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OZET

Aba, U. PFAPA Hastalarinda Behcet Hastalan ile Karsilashrmah Olarak NETozis,
Diisiik Dansiteli Notrofiller ve Dogal Lenfoid Hiicrelerin Degerlendirilmesi. Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Immiinoloji Programm Yiiksek Lisans Tezi,
Ankara, 2024. PFAPA (Periyodik ates, Aft6éz stomatit, Farenjit ve Servikal adenit)
Sendromu, immin patogenezi tam olarak bilinmeyen ve cocukluk doneminde gorilen,
tekrarlayan ates, aftoz stomatit, farenjit ve servikal lenfadenit ile karakterize bir
otoenflamatuvar hastaliktir. inflamatuvar ve otoimmiin hastaliklarda nétrofil aktivitesinin
fazla oldugu, notrofil ekstraseliiler tuzaklarin (NET) patogenezde roliiniin oldugu ve diisiik
dansiteli notrofiller (LDN) ve dogal lenfoid hiicrelerin (ILC) bagisiklik yanitinda rol oynadigi
bilinmektedir. PFAPA hastaliginda belirtilen parametrelerin degerlendirilmesi planlanmustir.
Bu calismada Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Immiinoloji-Romatoloji
Poliklinigi’nde PFAPA tanisi alan 20 hastada NET uretimi Ol¢iilerek inflamasyona katkisi
arastirilacak ve kandaki LDN ve ILC yizdeleri belirlenecektir. Elde edilen bulgular Behcet
hastalar1 ve saglikli kontroller ile karsilastirilacaktir. Calismaya dahil edilen hastalardan ve yas
uyumlu kontrollerden hastaligin aktif oldugu dénemde kan alinarak yogunluk gradiyent
santrifiij yontemi ile periferik kan mononiklear hiicre (PBMC), manyetik negatif seperasyon
yontemi ile notrofil izolasyonu yapildi. Akis sitometri ile ILC alt gruplarinin ve LDN’lerin
yuzdeleri belirlenirken uyarilan notrofillerin drettigi ve bir NETozis bulgusu olan nétrofil
elastaz (NE) duizeyi 6lculdu. Elde edilen sonuglarin analizleri SPSS ve Graphpad programlari
aracilig1 ile yapildi. Hastalarin (n=20) yaslar14 ve 13 yil arasinda degigmekte olup %55°1 erkek
ve %45’1 kadindi. PFAPA hastalarinda Behcet hastalarma (p<0.01) ve saglikli kontrol grubuna
(p<0.0001) kiyasla daha fazla NETozis bulgusu saptandi. LDN yizdesinin her iki hastalik
grubunda da saglikli kontrole gore anlamli sekilde yiiksek oldugu gorulirken (p < 0.0001)
ILC1 seviyesi PFAPA hastalarinda Behget hastalarindan daha yiiksekti (sirasiyla p < 0.001 ve
p < 0.05). Bu ¢aligmada, PFAPA hastaligindaki inflamasyonda NET iiretiminin, LDN ve
ILC1’in inflamasyonda katkisi oldugu bulunmustur. Bu sonuglar, PFAPA ve Behcet
hastaliklarinin patogenezinde NETozis, LDN ve ILC1 hiicrelerinin 6nemli rol oynadigini ve
bu hiicresel mekanizmalarin anlagilmasinin, yeni tedavi stratejileri gelistirilmesinde kilit bir

oneme sahip oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Behget Hastaligi, PFAPA, Notrofil hiicre dis1 tuzaklari, Diisiik

dansiteli granulositler, Dogal lenfoid hiicreler



viii

ABSTRACT

Aba, U. Evaluation of NETosis, Low-Density Neutrophils, and Innate Lymphoid Cells in
PFAPA Patients Compared to Behget's Disease Patients. Master's Thesis in Immunology
Program, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences Institute, Ankara,
2024. PFAPA (Periodic Fever, Aphthous Stomatitis, Pharyngitis, and Cervical Adenitis)
Syndrome is an autoinflammatory disease characterized by recurrent fever, aphthous
stomatitis, pharyngitis, and cervical lymphadenitis, primarily occurring in childhood, with an
unclear immune pathogenesis. It is known that excessive neutrophil activity, the involvement
of neutrophil extracellular traps (NETSs) in pathogenesis, and the role of low-density
neutrophils (LDNs) and innate lymphoid cells (ILCs) in immune responses are present in
inflammatory and autoimmune diseases. The evaluation of these parameters in PFAPA disease
is planned. In this study, the contribution of NET production to inflammation will be
investigated by measuring NET production in 20 patients diagnosed with PFAPA at the
Uludag University Faculty of Medicine Pediatric Immunology-Rheumatology Clinic, and the
percentages of LDN and ILC in the blood will be determined. The findings will be compared
with those of Behget's disease patients and healthy controls. Peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) were isolated using density gradient centrifugation, and neutrophils were
isolated using the magnetic negative separation method from blood collected during the active
phase of the disease from the patients and age-matched controls included in the study. The
percentages of ILC subsets and LDNs were determined by flow cytometry, and the level of
neutrophil elastase (NE), a marker of NETosis produced by stimulated neutrophils, was
measured. The obtained results were analyzed using SPSS and Graphpad software. The ages
of the patients (n=20) ranged from 4 to 13 years, with 55% being male and 45% female. In
PFAPA patients, more evidence of NETosis was found compared to Behget's disease patients
(p<0.01) and healthy control groups (p<0.0001). While the percentage of LDNs was
significantly higher in both disease groups compared to healthy controls (p <0.0001), the ILC1
level was higher in PFAPA patients than in Behget's disease patients (p < 0.001 and p < 0.05,
respectively). In this study, it was found that NET production, LDN, and ILC1 contribute to
inflammation in PFAPA disease. These results suggest that NETosis, LDNs, and ILC1 cells
play an important role in the pathogenesis of PFAPA and Behget's diseases, and understanding

these cellular mechanisms is crucial for developing new therapeutic strategies.

Keywords: Behcget's Disease, PFAPA, Neutrophil Extracellular Traps, Low-Density
Neutrophils, Innate Lymphoid Cells
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1. GIRIS
Inflamatuvar hastaliklar, gesitli etiyolojik faktorlerin birbiri ile karmasik
etkilesimleri ile karakterize edilirler. Viicudun yaralanma ve enfeksiyon gibi zararli
uyaranlara verdigi dogal yanit olan inflamasyon, bu hastaliklarda asir1 hale gelir ve

bunun sonucunda doku hasar1 ve gesitli semptomlar ortaya ¢ikar.

PFAPA sendromu, ¢ocuklarda en sik goriilen periyodik ates durumudur ve
otoenflamatuvar hastaliklar grubunda siniflandirilir (1). Temel semptomlar olan ates,
aftoéz stomatit, farenjit ve servikal adenitin yani sira, deri tutulumu, atralji, artrit,
gastrointestinal semptomlarin yaninda ndrolojik belirtiler de gorulebilir (2). PFAPA
genellikle dogal bagisiklik sisteminin disfonksiyonu nedeniyle ortaya c¢ikan
inflamasyon ataklar1 ile karakterize multisistemik bir hastalik olarak
smiflandirilmaktadir. PFAPA sendromunun immdin patogenezi heniiz tam olarak
aydmlatilamamistir. Behget Hastaligi, kronik ve tekrarlayan bir vaskiilit olarak
tanimlanan ve genellikle ag1z yaralari, genital iilserler, deri lezyonlar1 ve goz iltihaplar1
ile kendini gosteren multisistemik bir hastaliktir (3). PFAPA ve Behget Hastaligi
benzer inflamatuvar kosullar ve fenotipik 6zelliklerle seyreden ve kimi arastirmacilar
tarafindan Behget spektrum bozukluklar1 (Behcet’s spectrum disorders) olarak

gruplandirilan hastaliklardir (2).

PFAPA sendromunda, ates ataklar1 sirasinda inflamatuvar yanit artar ve
notrofiller bu yanitin 6nemli bir bilesenidir. Notrofillerden salgilanan NET yapisinin
SLE ve RA gibi farkli otoenflamatuvar hastaliklarda artmis inflamasyona katkisi
oldugu bilinmektedir (4). LDN'ler de nétrofillerin daha diisiik yogunlukta olan bir alt
grubudur (5). Inflamatuvar yanitlarm ve doku hasarmnmn artmasma katkida bulunan
pro-inflamatuvar sitokinler ve NET'ler tiretirler. ILC’ler ise enfeksiyonlar, inflamatuar
bozukluklar, otoimmiin hastaliklar ve kanser gibi hastaliklarda 6nemli bir rol oynarlar
(6). PFAPA sendromunda LDN'lerin ve ILC’lerin rolii arastirilmaya devam
edilmektedir ve bu hiicrelerin inflamatuvar yanita ve hastalik patogenezine katkida

bulundugu diisiiniilmektedir.

Bu ¢alismada; Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghigi ve Hastaliklar1
bdliimiinde takip edilmekte olan PFAPA tanili hastalarin notrofillerinin iirettigi NET



diizeyi 6lgllecek ve ILC hiicre alt gruplarmin ve LDN’lerin yiizdeleri belirlenecektir.
Bu sonuglarla birlikte PFAPA hastalarinda hastaligin aktif oldugu donemde NET
uretimi Olculerek NETozis miktarmin gosterilmesi ve hastalarm kan dolagiminda
bulunan ILC alt gruplari ve LDN yiizdelerinin verilmesi amag¢lanmistir. Bu ¢alisma,
PFAPA sendromunda inflamatuvar sureglerin ve immun profilin anlagilmasina katkida
bulunarak tedavi stratejilerinin kisisellestirilmesine yardimci olabilir. Ayrica, NETozis
ve LDN ve ILC hucrelerinin biyomarker olarak kullanilabilirligi, hastaligin
izlenmesini ve yonetimini daha etkili hale getirebilir. Elde edilecek bulgularin
PFAPA'nin patogenezine dair mevcut bilgileri genisleterek hem klinik uygulamalar

hem de bilimsel arastirmalar i¢in degerli bir temel olusturacag diistiniilmiistiir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Behcet Hastalhig

BH’nin ilk olarak tanimlanmasinda oral ve genital mukozalarda aft6z lezyonlar
ve tiveit klinik bulgular1 g6z 6niinde bulundurulmus ve sistemik bir vaskiilit olarak
tanimlanmustir (3). Bu hastalik, tarihi Ipek Yolu boyunca yasayan toplumlarda en
yiksek insidansa sahiptir. BH'nin etiyopatogenezi elde edilen bilgilerin birikimi
sonucu aydinlatilmaya ¢aligilsa da hastaliga neden olan mekanizmalar hakkinda birgok
belirsizlik bulunmaktadir. Cesitli enfeksiyoz ve ¢evresel etmenlerin tetiklemesi sonucu
genetik yatkinligi olan bireylerde hastaligi ortaya cikabilecegi diistiniilmektedir.
Hastalik genellikle geng yetiskinlik doneminde ortaya ¢ikmaktadir ve hastalarm %15-
20'sinin ¢ocukluk doéneminde gelistigi bilinmektedir (3). Pediatrik BH, sadece
hastaligin baslangi¢ yasiyla degil, ayn1 zamanda klinik bulgularin sikligi, hastalik
siddeti ve sonuglariyla da yetiskin BH’den farklilik gdosterir. Pediatrik hastalarda
gastrointestinal sistem tutulumu, ndrolojik bulgular, artralji ve ailede hastaligin
goriilmesi daha yayginken, yetiskin hastalarda genital lezyonlar ve vaskiiler lezyonlar

daha yaygindir (3).

2.1.1. Epidemiyoloji

BH ilk olarak 1937 yilinda 20. Yiizyilin en 6nemli Tiirk dermotologlarindan
biri olan Dr. Hulusi Behget tarafindan tanimlanmistir ve hastaligin belirtilerini ve
klinik seyrini detayli bir sekilde tanimlayarak, tip diinyasinda 6nemli bir katki
saglamistir (7). BH’ye sahip olan hastalarin ¢ogunlugu ipek yolu iizerindeki llkelerde
bulunmaktadir (7). Tiirkiye, bu hastaligin en sik goriildigii tilkelerden biridir (% 0.6)
(7). Pediatrik BH’nin goriilme sikligi kesin olmamakla birlikte etnik kokene baghdir.
Hastaligin belirtileri genellikle 5 ila 12 yas arasinda ortaya ¢ikmaktadir (3). Pediatrik
BH'nin baslangi¢ yasi, hastalarin klinik seyri ve belirtilerinin dagilimi {izerine yapilan
calismalar, hastaligin tan1 ve tedavi siireglerini yonetmek i¢in 6nemlidir. Yetiskinlerde
oldugu gibi, ¢ocuklarda da BH her iki cinsiyette esit oranda goriilmektedir (8). Ancak
klinik belirtilerin siklig1 ve siddeti cinsiyete gore farklilik gosterse de erkeklerde
hastaligin daha agir seyrettigi ve siddetli liveit ile vaskiiler hastaliklarin daha yaygin
oldugu bilinmektedir, buna karsin genital aftlar ve eritema nodozum kiz ¢cocuklarinda

daha sik goriilmektedir (8). Cinsiyet ve cografi bolge farklarmin hastaligin seyrini nasil



etkiledigi konusundaki bu bulgular, daha hedeflenmis ve etkili tedavi stratejilerinin

gelistirilmesine katki saglayabilir.

2.1.2. Immiin patogenez

BH gelisiminde 6zellikle genetik yatkinligi olan hastalarda gevresel faktorlerin
tetikleyici rol oynayabilecegi bilinmektedir. Bu faktorler arasinda bakteriyel ve viral
enfeksiyonlar ve otoantijenlerin varligi yer almaktadir. BH etiyolojisinde arastirilan
ana bakteriler arasinda Streptokok sanguis, Helikobakter ve mikoplasma bulunurken
viral enfeksiyonlar arasinda ise herpes simpleks viriisii 1, Epstein-Barr virusi, hepatit
ve sitomegalovirlis bulunmaktadir (9). BH hastalarindan en sik izole edilen
mikroorganizma Streptokoktur. Otoantijenlerin de molekiiler taklit yoluyla BH'nin
gelisiminde 6nemli bir rol oynadig1 gosterilmistir. Gozlemlenen otoantijenler arasinda
60 kDa ve 70 kDa biiyiikligiinde olan 1s1 sok proteinleri (HSP), S antijeni,
interfotoreseptor retinoid baglayici protein (IRBP), a-tropomiyozin ve af-kristalin
bulunmaktadir (9).

BH, bagirsak, agiz ve konjunktival mikrobiyotadaki degisikliklerle de iliskili
olabilen kompleks bir patogeneze sahiptir. Bu degisiklikler, hastaligmm klinik
belirtilerini ve seyrini etkileyebilir. Bu nedenle, BH hastalarinin tedavisinde
mikrobiyal faktorlerin belirlenmesi hastaligin ilerlemesinin 6nlenmesinde énemlidir.
BH’ye duyarli olan kisiler beslenme yoluyla da tetiklenebilir ¢ilinkii beslenme,
bagirsak mikrobiyatasini etkilemektedir. Yapilan calismalar Behget hastalarinin
bagirsak mikrobiyata kompozisyonunda Ailevi Akdeniz Atesi (AAA) ve Crohn
Hastaligi’na (CH) sahip olan kisilerinki ile karsilastirildiginda farkliliklar goriildigiinii
vurgulamaktadir (10). Gastrointestinal semptomlar gosteren hastalarin Ugte birinden
fazlasinda ince bagirsakta asir1 bakteriyel biiylime gozlenmis ve bu hastalarin
tedavisinde rifaksimin antibiyotigi kullanilmis olup cogunun semptomlarinda iyilesme
g6zlenmistir. Bu semptomlarin nedenleri; degisen mikrobiyal topluluklar tarafindan
iretilen dinamik proteinler ve metabolitlerin otoantijenleri taklit edebilecegi, bu
degisim sonucu niikleik asit ve yag asidi sentezinin etkilenmesi gibi olumsuz
degisiklikler olabilir. Cesitli caligmalarda Behget hastalarinda agiz mikrobiyomundaki
degisiklikler de degerlendirilmistir (11, 12). Agiz iilserlerinin varligi, mikrobiyotadaki

dengesizlikleri ve spesifik bakteri tiirlerinin kompozisyonundaki degisiklikleri



tetikleyebilir. Aktif oral iilserleri olan hastalarda saglikli kontrollere kiyasla daha
belirgin Streptokok kolonizasyonu gézlenmistir. Bir caligmada ise oral iilser varliginda
Veillonella bakterisinin belirgin sekilde azaldigin1 gostermistir. Veillonella'nin
azalmasi, agiz {lserlerinin varliginin bir gostergesi olarak degerlendirilebilir.
Streptokok artis1 ve Veillonella'nin azalmasi, BH gibi durumlarda agiz sagligi ve
mikrobiyotanin roliiniin anlasilmasinda 6nemli ipucglart saglayabilir (11). Oral
iilserlerde gozlenen bakteri bilesenleri, Yo T hiicrelerinin asir1 cogalmasini tetiklemis
ve aktif hastalik doneminde bu hiicrelerin periferik kanda artmasina neden olmus
olabilir (9).

BH’de NK hiicreleri, notrofiller ve yd T hiicrelerinin rolii 6nemlidir. NK
hiicreleri, sitokinlerin salgilanmasini ve diger bagisiklik hiicrelerinin aktivitesini
diizenleyerek hastalikta aktif rol oynar (13). Notrofiller, artan aktiviteleri, NET ve
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tiretimi yoluyla doku hasarina ve iltthaplanmaya neden
olur (14). Ote yandan y8 T hiicreleri, pro-inflamatuar sitokinler treterek ve Thl ve
Th17 hiicrelerini aktive ederek inflamatuar yaniti giiglendirir (9). NK hicreleri
dogustan gelen bagisiklik sisteminin ana bilesenleridir ve enfekte hiicreler ve timor
hiicreleri lizerinde sitotoksik etkiler sergilerler. Sitokinler ayrica dendritik hiicreler ve
T hiicreleri gibi diger bagisiklik hiicrelerinin fonksiyonunu diizenlemek icin de
salgilanir. Behget hastalarinda NK hiicre sayilar1 azalir ve sitotoksisiteleri bozulur.
Behget hastalarinin kanindaki NK hiicrelerinin azalmasi, bu hiicrelerin inflamatuar
ortamlara toplandigini ve Th1 sitokin iiretimi yoluyla doku inflamasyonunu arttirdigini
diistindiirmektedir (13). NK hiicreleri ayrica NK1 ve NK2 subsetlerine ayrilir (15).
NK1, IFN-y salgilayarak Thl baskinligini artirirken, NK2 hiicreleri, Thl yanitlarini
diizenleyerek bagisiklik yanitin1 kontrol edebilir. Y& T hiicreleri ise otoimmiin
yanitlarin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Normal sartlarda periferik lenf
diigiimlerinde az miktarda bulunmasmma ragmen enfeksiyon sirasinda hizla
cogalabilirler. Aktif Behget hastalarinda yo T hiicrelerinin sayis1 ve aktivasyonu
yuksektir (16-18). Bu hiicreler hem proinflamatuar sitokinler tireterek hem de Thl ve
Th17 hicrelerin aktivasyonunu tetikleyerek inflamatuar yanit1 giiglendirir (9). Aktif
Behget hastalarinda bu hiicreler, artan CD69 ekspresyonu ve IFN-y ve TNF-a Uretimi
ile iligkilidir (19). Degisen fonksiyon ve gelismis yd T hiicresi proliferatif yanitlari,
Behget hastalarindaki fonksiyonel degisikliklerin gostergesidir. Notrofiller ise



enfeksiyona kars1 ilk savunma hattidir ve mikroorganizmalar1 yok ederek konakg¢idaki
hiicre ve dokulara zarar verebilir. Behget hastalarinda notrofillerin aktivasyonu artarak
vaskuler inflamasyona neden olur (20). Bu hucreler yiksek seviyede IL-1a, IL-1p, IL-
6, TNF-a gibi pro-inflamatuar sitokinler ve ve TGF-$ ve IL-10 gibi anti-inflamatuar
sitokinler Gretirler (21). Behget hastalarinda notrofiller oksidatif stres yoluyla doku

hasarina ve inflamasyona neden olur (20).

BH patogenezinde Thl, Thl7 ve Th22 hucreleri de dnemli rol oynamaktadir
(9). Thl hiicrelerinin trettigi IL-2, IL-12, IL-18 ve IFN-y gibi sitokinler aktif Behget
hastalarinda yiiksek seviyelerde bulunur (22-27). Bu sitokinler inflamasyonu artirarak
BH semptomlarin1 siddetlendirmektedir. Th17 hiicreleri otoimmiin hastaliklarda
onemli bir rol oynar ve BH'de inflamasyonu ve bagisiklig1 diizenler. Aktif Behcet
hastalarinda Th17 hiicrelerinin ve ilgili sitokinlerin (IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22 ve
IL-23) seviyeleri daha yiuksektir (28-30). Th22 hiicreleri IL-22 ve TNF-a salgilar ve
otoimmdiin hastaliklarda 6nemli rol oynar (31, 32). 38 yetiskin Behget hastasinda
yapilan bir calismada, hastaligin aktif oldugu dénemde uyarilan PBMC’lerin yiliksek
miktarda IL-22 frettigi gozlemlenmis ve IL-22 fiireten yardimcit T hiicrelerinin

sayisinda artig gozlenmistir (33).

2.1.3. Genetik yatkinhk

Genetik faktorlerin BH iizerindeki rolii genis ¢apta arastirilmis olup, HLA-
B*51 alelinin hastalik i¢in birincil risk faktorii oldugu belirlenmistir (4). ipek Yolu
uzerindeki tlkelerde, genel popilasyonun %20-25’i (34) ve Behget hastalariin %50-
80'i HLA-B*51 alelini tasimaktadir (35). Tiirkiye'de, Behget hastalarinda HLA-B*51
alelinin goriilme siklig1 yiiksek olup, %54 ile %82 arasinda degismektedir (36). HLA-
B*51 alelini tagiyan bireylerde, BH gelisme riski yaklasik 6-10 kat artmakta olup
HLA-B*51 tastyicilari i¢in risk orani yaklagik %6’dir (34, 37, 38). MHC bdlgesi,
kromozom 6'nin kisa kolunda yer alir ve dogustan ve sonradan kazanilmig bagisiklik
yanitlarinda yer alan birgok molekiilii kodlar (39). HLA genleri MHC gen bélgesinde
bulunur ve yiiksek derecede polimorfiktir. HLA molekiilleri, HLA smif I antijenleri
ve HLA sinif IT antijenleri olmak tizere iki farkli sinifa ayrilir. HLA sinif T antijenleri,
merkezi sinir sistemi hiicreleri hari¢ tim ¢ekirdekli hiicrelerde ve trombositlerde ifade
edilirken, HLA smif I antijenleri, B lenfositler, dendritik hiicreler (DC), makrofajlar,



monositler, Langerhans hiicreleri, endotelyal hiicreler ve timik epitelyal hiicreler gibi
antijen sunan hucrelerde (APC) ifade edilir (40). HLA siif I antijenleri, hiicre i¢inde
bulunan peptitlere baglanarak bu peptitleri sitotoksik CD8+ T hiicrelerine sunar ve bu
gorev, hiicre i¢i enfeksiyonlara ve timor hiicrelerine karsi bagisiklik yanitlarinin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. HLA smif II antijenleri ise hiicre dis1 peptitlere
baglanarak bu peptitleri Yardimc1 CD4+ T hiicrelerine sunar. Bu gorevler viicudun
enfeksiyonlara karsi savunmasinda ve immiinolojik homeostazin korunmasinda
kritiktir (40). HLA-B*51 aleli ise HLA sinif I’e ait olup 8-11 amino asit uzunlugundaki
peptitlere baglanip bunlart CD8+ T huicrelerine sunabilir (41).

Bir calisma, farkli HLA smif I molekiillerinden elde edilen peptitlerin
analizleri, HLA-B*51 kaynakli peptitlerin biiyiik bir kisminin baglanma afinetisinin
diistik oldugunu gostermistir (42). Dolayisiyla, bu sonuglar dogrultusunda HLA-B*51
molekiiliiniin antijen baglanma yarigma daha cesitli ve fazla peptitin baglanmasi
¢ikarimi yapilmistir. Diisiik afiniteli peptitlerin baglanmasiyla timusta gergeklesen ve
immn repertuvarda 6nemli olan pozitif seleksiyon etkilenir ve T hiicre repertuvarmin
daha zengin olmasina yol agar. Bu durum, daha cesitli mikrobiyal antijenlere yanit
verme kapasitesi ile iliskilendirilebilir. HLA-B*51'in bu 6zelligi, bagisiklik sisteminin
patojenlere karsi daha genis kapsamli bir yanit gelistirmesine neden olabilir. Ancak,
bu kapasitenin otoimmiin reaksiyonlarin artmasia da neden olabilecegi goz ardi

edilmemelidir.

HLA-B*51'in peptitlere zayif baglanma 6zelligi ¢esitli ve ¢cok sayida peptitin
CD8+ T hiicrelerine sunulmasina neden olur. Bu durumda BH’ye 6zgi sitotoksik
adaptif bagigiklik yaniti1 baglatabilir. HLA-B*51, katil imminoglobulin benzeri
reseptor (KIR) ailesine ait NK hiicre reseptorleriyle de etkilesime girebilir. Bu
reseptorler, sadece NK hiicrelerinde degil ayn1 zamanda CD8+ ve yo T hiicrelerinde
de ifade edilir ve bu da NK veya T hiicre aracili sitotoksisitenin inhibisyonunu veya
aktivasyonunu diizenlemeye yardimci olur (43). Ozellikle, HLA-Bw4 epitopu ile
KIR3DL1 gibi inhibitor KIR reseptorleri arasindaki etkilesim, NK hiicrelerinin
aktivitesini inhibe ederek kisinin kendi dokularinin zarar gérmesini Onleyebilir.
Ancak, bu inhibitdr sinyallerin eksik veya yetersiz oldugu durumlarda, NK ve T

hiicreleri kendi dokularina saldirabilir ve bu da otoimmiin reaksiyonlara ve BH gibi



hastaliklarin gelisimine katkida bulunabilir (43). Bu baglamda, HLA-B*51'in KIR

reseptorleriyle etkilesimi, BH'nin patogenezinde énemli bir mekanizmadir.

2.1.4. Klinik ozellikler

Mukokutanoz lezyonlar

BH’de en sik goriilen belirti, ¢ocuklarda %96-100 oraninda goriilen tekrarlayan
oral lezyonlardir (7). Bu agrili, {ilser olmayan dis eti lezyonlar1 yapiskan, kirmizi
siglikler olarak karakterize edilir ve genellikle dilde veya dis etlerinde goriiliir. Bu
lezyonlar siklikla teshis konulmadan yillar 6nce baslar. Genital sigiller yetiskinlerin
%57-93'Unde gorulur ve en sik rahimde veya testislerde bulunur (7). Oral Ulserlerin
aksine genital iilserler derin ve diizensiz olma egilimindedir. Peptik iilserler cocuklarda
eriskin hastalara gore daha az goriiliir. Hastaligin seyri sirasinda yaygin goriilen deri
lezyonlar1 arasinda eritema nodozum, papiilopiistiiler lezyonlar, purpura ve folikiilit

yer alir. Bu lezyonlar pediatrik vakalarin %37,3-66'sinda rapor edilmistir (7).
Kas-iskelet sistemi tutulumu

BH’de kas-iskelet sistemi tutulumu bulgular1 pediatrik hastalarin %20-40'inda
bildirilir ve siklikla hastaligin ilk belirtisi olarak kabul edilir (44). En sik etkilenen
bolgeler eklemler, diz ve ayaktir (45). BH’nin eklem bulgular1 oligoartikiiler veya
poliartikiiler yap1 seklinde olabilecegi gibi sakroiliak eklem tutulumu ve entesopati de
gorilebilmektedir (46).

GO0z tutulumu

BH’nin en o6nemli patolojik ozelliklerinden biridir ve pediatrik Behcet
hastalarinin %14-66'sinda rapor edilmistir (7). Hastaligin seyri sirasinda herhangi bir
zamanda ortaya cikabilmesine ragmen genellikle tani konulduktan sonraki 2-3 yil
icinde ortaya g¢ikar (47). Cocuklarda g6z tutulumunun yetiskinlere gore daha az
goriildiigiini bildirmistir (48). Goz tutulumu olan hastalarda yaygin bulgular arasinda
bulanik gorme, okiiler agri, 1518a duyarlilik ve gozde kirmizilik vardir (49). Bilateral

posterior Uveit, BH’de en sik goriilen okiiler tutulumdur (44).



Norolojik sistem tutulumu

BH olan ¢ocuklarin %3,6-59,6'sinda norolojik sistem tutulumu rapor edilmistir
(7). Periferik sinir tutulumu gorulmesi ise ¢ocuklarda nadirdir. Parankimal lezyonlar
siklikla beyin sapi, bazal ganglionlar, omurilik ve serebral beyaz cevheri
etkilemektedir (50). Pediatrik NBD'nin ciddi ve ilerleyici kronik etkileri vardir. Akut
belirtiler arasinda tekrarlayan aseptik menenjit ve meningoensefalit yer alir. Ayrica ani
baslayan bas agrisi, papilodem, hemiparezi, ataksi ve ndbetler de ortaya ¢ikabilir.
Kronik parankimal bulgular genellikle geri doniisiimsiizdiir ve ¢ogunlukla hafiza
kaybi1, depresyon, anksiyete ve psddobulber sendrom gibi néropsikiyatrik durumlari

etkiler (44).
Vaskdler tutulum

BH, tiim damar boyutlarini ve tiplerini etkileyebilse de, sinir sistemi tutulumu
siklikla hastahigin seyri sirasinda ortaya ¢ikar (51). Cocuklarda damar tutulumu
goriilme sikligr %1,8-21 arasinda bildirilmekte olup, BH’de en sik goriilen damar
tutulumu alt lenf diigtimleridir (7). Sinir tutulumu goriilme siklig1 eriskin hastalarda
%3-12, pediatrik olgularda ise %1,8-14,7 olarak bildirilmektedir (7). Pulmoner arter
anevrizmasi BH’de Kkarsilasilan en sik 6lim nedenidir (52). Pulmoner arter
anevrizmasi ile birlikte arteriyel sistemdeki darlik, psddoanevrizma ve tikanmanin da

meydana geldigi bildirilmektedir (52).
Gastrointestinal (GI) sistemi tutulumu

Cocuklarda gastrointestinal tutulumun yetiskinlere gore daha yaygin oldugu
rapor edilmistir (7). Gastrointestinal semptomlar genellikle oral Glserlerin
baslangicindan 4,5-6 yil sonra baglar (53). Yemek borusunun herhangi bir yerinde
mukus lezyonlar1 olusabilir, ancak ileogekal kisim en sik etkilenen bolgedir (54).
Yaygin semptomlar arasinda karmn agrisi, bulanti, kusma, hazimsizlik, mide bulantisi

ve mide-bagirsak kanamasi yer alir (55).
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2.1.5. Tedavi

BH, ozellikle kutanz ve okuler tutulumu olan hastalarda randomize kontrolli
calismalarin azlig1 nedeniyle tedavide zorluklar ortaya koymaktadir. Apremilast ilact
oral Ulserler icin guvenli ve etkili bir alternatif olarak kabul edilmektedir (56).
Azatiyoprin hem major organ hastaliklar1 hem de kutandz ateroskleroz igin birinci
basamak immunsupresif ila¢ olarak kullanilmaktadir (57). TNF-a inhibitorlerinin,
oftalmik, ndrolojik, kas-iskelet sistemi ve mide-bagirsak hastaliklar1 gibi hafif major
organ tutulumlarinin tedavisinde etkin oldugu gosterilmistir (58, 59). Ayrica IFN-a da
tedavide kullanilmis ve etkili sonuglar alinmistir. Bu sitokin dogal olarak immiin
sistemi diizenleyici 6zelliklere sahiptir. IFN-a-2a veya IFN-o-2b ile tedavi edilen 338
hastanin kas sistemi rahatsizlig1 olanlarda semptomlarm kismi olarak diizeldigi

goriilmiistiir (60).

2.2. PFAPA Sendromu

Periyodik ates, aftdz stomatit, farenjit ve servikal adenit sendromu (PFAPA),
cocuklarda en sik goriilen periyodik ates durumudur ve otoinflamatuvar hastalik
grubunda tanmimlanir (61). Deri tutulumu, atralji, artrit, gastrointesinal ve noérolojik
semptomlarm da goriildiigii bilinmektedir. PFAPA genel olarak, dogal immiin sistem
disregiilasyonu nedeniyle ortaya c¢ikan inflamasyon ataklar1 ile karakterize

multisistemik bir hastalik olarak siniflandirilmaktadir.

2.2.1. Epidemiyoloji

Gergek prevalans ve etiyoloji bilinmemektedir, ancak bir Iskandinav

calismasinda insidansin 10.000 gocukta 2.3 oldugu tahmin edilmistir (61).

2.2.2. Immiin patogenez

Her ne kadar cesitli caligmalar PFAPA Sendromunun patogenezini farkli
metotlar kullanarak arastirmis olsa da, bu bagisiklik tepkilerinin altinda yatan kesin
mekanizmalar bilinmemektedir ve hala arastirilmaktadir. Hastaligin baglangici
genellikle 5 yasindan once olur, ataklar 3 ila 7 giin siirer ve her 2 ila 8 haftada bir
tekrarlar (61). Hastalar ataklar arasinda asemptomatiktir ve normal biiyiime ve gelisme
gosterirler. Bu ataklar sirasinda goriilen yiiksek ates, kardinal belirtiler ile iligkilidir.

Bu belirtiler aftoz stomatit, farenjit ve servikal adenittir ve yiiksek atese bunlardan en
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az biri sebep olabilir (61). Ek olarak, bas agrisi, gastrointestinal semptomlar, dokiintii
ve eklem agris1 gibi belirtiler de bulunabilir ancak bu belirtiler her zaman gozlenmez
(62). Ataklar sirasinda laboratuvar bulgulari, artmig C-reaktif protein (CRP) ve
fibrinojen seviyelerini gosterir (63, 64). Baz1 hastalarda serum IgD seviyesi yiiksek
olabilir (65, 66). Mutlak monosit ve notrofil aktivasyonunda da bir artig vardir (67).
Enfeksiy0z ve otoimmiin mekanizmalar, PFAPA'nin etiyolojisinde bulunmaktadir
ancak kesin nedeni heniliz tanimlanamamistir. PFAPA'nin patogenezine iliskin
onerilen kavramlar arasinda enfeksiyon ve anormal bagisiklik yanitlari bulunmaktadir.
Son bulgular, PFAPA'nin sitokin disfonksiyonu ile karakterize edilen ve g¢evresel

uyaranlara sahip olan bir hastalik oldugunu kuvvetle 6ne stirmektedir.

Stojanov ve arkadaslarinin (68) yaptigi bir ¢alisma, 21 PFAPA hastasinda atak
sirasinda en fazla ifade edilen genler arasinda kompleman genleri ve genellikle IFN
tarafindan indiiklenen veya IFN sinyal iletimi ile iligkili transkriptler oldugunu
gostermistir. Ayrica birkag (IL-1 IL-1B, IL-1RN, CASP1, IL18RAP) ve inflamazom
ile iligkili (AIM2, IP-10/CXCL10) genin PFAPA alevlenmeleri sirasinda yiiksek
dizeyde ifade edildigi de gorilmistiir. Serumlarinda IL-18 ve IL-6 gibi
proinflamatuvar sitokinlerin de yiliksek oldugu bildirilmistir. Bu bulgular, PFAPA
ataklar1 sirasinda kompleman ve IL-1B ve IL-18 aktivasyonu ile birlikte dogal
bagisiklik sisteminin inflamazom aracili uyarilmasi sonucunu gosterir ¢iinkii
inflamazomlar kaspaz-1’i aktive ederek IL-1p ve IL-18 sitokinlerinin salgilanabilir
durumda olmasimi saglarlar (69). Diger ¢alismalarda da yaklasik 60 atakli PFAPA
hastasinin  plazmasinda Onemli derecede yiksek IL-1p ve IL-6 duzeyleri
gozlemlenmistir (67, 68, 70). IL-1p gibi, IL-6 da akut faz proteinlerinin Gretimini ve
yiiksek atesi indiikkleyen onemli bir proinflamatuvar sitokindir (71). Makrofajlar,

dendritik hticreler ve monositler, IL-6'nin en 6nemli kaynaklaridir (71).

PFAPA ataklar1 sirasinda T hiicresi ile iliskili transkriptlerin (CD3, CD8B)
azaldig1 goriilmiistiir (68). NLRP3 inflamazomunun ise hastaligin patogenezinde rol
oynadigi One siiriilmiistlr (72). PFAPA hastalarinda atak sirasinda elde edilen
polimorfonukleer I6kositler (PMN), yiksek hiicre ici NADPH oksidaz turevli reaktif

oksijen tirleri (ROS) seviyeleri iirettigi caligmalarca gosterilmistir (73).
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2.2.3. Genetik yatkinhk

Otoinflamatuvar hastaliklarin ¢ogu monogenik kalitim gostermektedir (74).
PFAPA'nin patogenezinde ise genetik kalitimin rolii hala tartismalidir. Bazi
caligmalar, hastaligin genetik bir temele sahip olmadigini savunurken, diger ¢caligmalar
ise tam tersini iddia etmektedir. Cesitli calismalarda MEFV, TNFRSF1A, MVK ve
NLRP3 gibi monogenik inflamatuvar hastaliklara neden olan genlerdeki bazi
varyantlar PFAPA ile iliskilendirilmis ve risk faktorleri olarak tanimlanmustir (72). Bu
nedenle, PFAPA monogenik bir hastalik olmasa da kompleks bir genetik bozukluk

olarak tanimlanmaktadir.

2.2.4. Klinik ozellikler

Hastalar genellikle 4 yas civarinda baslayan, 3 ila 7 giin sliren ve her 2 ila 8
haftada bir ortaya ¢ikan tekrarlayan yiiksek ani ateg ataklar1 ile hastaneye basvururlar
(61). Ates derecesi 39°C ve 40°C arasindadir. Ates disinda en sik goriilen semptom,
siklikla eritematdz veya eksilidatif olarak tanimlanan ve hastalarin %90'mdan
fazlasinda mevcut olan bogaz agrisidir. Bademcikler siklikla normal veya biliylimiis
olarak goriiliir. Bu fiziksel bulgu PFAPA tanisinda 6nemli olsa da bazen gézden
kagabilmektedir. Ikinci en yaygim bulgu ise hastalarin %53-94'linde gorilen servikal
adenittir (61). Son olarak hastalarin %50'sine varan oranda aft6z lezyonlara rastlanir.

Bu lezyonlar genellikle yaklasik 1 cm gapindadir ve agizda bulunur.

Belirgin belirti ve semptomlarin yani sira hastalarda hafif karin agrisi, kas
agrilari, bas agrilar1 ve mide bulantis1 da goriilebilir. Literatiirde hastalarin yaklagik
%60'mda PFAPA ataklarinin semptomlar1 olarak yorgunluk, bas agrisi, karin agrisi
veya sinirlilik de rapor edilmistir (75, 76). Belirti ve semptomlar yetigkin ve pediatrik
hastalar arasinda farklilik gosterebilir; 6zellikle eklem agrisi, kas agrisi ve bas agrilar
yetiskinlerde daha yaygin olabilir (61). Cesitli ¢alismalar, PFAPA'll hastalarin aile
Uyelerinde de bu hastaligin bulunmasi, hastaliga sahip olma olasiliginin yiksek
oldugunu gostermistir ve ailesel PFAPA vakalarinin ¢ogunda otozomal dominant

kalitim g6zlenmistir (61).

2.2.5. Tedavi

Genellikle parasetamol, ibuprofen, asetilsalisilik asit ve metamizol gibi anti-
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inflamatuar ilaglara ve antibiyotiklere ¢cogu hastada yanit vermeyen bir durum olan
PFAPA sendromunda, tedavi edilmedigi takdirde ates yaklasik 5. giinde normale
doner (77, 78). Bu hastalar, uzun yarilanma omriine sahip tek doz prednizolon veya
betametazon tedavisinden sonra 2-4 saat iginde en iyi yanit1 verirler (76, 77, 79, 80).
PFAPA'nin mevcut tedavisinde kolsisin blokajli tek doz steroidler ve ciddi vakalarda
IL-1 inhibitorleri Onerilmektedir (75). PFAPA'nin tedavisi gilinimiizde hala

tartismalidir.

2.3. Notrofiller

Notrofiller, kan dolasiminda en fazla bulunan granllositler olup dogal
bagisiklik sisteminde gorevli hiicrelerdir (81). Hiicre gekirdekleri genellikle 3 ila 5
lobiilden olusur bu yiizden polimorfoniikleer 16kositler (PMN) olarak adlandirilirlar.
Kemik iliginde tretildikten sonra kan dolagimina giren nétrofiller, enfeksiyon olan
bdlgelere kemotaksis yoluyla go¢ ederler. Notrofillerin en temel 61diirme mekanizmasi
fagositoz olup hiicre i¢ine aldiklar1 patojenleri ve patojen iliskili molekiilleri
granillerinde bulunan enzimler yoluyla ve reaktif oksijen turleri (ROS) Gretimiyle
inaktif hale getirirler (82). Bu granuller nétrofil elastaz (NE), asit hidrolaz,
miyeloperoksidaz (MPO) ve lizozim gibi antimikrobiyal enzimler icerir. Notrofiller
ayrica gesitli sitokinler iireterek diger immiin sistem hiicreleri ile haberlesir ve onlarin
aktif hale gelmesine yardimci olur (83). Notrofilllerin bir diger savunma mekanizmasi
ise hiicre dis1 tuzak (NET) tretimidir. Notrofil ekstraseliiler tuzaklar yani NET ler,
proteinlerle iliskili yogun niikleer kromatinden olusur ve inflamatuar yanit sirasinda
notrofiller tarafindan hiicre disina salinir. Salman NET'ler patojenleri yakalar,
yayilmalarini 6nler ve yogun kromatin ile iligkili antimikrobiyal peptitler ve proteinler

araciligiyla onlar1 61diirebilir (84).

2.3.1. Diisiik Dansiteli Notrofiller (LDN)

Notrofil alt gruplarindan biridir ve ilk olarak 1986 yilinda tanimlanmistir (85).
Olgun nétrofiller genellikle kirmizi kan hiicre fraksiyonunda ortaya ¢ikarken LDN’ler,
yogunluk gradient santrif(ij yontemi ile izole edilen kan hucrelerinde periferik kan
mononiikleer hiicre tabakasinda ortaya cikmustir. Ik olarak sistemik lupus
eritematozus (SLE) ve romatoid artrit (RA) hastalarinda proinflamatuvar 6zelligi ile

kesfedilmistir (86). Daha sonra, LDN'lerin varlig1 ¢ogunlukla kronik hastaliklarda
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olmak (zere bir¢ok c¢aligmada gosterilmistir. LDN'lerin normal yogunluklu
graniilositlere kiyasla daha az segmente olmus ¢ekirdeklere sahip oldugu gozlenmistir.
Fenotipik olarak, LDN'ler, yuksek yogunluklu nétrofiller (HDN) ile ayni CD
molekullerini ifade eder, ancak CD15, CD11b ve CDG66b ifadeleri LDN'lerde daha
yuksektir (87). SLE hastalarinda LDN’lerde yiksek dlzeyde ifade edilen genler
arasinda cesitli serin proteazlar, bakterisidal proteinler ve noétrofillerin inflamatuar
yanitlarin diizenlenmesinde yer alan aziirofilik graniillerde bulunan diger molekiiller
yer almaktadir. Bulgular, LDN'lerin daha olgunlasmamis bir fenotipe sahip oldugunu
g0Ostermektedir (88).

Degraniilasyon ve/veya NETozis yoluyla proteaz salmimimnin yani sira,
notrofiller enfeksiyon bdlgelerine goc ettiklerinde pro-inflamatuar sitokinler de
sentezleyebilirler. Lupus nefritinde TNF-o'nin asir1 ifadesi gézlenmistir ve bu durum
bobrek hasarinda 6nemli bir rol oynayabilir (89-91). LDN'lerde IL-8 ve IL-6 salinimi
dizeyleri, kontrol nétrofilleriyle karsilastirildiginda daha yiiksek bulundugu ve bu
durumun SLE'de inflamatuar yanitlarin ve doku hasarmin artmasina katkida
bulunabilecegi gosterilmistir (87). Ayrica, LDN'lerin saglikli kontrol nétrofilleri ve
lupus noétrofilleri ile karsilastirildiginda Tip 1 interferon saliniminin artmis oldugu da
gosterilmistir. Ayrica, LDN’lerin NET Uretme kapasitelerinin oldugu ve SLE
hastalarinda onemli bir artis gosterdigi bulgular1 vardir. NETozis artisina sebep
olabilecek etmenler arasinda immiin kompleksler, tip | interferonlar ve otoantikorlar
bulunmaktadir. Ayrica, tip | IFN'lar olgun nétrofillerin NET Uretimini de artirabilir
(92). Ek olarak, LDN'ler tarafindan tiretilen NET'ler, lupus makrofajlarinda NLRP3
inflamazom aktivasyonunu artirarak inflamatuar dongiilerin olusmasina neden olabilir
(93). LDN'ler ayrica, cesitli otoimmiin hastaliklarda goriilen erken ateroskleroz
gelisiminde rol oynayan endotelyal hasar ve anormal endotelyal farklilasmanin aktive

edilmesi ile de iliskilendirilmistir (86).

BH ve PFAPA sendromunda LDN’lerin rolii hala arastirilmaktadir. Bir
calismada, 32 Behget hastasinda yapilan ¢alisma sonucunda LDN sayilarinda artis ve
bu hucrelerin NET Uretiminin fazla oldugu gosterilmis olup bunun sonucunda
inflamatuar yanita ve patogenezin gelisimine katkida bulunabilecegi ¢ikariminda

bulunulmustur (94).
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2.3.2. Notrofil hiicre dis1 tuzaklar1 (NET) ve NETozis

Notrofil hiicre dis1 tuzaklar1 (Neutrophil extracellular traps/NET) notrofillerin
fagositoz ve hiicre i¢i 6ldiirme mekanizmalarina ek olarak sahip olduklar1 bir anti-
mikrobiyal Ozelliktir (95). NET yapist notrofiller tarafindan salgilanan hiicre digi
kromatin ve ¢esitli graniiler proteinlerden olugsmaktadir (96). Bu tuzaklarin iiretim
mekanizmasi hiicrelerin farkli uyarimlarla aktive olmasiyla tetiklenmekte ve NADPH
enzim kompleksi yardimiyla protein kinaz C (PKC), RaffMERK/ERK yolagmin
aktivasyonu ile devam etmektedir (97, 98). Bu aktivasyon myeloperoxidase (MPO),
notrofil elastaz (NE) ve protein-arjinin deiminaz 4 (PAD4) molekillerini aktive
etmektedir. NE ve MPO, naif noétrofillerin azurofilik granillerinde depolanan
enzimlerdir (99). NE, viriis ile iliskili faktorleri parcalayan ve bakterileri dldiren
notrofillere 6zgi bir serin proteazdir (100, 101). MPO, halidlerin hidrojen peroksit
tarafindan oksidasyonunu katalizler (102). NE ve MPO e¢ksikligi olan fareler
bakteriyel ve fungal enfeksiyonlara karsi duyarlidir. PAD4, kromatin
dekondenzasyonu katalizler ve reaktif oksijen tirtinleri aracilig1 ile kompleks kromatin
yap1 hiicre digina salinir (103). Kromatin yapisinda bulunan histonlar, NET'in en bol
bilesenidir ve giiclii antimikrobiyal 6zelliklere sahiptir. Cesitli enzimlerin ve niikleer
icerigin hiicre digina NET aracilig1 ile salinmasi siireci nétrofillerin apoptozdan farkl

olan hiicre 6lumu sekliyle olur ve bu da NETozis olarak adlandirilmaktadir (104).

NET olusumu direkt patojen iliskili mikrobiyal paternlerin (PAMP) uyariminin
yaninda hasar aracili paternlerin (DAMP), diger immiin hiicreler tarafindan salman
sitokin ve kemokinlerin, virislerin ve kanser ile iligskili mekanizmalarin da uyarimi ile
tetiklenmektedir (105).

NETozis dogal bagisikligin 6nemli bir efektér mekanizmasidir. Notrofil hiicre
dis1 tuzaklarmin ayn1 zamanda farkli patofizyolojik siireclerde anahtar rol oynayan
yapilar oldugu kesfedilmistir. NETozis kontrol edilemeyen ve doku hasarina yol agan
inflamatuvar immiin cevaplara da neden olabilmektedir. Bu doku hasar1t NET aracili
direk hiicre Oliimii, inflamatuvar sitokinlerin artmis saliimi, pro-inflamatuvar
hiicrelerin toplanmasi, immiin komplekslerin olusumu ve otoantikorlarin tiretilmesi
sonucu meydana gelir. NET yapisi plateletlerle de etkilesime gecerek trombozisi

tetiklemekte ve organ hasarina neden olabilmektedir. Nitekim bir¢ok otoimmiin ve
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otoinflamatuvar hastalikta notrofil hiicre dis1 tuzaklarinin rolii tanimlanmigtir (106).

2.4. NET, NETozis ve Behcet Hastalig1

Notrofillerin ve onlarin asir1 fonksiyonel olmasinin 1975'ten beri BH’nin
patogenezinde rol oynadigi 6ne siiriilmiistiir (107). Son yillarda, genetik, immiinolojik
ve molekuler veriler, notrofillerin bu hastaliktaki onemli roliinii biiylik 6lgiide

desteklemektedir.

BH ataklar1 swrasinda birgok hastada notrofillerin kemotaksisinde artis
gozlenmistir (107). Ayrica, hastalarm tiikiiriik ve serumunda nétrofil elastaz (NE),
miyeloperoksidaz (MPO) ve S100A proteinlerinin arttigi bulunmustur (107).
Kemotaksise ek olarak, serbest radikal tGretimi, notrofillerin patojenlere kars1 savunma
icin verdigi bir mekanizma sonucu gozlenir. ROS, NADPH oksidazin etkisiyle tiretilir.
Bu sureg, fazla miktarda oksijen tiiketimine sebep olur ve bu oksijen, son derece reaktif
stiperoksit radikalleri olan Oz ve H2O.'ye doniistiiriiliir . Bunun sonucunda MPO
aktive olur ve mikrobisidal olan ikincil oksidanlar Gretir. Ancak, ylksek miktarda
oksidan olusumu sonucu meydana gelen dengesizlik, doku hasari ile iligkilidir (108).

Bu olaylar, bir¢ok patolojik durumun baslangicindan sorumludur.

BH’de oksidan sistemde artis gozlenmis olup antioksidan miktarinda azalma
goriilmiistiir (107). Ayrica hastalarin serum ve plazmasinda artrms reaktif oksijen
turleri (ROS) seviyeleri goriilmiistiir. Behget hastalarinda yiiksek plazma MPO
aktivitesi ve artmus nitrat/nitrit seviyeleri de bildirilmistir. Bu nitrat/nitrit bilesenleri
daha fazla ROS olusumuna neden olmaktadir. Ayrica, Behget hastalarmin
notrofillerinde siklooksijenaz-2'nin artmis ifadesi, pro-inflamatuar prostaglandinlerin

sentezine neden olarak vaskiiler hasara katkida bulunabilir (107).

Behget hastalarmda notrofil aktivasyonunu tetikleyen gesitli etmenler vardir.
Bunlarin  basinda  bakteriyel  enfeksiyonlar  gelmektedir. Bu  nedenle,
mikroorganizmalarin veya bakteriyel bilesenlerin notrofil aktivasyonuna neden
olabilecegi One siiriilmiistiir. Calismalar, streptokok antijenlerine ve pnomokok
agilarina maruz kalan hastalarin atak gecirdigini gostermektedir (107). Behget
hastalarindan izole edilen nétrofillerin transkriptomik analizinde CCR1, CCR3,
CCR4, CCR6, CCR7, CXCR1, CXCR2, CXCR3 gibi kemokin reseptdrlerinin arttigimi
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gostermistir (107). Kemokinlerin yaninda, TNF-a, IL-6 ve IL-1 gibi bircok
inflamatuar sitokinin de notrofilleri aktive ettigi bilinmektedir (109). Bu sitokinler
BH’de genis capta incelenmistir ve baslica NfkB yolagi tizerinden iiretilmektedirler.
Bu sitokinlerin seviyeleri hastalarda yiiksektir ve hastalik aktivitesi ile arttik¢a sevileri
de artmaktadir (107). Bu sitokinler, notrofiller de dahil olmak tizere genis bir hiicre
yelpazesi tarafindan salgilanabilirler ve notrofiller igin parakrin ve/veya otokrin

aktivatorler olarak islev gorebilirler.

BH’de endotelyal aktivasyon da calismalarca gosterilmistir. Trombomodulin,
selektinler ve endotelyum kaynakli von Willebrand faktorii bu caligmalarda 6ne
cikmaktadir  (107). Aktivasyon sonrasi, endotelyal hicreler, nétrofillerin
yuvarlanmasimi ve adezyonunu kolaylastiran ¢esitli adezyon molekiilleri ifade eder.
Notrofillerde CD11a ve CDI18 artis gosterirken endotelyal hiicrelerde ICAM-1’in
yukar1 regiilasyonu goriilmiistiir. Bu mekanizmalar, bu hiicreler arasindaki etkilesimin

6énemini vurgular.

Cok sayida calisma, otoinflamatuar veya otoimmiin durumlarin etiyolojisinde
notrofil ekstraselliiler tuzaklarmimn (NET'ler) roliinii ortaya koymustur. Ayrica,
NET'ler, patolojik durumlarda, trombiis baslangici ve ilerlemesinin 6nemli bir
tetikleyicisi olarak bilinmektedir. NET'ler ayn1 zamanda inme ve miyokard enfarktisii
gibi arteriyel hastaliklarda da rol oynamaktadir. Hastalarmm serum ve plazma
orneklerinde MPO-DNA kompleksleri ve cf-DNA (cell-free DNA) gibi NET'lerin
direkt olmayan belirteglerinin yiiksek bulundugu ve bu durumun hastalik aktivitesi ve
vaskuler tutulum ile iligkili oldugu gosterilmistir. Ayrica, Behget hastalarina ait
notrofillerin in vitro ortamda uyarict olmadan bile daha fazla NETozise yatkin oldugu
gosterilmistir. Ayrica, bu notrofillerde PAD4 mRNA'sinin da fazlaca ifade edildigi
gosterilmistir.

BH’de, vaskiler durumun farkli damar tipleri ve boyutlar1 goriiliirken, tekrarlayan
trombozlarla komplike olan bir hastaliktir. Notrofil aktivasyonu, artmig ROS iiretimine
yol acar. ROS, fibrinojeni okside ederek genel yapisini degistirebilir; bu durum,
fibrinojenin lizise kars1 duyarliligini bozarak fibrinojen fonksiyonunun etkisiz hale
gelmesine neden olur. Bu da trombojenik ihtimali artir1. Behget hastalarinin

notrofilleri tarafindan {iiretilen NET'ler, i¢sel ve digsal pihtilasma yollarmi aktive
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ederek tromboz olusumunu tetikleyebilir, endotelyal hiicre aktivasyonunu artirabilir
ve trombositleri aktive edebilir. NET'lerin yani sira, ndtrofiller IL-1, TNF-o ve I1L-8
gibi proinflamatuar sitokinlerin salinimi1 araciligiyla endotelyal hiicreleri ve

trombositleri de aktive eder. Tim bu olaylar, BH’de immiin tromboza katkida bulunur.

BH tedavisinde steroidler, kolsisin, anti-TNFa ve apremilast gibi ilaglar genis
Olciide kullanilmaktadir. Bu ilaglari notrofil aktivasyonunu ve NET'lerin olusumunu
azalttig1 bilinmektedir. Ayrica, dolasimdaki NET'leri dogrudan hedef alan potansiyel
diger terapétik yaklasimlar arasinda N-asetil-sistein, PAD4 inhibitori veya DNaz |
gibi ilaglar, in vitro ortamda ve fare modellerinde olarak etkili bir sekilde test edilse

de insanlarda heniiz kullanilmaya baslanmamuistir.

2.5. NET, NETozis ve PFAPA Sendromu

Notrofillerde ve monositlerde bir aktivasyon belirteci olan CD64'in PFAPA
ataklar1 sirasinda dikkat ¢ekici sekilde arttig1 goriilmiistiir (73). Notrofillerde PFAPA
ataklar1 sirasinda ROS iiretiminin arttiginin gosterilmesi, dogal bagisiklik yanitinin
diizensiz olduguna isaret etmektedir. Ayrica, nétrofillerde CD11b ekspresyonunun
yiiksek oldugu, L-selectin ifadesinin ise degismedigi ve apoptozun azaldigi rapor
edilmistir, bu da hiicrelerin aktif ve canli oldugunu gostermektedir (73). Bu bulgular,
notrofillerin inflamatuvar bir hastalik olan PFAPA'nin patogenezinde 6énemli bir rol
oynadigini diisiindiirmektedir, ancak bu hiicrelerin tam olarak patogenezdeki rolii
heniiz net degildir. Hem pediatrik hem yetiskin PFAPA hastalarinda nétrofillerin NET
Uretme Kkapasitesi ve NETozis hakkinda literatiirde herhangi bir ¢alisma

bulunmamaktadir.

2.6. Dogal Lenfoid Hiicreler (ILCs)

ILC’ler, patojenlere karst erken savunmada goérev alan ve doku homeostazi,
inflamasyon ve bagisiklik yanitlarinda kritik roller oynayan bir grup immiin hiicredir
(110). Adaptif bagigiklik sistemi hiicreleri olan T ve B lenfositlerinin aksine, ILC'ler
antijen 6zgiil reseptorlere sahip olmadiklari i¢in antijen uyarimiyla klonal ekspansiyon
gecirmezler. ILC'ler, sitokin Uretimleri ve transkripsiyon faktorl ifadeleri profillerine
gore siniflandirilirlar. ILCI hiicreleri, CD4+ Yardimci T hiicre alt grubuna ait olan

Thl hucrelerine benzer ve IFN-y ve TNF-a gibi sitokinler iiretirler. Hiicre ici
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patojenlere karsit savunmada rol alirlar ve inflamasyona katkida bulunurlar. ILC2
hicreleri ise Th2 hucrelerine benzer ve IL-4, IL-5, IL-9 ve IL-13 gibi sitokinler
iretirler. Alerjik yanitlarin yani swra helminth enfeksiyonlari, doku onarimi ve
metabolik homeostaz igin énemlidirler. ILC3 hiicreleri ise Th17 hiicreleriyle benzer
fonksiyonlar gosterir ve IL-17 ve/veya IL-22 tiretirler. Mukozal bagisiklikta, hiicre dig1
patojenlere karst savunmada, doku onariminda ve bagirsak homeostazinin
stirdiiriilmesinde kritik bir rol oynarlar. ILC'ler, temel olarak cilt, bagirsak ve akciger
gibi bariyer dokularda bulunur ve epitelyal hiicreler, stromal hiicreler ve diger immiin
hiicrelerle etkileserek doku biitlinliigiinii ve bagisiklik yanitlarmi diizenlerler.
Enfeksiyonlar, inflamatuar bozukluklar, otoimmiin hastaliklar ve kanser gibi ¢esitli
hastaliklarda 6nemli bir rol oynarlar. Bir ¢alismada, sistemik lupus eritematozus (SLE)
hastalarinda ILC1 seviyelerinde saglikli kontrollerle karsilastirildiginda artis goriilmiis

ve ILC2 ve ILC3 seviyelerinde azalma oldugu gosterilmistir (111).

ILC'lerin, pediatrik BH ve PFAPA'nin patogenezindeki rolii hakkinda heniiz
yeterli bilgi bulunmamaktadir, ancak bu hiicrelerin bagisiklikla ilgili hastaliklarin

patofizyolojisinde potansiyel terapotik hedefler olabilecegi diisiiniilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Hastalar ve saghkh kontroller

Tez calismasmna Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghgi ve
Hastaliklar1 ABD Cocuk Immiinoloji-Romatoloji Poliklinigi’nde BH ve PFAPA
tanisiyla takip edilmekte olan hastalar ve yas uyumlu saglikli kontroller dahil edildi.
Her bir gruptan 20 katilimci ¢alismada yer aldi.

PFAPA sendromlu hastalarin (n=20) yaslar1 4 ve 13 yil arasinda degismekte
olup ortalama yas 8.05 * 3.15 yildi. Hastalarin %55°1 erkek ve %45°1 kadindi.
Hastalarin hastanedeki ortalama takip stiresi 44.05 + 24.23 ay olup 1 ve 7 yil arasinda
degismekteydi. Hastalarin hepsi son 48 saatte atak gecirmis hastalardi ve hastalarin
hepsi kolgisin tedavisi gormekteydi.. CRP seviyeleri 2-40 mg/1 arasinda degismekte
olup ortalama 8.59 + 1.9°du.

Kontrol grubu olan Behget hastalarinin (n=20) 17’sinde HLA-B*51 pozitifken
3 hastada HLA-B*18 varyant1 goriildii. Hastalarda HLA-B*51 pozitiflik oran1 %85
olarak hesaplandi (0.85 + 0.08). Hastalarin yas araligi 6 ve 18 yil arasinda degismekte
olup ortalama yas 11.4 yild1 (11.4 £ 1.55 yil). Hastalarin cinsiyet dagilimi esitti.
Hastanedeki takip streleri 1 yildan 7 yila kadar degisiklik gosterdi. Ortalama takip
stiresi 39 ayd1 (39 + 22.41 ay). Hastalarin hepsi son 48 saatte atak gecirmis hastalardir
ve biitun hastalar kolgisin ilag tedavisi gormekteydi. CRP seviyeleri 2-40 mg/1 arasinda
degismekte olup ortalama 5.8 *+ 1.3’tii (Referans araligi: 0-6 mg/l). Saglikli kontrol
grubunun (n=20) yas araligi1 13-18 arasinda degisirken ortalama yas 15.9 £ 1.7 idi.
Katilimeilarin %60°1 erkek ve %40°1 kadindi. Kontrol grubunda sigara icen sayis1 O

(%0) idi. Katilimcilarmn aktif bir hastaligi yoktu.

3.2. Kan alim ve hiicrelerin izolasyonu

Bu ¢alisma i¢in tiim hastalardan ve kontrollerden antikoagulan olarak EDTA
iceren tiipe 20 ml periferik kan 6rnegi alinmigtir. Kanlarin hepsi ayni kosullarda
taginmistir. Laboratuvara ulastirilan kan 6rneklerinden PBMC ve noétrofil izolasyonu
yapilmigtir. PBMC izolasyonu Ficoll/Histopak dansite gredient santriftlj yontemi ile
gerceklestirilmistir. Bu yontemde, kan érnekleri oda sicakliginda 1:1 (v/v) oraninda

1X PBS ile seyreltildi. Seyreltilmis kan 6rnekleri, 4 mL Ficoll (Sigma Aldrich-
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Histopaque 1077) tizerine 5:2 (v/v) oraninda yavas bir sekilde yayildi. Daha sonra,
ornekler fren ayar sifirda olacak sekilde 400xg'de 30 dakika santrifiij edildi. Santriftj
sonucunda lenfositlerin bulundugu bulutumsu katman toplanarak bagka bir tiipe
aktarildi. Bu yeni tiipe aktarilan PBMC’ler, 10 mL RPMI-1640 ile 8 dakika boyunca
400xg'de santrifiij edilerek yikandi. Siipernatant uzaklastirilmis ve yikanan hiicreler 1
mL RPMI-1640 icinde yeniden suspanse edildi. 10 pL hicre stspansiyonu, 1:1 (v/v)
oraninda Tripan mavisi boyasi ile 2 dakika inkiibe edildi. Boyanmis hiicreler, hiicre
sayim cthazina 10 pL hacminde yiiklenerek sayim yapildi. Hiicre sayis1 ve canlilik
oranlar1 kaydedildi. RPMI-1640 iginde bekletilen hiicreler, 5 dakika boyunca 400xg'de

santrifiij edilerek slipernatant kisim uzaklagtirildi.

Elde edilen PBMC’lerden yaklasik 1 milyon hicre LDN yizdelerinin
belirlenmesi i¢in kullanilmistir (3.3). Santrifiij sonrasi eritrositler ve notrofillerin
bulundugu c¢oken katman tiipten alinarak manyetik seperasyon yontemi ile
notrofillerin izolasyonu gergeklestirilmistir (Mojosort Human Neutrophil Isolation
Kit, Biolegend). Nétrofil izole etmek igin 6nce 1 mL kan 5 mL’lik cam tiipe alind1.
Uzerine 10 pL kitin iceriginde bulunan Biotin-Antibody Cocktail eklendi. Pipetaj
yapildiktan sonra buza koyuldu ve 15 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon bittikten sonra
Kitin icerisinde bulunan manyetik bead karisimi 6nce 1 dakika boyunca vortex edildi
ve daha sonra kan ve antikor kokteylinin bulundugu tiipe 10 pL eklendi. Pipetaj
yapildiktan sonra buzda 15 dakika bekletildi. Inkiibasyon siiresi bittikten sonra ytkama
asamasma gecildi. 4 mL mojosort eklendi ve vortex yapildi. 300xg’de 5 dakika
cevirdikten sonra stipernatan kismi atildi. Daha sonra manyetik seperasyon icin tiipe 3
mL Mojosort buffer eklendi ve pipetaj yapildi. Tup magnete koyuldu ve 5 dakika
beklendi. Baska bir tlpe bu tipln icindeki buffer ve hiicre karisimi magnetten
cikarmadan aktarildi, yani negatif secgilim yapilarak notrofiller baska bir tupe
aktarilmisg oldu. Manyetik ayirma islemi toplam 3 kez yapildi. Ayirdigimiz nétrofiller
300xg’de 5 dakika santrifiij edildi. Daha sonra stipernatan atild ve Ustline 15 mL lizis
buffer eklendi ve pipetaj yapildi. Bu asamanin amaci ortamda bulunan eritrositlerin
lizis yolu ile uzaklastiriimasidir. 15 dakika boyunca inkibe edilen hiicreler 300xg’de
5 dakika santrifilj edilip sipernatan kismi atildi. Daha sonra notrofiller Mojosort buffer
ile yikandi1 ve tekrar ayni ayarlarda santriftj edildi. Stpernatant atildiktan sonra

hicrelerin Ustline 6nceden hazirlanmis ve 37 dereceye getirilmis 1 mL NETosis Assay
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Buffer (NETosis Assay Kit, Cayman Chemicals) eklendi. Bu tampon hazirlanirken
kitin protokolii esas alinmistir ve 24 kuyucuklu plak i¢in olan prosediire uyulmustur.
Tampon RPMI icinde %1 BSA ve 100 pl (1 M) kalsiyum Klorir ¢Ozulerek
hazirlanmistir. Notrofillerin tizerine tampon eklendikten sonra yavasca pipetaj yapildi.
Daha sonra 10 pl hiicre stispansiyonu hiicre sayim cihazina alinarak hiicre sayimi

yapildi

3.3. NET analizi

NET Uretiminin belirlenmesi Elisa tabanli bir kit ile yapilmistir (NETosis Assay
Kit, Cayman Chemicals). Bu kit NETozis siirecini ex vivo olarak c¢aligmak igin
tasarlanmustir. Bu kitin prosedirti, NET lerin i¢eriginde bulunan DNA bilesenine bagl
degildir ¢iinkii DNA salinimi NETozis’ten bagimsiz olarak da gerceklesebilir.
Notrofiller PMA ya da kalsiyum iyonofor ile NET salinimi i¢in uyarilir. Sekil 3.1°de
gosterildigi gibi, NET olusumunun ardindan serbest nétrofil elastaz (NE) ortamdan
yikanarak uzaklastirilir. NET DNA'sinin S7 niikleaz ile sindirilmesinin ardindan,
DNA’ya bagli olan NE serbest kalir. NE igeren stipernatana, notrofil elastaz tarafindan
parcalanan bir substrat eklenir ve bu reaksiyon sonucunda 405 nm’de 1sik emilimi olan
4-nitroanilin Grind olusur ve bu emilim spektrofotometre ile dlculir. Pozitif kontrol
olarak kullanilacak olan 18 U/ml konsantrasyonunda NE enzimi 6nceden 1sitilmis 2
ml NET tamponuna 2 ul hacimde eklendi. Pipetaj yoluyla iyice karistirildiktan sonra
her kuyucuga 100 ul olacak sekilde plaktaki iki kuyucuga eklendi.

NE kullanilarak bir standart egri olusturuldu ve bu egrinin denklemi
kullanilarak NE konsantrasyonu bilinmeyen 6rneklerin konsantrasyonu hesaplandi.
Bunun igin standartlar Sekil 3.2°de gésterildigi gibi hazirland1. Oncelikle NE enzimini
seyreltmek ve boylelikle standartlar1 hazirlamak i¢in 6nceden hazirlanan 20 ml NET
tamponuna 400 pl EDTA (500 mM) eklendi ve bu tamponun sicakligi 37 dereceye
getirildi. 1 numarali tpe 5 ml EDTA eklenmis tampon koyulurken 2’den 8’e kadar
numaralandirilmis tiiplere 1 ml eklendi. 1 numarali tiipe 10 pl NE enzimi eklendi ve
pipetaj yapildi. Bu standardin konsantrasyonu 36 mU/ml’dir. Standard1 ardisik olarak
seyreltmek icin, 1. tiipten 1 ml alimarak 2 numarali tiipe koyuldu ve pipetaj yapildi.
Ardindan, 2. tiipten 1 ml ahnarak 3 numarali tlipe koyuldu ve pipeta yapildi. Ayni

islem 4-7 numarali tiipler i¢in tekrarlandi. 8 numaral tiipe ise standart eklenmedi ve
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negatif kontrol olarak kullanildi.

Orneklerin hazirlanmasi icin izole edilen ve 1sitilmis NET tamponunda
stispanse edilen notrofillerden her bir kuyucukta 1 milyon olacak sekilde 800 pl hiicre
eklendi. 5 ml 6nceden 1sitilmis NET tamponuna 1 pul PMA (1 mM) eklenerek 10X
PMA ¢dzeltisi hazirlandi ve bu ¢ozeltinin 100 pl’si kuyucuklarda bulunan hiicrelerin
ustune eklendi. NET olusumunu indiiklemek i¢in plak 4 saat boyunca 37°C’de inkiibe
edildi. Inkiibasyon bittikten sonra kuyucuklardaki NET tamponu nazikce ortamdan
uzaklastirildi ve yavasca kuyularin kenarlarma 1 ml dnceden 1sitilmis NET tamponu
eklendi. Yavasca NET tamponu ortamdan geri alindi. Bu yikama islemi toplamda iki
kez 1 ml ile gergeklestirildi ve NET ile iliskili olmayan, ortamda serbest halde bulunan
NE uzaklastirildi. Yikama isleminin ardindan 12 ml 6nceden 1sitilmis NET tamponuna
12 pl S7 niikleaz (15.000 U/ml) eklenerek seyreltildi ve 15 U/ml S7 nukleaz ¢alisma
cozeltisi hazirland1. Her bir kuyucuga 500 pl seyreltik S7 nlkleaz eklendi. NET leri
bozmak icin plak 37°C’de 15 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra siipernatanlar
mikro santrifiij tiiplerine aktarildi. S7 niikleaz1 inaktif hale getirmek igin tuplere 10 pul
EDTA (500 mM) eklendi. Hiicresel kalintilar1 ¢oktiirmek icin tlpler 300 x g’de bes

dakika santrifilj edildi. Stpernatan yeni bir mikro santrifuj tlipe aktarildi.

Elastaz aktivitesinin test edilmesi icin 96 kuyucuklu plak kullanildi ve her
ornek ve standart cift olarak test edildi. Optimal sonuclar icin, standartlar ve 6rnekler
NETozis testinden dnce su banyosunda 37°C'ye 1sitildi. Standartlar i¢in her kuyucuga
100 pl standart (1-8 numara) eklendi. Ornekler icin ise her kuyuya 100 pl kiltiir
stipernatani aktarildi. 1:30 oraninda seyreltilmis NE substrati (N-metoksisuksinil-Ala-
Ala-Pro-Val p-nitroanilid) soliisyonu hazirlamak i¢in 15 mM olan substrattan 225 pl
alinmis ve 6.5 ml PBS icinde seyreltildi. Her kuyuya 100 pl 1:30 oraninda seyreltilmis
olan NE substrat1 eklendikten sonra plagin {istii film ile 6rtiilmiis ve 90 dakika boyunca
37 derecede inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan kapag: 6rten film gikarilmis ve

kuyucuklardaki emilim 405 nm dalga boyunda spektrofotometrede okutuldu.

Bu sonuglar dogrultusunda olusturulan standart egri Sekil 3.3’te verildi. Bu
grafikteki egim ¢izgisinin denklemi, Orneklerin 405 nm’deki emilim degeri

kullanilarak NE aktivitesinin 6l¢tilmesini saglad.
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Sekil 3.1. NET olusumu ve analizi i¢in diyagram. (NETosis Assay Kit Protocol,
Cayman Chemicals)

0ul 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml
1, | 1 | . 1 |
S1 S2 S3 sS4 S5 S6 s7 S8
-
- Final Blank
|

5ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml
2  Assay Assay Assay Assay Assay Assay Assay Assay
- \ ) ' Buffer Buffer Buffer Buffer Buffer Buffer Buffer Buffer

18U/ml 36 18 9 4.5 2.25 1.125 0.56 0

Bulk Standard mU/ml mU/ml mU/ml mU/ml mU/ml mU/ml mU/ml mU/ml

Sekil 3.2. Pozitif kontrollerin ve negatif kontroliin hazirlanmasi (NETosis Assay Kit
Protocol, Cayman Chemicals)
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Sekil 3.3. Notrofil elastaz aktivitesi standart egrisi.

3.4. LDN yuzdelerinin belirlenmesi

[zole edilen PBMC’lerin 1 milyonu LDN yiizdesi belirlemek icin
kullanilmistir.  PBMC’ler CD14, CDI15, CD16 ve CD66b vyiizey antikorlari
(Biolegend) eklenerek vortex yapildi. 15 dakika karanlikta inkiibe edilerek antikorlarin
baglanmas1 beklendi. 15 dakika sonra 1 mL PBS ile hiicreler yikandi, 350xg’de 5
dakika santriflij edildi ve baglanmayan antikorlar bu sekilde ortamdan uzaklastirildi.
Stipernatan atildiktan sonra hiicrelerin iistiine 200 pL PBS eklendi ve vortex yapildu.
LDN yiizdeleri akim sitometri ile belirlenmistir. LDN yiizdelerinin belirlenmesi icin

yapilan kapilama stratejisi sekil 3.4’te verilmistir.

3.5. ILC yizdelerinin belirlenmesi

PBMC’lere Lineage cocktail (CD3, CD14, CD19, CD20, CD56), CD127,
CD161, CRTH2 ve CD118 (Biolegend) eklenerek vortex yapildi. 15 dakika karanlikta
inkiibe edildi ve 1 mL PBS ile hiicreler yikandi, 350xg’de 5 dakika santrifiij edildi.

Stipernatan atildiktan sonra hiicrelerin iistiine 200 pL PBS eklendi ve vortex yapildi.
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ILC ylizdeleri akim sitometri ile belirlenmistir. Calisgmada ILC ytzdelerinin

belirlenmesi i¢in su belirtegler kullanilmigtir:

ILC1: Lin—/CD127+/CD161+/CRTH2—/CD117 (cKIT)—
ILC2: Lin—/CD127+/CD161+/CRTH2+
ILC3: Lin—/CD127+/CD161+/CRTH2—/CD117 (cKIT)+

E—
PBMC Kapisi Heere Gt
x4 - ] :
< E‘ ' ; = o
O , x o
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‘ T I e LI N T N I B B N | o
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- ] .
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»= CD16

Sekil 3.4. LDN yiizdelerinin akis sitometride kapilama stratejisi. LDN: Low-
density neutrophil



27

A
o
Lenfosit Kapisi Hicre Ciftleri
17
=~
FSC.A
o B
ILC1 (cKIT-CRTH2-)
Toplam ILC'ler (C161+CD127+) ILC3 (cKIT+CRTH2-)
v 2
B
— —
PBMC Kapis! Hucre Cittleri Lin-

FSC-A

Sekil 3.5. ILC hucrelerinin akis sitometride kapilama stratejisi. A. ILC1 ve ILC3
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hiicrelerin kapilama stratejisi B. ILC2 hiicrelerin kapilama stratejisi. ILC: Innate
Lymphoid Cell

3.6. Istatiksel yontemler

Elde edilen sonuglar SPSS ve Graphpad programlar1 kullanilarak analiz
edilmistir. Oncelikle gruplarin dagilimi (normal ya da degil) Kolmogorow-Smirnov ya
da Ki-Kare testleri ile belirlenmis, gruplar arasi analizler ise (normal dagilim
gostermemesi beklenmektedir) nonparametrik Kruskal Wallis ya da Mann-Whitney U

testleri ile yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hasta notrofillerinde artmis NET iiretimi

PMA ile uyarilan notrofiller tarafindan iretilen NET’ler, hasta gruplarinda
saglikli kontrollere gore yiiksek oldugu bulundu (Sekil 4.1). PFAPA hastalarinin
notrofillerinin NET iiretimi saglikli kontrollere kiyasla oldukga yiiksektir (p<0.0001).
Behget hastalarinin nétrofillerinin NET tiretme kapasitesine baktigimizda ise saglikl
kontrollere kiyasla yine oldukga yiiksek seviyede oldugu Sekil 4.1°de goriilmektedir
(p<0.01). Her iki hastalik grubunda da yiksek NET (retimi gbzlense de PFAPA

hastalarinda Behget hastalarindan daha fazla NET Uretimi oldugu gdzlendi.

LR
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Saglikh kontroller PFAPA Behcet

Sekil 4.1. Behget ve PFAPA hastalarinda NET iiretimi. *** p < 0.01 , ****
p <0.0001; NET: Neutrophil extracellular traps.

4.2. Hastalarda artmus LDN yiizdeleri

LDN yizdelerinin akis sitometride 6lgiiminde kullanilan kapilama stratejisi
Sekil 3.3’te verilmistir. LDN hicre grubu ytizdelerinin hem Behget hastalarinda hem

de PFAPA sendromlu hastalarda saglikli kontrollere kiyasla anlamli sekilde yiiksek
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oldugu gosterildi (p < 0.0001). Bu yiikseklik Behget hastalarinda PFAPA sendromlu
hastalara gore daha fazla 6l¢uldu (Sekil 4.2) fakat anlamli bir fark gorilmedi.
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o A ]
0.0d——spnptp2 15 | A

Sadglikh kontroller PFAPA Behcet

Sekil 4.2. LDN yizdeleri. ****p < 0.0001; LDN: Low-density neutrophil.

4.3. Hastalarda yiksek ILC1 seviyesi

5 PFAPA, 5 Behget hastasi olmak iizere toplam 10 atakli hastada ve 10 saglikli
kontrolde ILC1, ILC2 ve ILC3 seviyelerine bakildi. Yiizde hesab1 total ILC’ler iginde
yani Sekil 3.5’te gosterilen CD161+CD127+ kapisindan yapilmustir. Sekil 4.3’te
goruldiigii tizere hastalarin ILC1 yiizdeleri saglikli kontrollerle kiyaslandiginda
yiksek olarak goruldi. Bu oran PFAPA hastalarinda daha fazladir (p<0.001). ILC2
yiizdeleri ise Sekil 4.4’te verilmistir ve saglikli kontrollerin ILC2 yiizdeleri ile
hastalarinki arasinda anlamli bir fark gortlmedi. ILC3 vyiizdeleri Sekil 4.5°te
verilmistir. ILC3 yizdelerinde gorulen fark saglikli kontroller ile kiyaslandiginda

anlaml1 degildi.



31

1001 *
*k
90+
|

< ®
- 80- ool e | a...
2 oL I

704

60 T T T

Behcet PFAPA Kontrol

Sekil 4.3. ILC1 yuzdeleri. ILC: Innate lymphoid cells. *p<0.05; **p<0.001
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Sekil 4.4. ILC2 ylzdeleri. ILC: Innate lymphoid cells; ns: non-significant
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Sekil 4.5. ILC3 yiizdeleri. ILC: Innate lymphoid cells; ns: non-
significant
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinda, PFAPA hastalarinda Behget hastalar1 ile karsilastirmali
olarak inflamatuvar siireglerin ve immiin hiicre profillerinin analizi yapilmustir.
Arastirmanin ilk asamasinda, PMA ile uyarilan nétrofillerin NET {iretimi incelenmis
ve hem PFAPA hem de Behget hastalarinda saglikli kontrollere kiyasla anlamli sekilde
yuksek NET dretimi gézlenmistir (p<0.0001 ve p<0.01 sirasiyla). PFAPA hastalarinin
notrofillerinin  NET (Uretme kapasitesi, Behget hastalarma gore daha yiiksek
bulunmustur (Sekil 4.1). Ayrica, ILC1, ILC2 ve ILC3 hiicre profilleri degerlendirilmis
ve PFAPA hastalarinda ILC1 yiizdelerinin saglikli kontrollere ve Behget hastalarina
kiyasla yiiksek oldugu (p<0.001) saptanmustir (Sekil 4.3). ILC2 ve ILC3 yiuzdelerinde
ise saglikli kontrollerle PFAPA ve Behget hastalari arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir. LDN’ler ise hem Behcet hem de PFAPA hastalarinda saglkl
kontrollere gore yiiksek yiizdelerde bulunmustur (p<0.0001). LDN yizdeleri Behget
hastalarinda PFAPA hastalarina gore daha yiiksek bulunsa da bu fark istatistiksel
olarak anlamli olmamistir. Bu bulgular, PFAPA ve Behget hastaliklarinin immiin
patogenezi hakkinda 6nemli bilgiler sunmakta ve her iki hastaligin inflamatuvar

stireclerinin karakteristik 6zelliklerini ortaya koymaktadir.

NETozis, dogal bagisikligm kritik bir efektor mekanizmasi olarak kabul edilir
ve NET lerin ¢esitli patofizyolojik siireg¢lerde anahtar roller iistlendigi daha dnceki
calismalarda gosterilmistir. NET'ler, notrofillerin patojenlerle savasma yetenegini
artirmak igin Oretilen DNA, histonlar ve antimikrobiyal proteinlerden olusan ag
benzeri yapilardir (97). Ancak, kontrolsiiz NETozis sonrasi iiretilen fazla miktarda
NET, doku hasarma yol agan inflamatuvar immiin yanitlarin ortaya ¢ikmasina da
neden olabilir. Bu doku hasari, NET aracili hiicre oliimii, inflamatuvar sitokinlerin
artmis salinimi, pro-inflamatuvar hiicrelerin toplanmasi, immiin komplekslerin
olusumu ve otoantikorlarin iiretilmesi sonucu meydana gelir (103). NET'lerin yapisal
bilesenleri, inflamasyonu tetikleyen ve siirdiiren bir dizi mekanizmayi harekete
gecirebilir. Ayrica, NET'ler plateletlerle (trombositler) etkilesime girerek trombozisi
tetikler ve organ hasarina neden olabilir (21). NETozis'in birgok otoimmiin ve
otoinflamatuvar hastalikta rol oynadigi belirlenmistir. SLE, RA ve psOriyazis gibi

hastaliklarda NET'lerin artmis varlig1 ve aktivitesi, bu hastaliklarin patogenezine
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katkida bulunur (93, 86). NET'lerin asir1 olusumu, doku ve organlarda kronik
inflamasyona ve hasara yol acarak hastaligin siddetini artirabilir. Lupus ya da lupus
benzeri hastalik diginda AAA ve Juvenil Dermatomiyozit gibi inflamatuvar
hastaliklarda da NET-hastalik patogenezi iliskisi gosterilmistir (11). Kronik bir
inflamatuvar deri hastaligi olan Psoriazis hastalarindan izole edilen nétrofillerde
saglikli kontrol orneklerinden elde edilen notrofillere gére ROS aracili NETozis
mekanizmasinim artmis oldugu da gosterilmistir (112). Literattirde otoinflamatuvar ve
otoimmiin hastaliklar disinda akciger ve kalp hastaliklarinda, sepsiste, diyabet gibi
metabolik hastaliklarda ve COVID-19’da da NET’in ve NETozis’in hastaliklarin
patogenezi ile iligkisinin arastirildig1 ¢alismalar mevcuttur. Literatirde BH ile NET
yapismin iliskisinin arastirildign calismalar bulunmaktadir. Ornegin, 2019 yilinda
Alexandre Le Joncour ve arkadaslari, ¢alismalarinda aktif hastaligi olan hastalarda
cfDNA (cell-free DNA) ve MPO-DNA diizeylerinin saglikli kontrollere ve inaktif
hastalara gore yiksek oldugunu gostermislerdir (14). Aymi g¢alismada Behget
hastalarinda spontan NETozis olusumunun da saglikli kontrollere gore yiiksek oldugu
saptanmustir. Hastalardan alinan biyopsi materyallerinde ise vaskilitik inflamasyon
bolgelerinde artmus NET olusumu gosterilmistir. PFAPA sendromunda nétrofillerin
rolii, hastaligin inflamatuvar karakterini anlamak agisindan kritik 6neme sahiptir.
Notrofiller, dogustan gelen bagisiklik yanitinin merkezi bir pargasi olarak, patojenlerle
mucadelede ve inflamasyon sireclerinde 6nemli gorevler (Ustlenirler. PFAPA
sendromu sirasinda notrofillerin aktivasyonunda gozlemlenen belirgin degisiklikler,
bu hiicrelerin hastaligin patogenezinde ne kadar onemli bir rol oynadigini ortaya
koymaktadir. PFAPA ataklar1 sirasinda, notrofillerin CD64 ekspresyonunda ve ROS
iretiminde Onemli bir artiy goézlenmesi hiicrelerin inflamatuvar yanitlarinin
yogunlastigini ve patojenlere karsi daha aktif bir sekilde yanit verdiklerini
gostermektedir (73). PFAPA hastalarinda NET 0retimi ve NETozis konusunda
literatiirde mevcut caligmalarin eksikligi, bu alandaki bilgilerin smirli oldugunu
gostermektedir. Bu tez ¢alismasinda, PFAPA hastalarinin nétrofillerinin NET iiretme
kapasitesinin saglikli kontrollere kiyasla yiiksek oldugu bulunmustur (Sekil 4.1), bu
da hastaligin inflamatuvar siirecinde NETozisin roliini destekleyen 6nemli bir
bulgudur. Bu bulgular, PFAPA sendromu ve BH’deki inflamatuvar yanitlarin

farkliliklarin1 ve benzerliklerini ortaya koyarak, her iki hastaligin tedavi stratejilerinin
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gelistirilmesinde ve yonetiminde 6nemli ipuclar1 saglayabilir.

Bu tez ¢alismasinda PFAPA ve Behget hastalarinda NET {iretimi artmis olarak
gbzlenmis fakat bu artis PFAPA hastalarinda daha fazla olmustur (Sekil 4.1). PFAPA
ve Behget hastaliklari, inflamasyonun farkli yollarla tetiklendigi iki farkli hastalik
grubudur. PFAPA, periyodik ates ataklari ile karakterize olan bir hastalik olup, sik ve
diizenli araliklarla inflamatuvar yanitlar gosterir. Bu, siirekli bir inflamatuvar ortam
yaratarak notrofillerin siirekli olarak aktif olmasina ve daha fazla NET tiretimine neden
olabilir. BH ise genellikle kronik ve siiregen bir inflamasyonla iligkilidir. PFAPA'nin
daha sik tekrarlayan ataklari, notrofillerin NET {iretimini artirabilir. PFAPA
hastalarida NET0zis oraninin daha fazla olma sebebi bu olabilir fakat ilag tedavisinin
hastalara gore degisiklik gosteriyor olma ihtimali de bu sonuglar1 etkilemis olabilir.
Bu calismaya katilim gosteren biitiin hastalar kolsisin tedavisi gérmektedir. Bu
tedavinin NETozis lizerindeki etkileri hakkinda daha fazla arastirma yapilmasi gerekse
de genel olarak inflamasyonu azaltma yetenegi, NETo0zis siirecini dolayli olarak
etkileyebilir. Bir ¢alismada, kolsisinin antioksidan bir giicii olmamasma ragmen,
oksidasyon kaynakli NET {iretimini engelleyen koruyucu bir etkisi oldugu in vitro
ortamda gosterilmistir (115). Vaidya ve caligma arkadaglarinin akut koroner sendromu
olan hastalar lizerinde yaptig1 bir arastirmada ise kolsisinin notrofil iskeletini stabilize
ederek NET iiretimini inhibe edebildigini gdstermistir (116). Bu tez ¢alismasinda,
kolsisin tedavisi alan PFAPA ve Behget hastalarinda NET iiretiminin yliksek oldugu
gbzlemlenmistir. Bu celiskili sonuglarin birka¢ olas1 nedeni olabilir. Ik olarak,
kolsisinin NET iiretimini inhibe etme mekanizmasi, hastalarin genetik ve molekiiler
profilleri nedeniyle bireysel farkliliklar gosterebilir. ikinci olarak, kolsisinin etkisi,
inflamasyonun siddeti ve atak siklig1 gibi klinik faktorlere bagli olarak degisebilir.
PFAPA hastalarinda inflamatuar ataklarin sik ve yogun olmasi, kolsisin tedavisine
ragmen yiiksek NET iiretimine yol acabilir. Ugiincii olarak, kolsisin tedavisine kars1
gelisen tolerans veya Yyetersiz doz, notrofillerin NET Gretimini yeterince
baskilayamamasi ile sonuglanabilir. Son olarak, PFAPA ve Behget hastaliklarinin
patogenezindeki farkliliklar, kolgisinin  nétrofil  {izerindeki etkilerini de
farklilagtirabilir. Bu nedenle, kolsisinin farkli hastalik gruplarmdaki etkilerini daha iyi
anlamak icin daha kapsamli ve uzun siireli klinik caligmalara ihtiya¢ vardir. Bu

bulgular, PFAPA ve Behget hastalarinin tedavisinde kolsisinin optimal kullanimin1
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belirlemede bir yol gosterici olabilir.

Bu tez caligmasinda gosterilen bir diger bulgu, hastalarda yiiksek LDN
yizdelerinin gorulmesidir. 20 hasta ile yapilan LDN yiizdesi Olgiimlerinde hem
PFAPA hem Behget gruplarinda LDN’lerin anlamli olarak saglikli kontrollere gore
yiksek oldugu bulunmustur (Sekil 4.2). Bu oran, hastalardan elde edilen kan
orneklerinde 6zellikle atak sirasinda 6l¢iildiigii icin hastalik patogenezinde LDN’lerin

onemli rolii oldugunu diisiindiirmektedir.

LDN’ler diisiik yogunluklu nétrofil hiicreleridir ve SLE ve RA gibi kronik
inflamatuvar hastaliklarda proinflamatuvar 6zellikleri ile tanimlanmiglardir ve bu
hiicrelerin yiizdelerinin hastaligin siddeti ile dogru oranda arttig1 daha 6nce yapilan
farkli caligmalarda gosterilmistir (87, 88, 94). LDN'lerin inflamatuvar yanitlar
artrrarak doku hasarina yol acgabilecegi, bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde rol
oynayabilecegi ve hastaligin ilerleyisini etkileyebilecegi diisiiniilmektedir. LDN'lerin
detayli incelenmesi, kronik inflamatuvar ve otoimmiin hastaliklarin mekanizmalarinin
daha iyi anlasilmasina ve yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine katki saglayabilir.
LDN'lerin BH ve PFAPA sendromunda sayilarmin artmasmnin birka¢ potansiyel
sonucu olabilir. LDN sayilarmin artmasi sonucu inflamatuvar yanitlarin siddeti ve
slresi de artabilir. Boylece LDN'lerin ylksek inflamatuvar kapasiteleri, bu
hastaliklarda goriilen kronik inflamasyonun ve doku hasarmin gelisimine katkida
bulunabilir. LDN'lerin NET iiretme kapasiteleri, lupus gibi otoimmiin hastaliklarda
inflamatuar yanitlar1 ve doku hasarini artiran bir faktor olarak rol oynar (117).
NET'lerin varligi, inflamatuvar dongleri tetikleyebilir ve kronik inflamasyonun
devam etmesine neden olabilir. LDN'lerin, inflamatuvar sitokinler IL-8 ve IL-6'y1
yiiksek diizeyde saldigi bilinmektedir (87). Bu sitokinler, inflamatuvar yanitlarin ve
doku hasarmin artmasina katkida bulunabilir. Bu tez c¢aligmasi sonuglarina gore,
Behget hastaligit ve PFAPA sendromunda LDN'lerin yiliksek olmasi, bu hiicrelerin
inflamatuvar siireclerde oynadig: kritik rolii vurgular ve bu hastaliklarda LDN'lerin
yiiksek sayida olmasinin 6nemi, kronik inflamasyon ve otoimmiin yanitlarin siddetini

artiran bir mekanizma olarak degerlendirilmelidir.

Kolgisin tedavisi almasina ragmen Behget ve PFAPA hastalarinda LDN

sayllarmin yiiksek kalmasmin birkag nedeni olabilir. Kolgisin, mikrottbul
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polimerizasyonunu inhibe ederek hicresel migrasyonu ve inflamatuvar hiicrelerin
aktivasyonunu azaltir (118), ancak LDN'lerin yiiksek sayida kalmasi, bu hiicrelerin
inflamatuvar yanitin bir pargast olarak siirekli iiretilmesi ve aktivasyonunun devam
etmesi nedeniyle olabilir. Ayrica, kolgisin tedavisi LDN'lerin fonksiyonlarini tamamen
baskilayamayabilir ve bu hiicreler inflamatuvar siireglerde rol oynamaya devam
edebilir. Sonug olarak, diisiik dansiteli noétrofillerin Behget hastaligi ve PFAPA
sendromunda yiiksek sayida olmasi, bu hiicrelerin inflamatuvar yanitlarin
diizenlenmesinde ve hastaligin patogenezinde Onemli bir rol oynadigini
gostermektedir. Bu bulgu, hastaliklarin daha iyi anlasilmasina ve potansiyel tedavi

hedeflerinin belirlenmesine katk1 saglayabilir.

Bu tez ¢caligmasinda gosterilen bir diger bulgu ILC yiizdelerindeki farkliliklar
olmustur. Hem PFAPA hem de Behget hastalarinda saglikli kontrollere kiyasla ILC1
ylizdeleri belirgin sekilde yiiksek bulundu. PFAPA hastalarinda bu artis daha da
belirgindi (p<0.001). Bu durum, PFAPA ve Behget hastalarinin inflamatuvar
yanitlarinda ILC1 hiicrelerinin 6énemli bir rol oynadigmi gostermektedir. 1LC2
yiizdeleri agisindan, PFAPA ve Behget hastalar1 ile saglikli kontroller arasinda anlamli
bir fark bulunmamistir. Bu sonug, ILC2 hiicrelerinin bu hastaliklarda inflamatuar
yanita dogrudan katilmadigmi veya hastaligin patofizyolojisinde belirgin bir rol
oynamadigini gosterebilir. ILC3 yiizdeleri incelendiginde, PFAPA ve Behget hastalar1
ile saglikli kontroller arasinda anlamli bir fark bulunmamaistir. ILC3 hiicreleri mukozal
bagisiklikta 6nemli bir rol oynar, ancak bu hastaliklarin patogenezi ile dogrudan iligkili

olmayabilir.

PFAPA ve Behget hastalarnda ILC1 yiizdelerinin yliksek bulunmasi, bu
hicrelerin IFN-y ve TNF-o gibi pro-inflamatuar sitokinler retme kapasiteleriyle
iliskilendirilebilir. Bu sitokinler, inflamatuar yanitin artmasmma ve hastaligin
semptomlarmnin siddetlenmesine katkida bulunabilir. Ozellikle PFAPA hastalarinda
daha belirgin bir artis goriilmesi, bu hastaligin inflamatuvar dogasinin daha belirgin

olabilecegini veya daha gii¢lii bir immiin yanit tetikledigini gosterebilir.

ILC2 ve ILC3 hiicrelerinde anlamli bir degisiklik goriilmemesi, bu hiicre
gruplarinin  PFAPA ve Behget hastaliklarinin patogenezinde belirgin bir rol

oynamadigini veya bu hiicrelerin yanitinin hastalik siirecinde daha az 6nemli oldugunu
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gosterebilir. ILC2 hiicreleri genellikle alerjik reaksiyonlar ve doku onarimi ile
iliskilidir, bu yiizden bu hastaliklarda aktif rol almiyor olabilirler. ILC3 hicreleri ise
mukozal dokularda etkilidir; bu yuzden periferik kan Orneklerinde belirgin

degisiklikler gozlenmemis olabilir.

2021 yilinda Gelmez ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada, 32 atakli
Behcet hastasinda, inaktif Behget hastalarina ve saglikli bireylere kiyasla artmus total
ILC ve ILC3 seviyeleri yiiksek bulunmustur. Bu bulgular, bizim ¢alismamizda Behget
ve PFAPA hastalarinda ILC3 seviyelerinde saglikli kontrollere kiyasla anlamli bir artig
bulunmamasiyla gelismektedir. Gelmez ve arkadaslarinin ¢alismasinda kullanilan
hasta popiilasyonu ile bizim c¢aligmamizda kullanilan hasta popiilasyonu arasinda
farkliliklar olabilir. Ornegin, hastalarin yasi, hastalik siiresi, cinsiyet dagilimi, eslik
eden hastaliklar ve tedavi protokolleri farklilik gosterebilir. Bu faktorler, immiin

yanitlar1 ve dolayisiyla ILC seviyelerini etkileyebilir.

Bu tez ¢alismasinda elde edilen sonuclarda, pediatrik PFAPA hastalarinda,
hastaligin aktif oldugu donemde artmis NET iiretimi gozlenmistir (Sekil 4.4) ve bu
sonuglar Behget ve saglikli kontrollerle kiyaslanmistir. Behget hastalarinda da yiiksek
oranda NETozis goriildiigii icin PFAPA ile Behget hastalar1 arasinda bir fark
gbzlenmemistir. NETozis miktarindaki bu artis, PFAPA hastalarinda ilk defa bu tez
calismasinda gosterilmistir. Ayrica LDN ve ILC yiizdesine de ilk kez bakilmis olup
onemli sonuclar elde edilmistir. Elde edilen sonuglarin 6zellikle PFAPA hastaliginin

patogenezinde ileriye doniik faydali bilgiler verecegi diisiintilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

. PFAPA ve Behget hastalarinin notrofillerinde, saglikli kontrollere kiyasla
anlamli dl¢iide artmug NET {iretimi gézlenmistir. PFAPA hastalarinda NET

iiretimi, Behget hastalarina gore daha fazla bulunmustur.

. PFAPA ve Behget hastalarinda, saglikli kontrollere kiyasla anlamli sekilde
yiiksek LDN vyiizdeleri gdzlenmistir.

. PFAPA hastalarinda ILC1 seviyeleri, Behget hastalarina ve saghkli kontrollere
kiyasla yiiksek bulunmustur.

. PFAPA ve Behget hastaliklarinin patogenezinde rol oynayan hiicresel
mekanizmalarin daha iyi anlasilmasi i¢in daha genis hasta popiilasyonlar1
iizerinde ¢alismalar yapilmalidir. Ozellikle hastaliklarin farkli asamalarinda
(atak donemi vs. remisyonda) bu hiicrelerin rollerini incelemek, hastaligin

seyrini daha 1yi anlamaya yardimc1 olabilir.

. Kolsisinin NETozis Uzerindeki etkisini anlamak icin ileri in-vitro ve in-vivo
calismalar yapilmalidir. Bu, kolsisinin terapotik etkilerini optimize etmek igin

yeni stratejiler gelistirmeye yardimci olabilir.

ILC'lerin PFAPA ve Behget hastaliklarindaki rolii daha ayrintili bir sekilde
incelenmelidir. Ozellikle ILC1 hiicrelerinin bu hastaliklardaki spesifik
fonksiyonlar1 ve bu hiicrelerin inflamatuar yanitlarin diizenlenmesindeki

katkilar1 arastirilmalidir.

LDN ve ILC1 seviyeleri gibi immin hiicre populasyonlarmin biyomarker
olarak kullanimi, hastalik aktivitesini ve tedavi yanitim1 izlemek ig¢in
aragtirilmalidir. Bu tiir biyomarkerlar, klinik pratige entegre edilerek hastalarin

yonetiminde faydali olabilir.

. PFAPA ve Behget hastaliklarinin tedavisinde, 6zellikle inflamatuar yanitlar
hedef alan yeni tedavi stratejileri aragtirilmalidir. Bu baglamda, NETozis ve
ILC'ler iizerine odaklanan yeni ilaglar veya tedavi yaklasimlari, hastalarin

semptomlarimni hafifletmede ve hastalik seyrini iyilestirmede etkili olabilir.
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