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OZET

Coskuntan I. PERK ve HRI Aracili Entegre Stres Yanitin Behget Hastaligindaki Rolii.
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi.
Istanbul. 2021

Behget Hastaligi (BH) tekrarlayan oral ve genital iilserler, iiveit ve deri lezyonlar1 ile
karakterize, sistemik bir inflamatuar hastaliktir. BH etiyolojisi hala tam olarak
bilinmemektedir; bu, varsayilandan ¢ok daha kompleks bir hastalik olduguna isaret
etmektedir. Entegre stres yanitt (ISR), ¢esitli uyaranlara karsi hiicresel tepkilerin
kontroliinde anahtar bir rol oynayan okaryotik translasyon baglatma faktorii 2 alfa’nin
(elF2a) fosforilasyonunu tetikleyen olduk¢a korunmus bir yoldur. ISR yolaginda
streslerin tespiti dort kinazla gergeklestirilir: Protein kinaz R (PKR), Genel kontrol
baskilanamaz 2 (GCN2), PKR-benzeri endoplazmik retikulum kinaz (PERK) ve Hem
diizenleyici inhibitér (HRI). ISR’deki ana mekanizma, elF2a'nin, ISR kinaz ailesinin
dort iliyesinden biri ya da birkaci1 tarafindan fosforilasyonudur; bu, global protein
sentezinde bir diisiise neden olurken, aktive edici transkripsiyon faktor 4’iin (ATF4)
dahil oldugu bir grup secili genin ifadesinin yukar1 diizenlenmesine yol agmaktadir. Tez
¢alismamizin amaci, ISR yolagindaki elF2a, PERK, HRI, HSPB8 ve ATF4’{in BH’deki
gen ifadesi degisimlerini arastirmaktir. Tez ¢alismasi i¢in gerekli olan hasta ornekleri
Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Romatoloji
Bilim Dali’na basvuran BH tanist konulmus 83 hastadan ve 33 saglikli goniilliiden
saglandi. Calismada, kan ve eklem sivist Orneklerinden izole edilmis RNA
materyalinde, hedef genlerin gergek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu
(QRT-PZR) ile ifadeleri analiz edildi. Sonuglarimiz, elF2a, PERK, HRI, HSPBS8 ve
ATF4 gen ifadelerinin BH hastalarinda degistigini  gosterdi. Bulgularimiz
dogrultusunda, ISR yolaginin BH patogenezinde onemli bir rolii oldugu; bununla
birlikte hastalik tan1 ve tedavisinde yeni yaklagimlar olarak hedeflenebilecegi
diisiindesindeyiz. Ayrica ilgili genlerin ISR yolaginda BH patogenezindeki rollerinin
aydinlatilmasi i¢in daha genis ¢apta arastirmalara gereksinim oldugu kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Behget Hastaligi, ISR, PERK, HRI, ATF4

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 36168
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ABSTRACT

Coskuntan, I. The Role of PERK and HRI Mediated Integrated Stress Response in
Behget's Disease. Istanbul University, Institute of Health Science, Genetics Master
Thesis. Istanbul. 2021

Behget's Disease (BD) is a systemic inflammatory disease characterized by recurrent
oral and genital ulcers, uveitis and skin lesions. The etiology of BD is still unknown and
it appears to be a more complex disease. The integrated stress response (ISR) pathway
controls cellular responses to various stimuli. There are four kinases in the ISR
pathway: PKR, GCN2, PERK and HRI. The main mechanism in ISR is phosphorylation
of elF2a by one or more of the four members of the ISR kinase family; this leads to a
decrease in global protein synthesis, while upregulating the expression of a group of
selected genes including ATF4. The purpose of the thesis study was to investigate the
changes in gene expressions of elF20, PERK, HRI, HSPB8 and ATF4 in the ISR
pathway in BD. Patient samples were obtained from 83 BD patients diagnosed in
Istanbul University, Istanbul Faculty of Medicine, Department of Internal Diseases,
Division of Rheumatology and 33 healthy control groups. In the study, expressions of
target genes by qRT-PCR were analyzed in RNA material isolated from blood and
synovial fluid samples. Our results showed that all targeted gene expression is altered in
BD patients. In line with our findings, the ISR pathway has an important role in the
pathogenesis of BD; however, we think that it can be targeted as new approaches in the
diagnosis and treatment of the disease. We believe that further studies are needed to
elucidate the role of the ISR pathway in the pathogenesis of BD.

Key Words: Behget's Disease, ISR, PERK, HRI, ATF4

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 36168



1. GIRIS VE AMAC

Behget Hastaligi (BH) tekrarlayan oral ve genital iilserler, iiveit ve deri
lezyonlar1 ile karakterize, sistemik bir inflamatuar hastaliktir. BH nin etyolojisi tam
olarak bilinmemektedir; ancak genetik olarak yatkinligi olan kisilerde, cesitli
mikroorganizmalarla veya diger c¢evresel faktorlerle tetiklenen immiinolojik

bozukluklarin hastalik patogenezinde 6nemli bir rol oynadigi diisiiniilmektedir.

Yavas/yanlis katlanan bir protein, endoplazmik retikulum (ER)’da ER stresine
neden olabilmektedir. Yavas katlanan bir molekiil oldugu bilinen HLA-B51 ile BH
arasinda giiclii bir genetik iliski bulunmustur; ancak bu molekiiliin hastaligin

gelisimindeki rolii halen tam olarak agiklanamamustir.

Son yillarda yapilan c¢aligmalarda hiicresel stres durumlarinda entegre stres
yanitinin (ISR) devreye girdigi gosterilmistir. ISR, cesitli streslere karsi hiicresel
tepkilerin kontroliinde anahtar bir rol oynayan okaryotik translasyon baslatma faktorii 2
alfa’nin (elF2a) fosforilasyonunu tetikleyen olduk¢a korunmus bir yoldur. ISR ile
cesitli hiicresel streslerin tespiti dort kinazla gerceklestirilir: Protein kinaz R (PKR),
Genel kontrol baskilanamaz 2 (general control nonderepressible 2, GCN2), PKR-
benzeri endoplazmik retikulum kinaz (PERK), ve Hem diizenleyici inhibitér (HRI).
PKR, viral ¢ift sarmalli RNA’y1 (dsRNA) tanir; GCN2, serbest aminoasitleri (AA)
icermeyen hiicrelerde biriken, yiiklenmemis tRNA’lar1 algilar; PERK, ER stresi olarak
bilinen ER’de yanlis katlanmis protein birikimini tespit eder; HRI icin sitozolik
proteotoksisite genel bir tetikleyici olmasina ragmen demir eksikligi, oksidatif stres ve
1s1 soku gibi cesitli streslere cevap verir. Bu dort kinaz araciligiyla Ser51°den elF2a
fosforilasyonu yoluyla, translasyon (protein sentezi) ve transkripsiyon (yazilim) gegici
olarak durdurulur. HRI; elF2a, ATF4 ve 1s1 sok protein B8’i (HSPBS) gerektiren bir
sinyal yolagiyla niikleotit baglayici oligomerizasyon alan1t 1 (NODI1) sinyalozom
katlanmasini1 ve aktivasyonunu kontrol eder. HRI, NOD1 sinyal yolag: ile sitoplazmik
katlanmamis protein cevabin kontroliinde gorev alarak asagi akistaki dogal bagisiklik
(immiin) sinyalini etkiler. HRI/eI[F20/HSPB8 sinyal ekseni, ER streste protein
katlanmasini1 diizenleyen katlanmamis protein yanitin (UPR) PERK sinyal yolag: ile
dikkate deger bir homoloji paylagsmaktadir. Aslinda PERK, ER'de yanlis katlanmis

proteinlerin birikimini algilar ve HSPAS (BiP) ile ayrismadan sonra aktive edilir. Bu



yol, BiP’i (GRP78) kodlayan ER saperon HSPAS gibi strese bagli genlerin yukari
diizenlenmesini uyarir. Elde edilen veriler 1s18inda, HRI ve HSPBS&'in sirastyla PERK ve
BiP'in fonksiyonel homologlarini temsil ettigi ve HRI/eIF20/HSPBS8 sinyal ekseninin,
islevsel olarak UPR’in PERK/eIF20/HSPAS sinyal ekseni ile homoloji gdstermesi
nedeniyle dogal bagisiklik sinyali igin gerekli olan yeni bir sitozolik katlanmamis

protein yaniti (CUPR) olabilecegi onerilmistir.

ISR’deki ¢ekirdek olay, elF2a'nin, elF2a kinaz ailesinin dort tiyesinden biri ya
da birka¢1 tarafindan fosforilasyonudur; bu, global protein sentezinde bir diislise neden
olurken, aktive edici transkripsiyon faktdr 4’iin (ATF4) dahil oldugu bir grup segili
genin indiiklenmesine yol agar. elF2a fosforilasyonunun siiresi ve seviyesinin yani sira
ATF4 diizenlemesinin ve diger proteinlerle etkilesimlerinin, farkli ¢cevresel ve fizyolojik
streslerden kaynaklanan nihai ISR sonucunu belirlemesi muhtemeldir. ATF4,
ATF/CREB ailesine ait bir transkripsiyon faktoriidiir. ATF4, gen transkripsiyonunun
diizenlenmesini etkileyen ve hiicresel sonucu yonlendiren birka¢ dimerizasyon ortagina
sahiptir. Aslinda ATF4, ISR aktivasyonuna cevap olarak hiicresel kaderde kilit bir karar
faktoriidiir. Transkripsiyonel, translasyonel ve post-translasyonel seviyede diizenlenir ve
ayrica, diger transkripsiyon faktorleriyle etkilesime girme kabiliyeti daha ileri diizeyde

bir diizenlenme saglar.

BH’de sistemik inflamasyon, hiicresel stres durumunda katlanmamis
proteinlerin tespitini ger¢eklestiren PERK ve HRI sinyal yollarindaki bir anomaliden
kaynaklaniyor olabilir. Daha 6nce yapilan bir ¢aligmada ER saperon proteini BiP’in

gen ifadesinin BH’de arttig1 gosterilmistir.

Bu tezin amaci; BH’de elF2a fosforilasyonuyla baglantili ER stres
belirteglerinden PERK ile ATF4, HSPBS, elF2a ve HRI'nin etkisinin arastirilmasidir.
Aktif ve inaktif durumdaki BH hastalarinda bu genlerin ifadelerindeki degisimlerin
ISR araciligiyla inflamatuar yanita neden olup olmadigi heniiz bilinmemektedir. BH
patogenezinde ISR bugiine kadar arastirilmamistir. Bu tez calismasinda, tan1 konulmus
veya tedavi ile gozlenen 83 Behcget Hastas1 ve 33 saglikli kiside PERK’in gen ifadesine
paralel bir katlanmamis protein yanitinin olup olmadigini, HRI/eIF2a /HSPBS sinyal
yolagi ve ISR’nin kilit faktorii ATF4 gen ifade diizeylerini gercek zamanl kantitatif
polimeraz zincir reaksiyonu (qQRT-PZR) ile analiz etmeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. BEHCET HASTALIGI

Behget Hastaligi (BH), 1937 yilinda bir Tirk dermatologu olan Dr. Hulusi
Behget tarafindan, daha sonra “ii¢li belirti kompleksi” olarak adlandirilan, tekrarlayan
oral ve genital iilserlerle birlikte goriilen hipopyon iiveit klinik bulgulartyla ilk kez yeni
bir hastalik olarak bildirilmistir (1-3). Giiniimiizde tanimi; mukokutanoz, okiiler,
kardiyovaskiiler, kas-iskelet sistemi, gastrointestinal, iirogenital, merkezi sinir ve
pulmoner sistemlerin katilimi1 dahil olmak tizere cesitli klinik belirtilerle karakterize,
coklu sistemlerin kronik inflamatuar hastaligi seklinde genisletilmistir. Hastalik
belirtileri, dilizensiz araliklarla tekrarlayabilmekte ve kendi kendini sinirlayan
lezyonlardan, organ hasarina ve hatta yasam kaybina yol acabilen ciddi klinik ataklara
kadar degisebilmektedir. Bu bilgiler 1s1ginda BH, bir takim genlerin ¢evresel etmenlerle
etkilesimlerini iceren karmasik ve multifaktoryel bir inflamatuar hastalik olarak
tamimlanabilmektedir (2,4). Bununla birlikte, tekrarlayan ataklar halinde seyreden
sistemik bir vaskiilit oldugu da ifade edilmektedir (5-7). BH, 6zgiil bulgusu ya da
laboratuvar testi olmayan, sadece klinik belirtilerin kombinasyonu ile teshisi yapilan bir
hastaliktir. Bundandir ki, gerek lezyonlarin tekrarlayan ataklar seklinde gelismesi

gerekse heterojenligi BH’yi tanis1 en zor kronik hastaliklar grubuna dahil etmektedir
(8).
2.1.1. Epidemiyoloji

"Ipek Yolu Hastalig1" olarak da bilinen BH’nin, Orta Asya, Akdeniz ve Uzak
Dogu iilkelerinde goriilme sikligi, Avrupa ve Amerika Birlesik Devletleri’ne (ABD)
kiyasla onemli olgiide daha yiiksektir ve ortalama prevalanst 1/1000 ile 1/10.000
arasinda degisebilmektedir (9-13).

Tirkiye, en yiiksek hasta popiilasyonuna sahip iilke olup, cografi bolgeye baglh
olarak hastalik goriilme sikligt 20-421/100.00’dir (14). Baska iilkelerde yapilan
caligmalarda hastaligin  goriilme sikhigi Iran‘da  68/100.000, Giiney Kore‘de
30,2/100.000, Almanya‘da 4,87/100.000, Japonya‘da 13,5/100.000, ABD‘de
5,2/100.000 olarak bildirilmistir (15). BH gériilme sikligindaki bolgesel cesitlilik, Ipek
Yolu boyunca genel popiilasyonda %20-%25 ve BH hastalarinda %50-%80 arasinda



degisen HLA-B51'in cografi dagilimi ile yakindan iligkilidir (16).

Ailesel kiimelenme BH'nin 6nemli epidemiyolojik 6zelliklerinden biridir (17).
Kararsiz triniikleotid tekrarlarinin genislemesi, ailesel vakalardaki kusurun genetik
temeli olarak Onerilmistir (18). BH'nin ailesel kiimelenmesi degisken siklikta farkli
etnik gruplarda gozlenmistir. BH’nin Tiirklerde (%18,2), Korelilerde (%15,4) ve
Yahudilerdeki  (%13,2) goriilme sikligi, Cinliler (%2,6), Japonlar (%2,2) ve
Avrupalilara (%0—4,5) gore daha yiiksektir (13,19-23). Ailesel kiimelenme, ¢ocuklarda
yetigkin hastalara kiyasla 6nemli 6l¢iide daha yaygindir. Fas’ta yapilan bir ¢alismada,
ailesel kiimelenme siklig1 %30,7'ye ulasmis ve boylece pediatrik BH tanimina aile
Oykisiiniin de eklenmesi Onerilmistir (24). BH'nin ailesel kiimelenmesi, bir Mendel
modeli ile acikca iliskilendirilmemistir; bununla birlikte, hastaliktan etkilenen ailelerin
pediatrik olan ve olmayan grup olarak siniflandirilmasi ile yapilmis bir ayirma analizi,
sadece pediatrik alt grupta bir Mendel kalitim (otozomal resesif) modu olabilecegine
isaret etmistir (25,26). Giil ve ark. Tiirk BH popiilasyonunda yiiksek kardes rekiirrensi
(%4,2) bildirmis ve kardes rekiirrens risk oraninin (As) 11,4-52,5 oldugunu
raporlamistir. Bu risk oraninin, hastalarin kardeslerindeki etkilenme riski ile genel
popiilasyonda gozlenen risk arasinda oldugu kabul edilmis ve siklikla ailesel

kiimelenmeyi belirlemek i¢in bir gosterge olarak kullanilmistir (27,28).

BH genellikle yasamin tigiincii ve dordiincii dekatlarinda goriilmekle birlikte 50
yasindan sonra veya ¢ocukluk doneminde de ortaya ¢ikabilmektedir (29). BH nin en iyi
bilinen epidemiyolojik 06zelligi, hastaligin goriilme sikligi ve siddetinin bdlgesel
degisiklik gostermesi olarak belirtilmistir; ayrica genel anlamda cinsiyet dagilimi esit
kabul edilmigtir. Ailesel kiimelenme, etnik koken ve genetik faktorlere ek olarak
cevresel faktorlerin de hastalifin goriilme sikligi ve seyri lizerine etkili oldugu
diistiniilmiistir. BH tanisi, diinya capinda kabul gormiis bir laboratuvar testinin
olmamasi nedeniyle tani dislanma yontemini takiben tespit edilen klinik kriterlerin
birlikteligine dayandirilmistir. Klinik kriterlerin ¢ogu mukokutandz bulgular (oral ve
genital ilserler) ve kutandz vaskiilitik lezyonlar1 kapsamakla birlikte, deri paterji
testinin de bulundugu cesitli tan1 yontemleri kullanilmistir (14,30). BH tanisinda kabul
goren kriterler ilk kez 1990 yilinda, “Behcet Hastaligi i¢in Uluslararas1 Calisma Grubu”
(ISG) tarafindan, tekrarlayan okiiler iilserler, herhangi iki tekrarlayan genital iilser, tipik

okiiler lezyonlar, tipik kutandz lezyonlar veya pozitif deri paterji testi (SPT) bulgularini



kapsayan bir algoritma seklinde Lancet dergisinde yayimlanmistir (31,32). Bu tani
kirterleri, 2006 yilinda uluslararas1 bir ekip tarafindan “Uluslararas1 Behget Hastalig
Kriterleri” (ICBD) adiyla yeniden ele alinmistir. ICBD, 2013 yilinda revize edilerek BH
icin 17. set siiflandirma/tan1 Kkriterleri olusturulmustur. Yeni sette okiiler iilserler,
genital tlserler ve okiiler belirtilerin her biri 2 puan, diger belirtiler (deri lezyonlari,
norolojik belirtiler, vaskiiler belirtiler ve pozitif SPT) 1 puan olarak degerlendirilmistir.
Bir hastanin 4 veya iizerinde puan almasinin, BH teshisi i¢in yeterli olduguna karar
verilmistir. Klinikte ICBD revize edilmis kriterler ISG’ye gore daha duyarli ancak daha
az 0zgiil olduklarindan, klinisyenlere asir1 tanidan kaginmak igin bulgular1 dikkatlice
yorumlamalart onerilmistir (30,33,34). BH seyri ile ilgili cinsiyet karsilagtirmalarinda;
erkeklerde goz bulgulari, vaskiiler ve piistiiler lezyonlar daha siddetli iken kadinlarda
genital Ulserler ile eritema nodozumun daha sik oldugu goriilmiis ve hastaligin

erkeklerde daha ciddi seyrettigi bildirilmistir (35-37).

2.1.2. Etyopatogenez

Bir grup bilim insani, BH’yi genetik olarak duyarli bireylerde digsal faktorlerin
tetikledigi, otoinflamatuar bir hastalik olarak tanimlamistir (16,38,39). BH, otoimmiin
hastaliklarda oldugu gibi insan “Biiyilk Doku Uygunluk Kompleksi” (MHC) sif I
molekiilleri ile yakin iliski gostermektedir. Ayrica BH; artmis nétrofil aktivitesi, yliksek
interlokin-1 beta (IL-1p) seviyeleri, artmis inflamatuar yanit, pro-inflamatuar
sitokinlerin asir1 salinimi ve 6zgiil otoantikorlarin yoklugunu igeren otoinflamatuar
hastaliklardaki baz1 klinik ve patofizyolojik 6zellikleri de sergilemektedir. Elde edilen
yeni bilgiler, BH’nin otoimmiin ve otoinflamatuar cesitlilik (spektrum) arasinda bir
kavsak noktasinda oldugu ve her ikisinin de 6zelliklerini paylastigina isaret etmektedir
(40-42). BH'nin patogenezi net bir sekilde aydinlatilamamustir; ancak genetik duyarlilik
kadar tetikleyici faktorler ve immiinolojik anomalilerin hastalik gelisiminde belirleyici

bir rol oynayabilecegi ifade edilmistir (43).

2.1.3. Genetik Yatkinhk

Antik "Ipek Yolu" boyunca artan BH gériilme siklig1, ailesel kiimelenme ve
cografi dagilimin yanisira MHC bélgesi i¢indeki ve disindaki genler ile konakg1r genetik
faktorlerinin, hastaliga yatkinligin belirlenmesinde 6nemli rolleri olduguna ve hastaligin

karmasik bir kalittm modeline sahip olabilecegine isaret edilmistir (15,27,44).



Insanlarda kromozom 6’nmin kisa kolu (p) iizerinde bulunan (GRCh38
koordinatlar1 6: 28,510,120-33,480,577) MHC bélgesi, antijen sunan “Insan Lokosit
Antijen” (HLA) proteinlerini kodlar ve bir¢ogu, bagisiklikta temel rolleri olan insan
genomundaki en yiiksek gen yogunluguna sahiptir. MHC, klasik ve klasik olmayan sinif
I HLA genleri tarafindan tanimlanan sinif I bolgesi; simif II HLA genleri tarafindan
tanimlanan sinif II bolgesi; hem sistemik hem de 6zgiil inflamatuar yanitlarda rol alan

genleri tanimlanan siif III bolgesi olmak {izere ii¢ alt bolgeye ayrilmistir (Sekil 2-1)
(45,46).

MHC bolgesi
6p22.1-21.3

A H_TDENNED

Sinif | Sinif Il Sinif 1l

HLA bdlgesi

Sekil 2-1. Kromozom 6’nin kisa kolundaki MHC bélgesi ve Behcet Hastalid ile

iliskili tammmlanmuns HLA genleri

Kaynak 46’dan uyarlanmugtir.

MHC sinif I bolgesinde bulunan HLA-B51’in, BH ile baglantili en giiclii genetik
duyarlilik faktorlerinden biri olarak hastaligin tipik fenotipinden sorumlu oldugu
gosterilmistir. BH’de, farkli HLA sinif I molekiilleri ile iligkili fonksiyonlar ve/veya
HLA-B51 agir zincirinin yapisal 6zelliklerinin bir kombinasyonu yoluyla, MHC
bolgesinde HLA-B51 aleli varliginin hastalik patogenezi ile yakindan iligkili oldugu
belirtilmistir (25,28,47,48). HLA-B51:01, 250'den fazla HLA-B 51 alt tipi arasinda,
cesitli wrklarda BH ile iligkili en yaygin alt tip olmustur. Tiirk, Iran, Japon ve Urdiin



kokenli BH olgularinda HLA-B51:01'in tiim gen bolgesini degerlendiren arastirmalar,
vakalarin hepsinin HLA-B51:01:01 igerdigini gostermistir. Bu sonug, HLA-B51
iliskisinin HLA-B51:01:01 iliskisini temsil ettigi anlamina gelmektedir (28,49,50).
Toplamda 4,800 BH hastas1 ve 16,289 saglikli kontrolii igeren 78 bagimsiz ¢alismanin
sistematik olarak derlendigi bir meta-analizde, hastaligi gelistirmek i¢cin HLA-B5/B51
alellerine sahip olma olasilig1 oraninin (OR) 5,78 oldugu belirtilmistir (%95 giiven
aralig1 (CI) 5,00-6,67) (44). Bununla birlikte, HLA-B51, yiiksek oranda BH klasik
hastalik belirtileriyle iliskili olmasina ragmen gastrointestinal komplikasyonlar ile
diistik siklikta yakinlik gostermistir (51,52); ancak BH ile inflamatuar bagirsak hastaligi
(IBH) arasindaki yakin genetik iliskiye isaret eden olgular da bildirilmistir (53,54).
Kuranov ve arkadaslari, HLA-B51 negatif BH hastalarinin B lokusundan tiiretilmis
proteinlerde bulunan bir epitop olan “HLA-Bw4-80I” ile hastalik arasindaki iliskiyi,
HLA-B04 ol sarmalinda 80. amino asit pozisyonunda bir izolosin varligi ile karakterize
etmistir (55). BH patogenezinde HLA-B51 katiliminin rolii hakkinda birkag hipotez dne
stiriilmiistiir. Bu hipotezlerde, patojenik antijen sunumu ile HLA-B51’in, HLA-Bw4
epitopu aracilifiyla CDS8+ sitotoksik T lenfositleri (CTL'ler) ve gama delta (yo) T
hiicrelerinde dogal 6ldiiriicii (NK) hiicre reseptorleri (TCR; T hiicre reseptorii ve KIR;
Oldiirticii immunoglobiilin benzeri reseptdr) ile dogrudan etkilesime girebilecegi ve
bunlar1 aktive edebilecegi belirtilmistir. Aktive edilmig NK hiicrelerinin CD8+ T
hiicrelerini interferon gama (IFN-y) gibi sitokinler araciligiyla etkinlestirebilecegi ifade
edilmistir (28,56,57). HLA-B51, yavas katlanan HLA molekiillerinden biridir.
Geleneksel olmayan HLA smf 1 molekiillerinin ve bunlarin agir zincirlerinin
endoplazmik retikulumda (ER) yanlis katlanmasi, katlanmamis protein tepkilerini
(UPR) ve ER stresini uyararak inflamatuar yolaklar1 aktive edebilmektedir (28,58). Giir
ve arkadaglari, BH hastalarinda ER i¢inde bulunan peptidoma bagli olarak, HLA-B51’in
peptidlere diisiik afinite baglanmasi nedeniyle stabil bir duruma ulasamadigin1 ve ER
streste UPR 1iliskili inflamasyon riskini artirabilecegini belirtmistir (59). Yapilan bir dizi
calismanin sonuglari, MHC sinif I bolgesinde bulunan “HLA-A26 serotipini de BH ile
iligkili bir diger risk faktorii olarak tanimlamistir (60-62). Koreli BH popiilasyonunda
sirastyla erken baslangigh tiveit ve yiiksek posterior iiveit goriilme sikligi ile HLA-B51

ve HLA-A26 arasinda iliski kurulmustur (63).

Hughes ve arkadaslari, HLA bolgesindeki diger risk lokuslarmin yani sira HLA-
B51 ve BH arasindaki iliskiyi inceledikleri ¢cok merkezli ¢aligmalarinda, 8.572 varyanti



genotiplendirmis ve iki bagimsiz BH hastas1 grubunda 24.834 varyantin atanmasi ve
meta-analizini gergeklestirmistir. Elde edilen veriler 1s1ginda en 6nemli iliski, HLA-B
ve “MHC Smif I Polipeptitle Iliskili Sekans A” (MICA) arasinda yer alan rs116799036
SNP’si arasinda bulunmustur; ancak HLA-B51’den daha zayif bir etkiye sahip oldugu
belirtilmistir. Baska HLA genlerinin de (HLA-B15, HLA-B27, HLA-B57) BH riskine
bagimsiz olarak katkida bulundugu ya da hastaliga karsi korudugu (HLA-AO3,HLA-
B49) gosterilmis olsa da, bu genlerle ilgili dogrulayici calismalar yapilmamastir (64).

Timor nekroz faktorii (TNF), monositler (TNF-a) ve lenfositler (TNF-B)
tarafindan salgilanan ¢ok islevli bir sitokindir. MHC sinif III bolgesinde yer alan (TNF)
SNP’lerinin de BH ile iliskisi birkag ¢alisma ile dogrulanmistir (46,65,66).

Giil ve arkadaslari, Tiirk ailelerinden olusan BH ¢oklu vaka serisinde, HLA-A
lokusuna yakin kromozom 6p'nin telomer bolgelerinde lokalize olan hastalik i¢in yeni
bir yatkinlik lokusu (6p22-23) tespit etmistir (67). Takeuchi ve arkadaglar1 da
Immunochip yontemi ile 1900 Tiirk BH ve 1779 saglikli kontrolii genotiplendirerek,
BH ile iligskili major polimorfizmin bir HLA-B51 gen varyanti olan rs1050502
oldugunu gostermistir (68). Ancak tiim bu calismalara ragmen, HLA-B51’in tek basina
varlig1, genetik yatkinlik riskini ve BH'min tim klinik belirtilerini yalnizca kismen
aciklayabilmistir (69). Fei ve arkadaglarinin arastirmasi disindaki birkag Genom
Capinda Iliskilendirme Calisma’st (GWAS), BH ve HLA-B51 arasindaki iliskiyi
dogrulamistir. Farkli etnik kokene sahip BH hastalarin1 kapsayan GWAS sonuglari, hem
diger HLA smif I bolgelerinde yeni duyarlilik lokuslarini ortaya koymus hem de HLA
olmayan “ERAPI1, IL23R, IL-23R/IL-12Rf2, IL-10 ve STAT4” genleri ile BH
arasindaki giliglii genetik iligkiyi gostermistir (70-77).

Endoplazmik retikulum aminopeptidaz 1 (ERAP1) geni, peptitlerin N-
terminalini kirpmada kritik role sahip bir amino-peptidazi kodlamaktadir ve ERAP1
varyantlar1 BH genetik yatkinlik i¢in Onemli tahmini belirteg lokuslar1 olarak
tanimlanmistir. Bu varyantlar, giicli HLA smf I birlikteligine sahip Ankilozan
Spondilit (AS), Sedef Hastalig1 (Psoriasis) ve BH olmak iizere {i¢ poligenik inflamatuar
hastalik ile iligkilendirilmistir. BH riski ile iligkili olan ERAPI varyantinin
(rs17482078) hem AS hem de Psoriasis i¢in koruyucu oldugu ve bu etkinin, ERAP1 ile
etkilesime giren HLA tipine bagh oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismalarda, Hapl0 adi
verilen bir ERAP1 protein (p.Arg725GIn) allotipi, haplotip i¢in homozigot olan



HLA-B51 tasiyicilarinda BH riski ile iliskilendirilmistir (78-84). Guasp ve
arkadadaslar1 da bu sonuca paralel olarak, ERAP1'in BH iligkili varyantinin, HLA-
B51’e yiiklenmek iizere mevcut peptit repertuarlarinda kapsamli degisiklikleri
uyardigin1 ve bu durumun HLA-B51’in antijen sunma 0&zelligini degistirerek daha
diisiik afiniteli bir peptidom olusumu ile molekiilii kararsiz hale getirebilecegini ifade
etmistir. Bu degisikliklerin, HLA-B51’in hem CTL hem de NK hiicreleri tarafindan
taninmasint bozarak hastaligi dogrudan etkileyebilecegi belirtilerek, ERAP1 ve HLA-
B51 birlikteliginin BH ile iliskisinin temelleri ortaya konulmustur (85).

Interldkin-10 (IL-10), anti-inflamatuar bir sitokindir ve bagisiklik sistemini
diizenleyen molekiillerden biridir. Tirkiye, Orta Dogu, Avrupa ve Asya'dan toplam
2.430 BH hastasi ve 2.660 saglikli kontrol i¢ceren bir GWAS’da, Tiirk popiilasyonunda
IL-10 geni rs1518111 polimorfizminin BH riski ile iligkili oldugu gosterilmistir (76).
Talaat ve arkadaglar1 da, IL-10 serum seviyesinin saglikli kontrollere gére BH
hastalarinda azaldigini1 bildirmistir (86). Tiirk ve Japon popiilasyonlarinin GWAS
sonuglari, IL-10'un BH ile genom ¢apinda anlamli bir iligkisini tespit etmistir. Genin
intronik varyant1 (rs1518111) ve promotdr varyantlar1 (rs1800871 ve rs1800872), iran
ve Japon popiilasyonunda BH duyarlilig: ile ilgili varyantlar olarak tanimlanmistir. IL-
10 intronik varyantin, Yunan, Ingiliz, Kore ve Orta Dogu Arap popiilasyonlarinda,
rs1800872 varyantinin da Koreli ve Tiirk hastalarda BH ile tekrarlayan iliskisi
vurgulanmistir (75,76,87).

IL-23 reseptorii, makrofajlar ve T yardimci hiicresi 17°de (Th-17) ifade
edilmektedir. IL-23'in Th-17 reseptoriine ligasyonu, bu hiicreleri gelistirerek pro-
inflamatuar sitokinlerin (IL-1, IL-6, IL-17 vb.) salinimin1 uyarmaktadir. 1L-23, biri IL-
12 ile paylasilan ve iki alt birimden olusan heterodimerik reseptér kompleksine (IL-
23R) baglanmaktadir. Th-17’nin IL-17 salgilayarak, otoimmiin hastalik patogenezinde
rol aldig1 bilinmektedir. Calismalar, bu hastaliklarla iligkili alellerin, koruyucu olanlara
kiyasla ya IL-23 reseptoriiniin Th-17 iizerinde asir1 ifadesine ya da sinyalleme artisina
neden oldugunu gostermistir. Otoimmiin hastaliklarla iligkili polimorfizmlerin BH
yatkinligimi  IL23R'nin  kendisi veya yakindaki bir gen olan IL12RB2 aracili
etkileyebilecegi one siiriilmiistiir. IL12RB2, IL-12 reseptor (IL-12R) kompleksinin bir
alt birimi olan IL-12 reseptorii beta 2'yi (IL-12RB2) kodlamaktadir. 1L-12, Th-1 ile
iliskili bagisiklik tepkilerine katilarak inflamasyonda rol almaktadir (88,89). GWAS



10

calismalari, Tiirk ve Japon popiilasyonlarinda, IL23R/IL12RB2 lokusunda tanimlanan
SNP’lerin (rs924080 ve rs1495965) BH yatkinligi ile iliskisini genom ¢apinda bir
anlamlilik ile gostermistir (75,76). Kapen ve ark. GWAS c¢alismalarinda, daha once
aday gosterilen IL-12A lokusundaki rs17810546 varyanti ile BH arasindaki iliskiyi
dogrulamstir (90).

STAT4 (kodlama sinyali doniistiiriicli ve transkripsiyon aktivatorii 4), bir
transkripsiyon faktoriidiir; ayrica pro-inflamatuar sitokinler ile aktiflesirken, naif T
hiicrelerinin Th-1 ve Th-17 olarak kutuplasmasinda da rol oynamaktadir. BH’de
rs7574070'in risk aleli A, artmigs STAT4 gen ifadesi ile iliskilidir. Benzer sekilde
rs897200 SNP’sinin de BH ile iligkili A alelinin daha yliksek STAT4 ifadesine neden
oldugu, bu durumun daha siddetli bir hastalik seyri ve artan IL-17 iiretimi ile iliskisi

belirtilmistir (71-73).

GWAS sonuglart ayrica, “PSORSIC1, UBAC2, CCRI1-CCR3, KLRC4,
GIMAP2/GIMAP4, TNFAIP3, FUT2” genleri ile BH arasinda bir baglanti
olabilecegine isaret etmistir. Hedeflenen genlerin derinlemesine yeniden siralanmast,
TLR4, MEFV ve NOD2 genlerindeki nadir varyantlarla BH arasindaki ek baglantilar
ortaya koymustur. Fei ve arkadaslarinin GWAS sonuglari, “KIAA1529, CPVL,
LOC100129342, UBASH3B” genlerini de BH ile iliskili genetik duyarlilik lokuslari
olarak onermistir. Bunlarin disinda, IL-1, koagiilasyon faktorii V, ICAM-1 ve eNOS,
BH ekseninde arastirilan diger genlerdir; ancak birkag iliski tanimlanmasina ragmen,
hastalik patogenezindeki rolleri net bir bigimde belirlenememistir (70-76,91). Takeuchi
ve arkadaglari, genom capinda anlamlilik diizeyine sahip BH ile iliskili MHC
bolgesinde alt1 yeni lokus (IL-1o/IL1B, IRFS, CEBPB-PTPN1, ADO-EGR2,
RIPK2,LACC1) daha tanimlanmistir (68). Ortiz-Fernandez ve Sawalha, simdiye kadar
yapilmis biiylik Olgcekli GWAS caligmalarinda BH ile iliski gosterdigi belirlenen
lokuslarin epigenetik model zenginlestirilme yontemiyle fonksiyonel genetik analizini
gerceklestirmistir (Sekil 2-2). Elde ettikleri veriler 1s1ginda, bu gen lokuslarmin BH
patogenezinde genetik faktdrlerin ~%60’1n1 temsil ettigi ve hastaligin en az %16’lik bir

kalitim gosterdigi one stiriilmistiir (92).
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Dogal bagigiklik yanitin
diizenlenmesi

Sekil 2-2. Behg¢et Hastahig ile iliskili gen lokuslarinin fonksiyonel genetik analiz

sonuc¢lar
Kaynak 92’den uyarlanmustir.

2.1.4. Tetikleyici Etmenler

Infeksiydz ajanlar, BH gelisiminde tetikleyici etmenler olarak yillar &nce
Onerilmistir. Bunun nedeni, Herpes simplex viriis-1 (HSV-1) gibi viriislerden veya
Streptococcus sanguinis gibi streptokok tiirlerine ait bakterilerden elde edilen
antijenlerin, 1s1 sok proteinleri (HSP) gibi insan proteinleri ile yiiksek homolojiye sahip
oldugundan siiphelenilmesi ve genetik olarak yatkin kisilerde capraz reaksiyon sonucu
bir bagisiklik yanita yol agabilecegi hipotezi olmustur (30,93). Daha sonra bu hipotez;
viral, streptokokal, HSP ve capraz reaktif veya molekiiler mimik protein etiyolojisi

olarak dort ana etmenden olusacak sekilde diizenlenmistir (69).
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2.1.4.1. Viral Ajanlar

Dr. Hulusi Behget, hastaligin bulasici bir ajanla iligkili olabilecegini diisiinen ilk
isimlerden biri olmustur. 1937 yilinda yayimlanan ¢alismasinda, BH ile iliskili viral bir
etiyolojiyi diisiindiiren aft ve hipopyon 6rneklerinde intra ve ekstraniikleer inkliizyonlar
tanimlamistir (94). Herpesviridae ailesine ait HSV-1, Sitomegaloviriis (CMV),
Varicella-Zoster viriis (VZV) ve Ebstein-Barr viriis (EBV) tiirlerinin BH ile iliskisinin
arastirildiglr ¢alismalarda, sadece HSV-1, hastalarin periferal kan monontikleer
hiicrelerinden (PBMC) ve oral/genital iilserlerinden izole edilmistir. Bunlarin disinda
olas1 viral ajanlar olarak diisiiniilen Parvovirus B19, Hepatit viriisii alt tipleri olan A, B,
C, E ve G arastirtlmis ancak bu c¢aligmalar disiik seviyeli kanitlarla karakterize
edilmistir (95-99).

2.1.4.2. Bakteriyel Ajanlar

Streptokokal antijenlere karsi asiri duyarlilik testlerinde BH ile iligkili bazi
klinik  belirtilerin ~ gelisimi,  bakteriyel kaynakli tetikleyiciler —olarak bu
mikroorganizmalar iizerinde daha agirlikli olarak durulmasina neden olmustur. Yapilan
caligmalarda, S. sanguinis (S.oral) ve S. pyogenes antijenlerine karsi gelistirilen
antikorlar, BH hastalarinda saglikli kontrollere gére daha sik elde edilmistir. Ayrica,
yaygin olmayan bir S. sanguinis serotipinden (KTH-1, sus BD113-20) elde edilen
Streptokokal 65-kDa HSP'nin hastalik patogenezinde onemli bir tetikleyici oldugu
bildirilmistir (100-102). Mycoplasma fermentans, Helicobacter pylori, Mycobacteria
veya Borrelia burgdorferi gibi diger bakteri tiirleri, varsayimsal BH’yi tetikleyici
etmenler olarak arastirilmistir; ancak hastalikla giiclii bir iligskileri bulunamamistir
(103).

2.1.4.3. Is1 Sok Proteinleri ve Molekiiler Mimik Proteinler

HSP'ler; infeksiyon, hipoksi, travma ve toksik ilaglar gibi denatiire edici stres
kosullar1 altinda diger hiicre ic¢i proteinler icin yanit olarak uyarilan (indiiklenen)
saperon protein ailesidir. Bu molekiillerin infeksiydz, otoimmiin ve kotii huylu (malign)
bozukluklardaki rolii i¢in ¢esitli bagisiklik mekanizmalar1 tanimlanmistir. BH ile iliskili
olarak, memeli ve mikrobiyal HSP'lerin birbirleriyle (insan proteini HSP60 ile yiiksek
homolojiye sahip olan Mycobacterium'dan elde edilen HSP65 gibi) yiiksek homolojiye

sahip olmas1 nedeniyle, bakteriyel HSP'ye yanit veren T hiicrelerinin ¢apraz reaksiyon
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mekanizmalar1 ile otoreaktif T hiicrelerini uyardigi Onsavi, en kabul goren kuram
olmustur. Erglin ve arkadaglari, BH hastalarinin cilt lezyonlarinda HSP ifadesinin
yukar1 diizenlendigini ve HSP peptidlerine yanit verdigi bilinen “T hiicre reseptorii
gama-delta” (TCRyd) pozitif hiicre sayisinin artis gosterdigini raporlanmis ve sonug,
BH etiyolojisinde HSP iligkili teoriyi desteklemistir. Ancak bu bulgularin daha fazla
arastirilmasi gerekliligi de belirtilmistir (104,105). BH ile HSP70 arasindaki iliskinin
yiiksek antikor seviyeleri ile gosterildigi bir calismada, HSP70'in aracilik ettigi dogal ve
adaptif bagisiklik yanitlarin hastalarda pro-inflamatuar sitokin aktivasyonuna ve doku
yikimina katilabilecegi ifade edilmistir (106). Direskeneli ve arkadaglari tarafindan,
alfa-beta (of3) kristalin adindaki kiigiik stres proteinine karsi, nérolojik tutulumlu BH
hastalarinin beyin omurilik sivist (BOS) ve serumunda yiiksek antikor seviyeleri tespit
edilmistir. Bunlarin disinda, BH dahil olmak iizere cesitli insan iiveit tiplerinde, HLA-
B51 ve HLA-B27 ile homoloji gosteren ve T hiicre yanitinda rol oynayan retinal S
antijeni (S-ag), hastalik i¢in potansiyel molekiiler mimik proteini olarak arastirilmis ve
sadece Tlveiti takiben ortaya ¢ikabilen S-ag'ye karsi gelisen bagisiklik yaniti, BH
hastalarinda dogrulanmustir (57). Bir bagka 6z antijen olan tropomiyosin ile streptokokal
hiicre duvart M proteinleri arasindaki dizi (sekans) homolojisinin incelenmesi yoluyla,
paylasilan immiinolojik epitoplar ortaya g¢ikarilmistir. Streptokokal yiizey proteini ile
tropomiyosin arasindaki bu benzerligin, molekiiler mimik davranisi ile tropomiyosine
kars1 bir immiinoreaksiyon aktivasyonuna ve bdylece BH’de inflamasyona yol

acabilecegine isaret edilmistir (107).
2.1.4.4. Cevresel Etmenler

Klinik bulgular tetikleyen ajanlar olarak cevresel etmenler, multifaktoryel
hastaliklar i¢in her zaman ilgi odagi olmustur. BH'de bagisiklik yaniti ve hastalik
aktivitesi c¢ercevesinde infeksiydz ajanlarin disinda c¢evresel etmenler olarak,
stres/yorgunluk, gida tiiketimi, sigara aliskanligi, mekanik travma ve mikrobiyomun
etkilerine dair cesitli arastirmalar gergeklestirilmistir. BH hastalarinda oral iilserler,
genellikle ilk bulgu olarak degerlendirilmekte ve hastaligin seyrini ya da tedavi
yaklagimini belirlemede kilit bir rol oynamaktadir. Hasta beyanina dayali bazi anket
calismalarinda, BH ile iliskili, cinsiyetten bagimsiz olarak oral ilser varligi i¢in en
yaygin olarak stres ve yorgunluk bildirilmistir (108,109). Scherrer ve arkadaglari,

asidik, tuzlu, baharath veya sert besinler igeren bazi gidalarin tiiketiminin BH’de oral
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tilser olusumunda rol oynayabilecegini belirtmistir (110). Mekanik tahrise (deri paterji,
dis tedavileri gibi) bagli olusan travmalarin BH hastalarinda oral iilser gelisimine
yatkinlik saglayabilecegi, birka¢ ¢alismada ifade edilmistir (111-113). Sigara ve BH
iliskisi ile ilgili pek ¢ok arastirma yapilmistir. Baz1 ¢alismalarda oral iilser varligi ve
tekrarlayan aftdz stomatitte koruyucu etkisi oldugunu gosteren sonuglar elde edilmistir
(114-116). Ancak buna karsin sigara kullaniminin, 6zellikle HLA-B51 pozitif hastalarda
kronik ilerleyici No6ro-BH igin risk faktorii oldugu; glutatyon S-transferaz (GST)
polimorfizmleri olan sigara kullanicisi erkek hastalarda biiyiik damar vaskiiliti ve vendz
yetmezlik riskini arttirdigi; geleneksel bir risk faktorii olarak ayrica hastalikta artmis

ateroskleroz riski ile iligkili oldugu bir dizi ¢caligma ile dogrulanmustir (117-119).

BH ile mikrobiyom iliskisi, yakin zamanda arastirilmaya baslanan bir alan
olarak ¢ok az veri igermektedir. Yapilan birka¢ ¢alismanin sonucunda, BH hastalarinda
saglikli kontrollere gore oral mikrobiyom cesitliliginin dnemli 6l¢iide kisitlandig1 ve bu
kompozisyonda Haemophilus parainfluenza tiiriiniin baskin, Alloprevotella rava ve
Leptotrichia sp. tiirlerinin daha az bulundugu; bagirsak mikrobiyomunda ise, hem
bolgeye 6zel bir disbiyoz hem de biitirat iiretiminde 6nemli bir azalma oldugu tespit
edilmistir. Arastirmacilar, biitirat tretimindeki bu azalmanin T-efektor hiicrelerin
farklilasmasini etkileyebilebilecegini 6ne siirmiistiir. Son olarak, BH hastalarinda HLA-
B51 genotipi ile mikrobiyom arasindaki patojenik iliski hipotezi hala dogrulanamamastir

(84,120).
2.1.4.5. Epigenetik Degisiklikler

Genetik yatkinhigin yani sira, DNA metilasyonu, histon modifikasyonu ve
kodlamayan RNA'lar (ncRNA) gibi epigenetik siireglerin de BH patogenezinde rol
oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle mesajct RNA (mRNA) molekiillerinin
translasyonel kontrolii yoluyla, transkripsiyon sonrasi gen susturmay1 diizenleyen farkli
mikroRNA’lar (miRNA) ile BH arasinda baglanti c¢aligmalar1 yapilmistir (121).
TLR/IL-1 sinyal yolagini inhibe eden miR-155 ifadesinin, aktif tiveitli BH hastalarinin
PBMC’lerinde ve dendritik hiicrelerinde (DC) 6nemli Slgiide azaldigi gosterilmistir.
Arastirmacilar azalan miR-155 ifadesinin, DC'ler ve CD4+ T hiicreleri tarafindan pro-
inflamatuar sitokinlerin iiretimi ile ilgili kontrol kaybindan dolayr BH patogenezinde
yer alabilecegini 6ne siirmiistiir (122). Qi ve arkadaslari, regiilatoér T hiicrelerinin (T-

reg) farklilasmasinda rol oynayan miR-23b’nin, aktif BH hastalarinda azaldigin1 ve bu
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durumun hastalarda Notch sinyal yolaginin aktivasyonuna ve Th-1/Th-17 hiicrelerinde
bir artisa neden olabilecegini belirtmistir (123). Tip I interferon (IFN-I) sinyal yolaginin
diizenlenmesinde ¢ok 6nemli bir rol oynayan miR-146a'da bulunan bir varyantin
(rs2910164) BH ile iliskisinin arastirildigi bir g¢alismada, varyantin CC genotipi
tastyicilarinin, hastalarda daha sik gozlenen GG genotipine kiyasla PBMC'lerde protein
diizeyinde olgun miR-146a transkriptlerinde ve IL-17, TNF-a ve IL-1B 'de bir azalma
gosterdigi belirtilmistir. Arastirmacilar daha fazla ¢alismaya ihtiyacin olduguna da
isaret ederek, BH’de varyantin GG genotipinin miR-146a ifadesini yukari
diizenleyebilecegi sonucuna varmistir. miR-196a-2 arastirilan bir diger molekiildiir ve
pre-miRNA bolgesindeki bir varyantin (rs11614913) BH ve ayrica BH'li hastalarda
artrit ile iligskili oldugu bulunmustur. Bunlarin disinda, T-reg farklilagsmasinda ¢ok
onemli bir role sahip IL-2 kaynakli bir miRNA olan miR-182'nin pre-miRNA
bolgesindeki varyant (rs76481776) ile BH arasindaki iliski gosterilmistir. Risk aleli olan
normal kisilerde miR-182 ifadesi, CD3/CD28 ile uyarilan CD4+ T hiicrelerinde
artmigtir. Bugiine kadar yapilmis olan galismalar, genel olarak BH immiinopatolojisinde
miRNA'larin 6nemini vurgulamis ve pro-inflamatuar sitokin iiretimindeki diizensizligin
hastalikta goriilen asir1 duyarliliga yol agabilecegi 6ne siiriilmiistiir (121,124). Pucetti ve
arkadaslarinin genis kapsamli miRNA ifadesi c¢alismasinda, aktif BH hastalariyla
iliskili spesifik miRNA imzalar1 belirlenmistir. Ag analizi ile, BH transkriptomu i¢inde
yiiksek oranda ilgili genleri diizenleyen birkag¢ MIRNA da tanimlanmistir. Bu veri
setlerinde, TNF, IFN-y, VEGF-VEGFR, endotelinler, PDGF reseptorii, TNF reseptorii,
IL-1 ile IL-6 aracili TCR ve BCR yollarinin dahil oldugu anlamli sinyalleme aglarinin
zenginlestirildigi bulunmustur (125).

[k defa yapilan BH iliskili epigenom capinda bir galismada, hiicre iskeleti ile
ilgili genlerin epigenetik yeniden sekillenmesinin hastalik patogenezinde ve tedaviye
yanitta ¢ok 6nemli bir role sahip oldugunu gosterilmistir. Aktif ancak tedavi edilmemis
BH hastalarinda, CD4+ T lenfositlerde ve monositlerde hiicre iskeletinin yeniden
sekillenmesi ve hiicre adezyonu ile iliskili genlerde DNA metilasyonundaki
degisiklikler (birkac¢ farkli sekilde metillenmis CpG bolgeleri) tanimlanmistir. Ayrca
tedavi edilen hastalarda bu degisiklikler, 6zellikle mikrotiibiil yapisinda (KIFA2 ve
TPPP) yer alan genler i¢in normale donmiistiir. Bazi arastirmacilar tarafindan,
metilasyon modellerinin BH i¢in biyobelirteg¢ veya terapotik hedefler olarak

degerlendirilebilecegi yoniinde goriis bildirilmistir (126). BH hastalarinda LINE1 ve
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Alu elementleri gibi serpistirilmis tekrarli dizilerin (IRs) metilasyon durumunun analiz
edildigi bir bagka c¢alismada, Alu elementlerinin hastalarin PBMC’lerinde  ve
notrofillerinde azalmis DNA metilasyonuna sahip oldugu, LINE elementlerinin ise

normal oldugu bulunmustur (127).
2.1.5. Immiinolojik Etmenler

Aktive edilmis dogal bagisiklik, BH'min patogenezinde oOnemli bir rol
oynamaktadir. Mikrobiyal tetikleyiciler, dogustan gelen bagisiklik sistemi tarafindan
patojenle ilgili ve/veya tehlikeyle iligkili molekiiler modeller araciligiyla algilanmakta
ve bagisikligin ilk yanitlar1 olusturulmaktadir. Alarminler, dogal bagisiklik tepkisini
baglatma (indiikleme) kabiliyetine sahip bir grup proteindir ve Toll benzeri reseptorler
(TLR) gibi orgli tanima reseptorlerini (PRR) aktive ederek, homeostazi saglamaktan
sorumludur. Bu aileye ait yiliksek hareketlilik grup kutusu 1 (HMGB1), sistemik
hastaliklarda en ¢ok arastirilan molekiil olmustur (128-133). Aktif fazda daha yiiksek
seviyede olmakla birlikte hastalik aktivitesinden bagimsiz olarak, BH'de artan serum
alarmin (S100A12) seviyelerini bildiren; BH hastalarinda, 6zellikle gastrointestinal
tutulumu olanlarda HMGBI1 serum seviyelerinin arttifini gosteren; hastalik aktivitesi,
hastalik bulgular1 veya gastrontestinal tedaviden bagimsiz olarak BH hastalarinda
kontrollere kiyasla daha yliksek HMGBI1 seviyeleri belirlenen baglant1 caligsmalari
yapilmistir (134-136).

Dogal bagisikligin PRR’leri ile ilgili fonksiyonel anomaliler ve bunlarin
aktivasyon kademeleri ¢okga arastirilmis ve bazilar1 BH gelisimi ile iliskilendirilmistir.
Infeksiyon ve otoinflamatuar veya otoimmiin hastalik arasindaki baglantilardan biri
oldugu diistiniilen TLR'ler, RIG-I benzeri reseptorler (RLR'ler) ve NOD benzeri
reseptorler (NLR'ler) ile birlikte PRR ailesinin bir {iyesidir. TLR’lerin gen kopya sayis1
varyasyonlarinin (CNV) Cin-Han populasyonunda okiiler tutulumlu BH hastalariyla
iligkisinin analiz edildigi bir ¢aligmada, sadece TLR-7 geninin yiiksek kopya sayilarinin
varlhigi ile karakterize, artmis bir hastalik riski oldugu bulunmustur. Daha sonra yapilan
SNP analizleri, TLR-2 polimorfizmleri ile okiiler tutulumlu BH arasinda bir iliskinin
varhigmi ortaya koymustur (137,138). Yavuz ve arkadaslari, BH’de notrofiller ve
monositler tizerindeki TLR’lerin gen ifade analizini yaparak, c¢esitli antijenlerle
uyarilmis graniilositlerde, TLR-6 ifadesinin 6nemli Ol¢lide arttifin1 ve monositlerde

diisiik TLR-2 ifadesi sergilendigini gostermistir (139). Buna karsilik, niikseden, aktif ya
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da okiiler tutulumlu BH hastalarinin PBMC’lerinde TLR-2 ve TLR-4’iin artmis ifadesi
birka¢ c¢alismada ortak bir sonu¢ olarak elde edilmistir (140-143). Kirino ve
arkadaslarinin GWAS calismasi, 2.461 BH hastas1 ve 2.458 saglikli kontrolde TLR4 ve
NOD2’nin hastalikla iligkili polimorfizmlerini tanimlamistir (144). Yakin zamanda
yayimlanan iki ¢alisma ise TLR ile BH iliskisi ¢ercevesinde genisletilmis bir profil
sunmustur. Albayrak ve arkadaslari, okiiler tutulumlu BH hastalarinda “TLR-2, TLR-3,
TLR-4, TLR-8 ve TLR-9”un CD4+ T lenfositleri ve monositler tizerindeki ifadesinin
onemli olglide arttigimi gostermistir (145). van der Houwen ve arkadaslar1 da, paterji
testi pozitif ve negatif BH hastalarinin lenfoid ve miyeloid hiicrelerinde, “TLR-1, TLR-
2, TLR-3, TLR-4 , TLR-5, TLR-6"nin asir1 ifadesi ile birlikte, 6zellikle paterji testi
pozitif hastalarda TLR-5’i olasi bir belirte¢ olarak tanimlamis, dogal bagisiklik
sisteminin Onciiliik ettigi bozulmus bir inflamatuar yanitin hastalik patogenesinde rol
oynayabilecegini belirtmistir (146). Lektin yolagi, mikrobiyal oligosakkaritler
tarafindan aktive edilen, dogal bagisikligin hiimoral yanitlarindan olan komplementer
sistemine dahildir. Patojenlerin taninmasinda rol alan bir diger PRR, C-tipi lektin
reseptorlerinin (CLR) bir tiir ¢oziiniir proteini olan mannan baglayici lektindir (MBL)
ve BH ile iliskisi, ¢esitli ¢alismalarda irdelenmistir; ancak elde edilen sonuglarin
birbiriyle ortiismemesi daha genis kapsamli hasta gruplarinda baglanti analizlerinin
gerekliligini gostermistir (147-149). Choi ve arkadaslari, birkag PRR (CD11b, CDllc,
CD32, CD206, CD209, Dectin-1) pozitif bagisiklik hiicresinin frekans analizini igeren
caligmalarinda, bu molekiillerin BH hastalarinda hastalik siddet skoru ile 6nemli 6l¢iide
iligkili olduklarini bildirmistir (150). PRR uyarilart sonrasi, inflamatuar ve apoptotik
yanitlardan sorumlu bir transkripsiyon molekiilii olan niikleer faktor kappa B’nin (NF-
kB) altiiniteleri (p50/p65) aracili klasik yolagin aktivasyonu ger¢eklesmektedir. BH
patogenezinde NF-kB’nin hiperaktivasyonunu diisiindiiren ¢alismalar bulunmaktadir.
NFKBI geni promotoriindeki polimorfizmler ile NF-kB inhibitér alfanin (NFKBIA)
Tirk popiilasyonunda BH riskini artirdigi gosterilmistir (151,152). BH hastalarinda
inflamatuar reaksiyonun uzamasinin apoptoz direnci ile iligkilisinin arastirildigi bir
calismada, hastalarin T hiicrelerinde yiiksek oranda ifade edilen apoptoz iligkili bir
reseptor olan CD95’in, muhtemelen anti-apoptotik genlerin inhibitor etkisine ve NF-
kB'nin yukar1 diizenlenmesine ithafen, molekiil ile tetiklenen apoptoza karsi
duyarhiliginin azaldigi gosterilmistir. Bu bulgular, NF-kB'nin apoptozla iligkili

faktorlerin ve 6liim reseptdrlerinin diizenlenmesine katkida bulundugu ve BH hastalar1
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T hiicre alt kiimelerinde apoptoz direncine yol agtig1 seklinde degerlendirilmistir (153).
BH hastalarinda, 6zellikle NOD2 ve NLRP3 olmak iizere, NF-kB'nin yukar akisindaki
inflamazom bilesenlerinde rolleri net olmayan nadir genetik varyantlar da bulunmustur.
Ancak bu siireclerin BH patogenezindeki roliiniin anlasilabilmesi icin ek caligmalara

olan ihtiyag da belirtilmistir (154-156).

Dogal bagisikligin hiicresel yanitlar ile ilgili yapilan arastirmalar, nétrofiller,
monositler, makrofajlar, NK hiicreler ve yd T lenfositleri kapsamaktadir. Dogal ve
adaptif bagisiklikta rol oynayan yd T lenfositleri hem benzersiz bir TCR olarak y ve &
zincirleri eksprese eden hem de geleneksel T hiicrelerinin, NK hiicrelerin ve miyeloid
antijen sunan hiicrelerin 6zelliklerini ifade edebilen kii¢iik bir hiicre popiilasyonudur.
1990’larin basindan beri BH ve Yo T lenfositleri arasinda iliski calismalar
gerceklestirilmistir. Baz1 calismalarda aktif BH hastalarinda saglikli kontrollere gore
artmig yO T lenfosit seviyeleri gozlenmisken (157-160), birkac ¢alismada da 6nemli bir
fark bulunamamistir (161-163). Bu sonuglarin derlendigi bir makalede, elde edilen
tutarsiz verilerin, yd T hiicrelerinin ifadesinin lokal doku inflamasyonunun bir
yansimast olarak BH’nin aktivasyon durumuna gore degisebilece§i ve bu
degisikliklerin, hastalik siddeti, immiinomodiilator terapotiklerin kullanimi ve belki de
diger degiskenlerin (yas, cinsiyet, etnik koken ve/veya cevresel faktorler) dahil oldugu

birkag baska faktore bagli olabilecegi ifade edilmistir (164).

Notrofiller, dogustan gelen bagisiklik sisteminin en O6nemli oyuncularindan
biridir. Notrofil islev bozukluklari, BH'de kapsamli bir sekilde rapor edilmistir. Takeno
ve arkadaslari, insanlarda artmis noétrofil aktivasyonunun BH varligina bakilmaksizin
HLA-B51 fenotipi ile iligkili oldugunu gostermistir (165). Birkag calismada elde edilen
sonuclar, BH hastalarinda nétrofiller tarafindan iiretilen 16kosit reaktif oksijen tiirlerinde
(ROS) 6nemli bir artis ile birlikte bu molekiillerin endotel disfonksiyonuna ve fibrinojen
yapinin modifikasyonu yoluyla tromboz gelisimine katkida bulundugunu vurgulamistir
(166-169). Notrofil uyarimu ile tetiklenen miyeloperoksidaz, stiperoksit dismutaz, nitrik
oksit ve gelismis oksidasyon protein iriinleri (AOPP'ler) seviyelerinin, BH'nin aktif
fazinda yiikseldigi raporlanmistir. Calismalar notrofil aktivasyonunun, oksidatif stres
belirteglerinin gelisiminde birincil bir rol oynayabilecegine ve AOPP’lerin BH aktivitesi
icin bir belirte¢ olarak kullanilabilecegine isaret etmistir (168,170,171). Aktif BH

hastalarinin periferik kan ve deri notrofillerinde, anormal derecede yiiksek notrofil goeii
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(kemotaksis) (172); nétrofil hiicre ylizeyindeki aktivasyon belirteglerinin (CD11a,
CD10, CD14) BH hastalarinda daha yiiksek gen ifadesi sonucu artmig nétrofil doku
infilitrasyonu (173); nétrofil hiicre dis1 tuzaklarinin (NET) BH hastalarinda vaskiiler
belirtilere katkida bulundugu (174,175) birka¢ ¢alismada gosterilmistir. Bu sonuglar,
BH’de nétrofil hiperaktivasyonunun hastalik  patogenezinde rol alabilecegini

distindirmiistiir.

BH gelisimindeki rolii kapsamli bir sekilde incelenen nétrofillerin aksine,
hastalikta monosit/makrofaj isleviyle ilgili daha az veri bulunmaktadir. Neves ve
arkadaglari, BH hastalarindan alinan monositlerin daha yiiksek TLR-2 gen ifadesi
sergiledigini (142); Do ve arkadaglari, aktif BH hastalarinda, monositlerde daha yiiksek
TLR-2 ve TLR-4 ifadeleri ile birlikte saglikli kontrollere kiyasla periferik kanda daha
yiiksek pro-inflamatuar CD14+ CD16+ monosit siklig1 oldugunu gostermistir (143). BH
ve Ailevi Akdeniz Atesi (FMF) hastalarindan izole edilen monositlerin, &zellikle
sodyum monoiirat kristalleri tarafindan uyarildiginda, Romatoid Artrit (RA)
hastalarindan ve saglikli kontrollerden daha yiiksek oksidatif patlama (oxidative burst)
aktivitesi gosterdiginin belirtildigi bir c¢alisma da mevcuttur (176). Slobodin ve
arkadaglari, aktif BH hastalarinda in-vitro lipopolisakkarid (LPS) ile uyarilmis
monositlerin, daha yiiksek in-vitro TNF-a trettigini gozlemistir (177). Bir grup Tiirk
hastada makrofaj migrasyon inhibitér faktorii (MIF) —173GC varyant1 ile BH arasindaki
olasi iligkiyi arastiran Nursal ve arkadaglari, bu varyantin CC genotipinin Tiirk hastalar
icin hastalik riski ile iliskili olabilecegini vurgulamistir (178). Mendes-Frias ve
arkadaslar1 yakin zamanda, BH hastalarinin dolasimdaki monositlerinde, daha diisiik
mitokondriyal kitle ve artmig ROS iiretimi araciligiyla, mitokondriyal fonksiyonda
kotiilesme bulgulart ve hastalardaki gliserofosfolipid metabolizmasinin diizensizligi ile
birlesen serum inflamatuar ortamin, dolasimdaki monositlerin islevsel bozukluguna
katkida bulunabilecegini gostermistir (179). Kristalize edilebilir fragman reseptorleri
(FcR), hiicrelerin ylizeyinde bulunan ve bagisiklik sistemine katki saglayan bir protein
ailesidir. Fc-gama reseptorleri (FcyR) de cogu bagisiklik hiicresi iizerinde bulmakta ve
antikorlarla etkilesime girmektedir. BH hastalarinda bir¢cok bagisiklik hiicresiyle yapilan
bir ¢alismada, sadece monositlerde asagi diizenlenmis inhibitér FcyRIIb ve yukari
diizenlenmis aktive edici FcyRIII anormal ifadesi gdzlenmis; ayrica bu sonucun,
hastalik aktivitesi ile iligkili olan ve potansiyel olarak katkida bulunan monosit

hiperaktivasyonuna isaret edebilecegi belirtilmistir (180).
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Dogal bagisikligin bir bagka iiyesi olan NK hiicreleri, doku homeostazini kontrol
etmenin yam1 sira, mukozal ve yiizey bariyerlerinde inflamasyonu destekleme
yetenegine sahiptir. Yamaguchi ve arkadaslari, NK hiicrelerinin NK2 polarizasyonu
yoluyla, BH hastalarinda hastalik remisyonunun indiiksiyonu ve siirdiiriilmesinde aktif
olarak yer aldigini bildirmistir (181). Cosan ve arkadaglari, NK1 alt kiimesinin bir
avantajini belirlemis, BH hastalarinda saglikli kontrollere gore NK2, NK17 ve IL-10
salgilayan hiicrelerin oranlarini daha diisiik bulmustur; ayrica mukozal deri tutulumu
olan BH hastalarinda benzer sitokin profilleri gézlemistir. Arastirmacilar, IFN-y'nin
inhibitor etkisi nedeniyle, NK1 hiicrelerinin islevini artirmasi ile paralel olarak IFN-
y'nin asirt salgilanmasinin hastalarda, NK2, NK17 ve NK-reg hiicrelerini inhibe ettigi ve
boylece NKI1/NK2 paradigmasinin patojenik Th-1 veya Th-2 aracili bagisiklik
yanitlarini kontrol ettigini gostermistir (182). Takeno ve arkadaslari, NK hiicrelerinde
oldiiriicii Ig benzeri reseptorlerinin (KIR) anormal ifadesinin, BH gelisimi ile iligkili
olabilecegini belirtmigtir (183). Bazt HLA smif I molekiilleri, NK hiicrelerinde ifade
edilen KIR molekiillerinin ligandlaridir. KIR3DLI1 polimorfik inhibitor reseptor,
KIR3DSI ise korunmus bir aktivator reseptordiir. Middleton ve arkadaslari, Tiirk BH
hastalarinda KIR3DL1/S1'in varligi/yoklugu analizinde, reseptorlerin HLA-B51 ile
iliskisi disinda bir baglantt bulamamistir (184). Erer ve arkadaslari, 1.799 Tirk BH
hastasindan olusan biiyiik ve dikkatlice derlenmis bir veri setininin analizini
gerceklestirerek, KIR3DS1 ile okiiler hastalik arasinda bir iligki olabilecegini, ancak
KIR3DL1/S1'in genel olarak hastalik riski lizerinde bir etkisinin olmadigini bildirmistir
(185). Mohammad-Ebrahim ve arkadaslari, 397 Iranli BH hastasin1 degerlendirmis
ancak BH ile iliskili spesifik bir KIR geni tespit edememistir (186). KIR3DL1/S1
allotiplerinin Ingiliz BH hastalarinda analiz edildigi yeni yayimlanan bir galismada,
KIR3DL15%/KIR3DS1 fonksiyonel genotipinin hastalik patogenezinde rol oynadigi ve
KIR3DL1Y™*/KIR3DL1"* genotipinin hastalik i¢in koruyucu oldugu gdsterilmistir.
Calisma sonuclari, KIR3DL1 allotiplerinin BH gelisimini etkiledigi, bu iliskinin HLA-
B51'in etkisinden bagimsiz olarak gerceklestigi ve farkli KIR3DLI1 allotiplerinin,
hastalarda mukokutan6z ve oftalmik tutulumla iliskili oldugu seklinde ifade edilmistir
(187). Bunlarin disinda, BH hastalarinin periferik kanindaki NK hiicre sayisinin 6nemli
Olciide azaldigini, bunun da hastalik aktivitesine bagl bir degisiklik oldugunu bildiren
(188) ve NK hiicrelerinin BH hastalarinda Th-1 hiicre baskinliginda énemli bir rol
oynadig1 gosteren calismalar da gerceklestirilmistir (189).
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Adaptif bagisikligin BH patogenezindeki roliinii destekleyen birka¢ kanit
bulunmaktadir. Th hiicreleri, BH'deki bagisiklik tepkilerine ana katkida bulunan
lenfositlerden biridir. BH’de antijen sunan hiicreler (APC) veya T hiicreleri aracilifiyla
notrofil  hiperaktivasyonunun  gerceklesebilecegi  ileri  siiriilmiistiir.  Notrofil
aktivasyonunun, Th-1 hiicre yanitina ve artan sitokin salinimina neden olabilecegi
belirtilmistir. APC'ler, Th-1 lenfositler ve noétrofiller arasindaki bu iliskiler, BH'deki
anormal bagisiklik yanitlar i¢in potansiyel bir temel olusturmaktadir (38). TNF-a, IFNy,
IL-8, IL-12, CCR5, Kemokin C-X-C motif reseptorii 3 (CXCR3) ve makrofaj
kemoatraktan protein 1 (MCP-1) fireten Th-1 hiicreleri, oral ve genital iilser,
psodofolikiilit, paterji piistiilleri ve bagirsak iilserlerini de kapsayan cesitli BH
lezyonlarinda bildirilmistir (190,191). Calismalar, Th-1 hiicrelerinin, bunlarin
sitokinlerinin ve transkripsiyon faktorii T-bet frekanslarinin, aktif BH hastalarinda,
inaktif hastalara gore 6nemli Glgiide daha yiiksek olduguna isaret etmistir. Aktif BH
hastalarinin PBMC'lerinde IL-2, IL-12, IL-18 ve IFN-y gibi artan Th-1 sitokin seviyeleri
de bildirilmistir (192,193).

Son zamanlarda yapilan prospektif ¢aligmalarda Th-17'nin de patogenezde rol
oynadigi gozlenmis ve bu rol, genom c¢apinda iligkilendirme c¢aligmalar1 ile
desteklenmistir (194). “TNF-a, IFN-y, IL-1, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-
18, IL-17, I1L-21,IL-23” serum seviyelerinin BH ile iligkili oldugu bildirilmistir
(39,195-202). Th-17 hiicrelerinin, ozellikle graniilosit makrofaj koloni uyarici faktor
(GM-CSF) araciligiyla notrofilleri toplayarak, BH patogenezinde rol oynadigi
gosterilmistir (203). T-reg hiicrelerine iliskin veriler azdir ve celiskilidir. Bazi
caligmalarda, BH hastalarindan alinan periferik kan ve beyin omurilik sivisinda (BOS)
yiiksek sayida T-reg hiicresi (CD4+ CD25Y™* Foxp3+) oldugu bulunmustur (204-206).
Ote yandan Nanke ve arkadaslari, BH hastalarinin periferik kaninda azalmis bir T-reg
siklig1 bildirmis (207); Geri ve arkadaslari, BH hastalar ile saglikli kontroller arasinda
T-reg sikliginda bir fark olmadigini goéstermistir; bununla birlikte, BH hastalarinda
aktive T-reg hiicrelerinin (CD45RA+ CD25+++) sikliginda azalma goézlemistir (196).
Albayrak ve arkadaslari, tiveitli BH hastalarinda IFN-a-2a tedavisinin T-reg hiicreler,
Th-17 hiicreleri ve TLR'lerdeki gen ifadeleri iizerine etkisini arastirdiklari
calismalarinda, konvansiyonel immiinomodiilator terapiler sirasinda akut {liveit atagi
olan hastalarda periferal kan Foxp3+ T-reg ve IL-17A+ Th-17 hiicrelerinde ve Th-17
retinoid asit reseptorii ile iliskili orphan reseptér gama t (RORcT) mRNA ifadesinde



22

artis tespit etmistir. Ayrica, CD4+CD25+ T-reg hiicre kiiltiirlerinin siipernatanlarindaki
in-vitro IL-10 konsantrasyonunun, kontrollerle karsilagtirildiginda {veitli BH
hastalarinda 6nemli 6l¢iide daha diisiik oldugu gozlenmistir. T-reg ve Th-17 hiicre
frekanslar1 ve Th17 RORct gen ifadeleri ile “Th17, IL-6, IL-17, IL-21, IL-22, IL-23,
IFN-y ve TNF-a” konsantrasyonlari dnemli olgiide daha yliksek bulunmustur. T-reg
hiicrelerinde gorece bir artisa ragmen, bozulmus IL-10 tiretimi, T-reg disfonksiyonunun

BH iiveitinin gelisiminde bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (145).

Th-2 hiicreleri ile iliskili sitokinler ve bunlarin BH patogenezine katkilari
lizerine yapilan ¢alisma sonuglar1 oldukga ¢eliskilidir. Birkag ¢alisma, BH hastalarinda
ilgili sitokinlerde saglikli kontrollere kiyasla daha diisiik veya anlamli farkliliklar
tanimlayamamistir (208-212). Hamzaoui ve arkadaslari, BH hastalarinda Th-2 hiicre
(IL-4 ve IL-13) sitokinlerinin serum seviyelerinde artis oldugunu (199); Takeuchi ve
arkadaglari, IL-4 ve IL-10 seviyelerinin yiikseldigini gosterirken (213); diger caligmalar,
aktif BH hastalarinda yiiksek IL-4, IL-10 ve IL-13 seviyelerine isaret etmistir (192,214).
Farkli yillarda, BH'li iiveit hastalarinda anlamli diizeyde daha yiiksek IL-10 seviyeleri
gosterilen caligmalar yapilmistir (215,216). Dalghous ve arkadaslari, tekrarlayan aftoz
stomatit (RAS) hastalarina kiyasla sadece BH hastalarindaki oral lezyonlarda IL-4
sitokinlerinin varligini gozlemlerken (190); Ben Ahmed ve arkadaslari, BH hastalarinin
aktif lezyonlarinda artmis IFN-y seviyelerine kiyasla yiiksek IL-10 seviyelerini
gostermistir (217). Th-22 hiicreleri, Th-1, Th-2 ve Th-17 hiicrelerinden farkli olarak
CD4+ efektor T hiicrelerinin bir alt kiimesidir ve TNF-a salgilamak disinda kemokin
reseptorleri CCR4, CCR6 ve CCR10'u ifade etmektedir (218). 1L-22, IL-10 sitokin
ailesinin bir iyesidir ve IL-22 reseptor kompleksi, IL-22R1 ve IL-10R2'den
olugmaktadir (219). Sugita ve arkadaslari, aktif BH hastalarindan alinan okiiler
orneklerde Th-22 T hiicre klonlarinin, Th-22 ile iliskili sitokin {irettigini ve IL-22, TNF-
a ve CCR10’un asirt ifadesini gozlemlemistir. Ek olarak, BH hastalarindan alinan taze
T hiicreleri, yiiksek diizeyde Th-22 ile iliskili molekiilleri ifade etmistir (220). Cai ve
arkadaglari, aktif tiveiti olan BH hastalarinda uyarilmis PBMC'lerin siipernatantindaki
IL-22 seviyesinin, iiveiti olmayanlara veya normal kontrollere gore daha yiiksek
oldugunu gostermis; ayrica sitokin seviyesinin retinal vaskiilit ve on kamarada
inflamasyon siddeti ile iliskili olabilecegini ileri siirmiistiir (221). Cetin ve arkadaslari,

mukokutanoz lezyonlar1 olan BH hastalarinda artmis IL-22 seviyeleri tespit ederek, bu
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sonucun cilt ve mukozadaki iilserlerin niiksetmesinde rol oynayabilecegini belirtmistir

(222).

IL-37, IL-1 ailesinin bir iiyesidir ve dogustan gelen bagisikligin bir inhibitorii
olarak ortaya ¢ikmistir (223). Aktif BH hastalarinda, IL.-37 seviyelerinin 6nemli 6lcilide
daha diisiik oldugu gosterilmistir ve LPS ile uyarilan PBMC'lerde artmig IL-1p, IL-6 ve
TNF-o tiretimi ile iligskilendirilmistir (224,225). Ayrica, BH ile IL-15 ve IL-27 gibi
diger sitokinler arasindaki iligkilere dair oneriler bulunmaktadir; ancak, veriler hala

yetersiz ve seyrek olarak nitelendirilmistir (226-228).

IL-1 ailesinin bir diger iiyesi olan IL-33, bagisiklik tepkilerinin ve inflamatuar
vaskiiler bozukluklarin diizenlenmesinde 6nem arz etmektedir (229). Endotel hiicre
kaynakli bu sitokin, g¢esitli bagisiklik hiicreleri tizerinde ST2 reseptorii (IL1RL1) ile
etkilesime girerek ve ardindan hiicre ici NF-kB ve mitojenle aktive edilmis protein
(MAP) kinazlan tetikleyerek biyolojik iglevlerini yerine getirmektedir (230). Koca ve
arkadaslari, aktif BH hastalarinda serum IL-33 diizeylerinin inaktif BH hastalarina gore
daha diisiik oldugunu gostermis olmalarina karsin (231); Cer¢i ve arkadaslari, BH
hastalarinda IL-33 serum diizeylerinin saglikli kontrollere gére anlamli derecede yiiksek
olduguna isaret etmistir (232). Fawzy ve arkadaslari, IL-33 seviyelerini cilt lezyonlar
(akneiform nodiiller ve eritema nodozum) ve retinal vaskiiliti olan BH hastalarinda
dikkat cekici derecede yiiksek bulmus ve “Behcet Hastaligit Mevcut Aktivite Formu”
(BDCAF) skoru ile serum IL-33 konsantrasyonlari arasinda olumlu bir iliski oldugunu
ileri siirmiistiir (233). Cingu ve arkadaslar, aktif ve inaktif okiiler BH hastalarinda
birka¢ sitokini analiz ederek, IL-33 seviyelerinin aktif okiiler BH hastalarinda
yiikseldigini ve hastalik aktivitesi parametreleriyle pozitif korelasyon gosterdigini
raporlamistir (234). IL-33 gen polimorfizmi ve bunun BH ile iliskisinin incelendigi
genetik ¢alismalarda, bazi SNP’lerin (rs1157505 ve rs1929992) genotipik ve allelik
dagilimlar agisindan anlamli farkliligi bulunamazken, bazilarinin da (rs11792633 ve
rs7044343) hastalik riskine kars1 koruyucu rol oynayabilecegi bildirilmistir (231). Talei
ve arkadaslar1 da, IL-33 geninin rs1342326 polimorfizmini BH ile iliskilendirmis, bu
varyantin artan IL-33 ifadesinin diizenlenmesi yoluyla kismi de olsa hastalikta genetik
yatkinliga katkida bulunabilecegini vurgulamistir (235). Yakin zamanda yapilan bir
calismada, IL-33/ST2 etkilesiminde rs3821204, rs2210463, rs7044343, rs1048274
SNP’lerinin BH iiveit gelisimde rol oynayabilecegi gosterilmistir (236).
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BH ile iligkili olabilecek belirli otoantikorlar1 gosteren birkag ¢alisma
yapilmistir; ancak sinirli klinik 6neme sahip olduklar1 belirtilmistir. Bunlarin arasinda
en ¢ok incelenenler olarak, anti-Saccharomyces cerevisiae antikorlar1 (ASCA) (237-
240) ve anti-endotelyal hiicre antikorlar1 (AECA) bulunmaktadir (241-244). Bazi
calismalar, BH’nin o-enolaza kars1 Ozgiilliigiinii dogrudan tanimlamistir (244-246).
Bunlarin diginda, anti-kardiolipin (247-250), anti-heparan siilfat (251), anti-kinektin
(252, 253), anti o—tropomiyosin (107, 254), anti-SIP1 (255), antianneksin-V (256), anti
PTEN ile indiiklenen kinaz 1 (PINK1) ve anti switch iliskili protein 70 (257) antikorlar1
da incelenmistir. Hep birlikte ele alindiginda, otoantikorlarin BH patogenezindeki
etkisine dair kanit seviyesi diisiik bulunmus ve daha fazla arastirilmalar1 gerekliligi

vurgulanmustir.

Bazi aktif BH hastalarinda artan serum immiinoglobulin (IG) seviyeleri,
dolasimdaki otoantikorlarin ve immiin komplekslerin {iretiminin, anormal B hiicresi
islevi ile baglantili olabilecegine isaret etmektedir. BH'de B hiicresi islevi, 6zgiil ve
6zgil olmayan mitojenlere yanit olarak degerlendirilmis ve hastalarda B hiicrelerinin, T
hiicresinden bagimsiz B hiicresi mitojeni olan Staphylococcus aureus Cowan 1'e (SAC)
kars1 azalan yanitla birlikte, T hiicresine bagl poliklonal aktivatér olan Phytolacca
americana (sekerciboyasi) mitojenine yanit vermedigi gosterilmistir (72,144). Suzuki
ve arkadaslar1 da, aktif BH hastalarinda spontan antikor iireten B hiicresi sayisinin
artarak anormal fonksiyon gosterdigini bildirmistir (258). Eksioglu-Demiralp ve
arkadaglari, BH hastalarinda CD19+ B hiicresi sayilarinin normal olmasina ragmen,
“CD13, CD33, CD80, CD45RO” olarak isaretlenen alt kategorilerin, hastalarda saglikli
kontrollere kiyasla 6nemli 6l¢iide daha yiiksek oldugunu bulmustur (259). TNF-a, BH
immiinopatogenezinde rol oynayan bir pro-inflamatuar sitokindir. B hiicre aktive edici
faktor (BAFF) ve homologu A proliferasyonunu indiikleyen ligand (APRIL), tlimor
nekroz faktor ailesinin tyeleridir. BAFF, B hiicreleri tarafindan ifade edilen ii¢
reseptore; B hiicresi aktive edici faktor reseptoriine (BAFF-R), transmembran aktivator
ve kalsiyum modiilator ligand interaktoriine (TACI) ve B hiicresi olgunlasma antijenine
(BCMA) baglanmaktadir. TNF ailesinin B hiicresi ile ilgili iiyelerini arastiran Schaker
ve arkadaslari, BH hastalarinda otoantikorlar ve yiiksek hafiza B hiicrelerinin varlig
nedeniyle, BAFF, APRIL ve BCMA reseptorlerinin serum seviyelerinde saglikli
kontrollere kiyasla anlamli bir artis oldugunu bildirmistir (260).
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Sekil 2-3. Behcet Hastalig1 patogenezi sematik 6zeti
Kaynak 47°den uyarlanmustir.

2.2. ENTEGRE STRES YANITI

Okaryotik hiicreler, ¢esitli uyaranlara yamt olarak aktive olan karmasik stres
sinyal yolaklar1 gelistirmistir. Bu yolaklar, ¢ok cesitli adaptasyon mekanizmalarin1 veya
programlanmis hiicre 6liimiinii (apoptoz) baglatmaktadir. Entegre stres yanit1 (ISR), bu
hiicrelerde bulunan, bir dizi fizyolojik degisiklik ve farkli patolojik kosullara yanit
olarak olusan, ayrintili ve evrimsel olarak korunmus bir sinyal yolagidir (261-266). ISR
aktivasyonu, Okaryotik translasyon baglatma faktorii 2 alfa (elF2a) alt birimindeki
Ser51 kalintisinin fosforilasyonunu takiben, saperonlar ve transkripsiyon faktorii 4

(ATF4) gibi koruyucu proteinlerin translasyonunun segici olarak yukari diizenlenmesi,
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buna karsin global translasyonun azatilmasi ile sonuglanmaktadir (Sekil 2-4) (267,268).
Bu bilgiler 1s1ginda ISR, okarydtik hiicrelerin homeostaz kaybii algilamasini ve
bunlara yanit vermesini saglayan, elF2a/ATF4 sinyal aginin aracilik ettigi, karmasik,
uyarlanabilir, kisa Oomiirlii bir sitoprotektif siire¢ olarak tanimlanmistir. ISR'nin temel
ozelligi olarak, ¢esitli hiicresel streslerin, diizenleyici islev goren bir protein kinaz ailesi
tarafindan algilanmasi1 gosterilmistir. Memelilerde, hiicresel stresi algilayan elF2a kinaz
ailesine ait dort iiye bulunmaktadir: protein kinaz R (PKR), PKR benzeri endoplazmik
retikulum kinaz (PERK), genel kontrol baskilanamaz 2 (GCN2) ve hem diizenleyici
inhibitoér (HRI) (269).

ER stres, oksidatif stres, viral enfeksiyon, inflamasyon ve amino asit (AA)
yoksunlugu gibi belirli stres kosullari araciligiyla uyarilan bu kinazlar, gen ifadesinin ve
hiicre i¢i sinyallesmenin yeniden programlanmasi i¢in ISR asagi akis sinyal yolagini
baslatmaktadir (270,271). ISR'nin, kanser, diyabet, norodejeneratif hastaliklar dahil
olmak iizere, insan stresiyle ilgili bir dizi patolojide rol oynadig1 gosterilmistir (272-
276). Maternal bagisiklik yanita (MIA) katilan sinyal yolaklarinin fare fetal beynindeki
transkripsiyonel degisiklikler araciligiyla arastirildigi yakin zamanda yayimlanan bir
calismada, ISR’nin cinsiyete 6zgi olarak (erkek) MIA'y1, IL-17a bagimh bir sekilde
aktive ettigi ve bu etkinin MIA yavrularinda norogelisimsel degisikliklerde rol oynadigi
tespit edilmistir (277). ISR, ayrica dogal bagisikligi diizenleyen sinyal yolaklarindan
biridir ve bu sistemdeki herhangi bir bozukluk dogal bagisiklig: etkileyerek hastaliklara
neden olabilmektedir (278). COVID-19 pandemisi patojenininde dahil oldugu
koronaviriis ailesi ile ilgili yapilmis c¢alismalar, bu viriislerin ISR aktivasyonunu
baskilayarak ya da bu mekanizmadan kagarak viral replikasyon avantaji sagladiklarini

gostermistir (279).
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2.2.1. eIF2a Fosforilasyonu

Okaryotlarda protein sentezinin baslatilmasi, 30'dan fazla polipeptit zinciri
igeren, 12'den fazla farkli baglatma faktoriinii (elF) gerektiren karmasik bir stire¢ olarak
tanimlanmigtir (280-285). Okaryotik hiicresel mRNA'larin ¢ogu igin translasyon
baslangici, 3 farkl alt birimden (a, B, y) olusan okaryotik baslatma faktorii 2’nin (elF2),
ribozomun 408S alt birimine baslatic1 metiyonil tRNA'y1 (Met-tRNAIM®) iletmesi ve 43S
Onbaslatict kompleksin olusmasina katkida bulunmasi ile olmaktadir (286). elF2'nin
genel translasyondaki en dnemli rolii, serin 51'de molekiiliin a alt birimi olan elF2a'nin
cesitli kinazlarla fosforilasyonu (elF2a-P) araciligiyla, stres kosullarima adaptasyon
saglanincaya kadar, genel mRNA translasyonunda O6nemli bir zayiflamaya neden
olmasidir (264,287,288). elF2a-P, elF2’nin GDP/GTP degisimini inhibe eden, kendisi
icin bir guanin niikleotid degisim faktorii (GEF) olan eIF2B ile iiretken olmayan bir

Met .

protein kompleksine girerek hiicrelerin elF2'yi geri doniistiirme ve Met-tRNAI™ i

ribozomlara iletme kabiliyetini azaltmaktadir (Sekil 2-5) (289). Bu doniisiimsel
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zayiflama mekanizmasinin, hiicresel protein katlanma sistemi iizerindeki yiki
hafifleterek ve smirli AA havuzlarim1 koruyarak hiicrelerin stresten kurtulmasina
yardime1 oldugu diisiiniilmektedir. elF2a-P ile baglantili bu ilk doniisiimsel inhibisyon
diigtimii gecicidir. Strese karsi olusan gen ve protein diizeyindeki yanit, GADD34'e
veya CReP'e bagl katalitik alt birim protein fosfataz 1'den (PPlc) olusan iki holo-
fosfataz kompleksinin etkisiyle azalmaktadir (290-293). elF2a-P’ye hiicresel yanit
yalnizca doniisiimsel zayiflama ile sonlanmamakta, az sayida 6zel molekiil genel etkiye
maruz kalmadan, transkripsiyonlar1 uyarilmaktadir. Bu kategoride transkripsiyon
faktorleri ATF4, ATFS5, CHOP ve bunlarin maya esdegeri GCN4 bulunmaktadir. Bu
gruba ayrica, bir negatif geri besleme dongiisiiniin parcasi olarak GADD34 de dahil
edilmistir (264,294-299). elF20-P’ye yanit olarak transkripsiyonlarini segici olarak
gelistiren, ancak ISR'deki rolleri acisindan zayif bir sekilde karakterize edilen diger
molekiiller arasinda SLC35A4, C190rf48, EPRS ve IBTKa bulunmaktadir (299-301).
Bu transkriptlerin ¢ogu, geleneksel mRNA’lardan farkli olarak 5-UTR bdlgelerinde
coklu yukar1 akis acik okuma cercevelerine (UORFs) sahiptir ve gecikmeli yeniden
programlama mekanizmasi bahsi gecen bu transkriptler lizerinde etki gostermemektedir

(296,298).

@

PROTEIN SENTEZI

A

@

-
o — @ — -

Uglii kompleks (TC) On baslatici kompleks (PIC) mRNA'ya baglanma ve
tarama

Sekil 2-5. Okaryotlarda protein sentezinin baslatilmasi ve eIF2a fosforilasyonu
Kaynak 266’dan uyarlanmustir.
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2.2.2. PKR

Interferon ile indiiklenebilir protein kinaz R (PKR), konak¢1 dogal
bagisikliginda ISR'nin 6nemli bir bilesenidir ve viral replikasyonla birlikte yayilmay1
kisitlamaktadir. elF2a kinaz 2 (EIF2AK2) olarak da anilan PKR, amino terminal
diizenleyici bir alan olan iki adet c¢ift sarmalli RNA (dsRNA) baglama motifi
(dsRBM'ler) ve bir karboksi terminal efektor/katalitik kinaz alan1 (KD) ile modiiler bir
organizasyona sahiptir ve inaktif halde sentezlenip, dsSRNA varliginda otofosforilasyona
ugrayarak aktive edilmektedir (302, 303). Bu aktivasyon, elF2a'nin fosforilasyonu i¢in
gereklidir (304). Oksidatif stres, serum yoksunlugu, 1s1 soku ve ER stresi gibi uyaranlara
yanit olarak da kinaz aktivasyonu ger¢eklesmektedir (305-307). PKR'nin infeksiyona,
cevresel streslere ve metabolik strese yanit olarak, NF-xB ve MAPK sinyal
yolaklarinda, TLR'ler, RIG-I benzeri reseptorler (RLR) ve inflamazom tarafindan
sinyallesmeye aracilik edebilecegi belirtilmigtir (308-314). dsRNA, PKR'yi dogrudan
baglanip uyarabilirken, diger bircok stres indiikleyici uyarana yanit olarak PKR'nin
aktivasyonu, PKR protein aktivatorii (PACT) ile etkilesimi sonucu da olusabilmektedir
(315). dsRNA'ya PKR ile baglanma, sadece viral kaynakli dsRNA'lar ile sinirli degildir;
Alu RNA'lar ve mitokondriyal RNA'lar gibi endojen intramolekiiler dsRNA'lar da
cesitli hiicresel siirecleri diizenlemek i¢in PKR'yi baglamakta ve aktive edebilmektedir
(316,317). Vaskiiler, norodejeneratif ve metabolik sendrom hastaliklarinda olusabilen
inflamatuar siirecte, PKR aktivasyonunun potansiyel rolii ¢esitli ¢aligmalarda
gosterilmistir (318). PKR, uyaranlara ve hiicresel durumlara bagli olarak homeostaz
lizerinde olumlu veya olumsuz etkiler géstermektedir. Infeksiyonun ardindan uygun bir
antiviral yanit olusturmak i¢in molekiiliin aktivasyonu gereklidir; ayrica hematopoietik
ve mezenkimal kok hiicrelerin ¢ogalmasi da bu aktivasyon ile baglatilabilmektedir;
bununla birlikte uzun siireli PKR aktivasyonunun, inflamatuar sinyallemeyi, apoptozu

ve hastalik patolojisini tesvik edebilecegi belirtilmistir (319,320).
2.2.3. PERK

PKR-benzeri endoplazmik retikulum kinaz (PERK), ER’de yanlis katlanmis ya
da katlanmamis protein yaniti (UPR) sinyal yolagini, inositol gerektiren enzim 1 (IRE1)
ve ATF6 ile birlikte baslatan kinazlardan biridir (58,287,288). UPR, proteinlere zarar
veren, protein katlanmasini ve ER islevini bozan uyaranlara yanit olarak

etkinlestirilmektedir. EIF2AK3 ismiyle de bilinen PERK’in N-terminal alani ER
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liimeninde Hsp70 ailesine ait bir saperon olan baglanma immiinoglobulin proteini (BiP,
HSPAS ya da GRP78) ile kompleks halinde bulunmaktadir. PERK aktivasyonu, uyaran
varliginda BiP’in kompleksten ayrilmasiyla gerceklesmektedir (321-323). PERK’in
sitozolde bulunan C-terminal bélgesi, kinaz alanini ve otofosforilasyon bdlgelerini
icermektedir ve hem elF2a kinazlarina hem de ER stres sensorii IREl'e homoloji
gostermektedir (288). PERK’in bu olagan dis1 islevi araciligiyla, ISR’ nin PERK/elF2a
sinyal ekseninin UPR ile cakistigi bildirilmistir (271). PERK aktivasyonu, elF2a
disinda, transkripsiyon faktorleri olan niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili faktor 2 (Nrf2)
ve forkhead box protein O1’i (FOXOL1) fosforile edebilirken, fosfatidik asit liretmek
icin diasilgliserolii (DAG) fosforile ederek bir lipit kinaz gorevi de gérmektedir (324).
PERK ayrica niikleer faktor kappa B inhibitoriiniin (IkBa) transkripsiyonunu azaltarak
ve boylece NF-kB'yi aktive ederek otofajiye katkida bulunabilmektedir (325). PERK'in
onemi ilk olarak, resesif mutasyonlarinin erken baslangighi diyabet ile karakterize
edildigi Wolcott-Rallison Sendromu’na neden olmasiyla anlasilmistir (326). Kanserli
bireylerde, tiimor ilerlemesi sirasinda PERK kinaz aktivasyonunu gosteren, fosforile
edilmis elF2a'nin artmig bir seviyesi rapor edilmistir (327). Yakin zamanli bir
calismada, PERK aracili ISR ve ateroskleroz gelisimi arasindaki iligki bir fare
modellemesinde tanimlanmistir (328). ISR sinyal yolaginin uzaysal aktivitesinin
incelendigi bir in-vivo fare modellemesinde de, kimyasallarla indiiklenmis hepatik
fibrozun PERK aktivasyonu ile iligkisi gosterilmistir (329). Bazi viriisler i¢cin PERK
kaynakli otofajinin viral replikasyonda gerekli oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte
birgok durumda PERK, viral replikasyonu inhibe eden etkilere sahiptir. PERK'in bu
patojenlere kars1 aktivasyonunun, virlis tipine veya infeksiyon agamasina bagli olarak

farklilik gosterebilecegi belirtilmistir (330).
2.2.4. GCN2

GCN2, ilk olarak mayada AA ac¢liginin saptanmasi ve ¢oziilmesinden sorumlu
oldugu kesfedilen bir elF2a (EIF2AK4) kinazdir. Su anda GCN2'nin, hipoksi, DNA
hasar1, viral infeksiyon ve ultraviyole (UV) radyasyon gibi farkli uyarici tiirlerini de
saptayabildigi ve bunlara yanit verebildigi kabul edilmektedir; ancak bu yanitin hangi
mekanizmalarca diizenlendigi bilinmemektedir. GCN2'nin molekiiler yapisi diger
EIF2AK’lara gore daha karmasiktir. Kinaz alaninin C terminalinde yer alan histidil-

tRNA sentetaza (HisRS) homolog bir bolgeye, yiiksliz tRNA'nin baglanmasi yoluyla
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AA’dan yoksun hiicrelerde aktive edilmektedir. GCN2'nin, kii¢iik RNA transkriptleriyle
etkilesime girmek i¢in hiicre ¢ekirdeginde de bulunabildigi gosterilmisir. GCN2’nin,
AA vyetersizligi durumlar1 sirasinda artmis kiiciik RNA {iretimini baskilamak igin
niikleolustaki polimeraz-III aracili RNA transkripsiyonunu modiile ederek asir1 protein
cevirisini engelleyebildigi gesitli ¢alismalarda belirtilmistir (331-335). Crohn hastaligi
(CD) hastalariin bagirsak mukozasinda yapiskan-invazif Escherichia coli’nin (AIEC)
anormal kolonizasyonunun ve agirlasan inflamasyonun, GCN2/elF2a/ATF4 sinyal

eksenindeki bir bozuktan kaynakli olabilecegini de bir baska ¢alismada vurgulanmistir
(336).

2.2.5. HRI

elF2a kinaz 1 (EIF2AKI1) olarak da adlandirilan HRI, diisiik hem
(hemoglobinde bulunan bir demir-bagl kofaktor) seviyelerini tespit edebilen ve
retikiilositlerin hayatta kalmasini artirabilen bir proteindir (315). HRI, hem'i baglayan
bir N-terminal alanina sahiptir. Hem seviyeleri diisiik oldugunda, HRI dimerler
otofosforilasyona ugrayarak HRI kinaz alanin1 aktive etmektedir; boylelikle elF2a-P ile
global protein sentezinin inhibisyonuna katilmaktadir. HRI'nin eritroid hiicrelerde 6zel
bir role sahip oldugu diisiiniilse de, ¢esitli hiicre tiplerinde ve organlarda genis c¢apta
eksprese edildigi ve oksidatif/mitokondriyal stres, 1s1 soku proteinleri (HSP70/90),
arsenit ve sitozolik protein agregasyonu gibi bir¢ok baska hiicresel stres formuna yanit
verdigi farkli ¢aligmalarda gosterilmistir (337-340). HRI, globin proteinlerinin asiri
sentezini azaltmak ve demir eksikliginden kaynaklanan anemiyi iyilestirmek igin ¢ok
onemlidir ve kirmizi kan hiicresi (RBC) bozukluklarinda da rol oynamaktadir (341).
HRI”" fare modellemesinde, molekiiliin makrofajlarda yliksek oranda ifade edildigi ve
HRI eksikliginin makrofajlarin olgunlagmasinda bozukluga neden oldugu tespit
edilmistir. TLR4 ve CD11b belirteglerinin ifade analizi sonucunda, HRI'nin makrofaj
aktivasyon reseptorlerini pozitif olarak diizenledigi gosterilmis ve aktive makrofajlardan
TLR4 aracili pro-inflamatuar sitokin (IL-6,TNF-a) salimina katildigi diistinilmistiir.
Stres kaynakli HRI'nin, anemi ile iligkili inflamasyonda potansiyel bir rolii oldugu ve
enfeksiyon aracili enflamasyon ile birlikte karsinojenez tedavisi icin de yeni bir
terapotik hedef olabilecegi belirtilmistir  (342-344). Yapilan calismalar, bakteriyel
infeksiyon sirasinda ISR aracili inflamatuar yanitlar i¢cin HRI/eIF2a ekseninin

gerekliligini gostermistir (345-347). HRI sinyali, dogustan gelen bagisiklik reseptorleri
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(PRR) olan NOD1 ve NOD2 aracili inflamatuar yanitlar i¢in ¢ok Onemlidir.
NOD1/NOD2 kaynakli inflamasyonla HRI’'nin iliskisi IL-6 ve CD11+ makrofajlara
ithafen, in-vivo olarak gosterilmistir; ayrica bu enfeksiyon modeli, meydana gelen
inflamasyonun kismen NODI/NOD2 tarafindan uyarildigt  bir model olarak
tanimlanmistir (348,349). NFkB yolagini aktive eden NOD1 ve NOD?2 sinyalizasyonu,
HRI/eIF2a/HSPB8 dongiisiinii  gerektirmektedir. Hiicre sitoplasmasinda patojen
peptidoglikanin (PGN) varliginda, NOD1 ve RIP2 bir sinyalozom kompleksi
olusturarak HSPBS8'in HRI'den NOD1 sinyalozomlarina dogru yer degistirmesine neden
olmaktadir; bununla birlikte NF-kB aktivasyonuna yol acan konformasyonel
degisikliklere ugramaktadir. Ayn1 zamanda, HSPB8'in HRI'den ayrilmasi, elF2a'nin
fosforilasyonuna ve sinyallemeyi siirdiirmek icin HSPB8 ekspresyonunu uyaran ATF4
ve ATF3'in sentezini takiben de novo HSPB8 gen ifadesinin ortaya g¢ikmasiyla
inflamasyon siirecine katilim saglamaktadir (Sekil 2-6). Bakteriyel infeksiyonlara karsi
HRI eksikligi olan hiicrelerde NODI1 sinyalozomlarinin kontrol hiicrelerine kiyasla daha
az dizglin katlanmis oldugu ve HSPB8’in spesifik olarak HRI/eIF20/ATF4
sinyalizasyonuna bagimli bir sekilde yukari diizenlendigi kesfedilmistir. HRI’nin, PRR
sinyalozomlarinin katlanmasii ve birlestirilmesini, adaptérlerinin in-vitro amiloid
benzeri fibriller olusturabilmesi 6zelligi (NOD1/2 i¢in RIP2, TLR4/TLR3 i¢in TRIF,
RIG-I/MDA-5 i¢cin MAVS veya NLRP3/AIM2 i¢in ASC) ile diizenleyebildigi
gosterilmistir.VISR’nin aracilik ettigi bu sonuglar, ER katlanmamis stres yaniti
sinyallerinden PERK/HSPAS yolagiyla benzerlik tasimaktadir ve bu ylizden HRI’nin,
dogustan gelen bagisiklik sinyalini kontrol eden sitosolik bir protein yanlis katlanma
sensOrii (cUPR) olabilecegi ifade edilmistir (345,350-353). Ayrica norodejeneratif
hastaliklarda rol oynayan o—siikleinin agregasyonu HSPBS ifadesi dahil olmak iizere
aktive edilmis HRI'ye bagimli bir yanit olarak gozlenmistir (354). Viral enfeksiyonlarda
HRInin rolii, yakin zamanli g¢alismalarda, balik homologlart i¢in rapor edilmis ve
HRI'nin baliklarda PKR'ye benzer bir isleve sahip olabilecegi ileri siiriilmiistiir
(355,356).

2.2.6. HSPBS

HSPBS8 (ayrica HSP22, H11, E2IG1 olarak da adlandirilir), ¢cok c¢esitli olumsuz
fizyolojik ve ¢evresel kosullara yanit olarak gen ifadesi uyarilabilen, kiigiik 1s1 soku

protein (sHSP) ailesinin bir iiyesidir. HSPBS, yapisal esneklik ve plastisite ile
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karakterize olan ve yapisal olarak diizensiz proteinler (IDP'ler) olarak adlandirilan bir
grubun tiyesidir (357). HSPB8’in, C-terminal alaninin saperon aktivitesi gosterdigi ve
stres kosullarinda yukar1 diizenlendigi bilinmektedir (358). Direkt ya da indirekt olarak,
RA’da apoptoz, riboniikleoprotein isleme, hiicre farklilasmasi ve proliferasyonu,
karsinojenez, kardiyak hiicre hipertrofisi ve inflamatuar siirecin diizenlenmesinde rol
oynadigi belirtilmistir (359-362). HSPBS8'in en Onemli rollerinden olarak, hiicrede
kiimelenmis proteinlerin birikmesini 6nlemesi ve katlanmamis proteinlerin proteolizinin
diizenlenmesine katilmasi oldugu ifade edilmistir (358). HSPB8'in nokta mutantlarinin
ifadesinin farkli néromiiskiiler hastaliklarin gelisimi ile iliskili oldugu gosterilmistir.
Ayrica kiiciik molekiiler kiitleli oligomerleri olusturma egiliminde oldugu; biyolojik
membranlar ve aralarinda glikolitik enzimler ile farkli protein kinazlar bulunan bir¢ok
farkli protein ile etkilesime girebildigi gosterilmistir (363). HRI'nin, saperon destekli
secici otofajinin iki temel bileseni olan HSPB8 ve kofaktorii B hiicreli lenfoma-2
iligkili atanojen 3 (BAG3) gen ifadesini diizenledigi ve dogal bagisiklik reseptor
iskeletlerinin  HRI'ya bagimli kontroliinde HSPB8’in katkida bulunabilecegi
belirtilmistir (364). Bununla birlikte, HSPB8'in bakteriyel infeksiyonlarda NOD-bagimli
sinyallemede anahtar HSP oldugu ve ISR kinazlarindan HRI ile iliskisi dogrulanmistir
(Sekil 2-6) (345).
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2.2.7. ATF4

ATF4, ATF/CREB alt ailesine ait temel bir 16sin fermuar (bZip) transkripsiyon
faktortdiir (365). Stres sinyalleri ile ATF4 aktivasyonuna, ISR sinyal yolagi aracilik
etmektedir (296, 366-368). ATF4 gen ifadesi, hem transkripsiyonel hem de
translasyonel mekanizmalar tarafindan kontrol edilmekte ve bazi stresler molekiiliin
transkripsiyonunu baskilayarak, hiicresel seviyelerini azaltabilmektedir (369). Birkag yil
once ATF4 yolaginin memelilerde mitokondriyal stres dilizenlenmesindeki rolii
tanmimlanmustir (370). Bununla birlikte ATF4, hiicresel homeostazda yer alan genlerin
ifadesini diizenlemesi dolayisiyla ISR’nin anahtar medyatorii olarak nitelenmistir.
Ayrica, uzun siireli ATF4 aktivasyonu, hiicre 6liimii dncesi hedef gen ifadelerini de
baslatabilmektedir. Bunun bir Ornegi, Parkinson hastaliginda goriilmistiir. ATF4
aktivasyonu hastalik nérotoksinlerinin ve a-siniiklein kiimelerinin neden oldugu néronal
oliimii desteklemistir (371). ATF4’tin ISR yolag: araciligiyla pro-timorojenik etkisi de
cesitli ¢alismalarla bildirilmistir (372,373). Ek olarak, hiicre i¢i patojenlere yanitta NF-
kB aktivasyonu, onemli dl¢iide HRI ile iliskilidir. Ancak, bu transkripsiyon faktorii ile
ilgili ISR yolaginda, HSPBS&'in orgii tanima reseptorleri NOD1/2'ye baglanmasi ve
biiyiik inflamazom kompleksleri halinde birlesmesi her ne kadar HSPBS saperonunun
otofosforile edilmis HRI'dan ayrilmasi ile baslatilsa da, ATF4'in asag1 akista HSPB8
mRNA'sin1 transkripsiyonel olarak yukari diizenlenmesi sayesinde tamamlanmaktadir
(345). inflamatuar yamttaki pro-inflamatuar sitokinlerden biri olan IL-6’nmn da, ATF4
tarafindan transkripsiyonel olarak yukar1 diizenlendigi ve bu nedenle dogrudan bir ISR

hedef geni tarafindan kodlandig1 belirtilmistir (374).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Kullanilan Kitler

“High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,
4368814)”

“Integrated DNA Technologies Primer (Sentebiolab)”

“QuantiNova SYBR Green PCR Kit (Qiagen, 208054)”

“RNeasy Mini Kit (Qiagen, 74106)”

3.1.2. Kullanilan Gerecler

“Buzdolab1 -80 °C (Thermo Scientific)”
“Buzdolab1 +4 °C / -20 °C (Beko)”

“Buz Makinasi1 (Cornelius)”

“CCD Kameral1 Jel Goriintiileme Sistemi (UVP)”
“Ceker Ocak”

“Distile Su Cihaz1 (Milipore)”

“Elektroforez Cihaz1”

“Elektroforez Gii¢ Kaynag1”

“Hassas Terazi”

“Inkiibatér (Thermo Electron Corporation)”
“Laminar Akigh Steril Kabin (Nuanre)”
“Mikrosantrifuj (Beckman Coulter)”

“Otoklav”

“PZR Cihaz1 (Techne TC-412, Eppendorf)”

“Pipet Seti (Gilson)”

“gRT-PZR cihaz (LightCycler, Roche Diagnostic)”
“Santrifiij (Hettich/ Thermo/ Beckman Coulter)”
“Soguk Blok”

“Spektrofotometre (Nanodrop — Thermo Scientific)”
“Vorteks (Stuart)”
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3.2. Yontemler
3.2.1. Hasta ve Saghkl Kontrol Ornekleri

Bu calismada kullanilan hasta 6rnekleri (n=83) daha oOnceki bir arastirmadan

elde edilmis olup “Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim

Dali Romatoloji Bilim Dal1” tarafindan saglanmistir (375). Inflamatuar hastalik veya

tekrarlayan oral ilser Oykiisii olmayan saglikli kontroller (n=33) dahil edilmistir.
Calisma protokolii “Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulu” (24.10.2019, No.: 1221)

tarafindan onaylanmigtir. Tiim katilimcilara ¢alisma i¢in yazili bilgilendirilmis onam

formu aciklanarak, imzalar1 alinnmistir. Calisma “I.U. Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii

(DETAE) Genetik Anabilim Dali” laboratuvarlarinda yapilmistir.

3.2.2. Periferik kandan monosit ve lenfosit izolasyonu
Periferik kandan monosit ve lenfosit izolasyonu i¢in asagidaki adimlar

gerceklestirilmistir :

1. Behget hastaligi tanist konulan olgularin periferik kanlart EDTA’11 tiipe alindi.

2. Kan oOrneklerinden oncelikle fikol (Ficoll-Hypaque yogunlugu=1,070g/ml)
kullanilarak mononiiklear hiicreler ayristirildi.

3. 10ml fikol 15ml’lik santrifiij tiipiine konuldu. Kan &rnekleri 2 oraninda PBS’le
karistirildiktan sonra fikol iizerine yavasga bir tabaka olusturacak sekilde eklendi.

4. Ardindan 400 g’de (~3000 rpm) 40 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda
sirastyla en altta eritrosit, listlinde fikol, mononiikleer hiicre tabakasi ve en iistte
serum tabakasina ayrildu.

5. Ortadaki mononiikleer hiicre tabakasi tranfer pipeti ile temiz tiipe alinarak, PBS ile
5ml’ye tamamlandi. 1:1 oraninda PBS/sitrat ile Percoll (yogunlugu=1,064 g/ml)
karistirlldi (1,49mM NaH2PO4, 9,15mM Na2HPO4, 139,97mM NaCl, 13mM
C6H5Na307.2H20, pH=7,2).

6. 10ml perkol (percoll) 15ml’lik santrifiij tiipiine alinarak, lizerine yavasga perkol ile
karigsmayacak sekilde mononiiklear hiicreler eklendi.

7. 35 dakika 400 g’de oda 1sisinda santrifiij edildi. Aradaki monosit hiicre tabakasi
alindi.

8. PBS ile Sml’ye tamamlandi ve 400g’de 15 dakika santrifiij edilerek tist siv1 atild1.



37

3.2.3. Mikro boncuklarla monosit izolasyonu

Mikro  boncuklarla  monosit izolasyonu igin  asagidaki  adimlar

gergeklestirilmistir:

1. Fikol yontemi ile ayrilan mononiikleer hiicreler CD3, CD7, CD16, CD19, CD56,
CD123 ve Glycophorin A’ya karst Biotinle isaretlenmis monoklonal antikorla
inkiibe edildi. Bu amagla her 100 hiicre i¢in 10 ul FcR blocking reagent ve 10ul
Biotin-antikor kokteyli eklenerek ve iyice karistirildiktan sonra 10 dakika
+4°C°de inkiibe edildi. 100 hiicre i¢in 30ul buffer ile 20ul anti-Biotin micro
boncuk eklenerek, karistirildikatan sonra 5 dakika +4°C’de inkiibe edildi. 1-2 ml
buffer eklenerek hiicreler 10 dakika 300xg’de santrifiij edildi.

2. Manyetik ayristirma: 500ul MS buffer ve 3ml LS buffer ile yikanan kolonlara
hiicreler aktarilarak manyetik alanda boncuklarla isaretlenmemis monositler
izole edildi. Ayrilan monositlerin % safligi akim sitometresinde anti-CD14-PE

antikoru isaretlenerek saptandi.

3.2.4. RNA lizolasyonu
RNA izolasyonu igin “RNeasy Mini Kit (Qiagen, 74106)” kullanilmis ve

asagidaki adimlar gergeklestirilmistir:

1. Orneklerden izole edilen monosit hiicreleri, 1,5 ml’lik santrifiij tiipiine
pipetlendi. 350 pl etanol tizerine eklendi, vortekslenerek 500 rpm’de 1-2 saniye
santrifiij edildi.

2. Elde edilen karisim 700 ul spin kolonu tiipiine pipetlendi ve 1 dakika boyunca
8000 rpm’de santrifiij edildi. Spin kolonu yeni 2 mI’lik tiip igerisine yerlestirildi.

3. RNA spin kolonuna 350 ul RW1 tamponu eklenerek 1 dakika boyunca 8000
rpm’de santrifiij edildi.

4. 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiinde, 70 ul RDD tamponu tizerine 10 pul DNase I
stok soliisyonu eklendi. Tiip mekanik (vurarak) olarak karistirildi ve 1-2 saniye
santrifiij edildi.

5. Islemler sonrasi olusan 80 pl inkiibasyon karistmi, RNA spin kolonu
membranina pipetlenerek 15 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi.
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6. RNA spin kolonuna tekrar 350 pul RW1 tamponu eklendi ve 8000 rpm’de
santrifiij edildi. Spin kolonu yeni 2 mI’lik tiip igerisine aktarildi.

7. RNA spin kolonuna 500 pul RW1 tamponu eklenerek 8000 rpm’de yeniden
santrifiij edildi ve kolon yine yeni bir 2 mI’lik tiipe aktarildu.

8. Bagka bir RNA spin kolonuna 500 pl RPE tamponu eklendi ve 3 dakika boyunca
8000 rpm’de santrifiij edildi.

9. RNA spin kolonu yeni bir 2 mlI’lik tiipe aktarildi ve 1 dakika boyunca 8000
rpm’de santrifiij edildi.

10. Sonrasinda RNA spin kolonu 1,5 mI’lik yeni bir tiipe aktarildi. RNA spin kolon
membranina 40 pl RPE tamponu eklenerek, 1 dakika boyunca 8000 rpm’de
santrifiij edildi.

11. Dereceli eliisyon islemleri sonrasinda ede edilen iiriin 5 dakika boyunca 65°C'de
inkiibe edilerek bekletmeden buz iizerine aktarildi.

12. izolasyonu gergeklestirilen RNA &rnekleri -80 °C'de saklandu.

3.2.5. RNA Miktarimin ve Kalitesinin Ol¢iimlenmesi

Monositlerden izole edilmis ve -80°C’de muhafaza edilmis RNA 6rneklerinden,
“NanoDrop 2000 (ThermoScientific)’’ spektrofotometre ile saflik ve konsantrasyonlari
ol¢iildii. A260/280 nm dalga boylarinda, RNA 0Orneklerinin absorbans degerleri
hesaplandi.

3.2.6. cDNA Sentezi

RNA oOrneklerinden c¢cDNA sentezi i¢in “High-Capacity cDNA Reverse
Transcription  Kit  (Applied Biosystems)”  kullanildi.  Asagidaki  adimlar
gerceklestirilmistir:

1. Reaksiyon hacmi 30 pl olarak tasarlandi.
2. Orneklerin her biri, miktar1 20,8 pl olacak sekilde distile su (dH2O) ile seyreltildi.

3. Daha sonra hazirlanan karisim, 6rneklere 9,2 pl olarak dagitildi (Tablo 3-1). Elde

edilen ana karigim, vortekslendikten sonra mini spin santrifriije aktarildi.
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4. cDNA sentezi “PZR Cihazi (Techne TC-412)” ile 25 °C’de 10 dakika, 37 °C’de 120

dakika, 85 °C’de 5 saniye olmak iizere tek dongiide gerceklestirildi ve drnekler -20

°C’de sakland1

Tablo 3-1. RNA érnekleri i¢in reaksiyon karisimi

Karisim Hacim
10x RT Tampon 3ul
dNTP 1,2ul
Random primer 3ul
RNaz inhibitor 0,5ul
Reverse transkriptaz 1,5ul
Toplam 9,2 ul

3.2.7. Primer Tasarim

Hedef gen bolgelerinde kullanilan primerler,

genomik DNA (gDNA)

kontaminasyonunu 6nlemek i¢in intron icerecek sekilde, “NCBI ve ENSEMBL” gen

bankalar1 kullanilarak Homo sapiens icin 6zel olarak tasarlandi. “NCBI primer

designing tool” araciligiyla forward (F) ve reverse (R) yonlii 6zgiil primer adaylar

olusturuldu. “NCBI Nucleotid-BLAST” hizalama araci1 ile tasarlanan primerlerin

ozgiilligii kontrol edildi. “Beacon Designer, Integrated DNA Oligo Analyzer, UCSC in

silico PCR” programlar1 kullanilarak primerlerin erime sicakligi (Tm), GC igerigi,

katlanma diizeyleri (hairpin, self-dimer, hetero-dimer) incelendi ve adaylar arasindan en

uygun primerler se¢ildi (Tablo 3-2).
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Tablo 3-2. Hedef genler i¢in primer ciftleri

Primer _ o Uzunluk | Uriin boyu
GEN L. 5'-Primer Dizisi-3'
yonii (bg) (b¢)
Forward AGGATGGGACCTTGTTTGCC 20 bp
elF2a 137 bp

Reverse TGCCAGGACAGTATTTTTGGGT 22 bp

Forward ATGAGACAGAGTTGCGACCG 20 bp
PERK 141 bp

Reverse TGGATGACACCAAGGAACCG 20 bp

Forward | AAGGAACTCATCGCAGAGACCA | 22hp
HRI 183 bp

Reverse TCCTTTCCGTCATCCCTCACC 21 bp

Forward CAGCAAGAAGGTGGCATTGTT 21 bp
HSPB8 96 bp

Reverse | TGGGGAAAGTGAGGCAAATACT 22 bp

Forward GGCTGTGGATGGGTTGGTCA 20 bp
ATF4 116 bp

Reverse CCAACAGGGCATCCAAGTCG 20 bp

3.2.8. Gercek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PZR)

Gen ifadesi arastirmalarinda qRT-PZR veri normalizasyonu i¢in kullanilan
housekeeping genlerin (HKG) psddogen amplifikasyonundan etkilenmemesi, analiz
sonuglarinin giivenilirligi igin elzemdir (376). Bu yiizden ¢alisma i¢in standart kontrol

geni olarak, psddogen icermeyen -2 mikroglobulin (B2M) se¢ildi ve kullanildi.

RNA orneklerinden elde edilen cDNA’larda qRT-PZR “LightCycler 480" cihazi
ve “QuantiNova SYBR Green PCR Kit”i kullanilarak, elF20, PERK, HRI, HSPB8 ve
ATF4 genlerinin ifade diizeyleri belirlendi. QRT-PCR reaksiyon karigimi her bir gen ve
ornek i¢in; 5 ul SYBR Green mastermix, 1 pl dH,O, 1 pl primer F, 1 pl primer R
icerigiyle hazirlandi. Reaksiyon karigimi vortekslendikten sonra, soguk blok tizerindeki
96 kuyuluk PZR plaklarda, standart kontrol ile her gen ve 6rnek senkronize calisildi.
Standart kontroller, seri dilusyonlar seklinde hazirland1 Her kuyuya 6nce 8 pl reaksiyon

karisimi, sonra 2 pul cDNA eklenerek kuyu hacmi 10 pl’ye tamamlandi. Negatif kontrol
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olarak her PZR reaksiyonu i¢in cDNA yerine su kullanildi. Kapatilan plaklar
santrifiijlendi. qRT-PZR protokolii Tablo 3-3.’te gosterildigi gibi gerceklestirildi.

Tablo 3-3. Ger¢ek zamanh kantitatif PZR kosullar:

PRE-
Program adi | INKUBASY | AMPLIFIKASYON ERIME EGRiSi SOGUTMA
ON
Analiz modu - Kantifikasyon Erime Egrileri -
Dongii sayisi 1 40 1 1
Hedef khik
e oAt 95 95 60 95 65 97 4

O

Siire (s) 00:02:00 | 00:00.05 00:00:10 | 00:00:05 | 00:01:00 | 00:00:00 00:00:30

Sicakhik

teakhikarts 4,40 4,40 2,20 4,40 2,20 0,11 2,20
orani (°C/s)

Okuma modu - - Tek - - Siirekli

Hedef genlerin ifade degerlerinin normalizasyonu, Delta Delta Ct (AACt)
hesaplamasi ile gergeklestirildi. Hasta ve saglikli kontrol gruplarina ait 6rneklerin Ct
degerleri, qRT-PZR “LightCycler 480” cihazindan elde edildi. Elde edilen verilerde gen
ifadelerinin nispi (rélatif) miktarimin belirlenmesi igin 27" yontemi kullanildi. Hedef
gen Ct degerleri bu yontemle B2M ile normalize edildi. Normalize degerler kontrol

gruplari ile karsilastirilarak kat degisim (fold change) degerleri bulundu.
AACt yonteminde asagidaki adimlar gerceklestirildi (377):
1. Hem hasta hem de kontroller i¢in ACt degerleri elde edildi.
ACt= Ct nedef gen = Ct referans gen
2. AACt degerleri elde edildi.
AACt= ACt hasta — ACt kontrol

3. Kat degisim ifadesi (2*“") degerleri elde edildi.
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Hastalarin elF2a, PERK, HRI, HSPB8 ve ATF4 gen ifade degerlerleri belirlendi

ve saglikli kontrollerle karsilastirildi. Hedef genler ile referans (B2M) gene ait

amplifikasyon egrileri ve referans gene ait standart egri Sekil 3-1’de verilmistir.
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3.3. istatiksel Analiz

Caligmada elde edilen veriler GraphPad Prism 8.0.2 istatistik programui ile analiz edildi.

Her gen ve Ormek icin hesaplanan 27" degerlerinin normal/lognormal dagilim
karaterizasyonu i¢in, Gaussian, Anderson-Darling, D’ Agostino-Pearson, Shapiro-Wilk,
Kolmogorov-Smirnov normallik sinamalart yapildi. Verilerin karsilagtirmasinda, non-
parametrik test yontemlerinden Mann Whitney U testi kullanild1. Istatistiksel anlamlilik

i¢cin p<0,05 degeri kabul edildi. Analiz sonuglar1 tablo ve grafik halinde gosterilmistir.



44

4. BULGULAR

Bu tez calismasi Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma
Enstitiisii Genetik Anabilim Dali’nda gergeklestirilmistir. Ornek toplanmasi sirasinda

b

“Molekiiler Arastirmalar i¢in Bilgilendirilmis Olur Formu” almmis olan BH tanist
konulmus hastalardan elde edilen kan ve eklem sivist ile saglikli kontrollerden elde
edilen kandan izole edilen RNA ornekleri kullanildi. Calismaya dahil edilen 83 BH
hastasinda elF2a, PERK, HRI, HSPB8 ve ATF4 genlerinin ifade diizeyleri analiz

edilmistir. Hastalarin ~%37,35’si (n=31) kadin, ~%62,65’ (n=52) erkektir (Tablo 4-1).

Tablo 4-1. Behget Hastaligi olan hastalarin klinik 6zellikleri

n=83 %
Tekrarlayan oral iilserasyonlar 83 100
Genital iilserasyon 61 73,5
Folikiilit 76 91,6
Eritema nodosum 38 45,8
Deri lezyonu 76 91,6
Artrit 44 53
Paterji (n=68) 59 71,1
Uveit 31 37,3
Vaskiilit 27 325
Acrteriyel 4 4,8
Venoz 18 21,6
Arteriyel ve venoz 5 6
Norolojik tutulum 6 7,2
Vaskiiler 4 4.8
Parenkimal 2 2,4
Bagirsak tutulumu 1 1,2
Belirtilerin siddeti
Hafif 43 51,8
Orta 17 20,5
Ciddi 24 28,9
Aile Gegmisi
Behget Hastalig 11 13,3
Tekrarlayan oral iilserasyonlar 49 59
Cinsiyet
Erkek 52 62,65
Kadm 31 37,35
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Kan orneklerinden elde edilen elF20, PERK, HRI, HSPB8 ve ATF4 genlerinin
ifade degerleri normal dagilima uymadigi igin parametrik olmayan Mann-Whitney U
testi ile analiz yapilmistir. Hasta (n=83) ve saglikli kontroller (n=33) arasinda

cinsiyetten bagimsiz olarak hedef genlerin tiimiinde anlamli degisiklikler tespit

edilmistir (sirastyla, p<0,0001; p=0,0222; p=0,0097; p<0,0001; p<0,0001) (Sekil 4-1).

elF2a gen ifadesinin Mann-Whitney U testi analiz verileri Tablo 4-2’de

gosterilmistir.

Tablo 4-2. elF2a gen ifadesi analiz verileri

Say1| Enaz En Std. Std. Ortanca | P degeri

. ¢ok |Ortalamalsapma| Ort. .
(N) | (min) (max) L Hatat (median) | (anlamhihik)

elF2o

Kontrol| 33 | 0,2026 |1,940| 1,113 |0,4493|0,07821| 1,122

<0,0001

Hasta | 83 |0,002717|3,241| 0,6906 |0,8159|0,08955| 0,2654

PERK gen ifadesinin Mann-Whitney U testi analiz verileri Tablo 4-3°te

gosterilmistir.

Tablo 4-3. PERK gen ifadesi analiz verileri

Say1 | Enaz |En ¢ok Std. Std. Ortanca| P degeri

(N) | (min) | (max) |Otelama)sapma (ot | (median)| (anlamlihik)

PERK

Kontrol| 33 | 0,1205 | 3,751 | 1,291 |{0,8812| 0,1534| 1,085

0,0222

Hasta | 83 |0,003819| 13,24 | 2,181 | 2,241 | 0,2460| 1,588
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HRI gen ifadesinin Mann-Whitney U testi analiz verileri Tablo 4-4’te

gosterilmigtir.

Tablo 4-4. HRI gen ifadesi analiz verileri

Say1l Enaz En Std. | Std. Ortanca | P degeri
HRI (Ny) (min) ¢ok | Ortalama|sapma| Ort. (median) | (anl gl k)
(max) + | Hata+ aniamiri

Kontrol| 33 | 0,09695 | 20,30 | 3,347 | 4,811 |0,8376| 0,9096

0,0097

Hasta | 83 |0,004405| 106,4| 8,173 16,99 | 1,865 | 2,400

HSPB8 gen ifadesinin Mann-Whitney U testi analiz verileri Tablo 4-5’te

gosterilmistir.

Tablo 4-5. HSPB8 gen ifadesi analiz verileri

Std. | Std. .
HSPB8 Say1 En_az En gok Ortalama| sapma| Ort. Orta_nca P degeri
(N) (min) | (max) L Hatat (median)|(anlamhhk)

Kontrol| 33 | 0,1630 | 19,87 | 3,498 | 5,839 | 1,017 | 0,5009

<0,0001

Hasta | 83 | 0,08856 | 893,1 | 83,08 | 155,7 | 17,09 | 24,30
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ATF4 gen ifadesinin Mann-Whitney U testi analiz verileri Tablo 4-6’da

gosterilmistir.

Tablo 4-6. ATF4 gen ifade analiz verileri

Std. Std. -
ATE4 Say1 En_az En cok Ortalamal sapma| Ort, Orta_nca P degeri
(N) (min) | (max) L Hatat (median)|(anlamhlhik)

Kontrol| 33 | 0,2016 | 2,789 | 1,247 |0,7608| 0,1324 | 1,094

<0,0001

Hasta | 83 | 0,5508 | 9,511 | 3,989 | 2,081 | 0,2284| 3,604

Hedef genlerin standart sapma ile birlikte rolatif ifade seviyeleri Sekil 4-1’de gosterilmistir.
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Hedef gen ifadelerindeki degisiklikler ISR sinyal yolag: {izerinde Sekil 4-2’de

gosterilmistir.
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Sekil 4-2. Behcet Hastaligi tamisi konmus hasta orneklerinde hedef gen ifadelerindeki
degisiklikler

Eklem sivis1 6rneklerinde elF2a, PERK, HRI, HSPB8 ve ATF4 genlerinin ifade
degerleri normal dagilima uymadig i¢in parametrik olmayan Mann-Whitney U testi ile
analiz yapilmistir. Eklem sivist alinan hastalar (n=5) ile rastgele secilmis saglikli
kontroller (n=5) arasinda cinsiyetten bagimsiz olarak hedef genlerin tiimiinde anlaml
degisiklikler tespit edilememistir (p=0,0952, p=0,2222, p=0,1508, p=0,5873,
p>0,9999). Hedef genlerin analiz sonuglar1 Tablo 4-7’de gosterilmistir. Gen ifadelerinin

grafik 6zeti Sekil 4-2’de verilmistir.



Tablo 4-7. Hedef genlerin eklem 6rneklerindeki gen ifadesi analiz verileri
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= Say1| En az En Std. Std. Ortanca| P degeri
Genler | Ornek (Ny) (min) cok [Ortalama|sapma| Ort. (median)|( leglelnk)
(max) + Hata+ antamii
Kontrol 5 0,7100|1,670| 1,048 |0,3668 | 0,1640 | 0,9400
elF2a 0,0952
Hasta | 5 0,06000{ 1,310 | 0,4620 |0,4947 |0,2213| 0,2900
Kontrol| 5 [0,2400|7,450| 2,236 | 3,041 | 1,360 | 0,8200
PERK 0,2222
Hasta | 5 |0,7600|9,900| 4,362 | 4,127 | 1,846 | 2,530
Kontrol| 5 |0,7000|2,770| 1,176 |0,8947|0,4001 | 0,7700
HRI 0,1508
Hasta | 5 |0,1000 | 34,73 | 13,94 | 13,60 | 6,082 | 14,10
Kontrol| 5 [0,1500|11,89| 3,838 | 5,264 | 2,354 | 0,3700
HSPBS 0,5873
Hasta | 5 |0,1500|856,3| 177,2 | 379,7 | 169,8 | 11,49
Kontrol| 5 |0,6600|1,310| 1,028 |0,2630|0,1176 | 1,000
ATF4 >0,9999
Hasta | 5 |0,6400|13,40| 3,384 | 5,607 | 2,508 | 0,8300
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5. TARTISMA

Behget Hastaligi (BH), ilk kez 1937 yilinda, Tiitk dermatologu Dr. Hulusi
Behget tarafindan, tekrarlayan oral ve genital iilserlerle birlikte goriilen hipopyon iiveit
klinik bulgular ile karakterize, yeni bir hastalik olarak tanimlanmustir (3). Tip diinyasi,
tam 10 yil sonra, 1947 yilinda Cenevre'de diizenlenen Uluslararasi Dermatoloji
Kongresi’nde Dr. Hulusi Behget’in gozlemleri, yeni bir hastalik i¢in patognomonik
(karakteristik) olarak kabul edilmistir (94). BH nin, ayirict bir hastalik belirtisi veya
rutin yapilan laboratuvar testlerinde hastaliga isaret edebilen bir belirte¢ bulunmamasi

dolayistyla belirli klinik bulgularin birlikteligine gore tanis1 konulmaktadir (8).

BH, cografi ozellikler, niikslerin siklig1 ve siddeti, hastaligin seyri, farkli organ
tutulumlar1 ve tedavilere verilen yanit agisindan hastalar arasinda heterojenlige sahip
karmasik bir hastaliktir. BH’ nin etyopatogenezi tam olarak bilinmemektedir; ancak
genetik faktorlerle birlikte cesitli etmenlerin farkli mekanizmalarla etkilesimlerini
iceren multifaktoryel bir inflamatuar hastalik oldugu diistiniilmektedir (30,102). Antik
“Ipek Yolu” boyunca dagilim gosteren BH’nin en sik goriildiigii iilke Tiirkiye’dir.
Cografi dagilimdaki gesitlilik, Ipek Yolu boyunca genel popiilasyonda %20-%25 ve BH
hastalarinda %50-%80 arasinda degisen HLA-B51'in dagilimi ile yakindan iliskilidir
(14,16). Ailesel kiimelenme, BH’nin bir diger 6nemli epidemiyolojik 6zelligidir. Tiirk
BH popiilasyonunda bildirilen ytliksek kardes rekiirrensi risk orani, ailesel kiimelenmeyi

belirlemek i¢in siklikla bir gdsterge olarak kullanilmaktadir (17,27,28).

BH’de genetik yatkinlikla ilgili en iyi bilinen molekiil olan HLA-B51, MHC
smif I bolgesinde bulunmaktadir; ayrica hastaligin tipik fenotipinden de sorumludur
(44,51). HLA-B51, yavas katlanan HLA molekiillerinden biridir; bununla birlikte
ER’de yanlis katlanmasi, ER strese ve daha sonrasinda UPR olusumuyla inflamatuar
yolaklarin aktive olmasi sonucunu da beraberinde getirmektedir (28,58). HLA-B51’in
tek basma varligi, BH ile ilgili genetik ve klinik c¢erceveyi yalnizca kismen
aciklayabilmektedir. BH'nin etyopatogenezinde HLA-B51 katiliminin rolii ile ilgili en
olast model ERAP1 ve HLA-B51 birlikteligine dayali bir genetik yatkinligin oldugu
yoniindedir (69,85). Biiyiik dlcekli GWAS calismalarinda belirlenen BH ile iliskili
lokuslara ait fonksiyonel genetik analiz, ilgili genleri, IFN-y iiretiminin yukari

diizenlenmesi, lenfosit aracili bagisiklik yanitin diizenlenmesi, IL-12’ye yanit ve
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JAK/STAT sinyalizasyonu, sitoksin reseptorleri arasindaki etkilesimler, dogal
bagisiklik yanitin diizenlenmesi, 10kosit aktivasyonu/otofaji/IL-12 diizenlenmesi ve
kemotaksisdeki etkilerine gore siniflandirmistir. Bu smiflandirma BH’nin  genetik
faktorleri ile ilgili karmasikligr ayrintilar1 ile goz Oniine koymaktadir (92). BH
gelisimini tetikletiyici etmenler genetik yatkinlik kadar 6nem arz etmektedir. Bu
etmenler, genel olarak infeksiydz ajanlar, HSP, molekiiler mimik proteinler olarak ele
alinmaktadir; ayrica bunlarin genetik etmenlerle ¢apraz reaksiyona girmesi sonucu bir
bozulmus bir bagisiklik yanitina yol agabilecegi hipotezi giiniimiizde de gegerliligini
korumaktadir (30,69,93). BH iligkili genlerle ilgili ag analizi ¢alismalari, bu genleri
diizenleyen epigenetik farktdrlerin = varligini  da  gostermektedir (125). BH
etyopatogenezindeki ¢oziilmemis denklemler, varsayilandan ¢ok daha kompleks bir
hastalik oldugunu gostermektedir. Dogustan gelen ve adaptif bagisiklik yanitlarindaki
degisiklikler, BH’de hastalik siirecini tetikliyor olabilir ve bu, ilgili faktorlerin karmasik
bir etkilesimine isaret etmektedir (47).

Entegre stres yanit1 (ISR), 6karydtik hiicrelerde stres olusturan uyaranlara kars: hiicresel
koruma amagli devreye giren evrimsel olarak korunmus bir sinyal kaskadidir (271). ISR
aktivasyonu, ¢esitli kinazlar tarafindan okaryotik translasyon baslatma faktorii 2 alfa
(elF2a) fosforilasyonunu takiben, transkripsiyon faktorii 4 (ATF4) gibi koruyucu
proteinlerin translasyonunun segici olarak yukari diizenlenmesi, buna karsin global
translasyonun azatilmasi ile sonuglanmaktadir (266). Protein kinaz R (PKR), Genel
kontrol baskilanamaz 2 (GCN2), PKR-benzeri endoplazmik retikulum kinaz (PERK),
ve Hem diizenleyici inhibitér (HRI), bilinen ISR kinazlaridir (269). PKR, viral ¢ift
sarmalli RNA’nin (dsRNA) tespiti; GCN2, serbest aminoasitleri (AA) i¢cermeyen
hiicrelerde biriken, yiiklenmemis tRNA’larin algilanmasi; PERK, ER stresi olarak
bilinen ER’de yanlis katlanmis protein birikiminin taninmasi; HRI, sitozolik
proteotoksisite genel bir tetikleyici olmasina ragmen demir eksikligi, oksidatif stres ve
1s1 soku gibi gesitli streslerin tespitine yanit olarak elF2a’y1 fosforile etmektedir (268).
Birkag¢ kanit dizisi, ISR'nin hiicrenin dogustan gelen bagisiklik yanitina yakin iliskisini
tanimlamistir. Ek olarak, diizensiz ISR sinyalini biligsel bozukluklar, ndrodejenerasyon,
kanser, diyabet ve metabolik bozukluklar dahil olmak iizere karmasik hastaliklarin

patogenezinde arastirilmistir (266).
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Bu bilgiler 1s181inda bir ilke imza atarak, ¢alismamizda; BH patogenezinde diizenleyici
bir sinyal kaskadi olarak ISR’nin roliinii tanimlamak igin, sinyalizasyonu baslatan
kinazlardan olan PERK ve saperonu HSPBS ile birlikte HRI; ayrica asagi akista elF2a
ve fosforilasyonu takiben ATF4 genlerindeki ifade degisimlerine odaklandik. ISR’yi
biitiin bir organizma seviyesinde inceleyen bir in-vivo model olmamasindan dolay1 bu
yolagin BH patogenezindeki roliinii ve olasi bir biyobelirte¢ veya tedavi yaklasimi

potansiyelini, hedeflenen genlerin ifade diizeyleri araciligiyla arastirdik.

Projemiz kapsaminda BH tanisi1 konulmus 83 hasta ve 33 saglikli kontrolde elF2a,
PERK, HRI, HSPB8 ve ATF4 gen ifadeleri araciligiyla ISR’nin rolii gosterilmistir.
Hastalardan alinan kan ve eklem sivisi 6rneklerinin saglikli kontrolere ait kan 6rnekleri
ile karsilastirmasina dayali calismamizda, ISR sinyal kaskadinin PERK ve HRI aracil

kollar1 ile BH arasinda anlamli bir iliski kurulmustur.

elF2a, okaryotik baglatma faktorii 2°nin (elF2) alt birimlerinden biridir ve translasyon
kontroliinde gorev almaktadir (268). Cesitli uyaranlarla olusan hiicresel streste ISR
kinazlar1 tarafindan fosforile edilen eIF2a, genel translasyonun gegici olarak
duraklatilmasina ve segici olarak da ATF4 gibi bazi transkripsiyon faktorlerinin gen
ifadesinin yukar: diizenlenmesine neden olmaktadir. elF2a, GDP/GTP degisimini inhibe
eden elF2B ile iiretken olmayan bir kompleks olusturmaktadir; bununla birlikte bu
kompleksten geri doniisemeyen elF2a seviyeleri azalirken, fosforile elF2a seviyeleri
artmaktadir. elF2a fosforilasyonunun diizensizligi ile g¢esitli hastalik patolojileri
arasinda nedensel bir iliskisi kuran ¢aligsmalar bulunmaktadir (266,285). Ancak simdiye
kadar BH hastalarinda elF2a gen ifadesindeki degisiklikler arastirllmamistir.
Caligmamizda hasta grubuna ait kan 6rneklerinde saglikli kontrolere gore istatistiksel
olarak anlamli derecede azalmig elF2a gen ifadesi saptanmistir (p=<0,0001).
Sonuglarimiz, BH’da c¢esitli kinazlarla elF2a fosforilasyonunu takiben, azalan elF2a

gen ifadesi ile ISR yolaginin devreye girdigini gostermistir.

BH ekseninde ISR sinyalizasyonunda hedefledigimiz bir diger molekiil olan PERK, ER
streste de UPR aktivasyonuna neden olmakta ve UPR sinyal yolagini inositol gerektiren
enzim 1 (IRE1) ve ATF6 ile birlikte baslatmaktadir (58,288). Yanlis ya da yavas
katlanmis proteinleri taniyarak UPR’de rol oynayan PERK, ayni1 zamanda ISR yolaginin
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kinazlarindan biridir ve PERK/eIF2a/HSPAS sinyal ekseni ile her iki yanitin olusumuna
katilmaktadir (323,345). HLA-B51, BH ile iliskisi en iyi bilinen molekiildiir; ayrica
HLA-B51'in yapisal analizleri ERAP1’in de dahil oldugu peptidomlarda gevsek affinite
gosteren bolgeler tanimlamistir (59,85). Bu yapisal organizasyonun, HLA-B51’in yanlis
ya da yavas katlanmasmna neden olabilecegi ve hastalik patogenezinde rol
oynayabilecegi hipoteziyle, c¢alismamizda BH hastalarinda PERK ifadesindeki
degisimler incelenmistir. Projemizde, arastirma grubumuzda istatistiksel olarak anlamli
derecede artmig PERK ifadesi oldugu gosterilmistir (p=0,0222). Elde edilen sonuglar,

ISR’nin PERK aracil1 aktivasyonuna isaret etmektedir.

Calismamiza dahil ettigimiz bir diger gen olan HRI, diisiik hem seviyelerini tespit
edebilmesinin yan1 sira oksidatif stres, denatiire sitoplazmik proteinler ve 151 soku gibi
cesitli  uyaranlar  tarafindan da  aktive  edilebilmektedir  (271,315,337).
HRI/eIF2a/HSPBS sinyal ekseninin, islevsel olarak PERK/elF20/HSPAS sinyal ekseni
ile homoloji gosterdigine isaret eden ¢aligmalar, HRI’nin dogal bagisiklikta NOD1 ve
NOD?2 aracili inflamatuar yanitlar i¢in dnemi belirtilmis ve dogal bagisiklik sinyali i¢in
gerekli olan yeni bir sitozolik katlanmamis protein yanitt (cCUPR) olabilecegini 6ne
stirmistiir (345,353,364). Projemizin ISR ve dogal bagisiklik sinyalinde bir kavsak
noktast olarak gordiigimiiz HRI ile ilgili kisminda, BH hastalarinda hedef gen
ifadesinin istatiksel olarak anlami bir sekilde arttigi bulunmustur (p=0,0097).
Calismamiz, HRI’'nin BH hastalarindaki gen ifadesini inceleyen ilk arastirmadir;
bununla birlikte sonuglarimiz, HRI aracili ISR yolaginin BH’deki rolii agisindan

Onemini gostermistir.

Calismamizda hedefledigimiz diger bir gen olan HSPBS, c¢esitli uyaranlar varliginda
HRTI’dan ayrilarak aktiflesen ve ISR asagi akisinda ATF4 tarafindan da diizenlenen bir
HRI saperonudur (345,354,364). Arastirmamiza katilan hasta olgularinda saglikli
kontrollere gore HSBP8 gen ifadesinin arttig1 ve bu sonucun istatiksel olarak anlamli
oldugu gosterilmistir (p=<0,0001). Bununla birlikte BH hasta grubundaki standart
sapma’nin (std. sapma +155,7) dogal bagisiklikla ilgili heterojen faktorlere bagli olarak
sekillendigi diisinmekteyiz. BH hasta grubundaki olgularin bazilarinda HSPB8

ifadesinin diger hastalara kiyasla ¢ok yiiksek seviyelerde ifade edilmesi, bu hastalarda
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farkli yolaklarla wuyarilan aktif bir bagisiklik yanitina isaret ediyor olabilir
kanaatindeyiz.

ATF4, calismamizda ISR sinyal yolaginin asag1 akisinda son olarak hedefledigimiz bir
transkripsiyon faktoriidiir. ATF4, elF2a fosforilasyonunu takiben genel translasyonun
gecici olarak durdurulmasindan etkilenmeyen ve gen ifadesi yukari diizenlenen ISR nin
kilit faktori olarak tanimlanabilmektedir (369). Bununla birlikte HSP8’in
transkripsiyonel yukar1 diizenlenmesini de kontrol etmektedir (345). BH ile ISR
arasindaki iligkiyi tanimlamak amaciyla gerceklestirilen projemizde, hastalardaki ATF4
gen ifadesinin yukari diizenlendigi gosterilmis ve sonug¢larimiz istatiksel olarak anlamli

bulunmustur (p=<0,0001).

Calismamiza katilan 5 BH hastasindan ayrica toplanan eklem sivisinda, elF20, PERK,
HRI, HSPBS8, ATF4 hedef genlerinin higbirinde istatiksel olarak ISR aktivasyonu ile
iligkili anlamli bir sonu¢ gozlenmemistir (sirasiyla, p=0,0952; p=0,2222; p=0,1508;
p=0,5873; p>0,9999). Ornek grubunun sayisal azhigr ve BH hasta grubunda eklem
stvist ile saglikli kontrollerdeki kan &rneklerinden izole edilen mikro-gevrenin dokuya
Ozgii 6zellikler gosterebilecegi goz dniinde bulundurularak daha ileri aragtirmalarla BH
ve ISR arasindaki iliskinin eklem sivist materyalinde degerlendirilebilecegini

diistinmekteyiz.

Ozet olarak; tez projemizde BH hastalar1 ve saglikli kontroller arasinda, ISR
sinyal yolagimin olasi roliinii belirlemek amaciyla, ISR’nin yukar1 ve asagi akisinda
bulunan elF2a, PERK, HRI, HSPB8 ve ATF4 gen ifadelerini karsilastirdik. Bu tez
caligmasi, hedeflenen tiim genlerin BH patogenezinde arastirildigi ilk c¢aligmadir.
Calismamizda, BH patogenezi ile ISR yolag1 arasindaki iliskiyi arastirdik. elF2a,
PERK, HRI, HSPB8 ve ATF4 hedef gen ifadelerinin BH hastalarinda saglikli
kontrollere gore anlamli seviyede degistigini belirledik. Bulgularimiz sonucunda;
elF2a/ATF4 sinyal akisinin, PERK ve HRI aracili ISR aktivasyonunun ve HSPB8’in
HRI aracil1 dogal bagisiklik sinyalindeki etkinliginin, BH patogenezinde énemli bir rolii
oldugu, hastalik tanm1 ve tedavisinde yeni yaklasimlar olarak hedeflenebilecekleri
diisincesindeyiz. Bununla birlikte ilgili genlerin ISR yolaginda BH patogenezindeki
rollerinin aydinlatilmast icin daha genis c¢apta arastirmalara ihtiya¢ duyuldugu

kanaatindeyiz.
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FORMLAR

T.C.
ISTANBUL UNiVERSITESI
ISTANBUL TIP FAKULTESI
AZiZ SANCAR DENEYSEL TIP ARASTIRMA ENSTITUSU

MOLEKULER ARASTIRMALAR IiCIiN BILGILENDIRILMIS OLUR FORMU

Arastirmanin Adi: PERK ve HRI Aracili Entegre Stres Yanitin Behget Hastaligindaki
Roli

Hastalik Adi: Behget Hastaligi
Arastirmanin siiresi: 1 y1l
Versiyon no:1
Tarih:17.10.2019

Arastirmaya katilacak goniillii sayisi: 150

"PERK ve HRI Aracili Entegre Stres Yanitin Behcet Hastaligindaki Rolii" adim
verdigimiz c¢alismaya katilma {izere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu ¢alismada yer
almay1 kabul etmeden 6nce calismanin ne amacla ve nasil yapilacagini anlamaniz ve
katilip katilmama dogrultusundaki kararinizi bu bilgilendirme sonras1 6zgiirce vermeniz
gerekmektedir. Arastirma hakkinda sozlii olarak size aktaracagim bilgiler yazili olarak
da bir sonraki boliimde sunulacaktir. Size 6zel hazirlanmis bu bilgilendirmeyi liitfen
dikkatlice okuyunuz, sorulariniza acik yanitlar isteyiniz. Bu belgedeki son boliim onay
islemleri ile ilgilidir. Arasgtirmaya katilmayr kabul ederseniz liitfen bu bolimii
imzalaymiz. Okuma ve yazma konusunda engelleriniz oldugu takdirde bir tanigin
gozetiminde bu belgeyi onaylamaniz istenecek ve gerektiginde parmak iziniz
aliacaktir.

Arastirmanin Konusu:

Behget Hastaligi, ilk kez Prof.Dr. Hulusi Behget tarafindan, agizda ve cinsel bolgede
tekrarlayici yaralar (tibbi olarak iilser veya aft) ve gozde iltihap (iiveit) ile giden tiglii
bulgusuyla tanimlanmistir.. Sonraki ¢aligmalarda Behget hastaliginin gesitli belirti ve
bulgularla bir¢ok sistemi etkileyebilen bir hastalik oldugu gosterilmistir. Behget
hastalig1 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. Hastaligin
yukarida belirtilen ve tarihi “Ipek Yolu” *nun gectigi bu iilkelerde daha sik goriilmesi,
gelisiminde genetik ve/veya cevresel faktorlerin etkili olabilecegine isaret etmektedir.
Tarihi “Ipek Yolu” iizerindeki iilkelerden Behget hastaliginin en sik goriildiigii yer



96

Tiirkiye’dir. Ulkemizin ¢esitli bdlgelerinde yapilan ¢alismalarda hastaligin sikliginimn
100.000 eriskinde 20 ile 421 arasinda oldugu bildirilmistir. Behget hastalig1 erkek ve
kadinlarda yaklasik esit oranda goriiliir. Ancak, 6zellikle géz ve damar tutulumu gibi
Oonemli sistem tutulumlar1 gen¢ erkek hastalarda daha sik ortaya ¢ikmaktadir. Behget
hastalig1 en sik 20—40 yaglar1 arasinda baglar. Bununla birlikte daha az siklikta olmak
tizere cocuklarda ve ileri yastakilerde de Behget hastaligi gelisebilmektedir. Behget
hastaligindan sikca etkilenen alanlar: agiz, deri, cinsel organlar, gozler, eklemler, kan
damarlari, sindirim sistemi, beyindir.

Behget hastalig1 dnceden kestirilemeyen ataklar ve iyilik donemleri ile uzun siireli bir
seyir izlemektedir. Hastaligin belirtileri ve siddeti kisiden kisiye degisebilir. Hastaligin
kesin tanisin1 koyan bir laboratuvar belirteci bulunmamaktadir. Bugiin i¢in tani klinik
bulgularla konulmaktadir. Deri ve mukoza bulgular1 siklikla hastaligin ilk bulgular
olarak karsimiza ¢ikarlar. Bu nedenle hastaligin erken tanisinda biiyiik 6nem tasirlar.

Behget hastaliginda dogal ve kazanilmis bagisiklikta ¢ok sayida bozukluk saptanmustir.
Hastaligin nedeni tam olarak bilinmemektedir. Gelisiminde bagisiklik sistemi
degisikliklerinin yani sira genetik ve bazi ¢evresel faktorlerin (bakteri ve virilis gibi)
etkili olabilecegi diislinlilmektedir Genetik ve ¢evresel etmenlerin birlikte rol oynadigi
bu hastalik tipinde inflamasyon (iltihap) iizerinde etkisi oldugu diisliniilen genler
arastirmamizin konusunu olusturmaktadir.

Arastirmanin Amaci.

Yapacagimiz genetik ¢aligmasinda Behget hastaliginda iltihap (inflamasyon) iizerine
etkisi oldugu diisiiniilen genlerdeki degisimleri Tiirk hastalarda molekiiler yontemlerle
incelemek istiyoruz. Ulasacagimiz sonucun hastalik olusumunda etkili olacak
genlerdeki degisimlerin kesfi ile etkili olacagim diisiinmekteyiz. Bdylesi bir calismaya
katilma karar1 vermeden dnce sizleri ¢aligmanin amaci, riskleri ve yararlar1 konusunda
bilgilendirmek istiyoruz. Asagidaki Molekiiler Arastirmalar icin Bilgilendirilmis
Olur Formunu okuduktan sonra ¢alismaya katilma karari verirseniz formu liitfen
imzalaymiz.

Behcet Hastaligi Hasta Grubu DNA Materyali i¢in Bilgilendirme Onam

“PERK ve HRI Aracili Entegre Stres Yanitin Behget Hastaligindaki Roli ” baslikli
yiksek lisans tez projesinde Behget hastaligmin gelisiminde rol oynadif: dustintilen
aday genlerin Istanbul Universitesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Romatoloji Bilim
Dali’na bagvuranlardan toplanan Behget hastas1 ve saglikli kan 6rneklerinden genetik
yontemler kullanilarak

hastaligin molekiiler ilerleyisinde dogrudan ya da dolayl iligkileri ortaya cikarmak
amaglanmaktadir.

Bu amagla geriye doniik toplanan bu projede kullanilan hasta ve kontrol grubundaki
kisiler bilgilendirilerek, bilgilendirilmis onamlar1 alinacaktir.
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Yapilan genetik calismalar, bu hastalifa genetik faktorlerin yol acabilecegini
diistindiirmektedir. Hastaliga neden oldugu diistiniilen gen ve bu genlerdeki degisimlerin
tayini amaci ile rutin analiz i¢in elimizde olan DNA materyalinden yapilacak analizler
icin sizden herhangi bir iicret ve kan materyali istenmeyecektir. Calismada goniillii
katilim esas alinmustir.

1.Yapilacak islemin tanim ve izlenecek yontem:

Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Romatoloji
Bilim Dali’na basvuran 100 Behget Hastalig1 tanili hasta ve kan alinan hastalarla
akrabalik iligkisi olmayan 50 saglikli kisiden kontrol (donor) grubu olarak kullanilmak
tizere kolunuzdan 10 (1 tiip) ml. kan alinmasi gerekmektedir. Bu kandan, genetik
materyal (DNA/RNA/Serum) ve/veya hiicre elde edilecektir. Aragtirmanin amaci size
yukarida belirtildigi gibi Behget hastalifina yol agtig1 diisiiniilen genlerdeki
degisimlerin profilini tanimlamaktir. Bu ¢alisma Dog. Dr. Neslihan Abaci tarafindan
Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii’nde yiiriitiilecektir.

Eldeki 6rneklerin yetersiz olmasi ya da kullanilamamasi durumunda sizden yeniden kan
Oornegi istenmeyecektir, sadece rutin analiz i¢in gonderilecek olan materyalde
arastirmalar yapilacaktir.

Bu calismaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir. Calismada
goniilli katilim esas almmistir. Sizden alinan kemik iliginden ve kanlardan elde
edilecek biyoloji materyal ( DNA/RNA/ Serum) 6rnekleri yukarida bahsi gegen baska
bir ¢aligma i¢in kullanilmayacaktir.

2. Olasi riskler ve faydalar:

Yapilacak genetik ¢alismada getirebilecegi olasi riskler: Genetik bilginin kullanilmasina
bagl olarak sosyal, ekonomik ve psikolojik sorunlar ortaya cikabilir. Size ait genetik
bilgi kesinlikle gizli kalacaktir. Ancak yaptigimiz testlerin sizin veya ailenizin bir
bireyinin gelecekte bu genetik hastaliktan etkilenecegini ortaya ¢ikarabilecegini
belirtmek isteriz. Bu bilginin kétii yonde kullanilmasi sizi ekonomik ve sosyal yonden
etkileyebilecegi gibi, boyle bir hastaliga sahip oldugunuzu 6grenmeniz sizde psikolojik
sorun da yaratabilir. Sizde bdyle bir varyasyon bulundugunu saptadigimizda
bulgularimiz1 istediginiz takdirde size bildirecegiz. Ancak bu bilgiylr Ogrenmeyi
reddetmek her zaman hakkimizdir. Bu bilgiyi sizin disinizda birisi ile paylasmamiz
sadece sizin izninize bagli olacaktir. Genetik testlerin 6nemli bir riski de bu testler
sonucunda anne ya da babanin biyolojik kimliginin saptanmasidir. Bu durumlarda da
gizlilik ilkesine bagl kalinacaktir.

Olasi1 yararlar: Bu ¢alismanin esas amaci Behget hastaligina neden oldugu diisiiniilen
veya ortaya ¢ikmasini kolaylastiran genetik degisimlerin Tiirk toplumundaki dagilimini
ogrenmektir. Biz bu asamada size dogrudan ya da dolayli bir yararmmin olup
olmayacagini heniiz bilmemekteyiz. Fakat kesin olan bu hastaligin nedenleri konusunda
daha ¢ok sey dgrenebilecegimiz ve boylece gelecekte diger hastalara daha ¢ok yardime1
olabilecegimizdir.
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Diger secenekler: Bu ¢alismaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak
tamamen istege baglidir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide bir degisiklik
olmayacaktir. Yine ¢alismanin herhangi bir asamasinda onaymizi ¢ekmek hakkina da
sahipsiniz.

Uygulanacak islemin yapis1 ve amac1 hakkinda, olasi riskleri ve yararlar tarafimdan,

hastaya, S S
(Goniilli Adr)

anlatilmistir. Sorulan sorular tarafimdan cevaplandirilmis ve cevaplandirilmaya devam
edilecektir. Calismanin devami sirasinda ortaya ¢ikabilecek yeni riskler ve/veya yararlar
tarafimdan katilimciya iletilecektir.

Tarih :

Doktorun imzast:

Aragtirma siiresince 24 saat ulasilabilecek kisiler: Dog. Dr. Neslihan Abaci
Yiiksek Lisans Ogrencisi Irem Coskuntan

Ulasilabilecek Tel. No.” lari: Dahili hat: (0212) 414 20 00 - 31316
Dog. Dr. Neslihan Abaci: 05359680862
Yiiksek Lisans Ogrencisi Irem Coskuntan:05327956700

Ulasim Adresi: Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Aziz Sancar Deneysel Tip
Aragtirma Enstitiisii Genetik Anabilim Dal1 Lab II
Vakif Gureba Caddesi Sehremini 34093 - ISTANBUL

Elektronik Posta Adresi: neslihanabaci@gmail.com / iremcoskuntan@gmail.com
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zin: Sayin Dr ...oocooovoiiiiieeeeeeeeeee, tarafindan ..............cccceeeeeeeenn. (kurum
adl) e (anabilim dal1 adi, iinite ad1 vb.)’ da tibbi bir arastirma
yapilacag1 belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu
bilgilerden sonra boyle bir arastirmaya “katilime1” (denek) olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi1 gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu arastirma sirasinda da biliyllk 6zen ve saygi ile yaklasilacagina
inaniyorum. Arastirma sonuglariin egitim ve bilimsel amaclarla kullanimi sirasinda
kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli gliven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim (Ancak aragtirmacilari zor durumda birakmamak igin arastirmadan
cekilecegimi O6nceden bildirmemin uygun olacaginin bilincindeyim). Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma
dis1 da tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirli
tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi
miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, Dr.
................................. (Doktor ismi),
...................................................................................... (telefon ve adres)’ ten
arayabilecegimi biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayici bir davranisla karsilagsmis degilim. Eger katilmay1 reddedersem, bu
durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini
de biliyorum.

Bana yapilan tim aciklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi basima
belli bir diisiinme siiresi sonunda ad1 gecen bu arastirma projesinde ‘katilimer (denek)’
olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir memnuniyet ve
gonillilik icerisinde kabul ediyorum.

Imzal1 bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.
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GONULLU ONAY FORMU

Yukarida goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z
konusu Klinik arastirmaya kendi rizamla hig¢ bir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1
kabul ediyorum.

Goniilliiniin Adi-Soyadi-imzasi-Tarih - ==mmmm e

[letisim Bilgileri
Tanik olan kisinin Adi-Soyadi-imzasi-Tarih ==-=-=-==mmmmmmmm e

lletisim Bilgileri

Arastirmacinin Adi-Soyadi-imzasi-Tarih - ===memmmmmm e

Iletisim Bilgileri
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ETIK KURUL KARARI

TiC:
ISTANBUL UNIVERSITESI
_ISTANBUL TIP FAKULTESI
KLINiK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

Sayi: 1221 Tarih : 24.10.2019
Konu: Dog. Dr. Neslihan ABACI hk.

Sayin Dog. Dr. Neslihan ABACI
Genetik
ilgi : Genetik Anabilim Dalinin 17/10/2019 giin ve 213254 sayil yazi

Sorumlu arastiriciigini tstlendiginiz ve Yuksek Lisans Ogrencisi Irem COSKUNTAN' in yuratecedi 2019/1211
dosya numarali "PERK ve HRI Aracili Entegre Stress Yanitin Behget Hastaligindaki Rolu" baslikii ¢alisma,
kurulumuzun 18/10/2019 tarih ve 17 sayili toplantisinda gérustlerek etik yénden uygun bulunmus olup, tutanaklar

ekte sunulmustur.

Bilgilerinizi rica ederim.

/

Prof. Dr. A.Yagiz URESIN
istanbul TiR Fdkiiltesi Klinik Aragtirmalar

Etik Kurul Baskani

Eki: Istanbul Tip Fakltesi Klinik Aragtirmalari Etik Kurulu Karar Formu
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PATENT HAKKI IZNI
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INTIHAL RAPORU iLK SAYFASI

PERK VE HRI ARACILI ENTEGRE STRES YANITIN BEHCET
HASTALIGINDAKI ROLU

ORIJINALLIK RAPORU

%D %5 0 %3

BENZERLIK ENDEKSI INTERNET KAYNAKLARI  YAYIMLAR OGRENCI ODEVLERI

BIRINCIL KAYMAKLAR

Submitted to Istanbul University 1
Ogrenci Odevi %
nek.istanbul.edu.tr:4444 1
Internet Kaynagi %
Submitted to Batman University <o
Ogrenci Odevi %
studylibtr.com 4
'Interne’?:(aynagl <%

www.istanbulsaglik.gov.tr 1
Internet Kaynag Blik-8 <%
Submitted to Ankara University <o

Ogrenci Odevi %
adudspace.adu.edu.tr:8080 <o

Internet Kaynagi %

ar.scribd.com 4
Internet Kaynag <%

www.embopress.or 4
Internet Kaynagi P g <%
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OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi frem Soyadi Coskuntan
Dog.Yeri |Istanbul Dog.Tar. [07.07.1978
Email iremcoskuntan@gmail.com Uyrugu T.C.
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yili
Yiik.Lis. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii- Genetik 2021
Lisans Uludag Universitesi-Fen Edebiyat Fakiiltesi-Biyoloj 1998
Onlisans T.C. Sisli Meslek Yiiksekokulu- Radyoterapi 2017
Lise Kurtulug Lisesi 1994

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Yil)
1. Tibbi Satis Temsilcisi Interpharm flag 2016- Halen
2. Bolge Sorumlusu Optimer Saglik (BABE) 2015-2016
3. Uzman danisman Denizay Eczanesi 2014-2015
4. Tibbi Satis Temsilcisi Istanbul Kozmetik 2012-2014
5. Tibbi Satis Temsilcisi Assos Pharmaceuticals 2010-2012
6. Tibbi Satis Temsilcisi Taymed Saglik Uriinleri 2006-2008
7. Tibbi Satig Temsilcisi Ibrahim Etem — Menarini 2005-2006
8. Tibbi Satig Temsilcisi Aventis / Hoechst Marion Roussel 1999-2004
9. Tibbi Satis Temsilcisi BIOFARMA ilag San. ve Tic. A.S. 1998-1999
Yabana |Okudugunu . . KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konusma* | Yazma Puam Puani
Ingilizce |lyi Orta Iyi 72.500
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin
Sayisal Esit Agirhik Sozel

ALES Puam 77.25730 74.22561 76.15445
Bilgisayar Bilgisi

Program Kullanma becerisi

MS OFFICE Cok iyi

Yayinlary/Tebligleri Sertifikalari/Odiilleri

Ozel Tlgi Alanlar1 (Hobileri): Sinema, Miizik, El isleri, Kitaplar, Kore mutfag
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