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OZET

Inflamatuar bagirsak hastaliklar, [(IBH: MIM:601458), (Crohn Hastaligi, CH: MIM:
266600) ve Ulseratif Kolit (UK: MIM: 191390)] genetik ve ¢evresel ajanlarin etkilegimiyle
ortaya ¢ikan kompleks, genetik heterojenite gosteren hastaliklardir. Hastalikla iligkili
oldugu tartisilan CARDI15/NOD2 geni mutasyonlart ve sitokin gen polimorfizmleri
diinyadaki ¢esitli irklarda farkli dagilimlar gostermektedir. Tiirk toplumundaki inflamatuar
bagirsak hastalarmn  CARD15/NOD2 geni 3020insC mutasyonu ve sitokin gen
polimorfizmi dagilimlarim belirlemek amaciyla; 69 inflamatuar bagirsak hastasinda [18
Crohn hastasi: (10 E, 8 K, yaslar1 37 + 11), 51 Ulseratif kolit (24 E, 27 K, yaslar1 39 + 12)
ve kontrol grubu olarak 50 saglikli bireyde (23 E, 27 K, yaslar1 36 & 11) mutasyonlarin
analizleri yapildi. CARDI15/NOD2 geni 3020insC mutasyonu analizi allel spesifik
multipleks PCR yontemiyle, sitokin gen polimorfizmlerinin analizi ise PCR-SSP (sekans
spesifik primer) metodu ile tayin edildi.

Tiirk toplumunda CARD15/NOD2 geni 3020 nsC mutaé.yon oranlan inflamatuar bagirsak
hastalarinda % 28.9 (CH. %38 ve UK.%25) ve saglikli bireylerde % 4 olarak tespit edildi.
Sitokin gen polimorfizmlerinin dagihmlarn, saglikli bireyler ile karsilastinldiginda;
inflamatuar bagirsak hastalarinda sitokin genlerinden , IL-1 RA, IL- 4RA, TGFB ve
TNFa kontrol grubuna gore artma (p < 0.05), IL -1a, IL-1p , IL- 12, IFN vy, IL -2, ILL-
4, IL- 6 ve IL —10°da azalma (p< 0.05), Crohn hastalarinda; 1L.-1, IL-4RA, ve TNFa’da
artma (p < 0.05), IL-1, IL-4RA, IFN-y, TGF§, TNF, IL-2, IL-4, IL-6 ve IL-10’da
azalma (p< 0.05), iilseratif kolitlilerde ise; IL §, IL- 1 RA, IL- 4RA, IL-12, TGF ve
TNFa artma (p < 0.05), IL-1a , IFN vy, IL-2 , IL-4, IL-6 ve IL-10’da azalma tespit
edildi (p< 0.05). Digerlerinde herhangi bir degisim gozlenmedi.

Sonug olarak; Tiirk toplumunda CARDI15/NOD2 geni 3020 insC mutasyonunun sadece
Crohn hastalarma 6zgii olmayip, ilseratif kolitli hastalarda da bulundugunu, klinik
tanilarda tek basina belirleyici olamayacag@ini, fakat sitokin gen polimorfizmlerinde artma

ve azalma yoniindeki degisimlerinin klinik tamida kullamlabilecegini diistinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: IBH, Crohn hastalig:, Ulseratif kolit, CARD15/NOD2 Geni,
Sitokin Gen Polimorfizmi, PCR-SSP, Allel Spesifik Multipleks PCR



SUMMARY

Investigation of 3020 insC Mutation in the CARD15/NOD2 Gene and Cytokine Gene
Polimorphisms with Patients of Inflammatory Bowel Diseases

Inflammatory bowel diseases (IBD: MIM:601458), including Crohn Disease, (CD:
MIM: 266600) and Ulcerative colitis (UC: MIM: 191390), appear as a result of the
interaction between genetic and environmental factors; thus showing complex and genetic
heterogeneous characteristics. With a purpose to identify the frequency of cytokine gene
polymorphisms and also the mutation of 3020 insC of CARDI15 /NOD2 gene, an analysis
was carried out to find out the mutation rates of the Turkish population: 69 cases with
inflammatory bowel diseases [(18 cases with Crohn disease; (10 M, 8 F , ages 37£11 ); 51
Ulcerative colitis (24 M, 27 F, ages 37£12)]; and 50 healthy individuals (23 M, 27 F, ages
36 £11) as the control group.In this study we used PCR based tecniques.

In the Turkish population with inflammatory bowel diseases, the mutation rate of
3020 insC of CARD15 /NOD2 gene was IBD 28.9 %, CD 38 % , and UC 25% and the
related rate was 4 % concerning the healthy individuals.When compared with the cytokine
genes of healthy individuals, the frequency of cytokine gene polymorphism in
inflammatory bowel diseases increased in genes IL-1 RA, IL- 4RA, TGFf§ and TNFa (p
< 0.05) but decreased in genes IL -1a , IL-1§ , IL- 12, IFN v, IL -2, IL- 4, IL- 6 and IL
-10 (p< 0.05); in Crohn diseases it increased in genes 1L-1, IL-4RA, and TNFea of (p <
0.05) but decreased in genes IL-1, IL-4RA, IFN-y, TGFf, TNF, IL-2, IL-4, 1L-6 and
IL-10; in Ulcerative colitis it increased in genes IL §, IL- 1 RA, IL- 4RA, [L-12, TGFp
and TNFa (p< 0.05) but decreased in genes IL-1a , IFN v, IL-2 , IL-4, IL-6 and IL-10
(p< 0.05); there was no difference in other genes.In sum, in the Turkish population the
mutation of 3020 insC of CARD15/NOD2 gene is not unique to Crohn disease, but this
mutation is present in Ulcerative colitis as well. We are of the opinion that this mutation is
not itself the only determining factor for clinical diagnoses; however, it can be used in the
clinical diagnosis of IBD in order to determine the low level or high level variations in

cytokine gene polymorphism.

Key Words: Inflammatory Bowel Disease, Crohn Disease, Ulcerative Colitis,
CARDI5/NOD2 Gene, Cytokine Gene Polymorphism, PCR-SSP, Specific
Multiplex PCR
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Inflamatuar Bagirsak Hastaliklari (IBH: MIM:601458), abdominal kramp, rektal
kanama ve diyare gibi belirtileri olan kronik iltihabi hastaliklar grubundandir (Hampe, vd.,
2002a). Crohn hastaligi (CH: MIM: 266600) ve iilseratif kolit (UK: MIM: 191390) genetik
ve ¢evresel faktorlerin etkilesimiyle ortaya ¢ikan multifakt6riyel kalitim dzelligi gésteren
inflamatuar bagirsak hastalifinin iki ana formudur (Yang, vd., 2001). ilk kez 1859 yilinda
Samuel Wilks iilseratif kolitten 6len bir hastada otopsi sonucu bu hastalifi tamimladi.
1932°de ise Crohn ve arkadaslari terminal ileumun transmural iltthabim “regional ilitis”
olarak tanimladilar ve iilseratif kolitisten ayr1 bir hastalik oldugunu belirttiler (Hampe, vd.,
1999a). O zamandan bu yana yaklagik 70 yildir klinik, patolojik, endoskopik, radyolojik
anatomik ve histolojik olarak farkli olan bu iki olgu, tiim bilimsel gelismelere ragmen
birbirine karigmaya ve tedavideki zorluklanyla hekime meydan okumaya devam
etmektedir. Vakalarin %10-15’inde bu iki hastalik birbirine karistirilabilmektedir. UK ve
CH Amerika, Japonya ve Bati Avrupa iilkeleri gibi ekonomik olarak gelismis iilkelerde
daha sik goriilmektedir. ABD ve Avrupa iilkelerinde CH ve UK’nin goriilme oranimn
1970 yilindan giintimiize kadar yaklagik iki kat arttigi ¢esitli arastiricilar tarafindan
belirtilmektedir (Rioux, vd., 2000). Ulkemizde de iIBH’nin insidans1 ve prevalansinin son
yillarda belirgin artis gostermesi dikkati ¢gekmektedir. Her iki hastaligin dagilimi; yas,
cografya, irk , etnik ve sosyal siniflar agisindan benzerdir (Brignola, vd., 2000; Hugot, vd.,
1999a).

Klinik seyirlerinde; genetik faktorlerle birlikte ¢evresel faktorler, infeksiyon ajanlan,
mukus abnormaliteleri, incebagirsakta permeabilitenin artmasi, otoimmun cevaplar ve
otoantikorlarin etkili oldugu bildirilmektedir (Bianchi, vd., 1999; Brignola, vd., 2000; Van
Montfrans, vd., 2002). IBH nin genetik, ¢evresel, iklimsel ve enfeksiyoz ajanlarla iliskisini
saptayarak hastaligin etiyopatogenezindeki karanlik noktalara 1sik tutmak, toplum saghig
acisindan onemini vurgulamak, boylece hastaligin ve komplikasyonlarinin yol agtig: is
giicti ve ekonomik kayiplari en az diizeye indirgemek epidemiyolojik arastirmalarin baghca
amacidir. Son yirmi yillda yaygin genom arastirmalan ile ilseratif kolit ve Crohn

hastaliginmin hassas oldugu lokuslarin kromozomlarla olan baglantisi tespit edilmis (Hampe,



vd., 2001a; Hugot, vd., 1999b; Ogura, vd., 2001a) ve 2001 yilinda yapilan molekiiler
diizeyde mutasyon taramalar ile CARD15/NOD2 gen mutasyonunun Crohn hastaligi ve
tilseratif kolit ile baglantisi oldugu Hugot ve Cho tarafindan tespit edilmistir (Hugot, vd.,
2001b; Ogura, vd., 2001b). Crohn ve iilseratif kolit hastalig: ile iliskili genlerin bir digeri
de immun sistemi diizenleyen proteinleri kodlayan 6. kromozomun kisa kolundaki MHC
genleridir. MHC bolgesinde iginde bulunan c¢ogunlugu II. simf genlere dahil edilen
sitokinler bagirsak immiin sisteminde énemli role sahiptir (Hacker, vd., 1997; Lombardi,
vd., 2001; Yang, vd., 1999). Giiniimiizde olumsuz ¢evre sartlarinin sitokin gen
ekspresyonlarim inflamatuar bagirsak hastaliklarim1 artiracak yonde etki ettigi ileri
siiriilmektedir (Autschbach, vd., 2002; Tagore, vd., 1999).

Son yillarda rekombinant DNA teknolojilerindeki gelismeler tipta daha genis
uygulama alan1 bulmus ve birgok hastaligin ayiric tanisinda rekombinant DNA teknolojisi
rutin laboratuarlarda daha siklikla kullanilir hale gelmistir. Aragtirmalarimizda
rekombinant DNA teknolojisinde kullanilan polimeraz zincir reaksiyonuna (PCR) dayah
metodlart kullanarak inflamatuar bagirsak hastaliklarinin iki ana formu olan Crohn
hastaligy ve iilseratif kolitin genetik yapilarinin tammlanmasi ve hastalifin bolgemiz ve
iilkemizdeki mutasyon profilinin dagilimimnmi belirlemeyi amagliyoruz. Amacimiz
CARDI5/NOD2 gen mutasyon taramalar1 yaparak ve sitokin gen polimorfizmlerini

belirleyerek bu iki hastalifin birbirlerinden ayiric1 tamsinda genetik kriterleri belirlemektir.

1.2. Genetik Hastahiklarin Smmiflandiriimasi

Genetik materyalin mutasyonlara ugrama sikliina ve gevresel faktérlerden etkilenme
durumlarina goére genetik hastaliklari; kromozomal, multifaktoriyel ve tek gen
mutasyonlar: olarak ii¢ ana grup altinda siniflandirma miimkindiir.

Kromozomal hastaliklar, kromozomlardaki sayisal ve yapisal degisiklikler sonucu
ortaya cikmaktadir. En sik gézlenen kromozom bozukluklari, biiylime geriligi, mental
bozukluk, cesitli konjenital anomaliler ve dismorfik 6zelliklerle alakalidir. Kromozomal
bozukluklar sitogenetik seviyede olup, olduk¢a yaygindir. Canli dogan ¢ocuklarn yaklasik
% 0.7°sinde ve ilk ii¢ aydaki spontan diisiiklerin yaklagik %50’sinde kromozomal
anomaliler gorillmektedir (Pasternak, 1999; Karban, vd., 2002).



Multifaktoriyel (poligenik veya kompleks) hastaliklar; bir araya gelmis birden fazla
kiiciik genetik varyasyonlar sonucu olugmakla birlikte, gevresel faktorler de bu genetik
varyasyonlarin olugsmasinda onemli rol oynamaktadir. Yetigkin dénemde goriilen diabetus
mellitus, koroner kalp hastaliklari, hipertansiyon, sizofreni ve dogumda goriilen néral tiip
defektleri, konjenital kalp hastaliklari, yarik damak ve dudak gibi defektler multifaktoriyel
hastaliklara 6rnek olarak verilmektedir. Multifaktoriyel hastaliklar aile iginde tekrarlama
egilimi gbstermelerine ragmen bilinen tek gen kalitim kaliplarindan higbirine uymazlar.

Tek gen hastaliklar1 (Mendeliyen hastaliklar) homolog kromozomlar iistiinde bulunan
ve birbirlerinin alternatifi olan allellerden birinin veya her ikisinin mutasyona ugramasi
sonucu olusmaktadir. Giiniimiizde yaklasik 5.000° den fazla sayida tek gen hastalif
bilinmektedir. Her 1000 canli dogumdan 10’unda tek gen hastaliklarindan biri gériilmekte
ve ¢ocukluk donemi oOliimlerinin %5-10’una tek gen mutasyonlar1 neden olmaktadir
(Sudbery, 2003). Bu mutasyonlarin major etkisi yeni dogan ve cocukluk doéneminde
kendini gostermesine ragmen, yetiskin déonemde de Onemi gittikge artmaktadir. Tek gen
hastaliklarina neden olan mutasyonlar etki mekanizmalarina bagh olarak oldukg¢a genis bir
cesitlilige sahiptir. Tek bir bazin degigsmesi sonucu olugsan mutasyonlara “nokta
mutasyonu” denir. Bir veya daha fazla bazin kaybolmasi “delesyon”, artmasi ise
“insersiyon” olarak adlandirilir. Delesyon ve insersiyonlar olduk¢a genis bir bolgeyi
kapsayacak sekilde de ger¢eklesmektedir. Ayrica, son yillarda kesfedilen triniikleotit
tekrarlarindaki artislarin tek gen hastaliklarina neden oldugu bildirilmektedir. Nokta
mutasyonunda yer degistirmeye katilan bazlar dikkate alindiginda transisyon ve
transversiyon olmak iizere iki tip yer degistirme vardir. Transisyon, baz degisikliginin
piirinden piirine (A<>G) veya pirimidinden pirimidine (T<>C ) doéniismesi durumudur.
Transversiyon ise baz degisikliginin piirinden primidine (A—T / A—>C / G—-T/ G-—»C)
veya pirimidinden piirine (T->A / TG / C—>A / C—G) doniismesi durumudur. Nokta
mutasyonlar1 fenotipik sonuglarma gore farkli smiflandirilabilmektedir(Gelehrter ve
Collings,1998).

Genetik polimorfizmler, genomdaki hayati 6neme haiz DNA dizileri siirekli
korunurken, bazi DNA dizilerinde kisith degisiklikler sonucu olusmaktadir. Bu tip
degigikliklerin olustugu DNA dizileri polimorfik bolge, bu kisimdaki DNA dizisi ise
polimorfizm olarak adlandirilir. Insan genomundaki lokuslarda bir degisikligin
polimorfizm olarak adlandirilabilmesi i¢in belli populasyondaki bireylerin %1’inde ilgili

DNA bolgesinde degigiklik olmasi ve genomdaki polimorfik lokuslarin siklign %28,



heterozigotluk oranmmin da %6.8 civarinda oldugu tanimlanmaktadir. Polimorfizmleri
mutasyondan ayiran en Onemli fark meydana gelen genetik degisikliklerin protein
sentezine yansimamasidir (Watts ve Satsangi, 2002). Mutasyonlar polimorfizme gére ¢ok
daha nadir olup sonuglari itibari ile organizmalara zararli olabilmektedirler. Iki tip
polimorfizm bulunmaktadir. 1-Her 1000 bazda bir goriilen tek niikleotid polimorfizmi
(Single Nucleotid Polymorphisms; SNP). 2- Kisa DNA dizilerinin duplikasyonu ve orta
siklikta tekrarlanan DNA dizileri (Variable number tandem repeats; VNTRs)
polimofizmleridir. Pratik olarak, bir lokusta en sik bulunan allelin diger biitiin allellerin
%99’ undan daha az siklikta bulunmasi halinde polimorfizmin varligindan s6z edilebilir
(Gelehrter, vd., 1998). Bir ¢ok genin kodlayict bélgelerinde polimorfizmler vardir. Fakat,
kodlama yapmayan bolgelerde, DNA da polimorfik degisiklikler daha siktir. Bu
polimorfizmler bir proteinin yapisi1 veya sentezine ectki etmeyen basit DNA
isaretleyicileridir ve giinimiizde de kromozomal bélgelerin klonlanmasi sirasinda siipheli
kromozomal bélgenin daraltilmasi igin kullanilmaktadir. Ancak son yillarda bazi SNP’nin
hastahk duyarhilig: ile iliskili oldugu bulunmustur. Ornegin, inflamatuar bir bagirsak
hastaligi olan Crohn hastaligina tutulmus olgularin mikroorganizma taninmasi ile ilgili
CARD15/ NOD?2 gen bélgesinde bulunan ti¢c SNP’ten en az birini kontrollere gore daha sik
tasidigr gosterilmigtir (Bidwell, vd., 2001). Bireyin tasidigi bu kotii SNP’ lerin kopya sayisi
arttik¢a hastalik riski de artmaktadir (Klug ve Cummings, 2000).

1.2.1. Genetik Hastaliklar ve Mutasyonlarinin Molekiiler Diizeyde Analizi

Mutasyonlarin analizi DNA veya RNA molekiilii iizerinde yapilabilir. Analizin
yapilabilmesi i¢in bu molekiillerin hiicre ve dokulardan ¢esitli yontemlerle izole edilmesi
gerekir. Bir hastalik incelenirken niikleik asit analizinden sonra uygulanacak yéntem o
hastaligin molekiiler diizeydeki nedenininin arastinlmasidir. Hangi mutasyonun hangi
hastaliga neden oldugu biliniyorsa tam i¢in o mutasyonun belirlenmesi gereklidir. Bilinen
mutasyonlarin arastirilmasinda direkt analiz yontemleri kullanilir. Hastalikla iligkili olan
gen biliniyor, fakat bu gendeki degisik mutasyonlar bilinmiyor ise ilgili genin i¢inde veya
yakiminda bulunan polimorfik bolgeler analiz edilir. Dolayli yontem olarak adlandirilan bu
yontemde tlim aile bireylerinin incelenmesiyle hastalik tasiyan kromozom belirlenebilir

(Hill, 2001).



1.2.1.1. Bilinen Mutasyonlarin Analizi

a) Southern Blot: 1970’lerin sonlarinda restriksiyon endoniikleazlar vasitasiyla
kesilen DNA parcalarimin analizinde standart bir yol olarak gelistirilmistir. Southern Blot,
klonlanmig DNA markerleri kullanilarak bir DNA 6rnegi aragtirmada kullanilir. Bir genin

olup olmadiginin veya kabaca yapi olarak normal olup olmadiginin cevabini verir.

b) Allele Spesifik Oligoniikleotid (ASO): Dot Blot: Niikleik asitlerin elektroforez
kullamlmadan, membrana dogrudan transferleriyle hedef dizinin varligi veya yoklugunu
gosterebilir, ama yapisal bilgi vermez. ASO veya Dot blot / slot yontemleri bilinen
mutasyonlarin varliginin arastiriimasinda kullanilir. Bu yontemde normal ve mutant allele

6zgiil olan oligo niikleotit problar kullanilir.

¢) Northern Blot: Transfer ve hibridizasyon yontemleri ile RNA molekiiliiniin analizi
de miimkiindiir. izole edilen RNA molekiiliiniin jel elektroforez ile pargalarimin ayrimindan
sonra membrana transferine Northern blot adi verilir. Otoradyogram analizlerinde
mRNA’nmin sinyal vermesi hedef DNA bolgesinin eksprese olup mRNA kopyalandigim
gosterir. Bilinen kontrollerde sinyalin kararlastirilmas: ise ekspresyon diizeyi hakkinda

bilgi verir.

1.2.1.2. indirekt Mutasyon Analizleri

Kisiler arasi degiskenlik gosteren bolgelerin incelenmesi ile dogrudan mutasyon
gosterilmez. Ancak DNA iizerinde bulunan bu polimorfizmler yardimiyla mutant ve

normal alleller saptanir ve hastalik takip edilebilir.

a) Restriksiyon Fragment Length Polimorfiz (RFLP) : RFLP analizinde
restriksiyon enzimleri ile gen bolgesindeki uzunluk polimorfizmleri incelenir. RFLP iki
sekilde uygulanabilir. [igili DNA uygun RE’i ile kesilir ve southern blot ile membrana
transfer edilir. Denatiirasyonla tek zincirli hale getirilir. Incelenen bolgenin yanindaki tek

kopya diziye komplomenter olan isaretli probla hibridize edilir.



b) CA- Tekrar Analizi: Bazi polimorfizmler 2, 3, 4 niikleotidin pes pese tekrarindan
olusur. RFLP’lere gore daha ¢ok bilgi vericidir. Ciinkii tekrar sayisindaki ¢esitlilige baglh
olarak ¢ok sayida farkl: allel olusabilir.

1.2.1.3. Mutasyon Tarama Yontemleri

a) SSCP (Single strand conformational polymorphism): Bazen hastalifa neden
olabilen mutasyon sayis1 ¢ok fazladir. Bilinmeyen mutasyonun arastiriimasi gerekir.
Bunun i¢in en yaygin kullamlan yontemlerden birisi SSCP’dir. Mutasyonu aranacak olan
genin, pargalar halinde gogaltilmasi ve baz dizisinin saglikli kontrollerden farkli olup

olmadigimn arastirilmasi prensibine dayanir (Cho, vd., 1998).

b) DGGE (Denatiire Gradient Jel Elektroforezi): Bilinmeyen mutasyonlarin
taranmasinda yaygin olarak kullanilan bir bagka yontemde DGGE’dir. Tek zincirli igaretli

prob ds DNA ile aym: ortamda denatiire ve renatlire edildikten sonra DGGE uygulanir.

c) Hetero dupleks Analizi: Bu yontemle nokta mutasyonlarinin %50°si gosterilebilir.
Cift zincirli DNA ve isaretli tek zincirli RNA molekiilleri ayn1 ortamda denatiire ve
renatiire edilirler. Mutasyon nedeniyle baz eglesmesi yapmayan bolge tek zincirli kalir. Tek
zincir kesen RNAaz enzimiyle kesim yapilir. Sonra elektroforeze alinir. Kesimin varlig:

mutasyonun gostergesi olarak takip edilir (Rapley ve Walker, 2000).

d) DNA Dizi Analizi: Bilinen mutasyonlarin analizinde uygulanabildigi gibi
bilinmeyenlerin arastirilmasi i¢in de kullanilan bir yontemdir. Genellikle SSCP ve DGGE
gibi tarama yoOntemleri ile mutasyon tasiyan bolge belirlendikten sonra uygulanir. Dizi
analizi direkt olarak PCR ile ¢ogaltilan DNA pargasinda veya indirekt olarak M13 fajina
kullamlarak yapilir. Amplifiye edilen DNA parcalarinin denatiire akrilamid jeldeki
hareketine gore kalip DNA zincirinin dizi analizi gergeklestirilir. Dizinin 5° ucundaki baz
jelde molekiil agirhg: dikkate alinarak bazlar otoradyografide asagidan yukariya dogru
okunurlar. Giiniimiizde floresan boyalarla otomatize edilmis teknikler kullaniimaktadir.
DNA dizi analiziyle 2000 yilinda insan genom projesi ¢ercevesinde insan genom dizisi

%99,9 dogrulukta tanimlanmigtir (Rapley ve Walker, 1998; Kalay, 2002).



1.3. inflamatuar Bagirsak Hastaliklar:

Inflamatuar bagirsak hastaliklar: (IBH) grubunda tanimlanan Ulseratif Kolit (UK)-ve
Crohn Hastalign (CH) genel klinik seyirleri birbirlerine benzeyen ve aym tedavi
yontemlerine benzer cevap veren kronik ve iltihabi yangiyla tamimlanan baZirsak
tutulumlan gosteren hastaliklardir. Ancak, komplikasyonlari, bagirsagin farkli bolgelerine
lokalize olmalari, klinik muayenede ilk tan1 ve histopatolojileri agisindan da birbirinden
cok farkli heterojenite goOsterebilen hastaliklardir (Hugot, vd., 1999; Toziin, 2002).
Giintimiizde en gegerli olan kavram her iki hastaligin da genetik ve gevresel faktorlerin
etkilesimiyle cesitli antijenlere ya da dis faktorlere kars1 kiside meydana gelen asiri bir
immiin yanit ile ilgili oldugudur (T6ziin, 2002; Papadakis ve Targan, 2000).

Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin cografi dagilmi ve seyri oénemli 6lgiide
degiskenlik gostermektedir. Hastaligin nispeten seyrek goriilmesi ve klinik tablolara
bakilmayan olgularda diger hastaliklardan kolay ayirdedilmeyecek kadar hafif olabilmesi,
genelde hastaligi baslatan etkenle hastalifin tanisimin konmast arasinda uzunca bir siire
gecmesine yol agmakta ve epidemiyolojik ¢alismalarin yapilmasimi giiglestirmektedir
(T6ziin, 2002). Ote yandan hastaligin kesin tamisinin radyoloji, kolonoskopi ve 6zellikle de
histopatoloji ile konmasi, bu tetkiklerin birinci basamak tani merkezlerinde bulunmayip
Ozellikle gelismis hastanelerde bulunmasi, infeksiy6z kolitlerin bu hastaliklarla
karisabilmesi ve CH/UK aymmmnin kolay yapilamamasi epidemiyolojik c¢aligmalarda
karsilasilan diger giicliiklerdir. Giivenilir bir insidans ve prevalans ¢aligmasi yapabilmek
i¢in; a) vakalarn tamisinin kesin olmast, b) etkin ve yeterli tan1 yontemlerinin kullanilmasi
ve ¢) yeni cografi bolgeler ve topluluklar hakkinda saglikli bilgi saglanmasi gerekir
(Toziin, 2002; Loftus vd., 1998; Trallori vd., 2003; Munkholm, vd., 1992, ). IBH’ nin
insidans: lilkelere, ¢evresel faktorlere ve yillara gére degisiklik gostermektedir. Genetik
faktorler disginda hastaligin  epidemiyolojisini  etkileyen c¢evresel ajanlar ve diger
degiskenler arasinda sigara, dogum kontrol ilaglari, enfeksiyonlar, beslenme aligkanliklari,
ilk ve sonraki enfeksiyonlar, ge¢irilmis appandektomi, sosyo-ekonomik durum, meslek,
egitim, stres gibi etkenler sayilabilir (T6ziin, 2002).

Genetik bilimcilerin inflamatuar bagirsak hastaliklariin patogenezine yaklagimlar
farkhilik gostermekle beraber kisaca asagidaki gibi 6zetlenme yapilmistir (Hampe, vd.,
1999a; Hampe, vd., 2001a; Murillo, vd., 2002; Yang, vd., 1999).



1. Crohn hastaligx ve iilseratif kolitin genetikle iliskisi ve bu hastaliklarla ilgili bir ¢ok
siipheli genin diger bazi1 yaygin hastaliklarla da iligkisi oldugu gosterilmigtir.
Ayrica, Crohn hastalarinin akrabalarinda Crohn hastalig: ve iilseratif kolit gériilme
riski yiiksektir.

2. Crohn hastaliginda genetik faktérlerin roli tlseratif kolitten daha fazladur.

3. Deney hayvanlarn lizerinde yapilan genetik g¢alismalarda Crohn hastaligi  ve
tilseratif kolite benzer semptomlarin tipki insanlarda oldugu gibi benzer genetik
hetercjeniteye sahip oldugu ve farkli genetik faktorlerin birlesmesiyle klinik
patolojik sonuglarin ortaya ¢iktig1 tahmin edilmektedir.

4. Tek yumurta ikizleri i¢in genetik uyum oranlar1 Crohn hastalarinda %22-48, UK.
%6-16 olarak gozlenmistir. Cevresel faktorler hastaligin tahmin edilen penetransinm
azaltmaktadr.

5. Ayn yumurta ikizlerindeki genetik uyum, Crohn hastalarinda %0-6 ve iilseratif
kolitlerde %3 tiir (Kato, vd., 1998; Lesage, vd., 2000).

6. Tek ya da basit bir genetik model inflamatuar bagirsak hastaliklarimin kalitim
modelini agiklayamaz. Genetik faktorler intestinal mukoza i¢inde immun cevaplar
seklinde farkli seviyede diizenlenir. Bundan bagka, hastaligin ortaya ¢ikisinda
stipheli oldugu diisiiniilen genler ve Crohn hastalifina spesifik etkileri ve tedavilere
cevabi, hastaligin etkinligi, klinik fenotiplerde tamimlananlardan farkliliklan

gosterilmistir.

Tablo 1. IBH dan Ulseratif kolit ve Crohn’s hastaliginin baz: iilkelerdeki yillara gore
insidanslar1 (T6ziin, 2002)

Popiilasyon UK Insidans: CH Insidans Villar
1/160.000 kiside 1/100.000 kiside

Danimarka 13,2 4,6 1981-92
Norveg 12,8 5.8 1983-86
Ingiltere 6.3 5,9 1978-90
ispanya 24 1983- 88
Yugoslavya 15 0,7 1980-89
Fransa 4 1,5 1978-91
ftalya 6,8 2.8 1989-92
Israil 6,3 2,98 1979-90




1.3.1. Crohn Hastahg:

Crohn hastalig1 ilk kez 1932 yilinda Crohn, Gingburg ve Oppenheimer tarafindan
tanimlanmustir (Hugot, vd., 1999; Shanahan, 2002). Crohn hastahigi, gastrointestinal
sistemde agizdan aniise kadar olan tiim kesimlerinde olusabilen, inflamasyon &zelligi
gosteren, bagirsak duvarinin tamamen tutulmas: ve kalinlagmasi, limenin daralmasi ile
siddetli bag dokusu lezyonlari sonucu olusan kronik graniilomatoz inflamatuar bir
hastaliktir. Daha ¢ok terminal ileumun tutulmasi nedeniyle “terminal ileit” olarak da
adlandirilan bu hastalik ayrica “rejyonel ileit”, “graniilomattz enterit”, “transmiiral enterit”
gibi isimlerle de amlmistir. Olayin sadece ince bagirsag: ilgilendirdigi ortaya ¢iktigindan
ve bu isimler ile hastalik yeterince tammlanamadigindan dolayr giiniimiizde Crohn
hastaligy olarak adlandirimaktadir (Shanahan, 1994).

Crohn hastaliginin normal populasyonlardaki prevalansi 27-106/100.000 ve insidansi
0,8-9,8/100.000 dir. Crohn hastahigmmm insidansi ABD’de 100.000’de 3-6 oraninda
oldugu bildirilmektedir (Parkes, vd., 1998; Rioux, vd., 2000). Etiyolojide g¢evresel
faktorlerin ve beslenme aligkanhiklarinin 6nemli oldugu disiinilmektedir. Birinci derece
akrabalarinda Crohn hastaligi bulunan insanlarin, bu hastaliga yakalanma riskleri normal
populasyona goére daha fazladir (Duerr, vd., 1998).

Hastaligin mekanizmasit kesin olarak bilinmemekle birlikte, infeksiyonlar, immiin
olaylar, cevresel faktorler, gidalara bagl faktorler ve genetik fakibrler tzerinde
durulmustur. Crohn hastalifinda degisik immiin anormallikler saptanmistir. Ancak
bunlarin hastaliin sebebi olmadigi, bu degisikliklerin asil mekanizmann birer yan {iriinii
oldugu kamsi kuvvetlenmigtir. Saptanabilen en onemli risk faktoriiniin, sahsin bir
akrabasinda Crohn hastaligi bulunmasi arastirmalart genetik faktorler {lizerine
yogunlastirmistir (Kato, vd., 2000; Jewell, 1998).

Hastahgin ilk asamasinda histolojik olarak mukozal ve submukozal 6dem goriiliir.
fleri donemlerde, bagirsak duvarinda ve lenf follikiillerinde kazeifikasyon gostermeyen,
Langhans dev hiicreleri igeren graniilomlar saptanmir. Bagirsak duvari sert ve ddemlidir.
Mezenterik yagin bagirsagi saracak sekilde ilerlemesi Crohn hastalign igin tipik bir
bulgudur. Tutulmus barsak kesiminin mezenteri de ileri derecede kalinlagmigtir (Dunn, vd.,
1999, Carter, vd., 2001; Hill, 2001). Crohn hastaliginda mikroperforasyonlar, abse

olusumu, internal ve eksternal fistiiller de tipik bulgulardandir.
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1.3.2. Ulseratif Kolit

Giiniimiizde gelismis tilkelerde ve toplumun refah diizeyi yiiksek kesimlerinde daha
sik goriilen bir hastalik olan iilseratif kolit, 6zellikle toksik megakolon ve kolon kanseri
gelisme riski gibi ciddi sorunlarm beraberinde getiren ve tedaviden basarili sonug
alinabilmesi i¢in etkin bir hekim-hasta isbirligi gerektiren bir hastaliktir (Canavaugh,
vd.,2001, Hampe, vd., 2001; Hampe, vd., 1999b). Her yasta rastlanabilirse de daha ¢ok
geng eriskinlerin hastaligi olarak bilinir, cinsiyet ayrimi gozetmez. Ulseratif kolitin normal
populasyonlardaki prevalansi 80-157/100.000 ve insidanslart 1,5-25/100.000 dir. Insidans
20-30 yas grubunda 7-11/100.000, altmis yasin iizerindekilerde ise %15 civarindadir
(Brignola, vd., 2000; Yamazaki, vd., 2002; Yang, vd., 1999).

Uzun siireden beri bilinen bir hastalik olmasina ragmen, etyolojisi hentiz tam olarak
aydinlatilamamistir. Psikosomatik oldugu, hipersensitivite, otoimmiin faktorler, siit ve siit
iiriinlerine ve bagirsak mukozasina karst dolagsan antikorlarin hastaligin ortaya ¢ikmasinda
etkili oldugu bildirilmektedir. Ancak, sabit ve kesin bir neden iizerinde anlagmak miimkiin
olamamstir (Weitzman, 2001; Shanahan, 2002). Ozellikle, atipik antindtrofil sitoplazmik
antikorlarin  belirlenmesi  6nem tasimakta ve hiimoral mekanizmalar iizerinde
durulmaktadir (Annese, vd., 2002; Bouma, vd., 1999). Kolonik otoantikorlarin bulunmasi
ise, son yillarda dikkati ¢eken bir fakttr olarak yorumlanmaktadir (Dunn, vd., 1999;
Donaldson, vd., 2001; Nemetz, vd., 1999).

Hastalik, vakalarin hemen tiimiinde rektumdan baglar ve proksimale dogru ilerler.
Tiim kolonun tutuldugu vakalarda appendiks ve terminal ileumun da tutulmas
miimkiindiir. Hastaligim erken déneminde mukozada vaskiilarite artist ve 6dem, kripta
lumeni igine polimorfoniikleer infiltrasyon goriiliir ve yiizey epiteli tahrip olur.
Ulserasyonlar lineer yayillma gosterirken, aralarinda kalan saglam ancak, 6demli mukoza
adaciklari adeta birer ¢ikinti, psodopolip goriintiisii alir. Iyilesme déneminde olusan
fibrozis iltihabi olayin siddetine gore daha az belirgindir. inflamasyon ve iilserasyonla
seyreden bu siire¢ sadece mukozayi tutar. Ancak, akut seyirli vakalarda iilserasyonlar
derinlesir, serozaya kadar gelir, perforasyonlar goriilebilir. Uzun siiren iilseratif kolit
vakalarinda mukozanin kivrimlan kaybolur ve atrofik bir goriiniim alir. Kolonlar normal
boylarinin yaklasik yarisina kadar kisalabilir. Yine de uzun siiren vakalarda atipik epitel
proliferasyonlar1 goriiliir. Anal fissiirler {ilseratif kolitli hastalarda goriilen bir diger

patolojik degisikliktir.
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1.4. inflamatuvar Bagirsak Hastaliklarin’da Gen Mutasyonlar

Giinlimiizde inflamatuvar bagirsak hastaliklart multipl genlerin etkisi altindaki
kompleks genetik hastaliklar icerisinde incelenmektedir. Baglanti ¢calismalarinda IBH’dan
siipheli genler iceren kromozom bélgeleri analizleri yapilmis, CH ve UK’in diger genetik
hastahiklar ile uyum i¢inde olup olmadig: arastirlmistir. En iyi uyum CH’ da 6.
kromozomun kisa koluna lokalize olan (16q) IBH1 lokusunda mutasyona ugrayan Crohn
hastaligina duyarli CARD15/NOD2 geni oldugu bildirilmektedir (Bonen, vd., 2003a).
CARDI15/NOD?2 geni periferik kanin monositlerinde ifade edilmekte ve yapisi bitkilerde
konakg1 bakteriyel patojenlerin direngliligini gosteren R proteini ile yapisal benzerlik
gostermektedir. Bu proteinin CARD15/NOD?2 geni tarafindan kodlanan CARDs, NBD ve
LLR adinda {i¢ 6nemli domaini oldugu bilinmektedir (Bonen, vd., 2003b). CARDI15
/NOD?2 allel riski tastyan IBH’da erken donemde ilial yerlesimde bir fenotipik degisime
sebep olabilecegi ileri siiriilmektedir (Pavli, vd., 2003)

IBH de genlerin analizi ile ilgili olarak lokuslardaki baglantilar, markirlar kullanilarak
hastaliklara neden olan genlerinin izolasyonu ve identifikasyonu yapilmaktadir.
Aragtirmalarda genetik iligkiler her bir kontrol grubu ile haétalarln allelik frekanslarindaki
farkliliklan karsilastirilarak test edilmektedir. Genetik baglanti ¢alismalarinda tipik olarak
agik genomik bolgelerdeki potansiyel genlerin miktar1 goéreceli olarak degismektedir. Izole
populasyonlardaki tipik hastalik iligkisi ¢ok daha sinirh bolgeler igerdigi, sadece bir ya da
¢esitli aday gen bolgelerinin fonksiyonunda oldupu gozlenmistir. Bir ¢ok IBH’da
fonksiyonel olabilecegi diigiiniilen aday genler incelenmistir. Hastaliklara duyarh genlerin
inflamasyon ve immiin sistemin diizenlenmesinde oynadiklari rol ve c¢evresel ajanlarla

etkilesimleri 6nem kazanmugtir.

1.4.1. Lokuslar ve Genetik Baglant: Incelemeleri

Kompleks bir hastalik olan IBH multipl genlerin etkisinde olusan bir hastalik olup bu
hastaliga sebep olan siipheli genlerin tek tek izolasyonunda fazla sayida giigliikle
karsilagilmaktadir. Bu giigliiklerin baglanti ¢alismalar ile gegilebilecegi diistiniilmiis fakat,

IBH da var olan genetik heterojenite lokuslarda yapilan baglanti incelemelerinin tutarl
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sonuglar vermedigi gézlenmistir. Genetik heterojeniteyi azaltmanin tek yolu ¢ok homojen
populasyonlarda arastirmalarin yogunlastirilmasimi ya da etnik ve cografik karakterleri
yaygm olarak ifade eden karekteristik bilgilere sahip olmasimi veya alt gruplarin
tamimlanmasimi gerektirmektedir. Ayrica, ¢ogu risk tasiyan ailelerin 6nceden tahmin
edilebildigi kompleks hastaliklar i¢in ¢ok kullanilan allelik frekans degerleri degisken
olabilir (Tablo 2 ). 1996 Yilinda Hugot ve arkadaglan tarafindan yapilan ¢ok sayidaki
genom arastirmalart ile IBH’na duyarh bir ¢ok lokusun tespiti yapilmistir (Hendrickson,

vd., 2002; Neut, vd., 2002; Lawrance, vd., 2001).

IBH 1 Lokusu: 1996 yilinda Hugot ve arkadaslar tarafindan yapilan genom
taramalarinda IBH | lokusunun 16. kromozomunun perisentromerik boélgesinde yerlesimi
CH’laninda baglanti ¢alismalan ile pozitif iliskisi oldugu gosterilmistir fakat UK lilerde
baglantis1 belirlenememistir (Hendrickson, vd., 2002). Daha sonraki yillarda IBH1
lokusunun baglantilar1 konusunda uluslararas1 genetik konsorsiyumu ¢aligmalart sonucu 8
farkli tilkeden inceleme gruplart tesbit edilmis, her bir grup 12 boliime ayrilarak ¢ok sayida
gen havuzu olusturulmus ve CH ile IBH 1 lokusunun baglantisi dogrulanmistir. Bu
arastirmalarda IBH 1 lokusundaki genlerin dagilimi Yahudi ve Yahudi olmayan ailelerde

birbirine yakin degerde bulunmustur (Brant, vd., 2000).

Tablo 2. IBH’da tespit edilen duyarh genler ve ilgili kromozomlardaki lokuslar

BH Lokuslan Klrsrgl)j;)iﬁa Aragtirmaci Tam Stipheli genler yada lokuslar
iBH1 16q12 Hugot CH NOD2/CARDI5
IBH2 12q13 Satsangi UK VDR, IFN-y
iBH3 6pl3 Hampe CH, UK MHC 1 ve 1l, TNF-a
iBH4 14q11 Ma Duerr CH TCR o/8 kompleksi
IBH5 5q31-33 Rioux CH 1L-3, IL-4, IL-5, IL-13, CSF-2
iBH6 19p13 Rioux CH, UK |ICAM-I
Diger Lokuslar | 1p36 Cho CH, UK TNF-R Ailesi, CASP9
Diger Lokuslar | 7q Satsangi CH, UK MUC-3
Diger Lokuslar | 3p Satsangi CH, UK HGFR
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iBH 2 Lokusu: Bugiinkii baglanti incelemelerinde akrabalar i¢inde CH ile UK
kargilastirildiginda baglanti bolgelerinin varlign CH-CH’dan etkilenenlerde daha fazla
oldugu karsimiza c¢ikmaktadir. Burada dikkate deger bir istisna IBH2 lokusu 12.
kromozomda yerlesmesidir. CH ile UK genetik uyum agisindan karsilastirildiginda
celigkili sonuglar ortaya ¢ikmustir (Rioux, vd., 2001; Kosiewicz, vd., 2001). IBH 2 lokusu
ile ilgili baglantilarin varligi uluslararasi konsorsiyumlarda tahmin edilenden CH ve

UK ’lerde daha az oldugu belirlenmistir (Ahmad, vd., 2002).

IBH 3 Lokusu: IBH3 lokusu 6 nolu kromozomda MHC kompleksi olarak bilinen CH
ve UK’de yapilan baglanti incelemelerinde iliskisi oldugu gosterilmistir (Sperber, vd.,
2000, Brignola, vd., 2000). Ayrica, bu hastaliklarin patogenezinde epidemiyolojik
incelemelerle ilgili baglanti bilgileri HLA bolgesinin genetik risk olarak katkis
tammlanmis dagilimlar UK’ler igin %64-%100 ve CH’ler igin %10, %33 oldugu rapor
edilmigtir (Stephan, vd., 2001; Pimentel, vd., 2000). Ayrica bu bolge TNF geni de igerir ki,
bu genin TNF ekspirasyonlarinin promotor polimorfizmlerini etkiledigi rapor edilmektedir

(Annese, vd., 2002; Hoffman, vd., 2002).

IBH 5 Lokusu: Genis genom incelemelerinde Kanadali ailelerde belirlenen
baglantilarda 5g31-q3 kromozom bolgesinin CH’de hastaligin  erken d6énemde
baglamasinda katkilari oldugu belirlenmistir. Rioux ve arkadaslari (2001) baglanti
aragtirmalarinda  5q31 bolgesinde 250 kb uzunlukta bir baglantinin  oldugunu
gostermislerdir (Yang, vd., 2002). Risk grubu ailelerde heterozigot tasiyicilarda CH
gorilmesi 2 kat artarken, homozigot tasiyicilarda bu risk alti kat artmaktadir. Genetik
farkliliklarin birlesmesi goreceli olarak allel frekanslarinda farkliliklara neden olabilir.
Fakat gen iligkileri 6zel risk gruplarinda simdiye kadar tam aciklanamamistir. iIBH 5
lokusu ile CH ve UK ile iligkisi sadece Kafkas kokenli ailelerde tespit edilmistir. Fakat,
Asya populasyonlarinda ve Afrika kokenli Amerikalilarda yapilan incelemelerde aym
sonuglar elde edilememigtir. IBH 5 bolgesi ¢ok sayida immun sistem diizenleyicisi sitokin
genlerini igerir. Sitokin genleri de CH ve UK patofizyolojisinde potansiyel aday genler
olarak bilinirler (Rogler ve Andus, 1998; Pera, vd., 2000).
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1.4.2. ikiz Incelemeleri

Aile bireyleri paylastiklar1 genetik bilgiyi gevresel faktorlerin etkisinde kalarak da
fenotiplerine yansitirlar. IBH nin patogenezinde hem genetik hem de gevresel faktorlerin
etkilerini ayirt etmek igin 6zellikle CH’ da ikiz uyum galigmalar yapilmistir. CH i¢in
monozigotik ikizlerdeki uyum % 22-48 olarak rapor edilmesine ragmen, dizigotik yumurta‘
ikizleri arasinda yapilan ¢alismalarda normal bireylerden 6nemli bir fark bulunamamustir.
UK icin tek ve ¢ift yumurta ikizleri arasindaki uyum sirasiyla %6, %16, ve %3, %6

arasinda tanimlanmistir (Breslin, vd., 1997).

1.4.3. iIBH’da HLA Gen Bolgesi incelemeleri

Crohn hastali1 ve iilseratif kolitin her ikisininde HLA gen bolgesi ile iliskili oldugu
tammlanmustir. Japon ve Yahudilerde UK’de HLA-DR2 genotipine, Kuzey Avrupa ve
beyaz irkta HLA-DRB1-0103, DR12 genotipine rastlanmaktadir. Ayrica, HLA-DR3, DQ2
genotipleri ilial kolitte primer olarak daha sik goriilmektedir. Diger HLA-DRBI1-0103
polimorfizmleri CH’da azdir. HLA-A2, HLA-DR4, HLA-DR1-DQ5, HLA-11, HLA-DR3
genotiplerinde ise CH saptanmamistir. HLA polimorfizimlerinin IBH’de bagirsak epitel
antijenine kars1 artmus sitotoksisitesi bildirilmistir. HLA genleri igeren kromozom 16’nmn
perisentromerik bolgesi 1p, 4q ve 6p IBH’ya yatkinlik lokusu olarak tammlanmustir.
Ayrica 3., 7. ve 12. kromozomda hem UK hem CH ile ilgili lokiisler oldugu one
stiriilmiistiir (Bouma, vd., 1999; Lechler ve Warrens, 2000).

1.5. CARD15/NOD2 (MiM:605956) Geni ve Uriini

CARD15/NOD2 geni 16. kromozomun perisentromerik bélgesinde (IBH1) yer alan,
4470 niikleotit bilyiikliigiinde, 12 ekson i¢eren ve periferal monositlerden ifade edilen bir
gendir. Hugot ve arkadaslart ( 2001) tarafindan UK ve CH ile baglantili oldugu tespit
edilmistir. CARD15/NOD2 geninden ifade edilen proteinin bitkilerdeki konak¢inin
patojen mikroorganizmalara kars1 direncini diizenleyen R-proteinleri ile yapisal benzerligi
oldugu gosterilmigtir. CARD15/NOD2 geninden ekspirese edilen proteinin ii¢ dnemli

bolgesi vardir. Birinci bolge N terminalinde CARDs domaini olarak bilinen bolge
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proteinin diger proteinlerle etkilesimini diizenler. Ortada yer alan ikinci bolge NBD
bolgesi olup proteinin oligomerizasyonunda gorev alir. C terminalinde yer alan tgiincii
bolge l6since zengin tekrarlart icerren LRR bolgesidir. Bu bolge bakteriyel iriinleri
taniyan reseptor vazifesi goriir. Ayrica bu protein LRR bélgesiyle bakteriyel iiriinleri
tamyip NF B araciligs ile anti-inflamatuar sitokinlerin sabimimim artirir. LRR bélgesi 3020
insC proteininde mutasyon 1007 siradaki amino asitleri degistirip stop kodonu olusturur.
Anti-inflamatuar sitokin salimmini azaltir ( Sekil 1 ). Mikrobiyal itriinleri taniyamayan
protein dolayisiyle monositler bu etkenlere karsi dogru immiinolojik yanitir olusturamaz.
CARDI15/NOD2 geni 3020 insC mutasyonu tasiyan olgularda, inflamasyonu uyaran
sitokinler salindigindan, hiicreler tahrip olur ve inflamasyon olusur (Bonen, vd., 2003;
Hampe, vd., 2001; Murillo, vd., 2002). Bu mutasyonu IBH*da heterozigot tasiyanlar, riskli
grup olup bu genin kopyasindan normal bireylere gore iki kat daha fazla bulundururlar.
Arastirmalarda Crohn hastalarinda mutasyon riski populasyonun hem genotipik
akrabalariyla hem de populasyonlardaki allel frekanslariyla ilgili oldugu rapor edilmistir.
CARD15/NOD2 geni LRR’deki yapisal varyantlarin  degisimi Crohn hastalarinda gen-
cevre-hastalik etkilesimine 6nemli bir 6rnek gosterilebilir (Pera, vd., 2000; Ogura, vd.,

2001a; Cuthbert, vd., 2002).

1D 156

LRR Domain

PEE 134 33 DE s

CARDs NBD

Sekil 1. CARD15/NOD2 geni yapisi
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1.6. iBH’ da Mukozal immuneolojik Sistem

inflamatuar bagirsak hastaliklanyla ilgili genetik arastirmalar hayvanlarda yapilan
calismalarda bagirsak inflamasyonlarinin immiinolojik ve kompleks genetik faktdrlerin
bakteriyel iiriinlerle etkilesiminin sonucunda olustugu gosterilmistir (Eric, vd., 2003).
Bagirsak inflamasyonlarinda defekt olusumlarinin siniflandirilmasi, saghkli bagirsak
floras1 bakimindan mukozal biitiinliigiin, 6zellikle flora arasindaki biyolojik etkilesim ile
bagirsak epitel bariyerleri immiin sistem arasinda biitiinliik oldugu bilinmektedir (inohara,
vd., 2001).

Bagirsak sistemindeki bilgi iletisiminde g¢ok farkhi sayidaki genlerin her birindeki
mutasyonlar mukozal immun sistemin homeostasisini bozabilir. ()megin, CARDI15/NOD2
genindeki mutasyonlarin artmasi sonucunda, dentritik hiicreler ya da monosit /
makrofajlardan NF-kB ifadesinin (bakteri ve mikroorganizmalara maruz kaldiktan sonra)
artmas, ¢esitli sitokin proinflamasyonlarinin dalgalanmasia neden olabilir (T6ziin, 2002).
Boylece, mukozal mikro gevrenin normal homeostazisi bozulur. Yeterli miktarda mukus
tabakalarimin olusumunu saglayan epitelial bariyerlerdeki her bir farklihk, bagirsak
mukozal immiin sistemin bagirsak mikro organizmalarina maruz kalmasiyla degisebilir.
Bir arastirmada UK’li Japonlarda ve Kafkas kokenlilerde Mucin 3 geninde bu degisimin
meydana geldigi gosterilmistir (Akolkar, vd., 2001).

Ortaklasa yapilan arastirmalarda inflamatuar bagirsak hastaliklarinda normal bagirsak
mikrofloralarindan elde edilen liimen antijenlerine karst mukozal immiin cevabin genetik
determinantlarimn  diizensiz olduguna dair 6nemli kamtlar vardir (Vidal, vd., 2003).
Bagirsak sisteminde ¢ok sayida bakteri normal koloni olarak bulunur. Bu koloniler
bagirsak mukozasinda bakteriler lumene yapisik ya da serbest olarak bulunabilirler. Son
zamanlarda yapilan aragtirmalarda bagirsak mukoza sisteminde farkli bakteriyel
antijenlerin bulundugu inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda tespit edilmistir (Negoro, vd.,
1999). Bu antijenlerin farkliligi bakteri tiirlerine gore degisebilmekte, buna bagl: antijenler
CH hastaligimnin niiks etmesine neden olmaktadirlar. Bu sebepten genetik faktdrler hem
bakteriyel penetrasyonun hem de bakteriyel iiriinlerin artmasma sebep olmakta ve aym
zamanda mikrobiyal salgilara karst mukozal inflamasyon cevabi degistirebilmektedir
(Helis, vd., 2003). CARD15/NOD?2 geninin degisik bakteri tirtinlerine farkli cevap verdigi
gozlenmistir. Inflamatuvar bagirsak hastaliklarimin genis izahi i¢in sindirim sisteminin

cesitli hiicre tiplerinin multiple gen ekspirasyonlarinin tespitini yapilmasi gereklidir.
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Inflamasyonlarda onemli olan, genetik yapr degisimleri ve bagirsak sistemin bulunan
mikrobiyal floranin bulundugu gevreyiA etkileyerek, hasta i¢in konukgu cevabim 6zel bir
sekilde etkilemesine sebep olmasidir (Tablo 3 , 4). Bu arasgtirmalar, inflamatuar bagirsak
hastaliklar1 mukozal immiin sistemin hiicreleri arasindaki iligkisi ile normal bagirsak
mikroflorast arasindaki etkilesimlerin mekanizmasinin nasil degistigini izah eder (Hampe,
vd., 2002b). CARD15/NOD-2 geni iiriinii monosit/makrofaj serisi hiicrelerde bulunan ve
ortamdaki bakteriyel yapilara yamit olusumunda yer alan sitozolik bir proteindir. Bu
proteinin Ozellikle LPS’e karst bir reseptor islevi gordiigli ve inflamatuar sitokinlerin
salimmim stimiile eden bir transkripsiyon faktérii NFkB’yi uyardig: bilinmektedir. CH
tedavisinde kullanilan steroid anti-inflamatuvar ilaglar ve sulfalazinler de NFkB
aktivasyonunu engelleyerek islev gostermektedir. CARD15/NOD-2 proteininin 16since
zengin tekrar bolgesi, hem LPS baglanmasi hem NFkB uyarimi ve hem de bu uyarimin
diizenlenmesi i¢in gereklidir. Bu bélgenin bir insersiyon 3020 insC sonucu eksprese
edilememesi, beklenenin aksine artrmis NFkB aktivasyonu ile sonlanmaktadir. Bunun
nedenleri arasinda, LPS’nin ayrica Toll-benzeri reseptor 4 (TLR4) araciligiyla da NFkP’yi
uyarmasi ve hiicresel bagisik yamit igin inhibitor etkili bir sitokin olan IL-10 salinimu igin
CARD/NOD2’nin ifade edilememesidir. Bu uyarimmn kontrolsiiz kalmas: ya da NOD-2"nin
onemli bir protein olmasi ve bu sitokinin salimmimin azalmas: ile inflamatuar cevabin
artmasmna neden olabilmektedir (Sekil 2). Burada ilgili gen ekspirasyonundaki diizensizlik

sebepler arasindadir (Hampe, vd., 2002a).

Bakteriyel bilesen

// Kortikosteroidler
=) \\,\_ .
Monosit — AT Inflamatuar cevap

[xB=NF-«B inhibitérii, LPS= lipopolisakkarit, NF-xkB= Niikler faktér-xB, RICK= RIP-
CLARP kinaz, TRAF6=TNF reseptor tantyici faktor 6

Sekil 2. Cevresel ajanlar ve immiin sistem genomunun etkilesimi
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Tablo 3. IBH’da NOD2/CARDI15 geniyle iliskili tanimlanan baglantili lokuslar.

Arastimaci Y1l Etnik grup Kalitim sekli | IBH duyarli lokuslar | CH duyarl lokuslar | UK.d.lokus
Hugot, J.P. 1996 [Katkas CH otosom 16q(IBH1)+
Satsangi, J. 1996 Kuzey Avrupali IBH |otosom 7+, 124, 3jA 7,12, 3;A 7+
Cho, J.H. 1998 |Amerikan IBH Genom Ez?v:;:l‘)”)(g"(zzzve 16A ..
Ma, Y. 1999 |Amerikan CH Genom 14q,17qjA%,5q;A°
Hampe ,J. 1999 |Avrupali IBH Genom 1,6, XjA 10, 12, 16jA 4, XA
Duerr ,R.H. 2000 [Amerikan CH Genom 14+
Rioux, J.D. 2000 |Kanadah IBH Genom 19p+, 5q+, 3p, 6piA 5q+f, 19p+ 19p;A
Fisher ,S.A. 2002 |Avrupali IBH Genom (6p+,1+,14+,18+) 6p+ 6p+
Brant, S.R. 1998 |Amerikan CH 3,7,12,16 16q(IBH1);A
Rioux, J.D. 1998 |Torontolu IBH 3,7,12,16 - - .- --
Curran, M.E. 1998 |Avrupali IBH 12,16 - - 12g;A --
Annese ,V. 1999 |Italyan IBH 3,6,7,12,16 16q; 16g;A 16q;A
Vermeire, S. 2000 |Belgikali CH 3,7,12,16 -
Dechairo, B. 2001 {Avrupal IBH 3,6,7, 6p+ - - - -
Paavola, P. 2001 |Finlandiyal IBH 1,3,7,12,14,16 |- - - - - -
Gavanaugh, J. | 2001 |IBH 12,16 16q+ 16q+ - -
Ohmen, 1.D. 1996 |Amerikan IBH 16 - - 16q - -
Parkes ,M. 1996 |ingiliz IBH 16 - . 16gjA - -
Cavanaugh.J.A. | 1998 |Avusturalyali CH 16 16q+(IBH1)
Mirza, M.M. 1998 [Kuzey Avrupali UK |16 16q IBHI1
Porabosco, P. 2000 {Italyan IBH 16 16g+ l6g+ l6g+
Brant, S.R. 2000 jJAmerikan CH 16 16g+, 16g;A
Akollar ,P.N. 2001 {Yahudi CH 16 16q+F
Van Heel, D.A. | 2002 [Avrupah CH 16 - -
Zouali,H. 2001 [Avrupah CH 16 16g+
Hampe, J. 2002 |Avrupah iBH 16 16piA 16+, 16pjA - -
Satsangi ,J. 1996 |Avrupali IBH 6(MHC-11) - - - 6p(MHC-11)+
Silverber, M.S. | 1999 |Canadali CH 6 Avrupal IBH 6p(MHC-II) ;A
Hampe ,J. 1999 |Kuzey Avrupali IBH |6 6p+ 6p+ 6p+
Yang, H. 1999 |Amerikan CH 6 op(MHC)+
Duerr ,R.H. 1998 [Kuzey amerikali IBH {12 12q;A - - - -
Yang, H. 1999 {Amerikan IBH 12 - - 12g;A - -
Lesage ,S. 2000 |Kuzey Avrupali CH {12 -~ -
Parkes, M. 2000 |Amerikan IBH 12 12g+ - - 12q +
Hampe, J. 2001 |Kuzey Avrupali IBH 3 - - - - - -
Duerr ,R.H. 2000 |Amerikan IBH 3 3p+ - - - -
Rioux, J.D. 2001 [Amerikan CH 5q Sq+
Vermeire, S. 2001 |Belgikali CH X Xq;A
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Tablo 4. IBH’de CARD15 /NOD2geninin analiziyle tamimlanan baz1 mutasyonlar

|Aragtirmact Yih Vaka INOD2/CARDIS geni allelleri
[Hugot, J.P, 2001 Avrupa CH, UK IA. P241S, R432R, R675W, G88I1R, IVS8-133delA 980fs
Hugot, J.P., 2001 B. R675W, G881R, 980fs CH ve, UK olmayan
C. CD-GRR 3.0, 38.0,44.0 .
6%}, Y., 2001 |Amerikan CH IA. 3020insC CH

Ogura, Y. ;2001

B. CD-GRR 1.5 ,17.6.

|Alman, Ingiliz

IA. 3020insC ,CH,UK olmayan

Hampe, J. , 2002 UK B. CD-GRR 2.6 . 42.1 .
|Avrupa CH IA. 67 dizi variantlan, 9 gen frekanslan >5 %
Lesage, S., 2002 B. R702W, GI08R, 3020insC CH, UK olmayan
IC. Support gene-dosage effect
Avr.UK, CH |A. R702W, G908R, 3020insC ézellikle CH, ileum CH,UK da yok
ICuthbert, A.P. ,2002 B. P628S baglantih ii¢ mutasyon
iC. CD-GRR 3.0,>22.0.
. Mutayon frekanslan: ailesel CD > sporadik CD
|Alman CH |A. 3020insC CH, G2722C,CH’de yok
Murillo L. , 2002 B. Klinik fenotiplerle ilgkili olmayan
{Alman,Norveg IA. R675W, G88IR, 980fs CH
Hampe, 1. , 2002 ICH IB. ozellikleileum CH
KanadahCH IA. R702W, G908R, 1007fs CH, ozellikleileum CH
Vermeire, S. , 2002 B. Ailesel CH ve sporadik CH arasinda fark yok.
|Alman, CH IA. 3020insC CH.,UK olmayan
Radlmayr, M., 2002 B. Fistiil olugumu gozlenen IBH’da
lapon CH, UK A. R675W, G881R, 3020insC CH ve UK’da olmayan
Inoue, N., 2002 |Avrupa CH IA. R675W, G881R, 3020insC CH
Venmeire, S., 2002 B.inflamasyon goriilmeyen hastalarda
AmerikanCH IA. R702W, G908R, 1007fs CH
iAbreu, M.T. , 2002 B. fibrostenosislerde
ingitiz CH IA. R702W, G908R, 1007fs CH

‘Ahmad, T. , 2002

B. 3020insC erken dénem CH

iC.CD-GRR24 ,938,293.
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1.7. Sitekinler

Sitokinler, immiin ve inflamatuar olaylara katilan hiicrelerin etkinliklerini arttiran ve
uyariimis lenfositler, monositler, makrofajlar ile diger baz1 hiicrelerde sentezlenen 20-30
kD molekiil agirliginda bir grup peptid veya glikoprotein yapisindaki ¢oziinebilen
maddelerdir (Abbas, vd., 2000; Rogler ve Andus, 1998). Sitokinler sentezlendikten sonra
cevresindeki hiicrelere (parakrin) veya salindiklar hiicreler iizerine dogrudan (otokrin)
etkilidirler. Sitokinler, antijen igin spesifik olmamakla beraber, antijenlerle ortaya ¢ikan
sitokin profilinin olugsmasinda yo6nlendirici etkisi olabilmektedir ve olugmalar ile hedef
hiicreleri etkilemeleri ¢ogunlukla bir stimiilasyonu gerektirmektedir (Hacker, vd., 1997;
Stokkers, vd., 1998). Tablo 5’de sitokinlerin 6zellikleri ve aktiviteleri verilmigtir.

Bazilart uzak mesafelerde de etkili olabilir ve etkileri gesitli faktorlerle modiile
edilebilir. Sitokinler, 100’den fazla sayida farkli molekiilden olugmaktadir. Bunlarnn bir
kismi heniiz ¢ok iyi incelenmemistir ve bilgilerde kansikliklar vardir. Fizyolojik agidan
sitokinlere, hiicreler arasinda mesaj (sinyal) ileten biyolojik mediyatorler gibi bakilabilir.
Aktive T lenfositleri tarafindan sentezlenip salinan sitokinler lenfokin (lymphokine); aktive
monosit ve makrofajlardan sentezlenip salinan sitokinlere monokin (monokine) ve
lokositler arasinda etkilesim yapan sitokinlere interlkin (interleukin) adr verilmektedir.
Son yirmi yil i¢indeki gelismelerle sayilari 17°ye ulasan interlokinlerin bir kisminin,
16kositlerin disinda bagka hiicreler tarafindan da yapildigi ve 16kosit olmayan hiicreleri de

etkiledigi anlagilmistir (Hanada ve Yoshimura, 2002).

1.7.1. Sitokin Reseptorleri

Sitokinler, etkilerini hiicre ylizeyinde yer alan spesifik reseptorlere baglanarak
gosterirler. Birgok farkli sitokin reseptoriiniin ekstraseliiler domainleri bir 6l¢iide benzerlik
gostermekle beraber, intraseliller domainleri farklidir. Sitokin reseptﬁﬂerinin genis bir
grubu hemotopoietik biiylime faktdr reseptorleri familyasi i¢inde yer alir. Sitokinler
etkilerini hiicre zarindaki transmembran yapisinda reseptorler aracihigiyla yaparlar. Hiicre
yiizeyinde reseptor artisi yogun sinyalizasyondan sonra meydana gelir. Supresor etkiler ise
reseptor sentezini ve sayisini azaltir (Shanahan, vd.,1994). Reseptor molekiiller membrana
baglh olduklar1 gibi serbest (solubl) halde de bulunabilirler. Sitokinler, hiicre yiizeyindeki

spesifik reseptorlere yiiksek afinite ile baglanirlar. Bu baglanma reseptér molekiillerde
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konformasyonel degisiklik yapar. Hiicre i¢ine sinyal iletimi farkli 3 degisik tipte sitokin
reseptori bulundugu disiinilmektedir:1- Tirozin kinaz aktivitesine sahip olanlar (CSF-1
reseptorii), 2-Ligand ile iliski kurunca tirozin Kinazlara baglananlar (T hiicresi biiyiime
faktorii reseptorleri), 3- Fosfolipaz C aktivasyonu ile fosfatidilinositol trifosfat yolunu
kullananlar Ornegin, IL-8 reseptorii ii¢ gesittir. Bunlar; graniilosit koloni uyarici faktor (G-
CSF), monosit koloni uyaric1 faktor (M-CSF) ve monosit-graniilosit koloni uyaric1 faktor
(GM-CSF) lerdir. 1L-3, IL-4, IL-2 , IL-5, IL-6 ve IL-7 reseptorleri ise immﬁnglobﬁlin
stiperfamilyasi iginde, IL-1, IL-6, M-CSF, PDGF, EGF ve IGF reseptorleri i¢inde yer alir.
TNF/NGF familyasinda ise, TNF, NGF ve CD40 gibi baz1 yiizey molekiilleri i¢in
reseptorler bulunur. IFN-y reseptorii gibi bazilar1 ise heniiz belli bir familyaya
sokulamamustir (Abbas, vd, 2000).

Sinyalizasyonda baz1 reseptor zincirlerinin, reseptorler arasinda ortak olarak
kullandiklart bilinmektedir. Mesela IL-6 familyas: i¢inde yer alan 1L-6, TF, ve IL-11, gp
130 transmembran sinyal iletim molekiiltinii aktive ederler. I1.-2 reseptoriiniin y zinciri, I1L-
4, IL-7, IL-9 sinyallesmesinde yer alir. IL-15 benzer bigimde I1.-2 reseptériiniin B zincirini

kullanir. Yine IL-13 reseptorii IL-4 i¢in de fonksiyonel bulunmustur (Sekil 3 ).
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Tablo 5. Sitokinlerin 6zellikleri ve aktiviteleri (Abbas, vd, 2000)

Sitokin | Mol. Ag. (kD) Kaynag Aktivitesi
L2 15.5 Ty ve biiyiik . T/B ve NK lenfositlerin gelisme
’ graniillii lenfositler | faktori
I3 14-25 ;;E‘(‘:‘;Zﬁlaf Hemotopoietik gelisme faktorii
IL-4 20 Tip lenfositler T/B lenfosit gelisme faktorii
IL-5 18 Twz lenfositler B lenfosit ve eozinofil stimiilasyonu
11.-6 223 T lenfositler Inflamasyon
IL-7 25 Stromal hiicre Lenfosit gelisme faktorii
1L.-8 8,8 Maqufaj far, T Notrofil ve T lenfosit kemotaksisi
lenfositler
IL-9 T lenfositler T lenfosit proliferasyonu
IL-10 T lenfositler Sitokin sentez inhibitorii
IL-11 Fibroblast Hemotopoietik etkili
1L-12 35-40 Makrofajlar Hemotopoietik etkili
1L-13 Aktif T lenfositleri | Hemotopoietik etkili
G-CSF 1822 A Miyeloid gelisme faktorii
M-CSF | 70-90 ?ﬁ%ﬁi - Makrofaj gelisme faktorii
GM-CSF |14-35 T, Tz IenfOSIEE |y fonomiyelotik gelisme faktor
INF-a 18-20 Lokositler Antiviral etki
INF-B 25 Fibroblastlar Antiviral etki
INF-y 20-25 Tui lenfositler, NK | Immiinomodiilator
TNF-a |17 Ty lenfositler Inflamasyon, tiimorisidal
TNE-B 18 Ty lenfositler Tiimiirisidal
TGF-B |25 makrofajlar immiinosupresyon
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1.7.2. inflamatuar Bagirsak Hastaliklarinda Sitokinlerin Rolii

Bagirsak immiin sistemin diizenlenmesinde merkezi rol oynayan sitokinler, T-
lenfositlerden, makrofajlar, monositler, graniilositler, epitel hiicreleri ve endotel hiicreleri
tarafindan sentezlenirler. Fonksiyon agisindan sitokinler proinflamatuar sitokinler ve
antiinflamatuar sitokinler olarak gruplandirilir. Proinflamatuar sitokinler IL-1, TNF, 1L-6,
IL-8 ve IL-12 dir. Proinflamatuvar sitokinlerin iiretimi, inflamasyonu artirma y6niinde
etkisi oldugu bilinmektedir (Ahmad, vd., 2001; Van Hell, vd., 2002).

Anti-inflamatuar sitokinler, IL-1RA, IL-4, IL-10 ve IL-11"dir. Inflamatuar bagirsak
hastaliklarinda inflamasyonlara aracilik eden sitokinlerin immiin sistemde bir ¢ok
fonksiyonu oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica, sitokinlerin Inflamatuar bagirsak
hastaliklarinin patogenezinde 6nemli olabilecegi arastirmacilar tarafindan tespit edilmistir.
Insan sindirim sisteminde bagirsak limeni i¢inde bulunan ¢esitli antijenlerin
sitimiilasyonlarina karst bir koruma sistemi bulunur ki buna GALT (Gut — Associated
Lymhoid Tissue) denir. Eger bagirsak immiin sistemin homeostazisi GALT tarafindan
bozulursa, yani bilinmeyen yabanci maddeler tarafindan olumsuz etkilenirse bagirsak
sisteminde inflamasyon olugabilmektedir. Bazen inflamasyon olumlu etkiye de neden
olabilir. Cuinkii inflamasyon hiicrelerin yabanci maddeleri tanimasim tegvik
edebilmektedir. Fakat inflamasyonun siirekli olmast durumunda hiicre yiizeyinin
bozulmasi olabilir (Abbas, vd., 2000; Kelly ve Locksley, 2000).

Aragtirmalarda  inflamasyon esnasinda hiicrelerde pro-inflamanter sitokinlerin
salinmasinin arttifn gézlenmistir. Inohara ve arkadaglari (1999) inflamasyon esnasinda
Crohn hastalart ve Ulseratif kolitli hastalarda bagirsak mukozalarinda TNFa ve
interlokinlerden 11-1, IL-2, IL-6, 1L-8’in iiretiminin 6nemli oranda arttig1 aciklanmistir.
Sitokinlerdeki bu artis Ulseraktif Kolitlilerde endoskopik incelemelerde de histolojik

olarak gosterilmistir.
interlokin —1

IL-1a ve IL-1P olarak kodlanan iki farkli gen yapisina sahiptir. 1L-1a; 12 kb, IL-10;
9,7 kb niikleotit igerir, her ikisi de yedi eksona sahiptirler. Insan gen haritasinda IL-1a,
2q13, 1L-1PB; 2q13-q21° kromozonlarina yerlesmislerdir. IL-1a geni, (17 kDa) 159 a.a.lik,
IL-1PB geni (17 kDa) 153 a.a’lik bir {iriin verirler. Interlékin 1 (IL-1) bir ¢ok inflamasyon
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ve immiin hiicrelerini  aktive eden gliglii bir mediatordiir (Biannchi, vd, 1999) IL-1
monositler, makrofajlar, nétrofiller ve endofel hiicreleri gibi gesitli hiicrelerde iiretilir. I1L-1
sistemi karmagiktir. Bu sistem IL-1 reseptor tip I ve IL-1 reseptor tip 1l olarak adlandirilan
hedef hiicrelerin tizerindeki iki tip 1IL-1 reseptorine baglanan IL-la ve IL-1p’dan
olusmustur. Sinyal tretimine sadece 1L-1 reseptorii tip I aracilik eder. 1L.-1"in etkileri ayn
hiicreler tarafindan kendi IL-1 etkilerini baskilamak igin iretilen bir IL-1 reseptor
antagonisti tarafindan kontrol edilir. IL-1 reseptor antagonistinin IL-1"in in vivo ve in vitro
bir ¢ok biyolojik aktivitelerini engelledigi gosterilmistir. Diger kontrol mekanizmalar: da
¢oziinebilir IL-1 tip II reseptorii ve inaktive eder ve IL-1 presiirkiirlerinin IL-1f converting
enzimce kesilmesidir (Brignola, vd., 2000).

IL-1’in ekspirasyonu IBH nin inflamatuar lezyonlarda artmistir (Duerr, vd., 2000). IL-
1 reseptor antagonisti de artmigtir ancak, bu artig 1L-1 artis1 ile aym1 oranda degildir. Bu
inflamasyona ugramis mukozada IL-1 ve IL-1 reseptér antogonisti arasindaki lokal bir
dengesizlik olustugu godzlenmistir (Brown,vd., 2000; Cho,vd., 2001). Bu durum aym
zamanda divertikiillerin iltihabi ile ciddi infeksiyoz kolitisli hastalarda da bulundugu i¢in
bu hastaliklara 6zgii gibi gorinmemektedir. IL-1 baslica inflamasyona ugramig bagirsak
mukozasindaki makrofajlar tarafindan tretilir halbuki IL-1 RA’nin 6nemli bir kaynagi
bagirsak epitel hiicreleri olarak goriinmektedir (Duerr, vd., 1998). Insan genomunda IL-
IRA geni 4 eksonu ve 1,4 kb niikleotit igerir ve kromozom haritasinda 2ql3-14.1
yerlesmigstir. IL-1RA geni 152 a.a lik proteini kodlamaktadir. IL-1R geni 2,7 — 5 kb lik

niikleotit uzunluguna sahip bir yapisinin varlig1 gézlenir.
interlokin-2

Insan genomunda IL-2 geni dort ekson igerir, kromozom haritasindaki yerlesimi 4q26-
28dir ve 133 a.a.lik bir proteini kodlamaktadir. Interlokin-2, lenfositlerin alt grubu olan
Thl ve Th2 yardimci hiicreleri tarafindan iiretilir. 1L-2 T hiicrelerinin proliferasyonunu
otokrin bir mekanizma ile uyarir ancak, diger hiicreler iizerinde de etkileri vardir. 1L-2
epitel hiicrelerinin onartmini hizlandirir. Crohn hastaligt Thl araciligi ile olusani bir
hastalik olarak kabul edilir. Bu crohn hastalarinin inflamasyona ugramis mukozalarindaki
artig IL-2 seviyeleri ile uyumludur (Dunn, vd., 1999; Davanhell, vd., 2001; Farrel ve
Peppercorn, 2002). UK’de, 1L-2 seviyeleri azalmis gibi goriinmektedir (Hampe, vd.,
2001). 1IL- 2 knockout farelerin gelisimi igin T hiicrelerine gerek duyan dogal bir kolonik
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inflamasyon gosterirler. Bu bulgular, UK ve Crohn hastahgimin patogenisindeki

farkliliklar gostermektedir.

interlokin-4

Insan genomunda IL-4 geni 10 kb.’lik niikleotit dizisine ve 4 eksona sahiptir.
Kromozom haritasindaki yerlesimi 5q23-31dir. 129 a.a. gen iiriinii vermektedir. IL-4 B-
lenfosit hiicrelerini uyaric1 olarak bilinir ve aktive edilmis lenfositler tarafindan sentez
edilir. IL-4 immiinoregiilasyon ve antiinflamatuar etkiye sahiptir. Bagirsak sistemi
immiinolojisinde onemli rol oynayabilir (Hugot, vd., 1999). IL-4 hem B hem de T
hiicreleri i¢in uyarici bir faktordiir. 11.-4 lenfosit fonksiyonlarin farkli olarak etkiler ve
cesitli monositlerin fonksiyonunu zayiflatir. IL-4 insan makrofaj koloni olusumunu,
monositlerden HO, iiretimini ve TNF veya IL-1 gibi inflamatuar mediatérlerin
salgilanmasimi engellerken, IL-1 RA’y1 uyanir (Hampe, vd., 2000). Yakin ge¢miste,
IBH’de ve diger inflamatuar hastaliklarda I1.-4 kars1 aktiflesmis mononiikleer fagositlerin
cevabinda bir azalma oldugu gosterilmistir (Hampe, vd., 1999). 1L-4 seviyesi ve IL-4
mRNA’simin IBH’li hastalarda azaldigi bulunmustur. Bu durum anti inflamatuar ve
immiinsupresif bozukluklara neden olabilir ve inflamasyona neden olan patogenik silsileye
katkida bulunabilir (Hampe, vd., 2002a). IL-4’tin Crohnlu hastalarda, UK h hastalara gore
daha ¢ok azaldigi gozlenmistir. Bu da bu iki hastahgin farkli immunopathojenik

mekanizmalarim gostermektedir.

interlokin-5

IL-5’in baglica kaynagi, Th hiicrelerinin alt grubu olan Th2 hiicreleri tarafindan
tiretilir. JL-5’in mukozal bagisiklik sistemindeki rolii tam anlamiyla belirlenememistir ve
hala tizerinde aragtirma yapilmaktadir. UK’te IL-5 seviyesinin artmasi , UK’de baskin
inflamatuar tipinin Th2’nin olabilecegi hipotezini destekler gibi goriinmektedir (Inohara

vd., 2001)..
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interlokin-6

IL-6’'nmn insan genomunda niikleotit uzunlugu 5 kb olup, bes eksonu vardir.
Kromozom haritasindaki yerlesimi 7p 21-p14°tiir. Bu gen 185 a.a’lik bir protein {iriini
vermektedir. 1L.-6 ¢ok farkli hiicre tarafindan iiretilmektedir ve akut faz cevabi sirasinda
indiiklenmektedir. Bagirsak sisteminde IL-6"nin baghca kaynagi makrofajlar iken, epitel
hiicreleri tarafindan IL-6 salgilanmas: ile ilgili sonug¢lar tartismalidir (Duerr,vd.,1998,
Itoh, vd, 2001; Kato, vd.,1998). IBH’m serumlarinda ve mukozal biyopsilerinde IL-6
seviyelerinde yiikselme oldugu bildirilmistir (Hampe, vd., 2001; Hacker, vd., 1997; Jewell,
vd., 1998). Kortikosteroid tedavisi almayan hastalarda serum IL-6 konstranstrasyonu

hastaligin aktivitesi ile iligkilidir.
interlokin-8

Bagirsak mukozasindaki IL-8’in kaynagi makrofajlar, epitel hicreleri ve
fibroblastlardir. Bu  alanda ¢ok sayida yapilan arastirmalarda hastalia tutulmus
mukozadaki IL-8 seviyesinin arttigr gosterilmigtir (Nemetz, vd., 1999; Louis, vd, 2000).
[L-8 gii¢lii bir notrofil kemoatraktanti ve aktivatoriidiir. Bagirsaklardaki I11.-8’in seviyeleri
ozellikle crytp abselerinde ¢ok sayida nétrofiller bulunan UK’li hastalarin lokal
inflamasyonun makroskobik derecesi ile iligkilidir. (Miesfeld, vd., 1999; Murillo, vd.,
2002). Bagirsaklardaki I1-8 seviyesi mukozal dokulardaki nétrofil sayilari ile de iligkilidir.
Bu nedenle IBH’lerde bagirsak duvarina nétrofillerin infiltrasyonunda, 1L-8 ve onun

diizenleyici sitokinleri I1.-1 ve TNFou bir rolii oldugu ileri siiriilmiistiir.
interlékin-10

IL-10 insan genomunda 2,3 kb baz biiyiikligiinde olup dort ekson icermektedir. Gen
haritasindaki yeri 1. kromozom olarak tammlanmustir. IL-10, 160 a a’lik bir tiriin
vermektedir. Interlokin-10 T hiicrelerinde, B hiicrelerinde veya LPS lerce aktive edilen
monositlerde iretilir. IL-10 antijen sunan hiicrelerin varligini gerektiren sartlar altinda
aktiflesen Thl hiicrelerince sitokin tiretimini baskilar. IL-10, class I MHC gen ifadesini
baskilamak yoluyla monositlerin antijen sunma kapasitelerini azaltarak antijen spesifik T

hiicrelerinin proliferasyonunu kuvvetli bir gekilde baskilar. Ayrica, IL-10 aktive edimis
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makrofajlardan sitokin tiretimini de baskilar (Pimentel, vd., 2000). Béylece I11.-10, sadece
T- lenfositlerin aktivasyonun diizenlenmesinde degil, aym zamanda akut inflamatuar
cevabin Baskllanmasmda da rol oynar.

Son zamanlarda, IBH’de yapilan arastirmalarda 1L.-10’un antiinflamatuar 6zelligine
odaklanilmigtir. Bagirsak immiin sistemi homeostasisi i¢in IL-10’un énemi [L-10 eksiligi
olan farelerde IL-10 uygulanmasi ile engellenen kronik enterokolitis gelisimi ile
gosterilmistir (Pena, vd., 1998). IBH’de IL-10 tarafindan mononiikleer monositlerin

aktivasyonunun down-regulasyonu in vitro olarak gosterilmistir. (Murillo, vd., 2002).
interlokin —11

IL-11 ¢esitli hemopoetik kok hiicrelere, hepatositlere ve atasal hiicrelere ¢ok yonlii
etkileri olan bir pleotropik sitokindir. Ayrica, IL-11’in intestinal epitel hiicreleri koruma
etkisi vardir. Transgenik farelerde yapilan denemelerde, bunlar 10 giin 5- florourasil ile
asint miktarda uyarildiginda bagirsak sistemi villuslarmin yapisimi bozuldugu hiicrelerin
oldiigii gozlenmistir. Bu farelere rekombinant insan IL-11 verildiginde ise canliliklarini
devam ettirmislerdir ve intestinal mukozalar1 hizlica geliserek mitoz aktiviteleri artmistir

(Segain, vd., 2000) .
Interlokin-12

Insan genomunda kodlanabilen p 40 alt iinitesi olup kromozom haritasinda 5q31-q33
bolgesine lokalize olmustur ve IL-12A olarak adlandinlir. Diger alt grup I1L-12 B ise p35
alt tinite olup kromozom haritasinda 3p12-q13.2 bélgesine yerlesmistir. [L-12 A, 197
a.a’lik ve IL-12B, 306 a.a.’lik bir iirlin verirler. IL-12 aktive edilmis makrofajlardan sentez
edilir ve Crohn hastalifinda merkezi rol oynayan Th hiicrelerinin Th1’lerin farklilagmasini
tetikler. Crohn’lu hayvan modellerinde, I1.-12°nin antikorlarca nétralize edilmesi mukozal
inflamasyonda azalmaya neden olmustur (Simmons, vd., 2000). Arastirmalarda
dekstansiilfat ile kolitis olusturulan farelerde I1.-12 antikorlarmin uygulanmasi ile

histolojik sonugta 6nemli derecede iyilesme bulunmustur.
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Timor Nekrozis Faktor (TNF)

Insan genomunda TNFo geni 4 ekson ve ii¢ intron iceren 3,6 kb uzunlugunda olup,
kromozom haritasindaki yerlesimi 6p21.3 tiir. TNFa geninin gesitli allellik varyasyonlar
gosteren, ¢esitli kompleks hastaliklara hassasiyeti vardir. TNF inflamasyonda 6nemli bir
mediatordiir. TNF proinflamatuar aktivitesini 1L-1 ile paylasirlar. TNF sistemi IL-1 gibi
komplekstir ve diizenleme mekanizmasinda da benzerlik gosterir. Molekiil kiitlesi 55 kDa;
(p55) ve 75 kDa (p75) olan iki farkli ¢6ziinebilen TNF reseptorii vardir. Coziinebilen
reseptorler membrana bagl reseptorlerin proteolitik olarak kesilmesi ile olusur. Her iki
¢oziinebilen TNF reseptorleri TNF ‘lin reseptorlerine baglanmasim engeller ve doza
bagimli bir sekilde TNF ‘nin biyolojik etkilerini azaltir. IL-1 aksine, IBH’da TNF nin
ekspresyonu ile ilgili raporlar biraz tartismalidir. Bazi arastincilar IBH’da TNF
seviyelerinin artigini gosterirken, diger arastiricilar TNF ekspresyonunda herhangi bir artig
gosterememislerdir (Sashio, vd., 2002). IBH’de yontemin zorluguna bakmaksizin

mukozal TNF seviyeleri spesifik anti-TNF ajanlarla test edilmelidir.
interferonlar (IFN)

Interferonlar ilk kez immiin yamitin olusumunda etkisini gosteren antiviral proteinler
olarak tanimlanmuglardir. Tip 1 interferonlar, iki farkli protein grubunundan olugurlar.
Birinci grubu olusturan IFN a, yaklasik 18 kDa agirhginda ve 20 civarinda polipeptidin
dahil oldugu bir ailedir. IFN o baglica mononuklear fagositler tarafindan iiretilir. ikinci
grubu olusturan IFNf, baghica fibroblastlarda tek genden iiretilen glikoprotein yapisinda
ve 20 kDa agirligindadir. IFN o ve IFNP aym reseptore baglanirlar. IFNB, IFN o’dan daha
yiiksek baglanma afinitesine sahiptir. IFNf ve IFN o viral replikasyonu ve hiicre
proliferasyonu engeller; Natural Killer (NK) hiicrelerin litik potansiyeli gii¢lendirir ve
MHC molekiil ifadesini diizenlerler (Louis, vd., 1996; Meenagh, vd., 2002).

IFNy veya immiin interferon olarak adlandirilan tip 1 interferon 21-24 kDa
agirhgindaki alt birimlerden olusan bir homodimerik glikoproteindir. insan genomunda
niikleotit biiyiikliigii yaklasik 6 kb.kadardir. yYIFN geni dort ekson igerir ve kromozon
haritasindaki yeri 12 q 24.1’dir. IFNy geni; 146 amino asitlik alt {initesi olan homodimerik
bir glikoprotein igeren 25 kDa. iiriinii verdigi bilinmektedir. IFNy NK hiicreleri ve Thl

lenfositleri tarafindan tretilir. IFNy tip I interferonlardan farkli reseptorlere baglanirlar.
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Antiviral ve antiprofilatik etkiye sahiptirler. Mononiiklear fagositlerin en giicli
aktivatorlerinden biri olup, MHC klas 1 ve II ifadesini artirirlar, T ve B hiicrelerinin
farklilasmasimi uyarirlar ve nétrofillerini, NK hiicrelerini ve vaskiiler endotel hiicreleri
aktive ederler. Crohn hastaliginda IFN a ve 6zellikle IFNy, bagirsak mukozalarinda yiiksek
bulunmasina ragmen, dolagimda konsantrasyonunun arttign gosterilememistir ( Satsangi,

vd., 1998).

Transforming Growth Faktor (TGFp)

Insan genomunda TGFB geninin niikleotit uzunlugu 100 kb’ biiyiikliigiinde olup yedi
eksona sahiptir. Kromozom haritasindaki yerlesimleri TGFB1 i¢in 19q13, 399. aa, TGFf2,
1g41 ve 412 a.a. , TGFB3 14924 ve 412 a.a. iirtin verirler. TGFP immun sistemde hem
uyarict hem de inhibe edici etki gosterir. Monositler ve fibroblastlar i¢in kemostatik bir
ajan olup monositlerin yiizeyinde CD16 ekspresyonunu artirir. Diger yandan TGF(
monositler i¢in kuvvetli bir deaktive edici ajandir. TGFP oksijen radikallerinin {iretimini
bozar ve immun yanitta diger sitokinlerin sentezi igin uyarici etki yapar (6r: endotoksin
salimimi). Ayrica, TGFp lenfosit proliferasyonunun gii¢lii bir diizenleyicisidir. TGFp, B ve
T hiicrelerinin proliferasyonunu ve sitotoksik T hiicrelerinin ve linfokinle aktiflesen Killer

hiicrelerinin gogalmasini inhibe eder (Uthoff, vd., 2002; Uboldi de Capei, vd., 2003).
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2.YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Cahisma Grubu

Bu c¢alisma, Subat 2002 — Mayis 2003 tarihleri arasinda Karadeniz Teknik
Universitesi, Tip Fakiiltesi, Farabi Hastanesi Gastroenteroloji ve Kocaeli Universitesi Tip
Fakiiltesi Gastroenteroloji polikliniklerinde, inflamatuar bagirsak hastaligi tamisi alan 69
vakamn kan Ornekleri alinarak KTU Farabi Hastanesi Hematoloji Bilim Dali
Laboratuarinda yapildi.

Calismada bireylerin klinik muayeneleri, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi
Gastroenteroloji Bilim Dali Oretim iiyesi Dog. Dr.Orhan OZGUR ve Kocaeli Universitesi
Tip Fakiiltesi, Gastroenteroloji bilim dali Ogretim Uyesi Dog. Dr. Omer SENTURK
tarafindan yapildi. Inflamatuar bagirsak hastahi@ tamsi, hastalarin sikayetlerine gore fizik
muayene, radyolojik, endoskopik ve patolojik test kriterleri kullamlarak belirlendi.
Inflamatuar bagirsak hastalar igin bilgilendirme dosyalar1 olusturulup, yas, cinsiyet, aile
ve akrabalari ile ilgili bilgiler dosyalara uzman hekimler tarafindan yazildi. Inflamatuar
bagirsak hastalarindaki lezyonlarin sindirim organlarindaki yerlesimine ve hastalifin
davrams tipine gére smiflandirilma yapilmadi. Arastirmalarizda, hastalifin o bireyde ilk
kez mi goriildiigii yoksa tedaviden sonra ikinci defa m1 olugtugu dikkate alinmada.

Calismaya dahil edilen her bir hastadan EDTA’l1 tiipe 8 ml kan alindi. Caligmamizda
inflamatuar bagirsak hastas1 olmayan 50 birey kontrol grubu olarak kullanildi ve her bir

bireyden EDTA’11, tiipe 10 ml kan alindi. DNA’lan izole edilip -30 °C’de saklands.
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2.1.2. Kimyasallar

Calismamizda kullamlan kimyasal maddeler, kitler ve sarf malzemeleri degisik

firmalardan temin edildi.

Tris baz (Tris-base) (C4H;i1NO3) Applichem, A2264.1000
Sodyum hidroksit (NaOH) Merk, 1.06462
Sodyum kloriir (NaCl) Merk, 1.01540.0500
Sodyum dodesil siilfat (SDS) Merk,

Hidroklorik asit (HCI) Merk, 1.00314.2500
Ksilen siyanol (C;5H7N>06S;Na) Merk, 1.12007.2500
Bromfenol mavisi (C;9H;oBr4OsS) Merk, 1.08122.0005
Tris hidroklorit (C4H,CINO3) : Merk, 1.01547.0100
Borik asit (H3BO3) | Merk, 1.00160.

Etil alkol (C;HsOH) Tekel, Tiirkiye
Gliserol (%99) Sigma, G-7757
Amonyum persiilfat (NH4),S20g) Sigma, A9164
Agaroz Sigma, A-0169
Izopropanol (% 100) Sigma [-9516
Etidyum bromit (Ci2H»N3Br) Sigma, E-7637
Etilen diamintetra-asetik asit (EDTA) Sigma, E-5134

Sodyum tiyosulfat (NayS,03) Sigma, S-1648
Proteinaz K Promega, V3021
Deoksi niikleotit trifosfat (ANTP) Promega, U1240
Oligoniikleotit primerleri Promega
Taq DNA Polimeraz Promega, M1661
X174 DNA/Hinf I Marker Promega, E3511
Ammonyum asetat (NH4C,H30;) Sigma, A-1542

Sitokin gen primerleri Protrans



2.1.3. Geregler

Calismada kullamilan arag ve geregler degisik firmalardan saglandi.

Cihazlar

Termo saykil
Otomatik pipet seti
Epondorf tiipler

Yatay elektroforez diizenegi

Dogru akim gii¢ kaynagi (250 volt)

Yiiksek devirli santrifiy
Vorteks

Ultraviole transilliiminator
Polaroid kamera
Polaroid kamera filmleri
Spektrofotometre
Hassas terazi

pH metre

Manyetik karistirici
Deiyonize su saglayici
Buz makinesi
Mikrodalga firin

Distile su cihazi

Pastor firm

Etiv

Otoklav

Derin dondurucu (-35)
Buz dolabi

Laminar air flow

Marka

Techne Genius, Ingiltere
Rainin, ABD

Axygene, ABD
EC-250-90

EC-250-90

Hettich, Almanya

Niive NM110, Turkiye
Vilbert Lourmat, Fransa
Gel Cam, Ingiltere
Sigma, ABD
Beckman/Coulter, ABD
Sartorius, Almanya
Hanna, Portekiz

IKA, USA

Barnstead, ABD
Scotman, Ingiltere
Beko, Tiirkiye

Simsek labor teknik, Tirkiye
Niive, Tirkiye
Memmert, Almanya
Medexport, Rusya
Argelik, Tiirkiye
Argelik, Tirkiye
Powtech, Tiirkiye
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2.1.4. Soliisyonlar

2.1.4.1. DNA izolasyon soliisyonlar

1. Nuclei Lizis Tamponu (pH 8.2 )

10 mM  Tris base, =(1.21 g Tris base)
400 mM NaCl, = (23.4 g NaCl)
2mM  NapEDTA =(0.74 g Na,EDTA)

2. Proteinaz K seyreltme tamponu (pH 8.0)
0.05M Tris HC1=(0.788 g Tris HCI)
ImM  CaCl, =(0.011 g CaCly)

3. Proteinaz K ¢ozeltisi (10 mg/ml)
100 mg Proteinaz K

10 m] Proteinaz K seyreltme tamponu

4. %10’luk (w/v) sodyum deodesil siilfat (SDS, 100 mi)
10 g SDS

5. Amonyum asetat (9 M, 100 ml)

74 g amonyum asetat

6. 0.1M Na, EDTA (pH 8.0, 1 L)
37,22 ¢ Na, EDTA

7. 1M Tris-HCI (pH 7.4, 1 L)
157. 6 g Tris-HCl

8. TE Tamponu (Tris-EDTA, pH 8.0, 500 ml)
10 mM Tris HCI
ImM  NaEDTA
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9. 5X Retikiilosit Salin Cézeltisi (1L)
Nacl :40,1 ¢

KCI :1,8¢
MgCL6H20:7,15¢

2.1.4.2. Agaroz Jel Elektroforezi Soliisyoniar:

1. TBE elektroforez tamponu (Tris-borik asit-EDTA, (pH ~8.0)
108 g Tris baz
55 g Borik asit
40 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
1X ¢aligma soliisyonu
89 mM Tris baz
89 mM Borik asit
2mM  EDTA

2. TAE elektroforez tamponu (pH 8.5, 1 L)
242 g Tris base

372 g NaEDTA-2H,O

57,1 ml Glasial asetik asit

TAE-1X ¢alisma soliisyonu:

40 mM  Tris asetat

2mM  EDTA

3. Etidium bromide soliisyonu (10mg/mi)

4. Non-denatiire yiikleme tamponu
% 50 (w/v) Siikroz

% 0,1 (w/v) Bromfenol mavisi
% 0,1 (W/v) Xylene cyanole

50 mM Na, EDTA (pH: 8)
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2.2.Metotlar

Calismamizda oncelikle 2001 yilinda CARD15/NOD2 geni {izerinde tanimlanan
3020 insC mutasyonu analizi i¢in ve 6. kromozomun tizerinde bulunan MHC geninin klas
I bolgesindeki sitokin gen polimorfizmlerinin belirlenmesi amaciyla hastalardan ve

kontrol grubundan 8 ml periferal kan 6rnekleri alinarak DNA izolasyonu yapildi.

2.2.1.Periferal Kandan DNA izolasyonu (Salting — Out Yontemi)

1. Hastalardan ve kontrol grubundan alinan 8 ml. EDTA’l1 tam kan 2500 x g’de 15
dakika santrifiij edilip, plazmasi ayristirilds.

2. Elde edilen ¢okelti 50 ml’lik plastik tiiplere aktarilarak 1X Retikiilosit salin
cozeltisi ile diisiik hiz santrifijjde 2500 x g’de +4 °C de tiger kez yikandi, siipernatan atildi.

3. Cokeltiye, soguk pargalayici (Lizat) ¢ozelti eklenerek 15 dakika sogukta buz i¢inde
bekletildi. Sonra bir ya da iki kez 2500 x g’de 15 dakika santrifiij edildi.

4. Eritrositi patlamig olan materyalin siipernatan: atildi. Cokeltiye bu kez (10 ml tam
kan icin) 20 ml soguk STE ¢ozeltisi, 1/20 olacak sekilde % 10’luk sodyum dodesil siilfat
(SDS, yaklagik 1 ml) ve 100 pg/ml olacak sekilde (yaklasik 200 pl) Proteinaz K ilave
edildi. Hafifce karistinlip, su banyosunda +37 °C’de bir gece bekletildi. Ertesi giin
gelindiginde hala tiipteki materyal homojen degilse karistinlarak homojen oluncaya dek su
banyosunda bekletildi.

5. Homojen tiip materyaline, kendisi kadar doymus fenol eklenir. 2500 x g’de +4
°C’de 15 dakika santrifiij edildi.

6. Ust faz bagka bir tiipe alarak bu islem bir kez daha tekrarland1. Ust faz alindi.

7. Bu asamada fenol, kloroform, izoamil alkol, 25:24:1 kanigimindan, kendisi kadar
ilave edildi. 2500 g’de 15 dakika bir kez daha santrifiij edildi.

8. Ust faz dikkatlice bir erlendeki soguk saf etanoia aktarildi ( Alttan fenol alinmamast
onemlidiry DNA ¢okiinceye kadar yavasca kanstinldi. Birkag dakika iginde DNA
cokertildi.

9. Ipliksi goriiniim alan DNA, pastor pipeti yardim ile steril bir ependorf tiipiine
aktarildi. Ependorf tiipiinde DNA % 70’lik etanol ile yikandi. DNA, santrifiij edildi ve
i¢indeki alkol uguruldu.

10. Bu sekilde yikanan, steril DNA, genellikle 1 ml steril TE tamponunda ¢oziildii.
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11. Bu asamada da elde edilen DNA’nin derigimi hesaplandi. 20 pl DNA, 980 ul’ye
dabil distile su ile 1 ml seyreltildi ve 260 nm dalga boyunda Shimadzu spektrofotometrede
optik yogunlugu okundu (Rapley, vd., 2000).

2.2.2. DNA’nin Spektrofotometrede Konsantrasyonunun Olgiimii

Izole edilen DNA’larin 1/50 diliisyonlari hazirlandi ve 260 nm dalga boyundaki
absorban degerleri okundu. 1 OD’nin 50 ng/pl DNA miktarina esitliginden gidilerek 260
nm dalga boyunda okunan absorban degerlerinden, 6rneklerdeki DNA konsantrasyonu
hesaplandi. Polimeraz zincir reaksiyonunda (PCR) kullanilmak iizere DNA’lar steril

deiyonize su ile 50 ng/ul olacak sekilde sulandirild.

2.2.3. IBH’da CARD15/NOD2 Geni 3020 insC Mutasyonunun Analizi (Allel
Spesifik Multipleks PCR)

Kary Mullis tarafindan 1986°da gelistirilmis olan polimeraz zincir reaksiyonu, bir
DNA dizisinin tamamen in vitro kosullarda olusturulan kimyasal reaksiyonlar ile istenilen
miktarlarda ¢ogaltilmasini saglar (Mullis, vd., 1986). Bu metot ilk 6nce insan DNA dizileri
icin kullamilmistir ve daha sonralari okaryotik ve prokaryotik genomlarm analizi i¢in
bakteriyel vektorlerin (plazmit vs.) klonlanmasinda alternatif bir yontem olarak genis
uygulama alanm1 bulmustur. PCR yontemi saflastirilmis ¢ok kiigiik genomik DNA
pargalarim1 bile kullanarak istenilen miktarda yeni DNA olusturulmasina olanak saglar.
Omegin; PCR amplifikasyonu i¢in a1z ¢alkalamas: sonucu ortama diigen bukkal mukoza
hiicreleri, tek bir sa¢ teli, tek bir spermium, tek bir lenfosit, fikse edilmis patolojik
ornekler, kurumus kan damlalari, yeni dogan taramalarinda kullanilan Guthrie kartlarina
kadar degisik kaynakli pek ¢ok materyal yeterli olabilmektedir. Dezavantaji ise amplifiye
edilmek istenen DNA pargasinin her ucu igin spesifik bir proba gereksinim olmasidir. Bir
diger onemli sorun ise ekzojen orjinli DNA pargalarmin kangmasi sonucu yanls
sonuglarin goriilmesi olasiligidir. Bu yiizden reaksiyon ortammin ¢ok iyi kontrol edilmesi
gereklidir.

Allel spesifik multipleks PCR herhangi bir restriksiyon enzimi kesme bolgesi
degisimine neden olmayan nokta mutasyonlariin tammlanmasinda yaygin olarak

kullanilan bir yontemdir. Yontemin temeli, mutasyonun bulundugu bolgeye 6zgii, ya da bir
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baska deyisle, allele 6zgii “primer” kullanmaya dayanmaktadir. Ayrica, amplifikasyonun
kontrolii igin hem normal hem de mutasyonlu bireylerde bant veren kontrol bolgeye ait bir
giftten fazla primer kullanilhir. Incelenen 6rnek mutasyonu tastyorsa, hem kontrol bélge
hem de mutasyona ozgii bolgede PCR iiriinii olusur ve jel elektroforezi ile varlig
kolaylikla saptanabilir. Incelenen 6rnek mutasyonu tagimiyor ise, sadece kontrol bolgede
PCR iiriinii olugur. Heterozigot bireylerde, allellerden birinde mevcut olan mutasyon
sebebi ile amplifikasyon sonucu mutasyona 6zgii PCR iirtinii olugur. Béyle bir mutasyon
icin fenotipik olarak hasta olan ¢ocugun ebeveyninin tastyict oldugu anlagilir
(Mullis,vd,1986; Ogura, vd., 2001a; Linde, vd., 2003).

Arastirmalarimizda Oncelikle 2001 yilinda CARD15/ NOD2 geni iizerinde tespit
edilen 3020 insC mutasyonun allel spesifik multipleks PCR metodu ile analiz edebilmek
icin gerekli olan ve agagida tabloda verilen oligoniikleotit primerleri Promega firmasindan
siparis verilerek satin alindi. PCR kosullar1 belirlenerek master miksler hazirlandi.
Hazirlanan master miskler alikotlara boliinerek -30 °C’de saklandi. Hastalarin DNA
orneklerinden uygun konsantrasyonda 2 pl master misklere eklenerek (Tablo 6 ) termo
cycle cihazinda [1X: 94°C (5 dak); 35X: 94°C (30 s), 60°C(30 s), 72°C (1 dak); 1X: 72°C
10 dak] sikluslara tabi tutuldu. Amplifiye edilen PCR irinlerinin elektroforezde
yiiriitiilmesi igin 1X TBE tamponlu %2’lik agaroz jel hazirland. Omekler yiikleme
tamponuyla kangtinlip (2 pl yiikleme tamponu + 10 pl PCR fiiriinii) jele yiiklenerek 1X
TBE’h tampon ortaminda, 70V, 55A’de 60 dakika elektroforeze tabi tutuldu. Sonuglar UV
transillumunatdrde degerlendirilerek polaroid kamera ile fotograflandi. Mutasyon ¢esidinin
homozigot ya da hetorozigotlugunun ayrimi ise elektroforez jellerindeki PCR iiriinlerinin

bityiikliigiine gére molekiiler markirlar kullanilarak tespit edildi.

2.2.3.1. CARD15/NOD2 Geni 3¢20insC Mutasyonunun Kontrol Grubunda
Taranmasi

Kontrol gruplarinda mutasyon taramasinda saghkli bireylerden rastgele secimle
yapilarak kan oOrnekleri alinarak DNA’lart izole edildi. Mutasyon taramalar ise
inflamatuar bagirsak hastalarinda CARD15/NOD2 geni analizlerinde gergeklestirilen
metot ve ydntemlerin aynisi uygulandi. Tablo. 6°daki PCR amplifikasyon kosullan
saglandi. Sonuglar UV transilluminatorde degerlendirilerek jeller fotograflandi (Sekil 4).
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Tablo 6. CARD15/NOD2 geni 3020 insC mutasyonunu belirlemek i¢in kullanilan alel
spesifik primerleri ve PCR reaksiyonunun bilesenleri (25 pl)

Stok Final Toplam | Primer Sekans: (5°-3")

Konsantrasyonu Konsantrasyon |25 pl

10xPCR tamponu 1X 5,0 ul

25 mM mgCl, 2.5 mM 1.5u

25 mM dNTP Mix 0.2 mM 1.5 pl

Kontrol-F (100 uM) | 0.25 pM 1.5 ul 5" . GTGAGCCTTTGTTGATGAGC.3’
Kontrol-R (100 puM) | 1 uM 1.5l 5'. TCTTCAACCACATCCCCATT. 3’
Allel-spesifik(wt)-F 1 uM 1.5 ul 5" CAGAAGCCCTCCTGCAGGCCCT.3’
(100 pM)

Allel-spesifik(insC)-R | 0.25 uM 1.5 ul 5'. CGCGTGTCATTCCTTTCATGGGGC. 3'
(100 pM)

Taq Pol (5U/ul) 0.03 U/ul 1.0

Genomic DNA 2.0 ul

Steril Saf Su 8.0 ul

Déngii Parametreleri: 1X: 94°C (2 dak); 35X: 94°C (30 s), 60°C(30 s), 72°C (1 dak); 1X: 72°C 10 dak

2.2.4. Sitokin Gen Polimorfizmlerinin (PCR-SSP) Metodu ile Belirlenmesi

PCR-SSP, tek bir baz ¢ifti dahil olmak iizere genetik degiskenlikleri tesbit edebilecek
cok giiclii bir tekniktir. Bu teknigin temeli PCR reaksiyonunda 3° ucunda birkag
uyumsuzlugu olan primerler yerine, tam uyumlu primerlerin kullanilmasi temeline dayanur.
Bir primer ¢iftinin iki primeri aym kromozomda lokalize olan uyumlu dizilerin motiflerini
buldugu zaman amplifikasyon ger¢eklesecegi i¢in bu teknigin rezoliisyonu ¢ok yiiksektir.
Aym zamanda en hizli genomik tipleme yontemidir. Ciinkii bu teknikte amplifikasyon

sonrast asamada, amplifikasyonun gergeklesip gergeklesmedigi, agaroz jel elektroforezi ile
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kolayca saptanabilir. PCR-SSP ile HLA doku tiplendirmeleri ve bazi polimorfik genlerdeki
mutasyonlar taranmaktadir (Perrey, vd., 1998; Hutchinson, vd., 1998).

2.2.4.1.1BH’da Sitokin Gen Polimorfizmlerinin Belirlenmesi (PCR-SSP)

Sitokin gen polimorfizmlerinin tespiti igin Protrans firmasindan temin edilen PCR-
SSP sitokin gen paneli 13 farkli sitokinin 22 polimorfik ¢esidinin tespitinde kullanildi.
Protrans sitokin gen paneli 3 farkh alt bilegsenden [a) oligoniikleotid primerleri emdirilmis
96’11 pleytler, b) R tamponu ve ¢) Y tamponu] meydana gelmektedir (Tablo 7). Sistemin
kullanimi benzer yontemlere gore daha avantajhidir. Her bir hastamin PCR-SSP
amplifikasyonu i¢in 521,3 ul toplam hacmi olan master- miks ve DNA kanisimu [Buffer R
138 wl, Buffer Y 280 pl, Genomik DNA (50-300 ng/pl) veya 100 pl ve Taq Pol. (5U/ul):
3,3 ul] hazirlandi. Hazirlanan mastir miksler hafifce vortekste karistirildi ve her bir hasta
icin pleytlerdeki 48 kuyucuga 10°ar pl paylastirildi. Tablo 8’de verilen PCR doéngii
programda amplifiye edildi. Amplifiye edilen PCR iiriinlerinin elektroforezde yiiriitiilmesi
icin 1XTBE tamponlu %2’lik agaroz jel hazirlandi. Ornekler, her bir hasta igin 48
kuyucuk, 2 hasta igin toplam 96 kuyucuk sistemine sahip jele yiiklenerek 1X TBE’I
tampon ortaminda, 75V, 50A’de 35 dakika elektroforeze tabi tutuldu. Sonuglar UV
transillumunatorde degerlendirilmesinde her bir kuyucukta bulunan pozitif kontrollerin
calisip ¢alismadip1 kontrol edilerek ¢ift bant gosteren kuyucuklar pozitif kabul edildi ve
polaroid kamera ile fotografland: (Sekil 4). Protrans sitokin 2 cycler pleyt sistem analiz
cetvelinde bulunan 48 primerler kontrol gruplaryla kiyaslananarak hastalarin hangi
sitokin polimorfizmlerinde degisimlerin seviyeleri saptand1 (Lechler, vd. , 2000; Perrey,

vd., 1998).Tablo 7 - 8 mastir miks bilesenleri ve PCR dongiisii programu verildi.
2.2.4.2, Kontrol Gruplarmda Sitokin Gen Polimorfizimlerinin Belirlenmesi
Kontrol grubu 50 saglikli birey populasyondan rastgele secilerek , EDTA’L tiiplere 8

ml kanlar1 alindi.DNA’lar1 izole edildi. Inflamatuar bagirsak hastalarinda sitokin  gen

poimorfizmlerinin tanimlanmasinda kullanilan aym metotla polimorfizmler tayin edildi.



Tablo 7. Sitokin genleri analizinde bir hasta i¢in gerekli mastermiks’in miktari.

Buffer R 138l
Buffer Y 280 ul
DNA (50-300 ng/ p 1) | 100 pl
Tag Pol. (Su/ pl) 3,3 pl
Toplam hacim 521.3 pl

Hazirlanan bu master miks nazik¢e karistirilir ve 48 kuyucuga 10° pl paylastirilir.

Tablo 8. Sitokin genleri i¢in PCR dongii programi

Baslangi¢ denatiirasyonu | 94°C 2 dakika

Denatiirasyon 94°C 10 saniye 10 siklus
Annealing-extansiyon 65°C 1 dakika

Denatiirasyon 94°C 10 saniye

Annealing 61°C 50 saniye

Extansiyon 72°C 30 saniye 30 siklus
Hold 4°C Siiresiz

2.3. istatistik Analizler

Sitokin gen polimorfizmlerinin istatistik analizi (Statistical package for social science:
SPSS Windows 9.0) programi kulanilarak yapildi. Gruplar arasindaki istatistik onemlilik
Pearson’nin diizeltilmis Ki- kare ve Fisher’in
hesaplandi. Kontrol gruplar ile hastalarin istatistiki karsilastirmalarinda 6nem diizeyi (a :

0.05 segilerek hesaplamalar yapildi . Buna gore adi gegen testlerden uygun olan segilerek

dort gozlii capraz tablolar olusturuldu ve kontrol

karsilastirmali istatistik olasilik diizeyleri (P) hesaplandi.

kesin Ki- kare testleri kullanilarak

gruplaniyla hasta gruplarinin
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Tablo 9. Protrans sitokin gen polimorfizmi analiz cetveli

1. Pleyt | 2. Pleyt | Sitokin Geni | Allelik dzellik Allel | Baz uzunlugu
1 49 IL-1o T at pos -889 T 220
2 50 IL-1a C at pos -889 C 220
3 51 IL-1B C at pos -511 C 220
4 52 IL-1 Tatpos -511 T 220
5 53 IL-1 T at pos +3962 T 340
6 54 IL-1B8 C at pos +3962 C 340
7 55 IL-1R Catposmpst 11970 | C 290
8 56 IL-IR Tatposmpst 11970 T 290
9 57 IL-1IR T at pos mspal 11100 1 T 300
10 58 IL-1R C at pos mspal11100 | C 300
11 59 IL-4RA G at pos +1902 G 140
12 60 IL-4RA A at pos +1902 A 140
13 61 1L-12 Catpos 1188 C 800
14 62 1.-12 A at pos 1188 A 800
15 63 IFN-Y Aatpos UTR5644 | A 280
16 64 JFN-Y T at pos UTR5644 T 280
17 65 TGF- C at pos kodon 10 Cg 80
18 66 TGF- C at pos kodon 10 CC 80
19 67 TGF-B T at pos kodon 10 Tg 80
20 68 TGF-B T At pos kodon 10 TC 80
21 69 TGF-B C at pos kodon 10 200
22 70 TGF-B T at pos kodon 10 200
23 71 TNF-a T at pos 308 Gg 110
24 72 TNF-o A at pos -308 Ag 110




43

Tablo 9’un devami

1. Pleyt | 2. Pleyt Sitokin Geni | Allelik dzellik Allel | Baz uzunlugu
25 73 TNF-a G at pos -308 gA 110
26 74 TNF-o A at pos -308 AA 110
27 75 1L-2 T at pos —330 Tg 570
28 76 1L-2 G at pos -330 gg 570
29 77 1L-2 G at pos 166 GT 570
30 78 1L.-2 T at pos 166 TT 570
31 79 1L-4 T at pos -1098 TT 560
32 80 1L-4 T at pos -1098 TC 560
33 81 1L-4 G at pos -1098 gT 560
34 82 IL-4 G at pos -1098 gC 560
35 83 IL4 T at pos -590 TT 610
36 84 1L-4 T at pos -590 TC 610
37 85 1L-4 C at pos -590 CT 610
38 86 1L-4 C at pos -590 CC 610
39 87 1L-6 G at pos -174 gg 430
40 88 IL-6 C at pos -174 Cg 430
41 89 IL-6 G at pos nt565 gA 430
42 90 IL-6 C at pos nt565 CA 430
43 91 IL-10 G at pos —1082 gC 300
44 92 IL-10 G at pos -1082 gC 300
45 93 IL-10 G at pos —819 AC 300
46 94 IL-10 A at pos -819 AT 300
47 95 IL-10 A at pos =592 AC 300
48 96 IL-10 A at pos -592 AA 300




33BULGULAR

Calismamizda Istanbul, Kocaeli ve Trabzon’da polikliniklere miiracat eden 69
inflamatuar bagirsak hastasinin klinik ve fizik muayenelerini uzman hekimler tarafindan’
yapildi. Tetkiklerin sonuglarina gore; 18 olgunun Crohn hastasi, 51 olgunun da tlseratif
kolit oldugu uzman hekimlerce tespit edildi. Caligmaya dahil edilen 69 hastamn 34 tanesi
erkek 35 tanesi kadin yas ortalamalari 39 olup hastalarin 18 tanesi Crohn hastasi (10 erkek,
8 i kadin) ve hastalarm 51 tanesi Ulseratif Kolit (24 erkek, 27 kadin)’d1 (Tablo 10).

Tablo 10. Inflamatuar bagirsak hastalar1 ve kontrol grubunun demografik
dagilimlari

Hastalik ad1 Yas ort. Cir;ls(igflf & CLr;sg;:ti Toplam
Kontrol 36 23 27 50
Crohn 37 10 8 18
UK 39 24 27 51
ED (Genel) 39 34 35 69

3.1. CARD15/NOD2 3020 insC Mutasyonu ile Ilgili Bulgular

Calisma kapsaminda 69 IBH’nin ve 50 saghkli kontrol gruplarmmin DNA
orneklerinden CARD15/NOD2 geni 3020 InsC mutasyonu allel spesifik multipleks PCR
yontemi kullamldi. Ulseratif Kolitli hastalarin 13 tanesinde CARD15/NOD2 3020 insC
mutasyonu heterozigot olarak tespit edildi. Crohn hastalarinin ise, 7 tanesinde
CARD15/NOD2 3020 insC mutasyonu hetorozigot olarak tesbit edildi. Calismaya, saglikli
23 erkek, 27 kadin olusan 50 kontrol grubu dahil edildi. Kontrol gruplarinin 2‘sinde
mutasyon heterozigot olarak tespit edildi. Gerek hasta grubunda gerekse kontrollerde
CARDY/15 NOD?2 insC mutasyonuna homozigot olarak rastlanmadi ($ekil 4, Tablo 11).
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Sekil 4. IBH’de CARD15/NOD2 3020insC mutasyonunun jel goriintimii
(1-4 Normal 5,6 Heterozigot)

Tablo 11. Inflamatuvar bagirsak hastalarinda CARD15/NOD2 3020 insC mutasyon
analizi sonuglari

Klinik | CARDI5/NOD2 | CARD15/NOD2 | Heterozigot Allel
vaka (n) 3020insC Mut 3020insC Mut. Frekansi
Negatif Sayist Pozitif Say1si
Kontrol 50 48 2 2/50: %4
Crohn 18 11 7 7/18: %38
UK 51 38 13 13/51: %25
IBD (Genel) 69 49 20 20/69: %?28,9
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3.2. Sitokin Gen Polimorfizmi ile flgili Bulgular

Hastalarm ve kontrollerin DNA orneklerinde 13 farkli sitokin geninin 22 farkh
polimorfizmi 48 gen primeri hazir pleytler kulanilarak, PCR-SSP yontemiyle calisiimasi

sonucunda elde edilen bulgular verilmisgtir.

3.2.1.IBH’da Sitokin Gen Polimorfizmi ile flgili Bulgular

Atmis dokuz IBH’de sitokin gen polimorfizmlerinde IL 1 RA mspa 111100T, IL
4RA +1902A, TGF B kodon 10C ve TNF a -308G kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlaml1 bir artma g6zlendi (p < 0.05). IL 1 a —889T, IL B +3962T, IL 1RA mspa
111100T, IL 4RA +1902G, IL 12 —-1188C, IFN y UTR 5644A, TGF B kodon 10C, TGF
B kodon 10T, TGF B kodon 10T, TNF a -308A, TNF a -308G, IL 2 -330G, IL 2 166T,
I 4 -1098T, IL 4 -1098G, 1L 4 -590 T, IL 4 -590 C, IL 6 -174 C, IL 6 nt565 G, IL 10 -
819A, IL 10 -819A |, IL 10 -592A ve IL 10 -592 A azalma gozlendi (p< 0.05). Diger
polimorfizmlerde ise, kontrol gruplarina gére anlamli bir istatistiksel degisim gozlenmedi.
Calismamizda kullandiimiz 48 gen primeri igeren pleytin tamami degerlendirildiginde,
sitokin gen polimorfizimleri degisimleri % 56 ve bunlardan % 48’i kontrollere gore

azalma; % 8 ‘nin ise artma oldugu gozlendi (Tablo 12 ve 13).

Tablo 12. Sitokin pleytlerinde bulunan gen primerlerinin i¢erigi

1 IL-la -889 T 17 TGF-B kodon 10 C 33 | IL-4-1098G
2 |IL-1p-889C 18 TGF-B kodon 10 C 34 | 1L-4-1098G
3 IIL-1B-511C 19 TGF-B kodon 10 T 35 | IL-4-590T

4 1L-1  -511T 20 TGF-Bkodon 10 T 36 | 1L-4-590T

S IL-1 +3962T 21 TGF-Bkodon 10 C 37 | IL-4-590C

6 IL-1p +3962 C 22 TGF-Bkodon 10T 38 | IL-4-590C

7 J1L-1Rmpst 11970 C 23 TNF-0-308G 39 | IL-6-174G

8 |1L-1R mpst 11970T 24 TNF-0-308A 40 |IL-6-174C

9 |IL-IR mspal11100T 25 TNF-0-308G 41 | IL-6 nt565G
10 | IL-1Rmspal11100C 26 TNF-0-308A 42 | IL-6 nt565C
11 |IL-4RA +1902G 27 1L.-2—330T 43 | 1L-10—1082G
12 |IL-4RA +1902A 28 1L-2-330G 44 | IL-10-1082G
13 ]1L-12 1188C 29 IL-2166G 45 |IL-10—819A
14 |1L-12 1188A 30 IL-2166T 46 |IL-10-819A
15 [IFN-Y UTRS5644A 31 IL-4-1098T 47 |IL-10—592A
16 | IFN-YUTR5644T 32 1L-4-1098T 48 | IL-10-592A
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Tablo 13. IBH ve kontrol grubunun karsilastinlmasiyla elde edilen istatistiksel

parametreler

sitokin ger] Pozisyon IAllel |bp | Kontrol |IBH | Ki-kare |Fisher [P deger | Sonug
1 IL-1a —889 T 220 |68 17 (29.2 0.00 azalma
2 C 220 |32 38 10.199 0.656 | farksiz
3 IL-18 -511 C 220 |67 52 12.38 0.123 | farksiz
4 T 220 |33 38 10.199 0.656 | farksiz
5 +3962 T 340 |70 38 (10.861 0.001 |azalma
6 C 340 |30 48 |3.123 0.077 | farksiz
7 IL-1R pst11970 C 290 |65 37 |0.851 0.345 | farksiz
8 T 290 |35 42 10.225 0.635 | farksiz
9 IL-IRA mspall1100 T 300 |21 46 |7.715 0.005 | yiikselme
10 C 300 |79 32 |25.002 0.000 | azalna
11 |IL-4RA +1902 G 140 | 80 48 |11.335 0.001 |azalma
12 A 140 |20 43 16.148 0.013 |artma
13 |IL-12 ~1188 C 800 |72 28 |21.305 0.000 | azalma
14 A R00 |28 35 10.341 0.559 | farksiz
15 [IFN-Y UTR5644 A 280 |77 10 153.467 0.000 |azalma
16 T 280 |23 14 {1.165 0.280 | farksiz
17 | TGF-8 kodon 10 C 80 42 32 10.885 0.347 | farksiz
18 C 80 |58 33 16.202 0.013 |azalma
19 kodon 10 T 80 140 22 12.012 0.156 | farksiz
20 T 80 |60 16 |23.007 0.000 | azalma
21 kodon 10 C 200 |12 30 |4.615 0.032 |artma
22 T 200 |88 46 |19.999 0.000 |azalma
23 | TNF-u —308 G 110 |13 45 [11.375 0.001 |artma
24 A 110 |87 33 130458 0.000 |azalma
25 -308 G 110 |9 23 13.759 0.053 | farksiz
26 A 110 |91 7 81.611 0.000 |azalma
27 | IL-2 =330 T 570 |33 23 10.741 0.389 | farksiz
28 G 570 |67 20 |25.547 0.000 |azalma
29 |1L-2 166 G 570 |75 12 45397 0.000 |azalma
30 T 570 |25 12 13.208 0.073 | farksiz
31 |1IL4 —1098 T 560 |10 19 [1.144 0.285 | farksiz
32 T 560 |90 48 [21.004 0.000 |azalma
33 -1098 G 560 |87 32 |32.105 0.000 |azalma
34 G 560 |13 32 11.036 0.000 | farksiz
35 |14 -590 T 610 |84 14 |54.141 0.000 |azalma
36 T 610 |16 6 2.298 0.130 | farksiz
37 -590 C 610 |37 19 |3.585 0.058 | farksiz
38 C 610 |63 22 119935 0.000 |azalma
39 |1L-6 =174 G 1430 |38 32 10.248 0.619 | farksiz
40 C 430 |62 10 [33.520 0.000 | azalma
41 nt565 G ]430 |81 14 48412 0.000 |azalma
42 C 430 |19 20 1 0.000 1.000 | farksiz
43 |1L-10 —1082 G 300 |48 33 12.032 0.135 | farksiz
44 G |300 |52 39 [1.458 0.227 | farksiz
45 -819 A ]300 |48 23 16.925 0.009 | azalma
46 A 300 |52 19 |13.003 0.000 | azalma
47 =592 A 1300 |75 28 123.292 0.000 | azalma
48 A 300 |25 00 |[17.757 0.000 | azalma
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3.2.2. Crohn Hastalarinda Sitokin Gen Polimorfizmi ile Ilgili Bulgular

On sekiz Crohn ‘hastasmda sitokin gen polimorfizmlerinde -4 -1098T, IL-4RA
+1902 ve TNF-a 308A; kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli bir artma gozlendi (p <
0.05). IL-18  +3962C, IL-1R mspal 111007, IL-4RA +1902A, IFN UTRS5644A, TGK-
B kodon 10G , TGF-B kodon 10T , TNF-a 308A, TNF-o 308G, 1L-2-330G , IL-2 166G,
1L-4 -1098G , IL-4 -590T , IL-4 -590C , IL-6 —174G , IL-6 nt565A , 1L-10 19C , IL-10 —
819T ve IL-10 592A, azalma gozlendi (p< 0.05). Diger polimorfimlerde ise kontrol
gruplarina gdre anlamli bir istatistiksel degisim gézlenmedi. Calismamizda kullandigimiz
48 gen primeri i¢eren pleytin tamami degerlendirildiginde, sitokin gen polimorfizimleri
degisimleri % 44 ve bunlardan % 8’i kontrollere gore azalma % 36°nin ise artma oldugu

gézlendi (Tablo 14 ve Sekil 6, 7).
(2,3,4,6,7)
(11,12,14,16)

(17,19,21,22,23)

(28,31,32)
(34,35,36,37,38,39) e

(43,44.,47)

Sekil 6. Crohn hastalarinda (¢ift bant veren primerler yanlarinda verilen rakamlarla
belirtilmistir) sitokin gen polimorfizmleri resimleri
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Tablo 14. Crohn hastalar1 ve kontrol grubunun karsilastirilmasiyla elde edilen

istatistiksel parametreler.

sitokin geni | Allel Pozisyon | bp Kontrol Crohn | Ki-degeri |Fisher| P degeri Sonug
1 -1 —-889 T 220 68 50 1.200 0.000 | farksiz
2 C 220 32 56 0.081 0.139 | farksiz
3 IL-1B -511 C 220 67 64 0.000 1.000 | farksiz
4 T 220 33 50 1.52 0.254 | farksiz
5 +3962 T 340 70 39 4.187 0.041 |azalma
6 C 340 30 67 5.980 0.014 | farksiz
7 IL-IR pst11970 C 290 65 44 1.360 0.243 | farksiz
8 T 290 35 33 3.881 0.049 | farksiz
9 |IL-1RA mspal 11100{ T 300 21 56 6.438 0.011 |artma
10 C 300 79 44 6.438 0.011 |azalma
11 | IL-4RA +1902 G 140 80 39 8.642 0.003 | azalma
12 A 140 20 50 4.520 0.034 | artma
13 jIL-12 -1188 C 800 72 44 3.277 0.070 | farksiz
14 A 800 28 50 1.963 0.161 | farksiz
15 | IFN-y UTRS644 | A 280 77 11 22.020 0.000 |azalma
16 T 280 23 22 . * 1.000 | farksiz
17 | TGF-8 kodon 10 C 80 42 28 0.611 0.434 | farksiz
18 C 80 58 39 1.249 0.264 | farksiz
19 kodon 10 T 80 40 6 5.831 0.016 |azalma
20 T 80 60 44 0.745 0.388 | farksiz
21 kodon 10 C 200 12 22 0.437 | farksiz
22 T 200 88 50 0.000 |azalma
23 | TNF-o. —308 G 110 13 17 . 0.717 | farksiz
24 A 110 87 28 18.897 0.000 |azalma
25 -308 G 110 9 44 . - 0.002 |artma
26 A 110 91 11 37.907 0.000 |azalma
27 | IL-2 =330 T 570 33 22 0.230 0.632 | farksiz
28 G 570 67 17 11.025 0.001 |azalma
29 | IL-2 166 G 570 75 17 15.673 0.000 |azalma
30 T 570 25 17 * 0.529 | farksiz
31 |IL-4 —1098 T 560 10 11 * 1.000 | farksiz
32 T 560 90 67 * 0.055 | farksiz
33 -1098 G 560 87 44 * 0.001 |azalma
34 G 560 13 50 .. * 0.004 |artma
35 (1IL-4 -590 T 610 84 22 20.344 0.000 | azalma
36 T 610 16 11 . * 1.000 | farksiz
37 -590 C 610 37 11 2.841 0.092 | farksiz
38 C 610 63 28 5.617 0.016 |azalma
39 | IL-6 -174 G 430 38 22 0.851 0.356 | farksiz
40 C 430 62 11 11.760 0.000 | azalma
41 nt565 G 430 81 22 16.900 0.000 | azalma
42 C 430 19 28 . * 0.519 | farksiz
43 {IL-10 —1082 G 300 48 39 0.152 0.697 | farksiz
44 G 300 52 33 1.178 0.278 | farksiz
45 —-819 A 300 48 28 1.463 0.226 |azalma
46 A 300 52 28 2.230 0.135 |azalma
47 —592 A 300 75 39 5.690 0.017 |azalma
48 A 300 25 00 * 0.015 | farksiz
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3.2.3. UK Hastalarda Sitokin Gen Polimorfizmi ile ilgili Bulgular

Elli bir UK ‘da sitokin gen polimorfizmlerinde , IL -1 —511C, -1 5117, IL
B+3962T, IL 1 RA mspa 111100C, IL 4RA +1902G, IL-12-1188C, TGF § kodon 10C ve
TNF « -308G  kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artma gézlendi (p <
0.05). IL 1 o -889C, IFN v UTR 5644A, 1L B +3962C, IL 1RA mspa 111100T, IL 4RA
+1902A, , TGF B kodon 10C, TGF B kodon 10T, , TNF a -308A, TNF a -308G, IL 2
+166G, IL 4 -1098G, IL 4 -1098G, IL 4 -590C, IL 6 nt565 ve IL 10 -592A ise anlamh
bir azalma gozlendi (p< 0.05). Diger polimorfizmlerde ise kontrol gruplarina gore anlamli
bir istatistiksel degisim gozlenmedi. Calismamizda kullandgimiz 48 gen primeri igeren
pleytin tamami degerlendirildiginde, sitokin gen polimorfizimleri degisimleri % 42 ve
bunlardan % 25°i kontrollere gore azalma, %17°de ise artma oldugu gézlendi (Tablo 15 ;

Sekil 8, 9)
(2,3,4,7.8)

(9,10,12,13,14,16)

17 18 19

(21,22,23)

(27,28,32) 25 26 27

(38,39)

44 45 46 47 48

(42,45,46 47 48)

(Cift bantlar pozitiftir)

Sekil 8. Ulseratif kolitlilerde sitokin gen polimorfizimleriin jel resimleri
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Tablo 15. Ulseratif kolitlilerde ve kontrol grubunun kargilagtiriimasiyla elde edilen
istatistiksel parametreler

sitokin Pozisyon Allel | bp | Kontrol| UK | Ki-kare| Figher | P-degeri | Sonug

geni
I |IL-1a —-889 T 220 68 08 |15.10 0.000 azalma
2 C 220132 54 .. * 0.198 farksiz
3 IL-1B -511 C 220 67 100 |.. * 0.027 artma
4 T 22033 77 .. * 0.009 artma
5 +3962 T 340| 70 54 16.837 0.329 farksiz
6 C 3401 30 69 * 0.022 artma
7 |IL-IR pst11970 C 290 65 85 * 0.196 farksiz
8 T 290/ 35 85 * 0.196 farksiz
9 |IL-1RA |mspallll100 |T 30021 92 * 0.000 artma
10 C 300( 79 92 * 0.433 farksiz
11 |IL-4RA | +1902 G 1401 80 69 * 0.461 farksiz
12 A 140] 20 69 * 0.001 artma
13 |IL-12 —1188 C 800| 72 85 * 0.486 farksiz
14 A 800| 28 69 * 0.009 artma
15 | IFN-Y UTRS5644 A 280| 77 23 * 0.000 azalma
16 T 280 23 08 * 0.270 farksiz
17 | TGF-B kodon 10 C 80 |42 38 © 1.000 farksiz
18 C 80 |58 54 4 1.000 farksiz
19 kodon 10 T 80 |40 31 .. * 0.750 farksiz
20 T 80 |60 15 ]6.529 0.011 azalma
21 kodon 10 C 200} 12 38 % 0.040 artma
22 T 200 88 77 & 0.376 azalma
23 | TNF-o -308 G 110 13 92 ¥ 0.000 artma
24 A 110} 87 54 i 0.019 azalma
25 -308 G 110/ 9 15 o 0.596 artma
26 A 110} 91 15 S 0.000 azalma
27 | IL-2 ~330 T 570 33 46 * 0.350 farksiz
28 G 570| 67 54 * 0.522 farksiz
29 | IL-2 166 G 570| 75 38 * 0.023 azalma
30 T 570125 23 * 1.000 farksiz
31 (14 —1098 T 560| 10 31 * 0.078 farksiz
32 T 560| 90 62 * 0.025 azalma
33 -1098 G 560| 87 54 * 0.019 azalma
34 G 560| 13 38 * 0.105 farksiz
35 [1L-4 -590 T 610/ 84 31 * 0.000 azalma
36 T 610] 16 15 * 1.000 farksiz
37 -590 C 610{37 46 * 0.535 farksiz
38 C 610} 63 69 |.. * 1.000 farksiz
39 'IL-6 -174 G 430138 62 |1.472 0.225 farksiz
40 C 430 62 46 |0.515 0.473 farksiz
41 nt565 G 430| 81 15 .. * 0.000 azalma
42 C 430( 19 31 .. * 0.461 farksiz
43 | IL-10 —1082 G 300| 48 54 10.004 0.949 farksiz
44 G 300| 52 62 |0.091 0.762 farksiz
45 -819 A 300] 48 54 10.004 0.763 farksiz
46 A 300 52 46 |0.004 0.949 farksiz
47 -=592 A 300| 75 38 |.. * 0.023 azalma
48 A 300] 25 15 |.. * 0.716 farksiz




4. IRDELEME

Inflamatuar bagirsak hastahiklart biitin  diinyadaki topluluklarda mevcut olup,
biyocografik daglimlar1 homojen degildir. Tiirkiye’de IBH epidemiyolojisini saptamak
amaciyla 1995-1999 yillann arasinda 21 merkezin katildigi retrospektif bir ¢alisma
yapilmigtir (T6ziin, 2002). Tiirkiye’nin 6 bolge ve 10 biiylik sehrinde yapilan bu arastirma
bugiine kadar yapilan en genis kapsamli aragtirma olmasi ve tilkemizin profilini yansitmasi
acisindan Onemlidir. 21 merkezden 1107 IBH hastast (854 UK, 234 CH, 19 indetermine
kolit) iizerinde yapilan bu galismada varilan sonuglara gore, iilkemizde UK insidanst
4,4/100.000 CH’nin ise 2.2/100.000 tir. Bu ¢aligmaya gore, iilkemizdeki UK ve CH
insidanslarimin, Kuzey ve Bati Avrupa’dakilerinden daha az, Ortadogu iilkelerindekine
daha yakin bir diizeyde oldugu; UK erkeklerde, CH mn ise kadinlarda daha sik goriildiigii;
sehirde oturanlarda heriki hastaligin daha fazla oldugu vurgulanmaktadir (T6ziin, 2002),
fakat Tiirkiyede Inflamatuar bagirsak hastaliklarinin komple genetik aragtirmast heniiz
yaptlmanus olup bu ¢alisma bir baslangig teskil etmektedir.

Cevresel ve etnik faktorler, populasyonlarin genetik yapisi, ayrica goglerin IBH de rol
oynadigi onerilmektedir. Hastaligin goriilme sikhigt Avrupa’da, Kuzey Amerika’da ve
giiney yarim kiirede nadirdir (Canavaugh, vd., 2001, Rioux, vd., 2000). Diinyanin aym
cografik bolgelerinde yasayan etnik gruplar arasmndaki farkh insidanslarin bulunmasi,
Avrupa orijinli beyaz populasyonlarinda en yiiksek riskin gériilmesi, Amerika’daki ya da
Giiney Afrika’daki siyahlar ile Yeni Zelanda’daki Maoriler arasinda farklarin gozlenmesi
bu goriisii desteklemektedir (Cho, 2003; Hampe, vd., 2001; Hampe, vd., 1999). Bu etnik
epilimlere, kiiltiirel faktorler, sosyo-ekonomik durum ve genetik ¢esitliliklerde dahil
edilmektedir.

Crohn hastalikli aile topluluklarinda yapilan gbzlemlerde genglerde baglama yas1 daha
erkendir. Kuzey Fransa bolgesinde yapilan ¢aligmalarda hastaligin baglama yas1 sporadik
vakalarda 26, aile vakalarinda ise 22 olarak gosterilmistir (Hugot, vd., 1999; Hugot, vd.,
2001). Oncelikle, hem Crohn hastalilgs hem de ilseratif kolit 15 ile 30 yas arasindaki
genglerde ¢ok diigiik bir insidanstadir. Arastirma grubu olarak segtifimiz vakalarin
yaslarida 30 ve daha yukari yaglardir. Bu tercihimizin gergek dagihim oranlarimi elde

etmede Onemli bir tercih oldugunu diisiinmekteyiz. Epidemiyolojik incelemeler IBH nin
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insidans ve prevalansindaki ¢esitligin cografi yerlesimlere bagl olarak irksal ve etnik
gegmise doniik oldugunu gostermektedir.

Batil: iilkelerde IBH nin son 30 yil iginde insidansimin artmis oldugu belirtilmektedir.
Baz1 bolgelerde yiiksek insidans seviyesinde 6/100.000 (ABD, Loftus, vd., 1998)
3,4/100000 (italya, Trallori, vd., 1996) diger iilkelerde gosterilen artislar ise 4,1/100.000
(Danimarka, Munkholm, vd., 1992) 5,9/100.000. (Ingiltere, Thomas vd., 1995) ve 14,6
/100.000 (Kanada, Bernstein vd., 1999) dir. Bunun aksine Ulseratif kolitler igin batili
iilkelerde gozlenen artis seviyeleri (Danimarka), 8,1/100.000 (Amerika) 8,3/100.000. ve
(Kanada) 14,3/100.000 dir. Genel olarak gelismekte olan iilkelerde goriilen gevre kirliligi,
sosyal ve ekonomik seviyedeki degisimler gelismis tlkelere goére az oldugundan bu
iilkelerde hastaligin insidansinda daha az bir artig vardir. Insidanslar diigiik cografik riskli
bolgelere gd¢ edenlerde, yiiksek cografik riskli bolgelerde yasayanlardan daha diisiik
oranda olabilmektedir. (Andres vd., 1999; Andus ve Gross, 2000).

Amerika’da yasayan ve Kafkas kokenli olmayanlar arasinda IBH prevalans oranlan
diizenli sekilde diisiik oldugu rapor edilmistir. Saglik orgiitlerince yapilan taramalarda
Crohn’lu hastalar i¢in prevalans oranlart 100.000°de, Kafkaslar kokenliler arasinda 43.6,
Afrikalt Amerikalilar arasinda 29,8, Ispanyol asillilar arasinda 4,1, (Yang vd., 2001a),
Asyalilar arasinda 5,6’dir. Gegmis 10 yilda, Afrika kﬁkenli Amerikalilarin ¢ocuklari
arasinda yapilan prospektif calismalarda (Georgia eyaletinde yasayanlarda) CH’nin
insidanst 100.000 de 7-12°dir. Prospektif ¢alismalarda gbzlenen insidanslan diigiiktiir. Bu
bilgiler, Afrikali Amerikalilar arasindaki insidans ve prevalanslarin 6ncekinden daha
yiiksek oldugunu gostermektedir. Etnik gruplar arasinda, Amerika’da yasayan Yahudilerin
inflamatuar bagirsak hastaliklarina yakalanma riskinin Yahudi olmayan Kafkasyalilara
gore 2 ile 4 kat daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (Russel, vd., 1997; Orholm, vd.,
1991). Bazen bu prevalans oranlar1 2-9 kat daha yiiksek olabilmektedir (Sugimura, vd.,
2003). Ashkenazi Yahudi populasyonlarinda inflamatuar bagirsak hastaliklarmin artis
orani, farkli zaman periyotlarinda oldugu kadar farkli cografik bolgelerde de Yahudi olan
populasyonlarda Yahudi olmayanlardan daha yiiksek oranda gelisme ve ilerleme gosterdigi
gbzlenmistir.

ilk epidemiyolojik calismalar, UK ve CH’min insidanlarinin Ingiltere, Kuzeybati
Avrupa, Kuzey Amerika ve Avustralya gibi sanayide ileri iilkelerde daha yiiksek; Asya,
Japonya Giiney Amerika ve Giiney Avrupa’da ise daha diisiik oldugunu gostermektedir
(Brignola, vd., 2000, Brown, vd., 2000). Ancak, son yillarda yapilan ¢aligmalar, Giiney
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Avrupa’da bu hastaliklarin hi¢ de nadir olmadigim ortaya koymustur. Yirmi Avrupa
iilkesinin dahil edildigi 2 yil siiren IBH epidemiyolojisi ¢aligmasinda da hastaligin
insidansindaki cografi farklihgin giderek azalmaya yiiz tuttugu ortaya konmustur. Ulseratif
kolitin insidans1 Crohn hastaligindan daha fazladir. ABD’de yapilan bir epidemiyolojik
arastirmada 1970’lere kadar UK insidansinin artti31 ve hastaligin geng erkeklerde daha sik
goriildiigii bildirilmigtir. Crohn hastalify ise 1960-1980 yillari arasinda, tiim diinyada,
ozellikle yiiksek insidansli bolgelerde 3-6 kat arttifi kaydedilmistir. Buna 6rnek olarak
Ingiltere, Iskogya, diger Avrupa iilkeleri ve israil gosterilebilir (Ahmad, vd., 2001).

IBH’lar1 artisinda de@isen ¢evre kosullarimin insanm genetik yapisim olumsuz
etkileyecegi diistiniilmiis ve bu konudaki aragtirmalar molekiiler genetik yoOntemlerin
gelismesiyle hiz kazanmigtir. IBH nin genetik mekanizmasimn arastirilmas: son on yilda
agirlik kazanmigtir. Aragtirmalarimizda benzer molekiiler genetik yontemleri kullandik.

Bu ¢alisma, yaptigimiz literatlir taramalari neticesine gore inflamatuar bagirsak
hastaliklarinda (CH ve UK) CARD15/NOD2 geni 3020insC mutasyonu ve sitokin gen
polimorfizmi aragtirmalart dikkate alindiginda Tiirkiye’deki ilk c¢alismadir. IBH
siniflandinlmasinda  bir ¢ok yontem kullanilmaktadir. Aragtirmalarda  kullandigimiz
molekiiler analizler hastalifin kesin tanisina giden yolda genetik yaklagimi sergilemektedir.
Caligmamizda oncelikle 2001 yilinda CARD15/NOD2 geni iizerinde tespit edilen 3020
insC mutasyonunu allel spesifik multipleks PCR metodu ile analiz yaptik. Metod herhangi
bir restriksiyon enzimi kesme bolgesi degisimine neden olmayan nokta mutasyonlarmin
tanimlanmasinda yaygin olarak kullamlan bir yontemdir. Yontemin temeli, mutasyonun
bulundugu bolgeye Ozgii, ya da bir bagka deyis ile, allele 6zgii “primer” kullanmaya
dayanmaktadir. Ayrica, amplifikasyonun kontrolii i¢in hem normal hem de mutasyonlu
bireylerde bant veren kontrol bolgeye ait bir ¢iftten fazla primer kullanildi. Incelenen 6rnek
mutasyonu tagiyorsa, hem kontrol bolge hem de mutasyona 6zgii bolgede PCR iiriinii
olusur ve jel elektroforezi ile varh@ kolaylikla saptanabilmektedir. Incelenen 6rnek
mutasyonu tasimiyor ise, sadece kontrol bolgede PCR iiriinii olusur. Heterozigot
bireylerde, allellerden birinde mevcut olan mutasyon sebebi ile amplifikasyon sonucu
mutasyona 6zgii PCR {iriinii olugur. Boyle bir mutasyon i¢in fenotipik olarak hasta olan
cocugun ebeveyninin tastyicit oldugu anlasilir. Fakat, kardeslere ve diger aile bireylerine
tagtyicilik tamst verilememektedir. Bu mutasyon ilk tanimlandigindan itibaren allel

spesifik multipleks PCR yontemiyle giivenilir bir sekilde tiim diinya laboratuarlarinda
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kullamlmaktadir (Ogura, vd., 2001la ). Bazi c¢alismalarda da DNA sekans analizi
kullanmilmustir. Teknik imkansizliklardan dolayr DNA sekans analizi yapilamamigtir.

Inflamatuvar bagirsak hastalarinda yaptigimiz ¢alismada CARD15/NOD2 geni
3020insC mutasyonu sonuglarina gére 69 hastanin 20 tanesinde (% 28,9) heterozigot allel
frekanst bulundu. Kontrol grubu (50 saglikli birey) DNA’larindan yapilan ¢alisma
sonucunda 2 tanesinde (% 4) ayn1 mutasyon heterezigot olarak saptandi IBH nin alt grubu
olan Crohn hastalarinda yapilan calismada ise 18 hastanin 7 tanesinde (% 38)
CARD15/NOD2 3020insC mutasyonu heterozigot olarak tespit edilmistir. Diger form olan
iilseratif kolitlilerde aynm1 mutasyon 51 hastanin 13 tanesinde (% 25) diizeyinde heterozigot
pozitif olarak tespit edilmigtir. Ne kontrol grubunda ne de inflamatuar bagirsak hastalar
(CH, UK) gruplarinda CARDI15/NOD2 3020insC mutasyonuna homozigot olarak
rastlanmamustir. Kontrol grubu insidansimiz Avrupadaki bazi toplumlarla ayni1 seviyede
bulunmustur (Hugot, vd, 2001).

Orijinal kullamminda bu mutasyon Crohn hastalar ile iilseratif kolit hastalarini
birbirinden ayirmak i¢in ayirici tamida kullanihr (Cho, 2003). Ancak ¢alismamizda hem
Crohn hastalarinda hem de iilseratif kolitlilerde ayn1 mutasyon gozlenmistir. Metodun
yanlis uygulanabilecegi kanaatinden sonra aym c¢alismalar kontrolli bir sekilde
tekrarlanmigtir. Sonugta aymi bulgular elde edilmigstir. Metodun giivenilirligi bertaraf
edildikten sonra akla gelen soru; acaba klinik tanilar mi yanlig? Klinik doktorlariyla
yapilan goriigmelerde tamlarin dogru oldugu ancak ilseratif kolit grubuna dahil edilen ii¢
hastanin miks grup denilen her iki hastalifin semptomlarini veren gruba dahil oldugunu
digerlerinin Crohn ve Ulseratif kolit oldugunu teyid ettiler. Sonug olarak CARD15/NOD2
geni 3020ins C mutasyonu Tiirk Crohn hastalar i¢in ayiric1 tamida kullamilabilir mi? Bu
karisik ve kompleks soruya cevap verebilmek igin diinya cografyasinda irklarin yerlesimi,
yasayiglarini, en Onemlisi de insanhigin eski donemlerden giiniimiize kadar yapmis
olduklan gég¢lerin incelenmesi gereklidir. Ciinkii Bati1 toplumlarinda ayirici tamt 6zelligi
olan bu mutasyon maalesef diinyadaki biitiin irklarda gozlenmemektedir. Yamazaki ve
arkadaglarimn  (2002) Japonyada yaptiklarn c¢alismada bdyle bir mutasyona
rastlamadiklarim1  belirtmislerdir. Bazi1  bulgular, popiilasyonlarda nadir goriilen
CARDI15/NOD2 geni mutasyonlarindan, Arg702Trp, Gly908Arg ve Leul007fsinsC ‘nin
Kafkas kokenli ve Amerikada yasayan Crohn hastalariin mutasyonlart tasiyan risk
oldugunu desteklemektedir ( Inoue, vd., 2002). Ancak, baz1 etnik populasyonlarda
CARD15/NOD2 geni hastaliga duyarlilik 6lgiisii hastalikla iliskilendirilemeistir. Ornegin,
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Kafkas kokenlilerin aksine, Japon populasyonlarinda Crohn’lu hastalar arasinda yapilan
aragtirmalarda bu ii¢ 6nemli alleli hi¢ kimsenin tasimadig1 anlagilmistir (Zhou, vd., 2002).
Afrika kokenli Amerikan Crohn hastalarinda bu ii¢ allellin bulunma frekansimin Kafkas
kokenli Crohn’lu vakalara gore ¢ok daha az oldugu gozlenmistir (Sartor, vd., 2003). Ayrica
CARDI15/NOD2 geni LRR bolgesindeki amino asit polimorfizmlerinin Afrika kokenli
Amerikan populasyonlarinda Arg790gln varyantlarinin nadir oldugu gozlenmistir (Sartor,
vd., 2003). Arastiricilar daha nadir olarak aym mutasyonu ilseratif kolitlilerde
tamimlamiglardir (Helio, vd, 2003). Bu bilgiler ve literatiirlerin 1513inda mutasyonlarin
wrklara, toplumlara gore goriilme sikhg degiskendir. CARD15/NOD2 geni 3020insC
mutasyonu insidansi, Avrupa toplumlarindaki Crohn hastalarinda ortalama % 12 (Bonen,
vd., 2003a; Hugot, vd, 2001), Kafkas kokenli Amerikalilarda % 8.4 (Bonen, vd., 2003b),
Alman toplumunda % 16 (Hampe, vd, 2001), Kanadalilarda % 7.7-10.3 (Satsangi, vd.,
2003; Vermeire, vd, 2002), italyanlarda % 11.6 (Hassan, vd, 2003) , Ingilizlerde % 9.4
(Present, vd., 1999 ) Hollandahlarda %10.9 (Helié, vd., 2003) ve ABD de yasayan
Ashkenazi Yahudilerinde % 7.8-8.4 (Sugimura, vd. 2003) civarindadir. Calismamizda
Crohn hastalalarinda 3020 insC mutasyonu, % 38 olup Avrupa toplumlarindan daha
yiiksek frekansla bu mutasyonu tagimaktayiz. Riskli allellerin tek bir kopyasim tasiyan
sahislarda Crohn hastalig1 tasima riski nispeten daha azdir (kontrollere gore 2-4 kat fazla),
halbuki risk allellerinin iki kopyasina sahip olan sahislarda hastalik gelisme ihtimali 20 ile
40 kat daha yiksektir (Bonen, vd., 2003b). Bu da bize CARDIS5/NOD2 genlerinin
otozomal resesif kaliim gosterdigini isaret eder. Yaklasik olarak CH’nin %7 ile %181
CARDI15/NOD2 risk allellerinin 2 kopyasinmi tagirlar (Karsilagtirilan Kafkas kontrol
gruplarinda %1 den azdir). Ayrica Crohn hastalarinin yaklasik % 27 - % 32 si bu ii¢ temel
risk allellerinden sadece bir kopya tasir (Steer, vd., 2003; Lesage, vd., 2000).
CARDI15/NOD2 geninin Crohn hastalifi ile iligkilendirilmesinde bu genin NF-kByi
aktive etmek i¢in Serin Tironin kinaz enzimi ile CARDI15/NOD2 proteinlerinin
fonksiyonun olabilecegi tahmin edilmektedir (Arend, vd., 2002; Suryamin, vd., 2003).
Peptidoglikanlar ve LPS’min her bir tedavisinde dogal CARD15/NOD?2 ile transfekte
edilen hiicrelerde NF-kB aktivasyonunun arttidi gézlenmistir (Cariappa, vd., 1998). Fakat,
bu gende frameshift mutsyonlarinda Leul007finsC’nin proteininin %3 oraninda kisaldigi,
LPS tedavileri ile NF-kB aktivasyonunun diistiigi belirtilmektedir (T6ziin, 2002). Aksine
Arg702Trp ve Gly908Arg variyantlarinda frameshift mutasyonlarinda ise LPS’ye immiin
sistemden daha aktif cevaplar gelebilir. Fakat, LPS tedavileri ile NF-KB nin aktive



60

edilmesinin ¢nemli oranda azalma 6zelligi tam ag¢iklanamamistir (Bonen, vd., 2003b). Bu
nedenle, 3 6nemli mutasyon olan bu alleller, Gly908Arg, Arg702Trp ve Leul007fsinsC
Crohn’nun temel iligkileri i¢in birlestirme mekanizmalarina yarar sagladigy bakteriyel
birlesiklerin, NF_kB aktivasyonuna olan cevabmin eksikliginden kaynaklanmaktadir. On
goriilen inflamatuar barsak hastaliklari lokusu ve 16. kromozomun perisentromerik
bolgesindedir (Canavaugh, vd., 2061). Arastirmalarda CARDI15/NOD2 geninin bu
bolgesindeki mutasyon Crohn hastaligi ile kesin olarak birlesim ortaya ¢ikmaktadir.
CARDI15/NOD2 proteinleri patojenik bakteri sinyalleri i¢in sistolik reseptor olduklar
diigtiniilmektedir (Canavaugh, vd., 2001, Duerr, vd., 2000, Rioux, vd., 2000). Ciinkii,
CARDI5/NOD2 varyantlart igin segilip arastirtlan kromozomlar1 ve yakin komsular
icinde duyarhi diger aday genlerden Crohn hastalarmin % 20’sinden daha az oldugu
gosterilmektedir (Davanhell, vd., 2001; Hugot, vd., 2001).

Arastirmalarda, CARDI15/NOD2 geni mutasyonunun nasil olustugu, NF-kB
aktivasyonunun nasil zayifladigi ve Crohn hastaligindaki duyarlilifin nasil arttig1
tartisilmaktadir. CARD15/NOD2 geni yapisinda lokalize olan, 16since zengin tekrarlar
dizileri yapisal benzerlik  bakimindan bitkilerde  mikrobiyal patojenlere direngli
proteinlerle homolog hiicre i¢i protein ailesi iiyeleri olabilecegi tahmin edilmektedir
(Ogura, vd., 2001b). Bu sebeble bir bagirsak sistemindeki mikroorganizmalarin dogustan
var olan immiim sistemin cevabim diizenleyen alicilar CARD15/NOD2 geni {iriinlerini ve
hiicre digindaki patternleri tamidign  belirlenmigtir  (Petronis ve Petroniene, 2000).
Organizmamn korunmasi i¢in patojenlere karsi cevabi NF-kB’nin bu sinyal yolunda
aktivasyonunu ile olabilmektedir. Omegin, TNF ya da Toll-like receptdr sinyali nakavt
farelerde NF-KB aktivasyonunun azaldign patojenlerin hiicum duyarhhiinmin  arttif
sergilenmistir (Sartor, 2003). Arastirmalarda tespit edilen CARD15/NOD2 geni mutasyon
tipleri Tablo 3’te verilmistir (Zheng, vd., 2003).

Kafkas kokenli Crohnlu hastalarda ve kontrollerde Arg 702 Trp, Gly 908 Arg ve Leu
1007 finsC yiiksek oranda allelik frekanslar igermesi Crohn hastaliinin CARD15/NOD2
geni ile iligkilerini destekler niteliktedir (Ahmad, vd., 2001; Inoue, vd., 2002).

CARDI15/NOD2 geni, frameshift mutasyonu sonucu olusan Leul007fsincsC’nin
Yahudilerde allel frekanslarnn % 7,3 ve Yahudi olmayan Crohn’lu hastalarda ise % 8,4
olarak gozlenmistir (Bonen, vd., 2003). Aksine CARD15/NOD2 geni Gly908Arg CH na
tutulan Yahudilerde alel frekanslar %10,2 Yahudi olmayan Crohn’lu hastalarda ise % 4,3
(P= 0,002 ) oldugu bildirilmistir. Ayrica, Gly908Arg allel frekanslarinin Yahudi kokenli
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CH hastalarinda % 8,7, kontrol gruplarinda % 3,2, Yahudi olmayan hastalarda % 4.3 ve
kontrollerde ise %1,6 oldugu gozlenmistir. Ashkenazi Yahudileri arasinda Crohn
allellerinin yiiksek oranda olmasi prevalanslarinin etkinligini gosterir (Cho, vd., 2000).
Yahudi olmayan Crohn’lu hastalarda Arg702Trp igin %10,7 kontrollerde ise allel
frekanslarm % 2,6 oldugu bildirilmistir. Ayrica hiicre i¢inde artan diger bilesiklere karsi
proinflamatuar sitokinler, barsak inflamasyonlarinda mukozal hiicrelerin iliskilerinin
immun sistem tarafindan cevaplanmasiyla ortaya ¢ikmaktadir.

Arastirmamizda sitokin gen polimorfizmlerini analizleri i¢in, PCR-SSP metodu
kullanmay1 tercih ettik.Bu metot aym zamanda en hizli genomik tipleme yontemidir,
ciinkii bu teknikte amplifikasyon sonrasi asamada, amplifikasyonun gergeklesip
gergeklesmedigi, agaroz jel elektroforezi ile kolaylikla tespitedilebilir. PCR-SSP ile HLA
doku tiplendirmeleri,sitokin gen polimorfizmleri ve bazi1 polimorfik genlerdeki
mutasyonlar taranmaktadir.

[BH’nin sitokin gen polimorfizmlerinde IL 1 RA mspa 111100T, IL 4RA +1902A,
TGF B kodon 10C ve TNF a -308G kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamh bir
artma gézlenmistir (p < 0.05). IL 1 a —889T, IL B +3962T, IL 1RA mspa 1111007, IL

TGF B kodon 10T, TNF a -308A, TNF a -308G, IL 2 -330G, IL 2 166T, IL 4 -1098T,
IL 4 -1098G, IL 4 -590 T, IL. 4 -590 C, IL 6 -174 C, IL 6 nt565 G, IL 10 -819A, IL 10 -
819A , IL 16 -592A ve IL 10 -592 A azalma gozlenmistir (p< 0.05).IBH’da incelenen
diger polimorfik bolgelerde ise ,kontrol gruplarina gore herhangi bir anlamli istatistiksel
degisim gozlenmemistir.Arastimamizda, Cycler Pleyt 200096 sistemiyle yapilan analiz
deperlendirmeleri sonucunda tiim primerler  dikkate alirsa, sitokin polimorfizim
degisimleri % 56 ve bunlardan % 48’1 kontrollere gore azalma % 8 “nin ise artma oldugu
tespit edilmistir (Tablo 13).

Crohn hastasinda sitokin gen polimorfizmlerinde, IL-1 -1098T, IL-4RA +1902A ve
TNF-o 308A; kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml bir artma gézlenmistir (p <
0.05). TL-1B +3962C, IL-1RA mspal11100T, IL-4RA+1902A, IFN-UTR5644A, TGFp
kodon 10G , TGFB-kodon 10T , TNF-a -308A, TNFa -308, 1L-2-330G , IL-2 166G ,
[L-4 -1098G , IL-4 -590T , IL-4 -590C , 1L-6 —174G , IL-6 nt565A , IL-10 819C , IL-10
-819T ve IL-10 -592A azalma gozlenmistir (p< 0.05). Diger sitokin gen
polimorfizmlerinde ise, kontrol gruplarina gore herhangi bir anlaml istatistiksel degisim

gozlenmemistir. Aragtimamizda, Cycler Pleyt 200096 sistemiyle yapilan analiz
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degerlendirmeleri sonucunda tiim primerler  dikkate alirsa, sitokin polimorfizim
degisimleri % 44 ve bunlardan % 38’i kontrollere gore azalma % 6 ‘nin ise artma oldugu
tespit edilmistir (Tablo 14).

UK hastasmin sitokin gen polimorfizmlerinde , IL $ -511C, IL § —511T, IL
B+3962T, 1L 1 RA mspa 111100C, IL 4RA +1902G, IL-12-1188C, TGF B kodon 10C ve
TNF a -308G kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artma gézlenmistir (p <
0.05). IL 1 @ -889C, IFN y UTR 5644A,, TGF B kodon 10C, TGF B kodon 10T, TNF a
-308A, TNF a -308G, IL 2 +166G, IL 4 ~1098G, IL 4 -1098G, IL 4 -590C, IL 6 nt565
, IL 10 -592A, azalma gozlenmigstir (p< 0.05). UK’li hastalarda incelenen diger
polimorfik bolgelerde ise , kontrol gruplarina gore anlamli bir istatistiksel degisim
gozlenmemistir. Arastimamizda, Cycler Pleyt 200096 sistemiyle yapilan analiz
degerlendirmeleri  sonucunda tiim primerler  dikkate alirsa, sitokin polimorfizim
degisimleri % 42 ve bunlardan % 25°i kontrollere goére azalma % 17 ‘de ise artma
oldugutespit edilmistir (Tablo 15).

Aday genlerin polimorfik lokuslarindaki ¢esitli  allellerin  frekanslarinin
kargilastinlmas1 hastalar ve kontrol gruplari arasinda yapilmakta eger, istatistiksel
degerlendirmelerde bu iki grup arasinda 6nemli derecede farkliliklar gézleniyorsa, bu
allellerin hasta gruplarindaki yayginhg ¢ok ise hastalikla iliskili oldugu belirtilmektedir.
Genom incelemelerinde de aday genlere yaklasimlar ilk segilen genlerdeki polimorfizmler
ve hasta bireyler arasindaki tespit edilen duyarli genler ya da baglantilh lokuslar gen
hastalik iligkisini ifade etmektedir. NOD2/CAD15 geni ve sitokin geni mutasyonlarinin
bagka diger genlerde gelecekte Crohn hastaligindan siiphe edilen bakteriyel iiriinlerle
birlesebilecegi vasitalar diistiniilmektedir . Tiimor nekrosis faktoriin (TNF), tiretimindeki
degisim inflamatuar bagirsak hastaliklarinda ¢ok iyi sekilde tammlanmis ve son
zamanlarda iki anti-(TNF), monoklonal antikorlar ile CH’da ispat edilmistir. MHC gen
kompleksi i¢inde yer alan bu genler, (TNF, ve TNFg) arastirmacilarin bir ¢ok inceleme
yapmalarma neden olmustur (Kato, vd., 1998; Sashio, vd., 2002).TNF-a’ki genler
potansiyel olarak ekspirasyon seviyelerinin inflamasyondan etkiledigi gosterilmistir. TNF-
a promotorlart kaliim 6rnekleri karmasiktir ve evrimsel degisimin segici gii¢ 6rneklerinde
karmagik bir bagimhilik vardir. TNF-o’nin inflamatuar bagirsak hastaliklarinda 6nemli
aday bir gendir (Kato, vd., 1998; Louis, vd., 2000). TNF-a promotorun yiiksek allelik
degisimleri bazi CARDI5/NOD2’de gézlenenlerde de uyumludur. Potansiyel olarak
genotipik uyumluluk riski diisiiktiir. Clinkii, potansiyel populasyonlara yiiklenen risk TNF-
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a’nin promotor degisimlerinde genis ¢apli ¢aligmalarla inflamatuar bagirsak hastaliklarnin
iligkilerini gostermek Onemlidir. Crohn hastalarinda, anti TNF-a tedavileri ile bagirsak
lezyonlarim azaldig1 gézlenmistir ( Steer, 2003). Bizim ¢alismamizda IBH’de TNF a -
308A artma, TNF @ -308G azalma ve TGF P ise degisim olmamlstlr. Crohn hastalarinda
ise TNF a -308A hem artma hemde azalma goézlenirken, TGF B polimorfizmlerinde
degisim olmamustir. Ulseatif kolitlilerde ise TNF a -308A, artma, TNF a -308G azalma,
TGF B ise degisim olmamustir.

Klinik ¢alismalar ve hayvan modelleri IL-1, ve IL-1p sitokin proinflamatérleri
arasindaki dengenin varligini ispat etmistir. IL-1 ve onlarin endojen inhibit6rii sindirim
sistemi inflamasyonlarimi diizenleyen 6nemli bir faktordiir. IL-1’in artig oramyla, (IL-1a
ve IL-1B) bagirsak hastalarinin mukozalarda inflamasyon bulunmaktadir fakat saglikli
bireylerde bu boyle degildir (Schulte, vd., 2001). IL-1a, IL-1p ve IL-1RA genleri 2 nolu
kromozomun uzun koluna yerlesmislerdir. Mitchision ve arkadaglan (2001) IL-1RA 2
allelinin Crohn hastalarinin Ingiltere’deki populasyonlarda kontrollerden daha g¢ok
bulundugu % 35-% 24 rapor etmislerdir (Rogler ve Andus, 1998; Sashio, vd., 2002).
Makul olarak tarif edilenlerin wstiinde IL-1RA2 genotipleri bazen dogrulanabilmigtir fakat
takip eden tiim incelemelerde bu boyle degildir. Polimorfizmler Taq1RFLP 5 eksonunda
IL-1B eni i¢ginde tanimlanmigtir fakat inflamatuar barsak hastalarinda IL.-1 allelik frekansi
kontrollerden farkl degildir (Hampe, vd., 2000; Kato, vd., 1998). Arastirmalarimzda, IBH

azalma digerlerinde degisim belirlenememistir. Crohn hastalarindaki  sitokin
polimorfizimleri , IL-1 -1098T, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artma,
IL-1 +3962 C, IL-1R mspal 11100T azalma digerlerinde degisim belirlenememistir. UK
hastasinin sitokin gen polimorfizmlerinde, IL § -511C, IL p —511T, IL B +3962T artma,
IL 1 @ -889C, IL B +3962C, IL 1RA mspa 111100T azalma belirlenirken digerlerinde
degisim tayin edilememistir.

Duyarli iki 6nemli aday genin analizi ve siipheli genleri arastirmak igin Crohn
hastaliginda genis genom taramalari yapilmistir (Hampe, vd., 1999; Murillo, vd., 2002;
Rioux, vd., 2001). IBD’de genlerin duyarliligi arastirmak amaciyla genlerin
kromozomlardaki yerlesimleri, sistematik genom arastirmalariyla daha ¢ok polimorfik
DNA markirlan kullanilarak yapilmaktadir. Crohn hastalig: icin duyarh olan lokuslara,
farkli metotlar ile tan1 yapmak diinyada yaygin olarak kullanilmaktadir.
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MHC ig¢indeki HLA genlerinin ilk kez Japonya’da Musevi kokenli hastalarda HLA
DRB1* 1502 bolgesinin Crohn hastahigt ile duyarlilifn analiz edilmistir. Diger etnik
gruplardaki ilk ¢alismalarda sonuglardaki zithiklar agiga  cikanlmistir. Ancak, son
donemlerde HLA-DRB1-* 0103’niin ilseratif kolitli beyaz populasyonlardaki iliskisi
gosterilmistir (Cariappa, vd., 1998; Bouma, vd., 1998). Crohn hastaliginda HLA’nin
etkisine ait bulgulan iilseratif kolitlilerden daha da ¢eliskili durumundadir (Lombardi, vd.,
2001; Stokkers, vd., 1999). Inflamatuar barsak hastalarinin vaka ve kontrol
incelemelerinde HLA genlerinden bagka TNF genleri, IL-1 gen kiumesi, T hiicresi
reseptorleri, Mucin genleri, 1L-2, IL-10, Intraseluler adhezyon molekiill, Motilin, Vitamin
D reseptorii genleri de arastirilmaktadir (Kato, vd., 1998; Jewell, vd., 1998). Calismamizda
HLA klas I ve II genleri aragtirtlmamastir.

Rapor edilen genom incelemelerinde IBH ile baglantisi olan diger bolgeler teshis
edilmistir. 19p13 nin IBH ile baglantis1 Kanadali kardes-aile gruplarinda gézlenmistir. 16.
kromozomun bu bélgesindeki gesitli aday genler hiicre i¢i adhezyon molekiillerinin ifade
edildigi bolgelerdir. 1p kromozomunda baglantinin varhig biitiin aileler igin goézlenmistir.
Genlerin yerlesimleri IBH de Amerikada yasayan Irakhi Keldani ailelerde homozigot
haritalama kolleksiyonlari ile basarilmistir (Annese, vd., 2001). Ailelerdeki bu baglanti
bolgeleri IBH1’lerde daha fazla oldugu da gosterilmistir. Bu Oneriler iki lokus arasindaki
genin genle olan iliskileriyle miimkiindiir. Arastirmalarimizda genlerin yerlestigi MHC
bolgelerinde, kromozomlarinda o6nerilen baglantilar ile ilgili baglanti aragtirmalar
yapilmamgtir.

Arend ve arkadaslarinin (2002) yaptiklart IBH modeli hayvan deneylerinde, IL-1 ve
IL-RA’nin bagirsak sisteminde seviyesinin artmasmn inflamasyonu ile dogru orantili
oldugu gozlenmistir. Negoro ve arastirma grubu (2003) UK’Ii hayvan modeli deneylerinde
[L-1p ve IL-1RA seviyesinin artmasmun bagirsak mukozalarinda graniilomlarin
olusumuna neden oldugunu gosterdiler, aym etki daha sonraki ¢alismalarda IBH, UK, CH
hastalarinda da benzer sekilde oldugu gosterilmistir. Bizim ¢aligmalarimizda, hem Mccall
ve arkadaslarimin hem de Cominelli ve arkadaslarimin  bulgulari ile parelellik
gostermektedir. IBH’da proinflamatuar sitokinlerden olan IL-la, IL-1B ve IL-RA’nin
dengesi degisebilir ve IBH’ tamisinda IL-1 ve IL-1 RA seviyelerinin degismesi 6nemli delil

olarak gosterilebilir (Craven, vd. 20001; Curran, vd., 1998).
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UK’de IL-1 RA geni 86 bazdaki polimorfizmler 6nemli oranda artrigtir. Bu artis Los
Angeles eyaletinde Askenazi yahudiler iizerinde yapilan aragtirmalar ile gbzlenmistir
(Targan, vd, 1997). IBH’de ise genotiplerdeki polimorfizmlerde  azalma  oldugu
gosterilmistir (Mayer, 2000). Romagnani ve arkadaglar1 (1997) UK ve CH’li yaptiklari
arastirmalarinda IL-1RA’mn énemli derecede arttigl gézlemislerdir. Cho ve arkadaslarmm
(2001) incelemelerinde aym 6zellik IBiT’li hastalarda da gosterilmistir. Chiago eyaletinde
Crohn hastalarinda 2 y1l boyunca yapilan IL-1RA tedavilerinde hastalarida bagirsaklarinda
goriilen fistiillerde % 70-50 gerileme izlenmistir (Eric, vd, 2003). UK ve CH’da multipl
genlerin g¢evresel ajanlarin etkisinde kaldigi hastaligin heterojenitezini anlamada genetik
¢esitliligi anlamak klinisyenlerin tedavilerinin gelecek basamaklarini olusturacaktir. Bazi
aragtirmalar, IBH’da bazi proinflamatuar sitokinlerin (IL-1 ve IL-1RA) hastaligin
olusumunda ve inflamasyonun gelisiminde rol oynamakta oldugunu gosterdiler
(Canavaugh, vd., 2001).

Carter ve arkadaslar1 (2001) CH’li ve UK’li hastalarda yaptif1 arastirmalarda IL-
RA’nin 6nemli derecede artarak lezyon olusumlarini artirdigim gozlemislerdir. IBH da ise
perifenal kandaki IL-1RA nin klinik olarak 6nemli parametre oldugunu UK ve CH’liler de
yaptiklan testler ile gostermislerdir. Raggi ve arkadaglari , UK , CH ve kontrol gruplarinda
yaptiklari IL-1 ve IL-1RA 6lgiimlerinde IL-1/IL-RA oramindan 6nemli bir azalmanin
oldugunu gostermislerdir (Eric,vd,2003). IBH’da patogenisinde sitokinlerin biiyiik roliiniin
oldugu bilinmektedir (Kato, vd., 1998).

IBH’de proinflamatuar sitokinlerin (IL-1, TNFa, IFNy, IL-12, [L-18 ve IL-6) ve anti
— inflamatuar sitokinlerin (IL-4, 1L.-10, IL-13 ve IFNa) diizensizligi (artma veya azalma)
belirtilmektedir. (Reinecker, vd., 1993). IBH’da bagirsak mukozasinda TNFa, IL-1, 11.-2,
IL-6 ve I1.-8 ekspirasyonlarinda artis gozlenmistir (Haukim, vd. , 2002). Son zamanlarda
yapilan arastirmalarda sitokinler vasitasiyla IBH’nin tedavi edilebilecegi, bu amagla
bagirsak mukozasi immiin sistemindeki hedef hiicrelerdeki sitokin sinyal yollar1 ve
sitokinlerin aktivitesi, salgilanmasi ve sentezlenmesi engellenebilir.

SNP c¢alismalarinda Crohn hastalifinin patogenisinden immiinitenin diizenlenmesini
saglayan sitokinler IL-4, IL-5 ve IL-13 dir. Pena ve arkadaslan (1998) Japon
populasyonlarinda UK’de ve CH’da bagirsak mukozalarinda TNFa ve IL-1, IL-2, IL-6 ve
IL-8’nin sentezinin Onemli oranda arttifini bildirmektedirler. Ayrica bu sitokinlerin
inflamasyona ve hiicre baglantilarinin bozulmalarina neden olduklarim rapor etmislerdir.

(Suryamin, vd, 2003). Crohn hastalar1 ve iilseratif kolitlerde IL-2, IFN gamma
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tedavilerinde molekiillerin hiicrelere adheyonunu ve akyuvar kan hiicrelerinin
inflamasyondan diger boélgelere gog etmelerini engelledigi rapor edilmektedir (Eric,vd,
2003). Kato ve arkadaslarmin Japon populasyonlarinda yaptiklari ¢alismalarda IBH’li
Karaciger hastalarda IL-1P. ,IL-6 ve TNFa seviyelerinin arttifim gostermislerdir. Bizim
arastrmanuzda, IBH, CH ve UK’da IL-2, IL-4, IL-6 polimorfizmlerinde yukarida
verilen literatiir bilgilerinin aksine artma degil azalma seklinde gergeklesmigtir.

Orchard ve arkadaslari (2000), Ingiliz populasyonlarindaki ¢alismalarinda UK’1de IL-
4 R’nin allelik frekanslarimi % 58-% 95 arasinda, Crohn hastalarinda ise % 70 ile % 97
arasinda oldugunu gostermislerdir. Biz ¢alismamizda Tiirk toplumundaki UK ‘de IL-4R
allelik frekansin % 60-69 arasinda, Crohn hastalarinda ise , % 39-50 olarak bulduk.

Ancak, tek bir allelin hastalik olugsumundaki siiphesi haplotip smiflandirmalan igin
desteklenmesi zordur (Kromozomlardaki genlerin %2-4’i haploit yapidadir). Ciinkii
sitokin gen kiimelerinin HLA gen bélgeleri ile zayif baglantili olabilecegi diistiniilebilir.
HLA’ bolgelerindeki benzer haplotiplerin bir ¢ok hastaliklarla iligkileri son on yilda
gosterilmistir ( Rioux. vd., 2001). Caligmalarimizda HLA gen bélgeleri ile aragtirmalar
yapilmamistir.

Nemetz ve arkadaglar1 (1999) Avrupa populasyonlarinda yaptigi aragtirmalarda IL-13
ve IL-1 RA genlerinin etkilerini arastirmmslar, UK, CH, ve saghkli kontrol gruplarindan
genotipler PCR metodu ile aragtirmislar ve sonugta CH’lilerde IL-1B geni igin 1 pozitif
allel, IL-1RA geni i¢in iki pozitif allel polimorfizmin % 72 oldugunu, saglikli bireylerde
ise polimorfizminin %28 oldugu gosterdiler. Carter ve Arkadaglart (2001) Kuzey
Avrupada yasayan Kafkas kokenlilerde yaptiklari aragtirmalarda IL-1 RA geni kontrol
grubu allel frekanslar % 26-% 44, UK de allel frekanslarim % 30 -% 52 olarak gosterdiler.
Hacker ve arkadaslarinin (1997) Almanya’daki aragtirmalarinda I1.-1 RA geni i¢in iki allel
saglikli kontrol gruplarinda allel frekanslanim % 27-69, Crohn hastalarinda % 28-72 ve
UK’da % 21-77 olarak tesbit etmislerdir. Bizim sonuglanimiz Tiirk toplumundaki
vakalarda, IL-1 beta allel frekanslar1 Crohn hastalarinda % 50-64, UK’de % 77-100, IL-
IRA  allelleri dagilmlari sirasiyla, CH’de % 44-56, UK ‘de % 92 oldugunu
gostermektedir.

Bouma ve arkadaslann ABD’de yaptiklar aragtirmalarda TNF-oo -308 geninin allel
frekanslanimi  Crohn’ hastalarinda % 29-% 79 oraninda saglikli bireylerde % 29-% 65
arasinda oldugunu gosterdiler (Bouma, vd. 1998). Biz Crohn hastalarinda TNF-o -308
geninin allel frekanslarm % 17-% 44, saglikli bireylerde % 13- % 87 arasinda bulduk.
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Nemetz ve arkadaslarinin (1999) Macar toplumlarindan yaptiklari aragtirmalarda
CH’da IL-1B 3953 pozisyonundaki polimorfizm allel frekanslarin1 % 69 ile % 31, UK, %
38- 54, kontrol % 26-74 arasinda oldugu belirlenmistir. Sashio ve arastirma ve grubu
(2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada CH’da TNF-308 G/G alleli frekanst % 96, -%94,
arasindadir. Arastirmalarimiz ~ Tirk toplumundaki vakalar i¢in, CH’da IL-1B 3962
pozisyonundaki polimorfizm allel frekanslarin1 % 39 ile % 67, UK, % 54-% 69 kontrolerde
% 30-% 70 arasinda oldugu belirlenmistir.

Schulte ve arkadaslarinin (2001) Alman populasyonlarindaki aragtirmalarinda TGFp 1
geni — 509 polimorfizm “T” allel frekanslarinin kontrol gruplarinda % 26-% 46, IBH’de %
34 ile % 96, Crohn hastalarinda % 42 ile % 66 ve UK’da % 30 ile % 35 oldugu
gosterilmistir. Deneysel sonuglarimizda Tiirk toplumundaki vakalar ig¢in, TGFB 1 geni
kodon polimorfizm “T” allel frekanslarinin kontrol gruplarinda % 23- 58, IBH’da %14 ile
% 46, Crohn hastalarinda % 22 ile % 44 ve UK’da % 15 ile % 77 olarak bulunmustur.

Stokkers ve grubunun (1998) IBH’de Hollanda’da RFLP yapmis olduklari analizlerde
IL-1B geni Taq 1 enzimi ile kesimleri sonucunda kontrollerde polimorfizm oranlar1 % 6
ile % 57, CHda % 4,6 ile % 72, UK’de % 7.4 - 42 arasinda oldugu tesbit edilmistir.
Aragtirmalarimizda restriksiyon enzimleri ile ilgili ¢aligmalar yapilamamugtir.

Tagore ve arkadaslarimin (1999) Danimarkada IBH’da gruplarda yaptiklar
incelemelerde I1L-10 — 1082 G alleli frekanslar, IBH % 41, UK %37, CH, % 46 ve
kontrollerde % 51; IL-10-1082A ‘da ise IBH’de % 59, UK % 63, CHda % 54 ve
kontrollerde % 49 olarak bulunmustur. Incelemelerimizde Tiirk toplumundaki IBH’de
gruplarda yaptiklar incelemelerde 1L-10 — 1082 G alleli frekanslari, IBH % 33, UK % 44,
CH, % 39 ve kontrollerde % 48; 1L.-10-1082A da ise IBH’de % 33, UK % 62, CH’de %
39 ve kontrollerde % 52 olarak bulunmustur. Romagnani ve arkadaslan (1997) Italyan
populasyonlarinda CH’de yapilan incelemelerde 1L.-12 sentezinin Onemli mikttarda
artigini rapor etmislerdir. Incelemelerimizde Tiirk toplumundaki CH’de  yapilan
incelemelerde 11.-12 sentezinin degismedigini belirledik.

Sonug olarak; Tirk toplumunda CARDI5/NOD2 geni 3020 insC mutasyonunun
sadece Crohn hastalarina 6zgii olmayip, iilseratif kolitli hastalarda da bulundugunu, klinik
tanilarda tek bagina belirleyici olamayacagim, fakat sitokin gen polimorfizmlerinde artma
ve azalma yoOniindeki degisimlerin inflamatuar bagirsak hastalarinin klinik tanisinda

kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.



5. SONUCLAR

Calisma kapsanunda 69 IBH’nin ve 50 saghkli kontrol gruplarinin DNA
orneklerinden CARD15/NOD2 geni 3020 InsC mutasyonu allel spesifik multipleks PCR
yontemiyle ¢alisildi. Ulseratif Kolitli hastalarin 13 tanesinde CARD15/NOD2 3020 insC
mutasyonu heterozigot olarak tesit edildi. Crohn hastalarimin ise 7 tanesinde
CARD15/NOD2 3020 insC mutasyonu hetorozigot olarak tespit edildi. Caligmaya hicbir
sikayeti olmayan saglikli 50 kontrol grubu birey 23 Erkek, 27 Kadin birey dahil edildi.
Kontrol gruplarimin 2’ sinde mutasyon heterozigot olarak tesbit edildi. Gerek hasta
grubunda gerekse kontrollerde CARD/15 NOD2 insC mutasyonuna homozigot olarak
rastlanmadi.

Atmig dokuz IBH’s1 ve 50 saghkli bireyde 13 sitokin geni arastirilmis olup; sitokin
genlerinin polimorfizm dagilimlari, IL. 1 RA mspa 1111007, IL 4RA +1902A, TGF B
kodon 10C ve TNF a -308G kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml bir artma
gozlenmistir (p < 0.05). IL 1 a —889T, IL B +3962T, IL 1RA mspa 1111007, IL 4RA
+1902G, IL 12- 1188C, IFN y UTR 5644A, TGF P kodon 10C, TGF B kodon 10T, TGF
B kodon 10T, TNF a -308A, TNF a -308G, IL 2 -330G, IL 2 166T, IL 4 -1098T, IL 4 -
1098G, IL 4 -590 T, IL 4 -590 C, IL 6 -174 C, IL 6 nt565 G, IL 10 -819A, IL 10 -819A ,
IL 10 -592A ve IL 10 -592 A azalma gozlenmistir (p< 0.05). IBH’da incelenen diger
polimorfik bolgelerde ise kontrol gruplarina gére herhangi bir anlamli istatistiksel degisim
gbzlenmemistir. Arastimamizda, Cycler Pleyt 200096 sistemiyle yapilan analiz
degerlendirmeleri sonucunda tiim primerler dikkate alimrsa, sitokin polimorfizim
degisimleri % 56 ve bunlardan % 48’1 kontrollere gore azalma % 8 ‘nin ise artma oldugu
tespit edilmistir (Tablo 13).

On sekiz Crohn Hastast ve 50 saglikli bireyde, aym sitokin genleri incelenmis ve
sitokin polimorfizmleri, IL-1 -1098T, IL-4RA +1902A ve TNF-a 308A; kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlaml bir artma gézlenmistir (p < 0.05). IL-1pB +3962C,
IL-1RA mspall11100T, IL-4RA +1902A, IFN-UTR5644A, TGFpB kodon 10G, TGFp-
kodon 10T, TNF-a -308A, TNFa -308, IL-2-330G, IL-2 166G, IL-4 -1098G, IL-4 -
590T, IL-4 -590C, IL-6 —174G, IL-6 nt565A, IL-10 819C, IL-10 —819T ve IL-10 -592A

azalma gozlenmistir (p< 0.05). Diger sitokin gen polimorfizmlerinde ise, kontrol
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gruplarina gore herhangi bir anlamli istatistiksel degisim gézlenmemistir. Arastimamizda,
Cycler Pleyt 200096 sistemiyle yapilan analiz degerlendirmeleri sonucunda tiim primerler
dikkate alinirsa, sitokin polimorfizim degisimleri % 44 ve bunlardan % 38’i kontrollere
gore azalma % 6 ‘nin ise artma oldugu tespit edilmistir (Tablo 14).

Elli bir UK ‘li vaka ve 50 saglikh bireyde, sitokin gen polimorfizmi ile ilgili
sonuglarimiz, 13 sitokin geni i¢in , IL § —511C, IL § —511T, IL p+3962T, IL 1 RA mspa
111100C, IL 4RA +1902G, IL-12-1188C, TGF B kodon 10C ve TNF a -308G kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artma gozlenmistir (p < 0.05). IL 1 « -889C, IFN
v UTR 5644A, TGF § kodon 10C, TGF § kodon 10T, TNF a -308A, TNF e -308G,
IL 2 +166G, IL 4 ~1098G, IL 4 -1098G, IL 4 -590C, IL 6 nt565, IL 10 -592A, azalma
gozlenmistir (p< 0.05). UK’li hastalarda incelenen diger polimorfik bolgelerde ise,
kontrol gruplarmma gore anlamh bir istatistiksel degisim gozlenmemistir. Arastimamizda,
Cycler Pleyt 200096 sistemiyle yapilan analiz degerlendirmeleri sonucunda tiim primerler
dikkate alirsa, sitokin polimorfizim degigsimleri % 42 ve bunlardan % 25°i kontrollere

gore azalma % 17 ‘de ise artma oldugu tespit edilmistir (Tablo 15).



6. ONERILER

Bu ¢alismalar Trabzon ve Kocaeli illerinden farkli hastanelerde inflamatuar bagirsak
hastalign tanisi almig, hastalardan ilgili akademik birimlerin yardimiyla alinan kan
orneklerinden izole edilen DNA’lardan yapilmistir. Calismalar sonucunda, hastalara ve
kontrol grubuna ait CARD15/NOD2 geni 3020insC mutasyonununu tastyip tagimadiklar
incelenmistir. Ayrica, aym hastalik grubunda sitokin gen polimorfizmleri Cycler Pleyt
200096 sistemiyle yapilan analiz degerlendirmelerinde polimorfizmlerin teknik imkanlar
Olciistinde belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar, Tiirk insaninin bu mutasyonlara ait 6rneklem bir profilini temsil
etmektedir. Elde edilen mutasyon dagilimlari, Trabzon ve Kocaeli’yi temsil ettifinden,
daha saglikli sonuglar elde etmek i¢in diger bolgelerde de Inflamatuar Bagirsak
hastaliklar1 ile benzer incemelerin yapilmasi gerekmektedir. Calismanin planlanmas: ve
seyri sirasinda iki farkli mutasyon tarama metodu kullanilmistir. Yakin gelecekte yapilacak
farkli mutasyon analizleri ve yiisek teknoloji ileTiirk toplumunun genomu hakkinda daha
fazla bilgi sahibi olabilecegiz. Bu manada saglik alaninda molekiiler hastaliklarin tanisinda
dogru kararlar verilmest saglanarak toplumumuz daha dogru bilgiler ile aydinlatilacaktir.
Literatiirler incelendiginde altinci kromozoma agirlikli olmak iizere farkli kromozomlarda
lokuslara yerlesen MHC HI siuf sitokin genlerinin sayilart ve alt gruplart da dikkate
alindiginda yiizden fazla oldugunu gérmekteyiz. Ayn1 zamanda sitokin genleri polimorfik
genler olup uzunluklarimn 1,5 -5 kb arasinda degisiklik gosterdigi bilinmektedir. Biz
incelemelerimizde 13 farkli genin, 150-850 baz ¢ifti fragment gen primerlerini kullandik.
Bu alanda DNA bankalarn olusturularak daha ¢ok arastirma yapilmasi1 gerektigi
diisincemiz her zaman vardir. Tiirk toplumundaki sitokin gen polimorfizmlerinin
dagilimlarimin  tanimlanmasi inflamasyon sonucu olusan kanser hastaliklari, otoimmiin
hastaliklar ve kompleks genetik hastaliklarin tanilarina da katkida bulunacaktir. Genom
taramalar1 genlerin kromozomlar iizerindeki yerlesimleri hakkinda da bilgi verecektir.

CARDI5/NOD2 geninde tanimlanan 3020 insC mutasyonundan tanimlanan baska
mutasyonlar da mevcuttur. DNA sekans analizleri ve farkli metotlar kullanarak,

CARDI5/NOD2 genindeki diger mutasyonlarin Ttk toplumu i¢in  dagilimlan tespit
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edilmelidir. Her mutasyonun sitokin gen polimorfimleri ile baglantilarimin olup

olmadiginin belirlenmesini arastirmalarimizin devamu niteliginde diisiinmekteyiz.
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