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ÖZET 

Çavuş, F. (2019). Behçet Hastalığı-genom analiz çalışmasında belirlenen IL23R-IL12RB2 

bölgesindeki varyantın (rs924080), IL23R ve IL12RB2 genlerinin ekspresyonları ile 

ilişkisinin araştırılması. İstanbul Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Genetik A.D. Yüksek 

Lisans Tezi. İstanbul.  

Behçet hastalığı (BH), etiyolojisi bilinmeyen, tekrarlayan inflamatuar ataklar ile seyreden, 

artmış sitokin cevabına neden olan inflamatuar bir hastalıktır.  

2010 yılında Remmers ve arkadaşlarının Türk toplumundaki Behçet hastalarında yürüttüğü 

GWAS çalışmasının sonuçlarına göre; IL23R-IL12RB2 lokusunda rs924080 SNP’leri BH ile 

ilişkili varyantlar olarak tespit edilmiştir (P <0.0001) ve Xavier ve arkadaşları tarafından 

2012’de bir diğer çalışma ile konfirme edilmiştir. 

 Bu tez projesinde Behçet Hastalığı-genom analiz çalışmasında belirlenen A risk alleli için 

Heterozigot (AG) (n=6) ve homozigot (AA) (n=4) taşıyan ve bu varyanta sahip olmayan 

sağlıklı kişilerin (GG) (n=4), IL23R-IL12RB2’nin intergenik bölgesinde yer alan varyantın 

(rs924080) artmış proinflamatuar cevaplarla ilgisi araştırılmıştır.  

Bu kişilerin periferik kanlarından elde edilen mononükleer hücrelerden hem hücre kültürü 

öncesi hem de hücre kültüründe IL23R ve IL12RB2 ekspresyonları için uyarıldıktan sonra 

RNA’ları elde edilmiş ve cDNA’ya çevrilmiştir. Real Time PZR ile IL-12RB2 ve IL-23R 

genlerin rölatif ekspresyonları araştırılmıştır. Her örnek Gliseraldehid-3-fosfat dehidrojenaz 

(GAPDH) referans geni ile karşılaştırılmıştır. Data analizi Ct metodu ile yapılmış olup, 

rölatif mRNA seviyeleri, az sayıdaki örnek grupları nedeniyle non-parametrik Kruskal-Wallis 

testi kullanılarak hesaplanmıştır.  

Bu çalışmada ilk kez BH ile ilişkili varyant olarak tespit edilen IL23R-IL12RB2 lokusundaki 

rs924080 tek nükleotid polimorfizminin, IL23R veIL12RB2 genlerine etkisi incelenmiştir.  

Bu yanıtlarda önemli olmasından dolayı, hastalık risk allelini taşıyan kişilerin (A), AA ve AG 

gruplarının IL-23R stimulasyon endeksleri GG grubuna göre anlamlı olarak yüksek 

bulunmuştur (p=0.042).  

Bu sonuçlara dayanarak, Risk A alleli, LPS ile uyarı sonucunda IL-12RB2, IL-23R, IFN- 

and TNF-’nın bazal ekspresyonunu etkilemiyor fakat IL-23R and TNF-’nın ekspresyon 

kapasitesini arttırarak yanıta neden oluyor ve baseline IL-6 üretimini arttırıyor.  

LPS stimulasyon sonuçlarına dayanarak, rs924080 A alleline sahip bireylerin bakteriyel 

patojenlere aşırı ve abartı inflamatuar yanıtlar veriyor olmaları da BH gelişimine destek 

oluyor diyebiliriz. Sonuçlarımız rs924080 lokusunun Th 17 ve IL-6 cevaplarında modulator 

bir yeri olduğunu göstermektedir.  

Anahtar Kelimeler: Behçet Hastalığı, IL12RB2, IL23R, sitokin, SNP 

Bu çalışma, İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından 

desteklenmiştir. Proje No: 18969 



 xii 

ABSTRACT 

Cavus, F. (2012). Analyzing the relation between the variation (rs924080) of IL23R-IL12RB2 

region and the expressions of IL23R and IL12RB2 genes identified in a Behçet’s Disease-

GWAS study, Istanbul University, Institute of Health Science, Institute of Experimental 

Medicine Research, Msc thesis. Istanbul.   

Behçet's disease (BD) is an inflammatory disorder of unknown etiology characterized with 

recurrent inflammatory attacks and increased production of proinflammatory cytokines. A 

genome-wide association study (GWAS) identified an association between a polymorphism in 

the IL23R-IL12RB2 locus (rs924080) and Turkish BD patients by Remmers et al in 2010 (P < 

0.0001), which was confirmed by Xavier et all in 2012. 

To delineate whether this particular polymorphism is associated with enhanced 

proinflammatory responses, IL-12 receptor β2 subunit (IL-12RB2), IL-23 receptor (IL-23R) 

expression and proinflammatory cytokine production were investigated in healthy individuals 

homozygous (AA) (n=4) or heterozygous for the risk A allele (AG) (n=6) or homozygous for 

the common G allele (GG) (n=4).  

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated and total RNA from PBMC was 

obtained and reverse-transcribed into cDNA. IL-12RB2 and IL-23R expression was assessed 

by real-time quantitative RT–PCR. Data analysis was performed using the Ct method, 

mRNA expression levels were compared by non-parametric Kruskal-Wallis test. 

IL-12RB2 and IL-23R expression levels and IL-12RB2 stimulation indices were comparable 

among different genotype groups. By contrast, IL-23R stimulation indices of AA and AG 

groups were significantly higher than the GG group (p=0.042). The AA genotype group’s 

average stimulation index for IL-23R was greater than those of AG and GG groups.  

These results suggest that the rs924080 risk A allele does not affect the baseline expression 

levels of IL-12RB2, IL-23R, IFN- and TNF- but enhances the IL-23R and TNF- 

expression capacity in response to LPS stimulation. But also appears to enhance baseline IL-6 

production. 

Based on the LPS stimulation results, it is tempting to speculate that individuals with the 

rs924080 A allele give exaggerated inflammatory responses to bacterial pathogens ultimately 

leading to BD development.  

 Key Words: Behcet’s Disease, IL12RB2, IL23R, cytokine, SNP 

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project No. 

18969 

 



1. GİRİŞ VE AMAÇ 

            Behçet hastalığı (BH), ağızda ve genital bölgelerde tekrarlayan aftöz ülserlere, 

gözde retinal vaskülit ve üveite, follikülit ve eritema nodozum gibi çeşitli deri 

lezyonlarına, artrit, tromboflebit ve arter anevrizmaları gibi damar lezyonlarına, 

gastrointestinal sistem, merkezi sinir sistemi ve akciğerde lezyonlara neden olabilen 

inflamatuar bir hastalıktır (1-4) 

 BH’nin patogenezi henüz tanımlanmamıştır. Fakat genetik yatkınlığı olan bireylerde 

virüs, bakteri gibi birçok mikroorganizma yanında, çevresel faktörlerin de inflamatuar 

atakları tetiklediği kabul edilmektedir (5-6).     

             BH’de, doğal bağışıklıkta artmış inflamasyon yanıtı ile birlikte özellikle 

hücresel immüniteyi etkileyen edinsel bağışıklıkta uyarılma bulguları gözlenmiştir. 

Patogenezinde fagositoz, artmış kemotaksis, miyeloperoksidaz seviye artışı, superoksit 

oluşumu ve endoteliyal sitotoksisite gibi nötrofil hiperaktivitesi bulgularının önemli yeri 

olduğu düşünülmektedir. Ayrıca, CD4+ T hücrelerinde oligoklonal artışlar, lezyon 

alanlarında perivasküler infiltrasyon ve artmış proinflamatuar sitokinlerin yüksek 

ekspresyonu, yüksek serbest oksijen radikali üretimi ve salınımı, patogenezde adaptif 

immün sistemin katkılarını doğrulamaktadır (7-8). Hem doğal hem de edinsel 

bağışıklıkta önemli rolleri olan gama delta T hücrelerinin de hastalık patogenezinde 

rolleri düşünülmektedir (9-11).  

          Moleküler genetik düzeyde yapılan araştırmalarda polimorfizmlerin ya da diğer 

genetik değişikliklerin araştırılması sonucunda elde edilen genetik bilgiler incelenen 

hastalığın etiyopatogenezinin aydınlatılması için kullanılmaktadır. İnsan genomu, 

populasyonlar arasında görülen genetik farklılıklar, hastalıklara yatkınlık, duyarlılık ve 

dirençten sorumlu, fenotipte değişikliklere neden olan milyonlarca tek nükleotid 

polimorfizmi (SNP) ve kopya sayı değişiklikleri (CNV) içermektedir. Epidemiyolojik 

ve biyomedikal araştırmalar, farklı populasyonlarda hasta bireyler ve sağlıklı kontroller 

arasındaki SNP farklılıklarını ortaya koymaktadır. 

           2010 yılında Mizuki ve arkadaşlarının Japon toplumunda; Remmers ve 

arkadaşlarının ise Türk toplumundaki Behçet hastaları ile aynı anda yürüttüğü iki 

GWAS çalışmasının sonuçlarına göre; Japon BH grubundaki çalışmada kromozom 

1p31.3’ te, IL23R ve IL12RB2 lokuslarının intergenik bölgesinde yer alan rs12119179 

ve 1q32.1’de IL10 lokusunun 3. intronunda lokalize olan rs1554286 tek nükleotid 
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polimorfizmleri BH ile ilişkili olarak tespit edilmiştir. Bu bölgelerdeki ekstra SNP’lerin 

haritalandırılması sonucunda ise IL23R-IL12RB2 lokuslarının intergenik bölgesinde yer 

alan rs1495965 ile BH arasında en anlamlı ilişki bulunmuştur. Bu çalışmada, güçlü 

ilişkili olarak bulunan SNP’lerin IL23R-IL12RB2 intergenik bölgede bulundukları ve 

birbirleriyle güçlü bağlantı dengesizliğinde (LD) oldukları gösterilmiştir. Çalışmanın 

replikasyon aşamasında, Remmers ve arkadaşlarının Türk toplumunda çalıştığı örnekler 

ve Koreli Behçet hastasının örnekleri, anlamlılık değerine ulaşan 3 SNP (IL23R-

IL12RB2’de rs1495965; IL10’da rs1800872 ve rs1800871) için taranmış ve IL23R-

IL12RB2 bölgesindeki rs1495965, Türk toplumunda BH ile ilişkili bulunmuş fakat 

Korelilerde anlamlılığa ulaşamamıştır. Bu çalışmada, rs1495965’in hastalıkla ilişkili 

allelinin her 3 populasyonda da BH için artmış risk alleli olduğu gösterilmiştir. IL10 

bölgesindeki her 2 SNP ise; hem Türk ve Korelilerde yapılan replikasyon çalışmasında 

hem de meta analiz sonucunda en anlamlı ilişkiyi göstermişlerdir (12). 

          Türk toplumundaki GWAS çalışmasında; Japon toplumunda yürütülen çalışmada 

tanımlanmış olan IL10 ve IL23R-IL12RB2 bölgeleri tekrar haritalanmış, IL10 

lokusunda rs1518111 ve IL23R-IL12RB2 lokusunda rs924080 SNP’leri BH ile ilişkili 

varyantlar olarak tespit edilmiştir (P <0.0001). Bu çalışmada ek olarak, IL10 geninde 

bulunan rs1518111 haplotipini heterozigot taşıyan 8 sağlıklı kişinin monositlerinden 

izole edilen pre-mRNA larda, her iki allelin (hastalık ile ilişkili kopya ve normal allel 

kopyası) rölatif ekspresyon farklılığı ölçülerek allelik dengesizliği test edilmiştir. Tüm 8 

kişide rs1518111 A* allelinin pre-mRNA transkripti, G allelini taşıyan transkriptler ile 

karşılaştırıldığında, A* alleli düşük seviyelerde bulunmuştur (A: hastalıkla ilişkili allel, 

G: normal allel). Özellikle anti-inflamatuar bir sitokin olan IL10’un düşük doz  

üretimine neden olan genetik varyasyonların BH patogenezinde gelişen inflamasyon ile 

ilişkili olduğu ve hastalığa yatkınlık riskini arttırdığı gösterilmiştir (13). 

       Genlerin ekspresyon paternlerininin bilinmesi, bize gen fonksiyonları hakkında 

önemli bilgiler vermektedir. Genler ve gen ürünleri arasındaki etkileşimi anlamak, 

genlerin ekspresyon değişimlerini analiz etmek, hastalık patofizyolojilerinin 

anlaşılmasında fayda sağlayacaktır.  BH patofizyolojisini anlamak için de genom boyu 

ilişkilendirme çalışmaları, polimorfizm çalışmaları, ekspresyon çalışmaları gibi birçok 

tekniğin kullanıldığı farklı çalışmalar yapılmaktadır.  

       IL23, p19 ve p40 alt ünitelerden oluşan heterodimerik proinflamatuar bir sitokindir 

ve bu alt ünitelerden p40’ı IL12 ile ortaktır. Bu ortak alt ünite yanısıra; oluşturdukları 
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reseptör kompleksinde IL12RB1 alt ünitesini de paylaşmaktadırlar. IL23’ün p19 

ünitesinin salınımı IL12p40 ile oluşan disülfid bağlarına ve her iki alt ünitenin eş 

zamanlı ekspresyonu bir hücreden biyolojik olarak aktif IL23’ün oluşmasına aracılık 

etmektedir. IL23R geni 1p31’de lokalizedir ve reseptör kompleksinin ekspresyonu, 

aktive ve hafıza T hücrelerinde en yüksek seviyelerdedir. IL23’ün T helper 17 hücre 

proliferasyonunu uyardığı ve IL1, IL6, IL17 ve TNF alfa gibi inflamatuar sitokinlerin 

üretimini arttırdığı gösterilmiştir (14-15).  

        IL 12, aktive monosit ve dendritik hücreleri tarafından üretilen, heterodimerik bir 

sitokindir, T ve NK hücreleri tarafından üretilen Th1 cevabında, T ve NK hücre 

sitotoksisitesinde ve interferon-γ (IFNγ) cevabında önemli rol oynamaktadır. IL12R, T 

hücreleri, NK ve dendritik hücrelerde eksprese olmaktadır. Bununla beraber naif CD4 T 

hücreleri inaktif dönemde, düşük seviyede IL12RB2 eksprese ederler ve IL12’ye cevabı 

arttırmaları için TCR, CD28, IL27 ya da IFN γ uyarısına ihtiyaç duymaktadırlar (16-

18). 

        Bugüne kadar yapılan çalışmalarda, BH ile ilişkili SNP’ler tanımlanmış fakat bu 

varyantların gen ürünlerinin ekspresyon değişiklikleri araştırılmamıştır. Remmers ve 

arkadaşlarının BH genom boyu analiz çalışmasında, IL10 bölgesindeki varyasyonların 

ve hastalıkla ilişkili haplotipe sahip allel kopyasının IL10’u çok düşük seviyelerde 

eksprese ettiği bulunmuş ve IL10’un düşük doz üretimine neden olan genetik 

varyasyonların BH patogenezinde gelişen inflamasyon ile ilişkili olduğu ve hastalığa 

yatkınlık riskini arttırdığı gösterilmiştir. Behçet Hastalarının kullandığı ilaçlar, çalışılan 

bölgedeki genlerin ekspresyonları üzerinde değişikliklere neden olabileceğinden dolayı, 

Behçet Hastalarında tespit edilen hastalığa yatkınlık bölgelerindeki varyasyonların 

ekspresyon çalışmaları için bu varyasyonlara sahip olan ve olmayan sağlıklı gönüllüler 

tercih edilmiştir (13).  

      Bu tez projesinde, Behçet Hastalığı-genom analiz çalışmasında belirlenen IL23R-

IL12RB2’nin intergenik bölgesinde yer alan varyantı (rs924080) heterozigot ve 

homozigot taşıyan ve bu varyanta sahip olmayan sağlıklı kişilerde, IL23R ve 

IL12RB2’nin ekspresyon farklılığının ve bu varyantın fonksiyonel bölgeye olan 

etkisinin incelenmesi amaçlanmıştır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1 Behçet Hastalığı 

2.1.1. Tanımı ve Epidemiyolojisi: 

Behçet hastalığı (BH) heterojen, tekrarlayan, patogenezi ve etiyolojisi tam 

olarak bilinmeyen bir multisistem inflamatuar hastalıktır (19). BH oral aftoz ülserler, 

oküler lezyonlar, deri lezyonları ve genital ülserasyonlar olmak üzere dört ana semptom 

ile karakterize, tekrarlayan sistemik inflamatuar bir hastalık olarak tanımlanmaktadır. 

Sık olarak eklemler, böbrekler, akciğerler, gastrointestinal yol, santral sinir sistemi ve 

vasküler sistemin dahil olduğu bütün vücuttaki organ ve dokularda meydana gelen 

inflamasyon ile karakterizedir (5, 20). Behçet hastalığının tanısı için en sık kullanılan 

kriterler “Uluslararası Behçet Hastalığı Çalışma Grubu” tarafından 1990 yılında yapılan 

çalışmayla Lancet dergisinde yayınlanmıştır. (Internatıonal Study Group For Behcet’s 

Disease, 1990) Bu çalışma 7 ülkedeki 12 merkezde Behçet hastalığı bulunan 914 hasta 

ile kontrol grubu olarak Behçet hastalığı ile karışabilecek semptomları bulunan 348 

hasta alınarak yapılmış ve duyarlılığı (sensitivity) % 91, özgüllüğü (specificity) % 96 

olan kriterler elde edilmişti (21). Bu kriterler tekrarlayan oral aftlar, genital ülserler, göz 

lezyonları, deri lezyonları, paterji testi pozitifliği olarak belirlenmiştir. Bu kriterlerin 

geçerliliğini saptamaya çalışan bir başka araştırmada ise Uluslararası Çalışma Grubunun 

kriterlerinin duyarlılık ve özgüllüğü yeniden test edilmiş ve 302 Behçet hastasının 

yalnızca % 2’sinin kriterleri karşılamadığı ve kontrol grubunun ise % 1’inin kriterlerle 

örtüştüğü belirlenmiştir (22). Bu kriterlere göre, tekrarlayan oral aftlara ek olarak 

genital ülserler, göz lezyonları, deri lezyonları ve paterji testi pozitifliği bulgularından 

ikisinin bulunması ile tanı konmaktadır (23). Ancak yine de tanı kriterlerinin 

belirlendiği 1990 yılından sonra tıbbi görüntüleme yöntemlerindeki gelişmeler ile 

Behçet hastalığının sistemik tutulumları konusunda daha geniş bilgiler elde edilmiş ve 

tanı kriterlerinden Paterji testinin çıkarılması ve yerine organ tutulumunun 

konulmasının uygun olacağı ileri sürülmüştür (24).  Behçet hastalığı belirli bir 

epidemiyolojik özellik gösterir ve BH prevelansı İpek Yolu boyunca uzanan ülkelerde, 

Akdeniz havzasından başlayıp, Japonya (10-15:100000) ve Türkiye’yi (4:1000) de içine 

alan bölgelerde, Avrupa ve Amerika’ya göre oldukça yüksektir (25). 
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          2.1.2. Behçet Hastalığının Genetik Yatkınlığı: 

          Behçet Hastalığı bilinmeyen etiyolojisi ile kronik inflamatuar bir bozukluktur. 

Genetik olarak yatkın bireylerde mikrobiyal patojenlerin tetiklediği immunolojik 

anormalliklerin, hastalığın patogenizinde önemli olduğu uzun zamandır öne 

sürülmektedir. Son bulgular, Behçet hastalığındaki inflamasyonun doğasını daha iyi 

tanımlamakta ve genetik faktörlerin önemini desteklemektedir.  

BH’de ailevi birikim görülebilmektedir. Kardeşlerde yineleme risk oranı (sibling 

recurrence risk ratio, λs) endeks olgunun kardeşlerinin hastalıktan etkilenme 

olasılığının, toplum genelinin etkilenme olasılığına oranı olarak açıklanabilir. Yüksek λs 

değerleri ailesel yığılmanın göstergesidir (26).  Gül ve meslektaşları Türkiye’de Behçet 

hastaları için kardeşlerde yineleme oranını %4.2, λs değerini de 11.4 – 52.5 aralığında 

hesaplamışlardır (27).  

          İngiltere de yapılan benzer bir araştırmada Kone-Paut ve meslektaşları 

kardeşlerde yineleme oranını yetişkinler için %2.2, pediyatrik olgular için %12.3 

bulmuşlardır (28). İngiltere genelini kapsayan bir başka çalışmada kardeşlerde yineleme 

oranı %2.1 bulunmuştur (29). 

 Kardeşlerde yineleme oranlarındaki ülkeler arası fark, hastalığın ailesel kümelenme 

eğiliminin de bölgesel değişiklik gösteriyor olabileceğine işaret etmektedir. Çoklu aile 

çalışmalarında herhangi bir Mendelian kalıtım belirlenememesine rağmen, klasik 

segregasyon analizi yöntemiyle juvenil başlangıçlı hastalarda otozomal resesif kalıtımı 

destekleyen sonuçlar elde edilmiştir (30) ve genetik antisipasyon belirlenmiştir (31). 

         Gül ve arkadaşları HLA-B bölgesi ile BH arasındaki ilişkiyi göstermişler, ancak 

bu bölgenin hastalığa olan genetik yatkınlıktaki rolünün %12-19 civarında olduğunu 

hesaplamışlardır (32).  HLA-B51 pozitif bireylerde hastalığın görülme riski, hastalığın 

klinik prezentasyonu ve epidemiyolojik özellikleri, coğrafi farklılık göstermektedir. 

Uzak Doğulu Behçet hastalarında HLA-B51 yaygınlığı %81’e kadar çıkarken, Batı 

ülkelerinde bu oran %13’e gerilemektedir (33-34). Bu veriler ısığında HLA-B51’in 

etyopatogenezden sorumlu tek gen olmadığı ve kendisi veya yakınındaki gen veya 

genlerle (özellikle “HLA-Class I”bölgesiyle) dengesiz bağlantı (“Linkage 

disequlibrium”=LD) ilişkisi içinde BH gelişiminden sorumlu olabileceği 

düşünülmektedir . HLA-B’nin sentromerinde yerleşik Tümör Nekroz Faktör (TNF) ve 

lenfotoksin genleri ilk olası aday genler olarak araştırılmışlardır. TNF ve HLA-B 
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lokusları arasındaki genomik segmentin analizi sonucunda ise HLA-B’nin 46-kb 

sentromerinde yerleşik MICA (major histocompatibility complex class I chain-related 

gene A) geninin, BH ile güçlü bir ilişki gösterdiği bulunmuştur (şekil 2–1) (35). 

 MICA hücrelerde strese cevaben eksprese olur. Isı şoku sırasında MICA moleküllerinin 

ekspresyonunda artış saptanmış ve MICA moleküllerinin bakteriyel peptidleri gama 

delta T hücrelerine sunabilme özelliklerine sahip oldukları gösterilmiştir. Yapılan 

çalışmalarda MICA 6 ve MICA 9 allellerinin BH ile ilişkisi gösterilmiştir(36). 

 

 

Şekil 2–1:  Major histocompatibility compleks (MHC)’in genetik haritası. Kromozom 6’nın kısa 

kolu  Klass 1 bölgesinde Behçet Hastalığı ilişkili lokusu göstermektedir.  

 

           Moleküler tipleme analizleri sonucunda HLA-B51 molekülünün, BH ilişkili 

peptidlerin sunulmasında patojenik mekanizma olabileceği öne sürülmüştür. Fakat 

Behçet hastalığına spesifik olduğu düşünülen peptidler kullanılarak yapılan 

çalışmalarda şimdiye kadar sadece (MICA)-derive nonamer peptidin (AAAAAIFVI) 

aktif HLA-B51 pozitif Behcet hastalarının 1/3’inden azında T hücrelerini indüklediği 

gösterilmiştir (37). Farklı etnik gruplarda uygulanan, allelik bağlantı, genotipik değişim, 

stratifikasyon analizi yöntemleri ile HLA-B51’in TNF ve MICA genleri arasında BH ile 

en güçlü ilişkiyi gösterdiği saptanmıştır (38, 39). 

            Diğer yandan da Hughes ve arkadaşları Türk (503 hasta ve 504 kontrol) ve 

İtalyan (144 hasta ve 1270 kontrol) kökenli 2 ayrı bağımsız kohortta yürüttükleri ve 

ImmunoChip platform ile HLA bölgesindeki 8572 SNP’nin incelendiği çalışmaların 

genotipleme sonuçlarını sunmuşlardır. 1000 Genom Projesindeki verileri kullanmışlar 

ve rs116799036 (OR ¼ 3.88) tek nükleotid polimorfizmi için genom boyu anlamlılığa 

ulaşmışlardır. Bu polimorfizm HLA-B bölgesine 24 kb ve MICA genlerine 18 kb 

uzaklıktadır (40-41).  

            2013’te yapılan bir diğer çalışmada ise, Türk GWAS çalışmalarında elde edilen 

otozomal SNP’lerin genotip sonuçları tekrar değerlendirildi.  HLA-B51 pozitif Behçet 

Hastalarında ERAP1 geninde p.Arg725Gln’i kodlayan rs17482078 varyantın homozigot 

olarak bulundukları tespit edildi (OR 3.78). ERAP1 geni, proteozomlardaki MHC sınıf 
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1 ‘e bağlanacak peptitleri amino terminallerinden kesen bir endoplazmik retikulum 

amino peptidazı kodlamaktadır.  Fonksiyonel ERAP 1 ile bağlantının sadece HLA-B51 

pozitif Behçet hastalarında tanımlanması, HLAB-51’lerin BH patogenezinde direk etkili 

olduğunun bir diğer kanıtı olarak kabul edilebilir (Tablo 2-2) (42). 

 

          HLA bölgesinin dışında kalan genlerden ise, koagülasyon faktör 5, intraselüler 

adezyon molekülü-1 (ICAM-1) , endotelyal NOS ya da IL1 geni polimorfizmlerinin 

altta yatan inflamatuar değişikliklere neden olarak hastalıkla ilişkili mekanizmada yer 

alabilecekleri  gösterilmiştir (25, 43-46).  

2005 yılında Karasneh ve arkadaşlarının, ailevi vakalarda uyguladıkları ilk tüm genom 

bağlantı analizi çalışmasında ise, 12p12-13 ve 6p22-24 lokuslarını hastalığa yatkınlıkta 

en güçlü aday bölgeler olarak göstermişlerdir ve bu çalışmada ilk kez BH için 14 

potansiyel yeni lokus belirlenmiştir (47). 

          Wildner ve arkadaşları HLA-B27, HLA-B51 ve diğer HLA-B allellerinde ortak 

olan polimorfik HLA-B dizisi belirlemişlerdir. Bu dizi, retinal çözünebilen antijen (S-

Ag) kaynaklı peptid ile amino asit homolojisi gösterir. Bu peptid sıçanlarda anterior 

üveitisi uyarabilmiştir ve üveitli hastalarda B27PD kullanılmasının oral toleransa sebep 

olduğu bildirilmiştir. Kurhan-Yavuz ve arakadaşları, posterior üveitisli Behçet 

hastalarında B27PD peptidi, retinal S-Ag kaynaklı peptid ve retinal S-Ag’ye karşı 

artmış T hücre yanıtını göstermişlerdir (48,49) 
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Şekil 2-2: GWAS sonuçlarına göre Behçet Hastalığı’na patojenik etkileri olan 

moleküller 

 

2.1.3. Behçet Hastalığında Mikrobiyal Ajanların Rolü: 

          Behçet hastalığında mikrobiyal patojenlerin hastalık ajanı ya da tetikleyici faktör 

olduğu düşünülür. Profesör Behçet, hastalığın viral etiyolojisinin olduğunu önermiştir 

(48). Bu hipotezde dört prensip öne sürülmüştür: viral, streptokokal, ısı şoku proteinleri 

ve çapraz reaksiyona girebilen veya moleküler taklit proteinleri (5). Herpes Simplex 

virüs (HSV) Tip I genomu, immün kompleksleri ve antikorları, Behçet hastalığında 

kontrol grubuna göre yüksek oranda saptanmıştır. 1982 yılında Behçet Hastalarının 

periferal kan mononükleer hücrelerinde in sitü DNA-RNA hibridizasyon yöntemi ile 

HSV Tip I genomu gösterilmiştir. Fakat Behçet hastalığı etiyolojisinde HSV 1’nin 

doğrudan bir rolü olduğu desteklenememiştir (28,50,51). HSV tip 1 DNA’sı BH’nın 

tükürük örneklerinde, intestinal ülserlerde ve genital ülserlerde PZR ile tespit edilmiş 

olmasına rağmen, sağlıklı kontrollerle kıyaslandığında bir anlamlılık saptanmamıştır 

(52). Yapılan çalışmalar; Hepatit C, Parvovirüs B19, Sitomegalovirüs, Epstein-Barr 

virüsü ve varisella zoster virüsü gibi daha birçok viral ajanın da BH’da rolü 

olabileceğini düşündürmektedir (53-57). 
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Bakteriyel etkenler olarak ise; streptokokal antijenler, Helicobacter pylori 

Saccharomyces cerevisiae, Borrelia burgdorferi, mikobakteriler, Staphylococcus aureus 

ve Escherichia coli çalışılmıştır (58-61). 

              Fakat BH etyopatogenezinde özellikle streptekokkal enfeksiyonlar üzerinde 

durulmaktadır. Behçet hastalarında streptokkok antijenlerine karşı gelişmiş güçlü bir cilt 

hassasiyeti saptanmıştır. Özellikle de oral kavitenin bakteriyel florasında bulunan 

Streptokokkus salvarius’a karsı spesifik bir hipersensivite gösterilmiştir. Ayrıca Behçet 

hastalarının oral florasında Streptococcus sanguis kolonilerinin sağlıklı kontrol grubuna 

göre daha yüksek seviyelerde olduğu bulunmuştur. Şu an S. oralis olarak tanımlanan S. 

sanguis serotiplerine karşı oluşan antikor yanıtı Behçet hasta serumunda tespit edilmiş 

ve sağlıklı kontroller ile romatoid artrit hastalarında bulunamamıştır (58, 62-64). 

Kaneko ve arkadaşları Bes-1 geninin ve S.Sanguinis (uncommon KTH-1 serotipi)’in 65 

kDa’lık ısı şoku proteininin BH patogenezinde önemli olabilecek dış faktörler olduğunu 

ifade etmişlerdir (65). 

                Isı şok proteinleri (HSP), enfeksiyon, anoksi ya da toksik ajanlarla temas 

sonucu hücrelerden salgılanan proteinlerdir. Değişen çevre koşulları ile patojenlerden 

hsp salgılanması patojenin yaşamı için gereklidir. İnsan hsp’leri, bazı mikrobial hsp’ler 

ile ileri derecede sekans homolojisi gösterir. Bu proteinlere karşı oluşan hücresel ve 

humoral bağışıklık cevabının Behçet hastalığı patogenezinde yer alabileceği 

düşünülmektedir (66-67).  

 

2.1.4. Behçet Hastalığında İmmunolojik Anormallikler 

          Hücresel immünite 

          Hastalığın immüno patogenezinde hem doğal hem de kazanılmış immünitenin 

varlığını göstermek açısından paterji reaksiyonu önemli bir bulgudur. Erken paterji 

reaksiyonu ilk 4 saat içinde oluşur ve iğnenin neden olduğu travma bölgesinde vaskülit 

olmaksızın hızlı nötrofil birikimi gözlenir, 48 saat sonra ise dermiste yoğun T hücre ve 

monosit/ makrofaj infiltrasyonu meydana gelir. Bu, artmış nötrofil kemotaksisinin 

reaksiyonun başlamasına neden olduğunu gösterir. Reaksiyonun devamında ise aktif T 

lenfositler yer alırlar (68). 
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      T hücreleri 

      Behçet hastalarında hem doku örneklerinde hem periferal kanda T hücre 

aktivasyonu gözlenir. Oral aftlar ve paterji reaksiyonları immünopatolojik açıdan 

incelendiklerinde inflamatuar bölgede yoğun T hücre infiltrasyonu gözlenmektedir. Bu 

Th1 polarizasyonu hastalık aktivitesi ile artmakta ve siklosporin gibi T hücre 

fonksiyonlarını baskılayan ajanlar hastalığın tedavisinde kullanılmaktadır. Ayrıca 

lenfosit çoğalması, olgunlaşması ve farklılaşmasında biyolojik aktivitesi artmış olan 

adenozin deaminazın BH’nin aktif döneminde de artmış olduğu gösterilmiştir. Bu da T 

hücrelerinin (özellikle Th1) hastalık patogenezinde önemli olduğunu düşündürmektedir 

(69). 

 

      γδ T hücreleri 

      T hücreleri taşıdıkları reseptörlere göre αβ ve γδ olarak ayrılır. γδ T hücrelerinin αβ 

T hücrelerinden farkı, HLA bağımlı olmamaları ve MICA moleküllerinin de peptidleri 

γδ T hücrelerine sunabilmesidir. Bu hücreler asıl olarak bakteriyel kökenli antijenler 

tarafından aktive edilirler. Buna ek olarak antijen sunumu da yapabildikleri 

gösterilmiştir. Bu hücreler stres altında hasarlı hücrelerin tespit edilmesi amacı ile 

aktive edilir. γδT hücreleri normalde periferik T hücrelerinin sadece %2-5’ ini 

oluştururken Behçet hastalarında bu oranın arttığı, CD25, CD69, ve CD29 gibi 

aktivasyon proteinlerini eksprese ettikleri ve IFN-γ, TNF-α ve IL-8 gibi çesitli 

inflamatuar sitokinleri salgıldıkları gösterilmiştir. Bu sitokinler aracılığıyla nötrofil 

infiltrasyonuna ve aktivasyonuna neden olarak, akut inflamatuar doku hasarına neden 

olabilecekleri ileri sürülmüştür (10,70). 

 

      Nötrofiller 

      BH’nda gösterilen immunolojik bozukluklardan biri de nötrofil 

hiperaktivasyonudur. Nötrofil hiperaktivitesi ile serbest oksijen radikali yapımı, 

kemotaksis, fagositoz ve miyeloperoksidaz üretimi ve hücre yüzeylerinde CD10, CD11a 

ve CD14 anlatımları artar (5). TNF-α, granülosit makrofaj koloni stimüle edici faktör 

(GM-CSF) ve IL-8 gibi sitokinler nötrofillerin çesitli sitokinlere karşı daha duyarlı hale 

gelmelerine neden olurlar (71). Behçet hastalarında Th1 kaynaklı IL-17, IFN-γ, IL-8 ve 

TNF-α gibi sitokin ve kemokinlerin de nötrofil hiperaktivasyonundan sorumlu olduğu 

düşünülmektedir. Örneğin; başlıca aktif CD4+ ve CD8+ T hücrelerden salgılanan IL-
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17’nin nötrofillerin inflamasyon bölgesinde toplanmasında rol oynadığı gösterilmiştir 

(72). Ayrıca son yıllarda başlıca APC’lerden salgılanan IL-18’in, IL-12 ile birlikte Th1 

polarizasyonuna yol açtığı (Şekil 2-2) diğer taraftan da nötrofil fonksiyonlarını arttırdığı 

tespit edilmiştir (73). 

 

 

Şekil 2-3: Behçet Hastalığının immünopatogenezi (Pay S ve arkadaşları, 2007) 

 

Uyarılmıs nötrofiller sitokinler tarafından daha kolay aktiflenmektedir. Uyarılmış ve 

sitokin ile aktive edilmiş nötrofillerin yarı ömrü uzamakta, dentritik hücre yüzey 

belirteçlerinden CD40 ve CD83 eksprese etmekte, IL-1, IL-1Ra ve migrasyon inhibe 

edici faktör (MIF) gibi sitokinleri salgılamaktadır (74,75). 

 

       Humoral immünite 

       Behçet hastalarında total B hücre sayısı normal olmasına rağmen, B hücre 

aktivasyon belirleyicilerinden CD33, CD13, CD80 ve hafıza belirleyicisi CD45RO 

ekspresyonunda artış tespit edilmiştir. B hücrelerinin sayısında değişiklik olmadan 

görülen fonksiyon artışının, bilinmeyen dışardan bir antijenle herhangi bir uyarı sonrası 

geliştiği düşünülmektedir (76). Behçet hastalarında immunglobülin (Ig) düzeylerinde 
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poliklonal olarak artış saptanmaktadır. Hastaların %44-60’ında IgA, IgM ve IgG tipi 

immunkompleksler bulunmaktadır. Ancak bu immunkompleksler genel olarak belli bir 

antijene özgü olmayıp heterojen yapıdadırlar. Bazı olgularda lezyonlarda perivasküler 

immunglobulin ve kompleman depolanması saptanmaktadır. Aktif Behçet hastalarında 

saptanan bu bulgular poliklonal B hücre aktivasyonu ile açıklanmaktadır. Ancak 

hastalarda saptanan poliklonal B hücre aktivasyonu sonucunda oluşan 

immunkomplekslerin nötrofillerde artmış fonksiyonel aktiviteye neden olarak doku 

hasarını oluşturabileceği öne sürülmüştür (77,78). 

 

2.2. Sitokinler ve Ortak Özellikleri 

       Sitokinler ve İmmün Sistem 

       Daha önceden de anlatıldığı gibi immün sistem doğal ve edinsel immünite olmak 

üzere iki grupta incelenir. Doğal immünite immünojen uyarılara karsı anında bir yanıt 

oluştururken edinsel immünite ise uyaranın antijenik kısımlarını tanıyarak daha yavaş 

fakat çok daha etkili “uyarana spesifik” bir yanıt oluşturur. Endojen ya da ekzojen 

uyarılarla karşılaşan immün sistem hücreleri ve diğer hücreler sitokinler olarak 

tanımlanan ve doğal direnç kapsamında gerçeklesen hücresel reaksiyonları yönlendiren 

proteinleri salgılarlar. Lökositlerin kendi aralarında ve diğer hücrelerle iletişiminde rol 

oynayan sitokinler, immün yanıt ile enflamasyonu düzenleyen çözünmüs proteinlerdir. 

Geleneksel olarak lökositler tarafından sentezlenmeleri ve lökositlere etki ettikleri için 

sitokinlerin büyük bölümüne interlökinler denilmiştir. Fakat günümüzdeki bilgiler 

sitokinlerin daha çok lökositler dışındaki hücreler tarafından salgılandığını ortaya 

çıkarmıştır (79). Tüm sitokinler immünojen bir uyarı sonucu az miktarda üretilir ve 

hedef hücrelerin yüksek afiniteli reseptörlerine bağlanarak etki gösterirler. Birçok 

sitokin sentezlendikleri hücrelerde bir etki gösterirken (otokrin etki) bazı sitokinler 

salgılandıkları hücre yakınlarındaki hücrelere etki gösterirler (parakrin etki). Örnek 

olarak doğal direnç sitokinlerinden olan TNF ve interlökin-1 (IL-1) enfeksiyon 

bölgesine nötrofil ve makrofajları çekmekle yükümlüdür. Asağıdaki tabloda doğal 

immün sistem sitokinleri ve bunların etkileri özetlenmiştir (79). 
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Tablo 2-1 Doğal Bağışıklığın Sitokinleri (79) 

Sitokin Ana kaynak 

hücre/hücreler 

Ana hücresel hedefler ve biyolojik etkiler 

Tümör 

nekroz faktör 

(TNF) 

Makrofajlar, T hücreleri 

Endotelyal hücreler: aktivasyon (enflamasyon, 

koagülasyon) 

Nötrofiller: aktivasyon 

Hipotalamus: ateş 

Karaciğer: akut faz proteinleri sentezi 

Kas, yağ: katabolizma 

Pekçok hücre tipi: apoptoz 

Interlökin-1 

(IL-1) 

Makrofajlar, endotelyal 

hücreler, bazi epitelyal 

hücreler 

Endotelyal hücreler: aktivasyon (enflamasyon, 

koagülasyon) 

Hipotalamus: ateş 

Karaciğer: akut faz proteinleri sentezi 

Kemokinler Makrofajlar, endotelyal 

hücreler, T lenfositler, 

fibroblastlar, 

trombositler 

Lökositler: kemotaksi, aktivasyon 

Interlökin-12 

(IL-12) 

Makrofajlar, dendritik 

hücreler 

Doğal öldürücü hücreler ve t hücreleri: IFN-γ 

sentezi, asrtmış sitolitik aktivite 

T hücreleri: TH1 farklılaşması 

Interferon-γ 

(IFN-γ) 

Doğal öldürücü 

hücreler, T lenfositleri 

Makrofajların aktivasyonu, bazı antikor 

yanıtlarının uyarılması 

Tip 1 

interferonlar 

(IFN-α, IFN-

β) 

IFN-α: makrofajlar 

IFN-β: fibroblastlar 

Tüm hücreler: antiviral korunma, artmış sınıf I 

MHC ekspresyonu 

Doğal öldürücü hücreler: aktivasyon 

Interlökin-10 

(IL-10) 

Makrofajlar, T hücreleri 

(TH2) 

Makrofajlar: IL-12 yapiminin inhibisyonu, eş-

uyaran ve sınıf II MHC moleküllerinin 

ekspresyonlarında azalma 

Interlökin-6 

(IL-6) 

Makrofajlar, endotelyal 

hücreler, T hücreleri 

Karaciğer: akut faz proteinleri sentezi, B 

hücreleri: antikor yapıcı hücrelerin çoğalması 
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Interlökin-15 

(IL-15) 

 

Interlökin-17  

(IL-17) 

 

Makrofajlar ve diğerleri 

 

 

TH17 hücreleri, CD8+ 

T hücreleri, Doğal 

öldürücü hücreler, NKT 

hücreleri, ¥σ T 

hücreleri, nötrofiller 

Karaciğer: akut faz proteinlerinin sentezi 

B hücreleri: antikor yapıcı hücrelerin çoğalması 

 

Epitelyal endotelyal hücreler, fibroblastlar,     

osteoblastlar, monositler, makrofajlar. 

Proinflamatuar sitokinlerin, kemokinlerin ve     

Metalloproteinazların indüksiyonu, 

nötrofillerin toplanması 

 

Interlökin 18 

(IL-18) 

Makrofajlar Doğal öldürücü hücreler ve T hücreleri: IFN-γ 

sentezi 

 

 

        Doğal direnç, B ve T lenfositlerinin aktive olabilmesi için gereken “ikincil uyarı” 

moleküllerini de sağlar. Örneğin mikroorganizmalara yanıt olarak doğal öldürücü 

hücreler tarafında üretilen IFN-g, bir antijen sunan hücre olan dendritik hücreleri ve 

yine antijen sunabilme yeteneğinde olan makrofajları uyararak T lenfositlerini aktive 

eden ikincil tip sinyal oluştururlar. Birincisi her iki hücre grubunun yüzeyinde eksprese 

olan yüzey molekülleridir; eş-uyaranlar adı verilen bu yapılar naif T hücrelerinin 

yüzeylerindeki reseptörlere bağlanarak, T lenfositlerinin uyarılmasında antijene eşlik 

ederler. İkinci olarak yine dendritik hücreler ve makrofajlar salgıladıkları IL-12 ile naif 

T hücrelerini efektör T hücrelerine dönüştürürler. Bunların dışında yine doğal immün  

sistemin elemanlarından biri olan kompleman sistemi de benzer mekanizmalarla 

hümoral yanıt için ikincil sinyali olusturur. Sonuçta doğal direnç, savunmanın ilk 

aşamasını oluşturmasının yanı sıra, B ve T lenfositlerinin aktivasyonunda ikincil 

uyarıları sağlayarak edinsel immünitenin savunmaya katılmasını sağlarlar (79). 

 

2.2.1. Behçet Hastalığı’nda Sitokinler 

          BH akut ataklar sırasında çok miktarda sitokin salınmasının izlendiği kronik bir 

hastalıktır. Çok sayıda kemokin, proinflamatuvar sitokin ve özellikle yardımcı T 

tipindeki sitokinlerin hastalık aktivitesi ile ilgili olduğu gösterilmiştir. Behçet 

hastalarında T hücrelerinden salınan Th1 tipi proinflamatuar sitokinler Th2’lere göre 

daha yüksektir. Hastalığın özellikle aktif döneminde IL-2 ve interferon-Y (IFN-Y) gibi 
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Th1 tipi proinflamatuar sitokinlerin artmış miktarda üretildiği görülmektedir. Behçet 

hastalarında serumda, BOS’da ve deri lezyonlarında IL-12 ve IFN-Y düzeylerinde artış 

gösterilmiştir. IL-12 plazma düzeyleri ile hastalık aktivitesi arasında korelasyon olması 

da aktif hastalıkta Th1 tipi immun yanıtın patogenezdeki önemini göstermektedir (80). 

BH’de monosit aktivasyonunun önemini ortaya koyan bulgular da vardır. Hastalarda 

monositlerden hastalık aktivasyonu ile ilişkili olarak spontan proinflamatuar sitokinler 

olan TNF-alfa, IL-1, IL-6 ve IL-8 üretiminde artış gözlenmektedir (81,82). TNF-a’nın 

Behçet hastalığında yüksek olarak saptanması pratikte anti- TNF-a tedavilerinin 

kullanımını getirmiştir. Literatürde TNF-a blokajı ile diğer immun baskılayıcı ilaçlara 

dirençli Behçet hastalarında başarılı sonuçlar alındığını gösteren yayınlar bulunmaktadır 

(83-85). 

 

2.3 IL12 Yapısı 

      Heterodimerik sitokin 35 kD’luk bir hafif zincir (p35ya da IL12a) ve 40 kD’luk bir 

ağır zincirden (p40 ya da IL12b) oluşmaktadır (86). İnsanlarda p35 alt ünitesi 3. 

Kromozomda kodlanır. P35 proteini 197 aminoasitten oluşur ve diğer tek zincirli 

sitokinlerle (ör: IL6 ve G-CSF) homoloji gösterir. IL12 p40 geni ise IL3, IL5 ve GM-

CSF gibi 5. Kromozomda kodlanmaktadır.  p40, hematopoetik sitokin reseptör ailesi 

(ör: IL6Ra) üyelerinin ekstraselüler domaini ile homoloji göstermektedir (87).  Farklı 

kromozomlarda yerleştikleri için 2 altünitenin protein ekspresyonu birbirinden bağımsız 

düzenlenmektedir ve aynı hücrede eş zamanlı eksprese oldukları zaman biyolojik olarak 

aktif IL12p70 heterodimerini oluştururlar (88). İki alt ünitenin p35 ve p40’ı bir disülfid 

bağı ile kovalent olarak bağlanır ve aktif IL12p70 heterodimeri oluşur (Şekil 2.3). 

IL12p40 serbest monomer ya da homodimer olarak in vitro ya da in vivo olarak 

üretilebilir. P35’in ise monomerik formda salınımı yoktur.  p40 homodimerinin 

IL12p70 sinyalini farelerde antagonize ettiği öne sürülmüş fakat insanlarda böyle bir 

durum gösterilmemiştir. IL12p40’ın makrofaj kemoatraktan faktör olarak davrandığı da 

öne sürülmüştür (89). 
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Şekil 2.4. IL12RB yapısı ve alt üniteleri 

 

2.3.1 IL-12 Reseptörü ve Sinyal Mekanizması 

         Heterodimerik IL12R, yapısal olarak tip 1 sitokin ailesine benzeyen IL12Rb1 ve 

gp130 altünitesine homoloji gösteren IL12Rb2’den oluşmaktadır. IL12Rb1 kromozom 

19p13’de, IL12Rb2 ise 1p31.2’de lokalize olmuşlardır. IL12’nin b1 ve b2 ünitelerine 

ayrı ayrı afinitesi düşük olmakla beraber, b1 ve b2 alt ünitelerinin eş zamanlı 

ekspresyonu yüksek afiniteli IL12 bağlanma bölgelerinin oluşması için gereklidir (89-

90). Reseptör benzeri alt ünite olan IL12p40 b1 alt ünitesi ile, IL12p35 ise b2 altünitesi 

ile etkileşir. IL12Rb2 altünitesi reseptörün sinyallere uyum sağlayan (transducing) 

zinciridir. IL12Rb1’in ise hücre içi tirozin rezidüleri olmadığından sinyal iletiminde rol 

almaz. IL-12Rb1 ligand bağlanmasında daha önemlidir (88). IL12R, T hücrelerinde, 

NK hücrelerinde ve dendritik hücrelerde eksprese olmaktadır.  Naif CD4+ T hücreleri 

dinlenme döneminde düşük seviyelerde IL-12Rb2 eksprese ederler ve IL12’ye karşı 

cevaplarını arttırmaları için TCR, CD28, IL-27 ya da IFN-g uyarısına ihtiyaç duyarlar 

(90). 

         Diğer birçok sitokin reseptörü gibi IL12R de intrinsik enzimatik aktiviteden 

yoksundur ve Jak’lar aracılığı ile sinyal iletir. Tyk2 ve Jak2, IL12 sinyal iletiminde yer 

alırlar. Tyk2, IL12Rb1 altünitesi ile, Jak2 ise IL12Rb2 alt ünitesi ile etkileşir (91-92). 

Ligand bağlanmasında reseptör ilişkili Jak’lar transfosforilasyon ve geç STAT4 
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aktivasyonundan sorumludur. STAT’ların fosforilasyonu ile nükleusa transfer 

gerçekleşir ve gen ekspresyonları düzenlenir (93) (Şekil 2.4). 

 

 

Şekil 2-5. IL12RB2’nin İmmün Sistemde ve Hücresel Ağlardaki Rolü 

 

2.3.2. IL12RB2’nin İmmün Sistemde ve Hücresel Ağlardaki Rolü 

       IL12 ile aktive olmuş hücreler konak savunmasında rol alan birçok genin (IFN-g, 

GRANZYME, TRAIL, FASL ve CCL5 gibi) transkript seviyelerinde ekspresyon 

artışına neden olurlar. Böylece IL-12/IFN-g yolağı mikropların ya da enfekte hücrelerin 

direkt olarak öldürülmesi için gerekli sitotoksik faktörleri indükler. 

       IL12, NK ve T hücrelerinden IFNg üretimini indükleyerek fagositik hücrelerin 

antimikrobiyal, antiparazitik ve antitümör etkinliğini, NK hücrelerinin ve lenfokin 

aktive öldürücü hücrelerin sitolitik aktivitelerini indirekt olarak uyarır (94-97). 
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          IL-12RB1’de IL12 ve IL23’e tam yanıtsızlığa neden olan birçok mutasyon 

tanımlanmıştır. Hastaların periferik kan lenfositlerinin antijenik uyarısı (ör: BCG ya da 

M.avium) belirgin derecede azalmış IFN-g üretimi ile sonuçlanmıştır. Bu hastalardan 

elde edilen T hüce hatlarının fosforile STAT4 proteinleri detekte edilmiş olmasına 

rağmen, bu hücrelerin IL12’ye cevap vermedikleri gösterilmiştir (98-100). Heterozigot 

IL-12Rb2 zincir mutasyonu taşıyan Atopik hastaların, IL12 uyarısı ile STAT4 

fosforilasyonu ve IFNg üretimlerinin azaldığı gösterilmiştir (101). 

 

2.4. IL-23 yapısı 

       IL23, 19 Kd’luk helikal bir çekirdek yapısındaki A alt ünitesi (IL23p19) ve 40 

kd’luk B alt ünitesinin (IL12p40) disülfid bağlarla bağlanması ile oluşan tip 1 

heterodimerik bir sitokindir. Şekil B (102). IL23p19 alt ünitesi insanda 12.kromozomun 

uzun kolunda yerleşmiştir. IL23 proteini ise insan ve fareler arasında %70 homoloji 

göstermektedir (103). 

                                                                             

 

Şekil 2.6: IL23R yapısı ve alt üniteleri 
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2.4.1 IL23 Reseptörü ve Sinyal mekanizması 

         Ortak p40 alt ünitleri nedeniyle, IL23 ve IL12’nin oluşturdukları reseptör 

kompleksinde IL12Rb1 alt ünitesi de ortaktır. İkinci bir alt ünite olan IL23R, p19’un 

tanınması ve reseptörlerin yüksek afiniteyle bağlanmasında önemli olan heterodimer 

yapının oluşumunda gereklidir. IL23R geni insanda 1. kromozomda yer alır ve IL6/IL12 

reseptör ailesinin bir üyesidir. IL23R, IL-23p19’a bağlanan ekstraselüler bir N terminal 

immunoglobulin-benzeri domain ile 2 sitokin reseptör domaini içerir (103). IL12Rb1 

altüniti, IL-12/23p40 ile etkileşen, 3 membran-proksimal fibronektin tip III ve 2 sitokin 

reseptör domaininden oluşur (104). Reseptör kompleksinin uyarısı ile Jak2 ve Tyk2 

aktive olur, böylece reseptör kompleksi fosforilasyonu ve STAT (1, 3, 4 ve 5) ailesinin 

kenetlenme bölümleri oluşur.  Bundan sonra STAT’ların dimerizasyonu, fosforilasyonu 

ve nükleusa translokasyonu gerçekleşir ve hedef genler aktive olurlar.  

 

 

                                     

Şekil 2-7: IL 23 sinyalizasyon yolağı 
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2.4.2 IL23R’ün İmmün Sistemde ve Hücresel Ağlardaki Rolü 

        IL23, hafıza ve efektör T hücrelerine etki eden bir sitokindir. Aktive ve hafıza T 

hücrelerinde IL23R kompleksi daha yüksek seviyede eksprese olurken; NK hücreleri, 

eozinofiller, monositler, makrofajlar, DC’ler ve epitelyal hücreler gibi daha birçok farklı 

hücre populasyonunda da reseptörün ekspresyonu söz konusudur (102-103). Sadece 

TCR uyarısı IL23R ekspresyonu için yeterli olmadığından, IL23 cevabını arttırmak için 

ek uyaranlar da gereklidir. IL23 ile uyarı sonrasında IL-17A, IL-17F, IL-6, IL-22, TNF, 

CXCL1 ve a3 integrin gibi birçok inflamatuar molekül üretildiği bilindiğinden, IL23 

tanımlandığı dönemlerde TH17-hücre–promoting faktör olarak adlandırılmaktaydı 

(104-105). Son raporlar IL23’ün bu rolünü açıkça ortaya koymaktadır. Naif T 

hücrelerini IL23R pozitif IL17 üreten hücrelere dönüştürmek için TGF-b ve IL-6’nın 

gerektiğini gösteren çalışmalar da mevcuttur (106-108). 

         Th17 hücre gelişimindeki rolüne ek olarak, IL23’ün NK hücrelerini aktive ettiği, 

T hücre proliferasyonunu arttırdığı ve antikor üretimini düzenlediği gösterilmştir (109). 

IL23/IL-17 yolağının terleme, ateş, ağrı ve artmış immün cevaplarla gelişen lokal doku 

inflamasyonu ile ilişkili olduğu bilinmektedir. Bundan dolayı IL23’ün patojenlere karşı 

erken immün cevapta ya da direk olarak IL17 üretimini indükleyip erken nötrofil 

toplanması nedenli hasarlarda rol oynayabileceği düşünülmüştür. IL-23/IL-17 yolağında 

oluşan düzensizlikler immünpatolojik ve otoimmün inflamasyonlarla 

ilişkilendirilmişlerdir (110). 

 

       2.5. IL12RB2 ve IL23R genleri ile ilişkilendirilmiş hastalıklar 

       Son dönemlerde yapılan GWAS çalışmalarında IL23R veya IL12RB2 lokusları 

birçok inflamatuar hastalıkta ve immün sistem aracılı hastalıklarda yatkınlık lokusu 

olarak belirlenmiştir. Örneğin, IL23 reseptörünün 9. Ekzonunda yer alan bir non 

sinonim SNP (rs11209026) inflamatuar barsak hastalığı (İBH), psöriazis (PS), 

psöriyatik artrit (PSA), ankilozan spondilit ve anti topoizomeraz 1 pozitif sistemik 

sklerozis  ile birincil derecede ilişkili bulunmuştur. Duerr R.H ve arkadaşlarının 2006 

yılında Crohn hastalığına neden olabilecek genetik faktörleri tanımlayabilmek için 

yaptıkları bir GWAS çalışmasında, kromozom 1p31’de yer alan ve IL23 reseptörünün 

bir subünitini kodlayan IL23R geni ve Crohn hastalığı arasında anlamlı bir ilişki 

belirlenmiştir. Böylece inflamatuar barsak hastalıklarının tedavisinde terapötik bir hedef 
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olarak proinflamatuar bir sitokin olan IL23’ün yer aldığı sinyal yolaklarının 

kullanılabileceğini belirtmişlerdir (111-113).  

        Liu Y ve arkadaşları PS ve PSA hastalarında yapmış oldukları ilk geniş skala 

genom boyu ilişkilendirme çalışmasında, MHC bölgesinin PS için en önemli risk 

faktörü olduğu, PSA’da ise majör bir rolünün oldugunu ortaya çıkarmışlar ve IL12RB2 

lokusundan 4 kb uzaklıkta, IL23R bölgesindeki bir SNP (rs11209026) ile PS ve PSA 

hastalıklarının ilişkisini göstermişlerdir (P = 0.001) (114). 

        Hirschfield ve arkadaşlarının 2009’da HLA sınıf II bölgesinde; HLA-DQB1 

lokuslarında primer biliyer siroz ile en güçlü assosiasyonu tespit ettikleri 

araştırmalarında, IL12A lokusunda iki, IL12RB2 lokusunda da (rs3790567) bir SNP’nin 

primer biliyer siroz ile ilişkisini götermişleridr. Böylece IL12’nin immünregülatuar 

sinyal aksisinin primer biliyer siroz patofizyolosinde gerekli olduğunu öne sürmüşlerdir 

(115-117). 

        Lacher M ve arkadaşlarının, IL23R lokusunda GWAS çalışması sonucunda 

belirlenen rs11209026 (p.Arg381Gln) ve rs7517847 (c.799-3588T>G)  varyantlarının 

IBH ile  ilişkisini TaqMan SNP genotipleme yötemi kullanılarak incelemiş ve RT-PCR 

ile IL23R transkripsiyonel aktivitesini kolon dokularında analiz etmişlerdir. 2009 

yılında yapılan bu çalışma sonucunda rs11209026 allelinin pediyatrik Crohn Hastalığına 

karşı korunmada önemli olduğu, fakat IL23R ekspresyon seviyelerinin bireyler arasında 

çok değişken olması nedeniyle hastalıkla anlamlı bir ilişki göstermediği belirlenmiştir 

(118). 

        Jiang Z ve arkadaşları 2010 yılında Çin toplumunda IL23R SNP’lerinin BH’na 

yatkınlıkta rolünün olup olmadığının belirlenmesi için 4 SNP’yi BH ve kontrollerde 

genotiplemişler ve sonuçta ilk kez bu çalışma ile IL23R’deki rs17375018 SNP’si BH ile 

çok güçlü ilişkili gösterilmiştir. Bu çalışmada ayrıca IL23R’nün rs11209032 AA ve  

rs17375018 GG genotiplerinin BH’na yatkın genotipler olduğu ve AGCG haplotipinin 

BH’ndan korunmada rol oynayabileceği öne sürülmüştür (119). 

         2010 yılında Mizuki ve arkadaşlarının Japon toplumunda ve Remmers ve 

arkadaşlarının ise Türk toplumundaki Behçet hastaları ile korele yürüttüğü iki GWAS 

çalışmasının sonuçlarına göre; Japon BH grubundaki çalışmada; kromozom 1p31.3’ te, 

IL23R ve IL12RB2 lokuslarının intergenik bölgesinde yer alan rs12119179 ve 

1q32.1’de IL10 lokusunun 3. intronunda lokalize olan rs1554286 tek nükleotid 

polimorfizmleri BH ile ilişkili olarak tespit edilmiştir. Bu bölgeler ekstra SNP’lerin  
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haritalandırılması sonucunda ise IL23R-IL12RB2 lokuslarının intergenik bölgesinde yer 

alan rs1495965 ile en anlamlı ilişki bulunmuştur. Bu çalışmada, güçlü ilişkili olarak 

bulunan SNPlerin IL23R-IL12RB2 intergenik bölgede bulundukları ve birbirleriyle 

güçlü bağlantı dengesizliğinde (LD, Linkage disequilibrium) oldukları gösterilmiştir. 

Çalışmanın replikasyon aşamasında, Remmers ve arkadaşlarının Türk toplumunda 

çalıştığı örnekler ve Koreli Behçet hastasının örnekleri, anlamlılık değerine ulaşan 3 

SNP (IL23R-IL12RB2’de rs1495965; IL10’da rs1800872 ve rs1800871) için taranmış, 

ve  IL23R-IL12RB2 bölgesindeki rs1495965, Türk toplumunda BH ile ilişkili bulunmuş 

fakat Korelilerde anlamlılığa ulaşamamıştır. Bu çalışmada, rs1495965’in hastalıkla 

ilişkili allelinin her 3 populasyonda da BH için artmış risk alleli olduğu gösterilmiştir. 

IL10 bölgesindeki her 2 SNP ise; hem Türk ve korelilerde yapılan replikasyon 

çalışmasında, hem de meta analiz sonucunda en anlamlı ilişkiyi göstermişlerdir (12,13). 

         Türk toplumundaki GWAS çalışmasında; Japon toplumunda yürütülen çalışmada 

tanımlanmış olan IL10 ve IL23R-IL12RB2 bölgeleri tekrar haritalanmış, IL10 

lokusunda rs1518111 ve IL23R-IL12RB2 lokusunda rs924080 SNP’leri BH ile ilişkili 

varyantlar olarak tespit edilmiştir (P <0.0001). Bu çalışmada ek olarak, IL10 geninde 

bulunan rs1518111 haplotipini heterozigot taşıyan 8 sağlıklı kişinin monositlerden izole 

edilen pre-mRNA larda, her iki allelin (hastalık ile ilişkili kopya ve normal allel 

kopyası) rölatif ekspresyon farklılığı ölçülerek allelik dengesizliği test edilmiştir. Tüm 8 

kişide rs1518111 A* allelinin pre-mRNA transkripti, G allelini taşıyan transkriptler ile 

karşılaştırıldığında, A* alleli düşük seviyelerde bulunmuştur (A*: hastalıkla ilişkili allel, 

G: normal allel). Özellikle anti-inflamatuar bir sitokin olan IL10’un düşük doz  

üretimine neden olan genetik varyasyonların BH patogenezinde gelişen inflamasyon ile 

ilişkili olduğu ve hastalığa yatkınlık riskini arttırdığı gösterilmiştir. Bu çalışmada, ayrıca 

MHC bölgesinin içindeki HLA-B*51‘in BH’ye yatkınlıkta primer rol oynadığı 

doğrulanmış ve HLA-B’ye telomerik olan bir diğer bağımsız MHC Sınıf 1’i ortaya 

çıkarmıştır (Tablo 2-2) (13).  
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Tablo2-2: Behcet Hastalığı’nda risk allelleri 

Kategori Gen Varyant Yerleşim Referans 

HLA ilişkili 

gen 
ERAP 

rs17482078 

(Arg725Gln) 
Exon 

Kirino et. al, 

IL ailesi  IL10 
rs1518111 Intron Remmers et. al 

rs1800871 Upstream Remmers et. al 

IL ailesi 

IL10 
rs1800872 Upstream Remmers et. al 

rs1554286 Intron Mizuki et. al, 

IL23R-

IL12RB2 

rs121191179 Intergenik Mizuki et. al, 

rs924080 Intergenik 
Remmers et. al, Mizuki et. 

al,  

rs11209032 Intergenik Jiang et. al, 

rs17375018 Intron Jiang et. al, 

rs1495965 Intergenik 
Remmers et. al, Mizuki et. 

al, 

 

2.6. IL12RB2-IL23R intergenik bölgesindeki rs924080 varyantının farklı 

toplumlardaki ilişkilendirme çalışmaları 

Bu tez çalışması tamamlandıktan sonra IL12RB2-IL23R intergenik bölgesindeki 

rs924080 varyantının farklı toplumlarda Behçet Hastalığı ile ilişkisi araştırılmıştır. 2012 

yılında Xavier ve arkadaşlarının İran toplumunda 973 BH ve 637 Sağlıklı gönüllüde 

yaptığı replikasyon çalışmasında ilgili varyantın BH’ye yatkınlığı gösterilmiştir (122). 

2013 yılında Cezayirin Batısında 51 BH ve 96 sağlıklı gönüllünün dahil edildiği bir 

diğer çalışmada da rs924080 bölgesi, çalışılan 11 SNP’den biridir. Fakat bu çalışmada 

rs924080 ile BH arası ilişki Cezayir toplumunda anlamlılığa ulaşmamıştır (123). 2016 

yılında Qin Xue ve arkadaşlarının 407 BH ve 421 Sağlıklıda yapmış olduğu 

ilişkilendirme çalışmasında rs11209032 ve rs924080 incelenmiş ve Kuzey Çin 

toplumunda bu tek nükleotid polimorfizmlerinin BH ile ilişkisi anlamlılığa ulaşmıştır 

(124). 2017 yılında yine Çin’den fakat bu kez güney bölgesinde daha fazla hasta ve 

sağlıklı gönüllü kullanılarak benzer çalışma tekrarlanmıştır. 1206 BH ve 2475 
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sağlıklının kullanıldığı ilişkilendirme çalışmasında 26 BH’na yatkınlıkta önemli 

olabileceği düşünülen tek nükleotid polimorfizmi incelenmiştir. Bulgular IL10 

genindeki rs1800871 ve IL23R-IL12RB2 intergenik bölgesindeki rs924080 ile BH 

arasındaki ilişkiyi desteklemiş ve ayrıca Güney Çin populasyonunda IL10 and IL23R-

IL12RB2 bölgesinde BH ile ilişkili 2 yeni SNP daha belirlemiştir (125).  

 

2.7. IL12RB2-IL23R intergenik bölgesinde farklı varyantların ilişkilendirme 

çalışmaları 

2017 yılında Kore populasyonunda yapılan bir diğer ilişkilendirme çalışmasına 369 BH 

ve 2000 Sağlıklı kişi dahil edilmiş bu kez IL23R-IL12RB2 intergenik bölgesinde BH ile 

ilişkili üç farklı SNP rs1495965, rs1495966 ve rs4655535 belirlenmiştir (126).  

Kramer ve arkadaşları 2018 yılında toplamda 89 İsrail ve Türk kökenli üveitli Behçet 

Hastası ve farklı kökenden sağlıklı kontrollerde intergenik bölgedeki rs1495965’ı 

incelemişler ve IL 10 genindeki rs1800871 polimorfizmindeki A risk allelinin Türk 

gruptaki Behcet üveiti ve sağlıklı kontrollerde hastalığa yatkınlıkta etkin olduğunu 

gösternişlerdir. IL23R-IL12RB2 geni rs1495965 G allelinin Behcet üveitli hastalarda ve 

Orta Doğu kökenli sağlıklı Türk ve İsrail grubunda diğer İsrailli control grubuna göre 

yüksek olduğunu göstermişlerdir (sırası ile 77.9%, 78.9%, 27.8% , P < 0.001) (127). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. GEREÇ 

3.1.1. Çalışma Grubu 

Çalışmamız, 507 sayılı 24.10.2002 tarihli etik kurul onayı alınmış projede 

çalışılan, Behçet Hastalığı-genom analiz çalışmasında belirlenen IL23R-IL12RB2 

bölgesindeki varyant (rs924080) için heterozigot (n=6) ve homozigot (n=4) taşıyıcı 

olduğu bilinen sağlıklı gönüllülere ait örnekler ve iki allelinde de BH ile ilşkili bu 

varyantı içermeyen sağlıklı gönüllü (n=4) olmak üzere toplam 14 olguda 

gerçekleşmiştir.  

Çalışma materyali olarak gönüllülerden, 2 adet 10ml’lik EDTA’lı tüplere alınan 

kanlar kullanılmıştır. Çalışma İ.Ü. Deneysel Tıp Araştırma Enstitüsü (DETAE) Genetik 

Anabilim Dalı laboratuvarlarında yapılmıştır. Çalışma öncesi İ.Ü. İstanbul Tıp Fakültesi 

Etik Kurul’undan onay alınmış ve örnekleri alınan gönüllülere detaylı bir şekilde 

çalışma kapsamı anlatılmış ve gönüllü onam formu imzalatılmıştır.  

 

3.1.2. Kimyasallar 

 Fikol    Histopaque 1077 Sigma Aldrich 

 Β-Merkaptoethanol    Sigma, Almanya 

 RLT                                        Qiagen 

 Etil Alkol      Merck, Almanya 

 Etidyum Bromür    Sigma, Almanya 

 PBS   Biochrom 

 Eritrosit parçalama solusyonu (EL) Qiagen 
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 RPMI-L glutamin                                Gibco 

 Penisilin Streptomisin                           Gibco 

 HEPES Biochrom, 

 Fetal Bovine Serum-Isı ile inaktive edilmiş   Thermo Scientific 

 Lipopolisakkarid(E.coli,Serotype O55:B5)   Sigma Aldrich 

 

3.1.3. PZR Materyali 

 Primer (5 uM)                                                Invitrogen,               

  Master mix  (2X)                                           Roche,           

 UPL prob (10 uM)                                          Roche 

 

3.1.4. cDNA Sentez Materyali 

5X RT Buffer                  MBI Fermentas, Litvanya  

10 mM dNTP miks           Applied Biosystems, UK 

DTT (0,1 M)                                                 MBI Fermentas, Litvanya  

RNaz inhibitör (20 U/µl)                MBI Fermentas, Litvanya 

            Revers Transkriptaz (200 U/µl)   MBI Fermentas, Litvanya 

            Random Primer                                                MBI Fermentas, Litvanya 

 

3.1.5. Kullanılan Tampon ve Çözeltiler 

Solüsyon D  

10 ml EL (eritrosit lizis) çözeltisi içine 100 µl β-Mercaptoetanol eklendi. 
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Hücre Kültürü Medyumu 

100 ml hücre kültürü medyumu için;  %10 Isı ile inaktive edilmiş FBS (Thermo 

Scientific), streptomisin (100mg/mL),  penisilin (100U/mL) (Invitrogen Life Sciences, 

USA), %2 HEPES solusyonu (Biochrom, USA) ve 0,2 ug/ml β-ME (Biomatik, USA)  

içeren 2 mM l-glutaminli RPMI 1640 hazırlandı. 

100 ml için;10 ml FBS-HI, 2 ml HEPES Buffer, 1ml Penisilin (10000 U/ml) 

Streptomisin (10000ug/ml) miksinden 86 ml RPMI –L Glutamin (konsantrasyon) 

içerisine eklendi. Bu çözeltiye 200 ul  β-ME + 9,8 RPMI dan 100 ul alınıp 9,9 ml RPMI 

içinde çözülüp, bu karışımdan da 1 ml kültür mediumuna eklendi. 

3.1.6. Kullanılan Cihazlar 

Hassas terazi (Shimadzu)  

Otomatik pipetler (Glison, Eppendorf)  

Çeker ocak (Kermanlar)  

Otoklav (Kermanlar)  

Distile su cihazı (Millipore)  

Buzdolabı ve derin dondurucu (+4°C, -20°C, -80°C) (Arçelik, Sanyo, Bosch,  

Heraeus Sepatech)  

Soğutmalı santrifüj (Eppendorf)  

Masa üstü mini santrifüj ( Hettich, Eppendorf)  

CCD kamera- bilgisayar donanımı (BIO-RAD)  

Işık mikroskobu (Olympus CX41) 

PZR cihazı (Techne)  

Vorteks (Kermanlar)  

Flow kabin (Thermo Scientific)  

Spektrofotometre (Nanodrop)  

Eş zamanlı PZR cihazı (Roche) 

Vİ-CELL cell viability analyzers (Beckman Coulter) 
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3.2. YÖNTEMLER 

3.2.1. Lökosit İzolasyonu 

          Alınan kan örneklerinden Fikol (Ficoll-hypaque) yöntemi kullanılarak periferik 

kan mononükleer hücrelerin izolasyonu yapılmıştır. Fikol ile ayrıştırma yöntemi 

yoğunluk gradientine dayanmaktadır. Pıhtılaşmamış kan örneğindeki beyaz hücre 

konsantrasyonu,Thoma kamarası/ hücre sayım cihazı kullanılarak ölçüldü. Thoma 

kamarası ile sayım yapılırken Olympus CX41 ışık mikroskobu kullanılır. Elde edilen 

değere göre ml. başına 20.106    hücre gelecek şekilde PBS ile sulandırma yapıldı ve elde 

edilen total volüme göre cam tüp hazırlandı. Hücre sayısına göre belirlenen  cam tüpe 

pastör pipeti yardımıyla 4 ml. Fikol konuldu ve fikolün üzerine PBS ile karıştırmış 

olduğumuz örnekten ortalama 8 ml pasteur pipeti yardımıyla sızdırıldı. Örnekler 2060 

rpm’de  15 dk. santrifüj edildi. Santrifüj sonrasında tüpte 3 faz gözlemlendi. Örnekler; 

en altta sedimentasyona uğrayarak dibe çöken eritrositler ve yoğunlukları nedeniyle 

ayrıştırma solüsyonu olan fikolu geçebilen granülositler,orta fazda “buffy coat” adı 

verilen ve ayrıştırma fazının üstünde toplanan mononükleer hücreler (lenfosit, monosit, 

trombositler) en üst fazda ise plazma olacak şekilde ayrılırlar (şekil 3-1). Pasteur pipeti 

ile yeni tübe toplanan mononükleer hücreler trombositlerden uzaklaştırılmak için MN 

hücreleri içeren tübe yaklaşık 3 kat volum oranında soğuk PBS yıkama solusyonu 

eklendi ve 2 ml PBS ile bir kez yıkandı. 1850 Rpm’de 10 dk  santrifüj edildikten sonra 

üstte kalan sıvı atıldı. Tüpe 2 ml. PBS daha eklenerek hücreleri vortekslendi ve  

süspansiyon hale getirildi. 1500 Rpm’de 5 dakika santrifüj edilip, üst faz atıldı. Hücreler 

hücre fazının büyüklüğüne göre, 1ml PBS içinde dilüe edilip hücre sayma cihazı / 

Thoma kamarasında tekrar WBC (beyaz hücre) konsantrasyonunu ölçüldü. 0. Zaman 

gen ekspresyon değerlendirmesinde kullanılmak üzere 2,5.10^6 hücre ayrıldı ve PBS’i 

uzaklaştırmak için 1500 Rpm’de  5 dakika santrifüj edildikten sonra  350 ul Sol D’ye 

alındı. Geriye kalan hücre sayısına göre, 2,5.10^6 hücre/ml olacak şekilde 2 kopya daha 

ayrıldı. PBS’i uzaklaştırmak için 1500 Rpm’de  5 dakika santrifüj edildikten 

sonraüzerlerine 1’er ml hücre kültürü medyumu eklendi. Beyaz kan hücrelerimiz 

çalışmaya dek  -80C’de saklandı. 
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Şekil 3–1: Fikol yöntemi kullanılarak tam kandan mononükleer hücre izolasyonu 

 

3.2.2. Hücre Kültürü 

Hücreler (2,5.106 hc/ml)  %10 Isı ile inaktive edilmiş FBS (Thermo Scientific),  

2 mM l-glutamine, streptomisin (100mg/mL), penisilin (100U/mL) (Invitrogen Life 

Sciences, USA), %2 HEPES solusyonu (Biochrom, USA) ve 0,2 ug/ml β-ME 

(Biomatik, USA)  içeren RPMI 1640 (Invitrogen Life Technologies, USA) besi yerinde 

%5 CO2   içeren ortamda 370C de 24 saatlik inkübasyona bırakıldı. Hücrelerin bir 

kopyası, optimizasyon çalışmaları sonucunda kararlaştırılan konsantrasyon olan 2,5.106 

ml/kuyu hücre için 250 ng/ml LPS (E.Coli serotip O55 B5, Sigma Aldrich, USA) ile 

uyarıldı, diğer kuyudaki hücrelere LPS uyaranı verilmedi. 

24 saatlik inkübasyon sonrası, her kuyu 200  µl RPMI 1640 ile yıkandı ve Vİ-

CELL hücre sayım cihazı (Beckman Coulter) ile hücre sayıları ve canlılıkları ölçüldü. 

Hücreler 1500 Rpm’de 5 dakika santrifüj edilerek medyumdan uzaklaştırıldı ve 350 µl 

solüsyon D içine alındı. Hücrelerimiz RNA eldesine dek -800C’de saklandı. 

3.2.3.  RNA Eldesi 

350 µl solüsyon D (guanidyum tiosiyanat ve beta merkaptoetanol içeren kuvvetli 

denaturan madde) içindeki lökosit örneklerinden, standart kit protokolüne uygun bir 

şekilde RNA izole edildi (Qiagen, Almanya).  RNA miktarı ve kalitesinin ölçümü için 

spektrofotometre (ND-1000, NanoDrop Technologies, Inc. USA) kullanıldı. 
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3.2.4. cDNA Sentezi 

Spektrofotometre kullanılarak RNA örneklerinin kalitesi ve miktarları ölçüldü. 

1µg RNA ile cDNA sentezine başlandı. 20 µM  random primer eklenerek 65°C’de 10 

dakika bekletildi. Daha sonra reaksiyon karışımı ilave edilmek üzere buza alındı (Tablo 

3-2).  

 

Tablo 3-1: cDNA sentezinde kullanılan reaksiyon karışımının kondüsyonu 

Karışım   Miktar 

5x RT Tampon 4µl 

10 mM dNTP miks 2µl 

DTT (0,1M) 1µl 

RNaz inhibitör (20 U/µl) 1µl 

Revers Transkriptaz (200 U/µl) 1µl 

      

Toplam    9µl 

           

 Hazırlanan karışım, örneklerin üzerine eklendikten sonra örnekler, 25°C’de 10 

dk, 42oC’de 1 saat ardından da 70°C’de 10 dakika inkübe edildi. Daha sonra cDNA 

örnekleri -20°C’de saklandı. 
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3.2.5. Eş Zamanlı Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) 

Eş zamanlı kantitatif PZR, amplifikasyon gerçekleşirken izlenebilen, floresan 

işaretleyicilerin kullanıldığı ve alınan floresan  yoğunluğunun, amplifikasyon ürünü ile 

doğru orantılı olarak arttığı bir yöntemdir. Özgün (işaretli problar) ya da özgün olmayan 

işaretleyiciler (SYBR green vb) kullanılmaktadır. İşaretli problardan en sık 

kullanılanları hidroliz ve hibridizasyon probları ile “Molecular beacon” ve “Scorpion” 

problardır (121). 

Bu çalışmada hidroliz prob çalışma prensibine dayanan UPL probları 

kullnaılmıştır. Hidroliz probları DNA’ya komplementer olan ve floresan işaretlenmiş 

tek zincirli bir prob içerir. Floresan işaretli probun 5' ucunda “fluorophore” (6-

karboksifloresin= 6-FAM) ve 3’ ucunda “quencher” (6-karboksitetrametil-rodamin= 

TAMRA) olarak adlandırılan işaretli eklentiler bulunmaktadır. 3’ uçtaki baskılayıcı 

TAMRA boyası, 5' uçtaki FAM boyasının sinyal oluşturmasını engellemektedir. Prob 

hedef DNA’ya bağlanma durumunda floresan sinyal ölçümü düşüktür. Çoğaltılma 

sırasında ise hedef nükleik asit dizisi üzerinde primerlerin bağlanma bölgeleri arasında 

hidroliz problar bağlanırlar. Primerlerin bağlanmasının ardından yeni zincir oluşmaya 

başlar. Probun bağlı olduğu bölgeye gelindiğinde Taq DNA polimeraz enzimi 5'→3 

nükleaz aktivitesi ile FAM’ı probdan ayırır. Serbest hale geçen FAM sinyal oluşturur. 

DNA zincir sentezi uzamaya devam eder. Her bir döngüde ürün çoğalımı oldukça 

floresan salınımı da bu artışa bağlı olarak devam eder. (şekil 3-2) 
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Şekil 3–2: Hidroliz probunun çalışma prensibi 

 

Bu çalışmada, Light Cycler 480 cihazı kullanılarak (Roche Applied Sciences, 

Manheim, Germany) Behçet Hastalığı-genom analiz çalışmasında belirlenen IL23R-

IL12RB2’nin intergenik bölgesinde yer alan varyantı (rs924080) heterozigot ve 

homozigot taşıyan ve bu varyanta sahip olmayan sağlıklı kişilerde (n=14) IL23R ve 

IL12RB2 genlerinin anlatım seviyeleri tespit edildi. IL12RB2 genine özgü primer ve 

problar “Roche Applied Sciences” firmasının hizmeti olan insan uluslar arası prob 

kütüphanesinden (UPL) yararlanılarak tasarlandı. (şekil 3-3) Bütün genler olası bir 

genomik DNA kontaminasyonunu engellemek adına ekzon-ekzon bağlantı bölgeleri 

esas alınarak dizayn edildi. 
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Şekil 3–3: IL12RB2 genine uygun primer ve prob çifti (Uluslararası prob 

kütüphanesi) 

Uluslar arası prob kütüphanesinin sunduğu forward primerin %GC içeriğinin 

reverse primere göre fazla olduğu gözlendi ve forward primer sabit tutularak, reverse 

primer Primer3 programı ile tekrar dizayn edildi  (tablo 3-2). 

 

Tablo 3-2: IL12RB2 genine uygun tekrar dizayn edilen reverse primer 

IL12RB2 Primer dizisi Tm Uzunluk % GC 
Ürün 

Boyu 

Forward 

(ileri) 

 

TCCAGATCCAGCAAATAGCA 

 

59.38 

 

20 bp 

 

45.00 

 

98 bp 
Reverse 

(geri) 

 

TATCAGGAGCCTGTCCAAGG  

 

 

60.21          

 

20 bp   

 

55.00   
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IL23R için primerler ise, bu genin tüm transkript varyantlarında ortak bölge olan 

7. Ekzon ile 10. Ekzon arasından Primer3 programı kullanılarak tasarlandı (şekil 3-4). 

 

Şekil 3-4: IL23R geni transkriptleri (ensembl.org) 

 

            Tablo 3-3: IL23R genine uygun primerler 

Tasarlanan primer çiftlerinin genler üzerindeki yerleşimleri şekil 3-5.’te gösterilmiştir.  

IL23R          Primer Dizisi Tm Uzunluk % GC Ürün Boyu 

Forward      

(ileri) 

ACAGTTCCCCAGGTCACATC 

 
59.82 20 bp 55.00 

198 bp 

Reverse   

(geri) 

CCCAGTTCGGAATGATCTGT 

 
59.93 20 bp 50.00 
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Şekil 3-5. Tasarlanan primer çiftlerinin IL12RB2 geni üzerindeki yerleşimi  

 

 

Şekil 3-6. Tasarlanan primer çiftlerinin IL23R geni üzerindeki yerleşimi  

 

Gen anlatımlarındaki değişimleri inceleyebilmek için kullanılan RT-PZR 

yöntemi için öncelilkle iki farklı karışım bulunmaktadır. Bunlardan birincisi Primer-

Probe Mix olan ve içinde bir gen için seçilen iki primeri ve bunlarla ilişkili olan floresan 

ışıma veren hidroliz probu içeren karışım, diğeri ise master mix olarak bilinen ve içinde 

bir PZR için gerekli olan Mg, dNTP ve Buffer içeren karışımdır. Her bir PZR için 96 

kuyu içeren plaklar kullanıldı. Her gen her bir örnek için duplike çalışıldı. Her kuyuya 

önceden sentezlediğimiz 2 µl cDNA, 5 µl master mix ve 1,2 µl primer-probe mix 
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eklendi. Karışımlara 1,8 µl H2O eklenerek kuyuların son hacmi 10 µl’ye tamamlandı.  

Toplamda 45 döngü sonrasında RT-PZR işlemi sonuçlandı (Şekil 3-7). Gen 

anlatımlarını değerlendirirken her gen için ışımanın başladığı Ct değerine ve duplike 

örneklerin kendi aralarındaki standart sapmalarına bakıldı ve sonrasında bu verilere 

bağlı olarak delta delta Ct metodu uygulandı. 

 

Şekil 3-7: IL12RB2 ve IL23R için PZR amplifikasyon eğrilerini gösteren Light Cycler 

480 yazılımı görüntüsü. 

3.2.5.1. Referans genlerin belirlenmesi 

Referans genler her dokuda eşit miktarda ekspresyonunun olduğu bilinen 

hücresel yaşam fonksiyonlarından sorumlu genler arasından seçilir. .  

Literatür taramaları sonucunda normalizasyon için GAPDH (glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase) referans gen olarak belirlendi (124). 

Referans genimizin primerleri ve probu  (Universal ProbeLibrary, Roche 

Applied Sciences, Manheim, Germany) hazır kit (UPL, Human GAPD Gene Assay) 

şeklinde temin edildi. 
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ELISA ile Supernatantların Sitokin Seviyeleri Tespiti 

Kültüre alınmış periferik kan MN hücrelerin serum ve supernatanlarında IL-12R 

ve IL-23R sinyalizasyonu ile üretilen IFN-, TNF-, IL-6 ve IL-17 sitokinlerinin 

seviyelerine ELISA (Diaclone, Canton, MA, USA) ile bakıldı. 

 

İstatistiksel Analiz 

Hastaların ve kontrollerin rölatif mRNA düzeylerinin karşılaştırılması için 

Mann-Whitney U testi ve Kruskal-Wallis testleri kullanılmıştır. Mann-Whitney U testi 

niceliksel ölçekli gözlemleri verilen iki örneğin aynı dağılımdan gelip gelmediğini 

incelemek için kullanılan bir  istatistik testidir. Bu çalışmada kullandığımız Mann-

Whitney U testi, t-testi’nin parametrik olmayan alternatifi olarak düşünülebilir. Kruskal-

Wallis tek yönlü varyans analizi testi ise;  grup içi dağılımlarının normale uymaması 

veya gruplardaki örnek sayılarının eşit olmaması durumunda ortanca karşılaştırılması 

için yapılan bir diğer parametrik olmayan testtir. Birbirinden bağımsız iki yada daha 

fazla grubun bağımlı bir değişkene ilişkin ölçümlerinin karşılaştırılarak iki dağılım 

arasında anlamlı bir fark olup olmadığını test etmek amacı ile kullanılır. 

Analizler GraphPad Prism 5.0 yazılımı kullanılarak yapılmış ve testlerde p<0.05 

anlamlı olarak kabul edilmiştir. 

 

 

 

  

 

http://tr.wikipedia.org/wiki/%C3%96rneklem
http://tr.wikipedia.org/wiki/Parametrik_olmayan_istatistik
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4. BULGULAR 

4.1. Olguların Genel Özellikleri 

Çalışmaya 11 kadın 3 erkek olmak üzere Rs924080 SNP’si açısından genotipleri bilinen 

toplam 14 sağlıklı gönüllü katılmıştır. Rs924080 SNP’si için heterozigot taşıyıcı: AG 

(n=6; 2E, 4K) , homozigot taşıyıcı : AA (n=4; 1E, 3K) ve homozigot wild-type: GG 

(n=4; 4K) olgularının periferal kanlarından izole edilen mononükleer hücrelerinde 

gerçek zamanlı PZR yöntemi kullanılarak IL12RB2  ve IL23R mRNA anlatımları 

araştırılmıştır. Kadın (n=11) Yaş ortalamaları 38,55 iken; erkeklerin (n=3) yaş 

ortalaması 40,67 olarak hesaplanmıştır. Cinsiyet dağılımları, yaş ve haplotipleri Tablo 

4.1.’ de gösterilmiştir. 

Tablo 4-1: Olguların cinsiyet, haplotip ve yaş dağılımları 

Cinsiyet Haplotip Yaş Cinsiyet Haplotip Yaş Cinsiyet Haplotip Yaş 

K AA 47 K AB 28 K AB 40 

K AA 38 K BB 54 E AA 58 

K AA 28 K BB 32 E AB 28 

K AB 36 K BB 26 E AB 36 

K AB 23 K BB 28    

 

4.2. IL12RB2 anlatımının alleller açısından incelenmesi 

Rs924080 için AA, AG ve GG genotiplerine sahip kişilerde, IL12RB2 mRNA 

anlatımları allellerin gen ekspresyonuna etkisi açısından incelendiğinde; 250ng/ul 

LPS/kuyu  ile uyarı sonrası 24 saat  hücre kültüründe bekletilen (LPS+) gruplardan A/G 

allelini homozigot ya da heterozigot taşıyan ve uyaran verilmeden 24 saat hücre 

kültüründe bekletilen (LPS-) gruplardan A/G allelini homozigot ya da heterozigot 

taşıyan grup ile karşılaştırıldığında; LPS uyarısı ile, A ve G allellerinin etkisinin 

incelendiği AA+AG ve AG+GG genotiplerindeki her iki grupta da IL12RB2 anlatım 
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seviyelerinde anlamlı bir azalmanın olduğu  bulunmuştur (Mann-Whitney U test) (Şekil 

4-1) (p=0,0093 ve p=0,0073). 

                           

   

    Şekil 4-1: LPS uyarısına göre, AA+AG ve AG+GG genotipindeki örneklerin 

alleller açısından IL12RB2 gen ekspresyonları  (p=0,0093 ve p=0,0073) 
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4.3. IL23R anlatımının alleller açısından incelenmesi 

Rs924080 için AA, AG ve GG genotiplerine sahip kişilerde, IL23R mRNA 

anlatımları allellerin gen ekspresyonuna etkisi açısından incelendiğinde; 250ng/ul 

LPS/kuyu  ile uyarı sonrası 24 saat  hücre kültüründe bekletilen (LPS+) gruplardan A/G 

allelini homozigot ya da heterozigot taşıyan ve uyaran verilmeden 24 saat hücre 

kültüründe bekletilen (LPS-) gruplardan A/G allelini homozigot ya da heterozigot 

taşıyan grup ile karşılaştırıldığında; LPS uyarısı ile, A ve G allellerinin etkisinin 

incelendiği AA+AG ve AG+GG genotiplerindeki her iki grupta da istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmamasına rağmen, IL23R anlatım seviyelerinde  artış tespit edilmiştir 

(Mann-Whitney U test) (Şekil 4-3) (p= 0,0952; p=0,2894). 

 

 

Şekil 4-2: LPS uyarısına göre, AA+AG ve AG+GG genotipindeki örneklerin 

alleller açısından IL23R gen ekspresyonları  (p=0,0952; p=0,2894 ) 
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Şekil 4-3. rs924080 AA, AG and GG genotiplerine sahip sağlıklı bireylerden 

alınmış MN hücrelerin göreceli IL-12RB2 ve IL-23R subunit ekspresyon seviyeleri  

 

 

Şekil 4-4: rs924080 AA, AG and GG genotiplerine sahip sağlıklı bireylerden alınmış 

MN hücrelerin serum ve supernatant sitokin seviyeleri 
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Risk A alleli, LPS ile uyarı sonucunda IL-12RB2, IL-23R, IFN- and TNF-’nın 

bazal ekspresyonunu etkilemiyor fakat IL-23R and TNF-’nın ekspresyon kapasitesini 

arttırarak yanıta neden oluyor.  

Bunun tersine A alleli ise baseline IL-6 üretimini arttırıyor. Bu eğilim risk 

allelini taşıyan bireylerde görülen IL23R ekspresyon kapasitesi artışından mı 

kaynaklanıyor ya da farklı bir yol üzerinden mi daha ayrıntılı araştırılması gerekiyor.  

IL-12RB2 ekspresyon sonuçları ile uyumlu olarak; IL-12R sinyalizasyonu 

tarafından üretilen IFN-’nın serum ve süpernatanlardaki seviyesi gruplar arasında 

kıyaslanabilecek seviyede idi. IL-23R ekspresyon sonuçları ile uyumlu olarak ta, IL-

23R sinyalizasyonu tarafından kısmen üretilen TNF- seviyeleri ise; AA genotpilerine 

ait  hiç uyarılmamış periferik kan MN hücrelerde göreceli olarak düşük ama aynı 

kişilerin LPS ile uyarılmış MN hücrelerinde oldukça yüksek olarak bulundu. Sonuç 

olarak AA genotipine sahip kişilerde “ortalama stimulasyon indeksi” diğer iki gruba 

göre anlamlı olarak yüksek bulundu (p=0.046).  

IL-23R sinyalizasyonu btarafından kısmen üretilen bir diğer sitokin olan IL-6 

seviyeleri ise AA ve AG genotipine sahip kişilerin LPS ile uyarılmış MN hücrelerinde 

serum (anlamlı değil) ve supernatanlarında (p=0.015) yüksek olarak bulundu. AA ve 

AG genotipine sahip kişilerde IL-6 için ortalama stimulasyon indeksi, GG grubuna göre 

aanlamlı olarak yüksek bulundu (p=0.018).  

Serum IL-17A seviyeleri ise tüm gruplar arasında karşılaştırıldı fakat periferik 

kan MN hücrelerin supernatanlarında detekte edilecek düzeyde tespit edilememiştir 

(Data gösterilmemiştir). 
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5. TARTIŞMA 

Bu çalışmada ilk kez BH ile ilişkili varyant olarak tespit edilen IL23R-IL12RB2 

lokusundaki rs924080 SNP’sinin, IL23R veIL12RB2 genlerine etkisi incelenmiştir. IL-

12RB2 ve IL-23R anlatım seviyeleri ve IL-12RB2 stimülasyon endeksleri   kültür 

ortamına alınmamış PBMC, kültüre edilmiş ve LPS ile uyarılmış PBMC ya da kültür 

ortamına alınmış ama uyarılmamış PBMC grupları arasında farklılık göstermiştir. 

IL23/IL17 yolağının terleme, ateş, ağrı ve artmış immün cevaplarla gelişen lokal 

doku inflamasyonu ile ilişkili olduğu bilinmektedir. Bundan dolayı IL23’ün patojenlere 

karşı erken immün cevapta ya da direk olarak IL17 üretimini indükleyip erken nötrofil 

toplanması nedenli hasarlarda rol oynayabileceği düşünülmüştür. Bu yanıtlarda önemli 

olmasından dolayı, hastalık risk allelini taşıyan kişilerin (A), istatistiksel olarak 

anlamlılık tespit edilmemiş olmasına rağmen, IL23R’nü göreceli olarak daha fazla 

eksprese ettikleri gösterilmiştir. Buna karşın, AA ve AG gruplarının IL-23R 

stimulasyon endeksleri GG drubuna gore anlamlı olarak yüksek bulunmuştur (p=0.042).  

IL-23, TNF- ve IL-6 hem Th17 farklılaşması hem de BH patogenezinde etkindir.  

Ayrıca Anti-TNF- terapilerinin Th17 farklılaşmasını baskılayarak BH’ndaki 

inflamasyonu azalttığı bilinmektedir. LPS stimulasyon sonuçlarına dayanarak, rs924080 

A alleline sahip bireylerin bakteriyel patojenlere aşırı ve abartı inflamatuar yanıtlar 

veriyor olmaları da BH gelişimine destek oluyor diyebiliriz. Sonuçlarımız rs924080 

lokusunun Th 17 ve IL-6 cevaplarında modulator bir yeri olduğunu göstermektedir.  

Çalışmamızda anlamlı artış gösteren IL-6 ve TNF a doğal bağışıklık hücreleri 

tarafından üretilirken, anlamlı değişiklik göstermeyen IFN y ise ağırlıklı olarak edinsel 

bağışıklığın üyesi olan Th1 tipi lenfostler tarafından üretilmektedir. BH’de duyarlılığı 

artmış doğal bağışıklık hücrelerinin ön planda hastalığın başlamasına sebep olduğu 
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bilindiğinden, risk aleline sahip BH olgularında bu sitokin profilinin saptanması 

patogenez ile ilgili bilgilerimizle uyumludur.  

Çalışmamızda risk aleline sahip BH olgularının daha düşük IL12RB2 ekspresyonu 

gösterme eğilimi olduğu saptanmıştır. Patojenlerin eliminasyonunda rol oynayan IL12-

IL12R sisteminin düşük ekspresyonunun çeşitli dokularda mikroorganizma miktarının 

artmasına sebep olması ve böylece doğal bağışıklık hücrelerinin daha fazla uyarılması 

sonucunda BH bulgularının gelişiyor olması olasıdır.  

Daha geniş olgu örneklerinde bu konuda ileri araştırmaların yapılması ve çalışılan 

örneklerin sitokin seviyelerinin tespit edilmesi, hastalık patogenezindeki bu genlerin 

rollerinin anlaşılmasını ve BH tedavisi için yeni tedavilerin geliştirilmesini sağlayabilir. 
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