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OZET

Amag: Behget hastaligr, immun kompleksler ve vaskulit bulgulari belirlenen, mul-
tisistemik kronik inflamatif bir hastaliktir. Son yapilan calismalar patogenezde
mikrobial antijenler, T hiicre aktivasyonu, monosit ve makrofajlar ile artmus sitokin
dretimininin olast roliind isaret etmektedir. Bazi sitokinlerin nitrik oksid sentezine
neden olabildigi ve nitrik oksidin inflamatif hastaliklardaki 6nemli roli bilinmektedir.
Bu calismanin amact nitrik oksidin (NO) Behget hastaligi patogenezinde roli olup
olmadigint saptamaktr.

Gereg ve yontem: Nitrik oksid pargalanma trinleri olan nitrit (NO ,) ve nitrat
(NO ;) plazma duzeyleri 42 simptomlu Behget hastast, 29 simptomsuz Behget
hastast ve 60 saglikli kontrolden alinan 6rneklerde arastirildi.

Bulgular: Simptomlu hastalardan alinan plazma 6rneklerinde nitrat ve nitratin
toplam duzeyleri, simptomsuz hastalarla ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli derecede yukseklik gosterdi (p<<0,001). Ayni sekilde,
simptomsuz Behget hastalar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda nitrat ve nitrat
toplam diizeyleri istatistiksel olarak yiiksek saptandi (p<<0,001).

Sonug: Mikrobiyal ajanlar sayriligi ve sitokin tretimini provoke eederek nitrik oksid
sentezine yol agabileceginden dolay, NO metabolitlerindeki yilikselme bulgusu
Behget hastaligr patogenezinde nitrik oksidin roli i¢in indirekt bir delil teskil edebilir.
Anahtar sozciikler: Behget hastaligy, nitrit, nitrat, nitrik oksid

SUMMARY

Objective: Beheet’s disease is a chronic, multisystemic inflaimmatory disorder in
which immune complexes and vasculitis are found. Recent studies point out a
probable role of microbial antigens, activation of T cells, monocytes and mac-
rophages and increased production of cytokines in the pathogenesis. It is known that
some cytokines may cause nitric oxide synthesis and nitric oxide plays an important
role in inflaimmatory diseases. The aim of this study was to determine whether or
not nitric oxide (NO) is involved in the pathogenesis of Behget’s disease.

Material and method: The plasma levels of nitrate (NO ;) and nitrite (NO ), the
breakdown products of nitric oxide, were investigated in the samples obtained from
42 Behget’s patients with symptoms, 29 Behget’s patients without symptoms and 60
healthy controls.

Results: The plasma samples obtained from patients with symptoms showed
statistically significant high levels of nitrate plus nitrite compared to patients without
symptoms (p<<0.001) and compared to the control group (p<0.001). Also, statistically
significant high levels of nitrate plus nitrite were detected in Behcet’s patients
without symptoms compared to the control group (p<0.001).

Conclusion: Because of microbial agents that can provoke the disease and cytokine
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production can cause the nitric oxide synthesis, the finding of elevated serum NO
metabolites might be an indirect evidence for the role of NO in the pathogenesis of

Beheet’s disease.

Key words: Behcet’s disease, nitrite, nitrate, nitric oxide

Tk kez 1937 yilinda bir Tirk hekim olan Hulusi
Behget tarafindan tanimlanan Behget sayriligt (1), oral
aftlar, genital ulserasyonlar, uveit, eroziv olmayan
artrit, santral sinir sistemi tutulumu ve degisik kutan
lezyonlarla karakterize multisistemik kronik inflamatif
bir sayriliktir (1,2). Tum ¢aplardaki damarlar tutan bir
vaskulit tablosu iceren bu sayriligin bazi 6zellikleri
ortaktir  (3,4).
Etyolojisi kesin olmasa da, immun fonksiyon ve

immun kompleks sayriliklart ile
yanitta degisikliklere yol acabilen bazt mikrobiyal
antijenlerin roli olabilecegi dustinilmektedir (5,0).
Behget sayriligi olan hastalarda bakteriyel antijenler T
hiicreleri, makrofaj veya monositleri aktive edebilir ve
aktive olmus hucreler tumor nekroz faktor-alfa, 114,
IL; ve ILg gibi proinflamatif ve/veya inflamatf
sitokinleri olusturabilir (7-10).

Diger taraftan, sitokinlerin nitrik oksid sentaz ara-
ciligiyla L-argininden nitrik oksid sentezine neden
olabildigi bilinmektedir (11). Son zamanlarda sistemik
vaskulitlerde nitrik oksidin yogun olarak olusturuldugu
ileri strilmustir (12). Bu a¢idan bakildiginda, Behget
sayriliginda agirt bir nitrik oksid tretimi beklenebilir.

Gaz durumunda ve cok kisa yart dmirli olarak
bulunmast nedeniyle nitrik oksidin 6l¢tilmesi zordur.
Bununla bitlikte, nitrik oksid Gretiminin belirteci
olarak kullanilabilen nitrik oksidin son oksidasyon
trtinleri olan nitrit ve nitrat biyolojik sivilarda
kolaylikla olgilebilir (13-15). Bu ¢alisgmada simptomlu
veya simp-tomsuz Behcet hastalarindan elde edilen
plazma nitrit ve nitrat dizeylerinin saptanmast ile,
nitrik oksid ve Behget sayrligi arasindaki baglantt

arastirilmistir.
GEREC VE YONTEM

Hastalar

Bu calismaya 42 simptomlu Behget sayriliklt olgu,
29 simptomsuz Behget sayrilikli olgu ve kontrol grubu
olarak da 60 saglikli olgu alinmistir. Simptomlu Behget
sayrilikli olgularin (22 kadin, 20 erkek) ortalama yast

38,5 (20-58) olup, sayrilik sireleri 1 ay ile 21 yil ara
sinda degismekteydi. Simptomsuz Behget sayriliklt ol
gularin (15 kadin, 14 erkek) ortalama yast 38,4 (24-55)
olup, sayrilik streleri 8 ay ile 20 yil arasinda degismek-
teydi. Kontrol grubundaki olgularin ortalama yast 37
(25-50) idi. Behget olgularinda tani Uluslararasi Ca-
lisma Grubu tarafindan tanimlanan klinik kritetlere
gore konulmustu (16). Simptomlu Behget sayriligi ol
gulart, bu kriterlere gére belitlenen klinik bulgulardan
en az birine sahip olgulardi. Calismaya dahil edilen ol-
gulardan hi¢ biri calisgmaya dahil edilmeden 1 ay 6nce-
sine kadar herhangi bir sagaltim almamuslardi.

Ornekler

Olgularin timinden yazili onam alinmis olup, ¢a-
lisma i¢in 6rneklerin alindigr giin tiim olgularin din-
lenmis ve yemek yememis olmalarina dikkat edilmistir.
Olgulardan rutin hematolojik inceleme icin alinan kan
ornekleri, sabah saat 8’de asid ile yitkanmis tiplerde
toplanmustir. Koagulasyonu takiben tim 6rnekler 10
dakika boyunca 4000 g’de santrifuje edilmis ve serum-
lar incelemeye kadar -70°C’de biriktirilmistir (14).

Nitrit saptanmasi

NO; konsantrasyonu daha 6nce tanimlanan Griess
reaksiyonu ile saptanmustir (17). Tim 6rnekler distile
su ile 4 kat olacak sekilde sulandirilmis ve son
konsantrasyonu 15 g/1 olacak sekilde 1/20 hacminde
cinko sulfat (300 g/1) eklenerek deproteinize edilmistir.
Oda sicakliginda 5 dakika boyunca 9500 g’de santrifi
sonrasinda “150 mikrolitrelik supernatant temiz bir
tiibe uygulanmis ve 450 mikrolitrelik Griess ayiract (1
N HCI i¢cinde %1 sulfonilamid, %15 N-1 naftiletilen-
diamin diklorid) eklenmistir. Tyice karismasindan sonra
butin tipler 30 dakika boyunca oda sicakliginda ka-
ranltk bir yerde bekletilmigtir. Reaksiyon zamaninin
sonunda absorbanlar 550 nm dalga boylu spektrofo-
tometre (Jasco-500/Japonya) ile olculmustir. Kontrol
yine ayni yolla hazirlanmig, fakat serum yerine 150
mikrolitrelik potasyum fosfat tamponu kullanilmustir.
Her bir 6rnek kopyalanarak analiz edilmis ve nitrit



konsantrasyonu 0-100 mikromol/litre konsantrasyon
araliginda sodyum nitrit ile hazirlanmis standart egri-
den saptanmustir.

Nitrat saptanmast

Nitrat da nitrite benzer sekilde, Moshage ve ark.
tarafindan  tanmmlandigy  gibi  _Aspergillus  spp’den
(Sigmal/ABD) nitrat reduktaz (EC 1.6.6.2) yoluyla
enzimatik doénisim sonrasinda Slcilmistir (15). Bu
prosediir tim nitratlarin nitrite indirgenmesi ve nitrit
konsantrasyonun toplaminin Slciilmesine dayalt olup,
nitrat konsantrasyonu total nitrit konsantrasyonundan
Olctlen nitrit degerinin ctkarilmast ile hesaplanmustir.
40 mikrolitre nitrat reduktaz (20 mU), 50 mikrolitre
FAD (5 mM), 10 mikrolitre NADPH (0.6 mM) ve 250
mikrolitre fosfat tampon (50 mM), analiz 6ncesinde
1/5 ¢inko sulfat solusyonu ile katistirilarak hazirlanmis
olan 100 mikrolitrelik deproteinize Grneklere eklen-
mistir. Bu karigimlar 37°C’de 1 saat boyunca inkube
edilmis, sonra karistmin 150 mikrolitresi 450 Griess
ayiracina eklenmis ve oda sicakliginda 30 dakika bo-
yunca tekrar inkube edilmistir. Absorbanlar 550 nm
dalga boylu spektrofotometre ile Sl¢tilmistiir.

Testin kontroli 5 saglikli olgunun serum havuzuna
bir i¢ standart bastm metodu kullanilarak Sl¢tilmis olup
deproteinizasyondan sonra serumdaki nitritin kontrold
%85-109 (ortalama %93; n=>5) olarak hesaplanmistir.

Arastirma

Istatistiksel analiz

Bu 3 grubun karsilagtirilmasinda Kruskall-Wallis
testi ve iki bagimsiz grubun karsilastirilmasinda Mann-
Whitney U testi kullandmustir. Ttm degerler ortalama
ve ceyrek arast aralik olarak bildirilmis ve 0,05ten ki-
cik olan ‘p degeri’ istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir.

BULGULAR

Simptomlu olgularda ortalama plazma nitrit + nitrat
dtzeyleri 300,0 mikromol/litre (geyrek arast aralik: 212,7-
344,0) olarak, simptomsuz olgularda ortalama plazma
nitrit + nitrat diizeyleri 196,5 mikromol/litre (ceyrek arast
aralik: 87,4-272,5) olarak ve kontrol grubundaki olgularda
ortalama plazma nitrit + nitrat dizeyleri 20,6 mik-
romol/litre (ceyrek arast araltk: 15,3-26,1) olarak sap-
tanmustir. Verilerimiz Sekil 1’de gOsterilmistir.

Plazma nitrit + nitrat diizeyleri karsilastirildiginda,
¢ grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark sap-
tanmistir  (p<<0,001). Simptomlu olgulardan alinan
plazma 6rneklerindeki nitrit + nitrat dizeyleri simp-
tomsuz olgular ve kontrol grubu ile kargilastirildiginda,
istatistiksel olarak anlaml derecede ytiksek olarak sap-
tanmistir  (p<0,001). Ayrica simptomsuz olgulardan
alinan plazma Orneklerinde de kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek nitrit + nit
rat diizeyleri saptanmustir (p<<0,001).
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HASTALAR
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Nitrik oksid, nitrik oksid sentaz (INOS) etkisi ile L-
argininden sentez edilen fizyolojik haberci bir mole-
kildir. NOS hemen her dokuda farkli dizeylerde bu-
(18). nNOS (n6ronal doku), eNOS
(vaskular endotelyal hiicreler) ve iNOS (makrofajlar)

lunmaktadir

olmak tizere 3 izoformu vardir. INOS esansiyel olarak
makrofajlarda eksprese edilmekle birlikte, vaskular
endotelyal hticreler, hepatositler ve diz kas hiicrele-
rinde de bulunmaktadir (1,13,18). iNOS genellikle bu
hiicrelerin bakteriyel Griinler ve interferon y ve IL, gibi
sitokinlere maruziyetini takiben aktive olmast ile eks-
prese olmaktadir. Bu maddenin inflamatif yanitlar,
nérotransmisyonlar, norotoksisite, serebral kan akimi
regulasyonu, vazodilatasyon, trombosit agregasyonu
inhibisyonu ve sitokinlerin antiproliferatif etkisi tze-
rine 6nemli biyolojik rolleri oldugu bildirilmistir
(11,13). Ayni zamanda nitrik oksidin sistemik vasku-
litte yogun olarak dretildigi ve immun kompleksin
olusturdugu vaskiiler hasardan sorumlu olabilecegi ileri
sturilmistir (12,19). Bir calismada romatoid artritli
hastalarin  serumunda kontrol grubuyla kargilastiril-
diginda anlamli olarak yitksek nitrit diizeyleri goste-
rilmistir (20).

Behget sayriliginin patogenezinde, dolasan immun
kompleks aracili hasar ve artmus notrofil migras-
etkili
Histopatolojik 6zellikler vaskulit ile karakterize (21)

yonunun oldugu distntlmektedir.
olup, vaskulopati tim caplardaki kan damarlarini tut-
maktadir (4). Orem ve ark. tarafindan gerceklestitilen
calismada, Behcet sayriliginin aktif doneminde inaktif
dénem ve kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlaml
olarak daha dusiik plazma nitrit, nitrat ve nitrit+nitrat
dizeyleri sap-tanmustir. Ayrica inaktif peryod ve
kontrol grubu arasinda plazma nitrit ve nitrat diizeyleri
arasinda anlaml bir farklilik olmadigl da saptanmustir.
Yazarlar Behget sayriligi olgularinda saptadiklart azal-
mis NO dretiminin nedeninin Behget sayriligindaki
endotelyal disfonksiyonun bir sonucu olabilecegini
Evereklioglu ve ark, aktif
peryoddaki Behcet sayriligi olgularinda serum nitrit

dustinmus-lerdir  (22).

diizeylerinin inaktif peryod ve saglikli kontrollere gbre

Behget sayriliklt olgulardaki nitrit diizeylerinin sagl
kontrollerden anlamli oranda daha yiiksek oldugunu
saptamiglardir (23). Sancak ve ark. aktif peryoddaki
Behget sayriligi olan olgularda serum nitrit+nitrat
dizeylerinin saglikli kontrollere gére daha yiiksek
oldugunu belirlemislerdir (24). Kogak ve ark. ise, aktif
peryodda Behget sayriligt olan olgulardaki nitrat
diizeylerinin, sagaltm gérmiis Behcet sayriligt olgular
ve saglikli kontrollere gére daha yliksek oldugunu
bildirmislerdir (25). Bizim calismamizda da, simptomlu
olgulardan alinan plazma nitrit+nitrat  dizeyleri
simptomsuz olgulara ve kontrol grubuna gére daha
yuksek bulunmustur. Bizim sonuglarimiz Evereklioglu
ve ark, Sancak ve ark. ile Kocak ve ark.rmninkine
benzemekle birlikte, Orem ve ark. rinkinden farklidir.
Behget sayriligt olan olgulardaki artmus nitrik oksid
diizeylerinin sebebinin diger sistemik vaskulitler ile
benzer olabilmesi muhtemeldir. Bir diger taraftan,
simptomlu olgulardan elde edilen serum Ornekleri
simptomsuz olgularla karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlaml oranda yiksek nitrit+nitrat diizeyleri
gosterilmigtir. Artmus serum nitrik oksid metabolit
bulgulari, dolayli bir kanit olmakla birlikte, Behget
sayriligt simptomlart evrelerinde nitrik oksidin rold ile
ilgili sorular arttirmustir.

Behget sayriliginin etyopatogenezinde genetik bir
egilim ve HLA-B1 ile anlaml birliktelik yaninda,
immun fonksiyon ve yamitta degisikliklere yol agan
bazi uyarict ajanlar ileri stirilmustiir. Son zamanlarda,
in-feksiyonlar (herpes simpleks virus ve streptokok spp.
gibi) ve Behget sayriligi arasindaki iligki yogun bir se-
kilde arastirlmistir (5,21). Streptokokkal antijenlere
maruziyet bazi arastirmaciar tarafindan provokan
faktorlerden biri olarak suclanmustir (6). Sakane Behget
sayriliginda insan 1st sok proteini (HSP)-60’1n spesifik
bir peptidine yanit olarak T hiicre proliferasyonunu
gozlemis, ancak normal olgularda ve romatoid artritli
olgularda bu duruma rastlamamustir (7). Benzer olarak,
diger calismalar da 1s1 sok proteininin gama delta ve
alfa beta T hicrelerinin aktivasyonu icin tetikleyici
faktSrlerden biri olabilecegi dustincesini desteklemek-



tedir. Boylece, T hiicrelerini aktive eden bakteriyel an-
tijenlerin sayriligi olusturabilecegi ve/veya siddetlendi-
rebilecegi ileri surilmustir. Aktive olmus T hiicreleri
proinflamatif ve/veya inflamatif sitokinler ile makrofaj
ve notrofillerde aktivasyon olusturabilitler (8). Ayrica
monositlerin invivo aktif oldugu ve bazi sitokinler
olusturdugu da ileri strilmistir (9). Mege ve ark.
tarafindan ‘TNF-alfa, 1L ve ILgin
sekresyonunun aktif sayrilikli olgularda artmis oldu-

monositler

gunu, LPS (lipopolisakkarid) ile uyardmis TNF-alfa,
IL,,IL¢ ve ILg Gretiminin ise sayrilik aktivitesiyle kore-
lasyon gdstermeksizin hastalarda artmis oldugunu bil-
dirmislerdir (10). Memisoglu ve ark. da yaptiklart ¢a-
lismada anlamli derecede ylksek IL; diizeyleri sapta-
muglardir (206).

Sonugta, mikrobiyal ajanlar sayrilig1 ve sitokin tre-
timini provoke edebileceginden nitrik oksid sentezine
yol acabilitler ve nitrik oksid metabolitlerindeki yiik-
selme bulgusu Behget hastaligi patogenezinde nitrik
oksidin roli icin indirekt bir delil tegkil edebilir.
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