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1.0ZET

Behget hastaligt (BH) tekrarlayan oral ve genital iilserler, liveit ve deri
lezyonlari ile karakterize kronik inflamatuar bir hastaliktir. BH nin etyopatogenezi
bilinmemektedir. BTLA son yillarda tanimlanan Ig siiper ailesi iiyelerinden
birisidir.BTLA, CD4+ lenfositlerin aktivasyonunu ve IL-2 iiretimini baskilar.
Ozellikle inflamasyon bélgesinde, B7-1 ve B7-2 tasiyan aktive T hiicrelerin
oldugu bolgelerde CTLA-4 baglantisi yoksa temel rol oynar. BH, kronik
inflamatuvar bir hastaliktir ve T hiicre uyarimu ile yakindan ilgilidir.

BTLA yolagi Behcget gibi kronik inflamatuvar hastaliklarda kritik rol
alabilir. Bu c¢alismada BH’de BTLA geni rs1844089 ve rs9288952 gen
polimorfizmleri arasindaki iligki incelenmistir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR)-Restriksiyon Parga Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) yontemi kullanilarak
108 BH ve 108 saglikli bireyde, BTLA geni rs1844089 C>T ve rs9288952 C>T
polimorfizmleri calisilmigtir. rs1844089 genotip dagilimlart hasta grubunda CC:
%60,2, CT: %35,2, TT: %4,6, kontrol grubunda ise CC: %67,6, CT: %31,5, TT:
%0,9 olarak bulunmustur. rs9288952 polimorfizmi i¢in genotip dagilimlar hasta
grubunda TT: %69,4, CT: %26,9, CC: %3,7, kontrol grubunda ise TT: %80,6,
CT: %17,6, CC: %1,9 olarak bulunmustur. Her iki genotip ve allel frekanslari
acisindan hasta grubuyla kontrol grubu arasinda istatistiksel agidan anlamli bir
fark bulunmamugstir (P >0.05). Ancak bu iki polimorfizm i¢in haplotip analizi
yapildiginda gruplar arasindaki farklilik anlamli bulunmustur. Ayni anda
rs1844089 polimorfizmi i¢in T, rs9288952 polimorfizmi i¢in C allelini tasimak
hastalik riskini 4.6 kat arttirmaktadir (p=0.006).

Anahtar Kelimeler: Behget Hastaligi, BTLA,Polimorfizm



2. ABSTRACT

The Study of BTLA (CD272) Gen Polymorphisms Among The Patients With

Behcet Disease in and Elazig Around

Behcet's disease (BD ) recurrent oral and genital ulcers, uveitis, and skin
lesions are characterized by a chronic inflammatory disease . The
pathophysiology of BD is unknown. BTL defined in recent years is one of the
members of the Ig superfamily . BTLA , activation of CD4 + lymphocytes and
inhibits IL-2 production . In particular inflammation , B7 - 1 and B7 - 2 activated
T cells bearing the CTLA-4 in the region of the connection or fundamental role.
Behcet's disease is a chronic inflammatory disease and is closely related to T cell

stimulation .

BTLA pathway critical role in chronic inflammatory disease such as Behcet's
can take . In this study, rs1844089 and rs9288952 gene in patients with Behcet
BTL relationship between gene polymorphisms were investigated. Polymerase
Chain Reaction (PCR) - Restriction Fragment Length Polymorphism ( RFLP )
method using the 108 BD patients and 108 healthy subjects , BTL gene rs1844089
C> T and rs9288952 C> T polymorphisms were studied. rs1844089 CC genotype
distribution in the patient group : 60.2 % , CT: 35.2 % , TT: 4.6% in the control
group CC: 676 % , CT: 315 % , TT: 0.9 % respectively. rs9288952
polymorphism in patients with the TT genotype distributions : 69.4 % , CT: 26.9
% , CC: 3.7% in the control group TT: 80.6 % , CT: 176 % , CC: 1% 9
respectively. Both in terms of genotype and allele frequencies between patient and
control groups was not statistically significant (P> 0.05). However, when these
two polymorphism haplotype analysis for differences between groups were
significant. At the same time polymorphism rs1844089 T, rs9288952 C allele
polymorphism carry the risk of disease increases 4.6-fold (p = 0.006).

Keywords: Behcet's Disease, BTLA, Polymorphism



3.GIRIS

3.1.Behcet Hastalhig
3.1.1.Tanim

Behcget hastaligi, oral aftéz ilser, genital iilser, iiveit ve deri lezyonlan ile
karakterize,her organ ve dokuyu etkileyebilen multisistemik inflamatuar bir
hastalik olarak 1937 yilinda Prof. Dr. Hulusi Behget tarafindan tanimlanmistir
(1,2). Sonraki galigmalarda hastaligin eklem, vaskiiler, intestinal, pulmoner ve
norolojik tutulumla birlikte sistemli bir yol izledigi ortaya konmustur (3). BH nin
etyolojisi bilinmemektedir.Ancak kanitlanmamakla birlikte kimyasal maddeler,
cevresel etkenlerin ve toksinlerin rolii oldugu ileri siiriilmistir (4). Hulusi
Behget’in ilk hastas1 kronik tekrarlayan oral aft, bacaklarinda agrili kirmizi
nodiiller ve gbz lezyonlar1 ile takip etmekteyken, 1930 yilinda ikinci hastasi
tekrarlayan genital iilser, géziinde kanama ve oral aft gikayetleri ile bir kadin hasta
olmustur. 1936 yilinda ki tigiincii hastas1 ise benzer bulgular yaninda skrotumda
tilser, gozlerde kanama, ve ozellikle geceleri miyalji ve ates sikayetleri olan bir
erkek hasta olmustur. Bu hastalarinda goriilen bulgularin ortak bir hastalik
nedeniyle olusabilecegi kanisina varan Hulusi Behget bu diisiincesini Istanbul da
1936 ylinda yapilan Dermatoloji ve Venereal Hastaliklar Birliginin toplantisinda
ilk defa bildirmis ve bu bilgiler Tirk Dermatoloji ve Venereal Hastaliklar

arsivinde yaymlanmustir (1,5).



3.1.2.Epidemiyolojisi

BH Uzak Dogu iilkeleri ,Dogu Akdeniz iilkeleri ve Japonya ‘da sik goriilmektedir.
Italya, Portekiz, Cezayir, Tunus ve Fas gibi giiney Avrupa ve kuzey Afrika
tilkelerinde ise BH daha az goriilmektedir (6,7). BH 80-370/100.000 orani ile
Tiirkiye’de en yiiksek prevalans gostermektedir (8). BH yapilan birgok ¢alismada
her iki cinsi esit etkiledigine dair veriler olmasina karsin bazi g¢alismalarda
erkeklerde biraz daha sik goriildiigii ve geng erkeklerde daha agir seyrettigi
savunulmustur (9,10,11). BH her yasta goriilebilmesine ragmen, hastaligin

ortalama baslangi¢ yas1 20-30 yas grubunda yogunlagmistir (6,12).

3.1.3.Genetik Etkenler

Japonya'da yapilan ¢alismalarda  ailevi vakalarin oran1 %35 bulunmus ve
calismada aile bireylerinde hastalik bulgularinin ortaya ¢ikmasi arasinda biiytlik
zaman farklarimin bulunmasi, infeksiyoz bir ajanin aleyhine degerlendirilmis ve
genetik faktorlerin sorumlu olabilecegi kanisina varilmistir (13). Bu diisiincelerin
artmas1 nedeniyle BH genetigiyle ilgili bir cok c¢alisma yapilmistir.Uzerinde en
cok durulan Insan Lokosit Antijeni (Human Leukocyte Antigen, HLA)-B51 olmus
ve HLA-B51 in BH ile iliskisi ilk defa 1982 yilinda Ohno ve arkadaslari
tarafindan bulunmustur (14).

HLA-B51 antijeninin BH’ye yakalanma riskini arttirdigi goriilmiis ve bu geni
tasimanin BH agisindan relatif riskinin Japonya'da 6, Tiirkiye'de 13.3 ve Israil'de

ise 18.2 oldugu belirtilmistir. Kuzey Amerika'da yapilan ¢alismalarda ise HLA-



B51 ile iliskili BH’ye rastlanmasina ragmen bu iliskiye Ortadogu ve Uzakdogu
tilkelerinde rastlanamamuistir (15).

HLA-B51 bir ¢cok varyasyona sahiptir. HLA-B5101 ve HLA-B5108 en yaygin
allelleridir. HLA-B51 pozitif BH olan bireylerde hastaligin daha agir seyrettigi
gorilmistir (16).

BH’da HLA-BS51 pozitifligi toplumlar arasinda degiskenlik gostermektedir.
HLA-B51 Tiirk ve Japon BH’lerde ¢cogunlukla goriiliirken ingiliz hastalarda bu
oran gerilemektedir. HLA-B ile BH arasindaki bagintinin gosterilmesine ragmen
bu hastaliga olan genetik yatkinliktaki roliiniin %12-19 seviyesinde olmasi, HLA-
B51“in tek basina patogenezi ortaya koyamayacagi, baska genlerin veya gevresel
faktorlerin  de rolii olabilecegini gostermektedir (17,18). BH ¢ogunlukla
erkeklerde daha sik goriilmesine ragmen, HLA B51’in

cinsiyetler aras1 dagiliminda herhangi bir fark bulunamamistir (19).

3.1.4. Immiinolojisi

BH tekrarlayan sistemik inflamatuar bir hastalik olup dort temel semptomla
karakterizedir.Bunlar;oral  aft, genital ilser, okiiler lezyonlar, deri
lezyonlaridir.Vaskiiler sistem, merkezi sinir sistemi, gastrointestinal sistem,
akcigerler, bobrekler ve  eklemlerdeki  dokularda meydana gelen
inflamasyonlardir. BH nedeni ve patogenezi heniiz kesin olmamakla birlikte
hastaligin ilk belirtilerini bazi genetik ve ¢evresel olusumlarin  zeminini
olusturduklart diistiniilmektedir. Hastaligin ortalama goriilme yasi 30 olarak
distiniilmektedir. Cocuklarda daha az goriilmekte ama neonatal donemde

literatiirde sayili vaka bulunmaktadir.Bazi BH vakalarinda mikroskobik bulgu



immiin aracili tikayici vaskilitler oldugu goriilmiistiir. Hiicresel seviyede ise
CD4+ T hiicreleri perivaskiiler inflamasyon sizintisindan elde edilen doku
stvisinda bulunmustur ve Thl hiicrelerinin IL-2, IFN-gamma ve TNF beta gibi
sitokinlerin iiretimini stimiile ettigi rapor edilmistir. Ayrica notrofil hiperaktivitesi
sonucu;kemotaksinin artmasi, aktif oksijenin fazlasiyla {iiretilmesi ve endotel
sitotoksitesinin arttirilmasi, BH nin patogenezinde énemli rol oynamaktadir. Son
caligmalarda ozellikle yo T hiicrelerinin periferik kanda ve etkilenen dokularda
daha fazla gozlenmesi BH’de rol oynayabildikleri diisiincesini ortaya
cikarmaktadir. Ayica BH’de 60 kD’luk Is1 Sok Protein (ISP) peptidleri ile 65
kD’luk Mycobacterium tuberculosis ISP peptidlerinin benzerligi y6 T hiicre
proliferasyonuna neden olmaktadir. T hiicreleri gibi , NK (Naturel Killer)
hiicrelerinin de BH’de rol oynadig bilinmektedir. Son yillarda 6zellikle molekiiler
biyolojideki gelismeler sonucunda, immiin sistem elemanlarinin yap1 ve gorevleri
hakkinda elde edilen yeni bilgiler, immiin sistemin hastalifin baslangicinda ve
seyrinde Onemli bir rol istlendigine isaret etmektedir. BH’de inflamasyonda
onemli gorevler iistlenen sitokinlerin diizeyi 6zellikle hastaligin aktif doneminde
artmis oldugu yapilan calismalarla ispatlanmistir. Onceki calismalar,degisik
hiicrelerden kaynaklanan IFN-y, TNF-a, TNFR75, IL-1, IL-2, sIL-2R, IL-6, IL-8,
IL-12 ve IL-18 gibi sitokinler, sitokin reseptorleri ve kemokinlerin BH’lerin
serum ve/veya plazmasin’da arttifin1 gostermistir. Ayrica BH’lerin serumlarinin,
periferik kan makrofajlarinin proinflamatuar aktivasyonuna neden oldugu da
bildirilmistir (19,20). BH inflamatuvar ataklarinda immiin sistemin ¢ok sayida
eleman1 gorev almaktadir. BH’nin deri ve mukoza belirtileri basta olmak {izere

tim lezyonlarinda erken donemde artmis bir ndtrofil infiltrasyonu



saptanir.Lokositlerde adezyon molekiilleri olan L-Selectin, MAC-1 ve CD44’lin
gOsterimi artar; bu olay da hiicrelerin kemotaksis ve adezyonunda rol oynar.
Notrofillerin  yilizeylerinde endotel hiicresine adezyonunda rol oynayan
CD11a/CDI18, endotel hiicre ylizeyinde ise ICAM-1 artmis oranda ifade
edilmektedir (21).

BH’lerin serumlarinda miyeloperoksidaz ve superoksit gibi aktive nétrofillerden
salinan faktorler ve TNF-o, IL-1B ve IL-8 gibi cesitli nétrofilleri uyaran
sitokinlerin arttig1 saptanmustir (22).

Bazi yayinlar nétrofillerde artmis siiperoksid iiretiminin HLA-B51 varliginda
ortaya ciktigina isaret etmektedir.BH’lerde aktif lenfositlerin, nétrofilleri daha
giiclii bir sekilde uyardigi, nétrofil kemotaksisinin daha yogun oldugu bir
caligmada bulunmustur (21). Tiim bu bulgular BH’de nétrofillerin aktif oldugu ve
bunun doku hasarina yol a¢tigt veya katkida bulunduguna gostermektedir.
Hastaliktaki notrofil aktivitesinin genetik etkilerden mi yoksa infeksiyoz ajanlarla
siirekli aktivasyondan mi kaynaklandig1 ise acik degildir. T Ilenfositlerince
salgilanan sitokinlerin BH’nin gelisiminde ve hastaligin aktivasyonunda 6nemli
olduguna inanilir. Genelde yardimci T hiicresi tip 1 (Thl) tipindeki inflamasyona
yol agan sitokinlerin agir1 ifadesinin genetik yatkinlikla birlikte, artmig inflamatuar
reaksiyondan sorumlu oldugu bilinmektedir (23). Streptokokkal antijenler ve
lipopolisakkaritle uyarilma sonucunda IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IFN-y ve TNF-a
basta olmak tizere Ozellikle inflamasyonun gelisiminde 6nemli olan sitokinler
artmaktadir. E. coli kokenli antijenlerin de benzer bir yanita neden oldugu
saptanmis ve T hiicrelerinin ¢ok sayida bakteriyel antijene karsi artmis bir

hipersensitivite gosterdigi diistiniilmektedir. Is1 Sok Proteini 60 kokenli peptid



336-351°e karsi, periferik kan mononiikleer hiicrelerinden Thl sitokinlerinden
olan IFN-y, TNF-a ve IL-12 yapiminda artis oldugu saptanmistir (21). BH’lerin
periferik kan mononiikleer hiicrelerinde saptanmis olan artmis Tbet (Th1’e 6zgiin
T-box transkripsiyon faktorii) gosterimi, BH’de Thl hiicrelerinin roliini
desteklemektedir. T hiicreleri tagidiklar1 reseptorlere gore a-f ve y-0 olarak ayrilir.
BH’lerde yd T hiicrelerinin orani tutulan dokularda artmaktadir.

Ayrica bilinen Thl ve Th2 hiicrelerine ek olarak, ¢ogunlukla IL-17 {ireten Th17
hiicre alt grubu tanimlanmistir. Proinflamatuar bir sitokin olan 1L-17,
monositlerden, stromal, epitel ve endotel hiicrelerinden TNF, IL-1, IL-6, IL-8 ve
CXC ligand 1’in {iretilmesini yonetir. Bdylece iiretilen bu proinflamatuar
sitokinler inflamasyonun oldugu alana nétrofillerin hizla gelmesini saglar. Yakin
tarihli bir calisma Th17 hiicrelerinin ve iirettikleri IL-17’nin BH’lerde ve 6zellikle
de aktif tveitlilerde artmis inflamasyondan sorumlu oldugunu goéstermektedir
(24). BH nin 6zelliklerinden olan artmis nétrofil aktivitesi ve etkilenen bolgelerde
notrofil birikimi, yiiksek IL-17 yanitiyla iliskili olabilir. IL-17 diizeyi ve 1L23-
Th17 yolagint durdurma veya azaltmaya yonelik tedavilerin klinik etkisinin
arastiritlmas1 biyolojik Onemini agikliga kavusturabilir. Yapilan caligmalar
mikrobiyal Is1 Sok Proteinlerinin T hiicre proliferasyonunu yd reseptorleri
tizerinden sagladigini gostermektedir (25). BH’lerde bu yo tipte reseptor tagiyan T
hiicrelerinin mitokondriyel insan ISP’ye ait homolog peptitlere de reaksiyon
verdigi gozlenmistir. Ayrica, bu durumun BH’ye spesifik oldugu da gosterilmistir.
vd T hiicrelerinin sitokin {iretimi disinda T hiicrelerini kontrol etme,oldiiriicii
hiicre olarak gorev alma ve epitel hiicre cogalmasini etkileme 6zellikleri tasidig

diisiiniilmektedir. Is1 Sok Proteinlerine karst T hiicre proliferasyon yanitinin BH



icin tanisal bir test olarak kullanilabilecegi ileri siirtilmektedir (21). Hastaligin
seyrinde inflamasyonda gérev alan sitokinlerin salinimi ve inflamasyonun kronik
seyri goz Oniine alindiginda monositlerin hastalikta aktif bir gorev iistlendigi
diistintilebilir. Spontan olarak TNF-a, IL-6, ve IL-8’in hastalarin monositleri
tarafindan asir1 tUretilmesi hastaliin aktivitesi ile direkt olarak iligkili gibi
goriinmektedir (21). Degisik in vitro ¢alismalarda monositlerin hastaligin seyrinde
aktif bir rol oynadigi , CD14 ekspresyonunun ve makrofaj genotiplemede
kullanilan sitoplazmik bir proteini taniyan monoklonal antijen olan 25F9
seviyelerinin arttig1 gosterilmistir (26). Monositlerden TNF-a, IL-6 ve IL-8
saliiminin arttig1 saptanmistir. Makrofajlarin hastaliktaki rolii ile ilgili ¢aligmalar
olduk¢a sinirlidir. Bu konuda yapilan in vitro bir ¢alisma, hastaligin
etyopatogenezinde makrofajlarin aktif olarak gorev aldigina isaret etmektedir.
BH’nda endotel hiicre hasarinin ve patolojik aktivasyonunun s6z konusu oldugu
gosterilmistir. Hastaligin aktif donemlerinde BH’lerin lenfositlerinin endotel
hiicre Kkiiltiirleriyle etkilesim gosterdigi saptanmistir. BH’nin diger sistemik
vaskiilitlerden bir diger 6nemli farki da artmis bir tromboz egilimi ile birliktelik
gostermesidir. BH hayati tehdit eden komplikasyonlara yol acgabilen, yaygin,
tikayict tipte bir vaskiilitle kendini gosterebilir. Damarsal lezyonlardaki tikayici
karakterin, hiperkoagiilabilite ve protrombotik durumun isareti oldugu
sOylenmektedir. Hastaligin seyrinde gozlenen immiin koékenli inflamasyon
sonucunda gelisen endotel hiicre aktivasyonu ve/veya hasari, tromboza olan
egilimden sorumlu tutulmaktadir. Dogustan immiin sistemin Oonemli yap1 taslari
olan ve dogal ve edinsel immiin yanitin arasindaki koordinasyonda goérev alan

“Toll like” reseptorler ve antimikrobiyal peptidler, serum mannoz baglayan



lektinin de etyolojide sorumlu patojenlere karsi immiin yanitta rol oOynadigi
diistiniilen molekiillerdir (27). Son yillarda bu molekiillerin lezyonlu alandaki
ekspresyonu,graniilositlerin  antijenik uyarim sonucu ekspresyonu ve bu
molekiillerdeki genetik ¢esitlilikle ilgili yeni arastirmalar devam etmektedir. BH
bir ¢ok yonii ile otoimmiin bir hastalik olarak degerlendirilebilir. Hastalarin bir
boliimiinde damar duvarinda depolanan immiin komplekslerin yanisira dolasan
antikorlarin saptanmasi bu teorinin gelistirilmesinde onemli rol oynamistir. ISP,
otoantijenler igerisinde belkide en O6nemlisi olup, yogun olarak arastirilmustir.
BH’inda alfa tropomyozin, alfa-enolaz, kinektin, gibi ¢ok sayida otoantijene kars1
gelisen antikor yamiti saptanmistir (28,29,30). Hastaligin otoimmiin kdkenli
olduguna iliskin bir diger onemli kanit ise azatioprin ve siklosporin gibi
immiinstipresif ilaglarin bu hastalikta basar1 ile kullaniliyor olmasidir. Diger
yandan diger otoimmun hastaliklarla birliktelik gdstermemesi, bu grup
hastaliklarla birliktelik gosteren HLA haplotiplerinin (HLAA1,B8, DR3) sik
rastlanmamasi, kadin sikliginin olmamasi ve ANA gibi sik goriilen otoantikorlarin
bulunmamast nedeniyle otoimmun bir hastalik olarak tanimlanamayacag: da ileri
siriilmistiir. Son yillarda hastalifin otoinflamatuar hastaliklar grubunda yer
almas1 gerektigi ileri siiriilmiistiir. Goriiniir bir neden olmadan 6zellikle dogal
immiinitenin (notrofiller vb.) rol aldigi, tekrarlayan inflamasyon ataklar1 ve
belirgin bir otoimmiin patolojinin yoklugu ile karakterize otoinflamatuar
hastaliklar grubunda ¢ok sayida hastalik bulunmaktadir. Bunlardan iilkemizde en
iyi bilineni ise Ailevi Akdeniz Atesidir. BH, hem otoimmiin, hem de
otoinflamatuar hastaliklarla benzerlikler tasimaktadir (21).

3.1.5.Klinik Bulgular
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3.1.5.1.0ral mukoza iilserleri

BH’nin tekrarlayan ve agri verici 6zellikteki oral iilserler (OU), hastaligin en
onemli bulgusu olup hastaligin ilk belirtisidir.Uluslararast BH Calisma Grubu’nun
bir¢ok iilkeden elde ettigi verilere gore hastalarin %97-99’unda bulunmaktadir

(31).

3.1.5.2.Genital iilserler

BH’nim bir diger énemli bulgularindan olup genital iilserler (GU) olgularin
%57-93’linde goriilmektedir. Papiil veya piistiil olarak baslayip hizla iilseratif
goriiniimii alirlar. GU gériiniim ve klinik olarak oral lezyonlara benzerler.Ancak
OU gore daha biiyiiktiir,daginik kenarli ve derindirler. OU gore tekrari az olup
skar doku birakarak iyilesirler. En 6nemli belirtisi agr1 olmakla birlikte, bazen
kadinlarda belirti gostermeyebilir.Vulva, vajina ve servikal alanda goriiliir. Ancak
vajina lokalizasyonu nedeniyle kanli cerahatli akint1 olmakla beraber derin vajinal
tilserler iiretra, mesane ve rektumu perfore ederek fistiil olusturabilirler.Erkeklerde
ise %90 oraninda skrotumda goriilmekteyken, penil lezyonlar daha azdir.Perianal

bolge ve inguinal alandaki lezyonlar her iki cinste de goriilebilir (32).

3.1.5.3.Deri Bulgulari

Cilt lezyonlar1 akneiform lezyonlar, papiller, pistiiller, vesikiiller,
psodofollikulit, eritema nodozum (EN) benzeri lezyonlar, pyoderma
gangrenozum, superfisiyal tromboflebit ve eritema multiforme goriilebilir.EN

lezyonunun patolojik incelemesinde orta damar vaskiiliti ile birlikte septal
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pannikiilit izlenmektedir. Bu da BH"da izlenen EN benzeri lezyonlarinin EN*“dan

ayriminda en énemli bulgudur (33).
3.1.5.4.Paterji Testi

Ik kez 1937°de Blobner tarafindan mindr bir travmay1 takiben olusan derinin
hiperreaktivitesi olarak tanimlan Paterji Testi BH nin tan1 kriterleri arasinda yer
alir (34,5). Paterji testi steril kosullarda, hastanin 6n kol derisinde damarsiz bir
alana, 20-gauge veya daha kiiciik igne ile en az 2 ayr1 noktaya pikiir yapilarak
uygulanir. Reaksiyon olusabilmesi igin ignenin dermise kadar girecek sekilde ve
45 derecelik ag1 ile uygulanmasi gereklidir. Paterji testi pikiir alanina serum
fizyolojik veya otolog serum injekte edilerek de uygulanablir. Doktor tarafindan
24-48 saat sonra gozlenen 1-5 mm ¢apinda, ¢evresinde eritemli bir halka ile
cevrili papiil veya steril piistiil pozitif reaksiyon olarak kabul edilir.Indiirasyonsuz

eritem negatif sonug olarak kabul edilir (32).

3.1.5.5. G6z Bulgulan

BH’da g6z tutulumu morbiditenin 6énemli nedeni olup hastalarin %30-70’inde
goriiliir. GOz tutulumu olanlarin %25°1 tedaviye ragmen kor olurlar, ancak
immiinsiipresifler basta olmak iizere modern tedavi yaklagimlari ile prognoz daha
iyiye gitmektedir. G6z tutulumu siklikla 2-4. dekadlar arasinda yetigkinlerde
goriilmektedir.BH belirtileri bagladiktan 2-3 yil sonra ortaya ¢ikar ancak %10-20
hastada baslangi¢ bulgusudur. Tiirk ve Japon toplumunda daha sik goriiliir ve
daha siddetli seyreder (35,36). Tipik goz tutulumu kronik, tekrarlayan, bilateral
graniilamatdz olmayan {iveittir ve on segment, arka segment veya her ikisini de

etkileyebilir (paniiveit). Olgularin %50 kadar1 erkeklerde gozlenir. Kadinlarda 6n
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iiveit, erkeklerde paniiveit insidanst daha yiiksektir.Hipopiyonlu o6n iiveit,
inflamatuar ekslidanin ¢emberde goriiniir hiicre tabakasini olusturmasi, hastalarin
1/3’tinde goriiliir. Diger bulgular iridosiklit, keratit, episklerit, sklerit, vitrit, vitr6z
hemoraji, retinal vaskiilit, retinal ven okliizyonu, retinal neovaskiilarizasyon ve

optik norittir (34).

3.1.5.6.Vaskiiler tutulum

BH’nda vaskiiler tutulum ilk kez 1946 yilinda tarif edilmistir. BH sistemik bir
vaskiilit olup tiim boyuttaki arterleri ve venleri etkileyebilir. (1). Vaskiiler tutulum
orani farkli literatiirlerde hastalarin %7-49’unda bildirilmis olmasina ragmen bu
oran iilkemizde %14.3 olarak bildirilmistir (37,38). Vaskiiler tutulum hastaligin

baslangicindan 3-16 sene sonra goriiliir.Genellikle geng erkeklerde sik goriiliir

(37).

3.1.5.7.Norolojik tutulum

Norolojik tutulum BH’de hastalarin %10“undan daha azinda gozlenir.
Erkeklerde tutulum daha sik olup prognozu daha kotidir (39). Vaskiiler
trombozlar ve fokal parenkimal leyonlar en sik rastlanan tutulumlardir.
Norobehget en ¢ok beyin sapimi tutan parankimal hastalik seklinde karsimiza
cikar. Arteryal vaskiilitler, aseptik menejit, ensefalit diger tutulum sekilleridir.
Arterit; iskemik serebrovaskiiler olaylara, anevrizmal dilatasyonlara ve
subaraknoid kanamalara neden olabilmektedir. Hastaligin tanisinda semptomlarin

yaninda BOS incelemeleri ve magnetik rezonans goriintiilemeleri faydalidir (40).
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3.1.5.8.Gastrointestinal sistem tutulumu

Ishal, karin agris1, kabizlik, karinda siskinlik, rektal kanama, bulant1 ve kusma
ana semptom olup iilkemizde gastrointestinal sistem tutulumu %] civarindadir.
Ates, kilo kaybi, anemi bu belirtilere eslik edebilir. BH*na bagl iilserler en ¢ok
¢ekum, terminal ileum ve ¢ikan kolonda lokalizedir. Daha nadir olarak
Ozafagusu,mideyi tutulabilir ve pilor stenozu, perforasyon, fistiil, kanama gibi

komplikasyonlarla hasta basvurabilir (41,42).

3.1.5.9.Bobrek Tutulumu:

BH’nda bobrek tutulumu gesitli serilerde %0 ile %55 arasinda degismektedir.
BH’nda bobrek tutulumu; glomeriilonefrit, amiloidoz, bobrek damar tutulumu,
interstisyel nefrit, ilag tedavisinin komplikasyonlar1 seklindedir. Bobrek
tutulumunun en sik goriilen sekli, klinik 6nem tagimayan asemptomatik hematiiri
ve proteiniiri olabilir.Ayrica semptomatik amiloidozda goriilebilir. Interstisyel
nefrit ve bobrek damar tutulumu ise daha seyrek goriiliir ve genellikle hafif

seyreder (43).

3.1.5.10. Epididimit
BH’nda epididimit, %5-10 vakada goriilir ve kendini siirlar. Klinikte, 1-2

hafta siiren akut agr1 vardir ve tekrarlayici 6zellik gosterir (44).

3.1.6.Cocukluk Caginda Behcet Hastahigi
BH’nin ¢ocuklukta (<16 yas) goriilme orani farkli arastirmalarda %5.4-7.6

arasinda degisen oranlarda bildirilmis, ilkemizde yapilan ¢alismada BH
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kriterlerini tamamlama yas1 kizlarda 12.8+3.0, erkeklerde 13.142.1 bulunmustur

Jiivenil baslangi¢li BH’de aile 6ykiisiiniin daha sik oldugu gézlemlenmistir (45).

3.1.7.Gebelik ve Beh¢cet Hastalhigi

Gebelik BH’n1 her hastada farkli etkiledigi gibi aymi hastanin farkli
gebeliklerinde de relapslar, semptomlarin kotiilesmesi veya remisyonlar
goriilebilir. Alevienme ilk trimesterde daha sik goriiliir. Progesteron hormonunun

BH’nin gebelikteki seyrinde olumlu yonde etki ettigi diisiiniilmektedir (46,47).

3.1.8.Laboratuar Bulgulari

BH icin spesifik laboratuar bulgusu yoktur. inflamasyon belirteclerinde artma
olabilir;C-reaktif protein, eritrosit sedimentasyon hizi, periferik l6kosit sayisi,
trombosit sayis1 hastaligin aktif donemlerinde artabilir. Birgok sitokinin serum
diizeyleri; TNF-a, IFN-y, IL-1B, IL-6 ve IL-8 de artabilir. Kronik hastaliklarda
orta derece anemi goriilebilir.Otoantikorlar, antiniikleer antikorlar ve romatoid
faktor genellikle negatiftir (48). Aktif orogenital, goz ve SSS tutulumuna ragmen
normal olabilir.Serum immiinglobulinlerinde ve C9’da daha belirgin olmak iizere

serum kompleman diizeylerinde artis gozlenebilir (48).

3.1.9.Tam

BH’na ait patognomonik klinik veya laboratuvar bulgusu olmadigindan tani
klinik bulgulara dayanilarak konulur. BH’nin tamisinda klinik belirtilerin

gosterilmesi i¢in ayrintili bir anamnez ve fizik muayene 6nemlidir. Giiniimiizde,
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1990 yilinda BH i¢in Uluslararasi Calisma Grubu (ISG)’nun tanimladigi kriterler
kullanilmaktadir. Uluslararasi Calisma Grubu’na gore BH tanist koymak igin
tekrarlayic1 OU’lerin yaninda kriterlerden en az ikisinin bulunmas1 gerekmektedir

(49).

Tablo 1. Uluslararast Behget Hastaligi Calisma Grubu’nun Tanimladigi Tani

Kriterleri (49)

1 y1l icerisinde en az 3 kez tekrarlayan,hastanin
Tekrarlayan Oral yada doktorun tanimladig1, mindr veya

mukoza iilserleri herpetiform iilserler

Ek olarak asagidakilerden herhangi 2 tanesinin Imasi

Tekrarlayan Hastanin veya doktorun tanimladigi GU.
genital iilserler

Goz lezyonlan On veya arka iiveit,retinal vaskiilit

Deri Lezyonlar: Hastanin tanimladigi veya doktorun saptadigi Eritema
Nodozum,papiilopiistiiler lezyonlar.
Paterji testinin  24-48 saat sonra doktor tarafindan yorumlanan testin

pozitifligi pozitif olmasi.

3.1.10.Seyir ve Prognoz:
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BH klinik seyri ve prognozu ¢ok degisken olmasiyla birlikte genelde genital
iilser, oral aft, ya da goz tutulumu ilk ortaya ¢ikan bulgulardir. Vaskiiler ve SSS
tutulumu ge¢ donemlerde gelisir.ilk 5-7 yil ataklar siktir, sonrasinda ataklar arasi
uzar. Goz semptomlart1 ge¢ donemde kroniklesir, uzun doénemde korliikle
sonlanabilir. On iiveitin daha baskin seyrettigi olgularda prognoz daha iyidir.
Olgularin %74’tinde 6-10 yil icinde korliik gelistigi yapilan bir caligmada
saptanmustir (50).

Norolojik tutulum fonksiyon kaybi ve mortaliteye neden olmaktadir. Damar
tutulumu hastaligin en Onemli mortalite nedenleri arasindadir . Erigkin
hastalardaki 6liim oranlari;Erkeklerdeki 6liim hizi, 10 yilda %9, 20 yilda %14
seviyelerindedir. BH’nda en yiiksek mortalite oran1 Tiirkiye’den (%9.8) oalarak
bildirilmistir.Ani 6liime yol agan anevrizma riiptiirii veya trombozla giden biiyiik
damar vaskiiliti ile bagdastirllmistir. Yas ilerledik¢e hastalik seyri daha iyiye
gider; remisyonlar uzar, niiksiin Siddeti ve mortalite hizi azalir. BH’nin prognozu

modern immiinsiipresif tedavilerin kullanimi ile son yilizyilda diizelmistir(51,52).

3.1.11.Tedavisi

BH’nin tedavisinde oncelikle semptomlar1 kontrol etmek, inflamasyonu
baskilamak ve organ hasarini onlemek amacglanmalidir. Tedavi, klinik ve tutulan
organlara ve tutulum siddetine gore saptanmalidir. Genelde kompleks tedavi
tercih edilmelidir. Yasami tehdit edici SSS ve biiyiilk damar tutulumu olan
hastalarda konvansiyonel tedaviler ile her zaman olumlu sonuglar
alinamamaktadir (53,54).

Tablo 2. Behget Hastaligi’nda tedavinin ana hatlari (55)
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Belirtiler

Oral iilserler

Genital iilserler

Eritema nodozum

Papiilopiistiiler belirtiler

Artrit’ Artralji

On iiveit

Paniiveit, posterior tiveit

Retinal vaskiilit

Tromboflebit

Arter tutulumu

Mérolojik tutulum
Duwral sinus trombozu
Parankimal hastalik

Gastrointestinal lezyonlar

Hafif Olgular
Gargara

Lokal steroid
Siikralfat

Lokal steroid

Patlar

Lokal stercidli merhemler
Mon-steroidal antiinflamatuar
ve analjezikler

Lokal stercidler

Semptomatik tedavi

3.2.BTLA (B ve T lymphocyte attenuator,CD272)
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Agrr Olgular

Talidomid

Azatiopiirin

Infliksimab

Etanersept

Talidomid

Azatiopiirin

Infliksimab

Kolsisin (kadin hastalarda)
Kolsisin

Depo steroid

Nonsteroidal antiinflamatuar
ilaglar

Antibiyotikler

Kolsisin

Kortikosteroit

Azatiopiirin

Interferon-u

Azatiopiirin,

Oral siklosporin A
Kortikosteroit

Interferon-

Infliximab

Azatiopiirin

Siklosporine

Oral steroid veya Pulse steroid
Interferon-

Infliximab

Pulse steroid ve sistemik
steroid

Pulse iv/oral siklofosfamid
Azatiopiirin

Azatiopiirin

Diisiik doz aspirin

Pulse steroid ve sistemik
steroid

Pulse iv/oral siklofostamid
Azatiopiirin

Kortikosteroidler

Pulse steroid vefveya oral
steroide ek olarak pulse iv
siklofosfamid veya
Azatiopiirin

Infliximab

Sulfasalazin

Azatiopiirin

Infliximab



BTLA, CTLA-4 ve PD-1 (programmed death-1) ile yapisal ve islevsel
benzerlikler gosteren yeni kesfedilmis bir inhibitor reseptordiir (56).
BTLA, T ve B hiicrelerinde farkli gorevleri oldugu saptanmakla birlikte immiin
cevaplarda negatif dilizenlemeye aracilik eder. Son yillarda inhibitor
reseptorler,aktivasyon sinyallerini simnirlama ve bitirme yeteneklerinden dolayi

dikkatleri tizerlerine ¢ekmistir (57).

3.2.1.BTLA’nin yapisi ve sunumu

B7 ailesinin yeni bir reseptorii olan BTLA Tip I transmembran glikoprotein ve
kristal yap1 gosterir. Glikoproteinin yapisini, sitoplazmik bolge, transmembran
bolge, bir sinyal zinciri ve extraselliiler immiinglobiilin variable domeini (IgV)
olusturur. BTLA nin sitoplazmik bolgesi iki tane ITIM (Immunoreceptor tyrosine-
based inhibitory motif) i¢erir. Bu ITIM’lar SHP-1 ve SHP-2 fosfataz enzimleriyle
ile iligkilidir (58).

CTLA-4 ve PD-1den farkli olarak BTLA, TNFR ailesi iiyesi olan HVEM’e
(Herpes Virus Entry Mediator) baglanir (59). DH (Dentritik Hiicre) , B ve T
lenfositlerince bir¢ok varyasyon ve programlarla sunumu gerceklestirilen BTLA
makrofaj ve NK ilede sunumu yapilir .T hiicrelerinin farklilasmasi ve aktivasyonu
stiresince BTLA’nin sunumu degisir (60,61). T hiicreleri hem Th1l hem de Th2
polarize edecek durumlarda kiiltiire edildiklerinde, BTLA mRNA’s1, STATI1
(signal transducer and activator of transcription 1) ve STAT4 (signal transducer
and activator of transcription 4) aktivator sinyallerinden bagimsiz olarak Thl
hiicrelerinde daha yiiksek bulunmustur . BTLA proteini gosterimi hem Th1l hem

de Th2’yi indiikleyen durumlarda, primer T hiicre aktivasyonu ve sekonder
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reaksiyondan sonraki 2 giin igerisinde pik yapar, 4.giinde azalir ve 7.giinde
sonlanir. Ugiincii aktivasyondan sonra, BTLA segici olarak Thl hiicrelerinde

ekprese edilirken Th2 hiicrelerinde ekprese edilmez (56).

3.2.2.BTLA ligand1 (HVEM )

Lenfosit aktivasyonu 1iki isaret gerektirir. Biri,major doku uyusmasi
kompleksinde sinirli olan THR tanima ve ikincisi ise antijen-sunan hiicrelerdeki
(ASH) T hiicreleri ve ligandlarda bulunan es reseptérlerin karsilikli etkilesimi ile
verilen sinyallerdir (62). Sinyal molekiiller, yapilarina gore, immunoglobulin (1g)
stiper ailesi ve (TNF) / TNF reseptor (TNFR) siiper aileye bagli olarak iki siiper
aileden olusur.Ig siiper ailesi, homolojilerine goreB7 /CD28 ve CD2 alt ailelerini
icerir. Sinyal molekiilleri, dogal bagisiklik tepkileri iizerindeki fonksiyonel
etkilerine bagl olarak yardimci-uyaran veya kisitlayici molekiiller olarak da
smiflandirilabilirler. THR ’nin ¢apraz baglamasi ve toplanmasi ve MHC/ peptit ile
gelen reseptorlerin es sinyali ve bunun es sinyal ligandlar1 T hiicrelerinin tam
aktivayonuna yol agar. Buna karsilik, uyaran olmaksizin  THR T-hiicre
aktivasyonu yapar ve anerji gelisir. Sinyal molekiiller, T hiicre gogalmasini,
sitokin tiretimini, sitotoksiteyi, T hiicre apoptozisi ve T hiicrenin yasam sinyali
almasinin kontrol ederler (63,64). Etkilesimin genel kurali, IgR ile Ig ligandi ve
TNFR ile TNF ligandinin etkilesmesidir. HVEM, bir TNFR ailesi {iyesidir. BTLA
reseptorii olarak gorev yapar.CD160 yeni tanimlanmig, BTLA gibi bir HVEM
ligantidir.Daha 6nce tanimlanmis HVEM ligandlari BTLA, LIGHT, Lenfotoksin-
a,Herpes Simplex Viriis Glikoprotein-D dir.LIGHT ve LTa( Lenfotoksin-a)’nin

HVEM’e baglanmas1 es uyart sinyali olustururken, BTLA veya CDI160’a
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baglanmasi es inhibisyon sinyali ortaya ¢ikartir.Yani HVEM, T hiicre
aktivasyonunu iki yonlii diizenleyebilen, es uyar1 veya inhibasyon olusturabilen
liganda baglanabilir (59,65,66). Ilging bir sekilde, T hiicreleri iizerindeki BTLA
ve CD160’in HVEM’e baglanmasi, T hiicre aktivasyonunu kisitlayict bir sinyal
gonderir. Buna karsihk HVEM’in LTa ve LIGHT’a baglanmasi ise dogal
bagisiklik tepkilerini uyarir . Dolayisiyla, HVEM hangi ligandin i¢inde olduguna
bagl olarak dogal bagisiklik tepkilerini diizenlemek i¢in bimolekiiler bir anahtar

olarak is goriir (67).
A

it Rl | By alBRRBRIBIBRUBRIER

Sekil-1 BTLA-HVEM-LIGHT Reseptor etkilesimi (A) BTLA, HVEM, ve
LIGHT/LTa i¢in disiiniilen kompleksi modeli. (B) BTLA ve monomerik
intercellular ve intracellular BTLA/HVEM kompleksleri ile etkilesen pretrimerize

HVEM modeli.
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BTLA ve CD160’ n Ig siiper ailesi liyesi olarak TNFR siiper ailesi iiyesi HVEM
etkilesimi, iki diger siiper ailesi etkilesiminin nadir 6rneklerindendir (56,59,65).
HVEM ligandlarinin géze ¢arpan fonksiyonlar1 ayni zamanda HVEM tizerindeki
baglayict bolgeler ile de iliskilidir. HVEM ii¢ tam sisteinden zengin bolgeye
(CRD=cysteine-rich domain) sahip ve dordiincii CRD boélgesi, sadece 2/3 disiilfit
bagi ile daha az CRD karakteristigine sahiptir (68,69). HVM’in CRD-I bdlgesi,
kisitlayict CD160 ve BTLA ‘ya baglanmas: gereklidir fakat LIGHT’a
baglanmasinda bir rolii yoktur (59,65). Yapilan son ¢alismalar, CRD-I’nin
silinmesi ile HVEM fonksiyonunun dominant bir kisitlayici reseptdrden sadece
baskilayic1 reseptore gevrilebilecegini gostermektedir (65). HVEM etkilesiminin
coklu ligandlarla olan karmasikligindan dolayi, hem HVEM ligandlar1 hemde
farkli  fonksiyonlar1 ifadelenmesi CD160-HVEM iizerinde caligmalar

yogunlagmistir.

3.2.3.BTLA’nin fonksiyonlari

Baskilayici reseptorlerden gelen negatif sinyallerde ortaya cikacak bir hata,
otoreaktif lenfosit aktivasyon esigini azaltabilir ve dolayisiyla bu durum
otoimmiin hastalik gelisimine yol agabilir. Bu diisiince, CTLA-4 and PD-1
eksikligi yasayan genetigi degistirilmis farelerdeki otoimmiin fenotip ya da
lenfosit hiper aktivitesiyle de kanitlanmistir (70,71). Insanlarda, CTLA-4 ve PD-
I’in otoimmiin hastaliklarin diizenlenmesinde, tek niikleotit polimorfizm(SNPs)
vaka-kontrol ¢aligmalari ile 6nemli olduklar1 gésterilmistir. CTLA-4 degil de PD-
1 deki SNP’lerin Sistematik Lupus Erythematosus’a (SLE) ve Romatoid

Arthritis’e (RA) duyarliligr arttirdigi gosterilmisir (72,73,74). Farkli bir calismada
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anti-BTLA antikoru kullanan analizler, BTLA’ ’nin sadece CD4+ T hiicreleri ve B
hiicreleri ile degil ayn1 zamanda farkli seviyelerde CD8+ T hiicreleri, NKT
hiicreleri, NK hiicreleri, makrofajlar, ve DH dahil ¢ok genis ¢apli hemotopoetik
hiicrelerle de ifade edildigini ortaya koyulmustur (56,75). BTLA hiicre disinda Ig
alani, bir transmembran bolge ve bir i¢ hiicre bolgesi barindirmaktadir. Hiicre
igcinde iki immunreseptor tirozin tabanli kisitlayict motif vardir ve bunlarin ikisi
de SHP-1 ve SHP-2 ile iliski i¢indedir (56,58). BTLA igin ligand, T hiicreleri,
makrofajlar ve DH’ler dahil hemotopietik hiicrelerde genisce ifade edilen TNF
reseptor aile iiyesi herperviriis giris mediatoriiddir (HVEM) (68,76). BTLA nin
baglanmasi, tirozin fosforlagmasini ve SHP-1/SHP-2 iliskisini engeller ve
sonrasinda IL-2 firetimini ve T hiicrelerinin ¢ogalmasini azaltir (56,58). Bu
bulgular, BTLA’nin HVEM ile etkilesiminin kisitlayici bir reseptor olarak islev
gordiigiinii ve HVEM-BTLA etkilesiminin otoimmiinitenin engellenmesinde bir
rol oynayabilecegini 6ne stirmektedir.

Yapilan bir c¢alismada BTLA geni yoksun (BTLA-/—) farelerin, deneysel
otoimmiin  hastaliklardan  ensefalomiyelite ile yiiksek bir hassasiyet
gosterdiklerini, spesifik bagisiklik tepkilerinin arttigi gosterilmistir (56). Farkli bir
caligmada yasli BTLA geni yoksun (BTLA—/—) farelerin, istemsiz bir sekilde
bircok organda lenfosit gdcleri ile otoimmiin tepkilerle hepatit benzeri hastaliklar
gelistirdiklerini de ortaya koymustur (77). Ek olarak farkli bir g¢alismada
BTLA’nin Tayvan niifusundaki RA hassashig ile iligkili oldugu yakin zamanda
gosterildi  (78). Ancak, insanlarda otoimmiin hastaliklarin patojenitesindeki
HVEM-BTLA yolunun rolii hala biiyiik oranda bilinmemektedir.

4. GEREC VE YONTEM
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4.1. GERECLER
4.1.1. Demirbas Malzemeler

- Mikrosantrifiij (Ole Dich Instrumentmakers APS)
- Thermocycler (Eppendorf Mastercycler gradient)
- Elektroforez (Consort)

- UV transilliminator (Vilber Lourmat)

- Hassas terazi (Shimadzu Corporation Libror)

- Vorteks (Labinco L46)

- Otomatik Mikropipetler (Eppendorf Gilson)

- pH metre (Hanna Instruments)

-Spektrofotometre (LKB Biochrom Ultraspec Plus 4054)
- Su banyosu (Kotterman labortechnic)

- Mikrodalga firin (Arcelik)

- Buzdolabi (Argelik)

- Derin Dondurucu (-20°C) (Argelik)

4.1.2. Sarf Malzemeler
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- Borik asit (Merck)

- EDTA (Sigma)

- Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (Merck)
- Amonyum Asetat (Sigma)

- Tris HCL (Sigma)

- Hidroklorik Asit (Merck)

- Etanol (Merck)

- Etidium Bromide (Sigma)

- Bromofenol Mavisi (Sigma)

- Kandan DNA izolasyon kiti (Promega)
- 10xPCR Tamponu (Intron)

- dNTP (Vivantis)

- MgCl (intron)

- Taq DNA Polimeaz (Intron)

- Pstl Restriksiyon Enzimi (Bioron)

- Sau96l Restriksiyon Enzimi (Fermentas)
- Primer ¢iftleri (Metabion)

- Agaroz (Sigma)

- 100bp’lik Boyut Markir1 (BioBasic)

- 6X Yiikleme Tamponu

4.2. Yontemler
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4.2.1. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Firat Universitesi Tip Fakiiltesi etik kurulunca onaylanan c¢alismada,
Dermatoloji Anabilim Dali’na basvuran BH’lerden Hasta Onam formlari
imzalatilarak kan Ornekleri toplandi. Kontrol grubu ise, organik ve kronik
hastaligt olmayan, yas dagilimi hastalarin yas dagilimina uygun saglikli
bireylerden olusturuldu. Kanlar EDTA’l1 tiiplere 2 cc olarak alindi. Kan alinma
islemleri bittikten sonra DNA izolasyonu yapilincaya kadar ortalama olarak 1

hafta -20 C°’de bekletildi.

4.2.2. Kandan DNA izolasyonu

DNA saflastirilmas1 Promega firmasindan alinan ticari “Wizard Genomic
DNA Purification Kit”i ile ger¢eklestirildi (Kat. No.: A1125, Madison, WI, USA).
[zolasyon asamalar1 asagida siralandigi gibidir:
e 1.5 ml lik tiplere 900 pL “cell lysis” (hiicre parcalama) soliisyonu
konuldu.
e 300 pL kan alt-iist edilerek hiicre par¢alama soliisyonunun iizerine ilave
edildi, 5-6 defa alt-ust edildi, 10 dak. oda 1s1sinda bekletildi.
e 15.000 x g de 20 saniye oda 1s1sinda santrifiijlendi.
e Alttaki beyaz kisma zarar vermeden siipernatant atildi. Alttaki hiicrelerin
tizerinde yaklasik olarak 10-20 pL s1v1 birakildi.
e 300 uL hiicre parcalama soliisyonundan alinarak, vortekslenmis hiicre
¢cOkiintiistiniin iizerine eklendi ve 5-6 kez alt-iist edildi. 2-4. basamaklar

tekrar edildi.
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Beyaz hiicreler vortekslenerek iyice karismasi saglandi.

Vortekslenmis hiicrelerin {izerine 350 pL “Nuclei lysis” (cekirdek
parcalama) soliisyonu eklendi. Pipetaj yapildi ve soliisyon viskoz bir yap1
kazandi.

Niikleer lizatin lizerine 120 uL “protein precipitation” (protein ¢oktiirme)
solisyonu eklendi. 10-20 saniye vortekslenerek protein kiimelerinin
olugmasi saglandi.

Oda sicakliginda 15.000 x g’de 3 dakika santifiijlendi. Eppendorf tiipiin
dibinde koyu kahverengi bir protein ¢okiintiisii goriildii.

Stipernatan 300 pL izopropanol igeren 1.5 ml’lik santifiij tiipline transfer
edildi.

Beyaz iplik goriiniimiindeki DNA ortaya cikincaya kadar siirekli alt-iist
edilerek karistirildi.

1 dakika oda sicakliginda 15.000 x g’de santrifiijlendi.

Stipernatan  dokiilerek dipte kalan DNA’nin iizerine 300 puL oda
sicakligindaki %70’lik etanol eklendi. Alt-list yapilarak DNA pelleti
yikandi. Santrifiijleme islemi tekrarlandi.

Etanol aspire edildi. Tiipler agizlar1 alta gelecek sekilde temiz kurutma
kagidinin tizerine yerlestirildi. 5-10 dakika normal havada kurumaya
birakildi.

100 puL. DNA rehidratasyon solusyonu eklendi. DNA’y1 rehidre etmek igin
65°C’de 1 saat inkiibe edildi.

DNA 0.5 mL’lik eppendorf tiiplere aktarilarak 2-8°C’de saklandi.
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Bu islemler bittikten sonra eppendorf tiiplerde bulunan DNA’nin tahmini
miktarini hesaplamak icin su islem gergeklestirildi: UV/visible spektrometre 260
ve 280nm’de cift dalga boyu araliginda okuma yapacak sekilde ayarlandi. DNA
orneginden 4 ulL alinarak mikro kiivette bulunan 746 pL saf suyun {iizerine
konuldu ve alt-iist yapildi. Okuma gergeklestirildi. Daha sonra ng/ul DNA= A X
dilusyon faktérii x 50 formiiliinden hareketle orneklerdeki DNA’nin yaklasik

miktar1 hesaplandi.

4.2.3. Gen Polimorfizm Calismalar:

4.2.3.1. BTLA rs1844089 CT Polimorfizmi

rs1844089 CT Polimorfizmi i¢in uygun primerler kullanilarak PCR islemi

gerceklestirildi.

Forward ({leri) primer: 5°-CATAGGCATCGCATCAATAG-3’

Revers (Geri) primer: 5’-TCCCAATGAAGCAAGTATAGA-3’

PCR icerigi:
10X PCR Buffer 5Sul

MgCl (25mM)  3ul
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dNTP (2.5mM) 2l

PrimerR (20pm) 1l

PrimerF (20pm) 1l

DNA 5ul

Taq DNA Polimeraz 0,2ul

Toplam hacim 30 pl’ye distile su ile tamamlandi.

PCR Programa:

95°C 5dk. Denatiirasyon periyodu

94°C 30sn

57°C 30sn {40 siklus

72°C 30sn

72°C 7dk. Ekstensiyon

PCR islemi gerceklestirildikten sonra %2’lik agaroz jelde PCR firiinleri
kosturuldu. 302 bg¢ iiriin elde edildi. Elde edilen f{iriinler daha sonra Pstl

restriksiyon enzimi ile kesildi.

Pstl Restriksiyon Enzim Muamelesi:
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10X Reaksiyon Buffer 2 pl
PCR Ornegi 10 pl

Enzim (Pstl RE) 1wl

Toplam hacim 25 pl’ye distile su ile tamamlandiktan sonra 37°C’de 1 gece inkiibe
edildi. Enzimle kesilmig PCR iiriinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek hastalarin

ve kontrollerin polimorfizm sonuglari elde edildi.

Yabanil tip (CC) 191 ve 111 bg fragmentlerini gosterir. Homozigot mutantlar
(TT) 302 bg’de tek bant gosterir. Heterozigotlar (CT) 302, 191 ve 111 bg

fragmentlerini gosterir.
4.2.3.2. BTLA rs9288952 CT Polimorfizmi

Rs9288952 CT polimorfizmi i¢in uygun primerler kullanilarak PCR islemi

gerceklestirildi.

Forward (Ileri) primer: F:5’-AGAAGCAAGCACCAGGCAAAA-3’
Revers (Geri) primer: R:5’-GACCCAAGCACTAACATGAACA-3’
PCR icerigi:

10X PCR Buffer Sl

MgCl (25mM) 3ul

dNTP (2.5mM) 2ul
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PrimerR (20pm) 1l

PrimerF (20pm) 1ul

DNA 5ul

Taq DNA Polimeraz 0,2ul

Toplam hacim 30 pl’ye distile su ile tamamland.

PCR Programa:

95°C 5dk. Denatiirasyon periyodu

94°C 30sn

56°C 30sn 36 siklus

72°C 30sn

72°C 7dk. Ekstensiyon

PCR islemi gergeklestirildikten sonra %2’lik agaroz jelde PCR iiriinleri
kosturuldu. 269+114 bg iiriin elde edildi. Elde edilen iiriinler daha sonra Sau961

restriksiyon enzimi ile kesildi.

Sau961 Restriksiyon Enzim Muamelesi:

10X Reaksiyon Buffer 2.5ul
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BSA 0.3 ul
PCR Ornegi 15 pul

Enzim (Sau961 RE) I

Toplam hacim 25 pl’ye distile su ile tamamlandiktan sonra 37°C’de 1 gece inkiibe
edildi. Enzimle kesilmis PCR firiinleri %2’lik agaroz jelde kosturularak hastalarin

ve kontrollerin polimorfizm sonuglar1 elde edildi.

Yabanil tip (CC) 173, 114 ve 96 b¢ fragmentlerini gosterir. Homozigot mutantlar
(TT) 269 bant ve 114 bg fragmentlerini gosterir. Heterozigotlar (CT) 269, 173,
114, 96 bg fragmentleri gosterir.

4.3. istatistiksel analizler

Genetik dagilimin Hardy-Weinberg dengesine uyumu X* goodness-of-fit
testi ile analiz edildi. Hastalar ve kontroller arasindaki genotipik dagilimlarin
farkliliklar1 Ki-kare veya Fisher’s exact test ile degerlendirildi. Kontrol ve hastalar
arasindaki allelik dagilim farkliliklart Fisher’s exact test ile degerlendirildi. P
degerinin <0.05 olmasi istatistiksel acidan anlamli olarak kabul edildi. Biitiin
istatistiksel testler “SPSS® for Windows computing program, Version 11.0” ile

gerceklestirildi.
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5.BULGULAR

Tez ¢alisma gruplarini olusturan BH grubu ve saglikli kontrol grubuna ait

demografik bilgiler karsilagtirmali olarak Tablo 3. de verilmistir.

Tablo 3. Kontrol ve Behget Hasta Gruplarindaki Bireylerin Demografik
Ozelliklerin Karsilastirmasi

Demografik Ozellikler KONTROL (n:108) BH (n:108) P
Cinsiyet (Kadin/ Erkek) 64 (%59,3)/44 (%40,7) 53 (%49,1)/55 (%50,9) 1,0
Yas (Yil) 36,667+13,866 36,879+11,285 0,467

Calismamiza, 108 BH ve 108 saglikli kisinin periferal kandan izole edilen
DNA ornekleri kontrol amagli olarak almmistir. DNA’s1 elde edilen hasta ve
kontrol gruplar1 PCR’da amplifiye edildikten sonra iirlinler %2’lik agoroz jelde

kosturularak degerlendirildi.

5.1. rs1844089 CT Polimorfizmi

PCR ile amplifiye edilen gen iriinleri Pstl restriksiyon enzimi ile muamele edildi.
rs1844089 CT polimorfizimi i¢in %2’lik agoroz jelde kosturularak yabanil tip

(CC), heterozigot (CT) ve homozigot (TT) olgular1 tespit edildi.
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Sekil 2. rs1844089 polimorfizmi i¢in RFLP sonuglarinin %2’lik agaroz jel
goriintiisii.(M: 100 b¢’lik DNA marker. 1: CC, 2: CT, 3: TT genotipi )

rs1844089 gen polimorfizmine ait genotip frekanst BH grubunda; CC % 60,2 ,
CT % 35,2, TT % 4,62 iken, kontrol grubunda CC % 67,6 , CT % 315, TT %
0,9 olarak bulunmustur (Tablo.4). rs1844089 polimorfizmi i¢in C allel frekansi
hasta grubunda %77,8 olup kontrol grubunda %83,33 olarak hesaplandi. T allel
frekansi ise hasta grubunda %?22,2 kontrol grubunda ise %16,66 olarak bulundu.

151844089 gen polimorfizmi genotip frekansi yoniinden
degerlendirildiginde; kontrol grubunda 73 bireyin CC, 34 bireyin CT, 1 bireyinde
TT genotiplerine sahip oldugu BH ise 65 bireyin CC, 38 bireyin CT, 5 bireyinde
TT genotipine sahip oldugu bulunmustur (Tablo.4 ).

rs1844089 gen polimorfizmi, BH ve kontrol grubunda genotipler (p=0,160)
ve alleller (p=0,18) acisindan karsilastirildiginda; istatistiksel a¢idan anlamli bir

farklilik tespit edilememistir.
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Tablo 4. rs1844089 Gen Polimorfizmi Genotip ve Allel Frekansinin Hasta ve
Kontrol Grubunda Dagilim1

rs1844089 KONTROL (%) BH (%) P
CC Genotipi 73 (%67,6) 65 (%60,2) 0,166
CT Genotipi 34 (%31,5) 38 (%35,2)
TT Genotipi 1 (%0,9) 5 (%4,62)
C Alleli 180 (%83,33) 168 (%77,8) 0,07
T Alleli 36 (%16,66) 48 (%22,2)
rs1844089
80
70
60
50
40
30 |
20
10
0 [
cc cT TT
H KONTROL 73 34 1
i HASTA 65 38 5

Sekil 3. rs1844089 polimorfizmin hasta ve kotrol grubundaki genotip dagilimi
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Eksen Bashgi

KONTROL HASTA
mC 180 168
MT 36 48

Sekil 4. rs1844089 polimorfizmin hasta ve kotrol grubundaki allel dagilim1

5.2.rs9288952 CT Polimorfizmi

PCR ile amplifiye edilen gen iiriinleri Sau96I restriksiyon enzimi ile muamele
edildi. rs9288952 CT polimorfizimi igin %2’lik agoroz jelde kosturularak yabanil

tip(CC), heterozigot (CT) ve homozigot (TT) olgular1 tespit edildi.
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Sekil 5. r$9288952 polimorfizmi i¢in RFLP sonuglarinin %2’lik agaroz jel
goriintlisti.( M: 100 b¢’lik DNA marker. 1: TT, 2: CT, 3: CC genotipi )

rs9288952 gen polimorfizmine ait genotip frekanst BH grubunda; CC %
3,7,CT% 17,6, TT % 69,4 iken, kontrol grubunda CC % 19,CT % 176, TT
% 80,6 olarak bulunmustur (Tablo.5). Rs9288952 polimorfizmi igin C allel
frekans1 hasta grubunda %17,1 olup kontrol grubunda %10,6 olarak hesaplandi. T
allel frekansi ise hasta grubunda %82,9 kontrol grubunda ise %89,4 olarak
bulundu.

1s9288952 gen polimorfizmi genotip frekansi yoniinden
degerlendirildiginde; kontrol grubunda 2 bireyin CC, 19 bireyin CT, 87 bireyinde
TT genotiplerine sahip oldugu BH ise 4 bireyin CC, 19 bireyin CT, 75 bireyinde
TT genotipine sahip oldugu bulunmustur (Tablo.5).

rs9288952 gen polimorfizmi, BH ve kontrol grubunda genotipler (p=0,114)
ve alleller (p=0,07) acisindan karsilastirildiginda; istatistiksel a¢idan anlamli bir

farklilik tespit edilememistir.
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Tablo 5. rs9288952 Gen Polimorfizmi Genotip ve Allel Frekansinin Hasta ve
Kontrol Grubunda Dagilim1

rs9288952 KONTROL (%) BH (%) P
CC Genotipi 2 (1,9%) 4 (3,7%) 0,160
CT Genotipi 19 (17,6%) 19 (17,6%)

TT Genotipi 87 (80,6%) 75 (69,4%)
C Alleli 23 (10,6%) 37 (17,1%) 0,07
T Alleli 193 (89,4%) 179 (82,9%)
rs9288952
100
90
80 —
70
60
50
40
30
20 {
10
0 | — 4
T cT cc
# KONTROL 87 19
M HASTA 75 29 4

Sekil 6. rs9288952 polimorfizminde gruplar arasinda genotip dagilimi
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rs9288952
250
200
150
100
50
0
KONTROL HASTA
T 193 179
MC 23 37

Sekil 7. rs9288952 polimorfizmin hasta ve kotrol grubundaki allel dagilimi

Haplotipler agisindan gruplar degerlendirildigide (Tablo 6) gruplar arasindaki
farklilik anlamli, aynm1 zamanda rs1844089 polimorfizmi igin T, rs9288952

polimorfizmi i¢in C allelini tagimak hastalik riskini 4.6 kat arttirmaktadir (p= 0.006).

Tablo 6. rs1844089/rs9288952 Gen Polimorfizmi Haplotip Frekansinin Hasta ve

Kontrol Grubunda Dagilim1

rs1844089/rs9288952 KONTROL (%) BH (%) P:0,06
cT 162 (75,0%) 153 (70,8%)
cc 18 (8,3%) 15 (6,9%)
TT 31 (14,4%) 26 (12,0%)
TC 5 (2,3%) 2 (10,2%)
cT 162 (75,0%) 153 (70,8%)
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6. TARTISMA

BH oral aft ve genital iilserler, liveit ile birlikte seyreder. Hastaligin sistemik
seyrinde eklem tutulumu, vaskiiler, intestinal, pulmoner ve nérolojik tutulum
gorilebilir. BH heniiz patogenezi tam olarak aciklanamamis bir hastalik olmasina
ragmen, herpes simpleks virlis tip 1 ve streptokoklar gibi infeksiyoz
ajanlar,organik fosfat yapisindaki pestisitler gibi baz1 kimyasallar1 igeren ¢evresel
faktorler, genetik faktorler, immiin disregiilasyon suglanan faktorlerdendir. Bu
coklu faktorler arasindaki iliskilerin de etyopatogenezde rol oynayabilecegi
diistiniilmektedir (9).

BH’nin cografik dagilimi, kismen HLA-B51 pozitifligi yiiksek olan
toplumlarda goriilmektedir. Molekiiler biyolojik ve genetik arastirma
tekniklerindeki gelismelerle 1970’11 yillarda yapilmaya baslanan c¢alismalarda,
major histokompatibilite genlerinden bazilarinin BH yakalanma riskini arttirdigi
yoniinde veriler toplanmaya baslamustir. Uzerinde en ¢ok durulan ise HLA B51
antijeninin BH yakalanma riskini arttirdigi goriilmiis ve bu geni tasimanin BH
acisindan riskinin oldugu yapilan ¢aligmalarla kanitlanmaya calisilmistir (79).

BH, hiicresel immiin sistemin aktif rol aldigi bir hastaliktir. Thl yoniinde bir
cevap ve aktive T hiicrelerin rolii bilinmektedir. Immiin sistemde sinyal dengesi,
T hiicre aktivasyonunu inhibitor sinyaller ile siirlandirilir ve otoreaktif hiicre
aktivasyonundan ve asir1 hiicresel cevaptan korunur.

CTLA-4, PD-1 gibi bilinen inhibitor sinyallerin yanisira son yillarda tanimlanmis
olan BTLA’nin otoimmiinitenin engellenmesinde bir rol oynayabilecegini One
siiren calismalar vardir. BTLA’nin B hiicre negatif regiilasyonundaki etkisi

onemli oldugundan,” BH icin BTLA iizerinde bir polimorfizm acaba hiicresel
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aktivasyona neden oluyor mudur? ” Sorusuna cevap aramak amaciyla, bu

calismada BTLA geni rs1844089 ve rs9288952 gen polimorfizmleri ile hastalik
arasindaki iliski incelenmistir.

BTLA, CTLA-4 ve PD-1 (programmed death-1) ile yapisal ve islevsel
benzerlikler gosteren yeni kesfedilmis bir inhibitor reseptordiir (56). CTLA-4 ve
PD-1’den farkli olarak BTLA, TNFR ailesi {iyesi olan HVEM’e (herpes virus
entry mediator) baglanir (59). DH, B ve T lenfositlerince bir¢cok varyasyon ve
programlarla sunumu gergeklestirilen BTLA sunumu makrofaj ve NK hiicrelerde
vardir. T hiicrelerinin farklilasmasi ve aktivasyonu siiresince ise BTLA’nin
sunumu degisir (60,61).

Yapilan bir ¢alismada BTLA'nin, kismen MHC-uyumsuz olan kardiak
allograftlerin kabuli ile iligkili oldugu bulunmustur (80). Yeni yapilan bir
calismada, hafiza hiicrelerinde ve CD8+ T hiicrelerinde hiicre i¢i dengelerde
BTLA/ HVEM etkilesiminin rolii oldugu gosterilmistir. BTLA nin veya onun
ligandi HVEM’den yoksun farelerde hafiza CD8+ T hiicrelerinin sayilarinda artig
gozlenmistir (81). BTLA geninden yoksun farelerde BTLA’nin sunumu,
nitrophenol-conjugated keyhole limpet hemocyanin nitrophenol ile bagisiklama
yapildiktan sonra serum Ig degerlerinin yiikseldigi goriilmiistiir. Ustelik BTLA
geninden yoksun fareler, deneysel otoimmiin ensefalomiyelite daha yiiksek bir
hassasiyet gosterir ve hizlandirilmis BTLA kaybi, kismen MHC-uyumsuz kardiak
allograft rejeksiyonuna neden olur (80). BTLA baglanmasi, esas olarak T
hiicrelerine inhibitdr bir sinyali olusturur ve boylece T hiicre toleransi bakimindan
onemli bir rolii oynayabilir. BTLA, buna ek olarak, farkli inflamasyon alanlarinda

BH'da T hiicre yanitini ayarlayabilir.
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Sonu¢ olarak, BTLA yolagi Behget gibi kronik inflamatuvar hastaliklarda
kritik rol alabilir. Calismamizda BH’nda BTLA geni rs1844089 ve rs9288952

gen polimorfizmleri arasindaki iliski incelenmistir.

Calismamizda Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)-Restriksiyon Parca
Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) yontemi kullanilarak 108 Behget hastasit ve 108
saglikli bireyde, BTLA geni rs1844089 C>T ve rs9288952 C>T polimorfizmleri
calisilmigtir. rs1844089 genotip dagilimlari hasta grubunda CC: %60,2, CT:
%35,2, TT: %4,6, kontrol grubunda ise CC: %67,6, CT: %31,5, TT: %0,9 olarak
bulunmustur.rs9288952 polimorfizmi i¢in genotip dagilimlar: hasta grubunda TT:
%69,4, CT: %26,9, CC: %3,7, kontrol grubunda ise TT: %80,6, CT: %17,6, CC:
%1,9 olarak bulunmustur. Her iki genotip ve allel frekanslar1 agisindan hasta
grubuyla kontrol grubu arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmamigtir
(P >0.05). Ancak bu iki polimorfizm i¢in haplotip analizi yapildiginda gruplar
arasindaki farklilik anlamli bulunmustur. Ayn1 anda rs1844089 polimorfizmi i¢in
T, rs9288952 polimorfizmi i¢in C allelini tasimak hastalik riskini 4.6 kat

arttirmaktadir (p=0.006).

Calismamizin sonucunda elde edilen veriler bu iki polimorfizmin direkt
olarak BH ile iligkili olmadigini diisiindiirmekle birlikte TC haplotipinin bir risk
olusturdugu tespit edilmistir. Bu haplotipin BH’nin  otoinflamatuvar
patogenezindeki risk orani veya roliiniin ortaya konulmasi icin c¢alisma daha

bliylik bir hasta popiilasyonu ile yapilarak desteklenmelidir.
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8.EKLER

GONULLU FORMU

Sayin Goniillii;

Biitiin organlar1 tutabilen, kronik, tekrarlayici, sistemik bir vaskiilit
hastalik olarak tanimlanan Behget Hastalig1 olan kisilerde hastalikta sorumlu
oldugu diisliniilen BTLA gen polimorfizmi ile ilgili bir arastirma yapmaktayiz.
Aragtirmanin ismi “Elazig ili ve ¢evresinde Behget Hastaligi olan kisilerde BTLA
gen polimorfizminin arastirilmasi”dir.

Sizin de bu aragtirmaya katilmanizi 6neriyoruz. Ancak hemen sdyleyelim
ki bu aragtirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilim gontilliiliik
esasina dayalidir. Kararmnizdan Once arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek

istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz

formu imzalayimniz.

Bu arastirmayr yapmak istememizin nedeni, Tirkiye, 8-42/10.000
prevelansi ile hastaligin en sik oldugu tlkedir .Elaz1g ili ve ¢evresinde de yaygin
olarak goriilmektedir. Inceleyecegimiz BTLA gen polimorfizmi ise;simdiye kadar
Behget Hastalar tlizerinde g¢alisilmamis olmast ve bu gen iizerindeki bozuklua
bagli olduguna inanmaktayiz. Populasyonda kontrol grubu ve hasta grubu
olacaktir.Kontrol grubunu saglikli kisiler olusturacaktir. Behget Hastalarinda
BTLA geninin farkli polimorfizmlerine sahip bireylerin belirlenmesi, allel
frekanslarinin saptanmasi, hastaliklara karsi yatkinliklarin belirlenmesi  ve bu
gen polimorfizminin Behget Hastalar {izerinde etkili olup olunmadigi bulunmus
olunacaktir ve bireylerin saglikli bir sekilde yasamlarini siirdiirebilmeleri igin

gerekli 6nlemlerin alinmasi agisindan ¢alismamiz 6nem tagimaktadir.
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Elazig Egitim ve Arastirma Hastanesinin ve Firat Universitesi Tibbi
Biyoloji A.D’nin ortak katilimi ile gergeklestirilecek bu calismaya katiliminiz
arastirmanin basarisi i¢in 6nemlidir. Bu ¢alismaya katilmaniz i¢in sizden herhangi
bir iicret istenmeyecektir. Calismaya katildigimiz icin size ek bir 6deme de
yapilmayacaktir.Bu ¢alismaya katilmay1 reddedebilirsiniz ancak katilmay1 kabul

ettiginizde katildiginiza dair sizden bir imza alinacaktir.

Bu aragtirmaya katilmak tamamen istege baglidir ve reddettiginiz takdirde
size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik olmayacaktir. Yine c¢alismanin
herhangi bir asamasinda onayinizi ¢ekmek hakkina da sahipsiniz. Yapacagimiz
calismanin maddi olarak desteklenmesi icin FUBAP’a basvurulacaktir. Calismaya
Behget Hastalar1 ve saglikli bireylerden olusan kontrol grubu bireylerin katilmasi
ongoriilmektedir. Saglikli bireylerden olusan kontrol grubundaki, Behget Hastalar1
grubundaki bireyler ¢aligma hakkinda bilgilendirilip, rizalar1 alindiktan sonra kan
almacaktir. Calismamiz SGK’ya ek bir maliyet getirmeyecektir.Eger arastirmaya
katilmay1 kabul ederseniz bulgular kaydedilecektir.Yine izniniz dogrultusunda bu
calismay1 yapabilmek icin kolunuzdan 2 (iki) ml kadar kan almamiz gerekmekte
ve kilonuz, boyunuz, yasiniz, kag¢ yildir hasta oldugunuz ve dogdugunuz yer ile
ilgili sorular1 cevaplamaniz istenecektir. Behget Hastalarindan ve saglikli
bireylerden olusan kontrol grubundan alinan kan 6rnekleri EDTA’I1 tiiplerde ve -
20 derecede muhafaza edilecektir. Muhafaza ettigimizimiz kan Orneklerinden
DNA izolasyon kiti kullanilarak DNA ekstraksiyonu yapilacaktir. Elde edilen
DNA'lar BTLA polimorfizmi i¢in 1ilgili primerlerle "polimeraz zincir
reaksiyonu"(polymerase chain reaction: PCR)yontemi kullanilarak

cogaltilacaktir.PCR iirlinleri, polimorfizmin tesbiti icin jel elektroforezinde
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yiriitiilerek degerlendirilecektir. Saglikli bireylerden olusan kontrol grubu ile
diger gruplar arasinda allel ve genotip frekanslar1 karsilastirilacaktir. Bu nedenle
Saglikli bireylerden olusan kontrol grubu allel ve genotip frekanslarindaki
farkliliklarin belirlenmesi agisindan biiyiik 6nem arz etmektedir. Calismamizda,
saglikli bireylerden olusan kontrol grubu ve diger gruplardaki bireylerin sagliklari,
onurlar1 ve mahremiyetleri korunacaktir. Bireylere ait biitiin bilgiler gizli

tutulacaktir.

Bu c¢aligmanin size ek bir yarar1 bulunmamaktadir. Calisma igin yapilan
islemlerin sizin saglhiginiza herhangi bir zarar1 olmayacaktir.  Calismaya
katildigmiz takdirde kolunuzdan 2 ml kan alinacaktir ve kilonuz, boyunuz,
yasiniz, ka¢ yildir hasta oldugunuz ve dogdugunuz yer ile ilgili sorular
cevaplamaniz istenecektir. Bu arastirmanin sonuglar1 yalnizca bilimsel amaglar
icin kullanilacak ve kimliginiz her zaman gizli tutulacaktir. Bu calismaya
katilmaniz i¢in sizden herhangi bir {icret istenmeyecektir. Caligmaya katildiginiz
icin size ek bir O0deme de yapilmayacaktir.Bu calismaya katilmay1
reddedebilirsiniz ancak katilmayi kabul ettiginizde katildigimiza dair sizden bir

imza alinacaktir.

Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler:

1-) igne batmasina bagl olarak az bir ac1 duyabilirsiniz.

2-) Az bir ihtimal de olsa igne batmasi sonrasinda kanamanin uzamasi veya

enfeksiyon riski vardir.
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Katihmcimin/HastaninBeyani:

Tibbi bir arastirma yapilacagl belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki
bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir aragtirmaya “katilimc1”
(denek) olarak davet edildim. Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda
kalmas1 gereken bana ait bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiik
O0zen ve saygi ile yaklasilacagina inaniyorum. Arastirma sonuclarinin egitim ve
bilimsel amaglarla kullanim1 sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi
konusunda bana yeterli giiven verildi. Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir
sebep goOstermeden arastirmadan cekilebilirim. (Ancak arastirmacilart zor
durumda birakmamak i¢in arastirmadan cekilecegimi 6nceden bildirmemim
uygun olacagiin bilincindeyim) Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar
verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma dis1 tutulabilirim.
Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir ddeme yapilmayacaktir. Ister dogrudan, ister dolayli
olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek
herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin
saglanacagl konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili
olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).Bu arastirmaya katilmak zorunda
degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam konusunda zorlayici bir
davranigla karsilagsmis degilim. Eger katilmayr reddedersem, bu durumun tibbi
bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de
biliyorum.Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim.

Kendi basima belli bir diisiinme siiresi sonunda adi1 gegen bu arastirma projesinde
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“katilimc1” (denek) olarak yer alma kararim1 aldim. Bu konuda yapilan daveti

bliyiik bir memnuniyet ve goniilliiliik i¢erisinde kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidinin bir kopyas1 bana verilecektir.

Katilhmel Goriisme Tamgi Katilimei ile goriisen hekim
Adi, Soyadi: Adi, Soyadi: Adi Soyadi, iinvani:
Adres: Adres: Adres:
Tel: Tel: Tel:
[mza: [mza: [mza:
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