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OZET

Behget hastaligi (BH) mukokutandz, goz, eklem, vaskiiler ve santral sinir sistemi
tutulumlart ile multisistemik bir hastaliktir. Yeni ¢alismalar BH’da inflamasyonun
immiinpatogenezinde, sitokin profillerinin énemli rol oynadigini gostermektedir. Son
yillarda bilinen bu T hiicre alt gruplarina proinflamatuar, ayrica nétrofil
hiperfonksiyonunu arttirdig: bilinen IL-17 sitokinini lireten Th 17 alt grubu eklenmistir.
Th 17 hiicreleri ve IL-17 sitokininin deneysel hayvan modellerinde collagen induced
arthritis (CIA), experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), autoimmune
uveitis, ve inflammatory bowel disease (IBD) gibi otoimmiin inflamatuar hastaliklarin
patogenezinde ve hiicre dis1 patojenlere kars1 konak savunmasinda énemli rol oynadigi
gdsterilmistir. Insanlarda multiple sclerosis (MS), uveitis ve rheumatoid arthritis (RA)
hastalarinin synovial sivilarinda IL-17 seviyesinin arttig1 gosterilerek bu hastaliklarda
IL-17 sitokini ve Th 17 hiicrelerinin 6énemli oldugu gosterilmistir. Biz bu ¢alismamizda,
Behget’li hastalarda; daha ¢ok Th 17 hiicrelerinin iirettigi ama bu hiicrelerin yani sira
NK hiicrelerinin, CD8+ hiicrelerinin ve nétrofillerinde iiretebildigi diisiiniilen IL-17
sitokininin roliinii degerlendirdik. Akdeniz Universitesi Hastanesi Dermatoloji ve
Venoroloji Anabilimdali, Dermatoloji Poliklinigine bagvuran, Uluslararasi Calisma
Grubu'nun tani kriterlerine gore Behget Hastaligi tanist almig, toplam 45 hasta
calismaya alindi. Kontrol grubu olarak saglikli goniilliiler ve hastane personelinden
olusan, yas ve cinsiyeti hasta grubu ile uyumlu 33 kisi secildi. Behget hastalar1 ¢calisma
anindaki bulgularima gore aktif ve inaktif olmak iizere iki gruba ayrildilar. Aktif ve
inaktif hastalar tutulum durumlarina gore iiveiti olan olmayan seklinde belirlendi. IL-17
serum seviyeleri ELISA testi ile oOlciildii. BH, Psoriasis hastalarinin ve saglikli
kontrollerin periferal kan mononiikleer hiicrelerinin bazi uyaranlara kars1 IL-17 yanitlari
in vitro ELISPOT testi ile belirlendi. BH ve saglikli kontrollerin periferik kan Th 17
seviyeleri hiicre ici sitokin boyama metoduyla flowcytometri ile 6l¢iildii. Verilerin
degerlendirilmesinde, SPSS for Windows 10,0 istatistik paket programi kullanildi.
Kargilastirmalarda student’s t, mann whitney u, kruskal wallis test kullanildi. P<0.05
anlamli kabul edildi.

Calismamizda su gozlemler yapilmistir; Behcet hastalarinin serum IL-17 saglikli
kontrollerden yiiksektir.Aktif donem Behcet hastalarinin serum IL-17 diizeyleri inaktif
donem Behcet hastalarindan ve saglikli kontrollerden yiiksektir. Inaktif dénemdeki
hastalarin IL-17 diizeyleri kontrollerden farkli bulunmamustir.Uveiti olan Behcet
hastalarinin serum IL-17 diizeyleri  {iveiti olmayan Behcet hastalarindan farkl
degildi.Ancak aktif {iveiti olan Behcet hastalarinin serum IL-17 diizeyi inaktif tiveiti
olan Behcet hastalarindan ve saglikli kontrollerden yiiksektir. Streptococcus sangius,
E.coli ve PHA ile uyarim sonrasinda BH, Psoriasis ve saglikli kontrollerin Periferal kan
mononiikleer hiicreleri IL—-17 sitokinini iretmektedir. BH ve Psoriasis hastalarinda
Streptococcus sangius, E.coli ve PHA ya kars1 IL-17 yamit1 saglikli kontrollerden
yiiksektir. BH hastalarinda Streptococcus sangius, E.coli ve PHA ya karsi iiretilen
toplam IL-17, CD4+IL-17+ ve CDA4-IL-17+ T hiicre ylizdesi saglikli kontrollerden
yiiksektir. Sonu¢ olarak IL-17 sitokin seviyesi ve yanitt BH da yiiksektir ve bizim
bulgularimiza goére Th 17 hiicrelerinin irettigi IL-17 sitokini Behcet hastaliginin
patogenezinde 6nemli bir role sahiptir.

Anahtar Kkelimeler: Behget Hastaligi, Th 17 hiicreleri, IL—17 sitokini

v



ABSTRACT

Behget’s disease (BD) is a multisystemic inflammatory disease, vasculitic lesions
attacks mucocutaneous sites, eye, joint and central nerve system. New studies at BD
shows that cytokine profiles play important role in immune pathogenesis. Recently a
proinflammatory Th17, subtype of helper T cells - which produces IL-17 cytokine
family has been described. Th17 cells is known to increase neutrophil activity and
recruitment to inflammation site. Th17 cells and IL-17 have been shown to play
important roles in defence against extracellular pathogens and also in the pathogenesis
of several autoimmune inflammatory conditions, such as collagen induced arthritis
(CIA), experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), autoimmune uveitis, and
inflammatory bowel disease (IBD) in experimental models. In humans increased I1L-17
levels were reported in multiple sclerosis (MS), uveitis and synovial fluid of rheumatoid
arthritis (RA) patients suggesting that this cytokine and Thl7 cells also have an
important role in these diseases. In this study we evaluated the role of IL-17 cytokine -
which is mainly produced by Th 17 cells, but NK cells, CD8+ cells and probably
neutrophils can also produce these cytokines- in patients with Behget’s Disease.
Fortyfive patients who have being followed up at Akdeniz University department of
dermatology and veneorology, and diagnosed as BD according to International Work
Group diagnosis criterias , were enrolled to the study. Thirtythree healthy volunteers and
hospital staff compatible with patient group by sex and age,was chosen as a control
group. BD patients were separeted into two groups during the study according to their
symptoms as active and inactive. Active and inactive patients were subdivided according
to their clinical conditions , having or not having uveitis. We determined the IL — 17
serum level with ELISA in BD groups which show different symptoms —who have or
don’t have uveitis,- and in activation or remission periods and compared with healthy
controls. The invitro IL—17 response of mononuclear cells eluted from peripheric blood
of BD, Psoriasis patients and healthy controls to several stimulus were evaulated by
ELISPOT method. The level of Th 17 cells in peripheric blood in BD and healthy
controls were investigated by flowcytometry with intracellular cytokine staining method.
For evaluating the outputs SPSS for Windows 10,0, statistics package programme was
used. When comparing student’s t, Mann Whitney u, kruskal wallis tests were used.
P<0.05 was accepted significant.

We observed that serum IL-17 levels were significantly higher than healthy control
group. Active phase BD patients’ level of serum IL-17 is higher than inactive phase BD
patients’ and healthy control group. BD patients who have active uveitis have higher
level of serum IL-17 than BD patients who have inactive uveitis. Statistically higher IL-
17 responses were observed in BD and Psoriasis patients in comparison to healthy
controls after stimulation with Streptococcus sangius, E.coli and PHA. Total percentage
of IL-17, CD4+IL-17+ ve CD4-IL—-17+ T cells after Streptococcus sangius, E.coli ve
PHA stimulation were found to be higher in BD patients than healthy control group. In
conclusion IL-17 cytokine producing Th17 cells, IL-17 serum levels and IL-17 response
were significantly higher in BD. Our findings suggests that IL-17 and Th17 cells have an
important role in BD pathogenesis.

Key words: Behcet Disease, Th 17 cells, IL-17A
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GIRIS ve AMAC

Behget hastaligi (BH), mukokutandz, goz, eklem, vaskiiler ve santral sinir sistemi
tutulumlart ile giden multisistemik bir hastaliktir (1). Hastaligin etyolojisi tam olarak
bilinmemekle birlikte, infeksiydz ajanlar, damar endotel patolojileri, immiinolojik ve
cevresel faktorler, hormonlar ve pihtilasma faktorleri, genetik yapi gibi bir¢ok neden
suclanmigtir (2). Patogenezde 3 biiylik patofizyolojik degisiklik rol oynar; nétrofil
hiperfonksiyonu, vaskiilit ve otoimmiin cevap (3). Yeni c¢alismalar BH’ da
inflamasyonun immiinpatogenezinde, sitokin iireten hiicrelerin énemli rol oynadigini
gostermektedir. BH’ da immiin cevap olusumunda, Th1/Th2 hiicre tiplerinin farkli
sitokin profillerinin, 6nemli oldugu distliniilmektedir (4). Bu hastalikta CD4+ T
(yardimei) hiicrelerinin 6nemli oldugu, hastalarin serumunda proinflamatuar sitokinlerin
(IL-1, IL-8, IL-6 ve TNF alfa min ) yiiksek bulundugu bildirilmistir (5). Son yillarda
bilinen CD4+ T hiicrelerine ek olmak iizere diizenleyici hiicreler (T reg), IL-10 ve / veya
TGF- beta yapan Th 3 hiicrelerinin (6) ve son olarak ta IL-17 sentez eden Th 17 tipi alt
gruplarin gosterilmesi ile bagisiklik sisteminin ajana 6zgii immiin reaksiyonu nasil
olusturdugu daha iyi anlagilmistir (7).

IL—17 tireten Th 17 hiicreleri, Th 0 hiicrelerinden 6zellikle TGF beta, TNF alfa, IL—
1, IL-6 sitokinlerinin varliginda olugmakta ve yine bu sitokinlerin yapimin
uyarmaktadir. Hafiza Th17 hiicrelerinin ¢ogalma ve aktif hale ge¢mesinde ise IL-23
onemli rol oynamaktadir. Th 0 dan Th 17' ye farklilagmanin ROR gamma -t ve STAT-3
yolagina bagli oldugu anlasilmistir (8). Yukarida 6zetlenen bilgiler Th17 nin Thl ve Th2
gibi farkli bir yardimer T hiicresi alt grubu oldugunu gdstermektedir. Bu gelisim
sonrasinda Th 17 hiicrelerince tiretilen IL—17 sitokini 150 aminoasit uzunlugunda, 30-35
kDa agirliginda bir glikoproteinin disiilfiit bagli homodimeri olarak salgilanmaktadir. Bu
sitokinin alt1 iiyesinin IL-17A-17F bulundugu gosterilmistir. IL-17F IL-17A' ya benzer
sekilde primer olarak aktif T hiicrelerince, IL-17B, IL-17C, IL-17D ve IL-17E ise bir
cok dokuda expresse edilmektedir (9). Giinlimiizde IL-17 sitokinin bir ¢ok biyolojik
fonksiyonu tanimlanmistir. Endotel hiicreler, sinoviyal hiicreler, T hiicreleri, dendritik
hiicreleri ve makrofajlar1 iceren hiicre tiplerinin genis bir alaninda hiicre adezyon
molekiillerinin, kemokinlerin ve proinflamatuar sitokinlerin expressiyonunu aktive
etmesi ve notrofil aktivasyonunu artirarak yaralanma ve enfeksiyonun erken yanitinin
kontroliinde 6nemlidir. Boylece doku nekrozunun ve sepsisin sinirlanmasina neden
oldugu bilinmektedir (10). Th—17 hiicrelerinin baz1 otoimmiin / otoinflamatuar
hastaliklarin; Romatoid Artrithis (RA) (11) ,Sistemik Lupus Erytohematosus(SLE) (12),
Behcet hastaligi(13), Allograft Rejeksiyon(14), Nefritik Sendrom(15), Asthma (16),
Multiple Sikleroz (MS)(17) v.b etiyopatogenezinde onemli rol oynadigini gosteren
arastirmalar yaymlanmigtir. Deneysel hayvan modellerinde otoimmiin-ensefalomiyelit
(18), kollajenle olusan artrit (19) ve otoimmiin miyokarditiste (20) IL-17' nin 6nemli
rolii oldugu ve bu sitokinin monoklonal antikorlar ya da VLP (Virus benzeri partikiiller)
lerle birlikte verilen IL-17 ile durdurulmasinin, yangiyr durdurucu etkisi oldugu
bildirilmistir.



Bu yeni tanimlanan yardimci T hiicresi alttipinin (Th17) BH daki durumuna y6nelik
detayl1 bir calisma yayinlanmamustir, bugiine kadar iiretilen bilgiler BH da Th17 lerin ve
IL—-17 nin 6nemli rolii olabilecegine isaret etmektedir:

1. BH da nétrofil hiperaktivasyonu oldugu bilinmektedir, tanimlanan yardimci T

altipleri i¢cinde nétrofil aktivasyonu etkisi en belirgin olan Th17 dir(10).

2. Hamzaoui ve arkadaglar1 (13) tarafindan yapilan arastirmada Behget hastalarinin
serumlarinda IL—17 diizeyinin arttig1 bildirilmistir.

3. BH en oOnemli bulgularindan olan Uveitis te IL-17 diizeyinin arttig1
gosterilmistir.(21)

4. Behcet hastalarinda belirgin olarak arttig1 bilinen IL—6, IL-1ve TNF alfa 'nin
ayn1 zamanda Tho hiicrelerinin Th 17 'ye farklilasiminda rol oynadig: bilinmektedir (8).

5. BH deri lezyonlarinda IL-23 expresyonunun arttig1 saptanmistir (22).

Bu arastirmanin temel hipotezi Th17 hiicrelerinin ve IL-17 nin BH da saglikli
kontrollere oranla farkli diizeyde oldugu veya aktivite gosterdigi seklindedir. Bu
baglamda bu arastirmada biz;

a. BH farkli semptom, bulgu gdsteren gruplarinda (Go6z tutulumu olan olmayan
v.b.) ve aktivasyon ve remisyon donemlerinde IL-17 serum diizeyini
incelemeyi,

b. BH, saglikli kontroller ve BH na benzer sekilde Notrofil aktivasyonunun
belirgin oldugu, Psoriasis hastalarinin periferik kanindan ayristirilan
mononiikleer hiicrelerin degisik uyaranlara invitro IL—17 yanitin1 6lgmeyi,

c. BH ve saglikli kontrollerde periferik kanda Thl17 hiicrelerinin diizeyini,
incelemeyi amacladik.



GENEL BILGILER

Behcet Hastaligi, mukokutan6z, goz, eklem, vaskiiler ve santral sinir sistemi
tutulumlar1 gibi ¢cok sayida organi tutabilen ataklarla birlikte kronik bir seyir gosteren
sistemik bir hastaliktir (23). Behget hastalig1 diinyada ilk kez 1937 yilinda bir Tiirk
dermatolog olan Prof. Dr. Hulusi Behget tarafindan; tekrarlayan oral aft, genital {ilser ve
hipopiyonlu iiveitten olusan ii¢ semptomlu bir kompleks hastalik olarak tanimlanmistir
(24). Hulusi Behget 1924 yilinda rekiirren aftéz stomatit (RAS), genital iilser, eritama
nodozum ve gérme bozuklugu olan bir hasta gérmiis, 1930°da ikinci, 1936’da iigiincii
hastasina rastladiktan sonra bu bulgularin 6zgiin bir hastalia bagli oldugunu o6ne
stirmistir. Bu disiincesini 1937°de “Deri Hastaliklar1 ve Frengi Arsivi” ve
“Dermatologische Wohenschrift” dergisinde yazmis, ayni yil Paris Dermatoloji
Dernegi’nin toplantisinda agiklamistir. Bu sendrom 1947 yilinda Behget Sendromu,
Morbus Behget veya Behget hastaligi olarak tip literatiirine gegmistir. (25,26,27).
Bagslangicta liglii semptom kompleksi olarak tanimlanan hastaligin, yillar i¢inde yapilan
calismalarda bu li¢ bolge ile sinirli kalmayip artikiiler, pulmoner, gastrointestinal,
kardiyak, vaskiiler ve nérolojik tutulumlar gibi ¢ok sayida organi tutabilen kronik bir
hastalik oldugu goriilmiistiir (3,29-32).

2.1. Behget Hastaliginin Epidemiyolojisi

BH Japonya, Giineydogu Asya, Orta Dogu ve Giiney Avrupa’da sik goriilmesine
ragmen (33,34), Kuzey Avrupa, Amerika ve Britanya’da seyrek olarak goriiliir. Ipek
yolu iizerinde bulunan bdlgelerde yasayanlarda hastaliga yakalanma sikliginin daha
yiiksek oldugu dikkati cekmektedir. Ulkemizde ilk epidemiyolojik ¢alisma 1981 yilinda
Demirhindi ve arkadaslar1 (35) tarafindan yapilmis ve BH’nin siklig1 8/10.000 olarak
bulunmustur. Daha sonra Yurdakul ve arkadaslari (36,37) Ordu ili ve g¢evresinde
yaptiklar1 alan taramasinda hastaligin sikligin1 37/10.000 olarak bulmuslardir (35,36,37).
Amerika’da, Ingiltere’de ve Kuzey Avrupa iilkelerinde yasayanlarda ve siyah irkta ¢ok
daha az oranda goriilmektedir (1/300.000) ve Amerika yerlilerinde hemen hig
rastlanmamaktadir (31). Yapilan calismalarda Japonya’da hastaligin sikligi 1/10.000
iken Ingiltere’de 1/100.000°den daha az saptanmistir (24). Genellikle ikinci on yilin
sonlarinda baslayan hastalik en sik olarak 20-40 yaslarinda goriilmektedir. Hastaliga
cocukluk caginda nadir rastlanir ve 50 yasin tistiindekilerde hastaligin baslamasi nadirdir
(31). Cocuklarla ilgili serilerde erigkinlerdekine benzer klinik ancak daha fazla ailevi
birliktelik oldugu gosterilmistir (28,38-41). Tiirkiye ve Japonya kaynakli ¢aligmalarda
hastalik erkeklerde daha sik bildirilmisse de, son yirmi yil icindeki arastirmalar
hastaligin neredeyse her iki cinste esit olarak goriildiigiine isaret etmektedir. Gilinlimiizde
yalmzca Arap Ulkelerinde erkek hakimiyeti gdze carpmaktadir. Bunda bilinen din
kurallar1 ve sosyal etkenler (kadin hastalarin erkek doktora muayene olmamasi) rol
oynuyor olabilir (24). BH’da ailevi vakalar da bildirilmistir, ama genel olarak sabit bir
kalitim bi¢gimi bulunamamistir (42). Ailevi gegis sekli kesin olarak ortaya konamasa da
bircok ailevi olgu vardir veya hastalarin ailesinde tekrarlayan oral aft hikayesi
saptanabilir (43,44). Toplumda tekrarlayan oral aft prevelans1 % 5 -% 60 arasindadir. Bir
veya birden fazla goriilebilen ve hafta veya aylar i¢inde tekrarlayan agrili oral aftlar
Behget hastaliginin habercisi olabilir (3,45). Ailevi vakalar hastalikta genetik faktorleri
akla getirmekte; cografi dagilim ise c¢evresel etkenlerin rol oynayabilecegini
diisiindiirmektedir. Almanya’da yasayan Tiirklerde siklik beklenildigi gibi diger irklara
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oranla daha fazla saptanmis ancak Tirkiye’de yasayan irkdaslarina gore daha az risk
altinda olduklar1 goriilmiistir. Benzer sekilde hastaligin Japonya’da sik oldugu
bildirilirken buradan Havai ve Amerika’ya goc¢ edenlerde daha az oranda goriilmiistiir
(45). Son yillarda Japon toplumunda goriilen yeni vaka sayis1 giderek azalmaktadir (46).

2.2. Behc¢et Hastaliginin Patogenezi

Behcet hastalifinda immiinolojik faktorlerin, enflamasyon mediatorlerinin,
streptokok ve herpes gibi enfeksiyon ajanlarinin, organik fosfat yapisindaki pestisitlerin
patogenezde rol aldigi savunulmus ancak tam olarak rolleri agiklanamamuistir. Birgok
sistemi tutabildigi i¢in hastaligin olusumunda altta yatan immiinolojik bozuklugun roli
olabilecegi diisiinlilmektedir. Bugiin i¢in iizerinde durulan hipotez; genetik yatkinlig:
olan kisilerde bazi mikrobiyal veya cevresel etkenler sonucunda immiin sistemde
degisikliklerin olustugu ve gelisen immiinolojik degisikliklerin hastalikta gdzlenen
klinik semptomlara neden oldugu yoniindedir (47—49). Patogenezde rol alan bu etkenler
asagida agiklanmistir.

Genetik ozellikler: BH’da genetik yatkinlik HLA haplotipleri ile yapilan c¢aligmalar
sonucu ortaya ¢ikmustir (50). Ipek yolu iizerindeki iilkelerde yapilan ¢alismalarda Behget
hastalarinda belirgin HLA-B51 pozitifligi saptanmis, ancak bat1 iilkelerinde bu iliski
saptanamamistir. HLA-B51 pozitif kisilerde negatiflere gore hastalik ¢ikma olasilig
Tiirkiye’de: 13.3, Japonya’da: 6.7, Amerika Birlesik Devletleri’nde: 1.3 tiir (51,52).
HLA-B51’in hastaliga yatkinlik m1 olusturdugu yoksa hastaligin siddetine mi etkili
oldugu konusu tartigmalidir. HLA-B51 pozitifligi posterior {iveitli ve santral sinir sistemi
tutulumu olanlarda oran olarak daha yiiksektir. Giinlimiizde HLA-B5101, HLA-B5102,
HLA-B5108, HLA-B5109 allelleri etkileri tam net olmasa da Behget hastaligina
yatkinlik olusturan genler olarak kabul edilmektedir (53). HLA-DR1 ve HLA-DQwlI
pozitif kisilerde ise Behget hastaligina kars1 direng oldugu diistintilmektedir (49, 54,55).

Son yillarda BH icin ¢ok sayida gen polimorfizmi degerlendirilmistir. Bu genler
icerisinden HLA B51’e yakin komsuluk gosterenlerden 6zellikle tiimor nekroz edici
faktor (TNF) ve MIC (“MHC class 1 chain-related gene”) genleri ile ilgili
polimorfizmler iizerinde daha yogun olarak durulmustur. TNF-a geni, 6. kromozomun
kisa kolunda class 3 MHC genlerinden HLA-B’ye 200 kb yakinlhiginda bir yerlesim
gosterir. Ingiliz toplumunda yapilan bir ¢alismada TNF-0-1031T/C promoter
polimorfizminin, HLA-B51’den bagimsiz olarak hastalikla iliskili oldugu gosterilmistir
(56). Toplumumuzda vyapilan yakin tarihli bir calisma da TNF-a-1031T/C
polimorfizminin HLA B51’°den bagimsiz bir risk faktorii olabilecegini desteklemektedir.
Calismada ayrica, CC genotipli hastalarda TNF-a iiretiminin ve IFN-y yanitinin arttigt
da gosterilmistir (57). Bu sonug, TNF-0a-1031T/C gen polimorfizminin fonksiyonel bir
gorev {istlenerek hastaligin patogenezinde rol oynayabilecegini diisiindiirtmektedir.
MIC-A geninin hastalik i¢in aday gen olabilecegi fikri lizerinde ¢okca durulmustur.
Epitelyal hiicrelerde 1s1 sok proteini ile uyarilan gosterimi ve baz1 T hiicreler i¢in ligand
olarak immiin yanitta gorev almasi da bunda rol oynamistir. Mizuki ve arkadaslar1 (58)
yaptiklart bir ¢alisma sonucunda MIC-A geni TM alaninda mikrosatellit polimorfizmi
saptamiglardir. Ancak diger toplumlarda yapilan ¢aligmalar bu iliskiyi ya diisiik bulmusg
ya da benzer bir iliskiye rastlamamislardir (58). Daha sonra yapilan ¢alismalarda MIC-
A009 ve hastalik arasinda giiclii bir iliski Japon, Filistin ve Urdiin kokenli hastalarda
bildirilmistir. Ancak hastalik icin esas slipheli antijenin HLA-B51 oldugu, MIC-



A009’un ise HLA-BS51 ile giiclii bir LD(“Linkage disequlibrium”=LD) gdsterdigi
anlasilmistir (59,60).

Interlokin (IL) gibi yangi siirecinde rol alan molekiillerin yapisinda bulunan ve bu
molekiillerin islevini etkileyen farkliliklarin (gen mutasyonlari, gen polimorfizmleri)
inflamatuvar siirece katkida bulunduklart ve BH’ye yatkinlikla iligkili olduklari
konusunda bir¢cok veri vardir. Yapilan ¢alismalarda, 6zellikle IL-1a ve B, IL-8, IL—12
gibi bircok sitokin geni ve immiin yanitta 6nemli rolleri olan CTLA—4, VEGF, ICAM-1,
eNOS gen polimorfizmleri ile BH arasinda iligki kuran sonuglar bildirmistir (61-71).
BH ile benzer epidemiyolojik ve klinik 6zelliklere sahip olan ailevi Akdeniz atesi ile
iliskilendirilen ve MHC dis1 genler igerisinde yeralan MEFV genlerindeki c¢esitli
mutasyonlar son yillarda BH i¢in de bildirilmistir. Hastalarin en azindan bir bdliimiinde
bu genlerdeki mutasyonlarin hastaliga yatkinlikta ve hatta vaskiiler tutulum gibi siddetli
klinik goriiniimlerin ortaya ¢ikmasinda rol oynayabilecegi bildirilmektedir (69,70).

Mikrobiyal etkenler: Behget hastalifinda viral etiyoloji ilk olarak Prof. Dr. Hulusi
Behget tarafindan ileri siirtilmiistiir. Prof. Dr. Hulusi Behget, hastaligi ilk tanimladiginda
viral bir hastalik olabilecegi lizerinde durmustur (72). Bunun {izerine yapilan bazi
calismalarda g6z ve beyin dokularinda viriis izole edildigi bildirilmis ancak sonraki
yillarda yapilan calismalarda benzer sonuglar alinamamistir (3,73). Glinlimiize kadar
Behget hastaligin etyopatogenezinde sorumlu olabilecegi 6ne siiriilen ajanlar, herpes
viriisler,(tip1,2,6) streptokoklar (S. sangius, S. feacalis, S. pyogenes, S salivarius),
Parvovirus B19, Helikobakter pilori, Borelia burgdorgferi, hepatit A, B, C, E’dir.

Immiinolojik ¢alismalar 1970°1i yillarda viral calismalarin éniine gecmis ve viral
calismalara uzun siire ara verilmistir. Behget hastalarinda mitojenle uyarilan
mononiikleer hiicre kiiltiirlerinde Herpes simpleks viriis (HSV)’iiniin replike olmadigi
gosterilmistir. Behget hastalarinda artmis oranda bulunan interferon (interferon=IFN)-
alfa diizeyinin HSV enfeksiyonuna karsi koruyucu etki olusturabilecegi diisiiniilmiis
ancak neden bu cevabin sadece HSV ye karsi olustugu anlasilamamistir. Hastalarda anti
HSV-1 normal kontrollere gore artmis oranda saptanmaktadir ve hastalarda HSV
spesifik immiin kompleksler artmis bulunmaktadir. Behget hastalarinda HSV uyarimina
kars1 CD4+ ve CD8+ lenfosit proliferatif cevabinda azalma vardir (3—27,66).Bugiin icin
Behget hastaliginda HSV” {iniin yeri direkt olarak hastaligi olusturmaktan ¢ok T hiicre
immiin regiilasyonuna olan etkisi ile agiklanmaktadir (74-76).

Behget hastalariin lenfositlerinin streptokokal antijenlerle inkiibasyonu ile IFN-
gama, interlokin (Interleukin=IL)-1, IL-6, IL-8 gibi polimorf niiveli l6kosit
(polymorphonuclear  leucocytes=PMNL) aktive edici faktorlerin salgilandig:
gosterilmistir. S.sangius ve beta-hemolitik streptokoklara ek olarak S.faecalis ve
S.salivarius da etyolojide suclanmistir. Bu dort farkli grup streptokokla veya hiicre
duvarlarindan hazirlanan preparatla yapilan deri testinde Behget hastalarinda 48. saatte
siddetli pozitiflik saptanmasi ve test sonrasi kisa donemde okiiler, mukokiitanéz ve
artritik belirtilerde artis olmasi da arastirmacilar tarafindan anlamli kabul edilmistir
(77,78). Ancak streptokoklarin dort farkli tipinin birden Behget hastaliginin



etyopatogenezinde suglanmasi ¢ok anlamli goriinmemektedir. Ortak bir antijenik
determinantin hastaliktan sorumlu olabilecegi ileri siiriilmiistiir (79).

Oral mukoza florasinda bulunan mikroorganizmalarin hastaligin gelisiminde rol
oynayabilecegi iizerinde uzun yillardan beri durulmaktadir. Dislerle ilgili girisimleri ya
da tonsilliti takiben basta oral iilser olmak lizere hastaligin cok sayida belirtisinde
aktivasyon goriildiigii bildirilmistir (71). Antimikrobiyal ilaglardan antibiyotikler ve
antiseptikler, oral iilserlerin ve diger hastalik belirtilerinin kontrol altina alinmasinda
basar1 ile kullanilmaktadir (80). Yakin tarihli bir ¢alismada BH’de oral saghgi
degerlendirmisler ve bu hastalarda belirgin bir yetersizlik saptamislardir. Ilging olarak
plak indeksi kontrol gruplarina gore yiiksek bulunmus ve hastaligin siddeti ile de iligkili
oldugu saptanmistir (81). Celenligil-Nazliel ve ark. (82) calismalarinda periodontal
skorlarin saglikli kontrollerle karsilastirildiginda, Behget hastalarinda daha yiiksek
oldugunu saptamislardir. Aynm1 ¢alismada bakteriyel plak ekolojisi ve/veya buradaki
mikroorganizmalara kars1 gelisen immiin yanitin hastaligin gelisiminde rol aldig ileri
stirtilmistiir. Periodontitin BH gelisimindeki rolii ve TNF-0-1031T/C polimorfizminin
periodontal bulgularla olast iligkisi arastiritlmistir. TNF-a-1031T/C polimorfizminin BH
ve periodontal hastalik gelisiminde rol oynayabilecegini destekleyen nitelikte sonug elde
edilmistir. Bu polimorfizm zemininde periodontal hastalik ile tetiklenen otoinflamatuar
yanitin hastaligin gelisiminde ve siddetinde rol oynadig: diisiiniilebilir.

Stres Proteinleri: Stres ya da 1s1 soku proteinleri (heatshock protein=ISP),
mikroorganizmalarda ve hayvan dokularinda bulunan immiin reaktif proteinlerdir.
Behget hastalig1 etyopatogenezinde tizerinde durulan dort farkl tip streptokokun da ISP
(65 kd) igerdigi gosterilmistir. Immunoblotting ve radioassay yontemleri ile ISP (65
kd)’lerine kars1 IgG ve IgA tipi antikorlar gosterilmistir. Insan mitokondrial ISP (60
kd)’nin streptokokal ISP ( 65 kd) ile arasinda biiyiik bir yapisal benzerlik ve buna bagh
antijenik ¢apraz reaksiyon vardir. Bu bulgu Behget hastalarinda baslangigta ISP (65
kd)’ne kars1 gelisen immiin yanitin zaman iginde kendi ISP (60 kd)’ne yonelebilecegini
ve otoimmiin mekanizmay1 baglatarak Behget hastalifindaki patolojik degisiklikleri
baglatabilecegini diisiindiirmektedir. ISP (65 kd)’nin 111-125, 154-172, 311-325, 219—
233 peptidleri karistirildiginda Behget hastalarinin %76’sinda belirgin bir T hiicre yaniti
olusturmaktadir. Bu peptidlere karsilik gelen insan ISP (60 kd) peptidleri daha kuvvetli
reaksiyon olusturmaktadir ve bunlardan 136-150 ve 336-351 peptidleri ile ratlarda
deneysel olarak gézde otoimmiin {iveit olusumunun en 6nemli uyaricisi olan retinal S
antijeninin olusturduguna benzer sekilde iiveit olusturuldugu gorilmistiir (3,74). Son
yillarda dogal immiin sistemde Th—1 sitokin salintmimni indiikleyen Toll-like
reseptorlerin (TLR2, TLR—4) HSP-60 ile ligand olusturdugu gosterilmistir (83,84).
Alfa-beta kristalin bir diger stres proteinidir ve Norobehgetli hastalarda arttifi ve
parankimal tutulumun gostergesi olabilecegi ileri siiriilmiistiir (85).

Hiicresel Immiinite: Behget hastaligr ile ilgili yapilan galismalar 6zellikle hiicresel
immiinitenin aktivasyonu ile ilgili kanitlar ortaya koymus olsa da son zamanlarda
immiin sistemdeki degisikliklerin sadece hiicresel degil humoral immiin degisikliklerle
de iligkili oldugunu gostermektedir. T hiicre bozukluguna ait bilgiler 6zellikle Th1/Th2



oraninda degisiklik ve Thl immiin sistem cevabinin olusturdugu bir sitokin salinimi ve
doku infiltrasyonu oldugunu agiklamaktadir. Toplam T hiicre sayisinda azalma olmakla
birlikte dolasimdaki T hiicrelerinin CD25, HLA-DR (+) aktif T hiicreleri oldugu
saptanmistir ki bu artis T hiicrelerinin immunopatogenezde 6nemli rol oynadiklarini
diisiindiirmektedir. Lezyonlardan alinan biyopsilerin histopatolojik incelemesinde ise
erken donemde yogun mononiikleer hiicre infiltrasyonu saptanmakta iken zamanla bu
hiicrelerin  yerini notrofillerin  aldig1  goriilmektedir. Erken donemde saptanan
mononiikleer infiltrasyonun immunohistokimyasal incelemesi ise infiltrasyondaki
lenfositlerin baslica CD4+ T hiicreleri oldugunu ortaya koymaktadir (3,83—88). Son
zamanlarda ortaya konan bir bagka T hiicre artis1 da CD3 hiicrelerdir ve CCR5, CCR6 ve
CXCR3 kemokinler icin reseptdor olustururlar. Norobehgetli hastalarda CD3+ T
hiicrelerde CXCR3 artis1 gosterilmis, CCRS artisinin ise klinik verilerden bagimsiz
oldugu bildirilmistir (89,90).

Pozitif paterji testinin histopatolojik incelenmesinde ise T lenfosit ve
makrofajlardan olusan infiltrasyon goriilmektedir. T lenfositlerin biiyiikk bolimii
CD45RA+ CD4 hiicrelerdir ve yarisinda HLA-DR ekspresyonu kuvvetli pozitif
bulunmaktadir (73,91).

Sitokinler iizerinde yapilan c¢aligmalarda Thl sitokinlerin etkisinin Behget
hastalarinda 6n planda oldugu disiiniilmektedir. Streptokokkal antijenler ve
lipopolisakkaritle uyarilma sonucunda IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, interferon-y ve TNF-a
basta olmak {izere 0Ozellikle inflamasyonun gelisiminde Onemli olan sitokinler
artmaktadir. E. coli kokenli antijenlerin de benzer bir yanita neden oldugu saptanmis ve
T hiicrelerinin ¢ok sayida bakteriyel antijene karsi artmis bir hipersensitivite gosterdigi
disiintilmiistiir (92). ISP 60 kokenli peptid 336-351e karsi, periferik kan monontikleer
hiicrelerinden Thl sitokinlerinden IFN-y, TNF-a ve IL-12 yapiminda artis saptanmistir
(93).

Dolasimda da IL-1, IL-6, IL-8 ve TNF-alfa gibi proinflamatuar sitokinler artmis
diizeyde bulunmaktadir. TNF-alfa geni 6. kromozomda HLA genlerine yakin yer
almaktadir ve bu nedenle Behget hastaligi gibi HLA ile iliskili hastaliklarda 6nemli rol
oynayabilecegi diisiiniilmektedir (54,88,94-97).

IL-6 da lizerinde 6nemle durulan diger bir sitokindir. CD8+ hiicrelere etki ederek
CD8+ hiicre proliferasyonuna, poliklonal B hiicre aktivasyonuna neden olmakta, notrofil
hiperfonksiyonuna yol agabilmektedir. Tiim bu bulgularin Behget hastalarinda
bulunmasi IL-6’nin immunopatogenezde 6nemli rol oynadigini diistindiirmektedir. Aktif
norobehgetli hastalarda serebrospinal sivida da IL-6 diizeyi artmis bulunmaktadir (97).
Behget hastalarinda IL-10 ve IL—12 diizeyleri 6l¢iilmiis ve yiiksek bulunmustur (88,96).

Behget hastalarinin periferik kan mononiikleer hiicrelerinde yakin zamanda
saptanmig olan artmis T-bet (Thl’e 6zgiin T-box transkripsiyon faktorii) gdsterimi,
BH’de Thl hiicrelerinin roliinii desteklemektedir (98). Son yillarda, Ben Ahmed ve ark.
(99) mukokutandz lezyonlarda RT-PCR yontemini kullanarak yaptiklar
arastirmalarinda, cesitli kemokinlerle birlikte Th1 ve Th2 sitokinlerini arastirmislardir.



Sonug olarak, Thl sitokinlerinde mRNA diizeyinde belirgin bir artig bildirmislerdir. Bu
calismada IL-8’de 700, monosit kemoatraktan protein (MCP)’de 65, IFN-y’da 71, IL-12
de 69 ve IL-10 da 75 kat artis gozlenirken, IL-4 ve IL-13 mRNA gosteriminde ise artis
olmadig1 saptanmistir. Behcet hastalarindaki serum sitokin diizeylerinin Olgiilmesi
sonucunda proinflamatuar sitokin seviyelerinin saglikli kontrollere oranla yiiksek oldugu
bulunmustur (13). Th 17 hiicrelerinin iiveit ve sclerosis olusumuna katkida bulundugu
rapor edilmistir (22). Yakin tarihli yapilan bir ¢aligmada da paralel olarak IL-23 ve IL-17
nin aktif iiveitli Behcet hastalarinda yiiksek seviyede oldugu bulunmus ve ayrica aktif
iveitli Behcet hastalarinda bu IL-17 ireten hiicrelerin CD45RO hafiza T hiicreler
tarafindan ekspresse edildikleri bildirilmistir (21).

T hiicreleri tagidiklar: reseptorlere gore a-f3 ve y-0 olarak ayrilir. Behget hastalarinda
vd T hiicrelerinin orani artmistir (100,101). TCR gama-delta pozitif T hiicreler sadece
dolasimda artmig bulunmamakta ayrica oral aftlarda mononiikleer hiicre
infiltrasyonunda, bronkoalveolar lavajda, serebrospinal sivida da artmis bulunmaktadir.
Anti gama-delta antikorlar1 kullanildiginda doz bagimli olarak T hiicre proliferasyonu
inhibe olmaktadir (3,54,73,102,103). Adenozin deaminaz T hiicre proliferasyonu,
olgunlasma ve farklilagsmasinda etkilidir ve Behget hastalarinda arttigi gosterilmistir
(104,105).  Yapilan ¢alismalar mikrobial ISP’nin T hiicre proliferasyonunu yd
reseptorleri tizerinden sagladigin1 gostermektedir (106). Behget hastalarinda bu v tipte
reseptor tasiyan T hiicrelerinin mitokondiriyal insan ISP’ye ait homolog peptitlere de
reaksiyon verdigi gozlenmistir. Ayrica, bu durumun BH’ye spesifik oldugu da
gosterilmistir. S6z konusu yo T hiicrelerinin sitokin tiretimi disinda T hiicrelerini kontrol
etme, Oldiiriicli hiicre olarak gorev alma ve epitel hiicre ¢cogalmasini etkileme 6zellikleri
tagidigr diistintilmektedir. ISP’ye kars1 T hiicre proliferatif yanitinin BH i¢in tanisal bir
test olarak kullanilabilecegi ileri siirlilmiistiir. Behcet hastalarinin %76’sinda pozitif olan
bu test tekrarlayan oral iilserleri olan, baska sistemik hastaligi bulunan ve saglikli
kisilerden olusan kontrol gruplarinin sadece %3’iinde pozitiftir. BH’ nin aktif doneminde
yapildiginda bu test %76’dan da fazla oranda pozitif saptanmaktadir (107). BH nin
aktivitesiyle T hiicre yanit1 arasinda iligki bulunmaktadir. Son yillarda a-B T
hiicrelerinde ve bu hiicrelerden IFN-y yapiminda da artis oldugu gosterilmistir (97).

Hastaligin  seyrinde inflamasyonda gorev alan sitokinlerin salimimi ve
inflamasyonun kronik seyri g6z oniine alindiginda monositlerin hastalikta aktif bir gérev
istlendigi diisliniilebilir. Spontan olarak TNF-a, IL-6 ve IL-8’in hastalarin
monositleri tarafindan asir1 iiretilmesi hastaligin aktivitesi ile direkt olarak iliskili
gibi gortinmektedir. Degisik in vitro ¢aligsmalarda monositlerin hastaligin seyrinde aktif
bir rol oynadigi ve CD14 ekspresyonunun ve 25F9 ve G16/1 antijenlerinin arttig
gosterilmistir (108). Yine monositlerden TNF-o, IL-6 ve IL-8 salmmiminin arttigi
saptanmistir (109,118). Makrofajlarin hastaliktaki rolii ile ilgili ¢alismalar oldukca
sinirlidir. Bu konuda yapilan in vitro bir ¢aligma, hastaligin etyopatogenezinde klasik
yoldan aktive olan makrofajlarin aktif olarak gdrev aldigina isaret etmektedir (118) (
sekil 2.1). Dogal immiinitenin 6nemli yap1 taslarindan olan ve dogal immiinite ile
kazanilmig immiinite arasindaki koordinasyonda gorev alan “Toll like” reseptorler



(112,113) ve antimikrobiyal peptidler (114) de etyolojide sorumlu patojenlere karsi
immiin yanitta rol oynadigi diisiiniilen molekiillerdir. Son yillarda bu molekiillerin
lezyonlu alanda ve graniilositlerin antijenik uyarimini takiben gdsterimlerinin degistigi
bildirilmektedir. Yine bu molekiillerdeki genetik ¢esitliliklerin ilgili arastirmalar devam

etmektedir.
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Sekil 2.1. Behget Hastaliginin patogenezi (Arayssi 2004).

Humoral immiinite: Behget hastalarinda genellikle poliklonal olarak immunoglobulin
diizeyinde artig saptanmaktadir. Kompleman diizeyleri ise normal olarak kalmaktadir.
Behget hastalarinin % 44 - % 60’mnda IgG, IgA, IgM tipinde immiin kompleksler
bulunmaktadir. Fakat spesifik antijene karsi degil heterojen yapidadirlar. Anti HSV
antikoru ve streptokokal antijenlere karsi gelisen antikorlar disinda nonspesifiktirler.
Behget hastalarinda saptanan poliklonal B hiicre aktivasyonu, baskilayict T hiicre
disfonksiyonu veya B hiicre aktivasyonuna neden olan IL-6, IL-1 ve IL-10 gibi
sitokinlerin asir1 miktarda salgilanmasi sonucu olabilir. Poliklonal B hiicre aktivasyonu
sonucu olusan immiin komplekslerin ise notrofil hiperfonksiyonuna neden olarak doku
hasar1 olusturabilecegi ileri siiriilmektedir (3,73,88,91,96).

Klinikte oral ve genital lezyonlarin 6n planda olmasi etyopatogenezde Ig A’ nin rol
oynayabilecegini diislindiirmiistiir. Serum IgA diizeyi yiiksek bulunurken tiikiirtikte IgA
salgis1 diisikk bulunmustur. Mukoza epitelinde IgA reseptorii olarak gorev yapan
sekretuar komponent diizeyi de azalmis bulunmaktadir. Lokal IgA eksikliginin antijenik
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uyarilarin viicuda girisi i¢in agik kapi olusturabilecegi diistiniilebilir. Dolasimda
saptanan Ig’lerin biiyiik bir kism1 Ig A tipindedir. IgA+B hiicreleri artmig bulunmakta
ayrica T hiicrelerinde de IgA spesifik degisiklikler saptanmaktadir. Dogal oldiiriicti
hiicrelerle yapilan ¢aligmalarda, dolasimda dogal 6ldiiriicti hiicre sayisinin arttig1 ancak
fonksiyonlarinda belirgin azalma oldugu goriilmektedir (73,119). Behget hastalig1 klasik
otoantikor bagimli hastaliklardan farkhidir, otoantikor {iireten CD5+, CDI19+ B
hiicrelerinde artis yoktur. Genel olarak B hiicre sayisinda degisiklik saptanmazken aktif
hastalarda CD13+, CD33+, CD80+ B hiicrelerinde artis tespit edilmektedir.

Otoantikorlar: Primer vaskiilitlerde ii¢ Onemli otoantikor lizerinde durulmaktadir.
Bunlar anti fosfolipid antikorlar, anti notrofil sitoplazmik antikorlar ve anti endotel
hiicre antikorlardir. Behget hastaliginda gozlenen arteryel ve vendz trombiislerin ve
norolojik tutulumun anti fosfolipid antikorlar1 ile agiklanabilecegi diisiincesiyle
calismalar yapilmistir. Anti kardiyolipin antikor (anticardiolipin antibody=ACA)’larinin
IgM izotipinin akut enfeksiyonlarda, IgG izotipinin ise trombotik olaylarla iliskili
oldugu goriilmiistiir. Behget hastalarinda saptanan ACA IgM tipidir ve trombotik
olaylarla korelasyon gostermemektedir (47,48,73,119,120).

ANCA pozitifligi Behget hastalarinda son derece nadirdir ve patogenezde rol
oynamadigina inanilmaktadir (119,121).

AECA Behget hastalarinda %17-%50 arasinda pozitiftir. Ayrica EACA bulunan
hastalarda 9% 80, EACA bulunmayanlarda %33 oraninda aktif hastalik bulunmustur.
EACA vaskiiler hasarin primer sorumlusu olabilecegi gibi, vaskiiler inflamasyon
sirasinda ortaya ¢ikan yeni determinantlara karsi da olusabilir (119,121). Ayrica EACA
ile birlikte endotelde ICAM-1 ve VCAM-1 ekspresyonunda da artis goOsterilmistir.
Giliniimiize kadar Behget hastalarinda diger tanimlanan otoantijene karsi antikorlar;
okside LDL (low density lipotrotein), tropomyozin, antilenfosit, immunglobulin benzeri
reseptor antikorlaridir.

Endotelin-1 (endothelin-1=ET-1), aktif Behcet hastalarinda yiiksektir ve
dolagimdaki diizeyi ile hastalik aktivitesi arasinda korelasyon oldugu diistiniilmektedir.
Ancak ET-1 diizeyindeki artisin nedenden ¢ok bir sonug olarak degerlendirilmesi daha
dogru olacaktir. Behget hastalarinda artmis oranda saptanan IL-1, IL-6, TNF endotel
hiicrelerinde uyarima neden olarak ET-1 ve Von Willebrand faktor antijeni artigina yol
acabilmektedir. Behget hastalarinda ayrica anti niikleer antikor (antinuclear
antibody=ANA) ve anti diiz kas antikorlar1 az oranda da olsa bulunabilmektedir ve bu
bulgularin poliklonal B hiicre aktivasyonu sonucu gelistigi diistiniilmektedir
(47,48,73,108,119,121).

Endotel Hiicreleri, Notrofiller ve Oksidatif Hasar: Behget hastalif
etyopatogenezinde damar duvarindaki hasarin olusumunda serbest oksijen radikalleri
suclanmistir. Behget hastalarinda artmis oksidatif stresin gostergesi olarak superoksitler,
ADA, hidrojen peroksit diizeylerinde artis, anti oksidatif fonksiyonlarda azalmanin
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gostergesi olarak da siiperoksit dismutaz SOD, glutatyon peroksidaz ve katalazin
azaldigi bildirilmistir (119). Behget hastalarinda PMNL hiicre fonksiyonlarinda,
enzimatik aktivitede, (metiltransferaz, fosfolipaz A-2) kemotakside, fagositozda ve
stiperoksit saliniminda normale goére artis saptanmaktadir. Bununla birlikte bazi
calismalrda Behget hastalarinda plazma SOD diizeyleri yliksek oranda bulunmaktadir ve
bu artisin doku hasar1 nedeni ile olustugu disliniilmiistir. Ancak mononiikleer
hiicrelerde, T ve B lenfositlerde ise SOD diizeyi normale gore azalmis bulunmaktadir ki
bu durum oksijen radikallerinin yeteri kadar ortadan kaldirilamamasimna ve doku
hasarinin gelisimine neden olabilir (123).

Stiperoksit saliniminda artis ile HLA-BS51 pozitifligi arasinda bir iligki oldugu ileri
stirlilmektedir. HLA-B51+ saglikli bireylerde nétrofillerden TNF-alfa iiretimi de artmis
bulunmaktadir. Ancak HLA-B51+ kisilerin sadece 1/1000’inde Behget hastaligi
gelismektedir (53,73,81,82,124). Yine antioksidan sistemin kofaktdrii durumundaki
selenyum, demir, manganez, ¢inko elementlerin serum diizeylerinin diisiikk oldugu
gosterilirken bazicalismalarda serum bakir, eritrosit ¢inko ve manganezde diizeylerinde
artma bildirilmistir. Antioksidan vitaminlerden A,C,E ve Beta-karotenin Behget
hastalarinda azalmis oldugunu ileri siiren ¢aligmalar bulunmaktadir (125-126).

Notrofillerin endotele adezyonu incelendiginde Behget hastalarinda nétrofillerde
LFA-1 (CD11aCD18+) ekspresyonunda ve endotelde ICAM-1 ekspresyonunda, ayrica
P-L selektin’de artis saptanmustir (73,127). Endotoksinler, IFN-gama gibi sitokin
salinimina paralel olarak arttig1 diistiniilen NO’in Behget hastalarinin serum, eritrositler
ve snoviyal sivilarinda arttig1 gosterilmistir. NO’nun artmis diizeylerine paralel olarak
kanda homosistein ve VEGF (vaskiiler endotelyal growth faktor) de Behget hastalarinda
artmaktadir (128,129). Leptin inflamasyon ve endotel hasarinda kritik rol oynar ve
endotel hiicrelerinde eksprese edilir. Leptin direkt olarak NO’nun endotel hiicresinden
salinimina yol agmaktadir ve diizeyleri Behget hastalarinda artmistir (130).

Behget hastaliginda klinik olarak hem arteryel hem vendz sistemde tromboz riski
artmisti. Tromboz olusumunu artiran trombin-antitrombin-III kompleks, plazmin-
antiplazmin kompleks, trombomodulin, protrombin Behget hastalarinda artmis olarak
bulunmustur. Yine Faktor V Leiden (G1691A) ve protrombin gen (G20210A)
mutasyonlar1 da artmis olarak bulunmustur. Behget hastalarinda trombotik olaylarda
etkili oldugu diisiiniilen fibrinojen, von Willebrand faktor, (vVWF), vWF antijen,
ristosetin, faktor VIII, faktor IX, faktor XI, kolesterol, trigliserid degerleri ylikselmis,
antitrombin III ve protein S artmis ve azalmis olarak bildirilmistir. Son zamanlarda
tizerinde durulan bir diger konu da Behget hastalarinda homosistein konsantrasyonun
yiiksekligi ve trombotik olaylarla olan pozitif iliskisidir. Homosistein konsantrasyonunu
etkileyen metilentetrahidrofolat rediiktaz enzimi (MTHFR) kodlayan gen C677T de
polimorfizmi yine Behget hastalarinda farklt bulunmustur (131). Homosistein artist
endotel hasar1 ve buna bagl trombotik olaylarin gelismesinde etkilidir. Bununla birlikte
Behget hastalarinda genel olarak kanama zamanlar1 normaldir ve bir anti trombotik
tedavi ve profilaksisi 6nerilmemektedir (66,112).
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2.3. Behcet Hastaliginin Histopatolojisi

Behget hastaliginin histopatolojik bulgular1 16kositoklastik vaskiilit ve notrofilik
infiltrasyonla  karakterizedir. = Vaskiilit;  notrofillerde  karyoreksis,  eritrosit
ekstravazasyonu, postkapiller veniillerde fibrinoid nekrozun goriildiigii 16kositoklastik
vaskiilit veya daha az oranda goriilen notrofilik vaskiiler reaksiyon seklindedir. Burada
fibrinoid nekroz, niikleer iirlinler ve eritrosit ekstravazasyonu yoktur. Deri lezyonlarinin
histopatolojisinde notrofilik vaskiiler reaksiyonun daha belirgin oldugu yoniinde bir fikir
birlikteligi vardir. Bu nedenle follikiiler lezyonlarin Behget hastaliginin deri bulgusu
olarak tani kriterleri arasinda yer almamasi gerektigi savunulmaktadir. Kronik
lezyonlarda peri vaskiiler lenfositik infiltrasyon goriilebilmektedir. Paterji reaksiyonunun
histopatolojik incelemesinde 16kositoklastik vaskiilit veya Sweet sendromunda goriilen
notrofilik vaskiiler reaksiyon goriliir. Histopatolojik bulgular Behget hastaliginin
patogenezinde immiin kompleks bagimli vaskiilitin rol oynadigin1 desteklemektedir (3-
119).

BH bir¢ok yonii ile otoimmiin bir hastalik olarak degerlendirilebilir. Hastalarin bir
boéliimiinde damar duvarinda depolanan immiin komplekslerin yanisira dolasan immiin
komplekslerin saptanmasi bu teorinin gelistirilmesinde énemli rol oynamistir. Yukarida
da 6zetlenmeye c¢alisildigr lizere ISP, otoantijenler igerisinde belkide en dnemlisi olup,
yogun olarak arastirllmistir. Son yillarda alfa-tropomyozin, alfa-enolaz, kinektin, gibi
cok sayida otoantijene karsi gelisen antikor yanmiti saptanmustir (119). Hastaligin
otoimmiin kokenli olduguna iliskin bir diger 6nemli kanit ise azatioprin ve siklosporin
gibi immiinsupresif ilaglarin bu hastalikta basari ile kullaniliyor olmasidir. Diger yandan
diger otoimmiin hastaliklarla birliktelik gostermemesi, bu grup hastaliklarla birliktelik
gosteren HLA haplotiplerinin (HLA-A1l, -BS, -DR3) sik rastlanmamasi, kadin
hakimiyetinin olmamas1 ve ANA gibi sik goriilen otoantikorlarin bulunmamasi
nedeniyle otoimmiin bir hastalik olarak tanimlanamayacagi da ileri siiriilmiistlir. Son
yillarda hastaligin otoinflamatuar hastaliklar grubunda yer almasi gerektigi ileri
siirtilmiistiir. Goriinilir bir neden olmadan 6zellikle dogal immiinitenin (nétrofiller vb.)
rol aldig1 tekrarlayan inflamasyon ataklar1 ve belirgin bir otoimmiin patolojinin yoklugu
ile karakterize otoinflamatuar hastaliklar grubunda ¢ok sayida hastalik yer almaktadir.
Bunlardan {ilkemizde en 1yi bilineni ise ailevi Akdeniz atesidir. Ancak bu bulgularin
1s1g¢1nda, hastaligi bu iki gruptan birisine tam olarak sokmak miimkiin goriinmemektedir.
BH hem otoimmiin, hem de otoinflamatuar hastaliklarla benzerlikler tagimaktadir.

Sonug¢ olarak Behget hastaliglr tanimlandigi glinden bu yana 60 yil ge¢mesine ve
immiinolojik ¢alismalar 35 yildir yogun olarak siirdiiriilmesine ragmen hala hastaligin
immiinopatogenezi ile ilgili kesin bilgilerin elde edildigini sylemek giictiir. Bugiin i¢in
Behget hastalig1 etyopatogenezini arayan hastaliklardan biri olmaya devam etmektedir.
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2.4. Th 17 Hiicreleri

CD4 yardimc1 T hiicreleri bagisiklik yanitinda gerekli molekiillerdir. Yaklagik yirmi
y1l once yapilan ¢aligmalar yardimer T hiicrelerinin bagisiklik sistemimizi nasil kontrol
ettigine 151k tutmustur (132). Bagisiklik sistemini ve biribirini karsilikli diizenleyen
sitokin salgilanmasini farkli yollardan kontrol eden yardimci T hiicrelerinin baglangicta
iki alt grubu tanimlandi (133). Bu c¢alismalarin temelinde yardimci T hiicre serileri bazi
kriterlere gore belirleniyordu ilk olarak; bu naive T hiicreler in vitro ve in vivo
birbirlerinden bagimsiz olusur ve ikinci olarak her bir seri belirli bir gen ekspresyonu
yapar ve kalitimsaldir (134). Thl hiicreleri hiicresel bagisiklik yanitina yardim eder ve
hiicre i¢i bakteri ve viriislere karsi etkili savunma i¢in 6nemlidirler. Naive yardime1 Th 0
hiicreleri IL-12 sitokini varliginda transkripsiyon faktorii t-bet ve STAT4 ile IFNY
iireten yardimct Thl hiicre alt grubuna farklilagir (135). Th 1 hiicrelerinin otoimmiin
hastaliklarda 6nemli rol oynadigi bilinmektedir (136). Th 2 hiicreleri ise humoral
bagisikliga yardim eder ve helmint infeksiyonlarina ve hiicre dis1 parazitlere karsi
miicadelede onemlidirler (136). Naive yardimci Th 0 hiicreleri IL-4 varliginda gata-3 ve
STAT 6 yolu ile Th 2 hiicre alt grubuna farklilagir (135). Th 2 hiicreleri B hiicrelerine
IgE antikor salgilanmasina yardim eder ve alerjide merkezi rol oynar (136). Son yillarda
yardimct T hiicrelerin sadece bu iki alt gruptan olusmadigi anlasilmistir. Bu hiicre alt
gruplarini diizenleyen diger bir hiicre grubu kesfedilmistir ki bunlar foxp3 Treg, IL-10
salgilayan Trlve TGFB salgilayan Th3 hiicreleridir (6). Yapilan diger g¢aligmalar
sayesinde IL-17 eksprese eden T hiicreleri, su anda Th 17 hiicreler olarak biliniyor, dort
y1l 6nce yardimer T hiicrelerinin diger bir alt grubu olarak tanimlanmistir (7).

IL-17 (IL-17A olarak bilinir) otoimmiin hastaliklar ve infeksiy6z ajanlara karsi
konak savunmast ile iligkili olarak yardimei1 Th 17 hiicreler tarafindan iiretilir. IL-17 nin
nasil Uretildigi ve nasil diizenlendigi bilinmemekteydi. IL-17" nin Thl hiicreleri
tarafindan tiretildigi diistiniilmekteydi ki yapilan ¢aligmalar bu teoriyi ¢iirtitmiistiir. 2000
yilinda Infante-duarte ve arkadaslar1 (138) IL-17 eksprese eden hiicrelerin IFN eksprese
eden hiicrelerin disinda bir hiicre grubu oldugunu ve zit ¢alistiklarini not ettiler. ICOS ve
IL-23 i¢in eksik otoimmiin hastalik modellerinde yapilan ¢alismalar gosterdi ki; bu
hiicre grubu IFN ekspressyonu i¢in gerekli degildi ki bunlar IL-17 icin gerekliydi bu
belirtegler 1L-17 nin IFN y dan farkli diizenlendigini gosterdi (139). Bu caligmalar
sonrasinda IL-17 iireten Th1,Th2 ve Treg hiicrelerinden ayri1 bir hiicre grubunun
olabilecegi one siiriildii. Bu hipotez transkripsiyonel ¢alismalarla tamamlanarak yeni bir
yardimc1 T hiicre altgrubu Th 17 hiicreleri olarak literatiire gecmistir (7,140).

IL-17 ekspresyonu Th17 hiicrelerinin ayirict 6zelligi olmasina ragmen bu hiicrelerin
eksprese ettigi diger molekiillerde microarray teknolojisiyle belirlenmistir. Bu
molekiiller asagida siralanmastir.

IL-22: IL-10 ailesinin bir {iyesidir ki son zamanlarda Th 17 hiicreleri ile eksprese
edildigi gosterildi (141-143). IL-22 reseptorii IL-22R1 zinciri ile IL-10R2 zincirinden
STAT3’i indiikler ve antimikrobiyal peptidler B defensin2 ve [ defensin3 {in
ekspresyonunu indiikler (144). IL-22 proinflamatuar sitokindir ve IL-23 indiiklii olarak
cilt inflamasyonuyla iligkili oldugu gosterimistir (143). Son yillarda yapilan ¢alismalarda
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IL-22 nin gut ve akcigerlerin bakteriyel infeksiyonlara kars1 konak savunmasinda rolii
oldugu gosterilmistir (145).

IL-22 ye ek olarak insan Th 17 hiicreleri diger IL-10 aile iiyelerinin ekspresse eder
ki, 0rnegin IL-26 nin fare disinda yangidaki rolii bilinmiyor ama kronik inflamasyonda
IL-22 ye benzer fonksiyonlari olabilecegi bildirilmistir (146).

IL-21: IL-17,IL-17F ve IL-22 nonlenfoid dokularda hiicrelerin yangi yanitin1 diizenler
ama T hiicre aktivasyonu ya da farklilagsmasinin diizenlenmesinde goriilmemektedir. IL—
21 son yillarda hem mRNA hemde protein seviyesinde Th 17 hiicreleri ile yliksek
seviyede ekspresse edilen diger bir sitokin olarak rapor edildi (147). IL-21 in
ekspresyonu STAT3 bagimli tarzda IL-6 tarafindan indiiklenir ve IL-21 kendi
ekspresyonunu diizenleyebilir (148,149).

IL-21 reseptorii tek bir zinciri, IL-21 R ve A zincir reseptorii diger sitokin
reseptorleri ile paylasir. [L-21R humoral bagisiklik ve germinal merkez reaksiyonlar ile
iligkilidir (150). Bu bilgilere ek olarak IL-21 CD8 T hiicre proliferasyonunun giiclii bir
diizenleyicisidir. IL-21 otokrin tarzda CD4+ T hiicrelerinin Th17 hiicrelerine
farklilasmasini saglar (148,149).

CCL-20:CC kemokin reseptdr 6 dendritik hiicreler, T hiicre alt gruplar1 ve B hiicreler
tarafindan ekspresse edilir. Tek bir ligandi vardir CCL20 (MIP 3 ALFA) olarak bilinir,
bagirsaklarda immiin hiicrelerin segi¢i lokalizasyonu ve intestinal dokular tarafindan
ekspresse edilir (151). Th17 hiicrelerinin farede ve insanda CCL20 iirettigi rapor
edilmistir. Ek olarak CCR6 Th 17 hiicrelerde ekspresse edilir (152). CCL20 yangi iligkili
Th 17 hiicrelerinde onemli role sahiptir. Bu da Th 17 hiicre fonksiyonunda CCL20-
CCRG6 sinyalinin 6nemini gosterir ki yapilan ¢alsmalarda CCR6 eksik fare EAE ye kars1
direncli bulunmustur (152,153).

2.5. IL-17 Sitokin Ailesi

IL—17 ailesinin bugiine kadar alt1 tiyesi tanimlanmigtir. IL-17A (IL-17) ,IL-17 B,IL-
17C, IL-17D (IL-27), IL-17E (IL-25) ve IL-17F. IL-17 ailesinin tyeleri spesifiklik
gosterir ve biyolojik fonksiyonlar1 cesitlidir ki bu cesitlilik N ve C terminal yap1 ve
genislilik farkliliklarindan, sistein residuelerin sayisindan kaynaklanmaktadir (9).

IL-17A(IL-17): IL-17 ailesinin bir liyesidir. IL-17A yi kodlayan gen farede 1-A4
kromozomda insanda 6.kromozomun p12 bolgesinde bulunur. Baslangigta CTLA-8 ve
Herpesvirus saimiri virus gen 13 iiriinii olarak biliniyordu ve sirayla IL-17 ve vIL-17
olarak adlandirildi. insan fibroblastlarinda IL-6 iiretimini ve NF-kB aktivitesini
indiikledigi belirtilmistir (154). T hiicrelerinin IL-17 nin 6nemli iiretim yeri olarak
bilinmesine ragmen yapilan arastirmalar yalnizca bu hiicrelerin IL-17 nin kaynagi
olmadig bildirilmigtir. NKT hiicrelerinin de IL-17 tirettigi rapor edilmistir (155).Uterin
fibroidler ve leiomyomaslar gibi jinekolojikal dokularinda IL-17 iirettigi gosterilmistir
(156). IL-17 nin aktive hafiza CD4+ T hiicrelerin sorumlu oldugu rapor edildiyse de
insanlarda periferal kan mononiikleer hiicrelerin PMA ve ionomycin ile uyarilmasi
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sonucu hafiza CD8+ T hiicrelerinin de IL-17 iirettigi bildirilmistir (23). yo T hiicreleri ve
diger CD4-CDS8- T hiicreleri Mycobacterium tuberculosis infeksiyonu sirasinda IL-17
ireten ilk kaynaklardir (157). Notrofiller de T hiicreler gibi IL-15 ile uyarim sonras1 IL-
17 tiretebildikleri kesin olmamakla birlikte bildirilmistir (158).

2.6. IL-17A’ nin Biyolojik Aktiviteleri

IL-17 sitokini IL-1, IL-6, IL-8, CXC ligand 1 ve TNF’ in stromal, epitel, endotel
hiicrelerden ve monositlerden iiretilmesini yonetir. Boylece iiretilen bu proinflamatuar
sitokinler yanginin oldugu alana nétrofillerin hizla gelmesini saglar Dogustan gelen
bagisiklik yanitina IL-17 sitokinin katkida bulundugu bildirilmistir (10). IL-17 nin
fonksiyonel analizi gram (—) negatif bakteri ve mantar enfeksiyonlarina kars1 konak
savunmasinda onemli oldugunu gostermistir. IL-17R-eksik farenin hiicre dis1 patojen ve
Candida mantarina kars1 infeksiyonlara c¢ok hassas oldugu yapilan deneylerde
gosterilmistir. Bu calismalara ek olarak Klebsiella pneumonia, Bacteroides fragilis,
Borrelia burgdoferi, Mycobacterium tuberculosis ve mantar tiirleri ile infeksiyon
esnasinda T hiicrelerin oncelikle IL-17 iirettikleri rapor edilmistir (138).

IL-17 ekspressyonu ¢ogu yangisal hastaliklar RA, Asthma, SLE ve allograft
rejeksiyon ile ayrica in vitro bazi kemokinleri kodlayan genlerin ekspresyonu ile iligkili
bulunmustur. CCL2, CCL7, CCL20, CXCL1, MMP3 ve MMP13 iin IL-17 ile muamele
sonrasinda fare fibroblastlarinda belirgin sekilde arttigi gosterilmistir. IL-17 ve TNF
proinflamatuar gen ekspresyonunun yonetiminde giiglii sinerjik etki gosterirler (153).
Benzer sekilde in vivo olarak IL-17RA eksik farede mikobakteriyel infeksiyonlara kars1
konak savunmasi azalmistir. Cilinkii ayn1 zamanda akcigerlerde CXCL2 ve G-CSF in
miktarida azalmistir (153).

IL-17’ nin akcigerlerde asir1 ekspresyonu kemokin ekspressyonunuda arttirarak
l16kositlerin gogiinii arttirir. RA nin adjuvantla indiiklii IL-17 eksik fare modelinde
hastaliga kars1 diren¢ goriilmiistii. Son zamanlarda IL-17 ye spesifik antikor ile
notralize ve IL-17 eksik farenin EAE ye karst direncli oldugu bildirildi. Bu bilgilere ek
olarak son zamanlarda SLE benzeri hastaligin bir modelinde IL-17 nin germinal merkez
reaksiyonlar1 yonettigi rapor edilmistir.

IL-17 ye genis Olglide proinflamatuar sitokin goziiyle bakilmasina ragmen
nonhematopoietik hiicre tipleri hedeftir ki IL-17 ve IL-17R eksik fare ¢alismalart da bu
yonde IL-17 ye ek biyolojik fonksiyonlar1 olabilecegine dikkat ¢gekmistir. Ornegin IL-17
eksik fare otoimmiin ve alerjik hastalik modellerinde antikor yapimi ve antijen spesifik T
hiicre aktivasyonunun azaldigi gosterilmistir. Ustelik 1L-17 RA eksikligi bir asthma
modelinde Th 2 tip yanitin azalmasina neden oldugu gosterilmistir (159). Bu etkileri IL-
17 sinyalinin yoklugunda dogustan immiin yanitta myeloid hiicrelerin bu dokuya
gelmesinin bozuklugu gosteriyor olabilir. Her nasil ki IL-17 hedefleri ile ilgili yapilan
cogu caligmalarda immiin olmayan hiicrelere odaklanilmistir ve bu yiizden myeloid
hiicrelerde IL-17 etkileri belirsizligini korumaktadir.
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IL-17 sitokini epitel hiicrelerden, fibroblastlardan, diiz kas hiicrelerinden ve
keratinositlerden IL-6 ve IL-8 sitokinlerinin salinimini saglar. Epitel hiicrelerden bu
sitokinlerin yan1 sira ICAM-1, B-defensin2, CCL20, G-CSF, MUC5B ve MUCS5AC nin
salmimint arttirirlar. Endotel hiicrelerden ise IL-1 B ya da TNF yardimiyla GM-CSF in
indiiklenmesini saglar ve mitojenik aktiviteyi ylkseltirler. IL-17 nin nétrofiller
iizerindeki etkisi ise granulopoiesis olusumuna yardim etmesi ve ndtrofil
hiperaktivasyonunda belirgin olarak etkili goriilmiistiir. IL-17 sitokini diiz kas
hiicrelerinden ayrica kemokin ligandlarindan CCL11 ve CCLI in aktivitesini arttirirlar.
Makrofajlarda IL-1B, TNF ve MMP-9 un iiretimini arttirirken dendritik hiicrelerden
CCL17/TARC molekiillerinin salintmini baskilar (160) (sekil2.2).
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Sekil 2.2. Hiicrelerin ¢esitli tiplerinde IL-17 nin aktiviteleri (Oboki K. et. al.2008)

IL-17F: IL-17 ¢ogunlukla IL-17F ye homoloji gosterir ve bu genler 6. kromozoma yakin
lokalize olarak kodlanir. IL—17 ve IL-17F ayn1 homodimerleri igerirler ve her ikiside son
yillarda tanimlanan Th 17 hiicreleri tarafindan {iretilirler ve bu form IL-17/IL-17F

olarak bilinir (153).

IL-17 ve IL-17F farede ve insanda ayni kromozom iizerinde lokalize genler tarafindan
kodanir. IL-17 ve IL-17F bir gen duplikasyonu sonucu olugsmus olabilir. IL-17 nin
fonksiyonu hakkinda edindigimiz bilgi kadar IL-17F in hakkinda yeteri kadar bilgi
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bulunmamaktadir. IL-17F in ilk olarak IL-23 ile indiiklenen Th 17 hiicreleri tarafindan
ekspresse edildigi bilinmektedir.

IL-17 ye benzer sekilde, IL-17F in ¢esitli sitokinlerin ekspresyonunu, fibroblastlar,
damar endotel hiicreleri, insan havayolu epitelyum hiicrelerinden adezyon
molekiillerinin ve ¢esitli kemokinlerin ekspresyonunu indiikler ama IL-17F IL-17 den
belirgin sekilde daha az aktive gosterir. IL-17F in havayolu inflamasyonu ya da
adenoviral infeksiyonunda lipofetamin iligkili sitozolik bir transgeni igermesi
notrofillerin dokuya c¢agrilmasina neden olur. IL-17 F alerjenle degisim sonrasinda
alerjik asthmali hastalarin havayollarinda bulundu (161). Yapilan diger bir calismada IL-
17F genindeki bir mutasyon ile asthma arasinda iligki bulunmustur. IL-17 ve IL-17F in
benzer fonksiyonlari bulundugu rapor edilmistir. Diger yandan IL-17 ve IL-17F in bir
heterodimerik sitokinden olustugu fare ve insan Th 17 hiicreleri tarafindan {iiretildigi
rapor edilmistir. IL-17F igin reseptor son giinlerde IL-17RC nin olabilecegi rapor
edilmistir (162).

IL-17B ve IL-17C: TNF ve IL-1B yanitin1 yonetirler (153).

IL-17D: IL-6, IL-8 ve GMCSF aktivitesini arttirir (153).

IL-17E: Alerjik inflamasyonda ve parazitlere karst Th 2 tipi sitokin yanitina katkida
bulunur (153).

2.7.1L-17 Reseptorleri ve Sinyal iletimi

IL-17 yi kodlayan gen 1993 yilinda kemirgen hayvan T hiicre kiitliphanesinden
hibridizasyon ile kesfedildi ve CTLA-8 olarak adlandirildi (164). IL-17 nin Herpes
saimiri ye homoloji gosterdigi bulunmusg ancak bu konuda ¢ok az bilgi bulunmaktadir.
Bununla birlikte, IL-17 nin sekansinin diger sitokin ailelerine benzerlik gosterdigi ve
insan IL—17 sinin homologu sitokin aktivitesi gdsteren bir T hiicresi olarak tanimlandi.
Ayn1 zamanda IL—-17 baglayan bir reseptdr klonlandi. IL-17 R bilinen diger sitokin
reseptorlerine kiyasla tekti ve uzun sitoplazmik u¢ kismi ile tek bir trans membran
reseptoriidiir. Boylece yeni bir sitokin subuniti tanimlandi ki bu 7 ligand ve 5 reseptor
subunitini icermektedir. Bunlar birka¢ orphan reseptorleri ve orphan ligandlaridir. Diger
sitokinlere benzer sekilde IL-17 reseptor kompleksleri multimeriktir. IL-17 IL-17RA ve
IL-17RC subunitinin olusturdugu bir reseptdre baglanir (165).

Son yillarda L-17RA nin IL-17 RC ile heterodimer bir form olabilecegi rapor edildi
ki IL-17 RC de IL-17R ailesinin diger bir liyesidir. [L-17R ailesi IL-17 ye sinyal yollar
icin farkli affiniteyle ve ek formlar1 seklinde baglanabilir. IL-17 NF-kB yi ve boylece
Map kinaz yolagmi aktive eder. {1k kez fare embriyonik fibroblastlarinda TNFR-iliskili
faktor (TRAF-6) iin IL-17 ile IL- 6 ekspressyonunu indiikledigi gosterildi (166).

Son zamanlarda bir adaptdr protein olan ACTI1 IL-17RA nin gerekli sinyal
komponenti olarak tanimlandi. ACT1 direk olarak IL-17RA nin hiicre i¢i kismi ile
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iligkilidir ki burada SEFIR domaini ile homofilik interaksiyon olusur ve ve NF-kB
aktive olur. Boylece IL-17 ile ¢ok sayida proinflamatuar genlerin ekspresyonu
indiiklenmis olur. ACT 1 eksik fare EAE ye kars1 direncgliydi ayni sekilde dekstran sulfat
sodyum ile indiiklenen colitlerde de durum boyledir (167).

2.8. Th 17 Hiicre Farkhlasmasi

Fare ve insan Th 17 hiicrelerinin Thl ve Th2 hiicrelerinden farklt bir gen
ekspresyonuna sahip oldugu gosterilmistir ki bu hiicrelerin biyolojik ve patolojik
fonksiyonlar1 i¢in Onemlidir. T hiicrelerinin fonksiyonel farklilasmasi dogustan
bagisiklik yaniti ile sekillenir ki buda optimal T hiicre aktivasyonu ve proliferasyonu,
sitokin liretimi i¢in esuyaran reseptorleri gerektirir. Bu esuyaran reseptorler CD28 ve
ICOS her ikisininde Th 17 gelisimi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir. Th 17 olusumunda
ne IL-4 ne de IFN gerekli degildir ki bu durum Th 17 hiicrelerini diger gruplardan ayirir.
Son giinlerde Th 17 hiicrelerinin insanda ve farede gelisimi icin gerekli sitokinler
belirlenmistir (152,168).

IL-23: IL-23 bir IL12 sitokin ailesi liyesidir ki bu ailede 1L-12, IL-23, IL-27 ve IL-35
den olusur ve aktive miyeloid hiicreler, dendritik hiicreler ve makrofajlar tarafindan
ekspresse edilirler. [L-23 heterodimeri IL-12 ile p40 alt grubunu paylasir. IL-12 p40 p35
alt grubunu igerirken IL-23 p40 ve p19 alt tinitelerini igerir.(169) IL-17 ekspressyonunu
diizenleyen ilk sitokin olarak gosterilmistir, IL-23 eksikligi EAE ve CIA ya karst
koruyucudur (170). IL-23 Thl7 hiicre farklilagmasinda IL-6 ya benzer etki gosterir
(171). Th 17 hiicre populasyonlarinin arttirllmasinda gerekli oldugu bildirilmistir ki hala
tam olarak IL-23 iin Th 17 hiicrelerine karsi tam olarak etkisi bilinmemektedir. Bir
genom tarama calismasinda son giinlerde insan inflamatuar bagirsak hastaligi ve diger
otoimmiin hastaliklar i¢in IL-23R hassas bir gen olarak tanimlanmistir (172).

IL-1: IL-23R ye benzer sekilde IL-1R in ekspresyonu Th 17 hiicreler taratindan
upregiile edilir. ilk yapilan calismada IL-1R eksik fare kullanilarak yapilan deneyde IL—
1 in EAE de 6nemli role sahip oldugu gosterildi. Son gilinlerde IL—1 in Th 17 gelisimi ya
da proliferasyonunda IL—6 ve TGFP nin varliginda gerekli odugu gosterilmistir (173).

IL-6 ve TGFP: Th 17 hiicrelerinin proliferasyonu ve Th 17 iligkili hastaliklar i¢in 1L.-23
temelde Oonemli goziikmesine ragmen, bu Th 17 hiicre farklilagmasinin baglangici i¢in
gerekli goriilmemektedir. Onun bazi gruplar farede Th 17 hiicrelerinin farklilagmasini
IL-6 ve TGFB nin giiglii bir sekilde indiikledigini gdstermislerdir. insan Th 17 hiicre
farklilagsmasi ¢alismalarinda TGFP nin gerekli olmadigini IL-1, IL-23 ve IL-6 nin rol
oynayabilecegini gostermislerdir (174).

2.9.Th 17 Hiicrelerinin Negatif Diizenlenmesi

IL-23, IL-1, IL-6 ve TGFB Th 17 hiicrelerinin IL-17 iiretimi igin gerekliyken bazi
sitokinler ise bu farklilasma yolagimi negatif sekilde etkiler. IL-4, IFNy ve IL-2 nin
foxp3 ekspressyonunu ilerletirken Th 17 hiicre farklilasmasini inhibe ettigi yapilan
calismalarda gosterilmistir. Ayrica IL-2 nin genetik delesyonu ya da antikor iliskili bloke
edilmesi de Th 17 nin farklilasmasini engelledigi bilinmektedir (175).

20



IL-27 (IL-17D) nin de yapilan invivo ¢alismalar sonucu IL-6 ve TGFp STAT1
yolagi ile indiiklenen Th 17 hiicrelerinin farklilasmasini baskiladig gosterildi (176). IL-
25 (IL-17E) diger bir IL-17 ailesinin iiyesidir ve IL-17RB ye baglanir. IL-25 eksik fare
ile yapilan ¢aliyjmada EAE ye karsi hassasiyetin ve Th 17 hiicrelerin sayisinda artis
oldugu bulunmustur. IL-25 de dendiritik hiicrelerden salinan IL-1 ve IL-23 iin varliginda
gelisen Th 17 hiicrelerini baskilayabilecegi diisiiniilmiistiir. Son yillarda IL-25 in Th 2
tip yanit1 arttirdig1 verileri 1s181inda bu sitokinin direk T hiicreleri iizerinden ya da antijen
sunan hiicreleride etkileyerek Th 17 gelisimini negatif etkiledigi bildirilmistir (177).

2.10. IL-17’ nin Hastaliklarla Iliskisi

Psoriasis: Psoriasis epidermal hiperplazi, dermal anjiojenesis ve monositlerin, dendritik
hiicrelerin ve T lenfositlerin infiltrasyonuyla karakterize kronik bir inflamatuar
hastaliktir. Psoriasisin patogenezinde hem Th1l hem de Th 17 hiicrelerin rol oynadigina
dair ¢alismalar bulunmaktadir. Th 1 sitokinleri IFNy, IL-2 ve IL-18 ile Th 17 sitokinleri
IL-17A, IL-17F, 1IL-22, IL-26 ve TNFa deri lezyonlarinda ve serum orneklerinde
yiiksek sekilde ekspresse olmaktadir (163). IL-17 nin Psdriasis in patogenezindeki
roliinii; Psoriasis li hastalarin deri lezyonlarinda Psoriasis olmayan saglikli kontrollere
oranla kiyaslandiginda RORC, IL-6, IL-1p ve IL-23 iin yliksek sekilde ekspresse
olmastyla kanitlanmistir (145).

Rheumatoid arthritis(RA): Rheumatoid arthritis kartilaj hasar1 ve kemikte multiple
iliskili sinoviyal dokularin kronik yangisiyla karakterize edilen bir otoimmiin hastalik
olarak tanimlanmigtir. RA’nin hayvan modellerinde yapilan ¢aligmalarda IL—17 nin
hastaligin patogenezinde rol oynadigir gosterilmistir. IL-17 eksik farede RA nin
belirtileri belirgin sekilde azalmistir (178). Yine aymi sekilde IL-17 ya da soluble IL-
17R antikorlar1 ile muamele yanginin siddetini azaltmistir (179). Ustelik IL-17 R sinyali
kemik hasari, kartilaj hasar1 kronik sinovitisin indiiklenmesi i¢in gereklidir. RA da IL-
17 nin patolojik roliiyle ilgili ilk rapor Pierre Miossec’ in laboratuarindan gelmistir. RA
hastalarinin sinoviyal sivilarinda IL—17 oraninin artmis oldugunu gosterdiler (180).

Diger Romatizmal Hastaliklar: Sistemik sclerosis etyolojisi hala bilinmemekle beraber
deride fibrosis, akciger ve gastrointestinal tutulum ile karakterize edilmis bir bag doku
hastaligidir. Patogenezi hakkinda fazla bilgiye sahip olunmamasina karsin deriye sizan T
hiicreler ve fibroblast aktivasyonu goriilmektedir. Serum IL—17 diizeyi bu hastalarda
yiikksek bulunmustur. Tercihen hastaligin erken asamalarinda fibroblast yogunlugu
artmis ayni zamanda adezyon molekiillerinin ve proinflamatuar sitokinlerin
ekspressyonuda artmistir. Deride ve akciger dokusunda IL-17 mRNA ekspresyonunun
artmis oldugu gosterilmistir (181). SLE bir kronik sistemik otoimmiin hastaligidir.
Niikleer antijenlere kars1 otoantikorlarin olugsmasiyla karakterizedir ve yangi sonucu tim
organlar1 tutan hasar olusmaktadir. Tip 1 IFN SLE nin patogenezinde merkezi rol oynar
ve tip 1 IFN insan PBMC lerinde IFN ve IL-17 iiretimini baskilar (182). Bu bulgular
isaret eder ki IL—17 sitokininin rolii Lupus’ un patogenezinde dikkat ¢ekicidir (12).

Asthma ve Allerjik Hastahklar: IL-17 sadece Th 1 bagimli hastaliklarla iliskili goriilse
de allerjilerin ve asthmanin patogenezinde IL-17 nin o6nemli role sahip oldugu
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diisliniilmektedir. Asthma hastalarindan alinan balgam 6rneklerinde IL-17 nin seviyesi
saglikli kontrollerden alinan balgam 6rneklerindekinden daha ytliksek bulunmustur (183-
185). Allerjik asthmasi olan hastalarda asthmasi olmayan kontrol gruplarin
plazmalarinda IL-17 nin seviyesi yliksek bulunmustur (16).

IL-17 nin akcigerlerdeki bazi fonksiyonlar1 diger sistemik hastaliklarda oldugu gibi
alerjik asthmayi yonetir. Insan bronsiyal fibroblast hiicreleri IL-17 ile uyarim sonucu IL-
6,IL-8,GRO alfa iiretir. IL-8 ve GRO alfa nétrofiller i¢in kemoatraktanlar olarak bilinir
ve IL-6 da nétrofil aktive edici bir sitokindir (186). IL-17 ile IL-6 nin uyarilmasi sonucu
insan bronsiyal epitelyum hiicrelerden MUC5B ve MUCS5SAC gibi musin genlerin
ekspresyonu saglanir. Th 2 hiicreleri tarafindan iiretilen IL-4, IL-9 ve IL-23 insan
bronsiyal epitelyum hiicrelerinde aynm1 etkiyi  gdsterememektedir.Biitlin  bu
fonksiyonlarindan dolay1 IL-17 nin alerji ve asthmada rolii biiytiktiir (187).

Atopik Dermatitis: Psoriasis ve alerjik asthmadaki roliine ek olarak IL-17 iireten T
hiicrelerinin atopik dermatitis ve Contact hipersensitivity nin patogenezi ile iligkili
olabilecegi diisiiniilmiis ve atopik dermetitisli hastalardan alinan akut ve kronik
lezyonlarin immiinohistokimyasal analizi sonucunda IL-17 nin kronik deriden daha ¢ok
akut atopik dermatitisle iliskili oldugu bulunmus (188). Contact hipersensitivity CD8 T
hiicreleri ile 1iligskli alerjen indiikli bir deri yangt reaksiyonudur. IL-17 nin
notralizasyonu farede contact hypersensitivity etkili bir sekilde baskilamstir (189).

Multiple Sclerosis(MS): Proinflamatuar sitokinler MS in patogenezinde ve
indiiklenmesinde rol oynadigi bilinmektedir (190). Yapilan calismalarin ¢ogunda
monositler, mikroglial hiicreler ve astrositler tarafindan IL-6, IFNy, TNFa ve IL-1 in
ekspressyonunun artmis olmasi aktif MS ile iligkilendirilmistir (191). 1999 yilinda MS li
hastalarin cerebrospinal (CSF) sivilarinda ve kanlarinda IL-17 nin seviyesinde artis
gozlenmis ve daha sonraki yapilan calismalar IL-17 nin MS hastalifindaki roliinii
belirlemeye yonelik olmustur (192).

Diger bir ototimmiin hastalik EAE Thl iligkili hastalik olarak diisiiniilmekteydi.
Hastaliga IL-12p40 alt {initesi eksik farelerin direngli oldugu ve bunlarda Th 1 hiicre
bagimsizhig gozlenmistir (193). IL-12 Th 1 tipi hiicrelerin farklilagsmasini
desteklemekteydi fakat p40 iinitesini IL-23 sitokini ile paylasir. IL-12 p40 ve p 35 1, IL-
23 ise p40 ve pl9 alt {initelerini igerir. IL-23{in p 19 alt {initesi eksik farede IL-17
iretimi yoktu ve {istelik bu fare EAE ye kars1 direngliydi. Bu bakimdan IL-17 nin
onemli oldugu goriilmiistiir (194).

Otoimmiin myokarditis genellikle kalp infeksiyonlarinda cardiyak myozin
cevresinde immiin reaksiyonun artisi olarak bilinir. Son giinlerde IL-17 ile uyarilan
kardiyak fibroblastlarinin MMP-1, MMP-2, MMP-9 ve MMP-13 ekspressyonlarini
arttirdign  gozlenmistir ki buda IL-17 nin kartilaj olusumu ve kalp yangisina
fibroblastlarin gogiinde belirgin rol oynadigini diisiindiirmektedir (195).

VKH(Vogt-Koyonagi-Harada): Monositlerin immiin atag: ile iligkili bir ototimmiin
hastaliktir. Granolomatos panuvetis, alopecia, vitiligo, poliosis tutulumu ve santral sinir

22



sistemi bozuklugu goriiliir (196). IL-23 serum seviyesi VKH hastalarmin aktif
iiveitlerinde saglikli kontrollere gore daha yiiksek bulunmustur. Benzer sekilde aktif
iiveiti olan VKH hastalarinda alinan CD4 T hiicreleri iiveiti olmayan ve saglikli
kontrollere oranla anti CD3 ve CD28 antikorlar1 ile uyarildiginda ¢ok daha yiiksek

seviyede tretildigi bilinmektedir (97).
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MATERYAL VE METOT

Mart 2007-Aralik 2008 tarihleri arasinda Akdeniz Universitesi Hastanesi
Dermatoloji ve Venoroloji Anabilimdali, Dermatoloji Poliklinigine bagvuran ve Uluslar
aras1 Caligma grubunun tani kriterlerine gore Behcet Hastalig1 tanis1 almis; halen tedavi
altinda olan veya yani tan1 konmus, antihistaminik, Kkortikostreoid ve/veya
immunsupresif almayan hastalar ile Psoriasis hastaligi tanisi alan bireyler ve saglikli
bireylerden sodyum heparin igeren tiiplere ve biyokimya tiiplerine kan alindi. Kontriol
grubu olarak saglikli goniilliiler ve hastane personelinden olusan; yas ve cinsiyeti hasta
grubu ile uyumlu kisilerden secildi. Toplanan kan 6rneklerinden serumlar1 ayristirildi
(2000 g, 7 dk) ve -80 C’ de muhafaza edildi. Mononiikleer hiicreler dansite gradient
yontemi ile ayristirildiktan sonra degisik uyaranlar ile uyarilarak ELISPOT yapildi.
Calismada E-bioscience marka human IL-17 ELISPOT kiti kullanildi. Calismada E-
bioscience marka human IL—17 ELISA kiti kullanildi.

3.1. Periferik Kan Mononiikleer Hiicre (PBMC) Ayrilmasi

Behcet, Psoriasis hastast ve sagliklt kontrol grubundan Sodyum-heparin iceren
tiiplere 10mL vendz kan alind1 ve dansite gradientine gére Periferik kan Mononiikleer
hiicreleri ayrildi. Yapilan islemler asagida belirtildigi gibidir.

1. Sodyum-heparin iceren tiiplere~10ml venoz kan alindu.
2. Alnan kan 30 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra tlizerine ayni oranda PBS
eklendi.
3. Falcon tiiplerine 3,5 ml Ficoll histopaque-1077 (Sigma-Aldrich) koyulduktan
sonra PBS ile sulandirilmis kan oran1:2 olacak sekilde {izerine yavasca eklendi.
4. 2000 rpm(800g),30 dk, 20° C de santrifiij (Beckman-Coulter santrifiij cihazi
kullanild1) edildi.
Mononiikleer hiicreler pipet yardimiyla alindi ve iizerine PBS eklendi alt-iist
edildikten sonra 2000 rpm(780g),10 dk.8 ° C de santrifiij edildi.
Siipernatantlar atildiktan sonra iizerine PBS eklendi.
2000 rpm(780g),10 dk.8 ° C de santrifiij edildi.
Siipernatantlar atildiktan sonra iizerine PBS eklendi.
Elde edilen hiicre miktar1 sayildu.
0. 2000 rpm(780g),10 dk.8 °C de santrifiij edildi.
1. Siipernatantlar atildiktan sonra iizerine hiicre miktar1 2x 10° olacak sekilde
RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) eklenerek ELISPOT deneyi igin hiicre sayimiz
ayarlandi.

e
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3.2.ELISPOT(Enzyme-Linked Immunosorbent Spot) Yontemi

Behcet, Psoriasis hastas1 ve saglikli kontrol grubundan Sodyum-heparin igeren
tiiplere 10mL vendz kan alind1 ve dansite gradientine gére Periferik kan Mononiikleer
hiicreleri ayrisririldt ve ELISPOT yapildi. Human IL-17 Elispot kiti (E-bioscience)
kullanilarak yapilan ELISPOT ydntemi asagida belirtilmistir.

1.

~

10.

11

13.

14.

12mL PBS igerisine 48ul IL-17 Capture antikoru eklenerek diliie edildi.
Hazirlanan bu karisim tiim kuyucuklara 100 pl konularak plate kapatildi ve bir
gece +4° C de bekletildi.

Kuyucuklarin i¢i bosaltildiktan sonra bos kuyucuklar 200 pl PBS ile 2 kere
yikandi.

. Kuyucuklarin i¢i bosaltildiktan sonra bos kuyucuklar 200 pl comple medium

eklenerek 1 kez yikandi ve kuyucuklara tekrar 200 pl comple medium eklendi.
Plate kapatilip oda 1s1sinda 1 saat beletildi.

Plate ic¢i ters c¢evirilerek bosaltildi. Daha onceden belirlemis oldugumuz
protokole bagli olarak istenilen konsantrasyonlarda hiicre silispansiyonu ve
antijen her kuyuya 100 pl olacak sekilde dagitildi.

37" C de CO2 inkiibatérde degisik zaman dilimlerinde optimizasyonu belirlemek
icin inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresince plate hareket ettirilmedi.

Uygun siire yapilan caligmalarimizla 36 saat belirlendi bu zaman dilimi
dolduktan sonrabplate ters cevrilip kurutma kagidi iizerine hafifce vurularak
icindeki sollisyonun tamamen bosaltilmasi saglandi.

Kuyucuklar 200 ul PBS-% 0.1 tween 20 eklenerek 3 kez yikandi.

Plate 3 kez ELISPOT Wash Buffer ile yikandi.Assay Diluent igine Biotinlenmis
detection antikoru eklendi ve her kuyucuga 100 pul olacak sekilde pipetlendi
veoda 1s1sinda 2 saat inkiibasyona birakildi.

12 ml assay diluent igerisine 48 pl Avidin-horseradish peroxidase solusyonu
eklenir ve bu karisimdan kuyucuk basina 100 pl olacak sekilde pipetlenir ve oda
1s1sinda 45 dak. Inkiibasyona birakilir .

Plate 3 kez ELISPOT Wash Buffer ile yikanir.

. 2 kez tweensiz PBS ile yikanir.
12.

100 pl AEC Substrat solusyonu eklenir.10-60 dakika icerisinde spot olugmasi
beklenir.

Spot olusumu gozlendikten sonra reaksiyon 3 kez 200 pl distile su ile yikanarak
sonlandirilir.

Plate hava ile kurutulur ve optik okuyucuda okutulur.(immunoscan elispot
cihazi)
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3.3.Streptococ sangius ve Echericha coli extrakti Eldesi

Akdeniz Universitesi Mikrobiyoloji A.D. uzman doktorlar1 tarafindan tanimlanan
Streptococcus sangius ve Echericha coli bakterileri besiyerlerinde ¢ogaltildiktan sonra
asagidaki islemler sirayla uygulandi.

Saf S.sangius ve Echericha coli den 6ze yardimiyla 1-2 koloni alindi.

%10 FCS eklenmis RPMI1640 1n i¢ine daldirildi.

37°C de 24-28 saat Etiivde inkiibe edildi.

Bulanik hale geldikten sonra otoklavlandi.

50ml lik falkona alinir ve 3000-3500 devirde 30 dakika santrifiij edildi
Siipernatantt 100mllik siseye alindi vortekslendikten sonra 500u lik kisimlara
boliindiikten sonra lyophilise edildi. Optimal konsantrasyon o6n deneylerle
saptand1 (Burada verileri sunulmamustir).

SAINAIE ol

3.4. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay ) yontemi

ELISA yonteminde, antijen ya da antikor bir enzimle isaretlenmekte ve immunolojik
reaksiyon, enzimatik bir aktivite sonucu gelisen renk ile dl¢iilmektedir. Duyarli, 6zgiin
ve ¢abuk sonug veren bir testtir. Serolojik tanida kolay ve hizli olmasindan dolay: genis
bir uygulama alan1 bulmustur. ELISA yonteminde antijen, kat1 bir faza baglanmaktadir.
Kat1 faz olarak rigid polystyrene, polyvinyl ve polypropilene’den yapilmis tiipler ve
mikropleytlerin daha uygun oldugu belirtilmektedir. ELISA’da enzim olarak beta
galaktozidaz, glukozoksidaz, peroksidaz ve alkalin fosfotaz kullanilmaktadir. Enzimlerin
katabolik etkileri enzim substrasyon reaksiyonu esnasinda immunolojik reaksiyonun
hem hizlanmasini, hem oOzgiilligiinii saglamaktadir. Enzim substrat reaksiyonu
genellikle 30-60 dakika iginde tamamlanir. Reaksiyon NaOH veya H,SO4 ile
durdurulabilir ve sonuglar, kullanilan kojugatin 6zelligine goére 400-600 nm de okunur.
Biz deneyimizde 6lcebilecegi en diisiik diizey 4pg/mL olan e-bioscience marka human
IL-17A ELISA kiti kullandik ve her 6rnegi kitin icerisinde belirtildigi gibi ¢ift sira
kullandik.Test prosediirii asagida belirtildigi gibidir.

Test prosediirii

Standart 6rneklerden kuyucuklara 100 pl eklendi.

Hasta serumlarindan kuyucuklara 100 pl eklendi.

2 saat oda 1s1sinda inkiibasyon yapildi.

Kuyucuklar aspire edilir ve 5 kez yikama soliisyonu ile yikandi.

100 pl biotin + anti- IL-17 detection antikoru konur ve oda 1sisinda 1 saat
inkiibasyon yapildi.

Kuyucuklar aspire edilir ve 5 kez yikama soliisyonu ile yikandi.

100 pl streptavidin-HRP enzimi ilave edilir ve oda 1sisinda yarim saat
inkiibasyon yapildu.

8. Kuyucuklar aspire edilir ve 7 kez yikama soliisyonu ile yikanda.

A

a—
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9. 100 pl substrat solusyonu eklenir. 15 dak. Oda 1s1sinda belkletildi..

10. 50 pl enzimatik reaksiyonu durduran soliisyon eklendi. S1vi rengi maviden sartya
donmesi beklendi.

11. 450 nm’ de 2 saat i¢cinde UV spektrometrede okuma yapildi.

3.5. Hiicre I¢i Sitokin Boyama Yontemi

Behcet hastalar1 ve saglikli kontrol grubundan Sodyum-heparin iceren tiiplere 10mL
vendz kan alindi ve dansite gradientine goére periferik kan mononiikleer hiicreleri
ayrisrildi ve hiicre sayist 1x10° olacak sekilde ayarlandi. Hiicre i¢i sitokin boyama
yontemi icin iki zamanli calisildi. {lk zaman ayari uyarim olamadan hiicre sayisi
ayarlandiktan hemen sonra yapilirken diger zaman ayarinda 1x10° ye ayarlanan hiicreler
4 tiipe ImL olacaksekilde paylastirildi. Bu tiiplerdeki hiicrelere sirasiyla S.sangius,
E.coli, PHA ve medium eklenerek 36.saat 37¢c de %5 CO?2 etiivde inkiibasyona birakildu.
Inkiibasyon siiresine 4 saat kala bu tiiplere 5ul BrefeldinA eklenerek inkiibasyona devam
edildi. Hiicre ici sitokin boyama yontemi asagida belirttigim sekilde uygulanarak Behcet
hastalar1 ve saglikli kontrol grubundan alman kanlardan ayrilan periferik kan
mononiikleer hiicrelerinin iirettigi IL-17 sitokininin sayis1 belirlendi.

1-1x10° hiicre sayis1 ayarlanmis olan priferal kan mononiikleer hiicreler PBS ile 2 kez
yikandi.

2-Flow tiipleri iizerlerine CD4+izotip kontrol ve CD4+ IL-17 yazilarak her hasta i¢in
ayr1 ve bunlarin farkli uyarim isimleride tiiplere yazildi.

3-1x10° hiicre 100ul olacak sekilde bu tiiplere konuldu.

4-Bu tiiplerin iizerine 10ul CD4 antikoru kunularak hafif pipetaj yapildi. Tiiplerin tizeri
alimiinyum folyo ile sarilarak +4c buzdolabinda 20 dakika bekletildi.

5-Bu tiiplerin tizerine 1mL PBS eklenip karistirildi ve 2500 de 7 dakika santrifiij edildi.
6-Tiplerin siipernatantlart dokiiliip dipte kalan pellet goriildiikten sonra her tiipiin
iizerine500ul fixation solusyonu eklenip karigtirildi. Oda 1sisinda 15 dakika
bekletildikten sonra 2500 de 7 dakika santrifiij edildi.

7-Tiplerin {izeri dokiildii ve ImL wash buffer eklenip karistirildi 2500 de 7 dakika
santrifiij edildi.

8-Sadece CD4+ bagli hale gelen hiicrelerin iginin IL-17 ve izotip kontrol ile boyanacak
hale getirebilmek i¢in permeabilizasyon solusyonundan 500ul her tiipe eklenerek folyo
ile kaplayip +4c dolapta 20 dakika bekletildi. 2000 rpm.de 10 dk. santriflij edildi.
Stipernatantlar dokiildii..

9-100 pl 1X "BD Perm Wash Buffer’’ eklendi. Sekonder antikorlar olan IL-17 ve bu
antikora uyumlu izotip kontrolii olan IgG1 antikorlarindan uygun olan tiiplere 10ul
konuldu ve +4 derecede 30 dk. folyolu sekilde inkiibe edildi.

10-Karanlikta ve oda 1sisinda 30 dk inkiibasyona birakildi. 2 ml “’wash buffer”
eklenerek hafifce karistirildi. 600 g’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant dokiildiikten
sonra 500 pl %1 ‘lik “’paraformaldehit’ solusyonu ile pellet resuspande edilerek 4°C
‘de bekletildi. Ornekler 24 saat iginde FACSCanto araciliiyla incelenip kaydedildikten
sonra analiz edildi.
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3.6. Kullamilan laboratuvar malzemeleri

1- Cihazlar:

- Heraeus Instruments Etiiv

- +4 C Buzdolabi

-80 C Buzdolabi

- -20C° Buzdolab1

- Thermo Labsystems Multiscan spectrum
- Niive NF 800 santrifiij

- Heraeus Instroumens steril kabin

- Immuno scan elispot cihazi

- Heraeus Instroumens steril kabin

- Beckman Culture FACSCanto

2- Malzemeler:

- 1000 mikrolitrelik otomatik pipet

- 200 mikrolitrelik otomatik pipet

- 10 mikrolitrelik otomatik pipet

- Sar1 pipet ucu (1-100 mikrolitre) 2 paket

- Mavi pipet ucu (100-1000 mikrolitre) 2 paket
- Cok kanall1 otomatik pipet

- 500 ml meziir

- 15 mililitrelik konik tiip

- Steril kapakli 15 mililitrelik tiip

- 1,5 mililitrelik ependorf tiipleri

- Human IL-17 ELISA kit (e-bioscience)

- Human IL-17 ELISPOT kit (e-bioscience)
- Human IL-17A -PE antikoru
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3.7. Istatistik

Istatistik analizler SPSS hazir istatistik paket programi (SPSS 15.0 for Windows)
kullanilarak gerceklestirildi. 3 grup karsilastirmalarinda Kruskal-Wallis Test analizi
testi, ikili grup karsilagtirmalarinda Bonferonni diizeltmeli Mann Whitney U testi
yapildi. 0,05’den kiigiik “’p”* degeri anlamli kabul edildi. Metin igerisinde, ¢izelge ve
sekillerdeki degerler ortalama, SD (standart sapma), min-max (minimum-maximum)
olarak verildi.
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BULGULAR

4.1.ELISA

Calismaya 45 Behcet hastasi (24 kadin, 21 erkek, yas ortalamalar1 40). Bunlarin 22
si inaktif (10 kadin, 12 erkek, yas ortalamalar1 41.) 23 i ise (14 kadin, 9 erkek, yas
ortalamalar1 39) aktif donemdeki hastalardir. Tutulan bdlgeler agisindan ise; 8 aktif goz
tutulumu (5 kadin, 3 erkek, yas ortalamalar1 42) olan, 10 (1 kadin, 9 erkek, yas
ortalamalar1 39) inaktif géz tutulumlu, 27 hasta (18 kadin, 9 erkek, yas ortalamalar1 39)
ise sistemik tutlumlu ( deri, mukoza, oral, genital, eklem, vaskiiler, pulmoner, tromboz
ve gastro tutulumu) bulunmaktadir. Kontrol amaglh 21+52 yas grubu 33 saglikli birey
(17 kadin, 16 erkek, yas ortalamalar1 36), dahil edilmistir. Behcet hastalarinin yas, tani
ve serum IL-17 diizeyleri ¢izelge 4.1.1 de verilmistir.

Cizelge 4.1.1. Behcet hastalarinin yag, tan1 serum IL-17 diizeyleri

hastalar | yas | tani IL-17 pg/mL
FT 32 ou 11,3pg/mL
DY 33 | OU,GU,EN 10,5pg/mL
SA 52 | OU,GUB51(+) 8,1pg/mL
T 39 OU,GU,GOZ-TED.ALIYOR. 8,4pg/mL
FK 36 OU,GU,GOZ,EKLEM,PPLPATERJI+ 9,06pg/mL
DA 35 | 0U,GU,GOZ,EKLEM,EN 9,2pg/mL
MC 33 | OU,EN 8,9pg/mL
MK 38 | 00,G0,GOZ 8,1pg/mL
DY 46 OU,GU,PPL,ARTRIT,PPL 10,5pg/mL
SK 38 OU,GU,EKLEM,PPL 11,4pg/mL
NE 48 | 00,GU 11,03pg/mL
ZT 39 | OVEIT,EKLEM,GASTRO, 13,4pg/mL
MG 42 UVEIT,GU,0U 15,7pg/mL
FC 48 | OU,GU 10,4pg/mL
SK 46 | 00,GU 10,07pg/mL
(O] 46 OU,GU,UVEIT,EKLEM,TROMBOZ 11,9pg/mL
MA 45 OU,GU,EN,TROMBOZ 11,6pg/mL
YB 38 OU,GU,EKLEM,EN,TROMBOZ 10,2pg/mL
ME 39 ORAL ULSER,GENITAL ULSER,UVEIT,EN 12,7pg/mL
DY 45 OU,GU,GOZ,E.N,PPL,TROMBOZ 8,9pg/mL
KY 38 OU,GU,GOZ,E.N,PPL,TROMBOZ 9pg/mL
AK 57 UVEIT,EKLEM,GASTRO 16pg/mL
NG 38 DERI,0U,GU,EKLEM,VASKULER,PULMONER,TROMBZ | 30pg/mL
FA 42 | DERI,MUKOZA,UVEIT,EKLEM-KOLSISINKUL. 26pg/mL
EK 57 AKTIFLEZYON YOK-KOLSISIN KULLANIYOR-INAKTIF 19pg/mL
EK 17 | AKTIFLEZYON YOK 15,6pg/mL
SK 30 | AKTIF ORAL ULSER.TEDAVI ALIYOR. 31,6pg/mL
KT 32 OU,GU,EKLEM,PPL 12,4pg/mL
MU 25 OU,GU,ARTRIT,PPLB5+ 39,6pg/mL
BB 49 | OU,GU,EKLEM,PPL,PATERJI 26,8pg/mL
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iE 43 | OU,GU,0VEIT 43,2pg/mL
FY 38 | OU,GU,GOZ,EKLEM 22,4pgimL
MK 45 OU,GU,ARTRIT,PPLB5+ 32,8pg/mL
RB 43 OU,GU,EKLEM,PATERJI 42pg/mL

RB 30 | UVEIT,0U,GU,EKLEN,EN,PPL 30pg/mL

EN 54 OU,GU,GOZ,EN,PPL 30,4pg/mL
AK 40 OU,GU,GOZ,E.N,PPL,PATERJI 20,4pg/mL
HO 40 | OU,GU,ARTRIT,PPLB5+ 20,4pgimL
LO 26 UVEIT,GU,GOZ,EKLEM,PPL 66,8pg/mL
MD 45 | OU,GU,EN,PATERJI 47,2pgimL
NA 47 OU,GU,EKLEM,PPL,B51+ 32,4pg/mL
SK 32 OU,GU,EKLEM,PPL 21,6pg/mL
SA 52 | OU,GU,PPL,B51+ 20,4pgimL
EB 20 | 0U,GU,PPL 23,2pgimL
RA 32 OU,GU,EKLEM,E.N 16,4pg/mL

Kontrol amacl calisilan saglikli bireylerin yas ve serum IL-17 diizeyleri cizelge
4.1.2. de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1.2 Kontrol amagl ¢alisilan saglikli bireylerin yas ve serum IL-17 diizeyleri

SAGLIKLI BIREYLER YAS IL-17 pg/mL
MO 42 9,6pg/mL
MA 25 11,4pg/mL
iG 26 9,2pg/mL
CG 32 11,9pg/mL
GG 33 11,8pg/mL
HE 36 11,03pg/mL
00 45 10,2pg/mL
BS 38 16,1pg/mL
SS 36 16,3pg/mL
ET 22 15,8pg/mL
SE 34 13,9pg/mL
HB 35 17,8pg/mL
HS 45 10,7pg/mL
UK 45 11,9pg/mL
AC 26 16,9pg/mL
AO 51 14,8pg/mL
MG 50 14,2pg/mL
BM 32 10,08pg/mL
DE 34 12,4pg/mL
SE 36 8,4pg/mL
ME 38 10pg/mL
AK 39 10,8pg/mL
SuU 35 12,8pg/mL
SS 32 4,8pg/mL
TA 36 13,2pg/mL
GS 34 12pg/mL
YG 30 14,8pg/mL
SK 22 4,8pg/mL
SA 52 6pg/mL
DA 50 6pg/mL
OA 21 12pg/mL
AT 32 13,2pg/mL
MY 33 15,2pg/mL

Hastalarin ve saglikli kontrollerin ortalama, SD (standart sapma), min-max
(minimum-maximum) IL-17 verileri ¢izelge 4.1.3” te gosterilmistir.
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Cizelge 4.1.3 Saglikli bireylerin ve hastalarin ortalama, SD, min-max IL-17 degerleri

IL-17 DUZEYI

Ortalama | SD Min. | Max.
Behcet 20,16 12,85 | 8,10 | 66,8
n:45
Saglikl 11,82 3,36 [4,8 17,8
kontrol
n:33

Saglikli bireylerin serum IL-17 diizeyi ortalamasi 11,8 pg/ml, standart sapmasi 3,36,
minimum degeri 4,8 pg/ml, maximum degeri 17,8 pg/ml’ dir. Behcet hastalarinin serum
IL-17 diizeyi ortalamasi 20,16 pg/ml, standart sapmasi 3,36, minumum degeri 8,10
pg/ml, maximum degeri 66,8 pgml ’dir. Behcet hastalarinin IL-17 serum diizeyi saglikli
kontrollere gore anlamli derecede daha yiiksek bulundu (p<0.05). Bu veriler asagida
verilen sekil 4.1.1 de gosterilmistir.

serum IL-17 diizeyi
25
20
15
E
=4
@10
]
0 T
SAGLKU KONTROLN=33) BEHCET HASTA,
GRUBU(n=45)

Sekil 4.1.1. BH ve saglikli kontrollerin serum IL-17 diizeyi.

Aktif donemdeki Behcet hastalarinin ve inaktif dénemdeki Behcet hastalarmin, Saglikl
bireylerin ortalama, SD (standart sapma), min-max (minimum-maximum) IL—17 verileri
cizelge 4.1.4° te gosterilmistir.
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Cizelge 4.1.4. Aktif ve inaktif donemdeki BH ortalama, SD, min-max IL-17 degerleri.

IL-17 DUZEY1

Ortalama | SD | Min. | Max.
Behcet 11,18 2,74 | 8,10 | 19,00
(inaktif)
n:22
Behcet 28,73 12,8 19,00 | 66,8
(aktif)
n:23
Saglikli 11,82 3,36 | 4,8 17,8
kontrol
n:33

Aktif donemdeki Behcet hastalarinin serum IL-17 diizeyi ortalamasi 28,73 pg/ml,
standart sapmasi 12,8, minimum degeri 9 pg/ml, maximum degeri 66,8 pg/ml’ dir.
Inaktif donemdeki Behcet hastalarmm serum IL-17 diizeyi ortalamasi 11,18 pg/ml,
standart sapmasi 2,74, minumum degeri 8,10 pg/ml, maximum degeri 19 pg/ml ‘dir.
Saglikli bireylerin serum IL-17 diizeyi ortalamasi 11,8 pg/ml, standart sapmasi 3,36,
minimum degeri 4,8 pg/ml, maximum degeri 17,8 pg/ml’ dir. Aktif donemli Behcet
hastalarinin IL-17 serum diizeyi; inaktif donemdeki Behcet hastalarina ve saglikli
kontrollere gore anlamli derecede daha yiiksek bulundu (p<0.05). Bu veriler sekil 4.1.2.
de gosterilmistir.

Aktif,inaktif d6nem Behc et hastalari ve Saghkl bireylerin serum
ILAT diizeyleri

35
a0
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AKTIF (M= 23) iR TIF (N2 2 EOMTOLMN=33)
caligma gruplan

Sekil 4.1.2. Aktif ve inaktif donem BH, Saglikli kontrollerin IL-17 serum diizeyleri.
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Uveiti olan Behcet hastalarinin ve Uveiti olmayan Behcet hastalarinin, Saglikli
bireylerin ortalama, SD (standart sapma), min-max (minimum-maximum) IL-17 verileri
cizelge 4.1.5’ te gosterilmistir.

Cizelge 4.1.5. Uveiti olan ve iiveiti olmayan BH, saglikl bireylerin ortalama, SD, min-max IL-17

degerleri
IL-17 DUZEY1
Ortalama | SD Min. Max.
Behcet 24,35 2,74 8,10 66,8
(Gveiti
olanlar)
n:18
Behcet 20,97 12,8 9,00 27,94
(tveiti
olmayanlar)
n:27
Saglikli 11,82 3,36 4.8 17,8
kontrol
n:33

Uveiti olan Behcet hastalarinin IL-17 serum diizeyi ortalamasi 20,2 pg/ml, standart
sapmas1 2,74 minimum degeri 8,10 pg/ml, maximum degeri 66,8 pg/ml’ dir. Uveiti
olmayan Behcet hastalarinin IL-17 serum diizeyi ortalamasi 20,1 pg/ml, standart
sapmas1 12,8, minimum degeri 9 pg/ml, maximum degeri 27,94 pg/ml’ dir. Saglikli
bireylerin serum IL-17 diizeyi ortalamas1 11,8 pg/ml, standart sapmasi 3,36, minimum
degeri 4,8 pg/ml, maximum degeri 17,8 pg/ml’ dir. Uveiti olan Behcet hastalarmin
serum IL-17 diizeyi {iiveiti olmayan hasta grubundan ve saglikli kontrollerden
istatistiksel olarak farkli bulunmadi (p>0.05). Sekil 4.1.3. de bu veriler gosterilmistir.
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Sekil 4.1.3. Ubveiti olan ve iiveiti olmayan BH, Saglikli kontrollerin IL-17 serum diizeyleri.

Aktif tiveiti ve inaktif iiveiti olan Behcet hastalarinin, Saglikli bireylerin ortalama, SD

(standart sapma), min-max (minimum-maximum) IL-17 verileri ¢izelge 4.1.6. da
gosterilmistir.

Cizelge 4.1.6. Aktif ve inaktif {iveiti olan BH, Saglikli kontrollerin ortalama, SD, min-max IL-17

degerleri
IL-17 DUZEY1
Ortalama | SD Min. Max.

Behcet 29,8 18,18 9,00 66,8

(aktif tveiti
olanlar)

n:§
Behcet 11,3 2,95 8,10 15,70

(inaktif
tiveiti olanlar)
n:10
Saglikli 11,82 3,36 4.8 17,8
kontrol
n:33

Aktif donemdeki iiveiti olan Behcet hastalarinin serum IL-17 diizeyi ortalamas1 29,8
pg/ml, standart sapmasi 18,18, minimum degeri 9 pg/ml, maximum degeri 66,8 pg/ml’
dir. Inaktif donemdeki Behcet hastalarinin serum IL-17 diizeyi ortalamasi 11,3 pg/ml,
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standart sapmasi 2,95, minumum degeri 8,10 pg/ml, maximum degeri 15,70 pg/ml ‘dir.
.Saglikli bireylerin serum IL-17 diizeyi ortalamas1 11,8 pg/ml, standart sapmas1 3,36,
minimum degeri 4,8 pg/ml, maximum degeri 17,8 pg/ml’ dir.Aktif donemli iiveiti olan
Behcet hastalarinin IL-17 serum diizeyi; inaktif donemdeki {iveiti olan Behcet
hastalarma ve saghkli kontrollere goére anlamli derecede daha yiiksek
bulundu.(p<0.05)Bu veriler sekil 4.1.4.te gosterilmistir.

AKTIF VE INAKTIF UVEITI OLAN BEHCET HASTALARI iLE
SAGLIKLI BIREYLERIN SERUM IL-17 DUZEYLERI

33
30
23
20
15

po'mil

IMAKTIF GOZ-UVEITIN=E) AKTIF GOZ-OWVETN=10) SaGLIKLI
KOMTROL(MN=33)

GALISMA GRUBU

Sekil 4.1.4.Aktif ve inaktif iiveiti olan BH, Saglikli kontrollerin IL-17 serum diizeyleri.

4.2.ELISPOT

ELISPOT i¢in dansite gradienti ile ayrilan mononiikleer hiicreler comple medium
RPMI 1640 icinde ELISPOT deneyimize en uygun hiicre sayilarini ve inkiibasyon
siiresini belirlemek i¢in optimize edildi; uygun hiicre sayis1 ve inkiibasyon siiresi sekilde
grafiklerde belirtildigi sekilde ayarlandi ve bundan sonraki deneylerimizde hep aymi
hiicre sayis1 ve inkiibasyon siiresi kullanildi. Optimal hiicre sayis1 sekil 4.2.1. de optimal
inkiibasyon siiresi sekil 4.2.2. de gdsterilmistir.
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Sekil 4.2.1. IL-17 ELISPOT i¢in optimal hiicre sayisi.

Bu sonuglara gére optimum hiicre sayis1  2x10° /kuyucuk olarak belirlendi.
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IL-17 ZAMAN EGRISi VE HUCRE SAYISI GRAFIGI
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Sekil 4.2.2. IL-17 ELISPOT optimal inkiibasyon siiresi.

Bu sonuglara gore optimum hiicre sayis1  2x10° /kuyucuk ve optimum deney zamant,
artan siireyle birlikte kontamine olma olasiliginin da artacagi diislincesiyle, 36
saat/zaman olarak belirlendi.

UYARANLAR

Med :Negatif kontrol

PHA :pozitif kontrol

Streptococcus sangius :Gr + bakteri
E.Coli :Gr- bakteri
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Calismaya 33 Behcet hastasi (19 kadin, 14 erkek, yas ortalamalar1 40), Behcet
hastalarinin 15 hasta (10 kadin, 5 erkek, yas ortalamalar1 39) aktif donemli, 18 hasta ( 9
kadm, 9 erkek ,yas ortalamasi 41 ) inaktif donemli alinmistir. 8 aktif g6z tutulumu (5
kadm, 3 erkek, yas ortalamalar1 42) olan, 4 (4 erkek, yas ortalamalar1 39) inaktif goz
tutulumlu, 21 hasta (10 kadin, 11 erkek, yas ortalamalar1 39) ise sistemik tutlumlu ( deri,
mukoza, oral, genital, eklem, vaskiiler, pulmoner, tromboz ve gastro tutulumu)
bulunmaktadir. 25 Psoriasis hastas1 (17 kadin, 8 erkek, yas ortalamalar1 43) ve kontrol
amagch 25 saglikli birey (14 kadin, 11 erkek, yas ortalamalar136), dahil edilmistir. Behget
hastalarinin, Psoriasis hastalarinin ve saglikli bireylerin periferal kan mononiikleer
hiicrelerinin medium, Streptococcus sangius, Echericha coli ve Phytohemaglutinin ile
uyarimlar1 sonucu iirettikleri spot sayilari ¢izelge 4.2.1., 4.2.2. ve 4.2.3 de verilmistir.

Cizelge 4.2.1. Saglikl bireylerin yas, medium, S.sangius, E.coli ve PHA ya kars1 IL-17 spot sayisi

Saglikh Bireyler | Yas | Med | Streptococcus Echericha.coli | PHA
sangius

BK 37 |1 28 39 112
GM 38 |1 12 14 117
TD 27 |1 15 77 211
NS 29 |1 11 12 72
MS 34 |1 15 43 210
NS 35 |1 39 130 253
GY 42 |2 89 58 113
BM 34 |1 120 98 125
VH 23 |1 126 124 207
AG 23 |1 199 175 198
OE 45 |1 113 212 202
OB 34 |1 81 52 47
MC 40 |1 111 98 109
MU 46 (1 85 91 73
DB 29 |1 204 208 208
HA 24 |1 221 244 202
YK 42 (1 183 182 194
SY 32 |1 173 178 172
HS 43 |1 40 86 171
ME 23 |1 33 19 13
OA 23 |1 80 75 26
ug 32 |1 21 35 39
SE 45 |1 75 64 77
GS 45 |1 25 42 15
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Cizelge 4.2.2. Behcet hastalarinin yaslari, S.sangius, E.coli ve PHA ya kars1 IL-17 spot say1st

Behcet Hastalari | Yas | MED Sangius | E.Coli PHA
DY 46 |1 120 131 213
SK 38 |1 254 277 264
NE 48 |1 162 172 142
SA 39 |1 127 145 171
T 42 |1 35 102 98
FY 48 |1 37 128 102
NS 46 | 2 72 175 198
MC 46 |1 39 142 243
NG 45 |1 41 90 222
EO 38 |1 13 23 203
(O] 39 |1 74 81 134
MA 45 |1 141 112 132
YB 38 |1 111 136 143
ME 57 |1 122 151 165
MG 38 |1 236 215 218
FC 42 |1 258 234 247
AK 57 |1 186 201 177
KY 17 |1 189 196 168
NG 30 |1 210 217 183
FA 32 |1 189 203 194
EK 25 |2 209 210 210
EK 49 |1 190 190 192
SK 43 |1 179 183 182
KT 38 |1 175 169 172
MU 46 |3 257 257 257
BB 38 |1 175 212 200
iE 48 |1 245 224 254
FY 39 |1 257 242 223
MK 42 |1 180 166 170
RB 52 |1 160 195 189
RB 54 |1 185 178 186
EN 34 |1 130 123 145
AK 34 |1 218 219 219
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Cizelge 4.2.3.Psoriasis hastalarinin yaslari, S.sangius, E.coli ve PHA ya kars1 IL-17 spot sayis1

Psdriasis yas MED Sangius | E.Coli PHA
Hastalar

MK 26 1 74 48 134
AH 32 3 48 89 69
MO 33 1 88 75 135
HU 36 1 72 76 121
AB 45 1 141 75 79
NY 38 1 38 73 136
SK 36 2 74 86 122
FT 22 2 44 148 250
BK 34 1 67 170 217
MG 35 2 102 164 149
SA 45 1 210 249 299
S\ 45 2 37 66 111
SK 26 2 74 86 122
NY 49 1 38 73 136
AB 43 1 141 75 79
HK 38 1 72 76 121
MO 46 1 88 75 135
SK 38 1 235 224 220
Al 48 1 218 210 204
HT 39 1 237 225 223
NA 42 1 212 202 205
CE 52 1 131 115 145
SO 54 1 217 203 168
SG 34 1 197 199 166
ARY 34 1 115 107 100

Streptococcus sangius gram (+) bakteri tiiriine karst Behcet hastalarinin, Psoriasis
hastalarinin ve saglikli bireylerin IL-17 {iretimlerinin ortalama, SD (standart sapma),
min-max (minimum-maximum) verileri ¢izelge 4.2.4. de verilmistir.

42



Cizelge 4.2.4. Streptococcus sangiusa karst BH, Psoriasis hastalar1 ve saglikli kontrollerin IL-17
yanitlarinin ortalama, SD (standart sapma), min-max (minimum-maximum) verileri.

Streptococcus sangius’a karst 1L-17 P degeri
Spot saryisi

Ortalama | SD Min. Max.
Behcet hastalari 157 723 |13 258 0.01
(n=33)
Psoriasis hastalari 119 70.00 | 37 237 0.101
(n:24)
Saglikli kontroller | 87 68.00 | 11 221
(n=25)

Streptococcus sangius’a karsi Behcet hastalarinin tirettigi IL-17 spot sayis1 ortalamasi
157, standart sapmasi 72.3, minimum degeri 13, maximum degeri 258 dir. Psoriasis
hastalarinin trettigi IL-17 spot sayist ortalamasi 119, standart sapmasi 70, minimum
degeri 37, maximum degeri 237 dir. Saglikli kontrollerin irettigi IL-17 spot sayisi
ortalamasi1 87, standart sapmasi 68, minimum degeri 11, maximum degeri 221 dir.
Streptococcus sangius’a karsi Behcet hastalarinin IL-17 yamiti saglikli kontrollere
anlamli derecede daha yiiksek bulundu (p<0.05). Psoriasis hastalarinin Streptococcus
sangius’a kars1 IL-17 cevaplart saglikli kontrollerden yiiksekti ancak aradaki bu fark
istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). Streptococcus sangius’a karst BH, Psoriasis
hastalar1 ve saglikli kontrollerin IL-17 yanit1 sekil 4.2.3. de verilmistir.
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Sekil 4.2.3. Streptococcus sangius’a karsi BH, Psoriasis hastalari ve saglikli kontrollerin IL-17 yanitlar

Echercia coli gram (-) bakteri tiirline kars1 Behcet hastalarinin, Psoriasis hastalarinin ve
saglikli bireylerin IL-17 iiretimlerinin ortalama, SD (standart sapma), min-max

(minimum-maximum) verileri asagidaki ¢izelge 4.2.5. de verilmistir.

Cizelge 4.2.5. Eschericha coli "ye kars1 BH, Psoriasis hastalar1 ve saglikli kontrollerin IL-17 yanitlarinin

ortalama, SD (standart sapma), min-max (minimum-maximum) verileri.

Eschericha coli’ye kars1 IL-17 spot
satyist
Ortalama | SD Min. | Max.
Behcet hastalar1 173 55.1 |23 277
(n=33)
Psoriasis hastalari 128 64.00 | 48 249
(n:24)
Saglikli kontroller | 98 68.47 | 12 244
(n=25)
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Eschericha coli’ye kars1 Behcet hastalarinin tirettigi IL-17 spot sayisi ortalamast 173,
standart sapmasi 55.1, minimum degeri 23, maximum degeri 277 dir. Psoriasis
hastalarinin trettigi IL-17 spot sayist ortalamasi 128, standart sapmasi 64, minimum
degeri 48, maximum degeri 249 dir. Saglikli kontrollerin trettigi IL-17 spot sayisi
ortalamas1 98, standart sapmasi 68.47, minimum degeri 12, maximum degeri 244 dir.
Echericha coli’ye kars1 Behcet hastalarinin IL-17 yanitt saglikli kontrollere anlamli
derecede daha yiiksek bulundu (p<0.05). Psoriasis hastalarinin Eschericha coli’ye karsi
IL-17 cevaplar saglikli kontrollerden yliksekti ancak aradaki bu fark istatistiksel olarak
anlamli degildi (p>0.05). Eschericha coli ¢ ye karsi BH, Psoriasis hastalar1 ve Saglikli
kontrollerin IL-17 yanit1 Sekil 4.2.4. de verilmistir.

Eschercia coli ye karsi IL-17 yaniti
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Sekil 4.2.4. Eschericha coli’ ye karg1 BH, Psoriasis hastalar1 ve saglikli kontrollerin IL-17 yanitlari
PHA ya kars1 Behcet hastalarinin,Psoriasis hastalarinin ve saglikli bireylerin IL-17

iiretimlerinin ortalama, SD (standart sapma), min-max (minimum-maximum) verileri
cizelge 4.2.6. de verilmistir.
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Cizelge 4.2.6. PHA’ ya kars1 BH, Psoriasis hastalar1 ve saglikli kontrollerin IL-17 yanitlarinin ortalama,
SD (standart sapma), min-max (minimum-maximum) verileri.

Phytohemaglutinin’a kars1 IL-17 spot satyis1
Ortalama | SD Min. | Max.

Behcet hastalari 188 42.1 |98 264
(n=33)
Psoriasis hastalart | 154 57.04 | 69 299
(n:24)

Saglikli kontroller | 132 74.04 | 13 253

(n=25)

Phytohemaglutinin ‘e kars1 Behcet hastalarinin tirettigi IL-17 spot sayis1 ortalamasi 188,
standart sapmast 42.1, minimum degeri 98, maximum degeri 264 dir. Psoriasis
hastalarinin iirettigi IL-17 spot sayist ortalamasi 154, standart sapmasi 57.04, minimum
degeri 69, maximum degeri 299 dir.Saglikli kontrollerin iirettigi IL-17 spot sayist
ortalamas1 132, standart sapmasi 74.04, minimum degeri 13, maximum degeri 253 dir.
Phytohemaglutinin ‘e karsi Behcet hastalarinin 1L-17 yanit1 saglikli kontrollere anlamli
derecede daha yiiksek bulundu (p<0.05). Psoriasis hastalarinin Phytohemaglutinin ‘e
kars1 IL-17 cevaplar1 saglikli kontrollerden yiiksekti ancak aradaki bu fark istatistiksel
olarak anlamli degildi (p>0.05). Phytohemaglutinin’e kars1 BH, Psoriasis hastalar1 ve
Saglikli bireylerin IL-17 yanit1 Sekil 4.2.5. de verilmistir.
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Sekil 4.2.5. Phytohemaglutinin ’e karst BH, Psoriasis hastalar1 ve saglikli kontrollerin IL-17 yanitlar
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4.3. Hiicre I¢i Sitokin Boyama

Calismaya 9 Behcet hastast (5 kadin, 4 erkek, yas ortalamalar1 40), Behcet

hastalarinin hepsi aktif donemde bulunmaktadir.4 hasta iiveit tutulumu(3 kadin, 1 erkek,

yas ortalamalar1 42) olan,5 hasta(2 kadin, 3 erkek, yas ortalamalar1 39) ise sistemik
deri,mukoza,oral,genital,eklem,vaskiiler,pulmoner,tromboz

tutlumlu(

gastro

tutulumu) bulunmaktadir. Kontrol amachi 9 saghkli birey (5 kadin, 4 erkek, yas

ortalamalar1 41), dahil edilmistir. Calisma gruplan cizelge 4.3.1 ve cizelge 4.3.2 de

verilmistir.

Cizelge 4.3.1.Behcet hastalarinin yas1 ve tanilari

Behcet yas Tam

Hastalar1

(n=9)
MU 46 ORAL ULSER,GENITAL ULSER,ARTRIT,PPLB5+ AKTIF
BB 38 OU,GU,EKLEM,PPL,PATERJI AKTIF
iE 48 OU,GU,UVEIT AKTIF
FY 39 OU,GU, UVEIT ,EKLEM AKTIF
MK 42 ORAL ULSER,GENITAL ULSER,ARTRIT,PPLB5+ AKTIF
RB 52 OU,GU,EKLEM,PATERJi AKTIF
RB 54 UVEIT,0U,GU,EKLEN,EN,PPL AKTIF
EN 34 OU,GU, UVEIT,EN,PPL AKTIF
AK 34 OU,GU, UVEIT,E.N,PPL,PATERJI AKTIF

Cizelge 4.3.2.Saglikli kontrollerin yaslari

Saglikl1 kontroller(n=9) yas
TA 42
GS 41
YG 38
SK 45
SA 37
DA 43
OA 40
AT 43
MY 40

Behcet hastalarinin ve saglikli bireylerin periferal kan mononiikleer hiicrelerinin
Streptococcus sangius,Echericha coli ve PHA ile uyarimdan sonra hiicre i¢i sitokin
pozitif olan toplam IL-17 yiizdesi ile ilgili ortalama,SD,min ve max ,p degerleri cizelge
4.3.3,4.3.4 ve 4.3.5 de verilmistir.
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Cizelge 4.3.3. BH ve Saglikl1 bireylerin periferal kan mononiikleer hiicrelerinin Streptococcus sangius ile
uyarimdan sonra hiicre ici sitokin pozitif olan toplam IL-17 yiizdesi ile ilgili ortalama, SD,
min ve max, p degerleri

Streptococcus sangius ile uyarimdan | P degeri
sonra hiicre igi sitokin pozitif olan pbmc
toplam IL-17 yiizdesi %

Ortalama | SD Min. | Max.
Behcet 2.14 257 (04 7.6 0.75
hastalar
n:9
Saglikli 1.04 038 |04 1.3
kontroller
n:9

Streptococcus sangius ile uyarimdan sonra Behcet hastalarinin periferal kan
mononiikleer hiicrelerinin hiicre i¢i sitokin pozitif olan toplam IL-17 ortalamalari
%2.14,standart sapmas1 2.57,minimum degeri %0.4,maximum degeri %7.6’dir.Saglikl1
kontrollerde ise bu degerler IL-17 ortalama %1.04, standart sapmast 0.38, minimum
degeri %0.4, maximum degeri %1.3°diir. Behcet hastalarinin Streptococcus sangiusa
karg1 periferal kan mononiikleer hiicrelerinin {irettigi toplam IL-17 yiizdesi saglikli
kontroller den yiiksekti, ancak aradaki bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0.05).

Cizelge 4.3.4. BH ve Saglikli bireylerin periferal kan mononiikleer hiicrelerinin Eschericha coli ile
uyarimdan sonra hiicre i¢i sitokin pozitif olan toplam IL-17 yiizdesi ile ilgili ortalama, SD,
min ve max ,p degerleri

Eschericha coli’ye kars1 {iretilen | P

pbmc toplam IL-17 yiizdesi % degeri
Ortalama | SD Min. | Max.
Behcet 4.01 2.88 0.5 8.7 0.004
hastalar
n:9
Saglikli 1.37 031 |12 2.2
kontroller
n:9

Eschericha coli ile uyarimdan sonra Behcet hastalarinin periferal kan mononiikleer
hiicrelerinin hiicre i¢i sitokin pozitif olan toplam IL-17 ortalamalar1 %4.01, standart
sapmas1 2.88, minimum degeri %0.5, maximum degeri %8.7°dir. Saglikli kontrollerde
ise bu degerler IL-17 ortalama %]1.37, standart sapmasi 0.31, minimum degeri %1.2,
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maximum degeri %?2.2°dir.Behcet hastalarinin Eschericha coli ile uyarimdan sonra
periferal kan mononiikleer hiicrelerinin hiicre i¢i sitokin pozitif olan toplam IL-17
yiizdesi saglikli kontrollere gére anlaml1 derecede daha yiiksek bulundu (p<0.05).

Cizelge 4.3.5. BH ve Saglikli bireylerin periferal kan mononiikleer hiicrelerinin Phytohemaglutinin ile
uyarimdan sonra hiicre igi sitokin pozitif olan toplam IL-17 yiizdesi ile ilgili ortalama, SD,
min ve max, p degerleri

Phytohemaglutinin ile uyarimdan | P
sonra hiicre i¢i sitokin pozitif olan pbmc | degeri
toplam IL-17 yiizdesi %

Ortalama | SD Min. | Max.
Behcet 461 272 |1 10.3 0.007
hastalar1
n:9
Saglikli 2.81 044 | 1.7 3.1
kontroller
n:9

Phytohemaglutinin ile uyarimdan sonra Behcet hastalarinin periferal kan mononiikleer
hiicrelerinin hiicre i¢i sitokin pozitif olan toplam IL-17 ortalamalar1 %4.61, standart
sapmas1 2.81, minimum degeri %1, maximum degeri %10.3’dir. Saglikli kontrollerde ise
bu degerler IL-17 ortalama %?2.81, standart sapmasi 0.44, minimum degeri %1.7,
maximum degeri %3.1°dir. Behcet hastalarinin Phytohemaglutinin ile uyarimdan sonra
periferal kan mononiikleer hiicrelerinin hiicre i¢i sitokin pozitif olan toplam IL-17
yiizdesi saglikli kontrollere gére anlamli derecede daha yiiksek bulundu (p<0.05).

Streptococcus sangius, Eschericha coli ve Phytohemaglutinin ile BH ve Saglikli
bireylerin periferal kan mononiikleer hiicrelerinin toplam hiicre i¢i sitokin pozitif olan
IL-17 yiizdeleri sekil 4.3.1. de gosterilmistir.
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Sekil 4.3.1. BH ve Saglikli bireylerin PBMC toplam IL-17 yiizdeleri.

Behcet hastalarinin ve saglikli bireylerin Streptococcus sangius, Echericha coli ve
PHA ile uyarimindan sonra periferal kan mononiikleer hiicrelerinin hiicre i¢i sitokin
pozitif olan CD4+ IL-17+ ylizdeleri ile ilgili ortalama, SD, min ve max degerleri ¢izelge
4.3.6,4.3.7 ve 4.3.8 de verilmistir.

Cizelge 4.3.6. BH ve Saglikli bireylerin periferal kan mononiikleer hiicrelerinin Streptococcus sangius ile
uyarimindan sonra hiicre i¢i sitokin pozitif olan CD4+IL-17+ yiizdesi ile ilgili ortalama,
SD, min ve max, p degerleri

Streptococcus sangius ile uyarimindan | P degeri
sonra hiicre i¢i sitokin pozitif olan PBMC
CD4+IL-17+ yiizdesi %

Ortalama | SD Min. | Max.
Behcet 0.25 035 |0 1 0.717
hastalar
n:9
Saglikli 0.16 0.12 |0 04
kontroller
n:9
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Streptococcus sangius ile uyarimindan sonra Behcet hastalarinin periferal kan
mononiikleer hiicrelerinin hiicre i¢i sitokin pozitif olan CD4+ IL-17+ ortalamalar1 %?2.5,
standart sapmasi 0.35, minimum degeri %0, maximum degeri %1 dir.Saglikli
kontrollerde ise bu degerler; CD4+ IL-17+ ortalama %0.16, standart sapmasi 0.12,
minimum degeri %0, maximum degeri %0.4’diir. Behcet hastalarinin Streptococcus
sangius ile uyarimindan sonra periferal kan mononiikleer hiicrelerinin hiicre i¢i sitokin
pozitif olan CD4+ IL-17+ yiizdesi saglikli kontroller den yiiksekti, ancak aradaki bu
fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).

Cizelge 4.3.7. BH ve Saglikli bireylerin periferal kan mononiikleer hiicrelerinin Eschericha coli ile
uyarimindan sonra hiicre i¢i sitokin pozitif olan CD4+IL-17+ yiizdesi ile ilgili ortalama,
SD, min ve max , p degerleri

Eschericha coli ile uyarimidan sonra | P degeri
hiicre i¢i sitokin pozitif olan PBMC
CD4+IL-17+ yiizdesi %

Ortalama | SD Min. | Max.
Behcet 1.04 0.77 10.2 2.4 0.004
hastalar
n:9
Saglikli 0.16 0.08 |0 0.3
kontroller
n:9

Eschericha coli ile uyarimindan sonra Behcet hastalarinin periferal kan mononiikleer
hiicrelerinin hiicre i¢i sitokin pozitif olan CD4+IL-17+ yiizdesi ortalamalar1 %1.04,
standart sapmast 0.77, minimum degeri %0.2, maximum degeri %?2.4’dir.Saglikl
kontrollerde ise bu degerler CD4+1L-17+ yiizdesi ortalama %0.16, standart sapmasi
0.08, minimum degeri %0, maximum degeri %0.3’dir. Behcet hastalarinin Eschericha
coli ile uyarimindan sonra periferal kan mononiikleer hiicrelerinin hiicre i¢i sitokin
pozitif olan CD4+IL-17+ yiizdesi saglikli kontrollere gore anlamli derecede daha yiiksek
bulundu (p<0.05).
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Cizelge 4.3.8. BH ve Saglikli bireylerin periferal kan mononiikleer hiicrelerinin Phytohemaglutinin ile
uyarimindan sonra hiicre i¢i sitokin pozitif olan CD4+IL-17+ yiizdesi ile ilgili ortalama,
SD, min ve max, p degerleri

Phytohemaglutinin ile uyarimdan sonra hiicre | P degeri
ici sitokin pozitif olan PBMC CD4+IL-17+ yiizdesi
%
Ortalama | SD Min. Max.
Behcet 0.73 0.43 0 1.5 0.007
hastalar1
n:9
Saglikli 0.17 0.16 0 0.5
kontroller
n:9

Phytohemaglutinin ile uyarimindan sonra Behcet hastalarinin periferal kan
mononiikleer  hiicrelerinin hiicre i¢i sitokin pozitif olan CD4+IL-17+ yiizdesi
ortalamalar1 9%0.73, standart sapmast 0.43, minimum degeri %0, maximum degeri
%1.5°dir. Saglikli kontrollerde ise bu degerler CD4+IL-17+ ylizdesi ortalama %0.17,
standart sapmasi 0.16, minimum degeri %0, maximum degeri %0.5’dir. Behcet
hastalarinin Phytohemaglutinin ile uyarimindan sonra periferal kan mononiikleer
hiicrelerinin hiicre i¢i sitokin pozitif olan CD4+IL-17+ yiizdesi saglikli kontrollere gore
anlamli derecede daha yiiksek bulundu (p<0.05).

Behcet hastalarinin ve Saglikli bireylerin uyarim sonrast PBMC hiicre igi sitokin pozitif
olan CDA4+IL-17+ tiretimi yiizdeleri sekil 4.3.2 de gosterilmistir.

1,2
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uyaranlar

Sekil 4.3.2. Behcet hastalarinin ve Saglikli bireylerin uyarim sonrast PBMC hiicre i¢i sitokin pozitif olan
CD4+IL-17+ hiicre ylizdeleri
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Behcet hastalarinin ve saglikli bireylerin Streptococcus sangius, Echericha coli ve PHA
ile uyarimindan sonra periferal kan mononiikleer hiicrelerinin hiicre i¢i sitokin pozitif
olan CD4-IL-17+ ylizdeleri ile ilgili ortalama, SD, min ve max degerleri ¢izelge 4.3.9,
4.3.10 ve 4.3.11 de verilmistir.

Cizelge 4.3.9. BH ve Saglikli bireylerin periferal kan mononiikleer hiicrelerinin Streptococcus sangius ile
uyarimindan sonra hiicre i¢i sitokin pozitif olan CD4-IL-17+ yiizdesi ile ilgili ortalama,
SD, min ve max , p degerleri

Streptococcus sangius ile uyarimindan sonra hiicre i¢i | P
sitokin pozitif olan PBMC CD4-IL-17+ yiizdesi % degeri
Ortalama | SD Min. Max.
Behcet 0.45 0.52 0 1.3 0.75
hastalar1
n:9
Saglikli 0.16 0.12 0 0.4
kontroller
n:9

Streptococcus sangius ile uyarimindan sonra Behcet hastalarinin periferal kan
mononiikleer hiicrelerinin hiicre i¢i sitokin pozitif olan CD4-1L-17+ yiizdesi ortalamalari
%0.45, standart sapmas1 0.52, minimum degeri %0, maximum degeri %1.3’dir. Saglikli
kontrollerde ise bu degerler CD4-IL-17+ ortalama %0.16, standart sapmasi 0.12,
minimum degeri %0, maximum degeri %0.4’diir. Behcet hastalarinin Streptococcus
sangius ile uyarimindan sonra periferal kan mononiikleer hiicrelerinin hiicre i¢i sitokin
pozitif olan CD4-IL-17+ yiizdesi saglikli kontroller den yiiksekti, ancak aradaki bu fark
istatistiksel olarak anlaml1 degildi (p>0.05).

Cizelge 4.3.10. BH ve Saglikl bireylerin periferal kan mononiikleer hiicrelerinin Eschericha coli ile
uyarimindan sonra hiicre i¢i sitokin pozitif olan CD4-IL-17+ yiizdesi ile ilgili ortalama,
SD, min ve max, p degerleri

Eschericha coli ile uyarim sonrast hiicre ic¢i | P degeri
sitokin pozitif olan PBMC CD4-IL-17+ yiizdesi %
Ortalama | SD Min. Max.
Behcet 1.46 1.16 0.5 3.9 0.004
hastalar1
n:9
Saglikli 0.16 0.08 0 0.3
kontroller
N:9
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Eschericha coli ile uyarimindan sonra Behcet hastalarinin periferal kan mononiikleer
hiicrelerinin hiicre i¢i sitokin pozitif olan CD4-IL-17+ yiizdesi ortalamalar1 %]1.46,
standart sapmasi 1.16, minimum degeri %0.5, maximum degeri %3.9°dir. Saglikli
kontrollerde ise bu degerler CD4-1L-17+ ylizdesi ortalama %0.16, standart sapmas1 0.08,
minimum degeri %0, maximum degeri %0.3’dir. Behcet hastalarinin Eschericha coli ile
uyarimindan sonra periferal kan mononiikleer hiicrelerinin hiicre i¢i sitokin pozitif olan
CD4-IL-17+ yiizdesi saglikli kontrollere gore anlamli derecede daha yiiksek bulundu
(p<0.05).

Cizelge 4.3.11. BH ve Saglikl bireylerin periferal kan mononiikleer hiicrelerinin Phytohemaglutinin ile
uyarimindan sonra hiicre i¢i sitokin pozitif olan CD4-IL-17+ yiizdesi ile ilgili ortalama,
SD, min ve max, p degerleri

Phytohemaglutinin ile uyarim sonrasi hiicre i¢i | P degeri
sitokin pozitif olan PBMC CD4-IL-17+ yiizdesi %
Ortalama SD Min. Max.
Behcet 1.05 0.87 0 2.6 0.007
hastalar1
n:9
Saglikli 0.17 0.16 0 0.5
kontroller
n:9

Phytohemaglutinin ile uyarimindan sonra Behcet hastalarinin periferal kan mononiikleer
hiicrelerinin hiicre i¢i sitokin pozitif olan CD4-IL-17+ yiizdesi ortalamalar1 %1.05,
standart sapmast 0.87, minimum degeri %0, maximum degeri %?2.6’dir.Saglikl
kontrollerde ise bu degerler CD4-IL-17+ yiizdesi ortalama %0.17, standart sapmasi 0.16,
minimum degeri %0, maximum degeri %0.5’dir.Behcet hastalarinin Phytohemaglutinin’
ile uyarimindan sonra periferal kan mononiikleer hiicrelerinin hiicre i¢i sitokin pozitif
olan CDA4-IL-17+ yilizdesi saglikli kontrollere gore anlamli derecede daha yiiksek
bulundu (p<0.05).

Behcet hastalarinin ve Saglikli bireylerin uyarim sonrasi hiicre i¢i sitokin pozitif
olan PBMC CDA4-IL-17+ yiizdeleri sekil 4.3.3 te gosterilmistir.
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TARTISMA

BH mukokutandz, goz, eklem, vaskiiler ve santral sinir sistemi tutulumlan ile
multisistemik bir hastaliktir (1). Hastaligin etyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte
infeksiyoz ajanlar, damar endotel patolojileri, immunolojik ve cevresel faktorler,
hormonlar ve pihtilagma faktorleri, genetik yapi gibi bircok neden sug¢lanmustir (2).
Patogenezde 3 major patofizyolojik degisiklik rol oynar; nétrofil hiperfonksiyonu,
vaskiilit ve otoimmun cevap (3). Yeni c¢alismalar BH’da inflamasyonun
immiinpatogenezinde sitokin iireten hiicrelerin 6nemli rol oynadigini gostermektedir.
BH’da immiin cevap olusumunda, Th1/Th2 hiicre tiplerinin farkli sitokin profillerinin
onemli oldugu diisiiniilmektedir (4).Son yillarda bilinen bu yardimci T hiicrelerine
cogunlukla IL-17 iireten Th 17 hiicre alt grubu eklenmistir (7). Th 17 hiicrelerinin
drettigi IL-17 sitokini ise proinflamatuar bir sitokin olarak tanimlanmstir.
Monositlerden stromal, epitel ve endotel hiicrelerden TNF, IL-1, IL-6, IL-8 ve CXC
ligand 1 in {iretilmesini yonetir. Boylece iiretilen bu proinflamatuar sitokinler yanginin
oldugu alana notrofillerin hizla gelmesini saglar (10) Deneysel hayvan modellerinde
otoimmiin-ensefalomiyelit (18), kollajenle olusan artrit (19) ve otoimmiin miyokarditiste
ve otoimmiinuveitis te (20) IL-17' nin 6nemli rolii oldugu ve bu sitokinin monoklonal
antikorlar yada VLP (Virus benzeri partikiiller) lerle birlikte verilen IL-17 ile
durdurulmasinin, yangiyr durdurucu etkisi oldugu bildirilmistir. Bu yeni tanimlanan
yardimc1 T hiicresi alttipinin (Th17) BH daki durumuna yonelik detayli bir ¢aligma
yayinlanmamustir, bugiine kadar {iretilen bilgiler BH da Th17 lerin ve IL-17 nin énemli
rolii olabilecegine isaret etmektedir. Biz bu ¢alismamizda, Th17 hiicrelerinin tirettigi IL-
17 sitokininin BH farkli semptom, bulgu gosteren gruplarinda (Go6z tutulumu olan
olmayan v.b.) aktivasyon ve remisyon donemlerinde IL-17 serum diizeyini incelemeyi,
BH, saglikli kontroller ve BH na benzer sekilde nétrofil aktivasyonunun belirgin
oldugu, Psoriasis hastalarinin periferik kanindan ayristirilan mononiikleer hiicrelerin
degisik uyaranlara invitro IL—17 yanitin1 6l¢cmeyi, BH ve saglikli kontrollerde periferik
kanda Th17 hiicrelerinin diizeyini, incelemeyi amacladik. Bu veriler sayesinde IL-17
sitokininin BH’ndaki yerini, hastalik aktivitesi ile bagintili olup olmadigin1 arastirdik.

Sitokinler immun cevapta ve bir¢ok inflamatuar hastalikta rol oynar. Bu sitokinler
immun sistemde hiicreler aras1 haberlesmeyi etkileyen diisiik molekiil agirlikl
polipeptitlerdir. Bu amac¢la Hamzaoui ve arkadaslar1 (13) yaptiklar1 bir caligmada aktif
ve inaktif donem Behcet hastalarinin serumlarinda IL-17 sitokin seviyesini arastirmiglar
ve aktif donem Behcet hastalarinin serum IL-17 diizeyini inaktif donem BH ve saglikli
kontrollere gore anlamli olarak yiiksek bulmuslar. Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde
Behcet hastalarinin IL-17 serum diizeyi saglikli kontrollere gore anlamli olarak yiiksek
bulduk (p<0,05). Aktif BH serum IL-17 diizeyini de bu ¢alismaya paralel sekilde inaktif
BH ve saglikl bireylere gore anlamli olarak yiiksek bulduk. Hamzoui ve arkadaslar (13)
bu hastalar1 tanilarina gére ayirmamislardi biz ¢calismamizda hastalarimizi iiveiti olan ve
olmayanlar olarak gruplandirdigimizda iiveiti olan ve olmayan gruplar arasinda IL-17
sitokin diizeyi bakimindan anlaml fark bulamadik ancak aktif iiveiti olan hastalarin IL-
17 serum diizeyi inaktif iiveiti olan gruba ve saglikli bireylere gore anlamli olarak
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yiiksek bulduk. Direskeneli ve arkadaglarinin (198) yaptiklar1 bir ¢alismada norolojik
tutulumlart olan BH, MS, infeksiyonu ya da inflamatuar hastalifi olan grupta ve
inflamatuar norolojik tutulumu olmayan gruplarda IL-17 serum diizeyi bakimindan fark
bulamamiglardir.Yakin zamanda yapilan bir ¢aligmada ise aktif iiveiti olan BH grubunun
serum [L-23 seviyesini aktif iiveiti olmayan BH ve saglikli kontrollere gore yliksek
bulmuslar (21)(p<0.05). Bu bakimdan BH nin serum IL-17 diizeyi saglikli kontrollere
gore yliksek, ancak aktif iiveiti olan hastalarda belirgin olarak daha yiiksek
bulunmaktadir. Ahjoku Amadi-Obi ve arkadaglarinin (22) yakin tarihli yaptiklari
calismada deneysel otoimmiin iiveitis modellerinde iiveit olusumunun patogenezinde Th
17 hiicrelerinin rol oynadigini gostermislerdir. Bizim ¢alismamizda bu konuyu destekler
niteliktedir. Yapilan bu ¢alismalar 1s18inda IL-17 daha ¢ok iiveit olusumunu yoneten bir
sitokin oldugu diistiniilebilir.

Inaktif dénemde IL-17 diizeyinin saglikli kontrollerden farksiz olmasi IL-17 nin
sadece hastaligin alevlendigi donemlerde aktif olmasina bagli olabilecegi gibi hastalara
uygulanan tedavinin bir yansimasi da olabilir. Bu konunun agikliga kavusturulmasi i¢in
hastalarin tedaviden Once, sirasinda ve sonrasinda izlenmesi gerekir. ELISA
bulgularimiz IL-17 nin Behget hastaliginda gozlenen yangisal yanitta onemli rolii
olabilecegini diistindiirmektedir.

ELISPOT yontemi sitokinleri ya da antikorlar1 sentezleyen tek bir hiicrenin sayisini
etkili ve hassas bigimde 6l¢gmemizi saglayan ELISA dan daha duyarli bir yontemdir.
ELISPOT yontemini kullanarak BH da IL-17 iiretimini 6l¢gmeyi amaglayan bir ¢calisma
daha Once yaymlanmamistir. Biz bu yiizden yontemi uygulamadan once hiicre sayis1 ve
inkiibasyon siiresini optimize ettik. Bu deneyde BH patogenezinden sorumlu tutulan
antijenlerden birisi olan gram (+) bakteri Streptococcus sangius’un IL-17 ile olan
iliskisini anlamak icin kullandik. Behcet hastalarina kontrol grubu olarak patogenezinde
IL-17 nin rol oynadig1 bilenen diger bir otoinflamatuar hastalik olan Psoriasis hasta
grubunu c¢alismamiza dahil ettik. Bu iki hasta grubunun IL-17 {iretimini saglikli
kontrollere gore degerlendirdik. Hirohata ve arkadaslar1 (92) Streptococcus sangius’un
KTH-1 proteininin BH nin T hiicrelerinden IFNy ve IL-6 sitokininin salgilanmasini
arttirdigini rapor etmisler. Bu ¢alismanin ardindan Direskeneli ve arkadaslarinin (199)
yaptiklart bir g¢alismada BH ve saglikli kontrollerin periferal kan mononiikleer
hiicrelerini in vitro olarak Streptococcus sangius’un KTH-1 BES-1 proteini ile
uyardiklarinda IL-12 d{iretiminin BH da artigim1 gostermisler.IL-12 sitokini p35 alt
tinitesini IL-23 ile paylagmaktadir. Bu sebepten dolay1 S.sangius un benzer bir etkiyi IL-
17 iretiminde de gosterebilecegini diisiindiik. Biz bu diisiincemizi dogrular nitelikte
Streptococcus sangius’un BH da, Psoriasis hastalarinda ve saglikli kontrollerde IL-17
iretimini arttirdigin1 gosterdik. Bu sonuglar gruplar arasinda farklilik gdstermekteydi;
BH ve psoriasis hastalarinda Streptococcus sangius ile uyarim sonucu iretilen IL-17
spot sayist saglikli kontrollere gore anlamli bir sekilde yiliksek bulduk (p<0.05).
ELISPOT deneyimizde Streptococcus sangius bakterisini antijen olarak tek basina
kullanmadik. IL-17 ye yanit verdigi bilinen ve saglikli kontrollerinde yanit olusturdugu
bilinen pozitif bir kontrol olarak Phytohemaglutinin (PHA), negatif kontrol olarak
medium, gram pozitif bakteri olan Streptococcus sangius u karsilastirabilecegimiz gram
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negatif bir bakteri olan Echericha coli kullandik. Ayasliogu ve arkadaslar1 (200) E.coli
nin BH’da T hiicrelerini uyardigin1 gostermislerdir. Shibata K. Ve arkadaglar1 (201)
E.coli ile infeksiyon sonrast IL-17 f{iretiminin notrofillerin erken yanitini sagladigin
bildirmisler. Biz E.coli ve PHA ile periferal kan mononiikleer hiicreleri uyarim sonrasi
ELISPOT metoduyla BH ve Psoriasis hastalarinin IL-17 tiretiminin saglikli kontrollere
gore anlamli olarak yiiksek bulduk (p<0.05).

Yapilan caligmalarda Behget hastalarinda baslangigta ISP (65 kd)’ne karsi gelisen
immiin yanitin zaman i¢inde kendi ISP (60 kd)’ne yonelebilecegini ve otoimmiin
mekanizmay1 baslatarak Behcet hastaligindaki patolojik degisiklikleri baslatabilecegini
diisiindiirmektedir (83). Bu sebepten dolay1 insan ( 1s1 sok proteini) Hsp60 da ELISPOT
metodunu uygulayarak BH, Psoriasis hastalarinin ve saglikli bireylerin peripheral kan
mononiikleer hiicrelerini uyarim yaparak IL-17 iiretimlerini karsilagtirdik. Ancak hicbir
grubun Hsp60 ile uyarima karsilik IL-17 cevabi olusmadi. IL-17 iiretimini engelledigi
rapor edilen IFNy yanitlarimi dlgtiiglimiizde ise IL-17 nin aksine BH, Psdriasis hastalari
ve saglikli bireyler Hsp 60 ile uyarim sonrasinda IFNy {iretmektedirler. (Veriler burada
sunulmamigtir). Hsp60 m IL-17 iiretimi lizerindeki etkisiyle ilgili literatiirde higbir
veriye rastlamadik bizim yaptigimiz ¢aligma gosteriyor ki Hsp60 daha c¢ok Thl tipi
immune yamitt etkiledigini dislindiirmektedir. ELISPOT verilerimiz ELISA
sonuglarimizi dogrular niteliktedir ve Behget hastalarimin IL-17 yamiti saglikli
kontrollerden yiliksek bulunmustur.Verilerimiz Streptococcus sangius ve Echericha coli
nin Behcet hastaligina 6zgiil bir yanit olusturmadigini ancak daha yiiksek bir yanita yol
actigin1 gostermektedir. Saglikli kontroller ve Psoriasisli hastalarda yanit verdiler ancak
IL-17 yanitlar1 Behget hastalarindan belirgin olarak diisiiktii. Kullandigimiz uyaranlar
bakterilerin tiim karisik yapisini igeren antijenler karisimidir. Binlerce antijenik epitop
ve onlarca PRR ligandi igeren bu ajanlara 6zgii daha iyi tanimlanmis sinirli sayida
antijenik epitopla veya PRR ligandiyla yapilacak ileri ¢aligmalar, eger varsa, molekiiler
benzesmeyle otoimmiin yanita yol acan antijenlerin bulunmasida yararl olabilir.

BH ve sagikli kontrollerin periferal kan mononiikleer hiicrelerinin IL-17
ekspresyonunu ve IL-17 iireten hiicrelerin yiizdesini hiicre i¢i sitokin boyama
yontemiyle belirledik. Wei Chi ve arkadaglarinin (21) yakin tarihli yaptig1 ¢alismada BH
ve saglikli kontrollerin periferik kan mononiikleer hiicrelerini PMA/ionomisin ile
uyarimlart sonucunda CDA4+IL-17+ T hiicre ekspresyonunu saglikli kontrollerde
%1.2,aktif tiveitli BH da %2.8 ve iiveiti olmayan BH da %1 bulmuslar. Bu sonuglara
gore aktif liveiti olan BH larinin CD4+IL-17+ T hiicre ekspresyonunu saglikli kontroller
ve iiveiti olmayan BH larina gore anlaml olarak yiiksek bulmuslar. Bizim ¢aligmamizda
ise S.sangius ile uyarim sonrasi aktif BH larinin CD4+IL-17+ T hiicre ekspresyonu %
0.25 iken saglikli kontrollerde %0.16, E.coli ile uyarim sonrasi aktif BH larinin
CD4+IL-17+ T hiicre ekspresyonu % 1.04 iken saglikli kontrollerde %0.16, PHA ile
uyarim sonrasit aktif BH larinin CD4+IL-17+ T hiicre ekspresyonu %0,73 iken saglikli
kontrollerde %0,17 bulduk. Bu sonuglara gore E.coli ve PHA ile uyarim sonrasi aktif
BH larinin CD4+IL-17+ T hiicre yiizdesi saglikli kontrollere goére anlamli sekilde
yiiksektir (p<0.05). Streptococcus sangius ile uyarim sonrasi ise aktif BH da saglikli
kontrollere gore CD4+IL—-17+ T hiicre yiizdesini yiiksek bulsak da istatistiksel olarak bu
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artis anlamli degildi. Yukarida bahsettigim calisma ile bizim sonu¢larimizin farkl
olmas1 uyaranlarimizin farkli olmasindan kaynaklaniyor olabilir, ayrica bizim bu
calismaya aldigimiz hasta grubumuzdaki aktif iiveiti olan kisi sayisinin az olmasi da
bunun nedenlerinden birisi olabilir.

Sonug olarak verilerimiz Behcet hastaliginda Th 17 ve IL-17 yolaginin hiperaktif
olduguna ve bu sitokinin Behget hastalig1 patogenezinde énemli rolii olabilecegine isaret
etmektedir. Behcet hastaliginin 6zelliklerinden olan nétrofil hiperaktivasyonu ve
etkilenen bolgelerde nétrofil birikimi yiiksek IL-17 yamitiyla iliskili olabilir. IL-17
diizeyi ve IL-23-Th 17 yolagimi durdurma vaya azaltmaya yonelik tedavilerin klinik
etkisinin arastirilmasi biyolojik 6nemini acikliga kavusturabilir.
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SONUCLAR

Bu calismada su gozlemler yapilmistir;

1) Behcet hastalarinin serum IL-17 saglikli kontrollerden ytiksektir.

2) Aktif donem Behcet hastalarinin serum IL-17 diizeyleri inaktif donem Behcet
hastalarindan ve saglikli kontrollerden yiiksektir. Inaktif dénemdeki hastalarin
IL-17 diizeyleri kontrollerden farkli bulunmamustir.

3) Uveiti olan Behcet hastalarmn serum IL-17 diizeyleri iiveiti olmayan Behcet
hastalarindan farkli degildi.Ancak aktif tiveiti olan Behcet hastalarinin serum IL-
17 diizeyi inaktif tiveiti olan Behcet hastalarindan ve saglikli kontrollerden
yiiksektir.

4) Streptococcus sangius, E.coli ve PHA ile uyarim sonrasinda BH, Psoriasis ve
saglikli kontrollerin Periferal kan mononiikleer hiicreleri IL-17 sitokinini
iretmektedir.

5) BH ve Psoriasis hastalarinda Streptococcus sangius, E.coli ve PHA ya kars1 IL-
17 yanit1 saglikli kontrollerden yiiksektir.

6) BH hastalarinda Streptococcus sangius, E.coli ve PHA ya karsi iiretilen CD4+IL-
17+ T hiicre ylizdesi saglikli kontrollerden yiiksektir.

Bu bulgular 1s18inda IL-17 sitokininin patogenezinden daha ¢ok Thl tipi immiin
yanitin agir bastig1 diistiniilen BH da 6nemli role sahip olabilecegini géstermektedir. Son
yillarda uygulanan monoklonal antikor tedavileri bir¢cok hastaligin iyilesmesinde
kullanilabilmektedir. 1L-23-IL-17 aksinin bircok yonden Behcet hastaligina benzerligi
bulunan Multiple Sklerozis hastaliginda da bu aksin Onemli oldugunu gosteren
arastirmalar yayinlanmis hatta bu hastalarda anti 1L-12/23 p 40 nétralize edici antikor
tedavisi Faz II bir aragtirmayla test edilme asamasina bile gelmistir (202). Giinlimiizde
heniiz tedavisi miimkiin olmayan Behcet hastalig1 i¢in bu tiir ¢aligmalarin yapilmasi
umut 15181 olabilir.
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