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ÖZET 

Sallakcı N. Behçet Hastalığında Aktive Edici Doğal Öldürücü (NK) Reseptörler.  

İstanbul Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Aziz Sancar Deneysel Tıp ve Araştırma 

Enstitüsü, İmmünoloji Anabilim Dalı. Doktora Tezi. İstanbul. 2018. 

Behçet hastalığı, etyolojisi bilinmeyen, tekrarlayan inaktif ve aktif dönemleriyle 

karakterize, kronik enflamatuvar bir hastalıktır ve genetik olarak yatkın bireylerde 

çevresel faktörlerin tetiklemesi sonucu immünolojik değişikliklere neden olmaktadır. 

Doğal Öldürücü Reseptörler doğal ve edinsel immün sistem hücreleri arasında köprü 

oluşturan, immün cevapları azaltabilen ya da tetikleyebilen reseptörlerdir. Behçet 

hastaları (aktif n= 7, inaktif= 7) ve sağlıklı bireylerden (n= 6) izole edilen periferik kan 

mononükleer hücrelerin (PKMH) IL-12, IL-15, IL-18 ve IL-23 sitokinlerinin farklı 

kombinasyonları ile uyarımını takiben CD4+, CD8+ ve CD16+ hücrelerde NKG2D, 

NKp30, NKp46, CD69 ve IL-12Rβ2 oranları saptanmış, fonksiyonel açıdan 

proliferasyon kapasiteleri, sitotoksik aktiviteleri ve CD107a ifadesi akan hücre ölçer 

cihazında analiz edilmiştir. 

Çalışmamızda, CD4+ ve CD8+ T hücrelerinde CD69 ifadesi uyarımsız aktif Behçet 

hasta grubunda inaktif gruba göre yüksek saptanmıştır. Uyarımsız Behçet hastalarında 

CD8+NKp46+ hücre oranı, inaktif Behçet hastalarında hem aktif Behçet hastalarına hem 

de kontrol grubuna göre yüksek düzeyde saptanmıştır. Sitotoksik aktivite açısından 

gruplar arasında fark saptanmamıştır. Lenfositlerde CD107a degranülasyonu 

incelendiğinde, uyarımsız şartlarda aktif Behçet grubunda sağlıklı kontrol grubuna göre 

CD107a ifadesinde azalma olduğu gözlenmiştir. Lenfositler K562 ile uyarıldığında, 

CD107a ifadesi, inaktif Behçet grubunda kontrol grubuna göre daha düşük düzeyde 

olduğu saptanmıştır. PKMH’lerin IL-12+IL-15, IL-18+IL-15 and IL-23+IL-15 sitokin 

kombinasyonlarıyla uyarımı sonucu CD3-CD56+ NK (doğal öldürücü-natural killer) ve 

CD3+ T hücre proliferatif yanıtları inaktif Behçet hastalarında kontrol ve aktif Behçet 

hasta grubuna göre önemli derecede artış göstermiştir. 

Bulgularımız, T hücrelerinde saptanan yüksek CD69, NK hücrelerinde gözlenen düşük 

CD107a ifadesi ve farklı sitokin kombinasyonlarına yanıtlar, T hücrelerine benzer 

şekilde NK hücrelerinin de Behçet hastalığının patogenezinde potansiyel rol 

oynayabileceğini düşündürmektedir.  

Anahtar Kelimeler: Behçet Hastalığı, Sitokinler, NKR, Proliferasyon, Sitotoksisite 

Bu çalışma, İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından 

desteklenmiştir. Proje No: 43303  
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ABSTRACT 

Sallakci, N. (2017). Activating Natural Killer Receptors in Behcet’s Disease. İstanbul 

University, Institute of Health Science, Aziz Sancar Institute for Experimental 

Medicine, Department of Immunology, PhD Thesis. İstanbul.   

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 CD07a 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 Behçet's disease. 

  

 

Key Words: Behcet Disease, Cytokines, NKR, Proliferation, Cytotoxicicity 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Patojenlere ve tümörlere karşı doğal öldürücü (Natural Killer - NK) ve T hücre 

yanıtları, NK ve T hücrelerinin yüzeylerinde ifade edilen çeşitli reseptör ligand ilişkisi 

sonucu gelişen sinyaller aracılığıyla düzenlenmektedir. T hücrelerinin antijen tanıması 

ve aktivasyonu, somatik rekombinasyonla oluşan antijen spesifik T hücre reseptörü 

aracılığıyla gerçekleşirken; NK hücreleri, birçoğu T hücre alt gruplarında da ifade 

edilen, genetik olarak kodlanmış geniş bir reseptör çeşitliliğini kullanmaktadır [1]. NK 

hücreleri kendi hücreleri üzerindeki değişikliğe uğrayan uyarı sinyallerini tarayarak 

aktive ve inhibe edici reseptörleri ile sağlıklı hücreyi hedef hücreden ayırt 

edebilmektedir [2]. Hücresel stres veya enfeksiyon durumlarında uyarı sinyalleri, NK 

hücreleri üzerindeki inhibe edici reseptörlerin azalması veya aktive edici reseptörlerin 

artmasıyla sonuçlanmaktadır. NK hücresi tarafından alınan sinyallerin dengesi, NK 

hücresinin aktive olup olmayacağını belirlemekte, inhibe edici sinyalin kaybı ya da aktif 

sinyalindeki bir artış NK hücre aktivasyona yol açmaktadır [3]. Stresin indüklediği 

aktive edici reseptör ligandlarındaki artış, tüm inhibe edici sinyalleri baskılayabilmekte 

ve NK hücre aktivasyona yol açmaktadır [4]. 

NK hücre aktivasyonu, bireyin kendi hücrelerine karşı kontrolsüz bir immün 

cevabın oluşmasını engellemek için sıkı bir şekilde düzenlenmektedir. Bu düzenleme 

mekanizmalarından en önemlisi, NK hücrelerinin büyük doku uyumluluk kompleksi I 

(MHC-Sınıf I) antijenleri için inhibe edici reseptörler taşımasıdır [5]. NK hücrelerinin 

yüzeyindeki tek bir aktive edici reseptörün hedef hücre ligandına çapraz bağlanması, 

NK hücre fonksiyonlarını tetiklemek için yeterli olmamakta ve gerekli sinyal eşiğinin 

aşılması için aktive edici reseptörler arasında sinerji gerekmektedir [6-8]. Eşik değerin 

ancak aktive edici NK reseptörlerinin çapraz bağlanması ve sitokin uyarısı birlikte 

olduğunda aşılabilmesi, NK hücre regülasyonundaki önemini göstermektedir [9].  

Aktive olmayan NK hücreleri periferik kanda, dalakta ve kemik iliğinde 

bulunmaktadır [10, 11]. Dendritik hücre (DH) kökenli sitokinlerinden interlökin (IL)-2, 

IL-12, IL-15, IL-18 ve interferon alfa/beta (IFN-) NK hücrelerinin aktive 

olmalarında etkilidir [12-14]. Patojenlerle veya sitokinlerle aktive olan DH’ler ve NK 

hücreleri enflamasyon alanında etkileşmektedir. İki hücre arasındaki bu etkileşim, NK 

hücrelerinin yüzeyindeki NKp30 reseptörleri aracılığıyla gerçekleşmekte, etkileşim 
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sonucunda olgun olmayan DH’ler lize edilmekte ve aynı zamanda IFN- salınımı 

başlamaktadır [15]. Aktive edici reseptörler, NKp30 ve NKp46’yı düşük miktarda ifade 

eden NK hücre klonlarının, antijen sunan hücreleri lize etme yeteneğinin azaldığı 

bilinmektedir. Antijen sunan hücrelerin NK hücre aracılı lizisi, doğal öldürücü 

reseptörlerin (natural cytotoxicty receptor - NCR) yüzey ifadesinin yoğunluğu ile 

korelasyon göstermektedir [16]. Ayrıca, insan NK hücrelerinin nötrofiller ile NKp46 

aracılı etkileşimi sonucu, Fas aracılı mekanizma üzerinden nötrofil apoptozisine yol 

açtığı gösterilmiştir [17]. 

Kompleks bir enflamatuvar hastalık olan Behçet hastalığının (BH) etyopatogenezi 

tam olarak aydınlatılamamış olmakla birlikte, hastalığın patogenezinde anormal immün 

cevapların rolü olduğu bilinmektedir. Aktive T hücrelerinin sayısında artış saptanan 

çalışmaların yanında, BH’de NK hücrelerinin sayısında artışla birlikte NK hücre 

aktivitesinde düşüş olduğunu gösteren çalışmalar da bulunmaktadır [18-20]. Genetik 

çalışmalar, farklı genlerin (C–C motif kemokin reseptör 1 (CCR1), sinyal ileten ve 

activator transcript4 (STAT4), öldürücü hücre lektin-benzeri reseptör ailesi C4 

(KLRC4), endoplazmik retikulum amino peptidaz 1 (ERAP1) ve IL-12 Reseptör (R) 

B2’nin BH patogenezinde etkili olduğuna ve sitotoksik mekanizmalarda görev aldığına 

işaret etmektedir [21].   

Mevcut bilgiler ışığında gerçekleştirilen çalışmamızda, Behçet hasta ve sağlıklı 

kontrol periferik kan mononükleer hücre (PKMH) kültürüne doğal koşullarda 

DH’lerden salınan sitokinler farklı kombinasyonlarda eklenerek, NK ve T hücrelerinin 

aktive edici reseptör değişiklikleri ve proliferatif yanıtları incelenmiştir. Aynı zamanda 

NK hücrelerinin fonksiyonel kapasitesi hasta ve sağlıklı kontrollerde CD107a (cluster 

of differentiation - farklılaşma grubu 107a) ifadesi ve sitotoksik aktivite ölçümü ile 

araştırılmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

BH, ilk olarak 1937 yılında bir dermatolog olan Hulusi Behçet tarafından, oral ve 

genital ülserler ile üveitin birlikteliği olarak tanımlanmıştır [22]. İlerleyen yıllarda 

yapılan çalışmalar sonucunda Behçet hastalığının vasküler, artiküler, gastointestinal, 

nörolojik, ürogenital, pulmoner ve kardiak sistemleri içeren farklı organ tutulumlarının 

da gözlendiği, multisistem kronik bir hastalık olduğu belirlenmiştir [23].  

BH inaktif (gerileme) ve aktif (alevlenme) dönemleri ile seyretmektedir ve bu 

dönemlerin süre ve sıklığı öngörülememektedir [24]. Hastalığın klinik seyri 

bilinmemekle birlikte deri, mukoza ve organ tutulumlarıyla önemli mobidite ve 

mortalite ile sonuçlanmaktadır [25].  

BH tanısı için kullanılan spesifik bir laboratuvar bulgusu bulunmamaktadır [26]. 

Hastalığın aktif fazı boyunca C-reaktif protein, eritrosit sedimentasyon hızı, periferik 

lökositler ve trombosit sayısı gibi enflamatuvar parametrelerde artış gözlemlenmektedir 

[27]. 

2.1. Epidemiyoloji  

BH, Akdeniz’den Uzakdoğu’ya kadar uzanan ve tarihȋ İpek Yolu olarak 

adlandırılan bölgelerde yaygın olarak görülmesine karşın Kuzey Amerika ve Avrupa 

ülkelerinde nadir olarak görülmektedir [21, 28, 29]. Hastalığın prevalansı Türkiye’de 

80-370 / 100.000, Japonya’da 30,5 / 100.000, Suudi Arabistan’da 20 / 100.000, İran’da 

16,7 / 100.000 ve Çin’de 14 / 100.000 olarak bildirilmiştir [30]. 

Hastalık genellikle yaşamın ikinci ya da üçüncü dekatında (25-35 yaşları arasında) 

ortaya çıkmakla birlikte, erken ya da geç başlangıçlı hastaların da olduğu bildirilmiştir 

[31]. BH çocukluk çağında veya 50 yaşın üzerinde nadir görülmekte ve çocukluk 

döneminde ya da geç dönemde başlayan hastaların kliniği göreceli olarak kötü 

seyretmektedir [32]. 

BH, Orta Asya ve Akdeniz ülkelerinde erkeklerde daha sık görülürken, Japonya 

ve Kore’de kadınlarda daha sık gözlenmektedir [33, 34]. 
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2.2. Etyopatogenez  

BH’nin etyopatogenezi tam olarak açıklanamamasına karşın çeşitli çalışmalar, 

genetik yatkınlığı olan kişilerde çevresel faktörlerin etkisi ile (enfeksiyöz ajanlar, çevre 

kirliliği, v.b.) hastalığın tetiklenebileceğini göstermektedir [29]. 

2.2.1. Genetik Faktörler   

 Farklı etnik gruplarda yapılan çalışmalar, BH için en güçlü genetik yatkınlık 

faktörünün kromozom 6p21 üzerinde bulunan İnsan Lökosit Antijen B (HLA-B)*51 

alleli olduğunu göstermektedir [35]. Behçet hastalarında HLA-B*51 allelinin görülme 

sıklığı % 40-80 oranında değişmektedir [36]. Hastalarda HLA-B*51 alleli görülme 

sıklığının toplumdaki sağlıklı bireylere göre % 60 oranında daha fazla olduğu 

bildirilmiştir [37]. 

BH’nin yaygın olduğu ülkelerdeki hastalarda HLA-B*51 allelini taşıma sıklığı 

Avrupa kökenli hastalara göre daha yüksek iken, İtalya ve Portekiz’dekilere benzerlik 

göstermesi B*51 prevalansının bölgesel farklılığını yansıtmaktadır. İtalya ve 

Portekiz’de BH prevalansının düşük  (2 / 100.000) olarak belirlenmesi,  BH gelişiminde 

HLA-B*51 allelinden başka faktörlerin de rol oynayabileceğini göstermektedir [38].  

HLA-B*51 allelinin BH patogenezine katkısının % 20 oranında olduğu bildirilmesine 

karşın, HLA-B*51 ile ilişkili patojenik mekanizma açıklık kazanmamıştır [39]. 

Büyük Doku Uyumluluk Kompleksi-Sınıf I ilişkili zincir A (MICA), BH 

patogenezinde aday bir gen olarak gösterilmiştir [40]. MICA geni, HLA-B geninin 46kb 

sentromerinde lokalize olmuştur [41]. Stresle uyarılabilen bir antijen olan MICA; NK, 

T ve CD8+ T lenfositlerinde bulunan Doğal Öldürücü Grup 2D (NKG2D) reseptörü 

ile etkileşerek doğal ve edinsel immün cevapların gelişiminde rol oynamaktadır [42]. 

Behçet hastalarında MICA-A6 allelinin görülme sıklığının arttığı bildirilmiştir [43]. 

MHC bölgesi dışında BH ile ilişkiyi açıklayan bir genetik yatkınlık çalışması olan 

”Tüm Genom İlişkilendirme Çalışmaları’’-“Genom Wide Assosiation Study” (GWAS) 

çalışmalarının en önemli bulgularından biri ERAP1, IL-10, IL-12RB2-IL-23R bölgesi, 

IL-12A, CCR1 ve STAT-4 gibi immün komponent lokuslarının BH ile birliktelik 

göstermesi olarak belirlenmiştir [44]. 

Güncel çalışmalar BH için yatkınlık faktörü olarak ERAP1 geninin rolü olduğunu 

göstermektedir [21,45]. ERAP1, endoplazmik retikulumda proteozom kökenli 



5 

 

peptidlerin HLA-Sınıf I’e yüklenebilmesi için peptitlerin N-terminal ucunun 

kesiminden sorumlu bir enzim olan amino-peptidazı kodlayan bir gendir [46]. HLA-

Sınıf 1 moleküllerine peptid bağlanma afinitelerinin ve sunduğu peptid repertuvarının 

farklı ERAP1 izoformlarının etkisi ile değişebildiği bildirilmiştir [47]. 

Japon hastalarda yapılan bir çalışmada immün yanıtın kontrolünde rolü olan IL-10 

sitokinini kodlayan genin başlatıcı bölgesindeki iki farklı polimorfizmin (rs1800871 ve 

rs1800872) BH’ye yatkınlık ile güçlü birlikteliği gösterilmiştir [48]. Diğer bir 

çalışmada, bazı hastalarda IL-10 geninin intronik bölgesinde gözlenen rs1518111 

polimorfizminin daha düşük IL-10 üretimine yol açtığı belirlenmiştir [49]. 

Türk ve Japon BH gruplarını içeren diğer bir GWAS çalışmasında, IL-23R - IL-

12RB2 genleri arasındaki intergenik bölgenin hastalıkla bir ilişkisi olduğu gösterilmiştir 

[48]. IL-23R ve IL-12RB2 birbirine yakın genlerdir ve düzenleyici bölgeleri 

paylaşmaktadırlar [50]. Türk hastaların GWAS analizinde IL-23R - IL-12RB2 genleri 

arasındaki bir intergenik bölgede rs924080 polimorfizminin BH ile birlikteliği 

gösterilmiştir [49]. IL-23R geninde düşük sıklıkta gözlenen yanlış anlamlı varyantların, 

reseptörün IL-23 uyarımına daha az yanıt vermesine neden olarak BH yatkınlığına karşı 

koruyucu rol oynadığı kabul edilmektedir [51]. 

KLRC4, doğal öldürücü gen kompleksi bölgesi olan 12p13 bölgesinde lokalize 

olmaktadır [52]. Tüm genom bağlantı analizinde bu bölge en güçlü bağlantı pikini 

sergilemektedir [53]. KLRC4, NK hücrelerinde ifade edilmektedir ve fonksiyonu henüz 

net olarak ortaya konmamıştır. KLRC4 geninde gözlenen bazı polimorfizmlerin 

(rs2617170) BH’ye yatkınlıkta risk faktörü olduğu gösterilmiş ve polimorfik alleli 

taşıyanların koruyucu alleli taşıyanlara göre NK hücre aktivitelerinde artış olduğu 

bildirilmiştir [54]. 

BH ve HLA-B*51 geniyle yakın ilişkili Tümör Nekroz Edici Faktör-alfa (TNF-) 

arasındaki bağlantı araştırılmış ve TNF--1031C allelinin BH’ye yatkınlıkla ilişkili 

olduğu gösterilmiştir [55]. Ayrıca IL-1, IL-12, IFN- ve Transforme Edici Büyüme 

Faktörü-beta1 (TGF-β1) gen polimorfizmlerinin BH’nin patogenezi ile ilişkili 

olabileceği saptanmıştır [56, 57]. 

 BH’nin epigenetiği üzerine yapılan çalışmalarda, IRS elementlerinin 

metilasyon seviyesindeki değişikliklerin, histon modifikasyonları, miR-182 ve miR-
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3591-3p'nin up-regülasyonu, miR-155, miR-638 ve miR-4488'in down-regülasyonunun 

hastalığın patogenezindeki rolü gösterilmiştir [58]. 

2.2.2. Enfekte edici ajanlar 

Herpes simpleks virüs (HSV) ve Streptococcus sanguis (S. sanguis), BH 

patogenezinde rolü olduğu düşünülen çevresel tetikleyici ajanlar olarak kabul 

edilmektedir [26]. BH etyopatogenezinde streptokoklar ve HSV başta olmak üzere 

çeşitli mikroorganizmaların rol oynadıkları gösterilmiştir [59]. 

Behçet hastalarında görülen oral sağlığın bozukluğu hastalığın şiddetiyle 

ilişkilendirilmiştir [60]. Oral floranın ve dental enfeksiyonların sık karşılaşılan 

bakterileri olan streptokok türü bakteriler BH’de sıklıkla çalışılmıştır. Hastaların oral 

floralarında S. sangius oranında gözlenen artışın diş çürükleri ve periodental 

enfeksiyonlar ile arasında korelasyon olduğu bildirilmiştir [61]. Bakteriden arındırılmış 

farede oral travma sonrası S. sangius’un BH’dekine benzer şekilde oral ve oküler 

enfeksiyonları tetiklediği gösterilmiştir [62]. 

Hastalardaki immün hiperreaktivite nedeniyle, BH patogenezinde streptokokların 

immün hücreleri tetiklemesindeki rolü araştırılmıştır [63]. S. sangius’un bir serotipi olan 

BES-1 geni tarafından kodlanan KTH-1 proteinin hastaların periferik kan T hücreleri 

tarafından üretilen IL-6 ve IFN-’nın salınımını uyardığı ve γδ T hücrelerini tetiklediği 

gösterilmiştir [64]. Aynı zamanda KTH-1 proteini ile insan intraoküler peptidinin  

amino asit dizilimleri arasındaki benzerlikler, hastalarda oto-reaktif cevap 

oluşabileceğini ortaya koymaktadır [65]. Streptokokal antijenlere ek olarak, Escherichia 

coli ve Staphylococcus aureus’un hastaların lenfositlerinde IL-6 ve IFN- üretimini 

arttırdığı bildirilmiştir [66]. Behçet hastalarında HSV1’e ve gastrointestinal tutulum 

gözlenen hastalarda Saccharomyces cerevisiae’ye özgü antikor düzeylerinin serumda 

arttığı gösterilmiştir [67].  

2.2.3. Isı şoku proteinleri – (HSP’ler) 

Isı şoku proteinleri (Heat shock protein - HSP); çeşitli stres faktörleriyle 

indüklenebilen, hücresel proteinlerin degradasyonu ve denatürasyonunu engelleyerek 

hücreleri erken ölümden koruyan, genetik olarak oldukça korunmuş moleküllerdir [68]. 

Non-spesifik uyarılara maruz kalındığında üretilen HSP60 ve HSP 65 antijenlerinin BH 

patogenezinde rol oynayabileceği düşünülmektedir [69]. 
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Behçet hastalarının mukokutanöz lezyonlarında ve intestinal tutulumlu aktif 

dönemde olan hastaların periferik kan lenfositlerinde HSP60 ifadesinin arttığı 

gözlenmiş [69, 70], ayrıca mikobakteriyal ve insan HSP kökenli peptidlere karşı gelişen 

lenfoproliferatif cevapların sağlıklı kontrollere göre daha yüksek olduğu gösterilmiştir 

[71]. İnsan HSP60 antijeninin spesifik bir epitopunun, hastaların periferik kan 

lenfositlerini uyararak Th1 tipi sitokinlerin üretimini arttırdığı saptanmıştır [72]. 

İnsan HSP60 ile bakteriyal HSP65 moleküllerinin gen dizilimleri arasında yüksek 

oranda homoloji olduğu (mikobakteriyal HSP65 ile yaklaşık % 60 ve streptekokal 

HSP65 ile % 90) belirlenmiştir [73]. Mikrobiyal HSP65 ve insan HSP60 moleküllerinin 

gen dizilimleri arasındaki homoloji, hastaların oral mukozası ve mikrobiyal antijen 

arasındaki çapraz reaksiyonun proenflamatuvar sitokinlerin salgılanmasında tetikleyici 

olabileceğini düşündürmektedir [74, 75]. 

2.3. Behçet Hastalığı ve İmmün Sistem İlişkisi 

2.3.1. Behçet Hastalığı ve T Lenfositleri  

BH patogenezinde rol oynayan immünolojik anormallikler; artan T hücreleri, 

nötrofil hiperfonksiyonu, sitokinlerin aşırı üretimi ve artan T hücre yanıtları ile 

ilişkilendirilmiştir [76]. 

BH immünopatogenezinin ana karakteristiği yardımcı T hücre (T helper - Th)1 

immün polarizasyonudur. Aktif fazdaki hastaların periferik Th1 hücre sayılarının ve T-

bet ifadelerinin artışı, immün cevabın Th1 yönüne kaydığını göstermektedir [77, 78]. 

Aktif dönemdeki hastaların periferik kanlarında ve lezyonlarında Th1 tipi sitokin 

seviyelerinde artış bulunmuştur [79]. Behçet hastalarında CD4+ / CD8+ hücre oranında 

azalma olduğu gösterilmiştir [80]. 

Th17 hücreleri, birçok enflamatuvar ve otoimmün hastalıkta arttığı gösterilen 

yardımcı T hücre alt grubudur [39]. Behçet hastalarında Th17 hücrelerinin sayısı ve 

Th17 hücreleri tarafından üretilen IL-17 düzeyindeki artışın enflamasyondan sorumlu 

olduğu ve hastalığın akut ataklarında önemli rol oynadığı saptanmıştır [81, 82].  

γδ T hücreleri, bakteriyel antijenleri tanıyarak enflamasyona karşı cevap 

oluşturmakta ve otolog antijenleri tanıyarak otoimmünitede rol oynamaktadır [83]. 

Mukozal immünitede görev yapan γδ T hücrelerinin, mukozal lezyonların eşlik ettiği 

BH patogenezinde de rol oynadığı düşünülmektedir [84]. Behçet hastalarının mukozal 
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lezyonlarında ve dolaşımında aktif γδ T hücrelerinin sayısının ve sitotoksik 

aktivitelerinin arttığı, ayrıca hastalığın aktivitesiyle ilişkili olduğu bildirilmiştir [85]. 

Behçet hastalarında γδ T hücre alt grupları üzerine yapılan bir çalışmada, üveitli 

hastaların intraoküler sıvılarında Vγ9Vδ2 alt grubunda, başka bir çalışmada ise CD8+ γδ 

T hücrelerinde artış olduğu gösterilmiştir [18, 86]. 

2.3.2. Behçet Hastalığı ve NK Hücreleri  

Behçet hastalarında NK hücre sayıları üzerine yapılan çalışmalarda birbirinden 

farklı sonuçlar elde edilmiştir. Bazı çalışmalar aktif dönemdeki hastaların periferik 

kanlarındaki NK hücre sayısının arttığını, bazı çalışmalar ise azaldığını göstermektedir. 

Aktif dönemdeki BH periferik kan NK hücre aktivitesinde ise sağlıklı kontrollere göre 

azalma olduğu gösterilmiştir [19].  

2.3.3. Behçet Hastalığı ve Nötrofiller  

BH patogenezinde nötrofil hiperfonksiyonunun (endotelyal adezyon, kemotaksis, 

fagositoz, süperoksit üretimi, miyeloperoksidaz ifadesi) doku hasarına yol açtığı 

gösterilmiştir [87]. Antijen sunan hücreler ve T hücrelerinden salgılanan sitokinler 

nötrofilleri aktive ederek sitokin salınımını uyarırlar. Nötrofillerden salgılanan sitokinler 

hem Th hücrelerini hem de otokrin etki ile kendilerini uyarmaktadırlar. Antijen sunan 

hücreler, nötrofiller ve Th hücreleri arasındaki bu ilişki BH patogenezinde immün 

cevabın temelini oluşturmaktadır [88]. Behçet hastalarının deri lezyonlarında da nötrofil 

infiltrasyonunda artış gösterilmiştir [89]. 

2.3.4. Behçet Hastalığı ve Sitokinler  

Farklı hücrelerden salınan proenflamatuvar sitokinlerin (IL-1, IL-6, IL-8, IL-18 ve 

TNF-) BH serumlarında yüksek seviyede olduğu bildirilmiştir [90]. İmmünolojik 

olarak uyarımı takiben aktifleşen hücrelerin, özellikle nötrofillerin, proenflamatuvar 

sitokinleri üretebilmelerine karşın bu sitokinlerin büyük kaynağı, hastalıkta kronik 

enflamasyonun patogenezinde rol oynayabilen monositlerdir [91]. 

Hastaların periferik kanlarında Th1 farklılaşmasını uyaran IL-12’nin yükselmiş 

olduğu ve hastalık aktivitesiyle ilişkili olduğu gösterilmiştir [78]. Aktif dönemdeki 

hastaların lezyonlarında ve periferik kanlarındaki mononükleer hücrelerde kemokin ve 

Th1 tipi sitokinlerin haberci-ribonükleik asit (mRNA) ve protein üretimlerinde artış 

olduğu bildirilmiştir [70, 92, 93]. 
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Behçet hastalarının “eritema nodozum” deri lezyonlarında IL-4 üreten hücrelerin 

nadir olarak bulunmasına karşın, IFN- üreten hücrelerde artış olduğu belirlenmiştir 

[94]. Hastalarda IFN-’nın serum seviyelerinin sağlıklı kontrollere göre yüksek olduğu 

ancak hastalık aktivitesiyle ters orantılı olduğu gösterilmiştir [95]. 

IL-23, BH patogenezinde rol oynayan bir sitokindir ve hastaların serumunda IL-

23 düzeylerindeki artışın hastalık aktivitesiyle, özellikle üveit ve nöro-Behçet ile ilişkili 

olduğu belirlenmiştir [96].  

Aktif dönemindeki Behçet hasta serum IL-15 seviyesinin, inaktifdaki hastalara ve 

kontrol grubuna göre daha yüksek olduğu gösterilmiştir [97]. CD8+ γδ T hücrelerinin 

yüksek seviyede IFN-, düşük seviyede IL-2, IL-4, IL-10 ve TGF-β salgıladığı 

gösterilmiştir [98]. 

2.4. NK Hücreleri 

Doğal immün sistem hücreleri yüzeylerinde, patojenler üzerindeki ortak yapıları 

tanıyan reseptörleri ifade etmekte [99] ve tanıma reseptörleri aracılığıyla yabancı 

organizmalara karşı hızlı ve genel bir cevap oluşmasını sağlamakla birlikte, 

salgıladıkları sitokinler ve hücre yüzey moleküllerinin etkileşimi ile edinsel immün 

yanıtları başlatma, yönlendirme ve çoğaltma yeteneğindedirler [100]. 

Doğal immün sistem hücreleri arasında yer alan NK hücreleri 1970’li yılların 

ortalarında, allogenik tümör hücrelerini direkt lize etme yeteneğine dayanılarak yeni bir 

hücre tipi olarak tarif edilmiştir [101]. NK hücrelerinin gelişimi, fonksiyonu ve 

düzenlenmesi konusundaki geniş kapsamlı çalışmalar sonucunda, etkili doğal immün 

cevapların oluşmasında parazitlere, virüslere ve tümör hücrelerine karşı savunmada 

önemli rol oynadıkları belirlenmiştir [12]. 

T hücreleri gibi CD34+ ortak lenfoid öncül hücrelerden köken alan NK hücreleri 

gelişimlerini kemik iliğinde tamamlamaktadır [102]. NK hücreleri, T hücreleri gibi 

somatik rekombinasyona uğramamakta ve gelişimleri için fonksiyonel bir timusa ihtiyaç 

duymamaktadır [103]. Potansiyel olarak farklı fonksiyonel sonuçlar oluşturmalarına 

karşılık, NK hücre yüzey reseptörleri T hücreleri üzerinde de bulunabilmektedir [104].

 İnsan PKMH popülasyonunun % 5-15’ini ve lenf nodlarındaki tüm lenfosit 

populasyonunun % 5’ini oluşturan NK hücreleri karaciğer, dalak ve akciğerleri de 

içeren birçok dokuda bulunmaktadır [105]. İnsan NK hücreleri CD16 ve CD56 yüzey 
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gösterimlerine göre iki alt gruba ayrılmaktadır. Periferik kanda CD56 ifade eden NK 

hücre popülasyonunun yaklaşık % 90’ı CD56soluk, % 10’u ise CD56parlak fenotipi 

göstermektedir [106]. CD56 antijenini yüksek miktarda ifade eden CD56parlak hücrelerin 

CD16 ifadesi çok düşüktür. CD56soluk hücreler ise yüksek seviyede CD16 ifade ederken, 

CD56 ifadeleri düşüktür veya hiç bulunmamaktadır [107]. Fonksiyonel açıdan 

bakıldığında, CD56soluk NK hücreleri başta tümör hücreleri olmak üzere virüs, bakteri ve 

mantarlarla enfekte hücrelerin lizisinden, CD56parlak NK hücre alt grubu ise IFN- ve 

TNF- gibi farklı sitokinlerin üretiminden sorumlu hücreler olarak bilinmektedir [10]. 

2.4.1. NK Hücre Efektör Fonksiyonları 

NK hücrelerinin temel efektör görevleri; hedef hücreyi tanıdıktan sonra perforin 

aracılığıyla granül içeriklerini hedef hücre içerisine serbestleştirerek ya da ölüm reseptör 

ligandlarını ifade ederek hedef hücrenin öldürülmesini, sitokin sekresyonu ve 

kemokinler aracılığıyla diğer immün hücre tiplerinin enflamasyon alanına alımını ve 

aktivasyonunu sağlamaktır [108]. 

2.4.1.1.  NK Hücre Sitotoksik Aktivitesi 

a. Perforin Aracılı NK hücre Sitotoksisitesi    

NK hücrelerinin hedef hücreyi öldürme mekanizması sitotoksik T lenfositlerin 

öldürme mekanizmasına benzemektedir. Her iki hücre tipi de granüllerinde perforin, 

granzim ve granülizin gibi toksik enzimler içermektedir [109]. NK hücreleri hedef 

hücre ile etkileştiğinde, granül içeriğini hedef hücre yönüne doğru polarize etmekte, NK 

hücresinin dış membranı ile granüller bütünleşmekte ve granül içerikleri hedef hücre ile 

NK hücresi arasındaki sinaptik boşluğa serbestleştirilmektedir. Degranülasyon boyunca, 

lizozomla ilişkili membran proteini (CD107a), NK hücrelerinin yüzeyine iletilerek litik 

granüllerin hareketi kolaylaştırılmaktadır [110]. Granzimlerin, hedef hücre 

sitoplazmasına yayılabilmesi için perforin molekülü hedef hücre membranında bir delik 

formu oluşturmakta ve apoptotik işlemler başlatılmaktadır. Bu yol dakikalar içinde 

virüsle enfekte ve tümörle transforme olmuş hücrelerin hızlıca öldürülmesiyle 

sonuçlanmaktadır [111]. 

b. Ölüm Reseptörleri Aracılığıyla NK hücre Sitotoksisitesi 

NK hücreleri, ölüm reseptörleri aracılığıyla hedef hücrelerin ölümünü 

tetikleyebilmektedir. NK hücrelerinin büyük çoğunluğu ve sitotoksik T lenfositleri 
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yüzeylerinde sürekli olarak Fas ligandı (FasL) ifade etmektedirler. FasL hedef hücre 

yüzeyinde Fas molekülü ile etkileşime girmekte ve hedef hücrede kaspaz-8 yolağını 

aktive ederek hücrenin apoptozisine neden olmaktadır [112]. 

NK hücreleri, TNF ile ilişkili apoptozisi indükleyen ligand ifade etmektedir. NK 

hücrelerinin sitokinlerle in vitro aktivasyonu, TNF ile ilişkili apoptozisi indükleyen 

ligand ifadesinin artması ile sonuçlanmıştır [113]. 

2.4.1.2. NK Hücrelerinden Sitokin Salınımı 

NK hücreleri enflamatuvar ve immünregülatör sitokinler üreterek immün 

cevapların oluşumuna katkı sağlamaktadır [114]. NK hücreleri yüksek seviyelerde IFN-

 üretmekte [115] ve salınan IFN-; diğer immün hücreler, antijen sunan hücreler, 

virüsle enfekte ve malign hücreler üzerine pleotropik efektör etkiler göstermektedir. NK 

hücrelerinden IFN- üretimini tetikleyen birçok etken bulunmaktadır. NK hücrelerinin 

yüzeyinde bulunan aktive edici reseptörler tarafından hedef hücrelerin tanınması NK 

hücrelerinden IFN- üretimini tetiklemektedir. Ayrıca viral enfeksiyonlarda üretilen 

IFN- ile IL-12 veya IL-18’in sinerjistik etkisi sonucu NK hücreleri tarafından IFN- 

üretimi meydana gelmektedir [116].  

NK hücreleri tarafından salgılanan diğer sitokin ve kemokinler (Granülosit-

Makrofaj Koloni Uyarıcı Faktör (GM-CSF), TNF-, MIP-1a, MIP-1b ve C-C kemokin 

ligand-5 (CCL-5)) uyarımın tipine ve aktif sonrası süreye bağlı olarak değişkenlik 

göstermektedir. Erken enflamatuvar olaylarda çeşitli uyarılara karşı NK hücreleri 

tarafından üretilen sitokin tipine göre farklı immün cevaplar oluşmaktadır [117]. 

 NK hücreleri sitokinler ve mitojenlerle uyarıldığında orta seviyede TNF- 

üretmektedir [107]. NK hücre reseptörü NKp30’un olgun olmayan DH’ler ile 

bağlanması sonucu TNF- üretimi tetiklenmekte ve DH olgunlaşmasına sebep 

olmaktadır [118]. Ayrıca TNF-, hücre içi adezyon molekülü-1 (ICAM-1) ifadesini 

çoğaltarak NK hücre sitotoksisitesini arttırmaktadır [119]. 

NK hücreleri tarafından yüksek seviyelerde üretilen GM-CSF, enfeksiyonlarla 

mücadelede granülositlerin hızlı üretimi için hematopoietik kök hücreleri uyarmaktadır. 

NK hücrelerinin IL-15 veya IL-12 / IL-18 sitokinleri ile uyarımı sonrası GM-CSF 

üretimi artmaktadır [107]. 
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NK hücreleri belirli uyaranlar varlığında IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 ve IL-13 gibi 

sitokinleri de üretmektedir [120, 121]. 

2.4.2. NK Hücre Aktivitesi 

NK hücrelerinin aktivitesi; DH, monosit, makrofaj gibi hücrelerle ve sitokinlerle 

arttırılabilmektedir. Aktivitesi artan NK hücresinde, CD69 gibi aktif belirteçleri 

çoğalmakta, hücre içi granzim B içeriğinde ve NK hücre sitotoksik aktivitesinde artış 

meydana gelmektedir [122]. 

NK hücre aktivitesi, NK hücre reseptör sinyalinin yokluğunda, aktive edici NK 

hücre reseptörlerinin hedef hücreler üzerinde bulunan ligandlar ile bağlanması sonucu 

gerçekleşmektedir [2]. 

2.4.2.1. Missing Self - Özün Kaybı Hipotezi 

NK inhibe edici reseptörleri için ligand olan MHC-Sınıf I moleküllerini ifade 

etmeyen ya da çok az ifade eden hücreler, NK hücreleri tarafından yabancı olarak 

algılanmaktadır [123]. NK inhibe edici reseptörlerinin uygun MHC-Sınıf I 

moleküllerine bağlanmaması, NK hücre sitotoksik fonksiyonlarının uyarılması ve 

sitokin salınımı ile sonuçlanmaktadır [124]. 

2.4.2.2. CD16 Aracılığıyla NK Hücre Aktivitesi 

NK hücreleri, yüksek düzeylerde düşük afiniteli CD16 (FcRIII reseptörü) ifade 

etmektedir. CD16, hücrelere Fab kısmı ile bağlanan immünoglobulin G (IgG)’nin Fc 

parçasına bağlanarak antikora bağımlı hücresel sitotoksisiteyi başlatmaktadır [125]. NK 

hücrelerinin CD16 aracılığıyla oluşan aktivasyon çok güçlü olmakla birlikte, NK hücre 

sitotoksisitesini NK hücre aktive edici reseptörler tetikleyebilmektedir [7]. 

2.4.2.3. Sitokinlerle NK hücre Aktivasyonu 

Sitokinler; doğal ve edinsel immün sistem hücreleri tarafından sentezlenen, 

spesifik immün reaksiyonun ve enflamasyonun yoğunluğunu düzenleyebilen çözünür 

mediatörlerdir [126]. 

NK hücrelerinin gelişimi, aktivitesi, çoğalması ve yaşamında bazı sitokinler 

önemli rol oynamaktadır. Farklı sitokinler, NK hücre efektör fonksiyonlarını 

tetiklemektedir. NK hücrelerinin DH kökenli sitokinler (IL-12, IL-15 ve IL-18) ve T 

hücre kökenli sitokin (IL-2) ile uyarımı, yüksek seviyede IFN- üretimine yol 
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açmaktadır [127]. Ayrıca NK hücreleri özellikle ortak  zincir sitokin ailesinden IL-2, 

IL-7, IL-15 and IL-21 için farklı bağlanma afiniteleri olan çeşitli sitokin reseptörleri 

ifade etmektedir [128]. 

2.5. Sitokinler 

2.5.1. İnterlökin-12 

IL-12, p35 ve p40 alt ünitelerinden oluşan heterodimerik bir sitokindir ve NK 

uyarıcı faktör olarak da adlandırılmıştır [129]. 

IL-12, makrofajlar ve DH’ler gibi antijen sunan hücreler tarafından salınmakta ve 

hem doğal hem de edinsel immün sistem hücrelerinin fonksiyonlarını düzenlemektedir. 

Ayrıca TNF-, GM-CSF ve Th1 hücre farklılaşmasını sağlayan IFN-’nın üretimini de 

uyarmaktadır. IL-12’nin NK hücre gelişim ve farklılaşmasında da rol oynadığı 

gösterilmiştir [130]. 

IL-12R, IL-12Rβ1 and IL-12Rβ2 olmak üzere iki alt üniteden oluşmaktadır [131]. 

NK hücreleri ve dinlenen T hücreleri sürekli olarak IL-12Rβ1 ifade etmektedirler. IL-

12Rβ2 gösterimi ise sitokinlerle tetiklenmektedir [132]. IL-12’nin IL-12Rβ1 ve IL-

12Rβ2 altüniteleri ile etkileşimi Tyk2, Janus Kinaz (JAK)-2 ve STAT yolağının 

aktivasyonu ile sonuçlanmaktadır [133]. IL-12, temel olarak T ve NK hücre 

fonksiyonları için önemli olan STAT4 sinyal yolağını aktive etmektedir [134]. 

2.5.2. İnterlökin-15 

IL-15, hem doğal hem de edinsel immün sistemin hücreleri üzerinde güçlü 

yaşamsal ve immünmodülatör etkileriyle bilinen, geniş spektrumlu bir sitokindir [135]. 

Monosit, makrofaj, DH, fibroblast, epitel hücreleri ve düz kas hücrelerinde ifade 

edilmektedir [136]. IL-15 gösterimi transkripsiyonal, translasyonal ve sekresyon 

aşamalarında sıkı bir şekilde düzenlenmektedir [137]. IL-15 üretimi çeşitli eksojen 

faktörler (çift zincirli RNA, Tip I IFN, lipopolisakkaritler, HSV, sinsisyal virüs, çeşitli 

fungal ve bakteriyel ajanlar) ile tetiklenmektedir [138-140]. 

IL-15’in T, B, NK hücreleri, nötrofiller, monositler, makrofajlar, DH’ler ve mast 

hücreleri üzerinde etkileri bulunmaktadır [141]. NK hücre gelişimi, proliferasyon, 

homeostaz ve sitotoksisite gibi ana fonksiyonlarından sorumlu bir sitokindir [142-144]. 

CD8+ T ve NK hücrelerinde direkt olarak efektör fonksiyonların meydana gelmesine 

neden olmaktadır [145]. Hafıza CD8+ T hücrelerinde ise granzim B ifadesini arttırdığı, 
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aktive CD4+ ve CD8+ T hücrelerinin proliferasyonunu uyardığı, ayrıca CD8+ hafıza T 

lenfosit cevaplarının uzamasına da katkı sağladığı gösterilmiştir [146].  

IL-15, ağırlıklı olarak bir anti-apoptotik gen olan B hücre lenfoma 2 (Bcl-2)’yi 

arttırarak NK hücre yaşamını ve çoğalmasını tetiklemektedir [144]. Lenfositlerde ve 

DH’lerde de anti-apoptotik proteinler olan Bcl-2 ve Bcl-xL’nin güçlü tetikleyicisidir. 

Dolayısıyla bu hücrelerdeki ifadesi, IL-15’in apoptojenik uyarılara cevabını çok 

azaltmaktadır [147]. 

IL-15; ,  ve  alt gruplarından oluşan heterotrimerik bir reseptöre bağlanır. IL-

15 için  alt grubu spesifiktir;  ve  alt grupları ise IL-2 reseptörüyle paylaşılmaktadır 

[148]. IL-15R, IL-2/15R ve IL-2/15R ile yüksek afiniteli bir üçlü reseptör 

kompleksi oluşturabilmektedir [149]. 

2.5.3. IL-18 

IL-18, IL-1 sitokin ailesinin bir üyesidir. “IFN- indükleyici faktör” olarak da 

isimlendirilmiştir [150].  Fareye endotoksin uygulanmasından sonra fare serumunda IL-

18 saptanmış ve IL-12 ile benzer özellikler paylaştığı bulunmuştur [151]. IL-18 inaktif 

bir öncül olan pro-IL-18 olarak hücre içinde depolanmakta ve biyolojik olarak aktif 

forma Kaspaz-1 aracılığıyla dönüştürülerek hücre dışına serbestleştirilmektedir [152]. 

Makrofajlar ve DH’lerden serbestleşen IL-18, T hücreleri ve NK hücrelerinden 

IFN- üretimini tetiklemektedir [153].  Ancak güçlü bir Th1 cevabının oluşması için IL-

18 tek başına IFN- salınımını tetikleyemediğinden, IL-12 veya IL-15 ile birlikte 

hareket etmektedir. Ayrıca IL-18, NK hücreleri tarafından adezyon moleküllerini ve 

kemokin reseptörlerini arttırmaktadır [154]. IL-18, NK hücreleri üzerinde FasL ifadesini 

çoğaltarak NK hücre sitotoksisitesini arttırmaktadır [155]. IL-18 ile aktive olan NK 

hücreleri henüz IFN- sekrete etmemesine rağmen, CCR7 gösteriminin tetiklenmesi 

sonucu lenf nodlarına göç etmekte ve lenf nodlarında IFN- salımı uyarılmaktadır [155].  

 IL-18R, IL-18R and IL-18R alt gruplarından oluşmaktadır [156]. IL-18R’nün 

gösterimi IL-12 ile düzenlenmekte ve IL-12, IL-18R’nın tetiklenmesini sağlamaktadır 

[157]. IL-18 ise IL-12RB2’nın gösterimini arttırdığından iki sitokinle uyarım pozitif bir 

döngü sağlamaktadır. NK hücreleri sürekli olarak IL-12RB2 ve IL-18R ifade ettiği 

için, her bir sitokinle bağımsız olarak uyarılabilmektedir [158]. 
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2.5.4. IL-23 

IL-23, IL-12 sitokin ailesinin bir üyesidir ve IL-12p40 ve IL-23p19 alt 

gruplarından oluşan heterodimerik bir sitokindir [159]. Aktive makrofajlar ve periferik 

dokularda lokalize olan DH’ler tarafından salgılanmaktadır [160]. Antijen sunan 

hücreler, T hücreleri ve endotelyal hücreler IL-23p19 ifade etmekte iken, IL-12p40 

gösterimi antijen sunan hücreler ile sınırlı bulunmaktadır [161]. Biyolojik olarak aktif 

IL-23’ün oluşumu aynı hücrede hem p40 hem de p19 alt ünitelerinin sentezini 

gerektirmektedir [162]. 

IL-23, IL-12Rβ1 ve IL-23R’ünü kullanmakta, IL-12 ve IL-23 için ortak alt grup 

olan IL-12/23 p40 IL-12Rβ1’e, IL-23p19 alt ünitesi ise IL-23R’e bağlanmaktadır [163]. 

IL-12Rβ1 T ve NK hücrelerinin yüzeyinde, IL-23R zinciri ise çoğunlukla aktive hafıza 

T hücreleri, NK hücreleri ve monosit/makrofaj ve DH’ler (düşük miktarda) tarafından 

ifade edilmektedir [164]. 

IL-23’ün sinyal yolunu JAK-2, Tyk2, STAT-3, STAT-4 sinyal proteinleri ile IL-

12Rβ1 ve IL-23R oluşturmaktadır [165]. Reseptör kompleksinin uyarımı sonucunda 

Jak-2 ve Tyk2 aktive olarak STAT proteinlerinin fosforilasyonuna neden olmakta, 

fosforile olan STAT proteinleri nükleusa transloke olarak hedef genleri aktive 

etmektedir. STAT-4 proteininin fosforilasyonu IFN- üretiminde artışa sebep olarak 

Th1 farklılaşmasıyla sonuçlanmakta, STAT-3 fosforilasyonu ise Th17 farklılaşmasına 

neden olmaktadır [166]. 

    IL-23, doğal ve edinsel immün cevap arasında bir sitokin köprüsüdür [162]. 

Erken lokal immün cevapları yönlendirmede temel rol oynamaktadır [160]. IFN- 

üretiminin uyarımında, IL-17 üretiminde, NK hücre aktivasyonunda, T hücre 

çoğalmasında, antikor üretiminin düzenlenmesinde etkilidir [162]. IL-12’nin 

yönlendirdiği Th1 cevabının gelişiminin devamında ve hafıza T hücrelerine 

dönüşümünde görev almaktadır [50]. IL-23’ün, otoimmün ve enflamatuvar hastalıkların 

patogenezinde ve kronik enflamasyonun meydana gelmesinde rolü olduğu gösterilmiştir 

[167]. 
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2.6. NK Hücre Reseptörleri 

2.6.1. İnhibe Edici Reseptörler 

Çeşitli inhibe edici reseptörler hedef hücre lizisini düzenlemekte ve NK 

hücrelerinin öz toleransında rol oynamaktadır. İnhibe edici reseptörler genellikle HLA-

Sınıf I antijenlerini gösteren ya da stres sinyalleri iletmeyen hücreleri tanımakta olup, 

temel ligandları MHC-Sınıf I ve MHC-Sınıf I benzeri moleküllerdir [168]. 

İnhibe edici reseptörler sitoplazmik domainlerinde ortak bir yapı ve inhibe edici 

fonksiyon için gerekli olan immün reseptör tirozin bazlı inhibitor motifi (ITIM) 

paylaşmaktadır. İnhibe edici reseptörlerin ligandlarına bağlanması, ITIM motifinin 

fosforilasyonunu ve Ca+2 girişini engelleyen fosfatazların üretimini sağlayarak NK 

hücre fonksiyonlarını inhibe etmektedir [169]. 

NK hücreleri gibi T hücrelerinin bazı alt grupları HLA-A, HLA-B ve HLA-C 

allotiplerini tanıyan öldürücü immünglobulin benzeri reseptörler (KIR) ve HLA-E’yi 

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

2.6.2. Aktive Edici Reseptörler 

Aktive edici reseptörlerin, inhibe edici reseptörlere göre daha heterojen bir grup 

oldukları, farklı reseptör ailelerini kapsadıkları ve çeşitli sinyal yolaklarını kullandıkları 

bilinmektedir. Aktive edici reseptörler CD16, NKp30, NKp44, NKp46, 2B4, NTB-A, 

CS1, NKp80, CD226 ve NKG2D gibi farklı reseptörlerden oluşmaktadır [171]. NKp30, 

NKp44 ve NKp46 NCR ailesine ait, yapısal olarak immünoglobulin (Ig) süperailesine 

ait olan, genetik olarak kodlanmış transmembran reseptörleridir [172]. NTB-A ve CS1 

SLAM ilişkili reseptör ailesinin, NKp80 ve NKG2D C-tipi lektin benzeri ailesinin, 

CD226 ise Ig süperailesinin bir grubudur [173]. NK hücreleri gelişimlerinin erken 

döneminden itibaren aktive edici NK grubu reseptörleri ifade etmeye başlamaktadır 

[174].  

Aktive edici NK grubu reseptörlerin henüz tam olarak bilinmeyen ligandlarına 

bağlanması, NK hücrelerinin aktivasnuyla ve hedef hücrelerin direkt lizisiyle 

sonuçlanmaktadır [175]. Aktive edici NK grubu reseptörler; strese uğrayan hücrelerin 

direkt öldürülmesine ve sitokin salınımına aracılık eden bir NK hücre reseptör grubudur 

[176]. NK hücrelerinin tümünde ifade edilmekle birlikte bazı T hücre alt gruplarında da 

ifade edildiği bildirilmiştir [177]. İmmün cevapların dengesini düzenlemede önemli rol 
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oynamaktadırlar [178]. İnsanlarda şimdiye kadar NKp30, NKp44 ve NKp46 olmak 

üzere üç çeşit NCR belirlenmiştir [179]. 

2.6.2.1. NKp30 

NKp30; yapısal olarak bir V-tipi tek ekstrasellüler Ig benzeri domain ile, 120 

amino asitten oluşan ekstrasellüler bir bölgeyi takip eden 190 amino asitlik bir sinyal 

peptidden; transmembran bölgesi ise, pozititif yüklü arjinin rezidüsü içeren 33 amino 

asitlik ITAM içermeyen sitoplazmik bölgeden oluşmaktadır [180]. NKp30, CD3zeta () 

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

NKp30 reseptörünü kodlayan gen (NCR3), insan MHC lokusunun Sınıf III 

bölgesinin telomerinde lokalize (kromozom 6p21) olmaktadır [182]. NCR3 geni, 

mRNA splice varyantlarına transkribe edilmekte ve NKp30’un sürekli olarak ifade 

edilen, farklı sinyaller ileten, üç izoformunun oluşumuna neden olmaktadır [183]. 

NKp30a ve NKp30b izoformlarının olgunlaşmamış DH’ler üzerindeki ligandlarına 

bağlanması, yüksek miktarlarda IFN- ve TNF- üretimi ile sonuçlanmaktadır. NKp30 

izoformları içinde sadece NKp30a tek başına sitotoksisiteyi tetikleyebilmekte; NKp30c 

izoformu, proenflamatuvar sitokin sentezini ve sitotoksisiteyi indüklememekte, 

NKp30c’nin ligandına bağlanması anti-enflamatuvar bir sitokin olan IL-10 üretimine 

neden olmaktadır [182]. 

Dinlenme hâlindeki ve aktive olan NK hücreleri sürekli olarak NKp30 ifade 

etmektedir [173]. NKp30, DH’ler ile NK hücrelerinin etkileşiminde temel rol 

oynamaktadır. Enfekte olan DH’lerin NK hücreleri tarafından tanınması NKp30 

aracılığıyla gerçekleşmektedir. NKp30 cevapsız, anormal ya da olgunlaşmamış DH’leri 

lize ederek DH’lerin olgunlaşmasını düzenleyebilmektedir [15]. NKp30 aracılı 

etkileşimin sonucunda NK hücre yayılması, sitokin üretimi ve antijen spesifik T hücre 

cevabı geliştirilmekte ve böylece edinsel immün cevap başlatılmaktadır [184]. 

HLA-B ile ilişkili - transkript 3 (BAT3), sitomegalovirüs, pp65 protein ve 

enflamatuvar koşullarda da ifade edilen B7-H6, NKp30 için farklı hücresel ligandlar 

olarak belirlenmiştir [185].  

2.6.2.2. NKp44 

NCR2 geni MHC-Sınıf III bölgesi içinde 6. kromozomda lokalize olmuştur [186]. 

NKp44 moleküler olarak V şeklinde tek bir ekstrasellüler domainden oluşmaktadır. 
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NKp44’ün transmembran domaini bir lizin residüsü ile birlikte sinyal iletiminde görev 

alan ITAM içeren adaptör bir proteinden (DAP12 - 12 kD sinyal - ileten adaptör) 

oluşmaktadır [187]. Sadece aktive olan NK hücrelerinde ifade edilen NKp44 [186], NK 

hücreleri dışında, desidual hücreler, doğal lenfoid hücreler 3 ve tonsillerde IFN- üreten 

hücrelerin bir alt grubu tarafından ifade edilmektedir [188].  

2.6.2.3. NKp46 

NKp46, en dış membranında iki adet Ig-benzeri domain, transmembran domain 

sinyal iletimine aracılık eden ITAM taşıyan polipeptit adaptörler içermektedir [186]. 

NKp46’nın yapısal olarak sitoplazmik kuyruğu çok kısadır ve herhangi bir sinyal motifi 

içermemektedir [189]. Hedef hücreye NKp46 bağlanması sonucu NKp46’nın 

transmembran domaininde ITAM taşıyan CD3 ve FcR aracılığıyla uyarımı (sinyal) 

tetiklenmektedir [190]. 

NKp46 hem dinlenme hâlindeki, hem de aktive olan NK hücrelerinde ifade 

edilmektedir [173]. NKp46‘nın, Mycobacterium tuberculosis ile enfekte olan 

monositlerin yüzeyinde gösterilen bir filament proteini olan vimentine bağlanması 

sonucu monositlerin NK hücreleri tarafından lize edildiği gösterilmiştir [191]. 

NKp46 heparan sülfat motiflerine bağlanabilmekte ve NK hücre fonksiyonlarını 

düzenleyebilmektedir [192]. Noe-fare modeli (NKp46 molekülünde rastgele 

mutasyonlar oluşturarak ifadesinin kaybına neden olan model) kullanılarak, NKp46’nın 

NK hücre aktivitesinin down-regülasyonunda ve T hücre cevaplarının gelişiminde 

düzenleyici rolü olduğu gösterilmiştir [193]. 

NKp46 ligandı ifade eden nötrofillerin NK hücreleriyle etkileşimi sonucunda, 

kaspaz aracılı nötrofil apoptozisi ve Fas/FasL yoluyla NK hücreleri tarafından 

nötrofillerin lize edildiği gösterilmiştir. NKp46+ NK hücreleri aracılığıyla oluşan 

apoptozis, istenmeyen immün cevaplardan kaçınmak için efektör hücreleri yok ederek 

enflamasyonun sonlanmasına aracılık etmektedir [17].  

Periodontit fare modellerinde, çeşitli bakterilerin NKp46’ya direkt olarak 

bağlandığı ve yüksek miktarlarda TNF- üretimiyle abartılı bir immün yanıt 

oluşturduğu gösterilmiştir [194]. 
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2.6.3. CD94/NKG2 Ailesi   

NK hücre grup 2 (NK cell group 2-NKG2) ailesi C-tipi lektin benzeri reseptörler 

grubundandır. NKG2 grubu, CD94/NKG2C ve HLA-E için spesifik E reseptörlerinden 

oluşmaktadır. Bir membran glikoproteini olan CD94 ile NKG2 heterodimer olarak ifade 

edilmektedir. CD94/NKG2C ve CD94/NKG2E, DAP12 sinyal molekülleri aracılığıyla 

sinyal iletmektedir [195]. NKG2 ailesine ait olan diğer bir reseptör ise NKG2D’dir.  

2.6.4. NKG2D 

NKG2D geni 12. kromozom üzerinde NK gen kompleksi bölgesinde lokalize 

olmuştur [196]. NKG2D evrimsel süreçte oldukça korunmuştur ve düşük sayıda 

nükleotid değişimleri içermektedir [197]. NKG2D yapısal olarak bir C-tipi lektin 

benzeri transmembran reseptörüdür ve homodimer olarak ifade edilmektedir [198]. 

NKG2D, DAP10 adaptör molekülü aracılığıyla sinyal ileterek güçlü sitotoksik cevaplar 

oluşturmaktadır [199].  

NKG2D proteini, tüm NK hücrelerinde, aynı zamanda  T, CD8+ T ve aktive 

CD4+ T hücreleri tarafından ifade edilmektedir [200]. Hiperproliferatif hücreler, 

transforme hücreler, patojenlerle enfekte hücrelerin eliminasyonunda ve stresle uyarılan 

moleküllerin tanınması için genel bir sensör olarak görev yapmaktadır [201]. 

NKG2D’nin hücreler üzerindeki ifadesi sitokinlerle değiştirilebilmektetir. IL-2, 

IL-7, IL-12, IL-15 ve IFN- ile NKG2D ifadesi arttırılmakta; TGF-, IL-21, IL-4, IFN-

 ile ise azaltılmaktadır [202].  

NKG2D ligandlarının sağlıklı hücrelerin yüzeyinde genellikle bulunmamasına 

karşılık, viral enfeksiyonlar veya malign değişimler ile oluşan hücresel stres sonucunda 

ifade edilmektedir [203]. NKG2D MHC-Sınıf I benzeri proteinlere bağlanmaktadır. 

MICA/MICB ve UL-16 bağlayan protein (UL-16 binding proteins - ULBPs) NKG2D 

ligandları olarak belirlenmiştir [201]. ULBP proteinlerinin NKG2D aracılığıyla NK 

hücrelerine çapraz bağlanması NK hücre sitotoksik kapasitesini arttırmakta ve IFN-, 

TNF-, lenfotoksin, GM-CSF, CCL1 ve CCL4’ün üretimini uyarmaktadır [204]. 

MICA proteini enfekte ve malign transforme hücrelerin yüzeyindeki gösterime ek 

olarak hücre aktivasyonu sürecinde de ifade olmaktadır [205, 206]. MICA molekülünün 

NKG2D’ye bağlanması sonucu strese yol açan hücre lize olmakta ve NKG2D ifade 

eden hücreden IFN- salınmaktadır [207].   
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2.7. T Lenfositleri 

T lenfositleri timusta olgunlaşmakta ve burada T hücre reseptörü ifade etmeye 

başlamaktadır. Yüzeylerinde ya CD8 glikoproteini (CD8+ T lenfositleri - sitotoksik T 

hücreleri) ya da CD4 glikoproteini (CD4+ T lenfositleri - yardımcı T hücreleri) ifade 

etmektedir. CD4+ T hücreleri farklı sitokin sekresyonlarına göre alt gruplara 

farklılaşmaktadır: Th1, Th2, Th9, Th17, Th22, T regülatör (Treg) ve T folüküler 

hücreler (TFH) [208]. Tüm CD4+ Th1 alt grupları naif CD4+ T hücrelerinden spesifik 

sitokinler ile farklılaşmaktadır. Naif CD4+ T hücrelerinden IFN- ve IL-12 etkisiyle 

Th1’e; IL-4 etkisi ile Th2’ye; IL-1, IL-6 ve IL-23 etkisiyle ise Th17 hücrelerine 

farklılaşma gerçekleşmektedir [209].  

T hücrelerinin yüzeylerinde T hücre reseptörü (THR) peptid yüklü MHC 

moleküllerini tanıyarak T hücrelerini aktive etmektedir [210]. Aktive olan T hücreleri, T 

hücrelerinin büyüme ve çoğalmalarını sağlayan IL-2 üretmekte ve aktive olan T hücresi, 

mikroçevresinde içerdiği sitokinlere göre ayrı efektör özellikler gösteren alt gruplara 

farklılaşmaktadır [211]. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Olgular 

Çalışmaya aktif ve inaktif dönemindeki Behçet hastaları ile sağlıklı kontroller 

dâhil edilmiştir. Çalışmanın tüm deneysel aşamaları İstanbul Üniversitesi Aziz Sancar 

Deneysel Tıp Araştırma Enstitüsü, İmmünoloji Anabilim Dalı laboratuvarında 

gerçekleştirilmiştir. 

3.1.1. Behçet Hasta Grubu 

Çalışmaya İstanbul Üniversitesi Tıp Fakültesi İç Hastalıkları Anabilim Dalı, 

Romatoloji Bilim Dalı polikliniğinde takip edilen, ”Uluslararası Behçet Hastalığı 

Çalışma Grubu’’nun kriterlerine göre BH tanısı almış, 18-60 yaş aralığındaki, başka bir 

kronik hastalığı olmayan Behçet hastaları dâhil edilmiştir. 

Uluslararası Behçet Hastalığı Çalışma Grubu’nun tanımladığı tanı kriterleri 

aşağıda belirtilmiştir: 

1- Oral ülser (1 yıl içinde en az 3 kez tekrarlayan), 

2- Genital ülser, 

3- Göz lezyonları,  

4- Deri lezyonları, 

5- Deri Paterji Testi’nin pozitifliğidir. 

Tekrarlayan oral ülserlere ek olarak en az iki bulgunun bulunması ile BH tanısı 

koyulabilmektedir [212]. Hastaların klinik özellikleri Tablo 3-1’de gösterilmiştir. 

3.1.2. Sağlıklı Kontrol Grubu 

Kronik bir hastalığı ve enfeksiyonu olmayan, hastalarla yaş ve cinsiyet uyumlu 

sağlıklı erişkin gönüllüler çalışmaya alınmıştır. 

3.2. Örneklerin Toplanması 

Hasta ve sağlıklı kontrol grupları araştırmamız hakkında bilgilendirildikten sonra, 

çalışmaya katılmayı kabul eden ve Aydınlatılmış Onam Formu imzalayan bireylerden, 

heparinize tüpe 15 mL periferik kan örneği alınmıştır. Çalışmaya aktif (n= 7;  yaş 

ortalaması= 32; 4 kadın-3 erkek) ve inaktif dönemde olan (n= 7; yaş ortalaması= 39; 5 
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kadın-2 erkek) Behçet hastaları ile sağlıklı kontroller (n= 6; yaş ortalaması= 37; 3 

kadın-3 erkek) alınmıştır.  

Tablo 3-1: Hastaların yaş, cinsiyet ve klinik özellikleri 

Hasta    Yaş Cinsiyet Hastalık 

Aktivitesi 

 Tutulum Tedavi 

Hasta 1 41 Kadın İnaktif Mukokutenöz Hücre siklus 

inhibitörü 

Hasta 2 36 Kadın İnaktif Mukokutenöz Hücre siklus 

inhibitörü 

Hasta 3 30 Kadın İnaktif Mukokutenöz Hücre siklus 

inhibitörü 

Hasta 4 30 Kadın Aktif Mukokutenöz, göz Hücre siklus 

inhibitörü, 

DNA sentez 

inhibitörü 

Hasta 5 21 Erkek İnaktif Mukokutenöz, vasküler, göz Hücre siklus 

inhibitörü 

Hasta 6 26 Erkek Aktif Mukokutenöz, vasküler, göz Hücre siklus 

inhibitörü, 

DNA sentez 

inhibitörü 

Hasta 7 28 Kadın Aktif Mukokutenöz, vasküler, 

pulmoner arter 

DNA sentez 

inhibitörü, 

Hücre siklus 

inhibitörü, 

steroid 

Hasta 8 38 Erkek Aktif Mukokutenöz Hücre siklus 

inhibitörü, 

Steroid 

Hasta  9 50 Kadın İnaktif Mukokutenöz, vasküler, göz Hücre siklus 

inhibitörü 

Hasta  10 65 Kadın İnaktif Mukokutenöz, vasküler Hücre siklus 

inhibitörü 

Hasta  11 30 Kadın İnaktif Mukokutenöz, vasküler Hücre siklus 

inhibitörü 

Hasta  12 38 Kadın Aktif Mukokutenöz, üveit Hücre siklus 

inhibitörü 

Hasta  13 42 Kadın Aktif Mukokutenöz, vasküler Hücre siklus 

inhibitörü 

Hasta  14 28 Erkek Aktif Mukokutenöz Hücre siklus 

inhibitörü 

 

Hücre siklus inhibitörü: Kolşisin, DNA sentez inhibitörü: Azatioprin 
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3.3. Deneylerde Kullanılan Kimyasallar ve Sarf Malzemeleri 

      Çalışmada kullanılan monoklonal antikorlar Tablo 3.2’de listelenmiştir.  

 
Tablo 3-1: Çalışmada kullanılan monoklonal antikorlar 

     

Çalışmada kullanılan kimyasallar Tablo 3.3’de listelenmiştir. 

BELİRTEÇ FLUROKROM  KLON FİRMA  

CD3 FITC  HIT3a                eBioscience,  San Diego, CA 
 

CD3 APC  HIT3a BD, San Jose, CA 
 

CD4 PER-CP  S3.5 
Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,  

CA, USA 

 

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 
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Tablo 3-2: Çalışmada kullanılan solüsyonlar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Çalışmada kullanılan gereçler Tablo 3.4’de listelenmiştir. 

 
Tablo 3-3: Çalışmada kullanılan gereçler 

           

 

 

 

 

 

          

     

Çalışmada kullanılan cihaz ve yazılım Tablo 3.5’de listelenmiştir 

KULLANILAN SOLÜSYONLAR    FİRMA 

10X Fosfat Tampon Tuz Çözeltisi (PBS)    Lonza, Belçika 

Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester (CFSE)    Life Tec., İngiltere 

Ficoll Solüsyonu                Biochrom AG, Berlin, Almanya 

100X Penisilin ve streptomisin karışımı    Lonza, Belçika 

RPMI 1640     Lonza, Belçika 

Fetal Sığır Serumu (FCS)    Lonza, Belçika 

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 

Ionomisin    Biolegend, San Diego, CA 

KULLANILAN GEREÇLER   FİRMA 

Falkon Tüpler (15 ve 50ml), corning santrifüj tüpleri   Sigma-aldrich, Almanya 

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

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

Pastör pipetleri (brand pipet)   Sigma-aldrich, Almanya 

5mL polistren tüpler (corning brand)     BD Bioscience, ABD 
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Tablo 3-4: Çalışmada kullanılan cihaz ve yazılımlar 

 

 

 

 

 

 

 

     

 

  

 

Çalışmada kullanılan rekombinant sitokinler Tablo 3.6’da listelenmiştir. 

 

Tablo 3-5: Çalışmada kullanılan rekombinant sitokinler 

 

 

 

 

 

 

3.4. Çalışma Şeması 

Behçet hastaları ve kontrol gruplarından heparinli tüpe alınan kanlardan 

PKMH’ler izole edilmiştir. İzole edilen hücrelerden eş zamanlı olarak NK sitotoksisite 

deneyi, CD107a deneyi ve farklı sitokin kombinasyonlarının varlığında gerçekleştirilen 

hücre kültürünün ardından hücre yüzey moleküllerinin ifade ölçümü ve proliferasyon 

deneyleri yapılmıştır.   

KULLANILAN CİHAZ VE YAZILIM  FİRMA 

Akan Hücre Ölçer BD FACSAria II 

Akan Hücre Ölçer BD FACSCalibur 

Santrifüj NÜVE NF 1200R 

İnkübatör Thermo SCIENTIFIC  

Hücre Sayım Cihazı 
Rayto Auto Hematology 

Analyzer 

Laminar Flow NÜVE LN 120 

Diva Yazılım BD 

KULLANILAN REKOMBİNANT  

SİTOKİNLER 
   

 
FİRMA 

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 
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Şekil 3-1: Çalışma planının şematik gösterimi  

 

3.5. PKMH İzolasyonu 

Hasta ve sağlıklı kontrol gruplarından alınan heparinize periferik venöz kan 

örnekleri (15 mL), 1:1 oranında PBS ile dilüe edilmiştir. Falkon tüp içine kan miktarı 

kadar oda sıcaklığındaki steril Ficoll solüsyonu eklendikten sonra, üzerine Ficoll 

solüsyonunun iki katı kadar, 1:1 oranında dilüe edilmiş olan kan örneği Pastör pipeti 

yardımıyla eklenmiştir. Bu işlem sırasında Ficoll ve kan örneğinin birbirine 

karışmamasına dikkat edilmiştir. Falkon tüp 2000 devirde 25 dakika santrifüj edilerek 

kan örneğinin yoğunluk farkına göre katmanlara ayrılması sağlanmıştır. En üstte 

bulunan plazma tabakası uzaklaştırıldıktan sonra, Ficoll ile plazma arasında bulunan, 

PKMH’lerin oluşturduğu bulutsu “interfaz” tabakası pastör pipeti ile toplanarak 15 

ml'lik steril Falkon tüpüne alınmıştır. Toplanan PKMH’lerin üzerine yıkama amaçlı 

steril PBS çözeltisi eklendikten sonra 2000 devirde 10 dakika santrifüj edilmiştir. 

Santrifüj sonrası üst sıvı uzaklaştırılıp, çöktürülmüş olan PKMH'ler üzerine tekrar steril 

PBS eklenerek 10 dakika 1800 devirde ikinci kez yıkama işlemi yapılmıştır. Yıkama 

sonrası üst sıvıları uzaklaştırılan PKMH'lerin üzerine 2 ml zenginleştirilmiş (% 1 

streptomisin + penisilin, % 10 FCS, % 1 L-glutamin ile) RPMI-1640 medyumu 

eklenmiş ve otomatik kan sayım cihazı kullanılarak hücre sayımı yapılmıştır. 

 

PKMH 

İZOLASYONU 

SİTOKİNLERLE  

UYARIM VE  

HÜCRE KÜLTÜRÜ 

 

CD107a 

DEGRANÜLASYON 

DENEYİ 

NK  

SİTOTOKSİSİTE 

DENEYİ 

HÜCRE YÜZEY 

BOYAMA 

   PROLİFERASYON  

DENEYİ 
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3.6. Hücre Kültürü ve Sitokinlerle Uyarım 

PKMH'ler her kuyucukta 1x106 hücre/mL olacak şekilde 24 kuyucuklu steril 

kültür plaklarına eklenmiştir. Hücreler IL-12, IL-15, IL-18 ve IL-23 sitokin 

kombinasyonları ile ve sitokin ilavesi yapılmadan kültüre edilmiştir. Sitokinlerin 

eklenmesini takiben pipetaj yapılarak hücrelerin homojen bir şekilde karışması 

sağlanmıştır.  Kültür plakları 370C'de % 5 CO2 içeren etüvde 48 saat süreyle kültüre 

alınmıştır. Tablo 3.7’de her bir kuyucukta kullanılan sitokin kombinasyonları ve 

konsantrasyonları gösterilmektedir. 

 
Tablo 3-6: Hücre kültüründe kullanılan sitokin kombinasyonları ve dozları [213-216] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

3.7. Hücre Yüzey Boyama  

Farklı sitokin kombinasyonları ile 48 saat inkübe edilen PKMH’ler toplanarak 

üzerlerine PBS eklenmiş ve 1800 devirde 10 dakika santrifüj edilerek yıkama 

yapılmıştır. Üst sıvı uzaklaştırıldıktan sonra hücre yüzey molekül ifadelerini tespit 

etmek amacıyla boyama işlemine geçilmiştir. Bu amaçla anti-CD3-FITC, -CD4-Per-CP, 

-CD8-APC-Cy7, -CD69-Pasific blue, -CD16-PE-Cy7, -IL12Rβ2-APC işaretli 

monoklonal antikorlar içeren 3 tüp hazırlanmış ve her birine PE işaretli anti-NKp30, -

NKp46 ve -NKG2D monoklonal antikorları ayrı ayrı eklenmiştir. Daha sonra bu tüplere 

2.5x105 hücre/mL içerecek miktarda PKMH süspansiyonu eklenerek, 20 dakika 

karanlıkta ve oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. İnkübasyonu takiben üzerlerine PBS 

eklenen tüpler, 1800 devirde 10 dakika santrifüj edildikten sonra üst sıvı uzaklaştırılmış 

ve hücrelerin üzerine 300 L PBS eklenerek akan hücre ölçer cihazında 

KUYU  UYARIM REKOMBİNANT SİTOKİN DOZLARI 

1 UYARIMSIZ UYARIMSIZ 

2 IL-12+IL-18 IL-12 (1ng/mL) + IL-18 (100 ng/mL) 

3 IL-12+IL-23 IL-12 (1ng/mL) + IL-23 (10 ng/mL) 

4 IL-18+IL-23 IL-18 (100 ng/mL) + IL-23 (10 ng/mL) 

5 IL-12+IL-15 IL-12 (1ng/mL) + IL-15 (10 ng/mL) 

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

7 IL-18+IL-15 IL-18 (100 ng/mL) + IL-15 (10 ng/mL) 
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değerlendirilmiştir. Total lenfositler, T hücreleri ve NK hücreleri CD69, IL-12Rβ2, 

NKG2D, NKp30 ve NKp46 ifadeleri açısından incelenmiştir. 

3.8. NK Sitotoksisite Ölçümü 

NK hücre sitotoksik aktivitesinin saptanması amacıyla hedef hücre olarak K562 

eritromiyeloid lösemi hücre serisi kullanılmıştır. RPMI-1640 medyumunda yaşatılan 

K562 hücre süspansiyonunun üzerine canlı hücreleri saptamak amacıyla 4 l CFSE (10µM) 

eklenerek, karanlık ortamda 10 dk +40C'de inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası K562 

hücrelerinin üzerine steril soğuk PBS eklenerek, 5 dakika 2000 devirde santrifüj edilmiştir. 

Üst sıvıları uzaklaştırılan hücrelerin üzerine 2 ml RPMI-1640 eklendikten sonra hücre 

sayımı yapılmıştır. 

PKMH'ler ve CFSE ile işaretlenmiş olan K562’ler, efektör:hedef oranı 10:1 

(5x105 PKMH ve 5x104 K-562) olacak şekilde 48 kuyucuklu kültür plaklarına 

eklenerek, üzerlerine 500 L’ye tamamlanacak miktarda RPMI-1640 eklenmiş ve 

pipetaj yapılarak hücrelerin karışması sağlanmıştır. Kontrol olarak yalnız K562 ve 

yalnız PKMH'lerin bulunduğu kuyucuklar hazırlanmıştır. Hücreler 370C % 5 CO2 içeren 

etüvde 4 saat kültüre alınmıştır.  

Kültür sonrası hücreler toplanarak tüplere alınmış ve üzerlerine ölü hücreleri 

işaretlemek amacıyla 5 µl Propidium Iodid (10µg/mL) eklenerek -200C'de 5 dakika 

inkübe edilmiştir. Yalnız K562, yalnız PKMH ve PKMH+K562 içeren tüpler akan 

hücre ölçer cihazı ile değerlendirilmiştir. PKMH+K562 tüpünde K562 popülasyonu 

kapılanarak, propidium iodid ile boyanmış olan ölü K562 hücre oranının saptanmasıyla 

sitotoksik aktivite tayini yapılmıştır.   

3.9. Proliferasyon  Deneyi 

PKMH’ler izole edildikten sonra, 2 mL medyum içinde 1x106 hücre bulunacak 

şekilde hücre sayımı yapılmıştır. Hücrelerin üzerine floresan bir boya olan CFSE (1 

uM/mL) eklenip pipet yardımıyla karıştırıldıktan sonra karanlıkta 6 dakika +40C’de 

inkübe edilmiştir. CFSE ile işaretlenen hücreler 2 kez PBS ile yıkanmış ve üzerine 1 mL 

RPMI-1640 eklenerek otomatik hücre sayım cihazıyla hücre sayımı yapılmıştır. 

PKMH’ler, 96 kuyucuklu düz tabanlı kültür plağı içine, her kuyucuğa 1x105 hücre 

olacak şekilde 200 L hacimde eklenmiştir. Hücrelerin üzerine hr IL-23, hr IL-12, hr 

IL-15 ve hr IL-18’in farklı kombinasyonları (Tablo 3.7) eklenip 370C % 5 CO2 içeren 
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etüvde 5 gün inkübe edilmiştir. Kültür sonrası hücreler 2 ml’lik tüplere alınarak anti-

CD3-APC ve -CD56-PE-Cy7 monoklonal antikorları ile boyanmıştır. Akan hücre 

ölçerde yapılan değerlendirmede, CD3+ T ve CD3-CD56+ NK hücrelerinin proliferatif 

kapasiteleri analiz edilmiştir. 

3.10. CD107a Degranülasyon Deneyi 

PKMH’lerin sayımı yapılarak 1x106 hücre/mL olacak şekilde zenginleştirilmiş 

RPMI-1640 içerisinde homojen dağılımı sağlanmıştır. Hücreler (2 x105) stimülasyonsuz 

ve K562 hücreleri ile efektör:hedef oranı 10:1 olacak şekilde uyarılmıştır. Her kuyuya 

PE işaretli CD107a antikoru eklenerek oluşturulan hücre karışımları 370C’de % 5 CO2 

içeren etüvde 5 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyonun 1. saatinde kuyulara monensin (6 

µg/mL) eklenmiştir. İnkübasyon sonunda hücreler anti-CD3-FITC ve CD16-PE-Cy5 ile 

boyanıp, akan hücre ölçer cihazında analiz edilmiştir. 

3.11. İstatistik  

Çalışmada elde edilen verilerin istatistiksel hesaplamaları SPSS 20 (SPSS Inc., 

Chicago, IL, USA) istatistik programı kullanılarak yapılmıştır. Verilerin normal 

dağılımları Shapiro - Wilk testi kullanılarak değerlendirilmiş, elde edilen veriler p<0.05 

olduğu için istatistiklerde non-parametrik testler kullanılmıştır. İki grubun 

karşılaştrılmasında Mann-Whitney U testi kullanılmış, sonuçların p=0.05’ten küçük 

olması anlamlılık seviyesi olarak kabul edilmiştir. Veriler bar grafikleri ile ortalama ± 

standart sapma (SD) olarak sunulmuştur. 
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4. BULGULAR 

4.1. CD4+, CD8+ T ve CD3-CD16+ NK Hücrelerinde CD69, IL-12Rβ2, NKG2D, 

NKp30 ve NKp46 Oranları 

Aktif ve inaktif dönemdeki Behçet hastaları ile sağlıklı kontrollerin periferik kan 

örneklerinden elde edilen PKMH’ler, US koşulda 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 kombinasyonları ile 

uyarılarak kültüre edilmiştir. Kültür sonrası CD69, IL-12Rβ2, NKG2D, NKp30 ve 

NKp46 hücre yüzey ifade oranları; CD4+, CD8+ T ve CD3-CD16+ NK hücre 

popülasyonları içerisinde akan hücre ölçer cihazında analiz edilmiştir. Lenfosit 

popülasyonu forward-scatter (FSC) ve side-scatter (SSC) özelliklerine göre hücrelerin 

büyüklük ve granülariteleri değerlendirilerek belirlenmiştir.  

4.1.1. CD4+ T Lenfositlerdeki CD69, IL-12Rβ2, NKG2D, NKp30 ve NKp46 

Oranları  

4.1.1.1. CD4+ Hücre Popülasyonunda CD69 Oranları 

Aktif belirteci olarak kullanılan CD69 proteininin, aktif ve inaktif dönemdeki 

Behçet hastaları ile sağlıklı bireylerdeki ifadeleri incelenmiştir. Bu amaçla, Behçet hasta 

grupları ile sağlıklı kontrol grubu PKMH’lerinin farklı sitokin kombinasyonları ile 

uyarımı yapılarak kültüre edilmesinden sonra, CD3+ T lenfositlerin içerisinden CD4+ T 

lenfosit kapısı alınarak CD3+CD4+ T lenfositlerinde CD69 oranı incelenmiştir. Sağlıklı 

bir bireye ait US ve farklı sitokinlerle uyarım sonucu saptanan CD4+CD69+ hücrelerin 

akan hücre ölçer analiz çıktısı Şekil 4.1’de örnek olarak sunulmuştur. 
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Şekil 4.1: US ve farklı sitokin kombinasyonları ile uyarım sonucu CD3+ T lenfosit 

kapısında CD4+CD69+ hücreler 

 

C
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 CD4 

US IL-12+IL-18 IL-12+IL-15 

IL-23+IL-15 

IL-12+IL-23 IL-18+IL-23 IL-18+IL-15 
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CD4+ T lenfosit populasyonu içindeki CD69 ifade oranları incelendiğinde; US 

durumda ve IL-12+IL-18 ile uyarımda aktif grupda inaktif gruba göre daha yüksek 

oranda CD69 ifadesi belirlenmesine karşın, IL-23+IL-15 ile uyarımda inaktif grubunda 

aktif grubuna göre artış olduğu saptanmıştır (sırasıyla, p=0.008, p=0.03 ve p=0.009). 

IL-12+IL-15, IL-23+IL-15 ve IL-18+IL-15 ile uyarımlar sonucu inaktif grup Behçet 

hastalarının CD69 oranlarının sağlıklı kontrol grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı 

derecede yüksek olduğu saptanmıştır (sırasıyla, p=0.01, p=0.016 ve p=0.009). Aktif 

dönemindeki Behçet hastaları ile sağlıklı kontrol grupları karşılaştırıldığında ise, IL-

23+IL-15 ile uyarım sonucu inaktif grupda CD69 ifade oranının anlamlı derecede 

yüksek olduğu görülmüştür (p=0.009). 

 

 

Şekil 4.2: Aktif, inaktif ve kontrol gruplarında CD3+CD4+CD69+ hücre oranları 

4.1.1.2. CD4+ T Hücre Popülasyonunda IL-12Rβ2 Oranı 

Çalışmamızda, Behçet hastalarında hastalığa yatkınlık geni olarak belirlenen IL-

12Rβ2’nin CD3+CD4+ T lenfosit populasyonunda IL-12Rβ2 ifade oranı araştırılmıştır. 

Behçet hasta ve sağlıklı kontrol gruplarında CD4+ T hücrelerinde IL-12Rβ2 ifade 

düzeyleri belirlenmiştir. Bu amaçla, hasta ve sağlıklı gruplardan elde edilen PKMH’ler 

US koşulda ve farklı sitokin kombinasyonları ile uyarılarak kültüre edildikten sonra, 

CD3+ T lenfosit popülasyonu içerisinden CD4+ T lenfosit kapısı alınmıştır. Sağlıklı bir 

bireye ait CD3+CD4+IL-12Rβ2+ hücre grupları Şekil 4.3’de görülmektedir. 
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Şekil 4.3: Farklı sitokin kombinasyonları ile uyarım sonucunda lenfosit populasyonu 

içindeki CD3+CD4+IL-12Rβ2+ hücreler  
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US şartlarda ve farklı sitokin kombinasyonları ile uyarımları takiben, aktif ve 

inaktif dönemdeki Behçet hastaları ve sağlıklı kontrol grupları arasında, IL-12Rβ2 

oranları açısından istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmamıştır (p>0.05) (Şekil 4.4).  

 

Şekil 4.4: Farklı sitokin kombinasyonları ile uyarımlar sonucu hasta ve kontrol grubu 

lenfosit popülasyonlarında CD3+CD4+IL-12Rβ2+ hücre oranları 

 

4.1.1.3. CD4+ T Hücre Populasyonunda NKG2D, NKp30 ve NKp46 Hücre 

Oranları 

US koşulda ve farklı sitokin kombinasyonları ile uyarımı takiben, aktif ve inaktif 

dönemdeki Behçet hastaları ve sağlıklı kontrol gruplarındaki CD4+ T lenfosit oranları 

ile CD4+NKG2D+, CD4+NKp30+ ve CD4+NKp46+ hücre oranları değerlendirilmiştir. 

Bu amaçla, kültür sonrası PKMH total lenfositleri içinden CD3 kapısı alındıktan sonra 

CD4+ T hücre grubu tespit edilmiş ve CD4 ile birlikte NKG2D, NKp30 ve NKp46 

pozitifliği gösteren hücreler analiz edilmiştir. Sağlıklı bir bireyin farklı kültür koşulları 

sonrasında yapılan analiz sonuçları Şekil 4.5’de gösterilmiştir. 
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Şekil 4.5: CD3+CD4+ T Lenfosit kapısında US ve farklı sitokin kombinasyonları ile uyarım 

sonucu NKG2D, NKp30 ve NKp46 oranları 
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Sağlıklı bireylerde CD4+ T hücre grubunda NKG2D, NKp30 ve NKp46 ifadeleri 

US koşulda oldukça düşük oranlarda saptanmıştır (sırasıyla, % 0.5, % 0.4 ve % 0.6). 

 IL-12+IL-15, IL-23+IL-15 ve IL-18+IL-15 sitokin kombinasyonları ile 

uyarımlarda hem aktif-inaktif hem de kontrol-inaktif grupları arasında CD4+NKG2D+ 

lenfosit yüzdesinde inaktif grupda artış belirlenmiştir (sırasıyla, p=0.009, p=0.008, 

p=0.009, p=0.03, p=0.009 ve p=0.01). US koşulla karşılaştırıldığında, IL-15’in dahil 

olduğu sitokin kombinasyonları ile uyarımın, hastalar ve sağlıklı kontrol gruplarındaki 

CD4+NKG2D+ hücre oranlarında artışa neden olduğu görülmüştür. Özellikle, US 

koşulda inaktif (% 0.6) ve sağlıklı kontrol (% 0.4) gruplarında düşük düzeylerde olan 

CD4+NKG2D+ oranının, IL-23+IL-15 uyarımı sonucu artma eğiliminde olduğu 

gözlenmiştir (sırasıyla, % 3.7 ve % 1.8) (Şekil 4.6). 

İnaktif Behçet hastalarındaki CD4+NKp30+ lenfositlerin, IL-12+IL-15, IL-18+IL-

15 ve IL-23+IL-15 ile uyarımı sonucunda, aktif ve sağlıklı kontrol gruplarına oranla 

düşük olduğu gözlenmesine karşılık anlamlı bir fark saptanmamıştır (Şekil 4.6). 

IL-12+IL-18 ve IL-12+IL-23 sitokinleriyle uyarım sonrası inaktif Behçet 

hastalarındaki CD4+NKp46+ lenfosit oranlarının aktif gruba göre anlamlı derecede 

düşük olduğu tespit edilmiştir (sırasıyla, p=0.008, p=0.01) (Şekil 4.7). IL-15+IL-23 ve 

IL-18+IL-15 ile uyarımı takiben aktif grupdaki CD4+NKp46+ lenfosit oranlarının ise 

kontrol grubu Behçet hastalarına göre düşük olduğu belirlenmiştir (p=0.047, p=0.01) 

(Şekil 4.6).  

IL-12+IL-23, IL-18+IL-23 ve IL-18+IL-15 sitokin kombinasyonları ile uyarım 

sonrasında, inaktif dönem hasta grubundaki CD4+NKp46+ lenfosit düzeylerinde sağlıklı 

kontrol grubuna göre azalma olduğu saptanmıştır (sırasıyla, p=0.015, p=0.027 ve 

p=0.03) (Şekil 4.6). 
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Şekil 4.6: PKMH’lerin US koşulda ve farklı sitokin kombinasyonları ile uyarımları sonucu 

CD3+CD4+ T lenfosit popülasyonundaki NKG2D, NKp30 ve NKp46 oranları 
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4.1.2. Behçet Hasta Grupları ve Sağlıklı Kontrol Grubunda CD69, IL-12RB2,  

CD8+NKG2D+, CD8+NKp30+ ve CD8+NKp46+ Hücre Oranları 

4.1.2.1. CD8+ Hücre Populasyonunda CD69 Oranları 

Sağlıklı bir bireyde FSC/SSC histogramında total lenfosit kapısı işaretlendikten 

sonra, CD3+ T hücreleri CD3/SSC histogramında kapılanmış, takiben CD8+ T hücreleri 

işaretlenmiştir. US ve farklı sitokin kombinasyonları ile uyarım sonucu CD8 ve CD69 

ifadesini gösteren akan hücre ölçer analizi Şekil 4.7’de gösterilmiştir. 

 

                 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Şekil 4.7: CD8+ hücre kapısındaki CD8+CD69+ lenfositlerin akan hücre ölçer ile gösterimi 
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US koşulda sağlıklı bireylerdeki CD3+CD8+ T lenfositlerin CD69+ oranı % 2 

olmasına karşılık, IL-15’in dâhil olduğu sitokin kombinasyonları ile uyarımları takiben 

yaklaşık 15 kat arttığı gözlenmiştir.  

US koşulda, aktif dönemdeki Behçet hastalarının CD69+ lenfosit oranları, hem 

inaktif dönemdeki Behçet hastalarına hem de kontrol grubuna göre anlamlı derecede 

yüksek bulunmuştur (sırasıyla, p=0.012, p=0.01). Aktif Behçet hastaları sağlıklı kontrol 

grubu ile karşılaştırıldığında, IL-12+IL-18 ve IL-12+IL-23 sitokin kombinasyonları ile 

uyarım sonrası aktif grup CD69+ lenfosit yüzdesindeki artışın  sağlıklı kontrol grubuna 

göre anlamlı derecede yüksek olduğu belirlenmiştir (sırasıyla, p=0.02 ve p=0.009). 

Lenfositlerin IL-12+IL-15 ve IL-18+IL-15 ile uyarımı sonucu inaktif grupdaki CD69+ 

lenfosit yüzdesinin sağlıklı kontrol grubuna göre daha yüksek olduğu tespit edilirken, 

IL-12+IL-23 ve IL-18+IL-23 ile uyarım sonrası aktif grubun inaktif gruba göre artış 

olduğu saptanmıştır (sırasıyla, p=0.009,  p=0.03, p=0.009 ve p=0.03) (Şekil 4.8). 

 

 

Şekil 4.8: CD3+CD8+CD69+ hücre oranlarının gruplar arasında karşılaştırılması 

4.1.2.2. CD8+ T Hücre Popülasyonunda IL-12RB2 Oranları 

Sağlıklı bir bireyde total lenfosit kapısı alındıktan sonra, CD3+ T hücreleri 

CD3/SSC histogramında kapılanmasının ardından CD8+ T hücreleri işaretlenmiştir. US 

ve farklı sitokin kombinasyonları ile uyarım sonucu CD8 ve IL-12Rβ2 ifadesini 

gösteren örneğin akan hücre ölçerden alınan analiz görüntüleri Şekil 4.9’da 

gösterilmiştir. 
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Şekil 4.9: CD3+ ve CD8+ T hücre kapısı içinde farklı sitokin kombinasyonlarına yanıtta 

IL-12Rβ2 oranları 
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US koşulda CD3+CD8+ T lenfositlerinde % 10 oranında ifade edilen IL-12Rβ2, 

IL-12+IL-23 ve IL-18+IL-23 sitokin kombinasyonları ile uyarım sonucunda artış 

göstermiştir.  

Gruplar arasında CD3+CD8+ T hücreleri, IL-12Rβ2 ifade oranları yönünden 

değerlendirildiğinde; US koşulda ve sitokin kombinasyonları ile uyarımlar sonucunda 

aktif, inaktif ve sağlıklı kontrol grupları arasında anlamlı fark belirlenmemiştir (p>0.05) 

(Şekil 4.10). 

 

 

Şekil 4.10: Farklı sitokin kombinasyonları ile uyarım sonrası CD3+CD8+IL-12R β2+ hücre 

oranları 

  

4.1.2.3. CD8+ T Hücre Populasyonunda NKG2D, NKp30 ve NKp46 Oranları 

Aktif ve inaktif dönemindeki Behçet hastaları ile sağlıklı bireylerdeki CD8+, 

CD8+NKG2D+, CD8+NKp30+ ve CD8+NKp46+ hücre oranlarını tespit etmek amacıyla, 

farklı koşullarda kültüre edilen PKMH’ler içerisinde total lenfosit kapısındaki CD3+ T 

hücreleri kapılanarak CD8+ T hücreleri seçilmiş ve NKG2D, NKp30 ve NKp46 oranları 

değerlendirilmiştir. Sağlıklı bir bireyden alınan örneğin akan hücre ölçer cihazında 

yapılan analiz sonuçları Şekil 4.11’de gösterilmiştir. 
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Şekil 4.11: CD8+NKG2D+, CD8+NKp30+ ve CD8+NKp46+ hücre oranlarının CD3+CD8+ T 

hücre kapısı içinde değerlendirilmesi 
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US ve farklı sitokin kombinasyonları ile uyarım sonucu, Behçet hasta grupları ve 

kontrol grupları arasında CD3+CD8+NKG2D+ lenfosit yüzdesi yönünden anlamlı bir 

fark saptanmamıştır (p>0.05). US durumda, IL-15’in dâhil olduğu sitokin 

kombinasyonları ile uyarım sonucu, hastalar ve sağlıklı kontrol grubu CD8+NKG2D+ 

hücre oranlarında artış görülmüştür. Özellikle, US koşulda aktif (% 40), inaktif (% 49) 

ve sağlıklı kontrol (% 42) gruplarında düşük düzeylerde olan CD8+NKG2D+ hücre 

oranının, IL-12+IL-15 uyarımı ile dikkate değer şekilde artma eğiliminde olduğu 

gözlenmiştir (sırasıyla, % 72, % 79 ve % 70). 

US koşulda aktif grupda ve sağlıklı kontrol grubunda CD8+NKp30+ lenfosit oranı 

yaklaşık % 1, inaktif grubunda ise % 3.4 olarak saptanmıştır. IL-12+IL-15, IL-18+IL-15 

ve IL-23+IL-15 sitokin kombinasyonları ile uyarım sonrası, sağlıklı kontroller 

(sırasıyla, % 3.6, % 2 ve % 2) ve aktif grubu US duruma göre (sırasıyla, % 2, % 3 ve % 

2.2) artış gösterirken inaktif grupdaki (sırasıyla, % 3.4, % 3.5 ve % 2.8) CD8+NKp30+ 

hücre oranlarında istatistiksel olarak anlamlı fark saptanmamıştır (p>0.05). 

US durumda, CD8+NKp46+ lenfosit oranı kontrol grubunda % 1, aktif grupda % 2 

ve inaktif grupda % 6.5 olarak belirlenmiştir. US koşulda ve IL-18+IL-5 ile uyarımı 

takiben inaktif grupdaki CD8+NKp46+ lenfositlerin ifadesi, aktif gruba göre anlamlı 

olarak yüksek olduğu (sırasıyla, p=0.03 ve p=0.04), kontrol grubunun CD8+NKp46+ 

ifadesi inaktif gruba göre daha düşük olduğu ve US koşulda, IL-12+IL-15 ve IL-18+IL-

15 uyarımları sonucu düştüğü saptanmıştır (sırasıyla, p=0.02, p=0.03 ve p=0.04) (Şekil 

4.12).  
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4.12: Behçet hastaları ve kontrol gruplarında CD8+NKG2D+, CD8+NKp30+ ve 

CD8+NKp46+ lenfosit oranları 
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4.1.3. Behçet Hasta Grupları ve Sağlıklı Kontrol Grubunda CD3-CD16+ NK 

Hücrelerinin CD69, IL-12RB2, CD3-CD16+, NKG2D, NKp30 ve NKp46 Oranları  

4.1.3.1. CD3-CD16+ Hücre Populasyonunda CD69 Oranı 

Behçet hastaları ve kontrol gruplarındaki CD3-CD16+ NK hücre popülasyonlarını 

incelemek amacıyla, total lenfosit kapısındaki CD3- hücreler seçilmiş, CD3- hücreler 

içinde CD16 ifade eden hücrelerin CD69, IL-12RB2, NKG2D, NKp30 ve NKp46 

ifadeleri ölçülmüştür. Farklı kültür koşullarına cevaben sağlıklı bir bireyin CD3-CD16+ 

NK hücrelerinin CD69 ifadeleri Şekil 4.13’de gösterilmiştir.   

           

                

 

 

 

 

 

 

 

                       

 

 

 

 

 

 

 

 

                

                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.13: Akan hücre ölçer cihazında PKMH’lerin kapılama stratejisi ve CD3-

CD16+CD69+ hücrelerin analizi 
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Aktif ve inaktif dönemindeki hasta ve sağlıklı kontrol gruplarının US koşuldaki 

CD3-CD16+ NK hücre gruplarında CD69+ lenfositlerin oranı düşük iken (% 2 ± 3), IL-

15’in dâhil olduğu sitokin kombinasyonları ile uyarımları takiben yaklaşık 30 kat arttığı 

gözlemlenmiş, ancak gruplar arasında anlamlı bir fark saptanmamıştır (p>0.05).  

IL-12+IL-18 sitokin kombinasyonu ile uyarım sonucu hem aktif dönemdeki 

Behçet hasta grubunda hem de sağlıklı kontrol grubunda CD69+ lenfosit oranının, 

inaktif dönemde olan Behçet hasta grubuna kıyasla anlamlı derecede yüksek seviyede 

olduğu saptanmıştır (sırasıyla, p=0.03 ve  p=0.032). IL-18+IL-23 ile uyarımda ise aktif 

ve inaktif grupdaki CD69+ lenfosit oranının sağlıklı kontrol grubuna göre anlamlı 

derecede düşük olduğu saptanmıştır (sırasıyla, p=0.01 ve p=0.02) (Şekil 4.14).  

 

 

Şekil 4.14: US koşulda ve farklı sitokinlerle uyarım sonrası CD3-CD16+CD69+ hücre 

oranları 

 

4.1.3.2. CD3-CD16+ NK Hücre Populasyonunda IL-12RB2 Oranı 

CD3-CD16+ NK hücre popülasyonundaki IL-12RB2 ifadelerinin farklı sitokin 

uyarımlarına yanıt olarak değişimlerinin akan hücre ölçer cihazıyla gerçekleştirilen 

analizi, sağlıklı kontrol grubundan bir bireye örnekte Şekil 4.15’de gösterilmiştir. 
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Şekil 4.15: CD3-CD16+IL-12Rβ2+ hücre populasyonunun akan hücre ölçer cihazında 

analiz görüntüleri 

 

IL-12+IL-18, IL-18+IL-23 ve IL-23+IL-15 kombinasyonları ile uyarımları 

takiben, aktif grup lenfositlerinde IL-12Rβ2 ifadesinin inaktif gruba göre yüksek olduğu 

belirlenmiştir (sırasıyla, p=0.035, p=0.04 ve p=0.005). 

IL-12+IL-23 ile uyarım sonucu IL-12Rβ2 ifadesi aktif grupda kontrol grubuna 

göre yüksek iken (p=0.036), IL-12+IL-18 ve IL-18+IL-23 sitokin kombinasyonları ile 
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uyarım sonrası, inaktif grupdaki IL-12Rβ2+ lenfosit oranının, sağlıklı kontrollere göre 

düşük olduğu saptanmıştır (sırasıyla, p=0.0015 ve p=0.046).  

 

Şekil 4.16: CD3-CD16+ NK hücre grubunda farklı sitokinlerle uyarım sonrası IL-12Rβ2 

oranları  

 

4.1.3.3. CD3-CD16+ NK Hücre Populasyonunda NKG2D, NKp30 ve NKp46 

Oranları 

Sağlıklı bir bireye ait analiz örneği şekil 4.17’de gösterilmiştir. PKMH izolasyonu 

sonrasında farklı sitokinlerle uyarıldıktan sonra akan hücre ölçer cihazında CD3 negatif 

olan hücre grubu seçiminin ardından, bu hücre grubu içinden CD16 pozitif hücreler 

seçilerek NKG2D, NKp30 ve NKp46 oranları tespit edilmiştir. 
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Şekil 4.17: CD3-CD16+ NK hücre popülasyonunda NKG2D, NKp30 ve NKp46 ifadesi 
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IL-18+IL-23 ile uyarımda aktif ve inaktif grup CD3-CD16+NKG2D+ hücre 

oranları sağlıklı kontrollere göre anlamlı derecede düşük bulunmuştur (sırasıyla, 

p=0.004, p=0.004) (Şekil 4.14). IL-12+IL-15 ve IL-12+IL-23 ile uyarım sonucu aktif 

grup CD3-CD16+NKp30+ NK hücre oranlarında sağlıklı kontrol grubuna göre artış 

saptanmıştır (sırasıyla, p=0.008 ve p=0.009) (Şekil 4.18). Benzer şekilde, inaktif grup 

CD3-CD16+NKp46+ NK hücre düzeylerinin de IL-18+IL-15 sitokin kombinasyonu ile 

uyarım sonucu aktif gruba oranla düşük seviyede olduğu gözlenmiştir (p=0.02) (Şekil 

4.18). 
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Şekil 4.18: Hasta ve kontrol gruplarında CD3-16+NKG2D+, CD3-16+NKp30+ ve CD3-

16+NKp46+ NK hücre oranları 

4.2. Behçet Hastalarında NK Hücre Sitotoksik Aktivitesi 

Aktif ve inaktif dönemindeki Behçet hastaları ve sağlıklı kontrol gruplarından 

elde edilen PKMH’ler, CFSE ile işaretlenen K562 hücreleri ile birlikte kültüre alınmış 

(efektör/hedef : 10/1), kültür sonrası propidium iodid ile boyanan K562 hücreleri akan 
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hücre ölçerde kapılanarak, Propidium Iodid ile boyanan hücrelerin oranı belirlenmek 

suretiyle, NK hücre sitotoksisitesi değerlendirilmiştir. Şekil 4.19’da sağlıklı bir bireyin 

K562 ile uyarılmamış, Şekil 4.20’de ise K562 ile uyarımlı PKMH’lerinden akan hücre 

ölçer sonuçları gösterilmiştir. Sitotoksik aktivite K562 ile uyarımlı ve uyarımsız hücre 

oranları arasındaki fark ile belirlenmektedir. Aktif ve inaktif dönemdeki Behçet 

hastaları ile sağlıklı kontrol grupları arasında sitotoksik aktivite yönünden anlamlı bir 

fark saptanmamıştır (p>0.05) (Şekil 4.19 ). 

 

                                         

 

Şekil 4.19:  PKMH’lerin US durumda sitotoksik aktivitelerinin akan hücre ölçer cihazında 

değerlendirilmesi 

 

                                                     

 

 

Şekil 4-20: PKMH’lerin K562 ileuyarım sonrası sitotoksik aktivitenin akan hücre ölçer 

cihazında değerlendirilmesi 

 

Sağlıklı kontrol, aktif ve inaktif dönemdeki Behçet hastaları arasında sitotoksik 

aktivite açısından anlamlı bir fark saptanmamıştır (p>0.05) (Şekil 4.21).    
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Şekil 4.20: Aktif ve inaktif hastaları ile sağlıklı kontrol gruplarında sitotoksik aktivite 

 

4.3. Behçet Hastalarında CD107a Degranülasyonu 

CD16+ hücrelerin sitotoksik potansiyellerini değerlendirmek amacıyla CD107a 

degranülasyon oranı araştırılmıştır. Stimülasyonsuz koşulda ve K562 ile uyarım sonrası 

CD107a ifade oranları incelendiğinde, aktif ve inaktif dönemdeki Behçet hasta grupları 

arasında anlamlı bir fark saptanmamıştır (p>0.05). Uyarımın olmadığı koşullarda aktif 

grupdaki CD107a ifadesinin sağlıklı kontrol grubuna göre düşük olduğu tespit edilmiştir 

(p=0.006). K562 ile uyarım sonrasında ise, inaktif grupdaki NK hücrelerinde CD107a 

oranının sağlıklı kontrol grubuna göre anlamlı derecede düşük düzeyde olduğu 

belirlenmiştir (p=0.02). 
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Şekil 4.21: Akan hücre ölçer cihazında CD107a analizinin değerlendirilmesi 

 

K562 ile uyarım sonrası aktif ve inaktif grup CD107a oranlarında anlamlı bir fark 

saptanmamıştır (p>0.05). Kontrol grubuna göre ise, stimülasyonsuz koşulda aktif 

grubundaki CD107a ifadesinde azalma olduğu saptanmıştır (p=0.006). K562 ile uyarım 

sonucu inaktif grup Nk hücrelerindeki CD107a ekspresyonunun kontrol grubuna göre 

düşük olduğu belirlenmiştir (p=0.02). 

 

 

 

4.22: Behçet hastaları ve sağlıklı kontrol grupları arasında US ve  uyarım sonucu CD107a 

düzeylerinin karşılaştırılması 
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4.4. Behçet Hastalarında Lenfositlerin Proliferatif Yanıtları 

Aktif, inaktif ve sağlıklı kontrol gruplarında CD3-CD56+ NK ve CD3+ T hücre 

proliferasyon kapasiteleri, CFSE ile işaretlenmiş PKMH’lerin farklı sitokin 

kombinasyonları varlığında kültürü sonucu akan hücre ölçer ile analiz edilmiştir.  

4.4.1. CD3-CD56+ NK Hücre Proliferasyonu 

Farklı koşullarda yapılan kültür sonrası PKMH’ler içerisinde ilk önce total 

lenfosit popülasyonu, ardından CD3- hücre popülasyonunun kapılanması suretiyle, bu 

hücreler içinden CD56 ifade eden NK hücreleri tespit edilmiştir. Ardından, CD3-CD56+ 

hücrelerin CFSE ifadeleri değerlendirilerek, proliferatif yanıtları analiz edilmiştir (Şekil 

4. 23).     

      

Şekil 4.23: Lenfosit (R1), CD3- (R2) ve CD3+ (R3) hücrelerinin kapılama stratejisi 
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Şekil 4.24: Aktif, inaktif ve sağlıklı kontrol gruplarında CD3-CD56+ NK hücrelerinin 

sitokin uyarımları sonucu proliferatif yanıtları 

  

Aktif-inaktif grupları arasında lenfositlerin IL-12+IL-15 ile uyarım sonucunda 

inaktif dönemdeki Behçet hastalarının NK hücre proliferasyon kapasitelerinin aktif 

gruba göre artış gösterdiği saptanmıştır (p=0.04). Aktif-kontrol grubunda ise, inaktif 

SAĞLIKLI KONTROL  HASTA 



57 

 

dönemdeki hastaların proliferasyon kapasitelerinde kontrol dönemine göre artış olduğu 

gözlenmiş ancak istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmamıştır (p>0.05).  

İnaktif ve kontrol grubunda ise, lenfositlerin IL-12+IL-18, IL-12+IL-15, IL-

18+IL-23, IL-18+IL-15 ve IL-23+IL-15 sitokin kombinasyonları ile uyarıldığında 

inaktif grupda kontrol grubuna göre NK hücre proliferasyonunda artış saptanmıştır 

(sırasıyla, p=004, 0.03, 0.03, 0.03, 0.03ve 0.03). 

 

Şekil 4.25: Hasta ve kontrol grupları proliferative kapasitelerinin akan hücre ölçer 

cihazında değerlendilmesi 

 

4.4.2. CD3+ T Lenfosit Proliferasyonu 

Behçet hastaları ve sağlıklı kontrol grubu PKMH’leri farklı sitokin 

kombinasyonları ile uyarıldıktan sonra, CD3+ T lenfositlerinin proliferatif yanıtları akan 

hücre ölçer yöntemiyle incelenmiştir.  

IL-12+IL-15, IL-18+IL-15 ve IL-23+IL-15 uyarımlarına cevaben aktif grup CD3+ 

T hücrelerinin proliferasyon kapasitesinin sağlıklı kontrollere göre yükselme eğiliminde 

olduğu gözlenmekle birlikte, istatistiksel olarak iki grup arasında anlamlı fark 

saptanmamıştır (p>0.05).  

İnaktif grupda ise, IL-12+IL-15, IL-18+IL-15 ve IL-23+IL-15 ile uyarılmış 

koşullarda CD3+ T hücrelerinin proliferatif yanıtlarında daha büyük bir artış gözlenmiş 

ve sağlıklı kontrol grubuna kıyasla anlamlı derecede yüksek bulunmuştur (sırasıyla, 

p=0.03, p=0.03 ve p=0.04).  
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IL-18+IL-23 ile uyarımı takiben, aktif grupdaki CD3+ T lenfosit 

proliferasyonunun, inaktif gruba göre anlamlı derecede yüksek olduğu belirlenmiştir 

(p=0.03). 

 

Şekil 4.26: Kontrol, inaktif ve aktif gruplarında CD3+ T lenfositlerin sitokin uyarımları 

sonucunda proliferatif yanıtlarının karşılaştırılması 
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5. TARTIŞMA 

Genital ülserler, oral aftoid lezyonlar, deri lezyonları, üveitlerin tekrarlayan 

ataklarıyla karakterize BH multi-sistemik enflamatuvar bir hastalıktır [217]. BH’nin 

etyopatogenezi tam olarak açıklanamamasına karşın yapılan çalışmalar, genetik 

yatkınlığı olan bireylerde Th1 yönündeki immün cevapların, sitotoksik CD8+ T 

lenfositlerin ve NK hücre anomalitelerinin patogenezde rol oynayabileceğini 

göstermektedir [218-220]. 

 Çalışmamızda, sağlıklı bireylere ve Behçet hastalarına ait PKMH örnekleri farklı 

sitokin kombinasyonlarıyla uyarılarak CD16+, CD8+ ve CD4+ lenfosit 

populasyonlarında IL-12RB2, CD69 ve aktive edici NK hücre reseptör (NKG2D, 

NKp30 ve NKp46) ifadelerinin yanısıra, lenfosit proliferasyon kapasiteleri, CD107a 

degranülasyonu ve sitotoksik yetenekleri fonksiyonel açıdan incelenmiştir.  

Magareta P ve arkadaşları çalışmalarında, sağlıklı bireylerin PKMH’lerinin IL-15 

ile uyarım sonrası CD8+ T hücrelerinde NKG2D ifadesinde artışa neden olduğunu 

bildirmişlerdir [221]. Bu çalışma ile uyumlu olarak çalışmamızda IL-15’in dâhil olduğu 

sitokin kombinasyonları kullanıldığında CD8+NKG2D+ T hücre oranlarında artış 

saptanmıştır. NKG2D reseptörünün NK hücreleri ve CD8+ T hücrelerinde yüksek, CD4+ 

T hücrelerinde ise çok az ifade edildiğini gösteren çalışmaya benzer şekilde [222], 

çalışmamızda,CD8+ T lenfositlerinde NKG2D oranı % 42, CD4+ T lenfositlerde ise % 

0.5 olarak belirlenmiştir.  

NKG2D, NK hücrelerinde direkt olarak uyarıcı reseptör görevini, T hücrelerinde 

ise koreseptör olarak görev görmektedir [223]. NKG2D genini silme (knock-out) ya da 

antikor ile bloklama çalışmalarından elde edilen sonuçlar, NKG2D’nin otoimmün ve 

enflamatuvar hastalıklarda rol oynayabileceğini göstermiştir [224]. Romatoid artrit ile 

bazı kanser türlerinde CD4+NKG2D+ lenfosit oranlarında artış olduğu saptanmıştır 

[225]. Kronik enfeksiyonlarda ve bazı otoimmün hastalıklarda NKG2D ifade eden 

CD4+ ve CD8+ T hücrelerinin sıklıklarında artış bildirilmiştir [226]. Çalışmamızda 

uyarımsız ve sitokin kombinasyonları ile uyarım sonucunda Behçet hastaları ve sağlıklı 

bireylerde NKG2D oranları incelendiğinde, NKG2D taşıyan CD8+ T lenfosit 

sıklıklarında hasta ve kontrol grupları arasında anlamlı bir fark saptanmamıştır. Hasta 

ve sağlıklı bireyler arasında uyarımsız koşulda CD4+ T hücrelerde NKG2D oranının  
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farklılık göstermemesine karşılık, IL-15 sitokin kombinasyonları ile uyarım sonucunda 

inaktif grupda diğer gruplara göre artış gözlenmiştir. Çalışmamızda uyarımsız koşulda 

hem aktif hem de inaktif Behçet hasta grubundaki CD3-CD16+NKG2D+ lenfositlerde 

kontrol grubuna göre düşüklük saptanmıştır. Sağlıklı bireylerde tüm sitokin 

kombinasyonları ile uyarımlar sonucu CD3-CD16+NKG2D+ reseptör oranlarında artış 

meydana gelirken, IL-8+IL-23 ile uyarım sonucunda hasta gruplarında kontrol grubuna 

göre azalma gözlenmiştir. 

 NK hücreleri ile diğer immün hücreler arasında etkileşimler oluşabilmektedir.  

Nötrofiller ve monositler, proenflamatuvar sitokinlerle ya da toll-benzeri reseptör 

ligandlarıyla uyarıldığında NKp30 bağlacı olan B7-H6 ligandı ifade etmeye başlarlar. 

NK hücreleri tarafından sitokinler salgılanmakta ve sitotoksik faaliyetler sonucu, BH’de 

NKp30 reseptörünün NK-DH etkileşimine aracılık ederek immün regülasyonda önemli 

rol oynabileceği öngörülmüştür. Çalışmamızda, uyarımsız şartlarda CD8+NKp30+ hücre 

oranı kontrol grubunda % 1, inaktif grupda % 3.4 ve aktif grupda % 0.7 olarak 

saptanmış, gruplar arasında anlamlı fark gözlenmemiştir. Behçet hasta gruplarında CD3-

CD16+NKp30+ oranlarında uyarımsız koşullarda anlamlı bir fark görülmemesine 

karşılık, IL-12+IL-15 ve IL-12+IL-23 uyarımları sonucunda, kontrol grubunda aktif 

Behçet hasta grubuna göre CD3-CD16+NKp30+ oranında düşüş saptanmıştır [227, 228] . 

NK-nötrofil arasındaki etkileşim NKp46 aracılığıyla oluşmaktadır. NK hücre 

yüzeyindeki NKp46 reseptörünün nötrofillerde bulunan ligandına bağlanması, doku 

hasarının engellenmesi ve enflamasyonun sonlanması için gerekli olan nötrofil 

apoptozisi ile sonuçlanmaktadır [229]. Fare çalışmalarında gösterilen NKp46 reseptör 

eksikliğinin hücrelerde apoptozisi sağlayan TRAIL molekülünün ifadesinin kaybına 

neden olduğu gösterilmiştir [230]. Ayrıca Fujimori ve arkadaşları, Behçet hastalığının 

inaktif dönemde nötrofillerin apoptozise dirençli olduğunu göstermişlerdir [231].  

NKp46 ve apoptozis arasında gösterilen ilişki, NKp46 ifadesinde azalma olabileceğini 

düşündürmektedir. Çalışmamızda CD3-CD16+NKp46+ hücre oranlarında uyarımsız 

koşulda anlamlı bir fark saptanmamış, IL-18+IL-15 ile uyarım sonucunda ise, CD3-

CD16+NKp46+ hücre oranında inaktif Behçet hasta grubunda aktif Behçet hasta grubuna 

göre azalma görülmüştür. Uyarımsız koşulda inaktif grupda artış gösteren CD8+NKp46+ 

hücre grubu; IL-23’ün dâhil olduğu sitokin kombinasyonlarıyla uyarım sonucunda 

CD8+NKp46+ hücre grubunda düşüşe neden olmuştur. Bulgularımız, inaktif Behçet 
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hastalarında uyarımsız durumda saptanan yüksek NKp46 oranının CD8+ T 

lenfositlerinde, apoptozis dışında başka rolleri olabileceğini düşündürmektedir. 

Çalışmamız Behçet hastalarının lenfosit alt gruplarında sitokin uyarımlarıyla 

birlikte NKG2D, NKp30 ve NKp46 oranlarını saptayan ilk çalışmadır. 

CD69, farklı immün hücrelerin aktivasyonu sonucunda hücre yüzeyinde ifade 

edilen bir belirteç olarak tarif edilmiş, fare’de CD69 gen silme çalışmaları sonucunda 

temel fonksiyonunun immün cevabın azaltılması olduğu gösterilmiştir [232, 233].  

Ayrıca fare çalışmalarında CD69 eksikliği, enflamatuvar otoimmün hastalıklarda, doku 

hasarında, Th1 ve Th17 lenfositlerin dokulara göçünde artışa neden olmuştur [234]. 

Çalışmamızda, Behçet hastaları ve sağlıklı kontrollerin PKMH’leri sitokinlerle 

aktive edildikten sonra lenfosit alt gruplarında CD69 oranları analiz edilmiştir. 

PKMH’ler IL-12+IL-18, IL-12+IL-15, IL-18+IL-23, IL-18+IL-15 ve IL-23+IL-15 ile 

uyarıldığında, hasta ve kontrol gruplarında CD69 oranında artış saptanmıştır. IL-15’in 

dâhil olduğu sitokin kombinasyonlarına cevap olarak inaktif dönemdeki hastalarda hem 

aktif hem de kontrol grubuna göre CD69 ifadesi artış göstermiş ve IL-18+IL-15 ile 

uyarım sonucu en güçlü aktivasyon oranı belirlenmiştir.  

CD4+CD69+ T hücre grubunun T düzenleyici hücre gibi davrandığı tarif edilmiş, 

efektör lenfositlerin çoğalmasını ve aktivasyonu baskılayabileceği gösterilmiştir [235]. 

Kronik periodontitli hastaların periferik kanında CD4+CD69+ T hücre sayısında artış 

olduğu saptanmıştır [236]. Çalışmamızda uyarımsız koşulda, inaktif Behçet grubunda 

aktif gruba göre düşüklük görülmesine karşılık, IL-15’in dahil olduğu sitokin 

kombinasyonlarıyla uyarım sonucunda CD4+CD69+ T hücreleri inaktif grupda kontrol 

grubuna göre önemli derece artış göstermiştir.  

CD8+CD69+ lenfositler ile ilişkili literatür bilgileri sınırlıdır. Çalışmamızda 

CD8+CD69+ lenfosit populasyonu uyarımsız koşulda, aktif Behçet hastalarında (% 11), 

inaktif ve kontrol grubuna göre (% 2) yüksek saptanmıştır. IL-18+IL-15 ile uyarım 

neticesinde, CD8+CD69+ lenfosit oranı kontrol grubunda 15 kat, inaktif Behçet hasta 

grubunda ise 35 kat artış göstermiştir. B. Hervier ve arkadaşları, sistemik lupus 

eritematosus hastalarının periferik kanında CD8+CD69+ T lenfosit oranının artmış 

olduğunu ve farklı hücrelerin apoptozisini arttırabileceğini göstermişlerdir [237, 238].  
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Yamaguchi Y ve arkadaşları da, aktif dönem Behçet hastalarındaki CD69+ NK 

hücrelerinin inaktif dönem Behçet hastalarına ve sağlıklı kontrollere göre önemli 

derecede artış gösterdiğini bildirilmiştir [239]. Çalışmamızda, uyarımsız koşulda aktif 

dönem Behçet hastalarındaki CD16+CD69+ oranında inaktif ya da kontrol grubuna göre 

artış belirlenmemiştir.  

İnsan NK hücrelerinin IL-12, IL-15 ve IL-18’in ikili kombinasyonları ile 

uyarımları NK hücrelerinin aktivasyonuyla sonuçlanmaktadır. Özellikle IL-15+IL-18 ile 

uyarımın en yüksek aktivasyonu sağladığı gösterilmiştir [240]. Syh-Jae Lin ve 

arkadaşları, sağlıklı bireylerin PKMH’lerinin IL-12+IL-15 ile uyarımı sonucunda CD3+ 

ve CD16+ hücrelerin CD69 ifade oranlarında artış göstermşlerdir [241]. Çalışmamızda 

sağlıklı bireylerin PKMH’lerinin farklı sitokin kombinasyonları ile uyarımları sonucu, 

IL-12+IL-23 ile uyarım hariç, tüm koşullarda aktivasyon saptanmıştır. En yüksek 

aktivasyon seviyesi ise IL-15’in dâhil olduğu sitokin kombinasyonları ile 

gerçekleşmiştir. 

IL-12RB2 geni Behçet hastalığı için yatkınlık geni olarak bildirilmiştir [242]. IL-

12 reseptörlerine (IL-12RB2) bağlanarak, naif T hücrelerden Th1 yönüne farklılaşımını 

sağlamaktadır [243]. IL-12RB2 ifadesinde saptanan artışın immün cevabın dengesinin 

Th1 yönüne kaymasına neden olabileceğini düşündürmektedir. Çalışmamızda CD4+ T 

hücrelerde IL-12RB2 ifadesi uyarımsız koşulda, kontrol grubunda % 1.8, inaktif Behçet 

hasta grubunda % 1 ve aktif grupda % 0.7 olarak belirlenmiş, IL-12RB2 oranında 

sitokin kombinasyonlarıyla uyarım sonucunda artış ya da azalış gözlenmemiştir. 

Kontrol ve aktivasyon gruplarında, IL-12+IL-18 ve IL-18+IL-23 sitokin uyarımları 

CD16+IL-12RB2+ lenfosit oranında inaktif hasta grubuna göre artışa neden olmuştur. 

İmmün sistem hücrelerinin fonksiyonel aktivitelerini saptamak amacıyla CD3-

CD56+ NK ve CD3+ T hücre proliferatif aktiviteleri incelendiğinde, IL-12+IL-15, IL-

18+IL-15 ve IL-23+IL-15 ile uyarımı takiben inaktif Behçet hastalarında hem CD3-

CD56+ hem de CD3+ hücre alt grup oranlarının kontrol grubuna göre önemli derecede 

arttığı belirlenmiştir. IL-15 ile kombine sitokin uyarımlarına yanıt olarak Behçet 

hastalarında gözlenen proliferatif artış, IL-15 reseptör ve sinyal yolağında bir defekt 

olabileceğini düşündürmektedir. Vendrame ve arkadaşları, sağlıklı bireylerin 

PKMH’lerinin IL-15 ile uyarımları sonucu CD56 ifadelerinde artış saptamıştır  [244]. 
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Çalışmamız, Behçet hastalarında PKMH’lerin sitokin kombinasyonları ile uyarımına 

karşı proliferatif yanıtlarını inceleyen ilk çalışmadır. 

CD107a,  NK ve CD8+ T hücrelerinin degranülasyon belirtecidir  [245]. BH’de, 

Hasan MS ve arkadaşları tarafından , aktif ve inaktif dönem Behçet hastaları ile sağlıklı 

kontrollerde NK hücre fonksiyonlarının incelendiği bir çalışmada BH’da CD107a 

ifadesinin sağlıklı kontrol grubuna göre daha yüksek olduğu saptanmıştır [246]. 

Çalışmamızda, NK hücre membranında CD107a ifadesi uyarımsız koşulda aktif Behçet 

hastalarında kontrol grubuna göre azalma göstermesine karşılık, K562 ile uyarım 

sonucu inaktif Behçet hasta grubunda CD107a degranülasyonunda kontrol grubuna göre 

düşüşe neden olmuştur.   

Hamzaoui K ve arkadaşları çalışmalarında, aktif ve inaktif dönemdeki hastalarda 

inaktif dönemdeki hastaların sitotoksik aktivitelerinin, aktif dönem Behçet hastaları ve 

sağlıklı kontrol grubuna göre yüksek olduğunu saptamışlardır [220]. Önder M. ve 

arkadaşları ise inaktif dönemdeki Behçet hastalarında NK hücre sitotoksisitesinin 

kontrol grubuna göre yüksek olduğunu belirlemişlerdir [247]. Diğer bir çalışmada ise 

Behçet hasta grupları ve sağlıklı kontrol grupları arasında sitotoksik aktivite ve CD107a 

degranülasyonu yönünden fark saptanmamıştır [248]. Çalışmamızda, K562 hücreleri 

kullanılarak NK hücrelerinin sitotoksik aktiviteleri incelendiğinde aktif ve inaktif 

Behçet hastaları ve kontrol grubu arasında anlamlı fark bulunmamıştır. Bununla birlikte 

CD107a, NK hücre sitotoksisite yöntemi ile karşılaştırıldığında NK hücre aktivitesini 

gösteren daha duyarlı bir yöntem ve en önemli fonksiyonel sitotoksik belirteçtir [249]. 

Sitotoksik aktiviteler açısından literatürde bulunan sonuçların çelişkili olmasının, 

çalışmalara dâhil edilen Behçet hastalarının yaş, etnisite ve kullandıkları ilaç tedavileri 

yönünden değişkenlik göstermesinden kaynaklanabileceği düşünülmektedir.  

Bulgularımız, gerek CD3+ T ve gerekse CD3- NK hücrelerinin Behçet hastalığı 

patogenezindeki rolünü göstermekle birlikte, proje bütçesinin kısıtlılığı nedeniyle 

çalışılan hasta sayısının az olması çalışmamızın sınırlayıcı etkenlerindendir.  

Hasta sayısının arttırılması sonucu elde edilecek bulgular Behçet hastalığı 

patogenezinde NK hücrelerin rolüne ışık tutacaktır.   
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