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KISALTMALAR

ADA: Adenozindeamninaz

AECA: Antiendotel hiicre antikoru

ALPS: Otoimmiin lenfoproliferatif sendrom, ‘Autoimmune lymphoproliferative

syndrome’

ANCA: Antinétrofil sitoplazmik antikor
ASH: Antijen sunan hiicre

AOPP: ileri oksidasyon protein iiriinii
BH: Behget hastaligi

BSA: Bovine serum albumin

C: Kompleman

CD: Demet diferansiasyon numarast
CTLA-4: Sitotoksik T lenfosit antijen-4
DC2 (pDC): Plazmasitoid dendritik hiicre
ET-1: Endotelin-1

FSC: Onden sacilim, ‘Forward Scatter’
Foxp3: forkhead/winged-heliks protein
H20?: Hidrojen peroksit

v0T: Gama-delta-pozitif T

GITR: Tiimor nekroz faktor reseptor ailesi iligkili protein
GM-CSF: Graniilosit-makrofaj koloni uyaric1 faktor,
colony-stimulating factor’

GVDH: Graft versus host disease

HLA: Human l6kosit antijeni

HSV-I: Herpes simpleks viriisii tip [
ICAM-1: Adezyon molekiilii-1

IFNa-2a: interferon alfa-2a

IFN-y: Interferon gamma

IgA: iImmiinglobiilin-A

IgG: immiinglobulin-G

IL: Interldkin

‘Granulocyte-macrophage



IL-2Ra.: interlokin-2 reseptdr alfa zinciri

ISP: Is1 sok proteinleri

KS: Kortikosteroid

LAG-3: Lenfosit aktivasyon geni-3

LPS: Lipopolisakarit

MFTI: Ortalama floresein yogunlugu, ‘mean fluorescence index’
MHC: Major-Histocompatibility-Complex

MICA: MHC smnif I baglantili gen

MPO: Miyeloperoksidaz

MS: Miiltipl skleroz

NK hiicre: Dogal 6ldiirticii hiicre, ‘Natural Killer’

NKT: Dogal dldiirticii T, ‘Naturel Killer T

02 : Siiperoksit anyonu

PKMH: Periferik kan mononiikleer hiicre, ‘Periferal Blood Mononuclear Cell’
PBS: Fosfat tampon ¢6zeltisi, ‘Phosphate Buffered Saline’
PHA: Fitohemagliitinin, ‘Phytohemagglutinin’

PNL: Polimorfontikleer 16kosit

POS: Periferik 6n sinesi

RA: Romatoid Artirit

RBC: Kirmizi kan hiicresi, ‘Red Blood Cell’

SLE: Sistemik Lupus Eritematosus

SSC: Yandan sacilim, ‘Side Scatter’

TCR: T hiicre reseptorii, ‘T Cell Receptor’

TGF-B: Doniistiiriicti biiytime faktorii-f3, “Transforming growth factor-f3’
TNF- a: Timor nekroz faktorii- a

Thl: T yardimer 1, ‘T hepler 1°

Th2: T yardime1 2, ‘T hepler 2

Th3: T yardime 3, ‘T helper 3’

Th17: T yardimer 17, “T helper 17°

Treg: T regiilatuar (diizenleyici) hiicre

Ts: T baskilayict hiicre

TNFR: Timor nekrozis faktor reseptor



TAT: Trombin-antitrombin I1I kompleksi
VCAM-1: Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii- 1
VEGF: Vaskiiler endoteliyal bilylime faktorii
vWEF: von Willebrand faktor



OZET

Amag: Bu calisma Behget hastaligina (BH) bagli aktif paniiveiti olan hastalarda
interferon alfa-2a (IFNa-2a) tedavisinin CD4+CD25+ Tregiilatuar (Treg) hiicreleri
tizerine fenotipik ve fonksiyonel etkisini incelemek amaci ile gergeklestirildi.

Gerec ve Yontem: Calismada, iivea biriminde takipli ve BH’na bagl aktif pantiveit
nedeni ile azatioprin veya [FNa-2a tedavisi baslanan hastalar ile kontrol grubu olarak
Behget dis1 paniiveiti olan hastalar ile saglikli bireyleri igeren hasta gruplar
olusturuldu. Saglikli kontrol, Behget dis1 paniiveit ve BH na bagl paniiveit saptanan
ve azatioprin veya [FNa-2a tedavisi baslanan hastalardan tedavi Oncesi tiveit aktif
iken kan ornekleri toplandi. BH’a bagli paniiveit saptanan ve azatioprin veya IFNa-
2a tedavisi baslanan hastalardan ikinci kan 6rnekleri tedavi altinda tiveit inaktif iken
alind1. Tiim gruplarda CD4+CD25+Foxp3" Treg lenfosit oran1 ve CD4+CD25+ Treg
hiicrelerinin salgiladiklar1 “IL-4, IL-10, IL-17, IL-18, TNF-a ve INF-y” sitokin
seviyeleri slipernatanda incelendi.

Bulgular: Saglikli kontrol (n=5) , BH dis1 paniiveit (n=5) ile BH’ na bagl paniiveiti
olan ve azatioprin tedavisi (n=6) dncesi CD4+CD25+ Treg hiicre popiilasyonlarinin
stipernatanlar1 karsilastirildiginda CD4+CD25+ Treg hiicrelerinin transkripsyon
faktorii olan Foxp3’iin saglikli kontrollere gore BH’na bagli paniiveit grubunda
miktarca farkli saptanmamistir. BH’na bagli paniiveit hastalarinda IFNa-2a tedavisi
sonras1 CD4+CD25+Foxp3" Treg hiicrelerinde IFNa-2a tedavisi Oncesine gore
anlamli olarak diislis saptand1 (p=0,04). Yine BH’na bagli paniiveiti olan hastalarda
IFNa-2a tedavi sonrasinda IL-18 sitokin seviyesinde istatistiksel olarak anlamli
azalma izlendi (p=0,04). Ek olarak BH’na bagli paniiveiti olan hastalarda IFNa-2a
tedavisi sonrasinda istatistiksel olarak anlamlilik diizeyine ulagsmasa da IL-4 ve IL-10
seviyesinin  arttift  gbzlendi.  Azatioprin  tedavisi Oncesi ve  sonrasi
CD4+CD25+Foxp3” Treg lenfosit yiizdesi ve CD4+CD25+ Treg hiicrelerinin
salgiladiklar1 “IL-4, IL-10, IL-17, IL-18, TNF-a ve INF-y” sitokin seviyelerinde
anlaml fark saptanmadi.

Sonug: CD4+CD25+Foxp3 " Treg hiicre popiilasyonu, saglikli kontrol grubuna gore
BH’na bagli paniiveiti olan hastalarda aktif donemde miktarca farkli saptanmamis ve

IFNa-2a tedavisi ile fonksiyonel olarak defektif oldugunu diisiindiigiimiiz bu hiicre



popiilasyonunda azalma veya fonksiyonunda diizelme goézlenmistir. Yine IFNa-2a
tedavisi sonras1 meydana gelen bu azalma Th1/Th2 dengesinde IL-4 ve IL-10’un

artist ve IL-18’in azalmasi ile gosterilen Thl yolagi alehine degisime yol agmustir.



SUMMARY

Objective: This study was designed to evaluate the phenotypical and functional
impact of interferon alpha-2a (IFNa-2a) treatment on peripheral blood CD4+CD25+
T regulatory (Treg) cells in patients with active panuveitis secondary to Behget’s
disease (BD).

Materials and Method: In the study, the patients, receiving azathioprine or IFNa-
2a, due to panuveitis, secondary to BD, monitored in uvea service and control
groups, consisting of patients with non-Behget panuveitis and healthy individuals,
have been formed. Blood samples were collected from healthy control, non-Behget
paniiveitis and BD related paniiveitis patients, who are on azathioprine or I[FNa-2a,
before the treatment when the uveitis was active. The second blood samples from
patients with BD-related panuveitis, who are on azathioprine or IFNa-2a treatment,
have been obtained during the treatment when the uveitis was inactive. In all groups,
CD4+CD25+Foxp3” Treg lymphocyte values and “IL-4, IL-10, IL-17, IL-18, TNF-a
and INF-y” cytokine levels, produced by CD4+CD25+ Treg cells, have been
assessed in the supernatant.

Findings: When the supernatants of healthy control (n=5), non-BD panuveitis (n=5)
patients and patients with BD-related panuveitis, who receive azathioprine (n=6) are
compared, no difference has been seen in the quantity of Foxp3, which is the
transcription factor of CD4+CD25+ Treg cells. In BD-related panuveitis patients, a
meaningful decrease has been seen in the CD4+CD25+Foxp3" Treg cells, following
[FNa-2a treatment, compared to the pre-treatment levels (p=0.04). Also in BD-
related panuveitis patients, a statistically significant decrease has been seen in IL-18
cytokine levels following IFNa-2a (p=0.04). In addition in BD-related panuveitis
patients, it has been observed that there were increases in IL-4 and IL-10 levels
following IFNa-2a treatment, although not statistically meaningful. No meaningful
differences in pre- and post-azathioprine treatment CD4+CD25+Foxp3" Treg
lymphocyte values and “IL-4, IL-10, IL-17, IL-18, TNF-a and INF-y” cytokine
levels, produced by CD4+CD25+ Treg cells, have been seen.

Conclusion: CD4+CD25+Foxp3” Treg cell population has not been determined with

a different quantity in patients with BD-related panuveitis, in the active term



compared to the control group and with IFNa-2a a decrease in this cell population,
which is believed to be defective, and recovery of function have been observed.
Also, this decrease following IFNo-2a treatment has caused a change against Thl
pathway, indicated with the increase of IL-4 and IL-10 and the decrease of IL-18, in
Th1/Th2 balance.
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I.GIRIS VE AMAC

BH bir¢ok sistemi ayni anda ve birlikte etkileyen kronik ve nedeni bilinmeyen bir
hastaliktir. Pek ¢cok organda birlikte bulunabilen bulgularin temelinde kronik tikayici
tipte vaskiilit ve buna bagli komplikasyonlar yatmaktadir (1). Sistemik inflamatuar
bir hastalik olan BH nin etyopatogenezi belirsizdir. Cok sebepli bir patogeneze sahip
oldugu diisiiniilen BH’nda genetik yatkinlik ile birlikte immiinolojik mekanizmalar
ve infeksiy0z ajanlar suglanmaktadir (2).

Glinlimiizde BH’nin immiinopatogenezi ile 1ilgili c¢alismalar hiicresel
immiinite lizerinde yogunlasmistir ve patogenezde T lenfositlerin merkezi bir rol
oynadigin diisiindiirmektedir (2). Baslica patolojik bulgusu immiin aracilikli okliizif
vaskiilit olan BH’nda hem periferik kanda hem de doku orneklerinde T hiicre
aktivasyonu gozlenmesi (3), Insan 18kosit antijeni, ‘Human Leukocyte
Antigen’(HLA)-B51’in  bagladigi antijeni yalnizca sitotoksik T hiicrelerine
sunabilmesi, Thl sitokin sunumunun hastalik aktivitesi ile iliskili olmasi, BH olan
bireylerin T hiicrelerinin ¢esitli viral ve bakteriyel antijenlere asir1 duyarli olmasi,
paterji reaksiyonunun ge¢ doneminde T hiicresinden zengin infiltrasyon izlenmesi ve
siklosporin-A gibi T lenfosit fonksiyonlarini baskilayan ilaglarin BH’nda etkili
olmasi, BH nin patogenezinde T lenfosite bagli immiin yanitin énemli oldugunu
desteklemektedir (4,5). BH’nda immiin cevapta Thl ile Th2 lenfosit komponentleri
arasindaki dengesizlik ile birlikte ¢esitli = sitokin profilleri ve lenfosit
popiilasyonlarinda artis gosterilmis ve aktif hastalikta T hiicre dengesizliginin Th1
lenfosit cevabi yoniinde olduguna isaret edilmistir (2,6,7).

Son zamanlarda otoimmiiniteyi kontrol eden bilinen mekanizmalara ek olarak
periferde belirli bir grup baskilayict T hiicresinden s6z edilmektedir. Aktif olarak
oto-reaktif hiicreleri baskilayan bu hiicre grubu T regiilatuar hiicre (T diizenleyici-
Treg) olarak da adlandirilmaktadir. Baskilayici islevleri bulunan bu T hiicrelerinin
hem CD4+ hem de CD8+ alt gruplarinin yam sira, gama delta T hiicreleri (yoT),
dogal oldiiriicii (NK) ve dogal dldiiriicii T (NKT) baskilayict hiicre alt gruplarinin
oldugu da bilinmektedir (8). CD4+ Treg hiicreleri fenotipik olarak Interlokin-2
reseptor alfa zinciri (IL-2Ra) olan CD25 ve Foxp3 (forkhead/winged-heliks protein)

ifade edilmeleri ile ayirt edilirler. Otoimmiin hastaliklarda yapilan ¢aligmalarda bu
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hiicre popiilasyonlarinin azaldigi ya da baskilayic1 islevlerinin yetersiz oldugu
belirlenmistir (9). BH’nda CD4+CD25+ Treg hiicre diizeyinin saglikli bireylere gore
yiiksek oldugu gézlemlenmistir (10).

BH ile ilgili yapilan caligmalarda, antijen sunan hiicrelerin (ASH) de
patogenezde yer alabilecegini gostermistir. IL-12 baglica ASH’den salgilanan ve Th1
cevabini yonlendiren bir sitokindir. Ayni sekilde IL-18’de ASH’de ifade edilmekte
ve Ozellikle IL-12 varliginda Thl polarizasyonuna neden olmaktadir. Behcet
hastalarinda Th1 polarizasyonuna IL-12’nin eslik etmesi, IL-18’in diizeyinde artis
olmast ve IL-1 ve IL-18 genlerinde polimorfizm saptanmast ASH’nin de
patogenezde onemli olabilecegini diisiindiirmektedir (5).

Nedeni tam olarak bilinmeyen BH nin okiiler tutulumunun tedavisinde, son
donemlerde, konvansiyonel immiinsupresiflerin kullanimi ile okiiler prognozda
diizelme gosterilmistir (11). Ancak, Behget iiveitli bir grup hastada konvansiyonel
immiinsupresiflere yanitsizlik goézlenmektedir (12). Son yillarda Behget iiveitinin
tedavisinde biyolojik ajanlarin kullanimi giindeme gelmistir. Yapilan az sayida
calismada, konvansiyonel immiinsupresiflere cevapsiz Behget {iveitinin tedavisinde
IFNa-2a’nin basari ile kullanildig: bildirilmistir (13-20).

Antiviral, antiproliferatif ve immiinstimiilatér oldugu bilinen IFNa-2a’nin
immiinstimiilator etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir (21). Kanda IFN-
a salgilayan hiicreler en 6nemli ASH’den biri olan plazmasitoid dendritik hiicrelerdir
(pDC) (22). IFN-o’nin major iireticisi olan pDC fonksiyonunda hasar gelistiginde
IFN-0 cevabinin yetersiz olabilecegi disiiniilmektedir. Kan pDC hiicrelerin
fonksiyon ve sayisinda sebat eden bir azalma HIV+ hastalarda gosterilmistir (23).
Benzer sekilde kronik aktif hepatitli hastalarda da pDC’in sayisinda ve
fonksiyonunda bozukluk izlenmistir (24-26). Ayrica sistemik lupus eritematosus
(SLE) ve dermatomiyozit gibi otoimmun hastalifi olan hastalarda da pDC’in
fonksiyonunda bozukluk gézlenmistir (24-29)

pDC sayisinda ve fonksiyonundaki defektin sebep oldugu T hiicre regiilasyon
yetersizliginin  otoimmiin cevabin kontroliinde bozukluga yol agabilecegi
gosterilmistir. Bu nedenle, IFNa-2a tedavisi ile dendritik hiicrelerin IFN-a ile T

hiicreleri tizerindeki diizenleyici etkilerinin saglanabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu tedavi
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ile gérmeyi tehdit eden intraokiiler inflamasyona sahip hastalarda yanit alinabilecegi
varsayilmistir.

Calismamizda, IFNa-2a’nin etki mekanizmasini anlayabilmek i¢in, BH
patogenezinde sorumlu oldugu diistiniilen CD4+CD25+ Treg lenfositlerde Foxp3
molekiilii ekspresyonu ve bu hiicrelerin salgiladiklar1 sitokinlerin degerlendirilmesi
amaclanmistir. Bu amacgla, BH’na bagli posterior veya paniiveiti olan olgularda
IFNa-2a tedavisi Oncesi ve sonrasinda kanda dolasan CD4+CD25+ Treg
lenfositlerde Foxp3 molekiilii ekspresyonunun gosterilmesi ve bu hiicrelerin
salgiladiklar1 “IL-4, IL-10, IL-17, IL-18, TNF-a, INF-y” sitokin seviyelerinin

belirlenmesi hedeflenmistir.
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II. GENEL BILGILER

2.1 Behget Hastalig:

Ortalama 2450 yil 6nce Hipokrat’in Behget Hastaligma (BH) benzer klinik tablolari
yazilarinda gostermesine karsin bu hastalik ilk kez 1937 yilinda Ord. Prof. Dr. Hulusi
Behget tarafindan hipopiyon, iritis ve orogenital aftézden olusan iicli semptom
kompleksi seklinde tamitilmistir (30). BH, alevlenme ve remisyonla seyreden, ven ve
arterleri tutabilen, kronik, inflamatuar, multisistemik bir hastaliktir. Baslangicta
tekrarlayic1 oral ilser, genital iilser ve hipopiyonlu iiveitten olusan iicli semptom
kompleksi olarak tanimlanan hastalifin yillar i¢inde kardiyovaskiiler, solunum,
l6komotor, gastrointestinal ve merkezi sinir sistemi de dahil olmak {izere alevlenme
ve remisyonla seyreden tutulumlari oldugu organlarda gecici ve kalict islev

bozukluklarina yol a¢tig1 anlagilmistir (31).

2.1.1 Etyopatogenez

Hastaligin etyolojisi kesin olarak bilinmemektedir. Hastaligin aralikli seyreden
dogas1 ve tedaviye cevabin silirekli olmamasi altta yatan etiyolojiyi tanimlamada
zorluk yaratmaktadir. Patogenezde genetik faktorler, infeksiydoz ajanlar, stres
proteinleri, hiicresel ve humoral immiinite, otoantikorlar, endotelyal ve pihtilasma
faktorlerinin sorumlu tutuldugu hipotezler ileri siiriilmiistiir ancak tam olarak rolleri
aciklanamamistir (32). Giiniimiizde genetik olarak bu hastaliga duyarl bir bireyde,
uygun ¢evresel faktorlerin etkisiyle immiin sistemin tetiklendigi ve bu siirecte
endotel harabiyetinin olustugu ve BH’nin klinik bulgularinin ortaya ¢iktigi kabul
edilmektedir (33). Etyolojisi tam olarak aydinlatilamayan BH’inda arastirilan

birtakim konularin basliklari ve referanslari Tablo 1° de sunulmustur.
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Tablo 1. BH’1nda arastirilan konularin basliklar1 ve referanslari

Genetik ve HLA tipi ile Hastalik liskisi****

Infeksiydz ajanlar

Herpes simpleks viriis (HSV)**

Streptokok Tiirleri*****

Stres (Is1) Sok Proteinleri**~*>%>*
opKristalinler™

Oz (Self) Antijenler™

immiinglobulinler, immiinkompleksler ve Antikardiyolipin>**®°

Nétrofiller, Monositler ve Kompleman (C3-C9)>>+6164

Endotel hiicreleri, Nitrik Oksit ve iliskili Yeni inflamatuar Molekiiller’*%*"

Oksidatif Stres, Antioksidatif Savunma ve Eser Elementler?

- o0 . .. 2454
Koagiilasyon ve Fibrinolizis®***7®""

Hiperhomosisteinemi*>*"*"*"

2.1.2 Hiicresel ve Humoral immiinoloji

BH’de hem periferik kanda hem de doku oOrneklerinde T hiicre aktivasyonu
gozlenmektedir (3). HLA-B51’in bagladig1 antijeni yalnizca sitotoksik T hiicrelerine
sunabilmesi, BH’nda yo6+T hiicrelerinin artmasi, Thl sitokin sunumunun hastalik
aktivitesi ile iligkili olmasi, ayrica T hiicrelerinin ¢esitli viral ve bakteriyel antijenlere
asirt duyarli olmasi, paterji reaksiyonunun ge¢ doneminde T hiicresinden zengin
infiltrasyon izlenmesi ve siklosporin-A gibi T lenfosit fonksiyonlarmni baskilayan
ilaclarin 6zellikle BH’nda etkili olmasit BH’nin patogenezinde T lenfosite bagh
immiin yanitin énemli oldugunu gostermektedir (4,5). BH’nda immiin cevapta Thl
ile Th2 lenfosit komponentleri arasindaki dengesizlik ile birlikte ¢esitli sitokin
profilleri ve lenfosit popiilasyonlarinda artis gdsterilmis ve aktif hastalikta T hiicre
dengesizliginin Th1 lenfosit cevabi yoniinde olduguna isaret edilmistir (2,6,7).

BH ile ilgili yapilan ¢alismalar, ASH’in patogenezde yer alabilecegini
gostermistir. 1L-12, 6zellikle ASH’den salgilanan ve Thl cevabini yonlendiren bir
sitokindir. Ayni sekilde IL-18’de ASH’den ifade edilmekte ve ozellikle I1L-12

varliginda Thl polarizasyonuna neden olmaktadir. Behget hastalarinda Thl
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polarizasyonuna IL-12’nin eslik etmesi, IL-18’in diizeyinde artis olmasi ve IL-1 ve
IL-18 genlerinde polimorfizm saptanmasi ASH’nin de patogenezde Onemli

olabilecegini diistindiirmektedir (5).

2.1.2.1 Behget Hastaligi ve T Regtilatuar hucreler

Yasamun  temel  prensiplerinden  biri  olan  enfeksiyondan  korunma,
mikroorganizmalara karst hem dogal (‘innate’) hem de adaptif mekanizmalarla yanit
veren immiin sistem aracihigi ile ger¢eklesmektedir. Immiin sistemin enfeksiyon
kontroliinde kullandig1 efektér mekanizmalar; pro-inflamatuar sitokin  ve
kemokinlerin {retilmesi, enfeksiyon bolgesine inflamatuar hiicrelerin toplanmasi,
enfekte olan hiicreleri pargalayan sitotoksik T lenfositler ve NK hiicrelerin
aktivasyonudur (80,81).

Biitiin immiin yanitlar belirli sinirlar icinde gerceklesmektedirler. Antijenik
bir uyaridan sonra antikor konsantrasyonu ve efektor T hiicre sayis1 asamali olarak
artar, ancak kisa zamanda belli bir miktara eriserek azalmaya baslar. Baska bir
deyisle, cogu immiin yanit nicelik ve nitelik bakimindan optimal bir cevap
olusturmak tizere adapte olur (8). Patojenin ortadan kaldirilmasina ya da
yayilmasinin yavaslatilmasina yardimci olan bu immiin yanit eger etkili bir sekilde
kontrol edilmezse siddetli inflamasyona ve doku hasarlarina neden olabilmektedir.
Ancak immiin sistem, dogada cok cesitlilikte bulunan mikrobiyal antijenlere yanit
verirken, bir yandan yeterli mikrobiyal yaniti sagladiktan sonra 6ze zarar verebilecek
yikict reaksiyonlarini zayiflatarak sondiirmek diger yandan da yanit sirasinda kendi
“oto-antijen”lerini tanityarak onlara karsi reaksiyon vermemek zorundadir. Bu
ozellik, baska bir deyisle ‘“self-tolerans/6z-tolerans”, 20. ylizyilin baslarinda
tanimlandigindan beri immiin sistemin en biiylik bulmacalarindan biri olmustur.

Self Toleran/Oz Toleransin Saglanmasi: 1905°de Ehrlich ve Morgenroth
calismalarinda immiin sistemin, kendinden olani ve olmayani ayirt etme ozelligi
oldugunu, “self-tolerans” ile kendinden olana yanitsiz kalarak otoimmiiniteyi
engelledigini iddia etmislerdir. Ehrlich’in bu fikrine dayanarak “klonal seleksiyon”

hipotezi ortaya cikmuistir (82,83). Klonal seleksiyon teorisinin modern yorumuna
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gore, timusta antijene spesifik reseptorler aracilig ile antijene baglanan T hiicreleri,
MHC molekiiliiniin oto-peptidlere baglanma sekline gore seleksiyona ugrarlar.
Timusta, kemik iligi prekiirsorleri olan ve ¢esitli asamalarla olgun T hiicrelerine
doniisen  “timositler” bulunmaktadir. Oto-antijenlere yiiksek affinite tasiyan
timositler, timik farklilasma esnasinda “negatif seleksiyon” denilen bir apoptotik
mekanizma ile santral olarak elimine edilirler. Oto-reaktif olma potansiyeli olan
timositlerin negatif seleksiyon ile elenmeleri ile, 6z-toleransa sahip bir periferik T
hiicre repertuvart olusmaktadir. Oz-toleransin  bozuldugu durumlarda ise
otoimmiinite olusmaktadir (82,85).

Ancak, oto-reaktif T hiicrelerinin timustaki klonal delesyonu, toleransi
aciklayan tek mekanizma degildir. Fareler ile yapilan calismalarda (86-89),
otoimmiin hastaliga sahip olmayan farelerin neonatal timektomiden sonra otoimmiin
hastalik gelistirdikleri gozlemlenmistir.

Oto-antijenlere diisiik ya da orta derecede affiniteleri olan T hiicreleri
timustaki negatif seleksiyondan kacarak perifere ge¢mektedirler. Burada, oto-
peptidler ile aktivasyonlari sonucunda prolifere olarak patojenik efektdr hiicrelere
doniigebilirler. Dolayisiyla, bu oto-reaktif hiicrelerin geligimlerini ve islevlerini
diizenleyen mekanizmalar ayni zamanda otoimmiin hastaliklarin olusumlarini ve
ilerleyislerini de kontrol etmektedir. Bu fikirlerin sonucu olarak, otoimmiin
hastaliklarin ~ olusma nedeni oto-peptidlere  yiiksek affiniteli  hiicrelerin
eliminasyonundaki yetersizliklerin yani sira periferdeki oto-reaktif hiicre klonlaridir.
Calismalar (82-84,90), saglikli insanlarda da zararli olma potansiyeli olan oto-reaktif
lenfositlerin periferde bulunduklarini gostermistir. Saglikli hayvanlarin kuvvetli
adjuvantlarla beraber kendilerinden olan molekiiller ile immiinize edilmeleri
sonucunda T hiicre aracilikli otoimmiin doku hasarlar1 goriilmistiir (91).

Periferik tolerans ¢esitli mekanizmalarla islemektedir. Bunlardan en kolay
anlagilan1 oto-antijenlerin yok sayilmasidir. Bu yok saymanin nedeni oto-antijenin
kan ve lenf ile taginan immiin sistem hiicrelerinin ulasamayacagi yerlerde
bulunmalar1 ya da antijenin T hiicre yanit1 baglatacak esik degerine ulasamamasidir
(93). T hiicre sinyalinin islevsel olmas1 THR (T hiicre reseptorii)’niin MHC-peptid
kompleksi ile baglanma giicline ve siiresine baglidir. T hiicrelerinin optimal

aktivasyonlar1 ve farklilagmalari i¢in belli bir esik degeri gerekmesinin yani sira ¢ok
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ylksek affiniteli THR’ler apoptotik yollarin baslamasina neden olarak aktivasyonla
uyarilmis hiicre 6limiine ‘AICD: activation-induced cell death’ yol agarlar (82).

Ayni zamanda, T hiicreleri periferde oto-antijen ile karsilastiklarinda anerjik
hale doniisebilirler. Anerji, antijen ile karsilasmadan sonra lenfositin islevsel olarak
inaktive olmasi ancak yine de bu durumdayken canliligini siirdiirdiigii bir tolerans
mekanizmasi olarak tanimlanmistir (94). ASH tarafindan kostimiilasyonun yetersiz
ya da olmadig1 durumlarda, diisiik affiniteli bir ligand ile THR sinyali yollanmasi ile,
IL-2 gibi biiytime faktorii sitokinlerin sinirli oldugu durumlarda veya IL-10 gibi anti-
inflamatuar sitokinlerin varliginda tam olarak aktive olmayan T hiicreleri, antijene
kars1 kismen ya da tamamen yanitsiz kalmaktadirlar (94,95). Anerjik hiicrelerin ayni
zamanda baskilayici hiicrelerin olusumunda da rol oynadiklar diisiiniilmektedir (96).
Bu pasif oto-tolerans mekanizmalarin yani sira oto-reaktif T hiicrelerini aktif
olarak baskilayan T hiicre alt gruplar1 bulunmaktadir (81).

T hiicrelerinin aktivitesinin, diizenleyici islevleri olan farkli T hiicre
poplilasyonlar1 tarafindan kontrol edilebilecegi diisiincesi toleransin agiklanmasinda
biiylik bir gelismeye neden olmustur. Baskilayici, bagka bir deyisle T regiilatuar
(Treg) hiicrelerinin iki sekilde olustuklar1 diistiniilmektedir. Timus tarafindan stirekli
iiretilen, dogal olarak bulunan Treg hiicrelerinin yam sira periferde “tolerojenik”
hiicrelerle karsilasarak sonradan olusan adaptif Treg hiicreleri bulunmaktadir (81,93).
Dogal olarak bulunan Treg hiicreleri, timusta fetal ve neonatal gelisimin erken
evrelerinde olusurlar. Farkli c¢esitlilikteki THR’ler ile poliklonal olduklari ve bu
sayede de ¢ok cesitli oto-antijenleri taniyabildikleri diisiiniilmektedir. Bu hiicrelerin
timusda olusumunu ac¢iklayan mekanizmalardan biri olarak, timusta klonal delesyona
neden olacak kadar yeterli seviyede bulunmayan oto-proteinlerin, ASH’ler tarafindan
CD4+ T hiicrelerine sunulmalar1 ile bu bolgelerde lokal olarak Treg hiicrelerini
olusturduklar1 goriisii ileri siiriilmektedir (97).

Dogal olarak bulunan ve baskilayici aktiviteye sahip bu hiicreler ilk olarak,
Sakaguchi ve dig. (98,99), T hiicreleri olmayan farelerde (atimik nude fare)
yaptiklar1 ¢alismada ortaya ¢ikmig ve CD4+CD25+ Treg hiicreleri olarak
adlandirilmiglardir. Bu calismalarda (98,99), IL-2 reseptOriiniin o zincirini ifade
etmeyen (CD25); CD4+ (CD4+CD25-) T hiicre grubu normal BALB/c farelerden

alinarak 6 haftalik sinjenik atimik nude farelere transfer edildiginde, timektomiden 3
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glin sonra c¢esitli organlarda otoimmiin hastalik paternine benzer inflamatuar
lezyonlar goriilmiistiir. Alic1 farelerden bazilarinda sistemik otoimmiin hastaliklara
da rastlanmistir. CD25+ T hiicrelerinin farelere tekrar transfer edilmeleri sonucunda
otoimmiinitenin engellendigi goriilmiistiir. Dogal olarak olusan CD4+CD25+ Treg
hiicrelerinin varligi, timusun periferik toleransi kontrol etmesinde klonal seleksiyon
disinda da rolii oldugunu gostermistir (84).

Shevach ve dig. (100,101) timusta tretildikten sonra, hiicrelerin periferik
dokulara tasinarak antijene yanit olarak c¢ogalmak yerine, diger T hiicrelerinin
proliferasyonlarint baskiladiklarini ortaya koymuslardir. Bu baskilanmanin sitokin
gibi ¢ozilinebilir faktorler ya da ASH’deki degisimler araciligi ile degil de hiicre-
hiicre temas1 ile oldugu gosterilmistir. Bu hiicrelerin timusta iiretildiklerinden oto-
antijenlere 6zgiil olduklar1 diisiiniilmektedir (97).

Timusda olusan CD4+ Treg hiicreler, periferdeki CD4+ Treg hiicrelerinin
%5-10"u kadarin1 olusturur (102). Fenotipik olarak yiiksek seviyede CD25 ve Foxp3
ifade edilmeleri ile ayirt edilirler. Bildigimiz diger efektoér T hiicrelerinin aksine bu
hiicreler, CD25’1 aktivasyon sonrasinda gecici olarak degil de siirekli ifade ederler
97).

Son 10 yil igerisinde bu hiicreleri efektér CD4+ T hiicrelerinden ayirici bir
belirte¢ bulmak amaci ile bir¢ok calisma yapilmistir. Sitotoksik T lenfosit antijen-4
(CTLA-4), glukokortikoid ile olusan TNF (Tiimor nekroz faktorii) reseptor ailesi
iligkili protein (GITR), lenfosit aktivasyon geni-3 (LAG-3) bu belirteclerden
baslicalaridir (103,104). Treg hiicreler ile iliskili bir¢ok belirte¢ belirlense de bulunan
belirteclerden bir¢ogunun sadece bu hiicrelere 6zgili olmadigi ortaya ¢cikmustir.

Foxp3 transkripsyon faktoriiniin dogal olarak olusan Treg hiicrelerinin
gelisim ve fonksiyonlar1 igin gerekli oldugunu (105,106), Foxp3 genindeki
mutasyonun Treg hiicrelerinin fonksiyonlarin1 bozarak otoimmiin hastaliklara yol
actigimi gosteren (107) ¢aligmalar bulunmaktadir. Ayrica Foxp3’iin CD4+ hiicrelerde
ektopik olarak ifade edilmesi, fare CD4+ T hiicrelerini Treg hiicrelere
dontistiirmiistiir (107).

Foxp3 hali hazirda en ¢ok kabul géren Treg hiicre belirteci olsa da yillar
icerisinde, Foxp3’lin daha ¢ok fare Treg hiicrelerine 6zgii bir belirte¢ oldugu, insanda

fareler ile aym ifade edilme paternlerine sahip olmadig1 ortaya ¢ikmustir. ilk olarak

19



2003 yilinda (108) aktive olan insan efektor CD4+CD25- T hiicrelerinin de Foxp3
ifade etmeye basladiklar1 gosterilmistir. Hiicre niikleusunda bulunan bir
transkripsyon faktorii olan Foxp3 i¢in akim sitometrik antikorlarin gelistirilmesi ile
bu gozlem baska laboratuvarlar tarafindan da onaylanmis, takip eden caligmalarda
(109,110), anti-CD3 ve alloantijenler ile uyarilan, antijene 6zgii uyarim ile aktive
olan biitlin T hiicrelerinin gecici olarak Foxp3 ifade ettigi bulunmustur.

CD25 ve Foxp3’iin yani sira CTLA-4, GITR ve LAG-3 gibi diger Treg hiicre
belirteci oldugu ileri siiriilen molekiiller de baskilayici 6zellikleri bulunmayan, aktive
olmus efektor T hiicrelerinde ifade edilmektedir. Yine de timustan ¢ikan ve bu dogal
olarak bulunan CD4+ Treg hiicrelerinin oto-antijene 0zgii olduklari, bu nedenle
periferde siirekli olarak oto-antijenler ile karsilastiklari; dolayisi ile bu belirtegleri,
klasik efektor CD4+ T hiicrelerinin aksine gecici degil de, devamli olarak ifade
ettikleri gortisii kabul gormektedir (97).

Timusta dogal olarak bulunan Treg hiicrelerinin yam sira periferik dokularda
inflamatuar yanit esnasinda, olgun T hiicrelerinin farklilasmalari-doniigiimleri ile
meydana gelen, baskilayici islevli regiilator T hiicre gruplarina adaptif Treg hiicreleri
ad1 verilmektedir.

IL-10 varliginda olgun T hiicrelerinin alloantijenler ile tekrarlanan uyarimlari
sonucunda T regiilatdr 1 “Tr1” olarak tanimlanan, baskilama islevini IL-10 sitokini
ile yapan adaptif regiilator CD4+ T hiicre alt grubu olusmaktadir (111). Yine ayn
sekilde, TGF (doniistiiriicti biiylime faktorii, ‘transforming growth factor’)-f3 sitokin
salinimi ile diger immiin sistem hiicreleri baskilayan T yardimci 3 (Th3) hiicreleri
deneysel olarak olusturulmuglardir (112).

Adaptif olarak olusan bu Treg hiicreleri, timusda olusan Treg hiicrelerden
farkli olarak Foxp3 eksprese etmezler. Dogal olarak olusan Treg hiicrelerinden bir
diger farklar1 ise bu hiicrelerin baskilayici islevlerini hiicre-hiicre temasi yolu ile
degil de ¢Ozilinebilir faktorler, bashica IL-10 ve TGF-B gibi sitokinler ile
yapmalaridir.

Fare efektor T hiicrelerinin TGF-f ve retinoik asit varliginda CD103+
dendritik hiicreler ile uyarimlar1 sonucu mukozal lenfoid dokularda adaptif Treg

hiicreleri olusmaktadir (113). Periferde ise baskilayici sitokin sinyal 3 (SOCS3)’den
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yoksun dendritik hiicrelerin bu hiicrelerin olusumunu sagladig: diisiiniilmektedir
(114).

Dendritik hiicreler disinda ortamda bulunan sitokinlerin de bu hiicrelerin
olusumlarint sagladigi, T hiicrelerinin kaderlerini belirledigini gdsteren bir¢ok
calisma bulunmaktadir. TGF-f’nin varliginin, otoimmiiniteyi ve doku hasarini
engelleyen adaptif Treg hiicrelerinin gelisimi i¢in sart oldugu diisiiniilir (112).
Ancak TGF-f ile beraber IL-6’nin ortamda bulunmasinin ise inflamatuar yanitta
gorev yapan ve doku hasarina neden olabilen yardimer T 17 (Th17) hiicrelerinin
olusumunu sagladigr ileri stiriilmektedir (115).

Dogal olarak olusan ve adaptif Treg hiicreleri, mekanizmalari bakimindan
birbirlerinden ayrilmaktadir. Calismalar (116,117), adaptif Treg hiicrelerinin TGF-3
ve IL-10 gibi sitokinler {iireterek immiinsupresif Ozellik gosterdiklerini ortaya
koymustur. Bunun aksine dogal olarak olusan Treg supresyonunun, sitokinden
bagimsiz bir mekanizmayla, ASH ya da diger T hiicreleri ile hiicre-hiicre temasi ile
saglanmaktadir. Adaptif regiilator hiicrelerin sitokine bagli bir mekanizmayla
baskilama yaptiklar1 bilinse de hiicre-hiicre temasinin yine de immiinsupresif 6zellik
gosterebilmeleri i¢in gerekli olabilecegi diistiniilmektedir (97).

Timusta dogal olarak olusan Treg hiicrelerinin olusumunu saglayan sinyaller
tam  olarak  bilinmemektedir. =~ Yapilan  arastirmalar  (103,118) CD28
kostimiilasyonunun, dogal olarak bulunan Treg hiicrelerinin hem timusta
olusumlarint hem de periferik yasam siireglerini kontrol ettigini gostermistir. Dogal
olarak olusan Treg hiicrelerinin aksine adaptif Treg hiicrelerinin olusumlar1 ve
islevleri i¢in kostimiilasyon gerekmemektedir (97). Blazar ve dig. arastirmalarinda
(119), CD28 kostimiilasyonu olmadan da alloantijen spesifik Trl hiicreleri
olusturarak, CD28’den bagimsiz bir yolla graft versus host disease (GVDH)’yi
engelledigini gostermislerdir.

Cesitli otoimmiin hastaliklarda, farelerde CD4+CD25+ Treg hiicrelerin
kaybin1 gosteren calismalar ¢ok olsa da insanda bu calismalar sinirli sayidadir.
Otoimmiin hastalarda yapilan ¢alismalarda bu hiicre popiilasyonlarinin azaldigi ya da
baskilayici islevlerinin yetersiz oldugu belirlenmistir (9). Multipl skleroz (MS) (120)
ve romatoid artrit (RA) (121) hastalarinda bu hiicre popiilasyonlar1 sagliklilardan

miktarca farkli bulunmazken islevlerinde bozulmalar oldugu bildirilmistir. Kawasaki
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hastaligi (122), tip 1 diyabet (123) ve otoimmiin lenfoproliferatif sendrom
(autoimmune lymphoproliferative syndrome: ALPS)’ye (124) sahip bireylerde,
CD4+CD25+ Treg hiicre oranin saglikli bireylere gore azalmigs oldugu
gbzlemlenmistir.

Okiiler komplikasyonu olan ve olmayan Behget hastalarinda CD4+CD25+
Treg hiicre diizeyleri iizerine yapilan ilk g¢alismada okiiler komplikasyonu olan
Behget hastalarinda okiiler atak oOncesi Treg hiicre diizeylerinin okiiler atak
sonrasiyla karsilatirildiginda anlamli olarak diistiigi gosterilmistir (125). Aym
calismada inaktif okiiler komplikasyonu olan Behget hastalarinda ve okiiler
komplikasyonu olmayan Behget hastalari, sarkoidoz, sistemik sklerozis ve saglikli
bireylerden olusan kontrol grubunda Treg hiicre diizeyleri normal olarak izlenmistir
(125). Hamzaoui ve dig. (10) yaptig1 bir calismada remisyonda olan Behget hastalari
ve saglikli kontrol grubu, aktif fazda olan Behget hastalari ile karsilagtirildiginda
CD4+CD25+ Treg hiicreleri anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Remisyonda olan
Behget hastalar1 ile saglikli kontrol grubu kendi arasinda karsilastirildiginda
CD4+CD25+ Treg hiicreleri agisindan fark bulunmamistir (10). Ek olarak aktif
Behget hastalarinda Foxp3 i¢cin mRNA ve CTLA-4 ifadesi, kontrol grubu ve
remisyonda olan Behget hastalarindan daha fazla oldugu goriilmiistiir (10). Her ii¢

grupta TGF-f3 ekspresyonu acisindan farklilik izlenmemistir (10).

2.1.2.2 Behget Hastaligi ve Sitokinler

Pre-timositler T hiicrelerin onciileridir. Timusa girdiklerinde bu hiicreler yiizey
antijenleri CD2 ve CD7 ifade etmeleri ile ayirt edilebilen geng¢ timositlere
dontisiirler. Bu hiicreler ne CD4 ne de CDS antijeni i¢erdiklerinden ¢ift negatif olarak
tarif edilirler. Olgunlagsmanin sonraki evresinde hiicre yiizeyinde CD3 antijen
kompleksi ve ylizey antijeni CD1 yer alir. Gergek T hiicrelerinde CD1 kaybolur ve
hiicreler ya CD4 ya da CD8 antijeni iceren iki ayr1 hiicre popiilasyonu olusturmak
tizere bolliniirler. CD4 antijeni T-yardimci (Th) hiicre popiilasyonunun, CD8 antijeni
de T-sitotoksik (Ts) hiicre popiilasyonunun karakteristigidir. Hiicreler simdi tek
pozitiftir. Tiim olgun T hiicrelerinin %99’ u ylizeyde THRo/p tasirlar, geri kalaninda
ise TCRy/6 bulunur (126,127).

22



Farkli antijenlerle ilk temastan sonra bir¢ok Th hiicresi, makrofajlar, NK
hiicreler ve mast hiicreleri gibi immiin sistemin nonspesifik elemanlar1 ile karsilagir.
Nonspesifik defans hiicrelerince olusturulan antijen islevi, immiin cevabin sonradan
gelisen seyri iizerinde kararli bir etki yapan bir sitokin ortami1 meydana getirir. Etkin
sitokin ortam1 ve antijen sunumunun (dendritik hiicreler) farkli sekillerine bagh
olarak orijinal kararsiz T yardimci hiicre (Th0) ya Thl ya da Th2 hiicresine doniisiir
(126,127). Bu CD4 T hiicreleri farkli tipte sitokin profili ile immiinetede farklh
yanitlarin olusumu saglarlar. Thl gecikmis tip hipersensitivite/hiicre aracilikli
immiiniteden, Th2 allerjik/hiimoral immiiniteden sorumludur (126,127). Ayrica her
alt grup kendi gelisimine katkida bulunurken diger alt grubun olusumunu engeller.
Th1’in olusumunu saglayan sitokinler Th2’yi, Th2 nin olusumu saglayan sitokinler
Th1’i baskilar. Bu immiinolojide yeni bir anlayisin olusmasina neden olmustur
(126,127).

Th1 hiicreler baslica IL-2, IFNy, TNF-B ve GSM-CSF salgilar. Ozellikle Thl
hiicreleri IFNy tiretimleri ile tanimlanirlar. IFNy makrofaj aktivasyonu saglayan ve
bu sayede belirli intraselliiler patojenlerin temizlenmesinde rol oynayan bir sitokindir
(126,127). Th2 hiicreler bashica IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-14
meydana getirirler. Th2 hiicreleri 6zellikle IL-4 ve IL-5 iiretimleri ile tanimlanirlar
ve IgG1 ve IgE sinif doniistimiinii ve eozinofillerin toplanmasini saglarlar (126,127).
Daha sonra Th2 hiicrelerinin IL-13 iiretimleri de gosterilmistir. IL-13, IgE sif
degisiminde rol oynamasinin yani sira mukozal aktivasyonda da Onemlidir. Th2
hiicrelerinin {irettikleri sitokinler ayni zamanda helmintlerin temizlenmesinde de
onemlidirler (126,127).

Th1-Th2 hipotezi farkli patojenlerin tipine goére farkli tip immiin yanitin
olusmasini agiklamiglardir. Daha sonra, Th1 ve Th2 efektor T hiicrelerinin normal T
hiicre havuzunda az miktarda bulunduklari, gelisimleri i¢in naif T hiicre
prekiirsorlerinin antijen ile uyarilmasi ve klonal genislemeye gitmeleri gerektigi
anlagilmistir. Th2 efektor hiicrelerin IL-4’¢ bagimli bir yolla olustugu ortaya
cikmistir. Efektor hiicreler tarafindan iiretilen IL-4 diger efektorlerin de ayni fenotipi
kazanmalarini saglarlar. Thl gelisimde ise IL-12, IFN-y ile beraber rol oynar. IL-12

NK hiicrelerinin IFN-y iiretimlerini saglar. Boylelikle dogal ve adaptif immiinitelerin
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beraber sitokin {iretimleri sayesinde birbirlerinin etkilerini arttirarak patojenin
temizlenmesini saglarlar.

Sitokinler: Hiicresel ve sivisal bagisiklik yanitlari, sitokinler olarak adlandirilan
protein ve glikoprotein yapisindaki maddeler tarafindan diizenlenmekte olup
interlokinler (IL-1-18), interferonlar (IFN a, B, y), graniilosit koloni stimiilan faktor
(G-CSF), monosit koloni stimiilan faktor (M-CSF) ve graniilosit monosit koloni
stimiilan faktor (GM-CSF) gibi koloni stimiilan faktorler, tiimor nekroz faktorii a, B
ve v (TNF a, B, y), transforming growth faktér B (TGF- B, doniistiiriicii biiylime
faktorii) ailesi, eritropoetin, noron gelisim faktorii, epidermal gelisim faktorii,
fibroblast gelisim faktorleri, insiilin benzeri gelisim faktorleri ve trombositlerden
elde edilen gelisim faktorii gibi biliylime faktorleri sitokin sinifi icerisinde yer
almaktadir (128). Lokositler arasindaki haberlesmeyi diizenlemede gorev yapan
monositler, doku makrofajlar1 ve lenfositler tarafindan tiretilen molekiillere, 1979
yilinda Isvigre’de yapilan II. Uluslararas1 Lenfokin kongresinde “Interlokin” adi
verilmigtir (127,128). Dogal ve kazanilmis immiinitede rol oynayan bu protein
ailesi, genel olarak diisiik molekiil agirliklidir ve tek bir zincirden olusurlar. Hiicre
biiylimesi, hiicre aktivasyonu, inflamasyon, immiinite, doku onarimi, fibréz ve
morfogenez gibi dnemli biyolojik siiregleri diizenlerler. Herhangi bir uyar1 sonucu
aktive olan hiicreden salinan sitokin diger hiicre yiizeyindeki reseptoriine baglanir ve
bu baglant1 sonucu olusan sinyal iletimi biyolojik etkiler olarak kendini gosterir.
Sitokinlerin hedef hiicreleri; salindiklar1 hiicre (otokrin etki), yakinindaki hiicre
(parakrin etki) veya dolasima girmis sitokinlerle uyarilan uzaktaki bir hiicredir
(endokrin etki) (129).

Lenfosit ve immiin sistemin diger hiicreleri efektdr fonksiyonlarini sitokin
sentezleyerek ve salgilayarak gosterirler. Dogustan edinilmis bagisiklikta, sitokinler;
makrofajlar ve NK hiicreleri tarafindan tiretilir ve mikroplara kars1 erken inflamatuar
yanit1 baslatir. Bu sitokinler; TNFa, IL-1, kemokinler, IL-12, tip 1 Interferonlar
(IFN-a, IFN-B), IL-10, IL-6, IL-15, IL-18’ dir.

TNF-a: TNF-a esas olarak makrofajlardan dretilir. Proinflamatuar bir
sitokindir. Diigiik konsantrasyonda iken endotel hiicreleri tarafindan adezyon
molekiillerinin iiretilmesini arttirir ve yardimci T hiicreleri tarafindan lenfokin

sentezini arttirir ve B hiicrelerinin iiremesini uyarir. Yiiksek konsantrasyonda iken,
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endotoksin ile uyarilan septik sokun dnemli bir aracisidir. Yag dokusunda lipoprotein
lipaz1 inhibe etmesi ve bdylece yag asitlerinin kullanimin1 azaltmasindan otiirii
kasektin de denir. Bu etki kaseksiye neden olur. Deney hayvanlarinda bazi
tiimorlerde 6liim ve nekroza neden olur. Bu etkisini timdr dokusunda enfarktiise yol
acmak iizere damar i¢i pihtilasmayr kamgilayarak gosterebilir. TNF-o otoimmiin
reaksiyonlarda inflamasyonun baglamasi ve siirmesinde onemli bir rol oynar (130).
“Behcetojenik” gen kabul edilen HLA-B51 genine komsu gen lokasyonlarinda TNF
polimorfizmlerine rastlanmigtir (2,131). Aktif Behget hastalarinda lenfositlerden
spontan TNF-q, IL-6 ve IL-8 salgilandig1 tespit edilmistir (6). Hastalarin serum ve
akoz hiimoriinde TNF-a diizeyleri yiiksek bulunmustur (132). TNF-a ile beraber
IFN-y nitrikoksit iireterek vaskiiler endotelyal hiicreler lizerinde sitotoksik etki
yaratir (133). Okliizif vaskiilit ile giden Behget iiveitinde TNF-a ile beraber IFN-
y’nin intraokiiler seviyelerinin artmis olarak bulunmasi Behget {iveitindeki vaskiiler
endotelyal hiicre hasarii agiklayabilmektedir. Akézde TNF-a ile beraber IFN-y
artist, Behget {iveitinde monositlerin intraokiiler infiltrasyonundaki artisi
aciklayabilecegi bildirilmistir (134).

(Coziilebilir TNF reseptor-75 diizeylerinin yiiksek ve hastalik aktivasyonuyla
uyumlu bulunmasi, TNF-a iireten hiicrelerin sayisinin aktif dénemlerde artmasi ve
deneysel modellerde TNF-o’nin iiveit gelisiminde rolii oldugunun gdsterilmesi, anti-
TNF ajanlarinin BH tedavisinde kullanilmasini giindeme getirmistir (135). Major
proinflamatuar bir molekiil olan TNF-o’nin BH’ nda anahtar bir role sahip olabilecegi
anti-TNF ajanlarin hastalikta bagariyla kullanilmasiyla da desteklenmistir (131).

IL-10: IL-10, makrofajlardan ve T hiicrelerinden (T diizenleyici hiicreler ve
Th2) salgilanan, konak immiin yanit1 inhibe eden bir sitokindir (antiinflamatuar).
Aktive makrofajlarin ve dendritik hiicrelerin inhibitoriidiir. Bu nedenle dogustan
edinilmis bagisiklik reaksiyonlarim1 ve hiicre aracilifi ile olan bagisikligi kontrol
eder. Aktive makrofajlar ve dendritik hiicreler tarafindan IL-12 iiretimini inhibe eder.
IL-12, IFN-y salintminin 6nemli bir uyarani ve hiicre i¢i mikroplara kars1 bagigiklik
yanitlarinin 6nemli bir uyaranidir. IL-10 bu reaksiyonlarin tiimiinii bloke eder.
Makrofajlarda ve dendritik hiicrelerde sinif I MHC molekiillerinin ifade edilmesini
inhibe eder. Bdylece T hiicre aktivasyonunu inhibe eder ve hiicre araciligi ile

bagisiklik yaniti1 sonlandirir. Yapilan bir ¢alismada IL-10 diizeyinin spesifik olmayan
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Oon tiveit hastalarinda azaldigi, Fuchs heterokromik iridosiklitinde yiikseldigi
bildirilmistir (136). Mantas ve dig. 24 Behgetli hasta {izerinde yaptiklar1 ¢calismada,
aktif ve inaktif Behgetli hastalarin serum IL-4 ve IL-10 diizeyleri arasinda istatiksel
olarak anlamli farklilik bulamamuslardir (137). Benzer sekilde aktif {iveit tanisi
konan 41 hasta ile remisyonda oldugu tespit edilen 20 hasta ve 18 saglikli birey
arasinda serum IL-4, IL-10, IL-2 diizeyleri arasinda anlamli fark bulamamislardir
(138). Diger bir calismada, Behget iiveiti olan olgularin akdz hiimér ve serumlarinda
tespit edilemeyecek derecede az IL-10 diizeylerinin oldugu ve deprese olmusg IL-10
diizeylerinin Behget {iveitindeki sebat eden intraokiiler inflamasyonun bir parcasi
oldugu bildirilmistir (139-141).

IL-18: IL-18, IL-12 ile birlikte hiicre aracili immiinitenin uyaricis1 olarak
etkinlik gosteren ve makrofajlar tarafindan lipopolisakarid ve diger mikrobiyal
maddelere karsi yanitta salgilanan bir sitokindir. NK hiicrelerden ve T hiicrelerinden
IL-12 ile beraber IFN-y iiretimini uyarir ve IL-18’in asir1 iiretilmesi siddetli
inflamatuar hastaliklara neden olabilir (142). IL-12, IL-18, periferik CD4+ ve CD8+
T hiicrelerinden salinan ve otokrin etki ile T hiicre ¢ogalmasimni ve antijen ile
aktiflesmis T hiicrelerinin apoptotik 6liimiinii arttiran IL-2, periferik CD4+ ve CD8+
T hiicrelerinden salinan IFN-y diizeyleri BH’nda yiiksek bulunmustur (143-145).
Behget hastalarinda IL-18’in artmis serum diizeylerinin hastalik aktivitesi ile iliskili
oldugu bildirilmistir (146,147). IL-18 yetersizligi olan farelerde kollajenin tetikledigi
artrit, deneysel otoimmiin ensefalomiyelit, deneysel diyabet gibi Thl ile iliskili
immiin hastaliklarin siddetinde ve sikliginda azalma gosterilmistir. Cesitli immiin ve
immiin olmayan hastaliklarda IL-18 seviyesinin arttigint gosteren ¢aligsmalar,
inflamatuar hastaliklar ile IL-18 promoter -607C/A veya -137 G/C polimorfizmi
arasinda iligki olasiligina yonlendirmektedirler. Yapilan bir ¢aligmada Behget
hastalarinda -607 CC genotip siklig1 ve -607C allel sikliginda anlamli bir artis
izlemis olup, ayn1 hasta grubunda yapilan haplotip analizinde Behget hastalarinda -
607A/-137G haplotip ve -607A/-137G homozigot haplotipin kontrol grubuna gore
anlamli dercede az oldugu gosterilmistir (148). -607 C/-137G homozigot haplotipin
anlamli derecede yiiksek oldugu Behget hastalarinda, polimorfizm ile hastaligin

klinigi ve bulgular arasinda iliski olmadigi, bu polimorfizmin hastaligin baslama

26



yast ile iliskili oldugu ve IL-18 promoter geninin Behget hastaliginda siipheli bir gen
olabilecegi bildirilmistir (148).

Sonradan edinilmis bagisiklikta rol alan sitokinler, Th1’ den salgilanan IL-1,
IFN-y, TNFp ile Th2’ den salgilanan IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9,
IL-10, IL-14"diir.

IL-4: IL-4 esas olarak CD4+ T hiicrelerinin Th2 alt grubu tarafindan yapilan
bir sitokindir. IL-4’lin fonksiyonlar1 arasinda, naif CD4+ prekiirsorlerinden Th2
hiicrelerin farklilagmasin1 saglamak, B hiicrelerinden IgE yapimini uyarmak ve IFN-
vy bagimli makrofaj fonksiyonlarmin baskilamaktir. Behget hastalarinda IFN-y/IL-4
oraninda yiikselme gozlenmistir (149,150-152).

IL-8: IL-8 damar endotel hiicrelerinden salinan, inflamatuar reaksiyonda
dolasimda bulunan l6kositlerin damar endotel hiicrelerine tutunmasinda aktif rol
oynayan bir sitokindir. BH nda lokal immiinkompleks ve kompleman birikimi ve IL-
8 etkisiyle nétrofil graniilositlerin  toplanmasina bagli olarak nekrotizan
lokositoklastik  vaskiilit gelisir. Bir C-X-C kemokini olan ve nétrofillerin
aktivasyonunu sagladigi bilinen IL-8’in BH’nda artmis oldugu cesitli ¢alismalarda
gosterilmistir (62,153,154). IL-8 degisik nedenlere bagh tiiveit olgularinin vitreus
orneklerinde artmis olarak tespit edilmis ve doku hasarina ¢ok onemli bir katkisi
oldugu vurgulanmistir (155). Behget dist idyopatik on {iveitli olgularin akéz
Orneklerinde de IL-8, MCP-1, IP-10, RANTES ve MIP-1’in aktif donemde arttiklar1
gosterilmistir (156). Yapilan bir diger ¢alismada BH’nda TNF-a, IL-6, sIL-2R ve IL-
8 serum seviyelerinde artis oldugu, bu sitokinlerin hastalik aktivitesiyle iligkili
oldugunu bildirilmistir (157). Bozkurt ve dig. tarafindan yapilan bir ¢aligmada GRO-
a, MCP-1 ve RANTES diizeyleri aktif ve inaktif Behget iiveitli hastalarda, behget
dis1 aktif iiveitli hastalarda ile saglikli kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml yiiksek bulunmustur (158). IL-8 diizeyleri ise aktif ve inaktif Behget iiveitli
hastalar ile Behget dis1 aktif {iveiti olan hastalarda, saglikli kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli yiliksek bulunmustur (158).

IFN-y: IFN-y esas olarak yardimc1 T hiicrelerinin Thl alt grubu tarafindan
tiretilen bir sitokindir. Bu madde makrofaj, NK hiicreleri ve notrofillerin fagositik
etkinliginin en gii¢lii etkinlestiricilerinden biridir. Genel olarak immiin yanitta

efektor bir sitokin olarak gorev yapan IFN-y, nitrik oksit ve reaktif oksijen ara
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tirlinlerinin sentezini uyararak makrofajlarin mikrobiyal fonksiyonlarini arttirir. ASH
tizerinde siif I ve siif II MHC molekiillerinin ifade edilmesini uyarir. Vaskiiler
endotelyal hiicrelerinin aktivatoriidiir, TNF-o’nin endotelyal hiicreler {izerine bir¢cok
etkisini arttirir, boylece T lenfositlerin adezyonu ve infeksiyon bdlgesine gocii
kolaylasir. B hiicrelerini bazi IgG alt smiflarinin olugsumu igin indiikler. IFN-y ile
indiiklenen IgG altgruplarn fagositlerin {izerindeki Fcy reseptorlerine baglanir ve
kompleman aktivasyonuna neden olur. Bu mekanizmalar opsonize mikroplarin
fagositozunu hizlandirir. CD4+ T hiicrelerin Thl alt gruplarima farklilagmasini
indiiklerken Th2 hiicrelerine farklilagmasini engeller. Arastimalara gore Thl
baskinlig1 gozlenen BH’da IFN-y/IL-4 oraninda artis saptanmistir (149,150-152).
Yapilan bir caligmada tedavi edilmemis aktif Behget hastalarinin CD4+ ve CD8+
kaynakli IL-2 ve IFN-y diizeyleri inaktif olanlara gore yiiksek saptanmistir (147).
Ayrica tedavi edilmemis aktif Behget hastalari, tedavi edilmemis inaktif Behcet
hastalar1 ve kontrol grubu karsilagtirildiginda, CD4+ ve CDS8+ kaynakhi IL-4
diizeyleri arasmnda fark saptanmustir (145). Immiinsupresif tedavi altinda
(siklosporin-A ve FK-506) olan aktif Behget hastalarina gore tedavi altinda olan
inaktif Behget hastalarinda CD4+ ve CD8+ kaynakli IL-2 ve IFN-y diizeylerinde
azalma izlenmistir (145). BH’nda kullanilan immiinsiipresif olan FK-506 ile
siklosporin—A IL-2 ve diger sitokinleri kodlayan genlerin ekspresyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir (159). Immiinsupresyon altinda 1. aylarinda basarili sekilde tedavi
edilen Behget hastalarinda IL-2 seviyelerinin azaldigi ve bu durumun tedaviden
sonra 6. aya kadar devam ettigi gosterilmistir (145).

IL-2: IL-2, antijenle uyarilan T lenfositler i¢in bir biiylime faktoriidiir ve
antijenle etkilestikten sonra T hiicrelerinin ¢ogalmasindan (klonal genisleme)
sorumludur. Uretildigi hiicre iizerine etkindir (otokrin biiyiime faktdrii). Hamazaoui
ve dig. aktif BH olan hasta grubunda ¢oziilebilir (soluble) IL-2 reseptorlerinin (IL-
2R) arttigim1 gostermistir (160). Yosipovitch ve dig. yaptigi bir ¢aligmada kontrol
grubuyla karsilastirildiginda Behget hastalarinda serum ¢o6ziinebilir IL-2R  ve
¢oziinebilir IL-1p seviyelerinin arttigini bildirmistir (161).

IL-17: Adaptif immiinitenin g6z alici Ozelliklerinden biri de lenfosit
onciillerinin (prekiirsorlerinin) antijen sayesinde farklilasarak efektor hiicrelere

doniismeleridir. Naif hiicreler, efektor hiicrelere doniistiiklerinde yeni sitokin
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profilleri kazanirlar. Ayn1 zamanda bu efektor hiicreler, patojen ile aktive olmus
dogal immiin sistem hiicrelerinin iiretikleri sitokinler tarafindan da yonlendirilirler.
Efektér T hiicre gelisimi ve fonksiyonlar1 hakkinda bildiklerimiz sitokinler ile
iligkilidir. Th1-Th2 paradigmasinin yani sira son zamanlarda CD4 efektor T
hiicrelerinin yeni bir dizisi Th17 hiicreleri tanimlanmis durumdadir (162). Thl
hiicreleri daha c¢ok intraselliiler patojenlerin temizlenmesinde, Th2 hiicreleri parazitik
helminthlerin temizlenmesinde gorevli iken Th17 hiicrelerinin ise ekstraselliiler
bakteriler ve baz1 mantarlardan korunmada gorev yaptiklar disiiniilmektedir (163).
Th17 hiicreler, Th1 ve Th2’lerden sonra tanimlan CD4 efektor hiicreler olsalar da IL-
17 ile iligkili tek hiicre grubu degillerdir. IL-17 aile iiyeleri, CD8 T hiicreleri, NK
hiicreleri, y6 T hiicreleri ve graniilositler tarafindan da fiiretilebilirler (164). 1L-17
sitokin ailesinin su an IL-17A (CTLA-8) , IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (IL-25),
IL-17F olmak iizere 6 iiyesi oldugu bilinmektedir (165-169). Yeni bulunan bu
ailenin, adaptif ve dogal immiinite kordinasyonunu sagladigi diisiiniilmektedir.
1995°de ilk bulunan {iye IL-17A’dir ve fare sitotoksik T lenfositinden izole
edildiginden dolay1 cytotoxic T lymphocyte associated-8 (CTLA-8) olarak
adlandirilmigtir (170,171). IL-17E’ye ise IL-25 de denilmektedir.

Sitokinlerin ¢ogunlugu omurgali evrimi ile olusmustur. IL-1R ile iliskili
molekiiller (6rn: TLR) ve TGF-fp disinda omurgasizlarda sitokinlere
rastlanmamaktadir. IL-17 ailesi homologlarina bakilan biitin omurgalilarda
rastlanmistir. IL-17R homologuna ¢ok eski bir ¢enesiz balikta rastlanmistir. Bu da
olusan ilk sitokin ailesi olduklarini diisiindiirtmektedir. IL-17 ekspresyonu TGF-f ve
IL-1 ailesi tiyeleri ile diizenlemektedir. Bunlar dogal immiinitenin ilkel bilesenleridir.
Bu nedenle IL-17’nin dogal ve adaptif immiinite arasinda gecisi sagladigi
distiniilmektedir.

IL-17 ailesi tiyelerinin hiicresel kaynaklarinin her biri farkhidir. IL-17A ve IL-
17F baslica hafiza CD4 T hiicrelerinden salgilanmaktadir, bunun yani sira CD8 T
hiicreleri (172,173), y& T hiicreleri (174), NK hiicreleri, eozinofil (175), monosit
(176) ve nétrofillerin (172) de bu sitokinleri salgiladiklar1 gosterilmistir. Her iki
sitokin de birbiri ile uyumlu olarak salgilanmaktadir (163). Bunun nedeni olarak
genomik ac¢idan yakin olmalarinin yani sira efektér T hiicre gelisimi sirasinda

beraber is yapmalari gosterilmektedir. IL-17D dinlenme halindeki CD4 T
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hiicrelerinden ve diisiik diizeyde B hiicrelerinden salgilandig1 diistiniilmektedir ve
fonksiyonu bilinmemektedir. IL-17B ve IL-17C lenfosit iirlinii degillerdir. Ancak
indirekt olarak IL-17A ve IL-17F tarafindan ortama toplandiklari diisliniilmektedir ve
bu sitokinler ile ortak fonksiyonlar1 vardir. IL-17E (IL-25) Th2 yanit1 ile baglantilidir
ve Th2 dizileri tarafindan olusturulmaktadir.

IL-17A ve IL-17F ¢ok sayida hiicreden ¢ok sayida proinflamatuvar sitokin ve
kemokin ekspresyonunu saglamaktadir (163). IL-17RA’nin dokularda genis
ekspresyonu vardir. Ilk calismalarda IL-17A’nin fibroblastlarda IL-6 ve IL-8
(CXCL8) olusumunu sagladigi gosterilmistir. Ilerleyen c¢aligmalar ¢ok sayida
hiicreye proinflamatuar etki ettigini gostermistir. Bu hiicreler; epitelyal ve endotelyal
hiicreler, fibroblastlar, osteoblastlar, monosit/makrofajlardir. Hedef hiicre
popiilasyonuna gore IL-17A ve IL-17F CSF’lerin (6rn: GM-CSF ve G-CSF), CXC
kemokinlerin (6rn: CXCL8, CXCL1 ve CXCL10), metalloproteinazlarin, IL-6’nin,
antimikrobiyal peptidlerin, akut faz proteinlerinin (CRP), miisinlerin ifade edilmesini
saglamaktadirlar (163). Bu sayede notrofilleri harekete gecirip, toplanmalarini ve
aktivasyonlarini uyarmaktadirlar. T hiicrelerinden salgilanan IL-17A ve IL-17F
nétrofil havuzunun olusumunu ve nétrofillerin toplanmalarini saglayarak adaptif
immiinitenin dogal immiiniteyi kordine etmesini saglamaktadir. IL-17E (IL-25), IL-
17A ve IL-17F’den farkli olarak CC kemokinlerinden CCL5(RANTES) ve
CCL11(Eotaxin 1) ifade edilmesini saglamaktadir ve bu kemokinler eozinofillerin
toplanmasinda ve Th2 sitokinlerin ifade edilmesinde O6nemlidirler (177). Yeni
caligmalarda IL-25’in Th2 tipi alerjik yanitlarda dogal immiinite hiicrelerini hedef
aldiklarini gostermistir. Yani IL-17 ailesi iiyelerinin PMN I6kositleri diizenlemede
onemli gorevleri vardir. IL-17A ve IL-17F ile nétrofil yanitini, IL-25 ile eozinofil ve
bazofil yanitin1 diizenlemektedir. Th17 hiicrelerinin fonksiyonu tam olarak bilinmese
de ekstraselliiler patojenlere kars1 savunmada rol oynadiklari diisiintilmektedir. Th1
ve Th2 tip immiinitenin tam olarak temizleyemedigi ekstraselliiler patojenleri bu
hiicreler temizlemektedirler. Efektdr hiicre tipleri patojenlerin temizlenmesini
saglarlarken, bu hiicrelerin diizensiz ekspansiyonlar1 immiin patolojiye neden
olmaktadir Fazla Thl yaniti ¢esitli otoimmiin ve inflamatuar bozukluklara, Th2
yanitinin fazlalig1 ise alerji ve astim gibi atopik hastaliklara, Th17 hiicrelerin ise

yiiksek derecede proinflamatuar 6zellige sahip olduklari, hayvan modellerinde ise
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oto-antijenlere spesifik olan Th17 hiicrelerinin siddetli otoimmiin hastaliklara neden
oldugu gosterilmistir.

Otoimmiin hastaliklarda onemli rolleri olduklan diisiiniilmektedir. Romatoid
artritte, inflamatuar barsak hastaliginda, multiple skleroziste, BH ve Vogt-Koyanagi-
Harada hastaligina bagl iiveitlerde 6nemli bir proinflamatuar sitokin olan IL-17’nin
hastalik siiresince hedef dokularda ifade edilmelerinin artti§i saptanmistir
(62,178,179,180-182). Yapilan bir bagka caligmada IL-23p19 mRNA, IL-23, IL-17
ve IFN-y ekspresyonlarinin BH’na bagl aktif {iveit hastalarinda belirgin sekilde
arttigi gosterilmistir (183). Ek olarak BH’na bagli aktif {iveit bulgusu olmayan
hastalardan ve kontrol grubundan farkli olarak BH’na bagli aktif iiveiti olan
hastalarda IL-17 salgilayan CD4+CD45RO" ve CD8CD45RO" T hiicrelerinin
sikliginda artis izlenmistir (183). IL-2 ailesi iiyesi olan IL-23’iin ise baz1 inflamatuar
otoimmiin hastaliklarin olusmasinda 6nemli rolii oldugu gosterilmistir. Hem insan
caligmalarinda hem de hayvan modellerinde IL-23’iin, IL-17 iiretimini arttirdig
gbézlemlenmistir (183). Bu calismalara gore IL-23/IL-17 yolunun BH’nin

gelismesinde rol oynadig diisiiniilmektedir.

2.2 Klinik Bulgular

2.2.1 GOz Tutulumu:

Behget hastalarinin yaklasik %70’inde inflamatuar g6z bulgulari mevcuttur (184).
Goz bulgular, hastalarin  %10’unda BH’nin ilk bulgusu olarak ortaya
cikabilmektedir (185). Fakat hastalik bagladiktan sonra goz tutulumu igin en riskli
donem ilk iki yil olarak bilinmektedir. BH nin baglangicindan 5 yil sonra okiiler
bulgularin izlenmesi oldukc¢a nadirdir. Hastalik siklikla bilateral tutulum gostermekle
birlikte hastalarin %6’sinda unilateral tutulum izlenmektedir (186). G6z tutulumu
izlenen erkeklerin %70’inin yag ortalamasi yirmibesin altindadir.

Hastaligin belki de en agir bulgular1 gézde izlenmekte ve gorme kayiplari ile
birlikte hem hastalar hem de c¢evresi icin 6nemli sorunlar olugsmaktadir. 1980’lerde,

semptomlar bagladiktan sonra 5 y1l i¢inde hastalarin %20-50 gibi yiiksek bir oraninda
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korliik gelistigi bildirilmistir (187). Behget hastalarinda izlenen g6z tutulumu siklikla
tikayict tipte nekrotizan retinal vaskiilit ile beraber tekrarlayici non-graniilomat6z
tiveit seklinde olmaktadir. Goz bulgular tek tarafli, 6n iiveay1 etkileyen tutulum
seklinde baslamakta (%50-87), fakat zaman iginde hastalarda iki tarafli kronik
tekrarlayan posterior veya paniiveit ataklart seklinde devam etmektedir (%75).
Literatiirde yer alan en genis hasta serisinde BH’na bagl okiiler tutulumu olan 880
hastanin 1567 gozii degerlendirilmis ve en sik rastlanan iiveit tipleri sirasiyla
paniiveit (%60.2), posterior liveit (%28.8), ve 6n iiveit (%11.7) seklinde bulunmustur
(11). En sik tiveit tipleri olan posterior veya paniiveit bu hastaligin ciddi
bulgularindandir ve etkili bir tedaviye ragmen tekrarlayan ataklara bagli olarak
siddetli ve kalic1 gérme azalmasina neden olabilmektedirler. Bu nedenle hastaligin
kinik bulgularinin taninmasi ve tedavi edilmesi ¢ok 6nemlidir.

On Segment Tutulumu: Behget hastalarmin yaklasik %10’unda yalniz 6n
tiveit bulgular1 olabilmektedir. En dramatik bulgusu hipopiyonlu iridosiklittir (188).
BH’nin ilk tanimlandig1 yillarda yogun olarak bildirilen bu bulgu gelisen yeni tedavi
secenekleri ile birlikte giderek daha az goriilmektedir. On kamarada inflamasyon
non-graniilomatéz karakterdedir. En sik basvuru sikayetleri kizariklik, gbéz ve
cevresinde agri, fotofobi ve bulanik goérmedir. Biyomikroskobik muayenede
konjonktival kizariklik, siliyer enjeksiyon, on kamarada hiicre, bulaniklik ve keratik
presipiteler tespit edilmektedir. Hastalarda on {iveit tespit edilse bile hipopiyon eger
az ise kolaylikla gozden kagabilir, ¢iinkii buradaki hiicreler serbest ve hareketlidir,
bas hareketleri ile kolaylikla yer degistirebilir ve hipopiyon agida saklanabilir.
Hastalik siirecinde kronik inflamasyon goriilmemektedir. Inflamasyon hizli ve
patlayic1 tarzda ortaya c¢ikmaktadir. On segmentte tekrarlayan inflamasyon arka
sinesi, iris atrofisi ve periferik 6n sinesi (POS) gibi kalic1 yapisal degisikliklere neden
olabilmektedir. Cok nadiren episklerit, sklerit, subkonjonktival kanama, filamenter
keratit, konjonktival iilserler ve korneal immiin halka da goriilebilmektedir (188).

Arka Segment Tutulumu: BH’nda arka segment tutulumunun en 6nemli
bulgular1 vitritis ve retinal perivaskiilittir (6zellikle venlerde periflebit, daha nadir
olarak arterlerde periarterit seklinde). BH’nda izlenen vaskiilit, kiigiik ve orta boy
arterleri ve venleri etkileyen tikayici, nekrotizan bir vaskiilittir. Aktif periflebit damar

etrafin1 yama tarzinda saran ve diizensiz ¢ikintilar seklinde uzanan beyaz yapilar
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seklinde goriilmektedir ve makiiler iskemiye yol acan damar tikanmasiyla
sonuglanabilmektedir (189). Venlerde kiliflanma arterlerden 6nce baslamaktadir.
Preflebit ilerleyip tromboanjitis obliterans sekline doniistiigliinde retinada 6dem
(%10-20) ve eksudalar olugsmaktadir. Retina 6demi olustugunda siklikla makula
bolgesinde yerlesmektedir ve makula 6demi (%16-45) BH’inda en sik rastlanan arka
segment bulgularindan biridir. Tikayici tipte vaskiilite bagh olarak gelisen periferik
iskemiye ikincil periferik retinal neovaskiilarizasyon gelisimi yani sira optik disk
neovaskiilarizasyonu, vitreus kanamalari, traksiyonel dekolman gibi komplikasyonlar
da gelisebilmektedir (189). Behget hastalarinin %25’inde optik sinir inflamasyonu
mevcuttur ve optik diskin  smirlar1  bulanik  ve/veya hiperemik olarak
izlenebilmektedir. Optik sinir 6demi nadirdir ve genellikle optik sinir arteriollerinin
akut mikrovaskiiliti sonucunda olugmaktadir. Hastaligin ilerleyen doneminde optik
sinir demiyelinizasyonu ortaya ¢ikmakta ve optik atrofi gelisebilmektedir. Diger bir
bulgu retinada yiizeyel yerlesimli tek veya cok odakli, beyaz-sar1 renkli, 6zellikle
erkek hastalarda damar tikanikligina neden olabilen retinit odaklaridir.

Okiiler komplikasyonlar: BH’nin en sik okiiler komplikasyonu hastalarin
%44.5’inde goriilen kistoid makiila 6demidir. Tedaviyle gerilemekte veya yapisal
degisikliklere neden olarak kalict makiiler hasara yol acabilmektedir. Retina igi
kistoid yapilar parsiyel veya tam kat makiiler delik (%2.6) olusumuna neden
olabilmektedir (190). Behget hastalarinda géz i¢i basinc1 (GIB), akdz sekresyonunun
azalmasina bagli diisebilir veya inflamatuar hiicrelerin trabekiiler agi tikamasi,
trabekiilit, posterior sinesi-sekliizyo pupilla, POS, neovaskiiler glokom, uzun siireli
steroid kullanimi nedeniyle artabilmektedir (191). Hastalarin %]11’inde ikincil
glokom gelisimi goriilebilmektedir (192). Ikincil glokom gelisen hastalarda
patogenez yarisinda steroid kullanimi veya inflamasyona bagl acik agili glokom,
vi’iinde POS’e bagh parsiyel aci kapanmasi glokomu, 1/5’inde pupiller blok ve
POS’nin eslik ettigi ag1 kapanmasi glokomu ve %10’unda ise neovaskiiler glokom
seklinde olabilmektedir (2).

Katarakt gelisimi (%36) okiiler inflamasyon veya uzun siireli topikal veya
sistemik steroid kullanimina baglh olarak gelismektedir. Cogunlukla arka kapstiler
katarakt izlenmesine ragmen On subkapsiiler katarakt veya kortikal katarakt da

goriilebilmektedir.
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Ileri hastalarda, periflebite bagl damar tikanmasi (ven dal tikamkligi (%6.6)
gibi), gliotik damar kiliflanmasi, iris deformitesi veya atrofisi, makiila dejenerasyonu
(%19.4), epiretinal membran olusumu (%17), retinal iskemi, disk 6demi, papillit,
optik atrofi (%23.6), iris, retina veya optik diskte neovaskiilarizasyon (%4.3),
intravitreal kanama (%2.3), traksiyonel retina dekolmani (%1.4) da gelisebilmektedir
(193-195).

Hastaligin son doéneminde tekrarlayan ataklara ve komplikasyonlara bagl
optik atrofi, damarlarda incelme, daralmis, skleroze olmus, kiliflanmis beyaz tel,
sicim goriiniimlii damarlar, ¢esitli derecelerde koryoretinal atrofi ve skarlagmanin
eslik ettigi difiiz retinal atrofi gelismektedir. Bazi hastalarda tedavi edilmezse ftizis

bulbi meydana gelir, eniikleasyon gerekebilmektedir (193-195)

2.3 Behget Hastaligina Bagh Uveitin Tedavisi

BH’inda tedavi planlanirken dikkat edilmesi gereken ana hedefler, agrinin kontrol
edilmesi, fonksiyonel bozuklugu diizeltmesi, aktif inflamasyonu kontrol altinda
tutmasi, ataklarin say1 ve agirligin1 azaltmasi ve hedef organ hasarin1 6nlemesinden
olusmaktadir.

Uveitin tedavisi; topikal tedavi ve sistemik tedaviden olusmaktadir. BH nda
uygulanan tedaviler igerisinde topikal ve sistemik kortikosteroidler (196,197), topikal
midriyatik ve sikloplejik ajanlar (198), antimetabolitler, alkilleyici ajanlar, T-hiicre

inhibitdrleri ve biyolojik ajanlar bulunmaktadir.

2.3.1 Immiinsupresif ajanlar

Immunsupresif ilaglar 1960’l1 yillardan itibaren BH’mna bagli iiveitin tedavisinde
kullanmilmaya baslanmustir. Ilacin gdz inflamasyonunu kontrol altina almakta ve
inilateral hastalarin bilateral hale gelmesini 6nlemekte etkili oldugu bildirilmistir.
Ayrica bu ajanlarin kullanimi ile sistemik kortikosteroid dozu da azaltilabilmistir.
Okiiler bulgusu olan BH’nda kullanilan immiinsupresif ajanlar; azatioprin,
klorambusil, siklofosfamid, metotreksat, siklosporin A, takrolimus ve mikofenolat

mofetildir.
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2.3.1.1 Azatioprin

Piirin sentezini inhibe ederek, hiicresel ve humoral immiiniteyi baskilar ve
antiinflamatuar etki gosterir. Bu ilagla ilgili ilk plasebo kontrollii, ¢ift kor ¢alisma
1990 yilinda yayimlanmistir (199). Goz, oral ve genital llser, artrit ve tromboflebit
tedavisinde etkilidir. ila¢ dozu 2 veya 3 mg/kg/giin seklindedir. Bu dozda tek basina
veya diger immiinsiipresif ajanlarla kombine kullanildiginda okiiler inflamasyonu
baskiladig1, gorme kaybini ve hastalik ilerlemesini engelledigi, artrit ve orogenital
lezyonlar iizerinde olumlu etkileri oldugu gosterilmistir (199). Ozellikle goz
tutulumu baslangicindan itibaren ilk 2 yil i¢inde baslandiginda gérme prognozu
tizerinde daha iyi etkileri oldugu gosterilmistir (199). Azatioprin-kortikosteroid
kombinasyonunun, pulmoner arteryal anevrizmanin radyolojik ve klinik agidan
gerilemesinde etkin oldugu gosterilmistir (200). Mukokutanéz bulgularin baskin
oldugu hastalikta azatioprin tek olarak kullanilmasi nadir olmakla birlikte
paptilopiistiiler lezyonlara etkili degildir (199). Kemik iligi silipresyonu,
hepatoksisite, ikincil malignansi, gastrointestinal rahatsizlik gibi yan etkileri mevcut
oldugu i¢in her ay tam kan saymmi, ii¢ ayda bir de karaciger fonksiyon testleri

monitorize edilmelidir.

2.3.1.2 Siklosporin A

Bu ajanin esas etkisi giicli immiinmodulatuar ve antiinflamatuar olmasindan
kaynaklanir. Behget iiveitinde tercih edilen bir ilactir. Primer etkisi T lenfosit
aktivasyonu inhibe etmektir. Kortikosteroid ve azatioprin gibi konvansiyonel
immiinsupresiflere direngli gormeyi tehdit edici okiiler tutulumu olan Behget
hastalarinda tercih edilmektedir (202). Akut atak ve niikslerin onlenmesinde 3-5
mg/kg/giin dozlarinda tek basma veya kortikosteroid ve azatioprin ile kombine
edilerek kullanilabilmektedir. ~ Siklosporin-A tedavisinde, doz azaltilmasi1 ve
kesilmesi esnasinda inflamasyon tekrarlayabilmektedir (rebound etki). Bu nedenle
hastalarin uzun siire tedaviye devam etmesi gerekebilmektedir. Fakat uzun siire

siklosporin A tedavisi sonucunda ndrolojik yan etkiler, hirsutizm, gingival
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hiperplazi, gastrointestinal rahatsizlik, hiperglisemi, hepatotoksisite, nefrotoksisite,
hipertansiyon izlenebilir (202). Bu nedenle kan basinci, tam kan sayimi, karaciger ve
bobrek fonksiyon testleri 6 hafta araliklarla monitorize edilmelidir. Norotoksik yan

etkileri nedeniyle de nérobehget hastalarinda kullanimi 6nerilmemektedir (203).

2.3.1.3 Siklofosfamid

Hizl etkili alkilleyici bir ajandir. Gerek oral olarak gerekse intravenoz yiiksek doz
seklinde BH’nin tedavisi i¢in kullanilmis, 6zellikle sistemik vaskiilit ve gozdeki
inflamasyonu kontrol etmekte etkili oldugu bildirilmistir. Ilag 2-3 mg/kg/giin
dozlarinda veya 750-1000 mg/m*/ay olarak yiiksek doz pulse seklinde kullanilir.
Siklosporin A ile intravendz siklofosfamid tedavisinin karsilastirildig1 bir ¢alismada
ozellikle tedavinin ilk 6 ayda siklosporin-A Behget {iveitini kontrol altina almakta
daha etkili bulunmus ancak uzun donemde her iki ila¢ arasinda bir farklilik
belirlenmemistir (204). Pulmoner fibrozis, renal toksisite, hemorajik sistit gibi yan
etkileri olmas1 ve mesane kanseri riski ¢ok yiiksek oldugundan kullanimi olduk¢a

azalmistir (2).

2.3.1.4 Klorambusil

Yavas etkili alkilleyici bir ajandir. 2 mg/giin dozunda baglanir, 5-12 mg/giin
dozlarina kadar ¢ikilir. Azatioprin gibi kortikosteroidlerle kombine edildiginde uzun
donemde gorme prognozunu oldukca arttirir. Ozellikle santral sinir sistemi
tutulumunda ve goz tutulumunda kortikosteroidlerle kombine kullanilabilmektedir
(194). Fakat siklofosfamid gibi yan etkileri nedeniyle kullanim1 oldukga azalmistir.
Kisa siireli klorambusil kullanimi ile refrakter Behget {iveitli hastalarin %75’inde

hastaligin kontrol altina alindig1 bildirilmistir (205).

2.3.1.5 Takrolimus

Tacrolimus (FK506), siklosporin gibi T lenfosit aktivasyonu inhibe etmektir. Japon
FK506 ¢aligsma grubunun yaptigi bir ¢alismada, inatc¢i iiveiti olan 53 hastanin 40’ 1nda
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(%75) tatminkar sonuglar izlendigi ve bu hastalarin 41’inin iiveiti BH’na bagh
oldugu rapor edilmistir. Siklosporin tedavisine direngli posterior iiveit bulgusu
bulunan Behget hastalarinda, tacrolimus tedavisinin basarili sekilde kullanilabilecegi
belirtilmistir (206). Takrolimusa bagli yan etkilerin goriilmesi doz ve tam kan
konsantrasyonuna baglidir. Bobrek fonksiyonlarinda bozukluk, yiiksek tansiyon,
insomnia, hiperglisemi, ellerde ve ayaklarda uyusukluk ve karincalanma, tremor, bas

agrist gibi yan etkileri mevcuttur.

2.3.2 Biyolojik ajanlar

2.3.2.1 interferon a-2a

Interferonlar insan ve diger hayvan hiicreleri tarafindan viral infeksiyondan sonra
tiretilen heterojen bir grup glikoproteindir. Bunlar viral protein yapimini bloke
ederek viruslarin iiremesini inhibe etmektedir. Interferonlar, 16kosit, fibroblast ve
lenfosit gibi kaylandiklar1 hiicreye gore 3 gruba ayrilmaktadir. Bunlara sirasiyla alfa,
beta ve gama interferon da denilmektedir.

Alfa interferon (IFN-a), dogal ve adaptif immiinite arasinda koprii gorevi
goren baglica sitokindir. IFN-a, pDC, lenfosit, monosit, makrofajlar, néron ve glia
hiicrelerinden salgilanir. Baslica kaynagi ASH’dir ve o6zellikle pDC'den immiin
yanitin erken agsamalarinda salgilanmaktadir. Th1, CD8+ sitotoksik T hiicrelerinin ve
NK’in viral enfeksiyon ile savasmalarini saglamaktadir. Ayrica IFN-o’nin T
hiicreleri tlizerinde antiproliferatif ve preapoptotik etkileri olduguda gosterilmistir.
IFN-o’nin antiinflamatuar sitokinlerin uyarilmasi yolu ile inflamasyonu baskiladigi
bilinse de inflamatuar sitokinlerin de salinimini arttirdigi gosterilmistir. Viriislerin
temizlenmesinde etkin olan interferonlar ayni zamanda otoimmiinitede de rol
oynayabilmektedir. pDC’ler otoimmiinitenin baskilanmasin1 saglayan Treg
hiicrelerinin olusumunu da saglamaktadir. Dolayisiyla viral enfeksiyon sirasinda
pDC’lerin aktivasyonu, Treg hiicrelerinin sayilarinin ve fonksiyonlarinin attirilmasi

ve organa 6zgii otoimmiiniitenin engellenmesine katkida bulunur.
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Antiviral, antineoplastik ve immiinomodiilator etkiye sahip olan bu biyolojik
ajan, konvansiyonel immiinsupresiflere cevapsiz Behget iiveitinin tedavisinde son
yillarda kullanilmaya baslanmistir (13-20). Fakat halen kullanim dozu konusunda
goriis birligi yoktur. IFNa-2a tedavisi ile ilgili ilk ve en genis seri Kotter ve dig.
tarafindan bildirilmistir (13). IFNa-2a tedavisinin Behget iiveitli hastalarda uzun
donem etkinligini gosterdikleri bu calismaya 50 hasta dahil edilmistir. Monoterapi
olarak veya en fazla 10mg/gilin prednizon ile kombine edilerek, [FNa-2a 6 milyon
internasyonel iinite (MiU) dozunda 28 giin kullanildiktan sonra (indiiksiyon) klinik
seyire gore IFNo-2a dozu arttirllmakta veya azaltilmaktadir. Ortalama 36 aylik
gbzlem siiresinde, hastalarin %90°’dan fazlasinda iyi cevap alimigi, %82’sinde
ataklarin tamamen baskilandig1 ve %40’1nda tedavi kesildikten sonra da remisyonun
korundugu bildirilmistir (13). Tugal-Tutkun ve dig., Kotter ve dig. tarafindan
bildirilen interferon tedavi protokolii uygulayarak yaptiklar1 ¢aligmada, 44 hastanin
retrospektif degerlendirilmesinde, hastalarin %91’inde tam ve kismi yanit alindigi,
%?36’sinda tedavi sirasinda atak goriilmedigi, %20’sinde tedavi kesildikten sonra
remisyonun korundugu, ataklarin tam olarak baskilanamamasi durumunda bile
siddetin azalmasi nedeniyle gdérmenin korunabildigi bildirilmistir (15). Bodaghi ve
dig. BH ve diger iiveit antiteleri i¢in uyguladiklar1 interferon tedavisi sonucunda,
BH’na bagl iiveitlerin %82.6’sinda, diger hastaliklara bagli iiveitlerin  %59’unda
tiveitin kontrol altina alindigini bildirmislerdir (207). Ortalama 30.6 ay sonra
hastalarin  %50’sinde remisyon izlenmistir (207). Retrospektif bir ¢alismada,
Wechsler ve dig. 8 hastaya ait erken sonuglarmi bildirmislerdir. Bu calismada
tedavinin bagindan itibaren IFNa-2a, 3 MIUx haftada 3 kez dozunda uygulanmustir.
22 hafta boyunca takip edilen hastalarin tiimiiniin okiiler inflamasyonu kontrol altina
alindig1 ve goérme keskinliginde artis izlendigi bildirilmistir (16). Yine yakin
zamanda yapilan bir ¢alismada Gueudry ve dig. agir Behget iiveitinin kontroliinde
diisiik doz IFNa-2a kullanimini rapor etmislerdir. Burada [FNa-2a haftada 3 kez 3
milyon {inite dozunda kullamilmistir. Uveitin kontroliinii saglamakla birlikte bu
tedavi dozunun ancak bazi hastalarda uzun donem remisyon sagladigi rapor
edilmistir (18). Benzer sekilde klinigimiz tarafindan yapilan bir ¢alismada Onal ve
dig. agir Behget iiveitinin kontroliinde diisiik doz IFNa-2a kullanimin1 rapor

etmislerdir (19,20). Monoterapi olarak veya en fazla 8mg/giin prednizon ile kombine
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edilerek, IFNa-2a 3 MIU/ giin (indiiksiyon) 14 giin kullanildiktan sonra tedaviye
3MIU haftada 3 kez devam edilmektedir. Gueudry ve dig. aksine IFNo-2a dozu sabit
tutulmamakta ve her bir iiveit niiksii i¢in sirasiyla 4.5, 6, 9 MIU haftada 3 kez dozuna
cikarilmaktadir. Uveit kontroliiniin tiim hastalarda saglandigi bu protokol ile
hastalarin  %56.6’sinda gorme keskinliginde diizelme ve tedavi sirasinda atak
sikliginda istatiksel olarak anlamli bir azalma izlendigi bildirilmistir. Calismaya
alman 16 hastanin %350’sinde 3MIUx haftada 3 kez dozu idame tedavisi olarak
yeterli bulunmustur. Tugal-Tutkun ve dig. Behget iiveitine bagh neovaskiilarizasyon
(NVE ve NVD) gelisen hastalarda yaptigi bir diger ¢alismada, IFNa-2a ile disk
neovaskiilarizasyonunun geriledigi bildirilmis ve ajanin antianjiojenik etkisi tizerinde
durulmustur (208). Yapilan bir ¢alismada Behget hastalarina uygulanan cerrahi
prosediirlerin (1 tane pars plana vitrektomi, 6 tane katarakt, 1 tane trabekiilektomi
cerrahisi), [IFNa-2 tedavisi altinda daha giivenilir ve emniyetli oldugunu bildirilmigtir
(209). Sekiz goziin 7’sinde bu cerrahilerden sonra sik gozlenmesine ragmen intra-
veya perioperatif inflamasyon niiksii gézlenmemistir.(209).

Interferon tedavisi baslangicinda goriilen ates, siddetli bas agris1 ve kas
agrilart ile karakterize grip benzeri semptomlar sadece birka¢ giin siirmektedir.
Interferon tedavisi ile ilgili sonuglar ¢cok olumlu goriinse de ilacin pahali olmasi,
depresyona yol agabilmesi, halsizlik, istahsizlik, kilo kaybi, alopesi, kas agrilar1 gibi
hastanin yasam kalitesini bozabilen yan etkiler kullanimin1 kisitlamaktadir. Kétter ve
dig. calismasinda; tiim hastalarda ilk hafta grip benzeri hastalik ve enjeksiyon
yerinde reaksiyon izlenmistir. G6zlenen diger yan etkiler ise 16kopeni (%40), alopesi
(%24), depresyon (%S8), fibromiyalji(%10) olarak bildirilmistir. Ayrica hastalarin
%]16’sinda  ANA (antiniikleer antikor) gelistigi, hi¢gbir hastada anti-IFNa-2a
gelismedigi bildirilmistir (13). Tugal-Tutkun ve dig. yaptigi ¢alismada ise yan etki
olarak hastalarin %10’unda 16kopeni, %?27’sinde karaciger enzimlerinde artis
izlenmis olup, tedavi dozunun azaltilmasi veya tedavinin sonlandirilmasiyla bu yan

etkilerin diizeldigini bildirilmistir (15).
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2.3.2.2 Timor Nekroz Faktor (TNF)-a inhibitorii (Anti-TNF)

Hastalarin serum ve akoz hiimor TNF-a diizeylerinin yiiksek bulunmasi, ¢oziinebilir
TNF reseptor diizeylerinin yliksek ve hastalik aktivasyonuyla uyumlu bulunmasi,
TNF-a iireten hiicrelerin sayisinin aktif donemlerde artmasi ve deneysel modellerde
TNF-o’nin tiveit gelisiminde rolii oldugunun gosterilmesi anti-TNF ajanlarinin BH
ve Behget iiveitinin tedavisinde kullanilmasini giindeme getirmistir (135). Major
proinflamatuvar bir molekiill olan TNF-o’nin BH’nda anahtar bir role sahip
olabilecegi anti-TNF ajanlarin hastalikta basariyla kullanilmasiyla da desteklenmistir
(131). TNF-a antagonistleri anti-simerik bir monoklonal antikor olan infliksimab,
TNF-a reseptorii fiizyon proteini olan etanersept ve tlimiiyle humanize bir
monoklonal anti-TNF-a antikoru olan adalimumabdir.

BH tedavisinde en ¢ok kullanilan anti-TNF ajani infliksimabtir. Bir insan-fare
simerik anti-TNF IgGl monoklonal antikoru olan infliksimab ¢o6ziinebilir ve
membrana bagli TNF-a‘ya baglanarak TNF-a aktivitesini notralize etmektedir.
Kompleman: fikse eder ve antikor aracili sitotoksisiteyi uyararak membrana bagl
TNF-a ifade eden hiicrelerin lizisine neden olur. Ayrica IFN-y salgilayan hiicrelerin
sayisin1  arttirmaktadir ve bdylece TNF salinmminda azalmayla birlikte Thl
hiicrelerinin fonksiyonel aktivitesini de diizenlemektedir (185). Infliksimab goz
tutulumu basta olmak {izere santral sinir sistemi tutulumu, gastrointestinal sistem
tutulumu, mukokutan6z bulgular, vaskiiler tutulum ve artrit tedavisi i¢in de
kullanilmigtir. Sfikakis ve dig. Smg/kg infliximab inflizyon tedavisinin okiiler
inflamasyonu 24 saat igerisinde, vitritis ve retinit 7. giinde, retinal vaskulit ve kistoid
makiila 6demi 28. giinde baskiladigm bildirmistir (210). Infliksimab niiks sikligmi
azaltmakta ve gorme keskinligini arttirmakta da etkili bulunmustur (210). Tugal-
Tutkun ve dig. kortikosteroid, azatioprin ve siklosporin tedavisine direngli hastalarda
yaptiklar1 calismada, 5 mg/kg dozda 0., 2., 6., 14. haftalarda infliksimab infiizyonlar1
uygulamiglar ve tedavi siiresince atak sikliginin azaldiini, gérme keskinliginin
arttigin1 ve kortikosteroid dozunun azaltilabildigini bildirmislerdir (211). Randomize
ve prospektif olan bu ¢alismada, 4 kez uygulanan infliksimab infiizyonlar1 sirasinda
bu olumlu etkilerin gézlenmesine karsilik, tedavi sonlandirildiktan sonraki takipte 13

hastanin 12’sinde ataklarin tekrarladigini rapor etmislerdir. Ebu el Asrar ve dig. 0.,
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2., 6. haftalarinda ve sonrasinda 8. haftada bir 5 mg/kg infliksimab infiizyonu
uygulamislar ve 16.-36. aylarda bu tedavinin BH’na bagli iiveitin uzun donem
kontroliinde etkili oldugunu bildirmislerdir (212).

Bu tedavinin en 6nemli dezavantaji, uygulandig: siirece etkili olmasi, tedavi
sonlandirildiginda ataklarin tekrarlamasi olarak bilinmektedir. Ayrica ciddi infiizyon
reaksiyonu gelisme riski oldugundan inflizyonlarin hastane sartlarinda yakin gézetim
altinda uygulanmasi gerekmektedir. Fare proteini iceren simerik antikor olmasi
nedeniyle anti-simerik antikorlar geliserek infliksimab tedavisine direng
gelisebilmektedir. Anti-simerik antikor gelisimini baskilamak amaciyla siklikla bir
immiinsupresif ajanin, 6rnegin azatioprin, tedaviye eklenmesi tercih edilmektedir.
BH’na bagli iiveitin kontrol edilmesinde (immunsupresif tedavi altinda iken atak
geciren hastalar dahil) ¢cok hizli bir etkiye sahiptir. Bu etki 24 saat icinde ortaya
cikmaktadir. BH’na bagli agir iiveitin kontrolinde ve hastalifin ekstraokiiler
bulgulariin da kontrol edilmesinde etkili bulunmustur (211,213-216).

Infliksimabimn 5mg/kg dozunda tek bir inflizyon seklinde verilmesi BH’na
bagli akut bilateral arka segment tutulumunda ve goérme keskinligini 0.1 altina
diisiiren ve/veya makiila tutulumu olan unilateral {iiveitte Onerilmektedir. Niiks
gelisen veya refrakter Behget iiveitli hastalarda ise Smg/kg dozunda aralikli
infiizyonlar seklindeki bir tedavinin iki yil siire ile kombinasyon tedavisine
intoleranst olan veya yilda 2 veya daha fazla atak geciren hastalarda uygulanmasi
onerilmektedir (213).

[lacin yan etkileri arasinda ilaca bagli lupus, kronik kalp yetmezligi,
trombotik olaylar, neoplazi, latent tiiberkiiloz enfeksiyonunun reaktivasyonu ve
demiyelinizan hastalik gelisimi yer alir. Tiiberkiiloz enfeksiyonunun reaktivasyonu
riski nedeniyle deri tliberkiilin testi Smm’den fazla olan hastalarda profilaktik
isoniazid tedavisi gerekebilmektedir.

Infliksimaba diren¢ gelismesi nedeniyle, humanize monoklonal anti-TNF-o.
antikoru olan adalimumab tedavisine gecis literatiirde bildirilmistir (217,218). Bu
calismalarda, direngli Behget iiveiti olan 9 hastada infliksimab ile baglanan ve
adalimumab ile devam edilen tedaviyle bazi semptomlarin hizla ve kalici sekilde
diizeldigini rapor etmislerdir. Adalimumab, BH ve Behget iiveiti tedavisinde en az

tecriibe edilmis anti-TNF ajanidir. BH’nda adalimumab kullanima bagli en 6nemli
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yan etkiler, tedaviye direngli oral aft, kutandz lokositoklastik vaskiilit ve artriti
bulunan bir hastada 40 mg/2 hafta dozunda verilen 3. ve 4. uygulamalar sonrasinda
gelisen tirtiker ve anjiondrotik 6demdir (219).

Etanercept, infliksimab'dan farkli olarak kompleman: fikse etmez, antikor
bagimli sitotoksisiteye yol agmaz ve T hiicre apoptozisini tetiklemez. Etanercept’in

BH’na bagl g6z tutulumunda kullanimiyla ilgili yayinlanmis veri bulunmamaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Hasta secimi

Calismaya baslamadan 6nce Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Etik
Kurul onayr (02-05-2008 tarihli MAR-YC-2008-00105 protokol nolu) alindi.
Calismaya Ocak-2009 ile Nisan-2009 tarihleri arasinda Marmara Universitesi
Hastanesi Goz Hastaliklar1 Uvea birimine ilk kez basvuran veya takipli hastalar
alinmistir. Calismaya katilan tiim hastalar ¢alismanin igerigi hakkinda bilgilendirildi
(Hasta Bilgilendirme Formu, EK-1) ve tiim hastalardan ¢aligmaya katilmay1 kabul
ettiklerine dair aydinlatilmis onay formu alind1 (EK-2).

Prospektif ve kontrollii olarak planlanan bu ¢alismaya 4 hasta grubu dahil

edildi. Calismaya alinan hasta gruplar1 asagida belirtildigi sekilde olusturuldu:

1. Grup 1: GOz poliklinigine bagvuran refraksiyon kusuru harici okiiler ve
sistemik patolojisi olmayan yas ve cinsiyet agisindan asagidaki hasta
gruplart ile uyumlu saglikli bireyler

2. Grup 2: Behget dis1 posterior veya paniiveiti olan hastalar

3. Grup 3: Behget hastalig1 bagli posterior veya paniiveiti olan ve azatioprin
tedavisi baslanan hastalar

4. Grup 4: Behget hastaligina bagl posterior veya paniiveiti olan ve IFN a-
2a tedavisi baslanan hastalar

Behget hastaligi tanist konulmasinda uluslararasi ¢alisma grubu kriterleri

kullanildi (184).
3.2 Verilerin Toplanmasi

Caligmaya alinan hastalara ait demografik ve klinik veriler 6nceden olusturulan hasta
takip formu kullanilarak toplandi (EK-3). Bu formda hastalara ait demografik veriler
olarak yas, cinsiyet, BH siiresi (tan1 anindan ¢alismanin yapildig giine kadar gegen
zaman), Behget iiveiti siiresi (ilk gbz tutulumundan ¢alismanin yapildig1 giine kadar
gecen zaman), Behget dis1 {iveit siiresi, goz tutulumu yas1 ve takip siiresi bilgileri

toplandi.
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Rutin muayene igin Onceden programlanan giinde ardisik olarak Uvea
poliklinigine muayeneye gelen Behget hastalarina tam oftalmolojik muayene
uygulanmasindan sonra hastanin {iiveitinin aktif olduguna karar verilmesi halinde
hastalar ¢alismaya alindi. Uygulanan tam oftalmolojik muayene sag ve sol
diizeltilmis gorme keskinligi muayenesi, biyomikroskopik muayene, goz i¢i basinci
Olcimii ve farmakolojik dilatasyon sonrast ayrintili fundus muayenesinden
olusmaktadir.

Behget iiveitinin anatomik siniflamasiin yapilmasinda “Standardization of
Uveitis Nomenclature” (SUN) calisma grubunun belirledigi siniflama kullanildi.
Uveit aktivite degerlendirmesi yine SUN ¢alisma grubunun simiflama kriterlerine
gore yapildi (220). Buna gére On kamarada 0.5 (+) veya altinda hiicre
mevcudiyetinde 6n kamaradaki inflamasyon inaktif olarak kabul edildi (220). Vitritis
varligi vitrede hiicre bulunmasi olarak degerlendirildi ve vitreus bulaniklig
degerlendirmeye alinmadi. Vitreus hiicresi 0’dan 4’e kadar derecelendirildi ve 0.5
(+) veya altinda hiicre varliginda vitreus inflamasyonu inaktif olarak kabul edildi
(196). BH bagli posterior iiveitin arka segment inflamasyonu bulgulari olarak retinal
vaskiilit, retinit, kistoid makiila 6demi ve papillit varligi degerlendirildi ve
oftalmolojik muayenede bu bulgularin bulunmamasi arka segment inflamasyonunun
inaktif olmas1 olarak kabul edildi. Yukarida 6n kamara, vitreus ve arka segment i¢in
tanimlanan durumlarin aksi iiveitin aktif olmasi olarak kabul edildi.

Rutin muayene i¢in 6nceden programlanan giinde ardisik olarak Uvea
poliklinigine muayeneye gelen ve BH dis1 posterior veya paniiveiti olan hastalarin
{iveitlerinin aktif olmasi durumunda hastanin ¢aligmaya alinmasina karar verildi. On
segment ve vitreustaki iiveit aktivitesi yukarida Behget {iveiti i¢in tanimlandigi
sekilde yapildi. Arka segment {iveit aktivitesinin degerlendirilmesinde retinal
vaskiilit, retinit, kistoid makiila 6demi, koroidit ve papillit bulgular1 arand1 ve bu
bulgularin bulunmamasi inaktivite ve en az birinin bulunmasi aktif arka segment
inflamasyonu olarak kabul edildi. Bu grupta yer alan hastalarin ¢alismaya alinmasi
icin degerlendirme aninda immiinsupresif tedavi almiyor olmasi kriteri alindi.

Calismaya alinmasina karar verilen Behget hastaligina bagl aktif posterior
veya paniiveiti olan hastalardan daha once tedavi almamis olanlarina azatioprin

(Imuran®, GlaxoSmithKline) tedavisi baslandi. Hastamin daha énce konvansiyonel

44



immiinsupresif tedavi aliyor olmasi ve buna ragmen atak geciriyor olmasi
durumunda (immiinsupresife direncli) ise hastalar ¢calismamin IFNa-2a (Roferon®-A,
Roche Pharmaceuticals, USA) koluna dahil edildi.

Azatioprin koluna dahil edilen Behget iiveitli hastalara azatioprin kiloya 2-3
mg olacak sekilde baslandi. Azatioprin tedavisi altinda {veitin kontroliiniin
saglanmasi ile sistemik kortikosteroid dozu minimum etkin doza indirildi (<8mg/giin
metil-prednizolon) veya ideal olarak tamamen kesildi.

Caligmanin IFNa-2a koluna aliman Behget hastaliina bagl posterior veya
paniiveiti olan hastalara uygulanan IFNa-2a protokolii Sekil 1°de gosterilmistir. Buna
gore tedavinin yiikleme evresinde IFNa-2a 3 MIU/giin dozunda subkutan olarak 14
giin siire ile uygulandiktan sonra idame tedavisine gecildi. idame tedavisi sirasinda
IFNa-2a 3 milyon 1U dozunda haftada 3 giin uygulandi. idame tedavisi sirasinda
iiveit atag1 gelismesi durumunda ilacin dozu her bir atak icin siras1 ile 4.5, 6, 9 MIU
haftada 3 kez dozuna arttirildi. idame tedavisi sirasinda iiveitin kontroliiniin
saglanmasi ile sistemik kortikosteroid dozu minimum etkin doza indirildi (<8mg/giin
metil-prednizolon) veya ideal olarak tamamen kesildi. Indiiksiyon asamasinda
gelisebilecek grip benzeri semptomlart engellemek igin parasetamol ile

premedikasyon uygulandi.
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Sekil 1. interferon alfa-2a tedavisi protokolii

Aktif Behcet iiveitinde indiiksiyon tedavisi
(Tiim konvansiyonel immunsupresif ajanlar tedaviye baslanmadan 6nce sonlandirildi. Uveitin kontrolil icin baslanan sistemik kortikosteroid
dozu 0.5 mg/giin inildikten sonra [FN tedavisi baslandi. Tiim olgulara 500 mg parasetamol 4X1 ile pre-medikasyon uygulandi.)
iFN ¢-2a 3 MiU sc/giin 14 giin siire ile
v

| IFN a-2a 3 MIiU x3/hafta sc |

Uveit kontroli saglandi Niiks*
Toplam tedavi stresi : ¢
olarak 24 ay devam et [ iFN 0-2a 4.5 MIU x3/hafta sc |
sonra ilag tedavisini l
sonlandir Uveit kontrolii saglandi Nilks*
Toplam tedavi siiresi olarak l

24 ay devam ct sonra ilag | IFN a-2a 6 MIU x3/hafta sc
tedavisini sonlandir l

Uveit kontrolii saglandi Niiks*

Toplam tedavi siircsi olarak | TFN 622 9 MIT x3/hafta sc

24 ay devam ct sonra ilag

tedavisini sonlandir l
Uveit kontrolii saglandi Niiks
Toplam tedavi siiresi olarak l

Anti-tiimor nekroz laklori
veya alkilleyici ajan
kullanimn

24 ay devam et sonra ilag
tedavisini sonlandir

(*): Uveit niiksiiniin tedavisinde periokiiler veya sistemik kortikosteroid (1 mg/kg/giin) kullanildi ve IFNo-2a dozu arttirilds.
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3.3 Kan Orneklerinin Toplanmasi

3.3.1 Tedavi Oncesi Kan Orneklerinin Toplanmasi

Calismaya alman Behget hastaligina bagli aktif posterior veya paniiveiti olan
hastalardan tedaviye baslamadan 6nce 10cc kan ornegi alindi. Kan 6rnegi iiveitin
kontrol edilmesi icin rutin olarak baglanan sistemik (oral/pulse) kortikosteroidlerin
verilmesinden Once alindi. IFNo-2a tedavisi kolunda yer alan hastalarin sistemik
immunsupresifleri kesildikten sonra 10cc kan 6rnegi alindi.

BH dis1 aktif posterior veya paniiveiti olan hastalarin kan 6rnekleri alindi.
Kan 6rnegi tiveitin kontrol edilmesi i¢in rutin olarak baslanan sistemik (oral/pulse)
kortikosteroidlerin ve gerekli ise immiinsupresif tedavi verilmesinden 6nce alindu.

Ek olarak rutin poliklinik muayenesi i¢in basvuran ve daha once 6zellikleri

belirtilen saglikli kontrol grubundan da 10 cc kan 6rnegi alindi.

3.3.2 Tedavi Altinda Kan Orneklerinin Toplanmasi

Behget hastaligina bagl posterior veya paniiveiti olan ve azatioprin kolunda yer alan
hastalarin ila¢ tedavisi baslandiktan sonra yapilan takip muayenelerinde ilacin
beklenen etki etme siiresi olan minimum 3 ay sonrasinda iiveitin aktivitesi dikkate
alimmaksizin ikinci kan 6rnegi alindi.

Behget hastaligina bagli posterior veya paniiveiti olan ve ¢alismanin IFNa-2a
koluna dahil edilen hastalarin IFNa-2a tedavisi altinda takip muayenelerinde klinik
olarak inaktif olduguna karar verilmesi halinde hastalara floresein anjiyografi
uygulandi. Floresein anjiyografik olarak patolojik bulgu saptanmayan hastalar inaktif
kabul edilerek romatoloji bilim dalina sistemik degerlendirme i¢in gonderildi.
Sistemik olarak da BH aktivitesi olmadigina karar verilen hastalarin ikinci kez 10 cc
olmak {izere tedavi altinda (tedavi protokoliimiize gore inaktivite saglayan IFNa-2a
dozuna getirildikten sonra) kan 6rnekleri alindi. Tablo 2°de Behget hastaligina bagh
posterior veya paniiveiti olan ve calismanin IFNa-2a koluna dahil edilen hastalarin
[FNa-2a tedavisi altinda inaktif olmasi i¢in beklenen siire (ay) ve kan 6rneklerinin

alindig1 andaki IFNa-2a tedavi dozlar1 sunulmustur.

47



Tablo 2. Behget hastaligina bagli posterior veya paniiveiti olan ve ¢alismanin [FNa-
2a koluna dahil edilen hastalarin IFNa-2a tedavisi altinda inaktif olmasi igin

beklenen siire (ay) ve kan 6rneklerinin alindig1 andaki IFNa-2a tedavi dozlari

Kan ornekleri

Hasta IFNa-2a tedavisi alan hastalarin Kan 6rnegi alindig1 andaki
n:7 inaktif olmasi i¢in beklenen siire IFNa-2a dozu
(ay)
1* 5 4.5 MIU
i 4 3 MiU
3* 3 3 MIU
4* 4 4.5 MIU
5% 3 3MIU
6 5 3MIU
7 6 6 MiU

*: Azatioprin ile inaktif duruma getirilemeyen ve calismanin IFNa-2a koluna

kaydirilan hastalar

3.3.3 Kan Orneklerinin Degerlendirilmesi

3.3.3.1 Periferik Kan Mononiikleer Hiicre izolasyonu

3.3.3.1.1 Lizat ile Periferik Kan Mononiikleer Hiicre izolasyonu

Periferik kan mononiikleer hiicre (PKMH), EDTA’l1 kandan amonyum bazl bir lizat
solusyonu (0.155M NH4CL, 0.01M KHCOs, 0.127M EDTA) kullanilarak elde
edildi. 2cc vendz kana 40ml lizat solusyonu ilave edilerek oda 1sisinda 10 dakika
bekletildi. 800 rpm’de, oda 1sisinda 10 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant
uzaklastirilarak pellet, fosfat tampon cozeltisi (PBS; 0.005M K,HPO,, 0.005M
KH;PO4, 0.14M NaCl; pH=7.3) ile oda 1s1sinda 1500rpm’de 10 dakika yikandi.
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3.3.3.1.2 Yogunluk Gradiyent Santrifiijii ile Periferik Kan Mononiikleer Hiicre

izolasyonu

Manyetik ayrim ve kiiltiir yapilmak iizere heparinize kandan, PKMH steril sartlarda
Ficoll (d: 1077, Sigma-Aldrich Inc.) yogunluk gradiyent santrifiijii ile ayrildi. Bu
amacla her bireyden 6 cc kan alindi1 ve 2:1 oraninda serum fizyolojik ile diliie edildi.
Ficoll iizerine yayilarak oda 1sisinda 2000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasinda hiicreler gradiyent farkina gore, eritrositler en dipte, PKMH’lerin
bulundugu interfaz tabakasi ortada ve plazma en iistte bulunacak sekilde ayrildi.
Interfazdan toplanan PKMH’lere PBS eklenerek oda 1sisinda 1500 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi ve hiicre sayim cihazi ile (Counter T660, Beckman Coulter Inc.)

sayimlar1 yapildi.

3.3.3.2 Periferik Kan Mononiikleer Hiicre Yiizey Molekiil Ekspresyonu Tayini

Kontrol ve hasta gruplarindan alinan kandan amonyum bazli lizat solusyonu ile elde
edilen PKMH’ler, yiizey molekiilii ekspresyonu icin floresan isaretli izotipik
kontroller ve monoklonal antikorlar; CD4 FITC, CD25 APC (BD Biosciences) ile
boyandi. Bu amagla 100l hiicre siispansiyonu iizerine arastirilacak antikorlar uygun
diliisyonda eklenerek oda 1sisinda, 15 dakika karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasi hiicrelere PBS eklenerek oda 1sisinda 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

3.3.3.3 Hiicre i¢i Foxp3 Ekspresyonu Tayini

CD4 ve CD25 yiizey antikorlar1 ile PKMH ylizey antikorlar1 boyandiktan sonra
Foxp3 Buffer Set (BD Biosciences) kullanilarak hiicre i¢i Foxp3 ekspresyonlar1 flow
sitometri ile analiz edildi. Kisaca, ylizey antikorlari CD4 ve CD25 fiksasyonu i¢in
2ml Foxp3 Buffer A eklenerek 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. PBS ile 2
kez 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek Buffer A uzaklastirildi. Hiicre
permeabilizasyonun saglanmasi i¢in Buffer C uygun konsantrasyonda diliie edilerek
hiicre siispansiyonlarina 0.5 ml eklenip, 30 dakika oda sicaklifinda inkiibe edildi.

PBS ile yikama yapildiktan sonra hiicreler PE isaretli Foxp3 mAb (BD Bioscience)
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ve izotipik kontroller ile boyandi. 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Flow
sitometri ile (FACSCanto, Diva software) degerlendirildi.

3.3.3.4 Flow Sitometrik Analiz

Flow sitometri, tek hiicre seviyesinde, hizli ¢cok parametreli analiz imkan1 saglayan
bir yontemdir. Flow sitometride temel prensip, bir siispansiyon halindeki hiicre ya da
partikiiller lazer 15181 ile aydinlatilmakta olan bir bélmeden gecirilerek; hiicrelerin
15181n Onilinden gegerken verdikleri sinyaller toplanarak analiz edilmesidir. Olusan
sinyallerin kaynagi, hiicrenin biiyiikliik, graniilarite gibi fiziksel 6zellikleri olabildigi
gibi; hiicreye baglanan ¢esitli florokromlar da olabilir.

Flow sitometride c¢esitli fotodedektorler kullanilarak kompleks hiicre
stispansiyonunda multiparametrik analizler yapilabilmektedir. Bunlardan FSC (6nden
sacilim, ‘Forward Scatter’) hiicrelerin biiyiikliiklerine gore, SSC (yandan sag¢ilim,
‘Side Scatter’) hiicrelerin graniiler yapilarina gore siniflandirilmalarini saglar. Direkt
veya indirekt metodlar kullanilarak isaretlenen Orneklerin fléresan yogunluklari,
elektriksel sinyallere cevrilip, amplifiye olarak analiz edilmektedir. Bu
calismamizda, hiicre i¢i Foxp3 ekspresyonlarini incelemek i¢in biiyiikliik ve graniiler
yapilarina gore lenfosit kapisi alindiktan son CD4 ve CD25 monoklonal antikorlari
ile isaretlenmis lenfositlerde tekrar CD4+CD25+ kapisina alindi. CD4+CD25+
lenfositlerde Foxp3 molekiiliiniin ekspresyonu yiizdesi ve ortalama floresans

yogunlugu (MFI, “mean fluorescence index”) analiz edildi.
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Sekil 2. Elde ettigimiz PKMH’lerde ilk olarak lenfosit kapisinin alinmasi

All Events
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3.3.3.5 Manyetik isaretleme ile CD4+CD25+ Hiicrelerin Saflastirilmasi:

Immiinoloji alanindaki teknolojik gelismeler sayesinde hiicrelerin cesitli yiizey
reseptorleri manyetik boncuklarla isaretlenmekte ve istenilen hiicreler izole
edilmektedir. Bu sekilde farkli boncuklar kullanilarak insan, fare, sican ve
maymunlardan ¢esitli immiinolojik hiicreler (T-hiicresi ve alt kiimeleri, dendritik
hiicre, B hiicresi ve alt kiimeleri, monositler, antijen sunan hiicreler), kok hiicreler,
sitokin salgilayan hiicreler izole edilebilmektedir. “Magnetic cell sorting and
separation (MACS)” sistemiyle manuel veya otomatik (automacs) olarak
yapilabilmektedir. Bu sekilde izolasyon teknigindeki prensip asagidaki sekilde

Ozetlenebilir:
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e Sistem 50 nm c¢apinda siiper paramanyetik Ozellikteki mikroboncuklar,
manyetik alanin hiicreler lizerine daha fazla etki etmesini saglamak amaciyla
kullanilan kolon ve manyetik alan1 olusturan seperatére dayanmaktadir.

e Hiicre seperasyonu kolon igerisinde gerceklesir. Kolon, seperator icerisinde
iken, gliclii manyetik alan dolayisiyla mikroboncuklar ile isaretli hiicreler
kolon icerisinde tutulur ve isaretsiz olan hiicreler elde edilir.

e Kolon manyetik alandan uzaklastirildiginda ise mikroboncuklar ile isaretli
hiicreler elde edilebilir.

e Bu sekilde isaretli ve isaretsiz hiicreler elde edilir.

e Elde edilen hiicreler ileri analizler i¢in kullanilabilir.

Ficoll yogunluk santrifiijii ile steril kosullarda elde edilen PKMH’den 6nce
CD4+ T hiicreleri negatif seleksiyon ile, daha sonra CD25+ T hiicre popiilasyonu
pozitif seleksiyon ile manyetik tabanli hiicre ayirma yontemi (MACS, Miltenyi
Biotec.) kullanilarak izole edildi. CD4+ T hiicrelerinin negatif seleksiyonlar1 igin 1
x107 PBMC 90 pl tampon solusyonda (100 mIPBS, 0.074 gr EDTA 2mM, 0.5 gr
BSA) resuspande edilmistir. 10 pl biotin antikor kokteyli (anti-CD8, anti-CD14, anti-
CD16, anti-CD19, anti-CD36, anti-CD56, anti-CD123, TCRy/6 ve CD235a
(Glycophorin A) biotin konjuge mAb kokteyli) eklenerek 4°C’de 10 dakika inkiibe
edildi. Daha sonra 20 pl anti-biotin mikro boncuklar eklenerek 4°C’de 15 dakika
inkiibe edildi. Hiicreler tampon solusyonu ile yikanarak LD kolonlarindan gegirilerek
kolonun disinda kalan CD4+ T hiicreleri negatif seleksiyon ile izole edildi.

Elde edilen CD4+ hiicreler, CD25+ popiilasyonun izolasyonu i¢in CD25
mikroboncuklar ile 4°C’de 15 dakika inkiibe edildi. Hiicreler yikanarak MS
kolonlarindan gegirildi. Kolonlardan pozitif seleksiyon ile CD4+CD25+ Treg
hiicreleri toplandi.

Izole edilen hiicrelerin safliklar1 yiizey boyamalar1 yapilarak flow sitometri ile
kontrol edildi. CD4+ popiilasyonlarin saflig1 yaklasik %95, CD4+CD25+ Treg
popiilasyonlarin saflig1 yaklasik %50 olarak belirlendi (221).
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3.3.3.6 Hiicrelerin PHA ile Uyarilmasi

Manyetik tabanl hiicre izolasyon yontemi ile izole edilen CD4+CD25+ Treg hiicre
popiilasyonu uyarilarak sitokin salgilamalart i¢in, mitojenik etkili olan
fitohemaglutinin (PHA: Phytohemaglutinin) kullanildi. 10 pg/ml
konsantrasyonundaki PHA ile hiicreler 72 saat siiresince 370C, %5 COy’li ortamda
kiiltiire alindilar. Kiiltlir siipernatanlar1 toplanarak ELISA yontemi ile sitokin

seviyeleri belirlene kadar -80°C’de muhafaza edildi.

3.3.3.7 Kiiltiir siipernatanlarindan ELISA ile sitokin Tayini

PHA ile uyarilarak kiiltiir edilmis olan CD4+CD25+ Treg hiicre popiilasyonunun
stipernataninda IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-17, IL-18 ve IL-10 (pg/ml) belirlenmesi i¢in
insan ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) kitleri (Biosource
international, INC., CA, USA) kullanildi. ELISA, antijen-antikor iliskisini, antikora
baglanmis bir enzimin aktivitesini arastirmak temeline dayanan kantitatif 6l¢iim
yontemidir. Antijene karsi antikor ya da antikora karst antijen aramak miimkiindiir.
Antikor aramak i¢in agsagidaki asamalar uygulanmaktadir;

1. Bilinen antijen plastik bir ylizeye yapistirilir. Mikro-Elisa sisteminde bu antijen
her hasta i¢cin kullanilmak {izere yapilan g¢ukurlarin ylizeyine kaplanir. Antikor
aranacak hasta serumu ya da hiicre kiiltiir siipernatanlar1 bu ¢ukurlara konur. Bir siire
beklenir ve yikanir. Eger serumda uygun antikor varsa antijenle birlesir.

2. Bir enzim ile igaretlenmis insan globiilini antiserumu eklenir. Bir siire beklenir ve
yikanir. incelenmekte olan serumda antijene uygun antikor var ise antijene baglanmus
olacagindan bu son eklenen enzim ile isaretlenims insan antiglobiilini de baglayacak
ve yikama ile uzaklastirilamayacaktir.

3. Enzime uygun bir kromojen substrat eklenir. Sisteme baglanmis enzim bu substrati
pargaladiginda ortaya ¢ikan renk, yapilacak kolorimetrik yontemlerle Olgiilerek

baglanmis olan enzim dolayisiyla baglanmig olan antikor hakkinda fikir verecektir.
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3.4 istatistiksel Degerlendirme

[statistiksel degerlendirme SPSS (versiyon 13.0) kullamlarak gerceklestirildi.
Verilerin analizi parametrik olmayan testler kullanilarak yapildi. Sonuglar ortalama +
standart deviasyon (SD), Ortanca + ortalamanin standart hatas1 [“Standard error of
mean”’, (SEM)] olarak verildi. Alt gruplarin verileri tek degiskenli analizler (Kruskal
Wallis ve Wilcoxon) ile karsilastirildi. Post hoc testi olarak Dunn’s testi kullanildi.

p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Demografik ve klinik veriler

Calismaya dahil edilen gruplara ait yas ve cinsiyet verileri Tablo 3’de sunulmaktadir.

Tablo 3. Calisma gruplarina ait yas ve cinsiyet

Gruplar* Yas Cinsiyet
Ortalama+SD K:E
Aralik
Grup 1 28,8+2,5" 2:3
n=5 26-32
Grup 2 49,2482 3:2
n=5 35-55
Grup 3 28,8+12,27 4:2
n=6 19-52
Grup 4 28,1+11,6" 3:4
n=7 19-52

(*): Grup 1: Saglikli kontrol, Grup 2: BH dis1 paniiveiti olan hastalar, Grup 3: BH’na bagl paniiveiti
olan ve azatioprin tedavisi baglanan hastalar, Grup 4: BH’na bagli paniiveiti olan ve IFNa-2a tedavisi
baslanan hastalar

1: Kruskal Wallis, p>0.05

BH grubundaki hastalara ait BH siiresi, Behget tiveiti siiresi, goz tutulumu

yas1 ve takip siiresi bilgileri Tablo 4’de verilmektedir.

Tablo 4. Calisma gruplarina ait BH siiresi, Behget iiveiti siiresi, goz tutulumu yasi ve

takip stiresi

Gruplar
Ortalama+SD
Aralik
Parametreler Grup 3 Grup 4
n=6 n=7
BH siiresi (ay) 63,0+95,6 65,8+94.0
9-276 10-276
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Behcet iiveiti siiresi (ay) 22,7£20,4 25,5+19,6

8-60 8-60
Goz tutulum yasi 24.2+4.8 24,5+5,6

19-32 18-32
Takip siiresi (ay) 14,7£10,2 15,5£9,7

8-36 8-36

Grup 3: BH’na bagl paniiveiti olan ve azatioprin tedavisi baslanan hastalar, Grup 4: BH’na bagh
paniiveiti olan ve IFNa-2a tedavisi baglanan hastalar

Azatioprin koluna randomize edilen ve tedavi baslandiktan sonra 3. ayda
tedavi altinda kan Ornekleri toplanan 6 hastanin 5’1 iiveitin azatioprin ile inaktif
duruma getirilememesi (klinik ve/ veya floresein anjiyografik olarak) nedeni ile
calismanin IFNa-2a koluna dahil edildi. Bu hastalarin azatioprin tedavi sonrasi kan

ornekleri ayn1 zamanda IFNa-2a tedavi dncesi kan 6rnekleri seklinde degerlendirildi.

BH dis1 posterior veya paniiveiti olan hastalara ait klinik tanilar Tablo 5’de

goriilmektedir.

Tablo 5. BH dis1 posterior veya paniiveiti olan hastalara ait klinik tanilar

Grup 2 Tam Uveitin anatomik lokalizasyonu
n=5

1. Hasta Idyopatik paniiveit Paniiveit

2. Hasta Idyopatik retinal vaskiilit Paniiveit

3. Hasta Idyopatik retinal vaskiilit Paniiveit

4. Hasta Idyopatik retinal vaskiilit Paniiveit

5. Hasta Idiopatik paniiveit Paniiveit

Grup 2: BH dis1 posterior veya paniiveiti olan hastalar

BH dis1 posterior veya paniiveit grubuna dahil edilen tiim hastalarda
tiveitin anatomik lokalizasyonu paniiveit oldugundan bu grupta yer alan hasta
grubuna (Grup 2) bu noktadan BH dis1 paniiveit grubu adi verilecektir. Ayn1 sekilde

calismaya alinan ve grup 3 veya 4’e randomize edilen hastalarda iiveitin anatomik
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lokalizasyonu incelendiginde tiim olgularda BH’a bagli paniiveit bulundugundan bu

gruplarin adlandirilmasinda da paniiveit ibaresi kullanilacaktir.

BH dis1 pantiveitli hastalara ait iiveit stliresi, géz tutulumu yasi ve takip siiresi

Tablo 6’da verilmektedir.

Tablo 6. BH dis1 paniiveiti olan hastalara ait {iveit siiresi, goz tutulumu yas1 ve takip

stiresi
Grup 2
Ortalama+SD
Aralik
Parametreler e
Uveiti siiresi (ay) 119,2+99.3
36-276
Goz tutulum yasi 39,449,7
27-51
Takip siiresi (ay) 28,2+24,0
11-79

Grup 2: BH dis1 paniiveiti olan hastalar

CD4+CD25+ Treg lenfositlerde Foxp3 molekiilii ekspresyonu ve CD4+CD25+
Treg hiicre popiilasyonu siipernataninda IFN-y, TNF-a, 1L-4, IL-17, IL-18 ve

IL-10 sitokin seviyeleri ve karsilagtirmalari

Saglikli kontrol, BH dis1 paniiveit, BH na bagl paniiveiti olan ve azatioprin veya
[FNa-2a tedavileri baglanan hastalara ait CD4+CD25+ Treg lenfosit Foxp3 molekiilii
ekspresyonu ve CD4+CD25+ Treg hiicre popiilasyonu siipernataninda IFN-y, TNF-
a, IL-4, IL-17, IL-18 ve IL-10 sitokin seviyeleri Tablo 7°de sunulmustur.
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Tablo 7. Calismaya dahil edilen tiim gruplara ait CD4+CD25+ Treg lenfosit Foxp3 molekiilii ekspresyonu ve CD4+CD25+ Treg hiicre

popiilasyonu siipernataninda sitokin seviyeleri

Gruplar
Ortalama+SD
Ortancax=SEM
Aralik
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Azatioprin tedavisi Azatioprin IFNo-2a IFNo-2a
tedavisi sonrasi tedavisi oncesi tedavisi sonrasi
Parametreler n=5 n=5 n=6 n=6 n=7 n=7
Foxp3 (%) 4,10+2,70 12,22+11,48 8,36+8,92 3,9546,01 3,80+5,46 1,34+1,66
5,10+1,20 10,20+£5,13 4,45+3,64 1,40+2,45 1,80+2,06 0,80+0,628
0,70-7,20 3,20-32,00 0,90-22,40 0,30-15,90 0,30-15,90 0,50-5,10
Foxp3 MFI 454,40+73,47 578,60+170,48 546,00+162,27 381,66+172,30 399,14+142,69 448,14+62,99
473,00+32,85 519,00+76,24 527,00+66,24 334,50+£70,34 340,00+53,93 439,00+23,80
345,00-544,00 418,00-805,00 364,00-792,00 215,00-680,00 248,00-680,00 347,00-518,00
IFN-y (pg/ml) 8,86+3,64 6,28+1,85 8,54+17,24 2,07+1,55 2,86+2,82 2,34+1,41
7,50+1,62 6,19+0,83 1,75+7,04 2,03+0,63 2,17+1,06 2,59+0,53
5,89-15,20 4,30-8,98 0-43,70 0,13-4,45 0,13-8,24 0,13-4,74
TNF-a (pg/ml) 13,47£19,96 3,77+4,68 2,53+2,33 5,27+8,13 5,81+7,36 4,49+4,61
6,30+8,92 1,99+2,09 1,72+0,95 2,16+3,32 2,90+2,78 2,56+1,74
1,99-48,90 1,02-12,10 0,52-6,43 0,82-21,80 0,82-21,80 1,34-13,90
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IL-17 (pg/ml) 4,93+£8,37 8,52+10,41 11,43+10,43 4,34+4,13 5,33+5,82 8,04+6,41
1,54+3,74 5,50+4,65 11,18+4,26 3,44+1,68 3,44+2,20 7,67+£2,42
0-19,70 0-24,80 0-27,50 0-12,30 0-14,70 0-19,70

IL-10 (pg/ml) 2,11£1,00 1,21+1,25 0,91+0,93 1,31+0,88 1,42+0,83 1,74+1,42
1,98+0,44 1,30+0,56 0,77+0,38 1,30+0,36 1,43+0,31 1,84+0,53
0,89-3,63 0-2,14 0-2,11 0-2,52 0-2,52 0-3,91

Grupl: Saglikli kontrol, Grup 2: BH dis1 paniiveit, Grup 3: BH’ na bagli paniiveiti olan ve azatioprin tedavisi baslanan hastalar, Grup 4: BH’na bagl paniiveiti olan ve
IFNa-2a tedavisi baslanan hastalar
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Saglikli kontrol, BH dis1 paniiveit ile BH’na bagli paniiveiti olan ve
azatioprin tedavisi baslanan hastalarin azatioprin tedavisi 6ncesinde CD4+CD25+
Treg lenfosit Foxp3 molekiilii ekspresyonu ve CD4+CD25+ Treg hiicre popiilasyonu
siipernataninda IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-17, IL-18 ve IL-10 sitokin seviyelerinin

karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamuistir (Tablo 8).

Tablo 8. Saglikli kontrol, BH dis1 paniiveit ile BH’na bagli paniiveiti olan ve
azatioprin tedavisi baslanan hastalarin azatioprin tedavisi 6ncesinde CD4+CD25+
Treg lenfosit Foxp3 molekiilii ekspresyonu ve CD4+CD25+ Treg hiicre popiilasyonu

siipernataninda sitokin seviyelerinin karsilastirilmasi

Gruplar
Ortalama+SD
OrtancaxSEM
Aralik
Grup 1 Grup 2 Grup 3 tedavi
oncesi
Parametreler n=5 n=5 n=6 p*
Foxp3 (%) 4,104£2,70 12,22+11,48 8,36+8,92 0.34
5,10+1,20 10,20+5,13 4,45+3,64
0,70-7,20 3,20-32,00 0,90-22,40
Foxp3 MFI 454,40+73,47 578,60+170,48 546,00+162,27 0,51
473,00+32,85 519,00£76,24 527,00+66,24
345,00-544,00  418,00-805,00 364,00-792,00
IFN-y (pg/ml) 8,86+3,64 6,28+1,85 8,54+17,24 0,06
7,50+1,62 6,19+0,83 1,75+7,04
5,89-15,20 4,30-8,98 0-43,70
TNF-a (pg/ml) 13,47£19,96 3,77+4,68 2,53+2,33 0,21
6,30+8,92 1,99+2,09 1,72+0,95
1,99-48.90 1,02-12,10 0,52-6,43
IL-4 (pg/ml) 26,50+6,50 26,08+9,72 22,43+11,19 0,40
23,40+2,90 24,20+4,35 20,00+4,57
21,40-36,60 15,20-39,00 14,00-44,20
IL-17 (pg/ml) 4,9348,37 8,52+10,41 11,43+10,43 0,52
1,54+3,74 5,5044,65 11,18+4,26
0-19,70 0-24,80 0-27,50
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IL-18 (pg/ml) 3,25+3,37 4,59+6,75 1,88+1,31 0,86

1,62+1,51 1,8343,01 1,7240,53
0,16-7,43 0,44-16,60 0,16-4,07

IL-10 (pg/ml) 2,11%1,00 1,211,25 0,91+0,93 0,23
1,98+0,44 1,3020,56 0,77+0,38
0,89-3,63 0-2,14 0-2,11

Grup 1: Saglikli kontrol, Grup 2: BH dis1 paniiveiti olan hastalar, Grup 3: BH’na bagli paniiveiti olan
ve azatioprin tedavisi baglanan hastalar, Grup 4: BH’na baglh paniiveiti olan ve IFNa-2a tedavisi
baslanan hastalar

(*): Kruskal-Wallis

BH’na bagli paniiveiti olan ve azatioprin tedavisi baslanan hastalarin
azatioprin tedavisi Oncesi ve sonrast CD4+CD25+ Treg lenfosit Foxp3 molekiilii
ekspresyonu ve CD4+CD25+ Treg hiicre popiilasyonu siipernataninda IFN-y, TNF-
a, [L-4, IL-17, IL-18 ve IL-10 sitokin seviyelerinin karsilastirilmasinda anlamli fark
bulunmamustir (Tablo 9).

Tablo 9. BH’na bagli paniiveiti olan ve azatioprin tedavisi baslanan hastalarin
azatioprin tedavisi Oncesi ve sonrast CD4+CD25+ Treg lenfosit Foxp3 molekiilii
ekspresyonu ve CD4+CD25+ Treg hiicre popiilasyonu siipernataninda sitokin

seviyelerinin karsilastirilmasi

Grup 3
Ortalama+SD
Ortanca+SEM
Aralik
Azatioprin tedavisi Azatioprin tedavisi
oncesi sonrasli
Parametreler n=6 n=6 p*
Foxp3 (%) 8,36+8,92 3,9546,01 0,20
4,45+3 64 1,40+2,45
0,90-22,40 0,30-15,90
IFN-y (pg/ml) 8,54+17,24 2,07+1,55 0,60
1,75+7,04 2,03+0,63
0,00-43,70 0,13-4,45
TNF-a (pg/ml) 2,53+£2,33 5,27+8,13 0,34
1,72+0,95 2,16+3,32
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0,52-6,43 0,82-21,80
IL-4 (pg/ml) 22,43+11,19 17,26+3,71 0,34
20,004,557 17,00+1,51
14,00-44,20 12,40-22,90
IL-17 (pg/ml) 11,43+10,43 4,34+4,13 0,17
11,18+4.26 3,44+1,68
0,00-27,50 0,00-12,30
IL-18 (pg/ml) 1,88+1,31 3,1842,17 0,24
1,7240,53 3,68+0,88
0,16-4,07 0,16-6,15
IL-10 (pg/ml) 0,91%0,93 1,3120,88 0,46
0,77+0,38 1,30+0,36
0-2,11 0-2,52

Grup 3: BH’na bagli posterior veya paniiveiti olan ve azatioprin tedavisi baglanan hastalar
(*): Wilcoxon

BH’na bagl paniiveiti olan ve IFNa-2a tedavisi baglanan hastalarin tedavi
oncesi ve sonrast CD4+CD25+ Treg lenfosit Foxp3 molekiilii ekspresyonu ve
CD4+CD25+ Treg hiicre popiilasyonu siipernataninda IFN-y, TNF-o, 1L-4, IL-17,
IL-18 ve IL-10 sitokin seviyelerinin karsilastirilmast sonucunda Foxp3 ve IL-18
disinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (Tablo 10). IFNa-2a tedavi

sonrasinda Foxp3 (Sekil 4) ve IL-18” in anlaml1 olarak azaldig1 izlenmistir.

Tablo 10. BH’ na bagli pantiveiti olan ve IFNa-2a tedavisi baglanan hastalarin tedavi
oncesi ve sonrast CD4+CD25+ Treg lenfosit Foxp3 molekiilii ekspresyonu ve

CD4+CD25+ Treg hiicre popiilasyonu siipernataninda sitokin seviyelerinin

karsilastirilmasi

Grup 4

Ortalama+SD

Ortanca=SEM
Aralik

IFNo-2a IFNo-2a
tedavisi oncesi tedavisi sonrasi
Parametreler n=7 n=7 P*

Foxp3 (%) 3,80+5,46 1,34+1,66 0,04
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1,80£2,06 0,80+0,628

0,30-15,90 0,50-5,10

TNF-a (pg/ml) 5,81£7,36 4,49+4,61 0,73
2,90+2,78 2,56+1,74
0,82-21,80 1,34-13,90

IL-17 (pg/ml) 5,33+5,82 8,04+6,41 0,50
3,44+2,20 7,67+2,42
0,00-14,70 0,00-19,70

IL-10 (pg/ml) 1,4240,83 1,74+1,42 0,86
1,430,31 1,8440,53
0-2,52 0-3,91

Grup 4: BH’na bagli paniiveiti olan ve IFNa-2a tedavisi baglanan hastalar
(*): Wilcoxon

Sekil 4. Bir hastanin [FNa-2a tedavi oOncesi ve sonrast CD4+CD25+Treg
hiicrelerindeki Foxp3 ekspresyonu



V. TARTISMA

BH, tekrarlayan oral, genital iilserler ve hipopiyonlu iiveitten olusan tli¢lii semptom
kompleksiyle tanimlanmis ve hastalik siirecinde solunum, l6komotor, gastrointestinal
ve merkezi sinir sistemi tutulumlar gelisen, alevlenmeler ve remisyonlarla seyreden
sistemik bir hastaliktir (222). BH’ nin patogenezinin agiklanabilmesi i¢in pek ¢ok
immiinolojik ve genetik calisma yapilmasina ragmen bu konudaki mekanizmalar
yeterince aydinlatilamamistir (223).

Tutulan organlarda gecici ve kalici islev bozukluklarina yol acan ve okiiler
tutulumu korliikle sonuglanabilen bu hastaligin tedavisinde (11), son donemlerde,
konvansiyonel immiinsupresiflerin kullanim1 ile okiiler prognozda diizelme
gosterilmistir  (11). Ancak, Behget iiveitli bir grup hastada konvansiyonel
immiinsupresiflere yanitsizlik gozlenmektedir (12). Son yillarda bu hastalarin
tedavisinde biyolojik ajanlarin kullanimi giindeme gelmistir. Yapilan az sayida
calismada, konvansiyonel immiinsupresiflere cevapsiz Behget {iveitinin tedavisinde
[FNa-2a basart ile kullanildig: bildirilmistir (13-20). Ancak bu c¢alismalarda, IFNa-
2a tedavisinin BH’ndaki etki mekanizmasi net agiklanamamustir.

BH’nda hem periferik kanda hem de doku 6rneklerinde T hiicre aktivasyonu
gbzlenmektedir (3). Yapilan ¢aligmalarda, serumda IL-2 (224), IFN-y (225) ve pro-
inflamatuar sitokinlerin (IL-1B, IL-6, TNF-a ve IL-8) diizeylerinde artis saptanmasi
(164,226), intraselliiler sitokin boyamasiyla IFN-y ve IL-2 sitokinlerinde artis
goriilmesi (144), paterji reaksiyonunun ge¢ doneminde T hiicresinden zengin
infiltrasyon izlenmesi ve BH’nda izlenen mukokutanéz lezyonlarda Thl tip immiin
yanitin direkt rol oynadiginin gosterilmesi (149), BH’nin patogenezinde Thl
lenfosite bagli immiin yanitin 6énemli oldugunu ortaya ¢ikarmaktadir. Yine bu
bulgular1 destekler sekilde BH na bagli iiveit hastalarinin 6n kamara sivisinda IFN-y
ve IL-4 diizeyi incelemesinde IFN-y/ IL-4 oraninda artma saptanmasi (227) BH’nda
immiin cevapta Thl ile Th2 lenfosit komponentleri arasindaki dengesizligi isaret
etmektedir.

Son donemlerde yapilan ¢aligmalarda, baska bir T hiicre grubu olan, dogal
olarak viicutta bulunan ve baskilayici aktiviteye sahip hiicrelerden s6z edilmektedir.

IL-2 reseptoriiniin a zincirini ifade etmeyen (CD25); CD4+ (CD4+CD25-) T hiicre
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grubu normal BALB/c farelerden alinarak 6 haftalik sinjenik atimik nude farelere
(timusu olamayan fare) transfer edildiginde organlarda otoimmiin hastalik paternine
benzer inflamatuar lezyonlar goriilmiistiir. Alict farelerden bazilarinda sistemik
otoimmiin hastaliklara da rastlanmistir. CD25+ T hiicrelerinin farelere tekrar transfer
edilmeleri sonucunda otoimmiinitenin engellendigi izlenmistir (98,99). Fenotipik
olarak ytiksek seviyede CD25 ve Foxp3 ifade edilmeleri ile ayirt edilen bu hiicrelerin
CTLA-4, GITR, LAG-3 gibi belirtecleri de mevcuttur (103,104). Otoimmiin hastalig1
olan hastalarda yapilan caligsmalarda bu hiicre popiilasyonlarinin azaldigi ya da
baskilayici iglevlerinin yetersiz (defektif) oldugu belirlenmistir. Multipl skleroz
(MS) ve romatoid artrit (RA) hastalarinda bu hiicre popiilasyonlar1 sagliklilardan
miktarca farkli bulunmazken islevlerinde bozulmalar oldugu bildirilmistir. SLE,
Kawasaki hastaligi, tip 1 diyabet ve otoimmiin lenfoproliferatif sendrom sahip
bireylerde, CD4+CD25+ Treg hiicre oranin saglikli bireylere goére azalmis oldugu
gozlemlenmistir.

Calismamizda, etyopatogenezde hiicresel immiinitenin sorumlu oldugu
diistiniilen BH’na baglh tiveitde CD4+CD25+ Treg lenfositlerinin olasi roliiniin ve
I[FNa-2a’nin bu hiicreler {izerine olan olasi etkisinin anlagilmasi amaglanmistir. Bu
nedenle CD4+CD25+FoxP3" Treg lenfositlerinin oram ve CD4+CD25+Treg
hiicrelerinin mitojenik etkili olan fitohemaglutinin uyarisiyla siipernatanda
salgiladiklar sitokin seviyeleri incelenmistir. Tedavinin fark yaratip yaratmadiginm
degerlendirmek amaciyla, BH na bagli paniiveiti olan olgularda IFNa-2a tedavisi
oncesi ve sonrasinda kanda dolasan CD4+CD25+Foxp3" Treg lenfosit yiizdesi ve
CD4+CD25+ Treg hiicrelerinin salgiladiklar1 “IL-4, IL-10, IL-17, IL-18, TNF-a ve
INF-y” sitokin seviyeleri siipernatanda degerlendirmeye alinmistir.

CD4+CD25+ Treg hiicrelerinin transkripsyon faktorii olan Foxp3’iin iiveit
atag1 sirasinda saglikli kontrolle karsilastirildiginda miktarca farkli bulunmamistir
(Tablo 8). Baska bir otoimmiin hastalik olan SLE ile ilgili bir metaanaliz
calismasinda (228); aktif donemde saglikli kontrollere gére CD4+CD25+Foxp3”
Treg hiicre yiizdesinin belirgin olarak azaldigini1 ya da arttigin1 gosteren ¢aligsmalar
lizerinde durulmus ve yaymlarda CD4+CD25+Foxp3" Treg hiicre yiizdesi artiginin

SLE aktivitesi ile korelasyon gosterdigi izlenmistir. Yine metaanalizde incelenen
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yaymlar iginde CD4+CD25+Foxp3" Treg hiicre yiizdesinin saglikli bireyler ile ayn
kaldigin1 da gdsteren ¢caligmalar bulunmaktadir.

Hamzaoui ve dig. (10) yaptig1 bir c¢alismada Behget hastalar ile saglikli
kontrol grubu karsilastirildiginda aktif fazda olan Behget hastalarinda CD4+CD25+
Treg hiicrelerini anlamli olarak yiiksek bulunmus ve remisyonda olan Behget
hastalar1 ile saglikli kontrol grubu kendi arasinda karsilastirildiginda CD4+CD25+
Treg hiicreleri agisindan fark bulunmamistir. BH’nin aktif oldugu hastalarda
CD4+CD25+ Treg hiicre artig1 reaktif bir yanit1 diisiindiirmektedir. Ancak reaktif
yanit olarak artis gosteren bu hiicre poplilasyonunun fonksiyonunun defektif
(disfonksiyonel) oldugu da asikardir. Ek olarak aktif Behget hastalarinda Foxp3 i¢in
mRNA ve CTLA-4 ifadesinin, kontrol grubu ve remisyonda olan Behget hastalarina
oranla fazla oldugu goriilmiistiir ve disfonksiyonel CD4+CD25+ Treg hiicrelerinin
diizeyindeki artigin diizenleyici etkisi ile efektor hiicreleri baskilamak amagli oldugu
seklinde yorumlamiglardir.

Chen ve dig. (229) yaptig1 bir ¢alismada cilt, isitme ve santral sinir sistemi
bulgular1 gibi ekstraokiiler tutulumun da eslik ettigi kronik bilateral graniillomatoz
paniiveit ile karakterize Vogt-Kayagani-Harada hastaliginda aktif hastalik doneminde
CD4+CD25+ Treg hiicre sikliginda ve Foxp3 ylizdesinde azalma izlemisler ve
diizenleyici olan bu hiicre grubunun azalmasinin (hiicre yetersizligi) VKH’da izlenen
aktif tveit 1ile iligkili oldugunu belirtmislerdir. Bizim sonucumuza gore
CD4+CD25+Foxp3" Treg hiicrelerinde atak oncesi sagliklardan miktarca farkl
olmadigini izlememiz (Tablo 8) bu hiicrelerin defektif (disfonksiyonel) olabilecegini
diisiindiirmektedir. Ayrica CD4+CD25+Foxp3" Treg hiicrelerinin BH’na bagh {iveit
etyopatogenezinde oynadigi rol IFNo-2a tedavisinden sonra CD4+CD25+Foxp3”
Treg ylizdesindeki anlamli diisme (Tablo 10) ile birlikte Th1/Th2 yolaginda Thl
alehine sitokin dengesinde degisiklik (IL-18 istatistiksel olarak anlamli azalma)
gbozlenmesiyle de desteklenmektedir. Bu bulgu IFNo-2a tedavisi sonrasi defektif
olabilecegi diislinilen CD4+CD25+ Treg hiicrelerinin azaldigina veya
fonksiyonlarinda diizelme olduguna isaret etmektedir. Bunun yani sira, Foxp3’iin
regiilator olmayan hiicrelerde de gecici olarak ifade edilmesinin, T hiicre
aktivasyonun bir belirteci oldugunu gosteren arastirmalar da (108, 109, 110) IFNa-2a

tedavisinden sonraki Foxp3 ekspresyonundaki diisiisii aciklamakta, tedavinin
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hastaligin patogenizinde rol oynayan aktive T hiicrelerini baskiladig1r goriisiinii
desteklemektedir. Hali hazirda Foxp3 disinda Treg hiicrelerine 6zgii bir belirtecin
bulunamamis olmasi, IFNa-2a tedavisinden sonra otoimmiiniteye neden olan IL-18
tiretimindeki azalmanin, defektif Treg’ler nedeni ile mi yoksa otoreaktif T
hiicrelerinin aktivasyonlarinin azalmasindan dolayr mi1 oldugunun anlagiimasini
gliclestirmektedir.

BH’na bagh iiveit ve diger iiveit antitelerinde, CD4+CD25+Foxp3+ Treg
hiicrelerinin ylizdesini inceleyen yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Bu hiicrelerle
yapilan ¢alismalarda CD4+CD25+ Treg hiicre fenotipinin hem aktive olmus hiicreler
hem de regiilatuar hiicreler tarafindan eksprese edilmeleri ve bu hiicrelere tam olarak
has, belirleyici bir molekiilin bulunmamasi arastirmalari zorlastirmaktadir.
Baskilayict aktiviteleri olan bu hiicrelerin, BH’ndaki rolleri ilgi uyandirmakta ve
diizeyleri ve fonksiyonlar1 agisindan daha ¢ok ¢alismaya ihtiyag duyulmaktadir.

Ote yandan azatioprin grubunda yer alan BH’na bagl paniiveit hastalarinda
tedavi ile CD4+CD25+Foxp3+ Treg yiizdesinde anlamlilik seviyesine ulagmayan bir
azalma gozlenmesine karsin bu azalmanin etkisi anlamlili§a varan sitokin degerleri
ile desteklenememistir (Tablo 9).

BH’na bagli paniiveiti olan hastalarda IFNa-2a tedavi sonrasinda IL-18’in
istatistiksel olarak anlamli azaldigi izlenmistir (Tablo 10). BH ile ilgili yapilan
caligmalar, pDC’nin patogenezde yer alabilecegini gostermistir. IL-12, Ozellikle
pDC’den salgilanan ve Thl cevabini yonlendiren bir sitokindir. Ayni sekilde IL-
18’de pDC’den ifade edilmekte ve Ozellikle IL-12 varliginda Thl polarizasyonuna
neden olmaktadir. Calismalarda, Behcet hastalarinda saglikli  kontrol ile
karsilastirildiginda pDC yiizdesinde azalma (230) , Behget hastalarinda IL-18’in
diizeyinde artis izlenmistir. Behget hastalarinda IL-18’in artmig serum diizeylerinin
hastalik aktivitesi ile iligkili oldugu da bildirilmistir (146,147). IFN-a, pDC’lerden
immiin yanitin erken asamalarinda salgilanmakta olup T hiicreleri {izerinde
antiproliferatif ve preapoptotik etkileri oldugu anlagilan bir sitokindir ve bu sitokini
tedavi seklinde BH’nda bagarili sekilde kullanmamiz pDC’lerin bu hastalarda bozuk
olabilecegini akla getirmektedir. Otoimmiinitenin baskilanmasin1 saglayan Treg
hiicrelerin olusumunu saglayan bir hiicre grubu olan pDC’lerin bozuk olmasi

durumunda Treg hiicrelerinin de fonksiyonunda veya sayisinda yetersizlikle
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karsimiza ¢ikabilecegini ve Thl yolagini aktive eden bir sitokin olan IL-18’in de
ylksek olmasina neden olabilecegini diisindiirmektedir.

Bir diger bulgu olarak, BH’na bagli paniiveiti olan hastalarda IFNa-2a
tedavisi sonrasinda IL-10 seviyesinde istatistiksel olarak anlamlilik diizeyine
ulagmasa da artig saptanmistir (Tablo 10). IL-10, makrofajlardan ve T hiicrelerinden
(diizenleyici T hiicreler ve Th2) salgilanan, konak immiin yaniti inhibe eden bir
sitokindir (antiinflamatuar). Ozellikle adaptif Treg’ler diger immiin sistem
hiicrelerini baskilayicr islevlerini IL-10 salgilayarak gerceklestirir. IL-10’un, Behget
tiveiti olanlarin hem 6n kamara sivisinda hem de serumunda azaldig1 gosterilmistir
(227). IFNa-2a tedavisi ile IL-10 seviyesinde artis izlememiz, tedavi oncesi defektif
olan CD4+CD25+ Treg hiicre populasyonun islevlerinin diizeldigine veya defektif
olanlarinin azaldigina isaret etmektedir. Benzer sekilde IFNa-2a tedavi sonrasi 1L-4
diizeyinde istatiksel olarak anlamli olmasa da artig izlenmesi tedaviyle Th2 tip
immiin yanita dogru dengenin kaydigina isaret etmektedir (Tablo 10).

Th17 hiicrelerinden salgilanan ve notrofil aktivasyonuna sebep olan IL-17
proinflamatuar Ozellikte olup calismalarda BH’nin etyopatogenezinde sorumlu
sitokinler i¢erisinde yer almaktadir. Calismamizda IL-17 anlamli sonuca ulagsmasa da
IFNo-2a tedavisi sonrast ile arttigmm izledik. CD4+CD25+ Treg hiicre
poplilasyonunun siipernataninda IL-17 diizeyinde artis izlememize ragmen hastalarda
aktif infalamasyon bulgusu gérmememiz, bu hiicrelerden IL-17 salinimindaki artisin,
inflamasyonu tetikleyici konsantrasyona erisemedigini diisiindiirebilir. IL-17
diizeyindeki bu artis1 efektor hiicre diizeyinde de degerlendirmek uygun olabilir.

Calismamizin zayif noktasi olarak tartisilan bazi bulgularin istatistiksel olarak
anlamlilik diizeyine ulagsmamas1 ¢aligma gruplarinda yer alan hasta sayilarinin
diistikliigi ile iligkili olabilecegi kanisindayiz. Ek olarak BH patogenezinde sorumlu
oldugu diisiiniilen pDC hiicre popiilasyon siipernataninda sitokin salinimlarini
inceleyen bir calisma ile ¢aligmamizin desteklenebilecegi goriisiindeyiz. Ayrica son
zamanlarda yapilan c¢alismalarda (231,232), TGF-f’nin naif CD4+ T hiicrelerini
programlayarak, CD4+CD25+Foxp3+ Treg’lerin olusmasina neden oldugu hatta
fonksiyonunda rolii olmadig {izerinde durulmaktadir. TGF-B'nin T hiicre gelisimdeki
fonksiyonu pleiotropikdir. Treg hiicre gelisiminde rol oynamasinin yani sira BH

patogenezinde sorumlu oldugu diisiiniilen IL-17 tireten CD4+ T hiicrelerinin (Th17)
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olusumunu da bu sitokin saglamaktadir (233,234). Bu nedenle, IFNa-2a tedavisi ile
hem Treg hem Thl7 olusumundaki degisimleri goézlemlemek acgisindan TGF-
sitokin ~ seviyelerinin de ilerleyen c¢aligmalarda incelenmesi gerektigini
diistinmekteyiz.

Sonug¢ olarak calisgmamizda; BH’na bagli paniiveiti olan hastalarda aktif
donemde defektif CD4+CD25+Foxp3"™ Treg hiicre popiilasyonunda saglikli kontrol
grubuna goére miktarca farkli saptanmamustir. IFNa-2a tedavisi ile defektif olan
CD4+CD25+Foxp3” Treg hiicre popiilasyonunda istatistiksel olarak anlamli azalma
gozlenmistir. Yine IFNoa-2a tedavisi sonrast defektif olan CD4+CD25+ Treg hiicre
popiilasyonunda meydana gelen azalma bu hiicrelerin islevsel oOzelliklerini geri
kazandigini, IL-10 iiretimlerini arttirarak Th1/Th2 dengesinde IL-4 artis1 ve IL-18’in
azalmast ile gosterilen Thl yolagi alehine degisime yol a¢mustir. IFNa-2a
tedavisinden sonra Thl sitokin tiretiminin Th2 sitokin tiretimine dogru kaymasi, bu

tedavinin azatioprin tedavisine gore daha etkin olabilcegini diisiindiirmektedir.
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VI. SONUCLAR

1. BH’na bagli paniiveiti olan hastalarda  aktif donemde  defektif
CD4+CD25+Foxp3" Treg hiicre popiilasyonunda saglikli kontrol grubuna gére
miktarca farkli saptanmamustir. .

2. IFNa-2a tedavisi ile defektif olan CD4+CD25+Foxp3™ Treg hiicre
popiilasyonunda istatistiksel olarak anlamli azalma gozlenmistir.

3. IFNa-2a tedavisi sonrasi defektif olan CD4+CD25+ Treg hiicre popiilasyonunda
meydana gelen azalma Th1/Th2 dengesinde IL-4ve IL-10 artist ve IL-18’in

azalmasi ile gosterilen Thl yolagi alehine degisime yol agmustir.
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VIII. EKLER
EK-1
HASTA BILGILENDIRME FORMU
CALISMANIN ADI

‘Behget hastaligina bagli iiveiti olan hastalarda interferon alfa-2a tedavisinin
T regiilatuar hiicreler iizerine etkisi’

Size Behget hastaligi tanist konulmustur. Behget hastaligi kronik seyirli ve
birden fazla organi etkileyen bir hastaliktir. Behget hastaligi gozde tiveit denilen bir
iltihaba neden olabilmektedir. Bu hastaligin nedenine yonelik hala calismalar
yapilmaktadir. Behget hastaliginda tedavinin amaci iltihabi kontrol altina almak,
sizde yol agacagi rahatsizliklari ve fonksiyon kayiplari1i en aza indirmeye
caligmaktir. Konvansiyonel immunsupresif tedavilere direncgli olan bir grup hastada
immiinomodiilatuar ajanlar kullanilmaktadir. Bu ajanlar ile iyi sonuclarin elde
edildigi cesitli yayinlarda rapor edilmis ve giiniimiizde kullanimi popiiler hale
gelmistir. Son donemlerde 6zellikle diger ilaclara direngli olgularda etkinligi rapor
edilmis immiinomadiilatuar bir ajan ile tedavi edileceksiniz. Piyasa adi ‘Roferon A’
olan interferon o-2a size baslanacak olan ilacimizdir. Sistemik inflamatuar bir
hastalik olarak diisiiniilen Behget hastaliginin patogenezinde iltihaptan sorumlu bazi
molekiiller (sitokinler) ve kanda dolasan bazi hiicreler (CD4+CD25+ T regiilatuar
(diizenleyici) lenfosit) suclanmaktadir. Hem Behget hastaliginin nedenine hem
tedavinin etkinligine 151k tutabilmek icin bu sitokinlerin arastirilmasi gerekmektedir.
Interferon alfa-2a kullammiyla kanda bulunan bu iltihaptan sorumlu molekiillerin
(sitokinler) ve kanda dolasan bazi hiicrelerin (CD4+CD25+T regiilatuar (diizenleyici)
lenfosit) diizeylerindeki degisikligin belirlenmesi i¢in 3 heparinize tiipe, 1 hemogram
tiiptine, 1 kuru tiipe iki kereye mahsus yaklasik 20 cc kan alinmasi1 gerekmektedir.
Kan tetkiki i¢cin herhangi bir 6deme yapmaniz gerekmemektedir. Caligmaya katilan

sahislarin kimligi sakli tutulacaktir.
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EK-2
HASTA ONAY FORMU

CALISMANIN ADI
‘Behget hastaligina bagl iiveiti olan hastalarda interferon alfa-2a tedavisinin T

regiilatuar hiicreler {izerine etkisi’

HASTA ONAY FORMU
Arastirma hakkinda verilmesi gereken hasta bilgilendirme formunu okudum.

Kendi istegimle hi¢bir baski altinda kalmadan ¢alismaya katilmay1 kabul ediyorum.

GoOntllinin

Adi1 Soyadi: Imza: Tarih:

Aciklamalar1 yapan arastimacinin

Adi1 Soyadi: Imza: Tarih:
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EK-3
BEHCET HASTALIGI GOZ TUTULUMU HASTA TAKIiP FORMU

‘Behget hastaligina bagli iiveiti olan hastalarda interferon alfa-2a tedavisinin T

regiilatuar hiicreler iizerine etkisi’

HASTA TAKIiP FORMU

Hastanin Ad1 Soyadi
Cinsiyeti

Bagvuru Yasi
Protokol No

Uvea dosya No
Telefon

Tedavi Oncesi: Kan alind1 : Tarth:
Tedavi baslandiktan sonra: Kan alindi:  Tarih:

HLA-B51 Pozitif O Negatif O
Oral Aft Var O Yok O
Genial Ulser Var O Yok O
Eritema nodosum Var O Yok O
Piistiiller lezyonlar Var o Yok O
Follikiilit/akneiform lezyonlar Var o Yok O
Paterji Var o Yok O
Subkutan6z tromboflebit Var O Yok O
Artririt Var O Yok O
Artralji Var o Yok O
Vaskiilit/tromboflebit Var O Yok O
Derin ven trombozu Var O Yok O
Santral sinir sistemi lezyonlari Var o Yok O
Orsiepididimit Var o Yok O
AILE OYKUSU Var O Yok
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KLINIK

Behget hastaligina bagli iiveiti olan hastalarda interferon alfa-2a tedavisinin T

regiilatuar hiicreler iizerine etkisi’

Tutulum:
Toplam Atak Sayisi

Unilateral o (R/L)

Bilateral o

GORME KESKINLIGI

Sag Sol

Giris gorme keskinligi
(tedavi Oncesi)

Son gorme keskinligi
(tedavi sonrasi )

ON SEGMENT BULGULARI

Hipopiyon

Siliyer injeksiyon

Keratik presipite

Hiicre

Flare

ARKA SEGMENT BULGULARI

Retinal vaskiilit

Retinit

Makula 6demi

Vitrit

Papillit

Oo|o|o|o|o

KOMPLIKASYONLAR

Persistan arka sinesi

NVE

GIB artis1

NVD

Katarakt

Retina dekolmani

ERM

Makulada pigmenter degisiklikler

Vitre i¢i kanama

O|o|oo|jo

Optik atrofi

O|o|oo|jo

TEDAVI

Evet DoOnem

Sistemik Kortikosteroid

Kolsisin

Azathioprine

Siklofosfamid

Siklosporin

Anti-TNF-a

Interferon a-2a
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EK-4
Tim hastalara ait CD4+CD25+ Treg lenfositlerde Foxp3 molekiilii ekspresyon
ylizdesi, ortalama floresan indeksi (MFI) ve CD4+CD25+ Treg hiicre popiilasyonu

slipernataninda sitokin seviyeleri

Grup 1:

Foxp3 MFI I[FN-y TNF-a IL4 IL17 IL18 IL10
1,90 430 7,500 6,300 23,400 3,440 1,620 2,390
5,60 480 5,890 1,990 21,400 <0 0,696 1,980
0,70 345 15,200 48,900 29,400 19,700 6,340 3,630
7,20 544 8,240 7,840 36,600 <0 7,430 0,899
5,10 473 7,500 2,330 21,700 1,540 0,169 1,700

Grup 2:

Foxp3 MFI I[FN-y TNF-o IL4 1L17 IL18 IL10
3,20 418 6,190 1,990 39,000 24,800 1,620 <0

32,00 805 4,880 12,100 32,700 5,500 16,600 <0

10,40 442 4,300 1,340 15,200 <0 1,830 1,840
10,20 519 8,980 2,440 19,300 12,300 2,470 2,940
5,30 709 7,060 1,020 24,200 <0 0,444 1,300

Grup 3 (Tedavi oncesi):

Foxp3 MFI I[FN-y TNF-0 IL4 IL17 IL18 IL10
1,50 398 2,880 0,523 22,300 <0 1,170 0,120
5,30 543 1,340 4,200 20,500 7,670 1,620 1,700
3,60 511 43,700 1,340 44,200 14,700 1,830 0,120
16,50 792 1,200 2,100 14,000 17,200 2,470 2,110

22,40 668 <0 0,620 14,100 1,540 0,169 <0
0,90 364 2,170 6,430 19,500 27,500 4,070 1,430

Grup 3 (Tedavi sonrasi):

Foxp3 MFI I[FN-y TNF-0 IL4 IL17 IL18 IL10
1,80 340 1,890 2,220 12,400 3,440 4,260 1,430
1,00 329 2,170 21,800 14,900 3,440 3,680 1,980
4,10 478 3,020 3,250 18,300 12,300 6,150 2,520
15,90 680 4,450 0,820 15,700 <0 0,169 <0
0,30 248 0,125 2,100 19,400 3,440 3,680 1,170
0,60 215 0,789 1,450 22,900 3,440 1,170 0,767
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Grup 4 (Tedavi dncesi):

Foxp3 MFI I[FN-y TNF-0 IL4 IL17 IL18 IL10
15,90 680 4450 0,820 15,700 <0 0,169 <0
1,00 329 2,170 21,800 14,900 3,440 3,680 1,980
1,80 340 1,890 2,220 12,400 3,440 4,260 1,430
4,10 478 3,020 3,250 18,300 12,300 6,150 2,520
0,30 248 0,125 2,100 19,400 3,440 3,680 1,170
1,5 396 0,125 7,580 11,700 <0 2,050 0,899
2 323 8240 2,900 16,900 14,700 5,030 1,980
Grup 4 (Tedavi sonrasi):

Foxp3 MFI I[FN-y TNF-0 IL4 IL17 IL18 IL10
5,1 514 4,740 13,900 29,400 19,700 2,260 3,910
0,8 347 1,340 2,560 14,400 3,440 <0 1,840
0,7 437 2,590 2,100 27,500 12,300 2,050 2,660
0,9 439 0,125 7,320 17,700 5,500 0,169 2,390
0,6 486 2,730 2,560 9,990 7,670 1,170 1,430
0,5 396 2,590 1,660 20,900 <0 1,170 <0
0,8 518 2,310 1,340 13,600 7,670 0,936 <0
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