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Sorumlu Yazar 0z

Ayca Kocaaga Amagc: Behget hastaligi (BH); mukokutandz bulgularin 6n planda oldugu deri, gbz, eklemler,
gastrointestinal ve merkezi sinir sisteminin cesitli inflamatuar lezyonlari ile karakterize sistemik
bir vaskdlittir. Sitokinlerin BH patogenezinde énemli rolleri oldugu ve sitokin Uretiminin genetik
polimorfizmlerden etkilenebilecegi bilindiginden bu calismada IL-4gen (degisken sayil ardigik tekrarlar-
VNTR) polimorfizmi ile BH arasindaki iliskinin arastiriimasi amaglanmistir.

E-posta
dr.aycacelikmakas@hotmail.com

Gerec ve Yontemler: Bu ¢alismaya ‘Uluslararasi Behget Hastaligi Calisma Grubu’ tani kriterlerine
gore tani almis 74 Behget hastasi ve 100 saglikli kontrol dahil edilmistir. IL-4 geni VNTR (rs79071878)
polimorfizmi spesifik primerler kullanilarak PZR-RFLP (polimeraz zincir reaksiyonu sinirlama fragman
uzunlugu polimorfizmi) yéntemi ile genotiplenmistir. Behget hastalari ve kontrol gruplari IL-4 gen VNTR
polimorfizmi agisindan genotip ve alel dagilimlarina gére analiz edilmistir. Ayrica hastalar bazi klinik
Gelis Tarihi bulgularina gére genotip ve alel dagihmlarina gore karsilastiriimistir.

03.07.2020 Bulgular: IL-4 geni VNTR (rs79071878) polimorfizmi genotip ve alel dagilimlari agisindan Behcet hast-
Revizyon Tarihi alar ve saglikl kontroller arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir(sirasiyla p=0.332
24.08.2020 ve p=0.445). Hastalar bazi klinik 6zelliklerine gére gruplandirildiginda dalL-4 geni VNTR polimorfizmi
Kabul Tarihi acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir. Gastrointestinal sistem
14.09.2020 (GiS) tutulumu olan hastalarda P2P2 genotip frekansinin GiS tutulumu olmayan hastalara gére daha
yuksek oldugu ancak bu farkin istatistiksel agidan anlamli olmadigr tespit edilmistir (%90,0 ve %68,8;
p=0.052).

Sonug: Bulgularimiz IL-4 geni VNTR polimorfizminin BH gelisimi ve klinik bulgulart ile iligkili olmadigini
gostermistir. Behget hastaligi ve IL-4 geni ile ilgili sinirli aragtirmalar olmasi nedeniyle bu ¢alisma
literatire 6Gnemli bir katki saglayacaktir.

Anahtar Sézcukler: Behcet hastaligi, IL-4 geni, Polimeraz zincir reaksiyonu, Polimorfizm, Degisken
sayil ardigik tekrarlar

ABSTRACT

Aim: Behget’s disease (BD); is a systemic vasculitis characterized by various inflammatory lesions of
the mucocutaneous, skin, eyes, joints, gastrointestinal and central nervous system.
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Since cytokines were known to play an important role in the pathogenesis of the BD and cytokine production might be affected by
gene polymorphisms, this study was aimed to investigate the relationship between IL-4 gene (variable number tandem repeats-VNTR)
polymorphism and pathogenesis of BD.

Material and Methods: This study included 74 Behget patients diagnosed according to the ‘International Behget’s Disease Study Group’
criteria and 100 healthy controls. Genomic DNA was isolated from peripheral venous blood. IL-4 gene VNTR polymorphism was genotyped
by the PCR-RFLP (polymerase chain reaction restriction fragment length polymorphism) method using specific primers. Behget’s patients
and control groups were analyzed for IL-4 gene VNTR (variable number tandem repeats-) polymorphism according to their genotype
and allele distributions. In addition, with regard to some clinical findings, patients were compared according to their genotype and allele
distribution.

Results: The distribution of genotype and allele frequencies were not statistically different between BD patients and healthy controls
(p>0.05). When we examined genotype and allele frequencies of IL-4 gene VNTR polymorphism according to some clinical characteristics,
we did not observed a statistically significant association between the BD patients. It was found that the P2P2 genotype frequency was
higher in patients with positive gastrointestinal system (GIS) involvement compared to GIS negative patients, but this difference was not
statistically significant (90.0% vs 68.8%; p = 0.052).

Conclusion: Our findings showed that IL-4 gene VNTR polymorphism was not related to the development and clinical manifestations of BD.
The present study is expected to make an important contribution to the literature since there are limited researches on BD and IL-4 gene.

Key Words: Behcet’s disease, IL-4 gene, Polymerase chain reaction, Polymorphism, Variable number of tandem repeats

Behcet hastaligi (BH); tekrarlayan ataklar halinde seyreden
ve mukokutandz lezyonlarla karakterize, okdler, vaskiler,
gastrointestinal, kas-iskelet sistemi ve merkezi sinir sistemi
tutulumu gosterebilen sistemik otoinflamatuar bir hastaliktir
(1). Hastalik tim dinyada goérilmekte olup Japonya, Orta
Dogu ve Akdeniz Ulkelerinde daha yaygindir. Turkiye’de BH
prevalansi 80-420/100.000 olup Turkiye en ylksek preve-
lansa sahip Ulkedir (2). BH, kadin ve erkeklerde esit olarak
gorilmekte ve dzellikle 20-40 yas arasi bireyleri etkilemek-
tedir (3). BH etiyolojisi kesin olarak bilinmemekle birlikte
immun disregllasyonun patogenezde etkili oldugu dusuinul-
mektedir(4).BH immunopatogenezinde Th1/Th2 oraninin T
helper 1lenfositleri lehine arttigi ve Th1 tipi sitokin dluzeyleri-
nin yiksek oldugu gésterilmistir. Th1 ve Th2 lenfosit kompo-
nentleri arasinda dengesizlik yaratabilecek c¢esitli genetik
degisikliklerin inflamatuar reaksiyonlari ve hastalik aktivite-
sini etkiledigi distnulmektedir (5). Th1 lenfositleri baslica
interldékin (IL)-2, interferon (IFN) y, timér nekrozis faktdr
(TNF)ve Th2 lenfositleri ise IL-4, IL-5, IL-6 ve IL-10 olmak
Uzere cesitli sitokinleri sentezlemektedir (6-7). IL-4 sitokini
makrofaj, B-hiicresi ve T-hlcresi kemotaksisi, endotelyal
hiicre adezyon molekillerinin olusumu ve hematopoez
fonksiyonunda goérev almaktadir. IL-4 ayrica ThO lenfosit-
lerinin Th1 yénune degisimini baskilarken Th2 yénune fark-
llagsmasina katkidabulunmaktadir (8-9). IL-4’G kodlayan
gen 5qg31.1 kromozomu (izerinde yer almaktadir. Genin
3. intronunda IL-4 geninin ekspresyonunu degistirebilecek
bir 70 bp VNTR (rs79071878) varyanti tanimlanmistir. /IL-4
geni (VNTR) polimorfizminde P1 aleli (iki tekrar), P2 aleli
(Uc tekrar) ve P3 aleli (dort tekrar) olmak Gzere ¢ alel bildi-
rilmigtir. P1 aleli, P2 alelinden daha sik; P3 ise az sayida
populasyonda ve en nadir alel olarak gbzlenmektedir. Bu

70bp VNTR polimorfizminin genin ekspresyon seviyesini
degistirdigi ve P1 alelinin P2 aleli ile karsilastiriidiginda IL-4
ekspresyonunu artirdigi gésterilmigtir (10). Daha 6nce yapi-
lan calismalarda IL-4geni (VNTR) polimorfizminin Graves
hastaligi, subakut sklerozan panensefalit, osteoartrit, idiyo-
patik trombositopenik purpura vebirgok kanser tiri olmak
Uzere cesitli hastaliklarla iligkisi arastinimistir(11-16). /L-4
gen (VNTR) polimorfizmine bagl olarak IL-4 ekspresyonu-
nun degismesi bu gen polimorfizminin BH duyarhhgini etki-
leyebilecegini disundirmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda
patogenezinde Th1 ve Th2 sitokin dengelerinin énemi g6z
6nune alinarak Behcet hastalarinda IL-4(VNTR) polimorfiz-
minin BH patogenezine ve klinik bulgularina olasi etkisinin
arastiriimasi amaclandi.

GEREC ve YONTEMLER

Hasta ve Kontrol

Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Deri ve
Zuhrevi Hastaliklari poliklinigine bagvuran ve “Uluslararasi
Behget Calisma Grubu tani kriterleri’ne gére Behcet hasta-
lig1 tanisi konulan yaslar 15-72 arasinda degisen 43 kadin
ve 31 erkek olmak Uzere toplam 74 hasta ¢alismaya dahil
edilmistir. Kontrol grubu olarak ise yaslari 17-70 arasinda
degisen Behcet hastaligi veya herhangi bir kronik infla-
matuar hastaligi olmadigi bilinen saghkli 55°i kadin, 45'i
erkek Uzere toplam 100 kisi calismaya dahil edilmistir.
Tum calisma grubuna arastirmanin amaci ve icerigi ile ilgili
bilgilendirme yapilip onam formu okutulup imzalatiimis ve
calismanin etik kurul onayi Biilent Ecevit Universitesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu'ndan alinmistir (Protokol tarih ve
no: 24/06/2020 ve 2020/13-04).Behcet hastalari ve kontrol
grubunun demografik ve klinik ézellikleri Tablo 1’de gdéste-
rilmistir.

28

Med ) West Black Sea 2021;5(1): 27-32



Behcet Hastalig ile interlokin-4 gen (VNTR) Polimorfizmi Arasindaki iliskinin Arastirilmasi

IL-4geni VNTR (rs79071878) polimorfizminin
genotiplendirilmesi

Hasta ve kontrollerden tam kan tipune alinan 2 cc vendz
kandan E.ZN.A® Blood DNA izolasyon Kiti kullanilarak
kit protokoliine uygun sekilde DNA izolasyonu yapilmistir.
IL-4 geninin 3. intronundaki 70 bazlik VNTR polimorfizmini
saptamak icin ilgili gen bolgesi; 5-AGGCTGAAAGGGGGA-
AAGC-3’ (F) ve 5-CTGTTCACCTCAACTGC TCC-3’ (R)
primer cifti kullanilarak cogaltiimistir. Toplam 25 pL hacim
icinde her primerden 10 pmol, 10 mmol/L Tris-HCI (pH 8.3),
50 mmol/L KCI, 2.0 mmol/L MgCI2 (Bioron, cat. no:103001),
her bir dNTP’den 0.2 mmol/uL, 4 unit Taq DNA polimeraz
(cat no:101005) ve 5 uL DNA eklenerek amplifikasyon
gerceklestirilmistir. PCR programi; 3 dakikalik ilk denatlras-
yondan sonra 35 dongu; 94°C’de 30 saniye denaturasyon,
58°C’de 30 saniye baglanma ve 72°C’de 1 dakika uzama
1sisi olacak sekilde ayarlanmistir. Urlinler %3'lik agaroz jel
kullanilarak gérantilenip 83 baz cifti boyunda gérilen bant
P1 ve 253 baz cifti boyunda gérilen bant P2 olarak geno-
tiplenmigtir.

istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler SPSS (Statistical Package for Social
Sciences) 19.0 paket programinda degerlendiriimis olup
gruplarin cinsiyet, genotip ve allel frekanslarinin karsilas-
tinimasinda ki-kare ve Fisher's Exact testleri kullaniimis-
tir. Odds orani ile %95 glven araliginin hesaplanmasinda
ise binary lojistik regresyon analizi kullanilmistir. Gruplar
arasindaki yas ortalamalarinin karsilastirimasinda ise
gruplar normal dagihm gdéstermediginden parametrik olma-
yan Mann- Whitney U testi kullaniimigtir. p<0.05 degerleri
anlamli olarak kabul edilmigtir.

Tablo 1. Behcget hasta ve kontrol grubu 6zellikleri.

BULGULAR

Calismaya 74 Behget tanili hasta (31 erkek, 43 kadin;
ortalama yas: 35,98 + 10,362) ve 100 saglkh kontrol (45
erkek, 55 kadin; ortalama yas 39,67+13,081) dahil edilmis-
tir. iki grup arasinda cinsiyet dagilimi (p=0.563) ve ortalama
yaslar (p=0.053) bakimindan istatistiksel olarak anlaml
bir fark bulunmamaktadir. /IL-4 geni VNTR (rs79071878)
polimorfizmi genotip ve alel dagilimlari acisindan incelen-
diginde Behcget hastalar ve kontrol grubu arasinda ista-
tistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (sirasiyla
p=0.332; p=0.445, Tablo 2). Hasta ve kontroller arasinda
hem dominant hem de resesif modeller kullanilarak da ista-
tistiksel analizler yapilmis olup dominant modelde P2P2 i¢in
homozigot bireyler; P2P1 ve P1P1 tasiyan bireyler ile karsi-
lastiriimis resesif modelde ise P1P1 genotipi icin homozigot
bireyler; P2P2 ve P2P1 genotipi tagiyan bireyler ile karsilas-
tinlmistir. Ancak gruplar dominant ve resesif modellere gére
karsilastirildiginda da istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
tespit edilmemistir (sirasiyla p=0.528; p=0.880, Tablo 3).
Behcet hastaliginin major tani kriterlerini olusturan oral aft,
genital Ulser digindaki bulgulara gbre hastalar; bulgular
tasiyanlar (pozitif) ve tagimayanlar (negatif) olmak Gzere iki
gruba ayrilip istatistiksel analizler yapildiginda da gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir
(Tablo 4). Ancak GIS tutulumu olan hastalarda P2P2 geno-
tipinin GiS tutulumu olmayan hastalara oranla daha yiksek
oldugu gorilmis ancak istatistiksel agidan anlaml olmadigi
saptanmistir (p=0.052, Tablo 4). Hasta gruplari arasinda
alel dagihmlar agisindan da istatistiksel olarak anlaml bir
fark bulunamamistir (p=0.310, Tablo 5).

Klinik 6zellikler Behae;f:;:t)a far (r:i:r(;t(;.:‘)’/lo)
Kadin 43 (%58) 55 (%55)
Erkek 31 (%42) 45 (%45)
Yas medyan (min-maks) 35 (15-72) 39 (17-70)
Oral Aft 72 (%97,2) -
Genital Ulser 67 (%90,5) -
Eklem Tutulumu 41 (%55,4) -
Paterji Pozitifligi 38 (%51,3) -
Okiler Lezyon 19 (%25,6) -
GIS Tutulumu 10 (%13,5) -
SSS Tutulumu 3 (%4,05) -
Superfisiyal Tromboflebit 9 (%12,1) -
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Tablo 2. Behget hastalari ve kontrollerde IL-4 VNTR (rs79071878) polimorfizminin genotip ve alel dagilimlari.

. Kontrol Behcet hastalari o Odds Orani
SNP Genotip n=100 n=74 p-degeri (%95 Giiven araligi)
P2P2 77 (%77) 53 (%71,6) Referans
IL-4 P1P2 23 (%23) 20 (%27,0) 0.332 1,263 (0,773-2,063)
P1P1 0 (%0) 1(%1,4) N/A
Kontrol Behcet hastalan o o
SNP Alel n=100 h=74 p-degeri OR (%95 CI)
P2 177 126
%88,5 %85,1
IL-4 (788.5) (785.1) 0.445 7,696
P1 23 22 (0,465-127,269)
(%11,5) (%14,9)

N/A: Odds Orani Hesaplanamadi.

Tablo 3. Behget hastalari ve kontrollerde IL-4 VNTR (rs79071878) polimorfizminin Dominant ve Resesif modellere goére

genotip dagihmlari.

. Kontrol Behcet hastalari p-degeri
SNP Genoti
P n=100 n=74 Dominant model
77 53
P2p2 (%77,0) (%71,6)
IL-4 P1P2+P1P1 . i
K | Beh h |
Genotip no_r;t;g a ger:_;zsta . Resesif model
100 73
P2P2+P1P3 (%100) (%98,6)
. 1 p=0.880
P1P1
(%0) (%1,4)

TARTISMA

Behcget hastaliginin etiyolojisi henliz kesin olarak bilinme-
mekle birlikte genetik yatkinligin ve immun yanit diizensiz-
liginin patogenezde kritik faktérler oldugu distnilimektedir.
Onceki caligsmalar imman sistemde rol oynayan cesitli sito-
kin, kemokin ve reseptérlerin BH patogenezinde énemli rol
oynadigini goéstermistir(17).Behget hastalarinda IL-4 geni
VNTR (rs79071878) polimorfizminin hastalik patogenezine
olasi rolG arastiriimak istendiginde; calismamizda gruplar
arasinda genotip ve alel dagilimlari agisindan anlamli bir
fark olmadigi gézlenmistir. Buna ek olarak Behcget hastalar
bazi klinik bulgular acisindan karsilastirildiginda da geno-
tip ve alel dagilimlari agisindan gruplar arasinda istatistik-
sel olarak anlamh bir fark bulunamamistir. GIS tutulumu
olan hastalarda olmayan hastalara kiyasla P2P2 genotipi-
nin daha fazla oldugu gériimekle birlikte bu fark istatistik-
sel agidan bir anlam yakalayamamistir (%90,0 vs %68,8;
p=0.052).

Cesitli hastaliklar ile IL-4 geni (VNTR) polimorfizmi iligkisi
arastirilmis ve birbirinden farkl sonuclar elde edilmistir.
Genevay ve ark. yaptiklari calismada /L-4 geni (VNTR) poli-
morfizminin romatoid artrit ile iligkili olmadigini bildirmistir
(18). Turkiye’de primer dismenore hastalari ve kontroller
arasinda yapilmis bir calismada /L-4 geni (VNTR) polimor-
fizminde genotip ve alel dagihmlari bakimindan anlamli
bir iliski saptanmamistir (19). Yakin zamanda yapilmis bir
baska calismada /L-4 geni(VNTR) polimorfizmi ile meme
kanseri arasinda anlamli bir iliski olmadigi gosterilmistir
(20). Bunlara ek olarak sistemik lupus eritematozus hasta-
lari ile yapilmis bir calismada da /L-4 geni (VNTR) polimor-
fizmi agisindan gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigi
bildirilmistir (21). Bu calismalarin yani sira bazi calismalarda
da IL-4 geni (VNTR) polimorfizminin cesitli hastaliklarin
patogenezinde roll oldugu ile ilgili calismalarda mevcuttur.
Malezya populasyonunda yapilan bir calismada /L-4 VNTR
polimorfizminde P2P2 genotipinin son dénem, bobrek
yetmezIligi ile iligkili oldugu gosterilirken. Tunuslu Hashi-
mato tiroiditli hastalarda ise P2P2 genotip frekansinin kont-
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Tablo 4. Klinik ¢zellikler bakimindan hastalar arasinda IL-4 VNTR (rs79071878) polimorfizminin genotip dagihmlari.

Pozitif Negatif
Klinik Bulgular Behcet hastalari Behcet hastalari p-degeri
n (%) n (%)
Genotip P2pP2 P2P1 P1P1 P2pP2 P2P1 P1P1 0121
Paterji Pozitifligi 60 (78,9) 14 (18,4) 2(2,6) 46 (63,9) 26 (36,1) 0(0) '
Eklem Tutulumu 56 (68,3) 26 (31,7) 0 (0) 50 (75,8) 14 (21,2) 2(3,0) 0.582
Okuler Lezyon 30 (78,9) 8 (21,1) 0 ( 76 (69,1) 32 (29,1) 2(1,8) 0.203
GIS Tutulumu 18 (90,0) 2(10,0) 0 ( 88 (68,8) 38 (29,7) 2(1,6) 0.052
SSS Tutulumu 2 (33,3) 4 (66,7) 0 ( 104 (73,2) 36 (25,4) 2(1,4) 0.058
Superfisiyal Tromboflebit 14 (77,8) 4 (22,2) 0 ( 92 (70,8) 36 (27,7) 2(1,5) 0.486
Tablo 5. Klinik 6zellikler bakimindan hastalar arasinda IL-4 VNTR (rs79071878) polimorfizminin alel dagilimlari.
Pozitif Negatif
Klinik Bulgular Behcet hastalar Behcet hastalar p-degeri
n (%) n (%)
Alel P2 P1 P2 P1

- P 0.406
Paterji Pozitifligi 67 (88,2) 9 (11,8) 59 (81,9) 13 (18,1)
Eklem Tutulumu 69 (84,1) 13 (15,9) 57 (86,4) 9 (13,6) 0.885
Okdler Lezyon 34 (89,5) 4(10,5) 92 (83,6) 18 (16,4) 0.442
GIS Tutulumu 19 (95,0) 1(5,0) 107 (83,6) 21 (16,4) 0.310
SSS Tutulumu 4 (66,7) 2 (33,3) 122 (85,9) 20 (14,1) 0.218
Superfisiyal Tromboflebit 16 (88,9) 2(11,1) 110 (84,6) 20 (15,4) 1.000

rol grubuna gére daha dusik oldugu ve hastaliga yatkinhkta
koruyucu bir faktor olabilecegi bildirilmistir (11, 22). Bununla
birlikte Ailesel Akdeniz atesi (FMF) tanili hastalar ile /L-4
geni VNTR polimorfizmi arasindaki iliskinin arastirildigi bir
calismada ise hasta ve kontrol grubu arasinda genotip ve
dagihmlar yéninden anlamli bir fark oldugu bildirilmistir
(23).Turkiye’de Behget hastalarinda yapilmis bir calismada
ise P2P2 genotipinin derin ven trombozu ile iligkili oldugu
gosterilmistir (24). Hasta grubumuzda ise GIS tutulumu
pozitif hastalarda negatif hastalara kiyasla P2P2 genotipinin
daha yiksek oldugu ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadigi gérildi (p=0.052). Calismamizda GIS tutulumu
pozitif hastalarin érneklem bayUkliginin sinirli olmasi géz
6nune alindiginda daha bulylk hasta gruplarinda ileri ¢alis-
malar yapilmasi IL-4 geni (VNTR) polimorfizmi ile hastali-
gin klinik bulgulari arasindaki iligkiyi ortaya koyabilecektir.
Cesitli Genom Boyu lliskilendirme Calismalari (GWAS)
farkh gen mutasyonlarinin BH etiyolojisinde énemli bir rol
oynayabilecegini géstermistir. Behcet hastaligi ve IL-4 geni
ile ilgili sinirl arastirmalarin olmasi nedeniyle bu calisma
literatlire 6nemli bir katki saglayacaktir.

Tesekkiir

Calismada yer almayi kabul eden tiim Behget hastalari ve kont-
rol grubuna tesekkur ederiz.

Cikar Catismasi

Yazarlar arasinda ¢ikar catismasi yoktur.
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Hicbir kurum veya firmadan finansal destek alinmamustir.
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