T.C.

FIRAT UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
IMMUNOLOJI BiLiM DALI

BEHCET HASTALARINDA CD127 VE
FOXP3 TASIYICILIGI ACISINDAN TREG
HUCRELERI, BTLA (CD272),
OSTEOPROTEGERIN VE sCTLA
DUZEYLERININ ARASTIRILMASI

DOKTORA TEZi

Nesrin DEMIR

ELAZIG- 2010



ONAY SAYFASI

Prof. Dr. Emine UNSALDI

Saglik Bilimleri Enstitiisii Muidiirti

Bu tez Doktora Tezi standartlarina uygun bulunmustur.

Dog. Dr. N.Fulya ILHAN

Bilim Dali Bagkani

Tez tarafimdan okunmus kapsam ve kalite yoniinden Doktora tezi olarak kabul edilmistir

Dog. Dr. N. Fulya ILHAN

Danigman

Doktora Simavi Jiiri Uyeleri

Prof. Dr. Ahmet GODEKMERDAN

Prof. Dr. Vedat BULUT

Dog. Dr. Handan AKBULUT

Dog. Dr. N.Fulya ILHAN

Dog. Dr. Tamer DEMIR



TESEKKUR

Bu c¢alismanmn projelendirilmesinden sonuc¢landirilmasina kadar tiim
asamalardaki oOzverili yardimlarindan dolayr Bilim Dali Bagkani ve tez
damigmanim Saymn Hocam Dog. Dr. N. Fulya ILHAN’a ve Firat Universitesi Tip
Fakiiltesi Immiinoloji Bilim Dali1 Ogretim Uyelerine, ¢alismanin yiiriitiildiigii Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Immiinoloji laboratuvar personeline, verilerin
istatistiksel degerlendirilmesinde katki saglayan Dog¢.Dr. Orhan OZBEY’e,
calisma arkadaglarima, hayatim boyunca bana maddi ve manevi her tiirlii destegi
saglayan sevgili esim Dog¢.Dr.Tamer DEMIR e, aileme yardim ve desteklerinden

dolay tesekkiir ederim.

III



TESEKKUR

ICINDEKILER
TABLO LiSTESI
SEKIL LISTESI

KISALTMALAR

1. OZET

2. ABSTRACT

3. GIRIS

3.1. Behget Hastalig1

3.1.1.

3.1.6.1.

3.1.6.2.

3.1.6.3.

3.1.6.4.

3.1.6.5.

3.1.6.6.

3.1.6.7.

3.1.6.8.

ICINDEKILER

Epidemiyolojisi ceeeereeereinereinnrennecsnnrennnes
Etyopatogenezi .cceeeessseccsnrssssnrsssanssssnsssssnnssnns
Genetik EZIlimi evveeriiniiineiiinieiinieinnennnes
IMMUNOIOJIST  veeeveenerneeneeneeeneeneeneenennns
Klinik Bulgulart ceveeeveineiiiniiiineiiinieinncnnns
Oral Gilserler  .eivevveiiieiiiiiiieiiniiieiinnnns
Genital Ulserler ...c.ovevviiieiiiiieiiiiiiinnnnes
Cilt bulgulart  cieeviiniiiiiiiiiiiiiiieinennnns
o 115
GOz tutulumu  ceevvviniiiiiiiiniiiiiiiniiineennes
Eklem tutulumu ...ccevvveiiiiniiniiiniiniinannen.
Vaskiiler tutulum...oeeeeiieiiiiiniiiniinninnnen.

NOrolojik tutultl seveeeeeeiieieinreiiniiinreinnennns

v



3.1.6.9. Gastrointestinal sistem (GIS) tutulumu v..ceuveeeeneeneenrennnnne. 15
3.1.6.10. Diger bulgular c.cceeeiieniiiniiiiniiiniiieiiieriinresessenscsnscnnns 15
3.1.7.  Laboratuvar Bulgulart ....c.ceeeviinniiiniiieiiiniiiniiiinneinrennnn 16
T R T 1§ e 16
3.1.9.  SEYII V€ PrOZNOZ.euereeeeerearessssssosssssssssssssssssssnsssnssssoses 17
3.1.10.  Tedavis eeeeeererineeneiieiiniiieiieiineiieciecinruincciesincenccnscnns 18
3.1.10.1. Mukokiitandz lezyonlarda tedavi ....ceeeveeeeiennreinecnnneennnes 18
3.1.10.2. Gz bulgularinda tedavi ..cceeveveieiieiiiniiineiineicinecinnrennes 18
3.1.10.3. Artritli olgularda tedavi ..cceevviiiiniiiiniiiniiiieiiinieinicinnnes 19
3.1.10.4. Gastrointestinal semptomlarda tedavi .eeeeeveereinreienennrennnns 19
3.1.10.5. Santral sinir sistemi (SSS) lezyonlarinda tedavi....ceeeueennne. 20
3.1.10.6. Biiylik damar tutulumunda tedavi .ceeeeveereinieiniiinreinecnnne 20
RIVRN | (<72 5 13163 (<) (<) o R 20
3.2.1.  Regiilator T hiicrelerin tanimlanmasi «..eeeeeieiieiineiieiininnnn 21
3.2.2.  Regiilator T hiicrelerin gelisimi ve kokenleri coeeeveeneinninnnnen. 21
3.2.3.  Regiilator T hiicrelerinin tipleri coveeeieiieiieiieiiiiieiiniinnnn 23
3.2.4.  Supresyon mekanizmalart .....ccceeeeeiineiininninnneicnnessssnnens28
3.2.5. Otoimmiinitede Treg hlicreleric.eieeeeeieerninnsnccssnscssanssssnnssenss 3 1
3.2.6. Kanserde Treg hiicreleri .iceevveriieieieiiieieinecinronnrmnnmone 32
3.3. BTLA (B ve T lymphocyte attenuator,CD272)..ccceveeneeieerecnrecnncnnes 37
3.3.1. BTLA’NIN SUNUMU V€ YaAPISleeeuerereareesessessosnssssssssssssnnses 38
3.3.2.  BTLA ligandi ( HVEM )uueiiiniiner viviiiniiiniiinnieinicnnencnnca 40
3.3.3.  BTLA’nin fonksiyonlaris..eeeeeeereeeeeeeieinresnereenrcenescnnnes 42
3.3.4.  Humoral cevapta BTLA nin etkileris.ceeereiniiiieriinreienennens 43



3.3.5. Otoimmiin hastaliklarda BTLA ve HVEM rolleric..eeeeeeneeee.d3

3.3.6.  Allerjik cevaplarda BTLA nin roliie.e.eeeeeeieiniiiiniiinreinnennn 44
3.4. Osteoprotegerinin YaPISleeeeeseeesessesssssssssssssessssssssssssnsssssssnses 45
3.4.1. Osteoprotegerinin Yapisal Bolgelerinin Aktiviteleri............ 45
342, RANKL tteitiiiiiiiiiiiiiiiiiiitietiettiattesesneeasesane 47
343, RANK YapPIST cereireriiureieieinrieinrcisercsarcsnessenscsnscsnnsons 49
3.4.4. OPG, RANKL, RANK ve Immiin SiSteM.ueeeerereeerernenennn 50

3.4.5. OPG, RANKL, RANK ve inflamasyondaki Rolleri ............52

3.4.6. OPG, RANKL ve RANK’1n Arteryel Kalsifikasyonaki Rolii..52

4. GEREC Ve YONTEM.....cuuiiuniruiiinirnierneerneererseerneeseernsesesseernnens 55
4.1 GOICC teverereenesssesnssesssnssossssscssssssosasssssssscssssssossssssssnsssonsass 55
4.1.1. Calisma Materyalis.ceeeeeeereenieieneriieresnrciesssnrosnecsnsonnss 55
400 () <3 o U 56

4.2.1 Hastalar ve saglikli KOntroller cocvveeeieiniiineiinrininnnnnnnsnnesss 56

ZA R U2 1 21 17/ 1<) 56
4.3.1.  Flow-sitometrik analizic..occeeeeieeiieiiniiieiiniiiiieiineinennen, 56

4.3.2. Osteoprotegerin ve SCTLA-4 tayinl  .eceveveeereinecenrcnneenns 58

4.4 IStatiStiK ANAlZIET. eeunrrneeuererenereeesrenesneeneeenesenssneesnesnesenesannns 59

5. BULGULAR....uitiitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiettetiietietesatiasesncsnsasassns 60
6. TARTISMA.....ouiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiittietiettecttattasaesnsnnsasn 68
7. KAYNAKLAR. . .coitiiiiiiiiiiiiiiiiiiieitittiietiettecnttasesaesntsasassnn 84
I 0Y/€) (017 | 1SS 108

VI



TABLO LISTESI
Tablo. 3.1. T regulator hiicre tipleri ve 6zellikleri
Tablo 4.1. Arastirma gruplarinin sayilari
Tablo 4.2. Behget hastalar1 ve kontrol grubunun yas degerleri
Tablo 5.1. Behget grubunda hastalik siireleri ve aktivasyon kriterleri
Tablo 5.2. Behget hastalar1 ve kontrol grubununun lenfosit degerleri
Tablo 5.3. Behget hastalar1 ve kontrol grubunda osteoprotegerin ve sCTLA
degerleri
Tablo 5.4. Behget grubunda aktif ve remisyon donemine gore lenfosit degerleri

Tablo 5.5. Behcet grubunda aktif ve remisyon donemine gore osteoprotegerin ve

sCTLA degerleri

VII



SEKIL LISTESI
Sekil 1. BTLA/HVEM/LIGHT reseptor etkilesimi bigimleri
Sekil 2.CD3°CD272" hiicrelerin dot-plot grafigi
Sekil 3.CD4'CD25" hiicrelerin dot-plot grafigi

Sekil 4.CD4'CD25 Foxp3®~  hiicrelerin dot-plot grafigi

VIII



KISALTMALAR LISTESI
BH : Behget hastalig1
CTLA-4 : T lymphocyte associated antigen-4

sCTLA-4 : Soluble Cytotoxic T lymphocyte-associated antigen-4

BTLA : B ve T lymphocyte attenuator

OPG : Osteoprotegerin

EDTA : Etilen diamin tetra asetik asit

ELISA : Enzyme Linked Immunosorbent Assay
NK : Natural killer cells

GIS : Gastrointestinal sistem

SSS : Santral sinir sistemi

HLA : Human leukocyte antigen

CDh : Cluster of differantiation

HSP : Is1soku proteinleri

MICA : MHC class I chain-related molecule A
VCAM : Vascular cell adhesion molecule

LFA : Leukocyte function-associated antigen
IFN- vy : Interferon gamma

IgG : Immunoglobulin G

IgA : Immunoglobulin A

C3 : Kompleman 3

Th1l : T helper 1

Th2 : T helper 2

IX



IL : Interlokin

TNF- a
mRNA
IL- B

sIL-2R

7" T Lenfositi :

DVT
CRP
NSAIi
Treg
TGF-p
CD25
TCR
GITR
Th3

Trl
TNFR-2
CD62L
APC
Foxp3
IL -2R0.
IPEX
linked syndrome

NFAT

: Tumor necrosis factor- a
: Mesajci riboniikleik asit
: Interlokin-beta

: Soluble IL-2 reseptor

Gamma-delta T lenfositi

: Derin ven trombozu

: C-reaktif protein

: Nonsteroidal antiinflamatuvar ilaglar

: Regiilator T hiicre

: Transforming growth factor-f3

: Interlokin-2 reseptor a-zincirini

: T cell receptor

: Glucocorticoid-induced TNF reseptorii
: T helper 3

: Type 1 T regulatory

: Tumor necrosis factor receptor superfamily-2
: L-selectin ligand

: Antijen sunan hiicreler

: Transcription factor forkhead box P3

: Interldkin- 2 reseptor alfa

: Immunedysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-

: Nuclear factor of activated T-cells



NFxB

NKT

DC

IDO

MHCsmif-11

ILT3

ILT4

MS

RA

JIA

PP2A

SHP-2

PI 3K

PKB/AKT

CD127/ IL-7Ra

ITIM
PD-1
TNFR
HVEM
Igv
MAPK
HSV-1
Lta

STAT1/4

: Nuclear factor kappa B
: Natural killer T cells
: Dendiritik hiicre
: Indoleamine 2.3-dioxygenase
: Major Histocompatibility Complex
: Ig-like transcripts 3
: Ig-like transcripts4
: Multiple skleroz
: Romatoid artrit
: Jiivenil idiopatik artrit
: Serin /Threonine protein phosphatase 2A
: Shatterproof- 2
: Phosphatidylinositol 3-kinase
: Protein kinase B
: IL-7 reseptOr a-zincir
: Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif
: Programmed death-1
: Timor nekroz faktorii reseptor
: Herpes virus entry mediator
: Variable domeini
: Mitogen activated protein kinases
: Herpes simplex virus type-1
: Lymphotoxin a

: Signal transducer and activator of transcription 1/4

XI



CRDs

EAE

MOG

IDDM

TRAIL

RANKL

RANK

PTH

OPGL

TRAF6

NFATcl

: Cysteine-rich domains

: Deneysel otoimmiin ensefalomyelit

: Myelin oligodendrocyte glycolprotein

: Insulin dependent diabetes mellitus

: TNF iliskili apoptozisi indiikleyen ligand
Receptor activator of NF- =B ligand1

: Receptor activator of NF-xB

: Paratiroid hormon

: Osteoprotegerin Ligand

: TNF receptor-associated factor 6

: Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic,

calcineurin-dependent 1

MAPK

HIV

FITC

PE

PerCP

SCID

SLE

IBD

APS

: Mitogen-activated kinase

: Human immune deficiency virus

: Floressein isotiosiyanat

: Phycoerytrrin

: Peridinin chlorophyll protein complex
: Severe combined immunodeficient

: Sistemik lupus eritamatosis

: Inflamatuvar bagirsak hastalig

: Antiphospholipid Syndrome

XII



1.0ZET

Behget hastaligi (BH) norolojik tutulum, tekrarlayan oral ve genital iilserler,
artrit, deri lezyonlari, okiiler ataklar ile tanimlanan kronik, otoinflamatuvar ve
vaskiilit ile karekterize bir hastaliktir. Hastaliin ataklarla olmasi ve tedaviye
cevaptaki azlik etyopatogenezinin tanimlanmasini zorlastirmaktadir.

Periferik toleransin dnemli bir bileseni, CD4'CD25 Foxp3™ regiilatér T
hiicrelerini igeren regiilator fonksiyonlar1 olan lenfositler tarafindan temsil edilir.
T lymphocyte associated antigen-4 (CTLA-4), Treg hiicrelerinde Onemli
fonksiyonlara sahip olma yolu ile lenfosit aktivasyonun engelleyen bir molekiil
olarak tanimlanmistir. Soluble CTLA (sCTLA) ise Treg hiicrelerinin fonksiyonel
bir belirteci olarak tanimlanan ve CTLA-4'Uin ekstraselliller salgilanan bir
formudur. B ve T lymphocyte attenuator (BTLA, CD272), B hiicreleri, T
hiicreleri, dendritik hiicreleri (DC) , natural killer (NK) hiicreleri ve makrofajlar
tarafindan eksprese edilen lenfoid hiicrelere 6zel bir hiicre yiizey reseptoriidiir ve
inhibitér sinyallere eslik eder. Osteoprotegerin (OPG) ve onun ligandimin
(RANKL) immiin sisteminin fonksiyon ve diizenli gelismesini kontrol etmekte
anahtar bir rolii vardir.

Bu calisma, CD4'CD25 Foxp3" regiilator T hiicreleri (Tregs), sCTLA,
BTLA ve osteoprotegerinin periferik kan diizeylerinin arastirilmast ve BH’da
rolleri olup olmadigini gostermek amaciyla planlandi. Caligmada, BH’nda
inhibitor reseptorlerin rollerini tanimlamak hedeflendi.18’1 okiiler komplikasyonlu
(9’u aktif okiiler atakli), 2’si inflamatuvar artritli ve 5’1 mukokutandz lezyonlu

(2’si aktif) toplam 25 Behget hastas1 ve 20 saglikli kontrolle ¢alisma yapildi.



Periferik kan numuneleri (2’ser ml), aseptik olarak EDTA’I1 (etilen diamin
tetra asetik asit) ve jelli tiiplerde toplandi. Hasta ve kontrol grubunun periferik
kanlarinda, flow-sitometrik yontemi kullanarak T hiicrelerinde ekprese edilen
CD4'CD25'Foxp3", CD4'CD25'CD127°%, CD4'CD272" ve CD3'CD272°
oranlarmi analiz edildi. Serum OPG ve sCTLA diizeyleri ise serum orneklerinde
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yontemi ile belirlendi.

Behget hastalarinda (aktif ve remisyon), saglikli kontrollere gore Snemli
5lciide daha yiiksek CD4"CD25 FoxP3" (p<0.01), CD4'CD25"'CD127" (p<0.05),
CD4'CD272" (p<0.001) ve CD3'CD272" (p<0.001) T hiicreleri gozlendi. Ancak
aktif ve remisyondaki Behget hastalarinda Treg hiicreleri arasinda higbir fark
goriilmedi. OPG'in serum diizeylerinin Behgetli hastalarda saglikli kontrol
grubuna gore Onemli Olclide daha yiliksek oldugu gozlendi (p<0.01). Behget
hastalar1 ve saglikli kontrol sCTLA-4 serum diizeyleri arasinda higbir fark
bulunamadi (p>0.05). Ama aktif Behget hastalari ve remisyondaki Behget
hastalar1 SCTLA-4 serum diizeyleri arasinda anlamli bir fark bulundu (p<0.05).
Calistigimiz parametrelerin ilerde BH gibi etyopatogenezi tam aydinlatilamamis
hastaliklarin tanis1 ve takibinde bize yardimci olabileceg§i ve incelenen bu
parametrelerin, BH nin immiin disregiilasyonundan sorumlu olabilecegi sonucuna

varildi

Anahtar kelimeler : BH, Treg hiicreleri, Foxp3, sCTLA, BTLA, Osteoprotegerin



2.ABSTRACT
Behget’s disease (BD) is characterized by a chronic, autoinflammatory
vasculitis with recurrent attacks of oral and genital ulcerations, ocular and skin
lesions, arthritic and neurologic involvement. The difficulties in defining the
etiopathogenesis result from the intermittant nature of the disease and lack of
consistent response to the therapy.

An important component of the peripheral tolerance is represented by
the lymphocytes with regulatory functions, including CD4 CD25 Foxp3"
regulatory T cells (Tregs). CTLA-4 is determined as a molecule that which
inhibites lymphocyte activation via having important function on Treg cells.
sCTLA is a form of CTLA-4 that is secreted into the extracellular space and
described as a functional marker of Treg cells. B and T lymphocyte attenuator
(BTLA, CD272) is a lymphoid specific cell surface receptor that is expressed by
B cells, T cells, dendritic cells (DC), macrophages, and NK cells and participates
in inhibitory signaling. Osteoprotegerin (OPG) and its ligand (RANKL) have key
roles in controlling the proper development and functioning of the immune
system.

In this study it was aimed to research peripheral blood levels of
CD4'CD25'Foxp3”~ regulatory T cells (Tregs), sCTLA, BTLA and
osteoprotegerin and show whether they have a roles on Behget’s disease.
Additionaly it was also aimed to define the role of inhibitory receptors on BD.
Totaly twenthy-five BD patients 18 with ocular complications (9 of them were

with active ocular attack ), 2 with inflammatory arthritis and the rest 5 patients



with mucocutaneous lesions (2 of them were in active period) and 20 healty
control were studied.

Venous blood samples (2 ml) were collected aseptically in tubes with anti-
coagulant (EDTA). We first analyzed the proportions of CD4 CD25 Foxp3,
CD4'CD25'CD127"%, CD4'CD272" and CD3"CD272" which are expressed in T
cells in the peripheral blood of patients with BD and control group by using
flow cytometry. Serum levels of OPG and sCTLA were determined by ELISA.

In BD patients (active and remision) had significantly higher
CD4'CD25'FoxP3" (p<0.01), CD4'CD25'CD127°% (p<0.05), CD4'CD272"
(p<0.001) and CD3'CD272" (p<0.001) T cells as compared the to healthy
controls. However there were no differences in the Treg cells in BD patients with
active and remission phases. OPG serum levels in patients was found to be
significantly higher compared to the healthy controls (P< 0.01). There was no
difference between sCTLA-4 serum level in Behcet’s patients and the healthy
controls (p>0.05). However in Behcet's patients with active disease and patients in
remission, the serum levels of sCTLA-4 were found significantly different
(p<0.05). In future, these researching parameters might be helpful for the
diagnosis or follow-up of some diseases as Behget with obscure ethiopatogenesis
and it might be concluded that the studied parameters might be responsible for the

immune disregulations in Behget's disease.

Key Word: Behget’s disease, Treg cells, Foxp3, sCTLA, BTLA, Osteopotegerin



3.GIRiS
3.1.BH
3.1.1.Tanim

Behget hastalig1 1937 yilinda dermatolog Prof. Dr. Hulusi Behget tarafindan
oral aft, iridosiklit ve genital iilserden olusan bir hastalik olarak tarif edilmistir
(19). Kronik, multisistemik, inflamatuvar bir hastaliktir. BH tekrarlayan oral,
genital ilserler ve g6z bulgularmm yan1 sira kas-iskelet, norolojik ve
gastrointestinal sistem (GIS) tutulumlari ile seyreden genis dagilimli bir vaskiilit
olarak da tanimlanabilir. Altta yatan patoloji, arter ve venleri igine alan iltihabi
yanittir (13).

Hastalilk zaman igerisinde kendi kendini sinirlasa da, korlikle
sonuglanabilen posterior iiveit, santral sinir sistemi (SSS) tutulumu, perforasyonla
sonlanan gastrointestinal tutulum 6nemli morbidite ve mortalite nedenleri olarak
ortaya ¢ikabilir (107).
3.1.2.Epidemiyolojisi

Genellikle yasamin ikinci on yilinin sonlarma dogru baglayan hastalik, en
sik 20-40 yaslar1 arasinda goriilmektedir. Baslangigta, hastalik erkeklerde daha sik
rapor edilmisse de, son 20 yil i¢indeki arastirmalar hastaligin neredeyse her iki
cinsiyette esit olarak goriildiigiine isaret etmektedir (101).

BH, hemen hemen tiim diinyada goriilmekle birlikte, Tiirkiye, Israil,
Yunanistan ve Kibris gibi Akdeniz iilkeleri, Irak ve iran gibi Ortadogu iilkeleri ve
Japonya, Kore, Cin gibi Uzakdogu iilkelerinde diger iilkelere gore daha sik
goriilmektedir. Hastaligm yukarida belirtilen ve tarihi ipek Yolu’nun gectigi bu

iilkelerde daha sik goriilmesi, gelisiminde genetik ve/veya g¢evresel faktorlerin



etkili olabilecegine isaret etmektedir. S6z konusu cografyada BH’nin en sik
goriildigt yer Tirkiye’dir. Yapilan arastirmalarda Japonya'da prevalans 1/10.000
iken Ingiltere'de 1/100.000' den daha az olarak saptanmustir. Tiirkiye’de ise
hastaligin prevalansi ile ilgili ¢caligmalarda; 4-37/10.000 arasinda degisen oranlar
bildirilmistir (101).
3.1.3.Etyopatogenezi

Etiyopatogenezi heniiz agiklik kazanmamis olmakla birlikte, HLA-B51
(Human Leukocyte Antigens-B51) ile BH arasinda saptanan baglanti, genetik
etkiyi dogrulamaktadir (182). Genetik olarak egilimli bireylerde infeksiydoz bir
ajan tarafindan tetiklenen yogun inflamatuvar yanita bagl olarak ortaya ¢iktigi
goriisii kabul edilmektedir. BH’da pozitif aile oykiisii, genetik faktorlerin 6nemini
vurgulayacak sekilde hastalik prevalansi yiiksek toplumlarda %12’lere
ulagmaktadir (116).

Giil ve ark. BH nin kardeslerde goriilme oranini % 4.2 olarak saptamiglar
ve hastaligin kardeslerde goriilme risk oranmin yiiksek olmasmin genetik etkiyi
destekledigini bildirmislerdir (80). BH na egilimde genetik komponentin yan1 sira
cevresel faktorlerin de etkisi vardir. Almanya’da yasayan Tiirklerde, Hawai ve
Amerika Birlesik Devletlerinde yasayan Japonlar’da hastalik riski Tirkiye ve
Japonya’ya gore anlamli olarak daha diisiik bulunmustur (274).

En olas1 cevresel tetikleyici olarak Streptococcus sanguis gibi infeksiydz
ajanlar diisiiniilmektedir. Farkli infeksiyoz ajanlarin ortak 6zelligi olarak dikkati
ceken 1s1 soku proteinlerinin (HSP), insandaki homologlar1 ile benzerliginin
capraz reaksiyona yol acarak immiin yanit1 tetikleyebilecegi ileri siiriilmektedir

(133).



Yeni bulunan bir noroendokrin hormon olan leptinin, endotel islevini
diizenleyici etkisi nedeniyle Behget hastalarinda anlamli oranda yiiksek oldugu ve
endotel tamirinde etkisi olabilecegi belirtilmistir (63).
3.1.4.Genetik Egilimi

BH’da en sik calisilan genetik lokus insan l6kosit antijen kompleksidir.
Hastalik egilimi, HLA-B genindeki polimorfizmlerle o6zellikle HLA-B51 ile
iligkili gortinmektedir. Bu iliski Avrupa kokenli hastalara gore Tiirk ve
Japonlar’da daha kuvvetli olsa da, genel olarak tiim toplumlar i¢in gecerlidir
(116). HLA-B51’in en az 34 allellik varyasyonu vardir. En yaygin molekiiler alt
gruplar; HLA-B5101 ve HLA-B5108°dir (237). Ancak HLA-B allellerinin
hastaliga egilimi hangi mekanizmalarla ortaya ¢ikardigi bilinmiyor, bunun disinda
BH sik goriilen toplumlarda HLA-BS51 prevalansinin beklenenden az goriilmesi ve
HLA-B51 negatif olgularin da bulunmasi primer bir iliskiden ¢ok baska genetik
faktorlerin de etkili oldugu kompleks mekanizmalarin varligini diisiindiirmektedir.
Bunun disinda HLA-BS51 ile dagilim dengesizligi sonucu iletilen MHC class 1
chain-related molecule A (MICA) gibi genlerin, BH’na egilimde major rolii
oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Sonu¢ olarak, aksi goriisler olsa da son
calismalarda da HLA-B51’in egilime neden olan major genetik lokus oldugu ve
HLA-B51 pozitif BH olan bireylerde hastaligin daha agir seyrettigi goriisii kabul
gormektedir (237).

BH genel olarak erkeklerde daha sik olmasma karsm, HLA B51’in
cinsiyetler arasi dagiliminda fark saptanmamistir. Orta¢ ve ark. HLA BS51
antijenini Behget olgularinda %068, kontrol grubunda ise %21 oraninda

bildirmislerdir (183). Nishiyama ve ark. ailesel BH olan olgularda 9%53.1 oraninda



HLA-B51 saptamiglardir. G6z tutulumlu olgularda bu oran %64 iken, goz
tutulumu olmayan olgularda ise %14.3 bulunmustur (176). Bununla birlikte, Kaya
ve ark.nin calismasinda goz tutulumlu olgularda HLA-A29’un arttigi, HLA-
Bwo6’nin ise azaldigi saptanmistir. Rolatif risk gesitli {ilkelerde olduke¢a farkli
bildirildiginden, HLA B51’in BH’ndaki tanisal degeri dnemli olmakla beraber
kisithdir (108).

3.1.5. Iimmiinolojisi

BH’da tiim organ sistemlerindeki ortak histopatolojik lezyon, tikayici
vaskilittir. BH’nin klinik bulgularindan sorumlu olan bu vaskiilit 6zellikle
veniilleri tutan bir vaskiilittir. Genellikle lezyonun yasma gore farkli lezyonlarda
farkli hiicreler rol oynasa da karakteristik olarak perivaskiiler lenfositik ve
monositik hiicresel infiltrasyon gozlenir. Notrofil infiltrasyonu 6zellikle paterji
reaksiyonunda erken donemde dikkati ¢eken bir bulgudur (180).

Hastaligin esas patolojik bulgular1 lenfomononiikleer hiicrelerin damar
cevresinde birikimi, endotel hiicrelerinin sismesi veya ¢ogalmast sonucu kiigiik
damarlarda kismi tikaniklik ve fibrinoid dejenerasyondur. Fitizik (sonmiis) olmasi
nedeniyle eniikle edilen BH tanisi almis bir gdzde yapilan histopatolojik
calismada, bazi damar duvarlarinda fibrinoid nekroz, hemorajik nekroz kiimeleri
ve monositik hiicreler saptanmistir (74). Koroidde de lenfositlerin hakim oldugu
orta derecede hiicresel infiltrasyon izlenmistir. Retina ve uveadaki hiicrelerin
cogunun T hiicreleri oldugu, ancak yer yer B hiicre kiimelerinin de bulundugu
bildirilmistir. CD4"/CD8" T hiicre oran1 1.5/1.0 olarak saptanmustir. Ozellikle
endotel hiicrelerinde olmak tizere bol miktarda HLA-DR, HLA-DQ ve adezyon

molekiilleri (hiicreler aras1 adezyon mélekiilii-1, E-selektin, vascular cell adhesion



molecule (VCAM), leukocyte function-associated la ve 1b (LFA-1A/LFA-1B)
saptanmistir. Charteris ve ark. Behgetli gdzde yaptiklar1 histopatolojik ¢alismada,
damar i¢i ve ¢evresinde CD4" T lenfositlerini saptamis. Ancak hi¢ CD8" T hiicresi
izlememislerdir (42).

Charteris ve ark. yaptiklar1 bir baska calismada ise, koroidde ¢ogunlukla
CD4" lenfosit ve makrofajlarm bulundugu, B lenfositlerin ise nadir goriildiigii
bildirilmistir. Ayrica kompleman ve immiinglobulin birikimi de saptanmamistir
(41). Bununla birlikte, Mullaney ve ark. episkleral ve koroid ven damar duvarinda
immunoglobulin G (IgG), immunoglobulin A (IgA) ve Kompleman 3 (C3) varligi
saptamislardir (171). Elde edilen histopatolojik ve klinik veriler BH’na immun
kompleks vaskiilitinin yol actig1 kanisin1 uyandirmissa da, bugiin i¢in gecerli olan
goriis T hiicre baskilayici sistem bozuklugunun ana rolii oynadigi ve agir bir
immunolojik bozukluk oldugudur (177).

Kim ve ark. apoptozisin roliinii ortaya koymak i¢in yaptiklari
calismalarinda; Behgetli olgularda hiimor akézdeki ¢oziiniir Fas antijenini
incelemisler ve kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugunu ve
antijen miktarinin iiveitin siddetiyle baglantili oldugunu bildirmislerdir (113). Goz
tutulumu olan Behget hastalarinda serum sialik asit diizeyleri arastirilmig hem
ataklar arasinda hem de ataklar esnasinda ve kontrol grubuna goére yiiksek
bulunmustur (240). Ayrica, BH nin aktif doneminde kandaki retina otoantijenine
(S antijeni) cevapl lenfositlerde artig saptanmustir (55).

Son ¢aligmalarda, BH’da anormal T hiicre yanitlari ile ilgili gili¢lii kanitlar
bulunmustur. Saglikli kontrollere gore dolasimda yiiksek oranda erken aktivasyon

belirtegleri tasiyan T hiicreleri saptanmistir. Bu hiicreler bir¢ok inflamatuvar



sitokin tretirlerse de ortamdaki T hiicrelerince yiiksek oranda interferon gamma
(IFN-y) sentezlendigi, dolasimdaki dominant T hiicre tipinin Thl hiicreler oldugu
gosterilmistir (68).

Behget hastalarinin periferik kaninda selliiler aktivitenin arttig1 saptanmis
olmasma ragmen, BH’li kadinlarin ¢ocuklarinda neonatal BH go6riilmesinin
raporlar1 humoral faktérlerin rol oynadigimi da gostermektedir (64). Behget
hastaliginda ¢esitli sitokin profilleri ve artan lenfosit popiilasyonu ile immiin
cevabin T helper 1 ( Thl) ve T helper 2 (Th2) fenotip lenfosit boliimleri arasinda
bir dengenin varligi gosterilmistir (57). Behget hastalarmda CD8'CD16" ve
CDS'CD56" T lenfosit tiplerinin diizeyleri normal olmasina ragmen CD4 CD16",
CD4'CD56", CD8'ap, CD8'CDI1b  diizeyleri yiiksek bulunmustur. Diger
inflamatuvar hastaliklarla BH’nda T lenfosit aktivasyonu benzerlik gosterir (60).
Goziin 6n kamarasina infiltre olan T lenfositleri okiiler BH nin patogenezinde T
hiicrelerinin 6nemli rolii oldugunu gosterir (109). Behget hastalarinda insan anti-
CD52 monoklonal antikorlar kullanilarak yapilan son c¢alismalarin ¢ogunda,
hastalik siiresince otoreaktif T lenfositlerin merkezi bir rol oynadigi One
siiriilmiistiir (144). Interlokin 2 (IL-2), IL-6, IL-8, IL-12, IL-18, Tumor Necrosis
Factor a (TNFa) ve IFNy gibi proinflamatuar sitokinleri iireten Thl fenotip
lenfositleri BH’I1 hastalarda yiiksektir (31,68). Bu bulgular Behget hastalarindaki
mukokutandz lezyonlarda sunulan sitokin genlerinin analizi ile de desteklenmistir.
Normal deri ile BH lezyonlar1 karsilastirildiginda BH lezyonlarinda I1L-8, monosit
kemoatraktan protein-1(MCP), IFN-y ve IL-12 mesajct riboniikleik asidin
(mRNA) ekspresyonunda 6nemli ylikselmeler gozlenmistir (28). Son caligmalar

Tirk Behget hastalarinda spesifik interlokin beta (IL-) geninde bir polimorfizmi
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gostermistir  (48). Behget hastalarinda 1L-2’yi inhibe eden soluble IL-2
reseptoriiniin  (sIL-2R) yiikseldigi bildirilmistir (62). Benzer olarak Behget
hastalarmda IFN-y ve TNF-a iireten periferal gamma-delta T ( y8 T)
lenfositlerinin oranlar1 da yiiksek bulunmustur ve bu durumun mukokutandz
lezyonlarla iligkili oldugu saptanmistir. Gergekten de bu hiicreler erken aktivaston
belirtecleri olarak gosterilir ve inflamasyon bolgesinde toplanmaya meyillidirler
(85). Behget hastalarindaki lenfositler spontan olarak TNFa, IL-6 ve IL-8
salgilarlar ve aktive Behget hastalarinda bu sitokinlerin diizeyleri ytiksek bulunur
(62). Behget hastalarinin tedavisinden sonra ise Thl-fenotip sitokinlerinin
diizeyleri azalir. Okiiler Behget hastalarinda diisiik diizeylerde bulunan IL-1
reseptOr antagonisti diizeylerinin tedavi edilen vakalarda yiikseldigi gosterilmistir
(23).
3.1.6. Klinik Bulgulan
3.1.6.1. Oral iilserler

Hastaligin baslangicinda veya herhangi bir doneminde en sik saptanan
bulgudur ve Uluslararasi BH Calisma Grubu’nun bircok {iilkeden elde ettigi
verilere gore hastalarin %97-99’unda bulunmaktadir (99).Oral {ilserler yilda en az
ii¢ kez tekrarlama 6zelligi gosterir. Oral {ilserler BH i¢in olmazsa olmaz bir tani
kriteridir. Oral {ilserler ¢ogunlukla hastaligin ilk belirtisi olarak karsimiza
cikmaktadir. Genellikle de oral {ilserler hastaligin sistemik semptomlar1 ortaya
cikana kadar yillarca tek bulgu olarak kalabilmektedir Oral iilserler genellikle
yanak ve dudak mukozasi, yumusak damak ve dilin ventral yiizii gibi oral

mukozanin nonkeratinize bolgelerine lokalize olurlar. Dis etleri, sert damak, ve
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dilin dorsal yiizii gibi keratinize bolgeler daha az siklikla tutulur. Tonsil ve
farenks yerlesimi ise nadir goriilebilir (152)
3.1.6.2. Genital iilserler

Genital iilserler olgularmn %72-94’linde bulunur. Morfolojik olarak oral
iilserlere benzer ancak skar birakarak iyilesen lezyonlardir. Erkeklerde en fazla
lezyonlar skrotumda olusurken, penis lezyonlar1 daha nadirdir. Kadmlarda tilserler
vagina, vulva, serviksde olusabilir ve disparoni nedeni olabilir. Ulserler her iki
cinste de kasiklar, perianal bolge ve perinede goriilebilir (152).
3.1.6.3. Cilt bulgulan

BH’nin deri belirtileri hastaligin tanisinda son derece onemlidir ve biiyiik
cesitlilik gosterebilir. Bunlar arasinda eritema nodosum benzeri lezyonlar,
ekstragenital Tllser, papiilopiistiiler lezyonlar, yiizeyel tromboflebit, paterji
reaksiyonu ve diger vaskiilitik deri belirtileri sayilabilir.

Eritema nodozum benzeri lezyonlar genellikle alt ekstremitelere lokalize
olurlar.Bu lezyonlar subkutan yerlesim gosterirler ve agrili lezyonlardir. Eritemli
lezyonlar lokal 1s1 artig1 gosterir ve ortalama 2-3 hafta icerisinde tlilserlesmeksizin
geriler. Genellikle koyu tenlilerde daha belirgin olmak iizere lezyonlarm,
yerlerinde pigmentasyon birakarak bazen de skuamlanarak kayboldugu gézlenir.
Lezyonlar daha az siklikla yiiz, kalga ve boyun lokalizasyonu gosterebilir. Klinik
olarak klasik eritema nodozumdan ayirt edilmeleri zordur (152).
3.1.6.4. Paterji

Ik defa 1941 yilinda Behget hastalarinda nonspesifik deri uyarilarina kars1
hiperreaktivite reaksiyonlar1 goriilmiistiir. Steril igne ile cilt delindiginde veya cilt

icerisine steril serum fizyolojik enjekte edildiginde enjeksiyon yerinde 24-48 saat
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sonra piistiil veya 2 mm’den biiylik eritematdz steril papiil olugsmasi ile test pozitif
olarak kabul edilir. BH icin oldukga spesifiktir. Bu test doku travmasina karsi
olusan hiper reaktiviteyi gosterir. Paterji reaksiyonu sadece deri ile smnirhi
kalmamaktadir. Ozellikle gdz cerrahisinden sonra iiveit ataklarinm ortaya ¢ikmast,
arteryel kaniil takilmasindan sonra anevrizma olusumu ve artrosentez sonrasinda
sinovit gelisimi de paterji reaksiyonu olarak kabul edilir. Histolojisinde genellikle
lenfositlerin eslik ettigi hizli notrofil infiltrasyonu goriilmiistiir (75).
3.1.6.5. Goz tutulumu

G0z tutulumu, ¢ogunlukla oral ve genital afttan 3-4 yil sonra baslar. Tezel’
in ¢alismasinda bu siire 5.7 yil olarak bulunmustur (234). Goz tutulumu ¢esitli
calismalarda %23-96 oraninda bildirilmistir (82). Arka segment tutulumu ise,
Behget’li olgularin %50-93tinde goriiliir (160). Goz tutulumun olgularin %87-
90.4’iinde iki tarafli oldugu goézlenmistir (13). BH nin en sik karsilasilan goz
bulgusu iki tarafl, tekrarlayici, graniilomatdz olmayan iridosiklittir (234).
3.1.6.6. Eklem tutulumu

Hastalarin  %50-60’inda genellikle alt ekstremitede oligo-monoartrit
bulgular1 gelisir. Oligoartikiiler tutulum simetrik olabildigi gibi asimetrikde
olabilir. Artrit birkac haftada kendiliginden gecer. Ozellikle deformite birakmadan
tyilesir. En sik diz eklemi, onu takiben ayak bilegi, el bilegi ve dirsekler gibi
biiyiik eklemler tutulur (52). El-ayak kiiciik eklemlerinin tutulumu nadir goriliir.
Sakroiliyak eklem tutulumu %0.5-1 oraninda bildirilse de, BH’da sakroiliit
bulunmadigini ileri stiren caligmalar da bulunmaktadir. Eklem ponksiyonu ile elde

edilen sivi ¢ogunlukla inflamatuvar Ozelliktedir ve miisin piht1 testi pozitiftir
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Sinovyum histolojisi ise nonspesifiktir. Nadiren vaskiiler tutuluma bagli aseptik
nekrozda bildirilmistir (245).
3.1.6.7. Vaskiiler tutulum

BH, genellikle her boyda arter ve venleri etkileyen sistemik bir vaskiilittir.
Vaskiiler tutulum 6zellikle geng erkeklerde gozlenir ve prognostik olarak énemi
bir bulgudur. Vaskiiler tutulumun goz tutulumu olanlarda daha az siklikta ortaya
ciktig1 distiniilmektedir. Kiigiik damar tutulumu patolojik belirti ve bulgularin
cogundan sorumludur. Biiyilk damar tutulumu ise hastalarin %7-49’unda 6nemli
bir bulgu olarak ortaya ¢ikar. Vendz lezyonlar arteryel lezyonlara gore daha siktir.
Venoz tutulum siklig1 %6.3-23 oraninda bildirilmektedir.

Venoz tutulum daha cok alt ekstremitede siiperfisiyal trombofilebit veya
derin ven trombozu (DVT) seklinde goriiliir. Yiizeyel trombofilebitin hastalarin
yaklagik yarisinda goriildiigii ve DVT nin habercisi olabilecegi diisiiniilmektedir.
Ust ekstremite venlerinde tutulum nadir goriiliir. BH’da majér ven tutulumu
yiiksek mortalite ile birliktedir. BH’da arteryel lezyonlar, arterlerde tikaniklik ve
anevrizma olusumuna yol acabilir. Arter tutulumu trombozdan ¢ok anevrizma
olusumuna neden olur (140,184).
3.1.6.8. Norolojik tutulum

Behget hastalarinin = %5-10 kadarinda goriiliir. Norolojik  tutulum
hastaligin ilk bes yilinda goriiliir ve yliksek morbidite riski tasir. Mortalite orani
ise %5-10 civarindadir. Genellikle erkeklerde daha sik gozlenir (4,178).

Lezyonlar en sik beyin parankiminde daha sonra omurilik, serebellum ve
meninkslerde saptanir. Serebral atrofi gelisebilir. BH’da kronik hastalik ve/veya

steroid psikozuna bagli psikiyatrik bozukluklar da goriilebilir. Hastalarda akut bir
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norolojik atak goriilmese dahi diizenli norolojik inceleme yapilmasi 6nemlidir
(224,258).
3.1.6.9. Gastrointestinal sistem (GIS) tutulumu

GIS tutulumunun siklig1 etkilenen popiilasyona gore farklilik gdsterebilir.
Japonya’da BH’larinm 1/3’{inde GIS tutulumu gériiliirken iilkemizde ve Akdeniz
iilkelerinde nadirdir.

Klinik olarak semptomlarin genis bir yelpazesi vardir. Disfaji, istahsizlik,
kolik tarzda karmn agrisi, bazen kanl ishal, kusma, bulanti, sigskinlik hissi gibi
yakmmalar goriilebilir. Tutulum en sik iliogekal bdlgededir. Inflamasyon Crohn
hastaliginda oldugu gibi segmental mukozal inflamasyon ve iilsere lezyonlar
seklindedir. Histopatolojik olarak graniilom olusumu Crohn hastali§in1i BH’dan
ayirmada ¢ok onemli bir bulgudur. BH’da GIS tutulumu iliogekal bolgedeki
iilserlerin perforasyon riski nedeniyle kotii prognostik bir faktér olarak
degerlendirilir (18).
3.1.6.10. Diger bulgular

Kardiyak tutulum nadir olarak goriilmektedir. Fakat perikardit, endokardit,
miyokardit, pankardit, kapak lezyonlari, koroner vaskiilit ve buna bagli miyokard
infarktiisii, ventrikiiler anevrizma, dilate kardiyomiyopati olgular1 bildirilmistir.
Gentis bir seride dort endomiyokardiyal fibrozis olgusu tanimlanmistir. Literatiirde
semptomatik olmayan hastalarda sessiz miyokard iskemisi ve sol ventrikiil
fonksiyonlarinda bozulma bulundugunu gosterir yaymlar vardir. Epididimit;
hastalarin yaklasik %5’inde goriiliir. Bir iki haftada kendiliginden gecer, ancak
tekrarlama egilimindedir (81,165). Hastalarin %5’ten azinda pulmoner arter

anevrizmasi, pulmoner arter veya ven okliizyonu, pulmoner infarktiis, plevral sivi
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ve fibrozan alveolit seklinde pulmoner tutulum goriiliir. Klinik de tekrarlayan
hemoptiziler, 6kstiriik ve yan agris1 gibi yakinmalara neden olur (36).
3.1.7.Laboratuvar Bulgulan

Behget hastalarinda tan1 koymaya yonelik spesifik bir laboratuvar yontemi
olmamasimna ragmen sistemlerin detayli fiziksel muayeneleri tan1 koymada ¢ok
yardimc1 olur. Fakat bazi hastalarda orta diizeyde anemi ve periferde notrofil
baskin bir 16kositoz gozlenmektedir (1,62). Hastalik aktivitesinin spesifik bir
belirteci bulunmamaktadir. Bu nedenle, yeni yapilan ¢ok merkezli ¢aligmalar
hastalik aktivitesinin toplam indeksini ozetleyebilmek i¢cin, BH’nin klinik
ozelliklerini tanimlamislardir (130).

BH’nin laboratuvar bulgular1 nonspesifiktir. Eritrosit sedimentasyon
hizinda artis ve C-reaktif protein (CRP) yiiksekligi gozlense de hastalik aktivitesi
ile dogrudan korelasyon gostermez. Aktif orogenital, goz ve SSS tutulumuna
ragmen normal olabilir. Romatoid faktér ve antiniikleer antikorlar negatiftir.
Serum immiinglobulinlerinde ve C9’da daha belirgin olmak iizere serum
komplemanlarinda artis gozlenebilir (2).
3.1.8.Tanis1

Hastaligin tanis1 klinik olarak konur, 6zgiil bir laboratuar testi yoktur. Tam
icin major kriterler oral aft, genital iilser, g6z ve deri tutulumudur. Minor kriterler
ise artrit, gastrointestinal lezyonlar, epididimit, damarsal lezyonlar ve merkezi
sinir sistemi tutulumudur. Bu belirtilere gore hastalik komplet, inkomplet, siipheli
ve olas1 olmak tlizere 4 grupta incelenebilir. Dort major kriterin de olmasi halinde
hastalik komplet BH olarak tanimlanir. Ug major kriter veya gdz tutulumu ile

birlikte bir major kriter varsa inkomplet denir. G6z tutulumu hari¢ 2 major belirti
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varsa silipheli, 1 major belirti varsa olas1 olarak adlandirilir (20). Bir baska
tanilandirma ise Uluslararasi Calisma Grubu kriterleridir. Tekrarlayan oral aftla
birlikte su dort bulgudan en az ikisinin olmasi gerekir: Tekrarlayan genital
lezyonlar, g6z tutulumu, deri tutulumu, paterji testi pozitifligi (99).

3.1.9. Seyir ve Prognoz:

BH relaps ve remisyonlarla seyreder. Klinik seyri ve prognozu cok
degiskendir. Genellikle genital iilser, oral aft, ya da g6z tutulumu ilk ortaya ¢ikan
lezyonlardir. SSS ve vaskiiler tutulum ise daha ge¢ donemlerde gelisir. Ozellikle
ilk bes-yedi yil ataklar siktir, sonrasinda ataklar arasi daha seyreklesir. Gz
semptomlar1 ge¢ donemde kroniklesir, uzun dénemde kérliikle sonlanabilir. On
iiveitin daha baskin seyrettigi olgularda prognoz daha iyidir. Yapilan bir
calismada, olgularin %74’iinde 6-10 y1l i¢inde yasal korliik gelistigi bildirilmistir.
GOz bulgularinin baglamasiyla gérme kaybi arasindaki siirenin ortalama olarak
3.36 yil oldugu bildirilmistir (243). SSS tutulumu ve GIS tutulumu sonras1 gelisen
bagirsak perforasyonu veya vaskiiler tutuluma bagl biiyiik arter riiptiirii ortaya
¢ikmazsa yasam siiresi genellikle iyidir. Hastalik SSS, vaskiiler, GIS tutulumun
sik oldugu genclerde, erkeklerde ve Japonlar’da agir seyretmektedir (22). Kural-
Seyahi ve ark. 20 yillik takip sonuclarmi yaymladiklar1 ¢calismalarinda, mortalite
ve morbidite oranlarinin geng erkeklerde anlamli derecede fazla oldugunu, ayrica
g0z bulgularinin baslamasinin ve yarattigi hasarin en fazla hastaligm birkag yili
icinde oldugunu bildirmislerdir. G6z tutulumunun ge¢ ortaya ciktigi olgularda

gorme prognozunun daha iy1 oldugunu bildirmislerdir (125).
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3.1.10. Tedavisi

BH’nin tedavisinde primer amag; semptomlari kontrol etmek, organ
hasarin1 dnlemek ve inflamasyonu baskilamaktir. Tedavi, tutulan organlara ve
tutulum siddetine gore belirlenmelidir. Cogu zaman kombinasyon tedavisi tercih
edilmelidir. Fakat hayati tehdit edici SSS ve biiylik damar tutulumu olan olgularda
konvansiyonel tedaviler her zaman yiiz giildiiriicii olmayabilir (242).
3.1.10.1.Mukokiitan6z lezyonlarda tedavi

Topikal steroidler, oral ve genital {ilserlerin tedavisinde yararhdir.
Kolsisinin etkisi mukokiitanoz lezyonlarin tedavisinde notrofil fonksiyonlarmi
inhibe eder. Talidomidin de oral ve genital iilserlerle beraber psoddofollikiilit
tedavisinde etkili oldugu bildirilmistir. Kolsisine direngli eritema nodozum
tedavisinde sistemik kortikosteroidlerden fayda goriilebilir. Streptokoklarin
hastalik  patogenezindeki olas1 rolleri diisiiniilerek yapilan streptokok
eradikasyonuna yonelik benzatin penisilin tedavisinin de mukokiitandz lezyonlar
iizerinde etkili oldugu gozlenmistir (5).
3.1.10.2.G6z bulgularinda tedavi
GOz tutulumu olan hastalarin  %25’inde tedavi olmasma ragmen korlitkk
gelismektedir. Erken hastalik baslangic yasi ve erkek cinsiyet géz bulgularin
seyrinde kotii prognostik faktorlerdendir. Tedavide amag¢ ataklarin sikligni ve
siddetini azaltmaktir. Anterior iiveit ataklarinda topikal midriyatik damlalar ve
steroidli damlalar 6nerilmektedir. Ciinkii bu damlalar hem etkili hem de yan etkisi
az ajanlardir. Posterior iiveit ataklarinda bazen topikal enjeksiyon ve sistemik oral
steroid kullanim1 6nerilmektedir. Tek ajan olarak oral kortikosteroid kullanimimin

okiiler ataklarda palyatif etkisinin yani sira gérmeyi artirict etkisi yoktur. Hatta
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sekonder retinal tromboza ve katarakta da neden olabilir. Sitotoksik ajanlardan
azatioprin, klorambusil ve siklofosfamid %50-70 oraninda okiiler ataklarin
olugsmasmi engeller. Azatioprin ve klorambusilin uzun dénem goérme {izerine
olumlu etkileri de belirtilmistir (179,244). Kolsisin, kortikosteroid, azatioprin ve
klorambusil gibi konvansiyonel tedavilere direngli hastalarda siklosporin %70-80
oraninda etkili bulunmustur. Bazi hastalarda siklosporine bagli irreversibl
norolojik hasar goriilebilir. Bu nedenle nérolojik bulgular1 olan hastalarda ilag
kontrendikedir (157-259 ).

Son yillarda yapilan c¢alismalarda IFN-a’nin, BH tedavisinde yiiz
giildiiriicii etkileri ortaya konmustur. Bir ¢calismada, okiiler tutulumu olan Behget
hastalarinda %95 tedavi cevabi oldugu goriilmistiir. Bir baska c¢alismada da
IFN2a ile okiiler semptomlarin tedavisinde dort ay igerisinde %67 komplet
remisyon orani elde edilmistir (35).
3.1.10.3. Artritli olgularda tedavi

Nonsteroidal antiinflamatuvar ilaglar (NSAII) ve kolsisin BH’ye bagh
artrit semptomlarinin tedavisinde etkili ajanlardir. Yanitsiz hastalarda siilfasalazin,
artrit bulgularinin kontroliini 6nemli 6lciide saglamaktadir. Genellikle diger
hastalik diizenleyici ajanlar nadiren kullanilmaktadir (35).
3.1.10.4. Gastrointestinal semptomlarda tedavi

Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin tedavisinde kullamlan ajanlar.
BHnin GIS lezyonlarmin tedavisinde de kullamlr. Siilfasalazin ve
kortikosteroidler temel ilaclardir. Steroid dozu hastaligin ciddiyetine baglhdir

(242).
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3.1.10.5. Santral sinir sistemi (SSS) lezyonlarinda tedavi
SSS tutulumunda yiiksek doz oral steroidle beraber, pulse steroid ve

siklofosfamid tedavisi 1iy1 bir alternatiftir. Aseptik akut menenjit veya
meningoensefalit hastaligin erken fazinda steroid tedavisine 1yi cevap verir.
Ancak kronik, ilerleyici SSS hastalig1 kullanilan tedavilere direnclidir (242,179).
3.1.10.6. Biiyiik damar tutulumunda tedavi

Steroid ve sitotoksik ajan kombinasyonu arteryel tutulum tedavisinde kullanilir.
Antikoagiilan ve antiplatelet ajanlar ise derin ven trombozu (DVT)nun
tedavisinde kullanilir. BH’na bagli damar tutulumu olan hastalarda IFNa
tedavisinin etkili olabilecegine dair kontrolsiiz bir 6n ¢alisima vardir (152).

Bu ¢alisma kapsaminda BH’da g6zlenen immiin yanitta rolii olan regiilator T
hiicreler ve immiin yanit ve enflemasyonu diizenlemede rolii olan bazi
parametreler irdelenecektir.
3.2.Treg Hiicreleri

Bagisiklik sistemimizin ana gorevi, dokulara zarari en aza indirerek
enfekte hiicreleri yok etmektir. Bununla beraber organizmayi, patojenlerin ve
mikroorganizmalarin istilasindan da korumak da gorevlerindendir. Regiilator T
(Treg) hiicrelerin, bagisiklik sistemi ile tolerans arasinda ki dengelerin kontrol
edilmesinde biiyiik bir rolii oldugu diisiiniilmektedir. Treg hiicrelerinin ¢esitli
tipleri tanimlanmistir. Bu tanimlamada hiicre yilizey belirteclerinin ekpresyonu,
sitokin iiretimi ve hareket mekanizmalar1 temel alinmistir. Treg hiicre tiplerinin
onemli bir boliimiinii antijenle indiiklenmis veya adaptif Treg hiicreleri olusturur.
Bu adaptif Treg hiicreleri ¢ogunlukla, immiinosiipresif sitokinler olan interldkin-

10 (IL-10) ve/veya transforming growth factor-3 (TGF-p) liretimi ile tanmnir. Treg
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hiicre tiplerinin diger 6nemli bir boliimiinii ise dogal olarak meydana gelen ve
timusta iiretilen CD4 CD25" Treg hiicreleri olusturur. Dogal Treg hiicreleri ise
transkripsiyon faktorii Foxp3’ii (Transcription factor forkhead box P3) siirekli
eksprese etmeleri ile taninir (46). Normal sartlarda otoimmiiniteden korunmak
icin Treg hiicrelerinin sayilar1 ya da fonksiyonlar1 bir dengede tutulur. Fakat
siiregelen bagisik yanitlar diizenlenirken sayilari artip azalabilir. Treg hiicre
sayillarinin artmasi ile azalan immiinite tiimor gelisimi veya hastaliklara neden
olur. Treg hiicre sayilarinin azalmasi ise otoimmiiniteyle sonucglanir. Boylece
farkli immiin effektdr hiicrelerin biiyiik toplulugu icerisinde yeni kesfedilen
regulator T hiicreleri, immiin yanitlar1 kontrol etmede ve self reaktif T hiicrelerini
yok etmede 6nemli bir rol oynar (46).
3.2.1.Regiilator T hiicrelerin tanimlanmasi

Treg hiicreleri, 1970’1i yillarin baglarinda ilk olarak baskilayici hiicreler
olarak tanimlandi (73). Bu baskilayici hiicreleri dogru olarak tanimanin ve izole
etmenin giigliikleri nedeniyle caligmalar 1980’11 yillarin sonlarma brrakildi.
1995°de, Sakaguchi ve arkadaslari, CD4" Treg hiicreleri igin interlokin-2 reseptor

o-zincirini (CD25) fenotipik bir belirte¢ olarak tanimladilar (199).

3.2.2. Regiilator T hiicrelerin gelisimi ve kokenleri

Profesyonel (dogal) Treg hiicreleri, timusta gelisir. Adaptif Treg hiicreleri ise,
sub-optimal antijene maruz kalmasi ve/veya ko-stimiilasyonun 6zel kosullarin
altinda olgun T hiicrelerinin aktif hale gelmesinin sonucu olarak gelisebilir. Dogal
Treg hiicreleri, timik stromal hiicreleri tarafindan sunulmus olan self- peptitler ve
stromal hiicrelerin TCR (T cell receptor) etkilesimleri siiresince kortekste pozitif

olarak secilir (148). Timus fonksiyonel olarak matiir T hiicre subpoliilasyonu gibi
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CD25°CD4" Treg hiicrelerinin de ¢ogunu iiretir. Normal timus self-reaktif CD4"
effektor T hiicrelerini siirekli olarak tiretebilir ve bu hiicreler self-reaktif dogal
Treg hiicreleri tarafindan baskilanabilir. Bu aktivite ise timusun ii¢lincli
fonksiyonu olarak tanimlanmistir (209). Dogal Treg hiicreleri fetal ve neonatal
gelisiminin  erken evreleri boyunca timusta gelisir. Yine de, dogal Treg
hiicrelerinin, olgunlagsmasmin hiicresel esasi, antijen sunumunda ki rolii, TCR
kullanimlarinin ¢esitliligi ve timik mikrogevre ile etkilesimler, su ana kadar acik
degildir. Cift transgenic fare sistemini kullanarak, antijen-spesifik Treg
hiicrelerinin, yliksek-affiniteli antijen tanimasmin sonucu olarak gelistigi
gosterildi. Bazi timositlerin, negatif se¢imden neden kurtuldugu ve Treg
hiicrelerine neden ayrildig1 halen daha bilinmemektedir (104). Onlarin medullar
epitelyal hiicre adalar1 tarafindan sunulan doku antijenlerini secerek tanidigi
distiniilmiistiir. Bu durum ise kuvvetli bir Treg hiicre yanitinin olusmasina neden
olur. Birka¢ ¢alismanm sonucu, farede CD4°CD25" T hiicrelerinin secim yeri
olarak timik medullay1 isaret ederken bazi ¢alismalar da, CD4 CD25" Treg
hiicrelerinin pozitif se¢gim yeri olarak timik korteksi isaret etmektedir (24). Treg
hiicre se¢imi, temel olarak diger timositlerin se¢im siire¢lerine benzer fakat tek
fark hiicresel etkilesimlerin istendigi zaman baslamasidir. Bu isteklilik hem Treg
hiicrelerinin se¢imine neden olabilen hemde bu hiicreleri anerjiye gotiirebilen bazi
sinyallerin dogmasma sebep oldugu gibi negatif se¢imden onlar1 koruyan
antiapoptoptik molekiillerin iiretimine de neden olabilir. Bu koruyucu molekiiliin,
anti apoptotik aktivitede rol oynayan glucocorticoid-induced TNF reseptori

(GITR) olabildigi diisiintilmiistiir (175).
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Son zamanlarda dogum sonrasi timusda yiiksek diizeyde CD25 ekpresse
eden olgun CD4" ya da CDS8" timositlerin tiplerinin varligi ve CD4 CD25"¢"
regiilator hiicrelerin sirkiilasyonunun bazi 6zellikleri gosterildi (50, 220).

Baz1 yazarlara gore, Treg hiicreleri timustan c¢iktiginda, naif
CD45RA'GITR™ T hiicreleri olarak dolasima girerler ve gergekten bu hiicreler
poliklonal aktif effektor hiicrelerin ¢ogalmasmi baskilayabilir. Ancak heniiz
tepkisel kapasitesi zayif veya otoantijenlere karsi baskilayict cevaplarda yetersiz
oldugu goriilmistiir (50). Bu yetenek, daha ¢ok hafiza hiicre benzeri bir fenotip
kazandig fetal ikincil lenfoid organlarin i¢inden gegisi sirasinda kazanilir. Ancak,
bazi geleneksel CD4'CD25 Treg hiicrelerinin, periferde CD4 CD25" Treg
hiicrelerine doniismesi de goz ardi1 edilmemelidir (250). Sonug olarak aktive Treg
hiicreleri CD69, GITR ve CD45RO sunar ve yanitin genis bir kismini, yani timik
se¢cimden kacgan otoreaktif T effektor hiicreleri baskilayabilir (148).

3.2.3. Regiilator T hiicrelerinin tipleri

Insan ve hayvanlarda T regiilatér hiicrelerinin bir kag tipi tanimlanmustir.
Fare modellerinden elde edilen genis veriler temel alindiginda, Treg hiicrelerinin
iki alt grubu ozellikleri ve etki mekanizmalar1 bakimindan ayrilir. Dogal (CD4"
CD25" Treg hiicreleri) regiilatér hiicreler ve profesyonel Treg hiicreleri olarak da
adlandirilirlar. Timusta gelisir ve otoimmiin tepkileri potansiyel olarak
engelleyebilir. Adaptif regiilator hiicreler olarak adlandirilan ikinci altgrup sub-
optimal antijene maruz kalma sirasinda ortaya ¢ikan 6zel kosullar altinda olgun T
hiicrelerinin aktiflesmesi sonucu gelisir (26).

Baz1 c¢aligmalarda antijenle indiiklenebilen (adaptif) Treg hiicrelerinin

cesitli tipleri gosterilmistir. Bu indiiklenebilen Treg hiicrelerinin supresif
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fonksiyonu supresif sitokinlerin (IL-10 ve TGF-B) iiretimi ile iligkilidir. Bu
yiizden, indiiklenebilir Treg hiicrelerinin smiflandirilmasinda farkli supresif
sitokinlerin ekspresyonu temel alinmistir. CD4" regiilatr T hiicre tip 1 (Trl),
yiiksek diizeyde IL-10 ve orta diizeyde IL-5, IFN-y ve TGF-p iiretirken, IL-2 ve

IL-4 gibi sitokinleri tiretemezler (195,196). T helper 3 (Th3) Treg hiicreleri ise

TGF-B’y1 yiiksek diizeylerde ekprese edebilir (261).

Tablo.3.1. T regulator hiicre tipleri ve 6zellikleri

HUCRE TiPi FENOTIP IMMUNSUPRESIF MEKANIZMASI
CD4+

REGULATOR T

HUCRELER

I-TIMUSTA CD4'CD25'FOXP3" Hiicre-hiicre temasina bagimli in vitro (CTLA-
TURETILEN 4);hiicre-hiicre temasi ve sitokin-bagimli in
DOGAL hiicre temasina bagimli vivo (IL10 ve TGF-B)

OLUSAN TREG

II-PERIFERDE CD4'CD25 ' FOXP3* hiicre temasindan bagimsiz

INDUKLENEREK

DOGAL Foxp3 ekpresyonu degiskendir

OLUSAN TREG

Tr1 HUCRELER CD4"CD25"FOXP3 IL-10" Hiicre-hiicre temasy/sitokin aracili(IL-10 iiretir)
Tr3 HOCRELER | CD4'CD25°FOXP3 TGF-B" Sitokin aractli (TGF-p tretir)

TGF-B/IL-10 ¢ift TGF-B/IL-10 ¢ift pozitif CD4'CD25 FOXP3~ | Sitokin aractli (IL-10 ve TGF-B iiretir)

pozitif CD4" Treg

CD8"
REGULATOR T
HUCRELER

I-T SUPRESOR
HUCRELER (Ts)

CD8 CD28"

Hiicre- hiicre temasina bagimli(CTLA-4)

II-IL-10 URETEN
CD8' T
HUCRELER

CDS'IL-10"

Sitokin aracil1 (IL-10 tiretir)

Tablo.3.1’de Treg hiicre tipleri ve oOzellikleri verilmistir. Timik Treg
hiicrelerinin, timik seleksiyondan kacan otoreaktif T hiicrelerin periferik tolerans
mekanizmasi ile alakali oldugu diisiiniilmektedir (211). Hem CD4'CD25" hem de

CD8'CD25" insan timositleri, olgun Treg hiicrelerinin ortak 6zellikleri olan yiizey
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CCRS8 ve TNFR2 (Tumor necrosis factor receptor superfamily 2) ve sitoplazmik
CTLA proteinine ek olarak CTLA-4, Foxp3 ve GITR mRNA’y1 ekprese eder. Bu
hiicreler, aktivasyonu takiben ¢ogalmaz veya sitokin liretmez, ancak CTLA-4’1 ve
TGF-B1°1 yiizeylerinde sunarlar. Bu hiicreler CTLA-4 ve TGF-B1’in beraber
aktivasyonu ile temasa bagli mekanizma yoluyla hedef T hiicrelerinde interlokin-2
reseptor alfa (IL-2Ra) zincirinin inhibisyonuna neden olarak, otolog CD4 CD25
timositlerinin ¢ogalmasmin baskilar. Hem CD4 CD25" hem de CD8 CD25" Treg
timositleri, Thl hiicreleri tizerinde kuvvetli baskilayici faaliyeti gosterirken Th2
hiicrelerinde ¢ok daha az baskilayicidirlar. Timusta ortaya ¢ikan ve gelisen Treg
hiicreleri, otoimmiin hastaliklarinin 6nlenmesi ve self toleransin siirdiiriilmesinden
sorumludur. Thl hiicreleri, Treg timositlerinin supressif aktivitelerine yiiksek
Olciide hassastir ve sonug olarak otoantijenlere karsi Thl iligkili immiin cevap
iizerinde 6nemli rolleri vardir (148).

Son zamanlarda, hem CD25"in farkli cesitleri hem de CD25™ Treg hiicre
popiilasyonu, tanimlandi (103). Dogal olarak meydana gelen ve timusta iiretilen
CD4" CD25" Treg’ler, total perifer CD4" hiicrelerinin % 5-10’nu olusturur. Bu
hiicreler immiinsupresif 6zellikli bir T hiicre toplulugudur (200). Treg hiicreleri
CD25’1 sunmalarinin yaninda birkag aktivasyon belirteci de sunarlar. Bu
belirtecler; GITR, OX40 (CD134), L-selectin ligand (CD62L) ve CTLA-4
(CD152)’tiir. Bu belirtegler aktive T hiicresi subsetleri ve c¢esitli antijen-sunan
hiicrelerde (APCs) farkli oranlarda sunuldugu i¢in hi¢ birinin tek basina Treg
hiicreleri i¢cin tanimlayict olmadig1 gosterildi. Daha yeni yapilan ¢aligsmalarda,
Treg hiicrelerin tanimlanmasi i¢cin daha 6zel bir intraselliiler belirte¢ olarak Foxp3

bulundu (67, 97). Foxp3, CD4'CD25" Treg hiicrelerinin gelisimi ve fonksiyonlar1
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icin 6nemli bir kopyalama faktoriidiir. Sakaguchi ve ark. Foxp3’ii Treg’lerde
regiilator fonksiyonun bir belirteci olarak ayirt etmislerdir (199). Foxp3, hiicre i¢i
yerlesim gosterir. Canli hiicrelerden izole edilmez (7). Foxp3’de mutasyonla
olusturulan fonksiyon kaybi hem fareler de hem de insanlarda Treg hiicrelerinin
yoklugu ile sonuglanir. Bu durum da insanlarda immunedysregulation,
polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked syndrome (IPEX) ve farelerde scurf
fare olarak bilinen ciddi otolimmiin bozukluklu bir fenotipe neden olur (264).

Ayrica, Treg'lerde Foxp3'lin biyolojik fonksiyon olarak Rel-family
transkripsiyon faktorleri olan; NFAT (Nuclear factor of activated T-cells) ve
NFxB (nuclear factor kappa B) aktivasyonunu bloke edebildigi gosterilmistir ve
sonu¢ olarak; IL-2 ve diger sitokin genler1 (IL-4 ve IFN-y) icin bir
transkripsiyonal baskilayici olarak gorev yapar. Bu suretle hiicreyi immiin
stimulatdr gorevlerini yapmamak iizere programlar (197, 273). Insanlarda Foxp3
ekspresyonu, negatif feedback olarak siiren immiin yaniti kontrol etmek icin
aktive T hiicrelerinde de gosterilmistir (253).

CD4'CD25" Treg hiicrelerinin timus orjinli mi yoksa cevredeki olgun T
hiicrelerinden mi, olusup olugsmadig1 halen siiren bir tartismadir. Muhtemelen, her
iki kaynagin da oOnemli bir rolii oynadigi distliniilmektedir. Erken yasam
doneminde, Treg hiicrelerinin liretiminde timus epitel yapilar1 ve Hassal cisimcigi
onemli bir rolii oynar (142, 257). Treg hiicrelerinde soy tanimlama faktorii olan
Foxp3'in ekpresyonu, Treg hiicrelerinin ayr1 bir T hiicre soyu oldugunu
desteklemektedir. Kendiliginden timektomiye maruz kalan neonatal farelerde
otoimmiin hastaliklar gelismistir (190,214). Diger yandan, insanlarda timusun

foksiyonu puberteden sonra biiylik Ol¢iide azalir. Buna ragmen Treg hiicreleri
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varligin1 yasam boyunca devam ettirir. Bu durum Treg hiicrelerinin; kendi
kendine yenilenebilir bir hiicre havuzundan ¢iktigini, uzun silire yasamini
stirdiirebildigini ve timus disindan orjin alabildigini gdsterir. Vukmanovic-Stejic
ve arkadaslar1 bir ¢alismalarinda, insanlarda CD4 CD25 Foxp3"™ Treg hiicrelerin
fonksiyon ve sayica varliklarmi 70°1li yaslardan sonra bile, siirdiirdiiklerini ve
Treg hiicrelerinin, muhtemelen, sadece timus soylu Treg’lerden tiiremedigini
gosterdi. Bu sonug, Treg hiicrelerinin, CD4 CD45RO"CD25 Foxp3™ hafiza T
hiicrelerinin ¢evresel havuzundan olustugunu diistindiirmtistiir (239).

Esit olarak indiiklenen Treg hiicrelerinin her iki tipi de Thl kadar Th2
iligkili immiin yanitlar1 da baskilar. Trl ve Th3 Treg hiicrelerinin, dentritik
hiicrelerle uyarildiktan sonra, dinlenme halindeki T hiicrelerinden kdken aldigi
gosterilmistir (61). Bu durum dentritik hiicre tipine ve aktivasyon durumuna bagli
olarak olusur. Ayrica dogal olarak olusan Treg hiicreleri ve indiiklenebilir Treg
hiicrelerinin soyu iliskilidir. Bu durum CD4" CD25'Foxp3" Treg hiicrelerinin
integrin ekpresyonu ile iligkilidir. a4B7 integrin sunumu, Trl hiicrelerinden IL-10
iretimini artirirken, 04PB1 integrin sunumu, Th3 hiicrelerinden TGF-§8 {iretimini
artirir(219). Son zamanlarda, immatiir ve matiir dentritik hiicrelerini de iceren
perifer kan lenfositlerinin invitro kiiltiiriinden sonra indiiklenebilen TGF-3 ve IL-
10 ¢ift pozitif CD4" CD25 Foxp3™ adaptif Treg hiicrelerinin ekstra bir toplulugu
tanimlandi (47).Yine bir bagka Treg hiicresi olarak immiin sistemi kontrol eden,
indiiklenebilen Treg ve dogal olusan CD4" Treg hiicreleri ile iliskili olan CD8" T
supressor hiicreleri tanimlanmugtir. CD8" T supressor hiicreler bir oligoklonal T
hiicre popiilasyonundan tiiretilmistir. Bu hiicreler yiizeylerinde CD28 ekprese

etmezler fakat CD4 CD25" Treg hiicreleri ile ayn1 diizeyde Foxp3, GITR, CTLA-
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4, 0X-40, ve CD62L eksprese ederler (173, 208). CD8"CD28 hiicreler, natural
killer T hiicreleri (NKT), yo T hiicreleri de Treg hiicre ailesini ihtiva ederler (221).

Treg hiicreleri olmayan neonatal timektomili farelere, normal farelerden
CD4'CD25" T hiicreleri transfer edildiginde multiorgan otoimmiin hastaliklarin
baskilandig1 gézlenmistir. Bu durum CD4°CD25" T hiicrelerinin self toleransta
merkezi bir rol oynadigini gostermektedir (211). Treg hiicrelerinin fonksiyonlarmi
yerine getirmek i¢in kullandiklar1 mekanizmalar soyle 6zetlenebilir.
3.2.4. Supresyon mekanizmalari

Hem dogal olarak meydana gelen hem de indiiklenebilen her iki grup Treg
hiicre, supresif fonksiyonlarini baslatabilmeleri icin T hiicre reseptoriine ihtiyag
duyarlar (213). Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda Treg hiicrelerinin, T hiicre
aktivasyonunu ya da fonksiyonunu baskilama mekanizmalarin karigik oldugu
goriilmiistiir. Bunlardan en 6nemlilert,

1-Hiicre- hiicre temasui.:

Bir kag invitro ¢alisma CD4 CD25" Treg hiicrelerinin, efektor T hiicreleri
ile direkt bir hiicre-hiicre temasma girerek efektdr T hiicrelerinin IFN-y iiretimini
ve hiicre ¢ogalmasini baskiladigir gosterilmistir. Muhtemelen bu baskilamaya,
hiicre yiizeylerinden ekprese edilen GITR ve CTLA-4 belirtegleri aracilik
etmektedir (212).

Supresit hiicrelerde ekprese edilen CTLA-4’tin effektor hiicrelerdeki
CD80/CD86 ile ligasyonu, supressif sinyallerin ge¢isine neden olur ve bu durum
effektor T hiicrelerinin fonksiyonlarinin inhibisyonu ile sonuglanir (186).
Effektor T hiicre aktivasyonunu etkileyen Treg hiicrelerindeki bagka bir

mekanizma ise DC fonksiyonlarmnin diizenlenmesile olusur. Supresif hiicrelerdeki

28



CTLA-4 ile DC’deki CD80 /CD86'in ligasyonu ile triptofani rediikte edebilen bir
katabolik enzim olan indoleamine 2,3-dioxygenase'n (IDO) aktivasyonu ve
ekpresyonu meydana gelir (65). Kiiltiir ortaminda rediikte triptofan
konsantrasyonunun T hiicre silinmesi ve T hiicre aktivasyon azalmasi ile iligkili
olabilecegi rapor edilmistir (172). CTLA-4 bloke edilerek farelerde (6rnegin:
inflamatuvar bagirsak hastalig1) ve insanlarda (6rnegin: melanom hastalar1) Treg
hiicrelerinin supresif fonksiyonlar1 gosterilmistir (192). Bu sonuglar; CTLA-4'in
Treg hiicrelerinin supresif aktivitesinde fonksiyonel olarak 6nemli bir rol
oynadigini gostermistir. Diger taraftan, CTLA-4 geni yok edilmis farelerin, Treg-
spesifik transkripsiyon factor, Foxp3 ekprese eden hiicrelere sahip oldugu ve bu
hiicrelerin supresif yetenekleri oldugu goézlenmistir (225, 229). Bu goézlemler,
CTLA-4'in, Treg fonksiyonu icin gerekli tek aksesuar molekiil olmadigini
gostermistir. CD4 CD25" Treg hiicrelerinin hiicre-hiicre temasina bagh immiin
supresyonuna hiicrede ekprese edilen TGF-’nin da aracilik ettigi rapor edilmistir
(174). Sonraki ¢alismalarda TGF-B eksik farelerden fonksiyonel olarak supresif
CD4'CD25" Treg hiicrelerinin izole edilmesi baz1 tartismalara yol agmustir (213).

Yine IL-10 sekrete eden Trl hiicrelerinin in vitroda T hiicre ¢ogalmasini
inhibe etmesi, Trl hiicre silipresyonunun IL-10 {iretiminden bagimsiz oldugunu
gosterilmistir (222). Temas-bagli supresyon mekanizmalarinin daha ¢ok in
vitroda baski olabilecegi diisiintilmiistiir.
Ikinci supresyon mekanizmasi ise soluble faktdrlerdir;

2- Soluble faktorler:

Yukardaki caligmalar Treg hiicreleri tarafindan olusturulan T hiicre

supresyonu temasa bagimli, ancak sitokinden bagimmsiz oldugunu akla
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getirimektedir. Fakat diger invitro calismalar, Trl ve Th3 Treg hiicrelerinin
supresif aktiviteleri i¢in sirasiyla 1L-10 ve TGF-B gibi immiinsupresif sitokinlere
ithtiya¢ duyduklarmi agik¢a gostermistir (135, 231). Treg’lerin invitro kosullarda
supresif mekanizmalarmin kesin bir agiklamasi yapilamamistir. Ancak, bazi
invitro ¢aligmalarda ise Treg aracili supresyonda immiin supressif sitokinlerin rolii
gosterilmistir. Treg hiicrelerinin supresyonu, inflamasyonun biiytikliigii ve hedef
organin Ozellikleri gibi bir¢ok fizyolojik faktorlerden etkilenebilmektedir.
Gergekten de IL-10 eksikliginin kolit gibi bazi otoimmiin hastaliklar1 meydana
getirdigi gosterilmistir (9, 53). Fakat gastrit gibi baz1 otoimmiin hastaliklar ise
IL-10’dan bagimsiz olarak olusabilmektedir. Diyabet gibi otoimmiin hastaliklar
ise, TGF-B’ya bagimli olarak meydana gelebilir (247).

CD4'CD25" Treg hiicreler granzim-A sunumunu aktif hale getirir ve
perforin bagimli mekanizmalar ile aktive olan CD4" ve CD8" T hiicrelerini
oldiiriir (78). Ayrica Treg hiicreler, hem insanlarda hemde farelerde sitokinlerin
sekresyonu {iizerinden DC olgunlasmasi1 ve aktiflesmesini de engeller. Bunun
nedeni, IL-10’un DC hiicrelerin ko-stimiilator molekiilleri ve MHCsmif-11
ekpresyonunu azaltarak antijen sunma kapasitelerini bozmalaridir (167). TGF-3
da MHC smifi II ekpresyonunu azaltir ve ko-stimiilator molekiillerinin yiiksek
diizeyde ekspresyonunu engeller (72). Saglklh géniilliilerden alman CDS8" T
stipressor hiicrelerinin DC’lerde ko-sitiimiilator molekiillerin (CD80/CD86) fazla
salinimin1 inhibe ettigi ve DC’lerde 6nemli 6lciide Ig-like transcripts 3(ILT3) ve
Ig-like transcripts 4(ILT4) sunumunu arttirdigr gosterilmistir (43). Ig-like
inhibitor reseptor ailesi liyesi olan bu ILT molekiilleri fonksiyonel olarak 6ldiiriicti

hiicre inhibitor reseptorleri ile iligkilidir. Antijen sunan hiicrelerde ILT nin
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baglanmasi Ca™> mobilizasyonunu ve tirozin fosforilasyonun inhibe eder (40,191).
Ustelik bdyle ILT sunan DC’lerin, CD4" alloreaktif T hiicrelerinin, immiin
stipresif fonksiyonlu Treg hiicrelerine doniistiirmede etkisi oldugu gdsterilmistir
(151).
3.2.5. Otoimmiinitede Treg hiicreleri

Treg’lerin fonksiyonel aktivitesinin azalmasi, otoimmiin hastaliklara
duyarliligimn artmasiyla sonuglanir. Multiple sklerozis (MS), poliglandiiler
sendrom tip II, akut romatoid artrit (RA), tip I diyabet, sedef ve myastenia
graves’li hastalarla, saglikli donorlerdeki hiicreler kiyaslandiginda saglikl
kontrollere gére CD4'CD25" Treg hiicrelerinin supressif fonksiyonunda &nemli
Olciide azalma oldugu gosterildi (17). Fakat bu hastalarin periferik kanmdaki
CD4'CD25" Treg hiicrelerinin yiizdesi saglikli kontrollerle kiyaslandiginda fark
goriilmemistir. Bu durum hastalik gelisiminin nedeni olarak Treg’lerin
sayllarindan ziyade defektif Treg fonksiyonu oldugunu akla getirir. Ayrica bazi
otoimmiin hastaliklarinda, hastalarm periferik kaninda CD4'CD25" Treg'lerinin
azalan diizeyleri de goézlenmistir (17, 32). Yine de, periferik kanda Treg’lerin
sayllarindaki bu azalmadan, kandan inflamasyon bdlgesine Treg’lerin goci,
sorumlu olabilir. Gergekten, RA veya jlivenil idiopatik artritli (JIA) hastalarda
yapilan ¢alismalar inflamasyon bdlgesinde (mesela sinoviyal sivida) CD4 CD25"
Treg hiicrelerinin yilizdesi ile periferik kandaki yiizdesi kiyaslandiginda
inflamasyon bolgesinde 6nemli Olglide artma gozlenmistir (170). Gergekten
alerjik hastalarda Th2 cevabin bastirilmasinda CD4'CD25" Treg hiicrelerinin

yetersiz fonksiyon yaptiklarma dair giiclii deliler vardir. Astmatik hastalarda ya da
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alerjik kisilerde, Tr1 hiicrelerinden sekrete edilen IL-10’nun disfonksiyonunun ya
da azalmasmin saglikli kisilerle benzerlik gdsterdigi bulunmustur (3,193).
3.2.6. Kanserde Treg hiicreleri

CD4'CD25" Treg hiicrelerinin sayilari, akciger, pankreas, gogiis,
karaciger, ve deri kanseri olan hastalarinin tiimorlerinin iginde, ¢evresinde ve
periferik kaninda yiiksek olarak bulunmustur (270). Ustelik Treg hiicreleri, in
vitro da anti-CD3 veya anti- CD3/ anti CD28 yolu ile uyarilan otolog periferik
kan T hiicrelerinin giigli immiin siipresif aktivite gosterdigi akciger
tiimorlerinden izole edildi (271). Bu ylizden Treg hiicrelerinin kanser hastalarinda
anti timor immiin yanitlar1 bozabildigi kabul edildi. Dogal olusan CD4'CD25"
Treg hiicrelerine ilaveten IL-10 iireten Trl hiicrelerinin de kanser hastalarinda,
etkisiz antitimor immiin cevaba yardim ettigi gosterilmistir (153). Over timorli
insanlarda plazmosit DC’lerin, IL-10 {izerinden anti timor yanit1 baskilama
yetenegi olan IL-10 iireten CDS8" regiilator T hiicrelerini indiikledigi gosterilmistir
(51).

Bu c¢alismanin 6nemli bir parametresi olan Treg hiicre yilizey molekiili
CTLA-4 ise T hiicre toleransinin siirdiiriilmesinde en Onemli hiicre ylizey
proteinidir. CTLA-4, T hiicre yiizeylerinde sunulan ko-inhibitér bir molekiildiir ve
CD28’in homologudur (6). CD152, CD28’in ligandi olan CD80 ve CD86’y1 ortak
kullanir ve T hiicrelerde negatif sinyaller olusturur. CD28 baglanmasi1 T hiicre
proliferasyonuna ve IL-2 {iretimine neden olurken, T hiicrenin CDI152 ile
uyarilmast T hiicre cevapsizligina neden olur ve IL-2 {iretiminin azalmasi ile
sonuglanir (121). CD28, asil istirahat halindeki T hiicrelerin ylizeyinde eksprese

edilir. CD152 ise, temel olarak tekrar kullanilmak i¢in intraselliiler kesede
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sunulur. Hiicre yiizeyinde CTLA-4 sunumu, hiicre yiizeyi ve intraselliiler stoklar
arasinda gecis yolu ile diizenlenir. Sonra aktive T hiicrelerinde hiicre yiizeyine
taginir (141). CTLA-4 bu negatif diizenlemeyi, ya T hiicre aktivasyonunu
onleyerek ya da baslamig aktivasyonu sona erdirerek yapar (121). Bu diizenleme
mekanizmalar ile ilgili pek ¢ok goriis vardir. Bu mekanizmalar ile ilgili ti¢ gli¢lii
thtimal tanimlanmistir (203). Birinci olarak CTLA-4/CD28 iligkili kostimiilatorii
hiicreden kaybettirmek yolu ile etki eder (156). Ikinci olarak, CTLA-4’iin CD80
ve CD86 ile baglanip aktivasyon yolunu engelleyerek inhibisyon yapar ya da
tamamen bagimsiz negatif sinyal yolu baslatabilir. Boylece, T hiicre reseptoriiniin
inhibisyonuna neden olur (25). Ornegin, son zamanlarda CTLA-4’iin insan T
hiicrelerinde sinyal iletiminde gorev alan ¢ok sayida zincirin yeniden
diizenlenmesini inhibe ettigi sdylenmektedir. Boylece TCR sinyalini azalttigi
gosterilmistir (155). Ucgiincii olarak, T hiicre alt guruplarnda (muhtemelen
CD4'CD25" regiilatéor T hiicreleri) sunulan CTLA-4 ligasyonu, hiicrelerin
cogalmas1 ve aktivasyonunu inhibe eden faktOrlerin iiretimine neden olur
(15,192). CTLA-4, sadece aktive T hiicrelerinde gecici olarak sunulur. Halbuki
CD152, CD4'CD25" regiilatér T hiicrelerinde ise siirekli olarak sunulmaktadir
(225, 201). CTLA-4 asil olarak, CD4'CD25  regilatér hiicrelerinin
fonksiyonlarinda, periferik toleransmn ve anerjinin olusumunda, devaminda ve
korunmasinda etkilidir (192, 225). CD152’nin blokasyonu, cesitli modellerde
otoimmiinite olusumuna ve toleransin bozulmasimna neden olur. Yine, CD152’nin
multipl sklerozlu ve insiilin bagimhi diyabetes mellituslu sican modellerindeki
blokasyonu otoimmiin cevaplar1 siddetlendirmekte ve T hiicre anerjisini

bozmaktadir (202).
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CTLA-4in Treg fonksiyonlarindaki rolii, yillar siiren tartigmalara yol
acmustir. {lk olarak normal farelerde CD4'CD25" T hiicrelerinin, CTLA-4%
yiiksek diizeylerde ifade ettigi bulundu (223, 225). Insanda son asamada
CD4'CD25"€"Foxp3™&" T hiicrelerinin in vitroda yiiksek 6lgiide baskilayic
oldugu ve sadece CTLA-4'ii ekprese ettigi gosterildi (163). Devam eden veriler
Treg hiicrelerinin fonksiyonu i¢cin CTLA-4'liin gerekli oldugunu destekledi.
mAb’nin verilmesi yolu ile CTLA-4’lin bloke edilmesi normal farelerde organa
0zel otoimmiin hastalik ve kolit meydana getirir ve diyabete egilimli non obez
diabetik farelerde ise diyabeti siddetlendirdigi gozlenmistir (147). Dogal Treg
hiicreler yolu ile ekprese edilen CTLA-4’lin blokasyonu Treg hiicre supresyonun
bitmesine neden olur (225). Foxp3 diger transkripsiyon faktorleri ile birlikte
CTLA geninin promoter (tanitict) bdlgesine baglanarak CTLA-4’lin artan
ekpresyonunu diizenler. Foxp3, Foxp3™ Treg hiicrelerinden CTLA-4’iin yiiksek
diizeylerde sunulmasma destek olur (154). Son zamanda yapilan bir ¢aligma,
CTLA-4 eksikliginin Treg hiicrelere spesifik oldugunu acik¢a kanitlamistir. Bu
calismadaki farelerin, c¢esitli otoimmiin hastaliklardan ve splenomegali ile birlikte
olan lenfoproliferasyondan 6ldiigli ve Foxp3 eksikliginde oldugu gibi yiiksek
miktarlarda IgE iiretildigi de gozlemlendi. Treg-spesifik CTLA-4 eksikligi, Treg
hiicrelerinin baskilayic1 fonksiyonlarmi etkiler ama Treg hiicrelerinin timik
iiretimini, in vivo hayatta kalmasini, aktivasyon durumlarin etkilemez (265).

Bu c¢alismada, Treg hiicrelerinde ve immiin sistemde ¢ok Onemli
fonksiyonlar1 olan CTLA-4’iin, BH patogegenezinde bir rol oynayip
oynamadigini arastirmak iizere son zamanlarda tanimlanan CTLA nin ¢6ziinebilir

bir formu olan sCTLA-4’iin serum diizeyleri incelendi. CTLA’ ’nin ¢dziinebilen bu
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formunun da B7’e¢ baglanabildigi gosterilmistir (187). CTLA-4 lenfosit
aktivasyonunu baskilayan bir molekiil olarak tanimlanmistir. SCTLA-4 ise CTLA-
4 reseptoriiniin membrana bagli olmayan ve hiicre disina salinan seklidir ve Treg
hiicrelerle iliskili fonksiyonel bir belirte¢ olarak tanimlanmistir. Bu ¢oziinebilir
molekiil, CTLA-4 geninin, CTLA-4 molekiiliiniin transmembran domeinini
kodlayan iiclincli eksonu eksik olan alternatif bir kopyasindan meydana gelir
(181,187). sCTLA-4, alternatif olarak birlestirilen mRNA tarafindan olusturulur.
mRNA tarafindan kodlanan bu sCTLA-4 ii¢ eksondan olusur. Ekson 1; Oncii
proteinini, ekson 2; ligand baglama domeinini ve ekson 4; molekiiliin sitoplazmik
kuyrugunu kodlar fakat ekson 3 ile kodlanan transmembran domeinine sahip
degildir. Degistirilmis kopya molekiil, dinlenme halindeki CD4" ve CD8 T
hiicrelerinde bulunur ve ekpresyonu aktivasyonundan 24-48 saat sonra inhibe
olur. Yine 72-120 saat sonra prestimiilasyon durumuna geri doner (187). CD4" ve
CDS" T hiicrelerde, B hiicrelerde ve lenfoid organlarda bulunan bu ¢dziinebilir
form, CD80 ve CD86 baglanabilir (252). Olas1 bir immiinolojik belirte¢ olarak
sCTLA-4 diizeylerinin 6zellikle otoimmiin hastaligi olanlarda yiliksek oldugu
bildirilmesine ve bu iliski birka¢ hastalikta ortaya c¢ikmasina ragmen heniiz
kesinlik kazanmamustir (233). sCTLA-4’lin diisiik diizeyleri normal insan
serumunda bulunur (187).

CTLA-4, fosfataz PP2A (Serin /Threonine protein phosphatase 2A) ve
SHP-2 (Shatterproof 2)’a ek olarak phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)’1 da
baglar (131). Hiicre 6liimii olmadan anerjinin indiiksiyonu ile iliskili reseptor
immiin fonksiyon ve periferik toleransmn devaminda anahtar rol oynar. Bazi

calismalarda CTLA-4 kullanilarak uyarilan sinyal mekanizmasinin hiicreyi, hiicre
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Oliimiine neden olan indiiksiyondan korudugu ve uzun siireli anerjiyi indiikledigi
gosterilmistir. PI3-K ve protein kinaz B’nin (PKB/AKT) CTLA-4’i aktif hale
getirmesi, hiicre 6liimii olmadan T hiicre anerjisine neden olur. CD3/CTLA-4 co-
ligasyonu T hiicre anerjisinin indiiklendigi bazi 6zel sartlar altinda hiicreleri
apoptosisten kurtarir. Bu durum PI3-K ve PKB/AKT bagl olarak meydana gelir.
PI3-K PKB /AKT yolunun inhibisyonu ise anerji olmadan hiicre oliimiiyle
sonuglanir (206).

Yine bu caligmada Treg hiicrelerini tanimlamak i¢in 6nemli bir belirteg
olan IL-7 reseptor a-zincir (CD127) diizeyleri belirlendi. CD127, Treg hiicrelerini
belirlemek i¢cin son zamanlarda tanimlanmis bir belirte¢dir ve aktive T
hiicrelerinde saptanmistir, Treg hiicrelerinde ise bulunmamis veya diisiik diizeyde
saptanmaktadir (159).

Hiicreler, CD25’1 farkli diizeylerde sunmalarma gore sunmalarina
ayrilabilirler. Buna gore regiilator olanlar CD25"¢" aktive olanlar CD25™, naif
olanlar ise CD25"" olarak tamimlanir ve tasirlar (56). Bu ayrimda swrasiyla
yiiksek, orta, az diizeyde CD25 yararh bir belirtecdir. Buna ragmen tek basma
CD25 ekpresyon diizeyi, biyolojik bir 6rnekte Treg miktarini tahmin etmek icin
yeterli olmayabilir. Liu ve arkadaslar1 CD127 (IL-7Ra) ekpresyonunun Treg

high .
¥ sunumu ile

hiicrelerde az miktarda oldugunu gormiislerdir. Bununda CD25
birlikte oldugunu bildirmislerdir. Treg hiicrelerini CD4 CD25" hiicreler igerisinde
ise CD4"CD25'CD127" olarak tammlamuslardir (143). Fonksiyonel analizlerde
CD4'CD25""CD127"" hiicrelerinin  supresif yeteneklerinin fazla oldugu
gosterilmistir. CD127 ekpresyonu Foxp3 miktar1 ile negatif koreledir. Foxp3,

CD127 ile promoter etkilesimde oldugu icin CD127’nin CD4'CD25"e! Treg’lerde
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ekpresyonu az olur. CD25, aktive ve memory T hiicrelerinden de sunuldugu i¢in
Treg’lerin spesifik bir belirteci degildir. Bu nedenle CD127 ekspresyonu, aktive
ve memory T hiicrelerini, regiilatér T hiicrelerden ayirmada kullanilabilir (143).

Caligmada BH’nin immiinitesinde inhibitdr reseptorlerin dnemli olup
olmadigin1 anlamak adina inhibitor reseptor ailesinin 6nemli bir iiyesi olan BTLA
incelendi. Bunun i¢in Behgetli hastalarm (aktif-remisyon) ve kontrol grubundaki
kisilerin periferal kanindaki CD4" T hiicre yiizeylerindeki BTLA (CD272)
oranlar1 tesbit edilmeye ¢alisildi
3.3. BTLA ( B ve T lymphocyte attenuator,CD272)

Immiin sistem, ¢esitli inhibisyon ve aktivasyon sinyalleri arasindaki denge
ile diizenlenen dinamik bir siirectir (198). Immiin regiilasyonda inhibitdr reseptdr
ailesi giderek genislemektedir BTLA, immiin inhibitér bir reseptdr olarak son
zamanlarda tanimlandi (198). T ve B hiicrelerinde yaygin rolleri oldugu gosterildi.
BTLA, immiin yanitlarda negatif diizenlemeye aracilik eder. Inhibitdr reseptérleri,
aktivasyon sinyallerini smirlama ve bitirme yeteneklerinden dolay1 son yillarda
onem kazanmistir (191).

Inhibitér reseptorlerin bazi ortak ozellikleri vardir. Hepsi sitoplazmik
uclarinda ITIM’lar1 (Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) igerirler.
En son olarak B7 ailesine ait reseptorlerden ITIM iceren BTLA tanimlanmustir.
BTLA, diger iki T hiicre inhibit6r reseptorii olan CTLA-4 ve PD-1 (programmed
death-1)’e yapisal ve fonksiyonel benzerlik gosterir (38, 44). Ligandlar1 zit
sonuglar meydana getiren farkli reseptorlere baglanir ve farkli sonuclar dogurur.
B7 ailesi tiyelerinden (CTLA-4 ve PD-1) farkli olarak BTLA, TNFR ailesi {iyesi

olan HVEM’e (herpes virus entry mediator) baglanir (210). Genellikle B7 ve
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TNFR ailesinin ko-stimulasyon etkileri, fonksiyonel olarak birbirinden farklhidir.
HVEM ve BTLA birlesmesi bu iki ailede ko-stimulator ve ko-inhibitor reseptorler
arasindaki iliskinin ilk 6rnegidir (37).
3.3.1. BTLA’nin sunumu ve yapisi

BTLA, B7 ailesinin yeni bir reseptoriidiir olup Tip I transmembran
glikoproteni yapisindadir ve kristal yap1 gdosterir. Bu glikoproteinin yapisini,
sitoplazmik bdlge, transmembran bolge, bir sinyal zinciri ve extraselliiler
immiinglobiilin variable domeini (IgV) olusturur. IgV ise biitlin B7 ailesi
reseptorlerinde ortak bulunur. IgV domeini ligand baglanmasindan sorumlu
extraselliiler bir domeindir. BTLA monomeriktir ve dimerizasyon ic¢in gerekli
membranda proksimal sistein molekiili  eksiktir (77). CTLA-4 ile
karsilastirildiginda, BTLA bagimsiz bir yiizey ligandi ile birlesir ve reseptor-
ligand kompleksi olusturur (45). BTLA ’nin sitoplazmik bdlgesi iki tane ITIM
icerir. Bu ITIM’lar SHP-1 ve SHP-2 fosfataz enzimleriyle ile iligkilidir (71).

BTLA, polimortfik yapisal 6zellik ve hiicre dagilimi gdsterir. Hurchla ve
onun caligma arkadaslari, 2005 yilinda 23 sican cinsi arasinda ii¢ farkli allel
buldular. Ig domeininde; BALB/c ve MRL/Ipr allellerinin tek amino asidi
farklhidir. Fakat C57BL/6 alleli dokuz ilave aa’e sahiptir. BALB/c, BTLA alleli
DC’de, B ve T lenfositlerinde sunulur. C57BL/6 BTLA ise ilave olarak CD11"
makrofaj ve natural killer hiicrelerinden de sunulur (98).

BTLA’nin sunumu, T hiicrelerinin farklilagmasi ve aktivasyonu siiresince
degisir. Esas olarak BTLA dinlenme halindeki T hiicrelerinde cok diisiik
diizeylerde sunulur (88). T hiicreleri hem Thl hem de Th2 polarize edecek

durumlarda kiiltiire edildiklerinde, BTLA mRNA’s1, STATI1 (signal transducer
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and activator of transcription 1) ve STAT4 (signal transducer and activator of
transcription 4) aktivator sinyallerinden bagimsiz olarak Thl hiicrelerinde daha
yiliksek bulunmustur (256). BTLA proteini hem Thl hem de Th2’yi indiikleyen
durumlarda, primer T hiicre aktivasyonu ve sekonder reaksiyondan sonraki 2 giin
icerisinde pik yapar, 4.giinde azalir ve 7.giinde sonlanir. Ugiincii aktivasyondan
sonra, BTLA segici olarak Thl hiicrelerinde ekprese edilirken Th2 hiicrelerinde
ekprese edilmez. Bu sonuglara géore BTLA ekpresyonu primer olarak T hiicre
farklilagsmasin1 yoneten faktorlerden ziyade T hiicre aktivasyonu ile kontrol edilir.
Thl spesifik indiiksiyonunun tersine Thl hiicrelerinden BTLA’nin segici olarak
ortaya ¢ikmasi sessiz bir stirectir (98).

Timusta, BTLA sunumu pozitif se¢im siirecinde diizenlenir. TCRa zincir
defektli farelerde ki timositlerde BTLA’ nin yoklugunun tersine BTLA, CD4 CD§"
timositlerden CD4 " CD8" double pozitif timositlere gecis siiresince artar. Normal
farelerde ki CD4" hiicrelerde, dnemsenmeyecek diizeyde de CD4" ya da CDS"
timositlerde bulunurlar (88) Pozitif se¢cimde BTLA’nin yiiksek diizenlenmesi
kararlh CD4"/CDS8" soylarinda rol oynayan ve pozitif se¢im i¢in zorunlu gériilen
MAPK (mitogen activated protein kinases) sinyal yolu ile ilgilidir (88). Bu
bulgular BTLA nin timik pozitif secimde 6nemli bir rol oynayabilecegini gosterir.
Buna ragmen BTLA eksik farelerde periferal lenfoid organ hiicre subpopiilasyonu
ve T hiicre gelisimi normal goriilmiistiir. Bu durum, BTLA sinyalinin
immiinolojik olarak gerekenden fazla ve ince ayarli fonksiyonlarla ilgili oldugunu

akla getirir (88,256).
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3.3.2. BTLA ligand1 (HVEM )

Son zamanlarda iki bagimsiz laboratuvar da yapilan c¢alismalarda,
BTLA’nin TNFR ailesinin ko-stimiilasyon molekiillerinden olan (HVEM) ile
etkilesmesi siiresince T hiicre aktivasyonunu diizenledigi gosterilmistir (210).
HVEM, Herpes simplex virus type-1 (HSV-1)’in orijinal reseptorii olarak izole
edilmistir. Bu reseptdor LIGHT ve Lymphotoxin a (LTa) olarak bilinen iki tane
TNFR ailesinden liganda sahiptir (158). BTLA ve HVEM’in ligasyonu, B7 aile
iyesi i¢in ligand olaran TNFR aile iiyelerinin ilk ornegidir. HVEM, Tip I
transmembran glikoproteinidir. Bu glikoprotein TNFR ailesinin ortak 6zelligi olan
alt1 sistein pseudorepeats iceren dort extraselliiler cysteine-rich domains
(CRDs)’den olusur. Bu sisteinler reseptor ligand birlesimi oldugu zaman tigiincii
yapismnin olusumu i¢in gerekli olan {i¢ disiilfid kopriisiinii olusturur (27).
HVEM’in uzaysal olarak ayri1 ligand baglama bdlgeleri vardir. LIGHT ve LTa’nin
TNF homolog domeini sira ile CRD3 ve CRDI ile etkilesir (204). BTLA-
HVEM’in kristal yapist ve mutojenik deneyler BTLA’nin benzer bir B-sheet
binding motif araciligiyla HVEM ile birbirlerini etkiledigini gostermistir (45).
Ilging bir sekildle BTLA-HVEM-LIGHT invitroda kararli ii¢lii bir kompleks
olusturur. Bu kompleks yapi, HVEM’in farkli bir hiicrede sunulacagini
gosterirken BTLA ve LIGHT m ayni hiicrede sunulabilecegini gostermektedir
(76). BTLA, HVEM’le tek bir reseptor ligand kompleksi olusturabilir (45). Sekil-
1’de BTLA-HVEM-LIGHT kompleksinin baglanma ve iliskileri gésterilmistir.

BTLA ve HVEM mRNA ve yiizey proteininin karmasik sunumu
karsilastirildiginda esas olarak T ve B hiicreleri, monositler ve immatiir DC’de

sunuldugu gosterilmistir (128). HVEM, vyiiksek Olclide dinlenme halindeki T
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hiicrelerinde sunulur. T hiicrenin aktif hale gelmesi ile sunumu azalir. Sonra T
hiicreleri geri dinlenme durumuna dondiigiinde tekrar ifade edilir. HVEM/LIGHT

ile birlesmesi yolu ile DCs ve T hiicrelerinde azalir (168).

Sekil-1 BTLA-HVEM-LIGHT Reseptor etkilesimi:
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(1) BTLA, HVEM, ve LIGHT/LTa i¢in diisiiniilen kompleksi modeli. (2) BTLA
ve monomerik intercellular ve intracellular BTLA/HVEM kompleksleri ile
etkilesen pretrimerize HVEM modeli.

3.3.3. BTLA’nin fonksiyonlarn

BTLA baglanmasi T hiicre aktivasyonunu negatif olarak diizenler. BTLA
ve HVEM’in baglanmasi biiyiik oranda anti CD3 uyarimli T hiicre aktivasyonunu
bozar. Anti BTLA antikorlar1 bu baskilayici etkiyi geri ¢evirir. APC’de HVEM'in
sunumu, BTLA fosforilasyonunu ve SHP-2 ile birlesmesini baslatir ve peptid
bagimli T hiicre ¢ogalmasini1 énemli sekilde azaltir (76,210). BTLA sinyalinin,
CD69’un indiiksiyonunda higbir etkisi yoktur, ama aktivasyondan once T
hiicrelerinin ¢ogalmasin1 engeller. BTLA baglanmasi, T hiicrelerinin ilk
aktivasyonunu engellemez, ama aktivasyon sonucunu degistirir (123).

BTLA iligkili inhibisyon, regulator T hiicreleri ve apoptosisten bagimsizdir
fakat IL-2 tretimini azalmasi ile ilgilidir (131, 256). Anti-CD3 antikoru smirli
konsantrasyonlarinda hatta anti CD28'in varhgmda BTLA baglanmasi, CD4" T
hiicrelerinin proliferasyonunu, CD25'in ¢ogalmasini ve IL-2 {iretimini baskilar. T
hiicre aktivasyonunda ekstra IL-2’den bagimsiz olarak inhibitor etkiler gosterir.
[lging bir sekilde, bu inhibitor etkilere CD8™ T hiicreleri daha az hassastir (123).
Bu fark, BTLA'in CD4" T hiicrelerinde yiiksek diizeylerde ekpresyonundan dolay1
olabilir (88). Ayrica IL-2, CD8" T hiicresinin dongiisiiniin baslamasi icin gerekli
degildir ve bu durum kismen CD8" T hiicrelerinin daha az duyarli olmasini
aciklayabilir (58) .Ustelik BTLA eksik farelerden alinan naif T hiicreleri veya tam
olarak polarize Thl hiicreleri, TCR 1iligkili aktivasyona c¢ok yiiksek cevap verir

(88, 256).
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3.3.4. Humoral cevapta BTLA’ ’nin etkileri

BTLA esas olarak ve yiiksek 6lgiide, B hiicrelerinde sunulur. Bu durum,
BTLA’nin humoral yanitda bir rol oynayabildigini akla getirir. BTLA eksik B
hiicrelerinin, anti Ig-M'in uyarimma yanitlar1 daha fazladir. BTLA, B hiicre
reseptoriinii diizenler fakat Toll-like reseptor4 iligkili stimulasyonu diizenleyemez.
BTLA, nitrophenol-conjugated keyhole limpet hemocyanin ile immiinize BTLA™
129 SvEv farelerinde spesifik 1g-G1, Ig-G2a ve Ig-G2b izotipinin 1liml derecede
artan diizeyleri ile sonuclanan T hiicre-dependent antikor cevaplarmi diizenler
(256).
3.3.5. Otoimmiin hastahklarda BTLA ve HVEM rolleri

Bir¢ok calisma BTLA ve HVEM’in otoimmiin hastaliklarda rol oynadigini
gostermistir. BTLA-eksik farelerde, normal farelerle kiyaslandiginda, deneysel
autoimmune encephalomyelitisin (EAE) daha yiiksek insidans gosterdigi, daha
erken basladigi, daha uzun siirdiigii ve klinik skorunun arttig1 gosterildi (256).
Benzer sekilde, HVEM™ fareler, myelin oligodendrocyte glycolprotein (MOG)
peptide-induced EAE’e daha hassastir. Antijen spesifik miicadeleye yanit olarak
artan T hiicre ¢ogalmasi ve sitokin iiretimi gosterir. Ustelik HVEM™ farelerin Con
A-iligkili T hiicre bagimli otoimmiin hepatitli bir modelinde, normal fareler ile
karsilastirildiginda morbiditenin ve mortalitenin arttigr gosterilmistir (255).
HVEM-Fc¢ baglanmas1 onemli sekilde kendiliginden insulin dependent diabetes
mellitus (IDDM) gelisen non diabetik farelerde otoreaktif T hiicre infiltrasyonunu
engeller. Sonu¢ olarak invivo kosullarda BTLA'in ve HVEM'in asir1 T hiicre
aktivasyonu ve klonal genislemesi ile olusan T hiicre-bagli otoimmiin reaksiyonu

negatif sekilde diizenledigi gosterilmistir (254).
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3.3.6. Allerjik cevaplarda BTLA’nin rolii

BTLA /HVEM yolunun invivo allerjik yanitlar1 diizenlemekte benzersiz
bir rolii vardir. Farelerde MHC-uyumsuz kardiak greft kronik rejeksiyonun
standart modelidir. Bu modelde BTLA (ama PD-1degil) giiclii bir sekilde
uyarilarak greft yasam siiresinin uzun siire korundugu gézlendi (230). BTLA ya
da HVEM’in hedeflenmesi hizli reddi onler. BTLA nin asil etkisini, immiin
yanitin zayif oldugu zamanda gosterdigi diistiniiliir. Baz1 ¢aligmalarda BTLA'nin
artan antijen ve anti CD3 konsantrasyonlarinda higbir inhibitor etkisinin olmadigi
gosterilmistir (123, 210). Buna ragmen, tam olarak MHC uyumsuz grefler, BTLA
ve PD-1'in indiiksiyonuna ragmen hizlica red edilmistir. Tam olarak MHC-
uyumsuz olan birka¢ greftde PD-1'in hedeflemesi reddi hizlandmrir. Halbuki
BTLA'in hedeflemesi beklenmedik sekilde, alloreaktif CD4", CD8" T hiicre
aktivasyonu ile PD-1 indiiksiyonunu artirir ve allogreftin hayatta kalmasini uzatir.
Bu durum, PD-1 ekpresyonunun, immiin yanitin kuvvetli oldugu zaman baskin rol
oynadigini gosterir. Ger¢ekten, BTLA bu sartlar altinda PD-1 indiiksiyonunun bir
inhibitori olarak is gorebilir (230).

Calismanin diger bir parametresi olan osteoprotegerin ise asagida
belirtildigi gibi cok ¢esitli fonksiyonlara sahip olmasi nedeniyle birgok caligmanin
hedefi olmustur. Bu ¢alismada osteoprotegerinin BH patogenezindeki yerini ve
onemini anlamak i¢in bir grup Behget hastasi ile saglikli kontrollerin olusturdugu
diger bir grup karsilastirildi. iki grubun periferik kanlarindaki osteoprotegerin

diizeyleri arastirildi.
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3.4. Osteoprotegerinin Yapisi

OPG iki farkli bilim adami grubu tarafindan kesfedilmistir (215). Once
401 amino asit olarak sentezlenen bir polipeptit yapisindadir. Sonra 21 amino
asitlik propeptid kismi ayrilir ve 380 amino asitlik olgun protein olusur. Hiicre
disina 60 kDa’luk monomerik ve 120 kDa’luk disiilfit bag1 iceren homodimerik,
cOziinlir bir glikoprotein olarak salgilanir. OPG, TNFR siiper ailesinin bir
iiyesidir. TNFR siiper ailesinin diger reseptorlerinden farkli olarak transmembran
ve sitoplazmik yapilar1 icermez. OPG yedi yapisal bolgeden olusur. N-
terminalinde dort adet sisteinden zengin bolge vardir. Bu bolge TNFR-2 ve CD40
ile yakmdan iligkilidir ve diger TNFR ailesinin {iyelerinin hiicre disindaki
boliimlerinin 6zelliklerine benzer 6zellik gosterir (90, 207). OPG, Osteoprotegerin
ligand (OPGL) i¢in ¢6ziinebilir bir tuzak reseptor olarak gorev yapar ve OPGL'in
aktivitesini ndtralize edebilir (91).
3.4.1. Osteoprotegerinin Yapisal Bolgelerinin Aktiviteleri

OPG’nin 1. ve 4. bdlgeleri osteoklastojenezi inhibe edici aktiviteye
sahiptir. Oliim bolgelerini bulunduran C-terminalinde, proteinin 5. ve 6. bolgeleri
bulunur. Bu tip 6lim bdlgeleri TNFR-1, DR3, CD95/Fas ve TNF iligkili
apoptozisi indiikleyen ligand (TRAIL) gibi apoptozis mediyatdrlerinin
sitoplazmik bdlgesinde bulunur. OPG’nin 4., 5. ve 6. bolgeleri apoptotik sinyalin
iletimi ile iligkilidir. Bu bdlgelerle OPG’nin TRAIL’e baglanarak, TRAIL’le
indiiklenen apoptozisi inhibe edebilecegi gosterilmistir. TRAIL de OPG’nin
osteoklastojenezis lizerindeki inhibitor etkisini engelleyebilir. Proteinin 7.
bolgesinde heparin baglayan bir kisim bulunur. OPG’nin hiicre i¢ine alinmasi i¢in

bir transmembran proteoglikani olan sindekan-1’e, heparin baglayan bdlgesi
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aracigiyla heparin siilfat yan zincirleri ile baglanmasi gerekir. Boylece en azindan
bir kismi lizozomlar araciligi ile yikilir. OPG’nin heparin baglayan bolgesi, TNF-
related activation-induced cytokine receptor activator of NF- B ligand (RANKL)
baglayan bodlgesinden uzaktadir. Yine bu heparin baglayan bdlge RANKL
baglanmasi veya kemik yikimini inhibe edici etkisi ile iliskili degildir.
RANKL/OPG kompleksinin yikiminin da sindekan-1’e baglanmasi araciligiyla
oldugu gosterilmistir (90, 120, 207).

OPG, osteoklastlar tarafindan yapilan kemik yikimini inhibe eder.
Hipokalsemik ve rezorpsiyonu Onleyici etkisi vardir. Osteoprotegerinin kemik
dokudaki biyolojik etkileri, RANK /RANKL’m etkisi ile terstir. OPG, RANKL’a
baglanir ve bir tuzak reseptor gibi fonksiyon goriir. RANKL’in RANK’a
baglanmasini engeller. Boylece osteoklast farklilasmasi ve aktivasyonu inhibe
olur. Bunun sonucunda da RANKL kemik rezorpsiyonu olusturamaz (30, 90, 112,
120). Otozomal resesif gecisli iki juvenil Paget hastasinda, OPG’nin 100
kilobazlik boliimiinde homozigot delesyon gozlenmistir. Bu hastalarda kemik
yikimimin artmasi, osteopeni ve kiriklar olmasi OPG’nin insanlarda da kemikler
iizerinde koruyucu bir rolii oynadigini gostermektedir (262).

OPG, osteoblastlar disinda da sentez edilir. Ozellikle kardiyovaskiiler
sistem (kalp, arter ve venler), bobrek, karaciger, dalak, beyin, akciger ve kemik
ilig1 gibi pek ¢cok doku, hematopoetik ve immiin hiicreler tarafindan salgilanir (30,
112). Salgilanmas1 birgok sitokin, peptid, hormon ve ila¢ tarafindan
diizenlenebilir. Bunlardan bazilar1 TGF-B, TGF-a, IL-la, IL-18, kemik
morfojenetik proteinleri ve OPG mRNA seviyelerini artiran 17B-0stradiol’diir (90,

120). OPG sentezini inhibe edenler ise kemik yikimini arttirdigi bilinen
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glukokortikoidler, osteoporoz ve vaskiiler hastalik olusturma egilimi olan
siklosporin A, paratiroid hormon (PTH), prostaglandin E2 ve fibroblast biiyiime
faktori-2’dir (90, 92, 120, 262) OPG’nin sentezi osteoblastlarda kemik
olusumunu diizenleyen Wnt/B-katenin sinyali ile de diizenlenmektedir (29).

Kemik iliginden sentezlenen OPG’nin yasla azaldigi goriilmiistiir (149).
OPG seviyelerinde renal osteodistrofi, romatoid artrit, primer bilier siroz, Cushing
ve HIV (humanimmunodeficiency virus) hastalar1 ve kemik metastazi olan prostat
kanserlerinde artis gorilmiistiir. Litik kemik lezyonu olan multiplmiyelom
hastalarinda ise OPG seviyelerinde azalma tespit edilmistir (90, 92). Calismalarda
MS hastalarindaki osteoporoza artmis RANKL seviyelerinin yol acabilecegi ve
RANKL seviyelerindeki yiikselmenin ise bu hastaliktaki immiin sistemin
aktivasyonuna bagli olabilecegi sonucuna varilmis ve OPG seviyelerindeki
yiikselmenin ise RANKL seviyelerindeki yiikselmeyi telafi edici olarak
gelisebilecegi diistiniilmiistiir (126).
3.4.2. RANKL

Osteoprotegerin  ligandidir. Osteoprotegerin  Ligand (OPGL), RANK
ligand, ve osteoclast differentiation factor olarak da adlandirilir. OPLG, tiimor
nekrozis faktor ligand siiperailesinin bir tiyesidir (269). Normal ve patolojik
durumlarda, RANKL kemik rezorpsiyonunun anahtar mediyatoriidiir. RANK,
317 amino asitlik bir peptitdir. Bu peptit 40-45 kDa’luk membrana bagli hiicresel
ve 32 kDa’luk biyolojik olarak aktif, ¢oziiniir iki formdan olugsmustur. RANKL,
lenf nodlari, timus, akciger ve daha fazla olmak iizere dalak, kemik iligi gibi
dokularda ve osteoblastlarda sentezlenir. OPGL, mRNA’smin yiiksek diizeyleri

lenf diiglimlerinde, T hiicrelerinde ve kemik osteoblastik hiicrelerinde bulunabilir.
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RANK mRNA’s1, iskelet sistemi, kas, timus, karaciger, kolon, bobrekiistii bezi ve
incebagirsakta bulunabilmesine ragmen protein diizeyinde RANK ekpresyonu
sadece olgun dendritik hiicreler ve osteoklastlarin yilizeylerinde goriilmektedir.
Osteoprotegerin, OPGL’na alternative bir reseptor olarak baglanir (129, 241).
RANKL sentezi pek ¢ok faktor tarafindan diizenlenir. Bunlar,
transkripsiyonel, translasyonel ve posttraslasyonel seviyelerde hormonlar (1,25-
dihidroksi vitamin D3 gibi), bliylime faktorleri ve peptidler (TGF- B1, fibroblast
bliylime faktorii-2 gibi), sitokinler (IL-1B, IL-6, IL-11 ve TNFa gibi) ve
glukokortikoidlerdir. Osteoblast/stromal hiicrelerde RANKL’1n sentezlenmesini
osteoklast olusumu ve aktivasyonunu uyaran pek ¢ok faktor uyarabilir (30, 207).
RANK, 6nciil ve olgun osteoklastlarin, uyarilmis T ve dendritik hiicrelerin
ylizeyinde bulunur. RANKL kendine ait bu reseptore baglanarak hiicreleri uyarir
(30, 92). Osteoblastlar yaninda T hiicrelerinden de artmis miktarda RANKL
salgilanmasi1 artrit ve diger inflamatuar hastaliklarda goriilen kemik kaybinda
RANKL’m rol oynayabilecegini akla getirmektedir (227). RANKL’mn
osteoporotik etkisi birlikte immiin sistem iizerinde de ¢ok 6nemli etkileri vardir
(30, 207). Farede yapilan ¢aligmalarda meme bezi gelisimi ve laktasyon icin
gerekli oldugu belirtilmistir (66). Bazi malign tiimor hiicrelerinin RANKL birlikte
RANK da sentezlemesi tiimdr hiicre proliferasyonunun uyarilmasinda etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir (114). Kemik metastazlarinin patojenezine
bakildiginda RANKL’m pekcok noktada etkili oldugu goriilmiistiir; RANKL
seviyelerindeki artmaya bagh olarak gelisen artmis kemik yikimi, tiimor
hiicrelerinin bdliinme ve yasam siirelerini hizlandiran biiyiime faktorlerinin

salgilanmasina neden olur (102). RANKL’1n kemige metastaz yapan bazi kanser

48



hiicreleri i¢in kemoatraktan oldugu diisiiniildiigii gibi kemik metastazlarinda
vaskiilarizasyonu uyardig1 da diisiiniilmektedir (102).

Osteoblastlar kendi sentezledikleri RANKL miktarin1 degistirebilirler.
Osteoblastlarda OPG sentezini, RANKL sentezini indiikleyen pek cok faktor
diizenler. Genellikle RANKL seviyesinde artma oldugunda OPG seviyesinde
azalma gozlenir. Fizyolojik sartlarda oOnciil osteoklastlarda bulunan RANK’a
osteoblastlardan tretilen RANKL’mn baglanmasi ile TRAF6 uyarilir ve NF-xB
aktivasyonu olur. NF-kB aktivasyonu aracilig1 ile c-Fos sentezi artar. Artan c-Fos,
NFATcl ile etkileserek osteoklastojenik  genlerin  transkripsiyonunun
tetiklenmesine neden olur. Bu sayede uyar1 c¢ekirdege iletilmis olur. OPG,
RANKL’a baglanarak RANKL nin RANK’a baglanmasmi engeller (235). IL-1,
IL-4, IL-6, IL-11, IL-17 ve TNF-a gibi baz1 sitokinler RANKL sentezini artirir,
prostaglandin E2, pek ¢ok mezenkimal transkripsiyon faktorii ve 1,25-dihidroksi
vitamin D3 gibi pek cok faktér kemik rezorpsiyonuna sebep olur. TGF-B, OPG
sentezini artirarak antirezorptif etki gdsterir (90, 92).

3.4.3. RANK Yapisi

OPGL’nin baglandig1 spesifik reseptorii RANK, TNFR siiperailesinin
transmembrane bir iiyesidir (8). RANK hiicre dis1 kismi 28 amino asitlik bir
sinyal peptitididir. RANK, 21 amino asitlik kisa transmembran ve genis
sitoplazmik kisimlar1 ile toplam 616 amino asitlik bir transmembran proteinidir
(8). Preosteoklastlara RANKL’m baglanmasmi saglayan tek reseptordiir. Bu
reseptdr osteoklastojenez ve kalsiyum metabolizmasini kontrol eder. RANK
makrofaj/monositik hiicreler, fibroblastlar, T ve B lenfositleri, dendritik hiicreler

ve Onciil ve olgun osteoklastlarin yiizeyinde bulunur (8,112).
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3.4.4. OPG, RANKL, RANK ve IMMUN SISTEM

In vitro ¢alismalarda OPGL’m, koloni stimulan faktdr-1 ile birlesmede
olgun osteoklastlar1 aktif hale getirebildigi ve osteoklastogenezise aracilik
edebildigi gosterildi (129, 241). OPGL ™ fareler kullamlarak OPGL’nmin immiin
sistemde ve kemik gelisiminde roliinii gosteren onemli kanitlar saglandi. (119).
Bu farelerde dendritik hiicrelerinin goriilmesine ragmen, biitiin lenf diiglimlerinde
eksiklik, T ve B hiicrelerinin erken farklilasmasinda defekt gosterilmistir. Kong ve
ark. kemik ve immiin sistem arasinda énemli bir baglanti rapor edilmistir (118).
Aktive olan T hiicreleri OPGL boyunca osteoklastogenezisi direkt aktive edebilir.
Bu T hiicre-aracili diizenleme, yine T hiicreler tarafindan salgilanan interferon-y
ile baskilanabilir (226). Bu bulgular, kemik metabolizmasinm, kompleks ve
dinamik etkilesimler boyunca bagisik sistem ile diizenlendigini akla getirdi.
Invivoda T hiicrelerinin aktivasyonu, kemik kaybma ve OPGL aracihi
osteoklastogeneziste bir artisa neden olur. OPGL aktivasyonunun engellenmesi
cesitli maling kemik bozukluklarinda olusan kemik kaybini hafifleten bir tedavi
gibi etkileyebilir (91).

Osteoprotegerin ligandinin dentritik hiicreler ile T hiicreleri arasindaki
etkilesimde rol oynadig1 gosterilmistir. Monosit effektor fonksiyonunda ki rolleri
tam olarak anlagilamamistir. Fakat yeni ¢alismalarda monosit/makrofaj
aktivasyonunda OPGL’nin rolii tanimlanmistir. OPGL, ko-stimulatér molekiil
ekpresyonunun diizenlenmesi yolu ile monosit/makrofaj effektdr fonksiyonlarini
etkiler. Boylece aktive antijen sunumu, kemokin sekresyonu ve sitokin
indiiksiyonu iizerinde de etkili olur. Bu diizenlemeyi, monositlerde sunulan Nf-

kB (RANK) reseptoriiniin  aktivasyonunu  diizenleyerek  yapmaktadir.
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Monosit/makrofajlarin yasamlarinin devam etmesinde de 6nemli rol oynar. Bu
aktivasyona, MAPK yolagmm yani sira Bcl-xLL protein diizeyinin yeniden
diizenlenmesi, p42/44 MAKP ve P38’in aktivasyonu da aracilik edebilir. Birgok
calismada, monosit aktivasyonu ve efektor fonksiyonundaki etkilerinden dolay1
OPG ve RANKL’mn immiin sistemle iligskili oldugu gosterilmistir. RANKL’ 1n
RANK’a baglanmas1 Bcl-xL’nin de etkisi ile immiin sistemi uyarma kapasitesini,
dendritik hiicrelerin canliligimi ve apoptozun inhibisyonunu arttirir (8,105,266).
Ayni zamanda T hiicrelerinin c-jun N-terminal aktivasyonuna neden olur.
Uyarilmis T hiicrelerinin fonksiyonunu diizenlenmesini saglar (8).

Immiin sistemde uyarilmis T hiicrelerinden salgilanan RANKL ise lenfosit
farklilasmasinda 6nemlidir ve lenf nodu organogenezi i¢in gereklidir (119).
Ayrica, RANKL, TNF gibi olgunlagmamis bir takim Onciillerin dolasima
salgilanmasin1 da uyarict bir etkiye sahiptir (30). RANKL knockout farelerde
ciddi osteopetrozis ve lenf nodlarinin azligir saptanmistir. Bunun yaninda dis,
timus ve erken donemde T ve B hiicrelerinde farklilagsma defekti gorilmiistiir.
Biitiin bunlara ragmen dalak yapis1 ve peyer plaklarmin normal oldugu
belirlenmistir (112, 119). RANK knockout fareler ise yukarida bahsettigimiz
RANKL knockout fareler gibi T ve B hiicrelerinde olgunlasma defekti ve
periferik lenf nodlarmmn azhigi gozlenmistir. Fakat bu fareler normal timus
gelisimi gostererek, RANKL knockout farelerden farklilik ortaya koymustur
(138). OPG’den yoksun farelerle bir takim c¢aligmalar yapilmistir. Bu ¢alismalar
OPG’nin B hiicrelerinin olgunlasmas1 ve etkili antikor cevabinin olusturmasi ile
iliskili oldugunu goéstermistir. Kemik iliginden alinan dendritik hiicrelerin, OPG

yoksun farenin allojenik T hiicrelerini normal farelerin T hiicrelerinden daha ¢ok

51



uyardig1r goézlemlenmistir (248). Bazi1 fonksiyonel ¢aligmalarda OPGL’nin, bir
mikst 10kosit reaksiyonda dentritik hiicre iligkili T hiicre proliferasyonunda
artmaya neden olmustur. Bu gozlem OPGL’nin apoptosis inhibisyonunda ve
dendritik hiicre aktivasyonunda etkili oldugunu gdstermistir (266) T hiicre
proliferasyononda ki bu artisin, muhtemelen dendritik hiicrelerin IL-12 ve IL-15
gibi T hiicre biiyiime faktorleri ve IL-6 ve IL-1 gibi proinflamatuvar sitokinlerin
ekpresyonunu arttirmasi ile iligkili oldugu  diistiniilmiistiir (106).
3.4.5. OPG, RANKL, RANK VE INFLAMASYONDAKIi ROLLERI

OPGL’nin fizyolojik bir rolii lipopolisakkarid ile uyarilan bir endotoksik
modelinde test edilmistir. Invivo OPGL aktivasyonunun blokasyonu NF-+B
(RANK)-Fc reseptor aktivatoriiniin araciligl ile olusan sepsis nedenli dliimden
fareyi koruyabilir. Bu durum monosit fonksiyonu ve inflamasyon iliskili cevapta
OPGL’nin simdiye kadar tanimlanmamis bir rolii oldugunu gostermistir. Bu daha
sonra inflamasyonla iligkili artritli bir hayvan modelinde test edilmistir. RANK-
Fc’li tedavi onemli sekilde hastalik gelisimini diizelttigi ve kemik yikilimini
azathig1 gosterilmistir. In vivoda OPGL faaliyetinin, monosit-makrofaj aracilik
edilen hastaliklarin gelismesini engellemektedir( 120).
3.4.6. OPG, RANKL ve RANK’IN Arteryel Kalsifikasyondaki Rolii

OPG’nin temel fonksiyonunun osteoklast farklilasmasi ve aktivasyonunun
inhibisyonu oldugu bilinmektedir. Fakat diger dokularda sentezlenen OPG’nin
rolii tam olarak bilinmemektedir. Biiyiik arterlerin mediasinda ve koroner arter
diiz kas1 ve endotel hiicreleri gibi farkli damar hiicre tiplerinde OPG sentezinin
varlig1 gosterilmistir. Bu durum osteoprotegerinin vaskiiler yatakta fonksiyonu

oldugunu gostermektedir (94,150). OPG’nin endotel hiicrelerinde otokrin canlilik
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faktorii gibi rol oynadigi belirtilmistir. OPG yoksun farelerde, artmis osteoklast
aktivasyonuna bagli olarak osteoporoz olusumunun yani swa (164) biiylik
arterlerinde kalsifikasyon, intima ve medialarinda proliferasyon ve aort
diseksiyonu goriilmiistiir (150). Boylece OPG, biyiik arterleri medial
kalsifikasyona karst korudugu sonucuna varilmistr. OPG ve RANKL’mn
osteoporoz ve arteryel kalsifikasyonla iliskisi 6zellikle postmenapozal kadinlar ve
osteoporozlu yashlarda klinik olarak kardiyovaskiiler hastalik ve arteryel
kalsifikasyonla uygunluk gostermektedir (83).

Yasli kadinlarda yapilan ¢alismalarda serum OPG seviyeleri ile
kardiyovaskiiler mortalite arasinda ¢ok Onemli bir korelasyon oldugu
gosterilmistir (33). Yine, OPG’nin etkileri ile ilgili olarak ratlarda ¢aligmalar
yapilmistir. OPG, kemik rezorpsiyonunu inhibe eden konsantrasyonlarda
kullanildiginda varfarin ve D vitamini ile olusturulan vaskiiler kalsifikasyonu
inhibe ettigi gosterilmistir (189). OPG yoksun farenin kalsifiye lezyonlarinda
RANK ve RANKL sentezi belirlenmistir. Oysa normal farede bu durum
gozlenmemistir (162). Bunun yaninda, RANK ve RANKL’m insan vaskiiler
hastaliklar1 ile dogrudan iligskisi heniiz gosterilememistir (207). Biitiin bu
bulgularin sonucunda OPG’nin kemik sisteminin yani sira vaskiiler sistem i¢in de
koruyucu bir faktor olabilecegi ortaya ¢ikmustir.

Sonu¢ olarak yukarida anlatilanlarin  151ginda; mevcut ¢alisma,
immiinopatogenezinde inflamasyon, enfeksiyon, siipheli otoimmiinite ve vaskiilit
bulunan ve heniiz etiyolojisi tartigmali bir hastalik olan Behgeti irdeleyebilmek
icin Behget hastalarinda Treg hiicreleri, CTLA-4(CD152), BTLA oranlar1 ve

osteoprotegerin diizeylerinin aragtirilmasi amaciyla planlanmastir.
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Calismanin asil amac1 Behget hastaliginda immiinsiipresif ve inflamatuvar
mekanizmalar1  degerlendirmek  ve  Behget  etyopatogenezi  iizerinde
tartigabilmektir. Behget hastalarindaki kontrolsiiz inflamasyonun temelinde rol
oynadig1 diisiiniilen bir¢ok hiicre veya molekiil bu giine kadar bir¢ok calismaya
konu olmustur. Bu ¢alisma daha ¢ok inhibitor etkili hiicre ve molekiiller tizerine

planlanmigstir.
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. Gerec
4.1.1. Cahisma Materyali

Calismay1 Firat Universitesi Firat Tip Merkezi G6z Hastaliklar1 Klinigine
bagvuran hastalar ile Romatoloji ve Dermatoloji klinigine basvuran Behget
hastalar1 (aktif-remisyon) ve saglikli kontrol grubu olusturmustur.

Arastirmadaki Behget hastalar1 grubu ile saglikli kontrol grubu sayilari
Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Arastirma Gruplarinin Sayilan

Aktif Behgetli hastalar (n=13)

Grup 1 | Behget Hastalar1 Grubu | Remisyondaki Behgetli hastalar (n=12)

Grup 2 | Saglikli Kontrol Grubu (n=20)

Tablo 4.2. Behcet hastalar ve kontrol grubunun yas degerleri

BEHCET KONTROL
x + S x x + S x
Yas 37.45 3.25 29.56 2.97

4.2. Yontem

Arastirma Firat Universitesi Firat Tip Merkezi’'nde gerceklestirilmistir.
Kan analizleri Firat Tip Merkezi Immiinoloji Laboratuvarinda yapilds.
Aktivasyon-remisyon donemlerindeki Behget hastalarindan ve saghkli
kontrollerden kan almarak sonuglar degerlendirildi. Oncelikle etik kurul onayi ile

birlikte hasta onam formlar1 diizenlendi ve c¢alismaya alinan hastalardan kan
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alabilmek ve cikacak sonuglar1 yaymlayabilmek i¢in onaylar1t alindi. Calisma
oncesi ve sonrast hastalarmm klintk semptom ve bulgular1 tarafimizdan
degerlendirildi ve genel saglik kontrolleri de yapilarak g¢alisma formlarina
kaydedildi.

Her iki gruba dahil bireylerden (flow cytometry icin) yaklasik 2ml steril
etilendiamintetraasetikasit (EDTA) igeren tiipe ve diger analizlerde kullanilacak
serumu ayirmak i¢in 5 ml jelli tiipe olmak iizere her hastadan toplam 7 ml kan
ornegi almarak analizler yapildi.
4.2.1.Hastalar ve saghkh kontroller

Hastalarimiz, Uluslararas1 Calisma Grubu’nun belirledigi kriterlere gore
teshis edildi ve evrelendirildi. Toplam 25 Behget hastas1t ve 20 saglikli kontrol,
calisma kapsamina alindi. Yirmibes Behget hastasinin 9’u okiiler atakl, 2’si aktif
inflamatuvar artrit, 2’si ise mukokutandz lezyon gecirmekte olan 13’1 aktif
donemdeki, kalan 12’si ise remisyondaki hastalardi. Yas ve cinsiyetleri uygun
goniilli 20 kisilik saglikli kontrol grupu ile karsilastirildi. Ondordii kadin ve 11°1
erkek hastalardan olugsan Behget hastalarinin ortalama yas1 37 yil ( 20-57 yil ),
hastaligin ortalama siiresi ise aktif BH’da ortalama 4.39 + 1.29 y1l, remisyondaki
BH’da ortalama 8.13+2.04 y1l (10-168 ay araliginda) oldugu tespit edildi.

4.3. Analizler
4.3.1. Flow-sitometrik analiz

EDTA’L tiiplere alinan kanlarda en geg iki saat i¢erisinde flow sitometrik
inceleme yapildi. Test prosediiriine uygun olarak her tiipe 20ul monoklonal
antikor ve 100ul kan eklendi. Bu inceleme i¢in hiicreler IgG1 FITC(floressein

isotiosiyanat)/ IgG1 PE (phycoerytrrin) ile negatif kontrol i¢in hazirland1. ikinci
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tip CD4 FITC (IM 0448), CD25 PE (IM 0477) ve anti human Foxp3 PerCP
(eBioscience 45-4776), tiglingii tiip CD4 FITC (IM0448), CD3 PerCP(Peridinin
chlorophyll a protein) (IM 0479) ve CD272 PE(eBioscience 12-5950) , dordiincii
tip CD127 PerCP (eBioscience 45-1278) CD4 FITC (IM 0448) CD25 PE (IM
0477) boyamasi yapild.

Treg hiicre analizi i¢in kullanilan FoxP3 hiicre i¢i ekspresse edildiginden
No0:340973) kullanildi. 1 mL 10X FACS ™ Lysing soliisyon lizerine EDTA’1
tipten alinan tam kandan 100 pl eklendi. Sonra 10 dakika oda sicakliginda
bekletildi ve 5 dakika boyunca 500 xg de santriflij edildi; Supernatant1 ayrildi ve
tiipiin lizerindeki s1vi kisim dikkatlice steril pastor pipeti ile atildi. Tiipiin altinda
kalan pelletin tizerine 1X FACS Permeabilizing soliisyon 2’den 0.5 mL eklendi.
Tiip 1-2 dakika orta siddette vortekslendi ve oda sicakliginda 10 dakika boyunca
bekletildi. % 0,5 sigr serum albiimiinii (BSA) ve % 0,1 NaN3 iceren PBS
eklenerek yikandi ve 5 dakika boyunca 500 xg de santrifiij edildi. Aym tiipte li¢
renkli boyama yapmak i¢in CD4 FITC (IM 0448), CD25 PE (IM 0477) ve anti
human Foxp3 PerCP (eBioscience 45-4776)’tin her birinden 20 pl koyularak
iizerine 100ml santrifiij edilen kandan ilave edildi. Yine aymi sekilde
vorteksledikten sonra floresans kayb1 olmamasi i¢in karanlikta 30 dakika boyunca
bekletildi. Daha sonra yikama adimi tekrarlandi. Tiipe %1 paraformaldehitli
PBS’den 500 ml ilave edidi ve cihazin gerekli voltaj ayarlar1 yapilarak tiip Coulter
EPICS XL-MCL (Beckman Coulter USA) cihazi kullanilarak flow sitometri

analizi yapild1.
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CD272 analizi i¢in; Ug renkli boyama i¢in CD4 FITC (IM0448), CD3
PerCP (IM 0479) ve CD272 PE(eBioscience 12-5950) i¢in uygulandi. CD4 FITC
(IM0448), CD3 PerCP (IM 0479) ve CD272 PE (eBioscience 12-5950)’nin her
birinden birbirine temas etmeyecek sekilde tiipiin i¢ine 20pl konuldu. Uzerine ise
yine 100ul kan ilave edildi. Tiiplin hazirlanmas1 tamamlandi. Tiipler 1-2 dakika
orta siddette vortekslendi. Bu asamadan sonra floresans kaybi olmamasi i¢in
tiipler 1siktan korundu ve 20 dakika karanlikta bekletildi. Tiiplerin isleme hazir
olmasi icin gerekli yikama ve karistirma islemleri TQ prep cihazi ile otomatik
olarak yapild1.

CD127 PerCP (eBioscience 45-1278) analizi i¢cin de; CD4 FITC (IM
0448), CD25 PE (IM 0477) ile ti¢ renkli tiip hazirlandi. Analitik flow sitometri
Coulter EPICS XL-MCL kullanilarak 10.000 hiicrenin tamamini sayarak
tamamlandi. Expo-32 analiz programi kullanilarak ayni cihazla analiz edildi.
4.3.2. Osteoprotegerin ve sCTLA-4 tayini

Osteoprotegerin  tayini i¢in; periferik kan, hastalar ve saglkl
kontrollerden toplandi. Kan 6rnekleri 3000 rpm.de 10 dakika santrifiij edildikten
sonra serumlar1 ayristirildi. Serumlar ¢aligma giiniine kadar -80 C de sakland1 ve
tiim 6rnekler ayni giin ¢alisildi. Serumda OPG'in kantitatif 6l¢timii, Dynex 1DXC-
1381 (USA) tam otomatize ELISA sistemi kullanilarak ve {iriin protokollerine
bagh kalarak RayBiotech, Human OPG ELISA (Katalog No:ELH-OPG-001) kiti
kullanilarak ~ yapildi.  Anti-human Osteoprotegerin  kapli 96  kuyucuklu
mikroplate’in 8 kuyucugu kontrol diliisyonlar1 i¢in kullanildi. Islem basamaklari
protokole uygun olarak gergeklestirildikten sonra stop soliisyon konan plateler

450 nm dalga boyunda renk yogunlugu agisindan 6l¢iildii. Kullanilan testte
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Osteoprotegerin i¢in saptanabilen en diislik diizey 1pg/ml’den daha azdi. Hasta ve
kontrol sonuglar1 da pg/ml cinsinden hesapland.

SCTLA-4 tayini igin, periferik kan, hastalar ve saglikli kontrollerden
toplandi. Kan 6rnekleri 3000 rpm.de 10 dakika santrifiij edildikten sonra serumlar1
ayristirildi. Serumlar ¢alisma giliniine kadar -80 °C de saklandi ve tiim 6rnekler
ayni giin ¢alisildi. Serumda sCTLA-4’iin kantitatif 6lgtimii, Dynex 1DXC-1381
(USA) tam otomatize ELISA sistemi kullanilarak ve {iriin protokollerine bagl
kalarak Bender MedSystems Human sCTLA-4 ELISA (Katalog No:BMS276) kiti
kullanilarak yapildi. Anti-human sCTLA-4 kapli 96 kuyucuklu mikroplate’in 8
kuyucugu standartlar igin kullanildi. Islem basamaklar1 protokole uygun olarak
gerceklestirildikten sonra stop soliisyon konan plateler 450 nm dalga boyunda
renk yogunlugu acisindan 6lgiildii. Kullanilan testte SCTLA-4 i¢in saptanabilen en
diisik diizey 0.13ng/ml idi. Olgiim sonuglarina gére sCTLA-4 serum
konsantrasyonlar1 ng/ml cinsinden saptand1.

4.4 Istatistik analizler

Arastirmadan elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde SPSS11.5 (218)
paket programindan yararlanilarak analiz edilmis olup, gruplardan elde edilen
ortalama degerler Mann - Whitney U testi ile; yilizde degerler ise Ki-Kare testi ile

analiz edildi (188).
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5. BULGULAR

Behget hastalarinin hastalik siireleri ve aktivasyon kriterleri Tablo 5.1.” de
verilmistir. Tablo 5.1.’e gore hastalik siireler1 Aktif donemde 4.39 yil, Remisyon
doneminde ise 8.13 yil bulunmustur. Behget hastalarmin hastalik = siiresi
bakimindan Aktif ve Remisyon donemi arasindaki fark dnemli (P<0.05) tespit
edilmistir.

Behget hastalarinin aktif gruba dahil edilenlerin aktivasyon kriterleri
incelendiginde; % 69.23’linde uveit, %15.38’inde oral-genital iilserler ve %
15.38’inde ise artrit saptanda.

Tablo 5.1. Behcet grubunda hastalik siireleri ve aktivasyon kriterleri

BEHCET
Aktif Remisyon P
x+ Sx x £ Sx
Hastahk Siiresi (yil) | 4.39 1.29 8.13 2.04 *
Aktivasyon Kriterleri | n %
Uveit 9 69.23°
Oral — Gentital Ulser | 2 15.38 "
Artrit 2 15.38°
P ek

a, b: Aym siitunda iizerlerinde farkli harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki

farkliliklar 6nemlidir. *:p<0.05  **:p<0.01
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Grafik 1. Behget grubunda Aktif ve Remisyon donemi hastalik siireleri
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AKTIF
1: Aktif 2: Remisyon

Arastrmani Behget hastalar1 ve kontrol grubu total lenfosit degerleri
Tablo 5.2. de verilmistir. Tablo 5.2.’e gére Behget ve kontrol grubu lenfosit
degerlerinden CD4'CD25" (p<0.01), CD4'CD25 Foxp3 (p<0.01), CD4 CD127"
(p<0.01), CD4'CD25'CD127" (p<0.05), CD4'CD272" (p<0.001) ve

CD3'CD272" (p<0.001) degerleri arasinda anlamli farkliliklar tespit edilmistir.
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Tablo 5.2. Behcet hastalar ve kontrol grubunun lenfosit degerleri

Lenfosit degerleri
(%) BEHCET KONTROL

X Sx X Sx P
Total CD3" 72.06 1.84 68.00 2.68 -
Total CD4" 43.02 2.25 39.21 2.59 -
CD4'CD25" 5.34 652 2.70 204 *ox
CD4'CD25"Foxp3 3.96 .590 1.38 252 ok
CD4'CD127" 638 129 3.21 .888 *x
CD4'CD25'CD127"" 275 315 053 .083 *
Ccp4'Ccp272" 13.01 1.51 2.90 814 ok
CD3"'CD272" 23.79 2.27 6.27 1.27 Ak

*: p<0.05 **: p<0.01 wEE: p<0.001

Grafik 2. Behcet hastalan ve kontrol grubunun lenfosit degerleri
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Arastirmanin Behget hastalar1 ve kontrol grubu osteoprotegerin ve sCTLA
degerleri Tablo 5.3.” de verilmistir. Tablo 5.3.’¢ gore Behget ve kontrol grubu
sCTLA degerleri arasinda istatistiki olarak anlamli (P>0.05) bir fark
goriilmezken;  Osteoprotegerin degerleri acisindan serum diizeyleri kontrol
grubuna gore yiksek bulunmus ve bu degerler arasinda anlamli (P<0.01) bir

farklilik tespit edilmistir.

Tablo 5.3. Behcet hastalarn ve kontrol grubunda osteoprotegerin ve sCTLA
degerleri

Diizeyler BEHCET KONTROL
X Sx X Sx P
sCTLA( pg/ml) 0,236 0,120 0,228 0,079 -
Osteoprotegerin(ng/ml) | 813,76 10,14 604,22 33,57 **
**. P<(0.01

Grafik 3. Behcet hastalar ve kontrol grubu osteoprotegerin ve sCTLA
degerleri
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Tablo 5. 4. Behcet grubunda aktif ve remisyon donemine gore lenfosit

degerleri
Lenfosit Degerleri AKTIF REMISYON
(%) X Sx X Sx P
Total CD3" 70.04 3.29 73.45 2.15 -
Total CD4" 45.87 4.37 41.05 2.34 -
CD4°CD25" 4.82 766 5.70 981 -
CD4'CD25'FOXP3 3.27 764 4.44 845 -
CD4°CD127" 675 224 611 160 -
CD4'CD25'CD127"" 267 103 281 .096 -
CD4°CD272" 11.43 2.41 14.11 1.95 -
CD3"CD272" 1.,06 3.48 27.06 2.74 *
*: p<0.05
Grafik 4. Behcet grubunda aktif ve remisyon donemine gore lenfosit
degerleri
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Calismaya alman Behget hastalarmin aktif ve remisyon dénemine ait
lenfosit degerleri Tablo 5.4.” de verilmistir. Tablo 5.4.’e gore Behget hastalar1
aktif ve remisyon doneminde lenfosit degerlerinden Total CD3", Total CD4",
CD4'CD25", CD4'CD25'Foxp3, CD4'CD127', CD4'CD25'CDI127% ve
CD4'CD272" T lenfosit gruplar1 agisindan aktif ve remisyondakiler arasinda
istatistiki olarak anlamli (P>0.05) bir fark goriilmezken; CD3'CD272" degerleri
arasinda anlamli (P<0.05) farklilik goriilmiistiir.

Arastirmanm Behcet hastalar1 aktif ve remisyon donemi Osteoprotegerin
ve sCTLA degerleri Tablo 5.5.” de verilmistir. Tablo 5.5.’e gore Behget hastalar1
aktif ve remisyon donemi Osteoprotegerin degerleri arasinda istatistiki olarak
onemli (p>0.05) bir fark goriilmezken; sCTLA degerlerinin aktif periyoddaki
hastalarda remisyondakilere nazaran belirgin bir azalma izlenmis ve bu degerler

arasinda istatistiki olarak anlamli bir (p<0.05) farkhilik tespit edilmistir.

Tablo 5.5 Behcet hastalan aktif ve remisyon grubunda Osteoprotegerin ve

sCTLA degerleri
Diizeyler AKTIF REMISYON

X Sx X Sx P
sCTLA( pg/ml) .064 149 332 914 -
Osteoprotegerin(ng/ml) | 791.85 71.85 821.07 7.92 -
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Grafik 5. Behcet hastalan aktif ve remisyon grubunda osteoprotegerin ve

sCTLA degerleri
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Sekil 2- Behcet hastasinda CD3'CD272" hiicrelerin dot-plot
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Sekil 3- Behcet hastasinda CD4'CD25" hiicrelerin dot-plot
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Sekil 4- Behcet hastasinda CD4"CD25 Foxp3™ hiicrelerin dot-plot grafigi
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6. TARTISMA

BH siddeti degisen deri ve eklem lezyonlari, oral aft, genital iilser ve iiveit
ataklar1 ile karekterize, multisistemik inflamatuvar bir hastaliktir (89, 246).
Lenfositlere, endotel ve mukozal hiicrelere karsi otoantikorlar rapor edilmis olsa
da BH kismen otoimmiin bir hastalik olarak diistiniilmektedir (115). BH nin
etiyolojisi tam olarak bilinmemektedir. Ancak genellikle hastaligin patogenezinde
kabul edilen hipotez, genetik yatkinlig1 olan konakta infeksiyon araciligiyla biiyiik
bir inflamatuvar yanitin baglamasidir. BH nin etiyolojisi ile ilgili arastirmalarda,
daha ¢ok Herpes simplex viriisiiniin immiinopatolojisi, streptokok infeksiyonlari
ve oral ya da mikrobiyal antijenlere karsi otoimmiinite iizerinde durulmustur (59,
132). Hastaligm  inflamasyonu  kontrolundeki  yetersizlikten  oldugu
disiiniildiigiinden bu c¢alismada, Behget hastalarinin periferal kaninda Treg
hiicreleri  incelendi.  Ciinkii  Treg hiicrelerinin  otoimmiinitede, viral
enfeksiyonlarda, inflamatuvar yanitta ve self toleransin siirdiiriilmesinde 6nemli
rolleri oldugu diisiiniilmektedir (21). Calismada Behget hastalar1 ve kontrol
grubunda CD4'CD25 Foxp3" regiilator T hiicrelerinin 6nemi tanimlanmaya
calisildi.

Insan periferal CD4" T hiicrelerinin %3 ila %7 'sini olusturan CD4"
CD25" T hiicreleri, immiinolojik self toleransimn siirdiiriilmesinde dnemlidir (16,
95). Normal kemirgenlerde Treg hiicre popiilasyonun olmamasi ¢esitli otoimmiin
hastaliklarinin ~ kendiliginden gelismesine neden olur. Yeni c¢alismalar,
CD4'CD25" regiilatdr T hiicrelerinin, sadece otoimmiinitenin engellenmesinde

kritik rol oynamadigmi, aynt zamanda bakteriler, virlisler, mantarlara ve
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intraselliiler parazitlere karsi ¢esitli immiin reaksiyonlar1 da kontrol ettigini iddia
etmektedir (21,217).

Periferal CD4'CD25" regiilator T hiicreleri, esas olarak bu hiicre
popiilasyonunu alt boliimlere ayrilmasina ve daha iyi tanimlanmasina yardimeci
olan ¢esitli fenotip belirtegleri ekprese ederler. Bu belirtecleri, 6zellikle GITR,
TNFR, 0X40, CD103, ve CTLA-4 olusturur (225). Yine de CD4 CD25"
regiilator T hiicrelerinin esas olarak temasa bagli aktivitelerinde, bu belirteclerin
kesin rolii tartismalara neden olmustur. Bu ylizden bu belirtecler bircok yeni
arastirmalarm da konusu olmustur. CD25'in ekpresyonuna benzer olan bu
belirtegler, T hiicrelerinin aktivasyonunun farkli sekilde diizenlenmesinde
onemlidirler fakat regiilatdr ve yeni aktive olmus T hiicreleri arasinda kategorik
bir ayrim yapmaya yardimc1 olmamaktadirlar. Bu yiizden, farelerde CD4 CD25"
regiilator T hiicrelerinin fonksiyon ve gelismesi i¢in bir belirleyici olarak
transkripsiyon faktorii Foxp3’iin tespit edilmesi, bu ikilem icin de bir ¢oziim yolu
olarak ileri siiriilmektedir (97, 110).

Allan ve ark. saglikli insanlarin periferik kaninda CD4'CD25"" T hiicre
poliilasyonunun i¢inde regiilatér CD4" T hiicrelerinin, dnemli lciide bulundugunu
gostermislerdir (16). Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada farelerde Foxp3’iin
Treg hiicrelerinde belirgin olarak sunuldugu ve Treg hiicrelerinin iiretim ve
fonksiyonlar1 i¢in kritik onem tasidigr gosterilmistir (111). Foxp3 ve CTLA-4,
reglilator T hiicreleri ile iligkili molekiillerdir (192). Bir ¢ok calismada non-
infeksiydz romatoid artrit ve lveiti iceren insan inflamatuvar hastaliklar1 ile
CD4'CD25" regiilator T hiicreleri arasinda iliski gosterilmistir (137). Bu

caligmalarda CD4'CD25" regulatér T hiicrelerinin hedef organlarda varlig:
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gosterilmis ya da periferik kanda oranlarinin arttigi bulunmustur. Karsit olarak
Kukreja ve ark. insanda immiin aracili diyabette CD4'CD25" T hiicrelerinin
azaldigmm rapor etmislerdir (124). Bununla beraber calismacilar CD4'CD25"
reglilator T hiicre spesifik belirteci olarak Foxp3’ii analiz etmemislerdir. Bu
nedenle azalmis olarak bulunan CD4'CD25" T hiicrelerinin regiilatér T hiicre
oranlarini temsil edip etmedigi acik degildir. Benzer bir sekilde Furinok ve ark.
Kawasaki hastaligmin akut fazinda Foxp3’de azalma ile iliskili olarak
CD4'CD25" regulatér T hiicrelerinin azaldigmi belirtmistir. Bu ¢alismalarla
Foxp3’iin, Treg hiicrelerinin gelisiminde ve fonksiyonlarinda kesin bir roli
oldugu anlagilmistir (69).

Yeni yapilmis calismalar, CD4'CD25" regiilatér T hiicrelerinin de,
patojenik mikroplara karst immiin yanitlar1 diizenledigini gostermistir. Hori ve
ark. yaptig1 calismada Pneumocystis carini ile infekte olmus SCID (Severe
Combined Immuno Deficiency) olan farelerde, CD4 CD25" regiilatér T
hiicrelerinin az oldugu bildirilmis ve T hiicre siispansiyonun transferi ile agir bir
pnomoni tablosunun ortaya ¢iktig1 gozlenmistir. Halbuki regiilatér T hiicreleri
azaltilmamis T hiicre silispansiyonunun transferinde ise bdyle bir tablo
goriilmemistir (96). Benzer sekilde CD4 'CD25" regiilator T hiicreler bulunduran
T hiicre siispansiyonunun transferi, hicbir inflamatuvar bagirsak hastaligi
olusturmamasina ragmen, SCID'li farelerde CD4 CD25" T hiicrelerinin azaldig1 T
hiicrelerinin slispansiyonunun transferi ile inflamatuvar bagirsak hastaliginin
siddetlendigi gdzlemlenmistir Ustelik, aseptik kosullarda SCID'li farelerde

hastalik olusmamistir (217). Bu bulgular, CD4'CD25" regiilator T hiicrelerinin,
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mikroplara kars1 asir1 bagisiklik yaniti verilmesinde baskilayici bir rol oynadigini
akla getirmektedir.

BH’nin da viral etjoloji ve otoimmiiniteyle iligkili oldugu bilinmektedir
(59). Biitiin bu ¢aligmalara benzer olarak bizim ¢alismamizda da Behget hastalar1
(aktive ve remisyon) ile saglikli kontroller kiyaslandiginda CD4 CD25 Foxp3"
hiicreleri Behget hastalarinda 6nemli sekilde daha yiiksek goriilmiistiir. Fakat
aktive ve remisyon donemi Behcet hastalar1 arasinda Treg hiicreleri agisindan
anlaml bir fark gorilmemistir.Ne yazikki bu g¢alisma kapsaminda Treg’lerin
fonksiyonel aktivitesi aragtirilmamistir

Hamzaoui ve ark. ¢alismalarinda, aktive BH’da CD4'CD25" regiilator T
hiicrelerinin arttigin1 géstermisledir. Yine saglikli kontrol ve remisyondaki Behget
hastalari ile kiyaslanan aktif Behget hastalarnda CD4'CD25"™&" T hiicrelerinin
arttigin1 gézlemlemislerdir. Bu calismanm sonuglarma gore CD4 CD25" regiilator
T hiicreler klinik alevlenme donemlerindeki inflamatuvar manifestasyonlar
siiresince gecici olarak artmakta ve remisyon doneminde normal degerlere
gelmektedir. Aktive Behget hastalarmda CD4'CD25"™€" T hiicrelerinin supresif
fonksiyonlarinin, bu hiicrelerin poliklonal stimiilasyonundan sonra CD4" CD25 T
hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi ve yanitlarin azalttigi gozlenerek
dogrulanmistir (86). Bdylece CD4'CD25"Me" T hiicrelerini arastiran, tekrarlayan
calismalarin sonuclarma gore, bu hiicrelerin fonksiyonlarinin self toleransin
siirdiirtilmesinde kritik bir 6nem tasidig1 diistiniilmiistiir (86). Bizim ¢alismamizda
da, bu calismada oldugu gibi aktive Behget hastalarinda Treg hiicre sayisinda
onemli artig gOrilmiistir. Ama bu calismadan farkli olarak remisyon ve aktif

donemdeki Behget hastalarinin periferal kanlarindaki Treg hiicre sayis1 arasinda
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anlaml bir farklilik goriilmemistir. Bu farklilik belki de bizim caligma kapsamina
aldigimiz Behget hasta sayismin Hamzaoui ve ark yaptigi ¢alismadaki Behget
hastas1 sayisina gore ¢ok daha az olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Ama temel
olarak iki calismada Treg hiicrelerinin, Behget hastalarmin fizyopatogenezinde
onemli bir rol oynadigin1 gostermektedir.

BH’nin etyolojisinde inflamatuvar sitokinlerin (IL-6, TNF-a, IFN-y) ve
CD4'CD25" Treg hiicrelerinin biiyiik etkisi oldugu diisiiniilmektedir. BH nin
etiyolojisinin incelendigi ¢alismalarda, arastirmacilarin ilgisi HSV1 ve mikrobiyal
antijenlere odaklanmistir (87). Dendritik hiicrelerde Toll reseptér yolunun,
sentezlenen IL-6 ile baglantili mikrobiyal indiiksiyonunun bir kismimin
CD4'CD25" Treg hiicreleri tarafindan olusan immunsupresyonu engelledigi
gosterilmistir (185). Bu ylizden bu inflamatuvar sinyaller, Treg hiicreleri
tarafindan olusturulan immiinosupresyonu gegersiz kilabilmektedir. Bodylece
meydana gelen immiinite, infeksiyona izin verebilmektedir. BH siiresince goriilen
bu tiir olaylar inflamasyonun gelisimine katkida bulunmaktadir. Patojenlere kars1
immiin yanitlar1 azaltan CD4 CD25" regiilator T hiicrelerinin bu fonksiyonlarmin,
inflamatuvar sinyaller tarafindan nasil inhibe edildigi tartigilmaktadir (251).

Bu bulgularm tersine, HSP tarafindan olusturulan fazla uyarim
(hiperstimiilasyon) ve infeksiyon reaktivasyonunu takiben lokal CD4'CD25"
regiilator T hiicrelerinin homeostasisi ve fonksiyonu artmaktadir. Aktive Behget
hastalarinda da ayn1 durum gozlenmistir. Aktif BH'mda, CD4 " CD25" T hiicreleri,
inhibitor sitokinlerin sekresyonu ile rakip T hiicrelerinin ¢ogalmasini direkt veya
dolayli olarak inhibe edebilir. Treg hiicrelerinden sekrete edilen IL-10 T hiicre

diizenlemesinde 6nem tasir (84, 134). Aktif BH’da, effektor T hiicrelerinin
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cogalmasmin kontrol edilemedigi bir immiin patoloji ve immiin sistemin denge
bozuklugu izlenir (84). Bizim yaptigimiz ¢alismada da BH’daki inflamasyondan
dolay1 Treg hiicre fonksiyonlar1 baskilanmis olabilir. Fakat artan effektor T
hiicrelerine cevap olarak, azalmis Treg fonksiyonunu kompanse edebilmek icin
genel Treg hiicre sayilarinda artis ortaya ¢ikmis olabilir. Ancak bu caligma
kapsaminda Treg fonksiyonlaria yonelik 6rnegin hiicresel bazda sitokin yanitin
ortaya konulmasi v.b bir caligma yapilamamistir ve BH’da bodyle bir hipotezi
tartigmak i¢in daha ¢ok genis kapsamli arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Yine bu ¢alismada Treg fonksiyonlarinda onemli rol oynadig1 diisiiniilen
inhibitor etkileri sSCTLA-4 de incelendi. CTLA-4 sunumunun yogunlugu, Treg
hiicrelerinin supresif kapasitesi ile iliskilidir. CD4'CD25" Treg hiicreleri esas
olarak, CTLA-4'i sunmaktadir. CTLA-4 boyunca olusan sinyallerin Treg
hiicrelerinin supresif gorevi i¢cin zorunlu oldugu diisiiniilmektedir (136). Sistemik
lupus eritematosus, progresif sistemik sklerosis, myastenia gravis ve graves
hastaligi gibi birka¢ otoimmiin hastalikta yapilan calismalarda artan serum
sCTLA-4 diizeyleri gozlenmistir fakat artan SCTLA-4 serum diizeylerinin genel
onem ve etkilesimi tam olarak aydinlatilamamaistir (232,268).

Astimin siddetini degerlendirmek i¢in yapilan bir ¢alismada cocuklarda
Olciilen sCTLA-4, sCD28, sCD86 ve sCD80 konsantrasyonlarmnin akut astimin
siddetini yansittigir rapor edilmistir (100). Bir yandan sCTLA-4, antijen sunan
hiicrelerde sunulan B7’e baglanabilir ve T hiicre yanitlarini etkileyebilirken, bir
yandan da B7/CD28’e aracilik eden kostimiilasyonu etkiledigi ve B7/CTLA-4
baglanmasini etkileyebilme giiciine sahip oldugu gosterilmistir (187). Bu durum,

baz1 kosullarda otoreaktivite lehinde olan sSCTLA-4’{in normal immiin cevab1 da
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etkileyebildigini akla getirmektedir (181). Bunlara ilaveten genetik caligmalar
otoimmiin hastaliklara duyarlilikta CTLA-4 gen polimorfizimi arasinda bir
iligkinin var oldugunu aciga cikarmustir (236). Bu calismalardaki sonuglara
ragmen Thl1/Th2/Th3 sitokinleri ve Myastenia Gravis’li hastalarm kiiltiir
supernatlarinda Olgiilen SCTLA-4 diizeyi 6nemli bir sekilde degismemistir (139).
Bizim sonuglarimizda bu c¢alismaya benzerlik gostermektedir. Bu ¢alismada
Behget hastalarmda CD4'CD25 Foxp3™ hiicrelerinde dikkate deger bir artis
saptandig1 halde aymi grupta sCTLA-4 diizeylerinin degismedigi izlendi. Treg
hiicrelerinin immiinmodiilator etkisi ya da sCTLA-4 gibi molekiillerle iliskisi
tartismalidir. Behget hastalarinda, saglikli kontrol grubuna oranla daha yiiksek
Treg hiicreleri saptanmasma ragmen sCTLA-4 diizeylerinde iki grup arasinda
anlaml bir farklilik bulunamadi. CTLA-4, T hiicre inhibitor sinyali kontrol eden
bir molekiil oldugundan sCTLA diizeyi ile Treg hiicre miktarinin paralellik
gostermesi beklenirdi. Ancak, yapilan bu c¢alisma ile hiicresel sinyalde inhibitor
rolii olan sCTLA-4 diizeylerinin bu sonuglara paralellik gostermedigi izlendi. Bu
calismanin sonuclar1 dikkate alindiginda ya da sCTLA-4’iin bir immiin
diizenleyici molekiil olarak BH’da 6zel bir etkisi yoktur denebilir . Ancak, daha
gercekei bir sonuca varmak i¢in perifer lenfositlerde Ozellikle de Treg
hiicrelerdeki hiicreye bagli CTLA-4’lin belirlenmesi gerekmektedir. BH’da
inflamatuvar silire¢ kronik ve c¢ok degiskenlidir. Bu sonuclar BH’da bir
immiinmodiilator olan sCTLA-4’lin 6zel etkileri ile a¢iklanamaz ve Treg’lerdeki
CTLA-4 sunumunun gosterilmesi daha gergekci sonuglar sunabilecektir. Ama
diger yandan bu calismada, Treg hiicrelerinin sayica artmasma ragmen

sCTLA’diizeylerinin artmamasmin nedeni Treg hiicrelerinde fonksiyonel bir
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bozuklugu diisiindiirebilir. Ciinkii sCTLA, Treg hiicrelerinin fonksiyonlar1 ve
supresyonu i¢in ¢ok o©Onemli bir molekiildiir. Hatta CTLA-4 molekiilliiniin
yogunlugu ile Treg supresyonu dogru orantilidir (136). Behget hastalarinda
sCTLA diizeyinin yiikselmemesi BH’ nin patogenezini agiklamada yol gosterici
olabilir. Soyle ki, bunun temelini CTLA-4 yolu ile olusan Treg hiicre fonksiyon
kaybi olusturabilir. Ciinkii aktif ve remisyon donemdeki BH’da, sSCTLA diizeyleri
farkli bulunmustur. Aktif donemde azalan sCTLA diizeyine ragmen remisyon
doneminde artan diizeyler goriilmektedir. Boylece bu calisma, aktif donemde Treg
hiicre fonksiyon kaybin1 destekledigi goriilmektedir.

BH’da Treg hiicrelerinin tam roliinii gostermek ve periferik dolagimda
onlarin fonksiyon ve ¢ogalmasimi diizenleyen faktorleri tanimak i¢in daha fazla
calismaya ihtiyag duyulmaktadir. Behget, periferal kanda hiicresel veya salgisal
diizeyde immiin disregiilasyonun ortaya konabildigi, etyolojisi kesin olarak

thigh T hiicrelerinin

aciklanmamis, multisistemik bir hastahiktrr. CD4 CD25
fonksiyonlari, otoimmiinite, transplantasyon, kanser ve kronik inflamasyonda
olusan c¢esitli anormallikleri tanimlamada hedef olarak goriilmiistiir. Bu nedenle
bu hiicre popiilasyonunun kesfi hala devam etmektedir. Cesitli immiinopatolojik
durumlarda Treg’lere yonelik yapilan tedavilerin, daha bir ¢ok potansiyel
regiilator yollar1 ortaya ¢ikacagi kesindir (86).

Yine bu ¢aligmanim en énemli hedeflerinden biri de klinik pratikte kolayca
yapilabilen OPG serum Ol¢iimiiniin, Behget hastalarindaki diizeylerini tespit
etmek ve bu artan diizeylerin, BH nin vaskiilit ve diger inflamatuvar belirtileri ile

iliskisinin rastlantisal m1 yoksa tanisal m1 olup olmadigmi gostermektir. OPG ilk

olarak, bir sican bagwsak cDNA dizileme projesi esnasinda TNF reseptor
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homologu olarak tanimlanmistir (215). Kemikteki koruyucu etkilerinden dolay1
molekiil bu sekilde adlandirilmistir (Latince, os: kemik, koruma: protegere). OPG,
kemik iligi stromal hiicreleri ve osteoblast hiicreleri gibi c¢esitli mezenkimal
hiicreler tarafindan salgilanan, ¢6ziinebilir bir glikoproteindir (272). OPG, TNFR
siiper ailesine aittir fakat soluble bir reseptor olmasi nedeniyle ortak membrandz
TNFR'den ayrilir (228). OPG, RANKL'm biyolojik etkilerini engelleyen bir
endojendz antagonist reseptorii olarak is gérmektedir. Hem membrandz hem de
solubl formda bulunur ve bdylece kemigin tekrar bi¢cimlendirilmesnin bir
inhibitorii olarak gorev yapar. OPG yiiksek Olgiide, eriskin akciger, kalp, bobrek,
karaciger, timus, lenf diiglimleri ve kemik iliginde sentezlenirken vaskiiler diiz
kas hiicresi, osteoblast, stromal hiicreleri, B lenfositleri, artikiiler kondrositleri
iceren birgok hiicre tarafindan da sentezlenir (215). OPG, 401 amino asitlik bir
protein olarak iiretilir ve en son da olarak hiicre i¢i ayrilma yolu ile 380 amino
asitlik olgun bir proteine doniisiir (112). lo 25-dihidroksi vitamin Ds, Ostrojen,
TGF-p yanm sira IL-1 ve TNF-a gibi pro-inflamatuvar sitokinler, OPG {iretimini
artirmaktadir. Oysa paratiroid hormonu ve glukokortikoidler ise OPG iiretimini
inhibe etmektedir (70). OPG, RANKL'ye yiiksek affiniteyle baglanarak bir tuzak
reseptor olarak gorev yapar ve bu ylizden RANK’mm RANKL ile etkilesimini
engeller (119). OPG’nin RANKL ile baglanmasmin sonucu olarak, osteoklast
farklilasmasmi, aktivasyonunun ve hayatta kalmasinin etkili bir engelleyicisi
olarak gorev yapar ve bu ylizden kemik rezorbsiyonunun oniine geger (119).
Immiin sistemde, OPG/RANK/RANKL iicliisiniin molekiiler ve hiicresel
mekanizmalart immiin yanit1 siirdiirmek i¢in onemlidir. Bu sistemde aktive T

hiicreleri tarafindan sunulan RANKL, dendritik hiicreleri tarafindan sunulan
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RANK ile birbirini etkiler. Dendritik hiicrelerinde RANK’’mn RANKL’ye
baglanmasi, bu hiicrelerin hayatta kalmasini ve fonksiyonlarmi diizenlemektedir
(49, 249). Diger taraftan OPG, dendritik hiicrelerine ek olarak B lenfositler
tarafindan {iretilir ve bu sistemde bir denge olusturur. OPG/RANK/ RANKL
sistemi, bagisik yanit1 kontrol eden tek sitokin mekanizmasi degildir (249).

Yapilan bazi ¢alismalarda OPG ve RANKL’in koroner arter hastaligi,
arteroskleroz ve vaskiiler kalsifikasyon gibi patolojilerle iligkili oldugu
bulunmustur. Ger¢ekten OPG geni yok edilmis farelerde yapilan deneyler, OPG'in
anti kalsifikasyon 0zelliginin oldugunu gdstermistir. Bu ¢alismada OPG'in
yoklugu, bobrek arterlerinin kalsifikasyonuna ek olarak aortun da orta derecede
kalsifikasyonuna neden olmustur. OPG'le yapilan tedavi, bu genden yoksun
farelerdeki kalsifiye lezyon alanlarini 6nemli sekilde azaltmistir (34).

Yeni yapilan ¢alismalar OPG’nin, vaskiiler hastaliklarin gelismesinde dnemli
bir molekiil olarak gorev yaptigini gostermistir (146). Bu ¢alismalarin sonucuna
benzer olarak, bizim ¢alismamizda da Behget hastalarinda OPG diizeyleri kontrol
grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Bu bulgular BH’da goriilen
vaskiilit, uveit ve diger koplikasyonlarm gelismesinde OPG'in rolii olabilecegini
akla getirmektedir. Ozellikle Behget hastalarindaki vaskiiler patolojiler ile yiiksek
OPG diizeyleri arasinda bir baglant1 olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bir arastirmada, OPG diizeylerinin sistemik inflamasyonun belirtegleri ile
iligkili oldugu gosterilmistir (93). Baska bir ¢alismada, 40 tane sistemik lupus
eritamatosis (SLE) hastas1 degerlendirilmis, aktif SLE’li hastalarda saglikli
kontrollere ve diger immiin iliskili hastaliklara (romatoid artrit ve wegener

graniilomatosis) gore ortalama serum TRAIL konsantrasyonu yliksek bulunmustur
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(146). Yine yiiksek bulunan OPG diizeyleri, Kawasaki hastaligmin akut ve
subakut donemi siiresince kompansatuvar olarak iiretilmesinin bir sonucu olabilir.
Bu nedenle OPG testi, hastaliklar1 ayirt etmede ve izlemede klinik yonden faydali
bir belirte¢ olabilir (216). Baska bir calismada serum OPG diizeyleri, APS'li
(Antiphospholipid Syndrome) SLE hastalarinda artigi ve antifosfolipid
antikorlarmin titresiyle korelasyon gosterdigi gozlemlenmistir (127).

Insan intestinal epitelyal hiicreleri d¢ OPG mRNA’s1 ifade eder. RANKL
icin mRNA sunar ve OPG salgilarlar. Inflamasyon olusmus insan kolonik
epitelyumunda OPG'nin miktari, saglikli kontrollere kiyasla yiiksek bulunmustur
(238)

RANKL/ OPG sistemi inflamatuvar bagirsak hastaliginda (IBD) aktif hale
gelir. IBD'li hastalardan elde edilen bagirsaklara ait explant kiiltiirleri ile saglikl
kontrollerden ya da inflamasyon olmayan segmentlerden alman dokular
kiyaslandiginda, IBD'l1 hastalarda OPG’nin daha biiyiik miktarlarda salgilandigi
gozlenmistir. Serum OPG diizeyleri, chron ve tlseratif kolitli hastalarda artmustir.
Bu caligsmalar OPG'in sindirim homeostasisinde ve inflamasyona cevapta onemli
bir rolii oynadiginm1 diistindiirmiistiir (169). OPG diizeylerinin, Cryptosporidium
ookistiyle infekte edilmis deneysel insan epitelyal hiicrelerinde hastalik siiresince
arttig1 bulunmustur. Ustelik TRAIL tastyan epitelyal hiicrelerinin 6n tedavisinin,
hiicrelerde apoptosise sebep oldugu ve parazit sayilarini azalttig1 gosterilmistir
(39). IL-2 knockout fare kolit modelinde, recombinant OPG bagirsaklara ait

dendritik hiicrelerin aktivitesini diizenler ve inflamasyonu ters yone cevirebilir

(10).
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Osteoprotegerin NFkB’yi de i¢ine alan inflamatuvar sinyaller tarafindan
diizenlenir. Inflamatuvar olaylarda NFkB bagirsak epitel hiicrelerinde aktif hale
getirilir ve aktive olan NFxB, OPG sunumunun artigina neden olur. OPG, sirayla
RANKL ve TRAIL’in inflamatuvar etkilerini inhibe edebilir. Boylece diisiik OPG
diizeylerinin, invaziv patojenlere maruz kalmig hastalarda, klinik goriniimi
kotiilestirebilecegi diistiniilmektedir. Bu gdzlemler temel alindiginda artan OPG
diizeylerinin, inflamatuvar bagirsak hastaligmna yanit olarak anti-inflamatuvar bir
mediator olarak gorev yaptigi tahmin edilmektedir (166).

Romatoid artrit, ilerleyen synovial inflamasyon ve eklem harabiyeti ile
tanimlanan kronik bir hastaliktir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda RANKL
/OPG sisteminin, romatoid artritte fokal ve genel kemik kaybmin patofizyolojik
mekanizmasinda rol oynadig1 gosterilmistir . Yeni yapilan ¢aligsmalarda, ilging bir
sekilde romatoid artritli hastalarda OPG'in ve RANKL'in serum diizeyleri, saglikl
insanlardan daha yiiksek bulunmustur. Buna ragmen OPG/ RANKL oran1 benzer
miktarda izlenmistir (194, 260, 79). Bu veriler dogrultusunda, anti TNF
tedavisinin, romatizmada kemik erozyonunu uyaran OPG/ RANKL dengesini
normallestirdigi gézlenmistir (145). Sicanlarda adjuvanla uyarilan artritin T hiicre
bagl bir modelinde, agir eklem inflamasyonu, kemik ve kikirdak harabiyeti ve
sakatlanma goriilmiistiir. Hastaligin baslangicinda OPG ile yapilan tedavinin,
RANKL’nin blokasyonunun, kemik ve kikirdak harabiyetini engelledigi ama
inflamasyonu etkilemedigi bulunmustur (118).

Biitiin bu yapilan ¢aligmalara benzer olarak bizim ¢aligmamizdaki yiliksek
OPG degerleri de belkide inflamatuvar bir hastalik olan BH’da inflamasyona kars1

konulan bir kompansatuvar mekanizma olarak ag¢iklanabilir. Bizim sonuglarimiz
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temel alindiginda, OPG serum diizeylerinin BH’nin patofizyolojisi ile ilgili
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Yine de klinik rutinde bir biokimyasal belirte¢ olarak
rolii sliphelidir. Bu caligmalara ragmen OPG'in tartisilmamis bir c¢ok etkisi
bulunmaktadir. RANK/RANKL/OPG sisteminin hem inflamatuvar hastaliklarda
hem de muhtemel immiin denetim mekanizmalarinda ciddi etkilerinin gosteren
bir¢ok fizyolojik roller vardir. OPG'in mukozal inflamasyonda da rolii vardir ve
Behget hastalarinda ki oral aft ve mokozal inflamasyonla iligkili olabilecegi
disiiniilmektedir (11). Bizim ¢alismamizda bu bulgular1 desteklemistir.

BH’da inhibit6r reseptdrlerinin roliinii anlamak i¢in, bu ¢alismada ihnibitor
bir reseptdr olan BTLA’nm, CD4" T hiicrelerinde ekpresyonu incelendi.
Amacimiz BTLA inhibitdr reseptoriinii ornek alarak, BH’da inhibitor
reseptorlerinin durumlart hakkinda bir fikir edinmekti. BTLA, CTLA-4 ve PD-
I'le yapisal ve fonksiyonel olarak benzerlikleri paylasan ve T hiicrelerinde yeni
kesfedilen inhibitor bir reseptordiir (256). Son zamanlarda BTLA ile karsilikli
birbirini etkileyen reseptorii olarak TNFR st familyasmin bir tiyesi olan HVEM
tanimland1 (210). HVEM baskin olarak, dinlenme halindeki T hiicrelerde,
monosit ve dentritik hiicrelerde eksprese edilir (205). BTLA esas olarak, naif
CD4" T hiicreleri ve CD8" T hiicreleri tarafindan ekprese edilir ve T hiicre
aktivasyonu iizerine sunumu artar. B hiicreleri, makrofajlar, kemik iliginde
iiretilen dentritik hiicrelerde de bulunur (88).

Negatif bir reseptor olarak BTLA'nin rolii geregince, BTLA tam olarak
eksik olan fareler, T hiicrelerinin TCR-aracili aktivasyona yiiksek diizeyde yanit
verir (256). Akut alerjik hava yollar1 inflamasyonunda BTLA ve PD-1’in roliiniin

incelendigi bir ¢aligmada bu reseptorlerin inflamasyonun kontroliinde kii¢iik bir
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rolleri oldugu tartisildi ama bu reseptorler, akut alerjik hava yolu
inflamasyonunun siiresini sinirlamakta énemli oldugu goézlendi. Ayn1 ¢caligmada
PD-1'le birlikte BTLA nin, Th2-aracili immiin yanitla iliskili oldugu bulunmustur,
clinkii bu reseptorlerden yoksun farelerde, uzamis akciger inflamasyonu
gozlenmistir (54).

Invivo transplantasyon modelleriyle yapilan bir ¢alismada BTLA'nn,
kismen MHC-uyumsuz olan kardiak allograftlerin kabulii ile iliskili oldugu
bulunmustur (230). Yeni yapilan bir ¢alismada, hafiza hiicrelerinde ve CDS™ T
hiicrelerinde hiicre i¢i dengelerde BTLA/ HVEM etkilesiminin rolii oldugu
gosterilmistir. BTLA’nin veya onun ligandi HVEM’in eksik oldugu farelerde
hafiza CD8" T hiicrelerini sayilarinda artis gozlenmistir (122). BTLA sunumu
eksik fareler, nitrophenol-conjugated keyhole limpet hemocyanin nitrophenol ile
bagisiklama yapildiktan sonra serum Ig degerleri yiikselmistir. Ustelik BTLA-
eksik fareler, deneysel otoimmiin ensefalomiyelite daha yliksek bir hassasiyet
gosterir ve hizlandirilmis BTLA kaybi, kismen MHC-uyumsuz kardiak allograft
rejeksiyonuna neden olur (230). Bizim ¢alismamizda BTLA sunumunu saglikl
kontrollerle kiyaslandiginda, Behget hastalarin periferik dolasimindaki T
hiicrelerinde artig1 bulundu. BTLA baglanmasi, esas olarak T hiicrelerine inhibitor
bir sinyali olusturur ve boylece T hiicre toleransi bakimindan 6nemli bir rolii
oynayabilir. BTLA, buna ek olarak, farkli inflamasyon alanlarinda BH'da T hiicre
yanitin1 ayarlayabilir. Bizim sonuglarimiza gore, CD4" Th hiicrelerinde BTLA
ekpresyonu periferde ya da organlardaki inflamasyonda 6nemli olabilir. BTLA
eksikliginde otoimmiin olaylarm ve greft reddinin artmasi BH’daki

otoinflamatuvar patogenezinde de rol oynayabilecegini akla getirir. Yaptigimiz
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calismada BTLA diizeylerinin yiiksek olmasi artan inflamasyon ve otoimmiin
olaylar1 sinirlama amacli olabilir.

Sonug olarak BH’nin patogenezinde 6nemli olabilecegini diisiindiiglimiiz
parametreler incelendiginde sonuglarin anlamli olabilecegi gozlemlendi. Behget
hastalarmdaki CD4'CD25" (Medyan: 5.34 + 0.65) T hiicre oranlar1 saghkli
kontrollere (Medyan: 2.70 £+ 0.20) kiyasla onemli sekilde daha yiiksek oldugu
bulundu. Ayn sekilde Behget hastalarinda (aktif ve remisyon), saglikli kontrollere
gore dnemli dlciide daha yiiksek CD4'CD25 FoxP3" hiicreleri (BH medyan: 3.96
+ 0.59 saglikli kontrol medyan:1.38+0.25) gozlendi. Ancak aktif ve remisyondaki
Behget hastalarinda Treg hiicreleri acisindan anlamli bir fark bulunamadi. Behget
hastalari ile saglikli kontroller kiyaslandiginda Behget hastalarinda 6nemli 6lctide
yiilksek CD4'CD272" T hiicreleri (Behget hastalarinda: 13.01£1.51, saglikh
kontrol: 2.90+0.81) tespit edildi (P< 0.001).Buna ragmen aktif ve remisyondaki
hastalar (aktif donem:11.43+2.41 remisyon donemi:14.11+1.95) arasinda anlamli
bir fark bulunamadi (P> 0. 05). OPG'in serum diizeylerinin, Behgetli hastalarda
saglikli kontrol grubuna gére dnemli 6l¢iide daha yiiksek oldugu bulundu ( 813.76
+10.14 vs 604.22 + 33, 57 pg mL, P<0.01). Behget hastalar1 (0,236 + 0.12, ng ml)
ve saglikli kontrol (0,228 + 0.07 ng/ml) sCTLA-4 serum diizeyleri arasinda ise
hicbir fark bulunamadi (p>0.05). Ama aktif Behcet hastalar1 ile remisyondaki
Behget hastalar1 serum diizeyleri arasinda anlamli bir fark bulundu (aktif BH:
0.064+0.14 remisyon BH:0.33+0.91). Remisyondaki Behget hastalarinda anlamli
olarak daha yiiksek sCTLA-4 diizeyleri go6zlendi. Boylece incelenen
parametrelerin BH nin immun disregiilasyonundan sorumlu olabilecegi sonucuna

varildi. Burda incelenen inhibitor 6zelligi olan gerek hiicresel gerek salgisal tiim
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bu parametreler, BH ndaki kontrolsiiz inflamasyonu 6nlemede yetersiz kaliyor
olabilirler. Ya da normalden fazla salgilanmakla birlikte, periferde etkilerini
gdsteremiyor olabilirler. Infalamasyon kontroliinde bu yetersizlik, atak siiresince
ortaya ¢ikan kontrolsiiz inflamasyonun nedeni olabilir. Inhibitér mekanizmalarin
kontroliinde 6nemli olan hiirelerin ve molekiillerin, daha ileri fonksiyonel
calismalara ihtiyaci oldugu agiktir. Boylece, ¢alistigimiz parametrelerin ilerde BH
gibi etyopatogenezi tam aydmlatilamamis hastaliklarin tanis1 ve takibinde,

klinikte yardimc1 olabilecegi sonucuna varildi.
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