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Ozet: Behget hastaligi diinyada ilk kez 1937 yilinda bir Tiirk
dermatolog olan Prof. Dr. Hulusi Behget tarafindan
tekrarlayan oral aft, genital iilserasyon ve hipopiyonlu
iridosiklitten olusan ayri bir antite olarak tamimlanmigtir.
Bu sendroma 1947 yilinda Behget Sendromu, Morbus
Behget veya Behget hastaligi(BH) denilmis ve tip
literatiiriine gecmigtir. Ailevi vakalar hastalikta genetik
faktorleri akla getirirken cografi dagilim ise ¢evresel
etkenlerin rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

BH kronik zeminde akut ataklarla seyreden ve ataklar
swrasinda ¢ok zengin sitokin salinmasun izlendigi bir
hastaliktir. Cok sayida proinflamatuvar sitokin, kemokin ve
ozellikle T helper 1 tipindeki sitokinlerin hastalik aktivitesi
ile alakali oldugu gosterilmistir. Bizde bu yoldan hareket
ederek Behget hastaliginda TNF-o -308(G/A) promotor
polimorfizmini aktif, inaktif ve goz tutulumlu fazlarda
arastirilmasint amagladik.

Dermatoloji ve G6z Hastaliklar1  Anabilim  Dallarina
basvuran 30 Behget hastast ve 10 kontrolden 2ml EDTA’li
kan drnegi almarak, DNA izolasyonlari yapildi. DNA
orneklerinden PCR-RFLP metoduna dayali olarak gen
polimorfizm ¢aligsmast yapildi.

CalistlanTNF-a. -308(A/G) polimorfizmi ile Behget hastaligi
arasinda bir iliski bulunamamigtir.

Ozellikle Behget hastaligiin  TNF-o. geni -308(A/G)
promotor polimorfizminin istatistiksel degerlendirilmesinde
hasta sayisimin artirllarak yeniden ¢alismanin yapilmasiyla

anlamsiz  bulunan promotor polimorfizminin  anlamh
kilinabilecegini diigiintiyoruz.
Anahtar kelimeler: Behget Hastaligi, sitokin, mRNA

ekspresyonu, gen polimorfizmi
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Abstract:  Behcet disease first described in 1937 by
Turkish Dermatologist Prof Dr. Hulusi Behcet is
characterized as a distinct entity by recurrent oral
aphthous and genital ulceration and iridocyclitis with
hypopyon. The disease was named Behcet Syndrome,
Morbus Behcet or Behcet Disease and took its place in
the literature. Whereas familial cases suggest the genetic
basis of the disease, geographical distribution of the
cases suggests that environmental factors may also play a
role in the disease progression. BD is a chronic disorder
characterized by acute attacks and simultaneous
secretion of cytokines in abundance. Previous studies
show that considerable number of proinflammatory
cytokines, chemokins and especially type 1 helper T cell
(Thl) cytokines have the effect on disease activity.
Therefore, the aim of the study is to investigate promoter
polymorphism of TNF-a -308(G/A) in the patients with
active, inactive clinic and BD symptoms in the eyes.
Genomic DNA isolated from 2ml blood sample taken in
EDTA containing tube from control groups and BD
patients applying to Dermatology and Ophthalmology
Departments. Cytokine polymorphisms analyses were
performed from DNA samples using PCR based RFLP
method.

No significant differences were found between control
and patients groups in terms of promoter polymorphism
of TNF-a -308(G/A) in the study.

We believe that new studies with larger number of
patients are needed to get significant results in promoter
polymorphism of TNF-o. -308(G/A).
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*Bu arastirma Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan B.352 nolu proje ile
doktora tezi olarak desteklenmistir .
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Hipokrat’tan itibaren hatta tartismali olsa da ondan
onceki zamanlardan itibaren benzer hastalar tanim-
lanmig olmasina ve modern tip alaninda tanimlana-
na kadar hastalik 6zelliklerini tasiyan bir¢ok olgu
bildirimi bulunmus olmasina ragmen, Behget has-
taligi(BH) diinyada ilk kez 1937 yilinda bir Tiirk
dermatolog olan Prof. Dr. Hulusi Behget tarafindan
tekrarlayan oral aft, genital iilserasyon ve
hipopiyonlu iridosiklitten olusan ayri bir hastalik
olarak tanimlanmigtir. Bu hastaliga 1947 yilinda
Behget Sendromu, Morbus Behget veya Behget
hastaligi denilmis ve tip literatiiriine gecmistir.
Baglangigta ticlii semptom kompleksi olarak tanim-
lanan hastaligin, yillar iginde tiim sistemleri tutabi-
len kronik multisistemik bir hastalik oldugu anla-
stlmigtir. Behget hastaligi tanisi, bir¢ok iilkeye,
klinige gore farkliliklar gosterebilmekte ve tanisi
ancak tami kriterleri kullanilarak konulmaktadir

).

BH, en sik tarihi ipek yolu cografyasi boyunca
yerlesim gosteren Akdeniz ve Dogu Asya kokenli
etnik gruplan etkiler ve genellikle 20-35 yas ara-
sinda baglar. Tiirk iran olgularinda hafif erkek iis-
tinliigli goze carparken, Japon ve Kore Behget
olgu gruplarinda oran hafifce kadinlar lehine yiik-
selir. Cocukluk caginda daha az goriiliir. Hastaligin
geng erkek olgularda daha agir seyrettigi bilinmek-
tedir. Tiirkiye’de yapilan iki ¢aligmada prevalans
110-420/100.000 olarak bildirilmistir. Hastalik
prevalansmin Japonya’da 13-20/100.000, Ingiltere
ve Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde ise 1-
2/100.000 oldugu tahmin edilmektedir (2, 3).

Ailevi vakalar hastalikta genetik faktorleri akla
getiritken cografi dagilim ise ¢evresel etkenlerin
rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Avrupa
wrkinda Giiney bolgelerde Kuzey Avrupa’ya gore
daha sik goriilmektedir. Almanya’da yasayan Tiirk-
lerde siklik beklenildigi gibi diger irklara oranla
daha fazla saptanmis ancak Tirkiye’de yasayan
irkdaglarina gére daha az risk altinda olduklar1 g6-
rilmiistiir (1).

Behget Hastaliginda en sik c¢alisilan genetik lokus
insan lokosit antijen(HLA) komplexidir. Hastalik
egilimi, HLA-B genindeki polimorfizmlerle 6zel-
likle HLA-B51 ile olan iligkisi goriilmektedir(4).

BH kronik zeminde akut ataklarla seyreden ve
ataklar sirasinda ¢ok zengin sitokin salinmasinin
izlendigi bir hastaliktir. Cok sayida
proinflamatuvar sitokin, kemokin ve ozellikle T
helper 1 tipindeki sitokinlerin hastalik aktivitesi ile
alakali oldugu gosterilmistir. Behget hastaliginda
Tumor Nekrosis Faktor-alfa(TNF-a), Interferon
Gama(IFN-y), Interlokin-1(IL-1), Interldkin-8(IL-
8), Interldkin-12(IL-12), Interldkin-18(IL-18),
soluble IL-2 Reseptorii( TNFR-75) serum seviyeleri
yiikkselmis  olarak  bulunmustur. T-helper 2
sitokinlerinden sadece IL-10 yiiksek bulunmus
ancak bu inhibitdr sitokinin yiiksekliginin daha
ciddi inflamatuvar reaksiyon olusumunu engelle-
mek i¢in oldugu diistiniilmiistiir.

BH’inda bu kadar yogun proinflamatuvar
sitokinlerin salmiminin gosterilmesi akla genetik
zeminli bir regulatér mekanizma bozuklugunu ge-
tirse de simdiye kadar gosterilmis bir sitokin gen
polimorfizmi yoktur.

Timor nekrozis faktor alfa (TNF-a), kasektin ola-
rak da adlandirilan ve 17-70kDa agirhiginda bir
sitokindir (5). Homotrimer bir yapiya sahip olan
TNF-a, 6zellikle makrofajlar ve monositler olmak
iizere fibroblast, endotel hiicreler, adipositler, B
hiicreleri gibi birgok hiicre tarafindan iiretilmekte-
dir (6-8). 6p21.3 kromozomu iizerinde bulunan gen
tarafindan iretilen TNF-o, ileri derecede
pleiotropik (tek bir sitokin birden ¢ok hiicre tipi
iizerine etkili olabilir) bir sitokindir. TNF-o 6zel-
likle lipit metabolizmasi, koagiilasyon, insiilin re-
zistans1 ve endotel lizerine etki etmektedir. IL-1 ve
IL-6 ile birlikte inflamatuar olaylarda sitokin
kaskadini harekete gegirmede rol oynar.

TNF-q, interferon gama (IFNy) ile birlikte immiin
cevap lizerine giiclii bir etkiye sahiptir. TNF-a’nin
biyolojik etkisi konsantrasyonuna baghdir. Diisiik
konsantrasyonlarda (~10-9 M) TNF-a, lokal ola-
rak immiino-inflamasyonun otokrin ve parakrin
diizenleyicisidir (9). Yiiksek konsantrasyonlarda
TNF-a, endokrin hormon gibi etki etmektedir. Ay-
rica IFNy, TNF-o’ nin birgok biyolojik etkisini
hizlandirmaktadir.
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TNF-0 inflamatuar cevabin aktivasyonunda ve
regiilasyonunda ana rol oynamaktadir. TNF-a; IL-
1, IL-6, IL-8 ve IL-10’nun sentezini arttirir. Ayrica
endotoksin, IL-1, TNF-a ve IL-6 da TNF-a
sekresyonunu arttirmaktadir.

Behget hastaligina iligkin yapilan yiizlerce g¢alis-
mada heniiz tam olarak gorevli ne bir gen ne de
bir genetik bir mekanizma kesfedilememistir.
Sadece simdiye kadar BH etyolojisinde rol oyna-
mas1 muhtemel siipheli genler kesfedilebilmistir.
Bu genlerin Behget hastaliginin gelisiminde ne
kadar etkin oldugunu ve nasil bir rol aldig1 heniiz
bilinmemektedir.

Bu calismada Behget hastaligi ile ilgili sorulara
cevap bulabilirsek ilerde bu hastaligin kesin gene-
tik mekanizmasimin tam olarak tespit edilmesine
ve Behget hastalarmin tedavi siireglerine katkida
bulunabilecegimizi diigiiniiyoruz.

GEREC VE YONTEM
Kan Orneklerinin Toplanmasi

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik kurul ko-
misyonundan onay almarak yapilan caligmada
Dermatoloji ve Goz hastaliklar1 Anabilim Dali’na
basvuran aktif, inaktif ve goz tutulumlu fazlarinda
olan Behget hastalarindan Hasta Onam formlari
imzalatilarak kan 6rnekleri toplanmigtir. Daha son-
ra bu kan drneklerinden Magna Pure LC cihazinda
(Roche) TNF-a -308(G/A) gen polimorfizm ¢alig-
malari i¢in DNA izolasyonu yapildi.

Bu calismada 30 Behget hastas1 ve 10 kontrol kisi
kullanild1. Behget hastalar1 kendi i¢cinde 10 aktif,
10 inaktif, 10 goz tutulumlu olarak gruplar belir-
lendi .

TNF-a Geni -308(G/A) Polimorfizmi

TNF-alfa geni -308 gen polimorfizmi igin TNF-
alfa geni -308(A/G) polimorfizm bdlgesine uygun
primerlerle PZR islemi gerceklestirildi.

TNFa-308F 5-AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT
TNFa-308R 5-TCCTCCCTGCTCCGATTCCG

Taheri S, Borlu M, Tagdemir S, Evereklioglu C, Saat¢i C, Ozkul Y

PZR icerigi:

10X PZR Buffer Sul

MgCl (25mM) 3ul
dNTP (2.5mM) 3ul
PrimerR (10pm) 3ul

PrimerF (10pm) 3ul
DNA o6rnegi Sul

Taq DNA Polimeraz 0.5ul

Toplam voliim 50 pl’ye tamamlandi ve PZR islemi
gerceklestirildi.

PZR Program
95°C 5dak
95°C 1dak
60°C ldak » 30 siklus
72°C 1dak
72°C Sdak

PZR islemi gerceklestirildikten sonra iiriinler %
2’lik agaroz jelde kosturularak kontrol (107 bg)
edildi. Kontrol edilen iiriinler Ncol Restriksiyon
enzimi ile muamele edildi.

Ncol Restriksiyon Enzim Muamelesi:
10X Reaksiyon Buffer 2.5ul
PZR Ornegi 15l
Enzim (Ncol RE) 1l

Toplam voliim 25 pl ye distile su ile tamamlandik-
tan sonra 37°Cde 1 gece inkiibe edildi. inkiibasyon
isleminden sonra iiriinler % 3liikk agaroz jelde kos-
turuldu. Normal genotip i¢in; 87 bg, 20 bg,
heterozigot genotip i¢in 107 bg, 87 bg, 20 bg,
homozigot mutant genotip i¢in 107 bg iiriin elde
edildi (10).
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BULGULAR

TNF-0 Geni -308(G/A) Gen Polimorfizm
Bulgular

TNFa-308F ve TNFa-308R kodlu primerler kulla-
nilarak TNF-a -308(G/A) polimorfizmi i¢in yapi-
lan PCR-RFLP ¢alismasinin sonuglari Tablo I’de
verilmistir. Buna gore aktif hasta grubunda 10 nor-
mal, inaktif hasta grubunda 9 normal, 1
heterozigot, goz tutulumlu grupta 7 normal, 3

heterozigot, kontrol grubunda ise

10 normal

genotip tespit edilmistir. TNF-a -308(G/A)
polimorfizminin agaroz jel goriintlisii Sekil 1°de
verilmistir.

Behget hastaliginda aktif, inaktif, goz tutulumlu
hasta gruplar1 ve kontrol grubu arasinda TNF-a
geni -308(G/A) polimorfizm bulgularinin karsilag-
tirtlmasinda Ki-kare testi kullanilmigtir. Fakat hig-
bir hasta ve grup arasinda anlamli bir fark buluna-
mamustir (p=0.17).

Ki-kare testinde kontrollerle Behget hastalar1 ara-
sinda anlamli fark bulunamamistir (p=0.22).

Tablo I. TNF-alfa geni -308(G/A) Gen Polimorfizmi Sonuglar1

Behget Hastalari ~ Aktif hasta grubu  Inaktif hasta grubu Go6z tutulumlu hasta grubu Kontrol grubu
IH Normal Normal Normal Normal
2H Normal Heterozigot Normal Normal
3H Normal Normal Normal Normal
4H Normal Normal Normal Normal
SH Normal Normal Heterozigot Normal
6H Normal Normal Normal Normal
7TH Normal Normal Heterozigot Normal
8H Normal Normal Normal Normal
9H Normal Normal Heterozigot Normal
10H Normal Normal Normal Normal
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Taheri S, Borlu M, Tagdemir S, Evereklioglu C, Saat¢i C, Ozkul Y

Sekil 1.TNF-alfa Geni -308 (G/A) Polimorfizmi Agaroz Jel Goriintiisii (Sira 1,8 Boyut
Markiri (100 bg aralikli), sira 2,3 Normal (87bg, 20bg), Sira 4, 5, 6 Heterozigot
(107bg, 87b¢,20bg), sira7 PCR iiriinii (107bg))

Tablo I1. Gruplar arast TNFa geni -308 polimorfizm sonuglari

Gruplar arasi1 TNFa geni -308 polimorfizm sonuglari

Normal Heterozigot Total
n % n % n %
Aktif hasta grubu 10 100 0 0 10 25.0
Goz tutulumlugrup 7 70.0 3 30.0 10 25.0
Inaktif hasta grubu 9 90.0 1 10.0 10 25.0
Kontrol grubu 10 10.0 0 0 10 25.0
Total 36 90.0 4 10.0 40 100

X%6.7 p: 0.17
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Tablo I11. Behget hastalar1 ve kontrol grubu arasindaki TNFa geni -308 polimorfizm sonuglar1

TNFa geni -308 polimorfizm sonuclari

Normal Heterozigot Total

n % n % n %
Behget hastalari 26 86.7 4 13.3 30 100
Kontrol 10 100 0 0 10 100
X*1.5 p: 0.22

Verity ve arkadaglarimin (11) Okiiler Behget hasta-

TARTISMA larinda yaptiklar1 ¢aligmada daTNF-a -308
TNF-a  multifonksiyonel  proinflamator  bir polimorfizmi ve BH arasinda bir iliski bulunama-
sitokindir ve dogal immiin cevaptaki fonksiyonun mustir.

farkliligi, apopitosis ve makrofaj aktivasyonunu
icermesi BH’mda  karsilasilan  tekrarlayan
inflamatuar reaksiyonlardan sorumlu olabilecegi
acik olarak goriilmektedir (10).

Son bir ¢alismada, BH’na yatkinlik sagladig: diisii-
niilen genom {izerinde bir bolge Tiirk toplumunda
bir ailede tanimlanmig ve bu genler iizerinden bag-
lant1 analizi yapilmistir. BH ile giiclii iliski goste-

TNF-o’nin {iriiniin asirhig yada eksikligi hastali- ren bu bolgenin 6p22-24 ve 12pl12-13 bolgeleri
gin patogenezinde degisken modellerin olugmasin- oldugu tespit edilmistir. TNF-a geni de 6p21.3
dan sorumlu olabilmektedir (10). bolgesine lokalize bir gendir (10).

Park ve arkadaglar1 (10) yaptiklar1 ¢alismada TNF- Bizim yaptifimz c¢alismada ise TNFa-308
a -1031, -863A ve -308G polimorfizmlerinin Beh- polimorfizimi ile gerek gruplar arasinda gerekse
¢et hastaligi ile ilgili oldugu yoniindeki verilere Behget hastalig1 arasinda higbir iliski tesbit edile-
ulagmiglardir. memigtir. Calisma bu yoniiyle Verity ve arkadasla-

rmin (11) verileri ile uyumlu, Park (10) ve
Akman’m (12) verileri ile uyumlu degildir. Bu
sonucun muhtemel nedenleri arasinda segilen hasta
grubu, bolgesel farkliliklar, hasta sayisi ve bakilan
polimorfizmin tipini sayabiliriz.

Daha o6nce yapilan baska bir ¢alismada TNF-a-
376G/A,-308G/A ve -238G/A allelleri Tirk ve
Kafkas hastalar arasinda yapilan g¢alismalarda da
ilgili bulunmamustir (10).

TNF-a promotor haplotipleri i¢in yapilan ¢alisma-
larda -1031C,-863A ve -308G alleli bulunduran
TNF-a -1031C, -863A, -857C, -376G, -308G ve -
238G haplotipinin BH ile énemli bir iliskisi bulun-
maktadir. Bunun tersine sozii edilen allelik
polimorfizmleri tasimayan -1031T, -863C, -857C, -
376G, -308A ve -238G haplotiplerinin BH’inda
azalmis etkilenme ile iliskili olabilecegini diisiin-
diirmektedir (10).
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