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Amag: Behcet hastaligi (BH) genel olarak tekrarlayan oral aftlar, ge-
nital Glserasyonlar, deri lezyonlari ve liveit ile karakterize olan kronik
inflamatuar bir hastaliktir. BH'nin etiyopatogenezini aydinlatmayi
hedefleyen pek ¢ok genetik calisma bulunmaktadir. Bu calismada
IL-10'da bulunan rs1554286 tek nukleotid polimorfizmi (SNP) ve IL-
10 gen ekspresyonunun BH'Inda incelenmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Bu calismada DNA ve RNA izolasyonu icin Beh-
cet Hastalar (n=45) ve saglikli kontrollere (n=28) ait kan ornekleri
toplanmis ve rs1554286 SNP genotiplemesi gercek zamanli PZR ile
calisiimistir. Yeterli miktarda RNA elde edilen 6rneklerden (29 BH,
23 saglikh kontrol) cDNA elde edilerek IL-10 gen ekspresyonu ya-
pilmistir.

Bulgular: /L-10 geni ekspresyon ve SNP genotiplemesi sonucunda
BH ve saglikli kontroller arasinda istatistiksel olarak anlaml bir so-
nu¢ bulunmamistir.

Sonug: Behcet hastalari ve saglikl kontroller arasinda IL-10 geni
ekspresyon ve SNP genotiplemesi karsilastirmasi yapilan calis-
mamizda iki grup arasinda fark saptanmamistir. Bu durum c¢a-
lismamizdaki 6rneklem sayisinin azligi nedeniyle ortaya cikmis
olabileceginden daha ytksek 6rneklem sayili calismalara ihtiyag
duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Behcet hastaligi, IL-10, rs1554286

GiRiS

Behcet Hastaligi (BH), Tirk dermatolog Hulusi Behcet ta-
rafindan ilk kez 1937 yilinda tekrarlayici oral aft, genital
Ulserasyon ve Uveit ile birlikte ¢ semptomlu kompleks bir
hastalik olarak tarif edilmistir. BH tanisi, bircok tlkeye gore
farkhhklar gostermekle beraber tanisi ancak tani kriterleri
kullanilarak konulmaktadir (1,2).

ABSTRACT

Objective: Behget's disease (BD) is a chronic, recurrent and in-
flammatory disorder characterized by oral and genital aphthous
ulcerations, uveitis, skin lesions and skin pathergy reaction. There
are many genetic studies focused on determining BD etiology.
In this study, we aimed to investigate IL-10 gene expression and
rs1554286 single nucleotide polymorphism (SNP) which is located
in IL-10 gene.

Material and Method: In this study, the blood specimens of BD
patients (n=45) and healthy controls (HC) (n=28) were collected for
RNA and DNA extraction. We genotyped rs1554286 from the DNA
samples (45 BD, 28 HC) using real time PCR. We identified the IL-10
gene expression levels from cDNA samples of patients with suffi-
cient sample amounts (29 patients with BD and 23 HCs).

Results: We compared the expression levels of /L-10 gene and also
genotyping analysis, and no significant difference was observed
between BD patients and HC.

Conclusion: In our study, which compared IL-710 gene expression
and SNP genotyping between Behcet patients and healthy con-
trols, no difference was found between the two groups. Since this
may have occurred due to the low number of samples in our study,
studies with higher sample numbers are needed.

Keywords: Behcet's disease, IL-10, rs1554286

Kronik inflamatuar bir bozukluk olarak bilinen BH'nin eti-
yolojisi bilinmemektedir. BH'na genetik yatkinlik gésteren
bireylerde goriilen immiinolojik anormalliklerin nedeninin
mikrobiyal patojenler oldugu ileri striilmektedir. BH'nda
artmis monosit ve lenfosit sitokin sekresyonu, 6zellikle Th1
tipi proinflamatuar sitokinlerin artmis ekspresyonu, genel-
likle BH'nin aktif doneminde belirgindir. Bunun yaninda
Behcet hastalarinda gériilen oligoklonal T hiicre genisle-
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mesi, BH'nin immiinopatogenezinde gérilen immin yanitin
antijen kaynakl oldugunu gostermektedir (3).

insan genomu, topluluklar arasinda gériilen genetik farkliliklar,
hastaliklara yatkinlk, duyarlilik ve direncten sorumlu, fenotipte
degisikliklere neden olan milyonlarca tek niikleotid polimorfiz-
mi (SNP) ve kopya sayi degisiklikleri (CNV) icermektedir. Epide-
miyolojik ve biyomedikal arastirmalar, farkh topluluklarda hasta
bireyler ve saglikh kontroller arasindaki SNP farkliliklarini ortaya
koymaktadir. Bu farkhliklarin ortaya ¢ikmasi ve hastaliklara yat-
kinliga neden olan genlerin belirlenmesi icin baglanti analizi
calismalari yapilmaktadir. 2005 yilinda Karasneh ve arkadaslari-
nin, HLA disi lokuslardaki BH'ye yatkinlik genlerinin belirlenmesi
amaciyla ¢oklu ailelerde uyguladiklari ilk tim genom baglanti
analizi calismasinda, 12p12-13 ve 6p22-24 lokuslarini hastaliga
yatkinlkta en gii¢li aday bolgeler olarak géstermis ve bu calis-
mada ilk kez BH icin 14 potansiyel yeni lokus belirlenmistir (4).

Bugiine kadar BH genetik yatkinhgi ile ilgili bircok genom boyu
iliskilendirme (GWAS) calismalari yapilmistir. Bu calismalarda
Japon, Tirk, Cin ve diger topluluklarda, BH ile IL23R-IL12RB2,
IL10 ve STAT4 gibi lokuslarda yer alan SNP'ler iliskilendirilmistir
(5,6,7,8).

2010 yilinda Mizuki ve arkadaslarinin Japon toplumunda ve
Remmers ve arkadaslarinin ise Tiirk toplumundaki Behcet has-
talan ile yirittiigi iki Genom Boyu iliskilendirme Analizleri
(GWAS) calismasinin sonuclarina gore; Mizuki ve arkadaslari-
nin BH grubundaki ¢alismasinda; kromozom 1p31.3' te, IL23R-
IL12RB2 lokuslarinin intergenik bolgesinde yer alan rs12119179
ve 1932.1de IL-10 lokusunun 3. intronunda lokalize olan
rs1554286 tek niikleotid polimorfizmleri BH ile iliskili olarak
belirlenmistir. Bu c¢alismanin replikasyon asamasinda, Rem-
mers ve arkadaslarinin Turk toplumunda calistigi 6rnekler ve
Koreli Behcet hasta 6rnekleri, anlamlilik degerine ulasan 3 SNP
(IL23R-IL12RB2'de rs1495965; IL-10'da rs1800872 ve rs1800871)
icin taranmis ve IL23R-IL12RB2 bolgesindeki rs1495965, Tirk
toplumunda BH ile iligkili bulunmus fakat Korelilerde anlamli-
hda ulagmamistir. Bu calismada, rs1495965'in hastalikla iliskili
alelinin her t¢ toplulukta da BH icin artmis risk aleli oldugu gos-
terilmistir. IL-10 bolgesindeki her iki SNP ise; hem Tiirk ve Ko-
relilerde yapilan replikasyon calismasinda, hem de meta analiz
sonucunda en anlamli iliskiyi gostermistir (5).

Turk toplumundaki GWAS calismasinda; Japon toplumunda yu-
ratdlen calismada tanimlanmis olan /L-70 ve IL23R-IL12RB2 bol-
geleri tekrar detayl haritalanmis, IL-10 lokusunda rs 1518111 ve
IL23R-IL12RB2 lokusunda rs924080 SNP’leri BH ile iliskili varyant-
lar olarak belirlenmistir (p<0.0001). Bu ¢calismada ek olarak, IL-10
geninde bulunan rs1518111 haplotipini heterozigot tasiyan se-
kiz saglikli kisinin monositlerinden izole edilmis pre-mRNA lar-
da, her iki alelin (hastalik ile iliskili kopya ve normal alel kopyasi)
rolatif ekspresyon farkhligi dl¢llerek alelik dengesizligi belirlen-
mistir. Sekiz kisinin hepsinde rs1518111 A* alelinin pre-mRNA
transkripti, G alelini tasiyan transkriptler ile karsilastirldiginda,
A* aleli diislik seviyelerde bulunmustur (A: hastalikla iliskili alel,
G: normal alel). Ozellikle anti-inflamatuar bir sitokin olan IL-
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10'un disuk seviyede liretimine neden olan genetik varyasyon-
larin BH patogenezinde gelisen inflamasyon ile iliskili oldugu ve
hastaliga yatkinlik riskini arttirdigi gosterilmistir (6).

Remmers ve arkadaslarinin BH genom boyu analiz calismasin-
da, IL-10 bolgesindeki varyasyonlarin ve hastalikla iliskili haplo-
tipe sahip alel kopyasinin IL-10'u ¢cok diisiik seviyelerde ekspre-
se ettigi bulunmus ve IL-10’un diisiik doz Gretimine neden olan
genetik varyasyonlarin BH patogenezinde gelisen inflamasyon
ile iliskili oldugu ve hastahga yatkinlk riskini arttirdigi gosteril-
mistir. Behcet Hastalarinin kullandigi ilaglar, calisilan bdlgedeki
genlerin ekspresyonlari lzerinde degisikliklere neden olabi-
leceginden dolayi, Behcet hastalarinda belirlenen hastaliga
yatkinlik bolgelerindeki varyasyonlarin ekspresyon calismalari
icin bu varyasyonlara sahip olan ve olmayan saglikli génilluler
tercih edilmistir. IL-10 aktivitesinin BH'nda 6nemli rol oynadigi
gosterilmistir (6). Bu iliskinin altinda otoantikor gelisim meka-
nizmalarinin yatiyor olmasi mimkindir. Bu calismada /L-70
geni lizerinde yer alan rs1554286 SNP'nin ve /L-10 ekspresyo-
nunun BH'nda incelenmesi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Hasta ve Kontrol Grubu

Bu calismada 1.U., L.T.F. Néroloji Anabilim Dali, ic Hastaliklari
Anabilim Dali ve Romatoloji Bilim Dal’'nda BH tanisi ile izlenen
ve tedavi edilen, yas araligi 18-55 olan toplam 45 hasta ve aile-
sinde veya kendisinde BH tanisi konulmamis 28 saghkh birey
kontrol olarak degerlendirilmistir.

Calismamizda kullanilan érnekler icin I.T.F. Klinik Arastirmalar
Etik Kurul (1033 sayili 25.06.2012 tarihli) onayi alinmistir.

Ornekler toplanirken géniillii bilgilendirme formu imzalatilmis
olup, ornekler -80°C'de ¢alisma icin saklanmistir.

DNA izolasyonu
Tuz ¢oktlirme metodu ile DNA izolasyonu yapilmis ve elde edi-
len DNA'lar kullanilana kadar -20°C'de saklanmistir.

RNA izolasyonu

Hasta ve saglikli kontrollerden EDTA'll tiip icerisine alinan pe-
riferik kan 6rneklerinden “RNeasy Mini Kit” ile RNA izolasyonu
gerceklestirilmis ve RNA konsantrasyonu ve kalitesinin tayi-
ni icin spektrofotometre (nd-1000, NanoDrop Technologies,
Inc., Wilmington, USA) kullanilmistir. Ornekler calisilana kadar
-80°C'de muhafaza edilmistir.

cDNA Sentezi

Elde edilen RNA 6rneklerinden High Fidelity cDNA sentez kiti
(Roche) kullanilarak cDNA sentezi yapilmistir. Ornekler son
konsantrasyon degeri 500 ng/ul olacak sekilde sulandiriimis ve
her bir 6rnek icin asagida verilen miktarlar kullanilarak karisim
hazirlanmistir. Daha sonra; 45°C 30 dk ve 85°C 5 dk inkiibe edi-
lerek -20°C'de calisincaya kadar saklanmistir.

IL-10 Geni Ekspresyonu
IL-10 geni kantitatif ekspresyon ol¢imi icin gercek zamanl
kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) (LightCycler, Ro-
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che Diagnostics GmbH, Germany) kullanilmistir. Arastirilacak
olan genlerin ifade diizeyleri sayisal olarak 6l¢ctilmustir. Her bir
genin konsantrasyonu "Light cycler" programi ile belirlenmis.
IL-10 ve GAPDH (house-keeping) geni icin kullanilan primer di-
zileri Tablo 1'de verilmistir. IL-10'nun anlatim miktarini rolatif
olarak hesaplamak icin “AACt yontemi” kullaniimistir.

rs 1554286 SNP Genotiplemesi
SNP genotiplemesi icin gercek zamanli PZR (LightCycler, Roc-
he Diagnostics GmbH, Germany) kullaniimistir. Arastinlan rs
1554286 numarali SNP'nin erime egrisi (melting curve) analizi
ile genotiplendirilmesi yapilmistir. rs 1554286 icin kullanilan re-
ferans dizisi Tablo 2'de verilmistir.

istatistiksel Hesaplamalar

Gen anlatimi ve genotiplemenin ¢alisma gruplari arasindaki
farki, Student'’s t ve ki-kare testi kullanilarak yapilmis ve p<0.05
degeri anlamli kabul edilmistir. istatistiksel analiz icin Graph-
pad Prism 8 programi kullaniimistir.

BULGULAR

IL-10 geninin mRNA ekspresyonlarinin hasta ve saglikl
kontrol gruplari arasinda karsilastirilmasi

Yapilan istatistiksel analizde, hasta bireylerin I6kositlerinde
IL-10 ekspresyon diizeylerinin saglikh bireyler ile karsilastiriima-
sinda anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p=0.463) (Sekil 1).
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Sekil 1. mRNA ekspresyon diizeyi.

Genotipleme sonuclarinin hasta ve saglikli kontrol gruplari
arasinda karsilastiriimasi

Yapilan istatistiksel analizde, hasta bireylerin rs1554286 SNP
alel ve genotipleme sikliklari saghkh bireyler ile karsilastiriimis
ve ki-kare testi sonucunda anlamli bir farklihk gézlenmemistir
(Tablo 3).

Tablo 1. Gercek zamanl kantitatif PZR'de kullanilan hedef ve referans genlerin primer dizileri

Gen adi Forward Primer Reverse Primer Uriin Bant Uzunlugu
IL-10 gat gcc ttc agc aga gtg aa gca acc cag gta acc ctt aaa 105 bg
GAPDH ccc cgg ttt cta taa att gag c cac ctt ccc cat ggtgtc t 127 bg
Tablo 2. rs1554286 referans dizisi
GGCGCTGTGTAAGTAGCAGATCAGTT [ C/T ] TTTCCCTTGCAGCTGCCCCCAAAAT
Tablo 3. rs 1554286 SNP alel ve genotipleme dagilimi

Behcget Hastasi Saghkl Kontrol
Genotip n (%) n (%) p degeri
CcC 22 (49) 14 (50) 1.0
TC 15 (33) 12 (43) 0.46
1T 8(18) 2(7) 0.71
Toplam 45 28

Behcet Hastasi Saglikl Kontrol
Alel n (%) n (%) p degeri
C 59 (65.6) 40 (71.4) 0.27
T 31 (34.4) 16 (28.6)
Toplam 90 56
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TARTISMA

Bugline kadar farkl topluluklarda, BH'nda IL-710 gen ekspreyon
seviyelerinin ve farkli IL-710 SNP’lerinin incelendigi bircok calisma
bulunmaktadir. Bu calismada, Tiirk Behcet hastalarinda da bulu-
nan rs1554286 SNP'si ve IL-10 ekspresyonu arastiriimistir.

Remmers ve arkadaslarinin BH GWAS calismasinda, /L-710 bol-
gesindeki varyasyonlarin, ve hastalikla iliskili haplotipe sahip
alel kopyasinin IL-10'u ¢ok dislik seviyelerde eksprese ettigi
bulunmus ve IL-10°un disiik doz Uretimine neden olan genetik
varyasyonlarin BH patogenezinde gelisen inflamasyon ile iliskili
oldugu ve hastaliga yatkinlik riskini arttirdigi gosterilmistir (6).
Ayrica Remmers ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada,
IL-10 geni Uzerinde bulunan rs1518111 SNP'nin, saglikh kont-
rollerin monosit hiicrelerinde IL-10 geni ekspresyon seviyesi
incelenmistir. Genin ekspresyon seviyeleri saghklilarin A ve G
alelleri ile karsilastirildiginda, G aleline sahip olan sagliklilarda,
A aleline sahip olan saglikhlara gore yuksek ekspresyon seviyesi
g6zlenmistir. A/G degisimi BH ile iliskilendirilmis ve antiinflama-
tuar hastaliklarda artan IL-70 geni seviyeleri bildirilmistir (5). Bu
calismada, Behcet hastalarinin /L-70 mRNA ekspresyon seviyele-
ri saglikli bireyler ile karsilastiriimis ve anlamli bir sonug elde edi-
lememesine ragmen hasta grubunda saglikli gruba gore artan
bir ekspresyon seviyesi gdzlenmistir.

Afkari ve arkadaslarinin iranli Behcet hastalarinda yaptiklari calis-
mada /L-10 geninde yer alan rs1800872 incelenmis, IL-10 gen eks-
presyonu ve IL-10 serum seviyeleri calisilmistir. rs1800872 A aleli
Behcet hastalarina kiyasla kontrollerde anlamli olarak daha az
gorllmus ve IL-10 gen ekspresyon seviyesinin de kontrollere gére
Behcet hastalarinda azalmis oldugu belirlenmistir. Bu calisma-
da rs1800872 A alelinin IL-10 gen ekspresyonunu dizenleyerek
BH'da genetik yatkinliga neden olacagi sonucuna varilmistir (9).

Yu ve arkadaglarinin Cinli Behget hastalarinda yaptiklart GWAS
tekrar calismasinda ise daha onceki calismada belirlenmis 26
aday SNP incelenmis ve /L-10'da rs1800871 ve IL23R-IL12RB2 bdl-
gesinde yer alan rs924080 SNP'leri dogrulanmistir. Bu calismada
ayni zamanda IL-10 geni ve IL23R-IL12RB2 bolgesinde iki yeni yat-
kinlik SNP’i (rs3024490 ve rs12141431) daha belirlenmistir. Ayni
zamanda ¢alismada /L-10'da yer alan rs3024490/TT genotipini ta-
styanlarda azalmis IL-10 gen ekspresyonu gézlenmistir (10).

Alipour ve arkadaslarinin iranli Behcet hastalarinda yaptiklari
bir calismada, IL-10 ekspresyon seviyelerinin BH hastalarinda
kontrole kiyasla diisiik oldugunu ve IL-10 geni promoter bdl-
gesindeki metilasyonun IL-70 mRNA seviyesi diislik olan hasta
grubunda yiksek oldugunu belirlemis ve IL-70 geni promoter
hipermetilasyonunun dusik /L-70 mRNA seviyelerine nedeni
olacagini belirtmislerdir (11).

Monosit, Th2 ve Treg hiicrelerinden uretilen IL-10, inflamasyo-
nu kontrol edip immun yaniti duzenlediginden IL70 geninin
ekspresyonunun azalmasi durumunda otoimmiinite diizenle-
nememektedir. Yapilan giincel calismalarda IL70 geni lzerinde
olusan polimorfizmler ve promotor bdlgesinde olusan hiper-
metilasyonlar, Behget hastalarinda IL70 geninin ekspresyon se-

Sehitoglu Tasar ve ark.
Behcet Hastaliginda /L-70 Gen Ekspresyonu ve rs1554286

viyesinin saglikli kontrollere gére daha diistik oldugunu gdster-
mistir (9,10,11). Bazi calismalarda BH'da IL-10 dizeyinin diistik
bulunmasina ragmen bizim calismamizda benzer bir sonug be-
lirlenmistir. IL-10 duizeyinin diisiik bulundugu calismalarda atak
ve tedavi durumlari belirtilmemistir. Klinik aktivitenin karistirici
bir faktor olarak dikkate alinmamig olmasi farkli calismalarda
farkh sonuglarin elde edilmesi ne neden oldugu disunilebilir.

Bugline kadar Tirk Behget hastalarinda bazi IL-10 SNP'leri bu-
lunmus ve dogrulama calismalari yapilmistir. Bu ¢calismamizda
yeni bulunan rs1554286 SNP'nin Tirk toplumunda dogrula-
masini amacglamis olmamiza karsin; Japon Behcet hastalarinda
anlamli bulunan rs1554286 SNP’si icin Turk Behget hastalarinda
anlamli sonug elde edilmemistir.

IL-10 geninde hastalik yatkinhgr ile iliskili farkli SNP’lerin belir-
lenmesi etnocografik farkliliklari gostermektedir. IL-10 Ureti-
mini etkileyen SNP’lerin toplumlar arasinda farklh olmasi BH'da
IL-10 ekspresyon degisiklikleri etkilemektedir. Ayrica bugiine
kadar yapilan ¢ogu calismada BH atak donemlerinin ve tedavi
faktorlerinin de hesaba katilmadigi gorilmektedir.

SONUC

Sonug olarak, hastalarin klinik tablolari tekrar ele alinarak,
hastaligin farkli tutulum gdsteren alt gruplarinin esit dagihm
gosterdigi genis hasta gruplarinda ekspresyon ve genotipleme
analizlerinin tekrarlanmasi calismanin dogrulanmasi agisindan
uygun olabilir.
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