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BH  : Behget hastalig1
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Y : Gama

GIS  : Gastrointestinal sistem

HLA : Insan Lokosit Antijenleri

HSV : Herpeks Simpleks Virls

kDa : Kilodalton

KIR3DL1: Katil 1g-benzeri reseptér DL1
LD  : Dengesiz baglanti

MHC : Buyuk doku uyumluluk kompleksi
NK  : Dogal dldiiriicii

NKG2D: Dogal dldiiriicti glikoprotein 2D
RR  : Relatif risk

S. faecalis: Streptococcus faecalis

S. oralis: Streptococcus oralis

S. pyogenes: Streptococcus pyogenes

S. salivarus: Streptococcus salivarus
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) : Sigma

SNP : Tek nikleotid polimorfizm

SSS  : Santral sinir sistemi

T. : Sitotoksik T hiicresi
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1. GIRIS

Behget hastaligi (BH), Tiurk Dermatoloji Profesorii Hulusi Behget tarafindan
1937 yilinda bulunmustur. Tekrarlayan oral aft, genital yaralar ve Uveit ile birlikte t¢
semptomlu anlatilan bir hastalik olup, daha sonra eklem, vaskiiler, intestinal,
pulmoner ve noérolojik tutulumla birlikte sistemik bir seyir gosterdigi ortaya

koyulmustur (1,2).

Hastaligin etyolojisi tam olarak bilinmemesine karsin, Herpes simpleks virus
(HSV)-1 ve streptokoklar gibi infeksiyoz ajanlar, pestisitler gibi bazi kimyasallar
iceren cevresel faktorler, genetik faktorler, imminsistem bozuklugu veya bu faktorler
arasindaki iliski hastaligin gelisiminde de rol oynayabilmektedir (3). Ancak Uzerinde
en ¢ok durulan hipotez, BH’nin tetiklenmesinin bakteriyel, viral veya diger bir
antijenle olmas1 ve genetik olarak hastaliga yatkinlik gosteren kisilerde ortaya ¢ikan

multisistemik bir hastalik oldugu yoniindedir (2,4).

Hastaligin 6zel bir cografik dagilim goéstermesi ve ailevi vakalarin varligi,
oOzellikle genetik yatkinligi desteklemektedir (5).

HLA smif I molekiilleri, ¢ekirde§i olan biitiin hiicrelerin yiizeyinde bulunan
glikoprotein yapisindaki molekullerdir. Antijenleri sitotoksik T hiicrelerine sunmak
gibi 6nemli bir role sahiptir. Bu bolgede fonksiyonel olarak rol alan HLA-A, HLA-B
ve HLA-C lokuslar1 bulunmaktadir (6). HLA-B lokusundaki genlerin bir triin olan
HLA-B5 ile BH arasindaki genetik iligkiyi ilk kez Japonya’dan Ohno bildirmistir (7).
HLA-B5 antijeni HLA-B*51 ve HLA-B*52 olmak uzere iki alt birime (split)
sahiptir. Bu alt birimlerden HLA-B*51’in BH ile baglantis1 birgok yayinda tespit
edilmistir. Molekiiler tekniklerin gelismesi ile de HLA-B*51’in alt allellerinden
HLA-B*51:01 ve HLA-B*51:08’in Behget hastalarinda yaygin olarak bulundugu
belirlenmistir (7,8). “Behg¢etogenik” hastaligi indiikleyen allel HLA-B*51:01 olarak
kabul edilmektedir. HLA-B*51’in BH patogenezinde dogrudan etkili oldugu etnik
kokeni farkli olan hastalarda yapilan genetik ¢alismalarda gosterilmistir (1,6,9).

Bu tez calismamizda izmir Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi Doku
Tipleme Laboratuvarina bagvuran ve HLA-B*51 pozitif olan Izmir civarindaki

Behget hastalarinin  yiiksek ¢ozlintrlikli HLA-B allellerinin  arastirilmasi



amaglanmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda HLA-B*51 pozitif olan Behget
hastalarinda hangi alt allellerin daha sik goriildiigii belirlenecektir. Turk Behget
hastalarindaki HLA-B*51 alt allel frekans1 diger ¢alismalarla karsilastirilacak, ayrica

alleller ile hastalik patogenezi arasindaki iliski arastirilacaktir.



2. GENEL BILGIi

2.1  Behget Hastahgi

Behget hastaligi tekrarlayan oral aft, genital yaralar, g6z tutulumunun
gorilmesinin yanisira norolojik, gastrointestinal sistem (GIS), iskelet-kas tutulumlari
ile seyreden genis dagilimli bir hastaliktir (10). BH, Mendel kalittm modeline sahip
normal bir genetik hastalik degildir ve cogu hastanin ailevi gegmisi yoktur. Bununla
birlikte, Behget hastalarinin birinci dereceden akrabalar arasinda artmis bir hastalik
riski bulunmaktadir. Kardeste gorilme risk orami Tiirkiye'de %4.2, cocukluk
cagindaki hastalarda %10 daha yiiksektir. BH i¢in kardeste relatif risk orani
Turkiye'de 11.4-52.5 olarak saptanmustir. Bu bulgu BH'nin glclu bir genetik
altyapisin1 gosterir. HLA-B*51 ile BH arasindaki birliktelik, genetik faktorlerin
katilimint destekleyen giiglii kanittir (11,12). BH hemen hemen tim dinyada
gorilmekle birlikte daha sik “Ipek Yolu” uzerindeki tlkelerde gorilmektedir.
Hastaligin prevelansinin en yiiksek oldugu iilke Tirkiye’dir (13). Her iki cinsiyette
de yaklasik olarak esit oranda goriilen bu hastalik, en sik 20-40 yaslar1 arasinda
ortaya ¢ikar. Hastaligin erkeklerde ve erken yasta ortaya ¢ikmasi hastaligin kotii bir
muhtemel seyir oldugu kabul edilir (14,15). Hastaligin deri ve mukozada goriilmesi,
ayni zamanda diger organlart da etkilemesi BH tutulumunun 6nemli bir sebebidir. Bu
durum 6lim hizim1 da arttirmaktadir. Olim genellikle nérolojik tutuluma, pulmoner
arter anevrizmasi gibi biiyiik damarlarin tutulumuna, gastrointestinal sistem tutulumu

gibi sebeplere bagl olarak gelismektedir (16).

2.1.1 Epidemiyoloji

BH birgok sistemi etkilemekle birlikte, siklikla Ortadogu, Asya ulkeleri ve
Akdeniz kiyilarinda gorullr. Amerika, Afrika kitalar1 ve Bati Avrupa’da ise oldukga
seyrektir. Bolgesel faktorler, hastaligin sikligini etkilemekle birlikte, klinik bulgulari
ve hastaligin seyrini de onemli Olcude etkiler. BH, Akdeniz tlkelerinde genellikle
20-40 yaglarda baglar ve erkeklerde daha sik gozlenirken, Amerika Birlesik
Devletleri (ABD), Brezilya, Cin, Singapur,Kore ve diger Asya iilkelerinde kirkli
yaslarda baslar ve kadinlarda daha fazla gozlenmektedir. BH riski yasla ilgili degildir



ve hastalik temel olarak kalitsaldir. Ornegin, Almanya'ya go¢ eden Tiirkler arasinda
BH prevalansi, Tirkiye'deki niifusa (80-420/100.000) kiyasla azalmis
(15.1/100.000), fakat hala Alman ailesine sahip olan ve Almanya'da yasayan
bireylerle karsilastirildiginda ytiksektir (0.30/100.000). Genellikle hastaligin klinik
bulgular1 geng erkeklerde daha agir seyrederken yas ilerledikge gerileme
gostermektedir. BH’nin en sik goriildiigi Glke Tuarkiye'dir. Tirkiye iginde de
hastaligin siklig1 bolgesel farkliliklar gosterir. Son arastirmalar, Trakya'da, Balkan
kokenli Tirkler arasinda BH sikliginin, diger bolgelere gore oldukca az oldugunu
gOstermektedir. Hastaligin, HLA-B*51 ile olan iliskisi, 6zellikle Tiirk, Japon ve
Akdeniz kokenlilerde gozle gorilebilir derecededir, ancak Bati Avrupa'da bu iliski
zayiftir. Paterji testinde HLA-B*51 icin gecerli olan bolgesel farkliliklar gegerlidir.
Bolgesel ve etnik farkliliklar klinik bulgularin sikligi ve tipini de etkiler. Tirklerde
gastrointestinal sistem tutulumu seyrek gdérilen bir bulgu iken, Japonya'da oldukca
siktir. Koreli hastalarda da bu bulgular farklilik géstermektedir (17).

2.1.2 Etyopatogenez

BH’nin etyolojisi ginimizde hala tam anlamiyla aydinlatilamamistir (18).
Genellikle yas, cinsiyet, psikolojik, enfeksiydz, imminolojik ve genetik etmenlerin
rol oynadig1 diistiniilmektedir (19,20,21).

2.1.2.1 Yas ve Cinsiyet

Genelde 20-40 yaslar1 arasinda goriilmektedir. BH gocuk yaslarda nadir de
olsa gorilur. Bu durumlarda goz tutulumunun sikligi gozlenmektedir (20).
Calismalarda BH’nin daha c¢ok erkek bireyleri etkiledigi gosterilmis olmasina
ragmen giincel epidemiyolojik caligmalarda cinsiyet dagilimimin oldukca dengeli
oldugu ancak kadin-erkek dagiliminin bolgesel farkliliktan etkilendigi gosterilmistir
(21,22).

Ulkemizde BH ile ilgili yapilan farkli calismalarda erken yasta ve erkeklerde
hastaligin seyrinin daha agir oldugu bildirilmistir (23,24,25). Brezilya, ABD, Cin,
Kore, Singapur ve diger Asya lilkelerinde hastaligin seyrinin kadinlarda daha sik
gozlenirken, erkeklerde daha agir seyrettigi bildirilmektedir (26). Ortadogu



ulkelerinde erkek hastalarin orani daha yiiksek iken, A.B.D ve Avrupa ulkelerinde de
kadin hastalarin oran1 daha yiiksektir (21,22).

2.1.2.2 Cevresel ve infeksiyoz Faktorler

Son zamanlarda hastaligin tetiklenme ve gelismesinde de cevresel faktor
olarak infeksiy0z ajanlarin etkili olduguna iliskin goriisler artmistir. Herpes simpleks
virus (HSV)-1 tetikleyici oldugu diistiniilen infeksiy6z ajanlarin basinda gelmektedir.
Bunun yam1 sira bazi Streptokok suslar1 (S.faecalis, S.salivarus, S.sanguis,
S.pyogenes, S.oralis), hepatit A, B, C, E virisleri, Borelia burgdorgferi, Helikobakter
pilori, Parvoviris B19, mikobakteriler de tetikleyici infeksiy6z ajanlarda ust
siralardadirlar. Antijenik yapilarinin benzer olusu bu infeksiy6z ajanlarin ortak
ozelligidir (27,28). Infeksiydz ajanlarm BH’nin patogenezinde rolii oldugu
histopatolojik ve istatistiksel olarak belirtilmis olsa da bu infeksiy6z ajanlarin
hi¢birinin BH nedeni olarak kanit1 yoktur (29). Bugiin i¢in genel goriis BH direk
olarak enfeksiyon sonucunda ortaya ¢ikan bir hastalik degildir; ancak viral veya

bakteriyel antijenlerden kaynaklanan immiin sistem bozukluguna bagli olabilir (29).

2.1.2.3 Psikolojik Etkenler

BH’de depresyon ve kaygi sik goriiliir, ancak depresyon ve kaygi BH’nin
etkeni degil, ortaya ¢ikisin1 kolaylastiran psikolojik faktorler olarak diistiniilmesi
gerekir (18,30,31,32,33).

2.2  Behcet Hastalig1 ve Genetik
BH’de en sik caligilan genetik lokus insan l0kosit antijen kompleksidir.
Hastalik egilimi, HLA B genindeki polimorfizmlerle iligkili goriinmektedir (7,8).

2.2.1 HLA Smif | Ozellikleri

HLA smnif T ve II lokuslar1 6. kromozomun kisa kolundaki yaklasik 4000
kilobazlik Major Histokompatibilite Kompleksi (MHC) gen bdlgesinde yer
almaktadir (Sekil 1). Bu lokuslarin yabanci organlarin rejeksiyonunda rol oynadig:

bilinmektedir. Ayrica oldukca polimorfik hiicre ylizeyi molekiilleri de yine bu



bolgelerden kodlanmaktadir. Bu molekiiller de antijen sunumunda rol oynamaktadir
(34).
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Sekil 1 :insan HLA bolgesinin gen haritas1 (Mehra ve ark.2003’ten degistirilerek alinmistir.) (35)

HLA ¢ bolgeden olusur. Sinif I bolgesi, kromozomun telomerik tarafina dogru
konumlanmugtir. Sinif I HLA genleri tarafindan kodlanan glikoproteinler gekirdekli
hlcrelerin ylzeyinde ifade edilir. HLA-A, HLA-B ve HLA-C antijenleri Stmif I HLA
molekdlleridir (36).

Simif T HLA molekillerinin temel gorevi peptit antijenlerini sitotoksik T
hicrelerine (Tc) sunmaktir (37). Bu peptit antijenleri endojen peptitlerdir, yani hicre
icinde sentezlenmis olan proteinlerin parcalanmasiyla olusur. Smif I HLA
molekiilleri 44 kDa biyiikligiinde olup ti¢ ekstraseliler globiler domaine sahiptir
(Sekil 2). al ve a2 domainleri zincirin N-ucunda non-kovalent olarak baghdirlar ve
burada peptid baglanma bolgesi olustururlar (Sekil 2). Bu esnada o3 domaini de 32
mikroglobulin peptidi ile non-kovalent olarak etkilesimdedir. Bunun yaninda
transmembran ile sitoplazmik domainleri de a zinciri olusturur. f2-mikroglobulin ise
12 kDa biiyiikliigiinde transmembran olmayan bir polipeptittir. Bu molekiil Sinif I
HLA molekiiliiniin konformasyonel biitiinliigiinii saglamak amaciyla a3 domaini ile
non-kovalent olarak etkilesim halindedir. Protein sentezinden hemen sonra
endoplazmik retikulumda (ER) bu B2-mikrobulinin a-zinciri ile etkilesimde olmasi
biitiin heterodimerin hiicre yilizeyine tasinmasi i¢in de énemlidir (38).

HLA smif I molekiillerinin ¢ukur benzeri peptit baglama bolgeleri oldukca

kiictliktlir. Bu nedenle biiyiik dogal antijenleri tantyamazlar. Bunun yerine antijenlerin



HLA ¢ukuruna yerlesmeleri ve T hiicrelerine sunulmalar1 i¢in kiiglik peptitlere (8-10
aminoasit uzunlugunda) parcalanmalari gerekmektedir. Her bir HLA molekiilii
bircok yiksek egilimli kiigiik peptide baglanabilir ancak bir defasinda sadece bir

tanesine baglanabilir (39).

Sekil 2 : HLA Sinif 1 molekiiliiniin yapisi. 3 alt tipi vardir: HLA agir zincir (yesil), f2-mikroglobulin
(B2m) alt tipi (sar1), peptid bagh ligand1 (kirmizi). (P J Bjorkman ve P Parham, 1990°dan alinmustir.)
(40)

Sinif I HLA molekiillerinden olan HLA-B*51’in yapisinda da agir zincir al,
a2 ve a3 olmak Uzere 3 alt tipten olusur. al ve a2 domainleri birlikte peptid baglama

olugunu olustururlar. a3 domaini de 2 mikroglobulin peptidi ile non-kovalent olarak
etkilesimdedir (Sekil 3.4).

Sekil 3:a.HLA Sinif 1 molekilii olan HLA-B51'in yapisi. Agir zincir 3 alt tipten olusur : al (yesil),
a2 (mor), a3 (mavi). b. al ve 02 domainleri birlikte peptid baglama olugunu olustururlar. (P J
Bjorkman ve P Parham, 1990’dan alinmistir.) (40)



Sekil 4 :HLA Simf 1 molekiilii olan HLA-B51’in al ve o2’nin peptid baglama olugu (M A Saper ve
ark., 1991) (41)

2.2.2 HLA Adlandirmasi

Her HLA allelinin adlandirmasinda, dort basamaga karsilik gelen bir sayi
(dordinct basamakta allele gore harf de eklenmektedir) kullanilmaktadir. TUm
alleller, basamaklarin ilk ikisiyle iligkili 6zgun bir ada sahiptirler. Daha uzun
adlandirmalar sadece gerekliyse kullanilir (42) (Sekil 5).

Ozgiin allel numarasina ek olarak, allelin ekspresyon konumunu gésteren son
ekler de ilave edilebilir. ifade edilmemis “Null”(bos) allelleri gostermek icin en sona
“N” eki getirilir. Bahsedilen alleller “L”, “S”, ”C”, ”A”, “Q” seklinde gosterilir. “L”
son eki, normal seviyelerle karsilastirildiginda diisik (Low) hicre ylzey
ekspresyonu gosteren allellere kullanilir. “S” son eki, hiicre yiizeyinde bulunmayan
ancak ¢oziilebilir salgilanan molekiil olarak ifade edilen bir proteini belirten allellerin
adlandirilmasinda kullanilir. “C” son eki, hiicre ylizeyinde bulunmayip, sitoplazmada
bulunan bir alleli gosteirir. “A” son eki, bir proteinin ifade edilip edilmedigi
konusunda siipheler oldugunda “Atipik” ekspresyonu belirtmek i¢in kullanilir. “Q”
son eki ise, onceden normal ekspresyon seviyelerinde goérulen bir allelde,

mutasyonun goriildiigi “kuskulu” ekspresyonun belirtilmesinde kullanilir (42).
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Sekil 5 : HLA Adlandirmasi (42)

2.2.3 HLA-B*51 ve Behcet Hastalig1

BH’de genetik faktorlerin 6nemli roliiniin oldugu bir¢cok c¢alismada
kanitlanmistir. Bugiine kadar yapilan farkli ¢alismalarda belirtilen en giicli genetik
yatkinlik faktorit HLA-B*51 antijenidir (43).

BH'de HLA-B*51'in patojenik rolii heniiz belirlenmemistir. Bir olasilik
antijenin CD8'T hiicrelere sunumu olabilir. Bununla birlikte, bu hiicre populasyonu
BH'de rol oynamamaktadir. Dahasi, BH i¢in spesifik bir patojen veya otoantijen
bulunamamustir. ikinci bir olasilik, HLA-B*51'in, NK hicreleri tzerinde killer 1g-
benzeri reseptor DL1'e (KIR3DL1) baglanmasinin inhibitor etkisinin  6nemli
olmasidir. Bu etkilesim ile NK’nin 6ldiirme aktivitesi inhibe edilmis olur (44).

Behget hastalarinda KIR3DL1'in HLA-B*51'e baglanmasi guclu olabilir.
HLA-B*51 alleli ile HLA-B*52 alleli arasinda sadece 2 aminoasit farkli olmasina
ragmen HLA-B*51 peptitlere daha diislik affinite ile baglanir. Boylece HLA-B*51
daha az secgici peptit havuzunu sunar. Bu da HLA-B*51’in artan yiizey
ekspresyonuna sebep olabilir. Bu durumda HLA-B*51 ve KIR3DL1
kombinasyonlariin 6ldiirme yanitlarini etkileyebilmesi olasidir (45).

1982 yilinda Ohno ve ark. tarafindan BH ile HLA-B*51 arasindaki iliski ilk
defa tanimlanmistir. O yildan bu yana etnik kdkeni farkli olan insanlarda yapilan
caligmalarla da bu giiclii iliski kanitlanmistir (46). HLA-B*51, BH icin en biyik ve
tek risk faktorudir. HLA-B*15 ve HLA-B*27'in daha kiigiik, bagimsiz etkileri
vardir. HLA-B*15, HLA-B*51 negatif hastalarda da anlamli sekilde iliskili oldugu
gosterilmistir (47). BH’de HLA-B*51’in degisik allellerinden 0Ozellikle HLA-



B*51:01 ve HLA-B*51:08 ile daha sik birliktelik bildirilmistir (47,48). HLA-B*51
tasiyan tim kisilerin, Behget hastasi olsa da olmasa da nétrofilleri oldukca fazla
fonksiyon gostermektedir. HLA-B*51 pozitif transgenik farelerde formilmetionin,
lizin, fenilalanin uyarimini nétrofillerden hidrojen peroksit yapimini arttirdigi
gosterilmistir (47). HLA-B*51’in hastaligin daha agir derecedeki klinik formlart ve
g0z tutulumu ile sik birliktelik gosterdigi bulunmustur. HLA-B*51 geninin 6nemi
bilinmekle birlikte Behget hastalarmin yaklasik olarak %60’ pozitif oldugu
saptanmstir (48).

HLA-B*51:01'in BH’da goriilmeyen diger HLA-B*51 molekillerinden
ayrilmasint saglayan ayirict ozellikleri, molekiilin 63. pozisyonunda bulunan
asparajin ve 67. pozisyonunda bulunan fenilalanindir. 67, 97, 116 ve 152
konumlarindaki amino asitler BH'yi 6nemli 6lgiide etkileme riskine sahiptir. S0z

konusu aminoasitlerin antijen sunumunda 6zellikli rolleri olabilir (49).

Ikinci olasilik ise bu genin direkt bir roliiniin olmadigi ve HLA-B*51:01 ile
'linkage disequilibrium (dengesiz baglant1)' iliskisi icinde bulunan ve bu genle
tagsinan ikinci bir genin hastaliga yol agabilecegidir (50). HLA antijenleri
kromozomlar {izerinde rastgele bir dagilim gostermeyip, genellikle bir biitlin olarak
(haplotip seklinde) aktarilir. Boylece bazi HLA allelleri beklenen goriilme
sikliklarindan daha sik veya seyrek olarak bir araya gelir. Bu durum linkage
disequilibrium (dengesiz baglant1) olarak tanimlanir (2). Bu ikinci olasiligi
destekleyen bulgular HLA-B*51:01'i tasimayan hastalarda da BH gorilmesi ve daha
nadir de olsa BH ile HLA antijenlerinin baska antijenleri arasinda da iliskinin
gosterildigi ¢alismalardir (50).

Yakin zamanda yapilan ¢alismalarda, klasik HLA antijenleri disinda yer alan
HLA-E ve HLA-G antijenlerinin sitokin salgilamasini, dogal dldiirlici ve sitotoksik
T hiicreleri tarafindan gelistirilen hiicresel olaylari, CD4'T hiicre g¢ogalmasini
azalttig1 gosterilmistir. Park ve ark. calismalarinda HLA-E*01:01 ve HLA-
G*01:01:01 alleli tagimanin hastalik riskini azalttigini, HLA-E*01:03:02, HLA-
G*01:01:02, HLA-G*01:05N alleli tasimanin hastalik riskini arttirdigini
gostermislerdir (51).
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2.2.4 Behget Hastaligi ve Diger Genetik Faktorler

HLA-B*51 tarafindan sunulan peptitlerin ERAP-1 (Endoplazmik retikulum
antipeptidaz-1) tarafindan islenmesi son zamanlarda arastirma konusu olmustur.
Ispanya'dan yapilan bir arastirma, HLA-B*51:01 alt tipinin peptidini ERAP-1 aracili

islemeyi amaclamistir (52).

ERAP-1, B*51:01 ve afinitesi tUzerinde énemli bir etkiye sahiptir. ERAP-1
geninde gorilen polimorfizmlerinin ¢ekinik olarak BH’ye yatkinlik olusturdugu
goriilmistiir. ERAP-1  genindeki polimorfizmlerin 6zellikle HLA-B*51 pozitif
hastalar i¢in s6z konusu oldugu bulunmustur. ERAP-1 enzimi HLA smif I
antijenlerine baglanmak tizere endoplazmikretikuluma gelen peptidleri amino
ucundan kirpip uygun biiyiiklige gelmelerini saglamaktadir. HLA-B*51:01 ile
etkilesim gosteren ERAP-1, BH patogenezinde HLA sinif I antijenlerinin yerini
tekrar 6n plana c¢ikartmaktadir (52).

HLA bolgesi boyunca 32.869 SNP'nin (tek nikleotid polimorfizmi) analizi,
en kuvvetli birliktelik olarak HLA ve MHC smif I polipeptit ile ilgili A dizilimi
(MIC-A) tanimlanmistir. HLA bolgesi MHC Smif I zincir ile ilgili (MIC-A ve MIC-
B) genleri de icerir (MHC Siralamali Konsorsiyum 1999). Coklu ¢aligmalar, BH ile
MICA transmembran bolimiinde gl tekrar mikrosatellit polimorfizmi gdsteren bir
MICA alleli (MICA*009) arasinda bir iligski oldugunu gostermistir. Yakin zamanda
yapilan c¢aligmalar, HLA Sinif I bolgesindeki pozisyonlarla ek bagimsiz iligkiler
bildirmistir (53). Anlamli olarak, 78 bagimsiz ¢alismanin bir meta-analizi, BH'de
baslica risk faktorii olarak HLA-B*51'i teyit etmektedir (54). Bu, 6zellikle BH ile
iliskili olan MICA*009 alleli de aday gen c¢alismalari ile desteklenmistir. MICA*009
ve TNF-a genlerinin HLA-B*51 ile birlikte kalitiminin hastalik gelisiminde 6nemli
olabilecegi belirtilmektedir. MICA, tiimor veya viral olarak enfekte olmus hiicreler
gibi stresli hiicreler iizerinde eksprese edilir ve oldiirmeyi baslatmak i¢in dogal
oldarict glikoprotein 2D (NKG2D) vasitasiyla sitotoksik hiicrelere, yani NK
hicrelerine, CD8'T hiicrelere ve yd T hiicrelerine aktive edici bir sinyal gonderir.
Bununla birlikte, oOnerilen iliskinin HLA-B*51 ile baglanti dengesizliginden
kaynaklandig1 gosterilmistir (55). Bu, allelin sadece iki amino asitle farkli HLA-
B*51 ile baglantili oldugu Orta Dogu hastalarinda MICA*009 analizi ile

11



desteklenmistir; ancak sadece HLA-B*51/MICA*009 kombinasyonu BH'li
hastalarda bulunmustur. HLA disinda, IL10 ve IL23R mutasyonlari BH
patogenezinde rol alan diger genler olarak bulunmustur. Ayrica IL10 ve IL23
arasindaki baglanti anormallikleri de yine yakin zamanda hastalikla iliskili olarak
ortaya konmustur (56).

Yakin tarihli bir ¢alismada, HLA bdlgesinin dizilenmesi ile BH ile en gicli
iliski rs116799036 tek nukleotit polimorfizmi (single nucleotit polymorphism-SNP
ile saptanmistir. Bu SNP HLA-B*51'den bagimsiz ve MICA'ya yakindir. Ombrello
ve arkadaslar1 ise, rs116799036, BH ile HLA-B*51'e kiyasla ¢ok daha zayif bir
iliskiye sahip oldugunu ve veriler bu SNP i¢in uygun durum saglandiktan sonra

anlamli oldugunu saptamislardir (57).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Cahisma Grubu

Bu calismaya, Izmir Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi Dermatoloji
kliniginde takip edilen ve Mart 2017-Eylul 2017 arasinda Tepecik Egitim ve
Arastirma Hastanesi Doku Tipleme Laboratuvarina basvuran ve HLA-B*51 pozitif
olan 24 Behget hastas1 dahil edildi (Izmir Katip Celebi Universitesi Tip Fakiiltesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu, 09.02.2017-17 sayili izin). EDTA’I tlipe alinan
hasta kanlarindan DNA izolasyonu yapildi ve etiketlenen tipler HLA-B*51 yiiksek
¢oziiniirliik tipleme calismasina kadar -20 °C’de saklandi. Kontrol grubu olarak, aym
laboratuvarda hematopoietik kok hiicre transplantasyonunda verici olmak igin
bagvuran ve yiksek c¢ozinurlikli HLA-B tiplemesi yapilmis saglikli kisilerin
sonuglar1 ¢alismaya dahil edildi. Toplam 235 kisiden HLA-B*51 pozitif olan 73 kisi
ile HLA-B*51 pozitif hasta grubu istatistiksel olarak karsilastirildi.

3.2 Yontem

Calismamizda HLA-B*51 pozitif olan Behget hastalarinin HLA-B*51 alt
allellerinin belirlenmesi i¢in polimeraz zincir reaksiyon tabanli yiiksek ¢oziintrliklii

Sekans Spesifik Primer (PCR-SSP) yontemi uygulandi.

3.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyon Tabanh Yiiksek Coziiniirliikli Sekans
Spesifik Primer (PCR-SSP) Yontemi

SSP yonteminin prensibi sekansla tamamen uyan primerlere dayanir.
Primerlerin spesifitesi 3” ugtaki tek bazlik mismatch ile non-spesifik reaksiyonlarin
engellenmesinden  kaynaklanir. Ciinkii Taq Polimeraz 3’-5’ ekzoniikleaz
aktivitesinden yoksundur. Primerin uzamas: sadece kalip iplikle tamamen uyan
nukleotitlerin baglanmas1 ile gergeklesir. Ayrica polimorfik bdlgelere uygun

primerlerin secgilmesi de 6zellikli amplifikasyonu arttirir.
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3.2.1.1.DNA izolasyonu

1. EDTA’l tiipe alinan 6rnekler DNA izolasyon cihazina (QIAGEN Geno-M6,
Alameda, CA) gerekli 200 pl kan, kit ve pipet eklenerek cihaz galistirildi ve
100 pl DNA izole edildi.

2. Izole olan DNA konsantrasyonu spektrofotometrede olcildi (Thermo
Scientific  Nanodrop 2000, W.ilmington, Delaware USA). DNA
konstantrasyonu >15ng/pl ve A260/A280 absorbans optimal orani 1.6-2.0
idi.

3.2.1.2. Pre PCR Protokoli

1. 264 pl PCR mastermix (dNTP, MgCl,, 10X Buffer) (HLA-B51 Excl taq
Lifecodes, Stamford, USA), 7 ul Taq polymerase, 440 pl distile su 2 ml’lik
tipe eklendi ve karistirildi. 83. yani son kuyu negatif kontrol kuyusudur. Bu
kuyuya 10 pl hazirlanan karigim eklendi. Kalan karisima 176 pl DNA
eklendi. 5sn vorteks yapilip 10 pl olarak kuyulara aktarildi. Uzeri seffaf bant
(seal) ile kapatildi.

2. Plak PCR cihazina yerlestirildi (Sensoquest, Germany).

3.2.1.3.PCR Déngu Protokolu

1. 1dongi 94°C 2 dk denatiirasyon
2. 10 dongu 94°C 10 sn denatiirasyon
65°C 60 sn. baglanma ve uzama
3. 20 dongu 94°C 10 sn denattrasyon
61°C 50 sn baglanma
72°C 30 sn uzama
4. Elektroforez asamasi hemen yapilacaksa PCR durdurulur. Cihaz kapatilarak
elektroforez asamasina gegilir. Elektroforez asamasi daha sonra yapilacaksa

amplikon 4°C’de saklanir.
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3.2.1.4.Agaroz Jel Elektroforezi

1. 10X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) tamponu 0.5X olarak hazirlandi (50 ml
10X TBE 950 ml distile su).

2. 2gr agaroz tartildi. 100 ml 0.5X TBE Uzerine ilave edildi. 60°C’de 2-3 dk.
homojenize olmas1 saglandi. 100 ml jel solusyonu i¢in 5 pl etidyum bromid
eklenip, karistirildi. Etidyum bromid karsinojendir. Dikkatli olunmalidir.

3. Hazirlanan jel solisyonu, taraklarin bulundugu jel tankina dokildd. 20 dk.
donmasi beklendi. Donduktan sonra jel tanki ana tanka yerlestirildi. Ana
tanktaki TBE de 0.5X’tir.

4. PCR amplikonlar1 her kuyuya 10ul olacak sekilde jel tankina aktarildi. DNA
agirlik markirt da 10pl aktarildi (Olerup SSP DNA Size Marker Uriin
No0.103-202-100, Stockholm, Sweden). Tankin kapagi kapatildi. Tankin
bagli oldugu gii¢ kaynagi acilip 140 volt, 400 amperde 20 dk. boyunca
elektrik akiminda calistirildi. Amplikonlar anottan (-) katota (+) dogru
hareket eder.

5. 20 dk. sonunda gii¢ kaynagi kapatildi. Tankin kapagi acilip jel, tepsisi ile
beraber ¢ikarildi. Tankin kapagi kapatildi. UV transluminator cihazinda UV
15181 altinda goriintiilendi. Transliiminator cihazi kullanma talimatina gore jel
goriintisu elde edildi ve fotografi ¢ekilerek bilgisayara aktarildi. Bantlar

bilgisayar programinda analiz edildi.

3.2.1.5.HLA-B*51 Alt Allel Analizi

HLA-B*51’in yuksek ¢ozundrlikli tiplemesinde 83 kuyuda HLA-B*51:01-
HLA-B*51:208 arasindaki alleller degerlendirildi. Calisma kiti HLA-B*51 alt
allellerinin tek ve/veya birden fazla alt allel primerlerini ve HLA-B*51 ile kombine
diger B allellerini de kapsamaktadir. Olerup SSP Start Score Versiyon 5.00.41T/07
(Stockholm, Sweden) programi kullanilarak, jel goriintiisiinde elde edilen bantlar

programa aktarildi. Bantlarin yerleri programda isaretlenerek analizi yapildi.
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3.2.1.6. istatistiksel Analiz

Butlin istatistiksel analizler Statistical Package for Social Sciences for
Windows Version 22.0 (SPSS 22.0 Inc, Chicago, USA) kullanilarak Windows 7
bilgisayar programi ortaminda yapilmistir. Sayisal parametrelerin karsilastirilmasi
bagimsiz T testinden Mann-Whitney U ile analiz edilmistir ve p<0,05 degeri kabul
edilmistir. Nitel parametreler arasindaki iliskinin arastirilmasi igin Pearson ki-kare ve

Fisher’s Exact testi yapilmis ve p<0,05 degeri anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Tez galismasina Behget hastaligi tanist koyulmus ve Mart 2017 ile Eylil 2017
tarihleri arasinda T.C Saglik Bakanligi Izmir Atatiirk Egitim Arastirma Hastanesi
Tiirkiye Kamu Hastaneleri Kurumu Izmir Ili Kamu Hastaneleri Birligi Kuzey Genel
Sekreterligi Saglik Bilimleri Universitesi Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi
Doku Tipleme Laboratuvarinda diisiik ¢oziintirliikklii HLA-B tiplemesi yapilmis ve
HLA-B*51 pozitif olan hastalar ¢calismaya dahil edilmistir.

Doku Tipleme Laboratuvarimizda organ ve hematopoietik kok hticre nakli
planlanan hasta ve vericilerine HLA tiplemesi yapilmaktadir. Sekil 6’da 2011-2015
yillar1 arasinda laboratuvarimizda HLA tiplemesi yapilmis 2341 saglikli vericinin
diisiik ¢oziiniirliikli HLA-B allel frekans1 gorilmektedir. HLA-B*51’in izmir
bolgesinde yasayan Tiirk populasyonu da frekansi 0,124°tlir. Bu agidan bakildiginda

bu bolgede en sik goriilen 3 allel arasinda ikinci sirada yer alan alleldir (58).
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Sekil 6 : Saglikli vericilerdeki HLA-B allel frekanslar
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Standart calisma protokoliimiizde hematopoietik kok hiicre vericilerine ilk
asamada diisiik ¢ozlintirlikli HLA tiplemesi yapilmaktadir. Hasta ile tam uyumlu
olan vericilere DNA dizi analizi yontemi ile yliksek ¢ozuntrlukli HLA tiplemesi
yapilmaktadir. Tez ¢alismasinda da kontrol grubu olarak akraba hematopoietik kok
hicre nakli diistiniilen hastalarin HLA-B*51 pozitif olan 73 saglikli vericisi dahil

edilmistir.

2014-2017 yillar1 arasinda Izmir Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi
Doku Tiplendirme Laboratuvari’na gelen ve BH kesin tanist olan 196 hastadan 140
hasta (%71.4) HLA-B*51 allelini tasimaktadir. HLA-B*51 allelini tasimayan 56
kisinin allellerine bakildiginda sirayla HLA-B*35 (%15,8), HLA-B*44 (%7,6),HLA-
B*40 (%2,5), HLA-B*27 (%2,5) allellerinin daha fazla oldugu gorilmistiir (Sekil
7).
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Sekil 7:BH kesin tanis1 olan hastalarin HLA-B allel frekanslari

Tablo 1’de caligmaya dahil edilen HLA-B*51 pozitif Behget hastalarinin
demografik bilgileri gortilmektedir. Verilere gore hastalarin %20’sinde 1.dereceden

yakinlarda BH ‘ye rastlanmustir.

18



Tablo 1: HLA-B*51 pozitif Behget hastalarinin demogrofik bilgileri

Hasta No | Cinsiyet Yas Aile Oykisii
1 Kadin 48 Abla BH

2 Erkek 55 Anne ve kizi1 BH
3 Erkek 30 Yok

4 Erkek 34 Yok

5 Kadin 31 Yok

6 Erkek 19 Baba BH

7 Erkek 31 Yok

8 Kadin 27 Yok

9 Erkek 31 Yok

10 Erkek 36 Yok

11 Kadin 22 Yok

12 Erkek 68 Yegeni BH
13 Kadin 43 Abla BH

14 Erkek 51 Yok

15 Erkek 41 Yok

16 Erkek 34 Yok

17 Erkek 34 Yok

18 Kadin 37 Yok

19 Kadin 44 Yok

20 Kadin 57 Dede BH siipheli
21 Kadin 30 Cocugu BH
22 Erkek 29 Yok

23 Erkek 30 Yok

24 Erkek 39 Yok

Sekil 8’de calismaya dahil edilen Behget hastalarinin ve kontrol grubunun

cinsiyet dagilim1 verilmistir.
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Sekil 8: Hasta ve kontrol grubunun cinsiyet dagilimi

Sekil 9’da hasta ve kontrol grubunun yas dagilimi goriilmektedir.

M kontrol
M hasta

31

24

Eig Savis

I
0 2 7121518212427 303436 3541 43454851 535557 61636572

Sekil 9: Hasta ve kontrol grubunun yas dagilimi

20



Tablo 2’de Behcget hastalari ve kontrol grubu arasindaki yas ve cinsiyet

dagiliminin karsilastirilmast goriilmektedir.

Tablo 2:Hasta ve kontrol grubu arasindaki yas ve cinsiyet dagilimi ve karsilagtiriimasi

Gruplar p
Hasta (n=24) Kontrol (n=73)
o Erkek %62,5 %065,8
Cinsiyet 0,773
Kadin %37,5 %34,2
Yas M(min-max) 35 (26-44) 37 (33-41) 0,744

Behget hastalarinda cinsiyet frekansina bakildiginda erkek hastalarin kadin
hastalara gore daha fazla oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubunda da erkek bireylerin
frekansi kadinlara gore daha fazla oldugu saptanmistir. Bu durumda hasta ve kontrol

grubunda cinsiyet dagilimi1 bakimindan anlamli bir fark gériilmemistir.

Behget hastalar1 ve kontrol grubunun yas dagilimi arasinda farkin olup
olmadigini anlamak i¢in normallik testi uygulanmistir. Verilerin dagilimina bakilarak
hasta grubunun p=0.030, kontrol grubunun p=0.203 sonucuna ulasilmistir. Bu
sonuclara gore nonparametrik testlerden Mann-Whitney U testi uygulanmistir. Bu
test sonucunda p=0.744, yani p>0,05 oldugu i¢in hasta ve kontrol grubu arasinda yas

dagilimina gore farklilik bulunmamustir.

HLA-B*51 pozitif Behget hastalarinin PCR-SSP yiksek ¢ozinUrlikIu
tiplemesi sonucunda 19 kisinin (%79.1) HLA-B*51:01, 4 kisinin (%16.6) HLA-
B*51:08, 1 kisinin (%4.1) de hem HLA-B*51:01 hem HLA-B*51:08 alt alleline
sahip oldugu belirlenmistir.

HLA-B*51:01 ve HLA-B*51:08 allellerinin jel goriintiisii sirasiyla Sekil 10
ve Sekil 11°de gorulmektedir. Jel goruntusiindeki ¢ift bant hem negatif kontrol hem
de ilgili HLA-B*51 alt allelinin varligin1 gostermektedir. Tek bant ise negatif kontrol
olarak kullanilan biiylime hormonu genine ait amplikonun varligin1 gostermektedir.
Negatif kontrol bant1 800 veya 1070 b¢, HLA-B*51 alt allellerinin amplikon boyutu
75-400 bg, DNA agirlik markirinin boyutu ise 50-1000 bg araligindadir.
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Sekil 10: HLA-B*51:01 allelinin jel gériintisu

Sekil 10°da jel goriintiisii verilen hastanin bilgisayar programinda analizi
yapilarak HLA-B*51:01 ve HLA-B*15 sonucuna ulasilmistir. HLA-B*51:01
sonucunu belirleyen kuyular ¢ift bantla gortlmektedir. HLA-B*51:01 alt allelinin
boyutu 95-380 bg araligindadir. 1.,2.,22.,24.,29.,40.,49.,56. kuyularin HLA-B*51:01
sonucunu verdigi kullanim kilavuzunda da dogrulanmistir. HLA-B*15 allelinin
boyutu da 95-380 bg araligindadir. HLA-B*15 alleli 2.,29.,40.,49.,56. kuyulardaki
¢cift bant gorintisiine bakilarak kullanim kilavuzunda dogrulanmustir.
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Sekil 11: HLA-B*51:08 allelinin jel gorintisu

Sekil 11°de jel gorintusi verilen hastanin bilgisayar programinda analiz

77
-

79 80
“ -

edilerek HLA-B*51:08 ve HLA-B*18 sonucuna ulasilmistir. HLA-B*51:08 alt

allelinin  boyutu 85-220 b¢ araligindadir.

1.,9.,18.,22.,24. kuyulardaki

cift

bantlagmaya bakilarak kullanom kilavuzunda HLA-B*51:08; 1.,7.,8.,9.,22.,38.
kuyulardaki cift bant goriintisine bakilarak da kullanim kilavuzunda HLA-B*18

oldugu dogrulanmistir. HLA-B*18 allelinin boyutu ise 85-270 bg araligindadir.

24 Behget hastasindan bir kisi HLA-B*51:01-HLA-B*51:08 sonucunu

vermistir. HLA-B*51:01 ve HLA-B*51:08 allellerinin birlikte goriildiigii jel

goriintlisti Sekil 12°de verilmistir.
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Sekil 12: HLA-B*51:01 — HLA-B*51:08 allelinin jel géruntiist

Sekil 12°de HLA-B*51:01 ve HLA-B*51:08’in bir arada gorildigi jel
gorintiisti verilmistir. Oncelikle bu sonug bilgisayar programinda analiz edilmis,
daha sonra kuyulardaki ¢ift bant gortintlisiine bakilarak kullanim kilavuzunda da bu
sonuclar dogrulanmistir. 1.,2.,22.,24.,29.,40.,56.kuyulardaki ¢ift bantlasma HLA-
B*51:01; 1.,9.,18.,22.,24 kuyulardaki ¢ift bant géruntusiine gore kullanim kilavuzuna
bakilarak HLA-B*51:08 oldugu dogrulanmistir. HLA-B*51:01 alt allelinin boyutu
95-380 bg, HLA-B*51:08 alt allelinin boyutu 85-220 bg araligindadir.
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Tablo 3’te yiksek ¢ozunurlikli PCR-SSP yontemi ile calisilmig 24 hastanin
HLA-B*51 alt allelleri ve hastaligin baslama yasi, organ tutulumlari ile ilgili bilgiler

gorulmektedir.

Tablo 3: HLA-B*51 pozitif olan hastalarin HLA-B*51 alt allelleri, hastaligin baglama yasi, organ
tutulumlari bilgileri

Major Klinik Bulgular b et

Bulgular

Hasta * Hastahgin Oral | Genital Derr_r)ato Goz V?SkUIEr

HLA-B*51 lojik Norolojik

No Baslama Yasi Aft Aft Tutulumu

Muayene Yakinma
1 B*51:01 48 Var Var Yok Yok Yok
2 B*51:01 48 Var Var Yok Yok Yok
3 B*51:01 29 Var Var Var Yok Yok
4 B*51:08 27 Var Var Var Yok Yok
5 B*51:01 15 Var Var Var Yok Yok

B*51:01

6 B*51:08 18 Var Var Var Var Yok
7 B*51:01 31 Var Yok Var Var Yok
8 B*51:01 23 Var Var Var Yok Yok
9 B*51:01 28 Var Var Yok Yok Yok
10 B*51:01 20 Yok Yok Yok Yok Yok
11 B*51:01 21 Var Var Yok Yok Var
12 B*51:01 36 Var Yok Var Var Yok
13 B*51:08 33 Var Var Yok Var Yok
14 B*51:01 41 Var Var Yok Var Yok
15 B*51:01 40 Var Yok Yok Var Yok
16 B*51:01 27 Var Var Yok Yok Yok
17 B*51:08 33 Var Yok Yok Yok Var
18 B*51:01 36 Var Yok Var Var Var
19 B*51:08 43 Var Var Yok Var Yok
20 B*51:01 56 Yok Yok Yok Var Yok
21 B*51:01 21 Var Yok Yok Yok Yok
22 B*51:01 28 Var Yok Var Yok Yok
23 B*51:01 28 Var Yok Yok Yok Yok
24 B*51:01 19 Var Yok Yok Var Yok
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DNA dizi analizi yontemiyle yiiksek ¢oziiniirliiklii doku tiplemesi yapilan
kontrol grubunda 66 kisi (%90.4) HLA-B*51:01, 3 kisi (%4.1) HLA-B*51:02, 2 kisi
(% 2.7) HLA-B*51:05, 1 kisi (%1.4) HLA-B*51:07 ve 1 kisi (%1.4) de HLA-
B*51:08 alt allellerine sahipti. Behget hastalar1 ve kontrol grubunun HLA-B*51 alt
allel frekanslari sirasiyla Sekil 13 ve Sekil 14°te gérulmektedir.

08
08 -
06 -
Z
S 04
5 02
[
T 02 -
<
0.0 -
HLA- HLA-

B*51:01 B*51:08

Sekil 13:Hasta grubu HLA-B*51 alt allel frekans:

0.904

1.00
0.80
0.60
0.40

Allel Frekan=s

0.041 0.027 0.014 0.014
- s o> &>

> N S Q N
N N N NS NS
Q Q D QD

0.20

0.00

Sekil 14: Kontrol grubunun HLA-B*51 alt allel frekansi
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Calismamiz sonucunda Behget hastalar1 ve kontrol grubunun HLA-B*51 alt
allelleri Tablo 4’te verilmistir. Bu verilere gore hasta ve kontrol grubunda en fazla
gorulen HLA-B*51 alt alleli HLA-B*51:01°dir. Bu allel hasta grubunda 20 (%80)
kiside, kontrol grubunda ise 66 (%90.4) kiside goriilmiistiir. Hasta grubunda diger bir
stk goriilen allel HLA-B*51:08’dir. Kontrol grubunda ise HLA-B*51:02 3 kiside,
HLA-B*51:07 2 kiside, HLA-B*51:07 1 kiside ve hasta grubunda 5 kiside (%20)
gorilen HLA-B*51:08 alleli kontrol grubunda 1 (%]1.4) kiside gortilmiistiir

Tablo4: Behget hastalar1 ve kontrol grubunun HLA-B*51 alt allellerine gore karsilastiriimasi

HLA-B*51 oo e p | RelfRisk | o 00
HLA-B*5101 | 20 (%80) | 66(%90.4) | 0457 0,88
HLA-B*5102 | 0 (%0) 3 (%A1)
HLA-B*5105 | 0 (%0) 2 (%2.7)
HLA-B*5107 | 0 (%0) 1(%1.4)
HLA-B*5108 | 5(%20) | 1(%14) | 0,003 18,8 18,8 (2,08-166)

Hasta ve kontrol gruplarn1 arasinda HLA-B*51:01 allelinin varligi
karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05) HLA-B*51:01’in
relatif riski 0,88 bulunmustur. Relatif riski < 1 oldugundan HLA-B*51:01 allelinin
BH agisindan risk olmadigi goriilmiistir. HLA-B*51:08allelinin hasta ve kontrol
grubuile iligkisi arastirildiginda p=0,003 sonucuna ulasilmistir. HLA-B*51:08’in
relatif riski 18,8 bulunmustur. Bu durumda HLA-B*51:08 allelini tasiyan bireyin
hastalig1 tasima riski 18,8 kat fazladir. Bu iliski HLA-B*51:08 agisindan istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0.05; p=0.003)

Tablo 5, Sekil 15 vel6’da HLA-B*51 alt allellerinin organ tutulumu ile

iligkisi goriilmektedir.
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Tablo 5: Behget hastalarinda organ tutulumunun HLA-B*51 alt allellerine gore karsilastirilmasi

HLA-B*51 Alt Allelleri

(n=24) x
HLA-B*51:01 HLA-B*51:08 B';'é-ﬁél B';'é‘ﬁ(')g
(n=20) (n=9) (1=20) | (n=5)
Var Yok Var Yok

Oral Aft 18 (%90) | 2 (%10) | 5 (%100) | 0 (%0) 0,461 0,461
Genital Aft 10 (%50) | 10 (%50) | 4 (%80) | 1 (%20) 1 1
Dermatolojik Sikayet | 9 (%45) | 11 (%55) | 2 (%40) | 3 (%60) 1 1
GOz Tutulumu 8 (%40) | 12 (%60) | 3 (%60) | 2(%40) | 0,341 0,341
Norolojik/
Eklem/ 2 (%10) | 18 (%90) | 1 (%20) | 4 (%80) 1 1
Vaskiiler Yakinma

20 -

18 %90 %90

16
14
12
10

o N B~ OO 0

Oral Aft

%50%50

%45

Genital Aft Dermatolojik G6z Tutulumu

Sikayet

H Var
Yok

Ndrolojik
[Eklem/
Vaskiler
Yakinma

Sekil 15: HLA-B*51:01 altalleli olan Behget hastalarinin organ tutulumu
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Sekil 16: HLA-B*51:08 altalleli olan Behget hastalarinin organ tutulumu

Sekil 17,18,19,20,21°de Behget hastalarindaHLA-B*51:01 ve HLA-B*51:08

alt allellerinin major ve mindr tutulum iliskilerinin Karsilastirilmasi goriilmektedir.

HLA-B*51 pozitif olan Behget hastalarinin alt allellerle organ tutulumu
arasindaki iligki arastirilirken oral aft, genital aft, dermatolojik sikayet ve goz
tutulumu major Klinik bulgular oldugu i¢in ayr1 ayri incelenirken; norolojik, eklem

ve vaskiiler tutulum minér klinik bulgular oldugu igin bir arada incelenmistir (Tablo
5, Sekil 15,16).

Oral aft sikayetleri bakimindan incelenen HLA-B*51:01 allelline sahip
hastalarin %90’inda (n=17) oral aft sikayetinin oldugu, %10’unda (n=2) oral aft
sikayetinin olmadigr bulunmustur. HLA-B*51:08 allelline sahip hastalarin %100
yani timinln (n=5) oral aft sikayetinin oldugu anlasilmistir (Sekil 17). Hastalardaki
oral aft sikayetlerinin HLA-B*51:01 allelindeki iliskisini incelemek icin Pearson y?
testi yapilmistir. ¥2=0,461 , ¥*>0,05 oldugu igin istatistiksel olarak anlaml1 olmadig1
goriilmiistiir. Hastalardaki oral aft sikayetlerinin HLA-B*51:08 allelindeki iligkisini
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incelemek icin de aym ydntem uygulanmustir. ¥?=0,461 , ¥>>0,05 oldugu icin

istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmistiir.

20 +
%90
18 -
16 -

14 - M Var

12 - 1Yok
10 -

Oral aft sikayetleri

6 - %100

%10

HLA-B*51:01 HLA-B*51:08

Sekil 17 : HLA-B*51:01 ve HLA-B*51:08 olan hastalarda oral aft gikayetleri

Genital aft sikayetleri bakimindan incelenen HLA-B*51:01 allelline sahip
hastalarin %50 sinde (n=10) genital aft sikayetinin oldugu, %50 sinde (n=10) genital
aft sikayetinin olmadig1 saptanmistir. HLA-B*51:08 allelline sahip hastalarin %80
inde (n=4) genital aft sikayetinin oldugu, %20 sinde (n=1) genital aft sikayetinin
olmadigi goézlenmistir (Sekil 18). Hastalardaki genital aft sikayetlerinin HLA-
B*51:01 allelindeki iligkisinin incelemek icin Fisher’s Exact testi yapilmustir.
2%=1,00 , ¥*>0,05 oldugu igin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir.
Hastalardaki genital aft sikayetlerinin HLA-B*51:08 allelindeki iliskisinin incelemek
icin ayn1 sekilde Fisher’s Exact testi yapilmistir. ¥?=1,00 , *>0,05 oldugu icin

istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 18: HLA-B*51:01 ve HLA-B*51:08 olan hastalarda genital aft sikayetleri

Dermatolojik sikayetleri incelenen HLA-B*51:01 alleline sahip hastalarin
%45 inin (n=9) dermatolojik sikayetlerinin oldugu, %55’inin (n=11) dermatolojik
sikayetlerinin olmadigi saptanmistir (Sekil 19). HLA-B*51:08 alleline sahip
hastalarin da %40 min (n=2) dermatolojik sikayetlerinin oldugu, %60 i (n=3)
dermatolojik sikayetlerinin olmadig1 saptanmigtir. HLA-B*51:01 ve HLA-B*51:08
allelleriyle hastalarin dermatolojik sikayetleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 goriilmiistiir (¥>=1,00 , ¥>>0,05).
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Dermatolojik sikayetler

HLA-B*51:01 HLA-B*51:08

Sekil 19: HLA-B*51:01 ve HLA-B*51:08 olan hastalarda dermatolojik sikayetler

Goz tutulumlart bakimindan incelenen HLA-B*51:01 allelline sahip
hastalarin %40 1nda (n=8) goz tutulumunun oldugu, %60 inda (n=12) @bz
tutulumunun olmadigi analiz edilmistir. HLA-B*51:08 allelline sahip hastalarin %60
mnda (n=3) goz tutulumunun oldugu, %40 inda (n=2) goéz tutulumunun olmadigi
saptanmugtir (Sekil 20). HLA-B*51:01 ve HLA-B*51:08 allelleriyle hastalarin goz
tutulumlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gériilmiistiir (¥>=0,341 ,
22>0,05).
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Sekil 20: HLA-B*51:01 ve HLA-B*51:08 olan hastalarda g6z tutulumu

Mindr klinik bulgular birlikte degerlendirilmistir. NOrolojik/eklem/vaskiiler
yakinmalar1 bakimindan incelenen HLA-B*51:01 alleline sahip hastalarin %10 unda
(n=2) norolojik/eklem/vaskiiler =~ yakinmanin  oldugu, %90’inda  (n=18)
norolojik/eklem/vaskiiler yakinmanin olmadigi saptanmistir. HLA-B*51:08 alleline
sahip hastalarin %20 sinde (n=1) nodrolojik/eklem/vaskiiler yakinmanin oldugu, %80
inde (n=4) norolojik/eklem/vaskiiler yakinmanin olmadigi bulunmustur (Sekil 21).
HLA-B*51:01 ve HLA-B*51:08 allelleriyle hastalarin norolojik/eklem/vaskiler
yakinmalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gdoriilmiistiir (°=1,00,
272>0,05).
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Sekil 21 : HLA-B*51:01 ve HLA-B*51:08 olan hastalarda nérolojik /eklem /vaskiiler yakinmalar

HLA-B*51:01 ve HLA-B*51:08 allellerinin ikisini de tasiyan hasta
incelendiginde, oral aft sikayetinin, genital aft sikayetinin, dermatolojik sikayetinin
ve goz tutulumunun oldugu bilinirken, norolojik/eklem/vaskiiler yakinmasinin
olmadigi ogrenilmistir. mindr klinik bulgularin ¢ogu hastada goriilmedigi goz
onunde bulundurulursa bu iki alleli tasiyan hastanin hastaligin seyri agisindan diger
hastalara gore daha agresif oldugu sdylenebilir. Hastalik baslangi¢ yasi diger

hastalarla karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunamamastir.

Behget hastalarinin HLA-B*51 alt allelleri ile organ tutulumlari arasinda
istatistiksel olarak bir anlam bulunamadi. Frekanslar incelendiginde HLA-B*51 alt
allellerinde hastaligin seyri, HLA-B*51:01 i¢in organ tutulumu sikligina gére oral
aft, genital aft, dermatolojik sikayetler, goz tutulumu ve norolojik/eklem/vaskiiler
yakinma olarak goriilirken; HLA-B*51:08 icin organ tutulumu sikhigi oral aft,
genital aft, g6z tutulumu, dermatolojik sikayet ve norolojik/eklem/vaskiiler yakinma

olarak goraldu.
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HLA-B*51 alt allelleri ile Behget hastalarinin hastalik baslangic yasi
arasindaki iligki Sekil 22 ve Tablo 8’de gosterilmistir.

3-—
. HLA-B*51:01

B Hia-e*s108

Kisi Sayisi

o=

0o's
oo's
0o’
oo'o
oo’ .
oo's
oo’z
oo's
0o's

Sekil 22: Hastalarin HLA-B*51 alt allellerine gore hastalik baslangi¢ yaslariin dagilimi

Tablo 6: Hastalarin hastalik baglangi¢ yasinin HLA-B*51 alt allelleri ile iligkisi

HLA-B*51 Alt Allelleri 2
% (%95 GA) P
HLA-*51:01 HLA-B*51:08
(n=20) (n=5)
Hastalik baslangi¢ yast 38 (32-44) 35 (24-45) 0464 | 0,345

Hastalarin hastalik baslangi¢ yasi ile HLA-B*51 alt allelleri arasindaki iliski
ayr1 ayr1 incelendiginde, verilerin dagiliminin normalliginin 6l¢lilmesi i¢in normallik
testi uygulanmistir. Test sonucunda hastalik baslangi¢c yas1 ve HLA-B*51:01 igin
p=0,197 , p>0,05 ; HLA-B*51:08 icin p=0,868 , p>0,05 normal dagilim gosterdigi
icin Independent-Samples T testi uygulanmistir. Bunun sonucunda p=0,464 , p>0,05
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hastaligin baslangic yaslar1 ile HLA-B*51:01 ve HLA-B*51:08 arasinda anlamli bir
fark bulunamamistir. Hastalarin hastalik baslangic yas1 ile HLA-B*51 alt allelleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamistir (y?=0,345 ,y?>0,05).
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5. TARTISMA

Insan genomundaki en polimorfik bolge 4000 kb biiyiikliigiindeki HLA
bolgesidir (59). HLA nin bu yiiksek orandaki polimorfizmi farkli popiilasyonlarda
farkli HLA allelerinin saptanma sikligmi (allel frekansini) etkileyebilir. Tez
caligmasinin kapsadigt HLA-B*51 alleli, Tirk popiilasyonunda sik goriilen HLA-B
allellerinden biridir. Arnaiz-Villena ve ark. 2001 yilinda Turk, Kurt ve Ermeni
bireylerle yaptigi ¢alismadaki 228 Tirk bireyde en sik goriilen 3 HLA-B alleli HLA-
B*51 (%15,8), HLA-B*35 (%14) ve HLA-B*44 (%13,4) olarak saptamislardir (60).
Uyar ve ark. yaptiklar1 ¢calismada 152 kisinin HLA-B allel frekanslar1 analiz edilmis
ve HLA-B*35 (%20,4), HLA-B*51 (%13), HLA-B*44 (%7,4) en sik alleller olarak
bulunmustur (61). Erikoglu ve ark. 362 kisiyle yaptiklar1 ¢alismalarinda HLA-B
lokusunda HLA-B*35 (%33,4), HLA-B*51 (%31,2) ve HLA-B*44 (%11,8) olarak
tespit edilmistir (62). Baska bir ¢alismada Kayhan ve ark. 408 kiside HLA allel
frekanslarini analiz ettiklerinde HLA-B*35 (%16,1), HLA-B*51 (%13,7) allellerini
en sik alleller olarak tespit etmislerdir (63). Soydz ve ark. 2016 yilinda 450 bireyle
yaptiklart c¢aligmada HLA-B allel frekansim1 HLA-B*35 (%18,8), HLA-B*51
(%12,7), HLA-B*18 (%7), HLA-B*44 (%5,1) olarak bulmuslardir (64).

2011-2015 yillar1 arasinda laboratuvarimizda HLA tiplemesi yapilmis 2341
saglikli vericinin diisiik ¢oziiniirliklii HLA-B allel sikligina gore HLA-B*35 (%19),
HLA-B*51 (%12) , HLA-B*44 (%7,4), HLA-B*18 (%6,8) ve HLA-B*38 (%4,6)
olarak belirlenmistir. Tiirk popiilasyonunda diger ¢aligmalarin verilerindeki en sik 3

allel laboratuvarimizda yapilan ¢alismadaki HLA-B allelleriyle uyumludur (58).

BH’nin etyoloji ve patogenezi hala net olarak bilinmemektedir. Fakat
immiinogenetik yatkinliginin 6nemli bir etken oldugu kabul edilmektedir. BH’da
yatkinliga yol agan genlerin HLA smif | gen bolgesinin HLA B lokusu ile bu lokusa
yakin oldugu anlasilmistir (65).

HLA-B5 ve onun alt grubu olan HLA-B*51°in BH ile ilgili olan iligkisini ilk
kez 1973’te Japonya’da Ohno ve arkadaslar1 (66); Tiirkiye’de ise Yazici (67), Soylu
(68), Erkili¢ (69), Azizlerli (70); Almanya’da ise Zierhut ve ark. (71) arastirmiglardir.
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Ortag ve ark.1999 yilinda Turk populasyonunda 50 Behget hastasi, 100
saglikli kontrol grubu ile yaptigi ¢alismada 34 kiside (%68) HLA-B*51 pozitifligi
saptanirken, kontrol grubunda HLA-B*51 pozitifligi 21 kiside (%21) saptand1 (72).
Demirseren ve ark. 2004 yilinda Turk populasyonunda 51 hasta ve 44 kontrol
grubuyla yaptig1 ¢alismada 36 hastada (%70,6) HLA-B*51 pozitif sonug alinmis ve
kontrol grubundan 6 kiside (%13,6) HLA-B*51 goriilmistir (73). Keskinbora ve
ark.nin 1995 yilinda yaptig1 Turk populasyonunda 43 Behget hastas1 ve 3731 kisiden
olusan kontrol grubuyla yaptig1 ¢aligmasinda hasta grubunda 27 kisi (%62), kontrol
grubunda 603 kisi (%16) HLA-B*51 pozitifligi vermistir (74). Miller ve ark. 2005
yilinda Tulrk populasyonunda 92 Behget hastasi ve 93 kontrol grubuyla yaptigi
calismada hasta grubunda 69 kisi (%75), kontrol grubunda 23 kisi (%22) HLA-B*51
pozitif sonu¢ vermistir (75). Kotter ve ark. 2001 yilinda Tirk populasyonunda 92
Behget hastasi ve 93 kontrol grubuyla yaptigi calismada hasta grubunda 64 kisi
(%69), kontrol grubunda 23 kiside (%24) HLA-B*51 pozitif sonu¢ alinmistir (76).
Pirim ve ark. 2004 yilinda TUrk populasyonunda 75 Behget hastasi ve 54 kontrol
grubuyla yaptig1 ¢alismada 44 hasta (%58), kontrol grubunda 10 kisi (%18) HLA-
B*51 pozitif saptanmustir (77). 2014-2017 yillar1 arasinda Izmir Tepecik Egitim ve
Arastirma Hastanesi Doku Tiplendirme Laboratuvari’na gelen ve BH kesin tanisi
olan 196 hastadan 140 hasta (%71.4) HLA-B*51 allelini tasimaktadir. Yukaridaki
calismalarda gdstermistir ki iilkemizde BH’larinda HLA-B*51 alleline rastlama orani

ortalama %70 civarindadir.

Calismamiza 24 HLA-B*51 pozitif Behget hastasi ve hematopoietik kok
hiicre vericilerine diisiikk ¢oziintirliikkli HLA tiplemesi yapilmis ve HLA tipleme

sonucu HLA-B*51 pozitif olan 73 saglikli verici dahil edilmistir.

BH tanis1 olan ve HLA-B*51 negatif olan hastalarin HLA-B allellerinin
arastirilmasi igin literatiir taramasi yapildiginda, Pirim ve ark. 2004 yilinda 75 Turk
hasta ile yaptig1 ¢alismaya gore; HLA-B allel sikligi, HLA-B*35 (%26.6), HLA-
B*44 (%10.6), HLA-B*18 (%10.6), HLA-B*27 (%9.33) olarak belirlenmistir (77).
Keskinbora ve ark.nin 1995 yilinda Tirk hastalarla yaptigi ¢alismada HLA-B*35
(%25) ve HLA-B*40 (%12), HLA-B*27 (%7) HLA-B*51 tagimayan hastalarda en
sik goriilen HLA-B allelleri olarak saptanmistir (74).
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Izmir Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi Doku Tipleme Laboratuvari’na
2014-2017 tarihleri arasinda gelen HLA-B*51 negatif BH tanili hastalarin HLA-B
allelleri HLA-B*35 (%15,8), HLA-B*44 (%7,6), HLA-B*40 (%2,5), HLA-B*27
(%2,5) olarak saptanmustir. Laboratuvarimizda HLA tiplemesi yapilan sagliklilari
kapsayan Soyoz ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada Turk popilasyonunda HLA-
B*51 disinda en sik goriilen HLA-B allelleri sirasiyla HLA-B*35 (%18,8), HLA-
B*18 (%7,1), HLA-B*44 (%7,0), HLA-B*40 (%4,7), HLA-B*27 (%2,7) olarak
gorulmektedir (64). 2011-2015 yillar1 arasinda laboratuvarimizda HLA tiplemesi
yapilmis 2341 saglikli vericinin HLA-B allel sikligina gére HLA-B*35 (%19), HLA-
B*51 (%12) , HLA-B*44 (%7,4), HLA-B*18 (%6,8) ve HLA-B*38 (%4,6), HLA-
B*27 (%2,6) olarak belirlenmistir (58). Bu durumda yapilan ¢alismada ve bizim
arastirmalarimizda goriildiigii tizere HLA-B*51 negatif Behget hastalarinin HLA-B
allel frekansinin yogun goriildiigii allellerin, Tirk populasyonunda HLA-B allel

frekansinin siklig1 fazla olan alleller ile benzer ¢gikmasindan kaynakli olabilir.

Balkan ve ark. 2017 yilinda yaptigi 40 HLA-B*51 pozitif BH ile yaptig
calismasinda hastalarin cinsiyet dagilimi, 21 (%52,5) erkek, 19 (%47,5) kadin olarak
goriilmistiir (78). Krause ve ark. 2008 yilinda 140 hastayla yaptigi calismada
hastalarin cinsiyet dagilimi 77 (%55) erkek 63 (%45) kadin bireyden olusmaktadir
(79). Demirseren ve ark. 2004 yilinda yaptigi 51 hastalik ¢alismada hastalarin 26
(%51) erkek, 25 (%49) kadin hastadan olustugu bildirilmistir (73).

Calismamizda HLA-B*51 pozitif Behget hastalarinda cinsiyet dagilimina
bakildiginda 24 hastanin 15°i (%62,5) erkek 9’u (%37,5) kadin hastadan olustugu
saptandi. Sonuglarimiz yapilan ¢aligmalara benzer sekilde erkek hasta sayisinin kadin
hastalardan fazla oldugu gOrilmektedir. Turk populasyonunda ve Akdeniz
ulkelerinde hastaligin erkeklerde daha fazla goriildiigii arastirmalar sonucunda
gorildi. Yaptigimiz literatiir taramalarinda Tiirk populasyonunda kadin hastalarin
erkek hastalardan fazla oldugu c¢alismaya rastlanmadi. Ancak Amerika Birlesik
Devletleri (ABD), Brezilya, Cin, Singapur, Kore ve diger Asya iilkelerinde
kadinlarda daha fazla gézlenmekte oldugu bilinmektedir (26) .

Krause ve ark. 2008 yilinda 140 hastayla yaptigicalismada hastalarin yas
ortalamasini 32 olarak bulmuslardir (79). Demirseren ve ark. 2004 yilinda yaptigi 51
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hastalik ¢alismadan hastalarin yas ortalamasini 37 olarak analiz etmislerdir (73).
Ortag ve ark. 1999 yilinda 50 hastada yaptigi ¢alismada ortalama yas1 31 olarak
bulunmustur (72).

Calismamizda hastalarin ortalama yasi 35 olarak bulundu. Hastalarin yas
ortalamasima gore yapilan calismalar ve bizim c¢alismamiz karsilastirildiginda
sonuclar yaklagik degerde oldugu goriildii. Hasta sayisi arttirilip calisma tekrarlanirsa
daha net sonuclar elde edilebilir.

2017 verilerine gore HLA-B*51 allelinin 280 farkli (HLA-B*51:01-51:208)
altalleli saptanmistir. BH ile HLA-B*51:01 ve HLA-B*51:08 allelinin iligkili oldugu
belirtilmistir (4). Tiirk populasyonunda HLA-B*51 pozitif Behget hastalari ile ilgili
yapilmis 6 farkli ¢alisma bulunmaktadir. Balkan ve ark. 2017 yilinda yaptigt HLA-
B*51 pozitif 40 hasta ile yaptig1 calismada HLA-B*51 alt allelleri frekansi sirasiyla
HLA-B*51:01 (%97,5), HLA-B*51:09 (%2,5) olarak bulmuslardir(78). Muller ve
ark. 2005 yilinda Tirk populasyonunda 64 hastada yaptigi ¢alismaya gore; en sik
gorilen HLA-B*51 alt allelleri sirayla HLA-B*51:01 (%87,5), HLA-B*51:08
(%14,2) olarak saptanmistir (75). Pirim ve ark.larmin 2004 yilinda 75 hasta ile
yaptigi c¢alismaya gore; 44 hastanin (%58,6) HLA-B*51 sonucunu pozitiftir.
Hastalarin HLA-B*51 alt allelleri sikligi sirayla HLA-B*51:01 (%45,5), HLA-
B*51:08 (%25), HLA-B*51:05 (%9,1), HLA-B*51:11 (%6,81), HLA-B*51:04
(%4,54) olarak belirlenmistir (77). Demirseren ve ark. 2004 yilinda yaptigi 51
hastadan olusan g¢alismadan 36 kisi (%70) HLA-B*51 pozitifligi vermistir. HLA-
B*51 alt allellerinin sikligimida sirasiyla HLA-B*51:01 (%68,6), HLA-B*51:02
(%33,3), HLA-B*51:09 (%21,5) ve HLA-B*51:22 (%17,6) olarak bulmuslardir (73).
Kotter ve ark. 2001 yilinda 64 hastayla yapilan bir bagka ¢caligmada HLA-B*51 alt
allellerinin sikhigmma goére HLA-B*51:01 (%81), HLA-B*51:08 (%11), HLA-
B*51:05 (%2) sonucuna ulagilmistir (76). Atalay ve ark. 1998 yilinda 100 Behget
hastasiyla yaptig1 calismada 44 kiside (%44) HLA-B*51 sonucu elde edilmistir.
HLA-B*51 alt allellerinin siklig1 ise HLA-B*51:01 (%94), HLA-B*51:08/09 (%6)

olarak bulunmustur (80).

2014-2017 yillar1 arasinda BH tanisi ile laboratuvarimiza basvuran hastalarin
%71,4’0 HLA-B*51 pozitifti. Tez ¢alismasina dahil ettigimiz HLA-B*51 pozitif
hastalarin altallelerinin HLA-B*51:01 (%80), HLA-B*51:08 (%20) sonucu elde
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edildi. 24 hastanin 19°u HLA-B*51:01, 4’40 HLA-B*51:08 allelini tasirken 1 hasta
hem HLA-B*51:01 hem HLA-B*51:08 allelini birlikte tagidig1 goruldu.

BH ile HLA-B*51 iliskisini arastiran yukarida belirtilen ¢aligmalarda HLA-
B*51 alt allellerinin saglikli kontrollerdeki goriilme siklig1 da verilmistir. Balkan ve
ark. 2017 yilinda yaptigt HLA-B*51 pozitif 54 kontrol grubu ile yaptigi calismada
HLA-B*51 alt allel frekansi sirasiyla HLA-B*51:01, HLA-B*51:08 olarak
bulmusglardir (78). Kétter ve ark. 2001 yilinda yaptig1 calismada 23 kisi HLA-B*51
pozitif kontrol grubundan allel siklig1 sirasiyla HLA-B*51:01, HLA-B51:08, HLA-
B*51:07 sonucunu vermistir (76). Pirim ve ark. 2004 yilinda yaptig1 54 kontrol
grubundan olusan ¢aligmasinda 10 kisi (%18,5) HLA-B*51 pozitif sonug¢ vermistir.
Kontrol grubunun allel frekansini sirasiyla HLA-B*51:01, HLA-B*51:08, HLA-
B*51:07, HLA-B*51:02 olarak belirlemislerdir (77). Miiller ve ark. 2005 yilinda 23
kontrol grubunda yaptig1 ¢alismada kontrol grubunun HLA-B*51 alt allel frekanslari
sirasiyla HLA-B*51:01, HLA-B*51:08 olarak saptanmistir (75). Demirseren ve ark.
2004 yilinda yaptigi calismada 44 kisiden olusan kontrol grubundan 6 kisi (%13,6)
HLA-B*51 sonucunu vermistir. Bu 6 kisinin HLA-B*51 alt allel frekans1 sirasiyla
HLA-B*51:01, HLA-B*51:02, HLA-B*51:09 olarak bulunmustur (73).

Calismamiza 73 HLA-B*51 pozitif kontrol grubu dahil edildi. Kontrol
grubunun alt allel frekansi sirasiyla HLA-B*51:01, HLA-B*51:02, HLA-B*51:05,
HLA*B*51:07, HLA*B*51:08 olarak bulundu. Yapilan c¢aligmalar ile bizim
calismamiz karsilastirildiginda HLA-B*51:01°in tiim g¢alismalarda sik goriildiigi,
HLA-B*51:08’in daha nadir goriildiigi tespit edildi.

HLA-B*51 pozitif Behget hastalarinin HLA-B*51 alt allelleri farkli
popiilasyonlarda da ¢alisilmistir. Mizuki ve ark. 2001 yilinda 56 Japon hasta ile
yaptig1 ¢alismada HLA-B*51 alt allellerinin sikligina gore sirayla HLA-B*51:01
(%98,2), HLA-B*51:02 (%1) olarak bulmuslardir (81). Mizuki ve ark.’nin 2001
yilinda Iranl hastalarla yaptifi ¢alismada 36 HLA-B*51 pozitif hastanin alt
allellerinin sikligin1 sirasiyla HLA-B*51:01 (%56,9), HLA-B*51:08 (%5,2) olarak
saptamislardir (82). Yine Mizuki ve ark.’nin 2002 yilinda 44 Yunan hasta ile yaptig
bir ¢alismada HLA-B*51 pozitif oldugu bilinen hastalarin alt allel sikligt HLA-
B*51:01 (%58,6), HLA-B*51:08 (%22,6) olarak belirlenmistir (83). Kera ve ark.
1999 yilinda 15 italyan hasta ile yaptig1 ¢alismalarinda HLA-B*51 alt allellerinin
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sikligina gére HLA-B*51:01 (%73,3), HLA-B*51:08 (%26,7) olarak saptamislardir
(84). Yabuki ve ark. 1999 yilinda HLA-B*51 pozitif oldugu saptanan 10 Suudi
Arabistanli hastada HLA-B*51 alt alleli sikligina gére HLA-B*51:01 (%90), HLA-
B*51:08 (%10) sonucuna ulasiimistir (85).

Yapilan ¢alismalar ve ¢aligmamiz incelendiginde HLA-B*51 pozitif oldugu
bilinen Behget hastalarinin Tiirk populasyonunda HLA-B*51 alt allellerinde HLA-
B*51:01 ve HLA-B*51:08 allellerinde siklik gostermektedir. Japon, Iran, Yunan,
Italyan, Suudi Arabistanli hastalara bakildiginda HLA-B*51 alt allel frekans: Tiirk
hastalarin HLA-B*51 alt allel frekanslartyla benzerlik gosterdigi goriilmistiir.

Bir hastalikla ilgili HLA antijeni verilirken yaninda mutlaka relatif riski de
verilmelidir. Relatif risk, belirli bir antijeni tasiyan kisinin ayn1 doku grubu antijenini
tasimayan kigiye gore hastaligi gosterme oranimi belirtir (65). Demirseren ve ark.
2004 yilinda Tiirk populasyonunda 51 hastayla yaptigi calismadan HLA-B*51:01’in
relatif riskini 13,85, HLA-B*51:02’in relatif riskini 3,90, HLA-B*51:09’un relatif
riski 3,76 ve HLA-B*51:22’nin ise 0,48 olarak bulmuslardir (73). Bu ¢alismaya gore
HLA-B*51:01 alt allelini tasiyan kiside BH goriilme riski 13 kat, HLA-B*51:02
allelini tasiyan kiside BH gorulme riski 3 kat, HLA-B*51:09 allelini tasiyan kiside
BH gorulme riski 3 kat fazla iken HLA-B*51:22 alt allelini tasiyan kiside BH
gorilme riski < 1 oldugu i¢in negatif yondedir. Yani hastaligin goriilme riski gok
duistiktiir.

Calismamizda HLA-B*51:08 alt allelinin relatif riski 18.8 olarak
belirlenmistir. Bu durum HLA-B*51:08 alt alleline sahip bir kiside BH gorilme
ihtimalinin 18.8 kat fazla oldugu anlamina gelmektedir. HLA-B*51:01 alt alleli igin
relatif risk < 1 olarak saptanmigtir. Bunun nedeni HLA-B*51:01 allelinin saglikli
kontrollerde de siklikla goriilmesinden dolayidir. HLA-B*51:01 allelini tasiyan
bireyin BH tagima riski 1den kii¢lik oldugu i¢in yani HLA-B*51:01 allelini tasiyan
kisinin hastali§1 tasima riskinin az oldugu diisiiniiliirse bu allelin sik goriilmesi bu
sebepten kaynaklanabilir. HLA-B*51:08 allelini tasiyan bireyin BH tasima riskinin
18,8 kat fazla oldugu bulunduguna goére, HLA-B*51:08 allelinin saglikli bireylerde
nadir goriilmesi bu sebepten kaynakli olabilir.

BH’nin klinik bulgulariin siniflandirilmasi ve goriilme sikligina gére major ve

mindr klinik bulgular olmak tizere ikiye ayrilir. Major klinik bulgular sikligina gore
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oral aftlar, genital aftlar, dermatolojik sikayetler ve goz tutulumu olarak belirtilmistir.
Mindr klinik bulgular ise eklem tutulumu, vaskuler tutulum ve ndrolojik tutulum
olarak gortlmektedir (86). Davatchi ve ark.larinin 2005 yilinda 2147 Tiirk hasta ile
yaptig1 calismaya gore 2147 kiside (%100) oral aftin, 1662 kiside (%88) genital aft,
622 kiside (%29) g0z tutulumu, 343 kiside (%16) eklem tutulumu, 47 Kiside
de(%2.2) norolojik yakinmanin oldugunu saptarken; dermatolojik sikayetin
olmadigmi goérmiislerdir (87). Demirseren ve ark. 2004 yilinda yaptig1 51 hastalik
calismada hastalarin 51’inde (%100) oral aft, 42’sinde (%82.4) genital aft, 18’inde
(%35.3) g0z tutulumu, 24°tnde (%47.1) eklem tutulumu, 4’tinde (%7.8) ise norolojik
yakinmasinin oldugunu belirlemislerdir (73).

Calismamizda 24 hastadaki organ tutulumu incelendiginde, 23 hastada (%95)
oral aft, 14 hastada (%58.3) genital aft, 11 hastada (%45.8) dermatolojik sikayet, 11
hastada (%45.8) g6z tutulumu, 3 hastada da (%12.5) norolojik/eklem/vaskiler

yakinmanin oldugu saptandi.

Hastalarin organ tutulumlari HLA-B*51 alt allellerine gore incelendiginde,
HLA-B*51:01 igin oral aftin 18 kiside (%90), genital aftin 10 kiside (%50),
dermatolojik sikayetin 9 kiside (%45), g6z tutulumunun 8 kiside (%40),
norolojik/eklem/vaskiiler yakinmanin 2 kiside (%10) oldugu saptandi. HLA-B*51:08
icin bakildiginda ise oral aftin 5 kiside (%100), genital aftin 4 kiside (%80),
dermatolojik sikayetin 2 kiside (%40), g6z tutulumunun 3 kiside (%60),
norolojik/eklem/vaskiiler yakinmanin 1 kiside (%20) oldugu saptandi.

HLA-B*51:01 ve HLA-B*51:08 allellerinin ikisini de tagiyan 1 hastada oral aft
sikayetinin, genital aft sikayetinin, dermatolojik sikayetinin ve g6z tutulumunun
oldugu, norolojik/eklem/vaskiiler yakinmasinin olmadig1 saptandi.
Norolojik/eklem/vaskiiler yakinmanin mindr klinik bulgular oldugu bilinip ¢ogu
hastada goriilmedigi gbéz Oniinde bulundurulursa bu iki alleli tasiyan hastanin

hastaligin seyri agisindan diger hastalara gore daha agresif oldugu sdylenebilir.

Major klinik bulgularinin sikligma gore oral aft, genital aft, dermatolojik
sikayet ve goz tutulumu gelmektedir. Calismamizin da major klinik bulgular siklig
ayni sirayla goriildii. Sadece dermatolojik sikayet ve goz tutulumunda esit dagilim

gozlendi. HLA-B*51 alt allellerine gore bakildiginda ise HLA-B*51:01 igin major
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klinik bulgularin sikligiyla ayni goriiliirken, HLA-B*51:08 i¢in géz tutulumu sikligi
dermatolojik sikayetten fazla oldugu saptandi. HLA-B*51 alt allelleri ile organ
tutulumlar1 arasindaki iliski istatistiksel olarak anlam Yyoktu. Ancak frekansina
bakildiginda major ve minor klinik bulgular sikligi benzer goruldu. Hasta sayisi

arttirtlip ¢aligma tekrarlandiginda daha anlamli sonuglar elde edilebilir.

Behget hastalarinin Tiirk populasyonunda hastalik baslangi¢ yasi ile iliskili
literatiir taramas1 yapilmistir. Onder ve ark. 2007°de yaptig1 calisma sonucunda
Behget hastalarinin ortalama baslangic yasini 23,3 olarak saptamiglardir (72).
Krause. ve ark. 2008 yilinda 140 hastayla yaptig1 calismada iseortalama baslangig
yasini 23 olarak bulmuslardir (88). Zouboulis’in 2005 yilinda Tirk populasyonunda
2147 kisiyle yaptig1 ¢alismada hastalik baslangi¢ yasini 25,6 bulmuslardir (89).

Calismamizda hastalik baslangi¢ yasi ortalama 31 olarak bulundu. HLA-B*51
alt allellere gore bakildiginda HLA-B*51:01 alleline sahip hastalarin hastalik
baslangi¢c yas1 ortalamasi 38, HLA-B*51:08 alleline sahip hastalar i¢in hastalik
baslangi¢ yasi ortalama 35 olarak saptandi. Literatiirlerde hastalik baslangi¢ yasinin
20-40 yas arasinda oldugu bildirilmistir (14).

Sonug olarak, HLA-B*51 pozitif Behget hastalarinin HLA-B*51 alt allelleri ile
ilgili birgok calisma vardir. Bu ¢alismada da Behget hastalarinin HLA-B*51 alt
allellerinde beklenildigi gibi anlamli bir sonu¢ elde edilmistir. Bu sonuglar diger
calismalarla da desteklenmistir. Calismamizda da Behget hastalarinin HLA-B*51 alt
allellerine bakildiginda frekanslarma gére HLA-B*51:01 ve HLA-B*51:08 sonucu
goOriilmektedir. Calismamiza dahil edilen HLA-B*51 pozitif kontrol grubu
incelendiginde yapilan galismalarla benzer frekansta oldugu gézlenmektedir. Kontrol
grubunda HLA-B*51:01 alleli sik goriiliirken, HLA-B*51:08 alleli daha seyrek
gorilmektedir. HLA-B*51:08 allelini tasiyan bireyin BH tagima riski 18,8 kat fazla
oldugu bulunduguna gére HLA-B*51:08 allelini tasiyan kisinin Behget hastasi olma
riski yuksektir. BH tanisi laboratuvarlarda diisiik ¢oztntrlikli tipleme ile
calisilmaktadir. Literatiirlerde gorildigi gibi HLA-B*51 saglikli populasyonda da
oldukga sik goriilmektedir. Dolayistyla diigiik ¢6ziiniirliiklii tipleme hastalikla iliskiyi
yansitmayabilir. Calismamizda goriilmiistiir ki yiiksek ¢ozilintirliikkli HLA-B*51
tiplemesi hastaligin tanisina katki agisindan daha yararli olacagini diisiinmekteyiz.

Calismadaki Behget hastalarmin Cinsiyet ve hastalik baslangi¢ yasina baktigimizda
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erkek hastalarda fazla oldugu bulundu. Hastalik baslangi¢c yasinin HLA-B*51:01
alleline sahip hastalarin ortalama 38, HLA-B*51:08 alleline sahip hastalar igin
hastalik baslangi¢ yasi ortalama 35 olarak saptandi. Bu durumda BH siiphesi ile
gelen hastalarin HLA-B*51 alt allelleri, cinsiyet ve yas durumuna bakildiginda
hastaligin baslangi¢c yasinin 20-40 yaslarda oldugu ve erkeklerde siklik gosterdigi
bilindigine gore BH varligi acisindan bilgi verici olabilir. Hastalarin organ
tutulumuna bakildiginda, HLA-B*51:01 i¢in major klinik bulgularin goriilme
sikligiyla denk oldugu, HLA-B*51:08 icin ise gz tutulumunun dermatolojik
sikayetlerden yiiksek oldugu goriildii. HLA-B*51:08 alleline sahip hastalarin BH
olma riskinin 18,8 kat fazla oldugu bulunduguna goére, géz tutulumunun da hastaligin
goriilme sikliginda major klinik bulgularinda olup 4.sirada olmasina ragmen
digerlerine gore kotii prognoz oldugu bilindigi i¢in bu allele sahip kisilerin hastaligi
daha agresif yasadigi sdylenebilir. HLA-B*51:01 ve HLA-B*51:08 allelinin ikisini
de tastyan hastanin major klinik bulgularin hepsini tasimasi ilgingtir. Benzer HLA-
B*51 alt allellerine sahip hasta sayisini artirarak yapilacak bir ¢alismanin bu konu

ile ilgili daha net yorum yapilmasini saglayacagini diisiinmekteyiz.
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OZET

HLA-B*51 POZITIiF BEHCET HASTALARINDA HLA-B*51
ALLELLERININ ARASTIRILMASI

Behget hastaligi, Turk Dermatoloji Profesorii Hulusi Behget tarafindan 1937
yilinda bulunmustur. Tekrarlayan oral aft, genital yaralar ve Gveit ile birlikte Uc
semptomlu anlatilan bir hastalik olup, daha sonra eklem, vaskiiler, intestinal,
pulmoner ve norolojik tutulumla birlikte sistemik bir seyir gosterdigi ortaya
koyulmustur. Behget hastaliginda yas, cinsiyet, psikolojik, enfeksiydz, immunolojik
ve genetik faktorler 6nemlidir. En iyi bilinen genetik faktér HLA-B*51 antijenidir.

Bu calismada Izmir Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi Doku Tipleme
Laboratuvari’na bagvuran ve HLA-B*51 hastalik patogenezi arasindaki iliskinin
degerlendirilmesi amaglanmigtir. Ayrica Behget hastalar1 ve sagliklilarda HLA-B*51
alt allellerinin goriilme sikligi arastirilmistir. Bu amagla HLA-B*51 pozitif 25
hastaya sekans spesifik primerlerle polimeraz zincir reaksiyonu (PCR-SSP) yontemi
ile altallel tiplemesi yapilmistir. Ayn1 zamanda laboratuvarimizda DNA dizi analiz
yontemiyle HLA-B*51 alt tiplemesi yapilmis 73 saglikli kemik iligi vericisi kontrol
grubu olarak kullanilmistir.

Hastalarda HLA-B*51:01 allel frekans1 0,8, HLA-B*51:08 allel frekans1 0,2
olarak bulunmustur. Kontrol grubu HLA-B*51:01 allel frekansi1 0,904, HLA-
B*51:02 0,041, HLA-B*51:05 0,027, HLA-B*51:07 0,014, HLA-B*51:08 allel
frekansi ise 0,014 olarak bulunmustur. Hasta ve kontrol gruplarinda HLA-B*51:01
allel frekans: karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli degilken,(p<0.05;
p=0.457 RR<1), HLA-B*51:08 agisindan anlamli bulunmustur (p<0.05; p=0.003
RR=18,8). Hastalar HLA-B*51 alt allellerine gore organ tutulumlari agisindan
degerlendirildiginde, major ve minor klinik bulgular sikligi benzer goriilmiistiir.
HLA-B*51:01 ve HLA-B*51:08 alt allelleri ile organ tutulumlari arasindaki iligkinin
istatistiksel olarak anlamsiz oldugu saptanmstir (p>0,05).

HLA-B*51 pozitif olan Behget hastalarinda yapilacak yeni immiinolojik ve
genetik arastirmalarin hastaligin mekanizmasinin aydinlatilmasina katki saglayacagi
diisiincesindeyiz.

Anahtar Sozcukler: Behget Hastaligi, HLA-B51, organ tutulumu
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF HLA-B*51 ALLELES IN HLA-B*51 POSITIVE
PATIENTS WITH BEHCET’S DISEASE

Behcet’s Disease was firstly discovered by Turkish Dermatology Professor
Hulusi Behcet in 1937. This disease was described by three symptoms with recurrent
oral aphthae, genital wounds, and uveitis, and then it was revealed that it shows a
systemic course with joint, vascular, intestinal, pulmonary, and neurological
involvement. Age, gender, and psychological, infectious, immunological, and genetic
factors are important for this disease. The best-known genetic factor is HLA-B*51
antigen.

In this study, it was aimed to evaluate the association between HLA-B*51
and disease pathogenesis in patients who applied to Izmir Tepecik Education and
Research Hospital Tissue Typing Laboratory. In addition, HLA-B*51 sub-allele
incidence of Behcet’s disease patients and healthy individuals. For this purpose, sub-
allele typing of 25 HLA-B*51 positive patients were performed by sequence-specific
primer polymerase chain reaction (PCR-SSP). Seventy three healthy bone marrow
donor, whose HLA-B*51 sub typing was performed by DNA sequencing in our
laboratory, were used as control group.

The frequencies of HLA-B*51:01 and HLA-B*51:08 were 0.8 and 0.2 in
patients, respectively. The frequencies of HLA-B*51:01, HLA-B*51:02, HLA-
B*51:05, HLA-B*51:07, and HLA-B*51:08 were 0.904, 0.041, 0.027, 0.014, and
0.014 in control group, respectively. Comparison of HLA-B*51:01 allele frequency
between patient and control group was not statistically significant (p<0.05; p=0.457
RR<1), whereas it was found significant for HLA-B*51:08 (p<0.05; p=0.003
RR=18.8). When the patients were evaluated for their organ involvement according
to HLA-B*51 sub-alleles, the major and minor clinic symptom frequencies were
similar. The association between HLA-B*51:01 and HLA-B*51:08 sub-alleles and
organ involvement was not statistically significant (p>0.05).

We consider that the further immunological and genetic investigations on
HLA-B*51 positive patients with Behget’s disease will contribute to clarification of
disease mechanism.

Keywords:Behcet’s disease, HLA-B51, organ involvement
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