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OZET

Sallakct N. Behcet Hastaliginda Aktive Edici Dogal Oldiiriicii (NK) Reseptorler.
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Aziz Sancar Deneysel T1p ve Arastirma
Enstitiisii, immiinoloji Anabilim Dali. Doktora Tezi. istanbul. 2018.

Behget hastaligi, etyolojisi bilinmeyen, tekrarlayan inaktif ve aktif donemleriyle
karakterize, kronik enflamatuvar bir hastaliktir ve genetik olarak yatkin bireylerde
cevresel faktorlerin tetiklemesi sonucu immiinolojik degisikliklere neden olmaktadir.
Dogal Oldiiriicii Reseptdrler dogal ve edinsel immiin sistem hiicreleri arasinda koprii
olusturan, immiin cevaplar1 azaltabilen ya da tetikleyebilen reseptorlerdir. Behget
hastalar1 (aktif n= 7, inaktif= 7) ve saglikli bireylerden (n= 6) izole edilen periferik kan
mononiikleer hiicrelerin (PKMH) IL-12, IL-15, IL-18 ve IL-23 sitokinlerinin farkli
kombinasyonlar1 ile uyarimim takiben CD4*, CD8" ve CD16" hiicrelerde NKG2D,
NKp30, NKp46, CD69 ve IL-12RB2 oranlar1 saptanmis, fonksiyonel agidan
proliferasyon kapasiteleri, sitotoksik aktiviteleri ve CD107a ifadesi akan hiicre dlcer

cihazinda analiz edilmistir.

Calismamizda, CD4" ve CD8" T hiicrelerinde CD69 ifadesi uyarimsiz aktif Behget
hasta grubunda inaktif gruba gore yiiksek saptanmistir. Uyarimsiz Behget hastalarinda
CD8"NKp46™ hiicre orani, inaktif Behget hastalarinda hem aktif Behget hastalarina hem
de kontrol grubuna gore yiiksek diizeyde saptanmustir. Sitotoksik aktivite agisindan
gruplar arasinda fark saptanmamistir. Lenfositlerde CD107a degraniilasyonu
incelendiginde, uyarimsiz sartlarda aktif Behget grubunda saglikli kontrol grubuna gore
CD107a ifadesinde azalma oldugu goézlenmistir. Lenfositler K562 ile uyarildiginda,
CD107a ifadesi, inaktif Behget grubunda kontrol grubuna gore daha disiik diizeyde
oldugu saptanmigtir. PKMH’lerin IL-12+1L-15, IL-18+IL-15 and IL-23+IL-15 sitokin
kombinasyonlariyla uyarimi sonucu CD3"CD56" NK (dogal oldiiriicii-natural killer) ve
CD3" T hiicre proliferatif yanitlar1 inaktif Behget hastalarinda kontrol ve aktif Behget
hasta grubuna gore dnemli derecede artig gostermistir.

Bulgularimiz, T hiicrelerinde saptanan yiiksek CD69, NK hiicrelerinde gozlenen diisiik
CD107a ifadesi ve farkli sitokin kombinasyonlarina yanitlar, T hiicrelerine benzer
sekilde NK hiicrelerinin de Behget hastaligimin patogenezinde potansiyel rol

oynayabilecegini diisiindlirmektedir.
Anahtar Kelimeler: Behget Hastaligi, Sitokinler, NKR, Proliferasyon, Sitotoksisite

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 43303
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ABSTRACT

Sallakci, N. (2017). Activating Natural Killer Receptors in Behcet’s Disease. Istanbul
University, Institute of Health Science, Aziz Sancar Institute for Experimental
Medicine, Department of Immunology, PhD Thesis. Istanbul.

Behcet’s disease (BD) is a chronic inflammatory disease with unknown ethiology,
which is characterized by relapse and remission periods. Immunologic abnormalities
triggered by environmental factors in genetically susceptible subjects underlyes BD.
Natural Killer Receptors expressed on innate and adaptive immune cells could initiate
or amplify immune responses that can bridge these two arms. In this study, Peripheric
Blood Mononuclear Cells (PBMC) isolated from BD patients (inactive n= 7, active n=
7) and healty subjects (n= 6) were stimulated with IL-12, IL-15, IL-18 and IL-23 in
various combinations. NKG2D, NKp30, NKp46, CD69" and IL-12RB2" expression on
CD4*, CD8", CD16" cells were investigated. Proliferation capacity, cytotoxic activity
and CD107a expression were determined by using flow cytometry.

In this study, increased CD69 expression on CD4 and CD8 T cells in remission group,
in comparison with active patients were observed in unstimulated condition. Expression
of CD8+NKp46+ cells were higher in remission group when compared with both active
patients and controls, in unstimulated condition. CD107a expression was diminished in
active group when compared with control group. In K562 stimulated lymphocytes,
diminished CDO7a levels were observed in remission group in comparison with healthy
controls. Cytokine combinations including IL-12+IL-15, IL-18+IL-15 and IL-23+IL-15,
significantly increased proliferative capacity of CD3'CD56" and CD3" cells of Behcet’s
patients when compared with healthy subjects.

Our results suggest that high CD69, low CD107a expression observed in T cells and
low CD107a expression in NK cells, and similar to T cells, suggest that NK cells may

also play a potential role in the pathogenesis of Behget's disease.

Key Words: Behcet Disease, Cytokines, NKR, Proliferation, Cytotoxicicity
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1. GIRIS VE AMAC

Patojenlere ve tiimorlere kars1t dogal dldiiriicii (Natural Killer - NK) ve T hiicre
yanitlari, NK ve T hiicrelerinin yiizeylerinde ifade edilen c¢esitli reseptor ligand iligkisi
sonucu gelisen sinyaller araciligiyla diizenlenmektedir. T hiicrelerinin antijen tanimasi
ve aktivasyonu, somatik rekombinasyonla olusan antijen spesifik T hiicre reseptorii
araciligiyla gergeklesirken; NK hiicreleri, birgogu T hiicre alt gruplarinda da ifade
edilen, genetik olarak kodlanmis genis bir reseptor gesitliligini kullanmaktadir [1]. NK
hiicreleri kendi hiicreleri iizerindeki degisiklige ugrayan uyari sinyallerini tarayarak
aktive ve inhibe edici reseptorleri ile saglikli hiicreyi hedef hiicreden ayirt
edebilmektedir [2]. Hiicresel stres veya enfeksiyon durumlarinda uyart sinyalleri, NK
hiicreleri tizerindeki inhibe edici reseptorlerin azalmasi veya aktive edici reseptorlerin
artmastyla sonuglanmaktadir. NK hiicresi tarafindan alinan sinyallerin dengesi, NK
hiicresinin aktive olup olmayacagini belirlemekte, inhibe edici sinyalin kaybi ya da aktif
sinyalindeki bir artis NK hiicre aktivasyona yol agmaktadir [3]. Stresin indiikledigi
aktive edici reseptor ligandlarindaki artis, tiim inhibe edici sinyalleri baskilayabilmekte

ve NK hiicre aktivasyona yol agmaktadir [4].

NK hiicre aktivasyonu, bireyin kendi hiicrelerine karsi kontrolsiiz bir immiin
cevabin olusmasini engellemek i¢in siki bir sekilde diizenlenmektedir. Bu diizenleme
mekanizmalarindan en 6nemlisi, NK hiicrelerinin biiyiik doku uyumluluk kompleksi I
(MHC-Smuf 1) antijenleri i¢in inhibe edici reseptorler tasimasidir [5]. NK hiicrelerinin
yiizeyindeki tek bir aktive edici reseptoriin hedef hiicre ligandina capraz baglanmasi,
NK hiicre fonksiyonlarini tetiklemek i¢in yeterli olmamakta ve gerekli sinyal esiginin
asilmasi icin aktive edici reseptorler arasinda sinerji gerekmektedir [6-8]. Esik degerin
ancak aktive edici NK reseptorlerinin ¢apraz baglanmasi ve sitokin uyarist birlikte

oldugunda asilabilmesi, NK hiicre regiilasyonundaki énemini gostermektedir [9].

Aktive olmayan NK hiicreleri periferik kanda, dalakta ve kemik iliginde
bulunmaktadir [10, 11]. Dendritik hiicre (DH) kokenli sitokinlerinden interlokin (IL)-2,
IL-12, IL-15, IL-18 ve interferon alfa/beta (IFN-o/B) NK hiicrelerinin aktive
olmalarinda etkilidir [12-14]. Patojenlerle veya sitokinlerle aktive olan DH’ler ve NK
hiicreleri enflamasyon alaninda etkilesmektedir. ki hiicre arasindaki bu etkilesim, NK

hiicrelerinin yiizeyindeki NKp30 reseptorleri araciligiyla gergeklesmekte, etkilesim



sonucunda olgun olmayan DH’ler lize edilmekte ve ayn1 zamanda IFN-y salinimi
baslamaktadir [15]. Aktive edici reseptorler, NKp30 ve NKp46’y1 diisiik miktarda ifade
eden NK hiicre klonlarmin, antijen sunan hiicreleri lize etme yeteneginin azaldigi
bilinmektedir. Antijen sunan hiicrelerin NK hiicre aracili lizisi, dogal oldiiriicii
reseptorlerin (natural cytotoxicty receptor - NCR) yiizey ifadesinin yogunlugu ile
korelasyon gostermektedir [16]. Ayrica, insan NK hiicrelerinin nétrofiller ile NKp46
aracili etkilesimi sonucu, Fas aracili mekanizma iizerinden nétrofil apoptozisine yol

actig1 gosterilmistir [17].

Kompleks bir enflamatuvar hastalik olan Behget hastaliginin (BH) etyopatogenezi
tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte, hastaligin patogenezinde anormal immiin
cevaplarin rolii oldugu bilinmektedir. Aktive T hiicrelerinin sayisinda artig saptanan
calismalarin yaninda, BH’de NK hiicrelerinin sayisinda artisla birlikte NK hiicre
aktivitesinde diisiis oldugunu gosteren galismalar da bulunmaktadir [18-20]. Genetik
calismalar, farkli genlerin (C—C motif kemokin reseptor 1 (CCR1), sinyal ileten ve
activator transcriptd (STAT4), oOldiriici hiicre lektin-benzeri reseptor ailesi C4
(KLRC4), endoplazmik retikulum amino peptidaz 1 (ERAP1) ve IL-12 Reseptor (R)
B2’nin BH patogenezinde etkili olduguna ve sitotoksik mekanizmalarda gorev aldigina

isaret etmektedir [21].

Mevcut bilgiler 1s18inda gerceklestirilen calismamizda, Behget hasta ve saglikli
kontrol periferik kan mononiikleer hiicre (PKMH) kiiltiiriine dogal kosullarda
DH’lerden salinan sitokinler farkli kombinasyonlarda eklenerek, NK ve T hiicrelerinin
aktive edici reseptor degisiklikleri ve proliferatif yanitlari incelenmistir. Ayni zamanda
NK hiicrelerinin fonksiyonel kapasitesi hasta ve saglikli kontrollerde CD107a (cluster
of differentiation - farklilasma grubu 107a) ifadesi ve sitotoksik aktivite olgtimii ile

arastirilmastir.



2. GENEL BILGILER

BH, ilk olarak 1937 yilinda bir dermatolog olan Hulusi Behget tarafindan, oral ve
genital iilserler ile iiveitin birlikteligi olarak tanimlanmustir [22]. Ilerleyen yillarda
yapilan g¢alismalar sonucunda Behget hastaliginin vaskiiler, artikiiler, gastointestinal,
norolojik, iirogenital, pulmoner ve kardiak sistemleri igeren farkli organ tutulumlarinin

da g6zlendigi, multisistem kronik bir hastalik oldugu belirlenmistir [23].

BH inaktif (gerileme) ve aktif (alevlenme) donemleri ile seyretmektedir ve bu
donemlerin siire ve sikligt Ongorilememektedir [24]. Hastaligin klinik seyri
bilinmemekle birlikte deri, mukoza ve organ tutulumlariyla 6nemli mobidite ve

mortalite ile sonu¢lanmaktadir [25].

BH tanis1 i¢in kullanilan spesifik bir laboratuvar bulgusu bulunmamaktadir [26].
Hastaligin aktif faz1 boyunca C-reaktif protein, eritrosit sedimentasyon hizi, periferik

16kositler ve trombosit sayisi gibi enflamatuvar parametrelerde artis gozlemlenmektedir
[27].

2.1. Epidemiyoloji

BH, Akdeniz’den Uzakdogu’ya kadar uzanan ve tarihi Ipek Yolu olarak
adlandirilan bolgelerde yaygin olarak goriilmesine karsin Kuzey Amerika ve Avrupa
tilkelerinde nadir olarak goriilmektedir [21, 28, 29]. Hastaligin prevalans: Tiirkiye’de
80-370 / 100.000, Japonya’da 30,5 / 100.000, Suudi Arabistan’da 20 / 100.000, iran’da
16,7 / 100.000 ve Cin’de 14 / 100.000 olarak bildirilmistir [30].

Hastalik genellikle yasamin ikinci ya da ti¢iincii dekatinda (25-35 yaslar1 arasinda)
ortaya ¢ikmakla birlikte, erken ya da ge¢ baslangich hastalarin da oldugu bildirilmistir
[31]. BH cocukluk ¢aginda veya 50 yasin iizerinde nadir goriilmekte ve ¢ocukluk
doneminde ya da ge¢ donemde baslayan hastalarin klinigi goreceli olarak koti

seyretmektedir [32].

BH, Orta Asya ve Akdeniz iilkelerinde erkeklerde daha sik goriiliirken, Japonya
ve Kore’de kadinlarda daha sik gézlenmektedir [33, 34].



2.2. Etyopatogenez
BH’nin etyopatogenezi tam olarak acgiklanamamasina karsin gesitli calismalar,
genetik yatkinlig1 olan kisilerde ¢evresel faktorlerin etkisi ile (enfeksiyoz ajanlar, ¢evre

kirliligi, v.b.) hastaligin tetiklenebilecegini gostermektedir [29].

2.2.1. Genetik Faktorler

Farkli etnik gruplarda yapilan caligmalar, BH icin en gii¢lii genetik yatkinlik
faktoriiniin kromozom 6p21 iizerinde bulunan insan Lékosit Antijen B (HLA-B)*51
alleli oldugunu gostermektedir [35]. Behget hastalarinda HLA-B*51 allelinin goriilme
sikligt % 40-80 oraninda degismektedir [36]. Hastalarda HLA-B*51 alleli goriilme
sikligimin toplumdaki saglikli bireylere gore % 60 oraninda daha fazla oldugu
bildirilmistir [37].

BH’nin yaygin oldugu iilkelerdeki hastalarda HLA-B*51 allelini tasima siklig
Avrupa kokenli hastalara gore daha yiiksek iken, italya ve Portekiz’dekilere benzerlik
gostermesi B*51 prevalansinin  bolgesel farkhiligin1  yansitmaktadir. Italya ve
Portekiz’de BH prevalansinin diisiik (2 / 100.000) olarak belirlenmesi, BH gelisiminde
HLA-B*51 allelinden baska faktorlerin de rol oynayabilecegini gostermektedir [38].
HLA-B*51 allelinin BH patogenezine katkisinin % 20 oraninda oldugu bildirilmesine

karsin, HLA-B*51 ile iligkili patojenik mekanizma agiklik kazanmamustir [39].

Biiyik Doku Uyumluluk Kompleksi-Simif 1 iligkili zincir A (MICA), BH
patogenezinde aday bir gen olarak gosterilmistir [40]. MICA geni, HLA-B geninin 46kb
sentromerinde lokalize olmustur [41]. Stresle uyarilabilen bir antijen olan MICA; NK,
v& T ve CD8* T lenfositlerinde bulunan Dogal Oldiiriicii Grup 2D (NKG2D) reseptdrii
ile etkileserek dogal ve edinsel immiin cevaplarin gelisiminde rol oynamaktadir [42].

Behget hastalarinda MICA-AG allelinin goriilme sikliginin arttig1 bildirilmistir [43].

MHC bolgesi disinda BH ile iligkiyi aciklayan bir genetik yatkinlik ¢alismasi olan
”Tiim Genom lliskilendirme Calismalar1’’-“Genom Wide Assosiation Study” (GWAS)
caligmalarinin en 6nemli bulgularindan biri ERAP1, IL-10, IL-12RB2-1L-23R bdlgesi,
IL-12A, CCR1 ve STAT-4 gibi immiin komponent lokuslarinin BH ile birliktelik

gostermesi olarak belirlenmistir [44].

Giincel ¢aligmalar BH i¢in yatkinlik faktorii olarak ERAP1 geninin roli oldugunu
gostermektedir [21,45]. ERAPL, endoplazmik retikulumda proteozom kdokenli



peptidlerin  HLA-Simif T’e yiiklenebilmesi icin peptitlerin  N-terminal ucunun
kesiminden sorumlu bir enzim olan amino-peptidazi kodlayan bir gendir [46]. HLA-
Smif 1 molekiillerine peptid baglanma afinitelerinin ve sundugu peptid repertuvarinin
farkli ERAP1 izoformlarinin etkisi ile degisebildigi bildirilmistir [47].

Japon hastalarda yapilan bir ¢alismada immiin yanitin kontroliinde rolii olan 1L-10
sitokinini kodlayan genin baslatici bolgesindeki iki farkli polimorfizmin (rs1800871 ve
rs1800872) BH’ye yatkinlik ile giiclii birlikteligi gosterilmistir [48]. Diger bir
caligmada, bazi hastalarda IL-10 geninin intronik bdlgesinde gozlenen rs1518111

polimorfizminin daha disiik IL-10 tiretimine yol agtig1 belirlenmistir [49].

Tiirk ve Japon BH gruplarini igeren diger bir GWAS c¢alismasinda, IL-23R - IL-
12RB2 genleri arasindaki intergenik bolgenin hastalikla bir iligkisi oldugu gosterilmistir
[48]. IL-23R ve IL-12RB2 birbirine yakin genlerdir ve diizenleyici bolgeleri
paylasmaktadirlar [50]. Tirk hastalarin GWAS analizinde IL-23R - IL-12RB2 genleri
arasindaki bir intergenik bolgede rs924080 polimorfizminin BH ile birlikteligi
gosterilmistir [49]. IL-23R geninde diisiik siklikta gézlenen yanlis anlamli varyantlarin,
reseptoriin IL-23 uyarimina daha az yamit vermesine neden olarak BH yatkinligina kars1

koruyucu rol oynadig1 kabul edilmektedir [51].

KLRC4, dogal oldiiriicii gen kompleksi bolgesi olan 12p13 bolgesinde lokalize
olmaktadir [52]. Tiim genom baglanti analizinde bu bdlge en giiclii baglantt pikini
sergilemektedir [53]. KLRC4, NK hiicrelerinde ifade edilmektedir ve fonksiyonu heniiz
net olarak ortaya konmamistir. KLRC4 geninde gozlenen bazi polimorfizmlerin
(rs2617170) BH’ye yatkinlikta risk faktorii oldugu gosterilmis ve polimorfik alleli
tasiyanlarin koruyucu alleli tasiyanlara gore NK hiicre aktivitelerinde artis oldugu
bildirilmistir [54].

BH ve HLA-B*51 geniyle yakin iliskili Timor Nekroz Edici Faktor-alfa (TNF-o)
arasindaki baglant1 arastirilmig ve TNF-a-1031C allelinin BH’ye yatkinlikla iligkili
oldugu gosterilmistir [55]. Ayrica IL-1, IL-12, IFN-y ve Transforme Edici Biiyiime

Faktorii-betal (TGF-B1) gen polimorfizmlerinin BH’nin patogenezi ile iliskili
olabilecegi saptanmistir [56, 57].

BH’nin epigenetigi {izerine yapilan calismalarda, IRS elementlerinin

metilasyon seviyesindeki degisikliklerin, histon modifikasyonlari, miR-182 ve miR-



3591-3p'nin up-regiilasyonu, miR-155, miR-638 ve miR-4488'in down-regiilasyonunun

hastaligin patogenezindeki rolii gosterilmistir [58].

2.2.2. Enfekte edici ajanlar

Herpes simpleks viriis (HSV) ve Streptococcus sanguis (S. sanguis), BH
patogenezinde rolii oldugu diisliniilen ¢evresel tetikleyici ajanlar olarak kabul
edilmektedir [26]. BH etyopatogenezinde streptokoklar ve HSV basta olmak iizere

¢esitli mikroorganizmalarin rol oynadiklar1 gosterilmistir [59].

Behget hastalarinda goriilen oral saglhigin bozuklugu hastaligin siddetiyle
iliskilendirilmistir [60]. Oral floranin ve dental enfeksiyonlarin sik karsilasilan
bakterileri olan streptokok tiirii bakteriler BH’de siklikla ¢alisilmistir. Hastalarin oral
floralarinda S. sangius oraninda gozlenen artisin dis ¢iiriikleri ve periodental
enfeksiyonlar ile arasinda korelasyon oldugu bildirilmistir [61]. Bakteriden arndirilmis
farede oral travma sonrasi S. sangius’un BH’dekine benzer sekilde oral ve okiiler

enfeksiyonlari tetikledigi gosterilmistir [62].

Hastalardaki immiin hiperreaktivite nedeniyle, BH patogenezinde streptokoklarin
immiin hiicreleri tetiklemesindeki rolii arastirilmistir [63]. S. sangius’un bir serotipi olan
BES-1 geni tarafindan kodlanan KTH-1 proteinin hastalarin periferik kan T hiicreleri
tarafindan tretilen IL-6 ve IFN-y’nin salinimini uyardigi ve yd T hiicrelerini tetikledigi
gosterilmistir [64]. Ayn1 zamanda KTH-1 proteini ile insan intraokiiler peptidinin
amino asit dizilimleri arasindaki benzerlikler, hastalarda oto-reaktif cevap
olusabilecegini ortaya koymaktadir [65]. Streptokokal antijenlere ek olarak, Escherichia
coli ve Staphylococcus aureus’un hastalarin lenfositlerinde IL-6 ve IFN-y iiretimini
arttirdig1 bildirilmistir [66]. Behget hastalarinda HSV1’e¢ ve gastrointestinal tutulum
gozlenen hastalarda Saccharomyces cerevisiae’ye 6zgii antikor diizeylerinin serumda

arttig1 gosterilmistir [67].

2.2.3. Is1 soku proteinleri — (HSP’ler)

Is1 soku proteinleri (Heat shock protein - HSP); ¢esitli stres faktorleriyle
indiiklenebilen, hiicresel proteinlerin degradasyonu ve denatiirasyonunu engelleyerek
hiicreleri erken 6liimden koruyan, genetik olarak olduk¢a korunmus molekiillerdir [68].
Non-spesifik uyarilara maruz kalindiginda tiretilen HSP60 ve HSP 65 antijenlerinin BH

patogenezinde rol oynayabilecegi diistiniilmektedir [69].



Behget hastalarmnin mukokutanéz lezyonlarinda ve intestinal tutulumlu aktif
donemde olan hastalarin periferik kan lenfositlerinde HSP60 ifadesinin arttig:
gbzlenmis [69, 70], ayrica mikobakteriyal ve insan HSP kokenli peptidlere kars1 gelisen
lenfoproliferatif cevaplarin saglikli kontrollere gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir
[71]. Insan HSP60 antijeninin spesifik bir epitopunun, hastalarm periferik kan

lenfositlerini uyararak Th1 tipi sitokinlerin iiretimini arttirdig1 saptanmustir [72].

Insan HSP60 ile bakteriyal HSP65 molekiillerinin gen dizilimleri arasinda yiiksek
oranda homoloji oldugu (mikobakteriyal HSP65 ile yaklasik % 60 ve streptekokal
HSP65 ile % 90) belirlenmistir [73]. Mikrobiyal HSP65 ve insan HSP60 molekiillerinin
gen dizilimleri arasindaki homoloji, hastalarin oral mukozas: ve mikrobiyal antijen
arasindaki capraz reaksiyonun proenflamatuvar sitokinlerin salgilanmasinda tetikleyici

olabilecegini diisiindiirmektedir [74, 75].

2.3. Behcet Hastaligi ve immiin Sistem iliskisi

2.3.1. Behget Hastahg ve T Lenfositleri
BH patogenezinde rol oynayan immiinolojik anormallikler; artan yd T hiicreleri,
notrofil hiperfonksiyonu, sitokinlerin asir1 iiretimi ve artan T hiicre yanitlarn ile

iliskilendirilmistir [76].

BH immiinopatogenezinin ana karakteristigi yardimci T hiicre (T helper - Th)1
immiin polarizasyonudur. Aktif fazdaki hastalarin periferik Thl hiicre sayilarinin ve T-
bet ifadelerinin artig1, immiin cevabin Thl yoniine kaydigin1 gostermektedir [77, 78].
Aktif donemdeki hastalarin periferik kanlarinda ve lezyonlarinda Thl tipi sitokin
seviyelerinde artis bulunmustur [79]. Behget hastalarinda CD4* / CD8* hiicre oraninda
azalma oldugu gosterilmistir [80].

Th17 hiicreleri, bircok enflamatuvar ve otoimmiin hastalikta arttigi gosterilen
yardimer T hiicre alt grubudur [39]. Behget hastalarinda Th17 hiicrelerinin sayist ve
Th17 hiicreleri tarafindan tretilen IL-17 diizeyindeki artisin enflamasyondan sorumlu

oldugu ve hastaligin akut ataklarinda 6nemli rol oynadig1 saptanmistir [81, 82].

vd T hiicreleri, bakteriyel antijenleri taniyarak enflamasyona karsi cevap
olusturmakta ve otolog antijenleri taniyarak otoimmiinitede rol oynamaktadir [83].
Mukozal immiinitede gorev yapan yd T hiicrelerinin, mukozal lezyonlarin eslik ettigi

BH patogenezinde de rol oynadigi diisiiniilmektedir [84]. Behget hastalarinin mukozal



lezyonlarinda ve dolasiminda aktif yd T hiicrelerinin sayisinin ve sitotoksik
aktivitelerinin arttigi, ayrica hastaligin aktivitesiyle iliskili oldugu bildirilmistir [85].
Behget hastalarinda yo T hiicre alt gruplar {izerine yapilan bir calismada, tiveitli
hastalarin intraokiiler sivilarinda Vy9V82 alt grubunda, baska bir ¢alismada ise CD8" yd
T hiicrelerinde artis oldugu gosterilmistir [18, 86].

2.3.2. Behget Hastahigi ve NK Hiicreleri

Behget hastalarinda NK hiicre sayilar1 tizerine yapilan ¢alismalarda birbirinden
farkli sonuglar elde edilmistir. Baz1 galismalar aktif donemdeki hastalarin periferik
kanlarindaki NK hiicre sayisinin arttigini, bazi ¢alismalar ise azaldigini gostermektedir.
Aktif donemdeki BH periferik kan NK hiicre aktivitesinde ise saglikli kontrollere gore

azalma oldugu gosterilmistir [19].

2.3.3. Behcet Hastahgi ve Notrofiller

BH patogenezinde nétrofil hiperfonksiyonunun (endotelyal adezyon, kemotaksis,
fagositoz, siiperoksit lretimi, miyeloperoksidaz ifadesi) doku hasarma yol agtigi
gosterilmistir [87]. Antijen sunan hiicreler ve T hiicrelerinden salgilanan sitokinler
notrofilleri aktive ederek sitokin salinimini uyarirlar. Notrofillerden salgilanan sitokinler
hem Th hiicrelerini hem de otokrin etki ile kendilerini uyarmaktadirlar. Antijen sunan
hiicreler, nétrofiller ve Th hiicreleri arasindaki bu iliski BH patogenezinde immiin
cevabin temelini olusturmaktadir [88]. Behget hastalarinin deri lezyonlarinda da nétrofil

infiltrasyonunda artis gosterilmistir [89].

2.3.4. Behget Hastahig1 ve Sitokinler

Farkl1 hiicrelerden salinan proenflamatuvar sitokinlerin (IL-1, IL-6, IL-8, IL-18 ve
TNF-a) BH serumlarinda yiiksek seviyede oldugu bildirilmistir [90]. Immiinolojik
olarak uyarimi takiben aktiflesen hiicrelerin, 6zellikle nétrofillerin, proenflamatuvar
sitokinleri tretebilmelerine karsin bu sitokinlerin biiyiik kaynagi, hastalikta kronik

enflamasyonun patogenezinde rol oynayabilen monositlerdir [91].

Hastalarin periferik kanlarinda Thl farklilagmasini uyaran IL-12’nin yiikselmis
oldugu ve hastalik aktivitesiyle iligkili oldugu gosterilmistir [78]. Aktif donemdeki
hastalarin lezyonlarinda ve periferik kanlarindaki mononiikleer hiicrelerde kemokin ve
Th1 tipi sitokinlerin haberci-riboniikleik asit (MRNA) ve protein iiretimlerinde artis
oldugu bildirilmistir [70, 92, 93].



Behget hastalarinin “eritema nodozum” deri lezyonlarinda IL-4 iireten hiicrelerin
nadir olarak bulunmasia karsin, IFN-y iireten hiicrelerde artis oldugu belirlenmistir
[94]. Hastalarda IFN-y’nin serum seviyelerinin saglikli kontrollere gére yiiksek oldugu

ancak hastalik aktivitesiyle ters orantili oldugu gosterilmistir [95].

IL-23, BH patogenezinde rol oynayan bir sitokindir ve hastalarin serumunda IL-
23 diizeylerindeki artisin hastalik aktivitesiyle, 6zellikle iiveit ve noéro-Behget ile iliskili

oldugu belirlenmistir [96].

Aktif donemindeki Behget hasta serum IL-15 seviyesinin, inaktifdaki hastalara ve
kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir [97]. CD8" yd T hiicrelerinin
yiikksek seviyede IFN-y, diisik seviyede IL-2, IL-4, IL-10 ve TGF-B salgiladigi
gosterilmistir [98].

2.4. NK Hiicreleri

Dogal immiin sistem hiicreleri yiizeylerinde, patojenler lizerindeki ortak yapilari
tantyan reseptorleri ifade etmekte [99] ve tanima reseptorleri araciligiyla yabanci
organizmalara karsi hizli ve genel bir cevap olusmasini saglamakla birlikte,
salgiladiklar1 sitokinler ve hiicre ylizey molekiillerinin etkilesimi ile edinsel immiin

yanitlar1 baglatma, yonlendirme ve ¢ogaltma yetenegindedirler [100].

Dogal immiin sistem hiicreleri arasinda yer alan NK hiicreleri 1970’11 yillarin
ortalarinda, allogenik tiimdr hiicrelerini direkt lize etme yetenegine dayanilarak yeni bir
hiicre tipi olarak tarif edilmistir [101]. NK hiicrelerinin gelisimi, fonksiyonu ve
diizenlenmesi konusundaki genis kapsamli caligmalar sonucunda, etkili dogal immiin
cevaplarin olugsmasinda parazitlere, viriislere ve tiimor hiicrelerine karst savunmada

onemli rol oynadiklar1 belirlenmistir [12].

T hiicreleri gibi CD34" ortak lenfoid 6nciil hiicrelerden kdken alan NK hiicreleri
gelisimlerini kemik iliginde tamamlamaktadir [102]. NK hiicreleri, T hiicreleri gibi
somatik rekombinasyona ugramamakta ve gelisimleri i¢in fonksiyonel bir timusa ihtiyag
duymamaktadir [103]. Potansiyel olarak farkli fonksiyonel sonuglar olusturmalarina
karsilik, NK hiicre ylizey reseptorleri T hiicreleri lizerinde de bulunabilmektedir [104].

Insan PKMH popiilasyonunun % 5-15’ini ve lenf nodlarindaki tiim lenfosit
populasyonunun % 5’ini olusturan NK hiicreleri karaciger, dalak ve akcigerleri de
iceren bircok dokuda bulunmaktadir [105]. Insan NK hiicreleri CD16 ve CD56 yiizey
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gosterimlerine gore iki alt gruba ayrilmaktadir. Periferik kanda CD56 ifade eden NK
hiicre popiilasyonunun yaklastk % 90’1 CD56%Y % 10’u ise CD56P¥" fenotipi
gostermektedir [106]. CD56 antijenini yiiksek miktarda ifade eden CD56P2"3 hiicrelerin
CD16 ifadesi ¢ok diisiiktiir. CD56%°"" hiicreler ise yiiksek seviyede CD16 ifade ederken,
CD56 ifadeleri disiiktir veya hi¢ bulunmamaktadir [107]. Fonksiyonel agidan
bakildiginda, CD56°°""K NK hiicreleri basta tiimér hiicreleri olmak iizere viriis, bakteri ve
mantarlarla enfekte hiicrelerin lizisinden, CD56¥"% NK hiicre alt grubu ise IFN-y ve

TNF-a gibi farkli sitokinlerin tiretiminden sorumlu hiicreler olarak bilinmektedir [10].

2.4.1. NK Hiicre Efektor Fonksiyonlar:

NK hiicrelerinin temel efektor gorevleri; hedef hiicreyi tanidiktan sonra perforin
araciligiyla graniil iceriklerini hedef hiicre igerisine serbestlestirerek ya da 6liim reseptor
ligandlarin1 ifade ederek hedef hiicrenin oldiiriilmesini, sitokin sekresyonu ve
kemokinler araciligiyla diger immiin hiicre tiplerinin enflamasyon alanina alimin ve

aktivasyonunu saglamaktir [108].

2.4.1.1. NK Hiicre Sitotoksik Aktivitesi

a. Perforin Aracili NK hiicre Sitotoksisitesi

NK hiicrelerinin hedef hiicreyi 6ldiirme mekanizmasi sitotoksik T lenfositlerin
oldiirme mekanizmasina benzemektedir. Her iki hiicre tipi de graniillerinde perforin,
granzim ve graniilizin gibi toksik enzimler igermektedir [109]. NK hiicreleri hedef
hiicre ile etkilestiginde, graniil igerigini hedef hiicre yoniine dogru polarize etmekte, NK
hiicresinin dig membrani ile graniiller biitiinlesmekte ve graniil igerikleri hedef hiicre ile
NK hiicresi arasindaki sinaptik bosluga serbestlestirilmektedir. Degraniilasyon boyunca,
lizozomla iligkili membran proteini (CD107a), NK hiicrelerinin yiizeyine iletilerek litik
graniillerin  hareketi  kolaylastirilmaktadir  [110]. Granzimlerin, hedef hiicre
sitoplazmasina yayilabilmesi i¢in perforin molekiilii hedef hiicre membraninda bir delik
formu olusturmakta ve apoptotik islemler baslatilmaktadir. Bu yol dakikalar i¢inde
viriisle enfekte ve tiimorle transforme olmus hiicrelerin hizlica oldiirilmesiyle

sonuglanmaktadir [111].

b. Oliim Reseptorleri Aracihgiyla NK hiicre Sitotoksisitesi
NK hiicreleri, o6liim reseptorleri araciligiyla hedef hiicrelerin  6liimiinti

tetikleyebilmektedir. NK hiicrelerinin biiylik ¢cogunlugu ve sitotoksik T lenfositleri
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yiizeylerinde siirekli olarak Fas ligand1 (FasL) ifade etmektedirler. FasL hedef hiicre
yiizeyinde Fas molekiilii ile etkilesime girmekte ve hedef hiicrede kaspaz-8 yolagini

aktive ederek hiicrenin apoptozisine neden olmaktadir [112].

NK hiicreleri, TNF ile iliskili apoptozisi indiikleyen ligand ifade etmektedir. NK
hiicrelerinin sitokinlerle in vitro aktivasyonu, TNF ile iliskili apoptozisi indiikleyen

ligand ifadesinin artmasi ile sonuglanmistir [113].

2.4.1.2. NK Hiicrelerinden Sitokin Salinim

NK hiicreleri enflamatuvar ve imminregiilator sitokinler iireterek immiin
cevaplarin olusumuna katki saglamaktadir [114]. NK hiicreleri yiiksek seviyelerde IFN-
v tretmekte [115] ve saliman IFN-y; diger immiin hiicreler, antijen sunan hiicreler,
viriisle enfekte ve malign hiicreler iizerine pleotropik efektor etkiler gostermektedir. NK
hiicrelerinden IFN-y iiretimini tetikleyen birgok etken bulunmaktadir. NK hiicrelerinin
yiizeyinde bulunan aktive edici reseptdrler tarafindan hedef hiicrelerin taninmas1 NK
hiicrelerinden IFN-y {iretimini tetiklemektedir. Ayrica viral enfeksiyonlarda tiretilen
IFN-o ile IL-12 veya IL-18’in sinerjistik etkisi sonucu NK hiicreleri tarafindan IFN-y

tiretimi meydana gelmektedir [116].

NK hiicreleri tarafindan salgilanan diger sitokin ve kemokinler (Graniilosit-
Makrofaj Koloni Uyarict Faktér (GM-CSF), TNF-a, MIP-1a, MIP-1b ve C-C kemokin
ligand-5 (CCL-5)) uyarimin tipine ve aktif sonrasi siireye bagh olarak degiskenlik
gostermektedir. Erken enflamatuvar olaylarda ¢esitli uyarilara karst NK hiicreleri

tarafindan tiretilen sitokin tipine gore farkli immiin cevaplar olusmaktadir [117].

NK hiicreleri sitokinler ve mitojenlerle uyarildiginda orta seviyede TNF-a
tiretmektedir [107]. NK hiicre reseptorii NKp30’un olgun olmayan DH’ler ile
baglanmas1 sonucu TNF-o {iretimi tetiklenmekte ve DH olgunlagsmasina sebep
olmaktadir [118]. Ayrica TNF-a, hiicre i¢i adezyon molekiili-1 (ICAM-1) ifadesini
cogaltarak NK hiicre sitotoksisitesini arttirmaktadir [119].

NK hiicreleri tarafindan yiiksek seviyelerde iiretilen GM-CSF, enfeksiyonlarla
miicadelede graniilositlerin hizli iiretimi i¢cin hematopoietik kok hiicreleri uyarmaktadir.
NK hiicrelerinin 1L-15 veya IL-12 / IL-18 sitokinleri ile uyarimi sonrast GM-CSF
tiretimi artmaktadir [107].
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NK hiicreleri belirli uyaranlar varliginda IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 ve IL-13 gibi
sitokinleri de tiretmektedir [120, 121].

2.4.2. NK Hiicre Aktivitesi

NK hiicrelerinin aktivitesi; DH, monosit, makrofaj gibi hiicrelerle ve sitokinlerle
arttirillabilmektedir. Aktivitesi artan NK hiicresinde, CD69 gibi aktif belirtegleri
cogalmakta, hiicre i¢i granzim B igeriginde ve NK hiicre sitotoksik aktivitesinde artis

meydana gelmektedir [122].

NK hiicre aktivitesi, NK hiicre reseptor sinyalinin yoklugunda, aktive edici NK
hiicre reseptorlerinin hedef hiicreler tizerinde bulunan ligandlar ile baglanmasi sonucu

gerceklesmektedir [2].

2.4.2.1. Missing Self - Oziin Kayb1 Hipotezi

NK inhibe edici reseptorleri i¢in ligand olan MHC-Smif I molekiillerini ifade
etmeyen ya da ¢ok az ifade eden hiicreler, NK hiicreleri tarafindan yabanci olarak
algilanmaktadir [123]. NK inhibe edici reseptorlerinin uygun MHC-Smuf 1
molekiillerine baglanmamasi, NK hiicre sitotoksik fonksiyonlarinin uyarilmasi ve

sitokin salinimi ile sonuglanmaktadir [124].

2.4.2.2. CD16 Aracihgiyla NK Hiicre Aktivitesi

NK hiicreleri, yiiksek diizeylerde diisiik afiniteli CD16 (FcyRIII reseptorii) ifade
etmektedir. CD16, hiicrelere Fab kismi ile baglanan immiinoglobulin G (IgG)’nin Fc
pargasina baglanarak antikora bagimli hiicresel sitotoksisiteyi baslatmaktadir [125]. NK
hiicrelerinin CD16 araciligiyla olusan aktivasyon ¢ok giiclii olmakla birlikte, NK hiicre

sitotoksisitesini NK hiicre aktive edici reseptorler tetikleyebilmektedir [7].

2.4.2.3. Sitokinlerle NK hiicre Aktivasyonu
Sitokinler; dogal ve edinsel immiin sistem hiicreleri tarafindan sentezlenen,
spesifik immiin reaksiyonun ve enflamasyonun yogunlugunu diizenleyebilen ¢oziiniir

mediatorlerdir [126].

NK hiicrelerinin gelisimi, aktivitesi, ¢ogalmasi ve yasaminda bazi sitokinler
onemli rol oynamaktadir. Farkli sitokinler, NK hiicre efektor fonksiyonlarini
tetiklemektedir. NK hiicrelerinin DH kokenli sitokinler (IL-12, IL-15 ve IL-18) ve T

hiicre kokenli sitokin (IL-2) ile uyarimi, yiiksek seviyede IFN-y iiretimine yol
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agmaktadir [127]. Ayrica NK hiicreleri 6zellikle ortak y zincir sitokin ailesinden 1L-2,

IL-7, IL-15 and IL-21 igin farkli baglanma afiniteleri olan gesitli sitokin reseptorleri
ifade etmektedir [128].

2.5. Sitokinler

2.5.1. Interlokin-12
IL-12, p35 ve p40 alt {initelerinden olusan heterodimerik bir sitokindir ve NK
uyarici faktor olarak da adlandirilmistir [129].

IL-12, makrofajlar ve DH’ler gibi antijen sunan hiicreler tarafindan salinmakta ve
hem dogal hem de edinsel immiin sistem hiicrelerinin fonksiyonlarini diizenlemektedir.
Ayrica TNF-a, GM-CSF ve Thl hiicre farklilagmasini saglayan IFN-y’nin iiretimini de
uyarmaktadir. IL-12’nin NK hiicre gelisim ve farklilasmasinda da rol oynadig

gosterilmistir [130].

IL-12R, IL-12RB1 and IL-12RB2 olmak iizere iki alt tiniteden olusmaktadir [131].
NK hiicreleri ve dinlenen T hiicreleri siirekli olarak IL-12RB1 ifade etmektedirler. IL-
12RB2 gosterimi ise sitokinlerle tetiklenmektedir [132]. IL-12’nin IL-12RB1 ve IL-
12RB2 altiiniteleri ile etkilesimi Tyk2, Janus Kinaz (JAK)-2 ve STAT yolaginin
aktivasyonu ile sonuglanmaktadir [133]. IL-12, temel olarak T ve NK hiicre

fonksiyonlari i¢in 6nemli olan STAT4 sinyal yolagini aktive etmektedir [134].

2.5.2. Interlokin-15

IL-15, hem dogal hem de edinsel immiin sistemin hiicreleri lizerinde giicli
yasamsal ve immiinmodiilator etkileriyle bilinen, genis spektrumlu bir sitokindir [135].
Monosit, makrofaj, DH, fibroblast, epitel hiicreleri ve diiz kas hiicrelerinde ifade
edilmektedir [136]. IL-15 gosterimi transkripsiyonal, translasyonal ve sekresyon
asamalarinda siki bir sekilde diizenlenmektedir [137]. IL-15 dretimi ¢esitli eksojen
faktorler (¢ift zincirli RNA, Tip I IFN, lipopolisakkaritler, HSV, sinsisyal viriis, ¢esitli
fungal ve bakteriyel ajanlar) ile tetiklenmektedir [138-140].

IL-15’in T, B, NK hiicreleri, notrofiller, monositler, makrofajlar, DH’ler ve mast
hiicreleri tizerinde etkileri bulunmaktadir [141]. NK hiicre gelisimi, proliferasyon,
homeostaz ve sitotoksisite gibi ana fonksiyonlarindan sorumlu bir sitokindir [142-144].
CD8" T ve NK hiicrelerinde direkt olarak efektor fonksiyonlarin meydana gelmesine

neden olmaktadir [145]. Hafiza CD8" T hiicrelerinde ise granzim B ifadesini arttirdigi,
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aktive CD4* ve CD8" T hiicrelerinin proliferasyonunu uyardigi, ayrica CD8" hafiza T

lenfosit cevaplarinin uzamasina da katki sagladigi gosterilmistir [146].

IL-15, agirlikli olarak bir anti-apoptotik gen olan B hiicre lenfoma 2 (Bcl-2)’yi
arttirarak NK hiicre yasamimi ve ¢ogalmasini tetiklemektedir [144]. Lenfositlerde ve
DH’lerde de anti-apoptotik proteinler olan Bcl-2 ve Bcl-xL’nin giiglii tetikleyicisidir.
Dolayisiyla bu hiicrelerdeki ifadesi, IL-15’in apoptojenik uyarilara cevabini ¢ok

azaltmaktadir [147].

IL-15; o, B ve y alt gruplarindan olusan heterotrimerik bir reseptore baglanir. IL-
15 i¢in o alt grubu spesifiktir; B ve vy alt gruplar ise IL-2 reseptoriiyle paylasilmaktadir
[148]. IL-15Rq, IL-2/15RB ve IL-2/15Ry ile yiiksek afiniteli bir {igli reseptor
kompleksi olusturabilmektedir [149].

2.5.3. 1L-18

IL-18, IL-1 sitokin ailesinin bir {iyesidir. “IFN-y indiikleyici faktor” olarak da
isimlendirilmistir [150]. Fareye endotoksin uygulanmasindan sonra fare serumunda IL-
18 saptanmis ve IL-12 ile benzer 6zellikler paylastigi bulunmustur [151]. IL-18 inaktif
bir Onciil olan pro-IL-18 olarak hiicre i¢inde depolanmakta ve biyolojik olarak aktif

forma Kaspaz-1 araciligiyla doniistiiriilerek hiicre disina serbestlestirilmektedir [152].

Makrofajlar ve DH’lerden serbestlesen IL-18, T hiicreleri ve NK hiicrelerinden
IFN-y tiretimini tetiklemektedir [153]. Ancak gii¢lii bir Th1 cevabinin olugsmasi igin IL-
18 tek basina IFN-y salinimimi tetikleyemediginden, 1L-12 veya IL-15 ile birlikte
hareket etmektedir. Ayrica IL-18, NK hiicreleri tarafindan adezyon molekiillerini ve
kemokin reseptorlerini arttirmaktadir [154]. IL-18, NK hiicreleri {izerinde FasL ifadesini
cogaltarak NK hiicre sitotoksisitesini arttirmaktadir [155]. IL-18 ile aktive olan NK
hiicreleri heniiz IFN-y sekrete etmemesine ragmen, CCR7 gosteriminin tetiklenmesi

sonucu lenf nodlarina gé¢ etmekte ve lenf nodlarinda IFN-y salimi uyarilmaktadir [155].

IL-18R, IL-18Ra and IL-18Rp alt gruplarindan olugmaktadir [156]. IL-18R’niin
gosterimi IL-12 ile diizenlenmekte ve 1L-12, IL-18Ra’nin tetiklenmesini saglamaktadir
[157]. IL-18 ise IL-12RB2’nin gésterimini arttirdigindan iki sitokinle uyarim pozitif bir
dongii saglamaktadir. NK hiicreleri siirekli olarak 1L-12RB2 ve IL-18Ra ifade ettigi

i¢in, her bir sitokinle bagimsiz olarak uyarilabilmektedir [158].



15

2.54.1L-23

IL-23, IL-12 sitokin ailesinin bir tyesidir ve IL-12p40 ve IL-23p19 alt
gruplarindan olusan heterodimerik bir sitokindir [159]. Aktive makrofajlar ve periferik
dokularda lokalize olan DH’ler tarafindan salgilanmaktadir [160]. Antijen sunan
hiicreler, T hiicreleri ve endotelyal hiicreler 1L-23p19 ifade etmekte iken, 1L-12p40
gOsterimi antijen sunan hiicreler ile sinirli bulunmaktadir [161]. Biyolojik olarak aktif
IL-23’lin olusumu aymi hiicrede hem p40 hem de pl9 alt initelerinin sentezini

gerektirmektedir [162].

IL-23, IL-12RB1 ve IL-23R’linii kullanmakta, IL-12 ve IL-23 igin ortak alt grup
olan IL-12/23 p40 IL-12RB1’e, IL-23p19 alt {initesi ise IL-23R’e baglanmaktadir [163].
IL-12RB1 T ve NK hiicrelerinin yiizeyinde, IL-23R zinciri ise ¢gogunlukla aktive hafiza

T hiicreleri, NK hiicreleri ve monosit/makrofaj ve DH’ler (diisiik miktarda) tarafindan

ifade edilmektedir [164].

IL-23’{in sinyal yolunu JAK-2, Tyk2, STAT-3, STAT-4 sinyal proteinleri ile IL-
12RB1 ve IL-23R olusturmaktadir [165]. Reseptor kompleksinin uyarimi sonucunda
Jak-2 ve Tyk2 aktive olarak STAT proteinlerinin fosforilasyonuna neden olmakta,
fosforile olan STAT proteinleri niikleusa transloke olarak hedef genleri aktive
etmektedir. STAT-4 proteininin fosforilasyonu IFN-y iiretiminde artisa sebep olarak
Thl farklilagsmasiyla sonuglanmakta, STAT-3 fosforilasyonu ise Th17 farklilasmasina
neden olmaktadir [166].

IL-23, dogal ve edinsel immiin cevap arasinda bir sitokin kopriisiidiir [162].
Erken lokal immiin cevaplari yonlendirmede temel rol oynamaktadir [160]. IFN-y
tiretiminin uyariminda, IL-17 {iretiminde, NK hiicre aktivasyonunda, T hiicre
¢ogalmasinda, antikor iretiminin diizenlenmesinde etkilidir [162]. IL-12’nin
yonlendirdigi Thl cevabmin gelisiminin devaminda ve hafiza T hiicrelerine
doniistimiinde gorev almaktadir [50]. IL-23’{in, otoimmiin ve enflamatuvar hastaliklarin
patogenezinde ve kronik enflamasyonun meydana gelmesinde rolii oldugu gosterilmistir

[167].
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2.6. NK Hiicre Reseptorleri

2.6.1. Inhibe Edici Reseptorler

Cesitli inhibe edici reseptorler hedef hiicre lizisini diizenlemekte ve NK
hiicrelerinin 6z toleransinda rol oynamaktadir. Inhibe edici reseptérler genellikle HLA-
Sinif I antijenlerini gosteren ya da stres sinyalleri iletmeyen hiicreleri tanimakta olup,

temel ligandlart MHC-Sinif I ve MHC-Simif I benzeri molekiillerdir [168].

Inhibe edici reseptérler sitoplazmik domainlerinde ortak bir yap1 ve inhibe edici
fonksiyon i¢in gerekli olan immiin reseptdr tirozin bazli inhibitor motifi (ITIM)
paylasmaktadir. inhibe edici reseptdrlerin ligandlarma baglanmasi, ITIM motifinin
fosforilasyonunu ve Ca'™ girisini engelleyen fosfatazlarin iiretimini saglayarak NK

hiicre fonksiyonlarini inhibe etmektedir [169].

NK hiicreleri gibi T hiicrelerinin baz1 alt gruplart HLA-A, HLA-B ve HLA-C
allotiplerini taniyan 6ldiiriicii immiinglobulin benzeri reseptorler (KIR) ve HLA-E’yi

taniyan bir heterodimer olan CD94/NKG2A ifade etmektedir [170].

2.6.2. Aktive Edici Reseptorler

Aktive edici reseptorlerin, inhibe edici reseptorlere gore daha heterojen bir grup
olduklari, farkli reseptor ailelerini kapsadiklar1 ve ¢esitli sinyal yolaklarini kullandiklar
bilinmektedir. Aktive edici reseptorler CD16, NKp30, NKp44, NKp46, 2B4, NTB-A,
CS1, NKp80, CD226 ve NKG2D gibi farkli reseptorlerden olusmaktadir [171]. NKp30,
NKp44 ve NKp46 NCR ailesine ait, yapisal olarak immiinoglobulin (Ig) siiperailesine
ait olan, genetik olarak kodlanmis transmembran reseptorleridir [172]. NTB-A ve CS1
SLAM iligkili reseptor ailesinin, NKp80 ve NKG2D C-tipi lektin benzeri ailesinin,
CD226 ise Ig siiperailesinin bir grubudur [173]. NK hiicreleri gelisimlerinin erken
doneminden itibaren aktive edici NK grubu reseptorleri ifade etmeye baslamaktadir

[174].

Aktive edici NK grubu reseptorlerin heniliz tam olarak bilinmeyen ligandlarina
baglanmasi, NK hiicrelerinin aktivasnuyla ve hedef hiicrelerin direkt lizisiyle
sonuglanmaktadir [175]. Aktive edici NK grubu reseptorler; strese ugrayan hiicrelerin
direkt oldiiriilmesine ve sitokin salinimina aracilik eden bir NK hiicre reseptor grubudur
[176]. NK hiicrelerinin tiimiinde ifade edilmekle birlikte baz1 T hiicre alt gruplarinda da

ifade edildigi bildirilmistir [177]. Immiin cevaplarin dengesini diizenlemede &nemli rol
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oynamaktadirlar [178]. Insanlarda simdiye kadar NKp30, NKp44 ve NKp46 olmak
tizere ii¢ ¢esit NCR belirlenmistir [179].

2.6.2.1. NKp30

NKp30; yapisal olarak bir V-tipi tek ekstraselliiler Ig benzeri domain ile, 120
amino asitten olusan ekstraselliiler bir bdlgeyi takip eden 190 amino asitlik bir sinyal
peptidden; transmembran bolgesi ise, pozititif yiiklii arjinin rezidiisii iceren 33 amino
asitlik ITAM igermeyen sitoplazmik bolgeden olugsmaktadir [180]. NKp30, CD3zeta (£)

zinciri ile birlikte bulunmakta ve aktive edici sinyali iletebilmektedir [181].

NKp30 reseptoriinii kodlayan gen (NCR3), insan MHC lokusunun Simif III
bolgesinin telomerinde lokalize (kromozom 6p21) olmaktadir [182]. NCR3 geni,
MRNA splice varyantlarina transkribe edilmekte ve NKp30’un siirekli olarak ifade
edilen, farkli sinyaller ileten, ii¢ izoformunun olusumuna neden olmaktadir [183].
NKp30a ve NKp30b izoformlarinin olgunlasmamis DH’ler iizerindeki ligandlarina
baglanmasi, yiiksek miktarlarda IFN-y ve TNF-a iiretimi ile sonug¢lanmaktadir. NKp30
izoformlar1 i¢inde sadece NKp30a tek basina sitotoksisiteyi tetikleyebilmekte; NKp30c
izoformu, proenflamatuvar sitokin sentezini ve sitotoksisiteyl indiiklememekte,
NKp30c’nin ligandina baglanmasi anti-enflamatuvar bir sitokin olan IL-10 iiretimine
neden olmaktadir [182].

Dinlenme halindeki ve aktive olan NK hiicreleri siirekli olarak NKp30 ifade
etmektedir [173]. NKp30, DH’ler ile NK hiicrelerinin etkilesiminde temel rol
oynamaktadir. Enfekte olan DH’lerin NK hiicreleri tarafindan taninmasi NKp30
aracilifiyla gerceklesmektedir. NKp30 cevapsiz, anormal ya da olgunlasmamis DH’leri
lize ederek DH’lerin olgunlagmasini diizenleyebilmektedir [15]. NKp30 aracili
etkilesimin sonucunda NK hiicre yayilmasi, sitokin liretimi ve antijen spesifik T hiicre

cevabi gelistirilmekte ve boylece edinsel immiin cevap baglatilmaktadir [184].

HLA-B ile iliskili - transkript 3 (BATS3), sitomegaloviriis, pp65 protein ve
enflamatuvar kosullarda da ifade edilen B7-H6, NKp30 icin farkli hiicresel ligandlar
olarak belirlenmistir [185].

2.6.2.2. NKp44
NCR2 geni MHC-Sinif I1I bolgesi iginde 6. kromozomda lokalize olmustur [186].
NKp44 molekiiler olarak V seklinde tek bir ekstraselliiler domainden olusmaktadir.
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NKp44’iin transmembran domaini bir lizin residiisii ile birlikte sinyal iletiminde gorev
alan ITAM igeren adaptor bir proteinden (DAP12 - 12 kD sinyal - ileten adaptor)
olusmaktadir [187]. Sadece aktive olan NK hiicrelerinde ifade edilen NKp44 [186], NK
hiicreleri disinda, desidual hiicreler, dogal lenfoid hiicreler 3 ve tonsillerde IFN-y {ireten

hiicrelerin bir alt grubu tarafindan ifade edilmektedir [188].

2.6.2.3. NKp46

NKp46, en dis membraninda iki adet Ig-benzeri domain, transmembran domain
sinyal iletimine aracilik eden ITAM tasiyan polipeptit adaptorler igermektedir [186].
NKp46’nin yapisal olarak sitoplazmik kuyrugu ¢ok kisadir ve herhangi bir sinyal motifi
icermemektedir [189]. Hedef hiicreye NKp46 baglanmasi sonucu NKp46'nin
transmembran domaininde ITAM tasiyan CD3C ve FCRy araciligiyla uyarimi (Sinyal)
tetiklenmektedir [190].

NKp46 hem dinlenme halindeki, hem de aktive olan NK hiicrelerinde ifade
edilmektedir [173]. NKp46‘nin, Mycobacterium tuberculosis ile enfekte olan
monositlerin ylizeyinde gosterilen bir filament proteini olan vimentine baglanmasi

sonucu monositlerin NK hiicreleri tarafindan lize edildigi gosterilmistir [191].

NKp46 heparan siilfat motiflerine baglanabilmekte ve NK hiicre fonksiyonlarini
diizenleyebilmektedir [192]. Noe-fare modeli (NKp46 molekiiliinde rastgele
mutasyonlar olusturarak ifadesinin kaybina neden olan model) kullanilarak, NKp46’nin
NK' hiicre aktivitesinin down-regiilasyonunda ve T hiicre cevaplarinin gelisiminde

diizenleyici rolii oldugu gosterilmistir [193].

NKp46 ligand1 ifade eden nétrofillerin NK hiicreleriyle etkilesimi sonucunda,
kaspaz aracili nétrofil apoptozisi ve Fas/FasL yoluyla NK hiicreleri tarafindan
notrofillerin lize edildigi gosterilmistir. NKp46™ NK hiicreleri araciligiyla olusan
apoptozis, istenmeyen immiin cevaplardan kaginmak i¢in efektdr hiicreleri yok ederek

enflamasyonun sonlanmasina aracilik etmektedir [17].

Periodontit fare modellerinde, cesitli bakterilerin NKp46’ya direkt olarak
baglandigi ve yiiksek miktarlarda TNF-o iiretimiyle abartili bir immiin yanit

olusturdugu gosterilmistir [194].
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2.6.3. CD94/NKG2 Ailesi

NK hiicre grup 2 (NK cell group 2-NKG2) ailesi C-tipi lektin benzeri reseptorler
grubundandir. NKG2 grubu, CD94/NKG2C ve HLA-E icin spesifik E reseptorlerinden
olugsmaktadir. Bir membran glikoproteini olan CD94 ile NKG2 heterodimer olarak ifade
edilmektedir. CD94/NKG2C ve CD94/NKG2E, DAP12 sinyal molekiilleri araciligiyla
sinyal iletmektedir [195]. NKG2 ailesine ait olan diger bir reseptor ise NKG2D’dir.

2.6.4. NKG2D

NKG2D geni 12. kromozom iizerinde NK gen kompleksi bolgesinde lokalize
olmustur [196]. NKG2D evrimsel siirecte oldukga korunmustur ve diisik sayida
niikleotid degisimleri igermektedir [197]. NKG2D yapisal olarak bir C-tipi lektin
benzeri transmembran reseptoriidiir ve homodimer olarak ifade edilmektedir [198].
NKG2D, DAP10 adaptér molekiilii araciligiyla sinyal ileterek giiclii sitotoksik cevaplar
olusturmaktadir [199].

NKG2D proteini, tim NK hiicrelerinde, ayn1 zamanda y3 T, CD8* T ve aktive
CD4* T hiicreleri tarafindan ifade edilmektedir [200]. Hiperproliferatif hiicreler,
transforme hiicreler, patojenlerle enfekte hiicrelerin eliminasyonunda ve stresle uyarilan

molekiillerin taninmasi i¢in genel bir sensor olarak gorev yapmaktadir [201].

NKG2D’nin hiicreler iizerindeki ifadesi sitokinlerle degistirilebilmektetir. IL-2,
IL-7, IL-12, IL-15 ve IFN-o ile NKG2D ifadesi arttirilmakta; TGF-$3, 1L-21, I1L-4, IFN-
v ile ise azaltilmaktadir [202].

NKG2D ligandlarinin saglikli hiicrelerin yiizeyinde genellikle bulunmamasina
karsilik, viral enfeksiyonlar veya malign degisimler ile olusan hiicresel stres sonucunda
ifade edilmektedir [203]. NKG2D MHC-Smif I benzeri proteinlere baglanmaktadir.
MICA/MICB ve UL-16 baglayan protein (UL-16 binding proteins - ULBPs) NKG2D
ligandlar1 olarak belirlenmistir [201]. ULBP proteinlerinin NKG2D araciligiyla NK
hiicrelerine ¢apraz baglanmasit NK hiicre sitotoksik kapasitesini arttirmakta ve IFN-y,

TNF-a, lenfotoksin, GM-CSF, CCL1 ve CCL4’{in iiretimini uyarmaktadir [204].

MICA proteini enfekte ve malign transforme hiicrelerin yiizeyindeki gosterime ek
olarak hiicre aktivasyonu siirecinde de ifade olmaktadir [205, 206]. MICA molekiiliiniin
NKG2D’ye baglanmasi sonucu strese yol agan hiicre lize olmakta ve NKG2D ifade
eden hiicreden IFN-y salinmaktadir [207].
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2.7. T Lenfositleri

T lenfositleri timusta olgunlasmakta ve burada T hiicre reseptorii ifade etmeye
baslamaktadir. Yiizeylerinde ya CDS glikoproteini (CD8" T lenfositleri - sitotoksik T
hiicreleri) ya da CD4 glikoproteini (CD4* T lenfositleri - yardimc1 T hiicreleri) ifade
etmektedir. CD4" T hiicreleri farkli sitokin sekresyonlarma gore alt gruplara
farklilasmaktadir; Thl, Th2, Th9, Th17, Th22, T regilator (Treg) ve T foliikiiler
hiicreler (TrH) [208]. Tiim CD4* Thl alt gruplar1 naif CD4* T hiicrelerinden spesifik
sitokinler ile farklilasmaktadir. Naif CD4" T hiicrelerinden IFN-y ve IL-12 etkisiyle
Th1’e; IL-4 etkisi ile Th2’ye; IL-1, IL-6 ve IL-23 etkisiyle ise Th17 hiicrelerine
farklilagsma gerceklesmektedir [209].

T hiicrelerinin yiizeylerinde T hiicre reseptorii (THR) peptid yiikli MHC
molekiillerini tantyarak T hiicrelerini aktive etmektedir [210]. Aktive olan T hiicreleri, T
hiicrelerinin biiyiime ve ¢ogalmalarini saglayan IL-2 liretmekte ve aktive olan T hiicresi,
mikrogevresinde igerdigi sitokinlere gore ayr1 efektor 6zellikler gosteren alt gruplara

farklilasmaktadir [211].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Olgular

Calismaya aktif ve inaktif donemindeki Behget hastalar ile saglikli kontroller
dahil edilmistir. Calismanin tiim deneysel asamalar1 Istanbul Universitesi Aziz Sancar
Deneysel Tip Arastrma Enstitiisii, Immiinoloji Anabilim Dali laboratuvarinda

gergeklestirilmistir.

3.1.1. Behcet Hasta Grubu

Calismaya Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dal,
Romatoloji Bilim Dali polikliniginde takip edilen, “Uluslararasi Behget Hastalig
Calisma Grubu’’nun kriterlerine gore BH tanis1 almis, 18-60 yas araligindaki, bagka bir
kronik hastaligi olmayan Behget hastalar1 dahil edilmistir.

Uluslararasi Behget Hastaligi Calisma Grubu’nun tanimladigi tant kriterleri
asagida belirtilmistir:

1- Oral iilser (1 yil i¢inde en az 3 kez tekrarlayan),

2- Genital iilser,

3- Goz lezyonlari,

4- Deri lezyonlari,

5- Deri Paterji Testi’nin pozitifligidir.

Tekrarlayan oral iilserlere ek olarak en az iki bulgunun bulunmasi ile BH tanisi

koyulabilmektedir [212]. Hastalarin klinik 6zellikleri Tablo 3-1’de gosterilmistir.

3.1.2. Saghkh Kontrol Grubu
Kronik bir hastaligi ve enfeksiyonu olmayan, hastalarla yas ve cinsiyet uyumlu

saglikl erigkin goniilliiler caligmaya alinmaistir.

3.2. Orneklerin Toplanmasi

Hasta ve saglikli kontrol gruplar1 arastirmamiz hakkinda bilgilendirildikten sonra,
calismaya katilmay1 kabul eden ve Aydinlatilmis Onam Formu imzalayan bireylerden,
heparinize tiipe 15 mL periferik kan 6rnegi alinmistir. Calismaya aktif (n= 7; yas

ortalamasi= 32; 4 kadin-3 erkek) ve inaktif donemde olan (n= 7; yas ortalamasi= 39; 5
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kadin-2 erkek) Behget hastalari ile saglikli kontroller (n= 6; yas ortalamasi= 37; 3

kadin-3 erkek) alinmistir.

Tablo 3-1: Hastalarin yas, cinsiyet ve klinik 6zellikleri

Hasta 1

Hasta 2

Hasta 3

Hasta 4

Hasta 5

Hasta 6

Hasta 7

Hasta 8

Hasta 9

Hasta 10

Hasta 11

Hasta 12

Hasta 13

Hasta 14

41

36

30

30

21

26

28

38

50

65

30

38

42

28

Kadmn

Kadmn

Kadmn

Kadin

Erkek

Erkek

Kadin

Erkek

Kadin

Kadmn

Kadin

Kadmn

Kadin

Erkek

Inaktif
Inaktif
Inaktif

Aktif

Inaktif

Aktif

Aktif

Aktif

Inaktif
Inaktif
Inaktif
Aktif
Aktif

Aktif

Mukokutentz
Mukokutendz
Mukokutentz

Mukokutenéz, géz

Mukokutenoz, vaskiiler, goz

Mukokutendz, vaskiiler, goz

Mukokuten6z, vaskiiler,
pulmoner arter

Mukokutendz

Mukokutendz, vaskiiler, g6z
Mukokutendz, vaskiiler
Mukokutendz, vaskiiler
Mukokutenoz, Giveit
Mukokutendz, vaskiiler

Mukokutendz

Hiicre siklus inhibitorii: Kolsisin, DNA sentez inhibitorii: Azatioprin

Hiicre siklus
inhibitorii
Hiicre siklus
inhibit6rii
Hiicre siklus
inhibit6rii
Hiicre siklus
inhibitorii,
DNA sentez
inhibitorii
Hiicre siklus
inhibitorii
Hiicre siklus
inhibitori,
DNA sentez
inhibitorii
DNA sentez
inhibitort,
Hiicre siklus
inhibitor,
steroid
Hiicre siklus
inhibitori,
Steroid
Hiicre siklus
inhibitorii
Hiicre siklus
inhibitorii
Hiicre siklus
inhibitorii
Hiicre siklus
inhibitorii
Hiicre siklus
inhibitorii
Hiicre siklus
inhibitorii



3.3. Deneylerde Kullanilan Kimyasallar ve Sarf Malzemeleri

Calismada kullanilan monoklonal antikorlar Tablo 3.2’de listelenmistir.

Tablo 3-1: Calismada kullanilan monoklonal antikorlar

BELIRTEC FLUROKROM KLON FiRMA

CD3 FITC o HIT3a | eBioscience, San Diego, CA N
CD3 APC HIT3a BD, San Jose, CA

cD4 PER-CP $35 Icnxl,trd)g'eb\n Life Technologies, Carlsbad,
CD8 APC-CY7 HIT8a Biolegend, SanDiego, CA

CD16 PE-CY7 CB16 eBioscience, San Diego, CA

CD16 FITC 3G8 BD, San Jose, CA

CD69 Pasifik Blue FN50 Biolegend, SanDiego, CA

CD56 PE-Cy7 B159 eBioscience, San Diego, CA

CD107a PE eBioH4A3 eBioscience, San Diego, CA

NKG2D PE 1D11 eBioscience, San Diego, CA

NKp30 PE AF29-4D12  eBioscience, San Diego, CA

NKp46 PE 9E2 Biolegend, San Diego, CA

IL-12RB2 APC 305719 R&D Systems, Minneapolis, MN, USA

Calismada kullanilan kimyasallar Tablo 3.3’de listelenmistir.
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Tablo 3-2: Calismada kullanilan soliisyonlar

KULLANILAN SOLUSYONLAR FIRMA

10X Fosfat Tampon Tuz Cozeltisi (PBS) Lonza, Belgika
Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester (CFSE) Life Tec., ingiltere

Ficoll Soliisyonu Biochrom AG, Berlin, Almanya
100X Penisilin ve streptomisin karisimi Lonza, Belgika

RPMI 1640 Lonza, Belgika

Fetal Sigir Serumu (FCS) Lonza, Belgika

FACS buffer (1X PBS ve % 10 FCS) BD Bioscience, USA

Lysing buffer (10X BD Pharm Lyse) BD Bioscience, USA

PMA (Forbol 12-Myristat 13-asetat) Biolegend, San Diego, CA
lonomisin Biolegend, San Diego, CA

Calismada kullanilan gerecler Tablo 3.4°de listelenmistir.

Tablo 3-3: Calismada kullanilan gerecler

KULLANILAN GERECLER FIRMA ‘
Falkon Tiipler (15 ve 50ml), corning santrifijj tiipleri Sigma-aldrich, Almanya

6 kuyulu kiiltiir plak (corning costar) Sigma-aldrich, Almanya

96 kuyulu kiiltir plak (corning costar) Sigma-aldrich, Almanya

Pastor pipetleri (brand pipet) Sigma-aldrich, Almanya

SmL polistren tiipler (corning brand) BD Bioscience, ABD

Calismada kullanilan cihaz ve yazilim Tablo 3.5’de listelenmistir

24
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Tablo 3-4: Calismada kullanilan cihaz ve yazihimlar

KULLANILAN CIHAZ VE YAZILIM FIRMA

Akan Hiicre Olger BD FACSAria Il
Akan Hiicre Olger BD FACSCalibur
Santrifiij NUVE NF 1200R
Inkiibator Thermo SCIENTIFIC

Hiicre Sayim Cihaz1 REWED i | EEalEgy

Analyzer
Laminar Flow NUVE LN 120
Diva Yazilim BD

Calismada kullanilan rekombinant sitokinler Tablo 3.6’da listelenmistir.

Tablo 3-5: Calismada kullanilan rekombinant sitokinler

KULLANILAN REKOMBINANT .
SITOKINLER FIRMA ‘

hr IL-12 Gibco life tech, USA
hr IL-15 Gibco life tech, USA
hr IL-18 MBL life tech, USA
hr IL-23 Gibco life tech, USA

3.4. Calisma Semasi

Behget hastalar1 ve kontrol gruplarindan heparinli tiipe alinan kanlardan
PKMH’ler izole edilmistir. Izole edilen hiicrelerden es zamanl olarak NK sitotoksisite
deneyi, CD107a deneyi ve farkli sitokin kombinasyonlarinin varliginda gergeklestirilen
hiicre kiiltiiriniin ardindan hiicre yiizey molekiillerinin ifade 6l¢timii ve proliferasyon

deneyleri yapilmistir.
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Sekil 3-1: Calisma planinin sematik gosterimi

3.5. PKMH izolasyonu

Hasta ve saglikli kontrol gruplarindan alinan heparinize periferik vendz kan
ornekleri (15 mL), 1:1 oraninda PBS ile diliie edilmistir. Falkon tiip i¢ine kan miktari
kadar oda sicakligindaki steril Ficoll soliisyonu eklendikten sonra, iizerine Ficoll
sollisyonunun iki kat1 kadar, 1:1 oraninda diliie edilmis olan kan 6rnegi Pastor pipeti
yardimiyla eklenmigtir. Bu islem sirasinda Ficoll ve kan Orneginin birbirine
karismamasina dikkat edilmistir. Falkon tiip 2000 devirde 25 dakika santrifiij edilerek
kan Orneginin yogunluk farkina gore katmanlara ayrilmasi saglanmistir. En {stte
bulunan plazma tabakasi uzaklastirildiktan sonra, Ficoll ile plazma arasinda bulunan,
PKMH’lerin olusturdugu bulutsu “interfaz” tabakasi pastor pipeti ile toplanarak 15
ml'lik steril Falkon tiipine alinmistir. Toplanan PKMH’lerin iizerine yikama amacglh
steril PBS ¢ozeltisi eklendikten sonra 2000 devirde 10 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrast iist s1vi uzaklastirilip, ¢oktiiriilmiis olan PKMH'ler {izerine tekrar steril
PBS eklenerek 10 dakika 1800 devirde ikinci kez yikama islemi yapilmistir. Yikama
sonrasi Ust sivilar1 uzaklastirllan PKMH'lerin iizerine 2 ml zenginlestirilmis (% 1
streptomisin + penisilin, % 10 FCS, % 1 L-glutamin ile) RPMI-1640 medyumu

eklenmis ve otomatik kan sayim cihazi kullanilarak hiicre sayimi yapilmaigtir.
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3.6. Hiicre Kiiltiirii ve Sitokinlerle Uyarim

PKMH'ler her kuyucukta 1x10° hiicre/mL olacak sekilde 24 kuyucuklu steril
kiltir plaklarina eklenmistir. Hiicreler 1L-12, IL-15, IL-18 ve IL-23 sitokin
kombinasyonlart ile ve sitokin ilavesi yapilmadan kiiltiire edilmistir. Sitokinlerin
eklenmesini takiben pipetaj yapilarak hiicrelerin homojen bir sekilde karigmasi
saglanmustir.  Kiiltiir plaklar1 37°C'de % 5 CO; iceren etiivde 48 saat siireyle kiiltiire
alimmistir. Tablo 3.7’de her bir kuyucukta kullanilan sitokin kombinasyonlar1 ve

konsantrasyonlar1 gosterilmektedir.

Tablo 3-6: Hiicre kiiltiiriinde kullanilan sitokin kombinasyonlar: ve dozlar [213-216]

KUYU UYARIM REKOMBINANT SIiTOKiN DOZLARI

1 UYARIMSIZ UYARIMSIZ

2 IL-12+1L-18 IL-12 (1ng/mL) + IL-18 (100 ng/mL)
3 IL-12+1L-23 IL-12 (1ng/mL) + IL-23 (10 ng/mL)

4 IL-18+1L-23 IL-18 (100 ng/mL) + I1L-23 (10 ng/mL)
5 IL-12+IL-15 IL-12 (1ng/mL) + IL-15 (10 ng/mL)

6 IL-23+1L-15 IL-23 (10 ng/mL) + IL15 (10 ng/mL)

7 IL-18+1L-15 IL-18 (100 ng/mL) + IL-15 (10 ng/mL)

3.7. Hiicre Yiizey Boyama

Farkli sitokin kombinasyonlar1 ile 48 saat inkiibe edilen PKMH’ler toplanarak
tizerlerine PBS eklenmis ve 1800 devirde 10 dakika santrifiij edilerek yikama
yapilmustir. Ust sivi uzaklastirildiktan sonra hiicre yiizey molekiil ifadelerini tespit
etmek amaciyla boyama iglemine gegilmistir. Bu amagla anti-CD3-FITC, -CD4-Per-CP,
-CD8-APC-Cy7, -CD69-Pasific blue, -CD16-PE-Cy7, -IL12RB2-APC isaretli
monoklonal antikorlar igeren 3 tiip hazirlanmis ve her birine PE isaretli anti-NKp30, -
NKp46 ve -NKG2D monoklonal antikorlari ayr1 ayr1 eklenmistir. Daha sonra bu tiiplere
2.5x10° hiicre/mL icerecek miktarda PKMH siispansiyonu eklenerek, 20 dakika
karanlikta ve oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben iizerlerine PBS
eklenen tiipler, 1800 devirde 10 dakika santrifiij edildikten sonra iist sivi uzaklastirilmig

ve hiicrelerin tizerine 300 pnL PBS eklenerek akan hiicre Olger cihazinda
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degerlendirilmistir. Total lenfositler, T hiicreleri ve NK hiicreleri CD69, IL-12R[32,
NKG2D, NKp30 ve NKp46 ifadeleri agisindan incelenmistir.

3.8. NK Sitotoksisite Ol¢iimii

NK hiicre sitotoksik aktivitesinin saptanmasi amaciyla hedef hiicre olarak K562
eritromiyeloid 16semi hiicre serisi kullanilmistir. RPMI-1640 medyumunda yasatilan
K562 hiicre siispansiyonunun tizerine canlt hiicreleri saptamak amaciyla 4 pul CFSE (10uM)
eklenerek, karanlik ortamda 10 dk +4°C'de inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi K562
hiicrelerinin tizerine steril soguk PBS eklenerek, 5 dakika 2000 devirde santrifiij edilmistir.
Ust sivilar1 uzaklastirilan hiicrelerin {izerine 2 ml RPMI-1640 eklendikten sonra hiicre

sayimi yapilmustir.

PKMH'ler ve CFSE ile isaretlenmis olan K562’ler, efektor:hedef orani 10:1
(5x10° PKMH ve 5x10* K-562) olacak sekilde 48 kuyucuklu Kkiiltiir plaklarina
eklenerek, iizerlerine 500 pL’ye tamamlanacak miktarda RPMI-1640 eklenmis ve
pipetaj yapilarak hiicrelerin karismasi saglanmigtir. Kontrol olarak yalniz K562 ve
yalniz PKMH'lerin bulundugu kuyucuklar hazirlanmistir. Hiicreler 37°C % 5 COz igeren

etiivde 4 saat kiiltiire alinmustir.

Kiiltiir sonrast hiicreler toplanarak tiiplere alinmis ve iizerlerine olii hiicreleri
isaretlemek amaciyla 5 pl Propidium Iodid (10pg/mL) eklenerek -20°C'de 5 dakika
inkiibe edilmistir. Yalniz K562, yalniz PKMH ve PKMH+KS562 igeren tiipler akan
hiicre Olcer cihazi ile degerlendirilmistir. PKMH+K562 tiiplinde K562 popiilasyonu
kapilanarak, propidium iodid ile boyanmig olan 6lii K562 hiicre oraninin saptanmasiyla

sitotoksik aktivite tayini yapilmistir.

3.9. Proliferasyon Deneyi

PKMH’ler izole edildikten sonra, 2 mL medyum iginde 1x10° hiicre bulunacak
sekilde hiicre sayimi yapilmistir. Hiicrelerin {izerine floresan bir boya olan CFSE (1
uM/mL) eklenip pipet yardimiyla karistirildiktan sonra karanlikta 6 dakika +4°C’de
inkiibe edilmistir. CFSE ile isaretlenen hiicreler 2 kez PBS ile yikanmis ve tizerine 1 mL
RPMI-1640 eklenerek otomatik hiicre sayim cihaziyla hiicre sayimi yapilmistir.
PKMH’ler, 96 kuyucuklu diiz tabanl kiiltiir plag1 icine, her kuyucuga 1x10° hiicre
olacak sekilde 200 uL hacimde eklenmistir. Hiicrelerin {izerine hr 1L-23, hr IL-12, hr
IL-15 ve hr IL-18’in farkli kombinasyonlar1 (Tablo 3.7) eklenip 37°C % 5 COz igeren
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etlivde 5 giin inkiibe edilmistir. Kiiltlir sonrasi hiicreler 2 ml’lik tiiplere alinarak anti-
CD3-APC ve -CD56-PE-Cy7 monoklonal antikorlar1 ile boyanmistir. Akan hiicre
oOlgerde yapilan degerlendirmede, CD3* T ve CD3'CD56" NK hiicrelerinin proliferatif

kapasiteleri analiz edilmistir.

3.10. CD107a Degraniilasyon Deneyi

PKMH’lerin saymmi yapilarak 1x10° hiicre/mL olacak sekilde zenginlestirilmis
RPMI-1640 igerisinde homojen dagilimi saglanmistir. Hiicreler (2 x10°) stimiilasyonsuz
ve K562 hiicreleri ile efektor:hedef oran1 10:1 olacak sekilde uyarilmistir. Her kuyuya
PE isaretli CD107a antikoru eklenerek olusturulan hiicre karisimlar: 37°C’de % 5 CO
iceren etiivde 5 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyonun 1. saatinde kuyulara monensin (6
pg/mL) eklenmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler anti-CD3-FITC ve CD16-PE-Cy5 ile

boyanip, akan hiicre 6lger cihazinda analiz edilmistir.

3.11. Istatistik

Calismada elde edilen verilerin istatistiksel hesaplamalar1 SPSS 20 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) istatistik programi kullanilarak yapilmistir. Verilerin normal
dagilimlart Shapiro - Wilk testi kullanilarak degerlendirilmis, elde edilen veriler p<0.05
oldugu igin istatistiklerde non-parametrik testler kullanilmustir. Iki grubun
karsilastrilmasinda Mann-Whitney U testi kullanilmis, sonuglarin p=0.05’ten kiiclik
olmasi anlamlilik seviyesi olarak kabul edilmistir. Veriler bar grafikleri ile ortalama +

standart sapma (SD) olarak sunulmustur.
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4. BULGULAR

4.1. CD4*, CD8" T ve CD3'CD16" NK Hiicrelerinde CD69, IL-12R2, NKG2D,
NKp30 ve NKp46 Oranlar

Aktif ve inaktif donemdeki Behget hastalari ile saglikli kontrollerin periferik kan
orneklerinden elde edilen PKMH’ler, US kosulda ve IL-12+IL-15, IL-18+IL-15, IL-
23+IL-15, IL-12+IL-23, IL-18+IL-23 ve IL-12+IL-18 sitokin kombinasyonlar: ile
uyarilarak kiiltire edilmistir. Kiiltiir sonras1 CD69, IL-12RB2, NKG2D, NKp30 ve
NKp46 hiicre yiizey ifade oranlari; CD4", CD8" T ve CD3CD16" NK hiicre
popiilasyonlar1 igerisinde akan hiicre Olger cihazinda analiz edilmistir. Lenfosit
popiilasyonu forward-scatter (FSC) ve side-scatter (SSC) ozelliklerine gore hiicrelerin

biiyiikliik ve grantilariteleri degerlendirilerek belirlenmistir.

4.1.1. CD4* T Lenfositlerdeki CD69, IL-12RB2, NKG2D, NKp30 ve NKp46
Oranlan

4.1.1.1. CD4" Hiicre Popiilasyonunda CD69 Oranlari

Aktif belirteci olarak kullanilan CD69 proteininin, aktif ve inaktif donemdeki
Behget hastalari ile saglikli bireylerdeki ifadeleri incelenmistir. Bu amagla, Behget hasta
gruplar ile saglikli kontrol grubu PKMH’lerinin farkli sitokin kombinasyonlar1 ile
uyarimi yapilarak kiiltiire edilmesinden sonra, CD3" T lenfositlerin igerisinden CD4" T
lenfosit kapisi alinarak CD3"CD4" T lenfositlerinde CD69 orani incelenmistir. Saglikli
bir bireye ait US ve farkl sitokinlerle uyarim sonucu saptanan CD4*CD69" hiicrelerin

akan hiicre Olcer analiz ¢iktis1 Sekil 4.1°de 6rnek olarak sunulmustur.
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Sekil 4.1: US ve farkh sitokin kombinasyonlari ile uyarim sonucu CD3" T lenfosit
kapisinda CD4*CD69" hiicreler
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CD4" T lenfosit populasyonu igindeki CD69 ifade oranlari incelendiginde; US
durumda ve IL-12+IL-18 ile uyarimda aktif grupda inaktif gruba gore daha yiiksek
oranda CD69 ifadesi belirlenmesine karsin, IL-23+1L-15 ile uyarimda inaktif grubunda
aktif grubuna gore artis oldugu saptanmustir (sirasiyla, p=0.008, p=0.03 ve p=0.009).
IL-12+1L-15, 1L-23+1L-15 ve IL-18+IL-15 ile uyarimlar sonucu inaktif grup Behget
hastalarinin CD69 oranlarinin saglikli kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamh
derecede yiiksek oldugu saptanmustir (sirasiyla, p=0.01, p=0.016 ve p=0.009). Aktif
donemindeki Behget hastalar1 ile saglikli kontrol gruplari karsilastirildiginda ise, IL-
23+1L-15 ile uyarim sonucu inaktif grupda CD69 ifade oraninin anlamli derecede

yiiksek oldugu goriilmiistiir (p=0.009).
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Sekil 4.2: Aktif, inaktif ve kontrol gruplarinda CD3*CD4*CDG69" hiicre oranlari

4.1.1.2. CD4* T Hiicre Popiilasyonunda IL-12Rf32 Oram

Calismamizda, Behget hastalarinda hastaliga yatkinlik geni olarak belirlenen IL-
12RB2’nin CD3*CD4" T lenfosit populasyonunda IL-12Rp2 ifade orani arastirilmigtir.
Behget hasta ve saglikli kontrol gruplarinda CD4" T hiicrelerinde IL-12RpB2 ifade
diizeyleri belirlenmistir. Bu amacla, hasta ve saglikli gruplardan elde edilen PKMH’ler
US kosulda ve farkli sitokin kombinasyonlari ile uyarilarak kiiltiire edildikten sonra,
CD3" T lenfosit popiilasyonu igerisinden CD4" T lenfosit kapisi alinmistir. Saglikli bir
bireye ait CD3*CD4"IL-12RB2" hiicre gruplari Sekil 4.3’de goriilmektedir.
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Sekil 4.3: Farkh sitokin kombinasyonlari ile uyarim sonucunda lenfosit populasyonu
icindeki CD3"CD4*IL-12Rp2" hiicreler
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US sartlarda ve farkli sitokin kombinasyonlari ile uyarimlari takiben, aktif ve
inaktif donemdeki Behget hastalar1 ve saglikli kontrol gruplari arasinda, IL-12Rp2

oranlar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0.05) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4: Farkh sitokin kombinasyonlar1 ile uyarimlar sonucu hasta ve kontrol grubu
lenfosit popiilasyonlarinda CD3*CD4*IL-12Rp2" hiicre oranlari

4.1.1.3. CD4" T Hiicre Populasyonunda NKG2D, NKp30 ve NKp46 Hiicre
Oranlan

US kosulda ve farkli sitokin kombinasyonlari ile uyarimi takiben, aktif ve inaktif
donemdeki Behget hastalari ve saglikli kontrol gruplarindaki CD4* T lenfosit oranlari
ile CD4*NKG2D*, CD4"NKp30* ve CD4*NKp46* hiicre oranlar1 degerlendirilmistir.
Bu amagla, kiiltiir sonrast PKMH total lenfositleri iginden CD3 kapist alindiktan sonra
CD4" T hiicre grubu tespit edilmis ve CD4 ile birlikte NKG2D, NKp30 ve NKp46
pozitifligi gosteren hiicreler analiz edilmistir. Saglikli bir bireyin farkl kiiltiir kosullari

sonrasinda yapilan analiz sonuglar1 Sekil 4.5°de gdsterilmistir.
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Sekil 4.5: CD3*CD4* T Lenfosit kapisinda US ve farkl sitokin kombinasyonlari ile uyarim
sonucu NKG2D, NKp30 ve NKp46 oranlari
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Saglikli bireylerde CD4" T hiicre grubunda NKG2D, NKp30 ve NKp46 ifadeleri
US kosulda oldukga diisiik oranlarda saptanmuistir (sirasiyla, % 0.5, % 0.4 ve % 0.6).

IL-12+IL-15, IL-23+IL-15 ve IL-18+IL-15 sitokin kombinasyonlar1 ile
uyarimlarda hem aktif-inaktif hem de kontrol-inaktif gruplari arasinda CD4*NKG2D*
lenfosit yilizdesinde inaktif grupda artis belirlenmistir (sirasiyla, p=0.009, p=0.008,
p=0.009, p=0.03, p=0.009 ve p=0.01). US kosulla karsilastirildiginda, IL-15in dahil
oldugu sitokin kombinasyonlar1 ile uyarimin, hastalar ve saglikli kontrol gruplarindaki
CD4*NKG2D* hiicre oranlarinda artisa neden oldugu goriilmiistiir. Ozellikle, US
kosulda inaktif (% 0.6) ve saglikli kontrol (% 0.4) gruplarinda diisiik diizeylerde olan
CD4*NKG2D" oranmin, IL-23+IL-15 uyarimi sonucu artma egiliminde oldugu
gozlenmistir (sirasiyla, % 3.7 ve % 1.8) (Sekil 4.6).

Inaktif Behget hastalarindaki CD4*NKp30* lenfositlerin, 1L-12+IL-15, IL-18+IL-
15 ve IL-23+IL-15 ile uyarimi sonucunda, aktif ve saglikli kontrol gruplarina oranla

diisiik oldugu gézlenmesine karsilik anlamli bir fark saptanmamistir (Sekil 4.6).

IL-12+1L-18 ve IL-12+IL-23 sitokinleriyle uyarim sonrasi inaktif Behget
hastalarindaki CD4'NKp46* lenfosit oranlarinin aktif gruba gére anlamli derecede
diisiik oldugu tespit edilmistir (sirasiyla, p=0.008, p=0.01) (Sekil 4.7). IL-15+1L-23 ve
IL-18+IL-15 ile uyarimi takiben aktif grupdaki CD4"NKp46" lenfosit oranlarinin ise
kontrol grubu Behget hastalarina gore diisiik oldugu belirlenmistir (p=0.047, p=0.01)
(Sekil 4.6).

IL-12+1L-23, IL-18+1L-23 ve IL-18+IL-15 sitokin kombinasyonlar1 ile uyarim
sonrasinda, inaktif dsnem hasta grubundaki CD4"NKp46™ lenfosit diizeylerinde saglikli
kontrol grubuna goére azalma oldugu saptanmistir (sirasiyla, p=0.015, p=0.027 ve
p=0.03) (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6: PKMH’lerin US kosulda ve farkh sitokin kombinasyonlari ile uyarimlari sonucu
CD3'CD4* T lenfosit popiilasyonundaki NKG2D, NKp30 ve NKp46 oranlari
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4.1.2. Behcet Hasta Gruplar ve Saghkh Kontrol Grubunda CD69, IL-12RB2,
CD8"'NKG2D*, CD8"NKp30* ve CD8*NKp46* Hiicre Oranlari

4.1.2.1. CD8" Hiicre Populasyonunda CD69 Oranlari

Saglikli bir bireyde FSC/SSC histograminda total lenfosit kapisi isaretlendikten
sonra, CD3" T hiicreleri CD3/SSC histograminda kapilanmis, takiben CD8" T hiicreleri
isaretlenmistir. US ve farkli sitokin kombinasyonlari ile uyarim sonucu CD8 ve CD69

ifadesini gosteren akan hiicre 6lger analizi Sekil 4.7°de gosterilmistir.
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Sekil 4.7: CD8" hiicre kapisindaki CD8"CD69* lenfositlerin akan hiicre dlcer ile gosterimi
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US kosulda saglikli bireylerdeki CD3*CD8" T lenfositlerin CD69" oram1 % 2
olmasia karsilik, IL-15"in dahil oldugu sitokin kombinasyonlar ile uyarimlar: takiben

yaklagsik 15 kat arttig1 gézlenmistir.

US kosulda, aktif donemdeki Behget hastalarinin CD69" lenfosit oranlari, hem
inaktif donemdeki Behget hastalarmma hem de kontrol grubuna gore anlamli derecede
yiiksek bulunmustur (sirastyla, p=0.012, p=0.01). Aktif Behget hastalar1 saglikli kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, IL-12+1L-18 ve IL-12+IL-23 sitokin kombinasyonlar ile
uyarim sonrasi aktif grup CD69" lenfosit ylizdesindeki artisin saglikli kontrol grubuna
gore anlamli derecede yiiksek oldugu belirlenmistir (sirasiyla, p=0.02 ve p=0.009).
Lenfositlerin 1L-12+1L-15 ve IL-18+IL-15 ile uyarimi sonucu inaktif grupdaki CD69"
lenfosit ylizdesinin saglikli kontrol grubuna gére daha yiiksek oldugu tespit edilirken,
IL-12+IL-23 ve IL-18+IL-23 ile uyarim sonrasi aktif grubun inaktif gruba gore artig
oldugu saptanmstir (sirasiyla, p=0.009, p=0.03, p=0.009 ve p=0.03) (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8: CD3"CD8'CD69" hiicre oranlarimin gruplar arasinda karsilastirilmasi

4.1.2.2. CD8" T Hiicre Popiilasyonunda IL-12RB2 Oranlari

Saglikli bir bireyde total lenfosit kapisi alindiktan sonra, CD3" T hiicreleri
CD3/SSC histograminda kapilanmasinin ardindan CD8" T hiicreleri isaretlenmistir. US
ve farkli sitokin kombinasyonlar1 ile uyarim sonucu CD8 ve IL-12RB2 ifadesini
gosteren Ornegin akan hiicre Olgerden aliman analiz gorlintileri Sekil 4.9’da

gosterilmistir.
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Sekil 4.9: CD3* ve CD8" T hiicre kapisi icinde farkh sitokin kombinasyonlarina yanitta
IL-12RpB2 oranlan
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US kosulda CD3"CD8" T lenfositlerinde % 10 oraninda ifade edilen IL-12Rp2,
IL-12+1L-23 ve IL-18+IL-23 sitokin kombinasyonlar1 ile uyarim sonucunda artis

gostermistir.

Gruplar arasinda CD3*CD8" T hiicreleri, IL-12RB2 ifade oranlar1 yoniinden
degerlendirildiginde; US kosulda ve sitokin kombinasyonlari ile uyarimlar sonucunda
aktif, inaktif ve saglikli kontrol gruplari arasinda anlamli fark belirlenmemistir (p>0.05)
(Sekil 4.10).
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Sekil 4.10: Farkl sitokin kombinasyonlari ile uyarim sonras1t CD3*CD8*IL-12R B2* hiicre
oranlari

4.1.2.3. CD8" T Hiicre Populasyonunda NKG2D, NKp30 ve NKp46 Oranlari

Aktif ve inaktif donemindeki Behget hastalar1 ile saglikli bireylerdeki CDS8™,
CD8*NKG2D*, CD8"NKp30* ve CD8*NKp46™ hiicre oranlarini tespit etmek amaciyla,
farkli kosullarda kiiltire edilen PKMH’ler igerisinde total lenfosit kapisindaki CD3™ T
hiicreleri kapilanarak CD8" T hiicreleri segilmis ve NKG2D, NKp30 ve NKp46 oranlari
degerlendirilmistir. Saglikli bir bireyden alinan 6rne§in akan hiicre Olger cihazinda

yapilan analiz sonuglar1 Sekil 4.11°de gosterilmistir.
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Sekil 4.11: CD8*NKG2D*, CD8*NKp30* ve CD8*NKp46* hiicre oranlarimin CD3*CD8" T
hiicre kapisi icinde degerlendirilmesi
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US ve farkli sitokin kombinasyonlari ile uyarim sonucu, Behget hasta gruplari ve
kontrol gruplari arasinda CD3"CD8'NKG2D" lenfosit yiizdesi yoniinden anlamli bir
fark saptanmamistir (p>0.05). US durumda, IL-15’in dahil oldugu sitokin
kombinasyonlar1 ile uyarim sonucu, hastalar ve saglikli kontrol grubu CD8*NKG2D"
hiicre oranlarinda artis goriilmiistiir. Ozellikle, US kosulda aktif (% 40), inaktif (% 49)
ve saglikli kontrol (% 42) gruplarinda diistik diizeylerde olan CD8'NKG2D" hiicre
oranmin, IL-12+IL-15 uyarmmi ile dikkate deger sekilde artma egiliminde oldugu

gbzlenmistir (sirastyla, % 72, % 79 ve % 70).

US kosulda aktif grupda ve saglikli kontrol grubunda CD8"NKp30™ lenfosit orani
yaklagik % 1, inaktif grubunda ise % 3.4 olarak saptanmistir. IL-12+IL-15, IL-18+IL-15
ve IL-23+IL-15 sitokin kombinasyonlar1 ile uyarim sonrasi, saglikli kontroller
(sirastyla, % 3.6, % 2 ve % 2) ve aktif grubu US duruma gore (sirasiyla, % 2, % 3 ve %
2.2) artis gosterirken inaktif grupdaki (sirasiyla, % 3.4, % 3.5 ve % 2.8) CD8"NKp30*

hiicre oranlarinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamuistir (p>0.05).

US durumda, CD8"NKp46* lenfosit orani kontrol grubunda % 1, aktif grupda % 2
ve inaktif grupda % 6.5 olarak belirlenmistir. US kosulda ve IL-18+IL-5 ile uyarimi
takiben inaktif grupdaki CD8"NKp46™ lenfositlerin ifadesi, aktif gruba gore anlamli
olarak yiiksek oldugu (sirasiyla, p=0.03 ve p=0.04), kontrol grubunun CD8"NKp46*
ifadesi inaktif gruba gore daha diisiik oldugu ve US kosulda, IL-12+IL-15 ve IL-18+IL-
15 uyarimlar1 sonucu diistiigii saptanmustir (sirastyla, p=0.02, p=0.03 ve p=0.04) (Sekil
4.12).
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4.12: Behget hastalari ve kontrol gruplarinda CD8*NKG2D*, CD8*NKp30* ve
CD8'NKp46* lenfosit oranlar:
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4.1.3. Behcet Hasta Gruplarnt ve Saghkh Kontrol Grubunda CD3'CD16" NK
Hiicrelerinin CD69, 1L-12RB2, CD3'CD16*, NKG2D, NKp30 ve NKp46 Oranlari

4.1.3.1. CD3'CD16" Hiicre Populasyonunda CD69 Orani

Behget hastalar1 ve kontrol gruplarindaki CD3'CD16" NK hiicre popiilasyonlarini
incelemek amaciyla, total lenfosit kapisindaki CD3™ hiicreler segilmis, CD3" hiicreler
icinde CD16 ifade eden hiicrelerin CD69, IL-12RB2, NKG2D, NKp30 ve NKp46
ifadeleri 6lgiilmistiir. Farkli kiiltiir kosullarina cevaben saglikli bir bireyin CD3'CD16"
NK hiicrelerinin CD69 ifadeleri Sekil 4.13’de gosterilmistir.

58] 8] g
=z g z
= 323 P2 3 P
m 3 m 3 o
o] n.] P3 @
=7 =3
|||||||||||||||||||| ;.Illlllllll-;llllllll |||||||| T |||r.'| T
o 1S 200 250 w o m 10 o w et
FS 1 1.000] CD3 Alexa Fluor 700-4 CO1E PE-CyT-A
us IL-12+1L-18 IL-12+1L-15
A o o] o] ]
EE 3 o i = o
g 1:2_; 1191;
N e:: ﬁE;
= 3 *
S ST T T T T T AT
10 PR TR P R s R 1
IL-12+IL-23 IL-18+1L-23 IL-18+IL-15
e : = a e s
- : - : < :
D =3 —q =3
8 3 E 3
3 i L
O céa_ =3 =
. ,\éi "
) T b LU BmElLL - LU E T T T
b - wf ot et wf m': W ot s
IL-23+IL-15
e 80
]
By
:|||||||| T ||||||| TT |i||||| T |||||||| T
wt ot ot
CD3CDbh16* >

Sekil 4.13: Akan hiicre dlger cihazinda PKMH’lerin kapilama stratejisi ve CD3
CD16*CD69" hiicrelerin analizi
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Aktif ve inaktif donemindeki hasta ve saglikli kontrol gruplarinin US kosuldaki
CD3'CD16" NK hiicre gruplarinda CD69" lenfositlerin oran1 diisiik iken (% 2 + 3), IL-
15’in dahil oldugu sitokin kombinasyonlar1 ile uyarimlari takiben yaklasik 30 kat arttig1

gbzlemlenmis, ancak gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmamustir (p>0.05).

IL-12+1L-18 sitokin kombinasyonu ile uyarim sonucu hem aktif donemdeki
Behget hasta grubunda hem de saglikli kontrol grubunda CD69" lenfosit oraninin,
inaktif donemde olan Behget hasta grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek seviyede
oldugu saptanmigtir (sirasiyla, p=0.03 ve p=0.032). IL-18+IL-23 ile uyarimda ise aktif
ve inaktif grupdaki CD69" lenfosit oraninin saglikli kontrol grubuna gore anlamli

derecede diisiik oldugu saptanmustir (sirasiyla, p=0.01 ve p=0.02) (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14: US kosulda ve farkh sitokinlerle uyarim sonras1 CD3'CD16*CD69" hiicre
oranlari

4.1.3.2. CD3'CD16" NK Hiicre Populasyonunda IL-12RB2 Oram
CD3CD16" NK hiicre popiilasyonundaki IL-12RB2 ifadelerinin farkli sitokin
uyarimlarina yanit olarak degisimlerinin akan hiicre Olger cihaziyla gergeklestirilen

analizi, saglikli kontrol grubundan bir bireye 6rnekte Sekil 4.15’de gosterilmistir.



47

o o2
;f; gf; Pz
[ ned P3
1 IIIIIIII|IIII|IIII|I II:I.;I-Il |||||||| ;IIIIIIIl |||||||| T
o) 15 200 2z n 10
Fs v 1.000) CD3 Alexa Fluor 700-4
us IL-12+1L-18
I W o o -
<+ : o
= =
nﬂ-: o
= =
ME-; N‘_
:Ill"‘ T T :|||||||| T ||"|
10 ot ot nf
IL-12+1L-23 IL-18+IL-23
me_; “E‘; .
N e
m 3 E
[0
N =3 ..
\—Ii El
=
3 TTHE T I.III III.I-
“!.;a i;" 10t 0%
IL-23+IL-15
= 8s
.3
=3
o
=3 i
by B il
E B
h L R |I||
10 i it i

CD3CD16"

wt ot
COTE PE-Cy7-A

LRELLL

IL-12+IL-15
*
Ilﬂlﬂ['llgl IIIII:::Ig 'Iﬂg‘ T rlll;qusl
IL-18+IL-15
'”9~; 18

v

Sekil 4.15: CD3'CD16°IL-12Rf2* hiicre populasyonunun akan hiicre olcer cihazinda

analiz goriintiileri

IL-12+1L-18,

IL-18+IL-23 ve IL-23+IL-15 kombinasyonlar1 ile uyarimlari

takiben, aktif grup lenfositlerinde IL-12RB2 ifadesinin inaktif gruba gore yiiksek oldugu

belirlenmigtir (sirastyla, p=0.035, p=0.04 ve p=0.005).

IL-12+IL-23 ile uyarim sonucu IL-12RB2 ifadesi aktif grupda kontrol grubuna
gore yiiksek iken (p=0.036), IL-12+IL-18 ve IL-18+IL-23 sitokin kombinasyonlari ile
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uyarim sonrasi, inaktif grupdaki IL-12RB2" lenfosit oraninin, saglikli kontrollere goére

diisiik oldugu saptanmistir (sirasiyla, p=0.0015 ve p=0.046).
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Sekil 4.16: CD3'CD16" NK hiicre grubunda farkh sitokinlerle uyarim sonrasi IL-12Rp2
oranlar1

4.1.3.3. CD3'CD16" NK Hiicre Populasyonunda NKG2D, NKp30 ve NKp46
Oranlan

Saglikli bir bireye ait analiz 6rnegi sekil 4.17°de gosterilmistir. PKMH izolasyonu
sonrasinda farkli sitokinlerle uyarildiktan sonra akan hiicre 6lger cihazinda CD3 negatif
olan hiicre grubu se¢iminin ardindan, bu hiicre grubu i¢inden CD16 pozitif hiicreler

secilerek NKG2D, NKp30 ve NKp46 oranlari tespit edilmistir.
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Sekil 4.17: CD3'CD16" NK hiicre popiilasyonunda NKG2D, NKp30 ve NKp46 ifadesi
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IL-18+IL-23 ile uyarimda aktif ve inaktif grup CD3'CD16"NKG2D" hiicre
oranlar1 saglikli kontrollere gore anlamli derecede diisiik bulunmustur (sirasiyla,
p=0.004, p=0.004) (Sekil 4.14). IL-12+IL-15 ve IL-12+IL-23 ile uyarim sonucu aktif
grup CD3'CD16"NKp30" NK hiicre oranlarinda saglikli kontrol grubuna gore artis
saptanmustir (sirasiyla, p=0.008 ve p=0.009) (Sekil 4.18). Benzer sekilde, inaktif grup
CD3 CD16"NKp46* NK hiicre diizeylerinin de IL-18+IL-15 sitokin kombinasyonu ile
uyarim sonucu aktif gruba oranla diistik seviyede oldugu gozlenmistir (p=0.02) (Sekil
4.18).
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Sekil 4.18: Hasta ve kontrol gruplarinda CD316"NKG2D*, CD3'16*NKp30* ve CD3
16"NKp46* NK hiicre oranlari

4.2. Behcget Hastalarinda NK Hiicre Sitotoksik Aktivitesi

Aktif ve inaktif donemindeki Behget hastalar1 ve saglikli kontrol gruplarindan
elde edilen PKMH’ler, CFSE ile isaretlenen K562 hiicreleri ile birlikte kiiltiire alinmis
(efektor/hedef : 10/1), kiiltiir sonras1 propidium iodid ile boyanan K562 hiicreleri akan
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hiicre dlgerde kapilanarak, Propidium Iodid ile boyanan hiicrelerin orani belirlenmek
suretiyle, NK hiicre sitotoksisitesi degerlendirilmistir. Sekil 4.19°da saglikli bir bireyin
K562 ile uyarilmamis, Sekil 4.20°de ise K562 ile uyarimli PKMH’lerinden akan hiicre
Olcer sonuclar1 gdsterilmistir. Sitotoksik aktivite K562 ile uyarimli ve uyarimsiz hiicre
oranlar1 arasindaki fark ile belirlenmektedir. Aktif ve inaktif donemdeki Behget
hastalar1 ile saglikli kontrol gruplar arasinda sitotoksik aktivite yoniinden anlamli bir

fark saptanmamustir (p>0.05) (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19: PKMH’lerin US durumda sitotoksik aktivitelerinin akan hiicre délger cihazinda
degerlendirilmesi

A 2 SRS vy .
- 1,32 . 20,9
o
[a)
o
9 3
wn [a)
o
(@]
@
[a
FSC ——» —— K562-CFSE —»

Sekil 4-20: PKMH’lerin K562 ileuyarim sonrasi sitotoksik aktivitenin akan hiicre él¢er
cihazinda degerlendirilmesi

Saglikli kontrol, aktif ve inaktif donemdeki Behget hastalar1 arasinda sitotoksik

aktivite agisindan anlamli bir fark saptanmamuistir (p>0.05) (Sekil 4.21).
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Sekil 4.20: Aktif ve inaktif hastalari ile saghkl kontrol gruplarinda sitotoksik aktivite

4.3. Behcet Hastalarinda CD107a Degraniilasyonu
CD16" hiicrelerin sitotoksik potansiyellerini degerlendirmek amaciyla CD107a

degrantiilasyon orani arastirilmistir. Stimiilasyonsuz kosulda ve K562 ile uyarim sonrasi
CD107a ifade oranlari incelendiginde, aktif ve inaktif donemdeki Behget hasta gruplari
arasinda anlamli bir fark saptanmamistir (p>0.05). Uyarimin olmadigi kosullarda aktif
grupdaki CD107a ifadesinin saglikli kontrol grubuna gore diisiik oldugu tespit edilmistir
(p=0.006). K562 ile uyarim sonrasinda ise, inaktif grupdaki NK hiicrelerinde CD107a
oranimnin saglikli kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik diizeyde oldugu

belirlenmistir (p=0.02).
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Sekil 4.21: Akan hiicre dlcer cihazinda CD107a analizinin degerlendirilmesi

K562 ile uyarim sonrasi aktif ve inaktif grup CD107a oranlarinda anlamli bir fark
saptanmamigtir (p>0.05). Kontrol grubuna gore ise, stimiilasyonsuz kosulda aktif
grubundaki CD107a ifadesinde azalma oldugu saptanmistir (p=0.006). K562 ile uyarim
sonucu inaktif grup Nk hiicrelerindeki CD107a ekspresyonunun kontrol grubuna gore

diisiik oldugu belirlenmistir (p=0.02).
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4.22: Behget hastalar ve saghikli kontrol gruplar: arasinda US ve uyarim sonucu CD107a
diizeylerinin karsilastirilmasi



55

4.4. Behcet Hastalarinda Lenfositlerin Proliferatif Yanitlar
Aktif, inaktif ve saglikli kontrol gruplarinda CD3°CD56" NK ve CD3" T hiicre
proliferasyon kapasiteleri, CFSE ile isaretlenmis PKMH’lerin farkli sitokin

kombinasyonlar1 varliginda kiiltiirii sonucu akan hiicre 6lger ile analiz edilmistir.

4.4.1. CD3CD56" NK Hiicre Proliferasyonu

Farkli kosullarda yapilan kiiltiir sonras1t PKMH’ler igerisinde ilk Once total
lenfosit popiilasyonu, ardindan CD3" hiicre popiilasyonunun kapilanmasi suretiyle, bu
hiicreler iginden CD56 ifade eden NK hiicreleri tespit edilmistir. Ardindan, CD3"CD56"
hiicrelerin CFSE ifadeleri degerlendirilerek, proliferatif yanitlari analiz edilmistir (Sekil

4.23).
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Sekil 4.23: Lenfosit (R1), CD3  (R2) ve CD3" (R3) hiicrelerinin kapilama stratejisi
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Sekil 4.24: Aktif, inaktif ve saghkl kontrol gruplarinda CD3 CD56" NK hiicrelerinin
sitokin uyarimlari sonucu proliferatif yanitlar

Aktif-inaktif gruplar arasinda lenfositlerin IL-12+IL-15 ile uyarim sonucunda
inaktif donemdeki Behget hastalarnin NK hiicre proliferasyon kapasitelerinin aktif

gruba gore artis gosterdigi saptanmustir (p=0.04). Aktif-kontrol grubunda ise, inaktif
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donemdeki hastalarin proliferasyon kapasitelerinde kontrol donemine gore artig oldugu

gozlenmis ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05).

Inaktif ve kontrol grubunda ise, lenfositlerin IL-12+1L-18, IL-12+IL-15, IL-
18+1L-23, IL-18+IL-15 ve IL-23+IL-15 sitokin kombinasyonlar1 ile uyarildiginda
inaktif grupda kontrol grubuna gore NK hiicre proliferasyonunda artis saptanmistir
(strastyla, p=004, 0.03, 0.03, 0.03, 0.03ve 0.03).
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Sekil 4.25: Hasta ve kontrol gruplar proliferative kapasitelerinin akan hiicre 6lcer
cihazinda degerlendilmesi

4.4.2. CD3* T Lenfosit Proliferasyonu
Behget hastalar1 ve saglikli kontrol grubu PKMH’leri farkli sitokin
kombinasyonlari ile uyarildiktan sonra, CD3* T lenfositlerinin proliferatif yanitlar1 akan

hiicre 6lger yontemiyle incelenmistir.

IL-12+IL-15, IL-18+IL-15 ve IL-23+IL-15 uyarimlarina cevaben aktif grup CD3"
T hiicrelerinin proliferasyon kapasitesinin saglikli kontrollere gore yiikselme egiliminde
oldugu gozlenmekle birlikte, istatistiksel olarak iki grup arasinda anlamli fark

saptanmamustir (p>0.05).

Inaktif grupda ise, IL-12+IL-15, IL-18+IL-15 ve IL-23+IL-15 ile uyarilmis
kosullarda CD3™ T hiicrelerinin proliferatif yanitlarinda daha biiyiik bir artis gozlenmis

ve saglikli kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek bulunmustur (sirasiyla,

p=0.03, p=0.03 ve p=0.04).
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IL-18+IL-23 ile uyarnmi takiben, aktif grupdaki CD3* T lenfosit
proliferasyonunun, inaktif gruba gére anlamli derecede yiiksek oldugu belirlenmistir
(p=0.03).
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Sekil 4.26: Kontrol, inaktif ve aktif gruplarinda CD3" T lenfositlerin sitokin uyarimlari
sonucunda proliferatif yanitlarimin karsilastirilmasi
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5. TARTISMA

Genital iilserler, oral aftoid lezyonlar, deri lezyonlari, iiveitlerin tekrarlayan
ataklariyla karakterize BH multi-sistemik enflamatuvar bir hastaliktir [217]. BH’nin
etyopatogenezi tam olarak aciklanamamasina karsin yapilan calismalar, genetik
yatkinhigi olan bireylerde Thl yoniindeki immiin cevaplarin, sitotoksik CD8* T
lenfositlerin ve NK hiicre anomalitelerinin patogenezde rol oynayabilecegini
gostermektedir [218-220].

Calismamizda, saglikli bireylere ve Behget hastalarina ait PKMH 6rnekleri farkli
sitokin ~ kombinasyonlartyla uyarilarak CD16*, CD8" ve CD4" lenfosit
populasyonlarinda IL-12RB2, CD69 ve aktive edici NK hiicre reseptor (NKG2D,
NKp30 ve NKp46) ifadelerinin yanisira, lenfosit proliferasyon kapasiteleri, CD107a

degraniilasyonu ve sitotoksik yetenekleri fonksiyonel agidan incelenmistir.

Magareta P ve arkadaglar ¢calismalarinda, saglikli bireylerin PKMH’lerinin IL-15
ile uyarim sonrast CD8" T hiicrelerinde NKG2D ifadesinde artiga neden oldugunu
bildirmislerdir [221]. Bu ¢alisma ile uyumlu olarak ¢alismamizda IL-15in dahil oldugu
sitokin kombinasyonlari kullanildiginda CD8*NKG2D* T hiicre oranlarinda artis
saptanmigtir. NKG2D reseptoriiniin NK hiicreleri ve CD8™ T hiicrelerinde yiiksek, CD4*
T hiicrelerinde ise ¢ok az ifade edildigini gosteren c¢alismaya benzer sekilde [222],
calismamizda,CD8" T lenfositlerinde NKG2D oran1 % 42, CD4* T lenfositlerde ise %

0.5 olarak belirlenmistir.

NKG2D, NK hiicrelerinde direkt olarak uyarici reseptor gorevini, T hiicrelerinde
ise koreseptor olarak gorev gormektedir [223]. NKG2D genini silme (knock-out) ya da
antikor ile bloklama calismalarindan elde edilen sonuglar, NKG2D’nin otoimmiin ve
enflamatuvar hastaliklarda rol oynayabilecegini gdstermistir [224]. Romatoid artrit ile
bazi kanser tirlerinde CD4*"NKG2D" lenfosit oranlarinda artis oldugu saptanmistir
[225]. Kronik enfeksiyonlarda ve bazi otoimmiin hastaliklarda NKG2D ifade eden
CD4" ve CD8" T hiicrelerinin sikliklarinda artis bildirilmistir [226]. Calismamizda
uyarimsiz ve sitokin kombinasyonlar1 ile uyarim sonucunda Behget hastalar1 ve saglikli
bireylerde NKG2D oranlar1 incelendiginde, NKG2D tasiyan CD8" T lenfosit
sikliklarinda hasta ve kontrol gruplar1 arasinda anlamh bir fark saptanmamistir. Hasta

ve saglikli bireyler arasinda uyarimsiz kosulda CD4" T hiicrelerde NKG2D oraninin
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farklilik gostermemesine karsilik, IL-15 sitokin kombinasyonlari ile uyarim sonucunda
inaktif grupda diger gruplara gore artis gozlenmistir. Calismamizda uyarimsiz kosulda
hem aktif hem de inaktif Behget hasta grubundaki CD3"CD16"NKG2D" lenfositlerde
kontrol grubuna gore diisiikliik saptanmistir. Saglikli bireylerde tiim sitokin
kombinasyonlari ile uyarimlar sonucu CD3'CD16"NKG2D" reseptor oranlarinda artis
meydana gelirken, IL-8+1L-23 ile uyarim sonucunda hasta gruplarinda kontrol grubuna

gore azalma gozlenmistir.

NK hiicreleri ile diger immiin hiicreler arasinda etkilesimler olusabilmektedir.
Notrofiller ve monositler, proenflamatuvar sitokinlerle ya da toll-benzeri reseptor
ligandlartyla uyarildiginda NKp30 baglaci olan B7-H6 ligand: ifade etmeye baslarlar.
NK hiicreleri tarafindan sitokinler salgilanmakta ve sitotoksik faaliyetler sonucu, BH’de
NKp30 reseptoriiniin NK-DH etkilesimine aracilik ederek immiin regiilasyonda 6nemli
rol oynabilecegi 6ngoriilmiistiir. Calismamizda, uyarimsiz sartlarda CD8"NKp30™ hiicre
oran1 kontrol grubunda % 1, inaktif grupda % 3.4 ve aktif grupda % 0.7 olarak
saptanmis, gruplar arasinda anlaml fark g6zlenmemistir. Behget hasta gruplarinda CD3"
CD16"NKp30* oranlarinda uyarimsiz kosullarda anlaml bir fark goriilmemesine
karsilik, 1L-12+1L-15 ve IL-12+IL-23 uyarimlar1 sonucunda, kontrol grubunda aktif
Behget hasta grubuna gére CD3"CD16"NKp30* oraninda diisiis saptanmustir [227, 228] .

NK-nétrofil arasindaki etkilesim NKp46 aracilifiyla olugsmaktadir. NK hiicre
yiizeyindeki NKp46 reseptoriiniin notrofillerde bulunan ligandina baglanmasi, doku
hasarinin engellenmesi ve enflamasyonun sonlanmasi i¢in gerekli olan nétrofil
apoptozisi ile sonug¢lanmaktadir [229]. Fare calismalarinda gosterilen NKp46 reseptor
eksikliginin hiicrelerde apoptozisi saglayan TRAIL molekiiliiniin ifadesinin kaybina
neden oldugu gosterilmistir [230]. Ayrica Fujimori ve arkadaglari, Behget hastaliginin
inaktif donemde ndtrofillerin apoptozise direngli oldugunu gostermislerdir [231].
NKp46 ve apoptozis arasinda gosterilen iligki, NKp46 ifadesinde azalma olabilecegini
diisiindiirmektedir. Calismamizda CD3 CD16"NKp46* hiicre oranlarinda uyarimsiz
kosulda anlamli bir fark saptanmamuig, IL-18+IL-15 ile uyarim sonucunda ise, CD3"
CD16"NKp46™ hiicre oraninda inaktif Behget hasta grubunda aktif Behget hasta grubuna
gore azalma goriilmiistiir. Uyarimsiz kosulda inaktif grupda artis gosteren CD8"NKp46™*
hiicre grubu; IL-23’tin dahil oldugu sitokin kombinasyonlariyla uyarim sonucunda

CD8'NKp46™ hiicre grubunda diisiise neden olmustur. Bulgularimiz, inaktif Behget
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hastalarinda uyarimsiz durumda saptanan yiiksek NKp46 oranmm CD8" T

lenfositlerinde, apoptozis disinda bagska rolleri olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamiz Behget hastalarmin lenfosit alt gruplarinda sitokin uyarimlariyla

birlikte NKG2D, NKp30 ve NKp46 oranlarini saptayan ilk ¢alismadir.

CD69, farkli immiin hiicrelerin aktivasyonu sonucunda hiicre yiizeyinde ifade
edilen bir belirteg olarak tarif edilmis, fare’de CD69 gen silme galismalar1 sonucunda
temel fonksiyonunun immiin cevabin azaltilmasi oldugu gosterilmistir [232, 233].
Ayrica fare ¢alismalarinda CD69 eksikligi, enflamatuvar otoimmiin hastaliklarda, doku

hasarinda, Th1 ve Th17 lenfositlerin dokulara go¢iinde artisa neden olmustur [234].

Calismamizda, Behget hastalar1 ve saglikli kontrollerin PKMH’leri sitokinlerle
aktive edildikten sonra lenfosit alt gruplarinda CD69 oranlar1 analiz edilmistir.
PKMH’ler IL-12+1L-18, IL-12+1L-15, IL-18+1L-23, IL-18+IL-15 ve IL-23+IL-15 ile
uyarildiginda, hasta ve kontrol gruplarinda CD69 oraninda artis saptanmistir. IL-15"in
dahil oldugu sitokin kombinasyonlarina cevap olarak inaktif donemdeki hastalarda hem
aktif hem de kontrol grubuna goére CD69 ifadesi artis gostermis ve IL-18+IL-15 ile

uyarim sonucu en giiglii aktivasyon orani belirlenmistir.

CD4'CD69" T hiicre grubunun T diizenleyici hiicre gibi davrandig tarif edilmis,
efektor lenfositlerin ¢ogalmasini ve aktivasyonu baskilayabilecegi gosterilmistir [235].
Kronik periodontitli hastalarin periferik kaninda CD4*CD69" T hiicre sayisinda artis
oldugu saptanmistir [236]. Calismamizda uyarimsiz kosulda, inaktif Behget grubunda
aktif gruba gore distiklik goriilmesine karsilik, IL-15’in dahil oldugu sitokin
kombinasyonlariyla uyarim sonucunda CD4*CD69" T hiicreleri inaktif grupda kontrol

grubuna gbre dnemli derece artig gostermistir.

CD8*CD69" lenfositler ile iliskili literatiir bilgileri simrhdir. Calismamizda
CD8*CD69" lenfosit populasyonu uyarimsiz kosulda, aktif Behget hastalarinda (% 11),
inaktif ve kontrol grubuna goére (% 2) yiiksek saptanmistir. IL-18+IL-15 ile uyarim
neticesinde, CD8*CD69" lenfosit oran1 kontrol grubunda 15 kat, inaktif Behget hasta
grubunda ise 35 kat artig gostermistir. B. Hervier ve arkadaglari, sistemik lupus
eritematosus hastalariin periferik kaninda CD8'CD69" T lenfosit oraninin artmis

oldugunu ve farkl hiicrelerin apoptozisini arttirabilecegini gostermislerdir [237, 238].
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Yamaguchi Y ve arkadaslar1 da, aktif donem Behget hastalarindaki CD69* NK
hiicrelerinin inaktif donem Behget hastalarina ve saglikli kontrollere gore Onemli
derecede artis gosterdigini bildirilmistir [239]. Calismamizda, uyarimsiz kosulda aktif
donem Behget hastalarindaki CD16"CD69" oraninda inaktif ya da kontrol grubuna gore

artis belirlenmemistir.

Insan NK hiicrelerinin IL-12, 1L-15 ve IL-18’in ikili kombinasyonlar: ile
uyarimlar1 NK hiicrelerinin aktivasyonuyla sonu¢lanmaktadir. Ozellikle IL-15+IL-18 ile
uyarimin en yiiksek aktivasyonu sagladigi gosterilmistir [240]. Syh-Jae Lin ve
arkadaslari, saglikli bireylerin PKMH’lerinin IL-12+1L-15 ile uyarimi sonucunda CD3"
ve CD16" hiicrelerin CD69 ifade oranlarinda artis gostermslerdir [241]. Calismamizda
saglikli bireylerin PKMH’lerinin farkl sitokin kombinasyonlar1 ile uyarimlar1 sonucu,
IL-12+1L-23 ile uyarim hari¢, tiim kosullarda aktivasyon saptanmistir. En yiiksek
aktivasyon seviyesi ise IL-15’in dahil oldugu sitokin kombinasyonlart ile

gergeklesmistir.

IL-12RB2 geni Behget hastaligi i¢in yatkinlik geni olarak bildirilmistir [242]. IL-
12 reseptorlerine (IL-12RB2) baglanarak, naif T hiicrelerden Thl yoniine farklilagiminm
saglamaktadir [243]. IL-12RB2 ifadesinde saptanan artisin immiin cevabin dengesinin
Th1 yoniine kaymasina neden olabilecegini diisiindiirmektedir. Calismamizda CD4" T
hiicrelerde 1L-12RB2 ifadesi uyarimsiz kosulda, kontrol grubunda % 1.8, inaktif Behget
hasta grubunda % 1 ve aktif grupda % 0.7 olarak belirlenmis, IL-12RB2 oraninda
sitokin kombinasyonlariyla uyarim sonucunda artis ya da azalis gézlenmemistir.
Kontrol ve aktivasyon gruplarinda, IL-12+IL-18 ve IL-18+IL-23 sitokin uyarimlari
CD167IL-12RB2" lenfosit oraninda inaktif hasta grubuna gére artisa neden olmustur.

Immiin sistem hiicrelerinin fonksiyonel aktivitelerini saptamak amactyla CD3"
CD56" NK ve CD3" T hiicre proliferatif aktiviteleri incelendiginde, IL-12+IL-15, IL-
18+IL-15 ve IL-23+IL-15 ile uyarimi takiben inaktif Behget hastalarinda hem CD3"
CD56" hem de CD3" hiicre alt grup oranlarinin kontrol grubuna gére 6nemli derecede
arttigr belirlenmistir. IL-15 ile kombine sitokin uyarimlarina yanit olarak Behget
hastalarinda gozlenen proliferatif artis, IL-15 reseptor ve sinyal yolaginda bir defekt
olabilecegini diisiindlirmektedir. Vendrame ve arkadaslari, saglikli bireylerin

PKMH’lerinin IL-15 ile uyarimlari sonucu CD56 ifadelerinde artis saptamistir [244].
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Calismamiz, Behget hastalarinda PKMH’lerin sitokin kombinasyonlari ile uyarimina

kars1 proliferatif yanitlarini inceleyen ilk ¢alismadir.

CD107a, NK ve CD8" T hiicrelerinin degraniilasyon belirtecidir [245]. BH’de,
Hasan MS ve arkadaslari tarafindan , aktif ve inaktif donem Behget hastalar1 ile saglikli
kontrollerde NK hiicre fonksiyonlarinin incelendigi bir c¢alismada BH’da CD107a
ifadesinin saglikli kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu saptanmistir [246].
Calismamizda, NK hiicre membraninda CD107a ifadesi uyarimsiz kosulda aktif Behget
hastalarinda kontrol grubuna gore azalma gostermesine karsilik, K562 ile uyarim
sonucu inaktif Behget hasta grubunda CD107a degraniilasyonunda kontrol grubuna goére

diisiise neden olmustur.

Hamzaoui K ve arkadaslar1 ¢alismalarinda, aktif ve inaktif donemdeki hastalarda
inaktif donemdeki hastalarin sitotoksik aktivitelerinin, aktif donem Behget hastalar ve
saglikli kontrol grubuna gore yiiksek oldugunu saptamislardir [220]. Onder M. ve
arkadaslar1 ise inaktif donemdeki Behget hastalarinda NK hiicre sitotoksisitesinin
kontrol grubuna gore yliksek oldugunu belirlemislerdir [247]. Diger bir ¢alismada ise
Behget hasta gruplar1 ve saglikli kontrol gruplar1 arasinda sitotoksik aktivite ve CD107a
degraniilasyonu yoniinden fark saptanmamustir [248]. Calismamizda, K562 hiicreleri
kullanilarak NK hiicrelerinin sitotoksik aktiviteleri incelendiginde aktif ve inaktif
Behget hastalar1 ve kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunmamustir. Bununla birlikte
CD107a, NK hiicre sitotoksisite yontemi ile karsilagtirildiginda NK hiicre aktivitesini
gosteren daha duyarli bir yontem ve en onemli fonksiyonel sitotoksik belirtegtir [249].
Sitotoksik aktiviteler agisindan literatiirde bulunan sonuglarin ¢eligkili olmasinin,
caligmalara dahil edilen Behget hastalarinin yas, etnisite ve kullandiklar ilag tedavileri

yoniinden degiskenlik gostermesinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Bulgularimiz, gerek CD3" T ve gerekse CD3" NK hiicrelerinin Behget hastaligi
patogenezindeki roliinii gostermekle birlikte, proje biitcesinin kisitliligi nedeniyle

calisilan hasta sayisinin az olmasi ¢alismamizin simirlayici etkenlerindendir.

Hasta sayisinin arttirtlmasi sonucu elde edilecek bulgular Behget hastaligi

patogenezinde NK hiicrelerin roliine 151k tutacaktir.
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