget ve aktif SLE hastalarinin periferik kan lenfosit kiltiirlerinin PHA ile 48 saatlik
uyarimi sonucunda kiiltiir siipernataninda &lgiilen iL-35 diizeyleri, her iki hastalik grubu
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir degisiklik izlenmemistir ancak aktif SLE hastalarinin
IL-35 ortanca degeri aktif Behget hastalarina gére yiiksek bulunmustur. Her iki hasta
grubunun PHA ile uyarim yapilmaksizin 48 ve 72 saat inkiibe edilmis lenfosit kiltirlerinde
ve ayrica 72 saatlik uyarim sonucunda kiiltiir siipernataninda olgiilen iL-35 diizeyleri,
Olgulebilir sinirlarin altinda oldugu igin istatistiksel bir degerlendirme yapilamamistir

(Cizelge 4.10, Sekil 4.8).



4.5. inaktif Behget hastalar ile inaktif SLE Hastalarinda PHA ile Uyarima ve Zamana Bagli Olarak Sitokin Diizeylerinin Karsilastiriimasi

Cizelge 4.11. inaktif Behget hastalari ile inaktif SLE hastalarinda PHA ile uyarima ve zamana bagli olarak sitokin diizeyleri

inaktif Behget (n=15)

inaktif SLE (n=12)

Sitokin Uyarim Ortalama # Standart Ortanca Ortalama * Standart Ortanca p
Durumu Sapma (Min-Max) Sapma (Min-Max)

IL-17A/F (pg/ml) 48 saat ( +) 86,2 +110,2 69,3 (5,1-450,4) 224,8 +339,1 70,2 (7-883,9)  p=1,000
48 saat ( -) 1,5+3,2 0 (0-11,4) 5,4+4,2 4,8 (0-16,4)  p=0,002
72 saat ( +) 104,9 +100,5 79,5 (7-398,3) 272,8 +415 65,4 (7-989,1)  P=0,704
72 saat ( -) 1,3+3,2 0(0-11,4) 6,9 3,7 8(0-11,7)  P=0,002

iL-12/23 p(40) (pg/ml) 48 saat (+) 82,6 +97,4 47,3 (0-335,8) 75,6 £138,9 0(0-457,5) p=0,252
48 saat ( -) 1,35,1 0(0-19,9) 54+12,6 0(0-33,2) p=0,569
72 saat (+) 73,8+ 85,1 43 (0-287,7) 88,9 + 131,7 8,7 (0-402,1)  P=0,704
72 saat ( -) 1,2+4,7 0(0-18,2) 0,8+2,7 0(0-9,3) p=1,000

iL-23 (pg/ml) 48 saat ( +) 87,8 +119,9 42,2 (0-445,8) 48,3 +94,7 0(0-265,7)  p=0,252
48 saat ( -) 0,1+0,3 0(0-1,2) 0,1+0,3 0(0-1,2) p=1,000
72 saat (+) 93,7 +119,1 42,9 (0-445,1) 55,5 + 94,9 6,1(0-280,2) p=0,252
72 saat ( -) 0+0 0 (0-0) 0+0 0(0-0) P*

IL-35 (pg/ml) 48 saat ( +) 09+1,1 0,6 (0-3,2) 1+1,7 0(0-5,3) p=0,704
48 saat ( -) 0+0 0 (0-0) 0+0 0(0-0) P*
72 saat ( +) 0+0 0 (0-0) 0+0 0(0-0) P*
72 saat ( -) 0+0 0 (0-0) 0+0 0(0-0) P*

P*: istatistiksel degerlendirme yapilamamistir.

10T
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Sekil 4.9. inaktif Behget hastalari ile inaktif SLE hastalarinda PHA ile uyarima ve zamana
bagh olarak iL-17A/F diizeyleri

inaktif Behcet ile inaktif SLE hastalarinin periferik kan lenfosit kiiltiirlerinin PHA ile 48 ve
72 saatlik uyarimi sonucunda kiiltiir siipernataninda olgiilen iL-17A/F diizeyleri, her iki
hastalik grubu arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmamakla birlikte PHA ile
uyarim yapilmaksizin 48 ve 72 saat inklibe edilmis lenfosit kiltlirlerinde inaktif SLE
hastalarinin iL-17A/F diizeylerine ait ortanca degeri inaktif Behcet hastalarinda oélgiilene

gore istatistiksel olarak anlamli dizeyde yiksek bulunmustur (Cizelge 4.11, Sekil 4.9).

Uyarima
500.00- Clurumu

Bl 458 SAAT (+)
= I 45 SAAT (-)
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INAKTIF BEHZET INAKTIF SLE

Sekil 4.10. inaktif Behcet hastalari ile inaktif SLE hastalarinda PHA ile uyarima ve zamana
baglh olarak iL-12/23 p(40) Diizeyleri

iL-12123 p(40) pg/m|

| #

inaktif Behcet ile inaktif SLE hastalarinin periferik kan lenfosit kiiltiirlerinin 48 ve 72 saatlik
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inkiibasyonlarinin PHA ile uyarilmis ve uyarilmamis durumlarinda iL-12/23 p(40) diizeyleri,
her iki hastalik grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmemistir (Cizelge

4.11, Sekil 4.10) .

| Uyarnlma

500.00 Durumu

W 48 SAAT (+)

o o [ 45 SAAT (-)
172 SAAT (+)
W 72 sAAT (-)

400.00—

300.00—

iL-23 pgiml

200.00—

100.00—

i 0

N | N T
INAKTIF BEHCET INAKTIF SLE

.00— b -

Sekil 4.11. inaktif Behget hastalari ile inaktif SLE hastalarinda PHA ile uyarima ve zamana
bagh olarak IL-23 dlzeyleri

inaktif Behget ile inaktif SLE hastalarinin periferik kan lenfosit kiiltiirlerinin PHA ile 48 ve

72 saatlik uyarimi sonucunda ve 48 saat inklibasyon yapilan ancak uyarim yapilmayan

lenfosit kiiltir sipernataninda élcilen iL-23 diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark saptanmamistir. PHA ile uyarim yapilmaksizin 72 saat inklbe edilmis lenfosit

kiiltirlerinde iL-23 dizeyleri 6lcilebilen sinirlarin altinda oldugu igin istatistiksel

degerlendirme yapilamamistir (Cizelge 4.11, Sekil 4.11).

Uyarnlma

5.007 Ciurumu

Wl 45 SAAT (+)
W 48 SAAT (-)

= 172 SAAT (+)
7

5.00 2 SAAT (-)

4.00—

3.00—

iL-35 pghml

2.00—

1.00—

00— = = =

T T
INAKTIF BEHGET INAKTIF SLE

Sekil 4.12.inaktif Behcet hastalari ile inaktif SLE hastalarinda PHA ile uyarima ve zamana
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bagli olarak iL-35 diizeyleri

inaktif Behcet ile inaktif SLE hastalarinin periferik kan lenfosit kiiltiirlerinin PHA ile 48
saatlik uyarimi sonucunda kiltir stpernataninda 6lciilen iL-35 diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir. Her iki hasta grubunda PHA ile uyarim
yapilmaksizin. 48 ve 72 saat inkibe edilmis lenfosit kiltlirlerinde ve ayrica PHA ile 72
saatlik uyarimi sonucunda kiiltiir siipernataninda odlgiilen iL-35 diizeyleri olgiilebilen
sinirlarin altinda oldugu igin istatistiksel degerlendirme yapilamamistir (Cizelge 4.11, Sekil

4.12).



4.6. Aktif Behget Hastalari ile Saghkli Kontrollerin PHA ile Uyarima ve Zamana Bagli Olarak Sitokin Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Cizelge 4.12. Aktif Behget hastalari ile saglikli kontrollerin PHA ile uyarima ve zamana bagli olarak sitokin diizeyleri

Aktif Behget (n=15)

Saghkh Kontrol (n=12)

Sitokin Uyarim Ortalama £ Standart Ortanca Ortalama £ Standart Ortanca P
Durumu Sapma (Min-Max) Sapma (Min-Max)
IL-17A/F (pg/ml) 48 saat (+) 485,2 + 281 586,4 (28-827,4) 100,4 £ 206,3 11,1 (3,6-632,7) P=0,006
48 saat ( -) 1,6+3,7 0(0-14) 0+0 0 (0-0) P=0,106
72 saat (+) 566,5 + 249,9 564,3 (41,4-886,3) 126,7 £ 254,7 17,3 (3,6-731,2) P=0,006
72 saat (-) 2,4+3,8 0 (0-10) 0,7+2,5 0(0-8,5) P=0,182
iL-12/23 p(40) (pg/ml) 48 saat (+) 272,6 £271,4 185,6 (0-927,2) 47,6 £ 80,7 16,3 (2,1-252,3) P=0,006
48 saat ( -) 0+0 0 (0-0) 0+0 0 (0-0) p*
72 saat (+) 262 +269,6 149,7 (0-925,2) 62 + 88,1 19,4 (3,4-263,1)  p=0,054
72 saat (-) 0,8+3 0(0-11,5) 0+0 0 (0-0) P=1,000
iL-23 (pg/ml) 48 saat (+) 269,6 £ 247,9 184,1 (0-816,5) 55,9+ 119,9 13,5 (0-421,1) P=0,006
48 saat ( -) 0,1+0,3 0(0-1,3) 0+0 0 (0-0) P=1,000
72 saat (+) 282,6 + 253 174,4 (0-830,4) 65+ 126,1 13,9 (0-412,1) P=0,006
72 saat ( -) 1,1+3,3 0(0-12,1) 1+3,5 0(0-12,1)  P=1,000
iL-35 (pg/ml) 48 saat ( +) 0+0 0 (0-0) 3,1+2,2 3,5(0-6,7)  P<0,001
48 saat ( -) 0+0 0 (0-0) 0+0 0 (0-0) p*
72 saat (+) 0+0 0 (0-0) 0+0 0 (0-0) p*
72 saat (-) 0+0 0 (0-0) 0+0 0 (0-0) p*

P*: istatistiksel degerlendirme yapilamamistir

sot
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Uyanlma

1000.007 Clurumu

W 45 SAAT (+)
W 48 SAAT (-)
172 saaT (+)
W72 SAAT ()
B00.00

E00.00—

iL-A7AF pgiml

400.00—

200.00—

00— = =2 = _ ﬁ *

— T 2T
AKTIF BEHCZET SAGLIKLI

Sekil 4.13. Aktif Behget hastalari ile saglikli kontrollerin PHA ile uyarima ve zamana bagli
olarak iL-17A/F diizeyleri

Aktif Behget hastalarinin periferik kan lenfosit kiltirlerinin, PHA ile 48 ve 72 saatlik
uyarimi sonucunda kiiltiir siipernataninda élgiilen iL-17A/F diizeyleri, saglikli kontrollere
gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiksek bulunmustur. Ancak ayni deneklerin PHA ile
uyarim yapilmaksizin 48 ve 72 saat inkiibe edilen lenfosit kiltiirlerinde iL-17A/F diizeyleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (Cizelge 4.12, Sekil 4.13).

Uyarilma
1000.007 Dlurumu

45 SAAT (+)
I 45 SAAT (-)
72 saAT (+)
72 SAAT ()

300.00—

E00.00—

400 .00

IL-12123 p(40) pgimi

* (=]

200.00— * é
x = _ _

00— -

T "
AKTIF BEHCET SAGLIKLI

Sekil 4.14. Aktif Behcet hastalari ile saglkli kontrollerin PHA ile uyarima ve zamana bagli
olarak iL-12/23 p(40) diizeyleri

Aktif Behget hastalarinin periferik kan lenfosit kiltlirlerinin, PHA ile 48 saatlik uyarimi
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sonucunda kiiltiir siipernataninda élciilen iL-12/23 p(40) diizeyleri, saglikli kontrollere
gore, istatistiksel olarak anlamli dizeyde yiiksek bulunmustur. Her iki grupta da PHA ile
uyarim yapilmaksizin 48 saat inkiibe edilmis lenfosit kiiltiirlerinde iL-12/23 p(40) diizeyleri
Olgllebilen sinirlarin altinda oldugu igin istatistiksel degerlendirme yapilamamistir. Ayni
deneklerin lenfosit kiltirlerinde; PHA ile uyarilarak veya uyarilmaksizin 72 saat inkiibe
edilmis lenfosit kiltiirlerinde iL-12/23 p(40) diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark saptanmamustir (Cizelge 4.12, Sekil 4.14).

Uyarnlma

1000.00— Clururmu

W a5 SALT (+)
W 45 SAAT ()
172 saaT (+)
W72 SAAT (-)
500.00—

E00.00—

E
m
o
Lo
o
= *
= 400.00 ©S
*
200,00
*
oo . F o - T
N L) T
AKTIF BEHGET SAGLIKLI

Sekil 4.15. Aktif Behget hastalari ile saglikli kontrollerin PHA ile uyarima ve zamana bagli
olarak IL-23 dizeyleri

Aktif Behget hastalarinin periferik kan lenfosit kiiltlirlerinin PHA ile 48 ve 72 saatlik uyarimi

sonucunda kiltiir stpernataninda &lgiilen iL-23 diizeyleri saglikh kontrollere gére,

istatistiksel olarak anlamli sekilde yiksek bulunmustur. Oysa ayni deneklerin, yine 48 ve

72 saat inkiibe edilen ancak PHA ile uyarim yapilmayan lenfosit kiltiirlerinde iL-23

dizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (Cizelge 4.12, Sekil

4.15).
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Uyanlma
Clurumu
[l 45 SAAT (+)
W 48 SAAT (-)
&.00— 172 SAAT (+)
72 SAAT ()

4.00

iL-35 pgiml

2.00—

.0o—| = = = = = = =

T T
AKTIF BEHGET SAGLIKLI

Sekil 4.16. Aktif Behget hastalari ile saglikli kontrollerin PHA ile uyarima ve zamana bagh
olarak IL-35 dizeyleri

Saglkli kontrollerin periferik kan lenfosit kiltirlerinin PHA ile 48 saatlik uyarimi

sonucunda kiltiir siipernataninda olgiilen iL-35 dizeyleri aktif Behcet hastalarina gore,

istatistiksel olarak anlamli diizeyde ylksek bulunmustur. Her iki grupta da PHA ile uyarim

yapilmaksizin 48 ve 72 saat inkiibe edilmis lenfosit kiltlirlerinde ve ayrica PHA ile 72

saatlik uyarim sonucunda kiiltiir siipernataninda 6lciilen iL-35 diizeyleri, dlgiilebilen

sinirlarin altinda oldugu igin istatistiksel degerlendirme yapilamamistir. (Cizelge 4.12, Sekil

4.16).



4.7. Aktif SLE Hastalari ile Saghkl Kontrollerin PHA ile Uyarima ve Zamana Bagh Olarak Sitokin Diizeylerinin Karsilastiriimasi

Gizelge 4.13. Aktif SLE hastalari ile saglkli kontrollerin PHA ile uyarima ve zamana bagli olarak sitokin diizeyleri

Aktif SLE (n=12)

Saghkh Kontrol (n=12)

Sitokin Uyarim Ortalama % Standart Ortanca Ortalama + Standart Ortanca P
Durumu Sapma (Min-Max) Sapma (Min-Max)
iL-17A/F (pg/ml) 48 saat ( +) 226,3 +176,7 241,2 (8,4-590,7) 100,4 + 206,3 11,1 (3,6-632,7)  P=0,039
48 saat ( -) 7,2+5,8 6,6 (0-21,6) 0+0 0(0-0)  P<0,001
72 saat (+) 336,4 + 275 341 (13,9-797,2) 126,7 + 254,7 17,3 (3,6-731,2)  P=0,039
72 saat ( -) 10,1+7,9 9,1(0-26,5) 0,725 0(0-8,5) p=0,001
iL-12/23 p(40) (pg/ml) 48 saat (+) 116,5 + 167,3 80,4 (0-594,6) 47,6 + 80,7 16,3 (2,1-252,3)  p=0,220
48 saat ( -) 0+0 0(0-0) 0+0 0(0-0) P*
72 saat ( +) 144,5 +153,2 115,1 (0-459,3) 62+ 88,1 19,4 (3,4-263,1) P=0,220
72 saat ( -) 2,7+9,2 0(0-32) 0+0 0(0-0)  P=1,000
iL-23 (pg/ml) 48 saat ( +) 127,6 + 141,6 112,9 (0-441,2) 55,9 £119,9 13,5 (0-421,1)  p=0,220
48 saat ( -) 2,15 0(0-14,2) 0+0 0(0-0) P=0,478
72 saat (+) 146,1 + 135,9 123,4 (0-450,1) 65 + 126,1 13,9 (0-412,1)  P=0,039
72 saat ( -) 0+0 0(0-0) 1+3,5 0(0-12,1)  P=1,000
iL-35 (pg/ml) 48 saat ( +) 0,3+0,6 0(0-1,9) 3,122 3,5(0-6,7)  p=0,003
48 saat ( -) 0+0 0 (0-0) 0+0 0(0-0) pP*
72 saat ( +) 0+0 0 (0-0) 0+0 0(0-0) pP*
72 saat ( -) 0+0 0 (0-0) 0+0 0(0-0) p*

P*: istatistiksel degerlendirme yapilamamistir

60T
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Uyarlma
800.00— Curumu
W 45 SAAT (+)
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Sekil 4.17. Aktif SLE hastalari ile saglikli kontrollerin PHA ile uyarima ve zamana bagl
olarak iL-17A/F diizeyleri

Aktif SLE hastalarinin periferik kan lenfosit kiltlrlerinin PHA ile 48 ve 72 saatlik uyarimi
sonucunda ve ayrica uyarim yapilmaksizin 48 ve 72 saat inkiibe edilmis lenfosit kiltir
stipernataninda 6lgiilen iL-17A/F diizeyleri saglikli kontrollere gére, istatistiksel olarak

anlamli sekilde yiksek bulunmustur (Cizelge 4.13, Sekil 4.17).

Uyanlma
Curumu
B 45 SAAT (+)
H 45 SaAT (-)
||
-

E00.00— o

T2 SAAT (+)
72 SAAT (-}

S00.00—

400.00—

300.00—

E

iL+12/23 p(40) pgimi

200.00—
100.00—

i |

.00 = = = =

Sekil 4.18. Aktif SLE hastalar ile saglikli kontrollerin PHA ile uyarima ve zamana bagli
olarak iL-12/23 p(40) diizeyleri

Aktif SLE hastalari ile saghkli kontrollerin periferik kan lenfosit kiltlirlerinin PHA ile 48 ve

72 saatlik uyarimi sonucunda ve ayrica uyarim yapilmaksizin 72 saat inklibe edilen hiicre

kiltiir sipernataninda dlgiilen iL-12/23p(40) diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark saptanmamistir. PHA ile uyarim yapilmaksizin 48 saat inkibe edilen lenfosit
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kiiltirlerinde ise iL-12/23 p(40) diizeyleri olciilebilen sinirlarin altinda oldugu icin

istatistiksel degerlendirme yapilamamistir (Cizelge 4.13, Sekil 4.18) .

Uyarlma
Ciururmu
Wl 45 SAAT (+)
W 45 SAAT ()
= 172 SAAT (+)
W72 sAAT ()

S00.00

400.00—]

300.00-

iL-23 pgiml

200.00—

100.00

* B _ @ =

00—

T T
AKTIF SLE SAGLIKLI

Sekil 4.19. Aktif SLE hastalar ile saglkli kontrollerin PHA ile uyarima ve zamana bagh
olarak iL-23 diizeyleri

Aktif SLE hastalari ile saglikl kontrollerin periferik kan lenfosit kiltirlerinin PHA ile 48 saat
uyarimi sonucunda ve ayrica uyarim yapilmaksizin 48 ve 72 saat inkiibe edilen hiicre
kiiltiir siipernataninda olgiilen iL-23 diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamistir. Aktif SLE hastalarinin periferik kan lenfosit kiltiirlerinin PHA ile 72 saatlik
uyarimi sonucunda kiiltiir sipernataninda élgiilen iL-23 diizeyleri, saglkli kontrollere gore,

istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.13, Sekil 4.19) .

Uyanlma
Clurumu

Wl 45 SAAT (+)
I 45 SAAT ()
172 sSAanT (+)
7

&.007 2 SAAT ()

4 .00

iL-35 pgiml

2 00— *

N I

T M
AKTIF SLE SaGLIKLI

Sekil 4.20. Aktif SLE hastalari ile sagliklh kontrollerin PHA ile uyarima ve zamana bagli
olarak iL-35 diizeyleri
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Saglikh kontrollerin periferik kan lenfosit kiltlrlerinin PHA ile 48 saatlik uyarimi
sonucunda kiiltiir siipernataninda &lgiilen iL-35 diizeyleri aktif SLE hastalarina gore,
istatistiksel olarak anlamli sekilde yiksek bulunmustur. Ayni deneklerin PHA ile uyarim
yapilmaksizin 48 ve 72 saat inkiibe edilmis lenfosit kiiltirlerinde ve ayrica 72 saatlik
uyarimi sonucunda &lgiilen iL-35 diizeyleri, 6lcllebilen sinirlarin altinda oldugu icin

istatistiksel degerlendirme yapilamamistir (Cizelge 4.13, Sekil 4.20) .



4.8. inaktif Behget Hastalan ile Saglikh Kontrollerin PHA ile Uyarima ve Zamana Bagh Olarak Sitokin Diizeylerinin Karsilastiriimasi

Cizelge 4.14. inaktif Behget hastalari ile saglikh kontrollerin PHA ile uyarima ve zamana bagli olarak sitokin diizeyleri

inaktif Behget (n=15)

Saghkl Kontrol (n=12)

Sitokin Uyarim Ortalama + Standart Ortanca Ortalama % Standart Ortanca P
Durumu Sapma (Min-Max) Sapma (Min-Max)

iL-17A/F (pg/ml) 48 saat ( +) 86,2 +£110,2 69,3 (5,1-450,4) 100,4 +206,3 11,1(3,6-632,7)  P=0,054
48 saat ( -) 1,5£3,2 0(0-11,4) 0+0 0(0-0) P=106
72 saat ( +) 104,9 +100,5 79,5 (7-398,3) 126,7 +254,7 17,3 (3,6-731,2)  P=0,054
72 saat ( -) 1,3+3,2 0(0-11,4) 0,725 0(0-8,5) P=0,50

iL-12/23 p(40) (pg/ml) 48 saat ( +) 82,6+97,4 47,3 (0-335,8) 47,6 £80,7 16,3 (2,1-252,3)  P=0,054
48 saat ( -) 1,3%5,1 0(0-19,9) 0+0 0(0-0) P=1,000
72 saat ( +) 73,8+85,1 43 (0-287,7) 62 88,1 19,4 (3,4-263,1) p=0,252
72 saat ( -) 1,2+4,7 0(0-18,2) 0+0 0(0-0)  P=1,000

iL-23 (pg/ml) 48 saat ( +) 87,8 +119,9 42,2 (0-445,8) 55,9 £119,9 13,5 (0-421,1)  p=0,252
48 saat ( -) 0,1+0,3 0(0-1,2) 0+0 0(0-0)  P=1,000
72 saat (+) 93,7 +119,1 42,9 (0-445,1) 65 + 126,1 13,9 (0-412,1)  p=0,252
72 saat ( -) 0+0 0(0-0) 1+3,5 0(0-12,1)  P=0,444

iL-35 (pg/ml) 48 saat ( +) 09+1,1 0,6 (0-3,2) 3,122 3,5(0-6,7) p=0,130
48 saat ( -) 0+0 0(0-0) 0+0 0(0-0) pP*
72 saat ( +) 0+0 0 (0-0) 0+0 0(0-0) P
72 saat ( -) 0+0 0 (0-0) 0+0 0(0-0) P*

P*: [statistiksel degerlendirme yapilamamistir

€17
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Uyarlma
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Sekil 4.21. inaktif Behget hastalari ile saglikli kontrollerin PHA ile uyarima ve zamana bagl
olarak iL-17A/F diizeyleri

inaktif Behcet hastalari ile saglikl kontrollerin periferik kan lenfosit kiiltiirlerinin PHA ile 48
ve 72 saatlik uyarimi sonucunda ve PHA ile uyarim yapilmaksizin 48-72 saat inkiibe edilmis
hiicre kiltir siipernatanlarinda élcilen iL-17A/F dizeyleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark saptanmamistir (Cizelge 4.14, Sekil 4.21).

Uyanima
400.00—] Curumu

W 45 SAAT (+)
I 458 saaT (-)
72 sAaT (+)
= W7z saaT (=)

300.00-]

200.00—

iL-12123 p(40) pgim|

100.00—

A

*
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Sekil 4.22. inaktif Behget hastalari ile saglkli kontrollerin PHA ile uyarima ve zamana bagli
olarak iL-12/23 p(40) diizeyleri

inaktif Behcet hastalari ile saglikli kontrollerin periferik kan lenfosit kiiltiirlerinin PHA ile 48

ve 72 saatlik uyarimi sonucunda ve PHA ile uyarim yapilmaksizin inkiibe edilmis hticre
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kiiltir siipernatanlarinda élgiilen iL-12/23 p(40) diizeyleri arasinda istatistiksel olarak

anlamh bir fark saptanmamistir (Cizelge 4.14, Sekil 4.22).

Uyanlma
Durumu

Wl 45 SAAT (+)
= < 45 SAAT (-)
172 SAAT (+)
W7z SAAT (-)

S00.00—

7
7

400 .00

300.00—

iL-23 pgiml

200.00—
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Sekil 4.23. inaktif Behget hastalari ile saghkli kontrollerin PHA ile uyarima ve zamana bagl
olarak iL-23 diizeyleri

00— el

inaktif Behget hastalari ile saglikl kontrollerin periferik kan lenfosit kiiltiirlerinin PHA ile 48
ve 72 saatlik uyarimi sonucunda ve PHA ile uyarim yapilmaksizin 48-72 saat inkiibe edilmis

lenfositlerin kiltiir siipernataninda olgiilen iL-23 diizeyleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark saptanmamigtir (Cizelge 4.14, Sekil 4.23).

Uyanlma
Ciurumu
W 45 SAAT (+)
0 45 SAAT (-)
- 72 saaT (+)
5.00 72 SAAT ()

4 00—

iL-35 pg/ml

2.00—

ul by -
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INAKTIF BEHGET SAGLIKLI

Sekil 4.24. inaktif Behget hastalari ile saglkli kontrollerin PHA ile uyarima ve zamana bagl
olarak iL-35 diizeyleri

Saglikh kontrollerin periferik kan lenfosit kultiirlerinin PHA ile 48 saatlik uyarimi

sonucunda kiltiir stipernataninda 6lciilen iL-35 diizeylerine ait ortanca degeri inaktif

Behcet hastalarina gore yiiksek bulunmakla birlikte, iki denek arasinda iL-35 diizeyleri
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acisindan istatistiksel olarak anlamh bir fark saptanmamistir. Her iki denek grubunda da
PHA ile uyarim yapilmaksizin 48 ve 72 saat inkilibe edilmis lenfosit kiltlirlerinde ve ayrica
72 saatlik uyarim sonucunda 6lciilen iL-35 diizeyleri, dlciilebilen sinirlarin altinda oldugu

icin istatistiksel degerlendirme yapilamamistir (Cizelge 4.14, Sekil 4.24) .



4.9. inaktif SLE Hastalari ile Saglikli Kontrollerin PHA ile Uyarima ve Zamana Bagh Olarak Sitokin Diizeylerinin Karsilastiriimasi

Cizelge 4.15. inaktif SLE hastalari ile saglikh kontrollerin PHA ile uyarima ve zamana baglh olarak sitokin diizeyleri

inaktif SLE (n=12)

Saglikli Kontrol (n=12)

Sitokin Uyarim Ortalama + Standart Ortanca Ortalama + Standart Ortanca P
Durumu Sapma (Min-Max) Sapma (Min-Max)

iL-17A/F (pg/ml) 48 saat ( +) 224,8 +339,1 70,2 (7-883,9) 100,4 +206,3 11,1(3,6-632,7)  P=0,684
48 saat ( -) 54+4,2 4,8 (0-16,4) 0+0 0(0-0)  P<0,001
72 saat (+) 272,8 +415 65,4 (7-989,1) 126,7 +254,7 17,3 (3,6-731,2)  P=0,220
72 saat ( -) 6,9+3,7 8 (0-11,7) 0,7+2,5 0(0-8,5)  P<0,001

iL-12/23 p(40) (pg/ml) 48 saat ( +) 75,6 +138,9 0 (0-457,5) 47,6 £80,7 16,3 (2,1-252,3)  P=0,684
48 saat ( -) 541126 0(0-33,2) 0+0 0(0-0) p=0,478
72 saat ( +) 88,9 +131,7 8,7 (0-402,1) 62 88,1 19,4 (3,4-263,1)  P=0,684
72 saat ( -) 0,8+2,7 0(0-9,3) 0+0 0(0-0)  P=1,000

iL-23 (pg/ml) 48 saat ( +) 48,3 +94,7 0 (0-265,7) 55,9+119,9 13,5(0-421,1) P=0,684
48 saat ( -) 0,1+0,3 0(0-1,2) 0+0 0(0-0)  P=1,000
72 saat ( +) 55,5+94,9 6,1 (0-280,2) 65+126,1 13,9 (0-412,1)  P=0,684
72 saat ( -) 0+0 0 (0-0) 1+3,5 0(0-12,1)  P=1,000

IL-35 (pg/ml) 48 saat ( +) 1+1,7 0 (0-5,3) 3,1£2,2 3,5(0-6,7) p=0,414
48 saat ( -) 0+0 0 (0-0) 0+0 0(0-0) pP*
72 saat ( +) 0+0 0 (0-0) 0+0 0(0-0) P*
72 saat ( -) 0+0 0 (0-0) 0+0 0(0-0) P*

P*: [statistiksel degerlendirme yapilamamistir

L1T
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Uyanlma
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Sekil 4.25.inaktif SLE hastalari ile saglikli kontrollerin PHA ile uyarima ve zamana bagl
olarak iL-17A/F diizeyleri

inaktif SLE hastalari ile saglikli kontrollerin periferik kan lenfosit kiiltiirlerinin PHA ile 48 ve
72 saatlik uyarimi sonucunda kiltiir siipernataninda élgiilen iL-17A/F diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmamakla birlikte ayni deneklerin PHA ile uyarim
yapilmaksizin 48 ve 72 saat inkiibe edilen kiltiirlerinde siipernatanda élgiilen iL-17A/F
dizeylerinin inaktif SLE hastalarinda saglikli kontrollere gore istatistiksel olarak anlaml

diizeyde yiksek oldugu saptanmistir (Cizelge 4.15, Sekil 4.25).

Uyanima
S00.00 Clurumu

* W 458 SAAT (+)
Il 45 saAT ()
172 sAAT (+)
72 SAAT ()
400.00— o

300.00—
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100.00—

*
. H

.00 = = = =

Sekil 4.26. inaktif SLE hastalari ile saglikl kontrollerin PHA ile uyarima ve zamana bagli
olarak iL-12/23 p(40) diizeyleri

inaktif SLE hastalari ile saglkli kontrollerin periferik kan lenfosit kiiltiirlerinin PHA ile 48 ve
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72 saat uyarimi sonucunda ve uyarim yapilmaksizin 48-72 saat inkiibe edilmis lenfositlerin
kiiltir sipernataninda olgiilen iL-12/23 P(40) diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli

sekilde degismedigi gbzlenmistir (Cizelge 4.15, Sekil 4.26).
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Sekil 4.27. inaktif SLE hastalari ile saglikh kontrollerin PHA ile uyarima ve zamana bag|i
olarak iL-23 diizeyleri

inaktif SLE hastalari ile saghkli kontrollerin periferik kan lenfosit kiiltiirlerinin PHA ile 48 ve
72 saatlik uyarimi sonucunda ve uyarim vyapilmaksizin 48-72 saat inkibe edilmis

lenfositlerin kiltiir siipernataninda élciilen iL-23 diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli

sekilde degismedigi gbzlenmistir (Cizelge 4.15, Sekil 4.27).

Uyanlima
Durumu

I 48 SAAT (+)
I 48 SAAT (-)
172 SAAT (+)
L

& 00— 2 SAAT (-)

4.00—

iL-35 pgiml
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Sekil 4.28. inaktif SLE hastalari ile saglkli kontrollerin PHA ile uyarima ve zamana bagl
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olarak iL-35 diizeyleri

inaktif SLE hastalari ile saghkli kontrollerin periferik kan lenfosit kiiltiirlerinin PHA ile 48
saatlik uyarimi sonucunda kiltir sipernataninda 6lcilen iL-35 diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi ancak saghkli kontrollerde iL-35 diizeylerine ait
ortanca degerinin inaktif SLE hastalarina gére daha yiksek oldugu bulunmustur. Ayni
denek gruplarinda PHA ile 72 saat uyarilan ve PHA ile uyarilmaksizin 48 ve 72 saat inkiibe
edilen hiicre kiiltiir siipernatanlarinda iL-35 diizeyleri élcilebilen sinirin altinda oldugu igin

istatistiksel degerlendirme yapilamamistir (Cizelge 4.15, Sekil 4.28).

4.10. Behget ve SLE Hastalari ile Saghkh Kontrollerin Periferik Kan Lenfositlerinin PHA ile
48 Saat Uyarimlan Sonrasinda Kiiltiir Siipernataninda Sitokin Diizeylerinin

Karsilastiriimasi

Uyanima Durumu: 48 SAAT (+)
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Sekil 4.29. Behget hastalari, SLE hastalari ve saglikli kontrollerin periferik kan lenfosit
kiltiirlerinde 48 saat uyarim sonrasi iL-17A/F diizeylerine ait ortanca degerleri

Yukaridaki Sekil 4.29°da verilen bes calisma grubu arasinda; periferik kan lenfosit
kiltiirinin PHA ile 48 saat uyarimi sonucunda siipernatanda olgiilen iL-17A/F diizeylerine
ait ortanca degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (p<0.001). Bu

gruplar icinde; IL-17A/F dizeylerine ait ortanca degerlerinin aktif Behcet hastalarinda en
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yuksek oldugu, bunu aktif SLE, inaktif Behcet ve inaktif SLE hastalarinin izledigi, saglikli

kontrollerde ise en duslik degerde oldugu bulunmustur. (Sekil 4.29).

Uyanima Durumu: 48 SAAT (+)
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Sekil 4.30. Behget hastalari, SLE hastalari ve saglikli kontrollerin periferik kan lenfosit
kiiltirlerinde 48 saat uyarim sonrasi iL-12/23 p(40) diizeylerine ait ortanca
degerleri

Sekil 4.30’da verilen bes ¢alisma grubu arasinda, periferik kan lenfosit kiltliriiniin PHA ile

48 saat uyarimi sonucunda siipernatanda élciilen iL-12/23 p(40) diizeylerine ait ortanca

degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (p=0,009). Bu gruplar icinde,

iL-12/23 p(40) diizeylerine ait ortanca degerlerinin aktif Behget hastalarinda en yiiksek

oldugu, bunu aktif SLE, inaktif Behget, saglkl kontroller ve inaktif SLE hastalarinin izledigi

saptanmistir (Sekil 4.30).
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Uyanima Durumu: 48 SAAT (+)
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Sekil 4.31. Behget hastalari, SLE hastalari ve saglikli kontrollerin periferik kan lenfosit
kiltirlerinde 48 saat uyarim sonrasi IL-23 diizeylerine ait ortanca degerleri

Sekil 4.31’de verilen bes ¢calisma grubu arasinda, periferik kan lenfosit kiltlrinin PHA ile

48 saat uyarimi sonuncunda siipernatanda 6lgiilen iL-23 diizeylerine ait ortanca degerleri

arasinda istatistiksel olarak anlaml fark saptanmistir (p=0,001). Bu gruplar icinde, iL-23

diizeylerine ait ortanca degerlerinin aktif Behget hastalarinda en yiiksek oldugu, bunu aktif

SLE hastalar, inaktif Behcget, saglikli kontroller ve inaktif SLE hastalarinin izledigi

saptanmistir (Sekil 4.31).
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Sekil 4.32. Behget hastalari, SLE hastalari ve saglikli kontrollerin periferik kan lenfosit
kiiltirlerinde 48 saat uyarim sonrasi iL-35 diizeylerine ait ortanca degerleri

Sekil 4.32’de verilen bes ¢alisma grubu arasinda, periferik kan lenfosit klltlrinin PHA ile
48 saat uyarimi sonuncunda siipernatanda 6lciilen iL-35 diizeylerine ait ortanca degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamh fark saptanmistir (p=0,001). Bu gruplar icinde, iL-35
dizeylerine ait ortanca degerlerinin saglikli kontrollerde en yiiksek oldugu, bunu inaktif

Behcet, inaktif SLE, aktif SLE hastalarinin takip ettigi saptanmistir (Sekil 4.32).

4.11. Behget ve SLE Hastalari ile Saglkl Kontrollerin Periferik Kan Lenfositlerinin PHA ile
72 Saat Uyarimlari Sonrasinda Kiiltiir Siipernataninda Sitokin Diizeylerinin

Karsilastiriimasi

Uyanima Durumu: 72 SAAT (+)
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Sekil 4.33. Behget hastalari, SLE hastalari ve saglikli kontrollerin periferik kan lenfosit
kiiltiirlerinde 72 saat uyarim sonrasi iL-17A/F diizeylerine ait ortanca degerleri

Sekil 4.33’de verilen bes calisma grubu arasinda, periferik kan lenfosit kiltlrinin PHA ile
72 saat uyarimi sonuncunda siipernatanda olciilen iL-17A/F dizeylerine ait ortanca
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (p<0.001). Bu gruplar icinde,

IL-17A/F diizeylerine ait ortanca degerlerinin aktif Behget hastalarinda en yiiksek oldugu,
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bunu aktif SLE, inaktif Behget, inaktif SLE ve saglikli kontrollerin takip ettigi saptanmigtir
(Sekil 4.33).

Uyaniima Durumu: 72 SAAT (+)
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Sekil 4.34. Behget hastalari, SLE hastalari ve saglikli kontrollerin periferik kan lenfosit
kiltirlerinde 72 saat uyarim sonrasi iL-12/23 p(40) diizeylerine ait ortanca
degerleri

Sekil 4.34’de verilen bes ¢calisma grubu arasinda, periferik kan lenfosit kiltlrinin PHA ile

72 saat uyarimi sonucunda siipernatanda dlgiilen iL-12/23 p(40) diizeylerine ait ortanca

degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p=0,136). Bu gruplar

icinde, iL-12/23 p(40) diizeylerine ait ortanca degerlerinin aktif Behget hastalarinda en

yuksek oldugu, bunu aktif SLE, inaktif Behcget, saglikli kontroller ve inaktif SLE hastalarinin

takip ettigi saptanmistir (Sekil 4.34).
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Uyanlma Durumu: 72 SAAT (+)
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Sekil 4.35. Behget hastalari, SLE hastalari ve saglikli kontrollerin periferik kan lenfosit
kiltlrlerinde 72 saat uyarim sonrasi IL-23 diizeylerine ait ortanca degerleri

Sekil 4.35’de verilen bes calisma grubu arasinda, periferik kan lenfosit kilttriniin PHA ile

72 saat uyarimi sonucunda siipernatanda 6lgiilen iL-23 diizeylerine ait ortanca degerleri

arasinda istatistiksel olarak anlaml fark saptanmistir (p=0,001). Bu gruplar icinde, iL-23

dizeylerine ait ortanca degerlerinin aktif Behcet hastalarinda en yiiksek oldugu, bunu aktif

SLE, inaktif Behget, saglikh kontroller ve inaktif SLE hastalarinin izledigi.saptanmistir (Sekil

4.35).
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Sekil 4.36. Behget hastalari, SLE hastalari ve saglikli kontrollerin periferik kan lenfosit
kiltirlerinde 72 saat uyarim sonrasi iL-35 diizeylerine ait ortanca degerleri

Sekil 4.36’da verilen bes ¢alisma grubu arasinda, periferik kan lenfosit kiltirinin PHA ile
72 saat uyarimi sonuncunda siipernatanda &lgiilen iL-35 diizeylerine ait ortanca degerinin
hicbir grupta artis géstermedigi tespit edilmistir. istatistiksel degerlendirme yapilamamistir

(Sekil 4.36).

4.12. Aktif Behget ve Aktif SLE Hastalarinin Periferik Kan Lenfosit Kiltiirlerinin 48 ve 72
Saatlik Uyarim Sonrasi iL-17 ve iL-23 Sitokin Diizeyleri Arasindaki Korelasyonun

incelenmesi

Aktif Behget hastalarinda periferik kan lenfosit kiltlirt slipernatanlarinda PHA ile 48 ve 72
saat uyarim sonucunda &lgiilen iL-17 ve iL-23 diizeyleri arasinda korelasyon analiz edilmis,
ayni analiz aktif SLE hastalari icin de yapilmistir. Korelasyon katsayisi %0-19 arasi; cok
zayIf, %20-39 arasi; zayif, %40-59 arasi; orta, %60-79 arasi; ¢ok glclli, %80-100 arasl; ¢ok

glcll olarak yorumlanmaktadir.
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Sekil 4.37. Aktif Behcget hastalarinin periferik kan lenfosit kiltirlerinde 48 saatlik uyarim
sonrasi iL-17 ve iL-23 diizeyleri arasindaki korelasyon
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Aktif Behget hastalarinda, periferik kan lenfosit kiltliri sipernatanlarinda PHA ile 48 saat
uyarim sonucunda Oolgiilen iL-17 ile iL-23 dizeyleri arasinda giicli bir korelasyon

bulunmustur (korelasyon diizeyi % 72; p=0,003, R*=0,456).
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Sekil 4.38. Aktif Behget hastalarinin periferik kan lenfosit kiltlrlerinde 72 saatlik uyarim

sonrasi iL-17 ve iL-23 diizeyleri arasindaki korelasyon

Aktif Behget hastalarinda, periferik kan lenfosit kiltlirli stipernatanlarinda PHA ile 72 saat
uyarim sonucunda olgiilen iL-17 ile iL-23 dizeyleri arasinda giicli bir korelasyon

bulunmustur (Korelasyon dizeyi % 63; p=0,011, R?=0,358).
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Sekil 4.39. Aktif SLE hastalarinin periferik kan lenfosit kiltiirlerinde 48 saatlik uyarim
sonrasi IL-17 ve iL-23 diizeyleri arasindaki korelasyon

Aktif SLE hastalarinda, periferik kan lenfosit klltirl siipernatanlarinda PHA ile 48 saat
uyarim sonucunda olciilen iL-17 ile iL-23 dizeyleri arasinda ¢ok giicli bir korelasyon

bulunmustur (korelasyon diizeyi % 90; p<0,001, R’=0.435).
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Sekil 4.40. Aktif SLE hastalarinin periferik kan lenfosit kiltlrlerinde 72 saatlik uyarim
sonrasl iL-17 ve iL-23 diizeyleri arasindaki korelasyon

Aktif SLE hastalarinda, periferik kan lenfosit kiltirl stipernatanlarinda PHA ile 72 saat
uyarim sonucunda dlgiilen iL-17 ile iL-23 dizeyleri arasinda giicli bir korelasyon

bulunmustur (korelasyon diizeyi % 70; p=0,014, R*=0.206).
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5. TARTISMA

Behget Hastaligi (BH), bugline kadar yapilan bircok ¢alismaya ragmen nedeni bilinmeyen
hastaliklar arasinda yer almaya devam etmektedir. Ancak, son zamanlarda yapilan
¢alismalar hastaligin genetik ve immiin sistem kaynakli oldugunu diisiindiirmektedir. Birgok
otoimmiin ve otoenflamatuvar hastalikta oldugu gibi BH'nda da hastaligin seyri ve tedavi
etkinliginin izlenmesinde hastaligin klinik aktivitesi ile uyumlu laboratuvar belirteglerine

ihtiyac duyulmaktadir.

Simdiye kadar Behget hastaligi ile ilgili pek ¢cok ¢calisma yapilmis ve bu ¢alismalardan tek tek
veriler elde edilmis olup birbirleri ile baglantilari ayni hasta grubunda ortaya konulmamistir.
Calismamizda, simdiye kadar ayri ayri calismalardan elde edilen pek ¢ok verinin bir araya
getirilerek, ayni hasta grubunda hastalik aktivitesi ile iliskili olarak arastirilmasini, ayrica bu
verilerin immun sistem kokenli bir enflamatuvar hastalik olan SLE ile hastalik aktivitesine
bagli olarak karsilastirilmasi amaglanmistir. Bu kapsamda elde edilen analitik verilerin yeni

tedavi yaklagimlarinin planlanmasinda yol gosterici olacagi diisinilmektedir.

BH, kompleks bir hastalik olup, 6zellikle bir hayvan modeli olmamasi nedeniyle galisiimasi
zor bir hastaliktir (Ahmed ve digerleri, 2004). Son zamanlarda hayvan modellerinde yapilan
calismalar Thl hicrelerinin yerine Th17 hiicrelerin organ spesifik otoimmuniteyi uyardigini
gostermektedir (Zhang ve digerleri, 2003). Bu calismalar ile uyumlu olarak bircok
otoimmiin bozuklukta Th17 hiicreleri, iL-23 (Th17 farklilasma faktéri) ve iL-17

dizeylerinde artis saptanmistir (Jager ve Kuchroo, 2010).

BH immiinopatogenezinde bircok farkh uyaran olabilecegi distunilmektedir (Akdeniz ve
digerleri, 2003; Hadidi ve digerleri, 2006; Mumcu ve digerleri, 2009), bu nedenle ¢alismada
herhangi bir uyarana karsi lenfositlerden salinan sitokinler yerine spesifik olmayan uyarim
sonrasinda Uretilen sitokinler degerlendirildi. Hastalik sitokin aginin anlasiimasi daha 6zgul
enflamatuvar mediyatorleri hedefleyen daha iyi tedavi modalitelerinin gelistirilmesine

yardimci olacaktir.
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Calismada oncelikle tripan mavisi ile hiicre canhligi degerlendirildi ve %95 oraninda canl
hlcre iceren ornekler calismaya dahil edildi. Periferik kan mononikleer hiicrelerinden
plastik plaga yapismamalari ile ayrilan lenfositlerin kiltira yapildi; hem uyarim yapilmayan
lenfositlerin hem de non-spesifik bir uyaran ve mitojen olan fitohemagliitinin (PHA) ile 48
ve 72 saatlik uyarim yapilan lenfositlerin kiltlr siipernatanlarindan sitokin diizeyleri analiz
edildi. Mikroskopik olarak incelendigi zaman 24. saatte yeterli uyarim olmadigi; en iyi
uyarimin 48. ve 72. saatlerde oldugu; 72. saatten sonra hiicrelerin 6lmeye basladigl
gorildu ve inklibasyon siresi daha fazla uzatilmadi. Simdiye kadar yapilan galismalarda
periferik kan mononikleer hiicre kiltirlerinde farkli uyaranlar ve farkli inkibasyon
zamanlari uygulanmistir (Hirohata ve digerleri, 1992; Li ve digerleri, 2003; Na ve digerleri,
2013 ). Bu konuda bir standardin olmamasi nedeniyle ¢alismamizda aradaki farki gérmek

icin galisma grubunda yer alan bireyler igin 48 ve 72 saatlik kiltiir zamani tercih edilmistir.

Daha 6nce Behget hastaliginda yapilan sitokin ¢alismalarinin cogunda serum 6rneklerinde
sitokin dlizeyleri 6lctilmis, ancak farkli arastirmacilar serumda saptanabilir serum sitokin
dizeylerinde celiskili sonuglar rapor etmistir. Bunun nedeninin lokal olarak aktif olan
sitokinlerin gecici olarak salinmalari ve cok kisa yari dGmri olan bu kiiciik molekillerin
sistemik duzeylerinin genellikle 6lgulebilir dizeylerin altida olmasi veya c¢ok kisa bir
sureligine oOlciulebilmesidir (Zierhut ve digerleri, 2003). Bir sitokinin serum konsantrasyonu
ayni sitokinin tGretim oranini ve lokal dokulardaki gergek konsantrasyonu temsil etmeyebilir
(Frassanito, 1999). Bu nedenle burada sunulan galismada; Behget ve (hasta kontrol grubu
olarak alinan) SLE hastalarinda ve saglikli kontrollerde iL-17A/F, iL-23, iL-12/23 p(40) ve iL-
35 sitokin dlizeyleri periferik kan mononikleer hiicrelerinden elde edilen lenfosit kiltir

sipernataninda galisiimistir.

Bugiline kadar Behget hastalarinda yapilan calismalarda Th17 hicreleri ile ilgili celiskili
sonuglar elde edilmistir: Uveiti olanlarda, olmayanlara gére ve ayrica saglkli kontrollere
gére serum IL-23 ve iL-17 diizeylerinin énemli diizeyde arttigi goriilmistiir. Deri lezyonu
olanlarda iL-23 mRNA diizeyinde artis tespit edilmistir. SSS tutulumu olan Behcet
hastalarinda Th17 iliskili transkripsiyon faktorii RORC, serebrospinal sivida yiksek dizeyde
tespit edilmistir (Na ve digerleri, 2013). Bu bulgularin aksine, Ferrante ve ark. GiS bulgusu

olan Behcet hastalarinda mRNA ve serum iL-17 ve iL-23 diizeylerinin saglikli kontrollerle
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kiyaslandiginda herhangi bir artis olmadigini tespit etmislerdir (Ferrante ve digerleri, 2010).
Bizim calismamizda ise; BH'da semptomlara gére iL-17, iL-23, iL12/23 (p40) diizeylerinde
PHA ile 48 ve 72 saat uyarilan ve uyarilmayan hiicre kultlr 6rnekleri arasinda anlamli fark
tespit edilememistir. Aktif hastalarda, iL-35 diizeyi olgiilemedigi icin istatistiksel
degerlendirme yapilamamistir (Cizelge 4.5, 4.6, 4.7, 4.8). Her bir semptom grubundaki
hasta sayisi disiik oldugu ve hastalarda birden fazla semptom goérildigu igin, calismamizda
semptomlara gore sitokinlerin patogenezdeki rolliinii degerlendirmek giic olmustur. Bu
glcligl asmak amaci ile; sadece tek semptomu olan ve daha ¢ok sayida hasta iceren BH
gruplari ile daha ileri galismalar yapilarak, semptom-sitokin iligskisinin daha ayrintili

arastirilmasini 6nerebiliriz.

Son zamanlarda, farkh T hicre alt tiplerinin bulunmasi ile otoimmiin hastaliklarda tim
calismalar bu hiicreler tzerine yogunlasmistir. Thl7; Thl, Th2 ve Treg hicreleri disinda yeni
bir T hiicre alt tipi olup, iL-17 Urettigi icin Th17 olarak isimlendirilmistir. Th17 hiicrelerinin
multisistemik  enflamasyonda yer almasi ve plastisiteleri nedeniyle BH’nin
imminopatogenezinde anahtar role sahip olabilecekleri 6ngorilmektedir. Th17 sitokin
saliniminin bloke edilmesi ile gelecekte otoimmiin hastaliklarin tedavisine énemli katkilar
saglanacagl disuniulmektedir (K. Hamzaoui ve A. Hamzaoui, 2012). Behcget hastalarinda
saglikh kontrollere gére Th17 hiicreler tarafindan tretilen iL-17’nin anlaml diizeyde yiiksek
bulundugu ancak daha ileri ¢alismalarin yapilmasi gerektigi daha 6nce rapor edilmistir
(Jang ve digerleri, 2008). Bizim calismamizda ise iL-17A/F dizeyleri aktif Behcet
hastalarinda, inaktif Behget hastalari ve saglkli kontrollere gére yiiksek bulunmustur. iL-
17A/F duzeyi agisindan; 48 ve 72 saatlik uyarim sonunda aktif Behget hastalari ile aktif SLE
hastalari arasinda anlamli bir fark bulunmamasina ragmen, aktif Behget hastalarinda iL-
17A/F dizeyleri daha yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.9, 4.10, 4.12). inaktif Behget ve SLE
hastalari ile saglhkli kontrollerde iL-17A/F diizeylerini inceledigimiz zaman anlamli bir fark
saptanmadi (Cizelge 4.11, 4.14, 4.15 ). Bu veriler, aktif BH'na bagh olarak Th17 hiicre
popiilasyonunun cogaldigini; iL-17’nin BH’nin akut enflamatuvar atak déneminde yer
aldigini ve hastalik aktivitesi ile uyumlu oldugunu disiindiirmektedir. iL-17A/F diizeyi aktif
BH grubunda inaktif gruba gbére daha fazla yiikselme egilimindedir. Hamzaoui ve ark.
tarafindan yapilan calismada, iL-17'in Ulseratif kolit, romatoid artrit, astim ve BH'nda

saglikh kontrollere gore arttigi gézlenmistir (Hamzaoui ve digerleri, 2002). Ekinci ve ark.’
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nin calismasinda da iL-17A diizeyleri aktif BH'nda artis géstermektedir (Ekinci, Alpsoy,
Karakas, Yilmaz ve Yegin, 2010). Na ve ark. yaptigl calismada iL-17 diizeylerinin Behget
hastalarinda, saglikh kontroller ve rekiiran aftéz Ulseri olanlar ile kiyaslandigi zaman énemli
derecede arttigi; 6zellikle aktif hastalarda hem serum hem de kiiltiir sipernataninda diger
iki kontrol grubuna gore 6nemli derecede artis oldugu gortlmustir (Na ve digerleri, 2013).
Bizim calismamizda da aktif Behget hastalarinda, inaktif Behget hastalari ve saglikh
kontrollere gére daha yiiksek diizeyde iL-17 olciilmesi daha &nce yapilan calismalarin

sonuglari ile uyumludur.

Simdiye kadar yapilan calismalar Thl hiicrelerinin aktif BH'nda enflamasyon ve doku
hasarinda 6nemli bir rol oynayabilecegini desteklemektedir (Alayli ve digerleri, 2007).
Calismamizda Th1l hiicre gelisimindeki anahtar sitokin olan iL-12 ile Th17 gelisiminde
onemli rol oynayan iL-23’Gn ortak alt Unitesi olan iL-12/23 (p40)in, inaktif Behcet
hastalarina ve saglkli kontrollere gore, aktif Behcet hastalarinda daha yuksek oldugu
goruldi (Cizelge 4.9, 4.12). Aktif Behcet ve aktif SLE arasinda iL-12/23 (p40) acisindan
(Cizelge 4.10), ayrica inaktif Behget, inaktif SLE ve saglikli kontroller arasinda (Cizelge 4.11,
4.14) istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. Yukarida da belirtildigi gibi; iL-12 ve iL-
23, Thl ve Th17 farklilasmasini uyaran temel sitokinlerdir. Bu bilgiler dogrultusunda
verilerimiz aktif BH patogenezinde iL-17A/F ve Th1 yanitinin yer aldigini diistindiirmektedir.
Bizim bulgularimizin aksine Na ve ark.’nin yaptigi calismada iL-12/23 p40 mRNA’sinin
inaktif grupta aktif gruba gore arttigi bulunmustur. Bu sonuglar diger baska dizenleyici
mekanizmalarin iL-12/23 p40 {retiminde rol oynayabilecegini gdstermektedir. Ayni
calismada, aktif hastalarda kontrollerle kiyaslandigi zaman iFN-y dizeylerinin arttig
goruldi (Na ve digerleri, 2013). Frassanito ve ark.nin yaptigl calismada aktif Behget
hastalari; inaktif hastalar ve saglikl kontrollerle kiyaslandiginda iL-12 dizeyinin yiiksek
oldugu ve Th1l polarizasyonunun hakim oldugu belirtilmistir (Frassanito, 1999). Tim bu
veriler, bizim calismamizdan elde edilen veriler ile birlikte degerlendirildigi zaman BH’nin
Th1/Th17 sitokinleri ile iliskili oldugunu ve Thl hicrelerinin doku enflamasyonunda yer
aldigini dusindirmektedir. Hem Th17 hem de Th1l sitokinlerinin, farkli mekanizmalar
kullanarak aktif hastalik patogenezinde yer almasi olasidir. Son zamanlarda yapilan
c¢alismalar enflamasyonun farkli asamalarinda Th17 ve Th1l hicrelerinin rol

oynayabilecegini gostermektedir (Korn ve digerleri, 2007). Th17 hicrelerinin enflamasyon
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bolgesinde Thl hiicrelerine goére daha erken gog ettigi, bu durumda Th17 fonksiyonlar
bloke edilerek sonradan gelisen Th1 gégliniin de bloke edilerek enflamasyonun inhibisyonu

s6z konusu olabilir (Hamzaoui ve digerleri,2011 a).

Son zamanlarda iL-21, iL-23 ve iL-27 gibi enflamatuvar sitokinlerin Th17 uyarimi icin gerekli
oldugu rapor edilmistir (Shimizu ve digerleri, 2012). iL-23’iin otoimmiin hastaliklarin
patogenezinde yer aldigini gosteren deliller bulunmaktadir (Murphy ve digerleri, 2003). Bu
nedenle calismamizda iL-23’tin BH patogenezindeki roliinii arastirdik. Aktif Behget
hastalarinda, inaktif Behcet hastalari ve saglikl kontrollere gére iL-23 diizeyinde dnemli
artis oldugunu saptadik (Ciz.elge 4.9, 4.12, 4.14). inaktif Behcet ve inaktif SLE hastalari ile
saglikh kontroller arasinda iL-23 diizeylerinde anlamli bir fark tespit edilemedi (Cizelge 4.11,
4.14, 4.15). iL-17’nin sadece IL-23 varliginda arttigini gésteren calismalar bulunmaktadir
(Chi, Zhou, Yang ve Chen, 2011). Bizim verilerimiz de bu veriyi desteklemektedir. iL-17 ile
iL-23 arsindaki iliskiyi degerlendirebilmek igin biz de ¢alismamizda periferik kan
lenfositlerinin PHA ile 48 ve 72 saat uyarimi sonrasinda; aktif Behcet hastalarinda iL-17 ve
iL-23 arasinda giicli bir korelasyon bulundugunu tespit ettik. Bu bulgular aktif BH
patogenezinde iL-17/23 aksinin yer aldigini ve BH'ndaki enflamasyon ile iliskili oldugunu
dustindirmektedir. Aktif SLE hastalarinda da 48 ve 72 saat uyarim sonucunda lenfosit
kiltirindeki iL-17 ile iL-23 dizeyleri arasinda yiiksek korelasyon bulundu. Bulgularimiz
aktif Behget ve SLE hastalarinda iL-17 diizeylerinin iL-23 diizeyleri ile paralel olarak artis
gosterdigini disindirmektedir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde aktif hastaliktaki
enflamatuvar kosullarin Th17 farklilasmasina neden olabilecegini, Th17 ¢ogalmasinin aktif
hastalardaki sitokin ortami ile iliskili oldugunu, iL-23-iL-17 aksinin BH ve SLE enflamatuvar
yanitinda onemli bir yere sahip oldugunu godstermektedir. Benzer olarak, Habibagahi,
Behcet hastalarinin serumlarinda yiiksek diizeyde iL-23 tespit ederken, diger arastirmacilar
Uveiti ve deri lezyonu olan Behget hastalarinda yiiksek diizeyde iL-23 bulundugunu rapor
etmislerdir (Chi ve digerleri, 2008). iL-17 ve iL-23 diizeyleri, Behget, aktif Giveiti olan VKH
(Vogt-Koyanagi-Harada), psoriazis, enflamatuvar bagirsak hastaligi, skleriti ve (veit
hastalarinda da yiksek bulunmustur (Chan ve digerleri, 2006). Tum bu immin temelli
hastaliklar farkh klinik bulgulara ve patolojik 6zelliklere sahip olup farkh otoantijenler
tasimakla birlikte hepsinde iL-23/iL-17 ortak bir yolak olarak gériinmektedir. Hegab ve ark.

tarafindan vyapilan calismada saglkli kontrollerle kiyaslandigi zaman, serum iL-23
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konsantrasyonlarinin hastalik aktivitesine bagh olarak arttigi tespit edildi (Hegab ve
digerleri, 2014). Bu bulgular Wong ve ark (Wong ve digerleri, 2008), tarafindan yapilan
calhismadaki bulgular ile uyumlu bulunurken, Cheng ve ark tarafindan yapilan calismadaki
bulgular ile uyumsuz bulunmustur. Cheng ve ark, iL-17 ve iL-23'te bir artis olmadigini, iL-22
dizeylerinin dislk olarak saptandigini, bu bulgularin farkh ila¢ rejimi ve dozlarindan

kaynakl olabilecegini 6ne sirmislerdir (Cheng ve digerler, 2009).

Treg hicreleri, ylzeyinde CD4, CD25 ve Foxp3 transkripsiyon faktorl ifadelenmesi ile
karakterize olup otoimmin hastaliklara karsi korunmada ve immin dengenin
saglanmasinda dénemli bir role sahiptir (Miyara ve Sakaguchi, 2011). iTreg hiicreler iL-35,
TGF-B, iL-10 gibi bazi anti-enflamatuvar sitokinler Uretir ve immiin yaniti baskilarlar
(Shimizu ve digerleri, 2010). Thl7 ve Treg dengesinin enflamatuvar ve otoimmiin
hastaliklarin gelisiminde 6nemli olabilecegi distinilmektedir (Becker ve digerleri, 2003)
Genel olarak BH'nda Th17 efektor fonksiyonlari artmis, Treg fonksiyonlari azalmistir (Geri
ve digerleri, 2011). BH'nda Treg hicre popilasyonu ile ilgili veriler geliskilidir. Bazi
¢alismalarda periferik kan ve serebrospinal sivida Treg hlicre oraninda artis gozlenirken
(Hamzaoui, Borhani, Ghorbel ve Houman, 2011; Pekiner, Aytugar, Demirel ve Borahan,
2012) diger calismalarda azalma oldugu saptanmistir (Geri ve digerleri, 2011). Diger bazi
calismalarda ise Behget hastalari ile kontroller karsilastirildiginda Treg hiicrelerde belirgin
bir fark tespit edilmemistir (Geri ve digerleri, 2011). Bununla birikte CD45 ekspresyonuna

+++

gore Treg alt gruplarina bakildiginda, aktif Treg hiicrelerin (CD45RA'CD25" ") BH'nda 6nemli
diizeyde azaldig tespit edilmistir (Geri ve digerleri, 2011). Calismamizda, aktif Behcet ve
SLE hastalarinda iL-17 diizeylerinin saglkli kontrollere gére artmis, ancak bir Treg sitokini
olan ve baskilayici role sahip olan iL-35’in diisiik diizeylerde tespit edilmis olmasi Th17 ve
Treg hiicreleri arasinda gticll bir negatif korelasyon oldugunu gostermektedir (Cizelge 4.10,
4.12, 4.13). Bu bulgular Yang ve ark.'nin bulgulari ile uyumlu bulunmustur (Yang ve
digerleri, 2009). Calismamizda iL-35 diizeylerinin inaktif Behget hastalarinda (Cizelge 4.9)
ve saglikli kontrollerde (Cizelge 4.12) aktif Behcet hastalarina gore yiksek bulunmasi, Th17
ve Treg hiicreleri arasindaki plastisite ile aciklanabilir. T hiicre alt tipleri ¢cevresel sinyallere
bagli olarak farkli hiicre tiplerine donisebilirler (Zhu ve Paul, 2008). Son yillarda yapilan bazi

calismalar otoimmiin hastaliklarin dizenlenmesinde Treg ve Th17 hiicrelerinin arasindaki

doénisim rapor edilmistir. Treg hicrelerinin Th17 hicrelerine farklilasmasi Foxp3
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ekspresyonunun azalmasi ile gergeklesmektedir. Foxp3’lin Th17 farklilasmasini RORyt
fonksiyonunu antagonize ederek gerceklestigi dustinilmektedir (Zhou ve digerleri, 2008).
Aktif hastalar tarafindan olusturulan sitokinler, Treg olusumunu baskilayabilir ve Th17
hicrelerinin baskin oldugu proenflamatuvar T hiicre yanitini uyarabilir. Hamzaoui’nin de
bildirdigi gibi Th17/Treg dengesi BH'daki enflamasyonda onemli bir rol oynayabilmektedir
(Hamzaoui ve digerleri, 2011 b). Verilerimize gore glcli bir Th17 yaniti ile birlikte, dusilik
dizeyde Treg yaniti BH patogenezinde kompleks bir yanitin oldugunu duslindirir. Veriler
birlikte degerlendirildiginde Treg hicrelerinin olusturdugu antienflamatuvar oOzellikteki
sitokinlerin otoimmiin hastaliklarin dnlenmesinde ve immin toleransin kazanilmasinda
onemini ortaya koymaktadir. Treg hicrelerinin in vitro olarak c¢ogaltilarak hastaya
verilmesinin BH tedavisi icin uygun bir tedavi yaklasimi olabilecegi distnilmektedir
(Peizeng ve digerleri, 2014). Gagliani ve ark. tarafindan Th17 ve Treg hiicreleri arasinda
ortak bazi 0Ozelliklerin oldugu; bunlar farkh T hicre alt tipleri olmalarina ragmen
homeostatik kosullarda Th17 hiicrelerinin iL-17 ekspresyonunu kaybederek Treg
hiicrelerine donisebildigi rapor edilmistir. Anti-CD3 monoklonal antikorlari ile uyarilan ve
kendi kendini sinirlayan bir enflamatuvar yanitta Th17 plastisitesini degerlendirmek igin
hiicre ylzey belirtegleri analiz edildiginde hiicrelerin Treg baskilayici fonksiyonlarinda
onemli bir rol oynayan LAG-3 proteininin pozitif oldugu ancak Th17 hiicreleri icin 6zgiil olan
CCR6’nIn negatif olduklar tespit edildi. Th17 hiicrelerinin Treg hiicreleri ile ilgili genleri
gecici olarak eksprese edip etmedigi veya genetik ve fonksiyonel programlama sonucunda
bir T hicre tipinden digerine farklilasip farklilasmadigi (transdifferentiation) net degildir
(Gagliani ve digerleri, 2015). Bir Treg sitokini olan iL-35 diizeylerinin calismamizda saglikl
kontrollerde en yiksek oldugu bunu inaktif Behget ve inaktif SLE hastalarinin takip ettigi
saptanmistir. Bu veriler homeostatik kosullarda Th17 hiicrelerinin iL-17 {retiminin azaldig

ve hiicrelerin reglilator hiicrelere donilstugi gorisinl desteklemektedir.

Burada sunulan calismada, immiin patogenezinden asil olarak T hiicre cevabina bagli
enflamasyonun suclandigi Behcet Hastaligi incelenirken sadece saglikli kontrollerle
karsilastirma yapmak yerine yine immin sistem temelli bir patogenezi olan, ancak
patogenezde asil olarak hiimoral immin cevaba baglh otoantikorlarin rol oynadigi SLE
hastaliginin da "hasta kontrol grubu" olarak yer almasinin verilerin analizini kolaylastiracagi

distintldii. Calismamizda aktif SLE hastalari saglikh kontrollerle kiyaslandiginda iL-17, iL-23
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diizeyleri daha yiiksek bulundu (Cizelge 4.13). Bu durum iL-17/23 aksinin aktif hastalik
patogenezinde yer aldigini diisiindiirmektedir. Aktif Behget ve SLE hastalari (Cizelge 4.10)
karsilastirildiginda bu sitokinlerin aktif Behget hastalarinda daha ylksek oldugu, bu
durumda SLE hastalik patogenezinde iL-17/23 aksi disinda baska mekanizmalarin da yer
alabilecegini diistindiirmektedir. SLE'deki sitokin mikrogevresinin ozellikleri (diistik iL-2,
yiksek iL-6 ve iL-21) Th17 ¢ogalmasini uyarmaktadir. Th17 sitokinleri, B hiicreleri uyarabilir
ve lokal enflamasyonu baslatarak doku hasarina neden olabilirler (Nalbandian, Crispin ve
Tsokos, 2009). Calismamizda, inaktif SLE hastalari saghkli kontrollerle kiyaslandiginda
(Cizelge 4.15), 48 saat ve 72 saat uyarim sonrasl s6z konusu sitokinlerde anlamli bir fark
tespit edilememistir. Bu durum iL-17 ve iL-23’(in hastalik aktivitesi ile uyumlu oldugunu
gostermektedir. Wong ve ark.’nin yaptigi ¢alismada bizim bulgularimiza benzer olarak SLE
hastalarinda serum iL-17 ve iL-23 diizeyleri arttg ve bu durumun hastalik aktivitesi ile
uyumlu oldugu bulunmustur (Wong ve digerleri, 2008). Hamzaoui ve ark.'nin yaptig bir
calismada 45 aktif ve 28 inaktif Behget hastasi, 20 SLE ve 12 MS hastasi ¢alismaya dabhil
edilmistir. SLE ve MS kontrol hastaliklar olarak alinmistir (Hamzaoui ve digerleri, 2011 a).
Bizim calismamizda da SLE vakalari, "hasta kontrol grubu" olarak ¢alismaya dahil edildi.
Onlarin ¢alismasinda aktif Behget hastalarinin MS ile benzer diizeyde, ama SLE'den daha
diisiik diizeyde iL-17A eksprese ettigi saptanmistir. Bu bulgu bizim bulgularimizdan farkl
olup Hamzaoui ve ark.'nin ¢alismasinda yer alan aktif hasta sayisinin bizim c¢alismamiza
gore daha fazla olmasi ve ¢alismada yer alan hastlarin SLEDAI skorunun bizim ¢alismamizda
yer alan hastalara gore daha yliksek olmus olabileceginden kaynaklanabilir. Bir calismada,
IL-17’nin tek basina veya BAFF ile birlikte B hiicrelerin antikor olusturan hiicrelere
farklilasmasina ve yasamasina (survival) neden oldugu bildirilmistir (Doreau, 2009). Bu iL-
17’nin SLE patogenezindeki rolline yeni bir bakis agisi kazandirmistir ¢linkii otoantikor
olusturan aberen (anormal) B hiicre immiuinitesi doku hasari ve enflamasyon igin gereklidir.
Yang ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada aktif SLE hastalarinda Th17 hiicre orani ve bu
hiicrelerin iL-17A yapma kapasitelerinin artmis oldugu gdésterilmis ve aktif hastalikta Th17

hiicrelerinin cogalmis olabilecegi 6ne siriilmustir (Yang ve digerleri, 2009).

Calhsmamizda aktif Behcet ve aktif SLE arasinda (Cizelge 4.10), aktif SLE hastalari ve saglkli
kontroller arasinda (Cizelge 4.13); ayrica inaktif SLE hastalari ve saglkli kontroller arasinda,

iL-12/23 P(40) diizeyleri agisindan anlamli bir fark saptanamadi. iL-17 diizeylerinin saglikli
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kontrollerle kiyaslandigl zaman arttigi dislintildigli zaman, bu veriler Thl7 ve Thl hiicre
yanitini dengelemede vyer alan faktorlerin SLE hastaliginda diizensiz oldugunu
distndlrmektedir. Shah ve ark. tarafindan yapilan galismada saglikh kontrollere gore;
Th17 ve Th1 sikligi arasindaki pozitif korelasyonun SLE hastalarinda bozuldugu gorilmustir

(Shah ve digerleri, 2010). Bu veriler bizim bulgularimizla uyumlu gériinmektedir.

Son zamanlarda yapilan iki ¢alisma aktif SLE hastalarinda Treg/Th17 oraninin azaldigini
gostermektedir (Xing, Wang, Su, Cui ve Li, 2011). Bizim calismamizda da aktif SLE
hastalarinda saglikli kontrollere gére iL-17 diizeylerinde artis oldugu , 48 saatlik uyarim
sonrasinda iL-35 diizeylerinde ise saglkli kontrollerde aktif SLE hastalarina gére anlaml bir
fark oldugu (Cizelge 4.13) tespit edildi. Bu bulgular aktif hastalarda Th17 hicrelerinin
baskin oldugunu, Treg hiicrelerinin ise deplesyona ugradigini, her iki hiicre tipi arasinda
negatif korelasyon oldugunu ve immin sistem tarafindan olusturulan sitokinlerin nTreg
hicrelerini baskiladigini, Th17 hicrelerinin baskin oldugu bir proenflamatuvar yaniti
uyardigini disindirmektedir. Bu bulgular Yang ve ark.’nin ¢alismasini desteklemektedir

(Yang ve digerleri, 2009).

Periferik kan monontikleer hiicrelerin uyariminda simdiye kadar yapilan calismalarda farkli
uyaranlar, farkli uyaran konsantrasyonlari ve farkl uyarim siresi uygulanmistir. Bunun igin
standart bir prosedir bulunmamaktadir. Calismamizda 48 saatlik uyarim ve 72 saatlik
uyarim sonrasinda hastaliklara ve hastaliklarin aktivite durumuna gore elde edilen veriler
benzer olup, iL-17A/F, iL-12/23 P(40), iL-23 diizeyleri en fazla aktif Behcet hastalarinda,
bunun ardindan aktif SLE hastalarinda artis gdsterdi (Sekil 4.29, 4.36). Bu veriler iL-17/23
aksinin ve ayrica Thl iliskili immin yanitin Behget ve SLE patogenezinde rol

oynayabilecegini distindlirmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sonu¢ olarak BH immiinopatogenezinde, iL-17, iL-23, iL-12/23 p(40)'in yer aldigi
distnilmektedir. Elde edilen veriler Th17 ve Thl yanitinin patogenezde yer alabilecegini
gostermektedir. Aktif Behget hastalarinda inaktif Behget hastalarina ve saglikli kontrollere
gore iL-35 diizeylerinin diisiik olmasi, Th17 ve Treg hiicreleri arasinda aktivite durumuna
bagh olarak plastisite bulunabilecegine isaret etmektedir. Cok 6nemli immin temelli
sistemik bir hastalik olan SLE’de de, BH'da oldugu gibi, patogenezde iL-17/23 aksinin yer
aldigi ancak baska mekanizmalarin da hastalik patogenezine katkida bulundugu
dustnilmektedir. Farkl aktiviteye sahip hasta gruplarinda, farkh T hiicre alt gruplarina ait
sitokinlerin birlikte degerlendirildigi bu ¢alisma sayesinde, hem Behget hastalari hem de

SLE hastalarinda sitokinlerin hastalik patogenezindeki roli analitik bir sekilde arastiriimistir.

Calismamizdan elde edilen sonuglar:

e Hastallk semptom ve bulgularina gére iL-17, iL-23, iL12/23 (p40) diizeyleri
incelendiginde 48 ve 72 saat FHA ile uyarilan ve uyariimayan periferik kan lenfosit
kiiltirleri arasinda anlamli fark tespit edilememistir. Aktif hastalarda iL-35 diizeyi,
kullanilan yéntem ile olgllebilir diizeylerin altinda oldugu igin herhangi bir
istatistiksel degerlendirme yapilamamistir

e [L-17A/F dizeyleri aktif Behcet hastalarinda, inaktif Behcet hastalari ve saghkli
kontrollere gére daha yiiksek bulunmustur. Aktif Behget ve aktif SLE hastalarinin
periferik kan lenfosit kilturlerinin PHA ile 48 ve 72 saatlik uyarimi sonucunda
kiiltir stpernataninda 6lciilen iL-17A/F diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark saptanmamakla birlikte her iki uyarim zamaninda da aktif Behcet
hastalarinin degerleri daha yiksek bulunmustur. Bu veriler aktif hastaliga bagl
olarak Th17 hiicre popilasyonunun ¢ogaldigini ve iL-17’nin BH’nin akut
enflamatuvar atak doneminde yer aldigini ve hastalik aktivitesi ile uyumlu
oldugunu dislindirmektedir.

e Aktif Behget hastalarinda; inaktif Behget hastalari ve saglikh kontrollere gére iL-
12/23 P(40) dizeylerinin arttigi gorildi. iL-12/23 p(40) diizeyi acisindan aktif
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Behget ve aktif SLE; ayrica inaktif Behget, inaktif SLE ve saglikh kontroller arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmedi. Verilerimiz aktif BH patogenezinde iL-

17A/F ve Th1 yanitinin yer aldigini diistindirmektedir.

Aktif Behget hastalarinda; inaktif Behget hastalari ve saglikli kontrollere gére iL-23
diizeylerinde dénemli diizeyde artis oldugu saptandi. inaktif Behcet, inaktif SLE ve
saglikli kontrollerin iL-23 diizeyleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir

fark tespit edilmedi.

Hem aktif Behget hem de aktif SLE hastalarinin periferik kan lenfosit kiltirleri PHA
ile 48 ve 78 saat uyarildiginda; iL-17 ile iL-23 diizeyleri arasinda giiclii bir

korelasyonun bulundugu goruldi.

Aktif Behcet ve SLE hastalarinda iL-17 diizeylerinin iL-23 diizeyleri ile paralel olarak

artis gosterdigi tespit edildi.

Aktif Behcet ve SLE hastalarinda iL-17 diizeylerinin saghkli kontrollerle
kiyaslandiginda artmis, ancak bir Treg sitokini olan ve baskilayici rolii olan iL-35’in
disik diizeylerde tespit edilmis olmasi aktif hastalarda Thl7 ve Treg hicreleri

arasinda glicll bir negatif korelasyon oldugunu gostermektedir.

Th17 ve Treg hiicreleri arasinda plastisite olabilir.

48 ve 72 saatlik uyarim sonrasinda hastaliklara ve hastaliklarin aktivite durumuna
gore elde edilen veriler benzer olup, iL-17A/F, iL-12/23 P(40), iL-23 diizeyleri en
fazla aktif Behget hastalarinda, bunun ardindan aktif SLE hastalarinda artis
gdstermistir. Bu veriler iL-17/23 aksinin ve ayrica Th1 iliskili immiin yanitin BH
patogenezinde yer aldigini, benzer sekilde bu aksin SLE patogenezinde de rol
oynayabilecegini distindirmektedir.

e Burada sunulan ¢alismada incelenen sitokinler agisindan, aktif Behget ve SLE
hastalari karsilastirildiginda; bu sitokinlerin aktif Behget hastalarinda daha yiksek
diizeyde olmasi, SLE pataogenezinde iL-17/23 aksi disinda baska mekanizmalarin

da yer alabilecegini distindlirmektedir.

Bundan sonra yapilmasi gerekenler:

e Tek bir semptom ama daha ¢ok sayida hasta iceren hasta gruplarinda bu

sitokinlerin calisilarak semptom-sitokin iliskisinin daha detayli arastirilmasi gerekir.
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Hastalar aldiklari tedaviye gore gruplandirilarak, sitokin profilleri incelenebilir.

Aktif ve inaktif hasta segciminde, kisisel ve cinsiyet fakhliklarini ortadan kaldirmak
icin ayni kisilerin aktif ve inaktif olduklari ddnemlerden 6rnekler alinarak analizler
yapilmak lizere prospektif calismalar planlanabilir.

Sitokin diizeyleri hem periferik kan lenfosit hiicre kiltir siipernataninda hem de
serumda Olcllerek bu sonuglar karsilastirilabilir. Boylece serum ile hiicre kiltir
sipernatani arasindaki fark degerlendirilebilir.

Serum ve kiltlr sipernataninda sitokin dizeylerinin 6lglilmesi sitokini olusturan
hiicre tipinin identifikasyonuna izin vermez. Bu nedenle intraselliiler sitokin

boyama ile incelenen sitokini lireten T hiicreler analiz edilebilir.
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