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OZET

INFLAMATUVAR BARSAK HASTALIKLARINDA TLR 2 (rs111200466) ve TLR 9
(rs187084) GEN POLIMORFIZMLERININ ARASTIRILMASI

EKE EMELE, Roseline
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoteknoloji Ana Bilim Dali

Danigman : Prof. Dr. Songiil BUDAK DILER

Temmuz 2022, 48 sayfa

Inflamatuvar bagirsak hastaliklarindan (IBH), crohn hastaligi (CH) ve iilseratif kolit
(UK), bazi duyarli genlerin ve cevresel faktorlerin birlesik etkileri sonucu olusan
hastaliklardir. Bu hastaliklarda, inflamasyonu diizenleyen genlerdeki polimorfizmler ile
genetik kalittmin bir kismi agiklanabilmektedir. Toll benzeri reseptor (TLR) genleri, bazi
calismalarda CH ve UK igin duyarlilik genleri olarak tanimlanmustir. Bu calismada, Tiirk
popiilasyonunda CH ile UK hastalarinda, TLR 9 (T-1486C) ve TLR 2 (-196 to —174del)
gen polimorfizmi genotip dagilimi ve alel frekanslariin polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ve restriksiyon parca uzunlugu polimorfizmi (RFLP) yontemi kullanilarak
belirlenmesi amaglanmistir. Calismada 79 CH, 77 UK hasta ile 105 kontrolden alinan
DNA ornekleri kullanilmis ve sonuglar lojistik regresyon ile analiz edilmistir.
Calismamizin sonuglarina gore, TLR 9 (T-1486C) ile TLR 2 (-196 to —174del) gen
polimorfizmi i¢in CH, UK hastalar1 ile kontrol grubu arasinda hem genotip dagilimlar
hem de allel frekanslar1 agisindan istatistiksel olarak 6nemli bulgulara rastlanmamistir

(p>0.05).

Anahtar Sozciikler: Crohn hastaligi, ilseratif kolit, Polimorfizm, PCR-RFLP, TLR2 (-196 to —174del),
TLR 9 (T-1486C), Tiirk popiilasyonu
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SUMMARY

INVESTIGATION OF TLR 2 (rs111200466) ve TLR 9 (rs187084) GENE
POLYMORPHISMS IN INFLAMMATORY BOWEL DISEASES

EKE EMELE, Roseline
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biotechnology

Supervisor : Prof. Dr. Songiil BUDAK DIiLER

July 2022, 48 pages

In this thesis, Inflammatory bowel diseases (IBD); Crohn's disease (CD), and ulcerative
colitis (UC) are diseases that result from the combined effects of some susceptible genes
and environmental factors. These diseases can be influenced by some genes through
genetic inheritance of which their regulation is explained by polymorphism in the genes
that regulate inflammation. In some studies, Toll-like receptor (TLR) genes have been
identified as susceptibility genes for CD and UC. In this study, it was aimed to determine
the genotype distribution and allele frequencies of TLR 9 (T-1486C) and TLR 2 (-196 to
-174del) gene polymorphisms in comparison to allele frequencies in CD and UC patients
in the Turkish population using polymerase chain reaction (PCR) and restriction fragment
length polymorphism (RFLP) methods. DNA samples from 79 CD, 77 UC patients and
105 controls were used in the study and the results were analyzed by logistic regression.
According to the results of our study, no statistically significant findings were found
between the CD, UC patients and the control group in terms of both genotype distributions
and allele frequencies for TLR 9 (T-1486C) and TLR 2 (-196 to -174del) gene
polymorphisms in Turkish population (p>0.05).

Keywords: Crohn Disease, ulcerative Colitis, Polymorphism, PCR-RFLP, TLR 2 (—196 to —174del), TLR
9 (T-1486C), Turkish Population



ON SOz

Bu yiiksek lisans tezinde, inflamatuvar (iltthapli) barsak hastaliklarindan olan, ilseratif
kolit ve crohn hastaliginda TLR 2 (-196 to -174del) ve TLR 9 (T-1486C) gen

polimorfizmleri ¢aligilmistir.

Ozellikle her sey i¢in Tanr1’ya biiyiik bir tesekkiir etmeye borg bilirim.

Bu tez calismamin her asamasinda degerli bilgilerini ve goriislerini esirgemeyen,
arastirma konusunun belirlenmesi ve gerekli literatiirlere ulasmada 6nerileri ile bana yol
gdsteren, Danisman Hocam Sayin Prof. Dr. Songiil BUDAK DILER’e tesekkiirlerimi

sunarim.

Laboratuvar ¢alismalarimda bana yardimci olan Mohammed Abdalrahman AHMED
SALIM ve istatiksel analizin yapilmasinda bilgilerini esirgemeyen Sayin Dog. Dr. Fikriye
POLAT Hocama candan tesekkiir ederim.
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BOLUM |

GIRIS

Inflamatuvar (iltihaplr) barsak hastaliklar1 (IBH) temelde crohn hastaligi (CH) ve iilseratif
kolit (UK) olup, bu her iki hastalimn arasinda yer alan indetermine kolit (iK)
gastrointestinal kanalin ¢esitli bdlge ve katmanlarmi tutan Onemli hastaliklardir
(Fakhoury vd., 2014). Bu hastaliklar, deneysel olarak tanimlanmis gastrointestinal
sistemin kronik inflamatuvar bozuklugu olup, klinik, patolojik, endoskopik ve radyolojik
ozellikleri belirlenmistir (Brandl vd., 2010). IBH, ozellikle Avrupa ile Asya
popiilasyonunda son on yilda kiiresel olarak muazzam bir sekilde artig gostermis ve bu

artisin giiniimiizde hala devam ettigi rapor edilmistir (Ge vd., 2015; Kikut vd., 2018).

IBH’den olan CH, sindirim sistemi epiteli boyunca, barsak epitelinin herhangi bir
bolgesinde tedavi edilebilir iltihaplanmaya neden olan bir hastaliktir. CH’de klinik
bulgular, daha ¢ok hastalifin lokalizasyonuna bagli olarak degisiklik gostermekle
birlikte, ishal, karin agrisi, ates, subileus ataklar1 ve rektal kanama en sik goriilen
semptomlar olarak saptanmistir. Hastalik, anamnez (hasta dykiisii) ve fizik muayene ile
endoskopik, radyolojik ve biyokimyasal bulgularin bir arada degerlendirilmesi sonucu
teshis edilmektedir (Unal, 2012). CH’nin etiyolojisinde, enfeksiydz ajanlar, cesitli enterik
bakteriler, viriisler, klamidyalar, mikobakteriler ve diyet faktorlerin yer aldigi

saptanmustir (Guagnozzi vd., 2004; Li vd., 2004).

IBH nin diger ¢esidi olan UK ise, barsak epitelinin bir kisminda ve temel olarak sindirim
sisteminin kolonunda uzun siireli iltihaplanmaya neden olan bir hastaliktir (Fakhoury vd.,
2014). Bu hastalik, kolonda mukozal inflamasyona yol agan, kalin barsagin tutulan
anatomik bolgesine gore (proktit, distal kolit, sol kolon koliti, yaygin kolit, pankolit)
siniflandirilan, etyolojisi net olarak bilinmeyen, fakat cevresel ve genetik faktorlerin
katkis1 oldugu diisiiniilen, genellikle gelismis {ilkelerde goriilen kronik iltihabi bir
hastaliktir (Uzerk ve Cetinkaya, 2009).

IBH prevalansini, gastro enterit, diyet (gida bilesenleri), bazi ilaglar, sigara igme

aligkanlig1 ve alkol bagimlilig1 gibi ¢evresel bilesenler ile genetik bilesenlerin etkiledigi



ileri siirtilmiistiir. Baz1 arastirmalar, doymus yag ve rafine seker aliminin bagirsak mikro

ortamim degistirdigini ve IBH gelistirme riskini artirdigin1 gdstermektedir (Ge vd., 2015).

UK ve CH’nin en dénemli ortak 6zelliginin genetik yatkinlik oldugu ve bu hastaliklarin
uzun siirmesinin ise hastalarda kanser riskini arttirdig1 saptanmigtir (Kurzawski vd., 2004;
Sjoqvist vd., 2004). Her iki hastaligin hem belirti ve bulgularinin hem de seyirlerinin
birbirlerine ¢ok benzedigi tespit edilmistir (Erdman vd., 2009; Seril vd., 2007). Bu
hastaliklar, bagirsak dis1 organlarda olusturduklar1 komplikasyonlar ve malignite
potansiyelleri nedeniyle, dnemli kolon ve rektum hastaliklar1 grubuna dahil edilmistir (Li
vd., 2004). IBH’nin patogenezinde en gegerli hipotez, genetik yatkinlik altinda cesitli
faktorlerin (mikrobiyal antijen, otoantijen ve sigara gibi) etkisi ile gastrointestinal
sistemde olusan anormal inflamatuvar yanit1 olarak ifade edilmistir. Immiin sistemin
olusturdugu korumaya yonelik olan bu inflamatuvar yanitin, baskilanma ile kontrol
edildigi, fakat genetik olarak yatkin kisilerde bu inflamasyonun baskilanamadigi i¢in
barsakta harabiyet gerceklestigi gdsterilmistir (Podolsky, 2002). CH ve UK hastalarinin
periferik kan hiicrelerinde bulunan yiizey antijenlerinin ekspresyonu sonucu elde edilen
verilere gore, bu iki hastalik arasinda 6nemli farkliliklar oldugu ileri siirtilmiistiir (Alkim
vd., 2007; Scott vd., 1986). Ayrica otoimmiin hipoteze gore de bu hastalarin barsak
epitelinde eksprese olan otoantijenlerin immiin sistemi tetikleyen farkli mekanizmalara
neden oldugu rapor edilmistir (Snook, 1990). Ozellikle bat1 diinyasinda, niifusun biiyiik
cogunlugunu etkileyen ve genellikle geng eriskinlerde goriilen bu hastaliklara olan
genetik yatkinlik, 16. kromozomdaki NOD2/CARD15 geninde bulunan mutasyonlarin
belirlenmesiyle ortaya c¢ikarilmistir (Hugot vd., 1996). Yine bu hastaliklarin
etiyolojisinde, cografi ve etnik faktorlerin de 6nemli oldugu gosterilmistir (Cavanaugh,

2006; Karban vd., 2005; Tukel vd., 2004).

IBH, insanlarda genellikle geng yetiskinlik evresinde goriilmekte ve etkilenen bireylerin
cogu tedavi edilse bile, daha sonra bu bireylerde hastaligin ilerleyerek tekrar ettigi ve
boylece de kronik hastaliga doniistiigii belirlenmistir (Brandl vd., 2010). Ayrica CH’den
etkilenen bireylerin herhangi bir yasta klinik egilime sahip olduklari rapor edilmistir
(Steppa vd., 2017). Son yillarda hayvan modeli ¢alismalarinda, barsakta bol miktarda
bulunan barsak yabanci antijen yiikiine karsi, bagisikligin baskilanmadigi ve bu durumun
da iltihaplanmaya neden oldugu gosterilmistir (Brandl vd., 2010). Bu hastaligin

prevalansinin zaman iginde artig gosterdigi, dengesiz bir inflamatuvar tepki ile



karakterize oldugu, barsak bakterilerine veya diger yabanci biyolojik materyallere karsi
otoimmiin yanittaki sapmanin bir iirlinii olarak ortaya ¢ikan otoimmiin bir hastalik oldugu
ifade edilmistir (Bank vd., 2014; Cheng vd., 2015; Kikut vd., 2018). IBH’de yapilan
genetik polimorfizm caligmalari ile bireysel varyasyonlarin yani genetik farkliliklarin bu
hastaligin olusumuna o6nemli katkida bulunabilecegi de rapor edilmistir. IBH’li
bireylerdeki genetik farkliliklarin belirlenmesi i¢in yapilan gen polimorfizmi
calismalarinda, insanlarda bazi genlerde bulunan alellerin genetik yatkinlik olusturucu
aleller ile baglantili olabilecegi ve bu genlerden birinin de Toll benzeri Reseptor (Toll-
like receptor; TLR) genlerinde goriilen polimorfizmler oldugu ileri siiriilmiistiir (Cheng

vd., 2015).

TLR, insanlarda dogustan gelen bagisiklik sisteminde 6nemli rol oynayan monositler,
makrofajlar ve dendritik hiicrelerde bulunan bir grup transmembran proteini olusturan
genler olarak rapor edilmistir (Esposito vd., 2012). TLR'lerin genellikle antijen tagiyan
hiicreler tarafindan ifade edildigi ve barsaktaki kommensal bakteriler ile mukozal
bagisiklik sistemi arasindaki dengenin korunmasinda ¢ok 6nemli diizenleyiciler olduklar1
belirlenmistir (Cheng vd., 2015). Ayrica, insanda barsaktaki iltihaplanma yollarinin
aracilart olarak da, iistiin rolleri oldugu saptanmigtir (Sameer ve Nissar, 2021). TLR gen
triinlerinin ligandlarina farkli sekilde tepki verme yeteneginin, TLR genlerinde olusan
tek  niikleotid polimorfizmlerinden  (single-nucleotide  polymorphism;  SNP)
kaynaklandig1 ifade edilmis ve bu genlerde olusan genetik varyasyonlar, hastaliklara
duyarhilikla iliskilendirilmistir. SNP, genomdaki belirli bir lokasyondaki bir DNA'nin tek
bir niikleotidindeki bir fark olarak tanimlanmistir. SNP'ler, bir piirin-piirin
(adenin—guanin), pirimidin-pirimidin (sitozin—timin) ge¢isi veya bir piirin pirimidin
karsilikli (guanin<sitozin, adenin«timin) degisimi olarak bilinen mutasyonlar olup, bu
genlerdeki bilinen degisikliklerin en yaygin tiirii olarak rapor edilmistir (Trejo-De La O
vd., 2014).

Bu tez ¢aligmasinda, klinik 6zellikleri ve epidemiyolojileri birbirine cok benzeyen CH ve
UK hastalarinda, TLR 9 (T-1486C) ve TLR 2 (~196 to —174del) gen polimorfizmlerinin,
bu hastaliklar bakimindan ayirt edici bir faktdr olup olmadigi PCR-RFLP yontemi ile

Tiirk popiilasyonunda incelenmistir.



BOLUM 11

KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 inflamatuvar Barsak Hastahklar1 (iIBH)

IBH’den olan CD ve UK tiim gelismis diinyada yaygin olarak bulunan, ¢ocuklarin ve
yetigkinlerin  gastrointestinal hastaligin 6nemli nedenleri olarak kabul edilmis
hastaliklardir (Bischoff vd., 2020; Hendrickson vd., 2002). IBH, Birlesik Devletler,
Birlesik Krallik ve Iskandinavya gibi diinyanin baz1 bolgelerde digerlerine gére daha
yaygin olmasina ragmen, genellikle diinya capinda goriilen, insidansit yilda 4 ila
10/100.000 kisi ve prevalansi 40 ila 100/100.000 kisi arasinda degisen bir hastalik olarak
rapor edilmistir. Bu hastalik, genellikle insan yasaminin {i¢iincli ve dordiincii dekatlari
arasinda teshis edilen, erkekler ile kadinlar arasinda higbir fark gdstermeyen yaygin bir
hastaliktir. Yapilan bir arastirmada IBH’li tiim hastalarin yaklasik %20'sinde cocukluk
doneminde semptomlar gelistigi ve bunlarin yaklasik %5'inde hastaligin 10 yasindan
once teshis edildigi belirlenmistir. Burada etkilenen ¢ocuklarin yaklasik %25'inde ailede
IBH o6ykiisii saptanmistir. Bununla birlikte, normal ¢cocuklar ve iBH'li ¢ocuklar arasinda
cinsiyet, emzirme, formiil intoleransi, onceki gastrointestinal hastalik veya duygusal

stresler agisindan herhangi bir fark kaydedilmemistir (Hendrickson vd., 2002).

UK ve CH bzellikle klinik, patolojik, endoskopik ve radyolojik y&ntemlerle ampirik
olarak tanimlanmig gastrointestinal sistemin kronik inflamatuar bozukluklar1 olup, bu
hastaliklarda siklikla malniitrisyon (beslenmede bozukluk, beslenmenin diizgiin
olmamasi) goriildiigii ve bu durumun CH'de oldukga yiiksek oldugu rapor edilmistir.
IBH'li hastalarin malniitrisyon acisindan yiiksek riskli bir popiilasyon olusturmasi
nedeniyle, hastalikta yapilacak daha sonraki degerlendirme ve ydnetim bakiminda
malniitrisyon taramasi Onerilmistir (Bischoff vd., 2020). iBH’de, hem dogustan gelen
hem de adaptif bagisiklik sistemlerinin 6nemli oldugu ve hastaligin konak bagisikligina
bagli oldugu ve ayrica diizensiz bir inflamatuar yanit ile karakterize oldugu da

saptanmustir (Bank vd., 2014; Brandl vd., 2010).

IBH’de, transkripsiyon faktorii NFkB’nin, inflamasyonun merkezi bir diizenleyicisi

oldugu ve TNFA, TNFAIP3, TLR2, TLR9, CD14, NFKBIA, NFKBI1, IL1B, IL1RN, IL6,



IL10, IL17A ve IFNG dahil olmak iizere 150'den fazla genin ekspresyonunu diizenledigi
belirlemistir. NFkB’nin, patojenler tarafindan yaygin olarak paylasilan ancak bakteri
veya viral DNA, flagellin veya lipopolisakarit (LPS) gibi konak¢1 molekiillerden ayirt
edilebilen molekiilleri taniyan TLR'ler tarafindan aktive edildigi tespit edilmistir (Bank
vd., 2014). CH ve UK inflamatuvar degisikliklerin yeri ve dogas1 bakimindan farklilik
gosterse de, bu hastaliklar benzer semptomlar igerdigi icin bir IBH formunun digerine

gore teshisinin genellikle ¢ok zor oldugu rapor edilmistir (Fakhoury vd., 2014).
2.1.1 Ulseratif kolit (UK)

UK, kalm barsaga lokalize inflamasyon ile karakterize olup, mikroskobik diizeyde
barsagin epitel tabakasiyla sinirli bir hastaliktir (Fakhoury vd., 2014) (Sekil 2.1.). UK de,
inflamatuvar yanit ile morfolojik degisikliklerin kolonla smirli kaldigi ve hastalarin
%095'inde rektumun, degisken derecelerde proksimal uzanim ile tutulum gosterdigi
saptanmigstir. Hastalarda inflamasyon, oncelikle mukoza ile sinirli olup, kolon boyunca

iilserasyon, 6dem ve kanama ile degisen siddette siirekli tutulum belirlenmistir
(Hendrickson vd., 2002).

Ulseratif Kolit
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Sekil 2.1. Ulseratif kolit hastaligi (URL-1, 2022)



2.1.2 Crohn hastahg (CH)

CH iltihabi, gastrointestinal sistemin herhangi bir boliimiinii etkileyebilen ve
mikroskobik diizeyde tiim barsak duvarim tutan bir IBH formudur (Sekil 2.2). CH
prevalansi ileri diizeyde sanayilesmis tlilkelerde nispeten daha yiiksek olup, insidansi
100.000 kiside bestir ve prevalansinin bati iilkelerinde 100.000 kiside 30-50 oldugu
tahmin edilmektedir (Fakhoury vd., 2014). CH’de, UK'nin aksine, orofarenksten perianal
alana kadar gastrointestinal sistemin herhangi bir boliimiinii tutabildigi ve hastalikli
segmentlerin siklikla normal barsagin araya girmesiyle ayrildig: “atlama alan” formlar1
olusturdugu belirlenmistir. inflamasyonun transmural (bir organin veya boslugun tiim
duvarini etkileyen) olabildigi ve siklikla serozaya kadar uzanarak, siniis yollar1 veya fistiil
olusumu ile sonuclandig1 gosterilmistir. En yaygin yerlesimin ileogekal bolgede oldugu
ve bunu tek basina terminal ileum, yaygin ince barsak veya azalan siklik sirasina gore

izole kolonik hastaligin izledigi saptanmistir (Hendrickson vd., 2002).
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Sekil 2.2. Crohn hastaligi (URL-2, 2022)



2.1.3 IBH epidemiyolojisi

Spesifik olmayan IBH nin tam olarak agiklanamayan bir etiyolojiye sahip oldugu ileri
siiriilmektedir. Asya'da yapilan son karsilastirmali niifus ¢alismasinda, IBH insidansinin
Asya'da 100.000 kiside 0.54 ila 3.44 arasinda degistigi gosterilmistir. Avustralya'da yas
standardinda (WHO World Standard Population) IBH, CH ve UK insidans orani sirastyla
25.2, 16.5 ve 7.6 / 100.000/y1l olarak belirlenmistir. 2010 yilinda yayimnlanan
Avustralya'daki niifusa dayali bir IBH calismasinda, yillik insidans oranlar1 literatiirde
tanimlanan en yiiksek oranlar arasinda bulunmustur (yilda 100.000'de 23.5-36.7).
Japonya'da 2009'da yaymlanan ¢alismada, UK 64/100.000 insidans1 ve CH 21/100.000
insidansi ile bu hastaliklarin prevalansi hakkinda veri saglanmistir. Niifus arastirmalarina

gore, Avrupa'da CH ve UK insidansinin %0,3 civarinda oldugu ve hastalarin 1/4'iinde

hastalik belirtilerinin siirekli olarak ortaya ¢iktig1 rapor edilmistir (Kikut vd., 2018).

Diinya Gastroenteroloji Orgiitii'ne (DGO) gére, IBH'nin ortaya ¢ikisinin sehirlerde kirsal
alanlara gore daha yiiksek oldugu ve en yiiksek insidansin yasamin ii¢iincii on yilinda
gerceklestigi gosterilmistir. Yapilan bu arastirmaya gére iIBH’nin, esas olarak yetiskin
popiilasyonlar1 etkiledigi, fakat giderek daha gen¢ hastalarda da ortaya ¢iktigi
saptanmistir. DGO, ayrica yetiskin popiilasyonda CH’nin kadinlarda daha sik
goriildiigiinii, ¢ocuklarda ise tam tersi bir korelasyonun gozlemlendigini bildirmistir.
Karakteristik semptomlar arasinda, sindirim sistemi bozukluklari, ishal, karin agrisi, anal
kanama ile birlikte, eklemler, gozler veya cilt bozukluklar: gibi parenteral semptomlar
bildirilmistir. Son olarak CH’nin tiim sindirim sistemini kaplarken, UK’nin genellikle

kolon mukozasiyla sinirlt kaldigi da gosterilmistir (Kikut vd., 2018).

Kuzey Amerika’da IBH prevalansinin yiiksek oldugu bdlgelerde, insidansin 1960'ar ve
1980'ler arasinda arttig1i goriilmiistiir. Ozellikle Amerika Birlesik Devletleri'nde,
tahminen bir milyon kisinin IBH gecirdigi ve her y1l yaklasik 30.000 yeni vakanin rapor
edildigi bildirilmistir. IBH nin her yasta ortaya ¢ikabildigi, fakat bu hastaligin baslangic
yasinin genellikle 15-30 yaslarinda goriildiigi ve vakalarin yaklasik %10'unun 18
yasindaki bireylerden olustugu rapor edilmistir. Hem UK hem de CH’nin, 50 ila 70
yasindaki bireylerde meydana gelen ikinci, daha kiiglik bir tepe noktasi ile iki modlu bir
yas dagilimina sahip oldugu saptanmustir. UK erkeklerde biraz daha sik goriiliirken, CH

kadinlarda marjinal olarak daha sik olarak belirlenmistir (kadin-erkek orani araligi, 1:1



ila 1.8:1). Ayrica her iki hastaligin da daha yiiksek sosyoekonomik gruplarda ortaya
ctkma egilimi gosterdigi rapor edilmistir. IBH'nin etnik ve irksal gruplar arasindaki
dagilimi, dinamikligini korumakla birlikte, gectigimiz yillarda, IBH'nin etnik veya irksal
azmlik gruplarinda beyazlara kiyasla siyahlarda daha az siklikla meydana geldigi, bu
durumun Afrikali Amerikalilarda ve gelismis iilkelere go¢ eden ikinci nesil Gliney

Asyalilarda artan bir insidansa doniistiigli diisiiniilmektedir (Hanauer, 2006).

2.1.4 IBH etiyolojisi

Yapilan arastirmalara gére, IBH nin ortaya ¢iktiktan sonra yaklasik bir yiizy1l boyunca
salgin haline gelmesinin birincil nedeninin gen veya diger faktorlerden ziyade c¢evresel
faktorler olabilecegi yoniinde kanitlar elde edilmistir. Bu durumu agiklamak icin
ikizlerde, ailelerde veya ayni etnik gruplarda yapilan arastirmalarda artan IBH riskinin,
yalnizca gen degil, ayn1 zamanda diyet tiirii gibi gevresel faktorlere de baglanabilir oldugu
gosterilmistir. Yapilan arastirmalar gore, sakarin, gelismis tlilkelerde ofiste calisan beyaz
yakalilar tarafindan siklikla kullanilan ve aymi zamanda gelismekte olan {ilkelerde
ucuzlugu nedeniyle daha diisiik siniftaki insanlar tarafindan da asir1 derecede tiiketilen bir
{iriin oldugu i¢in gegen yiizyilda IBH'nin ortaya ¢ikmasi ve salginina doniismesine biiyiik

o6l¢iide katkida bulunan temel nedensel faktor olarak one siirtilmiistiir (Qin, 2012).

IBH’de tek bir ailede birden fazla etkilenen iiyenin olmasi, bu hastalia yiiksek genetik
yatkinlik durumunu diisiindiirmektedir. Buna karsilik, IBH vakalarinin ¢ogunlugunu
olusturan sporadik hastaligin, benzersiz bir ¢evresel tetikleyici tarafindan veya enterik
bagisiklik sistemi icindeki daha ince bir anormallik tarafindan meydana getirilmesi
durumu daha olasi kabul edilmektedir. IBH ile ilgili mevcut etiyolojik teorilerin,
cogunlukla cevresel tetikleyicilere, genetik faktorlere, bagisiklik diizenleyici kusurlara ve

mikrobiyal maruz kalmaya odaklandig rapor edilmistir (Hanauer, 2006).

2.1.4.1 Cevresel tetikleyiciler

Batihlasma; IBH, Amerika Birlesik Devletleri, Birlesik Krallik ve Iskandinavya dahil
olmak iizere gelismis bolgelerde yaygin bir sekilde goriilmektedir. Yirminci ylizyilda
sanayilesmis iilkelerde, IBH vakalardaki ¢arpic1 artisin nedeni olarak, ¢evresel faktdrlerin

hastalik gelisimine katkida bulundugu teorisini desteklemektedir. Bu durum ayni



zamanda, kirsal alanlara kiyasla, kentsel topluluklarda, kuzeyden gilineye degisimi ve
daha ytiksek siklig1 da agiklamaktadir. Son yillarda, giiney iilkeleri, Asya ve birinci diinya
tilkelerindeki gogmenler arasinda insidanstaki artiglarin nedeni, beslenme, sigara igme ve
glines 1s18ina maruz kalma, kirlilik ve endiistriyel kimyasallara maruz kalmadaki
farkliliklar gibi yasam tarzinin “batililasmasinin™ bir sonucu oldugu varsayilmistir

(Hanauer, 2006).

Sanitasyon ve enfeksiyona maruz kalma; IBH bir temizlik hastalig1 olup, astim, multipl
skleroz ve romatoid artrit hastaliklarda oldugu gibi, sanitasyon (hijyen i¢in gerekli olan
kosullarin saglanmasi ve korunmasi) derecesi ile ters iligkili oldugu ve kotii sanitasyonun

IBH'ye kars1 koruma sagladig1 rapor edilmisitir (Hanauer, 2006).

Meslek; Hem UK hem de CH’nin, mavi yakali mesleklere kiyasla beyaz yakalilarda daha
yaygin goriildiigii kaydedilmistir. IBH'de yiiksek 6liim oranu, tipik olarak yerlesik ve i¢
mekan ¢alismalarini yiirliten, yonetim, biiro ve satis pozisyonlarindaki kisilerde
saptanmustir. Buna karsilik, ciftciler ve ingaat iscileri arasinda IBH'den kaynaklanan &liim

orani daha diisiik bulunmustur (Hanauer, 2006).

Diyet; IBH'de diyet ile iliskili calismalar genellikle sonugsuz bulunmus olamakla birlikte
daha yiiksek yag asidi aliminin IBH riskini artirdigina dair bazi kamitlar rapor edilmistir.
Benzer sekilde, sik fast-food alimmin IBH igin 3 ila 4 kat daha fazla risk olusturdugu da

One stirmiilmiistiir (Hanauer, 2006).

Tiitiin icmek; IBH icin en giiclii ¢evresel risk faktorii ve 6zellikle sigara tiiketicileri
arasinda tiitiin icimi olarak saptanmistir. IBH ve sigara arasindaki iliski karmasiktir ve
hem UK hem de CH igin benzersiz patofizyolojik faktorleri diisiindiirmektedir. Bu alanda
yapilan ¢ok sayida vaka kontrol ¢alismasi, mevcut sigara igmenin UK'ye kars1 koruyucu
oldugunu gostermis (goreceli risk, sigara igmeyenlerin %40') ve sonuglar cesitli cografi
bolgelerde tutarli bulunmustur. Sigara igenlerde UK riskinin azalmasimin doza bagimli
oldugu ve giiniimiizde halen sigara igmenin sklerozan kolanjit ile posite kars1 koruyucu
oldugu da ileri siiriilmiistiir. Paradoksal olarak, eski sigara igenlerin UK gelistirme
olasilig1 hi¢ sigara icmeyenlere gore yaklasik 1,7 kat daha fazla bulunmustur. Ayrica
sigaray1 birakmis olanlarin halen sigara i¢enlere gore daha sik hastaneye yattiklar1 ve daha

kot bir hastalik seyrine sahip odukar1 rapor edilmistir. Yine bu grupta, su anda sigara



igenlerin, hi¢ sigara icmemis olanlara gore kolektomiye ihtiya¢ duyma olasiliklar iki kat
daha fazla bulunmustur (Hanauer, 2006).

UK'nin aksine, sigara i¢imi CH gelisimi i¢in &nemli bir risk faktorii olarak tespit
edilmistir (RR, 1.15-3.9). CH'li sigara icenlerin, sigara icmeyenlere gore daha kotii bir
hastalik seyrine sahip oldugu, daha yiiksek hastalik niiksii, daha sik cerrahi miidahaleler
ve immiinosupresif ajana daha fazla ihtiya¢ duydugu belirlenmistir. Sigara igmenin artan
CH gelistirme riski ile iliskili olmadig: Israil'de yasayan Yahudi hastalarda yapilan bir
calismada bir istisna olarak goriilmiistiir. Ilging bir sekilde, sigara igmenin bu grubu
UK'ye kars1 korumaya devam ettigini ve bu da bilim insanlarin1 genetik faktdrlerin

cevresel etkileri gegersiz kilabilecegini yoniinde diisiindiirmeye sevk etmistir (Hanauer,

2006).

2.1.4.2 Genetik faktorler

Epidemiyolojik ve aile calismalari, IBH'ye yatkinlikta genetik faktdrlerin rol oynadigimi
gostermistir. Ancak hastalik genetik olarak karmagsiktir ve tek basina tek bir gen
modeliyle de agiklanmamaktadir. UK ve CH'nin duyarlilik lokuslarimn hepsini olmasa
da bazilarin1 paylagsan heterojen poligenik bozukluklar olabilecegi diisiiniilmektedir.
Biiyiik olasilikla, hastalik fenotipi, bir dizi lokustaki alellik varyantlar arasindaki
etkilesimin yani sira genetik ve cevresel etkilerin de dahil oldugu cesitli faktorler
tarafindan belirlenen kanitlar 6ne siirilmektedir. Sonug¢ olarak, mutasyona ugramis bir
genin varliginm, IBH'nin gelisecegini garanti etmedigini veya onu kimin gelistirecegini
tahmin edemeyecegimizi ve bu durumda hastaligi hizlandirmada kofaktorlerin de 6nemli

oldugunu gostermistir (Hanauer, 2006).

2.1.5 iBH ve olas1 tedaviler

IBH, sindirim sisteminde uzun siireli iltihaplanmaya neden olan bir grup barsak
bozuklugu igin bir semsiye terim olarak ifade edilmistir. IBH’nin gelisimi veya
tekrarlamasi lizerinde genel olarak barsak bakteri popiilasyonunun ¢ok etkisi oldugu ileri
siiriilmiistiir. Giiniimiizde IBH nin tedavisi, terapotik sistemlere agir bir yiik getirebilecek
anti-inflamatuvar ilaclar, immiin modiilatéor maddeler ve cerrahi kullanimina

dayanmaktadir. Baz1 arastirmacilar, bagirsak bakteri florast olmayan hayvan
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modellerinde, IBH gibi inflamatuvar hastaliklarin yayilimadigim gostermislerdir. Fakat
barsak mikrobiyotasinin probiyotiklerle degistirildigi birka¢ calismada, IBH’nin
iyilesebilecegi ya da yiiksek konsantrasyonda probiyotik verilmesi durumunda, bu
hastalarin bagirsaklarinda asir1 inflamasyonun olabilecegi saptanmistir (Damoogh vd.,

2021).

2.1.6 iBH’nin Klinik ozellikleri

UK ve CH hem barsak hem de barsak dis1 belirtilerle iliskili bulunmus ve bunlarin barsak
semptomlarindan dnce ya da bunlarla birlikte gelisebilecegi gdsterilmistir. UK ve CH
klinik goriiniimlerinde birtakim benzerliklere sahipken, karakteristik 6zellikleri asagida

vurgulanmigtir (Hendrickson vd., 2002).

2.1.6.1 Barsak tezahiirii

UK'ni en tutarh 6zelliginin, barsak hareketlerinin gegisi sirasinda en yogun olan alt karin
kramplarinin eslik ettigi disk: ile karisik kan ve mukus varligi rapor edilmistir. UK,
genellikle semptomlarin baglangicindan hemen sonra teshis edilirken, CH daha geg teshis
edilebilmektedir. Hastalarin digkisinda briit kan bulunmasi, bu kisilerin bir
gastrointestinal problemle kars1 karsiya oldugu ve karin agrisinin yeri, kolon tutulumunun
derecesine bagli olarak degisiklik gostermekle birlikte, agri distal hastalikta sol alt
kadranda, pankolitte ise tiim batina yayilmis sekilde goriilmektedir. Pediyatrik hastalarda,
pankolonik tutulum siklig1 fazla olmakla birlikte, hastaligin zaman iginde proksimale
yayildig1 belirlenmistir. Cocuklarda, yetigskin hastalara kiyasla daha yiiksek kolektomi
riski goriildiigli icin bu hastalarda abdominal distansiyon, defans, barsak seslerinde
azalma, palpasyona karsi rebound hassasiyeti ve toksik megakolon gelisme riski
nedeniyle yakin gézetim yapilmalidir (Hendrickson vd., 2002).

UK'nin aksine, genellikle CH'de sunumun belirsiz olmasi tanida gecikmeye neden
olmakta ve gastrointestinal semptomlar, barsak tutulumunun yeri, yayginligi, ciddiyetine
bagl olarak, ileokolonik tutulumu olan hastalarda karin agrisi, tokluk ve o6zellikle
cocuklarda periumblikal bolgeye sevki goriilmektedir. Yaygin ince bagirsak hastaliginin,
karin agrisi, istahsizlik, ishal, kilo kayb1 ve laktoz emilim bozukluguna neden oldugu

belirlenmistir. Kolonik CH, UK'y1 taklit edebilmekte ve genellikle diskilama ile
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rahatlayan krampli alt karmn agnis1 ile iliskili kan ve mukuslu diyare ile kendini
gostermektedir. Anal etiketler, derin anal fissiirler ve fistiiller gibi perianal hastalik
seklinde yaygin goriilmektedir. Artan kari kramplari, siskinlik ve kusma, inflamatuvar
stirecin kismi veya tam tikaniklik ile lokalize darliga ilerlemesinin belirtileri gosterilmistir

(Hendrickson vd., 2002).

2.1.6.2 Ekstraintestinal ozellikler

Basvuru aninda IBH'li hastalarin %40'inda ates goriilmekle birlikte, ates, genellikle diisiik

dereceli ve kronik olarak tanimlanmaktadir (Hendrickson vd., 2002).

Kilo kaybi, hem yetiskinlerde hem de ¢ocuklarda IBH'nin bir &zelligi olup, 6zellikle
cocuklarda kilo kayb1 veya normal biiyiime hizinin siirdiiriilememesi IBH'nin en yaygin
sistemik dzelligidir ve bu durum UK'ye gére CH'de daha sik gdzlenmektedir. Biiyiime
geriligi ve gecikmis cinsel olgunlagma bazen ¢ocuklarda CH'nin ilk gostergesi olarak
gdsterilmistir. Gecikmis biiyiimenin CH’de (%60 ila %88), UK'den (%6 ila %12) daha
yaygin oldugu ve siklikla prepubertal ¢ocuklarda goriildiigli bulunmustur. Biiylime
gecikmesinin, kronik kortikosteroid kullaniminin bir sonucu olarak da ortaya ¢ikabilecegi
saptanmistir. Gecikmis cinsel olgunlagma veya cinsel olgunlasmanin durmasi, biiyiime

geriligi ile es zamanli olarak ortaya ¢ikabilmektedir (Hendrickson vd., 2002).

IBH’de artralji ve artrit siklikla meydana gelerek, bu durum bazen IBH'nin bagirsak
belirtilerinden once goriilmekte ve genellikle hastalik aktivitesi ile ortlisiirtiigii ve altta
yatan bagirsak iltihabinin tibbi tedavisi ile diizeldigi saptanmistir (Hendrickson vd.,
2002).

Oral aftoid iilserlerin genellikle IBH ile ortaya ¢iktig1 ve bu iilserlerin, bazen zayiflatict
agriya neden olsalar da genellikle minimal rahatsizliga neden olduklar1 saptanmigstir.
Bunlar hastalik aktivitesine paralel olma egiliminde olup, tedavi altta yatan hastaliga
yonelik yapilmaktadir. Okiiler komplikasyonlarin, IBH'nin kendisinden veya kronik
kortikosteroid tedavisinden kaynaklandigi saptanmustir. Tedavi pupilla dilatasyonu, agri
ve fotofobiyi azaltmak i¢gin gdziin kapatilmasi gibi lokal veya sistemik kortikosteroidlerin
uygulanmasindan olusur. Ancak uzun siireli kortikosteroid kullaniminin arka subkapsiiler

katarakt sikligin1 ve goz igi basicini arttirdigi tespit edilmistir (Hendrickson vd., 2002).
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Primer sklerozan kolanjit (PSC), fibrozan inflamasyon ve safra kanallarinin obliterasyonu
ile karakterize kronik kolestatik bir karaciger hastalig1 olup, bu hastaligin genellikle UK
ile birlikte goriildiigii belirlenmistir. Bu hastalarm bazen IBH'de bagirsak semptomlarinin
gelismesinden once kasinti ve PSC ile bagvurdugu gézlenmistir. PSC'nin seyrinin altta
yatan bagirsak hastaligi ile ilgisiz oldugu ve kolektomiden sonra ilerleyebildigi

saptanmustir (Hendrickson vd., 2002).

Bazi hastalarda, IBH ile iliskili oldugu 6ne siiriilen otoimmiin hepatitin de goriildiigii
belgelenmistir. Bu hastalarda tani, karaciger biyopsisi sonrasinda konur ve tedavi

kortikosteroidler ve immiinosupresif ilaglarla yapilmaktadir (Hendrickson vd., 2002).

Nefrolitiazis, agirlikli olarak UK'de iirik asit tas1 ve CH'de oksalat tas1 olarak ortaya cikan,
uzun siireli yatak istirahati veya kortikosteroid tedavisinden kaynaklanan hiperkalsiiiri
risk faktorleri gibi goriinen bir hastaliktir. Bu hastalarda sekonder amiloidoz oldukca
nadir goriilmekle birlikte CH'de varlig1 bildirilmistir. Ayrica CH'de inflamatuar kitleler
veya enterovezikiiler fistiiller tarafindan lireteral kompresyona bagli olarak obstriiktif
komplikasyonlarin da ortaya c¢ikabildigi tespit edilmistir. Osteopeni (diisiik kemik
kiitlesi) hem IBH baslangicinda hem de uzun siireli kortikosteroid kullaniminin bir
komplikasyonu olarak ortaya ¢ikabilen bir semtom olarak belirlenmistir (Hendrickson
vd., 2002).

2.1.7 iBH tam

IBH'yi taklit edebilen patojenler arasinda Salmonella, Shigella, Campylobacter,
Aeromonas, Plesiomonas, Yersinia, Eschericha coli O157:H7, Clostridium difficile,
Giardia lamblia, Histoplasma, Mycobacterium tuberculosis ve Entamoeba histolytica
bulunmustur. IBH'li hastalarda, baslangigta bu enfeksiyonlarin goriilebildigi ve bu
semptomlar kars1 yapilan tedavinin etkili olmadigi ve daha sonra bu semptomlarin
tekrarladig1r rapor edilmistir. Bu durumda enterik enfeksiyonlar dislanarak, hastalik
tanisinda daha fazla calisma baglatilmali ve asagda verilen testler yapilmalidir

(Hendrickson vd., 2002).
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2.1.7.1 Hematolojik testler

IBH igin tarama testlerinde, tam kan sayim, inflamatuvar belirtecler ve karaciger
enzimlerini igeren bir metabolik profil ongoriilmektedir. CH’li pediatrik hastalarinin
yaklasik %90'mda sedimantasyon hizi, C-reaktif protein ve serum orosomukoid seviyesi
gibi akut faz reaktanlarmin yiikseldigi, ancak UK'de bu semptomlarin daha az goriildiigii
saptanmigtir. Giinlimiizde periniikleer anti-nétrofilik sitoplazmik antikor (P-ANCA) ve
anti-Saccharomyces cerevisiae antikor (ASCA) gibi yeni serolojik testler, IBH tanisini
desteklemek veya UK'yi CH'den ayirmak igin kullanilmaktadir. ASCA, CH'li gocuklarin
%44-54'tinde, UK'li ¢ocuklarin %89-%97’sinde, P-ANCA ise UK'li ¢cocuklarin %66-
83'tinde, CH'li ¢ocuklarin ise %14-19'unda saptanmustir (Hendrickson vd., 2002).

2.1.7.2 Endoskopik degerlendirme

IBH tanisinda, taniy1 koymak igin biyopsilerle endoskopik inceleme yapilmakta ve ¢ogu
durumda histolojik inceleme ile UK ve CH kesin olarak ayirt edilebilmektedir. Ancak
bazi kolit vakalarinin 6zellikle atipik olabildigi ve bu durumun belirsiz kolit teshisine yol

acabildigi saptanmuistir (Hendrickson vd., 2002).

2.1.7.3 Radyolojik calismalar

Radyolojik degerlendirmeler genellikle CH'li hastalar i¢in ince barsak anslar1 ve terminal
ileumun tutulumunu ince bagirsak takip X-ray muayenesi yoluyla degerlendirmek icin
ayrilmistir. Enterokliz (boyanin ince bagirsaga dogrudan damlatilmasi), hastanin
rahatsizlig1 nedeniyle ve jejunal tiip yerlestirilmesini gerektirdigi i¢in nadiren yapilan ve
standart rontgen muayenelerinde ince bagirsak anslarmin  yeterli  sekilde
gorilintiilenmesinin miimkiin olmadigr durumlarda kullanilan yontem olarak ifade

edilmistir (Hendrickson vd., 2002).
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2.1.8 iIBH tedavisi

2.1.8.1 UK tibbi yonetimi

UK’l1 hafif hastalarm tedavisinde oral siilfasalazin tek basina veya topikal ilaglarla
kombinasyon halinde kullanilmaktadir. Giiniimiizde daha yeni S5-aminosalisilik asit
ilaglar1 (mesalamin, olsalazin ve balsalazid) yan etkilerden dolay: siilfasalazin'i tolere
edemeyen hastalarda faydali goriilmiistiir. Bu hastalarda mesalamin ve steroid
lavmanlari, mesalamin fitilleri kullanilirken, kortikosteroid koptigii dahil topikal
preparatlarin ise siirli distal kolon hastalig1 olan hastalarda semptomlar1 azaltabildigi

saptanmustir (Hendrickson vd., 2002).

Orta ila siddetli UK hastaliginda, belirgin karmn kramplar1, kanl ishal, karin hassasiyeti,
anemi ve hipoalbiiminemisi olan hastalarin yakin klinik gozlem ve intravendz ilaglar
(kortikosteroidler), sivilar ve beslenme i¢in hastaneye yatirilmasi gerektigi rapor
edilmistir. Tedavide hastalarin kan sayimlari ve kimyalar1 yakindan izlenmeli, karin
kramplar1 ve hematokezya azalincaya kadar intravendz steroid tedavisine devam
edilmelidir. Baslangigta yiiksek lifli, yiiksek kalintili ve baharath yiyeceklerden
kagimmay1 igeren diyet kisitlamalart uygun goriilmiistiir (Hendrickson vd., 2002).

2.1.8.2 CH tibbi yonetimi

Giiniimiizde CH i¢in tibbi tedavi yaklagimi, hastalik semptomlarinin ciddiyetine, bagirsak
tutulumunun derecesine ve yerine gore kisisellestirilerek yapilmasi hedeflenmistir. Bu
amaglar dogrultusunda, kortikosteroidler (I mg/kg/gilin) ¢ogu hastada hastalik aktivitesini
azaltmada ve remisyon saglamada etkili bulunmustur. Ancak istenmeyen yan etkiler
(kozmetik etkiler, ¢ocuklarda lineer biiylimenin baskilanmasi ve osteopeni) nedeniyle
uzun siireli  kortikosteroid  kullanimi  Onerilmemekle  birlikte — gilinlimiizde
kortikosteroidlerin remisyonun siirdiiriilmesi i¢in etkili oldugu kanitlanmamigtir

(Hendrickson vd., 2002).

CH’1i hastalarda siilfasalazin ve mesalamin, hafif ila orta dereceli hastalig1 tedavi etmek
ve kortikosteroidlerin neden oldugu remisyonu siirdiirmek i¢in kullanilmakla birlikte,

metronidazol ve siprofloksasin gibi antibiyotiklerin 6zellikle perianal hastaligi ve
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enfeksiydz komplikasyonlari olan hastalarda, hafif ila orta dereceli hastaligin tedavisinde

faydali oldugu kanitlanmistir (Hendrickson vd., 2002)).

2.2 Toll Benzeri Reseptorler

Toll genlerinin, sitoplazmik ve ekstraselliiler bolgeden olusan bir transmembran protein
yapisinda olan Toll benzeri reseptorleri (Toll-like receptors, TLR) kodlayan genler
oldugu rapor edilmistir. Bu genler, ilk defa 1985’te Nobel 6diillii Christiane Niisslein-
Volhard, Eric Weischaus ve arkadaglar1 tarafindan meyve sinegi (Drosophila
melanogaster) embriyosunda tanimlanmis ve mantar enfeksiyonlarina karsi immiin

cevapta 6nemli rol oynadig1 saptanmistir (Giiven ve Murat, 2012).

Canlilarda evrim sirasinda gelisen, tiim hayvan ve bitki siniflarinda var olan, dogal
immiinite patojenlerinin taninmasi i¢in TLR ailesinin kullanildig1 kaydedilmistir
(Kundakci ve Pirat, 2012). TLR’lerin, mikroplara karsi savunma sisteminin ilk hattini
olusturan O6nemli bir reseptor ailesi oldugu da yapilan caligsmalarla belirlenmistir. Bu
reseptorler hem istilact patojenleri hem de Olmekte olan hiicrelerden ve hasarli
dokulardan salinan endojen tehlike molekiillerini taniyabilen, dogustan gelen ve
uyarlanabilir bagisikligin baglanmasinda anahtar rol oynayan, bagisiklik sisteminde ve
diger viicut hiicrelerinde genis bir sekilde dagilim gosteren proteinler olarak rapor

edilmislerdir (EI-Zayat vd., 2019).

TLR’lerin sitoplazmik bolgesi, IL-1 reseptorii ile yiiksek derecede benzerlik gosterdigi
icin bu bolge Toll/IL-1 reseptdr (TIR) bolgesi olarak adlandirilmistir. Reseptorlerin
ekstraselliiler bolgesinde her biri 24-29 amino asit igeren, 16sinden zengin tekrar (LZT;
LRR) motifleri bulunmustur. Bu LZT bdlgelerinin farkli patojenlerin taninmasindan
sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Insanlarda TLR ailesinin tanimlanmis 10 iiyesi (TLR1-
10) mevcut olup, bunlardan TLR 1, 2, 4, 5, 6, 10 tiplerinin hiicre yiizeyinde, TLR 3, 7, 8,
9’un ise sitoplazmada 6zellikle endozomlarda bulundugu belirlenmistir. Dogal immiin
sistem hiicrelerinde bulunan TLR’lerin “patojenle iliskili molekiiler patternler (PAMP)”
ad1 verilen bolgeleri taniyan endojen veya eksojen ligandlar tarafindan uyarildigi ve
aktivasyonlar1 sonucu patojenlere karsi konak¢i cevabi ve otoimmiin yanit olusturduklari

saptanmistir (Giiven ve Murat, 2012; Lu vd., 2018).
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TLR’lerin kanser, diyabet, ateroskleroz, renal hastaliklar, gastrointestinal hastaliklar,
respiratuvar hastaliklar, santral sinir sistemi hastaliklar1 ve otoimmiin hastaliklar gibi

genis bir hastalik grubuyla iliskili oldugu belirlenmistir (Lu vd., 2018).

Yapilan aragtirmalarda, TLR ligandlarina uygun sekilde yanit verme yetenegi, TLR
genleri i¢cindeki SNP'ler tarafindan bozulabildigi ve bu genlerdeki genetik varyasyonlarin
hastaliklara duyarlhilikla iligkili oldugu gosterilmistir. TLR geninde, fizyolojik anlami
olan mutasyonu gosteren ilk rapor, C3H/HeJ fare susunda tespit edilen TLR4 proteininde
amino asit (a.a) 712'de bir prolin-histidin degisimi olarak saptanmuistir. Son yillarda insan
TLR (TLR1-10) genlerinde farklt SNP’ler rapor edilmis ve bu raporlarda SNP'lerin ¢esitli
insan hastaliklar1 lizerinde islevsel bir etkisi ve tibbi 6nemi oldugu ileri siiriilmiistiir

(Trejo-De La O vd., 2014).

2.2.1 Barsakta TLR ifadesi

Viicut ve dis ¢evre arasindaki en biiyiik araylize sahip olan bagirsak bagisiklik sistemi,
patojenik ve patojenik olmayan mikroorganizmalar arasindaki en kiigiik molekiiler farki
ayirt edecek sekilde gelismis bir sistemdir. Gastrointestinal sistemde (GIT), “diisman”
cogalmadan, hatta zararsiz bakteriler tehlikeli olanlara doniismeden 6nce, herhangi bir
zararl tehdide kars1 hizla tepki verme kapasitesi gelistigi gosterilmistir. Bu nedenle GIT
ve bagisiklik sistemi, homeostaziyi ve organizmanin optimal sagligini garanti etmek i¢in
bakteri, maya, bakteriyofajlar ve bagirsak epiteli arasinda var olan hassas dengenin

korunmasina katkida bulunan sistemler olarak goriilmiistiir (Hug vd., 2018).

Istilac1 bir patojenin neden oldugu bagisiklik reaksiyonu, aym zamanda konakci
organizma icin zararl asir1 reaksiyonlar gelistirmeden uygun sekilde ele alinmasi ileri
stirilmiistir (Hug vd., 2018). Bu nedenle, patojeni algilayan hiicrelerin tanidigi ilk
sinyaller en 6nemli olanlar olarak belirlenmistir. Potansiyel olarak patojenik bakteriler ile
bagirsak bagisiklik hiicrelerinin zarinda ve ayrica bagirsak epitelinin hiicresel zarinda
bulunan TLR'ler arasinda erken bir etkilesim noktasi olustugu saptanmistir. Bazi
durumlarda, bagisiklik sisteminin asir1 uyarilmasimi sinirlamada rolii olan TLR'lerin

¢ozliniir formlariin da mevcut oldugu kaydedilmistir (Hug vd., 2018).
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TLR'lerin, bagirsak homeostazini koruyan veya inflamatuvar hastaliklara katkida bulunan
transmembran proteinler oldugu belirlenmistir. Giiniimiizde mevcut bilgi durumu
dahilinde, TLR'lerin ve sinyal molekiillerinin, istilac1 patojenlerin neden oldugu bagirsak
enflamatuar siireclerinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigini gostermistir (Wong

vd., 2015).

Dogustan gelen bagisiklik sisteminin, konak¢iya saldiran patojenlere karsi ilk savunma
hattin1 olusturdugu kanitlanmistir. Dogustan gelen birka¢ bagisiklik reseptoriiniin
(patojen tanmima reseptorleri; PPR), ssRNA, CpG DNA veya lipoproteinler gibi
patojenlerdeki (patojenle iliskili molekiiler modeller; PAMM) genis bir molekiiler bilesen
repertuarini tamidigr saptanmistir. Giinlimiizde derinlemesine karakterize edilen PPR
ailesi, TLR'ler ailesi olarak adlandirilmistir. Insanlarda 10 tane TLR tanimlanmis ve
bunlardan bir kag1 plazma zarinda (TLR1, 2, 4, 5, 6) digerleri de endozomlarda (TLR3,
7, 8, 9) bulumustur. Baz1 TLR'lerin homodimerize oldugu, digerlerinin ise heterodimerler
olusturdugu belirlenmistir (6r. TLR1 veya TLR6 ile TLR2). TLR10 farelerde eksprese
edilmez ve insanlarda TLR2'nin immiin hiicrelerdeki aktivitesinde inhibitor bir role sahip
oldugu goriilmiistiir. TLR'lerin, PAMM'lere ek olarak, hiicre veya doku hasarindan
tiretilen konakgi-ligandlari, s6zde hasarla iligkili molekiiler modelleri (DAMM veya
alarminler) taniyabildigi bulunmustur. Bazi 6rneklerin, serum amiloid A—SAA-, yiiksek
mobilite grubu kutusu 1 -HMGB-1-, endojen niikleik asitler, sitriiline fibrinojen veya
hyaluronan fragmanlarini i¢erdigi tespit edilmistir. Baz1 durumlarda, TLR2, TLR4 ve
TLRS tarafindan taninabilen hyaluronan ve HMGB-1 durumunda oldugu gibi
HiMM'lerin birka¢ TLR ile (ayrica kombinasyon halinde) baglanabildigi saptanmistir.
Bu sekilde, aynt DAMM’nin, bir yaralanma ve hiicre tipine 6zgii bir sekilde farkli tipte
dogustan gelen bagisiklik tepkilerini harekete gegirebildigi de gbzlenmistir. Bu tepkinin
ayrica DAMM'in o6zellikleri ve kimyasal modifikasyonlar1 (6rnegin, hyaluronanin
asetilasyonu ve molekiiler agirlik varyasyonlari veya HMGB-1'in translasyon sonrasi

modifikasyonlari) tarafindan da yonlendirildigi kanitlanmistir (Santos-Sierra, 2021).

TLR’ler, farkli bir boliimlendirme nedeniyle reseptorleri ile etkilesime giremedikleri i¢in
fizyolojik kosullarda inert olarak kabul edilmislerdir. Fizyolojik kosullarin aksine
patolojik durumlarda, endojen ligandlar hiicreler tarafindan pasif ve aktif olarak salinarak,
spesifik TLR'ler (6zellikle TLR2 ve TLR4) ile etkilesime girerek dokudaki inflamatuvar

yanit1 diizenleyebilen mekanizma olarak belirlenmistir (Hug vd., 2018).
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TLR ekspresyonunun, immiin siirveyanstaki rolleriyle tutarl olarak, akciger ve GIT gibi
dis ortamlara maruz kalan dokularda, spesifik hiicre tipleri i¢cin benzersiz paternlerle
yiikseldigi gosterilmistir. Memelilerde 13 farkli TLR tanimlanmistir (insan: TLR1-11,
fare: TLR 1-9, TLR 11-13) ve bunlarin insanlarla fareler arasinda birkag¢ fonksiyonel
farklilik gosterdigi gozlemlenmistir (Hug vd., 2018).

Genel olarak triacil ve diasil lipoproteinler, lipopolisakkarit (LPS) ve flagellin gibi
bakteriyel iiriinlere yanmit veren TLR'ler, bagisiklik ve bagirsak epitel hiicrelerinin
hiicresel membranlarinda eksprese edilen transmembran reseptorleri olarak bildirilmistir.
TLR2’nin, heterodimer ortaklar1t TLR 1, TLR6 ve TLRS ile birlikte bu kategoriye ait kabul
edilmistir. Buna karsilik, TLR3, TLR7, TLR8, TLRY, TLR11, TLR12 ve TLR13 gibi
niikleik asit algilayici TLR'lerin, yalnizca hiicre i¢i bolmelerin zarinda ifade edildigi
belirlenmistir. TLR4’{in ise hiicre zarlarinda (proinflamatuar sinyal) ve hiicre i¢i olarak

(anti-inflamatuar sinyal) ifade edildigi rapor edilmistir (Hug vd., 2018).

Barsak epitelinin immiinohistokimya, enzimatik aywma ve lazer yakalama
mikrodiseksiyonunun bir kombinasyonunu kullanarak, saglikli insan kolon dokularinin
barsak epitel hiicrelerinde (BEH) daha diisiik TLR2, TLR4 seviyeleri ve daha yiiksek
TLRS seviyeleri icerdigi gosterilmistir. BEH'ler tarafindan TLR ifadesinin de polarize bir
model gosterdigi tespit edilmistir. TLR2 ve TLR4’lin esas olarak ince barsagin
enterositlerinin bazolateral yiizeylerinde lokalize olurken, TLRS5’in esas olarak kolondaki
enterositlerin bazolateral yiizeylerinde lokalize oldugu belirlenmistir. Bu béliimlendirme
modeli, kommensal bakterilerin organizma tarafindan inflamatuvar bir yanit
olusturmamasini saglamanin anahtar1 ve bu nedenle patolojik durumlarin baslamasi ve

ilerlemesi i¢in ¢ok 6nemli bir model olarak kabul edilmistir (Hug vd., 2018).

Spesifik TLR'lerin ekspresyon paterninin, TLR2, TLR4 ve TLR5'i eksprese eden Paneth
hiicreleri gibi bagirsak epitelinin diger hiicre tiplerine makrofajlar ve dendritik hiicreler
(DH) gibi bagisiklik sistemi hiicrelerine de uzandigi kabul edilmistir. Kanda bulunan
DH'den farkli olarak, barsak DH'nin yalnizca kii¢iik bir kismi1 TLR2 ve TLR4'ii eksprese
ederken, ileal ve kolonik dokularda bulunan DH'ler arasinda énemli bir fark olmadig:
saptanmistir. Bilim insanlar1t normal fizyolojik kosullarda diisiik seviyelerde olan

makrofajlarin bile TLR2 ve TLR4'i de ifade ettiklerini gostermislerdir (Hug vd., 2018).
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2.2.2 TLR sinyal yollar:

TLR'lerin, PPR ailesine ait oldugu belirlenmistir. Bunlarin toplu olarak patojenle iliskili
molekiiler modeller (pathogen-associated molecular pattern; PAMP) ve mikropla iliskili
molekiiler modeller (microbe-associated molecular pattern; MAMP) olarak adlandirilan
patojenler tarafindan genis ¢apta paylasilan molekiilleri tanidiklar1 ve en son genellikle
yerlesik mikrobiyota tarafindan ifade edildikleri rapor edilmisitir. Ayrica, TLR'lerin
hasarla iliskili molekiiler model (damage-associated molecular pattern; DAMP)
molekiilleri olarak tanimlanan doku hasarindan tiiretilen endojen molekiilleri tanidig1 da
saptanmistir.  Yapilan c¢alismalar her TLR’nin, PAMP, DAMP veya MAMM nin
taninmasindan sorumlu, 18sin agisindan zengin bir ektodomain, bir transmembran alani
ve sinyalleme kaskadi baslatan bir sitoplazmik Toll-IL-1 reseptor (TIR) alanindan
olustugu gosterilmistir. TLR’de bulunan TIR alanmin (belirli TLR'nin etkinlestirilmesi
tizerine) daha sonra belirli bir biyolojik yanittan sorumlu olan farkli bagdastiricilarla da
etkilesebildigi belirlenmistir. Bunlar; MYD88, TRIF, TIRAP/MAL ve TRAM olarak
rapor edilmistir (Sekil 2.3.). MYDS8S, tiim TLR'ler tarafindan kullanilirken, TRIF’1n,
TLR3 ve TLR4 tarafindan alindig1 tespit edilmistir. TRAM’1n ise segici olarak TLR4
tarafindan kullanildig1 ve TRIF-TLR4 iligkisine aracilik ettigi gosterilmistir. TIRAP’1n,
hem hiicresel hem de hiicre i¢i zarlarda ifade edilen TLR'lere spesifik proteinlerin
alinmasina aracilik eden bir siralama adaptdrii olarak is gordiigii belirlenmistir (Hug vd.,

2018).
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Sekil 2.3. Toll Benzeri reseptor sinyal yolagi (URL-3, 2022)
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TLR2’nin, bakteri hiicre duvari bilesenlerinin taninmasinda rol oynadig1 ve ¢ok c¢esitli
ligandlar1 tanidig1 (peptidoglikan, lipoteikoik asit, lipoproteinler, lipoarabinomannan,
mikobakteri ve zymosan) saptanmistir. Bunlar arasinda en iyi karakterize edilen, tim
bakterilerde bulunan ve gram-pozitif bakterilerin dis zarinda yiiksek oranda eksprese
edilen lipoproteinler rapor edilmistir. TLR2 nin, ligandlarla baglanarak TNF-a, IL-2, IL6
ve IL-12'nin salgilanmasint indiikdigi gosterilmistir (Dabrowski vd., 2017; Hug vd.,
2018).

Genel olarak, TLR2'nin aktivasyonu, MYD88'in baglanmasi, ardindan CREB, AP-1 ve
NF-KB gibi proinflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunun indiiklenmesi ve daha sonra
transkripsiyon faktorlerinin  aktivasyonunu indiiklenmesi seklinde gerceklestigi
gosterilmistir. Bununla birlikte, TLR2'nin pro veya anti-inflamatuvar yanitlari indiikleme
kapasitesi, TLR1 veya TLR6 ile dimerize edebilecegi farkli yardimci reseptor ile iliskili
olduguda bulunmustur. Spesifik olarak, TLR2-TLR6 heterodimerleri, interlokin-6 (IL-6)
ve timdér nekroz faktori-alfa (TNF-a) gibi  pro-inflamatuvar molekiillerin
transkripsiyonundan sorumlu sinyallesme kaskadi yolunu aktive ederek, TLR2-
TLR21heterodimerleri ise 1L-10 ekspresyonu yoluyla bir anti-inflamatuvar yaniti
indiikleyerek is gordiikleri rapor edilmistir (Hug vd., 2018). TLRO, viriislerin, bakterilerin
ve bunlarin sentetik homologlarinin (oligodeoksiniikleotitler) DNA'sinda yaygin olarak
bulunan metillenmemis CpG-yogun dizilerin taninmasinda rol oynayan ve ayrica
endozomal boélmelerdeki hiicrelerin i¢inde bulun bir reseptor olarak belirlenmistir

(Dabrowski vd., 2017).

2.3 IBH ve TLR ile iliskisi

TLR genlerinin, hastalik kosullar1 sirasinda anormal bir bagisiklik tepkisine yol agan
SNP’ye sahip oldugu saptanmistir. Giliniimiizde yapilan c¢aligmalarla, TLR
polimorfizmlerinin IBH dahil cesitli hastaliklarla iliskisi gdsterilmis ve bu arastirmalara
gore; TLR genlerindeki mutasyonlar, bagirsak iltihabini artirabilir veya bastirabilir

sekilde rapor edilmistir (Meena vd., 2015).

TLR'lerin, anti-inflamatuvar veya inflamatuar yanitin indiiklenmesinde ve ardindan
adaptif immiin yanitlarin aktivasyonunda vazgecilmez bir rol oynadigi tespit edilmistir.

Bunlar hiicre yiizeyinde ifade edilen hiicre zar1 TLR'leri (TLR1 ve TLR6 ve TLR4-5-6
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ile TLR2'nin heterodimerleri dahil), endozom, lizozom veya endoplazmik retikulumda
lokalize olan hiicre i¢i TLR'ler olarak siniflandirilmislardir. TLR sinyal yollari, tiim
TLR'lerin (TLR3 hari¢) kullandig1 ve bir¢ok farkli inflamatuvar sitokin salinimina yol
acabilen MyD88'e baglh yolu icerdigi belirlenmistir. Ayrica TLR3 ve 4 araciligiyla
kullanilan TRIF'e bagli sinyal yolun, interferon tip-1'in indiiklenmesine yol agan yol

oldugu saptanmigtir (Damoogh vd., 2021).

TLR sinyal yolunun, dogustan gelen bagisiklik sisteminde TLR ekspresyonunun
degismesi ile IBH’ye katkida bulunabilecek sekilde kilit bir role sahip oldugu
bulunmustur. Bu nedenle, anormal veya islevsiz TLR sinyalinin, IBH'de akut ve kronik
barsak inflamatuvarinin gelisimine katkida bulunabilecegi ve bagirsak homeostazini

bozabilecegi rapor edilmistir (Damoogh vd., 2021).
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BOLUM 11

MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Hastalar

2013-2015 yillar1 arasinda Nigde Devlet Hastanesi Gastroenteroloji Klinigi’ne bagvuran,
klinik, endoskopik veya histopatolojik olarak, UK (77) ve CH (79) tanis1 konmus 156
hasta ile kontrol grubu olarak, daha 6nce higbir barsak hastalig1 gegirmeyen 105 saglikl
bireyden alman periferik kanlardan izole ettifimiz DNA O6rnekleri kullanilmistir. Bu
ornekler, Erciyes Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulunun 06.12.2013 tarihli
2013/729 sayili karari ile "Inflamatuvar Barsak Hastaliklarinda NOD2/CARD15 Gen
Polimorfizmleri" adli ¢alismada kullanilan 6rnekler olup, bu calisma yine Erciyes
Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulunun (Iinflamatuvar Barsak Hastaliklarinda
Bazi Gentik Polimorfizmlerin arastirilmasi) 10.06.2016 tarih ve 2016/349 sayili karari

lizerine yapilmistir.

3.1.2 Primerler

Polimeraz zincir reaksiyonunda (Polimerase Chain Reaction; PCR) kullanilan primerler,
BM Lab. tarafindan, metabion international AG, ALMANYA’ya sentezlettirilmis ve
Cizelge 3.1.” de verilmistir. Ayrica bu ¢izelgede, PCR sonucu olusan DNA fragmentleri

ve RFLP yonteminde kullanilacak enzimler de gosterilmistir (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan PCR primer dizileri ve enzim

Gen Ad1 SNP No Primer Parca boyutu Enzim

TLR 2-196to - [22-bp deletion |F: 5’-CAC GGA GGC AGC GAG AAA-3’ 286 bp, ins/ins

174 del 15111200466 |R: 3°-CTG GGC CGT GCA AAG AAG-5’ 286 bp, 264 bp, ins/del
264 bp, del/del

327 bp,172bp, TT
499bp,327 bp,172 bp, TC|Afl I
499bp, CC

F: 5’-TCC CAG CAG CAACAATTCATT A-3

TLROT-1486C \rs187084  15.3, TG CTT GCA GTT GAC TGT GT-5°
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3.1.3 Kimyasallar

5XTaq Master Mix

RedSafe (Nucleic Acid Staining solution)
100 bp DNA Ladder

Agaroz (Biyoteknoloji Grade)

Tris- Acetate- EDTA buffer

6X DNA Loading Dye

DNA izolasyon Mini Kit

3.1.4 Restriksiyon endoniikleazlar

vivantis, MALEZYA

Republic of Korea

abm, KANADA

sigma, ALMANYA

sigma, ALMANYA

thermo scientific, AMERIKA

QIAGEN GmbH, Maryland, AMERIKA

Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment Length Polymorphisim;

RFLP) reaksiyonunda kullanilan enzim tanima ve kesim bolgesi, tavsiye edilen tampon

cozeltileri, 6nerilen sicaklik ve enzimi saglayan firmalar Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan RFLP enzimi ve tampon ¢ozeltisi

Restriksiyon Kesim Tampon cézelti Uygun Uretici
endoniikleaz bolgesi pon ¢ sicaklik firma
33mM tris acetat, 10mM
« magnezyum asetat, 66mM o Fermantas,
AfLII CITTAAC potasyum asetat,0,1MG/mIBSA 37°C (Amerika)
(pH7.9)

3.1.5 Standart tamponlar ve icerikleri

Calismada jel hazirlamada kullanilan standart tamponlar ve icerikleri Cizelge 3.3°te

verilmigtir.
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Cizelge 3.3. Calismada kullanilan tampon ve icerikleri

Standart Tampon Icerik
Tris-Asetat EDTA 2429 Tris, 57,1 ml Glasiyal asetik asit, 0,05M
Tamponu (TAE)(50X) (pH:8.0) EDTA, ddH20 ile 1000ml’ye tamamlandi.
Agaroz jel yiikleme %15 fikol, %0.05 bromofenol mavisi, %0.05 ksilen
tamponu (6X) siyanol.

3.2 Yontemler

3.2.1 DNA izolasyonu

Bu ¢alismada daha 6nce yapilan "Inflamatuvar Barsak Hastaliklarinda NOD2/CARD15

Gen Polimorfizmleri" adl1 ¢alismada kullanilan DNA 6rnekler kullanilmistir.

Kandan DNA izolasyonu, DNA izolasyon kit kullanilarak (QIAGEN GmbH, Maryland,
USA), ve kit protokoliine gore asagidaki sekilde yapilmistir.

Bir ependorfa 200ul. Ornek + 200ul. Binding Buffer + 40ul. Proteinaz K konulur ve
+70°C’de 10 dak. bekletildi. Uzerine 100ul. Isopropanol eklendi ve karistirildi. Bu
karigim filtreli tlipler konularak, 1 dak. 8000 g’de santrifiij edildi. Alttaki tiip atilarak,
yerine temiz tiip konuldu. Filtreli tiipiin {izerine 500ul. Inhibitor Removal Buffer
konularak, tiip alt list edildikten sonra 1 dak. 8000 g’de santrifiij edildi. Alttaki tiip
atilarak, yerine temiz tiip konuldu. Filtreli tiipiin {izerine 500ul. Wash Buffer ilave
edilerek, tiipler 1 dak. 8000 g’de santrifiij yapildi. Tekrar alttaki tiip atilarak, yerine temiz
tiip konuldu. Sonra alttaki tiipiin i¢indeki sivi dokiildii ve tekrara filtreli tiipiin altina
kondu ve maksimum hizda 13.000 Xg’de tekrar santrifiij edildi. Daha sonra normal 1.5ml
ependorf tiipe numara yazilarak, filtreli tiip bu ependorfun i¢ine konuldu ve iizerine
200ul. (+70°C’de) 1sitilmis Elution Buffer ilave edilerek, 1 dak. 8000X’g de santrifij
edildi. Tiim bu islemlerden sonra elde edilen DNA —20°C’de saklanarak istenen amaglar

dogrultusunda kullanildi.

3.2.2 Polimeraz zincir reaksiyonu

Genotipleme, PCR-RFLP yontemleri kullanilarak yapilmistir. Daha 6nce izole edilen
genomik DNA’dan TLR2 (—196 to —174 del) ve TLR 9 (T-1486C) gen bolgeleri, Cizelge
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3.1°de yer alan uygun primer ciftleri ile Cizelge 3.4.’de gosterilen PCR soliisyonu ve
amplifikasyon protokolii kullanilarak PCR yontemi ile ¢ogaltilmistir (Karaali vd., 2019;
Messaritakis vd., 2018). Bu genlerin PCR fiiriinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitilip, UV

goriintiileme cihaziyla goriintiilenerek, fotograflar1 ¢ekilmistir (Fotograf 3.1., Fotograf
3.2.).

TLR 2 (-196 to —174 del; rs111200466) gen polimorfizmi PCR dizisinin sekanst:
CTCGGAGGCAGCGAGAAAGCGCAGCCAGGCGGCTGCTCGGCGTTCTCTC
AGGTGACTGCTCGGAGTTCTCCCAGGTACGTCGTGCGCTCCCCACTCGTGTG
GTCTCTCTGCACCCCTTCCTGGGGTCGGGTCGGGCAGGGGCGGAGGGGAGC
CGCAGCCCGGTCACGGGCTCTGGGGAACCCGGGCTCCCGTTCGGCTGCACC
TGGGCCCCTAGCTCCTGTCCGGGCGGGGATAGCGGGAAGCGCACCAGGCLCC
CCGGGACGCCGGTGCTTCTTTGCACGGCCCAG

TLR 9 (T-1486C; rs187084) gen polimorfizmi 5'upstream Sequence (5'UPS) bolgesinde
yer almakta ve PCR dizisinin sekansi:
TCCCAGCAGCAACAATTCATTAATTCATTCATTCAGCCTTCACTCAGAAAT
ACCCTCTCTGTGCCTGCCCAGAGCTGACTGCTGGGTGTACATAATTCAGCAG
ATATCAAGCACTTACTATGTGCTGGGCACTGTACTGGATCCTGGGGATGCAG
ATAAAAGATCACTGCCCTT/CAAGAAGCTGACATTCCAGCAGGGGAATAAG
ACGATATACAATAAACCATGAAAGATCAATGATCCGGTGTCTAGCAGTTAA
AAAATGTTAGGACAAAGAGAAACATAGACCAGGCAAAGGAGCTCAGGAGT
GCCAGATCTGGGGTGGGAGGTTTGTAAGAAGGCTGGATGGCCCTGTTGAGA
GGGTGACATGGGAGCAGAGACATAATGGAGGCAAAGGAGGGGTCATATGA
GACTTGGGGGAGTTTTCAGGCAGAGGGAACAGCACATCCCAAGGCCCTGAG
GCAGGAGAATGCCCAGGGGCTACACAGTCAACTGCAAGCAG

Cizelge 3.4. Calismada kullanilan PCR soliisyonu ve amplifikasyon protokdlii

Genler PCR soliisyonu 25puLL PCR Amplifikasyon Protokoélii
TLR? 5XTaq Master Mix; 4uL, Denatiirasyon: 94°C’de 2 dak.

forward primer; 0,5 pL, 35 Dongii : 94°C’de 30 saniye, 62°C’de 30 saniye ve
(-196 to- . ot )
174del) reverse primer; 0,5 pL, 72°C’de 30 saniye,

su;18 ul, DNA; 2ul, Extensyon: 72°C’de 5 dak.

5XTaq Master Mix; 4uL, Denatiirasyon: 94°C’de 4 dak.
TLR9 forward primer; 0,5 pL, 35 Dongii : 94°C’de 30 saniye, 60°C’de 20 saniye ve
(T1486C) reverse primer; 0,5 pL, 72°C’de 30 saniye,

su;18 pL, DNA; 2ul, Extensyon: 72°C’de 5 dak.
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Fotograf 3.1. PCR yontemi ile cogaltilan TLR 2 (-196 to —174del) geni % 2’lik jel
goruntust

Fotograf 3.2. PCR yontemi ile gogaltilan TLR 9 (T-1486C) geni % 2’lik jel goriintiisii

3.2.3 Restriksiyon endoniikleaz analizi

Hasta ve kontrollerin DNA’larindan elde edilen PCR iiriinleri Cizelge 3.1.’de yer alan
uygun restriksiyon endontikleaz enzimi kullanilarak kesilmistir (Messaritakis vd., 2018).
TLR 9 (T-1486C)geninin, rs187084 bdlgesi i¢in Afl II enzimi, restriksiyon endoniikleaz
reaksiyonu i¢in iiretici firmanin 6nerilerine gore, modifiye edilerek kullanilmistir. Enzim
kesim reaksiyonu, iiretici firma tarafindan onerilen sicaklikta (37°C) bir saat bekletilerek
gerceklestirilmis ve Orneklerin %3’liik agaroz jel goriintiisii elde edilmistir (Fotograf
3.3).
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TT TC Trog”prc TT°TT TC T1°TE TL°T0

Fotograf 3.3. RFLP yonteminde Afl I enzimi ile kesilen TLR 9 (T-1486C)geni bantlari

3.2.4 Agaroz jel elektroforezi

PCR iirlinleri %2’lik agaroz jelde (Fotograf 3.1., Fotograf 3.2.) ve restriksiyon
endoniikleaz enzimi ile kesilen iirtinler %3’liik agaroz jelde (Fotograf 3.4., Fotograf 3.5.)
yiiriitiiliip, UV goriintiileme cihaziyla gortintiilenerek fotograflar ¢ekilmistir.

M
ins/del ins/ins ins/del ins/ins ins/ins ins/del del/del100b ins/ins ins/ins ins/ins ins/del ins/del ins/del ins/ins ins/del
p

Fotograf 3.4. PCR y6ntemi TLR 2 (196 to —174 del) geni % 3’liik jel bant goriintiisii

inv/del imc/ins  ins/del ims/del ins/del  jno/ine ins/ine ins/ing M del'del ins/del ins/ins  ins/ins  ins/del ins/ins ins'del  ims/ing

286 bp
264bp

Fotograf 3.5. PCR yontemi TLR 2 (196 to —174 del) geni % 3’liik jel bant goriintiisii
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3.3 istatistiksel Analizler

Inflamatuvar barsak hastalar1 ile kontrol gruplarinda yer alan bireylerin istatistiksel
analizi, SPSS 22.0 paket programi kullanilarak yapilmistir. Demografik 6zelliklerden yas
degiskeninin analizi i¢in Kolmogorov-Smirnov testi ile normal dagilim analizi yapilmis
ve veriler normal dagilima uymadigi i¢in non-parametrik test olan Mann-Whitney U (M-
W) testi uygulanmigtir. TLR 2 (-196 to —174del) ve TLR 9 (T-1486C) genlerindeki
homozigot, heterozigot genotip frekanst ile allelik frekanslar, hasta (CH, UK) ve kontrol
gruplarinda Binary lojistik regresyon ve Khi Kare (?) analizi ile karsilastirilmistir. Bu
programda hasta ve kontrol gruplari arasindaki genotip iliskisini belirlemek icin risk
oranlar1 (OR: odds ratio) ile giivenilirlik araliklar1 (Cl: %95 confidense interval) tespit
edilmistir. Daha sonra ayni1 analiz yas ve cinsiyet ayarlanarak anlamlilik testi yapilmustir.
Biitiin testler p<0.05’e esit ve kiiciik oldugunda istatistiksel olarak onemli kabul
edilmistir. Ayrica bu ¢alismada hasta ve kontrol gruplarinda Hardy-Weinberg analizi i¢in

Michael H. Court'un (2005-2008) online hesaplama islemi kullanilmustir.
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BOLUM IV
BULGULAR VE TARTISMA
4.1 CH’de, TLR 9 (T-1486C) ve TLR2 (-196 to -174 del) Gen Polimorfizmleri
Bu calismada CH ile kontrol grubunda istatistiksel olarak degerlendirilen demografik
ozellikler (yas ve cinsiyet) Cizelge 4.1.’de verilmistir. Yapilan istatistiksel analize gore
CH ile kontrol grubunun demografik 6zellikler bakimindan p degeri 0.029 bulundugu ve

bu deger p<0.05 oldugu i¢in 6nemli kabul edilmistir (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. CH ile kontrol grubunun demografik 6zellikleri

CH Kontrol .
Parametreler (n=79) (n = 105) P degeri
Yas 44.78+12.75 41.32+14.22 0.029*
. " Erkek 42 44
Cinsiyet Kadm 37 61 0.130

Bu arastirmada, 79 CH ve 105 kontrol grubunun PCR-RFLP teknigi ile analiz edilen
DNA o6rneklerinin TLR 9 (T-1486C) ve TLR2 (-196 to-174 del) gen polimorfizmlerine
ait istatistik sonuglar1 Cizelge 4.2. ve Cizelge 4.3.’de yiizde (%) degerler, ham degerler,

yas ve cinsiyet gore ayarlanmis degerler seklinde verilmistir.

CH ile kontrol grubu arasinda TLR 9 (T-1486C) gen polimorfizmi yiizde (%) degerleri,
genotip dagilimlar1 ve allel frekanslar1 Cizelge 4.2.'de verilmistir. CH TLR 9 (T-1486C)
gen polmorfizminde, homozigot yabani TT genotipinde 31 kisi (%39.24), heterozigot
mutant TC genotipinde 37 kisi (% 46.80) ve homozigot mutant CC genotipinde 11 kisi
(% 13.90), kontrol grubunda ise, TT genotipinde 39 kisi (%37.14), TC genotipinde 49
kisi (% 46.67) ve CC genotipinde 17 kisi (% 16.19) oldugu saptanmistir (Cizelge 4.2.).
TLR 9 (T-1486C) gen polimorfizmi igin CH ile kontrol grubu arasinda hem genotip
dagilimlar1 hem de allel frekanslari agisindan istatistiksel olarak onemli bulgulara
rastlanmamistir (p>0.05). CH’de, hem TC genotipinin (OR:1.228, CI1:0.503-3.001,
p=0.652) hem de CC genotipinin kontrole (OR:1.053, CI:0.557-1.989, p=0.874) gore

istatistiksel olarak o©nemli olmadigr gozlenmistir (Cizelge 4.2.). Ayrica bu
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polimorfizminde, C alleli frekans1 da gruplar arasinda 6nemli bulunmamustir (OR: 1.097,

C1:0.717-1.677, p=0.670) (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. CH ile kontrol grubunda, TLR 9 (T-1486C) genotip ve allel frekanslari

Gen/ CH Kontrol Ham degerler Ayarlanmis degerler
Genotipler | n=79(%) | n=105(%) (Crude Values) (Adjusted Values)
P degerilOdds ratio|] 95% (ClI) P | Odds | 95% (CI)
(OR) degeri| ratio
(OR)
TLRO| TT [31(39.24) |39 (37.14) -
14(;;3'@ TC (37 (46.80) |49 (46.67) [0.652 (1.228 0.503-3.00110.596 |1.278 |0.516-3.168
CC |11(23.90) (17 (16.19) (0.874 ]1.053 0.557-1.989]0.953 |1.020 ]0.533-1.950
Alleller =155 62.66) |127(6048) | -
C |59(37.34) [83(39.52) |0.670 |1.097 0.717-1.677
Resesif model
TT+TC |68(86.08) [88 (83.81) -
cc 11(13.92) [17 16.19) [0.672 [1.194 0.525-2.716
Dominant
model
TT 31(39.24) |39 (37.14) -
Tc+cc |48 (60.76) (66 (62.86) [0.772 |1.093 0.599-1.993

CH TLR 9 (T-1486C) gen polmorfizminin genotip dagilimlari, Hardy-Weinberg esitligi
bakimindan incelendiginde, hem hasta (y3?= 0.0001, p=0.99) hem de kontrol grubunda
(%= 0.060, p=0.81) normal oldugu ve boylece HW ile uyumlu ¢iktig1 gdzlenmistir.

CH ile kontrol grubu arasinda TLR2 (-196 to -174 del) gen polimorfizmi yiizde (%)
degerleri, genotip dagilimlar: ile allel frekanslar1 Cizelge 4.3.'de verilmis ve bu gen
polimorfizmi i¢in CH ile kontrol grubu arasinda hem genotip dagilimlari hem de allel
frekanslar1 agisindan istatistiksel olarak onemli bulgulara rastlanmamistir (p>0.05). CH
TLR2 (-196 to -174 del) gen polmorfizminde, homozigot yabani ins/ins genotipinde 55
kisi (% 69.62), heterozigot mutant ins/del genotipinde 20 kisi (% 25.32) ve homozigot
mutant del/del genotipinde 4 kisi (% 5.06), kontrol grubunda ise, ins/ins genotipinde 79
kisi (% 75.24), ins/del genotipinde 22 kisi (% 20.95) ve del/del genotipinde 4 kisi (%
3.81) oldugu saptanmustir (Cizelge 4.3.). CH’de, hem ins/del genotipinde (OR: 0.909, ClI:
0.200-4.125, p=0.902) hem de del/del genotipinde kontrole gore istatistiksel olarak bir
fark gézlenmemistir (OR: 1.306, CI: 0.651-2.620, p=0.453). Yine bu polimorfizmide, del

31



alleli frekans1 da gruplar arasinda 6nemli bulunmamistir (OR: 0.774, CI: 0.441-1.358,
p=0.371), (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. CH ile kontrol grubunda, TLR 2 (-196 to -174 del) genotip ve allel

frekanslari
Gen/ CH Kontrol Ham degerler Ayarlanmis degerler
Genotipler  [n=79(%) [n=105(%) (Crude Values) (Adjusted Values)
P degerilOdds ratio|95% (Cl) |P Odds [95% (CI)
(OR) degeri |ratio
(OR)
TLR 2 ins/ins |55 (69.62) |79 (75.24)
'1?%‘;' ins/del |20 (25.32) |22 (20.95)|0.902  |0.909 0.200-4.125(0.536 {0.799 |0.392-1.628
del/del (4 (5.06) [4(3.81) [0.453 |1.306 0.651-2.620]0.684 [0.740 ]0.173-3.161
Alleller ins  [130(82.28)|180
(85.71)
del |28 (17.72) |30 (14.29)|0.371 |0.774 0.441-1.358
Resesif model
S 75 (94.94) 101 -
ins/ins+ins/del (96.19)
del/del 4(5.06) |4(3.81) |0.680 ]0.743 0.180-3.065
Dominant model
ins/ins 55 (69.62) |79 (75.24)
ins/del+del/del |24 (30.38) |26 (24.76)]0.396 ]0.754 0.393-1.449

CH ve kontrol grubu TLR2 (-196 to -174 del) gen polmorfizmi genotip dagilimlarinin,

Hardy-Weinberg esitligi ile uyumlu ¢iktig1, hastalarda (y?=1.374, p=0.24) ve kontrol

grubunda (x?=2.191, p=0.14) bir sapma olmadig1 belirlenmistir (p>0.05).

4.2 UK Hastalarinda TLR 9 (T-1486C) ve TLR2 (-196 to -174 del) Gen

Polimorfizmleri

UK hastalar1 ile kontrol grubunun demografik &zellikleri yas ve cinsiyet bakimindan

incelenerek, Cizelge 4.4.’de gosterilmistir. Bu ¢alismada, 77 UK hasta ile 105 kontrol

grubunun verileri SPSS 22.0 paket programinda analiz edilmistir. Calismaya dahil edilen

orneklerin, yas ve cinsiyet parametreleri karsilastirilmis ve bu parametreler bakimindan

UK hastalart ile kontrol grubu arasinda farkin (p=0.011) istatistiksel olarak &nemli oldugu

saptanmistir (p<0.05) (Cizelge 4.4.).
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Cizelge 4.4. UK hastalar ile kontrol grubunun demografik dzellikleri

Parametreler UK Kontrol P
(n=77) (n =105) degeri
Yas 46.70£15.79 44.07+14.22 0.011*
L Erkek 42 44
Cinsiyet Bayan 35 61 0.09

UK hastalar1 (77) ile kontrol grubunun (105) TLR 9 (T-1486C) ve TLR2 (-196 to-174
del) gen polimorfizmi verileri istatistiksel olarak degerlendirilerek, bu veriler Cizelge 4.5.
ve Cizelge 4.6.’da yiizde (%) degerler, ham degerler, yas ve cinsiyet gore ayarlanmig

degerler seklinde verilmistir.

UK hastalari ile kontrol grubu arasindaki TLR 9 (T-1486C) gen polimorfizmi, yiizde (%)
degerleri, genotip dagilimlar1 ve allel frekanslar1 Cizelge 4.5.°de verilmistir. UK
hastalarinda TLR 9 (T-1486C) gen polmorfizminde, homozigot yabani olan TT
genotipinde 30 kisi (%38.96), heterozigot mutant TC genotipinde 33 kisi (%42.86) ve
homozigot mutant CC genotipinde 14 kisi (%18.18), kontrol grubunda ise, TT
genotipinde 39 kisi (%37.14), TC genotipinde 49 kisi (%46.67) ve CC genotipinde 17
kisi (%16.19) oldugu saptanmustir (Cizelge 4.5.). Bu hasta ve kontrol gruplar1 arasinda
TLR 9 (T-1486C) gen polmorfizminin genotip ve allel frekanslar1 bakimindan istatistiksel
olarak 6nemli bir fark gdzlenmemistir (p>0.05). UK hastalarinda, hem TC genotipinin
(OR: 0.934, CI: 0.398-2.191, p=0.875) hem de CC genotipinin (OR: 1.142, CI: 0.597-
2.186, p=0.688) kontrole gore istatistiksel olarak Gnemli olmadigi tespit edilmistir
(Cizelge 4.2.). Ayrica bu polimorfizminde, C alleli frekansi da gruplar arasinda 6nemli

bulunmamistir (OR: 0.996, CI: 0.651-1.524, p=0.987) (Cizelge 4.5.).
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Cizelge 4.5. UK hastalar1 ile kontrol grubunda TLR 9 (T-1486C) genotip ve allel

frekanslari
Gen/ UK Kontrol Ham degerler Ayarlanmis degerler
Genotipler n=77(%) | n=105(%) (Crude Values) (Adjusted Values)
P |Odds ratio] 95% (CI) P |Odds|95% (CI)
degeri] (OR) degeri] ratio
(OR)
TLR 9 TT 30 (38.96) | 39 (37.14) - -
(T-1486 | TC 33(42.86) | 49 (46.67) | 0.875 | 0.934 |0.398-2.191 (0.943(1.032| 0.429-
C) 2.483
cC 14 (18.18) | 17 (16.19) | 0.688 | 1.142 | 0.597-2.186|0.657|1.163| 0.598-
Alleller 2264
T 93(60.39) |127(60.48)| - -
C 61 (39.61) | 83(39.52) | 0.987| 0.996 |0.651-1.524
Resesif model
TT+TC 63 (81.82) | 88(83.81) - -
cC 14 (18.18) | 17 (16.19) | 0.724 | 0.869 [0.399-1.892
Dominant model
TT 30 (38.96) | 39(37.14) - -
TC+CC 47 (61.04) | 66 (62.86) | 0.803 | 1.080 | 0.590-1.979

UK hastalari ile kontrol grubu TLR 9 (T-1486C) gen polimorfizmi genotip dagilimlarinin
Hardy-Weinberg esitligi ile uyumlu oldugu ve ne hastalarda (%= 0.836, p=0.30) ne de
kontrol grubunda (3= 0.060, p=0.81) herhangi bir sapma olmadig1 gézlemlenmistir.

TLR2 (-196 to -174 del) gen polimorfizmi i¢in UK hastalari ile kontrol grubu arasinda
yiizde (%) degerleri, genotip dagilimlar1 ve allel frekanslar1 agisindan istatistiksel olarak
bulgular Cizelge 4.6.’da degerlendirildi. UK hastalarinda TLR2 (-196 to -174 del) gen
polmorfizminde, homozigot yabani olan ins/ins genotipinde 54 kisi (% 70.13),
heterozigot mutant ins/del genotipinde 20 kisi (% 25.97) ve homozigot mutant del/del
genotipinde 3 kisi (% 3.90), kontrol grubunda ise, ins/ins genotipinde 79 kisi (% 75.24),
ins/del genotipinde 22 kisi (% 20.95) ve del/del genotipinde 4 kisi (% 3.81) oldugu
saptanmustir (Cizelge 4.6.). UK hasta ve kontrol gruplari arasinda TLR2 (-196 to -174
del) gen polmorfizmi genotip ve allel frekanslar1 bakimindan istatistiksel olarak énemli
bir fark gézlenmemistir (p>0.05). Bu hastalarda, hem ins/del genotipinin (OR: 0.911, CI:
0.196-4.236, p=0.906) hem de del/del genotipinin (OR: 0.752, Cl: 0.374-1.510, p=0.423)
kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli olmadigi tespit edilmistir (Cizelge 4.6.). Ayrica
bu polimorfizminde, del alleli frekans1 da gruplar arasinda 6nemli bulunmamistir (OR:

0.821, CI: 0.463-1.454, p=0.497) (Cizelge 4.6.).
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Cizelge 4.6. UK hastalar1 ile kontrol grubunda TLR 2 (-196 to -174 del) genotip ve allel

frekansi
Gen/ UK Kontrol Ham degerler Ayarlanms degerler
Genotipler n=77(%) |n=105(%) (Crude Values) (Adjusted Values)
P [odds ratio] 95% (CI) | P [ oOdds [ 95% (CI)
degeri] (OR) degeri| ratio

(OR)

TLR2 |insfins [54 (70.13) [79 (75.24) | - -
-196 to -| ins/del [20 (25.97) [22 (20.95) [0.906 [0.911 0.196-4.236 0.803 | 1.223 [0.251-5.976
174del [ del/del [3(3.90) |4 (3.81) [0.423 Jo.752 0.374-1.510] 0.594 | 0.823 [0.402-1.685

ins 128(83.12) (180

del |26 (16.88) |30 (14.29)]0.497 ]0.821 0.463-1.454
Resesif model

74 (96.10) |101
(96.19)
del/del 3 (3.90) 4(3.81) ]0.976 [0.977 0.212-4.497
Dominant model
ins/ins 54 (70.13) |79 (75.24) - -
ins/del+del/del 23 (29.87) (26 (24.76) |0.443 ]0.773 0.400-1.494

ins/ins+ins/del

Bu calismada, UK hastalar ile kontrol grubu TLR 2 (-196 to -174 del) gen polmorfizmi
genotip dagilimlarinin Hardy-Weinberg esitligi ile uyumlu ¢iktigi ve ne hastalarda
(x?=0.428, p=0.51) ne de kontrol grubunda (%>=2,191, p=0.14) bir sapma olamadig1

belirlenmistir.

Farkli toplumlarda TLR genlerindeki c¢esitli polimorfizmler tanimlanmis ve bu
polimorfizmlerin mide karsinomu, meme kanseri ve mesane kanseri gibi cesitli
malignitelerle duyarliligi iliskilendirilmistir (Liu vd., 2015; Messaritakis vd., 2018; Singh
vd., 2013; Tahara vd., 2007). Son zamanlarda, TLR4 genleriyle ilgili iki farkli
polimorfizmin (Asp299Gly ve Thr 3991le) iBH ile iliskili olabilecegi rapor edilmistir
(Arbour vd., 2000). Emingil vd. (2007)’de, Tiirk popiilasyonunda TLR2 (Arg753GlIn ve
Arg677Trp) ve TLR4 (Asp299Gly ve Thr399l1le) gen polimorfizmlerinin genellesmis
agresif periodontitis hastalarindaki duyarliligini arastirmiglar ve bu hastalar ile saglikli
denekler arasinda TLR2 (Arg753GIn ve Arg677Trp) ve TLR4 (Asp299Gly ve Thr3991le)
genotiplerinin dagiliminda ve alel frekanslarinda anlamli bir farkin olmadiginm
bulmuslardir (p>0.05) (Emingil vd., 2007). IBH patogenezinin siipheli listesinde yer alan
bakterisidal/gecirgenlik arttiric1 proteini (BPI), gram negatif bakterilerin konak¢inin
dogustan gelen bagisiklik sistemi tarafindan taninmasinda ve nétralize edilmesinde

onemli bir role sahip olup, bu BPI genindeki Lys216Glu adi verilen polimorfizm, Tiirk
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popiilasyonunda CH ve UK hastalarinda ¢alistlmistir. Yapilan bu ¢alismada BPI
(Lys216Glu) polimorfizmi hem CH hem de UK ile iligkili bulunmustur (Akin vd., 2011).
Ancak, Tiirk popiilasyonunda TLR genlerinin polimorfizmleri ile CH ve UK'ya,
duyarlilig1 hakkinda ¢ok calismaya rastlanmamuistir. Biz bu arastirmada, 6zellikle TLR 2
geni i¢in —196 to -174del ve TLR 9 geni igin T-1486C; rs187084 polimorfizmlerinin CH
ve UK hastalarindaki duyarlilik durumlarini belirlemeye galistik. TLR 2 (196 to -174del)
ve TLR 9 (T-1486C) gen polimorfizmleri 79 CH, 77 UK ve 105 saglikli kontrolde
incelenmistir. Elde ettigimiz sonuglar goére, TLR 2 (-196 to -174del), genotipleri ve
allellerinde her iki hastalik grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark
goriilmemistir. Bizim yaptigimiz ¢alismaya benzer sekilde Japon popiilasyonunda mide
kanseri riski ile TLR 2 (-196 to -174del) polimorfizmi arasindaki iligki arastirilmis ve bu
calismada da hastalik ile TLR 2 (-196 to -174del) gen polimorfizmi arasinda anlamli bir
iliski saptanmamistir (Hishida vd., 2010). Yeni Zelanda Kafkas popiilasyonunda, 182 CH
ve 188 kontrol grubunda TLR 2, TLR 4 ve TLR 9 genleri lizerine yapilan bir ¢alismada,
TLR 2, TLR 4 ve TLR 9 gen polimorfizmi genotip ve alel frekanslarinda farkin anlamh
olmadigi tespit edilmistir (Hong vd., 2007). Fakat, Bank vd. (2014) arastirmacilar
tarafindan Danimarka’da aday gen yaklasimi kullanilarak yapilan ¢alismada,
inflamasyonu diizenleyen TLR 2 ve TLR 9’un da dahil oldugu 26 gendeki 39 SNP, 624
CH’li, 411 UK'lh hasta ile 795 kontrolden olusan bir grupta degetrlendirilmis ve
inflamasyonun diizenlenmesinde rol oynayan 13 gendeki (TLR 2 ve TLR 9 dahil) 16
polimorfizmin, CH ve/ veya UK riski ile iliskili oldugu saptanmustir (Bank vd., 2014).
Yine Tiirk toplumunda tip 2 diyabet ve komplikasyonlar1 iizerine yapilan bir ¢alismada,
TLR 2 (-196 to -174del ve Arg753Gln) varyantlarinin hasta patogenezindeki olas1 rolii
arastirilmistir. Yapilan bu ¢alismada, TLR-2 del/del genotipi (P=0.003), ins/del genotipi
(P=0.009) ve del alleli (P=0.001) frekanslar1 kontrolle (98 kontrol) kiyaslanan hastalarda
(100 hasta) anlaml derecede yiiksek bulunmustur (Karaali vd., 2019). TLR 2, 3,4 ve 9
genlerinin polimorfizmleri, Kuzey Cin'de mide karsinomu, o6zellikle Epstein-Barr
viriistiyle iligkili mide karsinomuna (EBVaGC) i¢in 52 EBVaGC, 157 EBV-negatif GC
(EBVnGC) ve 94 saglikli bireyden alinan periferik kan 6rneginde incelenmistir. TLR2 (-
196 to -174del) geni i¢in, hasta ile kontrol grubu genotipleri arasinda anlamli bir fark

olmadig1, ancak del allelinde farkin anlamli oldugu bulunmustur (Liu vd., 2015).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda TLR genlerinin, bir¢ok patojenle iligkili molekiiliin ve

immiin aktivasyonla iligkili endojen proteinlerin sinyallesmesinde 6nemli roller oynadigi
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saptanmustir (Tahara vd., 2007). TLR 2 geninin de ¢esitli mikrobiyal bilesenleri taniyarak,
konak savunmasinda yer alan ilk insan TLR'si oldugu belirlenmis ve ayrica bu genin
kromozomda 4q32'de yer alan iki ekzonu bulundugu saptanmistir (Trejo-De La O vd.,
2014). Yine TLR 2 -196 to -174del gen polimorfizminin, TLR 2 genini etkileyerek, bu
genin promotor aktivitesini degistirdigi belirlenmistir. Tahara vd. (2007)’de, TLR 2 (-
196 to -174del) polimorfizmini, Japon popiilasyonunda kalp dis1 mide kanserli, 289 hasta,
karm agris1 sikayeti olan 309 kanser dis1 hasta ve 146 saglikli kontrol grubunda
aragtirmistir. Bu ¢aligmada, mide kanserli hastalarda TLR 2 (-196 to -174del) del/del
genotipinin, saglikli kontrollere gore 6nemli 6l¢iide yiliksek oldugu gosterilmistir (OR =
6.06; Cl= 1.86-19.72). Ayrica bu del/del genotip sikligi, kanserli hastalarda, kanser
olmayan hastalardan 6nemli 6l¢lide daha yiiksek bulunmus (OR = 2.02; CI = 1.22-3.34)
ve bu del/del genotipinin Japon popiilasyonunda mide kanseri riskini artirabilecegini ileri

stirmiistiir (Tahara vd., 2007).

Insanda TLR 9 geni, 3p21.2 kromozom bolgesinde yer alan ve iki ekson sayisina sahip
olan bir gendir. TLR 9 geninin, ligandlar tarafindan uyarilmasi, tiim TLR genleri i¢in
ortak bir sinyal yolunu tetiklemesine, bunun da niikleer faktor-kB (NF-kB) transkripsiyon
faktoriiniin aktivasyonu ve tiimor nekroz faktorii-o ve interlokin-6 dahil olmak iizere
proinflamatuar sitokinlerin iiretimi ile sonuglandigi rapor edilmistir. Liu vd. (2015)’de,
TLR 9 T-1486C (rs187084) polimorfizmini, Kuzey Cin'de mide karsinomlu, 6zellikle
Epstein-Barr viriisiiyle iligkili mide karsinomlu (52 EBVaGC, 157 EBV-negatif GC, 94
saglikl birey) kisilerde incelenmisler ve bu gen polimorfizminde hasta ile kontrol grubu
arasindaki farkin anlamli olmadigin1 gostermislerdir (Liu vd., 2015). Yine Cin
popiilasyonunda Osteoartrit (OA) hastalarinda, TLR 9’un roliinii incelemek i¢in 215 diz
OA hastasi ile 215 kontrolii igeren bir vaka-kontrol ¢alismasi yapilmis ve bu ¢alismada
TLR 9 geni rs187084 polimorfizminin, diz OA riski ile iligkili oldugu gosterilmistir.
Sonug olarak bu ¢aligmada, TLR 9 geni rs187084 polimorfizmi, 6zellikle yasl insanlar
arasinda diz OA'ya duyarlilik ile pozitif olarak iliskili bulunmustur (Zheng vd., 2017).
Balbaloglu vd. (2017) tarafindan, Tiirk toplumunda TLR 9 T-1486C SNP ile diz OA
duyarliligi, 272 diz OA'li hasta ve 296 kontrol grubu kiside, gercek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu ile degerlendirilmistir. Bu calismada, TLR 9 promotorii T-1486C
polimorfizminde, CC genotipinin OA i¢in daha yiiksek bir risk tasidigin1 ve TT ile CT
genotiplerinin OA gelisimine kars1 koruyucu bir etkiye sahip oldugunu ortaya

cikartilmigtir. Bu calisma, Tiirk popiilasyonunda TLR 9 T-1486C gen polimorfizmi ile
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ileri diz OA arasinda bir korelasyon oldugunu géstermektedir (Balbaloglu vd., 2017).
Fakat bizim bu c¢alismadan elde ettigimiz sonuglarda, TLR 9 T-1486C gen
polimorfizminin CH ve UK hastalar1 ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark
gostermedigi yoniindedir. Yine iran’da da bizim calisigimiz TLR 9 (-T1486C) gen
polimorfizmi ile TLR 4 (Asp299Gly, Thr399lle) gen polimorfizmleri PCR-RFLP
yontemiyle, 124 tiiberkiilloz tanis1 konmus hasta ile 149 saglikli kontrol iizerinde
incelenmis ve bu calismada da hastalar ile kontrol grubu arasinda anlamli bir iligki
bulunamamistir (Jahantigh vd., 2013). Messaritakis vd. (2018)’de Yunanistan’da,
kolorektal kanser gelisimi, ilerlemesi riskinde TLR 2 (-196 to -174del), TLR 4
(Asp299Gly ve Thr399l1le) ve TLR 9 (T1237C ve T-1486C) gen polimorfizmlerini
arastirmislar ve calistiklari tiim polimorfizmler ile metastatik hastalik arasinda anlamli
bir iligki oldugunu ve bu durumun da genel sag kalimi kisalttigini rapor etmislerdir
(Messaritakis vd., 2018). Bizim bu ¢alismadan elde ettigimiz TLR 2 (-196 to -174del) ve
TLR 9 (T-1486C) gen polimorfizmi verilerini, daha 6nce diinya ¢apinda goriilen farkli
hastalik ve farkli toplumlarda yapilan gen polimorfizmi verileri ile karsilastirdik. Bu
calismadan elde ettigimiz veri kiimelerinin daha anlamli olabilmesi icin ileri diizey
genetik calismalar yapilmasi ve bu sonuglarin bir meta-analiz testiyle dogrulanmasinin

bilimsel bilgi gelisimimize daha fazla katki saglayacagi kanaatindeyiz.
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BOLUM V

SONUCLAR

IBH hastaliklar1 ile SNP’lerinin duyarli oldugu diisiiniilen TLR genlerinden, TLR 9 (T-
1486C) ve TLR 2 (196 to —174del) gen polimorfizmi genotip dagilimlari ve allel
frekanslar1 PCR-RFLP yéntemleri kullanilarak, Tiirk CH ve UK ’li hastalarda belirlenmis

ve elde ettigimiz sonuglar diger toplumlarla karsilastirilmistir.

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar, Tiirk popiilasyonunda CH ve UK hastaliklarinda
TLR 9 (T-1486C) ve TLR 2 (=196 to —174del) gen polimorfizmleri igin yeni ve 6nemli
verileri saglamistir. Bu kapsamli TLR 9 (T-1486C) ve TLR 2 (-196 to —174del) gen
polimorfizmi verilerinin, hem Tiirk popiilasyonuna hem de diinya popiilasyonuna biiyiik
bir katk1 saglayacagini diistinmekteyiz. Ayrica ileride bu genlerle ilgili ¢esitli hastaliklari
kapsayan daha genis popiilasyon calismalarinin yapilmasi, bu genlerin etkisinin
belirlenmesinde ve riskli bireylerin tanimlanmasinda 6nemli olacaktir. Toplumumuzda,
bu tiir hastaliklarin tedavisi igin yapilacak ¢alismalarda, bu TLR 9 (T-1486C) ve TLR 2
(196 to —174del) genleri arasindaki iligkiyi belirlemek ve bu genlerin klinikteki etkisini
ortaya koymak icin daha ¢ok caligma yapilmasi gerekmektedir.

Sonug olarak, bu ¢alismadan elde ettigimiz bulgulara gore, TLR 2 (-196 to —174del) ve
TLR 9 (T-1486C) polimorfik varyantlarinin saglikli kontrol grubu verileri ile
karsilastirildigi zaman CH ve UK gelisimine yatkinlik ile ilgili nemli bir rolii olmadig
gosterilmistir. Yapmis oldugumuz bu retrospektif calismada, hasta ve kontrol grubunda
bulunan oOrneklerin sayis1 dikkate alinarak, sonuglar yorumlanmalidir. Ayrica elde
ettigimiz bu verilerin, gelecekteki caligmalarin rasyonel tasarimi i¢in degerlendirilecek

veriler olarak hizmet edebilecegi diisiincesindeyiz.

Bu calisma, Tiirk popiilasyonunda CH ve UK hastalarinda, TLR 2 (—196 to —174del) ve
TLR 9 (T-1486C) gen polimorfizmi dagilimlarinin degerlendirildigi ilk ¢alismadir. TLR
genlerinin diger polimorfizmlerinin de bu hastaliklara yatkinlikla baglantili olup

olmadigini daha iyi anlamak igin ileriye doniik ¢alismalara ihtiyag¢ oldugu kanaatindeyiz.
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Giiniimiizde farkli alanlarda yapilan caligsmalarla, kisiye 6zgii tedavi yaklasimlarinin her
gecen giin daha fazla 6nem kazandigi goriilmektedir. Cesitli insan hastaliklarinda, SNP
analizinin Ozellikle kanser hastalarina uygulanan kemoterapi ya da radyoterapinin
etkinligi ve toksisitesinin kontrol altina alinmasinda, bu hastaliklarda bireye 6zgii dozun
belirlenmesinde ve bu sayede kisisel tedavi semasinin olusturulmasinda énemli oldugu
ileri siiriilmektedir. Bireylerde goriilen farkli ilag metabolizmas: ile bu gen
polimorfizmleri arasindaki iligskinin anlasilmasi sayesinde, gelecekte uygulanacak olan
bireysellestirilmis tedavi icin daha etkin bir tedavi saglayacagi diisiiniilmektedir. Bu
calismada yaptigimiz gibi, ¢esitli hastaliklarinda yapilacak, SNP polimorfizm ¢aligmalari
sayesinde daha ekonomik tedavi alternatiflerini saglamak miimkiin olacaktir. Farkli
toplumlardan elde edilen bu sonuglar kisiye 0Ozel tedavi yaklagiminin klinikte

uygulanmasi agisindan yol gdsterici nitelikte olacaktir.
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