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ONSOz

1937’de Dr. Hulusi Behcet tarafindan ilk olarak Gveit, agiz aftlar1 ve genital Ulserleri ile
tanimlanan Behget hastali§i, glinimuizde birgcok organ ve dokularinda ise karistigi
multisistemik otoinflamatuvar bir hastalik oldugu kabul edilmektedir. Gelisen molekiler
yaklagim ve teknolojilerden elde edilen bilgilerle, Behget hastaliginin olusumuna katkida
bulunan gensel etkenlerin ¢evresel etkenlerden daha agir bastigi vurgulanmaktadir. Sitokin,
kemokin ve reseptodrleri inflamatuvar ve immun yanitlarin gelisiminde ve yénlendiriimesinde
onemli rolleri bulunmaktadir. Tekrarlayan inflamatuvar 6zelligi olan Behget hastaligi ile sitokin,
kemokin ve reseptorlerinin islevsel katkilari ile gen polimorfizmlerinin katkilari incelenmektedir.
CXC grubu kemokinlerinden olan IL8 hem proinflamatuvar hem de nétrofil Gzerindeki
etkilerinden dolay! bu hastalikla iliskileri incelendiginde, hastaligin aktif déneminde serum
seviyelerinde artis bulunmustur. Hastaligin otoinflamatuvar ézellikleri ile IL8’in proinflamatuvar
Ozelliklerinin uyumu nedeni ile Behget hastaligi ile IL8 arasindaki gensel diizeyde de iliskilerini

aciklamaya yonelik arastirmalar yapiimaktadir.

TUBITAK, Hizli Destek Projeleri kapsaminda desteklenen bu projede, Denizli
bdlgesinde yasayan Behcet hastalar ile saglikli kisilerde IL-8 gen bdlgesindeki -845 C/T
(rs2227532), -738 AIT (rs114259658), -251 A/T (rs4073), +396 G/T (rs2227307) ve +1633 C/T
(rs2227543) odaklarindaki baz degisikligi ve olasi haplotip dagilimlari arasindaki baglantilar
incelemeyi amacladik.
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OZET

inflamatuvar hiicreleri aktive eden ve bu hiicrelerin toplanmasinda gérev alan CXC
kemokini, interldkin-8 (IL-8), Behget hastali§i patogenezinde dnemli bir rol oynamaktadir.
interlékin-8 gen polimorfizmi ve Behget hastali§i arasindaki iliskiyi arastirmak (izere, IL-8 igin
-845 T/C, -738 T/A, -251 AIT, +396 G/T, +1633 C/T polimorfizmleri, 89 Behcet hastasi ve 112
saghkli kontrolde calisildi. Daha sonra hastalar ve kontroller arasinda tek nukleotit
polimorfizmleri ve olasi haplotipler analiz edildi.

Sirasiyla, -845 T/C, -738 T/A, -251 AIT, +396 G/T, +1633 C/T polimorfizmlerine ait,
TTTTT (11000) haplotip frekansi, hasta ve kontrollerde (% 32 ve % 31) on farkh haplotip
icerisinde en yuksek olarak tespit edildi. Ayrica, -251 A/T polimorfizminin Behget hastaligi ile
iliskili olabilecegi bulundu (% 51). Bulgular, -251 A/T igin homozigot, AA (OR:4,69, %95 CI:
2,19-10,07) veya TT (OR:8,58, %95 CI: 2,43-30,3) genotiplerinin Behget hastaligi ile
istatistiksel olarak dnemli derecede iliskili oldugunu géstermektedir. Heterozigot AT genotipinin
(OR:0,13, %95 CI: 0,06-0.30) hastaliga yatkinlhikta énemli olmadidi, aksine hastalik igin
koruyucu olabilecegini isaret etmektedir.

Sonug olarak, Behcget hastalari ve kontroller arasinda IL-8 -251 A/T polimorfizminin
Behcget hastalari ve saglikli kontroller arasindaki dagiliminda anlaml bir fark bulunmustur.
Bunun yaninda TTTTT haplotipinin her iki populasyondaki frekanslari bu iki populasyon

arasinda farklilagsmayi engelleyecek yeterli gen akisinin gergeklestigini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Behget Hastaligi, IL-8 haplotipi, rs2227532, rs114259658, rs4073,
rs2227307, rs2227543



ABSTRACT

Interleukin-8 (IL-8), a CXC chemokine that recruits and activates inflammatory cells,
plays a critical role in the pathogenesis of Behcet’s disease (BD). To investigate the association
of the genetic polymorphism of IL-8 and BD, we genotyped IL-8, -845 T/C, -738 T/A, -251 A/T,
+396 G/T, +1633 C/T polymorphisms in 89 patients with BD and 112 healthy controls. Then,
single nucleotide polymorphisms (SNPs) and haplotypes were analyzed between patients and
controls.

The frequency of haplotype TTTTT (11000) inferred from SNPs, IL-8 -845 T/C, -738
T/IA, -251 AIT, +396 G/T, +1633 C/T was significantly higher in patients with BD and controls
(%32 and %31) within ten different haplotypes. Also we found that -251 A/T polymorphism of
IL-8 was associated with Behget’s disease (%51). The results showed that, homozygous -251
AIT, AA(OR:4,69, %95 CI: 2,19-10,07) or TT (OR:8,58, %95 CI: 2,43-30,3) genotypes were
significantly associated with Behcet’s disease. Heterozygous AT genotype (OR:0,13, %95 CI:

0,06-0.30) results indicates that this genotype has possible protective role for the disease.

In conclusion, we found a significant difference in the distribution of IL-8 -251 A/T
polymorphism between patients with BD and healthy controls. On the other hand the frequency
of haplotype TTTTT shows that the entensive gene flow in between normal and BD patients

masks the differentiation for the possible haplotype.

KeyWords: Behget's Disease, IL-8 haplotype, rs2227532, rs114259658, rs4073, rs2227307,
rs2227543



1. GIRIS

Etyopatogenezi tam olarak agiklanamayan Behget hastaligi, ipek Yolu boyunca
Tarkiye, Orta Dogu, Tunus ve Japonya gibi Ulkelerde daha sik rastlanan bir hastaliktir.
Hastaligin siklik orani ile bdlgesel dagilimi arasindaki baglanti bu hastaligin gelisiminde
cevresel etkenlerden ¢ok gensel yatkinligin énemli oldugunu vurgulamaktadir. Behget
hastalidi vicutta farkh organ ve dokularda tekrarlayan inflamasyon o6zelligi nedeni ile
otoinflamatuvar hastallk grubunda vyer almaktadir. Inflamasyon yanitlarinin olusumu,
surdurilebilmesi, siddeti ve yonlendiriimesi slrecglerinde sitokinler, kemokinler ve
reseptorlerinin dnemli katkilari bulunmaktadir. Bu nedenle, inflamatuvar bir hastalik olan
Behget hastaliinda bu protein grubunun iglevlerinin katkilari ile gen polimorfizmlerinin
hastalikla olasi iligkileri arastirimaktadir. Proinflamatuvar ve noétrofilik kemokin olan IL8'in
islevlerinin ve gensel polimorfizmlerinin Behget hastaligina katkisinin arastirimasini da éne

cikarmaktadir.

Bu projede, Behget hastaligi ile IL-8 gen iligkilerin incelenmesinde, sirasiyla
arastirmamiza katilan Behget hastalari ile saglikl kisilerden kan alinmasi, periferik kandan
DNA saflastiriimasi, bu odaklara 6zgun boélgelerin PCR ydntemiyle ¢cogaltimi, odaklari taniyan
restriksiyon enzimleri ile PCR Urlnlerinin kesim islemi ve elde edilen verilerin Arlequin gensel
istatistik programinda degerlendiriime islemlerinin yapilmasini planladik. Bu ydntemleri
kullanarak tlkemizde IL8 gen polimorfizmleri - Behget hastalidi iliskilerini aydinlatmaya yonelik
arastirmalara katkida bulunmak i¢in Denizli bdlgesinde yasayan Behget hastalarinda IL-8 gen
bolgesindeki -845 C/T (rs2227532), -738 AIT (rs114259658), -251 A/T (rs4073), +396 G/T
(rs2227307) ve +1633 C/T (rs2227543) odaklarindaki baz degisikliklerinin dagihmi ve bu
odaklarin birlikte degerlendiriimesi ile olusan olasi haplotiplerin dagilimi arasindaki iligkileri

arastirmay1 6ngorduk.



2. GENEL BILGILER

2.1 BEHCET HASTALIGI

Dermatolog Dr. Hulusi Behget tarafindan, ilk kez “tekrarlayan oral Ulserler, genital
Ulserler ve hipopiyon Gveit” olarak Gglu bulgu ile Behget hastaligini (BH) tanimlamistir. Gelisen
molekiler yaklagsim ve teknolojilerin yardimiyla giinimizde, bu hastaligin Gg¢lG bulgusunun
yani sira akciger, bdbrek, deri, eklemler, vaskiler sistem, merkezi sinir sistemi gibi vicudun
diger organ ve dokularinin da katilabilecegi kronik ¢ok sistemli bir hastalik olarak kabul
edilmektedir. (Chambrun, 2012, Dalvi, 2012, Dilsen, 1996, Saadoun 2012, Mat, 2013)

BH’ da baslangi¢ bulgulari olarak, oral aftéz Ulserler (%47-86), genital Ulserler (%0-
19), deri lezyonlari (%0-27), okiler lezyonlar (%0-35), artropati (%0-24), ndrolojik bulgular
(%0-12) ve vaskiler bulgular (%0-3) sirasiyla belirtiimesi, bu hastaigin tani ve
degerlendirmesindeadiz ve genital Ulserleri ile deri ve okiller lezyonlarin énemini
vurgulamaktadir (Zouboulis, 1999, Schirmer, 2001).3,4). Genel olarak, Behget hastalarinin
%98’inde oral aft, %60-65’'inde genital aft, %30’'unda vendz tromboz, %3-5’inde arteryel

katihm, %45’inde artralji ve/veya artrit, bulgularinin oldugu rapor edilmigtir (Saadoun, 2012).

BH’ nin otoimmin ve otoinflamatuvar sendromlar arasinda yer aldigi distntlmektedir,
ancak bu hastaligin klinik 6zelliklerinin daha c¢ok otoinflamatuvar o6zellik tasidigi da
vurgulanmaktadir (Chambrun, 2012). Son yillardaki epidemiyolojik arastirmalar, Behcet
hastaliginin (BH) patogenezinde ¢evresel faktérlerden ¢ok gensel faktorlerin etkin oldugunu
isaret etmektedir (Mat, 2013). Bu konudaki ilk bulgu, 1973 yilinda Ohno ve arkadaslari BH ile
HLA-BS5 fenotipi arasindaki baglantiyi tespit etmeleridir (Mizuki, 1996). Japonya, israil, Kore,
iran, irlanda, Fas, Fransa, Meksika, ispanya, Portekiz, Yunanistan, Tunus, Brezilya ve
Turkiye’de yasayan BH’ larinda HLA-B51 allelinin rastlanma sikliginin % 30-80 oraninda
oldugu rapor edilmistir. TUBITAK, SBAG 2388 numarali proje c¢ercevesinde, Denizli
bdlgesinde yasayan BH’ larinda HLA-B51 rastlanma siklig1 % 46 olarak belirlenmesine karsin
BH ile bu molekilin rastlanma sikhgi, ekspresyonu ve polimorfizmleri arasinda herhangi bir
iliski tespit edilmemigstir (Atalay 2008). Gunimuzde, BH gelisiminde dogrudan HLA-B51
molekulinin veya HLA molekullerinin kendisinin dogrudan sorumlu olmadigi, ancak altinci
kromozomun kisa kolunda yerlesen MHC bélgesinin bu hastalikla ve otoimmun hastaliklarla
iliskili oldugu kabul edilmektedir. GUnumuzde bu iligski bazi arastiricilar tarafindan ¢alismalarda
tartisiimakta olup yeni gensel baglantilarin irdelenmesi gerektigi disunilmektedir
(Atalay,2008, Chambrun, 2012, Dalvi, 2012, Saadoun 2012, Karanesh, 2005, Liang,2013,
Saadoun 2012, Sakly,).BH patogenezini agiklamak igin, MICA, MEVF gibi proteinlerin yani
sira, sitokinler ( IL1b, IL6, IL17, IL18, TGF B gibi), kemokinler ve reseptorleri (IL8, CXCR1/2,
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CCRS5 gibi), kompleman proteinleri (C4), hiicre membran reseptorleri (TNFRSF1A, TLR2, 4,
7, ve 9 gibi), immunoregulatér proteinler (IRF1,5, CTLA-4, NFkB gibi), ekstrasellller proteinler
(ICAM1, MMP-9 gibi) ve oksidatif streste ise karisan proteinleri (glutatyon transferaz,
miyeloperoksidaz gibi) gibi farkli proteinleri kodlayan genlerle ilgili bir cok arastirma yapilmistir
(Chambrun, 2012,Liang, 2013, Hatemi, 2014). Bu konudaki arastirmalarin sonucunda, daha
¢cok BH' nin etyopatogenezine katkida bulunan ve etnik farkliliklarin énemli oldugunu

vurgulayan sonuglar elde edilmistir.

2.2 INTERLOKIN-8

ilk arastirmalarda, SCYB8 (small inducible cytokine subfamily B, member 8), NAP1
(neutrophil-activating peptide 1), GCP1 (granulocyte chemotactic protein 1) ve monosit kdkenli
notrofil kemotaktik faktér (monocyte-derived neutrophil chemotaktik factor) gibi isimlerle
tanimlanan interlokin-8 (IL8), glinimuzde, N-ucundaki sistein yerlesimine gbére CXCLS8
(chemokine, CXC motif, ligand 8) ismiyle tanimlanmaktadir. Bu kemokin ilk isimlendirilmesine
paralel olarak, periferik kandan dokulara nétrofillerin gé¢tine ve aktivasyonuna aracilik ederek
dokularda proinflamatuvar etkilerin olusumuna neden olmaktadir (OMIM, 146930,

https://www.ncbi.nlm.nih.gov ).

IL8 pro-inflamatuvar ELR* CXC kemokin grubunda yer alir ve orijinal olarak bir notrofil
—akt/gdé¢- goglnl uyarici olarak kimliklendirilir. IL8 bu 6zelliklerinden dolayi inflamatuvar
barsak hastaligi ve romatoid artrit gibi inflamatuvar hastaliklarda da ise karisir. Bu kemokin
I6kositler, fibroblastlar, endotelyal hicreler ve malign kanser hicrelerini iceren ¢ok sayida
hicre tarafindan sentezlenir (Hautamaki, 2013, Li, 2014, Puthothu, 2006, Campbell, 2013)
Hucrelerde inaktif 99 amino asitten olusan éncil protein olarak sentezlenir. Fibroblastlar ve
endotel hucrelerinde amino ucundan kesilerek 77 amino asitli, Iokositlerde ise 72 amino asitli
IL8 sentezlenir. immin sistem hiicreleri disindaki hiicrelerde 77 amino asit olarak salgilanan
IL8, salgilanmasini takiben molekuler agirhig yaklasik olarak 8kDa olan 72 amino asitlik aktif
formu icin kesilir. IL8 farkli olarak aktive edilen ve diizenlenen iki ylizey reseptoriine baglanma
basarisi gosteren monomer veya dimer formlarda bulunabilir. IL8in baglandigi CXCR1 ve
CXCR2 molekuleri iki heterodimerik G-proteinle baglantih reseptérlerdir (Campbell, 2013,
Puthothu, 2006, Stuart, 2014). Bu reseptdrler normal olarak nétrofiller, monositler, makrofajlar,
bazofiller ve T lenfositlerin yuzeylerinde bulunur. Bununla birlikte, degisik kanserlerde timor
hlcrelerinde ve tumoarle iligkili stromal hicrelerde de eksprese edildigi bilinmektedir. Yapilar
%78 oraninda benzerlik gésteren bu reseptdrlerin kemokinle baglanmasini etkileyen amino
ucu farkhhklari bulunur. CXCR1 CXCL6 ve 8’e baglanirken, segici olmayan CXCR2 yuksek



affinite ile CXCLA1, 2, 3, 5, 6, 7 ve 8’e baglanir. MIF (macrophage inhibitory factor) CXCR2'ye

baglandigi yeni kesfedilen molekdldur.

Diger kemokin reseptorleri gibi IL8 reseptérleri trans membran proteinler olup
membrani kateden yedi halka ile tekrarlayan bigimde membrani gegmekteve karboksil ucunda
G protein baglanma bdlgesi tasimaktadir. Bu reseptdrlere IL8 badlandigi zaman
reseptdrlerdeki konformasyonel dedisimlere bagh olarak, G protein aktivasyonuna neden
olarak GTP/GDP doénusumine neden olmaktadir. Bu déntisim G proteinin a ve By alt
Unitelerine ayrismasina ve hucre i¢i sinyal yolaklarinin aktivasyonuna yol agar. IL8
molekillerinin reseptoérleri ile baglanmalari, hicre icinde MAPK, PI3K, PKC FAK ve Src
yolaklarini aktive ederek NFkB, AP-1, HIF-1 ve STAT3 gibi transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonuna neden olur. Prostat kanser hiicrelerinde, IL8-reseptor iligkilerinin bir sonucu
olarak androjen reseptdrlerinin aktivasyonunun gercgeklestigi saptanmistir. IL8’le baglanip
aktivasyonu takiben CXCR1/2 molekiilleri fosforile edilerek desensitize edilirler ve hlicre igine
alinirlar. Arastirmalarda, CXCR2'nin hicre igcine alinmasinin CXCR1’den hizli olmasina karsin,
tekrar ekspresyonunun ¢ok daha yavas oldugu saptanmistir. Reseptdrlerin hlicre igine
alinmasinin ve tekrar sentezlenmelerinin CXCR1/2 sinyal yolaklarinin diizenlenmesinde buyik

bir rol oynamaktadir (Campbell, 2013).

IL8 (4913-g21) geni bir proksimal promotor bolgesi ile dort ekzon ve (g intron bdlgesi
icerir (Wang, 2014) IL8 ekspresyonunun regllasyonu ana olarak transkripsiyonel seviyede
gerceklesmektedir. Bununla birlikte post-traskripsiyonel regiilasyonu mRNA transkriptlerin

stabilizasyonu yolu ile olusturulabilmektedir (Campbell, 2013).

IL8 sinyalizasyonu normal olarak siki kontrol altindadir, normal dokularda IL8 ve
CXCR1/2 ekspresyonu minimal diizeydedir. IL8 sinyalizasyonu TNF-a ve IL1 gibi inlamatuvar
sinyalerle, reaktif oksijen tlrleriyle, 6lim reseptorleri ve steroid hormonlar (yani androjenler)
tarafindan uyarildigi bilinmektedir. Hatta IL8 sinyalizasyonu hipoksi, asidoz, hiperglisemi,
sitotosik kemoterapiler ve radyasyonu iceren tumor mikro ¢evresindeki degisik cevresel

streslerin etkisi ie de uyarilabilir (Campbell, 2013).

Kemotaktik etkisiyle immin hicrelerin go¢ etmesinin yani sira, IL8 6zglun olarak
notrofilleri aktive ederek bu hicrelerin granillerinin disariya bosalmasini saglarlar (Hautamaki,
2013).IL8'in fizyolojik ve patolojik kosullarda vaskuler olusumda o6nemli roli oldugu
bilinmektedir (Campbell, 2013, Hautamaki, 2013, Li, 2014 ).



IL8 (4913-g21) geni bir proksimal promotor bolgesi ile dort ekzon ve Gg intron bdlgesi
icerir (Wang, 2014). IL8 gen bolgesinde verilere gbére 346 farkli bdlgede polimorfizm odaklari
tesbit edilmistir (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp). Bu polimorfizmlerin IL8’in ekspresyonun
etkileyebilecedi yapilan galigmalarda gosterilmistir. Ornegin, IL8 ekspresyonlarinda -251 ve

+781 pozisyonlarindaki IL8 gen polimorfizmlerinin etkiledigi saptanmistir (He, 2014).

IL8 temel olarak periferik kandan dokulara noétrofillerin aktivasyonu ve gogune aracilik
eder ve insan immun sisteminin ¢ok farkli 6zelliklerdeki patojenlere yanit gelisiminde
inflamasyon islevlerini baglatma ve ¢ogaltiminda ise karisir (Li, 2014, Puthothu, 2006). Ayni
zamanda bu kemokin dogrudan endotel hicrelerin siki kavsaklarini etkileyerek vaskuler
gecirgenlikte artisa neden olurlar (Hautamaki, 2013). IL8'in proinflamatuvar, anjiyogenik
etkileriyle nétrofil, endotel gibi hiicreler tGzerindeki etkileri nedeniyle, akut piyelonefrit (Javor,
2012), peridontal hastaliklar (Linhatova, 2013), akut pankreatit (Yin, 2013), AMD (age-related
macular degeneration) (Hautamaki, 2013, Ricci, 2013), osteoartrit (He, 2014), astim (Puthothu,
2006), Graves hastaligi (Gu, 2009), multipl skleroz (Kamali-Sarvestani 2006), hipertansiyon
(Martynowicz, 2014), miyokard infarktistu (Velasquez, 2014), noéropsikiyatrik hastaliklar
(Janelidze, 2014), NSCLC (non small cell lung cancer) (Rafrafi, 2013)., gastrik ve over

kanserleri (Koensgen, 2014) ile IL8 gen polimorfizmleri arasindaki olasi iligkiler arastirilmistir.

2.3 BEHGET HASTALIGI ILE IL8 ILISKILERI

BH gelisiminin immin sistem hicrelerinin, sitokinlerin, kemokinlerin ve diger aktivasyon
veya baskilama da goérevli molekdllerin yapi ve iglevleri arastiriimistir. Behget hastalarinin
panuveit ve papulopustiler lezyonlarindan alinan histopatolojik érneklerinde nétrofil sayisinda
artis goézlenmistir. (Chambrun, 2012, Dalvi, 2012). Bu hastalarda Th1 ve Th17 hicrelerinin
aktivasyon bulgusu nétrofil inflamasyonundaki artisin nedenini de agiklamaktadir (Direskeneli
2001, Aktas-Cetin 2012 pro). Bununla birlikte, BH serum/plazmalarinda IL-8, TNF-a, IFN-y, IL-
1, IL-10, IL-12 gibi Th1 sitokinlerinin seviyelerinde artis veya tespit edilebilir dizeylerde oldugu
saptanmistir (Zierhut 2003).

Diger hastaliklarda oldugu gibi hucrelerin islevlerini etkileyen sitokin, kemokin ve
onlarin reseptdrlerinin gensel polimorfizm iligkileri, otoinflamatuvar bir hastalik olarak
disinilen BH igin de arastinimaktadir. Ornek olarak, TNF-a (Ates, 2006, Hatemi 2014) ve
reseptorleri (Lee, 03), IL10 (Wallace, 2007), IL18 (Htoon, 2011), IL8 ve reseptorlerinin
(Duymaz-Tozkir2005, Lee, 2006) gensel polimorfizmlerinin BH gelisimine yatkinhdi ve

hastaligin ilerlemesine olasi katkilari arastiriimistir.



3. GEREGLER VE YONTEMLER

3.1 BEHGET HASTALARININ VE SAGLIKLI KONTROLLERIN SECimi

“Behget hastalarinda IL-8 polimorfizminin arastiriimasi” adl proje igin ilk asamada
Pamukkale Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Etik Kurulu tarafindan galismanin yapiimasinda
tibbi etik agisindan sakinca olmadidina dair onay belgesi alindi.
Calismamiza, Pamukkale Universitesi Tip Faklltesi Hastanesi Deri ve Zihrevi Hastaliklar
poliklinigine basvuran, klinik olarak Behget hastasi tanisi konulan 58 hasta ile 62 saglikli
kisilerden kan alindi. Ayrica, TUBITAK, SBAG 2388 (2003) proje cergevesinde olusturulan BH
DNA bankasinda saklanan 31 Behget 6rnegi ile 50 tane saglikh kontrole ait DNA drnekleri de
¢alismamizda kullaniimistir. Sonug¢ olarak, arastirmamizda toplam 89 BH ile 112 saghkh

kontrol érneklerinde IL8 gen polimorfizmi ¢alisiimistir.

Calismamizda her hastaya ve saglikli kontrole ¢calisma hakkinda bilgi iceren ve kisinin
onayinin alindigini  belgeleyen “Genetik materyal UGzerinde vyapilacak arastirmalar
bilgilendirilmis génalli olur belgesi” doldurularak imzalatildi. Hastalarin klinik bulgular Ek-1'de

verilmigtir.

Hasta ve kontrol gruplarindan EDTA’ll tlplere alinan kan 6rneklerinden, Pamukkale
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali laboratuvarlarinda, genomik DNA izolasyonu,
PCR ve restriksiyon enzim kesimleri (RFLP) yapilarak elde edilensonuglarin istatistiksel analizi
Arlequin programi ile gerceklestirildi (Excoffier, 2011,

http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3).

3.2 PERIFERIK KAN ORNEKLERINDEN DNA SAFLASTIRILMASI
Hasta ve saglikli kisilerden disodyum EDTA’lI vakumlu tiplere alinan periferik kandan,

fenol-kloroform ekstraksiyon yontemiyle DNA 6rnekleri saflastiriimistir (Cirakoglu, 1989).

3.3 IL-8 GENINDEKI POLIMORFIK BOLGELERININ GOGALTIMI

89 Behget hastasi ve 112 saglikh kontrollerden elde edilen DNA 6rneklerinde, IL-8 gen
bolgesindeki -845 C/T (rs2227532), -738 A/T (rs114259658), -251 A/T (rs4073), +396 G/T
(rs2227307) ve +1633 C/T (rs2227543) polimorfizm odaklarin bulundugu bdlgelere 6zgun
primerlerin ve PCR Urunlerinin baz uzunluklari Tablo-1’de verilmistir. Proje teklifinde, bu
odaklarin diginda kalan IL8 -353 (A/T) odaginin -251 A/T odag! ile ayni olmasindan dolayi
listede yer almamaktadir (Javor, 2012). IL8 gen polimorfizm odaklarina 6zgin ¢ogaltim

islemlerinde kullanilan, toplam 50 ul’de hazirlanan PCR bilesenleri Tablo-2'de verilmistir.



Her bir odaga 6zgin primerlerle hazirlanan PCR karigsimlari, 1sisal déngu cihazinda

(Technegene Thermo cycler), primerlerin Tm de@erlerine baglh olarak primer eslesmesi

sicakliklar kullanilarak Tablo-3’te verilen genel 1s1 programi ile hasta ve saglikli kontrollerin

DNA &rnekleri ile ¢cogaltimlar gerceklestiriimistir. Her bir odak igin gergeklestirilien ¢ogaltim

drtnlerinin varligi, % 1,5 luk agaroz jelde elektroforez yapilarak gérintlileme cihazinda

(UVItec) goruntilenerek kontrol edilerek kayit altina alindi.

Tablo 1. Odaklara Ozgiin Primerlerin Ozellikleri

ODAK ADI | B.D. | P.P. | PRIMERLER m PCR
(NO) (°C) | (bg)
-845 T>C | 5 5-AAC CCA GCA GCT CCA GTG-3 58°
(rs2227532) 3 5-AGA TAAGCC AGC CAATCATT-3 56° >43
-738 T>A | 5 5-AAC CCA GCA GCT CCA GTG-3 58°
(rs114259658) 3 5-AGA TAA GCC AGC CAATCATT-3 56° >43
-251 AST | B 5-GAATTC AGT AAC CCA GGC AT-3 64°
(rs4073) 3 5-AAG CTT GTG TGC TCT GCT GTC TCT- | 62° | 348
3
+396 G>T | 5 5- TAA AGG TTT GAT CAA TAT AGA-3 52°
(rs2227307) 3 5-CTT CCT TCT AAT TCC AAT ATG- 3 56° o7
+1633 C>T | 5 5-CTG ATG GAA GAG AGC TCT GT-3’ 58°
(rs222754) 3 5-TGT TAG AAATGC TCT ATATTC TC-3’ | 56° 39
B.D.: Baz degisikligi, P.P.: Primerin pozisyonu
Tablo 2. PCR Karisim Bilesenleri
PCR bilesenleri Miktar Derigim
DNA 3ul 1 ug/ 50 pl
Tampon (Fermentas, 10X) 5 ul 1X mM
dNTPmix (0,5 mM) 5 ul 0,2 mM
Mg*? (Fermentas, 16mM) 5 ul 1,6 mM
Primer 1 (10 pmol/ul) 1l 10 pmol
Primer 2 (10 pmol/ul) 1l 10 pmol
Taq DNA Polymerase (Fermentas) (1 U/pL) 1 ul 1U/pl
dH20 (steril) 29 ul -
Toplam Hacim 50 pl 50 pl

Her bir odaga 6zgun primerlerle hazirlanan PCR karigimlari,

Isisal dongu cihazinda

(Technegene Thermo cycler), primerlerin Tm degerlerine bagli olarak, primer eglesmesi



sicaklklar kullanilarak Tablo-3’te verilen genel i1s1 programi ile hasta ve saglikli kontrollerin
DNA o6rnekleri ile ¢cogaltimlar gerceklestiriimistir. Her bir odak igin gergeklestiriien ¢ogaltim
drtnlerinin varligi, % 1,5’ luk agaroz jelde elektroforez yapilarak gérintileme cihazinda

(UVItec) goruntilenerek kontrol edilerek kayit altina alindi.

Tablo 3. Isisal déngl cihazinda ¢ogaltim kosullari

Olay Sicakhk Siure Dongii
ilk Denatiirasyon 94°C 5 dakika 1
Denaturasyon 94° C 1 dakika

Primer eslesmesi Tm 30 saniye | 30
Primer uzamasi 72°C 1 dakika

Son uzama 72°C 5 dakika 1

3.4 RFLP YONTEMI iLE IL8 GEN POLIMORFIiZMLERININ SAPTANMASI

Arastirmamizda IL8 gen polimorfizmlerini saptamak igin kullanilan enzimlerle kesim
Ozellikleri Tablo-4’ te verilmistir. IL-8 gen bdlgesi icerisindeki bes farkli odak igin elde edilen
PCR drinleri uygun restriksiyon enzimleri ve Tablo-5’ te verilen miktarlarda hazirlanmis olan
enzim reaksiyon karisimlari, en az 4 saat 37°C’ de bekletildi. ilgili odak icin elde edilen
restriksiyon enzim kesim Urunleri % 2’ lik agaroz jele yuklendi ve goéruntileme cihazinda
(UVitec) gozlenerek kaydedildi. Agaroz jel goruntileri Tablo-4’ te verilen kesim sonuglarina

gore degerlendirilerek istatistiksel degerlendirme yapildi.



Tablo 4. RFLP ydnteminde kullanilan enzimler ve kesim 6zellikleri

ODAK ADI (NO) B.D PCR driuni Enzimi Kesim sonucu bg¢’ler
-845 T — 196+532
T>C 543 b¢ Vsp |
(rs2227532) C— 543
-738 T— 242+301
T>A 543 bg Xba |
(rs114259658) A—543
-251 A— 145+203
A>T 348 bg Mfe |
(rs4073) T— 348
+396 G—43+531
G>T 574 bg ScrFl
(rs2227307) T— 574
+1633 C—236+160
C>T 396 bg Nla 1l
(rs222754) T—396
Tablo 5. Restriksiyon Enzim Kesimi Reaksiyon Karigimi
Kesim Bilesenleri Miktar
PCR Grunu 10pl
Tampon (10X) 2 ul
Restriksiyon Enzimi (10 U/ pl) 0,5 ul
Steril dH.0 7,5 ul
Toplam karigim 20 pl

3.5 IL8 GENININ POLIMORFIK ODAKLARIYLA iLGiLi

ANALIZLERI

VERILERIN iSTATISTIKSEL

Calismada incelenen Behget hastalari ve saglikh kontrollerden elde edilen veriler

kullanilarak Odd’s Ratio (OR) degerleri %95 CI (confidental interval, glvenilirlik arahdi)

degerleri hesaplandi. Polimorfik odaklardan elde edilen PCR-RFLP sonuglari, Arlequin ver 3.1

istatistiksel analiz programi kullanilarak degerlendirildi. Analiz sonucu HWE (Hardy-Weinberg

equilibrium) uyumu ile olasi haplotip tirleri belilendi ve hasta ve saglkli kontrol gruplari

karsilastirildi.




4. BULGULAR

4.1 BEHGET HASTALARININ KLiNiK BULGULARI

Aragtirmamiza alnan 88 BH' nin tum klinik bulgulann Ek-1'de verilmistir.
Hastalarimizdan bir tanesinin elektronik ortamda klinik bulgularina ulagilamamistir. Bu veriler
degerlendirilerek Tablo-6'da 6zetlenmistir. Calismaya alinan erkek BH’ larinin (%66) orani
kadin hastalarin (%34) yaklasik iki kati oranindadir. Hastalarin timinde oral aft bulunmaktadir
ve genital lezyon %74 orani ile oral aft bulgusunu takip etmektedir. Noral bulgu ve

gastrointestinal bulgu %3 orani ile en disik saptanan bulgular arasindadir.

Klinik arastirmalarda follikdlit, eritema nodosum, paterji, oral aft veya genital lezyonlari,
diger bir deyisle mukokutan6z lezyonlari olan hastalar hafif BH; mukokitan6z bulgularla birlikte
artriti olan hastalar ara tip BH; mukokutan6z lezyonlar olsun veya olmasin okuler lezyonu,
vaskaliti veya noéral bulgusu olanlar ise agir BH olarak tanimlanmaktadir. Bu degerlendirmeler

temel alinarak Tablo-7 hazirlanmistir.

Projemizde normal saglikl bireylerde uluslararasi BH Kklinik verilerine sahip olmayan

bireylerin katilimi saglanmistir.
Calismaya alinan BH ve normal saglikh bireylerin kan érneklerinin hepsinde sirasiyla

DNA saflastinimasi, IL8 polimorfik odaklarina 6zgin gen bdlgelerinin ¢ogaltimi, RFLP

yontemleri gerceklestirildikten sonra elde edilen sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
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Tablo 6. Calismaya katilan BH’ larinin klinik bulgularinin degerlendiriimesi

Klinik Bulgular Erkek | Kadin TOPLAM
%
Cinsiyet 48 40 88 100
Paterji (P) + 18 17 35 40
- 26 18 44 50
? 4 5 9 10
Follikdlit (F) + 34 21 55 62,5
- |14 19 33 37,5
Eritema Nodosum (E) + 15 22 37 42
- 33 18 51 58
Oral aft (OA) + 46 40 86 98
- 2 0 2 2
Okuler Lezyon (OL) + 24 17 41 46,6
- 24 23 47 53,4
Genital Lezyon (GL)  + 38 31 69 78,4
- 10 9 19 21,6
Artrit (A) + 27 26 53 60,2
- 21 14 35 39,8
Vaskilit (V) + 3 5 8 9
- 45 35 80 91
Norolojik Bulgu (NB)  + 7 1 8 9
- 41 39 80 91
Diger 1 1 2 2
Not: bir hastamizin klinik bulgularina ulasilamamistir.
Tablo 7. BH’ larinin klinik bulgularina gére gruplandiriimasi
Hastaligin Tipi Erkek Erkek Kadin Kadin Toplam | Toplam
% %
Mukakiitanoz tip | 8 16,6 8 20 16 18,2
Ara tip 11 23 14 35 25 28,4
Agir tip 29 60,4 18 45 47 53,4
TOPLAM 48 100 40 100 88 100
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4.2 1L8 GEN POLIMORFIiZMLERI ILE iLGILi SONUGLAR

BH ile normal saglikli bireylerde IL8 gen polimorfizmlerinin iligkilerini arastirdigimiz
projemizde, toplam 89 BH ve 112 saglikh bireyin katilimi saglanmigtir. Katihmcilarin
saflagtinlan DNA o6rneklerinden IL8 bodlgesindeki -845 C/T (rs2227532), -738 AT
(rs114259658), -251 A/T (rs4073), +396 G/T (rs2227307) ve +1633 C/T (rs2227543)
polimorfizm odaklarina 6zgun gen bdlgelerinin cogaltimi gergeklestiriimistir. Cogaltim yapilan
ornekler Tablo-4’te verilen odaklara 6zgun restriksiyon enzimleri kullanilarak kesim islemleri

yapiimgtir.

IL8 -845 C/T (rs2227532) odaginin PCR &6rneklerinin Vspl enzimiyle kesim goruntusu
Sekil-1'de, IL8 -738 A/T (rs114259658) odaginin PCR &rneklerinin Xbal enzimiyle kesim
gorintisu Sekil-2’'de, IL8 -251 A/T (rs4073) odaginin PCR 6rneklerinin Mfel enzimiyle kesim
gorintisu Sekil-3'te, IL8 +396 G/T (rs2227307) odaginin PCR &rneklerinin ScrFl enzimiyle
kesim gorintist Sekil-4'te ve IL8 +1633 C/T (rs2227543) odaginin PCR &rneklerinin Nlalll

enzimiyle kesim gorintist Sekil-5'te verilmistir.

38 37 36 35 34 33 32 31 M M 29 28 27 26 25 24 23 22 21 2D
- . — ———— w— - D - - -
P e e TR RS G W e S W D e e e e

2 —

19 18 17 16 15 14 13 12 11 M 1D 19

Sekil 1. IL8 -845 C/T (rs2227532) odaginin PCR d6rneklerinin Vspl enzim kesimleri (M; Gene
Ruler100-1031 bp, Fermentas, 1-38; TT genotipi)
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Sekil2. IL8 -738 A/T (rs114259658) odaginin PCR o6rneklerinin Xbal enzimiyle kesimleri (M;
Gene Rulerl00-1031 bp, Fermentas, 1; TA, 2-37; TT)

Sekil3. IL8 -251 A/T (rs4073) odaginin PCR 6rneklerinin Mfel enzimiyle kesimleri (M; Gene
Ruler100-1031 bp, Fermentas, 1-13; AT, 14,15;TT)
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Sekil 4. IL8 +396 G/T (rs2227307) odagdinin PCR 6rneklerinin ScrFl enzimiyle kesimleri (M;
Gene Ruler100-1031 bp, Fermentas,1,2,7,9,10,12-15,18,19,25;GT; 3,11,21;24,;GG, 4-
6,8,16,17,20,22,23; TT)

14 13 12 11 10 3

Sekil 5. IL8 +1633 C/T (rs2227543) odaginin PCR 6rneklerinin Nlalll enzimiyle kesimleri (M;
Gene Ruler100-1031 bp, Fermentas,1-5,9-11,14;CT, 6,7,12,13;TT, 8;CC)
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BH'’ larinin IL8 bolgesindeki -845 C/T (rs2227532), -738 A/T (rs114259658), -251 AIT
(rs4073), +396 G/T (rs2227307) ve +1633 C/T (rs2227543) odaklarinin PCR-RFLP ydntemiyle
elde edilen sonuglari Ek-2’ de, normal saglikh bireylerin PCR-RFLP sonugclari ise Ek-3’te
verilmistir. BH ve normal saglikli bireylerin IL8 -845 C/T (rs2227532) odagina 6zgun bilgilerin
degerlendiriimesi Tablo-8 de, IL8 -738 A/T (rs114259658) odagina 6zgun bilgilerin
degerlendirmesi Tablo-9’ da, IL8 -251 A/T (rs4073) odagina 6zgln bilgilerin dederlendirmesi
Tablo-10’da, IL8 +396 G/T (rs2227307) odagdina 6zgun bilgilerin degerlendirmesi Tablo-11’ de,
ve IL8 +1633 C/T (rs2227543) odagina 6zgun bilgilerin degerlendirmesi Tablo-12’ de

verilmistir.

Tablo 8. BH ve normal saglikh bireylerin IL8 -845 C/T (rs2227532) odadinin PCR-RFLP

yontemiyle elde edilen sonuglarinin degerlendirilmesi

BH SK OR %95 ClI
(%) (%)

n=89 n=112
CcC - - - -
-845 Genotip | TT 89 (100) | 110 (98) - -
(rs2227532) CT - 2(2) - -
Allel C - 2 (1) - -
T 178 (100) | 222 (99) - -

Tablo 9. BH ve normal saglikh bireylerin IL8 -738 A/T (rs114259658) odadinin PCR-RFLP

yontemiyle elde edilen sonuglarinin degerlendirilmesi

BH SK OR %95 CI
(%) (%)

n=89 n=112
AA - - - -
-738 Genotip | TT 85 (95) 111 (99) - -
(rs114259658) AT 4 (5) 1(1) - -
Allel A 4(2) 1(0.5) - -
T 174 (98) | 223 (99,5) - -

BH ile normal saglikli kontrollerden elde ettigimizIL8 -845 C/T (rs2227532) ve -738 AIT
(rs114259658) PCR-RFLP sonuglari (Tablo 8 ve Tablo 9), bu odaklarin polimorfik olmadigini

gosterdiginden Odd orani hesaplamalari yapilmamigtir.
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Tablo 10. BH ve normal saglikl bireylerin IL8 -251 A/T (rs4073) odaginin PCR-RFLP

ydntemiyle elde edilen sonuglarinin degerlendirilmesi

BH SK OR %95 Cl
(%) (%)

n=89 n=112
AA 16 (18) 5 (5) 4,69 2,19-10,07
-251 Genotip | TT 17 (19) 3(3) 8,58 2,43-30,3
(rs4073) AT 56 (63) | 104(93) | 0,13 0,06-0,30
Allel A 88 (49) | 114(51) | 0,94 0,63-1,39
T 90(51) | 110(49) | 1,06 0,72-1,57

Tablo-10’ da verilen IL8 -251 A/T (rs4073) odag: ile ilgili bulgular, bu odakta AA
(OR:4,69, %95 CI: 2,19-10,07) veya TT (OR:8,58, %95 CI: 2,43-30,3) homozigot genotipin BH
ile istatistiksel olarak dnemli derecede iliskili oldugunu gdstermektedir. Bu odakta heterozigot
genaotipinin (AT, OR:0,13, %95 CI: 0,06-0.30) bulgulari, hastaliga yatkinlikta énemli olmadigi,
aksine hastalik icin koruyucu olabilecegini isaret etmektedir. BH ile saglikl bireylerde IL8 -251
A (OR:0,94, %95 CI: 0,63-1,39) ile T (OR:1.06, %95 CI: 0,72-1,57) allelerinin dagihmda

istatistiksel olarak fark olmadigi saptanmistir.

Tablo 11. BH ve normal saglikh bireylerin IL8 +396 G/T (rs2227307) odaginin PCR-RFLP

yontemiyle elde edilen sonuglarinin degerlendirilmesi

BH SK OR %95 CI
(%) (%)
n=89 n=112
GG 8 (9) 13(12) | 0,75 0,30-1,88
+396 Genotip | TT 47 (53) 53 (47) | 1,25 0,72-2,17
(rs2227307) GT 34 (38) 46 (41) 0,89 0,50-1,57
Allel G 50 (28) 72(32) | 0,82 0,53-1,26
T 128 (72) | 152 (68) | 1,21 0,79-1,86

Tablo-11" de verilen IL8 +396 G/T (rs2227307) odaginin, BH ile saglikli bireylerdeki
dagihmlarinin, GG genotipinde (OR:0,75, %95 CI: 0,30-1,88), GT genotipinde (OR:0,89, %95
CI: 0,72-1,57) ve G allelinde (OR:0,82, %95 CI: 0,53-1,26) istatistiksel olarak anlaml olmadigi
tespit edilmistir. Ayni odagin TT genotipinde (OR:1,25, %95 Cl: 0,72-1,57) ve T allelinde
(OR:1,21, %95 CI: 0,79-1,86) OR 1 degerinin Uzerinde olmasina ragmen hasta ve saglikh

bireylerdeki dagilimlar istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptanmigtir.
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Tablo 12. BH ve normal saglikli bireylerin IL8 +1633 C/T (rs2227543) odaginin PCR-RFLP

ydntemiyle elde edilen sonugclarinin degerlendiriimesi

BH SK OR %95 ClI
(%) (%)
n=89 n=112
Genotip| CC 15 (17) 25(22) | 0,70 0,34-1,42
+1633 TT 12 (13) 14 (13) | 1,09 0,46-2,58
(rs2227543) CT 62 (70) 73(65) | 1,23 0,47-2,24
Allel C 92 (52) | 123(55) | 0,88 0,60-1,30
T 86 (48) | 101 (45) | 1,14 0,77-1,68

BH ve saglikh bireylerde IL8 +1633 C/T (rs2227543) odaginin, CC genotipinin
(OR:0,70, %95 CI: 0,34-1,42), TT genotipinin (OR:1,09, %95 CI: 0,46-2,58), CT genotipinin
(OR:1,23, %95 CI: 0,47-2,24), C allelinin (OR:0,88, %95 CI: 0,60-1,30) ve T allelinin (OR:1,14,
%95 CI: 0,77-1,68) dagihmlarinda istatistiksel olarak bir iliskinin varligi olmadigi gézlenmistir.

Projemizdeki son asamada, BH’ larinin IL8 bdlgesindeki -845 C/T (rs2227532), -738
AIT (rs114259658), -251 A/T (rs4073), +396 G/T (rs2227307) ve +1633 C/T (rs2227543)
odaklari ile ilgili veriler Arlequin gensel istatistik programindaki degerlendirmelerinin sonuglari
Tablo-13’te verilmistir. Arlequin programina goére, BH’ larinda T (-845), T (-738), T (-251), T
(+396) ve T (+1633) IL8 haplotipinin %32,6 degeri ile en yuksek oranda, T (-845), A (-738), A
(-251), G (+396) ve T (+1633) IL8 haplotipinin %0,6 degeri ile en dusuk degerde oldugu

g6zlenmektedir.
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Tablo 13. Arlequin gensel istatistik programi kullanilarak elde edilen BH’ larinin IL8 haplotip

sonuclari
HAPLOTIP ODAKLARI

No. -845 -738 -251 +396 +1633 | SIKLIK S.D. (+/-)

T(+), T(+), A(*), | G(). | C(),

C() A() T() T() T(¢)
01 + + - - - 0.326 0.035
02 + + + + + 0.185 0.029
03 + + + - + 0.174 0.029
04 + + - - + 0.157 0.027
05 + + + + - 0.084 0.021
06 + + + - - 0.045 0.016
07 + - - - + 0.011 0.008
08 + - - - - 0.006 0.006
09 + + - + - 0.006 0.006
10 + - + + - 0.006 0.006

Tablo 14. Arlequin gensel istatistik programi kullanilarak elde edilen normal saglikli bireylerin

IL8 haplotip sonuglari

HAPLOTIP ODAKLARI

No. | -845 | -738 | -251 | +396 | +1633 | SIKLIK S.D. (+/-)

T+, | TH), | AM), | G(H), | €M),

C) A() T() T() T()
01 + + - - - 0.31250 0.03104
02 + + + - + 0.22321 0.02788
03 + + + + + 0.20536 0.02705
04 + + - - + 0.12054 0.02180
05 + + + - - 0.06696 0.01674
06 + + - . - 0.04911 0.01447
07 + + + - - 0.00893 0.00630
08 - + + - - 0.00446 0.00446
09 + - - - - 0.00446 0.00446
10 - + - - - 0.00446 0.00446
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Saglikli bireylerin IL8 bolgesindeki -845 C/T (rs2227532), -738 A/T (rs114259658), -
251 A/T (rs4073), +396 G/T (rs2227307) ve +1633 C/T (rs2227543) odaklari ile ilgili veriler
Arlequin gensel istatistik programindaki degerlendirmelerinin sonuglari Tablo-14’ te verilmigtir.
Arlequin programina gore, saglikli bireylerde T (-845), T (-738), T (-251), T (+396) ve T (+1633)
IL8 haplotipinin %31,2 degderi ile en yuksek oranda, C (-845), T (-738), T (-251), T (+396) ve T
(+1633) IL8 haplotipinin %0.4 degeri ile en distk degerde oldugu gézlenmektedir.

Arlequin programindaki degerlendirmeler sonucunda hasta ve saglikh gruplarinda
gbzlenen haplotiplerin rastlanma sikliklarinda rakamsal farklilik olmasina karsin, haplotip
iceriginde farklilik gdézlenmemistir. IL8 haplotiplerinin degerlendirmesinde saglikli bireylerde

rastlanma sikligi yiksek olan haplotipi BH’ larinda da birinci sirada bulunmustur.
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5. TARTISMA VE SONUC

ik kez Dr. Hulusi Behget tarafindan tekrarlayan oral ve genital ilser ve Ulveitle
tanimlanan BH’nin baslamasi ve klinik bulgularinin geligsimi ile ilgili islergeler henuz
tanimlanmamgtir. BH, ginuimuizde, vicuttaki diger organ ve dokularinda katilabildigi multi
sistemik ve kronik inflamatuvar bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. BH nin klinik ve
laboratuvar bulgulari otoinflamatuvar bir hastalik olabilecegini isaret etmektedir. BH’ nin
cografik dagilimi ve klinik bulgulari hastaligin genetik ve c¢evresel etkenlerin karsilikh
iliskilerinin bir sonucu olarak ortaya ¢iktigi gériisini desteklemektedir (Schirmer 2001). Ancak,
gelisen molekiler teknolojiler ve epidemiyolojik arastirmalar bu hastalikta gensel etkenlerin
daha baskin oldugunu isaret etmektedir (Chambrun, 2012, Dalvi, 2012, Dilsen, 1996,
Hatemi,2014, Mat, 2013, Saadoun 2012).

Arastirmamiza katilan BH grubunda erkek: kadin orani 1.17 olup, erkekler (%60) ve
kadinlarda (45) agir tip BH gdzlenirken mukokutandz tip BH orani erkek (%17) ve kadinlarda
(%20) en disuk oran olarak saptanmistir. Dokuzuncu Uluslararasi Behget Hastaligi
KonferansI’ nin yayinlanan bildirisinde oral aftdz Ulserler %92-100, genital Ulserler %57-93,
deri lezyonlari %38-99, okuler lezyonlar %29-100 ve artropati %16-84 oraninda verilmigtir.
Tablo-3’te sunulan klinik bulgularda oral aftdz Ulserler %98, genital Ulserler %78, deri lezyonlari
%48, okuler lezyonlar %47 ve artropati %60 oraninda saptanmis olup uluslararasi verilerle
paralellik gdstermektedir (Schirmer 2001, Zouboulis 1999). Bu bilgiler 15131 altinda, projede
saglkli kontrol grubunda yer alan bireylerde uluslararasi BH tani élcltlerinde belirtilen klinik
bulgulardan herhangi birinin bulunmamasina dikkat edildi (Lancet 1990).

Ohno ve arkadaslari 1973 yilinda BH ile HLA-B5 fenotipi arasindaki baglantiyi
acikladiklarinda bu hastaligin kalitsal yonii arastiriimaya baslanmistir. izleyen siirecte Japon,
Cinli, ispanyol, Arap, Tirk ve Yunanli BH’ larinda da benzer baglantilar elde edilmistir (Mizuki
1996). Ancak bu konudaki ilk arastirmalar HLA-B5 molekulinin serolojik olarak tanimlanmasi
ile gerceklestirilmistir. Molekuler gen teknolojilerindeki ilerlemeler HLA molekullerinin serolojik
olarak tanimlanmasinin yeterli olmadidini aciga ¢ikarmistir. Bu gelisimlerin sonucu olarak, bu
hastaligin ortaya ¢ikis neden/nedenleri BH ile HLA-B51 arasindaki baglantilarin iligkisi farkl
yaklagimlarla arastirlmaya devam etmektedir (Atalay, 2008, Ombrello, 2014, Sakly, 2009).

BH nin neden/nedenlerini agiklamaya yonelik yogun arastirmalar bu hastaligin
gelisiminde bagisiklik sisteminin dnemli bir rol oynadigi, ancak belirgin bir 6zelligin dne
gecemedidi belirtimektedir (Direskeneli 2001, Dalvi 2012). BH liginda inflamatuvar
reaksiyonlarin gelisiminde Th1 ve Th17 hucrelerinin aktivasyonuna Treg (regulatoér T)
hicrelerinin baskilanmasi eglik ettidi gézlenmistir (Saadoun, 2012,) . Bu bulgularla uyumlu
olarak, BH’ larinda IL12, IL21, IL2 ve IFN-y Ureten periferik CD4* ve CD8" T huicrelerinde artis
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oldugu bulunmugtur (Chambrun, 2012, Lee, 2006). Son yillarda, Th17 hicreleri IL17 Urettigi
ve bu sitokinin notrofilik inflamasyona neden oldugu saptanmistir. BH’ larinda Th17
aktivitesindeki artisla nétrofilik inflamasyonu besledigi bulunmustur. Bu bulguyla uyumlu olarak
BH’ larinda artan IL8 seviyelerinin lezyon notrofil go¢unu beslerken, ayni zamanda bu
hlcrelerin aktivasyonu ile inflamasyon boyutlarini arttirmaya katkisi sagladigi isaret
edilmektedir (Zhou, 2012).

BH’ nin patogenezini aciklamaya yonelik gensel aragtirmalar, immun sistem iglevlerini
arttiran veya azaltan veya yonlendiren sitokin ve kemokinlerle onlarin reseptoérlerindeki
polimorfizmlerin hastalikla olan iligkilerinin arastiriimasini kapsamaktadir. BH ile sitokin veya
kemokin polimorfizm iligkileri aragtirmalari, TNF-a ile reseptoru (Lee, ‘003), TGF-B, IL1b, IL6,
IL17 (Chambrun, 2012, Hatemi, 2014), IL18 (Lee, 2006, Htoon, 2011), IL10 (Wallace, 2007)
ve IL8 ile reseptdrlerini kapsamaktadir (Duymaz-Tozkir, 2005, Kamali-Sarvestani, 2006, Lee
2006, Park, 2006, Liang, 2013). Bu arastirmalarin genel olarak sonuglari uyumlu oldugu gibi
etnik farkhhklarda gostermesinden dolayi farkliliklarda gésterebilecedi seklinde yorumlanabilir.

Calismaya alinan 89 BH ve 112 normal saglikli bireylerden alinan kan drneklerinin
hepsinde sirasiyla, DNA saflastirimasi, IL8 polimorfik odaklarina 6zgiin gen bdlgelerinin
cogaltimi, RFLP yontemleri gerceklestirildikten sonra elde edilen sonuglar istatistiksel olarak
degerlendirilmigtir.

Arastirmamiza katilan bireylerin saflastirilan DNA 6rneklerinden IL8 boélgesindeki -845
CIT (rs2227532), -738 A/T (rs114259658), -251 A/T (rs4073), +396 G/T (rs2227307) ve +1633
CIT (rs2227543) polimorfizm odaklarina 6zgin gen bdlgelerinin ¢codaltimi gergeklestiriimistir.
Cogaltim yapilan érnekler her bir odaga 6zglin restriksiyon enzimiyle (Tablo 4) kesim islemleri
yapimistir.

BH ile normal saglikli kontrollerden elde ettigimiz IL8 -845 C/T (rs2227532) ve -738
AIT (rs114259658) PCR-RFLP sonuclari (Tablo 8 ve Tablo 9), bu odaklarin polimorfik
olmadigini gostermistir. BH ile normal saglikli kontrollerden elde ettigimiz IL8 -251 A/T (rs4073)
odagi ile ilgili bulgular, bu odakta AA (OR:4,69, %95 CI: 2,19-10,07) veya TT (OR:8,58, %95
Cl: 2,43-30,3) homozigot genotipin BH ile iligkili oldugunu gostermektedir. Bu odakta AT
heterozigot genotipinin (OR:0,13, %95 CI: 0,06-0.30) bulgulari, hastaliktan ¢ok saglikh olmakla
iliskili oldugunu isaret etmektedir. Bu odaktaki bulgularimiz, ¢esitli arastiricilar tarafindan, IL8
-251 A/T odagi ile BH arasinda anlamli bir iliski olmadidi bilgisiyle uyumlu degildir (Duymaz-
Tozkir, 2005, Lee, 2006).

IL8 +396 G/T (rs2227307) ve +1633 C/T (rs2227543) odaklarindaki baz degisikliklerinin
hasta ve saglikh gruplarda hem homozigot, hemde heterozigot kosullarda benzer oranda
oldugu saptanmistir. Benzer sekilde, IL8 +396 G/T (rs2227307) ve +1633 C/T (rs2227543)
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odaklarinda allel farkliliklarinin oranlarinin hasta ve saglikli bireylerde benzer oldugu
istatistiksel olarak saptanmistir.

Arlequin gensel istatistik programindaki degerlendirmeler sonucunda, hasta ve saglikli
gruplarinda gbézlenen haplotiplerin birbiriyle benzerlik gbsterdigi saptanmistir.  Secilen
odaklarin birlikteliginden olusan haplotip sonuglar,BH ile arastirdigimiz IL8 odaklariyla
olusturulan haplotiplerin rastlanma sikhgi arasinda anlaml bir farkhlik bulunmadigi, Arlequin
verileri, BH ve saglikli bireyler arasindaki olasi farkhhgi gelisen yodun gensel karigimin
engelledigi sonucunu vermektedir. Bu konuda daha fazla sayida &rnekle ¢alismanin

surdurilmesi gerekmektedir.

Sonug olarak;

e BH ile IL8 arasinda islevsel iligkiye karsin, IL8 -845 C/T (rs2227532), -738 AIT
(rs114259658), +396 G/T (rs2227307) ve +1633 C/T (rs2227543) odaklarindaki baz
degisimlerinin hastalikla iligkileri bulunmamaktadir.

e IL8 -251 AIT (rs4073) odaginin homozigot (AA veya TT) olmasi durumunda
hastalik ile pozitif iliskisine karsin, heterozigot (AT) olmasi durumunda ise
hastalikla negatif bir iligkisi goze ¢carpmaktadir.

e [IL8 veya baska bir protein genindeki tek odaklarin hastalik iligkilerini agiga
citkarmak her zaman yeterli olmayabilir.

e Bu projede IL8 icin bes polimorfik odakta arastirma gercgeklestirildiginde iki
odagin polimorfik olmadigi saptandi.

e BH-IL8 haplotip iligkilerinin ac¢iga c¢ikarilmasi i¢in daha fazla odak
polimorfizminin arastirilmasi daha fazla bilginin elde edilmesini saglayabilir.

e BH konusunda incelenmesi gereken iki temel sorun bulunmaktadir. Bunlardan
ilki, hastaligin molekiiler islergesinin aydinlatiimasidir. Bu konuda molekiiler
iligkilerin irdelenmesine yonelik etken (IL-8 vb) ve reseptor polimorfizmleri
konusunda daha fazla ¢alisma yapilmal ve iliski baglantisi ortaya konulmalidir.
ikinci nokta ise, ipek Yolu iligkisi ve popiilasyon hareketlerinin izlenmesi igin
daha farkli marker ve haplotip tiirlerinin (6rnegin beta globin gen ailesi

haplotipleri gibi) de kullanilmasinin 6nemidir.
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Ek 1. Behget hastalarinin klinik bulgulari
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89 Klinik bulgulara ulasilamamistir.

Kisaltmalar:

HN : Hasta numarasi E : Eritema nodosum A : Artrit (Atralji)

C : Cinsiyeti OA : Oral aft V : Vaskiilit (Tromboflehit)
P : Paterji OL : Okiiler lezyon NB : Néral bulgu

F : Follikdlit (Papul-pistul) GL : Genital lezyon Gl : Gastrointestinal bulgu



Ek-2 BH’larinin PCR-RFLP sonuglari

Sira No -845 -738 -251 +396 +1633
1. T/T T/T AlA T/T CIT
2. T/T T/T AlA GIG T/T
3. T/T T/T AT T/T CIT
4. T/T T/T AT T/T CIT
5. T/T T/T AT T/T CIT
6. T/T T/T AT T/T CIT
7. TIT T/T AT T/T C/C
8. T/T T/T AT GIT CIT
9. T/T T/A AT GIT CIT
10. T/T T/T AT T/T CIT
11. TIT T/T AT GIT CIT
12. TIT T/T AT GIT C/C
13. T/T T/T AT GIG CIT
14. T/T T/T AT GIT T/T
15. T/T T/T AT GIT CIT
16. T/T T/T AT T/T CIT
17. TIT T/T AT GIT CIT
18. T/T T/T AT GIT CIT
19. T/T T/T T/T T/T CIT
20. T/T T/T AT GIT CIT
21. T/T T/T AT GIT CIT
22. T/T T/T AlA GIT CIT
23. T/T T/T AT GIT T/T
24. T/T T/T AT T/T T/T
25. T/T T/T AT T/T CIT
26. T/T T/A AT T/T C/IC
27. T/T T/A AT T/T C/IC
28. T/T T/T AT T/T C/IC
29. T/T T/T AT T/T C/IC
30. T/T T/T AT T/T CIT
31. T/T T/T AT T/T CIT
32. T/T T/T AT GIT T/T
33. T/T T/T AIT GIT CIT
34. T/T T/T AT GIT CIT
35. T/T T/T T/T T/T CIT
36. T/T T/T AT GIT CIT
37. T/T T/T T/T T/T C/IC
38. T/T T/T AIT GIT CIT
39. T/T T/T AT T/T CIT
40. T/T T/T AT T/T CIT
41. T/T T/T T/T T/T C/IC
42. T/T T/A AlA GIG T/T
43. T/T T/T T/T T/T C/IC
44. T/T T/T AT T/T CIT
45. T/T T/T A/A G/IG T/T




Ek-2 BH’larinin PCR-RFLP sonuglari

Sira No -845 -738 -251 +396 +1633
46. T/T T/T AT GIT CIT
47. T/T T/T AlA GIT CIT
48. T/T T/T AT GIT CIT
49. T/T T/T AlA GIG T/T
50. T/T T/T AlA T/T C/C
51. T/T T/T AlA GIT C/C
52. T/T T/T T/T T/T C/C
53. T/T T/T AT T/T CIT
54. T/T T/T AT GIT CIT
55. T/T T/T T/T T/T CIT
56. T/T T/T AlA T/T CIT
57. T/T T/T AlA GIT CIT
58. T/T T/T AlA GIT CIT
59. T/T T/T AT T/T CIT
60. T/T T/T T/T T/T CIT
61. TIT T/T AlA GIG T/T
62. TIT T/T AlA GIG T/T
63. T/T T/T AT T/T CIT
64. T/T T/T AlA GIT CIT
65. T/T T/T T/T T/T CIT
66. T/T T/T T/T T/T CIT
67. T/T T/T T/T T/T CIT
68. T/T T/T AlA GIG T/T
69. T/T T/T AT GIT CIT
70. T/T T/T T/T T/T CIT
71. T/T T/T AT GIT CIT
72. T/T T/T T/T T/T CIT
73. T/T T/T AlA GIG T/T
74. T/T T/T T/T T/T C/IC
75. T/T T/T AT GIT CIT
76. T/T T/T AT GIT CIT
7. T/T T/T AT GIT CIT
78. T/T T/T T/T T/T CIT
79. T/T T/T AT GIT CIT
80. T/T T/T AT GIT T/T
81. T/T T/T AT T/T CIT
82. T/T T/T T/T T/T CIT
83. T/T T/T AIT T/T CIT
84. T/T T/T AT T/T CIT
85. T/T T/T T/T T/T C/IC
86. T/T T/T AT T/T C/IC
87. T/T T/T AT GIT CIT
88. T/T T/T AT GIT CIT
89. T/T T/T AT T/T CIT




Ek-3 Normal saglikl bireylerin PCR-RFLP sonuglari

Sira No -845 -738 -251 +396 +1633
1. T/T T/A AT GIT CIT
2. T/T T/T AT GIT CIT
3. T/T T/T AT GIT CIT
4. T/T T/T AT T/T C/C
5. T/T T/T AT GIT CIT
6. T/T T/T AT GIT CIT
7. T/T T/T AT T/T C/C
8. T/T T/T AT GIT CIT
9. T/T T/T AT T/T CIT
10. T/C T/T AT T/T CIT
11. T/T T/T AT T/T CIT
12. T/T T/T AT GIT CIT
13. T/T T/T AT GIG T/T
14. T/T T/T AT T/T CIT
15. T/T T/T AT T/T CIT
16. T/T T/T AT T/T C/C
17. T/T T/T AT GIT CIT
18. T/T T/T AT T/T C/C
19. T/T T/T AT T/T CIT
20. T/T T/T AT GIT CIT
21. T/T T/T AT GIG T/T
22. T/T T/T AT GIT CIT
23. T/T T/T AT T/T CIT
24. T/T T/T AT GIT CIT
25. T/T T/T AT T/T C/C
26. T/T T/T AA GIT T/IT
27. T/T T/T AT T/T C/C
28. T/T T/T AT GIT CIT
29. T/T T/T AT GIT CIT
30. T/T T/T AT G/G T/T
31. TIT TIT AT GIT CIT
32. T/T T/T AT T/T C/C
33. TIT TIT AT T/T C/C
34. T/T T/T AT G/G T/T
35. TIT TIT AT T/T CIT
36. TIT TIT AT T/T C/C
37. T/T TIT AT T/T C/C
38. TIT TIT AT GIT CIT
39. T/T TIT AT T/T CIT
40. TIT TIT AT GIT CIT
41. T/T T/T AT T/T CIT




Ek-3 Normal saglikl bireylerin PCR-RFLP sonuglari

Sira No -845 -738 -251 +396 +1633
42. T/T T/T AT GIT CIT
43. T/T T/T AT T/T CIT
44. T/T T/T AT T/T CIT
45. T/T T/T AT T/T CIT
46. T/T T/T AT T/T CIT
47. T/T T/T AT GIG T/T
48. T/T T/T AT T/T C/C
49. T/T T/T AT T/T CIT
50. T/T T/T AT T/T CIT
51. T/T T/T AT GIG T/T
52. T/T T/T AT T/T CIT
53. T/T T/T AT T/T CIT
54. T/T T/T AT T/T C/C
55. T/T T/T AT GIT CIT
56. T/T T/T AlA GIT CIT
57. T/T T/T AT T/T CIT
58. T/T T/T AT T/T CIT
59. T/T T/T AT GIG T/T
60. T/T T/T AT GIT CIT
61. T/T T/T AT GIT CIT
62. T/T T/T AT T/T CIT
63. T/T T/T AT T/T CIT
64. T/T T/T T/T T/T C/IC
65. T/T T/T AT T/T CIT
66. T/T T/T AlA GIG T/T
67. T/T T/T AT GIT CIT
68. T/T T/T AT T/T CIT
69. T/T T/T AT G/IG T/T
70. T/T T/T AT GIG T/T
71. T/T T/T AT T/T CIT
72. T/T T/T AIT T/T C/IC
73. T/T T/T AIT GIT CIT
74. T/T T/T AT T/T C/IC
75. T/T T/T AT GIT CIT
76. T/T T/T AT GIT CIT
77. T/T T/T AT GIT CIT
78. T/T T/T AT T/T C/IC
79. T/T T/T AT T/T CIT
80. T/T T/T T/T T/T C/IC
81. T/T T/T AT GIT CIT
82. T/T T/T AT GIT CIT




Ek-3 Normal saglikl bireylerin PCR-RFLP sonuglari

Sira No -845 -738 -251 +396 +1633
83. T/T T/T AT GIT CIT
84. T/T T/T AT GIG CIT
85. T/T T/T AT GIT CIT
86. T/T T/T AT T/T C/C
87. T/T T/T AT T/T C/C
88. T/T T/T T/T T/T C/C
89. T/T T/T AT GIT CIT
90. T/T T/T AT T/T C/C
91. T/T T/T AT GIT C/C
92. T/T T/T AT T/T C/C
93. T/T T/T AT T/T C/C
94. T/T T/T AT T/T CIT
95. T/T T/T AT GIT CIT
96. T/T T/T AT T/T C/C
97. T/T T/T AT GIT CIT
98. T/T T/T AT GIG T/T
99. T/T T/T AT GIT CIT
100. T/T T/T AlA G/G T/T
101. T/T T/T AT GIT CIT
102. T/T T/T AT GIT CIT
103. T/T T/T AT GIT CIT
104. T/T T/T AT GIT T/T
105. T/T T/T AT GIT CIT
106. T/T T/T AT T/T CIT
107. T/T T/T AT GIT CIT
108. T/T T/T AT GIT CIT
109. T/T T/T AT T/T CIT
110. T/T T/T AT GIT CIT
111. T/C T/T AlA GIT CIT
112. T/T T/T AT GIT CIT
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