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ONSOZ

Tiirk dermatolog Hulusi BEHCET tarafindan 1937 yilinda tanimlanan Behget
hastaliginin patogenezinde, genetik ve cevresel faktorlerin birlikte rol aldig
diisiiniilse de, bugiine kadar hastaligin mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamaistir.
Hastaligin ailesel kalitim1 ile birlikte 6zel cografi dagilimi, patogenezde genetigin
onemli bir rolii oldugunu bir kez daha vurgularken; hastaligin temelinde
otoinflamatuvar ve otoimmiin mekanizmalarin bulundugu hipotezi, son yillarda HLA
genleri disinda immiin yanitta gorev alan bir¢ok genin Behget hastaligi ile iliskisinin
arastirilmasin1 - saglamistir. Bu calismada, Vitamin D’nin  immiin sistemin
reglilasyonundaki dnemi goz oniinde bulundurularak; Vitamin D sinyalizasyonunda
kritik bir rolii olan, Vitamin D’nin yiiksek affinite ile baglandigi Vitamin D
Reseptorii’niin ekspresyonundan sorumlu olan VDR geninde tanimlanmis dort
polimorfizm ve Vitamin D Reseptor diizeyleri ile Behget hastaliginin iligkisi Tiirk
popiilasyonunda  arastirllmis, bu  calismanin  hastaligin  patogenezinin
aydinlatilmasina, gelistirilecek diyagnoz ve tedavi yontemlerine 1s1k tutmasi

amaglanmustir.

Bu ¢alisma, “Behget Hastalarinda Vitamin D Reseptor Gen Polimorfizmleri ve
Vitamin D Reseptor Diizeyi” proje adi ve 16H0230003 proje numaras: ile Ankara

Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii tarafindan desteklenmistir.

Akademik hayatimin baglangici olan yiiksek lisans egitimim ve tez ¢alismam
boyunca bilgisi ve deneyiminin yanisira, iyimserligi ve pozitif enerjisi ile her tiirli
aksilikte yliztimii giildiiren ve distiigim yerden kalkmami saglayan canim
danismanim Prof. Dr. Goksal KESKIN’e, bilginin bir derya deniz oldugunu dgreten
bilim dali baskanimiz, sevgili hocam Prof. Dr. Umit OLMEZ’e ve istatistiksel
analizlerde yardim elini uzatan, kendisinden ¢ok sey 6grendigim saygideger hocam

Prof. Dr. Atilla ELHAN a tesekkiirii borg bilirim.
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Bu calismanin tamamlanmasinda destegi olan ve yardimlarindan bir an bile
mahrum kalmadigim Uzm. Dr. Zihni KARAEREN’e, klinik analizlerdeki yardimi ve
griliklere renk katan manevi destegi i¢in Uzm. Dr. Pamir CERCI’ye,
yardimseverlikleri, sicak ortamlar1 ve sevecen tavirlari igin basta Bio. Aykut UNAL
ve Fatma Giil ERESEN olmak iizere tiim Ankara Universitesi, Ibn-i Sina Hastanesi

Merkez Laboratuvari ailesine tesekkiir ederim.

Ders doneminden tez ¢alismalarima kadar tiim yiiksek lisans egitimim boyunca
teknik desteklerini ve giiler yiizlerini hi¢ esirgemeyen Ankara Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii Tip Fakiiltesi yiiksek lisans birimi sorumlusu Sn. Ziibeyde

UNSAL’a ve bilgi islem departmani sorumlusu Sn. Onur KOYUNCU’ya tesekkiirler.

Calismanin sekillenmeye basladig: ilk andan, planlanmasi, projelestirilmesi ve
yiirlitiilmesine kadar, siirecin en sikintili noktalarinda her tiirlii teknik ve manevi
destegi veren, hayatimin her aninda akil hocaligina ihtiya¢ duyacagim canim dostum
Bio. Ali BIRDOGAN’a, bir an olsun esirgemedigi manevi destegi icin canimin ici
Bio. Selin ISILDAK’a ve giizel arkadasliklariyla motivasyon kaynagi olduklar i¢in
Bio. Derya ONAT’a, Bio. Volkan SERIN’e, Bio. Burcu SIRMATEL’e, Bora
BAKRIYANIK ’a ve Eren SELVI’ye tesekkiirler...

Son olarak, beni ben yapan karakterimi ve bugiin geldigim noktayr borg¢lu
oldugum annem Neriman RAHAT, babam Ferruh DAL, en giizel iki gercegim,
sevgili abilerim Fikri ve Ferdi DAL, ablam, en yakinim Lale DAL, ailemizin yeni
iiyesi idil DAL ve en biiyiik sansim olan biitiin genis ailem; en igten tesekkiirlerim

sizlere!

Bio. Nazli Ecem DAL
Ankara, 2016
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1. GIRIS

1.1. Behget Hastahg

Behget Hastaligi, sistemik vaskiilit, tekrarlayan oral aft, genital iilser ve okiiler
tutulum ile karakterize olan, sistemik bir hastaliktir. Hastaligin asamasina baglh

olarak diger organ sistemleri de etkilenebilmektedir.

1931 yilinda Yunan optalmolojist Benediktos Adamantiades tarafindan, 20
yasinda bir erkek hastada, genital ilser, artrit ve okiiler semptomlar tanimlanmis
olmakla birlikte; oral iilser, genital lezyonlar ve tekrarlayan okiiler inflamasyonun
klinik olarak iligkisi esas olarak 1937 yilinda Tirk dermatolog Hulusi Behget
tarafindan gosterilmistir (Adamantiades, 1931; Behget, 1937). Bu nedenle, Behget
Hastalig1 ad1 kullanilmaktadir.

1.1.1. Behget Epidemiyolojisi

Behget hastaligi, genel olarak, Uzak Dogu'da Japonya ve Cin'den, Akdeniz'de
Tiirkiye ve Iran'a kadar uzanan Ipek Yolu rotasinda yasayan popiilasyonlarda

goriilmektedir. Bu nedenle BH, Ipek Yolu Hastaligi olarak da bilinmektedir.

Hastaligin en sik goriildiigii tilke; ortalama 100.000°de 421 kisilik prevalans ile
Tiirkiye iken, Tiirkiye'yi swrasi ile Iran, Suudi Arabistan ve Irak‘in takip ettigi

bildirilmistir (Mohammad ve ark., 2013) (Cizelge 1.1.).



Cizelge 1.1. Ulkelere gore BH prevalansi

Ulke BH Prevalansi (100.000°de)
Tiirkiye 421
Iran 80
Suudi Arabistan 20
Irak 17
Israil 15,2
Japonya 135
Fransa 71
ABD 5,2
Isveg 49
Almanya 2,26
Portekiz 1,53
Ingiltere 0,64

Behget hastaliginin ilk bulgular1 20-40 yas araliginda goézlemlenmektedir.
Bununla birlikte cocuklarda ve 55 yas iizeri bireylerde nadiren rastlanmaktadir. BH,
Akdeniz bolgesinde yaygin olarak erkeklerde goriiliirken, Uzak Dogu'da kadinlarin
tutulumu daha fazladir. Hastalik Ongoriilemeyen ataklar ve ataklarin hafifledigi

remisyon donemleri ile karakterizedir.

1.1.2. Behcet Etiyolojisi

Behget hastaliginin  temel nedeni bilinmemekle birlikte, hastaligin
mekanizmasinda genetik ve cevresel faktorlerin birlikte rol aldig: diisiintilmektedir.
Hastaliin, belirli hastaliklara yatkinlik ile iligkilendirilen genlere sahip bireylerde,
viriis, bakteri veya kirlilik gibi ¢evresel bir faktor tarafindan tetiklendigi yaygin
goriisler arasindadir. Hastaligin 6zel cografi dagilimi, ailesel kalitimi, smnif-1 HLA
antijenleri ile korelasyonu ve immiinolojik yanit1 etkileyen genlerdeki polimorfizm
calismalari, hastalifa yatkinlia genetik etkinin kanit1 olarak gosterilmektedir.
Almanya'daki Tiirk gd¢menlerin hastalik prevalansinin Tiirkiye'den yiiksek olmasi

ise, hastaliga yatkinliga ¢evresel katkiy1 diistindiirmektedir (Yazici ve ark., 1977).



1.1.3. Behcet Patogenezi

BH etiyolojisini aydinlatmak amaciyla dogal ve kazanilmis immdiin sistem ile
cevresel faktorleri de igine alan bircok hipotez kurulmustur. Hastaligin
epidemiyolojisi genetik ve g¢evresel faktorlerin BH gelisiminde birlikte rol aldigini
desteklemektedir. Hastalik, genetik olarak yatkin olan bireylerde baslatict enfeksiyoz
ajanlar ile olusan otoimmiin olay seyrinde, hiicresel ve humoral bozukluklardan

olusmaktadir.

MHC lokusunda yapilan ¢alismalar ile, HLA-B51 ve HLA-B5701 gibi sinif I
HLA antijenlerinin &zellikle Ipek Yolu rotasinda yasayan popiilasyonlarda hastaligin
patogenezi ile iliskili oldugu gosterilmistir. Yazici ve arkadaglar1 (1977) tarafindan,
HLA-BS aleli ile BH gelisimi arasinda yakin bir iliski oldugu bildirilirken, Ombrello
ve arkadaslar1 (2014), MHC-simnif I lokuslari ile Behget hastaligimin iliskili oldugunu
ve T lenfositler ile dogal dldiiriicii hiicrelerde bulunan Killer Immunoglobulin-Like
reseptorler aracilifi ile MHC-smnif I antijenlerinin peptid baglama spesifitesinin
otoimmiinitede dnemli bir rolii oldugunu rapor etmistir. iran azerileri ile yapilan
caligmalarda ise; HLA-B35 frekansinin Behget hastalarinda kontrol grubuna gore
yiiksek oldugu ve HLA-B51, HLA-B52 ve HLA-BW4 alellerinin hastalarda anlamli
olgilide yiiksek bulundugu bildirilmistir (Giil ve Ohno, 2012).

MHC lokusu disinda, MHC-smif I iligkili gen (MICA) ve baz1 TNF genleri de
arastirilmis, ancak hastalik ile iliskileri ve HLA-B51 tarafindan baslatilan
inflamatuvar kaskadlarda olas1 rolleri tam olarak belirlenememistir. Bununla birlikte,
IL-1, Koagiilatif Faktor V, Intracellular Adhezyon Molekiilii-l1 ve Endoteliyal Nitrik
Oksit Sentaz genleri de incelenmis, bazi iligkiler saptanmis olmasina ragmen genlerin
hastaligin  patogenezindeki ayrmtili rolleri ile aciklayict sonuglar ortaya
konulamamuistir. Ayrica IL10, IL23R, CCRI, STAT4, KLRC4, GIMAP2/GIMAP4 ve
UBAC?2 genleri ile BH arasinda iligki oldugu, farkli etnik gruplarda tanimlanmustir.

Bakteriler ve virlisler gibi enfeksiydz ajanlar da, Behget hastalarinda

inflamatuvar cevabin degismesi i¢in olasi baslatict faktorlerdir. Bununla birlikte,



Behget hastalarinin atak donemi ve remisyon donemlerinde, Streptococcus sanguis,
Herpes simplex, Epstein-Bar viriisii, Sitomegaloviriis gibi mikroorganizma
taramalarinin negatif olmasi; viral, fungal, bakteriyel ve parazitik etmenlerin

hastaligin baslatic1 faktorii olmadigini diistindiirmektedir.

Giincel bulgular, Behget hastalifinda bagirsak mikroflorast dengesinin
bozuldugu ve hastalarda biitirat {iretiminde Onemli Olgiide azalma oldugunu
gostermektedir. Biitirat, immiin cevabin diizenlenmesinde gorev alan regiilatér T
hiicrelerinin farklilasma siirecinde 6nemli rol oynamaktadir ve bu nedenle biitirat
tiretimindeki aksaklik, regiilator T hiicre cevabinin azalmasi ve buna baglh olarak

immiino-patolojik efektor T hiicre cevabinin artmasi ile sonuglanmaktadir.

Matzinger‘e gore (2002); hasar gormiis konak hiicrelerden olusan sinyallerin
sonucu olarak meydana gelen otoimmiin kaskad BH gelisimine neden olur. Bu
Tehlikeli Model'de; genetik olarak bir yatkinlik olmasi durumunda T hiicrelerinin ve
antijen sunan hiicrelerin de katilimiyla dis uyaranlara karsi olusan yanitin asiri
oldugu onerilmektedir. Patern Tanima Teorisi'nde ise; siirekli devam eden bir dis
stimiilasyona kars1 non-self bir yanit ve kontrol edilemeyen adaptif immiin cevap ile
hasarin olustugu savunulmakta, 1s1 sok proteinleri ile patojenik proteinlerin yapisal
benzerligi bu teoriyi desteklemektedir. Medzhitov ise (2002), BH gibi otoimmiin
hastaliklarin, otoantijen aracili otoinflamatuvar hastaliklar oldugunu 6nermektedir.
Otoantijenlere yanit veren self-reaktif T ve B lenfositlerin varligi durumunda, dis
uyaranlara kars1 olusan adaptif immiin yanit siirdiiriilmektedir. Bu tanim, otoimmiin
hastaliklarin ve Ozellikle Behget hastaliginin tedavisinde antimikrobiyal ajanlar ile

immiinosiipresif terapinin birlikte etkili olmasini agiklamaktadir.

Toll-like reseptorler, dogal immiin cevapta gorevli, enfeksiyoz ajanlarin bazi
spesifik proteinlerini tantyan molekiillerdir. Toll-like reseptorlerin kaybi ya da self
proteinlerin bu reseptorler tarafindan hatali taninmasi ile Toll-like reseptorlerin de
BH gelisiminde rol alabilecegi diistiniilmektedir. Cohen'e gore (2014),

hiperaktivasyonun siirekli oldugu ve inflamatuvar doku hasarinin gézlemlendigi



durumlarda, IL-1, IL-18, IL-33 reseptorleri ve Toll-like reseptorler onemli rol

oynamaktadir.

Baz1 spesifik sitokinlerin de BH patogenezine katki sagladigi bildirilmistir.
Behget hastalarinin periferik kanlart CD4+ T lenfositlerin alt grubu olan Thl
hiicrelerinin aktivasyonuna bagli olarak yiiksek miktarda IFN-gamma ve IL-12
icermektedir. Hastalarda, artmig IL-1, IL-6, IL-18, TNF-alfa ve kemokin seviyeleri
dogal ve adaptif immiin yanitin katkisim gostermektedir. Behget hastalarinin
notrofillerinde artmis fagositoz yetenegi, asirt siiperoksit ve lizozomal enzim iiretimi
ile birlikte daha fazla kemotaksi goriilmektedir. Ayrica 1s1 sok protein peptidlerini
spesifik olarak taniyan otoreaktif T lenfositlerin klonal geniglemesi ile anormal
lenfosit fonksiyonu gozlemlenmektedir. Behget hastalarinin kaninda ve mukozal
lezyonlarinda yogun olarak gama-delta T hiicresi bulunmaktadir. Sonug¢ olarak, T
lenfositler, notrofiller ve antijen sunan hiicreler arasindaki etkilesimler de BH

patogenezinde rol oynamaktadir.

Pineton de Chambrun ve arkadaslar1 (2012), BH patogenezinde IL-21
sitokininin 6nemli bir rolii oldugunu bildirmektedir. Birbirinden bagimsiz
yiiriitiilmiis olan her iki ¢aligmada da, aktif Behget hastalarinin serumunda, saglikli
kontrol grubu ve Behget hastaliginin remisyon donemindeki bireylerle
karsilastinlldiginda IL-21 seviyesinin anlamli 6lglide arttigi bildirilmistir. Serum
degerlerine ek olarak, Th17 ve Thl hiicrelerinde artis ve CD4+ T hiicrelerin FoxP3
ekspresyonunda azalma goriilmektedir. Atak donemindeki hastalarda, duragan
donemdeki hastalar ve saglikli kontrol grubu ile karsilastirildiginda, periferik kanda
IL-21 iireten CD4+ T hiicreleri 6énemli Olgiide artmaktadir ve bu durum Thl7
hiicrelerinin aktivasyonu ile pozitif korelasyon gosterirken, Treg hiicrelerinin
aktivasyonu ile negatif korelasyon gostermektedir. Treg hiicre yogunlugu aktif ve
inaktif Behget hastalarinda anlamli 6l¢iide azalmaktadir ve bu bulgu merkezi sinir
sistemi tutulumu olan hastalarda da goriilmektedir (Saadoun ve ark., 2011). Bu
sonuclar, Behget hastalarinda, IL-21 saliniminin Th17 hiicre grubu olusumunu ve IL-
17 1ile polimorfoniiklear 10kosit kemoatraktanlarimin {retimini arttirdigin

gostermektedir. IL-21'in Th17 ve Treg hiicreleri arasindaki dengeyi bozarak BH



patogenezinde rol aldigi diisiiniilmektedir. Nurieva ve arkadaslari (2007) tarafindan
fareler ile yapilan g¢alismada, Th17 hiicrelerinde IL-21 ekspresyonu ve IL-21'in
otokrin etkisi ile Foxp3 ekspresyonu azalirken, Th17 hiicre grubunun artisi, Behget
hastalarindaki bulgular ile uyum gostermektedir. Diger efektor hiicreler ile
karsilagtirildiginda, IL-17 ve 1L-21 mRNA ekspresyonu, Th17 hiicrelerinde dnemli
ol¢iide yiiksektir. (Laurence ve ark., 2007).

1.1.4. Behcet Immiinogenetigi

Behget hastaliginda, antijen spesifik T lenfositler, hastaliin major
histokompabilite kompleksi (MHC) sinif I molekiilleriyle giiclii iligkisini kanitlarken;
azathioprine ve siklosporin gibi immiinsiipresif ajanlarin tedavi edici etkisi ve 1s1 sok
proteini 60 (HSP60) gibi otoantijenlerin hastaligin patogenezinde etkili oldugunun
belirtilmesi Behget hastaliginin otoimmiin ve otoinflamatuvar bir hastalik
olabilecegini diisiindlirmektedir. Enfeksiydz ajanlara veya bazi toksin ve spesifik
immiinojenlere maruz kalmanin genetik olarak yatkinligi bulunan bireylerde BH

gelisimine sebebiyet verdigi bilinmektedir.

Ailesel kalitim, kardeslerde ve ebeveynlerde gézlemlenen yiiksek prevalans;
BH patogenezinin genetik faktorlerle iliskili oldugunu gostermektedir. Ailesel
kalitim, en yiiksek oranda 9%18,2 yiizdeyle Tiirkiye’de goriiliirken, Tiirkiye’yi
sirasiyla %15.,4 ile Koreliler ve %13,2 ile Yahudiler takip etmektedir. Ailesel kalitim
en az oranda; %2,6 ile Cin ve %2,2 ile Japonya’da goriilmektedir. (Fietta, 2005).

Erken yaslarda BH belirtileri gosteren hastalarda yetiskin hastalar ile
karsilastirildiginda daha giiclii bir ailesel kalitim iliskisi goriilmektedir. Pediatrik
Behget hastalar ile yapilan galismalarda, otozomal resesif kalitim gdsterilmis ancak
hicbir yas grubunda BH icin Mendel kalitimi1 gézlemlenmemistir (Molinari ve ark.,

2003).



Behget etiyolojisi hala belirsiz olmakla birlikte, immiinogenetik alanindaki

giincel bulgular, hastaligin patogenezinin aydinlatilmasina katki saglamaktadir.

1.1.4.1. HLAGenleri

BH ile HLA-B*51 arasindaki pozitif korelasyon farkli popiilasyonlarda
gosterilmistir ve MHC sinif 1 antijenleri ile BH arasinda saptanan giiclii iliskiler

mevcuttur.

11411 HLA-B*31

Altinc1 kromozomda, 6p21 lokasyonunda bulunan MHC bdlgesi, insan lokosit
antijenleri (HLA) ve immiin cevapta 6énemli rolii olan proteinleri kodlayan birgok
geni icermektedir. 1973 yilinda Ohno ve ark., Japon popiilasyonunda HLA-A5
antijeni ile BH arasinda bir iligski oldugunu bildirdiler. Daha sonra HLA-B5 olarak
adlandirilan bu antijen, nihai olarak HLA-B*51 antijeni olarak tanimlandi. Ohno ve
ark. tarafindan yiiriitiilmiis olan bu c¢alisma, Behcet hastaliginda genetik faktorlerin

rol aldiginin ilk kanitidir.

HLA-B*5 lokusu; HLA-B*51 ve HLA-B*52’den meydana gelmektedir ve
HLA-B*52 ile HLA-B*51 arasinda yalnizca iki aminoasit farkli olmasina ragmen,
HLA-B*52 ile BH arasinda herhangi bir iliski saptanamamisti. HLA-B*51’in
250’den fazla alt tipi bulunmaktadir ve HLA-B*51:01, bir¢ok popiilasyonda BH ile
iligkili bulunan major alt tiptir. Dogu Asya, Orta Dogu-Kuzey Afrika, Giiney Avrupa
ve Kuzey-Dogu Avrupa popiilasyonlarinda, toplamda 4800 Behget hastas1 ve 16.289
saglikli kontrol i¢eren birbirinden bagimsiz 80 ¢alismada; HLA-B*5/B*51 hastalarda
%55-63 oraninda goriiliirken, saglikli kontrollerde bu oran %16,8-21,7 oraninda

bulunmustur (De Menthon ve ark., 2009).

Hughes ve arkadaslar1 tarafindan (2013), Tiirk popiilasyonundan 503 Behget
hastas1 ve 504 saglikli kontrol, italya’dan ise 144 Behcet hastas1 ve 1270 saglhkl



kontrol ile MHC bolgesindeki polimorfizmleri saptamak amaciyla yliriitiilen giincel
bir c¢alismada, HLA-B geninin yaklasik olarak 24 kb, MICA geninin ise 18kb
tizerindeki rs116799036 SNP’i ile BH arasinda giiglii bir iligki tespit edilmistir.
Rs116799036 polimorfizminin genetik etkisi HLA-B*51:01 ile agiklanabilecekken,
Hughes ve ark. kondisyonel analiz yontemini tercih ederek, HLA-B*51:01 alelinin
bulunmamasi durumunda dahi rs116799036 polimorfizminin hastalik ile anlaml
diizeyde iliskisinin devam ettigini; rs116799036 polimorfizminin olmamasi
durumunda HLA-B*51:01 ile BH arasindaki anlamli iligkinin ortadan kalktigini
gostermislerdir. Bu bulgular; sadece HLA-B*51’in hastaligin temelini olusturmadigi
ihtimalini ortaya koymaktadir. Bu ¢alismadan farkli olarak, Ombrello ve ark. (2014)
tarafindan, Tirk popiilasyonunda 1190 Behget hastasi ve 1257 saglikli kontrol ile
gerceklestirilen kondisyonel analizde Hughes ve ark. (2013) tarafindan tanimlanan
rs116799036 ile BH arasinda daha zayif olmakla birlikte iliski saptanmis ancak
rs116799036 polimorfizminin etkisinin ortadan kaldirildigi durumda da HLA-B*51
ile hastalik iligkisinin devam ettigi gosterilmistir. Hughes ve ark ¢alismasindan farkli
olarak bu c¢alisma; sadece HLA-B*51’in BH patogenezi ile iligkili oldugunu
desteklemektedir.

1.1.4.1.2. Diger MHC Sinif I Genleri

Giil ve arkadaslar1 (2002) tarafindan HLA-B*27 aleli ile BH arasinda giiglii
olmamakla birlikte, bir iliski oldugu bildirilirken, Ahmad ve ark. (2003) tarafindan
Ingiltere’de yasayan Kafkasya kokenli Behget hastalarinda HLA-B*57 aleli yiiksek
frekansta bulunmustur. Choukri ve ark. (2001) ise Fas popiilasyonunda, HLA-
B*15‘in erkek hastalarda risk aleli oldugunu bildirmistir. Ombrello ve ark. (2014),
Tiirk popiilasyonu ile yiirtittiikleri kapsamli analiz ¢alismasinda, HLA-B*51, HLA-
B*15, HLA-B*27 ve HLA-B*57’yi BH i¢cin risk faktorii, HLA-A*03 ve HLA-
B*49’u ise koruyucu alel olarak bildirmistir. Ombrello ve ark. tarafindan Tiirk
popiilasyonunda BH ile iliskili bulunan HLA-A*26; Meguro ve ark. (2010)
tarafindan Japonlar ile yapilan ¢alismada da benzer sonu¢ bulunmasi ile risk aleli

olarak belirlenmistir.



1.1.4.1.3. HLA B’nin Aminoasit Varyasyonlari ile BH iliskisi

Ombrello ve ark. (2014), matir HLA-B proteininde bulunan 69 aminoasit
pozisyonundan 16’sinda BH ile iliski saptamistir. Hastalik ile iligkili bulunan bu
aminoasitler, genel olarak HLA-B molekiiliiniin antijen baglama olugunda lokalize
olmaktadir. HLA-B grubu igin risk aleli olarak tanimlanan HLA-B*51, HLA-B*15
ve HLA-B*57 proteinleri; hastalik i¢in risk olarak belirlenen 16 aminoasit
pozisyonunun sirasiyla 16,7 ve 8 tanesini bulundururken; HLA-B*27 sadece ikisini
bulundurmaktadir. Bu durum HLA-B*27°nin yapisal olarak farkli peptidlere

baglandigini diislindiirmektedir.

HLA-B*51 molekiiliinde; 97. pozisyondaki threonin, 152. pozisyondaki
glutamik asit ve 67. pozisyondaki fenilalanin hastalik i¢in risk faktorii olarak
degerlendirilirken, HLA-B*49 proteininde, 116. pozisyondaki 16sin aminoasidi BH

icin koruyucu faktor olarak belirlenmistir.

Hastalik ile iligkili bulunan aminoasit rezidiilerinin bir ¢ogu, peptid baglayan,
ayrica; sitotoksik T lenfositler ve NK hiicrelerinde bulunan reseptorler ile MHC sinif
I molekiiller1 arasindaki etkilesimden sorumlu olan antijen baglama olugunda
bulunmaktadir (Ombrello ve ark., 2014). 67., 116. ve daha az etkili olmakla birlikte
97. Pozisyonda bulunan aminoasitler HLA-B molekiilii ile NK hiicreleri ve sitotoksik
T lenfositleri aktive eden KIR3DL1/KIR3DS1 reseptorii arasindaki etkilesimi 6nemli
Olgiide etkilemektedir (Sanjanwala ve ark., 2008). Bununla birlikte HLA-B sinyal
peptidleri HLA-E’ye baglanarak ve C tipi lektin heterodimerik reseptor olan
CD94/NKG2 ile etkileserek sitotoksik T Ilenfositler ve NK hiicrelerinin
aktivasyonunu regiile etmektedir (Merino ve ark., 2013). Sonu¢ olarak; MHC
bolgesinin peptid ve MHC simif I molekiillerinin baglanma mekanizmasi ile birlikte,
BH patogenezinde de rol alan sitotoksik T lenfositler ve NK hiicrelerinin

aktivasyonunu da etkiledigi belirtilmektedir.



1.1.4.2. HLA Dis1 Genler

1.1.4.21. 1L-10

IL-10 geni; IL-1, IL-6, IL-12, TNF, IFN-gamma gibi proinflamatuvar
sitokinlerin salinimimi baskilayan IL-10 sitokinini kodlamaktadir. Anti-inflamatuvar
bir sitokin olan IL-10 ayrica, makrofajlarin T hiicrelerine antijen sunma
mekanizmasinda rol alan kostimiilator aktivitesini ve NK hiicre aktivasyonunu inhibe

etmektedir.

Remmers ve ark. (2010), Tiirk popiilasyonu ile yaptiklari bir ¢alismada,
intronik bir degisim olan rs1518111 ile BH arasinda iliski saptarken, Mizuki ve ark.
(2010); IL-10 geninin promotor bolgesindeki rs1800871 ve rs1800872
polimorfizmleri ile hastallk arasinda ilisgki oldugunu bildirmistir. Bu
polimorfizmlerden rs1518111 Orta Dogu Araplari, Yunan, Ingiliz ve Koreliler ile
yapilan caligmalarla, rs1800872 ise Tiirk ve Kore popiilasyonlart ile tekrarlanmigtir.
Rs1518111 polimorfizminde risk aleli olarak kabul edilen A alelini tasiyan
hastalarda, G alelini tasiyanlar ile karsilastirildiginda monositlerinde 1L-10
ekspresyonunun %35 azaldig1 gosterilmis ve risk aleli olan A alelini homozigot
olarak tasiyan saglikli kontrollerin lipopolisakkarid (LPS), lipoprotein pam3cys veya
muramil dipeptid (MDP) gibi toll-like reseptor ligandlari ile stimiile edilen

monositlerinde IL-10 sitokini diisiik miktarda bulunmustur.

11422, I1L23R-1L12RB2

IL23R; Th17 hiicreleri ve makrofajlarin ylizeyinde eksprese olan IL-23
reseptOriiniin bir alt birimini kodlamaktadir. IL23; p19 ve p40 olmak {izere iki alt
birimden meydana gelen heterodimerik proinflamatuvar bir sitokindir ve Th17 hiicre
gelisimi ile IL-1, IL-6, IL-17, TNF gibi proinflamatuvar sitokinlerin iiretimini
indiiklemektedir. Th17 hiicreleri nétrofil infiltrasyonu ve otoimmiin hastaliklarda

IL17 iretimine neden olarak inflamasyonda anahtar rol oynamaktadir. Hastalikla
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iligkili aleleri bulunduran bireylerde, koruyucu aleli tasiyan bireyler ile
karsilagtirildiginda IL-23 reseptor ekspresyonu veya sinyalizasyonunun artabilecegi

diistintiilmektedir.

IL12RB2; IL-12 reseptoriiniin beta-2 alt birimini kodlamaktadir. 1L-12, Thl
hiicre cevabi, T lenfosit ve NK hiicresi sitotoksisitesi ve T hiicreleri ile NK
hiicrelerinden IFN-gamma iiretiminde 6nemli bir role sahiptir. IL12RB2 geninin IL-
12°nin reseptoriine yliksek affinite ile baglanabilmesinde 6nemli oldugu ve IL-12

sinyalizasyonunun Thl hiicre farklilagmasinda kritik oldugu bildirilmistir (Chang ve

ark., 1999).

Japon popiilasyonunda IL23R ve IL12RB2 genleri arasindaki intergenik
bolgede bulunan rs1495965 polimorfizmi ile BH arasinda iliski bulunmustur.
Remmers ve ark. (2010) tarafindan Tiirk popiilasyonu ile yiiriitiilen bir ¢alismada ise
benzer sekilde IL23R ve IL12RB2 genleri arasindaki intergenik boélgede bulunan
rs924080 polimorfizmi ile BH arasinda iliski saptanmistir. Ancak bu kodlanmayan
degisimler i¢in, ILI2RB2 veya IL23R ekspresyonunda eQTL verisi bildirilmemistir.
Bu durumun reseptorlerin etkilerinin sadece spesifik hiicre tiplerinde ve belirli

kosullar altinda sergilenmesi ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir.

1.1.423. STAT4

STAT4; 1L-12 ve IL-23 gibi proinflamatuvar sitokinlerin sinyalizasyon yolag1
ile aktive olan sinyal transducer1 ve transkripsiyon aktivatorii olup; naif T

hiicrelerinin Th1 ve Th17’ye farklilasmasi ile iligkilidir.

Hou ve arkadaslar1 (2012a), Cin Han ulusunda, 149 Behget hastasi ve 951
saglikli kontrol ile yaptiklart ¢alismada; STAT4 geninde intergenik bdlgedeki
rs897200 polimorfizmi ile BH nin iligkili oldugunu gdstermistir. Daha sonra 544
Behget hastas1 ve 1159 saglikli kontrol ile ayni polimorfizm incelenmis ve uyumlu

sonuglar bulunmustur. Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada ise, STAT4 geninde intronik
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bolgede bulunan rs7574070 polimorfizmi ile BH arasinda anlamli iligki saptanmustir.
Bu polimorfizmin 1rs897200 ile giicli Linkage Disequilibrium gosterdigi
bilinmektedir. Rs7574070 SNP’inde risk aleli olan A alelinin bulunmas1 STAT4 gen
ekspresyonunun artmasi ile iligkilidir. Rs897200 polimorfizminde risk aleli olan A
alelinin bulunmas1 ise, STAT4 geninde artan transkripsiyon ve artan IL-17
ekspresyonu ile birlikte Behget hastalarinda klinik semptomlarla iligkilidir. Bu
bulgulara dayanarak, risk alelinin Thl yolagi yerine Thl7 yolaginda artan

regiilasyona neden olarak BH gelisimine katki sagladig1 diisiiniilmektedir.

1.1.4.2.4. TNFAIP3

TNFAIP3 geni; TNF, toll like reseptorler, interlokin 1 reseptdrii ve niikleotid
oligomerizasyon domain igeren reseptor 2 (NOD2) sinyalizasyonu ile indiiklenen ve
NF-KB sinyalizasyon yolaginda 6nemli rol oynayan ubiquitin modifiye edici enzim
A20’yi kodlamaktadir. Li ve arkadaslar1 (2013), Han Cin popiilasyonunda 722
Behget hastas1 ve 1415 saglikli kontrol ile yaptiklar1 ¢alismada TNFAIP3 geninde 5
farkli kodlanmayan SNP belirlemis, bunlardan rs9494885 polimorfizminin hastaliga
yatkinlikta rol aldigini bildirmistir. Li ve arkadaglar1 (2013), 16 saglikli bireyin
periferik kan mononiikleer hiicreleri ile yaptiklar1 ¢alismada; rs9494885 genotipleri
ile TNFAIP3 ekspresyonu agisindan bir fark gézlemlememislerdir. Bununla birlikte,
TNFAIP3 polimorfizmleri ile romatoid artrit (Okada ve ark., 2014), multiple
sklerozis (Beecham ve ark., 2013), sistemik lupus eritamatozus (Gateva ve ark.,
2009), psoriazis (Tsoi ve ark., 2012), BH (Li ve ark., 2013) gibi hastaliklar arasinda
iliski bulundugu bildirilmistir. TNFAIP3 geni knock-out edilmis, A20 enzimini
bulundurmayan farelerin, lenfosit bagimli kolit, ds-DNA antikorlari, nefrit,
antifosfolipid sendrom, lenfosplenomegali (SLE), poliartrit (RA) gibi insan immiin
hastaliklarina benzer fenotiplere sahip oldugu gosterilmistir (Hammer ve ark., 2011;

Kool ve ark.;2011, Matmati ve ark., 2011).
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11425 CCR1-CCR3

CCR1 ve CCR3 genleri, C-C motifi iceren kemokin reseptorleri (CCR)
ailesinin iiyeleri olan CCR1 ve CCR3 reseptorlerinin ekspresyonundan sorumludur.
Bu kemokin reseptorleri, hiicreler arasinda sinyal transdiiksiyonunu saglayan ve
16kosit trafiginin diizenlenmesi ile immiin homeostaziste énemli regiilatorler olan 7-

transmembran yapisi ve G proteini ¢iftinden meydana gelmektedir.

Kirino ve arkadaglar1 (2013), CCR1 geninin 3° ucunda bulunan rs7616215
polimorfizmi i¢in Tiirk popiilasyonunda yaptiklari incelemede alel frekansin1 Behget
hastalarinda 0.27, kontrol grubunda 0.34 olarak tespit etmistir. Aynt SNP Japon
popiilasyonunda da hastalarda 0.13 ve kontrol grubunda 0.16 olmak tizere benzer alel
frekans1 vermistir. Hou ve arkadaslar1 (2012b), CCR1-CCR3 lokusunda rs13084057,
rs13092160 ve rs13075270 polimorfizmlerinin birbiri ile iligkisini tanimlamis, bu ii¢
polimorfizmin birbiriyle ve ayrica rs7616215 polimorfizmi ile gii¢lii LD gosterdigini
bildirmistir. Bu polimorfizmlerden rs13092160 ve rs13075270 CCR1 ve CCR3
genlerinin  5° wuglarmin arasinda bulunurken, rs13084057 ve rs7616215
polimorfizmlerinin lokasyonu CCRI1 geninin 3° ucundadir. Her dort SNP i¢in de

major aleller BH i¢in risk faktorii olarak tanimlanmaistir.

Saglikli bireylerden elde edilen insan primer monosit hiicre serisi ile yapilan
bir ¢alismada CCR1 gen bolgesinde rs7616215 polimorfizminde risk aleli olarak
belirlenen T alelini tagimanin CCRI1 reseptoriiniin diigiik ekspresyonu ile iliskili
oldugu gosterilmis, bu sonu¢ eQTL veri taban ile desteklenmistir (Kirino ve ark.,
2013). Hou ve arkadaslar1 (2012b), lokasyonu CCR1 ve CCR3 genleri arasinda
bulunan rs13092160 polimorfizmi icin risk aleli olarak belirlenen T alelini
bulundurmanin saglikli bireylerin periferal kan mononiikleer hiicrelerinde CCR1 ve

CCR3 ekspresyonunu azalttigini bildirmistir.

1.1.42.6. KLRC4

KLRC4 geni, NK hiicre gen kompleksinde, 12p13.2-p12.3 lokasyonunda
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bulunmaktadir. Bu bolge CD94/NKG2 reseptor ailesi ve killer hiicre lektin benzeri
reseptor ailesi genlerini icermektedir. Tiirk popiilasyonunda 28 aileden 83 Behget
hastas1 ile yapilan ¢alismada bu bolgenin yiiksek linkage piki verdigi bildirilmistir
(Karasneh ve ark., 2005). KLRC4 geninin fonksiyonu tam olarak agiklanamamustir,
ancak NK hiicrelerinde eksprese olan killer hiicre lektin benzeri reseptdr alt ailesi
tiyelerinden C-4’i kodladigi bilinmektedir. Kirino ve ark. (2013), Tiirkiye ve
Japonya popiilasyonundan elde edilen veriler ile yaptigi meta-analizde KLRC4
geninde p.Asnl04Ser missense degisimi ile BH arasinda bir iligski oldugunu
bildirmistir. Rs2617170 polimorfizminde ise; risk aleli olan C alelini bulundurmanin
periferal kan hiicrelerinde yiiksek dogal sitotoksik aktivite ile iligkili oldugu
gosterilmistir. Bu durumun BH patogenezinde MHC sinif I iligkili sitotoksisite ile

baglantili oldugu diisliniilmektedir.

1.1.4.2.7. ERAP1

ERAP1 geni; endoplazmik retikulum aminopeptidaz bir enziminin
ekspresyonundan sorumludur. Endoplazmik retikulum aminopeptidaz 1 enzimi;
proteozomlarda diizenlenmis peptidlerin MHC sinif I molekiillerinin antijen baglama
bolgesine baglanma mekanizmasinda optimal uzunluga ulagmasi amaciyla N

terminal ucunu diizenlemektedir.

Kirino ve arkadaslari (2013), Tiirk popiilasyonunda ERAP1 geninde
rs17482079 polimorfizmi ve Behget hastaliginin iligkili oldugunu bildirmistir.
Rs17482079 p.Arg725GIn  degisikligi ile ifade edilen non-sinonim bir
polimorfizmdir. Japon popiilasyonu ile yapilan caligmada ise aynmi polimorfizm
yeterince anlamli bulunamamistir. Bu durum; ERAP1 genindeki polimorfizmlerin
etkisinin HLA-B*51 antijeni tasiyan bireylerde goriilmesi; iki gen (ERAP-1 ve HLA-
B*51) arasinda giiglii bir epistatik iliski bulunmasi ile agiklanmistir. Psoriazis i¢in
HLA-C*06 (Strange ve ark., 2010) ve AS i¢in HLA-B*27 (Evans ve ark., 2011).
antijenini tastyan bireylerde ERAP1 genindeki p.Arg725GIn degisiminde, ERAPI
geni ile MHC sinif I molekiilleri arasinda epistatik interaksiyon gosterilmistir. Ilging

olarak, rs17482078 polimorfizminin psoriazis ve AS i¢in koruyucu, ancak BH i¢in
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risk faktorii oldugu bildirilmistir (Ombrello ve ark., 2015). BH ile iliskili ERAP1
geni p.Arg725GIn degisimi, bir kag farkli protein kodlama varyasyonu ile birlikte
bulunmaktadir ve bu haplotipin peptid diizenleme aktivasyonunda azalmaya, sonug
olarak peptidlerin MHC smif I antijenlerine baglanmasinda degisiklige neden oldugu
bilinmektedir. P.Arg725GIn haplotipinin psdriazis ve AS i¢in koruyucu, BH i¢in ise
risk faktorii olarak bildirilmesi, farkli MHC smif I molekiilleri i¢in ERAP1
tarafindan diizenlenen peptidlerin farkli baglanma affiniteleri ile agiklanabilir.
Bununla birlikte bu ii¢ hastalik arasindaki farklilik her MHC sinif I molekiili i¢in
diizenlenen hastalik iligkili peptid antijenlerinin farkli oldugunu gostermektedir.
Rs17482078 polimorfizmi ile BH iliskisinin yalnizca HLA-B*51 antijenini tasiyan
bireylerde gozlemlenmesi, HLA-B*51’in BH patogenezi ile dogrudan iliskisini

gostermektedir.

1.1.428. FUT2

FUT2 geni, intestinal mukoza ve viicut sivilarinda ABO kan grubu
antijenlerinden H antijeninin sentezinde 6nemli bir rolii olan fukozil transferaz-2
enzimini kodlamaktadir. FUT2 geninin yetersiz ekspresyonuna veya inaktivasyonuna
sebep olan degisimler intestinal mukoza veya viicut sivilarinda ABO kan grubu
antijeninin  ekspresyonunu engelledigi i¢in non-sekretuvar aleller olarak
adlandirilmaktadir. Xavier ve arkadaslar1 (2015), Iran‘da 292 Behget hastasi ve 294
kontrol ile yiirtittiikleri ¢alismada, FUT2 geninde rs681343 polimorfizmi ile BH
arasinda iliski oldugunu bildirmis, benzer sonuglar yine ayni c¢alismada Tiirk
popiilasyonunun meta-analizinde de gosterilmistir. Rs601338 polimorfizmi ise;
FUT?2 proteininin 143. Pozisyondaki dur kodonunu kodlamaktadir ve Avrupa irkinda
homozigot degisim ile birlikte 0.43 alel frekansinin gézlemlenmesi bu 1rkin non-
sekretuvar durumu i¢in yapilan en yaygin agiklamadir. Bu non-sekretuvar alel BH
iligkili SNP rs681343 ile baglantilidir ve BH i¢in risk faktoriidiir. Sekretuvar durum,
immiin cevabin gelismesine katki saglamaktadir ve bagirsaktaki mikro flora
kompozisyonuyla iligkilidir (Wacklin ve ark., 2011). Mukozil glikozilasyon ve

bagirsak mikrobiyotasinda FUT2 geninde saptanan non-sekretuvar durum ile iligkili

15



degisimler, non-sekretuvar durumun yasamin erken evrelerinde daha sinirli antijenik

stimiilasyona sebebiyet vermesi ile BH yatkinliginda artisa neden olabilmektedir.

1.1.4.2.9. IL12A

IL12A geni heterodimerik bir sitokin olan IL12’nin IL-12p35 alt biriminin

ekspresyonundan sorumludur. IL12, olgunlasmamis CD4+ T hiicrelerinin Th1 hiicre

alt grubuna farklilagmasinda 6nemli rolii olan bir sitokindir.

Kirino ve arkadaslar1 (2013), Tiirk popiilasyonunda yaptiklari analizde, IL12A

geninin yakininda bulunan intergenik bdlgedeki rs1780546 polimorfizmi ile BH

arasinda anlamli olmamakla birlikte iligski saptamis ancak Japon popiilasyonunda bu

polimorfizm ile BH arasinda herhangi bir baglanti saptanamamistir. Kappen ve

arkadaglar1 (2015), yakin zamanda etnik olarak farkli kdkene sahip 336 Behget

hastas1 ve 5843 saglikli kontrol ile yaptiklari analizde rs1780546 polimorfizmi ile

Behget hastaligina yatkinlik arasinda iliski saptamistir.

Cizelge 1.2. BH ile iliskili bulunan HLA dis1 genler

Gen SNP Lokasyon Risk Aleli

IL10 rs1518111 Intron A
IL10 rs1800871 Promotor T
IL23R,IL12RB2 rs1435965 Intergenik G
IL23R, IL12RB2 rs924080 Intergenik A
STAT4 rs7574070 Intron A
STAT4 rs897200 Intergenik A
TNFA3 rs9494885 Intergenik C
CCR1 rs7616215 Intergenik T
CCR1, CCR3 rs13092160 intergenik T
KLRC4 rs2617170 Missense C
ERAP1 rs17482078 Missense TT*
FUT2 rs681343 Sinonim T
IL12A rs1780546 Intergenik AIG**

*(Jveiti olan Behget hastalarinda homozigot TT genotipi riskli bulunmustur.
**Risk aleli caligmalar arasinda farklilik gostermektedir.
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1.1.5. Behcet Hastaliginin Klinik Bulgulari

1.15.1. Mukokutanéz Bulgular

BH tanisi i¢in temel bulgular olmakla birlikte oral aft, hastalarin %97'sinde
goriilen en yaygin semptomdur. Oral aftlar smirlart belirli ve sarimtrak merkezi
pseudomembrana sahip, agrili ve tekrarlayan lezyonlardir. Her atakta sayilar1 ve
caplart (1-30mm) degismekle birlikte, 3 hafta igerisinde iz birakmadan ve
kendiliginden iyilesmektedir. Kadinlarda vulva veya vajinada, erkeklerde ise skrotum
veya peniste olusan llserler agiz lezyonlari ile benzerdir. Genital iilserler, vakalarin

%60-%89'unda goriilmektedir (Davatchi ve ark., 2010).

1.15.2. Deri Bulgulari

Deri bulgulari, Behget hastalarinda %48-%88 oraninda goriilmektedir. En sik
goriilen deri bulgulari; akneiform ve follikiilit benzeri lezyonlar, yilizeyel gezici

tromboflebit ve eritema nodozum benzeri lezyonlardir.

Paterji testi, BH tanis1 i¢in bir kriter olmakla birlikte hastalifin aktivitesi i¢in
de bir belirtectir. Paterji testi; derinin artmis duyarliliginin gostergesidir. 25 g’luk
steril ignenin Smm derinlikte batirilmasindan 24-48 saat sonra enjeksiyon yerinde
eritem, papiil ve piistiil gelismesidir. Tiirkiye ve Japonya basta olmak iizere, Ipek
Yolu rotasinda bulunan iilkelerde Behget hastalarinin %50'den fazlasinda pater;ji testi

pozitif olarak saptanmaktadir.

1.1.5.3. Okiiler Bulgular

Uveit, Behget hastalarinin yaklasik olarak iigte ikisinde goriilmektedir. Siklikla
her iki gozde de meydana gelir ancak nadiren ilk bulgu olarak tanimlanmaktadir.

Genellikle oral aftin ilk bulgu olarak tanimlanmasindan yillar sonra olusmaktadir.
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Okiiler lezyonlar, sadece anterior segmenti, posterior segmenti veya her iki
segmenti de tutan, tekrarlayan iiveit ile karakterizedir. Uveit; agrili, 151k hassasiyetine
ve gorilis bulanikligina neden olan inflamatuvar bir lezyondur. Okliizif retinal vaskiilit
de gorilmekle birlikte, tedaviye ge¢ kalinmasi durumunda goérme kaybi ile

sonuglanabilmektedir.

1.1.5.4. Kardiyak Tutulum

Ik kez 1958 yilinda Mirone ve arkadaslar1 tarafindan bir Behget hastasinda
paroksimal fibrilasyon ve kalp blogu vakasi olarak tanimlanmigtir. Daha sonra 1963
yilinda Oshima ve arkadaslar1 bir Behget hastasinda miyokard enfarktiisii vakasini
bildirmistir. Birgok c¢alismada Behget hastalarinin QT araliginin kontrol grubundan
anlaml ol¢iide yiiksek oldugu gdsterilmistir (Eryol ve ark., 2002; Giirgiin ve ark.,
2002). Ayrica; perikarditis, atriyal tromboz, miyokard enfarktiisii, ventrikiiler aritmi,

kalp blogu ve ani 6liim gibi bir¢ok kardiyovaskiiler lezyon BH ile iliskilendirilmistir.

1.1.5.5. Eklem Bulgular

Eklem hastaliklari; yaygin, Behget hastalarinin yaklasik olarak yarisinda
goriilen ve diger bulgulardan uzun zaman Once ortaya c¢ikan rahatsizliklardir.
Genellikle diz, kol ve ayak bilegi tutulumu goriilmekle birlikte, nadiren kal¢a kemigi
tutulumu ve dejeneratif artrit bildirilmis ve miyopati rapor edilmistir (Dlizgiin ve
Ates, 2003).

1.1.5.6. Ndorolojik Bulgular

Norolojik tutulum, hastaligin baslangicindan sonraki on yil igerisinde meydana
gelebilen, vakalarin yaklagik %20-%40'inda olusan ve genelde erkeklerde goriilen
BH bulgusudur. En yaygin norolojik bulgular; bas agrisi, kraniyal sinir tutulumu,
ataksi ve duyu eksikligidir. Parankimal hastalik da nisbeten yaygin olmakla birlikte,

hemisfer lezyonlar1 6zellikle fel¢ benzeri sendromlar ve ndbetlere neden olmaktadir.
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Norolojik tutulumun gidisati hakkinda hiikiim vermek genellikle zordur ancak

zamaninda yapilan immiinstipresif miidahele ile asama kaydetmek miimkiindiir.

1.1.5.7. Gastrointestinal Tutulum

Gastrointestinal sistem boyunca olusan iilserler ile karakterize olmakla birlikte,
hastalarin yalnizca %7-%29'unda, yaygin olarak ileogekal bolgede goriilmektedir.
Instestinal sistem bulgular1 ve diger baz1 semptomlar agisindan degerlendirildiginde
BH ile inflamatuvar Bagirsak Hastaligi'mi ayirt etmek zordur ancak graniilom

bulgusu BH olmadigini gostermektedir.

1.1.5.8. Vaskiiler Tutulum

Vaskiilit, BH icin spesifik bir bulgudur. Ven6z tutulum daha sik goriilmekle

birlikte, venler, arterler ve kilcal damarlar da etkilenmektedir.

Vendz trombozlar, herhangi bir bolgede meydana gelebilmekte ve vena kava
inferior, vena kava siliperior ve pulmoner arter gibi biiyiik damarlart da
tutabilmektedir.

Tromboflebit, siklikla tekrar eder ve genellikle hastaligin baslangicindan

sonraki bir y1l icerisinde meydana gelir.

Arter tutulumu, vakalarin yalnizca %3-%5'inde goriilmekle birlikte, anevrizma

en yaygin bulgudur.
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1.1.5.9. Pulmoner Bulgular

Akciger bulgularina nadir rastlanir ve bu bulgulara vaskiiler tutulum hakimdir.
En sik goriilen pulmoner bulgu; hemoptizidir ve pulmoner arter anevrizmasina

baglidir. Hemoptizi, 6liimciil olabilmektedir.

1.1.5.10. Urogenital Bulgular

Aftoz iilserden farkli olan iirogenital tutuluma nadir olarak rastlanmakla

birlikte, tekrarlayan epididimit ve nefropati olusabilmektedir.

1.1.6. Behcet Hastaliginin Tanisi

Behget hastaliginin ortak bir tanimini olusturmak amaciyla 1990 yilinda bir
grup bilim insan1 tarafindan Behget Hastaligi Uluslararast Calisma Grubu
olusturulmustur (International Study Group for Behget’s Disease, 1990). BH
Uluslararas1 Calisma Grubu, hastaligin tanisi i¢in 5 kriter belirlemistir. Bunlardan
ikisi; oral aft ve genital ilserleri iceren mukozal membran bulgulari, {iglinciisi;
papiiloptistiiler lezyonlar, psodofolikiilit ve eritema nodozumu igeren deri lezyonlari,
dordiinciisii; anterior Uveit, posterior liveit ve retinal vaskiiliti kapsayan okiiler
bulgular ve besincisi pozitif paterji testidir. BH tanis1 i¢in; bir y1l igerisinde en az ii¢
kere tekrar eden oral aft ile birlikte tekrarlayan genital {lser, goz lezyonlarn, cilt
lezyonlar1 ve paterji testi pozitifliginden en az ikisini bulundurmak yeterli
bulunmustur. BH tanis1 koyabilmek i¢in oral aftin kesinlikle bulunmasi gereken bir
kriter olarak belirlenmesi ile ¢alisma grubunun kriterleri sorgulanmis ve hastaligin
tan1 kriterlerinin cografi vasyasyona da uygun olmasi amaciyla 27 iilkeden bilim
insan1 iceren uluslararasi bir toplant1 yapilmistir (Davatchi ve ark, 2014). Bu son
degerlendirmeye gore; major semptomlar olarak belirlenen oral aft, genital {ilser ve
okiiler lezyonlar ikiser puan; deri bulgulari, vaskiiler tutulum ve paterji testi
pozitifligi birer puan olarak belirlenmis ve hastanin dort veya daha fazla puan almasi

BH tanisi igin yeterli bulunmustur (Cizelge 1.3.). Paterji testi pozitifliginin; Orta
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Dogu’da %60’tan fazla, Korelilerde %15, Kafkasyalilarda ise %35 oraninda goriilmesi
ve testin sensitivite ve spesifitesindeki degiskenlik g6z oOniinde bulundurularak,

giincel kriterlerde bu test opsiyonel bir kriter olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 1.3. Uluslararas1 Behget Hastaligi Calisma Grubu tarafindan BH tanisi igin belirlenen giincel kriterler

Klinik Bulgular Puan
Oral Aft 2
Genital Ulser 2
Okiiler Lezyonlar 2
Deri Lezyonlar 1
Norolojik Bulgular 1
Vaskiiler Bulgular 1
Pozitif Paterji Testi 1*

*Paterji testi, cografi varyasyona gore degisiklik gosterdigi i¢in opsiyonel olarak belirlenmistir.

Behget hastaligimin  tanisinda kullanilan spesifik bir laboratuvar testi
bulunmamaktadir. Hastalarda eritrosit sedimentasyon hizinda artis, C reaktif protein
yiiksekligi, periferal 16kosit ve platelet sayisinda artis ile birlikte; TNF-o, IFN-y, IL-
1B, IL-6 ve IL-8 gibi serum sitokinlerinde yiikselme goriilebilmektedir ancak; bu
bulgular hastalik i¢in spesifik degildir. Anti niikleer antikor (ANA), romatoid faktor,
anti notrofil sitoplazmik antikor (ANCA) gibi otoantikorlar Behget hastalarinda
saptanamamustir. Bununla birlikte; damar duvarlarinda IgG ve IgM gibi antikorlarin

birikimi immiinfloresans mikroskopisi ile gosterilmistir.

1.2.  Vitamin D Metabolizmasi ve Sinyalizasyonu

1.2.1. Vitamin D Sentezi

Vitamin D'nin baglica kaynagi; giiclendirilmis yiyecek ve vitamin

kaynaklarindan kazanilan ergokalsiferol (Vitamin D2) ve deride ultraviyole isinlari
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ile 7-dehidrokolesteroliin fotolizi sonucu meydana gelen kolekalsiferoldiir (Vitamin
D3). Vitamin D baglayict protein ile karacigere taginan ergokalsiferol ve
kolekalsiferoliin, ekspresyonu CYP27A1 geni tarafindan kontrol edilen Vitamin D —
25 Hidroksilaz enzimi ile hidroksillenmesi, vitamin D'nin metabolik aktivasyonunun
ilk basamagidir. Hidroksillenme; yirmi besinci karbon atomuna bir hidroksil grubu
eklenmesiyle gergeklesir ve reaksiyon {irlinii olarak 25 — Hidroksi Vitamin D3
(25(0OH)D3) olusur. 25(OH)D3, vitamin D baglayici proteine baglanarak dolasima
katilir, bobrekte siiziiliir ve proksimal tiibiillerde bulunan endositik reseptor Megalin
araciligiyla geri emilimi gergeklesir (Christakos ve ark., 2010). 25(OH)Dz3 ve vitamin
D baglayici protein kompleksi proksimal tiibiillerdeki lizozomlar tarafindan
ayrildiktan sonra serbest 25(OH)D3 mitokondriye geger, ekspresyonu CYP27B1 geni
tarafindan kontrol edilen 25(OH)D3s — 1 Alfa Hidroksilaz enzimi ile birinci
pozisyondaki karbon atomuna bir hidroksil grubu daha eklenir ve aktif vitamin D
metaboliti olan 1,25 Dihidroksi Vitamin Ds'e doniisiir (Henry, 2011). 1,25 Dihidroksi
Vitamin D3 temel olarak bobrek proksimal tiibiil hiicrelerinde fretilir ancak;
mitokondriyal CYP27B1 eksprese eden; kemik, deri epitelyal hiicreleri, akciger,
kolon hiicreleri ve 6zellikle aktive olmus makrofajlar olmak {izere bazi immdiin sistem
hiicrelerinde de sentezlenebilir. Makrofajlarin TLR ligandlar1 veya IFN-gamma ile
aktivasyonu, CYP27B1 geninin ekspresyonu ve hiicre i¢inde kullanilabilir 25(OH)D3

bulunan makrofajlarda 1,25(0OH).Dz3"lin tiretimi ile sonuglanur.

Vitamin D'nin aktif metaboliti olan 1,25(OH).Ds'iin sentezini kontrol eden
inhibisyon ve aktivasyon mekanizmalar1 bulunmaktadir. Fibroblast Biiylime Faktorii-
23; 1,25(OH)2Ds'lin bobrekteki iiretimini inhibe eder. Bu inhibisyonu, 25(OH)Ds-1
Alfa Hidroksilaz enziminin ekspresyonunu kontrol eden CYP27B1 geninin bobrek
proksimal tiibiil hiicrelerindeki mRNA ekspresyonunu baskilayarak gerceklestirir.
Bununla birlikte 1,25(0OH)2D3; CYP24A1 geninin ekspresyonunu arttirarak 24-
Hidroksilaz enziminin {iretilmesini saglar. 24-Hidroksilaz enzimi; 1,25(OH)2Ds'ten
inaktif bir metabolit olan 24,25 Dihidroksi Vitamin Ds'iin olustugu reaksiyonu
katalizleyerek 1,25(OH)2Ds'iin katabolik siirecini baslatir. Paratiroid hormon ise

CYP27B1 geninin ekspresyonunu arttirarak 1,25(OH)2D3 iiretiminin de artmasini
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saglar. Yiiksek titredeki 1,25(OH)2Ds ise negatif geri bildirim yoluyla PTH salinimini
inhibe eder (Sekil 1.1.).

——= Aktivasyon

| inhibisyon 4}

=

e { 125(0H2D3 )
@ /

Sekil 1.1. Vitamin D’nin Regiilasyonu

1.2.2. Vitamin D Sinyalizasyonu

Aktif vitamin D’nin biyolojik islevi, genomik ve non-genomik olmak iizere
ikiye ayrilmaktadir. Non-genomik mekanizmada; vitamin D, rapid-response steroid-
binding protein reseptdrii (1,25D3-MARRS) gibi membran iliskili reseptorlere
baglanarak, fosfoinositidaz, Ca?*, siklik GMP ve MAP kinaz aracilifiyla gesitli
sinyalizasyon yolaklarini dogrudan etkilemektedir. Genomik islev ise; vitamin D’nin
Vitamin D reseptOriine baglanmasi ve gen transkripsiyonunun regiile edilmesiyle

saglanmaktadir.

1.2.2.1. Vitamin D Reseptoriiniin Molekiiler Yapisi ve Fonksiyonu

Niikleer reseptor ailesi iliyesi olan VDR, vitamin D’nin metabolik olarak aktif
son formu olan 1,25(0OH).Ds’e yiiksek affinite ve spesifite ile baglanmaktadir.
Vitamin D’nin aktif formu ile bag olusturan VDR, retinoid X reseptori ile

etkilesmekte ve heterodimerik bir yap1t meydana gelmektedir. VDR-RXR’den olusan
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bu heterodimerik yapi, DNA dizisinde vitamin D tarafindan regiile edilen gen
bolgelerinde bulunan Vitamin D Response Elementleri ile etkilesmektedir (Haussler
ve ark., 2011). Bilinen vitamin D response elementler; DR3 ve ER6 olmakla birlikte,
daha iyi bilinen element DR3’tiir. DR3; vitamin D reseptoriine 3¢ ucundan, retinoid
X reseptoriine ise 5° ucundan baglanmaktadir. VDR-RXR heterodimerik yapisina
baglanan niikleotidler deneysel olarak arastirilmis, optimal VDRE; 3‘; VDR’nin
baglanacag1 bolgede PGTTCA; 5°; RXR’nin baglanacagi bolgede PGGTCA motifi
iceren diziler olarak belirlenmistir (Colnot ve ark., 1995). Bu dizilerde P, herhangi bir
plirin bazmi temsil etmektedir. Deneysel olmayan DR3 elementleri ise deneysel
olarak belirlenen optimal VDRE’ler ile genellikle 1-3 baz arasinda eslesmeyen dizi
icermektedir. VDR-RXR heterodimerinin farkli affinite ile baglanmasini saglamak
amactyla deneysel olmayan VDRE’lerin farkli sekans varyasyonlar1 gosterdigi
diistiniilmekle birlikte; bir diger olasilik, farkli VDRE sekanslarinin 6zgiin bir VDR-
RXR kompleksine baglanarak, ilgili gen bolgelerini regiile etmek suretiyle c¢esitli
dokularda farklt metabolik yolaklarin kontrol edilmesine olanak saglamasidir.
VDRE’lerin bulundugu genler goz oniine alindiginda, vitamin D-VDR etkilesiminin;
kemik ve mineral metabolizmasi, detoksifikasyon, hiicre dongiisli, immiin sistem ve
karbonhidrat, lipid, protein metabolizmasi gibi temel siireclerle iligkili oldugu

gorilmektedir.

427 aminoasit iceren VDR; N-terminal bolgesinde DNA Binding Domain
(DBD) ve C-terminal bolgesinde Ligand Binding (LBD)/Heterodimerizasyon
Domaini olmak iizere baslica iki fonksiyonel birim icermektedir. DBD; reseptoriin
ilgili DNA sekanslarinda bulunan VDRE’ler ile etkilestigi bolgedir. LBD domaini
ise; RXR ile heterodimerizasyonu saglamaktadir. Heterodimerizasyonda baslica; H9
ve H10 heliksleri ile birlikte, H8 ve H9 heliksleri arasinda yer alan loop bdlgesi
gorev almaktadir. Koaktivatorler ile etkilesim ise; H3, H5 ve H12 heliksleri ile
birlikte activation-function 2 (AF-2) domaini araciligiyla saglanmaktadir. (Sekil 1.2.)
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Sekil 1.2. VDR proteininin fonksiyonel domainleri, (Haussler ve ark., 2013).

1.2.2.1.1. VDR ile Gen Ekspresyonunun Aktivasyonu

1,25(0OH)2D3, vitamin D reseptoriindeki ligandina baglandiginda VDR nin C-
terminal bolgesinde bulunan H12 heliksinin pozisyonunda konformasyonel bir
degisim meydana gelmekte ve bu degisim VDR’yi yeni bir baglanti i¢in kapali
pozisyona getirmektedir. Bu basamagi; AF-2 domaini tarafindan koaktivatorlerin
baglanmasi i¢in bir platform olusturulmasi takip etmektedir. H3,HS ve H12 heliksleri
ile etkilesim icerisinde bulunan koaktivatorleriin de yapiya katilmasiyla VDR-RXR
heterodimerik  yapisinin  VDRE’ler {izerinde stabilize oldugu ve giiglii
heterodimerizasyonun saglanmasi amaciyla, VDR’nin H9 ve H10 heliksleri ile
RXR’deki eslesen helikslerin arasindaki iyonik ve hidrofobik etkilesimlerin itici
giiclinlin; VDR’ye ait LBD domaininin, RXR’ye ait LBD domaininin 5 ucuna
migrasyonunu sagladigi ve RXR LBD domaininin 180° rotasyonuna yardimci oldugu
distintilmektedir (Haussler ve ark., 2013). Boylece; stabilize olan heterodimerik
yapi, ilgili gen bolgesindeki VDRE’lere kenetlenmekte ve koaktivatorlerin de yapiya
katilmasiyla fonksiyonel olarak siki baglantilar iceren bir kompleks meydana
gelmektedir. Bu basamaklar ile 1,25(0OH).D3 iligkili gen transkripsiyonu aktive
edilmektedir (Sekil 1.3.).
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Sekil 1.3. VDR aracili gen ekspresyonunun aktivasyonu, (Haussler ve ark., 2013).

1.2.2.1.2. VDR le Gen Ekspresyonunun Baskilanmasi

Vitamin D’nin VDR ’ye baglanmasi1 ve VDR-RXR heterodimerinin olugsmast ile
gen transkripsiyonunun baskilanmasi, gen transkripsiyonunun aktivasyonu ile benzer
molekiiler 6zellikler bulundurmasina karsin bir ka¢ yonden farklilik gostermektedir.
Gen baskilanmasinda, aktivasyondan farkli olarak; niikleer reseptor korepressorlerin
yardimiyla hedef gendeki kromatin yapisal olarak degistirilmektedir. Kromatin
yapisinin yeniden diizenlenmesi, reseptore bagli bulunan korepressorler ile etkilesen
histon deasetilaz ve histon demetilaz enzimlerinin katalizledigi reaksiyon ile
gerceklesmektedir. VDR aracili gen siipresyonunun baslangi¢ basamaginda, VDR-
RXR heterodimeri negatif VDRE’lere kenetlenmekte ve boylece VDR koaktivatorler
yerine korepressorlere baglanmak i¢in konformasyonel bir degisim geg¢irmektedir.
VDR’de meydana gelen bu konformasyonel degisimin, negatif VDRE’lerde
eslesmeyen niikleotidlerin bulunmasi nedeniyle negatif VDRE’lere 6zgii oldugu
diistiniilmektedir. VDR ile gen baskilanmasi mekanizmasinda RXR sessiz partner
olarak degerlendirilmekte ve 5° bolgesindeki negatif niikleotidler yardimiyla
VDR’ye allosterik bir etkisinin oldugu, bodylece; VDR’nin korepressorler ile
baglanmak i¢in uygun konformasyonel degisimine katki sagladigi hipotezi 6ne
stiriilmektedir (Zhang ve ark., 2011). Sonug olarak; VDR aracili gen ekspresyonunun

baskilanmasi epigenetik mekanizmalarla iliskilidir. CYP27B1 geninin 1,25(0OH).D3
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tarafindan represyonunun epigenetik bir mekanizma olan DNA metilasyonu

araciligryla gergeklesmesi ise bu hipotezi desteklemektedir (Kim ve ark., 2009).

S
1,25(0H)7 D3
|gané
GGGTCAGmGGGTGT ¢
—. 3
m (=) DR3 VDRE
\CXW&YM'
Non-specific DNA “sliding” 1.25(0M)20%

|T pmmonmvon-nxnl

Sekil 1.4. VDR aracili gen ekspresyonunun baskilanmasi, (Haussler ve ark., 2013)

1.2.2.2. Vitamin D Reseptor Geni

VDR-RXR heterodimeri transkripsiyon faktorii olarak rol almakta ve ilgili
genin promotor enhancer ve siipressor bolgelerinde bulunan pozitif veya negatif
VDRE’ler araciligiyla hedef genlerin aktivasyonunu ya da baskilanmasini
saglamaktadir. VDR’nin regiilasyonunu etkiledigi genler baslica; metabolizma
(%43), hiicre ve doku morfolojisi (%19), hiicre baglantilar1 ve adhezyon (%10),
hiicre farklilasmas1 ve gelisimi (%10), angiogenesis (%9) ve epiteliyal mezenkimal
gecis (%5) ile iligkilidir (Ding ve ark., 2013). Tip | diyabet, multiple skleroz,
romatoid artrit ve SLE gibi otoimmiin hastaliklar vitamin D ve VDR ile iligkili
bulunmustur (Holick ve ark., 2004). VDR’nin fizyolojik rolii ve bir¢cok hastalik ile
iliskili bulunmus olmasi, hastaliklarin mekanizmasinin anlasilmasi ve dnlenmesi i¢in
VDR’yi ve VDR’nin ekspresyonundan sorumlu olan VDR genini odak noktas1 haline
getirmektedir.
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1.2.2.2.1. Promotor ve Enhancer Bolgeler

VDR’nin ¢esitli islevlerinden sorumlu kodlanmayan ve kodlanan ekzonlari
baslica 4 promotor bolge tarafindan kontrol edilmektedir. VDR geninin yapisal
olarak aydinlatilmasi, primer promotordaki transkripsiyon faktorii baglanma
bolgelerinin ve bu promotor tarafindan kontrol edilen temel ekspresyonlarin
belirlenmesi ile miimkiin olmustur (Miyamoto ve ark., 1997). Primer promotora
ilaveten, kodlanmayan ekzonlardan Ic ve 1f’te ve 3’UTR boélgesinde non-coding
RNA ekspresyonundan sorumlu ekzon 9’da olmak {izere 3 promotor bolge daha

tanimlanmaistir.

[lk olarak 1998 yilinda Crofts ve ark., primer promotor ve ekzon 1f’te bulunan
promotordan koken alan 14 farkli VDR transkripti tanimlamis ancak 2014 yilindaki
son bulgulara gore; deneysel olarak dogrulanan 10 transkript ve heniliz onaylanmayan
2 transkript Genomatrix veri tabaninda kayda ge¢cmistir. Dogrulanan 10 transkriptten
8’1 primer promotordan koken almaktadir ve tiim transkriptler g¢esitli dokularda
eksprese olmaktadir. Primer promotordan koken alan transkriptlerin spliced
versiyonlarinda 6-11 ekzon bulunurken, 5° ucunda ekzon 1f’te bulunan promotordan
koken alan transkript, ekzon 1f ve ekzon 9’u icermektedir. Genin 3 ucunda ekzon
9’da yer alan promotor ise sadece ekzon 9’u igeren bir transkript eksprese etmekte ve
bu transkriptin potansiyel bir long non-coding RNA (IncRNA) oldugu
diistiniilmektedir. Ekzon 1c’de bulunan promotor ise onaylanmamis, 4 ekzon iceren
bir transkript iiretmekte ve bu transkript, kanserli dokuda, germinal merkezdeki B
hiicrelerinde ve pankreas adacik hiicrelerinde eksprese olmaktadir. Biitiin transkript
varyantlart 4 farkli promotor tarafindan iiretilmekte ve cesitli dokularda farkli

gorevler icin eksprese olmaktadir.

VDRBI; ekzon 1d igerisinde baslatict bir kodondan koken alan ve ekzon
I1d’nin bir kismu ile ekzon 1c¢’nin tamamini igeren bir VDR izoformudur. VDRBI1
izoformu, VDR’den farkli olarak N-terminal bolgesinde fazladan 50 aminoasit
bulundurmaktadir ve VDRBI1 izoformu, insan bobrek dokusunda, osteoblastik,

intestinal, ve bobrek epitel hiicre hatlarinda tespit edilmistir (Sunn ve ark., 2001). Bu
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izoform COS-1 hiicre serisi ile yapilan in vitro bir ¢aligmada transaktivasyon
acisindan orjinal VDR’den daha aktif bulunmustur (Gardiner ve ark., 2004).
VDRB1’in farkli aktivasyon potansiyeline sahip olmasi, belirli dokularda spesifik
mekanizmalar1  diizenledigini  diisiindiirmektedir. VDR mRNA’sinin  alternatif
splicingi ve doku spesifik transkripsiyonel aktivitesi; idiopatik skolyozu bulunan
bireylerde, kemik, kikirdak ve paravertebral kas dokusunda gosterilmis ve VDRBI1
mRNA’s1 idiopatik skolyozu bulunan jiivenil ve addlesanlarin paravertebral kas

dokusunda anlamli oranda farkli bulunmustur (Nowak ve ark., 2012).

Primer VDR transkripti i¢in ana baslatici ekzon olan ekzon 1la, insan, fare ve
sicanlarda yiiksek oranda korunarak aktarilmakta ve giiglii bir CpG adasi iginde
bulunmaktadir (Halsall ve ark., 2007). CpG adalarinin korunarak aktarilmasi, bu
bolgenin VDR regiilasyonunda 6nemli bir rolii oldugunu gostermektedir. Primer
promotor olan ekzon la’da bulunan bazi temel transkripsiyon faktorii baglanma
bolgeleri ile birlikte diistintildiiglinde, VDR gen regiilasyonunun, transkripsiyon
faktorlerinin baglanmasi ve CpG adalarinin metilasyonu arasindaki sinerjik etkilesim
ile kontrol edildigi 6nerilmektedir. Alternatif VDR leri kodlayan ekzon 1d ve ekzon
Ic’nin de insan, fare ve siganda korunarak aktarildigi gosterilmistir (Halsall ve ark.,

2007).

VDR geninde, ekzon 1f’te iki tane (U3 ve 12), ekzon 1c’de bir tane (S3) ve
ekzon 3’te bir tane (S1+) olmak {izere 4 enhancer bolge tanimlanmaktadir. Bu
enhancer bolgeler; in silico analiz ve ChIP dizileme metodu ile, 1,25(0OH).Ds ile
muameleden sonra bazal seviyede VDR baglanmasina gore tespit edilmistir (Zella ve
ark., 2010). Vitamin D’nin baglandigt VDR’nin, S1 enhancerinda bulunan
VDRE’lere baglanmasiyla VDR transkripsiyonunda meydana gelen degisiklikler
lusiferaz aktivitesi deneyi ile farelerle yapilan bir c¢alismada gosterilmis ve
1,25(0OH).D3z  seviyesiyle  uyumlu  olarak, VDR transkripsiyonunun
otoregiilasyonunda gendeki enhancer bolgelerin etkili olabilecegi belirtilmistir (Zella

ve ark., 2006).
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Gene

s

hgt9 | {50 kb Scale
48,340,000 14,330,000 148,320,000 |48,310,000 l48300000 l48200000 |48280,000 l4g270000 |48 260000 48250000 l482¢0000 | whi2
VDR gene with exons
5t - — s
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Promoters
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Enhancers
Wy Hs s
W
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|1067  |1083 Wiosz | 1061 | 1059
| 1064 |1060
| 1085
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Genomatix promoters
Code®  GXP_3654261 GXP_168257 GXP_3654258 GXP_168256
Position® 48,336,731-48,337,434 48298,687-48,299,314 48276,618-48.277,218 48237,996-48,238 596
Length 703 bp 627 bp 600 bp 600 bp
Enhancers
Code 12 U3 53 s+
Position  48,342,213-48,344,773 48339,493-48,341893 48,275,013-48,277,093 48261,253-48,265,573
Length ~ 2560bp 2400 bp 2080 bp 4320 bp
Bona fide CGls*
Code 1067 1066 1065 1064 1063 1062 1061 1060 1059
Position  48,343,769-48,344,090 48340,624-48340,878 48336,576-48,336,888 48335,999-48336347 48335764-48335,963 48,298319-48299653 48258829-48,259,046 48238,552-48238840 48,237082-48237,288
Length  321bp 254bp 312bp 348 bp 199 bp 1334 bp 217bp 288 bp 206 bp

Sekil 1.5.VDR geninde bulunan regiilator bolgeler, (Saccone ve ark., 2015).

1.2.2.2.2. Sekans Polimorfizmleri

VDR geninin primer promotor bdlgesinde, cdx-2 (rs11568820) (Arai ve ark.,
2001) ve GATA (rs4516035) (Fang ve ark., 2005) transkripsiyon faktorlerinin
baglanmasinda degisiklige yol acan polimorfizmler saptanmis ancak bu
transkripsiyon faktorlerinin doku spesifik oldugu belirtilmistir. Bu nedenle bu
polimorfizmlerin, sadece spesifik hiicrelerde ve belirli ¢evresel uyarilar ile VDR

ekspresyonunu regiile ettigi diisiiniilmektedir.

VDR i¢in translasyon baslatict kodonda bulunan rs2228570 polimorfizmi, T>C
degisikligi ile ifade edilmektedir ve C alelinin bulunmasi durumunda 3 aminoasit
kesilmis 424 aminoasit iceren VDR f{iretilmektedir. 424 aminoasit igeren bu
VDR‘nin, 427 aminoasit iceren orjinal VDR’den anlamli oranda yiiksek
transaktivasyonel kapasiteye sahip oldugu ve VDR geninin otoregiilasyonunda

islevsel olabilecegi diisiiniilmektedir (Arai ve ark, 1997).

Birgok hastaliga yatkinlik sebeplerini daha iyi anlamak amaciyla, son 15 yilda
VDR geninde, gen ekspresyonunun regiilasyonu ve protein iiretimi ile iliskili
olabilecek polimorfizmlerin incelendigi ¢aligmalar artmistir. Farkli popiilasyonlarda,
enfeksiyoz hastaliklarda (Selvaraj ve ark., 2009), osteoporoz (Arai ve ark., 1997), ve
tip II diyabet hastalarinda (Ogunkolade ve ark., 2002) yapilan rs2228570 ve
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promotor bolgede bulunan rs11568820 ile rs4516035 polimorfizm c¢aligmalar ile bu

polimorfizmlerin VDR ekspresyonunu etkiledigi gosterilmistir.

VDR geninin 3° UTR bolgesinde, rs1544410, rs7975232 ve rs731236
polimorfizmleri calisilmis; bu polimorfizmlerin fonksiyonel etkisi hala tam olarak
aciklanamamistir. Bu ii¢ polimorfizmin 3° UTR bdlgesinde bulundugu goz oniine
alindiginda, polimorfizmlerin VDR mRNA stabilitesinden sorumlu olabilecegi
belirtilmektedir (Fang ve ark.,2005). Kodlanmayan veya sessiz SNP’ler olmalarina
ragmen, heniliz tanimlanmamis fonksiyonel degisimlerle LD iginde olabilecekleri
diistiniilmektedir. VDR geninin 3° UTR bdlgesinde tekli A tekrarlarinin artmasinin
genin transkripsiyonel aktivitesini etkiledigi bildirilmistir (Whitfield ve ark., 2001;
Fang ve ark., 2005). Fang ve ark. (2005), 5 farkli hiicre hatti ile yiirtittiikleri
calismada; 3° UTR bolgesinde tekli A tekrarlarinin artmasina neden olan L (long)
alelini ve tekrarin artmasina neden olmayan S (short) alelini hiicrelere transfekte
etmis, L alelini tagiyan hiicrelerde VDR mRNA seviyesinin S alelini tasiyan
hiicrelere gore %15 azaldigim1 kantitatif PCR yontemi ile saptamustir. Tekrarlarin
uzunlugunun mRNA stabilitesini degistirdigini, L alelini tasiyan hiicrelerde mRNA
bozunma oraninin, S alelini tasiyan hiicrelere goére %30 daha fazla oldugunu
gostererek belirtmistir. Rs1544410, rs7975232 ve rs731236 polimorfizmlerinde A-T-
C niikleotidlerini bulundurmanin VDR ekspresyonunu nasil etkiledigi bu bulgular ile

aciklanabilmektedir.

Hindistan’da saglikl1 bireylerin periferal kan mononiikleer hiicreleri ile yapilan
bir ¢alismada; rs1544410 polimorfizmi i¢in homozigot AA genotipini ve rs731236
polimorfizmi i¢in homozigot CC genotipini bulunduran bireylerin daha diisiik VDR
protein seviyesine sahip oldugu bildirilmistir (Selvaraj ve ark., 2009). Rs7975232
polimorfizmi i¢in farkli genotiplerin VDR protein seviyesine herhangi bir etkisi
gbzlemlenemezken; rs731236 polimorfizmi i¢in homozigot TT genotipini tasiyan
bireylerin daha yiiksek seviyede VDR proteinine sahip oldugu bildirilmistir. 3 UTR
bolgedeki polimorfizmlere bakildiginda; rs1544410 polimorfizmi i¢in G, rs7975232

polimorfizmi i¢in G ve rs731236 polimorfizmi i¢in T alelini tasimanin, sirasiyla, A,T
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ve C alelini bulunduran bireylere gore daha yiiksek VDR diizeyine sahip oldugu
bildirilmistir (Selvaraj ve ark., 2009).

1.2.3.  Vitamin D ve Immiinolojik Regiilasyon

Vitamin D’nin etkileri kalsiyum ve fosfor homeostazisi ile sinirli olmamakla
birlikte; hiicre farklilasmasini indiiklemesi, hiicre biiylimesini inhibe etmesi, immiin
sistemin diizenlenmesi ve diger hormonal sistemlerin regiilasyonu vitamin D’nin

bilinen gorevleri arasindadir.

T lenfosit, notrofil, makrofaj ve dendritik hiicreler gibi bir¢ok immiin sistem
hiicresinin Vitamin D Reseptorii (VDR) bulundurmasi ve aktive olmus inflamatuvar
hiicrelerin VDR eksprese etmesiyle birlikte; 1,25(OH)2Ds3 ile T hiicre proliferasyonu
inhibe edilirken, aktive olmus makrofajlarin 1,25(OH)2D3 iiretmesi, vitamin D’nin

immiin sistemin regiilasyonundaki 6nemini géstermektedir.

Monositlerde 1,25(0OH).Ds ile meydana gelen morfolojik ve biyokimyasal
degisiklikler, VDR’nin normal I6kosit farklilasmasinda gorevi oldugunu
diistindiirmektedir. Ayrica, Lemire ve ark. (1985) tarafindan 1,25(OH).D3 titresi
artttkca IgG ve IgM antikorlarinin inhibe oldugu gdsterilmis, bu c¢alisma ile
1,25(0OH).D3’iin  antikor {ireten B hiicrelerine antiproliferatif etki yaptigi

kanitlanmuistir.

CYP27B1 enziminin substratt olan 25(OH)D3z’lin ise immiin sistemi
diizenleyici bir goérevi olmadigi diistiniilmektedir. Ancak; CD16 marker1 tagimalariyla
tanimlanan proinflamatuvar monositler 25(OH)D3’ten kismen etkilenmektedir.
Kronik bobrek hastasi olan 7 birey ile yapilan bir ¢alismada; kolekalsiferol
tedavisinden sonra 25(OH)Ds seviyesinin 4 kat artis gostermesi ile birlikte,
monositlerde VDR ekspresyonu ve CYP24A1 geninin ekspresyonunda artis,
CYP27B1 geninin ekspresyonunda ise azalma gozlemlenmistir (Stubbs ve ark.,

2010).
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25(0OH)Ds’e gore, 1,25(0H)2D3’tiin VDR ’ye daha yiiksek affinite ile baglandigi
diisiiniildiigiinde, genel regiilasyonun 1,25(OH);D3 tarafindan yiiriitiildiigli tahmin
edilmektedir. VDR iizerine ne kadar etkisi oldugu bilinmemekle birlikte,
1,25(0OH);Dz’lin adaptif immiiniteyi baskilayarak ve dogal immiiniteyi uyararak

immiin regiilasyonda rol oynadigi bilinmektedir.

1.2.3.1. Vitamin D ve Dogal Immiinite

Enfeksiyonlarin tedavisinde Vitamin D kullaniminin 150 y1l1 agkin bir tarihgesi
bulunmaktadir. 1849 yilinda kolekalsiferol agisindan zengin bir kaynak olan balik
yagimnin kullanimut ile tiiberkiiloz tedavisinin basariya ulastig1 bildirilmistir (Williams,
1849). Bu calisma; Mycobacterium tuberculosis ile enfekte edilen monosit hiicre
serileri ile gerceklestirilen, vitamin D’nin dogal immiiniteyi diizenlemedeki roliinii
ve 25(0OH)D3 ve 1,25(0OH).D3 arasindaki direkt iligskiyi gosteren baska bir ¢alisma ile
desteklenmistir (Rook ve ark., 1986).

Monosit ve makrofajlar gibi polimorfoniikleer hiicreler ve bazi epitelial
hiicreler Toll-Like Reseptor eksprese etmektedir ve dogal immiinite cevabi TLR
aracihidir.  25(OH)Ds’iin - 1,25(0OH)2D3’e¢  doniismesini  katalizleyen — enzimin
ekspresyonundan sorumlu gen olan CYP27B1’in aktivasyonu keratinositlerde
oncelikle Tiimoér Nekroz Faktor (TNF) gibi TLR patern tanima reseptorlerine
baglanan molekiillerle regiile edilir. Insan keratinositlerinin TNF ve IFN-gamma
maruziyeti; 1,25(0OH),Ds3 iiretimini stimiile etmekte ve TLR 2/1 heterodimerinin M.
tuberculosis ile aktivasyonu CYP27B1 ekspresyonunu ve monosit-makrofajlardaki
VDR gen ekspresyonunu arttirmaktadir.  Benzer sekilde; TLR-4 ve CD14
kompleksinin de lipopolisakkarid ile wuyarmi CYP27B1 ekspresyonunu
arttirmaktadir. Sonug olarak Vitamin D; TLR’ler araciligiyla makrofaj farklilagmasin

ve mikrosidal etkiyi arttirarak dogal immiin yanit1 da arttirmaktadir.
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1.2.3.1.1. Vitamin D ve Cathelicidin

Cathelicidinler; lizozom, makrofaj ve polimorfoniikleer 16kositlerde bulunan,
invaziv enfeksiyonlara karst memelilerin dogal savunmasinda gorevli antimikrobiyal
bir peptid ailesidir.  1,25(OH)2D3s VDR’ye baglandiginda, bu ligand-reseptor
kompleksi transkripsiyon faktorii olarak davranir ve antimikrobiyal peptid olan

cathelicidinlerin iiretimini indiikler (Andress ve ark., 2007).

Afro-Amerikanlarin monosit kiiltiirleri ile yapilan ¢alismalarda, monosit
kiiltiirtiniin 25(OH)Ds3 seviyesi beyaz irka gore diisiik bulunmustur. Monositlerin M.
tuberculosis lipopeptidleri ile aktive edilmesinin cathelicidinlerin  mRNA
indiikksiyonunda etkisiz oldugu goézlemlenmistir. Kiiltiirin 1nmol/L-100nmol/L
arasinda degisen konsantrasyonlarda 1,25(0OH).D3z ile desteklenmesi sonucunda
cathelicidin mRNA’sinin indiiksiyonunda artis goriilmiis, bu ¢alisma ile memelilerin
dogal immiinitesinde dnemli bir rolii olan cathelicidinlerin sentezlenmesinde Vitamin

D’nin etkisi kanitlanmistir (Liu ve ark., 2006).

Cathelicidin Antimikrobiyal Peptid olarak bilinen CAMP; serin proteaz enzimi
ile 37 aminoasit iceren antimikrobiyal peptide (LL-37) donistiirilmektedir (Gordon
ve ark., 2005). Wang ve ark. (2004), 1,25(0OH).D3 ile CAMP seviyesinin arttigini
gistermistir ve son calismalar ile monosit, keratinosit, ndtrofil ve bronsiyal epitel
hiicreler gibi bir¢ok hiicre tipinde 1,25(OH):D3z’iin CAMP seviyesini arttirdigi

kanitlanmuistir.

1.2.3.2. Vitamin D ve Adaptif Immiinite

Adaptif immiin yanit, dendritik hiicreler ve makrofajlar gibi antijen sunan
hiicrelerin, antijeni spesifik olarak taniyan T ve B lenfositlere sunumu ile
baslamaktadir. 1,25(OH);Dz3’iin; antijen sunan hiicrelerin T lenfosit aktivasyonu,
proliferasyonu ve sitokin salinimini indiikleme yetenegini degistirerek adaptif
immiiniteyi inhibe ettigi bilinmektedir (Bikle, 2009). Ayrica, 1,25(OH)2D3; antijen

sunumu ve T hiicre aktivasyonu igin gerekli olan dendritik hiicrelerin
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maturasyonunu, HLA-DR, CD40, CD80, CD86 gibi ko-stimiilator molekiillerin
ekspresyonunu azaltmaktadir (Van Etten ve ark., 2005). Bununla birlikte, Vitamin
D’nin aktif metaboliti olan 1,25(OH)2D3; Thl hiicrelerinin farklilasmasindan
sorumlu olan IL-12 sitokininin salintmini inhibe ederek, IL-2, IFN-gamma ve TNF

gibi pro-inflamatuvar sitokinlerin {iretimini de azaltmaktadir.

Sonug olarak, Sekil 1.6°da gosterildigi gibi; 1,25(OH)2D3, Thl ve Th17 hiicre
gruplarinin gelisimini inhibe ederken, Th2 hiicre grubu ve CD4+ ve CD25+
markerlar1 tasityan ve immiin tolerans i¢in kritik olan Treg hiicrelerinin

farklilasmasini indiiklemektedir (Gregori ve ark., 2001).

4
090¢

Sekil 1.6. Vitamin D’nin T hiicre alt tiplerine etkisi

Aktif vitamin D metabolitinin B hiicreleri iizerine etkisi ise daha karanlik
olmakla birlikte, 1,25(0OH)2D3 etkisi ile B hiicrelerinin proliferasyon ve plazma
hiicrelerine doniisiimiinde, dolayisiyla immiinoglobulin iiretiminde azalma oldugu

bilinmektedir (Chen ve ark., 2007).

1.2.3.3.  Vitamin D ve inflamasyon

Endoteliyal hiicreler, enfeksiyonlarda, sepsiste ve organ rejeksiyonunda immiin
sistemin aktiflesmesinde gorev almaktadir. Kilcal damarlarin endotel hiicreleri ile
yapilan bir ¢alismada; endoteliyal hiicrelerin 1,25(OH)2D3 ile muamelesinin; gram

negatif bakteri polisakkaridi ile aktive edilmis NF-KB transkripsiyon faktoriinii,
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TNF, IL-6, IL-8 ve C-C motifi tasiyan kemokinlerin salinimini inhibe ettigi
gosterilmistir (Equils ve ark., 2006).

1,25(0OH).D3 vazodilatasyonu inhibe etmektedir. Bununla birlikte 1,25(0OH)2D3
bir diger énemli rolii; geri-bildirim kontrol mekanizmalarimi regiile ederek, immiin
yanitin agiriligindan dogacak olan inflamatuvar hasari sinirlamasidir. 1,25(0OH)2D3
immiin regiilasyonu; inflamatuvar cevabi baslatacak olan, monositlerde eksprese olan
TLR-4 ve TLR-6 reseptorlerinin ekspresyonunu azaltarak gergeklestirmektedir. Aktif
vitamin D metaboliti tarafindan TLR ekspresyonunun baskilanmasi dogal immiin
cevabin asirt olmasmi ve inflamatuvar T lenfosit artisini siirlarken, Thl aracili

otoimmiin cevabin azaltilmasini saglamaktadir (Sadeghi ve ark., 2006).
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2. GEREC ve YONTEM

Bu calisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Immiinoloji ve Allerji
Hastaliklar1 Bilim Dal1 tarafindan, Subat 2016 — Eyliil 2016 tarihleri arasinda, Ibn-i
Sina Hastanesi Immiinoloji ve Doku Tiplendirme Laboratuvari‘nda yiiriitiildii.
Calisma protokolii, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’'nca 02-46-16 karar no ile onaylandi. Bu arastirma, 16H0230003 proje
numarast ile Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii

tarafindan desteklendi.

Bu calismaya Behget Hastalign Multidisipliner Tan1 ve Tedavi Unitesi’ne
basvuran, “Uluslararasi Behget Hastaligi Calisma Grubu” tarafindan belirlenen tani
kriterleri ile BH tanis1 koyulmus olan, 18-64 yas araliginda 150 Behget hastasi ve
kontrol grubu olarak Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Ibn-i Sina Hastanesi’ne
cesitli sikayetlerle bagvuran ancak otoimmiin ve kronik herhangi bir hastalik tanisi
bulunmayan ayni yas araliginda 150 saglikli birey dahil edildi. Calisma icin
olusturulan 6rneklem; iki serbestlik derecesinde 0.05 yanilma diizeyinde Ki-Kare
testiyle 0.18 birimlik etki biiyiikliigiinii %80 gii¢ ile belirlemek i¢in 150 hasta ve 150

saglikli kontrolden olugmak tizere 300 birey olarak belirlendi.

Calismaya dahil edilen hastalardan detayli 6ykii alindi ve Behget Hastalig
Uluslararast Calisma Grubu tarafindan belirlenen kriterler dogrultusunda hazirlanan
BH Hasta Takip Formu her hasta i¢in ayritili olarak dolduruldu (Ek 2: BH Hasta
Takip Formu).

Son dort hafta igerisinde; okiiler lezyon, genital iilser, oral aft gibi klinik
bulgulardan en az birinin bulunmasit durumunda hastalik aktif olarak kabul edildi.

Dort hafta siireyle bu klinik bulgularin olmamasi durumunda hastalik inaktif kabul
edildi (Bhakta ve ark, 1999).
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2.1.  Kan Orneklerinin Toplanmasi

Hasta grubu ve saglikli kontrol grubundan rutin kan alimlari sirasinda bu
calisma icin ayrica biyokimya tiipiine ve %10’luk Etilen Diamin Tetraasetik Asit
(EDTA) igeren hemogram tiipiine olmak {iizere 10cc miktarinda kan alind1
Biyokimya tiiplerine alinan kanlar santrifiij edildi ve ayrilan serumlar 2 ml’lik

eppendorf tiiplerine aktarilarak -20 °C’de saklandi.

2.2. DNA izolasyonu

%10’luk EDTA igeren tiiplere alinan kanlar DNA izolasyonu yapilana dek +4
°C’de muhafaza edildi. DNA izolasyonu GeneMatrix Quick Blood DNA izolasyon
kiti (EURX, Kanada) kullanilarak spin kolon teknigi ile yapildu.

Izolasyon protokolii asagidaki basamaklari igermektedir:

- Spin kolon igeren tiiplere, spin kolonu aktive etmek amaciyla 40 ul Buffer QB
pipetlendi.

- 200 pl kan 6rnegi her hasta i¢in hazirlanan 1,5 ml’lik eppendorf tiipiine aktarildu.

- Kan 6rnegine 10 pul Proteinase K ve 200 ul Sol QB Buffer pipetlendi ve karisgim
vortekslendikten sonra 70 °C’de 10 dakika inkiibasyona birakildi.

- Inkiibasyon sonrasinda drneklere 200 pl %96°lik etil alkol eklendi ve vorteksle-
nen karigim 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

- Santrifiikasyon sonrasi 6rnekler spin kolon igeren eppendorf tiiplerine aktarildi ve
bu tiipler 12000 rpm’de 2 dakika santrifiije tabi tutuldu.

- Santriflij sonras1 eppendorf tiiplerinde toplanan lizat dokiildii ve spin kolonlar
tekrar tiiplere yerlestirildi.

- 500 pul Wash QBX Buffer 1 pipetlendi ve 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

- Santriflij sonras1 eppendorf tiiplerine toplanan lizatlar dokiildii, spin kolonlar ye-
niden eppendorf tiiplerine yerlestirildi ve 500 pul Wash QBX Buffer 2 eklenerek
12000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

- Lizatin toplandig1 eppendorf tiipleri atilarak spin kolonlar yeni 1,5 ml’lik eppen-

dorf tiiplerine alindu.
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- Onceden 70 °C’de 1sitilmig Elution Buffer’dan 100 ul pipetlendi ve érnekler 3 dk
oda sicakliginda inkiibasyona birakildiktan sonra 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi.

- Santriflij sonrasi spin kolonlar atildi, eppendorf tiiplerinde toplanan DNA genetik

analizlere hazir bir sekilde -20 °C’ye kaldirildi.

2.3. PCR (Polymerase Chain Reaction)

Polimeraz zincir reaksiyonu; DNA’da dizisi bilinen iki segment arasindaki spe-
sifik bir bolgeyi enzimatik olarak ¢ogaltmak i¢in uygulanan bir tekniktir. Cogaltil-
mak istenilen bolgenin, forward ve reverse olmak iizere bir primer c¢ifti ile 6zgiin
olarak isaretlenmesi ve Thermophilus aquaticus bakterisinden elde edilen Tag DNA
polimeraz enziminin katalizledigi reaksiyon ile sentetik oligoniikleotidler kullanila-

rak her dongiide ¢ogaltilmak istenen bolgenin sentezlenmesi esasina dayanir.

Bu calismada Vitamin D Reseptor geninde rs1544410, rs2228570, rs7975232
ve rs731236 polimorfizmleri ¢alisildi ve genin ilgili bolgeleri li¢ ayr1 primer ¢ifti
kullanilarak gogaltildi (Cizelge 2.1.).

Cizelge 2.1. Ilgili bblgelerin PCR ile ¢ogaltiimasi igin kullanilan primer giftleri

SNPs Forward Primer Reverse Primer Uriin

rs1544410 | 5' TGT GGT GTG TGG ACG CTG 5'CCC TGC CCG CAA GAA ACC 207 bg
AGG T3 TCAAZJ

rs2228570 | 5'CCC TGG CAC TGACTC TGG 5'TTT CCACTG GGG AGA GCC 232 bg
CTCT3 TGG G 3'

rs7975232 | 5' GGC AGT GGT ATC ACC GGT 5'CGC AGG TCG GCTACCTTC 297 bg
CAGC3 TGG A3

rs731236 5'GGC AGT GGT ATC ACC GGT 5'CGC AGG TCG GCTACCTTC 297 bg
CAGC 3 TGG A3

Tgili ii¢ bdlgeyi cogaltmak igin kullanilan primer ciftleri Benchling (San Fran-
cisco, ABD) yazilim1 kullanilarak dizayn edildi ve her primer cifti icin optimal anne-
aling sicaklik degeri Mutation Surveyor (Pensilvanya, ABD) programu ile belirlendi.
PCR reaksiyonu belirlenen sicaklik kosullarinda 35 dongiide gerceklestirildi (Cizelge
2.2).
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Cizelge 2.2. Optimal PCR reaksiyon kosullari

SNPs Predenatiirasyon Denatiirasyon Annealing Extension Final Extension
rs1544410 94 C° 94 C° 63 C° 72 C° 72 C°
1s2228570 94 C° 94 C° 65 C° 72 C° 72 C°
1s7975232 94 C° 94 C° 65 C° 72 C° 72 C°
rs731236 94 C° 94 C° 65 C° 72 C° 72 C°

Bu ¢alismada optimize edilen PCR reaksiyon karigimi1 25 ul toplam hacimde

Cizelge 2.3.°de gosterilmistir.

Cizelge 2.3. PCR reaksiyonunda bulunan bilesenlerin hacmi

PCR Reaksiyon Bilesenleri

Bilesenlerin Hacmi

dH:0 13,3 ul
10X Reaksiyon Buffer 2,5 ul
dNTP mix 2,5 ul
Forward Primer 1l
Reverse Primer 1l
MgCl2 2,5 ul
Taq Polimeraz 0,2 pl
DNA 2 ul
Toplam Hacim 25 ul

Optimal hacim-konsantrasyon ve dongii sicaklik degerleri ile 35 dongii sonu-

cunda ¢ogaltilan bolgeler, 1x konsantrasyonda 100 ml Tris Borat Edta (New Biosci-

ence, ABD) igerisine 2 gram agaroz (Bioshop, Kanada) ve 4 ul Ethidium Bromide

(Bioshop, Kanada) eklenerek hazirlanan %2’lik agaroz jele yiiklenerek 150 mv gii¢

ile 25 dk yiiriitiildi ve sonuglar UV altinda degerlendirildi.

Sekil 2.1. PCR iiriinlerinin UV altinda goriiniimii, (rs797532 ve rs731236 SNPleri i¢in ¢ogaltilan 297 bg’lik

bolge)
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2.4. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Kesim pargaciklart uzunluk polimorfizmi yontemi; polimorfizm c¢aligmalar1 ve
nokta mutasyonlarin analizinde tercih edilen, restriksiyon enzimleri ile DNA’nin

farkli biiyiikliikte fragmentlere ayrilmasi esasina dayanan bir tekniktir.

Bu ¢aligmada rs1544410 polimorfizmi i¢in BSMI (New England Biolabs, in-
giltere), rs2228570 polimorfizmi icin FOKI (New England Biolabs, Ingiltere),
157975232 polimorfizmi icin APAI (New England Biolabs, ingiltere) ve 1731236
polimorfizmi icin TAQI (New England Biolabs, Ingiltere) restriksiyon enzimleri
kullanildi.

Vitamin D Reseptor geninde bulunan rs1544410 polimorfizmi i¢in PCR ile ¢o-
galtilan 207 bg¢’lik bolge, G allelinin bulunmasi durumunda BSMI enzimi ile 129 bg
ve 78 bg¢ olmak tizere iki fragmente ayrilirken, G>A degisimi durumunda kesim goz-

lemlenmedi.

Rs2228570 polimorfizmi i¢in PCR ile ¢ogaltilan 232 bg’lik bolge T allelinin
bulunmasi durumunda FOKI enzimi ile 168 b¢ ve 64 b¢ olmak iizere iki fragmente

ayrilirken, T>C degisimi durumunda kesim gézlemlenmedi.

Rs7975232 polimorfizmi i¢in PCR ile ¢ogaltilan 297 b¢’lik bolge G allelinin
bulunmasi durumunda APAI enzimi ile 193 bg ve 104 b¢ olmak iizere iki fragmente

ayrilirken, G>T degisimi durumunda kesim g6zlemlenmedi.

Rs731236 polimorfizmi i¢in PCR ile ¢ogaltilan 297 b¢’lik bolge T allelinin bu-
lunmasi durumunda TAQI enzimi ile kesilmezken, T>C degisimi durumunda 180 bg

ve 117 bg olmak iizere iki fragmente ayrildi.

Kesim sonrasi; 1x konsantrasyonda, 100 ml Tris Borat Edta igerisine 2,5 gram
agaroz ve 4 ul ethidium bromide eklenerek hazirlanan %2,5’lik agaroz jele yiiklenen

orneklerin 120 mv gii¢ ile 20 dk. yiiriitilmesi ile genotip analizi yapildi. Genotip
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analizi i¢in 100bg ve 3000bg¢ araliginda 12 bant igeren DNA marker1 (Solis Bio Dy-
ne, Estonya) kullanildi.

Sekil 2.2. Kesim tiriinlerinin UV altinda goriinimi

2.5. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

ELISA, bir antijene spesifik olarak baglanan bir antikorun veya; bir antikora
spesifik olarak baglanan bir antijenin varligin1 saptamak amaciyla kullanilan
kantitatif bir yontemdir. Bu c¢aligmada Behget hastalarinin ve saglikli kontrol
grubunun serumlarinda ¢oziiniir halde bulunan Vitamin D reseptdriinii kantitatif
olarak tespit etmek amaciyla, Vitamin D reseptdriiniin 6zgiin olarak baglanacagi
Vitamin D reseptor antikoru ile kapli plaklar igeren ve Sandvi¢ teknigi ile galisan
ELISA kitleri (YH Biosearch Laboratory, Cin) kullanildi. Calismaya 57 Behget
hastas1 ve 59 saglikli birey olmak tizere toplam 116 birey dahil edildi.

Test protokolii asagidaki basamaklar1 igermektedir:

- 64 ng/ml konsantrasyondaki orjinal standart soliisyonun diliisyonu i¢in 5 adet ep-

pendorf tiipti 1-5 araliginda numaralandirildi.

- Her bir eppendorf tiipiine 120 pl standart diliisyondan pipetlendi.
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Orjinal standart solisyonundan 120 pl alindi ve 5 numarali eppendorf tiipiine ek-
lenip pipetaj ile yeterince karigmasi saglandiktan sonra 120 ul ¢ekilerek 4 numara-
1 eppendorf tiipline aktarildi ve ayni islemler tiim eppendorf tiipleri igin tekrar
edilerek 64 ng/ml konsantrasyondaki orjinal standart soliisyonun 1/2 oraninda seri

diliisyonu gerceklestirildi.

Standartin seri diliisyonu ile 64 ng/ml, 32 ng/ml, 16 ng/ml, 8 ng/ml, 4 ng/ml ve 2

ng/ml konsantrasyonlarda olmak iizere 6 adet standart hazirlandi.

Bir kuyucuk bos birakilmak kaydiyla, her konsantrasyondaki standart soliisyon
i¢in iki kuyucuk olmak tizere 50 ul standart ve kalan kuyucuklara 40 ul hasta se-

rumu pipetlendi.

Standart soliisyonlar dnceden VDR antikoru ile kaplanmis oldugu icin, sadece

hasta serumlarinin oldugu kuyucuklara 10 pl VDR antikoru eklendi.

Tiim kuyucuklara 50 pl Streptavidin-HRP pipetlendikten sonra plate nazikg¢e ka-
ristirildi ve 37 °C°de 1 saat inkiibasyona birakildi.

Dereceli silindir kullanilarak hazirlanan 580 ml distile suya 20 ml hacimdeki yi-

kama soliisyonu eklendi ve soliisyonun 1/30 diliisyonu saglandi.

Inkiibasyon sonras1 kuyucuklardaki sivi bosaltild1 ve ¢oklu pipet yardimiyla total
hacim 300 ul olmak iizere, her kuyuya yikama soliisyonu pipetlendi. 30 saniye
bekledikten sonra plate emici kagit iizerinde ters ¢evrilerek kuyucuklardaki sivi

bosaltildi. Yikama islemi 5 kez tekrarlandi.

Yikama isleminden sonra her kuyuya 50 pl Chromogen A ve ardindan 50 pl
Chromogen B eklenerek yavas¢a karistirildiktan sonra, plate 37 °C’de 10 dakika
inkiibasyona birakild.

Inkiibasyondan sonra her kuyuya 50 ul stop soliisyonu eklendi ve bu asamada
kuyucuklardaki reaksiyonun yogunluguna gore farkli tonlarda olusan mavi renk

sartya doniistii.
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- Stop sollisyonu eklenen plate’in; birinci dalga boyu 450 nm ve ikinci dalga boyu

630 nm’ye ayarlanmis spektrofotometrede absorbans dl¢timil yapildu.

- Konsantrasyonu bilinen standart soliisyonlarin verdigi absorbans degerleri kulla-

nilarak, absorbansa karsi konsantrasyon olmak iizere standart grafik ¢izildi.

- Standart grafigin verdigi formiil kullanilarak; konsantrasyonu bilinmeyen 6rnekle-

rin absorbans degerlerinden konsantrasyonlar1 hesaplandi.

2.6. Istatistiksel Analiz

Bu ¢alismanin sonucunda elde edilen verilerde; hasta ve kontrol grubu arasinda
VDR genindeki bir polimorfizmin siklig1 ve anlamlilik diizeyi Ki-Kare testi ile VDR
genindeki polimorfizmler ve klinik semptomlar arasindaki iliski Ki-Kare ve Fischer’s
Exact testi ile saptandi. Hasta ve saglikli kontrol grubunda kantitatif olarak olgiilen
serum VDR diizeyleri, Shapiro-Wilk analizi ile normal dagilim sinamasi yapildiktan
sonra, Mann Whitney U testi ile karsilastirildi. Serum VDR diizeyleri ile klinik
semptomlar arasindaki iliski, Levene’s testi ile varyanslarin esitligi sinandiktan
sonra, Student’s t testi ile analiz edildi. Serum VDR diizeyleri ile genotip arasindaki
iligki Tek Yonlii Varyans Analizi ile degerlendirildi. Tiim istatistiksel analizler i¢in

SPSS v.24 yazilim1 kullanildi ve anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Hasta Analizi

Bu ¢alisma 150 Behget hastasi ve 150 saglikli birey olmak tizere 300 bireyden
olusan bir 6rneklem ile gerceklestirildi. Behget hastalar1 106 kadin (%70,7) ve 44
erkek hastadan (%29,3) olusurken, saglikli kontrol grubunda 101 kadin (%67,3) ve
49 erkek birey (%32,7) mevcuttu (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. Behget hastalar1 ve kontrol grubunun cinsiyet dagilimi

Behget Hastalar1 (n=150) Kontrol Grubu (n=150)
Kadin 106 (%70,7) 101 (%67,3)
Erkek 44 (%29,3) 49 (%32,7)

Behget hastalari, Uluslararast1 Behget Hastaligi Calisma Grubu tarafindan
belirlenen ve 2014 yilinda giincellenmis olan, Cizelge 1.3’te belirtilen puanlama

sistemine gore belirlendi (Davatchi ve ark, 2014).

Okiiler lezyon, genital iilser ve oral aft gibi klinik bulgulardan en az birinin son
dort hafta icerisinde bulunmasi durumunda hastalik aktif; dort hafta siireyle bu klinik
bulgularin olmamasi durumunda hastalik inaktif kabul edildi (Bhakta ve ark, 1999).
Bu degerlendirmeye gore, 150 Behget hastasindan 107’s1 inaktif (%71,3), 43’1 aktif
(%28,7) olarak belirlendi (Cizelge 3.2.).

Cizelge 3.2. Behget hastaliginin aktivite dagilimi

Aktivite Hasta Sayisi
Aktif 43 (%28,7)
Inaktif 107 (%71,3)

Hasta takip formunda mevcut olan klinik semptomlardan (EK 2) ; oral afti
bulunan 67, genital iilseri bulunan 31, g6z tutulumu mevcut olan 12, papiilopiistiiler

lezyona sahip 30, eritema nodozumu bulunan 21, paterji testi pozitifligi gésteren 16,
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artriti bulunan 9, damar tutulumu bulunan 7, norolojik tutuluma sahip olan 3 hasta

belirlendi (Cizelge 3.3.).

Cizelge 3.3. Klinik bulgularin dagilimu

Klinik Toplam hasta Aktif Behget
Bulgular grubu hastalar
Oral Aft 67 (%44,7) 43 (%100)
Genital Ulser 31 (%20,7) 31 (%72,1)
Go6z Tutulumu 12 (%8) 9 (%20,9)
Papiilopistiler | 30 (%20) 22 (%51,2)
Lezyon

Eritema 21 (%14) 14 (%32,6)
nodozum

Paterji Testi 16 (%10,7) 12 (%27,9)
Pozitifligi

Artrit 9 (%6) 9 (%20,9)
Damar 7 (%4,7) 4 (%9,3)
Tutulumu

Norolojik 3 (%2) 3 (%7,0)
Tutulum

3.2.  Alel ve Genotip Analizi

Bu caligmada 150 Behget hastas1 ve 150 saglikli bireyden olusan toplam 300
bireylik 6rneklemde VDR genindeki rs1544410, rs2228570, 1s7975232 ve rs731236

polimorfizmleri calisildi.

3.2.1.  rs1544410 Polimorfizmi

VDR geninin 58,980. bazinda G>A degisimi olarak tanimlanan rs1544410
polimorfizmi, Behget hastalarindan olusan grupta 30 bireyde homozigot, 89 bireyde
ise heterozigot olarak belirlendi. Saglikli bireylerden olusan kontrol grubunda ise bu
polimorfizm, 20 bireyde homozigot, 81 bireyde heterozigot olarak bulundu. Atasal
alel G, homozigot olarak (GG) 31 hastada mevcutken, saglikli bireylerden olusan
grupta bu say1 49 olarak saptandi. iki grup arasindaki genotip farki Ki-kare testi ile
siandi ve istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,04) (Cizelge 3.4.).
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Cizelge 3.4. Rs1544410 polimorfizmi i¢in hasta-kontrol genotip analizi

Polimorfizm | Genotip Hasta (n=150) Kontrol (n=150) P degeri

Rs1544410 GG 31 49

(G>A) GA 89 81 P=0,04
AA 30 20

Bu polimorfizmin alel analizinde, Behget hastalarinda G aleli 151, saglikli
bireylerde 179, A aleli ise hasta grubunda 149, kontrol grubunda 121 olarak saptandi.
Iki grup arasindaki alel farki istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,022) (Cizelge
3.5.).

Cizelge 3.5. Rs1544410 polimorfizmi alel analizi

Polimorfizm | Alel Hasta Kontrol P degeri

Rs1544410 G 151 179

(G>A) P=0,02
A 149 121

Behget hastaligi i¢in; A alelini bulundurmanin G alelini bulundurmaya gore

1,46 kat riskli oldugu tespit edildi (Cizelge 3.6.).

Cizelge 3.6. Rs1544410 polimorfizmi i¢in alellerin risk analizi

Polimorfizm Alel Value Odds Ratio
Rs1544410 G 0,844 1,46
(G>A) A 1,231

Rs1544410 polimorfizmi genotipleri ile hastaligin aktivitesi veya incelenen
klinik semptomlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunamadi. Aktif
Behget hastalarinin %27,9’unun homozigot (AA), %53,5’inin ise heterozigot (GA)
olarak bu polimorfizmi tasidig1 saptandi (Cizelge 3.7.).

Cizelge 3.7. Rs1544410 polimorfizmi genotiplerinin hastalik aktivitesine gore dagilimi

GENOTIPLER
GG GA AA P degeri
Aktivite | Aktif Inaktif Aktif Inaktif Aktif Inaktif
P=0,31
Hasta 8(%18,6) | 21(%19,6) | 23(%53,5) | 70(%65,4) | 12(%27,9) | 16(%15)
Sayis1
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Klinik semptomlar incelendiginde; goz tutulumuna sahip hastalarin %50 sinin
rs1544410 polimorfizmini homozigot olarak (AA), diger %50’sinin ise bu
polimorfizmi heterozigot olarak (GA) bulundurdugu belirlendi. Go6z tutulumu
bulunmayan hastalarda ise; homozigot AA genotipi %15,3 olarak saptandi.
Diger klinik semptomlar incelendiginde; oral afti bulunan hastalarin %19,4’0
homozigot AA, %61,2’si ise heterozigot GA genotipine sahipken; genital iilseri
bulunan hastalarin %19,4’linlin AA, %61,2’sinin GA; papiilopiistiiler lezyona sahip
hastalarin %20’sinin AA, %66,7’sinin GA; eritema nodozumu olan hastalarin
%19 unun AA, %52,4’linlin GA; paterji pozitifligi gosteren hastalarin %25’inin AA,
%50’sinin GA genotipine sahip olduklari saptandi (Cizelge 3.8.).

Cizelge 3.8. Rs1544410 polimorfizmi genotiplerinin klinik bulgulara gore analizi

GENOTIPLER
GG GA AA P degeri
Klinik Pozitif Negatif Pozitif Negatif Pozitif Negatif
Semptomlar
Oral Aft 13(%19, | 17(%20,5) | 41(%61,2) | 52(%62,7) | 13(%19,4) | 14(%16,8) | P=0,95

4)

Genital Ulser | 6(%19,4) | 24(%20,2) | 19(%61,2) | 74(%62,2) | 6(%19,4) | 21(%17,6) | P=0,98

Goz Tutulumu | 0(%0) | 30(%21,7) | 6(%50) | 87(%63) | 6(%50) | 21(%15,3) | P=0,06

Papiiloptistiiler | 4(%13,3) | 25(%20,8) | 20(%66,7) | 74(%61,7) | 6(%20) 21(%17,5) | P=0,78
Lezyon

Eritema 6(%28,6) | 24(%18,6) | 11(%52,4) | 81(%62,8) | 4(%19) 24(%18,6) | P=0,73
Nodozum

Paterji Testi 4(%25) 25(%18,7) | 8(%50) 86(%64,2) | 4(%25) 23(%17,1) | P=0,47
Aurtrit 3(%33,3) | 27(%19,2) | 4(%44,5) | 89(%63,1) | 2(%22,2) 25(%17,7) | P=0,69
Damar 0(%0) 30(%21) 7(%100) 86(60,1) 0(%0) 27(%18,9) | P=0,20
Tutulumu

Norolojik 0(%0) 30(%20,4) | 3(%100) 90(%61,2) | 0(%0) 27(%18,4) | P=0,54
Tutulum

Rs1544410 polimorfizmi ile klinik semptomlar arasindaki iligki alel bazinda
incelendiginde; goz tutulumuna sahip olan hastalarin 6 G, 18 A aleline sahip oldugu,
g0z tutulumu bulunmayan hastalarin ise 147 G,129 A aleli tasidig1 saptandi ve goz
tutulumuna sahip olan hastalarin g6z tutulumu bulunmayan hastalara gore daha
yiiksek yiizde ile A aleli tasidig1 belirlendi. Iki grup arasindaki alel fark: istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p=0,013). Ancak hastalifin aktivitesi ve diger klinik
semptomlar ile G veya A alelini tasima durumu agisindan anlamli bir bulgu elde

edilemedi.
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3.2.2.  rs2228570 Polimorfizmi

VDR geninin 25,920. bazinda T>C degisimi olarak tanimlanan rs2228570
polimorfizmi, Behget hastalarindan olusan grupta 24 bireyde homozigot, 100 bireyde
heterozigot olarak belirlendi. Saglikli bireylerden olusan grupta ise bu polimorfizm,
14 bireyde homozigot, 88 bireyde heterozigot olarak bulundu. Atasal alel T,
homozigot olarak (TT) 26 hastada mevcutken, saglikli bireylerden olusan kontrol
grubunda bu say1 48 olarak saptandi. Iki grup arasindaki genotip farki Ki-Kkare testi
ile siandi ve istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,007) (Cizelge 3.9.).

Cizelge 3.9. Rs2228570 polimorfizmi genotip analizi

Polimorfizm | Genotip Hasta (n=150) Kontrol (n=150) P degeri

Rs2228570 1T 26 48

(T>C) TC 100 88 P=0,007
cC 24 14

Bu polimorfizmin alel analizinde, Behget hastalarinda T aleli 152, kontrol
grubunda 184, C aleli ise, hasta grubunda 148, kontrol grubunda 116 olarak saptandi.
Iki grup arasindaki alel farki istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,008) (Cizelge
3.10.).

Cizelge 3.10. Rs2228570 polimorfizmi alel analizi

Polimorfizm | Alel Hasta Kontrol P degeri
Rs2228570 T 152 184
(T>C) c 148 116 P=0,008

Rs2228570 polimorfizmi alel analizine gore; Behget hastalig icin, C alelini
tasimanin T alelini tasimaya gore 1,55 kat riskli oldugu belirlendi (Cizelge 3.11.).

Cizelge 3.11. Rs2228570 polimorfizmi i¢in alellerin risk analizi

Polimorfizm Alel Value Odds
ratio

Rs2228570 T 0,826

(T>C) C 1,276 1,55
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Hastalar kendi i¢inde analiz edildiginde, aktif ve inaktif hastalarin rs2228570
polimorfizmi genotipleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu
belirlendi (p=0,015). Aktif hastalarin %34,9’u homozigot CC genotipine sahipken;
inaktif hastalarin homozigot CC genotipini %10,3 oraninda bulundurdugu saptandi.
Bununla birlikte; inaktif hastalar atasal T aleline homozigot olarak (TT) %19,6
oraninda sahipken; aktif hastalarin TT genotipine %9,3 oraninda sahip oldugu

belirlendi (Cizelge 3.12.).

Cizelge 3.12. Rs2228570 polimorfizmi genotipleri ile aktivite karsilastirmasi

GENOTIPLER
TT TC CcC P
degeri
Aktivite | Aktif Inaktif Aktif Inaktif Aktif Inaktif
P=0,015
Hasta 4(%9,3) | 21(%19,6) | 24(%55,8) | 75(%70,1) | 15(%34,9) | 11(%10,3)
Sayisi

Incelenen klinik semptomlar ile rs2228570 polimorfizmi genotipleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi ancak; oral afta sahip hastalarin
%25,4’1i homozigot CC genotipine sahipken; oral aft1 olmayan hastalarin homozigot
CC genotipini %10,8 oraninda bulundurdugu; ayrica, oral afti bulunan hastalarin
%6,4’1i homozigot TT genotipine sahipken; oral afti olmayan hastalarin %21,7’sinin
homozigot TT genotipine sahip oldugu saptandi (Cizelge 3.13.). Diger klinik
semptomlar ile rs2228570 polimorfizmi incelendiginde; homozigot CC genotipi;
genital {ilsere sahip hastalarda %22,6, genital iilseri olmayan hastalarda %15,9; goz
tutulumu bulunan hastalarda %25, goéz tutulumu bulunmayan hastalarda %18,9;
papiilopiistiiler lezyona sahip hastalarda %20, papiilopiistiiler lezyonu bulunmayan
hastalarda %15; eritema nodozumu bulunan hastalarda %23,8, eritema nodozumu
bulunmayan hastalarda %16,3; paterji testi pozitif olan hastalarda %37,5, paterji testi
negatif olan hastalarda %214,9; artriti olan hastalarda %55,6, artriti bulunmayan
hastalarda ise %15,6 oraninda saptandi. Istatistiksel olarak anlamli bulunmamakla
birlikte damar tutulumu ve norolojik tutulum digindaki klinik semptomlara sahip
hastalarmn, ayni1 semptomu bulundurmayan hasta grubuna gore, 152228570
polimorfizmini daha yiiksek yiizde ile homozigot olarak bulundurdugu belirlendi

(Cizelge 3.13.).
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Cizelge 3.13. Rs2228570 polimorfizmi i¢in klinik bulgulara gore genotip dagilimi

GENOTIPLER
TT TC CcC P degeri
Klinik Pozitif Negatif Pozitif Negatif Pozitif Negatif
semptomlar
Oral Aft 7(%6,4) | 18(%21,7) | 43(%64,2) | 56(%67,5) | 17(%25,4) | 9(%10,8) | P=0,06

Genital Ulser | 4(%12,9) | 21(%17,7) | 20(%64,5) | 79(%66,4) | 7(%22,6) | 19(%15,9) | P=0,69

Goz Tutulumu | 1(%8,3) | 24(%17,4) | 8(%66,7) | 92(%66,7) | 3(%25) | 22(%18,9) | P=0,80

Papiilopiistiiler | 6(%20) 20(%16,7) | 18(%60) 82(%68,3) | 6(%20) 18(%15) P=0,58
Lezyon

Eritema 1(%4,8) | 24(%18.,6) | 15(%71,4) | 84(%65,1) | 5(%23,8) | 21(%16,3) | P=0,51
Nodozum

Paterji Testi 0(%0) 25(%18,7) | 10(%62,5) | 89(%66,4) | 6(%37,5) | 20(%14,9) | P=0,09
Artrit 0(%0) 25(%17,7) | 4(%44,4) | 94(%66,7) | 5(%55,6) | 22(%15,6) | P=0,07
Damar 4(%57,1) | 21(%14,7) | 3(%42,9) | 96(%67,1) | 0(%0) 26(%18,2) | P=0,08
Tutulumu

Narolojik 0(%0) 25(%17) | 3(%100) | 96(65,3) | 0(%0) 26(%17,7) | P=0,59
Tutulum

Aktif ve inaktif hastalarin tasidig: aleller incelendiginde, aktif hastalarin 32 T,
54 C aleli mevcutken, inaktif hastalarin 117 T, 97 C aleli tasidig1 saptandi1 ve aktif
hastalarin daha ytiksek yiizde ile C aleline sahip oldugu belirlendi. Alel fark: aktif ve
inaktif hastalar arasinda anlamli bulundu (p=0,015). Oral aft1 bulunan hastalarda 57
T, 77 C aleli bulunurken, oral afti olmayan hastalarn 92 T, 74 C aleli tasidig
belirlendi ve oral afti bulunan hastalarin daha yiiksek yiizde ile C aleline sahip
oldugu saptandi. Oral aftt bulunan hastalar ile oral afti bulunmayan hastalar
arasindaki alel farki istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,027). Paterji testi
pozitifligi gosteren hastalar, 10 T, 22 C aleli tasirken, paterji testi pozitifligi
bulunmayan hastalarda 139 T, 129 C aleli saptand1 ve paterji testi pozitifligi bulunan
hastalarin daha yiiksek ylizde ile C aleli tasidig1 belirlendi. Alel farki iki grup
arasinda anlamli bulundu (p=0,037). Artriti olan hastalarda ise 4 T 14 C aleli
mevcutken, artriti bulunmayan hastalarda 144 T, 138 C aleli saptand1 ve alel farki iki
grup arasinda anlamli bulundu (p=0,02). Diger klinik semptomlardan farkli olarak;
damar tutulumu bulunmayan hastalarin C alelini daha yiliksek yiizde ile tasidigi
belirlendi. Damar tutulumuna sahip hastalarda 11 T, 3 C aleli mevcutken, damar
tutulumu bulunmayan hastalarda 138 T, 148 C aleli saptand1 ve alel fark: iki grup
arasinda anlamli bulundu (p=0,029). Rs2228570 polimorfizmi i¢in yapilan alel

analizinde, diger klinik semptomlar acisindan anlamli bir sonug¢ bulunamadi.
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3.2.3. Rs7975232 Polimorfizmi

VDR geninin 59,978. bazinda G>T degisimi olarak tanimlanan rs7975232
polimorfizmi, Behget hastalarindan olusan grupta 38 bireyde homozigot, 105 bireyde
heterozigot olarak belirlendi. Saglikli bireylerden olusan kontrol grubunda ise bu
polimorfizm, 36 bireyde homozigot, 105 bireyde heterozigot olarak bulundu. GG
genotipi hasta grubunda 7 bireyde mevcutken; kontrol grubunda 10 bireyin GG
genotipine sahip oldugu saptandi. Behcget hastalar1 ve kontrol grubu arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir genotip farki bulunamadi (p=0,74) (Cizelge 3.14.).

Cizelge 3.14. Rs7975232 polimorfizmi genotip analizi

Polimorfizm Genotip Hasta (n=150) Kontrol (n=150) P Degeri

Rs7975232 GG 7 10

(G>T) GT 105 104 P=0.74
TT 38 36

Bu polimorfizmin alel analizinde, Behget hastalarinda G aleli 119, kontrol
grubunda 124, T aleli ise hasta grubunda 181, kontrol grubunda 176 olarak saptandi.
Iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir alel farki bulunamad: (p=0,67)

(Cizelge 3.15.).

Cizelge 3.15. Rs7975232 polimorfizmi alel analizi

Polimorfizm | Alel Hasta Kontrol P degeri
Rs7975232 G 119 124
(G>T) T 181 176 P=0,67

Hastaligin  aktivitesi ile 1s7975232 polimorfizmi genotipleri birlikte
incelendiginde; aktif hastalarin %34,9’u bu polimorfizmi homozigot olarak tasirken,
inaktif hastalarin %17,8’inin polimorfizmi homozigot olarak bulundurdugu saptandi.
Ancak hastaligin aktivitesi veya incelenen klinik semptomlarla rs7975232
polimorfizmi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir sonug¢ elde edilemedi. Klinik
semptomlar ile rs7975232 polimorfizmi genotipleri incelendiginde; homozigot TT
genotipi; oral afti bulunan hastalarda %26,9, oral afti olmayan hastalarda %18,1;

genital iilseri olan hastalarda %29,1, genital {ilseri bulunmayan hastalarda %21; goz
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tutulumuna sahip hastalarda %41,7, goz tutulumu bulunmayan hastalarda %21,1;

papiiloptistiiler lezyonu olan hastalarda %33,4, papiilopiistiiler lezyonu bulunmayan

hastalarda 9%20; eritema nodozumu olan hastalarda %23,8, eritema nodozumu

bulunmayan hastalarda %22,6; artriti olan hastalarda %33,3, artriti bulunmayan

hastalarda %22; damar tutulumu olan hastalarda %42,8; damar tutulumu bulunmayan

hastalarda %21,6; norolojik tutulumu olan hastalarda %66,7; nérolojik tutulumu

bulunmayan hastalarda ise %21,8 oraninda saptandi. Istatistiksel olarak anlamli

olmamakla birlikte; paterji testi pozitifligi disindaki klinik semptomlari bulunduran

hastalarin, ayni klinik semptomu bulundurmayan hastalara goére, rs7975232

polimorfizmini daha yiiksek yiizde ile homozigot olarak tasidigi saptandi (Cizelge

3.16.).

Cizelge 3.16. Rs7975232 polimorfizmi i¢in klinik bulgulara gore genotip dagilimi

GENOTIPLER

GG GT TT P degeri
Klinik Bulgular | Pozitif | Negatif Pozitif Negatif Pozitif Negatif
Aktivite 1(%2,3) | 9(%8,4) | 27(%62,8) | 79(%73,8) | 15(%34,9) | 19(%17,8) | P=0,21
Oral Aft 3(4,5) 7(%8,4) | 46(%68,6) | 61(%73,5) | 18(%26,9) | 15(%18,1) | P=0,42
Genital Ulser 1(%3,2) | 9(%7,6) | 21(%67,7) | 85(%71,4) | 9(%29,1) | 25(%21) P=0,79
Goz Tutulumu 0(%0) 10(%7,2) | 7(%58,3) | 99(%71,7) | 5(%41,7) | 29(%21,1) | P=0,47
Papiilopiistiiler | 1(%3,3) | 9(%7,5) | 19(%63,3) | 87(%72,5) | 10(33,4) 24(%20) P=0,42
Lezyon
Erit)tlema 1(%4,8) | 9(%6,9) | 15(%71,4) | 91(%70,5) | 5(%23,8) | 29(%22,6) | P=0,96
Nodozum
Paterji Testi 0(%0) 10(%7,5) | 13(%81,3) | 93(%69,4) | 3(%18,7) | 31(%23,1) | P=0,57
Artrit 0(%0) 10(%7,1) | 6(%66,7) | 100(%70,9) | 3(%33,3) | 31(%22) P=0,68
Damar Tutulumu | 0(%0) 10(%7) 4(%57,2) | 102(%71,4) |3(%42,8) |31(%21,6) |P=0,57
Norolojik 0(%0) 10(%6,8) | 1(%33,3) |105(%71,4) |2(%66,7) |32(%21,8) |P=0,63
Tutulum

Rs7975232 polimorfizmi ile hastaligin aktivitesi veya klinik semptomlari

bulundurma durumu agisindan, alel bazinda istatistiksel olarak anlamli herhangi bir

fark saptanamadi.
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3.2.4. Rs731236 Polimorfizmi

VDR geninde 60,058. bazda T>C degisimi olarak tanimlanan rs731236
polimorfizmi Behget hastalarinin 15’inde homozigot, 84’iinde ise heterozigot olarak
belirlendi. Kontrol grubunda ise bu polimorfizm, 3 bireyde homozigot, 86 bireyde
heterozigot olarak bulundu. Atasal alel T, homozigot olarak (TT) 51 hastada
mevcutken, kontrol grubunda 61 bireyin homozigot TT genotipine sahip oldugu

saptandi. Behget hastalar1 ve kontrol grubu arasindaki genotip farki istatistiksel

olarak anlamli bulundu (p=0,012) (Cizelge 3.17.).

Cizelge 3.17. Rs731236 polimorfizmi genotip analizi

Polimorfizm | Genotip | Hasta (n=150) Kontrol (n=150) P degeri

Rs731236 TT 51 61

(T>C) TC 84 86 P=0,012
cC 15 3

Bu polimorfizmin alel analizinde; Behget hastalarinda T aleli 186, kontrol
grubunda 208, C aleli ise hasta grubunda 114, kontrol grubunda 92 olarak saptandi.
Iki grup arasindaki alel farki istatistiksel olarak sinirda anlamli bulunamadi
(p=0,059) (Cizelge 3.18.).

Cizelge 3.18. Rs731236 polimorfizmi alel analizi

Polimorfizm | Alel Hasta Kontrol P degeri
Rs731236 T 186 208
(T>C) c 114 92 P=0,059

Rs731236 polimorfizmi alel analizine gore, Behget hastaligi i¢in C alelini

tagimanin T alelini tasimaya gore 1,39 kat riskli oldugu saptandi (Cizelge 3.19.).

Cizelge 3.19. Rs731236 polimorfizmi i¢in alellerin risk analizi

Polimorfizm Alel Value Odds ratio
Rs731236 (T>C) T 0,894
C 1239 | 139

54



Hastaligin aktivitesi ile rs731236 polimorfizmi genotipleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iligki saptanamadi ancak; aktif hastalarin %14’ liniin rs731236
polimorfizmini homozigot olarak, %60,4’linlin ise heterozigot olarak bulundurdugu,
inaktif hastalarin ise %6,6’sintn  homozigot, %55,1’inin heterozigot olarak
polimorfizmi tasidigr belirlendi. Klinik semptomlarin polimorfizm ile iliskisi
incelendiginde; oral aftt bulunan hastalarin %9’unun CC, %61,2’sinin TC, oral aft1
olmayan hastalarin ise %8,5’inin CC, %53’linlin TC genotipine sahip oldugu
saptandi. Genital iilseri olan hastalarin %13’ CC genotipi tasirken, genital tilseri
bulunmayan hastalarin %6,8’inde CC genotipi bulundugu belirlendi. G6z tutulumu
olan hastalarin 9%16,7°sinde CC, %58,3’linde TC, g6z tutulumu bulunmayan
hastalarin  %38,7’sinde CC, %55,8’inde TC; papiilopiistiller lezyonu bulunan
hastalarin  %10’unda CC, %63.,3’iinde TC, papiilopiistiller lezyonu olmayan
hastalarin %38,3’tinde CC, %55’inde TC genotipi saptandi. Eritema nodozumu olan
hastalarin  %14,3’ii CC genotipine sahipken, eritema nodozumu bulunmayan
hastalarin %7,8’inde homozigot CC genotipi bulundugu belirlendi. Paterji pozitifligi
gosteren hastalarin %12,5’inde CC, %62,5’inde TC, paterji pozitifligi bulunmayan
hastalarin %38,3’tinde CC, %55,9’unda TC genotipi saptandi. Rs731236 polimorfizmi
genotipleri ile klinik semptomlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulunmamakla birlikte; oral aft, goz tutulumu, papiilopiistiiler lezyon ve paterji testi
pozitifligi bulunan hastalarin bu semptomlara sahip olmayan hastalara gére rs731236
polimorfizmini homozigot ve heterozigot olarak daha yiiksek yiizde ile tasidigi
belirlendi. Genital {ilser ve eritema nodozuma sahip olan hastalarin ise, bu
semptomlar1 bulunmayan hastalara goére daha yiiksek bir ylizde ile homozigot CC

polimorfizmine sahip oldugu saptand1 (Cizelge 3.20.).
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Cizelge 3.20. Rs731236 polimorfizmi i¢in klinik bulgulara gére genotip dagilimi

GENOTIPLER
TT TC CcC P degeri
Klinik Bulgular | Pozitif Negatif Pozitif Negatif Pozitif Negatif
Aktivite 11(%25,6) | 41(%38,3) | 26(%60,4) | 59(%55,1) | 6(%14) 7(%6,6) | P=0,36
Oral Aft 20(%29,8) | 32(%38,5) | 41(%61,2) | 44(%53) 6(%9) 7(%8,5) | P=0,60

Genital Ulser 10(%32,2) | 43(%36,1) | 17(%54,8) | 68(%57,1) | 4(%13) | 8(%6,8) | P=0,62

Goz Tutulumu 3(%25) 49(%35,5) | 7(%58,3) | 77(%55,8) | 2(%16,7) | 12(%8,7) | P=0,79

Papiilopiistiiler | 8(%26,7) | 44(%36,7) | 19(%63,3) | 66(%55) 3(%10) 10(%8,3) | P=0,79
Lezyon

Eritema 8(%38,1) | 44(%34,1) | 10(%47,6) | 75(%58,1) | 3(%14,3) | 10(%7,8) | P=0,63
Nodozum

Paterji Testi 4(%25) 48(%35,8) | 10(%62,5) | 75(%55,9) | 2(%12,5) | 11(%8,3) | P=0,85
Artrit 2(%22,2) | 51(%36,2) | 7(%77,8) | 78(%55,3) | 0(%0) 12(%8,5) | P=0,38
Damar 3(%42,8) | 50(%34,9) | 4(%57,2) | 81(%56,6) | 0(%0) 12(%8,5) | P=0,78
Tutulumu

Narolojik 0(%0) 52(%35,4) | 3(%100) | 82(%55,8) | 0(%0) 13(%8,8) | P=0,46
Tutulum

Rs731236 polimorfizmi ile hastaligin aktivitesi veya klinik semptomlari
bulundurma durumu agisindan, alel bazinda istatistiksel olarak anlamli herhangi bir

fark saptanamadi.

3.3. VDR Gen Polimorfizmlerinin Birbiri ile iliskisi

150 Behcet hastasindan 73’iiniin VDR geninde incelenmis olan dort
polimorfizmden en az bir polimorfizmi homozigot olarak bulundurdugu tespit edildi.
Bu hastalardan 12’sinin {i¢ polimorfizmi homozigot olarak birlikte tagidig1 ve birlikte
bulunan polimorfizmlerin 12 hasta i¢in de; rs1544410, rs7975232 ve rs731236
polimorfizmleri oldugu saptandi. Ayrica; rs731236 polimorfizmini (T>C) homozigot
olarak (CC) tasiyan 15 hastanin; rs7975232 (G>T) polimorfizmini de homozigot
olarak (TT) tasidig1 belirlendi. 11 hastada sadece rs1544410 ve rs7975232
polimorfizmleri homozigot olarak birlikte bulunurken; 3 hastanin rs2228570 ve

rs7975232 polimorfizmlerini birlikte tagidig: saptandi.
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3.4.  Vitamin D Reseptor Diizeyleri

57 Behget hastas1 (23 aktif, 34 inaktif) ve 59 saglikli kontrolden olusan toplam
116 bireylik calisma grubunun VDR konsantrasyonlari, standart soliisyonlarin
verdigi absorbans ve bilinen konsantrasyon degerleri ile ¢izilen standart grafik
tizerinden formiil ile hesaplandi. (Sekil 3.1.). Aktif hasta grubunun VDR
konsantrasyon ortalamasi 15,2+9,8 ng/ml iken, inaktif hasta grubunun serum VDR
konsantrasyon ortalamasi 33,5+13,5 ng/ml olarak belirlendi ve iki grup arasindaki
fark anlamli bulundu (p=0,0001). Kontrol grubunun serum VDR diizeyi ortalamasi
ise; 65,1+£55,9 ng/ml olarak saptandi. Aktif hastalar ile kontrol grubu arasindaki fark
anlamli bulundu (p=0,001). Ancak inaktif hastalar ve kontrol grubu arasinda anlamli
bir fark elde edilemedi (p=0,58). Hasta grubunun serum VDR ortalamasi; 25,6+15,9
ng/ml olarak belirlendi. Hasta grubunun serum VDR diizeyi kontrol grubuna gore
diisiik seviyede tespit edilmis olmak ile birlikte, anlamli bir sonug¢ elde edilemedi

(p=0,15).
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Sekil 3.1. ELISA kit standartlarinin absorbans-konsantrasyon degerleri ile elde edilen standart grafik

Hastalar klinik bulgulara, ve VDR geninde incelenen dort polimorfizm igin
tagidiklar1 genotipe gore siniflandirildi ve serum VDR diizeyleri gruplar arasinda
analiz edildi. Klinik semptomlar ile serum VDR diizeyleri birlikte ele alindiginda;

oral afti, genital ilseri, papiilopiistiiler lezyonlari, paterji testi ve artriti pozitif olan
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hastalarin, ayni klinik semptomlar1 tasimayan hasta grubuna gore daha diisiik serum
VDR diizeyi ortalamasina sahip oldugu belirlendi, ancak bu fark anlamli bulunamadi
(p>0,05). Serum VDR diizeyleri polimorfizmlerin genotiplerine gére incelendiginde,
istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunamadi ancak; rs1544410 polimorfizmi igin
VDR konsantrasyon ortalamasi; GG genotipi tasiyan hastalarda 53,6+12,5 ng/ml; GA
genotipine sahip hastalarda 34,0+12,5 ng/ml; AA genotipini tasiyan hastalarda ise
27,7£12,4 ng/ml olarak belirlendi. Rs1544410 polimorfizmini heterozigot veya
homozigot bulunduran hastalarda VDR seviyesi daha diisiik degerlere sahipken;
polimorfizmi homozigot olarak tasiyan hastalarin en diisiik VDR konsantrasyonuna
sahip oldugu saptandi. Rs2228570 polimorfizmi genotipleri degerlendirildiginde;
VDR konsantrasyon ortalamasi; TT genotipine sahip hastalarda 46,6+5,0 ng/ml; TC
genotipine sahip hastalarda 29,8+14,1 ng/ml; CC genotipine sahip hastalarda ise
13,0+2,7 ng/ml olarak saptandi. Rs1544410 polimorfizmi ile benzer sekilde,
rs2228570 polimorfizmini heterozigot veya homozigot bulunduran hastalarda VDR
seviyesi daha diisiik degerlere sahipken; polimorfizmi homozigot olarak tasiyan
hastalarin en diisiik VDR konsantrasyon ortalamasina sahip oldugu belirlendi. Diger

iki polimorfizmin genotipleri arasinda VDR diizeyi agisindan bir fark elde edilemedi.
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4. TARTISMA

Behget hastaligi; tekrarlayan oral aft, genital Gilser ve okiiler tutulum; ataklar ve
remisyon dénemleri ile karakterize olan sistemik vaskiilitik bir hastaliktir. Hastaligin
patogenezi hala tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte; immiin regiilasyon ile
iliskilendirilen birgok genin hastalik ile iliskisi arastirilmis ve hastalifin temelinde
yatan olas1 mekanizmalar i¢in bir¢ok hipotez kurulmustur. Bu hipotezlerden en kabul
goriileni; hastaligin, genetik yatkinligi bulunan bireylerde baslatici bir ¢evresel veya
enfeksiydz ajan ile tetiklenen ve kontrol edilemeyen otoimmiin bir yanittan kéken

almis olabilecegidir.

Bu c¢alismada Behget hastalarinda; dogal ve adaptif immiin sistemin
regiilasyonunda 6nemli rolii oldugu giincel bulgular ile kanitlanan Vitamin D’nin
biyolojik islevleri icin kritik bir Onemi bulunan Vitamin D Reseptoriiniin
ekspresyonundan sorumlu VDR geninde tanimlanmis 4 polimorfizm (rs1544410,
1s2228570, rs7975232 ve rs731236) ve hastalarin serum Vitamin D reseptor diizeyi

incelenmistir.

VDR geninde tanimlanan rs2228570 polimorfizmi, genin VDR sentezi i¢in
translasyon baslatict  kodonunda yer almakta ve T>C degisikligi ile
tanimlanmaktadir. C alelini tasiyan bireylerin 427 aminoasit igeren normal VDR
yerine, 3 aminoasiti kesilmis, 424 aminoasite sahip VDR sentezledigi ve bu vitamin
D reseptoriiniin 427 aa igeren normal VDR’den daha yiiksek transaktivasyonel
kapasiteye sahip oldugu daha dnce yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (Arai ve ark.,
1997). Son yillarda 1s2228570 polimorfizminin birgok hastalik ile iligkisi
aragtirtlmistir. Selvaraj ve ark. (2009) enfeksiyoz hastaliklarda, Arai ve ark. (1997)
osteoporozda, Ogunkolade ve ark. (2002) tip II diyabet hastalarinda, Mosaad ve ark.
(2014) romatoid artrit ve romatoid iligkili osteoporozda, Neela ve ark. (2015) lepra
hastaliginda rs2228570 polimorfizmini ¢alismis, hastaliklar ile olas1 iliskisini
tanimlamaya c¢alismistir. Rs1544410, rs7975232 ve rs731236 polimorfizmleri ise

genin 3’UTR bolgesinde bulunmakla birlikte, bu polimorfizmlerin fonksiyonel etkisi
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hala tam olarak agiklanamamistir. Ancak polimorfizmlerin gendeki lokasyonu g6z
onitinde bulunduruldugunda; VDR mRNA stabilitesini etkileyebilecegi Fang ve ark.
(2005) tarafindan belirtilmistir. Ayrica Uitterlinden ve arkadaslar1 tarafindan (2004),
rs7975232 ve rs731236 polimorfizmlerin genin 8. intron ve 9. ekzon lokasyonunda
bulunmasi ve bu sekansin Vitamin D reseptdriiniin ligand baglayan bolgesinin bir
kismin1 kodluyor olmasi nedeniyle, bu polimorfizmlerin Vitamin D reseptoriiniin
ligand baglama spesifitesini degistirebilecegi belirtilmistir. Kodlanmayan veya sessiz
SNP’ler olarak tanimlanmis olmalarina ragmen; rs1544410, rs7975232 ve rs7/31236
polimorfizmlerinin heniiz tanimlanmamis fonksiyonel degisimlerle baglanti
dengesizligi (LD) icerisinde bulunabilecegi de diisiiniilmektedir. Whitfield ve ark.
(2001) ve Fang ve ark. (2005), VDR geninin 3’UTR bélgesinde tekli A tekrarlarinin
artmasinin genin transkripsiyonel aktivitesini etkiledigini bildirmistir. Fang ve ark.
(2005); farkli hiicre serileri ile yiiriittiikleri bir ¢alismada 3’UTR bdlgesinde tekli A
tekrarlarinin artmasina neden olan long (L) ve tekrarin artmasina neden olmayan
short (S) alelini hiicrelere transfekte etmis ve L alelini tagiyan hiicrelerde VDR
mRNA seviyesinin, S alelini tasiyan hiicrelere gore %15 oraninda azaldigim
kantitatif PCR yontemi ile saptamistir. Tekrarlarin mRNA stabilitesini etkiledigi ve L
alelini tasiyan hiicrelerde S alelini tasiyan hiicrelere gore mRNA bozunma oraninin
%30 fazla oldugunu gostermistir. Fang ve ark. tarafindan yiiriitiillen bu calisma;
3’UTR bolgesinde bulunan polimorfizmlerin tekli A tekrarlariin artmasina sebebiyet
vererek VDR mRNA stabilitesini etkileyebilecegini ve sonug olarak sentezlenen

VDR miktarin1 dahi azaltabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu calismada Behget hastalarinin, VDR geninde incelenen rs1544410 (G>A),
rs2228570 (T>C) ve rs731236 (T>C) polimorfizmlerini kontrol grubuna gore yiiksek
oranda tasidigr ve VDR gen polimorfizmlerinin Behget hastalig1 patogenezinde rolii
olabilecegi gosterilmistir. Bu polimorfizmlerin bir¢ok hastalik ile iliskisi daha 6nce
yapilan ¢alismalarda incelenmis olmasina ragmen Behget hastaligi ile iliskisi Karray
ve arkadaslarmin (2012) Tunus popiilasyonunda Behget ve romatoid artrit hastalar
ile yaptiklar1 ¢aligmada rs2228570 ve rs1544410 polimorfizmini inceledigi ve
Tizaoui ve arkadaslarinin (2014) Tunus popiilasyonunda Behget ve romatoid artrit

hastalarinda rs7975232 ve rs731236 polimorfizmlerini degerlendirdigi ¢alismalar ile
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smirhdir. Karray ve arkadaglari Behget hastaliglr ile rs2228570 polimorfizmi
arasinda; Tizaoui ve arkadaslari ise Behget hastalig1 ile rs7975232 polimorfizmi
arasinda iliski saptamistir. Bu calismada ise; Tiirk poplilasyonunda rs1544410,
rs2228570 ve 1s731236 polimorfizmlerinin Behget hastalifina  yatkinlig
arttirabilecegi belirlenmistir. Ayrica, VDR geninde bulunan dort polimorfizm birlikte
degerlendirildiginde; en az bir polimorfizmi homozigot olarak tasiyan 73 hastadan
12’sinin ii¢ polimorfizmi birlikte homozigot olarak tasidiginin belirlenmesi ve
birlikte bulunan ii¢ polimorfizmin 12 hasta i¢in de rs1544410, rs7975232 ve
rs731236 olmasi, genin 3’UTR bolgesinde bulunan bu polimorfizmlerin birlikte

taginiyor olabilecegini diisiindiirmektedir.

VDR geninde incelenen dort polimorfizm, klinik bulgular ile birlikte
degerlendirildiginde; rs1544410 (G>A) polimorfizmi i¢in, géz tutulumuna sahip
olan hastalarin bu klinik bulguya sahip olmayan hastalara gore daha yiiksek yiizde ile
A aleli tasidigi; rs2228570 (T>C) polimorfizmi i¢in ise; aktif hastalarin inaktif
hastalara gére ve oral afti, paterji testi pozitifligi ve artriti bulunan hastalarin bu
klinik bulgulara sahip olmayan hastalara gore daha yiiksek yiizde ile C aleli tagidigi
saptanmistir. Rs7975232 (G>T) ve 1s731236 (T>C) polimorfizmleri ve klinik
bulgular arasinda anlamli bir sonug¢ saptanamamis olmakla birlikte; paterji testi
pozitifligi disinda degerlendirilen tiim klinik bulgulara sahip hastalarin, bu klinik
bulgular1 gOstermeyen hastalara gore daha yiliksek yiizde ile 157975232
polimorfizmini homozigot olarak (TT) tasidig1 gosterilmistir. Ayrica; oral afti, géz
tutulumu, papiilopiistiiler lezyonu ve paterji testi pozitifligi bulunan hastalarin bu
bulgulara sahip olmayan hastalara gore rs731236 polimorfizmini daha yiiksek yiizde
ile homozigot (CC) ve heterozigot (TC) olarak tasidig1 saptanmistir. Genital iilser ve
eritema nodozuma sahip olan hastalarin ise bu bulgular1 bulunmayan hastalara gore
rs731236 polimorfizmini daha yiliksek yiizde ile homozigot olarak tasidig
belirlenmistir. Behget hastaliginin klinik bulgulari ile VDR gen polimorfizmlerinin
birlikte degerlendirildigi bir ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir. Ancak; Tizaoui ve
arkadaslar1 (2014) Behget hastalarinda sadece deri bulgulart ile rs7975232 ve
rs731236 polimorfizmlerini degerlendirmis; rs7975232 polimorfizmi ile eritema

nodozum arasinda bir iliski saptamistir. Bu calismada elde edilen veriler; VDR
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geninde bulunan polimorfizmlerin  klinik bulgular ile iliskili oldugunu

distindiirmektedir.

Serum VDR konsantrasyonlar1 incelendiginde; istatistiksel olarak anlamli
diizeyde olmamakla birlikte; Behget hastalarinin serum VDR diizeyinin, kontrol
grubuna gore diisiik oldugu saptanmistir. Hastalar tasidiklari genotipler yoniinden
degerlendirildiginde; rs1544410 ve rs2228570 polimorfizmlerini heterozigot veya
homozigot olarak tasiyan hastalarin bu polimorfizmleri tagimayan hastalara gore
daha diisiik serum VDR diizeyine sahip oldugu tespit edilmistir. Rs1544410
polimorfizmi genotipleri degerlendirildiginde GG genotipine sahip hastalarin VDR
konsantrasyon ortalamasi 53,6+12,5 ng/ml, GA genotipine sahip hastalarin 34,0+12,5
ng/ml iken AA genotipine sahip hastalarin 27,7+12,4 ng/ml ile en diisiik ortalamaya
sahip oldugu belirlenmistir. Serum VDR diizeyi analizine dahil edilen hastalardan
rs1544410 polimorfizmini homozigot olarak tasiyan (AA) 6 hastanin, rs7975232
polimorfizmini (TT) ve rs731236 polimorfizmini de (CC) homozigot olarak tasidig:
gosterilmistir. Rs1544410 polimorfizmi i¢in homozigot AA genotipi tasiyan ve GA,
GG genotiplerine gore anlamli oranda diisiik seviyede serum VDR diizeyine sahip
olan hastalarin %40’ min rs7975232 (TT) ve rs731236 (CC) polimorfizmlerini de
homozigot olarak tasityor olmalari, bu {i¢ polimorfizmin birlikte bulunabilecegini ve
VDR mRNA stabilitesini bozarak, serum VDR diizeyinin de azalmasina neden
olabilecegini diisiindiirmektedir. Selvaraj ve arkadaslar1 (2009), Hint popiilasyonunda
saglikli bireylerin periferal kan mononiikleer hiicreleri ile yaptiklari caligmada;
rs1544410 polimorfizmi i¢in AA ve rs731236 polimorfizmi i¢in CC genotipi tasiyan
bireylerin daha diisiik VDR protein seviyesine sahip oldugunu bildirmistir ve bu
bulgular Selvaraj ve arkadaslari tarafindan yapilmis olan bu c¢alismay1 destekler

niteliktedir.

Serum VDR konsantrasyonlart hastaligin periyoduna gore incelendiginde, aktif
donemdeki hastalarin serum VDR diizeyi ortalamasi; 15,2+9,8 ng/ml iken, remisyon
doneminde bulunan hastalarin VDR konsantrasyon ortalamasinin 33,5+13,5 ng/ml
olarak saptanmistir ve bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,0001).

Ayrica, anlaml diizeyde olmamakla birlikte; oral afti, genital iilseri, papiilopiistiiler
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lezyonlari, paterji testi pozitifligi ve artriti olan hastalarin, ayn1 klinik semptomlari
tagimayan hasta grubuna gore daha diisiik serum VDR diizeyi ortalamasina sahip
oldugu belirlenmistir. Bu sonug; hastaligin atak doéneminde bulunan ve Kklinik
semptomlar1 olan hastalarin, diisiik VDR seviyesine sahip olmasinin; Vitamin D’nin
Vitamin D reseptoriine baglanmasi ile baglayan ve birgok genin regiilasyonunu
etkileyen yolakta bir aksakliga neden olabilecegini ve immiin yant ile iligkili genleri
de kapsayan bir mekanizma ile hastaligin aktivasyonuyla baglantili olabilecegini

disiindiirmektedir.

Sonu¢ olarak bu c¢alismada; VDR geninde bulunan {i¢ polimorfizmin
(rs1544410, rs2228570 ve rs731236) Behget hastaligina yatkinligr arttirabilecegi; bu
polimorfizmlerin Behget hastalig1 patogenezi ile iligkili olabilecegi gosterilmistir.
Behget hastalarinda anlamli diizeyde olmamakla birlikte, kontrol grubuna goére daha
diisiik diizeyde saptanan serum VDR diizeyinin VDR geninde bulunan
polimorfizmlerle iliskili olabilecegi; vitamin D’nin immiin regiilasyondaki islevini
etkileyerek dogal veya adaptif immiin yanit1 degistirebilecegi ve nihai olarak Behget
hastaliginin temelinde yatan mekanizmalar ile iligkili olabilecegi hipotezi One

surilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada VDR geninde rs1544410, rs2228570 ve rs731236 SNP’lerinin
Tirk popiilasyonu igin Behget hastalarinda kontrol grubuna gore daha fazla
gorildiigli saptanmis; aktif Behget hastalarinin, remisyon donemindeki hastalara ve
otoimmiin ve kronik herhangi bir hastalik tanis1 bulunmayan kontrol grubuna gore
anlamli diizeyde diisik serum VDR seviyesine sahip oldugu gdsterilmistir. Bu
calisma, Tirk popiilasyonunda daha genis Orneklemlerde ve farkli irklari igeren
calisma gruplarinda tekrar edilmeli; polimorfizmlerin fonksiyonel etkileri ve Vitamin
D sinyalizasyon yolaginda neden olabilecegi aksakliklar ile Behget hastalig
arasindaki baglanti daha kapsamli calismalar ile aydinlatilmalidir. ilk kez bu
arastirma kapsaminda Behget hastalarinda serum VDR diizeyleri ol¢tilmiistiir. Farkli
caligmalar ile Behget hastalarinin otoimmiin ve kronik herhangi bir hastalig
bulunmayan bireylere gore daha diisiik serum VDR diizeylerine sahip oldugunun
gosterilmesi ile, bu parametrenin BH diyagnozu i¢in rutin bir laboratuvar tetkiki
olarak kullanilabilecegi disiinilmektedir. Aktif hastalarin serum VDR diizeyleri
remisyon donemindeki hastalara gore anlamli diizeyde diisiik bulunmustur. Bu
sonug; farkli ¢aligmalar ile benzer bulgularin elde edilmesiyle, serum VDR diizeyinin

Behget hastaliginin aktivite belirteci olarak kullanilabilecegini gostermektedir.
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OZET

Behcet Hastalarinda Vitamin D Reseptor Gen Polimorfizmleri ve Vitamin D Reseptor
Diizeyi

Behget hastaliginin patogenezi hala tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte,
hastaligin  mekanizmasinda genetik ve c¢evresel faktorlerin Onemli roli oldugu
disiiniilmektedir. Hastaligin temelinde otoinflamatuvar ve otoimmiin mekanizmalarin
bulundugu hipotezi, immiin sistem ile iliskili bircok genin hastalik ile iliskisinin
arastirilmasini saglamistir. Bu ¢aligmada VDR geninde bulunan doért polimorfizm ve serum
VDR diizeyi ile Behget hastaliginin iligkisinin Tiirk popiilasyonunda arastirilmasi ve bu
calismanin Behget patogenezinin aydinlatilmasi i¢in yapilan ¢aligmalar destekleyici nitelikte
olmas1 amaglanmustir.

Bu calismaya Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Behget Hastalig1 Multidisipliner Tani
ve Tedavi Unitesi’ne basvuran 18-64 yas araliginda 150 Behget hastasi ve kontrol grubu
olarak otoimmiin ve kronik herhangi bir hastalik tanis1 bulunmayan ayn1 yas araliginda 150
saglikli birey dahil edildi. Kandan DNA izolasyonu yapildiktan sonra VDR genindeki hedef
bolgeler PCR ile cogaltildi ve bireylerin her polimorfizm igin (rs1544410, rs2228570,
rs7975232, rs731236) genotip analizi RFLP yontemi ile yapildi. Serum VDR diizeyi ELISA
yontemi ile kantitatif olarak olglildii. Tiim istatistiksel analizler i¢in SPSS v.24 yazilimi
kullanildi.

Bu ¢alismada, VDR geninde rs1544410 (G>A), rs2228570(T>C), rs7975232(G>T) ve
rs731236 (T>C) polimorfizmleri ¢alisildi. Behget hastalari, saglikli bireyler ile karsilagtirildi
ve hastalar kendi igerisinde klinik semptomlara ve hastaligin aktivitesine gore analiz edildi.
Rs1544410, rs2228570 ve rs731236 polimorfizmleri Behget hastalar1 ve kontrol grubu
arasinda anlaml diizeyde farkli bulundu (Sirasiyla; p=0,04; p=0,007; p=0,01). Rs7975232
polimorfizmi analizinde hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark saptanamadi.
Rs1544410 polimorfizmi klinik semptomlar ile birlikte degerlendirildiginde; okiiler lezyonu
olan hastalarin, olmayanlara gore daha yiiksek yiizde ile A aleli tasidigi ve bu sonucun
anlamlt oldugu saptandi (p=0,013). Rs2228570 polimorfizmi ile hastaligin aktivitesi
incelendiginde; aktif hastalarin inaktif hastalara gore daha fazla C aleli tagidigi belirlendi.
Aktif ve inaktif hastalar arasindaki alel farki anlamli bulundu (p=0,015). Rs2228570
polimorfizmi klinik semptomlarla birlikte incelendiginde; oral afti, paterji testi pozitifligi ve
artriti olan hastalarin, olmayan hastalara gére daha fazla C aleli tasidigi ve bu sonucun
anlamli oldugu saptandi (Sirasiyla; p=0,027; p=0,037; p=0,02). Rs7975232 ve rs731236
polimorfizmleri ile hastaligin aktivitesi ve klinik semptomlar arasinda anlamli bir iliski
bulunmadi. Serum VDR diizeyi ortalamalari, aktif Behget hastalar1 i¢in; 15,2+9,8 ng/ml;
inaktif hastalar i¢in; 33,5+13,5 ng/ml, kontrol grubu igin ise; 65,1+55,9 ng/ml olarak
saptand1. Aktif hasta grubunun serum VDR diizeyi, remisyon donemindeki hastalara ve
kontrol grubuna gdre anlamh diisiik bulundu (Sirasiyla; p=0,0001; p=0,001).

Bu caligmada, Vitamin D Reseptor (VDR) geninde bulunan polimorfizmlerin Behget
hastaliginin patogenezinde rolii olabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Behget hastaligi, Serum Vitamin D Reseptor Diizeyi, Tiirk
Popiilasyonu, Vitamin D Reseptér Gen Polimorfizmleri.
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SUMMARY

Vitamin D Receptor Gene Polymorphisms and Vitamin D Receptor Levels in Patients
with Behget’s Disease

Pathogenesis of BD is still unknown, however it is thought that; enviromental and
genetic factors play important roles in mechanism of BD. An explanatory hypothesis that
suggests autoinflammatory and autoimmune pathways are essential for BD, it has provided
to investigate many genes associated with immune response. The main purpose of this study
was to investigate to association four polymorphisms (rs1544410, rs2228570, rs7975232 and
rs731236) in VDR gene and VDR levels with BD in Turkish population and also support
studies about elucidation of BD pathogenesis.

150 patients with Behget’s disease, aged 18-64 admitted to Ankara University Faculty
of Medicine, Behget’s Disease Multidisciplinary Diagnosis and Treatment Unit and in the
same age range 150 healthy individiuals who have no autoimmune and chronic disease were
included in this study. Genomic DNA was isolated from blood leukocytes, amplification of
target DNA in Vitamin D Receptor (VDR) gene was carried out by PCR and genotyping of
each polymorphism (rs1544410, rs2228570, rs7975232 and rs731236) was carried out by
RFLP. VDR level was investigated quantitatively by ELISA. SPSS v.24 software was used
for all statistical analysis.

Rs1544410(G>A), rs2228570(T>C), rs7975232(G>T), rs731236(T>C)
polymorphisms of VDR gene were studied in this research. Patients with Behget’s disease
were compared with healthy individuals and also patients were analyzed among themselves
according to clinical features and the activity of BD. When patients and healthy individuals
were compared, rs1544410, rs2228570 and rs731236 polymorphisms were found
significantly different between two groups (Respectively; p=0,04; p=0,007; p=0,01).
Analysis of rs7975232 polymorphism, no significant difference was observed between
patients and controls. When rs1544410 polymorhism was evaluated with clinical features, it
was observed that; patients with ocular lesion have higher percentage of A alel than the
patients without this clinical feature and it was found significantly different between two
groups (p=0,013). When rs2228570 polymorhism was examined in conjunction with disease
activity; patients with BD in active period, have significantly more C alel than patients in
remission period (p=0,015). Rs2228570 polymorhism was evaluated with clinical features
and it was shown that; patients with oral aphthosis, positive pathergy test and arthritis, have
more C alel than patients without this clinical features and this result was found significant
(Respectively; p=0,027; p=0,037; p=0,02). No difference was found between rs7975232-
rs731236 polymorhisms and clinical features or activity of BD. Analysis of serum VDR
level; it was found that, mean VDR concentrations are; 15,2+9,8 ng/ml for patients in active
period; 33,5+13,5 ng/ml for patients in remission period and 65,1+55,9 for healthy
individuals. Patients in active period have significantly lower serum VDR level than patients
in remission period and healthy individuals (Respectively; p=0,0001; p=0,001).

In this study, it was demonstrated that; Vitamin D Receptor (VDR) gene
polymorphisms may have possible role in pathogenesis of Behcet’s Disease.

Key Words: Behcet’s Disease, Serum Vitamin D Receptor Levels, Turkish population,
Vitamin D Receptor Gene Polymorphisms.
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KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

| ARASTIRMANIN ACIK ADI Behget Hastalarinda Soluble Vitamin D Reseptor Diizeyi ve Vitamin D
Reseptdr Gen Polimorfizmi

VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU

& ETIK KURULUN ADI Ankara Universitesi Tip Fakiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
E 8 ; . Ankara Universitesi Tip Fakultesi Morfoloji Binasi 06100
N G SRR Sihhiye/ANKARA
=] g TELEFON 0312 595 82 27
4= FAKS 031231063 70
E-POSTA etik@medicine.ankara.edu.tr

KOORDINATOR/SORUMLU .
ARASTIRMACI Prof.Dr.Goksal KESKIN
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EK-2 : Behcet Hastalign Hasta Takip Formu
BEHCET HASTALARINDA VITAMIN D RESEPTOR GEN POLIMORFIZMLE ve

VITAMIN D RESEPTOR DUZEYi
Arastirmacilar: Prof. Dr. Géksal KESKIN, Bio. Nazli Ecem DAL
DOSYA NO VEYA TC NO:
AD-SOYAD:
YAS:
CiNS:

HASTALIK SURESI (YIL):

AKTIVITE:
AFT:
ESKi:
YENi;
G.ULSER:
ESKi:
YENI:
GOZ TUTULUMU:
ESKi:
YENI:

CILT TUTULUMU:
PAPULOPUSTULER LEZYONLAR:
PATERIJI TESTI:
ERITEMA NODOZUM:
ARTRIT:
ESKi:
YENI:
DAMAR TUTULUMU (DVT VEYA PULMONER ANEVRIZMA):
ESKi:
YENI:
SANTRAL SINIR SISTEMi TUTULUMU (NOROLOJIK TUTULUM):
ESKi:
YENI:

CRP: SEDIM:
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