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OZET

Amag: Behget hastalif1 genel olarak tekrarlayan oral aftlar, genital iilserasyonlar, deri lezyonlar1 ve iiveit ile karakterize olan
kronik inflamatuar bir hastaliktir. Behget hastalifimin etiyopatogenezi bilinmemektedir. Genetik olarak yatkin bireylerde mikrobiyal
patojenlerin tetikledigi immunolojik anormalliklerin, patogenezinde énemli oldugu diigiiniilmektedir. Behget hastaliginin
patogenezinin belirlenmesine yonelik SEREX yontemi ile yapilan onceki ¢aligmalarimizdan elde edilen sonuglar dogrultusunda,
SWAP70 antijenine kars: olugtugu goézlenen otoantikor yanitinin, Behget hasta alt gruplarindan vaskiiler tutulum ile baglantih
oldugu belirlenmistir.

Gereg ve Yontem: Bu calismada, SWAP70 geninin klonlanarak ekspresyonunun gerceklestirilmesi ve elde edilen antijene karsi
olusacak otoantikor yanitinin Behget hasta ve saglikhi kontrol serum érneklerinde ELISA yontemi kullamlarak belirlenmesi
amagclandi. SWAP70 geni, pQE-30 vektorii yardimiyla E.coli M15(pREP4) hiicrelerinde klonland: ve eksprese olan antijene kargi
olusan antikor yaniti, Behget hasta ve saglikli kontrol serum oOrneklerinde ELISA yontemi ile arastirildi.

Bulgular:SWAP70 antikor yamtinin belirlenmesi agisindan hastalar ve kontrollerdeki seropozitiflik degerlendirildi ve hastalarda
%10 oraninda SWAP70 i¢in pozitiflik bulunurken kontrollerde belirlenmedi. Seropozitif ve seronegatif hastalardaki SWAP70
antikorlarimin Behget hasta alt gruplarindaki dagilimina bakildiginda ise anlamh bir fark bulunamadi. Sonug: SWAP70 antijenine
kars1 olugan antikor yamitimin, Behget hastalifi patogenezindeki roliiniin daha iyi anlagilmasi ve belirlenmesi icin daha genis hasta
populasyonlarinda ¢ahigilmas: gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler : Behget hastaligi, SWAP70, ELISA, antikor yaniti
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SUMMARY

Behget’s disease is a chronic inflammatory disorder characterized mainly by recurrent oral aphthous ulcerations, genital ulcerations,
skin lesions and uveitis. The etiopathogenesis of Behget’s disease is unknown. It has long been postulated that immunological
abnormalities, which are possibly induced by microbial pathogens in genetically susceptible individuals, are important in its
pathogenesis. According to the results of our previous study for investigating pathogenesis of Behget’s disease by SEREX,
autoantibody response to SWAP70 antigen was detected to be associated with vascular involvement among Behget’s disease
subgroups. In this study, our aim was to get expression of SWAP70 gene by cloning and determine autoantibody response to
this antigen in sera of Behget’s disease patients and healthy control subjects by ELISA. SWAP70 gene was cloned in E.coli
M15(pREP4) cells by pQE-30 vector and autoantibody response to expressed antigen was studied by ELISA in the sera of BD
patients and healthy control subjects. Seropositivity in patients and controls was evaluated for identifying SWAP70 antibody
response and there was found 10% positivity for SWAP70 in patients but not in controls. Additionally, there was no significant
difference in the distribution of SWAP70 antibodies of seropositive and seronegative patients in Behget’s disease subgroups.
To further assess and determine the role of SWAP70 antibody in the pathogenesis of Behget’s disease, larger patient groups are

required to be studied.

Key Words: Behcet’s disease, SWAP70, ELISA, antibody response

Giris ve Amag

Behgcet hastalif1 (BH) heterojen 6zellikte, tekrarlayan
ataklar ile karakterize, patogenezi ve etiyolojisi tam olarak
bilinmeyen bir multisistem inflamatuar hastaliktir. Tekrarlayan
oral ve genital iilserler ve paniiveit ile karakterizedir. Hastaligin
klasik triad1 1937’ de Hulusi Behget tarafindan tammlanan
tekrarlayan oral ve genital iilserler ile hipopyonlu iritisdir (1).
BH bilinmeyen etiyolojisi ile kronik inflamatuar bir bozukluktur.
Genetik olarak yatkin bireylerde mikrobiyal patojenlerin
tetikledigi immunolojik anormalliklerin, hastaligin
patogenezinde nemli oldugu uzun zamandir 6ne siiriilmektedir.

BH’da monosit ve lenfositlerin cesitli sitokinleri artmig
oranda eksprese ettigi bildirilmistir. Genellikle Thl tipi
proinflamatuar sitokinlerin artmig sekresyonu, hastalifin
ozellikle aktif doneminde belirgindir. Ayrica hastaligin kliniksel
aktivitesi ile birlikte seyreden oligoklonal T hiicre geniglemesi,
BH’nin immunopatogenezinde antijen kaynakli immun yaniti
gosterir (2). BH’da T hiicrelerini uyaran bircok antijen
bulunmustur. T hiicreleri streptokokal antjenler tarafindan IL-
6, IFN ve nétrofilik faktorleri liretmek icin uyanlabilir. Ayrica
HSP kaynakl peptidler de BH’da T hiicre proliferasyonunu
uyarabilir (3). BH’da otoantijen olarak aday gosterilen Hsp70

ve bu antijene karg1 olugan antikorun Behget hastalarinin
serumlarinda yiiksek titrasyonda bulundugu gosterilmistir (4).
BH’da aday gosterilen otoantijenlere, 1s1 soku proteinleri ile
birlikte anti-endotelial hiicre antikoru, retinal S antijen,
tropomiyosin, kinectin, Sip-1 ve SBP antijenleri de verilebilir
(5,6,7.8,9,10).

BH’nin patogenezinin belirlenmesine yonelik SEREX
(serological analysis of recombinant cDNA expression libraries,
rekombinan cDNA ekspresyon kiitiiphanelerinin serolojik
analizi) yontemi ile yapilan 6nceki ¢aligmalarimizda insan
testis cDNA kiitiiphanesi, Behget hastalarimn serum havuzunda
taranmigtir. Serum havuzu taramalarinda PINK1 antijenine
karg1 olustugu belirlenen antikor yamiti, sadece Behcet
hastalarinda gézlenmis ve BH’ na 6zgii aday bir otoantijen
oldugu bildirilmigtir. Ayrica Behget hasta alt grup analizlerinde,
SWAP70 antijenine karg1 olugan antikor yanitinin, vaskiiler
tutulum ile baglantih oldugu belirlenmis ve BH ile anlamli bir
iligkisinin oldugu ortaya konmugtur (11).

SWAP70, bir protein kompleksinin parcasi olup
immunoglobulin agir zincir geninin déniigtim (switch) bolgesi
substrailar arasindaki DNA rekombinasyonunu katalizler (12).
SWAP70 protein ekspresyonu, doniiglim gosteren B hiicre
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soylarinda ve doniigiim icin uyarilmig B lenfositlerinde
bulunmugtur (13). Ayrica SWAP70’in ekspresyonu, aktive
olmug B hiicrelerinin diginda kandan kken alan mast hiicreleri
ve kemik iliginden kéken alan mast hiicrelerinde de bulunmugtur
(14). Simuf doniistimii icin, SWAP70 ekspresyonu, belirli bir
Ig izotipine spesifik degildir (12). B hiicrelerinin aktivasyonu
ile SWAP70, sitoplazmadan membrana dogru lokalize olur ve
burada B hiicre reseptorleri ile iligki kurar. B hiicre nukleusunda
DNA tamir proteinleri de olmak iizere bir¢ok proteinle
etkilesime gecer. Bu ylizden SWAP70’in sinyal ileti
proteinlerinin 6zelliklerine sahip oldugu ve niikleer olaylart
aktive edebilecegi, ayrica membran ya da sitoplazma
sinyalizasyonunda da yer aldif1 diisiiniilmektedir (15,16).

Onceki alismamizda ozellikle BH’da vaskiiler tutulum
ile iligkili bulunan SWAP70’in, bu ¢aligmada geninin
klonlanarak E. coli’de ekspresyonunun gerceklestirilmesi ve
elde edilen antijene kars1 olusacak otoantikor yamtinin Behget
hasta ve saglikli kontrol serum drneklerinde ELISA y6ntemi
kullamlarak belirlenmesi amaclanmgtir.

GEREC VE YONTEM

Olgular

Bu c¢alisma igin, Istanbul Universitesi Istanbul Tip
Fakiiltesi ig Hastaliklar1 Anabilim Dali, Romatoloji Bilim
Dalinda Behget hastalif1 tamsi ile izlenen ve tedavi edilen
hastalarin (n=99; yas ortalamasi1 41,51+13,98), rutin kan
analizleri sirasinda alinmig olan serum ornekleri toplandi.
Behget hastalarina ait serumlar baskin klinik bulgularina gére
dort gruba aynldi: Deri/mukoza tutulumu (eritema nodozum
varligi, n=23), goz tutulumu (iiveit varlifi, n=20), eklem
tutulumu (akut artrit bulgusu, n=28), vaskiiler tutulum (derin
ven trombozu bulgusu, n=28). Caligmada yer alan kontrol
grubu, Istanbul Universitesi ¢aliganlarindan ve/veya Istanbul
Tip Fakiiltesi Kan Bankasi’ndan toplanan, saglikh kigilere ait
(n=100; yas ortalamasi1 40,87+19,30) serum &rneklerinden
olugsmaktadir. Serum Ornekleri ayrildiktan sonra, —80 °C’de
caligma igin saklandi.

Bu calisma, Istanbul Universitesi, Istanbul T1p Fakiiltesi
Etik Kurul’u (Protokol No: 2008/3002) tarafindan onaylanmug
ve Istanbul Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri birimi
tarafindan desteklenmistir (Proje No: 3351).

SWAP70 Gen Klonlanmas::

SWAP70 geni, karaciger mRNA’sindan sentezlenmig
cDNA kullanilarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemi
ile tam uzunlukta (full length) amplifiye edildi. Bunun icin

Expand Long Template PCR System (Roche) kullanild.
SWAP70 geni icin gerekli olan primer ¢iftleri, 5° u¢larina ilgili
restriksiyon bolgeleri eklenerek dizayn edildi: 5°
TTTATTGGATCCATGGGGAGCTTGAAGGAGGAGCTG
3’ (Forward) ve 5°
TTTATTGTCGACTCACTCCGTGGTCTTTITCTCTTTCC
3’ (Reverse). Is1 kondiisyonlari, baglangi¢ denatiirasyonu 2 dk
92 °C, 35 dongii boyunca 15 sn 92 °C, 30 sn 65 °C, 4 dk 68
°C, final ekstensiyon 7 dk 68 °C olacak gekildedir. SWAP70
gen liriinii %1°1ik agaroz jele yiliklenerek goriintiilendi ve ‘’Gel
Extraction Kit” (Qiagen) ile purifiye edildi. Ardindan BamHI
ve Sail restriksiyon enzimleri (Fermentas) ile SWAP70 ve
klonlamada kullanilan pQE-30 vektoriiniin (Qiagen) 37 °C’de
gece boyu enzim kesimi gerceklestirildi. Ayrica plazmid enzim
kesim iirtinii, Calf Intestine Alkalin Fosfataz (CIP) enzimi
(Fermentas) ile 37 °C’de 30 dk defosforile edildi. Enzim kesim
tiriinleri %1°lik agaroz jelde goriintiilendi ve tekrar purifiye
edildi. SWAP70 ve pQE-30 plazmidinin miktarlar1 NanoDrop
ND-1000 spektrofotometre ile 6lciilerek hesaplandi. Ligasyon
reaksiyonu icin plazmid miktari, daha 6nceden belirtildigi
gibi, total reaksiyonda en az 25 ng olacak gekilde alindi ve
baz ¢ifti uzunluklarina bagh olarak SWAP70 tiriinii 1/3 oranunda
eklendi (17). Yeterli miktarda T4 DNA Ligaz (Roche) enzimi
protokol dogrultusunda reaksiyona konuldu. Ligasyon tiipleri
30 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra gece boyunca +4
°C’de inkiibe edildi.

Transformasyon:

Klonlamada kullanilan E. Coli M15(pREP4) (Qiagen)
hiicreleri, iiretici firmamn protokolleri dogrultusunda kompetan
hiicre haline getirildi ve 1s1 goku yontemi ile tranformasyon
gerceklestirildi. Transformasyonun etkinligi icin pQE-40
(Qiagen) plazmidi pozitif kontrol olarak kullanildi. Ayrica
antibiyotik aktivitesinin kontrolii i¢in ayrilan E. Coli
M15(pREP4) hiicreleri, plazmid icermeyecek sekilde sadece
Tris-EDTA ile transforme edildi. 25 ug/ml Kanamisin ve 100
ug/ml Ampisilin iceren LB agar petiilere cam baget ile yayildi.
Ertesi giin iireme gozlenen penilerden tek bir koloni alinarak
aym miktarda antibiyotik iceren s1ivi LB besiyerinde 37 °C’de
¢ogaltild1 ve bir kismu alinarak MiniPrep Kit (Qiagen) ile
plazmid izolasyonu yapildi. Geriye kalan kiiltiirden gliserol
stofu yapilarak -80 °C’de saklandi. Plazmidin dnceden
anlatildig: gibi restriksiyon enzim kesimi gerceklestirildi ve
%]1°lik agaroz jelde goriintiilendi. Daha sonra plazmidlerin

konfirmasyon amaciyla dizilemesi yapildi.

Protein Purifikasyonu:
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Gliserol stogundan alinarak antibiyotik iceren sivi LB
besiyerine eklendi ve gece boyu kiiltiire edildikten sonra
antibiyotik iceren 500 ml s1v1 LB besiyerinde O.D. 0,6 olana
kadar ¢ogaltildi. Bu asamada kiiltiire 1 M IPTG ¢klenerck
6xHisTag protein ekspresyonu i¢in indiiklendi. Kiiltiir santrifiij
edilerek elde edilen pellet hiicreleri, Buffer A (6M Gu-HCI];
0,1M NaH2PQO4; 0,01M Tris-Cl) ¢izeltisi ile lizis edildi. 10000
rpm’de 20 dk santrifiijiin ardindan elde edilen supernatana Ni-
NTA agaroz (Qiagen) eklenerek 1 saat kangtirildi. 6xHisTag
protein purifikasyonu icin metal afinite kromatografisi
uygulandi. Nikel igeren karigim, filtreli kolondan (Qiagen)
gecirilerek sirasiyla Buffer B, C, D ve son olarak E (8M Urea;
0,1M NaH2PO4; 0,01M Tris-Cl) eklendi. S1v1 akig1 peristaltik
pompayla ayarlandi ve tiim agamalar, {iretici firmanin
protokolletine uygun olarak yapildi. Purifiye edilen proteinler
NanoDrop ND-1000 cihazinda 280 nm dalga boyunda optik
dansiteleri (OD) dl¢tildiikten sonra konsantrasyonlari Bradford
Assay (Pierce) ile belirlendi ve proteinler SDS-Poliakrilamid
jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile yiiriitiilerek giimily boyama
yontemi ile goriintiilendi.

ELISA:

ELISA plaklan 1?7g/ml olacak sekilde SWAP70 proteini
ile kaplandi. Gece boyu +4 °C’de inkiibasyonun ardindan
PBS+tween (%0.1) ile yikandi. Plaklar %3 lik siit tozu iceren
PBS ile bloke edildikten sonra 1/100 diliisyondaki hasta ve
kontrol serumuyla gece boyu +4 °C’de inkiibe edildi. Plaklar
PBS+tween (%0.1) ile yikandiktan sonra 1/2000 diliisyondaki
ikincil antikor (goat a-human IgG-AP conjugated) (Southern
Biotech) eklendi. 2 saatlik inkiibasyonun ve PBS-+Hween (%0.1)
yikamasinin ardindan AttoPhos substrat (Promega) iiretici
firmamn protokolleri dogrultusunda eklendi ve karanlikta 45
dk inkiibe edildi. Plaklar daha sonra floresan okuyuculu ELISA
cihazinda 450/50 eksitasyon ve 580/50 emisyonda okundu.
Alman floresan sinyaller, Excell’de (Microsoft Windows,
2007) degerlendirildikten sonra GraphPad Prism 5 programinda
istatistiksel olarak analiz edildi.

SONUC

SWAP70 Gen Klonlanmasi ve Protein Purifikasyonu:

SWAP70 geni (1758 bp) agik okuma gercevesi goz niinde
bulundurularak uygun primerlerle amplifiye edildi ve %1°lik
agaroz jelde goriintiilendi. Jelden purifiye edildikten sonra
PpQE-30 plazmidi ile birlikte BamH I ve Sal I restriksiyon
enzimleriyle kesim gergeklestirildi (Sekil 1).

123 1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 1: Soldaki resim SWAP70 PCR gen liriiniiniin jel
goriintiisii, 1: Marker, 2-3: SWAP70 (Ok ile gosterilmigtir).
Sagdaki resim, SWAP70 enzim kesiminin jel goriintiisii, 1-2:
Marker, 3-6: SWAP70, 7-8: pQE-30.

T4 DNA Ligaz enziminin katalizledigi ligasyon reaksiyonu
E. coli M15 kompetan hiicrelere transforme edildikten sonra
antibiyotik iceren LB petrilere yayildi. SWAP70 ve pQE-40
(pozitif kontrol) plaklarinda koloniler gézlenirken, Tris-EDTA
plaginda (negatif kontrol) lireme gézlenmemigtir. SWAP70
klonlar1 uygun sartlarda kiiltiire edilip 6xHis tag protein
ekspresyonu igin indiiklendi. Ardindan protein purifikasyonu,
Ni-NTA resin kullamlarak olugturulan matrikste metal afinite
kromotografisi yontemi ile gergeklegtirildi. Elde edilen
proteinlerin konsantrasyonlar: Bradford y6ntemi kullamlarak
belirlendi ve SWAP70 proteini SDS-PAGE’de 70 kDD bant
olarak goriintiilendi (Sekil 2).

72kD

55kD

43kD

26kD

17kD
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ELISA:

Behget hasta (n=99) ve saglkli kontrol (n=100) serum
Orneklerinde, ayrica SEREX caligmalannda kullanilan baz
serum 6meklerinde de SWAP7( antijenine karg1 olugan antikor
yaniti ELISA yéntemi ile degerlendirildi. Onceki SEREX
caligmalarinda SWAP70 seropozitif veya seronegatif bulunan
Behget hastalarinin (n=31) ve saglikl: kontrollerin (n=10}
serum &rneklerindeki SWAP70 antikor yamiti, ELISA yéntemi
ile degerlendirildi ve daha sonra sonuglar, SEREX bulgulari
ile kargilagtirildi. Bunun i¢in ELISA’dan elde edilen sinyaller
baz alimarak kesim noktalari (cut off points) belirlendi. Bu

Tablo 2. ELISA ile SEREX sonuglari arasindaki benzerlik oranlan

kesim noktalarina gére SEREX ile ELISA sonuglan arasidaki
benzerlik oraninmn yamnda, sensitivite (duyarlilik) ve spesifisite
(0zgiinliik) oranlan da degerlendirildi (Tablo 2). Hem SEREX,
hem de ELISA ile ¢cahgilmg bu kiiciik hasta ve kontrol grubunda
yiiksek olan ELISA degerleri, SEREX seropozitivitesi ile
paralellik gistermektedir. Her iki yontemin %100 benzer
sonuclar verdigi durumda dzglinlik %90 iken duyarhilik %3-
13 olarak bulundu. ELISA degerleri azaldik¢a duyarlilik
artmaktadir fakat bu durumda SEREX benzerlik orami paralel
olarak azalmaktadur.

ELISA Aynm noktasi| Duyarliik (%) |Ozgtnliik (%) |SEREX Benzerlik Orani (%)
583 3 20 100
402 13 90 100
376 19 90 g6
366 19 80 75
291 35 80 62

Bu ¢ahigmada SWAP70 seroreaktivitesi Behget hasta
(n=99) ve saglikli kontrol (n=100) serum Srneklerinde ELISA
yontemi ile aragtirildi. Sonuglar, ham veriler ile degerlendirildi
ve grafikte goriilmektedir (Sekil 3). Hasta verileri, saghklh
kontrollere gore daha genis bir dagilim gdstermekte ve en
yiiksek degerler sadece BH grubunda goriilmektedir. BH ve
saghkl kontrollerin ortalama degerleri sirasiyla 200 + 95 ve
178 + 74 geklindedir. Tiim veriler unpaired t-test ile istatistiksel
olarak analiz edildi ve her iki grup kargilagtiriddiinda sonuglar
anlamli olmasa da anlamlilifa yakin bulundu (p=0,069). Bu
¢aligmada anti-SWAPT70 pozitif bireyleri belirleyebilmek icin

SWAP70 antikor miktarinin bilindifi bir standart
bulunmadifmdan, ELISA verilerindeki standart sapma degerleri
kullanilarak egik degerleri belirledik. Buna gére ortalama,
+SD, +2SD degerleri farkl seropozitiflikleri belirlemek icin
hesapland: (Sekil 4). Grafikte gortildiigii tizere saglikh kontrol
grubundaki en yiksek ELISA degeri, anti-SWAP70 pozitif ve
negatif bireylerin ayinmu igin bazal bir deger tegkil etmekte
ve bu ayrim noktas:1 da ortalama+23D deferine denk
gelmektedir. Bu egik degerin {izerinde sonu¢ veren bireyler
anti-SWAP70 pozitif olarak kabul edildiginde, 10 Behcet
hastasinin SWAP70 pozitif oldugn belirlendi.

Sekil 3. Behget hasta (BH) ve saghkli kontrol serum $meklerindeki SWAPT0 antikor yamti icin ELISA verileri

600
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400 m Saghikh
300 |
200 .
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Sekil 4. Behget hasta ve saglikh kontrollerdeki ELISA degerlerinin grafik {izerinde gisterilmesi.
Mavi: Behget hastalari, kairnmza: Saghkh kontroller, yesil: Sagliklilardaki ortalama (mean),
mor: Sagliklilardaki ortalama+SD, sart: Sagliklilardaki ortalama+2SD.

Bu ¢caligmada Behget hastalar klinik 6zelliklerine 4 alt
grupta kategorize edildi. Bu gruplar deri/mukoza tatulumu,
eklem tutulumn (artrit), géz tutulumu (uveit) ve damar tutulumu
(vaskiilit) seklindedir. Sekil 4’teki ortalama+2SD egik degerine
goire 10 Behget hastas1 SWAP70 seropozitif bulundu. Bunlarin
2’si eklem, 2’si deri, 3’ii géz ve 3’ii vaskiiler tutulum

gostermektedir. Ayrica SWAP70 seropozitifliginin dagilim,
BH alt gruplarinda da analiz edildi ve %100 spesifiklik
gorildiigi durumdaki sensitivite degerleri Sekil 5°te
gosterilmigtir. SWAP70 antikor diizeyleri tiim Behget hasta
alt gruplari arasinda da ANOVA ile kargilagtirild: fakat
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadai.

600 -
™ %
M =:.=. L ta v'
w e e e o) i
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)
= & .
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Aaya  TRYY
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Sensitivite (%) 87 150 107
Spesifisite (%) 1000 1000 1000 1000 100.0

Sekil 5. SWAP70 antikoru icin hastalarin ELISA yontemi ile elde edilen degerlerinin ve %100 spesifisitede saptanan sensitivite
degerlerinin Behget hastahif alt gruplanna gore dagihm (kesik ¢izgi SWAPT70 antikor pozitifligi igin hesaplanan egik
degeri gostermektedir).
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TARTISMA

Behget Hastalig1 (BH) bilinmeyen etiyolojisi ile kronik
inflamatuar bir bozukluktur. En iyi bilinen patogenetik
mekanizma, HLA-B gen polimorfizmleri ile iligkili genetik
yatkinliktir. Diger bulgular, enfeksiy6z ajanlar ve otoimmun
mekanizmalarin dahil oldugu cevresel faktérlerin patojenik
rolii oldugunu géstermektedir. Behget hastalarimn serumunda
birgok antijene karg olusan otoantikorlarin bulunmasi, immun
kaynakli yamti destekler niteliktedir (6).

Bugiine kadar BH’na spesifik olabilecek birgok aday
otoantijen bulunmugtur. Behget hasta serumunda artrmg diizeyde
serbest Hsp

70 ve anti-Hsp70 antikorlarmin bulunmasi, Hsp70 iligkili
immun yamtlarin BH’daki doku yikiminda ve proinflamatuar
sitokin aktivasyonunda yer alabilecegi biidirilmigtir (5). Bagka
bir caligmada endotel hiicre cDNA kiitiiphanesinin Behget
hasta serumu ile taranmasi sonucu Sip-1 C-ter alt birimine
kars1 seroreaktivite tespit edilmis ve Sip-1 yeni bir otoantijen
olarak gosterilmistir (6). Ayrica insan kinektin geninin klonlanip
farkh sistemlerde eksprese edilmesiyle, IFA deneylerinde
antijen olarak kullaniimig ve Behget hastalarinda yiiksek oranda
anti-kinektin antikoru tespit edilmisgtir (7). Otoimmun iiveitle
iligkilendirilen retinal S-antijeni ve alfa-enolaz, Behget
hastalarinda da belirlenmig ve ayrica yeni bir retinal otoantijen
adayi olarak Selenyum baglayan protein (SBP) gosterilmistir
(8). Bagka caligmalarda anti-endotelyal hiicre antikoru (AECA)
Behget hasta serumunda belirlenmis ve IgG-AECA’nin agir
BH lezyonlarinda bir belirteg olabilecegi 6ne siiriilmiigtiir (9).
Behget hasta doku lizatlar ile yapilan bir caligmada ise alfa-
tropomiyosine karsi antikor olugumu gozlenmigtir (18).

Farkl: teknikler kullanilarak yapilan ¢aligmalarda farkh
otoantijenler belirlenebilmektedir. SEREX y6ntemi ile yapilan
bir 6nceki caliysmamizda da insan testis cDNA kiitiiphanesi,
Behget hastalarinin serum havuzunda taranmisg ve PINK1
antijenine kars1 olustugu belirlenen antikor yamt1 %13,4
sensivite degeri ile BH’na spesifik oldugu belirlenerek yeni
bir aday otoantijen oldugu bildirilmigtir. Aym c¢aligmada
SWAP70 antijenine kars1 olugan antikor yaniti, BH na diigiik
spesifiklik gostermesine ragmen sensivite degeri %22 ile
PENK1’den daha yiiksektir ve ayrica hasta alt grup analizlerinde
vaskiiler tutulum ile iligkili oldugu belirlenmigtir (11).

Bu calismada SWAP70 antijene kars1 olugan otoantikor
yamt1 acisindan, Behget hasta ve saghkh kontrollerin ELISA
sonuglan kargiiagtiriidifinda, hastalardaki seropozitivite (%10),
kontrol grubundakine gore anlaml1 bulunmugstur. Behget hasta
alt gruplar, seropozitif ve seronegatif hastalar agisindan ve
belirli bir tutulumu olan/olmayan hastalar agisindan
degerlendirildiginde ise istatistiksel olarak anlaml bir fark
bulunmamigtir. SEREX yontemi ile yapilan 6nceki
caligmamizda vaskiiler tutulumlu hastalarin %38,9’unda
(n=7/18) SWAP70 seropozitivitesi gbzlenmis ve vaskiiler
tutulumla iligkili bulunmusgtur. ELISA yéntemi ile yapilan bu
caligmada ise vaskiiler tutulumlu hastalarin %10,7’sinde
SWAP70 seropozitivitesi belirlenmis ve ¢aligilan biitiin alt
gruplarda analiz edildiginde anlaml bir fark bulunmamigtir.

Ayrica SEREX calismasinda yer alan bir grup hasta ve
kontrol 6rnegi ELISA ile de degerlendirilmistir. Buna gore
cok yiiksek ELISA degerlerinde SEREX sonuglarmin %100
parelellik gésterdigi gériilmektedir fakat bu durumda sensitivite
oram azalmaktadir. Yontemler arasindaki teknik farklar g6z
oniinde bulunduruldugunda SEREX kalitatif, ELISA ise

kantitatif bir yontemdir. SEREX ile tespit edilen seropozitif
bir 6rnek, ELISA degerlendirmesinde esik degerin altinda
kalabilir. Bu da bu ¢aligmada saghkl kontrollerde neden
SWAP70 seropozitifliginin belirlenmedigini agiklayabilir.

SWAP70, bir protein kompleksinin parcasi olup
immunoglobulin agir zincir geninin d6niigiim (switch) bolgesi
substratlar arasindaki DNA rekombinasyonunu katalizler (12).
Timus ve kemik iliinde zayif bir sekilde eksprese olan
SWAP70’in, déniisiim (switch) icin uyarlms dalak hiicrelerinde
SWAP70 RNA’sinin belirgin gekilde arttif1 gézlenmisgtir.
Dalaktan kemik iligine transfer olan B hiicrelerinin bu esnada
apoptozu gerceklesir; sadece %10-20°si hayatta kalir. Bu olayda
dalaktaki B hiicrelerinin SWAP70 eksprese edenlerinin secildigi
diigliniilmektedir. B hiicrelerinin aktivasyonu ile SWAP70,
sitoplazmadan membrana dogru lokalize olur ve burada B
hiicre reseptorleri ile iligki kurar. B hiicre nukleusunda DNA
tamir proteinleri de olmak iizere bir¢ok proteinle etkilesime
gecer. Bu yiizden SWAP70’in sinyal ileti proteinlerinin
ozelliklerine sahip oldugu ve niikleer olaylan aktive edebilecegi,
ayrica membran ya da sitoplazma sinyalizasyonunda da yer
aldig diigiiniilmektedir (15,16).

Immun sistemde 6nemli fonksiyonlan olan mast, dendritik
ve B hiicrelerinin aktivasyonlarinda ve iligkili sinyal ileti
yolaklarinda yer alan SWAP70, otoinflamasyon olaylarindaki
hedef antijenlerden biri olabilir. Etiyolojisi tam olarak
bilinmeyen olaylarin tetikledigi otoantikorlarmm, hedef antijenlere
yonelik olusumu, Behget hastalarinda daha 6nceki caligmalarda
gosterilmigtir. Halen hastahifa 6zgii olabilecek otoantijenler
belirlenmeye devam etmektedir. Bir 6nceki ¢calismamizda
SEREX yéntemi ile belirledigimiz ve bu cahismada ELISA ile
seroreaktivitesini aragtirdifimiz SWAP70 antijeninin, BH
patogenezinde rolii olabilecegini diigiinmekteyiz. SWAP70
antijenine karsi gelisen otoantikorlarin, hastaligin farkh
manifestasyonlar1 (6rnegin, vaskiilit) ile ftigkisinin belirlenmesi,
sadece BH’da degil, s6z konusu manifestasyonu gésteren diger
hastaliklardaki roliiniin belirlenmesini saglayabilir. Bunun i¢in
daha genis hasta populasyonlarinda alt grup analizlerinin
yapilmasi gerekmektedir. Bu ¢caligmadaki alt grup analizlerinde,
say1 azlig1 nedeniyle istatistiksel olarak anlamlilifa
ulagilamanustir. Difer bir Snemli nokta, SWAP70 otoantijeninin
BH’na 6zgiinliigiinii kanitlayabilmek i¢in romatoid artrit ve
sistemik lupus eritamatozus gibi baska otoinflamatuar
hastaliklarda da SWAP70 otoreaktivitesinin aragtirilmasi
gerekmektedir.

Caligmamiz, SWAP70’in BH i¢in yeni bir
aday otoantijen olabilecegi goriisii agisindan 6nem tagimaktadur.
Immun sistemde farkli yolaklarda yer alan SWAP70,
otoinflamasyon olaylarindaki hedef antijenlerden biri olabilir.
SWAP70 seroreaktivitesinin, otoinflamatuar manifestasyonlar
gosteren diger hastaliklarda ve daha genis hasta
populasyonlarmda arastirilmasi, BH patogenezindeki roliiniin
ve bu hastaliga olan 6zgiinliigiiniin belirlenmesine yardimci
olacaktir.

Alinan destek: Bu proje Istanbul Universitesi BAP (BAP
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Kisaltmalar:

HSP Is1 soku proteini
IL Interlokin

IFN Interferon

Th T helper hiicre

kD Kilodalton

SD Standart sapma
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