T.C.
GAZIANTEP UNIVERSITEST
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

TOLL BENZERI ALICI PROTEINLERINDEN TLR 2 (Arg677Trp)
VE TLR4 (Asp 299Gly ve Thr3991le) GENI UZERINDEKI
MUTASYONLARIN BEHCET HASTALIGI ILE ILiSKiSI VE

SIKLIKLARI

AYDIN KARABULUT

YUKSEK LISANS TEZI
TIBBI BIYOLOJi ANABILIM DALI

Temmuz-2007



ICINDEKILER

(O8] = (= RO i
OZET oottt iii
Y S I A O R iv
TESEKKUR ....oocveeceee et eee e st sens e tes s eeeesnsesensnanansensnessanensnten s nsnsanananes ensanenenn Vi
TABLOLAR LISTEST ...ttt s Vii
SEKILLER LISTEST ...ttt s sn st annenaneanee s s eeanans Viii
SEMBOLLER VE KISALTMALAR LISTESI ..ottt X
1L {2 £SO OTT 1
2.GENEL BILGILER ..ottt ettt et 2
2.1 BEhGEt NASt@lIl..cccuciceiiceeceeee et ere e 2
2.2 Behget hastaliginin KIinik OZeIKIEri.........c.cooveiiiicieieececce e s s 2
2.2.1 AGIZ YATAIAT ittt b et a e bt b et ae e ae st 2
2.2.2 Genital bOIGE Yaralari.... ..o iii oottt e 3
AN B B T=T o I =AY 7o o1 - Y ol PSSR 4
2.2.4 GOZ BUBUIUMIU. .ottt et b et sttt et e e be st e nbeenen s besbee e 4
2.3 HASLAIIGIN TANISI wocuiiuiiiiiiiciecee ettt ettt et et ettt et e s besbesbeebeebeebe et s aenrennens 5
B I =Ta |- 1 F VRSV PSRRI 5
AR = n Vo] 1o | T OSSO P SRR .6
T R | N o o S .6
2.5.2 Bakteri ve virlslerin hastaliktaki Yeri.......ccoccooiiiiiiiiii e 7
2.5.3 Endotel hiicreleri ve Nitrik OKSIit.........cooiiiiiiiii e s .8
2.5.4 HSP (Heat shock proteinlerin) hastaliktaki rolleri........cccccoooiiiiiiiiiiiiiiicieee, .9
2.5.5 Toll benzeri reseptorler va GOreVIEI........cocvii et 9
2.5.5.1 Toll benzeri alicl protein2 aminoasit dizilii........ccccccooeiiiiiiiiiiiiii, A1
2.5.5.2 Toll benzeri alici proteind aminoasit diziliSi.........cccccoeevieeiiiiciie e, 15
3.GEREG VE YONTEM ..ottt n sttt enann s enanenen 19
3.1 Kan OrneKIErinin EIAESi.......cccucvvcueeeeeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s e seeae v es s een st enae s e aenenanenn .19
G T €= =T ol 1= ol 19
3.2.1 Kimyasal MaddeIer .......oo s et 19
0 A (o ¥ | 1= TR 20
00 T BTN = =Y PP 20



3.4 PCRile, ilgili dizilerin GOGaltIMASH ....coovieieeiiee ettt e eaeeneas 21

O A AT 11 =T a1 = T o T o] T 0 1= =] PR 21
3.4.2 Calisilan Bolgelere gore PCR kimyasallar protokolleri .............................. 22
3.4.3 Calisilan bolgelere gore thermal cycler zaman 1s1 protokolleri....................... 24
3.5 Restriksiyon enzimi 1le KeSim..........oooeiiiiiiiii i e 25
3.5.1. Restriksiyon enzimi ile kesim Protokolleri...................coooiiiiiiiiiiii 25

3.6. Agaroz Jelin Hazirlanmas1 ve RE ne maruz birakilan PCR Uriinlerinin

GOTUNEILENIMESI. . .ottt e e et e e e e e e 26
3.6.1. Elektroforez Kosullari......... ..o e 26

4 . BULGULAR VE SONUGLAR.....coii ittt ettt e e sste e sste e s ssseesssaeesnsaee s s seeesnneen snen 27

4.1 Gruplarin mutasyon ve gen ¢cokyapililigi dagilimlari............................o. L. 32

4.2 Sonuglarin istatistiksel olarak dederlendirilmesi.......c.ccccooeiiiiie v, 15

o I 2 I ] N SR 33
SR AN T S A o PRSPPI 35
(074 €] =@ 1 OO 41

i



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TOLL BENZERI ALICI PROTEINLERINDEN TLR 2 (Arg677Trp)
VE TLR4(Asp 299Gly ve Thr3991Ile) GENi UZERINDEKI
MUTASYONLARIN BEHCET HASTALIGI iLE ILiSKiSi VE
SIKLIKLARI

Aydin Karabulut

Gaziantep Universitesi-Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Ahmet ARSLAN
Temmuz 2007- 41 sayfa

Behget hastaligi nedeni tam olarak anlasilamamis, agiz yaralari, genital bolge tlserleri,
eritema nodozum, ve buna eslik eden {iveitle karakterize edilen kronik iltithab1 bir hastaliktir.
Hastalig1 bir bakterinin veya bir virlisiin tetikledigi diistiniilmektedir. Toll benzeri alici
proteinlerin fonksiyonlarin anlagilmasiyla beraber dogustan gelen immun sistemin bakteri ve
viriis antijenlerini toll benzeri alic1 proteinlerle algiladigi ortaya ¢ikmistir. Toll benzeri alici
proteinlerin bu bakteri ve virus antijenlerini tanimasiyla baslayan sinyal iletim mekanizmasi
dogustan gelen immiin cevabi uyaran genlerin ifade edilmesini saglar. Ote taraftan bu uyari
iletim sitemindeki bir bozukluk asiri immiin cevabin  olugmasmma ve immun cevabin
olusmamasina neden olabilmekde ve buda Behget hastaliginin etyolojisinde rol
oynayabilmektedir. Bu arastirmanin amac1 Toll benzeri alic1 proteinlerde olan mutasyonlarin
Behget hastaligidaki 6nemini arastirmaktir. Bu nedenle TLR 2 ve TLR 4 {izerinde bulunan
TLR2 Arg677Trp, TLR4 (Asp299Gly , THR3991le) mutasyonlarimin Behget Hastalig: ile
iliskisi ve mutasyonlarin Behget hastalarinda sikligini kontrol etmek i¢in bu mutasyonlar
iceren gen bolgeleri Polimeraz zincir reaksiyonu ile g¢ogaltilmis ve bu ¢agaltilan bolgeler
Restriktion enzimi uzunluk polimorfizmleri yontemi ile kontrol edilmistir. Herhangi bir
mutasyona rastlanmamasina ragmen THR399Ile icin cogaltilan bolgede hasta ve kontrol
grubunda hem uzun(124 bg) hem kisa allele rastlanmistir. Bu kisa allelin aranilan mutasyonla
iligkisi yoktur fakat daha once bdyle bir durum rapor edilmedigi i¢in bu kisa allelin sekans
analizi yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Behget hastaligi, toll like reseptorler, toll like reseptor mutasyonlari
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ABSTRACT

M.S. Thesis

TOLL LIKE RECEPTOR PROTEINS RELATED TLR2 (Arg677Trp) and TLR4(Asp299Gly
and Thr3991le) MUTATIONS IN BEHCET’S DISEASEAND SIGNIFICIENCE OF THEIR
FREQUENCIES ON THE ONSET OF THE DISEASE

Aydin Karabulut

University of Gaziantep-Graduate School of Health Sciences,
Department of Medical Biology

Supervisor: Prof. Dr. Ahmet ARSLAN
July 2007-41 pages

Behget disease is a chronic inflamatory disorders with an unknown reason characterized
by oral apthas, genital ulcers , erthema nodozum, and recurrent uveitis. Mostly, a Gram
negative bacteria or a virus supposed to trigger the disease. Recent functional characterization
of Toll-like receptors (TLRs) revealed the role of TLRs in innate immunity to detect the
invasion of microbial pathogens. TLRs recognize microbial components that initiates signal
transduction pathways which triggers expression of genes in the innate immune system. On
the other hand, due to the structural polimorphism or mutation thereby prevent or trigger
overactivation of innate immunity leading to some immune disorders, plays an important role
in the innate immune system and etiology of Behcet disease. It is aimed to find out the
significance of common mutations in TLRs among the patients with Behget’s disease. For this
purpose, the relationship and the frequencies of TLR2 (Arg677Trp) and TLR4 (Asp299Gly,
Thr3991le) mutations in Behcet’s Disease were sought. The TLR gene regions were amplified
with Polimerase Chain Reaction (PCR) and underwent restriction enzyme digestion to screen
by Restriction Fragment Length Polimorphisms (RFLP) for the mutations. In this study, the
mutations in these regions were not found. Furthermore, TLR-4 Thr399Ile region revealed
both long (124 bg) and short alleles in both control and Behget’s disease groups. The RFLP
analysis of control and Behget’s disease group showed that the short allele is not the
consequent of mutation rather a haplotype exist in this population. Therefore, the short allele,

that was not reported before, needs to be determined by a sequence analysis.
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Keywords: Behget’s Disease, toll like receptors, toll like receptor mutations, TLR-2
mutation, TLR-4 Asp299Gly mutation, TLR-4 Thr399Ile mutation.
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1.GIRIS

Behget hastalig1 tekrarlayan tiveit (goz iltihabi) ataklari, agiz ici yaralari, genital bolge
tilserleri eklem yeri iltihaplar1 ve eritema nodozum ile seyreden, ¢ok nedenli kronik iltihabik
bir hastaliktir (1).

Hastaligin sebebi tam olarak aydinlatilmamakla beraber hastaliga viral veya bakteriyel bir
enfeksiyonun neden oldugu ayn1 zamanda direk veya capraz reaksiyon seklinde 1s1 sok
proteinleri (heat shock protein 60 = HSP 60) tetikleyici rol oynadigi diistiniilmektedir (2,3).

Toll benzeri alict proteinlerin (TLR) islevlerinin aydinlatilmasiyla beraber dogustan gelen
bagisiklik sisteminin (innate immun sistem) bakteri ve virus kokenli antijenleri bu alici
proteinler sayesinde algilaylp bir takim uyum (adaptdr) molekiiller iizerinden iltihap
tetikleyici (proinflamatory sitokinleri) salgilatarak ilk bagisiklik cevabi baslattigi anlagilmigtir
(4). Simdiye kadar yapilan aragtirmalar Behget hastaliinin T yardimci hiicrel (T heplerl=
Th-1) odakli ve Th-1 lenfositlerinde Interleukinl (IL-1), Tiimdr nakroz faktor (TNF)
sitokinleri tarafindan kontrol edildigi diisliniildiiglinde bu ¢alismada IL-1, TNF uyarilmasini
baslatan Toll benzeri alici protein-2 (TLR-2) ve/veya Toll bezeri alici protein-4 (TLR-4)
tizerindeki mutasyonlarinin hastalikla iliskisi ongoriilmiis ve ¢alisilmistir. Behget hastaliginin
molekiiler temellerinin aciga ¢ikartilmasi hastaligin bir biitiin olarak ele alinip daha etkin
tedavi yontemleri gelistirilebilmesine olanak saglayacagi diisiiniilmektedir.

Bu caligmada bilinen TLR-2 Arg677Trp, TLR4 (Asp299Gly , THR3991le) mutasyonlarinin
Behget Hastalig ile iligkisi ve var ise bu mutasyonlarin Behget hastalarinda sikliginin ortaya

koyulmas1 amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Behget hastalhig1
Behget hastalig1 sebebi tam olarak anlasilamamis olup agiz i¢i aftlari, genital bolge

yaralari, deri lezyonlar1 ve gbz tutulumu ve bazi vakalarda bu belirtilere ek olarak damar ve
merkezi sistem tutulumu ile seyreden iltihabik kronik bir hastaliktir (1).
Bu hastalik diinyanin degisik bolgelerinde goriilebilmekle beraber en ¢ok, tarihte ipek yolu
olarak ifade edilen yol lizerindeki Akdeniz {lilkelerinde daha siklikla goriilmektedir (1).
Hastaligin goriilme siklig1 Japonyada 15: 100 000 iken en yiiksek seviyesine 370: 100 000 ile
Tiirkiyede ulasir (5,6 ). Hastaligin sebebi tam olarak aydinlatilmamasina ragmen birtakim
genetik yatkinligt olan insanlarda bazi virus ve bakterilerce hastaligin tetiklendigi
distintilmektedir (7 ). Genetik olarak HLA-B51 faktorii tasiyan insanlarin Behget hastaligina
yatkin oldugu bilinmekle beraber HLA-B51 faktorii olmayan insanlarinda Behget hastaligi
tasidig1 gozlemlenmistir (7).
Biitlin bunlar Behget hastaliginin basit bir genetik hastalik olmadigini hastaligin hastaligin bir
bakteri virus veya baska bir organizma tarafindan tetiklendigini ayni zamanda hastaligi
tagiyanin da genetik olarak bir takim immiinolojik bozukluklarinin hastalik tablosuna katkida

bulundugunu gostermektedir (8).

2.2 Behget hastaligimin klinik ozellikleri

2.2.1 Agwiz yaralarn:
Hemen hemen biitiin vakalarda goriilen agiz ici yaralar1 hastaligin ilk isaretidir ve diger
ag1z i¢i yaralarindan ayrilabilir (9,10,11 ).
Bu yaralar ¢ok agrili olabilir ve ataklar sirasinda yemek yemeyi zorlastirabilir (12 ). Yaralarin

cikma siklig1 haftalardan aylara uzanabilir ( Sekill) (13).



Sekil 1. Bir Behcet hastasinin agiz ve dil bolgesideki yaralar (13).

2.2.2 Genital bolge yaralarr:
Hastalarin %80-90 ninda agiz yaralarina benzeyen yaralar vardir ve bu yaralarin goriilme

siklig1 ag1z yaralarindan sonra ikinci sirada yer alir. Erkeklerde skrotumda bayanlarda vulvada

yer alir (13).

Sekil 2. a;Erkek genital bolge yaralari, b;Kadin genital bolge yaralar: (13).

2.2.3 Deri lezyonlar:

Behget hastalarinin %80 inde degisik deri problemlemleri hastalik sirasinda goriilebilir.
Bunlarin en sik rastlanilani ¢ogunlukla bayan hastalarda goriilen bacagin alt kisminda
yumrulu biiytikliikler seklinde olan eritema nodozumdur (12). Sekilde bacagin farkl

kisimlarindaki eritema nodozumlar goriilmektedir (14).



ER Suhonen

Sekil 3. a,b,c; cesitli siddetde seyreden eritema nodozumlar (14)

2.2.4 Goz tutulumu
Hastaligin baslamasindan yaklasik olarak iki y1l sonra baslayan géz tutulumuna {iveit ismi
verilir. Uveit behget hastalarinin yaklasik %50 sinde cogunlugu erkek olmak iizere gdzlenir.
Uveit; anterior iiveit (6n), intermediate (ara) iiveit ve pastoridr (arka) iiveit olmak iizere iige
ayrilir. Uveitin  gdziin biitiin béliimlerini sardig1 sekline pan iiveit ismi verilir. (Sekil2) (12).
Anterior lveit daha c¢ok bayanlarda goézlenirken pan iiveit erkek hastalarda daha cok

gozlemlenir (15 ). Japon ve Tiirk hastalarda diger etnik gruplara gore daha sert seyreder (16).

Sekil 4. Pan iiveitli bir behget hastasinin goziiniin distan gériintimii (13 ).



2.3 Tam
Hastaliga kesin tan1 koyulabilmesi icin kesin bir test yoktur. Uluslar arasi behget hastaligi
calisma grubunun 1990 yilinda belirledigi uluslar arasi kriterlere gore tani konulmaktadir
(17). Bu kriterlerin ilki yilda en az ii¢ kere tekrarlayan agiz yaralaridir(17). Behget tanisi
konabilmesi i¢in bu belirtiye ek olarak major belirtilerden iki belirtiye daha ihtiyac vardir.
Diger major belirtiler genital bolge yaralar1 ,g6z tutulumu, deri lezyonlar1 ve pozitif paterji

testidir (17).

2.4 Tedavi

Hastaligin standart bir tedavisi yoktur. Kullanilan ilaglar hastaliin semptomlarina ve
semptomlarin siddetine bagli olarak degisir (13). Genel olarak kullanilan ilaglar bagisiklik
sistemini baskilaylp  hastaligin semptomlarin1 yavaslatmak i¢in kullanilan ilaglardir.

Hastaligin degisik semptomlari i¢in kullanilan ilaclar asagidaki gibi siralanabilir.

Colchicine: Antimitotik bir ilagtir. Granulisitlerin iltihap bolgesine gociinii dnler ve iltihabik
cevapta inhibitér gorevi goriir. Behget hastaliginin hemen hemen biitiin semptomlar1 i¢in

kullanilmakla beraber artiritde ve eritema nodozumda daha cok etkilidir (18,19).

Azathioprine: Bir purin analogudur. Purin niikleotidlerin sentezini engelledigi ve RNA
sentezi ile fonksiyonlarini engelledigi i¢in immiinbaskilayict bir 6zelligi vardir. Retinal
vaskulitlerde ,artiritde, ve agiz iilserlerinde kullanilir. Ilag agizdan 2.5mg/kg/giin seklinde
alinir. Tedavi baslamadan tam kan sayimi yapilmali ve karaciger fonksiyonlar1 test
edilmelidir. Tedavi basladiktan sonra ilk bir ay igerisinde tam kansayimi ve karaciger testleri
her hafta yapilmali , tedavinin sonraki iki ayinda bu testler iki haftada bir tekrarlanmali
tedavinin ilk li¢ aydan sonraki asamalarinda ise bu testler aylik peryotlarla tekrarlanmalidir

(20).

Cyclosporine: T-helper hiicre aktivasyonunu engelleyerek bir¢ok sitokinin (interleiikin 2,3,4,
TNFa, interferon y) sentezini inhibe eden bagisiklik sistemini baskilayan bir ilagtir. Behget
hastaliginda goz tutulumunda kullanilir.Yapilan arastirmalara gore Azathioprine ve
Colchicine gore daha etkili oldugu rapor edilmistir. Smg/kilo/giin seklinde kullanilir. Siddetli

g0z tutulumlarinda Azathioprine ile beraber kullanilir (21).



Interferon alfa: Farkli hiicreler tarafindan sentezlenen o, B,y olmak iizere ii¢ farkli
interferon ¢esidi vardir. Viral RNA ve protein sentezini engelledigi i¢in interferon ismini
almistir. Interferon alfa antiviral ve immiin diizenleyici olarak gorev yapar. Behcet
hastaliginda hastaligin gidisatin1 tam olarak nasil etkiledigi bilinmemekle beraber antiviral
etkisi nedeniyle kullanilmaya baslanmistir. Behget hastalarinda interferon alfa-2a ve

alfa -2b kullanilmaktadir. interferon alfa-2a nin daha etkili oldugu rapor edilmektedir.
Interferon tedavisinin {iveit ataklarmin kontrol altina alinmasinda etkili oldugu bildirilmistir.
Hastaya verilen doz haftada ii¢ kez 6 milyon {inite ile 3 milyon {inite arasinda degigmektedir.
Depresyon durumunda hastaya verilmemlidir ve interferon alfa nin bilinen bir ilag¢ etkilesimi

yoktur (22,23,24).

Thalidomide: Thalidomide anti iltihabik, bagisiklik sistem diizenleyici ve antitimor
ozellikleri olan bir ilagtir. Otoimmiin hastaliklardaki énemi sitokinlerin bir kismini segici
olarak inhibe etmesine baglanabilir. TNF leri ¢ok secici bir sekilde baskilamaktadir. Behget
hastaliginda siddetli seyreden agiz ve genital bolge yaralarinda kullanilmaktadir (25).

2.5 Etyoloji

2.5.1 HLA TiPi

HLA-B51 antijeni hastalikla en c¢ok iligkilendirilebilecek  genetik marker olarak
belirlenmistir (1,26). HLA genleri 6. kromozomda HLA gen bolgesi iizerinde 3500 kb 1n
iizerinde bir alanda dagilmis olarak bulunurlar. HLA- B51 ile Behget hastaligi arasindaki
giiclii iliski bir ¢ok etnik grupta (Tiirkler, Yunanllar,italyanlar Fransizlar ingilizler Almanlar
,Tunuslular Israilliler, Urdiinliiler, Iranhlar, Suudi Arabistanlilar, Kuveytliler, Cinliler,
Koreliler, Tayvanlilar ve Japonlar) da teyit edilmistir. Bununla beraber HLA-BS51 in direk
olarak m1 yoksa onunla ilintili olan bir genin mi Behcet hastalig1 i¢in patolojik bir 6zellik

gosterdigi konusu hala arastirilmaktadir (27).



kromozom 6
Tel uzun kol sen Tel

HLA bélgesi
6p21.1-21.3

Sinifll Sinif I Sinifl
| [ B [ |
DP DM DQ DR C4 C2Hsp7OTNF B C E AGF

HHH

insan HLA bélgesinin genomik haritasi

Sekil 5 Insan l6kosit antijen (HLA) bélgesi (28). HLA bolgesi kromozom 6p21.1 —p21.3
bolgesinde yeralip, sinif II ve sinif III genleri uzun kol {izerinde ve simif I genleride kisa kol
iizerinde yer almaktadir. Sinif I gen triinler1 CD8 sitotoksit T lenfositlerin fonksiyonlarini
siirlarken organizmalarin kendilerine ait olan antijenlere karsi ve virusun bulagtigi hedef
hiicrelare kars1 bagisiklik cevaplarina aracilik eder. Smif II HLA molekiilleri yabanci
antijenlerin T yardimci hiicrelerine sunumuyla ilgilidir. HLA Smif III bolgesi hiicre araciligi
bagisiklik cevabi ile ilgil olmayan fakat bagisiklik sisteminin uyarlanmasiyla ilgili proteinleri
ifade ederler. Ayrica simf III gen {irlinleri tiimor nekroz faktorii (TNF), 1s1 sok protenleri
(HSP) ve C2, C4 gibi komplement proteinlerinin uyarlanmasi veya diizenlenmesinde gorev

alirlar (Expert Rewiews in Molecular Medicine 2003 Cambridge University Pres)
2.5.2 Bakteri ve viruslerin hastaliktaki yeri

Behget hastaliginin etyolojisi tam olarak anlasilmamakla beraber cesitli bakterilerin ve
viriislerin hastalig tetikledigi diistiniilmektedir. Streptokoklardan kaynaklandig diisiiniilen
ag1z yaralar ve dis iltihaplar1 Behget hastalarinda oldukca yiiksektir.(29,30)

Yapilan arastirmalarda bir ¢ok hastanin agiz florasinda ¢esitli streptokok tiirii bakteriler izole

edilmistir ve izole edilen bu bakteriye kars1 gelisen antikorlara rastlanmigtir (31,32,33 ).



Bir ¢ok arastirmada Streptococcus mitis grubu bakterilerin de behget hastaligiyla iliskisi
belirlenmistir. Cok sayida Behget hastasinin agiz florasinda siklikla bu bakteriye ve bu
bakteriye karsi gelisen antikorlara rastlanmistir (31,32,33). Behget hastalardan alinan
lenfositlerde streptococcal antijenlerine karsi asir1 duyarhdirlar (34,30). Bunlara ek olarak
Behget hastalarida deri testlerinde (paterji testi) streptococcal antijenlerine karsi alerjik
reaksiyon gostermektedir (35). Antibakteriyel tedavinin behget hastalarinda faydali olmasi,
bakterilerin behget hastaligindaki roliinii gosteren baska bir aragtirmadir (36). Streptokoklarin
bir alt tlirii olan KTH-1, IL-6, IL-8 ve TNF-a gibi iltihap oncesi sitokinlerin salgilanmasina
neden olmaktadir (37).

Yapilan arastirmalarda Behget hastalarinin serumlarinda kontrol gruplarina gore herpes
simplex virus DNA s1 ve bu viruse karsi gelisen serum antikorlar1 daha yiiksek diizeyde
belirlenmistir (38).

Biitiin bu arastirmalarin sonucunda bu bakterilerde veya viruste bulunan bir antijenle
Behget hastalarinda bulunan bir antijen arasinda bir c¢apraz reaksiyon gercgeklestigi ve

bununda kronik iltihab1 tetikledigi seklinde bir hipotez ortaya ¢ikmistir.(8,39)

2.5.3 Endotel Hiicreleri ve Nitrik Oksit

Nitrik oksit endotel hiicrelerinin duvarlarinda bulunan nitrik oksit sentetaz (eNOS)
tarafindan L-arjininden tretilir. Bir cok ¢alismada eNOS geni i¢indeki DNA ¢ok yapililig: ile
vaskiiler hastaliklar arasinda iliski bulunmustur (40).

Behget hastaligi endotel hiicre bozuklugu ve vaskiilitle tanimlanir. Nitrik oksit endotel
hiicreleri tarafindan immunolojik, enfeksiyonel ve iltihabik (sitokin,INF-y ,liposakkarit,ve
endotoksin) uyaricilarla sentezlenen serbest bir oksijen radikalidir (41,42).

Behget hastalarinda serum nitrite ve nitrat yogunluklarinin NO nun diisiisiinde bir gosterge
oldugu bulunmustur (43,44,45). Ayrica endotel NO sentazda Glu-Asp298 polimorfizminin
Behget hastaligi ile iliskili olduguna dair ipuglarida bulunmustur (46,47,48).

2.5.4 HSP (Heat shock proteinlerin) hastaliktaki rolleri

Is1 soku proteinleri (heat shock proteinler) agirliklarina gére 6 ana gruba ayrilan stres
proteinlerinin siiper family grubuna giren bir protein ¢esididir. Bu proteinlerin tipik 6zelligi
cesitli fizyolojik ve duygusal stresler sonucu( yiiksek sicaklik,osmatik basing,iltihap,UV
)yliksek seviyede salgilanmasidir (49). Bir cok calismada 1s1 sok proteinlerinin Behget
hastalarinda birtakim antijen determinantlarinin 6zellikle 336-351 peptitler PBL (peripheral

blood lenfosit) leri uyararak asir1 miktarda TH-1 sitokini birikimine neden oldugu



gosterilmistir  (50,51). Bu da self HSP reaktif T hiicrelerinin Behget hastaliginin
patogenezinde rol oynadigim gostermektedir. Insan HSP 60 larin bir takim antijen
determinantlarinin bakteri HSP 65 lerle homoloji gostermeleri bakteri 1s1 sok proteinleri ile
insan sok proteinleri arasinda ¢apraz bir reaksiyon gerceklestigini ve buda 1s1 sok proteinleri
arasindaki capraz reaksiyonun olasi Behget hastalifi olusumu mekanizmalarindan biri

oldugunu gostermektedir (52).

2.5.5 Toll Benzeri Proteinler ve Gorevleri

Bagisiklik sisteminin dogustan gelen bagisiklik sistem (innate) ve edinilmis
bagisiklik sistem (adaptive) ad1 verilen iki boliimden olusur (53). Her iki b6liimde disardan
gelen mikroorganizmalara kars bir bagisiklik cevap gelistirilir ve mikroorganizma yok
edilmeye c¢alisilir (53). Her iki sistem de bugiine kadar yapilan bir ¢ok arastirmayla caligilmis
ve Ozellikle sonradan kazanilan bagisiklik sisteminin B ve T lenfosit gibi elemanlarinin
ozellikleri karakterize edilmistir(53).

Dogustan gelen bagisiklik sisteminin bir pargasi olan antijen sunucu hiicrelerin
(makrofaj ve dentritik ) yiizeylerinde bulunan toll benzeri alici proteinlerin gorevlerinin
anlasilmasiyla beraber virus ve bakteri antijenlerinin bu alici proteinlerin algilanip her bir
antijen ¢esidine ¢ok 6zel cevaplar seklinde farkli uyari iletim mekanizmalariyla cevap
verildigi ispatlanmistir (54).

TLR-2 ler gesitli bakteri ve virlislerin antijenlerini tanirlar (54). Bunlar lipoproteinler
Jipopeptidler ,gram pozitif bakterilerden lipoteykoik asit (lipoteichoic) peptidoglikan
(peptitoglycan) lar olarak siralanabilir (54). TLR-4 ler liposakkarit taniyan temel alict
proteinlerdir (54). Bunlara ek olarak HSP 60, HSP 70 gibi i¢sel ligandlarin taninmasinda
gorev aldiklari ispatlanmistir (54).

Biitiin bu bilgiler 15181inda Behget hastalarinda streptococcus kokenli bir bakterinin
veya herpes simplex virusunun bagisiklik sistemini siirekli uyararak dogustan gelen immiin
cevabi etkiledigi ve 6zellikle TLR-2 ve TLR-4 {izerinden algilanan bu organizmalara ait
antijenik yapilarin iltithap oncesi sitokinlerin( IL-1,IL-6,TNF-o ) salinimini aktive ederek
ortamdaki olgunlasmamis (naive) T lenfositleri TH-1na doniistiirerek TH-1 agirlikli bir
bagisiklik cevabi ortaya cikartigi sonucu rapor edilmistir. (Sekil 3) (54). Ote taraftan zamanda
bakterinin antijenik determinantlariyla insanin kendi yapisinda bulunan HSP lerin
antijenlerinin benzerlik géstermesi sonucu bu iki yap1 arasinda imiinolojik ¢apraz bir
reaksiyonun gelistigini ve de dogustan gelen immiin sistem uyarimlarinin zamanla sonradan

kazanilan bagisiklik sistemin kontroliine gegerek ortamda bu bakteri veya virus olmasada



HSP lerin etkisiyle bir immiin cevap ortaya ciktig1 bilinmekle beraber bu siiregte Behget

hastalig1 tagiyan insanlarda kronik iltihap siireci tam olarak anlagilamamustir.

— —-—._._\I
QTOJEN

TLR

ANTIJEM SUNUMU

N\

ACEMIT

| : HUCRELERI

T ARDIME] MOLERULLER \\.
DENTRITiK HOCRE

ILTiHABIK
SITOKINLER

DOGUSTAN GELEN IMMUIN SISTEM SONRADAN KAZANLME MMM
SISTEN

Sekil 6. TLR lerin innate immiin sistemde sinyal mekanizmasini baglatmasi ve olgunlasmamis

T hiicrelerinin ortamdaki sitokinlere gore TH1 veya TH2 ye doniistimii
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Sekil 7. Toll like reseptor ailesine ait degisik grup reseptorlerin iltihap tetikleyici proteinleri

sentezlettirmesi

2.5.5.1 Toll benzeri alici protein2 aminoasit dizilisi

TLR- 2 alic1 proteininin amino asit dizilisi asagidaki gibidir.

1ATG CCA CAT ACT TTG TGG ATG GTG TGG GTC TTG GGG GTC ATC ATC AGC
1 Met Pro His Thr Leu Trp Met Val Trp Val Leu Gly Val Ile Ile Ser

49 CTC TCC AAG GAA GAA TCC TCC AAT CAG GCT TCT CTG TCT TGT GAC CGC
17 Leu Ser Lys Glu Glu Ser Ser Asn Gln Ala Ser Leu Ser Cys Asp Arg

97 AAT GGT ATC TGC AAG GGE AGC TCA GGA TCT TTA AAC TCC ATT CCC TCA
33 Asn Gly Ile Cys Lys Gly Ser Ser Gly Ser Leu Asn Ser Ile Pro Ser

145 GGG CTC ACA GAA GCT GTA AAA AGC CTT GAC CTG TCC AAC AAC AGG ATC
49 Gly Leu Thr Glu Ala Val Lys Ser Leu Asp Leu Ser Asn Asn Arg Ile

193 ACC TAC ATT AGC AAC AGT GAC CTA CAG AGG TGT GTG AAC CTC CAG GCT
65 Thr Tyr Ile Ser Asn Ser Asp Leu Gln Arg Cys Val Asn Leu Gln Ala

11



241 CTG GTG CTG ACA TCC AAT GGA ATT AAC ACA ATA GAG GAA GAT TCT TTT
81 Leu Val Leu Thr Ser Asn Gly Ile Asn Thr Ile Glu Glu Asp Ser Phe

289 TCT TCC CTG GGC AGT CTT GAA CAT TTA GAC TTA TCC TAT AAT TAC TTA
97 Ser Ser Leu Gly Ser Leu Glu His Leu Asp Leu Ser Tyr Asn Tyr Leu

337 TCT AAT TTA TCG TCT TCC TGG TTC AAG CCC CTT TCT TCT TTA ACA TTC
113 Ser Asn Leu Ser Ser Ser Trp Phe Lys Pro Leu Ser Ser Leu Thr Phe

385 TTA AAC TTA CTG GGA AAT CCT TAC AAA ACC CTA GGG GAA ACA TCT CTT
129 Leu Asn Leu Leu Gly Asn Pro Tyr Lys Thr Leu Gly Glu Thr Ser Leu

433 TTT TCT CAT CTC ACA AAA TTG CAA ATC CTG AGA GTG GGA AAT ATG GAC
145 Phe Ser His Leu Thr Lys Leu Gln Ile Leu Arg Val Gly Asn Met Asp

481 ACC TTC ACT AAG ATT CAA AGA AAA GAT TTT GCT GGA CTT ACC TTC CTT
161 Thr Phe Thr Lys Ile Gln Arg Lys Asp Phe Ala Gly Leu Thr Phe Leu

529 GAG GAA CTT GAG ATT GAT GCT TCA GAT CTA CAG AGC TAT GAG CCA AAA
177 Glu Glu Leu Glu Ile Asp Ala Ser Asp Leu Gln Ser Tyr Glu Pro Lys

577 AGT TTG AAG TCA ATT CAG AAT GTA AGT CAT CTG ATC CTT CAT ATG AAG
193 Ser Leu Lys Ser Ile Gln Asn Val Ser His Leu Ile Leu His Met Lys

625 CAG CAT ATT TTA CTG CTG GAG ATT TTT GTA GAT GTT ACA AGT TCC GTG
209 Gln His Ile Leu Leu Leu Glu Ile Phe Val Asp Val Thr Ser Ser Val

673 GAA TGT TTG GAA CTG CGA GAT ACT GAT TTG GAC ACT TTC CAT TTT TCA
225 Glu Cys Leu Glu Leu Arg Asp Thr Asp Leu Asp Thr Phe His Phe Ser

721 GAA CTA TCC ACT GGT GAA ACA AAT TCA TTG ATT AAA AAG TTT ACA TTT
241 Glu Leu Ser Thr Gly Glu Thr Asn Ser Leu Ile Lys Lys Phe Thr Phe

769 AGA AAT GTG AAA ATC ACC GAT GAA AGT TTG TTT CAG GTT ATG AAA CTT
257 Arg Asn Val Lys Ile Thr Asp Glu Ser Leu Phe Gln Val Met Lys Leu

817 TTG AAT CAG ATT TCT GGA TTG TTA GAA TTA GAG TTT GAT GAC TGT ACC
273 Leu Asn Gln Ile Ser Gly Leu Leu Glu Leu Glu Phe Asp Asp Cys Thr

865 CTT AAT GGA GTT GGT AAT TTT AGA GCA TCT GAT AAT GAC AGA GTT ATA
289 Leu Asn Gly Val Gly Asn Phe Arg Ala Ser Asp Asn Asp Arg Val Ile

913 GAT CCA GGT AAA GTG GAA ACG TTA ACA ATC CGG AGG CTG CAT ATT CCA
305 Asp Pro Gly Lys Val Glu Thr Leu Thr Ile Arg Arg Leu His Ile Pro

961 AGG TTT TAC TTA TTT TAT GAT CTG AGC ACT TTA TAT TCA CTT ACA GAA

12
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Ala

ATC
Ile

GTG
Val

AAG
Lys

GAC
Asp

CTT
Leu

TTC
Phe

ATT
Ile

AAG
Lys

GAC
Asp

AAG
Lys

TCT
Ser

CTG
Leu

TGG
Trp

TGC
Cys

GAG
Glu

TTG
Leu

AAT
Asn

TCT
Ser

TCC
Ser

CTT
Leu

CTG
Leu

GAG
Glu
Asp

TCC
Ser



2.5.5.2 Toll benzeri alici protein4 aminoasit dizilisi

TLR-4 alic1 proteininin aminoasit dizilisi asagidaki gibidir.

1 ATG ATG TCT GCC TCG CGC CTG GCT GGG ACT CTG ATC CCA GCC ATG GCC
1 Met Met Ser Ala Ser Arg Leu Ala Gly Thr Leu Ile Pro Ala Met

49
17

97
33

145
49

193
65

241
81

289
97

337
113

385
129

433
145

481
161

529
177

577
193

TTC
Phe

GTT
Val

CCC
Pro

CCC
Pro

CAG
Gln

GCA
Ala

CCcC
Pro

CAG
Gln

ccc
Pro

CTT
Leu

CTA
Leu

ACA
Thr

CTC TCC
Leu Ser

CCT AAT
Pro Asn

GAC AAC
Asp Asn

CTG AGG
Leu Arg

GTG CTG
Val Leu

TAT CAG
Tyr Gln

ATC CAG
Ile Gln

AAG CTG
Lys Leu

ATT GGA
Ile Gly

ATC CAA
Ile Gln

GAG CAC
Glu His

GAC TTG
Asp Leu

TGC
Cys

ATT
Ile

CTC
Leu

CAT
His

GAT
Asp

AGC
Ser

AGT
Ser

GTG
Val

CAT
His

TCT
Ser

TTG
Leu

CGG
Arg

GTG
Val

ACT
Thr

CCC
Pro

TTA
Leu

TTA
Leu

CTA
Leu

TTA
Leu

GCT
Ala

CTC
Leu

TTC
Phe

GAC
Asp

GTT
Val

AGA
Arg

TAT
Tyr

TTC
Phe

GGC
Gly

TCC
Ser

AGC
Ser

GCC
Ala

GTG
Val

AAA
Lys

Lys

CTT
Leu

CTA
Leu

CCA
Pro

CAA
Gln

TCA
Ser

AGC
Ser

AGG
Arg

CAC
His

CTG
Leu

GAG
Glu

ACT
Thr

TTA
Leu

TCC
Ser

CAT
His

GAA
Glu

TGC
Cys

ACC
Thr

TAT
Tyr

TGT
Cys

CTC
Leu

GGA
Gly

ACA
Thr

TTG
Leu

CCT
Pro

AGC
Ser

CAA
Gln
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AGC
Ser

ATG
Met

AAG
Lys

AGC
Ser

GAA
Glu

TCT
Ser

GCC
Ala

AAT
Asn

AAA
Lys

GAG
Glu

AAC
Asn

ATG
Met

TGG
Trp

GAG
Glu

AAC
Asn

TTC
Phe

ATC
Ile

ACC
Thr

TTT
Phe

CTA
Leu

GAA
Glu

TAT
Tyr

AAG
Lys

Cccc
Pro

GAG CCC
Glu Pro

CTG AAT
Leu Asn

CTG GAC
Leu Asp

TTC AGT
Phe Ser

CAG ACA
Gln Thr

TTA ATA
Leu Ile

TCT GGA
Ser Gly

GCA TCT
Ala Ser

CTT AAT
Leu Asn

TTT TCT
Phe Ser

ATT CAA
Ile Gln
Arg

CTA CTC
Leu Leu

TGC
Cys

TTC
Phe

CTG
Leu

TTC
Phe

ATT
Ile

TTG
Leu

CTA
Leu

CTA
Leu

GTG
Val

AAT
Asn

AGT
Ser

AAT
Asn

GTG
Val

TAC
Tyr

AGC
Ser

CCA
Pro

GAA
Glu

ACA
Thr

TCA
Ser

GAG
Glu

GCT
Ala

CTG
Leu

ATT
Ile

CTC
Leu

GAG
Glu

AAA
Lys

TTT
Phe

GAA
Glu

GAT
Asp

GGA
Gly

AGT
Ser

AAC
Asn

CAC
His

ACC
Thr
Ala

TAT
Tyr

TCT
Ser

Ala

GTG
Val

ATC
Ile

AAT
Asn

CTG
Leu

GGG
Gly

AAC
Asn

TTA
Leu

TTC
Phe

AAT
Asn

AAT
Asn

TGC
Cys

TTA
Leu



625
209

673
225

721
241

769
257

817
273

865
289

913
305

961
321

1009
337

1057
353

1105
369

1153
385

1201
401

1249
417

1297
433

1345

GAC
Asp

GAA
Glu

AAT
Asn

CGT
Arg

GAC
Asp

CGA
Arg

AAT
Asn

GAA
Glu

TTA
Leu

CTC
Leu

GAA
Glu

TTG
Leu
Phe

CTA
Leu

AAC
Asn

AAT
Asn

CTC

CTG
Leu

ATT
Ile

GTA
Val

TTG
Leu

AAA
Lys

TTA
Leu

TGT
Cys
Trp

AGG
Arg

GTT
Val

AAA
Lys

GTT
Val

AGT
Ser

AAG
Lys

TTC
Phe

TTG
Leu

ATT

TCC
Ser

AGG
Arg

ATG
Met

GTT
Val

TCT
Ser

GCA
Ala

TTG
Leu

GTA
Val

AAC
Asn

AGG
Arg

GAT
Asp

TTC
Phe

TAT
Tyr

TTG
Leu

AAA
Lys

TAC

CTG
Leu

CTT
Leu

Lys

CTG
Leu

GCT
Ala

TAC
Tyr

ACA
Thr

Lys

TGT
Cys

CTT
Leu

CTA
Leu

Lys

TTA
Leu

GGC
Gly

CAA
Gln

CTT

AAC
Asn

CAT
His

ACT
Thr

GGA
Gly

CTA
Leu

TTA
Leu

AAT
Asn

GAC
Asp

AAA
Lys

ACT
Thr

CCA
Pro

GGT
Gly

GAT
Asp

TTA
Leu

ATG
Met

GAC

CCT
Pro

AAG
Lys

TGT
Cys
Ser

GAA
Glu

GAG
Glu

GAC
Asp

GTT
Val
Gly

TTT
Phe

TTT
Phe
Tyr

TTC
Phe

AGC
Ser

TGC
Cys

CTG
Leu

GAA
Glu

AGT
Ser

ATT

ATG
Met

CTG
Leu

ATT
Ile

TTT
Phe

GGC
Gly

TAC
Tyr

TCT
Ser

TCT
Ser

GGA
Gly

ACT
Thr

CTT
Leu

TGT
Cys

AGC
Ser

CAA
Gln

GAG
Glu

TCT

AAC
Asn

ACT
Thr

CAA
Gln

AGA
Arg

CTG
Leu

TAC
Tyr

TCA
Ser

TAT
Tyr

CAG
Gln

TCC
Ser

GAG
Glu

TCT
Ser

TTC
Phe

CTA
Leu

TTT
Phe

CAT
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TTT
Phe

TTA
Leu

GGT
Gly

AAT
Asn

TGC
Cys

CTC
Leu

TTT
Phe

AAT
Asn

TTT
Phe

AAC
Asn

TTT
Phe

CAA
Gln

AAT
Asn

GAA
Glu

TCA
Ser

ACT

ATC
Ile

AGA
Arg

CTG
Leu

GAA
Glu

AAT
Asn

GAT
Asp

TCC
Ser

TTC
Phe

CCC
Pro

AAA
Lys

CTA
Leu

AGT
Ser

GGT
Gly

CAT
His

GTA
Val

CAC

CAA
Gln

AAT
Asn

GCT
Ala

GGA
Gly

TTG
Leu

GAT
Asp
Gly

CTG
Leu

GGA
Gly

ACA
Thr

GGT
Gly

GAT
Asp

GAT
Asp

GTT
Val

CTG
Leu

TTC
Phe

ACC

CCA
Pro

AAT
Asn

GGT
Gly

AAC
Asn

ACC
Thr

ATT
Ile

GTG
Val

TGG
Trp

TTG
Leu

GGG
Gly

CTC
Leu

TTT
Phe

ATT
Ile

GAT
Asp

CTA
Leu

AGA

GGT
Gly

TTT
Phe

TTA
Leu

TTG
Leu

ATT
Ile

ATT
Ile

AGT
Ser

CAA
Gln

AAA
Lys

AAT
Asn

AGT
Ser

GGG
Gly

ACC
Thr

TTC
Phe

TCA
Ser

GTT

GCA
Ala

GAT
Asp

GAA
Glu

GAA
Glu

GAA
Glu

GAC
Asp

GTG
Val

CAT
His

CTC
Leu

GCT
Ala

AGA
Arg

ACA
Thr

ATG
Met

CAG
Gln

CTC
Leu

GCT

TTT
Phe

AGT
Ser

GTC
Val

AAG
Lys

GAA
Glu

TTA
Leu

ACT
Thr

TTA
Leu

AAA
Lys

TTT
Phe

AAT
Asn

ACC
Thr
Ile

AGT
Ser

CAT
His

AGA
Arg

TTC

AAA
Lys

TTA
Leu

CAT
His

TTT
Phe

TTC
Phe

TTT
Phe

ATT
Ile

GAA
Glu

TCT
Ser

TCA
Ser

GGC
Gly

AGC
Ser
Asn

TCA
Ser

TCC
Ser

AAC
Asn

AAT



449

1393
465

1441
481

1489
497

1537
513

1585
529

1633
545

1681
561

1729
577

1777
593

1825
609

1873
625

1921
641

1969
657

2017
673

2065
689

Leu

GGC
Gly

AAT
Asn

AAC
Asn

CCA
Pro

CAC
His

TCC
Ser

AAA
Lys

ACT
Thr

TGG
Trp
END

TGT

Cys

ATC
Ile

GTG
Val

CAC
His

ATC
Ile

AGG
Arg

Ile

ATC
Ile

TCT
Ser

TTG
Leu

ACA
Thr

AAC
Asn

CTC
Leu

CAG
Gln

CAG
Gln

ATC
Ile

GCA
Ala

ACC
Thr

CTT
Leu

CTG
Leu

TAT
Tyr

AAT
Asn

Tyr

TTC
Phe

TTC
Phe

ACC
Thr

GCA
Ala

AAC
Asn

CAG
Gln

GAA
Glu

AAT
Asn

AAG
Lys

ACA
Thr

TGT
Cys

GTA
Val

ATG
Met

GAT
Asp

GAG
Glu

Leu

AAT
Asn

CAG
Gln

TTC
Phe

TTT
Phe

TTC
Phe

GTT
Val

CTA
Leu

GAC
Asp

GAC
Asp

CCT
Pro

CAG
Gln

GTA
Val

CTT
Leu

GCC
Ala

CTA
Leu

Asp

GGC
Gly

GAA
Glu

CTG
Leu

AAC
Asn

TTT
Phe

CTT
Leu

CAG
Gln

TTT
Phe

CAG
Gln

TCA
Ser

ATG
Met

TCT
Ser

CTT
Leu

TTT
Phe

GTA
Val

Ile

TTG
Leu

AAC
Asn

GAC
Asp

TCA
Ser

TCA
Ser

GAT
Asp

CAT
His

GCT
Ala

AGG
Arg

GAT
Asp

AAT
Asn

GTT
Val

GCT
Ala

GTT
Val

AAG
Lys

Ser

TCC
Ser

TTC
Phe

CTC
Leu

CTC
Leu

TTG
Leu

TAC
Tyr

TTT
Phe

TGT
Cys

CAG
Gln

AAG
Lys

AAG
Lys

GTA
Val

GGC
Gly

ATC
Ile

AAT
Asn

His

AGT
Ser

CTT
Leu

TCT
Ser

TCC
Ser

GAT
Asp

AGT
Ser

CCA
Pro

ACT
Thr

CTC
Leu

CAG
Gln

ACC
Thr

GCA
Ala

TGC
Cys

TAC
Tyr

TTA
Leu
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Thr

CTC
Leu

CCA
Pro

CAG
Gln

AGT
Ser

ACG
Thr

CTC
Leu

AGT
Ser

TGT
Cys

TTG
Leu

GGC
Gly

ATC
Ile

GTT
Val

ATA
Ile

TCA
Ser

GAA
Glu

His

GAA
Glu
Lys

GAT
Asp

TGT
Cys

CTT
Leu

TTT
Phe

AAT
Asn

AGT
Ser

GAA
Glu

GTG
Val

ATG
Met

ATT
Ile

CTG
Leu

AAG
Lys

AGC
Ser

GAA
Glu

Thr

GTC
Val

ATC
Ile

CAA
Gln

CAG
Gln

CCT
Pro

CAC
His

CTA
Leu

CAC
His

GAA
Glu

CCT
Pro

GGT
Gly

GTC
Val

TAT
Tyr

CAG
Gln

GGG
Gly

Arg

TTG
Leu

TTC
Phe

CTG
Leu

GTA
Val

TAT
Tyr

ATA
Ile

GCT
Ala

CAG
Gln

GTT
Val

GTG
Val

GTG
Val

TAT
Tyr

GGT
Gly

GAT
Asp

GTG
Val

Val

Lys

ACA
Thr

GAG
Glu

CTA
Leu

AAG
Lys

ATG
Met

TTC
Phe

AGT
Ser

GAA
Glu

CTG
Leu

TCG
Ser

ARG
Lys

AGA
Arg

GAG
Glu

CCT
Pro

Ala

ATG
Met

GAG
Glu

CAG
Gln
His

AAT
Asn

TGT
Cys

ACT
Thr

TTA
Leu

TTC
Phe

CGA
Arg

AGT
Ser

GTC
Val

TTC
Phe

GGT
Gly

GAC
Asp

CCA
Pro

Phe

GCT
Ala

CTG
Leu

TTG
Leu

ATG
Met

CTG
Leu

TCC
Ser

AAT
Asn

CTG
Leu

ATG
Met

TTG
Leu

CTC
Leu

TAT
Tyr

GAA
Glu

TGG
Trp

TTT
Phe

Asn

GGC
Gly

AGA
Arg

TCT
Ser

AGC
Ser

AAC
Asn

Lys

CTT
Leu

CAA
Gln

GAA
Glu

AAT
Asn

AGT
Ser

TTT
Phe

AAC
Asn

GTA
Val

CAG
Gln



2113
705

2161
721

2209
737

CTC
Leu

AAC
Asn

GTG
Val

TGC
Cys

ATC
Ile

TCC
Ser

CTT
Leu

ATC
Ile

CAG
Gln

CAC
His

CAT
His

CAC
His

TAC
Tyr

GAA
Glu

TTC
Phe

AGA
Arg

GGT
Gly

ATC
Ile

GAC TTT
Asp Phe

TTC CAT
Phe His

CAG AGC
Gln Ser

ATT
Ile

AAA
Lys

CGC
Arg

CCC
Pro

AGC
Ser

TGG
Trp

GGT
Gly

CGA
Arg

TGT
Cys

GTG
Val

AAG
Lys

ATC
Ile

GCC
Ala

GTG
Val

TTT
Phe

ATT
Ile

ATT
Ile

GAA
Glu

GCT GCC
Ala Ala

GTT GTG
Val Val

TAT GAG
Tyr Glu

2257 ATT GCT CAG ACC TGG CAG TTT CTG AGC AGT CGT GCT GGT ATC ATC TTC
753 Ile Ala Gln Thr Trp Gln Phe Leu Ser Ser Arg Ala Gly Ile Ile Phe

2305
769

2353
785

2401
801

2449
817

2497
833

ATT
Ile

CTG
Leu

GTC
Val

GAT
Asp

TGG
Trp

GTC
Val

TAC
Tyr

CTG
Leu

GGT
Gly

CAG
Gln
Lys

CTG
Leu

CGC
Arg

GGG
Gly

Lys

GAA
Glu

CAG
Gln

CTT
Leu

CGG
Arg

TCA
Ser

GCA
Ala

AAG
Lys

CTC
Leu

CAC
His

TGG
Trp

ACA
Thr

GTG
Val

AGC
Ser

ATC
Ile

AAT
Asn

TCT
Ser

GAG AAG
Glu Lys

AGG AAC
Arg Asn

TTC TGG
Phe Trp

CCA GAA
Pro Glu

ATC TGA

Ile END ..
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ACC
Thr

ACT
Thr

AGA
Arg

GGA
Gly

CTG
Leu

TAC
Tyr

CGA
Arg

ACA
Thr

His
CTC

Leu

CTG
Leu

CTC
Leu

GTG
vVal

AGG
Arg

GAG
Glu

AGA
Arg

GGT
Gly

CAG
Gln

TGG
Trp

AAA
Lys

ACA
Thr

CAG
Gln

GAG
Glu

GCC
Ala

GGA
Gly

GTG GAG
Val Glu

GAC AGT
Asp Ser

CTG CTG
Leu Leu

TGC AAT
Cys Asn



3. GEREC VE YONTEM

3.1.Kan Orneklerinin Eldesi
Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Romatoloji polikiliniginde etik kurul kararinda
sonra Uluslararas1 Behget ¢aligma grubunun kriterlerine gére 75 Behget hastasinin kani ile
herhangi bir hastalig1 olmayan 30 saglikli bireyden alinan kanlar kullanildi.
Her iki gruptaki bireylerden, DNA eldesi i¢in kullanilmak {izere EDTA’11 tiipe 5’er
mL kan alindi. EDTA’ tiiplere alinan kanlar DNA eldesine kadar gecen siire igerinde -20
°C’de saklandi.

3.2. Gerecler

Derin dondurucu (Bosh, Istanbul, Tiirkiye ),mikrosantrifiij (Eppendorf, Hamburg,
Almanya), PCR aleti (MJ Research, Boston, Amerika) mikrodalga firin (Argelik, Istanbul,
Tiirkiye), hassas terazi (Shimadzu, Kyoto, Japonya), santrifiij (Eppendorf, Hamburg,
Almanya), mikropipet (Eppendorf, Hamburg, Almanya), manyetik karistirict (Velp,
Scientifica, Italya), vorteks (Niive, Istanbul, Tiirkiye), biyolojik emniyet kabini (Bilser,
Istanbul, Tiirkiye), diisiik basingli kurutucu (El yapimu).

3.2.1. Kimyasal maddeler

Etil alkol (Tekel, Istanbul, Tiirkiye), Ure (Merck ,Darmstadt, Almanya), Proteinaz K (Sigma,
St Louis, Amerika), sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma, St Louis, Amerika), NaCl (Merck,
Darmstadt, Almanya), Tris-HCl (Merck, Darmstadt, Almanya), Kloroform (Merck,
Darmstadt, Almanya), Agaroz (Prona, Madrid, Ispanya), EDTA (Merck, Darmstadt,
Almanya), dNTP (Fermentas, Vilnius, Litvanya), Taq DNA polimeraz (Fermentas, Vilnius,
Litvanya), 10X Amonyum siilfatlh PCR tamponu (Fermentas, Vilnius, Litvanya), MgCl,

(Fermentas, Vilnius, Litvanya).
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3.2.2 Cozeltiler

10X TBE (108 g tris-Base, 55 g borik asit, 8,3 g EDTA)
Pargalama ¢ozeltisi (300 mM NaCl, 10 mM EDTA, 10mM Tris-HCI)

Ureli pargalama ¢ozeltisi (4,2 g iire, 10 ml su, 1 ml par¢alama ¢dzeltisi)

3.3 DNA Eldesi
1. gln
EDTA 11 tiipde izolasyon giiniine kadar derin dondurucuda bekleyen kanlar oda sicakligina
gelmesi saglandiktan sonra {izerlerine hacimleri kadar saf su eklendi. Yeteri kadar altiist
edildikten sonra 4000 devir/dakikada 25 dakika santrifiij edildi ve iist kisimda kalan sivi
atildi. Bu islem ii¢ kere devam edildi. Ugiincii satrifiijiin sonra yine iist kisimdaki siv1 kisim
atildiktan sonra 3 mL iireli pargalama ¢ozeltisi eklendi ve ¢okelegin tam olarak ¢oziinmesi
saglandi. Ardindan 400 ul %20 lik SDS ve 100 ul 10 mg/mL proteinaz K eklenerek 37 °C’ de
1 gece inkiibasyona birakild1 (56).

2.giin

Inkiibasyondan ¢ikarilan &rneklere 2 mL 5M NaCl eklendi ve yaklasik 15 dakika altiist edildi.
Daha sonra {izerlerine 8 mL kloroform konularak 4000 devir/dakika 15 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonunda olusan ii¢ fazdan iisteki kisim temiz bir tiipe alinarak ,iizerine hacmi
kadar soguk %96 lik etil alkol eklendi. Alkol ilavesi ile ¢oken DNA lar pipet ucu ile 1,5 mL
lik santrifiij tiipline alarak tizerlerine 1000 ul %70 lik etil alkol eklendi. Tiipler 13000
devir/dakika’ da 10 dakika santrifiij edilerek DNA’larin tiipiin dibine yapismasi saglandi . Bu
islem 3 kez tekrar edildi. En son santrifiij isleminden sonra, alkol dikkatli bir sekilde dokiildii.
Tiiplerin dibine yapigmasi saglanan DNA lar vakumlu kurutucuda yarim saat bekletildi ve
iizerlerine gerekli miktarda deiyonize steril su eklendi. Bir giin +4 °C’ de bekletilerek

cozlinmesi saglanan DNA lar saklanmak {izere -20 °C’ lik derin dondurucuya kaldirild1 (56).
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3.4. PCRile, ilgili dizilerinin cogaltilmasi

Bu calismada DNA analizi i¢in kullanilan PZR (PZR= polimeraz zincir reaksiyonu veya
PCR= polymerase Chain Reaction) teknigi, istenen gen bolgesinin canli disi ortamda
cogaltilmasina dayanan uygulanabirligi ve pratikligi ile gliniimiizde molekiiler biyoloji
caligmalarinda en sik kullanilan tekniklerden biridir (57).

Toll like reseptor 4 ve Toll like reseptor 2 deki ilgilenilen gen bolgelerinin ¢ogaltilmast MJ
Research PTC-200 PCR cihazi ile yapildi. PZR tepkimesi i¢in gerekli karigimlar steril

kabinde otoklavlanmis malzemelerle hazirlandi.

3.4.1 Kullanilan Primerler
Bu c¢alismada kullanilan primerler Sanchez (2004) ve Folwaczny arkadaslarinin
caligmalarindan alinmistir.

Ozelikleri ve gen dizilisleri asagidaki gibidir.

Tablo 1. Kullanilan primerler ve 6zellikleri (Sanchez E. ve arkadaslari. Polymorphism of

toll-like receptor 2 and 4 genes in rheumatoid arthritis and systemic lupus erythematosus
Tissue Antigens, 63: 54-57, 2004 ve M.Folwaczny ve arkadaglari. Toll-like receptor (TLR) 2
and 4 in periodontal disease. Clinical & Experimental Immunology, 135: 330-335, 2004).

Primer |Niikleotid dizisi Uriin  |mutasyon

uzunlugu (baz

(nt) cifit)

23 5’- CCTTCAAGTTGTGTCTTCATAAC -3 289 bg |TIr2 677

20 5’- GGCCACTCCAGGTAGGTCTT -3°

26 5’- AGCATACTTAGACTACTACCTCCATG -3’ 188 b¢ [TIr4 299

24 5’- GAGAGATTTGAGTTTCAATGTGGG -3°

31 5’- GGTTGCTGTTCTCAAAGTGATTTTGGGAGAA -3’ 124 bg (TIr4 399

31 5’- GGAAATCCAGATGTTCTAGTTGTTCTAAGCC- 3’
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3.4.2 . Cahsilan Bolgelere gore PCR kimyasallar protokolleri

Tablo2 TLR2 Arg677Trp i¢in PCR kimyasallar protokolii

10XPCR Buffer 2,5 ul
dNTPs (1.25 mM) 1,5 pl
MgCl, (25mM) 2,5 ul
Deiyonize su (dH,0) 16,8 ul
Ileri Primer 0,3 pl
Geri Primer 0,3
Taq DNA polimeraz 0,1 pl

Hedef DNA (stoktan seyreltilmis DNA) 1 pul

Toplam 25 ul
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Tablo 3. Tir4 Asp299Gly icin PCR kimyasallar protokolii.

10XPCR Buffer 2,5 ul

dNTPs (1.25 mM) 1,25 ul
MgCl, (25mM) 2,5 ul
Deiyonize su (dH,0) 17,6 ul
Ileri Primer 0,1 ul
Geri Primer 0,1 pul
Taq DNA polimeraz 0,15 ul

Hedef DNA (stoktan seyreltilmis DNA) 0,8 pul

Toplam 25 ul

Tablo 4. Tlr4 Thr3991le i¢cin PCR kimyasallar protokolii.

10XPCR Buffer 2,5 ul
dNTPs (1.25 mM) 1,25 ul
MgCl, (25mM) L5 ul
Deiyonize su (dH,O) 18,4 ul
Ileri Primer 0,2 ul
Geri Primer 0,2 pl
Taq DNA polimeraz 0,15 ul

Hedef DNA (stoktan seyreltilmis DNA) 0,8 pul

Toplam 25 ul
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3.4.3 Calhsilan bolgelere gore thermal cycler zaman 1s1 protokolleri

Tablo 5. TLR2 Arg677Trp i¢in PSR zaman-is1 protokolii. Denatiirasyon, Yapisma ve Uzama
basamaklar1 35 dongii halinde yapildi.

[k denatiirasyon 95 °C 4dak.
Denatiirasyon 95 °C 30sn

Yapisma 58°C 30 sn
Uzama 72 °C 30sn .
Son uzama 72 °C 5 dak.

Tablo 6. TIr4 Asp299Gly i¢in PCR zaman-is1 protokolil. Denatiirasyon, Yapisma ve Uzama
basamaklar1 35 dongii halinde yapilda.

[k denatiirasyon 95 °C 4dak.
Denatiirasyon 94 °C 1dak.
Yapigsma 61°C 45sn .
Uzama 72 °C 1dak.

Son uzama 72 °C 5 dak.

Tablo7. TIr4 Thr3991le i¢in PCR zaman-1s1 protokolii. Denatiirasyon, Yapisma ve Uzama
basamaklar1 35 dongii halinde yapilda.

[k denatiirasyon 94 °C 5dak.
Denatiirasyon 94 °C ldak.
Yapisma 59.3°C 45sn .
Uzama 72 °C 1 dak.
Son uzama 72 °C 5 dak.
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3.5 Restriksiyon enzimi ile kesim
3.5.1. Restriksiyon enzimi ile kesim Protokolleri

Tablo 8. Mspli¢in RE Kesim Protokolii.

10XRE Buffer 2 ul
Deiyonize su (dH,0) 0.75 pl
BSA (Bovine serum albumin) 2 ul
RE Mspl 0,25 ul
Toplam Sul

Tablo 9. Hinf I RE protokolii

10XRE Buffer 2
Deiyonize su (dH,O) 0.75 pl
BSA (Bovine serum albumin) 2 ul
Hinf I RE 0,25 ul
Toplam 5l

Tablo 10. Ncol ile RE protokolii.

10XRE Buffer 2 ul
Deiyonize su (dH,O) 0.75 ul
BSA (Bovine serum albumin) 2 ul
RE Nco I 0,25 ul
Toplam 5l
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3.6. Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve RE’ne maruz birakilan PCR Uriinlerinin

Goriintiilenmesi

PCR sonunda elde edilen tiriinlerin gozle goriiniir hale gelebilmesi i¢in igerisinde
etidyum bromid bulunan % 2’lik agaroz jeller kullanildi.

Hassas terazide tartilan 1.6 g agaroz 1s1ya dayanikl bir beher igerisine alindi. Uzerine
80 ml 1xTBE tampon soliisyonu ilave edildi. Agaroz tampon soliisyon icerisinde ¢oziilene
kadar mikrodalga firinda kaynatildi. Mikrodalga firindan alinan beher igerisindeki siviya
sogumasina yakin yaklasik olarak 65 °C’de Sul EtBr ilave edildi ve 6nceden hazirlanmis
olan jel tankina dokiildii. Tarak yerlestirildikten sonra jel donmaya birakildi. Jelin donmasini
takiben jel elektroforez tankina yerlestirilip tizerine 1XTBE tampon ¢ozeltisi ilave edildikten
sonra tarak ¢ikartildi ve tizerlerine ylikleme boyasi eklenen PCR iiriinleri her bir kuyucuga

ayr1 ayr1 yiiklendi.

3.6.1. Elektroforez Kosullar

Icerisinde 1xTBE tamponu bulunan elektroforez tankina yerlestirilen jele drneklerin
uygulanmasi yapildiktan sonra asagidaki sartlar uygulandi:

Elektroforez gii¢ kaynaginin 100 volta sabitlendikten sonra 35 dakika yiriitiildii.
Elektroforez sonlandirildiktan sonra jel, goriintiileme sisteminde tespit edildikten sonra
bulgular degerlendirildi.

Elektroforez bitiminde jel, goriintiileme sistemine alinarak ultraviole 15181 altinda

DNA bantlar1 incelendi.
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4. BULGULAR VE SONUCLAR

Calismamizda 75 bireyden alinan kanlardan tuz c¢oktiirme yontemiyle DNA elde
edilmistir. Elde edilen DNA’lar primer kullanilarak PCR yontemiyle ¢ogaltilip % 2’11k agaroz
jel elektroforezi iizerinde pucl9 mspl ile kesilen DNA merdiveni (DNA Ladder) temel
almarak analiz edildi. Elektroforez sonucunda olusan iiriin biiyiikliikleri hesaplandi. Uriin
biiytikliiklerinin TLR2 primeri i¢in i¢in 289 bg. TLR-4 Asp 299Gly icin 188 b¢ ve TLR-4
Thr3991le i¢in 124 bg¢ bulundu.

Sekil 8. Kesim oncesi TLR-2 289 bg biiyiikliikte oldugu sekilden anlasilmaktadir.
Burada hepsi gosterilmemekle beraber farkli uzunlukta bir bant gézlenmemistir.

Sekil 9. Mspl RE Kesiminden sonra TLR-2 band1 289 bg lik biiyiikliikte bir degisim
gozlenmediginden bu gen bolgesi i¢in bir mutasyona rastlanmamustir.

27



Sekil 10. TLR-4 299 primer ¢iftinin uygun PZR kosullarin1 ortaya koymak i¢in uygun
erime sicakliginin kademeli olarak tayin edilmesi. Bu ¢alismada en parlak 4. bantin (62°C)
oldugu tesbit edilmis ve bu primer ¢iftiyle yapilan ¢alismalarda 62 °C kullanilmugtir.

Sekil 11. TLR-4 299 primerleriyle tanimlanan bolge PZR ile ¢ogaltilmis ve burada
goriildiigii gibi diger hastalardada farkli bir bant bulunmamaistir.
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Sekil 12. Bir kisim hastalara ait 6rnek gosterilen sekilde TLR-4 299 primerleriyle
tanimlanip PZR ile ¢ogaltilan bolgeler Nco I RE kesim enzimiyle muamele edilip yapilan
tarama da farkli bantlar bulunmamasi bu bdlgede Behget hastalari arasinda bir mutasyon
olmadigini1 gostermektedir.

Sekil 13. TLR4 399 primer ¢iftinin PZR reaksiyonunun uygun calisma kosullarini
ortaya koymak i¢in yapilan ¢alismada uygun erime 1sisinin 59.3°C oldugu bulunmustur.
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Sekil 14. TLR-4 399 primer ¢iftinin 124 b¢ biylikliigiindeki PZR iirlin allellerinin
kontrol grubunda dagilimi %1 lik agaroz jelde goriilmektedir. Kontrol grubunda bir uzun ve
birde kisa allellerin oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubunda 16. bantda hem kisa hem uzun
alleli tasiyan heterozigot yapi goriilmistiir.

Sekil 15. TLR-4 399 primer ¢iftinin 124 bg¢ lik PZR iiriinleri Hinf I ile kesildikten
sonra %3 lik agaroz jelde goriintiileri incelendiginde burada da kisa ve uzun alleller
gbzlemlenmistir. 5,8,16,19,21 bantlar1 kisa ve uzun alleller i¢in heterozigot, 7 bant da bir ara
allel gozlemlenmistir.
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Sekil 16. Hasta grubunda TLR-4 399 primer ciftinin 124 bg¢ lik PZR {iriinlerinin %1
lik agaroz jel elektroforezinden sonraki dagilimi goriilmektedir. Bir kisim hasta grubu 6rnek
olarak gosterilmekde ve burada da hem uzun hem kisa alleller goriilmekdedir.

Sekil 17. Hasta grubunda TLR-4 399 primer ¢iftinin 124 bg lik PZR iirtinlerinin Hinf I
RE enzimiyle kesildikten sonra %3 liikk agaroz jel elektroforezinden sonraki dagilimi
goriilmektedir.Yukaridaki sekildeki aymi hasta grubun da RE enziminden sonra ayni
bantlarin ¢ikmasi hasta gruplarinda da hem uzun hem de kisa allelerin varlig1 tesbit
edilmigtir.Bunlardan 17. bant homozigot kisa allel 14, 16 ve 19. kuyularindaki bantlar
heterozigot allel 6zelligi gostermekdedir.

4.1 Gruplarin mutasyon ve gen ¢okyapilihigi dagilimlari.

TLR-2 de bir bolge ve TLR-4 de iki bolge taranmig ve herhangi bir mutasyon
gozlemlenmemistir (sekiller 9,12,15 ve 17). Allel dagilimlar1 hem hasta hem de kontrol
grubunda TLR-4 399 da primer ¢ifti PZR {iiriinlerinde gozlenmistir (sekiller 14,15,16 ve 17) .
Tablo 12 de goriilen allel dagilimi kontrol grubu sayisimin azlhigindan dolayr kisa allel
yiizdesinin yiiksekligi tamamen tesadiifidir.
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Tablo11. Gen ¢okyapililik dagilimi. TLR-4 399 primer ¢iftinde goriilen kisa ve uzun allel

dagilimi.
allel KONTROL n:30 HASTA n:75
kisa 1 1
uzun 1 3
alleli goriilme 1/30 3/75
siklig

4.2 Sonuclarin Istatistiki Yontemlerle Analizi

Incelenen bélgelerin hicbirinde mutasyon ¢ikmadigi icin istatistiksel yontemlere

basvurulmamustir.

32



S.TARTISMA

Toll like reseptdr ailesi dogustan gelen bagisiklik sisteminin islevsel hale gelip ilk bagisiklik

cevabin olusmasinda 6nemli bir rol oynar (58,59). Bugune kadar toll like reseptor ailesinin
degisik alt gruplar1 karakterize edilmistir (60). TLR-2 peptidoglycan ve lipoproteinlerle aktive
edilirken TLR-4 ise liposakkaritler ve lipotaycoik asitlerle uyarilmaktadir (60).
TLR-2 ve TLR-4, Nf-kB ve IL-1 gibi iltihap tetikleyici sitokinleri tetiklemekte boylelikle
innate immiin sistemde kilit rol oynadigi gibi sonradan kazanilmis bagisiklik cevabi da
etkilemektedir (61). Bircok calismada TLR lerin bagisiklik sistemindeki diizensizliklerle
iliskili olduguna dair ipuglar1 bulunmustur (62). TLR-4 deki mutasyonlar lipopolisakkaritlere
karst olan inflamatuar cevabi etkiler ve gram negatif infeksiyon ve septik sok riskinide
degistirir (63,64,65). Baska bir calismada TLR-4 Asp299Gly mutasyonu ile Chron hastaligi
ve lilseratif kolitis arasinda yeni bir ilski bulunmustur ( 66 ).

Simdiye kadar TLR-2 de iki (Arg677Trp ve ) TLR-4 de iki tane(Asp 299Gly ve Thr3991le)
mutasyonlar1 tanimlanmugtir ( 67).

Behget hastaliginin patogenezinde gram pozitif bir bakteri olan streptococcus mitisin roliiniin
oldugu diisliniiliirse streptokok bakterilerin peptidoglycan ve lipoproteinlerine veya
liposakkaritler ve lipoteykoik asitlerine kars1 bagisiklik cevabin olusmasinda rolii olan TLR-2
ve TLR-4 iin yapisindaki bu mutasyonlarla Behget hastaligi arasinda bir iliski oldugu
arastirtlmistir. Mutasyonlar1 igeren gen bdlgelerinin polimeraz zincir reaksiyonu sonucu
cogaltilmast ve Mspl (Arg677Trp) Hinfl (Thr3991le) ve Ncol (Asp 299Gly) kesim enzimleri
ile kesilmesi sonucunda calisilan bolgelerin higbirinde mutasyona rastlanmazken Thr399Ile
bolgesini iceren DNA pargasinda kontrol grubunda bir kisa bir uzun allele rastlanirken hasta
grubunda ise 1 kisa 3 uzun allele rastlanmistir. Thr399Ile bodlgesinde bulunan bu yeni
yayinlanmamis haplotiplerin toplumda sikliginin  belirlenmesi igin ileride yapilacak
caligmalarda dikkate alinmasi gerekir. Calisilan hasta grubunda hernekadar mutasyona
rastalnmamigsa da TLR lerin Behget hastaligindaki rolleri daha iyi anlayabilmek i¢in bunlarin

uyari iletim yolaklarinin incelenmesi de gerekmektedir.
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