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ABSTRACT

Neuro-Behget’s Syndrome and Neuroinflammatory Molecules

Scientific background: In Neuro-Behcet's Syndrome (NBS) tumor necrosis
factor-a. (TNF-a;) and interleukin 6 (IL-6) levels are found to be high in
serum and cerebrospinal fluid (CSF) at active stage. An increase in IL-6
activates homocysteine, which in turn stimulates TNF-a. It is suggested that
chemokines also play a part in NBS pathogenesis in addition to
proinflammatory cytokines. Furthermore, it has been demonstrated that
CXCL8 and CXCL10 increase in serum and CSF while any study on MIP-1-
and RANTES could not be noted. Although there are some studies that
show an increase in etiopathological molecules of Endothelin 1 (ET-1) and
nitric oxide (NO) at the active stage in Behcet's Disease (BD), a
corresponding study could not be found with respect to NBS.
Objectives: The aim was to study the levels of TNF-a and IL-6 of
neuroinflammatory mediators as well as those of MIP-1c, RANTES,
which had never been studied before, and homocysteine, ET-1 and NO
levels at active and inactive stages in comparison to control subjects so
as to investigate the roles of the foregoing in the pathogenesis of
Neuro-Behget'’s syndrome.

Material and methods: Levels of TNF-o, /-6, MIP-Tc, RANTES,
homocysteine, ET-1 and NO2+NO3, i.e. a stable metabolite of NO, were
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investigated in 82 patients with NBS, in 196 BD patients without any
neurological complications, and in 30 normal control subjects.

Results: At the active stage, the TNF-o. and IL-6 levels and the levels of
MIP-Ta, RANTES, which had not been studied before, and those of
homocysteine, ET-1 and NO were found to be high when compared to
inactive stage and the control subjects.

Conclusions: /t is suggested that the said immunoinflammatory
molecufes interact with each other and are involved in NBS
pathogenesis; and therefore, target-specific immunotherapeutic
methods will prove helpful in treatment.

OzET

Bilimsel zemin: Nérobehget sendromunda serumda ve beyin omurilik
sivisinda (BOS) interlokin 6 (IL-6) ve timér nekroz faktdr o (TNFe)
duzeyleri aktif safhada yiksek bulunmustur. IL-6'nin yiikselmesi
homosisteini aktive etmekte, homosistein ise TNF-a stimulasyonu
yapmaktadir. Proinflamatuar sitokinlerin disinda kemokinlerin de NBS
patogenezinde rol aldiklar distnalmektedir. Nitekim CXCL8 ve
CXCL10 BOS ve serumda yukseldigi gdsterilmis, MIP-1a ve RANTES ile
ilgili calisma dikkati cekmemistir. Endotelin 1 (ET-1) ve nitrik oksit (NO)
etyopatolojik molekdllerin BH'da aktif safhada yikseldigini gosteren
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calismalar olmasina karsilik, NBS'da bu konu ile ilgili arastirmaya
rastlanmamistir.

Amaglar: Calismamizda NBS patogenezindeki rollerini arastirmak Uzere
noroinflamatuar mediatérlerden TNF-c, IL-6, daha once galisiimamis
olan MIP-1a, RANTES, homosistein, ET-1 ve NO duzeylerini  aktif ve
inaktif safhalarda kontrollerle karsilastirmali arastirmak amaclandi.
Gereg ve Yontemler: 82 NBS, 196 narolojik komplikasyonu olmayan
BH ve 30 normal kontrol bireyde TNF-a, IL-6, MIP-Ta, RANTES,
homosistein, ET-1 ve NO'in stabil metabolitlerinden NO2+NO3 dizeyleri
incelendi.

Sonuglar: Aktif safhada inaktif safha ve kontrollere gére TNF-at, IL-6,
daha 6nce calisimamis olan MIP-1a, RANTES gibi kemokinler ve
homosistein, ET-1 ve NO dizeylerinin yliksek bulundu.

izlenimler: Bu immunoinflamatuar molekUllerin NBS patogenezinde
karsilikli etkileserek rol aldiklarini ve bu noktadan hareketle tedavide
hedefe spesifik imminoterapdtik yontemlerin yararli olacagini
distindrmektedir.

GiRIS

Noro-Behcet Sendromu (NBS) Behget Hastaliginin (BH)
klinik formlarindan biri olup immunolojik acidan
proinflamatuar  sitokinlerin dominansi ile karakterize
otoinflamatuar bir slrec olarak dustntlmektedir.
Santral sinir sisteminde (SSS) hemisferik lezyonlar, beyin
sapl, spinal kord lezyonlari ile karakterize parankimal,
dural sints trombozlar, arteryal oklizyon ve
anevrizmalarla giden nonparankimal, periferik sinir
sisteminde ise néropatik ve miyopatik bulgularla
seyretmektedir.' Klinikte primer progresif (PP), sekonder
progresif (SP), Relaps-Remisyonla (RR) giden tiplerde
gorilmektedir.*® Primer progresif tip yavas ilerleyen
demans, ataksi ve dizartri ile karakterize olup, beyin
omurilik sivisinda (BOS), interldkin 6 (IL-6) dizeyleri
devamli yilksek olarak bulunmaktadir.” Tumér nekroz
faktor-o (TNF-a) ise aktif safhada yikselmektedir.” IL-
6'nin yikselmesi pridoksal fosfataz ve sistatyon beta
sentetazi aktive ederek homosisteinin artisinda rol
oynamaktadir. Homosistein ise immin hiicre
aktivasyonu yoluyla TNF-au stimUlasyonu yaparak IL-6
ve TNFa ile karsiikh iletisime girebilmektedir.
Norokognitif fonksiyonlari direkt olarak veya IL-6
tzerinden etkiledigi distintlmektedir.®

Proinflamatuar sitokinlerin disinda kemokinler de NBS
patogenezinde rol almaktadirlar. NBS'de CVCLS,
CXCL10'un BOS ve serumda ylkseldigi gosterilmistir.”
BH'da CCR5 ve CXCR3 ekspresyonunun arttid, intestinal
BH'da MIP-1¢,, MIP-1, ve RANTES'in yukseldigi

gozlenmistir? Kigtk molekdl agirlikli proteinler olan
kemokinler, néroinflamasyonda proinflamatuar sitokinler
ile birlikte hareket etmektedirler.

NBS'da endotelin-1 (ET-1) ve nitrik oksit (NO) gibi immun
sistemle etkilesimde bulunan etyopatolojik molekdller de
sitokin ve kemokinlerin yanisira ilgi ¢ekmektedir. ET-1,
vazokonstriktif bir peptid olup, prekirsérii olan
preproendotelin tizerinden proteolitik stireg sonucunda
olusmaktadir. Preproendotelin, ekstraselliler trombin,
adrenalin ve transforming growth faktér beta (TGF)
tarafindan etkilenmektedir.® ET-1 noéral dokularda da
sentezlenmektedir.” Aktif BH'da ET-1'in inaktif hasta ve
kontrollere gére serumda yikseldigi bildirilmektedir." "

Reaktif nitrojen  medyatdrlerinden  olan  NO,
noroinflamasyonda énemli rol Ustlenmektedir. BH'da
aktif safhada serumda yukseldigi bildiriimekte ve
ozellikle noéroinflamasyon surecinde etkili oldugu
dustuntlmektedir.”

NBS'da sitokinlerden TNF-c, IL-6, IL-12, kemokinlerden
CXCL8 ve CXCL10'da artis oldugu bildirilmis, ancak MIP-
1o, RANTES gibi kemokinler, homosistein, ET-1 ve NO
gibi inflamatuar medyatorlerle ilgili bir calismaya
rastlanmamistir. Calismamizda bu etyopatolojik molekdil-
lerin NBS'nin gelismesindeki rollerini arastirmak  Gzere,
aktif ve inaktif safhalarda 82 NBS, 196 BH ve 30 kontrol
bireyde TNFa,, IL-6, MIP-1a, RANTES, ho-mosistein, ET-1
ve NO'in stabil metabolitlerinden NO2+NO3 duizeyleri
incelenmistir.

GEREC VE YONTEM

Calismaya 2000-2005 yillari arasinda Gazi Universitesi Tip
Fakltesi Néroloji Anabilim Dali Poliklinidi'ne basvurup,
Noéroimmanoloji Birimi tarafindan degerlendirilen, daha
ance Uluslararast Behcet Calisma Grubu kriterlerine gére
tani alan,” yaslar 27-51 arasinda (ortalama 32+5.6),
kranial MRI'da parankimal yayilim gosteren 62'si erkek
82 NBS, yaslar 24-48 arasinda (ortalama 31+8.2), kranial
MRI normal, 106'si erkek 196 nérolojik komplikasyonu
olmayan BH, yas ve cinsiyetleri uyumlu 30 kontrol birey
alinmistir. NBS'li hastalann 52'si (%63.4) RR, 16
(%19.5) SP, 14" (%15.1) PP tipinde idi. Tablo 1'de BH
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Tablo 1. BH ve NBS'li hastalarin demografik dzellikleri ve
muayene bulgulari

BH NBS

n=196 n=82
Yas 31+8,2 32456
Cinsiyet
a. Kadin 106 62 (75,7)
b. Erkek (54,1) 20(24,3)
Hastalik stresi 90 4,8+3,7
Nérolojik Muayene (45,9)
a. Hemiparezi 6,2+4,3 32(39,0)
b. Ataksi NS* 28 (34,3)
¢. Dizartri 20 (24,3)
d. Ekstrapiramidal 2(2,4)
MRI
a. Beyin sap! 48 (58,6)
b. Hemisfer NS 32 (39,0)
c. Bazal ganglia 22,4

*NS: Normal sinirlarda

Tablo 2. NBS klinik tiplerinin BH ve kontrol olgularla karsilastirmal
serum ve BOS TNF-, IL-6 ve Homosistein diizeyleri

TNFa (pg/ml)  IL-6 (pg/ml) Homosistein
(mmol/It)

NBS n=82
1. RRNBS n=52
a. Serum 18,2454 34,2+15,1 26,8+10,2
b. BOS 71426 12,1243 9,243,
2. SPNBS n=16
a. serum 8,634 27,4+7,2 20,7£6,3
b. BOS 2,617 8,9+2,3 5,1£2,1
3. PPNBS n=14
a. Serum 7,242,6 32,3+5,6 19,8+4,2
b. BOS 19412 11,627 4,6+1,7
BH n=196
a. Serum 11,6436 27,2+11,3 17,4+6,2
Kontrol n=30
a. Serum 5,622,7 18,7+10,3 12,6+5,2

Tablo 3. Aktif ve Inaktif safhada RRNBS, BH ve kontrol olgularda
karsilastirmali olarak serumn BOS ve TNFa, IL-6 ve Homosistein dizeyleri

TNFa (pg/ml)  IL-6 (pg/ml) Homosistein

(mmol/It)

RRNBS n=52

1. Aktif

a. Serum 18,2+5,4 34,2+151 26,8+10,2

b. BOS 7,1+2,6 12,1z4,3 9,2+3.1

2. inaktif

a. Serum 7,9+2,1 20,787 14,1+6,3

b. BOS 2,3+1,6 4,2+2.3 3,6+1,7

BH n=196

1. Aktif

a. Serum 11,6+3,6 27,2113 20,3+9,8

2. inaktif

a. Serum 5,8+1,6 21,2431 14,7+6,2

Kontrol n=30

a. Serum 5,6+2,7 18,7+£10,3 12,6+5,2

ve NBS'li hastalarin demografik ozellikleri ve muayene
bulgular verilmistir.

Aktif ve inaktif safhalarda hastalardan 5 cc serum, 3 cc
BOS alinarak -20°C da saklanmistir. TNFa, IL-6,
MIP1a, RANTES, enzyme linked immunosorbent test
assay  (ELISA), NO2+NO3 ve homosistein,
spektrofotometrik-kalorimetrik yontemle, ET-1, BOS
ve serumlar, 300 KIU/ml aprotinin ve 2 mg/dl EDTA
ihtiva eden polipropilen tuplere konup 10 dakika
1000 devirde santriflij edilerek siipernatan sandwich-
enzyme immunoassay (sandwich-EIA) teknigi ile
olculmastdr. Istatiksel analizde tek yonli ANOVA ve
Friedman-2 -way ANOVA testi kullaniimistir.

SONUCLAR

NBS klinik tiplerinin BH ve kontrol olgularla karsilastirmali
serum ve BOS TNF-a, IL-6 ve homosistein diizeyleri
Tablo 2'de verilmis olup, serum ve BOS TNFa ve

homosistein diizeyleri RRNBS grubunda, SPNBS, PPNBS
ve kontrollere gore cok onemli derecede yiiksek
(p<0.001), serum TNFo. ve homosistein BH grubuna
gore 6nemli derecede ylksek bulunmustur (p<0.05).
SPNBS ve PPNBS grubunda TNF-o diizeyleri kontrol
grubuna gore énemli fark gostermezken (p>0.05), BH
grubunda kontrollere gore fark énemli bulunmustur
(p<0.05). SPNBS, PPNBS, BH grubunda homosistein
duzeyleri kontrollere gore énemli derecede yiiksek
bulunmustur (p<0.03). IL-6 yéninden, RRNBS
grubunda, SPNBS, BH ve kontrollere gére cok énemli
derecede yiksek bulunurken (p<0.001), PPNBS
grubuna goére fark 6nemsiz bulunmustur (p>0.05).
PPNBS grubu IL-6 yéniinden, SPNBS, BH grubuna gére
6nemli (p<0.02), kontrollere gére cok &nemli
derecede yuksek bulunmustur (p<0.001).

Tablo 3'de, aktif ve inaktif safhada RRNBS, BH ve
kontrol olgularda serum ve BOS TNFa, IL-6 ve
homosistein dizeyleri gosterilmistir. Bu tabloya gore,
aktif safhada TNFa, IL-6 ve homosistein dizeyi
yonlnden RRNBS ve kontroller arasi fark cok énemli
(p<0.001), BH ile kontroller arasi ise dnemli (p<0.05),
RRNBS ve BH karsilastinldiginda fark &nemli
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Tablo 4. NBS klinik tiplerinin BH ve kontrol clgularla karsilastirmal
olarak serum ve BOS MIP-1a ve RANTES duzeyleri

Tablo 5. NBS klinik tiplerinin BH ve kontrol olgularla karglastirmal
olarak serum ve BOS MIP-1c ve RANTES dizeyleri

MIP1a (pg/ml) RANTES (pg/ml)

MIP1a (pg/ml) RANTES (pg/ml)

NBS n=82

1. RRNBS n=52

a. Serum 567+224,1 516+193,4
b, BOS 346+128,3 384+146,1
2. SPNBS n=16

a. Serum 453,4+162,7 437+127,2
b. BOS 267,2+£116,3 273£148,7
3. PPNBS n=14

a. Serum 451,7+£158,6 428,3x143,1
b. BOS 261,3+123.,4 267+152,3
BH n=196

a. Serum 497+142,6 482+153,2
Kontrol n=30

a. Serum 438+192,7 416+189,3

RRNBS n=52

1. Aktif

a. Serum 567+224,1 516+193,4
b. BOS 346+128,3 384+146,1
2. Inaktif

a. Serum 447+163,5 421+187,2
b. BOS 284+126,7 267£125,3
BH n=196

1. Aktif

a, Serum 497+142,6 482+153,2
2. Inaktif

a. Serum 445£173,2 421+168,4
Kontrol n=30

a. serum 438+192,1 416+189,3

bulunmustur (p<0.05). Aktif ve inaktif safhalar
karsilastinldiginda, hem RRNBS hem BH grubunda
fark énemli bulunmustur (p<0.03).

Tablo 4'te NBS klinik tiplerinin BH ve kontrollerle
karsilastirmali serum ve BOS, MIP1a ve RANTES
duzeyleri verilmistir. Bu tabloya gore, RRNBS
grubunda, serum ve BOS MIP1a ve RANTES
diizeyleri, SPNBS, PPNBS, serum dizeyleri BH grubu-
na gore cok dnemli derecede yiksek bulunmustur
(p<0.001). SPNBS, PPNBS, BH grubu ile kontrol grubu
arasindaki fark onemli bulunmustur (p<0.05). BH
serum MIP1a ve RANTES dlzeyleri SPNBS ve PPNBS
grubuna gore ©nemli derecede yiksek olarak
saptanmistir (p<0.03).

Aktif ve inaktif safhada RRNBS, BH ve kontrol olgularla
karsilastirmali olarak serum ve BOS MIPTa ve RANTES
duizeyleri Tablo 5'te gosterilmistir. Bu tabloya gore RRNBS
grubu BOS ve serum BH grubunda serum MIP1a ve
RANTES duizeyleri aktif ve inaktif safhalarda
karsilastinidiginda fark ©nemli (p<0.05), kontrollerle
karsilastirildiginda  fark cok 6nemli  bulunmustur
(p<0.001). Aktif safhada RRNBS ve BH karsilastinididinda
fark cok o6nemli (p<0.001), inaktif safhada
karsilastinldiginda ise ®nemsiz bulunmustur (p>0.05).

Tablo 6'da NBS, BH ve kontrol olgularda serum ve BOS
ET-1 dlzeyleri gosterilmistir. Bu tabloya gbre RRNBS
serum ve BOS ET-1 diizeyleri SPNBS, PPNBS grubuna,
serum dizeyleri BH grubuna gére ©nemli, kontrol
grubuna goére cok 6nemli derecede yiksek bulunmugtur

Tablo 6. NBS, BH ve kontrcl olgularda serum ve BOS ET-1 duzeyleri

O Serum
& BOS

AN =

ET-1 (pg/ml)

(p<0.05, p<0.001). SPNBS, PPNBS ile kontroller arasi fark
dnemsiz (p>0.05), BH ile kontrol grubu arasi ise dnemli
bulunmustur (p<0.02).

Tablo 7'de aktif ve inaktif safhada RRNBS, BH ve kontrol
olgularin serum ve BOS ET-1 dizeyleri gosterilmistir. Bu
tabloya gore ARRNBS ile IRRNBS, IBH ve kontroller arasi

fark cok 6nemli (p<0.001), IRRNBS ve kontroller arasi fark
dnemsiz bulunmustur (p>0.05). ABH ile [BH ve kontroller
aras! fark onemli bulunurken (p<0.05), IBH ile kontroller
ve ABH ve ARRNBS arasi fark ©nemsiz olarak
bulunmustur (p>0.05).

NBS, BH ve kontrol olgularda serum NO2+NO3 duzeyleri
Tablo 8'de gosterilmistir. Bu tabloya gére RRNBS grubu
SPNBS, PPNBS, BH grubuna gore oénemli derecede
farklilik gostermistir (p<0.05, p<0.001). SPNBS, PPNBS ile
kontrol grubu arasindaki fark énemsiz (p>0.05), BH ile
kontroller arasi fark énemli bulunmustur (p<0.05).

Tablo 9'da aktif ve inaktif safhada RRNBS, BH ve
kontrollerde serum NO2+NO3 duizeyleri gdsterilmistir. Bu
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tabloya gére, ARRNBS ile IRRNBS, IBH ve kontroller
karstlastiridiginda fark cok 6nemli (p<0.001), IRRNBS ile
BH kontroller arasi fark énemsiz bulunmustur (p>0.05).
ABH ile IBH ve kontroller arasi fark 6nemsiz bulunurken
(p<0.03) ABH ile ARRNBS arasi fark &nemsiz bulun-
mustur (p<0.05).

TARTISMA

Son yillarda NBS ve BH patogenezinde inflamasyon
yogun ilgi cekmekte, rol alan sitokin, kemokin ve
peptidler arastinimaktadir.”*"*"*"* Néroinflamasyonda
rol alan TNF-a,, IL-6 gibi sitokinler, immiin aktivasyonla
yakindan iliskili olan homosistein ile karsilikli etkilesime
girmektedir. Calismamizda gosterildigi gibi RRNBS
grubunda serum ve BOS TNF-a ve homosistein
dizeyleri SPNBS, PPNBS, kontrol grubuna, serum
dlzeyleri BH grubuna gore yiksek bulunurken, IL-6
yonUnden PPNBS ile fark 6nemsiz, PPNBS ile kontroller
arasi fark 6nemli bulunmasi néronal kayip ile olayin
paralel gittigini, aktif safhada TNF-o., IL-6, homosisteinin
yanisira MIP-1-, RANTES gibi kemokinlerin de artmas,
intratekal sentez stimllasyonunu da  disin-
dirmektedir. IL-6 dizeylerinin PPNBS tipinde yiiksek
olmasi ve sebat etmesi, demans bulgulari ile giden bu
klinik formda nérokognitif fonksiyonlar etkiledigini
gostermektedir. NBS'da TNFa, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17,
CXCLS, CXCL 10 gibi sitokin ve kemokinlerin yiikseldigi
gosterilmis,(7,16) ancak homosistein, MIP-1q,
RANTES,ET-1 ve NO duzeyleri ile ilgili calismaya
rastlanmamistir.

Calismamizda  arastirdigimiz~ ET-1'in  diger
noropeptidler gibi bircok santral aktivitede rol aldigi
distnilmektedir.™'"  Sitokinler ile  karsilikl
etkilesimde bulunmakta, sitokinlerin aktive olmasi ET-
1 sentezini arttirmaktadir.”®"” BH'da aktif safhada ET-
1'in yukseldigi gosterilmis' ancak NBS da ET-1 ile bir
calisma olmadidindan  sonuclarimiz  karsilas-
tinlamamigtir. RRNBS’de diger tiplere gére ET-1'in
daha yuksek bulunmasi, sitokin ve kemokin diizeyleri
ile korelasyon gostermesi, ET-1 artisini sitokinlerin
stimdile ettidini dustindUrmdstiir. BH'da aktif safhada
serumda yukseldigi bildirilen NO," calismamizda
metabolitleri olan NO2+NO3 olarak, aktif safhada BH
grubunun yanisira RRNBS grubunda da yiiksek

Tablo 7. Aktif (A) ve inaktif (/) safhada RRNBS, BH ve kontrol olgularda
serum ve BOS ET-1 duzeyleri

20
E 154
‘Q 10 B Serum
= ] = BOS
52 % B
5
NS

SISO
& & 7
v & O

Tablo 8. NBS ve BH ve kontrol olgularda serum NO2+NO3 duzeyleri

35,00
£ 30,00
£ 25,00 N
£ 20,00- W\—\
S 15,001 ——% § § N
510,007 § § \§

SN A A NN

7 SRRV v
QSS& ‘—?\& QQ\ﬁb %{—Oé@‘o

Tablo 9. Aktif ve inaktif safhada RRNBS, BH ve kontrol olgularda serum
NO2+NO3 diizeyleri

35
30+
25-+—
20+
154+
10—
51 |
0

8 Aktif
inaktif

NO2+NO3 (mmol/It)

%%

r1
&
&

bulunmasi, patogenezde diger inflamatuar mole-
kullerle birlikte rolt olabilecegini, sitokin ve
kemokinlerle etkilesim icinde bulundugunu dusin-
dirmustdr. Nitekim daha énce yapilan calismalarda
NO'nun sitokin ve kemokin regllasyonunda rol aldigs
bildirilmistir.?*'

Elde ettigimiz bu bulgular NBS'de daha &nce
arastinlmamis olan MIP-1-, RANTES, homosistein, ET-
1 ve NO gibi immunoinflamatuar molekdillerin
patogenezde rol aldiklarini, bu noktadan hareketle
tedavide hedefe spesifik baskilayici immUnoterapotik
yontemlerin yararli olacagini diistindirmektedir.
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