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OZET

RHOA/RHO-K INAZ (ROCK) GEN POL iMORFIZMLER INiN VE ROCK1 VE
ROCK2 GEN EKSPRESYONLARININ BEHCET HASTALI Gl ILE
ILISKISININ ARASTIRILMASI

Elif OGUZ
Doktora Tezi, Gaziantep Universitesi g8k Bilimleri Enstitiist, Farmakoloji
Anabilim Dal
Tez Dangmani: Prof. Dr. A. Tuncay DERRYUREK
Nisan 2012, 127 sayfa

Bu calsmanin amaci Turk toplumund@hoA Rho-kinaz (ROCK)lve ROCK2 gen
polimorfizmlerinin ve bunun yanind@OCK1lve ROCK2gen ekspresyonlarinin Behget
hastalgl (BH) ile iliski olup olmadgini argtirmaktli. Calsmaya 194 Behcet hastasi ve
benzer ya ve cinsiyetteki 276 gkl kontrol dahil edildi. Polimorfizmler genomik
DNA’da, BioMark 96.96 Dynamic Array Sistem kullaanak analiz edildiROCK1ve
ROCK2 gen ekspresyonu igin kan orneklerinden mRNA ekstyaku yapildiktan
sonrareal time polimeraz zincir reaksiyonu uyguland®hoA geni rs6784820’in AG
genotipi, A aleli, rs974495’in GA genotipi, rs22268'in TA genotipi, rs3448'in T aleli
BH olanlar ile kontrol grubu arasinda anlamh okaréarkli idi. ROCK1 geni
rs2271255’'in TC genotipi, C aleli, rs73963110’'un ,TCC genotipi, C aleli,
rs112130712'nin TC genotipi, C alelrs111874856'nin CT genotipi, T aleli,
rs112108028 (Proll64Leu)in GA genotipi, A alelROCK2 geni rs35768389
(Asp601Val)un TA, AA genotipi, A aleli, rs1515216 CT, TT genotipi, T aleli BH
olanlar ile kontrol grubu arasinda anlaml derecefdgkliydi (p<0.05). Bu
polimorfizmler ile BH’nin klinik belirtileri arasida da anlamli ki vardi. ROCK1
geni rs35996865, rs111312709 (Thr792AIROCK 2 geni rs726843, rs2290156,
rs965665, rs10178332, rs2230774, rs2230774 (Thrdd8As2230774 (Thr431Ser),
rs6755196, rs10929732, rs34945852 (Lys1083Met) RBOA geni rs2878298
polimorfizmleri alel ve genotip d@imlari BH olanlar ile kontrol grubu arasinda
anlamli farklihk goéstermedi. BH olanlarda ROCK2 MR ekspresyonunun kontrol
grubuna goére anlaml derecede yiksek gldgorildi (p<0.05)RhoA, ROCK1lve
ROCK2 gen polimorfizmlerinin BH ile igkisi ilk olarak ortaya konmgiur. Bu
polimorfizmler Tirk populasyonunda BH’'ye bireysebtiknligi belirleyebilir. Bu
calismayla BH icin yeni bir gen bolgesi belirlengti.
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The aim of this study is to investigate the asgwmiabetweenRhoA, Rho-kinase
(ROCK)1andROCK2gene polymorphisms and alR®OCK1, ROCK2gene expressions
and patients with Behcet's disease (BD) in a Tirkpspulation. A total of 194 BD
patients and 276 healthy controls with similar aged sex were included to this study.
Polymorphisms were analyzed in genomic DNA usirgj@Mark 96.96 dynamic array
system. mRNA from blood samples was extracted, r@adl time polymerase chain
reaction was performed fdROCK1and ROCK2gene expressions. AG genotype, A
allele of rs6784820, GA genotype of rs974495, TAdgpe of rs2177268, T allele of
rs3448 for RhoAgene, TC genotype, C allele of rs2271255, TC, CC genagtype
allele of rs73963110, TC genotype, C allele of &130712,CT genotype, T allele
of rs111874856, GA genotype, A allele of rs1121@{RProl164Leu) foROCK1
gene, TA, AA genotypes, A allele of rs35768389@®&1Val), CT, TT genotypes, T
allele of rs1515219 foROCK2gene were significantly different between patiesmsl
controls (p<0.05). There were significant assocretibetween the genotype and allele
frequencies of these polymorphisms and manifestsitod BD. No marked associations
were found withROCK1gene rs35996865, rs111312709 (Thr792ARQNCK 2gene
rs726843, rs2290156, rs965665, rs10178332, rs2230is2230774 (Thr431Asn),
rs2230774 (Thr431Ser), rs6755196, rs10929732, AEBE?Y (Lys1083Met) anBhoA
gene rs2878298 polymorphisms. There was a markeckase in peripheral blood
MRNA ROCK2 expressions in patients (p<0.05). Thsoastion between BD and
RhoA, ROCK1ROCK2 gene polymorphism is showed firstly in this studphese
polymorphisms may modify individual susceptibility BD in the Turkish population.
A new gene region with this study has been founekjmain the pathigenesis of BD.
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1. GIRIS ve AMAC

Behcet hastah (BH), etiyolojisi ve patojenezi tam olarak bilireyen, hem ven hem
de arterleri etkileyen sistemik bir vaskdlittir. Skailitten dolayi artngioksidatif stres
ve endotel disfonksiyonu bulunmaktadir. BH'deki kidler tutulum ve trombozun
endotel hasar ve endotel slev  bozukluklarindan kaynaklanabilgte
kaydedilmektedir. Hastalikta endotelden plazminogdtivatorlerinin saliniminda
azalma, dilik plazma prostasiklin dizeyi, ciddi damar tutulunollgularda artngi

Von Willebrand faktdr dizeyinin gortlmesi endotelbakasinin etkilenginin

gostergeleridir.

Rho, GTPaz aktivitesine sahip GDP/GTRlagici bir proteindir. Rho proteinlerinin
hiicre iskeleti dgsikliklerinin diizenlenmesindeki anahtar hedeflerdensi, Rho-
kinaz (ROCK) olarak adlandirilan enzimdir. Vaskilendotel disfonksiyonda
Rho/Rho-kinaz yolginin aktivasyonu da énemli rol oynar ve Rho-kinazibitorleri
birgok patolojik durumda endotel disfonksiyonunueyebilir.

Rho/Rho kinaz yolanin vaskuller yapinin organizasyonunda rolt olnvasBH’de
temel patolojinin vaskulit olmasi bu hasgah patojenezinde Rho/Rho kinaz
yolaginin roli olabilecgini dustindirmektedir. Bu c¢aimayla, BH'de ROCK’un
etkili olup olmadgini aragtirmak ve Turk popullasyonunda RhoA genine ait 5,
ROCK1 genine ait 7 ve ROCK2 genine ait 12 polinmrin BH ile iliski olup

olmadgini ortaya koymak amaclanghr.

Yaptigimiz literatlr taramasinda BH'de Rho/Rho kinaz iligkili bir arastirmaya
rastlanmanstir. Bu calsma, BH'de Rho/Rho kinaz gen polimorfizmlerinin ve

ekspresyonunun rolint ataan ilk ¢calsmadir.

Bu calsmadan elde edegeniz bulgularin BH'nin etiyopatojenezine katkida

bulunac@ distintlmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Behcget Hasta§i

BH ilk kez 1937 yilinda, Hulusi Behcet tarafindakrarlayan oral, jenital tGlserler ve
hipopiyonlu iridosiklitten olgan tcli semptom kompleksi ile tanimlagnkronik,
inflamatuvar bir hastaliktir (1). Zamanla BH'nin gl semptom kompleksinden
ibaret olmadil ve norolojik, l6komotor, intestinal, Urojenitddardiyo-pulmoner ve
vaskiler semptomlarla karakterize bir hastalik gidanlgiimistir (2,3). BH'de
temel patolojinin endotelyal hiicre aktivasyonu egév hasari ile gaken sistemik bir

vaskdlit old@gu distnidlmektedir (4).

2.1.1. Epidemiyoloji

Dunyada en sik ulkemizde goérulen BH ile ilgili epmliyolojik calsmalar az
sayidadir. Bgta Akdeniz ulkeleri, Orta Asya, Uzak Bwo Ulkelerinde gorilen
hastalik bu dalimi nedeniyle ipekyolu Hastafi’ olarak da adlandiriimaktadir (5).
Bu hastalgin Turkiye'ye oranla Asya’da 20-30 kez, Avrupa veérika'da yaklaik
150 kez daha az siklikta gorufgilkaydedilmgtir (6).

Hastalgin ortalama bgangi¢c yginin 28 oldgu belirtiimektedir. Farkh toplumlar
acisindan deerlendirme yapildinda ise Turk hastalarda ortalamaslaagic yai
23,3 iken Almanya’da 26, Japonya’da ise 35,7'yedkaylikseldgi kaydedilmitir
(5). BH cok nadir olarak cocukluk gmda da ortaya cikabilmektedir. Bu oran
Turkiye’'de %2,iran’da ise %3 olarak kaydedilgtir (7).

Kadin erkek dalimi ile ilgili sonucar ise d@skendir. Akdeniz ulkelerinde erkek
olgularda daha sik olgu bildiriimekle birlikte, cinsiyet farkliginin hastagin
gorulmesiyle ilgkili olmadigini bildiren calsmalar da vardir. Gegicapl yapilan bir
argtirmada Turk Behcet hastalarinda erkek/kadin ata&d8 olarak bulunmyur (8).
Tarkiye'de yapilan farkl cagmalarda erken wta hastalik bgdangici ve erkek
cinsiyetin birlikte olmasinin dahgiddetli hastalik seyri ile igkili oldugu

gosterilmitir (9,10). Erkek olgularda pustiler lezyonlar, tbulgular, vaskiler



lezyonlar daha alevli seyrederken, kadin olgulgeddal tlser ve eritema nodozum
daha sik gozlenmektedir (11,12).

Asya Bolgesi'ndeki prevelans oranlari Irak’da 170@00 (13),iran’da 80/100000
(14), Japonya’da ise 22/100000 (15) olarak bilchektedir. Avrupadaki oranlar ise
Almanya’da 1.47/100000 (16ltalya’da 3.8/100000 (17), Fransa’'da 2.4/100000 (18)
olarak bildirilmektedir. Amerika’da yapilan bir g¢ghada hastaghin siklg
0.38/100000 olarak kaydedilgtir (19).

Turkiye'de BH ile ilgili geng capli be adet prevelans ¢aimasi yapilmgtir. ilk alan
calismasi Istanbul cevresindeki 9 bdlgede 494@idé yapiims ve bu cakmada
BH’nin prevelansinin 80/100000 olglu tespit edilmgtir (20). Daha sonra yapilan
calismalara bakildiinda, Yurdakul ve ark. (21) Fatsa ilgesindesken toplumda
370/100000jdil ve ark. (22) Ankara’'da Park $lzk Ocagl Bolgesi'nde 10 yglzeri
nifusta 110/100000, Azizlerli ve ark. (2dytanbul'da 420/100000 prevelans
degerlerini kaydetmylerdir. Son olarak, Cakir ve ark.’nin (24) Edirneskl alaninda
yaptgl calsmada ise hastgn prevelansinin 20/100000 ofglukaydedilmgtir. Elde
edilen farkhh sonuclarin bolgesel ve etnik farkhtdan kaynaklanabilege ileri
suralmdtar. Batun bu veriler prevelansin Turkiye'de (8034200000) dier tlkelere

gore sik oldgunu gostermektedir.

2.1.2. Etiyopatojenez

BH’nin etiyopatojenezi henliz kesin olarak ortaya&mamgtir. Genetik olarak bu
hastalga yatkin olan bir kide cevresel faktorlerin vaginda, immin sistemin
induklenmesi sonucunda endotel hasarirstafiu ve BH’nin klinik bulgularinin
goruldizt kabul edilmektedir. Genetik yatkinlikla berabegith hiicrelerden salinan
proinflamatuvar sitokinlerin BH'de gorilen argmiinflamatuvar reaksiyondan

sorumlu oldgu distndlmektedir (25,26).

Hastalgin  patojenezinde bircok faktorden bahsedilmektedimmiinolojik
faktorlerin, inflamasyon mediyatorlerinin, streptdk ve herpes gibi infeksiyon
ajanlarinin, organik fosfat yapisindaki pestisitigratojenezde rol algh savunulmsg
ancak tam olarak rolleri aciklanamatm Bircok sistemi tutabildii icin hastalgin

temelinde altta yatan immunolojik bozuklin rolt olabilecgi ve genetik yatkinfi



olan ksilerde mikrobiyal ve c¢evresel etkenler sonucundamim sistemde
degisikliklerin  olustugu, bunun da klinik semptomlara neden @ualu
disunulmektedir (27,28).

BH genel olarak ven ve arterleri tutan vaskulitralatanimlanmaktadir (4,25,28).
Veno6z tutulum hastalin belirgin Ozellgidir ve BH balica ventz tutulum ve
tromboza gilim ile diger vaskulitlerden ayrilmaktadir. BH’deki vaskulatulum ve

trombozun endotel hasar ve endotglev bozukluklarindan kaynaklanabilége
kaydedilmektedir. Endotel htcre disfonksiyonu, \J#dsk gecirgenlik, Iokosit
migrasyonu ve trombozda 6nemli rol oynamaktadir329 Hastakin patojenezinde

roll olabilecek bglica faktorler gagida 6zetlenmsiir.

2.1.2.1.Infeksiy6z ajanlar

BH infeksiyoz bulaici bir hastalik dgldir, ancak tetiklenme ve ggesinde
cevresel faktorler olarak infeksiydz ajanlar sormumtutulmaktadir. Behcet
hastalarinda Herpes simplex virtise (HSV)skdr hiicre aracilikli immin cevapta
bozukluk saptanmtir. Hepatit C virlisi ve parvoviris B19 infeksiyomun da BH
patojenezi uzerinde etkili olabilegiedistinulmektedir. Ancak bu konuda heniz
yeterli veri bulunmamaktadir. BH etiyopatojenezindizellikle streptokokal
infeksiyonlar §. sangius, S. fecalis, S. pyogenes, S. saliyariiEerinde
durulmaktadir. BH'nin ortaya ¢ikmasinda bu infeksilarin direkt etkilerinden ¢ok,
infeksiyon sonrasi okan immun sistem disfonksiyonu sorumlu tutulmaktadir
(26,34).

2.1.2.2. Isisoku proteinleri (I SP, heat shock proteins)

Stres proteinleri olarak da adlandiril&#®] tim prokaryotik ve dkaryotik hiicrelerde
bulunan ve infeksiyon, travma, isi gibi cevresditdder tarafindan indiklenebilen
stresle ilgkili imminoreaktif proteinlerdir. §P, anoksi, infeksiyon ya da toksik
ajanlara temas sonucu hicrelerden saliverilen iptetdir. ISP, BH'nin
patojenezinde sorumlu tutulan streptokok ve mikodaler gibi mikroorganizmalar
ile ortak antijenik epitoplara sahiptirler. BH'ngtiyopatojenezinde sorumlu tutulan
streptokoklarda 65 kDaSP olmasi ve bu proteine karolusan 1gG ve IgA
antikorlarinin Behcget hastalarinin serumlarindarleemesi BH patojenezinde bu

molekdllerin olasi rollerinin olabile@ni gostermektedir (25,34,35).



2.1.2.3.Immiinolojik faktorler

2.1.2.3.A. Sitokinler

BH kronik zeminde akut ataklarla seyreden ve atagiesinda ¢ok zengin sitokin
saliveriimesinin izlengji bir hastaliktir. Cok sayida proinflamatuvar sitgk
kemokin ve oOzellikle T helper-1 tipindeki sitokinle hastalik aktivitesi ile ilgili
oldugu gdsterilmgtir (26).

Tumor nekroze edici faktor (TNF)-¢ssitli inflamatuvar hastaliklarin patojenezinde
roli gosterilmg olan 6nemli bir proinflamatuvar sitokindir. BH i[ENF promotor
bdlgesindeki aleller arasindaski bildirilmi stir (3,33). BH'de aktif olan monositler,
nétrofil aracili doku hasarina neden olan proinfifumar sitokinlerderinterlokin
(IL)-1, IL-6, IL-8, TNF-a ve granulosit makrofaj koloni stimile eden faktof@M-
CSF) uretirler. Bu sitokinler endotel hiicreleri dtkilesime girerek polimorfonikleer
l6kosit (PMNL) aktivasyonuna katkida bulunurlar weskuiler gecirgendi artirarak,

notrofil kemotaksisine neden olurlar (35,36).

2.1.2.3.B. T hucreleri

BH'de artms spesifik olmayan inflamatuvar reaksiyon sonucusahunonspesifik
hipersensitivite zemini Uzerinde antijen aracilmim cevap klinik tablolara neden
olmaktadir. T hepler-1 tipi sitokin ekspresyon patgosteren oligoklonal T hicre
ekspansiyonu BH klinik aktivitesi ile paraleldirH&le CD4/CD8 orani dfimustar.
Bu durum esas olarak CD4 hiicrelerde azalma ve tmaidif CD8 hiicrelerinde asti
ile yorumlanmgtir. Hastalik belirtilerinin ortaya ¢ikmasinda amad supresor T
hiicre aktivitesinin 6nemi vurgulanmaktadir (26).

Behcet hastalarinda proinflamatuvar mediyatérlarak adlandirilan IL-2, IL-6, IL-
8, IL-12, IL-17, IL-18, TNFe ve interferon (IFN)y'y1 Greten Thl lenfositlerin ar
bildirilmi stir (25,37,38). BH lezyonlarinin patojenezinde HKireThl fenotip
lenfositlerin roliine garet eden IL-8, monosit kemoatraktant protein-N-#ve IL-

12 mRNA'nin ekspresyonunda belirgin agbzlenmgtir (35).



2.1.2.3.C. Naotrofiller

Notrofiller duyarhlgmadan 6nceki immin sistemin 6nemli elemanlaridiBide

gdsterilen immunolojik bozukluklardan biri de ndtrdiperaktivasyonudur. TNFx,

GM-CSF ve IL-8 gibi sitokinler notrofillerin géli sitokinlere kagi daha duyarli
hale gelmelerine neden olurlar (35,36). T hucreleaktive olmasi ile notrofil
kemotaksisi, fagositozu ve superoksit yapimi agtimiNotrofil hiperaktivitesinden
Thl kaynakh IFNy, TNF-a, IL-8, IL-12, IL-17 ve IL-18 gibi sitokinlerin samlu

oldugu dGundlmektedir. BH'de notrofillere  spesifik primer fdgt henlz
bildirilmemistir (26,39).

2.1.2.3.D. Endotelyal hicreler

Vaskuler tutulum BH’nin 6nemli bir komponentidir veé%9-40 oraninda
gorulmektedir. BH'de tim tip ve ebatlarda vaskii@tulum gdzlenmesine gaen
vendz tutulum (%40) hastglin belirgin 6zellgidir ve BH bglica ven6z tutulum ve
tromboza gilim ile diger vaskiilitlerden ayrilmaktadir (26,30,31). BH'dekiskiler
tutulum ve trombozun temelinde endotel hasari veot slev bozukluklar
bulunur. Dolayisiyla BH'nin temelinde endotel hidisfonksiyonu bulunmaktadir
(40,41). Endotel hiicre disfonksiyonu vaskiler ggagitik artgi, 16kosit migrasyonu
ve trombozda 6nemli rol oynamaktadir (36). Enddtacrelerinin IL-1, TNF ve
lipopolisakkaritler ile uyarilmasi sonucu meydaredeg notrofil adezyonu, Behcet
hastalarinda gkl bireylere gore daha fazladir. Aymgekilde IL-8 ve dger
sitokinlerin de notrofil aktivasyonundan sorumludwaduna dikkat cekilmitir.
Endotel kaynakli gesetici faktor olarak da bilinen nitrik oksit (NO),ndotel
hiicreleri tarafindan sitokin, IFN-lipopolisakkarit ve endotoksin gibi immunolojik,
infeksiy0z ve inflamatuvar uyarilar ile Uretiime#ite (38,41). NO, trombosit
adezyonunun inhibisyonu ve endotelyal vazodilatadgorol alan, immunite ve
inflamasyonun énemli bir mediyatériadir (43). Yapilson cagmalar NO’'nun BH
seyrinde 6nemli oldgunu vurgulamaktadir. NO Uretiminin bir gdstergearak
serum nitrit ve nitrat dizeylerinin Behget hastalda azaldil gosterilmg ve eNOS
geninin  Glu298Asp polimorfizmlerinin  BH'ye yatkikl ile iliskili oldugu
bildirilmi stir (44). Yildinm ve ark. (45) ise aktif Behcet dtalarinin serum NO
metabolitlerinin dizeylerinin inaktif hastalara géyiksek oldgunu belirtmglerdir.
Yine bgka calsmalarda BH'de NO duzeylerinin yuksek ofgu gosterilmgtir
(46,47).



Vaskuler endotelyal buyume faktori (VEGF), ©Ozedikinakrofaj, noétrofil ve
endotelyal hiicrelerden salinan bir sitokindir. Agpjenez ve endotelyal hicreler
icin esansiyel bir mitojen olan VEGFnin damar peahilitesi Gzerine 6nemli
etkileri vardir. BH'de inflamatuvar hicrelerin, tojenik etkisiyle vaskiler endotel
hicrelerde anjiyogenez ve vaskulojenezisi modulenedotent bir sitokin olan
VEGF'yi Uretebildgi kaydedilmektedir. VEGF'nin BH'de subklinik atedderoz
icin 6énemli bir belirte¢c olabileg bildirilmi stir (48). VEGF serum dizeyinin ayni
zamanda noérolojik tutulumu olan hastalarda yukddkgu bulunmugtur (49). BH'de
artms oldugu gosterilen TNFa, IL-2R, IL-6 ve IL-8'in VEGF'yi artirici 6zellgi
bilinmektedir. Dolayisiyla VEGF ile tetiklenen neskllarizasyon kronik

inflamasyonda 6nemli rol Gstlenmektedir (26).

2.1.2.4. Hemostaz

BH'de trombin-antitrombin 1lI komplekslerinin yiukkebulunmasi, koagtlasyon

kaskadinin tetiklengdini distindurmigtir. Faktér V Leiden mutasyonu idiyopatik

sistemik vendz tromboz igin bir risk faktérudur ¥@40’dan fazla sistemik vendz

tromboz gorulen BH ile ikilidir (50). Yapilan cagmalarda Behcet hastalarinda
faktor V mutasyonunun yiksek olgluve bu mutasyonun okiler hastalik ve 6zellikle

okuler vazookliizyon gelmesiyle ilgkili oldugu belirtilmistir (29,50).

2.1.2.5. Oksidatif stres, antioksidatif savunma veser elementler

Behcet hastalarindasia superoksit anyon Uretimi, adenozin deaminaz AAD
aktivitesinde arty, hidrojen peroksidin (kD,) indukledgi hidroksil radikali ve
malondialdehit Gretiminde de artydsterilmgtir (51). Bu durum 6zellikle hastgin
siddetlendgi dénemlerde olmak Uzere, notrofil aracili immupéeve reaktif oksijen
turlerinin  (ROS) miktarinda asti gostermektedir. Aktif Behcget hastalarinin
notrofillerinin inaktif hastalara gore oksidatif dea c¢cok daha gdimli oldugu
bilinmektedir (35). Aktif BH'de naétrofillerin spoiain olarak artngioranda suiperoksit
radikali Urettgi gorulmistir. BH'de tiyobarbittirik asit reaktif substans (ARS)
dizeylerinde artma ve superoksit dizmutaz (SODyligatyon peroksidaz (GSH-Px)

gibi antioksidan enzim seviyelerinde azalma @gldbildiriimektedir (46,52).



2.1.2.6. Cevresel faktorler

BH’nin dinya tUzerinde belli gpafik bolgelerde gorilmesi agarmacilar cevresel
faktorlerin hastalikla ikkisini argtirmaya itmgtir. Hayvan modellerinde gétli
kimyasallarin, 6zellikle organofosfat, organokloki@ inorganik bakir bikenlerinin

BH’ye benzer mukokitanoz sendroma yol @agiosterilmstir (53).

2.1.2.7. Genetik faktorler

Hastalgin dagihminin c@rafi bolgelere gore dgsmesi ve ailesel @imin olmasi
BH’nin patojenezinde genetik faktorlerin dnemli egdinu digiindirmektedir. BH'de
roll olabilecgi bildirilen faktorler ve genetik agairmalar gagida 6zetlenngtir.

2.1.2.7.A.Insan lokosit antijeni (ruman leukocyte antigen, HLA)-B51

HLA-B51 major histokompatibilite kompleks (MHC) &romozomun kisa kolunda
yer alir ve T hicrelerine antijen sunumundan sowrgbk sayida HLA'nin
kodlanmasindan sorumludur. Yazici ve ark. (54) Tpwmkulasyonunda, Mizuki ve
ark. (55) Japon, Yunan \talyan Behcet hastalarini icerensatarmalarinda her (¢
etnik grupta da, Houman ve ark. (56) Tunus popidlasgda HLA-B51 geni ile BH
arasinda ilki oldugunu, bu genin hastgh esilimi artirdigini kaydetmglerdir. HLA-
B5101 ve HLA-A26 polimorfizmlerinin birbirinden Kansiz olarak BH
patojenezine katild@ gosterilmitir (57). HLA-B51'in genelde Akdeniz ulkeleri ve
Japonya'da BH ile gkili olarak yiksek oldgu belirtiimektedir (58). HLA-B51
pozitifliginin  BH'nin  goruldigt toplumlarda genel prevelansin  %10-20'de
gorulmesi, HLA-B51'in tek bg@na patojenezi aciklayamaya@ca patojenezde

cevresel faktorlerin ya da e genlerin de rolu olabilegmi gostermektedir (5).

2.1.2.7.B. MHC Sinif | zinciri ile iliskili gen (MIC)

MHC Klas | ile iligkili genlerden olan MIC geni kromozom 6’nin UzemnHLA-B
genine 46 kb santromerik olarak, TNF ve HLA-B genégasinda lokalize olngtur.
BH’de mukozal lezyonlarin sik rastlanmasi ve gemresimi nedeniyle MIC-A’nin
BH patojenezinde rol oynayabilecegisdaiimistir. Japon BH olanlarda MIC-A
geninin A6 alelinin anlamli olarak yiksek ofgluve BH'de MIC-A geninin HLA-
B’ye gore 6ncelikli bir etkisinin olabile@ dne surulmétir (59). Yunan toplumunda
yapilan dger bir calgmada da MIC-A A6 alelinin BH olanlarda anlamli allar
yuksek oldgu bulunmytur (60). Daha sonra bu molekulin hiucrgi dasmini
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kodlayan ve Behcet hastalarinda daha yuksek orpodiif saptanan MIC-A 009
aleli tanimlanmistir (61). Stratifikasyon analizligamalari, MIC-A A6 ve MIC-A
009'un BH patojenezinde @oudan sorumlu olmagini, HLA-B51 ile guclu
“linkage disequilibriurhbaglantisi icinde olduklarini gosterstir (62,63).

2.1.2.7. TNF geni

TNF, inflamasyonla seyreden hastaliklarda 6nemliii man proinflamatuvar bir
sitokindir. TNF geni lokasyonunun HLA-B51’e yakindlgede olmasi TNF
polimorfizminin BH’de rolu olacgini distiindirmigttr. BH ile en guclu ikki

-1031C aleli ile gosterilngtir. Park ve ark. (64), Akman ve ark. (65), Kamous
ark. (66) TNFe -1031C polimorfizmini BH'ye yatkinlikla ikili bulmuglardir.
Park ve ark. (64) TN -1031C polimorfizminin yaninda TN&--863A, -857C ve
-308G alellerinin de BH ile ikili oldugunu kaydetnylerdir. Bu alellerin hastaia
yatkinlkta roli oldgu belirtiimektedir. Son olarak Touma ve ark.’nirv)6/apms
oldugu meta analiz ¢caimasinda -308, -238, -863, -857 ve -1031 bélgelerinNF
geni polimorfizmleri ile BH arasindaki ki degerlendiriimis ve toplam 13
calismadaki veriler dgrultusunda -1031C, -238A ve -857T alellerinin BH iliskili
oldugu kaydedilmgtir.

2.1.2.7.D.IL -1 geni

IL-1, TNF gibi akut ve kronik inflamasyonda rol alanemli bir sitokindir. IL-1
genleri 2. kromozomda birbirine yakin Bigkilde yer alirlar. IL-1A -889C aleli ve
IL-1A-889/IL-1B+5887 haplotipi BH ile ikkili bulunmustur (68).

2.1.2.7. E. Faktor V geni

Aktive olmus protein kinaz C (APC) rezistansi, en sik goriven6z tromboz ile
ili skili kahtsal koagulasyon defektidir. APC rezistamgs molekiler temelinin Faktor
V geni nokta mutasyonu (Faktor V Leiden, G1691AJugl gosterilmgtir. (69).
BH'de trombozun nedeni tam olarak aciklanansaimi Faktor V ile ilskili
olabilecgginden yola c¢ikilarak yapilan bir ¢ginada Tirk popilasyonunda Faktor V
G1691A mutasyonunun BH ile gkili oldugu bulunmuytur (29). Dier bir calsmada
Faktor V Leiden mutasyonunun BH olan olgularda ddggularn olanlarda daha
yuksek oldgu ve goz bulgulari olan grup icinde de retinal \idsk okltizif hastafi
olanlarda bu mutasyonun daha sik @dukaydedilmgtir (50). Son zamanlarda
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yapilan bir cakmada iseitalyan populasyonunda Faktér V H1299R mutasyonunun
BH’de vendz trombus ile ¢cok zayif birgki gosterdgi kaydedilmitir (70).

2.1.2.7.F Interseluler adezyon molekiilii (ICAM) -1 geni

ICAM-1 aktive vaskuler endotel yiuzeyinden ekspredan ve Iokosit trafiinde
onemli rol oynayan bir mediyatordur. ICAM-1 19. knozomda yer alan tek bir gen
tarafindan kodlanir. Ginimuze kadar en az iki potfik bolge (kodon 241 ve 469)
saptanmgtir.  Filistin ve Urdin bolgesindeki Behcet hastalda yapilan bir
calsmada ICAM-1 E469 aleli ile BH arasindaski oldugu, bu iliskinin okuler
hastalgin bglamasini etkilemegi kaydedilmitir (71). Diger bir calsmada ICAM-1
K469E polimorfizmi Italyan BH olanlarda anlamli olarak yiiksek bulugmue
ICAM-1 469E siklginin deri lezyonlari, jenital dlser, vaskulit, oktillezyon ve
artritli olgularda daha fazla olgu tespit edilmgtir (72). Lubnan populasyonunda
yapilan bir dger ¢alsmada ICAM-1 geni 469K polimorfizminin BH i¢in rislaktoru
olabilecgi kaydedilmitir (73).

2.1.2.7.G. Endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ge

Nitrik oksit (NO), vazodilatasyona neden olan, thmsit ve I6kosit adezyonunu
onleyen ve bdylece trombozun énlenmesinde rol bBiamimediatérdir. NO, eNOS
arafindan L-arjinin'"den sentezlenir. eNOS’un foryksi bozuklgu NO’nun
azalmasina neden olur. Behget hastalarinda serundiN®ylerinin 6zellikle aktif
donemde azalgh saptanmtir. Disik NO duzeyleri BH'deki vaskilit ve tromboz
egilimi ile ili skili gibi gorinmektedir (74). Salvarani ve ark. j4#talyan Behcet
hastalarinda eNOS Asp298 alelin BH ilgklli oldugunu bildirmilerdir. Oksel ve
ark. (75) eNOS GIlu298Asp polimorfizmi ile BH araganiliski oldugunu fakat bu
polimorfizm ile BH'nin klinik belirtileri ile iliskili olmadigini kaydetnglerdir. Ben
Dhifallah ve ark. (76) eNOS'taki GIu298Asp polimiarhinin BH’ye yatkinlkla
iliskili oldugu bulunmgtur. Dursun ve ark. (77) NOS geni intron 4 VNTR
polimorfizminin  BH ile anlamli ilgkisi oldugunu ve bunun daha c¢ok g6z

bulgularinda gézlengdini kaydetmglerdir.

2.1.2.7.H. Ailesel Akdeniz atg (MEFV) geni
Ailesel Akdeniz atg MEFV genindeki mutasyonlara Pla olarak ortaya cikan
otozomal resesif bir hastaliktir. BH ile ortak kkndzellik ve cgrafi dagilimlar
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gostermektedir (78). MEFV geni M694V ve V726A muytasun BH ile ilgkili
oldugu saptannstir (79).

2.1.2.7.1. Sitotoksik T lenfosit ile ilskili antijen-4 (CTLA-4) geni

CTLA-4 immunitenin duzenlenmesinde rol alir ve ekzbdeki CTLA-4 49A/G
polimorfizmi birgok otoimmuin hastalik ile gkili bulunmustur. Turk toplumunda
CTLA-4 49A/G polimorfizminin BH olanlar ile kontrogrubu arasinda farklilik
gostermedii, okuler bulgular ve eritema nodozum benzeri blagn A aleli ve
CTLA-4’Un ekzon 1'de 49. pozisyonunda A/A genotipianlarda daha yuksek
siklikta gozlendii belirtiimektedir (80). Bu bulgulardan yola cikiék bu
polimorfizmin  hastafia yatkinhkla ilgkisinin olmadgl, fakat hasta§in
modifikasyonu ile ilgkili olabilecegi sonucuna varilngtir (81). Park ve ark.’nin (82)
Kore populasyonunda yapgmldugu bir calsmada ise CTLA-4 21661 GG genotipi
ile BH arasinda iki oldugu ve bunun yaninda CTLA-4 21722 TC ve CTLA-4
21722 CC genotiplerinin okller bulgusu olan Behbestalarinda daha yaygin
oldugu kaydedilmgtir.

2.1.2.71. Vaskiiler endotelyal buyiime faktorii (VEGF) geni

VEGF, Ozellikle makrofaj, nétrofil ve endotelyal ¢rélerden salinan bir sitokindir.
BH’de inflamatuvar hicrelerin VEGF Uretebitlikaydedilmektedir (26). BH ile
VEGF +936 C/T (rs3025039) ve -634 C/G (rs2010963)tasyonlari ile 2549
promotor bolgesindeki 18 baz ciftindeki insersiya@iésyon (ID) polimorfizmi
arasindaki ikkinin incelendgi bir calismadaitalyan popilasyonunda | aleli ve 634C
tasityanlarda BH gedimesinde yatkinlik oldgu tespit edilmgtir (83). Kamoun ve
ark.’nin (84) Tunus populasyonunda yaprolduklari bir calfmada ise VEGF ID
polimorfizmini BH ile dgrudan dgil, hastalikta gorilen okiler bulgularlaskili
bulmulardir.

2.1.3. Tani

BH'de kesin tani koydurucu laboratuvar ve histopmgilo bulgular yoktur. Tani
klinik bulgularla konmaktadir. Ulkemizde Uluslarara Calsma Grubu’nun
belirledigi kriterlere gore tani konmaktadir (85). BH Ulusleasi Cakma Grubu’'na
gore BH tanisi koymak icin tekrarlayici oral Ulseimh yaninda kriterlerden en az

ikisinin bulunmasi gerekmektedir (Tablo 2.1).
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Tablo 2.1 BH'nin Uluslararasi Cagma Grubu Tani Kriterleri

Tekrarlayan oral aft bir yil icerisinde en az lUdadéekrarlayan ve hekim
tarafindan tespit edilen minér, majér aftdoz veyapkaform lezyonlar ve

asagidakilerden ikisi;

Tekrarlayan jenital tlser: Hekim ya da hasta taddn gozlenen aftéz tlser

ya da skar

GO0z lezyonlari: Anterior Uveit, posterior Uveitrjalamba ile vitreusta hicre

ya da retinal vaskadilit

Cilt lezyonlari: Hekim ya da hasta tarafindan goele eritema nodozum,
psodofolikilit ya da papulopustiler lezyonlar

Paterji pozitifligi: Hekim tarafindan 24-48 saatteggelendirilen

2.1.4. Klinik bulgular

BH tekrarlayan oral aft, jenital tlserler ve iriddg Gcli semptom kompleksi olarak
tanimlanmg ve daha sonra farkli organlarin da tut@duwozlenmgtir. Hastalgin
klinik bulgulari mukokutandz, kas-iskelet, oftalropk, vaskiler, santral sinir
sistemi (SSS) ve ger organ tutulumlarini icermektedir (40,86). De& mukoza
belirtileri, BH’'nin baglangicinda ya da herhangi bir déneminde en sikasapt ve
hastalgin tanisinda cok 6nemli roli olan bulgulardir. O¢@$92-100) ve jenital
ulserler (%57-93), deri belirtileri (%38-99), go=zlitileri (%29-100) ve eklem
bulgulari (%16-84) hastgin goruldigt tum dlkelerde en sik saptanan
semptomlardir. Eritema nodozum benzeri lezyonlad59%8) ve papulopustiler
lezyonlar (%28-96) ise hastain en sik gozlenen deri belirtileridir. Hasgah en sik
baslangic semptomu hemen tim dinyada oral tlser olbddkilmistir (%47-86)
(86). Ayrica jenital tlser (%0-18) ve deri belietinden 6zellikle eritema nodozum
benzeri lezyonlar da (%0-19) $l@angic semptomu olarak saptanabilmektedir. Deri
paterji reaksiyonu hastgh 6zgu bir bulgudur. Ancak gmafik olarak belirgin
farkhliklar gostermekte ve pozitifli toplumdan topluma dgsmektedir (%6-71)
(6,87).
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2.1.4.1. Oral mukoza Ulserleri

Yilda en az ug¢ kez tekrarlama Ozglligdsteren oral Ulserler BH igin en onemli
bulgudur ve hemen her hastada gorilur. Oral Ulsgdeellikle hastagin ilk belirtisi
olarak belirmektedir ve hastgin sistemik semptomlari ortaya ¢ikana kadar yidarc
tek bulgu olarak kalabilmektedir (4,7,40). Oral d@ilser genellikle ayda bir veya
birka¢ kez tekrar edebilir. Siklikla yanak mukozal, dis eti ve yumgak damakta
gorultr (Resim 2.1). Minér, major ve herpetiformai@k g tip oral Glser gozlenir.
Minor Ulserler, en sik gorilen oral lezyon olup4 2am yuvarlak veya oval, Uzeri
gri-sari renkli psédomembran ile ortull, etrafitemli, 6demli ytzeyel Ulserlerdir.
Oral Ulserlerin %80’ini olgturular. Mindr Ulserler 1-2 gun iginde ggfler ve iz
birakmadan 10-15 gunde iylder (85,88). En cok dudak, yuryak damak ve
farenkste yerlgen major Ulserlerin ise ¢aplari 10 mm’den buyulkpolketrafi eritemli,
ortasinda gri yglimsi nekroz bulunan lezyonlardir. Daha derin vgriladirlar.
Skatris birakarak iyigrler. Tium oral tlserlerin %10’'unu dftururlar. Herpetiform
olanlar, klinik goérinimleri nedeniyle bu isimle tamlanms olup, sayilari 100’e
ulasan, caplar genellikle 2-3 mm olan gruplar halindiek Ulserlegeklindedir. Daha
nadir gorilen herpetiform Ulserler, genellikle siatirakmadan iyilgr ve nadir
gorulen Ulserlerdir (86).

Resim 2.1.Alt dudak mukozasinda, oval-yuvarlak, tabani grirgenkte, cevresi

eritemli cok sayida oral Ulser (86).

2.1.4.2. Jenital Ulserler

Behcet hastalarinin %57-93’Unde godzlenen ve BHatiakterize eden en dnemli
bulgulardandir. Genellikle papilopustéklinde balar ve hizla ulsere olarak kisa bir
sure icinde grih Ulserlere dongiirler. Jenital Ulserler morfolojik olarak oral Ulkeze

benzemelerine kain daha genive daha derin yenenlidir (Resim 2.2) (6,7,86).
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Jenital ulserlerin gorilme sgukadinlarda daha fazladir ve anatomik yapidanyadola

kadinlarda ikincil infeksiyonlara yatkinlk fazladB).

Resim 2.2 Erkekte sik gorulen skrotuma yegyheis jenital tlser (86).

2.1.4.3. Deri belirtileri

BH’'de deri belirtileri hastagin tanisinda son derece 6nemlidir ve buyUitigek
gOsterir. Bunlar arasinda papulopustiler lezyonkantema nodozum benzeri
lezyonlar, yuzeyel tromboflebit, ekstrajenital ils¢aterji reaksiyonu ve ger
vaskalitik deri belirtileri sayilabilir (86).

2.1.4.3.A. Papulopustuler lezyonlar

Klinikte en sik gozlenen deri belirtisi olup (%6%)%ritemli zeminde follikulit veya
akneiform steril pustillerle karakterizedir. Pagéklinde balayan lezyonlar 24-48
saat icinde pustile dogiirler ve siklikla gbvde, alt ekstremite ve ylz la3ige
yerlssirler (Resim 2.3) (6,86,89).

Resim 2.3.Govde 6n yuzunde eritemli bir zemin Uzerine yenig cok sayida

papulopustiler lezyon (86).

Jorizzo ve ark. (90) papulopustiler lezyonlarda kuks histopatolojik
degisikliklerin BH tanisinda kullanilabilegni belirtmislerdir. Yapilan bir caimada
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follikiler lezyonlar da dahil edildginde bu belirtinin hastalarin  %96’sinda
bulundwgu, ancak kontrol grubunda da yiiksek oranda gozlen(@&89) nedeniyle
cok spesifik bir belirti olmaga gosterilmgtir. Bu bulgu giginda papulopustiler
lezyonlarin BH icin ¢ok spesifik belirti olmagll sadece folikiler yerfm
gostermeyen papulopustuler lezyonlarin dikkatenadisi gerekgii ve 6zellikle bu
lezyonlarin variginda BH tanisi alacak hastalarda histolojik oldédositoklastik ya
da notrofilik vaskuler reaksiyon vaginin gosterilmesi durumunda bu belirtinin tani
kriteri olarak dgerlendirilmesinin dgru olaca& kanisina varilngtir (86,89). Diri ve
ark. (91) papulopustuler lezyonlarin artriti olaastalarda daha sik gorufglinu,
flknur ve ark. ise (92) bu lezyonlarin Kklinik ayrmm olduk¢a zor oldgunu

vurgulamslardir.

2.1.4.3.B. Eritema nodozum benzeri lezyonlar

Kadinlarda daha sik gozlenen bu 6nemli deri bsimn, hastalarin %15-78'inde
bulundwgu bildirilmistir (6). Eritema nodozum benzeri lezyonlar 6zedikhlt
ekstremitelere (Resim 2.4), daha az siklikla kakgdlar, yiz ve boyun boélgesine
yerlesmistir. Subkttan yerlgmli olan bu lezyonlar grihdir ve bolgesel 1si agfi
gosterir. Lezyonlar 2-3 hafta icinde [Ulsgnee gostermeden, yerlerinde
pigmentasyon birakarak kaybolurlar ve siklikla éelarlar (86,93,94). Klinik olarak
klasik eritema nodozumdan ayirt edilmeleri oldukgadur. Ancak eritema nodozum
benzeri lezyonlarin daha derin yaitali olmalari, sinirlarinin daha belirsiz olmasi,
birleserek plak olgturma ve pigmentasyon birakarak iyi@e &ilimi ayirici tanida
yardimci olmaktadir (94). Histolojik olarak klasgkitema nodozumdan farkli olarak
hastalarin dier deri belirtilerinde oldgu gibi vaskilit ya da vaskuller reaksiyon

temel histopatolojik gérinimu ctwrur (86).
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Resim 2.4 Kadin hastada alt ekstremitelerde lokalize, stdokwyerlgimli, 1-3 cm

capl, eritemli ve Gzerinde lokal 1s1 grtolan eritema nodozum benzeri lezyon (86).

2.1.4.3.C. Yuzeyel tromboflebit

BH'de olgularin %9-25’inde venlerde daha sik olmiakere hem arter hem de
venlerde damar tutulumu vardir (95). Tromboflelastalarin %20-40'inda, genelde
erkeklerde bacaklarin yizeyel veya derin ven trdiebdi seklinde gorulur. Vena
kava superior ve inferior gibi buyik ven tutulumlda gbzlenebilir. En sik gozlenen
vendz damar tutulumsekli yuzeyel tromboflebittir (%47.3). Siklikla ezinha
nodozum ile kastirilabilirler. Hastalar eritemli, hassas ve lindar dizilim gosteren
subkutan noduler lezyonlara sahiptir (Resim 2.5)ni¢a atg, halsizlik ve kirginlik
gibi belirtiler sslik edebilir (86,93,95).
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Resim 2.5 Erkek bir hastada eritemli, hassas ve lineedizitim gosteren subkitan

noduler lezyonlarla karakterize ylzeyel trombofle{86).

2.1.4.3.D. Ekstrajenital tlser

Hastalarin %3’Unde go6zlerglibildirilmi stir. Lezyon Klinik olarak hastalin afttz
lezyonlarina benzer. Bacaklar, koltuk altlari (Re&.6), meme, boyun, ayak parmak
aralari, inguinal bolge ve boyun gibi alanlara lide olabilir. Tekrarlama 6zefi
gosterebilir ve genellikle sikatris birakarak igite Cocuk hastalarda da sik gorulen
ekstrajenital Ulserler BH'nin en karakteristik vepesifik lezyonlarindandir
(86,93,94).

e
€

Resim 2.6.Koltuk altinda lokalize, kenarlari zimbayla deligngibi keskin sinirli ve

O0demli, cevresi eritemli, tabani sari renkte ekstigal tlser (86).

2.1.4.3.E. Paterji reaksiyonu

Kan almak icin gne batirma gibi mindr travmanin induklgdibir inflamatuvar
reaksiyondur. Behget hastalarinin on kol deristedldir igne batirilarak aranir. 24-
48 saat sonra steril bir pustulin gelesi seklinde gozlenir (Resim 2.7) (86).
Histopatolojik olarak polimorfonikleer l|6kosit ittfiasyonu ile ilgkili olarak

gOzlenir (96). BH icin oldukca spesifiktir, bundalolayi tani kriterleri arasinda
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sayllmaktadir. Ancak pozitif paterji testi, normabireylerde de, nadiren
spondiloartropatililerde ve IB- ile tedavi edilen kronik miyelositer I6semili
olgularda da gorilebilir. Ayrica Turk ve Orta f0lu olgularin %60’'ndan fazlasinda
ve Japon olgularin %44’'inde paterji pozigiflgozlenirken,ingiltere ve Amerika’da
yasayan olgularda bu oranlar kadar sik goérilmemekteBin nedenler paterji
pozitifli ginin tani dgerini distirmektedir (86,97,98).

Resim 2.7. Pikir alaninda 48. saatte gozlenen eritemli papgiveya pustil

gelisiminin goruld(gl pozitif deri paterji testi (86).

2.1.4.3.F. Dger deri belirtileri

BH'de gozlenen der deri belirtileri arasinda piyoderma gangrenozuaritema
multiforme benzeri lezyonlar, palpe edilebilir purik lezyonlar, sublingual
infarktlar, hemorajik buller, fronkul ve apselerygabilir (86,93). Deri belirtilerinin
cesitlili gi son yillarda bildirilen yeni olgularla artgtir. Pernio benzeri deri
belirtileri, poliarterit benzeri deri belirtileri ev akral yerlgimli papulonoduler
lezyonlar bunlardan bazilandir. Daha ¢ok olgu ibideri seklinde olan bu yeni
belirtilerin gercekten hastgh 6zgin ya da rastlantisal olup olnfadhu konudaki
yeni gbzlemlerin sonucuna galir (86).

2.1.4.4. GOz tutulumu

En Onemli organ tutulmalarindan biri olan ve k@dukadar goturebilen g6z
belirtileri degisik populasyonlar arasinda %40-70 arasinda gorukeaaktGenellikle
BH’nin baslangicindan sonraki 2-3 yil icinde ortaya cikar olgularin yaklaik
%20’sinde ilk belirti olarak ortaya c¢ikabilir. Enksg6dzlenen belirtiler, hipopiyon,
posterior Uveit, vitréz birikimleri, koryoidit veetinittir. Gorme kaybi en ciddi
problemdir. BH’li olgular mutlaka bir oftalmolojigiarafindan muayene edilmeli ve

floresein anjiyografi, renkli Doppler goriintileme Wundoskopik muayenelerle de
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retinal belirtiler argtirnimalidir (35,99,100). Erkeklerde ve gencskinlerde g6z
tutulumu daha sik ve seyri dahgir&en, kadinlarda ve yhlarda daha seyrek ve
daha hafiftir (8). Hastalin gozdeki dg@al seyri, alevlenmeler ve iygeeler
seklindedir. Alevlenmeler gau kez, bazen 6n, bazen de arka Uvgitl&li panUveit
ve/veya retinal vaskiligeklinde ortaya cikar. Tekrarlayan Uveit ataklatakiben
cogu olguda gorsel kayiplara yol acan ve erkeklerdaadalk gorilen cli
komplikasyonlar olgmaktadir (100). Sekonder glokom, katarakt, kistodkiler
0dem, makila dejenerasyonu, makiler delik, optifiatretina dekolmani ve fitizis
bulbi olgularda izlenen ciddi komplikasyonlardirki@er BH'nin son déneminde ise
tekrarlayan bu ataklar sonucu total optik sinir retina atrofisi/skatriskemesi,
damarlarda incelme/kiliflanma ve sklerozangisi&likler ile tam bir koérluk
gelismektedir (4,35,100).

2.1.4.5. Eklem tutulumu

Bircok sistemik hastalikta olgu gibi BH'de da eklem tutulumu goézlenmektedir.
Eklem tutulum insidansi %40-70 arasindagigimektedir. BH’nin tani kriterleri
arasinda bulunmamasinagmeen artrit, oral ve jenital Ulserlerden sonra ek si
gorulen klinik bulgulardan birisidir (101,102). B# go6rulen artritin patojenezi
bilinmemekte ve multisistemik hast&im bir parcasi olarak gerlendirilmektedir
(103). Siklikla erozyon ve deformiteye yol acmaz te&rarlama gilimindedir.
Ozellikle el ve ayan kuguk eklemlerinde erozif artrit ggiesi durumunda
hastalgin romatoit artritten ayrilmasi zor olabilmekteif2-104).

2.1.4.6. Gastrointestinal tutulum

BH'de gastrointestinal (§ tutulum toplumlar arasinda gigkenlik gostermektedir
ve Japonya’da Tirkiye’den cok daha siktir. BH'nith @tulumu fintestinal BH’,
‘Entero-Behcet’ olarak adlandiriimaktadir. BH'dedaitlardan aniise kadar tini G
kanalda tutulum gorulebilir (105,106). @&tulum en sik ileocekal bolge ve kolonda
gozlenir. Tutulum sikfii desisik Ulkelerde farkl oranlardadir. Klinikte 6zofagus
Ulseri, mide, duodenum, ileum ve jejunumda Ulskrl&arakterizedir. Kolonda da

hemorajik Glserasyonlar olabilir (106,107).
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2.1.4.7. Norolojik tutulum

BH olgularinin yaklatk %1-5'inde SSS tutulumu gozlenir. Hemipleji, kigad sinir
felcleri, vaskulite bgl periferik sinir tutulumu ve meningoensefalit stk gézlenen
norolojik tutulumlardir. Norolojik tutulum BH’nin en ciddi ve y@am Kalitesini
disuren klinik belirtilerindenbirisidir ve ‘N6ro-Behget’ olarak adlandiriimaktadi
(108,109). Norolojik tutulumda en sik gorulen Klinik bulguland birinin davrary
sorunlarioldugu bildirilmistir. Yapilan bir caymada néropsikolojik testlerle izlenen
Behcethastalarinda, dikkat azalmasi ve bellek sorundéamams motivasyon, kiilik
degisiklikleri gibi frontal lob bulgulari ile karakterize 6zel biwognitif etkilenme
saptanmgtir. Ayrica bu hastalardadil islevleri, hesaplama, go6rsel/uzamsal
(mekansal, sekilsel-uzaysal), soyutlama ve sorun cozmyetilerinin korundgu
belirtiimistir (110). BH'de bag agrisi, norolojik tutulum olsun olmasin, 6zellikle
kadinlardadaha sik olmak Uzere, hastalarin buyuk bir kismigdeilmektedir.
Norolojik tutulumun birbelirtisi olup olmadiinin saptanmasi ise 6nemlidir (108).
Norolojik tutulumun ataklar ve diizelmeler ile sedea bir klinik gidsi vardir. Atak
sayisl arttikca prognoz kotghaekte ve sekel kalma riski artmaktadir (111). Bazi
Behcget hastalarinda subklinik norolojik tutulum dpularinin oldgu bildirilmistir.
Bu nedenle semptom gostermeseler bile hastalamo-Béhcet gekimi agisindan

periyodik olarak takip edilmeleri gerekmektedir 1011).

2.1.4.8. Kardiyovaskuler tutulum

BH'de damar tutulumu gunlukla genc¢ ve erkek hastalarda geliHer captaki
damarlar tutulabilir. Arteriyal ve vendz tutuluminer ikisi de gézlenmekle beraber
vendz tutulum daha sik goéralir (112,113). Vendaltunh, yiuzeysel tromboflebit ya
da alt ekstremite ile karin ve gds icindeki blylk venlerin tutulumu (derin ven
trombozu)seklinde olmak Uzere ikiye ayrilir. En sik alt eleshite venleri tutulur
(113). Kalp tutulumu olarak endokardit, perikardiiyokardit, akut miyokard
infarktiisi, aort anevrizmasi, ventrikiler trombokonjestif kardiyomiyopati,

valviler disfonksiyon bildirilmgtir (114).

2.1.4.9. Pulmoner tutulum
BH her capta pulmoner arteri tutarak pulmoner ageevrizmasi (PAA) ya da
pulmoner arter oklizyonu geginine neden olur. PAA, BHnin en o&lumcul

komplikasyonudur. Cgunlukla erkeklerde ve hastailn ortalama 5. yilinda goérulur.
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Sikhigl erkeklerde %4'e kadar cikmaktadir. Vendz tutullossta olmak Uzere
vilcudun dger bolgelerindeki damar tutulumu ile sikgKi gosterir. Hemoptizi en sik
gorilen semptomudur (115). Ozellikle PAA, BH'deki @énemli mortalite nedenidir
ve siklik acisindan aort anevrizmasindan hemenasgelir. BH, pulmoner arterit

sonucunda PAA’ya yol acan tek vaskadilittir (25).

2.1.4.10. Dger organ tutulumlari

Son vyillarda BH'de bobrek tutulumunun da hedef otgalan biri oldgu
gOsterilmitir. Bobrek tutulumu glomerilonefrit, amiloidoz, imé@k damar tutulumu
ve interstisyel nefrigeklinde olabilir. Bébrek tutulumunun akilda tutulsnare rutin

idrar incelemesi yapilmasi dnerilmektedir (113,116)

2.1.5. Tedavi
BH’nin tedavisini topikal ve sistemik tedavi olardéye ayirmak mamkundur (117).

2.1.5.1 Topikal tedavi

Bu tedavi BH ile rekirren aftoz stomatitinin Kklinilgorinim ve seyrinin
benzemesinden yola ¢ikilarak uygulanmaktadir. Rekiaftoz stomatit icin 6nerilen
tedavi yaklaimlari BH'deki oral Ulserler icin genelde gecentiidDiger yandan
topikal tedavilerin lokal etkili oldgu ve sistemik bir tedavinin parcasi olarak ele

alinmalari gerekgi unutulmamalidir (117,118).

2.1.5.1.A. Kortikosteroidler

Topikal kortikosteroidli kremler, kortikosteroidtjargaralar (20 ml su icine 5 mg
prednisolon ginde 4 kez) veya inhalasyon yolu itetikosteroid kullaniimasi
(triamsinolonun burun spreyi) oral Ulserlerin tedawde tercih edilir. Bu ajanlar
Ozellikle inflamasyonu baskilayarak etkili olduklagin inflamasyonun oldgu erken
donemde (tercihen ilk 5 gun) kullanildiklarinda iktlolabilmektedirler (7,117).
Topikal kortikosteroidlerin jenital tlserler iciredkullanilabilecgi, bu amacla potent
kortikosteridli kremlerin tek bana ya da antiseptiklerle birlikte etkili olgu
kaydedilmektedir (118). Bunun yaninda topikal mydtik ajanlar ve kortikosteroidli
g6z damlalarinin hafif okiler bulgularda faydaklmlecei belirtiimektedir (7).
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2.1.5.1.B. Antimikrobiyal ajanlar

Genel olarak mikroorganizmalarin kontaminasyonurei ikincil infeksiyonlari
onlemek icin kullanilirlar (118). Antiseptik olarddeksetidin, klorheksidin ve listerin
kullaniimaktadir. Bu ajanlarin oral Ulserlerigra yakinmasinda etkili olmalarina
kargin iyilesme siresine etkileri tagtmahldir (116). Bunun yaninda yapilan bir
calismada listerinin rekurrent aftoz llserasyonlargaman yaninda iyilgme hizi
Uzerine de etkili oldgu belirtilmistir (119). Antibiyotiklerden, tetrasiklin kapsulier
(250 mg'lik kapsulleri 30 ml su icinde) oral Ulsixdavisi icin bgka bir secenektir.
Tetrasiklin antibakteriyel, antimikoplazmal ve dutigal etkilerin yaninda
kemotaksisi de baskilamaktadir. Sefaleksinin 250ikngreperatlari da 30 ml su
icinde ¢ozundurulup tetrasikline benzekilde kullanilabilmektedir (7,118).

2.1.5.1.C. Dgerleri

Son zamanlarda topikal sukralfat stispansiyonlamitakimiyla oral ve jenital tlser
tedavisinde etkili sonuclar bildirilrgtir (7). Alpsoy ve ark.’nin (120) yapgoldugu
bir calsmada sikralfat tedavisinin oral Ulserlerin siklig wilesme siresi, @i
yakinmalarini, jenital Ulserlerin iygene sdresi ve @i yakinmalarini azalt
kaydedilmitir. Antiinflamatuvar ajanlar olan benzidamin vekldifenak genelde
gecici bir analjezi gdayarak oral Ulserlerde ga yakinmalarini gidermek igin
kullanilabilirler. Lokal anestezik ajanlardan lidok (%2-5), mepiolguin (%1.5),
tetrakain (%00.5-1) jel veya mukozal merhemnyeklinde oral Ulserlere I3a agri ve
rahatsizlik hissini gidermek icin kullanilabilme#te Bunun dginda koloni uyarici
faktorlerin de lokal kullaniminin oral Ulser ve i@h Ulserlerin iyilgmesini

hizlandirdgl ve ariyi giderdgi bildirilmi stir (117).

2.1.5.2. Sistemik tedavi

2.1.5.2.A. Kortikosteroidler

Ozellikle deri ve mukoza belirtileri, akut Gveit vedrolojik tutulumda etkin bir
secenek olarak kullanilir. Ancak sistemik kortilaysitlerin bilinen yan etkileri
nedeniyle uzun sireli ve yuksek dozda kullanimksaikincali olmakta, Ustelik
hastalgin ataklarini ve gejebilecek sekellerini 6nlemede etkisiz kalmaktatacin
baslangic dozu 20-60 mg/giin arasind&ide ve en az 4 hafta sureyle teksbm ya

da kokisin, interferon vb. ilaclarla kombine edilerek Mebili. Hemen hemen
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hastalgin tim belirtilerinde uzun yillardan beri ve yaygatarak kullanilan bir
secenektir (4,117).

2.1.5.2.B. Kof$isin

Kolsisin notrofillerdeki artmy kemotaksis aktivitesini inhibe ederek antiinflamaegr
etkinlik gosterir. Kogisinin, BH'de eritema nodozum ve artralji tedavdgnetkili
oldugu, ozellikle kadinlarda plasebo ile kiyaslghdda, mukokitantz ve eklem
semptomlarinda dizelme yapti erkek hastalarda ise sadece artrit Gzerinei etkil
bulundwgu kaydedilmektedir (7,118).

2.1.5.2.C. Rebamipid

Antiinflamatuvar etkili bir ajan olan rebamipidinO8 mg/gin 3-6 ay sureyle
uygulamasinin oral dlserlerin siklik vesrdarinda azalma yagm gosterilmgtir
(120). Bu sonugtan yola ¢ikarak rebamipidin oraktlerin tedavisi ve rektrrensinin

onlenmesinde etkili olabilegesonucuna varilngtir.

2.1.5.2.D. Cinko sulfat
Son dénemlerde yapilan bir gahada cinko sulfatin mukokitan6z lezyonlarin klinik

gorinamlerinde iyilgme sg@ladigini kaydetmglerdir (122).

2.1.5.2.E. Dapson

Kolsisine benzegekilde noétrofillerdeki artmy kemotaksis aktivitesini inhibe ederek
etkinlik gosterir. Kogisine iyi bir alternatif olan dapsonun 100-150 nig'tozlar
hastalikta etkili bulunmgiur. Ancak ilacin kesilmesini takiben hizla yenaldar
gozlenmektedir. Yapilan caimalarda umut verici sonuclarin olmasinin yaninda

hasta sayisinin ve kullanim siresinin kisa gidwurgulanmaktadir (118).

2.1.5.2.F. Talidomid

Jenital ve oral Ulserlerde, papulopustiler lezyawidaetkili olmasina g@nen,

teratojeniteye ve periferik néropatiye sebep olmadlanimini sinirlandirmaktadir.
Amerika Birlesik Devletleri’nde ilacin erkek hastalarda ya darige veya post-

menapozal donemdeki kadinlarda kullanimi kabuhegliir (117).
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2.1.5.2.G. Metotreksat

Norolojik tutulumda (123), g6z bulgularinda (124)ddetli deri ve mukoza
belirtilerinde (125) yararli oldtu kaydedilmektedir. Yarar gmasi icin haftalik
7.5-20 mg dozlarinda 4 hafta veya daha uzun subarkimalidir. Gebelik ve
laktasyon dodnemlerinde kullanimi  oOnerilmez. Ciddenik iligi depresyonu,
karacger fonksiyon bozuklgu, akut infeksiyonlar, gastrointestinal Ulserlepblek

yetmezIgi gibi dnemli yan etkileri vardir (118).

2.1.5.2.H. Azatiopurin

Azatiopirin hem himoral hem de hicresel immunibagkilayarak antiinflamatuvar
etki gOsterir. Azotiopurin g6z belirtileri, artrigral ve jenital Ulser ve tromboflebit
tedavisinde kullanilabilir. Azotiopurinin g6z buligmnin insidans, siklik vgddetini
azalttgr ve bunun dunda artrit, oral ve jenital Ulserasyonda etkilid@u
gosterilmitir (7,118).

2.1.5.2.1. Siklofosfamid

Hizl etkili alkilleyici bir ajan olan siklofosfandi 6zellikle goz tutulumu, hastgin
en siddetli formlari olan buyidk damar tutulumu (pulmoreter tutulumu vb.) ve
norolojik tutulumda kullanilmaktadir. Miyelosupresy, pulmoner fibrozis, bdbrek
toksisitesi, hemorajik sistit, infertilite, maligrastalik gelimi ve alopesi 6nemli yan
etkileridir (118).

2.1.5.21. Siklosporin A

Siklosporin A 6zgtin olarak T lenfosit inhibisyonapar ve Gveitte kullanilan en iyi
seceneklerden biridir. Siklosporin 2-5 mg/kg/guredada g6z ataklarinin sayi ve
siddetini azaltir, gdrmeyi duzeltir. Etkisi hizli gar, ancak tedavi kesilince hastalik
siklikla tekrarlar. Bunun yaninda ciddi yan etkileedeniyle dikkatle kullaniimasi
gereken bir ilactir. Bobrek yetmegili hipertansiyon ve ndrotoksisite ilacin temel yan
etkileridir (118).

2.1.5.2.J. Mikofenolat mofetil
Inozin monofosfat dehidrogenaz inhibitérii olan méaflat mofetil, B hiicre ve T
hiicre fonksiyonlarini secici olarak inhibe edern&p olarak hiicre ve himoral

kaynakli immin cevaplari baskilar (118). Yapilandalsmada Uveitte etkili oldgu

26



kaydedilmgtir (126). Diger bir calgmada ise mukokitandz tutulumlarda etkili
olmadgi belirtilmistir (127). Mikofenolat mofetil genelde iyi tolereligen bir ilactir.

En 6nemli yan etkileri Gve genitoiriner semptomlardir (118).

2.1.5.2.K. IFNu

Son yillarda IFNe'nin BH tedavisinde alternatif bir ila¢ olabilegefikri gittikce
artmaktadir. BH'de IFN’nin etki mekanizmasi tam rala bilinmemekle beraber
antiviral ve imminomodaulator etkilerinin rol oyndjkecesi distnilmektedir (118).
Yapilan bir caymada haftada 3 kez toplam 3 ay sureyle 6 mikrollkitd-a 2a
tedavisi Ozellikle deri ve mukoza lezyonlarindailethulunmustur. Koétter ve ark.
(128) IFN-a 2a tedavisinin okuler vaskilitlerde iyglae sgladigini gostermglerdir.
Interferon kullaniminda khca yan etkiler grip benzeri semptomlardir §atistime
ve bg agrisi). Bu semptomlar tedaviyi takip eden birkactseerisinde ortaya cikar
ve bir glinden az surer (118).

2.1.5.2.L. Ant-TNF-

TNF-o BH'nin patojenezinde 6énemli roli olan ve monost lenfositlerce Uretilen
onemli bir sitokindir. Anti-TNFa ajanlar genellikle klasik tedavilere yanit vermeye
olgularda kullaniimaktadir. Anti-TNlk-tedavisi hasta@in hizli ve dramatik gelen
hemen hemen tim semptomlarini bastirir. Hastaletlible genc erkek hastalarda,
yasamsal organ tutulumu ile gkili oldugunda anti-TNFe ajanlar potansiyel
etkilerinden dolayr sakalim oranini artirmak ve hasgh seyrini dizeltmek igin
kullanilabilmektedir. Tedaviye direncli olgularda ukokutandz lezyonlarin
tedavisinde yeni ve etkili bir secenek gibi gorttkbedirler (118). BH tedavisinde en
sik kullanilan anti-TNF ajan infliksimabtiinfliksimab g6z tutulumu #a olmak
Uzere SSS tutulumu, iGsistem (@&S) tutulumu, mukokiitanéz bulgular, vaskiiler
tutulum ve artrit tedavisi igin kullanilgtir. Diger bir anti-TNFa ajani olan
etanerseptinin ise mikokitan6z bulgularda etkdugh gosterilmgtir. Adalimumab
Uzerinde daha az cgina yapilmg bir ajandir. Hemen hemen tim gaialarda,
okiler ve G semptomlar, artrit ve serebral vaskilit yanindatgn mukokutantz
lezyonlar igin olumlu sonuglar bildirilmektedir. Bunla birlikte ytksek maliyet,
kullanimin injeksiyonla olmasi, bazi toksik etkifen olmasi, ideal doz, siklik ve
uygulama stresinin belirlenmegnolmasi bu ilaclarinsu an birincil ilag olarak

kullanimlarini kisitlamaktadir (4,129).
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2.1.5.3. Kombine tedaviler

BH'nin seyri esnasinda kombine tedavilerin yeri rdfidir. Bu tip tedaviler
cogunlukla kortikosteroid ve immunosupresif, kortikestid ve siklosporin
kombinasyonu seklinde olabilecgi gibi kortikosteroid ve antikoagilan
kombinasyonueklinde de uygulanabilmektedir. Kombine tedavilergek sirasi ile
SSS tutulumu, okdler tutulum, vaskuler tutulum,eekltutulumu ve daha az olarak

da mukokutan6z tutulumda uygulanmaktadir (4,118).

2.2. Rho/Rho kinaz

2.2.1. Rho proteinleri

Rho proteinleri monomerik GTP’azlarin Ras slUperfgasinin Rho subfamilyasi
dyeleridir. Rho geni ilk olarak 1985’de bir denedys@angozu olai\plysiddan bir Ras
homolgiu olarak klonlannmgtir (130). Memelilerde ¢tli izoformlarla birlikte on
farkll Rho GTPaz tanimlangtir. Bunlar Rho (A, B, C izoformlari), Rac (1, 2, 3
izoformlarr), Cdc42 (Cdc42Hs, G25K izoformlari), dRriRho6, Rnd2/Rho7,
Rnd3/RhoE, RhoD, RhoG, TC10 ve TTF olarak adlalmigtir. Rho, Rac ve Cdc42
Ozellikleri en iyi bilinen Gyelerdir (131). RhoA,®B ve RhoC (genel olarak Rho
olarak ifade edilir) benzer amino asit digilgOsterirler ve hiicre ici hedefleri aynidir
(132,133). Rho’nun aciklanan bircok fonksiyonu Rhdé yapilan cakmalara
dayanmaktadir. RhoA, vicutta en fazla bulunanrveak calsilan bir Rho proteini
alt tipidir (134,135). Rho ailesinin uyeleri (RaRal ve RhoA, RhoB, Racl ve
Cdc42?yi iceren Rho alt birimi) aktin hicre iskefeh farkli konformasyonel
formlarinin dizenlenmesinde 6nemlidirler. Rho aiestyelerinin, aktinin yeniden
sekillenmesinin, farkli yonlerinin didzenlenmesindetall, ilk olarak fibroblast
blyume faktéri uyarisina yanit gahalar ile agia cikariimgtir (136,137). Rho
ailesinin Uyeleri ile dizenlenen sinyal ileti ydlak kanser, inflamasyon, bakteriyel
infeksiyon ve arteriyel hipertansiyonu igine alamtdkim patolojik durumlarda

onemli roller almaktadirlar (138,139).

2.2.1.1. Rho aktivitesinin dizenlenmesi

Kiguk G proteinleri olan Rho alt tipleri GDP, GTBTP’az aktivitesi ve efektorleri
ile etkilesen amino asit dizilimine sahiptirler. Kicuk G prioderinin GDP-bg&li
inaktif ve GTP-bgli aktif olmak Uzere birbirine dogébilen iki sekli vardir. Bu

donisim Ug¢ grup protein tarafindan dizenleSieKil 2.1). Bunlar:
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1- GTPaz aktive edici proteinler (GAPs): Rho’nurtrimsik GTPaz aktivitesini
artirarak GTP b&li Rho’nun inaktivasyonunu kolaarir.

2- GTPaz ayirict inhibitorler (GDIs): Bazi Rho aileGTPazlarinin membrana
baglanmalarini inhibe eder. Nukleotid ayrilmasini ¥gllece aktivasyonunu onler.
3- Guanin niikleotid dsgstirici faktor (GEF):Inaktif GDP-Rho’yu aktif GTP-Rho’ya
donistarar.

Rho'ya 6zgu GEF’ler, GDP agmasini ve bunu izleyerek GTP ganmasini
baslatarak Rho’nun aktivasyonunu arttirirlar. Bundamra GTP-Rho, C-terminali
kuyrugu aracilglyla hicre membranina hedeflenir ve Rho-kinaz (RQGifotein
kinaz N (PKN), rhophillin/rhotekin, sitron, p140 méve fosfolipaz D gibi alt
efektorlerlerini aktive ederSekil 2.1) (140,141).

Bitviime h i G protein kenetli . s
¥ . Teseptor Integrins Sitolan
Teseptiirii reseptérii

Hhaphllun-'Rhcqekm

%_*@> 1 Rh,m
\__ | //':f‘éf.?#

Sekil 2.1. Rho aktivitesinin dizenlenmesi (141)
GAP: GTPaz aktive edici protein, GDI: GTPaz aymchibitor, GEF: Guanin
nikleotid dgistirici faktor. PKN: Protein kinaz N.

2.2.2.Rho/Rho-kinaz yol&

Rho-kinaz bir serin/treonin protein kinazdir ve wsilaller &irligl yaklasik 160
kDa'dur. Rho-kinaz enziminin ROCK1 (ROCKI, p1l60ROCROCKS, ROKB) ve
ROCK2 (ROCKIIl, ROCKi, ROKa) olarak iki izoformu vardir (134,142). Her iki
enzim tim hicrelerde eksprese edilir. ROCK2'nin ibbeye kalpte, ROCK1'in
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akciger, karacker, dalak, bobrek ve testiste daha fazla eksprditd @ bildirilmi stir.
Rho-kinaz enziminin hemen hemen her dokuda gagtsterilmitir (134,143).insan
ROCK1 geni 18. kromozomda (18g11.1) ve ROCK2 genkrdmozomda (2p24)
yerlesmistir (144).

2.2.2.1. Rho-kinaz aktivasyonunun diizenlenmesi

Rho-kinazin N-terminalinde kinaz bélgesi vardirta@bolgesinde kuramsal olarak
kivrilmis sarmal ¢oiled-coi) bolge ve C-terminal bélgesinde plekstrin homoloji
bdlgesi bulunur. Rho-kinaz Uzerinde Rho’nunglaadgl bolge (RBB), enzimin
kivriimis sarmal bélgesinin C terminalinde lokalize oktwr. GTP-bglh Rho’nun bu
bdlgeye bglanmasi ile Rho-kinazin etkigiiartmaktadir $ekil 2.2) (145).

Rho’nun baglandii  Sisteinden zengin

bdige bélge
176 338 460 . 1068 1103 1320
ROCK1 ™= — L L 1354
: : : 934 1015]
% % 7% % %
67% , 92 !s : 55 041 10750 66
ROCK2 =i * i k {I == 1388
192 354 452 1102 1145 1352

Sekil 2.2 ROCK1 ve ROCK2'nin yapisi (145).
ROCK1: Rho-kinaz 1, ROCK2: Rho-kinaz 2.

ROCK, PKN, rhofilin, rhotekin, p14mDia ve sitronndiz GTP-bglayici kiicik Rho
proteininin efektorleridir (146). Bu efektor prawer icinde en fazla agarilan ve

etkisi ortaya konan ROCK enzimidir. ROCK'un Rhgoidda miyozin fosfatazin
(MLCP) miyozin b&layici altiinitesi (MBS), ezrin- radiksin-moesin (HIRR ailesi,

addusin, vimentin ve IM kinaz-1 gibi bircok substrati daha tanimlasimi(Tablo

2.2) (142).
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Tablo 2.2 Rho-kinaz i¢in tanimlanan substratlar

Substrat Olusan etki Hucre yaniti Referans

MYPT1 MLCP’nin Hucre kasilmasinda 143
inhibisyonu artis

MLC Miyozin Hucre kasilmasinda agti
ATPaz'in 147
aktivasyonu

ERM ERM'nin Mikrovillis olusumu 148
aktivasyonu

Addusin F-aktine Hucre gocl 149
baglanmada ar

LIMK1/2 Kofilin Stress liflerinin olgumu 150
fosforilasyonunun
aktivasyonu

CPI-17 MLCP’nin Hicre kasilmasinda agtl 151
inhibisyonu

GFAP Depolimerizasyon Sitokin arti 152

Vimentin Depolimerizasyon Sitokin arti 153

CPI-17 MLCP’nin Hicre kasilmasinda agtl 151
inhibisyonu

P300 Asetil transferaz Transkripsiyon ar§i 154
aktivitesinde arty

ROCK’un, miyozin fosfataz inhibisyonu ara@l ile miyozin hafif zincir

fosforilasyonunu artirgh gosterilmgtir (143). Fosforilasyon icin ortak amino asit
zinciri R/IKXS/T ya da KXXS/T (R:arjinin, K:lgsin, Xerhangi bir amino asit,
S:serin, T:treonin)'dir (155). ROCK2 spesifik ol&naiyozin hafif zincirinin (MLC),
miyozin hafif zinci kinaz (MLCK) tarafindan fosfdei edeilen Serl9 rezidisunu
fosforile eder. Ek olarak ROCK’lar MLCP aktivitesihibisyonu yolu ile indirekt
olarak MLC fosforilasyonunu dizenlerler. MLCP’nimhibisyonunun primer olarak
Ca? sensitizasyonuna katigh icin ROCK2 diiz kas hiicrelerinin Caile
kontraksiyonunu etkileyebilirler. MLCP haloenzing élt Giniteden olgur:

1. Katalitik alt tnite (PPI)

2. Miyozin balayici alt tnite (MBS)

3. Kucguk katalitik olmayan alt Ginite (M21)
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Tirlere bgh olarak ROCK, MBS'yi 697. treonin, 854. serin 885. treonin amino
asidinden fosforiller. Treoninin fosforilasyonu MECaktivitesini digurir ve bazi
orneklerde MLCP’nin miyozinden ayrilmasini inhibdee. ROCK’lar ayni zamanda
ezrinde 567., radiksinde 697. ve moesinde 558nineamino asitleri olmak tzere
ERM proteinlerini fosforile eder. ROCK aracih foslasyonu ERM proteinlerinin
bas-kuyruk balantisinin bozulmasina neden olur. ROCK1, kofifimsforile eden
LiM kinazin etkinlgini artiran LIM kinaz-1'i 508. ve [IM kinaz-2'yi 505. treonin
amino asidinden fosforile eder. Kofilin aktin filamtlerininturnover’ini dizenleyen
aktin-balayici ve depolimerize edici bir proteindir (1425)5 ROCK, MLCP'yi
fosforile etmek suretiyle inhibe ederek vaskulerggi kas hucrelerinin kasiimasina,
stres liflerinin olgumuna ve hicre gocune aracilik eder (155). ROCK¢ Rh
proteinlerinin  hicre iskeleti  d@esikliklerinin - dizenlenmesindeki  anahtar
hedeflerinden biridir. Hicreye Rho’'yu aktive edegraular geldginde veya Rho’nun
asirl ekspresyonu oldiunda ROCK sitoplazmadan membrana go¢ eder (157).

2.2.2.2. RhoA/Rho-kinazin fizyopatolojik olaylardak roli

ROCK enziminin damar fizyolojisi ve kardiyovaskuleozukluklar tGzerinde dnemli
fonksiyonlari oldgu gdsterilmgtir. ROCK enzimi hicre kasiimasinin major
dizenleyicisi olarak bilinmesine @aen migrasyon, proliferasyon, hiicre apoptozisi,
gen transkripsiyonu ve diferensiyasyonun kontrolidei sgladigi gosterilmstir.
Bundan dolayi ROCK aktivasyonu, endotelyal geciligernve migrasyonun
artirlmasi araci@ ile anjiyojenik surecin bgatilmasinda anahtar bir olgu gibi
gorinmektedir (158).

2.2.2.2.A. Vaskiler kas tonusu

Rho-kinazlar, trombussekillenmesi, inflamasyon/oksidatif stres ve fibzi
hizlandirmak suretiyle gli molekulleri artan dizenlemeyle kontrol ederhdr
kinaz ayni zamanda, damar diz kas hicrelerindekuptaksiyon, proliferasyon ve
migrasyonun uyariimasi ve inflamatuvar hicre ntesinin artirlmasina aracilik
eder. Bircok cabmada, Rho-kinazin vazospazm, arteroskleroz, iskep@ffiizyon
hasari, hipertansiyon, pulmoner hipertansiyon, ivm@é&alp yetmezfii patojenezine
ve sempatik sinir aktivitesinin artirilmasina 6nemlctide kartigi gosterilmgtir
(159,161,133). Rho-kinaz y@min vaskiler inflamasyondaki rolinin incelehdi
calsmalarda bu yolan aterojeneze katkida bulunabilgceileri surtlmdgtar.
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Monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) monositlegacsini dizenlemekte ve
aterojeneze katilmaktadir. Rho-kinaz, hicrg dinyalle dizenlenen kinaz (ERK)
aktivasyonuna kamli anjiyotensin-ilgkili MCP-1 Gretimini dizenlemektedir (162).
Integrinler ERK ile aktive olurken p38-mitojenle it olmus protein kinaz
(MAPK) ve Rho MCP-1 aracilikli kemotaksisi kontreber. Rho ve Rho-kinaz
MCP-1 sinyallenmesinde p38-MAPK’nin gkni kontrol eder. Bundan dolayr ERK
ve p-38 MAPK MCP-1 ile olgan integrin aktivasyonu ve kemotaksise neden olan
farkli sinyal kaskadlarini duzenler (163). ERK vehdinaz yolaklarinin
aktivasyonunun anjiyotensin |l tarafindan tip | ztanojen aktivatdr inhibitord
(PAI-1) ekspresyonunun ganmasi icgin gerekli oldtunu gosteren bulgular
kaydedilmitir (156).

Rho sinyalinin arteriyel hipertansiyondaki rolt ildarak 1997'de bulunngtur
(164). Yapilan bir cagmada NO ilgkili vazodilatasyonun Rho-kinazin
vazokonstriktor aktivitesinin inhibisyonu aragiyla oldusu hipotezi ileri
suralmitar (165). Yakin zamanda yapilgrolan bir calgmada Rho-kinaz inhibit6ri
olan fasudil hipertansif hastalarda kullangme bu ¢amanin sonuglari Rho/Rho
kinaz yolginin hipertansif hastalarda yuksemsistemik vaskuiler rezistansa

katildigini gostermitir (166).

Rho-kinaz inhibit6ri olan Y-26732'nin sicanlardgyanin vivo deneylerde, segici
olarak arteriyel basincini glirdigtinuin tespit edilmesi Rho-kinazin hipertansiyonun
olusumuna katilabilegg fikrini vermistir (164). Mukai ve ark. (160) yapmi
olduklar calsmada hipertansif sicanlarda Rho-kinaz aktivitesugrekspresyonunun
arttigini tespit etmitir. NOS inhibitorti olan L-NAME ile hipertansiyonwturulan
sicanlarda Y-27632'nin kan basincinsdidigt tespit edilmgtir (167). Rho-kinazin
hipertansiyonda hangi molekuler mekanizmayla aktoldugu bilinmemektedir.
Anjiyotensin 1l, endotelin-I, 5-HT, alfa adrenerjikiyari ve reaktif oksijen

radikallerinin hipertansiyonda rol alabilggd&aydedilmektedir (168).

Endotel kaynakli gesetici faktorler ve endotel kaynakli kastirici faltey arasinda
bir dengesizlik olarak tanimlanan sirekli vaskigedotel disfonksiyon, vaskuler
hastaliklara yol acan reaktif oksijen radikalleaipjiyotensin Il, trombin, TNFe,

lizfosfatidik asit gibi ceitli faktorlerden kaynaklanmaktadir. Bu faktorleh&Rho-
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kinaz yola aktivasyonu ile vaskuler kontraksiyonugdgirerek diyabet ve ger
vaskuler hastaliklarda endotel hicreler ve diz Kagrelerinde anormal
fonksiyonlarin  gérilmesine neden olur. Bu sonuctandotel bariyer
disfonksiyonuna/6dem ve diz kas hicresi kontradtiéirtsina ve hipertansiyona
neden olur. Ek olarak RhoA/ROCK yglain aktivasyonu arjinazin aktivite ve
ekspresyonunda agat yol acarak eNOS fonksiyonu igin gerekli bir sussblan L-
arjinini sinirlar. RhoA/ROCK yola ayni zamanda trombusugekillenmesi ve

vaskiler inflamasyon mekanizmasi ile dekilidir (Sekil 2. 3) (169).

Endoltel Disfonksiyonu: E ; ROS, Ang Il, Trombin,
EDRF/EDCF Dengesizligi TNFa, LPA

RhoA/ROCK Statinler/ROCK
l PI3K/ Akt yolag: aktivasyonu I_ inhibitoreri
| fosfo-eNos / v
l EabS A | MLC fosfataz aktivitesi
T Arjinaz T MLC fosforilasyonu
T Enflamasyon |
T Trombojenez I I
4 smc +EC
l Kontraktilitesi kontraktilitesi
Hipertansiyon | Bariyer butiinluga

->Vaskiiler Hastalik < l 4 Odem

Sekil 2.3. Rho/Rho kinaz yok&anin endotelyal disfonksiyondaki rolii (169).

EDRF: Endotel kaynakli geegtici faktor, EDCF: endotel kaynakli kasici faktor,
ROS: Reaktif oksijen radikaller, Angll: Anjiyotemsll, TNFo: TUmoér nekrozis alfa,
LPA: lizofosfatidik asit, MLC: Miyozin hafif zingi SMC: Duz kas hucreleri, EC:
Endotel hiicreler eNOS: endotelyal nitrik oksit.

ROCK bircok mekanizma aradgiliile endotelyal hiicreler tarafindan Uretilen Ritri

oksiti (NO) negatif yonde dizenler. RhoA/ROCK akByonu endotelyal NO sentaz
(eNOS) ekspresyonunu azaltir (17). Sonug olarakCR@hibitorleri veya statinler
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eNOS ekspresyonunu kontrol ederler (171). ROCK relezi ayni zamanda, PI3-
kinaz/ protein kinaz B (Akt) yolunu inhibe etmek egiinaz aktivitesini uyarmak
suretiyle eNOS fonksiyonlarini negatif yonde dieeelr (172,173). ROCK-tgamli
sinyal yolu, vaskuler fonksiyonlari dizenleyen témdizenleyici olarak
bilinmektedir ve hipertansiyon gibi arteriyal fomgsn bozukluklarinda énemli bir
rol oynamaktadir.

2.2.2.2.B. Solunum sistemi

Asetilkolinle solunum yollari @ri duyarli hale getirilmi sicanlarda okan C&?
aracilikli kontraksiyonda RhoA'nin etkili olgu kaydedilmgtir (174). Rho kinaz
inhibitérd olan Y-27632'nin beta-adenoreseptérlerdegzimsiz olarak farkli bir
mekanizmayla teofilinden daha guclu bir bronkoditagtki gosterdii bildirilmi stir
(175).

2.2.2.2.C. Urojenital sistem

Insan gebe miyometriumunda RhoA, ROCK1 ve ROCK2 msspnlarinin oldgu
ve Y-27632'nin oksitosinle okan miyometriyum kasilmasini azaitigosterilmstir
(176). Preeklampside ROCK2 ekspresyonunugiarea Rho/Rho-kinaz yofanin ve
Ozellikle ROCK2'nin preeklampsinin etyoloji ve p@oezine katilabilegg 6ne
surdlmitar  (177). Rho/Rho  kinaz yainin  mesane  kontraksiyonunun
dizenlenmesine  katilimaktadir  (178). Rho-kinaz inbikerinin  erektil
disfonksiyonunun tedavisinde yeni bir ter6patik najeolabilecgi Uzerinde
durulmaktadir (179).

2.2.2.2.D. Goz

Rho and Rac GTPazlarin lens epitelyal hicrelermliferasyonu, migrasyonu ve
yasam siresi icin kritik dneme sahip olabilgcebildiriimektedir (180). ROCK
inhibitorlerinin glokom ve dier okller hastaliklarin tedavisinde yeni bir potgels
ajan olabilecgi tzerinde durulmaktadir (181).

2.2.2.2.E. Tumor hicreleri

Rho/Rho kinaz yolanin aktivasyonunun, timor hicre invazyonuna neden

olmaktadir. Bu yolg inhibe eden fasudil insan ve sican tumdr modatiier
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tumorun ilerlemesini azaltmaktadir (182). Yeni katiser tedavi rejimlerine ileride
Rho proteinlerini inhibe eden ajanlarin girebilgideaydedilmektedir (183).

36



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hasta ve kontrol grubu

Bu calsmaya Gaziantep Universitesi Tip Fakiltesi Romaitd{tiji gi'ne bagvuran,
Uluslararasi BH Cajma Grubu’nun kriterlerine gore BH tanisi kongroian 194
hasta ve BH olmayan 276gukli gonulli dahil edildi. Uluslararasi Caitna Grubu
kriterlerinden en az ikisini t@&yan ve busikayeti nedeni ile immunsupresif ilac
kullanmakta olan veya major organ tutulumu olup §S8@askiiler gibi) bu nedenle
immunosupresif ila¢ kullanan hastalar aktif Behgas$talari olarak kabul edildi. BH
tanisi tekrarlayan oral aft, bir yil icerisinde am Uc¢ defa tekrarlayan ve hekim
tarafindan tespit edilen minér, major aftdz veyaphaform lezyonlar ile gagidaki

bulgulardan herhangi ikisinin bulunmasi ile kondu.

Calisma Gaziantep Universitesi Klinik Ayarmalar Etik Kurulu'nun 06-2009/233
no’lu karari ile Etik kurul onayi aldi. Hasta vesbkli kontrol grubundan imzalanmi

bilgilendirilmis olur formu alindi.

3.2. DNA eldesi

Hastalardan (n=194) ve @&kl gondllilerden (n=276) kan orgealindi ve DNA
izolasyonu yapilmak tzere -20 °C’de saklandi. EDTifipler icerisinde -20 °C’de
bulunan kan oOrnekleri cikartilarak oda sicgikla gelinceye kadar bekletildi. Kan
ornekleri oda sicakiina geldikten sonra 15 mllik santrifij tUplerindirearak
tuplerin Gzerine 6rneklerin hacmi kadar saf su metlleTUpler iyice altlst edildikten
sonra 4000 devir/dk’da 20 dk santriftj edildi. Tewph Gst fazlar pipetle ¢ekilerek
atildi ve Uzerine tekrar su eklendi. Bleim tg¢ defa tekrar edildi. Uglincu santrifijiin
ardindan, atilan sivi kismin yerine her bir tipemB Ureli parcalama cozeltisi
eklenerek ¢cozinmesi icin tipler 15 dk karildi. Ardindan 40Qul %20’lik SDS ve
100 ul 10 mg/ml proteinaz K eklenerek 37°C’de 1 gece igikibasyona birakildi
(184).

Ertesi gun inkibasyondan cikarilan érneklere 2 nvl NaCl eklendi ve 10-15 dk
altust edildi. Ardindan, Gzerlerine 8 ml kloroforeklenerek 4000 devir/dk’da 15 dk

santrifilj edildi. Santrifij sonunda glan 3 kisimdan dstteki kisim temiz bir tipe
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alinarak, Uzerine hacmi kadargstt %96°'lik etil alkol eklendi. Alkol ilavesi ile
coken DNA'lar pipet ucu ile 1,5 ml'lik santrifij fitine alinarak Gzerlerine 100
%70’lik etil alkol eklendi. Tupler 13000 devir/dkdd 10 dk santriflj edilerek
DNA’larin tipun dibine yapmasi sglandi. Bu §lem 3 kez tekrar edildi. En son
santrifij sleminden sonra, alkol dikkatli bigekilde dokuldd. Tadplerin dibine
yapsmasi sglanan DNA’lar vakumlu kurutucuda yarim saat bekdetve tzerlerine
gerekli miktarlarda steril distile su eklendi. Bag gin 4°C’ de bekletilerek
cbzinmesi gdanan DNA’lar saklanmak Uzere -20°C’lik derin dondcuya
kaldirildi (184).

3.3. Real Time -Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCRgalismasi

Nano teknoloji temelli yiksek kapasiteli Real TinRCR ile mutasyon analizi
BioMark™ HD Sistem (Fluidigm, South San Francis€®, Amerika) ile yapildi.
SNP Single nucleotide polymorphisrnek nukleotid polimorfizmi) analizi i¢in izole

edilen DNA'lar pre-amplifiye edildi.

Rho-kinaz ile ilgkili mutasyon PreAmp primerleri kullanilarak gerneRCR kaullari

uygulandi.

Pre-amplifiye kagim:

Qiagen multiplex PCR katm 5 ul
Primer pool 1l
DNaz RNaz igermeyen su 1.5l

Pre-amplifikasyon kagimi hazirlandi, plga pipetlendi tzerlerine DNA eklenerek
uygun PCR kegullari AB Applied Biosystems 96 kuyucuklu Thern@ycler cihazi

kullanilarak uygulandi.

PreAmp termal program

15 dk 95C

15 sn 93C

4 dk 60C } 14 déngl
00 4°C
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3.3.1. Real-time PCR
Rho-kinaz SNP analizi igin tasarlanan 24 primeahl(d 3.1) ayni ¢ipte ¢alid1.

Ornek ve primerler icin iki farkli kagim hazirlandi.

Ornek ve PCR Kagimi:

KASP 2X reagent kayim 496.80 pl
GT sample loading reagent 49.68 pul
DNaz RNaz icermeyen su 31.92 ul

Hazirlanan kasima 1:100 oraninda dille edilgpre-amplifiye DNA’lar eklendi

ve ¢ipe pipetle yuklendi.

Primer kargimi:

2X assay loading reagent 575.00 pl
MgCl, (50 mM) 92.00 pl
DNaz RNaz icermeyen su 322.00 pl
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Tablo 3-1. RhoA/Rho-kinazla ikkili primerler

Polimorfizm Bolge Gen

rs3448
rs2878298
rs6784820
rs974495
rs2177268
rs2271255

rs73963110

rs35996865

CIT
CIT
AIG
AIG
AIT
CIT

CIT

GIT

rs112130712 G/C

rs111312709 T/C

rs111874856 C/T

rs112108028 G/A

rs2230774a

rs2230774b

rs35768389

rs34945852

rs1515219

rs726843

rs2290156

rs965665

rs10178332

rs6755196

rs10929732

C/IA

C/IG

AIT

AIT

CIT

CIT

C/IG

C/IG

AIC

AIG

AIG

ROCK1

ROCK1

ROCK1

ROCK1

RHOA ras homolog gene family, member A
RHOA ras homolog gene family, menfber
RHOA ras homolog gene family,member A
RHOA ras homolog gene family,member A
RHOA ras homolog gene family, meniber

ROCK1Rho-associated, coiled-coil containing protein
kinase 1

ROCK1Rho-associated,coiled-coil containing protein
kinase 1

ROCK1Rho-associated, coiled-coil containing protein

kinase 1

Rho-associated, coiled-coil containing protein

kinase 1

Rho-associated, coiled-coil containing protein

kinase 1

Rho-associated, coiled-coil containing protein

kinase 1

Rho-associated, coiled-coil containing protein

kinase 1

ROCK2Rho-associated, coiled-coil containing protein
kinase 2

ROCK2Rho-associated, coiled-coil containing protein
kinase 2

ROCK?2 Rho-associated, coiled-coil containing protein
kinase 2

ROCK2 Rho-associated,coiled-coil containing protein
kinase 2

ROCK2 Rho-associated,coiled-coil containing protein
kinase 2

ROCK2 Rho-associated, coiled-coil containing protein
kinase 2

ROCK2Rho-associated, coiled-coil containing protein
kinase 2

ROCK2Rho-associated, coiled-coil containing protein
kinase 2

ROCK2Rho-associated, coiled-coil containing protein
kinase 2

ROCK?2 Rho-associated, coiled-coil containing protein
kinase 2

ROCK2Rho-associated, coiled-coil containing protein
kinase 2
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Hazirlanan kastim yeni bir pl&a pipetle eklendi ve RhoA/Rho-kinaz mutasyon
primer pl&indan primerler alinarak kamnma ilave edildikten sonra ¢gipe (Resim 3.1)
yuklendi. Primer ve 6rneklerin cipte bulunan kuykiewa giderek kagmasi ve RT-
PCR’a hazir hale getirilmesi icin ¢ip, Fluidigm IFGbntroller HX cihazina (Resim

3.2) yerlatirildi.

Resim 3.1 Primer ve drneklerin koyuldw ¢ip

O ==

Fluidigm £* l“xl

Resim 3.2.Fluidigm IFC Controller HX cihazina cipin yegt@ilmesi
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IFC Controller HX cihazindaslem bittikten sonra ¢ip BioMark™ HD Sistemi'ne

(Resim 3.3) yerlgirildi ve uygun PCR kgullari uygulandi (Tablo 3.2).

Resim 3.3 BioMark™ HD Sistemi

Tablo 3.2 CR tepkime kgullari.

Basamak Sicaklik Sire

ilk denatirasyon 70°C 30 dk
25°C 10 dk

Denatirasyon 94 C 15 dk

20 dongu 94°C 10 sn
57°C 10 sn
94°C 10 sn

18 dongu 94°C 10 sn
57°C 20 sn
72 °C 40 sn
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3.3.2. Analiz
Her bir assay her bir 6rnek icin ayri ayri analiildi (Sekil 3.1). Orneklerin wild

type, mutant veya heterozigot olmalarina goreiggtisel hesaplamalar yapildi.

SHPOT | 52371285 Call Rafe: 40.00%, &ida Confidence: 93 85
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Sekil 3.1. Orneklerin rs2271255 ROCK1 bolgesine ait SNP slamuc

3.4. Orneklerden mRNA eldesi

RNA izolasyonu 20 Behcet hastasi ve 28liga kontrolden alinan kan érneklerinde
yapildi. RNA eldesi icin 5’er ml'lik EDTA’ll tiplez kanlar alindiktan sonra 15
ml'lik falkon tuplerin icerisine 1000 pl perifer kakonulup tzerine konulan kan
miktarinin 5 kati kadar eritrosit parcalama cozseltflysis buffef konup, buz
icerisinde 10 dk inkiibasyona birakildinkiibasyon bitiminde 6rnekler 2500 rpm de
10 dk santriftj edilip pelletin dipte toplanmasiglsadi. Dipte toplanan pellete
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dokunmadan Ustteki supernatant kisim dokuldia veirizalk bagta konulan kan
miktarinin 2 kati kadar eritroslysis bufferkonulup iyice vorteks edilip pelletin
cbzinmesi sdandi. Vorteks sonrasinda pellet iyice ¢ozundllgenmra 2500 rpm de
10 dk santrifij edilip yine Ustteki kisim dokuldiDipte toplanan pelletin
yogunluguna goére 600-1000 ul arasindamerkaptoetanol eklendi ve pellet
¢bzinlunceye kadar iyice pipetaj yapilfiitmerkaptoetanol ve pellet keami daha
sonra filtreli mor tuplere alinip maksimum devirdl@lk santriflj edilerek kagimin
alttaki tipe gecmesi gkandi. Filtreli tlpler atilarak altta bulunan kamin Gzerine
ilk basta pellet Gzerine ne kadfrmerkaptoetanol konulduysa o kadar %70’lik alkol
kondu ve pipetaj yapilip karm filtreli beyaz tiplere alindiktan sonra 1200énige
15 sn santrifij edildi. Santrifij sonrasi alttakipter atilip filtreli tipler 2 ml'lik
ornek tuplerine kondu ve tzerine 700 pl buffer RMghulup 12000 rpm’de 15 sn
santrifilj edildi. Santriflj sonrasi alttaki ttplanhp filtreli ttpler yeni 2 ml'lik 6rnek
tuplerine kondu ve tzerine 500 pl buffer RPE kopul2000 rpm’de 15 sn santrif(j
edildi. Santriflj sonrasi alttaki tipler atihptrgli tipler yeni 2 ml'lik sample tiplere
kondu ve Uzerine 500 ul buffer RPE konulduktan ad2000 rpm de 3 dk santrifij
edildi. Santrifij sonrasi alttaki tipler atilaraiktréli tipler yeni 2 mllik tuplere
alindi, tzerine higbigsey konmadan 14000 rpm de 1 dk santriftj edildi. t&km
sonrasinda filtreli tapler 1,5 ml'lik ependorf tépé alinarak Gzerine 50 pul RNaz
icermeyen su konulup 12000 rpm’de 1 dk santrifijldedve izolasyon glemi
tamamlandi. Santrifij sonrasinda ependorfta bullRidA hi¢ bekletiimeden -80°C

derin dondurucuya alinip c¢gtina yapilincaya kadar saklandi.

3.5. cDNA sentezi
Gerceklgtirilen calsmada cDNA’lar Qiagen miScript Reverse Transcriptigih
kullanilarak sentezlendi. PCR ¢dlari ve PCR kagimi, kullanilan kitte belirtilcgi

sekilde yapildi.

PCR kargimi:

miScript RT Buffer, 5x 4 ul
miScript Reverse Transcriptase Kan m
RNaz/DNaz icermeyen su 5.0 ul
MRNA ornesi 10.0 pl
Toplam hacim 20 pl
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cDNA sentezi, 37°C’de 60 dk, 85'de 5 dk olacalkgekilde PCR cihazi ayarlanarak
gerceklatirildi.

3.6. Real time PCR ile gen ekspresyonunun tespiti

Real time PCR ile ROCK1 gen ekspresyonunun tegpiti NM-005406 numaral
ROCK1 bdlgesi ROCK1-sense ve ROCK1-antisense plemedte calsildi (Tablo
3.3).

Tablo 3.3. ROCK1-sense ve ROCK1-antisense primerleri

Primer Tm
Sense 5-GTTTATTCCTACACTCTACCACTTTC -3’ 56.8°C
Antisense 5-TGGCACTTAACATGGCATCTT-3 56.4°C

Tm: erime sicakd
Real time PCR ile ROCK2 gen ekspresyonunun tegpiti NM-004850 numarali
ROCK2 bdlgesi ROCK2-sense ve ROCK2-antisense plemdle calsildi (Tablo

3.4).

Tablo 3.4.ROCK2-sense ve ROCK2-antisense primerleri

Primer Tm
Sense 5-GAAAGAGCTGGAGATCAAAGAGA -3’ 56.7°C
Antisense 5-TTAGTGTCCTATTAGTTTCCTCAAGA -3’ 56.6°C

Tm: erime sicak§i

Hamarat Housekeeping gen olarak GAPDH kullanildi. Termo Absolute CHR
mix (Cat. No: AB1B21A) kullanilarak PCR yapildi ([@a 3.5).
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Tablo 3.5 PCR’da kullanilan Absolute QPCR kam, Primer ve RNaz icermeyen

su miktarlari.
ROCK1 ROCK2 GAPDH
karisimi karisimi karisimi
Absolute QPC kagimi 12.5 pl 12.5 pl 12.5 pl
Primer 1l 1l 1l
RNaz icermeyen su 6.5 ul 6.5 ul 6.5 ul

Hazirlanan her bir kagim her hasta icin 20 ul PCR kami ve 50 ng’a dilie edilngi

5 ul cDNA, 0.1ml’lik tiplere datildi. Qiagen Rotor-Gene Q Real-time cihazi
(Qiagen, Hilden, Almanyajullanilarak PCR yapildi. 96'de 10 dk, 50 siklus 15
sn 95C, 30 sn 58C, 72C'de 15 sn PCRartlarina tabi tutuldu. Gen ekspresyonu
seviyesi ROCK1 Jekil 3.2), ROCK2 $ekil 3.3) ve GAPDH Ct dgerleri Sekil

3.4) hesaplanarak belirlendi.

Threshold|

Sekil 3.2.Real time PCR ile ROCK1 gen ekspresyonunun tespiti
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Sekil 3.3. Real time PCR ile ROCK2 gen ekspresyonunun tespit

# : = 5 =~ =
Sekil 3.4. Real time PCR ile GAPDH gen ekspresyonunun tespiti

3.7.1Istatistiksel analiz
Veriler ortalama + standart sapma olarak sungtoru istatistiksel analizler
GraphPad Instantversiyon 3.05 (GraphPad Software Inc., $dago, CA, ABD)

kullanilarak yapildi. Genotip ve alel frekanslaninkagilastiriimasinda Ki-kare

47



bagimsizlik testi, Yatesduzeltmeli Ki-kare testi verisherin kesin ki kare testi
kullanildi. iki grup ortalamalarinin kaastirimasinda glesmemis Studentt-testi
uygulandi. Gen ekspresyonlarinin sonuclarinigilatiriilmasindaMann-Whitney U
testi kullanildi. BUtln istatistiksel testler ve d&gerleri cift tarafli idi P<0.05
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu calsmaya Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Romatqdofiklini gine bavuran,
BH tanisi almy 194 Behcget hastasi (hasta grubu) ve 27@ikda gonulli (kontrol
grubu) dahil edildi. Hastalarin %53.1'i erkek, %6 kadin, kontrol grubunun
%56.9'u erkek, %43.1'i kadindi. Behcget hastalariyay ortalamasi 35.3+10.0, kontrol
grubunun ya ortalamasi 36.6+9.1 idi. Behcget hastalarn ve langrubu arasinda
cinsiyetler (p=0.4717) ve yaortalamalar (p=0.1440) acisindan anlaml fatkiyloktu
(Tablo 4.1).

Tablo 4.1.Hasta grubu ve kontrol grubunun demografik 6zedlikl

Hasta grubu Kontrol grubu P degeri
(n=194) (n=276)
Yas ortalamasi 35.3+10.0 36.6+9.1 0.1440
Cinsiyet
Erkek (n, %) 103 (53.1) 157 (56.99)
Kadin (n, %) 91 (46.9) 119 (43.1) 0.4717

Hastalarin klinik bulgulari dgerlendirildiginde oral aftéz Ulserlerin bitiin hastalarda
goruldigl, bunun danda en fazla jenital Ulserin, en az da norolajitutumun oldgu
goruldd. Dger Klinik bulgularin gérilme sirasi ise akneiforezyonlar, pozitif pateriji
testi, tveit, artrit, eritema nodozum , HLA pottiki, vaskiler tutulum seklindeydi
(Tablo 4.2).
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Tablo 4.2.Hastalarin klinik 6zellikleri

Klinik bulgu n (%)
Oral aftoz Ulser 194 (100.0)
Jenital aft 142 (73.2)

Akneiform lezyon 77 (39.7)
Pozitif pateriji testi 74 (38.1)

Uveit 62 (32.0)
Artrit 50 (25.8)
Eritema nodozum 39 (20.1)
HLA 34 (17.5)

Vaskdler tutulum 29 (14.9)
Norolojik tutulum 13 (6.7)

4.1. Genotip ve alel analizlerinden elde edilen saglar

Behcet hastalari ve kontrol grubundadRDCK1 geni, ROCK2 geni ve RhoA geni
polimorfizmlerinin genotip ve alel gadimlarn belirlendi. Primer ya da cihazdan
kaynaklanan nedenlerden dolayl bazi polimorfizndeatel ve genotip gaimlari tim
hasta ve kontrol grubude tespit edilemedi. Herrpotfizm i¢in sonu¢ alinan hasta ve
kontrol grubuin sayilari (n) belirtildi. Her t¢ gegin calsiimis olan polimorfizmlerin
genotip ve alel dalimlarinin kontrol grubu ile karastiriimalari, ayrica hastalarda
saptanan klinik bulgular (jenital tlser, pozitiftpgi testi, akneiform lezyon, vaskuler
tutulum, tGveit, artrit) ile ikkilerinin olup olmadg! istatistiksel olarak analiz edildi ve
elde edilen sonuclasagida belirtildi. Norolojik tutulum gosteren olgularsayisi dgiik
(n=13) oldgu icin istatistiksel dgerlendirme yapilamadi.

ROCKZ1 geni

rs35996865 polimorfizmi

TT, TG ve GG genotiplerinin gdimi sirasi ile hasta grubunda %56.8, %35.4 ve8%7
ve kontrol grubunda %57.7, %34.2 ve %8eklindeydi. Alel sikliklarina bakilginda

T ve G aleli sirasi ile Behget hastasi grubunda.%vé %25.5, kontrol grubunda ise
%74.8 ve %25.2 olarak bulundu. Genotigitlani ve alel sikliklari agisindan hasta ile
kontrol grubu arasinda anlamh bir farklilik tespdilmedi (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3.ROCK1geni rs35996865 polimorfizminin genotip ve alegdiani

Genotipler/ Kontrol grubu  Hasta grubu P OR (95% CI)
Aleller (n=222) (n=192)
n (%) n (%)
TIT 128 (57.7) 109 (56.8)
T/IG 76 (34.2) 68 (35.4) 0.8985 1.051 (0.694-1.591)
GIG 18 (8.1) 15 (7.8) 1.0000 0.979 (0.471-2.034)
T 332 (74.8) 286 (74.5)
G 112 (25.2) 98 (25.5) 0.9861 1.016 (0.742-1.390)

OR: Odds orani, CI: guvenlik argii

rs111312709 (Thr792Ala) polimorfizmi

TT ve TC genotip dalimlan sirasi ile hasta grubunda %91.9 ve %&dntrol
grubunda ise %94.0 ve %6klindeydi. Her iki grupta da CC genotipi gbzlenmedel
sikliklarina bakildiinda T ve C aleli sirasi ile hasta grubunda % 96.0%4.0, kontrol
grubunda %97.0 ve %3 olgu gbzlendi (Tablo 4.4). Genotip glami ve alel sikliklar

acisindan Behcet hastalari ve kontrol grubu arasanthmli bir farklilik yoktu.

Tablo 4.4.ROCK1geni rs111312709 (Thr792Ala) polimorfizminin geipote alel
dagihmi

Genotipler/ Kontrol grubu  Hasta grubu P OR (95% CI)
Aleller (n=252) (n=173)
n (%) n (%)
T/T 237 (94.0) 159 (91.9)
T/IC 15 (6.0) 14 (8.1) 0.4359 1.39 (0.653-2.962)
C/C 0 (0.0) 0 (0.0)
T 489 (97.0) 332 (96.0)
C 15 (3.0) 14 (4.0) 0.4440 1.375(0.655-2.886)

OR: Odds orani, CI: guvenlik ar&li
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rs2271255 (Lys222Glu) polimorfizmi

TT, TC ve CC genotip galimlari sirasi ile hasta grubunda %63.1, %3%19%41.8,
kontrol grubunda %46.7, %48.0 ve %5eklindeydi. Behget hastalarinda TC genotipi
kontrole gore anlamli olarak giiktl. Alel sikliklarina bakil@gnda T ve C aleli sirasi
ile hasta grubunda %80.6 ve %19.4, kontrol grubuse®070.7 ve %29.gklindeydi.

C aleli Behcget hastalarinda kontrole gore anlardrak digukti (Tablo 4.5). Genotip
dagihmlari ve alel sikliklari acisindan Behcet hamtalve kontrol grubu arasinda

anlaml farklilik vardi.

Tablo 4.5.ROCK1geni rs2271255 (Lys222Glu) polimorfizminin genotip alel
dagihmi

Genotipler/ Kontrol grubu  Hasta grubu P OR (95% CI)
Aleller (n=150) (n=111)
n (%) n (%)
T/T 70 (46.7) 70 (63.1)
T/IC 72 (48.0) 39 (35.1) 0.0256 0.542 (0.325-0.904)
C/C 8 (5.3) 2(1.8) 0.1004 0.250 (0.051-1.220)
T 212(70.7) 179 (80.6)
C 88 (29.3) 43 (19.4) 0.0126 0.579 (0.382-0.877)

OR: Odds orani, CI: guvenlik arali

Klinik bulgulara gore dgerlendirme yapildiinda, TC genotipi ve C alelinin jenital

ulser, pozitif paterji testi, akneiform lezyon Utvee HLA pozitiflik gdsteren olgularda

kontrol grubuna goére anlamli olarak sdé olduyzu gorildi. C aleli ek olarak artritli

olgularda da kontrol grubuna goresditl. Vaskuiler tutulum ve eritema nodozumlu
olgular ile kontrol grubu arasinda ise genotip V& dagilimi acisindan anlamli bir

farkhlik yoktu (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6.ROCK1geni rs2271255 polimorfizminin jenital dlser, enta nodozum, pozitif paterji, akne, vaskuler tutuylumérolojik tutulum,

Gveit, artrit, HLA pozitiflik saptanan hastalar kentrol grubundaki genotip ve alelgamlari.

Genotip/ Kontrol  J.U. P E.N. P P.P. P ALL. P V.T. P Uveit P Artrit P HLA+ P
Alel (n=150) (n=88) (n=30) (n=51) (n=57) (n=17) (n=37) (n=28) (n=27)

n (%) n(%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
TIT 70 62 20 37 40 12 27 19 22

(46.7) (70.4) (66.7) (72.5) (70.2) (70.6) (73.0) (67.9) (81.5)
TIC 2 24 9 14 16 5 10 9 5

(48.0) (27.3) 0.0012 (30.0) 0.0665 (27.5) 0.0069 (28.0) 0.0077 (29.4) 0.1251 (27.0) 0.0153 (32.1) 0.0972 (18.5) 0.0027

c/C 8 2 1 0 1 0 0
(53) (2.3) 0.1853 (3.3) 0.6795 (0.0) 0.0529 (1.8) 0.1614 0(0.0) 0.5910 0(0.0) 0.1096 (0.0) 0.3488 (0.0) 0.1941

T 212 148 49 88 96 29 64 47 49
(70.7)  (84.1) (81.7) (86.3) (84.2) (85.3) (86.5) (83.9) (90.7)
c 88 28 11 14 18 5 10 9 5

(29.3) (15.9) 0.0015 (18.3) 0.1122 (13.7) 0.0015 (15.8) 0.0053 (14.7) 0.1043 (13.5) 0.0049 (16.1) 0.0491 (9.3) 0.0013

€aq

J.U.: Jenital ilser, E.N.: Eritema nodozum, P.Bzit# paterji, A.L.: Akneiform lezyon, V.T.: Vashér tutulu



rs73963110 polimorfizmi

TT, TC ve CC genotipleri sirasi ile hasta grubuP6z0.3, %42.1 ve %18.6, kontrol
grubunda ise %71.6, %25.6 ve %2.8 olarak tespitiediC ve CC genotipleri Behcet
hastalarinda belirgin olarak ytiksekti. Alel sgikha bakildginda, T ve C aleli sirasi ile
Behcget hastalarnda %60.4 ve %39.6, kontrol gruau@4.4 ve %15.6 olarak tespit
edildi. C aleli Behcet hastalarinda belirgin olargkksekti. Genotip dalimi ve alel
sikliklari kontrol grubu ve Behcet hastalarindaaanil farkllik gosterdi (Tablo 4.7).

Tablo 4.7.ROCK1geni rs73963110 polimorfizminin genotip ve alegudiani

Genotipler/ Kontrol grubu  Hasta grubu P OR (95% CI)
Aleller (n=215) (n=140)
n (%) n (%)
TIT 154 (71.6) 55 (39.3)
T/C 55 (25.6) 59 (42.1) <0.0001 3.004 (1.860-4.851)
C/C 6 (2.8) 26 (18.6) <0.0001 12.133(4.74131.055
T 363 (84.4) 169 (60.4)
C 67 (15.6) 111 (39.6) <0.0001 3.559 (2.498-5.070)

OR: Odds orani, CI: guvenlik agali

TC, CC genotipi ve C aleli, Kklinik bulgularin hépde (jenital Ulser, eritema nodozum,
pozitif paterji testi, akneiform lezyonlar, vaskiléutulum, Gveit, artrit ve HLA

pozitiflik) kontrol grubuna gore anlaml olarak @ajiksekti (Tablo 4.8).
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Tablo 4.8.ROCK1geni rs73963110 polimorfizminin jenital Ulser,tema nodozum, pozitif paterji, akne, vaskuiler witol nérolojik tutulum,
dveit, artrit, HLA pozitiflik saptanan hastalar kentrol grubundaki genotip ve alelgami.

Genotip/ Kontrol  J.U. P E.N. P P.P. P A.L. P V.T. P Uveit P Artrit P HLA+ P
Alel (n=215) (n=113) n=33) (n=57) (n=67) (n=26) (n=51) (n=38) (n=33)

n (%) n (%) n(%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
T/T 154 46 15 23 34 8 23 15 16

(71.6) (40.7) (45.5) (40.4) (50.7) (30.8) (45.1) (39.5) (48.5)
T/IC 55 48 15 28 27 12 23 14 3

(25.6)  (42.5) <0.0001 (45.5) 0.0104 (49.1) 0.0002 (40.3) 0.0116 (46.1) 0.0034 (45.1) 0.0029 (36.8) 0.0269 (39.4) 0.0485

CiC 6 19 3 6 6 6 5 9 4

(2.8) (16.8) <0.0001 (9.0) 0.0498 (10.5) 0.0038 (9.0) 0.0162 (23.1) <0.0001 (9.8) 0.0126 (23.7) <0.0001 (12.1) 0.0153

363 140 45 74 95 28 69 44 45
(84.4)  (61.9) (68.2) (64.9) (70.9) (53.8) (67.6) (57.9) (68.2)
67 86 21 40 39 24 33 32 21

(15.6)  (38.1) <0.0001 (31.8) 0.0028 (35.1) <0.0001 (29.1) 0.0007 (46.2) <0.0001 (32.4) 0.0002 (42.1) <0.0001 (31.8) 0.0028

GS

J.U.: Jenital Ulser, E.N.: Eritema nodozum, P.Bzitf paterji, A.L.. Akneiform lezyon, V.T.: Vaskér tutulum



rs112130712 (Lys1054Arg) polimorfizmi

TT, TC ve CC genotipleri sirasi ile hasta grubugeé4.4 %55.0 ve %0.6, kontrol
grubunda %92.9, %7.1 ve %Q6klindeydi. TC genotipi Behget hastalarinda kontrol
grubuna goére anlamh olarak yuksekti. Alelere bdigihda, T ve C aleli sirasi ile hasta
grubunda %71.9 ve %28, kontrol grubunda %96.5 veb%#Earak tespit edildi. C aleli
Behcet hastalarinda kontrol grubuna gore anlamahaél yiksekti (Tablo 4.9). Genotip
dagihmi ve alel sikliklar Behget hastalar ve kohtgoubu arasinda anlamli farklihk

gosteriyordu.

Tablo 4.9.ROCK1geni rs112130712 (Lys1054Arg) polimorfizminin gépove alel
dagihmi

Genotipler/  Kontrol grubu Hasta grubu P OR (95% CI)
Aleller (n=255) (n=171)
n (%) n (%)
T/T 237 (92.9) 76 (44.4)
T/IC 18 (7.1) 94 (55.0) <0.0001 16.285 (9.240-28.703)
C/C 0 (0.0) 1 (0.6) 0.2452 9.314 (0.375-231.19)
T 492 (96.5) 246 (71.9)
C 18 (3.5) 96 (28.1) <0.0001 10.667 (6.302-18.055)

OR: Odds orani, CI: guvenlik argil

Klinik bulgulara gore dgerlendirme yapildsinda TC genotipi ve C alelinin tim Klinik
bulgulari (jenital Ulser, eritema nodozum, pozpiterji testi, akneiform lezyonlar,
vaskdler tutulum, Gveit, artrit ve HLA pozitiflikyosteren hastalarda kontrol grubuna
gore anlamli olarak yiksek olgu gorildu (Tablo 4.10).
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Tablo 4.10.ROCK1geni rs11203712 polimorfizminin jenital Ulser,tema nodozum, pozitif paterji, akne, vaskdiler turul nérolojik tutulum,

Gveit, artrit, HLA pozitiflik saptanan hastalar kentrol grubundaki genotip ve alelgami

Genotip/ Kontrol  J.U. P E.N. P P.P. P AL P V.T. P Uveit P Artrit P HLA+ P
Alel (n=255n (n=123) (n=31) (n=65) (n=66) (n=26) (n=51) (n=41) (n=33)
(%) n (%) N n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
(%)
TIT 237 62 19 38 45 15 33 18 22
(92.9)  (50.4) (61.3) (58.5) (68.2) (60.0) (57.9) (43.9) (78.6)
TIC 18 61 12 27 21 10 24 23 6
(7.1) (49.4) <0.0001 (38.7) <0.0001 (41.5) <0.0001 (31.8) <0.0001 (40.0) <0.0001 (42.1) <0.0001 (56.1) <0.0001 (21.4) 0.0207
0 0 0 0 0 0 0 0 0
c/C (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0)
T 492 185 50 103 111 40 90 59 50
(96.5)  (75.2) (80.6) (79.2) (77.1) (80.0) (78.9) (72.0) (89.3)
C 18 61 12 27 33 10 24 23 6
(3.5) (24.8) <0.0001 (19.4) <0.0001 (20.8) <0.0001 (22.9) <0.0001 (20.0) <0.0001 (21.1) <0.0001 (28.0) <0.0001 (10.7) 0.0236

J.U.: Jenital Ulser, E.N.: Eritema nodozum, P.Bzitf paterji, A.L.. Akneiform lezyon, V.T.: Vaskér tutulum
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rs111874856 (Val355lle) polimorfizmi

CC ve CT genaotipleri sirasi ile Behcet hastalari$ael.1 ve %58.9, kontrol grubunda
%91.3 ve %8.7 olarak tespit edildi. Her iki grugla TT genotipine rastlanmadi. CT
genotipi Behcget hastalarinda kontrole gore anlaadirak yuksek bulundu. Alel
sikliklar degerlendirildiginde C ve T aleli sirasi ile hasta grubunda %70029.4,
kontrol grubunda ise %95.7 ve %4&klindeydi (Tablo 4.11). T aleli hasta grubunda
kontrole gore belirgin derecede yuksekti. Genotggildni ve alel sikliklari Behcet

hastalari ve kontrol grubu arasinda anlamli oléaakiydi.

Tablo 4.11.ROCK1geni rs111874856 (Val355lle) polimorfizminin geipote alel
dagihmi.

Genotipler/  Kontrol grubu Hasta grubu P OR (95% CI)
Aleller (n=242) (n=175)
n (%) n (%)
C/C 221 (91.3) 72 (41.1)
CIT 21 (8.7) 103 (58.9) <0.0001 15.055 (8.777-25.822)
T/T 0 (0.0) 0 (0.0)
C 463 (95.7) 247 (70.6)
T 21 (4.3) 103 (29.4) <0.0001 9.194 (5.609-15.070)

OR: Odds orani, CI: guvenlik argii

Klinik bulgularin timinde (jenital Ulser, eritemaodozum, pozitif paterji testi,
akneiform lezyonlar, vaskuler tutulum, Uveit, @i HLA pozitiflik) CT genotipi ve T

aleli kontrol grubunagore anlaml derecede yuks@kiblo 4.12).
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Tablo 4.12. ROCK1geni rs111874856 (Val355Ile) polimorfizminin jeaditilser, eritema nodozum, pozitif paterji, aknaskiler tutulum,

norolojik tutulum, Gveit, artrit, HLA pozitiflik sptanan hastalar ve kontrol grubundaki genotip eeadsilimi.

Genotip/ Kontrol  J.U. P E.N. P P.P. P AL P V.T. P Uveit P Artrit P HLA+ P
Alel (n=242) (n=128) (n=35) (n=68) (n=71) (n=26) (n=55) (n=41 (n=31)

n (%) n(%o) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
CiC 221 60 18 35 44 15 30 17 23

(91.3) (46.9) (51.4) (51.5) (62.0) (57.7) (54.5) (41.5) (74.2)
CIT 21 68 17 33 27 11 25 24 8

(8.7) (53.1) <0.0001 (48.6) <0.0001 (48.5) <0.0001 (38.0) <0.0001 (42.3) <0.0001 (45.5) <0.0001 (58.5) <0.0001 (25.8) 0.0087

TIT 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(0.0) (0.0 (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0)
C 463 188 53 103 115 41 85 58 54
(95.7)  (73.4) (24.3) (75.7) (81.0) (78.8) (77.3) (70.7) (87.1)
T 21 68 17 33 27 11 25 24 8

(4.3) (26.6) <0.0001 (75.7) <0.0001 (24.3) <0.0001 (19.0) <0.0001 (21.2) <0.0001 (22.7) <0.0001 (29.3) <0.0001 (12.) 0.0109

J.0.: Jenital GlseE.N.: Eritema nodozun®.P.: Pozitif paterji, A.L.: Akneiform lezyon, V. TVaskiiler tutulum
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rs112108028 (Pro1164Leu) polimorfizmi

GG ve GA genotipi sirasi ile hasta grubunda %&8@.2610.3, kontrol grubunda ise
%60 ve %39.%eklindeydi. Her iki grupta da AA genotipine rasttaadi. GA genotipi
aleli sirasi ile hasta grubunda %94.8 ve %05.2 trkbrgrubunda  %80.2 ve %19.8
olarak tespit edildi (Tablo 4.13). A aleli Beh¢etstalarinda anlamli derecedesikti.
Genotip ve alel sikliklari Behcget hastalari ve kongrubu arasinda anlamlh olarak
farkhydi.

Tablo 4.13:ROCK1geni rs112108028 (Pro1164Leu) polimorfizminin ggmee alel
dagilimi

Genotipler/ Kontrol grubu Hasta grubu P OR (95% CI)
Aleller (n=252) (n=174)
n (%) n (%)
GIG 152 (60.3) 156 (89.7)
G/A 100 (39.7) 18 (10.3) <0.0001 0.175 (0.101-0.304)
A/A 0 (0.0) 0 (0.0)
G 404 (80.2) 330 (94.8)
A 100 (19.8) 18 (5.2) <0.0001 0.220 (0.131-0.372)

OR: Odds orani, ClI: guvenlik arali

Vaskuler tutulum dandaki tim klinik bulgulari (jenital Glser, eritenmdozum, pozitif
paterji testi, akneiform lezyonlar, tveit, artri ¥YILA pozitiflik) gosteren olgularda GA

genotipi ve A aleli kontrol grubuna gére anlamarak diguktl (Tablo 4.14).
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Tablo 4.14.ROCK1geni rs112108028 (Prol164Leu) polimorfizminin jenitdser, eritema nodozum, pozitif paterji, akne, vaskiutulum,

norolojik tutulum, Gveit, artrit, HLA pozitiflik sptanan hastalar ve kontrol grubundaki genotip eedadsilimi

Genotip/ Kontrol  J.U. P E.N. P P.P. P AL P V.T. P Uveit P Artrit P HLA+ P
Alel (n=252) (n=124) (n=36) (n=66) (n=70) (n=25) (n=58) (n=42) (n=31)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
GIG 152 110 31 59 62 19 51 36 29
(60.3) (88.7) (86.1) (89.4) (88.6) (76.0) (87.9) (85.7) (93.5)
G/A 100 14 5 7 8 6 7 6 2
(39.7) (11.3) <0.0001 (13.9) 0.0026 (10.6) <0.0001 (11.4) <0.0001 (24.0) 0.1370 (12.1) <0.0001 (14.3) 0.0015 (6.5) 0.0001
AJA 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(0.0) (0.0 (0.0) (0.0) (0.0) (0.0 (0.0) (0.0 (0.0
G 404 234 67 125 132 44 109 78 60
(80.2) (94.4) (93.1) (94.7) (94.3) (88.0) (94.0) (92.9) (96.8)
A 100 14 5 7 8 6 7 6 2
(19.8) (5.6) <0.0001 (6.9) 0.0055 (5.3) <0.0001 (5.7) <0.0001 (12.0) 0.2564 (6.0) 0.0002 (7.1) 0.0034 (3.2) 0.0004

T9

J.U.: Jenital tlser, E.N.: Eritema nodozum, P.Bziti# paterji, A.L.: Akneiform lezyon, V.T.: Vaskér tutulum



ROCK2 geni

rs726843 polimorfizmi

CC, CT ve TT genotip galimlar sirasi ile hasta grubunda %42.9, %20.8686.8,
kontrol grubunda %43.1, %20.1 ve %36eklindeydi. Alel sikliklarina bakilginda C
ve T aleli hasta grubunda %53.3 ve %46.7, kongrolbunda %53.1 ve %46.9
seklindeydi. Genotip ve alel sikliklari Behcget héemta ve kontrol grubu arasinda
anlamh farklihk géstermedi (Tablo 4.15).

Tablo 4.15. ROCK2geni rs726843 polimorfizminin, genotip ve alegdami

Genotipler/ Kontrolgrubu  Hasta grubu P OR (95% CI)
Aleller (n=209) (n=168)
n (%) n (%)
C/C 90 (43.1) 72 (42.9)
CIT 42 (20.1) 35 (20.8) 0.9940 1.042 (0.604-1.797)
T/T 77 (36.8) 61 (36.3) 0.9665 0.990 (0.627-1.564)
C 222 (53.1) 179 (53.3)
T 196 (46.9) 157 (46.7) 0.9643 0.993 (0.745-1.325)

OR: Odds orani, CI: guvenlik argii

rs2290156 polimorfizmi

GG, GC ve CC genotipleri sirasi ile hasta grubu¥ds.9, %18.9 ve %22.2, kontrol
grubunda %52.5, %25.2 ve %228&klindeydi. Alel sikliklarina bakilginda G ve C
alelleri sirasi ile hasta grubunda %68.3 ve %3k@ntrol grubunda %65.1 ve %34.9
olarak tespit edildi. Genotip ve alel sikliklariiget hastalar ve kontrol grubu arasinda

anlamh farklihk géstermedi (Tablo 4.16).
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Tablo 4.16.ROCK2geni rs2290156 polimorfizminin, genotip ve aleguliani

Genotipler/ Kontrolgrubu Hasta grubu P OR (95% CI)
Aleller (n=238) (n=180)

n (%) n (%)
GIG 125 (52.5) 106 (58.9)
G/C 60 (25.2) 34 (18.9) 0.1387 0.668 (0.400%)
C/C 53 (22.3) 40 (22.2) 0.7283  0.890 (0.54846)
G 310 (65.1) 246 (68.3)
C 166 (34.9) 114 (31.7) 0.3687  0.865 (0.64158)

OR: Odds orani, CI: guvenlik argii

rs965665 polimorfizmi

GG, GC ve CC genaotipleri sirasi ile hasta grubuAda .5, %20.4 ve %2.1 ve kontrol
grubunda %75.0, %23.6 ve %Jlsdklindeydi. Alel frekanslarina bakiiginda G ve C
aleli sirasi ile hasta grubunda %87.7 ve %12.3 trkbrgrubunda %86.8 ve %13.2
olarak tespit edilmtir. Genotip ve alel sikliklari Behget hastalari kentrol grubu

arasinda anlamli farkhlik gostermedi (Tablo 4.17).

Tablo 4.17.ROCK2geni rs965665 polimorfizminin genotip ve alegdami

Genotipler/  Kontrol grubu  Hasta grubu P OR (95% CI)
Aleller (n=276) (n=191)
n (%) n (%)
GIG 207 (75.0) 148 (77.5)
G/C 65 (23.6) 39 (20.4) 0.5148 0.839 (0.535:4)3
C/C 4 (1.4) 4(2.1) 0.7244  1.399 (0.344-5.684)
G 479 (86.8) 335 (87.7)
C 73 (13.2) 47 (12.3) 0.7534  0.921 (0.622-1)363

OR: Odds orani, CI: guvenlik argii
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rs10178332 polimorfizmi

AA, AC ve CC genotipleri sirasi ile hasta grubufd?1.0, %15.6 ve %13.4, kontrol
grubunda %68.3, %22.5 ve %%eklindeydi. Alel frekanslarina bakiiginda A ve C
aleli sirasi ile hasta grubunda %78.8 ve %21.2 trkbrgrubunda %79.6 ve %20.4
olarak tespit edilmtir. Genotip ve alel sikliklari Behget hastalari kentrol grubu
arasinda anlamli farkhlik gostermedi (Tablo 4.18).

Tablo 4.18.ROCK2geni rs10178332 polimorfizminin genotip ve alegdiani

Genotipler/ Kontrol grubu Hasta grubu P OR (95% CI)
Aleller (n=218) (n=179)
n (%) n (%)

A/A 149 (68.3) 127 (71.0)

AlC 49 (22.5) 28 (15.6) 0.1679 0.670 (0.39829)1
C/C 20 (9.2) 24 (13.4) 0.3309 1.408 (0.743-2)66
A 347 (79.6) 282 (78.8)

C 89 (20.4) 76 (21.2) 0.8461  1.051 (0.745-1)482

OR: Odds orani, CI: guvenlik argil

rs2230774 (Thr431Asn) polimorfizmi

CC, CA, ve AA genaotipleri sirasi ile hasta grubuftia7.3, %44.4 ve %28.3 ve kontrol
grubunda %30.2, %45.7 ve %24dklindeydi. Alel frekanslarina bakiginda C ve A
aleli sirasi ile hasta grubunda %49.5 ve %50.5trebrgrubunda %53.0 ve % 47.0
olarak tespit edilmtir. Genotip ve alel sikliklari Behcget hastalari kentrol grubu

arasinda anlamli farkhlik géstermedi (Tablo 4.19).
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Tablo 4.19.ROCK2geni rs2230774 (Thr431Asn) polimorfizminin genotgpalel

dagilimi
Genotipler/ Kontrol grubu Hasta grubu P OR (95% CI)
Aleller (n=265) (n=187)
n (%) n (%)
C/C 80 (30.2) 51 (27.3)
C/IA 121 (45.7) 83 (44.4) 0.8370 1.076 (0.687-1.686)
A/A 64 (24.1) 53 (28.3) 0.3758 1.299 (0.783-2.154)
C 281 (53.0) 185 (49.5)
A 249 (47.0) 189 (50.5) 0.3244 1.153 (0.885-1.503)

OR: Odds orani, CI: guvenlik argili

rs2230774 (Thr431Ser) polimorfizmi

CC, CG ve GG genotipleri sirasi ile hasta grubu¥®.3, %46.7 ve %28.0, kontrol

grubunda %30.7, %44.4 ve %246&Klindeydi. Alel frekanslarina bakiginda C ve G

aleli sirasi ile hasta grubunda %48.6 ve %51.4 trkbrgrubunda %52.9 ve %47.1

olarak tespit edilmtir. Genotip ve alel sikliklari Behcget hastalari kentrol grubu

arasinda anlamli farkhlik géstermedi (Tablo 4.20).
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Tablo 4.20.ROCK2geni rs2230774 (Thr431Ser) polimorfizminin genatgalel
dagilimi

Genotipler/ Kontrol grubu Hasta grubu P OR (95% CI)
Aleller (n=257) (n=182)
n (%) n (%)
C/C 79 (30.7) 46 (25.3)
C/IG 114 (44.4) 85 (46.7) 0.3475 1.281 (0.809-2.027)
GIG 64 (24.9) 51 (28.0) 0.2897 1.369 (0.816-2.296)
C 272 (52.9) 177 (48.6)
G 242 (47.1) 187 (51.4) 0.2361 1.187 (0.908-1.554)

OR: Odds orani, CI: guvenlik argil

rs6755196 polimorfizmi

GG, GA ve AA genotipleri sirasi ile hasta grubufd@s.9, %20.9 ve %3.2, kontrol
grubunda %72.9, %25.3 ve %1s8klindeydi. Alel frekanslarina bakiginda G ve A
aleli sirasi ile hasta grubunda %86.4 ve %13.6 trkbrgrubunda %85.5 ve %14.5
olarak tespit edilmtir. Genotip ve alel sikliklari Behget hastalari kentrol grubu

arasinda anlamli farkhlik gostermedi (Tablo 4.21).

66



Tablo 4.21.ROCK2geni rs6755196 polimorfizminin genotip ve alegdeni

Genotipler/ Kontrol grubu Hasta grubu P OR (95% CI)
Aleller (n=273) n=187)
n (%) n (%)
GIG 99 (72.9) 142 (75.9)
G/A 69 (25.3) 39 (20.9) 0.3635 0.792 (0.506-1)240
A/A 5(1.8) 6 (3.2) 0.5370 1.682 (0.503-5.620)
G 467 (85.5) 323 (86.4)
A 79 (14.5) 51 (13.6) 0.7951 0.933 (0.639-1.364)

OR: Odds orani, CI: guvenlik argii

rs10929732 polimorfizmi
GG, GA ve AA genotipleri sirasi ile hasta grubufdé6.7, %29.7 ve %3.6, kontrol

grubunda %70.0, %27.8 ve %Xeklindeydi. Alel frekanslarina bakiginda G ve A
aleli sirasi ile hasta grubunda %81.5 ve %18.5trebyrubunda %83.9 ve %16.1
olarak tespit edilmtir. Genotip ve alel sikliklari Behget hastalari kentrol grubu

arasinda anlamli farkhlik gostermedi(Tablo 4.22).
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Tablo 4.22.ROCK2geni rs10929732 polimorfizminin genotip ve alegdiani

Genotipler/  Kontrol grubu Hasta grubu P OR (95% CI)
Aleller (n=273) (n=192)

n (%) n (%)
GIG 191 (70.0) 128 (66.7)
G/A 76 (27.8) 57 (29.7) 0.6648 1.119 (0.743-1)686
A/A 6 (2.2) 7 (3.6) 0.3918 1.741 (0.572-5.301)
G 458 (83.9) 313 (81.5)
A 88 (16.1) 71 (18.5) 0.3911 1.181 (0.837-1.666)

OR: Odds orani, CI: guvenlik argii

rs34945852 (Lys1083Met) polimorfizmi

TT, TA ve AA gencatipleri sirasi ile hasta gruburidd2.2, %19.9 ve %7.9, kontrol
grubunda %70.6, %13.9 ve %15&klindeydi. Alel frekanslarina bakiiginda T ve A
aleli sirasi ile hasta grubunda %82.1 ve %17.9 trkbrgrubunda %77.6 ve %22.4
olarak tespit edilmtir. Genotip ve alel sikliklari Behget hastalari kentrol grubu

arasinda anlamli farkhlik gostermedi (Tablo 4.23).
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Tablo 4.23.ROCK2geni rs34945852 (Lys1083Met) polimorfizminin gepote alel

dagilimi
Genotipler/ Kontrol grubu Hasta grubu P OR (95% CI)
Aleller (n=194) (n=126)

n (%) n (%)
TIT 137 (70.6) 91 (72.2)
T/IA 27 (13.9) 25 (19.9) 0.3493 1.394 (0.761-2)553
AlA 30 (15.5) 10 (7.9) 0.0791 0.502 (0.234-1.077)
T 301 (77.6) 207 (82.1)
A 87 (22.4) 45 (17.9) 0.1954 0.752 (0.504-1.123)

OR: Odds orani, CI: guvenlik argli

rs35768389 (Asp601Val) polimorfizmi
TT, TA ve AA genaotipleri sirasi ile hasta gruburfid 1.8, %30.3 ve %27.9, kontrol

grubunda %64.6, %9.4 ve %26&6klindeydi. Alel frekanslarina bakiginda T ve A

aleli sirasi ile hasta grubunda %57.0 ve %43.0 trkbrgrubunda %69.3 ve %30.7
olarak tespit edilmgtir. TA, AA genotipi ve A aleli Behcget hastalarinkantrol grubuna
gore belirgin olarak yiksek bulundu. Genotip vel aldiliklari Behcet hastalari ve

kontrol grubu arasinda anlaml olarak farklydii§lice4.24).
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Tablo 4.24.ROCK2geni rs35768389 (Asp601Val) polimorfizminin geipotie alel
dagilimlari

Genotipler/ Kontrol grubu Hasta grubu P OR (95% CI)
Aleller (n=246) (n=165)

n (%) n (%)
TIT 159 (64.6) 69 (41.8)
T/A 23 (9.4) 50 (30.3) <0.0001 5.009 (2.836-8.850)
A/A 64 (26.0) 46 (27.9) 0.0479 1.656 (1.032-2.657)
T 341 (69.3) 188 (57.0)
A 151 (30.7) 142 (43.0) 0.0004 1.706 (1.276-2.280)

OR: Odds orani, CI: guvenlik argii

Klinik bulgularla yapmg oldugumuz kagilastirmada TA genotipi jenital Ulser, pozitif
paterji testi, akneiform lezyon, vaskuler tutulumiveitte artritli, HLA pozitiflik
saptanan olgularda, AA genotipi pozitif paterjknaiform lezyon HLA pozitiflik
saptanan olgularda ytiksek bulundu. A alelinin dait@é Glser, pozitif paterji testi,
akneiform lezyon, vaskuler tutulum, Uveit, HLA ptiftik gorilen olgularda yiksek

oldugu tespit edildi (Tablo 4.25).
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Tablo 4.25.ROCK2geni rs35768389 polimorfizminin jenital Ulser,tema nodozum, pozitif paterji, akne, vaskiler turul nérolojik tutulum,
dveit, artrit, HLA pozitiflik saptanan hastalar kentrol grubundaki genotip ve alelgami

Genotip/ Kontrol  J.U. P E.N. P P.P. P AlL. P V.T. P Uveit P Artrit P HLA+ P
Alel (n=246) (n=121) (n=33) (n=63) (n=70) (n=27) (n=55) (n=40) (n=30)

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
T/T 159 52 16 20 23 11 22 20 11

(64.6) (43.0) (48.5) (31.7) (32.9) (40.8) (40.0) (50.0) (36.7)
T/IA 23 34 6 6 21 6 15 9 6

(9.4) (28.1) <0.0001 (18.2) 0.0976 (25.4) <0.0001 (30.0) <0.0001 (22.2) 0.0222 (27.3) 0.0002 (22.5) 0.0215 (20.0) 0.0222

AIA 64 35 11 27 26 10 18 11 13
(26.0) (28.9) 0.0686 (33.3) 0.2651 (42.9) 0.0003 (37.1) 0.0018 (37.0) 0.0841 (32.7) 0.0623 (27.5) 0.5285 (43.3) 0.0184

T 341 138 38 56 67 28 59 49 28
(69.3)  (57.0) (57.6) (44.4) (47.9) (51.9) (53.6) (61.3) (46.7)
A 151 104 28 70 73 26 51 31 32

(30.7) (43.0) 0.0014 (42.4) 0.0756 (55.6) <0.0001 (52.1) <0.0001 (48.1) 0.0143 (46.4) 0.0024 (38.7) 0.1916 (53.3) 0.0007

T.

J.U.: Jenital Ulser, E.N.: Eritema nodozum, P.Bzitif paterji, A.L.. Akneiform lezyon, V.T.: Vaskér tutulum



rs1515219 polimorfizmi

CC, CT vr TT genotipi sirasi ile hasta grubunda 295 %27.7 ve %20.3, kontrol
grubunda %31.7, %44.6 ve %23&klindeydi. Alel sikliklarina bakilginda C ve T
aleli sirasiyla hasta grubunda %65.8 ve %34.2 trebgrubude ise %54 ve %46 olarak
tespit edildi. CT ve TT genotipi gdimlari ve T alel sikigl Behcet hastalarinda kontrol

grubuna gore anlaml olarak diktti (Tablo 4.26).

Tablo 4.26.ROCK2geni rs1515219 polimorfizminin genotip ve alegdenlari

Genotipler/ Kontrol grubu Hasta grubu P OR (95% CI)
Aleller (n=224) (n=177)

n (%) n (%)
C/C 71 (31.7) 92 (52.0)
CIT 100 (44.6) 49 (27.7)  <0.0001 0.378 (0.238-0.600)
TIT 53 (23.7) 36 (20.3) 0.0217 0.524 (0.310-0.886)
C 242 (54.0) 233 (65.8)
T 206 (46.0) 121 (34.2) 0.0010 0.610 (0.458-0.814)

OR: Odds orani, CI: guvenlik araii

Tam klinik bulgularn (jenital Glser, eritema nodaap pozitif paterji testi, akneiform
lezyonlar, vaskuiler tutulum, Gveit, artrit ve HLAoztiflik) gOsteren hastalarda CT
genotipi kontrol grubunagére anlamli derecedgi#diii. TT genotipi eritema nodozum,
pozitif paterji testi, akneiform lezyonlar, Gvei LA pozitiflige gére anlamli derecede
disukti. Alel frekanslarina bakilginda T alelinin vaskiler tutulum (jenital Glser,
eritema nodozum, pozitif paterji testi, akneiforazyon, Gveit, artrit, HLA pozitiflik)

disindaki dger tim Klinik bulgularda kontrol grubuna goéresdik olduzu goéruldi

(Tablo 4.27).
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Tablo 4. 27. ROCK2geni rs1515219 polimorfizminin jenital tlser, enta nodozum, pozitif paterji, akne, vaskuler tutuludrolojik tutulum,

aveit, artrit, HLA pozitiflik saptanan hastalar kentrol grubundaki genotip ve alelgami

Genotip/ Kontrol  J.U. P EN. P P.P. P AlL. P V.T. P Uveit P Artrit P HLA+ P
Alel (n=224) (n=131) (n=36) (n=68) (n=72) (n=26) (n=57) (n=41) (n=32)

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
CiC 71 69 26 41 51 14 37 22 26

(31.7) (52.7) (72.2) (60.3) (70.8) (53.8) (64.9) (53.7) (81.25)
CIT 100 33 4 17 9 4 15 11 2

(44.6) (25.2) <0.0001 (11.1) <0.0001 (25.0) 0.0002 (12.5) <0.0001 (15.4) 0.0050 (26.3) 0.0003 (26.8) 0.0123 (6.25) <0.0001

TIT 53 29 6 10 12 8 5 8 4
(23.7) (22.1) 0.0607 (16.7) 0.0141 (14.7) 0.0052 (16.7) 0.0012 (30.8) 0.6445 (8.8) 0.0003 (19.5) 0.1451 (12.5) 0.0028

C 242 171 56 99 111 32 89 55 54
(54.0)  (65.3) (77.8) (72.8) (77.1) (61.5) (78.1) (67.1) (84.4)
T 206 91 16 37 33 20 25 27 10

(46.0) (34.7) 0.0043 (22.2) 0.0003 (27.2) 0.0001 (22.9) <0.0001 (38.5) 0.3766 (21.9) <0.0001 (32.9) 0.0386 (15.6) <0.0001

J.U.: Jenital tlser, E.N.: Eritema nodozum, P.Bziti# paterji, A.L.: Akneiform lezyon, V.T.: Vaskér tutulum
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RhoA geni
rs2878298 polimorfizmi

GG, GA ve AA genatipleri sirasi ile hasta grubudas.1, %48.4 ve %16.5, kontrol
grubunda %43.0, %39.1 ve %1%&klindeydi. Alel frekanslarina bakiiginda G ve A
aleli sirasi ile hasta grubunda %59.3 ve %40.7 trkbrgrubunda %62.5 ve %37.5
olarak tespit edildi. Genotip ve alel sikliklariiget hastalar ve kontrol grubu arasinda

anlamh farklillk géstermedi (Tablo 4.28).

Tablo 4.28.RhoAgeni rs2878298 polimorfizminin genotip ve alegdenlari

Genotipler/ Kontrol grubu Hasta grubu P OR (95% CI)
Aleller (n=263) (n=194)

n (%) n (%)
GIG 113 (43.0) 68 (35.1)
G/A 103 (39.1) 94 (48.4) 0.0591 1.517 (1.006-2)28
AIA 47 (17.9) 32 (16.5) 0.7572 1.131 (0.659-1)943
G 329 (62.5) 230 (59.3)
A 197 (37.5) 158 (40.7) 0.3505 1.147 (0.877-1)501

OR: Odds orani, CI: guvenlik arali
rs6784820 polimorfizmi

AA, AG ve GG genotipi ve G aleli sirasi ile hagrabunda %43.6, %27.1 ve %29.3,
kontrol grubunda 9%59.4, %14.2 ve %Z26.4 olarak hdlu Alel frekanslarina
bakildginda A ve G aleli sirasi ile hasta grubunda %5€.2042.9, kontrol grubunda
%66.5 ve %33.5 olarak tespit edildi. AG genotip Gealeli hasta grubunda kontrol
grubuna gore anlaml derecede yuksekti. Genotigihddar ve alel sikigi Behget
hastalari ve kontrol grubu arasinda anlaml dere€adklilk gosterdi (Tablo 4.29).
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Tablo 4.29.RhoAgeni rs6784820 polimorfizminin genotip ve alegdanlar

Genotipler/  Kontrol grubu Hasta grubu P OR (95% CI)
Aleller (n=155) (n=140)
n (%) n (%)
A/A 92 (59.4) 61 (43.6)
AIG 22 (14.2) 38 (27.1) 0.0033 2.605 (1.406-4.828)
GIG 41 (26.4) 41 (29.3) 0.1753 1.508 (0.878-2.590)
A 206 (66.5) 160 (57.1)
G 104 (33.5) 120 (42.9) 0.0250 1.486 (1.064-2.075)

OR: Odds orani, CI: guvenlik argii

Klinik bulgulara gore yapilan gerlendirmede, AG genotipi artrit gindaki tim klinik
bulgulari (jenital Ulser, pozitif paterji testi, éiform lezyon, vaskuler tutulum, Gveit,
HLA pozitiflik) gosteren hastalarda kontrol grulagidre anlamli derecede yuksek
bulundu. G aleli jenital Ulser, pozitif patemisti, akneiform lezyonlu olgularda kontrol
grubuna gore anlamli derecede yiksekti (Tablo 4.30)
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Tablo 4.30.RhoAgeni rs6784820 polimorfizminin jenital tlser, erta nodozum, pozitif paterji, akne, vaskuiler tutulinorolojik tutulum,

Gveit, artrit, HLA pozitiflik saptanan hastalar kentrol grubundaki genotip ve alelgami

Genotip/ Kontrol  J.U. P E.N. P P.P. P AL P V.T. P Uveit P Artrit P HLA+ P
Alel (n=155) (n=99) (n=31) (n=51) (n=59) (n=22) (n=42) (n=30) (n=27)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
AJA 92 42 13 18 24 7 18 12 11
(59.4) (42.4) (41.9) (35.3) (40.7) (31.8) (42.8) (40) (40.8)
AIG 22 24 11 18 16 9 12 8 8

(14.2) (24.2) 0.0187 (35.5) 0.0088 (35.3) 0.0009 (27.1) 0.0178 (40.9) 0.0029 (28.6) 0.0280 (26.7) 0.0763 (29.6) 0.0383

GIG 41 33 7 15 19 6 12 10 8
(26.4)  (33.4) 0.0793 (22.6) 0.7969 (29.4) 0.1660 (32.2) 0.1552 (27.3) 0.3505 (28.6) 0.3893 (33.3) 0.2211 (29.6) 0.4312

A 206 108 37 54 64 23 48 32 30
(66.5)  (54.5) (59.7) (51.4) (54.2) (52.3) (57.1) (53.3) (55.6)
G 104 90 25 48 54 21 36 28 24

(335) (45.5) 0.0093 (40.3) 0.1704 (48.6) 0.0196 (45.8) 0.0259 (47.7) 0.0943 (42.9) 0.1463 (46.7) 0.0728 (44.4) 0.1636

J.U.: Jenital tlser, E.N.: Eritema nodozum, P.Bzit# paterji, A.L.: Akneiform lezyon, V.T.: Vaskér tutulum



rs974495 polimorfizmi
GG, GA ve AA genotipi sirasi ile hasta grubunda 9%4 %28.1 ve %22.2, kontrol

grubunda %55.5, %16.5 ve %28.0 olarak bulundu.gérotipi hasta grubunda kontrol
grubuna goére anlamli derecede yuksekti. Alel frakamna bakildiinda G ve A aleli
sirasi ile hasta grubunda %63.7 ve %36.3, kogiabunda %63.8 ve %36.2 olarak
tespit edildi (Tablo 4.31). Genotip glami1 Behcet hastalari ve kontrol grubude anlaml
derecede farklillk gosterdi. Alel frekanslar! is#sta ve kontrol grubu arasinda anlamli

farklhlik gostermedi.

Tablo 4.31. RhoAgeni rs974495 polimorfizminin genotip ve alegdamlari

Genotipler/  Kontrol grubu  Hasta grubu P OR (95% CI)
Aleller (n=200) (n=171)

n (%) n (%)
GIG 111 (55.5) 85 (49.7)
G/A 33 (16.5) 48 (28.1) 0.0228 1.899 (1.123-3.213)
A/A 56 (28.0) 38 (22.2) 0.7282 0.886 (0.538eD1
G 255 (63.8) 218 (63.7)
A 145 (36.2) 124 (36.3) 0.9984 1.000 (0.74151)3

OR: Odds orani, CI: guvenlik argii

Klinik bulgulara gore yapilan gerlendirmede, akneiform lezyonu olanlarda AA
genotipi ve A aleli, vaskuler tutulum gosterenthlsda ise sadece A aleli kontrol
grubundan anlaml olarak gliktti (Tablo 4.32).

77



8.

Tablo 4.32.RhoAgeni rs974495 polimorfizminin jenital Ulser, enta nodozum, pozitif paterji, akne, vaskuler tutulundrolojik tutulum, Uveit,

artrit, HLA pozitiflik saptanan hastalar ve kontgrubundaki genotip ve alel sigi

P
Genotip/ Kontrol  J.U. EN. P P.P. P AlL. P V.T. P Uveit P Artrit P HLA+ P
Alel (n=200) (n=121) (n=30) (n=63) (n=68) (n=24) (n=51) (n=38) (n=29)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
G/G 111 64 21 39 46 18 29 24 17
(55.5) (52.9) (70.0) (61.9) (67.6) (75.0) (56.9) (63.2) (58.6)
G/A 33 33 3 13 13 2 12 7 8

(16.5)  (27.3) 0.0804 (10.0) 0.2967 (20.6) 0.8488 (19.1) 1.0000 (8.3) 0.2509 (23.5) 0.4141 (18.4) 1.0000 (27.6) 0.6128

AIA 56 24 6 11 9 4 10 7 4
(28.0) (19.8) 0.3776 (20.0) 0.2748 (17.5) 0.1623 (13.2) 0.0166 (16.7) 0.2221 (19.6) 0.4463 (18.4) 0.2953 (13.8) 0.2204

G 255 161 45 91 105 38 70 55 42
(63.8)  (66.5) (75.0) (72.8) (77.2) (79.2) (68.6) (72.4) (72.4)
A 145 81 15 35 31 10 32 21 16

(36.2) (33.5) 0.5292 (25.0) 0.1186 (27.8) 0.1009 (22.8) 0.0054 (20.8) 0.0369 (31.4) 0.4213 (27.6) 0.1889 (27.6) 0.2525

J.U.: Jenital tlser, E.N.: Eritema nodozum, P.Bziti paterji, A.L.: Akneiform lezyon, V.T.: Vaskér tutulum



rs2177268 polimorfizmi

TT, TA ve AA genotipleri sirasi ile hasta grubun@a48.5, %33.5 ve %18.0, kontrol
grubunda %61.7, %12.2 ve %26.1 olarak tespit ediidl frekanslarina bakildinda T

ve A aleli sirasi ile hasta grubunda %65.2 ve &3<bontrol grubunda %67.8 ve %32.2
olarak bulundu. TA genotipi Behcet hastalarindatiargrubuna goére anlamli derecede
yuksekti (Tablo 4.33). Genotip géami Behcet hastalarinda kontrol grubuna goére
anlamh derecede farkhydi. Alel sikliklari Behdmdstalari ve kontrol grubu arasinda

anlamh farklik géstermedi.

Tablo 4.33.RhoAgeni rs2177268 polimorfizminin genotip ve alegdemlari

Genotipler/ Kontrol grubu  Hasta grubu P OR (95% CI)
Aleller (n=222) (n=161)
n (%) n (%)

TIT 137 (61.7) 78 (48.5)

T/A 27 (12.2) 54 (33.5) <0.0001 3.513 (2.049-6.024)
A/A 58 (26.1) 29 (18.0) 0.7249 0.878 (0.519-1.485)
T 301 (67.8) 210 (65.2)

A 143 (32.2) 112 (34.8)  0.5035 1.123 (0.829-1.521)

OR: Odds orani, CI: guvenlik argili

TA genotipi eritema nodozumgindaki kasilastirdigimiz tim klinik bulgulari (jenital
Ulser, pozitif paterji testi, akneiform lezyon, Wéter tutulum, Gveit, artrit, HLA
pozitiflik) gosteren hastalarda anlaml olarak segikti. Alel sikliklari higbir klinik
bulgu icin kontrol grubundan anlamli derecede fadkgildi (Tablo 4.34).
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Tablo 4.34.RhoAgeni rs2177268 polimorfizminin jenital Glser, erta nodozum, pozitif paterji, akne, vaskuiler tutuylinorolojik tutulum,

aveit, artrit, HLA pozitiflik saptanan hastalar kentrol grubundaki genotip ve alelgami.

Genotip/ Kontrol  J.U. P EN. P P.P. P AlL. P V.T. P Uveit P Artrit P HLA+ P
Alel (n=222) (n=114) (n=31) (n=62) (n=66) (n=25) (n=53) (n=36) (n=33)

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
TIT 137 61 21 34 37 15 31 18 17

(61.7) (53.5) (67.7) (54.8) (56.1) (60.0) (58.5) (50.0) (51.5)
T/IA 27 32 7 16 16 5 14 12 12

(12.2) (28.1) 0.0017 (22.6) 0.2876 (25.8) 0.0253 (24.2) 0.0458 (20.0) 0.3521 (26.4) 0.0350 (33.3) 0.0058 (36.4) 0.0046

AIA 58 21 3 12 13 5 8 6 4
(26.1)  (18.4) 05824 (9.7) 0.0923 (19.4) 0.7194 (19.7) 0.7272 (20.0) 0.7992 (15.1) 0.3297 (16.7) 0.8127 (12.1) 0.4467

T 301 154 49 80 90 35 76 48 46
(67.8)  (67.5) (79.0) (66.7) (68.2) (70.0) (71.7) (66.7) (69.7)
A 143 74 13 40 42 15 30 24 20

(32.2) (32.5) 0.9479 (21.0) 0.0790 (33.3) 0.9014 (31.8) 0.9330 (70.0) 0.8732 (28.3) 0.5082 (33.3) 0.9572 (30.3) 0.8665

J.U.: Jenital Ulser, E.N.: Eritema nodozum, PP@zitif paterii, A.L.: Akneiform lezyon, V.T.: Vasker tutulum



rs3448 polimorfizmi
CC, CT ve TT genatipleri sirasi ile hasta grubufti8.4, %14.9 ve %16.7, kontrol

grubunda %60.9, %15.9 ve %23&klindeydi. Genotip dalimlari Behget hastalari ve
kontrol grubu arasinda anlamh farkhlik géstermedel frekanslarina bakilginda C
ve T aleli sirasi ile Behcet hastalarinda %75.9624.1, kontrol grubunda %68.8 ve
%31.2 olarak kaydedildi. T aleli Behcget hastalaamrahlamli olarak diilk bulundu

(Tablo 4.35).

Tablo 4-35. RhoAgeni rs3448 polimorfizminin genotip ve alelgdamlari

Genotipler/  Kontrol grubu  Hasta grubu P OR (95% CI)
Aleller (n=207) (n=168)
n (%) n (%)
C/C 126 (60.9) 115 (68.4)
CIT 33 (15.9) 25 (14.9) 0.5602 0.830 (0.466-1)480
TIT 48 (23.2) 28 (16.7) 0.1262 0.639 (0.376-1)086
C 285 (68.8) 255 (75.9)
T 129 (31.2) 81 (24.1) 0.0397 0.702 (0.507-0.972)

OR: Odds orani, CI: guvenlik argii

Klinik bulgulara gore kamnlastitma yapildginda, TT genotipinin pozitif paterji testi,
akneiform lezyonlar artrit ve HLA pozitiflik gosten hastalarda kontrol grubunagore
anlamh derecede dilk oldusu goéraldi. T aleli vaskiler tutulumsaindaki tim Klinik
bulgulari (jenital Ulser, eritema nodozum, poztiterji testi, akneiform lezyon, lveit,

artrit ve HLA pozitiflik) gosteren olgularda kontrgrubuna gére diiiktti (Tablo 4.36).
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Tablo 4.36. RhoAgeni rs3448 polimorfizminin jenital Ulser, eritemadozum, pozitif paterji, akne, vaskiler tutulumyyolojik tutulum, tveit,

artrit, HLA pozitiflik saptanan hastalar ve kontgrubundaki genotip ve alel sigi

Genotip/ Kontrol  J.U. P E.N. P P.P. P AL P V.T. P Uveit P Artrit P HLA+ P
Alel (n=207) (n=111) (n=34) (n=61) (n=64) (n=26) (n=49) (n=36) (n=30)

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
CiC 126 79 26 47 50 19 34 31 23

(60.9) (71.2) (76.5) (77.0) (78.2) (73.1) (69.4) (86.1) (76.7)
CIT 3 13 5 7 7 4 10 3 5

(15.9) (11.7) 0.2365 (14.7) 0.6330 (11.5) 0.2326 (10.9) 0.2322 (15.4) 1.0000 (20.4) 0.8353 (8.3) 0.1450 (16.7) 1.0000

TIT 48 19 3 7 7 3 5 2 2
(23.2) (17.11) 0.1448 (8.8) 0.0626 (11.5) 0.0294 (10.9) 0.0197 (11.5) 0.2026 (10.2) 0.0650 (5.6) 0.0070 (6.6)  0.0460

C 285 171 57 101 107 42 78 65 51
(68.8)  (77.0) (83.8) (82.8) (83.6) (80.8) (79.6) (90.3) (85.0)
T 129 51 11 21 21 10 20 7 9

(31.2) (23.0) 0.0381 (16.2) 0.0179 (17.2) 0.0039 (16.4) 0.0017 (19.2) 0.1065 (20.4) 0.0488 (9.7) <0.0001 (15.0) 0.0095

¢8

J.U.: Jenital Ulser, E.N.: Eritema nodozum, P.Bzitf paterji, A.L.: Akneiform lezyon, V.T.: Vaskér tutulum



4.2. Gen ekspresyonu sonuclari

Yaptigimiz gen ekspresyonu gahasi sonucunda hasta grubunun kanindRRICK1
MRNA icerigi, kontrole gore biraz diik bulundu, ama bu dis anlamli dgildi (Tablo
4.37,Sekil 4.1). ROCK2mRNA icerigi ise kontrole gore belirgin derecede yuksekti
(Tablo 4.38Sekil 4.2). BH olanlard&®OCK2gen ekspresyonu yakl& %300 artmyti.

Tablo 4.37.Kontrol grubu ve BH olan olgularin kanlarindaki RRCmRNA iceriginin

karsilastiriimasi

ROCK1 Kontrolgrubu Hasta grubu Katl p*
(n=20) (n=20)
Medyan Medyan
(min—maks)  (min—maks)

ACT = Ct(hedef) — -1.455 -1.145 AACt:(-1.455)- 0.6360

Ct(GAPDH) (-3.06-0.43) (-2.69-1.14)  (-1.145)=-0.31

icerik = 2 2.742 2.234 2.742/2.234=1.23 0.6360

(0.74-8.34)  (0.45-6.45)

*Mann—Whitney Uesti

=
o]

H_L.LI
o
L

mRNA ekspresyonu (2-4€t)

0,0

ROCK1

Sekil 4.1. Kontrol grubu (n=20 beyaz kolon) ile BH olan digun (n=20 siyah kolon)
periferik kanindaki ROCK1 mRNA ekspresyonlarinimskastiriimasi.

Degerler ortalama £ SEM olarak verilgtir.
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Tablo 4.38.Kontrol grubu ve BH olan olgularin kanlarindaki BR2 mRNA igerginin
kargilastiriimasi

ROCK2 Kontrol grubu Hasta grubu Kati P
(n=20) (n=20)
Medyan Medyan
(min—maks) (min—maks)
ACy = Cr(hedef) 2.63 0.95 AACr:2.63-0.95 0.0018
— Gr (GAPDH) (1.00-5.06) (-0.53 to =1.68
4.26)
icerik = 24¢T 0.163 0.518 0.163/0.518 0.0018

(0.03-0.50)  (0.05-1.44) =0.31

o o o o o o
ra w =Y w =] ~J

mRNA ekspresyonu (2-4€t)

ROCK2

Sekil 4.2. Kontrol grubu (n=20 beyaz kolon) ile BH olan olguh (n=20 siyah
kolon) periferik kanindaki ROCK2 mRNA ekspresyontan kagilastiriimasi.
Degerler ortalama + SEM olarak verilgtir.
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5. TARTISMA ve SONUC

BH batin caplardaki arter ve venleri etkileyebileedeni tam olarak bilinmeyen
sistemik bir vaskalittir. Hastalik yaygin klinik sgtomlarla karakterize olgundan
etiyopatojenezde birden fazla mekanizmanin gadistintlmektedir. Genetik olarak
bu hastalia duyarl bir bireyde, uygun cevresel faktorlerisvibye girmesiyle
immin sistemin tetiklendi, endotel hasarinin ojtugu ve BH’nin Kklinik
bulgularinin ortaya cik®1 kabul edilmektedir (25)Rho/Rho kinazyolagininin
endotel hasarinda roli olmasindan yola ¢ikilargklga bu cakmadaROCK1,

ROCK2ve RhoAgen polimorfizmleri ile BH arasindaki ki incelenmitir.

BH’'nin HLA-B5 ve 0Ozellikle de HLA-B51 (HLA-B5101 véiLA-B5108 alelleri) ile
siki bir iliskide oldwgu bilinmektedir (185-188). Gunumuzdeki verilererg®&LA-
B5101 geni cgtli etnik gruplarda BH’ye yatkinlikla itkili kabul edilen en 6nemli
gendir. Behcet hastasi olsun olmasin HLA-B51 gamyan Kkilerin notrofilleri agiri
fonksiyon gostermektedir. HLA-B51'in hastain dahasiddetli klinik formlari ile ve
g0z tutulumu ile sik birliktelik gostergii bildirilmi stir (189). Toplumlar arasinda
HLA-B51 sikhgi da dgisiklikler gostermekte, Turk ve Japon Behcet hastatkr
gorilme siklg1 yiksek iken ngiliz hastalarda bu oran glaektedir (190). Ailesinde
BH olanlar da dahil olmak Uzere, HLA-B51 pozitifaolarin bircgunda BH
gorulmemektedir. Behget hastalarinin %60'tan faazlaoranda HLA-B51 ilgkili
oldugu (189), ancak bu gkinin hastalga olan genetik yatkinliktaki roltiniin %20
civarinda oldgu kaydedilmektedir (55). Bu durum, HLAB-51'in hasgan
mekanizmasini tek bma aciklayamayagani ve BH'ye yatkinlikta bazi Bka

genlerin de sorumlu olabilegmi disiindtirmektedir (191).

Diger HLA genlerinin de (HLA-C ve HLA-DR) BH'ye yatklirkla iliskili olabilecegi
gOsterilmitir (192). Meguro ve ark. da (57) BH'nin patojeimez iki tane
biribirinden ba&msiz HLA aleli olan HLA-B5101 ve HLA-A26’nin katlgini
gostermgtir.

Mizuki ve ark. (59) MICA geni mikrosatellit polimbzmi ile BH arasinda ikki
oldugunu bildirmglerdir. Yapilan stratifikasyon ve linkage analisassipheli genin
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HLA-B51 oldugu, MICAO09'un ise HLA-B51 ile ayni kromozomda yarana
bulundwgu icin (inkage disequilibriunh BH ile iliskili oldugunu ortaya koymgtur
(59,61). Aynisekilde MICA A6 alelinin de HLA-B51 ilelinkage disequilibrium
icinde oldwgu icin BH ile iliskili oldugu belirtiimektedir (63).

TNF-o geni, 6. kromozomun kisa kolunda HLA-B'ye 200 kbkwlginda bir
yerlesim gosterir. Ahmad ve ark. (198)giliz toplumunda, Akman ve ark. (65) Tirk
toplumunda TNFe 1031 T/C polimorfizminin, HLA-B51'den Ramsiz olarak
hastalikla ilgkili oldugunu bildirmglerdir. TNF-u ile BH'nin iliskisinin incelendgi
calismalarin toplu olarak ele alingli bir meta analiz ¢calmasinda TNFe geni -
1031C, -238A ve -857T polimorfizmlerinin g#i etnik gruplarda BH ile ilgkili
oldugu kaydedilmgtir (67).

Ailesel Akdeniz atg ve BH'nin bazi klinik bulgulari ve ggrafi dagilimlarinin
benzerlik gbstermesinden yola ¢ikilarak, Behcetilaignda MEFV gen mutasyonlari
da calglimis, M694V ve V726A mutasyonun BH ile gkili oldugu saptannstir (70).

eNOS geni ekson 7'deki (Glu298Asp) polimorfizminjsdk NO dizeyine neden
olarak, BH'deki tromboza katkida bulunglu 6ne surilmgtir. eNOS GluAsp298
polimorfizmi Italyan (44) ve Tunus toplumunda (76) BH ilekiii bulunurken,
Tiark toplumunda anlamh bir gki bulunamamytir (194).

Endotel hicre proliferasyonunu ve migrasyonunu @eneden, potent anjiogenik
sitokin olan VEGF'nin -634C/G ve 2549. bolgedeld polimorfizmi Italyan
toplumunda BH ile ikkili bulunurken (83), Tunus toplumundid® polimorfizmi

sadece okuler bulgularla (84) sKili bulunmustur.

Bunlarin dginda ICAM-1 (71), IL-1, (68), IL-B (195), IL-10, IL-23 reseptor
(IL23R), IL 12 resepttp2 (IL12RB2) (196,197) ve CD28 (81) genlerinin ded’'e
yatkinlik ya da patojenezde rolu olabilgte dair veriler bulunmaktadir. IL-8
haplotip siklginin BH olanlarda anlamli olarak ylksek gidubildiriimektedir (198).
Toll/IL reseptor 1 (TIR) domeyn iceren adaptor protein (TIRAP) geninin
polimorfizmlerinin etnik kdkene kg olarak BH ile iligkili oldugu bildirilmistir
(199). Bunun yaninda CTLA-4 polimorfizminin BH ildi skisi tartsmali olarak
kalmaya devam etmektedir (82,200). Bu gahlar hep beraber ele aligahda,
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BH'ye yatkinligin belirlenmesinde kinin genetik faktorlerinin 6nemli role sahip

oldugu fikri olusmaktadir.

RhoA/ROCK sinyal yolainin vaskiler hastaliklarin patolojisine katgidive bu
yolagin ateroskleroz, pulmoner hipertansiyon ve inma ilgok kardiyovaskuler
olayda rol aldgl, bunun yaninda RhoA/ROCK’'un NO Uzerinde de ethililugu
gosterilkitir (201,202). ROCK enziminin damar fizyolojisi vieardiyovaskiler
bozukluklar Uzerinde dnemli fonksiyonlari ofgfly ROCK inhibitorleri olan fasudil
(HA-1077), hidroksifasudil ve Y-27632 ile hein vitro hem dein vivo olarak
yapilan ¢cagmalar sonucunda ortaya kongtwr (132,203,204). Rho-kinaz inhibitort
olan Y-26732'nin sicanlardan vivo yapilan deneylerde, selektif olarak arteriyel
basinci dgurdiginin tespit edilmesi Rho-kinazin hipertansiyonumusuwinuna
katkida bulunabilegg fikrini vermistir (163). NOS inhibitori olan L-NAME ile
hipertansiyon olgturulan sicanlarda Y-27632'nin kan basincinglddigt tespit
edilmistir (159). ROCK’un hipertansiyonda hangi molekifaekanizmayla aktive
oldugu bilinmemekte, anjiyotensin Il, endotelin-l, 5-H@&lfa adrenerjik uyari ve
reaktif oksijen radikallerinin hipertansiyonda edabilecgi kaydedilmektedir (167).
Son bilgiler ROCK enzimlerinin hipertansiyon glumunda 6énemli bir rolt oldiunu
isaret etmekte ve hipertansif vaskuler hastaliklatigar farkh yollarin ROCK enzim

yolu ile birlestigini gostermektedir (132).

Rho-kinaz ile ilgili polimorfizm ¢akmalari az sayidadir ve daha ¢ok hipertansiyon
ile iliskilidir. Seasholtz ve ark. (205ROCK2 Thr431Asn polimorfizmi ile
hipertansiyon arasindakigkiyi arastirmiglardir. Bu bélge ROCK dimerizasyonu ve
Rho bglanmasi ile ilgkili oldugu distntlen kivrilmg sarmal bolgedeki proteine ait
amino asidi kodlamaktadir. Yapilan bu galada, ROCK2 genindeki bu
polimorfizmin kan basincinda sistemik rezistanbkkili degisikliklere neden oldgu
gosterilmitir. Bununla beraber, Cin toplumunda yapilan bitisppada ROCK2
Thr431Asn polimorfizminin hipertansiyonla gkili olmadigi kaydedilmitir (206).
Rankinen ve ark.’nin (207) yapsmoldugu calsmada ROCK2 rs965665, rs10178332
ve rs6755196 polimorfizmleri gik hipertansiyon riski ile igkili bulunmustur. Bu
calsmada ayni zamanda rs965665, rs10178332 ve rs67a51860CK2'nin
ekspresyonunda ya da aktivitesinde azalmaya netimlezek fonksiyonel bolge

varyantlarini iceriyor olabile@ belirtilmistir. Bunun yaninda ROCK2 genine ait
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¢esitli polimorfizmlerin (rs9808232, rs726843, rs58232 s4027164, rs1546597,
rs978906 ve rs8966) Fin toplumunda preeklampsi ili@gki gostermedii
bulunmutur (207).

Yakin zamanda yapilan bir c¢ahada diyabetik sicanlardaki retinal
mikrovaskilaritede de Rho/ROCK aktivasyonunun gidugosterilmgtir (209).
Ancak, Turk toplumunda ROCK2 rs1130757 (Arg83Lyske VvIhr431Asn

polimorfizmlerinin diyabetik retinopati ile gkisinin olmadgl kaydedilmgtir (210).

Rho kinazlar kivrilmg sarmal bolgede paralellik gosteren dimerlerdirdumerize
olan kinaz bolgesi fosforilasyon olmayinca akfikle gecer (211). Dimerik yapi
normalin vivo fonksiyon icin gerekli oldgundan kivrilmg sarmal bdlgede ofan
degisikli gin dimerizasyon, Rho anmasi ve sonug olarak ROCK aktivasyonu ve
substratlarinin fosforilasyonununu etkilgidsdylenebilir (212).

Bu calsmadaROCK1genine ait 7ROCK2genine ait 12, RhoA genine ait 5
polimorfizm bélgesinin - BH ile ikkisi argtirildi. Bu genlere ait

polimorfizmlerin genotip ve alel analizleri yapildBunun yani sira BH ile

ili skili olan polimorfizmlerin alel ve genotiplerininlikik bulgulardaki dgilimi

bulunarak kontrol grubundan farkli olup olmgdarastirildi.

ROCK1 genine ait rs35996865, rs111312709 (Thr792Ala) npatfizmlerinin
genotip ve alel dalimlari kontrol grubu ile kawlastirldiginda iki grup arasinda
anlamh bir farklilk bulunamadi.Bununla beraber ger 5 polimorfizm
(rs2271255, rs73963110, rs1121307562,11874856, rs112108028 (Pro1164Leu))
ile BH arasinda i$ki oldugu tespit edildi.

rs2271255 TC genotipi hastalarda kontrol grubuna gilamh olarak diiiktd.
Alel sikligina bakildginda C alelinin de Behcget hastalarinda kontroleeg6r
anlamlh olarak d§ilk olduzu goruldu. Bu polimorfizmlerin klinik bulgulara
yansimasi incelenginde, TC genotipininjenital Ulser, pozitif paterji testi,
akneiform lezyon Uveit ve HLA pozitiflik gosterengalarda kontrol grubuna gore
disUk oldusu, C alelinin ise bu Klinik bulgulara ek olarakrétitolgularda da kontrol

grubuna gore diilk oldusu belirlendi Genotip dgilimi ve alel sikliklarina goére
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Behcet hastalarinda eritema nodozum ve vaskulatutat gérilmesinin ise bu
polimorfizm ile iligkili olmadigi tespit edildi.

rs73963110 TC ve CC genotipleri hastalarda kongmalbuna goére anlamli
derecede yuksek bulundu. Bunun yaninda C aleliaihaktalarda kontrole gére
yuksek oldgu tespit edildi. TC ve CC genotipenital llser, eritema nodozum,
pozitif paterji testi, akneiform lezyonlar, vaskiilautulum, dveit, artrit ve HLA
pozitiflik saptanan hastalarda kontrole gére aniadeérecede ytksekti. C aleli de
ayni sekilde butun bu klinik bulgularin gorulg@lt hastalarda anlamli derecede
yuksekti. Sonug olarak bu polimorfizmin genotip alel da&ilimi karilastirdigimiz
tum Klinik bulgular ile (jenital tlser, eritema nmxlm, pozitif paterji testi, akneiform

lezyonlar, vaskiler tutulum, Gveit, artrit ve HLAZtiflik) ili skili gérinmektedir.

rs112130712TC genotipi Behcget hastalarinda kontrol grubunaegéanlamli
derecede yuksekti. Alel sikliklarina bakgdida C alelinin de ayngekilde hasta
grubunda kontrole goére yiksek ofilugdorildi. Bu polimorfizmin de TC genotipi ve
C aleli kagilastirdigimiz tim klinik bulgular (jenital dGlser, eritemadozum, pozitif
paterji testi, akneiform lezyonlar, vaskuler tutalutiveit, artrit ve HLA pozitiflik)

acisindan kontrol grubuna gore anlaml derecedeegkik

rs111874856 CT genotipi Behcet hastalarinda korgrobuna goére yuksekti. Alel
sikligina bakildginda T alelinin hasta grubunda kontrol grubuna gtaba yutksek
oldugu goraldi. Hastalarin klinik bulgularina gére gepove alelerin dgilimi

incelendginde CT genotipi ve T aleli tum klinik bulgularijegital tlser, eritema
nodozum, pozitif paterji testi, akneiform lezyonlaaskuler tulum, Gveit, artrit ve

HLA pozitiflik) gosteren hastalarda kontrol grulaugére anlamli derecede yuksekti.

rs112108028 (Proll64Leu) GA genotipi Behcet hastala kontrol grubunagére
anlamh derecede dikti. Alel sikliklarina bakilggnda A alelinin de Behcet
hastalarinda kontrol grubunagotresdki oldysu goruldi. GA genotipi ve ayni
zamanda A aleli jenital Ulser, eritema nodozum,itdopaterji testi, akneiform
lezyonlar, Oveit, artrit ve HLA pozitiflik saptanamigularda kontrol grubuna gére

anlamli olarak dgiiktd.
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ROCK2 genine aitrs726843, rs2290156, rs965665, rs10178332, rs223077
(Thr431Asn), rs2230774 (Thr431Ser), rs6755196, 989032, rs34945852
(Lys1083Met) polimorfizmlerinin genotip ddimi va alel sikliklari Behcet
hastalari ve kontrol grubu arasinda anlamli faklgéstermedi. Bunun yaninda
rs35768389 (Asp601Val) ve rs1515219 polimorfizinlée BH olan olgularla
anlamh bir iliski oldugu gorulda.

rs35768389 (Asp601Val) TA ve AA genotipinin @ami hasta grubu ve kontrol
grubu arasinda anlamh olarak farkllik gosterdiA genotipi Behget hastalarinda
belirgin derecede yuksekti. AA genotipi de hastabgnda daha yuksekti. Genotip
dagihmlarindaki bu farklihk anlamliydi. Alel siklikrina bakildiinda A alelinin

Behcet hastalarinda kontrol grubuna gére anlaméadele yliksek olgu gorildu.

rs1515219 CT, TT genotipi Behcget hastalarinda kbngrubuna gore anlamli
derecede daha glikti. Alel frekanslarina bakilginda T alelinin hastalarda anlamli
olarak daha djilk olduysu goruldi. CT genotipi katastirilan tim klinik bulgularda
(jenital Ulser, eritema nodozum, pozitif paterjstie akneiform lezyonlar, vaskuler
tutulum, dveit, artrit ve HLA pozitiflik) kontrol gbunagore anlamli derecede
disUktd. TT genotipi; eritema nodozum, pozitif pategkneiform lezyon, tveit ve
HLA pozitiflik gosteren olgularda kontrol grubun@rg anlamli derecede gikti.
Alel sikhgina bakildginda T alelinin vaskuiler tutulum gndaki tuk Klinik
bulgularda kontrol grubuna gére anlamli olarakidiiolduzu tespit edildi.

RhoA geni rs2878298’in genotip ve alel g@lamlarinin hasta grubu ve kontrol
grubunda anlaml farklihk gostermeditespit edildi. Dger dort polimorfizm
(rs6784820, rs974495, rs2177268, rs3448) ise BHiglali idi.

rs6784820 AG genotipi hasta grubunda kontrol grabgre anlamli derecede
yuksekti. Alel siklgina bakildginda G aleli hasta grubunda kontrol grubuna gore
anlamh olarak yuksek olgu goraldiu. AG genotipi artrit dindaki klinik bulgular
gosteren hastalarda (jenital Ulser, eritema nodozonitif paterji testi, akneiform
lezyon vaskiler tutulum, Gveit ve HLA pozitiflik) oktrol grubunagore yuksek
bulundu. G aleli jenital Ulser, pozitif paterji tewve akneiform lezyon gérilen

hastalarda kontrol grubuna gore yuksekti.
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rs974495 GA genotipi hastalarda kontrol grubunaeg@imlamli derecede yuksekti.
Alel sikliklarina bakildginda ise kontrol grubu ve hasta grubu arasindamdnla
farkhlik yoktu. Klinik bulgular acisindan gerlendirme yapildsinda genotip
dagihmlarina gére sadece akneiform lezyon saptanastalzada AA genotipinin
kontrol grubuna gore anlamli glig gosterdgi gozlendi. Bunun yaninda alel sikliklari
acisindan A alelinin akneiform lezyon ve vaskiletulumu olan hastalarda da

kontrol grubuna goére guk oldusu goralda.

rs2177268 TA genotipi hasta grubunda kontrol grabgdre anlamli derecede
yuksekti. Alel frekanslari derlendirildiginde hasta ve kontrol grubu arasinda
anlamh bir farklihk olmadii goruldd. Klinik bulgularin ilkisi incelendginde
eritema nodozum gindaki tim klinik bulgularin (jenital Ulser, poiipaterji testi,
akneiform lezyon vaskdler tutulum, Gveit ve HLA gdkk) gortdugi hastalarda TA
genotipinin anlamli derecede yuksek ddugoruldia. Alel frekanslarinin higbir

klinik bulgu ile kontrol grubu arasinda farkhlikbgtermedii tespit edildi.

rs3448 genotip dalimlari hasta ve kontrol grubu arasinda anlamirklfiak
gostermedi. T aleli ise Behcet hastalarinda kongmibunagdre diik bulundu.
Klinik bulgulara gére dgerlendirme yapil@inda ise TT genotipinin pozitif paterii,
akneiform lezyon, artrit ve HLA pozitiflik saptandmastalarda kontrol grubuna goére
anlamlh derecede diik oldusu goruldi. Alel frekanslarina bakifginda ise T alelinin
vaskiler tutulum dindaki tim Klinik bulgularin (jenital Glser, eritemnodozum,
pozitif paterji testi, akneiform lezyon, Uveit ve_A pozitiflik) goraldigl hastalarda
kontrol grubuna goére guk olduzu goralda.

Rho/Rho kinaz yola uyelerindenRhoA, ROCKlve ROCK2 genlerine ait bu
polimorfizmlerin anlamli olarak g#kli kontrol grubundan farkli olmasi bu hasgal
yatkinlikta yeni bir gen bélgesi olabilegei distindurebilir. Bu sonuclarin 6zellikle,
HLA-B51 negatif olan hastalarda patojenezi aciklamein buyik bir 6nemi

olacaini disiinmekteyiz.
Rho/RhoA yolgindaki bu polimorfizmlerin hasta@a yatkinlkla ilgkisinin yani sira

klinik semptomlarla da (jenital Ulser, eritema npdm, pozitif paterji testi,

akneiform lezyonlar, vaskiler tutulum, Gveit, drte HLA pozitiflik) iliskisi ortaya
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konmutur. ROCK1 geni rs73963110 rs11203712 ve rs1118748%0GCK2 geni
rs1515219,RhoA geni rs6784820 polimorfizmlerinin tim klinik buligula iliskili
olmasi bu polimorfizmlerin hastgin tim evrelerinde etkili ve énemli olgdunu
gostermektedir. Bunun yaninda hastalarin %73.2&sigdrilen jenital GlseRhoA
geni rs974495 polimorfizmi ile anlaml olarakskili bulunmazken, BH ile anlamli
ili skisi oldugu gosterilenRhoAgenine ait dier polimorfizmlerin ve bunun yaninda
ROCK1, ROCK2genine de ait bu tezde callan ve anlamh ikki saptanan
polimorfizmlerin tumu ile anlamli ifki gostermekteydi. Bu bulglRhoA geni
rs974495 polimorfizminin Behcget hastalarinda jdnitiser olyma riski ile iliskili
olabilecgi fikrini vermektedir. Yine dnemli bir bulgu olaraks3448 TT genotipi
dagihmlari hasta ve kontrol grubu arasinda anlamdklfak gostermezken, pozitif
paterji, akneiform lezyon, artrit ve HLA pozitifiksaptanan hastalarda kontrol
grubuna gore anlaml derecedesigktii. Bu da rs3448 TT genotipinin sadece bu
klinik bulgularla iligkili olabilecegini dustindirmektedir.

Bu calsmada ayni zamanda Behget hastalar @ldakontrol grubundaROCK1,
ROCK2 gen ekspresyonlarinin dizeyleri de incelanmie ROCK2 gen
ekspresyonunun Behcget hastalarinda kontrol grulgéra anlaml olarak yuksek
oldugu ortaya konmgtur. Bu sonu¢ endotel hasarinda primer etkisi d¥ao/Rho

kinaz yol&inin BH’nin patojenezinde rolii olabilegiai gostermektedir.

BH’nin altinda yatan patojenik mekanizma heniliz talarak aydinlatilamargtir.
Bununla beraber vaskuler olaylarin meydana gelndesimaskilitlere b#i olarak
olusan endotelyal hiicre hasari ve bunun sonucundakotelydl disfonksiyonun
anahtar rolinin oldiu distnulmektedir (213,214). BH olan olgularda, notrofil
fonksiyonlarinin ve ROS astiile birlikte oksidan ve antioksidan sistem ardsiir
dengesizlik olmaktadir (35,215). Kemotaksis, fagsi gibi artmg notrofil
fonksiyonlari ve ROS’'ungar Uretiminin BH’de gortlen oksidatif doku hasatam
sorumlu olabilecg@ kaydedilmektedir (216,217). BH'de artgnolan kemotaksis,
fagositoz, superoksit Uretimi ve miyeloperoksid&spgesyonu ile hiperaktif olan
notrofiller ¢eitli sitokinleri Uretirler (39). BH'de n6étrofil inftrasyonu, endotelyal
hiicre sismesi welling ve fibrinoid nekrozlar gorulmektedir (218). Hdatan
plazmalarinda antioksidan A vitamini, E vitamini vp-karoten seviyeleri diiik

bulunmutur (219,220). BH olan olgularda brakiyal arter sakuzi ile ol¢ulen
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endotelyal disfonksiyonun antioksidan C vitaminirileesi ile dizelmesi bu
hastalgin etiyopatojenezinde oksidatif stresin rol @&ldi g6stermektedir
(42,220,221).

Rho/Rho-kinaz yolginin inflamatuvar sureclere katifgini gosteren ROS goudan
Rho/Rho-kinaz sinyal yofanda etki gosterebilir (222). Arterlerde Rho/Rhoda
yolagl ROS ile aktive olabilir (223). Rho-kinaz vaskuieflamasyonyemodelingve
endotelyal disfonksiyona katilmaktadir (168,224nd&telyal hicrelerde NkB
aracilikh olgan inflamatuvar cevap Rho-kinaz modulasyonundan
kaynaklanabilmektedir (225). Rho-kinazin aterosktein erken doénemindeki
etkilerinin NFKB aktivasyonu ve T lenfosit proliferasyonunu dueemésiyle ilgkili
olabilecggi bildirilmi stir (226). Rho-kinaz IL-6 gibi proinflamatuvar molekullerin
(227) ve makrofaj migrasyon inhibitor faktorinurMif) (228) up-regilasyonuna
aracilik etmektedir. Ek olarak Rho-kinaz |6kosit maaksisini (229) ve
transendotelyal migrasyonunu dizenlemekte(®30). Inflamasyona grams
buytk kan damarlarinda, Rho-kinaz sinyalinin I0k@sidotel etkilgimlerine
katildigi in vivo olarak gosterilmtir (231). Rho/Rho-kinaz yolg siki
baglantilar yolu ile endotel hiicre permeabilitesinaalik eder (232,233 Bu
verilere gére BH'de ROS’un uretilgini ve Rho/Rho-kinaz yola aracilgiyla sinyal
olusturdusunu sdyleyebiliriz. Sonug¢ olarak bu faktorler vaskihastaliklarda
inflamatuvar stimulasyonlarin agti sonucu olgan endotelyal disfonksiyona

katilabilirler.

Rho-kinazin trombositlerde eksprese olarak higetel desisikliklerini dizenledgi

ve mediyatdr salinimini etkilegli bilinmektedir (234,235). Rho/Rho- kinaz ygla
aynl zamanda trombus glununa da katilmaktadir (225,236). Trombinin Rho/Rho
kinaz yolu ile eNOS’'u baskilagh ve trombinin bu etkisinin kardiyovaskuler
hastaliklarda gorulen endotel disfonksiyonda onestabilecgi belirtilmistir (170).
Rho-kinaz, trombosit aktive edici faktor, plazmienjaktivator inhibitora (PAI)-1
(237,238) ve doku faktort (239) gibi trombojenila@gar ve transforming buyime
faktort (TGF)B1'i (228) de icine alan fibrojenik molekulleri dep-regule eder.
Monosit migrasyonu ve endotel hicrelerglbamasi vaskilergaaki inflamatuvar
ve trombotik cevaplarin 6nemli komponentleridir. d#Rho-kinaz monositlerin

migrasyonu ve/veya kemotaktik cevaplarina katilmdkt (240,241). ROCK ayni
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zamanda monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) gkspresyonunda da vyer
almaktadir (242). Bu veriler Rho-kinazin inflamasgoigrams endotele trombosit
akisinin dizenlenmesine katilmasnin BH’deki trombotévaplarda etkili oldgu

fikrini ortaya koymaktadir.

VEGF'nin vaskiler sizinti ve makuler 6deme yol a¢wstaliklarda 6nemli rolu
oldugu gorilmektedir (243).Inflamatuar ve proinflamatuvar sitokinler VEGF
ekspresyonunu indikler ve VEGFnin kendisi, entlotdicrelerde NOS
ekspresyonunuup-regtile ederek yiksek miktarda NO dretimini ve Kiko
mobilizasyonunu indukler (244). BH'de prostasiklinetiminin bozulmasi, endotel
kaynakli von Willebrand faktér, trombomodulin, Beddinin serum dizeylerinin
yuksekligi  ve fibrinolitik  sistem anormallikleri endotel d@nksiyonunu
gostermektedir (34). BH'de ajan trombotik olaylarda vaskilitlere ga olusan
endotelyal hiicre hasarinin en 6nemli rolt oygdistintlmektedir (42,245). Vendz
sistemin katilimi daha cok tromboflebit olgularingftlmektedir. Hastalarin 1/3'0
derin ya da ylzeyel venlerde ve daha cok alt eksteéerde olmak Uzere
tromboflebit gbzlenmektedir. Genaderent trombus ojumu damar oklizyonunu
gOstermektedir (246,247). BH'deki vaskuiler tutulume trombozun temelinde
endotel hasari ve endotglev bozukluklari bulunur. NO, endotel kaynakli getici
faktor olarak da bilinmektedir ve aktif Behcet l@atinda serum NO duzeyleri
tartsmalidir (47,247). Endotele spesifik bir sitokin mlave endotele [
vazodilatasyon ve NO uretimini gucli Bekilde uyaran VEGF seviyelerinin Behget
hastalarinda yukselgli ve bu yikselmenin okuler bulgular ile shili oldugu
gosterilmitir (83,248-250). Behcet hastalarinda gorilen N@iyesindeki ary
VEGF kaynakl olabilecg kaydedilmgtir (34).

Vaskuler endotel hiicrelerde VEGF ekspresyonu, Rm/Rnaz yol& ile

dizenlenir (251). Bunun gnda, Rho/Rho-kinaz sinyal y@aVEGF ve notrofillere
cevap olarak okan endotel hiperpermeabilitesi ileskKilidir (252,253,254). Rho-
kinazin TGFB ile stimile olan VEGF sentezini, stresle etksnié protein kinaz/c-
Jun N terminal kinaz (SAPK/JNK) ydienin aktivasyonu yolu ile dizenledli
gosterilmitir (255). Bryan ve ark. (256) Rho/Rho-kinaz sinyalaginin VEGF ile
indiklenen migrasyonun yaninda VEGF aracilikli kUpermeabilitesi ve yam

suresini de duzenlegini kaydetmsglerdir. Rho-kinaz ayni zamanda eNOS
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ekspresyonunurdownregule eder (257) ve Akt-aracilikli eNOS aktivasyoun

inhibe eder (258). Rho-kinaz ek olarak endotelde tH@timini baskilamak igin
direkt olarak eNOS’u fosforile eder (259). Bu verilRho-kinaz aracilikli etkilerin
BH'de endotelyal fonksiyon ve ardindan gdn vaskiler hasarda ©6nemli

olabilecgini gostermektedir.

Yapms oldugumuz calgma, RhoA, ROCK1 ve ROCKZenindeki genetik
polimorfizmlerin BH'ye yatkinlgi bireysel olarak daéstirebilecesini gosteren ilk
calismadir. ROCK2 gen ekspresyonun BH olanlarda yuksek bulunmasi dwa b
hastalikta Rho/Rho-kinaz y@anin rolu old@gunu destekleyen 6nemli bir bulgudur.
Sonu¢ olarak, yapmi oldugumuz calgmanin sonuclari, etiyopatojenezi heniz
aydinlatilamamakla birlikte genetik faktoérlerin robynadg ve vaskiler
patojenezinde endotel hasarin temel nedengaldlisiinilen BH'de Rho/Rho-kinaz
yolaginin rolinin olabilegéni ortaya koymugtur. Bu calsma ile BH patojenezinin
aciklanmasinasik tutacak yeni bir gen bdlgesi ortaya korytow. RhoA ve Rho-
kinaz gen polimorfizmlerinin aktiviteye etkisi bilmedgi icin bu konuda bir yorum
yapilamamgtir. Bu calgmanin sonuglarinin ayni zamanda BH tedavisi igin
gelistirilecek olan potansiyel terapotik yaklmlara sik tutacgini disinmekteyiz.
RhoA, ROCK1 ve ROCK2 polimorfizmlerinin genotiplesieBH gelsme riskinin
erken donemde tespiti icin kullanilabilecek biritiet olabilir. Bunun yaninda, farkl
etnik gruplarda ve Ramsiz gruplarda yeni c¢amalarin yapilmasi geregini

disinmekteyiz.
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