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OZET

COLYAK HASTALIGINDA THEMIS VE RUNX 3 GENLERINIiN
EKSPRESYONLARININ INCELENMESI

Giris-Amac: Colyak Hastaligi; en cok bugday, arpa ve ¢cavdar ile az miktarda yulafta
bulunan gluten ve iliskili proteinlerin viicuda alinmasiyla; genetik olarak egilimli
kisilerde ortaya ¢ikan, immiin kokenli bir enteropatidir. HLA-DQ2 ve/veya HLA-
DQ8, barsak mukozasinda bulunan immiin sistemin 6zel CD4+ yardimecr T
hiicrelerine; glutenin, gliadin gibi alt birimlerinden birini sunarak Colyak hastaligina
hassasiyeti arttirmak i¢in gereklidir. Fakat, hastalik gelisimi i¢in bu islem, tek basina
yeterli degildir. Bu calismanin amaci, kromozom 6q22.33 bdlgesinde bulunan
THEMIS (Thymocyte-Expressed Molecule Involved in Selection = Secimle Ilgili
Timosit Ekspresyon Molekiilii) ve kromozom 1p36.11 bolgesinde bulunan RUNX3
(Runt-related transcription factor family =RUNT iliskili transkripsiyon faktorleri
ailesi) genlerinin, Colyak Hastalig1 teshisi konmus ¢ocuklarin ince barsak biopsi
materyali ve periferik kanindaki ekspresyonlarini incelemektir.

Materyal-Metod: Tepecik Egitim Arastirma Hastanesi Doku Tipleme
laboratuvarinda; hem yeni tani almis hastalarin hem de kontrol grubunun periferik
kanindan ve ince barsak doku biyopsilerinden total RNA izolasyonlar
gerceklestirildi. izole edilen ve nanodropta 6l¢iimii yapilan RNA’larm, cDNA sentez
kiti ile cDNA’ya ¢evrilerek; SYBRGreen Real-Time PCR yontemi ile gen ifade
analizleri yapilmistir.

Sonu¢: Bu c¢alismamizda, THEMIS ve RUNX 3 genlerinin dokudaki
ekspresyonlarinin periferik kandan daha yiiksek oldugu goézlenmistir. Ayrica
hastalarimizda gerek Tip | Diabetes Mellitus’a yakalanma olasilig1 (%16.6) gerekse
HLA dagilimlar1 diinya literatiiriine gore ytiksektir. Ancak ¢ocukluk ¢aglarinda ince
barsak biyopsisi yapma zorunlulugu ve Covid-19 pandemisi bu ¢alismamizda vaka
sayilarint smirlandirici faktorler olmustur. Buna karsilik, CH’da bulunan HLA
DQ2,5 ile DQ8 doku tiplerine sahip hastalarda; RUNX 3 ekspresyonlar1 farkli
bulunmustur. Ayni sekilde dokuda THEMIS yiikselmektedir ve THEMIS’in
dokularda diisiik bulunmasi durumunda, kisilerde baska bir otoimmiin hastalik
arastirilmalidir.

Anahtar Kelimeler: Colyak Hastaligi, THEMIS, RUNX 3



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THEMIS AND RUNX 3 GENE EXPRESSIONS
IN CELIAC DISEASE

Introduction-Aim: Celiac Disease; It is an enteropathy of immiine origin that occurs
in genetically predisposed individuals, by the ingestion of gluten and related proteins,
which are present predominantly in wheat, barley and rye, and, in a small proportion
of oats. While HLA-DQ2 and / or HLA-DQ8 are required to increase sensitivity to
Celiac disease by introducing glutenin gliadin subunits to specific CD4 + T-helper
cells of the Immiine system in the intestinal mucosa; alone is not enough for disease
development. The aim of this study is to investigate the expression of THEMIS
(Thymocyte-Expressed Molecule Involved in Selection) and RUNX 3 (Runt-related
transcription factor family) genes in small intestine biopsy materials and peripheral
blood samples of children diagnosed with Celiac Disease.

Materials and Methods: Total RNA isolation performed after the serum is
separated from the peripheral blood of both patients and control groups, in Tissue
Typing Laboratory in Tepecik Training and Research Hospital. In addition, total
RNA isolations performed in small intestine biopsies taken from newly diagnosed
patients. Isolated and at nanodrop measured RNAs are converted to cDNA by cDNA
synthesis kit and gene expression analysis performed by SYBRGreen Real-Time
PCR method.

Results: In this study, we found that the expression of THEMIS and RUNX 3 genes
in tissue was higher than in peripheral blood. Inaddition, the incidence of type I
Diabetes Mellitus in Celiac Patients was found to be 16.66% above the world
literatiire. Likewise, the distribution of HLA groups was found to be high. However,
the limitations caused by performing a biopsy in childhood and the Covid-19
pandemic limited the number of cases. In contrast, RUNX 3 expressions were found
to be different in patients with HLA DQ2,5 and DQ8 tissue types found in Celiac
Disease. In the same way, THEMIS is elevated in the tissue, and if THEMIS is found
to be low in the tissues, another autoimmiine disease should be investigated in
people.

Keywords: Celiac Disease, THEMIS, RUNX 3
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1.GIRIS

Colyak Hastaligi (CH), bugday, arpa, cavdar ve bir miktar da yulafta bulunan;
glutenin ve gliadin gibi gluten iligkili proteinlerin viicuda alinmasiyla, genetik olarak
hassas kisilerde gelisen, poligenik; immiin kokenli ve toplumda yaklasik 1/100
oraninda goriilen bir gastrointestinal sistem enteropatisidir. Villoz atrofi, kript
hiperplazisi ve ince barsak mukozasinda lenfositokin infiltrasyonuyla karakterize
histolojik bulgulart olan CH; ayrica, mukozada da hafif degisiklikler icerir. Tipik
gastrointestinal semptomlardan, ekstraintestinal bulgulara kadar ¢ok farkli klinik

tablolar gosterir. Tek etkili tedavi sekli, miir boyu glutensiz diyettir (1).

CH, multifaktoriyel, poligenik bir hastalik olup en énemli genetik hassasiyet
gosteren bolge Major hiskompatibilite kompleksi (MHC) lokusundadir. Hassas
kisilerde bu lokusta kodlanmakta olan insan l6kosit antijenleri (HLA)-DQ2,5
(DQA1*05, DQB1*02) velveya HLA-DQS (DQAL*03, DQB1*03:02)’dir. Ancak,
bu lokustaki bu kanit tek basma hastalik gelisimi i¢in yeterli degildir. Bu hassas
alleller genetik riskin yaklasik %35’ini agiklarken, diger bircok gen de CH.

patogenezinde rol alir (2).

Simdiye dek, yapilmis iki genom-boyunca baglanti ¢alismalari (GWAS)
calismasi, CH. gelisiminde 26 bolgenin etkin oldugunu gostermistir (2,3). Hastaligin
etyolojik arastirmalarinda tespit edilen baz1 genler; Immiin cevap yolaklarinda gérev
alirken (RGS1, IL18RI1/IL18RAP, CCR3, IL12A/SCHIP1, TAGAP, SH2B3,
BACH2, CCR4, CD80, CIITA-SOCS1-CLEC16A, ICOSLG, ZMIZI) bazilar1 da T-
hiicre olgunlagmasinda goérev alir (ETS1, Runt-domaini transkripsiyon faktorleri X3
(RUNX 3), Timositte ifade edilen se¢ilimde rol oynayan molekiil (THEMIS), Protein
tirozin fosfataz, reseptor tipi, kappa (PTPRK) veya TNFRSF14). Daha sonra yapilan
Immiinochip genotipleme ydntemi ile tiim bu 26 bdlge haritalanmis ve 13 hassas
lokus daha bulunmustur (4). Bu toplam 39 non-HLA gen boélgesinden birgogu CH.
gelisimi ile ilgiliyken, diger yandan da tip 1 Diabetes Mellitus ve Romatoid Artrit
gibi bagka otoimmiin hastaliklarla da iliskilidir



THEMIS geninin ifade diizeyi lenfoid dokuyla sinirhidir ve farelerde pre-T
Hiicre Reseptorii (TCR) timositlerde T hiicre gelisiminde 6nemli rolii olan bir
molekiili yiiksek oranda kodladigi saptanmustir (5). Ayrica farklilasmus T
lenfositlerde de eksprese olup (6), TCR aktivasyonunda sinyal rolii oldugu da
distiniilmektedir (7). THEMIS, kemirgenlerin gelisiminde normal CD4+ T
hiicrelerinde bulunmaktadir (8). RUNX 3 geni ise memelilerdeki, yapisi basit ama iyi
korunmus RUNX gen ailesinin {i¢ iiyesinden biri (RUNX 1, RUNX 2 ve RUNX 3)
olup transkripsiyon faktoriidiir. RUNX ailesi; ndrogenez, osteogenez ve hematopoez
gibi 6nemli gelisimsel siireglerde anahtar rol oynayan, gen ekspresyon diizenleyicisi

olarak gorev yapmaktadir (9).

Bu caligmanin amaci; THEMIS ve RUNX 3 genlerinin; yeni tan1 almis, aktif
Colyak bulgularina sahip hastalarla kontrol grubunun, duodenal mukozasindaki ve
periferik kandaki ekspresyon diizeylerini 6l¢gmektir. Ayrica tan1 konmus bu hastalar
ile kontrol grubunun HLA gruplart belirlenerek; HLA tipiyle bu genlerin
ekspresyonu arasinda bir iligki olup olmadiginin arastirilmasi da gergeklestirilmistir.
Bununla birlikte Immiinogenetik bir hastalik olarak CH’da, Tip 1 Diabetes Mellitus

gibi diger Immiinogenetik hastaliklarla bir korelasyon olup olmadig1 incelenmistir.



2. GENEL BILGI
2.1.Colyak Hastahg
2.1.1.Tarihge

Colyak Hastaligl, insanligin avci toplumdan tarim toplumuna gecisiyle
beraber; yaklasik 10.000 yil 6nce ve ilk tahilin yetistirilmesiyle tahminen ilk olarak
Mezopotamya’da ortaya ¢cikmistir (10). Her ne kadar arkeolojik arastirmalar milattan
sonra 1. ve 2. yiizyila kadar dayandirilsa da (11), bu donemlerde yasamis olan
Yunanh Fizik¢i Arataeus’un Yunanca yazmis oldugu kitabinin Francis Adams
tarafindan 1856 yilinda Ingilizceye ¢evirmesiyle asil olarak tarihteki yerini almistir
(12). “The Extant Works of Aretaeus, The Cappadocian” adi ile ¢evrilen eserin “On
The Coeliac Affection” kisminda bu hastaliktan bagirsak kaynakli oldugunu
belirtecek sekilde “koiliakos” (bagirsaklarin zarara ugramasi) olarak bahsetmistir.
Yunanca’da; karinla ilgili anlamina gelen “koelia” kelimesinden tiiremis olan CH;
genel olarak belirtilerini kronik ishal, karin sigkinligi ve ilerleyen asir1 zayiflik olarak

tanimlamistir (10,13).

C.H’nin ilk modern klinik agiklamasi 1888 yilinda Ingiliz Doktor Samuel
Jones Gee tarafindan yapilmis olmasina ragmen 1950’lere kadar hastaligin tedavisine
yonelik bir gelisme kaydedilememistir. Fakat Ikinci Diinya Savasi déneminde
bulunamayan bugday, arpa ve cavdarin yenememesi sonucu C.H tanili ¢cocuklarin
saglhiginda iyilesmeler kaydedildiginin Hollandali bir pediatrist olan Willem Karel
Dicke (1905-1962) tarafindan gozlenmesiyle; hastaligin tedavisinde, giiniimiizde de

kabul edilen ilerlemeler yasanmaya baglanmustir (14).



2.1.2.Etyopatogenez
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COLYAK HASTALIGI

Sekil.1. CH ile iliskili faktorler (Kaynak 15°ten degistirilmistir).

C.H (gluten enteropatisi veya celiac sprue diye de bilinir), hem ¢evresel hem
de genetik faktorlerin insan 16kosit antijeni (HLA) ve non-HLA genlerin birlesmesi
sonucu ortaya ¢ikan multifaktoriyel genetik bozukluklardan bir tanesidir (Sekil.l).
Gluten, bitkisel bir protein olarak bugday, arpa, cavdar ve az bir miktar olarak da
yulafta bulunmakta olup; bu proteinin alimu ile, hiicresel ve hiimoral immiin sistem
aktivasyonu sonucu C.H olugmaktadir. Giiniimiizde CH’nin, dogustan genetik
yatkinliga sahip olan bireylerde; baz1 ¢evresel kosullarin ortaya ¢ikmasiyla hastaliga
dontistiigii kabul edilir (16).

Colyak hastaliginin “Immiinogenetik” bir hastalik oldugu sdylendiginde;
genetik zeminin {izerinde, iki ana Immiin yanit sisteminin de hastaliktan sorumlu
oldugu bilinmektedir: Kazanilmis Immiin yanit (HLA-spesifik) ve dogal Immiin
yamt (HLA tipinden bagimsiz). Belli HLA tipleri ile iliskisi, CHnin Immiinolojik
olarak dogustan yatkinligin1 destekliyor. Ancak literatiirde Non HLA’lar da var ki,
bu tip hastalarda belki ¢evresel faktorlerin daha etkili oldugu diisiiniilebilir. Bir de
HLA ve Non HLA arasinda klinik tablo olarak siddet farki arastirilirken; 6zellikle
Covid-19 pandemisinin hiikkiim siirdiigi bu ¢alisma siirecinde, belli HLA grubu

hastalariin hastanelere gitmesini de degistirmis olabilecegi akilda tutulmalidir.



Temelde C.H, gilinlimiizde her yasta goriilebilen genel bir bozukluk olarak
tanimlanmaktadir (17). Cocuklarda siklikla kronik ishal, biiylime geriligi, karin
sisligi, daha ilerledigi taktirde demir eksikligi ve protein, enerji malniitrisyonu ile
ortaya cikarken, ileri yaslarda daha ¢ok gastrointestinal sistem dis1 bulgularla veya

daha hafif ve atipik sekillerde karsimiza gelebilmektedir (16).

Hastalikta anti-doku transglutaminaz (anti-tissue TG, anti-tTG) ve anti-
endomisyal (EmA) antikorlar olusumaktadir. Anti-tTG ve EmA antikorlarinin
yiiksekligi; hastaligin aktif fazinda c¢ok iyi birer gosterge (marker) iken; kesin tani
ince barsak biyopsisinde villusun bozulmus yapisi, kript hiperplazisi ve lokosit

infiltrasyonu gibi tipik histolojik anormalliklerinin goriilebilmesi ile konur (17).

Gluten peptitleri epitelyal bariyerden gecerek doku transglutaminaz (tTG) ile
deamine olmaktadir. Lamina propriadaki CD4+T hiicreleri, antijen sunan hiicrelerin
(APC) hiicre yiizeylerinde bulunan HLA-DQ2 veya HLA-DQ8 molekiilleriyle
baglanmis bu gluten peptitlerini tanimaktadir. Epitelde CD8+ T hiicreleri ise NKG2D
gibi dogal katil (NK) hiicre reseptorlerini eksprese etmektedir. Gluten icin spesifik
olan B hiicreleri de lamina propriadadir. NKG2D tarafindan uyarilip diizenlenen
intraepitelyal T hiicreleri, MIC molekiillerini eksprese etmekte olan ince barsak
enterositlerini direkt olarak yok etmekte ya da (T hiicre reseptorii) TCR aktivasyon
esigini disiirmektedir. Gluten, IL-15 ekspresyonunu da arttirarak, NKG2D ve MIC
ekspresyonunu baglatmaktadir. HLA-DQ2 ve HLA-DQ8 molekiilleri tTG tarafindan
deamine edilmis olan gluten peptitlerine, iyonik bag nedeniyle yiiksek afinite ile
baglanmaktadir. Gluten spesifik T hiicreleri ayn1 zamanda tTG’ye karsi, antikor

olusumunu da kontrol etmektedir (Sekil 2).
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Sekil.2. CH’da kazanilmis ve dogal Immiin yanit mekanizmalar1 (23).

Duodenal biyopsi, serolojik testleri pozitif olan hastalarda yapilmalidir. ince
bagirsak mukozasindaki histolojik degisiklikler, intraepitelyal lenfosit (IEL) artisi,
kript hiperplazisi ve villus atrofisi olarak ortaya ¢ikmakta ve hastaligin tan
kriterlerindendir. Bu histolojik bulgular; ayn1 zamanda hastaligin klinik bulgularinin

siddetiyle de orantil1 olup, sadece IEL artisindan, total mukozal atrofisi, total villus



kayb1 ve kriptlerin asir1 hiperplazisi olan ileri evre olgulara kadar degisebilir.

Histolojik bulgular, Marsh-Oberhuber siniflandirmasina gére tanimlanabilir;

* Marsh 0 (On siiziilme-preinfiltratif): Histolojik bulgular1 normaldir. Her 100
enterositte (bagirsak mukozasinda emilim yapan hiicrede) 30'dan az IEL saptanir,

kript ve villus normaldir.

* Marsh 1 (Siiziilme-infiltratif): Sadece 30'dan ¢ok IEL saptanir, kript ve
villus normaldir. Belirtiler CH’na spesifik olmayip, Crohn hastaligi, Helicobacter
pylori olmast ya da bakteriyel asir1 biiyiime (overgrowth) gibi durumlarda da
goriilebilir.

» Marsh 2 (Asin siiziilme-hiperplastik-infiltratif): Her 100 enterositte, 30'dan

fazla IEL saptanir ve minimal kript hiperplazisi goriiliir. Villus normaldir.

* Marsh 3a (Yikici-diiz destriiktif): 30'dan c¢ok IEL infiltrasyonu diginda,
baslangi¢ kript hiperplazisi ve villus atrofisi goriilmeye baglar.

* Marsh 3b (Yikici-diiz destriiktif): IEL infiltrasyonu, orta derecede kript

hiperplazisi ve villus atrofisi gortiliir.

» Marsh 3¢ (Yikici-diiz destriiktif): IELinfiltrasyonu, total villus atrofisi ve

kript hiperplazisi goriiliir.

» Marsh 4 (Tamamen diizlesme-hipoplastik-atrofik): IEL infiltrasyonu, total

villus atrofisi ve total kript hipoplazisi goriiliir (27).

2.1.3.Molekiiler Mekanizma

Colyak hastaliginin “Immiinogenetik” bir hastalik oldugu sdylendiginde;
genetik zeminin {izerinde, iki ana Immiin yanit sisteminin de hastaliktan sorumlu
oldugu yukarida belirtilmisti: Kazanilmis Immiin yanit (HLA-spesifik) ve dogal
Immiin yamit (HLA tipinden bagimsiz).

tTG, tim dokularda bulunan ve viicudu yara iyilesmesi ve kemik biiyiimesi

yoluyla koruyan bir enzimdir. Glutenin viicuda alinmasiyla tTG, bagirsakta gliadini



ve diger gluten peptitlerini negatif yiikleyerek deamine eder. Lamina propriada
bulunan antijen sunan hiicrelerin (APC) yiizeyindeki HLA proteinleri DQ2 ve
DQ®8’in her ikisi de, bu negatif yiikli deamine olmus gluten peptitlerine tercihli
olarak baglanir. CD4+ yardimer T hiicreleri, APC’ler lizerindeki DQ2 veya DQ8’e
bagli deamine gluten peptitlerini tantyarak aktive olur ve en ¢ok interferon gamma’y1
(IFN-y) da igeren ¢ok sayidaki sitokinleri iiretmeye baslar. Gittik¢e siddetlenen
enflamatuar yanit, villus zedelenmesine neden olan ek sitokinlerin ve kimyasallarin
salmimina yol agar. Ayrica bagirsak dokusundaki plazma hiicreleri de, anti-gliadin

ve EmA antikorlarini ve otoimmiin antikor olan tTG’lar salgilar (Sekil.2).

Sonug olarak, C.H’nin patogenezinde CD4+ yardimci T hiicreleriyle iligkili
kazanilmis immiin mekanizmanin yaninda, epiteldeki CD8+ sitotoksik T lenfositlerle
iligkili bir dogal yanitin da rolii vardir. C.H’da gluten, IEL’den IFN-y ile beraber
interlokin-15 (IL-15) sitokininin asir1 tiretimine de neden olur. Bu sitokin molekiilleri
CD8+ T hiicrelerinin ylizeyindeki NK reseptorlerinin ekspresyonlarint da arttirarak
T-hiicrelerine NK-benzer (NK like) 6zellikler kazandirir. Bu nedenle hem CD4+ hem
CD8+ T-hiicrelerinin bagirsak epitel hiicrelerine gelisi giizel ve siddetli bir sekilde

saldirmasi sonucu bagirsak hasari ortaya ¢ikar (Sekil 2).

2.1.4.Colyak Hastalhigx Tiirleri

CH; klasik form, atipik form, asemptomatik-sessiz form, refrakter form, latent

form, olmak tizere 5 gruptan olusur (19).
Klasik Form:

Kronik ishal ile birlikte, yagli digki (steatore), karin siskinligi ve emilim
bozukluguna bagli bazi vitamin ve besinlerin eksiklikleri ile kilo kaybi
goriilmektedir. Cocuk hastalarda klinik semptomlar genellikle 6-18 aylarda ortaya
cikmaktadir. Klasik formun goriildiigii bu hastalarda kusma, digkilama degisiklikleri,
kas gii¢siizliigli, kas kaybi, biiyiime ve gelisme geriligi ile istah azlig1 goriilmektedir.
1-2 yas aras1 ¢ocuklarda, viicudun besinlerden aldig1 proteini tam sindirememesiyle

ortaya ¢ikan, hayati tehdit edici, hipoproteinemik 6demle beraber Colyak krizi



goriilebilir (20,21). Eriskin hastalarda ise ishal, siskinlik ve karin sisligi gibi daha

hafif belirtilerle seyretmektedir.

Atipik Form:

Daha ¢ok yetigskinlerde goriilen bu tip, genellikle gastrointestinal belirtiler
gostermez. Atipik formda intestinal bulgulardan daha ¢ok romatolojik, hematolojik,

iriner, norolojik ve endokrin belirtiler goriilmektedir.
Sessiz Form (Asemptomatik):

Asemptomatik formda, klinik hi¢bir bulgu yoktur. Bu yilizden tan1 koymak
zordur ve genellikle hastalik belirlenemez. CH’nin en yaygin goriilen ¢esidi oldugu

diistiniilmektedir.
Refrakter Form:

Bir seneden daha fazla siire; glutensiz diyetle tedavi edilmesine karsin, klinik
bulgularin, tablonun ve yakinmalarin azalmadigi CH tipidir. Toplumda bulunan
biitiin CH’larinin yaklasik %7-8'ini olusturmasina ragmen, mortalite orani en yiiksek
tipidir.

Latent Form:

Bazi hastalarda glutenli diyete ragmen bagirsak mukoza histolojisi normaldir.
Genellikle belirti ya ¢ok azdir ya da hi¢ yoktur ve tan1 cogunlukla ¢ocukluk ¢aginda
konmustur ancak hastalik ilerleyen donemde glutensiz diyet ile tamamen diizelmistir.

Ancak ilerleyen donemde bu hastalarda tekrar semptomlar geligebilir (22).
2.1.5.Colyak Hastahiginin Genetigi:

APC’de bulunan HLA molekiilleri, antijenleri baglayarak onlar1 T
lenfositlerine sunar. HLA sinif I bdlgesinden kodlanan HLA smif I molekiilleri,
endojen antijenleri CD8 + T hiicrelerine sunarak 6zellikle sitotoksik bir yanit1 aktive
ederken; HLA smif II bolgesinden kodlanan HLA simif II heterodimerleri ise,

eksojen antijenleri CD4+ T hiicrelerine sunar. CD4+ T hiicreleri hiicresel ve



humoral reaksiyonlar1 yonetirler. APC olarak makrofaj, B lenfositleri, dentritik

hiicreler, Langerhans hiicreleri, endotel hiicreleri ve aktif T hiicreleri sayilabilir.

HLA smif II molekiilleri %35 civarinda genetik risk olusturan ve CH’na
egilim yaratan en Onemli risk faktoriidiir (2). Colyak Hastalarinin %90’dan fazlasi
HLA DQ2 heterodimerine sahipken, kalani HLA DQ8 molekiiliinii eksprese
etmektedir. HLA molekiilii o ve B olmak {izere iki ayr1 zincirin birlesmesinden
meydana gelirken; HLA DQ?2 heterodimerinde bu iki zincir sirasiyla HLA DQA1*05
ve HLA DQBI1*02 tarafindan sifrelenir. Bu iki allel gen diger otoimmiin
bozukluklarda ¢ogunlukla goriilen DR3 haplotipinde cis formunda yer almaktadir
(23). Colyak hastalarinin kii¢iik bir kisminda HLA DQ8 pozitif olup, bunun o ve B
zincirleri HLA DQA1*03 ve HLA DQB1*0302 tarafindan kodlanmaktadir.

CH’nin kalitimsalligi %80 civarinda oldugu ve HLA’nin genetik riske %35
oraninda katki sagladigi tahmin edilmektedir. Bu durumda bu hastaliga duyarlilikta,
daha fazla genetik risk faktoriiniin iliskili olmasi gerekmektedir. Ciinkii HLA’lari
birebir ayn1 tek yumurta ve ¢ift yumurta ikizlerinde yapilan arastirmaya gore; CH’ nin
uyum oraninda biiyiik bir ¢eliski vardir. Tek yumurta ikizlerinde CH goriilme orani
%75-86 arasindayken; ¢ift yumurta ikizlerinden birinde hastalik tespit edildiginde
diger ikizde goriilme olasiligi %16-20 arasindadir (24). CH ile ilgili yapilan GWAS
calismalar1 sonucunda, 26 non-HLA lokusu ve hastaligi predispoze eden 13 ayr
lokus tespit edilmistir. GWAS’1n ¢alismalart ve kompleks hastaliklara uygulamalar
ile ilgili arastirmalar; non HLA Colyak genleri ile ilgili 6nemli yenilikleri de ortaya

koymustu.

Toplamda 39 non HLA Colyak lokusu, 203 farkli geni kapsamaktadir (23).
Non HLA Colyak lokusunun en az 28 tanesi bagisiklikla ilgili genleri barindirarak,
CH’nin altinda yatan bozulmus bagisiklik sistemine dikkat ¢cekmektedir. CH’ nin
biyolojisi hakkindaki bilgilere dayanilarak, bu 28 bolgedeki en olas1 bagisiklik ile
ilgili genler gruplara ayrilabilir. Bu genlerin genis yelpazeli islevleri vardir ve

seyirleri diizenlerler (Tablo 1).
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Tablo 1: CH’da hassas genler: fonksiyonlari, yolaklar1 ve diger hastaliklarla iliskileri (23).

Hastahk  Kromozom Bolgedeki Genler En biiyiik gen tarafindan kodlanan fonksiyon Yolak
bolgesi
CH 12g24.12* CUX2, FAM109A, SH2B3: T hiicre reseptor regiilasyonu, growth Immiin hiicre sinyali
ATXN2 , TMEM116  faktor ve sitokin reseptor-aracili sinyaller
., SH2B3 , RPL6 , E
RP29 , TRAFD1, A
CAD10, PTPN11,
MAPKAPKS , BRA
P, ALDH2
CH 10g22.3 ZMIZ1 ZMIZ1: Onemli trankripsiyon faktérlerinin Immiin hiicre sinyali
aktivitesini diizenler ve Doniistiiriicii bityiime
faktori p (TGF-B) sinyallerini ayarlar
CH 18p11.21 PTPN2 PTPNZ2 (T cell protein tyrosine phosphatase- Immiin hiicre sinyali
nonreceptor 2): IL-6 aracili STAT3 fosforilasyon
ve aktivasyonunu baskilar
CH 2033.2 CTLA4, ICOS CTLAA4: T hiicre cevabinin negatif diizenleyicisi. Immiin hiicre sinyali
ICOS: CTLA-4 hiicre yiizey reseptor ailesi iiyesi
CH 14924.1 ZFP36L1 ZFP36L1: varsayilan niikleer transkripsiyon Immiin hiicre sinyali
faktori, bitytime faktorlerine yanitini
diizenleyebilir
CH 16p13.13 TNP2, PRM3, PR SOCSL:interlokin 2 (IL-2) ve IFNy tarafindan Immiin hiicre sinyali
M2, PRM1,SOCS  ekspresyonu diizenlenip sitokin sinyallerini
1, CLEC16A giiclendirir
CH 1g24.2 CD247 CD247: CD3 reseptor kompleksinin pargasi ve Immiin hiicre sinyali
hiicre i¢i sinyal iletim yollarinda ¢ift antijen
tanima. Diisiik ekspresyon bagisiklik yanitini
bozar.
CH 21g22.3 ICOSLG , RRP1///A  ICOSLG: T hiicre aktivasyonunu diizenler, IL-10  Immiin hiicre sinyali
P001053.1 ekspresyonunu arttirir. CTLA4/CD28 ailesinin
tiyesi. RRP1: Geg safha nukleogeneziste ve
mitozisin sonunda dahil olur.
CH 1g31.2 RGS1 RGS1: Kemokine reseptor sinyallerini diizenler, Immiin hiicre sinyali
B-hiicre aktivasyonunda ve proliferasyonunda
gorev alir. Ozel olarak Intestinal intraepitelyal
lenfositlerde eksprese olur
CH 3013.33 CDGAP , TMEM39  CD8O0: T hiicre cevabini azaltan CTLA-4’¢ Immiin hiicre sinyali
A, KTELC1,CD80 baglanabilir. CD80, B hiicre ve monosit
aktivasyonunda eksprese olur
CH 6025.3 RSPH3 , TAGAP TAGAP: RhoGTPase-activating proteinidir, Immiin hiicre sinyali
sitoskeleton degisimlerinde ve T hiicre
aktivasyonunda eksprese olmaktadir
CH 1924.3 FASLG, TNFSF18, FASLG: Sitotoksik T hiicre aracili apoptozisve T Immiin hiicre sinyali

TNFSF4

hiicre gelisiminde gorev alan FAS’a baglanan bir
sitokindir. TNFSF18: Periferik dokudaki T hiicre
yasaminda gorevli. TNFSF4: T hiicre-APC
etkilesiminde gorevli
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CH

CH

CH

CH

CH

CH

CH

CH

CH

Ankiloz

anSpon
dilit

CH

CH

Beyin
Yapisi

CH

Siyah,
sar1 v.b.
Sa¢
rengi

11024.3

1p36.32

1p36.11

6022.33

2q12.1*

3¢25.33*

4q27

22q11.21

2p16.1

2q31.3

6023.3

1p36.23

3p21.31

3p22.3

6p25.3

ETS1

PANK4 , MMEL1 ,
PLCH2 , HES5, TN
FRSF14

RUNX 3

PTPRK , THEMIS

IL18RAP , IL1IRL2,
IL18R1, SLC9A4 ,
ILIRL1

SCHIP1, IL12A

IL2, 1L21, ADAD1
, KIAA1109

CCDC116, UBE2L
3, HIC2, LOC1502

23
REL , PUS10, PEX
13, AHSA2

UBEZ2E3 , ITGA4

OLIG3, TNFAIP3

TNFRSF9 , PARK?7
. ERRFI1

CCR5,CCR3, LTF
,CCRL2, CCR1,
CCR9, CXCR6 , X
CR1, CCRL2

TRIM71,CCR4, G
LB1

IRF4

ETS1: RUNX 3 ekspresyonuyla beraber timusta
CD8 farklilasmasinda anahtar rolde

MMELZ1: Membran metallo-endopeptidaz ailesi
uyesi. TFRSF14: Herpes simplex viriis giris
mekanizmasimin bir pargasi, duble-pozitif timosit
apopitozisini ayarlar

RUNX 3: Yardimei T hiicresi tip 1 (Th1)
hiicreleri igindeki CD4+ hiicre degisimini
diizenler; timusta CD8+ T lenfosit gelisiminin
ana diizenleyicisi

THEMIS Geg timosit doneminde,pozitif ve
negatif T hiicre se¢iminde diizenleyici rolii var

IL18RAP (IL-18 reseptoriiniin alt tiniti): T hiicre
tarafindan IFNy tiretimini uyaran sitokin; IL-18
uyarisina yanit olarak NF-kB ve JNK yanitini
arttiran araci

IL12A: IFNy’nin T hiicresinden bagimsiz
uyarilmasinda etkin, Th1 ve Th2 hiicre
degisiminde gorevli

IL2: T hiicre biiytime faktorii; Dogal oldiiriicti
(NK) hiicre, monosit ve makrofaj aktivasyon ve
proliferasyonunda ve B hiicre degisiminde
gorevli. IL-21: Th17 cevabinin arttirilmasi

UBEZ2L3 (ubiquitin-conjugating enzyme E2L3):
p53 tibikiitinasyonu, c-Fos ve NF-kB
prekiirsoriiniin tiyesi

REL: NF-kB transkripsiyon kompleksinin bir
parcasi. AHAL: Akivatorii sicaklik sok 90 kDa
protein

UBE2E3: NF-kB aktivitesini SUMO-1 ile
birlesince negatif etkiler. ITGA4: o-subunit of
integrin, 16kositin adeziv ve sinyal reseptorii

OLIG3: Noronal development. TNFAIP3: zinc
finger protein, NF-«B aktivasyonunu durdurur

TNFRSF9:(TNF reseptor siiperailesi iiyesi): T
lenfosit kostimulasyonu; NF-kB. PARK7
aktivasyonu ,oksidatif stres ve hiicre 6liimiine
kars1 néronun korunmasi

Kemokin reseptor kiimesi

CCR4: Kemokine reseptor, RANTES teki bir
ligand

IRF4: Transkripsyonal aktivator, IFN-stimulated
response element (ISRE’ye) baglanir TLR7 ve
TLR9 sinyal yolaginda gérev alir; TRF4
ekspresyonu T hiicre, B hiicre ve makrofaj igin
gerekli; IL-21 aracili aktivasyon ve Th17 hiicre
stabilizasyonu i¢in gerekli

T hiicre maturasyon
ve farklilagmasi

T hiicre maturasyon
ve farklilagsmasi

T hiicre maturasyon
ve farklilagsmasi

T hiicre maturasyon
ve farklilagmasi

T hiicre maturasyon
ve farklilagsmasi

T hiicre maturasyon
ve farklilagmasi

T hiicre maturasyon
ve farklilagsmasi

Dogal: NF-xB

Dogal: NF-xB

Dogal: NF-xB

Dogal: NF-xB

Dogal: NF-xB

Kemokin

Kemokin

Dogal: viriis
enfeksionuna yanit
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CH 6915 BACH2 BACH?2: B hiicresinde Transkripsyonal repressor.  Dogal: viriis
infeksionuna yanit

CH Xp22.2 TLR8,TMSL3, TL  TLR7/TLR8: Tek zincir RNA’y1 tamima ve erken  Dogal: viriis
R7 , TMSB4X bagisiklik yamitinin baglatilmasinda fundamental enfeksiyonuna yanit
rol
CH 17921.31 MAPT , KIAA1267 ,  NSF: Vesikiil-aracili transportta gorevli. WNT3: Diger
LRRC37A, ARL17  Onkogeneziste salgilanmis sinyal molekulu
B, NSF , WNT3
CH 2pl4 PLEK Pleckstrin: Trombosit ve 16kosit C kinaz Diger

substrati; insan trombositlerinde membran
yapisinda gorevli

CH 3028 LPP LPP: Hiicre diginda olup, hiicre-hiicre Diger
adezyonunda ve hiicre motilitesinde gorev alir

CH 1p31.3 NFIA NFIA: Tnsan granulopoezisinde diizenleyici rol Diger

CH 3pl4.1 FRMD4B FRMD4B (FERM domain-containing protein Diger
4B): Membrani hiicre iskeletine baglar

CH 7pl4.1 ELMO1 ELMOL1: Fagositozu diizenler Diger

CH 3026.2 ARPM1, LRRC34,  Bilinmiyor Bilinmiyor
LRRC31, MYNN,
LOC344657

2.1.6. Colyak Hastahginda immiinoloji:

GWAS caligmalarinin bulgulari, CH’da dogustan Immiin sistemin de sebep
oldugunu gostermektedir. Birgok iligkili gen, NF-kB aktivitesini diizenlemek igin
gorev alir. NF-kB hem dogustan hem edinsel Immiin yanitta, inflamasyonu sitokin
tiretimi ve hiicre o6limi aracilifiyla diizenleyen bir transkripsiyon kompleksidir.
CD4/CD8 baglantis1 ile merkezi tolerans; timusta olusan timositler tarafindan
indiiklenmektedir. CH ile iliskili genler, timusun da patolojide rol oynadigini
gostermektedir. Iliskili genler, timositleri negatif veya pozitif segime yonlendirerek
diizenleme yapmaktadir (6rnegin, TNFRSF14 ¢ift pozitif=DP timositleri apopitozise
yonlendirir). ETS1 veya RUNX gibi genler, lenfosit sagkalimi igin sarttir (Sekil.3).

CH uzun zamandir, viriis gibi baz1 dis etkenlerin uyarisiyla ortaya ¢ikan;
giiclii ve siddetli bagisiklik cevapli, T hiicresi hastalig1 olarak tanindi. Bu bakis
cogunlukla, 30 yildan fazla zamandan beri HLA ile olan genetik iliskisine

baglaniyordu. GWAS sonuglarina gore, spesifik bazi genlerin artik saptanabilir
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olusu, T hiicresinin tetikleyicisi ve aktive edilmesi ve timusun rolii gibi pek ¢ok

olanak dahil, genis resmi gérmemize yardimci oldu.

CTLA4, SH2B3, PTPN2 ya da CD80 genleri, T hiicresi cevaplarini negatif
diizenleyen faktorleri kodlarken; digerleri T hiicresi araciligiyla gergeklestirilen
hiicre apopitozunu kapsar (FASLG gibi). Cogu Colyak lokusu, kemokinleri etkileyen
(CCRI1, CCR3, CCR4, CCRS5, CCR9, CXC1, CXCR6) faktorleri kodlayan genleri ve
karsiliginda inflamasyon bolgesine ya da lenfoid dokuya hiicresel gogli yoneterek,
bagisiklik cevabini diizenleyen genleri icerir. JAK/STAT isleyisini engelleyerek,
bagka bir gen tarafindan kodlanmis SOCSI1 sitokin sinyallerini olumsuz olarak
diizenler. Pozitif seleksiyon sinyali gosteren SH2B3 lokusu, sitokin cevabi
engelleyici faktorii kodlar. Bu gen son olarak, polisakkarit ve muramil dipeptid
uyaristyla artan ve proinflamatuar Immiin cevap gosteren SH2B3-rs3184504*A risk
allelinin tasiyicist olan gendir ve NOD2’de bulunmaktadir. Bu artan cevap ayni
zamanda, evrimsel bir seleksiyon tarafindan yonlendirilmekte olan SH2B3-
rs3184504*A tastyicilarinin, bakteri enfeksiyonlarna karst korudugu ileri
stiriilmektedir (25). Bir diger Colyak geni olan ICOSLG, T hiicresi ve (Antijen
Sunan Hiicre) APC’ler arasindaki iliskiyi engelleyen ICOS reseptorleri igin ligandi
kodlar. Bu yilizden ICOSLG antikoru 6zellikle T hiicresi cevabini engeller. Bu ligand
aktive edilmis T hiicrelerinde eksprese edilir ve TH17 hiicrelerinin gelisimindeki IL
21 ekspresyonunu diizenler. ICOSLOG kostimiilasyonu IL 10 veya IFN-y iiretimine
neden olur. CD247, T hiicresi reseptorii CD3 kompleksinin bir pargasi olan ve
antijen taninmasi ile agagi-akim sinyal transdiiksiyonunu birlestirmekte onemli rol

oynayan zeta zincirini kodlar.
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Proinflamatuar sitokinler
wve Tip | interferon

Sekil.3. CH’nin patogenezinin altinda yatan olasi mekanizmalar (23).

Bagisiklikla ilgili hastaliklara sahip bireylerin, hastalik sahibi olmayan
bireylere gore; cok sayida T hiicresi ve T hiicresi alt kiimelerinde dengesizlik vardir.
Bagisiklik ile ilgili hastaliklar perspektifinden CD4* T hiicrelerinin 3 adet alt tipi
oldugu goriiliir: Thl, Th17 ve regiilator T hiicresi (Treg). Bu yardimer T hiicreleri
0zel sitokinler salgilayarak ve farkli doku inflamasyonlarina sebep olarak patojenlere
kars1 adaptif bagisiklik cevabini koordine eder. 1L-12 ve 1L-18 sitokinlerinin ikisi de
Thl hiicresi araciligiyla IFN-y salgisina neden olur ki, IFN-y CH’da mukoza
inflamasyonuna sebep olan ana sitokindir. Hem IL-12 hem de IL-18 genleri, CH’da
farkli kromozomal bolgede bulunduklarindan Thl hiicreleri ile ilgili GWAS
sonuglar1 6nemli bulgular ortaya koymaktadir. Buna gore IL-18RAP ve IL-18R1
genlerini iceren 2q12.1 bolgesi ve IL-12A igeren 3g25.33 bolgesi, heterodimerik IL-
12 sitokininin alt birimini kodlar. Th17 hiicreleri, otoimminite ve doku

inflamasyonunun en 6nemli indiikleyicileri olabilir (26).

Santral toleransin uyarilmasi ve T hiicrelerinin CD4" ile CD8" doniisiimleri
timusta olmaktadir. Giinlimiizde timusun, CH’nin patogenezinde rol aldigit GWAS
calismalariyla kanitlanmistir (28). Ornegin THEMIS, timositlerin CD4* veya CD8*
hiicrelerine donilisimii ve T hiicre olgunlagsmasin1 diizenleyen bir proteini

kodlamaktadir. Ayni sekilde ETS1 ve RUNX 3 de CD8" hiicre gelisimini diizenleyen
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regiilatorii kodlamaktadir. Dogal immiin yanitin, CH’nin patogenezindeki rolii her ne
kadar tam aydinlatilmis olmasa da; intestinal epitelin gluten molekiiliine kars1 IL-15
salgis1 agiklanmistir (29). Aymi sekilde enfeksiyonlar gibi dis etkenler de dogal
Immiin yanit: baglatarak CH’da tetikleyici olabilmektedir.

2.2.THEMIS

Herhangi bir patojene kars1 koruyucu olan ve otoimmiin olmayan bir T hiicre
reseptOriinlin; yasamak, 6lmek ve soyunu siirdiirmek gibi gelisimsel kararlar veren
olgunlasmamis CD4*, CD8" timositler igermesi gerekmektedir (31). Bu Kararlar,
hematopoetik kokenli olan ve olmayan; 6zellesmis hiicreler tarafindan sunulan, self-
MHC tarafindan indiiklenen TCR sinyalleri ile yonlendirilmektedir (32). Bu temel
kararlar verilirken en 6nemli belirleyici rol TCR sinyalinin giiciindedir (33-34). Cok
giiclii veya ¢ok giigsiiz sinyaller, ‘Cift Pozitif’(DP) timositleri 6liime yonlendirirken;
orta siddetteki sinyaller yasamaya yoOnlendirir. Soyun siirdiiriilmesi konusunda

sinyalin siiresi CD8*’de 6nemsiz olmasina karsin CD4" i¢in ¢ok 6nemlidir (35-36).

Kendi peptidini sunan major histokompatibilite kompleksi (Self-pMHC) ile
giiclii bir etkilesime giren ve organ ve doku tahribati yapan olgun konvansiyonel T
hiicresi (Tconv) iiretebilme potansiyeli oldugu i¢in, DP timositlerin hemen bertaraf
edilmesi gerekmektedir. Ayn1 sekilde self-pMHC’lerden “tonic” sinyal alamayan
verimsiz potansiyel T hiicrelerinin de timustan ayrilmasi engellenmelidir. TCR
intermediate bir sinyalin zararli degil de yararli oldugunu su yolla anlamaktadir.
Molekiiler sinyalizasyon penceresinden bakildiginda, tim bu aktiviteler ancak
TCR’mn ligant afinitesinin devamliliginin orani ve frekansi ile miimkiin olmaktadir.
Burada asil soru, DP timositler ve muhtemelen periferik T hiicreleri sinyaldeki bu
yogunluk ve siire farkliligini nasil algilayip, gerekli standardize edilmis gen
ekspresyon paternini gostermektedir. Diizenleyici geri bildirim veya ileri bildirimler,
TCR sinyallerinin uyum, ret veya isleyis haline doniismesini saglamaktadir. Bu
mekanizmalarin da hayatta kalma, soyunu devam ettirme veya apoptozis gibi ciddi
biyolojik sonuglart olmaktadir. TCR ile self-pMHC arasindaki baglanti esigi; DP
timosit i¢in pozitif se¢im demek olup yasamini siirdiirmek anlamindayken, negatif

secim ise Olim demektir (33,37,38,39). Son calismalar, T hiicrelerinin kaderini
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belirleyen bu TCR’m sinyal mekanizmasinda, THEMIS’in anahtar rol aldigini

gostermistir (40,41,42,43).

THEMIS, ayrica Gasp (Grb2-iligkili protein) olarak da bilinmektedir ki timik
T hiicre gelisimindeki pozitif se¢imde en 6nemli rolii oynamaktadir. THEMIS; farkli
tarama metodu kullanan (6,45,46), ileri genetik yontemlerle (47,48) ve erken TCR-
sinyal hedefli fosfo-proteomiks yoluyla (49) bir¢ok arastirmaci tarafindan izole
edilmistir. THEMIS 06zel olarak en ¢ok T hiicre soyunda, olgunlasmamis DP
timositlerde ve daha sonra azalarak SP timositlerde ve olgun T hiicrelerinde eksprese
olur. Erken ¢alismalar THEMIS’in, Linker for Activation of T cells (LAT)’a
baglandiginda TCR stimulasyonundan 30 saniye iginde tirozini fosforillemektedir ki
bu da bize THEMIS’in TCR erken sinyal transdiiksiyonunun bir pargast oldugunu
gostermektedir (6,49).

THEMIS yetmezligi olan farelerde yapilan ¢aligmalarda, DP timosit
seciminde giiglii bir defekt sonucu, olgun CD4* ve CD8" tek pozitif (SP) timosit
eksikligi goriiliir (6,45,46,47,48). Bu farelerin periferinde de olgun T hiicrelerinde
ciddi azalma olur ki bunlarin ¢ogu hafiza hiicresi fenotipindedir. Bu veriler de
THEMIS’teki  kaybin, pozitif secimde bir defekt meydana getirdigini
diistindiirmektedir. Bununla beraber THEMIS yetmezIligi olan timositlerde yapilan
TCR sinyal kaskad: ¢alismalarinda, giivenilir net bir defekt bulunamamustir. Birgok
calisma higbir bulguya rastlamazken (45,46,47), bir c¢alismada sadece TCR’nin
antikorla ¢apraz baglanmasindan sonra Ca™ ve ERK (Extraseliiler sinyalle regiile
kinaz) sinyallerinde kiigiik diizenlemeler gorilmistir (30). Bu belirsizlik bazi
aragtirmacilara THEMIS i¢in, T hiicre gelisiminin sadece metabolik yolunda
diizenleyici olarak dahil oldugunu disiindirmiistiir (47). THEMIS ekspresyonu
siRNA tarafindan durdurulmus Jurkat hiicrelerinde yapilan ilk ¢aligmalarda; antikor
aracili TCR stimulasyonuyla IL2 gen ekspresyonu ve ERK fosforilasyonunda ilimh
bir diizenleme bulunmustur (49). Takip eden galismalarda (51), THEMIS’te prolin
zengin bolge haritalanmis ve bir¢ok ¢alismayla da buranin GRB2 (Biiyiime faktorii
reseptOriine baglanan protein 2) baglanmasina cevap verebilecek yapida oldugu
gosterilmistir (45,46,47,49) (Sekil.4). THEMIS, LAT’a baglandiginda in vivo

fonksiyon gosterebilmek icin hem GRB2 diizenlemesine hem de LAT fosfotirozin
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GRB2 baglanma bdlgesine ihtiya¢ duymaktadir (51). Diger arastirmacilar, prolinden
zengin bolgenin niikleer yerlesimli bir site oldugunu ama fonksiyonunun ne

oldugunun bilinmedigini a¢iklamiglardir (52,53).

Bu veriler, THEMIS’in TCR tetikleyicisinin yanindaki LAT’a baglandiginda
negatif feedback mekanizmasini ¢alistirdigim1  gostermekte ancak bu etkiyi
THEMIS’in tek basina m1 yaptig1 ya da baska bilinmeyen bir molekiiliin destegiyle
mi oldugu net degildir. Mass spektrometri (MS) temelli THEMIS interaktom
caligmalari; GRB2 ilavesiyle THEMIS’in Tirozin fosfataz 1 ve 2 (SHP1 ve SHP2) ile
yapisal olarak iliskiye girdigi tespit edilmistir (55). MS verileriyle baglantili olarak
normal T hiicrelerinde ve timositlerde yapilan, co-immiinopresipitasyon deneyleri,
THEMIS’in asiste ettigi SHP proteinlerinin sinyalleri zayiflattigini diistindiirmiistiir
(34,54,55). SHP1’in yok edildigi primer T hiicrelerinde ve Jurkat hiicre hattinda
arttirllmig TCR sinyalizasyonunun; THEMIS ile iliskilendirilen SHP fonksiyonu
oldugu anlagilmistir (55). Erken dénemdeki ¢alismalarda da zaten SHP1’in, TCR

proksimal atenuatdrii oldugu saptanmistir (56,58).
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Sekil 4. TCR sinyalinin THEMIS aracili mekanizmayla zayiflatilmasi (30). a) THEMIS’in yapisi.
CABIT domeyn (cysteine-containing, all-b in THEMIS) yesil olarak goériilmektedir, sistein rezidiileri
sart, NLS (Nuclear Localization Site) mor ve PRR (Prolin Rich Region) portakal rengindedir. b)
THEMIS-GRB2-SHP1 (veya SHP2) kompleksi T hiicre ve timositlerde denge durumundadir. GRB2,
THEMIS’i SHP’ye; C-SH3 ve N-SH3 ile baglarken bosta kalan SH2 ucu LAT’mn sonundaki C
terminalde bulunan GRB2 pY baglanma sitesine tutunur. THEMIS, LAT ile birlestiginde hizlica
lenfosit spesifik protein triozin kinaz (LCK) ve/veya ZAP70 tarafindan fosforile edilir. TRC ise
LCK’y1 defosforile ederek, SHP araciligiyla sinyali zayiflatir.

THEMIS ve SHP birbirine GRB2 denen bir araciyla baglanmaktadir (51-55).
GRB2’nin N-SH3 domaini SHP1 ile baglanirken, C-SH3 domaini THEMIS ile
baglanmakta ve GRB2-SH2 domaini de LAT ’a baglanmaktadir ki THEMIS’in in
vivo fonksiyonu igin bu konfigiirasyon sarttir (51). Fosfotirozinin baglanmasi konusu

ise heniiz aydinlanmamastir.

Burada, korunmus sistein rezidiisii ve bilinmeyen bir hayvansal protein igeren

ve “CABIT” denen bir birim, tanimlamaya ¢alisilmaktadir. Ethyl nitrosourea (ENU)
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ile olusturulmus ve fark edilmeyen mutasyon olan T hiicrelerinde THEMIS, DP T

hiicrelerinin SP hiicrelerine doniistimiinii ger¢eklestirememektedir.

Onceki galismalar, TCR’nin pMHC’ye zayif baglanmasi ve LCK’nin kendi
SH2 domeyniyle fosforile SHP1’¢ baglanmasi, TCR sinyalini azaltir (59). Dahasi
ERK’nin giiclii bir sekilde pMHC-TCR angajmaniyla aktive olmasi; LCK’y1
fosforile ederek SHP baglanmasini bloke eder. Bunun gibi ikili negatif feedback
mekanizmalari, uyaranlar arasindaki ayrismayr yapabilecek iyi bir esik olusturur
(59). Ancak THEMIS-SHP tarafindan olusturulan negatif feedback (54-55), bu
model i¢in konsept olarak basit kalmaktadir (60) ve THEMIS-GRB2-SHP
kompleksinin LCK’ya baglanmasini kontrol edemeyecegi (59) yazilmaktadir.

TCR sinyalinin 6zgilinligii, “kinetik bir diizeltme” mekanizmasi tarafindan
yuriitiilmektedir ki; gorece olarak TCR-pMHC bekleme siiresindeki kiiglik
farkliliklar bile sinyal devreleri tarafindan algilanmakta ve hizli bir sekilde, ¢ok

sayida, reversible olaylarla yanit vermektedir (40).

THEMIS eksikligi olan BN farelerde barsak lezyonlart Crohn Hastaligina
benzemektedir (44). Duodenumdan distal kolona kadar etkilenen gastrointestinal
traktus; yama tarzinda submukoza ve kas tabakasinin inflamatuar hiicrelerle infiltre
oldugu ve siklikla graniilomatéz yapilarin oldugu bir histolojik goriintii
sergilemektedir. Bu goriinim Crohn ile uyumludur. Buna karsilik Crohn’un aksine

burada yiizeysel mukoza zarari, diyare ve kusma yoktur.

20



Periferik TCR Negatif Secim
Repertuar Secim Apopitozis
[ |

Pozitif Secim
Yasam ve Doniisiim

[ inmal sonucu sliim |

TCR Sinyal Cikasi

BsLuo redwis YD L

Apopitozis
Pozitif Secim
Threshold noktas: Negatif Secim
Threshold noktas\
ﬂ i
X
Gecersiz/Cok diisiik Orta Yiiksek

‘ Aktif l Inaktif j

THEMIS - SHP kompleksi

Sekil 5. Timosit secilmesi esnasinda, TCR sinyalinin THEMIS-SHP kompleksi iizerinden caligma
modeli (30).

2.3. RUNX Ailesi:

RUNX proteinleri, Runt-iliskili domeyni; DNA’ya baglanmak ve CBFf
(Kora baglanan faktor ) partneri ile heterodimerizasyon igin evrimsel olarak
korunmustur (61). RUNX proteinleri, farkli metazoa ve memelilerde RUNX 1, 2 ve 3
olarak bulunur. Bazi yaymlarda, AML1/3/2, PEBP2aB/A/C, CBFa2/1/3 olarak da
gecer. RUNX genleri memelilerde, P1 (distal) ve P2 (proksimal) olmak tizere iki
farkli promotor igerirler. Bunlarin farklihigiyla RUNX izoformlar1 olusur (61).
Lokomojenik kromozomal translokasyonun siklikla hedef aldigit RUNX 1, ilk olarak
insan Akut Myelojenik Losemiden izole edilmistir (62). RUNX 1, Hematopoetik kok
hiicrelerin (HSC) iiretim ve bakimi i¢in gerekli oldugu gibi ayn1 zamanda farkli
hematopoetik soylarin farklilasmasi ig¢in de sarttir (63). RUNX 2 osteoblast
farklilagsmasi i¢in ana diizenleyici olup, kemik ve kikirdagin gelisim ve bakimi igin
de gereklidir (64). RUNX 2’nin DNA’ya baglandigi Runt-domeynindeki genis
mutasyon ile ortaya ¢ikan haplo yetmezlik sonucu insanda cleidocranial dysplasia
meydana gelir (61). RUNX 3’iin ekspresyonu, TrkC-pozitif dorsal kok gangliyon

noronlarmin farklilagsmasi i¢in gereklidir ve epitelyal dokularda cok yaygin
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gozlenmektedir (61). RUNX 3, tim hematopoetik soyda ve RUNX 1’den farkli
olarak eksprese olur. RUNX 2’nin hematopoetik sistemdeki ekspresyonu az
calisilmistir, buna karsin CBFf izoformlar1 tim dokularda yaygin olarak eksprese
olmaktadir (65,66). Sonug¢ olarak, hematopoeze ve hiicre olgunlasmasina yaygin
olarak katildiklar1 gibi; Immiinolojinin tiim evrelerinde de yer almaktadir. RUNX
proteinlerinin, host (ev sahibi) immiinolojisinde daha O6nemli rol oynadiklari

bilinmektedir.

2.3.1-RUNX ve Hematopoetik Kok Hiicreler

Hematopoetik Kok Hiicreler (HSC), tiim hematopoetik soylarin tiiredigi
multipotent kok hiicrelerdir. Gelisimsel olarak memelilerin hematopoetik sistemi ii¢

doneme ayrilir:

(i) embriyogenez esnasindaki primitif hematopoez
(i)  gec fotal gelisimde olan kalici hematopoez ve

(i)  yetiskin hematopoez.

RUNX’in hematopoezdeki 6nemi, RUNX 1 olmayan farelerde hematopoezin
tamamen olmadigmin goriilmesiyle anlagildi. RUNX 1’in tamamen kaybi
durumunda; mezonefron bolgesinde, gonad ve aortada bulunan hemojenik endotelyal
hiicreler arasindaki HSC’in gegisi tamamen durmaktadir (67,68). RUNX 1 ayrica

eriskin hematopoezde HSC’nin biyogenezisi i¢in degil ama bakimi i¢in de gereklidir.

Baz1 galigmalar, yetiskin farelerin kemik iligindeki HSC’lerin Mx1-Cre ile
hedef alinip zarar verilmesi durumunda; T ve B lenfositlerde defekt ve bazilarinda da
megakaryosit olgunlasmasinda blokaj oldugu goriilmistiir (69,70). Baz1 ¢alismalar,
RUNX 1 eksikligi olan HSC’lerin baslangigtaki artiglarinin; agiklanamayacak sekilde
sonradan tiikenise sebep oldugunu gostermektedir (69,71). Bu paradoksal fenotipin,
CXCR4 kemokin reseptoriiniin yanlis regiilasyonu sonucu; HSC’nin hiicresel nisten
erken ayrilmasi ile meydana geldigi disiiniilmektedir (71,72). HSC’deki bu defekt,
eger RUNX 3’te de hata varsa ¢cok daha barizdir ki bu da RUNX proteinlerinin HSC

bakimindan ortiisen fonksiyonlart oldugunu géstermektedir (73).

22



RUNX 1, Kemik iliginde RUNX 3 delesyonu ile beraber oldugunda; daha
derin farklilasma yaratarak biitiin hematopoetik soylarda ilerleyici hastaliklara neden
olmaktadir. Kemik iligi yetmezligi ve myeloproliferatif hastaliklar bu sekildedir (73).
Ayni sekilde, CBFpB’nin panhematopoetik delesyonu sonucu, biitiin hematopoetik
tirlerde ciddi bozulmus farklilagsma ile myeloid hiicrelerde proliferatif hastaliklara
neden olur (74,75). Ilging olarak Mx1-cre ile hedef almmis CBF eksikligi sonucu
ortaya ¢ikan kemik iligi yetmezligi, RUNX 1-RUNX 3 duble yok edilmis farelerdeki
kadar oldiiriicii degildir. Bu da RUNX 1 ve RUNX 3’tin CBFp bagimli DNA

tamirindeki gorevini gostermektedir (73).

2-3-2- RUNX’in Timosit Farkhlasmasindaki Rolii

RUNX’in Immiin fonksiyonlara olan en biiyiik etkisi, fareler iizerinde de
tespit edilmis olan, T hiicrelerinin olgunlagsma ve farklilasmasini saglamasidir (76). T
hiicre gelisiminin tiim asamalarinda RUNX proteinleri, farklilasma diizeyi ve farkli
gelisim paternleriyle ortiisecek sekilde eksprese olmaktadir. RUNX proteinlerinin
ekspresyonu, hematopoetik sistemin Otesinde timik epitelyal hiicrelere kadar uzanir.
RUNX 1, en fazla timik kortekste eksprese olur. Ciinkii CD4 ve CD8 ¢ift negatif
(DN) burada yogundur (65,77,78). Bundan sonra RUNX 1, CD4*-CD8" ¢ift pozitif
(DP) ve CD4"-CDS8" tek pozitif (SP) hiicrelerde, CD4* SP hiicrelerde daha yiiksek
olmak tizere, eksprese olmaktadir (78,80).

Bu gergevede, kemik iliginde RUNX 1’in Mx1-Cre ve timositlerin Ick-Cre
tarafindan hedef alinmasi sonucu DN3 ve DN4 timositlerin sirasiyla olgunlagmasi
bloke edilmektedir. Dahasi, RUNX 1’in Cd4-Cre ile ablasyonu sonrast DP’den
SP’ye doniisiimii kesintiye ugramaktadir (69,79). Bu siiregler insan ve farelerde;
RUNX 1’in TCR-cd ve TCR-ab’deki yeniden dagilimiyla ¢akismaktadir (Sekil 6)
(81,83). RUNX 1, TCR zincir hizlandiricilarindan uyumlu olanina baglanarak TCR
yeniden dagilimimi yonetmektedir ki bunu insanda; Rekombinasyon aktivasyon geni
1 (RAG]) ile fiziksel etkilesimle, Dd2’den Dd3’e yeniden dagilimi saglamaktadir
(84). Kollektif olarak bu ¢alismalar, RUNX 1’in erken T hiicre gelisiminde anahtar

rol oynadigini gostermektedir.
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RUNX 1 ile karsilastirildiginda RUNX 3 gec T hiicre farklilasmasinda 6nem
kazanmaktadir. Olgunlasmamis CD4* ve CD8* DP hiicrelerden CDS8" sitotoksik T
hiicre farklilasmasinda dominant rol oynamaktadir. Bunu bir seri mekanizmayla
yapmaktadir. Bu mekanizmalardan birincisi RUNX 3 ve RUNX’in, CD4
lokusundaki susturucu elemente baglanarak onun eksprese olmasini engellemesidir
(79,85). Ikincisi, CD4 soyunu siirdiirmekte anahtar rolii olan Thpok susturucu
elementine baglanmasidir (85). RUNX 3 ayrica, TCF-1 ve LEF-1 gibi CD4 ve
Thpok’u regiile eden transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini de diizenler (86). Son
olarak RUNX proteinlerinin CD4 ve CD8 lokuslarina baglanmasi; onlarin iligkilerini
tesvik eder ve karsilikli ekspresyon paterninin altinda yatan uzun mesafe epigenetik
diizenlemeye firsat verir (87). Bu onemli fonksiyonlarni diigiiniildiigiinde, RUNX
kompleksinin genetik ablasyonu; CD8" sitotoksik T lenfositlerin farklilasmasinin
blokaji ve CD4* CD8  fenotipine farklilasmaya yonlendirmektedir (79,85).

2.3.3- Efektor T Hiicre Alt Tiirlerinin Farklllasmasinda RUNX’in Rolii

RUNX 1 ve RUNX 3, ¢evresel etkenlere maruziyet ve TCR aktivasyonu
sonras1 naif CD4* T hiicre olgunlagsma siirecine dahil olmaktadir. Yapilan detayli
calismalarda RUNX proteinleriyle, primer soy-spesifik transkripsiyon faktorleri
arasinda fonksiyonel kooperasyon oldugu gozlenmistir (88). T helper tip 1 (Thl)
farklilagsmas1 esnasinda; RUNX 1 ekspresyonunun diizenlemesiyle RUNX 3
ekspresyonunda artis goriilmektedir. RUNX 3 yetmezligi olan farelerde, Thl
farklilagmasi ve sitokin tretimi degismistir (89). RUNX 3, Cd4’ii susturup Cd8&’i
aktive ettigi dualistik etkisini yapabilmek icin; Th1 fenotipini giiclendiren, Thl-

24



K p— Runx ) | [ — D))
, \ D

Vossdd y 4 TR p
\ o tiretimi
Sp /’
o Rumxt ~»TCRY o
tiretimi
. -
IL-7TRa
madated T
GXPANSION
N2
- .
VOSs
DNY
. — ™
Medulla Korteks Periferik Kan

Sekil 6. RUNX ve T lenfosit farklilasmasi (173)

transkripsiyon faktorii olan T-bet ile koopere olmaktadir. RUNX 1 ile birlikte RUNX
3, Th1’in damgasi olan sitokin IFNy’y1 aktive ederken; Th2-spesifik sitokini olan IL-
4’1 baskilamaktadir (89,91). Ayrintili ¢alisilmamis olmasina ragmen, Th2
spesifikasyonu esnasinda ortaya ¢ikan RUNX 1 artisina karsilik RUNX 3 azalisinda;
RUNX 1’in rolii oldugu diistiniilmektedir (89,90).

Regiilator T hiicreleri (Treg), timusta kendiliginden veya transforming growth
factor B (TGFP), IL-2 ve diger periferden gelen sinyallerle uyarilarak CD4 ve CD25
eksprese edebilir (92,93). Treg fenotipi, transkripsiyon faktorii Foxp3 tarafindan
olusturulur. RUNX proteinleri, nTreg hiicreleri i¢inde Foxp3 ekspresyonu ve iTreg
farklilagsmasi sirasindaki uyari igin sarttir (94,97). Gergekten de IL-2’nin {iretimini
iceren Treg genetik programinin devamliligi ig¢in RUNX proteinleri, Foxp3 ile
fiziksel olarak iletisim i¢indedir (94,97,98). Sonug olarak, kosullar nedeniyle RUNX
1, RUNX 3 veya CBFB’nin bulunmadig: farelerde; nTreg ve iTreg farklilagmasi,
yasamast ve fonksiyonu giiclii bir sekilde sekteye ugramaktadir (94,96).
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RUNX/CBFp yetmezligi nedeniyle Treg hiicrelerinde defekt meydana geldiginde;
lenfoproliferatif sendromu ortaya ¢ikar ki, IgE’nin asir1 iiretimi ve akciger, mide gibi
organ mukozalarinda otoimmiinite gortlir (94,95). Bu durum, bircgok RUNX 3
yetmezligi olan fare modellerinde bildirilen ve Dendritik hiicrelerin (DC) spontan
olgunlagsmasina baglanan, gastrointestinal ve akciger inflamasyonunu agiklamaktadir

(99,100).
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Sekil 7. B hiicre gelisiminde ve humoral immiinitede RUNX (173)

iTreg hiicrelerini uyaran TGFp, ek olarak, inflamasyonun giclii bir
medyatorii olan Th17’nin de farklilasmasi i¢in sarttir (93,101,102). Bu durum, es
zamanl olarak IL-1p, IL-6 ve tiimor nekroz faktorii-o (TNF-a) gibi proinflamatuar
sitokinleri uyarmasina baghdir (103). Ayrica Th17 hiicreleri; mukozal yiizeylerde
bakteri ve mantarlara karst direng gelistirilmesinde, deregiilasyon ve
hiperaktivitesinde de otoimmiin hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda ¢ok etkilidir (101-
104). RUNX proteinleri TGFB medyatorleri i¢in ne kadar dnemliyse; ayni sekilde

Treg ve Thl7 hiicrelerini es zamanli olarak uyarmast da o kadar ayrintili
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incelenmelidir (93,102). Foxp3’i diizenledikleri gibi RUNX proteinleri, Th17’ye
6zel RORyt transkripsiyon faktoriinii yilikseltmektedir (105,106). Ayrica RUNX
proteinleri, DNA’ya baglanma aktivitelerinden ayri olarak, IL-17’yi maksimum
uyarmak i¢in RORyt ile fiziksel olarak da iletisime gegerler (106). Foxp3 ayrica IL-
17 transkripsiyonunu baskilamak i¢in RORyt ile etkilesime gegmektedir (106). Yani,
Th17 spesifikasyonu ve effektor fonksiyonu igin RUNX, Foxp3 ve RORyt arasinda
tcli bir iliski gerekmektedir (106). Th17 iliskili otoimmiin inflamasyonda asil
sorumlunun; yiiksek diizeyde IL-23 reseptor (IL23R) ekspresyonu ve normalde Thl
tirtinii olan IFNy iretimi ile karakterize Th17’nin patojenik bir alt tiridir (107). Son
olarak Th17°nin patojenik IL23R tarafindan IFNy iiretimi, Tbet ve RUNX 1 3
gerektirmesi nedeniyle; RUNX proteinlerinin  6nemli otoimmiin hastaliklarin
patogenezinde rol aldigi kesindir (108). Bununla uyumlu olarak, artmis RUNX 1 ve
azalmig RUNX 2 diizeyleri, salt-uyarilmis patojenik Th17 ile iliskilidir (109,110).
Intestinal mukozada, TGFB ve retinoik asit gibi giiglii gevresel faktdrler
nedeniyle T hiicre farklilasmasindaki yetmezlik ve CD4* T hiicre soyunun esnekligi
sayesinde; mevcut homeostasis, komensal mikrobiatanin abartili cevaplarindan
korunarak siirdiiriilmektedir (111,112). Intestinal epitelyal lenfositlerin (IEL)
progenitdrlerinin, intestinal intraepitelyal alana gog¢ii esnasinda CD4*, CD8*
diizenleyen IL-15 uyarisiyla RUNX 3 eksprese olmaktadir (113,115). Dahast RUNX
3 CD4"lara IEL sitotoksik T lenfosit ve dogustan benzeri lenfosit Ozellikleri
kazandirirken; TGFf ve Retinoik asit birbirleriyle iliskili olarak Th17 farklilasmasini
zayiflatmaktadir (114). SP CD8" sitotoksik T hiicrelerinin TCR iligkili ekspansiyonu
ve farklilasmasinda RUNX mecburiyeti ufuk agici bir bulus olmasina karsin; olgun
CD8" T hiicrelerinde RUNX proteinlerinin efektér gorevi konusunda daha fazla
calismaya gerek vardir (79,85,117). Yine de RUNX proteinler, transkripsiyonel
dongiiniin soya spesifik integral komponentidir. Ayrica RUNX 3, sitotoksik T
hiicrelerin (Tc/CTL) farklilasmasi esnasinda T-box proteini olan Eomesodermin
(Eomes)’in indiiksiyonu i¢in de gereklidir. RUNX 3 yetmezligi olan CD8* Tc
hiicreleri, zayiflamig TCR indiiksiyonlu proliferasyon (79,82) ve granzim, perforin
ve IFNy iceren Tc effektdr genlerin diisiik ekspresyonu nedeniyle (91), azalmis
sitolitik aktivite gosterirler. RUNX ayrica, CD1d-kisitliya 6zellesen ve TCR-of3’a ve
NKI.1 (CD161) gibi NK olgunlasma markirlarina eksprese olan dogal dldiiriicii T
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hiicre (NKT) gelisiminde ¢ok dnemlidir (118,120). Ayni sekilde RUNX 1, RORyt ile
birlikte; degismez TCR-a zinciri olan NKT hiicrelerinin alt grubu olan iNKT
farklilasmasinda vazgegilmezdir (116). Bu degismez NKT hiicreleri, otoimmiinite,
mikrobik Immiinite, sitokin iiretimi, Immiin regiilasyon gibi farkli Immiinolojik
stireclerde gorev almaktadir (118,121,122). NKT eksikligi olan Cre farelerinden de
anlagildigr gibi, NKT hiicrelerinin fonksiyonlarini; RUNX kompleksinin kesin
dagilimi belirlemektedir. Son olarak RUNX 3, dendritik morfoloji gdsteren, farkli bir
deri-iliskili CD T hiicresi olan Dendritik Epidermal T hiicre (DETC) gelisiminde de
kritik gorev almaktadir (123). RUNX 3, hiicre proliferasyonu ve timik DETC nin geg
fotal gelisim doneminde deriye go¢ etmesinde uyarici olan IL-2/IL-15"e aracilik eden
IL-2RB ve CD103ii regiile etmektedir (123,124). DETC, kutanéz Immiinite ve
homeostazda major komponent oldugu i¢in, RUNX 3 eksikligi olan farelerdeki tam
yoklugu sonucu; tamir mekanizmasi, Siirveyans ve Immiin diizenlemenin nasil

oldugunun arastirilmasi gerekmektedir (123,125).

2.3.4- B Hiicre Kararhgi ve Fonksiyonlarinda RUNX’in Rolii

RUNX proteinlerinin B-hiicre fonksiyonundaki roli, ilk olarak; RUNX 3’iin,
TGFP tarafindan desteklendigi germline immiinoglobulin o’nin uyarilmas i¢in Smad
proteini ile koopere oldugunun tespit edildigi, bir seri in vitro ve exvivo calismayla
ortaya ¢ikartlmistir (126,128) (Sekil 7). Bu durum, antijen tarafindan aktive edilen
naif B hiicrelerinin IgA sinifin1 tetiklemesinin anahtar basamagidir. Bu goézlemle
uyumlu olarak, RUNX 3 yetmezligi olan splenositlerde; hem exvivo hem in vivo
olarak degisen derecelerde tetikleme defekti goriilmektedir (128,129). RUNX 3’¢ ek
olarak RUNX 1 de, farelerde erken B hiicre soyu spesifikasyonu i¢in gereklidir.
RUNX 1 ve CBFB’nin (RUNX 3 degil ama) mbl-Cre tarafindan bloke edilmesi
sonucu, erken donem B lenfopoezi de bloke olmaktadir. Tam net aydinlatilmamis
olmasma ragmen RUNX 1, pre B hiicre reseptorii gibi daha ¢ok erken dénem B
hiicre spesifikasyonunda anahtar rol oynamaktadir (130,131). Tam tersi RUNX 3 ise
gec donem B hiicre farklilasmasinda gorev alir. Buna 6rnek, fare B hiicre bandinda
RUNX 3’iin giiclii uyarisi olarak; IgA tetiklemesi sirasinda goriilen naif B hiicrelerin
TGF ile efektor B hiicrelerine farklilagsmasi verilebilir (126,127,132). Sonug olarak,

RUNX 1 olgunlagsmamis ve farklilasmamis B hiicrelerinin varlig1 i¢in gerekli iken;
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RUNX 3 ve RUNX 2’nin ekspresyonu, effektor T hiicrelerinin terminal 6zellesmesi

sirasinda gozlenmektedir (134).

o

Sekil 8. Immiin yanitta RUNX 3. A) Intraepitelyal Lenfositlerde B) T helper C) NK hiicreleri D) B
Lenfositlerin gelisiminde (168)

2.3.5-Lenfoid Organogenezde RUNX’in Rolii

RUNX/CBFB kompleksi, Lenfoid Doku Indiikleyici hiicrelerin (LTi)
gelisiminde gorev almaktadir (120). Bunlar RORyt ve IL-7Ra eksprese ederek
baslangi¢ Lenfoid hiicrelerin 6zellesmesini saglar. Peyer plaklari, lenf nodlar1 gibi
sekonder lenfoid dokularin biyogenezinde merkez rol oynarlar (135). RUNX 1’in
izoformu olan RUNX 1c, P1 promotordan tiiretilmistir ve CBFp2, LTi
diferansiasyonunun iki gelisim basamaginda yer almaktadir (120). Ozel olarak
RUNX 1c¢/CBFB2 LTI farkhilasmasinin erken asamasinda ve lenf nodu
formasyonunda gorev alir ki bu gorevlerini RORyt regiilasyonu yoluyla yapar (120).
2.3.6- NK Hiicre Gelisiminde RUNX Proteinleri

NK hiicreleri, sitotoksik lenfosit soyunun farkli bir alt grubu olan ve dogustan
Immiinitede 6nemli rol iistlenen, agirhikli olarak viral enfeksiyonlarda ve tiimor

hiicrelerine kars1 etkili hiicrelerdir (136). MHC molekiilleri ve antikor olmadan,
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hedef hiicreleri tanima kabiliyetine sahip essiz hiicreler olup; Immiin tanima ve self
tolerans reseptorlerine dayanarak bu fonksiyonlarimi yerine getirmektedir (137). NK
hiicreleri; dalak, fotal ve yetiskin karacigeri, kemik iligi ve timiis gibi bir¢ok yerde
gelistirilmektedir. Bunlarin farklilagmasi, NK progenitor tizerinden; IL-15 uyarisiyla
ve CD12 (IL-2/IL-15 reseptor P zinciri) ekspresyonuyla meydana gelir (136).
RUNX’in NK hiicreleri {iizerindeki etkisi, ilk olarak hipomorfik CBFp fare
modellerindeki erken donemde NK farklilasma evresindeki blokajla gdzlenmistir.
Diisiik doz CBFP uygulandiginda, fotal karaciger hiicrelerinde derin bir defekt
meydana gelmekte ve exvivo hiicre kiiltiiriinde; NK1.1, CD122* NK progenitor
hiicre gelistirme yeteneginin kayboldugu goézlenmektedir (138,139). Bu durum
muhtemelen, RUNX araciligiyla CD122 transkripsiyonunun yapilamamasi sonucu;
IL-15 destekli genetik programin bloke edilmesi ile ortaya ¢ikmaktadir (140). Mutant
farelerde RUNX proteinlerinin, NK progenitor hiicrelerde CD122 promotoru regiile
ettigi gosterilmistir (140,141). Ancak farkli ¢alismalar RUNX’in NK hiicre gelisimi
ve fonksiyonunda vazgecilebilir oldugunu gosterirken; NK olgunlagmasinda esas
roliin IL-15te oldugu in vivo ve eX vivo olarak gosterilmistir (142). Ancak ayni
calismada RUNX kaybi, total olarak IL-15 kaybina neden oldugundan hamile
farelerde, fotal 6lime sebep olmustur (140) fakat mevcut fare modellerinin simirlilig
nedeniyle, RUNX’in IFNy veya tiimoér Immiinitesi kadar, NK fonksiyonlar1 igin

gerekli olup olmadigi tam ¢oziilememistir.
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Sekil 9. NK hiicre gelisimi, efektér hiicre ekspansiyon ve canliligi ile hafiza hiicre tipine
dontismesinde etkili olan; transkripsiyon faktorlerini gésteren Venn diagrami (166).
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2.3.7- Myeloid Hiicre Ozellesmesinde ve Fonksiyonlarinda RUNX’in Rolii

Myeloid hiicre gelisimi ve fonksiyonunda RUNX’in dagilimi ile ilgili
nispeten daha az bilgi vardir. ilk fare calismalarinda, eriskin hematopoetik kok
hiicrelerindeki (HSC) RUNX 1 delesyonu; megakaryosit maturasyonunda ciddi
bozukluk gosterirken, eritrosit, monosit, notrofil gibi diger myeloid seride
farkedilebilir bir hata gostermedi (69,70). Bu nispeten hafif fenotip, muhtemelen
myeloid farklilasmadaki RUNX proteinlerinin aralarinda var olan farkliliklar
nedeniyle olmaktadir (73,75). Gergekten de biitiin RUNX proteinlerini bozan Vavl-
iICre ile CBFpB hedef alindiginda; tim hematopoetik sistemde daha net fenotipler
g6zlenmistir. Bu durum; intestinal lamina propria, akciger gibi periferik dokularda ve
dalakta klasik ve plazmasitoid DC diizenlemesinin yonetilmesiyle meydana
gelmektedir (74). Kemik iliginde eritroid progenitoér olan FIt3*DC’nin gelisimi igin
CBFp gereklidir (74). Daha ayrintili ¢alismalarda, CBF yikilmig DC fenotipinde
birincil siirtici RUNX 1 iken; RUNX 2’nin ge¢ DC maturasyonunda minimum
gorevi oldugu saptanmistir. Buna karsiik RUNX 3’{in higbir fonksiyonu tespit
edilmemistir  (74,100,129). Bu tutarsizliga ragmen, RUNX 3; erken
embryogenezdeki myeloid progenitérlerden gelisen farkli bir cilt epidermal DC olan
Langerhans hiicreleri igin gereklidir (129,143). Burada RUNX 3, TGFp uyarisiyla
Langerhans hiicre farklilasmasini saglayan PU.1’i asagi yonli diizenlemektedir
(143). DC farklilasmas1 ve olgunlagsmasina ek olarak RUNX 3, in vitro olarak CD11c
ve kemokin ekspresyonunu da diizenlemektedir (144). DC kazanilmig Immiin yanitin
ve self toleransin santral koordinatorii oldugu ig¢in; onlar1 farklilagtiran RUNX
proteinlerinin de Immiin sisteme etkisi genis kapsamlidir. DC’ye ek olarak, son
zamanlarda yapilan ¢alismalar; bir izoform olan RUNX 1c’nin spesifik ablasyonu
yapilan farelerde, granulosit progenitorden bazofil progenitdre olan gecis sirasindaki
blok nedeniyle granulositik bazofillerde dramatik bir azalma gdstermistir. Ayrica
RUNX 1c yetmezligi 6zel olarak bazofil fonksiyonlarin1 zayiflatarak (mast
hiicrelerini degil ama), IL-3 veya nematodalara yanit olarak artan IgE iligkili kronik
alerjik cilt reaksiyonlari gostermektedir (145).

Monositlerde ve makrofajlarda RUNX 1, PU.1 ile koopere olup;
makrofajlarin ¢ogalmasi ve farklilagmasi i¢in hayati 6nemi olan makrofaj koloni

stimulating faktor reseptorii (M-CSF/CSF-1) regiile etmektedir (146,147). RUNX 1
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ve RUNX 3 ayrica, makrofaj ve monositik hiicre dizilerinde; integrin benzeri
Lenfosit fonksiyonu iliskili antijen 1 (LFA-1)/CD11a, CD11c, Cd49d ve hiicreler
aras1 adhezyon molekiili 3 (ICAM-3) arasindaki adheziv etkilesimin en Onemli
kontroloridiirler (148,150). LFA-1 ve ICAM-3 arasindaki etkilesim, Th1l hiicrelerin
polarizasyonlarina da katkida bulunmaktadir ki bu durum; RUNX’in T hiicre
farklilagsmasi ve fonksiyonuna olan ¢ok yonlii katkisini gostermektedir (149).
Mikroglia benzersiz fagositik hiicre olup, Santral Sinir Sistemi (SSS)
parankimi i¢inde yer almakta ve SSS’ni yaralanma ve mikroplara kars1 korumaktadir.
Langerhans hiicrelerine benzer sekilde, mikroglia da; embriyonik ve perinatal
gelisme doneminde RUNX 1 araciligiyla yolk sac denen primitif myeloid progenitor
hiicrelerden koken alip SSS’ne yerlesmektedir (151,152). Dogumdan sonra RUNX 1,
olgunlasmamis  mikroglialarin  proliferasyonunu inhibe edip olgunlagmay1
desteklemektedir (152). ilging olarak sinir sistemindeki yaralanma sonrast RUNX 1
ekspresyonunun reaktive olmasi; SSS siirveyans ve tamirinde olgun mikroglialarin

rolii oldugunu diisiindiirmektedir (152).

2.3.8- Otoimmiinite ve Inflamasyonda RUNX’in Rolii

Timustan Treg hiicreleri tarafindan self-toleransin uyarilmasi, Immiin
homeostazisin saglanmasi i¢in gereklidir ve bunun kaybi otoimmiiniteyi baslatir
(153). RUNX proteinlerinin nTreg ve iTreg (94,98) ile Th17 hiicrelerinin (105,106)
farklilasmalarina ve fonksiyonlarina olan 6nemli katkilari; RUNX fonksiyonlarinin
otoimmiinite ve inflamatuar hastaliklara katkisi oldugunu gostermektedir. Bu
olasilik, insana ait bircok otoimmiin hastaliklarda genetik iligkiyi arastiran, 6nemli ve
genis caligsmalarla desteklenmektedir:

Birincisi, PDCD1 lokusundaki bir intronda yer alan tek niikleotid
polimorfizmi sonucu RUNX baglanmasi1 degistigi i¢in; bazi etnik olarak farkli
topluluklarda; sistemik lupus eritematozus (SLE) ile iliskili bulunmustur. Bu RUNX
baglanmasinin degigsmesi, RUNX 1’in kopmasi in vitro olarak gosterilmis olup
sonucunda, anormal PDCDI1 ekspresyonu ile self toleransta baskilanma ve SLE’de
hiperaktivite meydana gelmektedir (154). PDCDI ayrica, tiimdr Immiinitesinde
negatif bir regiilatér olup kanser Immiinoterapisinde de dnemli bir hedeftir (155).

Benzer sekilde; PDZ-domain phosphoprotein SLC9A3RL1 ile N-Acetyl transpherase
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NAT9 arasindaki RUNX site varyasyonu nedeniyle kronik inflamatuar deri hastaligi
olan Psoriasis arasinda baglanti mevcuttur (156). EK olarak RUNX 1 lokusu ile
RUNX site ablasyonu arasinda olan SLC22A4 transport genindeki tek niikleotid
polimorfizmi de Romatoid Artrit arasinda 6nemli bir iliski mevcuttur (157). Tiim bu
aciklamalardan sonra, RUNX baglanti siteleriyle ilgili hastaliklarda; ayni baglanti
noktalarini tantyan tiim RUNX proteinlerinin etkilerinin ortak ve aymi oldugu
bilinmelidir (154,156,157). Bununla tutarli olarak, RUNX 3 eksikligi olan farelerde;
hiperplastik mukoza, 16kosit infiltrasyonu ve Th1/Th2 karigimi otoimmiin yanitla
karakterize spontan inflamatuar barsak hastalig1 gelismektedir (99). Insanlarda
RUNX 3’tin bulundugu 1p36 kromozomal bolge, inflamatuar barsak hastaligi icin
hassas bolgedir (158,159). Daha o6nce yapilmis birgok GWAS arastirmalarinda;
inflamatuar barsak hastaliginin iki tipi olan CH ve Ulseratif Kolit (UK) ile iliskili
RUNX 3 lokus varyanti tespit edilmistir (2,160). Son olarak RUNX 1 lokus ve
diizeyleriyle ilgili tek niikleotid pleomorfizmi bulunan bir hastalik da pediyatrik
astmadir (161). Biitiin bu agiklamalar 15181nda, RUNX fonksiyonlarindaki degisiklik;
self toleransta disregiilasyon, kronik lenfosit hiperaktivitesi ve organ

otoimmiinitesine neden olmaktadir.

2.3.9- Mukozal immiinitede RUNX’in Rolii

Her ne kadar daha yeni incelenmeye baslandiysa da RUNX proteinleri;
mukozal sistemde, hem dogustan hem edinilmis Immiinitenin  giiclii
katilimcilaridirlar. RUNX  ailesinin tiim iiyeleri, mukozal sistemdeki tiim major
Immiin soy dizilerinin etkileri, gelisimi ve olgunlagmasinda &nemli roller
oynamaktadir (Sekil. 9). RUNX fonksiyonel olarak Immiin cevabin tiim
asamalarinda vardir. Ornegin biyogenezinde, organizasyonunda ve Peyer plaklari
gibi mukozal lenfoid dokularin fonksiyonlarinda rol almaktadir (120). Bunlarin
formasyonuna ek olarak, RUNX proteinler ayrica; bu dokularin disinda periferik
kanda antijen sunumu i¢in DC olgunlagsmasini1 diizenleyerek T ve B hiicrelerinin

aktivasyonunda da gorev alir (74,100,129).
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Sekil 10. Mukozal Immiinitede RUNX (173)

Aktivasyonu takiben, efektor yardimci1 T ve sitotoksik soy dizisinde; RUNX
proteinleri, soy tanimlayan transkripsiyon faktorleriyle birlikte naif T hiicrelerinin
terminal bagkalagimini gergeklestirmektedir (76,162). Patojenik etkenler ve gevresel
faktorlere yanit olarak ortaya ¢ikan IEL farklilagsmasi; mukozal sistemdeki RUNX 1-
3’tin 6nemli katkisiyla olmaktadir (114,116). RUNX 1 ilk olarak, sitokin {retimi
aracilifryla mikrobik Immiiniteyi organize eden iNKT lenfositlerinin gelisiminde
tespit edilmislerdir (119,120). RUNX 3 ve RUNX 2 es zamanl olarak, mikroplara
kars1 mukozal Immiinitenin konfigiirasyonunda temel yap1 olan olgun B hiicrelerinin
tetiklemesinde esast olusturan IgA’nin olmazsa olmazidir (163). Son olarak RUNX
1, gastrointestinal nislerde bulunan FCRL4" hafiza B hiicrelerinin olgunlagsmasinda
gorev alir (133).

Ayrica RUNX proteinleri, dogustan l6kosit ve lenfositlerin fonksiyonlari
araciligryla da mukozal Immiiniteye katkida bulunur. RUNX 3, antijen sunumundan
bagimsiz olarak ¢ok Onemli sitotoksik fonksiyon gosteren NK hiicrelerinin,
olgunlasmasi ve ¢ogalmasi igin gereklidir (142). Ayn1 sekilde, bazofil ekspansiyonu

ve maksimum antiparazitik ve proinflamatuar etki i¢cin de RUNX 1’¢ ihtiyag¢ vardir
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(145). Makrofaj ve monositlerde RUNX, enfeksiyon bolgesine gogii organize eden
adezyon komplekslerini diizenlemektedir (149,150). Hematopoetik hiicrelere ek
olarak; mukozal mikroplara bariyer olusturan, epitelyal hiicreler de mukozal
Immiinitenin énemli bir komponentidir. RUNX 3’iin, gastrik epitelyal hiicrelerde,
IL-23A’y1 transkripsiyonel olarak diizenledigi bildirilmistir (164). IL-23A, Thi17
aktivitesini yiirliten proinflamatuar sitokin I1L-23’{in alt birimidir (165). RUNX 3,
proinflamatuar sitokin TNF-a ve IL-1 ile gastrik patojen Helicobacter pylori
varliginda, IL-23A’nin sekresyonunun gii¢lii bir uyaricisidir (164). Bu durum bize
RUNX proteinlerinin, epitelyal sitokin iiretimi araciligiyla dogustan Immiiniteye

onemli katkilar1 oldugunu gostermektedir.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu c¢alismada, CH ile iliskili olan RUNX 3 ve THEMIS genlerinin ifade

diizeyleri arastirildi.

Calismamizda Izmir Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi, Cocuk
Gastroenteroloji Poliklinigine Kasim 2020-Kasim 2021 tarihleri arasinda basvuran
ve hem serolojik hem de histopatolojik olarak Colyak Hastasi kesin tanisi konmus
olan, 17 yas alt1 12 hasta incelendi. Gene ayn1 donemde Izmir Tepecik Egitim ve
Arastirma Hastanesi Doku Tipi Laboratuvarina, Kemik iligi nakli i¢in dondr olarak
basvurmus 17 yas alt1 saglikli donorlerde (6 kisi) veya Colyak Hastaligi diistintiliip
de “transglutaminaz” bakilarak Colyak Hastasi olmadiklar1 serolojik olarak

kanitlandiktan sonra 1 kisi, “Kontrol grubu’na dahil edildi.

CH distiniilen hastalarda seroloji testi de pozitif saptandiktan sonra, kesin
tan1 i¢in endoskopi gereklidir. Hastalarin duodenum, bulbus kisimlarindan biyopsi
ornekleri alinmaktadir. Alinan materyal miimkiinse 3 ayr1 yerden ve yaklasik 2-3
mm’lik olmalidir. Bu biyopsi materyelleri, patoloji laboratuvarinda histopatolojik
inceleme i¢in gereklidir. Tez ¢aligmas1 kapsaminda gen ekspresyon Olclimleri igin,
islem sirasinda alinan bu biyopsi materyellerinden 1-2 mm’lik bir 6rnek alinip hemen

calisildi. Caligsma icin ayrica, fazladan endoskopik biyopsi alinmamastir.

CH yakinmalariyla bagvuran hastalardan, oncelikle serolojik testleri yapilarak
sonuglarinin CH ile uyumlu olmasi halinde barsak biyopsisi alinmis ve boylece kesin
tan1 konulmasi yoluna gidilmistir. Sadece bir hastada, pandemi nedeniyle sokaga
¢ikma yasaklarinin oldugu donemde ve il disindan gelmesi nedeniyle; hasta ailesinin
biyopsi i¢in tekrar gelemeyeceklerini belirtmeleri iizerine, durum agiklanarak ve
ailesinin onami almarak, hem serolojik testleriyle beraber biyopsisi de ayni anda
yapilmistir. Bu hastanin serolojisi ve biyopsisi negatif gelmis olup kontrol grubuna

dahil edilmistir.

CH tanist i¢in Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi’ne basvuran ve CH
oldugu diisiiniilen hastalardan serolojik testler, biyokimya ve doku tipi analizleri igin

kan 6rnegi alinmaktadir. Calismamiz igin gerekli olan kan ornegi, doku tipleme
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analizi i¢in alian kan 6rneginden yapildi. Kontrol grubu i¢in poliklinige CH dist
nedenlerle bagvuran, CH taramasi gerekli olan (ancak CH saptanmayan) saglikli
kontrolleri alindi. Bu hastalardan tetkik yapilma silirecinde istenmis olan kan
orneklerinden c¢alisma yapilarak, kontrollerden caligma igin ayrica kan Ornegi

alinmamustir.

Tepecik Egitim Arastirma Hastanesi Doku Tipleme Laboratuvarinda Periferik
kandan ve ayrica hastalardan alinan doku biyopsilerinden de total RNA izolasyonlari

gerceklestirildi
3.1-Total RNA izolasyonu

Ilk basamak olarak hastalarin kan &rneklerinden “Total RNA mini Kit” ile
total RNA izolasyonu yapildi. Yontem, tiretici firmanin talimatlarina gore kit

icerisinde hazir bulunan tampon soliisyonlar kullanilarak gerceklestirildi.

RNA izolasyon kiti olarak GENEALL markast Hybrid-R RNA Isolation Kit
(305-101 katalog) ve RiboEX kullanildi.

1. 300 mikrolitre periferik kan o6rnegine 1 ml RBC lizis tampon soliisyonu
eklenerek karistirildi,

2. 10 dakika buz iizerinde inkiibe edildikten sonra 3000X g’de 5 dakika santrifiij
edilip slipernatant atildu.

3. Pellet {izerine 400 mikrolitre RBC tampon soliisyonu ve 4 mikrolitre beta-
merkaptoetanol eklenerek hiicreler siispanse hale getirildi. Oda sicakliginda 5
dakika inkiibe edildi.

4. 400 mikrolitre %70’lik etanol eklendi. Iyice karistirildiktan sonra karistmmn 500
mikrolitresi kolona aktarildi.

5. 14-16.000x g’de 1 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildi.

6. Ayni kolona geriye kalan karisim eklendi ve tekrar 14-16.000x g’de 1 dakika
santrifiij edildi. Siipernatant atilarak kolon yeni bir 2 ml toplama tiipiine alind.

7. 400 mikrolitre yikama soliisyonu eklenerek, 14-16.000x g’de 30 saniye santrifiij
edildi.

8. Kolona 50 mikrolitre DNaz | soliisyonundan eklenerek, 15 dakika oda

sicakliginda inkiibe edildi.
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9. 400 mikrolitre W1 yikama soliisyonundan eklendi ve 14-16.000x g’de 30 saniye

santrifiijlenerek siipernatant atildu.

10.

600 mikrolitre yikama soliisyonu eklendi ve 14-16.000x g’de 30 saniye

santrifiijlendi. Tekrar kolon toplama tiipiine alinarak 14-16.000x g’de 3 dakika

santrifiijlendi.

11.

Kolon yeni 1,5 ml mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. 50 mikrolitre RNaz

icermeyen su eklenerek ve en az 1 dakika kolonun suyu emmesi i¢in beklendi.
12. 14-16.000x g’de 1 dakika santriflij edilerek 50 mikrolitre RNA elde edilmis

oldu. Bu RNA ornegi nanodrop ile Olgiilerek konsantrasyonu ile safligi

belirlendi.

Biyopsi materyalinden RNA elde etmek igin GeneAll Ribospin TM 11 Kiti

kullanilmis ve firmanin talimatlart dogrultusunda hareket edilmistir. 30 mg doku

ornegi alimip Kriyo tiip sivi azot i¢ine atildiktan sonra laboratuvarda bos aliiminyum

folyo icine alimip havanin icinde tokmak ile ezildi. Iyice parcalandiktan sonra 1,5 ml

ependorf tiipiine alindi.

1.

Doku 6rnegi onceden sogutulmus bir havanda sivi azot ile ince bir toz haline
getirildi. 20 mg kadar toz doku 1.5 ml mikrosantrifiij tiipiine kondu. 350 pl
tampon RAL (% 1 p-merkaptoetanol dahil) eklenip 30 saniye boyunca
bastirmali (otomatik degil) vortekslendi.

350 ul tampon RAL (% 1 B-merkaptoetanol dahil) i¢inde 20-30 mg doku
ornegi homojen hale getirildi (¢alismamiz ig¢in 16rnek basina 346.5 ul RAL
3.5ul B-merkaptoetanol).

Boncuk ¢irpici kullanarak doku 6rnegini 2,0 ml toplama tiipiinde homojenize
edildi. 350 pl tampon RAL (% 1 B-merkaptoetanol dahil) ekleyip 30 saniye
boyunca vortekslendi.

Oda sicakliginda 2 dakika boyunca >10.000 x g'de santrifiijlenip siipernatanti
yeni bir 1,5 ml mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Bu adim, tam olarak
homojenlestirilmemis dokiintiilerin neden oldugu bir mini spin kolonunun
tikanmasini 6nlemek amaciyla yapilir.

Stipernatanta bir hacim (siipernatantin hacmi kadar) %70 etanol eklendi ve
pipetleyerek iyice karigtirildi.

Karigim bir mini spin kolonuna (tip F) aktarildi.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Oda sicakliginda 1 dakika boyunca >10.000 x g'de santrifiijjlendi. Alta gegen
kisim atilir ve mini spin kolonu tekrar toplama tiipiine yerlestirildi. Karigim
hacmi 750 pl'yi asarsa, numunenin geri kalaniyla 4 ve 5 adimi tekrarlandi.
Santrifiijlemeden sonra kolonda hi¢ lizat kalmamasi gerekmektedir. Lizat
kalmigsa, sollisyonun tamami gegene kadar daha yiiksek hizda tekrar
santrifiijlenir.

350 pl tampon RW eklenir ve 30 saniye boyunca >10.000 x g'de
santrifiijlenir. Alta ge¢en kisim atilir ve mini spin kolonu tekrar toplama
tiiptine yerlestirildi.

Mini spin kolon membraninin merkezine 70 pl DNase I reaksiyon karisimi
eklenir ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilir. DNase | reaksiyon
karigimi yapmak i¢in, izolasyon basina 70 pul Buffer DRB'ye 2 pl DNase |
¢ozeltisi eklendi. Kullanana kadar DNase I aktivitesini korumak igin buz
tizerinde tutuldu.

350 pl tampon RW eklenir ve 30 saniye boyunca >10.000 x g'de
santrifiijlendi. Alta gegen kisim atilir ve mini spin kolonu tekrar toplama
tiiptine yerlestirildi.

500 pl tampon RSW eklenir ve 30 saniye boyunca >10.000 x g'de
santrifiijlendi. Alta gegen kisim atilir ve mini spin kolonu tekrar toplama
tiiptine yerlestirildi.

Tekrar 500 pl tampon RSW ekleyin ve 30 saniye boyunca >10.000 x g'de
santrifiijlenir. Alta gecen kisim atilir ve mini spin kolonu tekrar toplama
tiipiine yerlestirildi.

Kalan yikama tamponunu c¢ikarmak icin 1 dakika boyunca tam hizda (>
13.000 x g) santrifiijlenir. Mini spin kolonu yeni bir 1,5 ml mikrosantrifiij
tiipline yerlestirilir.

Mini spin kolonundaki zarin merkezine 50 pl Niikleaz icermeyen su eklendi.
1 dakika bekletildi.

Oda sicakliginda 1 dakika boyunca >10.000 x g'de santrifiijlenir.
Saflagtirilmis RNA, uzun siireli saklama i¢in -70°C'de sakland.
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3.2- cDNA Sentezi

Ikinci basamak, bu RNA o6rneklerinden ¢cDNA sentezinin yapilmasidir. cDNA
sentezi hazir ticari “WizScript cODNA Sentez Kiti” (W2211, Almanya) kullanilarak

tiretici firmanin talimatlarina gore gergeklestirilmistir.
1.PCR tiipiine RNA 6rneginden konarak iizerine primer ve su eklendi.

2.Daha sonra reaksiyon soliisyonu, RNaz inhibitorii, dNTP karistmi ve RT
enzimi iceren hazir kit eklenerek yavasga karigtirildi ve 42 °C’de 1 saat inkiibe
edildi.

3.70 °C’de 5 dakika tutularak islem sonlandirildi.

3.3- Real Time PCR

Uciincii basamak olarak “Gen ekspresyon Assay Kiti” kullanilarak Real-time
PCR yontemiyle gen ekspresyon analizi yapilmistir. Real-Time qPCR i¢in kullanilan
kitin markast Wizbio olup adi, WizPureq PCR Master (SYBR) ve Katalog No’su
1711 dir.

Real-Time qPCR i¢in kullanilan mastermix bilgileri s6yledir:

2X MasterMix (SYBR-Green ile) 10 ul
Forward Primer 0,5 ul
Reverse Primer 0,5 ul
cDNA kalip 2 ul
RNase-free distile su 5ul
Toplam 18 ul

Mastermix hazirlandiktan sonra Real-Time qPCR reaksiyonuna gecilmistir. Bu

reaksiyon ROCHE Cobac Z 480 Real-Time PCR cihazinda yapilmistir.

Uretici firmanin talimatlarina gére ¢cDNA Ornegi, Master mix ve assay
soliisyonu ile su eklenerek 96 kuyucuklu plaklara 6rnekler dagitildi. Bu plaklar Real-

time PCR cihazina yerlestirilerek cihaz calistirildi. Sonunda ilgili bilgisayar programi
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kullanilarak analizi yapildi. Real-time PCR basamagi ti¢ kez tekrar edilerek ortalama

degerleri alindi.

Kullanilan primer dizilimi:

Gen ad1 Baz Dizisi 5°-3°

ACTB-F CATGTACGTTGCTATCCAGGC
ACTB-R CTCCTTAATGTCACGCACGAT
THEMIS-F TGAAGGTTGTGAGTCTCTACAGC
THEMIS-R GGATGCCCTAGTCTACTTGGTC
RUNX 3-F GGCAATGACGAGAACTACTCCG
RUNX 3-R GATGGTCAGGGTGAAACTCTTCC

F: forward, R:reverse

Hem hasta grubunda hem de kontrol grubunda, her bir 6rnegin mRNA igin
Real-Time PCR sonucunda Ct degerleri elde edilmistir. Tekrarli ¢aligmalarda Ct
degerlerinin ortalamasi alinarak hesaplanmistir. Hasta grubunda hedef mRNA Ct
degerinden, referans RNA Ct degeri cikarilarak hasta grubu ACt degerleri elde
edilmistir. Kontrol grubunda da hedef mRNA Ct degerinden referans Ct degeri
cikarilarak kontrol grubu ACt degerleri saglanmistir. Sonucta hasta grubu  ACt
degerinden kontrol grubu ACt degerleri ¢ikarilarak AACt degerleri elde edilmistir.
AACt degerlerinde Fold Change hesaplamasi yapilmis ve bu degerin 1’in iizerinde
¢ikmas1 halinde kontrol grubuna gore, hasta grubunda mRNA ekspresyonunda artis
gosterdigi diistiniilmiistiir. Fold Change degerinin 1’in altinda olmasi1 durumunda ise
hasta grubunun kontrol grubuna gére mRNA ekspresyonunda azalis gosterdigi

seklinde yorumlanmastir.

Colyak hastaligr i¢in bagvuran hastalara rutin olarak HLA-DQ doku tipi testi
yapilmaktadir. Bu test i¢in hastadan bir adet EDTA’I1 tiipe kan alindi. Bu kan
orneginden DNA izolasyonu yapildi. Daha sonra “Sekans Spesifik Oligoniikleotit
Prob” (SSOP) teknigi ile hazir ticari kit kullanilarak {ireticinin talimatlarina goére

doku tipi testi gerceklestirildi. Sonuglar1 LumineX fluoroanalyzer cihazinda analiz
edildi.
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Sekil 11. A- Melting Analizi: Primerin baglandig1 sicaklik. Tek pik var. Tek bolgeye baglanmasi
beklenir. B- Ct = Cq degeri (esik degeri dongiisii) esik ¢izgisini kestigi yer. Qiagen’de 40 dongii var.
Bu yiizden 10-35 dongii arasi anlamli olarak segildi.
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Sekil 12. Bu ¢alismada incelenen 12 Colyak hastasi kan ve doku 6rnekleriyle; 8 kontrol grubunun kan
orneklerinin ekspresyon degerleri toplu olarak goriilmektedir. Threshold ¢izgisini ilk gecen egri, en
cok ekspresyon gosteren cDNA’nin egrisidir. Bu ¢aligmada Fc = Kat degisimi = 2*-(AACt) ve Fr =

Diizenlenmis kat degisimi Qiagen’in hazir platformuna gére hesaplanmistir. FC degerinin <1 olmasi
ekspresyonun azaldigini gostermektedir
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4. BULGULAR

Calismamizda kullanilan CH’na ait demografik veriler Tablo 2’de verilmistir

Tablo 2: Calisgmada kullanilan CH. hasta tablosu

Hasta

Marsh

tTG

No Yas Cinsiyet Sintfy HLA Antikoru Anti EmA

. o P + gg@i*gé:oz 19G 1359  IgG 1/100
B pog IgA 1885  IgA>/100

, ) < +  DQAL*05DQB1*02  IgG917  IgG 1/100
3b DQ2,5 IgA>200.0 IgA Negatif

5 ) P +  DQAL*05DQB1*02  IgG 48 1gG 1/50
3¢  DQ25 IgA>200.0  IgA>/100

) : < +  DQAL*05DQB1*02  IgGl44  IgG 1/100
3¢ DQ25 IgA>200.0  IgA>/100

o , P . ngi*gé 02 19G 7.3 IgG Negatif
3 pos IgA 47.9  IgA>/100

) . < +  DQAL*05DQB1*02  IgG 4.1 1gG 1/100
3b D25 IgA849  IgA>/100

, . P +  DQAL*05DQB1*02  1gG424  IgG 1/100
3b  DQ25 IgA89.3  IgA>/100

. o # +  DQAL*05DQB1*02  1gG768  IgG Negatif
3¢ DQ25 IgA>200.0  IgA>/100

o 5 P +  DQAL*05DQB1*02  1gG>200.0 IgG 1/50
3b  DQ25 IgA 187  IgA>/100

0 , < +  DQAL*05DQB1*02  1gG18.7  IgG 1/100
3b  DQ25 IgA 30 IgA 1/100

" . P +  DQAL*05DQB1*02  IgG 9.1 1gG 1/20
3b  DQ25 IgA200  IgA>/100

1ox 1 £ + DQA1*05 DQB1*02 19G 2.1 1gG Negatif
3 DQ25 IgA 9.7 IgA 1/100

*Tip | diyabeti olan hasta, **Paratiroid hormonu olan hasta
Aragtirmamizda tan1 konan hastalarin biri erkek on biri de kadimn olup cinsiyet

oranlarimiz; %8.3 erkek ve %91.7 kadindir. Yas ortalamasi 9.25 (+ 7.5)’tur.

Hastalarimizin ikisinde sadece Tip I Diabetes Mellitus tespit edilmistir ki bu
oran %16,6’dir (Tablo.2’deki *5 ve *9’cu hasta). Bir hastada Paratiroid adenomu
tespit edilmis olup Parathormon diizeyi 1761,8 ng/L (referans degeri 18,5-88,0 ng/L)
bulunmustur. Paratiroid adenomu her ne kadar ¢ocuklarda sik goriilen bir durum
degilse de CH’da siklig1 da diisiiktiir (Tablo.2’deki **12. Hasta). Bu konuda literatiir
taramasinda herhangi bir yayna rastlanmamistir. Hastalarin tiimiinde Demir

Eksikligi Anemisi tespit edildi.
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(Colyak on tanist almis ¢ocuklardan birisinin GIS biyopsisi yapilarak calisma
grubuna eklenmesi planlanirken, patoloji sonucu CH ile iliskisi olmadig1 ve tamamen
normal oldugu tespit edilince kontrol grubuna dahil edilerek takibe alinmis ve diger
serolojik testleri de normal bulunmustur. Bu hastanin hem periferik kan ve hem de
Ozellikle dokudaki ekspresyon sonuclari; hasta ekspresyon sonuclari ile

karsilastirilmistir.

Tablo 3: Hastalarin demografik ve klinik verileri

Ortalama Hasta Yas1 9,25+7,5
n Degeri (Yiizdesi)
o Kadmn 11 (%91,6)
Cinsiyet
Erkek 1(%8,4)
DQ2,5 10 (%83,33)
HLA Yiizdesi
DQ8 2 (%16,67)
1IgA>200 5 (%41,17)
1IgA>50 4 (%33,33)
) r . IgA<50 3 (%25)
Anti tTG Yiizdeleri 1gG>200 1 (%8)
1gG>50 3 (%25)
IgG<50 8 (%67)
IgA>1/100 11 (%91,67)
Negatif 1 (%8,33)
Anti EmA Yiizdeleri 1gG>1/100 6 (%50)
1gG>50 3 (%25)
Negatif 3 (%25)
3a 1(%8)
MARSH smifi ve dagihm 3 8 (% 67)
oranlar
3c 3 (% 25)

Sekiz kontrol hastasinda ise iki erkek olup, altist kadindir ve oranlar %25
erkek bireye karsilik %75 kadindir. Kontrol grubunun, hasta grubu ile benzer
demografik 06zelliklerde olacak sekilde secilmesine gayret goOsterilmistir. Yas

ortalamasi 4.33 (£2.67)’dir. Anti tTG degerleri negatif olup tabloda belirtilmistir.
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Tablo 4: Caligmada kullanilan kontrol grubu tablosu

Kontrol No Yas Cinsiyet Biyopsi Anti-tTG
1 5 E - Yok
2 2 E + IgG 1,5 IgA 0,1
3 7 K - 1gG<0,1 IgA 1,8
4 5 K - IgG 1,6 IgA 8,3
5 2 K - IgG 0,1 IgA 1,9
6 5 K - IgG 0,1 IgA 3,0
7 17 K - IgG 0,3 IgA 1,6
8 9 K - Yok
Tablo 5: 96 kuyucuklu plakta dizilim
ACT THEM RUNX ACT THEM | ACT THEM RUNX ACT THEM
RUNX RUNX
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A| 1.Hasta | Kan Kan 5.Hasta Kan Kan 9.Hasta Kan Kan 1.Kontrol
kan kan 6rnegi
B | 1.Hasta | Doku | Doku 5.Hasta | Doku | Doku | 9.Hasta Dok Doku 2.Kontrol
doku doku doku u kan 6rnegi
C| 2.Hasta | Kan Kan 6.Hasta Kan Kan 10.Hasta Kan Kan 3.Kontrol
kan kan 6rnegi
D| 2.Hasta | Doku | Doku 6.Hasta | Doku | Doku | 10.Hasta Dok Doku 4.Kontrol
doku doku doku u kan 6rnegi
E | 3.Hasta | Kan Kan 7.Hasta Kan Kan 11.Hasta Kan Kan 5.Kontrol
kan kan 6rnegi
F | 3.Hasta | Doku | Doku 7.Hasta | Doku | Doku | 11.Hasta Dok Doku 6.Kontrol
doku doku doku u kan 6rnegi
G| 4.Hasta | Kan Kan 8.Hasta Kan Kan 12.Hasta Kan Kan 7.Kontrol
kan kan 6rnegi
H| 4.Hasta | Doku | Doku 8.Hasta | Doku | Doku | 12.Hasta Dok Doku 8.Kontrol
doku doku doku u kan 6rnegi
Tablo 6: Hasta verilerinin analiz tablosu
Kan B-Aktin Kan THEMIS Kan RUNX 3
H1 1T 2T 3T Ort 1T 2T 3T Ort 1T 2T 3T Ort
Ct 14,53 | 12,94 16,12 14,53 28,9 23,52 26,79 26,40 21,33 19,92 22,7 21,33
5
ACt 9,44 6,80
AACt 4,96 -0.41
2-aact 0.03 1.33

HI1: Hasta 1, 1T: 1. tekrar, 2T: 2. tekrar, 3T: 3. Tekrar, Ort: ortalama, Ct: Esik deger dongiisti
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Tablo 7: Kontrol grubu verilerinin analiz tablosu

Kan B-Aktin Kan THEMIS Kan RUNX 3
K1 1T 2T 3T Ort 1T 2T 3T Ort 1T 2T 3T Ort
Ct 14,60 | 12,99 16,21 14,60 | 20,14 | 20,44 2360 | 21,39 | 21,81 | 20,42 | 23,19 | 21,81
ACt 6,79 721

K1: Kontrol 1, 1T: 1. tekrar, 2T: 2. tekrar, 3T: 3. Tekrar, Ort: ortalama, Ct: Esik deger dongiisi

Tablo 8: Hastalara ait THEMIS ekspresyon degerleri.

Doku Kan
Fc Fr p Fc Fr p
H1-THEMIS 1,47 1,47 0,37 0,29 -3,43 0,99
H2-THEMIS 0,58 -1,73 0,37 0,45 -2,21 0,99
H3-THEMIS 3,58 3,58 0,37 0,25 -4,01 0,37
H4-THEMIS 1,16 1,16 0,37 0,54 -1,87 0,99
H5-THEMIS 2,74 2,74 0,37 0,73 -1,37 0,99
H6-THEMIS 213,78 213,78 0,37 1,93 1,93 0,37
H7-THEMIS 0,18 -5,57 0,37 1,89 1,89 0,37
H8-THEMIS 1,36 1,36 0,37 4,3 43 0,37
H9-THEMIS 0,05 -18,29 0,78 8,38 8,38 0,37
H10-THEMIS 0,51 -1,95 0,38 7,28 7,28 0,37
H11-THEMIS 1,16 1,16 0,37 29,18 29,18 0,37
H12-THEMIS 0,13 -7,75 0,78 0,31 -3,23 0,99

Kirmizi olarak yazili degerler ekspresyonunda artis olan hastalarin kat degisimi degerleridir.
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Tablo 9: Hastalara ait RUNX 3 ekspresyon degerleri.

H1-RUNX 3
H2-RUNX 3
H3-RUNX 3
H4-RUNX 3
H5-RUNX 3
H6-RUNX 3
H7-RUNX 3
H8-RUNX 3
H9-RUNX 3
H10-RUNX 3
H11-RUNX 3
H12-RUNX 3

Sar1 ile boyananlar artis1 gosteren hastalarin kat degisimi degerleridir.

Fc

1,06
0,03
0,41
0,45
1,69
0,28
0,13
0,72
0,27
0,4

0,26
0,25

Doku
Fr
1,06
-33,28
-2,43
-2,24
1,69
-3,55
-7,41
-1,39
-3,76
-2,51
-3,89
-3,93

p

0,37
0,23
0,38
0,37
0,37
0,37
0,37
0,37
0,37
0,37
0,39
0,37

Fc

0,07
1,68
0,39
0,06
0,96
0,45
0,21
2,48
1,77
1,1

0,82
0,15

Kan
Fr
-13,86
1,68
-2,58
-16,64
-1,04
-2,2
-4,7
2,48
1,77
11
-1,22
-6,54

Tablo 10: Colyak Tanili Hasta Demografik ve Klinik Bilgileri

Hasta  Yas
! 9
2 5
3 6
4 3
5 7
g 17
! 17
8 9
o 3
10 ,
11 .
iz

Cinsiyet

A X X X X X X X X X =

E

Marsh
Simifi

3c

3b
+
3b
+
3b
+
3b

HLA

DQ8
DQ25
DQ25
DQ25

DQ8
DQ25
DQ25
DQ25
DQ25
DQ25
DQ25

DQ2,5

TA

1gG 135.9
1gA 188.5
19G 91.7
1gA>200.0
19G 48
1gA>200
19gG14.4
1gA>200
19G 7.3
IgA 47.9
1gG 4.1
1gA 84.9
19G 424
1gA 89.3
19G 76.8
1gA>200
1gG>200
IgA 187
1GG 18.7
1GA 30
1IGG 9.1
IGA 200
1IGG 2.1
1IGA 9.7

Anti-E

1gG 1/100
1gA>/100
1gG 1/100

IgA Negatif

19G 1/50
1gA>/100
19G 1/100
IgA>/100

1gG Negatif

1gA>/100
1gG 1/100
1gA>/100
1gG 1/100
1gA>/100

19G Negatif

1gA>/100
19G 1/50
1gA>/100
19G 1/100
IgA 1/100
19G 1/20
1gA>/100

19G Negatif

IgA 1/100

0,37
0,83
0,83
0,37
0,43
0,47
0,42
0,41
0,62
0,39
0,46
0,37

THEMIS

KanF

r
-3,43
-2,21
-4,01
-1,87
-1,37
1,93
1,89
4,3
8,38
7,28
29,18

-3,23

Doku
Fr

1,47
-1,73
3,58
1,16
2,74
213,78
-5,57
1,36
-18,29
-1,95
1,16

-1,75

RUNX 3

Kan Dok
Fr uFr
-1386 1,06
168  5508
-258  -2,43
-16,64 -2,24
-1,04 1,69
-22  -355
47 14
248  -1,39
1,77 -3,76
1,1 -2,51
-1,22 -3,89
-6,54  -3,93

*Dibetes Mellitus Tip | saptanan hastalar, **Paratiroid Adenomu tespit edilen hasta, TA: Transglutaminaz antikoru, Anti-E:
Anti-Endomisyum antikoru, K: Kadin, E: Erkek, Fc: kat degisimi, Fr: diizenlenmis kat degisimi
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Tablo 11: Hastalarin THEMIS ve RUNX 3 ekspresyon tablosu

Ekspresyonu Azalan Hasta Ekspresyonu Artan Hasta

Sayisi Sayis1
Kan RUNX 3 8 4
Doku RUNX 3 10 2
Kan THEMIS 6 6
Doku THEMIS 5 7

Tablo 12: Hastalarin THEMIS ve RUNX 3 ekspresyon degisimlerinin yiizde grafigi

RUNX 3 ve THEMIS ekspresyon oranlari

00s 58.40%

artan hastalarin ytizdeleri

Ekspresyon degeri

67%
83.30%

azalan hastalarin yiizdeleri
|

Ekspresyon degeri

— Kan Doku

RUNX 3 THEMIS

Tablo 11 ve 12’de goriildiigi tizere; RUNX 3 ekspresyonu doku 6rnekleri
dikkate alindiginda hastalarin %83,3’linde azalmigken, kan Ornekleri dikkate
alindiginda hastalarin %67’sinde azalmigtir. Ancak THEMIS ekspresyonu kan
ornekleri dikkate alindiginda hastalarin %50’sinde artarken, dokuda hastalarin

%58,4 linde artmastir.

Tablo 10 ve 11°e bakildiginda, iki istisna disinda hastalikta doku RUNX 3’iin
azaldig1 goriilmektedir. Ote yandan yine Tablo 12’ye tek tek bakildiginda, Tablo 10
ve 11°de yaygin istisnalar var gibi goriinse de; ortalama olarak hastalikta gerek kan
gerek dokuda, RUNX 3’te disme ve THEMIS’te artma egilimi oldugu

sOylenebilmektedir.

Tablo 10°da goriildigii gibi THEMIS genelde artis yoniinde egilimli olup,

hastalarda ya kan ya dokuda artmistir. Buna uymayan, yani hem kan hem dokuda
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THEMIS degerleri azalan sadece iki vaka mevcuttur. 2 numarali hastada bu azalma
hafif diizeyde, sinirdadir. Ancak paratiroid adenomu olan 12 nolu hastada THEMIS

degerleri hem kan hem de dokuda belirgin olarak azalmustir.

Tablo 13: Hastalarmn transglutaminaz antikor IgA ve 1gG degerlerinin Karsilagtiriimasi

19G > 200
8%

19G 100-200
8%

Tablo 14: Hastalarda HLA doku grubu dagilimi grafigi

Hastalarnin HLA Gruplannin Dagilimi

®HLA DO2.S
= HLA DQS8

Toplam 12 hastamizdaki HLA doku tipi dagilimlari, 10 tanesi (%83,3) DQ2,5
ve ikisi (%16,7) DQ8 olarak tespit edildi (1,2).
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Tablo 15: Hastalarin antiendomisyum antikor IgA ve 1gG degerlerinin karsilagtiriimasi

19G Negatif
25%

1gG > 1/20-1/50
8%

19G > 1/100

19G > 1/50-

1/100
17%

Tablo 16: Marsh Siniflamasina Gore Ekspresyon

Marsh

Simiflama Kan
Fr

3a
-1,37

3b -3,43
2,21
1,93
1,89
8,38
7,28
29,18
-3,23
3c -4,01
-1,87
43

THEMIS

Doku Fr

2,74

1,47
-1,73
213,78
SOt
-18,29
-1,95
1,16
Tl
3,58
1,16
1,36

RUNX 3

Kan Fr Dg'r‘”

-1,04 1,69

-13,86 1,06
1,68 -33,28
-2,2 -3,55
-4,7 -7,41
1,77 -3,76
11 -2,51
-1,22 -3,89
-6,54 -3,93
-2,58 -2,43
-16,64 -2,24
2,48 -1,39

IgA
INEDE
8%

YORUM

1 hastada Kanda THEMIS ve RUNX 3 ekspresyonlart
azalirken, dokuda ekspresyonlar artig gostermistir.

Dokuda THEMIS ekspresyonu artan hasta orani %37,5
Kanda THEMIS ekspresyonu artan hasta oran1 %62,5
Dokuda RUNX 3 ekspresyonu azalan hasta oran1 %100
(1,06 smir deger kabul edilirse)

Kanda RUNX 3 ekspresyonu azalan hasta oran1 %62,5

Dokuda THEMIS ekspresyonu %100 hastada artmistir
Kanda THEMIS ekspresyonu %33,33 hastada artmistir.
Dokuda RUNX 3 ekspresyonu %100 hastada azalmigtir
Kanda RUNX 3 ekspresyonu %66,6 hastada azalmistir
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Tablo 17: tTG IgA Antikorlarina Gore Ekspresyon

THEMIS RUNX 3
tTG
Antikorlari YORUM
1A Kan Fr Doku Fr  Kan Fr Doku Fr
Kan THEMIS %40 hastada artmis
-2,21 -1,73 1,68 -33,28
Kan RUNX 3 %60 hastada azalmis
-4,01 3,58 -2,58 -2,43
Doku THEMIS %80 hastada artmis
1gA>200 -1,87 1,16 -16,64 -2,24
Doku RUNX 3 %100 hastada azalmis
43 1,36 2,48 -1,39
29,18 1,16 -1,22 -3,89
Hem kan hem dokuda RUNX 3
IgA= -3,43 1,47 -13,86 1,06 ekspresyonlart %50 hastada azalmisken,
100-200 THEMIS %50 hastada artmistir
8,38 -18,29 1,77 -3,76
THEMIS kanda hastalarin %100’iinde ve
IgA= 1,93 213,78 -2,2 -3,55 dokuda hastalarin %50’sinde artarken;
50-100 RUNX 3 her iki yerde hastalarin %100’iinde
1,89 -5,57 -4,7 -7,41 azalmigtir
Hem kan hem dokuda RUNX 3
-1,37 2,74 -1,04 1,69 ekspresyonlar1 %67 hastada azalmigken,
IgA<50 THEMIS %33 hastada artmistir.
7,28 -1,95 1,1 -2,51
-3,23 7,75 -6,54 -3,93

IgA’nin akut donem antikoru oldugu disiiniildiigiinde IgA>100 olan vaka
orant %58,33’tilir. IgG’nin ise ge¢ donem antikoru oldugu diisliniildiiglinde 1gG>100
olan vaka oram1 %16,66’dir. Kontrol grubunda tiim bu antikorlar negatif

bulunmustur.
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Tablo 18: tTG IgG antikorlarina gore ekspresyon

tTG
Antikorlar1
19G

1gG>200

1gG=
100-200

19G=
50-100

1gG<50

tTG: doku transglutaminaz, Fr: diizenlenmis kat degisimi

Kan
Fr

8,38

-3,43

-2,21

43

-4,01

-1,87

-1,37

1,93

1,89
7,28
29,18

-3,23

THEMIS

Doku
Fr

-18,29

1,47

-1,73

1,36

3,58

1,16

2,74

213,78

-5,57
-1,95
1,16

20,05

RUNX 3
Kan Doku
Fr Fr
1,77 -3,76
-13,86 1,06
1,68 -33,28
2,48 -1,39
-2,58 -2,43
-16,64 -2,24
-1,04 1,69
-2,2 -3,65
-4,7 -7,41
11 -2,51
-1,22 -3,89
-6,54 -3,93

YORUM

THEMIS hasta kaninda artarken, RUNX 3
doku ekspresyonlart azalmistir

Sadece kan ekspresyonlari azalmistir

THEMIS kan ve doku ekspresyonlart %50
hastada artmigtir

RUNX 3 doku ekspresyonu %100 hastada
azalirken; kanda %100 hastada artmistir

Kan THEMIS ekspresyonunda %50 hastada
artma

Doku THEMIS ekspresyonunda %62,5
hastada artma

Kan RUNX 3 ekspresyonunda %87,5
hastada azalma

Doku RUNX 3 ekspresyonunda %87,5
hastada azalma
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Tablo 19: Anti-EmA IGA Antikorlarina Goére Ekspresyon

ANG-EMA [GA THEMIS RUNX 3 VORUM
nti-EmA 1g KanFr DokuFr KanFr DokuFr
-3,43 1,47 -13,86 1,06
-4,01 3,58 -2,58 -2,43

Kan THEMIS

-1.87 1,16 -16,64 2,24 ekspresyonunda % 54,54

hastada artis mevcut
-1,37 2,74 -1,04 1,69 b
3 ' 0 ' Kan RUNX 3
1,93 213,78 2,2 -3,55 ekspresyonunda % 72,72
hastada azalma mevcut
9A>1/100 189 557  -47 141  Doku THEMIS

ekspresyonunda % 63,63

43 1,36 248 -1,39 hastada artis mevcut
838  -1829 1,77 3,76  DOKURUNX3
ekspresyonunda % 83,33
7,28 -1,95 1,1 -2,51 hastada azalma mevcut
29,18 1,16 -1,22 -3,89
-3,23 -7,75 -6,54 -3,93
IgA Negatif -2,21 -1,73 1,68 -33,28 Kan RUNX 3 degeri harig

hepsinde azalma mevcut
EmA: Endomisyum antikoru, Fr: diizenlenmis kat degisimi

Anti  EmA antikorlarina bakildiginda sadece bir hasta IgA negatif
bulunmustur. Yani hastaligin daha ¢ok akut sathada oldugu diisiintilmelidir. En ¢ok
azalma RUNX 3 ve dokuda goriilmektedir. THEMIS ise akut safhada dokuda daha

fazla olmak lizere artis gostermektedir.

54



Tablo 20: Anti EmA IgG antikorlarina gore ekspresyon

THEMIS RUNX 3
Anti EmA
19G Kan  Doku  Kan Doku YORUM
Fr Fr Fr Fr
-3,43 147  -139 1,06
2,21 -1,73 1,68 -33.28  THEMIS ekspresyonundaki artis hem kan
-1,87 1,16 -16,6 -2,24 hem dokuda % 50 hastada bulunmustur.
19G>1/100 RUNX 3 ekspresyonundaki azalma kanda
193 21378 2,2 -3,95 %66,66 hastada goriiliirken, dokuda
1,89 -5,57 -4,7 -7,41  %383,33 hastada olmustur
7,28 -1,95 11 -2,51
-4,01 3,58 -2,58 -2,43 THEMIS ekspresyonundaki artis hem kan
838 -18.29 177 -3,76 hem dokuda % 66,66 oranindaki hastada
1aG<50 bulunmustur.

g 29,18 116 -1,22 -3,89  RUNX 3 ekspresyonundaki azalma kanda
%066,66 hastada goriiliirken, dokuda %100
hastada olmustur

-1,37 2,74 -1,04 1,69 THEMIS ekspresyonundaki artis kanda
43 1,36 248 -1,39 %33,33 hastada goriiliirken, dokuda
1gG Negatif %66,66 hastada artis olmustur.

" y' -6.54 393 RUNX 3 ekspresyonundaki azalma hem

kan hem dokuda %66,66 hastada olmustur

EmA: endomisyum antikoru, Fr: diizenlenmis kat degisimi

Anti  Endomisyum antikorlarina bakildiginda 1gG>1/100 hasta %50
bulunmustur. 1gG diizeylerine gore ii¢ ayr1 boliimde THEMIS’in dagilimlar birbirine
yakin ve %50 civarinda artis sz konusu iken RUNX 3 kanda ii¢ kategoride de %66
azalmis fakat dokudaki azalmasi, Ozellikle ilk iki kategoride %83,33 ve %100

olmustur.
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Tablo 21: Yasa gore genlerin ekspresyon oranlari

Hasta  Yas Marsh
No Simifi
4 3 3c
9* 3 3b
2 5 3b
3 6 3c
5* 7 3a
10 7 3b
1 9 3b
8 9 3c
12 11 3b
6 17 3b
7 17 3b
11 17 3b

*Tip | Diyabeti olan hastalar, Fr:

HLA Trans
glutaminaz
Antikoru
DQ2,5 IGG14.4
DQ2,5 1GG>200.0
DQ2,5 1IGG 91,7
DQ2,5 IGG 48
DQ8 IGG 7.3
DQ2,5 1GG 18.7
DQ8 IGG 135.9
DQ2,5 IGG 76.8
DQ2,5 IGG 2.1
DQ2,5 IGG 4.1
DQ2,5 1GG42.4
DQ2,5 IGG 9.1

diizenlenmis kat degisimi

Anti
Endomycium
Antikoru

19G 1/100
19G 1/50
1gG 1/100
1gG 1/50
1gG Negatif
19G 1/100
19G 1/100
1gG Negatif
1gG Negatif
19G 1/100
19G 1/100
19G 1/20

THEMIS
Kan Doku
Fr Fr
-1,87 1,16
8,38 -18,29
-2,21 -1,73
-4,01 3,58
-1,37 2,74
7,28 -1,95
-3,43 1,47
4,3 1,36
-3,23 -7,75
1,93 213,78
1,89 -5,57
29,18 1,16

RUNX 3
Kan Doku
Fr Fr
-16,64 2,24
1,77 -3,76
1,68 -33,28
-2,58  -2,43
-1,04 1,69
11 -2,51
-13,86 1,06
2,48 -1,39
-6,54  -3,93
-2,2 -3,55
-4,7 -7,41
-1,22  -3,89

Yas siralamasina gore bakildiginda, ¢ocukluk doneminin son yilinda olan

hastalarda (17 yas), tablonun daha ¢ok yerlestigi; RUNX 3’iin hem doku hem kanda
%100 azaldigi, THEMIS’in ise kanda %100 ve dokuda %66,67 arttig1 tespit

edilmektedir.

Tablo 22: HLA DQS8 doku grubu hastalarin verileri

Hasta No
Yas
Cinsiyet
Marsh Sinifi
HLA

Transglutaminaz
Antikoru
Anti Endomisyum
Antikoru

THEMIS  Kan Fr
Doku Fr
Kan Fr
Doku Fr

Fr: diizenlenmis kat degisimi

RUNX 3

IGA 47.9

1 5
9 7
K K
3b 3a
DQB1(03:02) DQ8 DQB1(03:02)
IGG 135.9 IGA 188.5 1IGG 7.3
IgG 1/100 IgA >/100 IgG Negatif
-3,43 -1,37
1,47 2,74
-13,86 -1,04
1,06 1,69

DQ8

IgA >/100
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5. TARTISMA

Oncelikle bu arastirma 2020 ve 2021 yillarinda, Covid 19 pandemisinin en
siddetli ve en yogun yasandigi déonemde yapilmistir. Bu sebepten dolay1 ¢alismaya
dahil edilen hastalarin sikayetleri ve hastalik siddeti fazladir. Tiim hastalarda,
barsaklarda emilim bozuklugunun gostergesi olarak, demir eksikligi anemisi
bulunmustur. 11 yasindaki erkek hastada, paratiroid adenomu tespit edilmis ve
Parathormon diizeyi 1761,8 ng/L (referans aralig1 18,5-88,0 ng/L) bulunmustur ki bu
hastanin hem THEMIS hem RUNX 3 ckspresyon degerleri periferik kanda ve
dokuda azalmis olarak bulunmustur. Paratiroid adenomu ile CH arasinda bir iligskinin

olup olmadig1 konusunda literatiirde bir ¢aligma bulunamamustir.

Ayni sekilde hastalarin histokimyasal olarak barsak biyopsi siiflandirmalarinin
%100’ Marsh 3 olarak bulunmustur. Bu bulgu da ayni sekilde ilerlemis ve tam
olarak oturmus bir klinik tablonun oldugunu gostermektedir. Hastalar, Biopsi Marsh
siiflandirmasma gore 3a (1)- 3b (8)- ve 3c (3) olarak gruplandirildi. Oranlari
sirastyla 3a (%8) — 3b (%67) — 3c (%25) seklindedir. Marsh siniflamasina gore
tutulum derecesi arttik¢a, otoimmiinite bulgusu olan Antiendomisyum antikor
miktarinin artisina paralel olarak (167); asir1 iiretim sonrast RUNX 3 ekspresyonunda
azalma beklenmesi olagan sayilabilir ve tani kriteri olarak diisiiniilebilir. Tablo.16’da
da goriilecegi gibi, calismamizda, Marsh siniflamasina gore en siddetli histokimyasal
harabiyetin oldugu 3¢ grubunda; dokuda RUNX 3, hastalarin %100’iinde azalirken,
THEMIS de hastalarin %100’tinde artmistir. 3b grubunda bu oranlar RUNX 3 i¢in
hastalarin %100’iinde azalma ve THEMIS i¢in hastalarin %37,5’da artma olarak
gelismistir. Bu genlerin periferik kandaki degerleri doku ekspresyonlarini ¢ok
desteklememekle beraber RUNX 3 i¢in iligkili izlenmis olup 3¢ i¢in azalma olan

hasta oran1 %66,6 iken, 3b i¢in %62,5 bulunmustur.

Cocuklarda erken yasta glutenle karsilagmanin etkisinin farkli olup olmadiginm
gdrmek amaciyla hasta grubu, yasa gore siralanmistir. Tablo.21°de goriildiigii gibi,
yasla iliskili olarak; HLA dagiliminda, serolojik testlerde ve THEMIS ile RUNX 3
gen ekspresyonlarinda, istatiksel olarak anlamli bir degisim diisiiniilmezken; 17 yas
gibi ¢ocukluk doneminin son yilinda olan hastalarda tablonun daha cok yerlestigi;

RUNX 3’iin hem doku hem kanda hastalarin %100’tinde azaldigi, THEMIS’in ise
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hastalarin kaninda %2100 ve dokusunda %66,67 arttig1 tespit edilmektedir. Yasla
beraber kazanilmis immiin sistemin daha giliglii hale geldigi varsayilarak,

ekspresyonlarin da tam olarak ortaya ¢iktig1 soylenebilir.

Bununla birlikte, RUNX 3 geninin doku ekspresyonlarinda azalma varken,
sadece HLA DQS8 doku tipi hastalarda fazla olmamakla beraber bir artis tespit
edilmistir. Insanlarda RUNX 3’iin bulundugu 1p36 kromozomal bdlge, inflamatuar
barsak hastalig1 i¢in hassas bolgedir (158,159). Daha once yapilmis bircok GWAS
arastirmalarinda; inflamatuar barsak hastaliginin iki tipi olan CH ve Ulseratif Kolit
(UK) ile iliskili RUNX 3 lokus varyant: tespit edilmistir (2,160). Bu bilgiler 1s11nda,
RUNX 3 eksikligi ile CH arasinda kuvvetli bir bag s6z konusu iken; HLA DQ2,5 ile
paralel giden bu baglantinin, HLA DQS8 ile olmamasi arastirilmasi gereken bir
bulgudur.

Tablo 22°de de goriilecegi gibi Marsh siniflamasina gére 3a grubu olan tek
hastamizda serolojik degerler negatif olup sadece Anti EmA pozitifligiyle biopsi
karar1 alinarak kesin tam1i konmustur. Hem THEMIS hem RUNX 3 gen
ekspresyonlar;, HLA DQ8 doku grubu hastalarimizin dokularinda artig gosterirken;
periferik kandaki ekspresyonlart azalmigtir. Doku RUNX 3 artisi, literatiirle uyumsuz
olan ama sadece DQ8’li hastalarda gordiigiimiiz; dolayisiyla literatiirdeki ilk
bulgudur ve ilk kez bu arastirmada gozlenmektedir. Bu hastamizda ayni1 zamanda Tip
I DM de tespit edilmistir.

Literatiirde CH’da RUNX 3 ile ilgili yapilmis bir ¢calisma bulunamamistir. Ancak
RUNX 3 ile ilgili yapilan tim diger c¢aligmalarda ise RUNX 3 ekspresyon
oranlarinda azalma tespit edilmektedir. Hem inflamatuar barsak hastaliklarinda hem
de sistemik skleroz gibi romatizmal hastaliklarda ¢ok net RUNX 3 ekspresyon
azalmasi goriilmektedir. Tiim bu hastaliklarin patofizyolojisinde de RUNX 3 geninin
Immiin modiilatér etkisinin kalkmas: ve T lenfosit, B lenfosit, dendritik hiicre, NK
hiicrelerinin gelisim bozukluguyla beraber proinflamatuar sitokin salgisinin artmasi
sonucu oldugu distiniilmektedir (168). Bu durum CH igin de gegerli iken, bizim
calismamizda ilging olarak ve ilk defa; HLA DQ2,5 igcin RUNX 3 ekspresyonu
azalirken, HLA DQ8 olan hastalarimizin ikisinde de dokuda artmistir. Bu tespit
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arastirilmasi gereken ve muhtemelen de CH’nin Immiin patogenezi ile ilgili olarak,
farkli doku tipi gruplarinda farkli bir mekanizmanin s6z konusu olabilecegini

diistindiirmektedir.

Dybska E. ve arkadaslarinin (168) 2021 yilinda yayinlanan arastirmalarinda,
enflamatuar barsak hastaliklarinda RUNX 3 ekspresyon oranlarinin diistiigi ve
bunun sonucunda; RUNX 3’iin etkiledigi oniki ayri hiicre fonksiyonlarinda kayip
meydana geldigini agiklamustir. intraepitelyal lenfosit, Th1, Th2, Th17, Treg, cift
pozitif T hiicresi, Sitotoksik T hiicresi, B hiicresi, dendritik hiicre, naif lenfoid hiicre,

NK ve makrofajlarda bariz fonksiyon bozuklugu gézlenmistir.

Ayni sekilde Affandi AJ. ve arkadaslarimin 2019 yilinda yayinlanan
makalesinde 1193 Skleroderma (SSc) hastasinin RUNX 3 ekspresyonlarint 1387
saglikli kontrol grubu ile karsilagtirdiginda ciddi bir diisiis tespit etmistir (169).
Bunun nedenini arastirmak amaciyla da yaptigi hayvan deneylerinde, RUNX 3’iin
yogun bir metilasyon ve hipoksi nedeniyle fonksiyon kaybina ugradigini
aciklamstir.

Tez calismasinda elde edilen verilere gore degerlendirdigimiz CH’nin
dokularinda THEMIS ekspresyonunun hastalarin  %58,4 arttigin1  gozlemledik.
THEMIS ekspresyonundaki artis miktari Marsh siiflamasina gore derece arttikca
yiikselmektedir. Ancak dolasimdaki artis dokudaki artisi  tam  olarak
yansitmamaktadir. Hastalarin periferik kan orneklerinin  %50’sinde  THEMIS

ekspresyonu artmustir.

Tablo 10°da goriildiigii gibi THEMIS dokuda daha fazla olmak iizere, genelde
artis yoniinde egilimli olup; hastalarda ya kan ya dokuda artmigtir. Buna uymayip
hem kan hem dokuda, THEMIS degerleri azalan sadece iki vaka mevcuttur. 2
numarali hastada bu azalma hafif diizeydeyken; paratiroid adenomu olan 12 nolu
hastada THEMIS degerleri, hem kan hem de dokuda belirgin olarak azalmistir ve bu
hasta grubumuzdaki tek erkek hastadir. Ancak THEMIS’teki artisin aksine bu
yiikselme, Immiinolojik kdkeni olabilecek ek patolojiye, yani paratiroid adenomuna
baglanabilir. Ustelik en diisiik doku THEMIS ekspresyonu gdzlenen hastalardan
biridir. Ondan daha diisiik olan hasta 9. hasta otoimmiin bir siire¢ olabilecek Tip 1
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DM hastasidir. Dolayisiyla dokuda artmayan, hatta asir1 diisen THEMIS icin ek

otoimmiin sorunlar arastirilmalidir.

Bondar ve arkadaslar1 2014 yilinda 36 pediyatrik CH’n1 12 saglikli ¢ocukla;
THEMIS ve PTPRK genlerinin ekspresyonlari yoniinden karsilastirmistir (172). Yeni
tan1 konan hastalari, 2 yillik tam glutensiz diyetten sonraki kontrol sonuglari ile ve
saglikli ¢ocuklarla karsilagtirmigtir.  PTPRK geninde anlamli bir degisiklik
bulunmazken, THEMIS geninde hasta - kontrol karsilastirmasinda da istatiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). Fakat tan1 aninda tespit edilen
THEMIS ekspresyonu, iki y1l sonraki sonuglarla karsilastirildiginda; istatiksel olarak

cok anlamli fark saptanmis ve iki yil sonraki degerler diisiik bulunmustur.

Bizim ¢alisjmamizda THEMIS ve RUNX 3 gen ekspresyonlarini ayrica
Transglutaminaz IgA ve IgG antikor diizeylerine ve Anti Endomisyum IgA ve IgG
antikor diizeylerine gore de karsilastirdik. IgA’nin daha ¢ok akut dénem antikoru
oldugu diistiniildiigiinde IgA>100 olan vaka oranm %58,33’tiir. IgG’nin ise geg
donem antikoru oldugu diisiiniildiiglinde IgG>100 olan vaka orani %16,66°dir.
Hastalarin ilk kez tani aldigi, olasilikla kronik degil akut vaka oldugu, dolayisiyla
IgG’ye oranla daha fazla IgA yiiksekligi ile karsilasmamizin normal oldugu
sOylenebilir. Her ne kadar p degerleri> 0,05 ¢ikmis olsa da Tablo 17 — 20’de bu

oranlar yorumlanmastir.

tTG IgA’nin >200 oldugunda; kan THEMIS ekspresyonu hastalarin %40’ inda
artarken, kan RUNX 3 ekspresyonu hastalarin %60’inda azalmistir. Dokuda ise,
THEMIS ekspresyonu hastalarin %80’inde artarken, doku RUNX 3 ekspresyonu
hastalarin %100’iinde azalmistir. tTG IgA=100-200 arasinda iken; hem kan hem
dokuda RUNX 3 ekspresyonlar1 %50 hastada azalmisken, THEMIS ekspresyonu
hastalarin %50’sinde artmistir. tTG 1gA=50-100 iken ise; THEMIS kan ekspresyonu
hastalarin %100’{inde ve doku degerleri hastalarin %50’sinde artarken; RUNX 3 her
iki yerde hastalarin %100’inde azalmistir. tTG IgA<50 oldugunda hem kan hem
dokuda RUNX 3 ekspresyonlart %67 hastada azalmisken, THEMIS %33 hastada

artmigtir.
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tTG 19gG>200 olan bir hasta olup THEMIS ekspresyonu hasta kaninda
artarken, RUNX 3 doku ekspresyonlar1 azalmistir. tTG 1gG=100-200 arasinda yine
bir hasta olup sadece kandaki ekspresyonlar1 azalmistir. tTg 1gG=50-100 arasinda iki
vaka olup, THEMIS kan ve doku ekspresyonlart %50 hastada artmigken; RUNX 3
doku ekspresyonu %100 hastada azalmis, kanda ise %100 hastada artmis bulundu.
tTG 1gG<50’nin altinda oldugu hasta sayis1 8 olunca; kan THEMIS ekspresyonunda
%50 hastada artma, doku THEMIS ekspresyonunda %62,5 hastada artma, kan
RUNX 3 ekspresyonunda %87,5 hastada azalma ve doku RUNX 3 ekspresyonunda
%87,5 hastada azalma bulunmustur.

Anti EmA 1gA>1/100 olan hasta sayis1 11 olup sadece IgA negatif, bir hasta
bulunmustur. Kan THEMIS ekspresyonunda %54,54 hastada artis mevcutken, kan
RUNX 3 ekspresyonunda %72,72 hastada azalma mevcut bulundu. Dokuda ise
THEMIS ekspresyonunda %63,63 hastada artis varken, RUNX 3 ekspresyonunda
%83,33 hastada azalma tespit edilmistir. IgA negatif olan hasta ise paratiroid

adenomu olan hasta olup, kan RUNX 3 degeri hari¢ hepsinde azalma bulunmustur.

Anti EmA 19gG>1/100 olan hasta sayisi 6’dir. Bu vakalarda THEMIS
ekspresyonunda hem kan hem dokudaki ekspresyonlari hastalarin %50’sinde
artmistir. RUNX 3 ekspresyonundaki azalma ise kanda %66,66 hastada goriiliirken,
dokuda %383,33 hastada olmustur. Anti EmA 1gG<50 olan vaka sayisi {i¢ olup,
THEMIS ekspresyonundaki artis hem kan hem dokuda; hastalarda %66,66 oraninda
bulunmustur. RUNX 3 ekspresyonundaki azalma ise kanda 966,66 hastada
goriiliirken, dokuda %100 hastada olmustur. IgG negatif hasta sayist da {i¢ olup,
THEMIS ekspresyonundaki artig kanda %33,33 hastada goriiliirken, dokuda %66,66
hastada goriilmiistir. RUNX 3 ekspresyonundaki azalma ise, hem kan hem dokuda

%66,66 hastada olmustur.

Doku tipi HLA DQ8 olan 5. hastanin hem THEMIS hem de RUNX 3
ekspresyonlari, periferik kanda azalirken, dokuda artmistir ve serolojik olarak sadece
Anti EmA IgA artmistir. Doku tipi HLA DQ2,5 olan 9. hastanin ise tam tersi
THEMIS ve RUNX 3 ekspresyonlar1 periferik kanda artarken dokuda azalmistir ve
hem tTG hem de EmA antikorlari IgA ve IgG olarak artmustir.
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Bu ¢alismada hastalarimizin tiimii, HLA DQ2,5 ve DQ8 doku grubu olarak
bulunmustur. CH’nin kalitimsallig1 %80 civarinda oldugu ve HLA nin genetik riske
%35 oraninda katki sagladigi tahmin edilmektedir. Bu durumda bu hastaliga
duyarlilikta, daha fazla genetik risk faktoriiniin iligkili olmas1 gerekmektedir. Cilinkii
HLA’lar1 birebir ayni tek yumurta ve ¢ift yumurta ikizlerinde yapilan arastirmaya
gore; CH’nin uyum oraninda biiyiik bir ¢eliski vardir. Tek yumurta ikizlerinde CH
goriilme oran1 %75-86 arasindayken; ¢ift yumurta ikizlerinden birinde hastalik tespit
edildiginde diger ikizde goriilme olasilig1 %16-20 arasindadir (24). Bu durumda 12
hastanin 10’unda (%83,3) HLA DQ2,5 ve 2’sinde (%16,7) HLA DQ8 bulunmasi ve
ayrica tim hastalarimizin Marsh siniflamasina gore evre-3 olmasi; bu doku
grubundaki hastalarin klinik ve sitopatolojik tablolarin daha agir olmasinin sebebi

sayilabilir diye diisiindiirmektedir.

Yaptigimiz bu ¢alismada 12 hastadan sadece ikisinde Tip I DM tespit edilmis
olup, toplamdaki orani %16,6’dir. 5 no.lu ve 7 yasindaki hastamizda Aclik Kan
Sekeri (AKS) ilk muayenede 138mg/dL iken; 9 no.lu ve 3 yasindaki hastamizda
AKS 114 mg/dL olarak bulunup sonraki daha ayrintili tetkiklerle tan1 kesinlestirilip
insiilin baglanmistir. 5 no.lu hastamizin doku tipi HLA DQ8 ve histopatolojik Marsh
siifi 3a iken; 9 no.lu hastamizin doku tipi HLA DQ2,5 ve Marsh sinifi 3b’dir.

Referans Ulke N. Yas(@yl) Taranan Prevalans(%o)
Ceruttietal. 2004  Italy 4322 11.8+4.2 AGA+EMA 6.8
Contreas et al. 2004 Italy 357 Children EMA 7

Sanchez et al. 2005 Germany 281 Children AGA+EMA 64

Araujoetal. 2006  Brasil 354 Children TG 10.5
Goh et al. 2007 UK 113 Children EMA+TG+AGA 4.4
Larsson et al. 2008  Sweden 300 <20 EMA 10
Karavanaki et al. 2009 Greece 144 12.3+4.6 TG 4.8
Djuric et al. 2010 Serbia 121 Mean 10.8 TG 5.79
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Bhadada et al. 2011 India 189 10.81+7.3 TG 111
Gabriel Setal. 2011 Romani 119 11+4 TG 9.2

Yukarida goriildiigli gibi yapilan bir¢ok ¢alismada; Colyak Hastalarinda Tip 1
Diabetes Mellitus Hastalig1 gelisme prevelanst en ¢ok %11°1 gegmemektedir, ancak
calismamizda bulunan %16,6’lik degerin yiiksek bulunmasi, vakalarin az olmasi ile
ilgili olabilir. Bu ylizden daha fazla ve daha genis katilimli ¢aligma yapilmasina
ihtiya¢ vardir ¢linkii farkli iilkeler ve farkli cografyalar arasinda ciddi farkliliklar
vardir. Necati Balamtekin ve arkadaslarinin 2010 yilinda 220 ¢ocuk Colyak hastasi
tizerinde yaptiklar1 ¢aligmada, sadece 9 hastada Tip I Diabetes Mellitus tespit etmis
olup bu oran %4’e denk gelmektedir (171). Ancak 2010 yilindan bugiine kadar gegen
12 yillik siirecte; ozellikle diinyamizdaki ¢evre ve ekolojik dengelerle pandemiler
dikkate alindiginda, otoimmiin bazi hastaliklarin prevalansinda artis, dogal
karsilanabilecektir. Bu durumda, her ne kadar hasta sayis1 siirli olsa da Tip I DM’un
da ortaya ¢ikmasinda HLA grubunun etkili oldugu sdylenebilir. Ciinkii ¢calismamizda
12 hastanin 10’unda (%83,3) HLADQ?2,5 ve 2’sinde (%16,7) HLADQS8 bulundu.

Tablo 12’deki THEMIS ekspresyonunun yiikselmeleri bozan, hem kan hem
dokuda birlikte THEMIS diisiikliigii olan sadece bir hasta bulunmaktadir. Bu hasta
Tablo 10’a bakildiginda, anti EmA negatif olan tek hastadir. Tablo 15’e bakildiginda
tim hastalarin antiEmA IgA konsantrasyonlar1 1/100'de bile pozitif olacak kadar
yiiksekken, sadece bu hastanin bu kurali bozdugu goriilmektedir. Anti EmA serolojik

testlerinin anti tTG antikorlarina gére daha hassas oldugu da sdylenebilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alismada en biiyiik sinirlayic1 sebep, biyopsi alma mecburiyetidir. Cocuk
hastalarla calismak ve ozellikle kontrol grubu olusturmak, biyopsi sebebiyle ¢ok

zordur. Bu sinirlamalar nedeniyle ¢alismada hasta sayis1 diisiik kalmistir.

Yine calismanin yapildigt donem olan 2020-2021 yillarinda Covid-19
pandemisi de hastane bagvurularini azaltmis ve 12 hasta ancak 15 ayda

tamamlanabilmistir.

RUNX 3 gen ekspresyonlarinin hem periferik kanda hem de biyopsi
materyali olan dokularda azalmig olmasi, giivenilir ve ayn1 zamanda noninvaziv birer
tan1 kriteri olarak degerlendirilebilecegini gdstermektedir. Ayni1 zamanda RUNX
3’tin doku ekspresyonlarinda, HLA DQ2,5 ile DQ8 hastalarinda gozlenen farklilik;
¢ok anlamlidir. Immiinogenetik mekanizma diisiiniildiigiinde, deamine edilmis gluten
proteinlerinin; tercihli olarak DQ2,5 ve DQ8 reseptorlerine elektriksel bir ¢cekim ile
baglanmasindan daha ileri bir Immiin mekanizma oldugunu diisiindiirmektedir. Bu
alanda invivo hayvan deneylerine ihtiya¢ oldugu soylenebilir. Ciinkii DQ2,5 doku
grubuna sahip hastalardaki CH gelisme mekanizmasindan daha farkli ve RUNX
3’ten bagimsiz bir mekanizmanin daha var oldugu, DQS i¢in diisiiniilebilir. DQ8
doku grubuna sahip hastalar i¢in farkli bir mekanizmanin s6z konusu olup olmadigini

anlamak i¢in daha biiyiik 6lcekli ¢aligmalara ihtiyag vardir.

GWAS caligmalariin bu denli etkin kullanildig1 giiniimiizde, hem CH’nin
non HLA Immiinogenetik mekanizmasinin anlagilmas1 ve hem de noninvaziv tani
yontemlerinin gelistirilmesi i¢in daha fazla arastirmalara ihtiya¢ vardir. Ozellikle
Immiin sistemin her asamasinda gérev alan ¢ok sayidaki molekiiliin Immiin tolerans

ve otoimmiinite yoniinden incelenmesi gerektigi asikardir.
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