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OZET

ABDULLAH SAID YILMAZ

COLYAK HASTALARINDA CTLA-4 VE FOXP3 GEN
POLIMORFiZMLERININ ARASTIRILMASI

Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi

izmir,2021

Giris ve Amac: Colyak hastaligi, genetik yatkinligi olan kisilerde gluten alimiyla
tetiklenen otoimmiin bir hastaliktir. Hastaligin gelisiminden sorumlu olan baslica
cevresel faktor glutendir ve tek tedavi yontemi glutensiz beslenmedir. Hastaligin
karakteristik 6zelligi mukozal lezyonlar, yani villus atrofisi ve kript hiperplazisidir.
Hastaligin tanisi, duodenal biyopsi ile saptanan mukozal degisikliklerin kombinasyonu
ve serolojik testlerin pozitifligi ile belirlenir. immiin toleransta énemli rolleri olan
CTLA-4 ve Foxp3 genlerindeki polimorfizmlerin otoimmiin bir hastalik olan Colyak
ile iligkili olabilecegi diisliniilmektedir. Calismamizda hasta ve saglikli kontrol
grubunda CTLA-4 +49 A/G (rs231775) ve Foxp3 -3279 C/A (rs3761548)

polimorfizmleri arastirilarak ¢olyak hastaligi ile iliskilerinin incelenmesi amaglandi.

Materyal-Metod: 18 yasindan kii¢iik 125 ¢olyak hastasi ve 100 saglikli kontroliin
polimeraz zincir reaksiyonlu restriksiyon (par¢a) polimorfizmi (PCR-RFLP) yontemi
ile CTLA-4 genindeki +49 A/G ve Foxp3 genindeki -3279 C/A tek niikletotit

polimorfizmleri arastirild1.

Bulgular: Hasta ve kontrol grubu arasinda CTLA-4 +49 A/G ve Foxp3 -3279 C/A
polimorfizmleri karsilastirildiginda her iki gende de genotip ve allel frekansi agisindan
fark yoktu (p>0,05). CTLA-4 geni i¢in hasta grubunda A ve G allel frekansinin daha
yliksek oldugu saptandi. Foxp3 geni i¢in hasta grubunda A ve C allel frekansinin daha
yiiksek oldugu bulundu.



Sonu¢: Cocuk ¢Olyak hastalarimda CTLA-4 +49 A/G ve Foxp3 -3279 C/A
polimorfizmlerini tilkemizde ilk olarak arastirdigimiz ¢alismamizda her iki gen
polimorfizmi i¢in de anlamli bir iliski bulunamadi (p>0,05). Her iki gende de hastalik
ile iliskilendirilen A allel frekans: literatiirle uyumlu olarak daha fazlaydi. Ayrica
hastalarda Foxp3 geni -3279 C/A polimorfizminde risk alleli incelendiginde anlamli
bulundu (p=0,03). CTLA-4 ve Foxp3 genlerinin CH patogenezindeki rollerinin

belirlenmesi i¢in ileriki ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Colyak Hastaligi, Gluten, CTLA-4 polimorfizm, Foxp3

polimorfizm
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ABSTRACT

YILMAZ ABDULLAH SAID

INVESTIGATION OF CTLA-4 AND FOXP3 GENE POLYMORPHISMS IN
CELIAC PATIENTS

MSc in Medical Biology and Genetic
izmir,2021

Introduction and Purpose: Celiac disease is an autoimmune disease triggered by
gluten intake in people with a genetic predisposition. The main environmental factor
responsible for the development of the disease is gluten and the only treatment method
is gluten-free diet. The characteristic feature of the disease is mucosal lesions, villus
atrophy and crypt hyperplasia. The diagnosis of the disease is determined by the
combination of mucosal changes detected by duodenal biopsy and positivity of
serological tests. It is thought that polymorphisms in CTLA-4 and Foxp3 genes, which
have important roles in immune tolerance, may be associated with Celiac disease, an
autoimmune disease. In our study, it was aimed to investigate CTLA-4 +49 A/ G
(rs231775) and Foxp3 -3279 C / A (rs3761548) polymorphisms in the patient and

healthy control group and to examine their relationship with celiac disease.

Materials and Methods: The single nucleotide polymorphisms of +49 A/G in CTLA-
4 gene and -3279 C/A in Foxp3 gene were investigated by polymerase chain reaction
restriction polymorphism (PCR-RFLP) method in 125 pediatric celiac patients and 100

healthy controls.

Findings: When CTLA-4 + 49 A/ G and Foxp3 -3279 C / A polymorphisms were
compared between the patient and control groups, there was no difference in genotype
and allele frequency in both genes (p> 0.05). It was found that the frequency of A and
G alleles was higher in the patient group for the CTLA-4 gene. For the Foxp3 gene,

the frequency of A and C alleles was found to be higher in the patient group.

Result: Inour study in which we investigated CTLA-4 +49 A/G and Foxp3 -3279 C/A

polymorphisms in pediatric celiac patients for the first time in our country, no

Vil



significant relationship was found for both gene polymorphisms (p>0.05). In both
genes, the frequency of the A allele associated with the disease was higher, consistent
with the literature. In addition, the Foxp3 gene -3279 C / A polymorphism in patients
was found to be significant when the risk allele was examined (p = 0.03). Further
studies are needed to determine the roles of CTLA-4 and Foxp3 genes in CD

pathogenesis.

Keywords: Celiac Disease, Gluten, CTLA-4 polymorphism, Foxp3 polymorphism
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1. GIRIS
Genetik yatkinlig1 olan kisilerde gluten alimiyla tetiklenen Cdlyak hastaligi
(CH), 1888 yilinda Samuel Jones Gee tarafindan tanimlanmistir. CH; yas, cinsiyet,
genetik, immiinolojik ve cevresel faktorlerin birlikte rol aldigi, multifaktoriyel ve
multisistemik otoimmiin bir hastaliktir. Hastaligin en karakteristik 6zelligi bagirsakta

mukozal lezyonlar, yani villus atrofisi ve kript hiperplazisidir.

Genetik faktorler arasinda, hastaligm kalitsal olmasma esas katki, Insan
Lokosit Antijenleri (Human Leukocyte Antigen-HLA) dir. HLA disindaki genetik
faktorlerinde CH riskini etkiledigi bilinmektedir. HLA ile iliskili olmayan (non-HLA)
genlerden Sitotoksik T Lenfosit Iliskili Antijen 4 (CTLA-4) ve Forkhead box p3
(Foxp3), immiin sistemde olduk¢a 6nemli gorevlere sahiptirler. CTLA-4, periferik
toleransta ve T hiicre aktivasyonunun engellenmesinde rol alir. Otoimmiin
hastaliklarin 6nlenmesinde 6nemli bir rol oynayan T hiicre aktivasyonunun negatif
diizenleyicisidir. Kusurlu CTLA-4 ekspresyonunun ve fonksiyonunun otoimmiin
hastaliklarla iliskili olmasi olduk¢a muhtemeldir. CTLA-4 oldukc¢a polimorfik bir gen
bolgesidir ve 100’den fazla tek niikleotid polimorfizmi (single nucleotide
polymorphism, SNP) tespit edilmistir. Foxp3 geni, T hiicrelerinin gelisimi ve
fonksiyonu i¢in gerekli olan bir transkripsiyon faktoriinii eksprese eder. Foxp3, T
hiicrelerinde sitokin tliretimini azaltmak i¢in bir transkripsiyonel baskilayict olarak
islev goriir. Foxp3 geni kromozomal konumu ve fonksiyonel roliine dayali olarak

otoimmiin hastaliklar i¢in aday bir gendir.

Tez calismamizda izmir Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi Cocuk Sagligi
ve Hastaliklar1 kliniginde kesin CH tanis1 almig ve HLA sinif II tipleme i¢in Doku
Tipleme Laboratuvarina bagvuran ¢dlyak hastalarinin periferik kanindan DNA elde

edilmistir.

Calismamizda hastalarin CTLA-4 genindeki +49 A/G ve Foxp3 genindeki -
3279 C/A tek niikleotit polimorfizmlerinin saptanmasi ve hastalik ile iligkisinin

arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGI
2.1. Colyak Hastahid
2.1.1. Tarihce

CH, genetik yatkilig1 olan kisilerde gluten alimiyla tetiklenen spesifik bir
serolojik ve histolojik profil ile karakterize edilen bir otoimmiin durumdur (1). Ik
olarak 10.000 y1l 6nce Mezopotamya’da ve yaklasik 3000 yil sonra Avrupa’da gogebe
yasam tarzindan tarimsal yerlesim yerlerine gecis sirasinda tarim devrimi ile birlikte
tahillarm insan diyetine girmesi sonucu CH ortaya ¢ikmustir (1-3). Milattan sonra 2.
yizyillda Kapadokya’li Aretacus beslenmeyle iliskili oldugu anlasilan bir
““abdominal’’ (koiliakos) hastaligi tanimladi. 1888’de Samuel Jones Gee simdi CH
olarak bildigimiz hastaligin ilk tanimlayicisi olarak kabul edilir. 1930’larin baslarinda
pediatrist K. W. Dicke CH’yi bugday tiiketimine baglayan ilk kisidir. Ikinci Diinya
Savasi’nin sonlarina dogru devam eden tahil kitlig: sirasinda hastalarinin semptomlari
diizeldiginde hipotezinin dogrulanmasina tanik oldu. 1950’lerin baglarinda Dicke,
Weyers ve van de Kamer, gluteni (bugday depo proteinleri) CH’nin hizlandirict
faktorii olarak tanimladilar. Paulley (1954) ve Shiner (1956) hastaligin morfolojisini
detayli olarak calisti. Berger 1958°de anti-gliadin antikorlarini, Chorzelski 1983°te
anti-endomisyum antikorlarini kesfetti (3). 1997 yilinda Dietrich doku transglutaminaz

enziminin CH’nin otoantijeni oldugunu kesfetti (4).
2.1.2. Epidemiyoloji

CH, niifusun yaklasik %1’ini etkiler (5). Cocuklarda goriilme siklig1 %0.3-
2.9’dur (6). Diinya genelinde bilinen genetik ve cevresel risk faktorleri tarafindan
aciklanamayan prevalans farkliliklar1 vardir. Ornegin, Avrupa’daki Almanya’da CH
prevalans: diger iilkelere gére daha diisiiktiir, en yiiksek prevalans Isve¢ ve
Finlandiya’dadir (5). 1975-2000 yillar1 arasinda, su anda bilinmeyen nedenlerle CH
prevalansinin ABD’de 5 kat arttig1 gosterilmistir (1). Tiirkiye’deki prevalansinin ise
%1.30 oldugu belirtilmistir (7). Hastalik kadinlarda erkeklerden daha sik goriiliir.
Ayrica monozigot ikizlerde ve birinci derece akrabalar arasinda da siklig1 on kat daha

yiiksektir (8).



2.1.3. Mortalite

CH’de mortalite oran1 glutenli-glutensiz diyet, hastaligin erken teshisi ve ince
bagirsak boyunca lezyonlarin yayginlhigi ile iligskilendirilmistir. Yapilan bir¢cok
calismada mortalite oranmin degiskenlik gosterdigi belirtilmistir (9). Isve¢’te ¢olyak
hastasi olan 49.829 kisi ile yapilan ve 12,5 yil siiren bir kohort ¢aligmasinda, ¢olyak
hastalarinin mortalite oran1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda 1000 kisi/y1l bagina

9,7’ye kars1 8,6 olarak bulunmustur (10).

2.1.4. Patogenez

CH patogenezinde; yas, cinsiyet, genetik, immiinolojik ve ¢evresel faktorlerin

birlikte rol aldig1, multifaktoriyel ve multisistemik otoimmiin bir hastaliktir (Sekil 1).
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Sekil 1. CH patogenezindeki mekanizmalar. (biorender.com ile ¢izilmistir.)

2.1.4.1. Yas ve Cinsiyet
2010 yilinda yaymlanmis bir ¢alismaya gore Tiirkiye’de 6-17 yas (n=20,190
cocuk) okul ¢ocuklarinda CH siklig1 1/212 olarak bulunmustur (11). Yine Tiirkiye’de



2008 yilindaki bir ¢aligmada 1-18 yas arasindaki 1000 ¢ocukta hastaligin goriilme
siklig1 %0.9 oldugu bulunmustur. Ayrica kadin popiilasyonunda CH’nin daha yaygin
oldugu belirtilmistir (12). Calismalar CH sikligmin yasla birlikte arttigini
desteklemektedir (13). Gerek addlesanlarda gerekse 65 yas iistii erigkinlerde yeni tani

alma orani artmustir (14).

2.1.4.2. Gluten

CH’nin gelisiminden sorumlu olan baslica ¢evresel faktor glutendir. Gluten
(Latince ‘‘tutkal’’ anlamina gelir) bugday, cavdar ve arpanin prolamin depolama
proteinleri i¢in kullanilan terimdir (5). Bugday endosperminin (yaklasik %85’ini
olusturan) ana protein bileseni olan gluten, iki tiir proteinden olusur: gliadinler ve
gluteninler (15). Gliadin ve glutenin proteinleri, suda ¢éziinmeyen ancak alkolde
¢ozlinebilen ve ¢ok miktarda glutamin (%38) ve prolin (%20) rezidiileri ile karakterize
edilen prolaminler olarak adlandirilir (16). Gliadinler esasen monomerler olarak
bulunurlar, gluteninler polimerik olanlardir. CH’nin patogenezinde gliadinler,
yapisindaki 33-mer peptid olarak adlandirilan molekiiliin genetik olarak yatkin
kisilerde inflamatuvar yanit1 baglatan oncii molekiil olmasi1 sebebiyle CH i¢in en
onemli proteinler olarak goriilmeye devam etmektedir (15). Bu peptid dizisi
hidrofobiktir (17) ve gastrointestinal sistemde mide, pankreas ve bagirsaklarda
proteolitik sindirime kars1 oldukg¢a direnclidir (1,18). Bunun sebebi gliadinin birgok
proteazin parcalayamadigi yiiksek oranda amino asit, prolin ve glutamin igermesidir.

Prolince zengin bu rezidiiler sik1 ve kompakt yapilar olusturur (16).

Colyak hastalarinda gliadinin, bagirsak epitel hiicrelerinin hiicreler arasi siki
baglantilarda (tight junction) gecirgenligin artmasina neden oldugu bildirilmistir (1).
Bu etki, sik1 baglantinin parcalanmasma neden olarak paraselliiler ge¢irgenligi artiran
bir molekiil ailesi olan zonulin salinimi ile iliskilendirilmistir (19). Bu artmis
gecirgenlik sayesinde, gluten submukozaya geger. Gluten, ince bagirsagin lamina
propia (LP) bolgesine transselliiler veya paraselliiler yolllarla girer (5). Gluten,
transglutaminaz-2 enzimi (DTG-2, doku transglutaminazi olarak da bilinir) igin
miikemmel bir substrattir. Bu enzim, glutamin rezidiilerini deamidasyon ad1 verilen
bir siirecte negatif yliklii glutamat rezidiilerine doniistiiriir (20). Bu deamide peptidler

dogal gluten peptidlerinden daha antijeniktir ve adaptif immiin yanitlar1 tetikler (19).



CH’nin etkinligi kanitlanmis tek tedavi sekli glutensiz diyet tedavisidir (21).
Glutensiz diyete siki1 bir sekilde uyan hastalarda duodenal mukozanin tam degilse de
kismi olarak iyilestigi ve malabsorpsiyon semptomlarmin giderildigi gdsterilmistir.
Yetiskinlerde mukozal iyilesmenin ¢ocuklara gore daha uzun zaman aldig: ve daha az
iyilesmenin oldugu gorilmiistiir (22). Glutensiz beslenmenin mikrobiyotayr da
etkileyebilecek bir etmen oldugu diisiiniilmektedir ve bagirsak atrofisinde iyilesme
goriildiigii belirtilmistir ancak mikrobiyota {izerine tek basina etkinligini gozlemlemek
kolay degildir (23). Literatiirde glutensiz diyetlerin mikrobiyota {izerine etkisi
cogunlukla 4-8 hafta arasinda degisen kisa siireli miidahale calismalar1 ile

aydnlatilmaya ¢alisilmistir (24,25).
2.1.4.3. Enfeksiyonlar ve Mikrobiyota

Yasamin ilk yilinda veya daha sonra ¢ocukluk caginda viral, bakteriyel veya
protozoan enfeksiyonlar, CH patogenezinde rol aldig1 bilinmektedir. Enfeksiyonlar
dogrudan bagirsak mukoza bariyerini veya dolayl olarak bagirsak mikrobiyotasmni ve
bagisiklik sisteminin gelismesini degistirerek etki edebilir. Colyak hastalarinin
bagirsak mikroflorasmin, CH olmayan kontrollerle karsilastirildiginda farkli bir
kompozisyona sahip oldugu birkag¢ ¢alismada gézlenmistir (26). Norveg’te yapilan bir
kohort calismasi, influenza viriisii ile CH arasindaki iliskiyi gostermistir (27).
Adenoviriis tip 12 (19), hepatit C viriisii (28) ve ¢ocuklarda rotaviriis (29), CH’nin
gelisimi ile iliskilendirilmistir. Gastrointestinal enfeksiyonlar (30), ve yetiskinlerde

kampilobakter enfeksiyonu risk faktorleri olarak bildirilmistir (31).

Son yirmi yilda, ¢o6lyak hastaligma yatkin kisilerde bagirsak
mikrobiyotasindaki degisiklikler kapsamli bir sekilde incelenmistir. Epitelyal
bariyerin modiilasyonu, gliadine 6zgii immiin yanitlarm artmasi ve dogal bagisiklik
sisteminin aktivasyonu, bagirsak mikrobiyotasinin CH’nin gelisimini tetikledigi
mekanizmalar olabildigi bildirilmistir (19). Shigellla, Escherichia coli (32),
Bifidobacteria (33), Staphylococcus (34), Clostridium (35) ve Lactobacillus (36)
suslarmin CH intestinal florasinda normal popiilasyondan farkli dagilimlar gosterdigi

gorilmiistiir.



2.1.4.4. Genetik

CH, genetik kalitiminda bir¢ok faktoriin rol aldigi, multigenik bir hastaliktir.
Genetik faktorler arasinda, hastaligin kalitsal olmasina esas katki, HLA’dir (19). HLA
kompleksi, 6. kromozomun kisa kolunda bulunur ve ¢ok sayida genden olusur. HLA
lokuslari, asir1 polimorfizmleri ile dikkate degerdir, yani her lokusun bir¢ok bilinen
varyanti (alleller) vardir. CH’ye dahil olan HLA lokuslari, DQ lokusunda smif 1 olarak
bilinen bir bolgede bulunur. HLA-DQA1 ve DQBL1 lokuslari, sirasiyla antijen sunan
hiicrelerin yiizeyinde heterodimerler olarak birlesen a ve B zincir proteinlerini kodlar.
HLA-DQ molekiilleri, peptid antijenlerinin CD4" T hiicrelerine sunulmasindan
sorumludur (8). Sinif-1I HLA molekiilleri genetik yatkinlikta en 6nemli faktordiir. CH
olan kisilerin %90’indan fazlas1t HLA-DQ2 haplotipine ve kalanlarin ¢ogu HLA-DQ8
haplotipine sahiptir (5). HLA iliskili molekiillerin CH’nin kalitsalligina %40 katkida
bulundugu tahmin edilmektedir (13).

Isve¢’te 107.000 kisi ile yapilan bir ¢alismanm sonucuna gére HLA disindaki
genetik faktorlerin CH riskini %68 etkiledigi sonucuna varilmistir (37). Genom-gapli
iligki ¢alismalar1 (GWAS) ile non-HLA 40’tan fazla lokusun CH ile iliskili oldugu
bildirilmistir (38). GWAS’da dort temel gozlem yapilmustir. i1k olarak, HLA-DQA1 ve
HLA-DQB1 genlerini igeren HLA bdlgesi, CH i¢in en giiclii riski barindirir (39). ikinci
olarak, CH ile iligkili varyantlarin sadece %5’1 protein kodlayan ekzonlarda
lokalizedir, %951 genlerin kodlama bélgelerinin disinda yer alirken, protein kodlayan
gen Ozelliklerinin degismesi yerine gen regiilasyonundaki SNP’lerin roliinii 0ne
siirmektedir (40). Ugiinciisi, iliskili SNP’lerin ¢ogu olduk¢a yaygmdir ve CH riskinde
iliml1 bir artisa neden olur (41). Son olarak iliskili hastaliklara neden olan lokuslarin
cogu, diger immiin aracili hastaliklarla ortaktir ve CH, diger 13 immiin aracili
hastaligin her biriyle en az bir lokusu paylasir (42).

T hiicrelerinin olgunlasmast ve farklilagsmasinda rol alan iki sitokin geni,
interlokin 2 (1L2) ve interlékin 21 (IL21) ile CH iliskilendirilmistir (43). Interlékin 18
reseptor 1 (IL18R1) ve interlokin 18 reseptor yardimct proteini (IL18RAP),
proenflamatuar immiin yanitlar i¢in dnemli genlerdir ve ¢olyak hastalarinda yiiksek
oranda ifade edildigi gosterilmistir (43). Miyosin IXB (MYO9B) ve haptoglobin 2
(HP2), Par-3 Ailesi Hiicre Polarite Regulatérii 3 (PARD3) ve Membran Iliskili

Guanilat Kinaz (MAGI2) genleri, bagirsak permeabilitesinin diizenlenmesinde yer alir



ve CH’nin gelisiminde yiiksek risk faktoriidiir (43,44). CH ile ilgili aday gen bolgeleri
Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1. CH ile ilgili aday gen bolgeleri. (45,46)

Genetik faktor | Aday genler Hastalik patogenezindeki rolii
MHC genleri » HLA sinif 11: DQA1*05; * T hiicrelerine antijen sunumu
(HLA) DQB1*02; DQA1*03;

DQB1*03
Non-HLA = IL2; IL21 = B ve T hiicre aktivasyonu ve
genleri proliferasyon

= [L18R1; IL18RAP = Proenflamatuar sinyal

yolagindaki rolii

= MYO9B, HP2, PARDS, = Bagirsak ge¢irgenliginin

MAGI2 diizenlenmesi

= CTLA-4 * T hiicre yanitinda inhibitor etki

2.1.5. Histopatoloji

Colyak’da belirgin bir histolojik anormallik goézlemlenmistir. Hastalik
oncelikle ince bagirsagin yiizey mukozasini etkiler. Daha alt katmanlar nadiren
etkilenir (47). Mukozal lezyonun siddeti ve boyutu 6nemli 6l¢iide degisir, ancak en
karakteristik ozellikleri; villiis atrofisi ile birlikte normal villiis yapisinin kaybi, kript
hiperplazisi ile birlikte kriptlerde belirgin genisleme, intraepitelyal lenfositlerin (IEL)
yogunlugunda artis (47) ve plazma hiicrelerinin, lenfositlerin, mast hiicrelerinin,
eozinofillerin ve bazofillerin lamina propiaya infiltrasyonudur (48). Absorbtif epitelin
birim alani basina IEL sayisinin (genellikle 100 enterosit bagina IEL sayis1 olarak
bildirilir), villuslarin uglarinda arttig1 goézlenmistir (47). 100 enterosit basina en az 25
IEL ile kript hiperplazisi goriilmesi infiltratif bir lezyonu diisiindiiriir (3). Bagirsak
lezyonunun derecesi, yaygin olarak kullanilan Marsh-Oberhuber siniflandirmasina
gore belirlenir. Marsh-Oberhuber smiflandirmasinin tanimlayict kategorileri, Tablo

2'de sunuldugu gibi alt1 tan1 derecesini igerir.



Tablo 2. CH’de Marsh-Oberhuber histolojik siniflandirmasi. (47)

Evre Aciklama

0 Normal — normal villus yapist.

| Infiltratif — normal mukoza ve villus yapisi; IEL sayisinda arts.

I Hiperplastik — normal villus yapist; kript hiperplazisi.

Ia Kismi villus atrofisi — hafif lenfosit infiltrasyonu, hiperplastik kriptler

b Subtotal villus atrofisi — belirgin villus atrofisi, olgunlagsmamus epitel
hiicrelerinde artis ile birlikte kript hiperplazisi, inflamatuar hiicre akim

Illc Hipoplastik — total villus atrofisi, siddetli kript hiperplazisi, infiltratif
enflamatuar lezyon.

2.1.6. Klinik Siniflandirma

CH; Klasik form, non-klasik form, subklinik form, potansiyel form ve refrakter

form olmak tizere 5’e ayrilir (1).
2.1.6.1. Klasik form:

Pediyatrik popiilasyonda ve 3 yasindan kii¢iik cocuklarda daha yaygin goriiliir
(1). Malabsorpsiyon semptomlar ile kendini gosterir (49). Ishal, istahsizlik, Kilo kaybs,
yagh digki (steatore) abdominal distansiyon ve biiylime geriligi goriilmektedir.
Bununla birlikte, yetiskinlerde, kronik ishal, kilo kaybi ve belirgin asteni ile birlikte

malabsorpsiyon sendromu oldukga nadirdir (1).
2.1.6.2. Non-klasik form:

Hem ¢ocuklarda hem de yetigkinlerde ekstraintestinal semptomlar yaygimndir.
Vakalarin %40'mma varan orani (demir emilim bozuklugu veya kronik inflamasyon
nedeniyle) tespit edilebilen demir eksikligi mikrositik anemisini veya daha nadiren
folik asit ve / veya vitamin B12 eksikligine bagli makrositik anemiyi icerir. Osteopeni
veya osteoporoz dahil olmak tizere kemik mineral yogunlugundaki degisiklikler (tan
aninda hastalarin yaklasik %70'ini etkiler), kalsiyum ve D3 vitamini emiliminin
degismesi ile ilgilidir. Hastalarda bas agrisi, parestezi, ndroinflamasyon, anksiyete ve

depresyon gibi ¢ok ¢esitli ndrolojik semptomlar saptanabilir (1).



2.1.6.3. Subklinik form:

Subklinik form, klinik tespit esiginin altindadir. Subklinik terimi genellikle
sessiz CH ve ekstraintestinal semptomlar1 olan (ve gastrointestinal semptomlar1
olmayan) hastalar1 belirtmek i¢in kullanilmistir. Bu tip, ayrica klinik veya laboratuvar
bulgular: (demir eksikligi anemisi, karaciger fonksiyon testlerinde anormallikler, mine
kusurlari, olas1 endoskopik ozellikler, osteoporoz, vb.) olan ancak semptomlar1

olmayan ¢olyak hastalar1 i¢cin de kullanilmistir (49).
2.1.6.4. Potansiyel form:

Potansiyel form, normal bagirsak mukozasina sahip pozitif seroloji ve genetik
belirtecler ve IEL'lerde artis gibi minimal inflamasyon belirtileriyle karakterize edilir.
Potansiyel formda, Kklasik ve non-klasik semptomlar kendini gdsterebilir veya

tamamen asemptomatik olabilir (1).
2.1.6.5. Refrakter form:

Refrakter form, en az 12 aylik siki bir glutensiz diyetten sonra intestinal
villusun atrofisi ve kalic1 semptomlar1 ile karakterizedir. Refrakter form, iilseratif
jejunoileit, kollajendz sprue ve intestinal lenfoma gibi komplikasyonlara yol acabilir
(1). CH’nin bu formu iki kategoriye ayrilir: normal bir IEL fenotipinin bulundugu tip

I ve anormal bir IEL popiilasyonunun klonal ekspansiyonun gorildigi tip 1T (50).
2.1.7. Colyak Hastah@inin Tanis1

CH tanis1 igin altin standart, duodenal biyopsi ile saptanan mukozal
degisikliklerin kombinasyonu ve serolojik testlerin (anti-doku transglutaminaz
antikorlari, anti-endomisyal antikorlar1 (EmA) ve deamide gliadin peptid (DGP)
antikorlar1) pozitifligi ile temsil edilir (45). Antikorlar, enzim ile iligkili immiinolojik
test (ELISA) yontemiyle arastirilir. CH tanis1 koymak i¢in yeterli oldugu diisiiniilen
“beste dort kural’” yararhi bulunmustur; tipik belirti ve semptomlar (ishal ve
malabsorbsiyon), antikor pozitifligi, HLA-DQ2 ve/veya HLA-DQ8 pozitifligi,
bagirsak hasar1 (villus atrofisi ve mindr lezyonlar gibi) ve glutensiz diyete yanit. CH

tanisinda, 5 kriterden en az 4'0 karsilanirsa dogrulanir (51).



CH, gliadine kars1 mukozal immiin yanitin diizenlenmesinin degisebilecegi bir
tolerans bozuklugunun sonucu meydana geldiginden, immiin tolerans mekanizmalar1
ve otoimmiinite arasindaki hassas denge bagisiklik sisteminde olduk¢a dnemli bir

husustur.
2.2. immiin Tolerans ve Otoimmiinite

Immiinolojik tolerans, bir antijene kars1, daha dnce o antijene maruz kalmanm
neden oldugu tepkisizlik olarak tanimlanir. Spesifik lenfositler antijenlerle
karsilastiginda, aktive olarak immiin yanitlara yol acabilir, hiicreler inaktiflestirilerek
veya elimine edilerek toleransa yol agabilir. Bir antijen; maruz kalinan kosullara ve
esuyaranlar gibi diger eslik eden uyaranlara bagli olarak immiin yanit1 veya toleransi
indiikleyebilir. Tolerans: indiikleyen antijenlere; onlar1 immiin yanit olusturan
immiinojenlerden ayirmak ig¢in tolerojenler veya tolerojenik antijenler denir. Self
tolerans olarak da adlandirilan kendi (otolog) antijenlerine tolerans, normal bagisiklik
sisteminin temel bir 6zelligidir ve self toleransin basarisizligi, otolog antijenlere karsi
immiin reaksiyonlara neden olur. Bu tiir reaksiyonlara otoimmiinite, neden olduklar1
hastaliklara otoimmiin hastaliklar denir (52) ve insan otoimmiin hastaliklari, niifusun

yaklasik %10'unu etkileyen 6nemli bir saglik sorunudur (53).

Bagisiklik sistemi siirekli olarak insan viicudundaki yabanci molekiiller ile
savasmak i¢in caligir. Self tolerans ve otoimmiinite siireci arasinda hassas bir denge
vardir. Denge, self toleranstan uzaklastirildiginda, otoimmiinite gelisir ve bu, Sekil
2'de gosterildigi gibi otoimmiin hastaliklara yol agabilir (54). Merkezi ve periferik

olmak tizere iki immiinolojik tolerans mekanizmasi vardir;
2.2.1. Merkezi tolerans

Merkezi lenfoid organlarda (timusta T hiicreleri ve kemik iliginde B hiicreleri);
lenfositlerin gelisimi ve olgunlasmasi sirasinda, kendiliginden tepkimeye giren (self-
reaktif) lenfositler, merkezi tolerans mekanizmalar1 tarafindan yok edilir.
Olgunlasmamis T hiicreleri kemik iliginden timusa go¢ ettiginde, major histo-
uyumluluk kompleksi (major histocompatibilty complex, MHC) molekiillerine bagl
endojen proteinlerden tiiretilen peptidler sunulur. Baglangigta ¢ift-pozitif lenfositlere
(CD4* CD8" lenfositler), kortikal epitel hiicrelerinde bulunan smif T veya II MHC
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Merkezi Tolerans
Otoreaktif T hiicreleri timusta taninir ve yok edilir.

et

Merkezi toleransin bozulmasi
Otoreaktif T hiicreleri perifere go¢ eder.

O

Periferik Tolerans
Diizenleyici T Anerji Baskilama Apoptoz
hiicreleri

>~ <

Periferik toleransin bozulmasi
Klonal anerjinin bozulmasi, islevsiz diizenleyici T hiicreleri ve ¢evresel/genetik faktorlerle
etkilesim

> <

Otoimmiinite

Sekil 2. Self tolerans ve otoimmiinite arasindaki denge iliskisi. (54)

molekiillerine bagli self peptidler sunulur. Orta afinite ile baglanan lenfositler, bir
yasama (survival) sinyali alir ve olgun tek-pozitif lenfositlere farklilagir. Buna,
lenfositlerin CD4* veya CD8" hiicre soylarina baglanmasmdan sorumlu olan pozitif
seleksiyon denir. Bu lenfositler daha sonra timusun kortikomediiller birlesimine go¢
ederler ve burada kemik iliginden tiiretilmis makrofajlar ve dendritik hiicreler iizerinde
bulunan MHC-self peptid kompleksi ile etkilesime girerler. Bu asamada, MHC-self
peptid kompleksine yiiksek afinite ile baglanan lenfositler, negatif seleksiyona ugrar
ve apoptoz ile Oliir. Bu sekilde otoreaktif T hiicreleri viicuttan elimine edilir. Bu
stirecte mediiller timik epitel hiicreleri (mTEC)’nin 6nemi biiyliktiir. mTEC’ler
viicutta farkli dokulara 6zgili genleri ifade eder ve doku-kisith antijenleri (tissue-
restricted antigens, TRAs) gelismekte olan T hiicrelerine sunar ve bu TRA’lara gii¢lii
bir sekilde baglanan T hiicrelerinin negatif secimine neden olur. mTEC'lerin bir baska
islevi de, cevre dokulara go¢ eden ve merkezi toleranstan kagmis olabilecek otoreaktif
T hiicrelerinin baskilanmasina yardimeci1 olan diizenleyici T hiicrelerine (Treg)

yonlendirmeleridir. (54).
2.2.2. Periferik Tolerans

Immiin tolerans farkli self antijenlerle, organlarda daha lenfositler olusurken
saglanabilecegi gibi olgun lenfositlerin periferik organlarda self antijenlerle

karsilagsmasimin sonucu da olusabilmektedir. Merkezi toleranstan kacan otoreaktif T
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hiicreleri perifere girer. Periferde otoimmiiniteyi dnlemek i¢in ¢esitli mekanizmalar

vardir: Anerji (fonksiyonel yanitsizlik), Baskilama ve delesyon (apoptoz).
2.2.2.1. Anerji

T hiicre yanitlari; hiicreler profesyonel bir antijen sunan hiicre (ASH)
tarafindan sunulan bir antijeni tanidiginda ve T hiicreleri iizerindeki aktive edici
reseptorler (CD28 gibi) ASH’ler iizerindeki esuyaranlar1 (B7 gibi) tanidiginda
indiiklenir. Eger T hiicresi esuyaran olmadan bir self antijeni tanirsa anerji olusur self

antijene kars1 yanitsiz kalir (52).
2.2.2.2. Baskilama

CTLA-4 ve programlanmis hiicre Oliimii proteini 1 (PD-1) otoreaktif T
hiicrelerinin baskilanmasmi saglayan inhibitor reseptorleridir. Treg’ler tizerindeki
CTLA-4, ASH'ler iizerindeki B7 molekiillerine baglanir veya bu molekiilleri
ASH'lerin yiizeyinden kaldirarak B7 esuyaranlarini CD28 icin kullanilamaz hale

getirir ve T hiicresi aktivasyonunu bloke eder.
2.2.2.3. Delesyon (Apoptoz)

Kendi antijenlerini taniyan otoreaktif T hiicreleri, aktivasyon yerine apoptoza
ugrar; bu isleme delesyon denir. Bu islem i¢in Onerilen bir mekanizma Fas-Fas ligand
sistemidir. Fas reseptoriiniin Fas ligand1 (FasL) ile etkilesimi, Fas pozitif hiicrelerde

apoptozu tesvik eder (54).
2.2.3. Diizenleyici T hiicreleri

T lenfositler, antijen reseptor genlerinin yeniden diizenlenmesi yoluyla farkl
antijen reseptor repertuvarlari olusturarak yabanci patojenlerle savasmada temel bir
role sahiptir. Ancak bu cesitlilik, kendi antijeni taniyan ve otoimmiiniteye neden
olabilecek T hiicresi popiilasyonlarinin olusmasma yol agabilir (55). Sakaguchi,
Treg’ler olarak adlandirilan CD4" CD25" T hiicre alt gruplarmm immiinsupresif
fonksiyona sahip olugunu dogrulamistir. Treg'ler, viicudun otolog bilesenlere karsi
immiin toleransim1 kolaylastiran ve immiin homeostazini siirdiiren hiicrelerdir (56).
Treg hiicrelerinin sayismnin Ve iglevinin azalmasi, tolerans mekanizmalarinda kusurlara

neden olur. Sonugta kendi antijenlerine kars1 anormal immiin yanitlara yol agar ve bu
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da otoimmiin hastaliklara neden olur. Insanlarda Treg’ler, yiiksek diizeyde interlokin-
2 (IL-2) reseptor a (CD25) ifade ederler. Ayrica Treg’ler, gelisimlerini, islevlerini ve
stabilitelerini saglayan transkripsiyon faktorii Foxp3’ii eksprese etmeleri ile

karakterize edilirler (57).

Treg’ler meydana geldikleri dokulara gére dogal/timik (nTreg veya tTreg) Treg’ler
ve indiiklenmis/periferik (iTreg veya pTreg) Treg’ler olarak iki ana guruba ayrilir (58).
Treg ve nTreg'lerin gen ekspresyon profili 6nemli dlciide farklidir. nTreg’ler timusta
ortaya c¢ikar ve timus mikrogevresi tarafindan siki bir sekilde kontrol edilir. T hiicre
reseptorii (T cell receptor, TCR) ve dendritik hiicrelerden gelen CD28 esuyaran
sinyaller tarafindan gii¢lii bir sekilde uyarilirlar. iTreg’ler, periferik lenfoid dokularda
veya doniistiiriicti biiyiime faktorii-p (TGF-B) ve IL-2 varliginda aktive edildiginde in
vitro olarak naif CD4" hiicrelerinden tiiretilir. nTreg’ler ve iTreg’ler, CD25 ve CD4'e
ek olarak Foxp3 ifadesiyle de ayirt edilirken, iTreg'deki Foxp3 ifadesinin stabilitesi
nTreg'lerde goriilenden 6nemli Olglide daha azdir. Transkripsiyon faktoriiniin
ekspresyon  seviyesinin, esasen Treg'lerin  fonksiyonuna baglhh  oldugu
disiiniildiigiinden, nTreg'lerin, immiin homeostazin siirdiiriilmesinden sorumlu olan
daha stabil bir Treg alt siifin1 temsil ettigi yaygin bir sekilde kabul edilmektedir (56).
Treg’lerin bir baska dnemli alt tipi Tip | diizenleyici T hiicreleridir (Tr1). Bu hiicreler,
IL-10 iiretimi ve Integrin alfa-2 (veya CD49b olarak bilinir) ve Lenfosit aktivasyon
geni 3 (LAG-3) ekspresyonu ile karakterize edilirler. Trl hiicreleri, IL-10 ve TGF-
B’nin salgilanmasi yoluyla ASH yanitlarmin yani sira T hiicre yanitlarmi da baskilar.
Trl hiicreleri, CTLA-4 ve PD-1 yoluyla T hiicre yanitlarmi inhibe eder ve CD39 ve
CD73 ektoenzimlerinin iiretimi yoluyla efektér T hiicrelerinin metabolik durumunu
bozar. Ayrica bu hiicreler granzim B ve perforin salgilarlar ve miyeloid hiicreleri
Oldiiriirler. Bu nedenle, Trl hiicrelerinin bulasici hastaliklarin, otoimmiinitenin ve

transplant reddinin altinda yatan patogenezde bir rolii olabilecegi diisiiniilmektedir

(54).

Treg’ler, baskilayici aktivitelerini ¢esitli hiicresel ve hiimoral mekanizmalar ile
yiiriitiirler. Treg’lerin immiin yanitlar1 baskiladig1 dort ana siire¢ vardir: (1) Dendritik
hiicrelerin (DH) islevlerinin ya da olgunlagsmalarmin diizenlenmesi, (2) Inhibitér

sitokinlerin salinimi, (3) Sitoliz ve (4) Metabolik bozulma (59).
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(1) CTLA-4’1 igeren spesifik yolaklarin arastirilmasi sonucu, Treg'lerin DH'leri
modiile ederek efektdor T hiicrelerinin aktivasyonunu engelleyebilecegini
gostermistir. Cok sayida caligma, Treg'lerin, ASH’ler yoluyla efektor T
hiicrelerinin aktivasyonunu bozmak i¢in DH'ler iizerindeki B7 esuyaran
molekiilleri CD80 ve CD86'y1 CTLA-4'e bagimli bir sekilde asag1 yonde regiile
edebilecegi bulgusunu desteklemistir. CTLA-4, naif T hiicrelerini CD28 aracili
esuyarmadan mahrum birakmak ic¢in yiiksek afiniteye sahip CD80/CD86
ligandlar1 ile etkilesime girer. Calismalar, CD80/86'nin esas olarak ASH'ler
tarafindan ifade edilmesine ragmen, naif T hiicrelerinin de bu molekiilleri ifade
ederek CTLA-4 i¢in baska bir hedef sagladigini gostermektedir. Treg’lerin
ifade ettigi LAG-3, MHC-II molekiillerine baglanarak DH olgunlasmasini
baskilar.

(2) TGF-B, IL-10 ve IL-35, Treg’ler tarafindan salman ana diizenleyici sitokinler
olarak kabul edilir. Bu sitokinler, efektdor T hiicre sinyallerinin dogrudan
bastirilmasi, interferon gamanm (IFN-y) diizenlenmesi, Treg'lerin
indiiklenmesi ve Foxp3 ekspresyonunun siirdiiriilmesi gibi gorevlerde yer alir.

(3) Treg’ler, programlanmis hiicre 6liimiinii indiikleyen granzimlerin ekspresyonu
yoluyla baskilayict gorevini yerine getirebilir. Bu mekanizma sayesinde
Treg'ler, B hiicrelerini baskilayabilir, 6ldiirebilir ve muhtemelen efektér T
hiicrelerinin islevini apoptoz yoluyla engelleyebilir.

(4) Metabolik bozulma, baska bir gii¢lii baskilama mekanizmasidir. Bir dizi
calisma, Treg'lerin, efektor T hiicrelerinin IL-2’ye erigimlerini engelleyerek
yilksek CD25 ekspresyonu yoluyla efektor T hiicrelerinin apoptozunu
indiikleyebildigini géstermistir (59).

2.2.4. inflamatuar sitokinler

Otoimmiin hastaliklar1 olan kisilerde mikro ¢evre ¢ok karmasiktir; IL-6, timor

nekroz faktorii-o (TNF-a), IL-21 ve IFN-y gibi bir dizi proinflamatuar sitokini igerir.

Bu proinflamatuar sitokinler Treg'lerin plastizitesini saglamada kritik 6neme sahip

olduklarindan, Treg'lerin baskilayici fonksiyonunu diizenleyebilirler. /n vitro ortamda
IL-6 ilave edildiginde, CD4"CD25"Foxp3" Treg’lerin oraninda ve baskilayict

islevlerinde 6nemli bir disiise neden oldugu gosterilmistir. CD4" T hiicrelerinin

tirettigi IL-21’in otoimmiin hastalikta inflamatuvar yanit1 artirdig1 ve yapilan bir
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caligmada Treg’lerin baskilayici islevini bozdugu gosterilmistir. TNF-o’nin Treg
hiicrelerinin baskilayict islevlerini diizenledigi, ayrica, Treg’lerin esas transkripsiyon

faktorii olan Foxp3’ii de modiile ederek islevlerine etki ettigi gosterilmistir (60).
2.2.5. Colyak Hastaligimin immiinolojik Mekanizmasi

CH, gliadine kars1t mukozal immiin yanitin diizenlenmesinin degisebilecegi bir
tolerans bozuklugunun sonucu olarak goriilebilir (Sekil 3) (61). CH olusum

mekanizmasi 4 maddede Ozetlenebilir:

1. Bagwsak epitelinde degisiklik; Dogal bagisiklik sistemi yoluyla glutenin
varsayllan toksik etkisi, siki baglant1 (tight junction) komplekslerinin
parcalanmasina neden olabilir ve bagirsak gegirgenligini artirabilir. Bu da
gliadinin epitelden gegisini kolaylastirabilir.

2. Lamina propiadaki gluten peptidlerinin  DTG-2 enzimi tarafindan
deamidasyonu ve ardindan spesifik HLA-DQ molekiilleri baglaminda
peptidlerin ASH’ler (6rnegin makrofajlar, lenfositler veya DH’ler)(62) yoluyla
CD4 T hiicrelerine sunulmasi (46).

3. Antikor iiretimi ve sitokin salimi ile birlikte anormal humoral ve hiicre-aracili
immiin yanit. Bu sitokinler, siiregelen yanit1 devam ettirebilir ve bagirsak
gecirgenligini artirabilir.

4. Lamina propia’daki CD4 T hiicrelerinin olusturdugu enflamatuar ortamin bir
sonucu olarak epitelde IEL’lerin infiltrasyonu. IEL’ler, enterositlerin yok

edilmesinden sorumludur ve villus atrofisine yol agar (46).

Colyak bagirsak mukozasinda bulunan Treg hiicreleri (Trl ve Foxp3™ Treg’ler) IL-
10 ve TGF-B antienflamatuar sitokinlerini salgilar. Boylece bu hiicreler gluten

tehdidine verilen patojenik yanit1 bastrmaya yardimci olur (54).

CH mukozasinda yiiksek diizeyde eksprese edilen IL-15, immiin regiilasyona
miidahale ederek TGF-B1 aktivitesini etkiler ve bagirsak homeostazinin bozulmasina

neden olur (61).

Bir c¢aliymada, Colyak hastalarinin bagirsaklarmmda, hastaligin ilerlemesinde

yardimei T tip-17 (Th17) hiicrelerinin rol oynadigini gosteren yiiksek IL-17 seviyeleri

15



bulunmustur (54). CH’de hem proenflamatuar hem de antienflamatuar sitokinleri

salgilayan Th17 hiicrelerinin fonksiyonel plastizite gosterdigi diisiiniilmektedir (63).

CH’de rolii olan bir bagka hiicre tipi de yardimer T tip-1 (Thl)’lerdir. CH
imminitesinde Thl hiicreleri biiyilk miktarlarda IFN-y {retirler. Matriks
metaloproteinazlar (MMP), fizyolojik ve patolojik kosullarda dokularin yeniden
olusturulmasinda O6nemli rolii olan bir endeopeptidazlar ailesidir. CH’de MMP
ekspresyon seviyeleri artmustir. IFN-y’nin bazi MMP’lerin fibroblastlardan
salgilanmasimi1 ve bunun sonucunda hiicre dis1 matriks bilesenlerinin degradasyonunu

indiikledigi gosterilmistir (63).

J\.‘ - o . o
e o ©° °
gluten - ., giadin
bagirsak limeni e\® °®
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negatif yOklO
gliadin peptidi
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antijen sunucu hiicre doku transglutaminaz

anti-gliadin
antikorlari

Sekil 3. Bagirsakta immiin iritasyon. (biorender.com ile ¢izilmistir.)

Bu nedenle IFN-y belirli MMP'lerin iiretiminden sorumlu olabilir, boylece

CH'nin karakteristik mukozal lezyonlarina, yani villus atrofisi ve kript hiperplazisine

katkida bulunabilir (63).
2.3. Polimorfizmler

Bir genin bir allelinde ya da iki allelinde birden meydana gelen mutasyonlarla

gene bagli bozukluklar ortaya ¢ikar. Genomda meydana gelen bir degisikligin
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popiilasyonda genel bir farklilia sebep olmasi polimorfizm olarak bilinir ve bu
farklilik popiilasyon genelinde %1°den fazla olmalidir. Polimorfizmler oldukga
yaygindir, bazi hastaliklarin tanisinda ve diger bir¢ok alanda kullanilirlar.
Deoksiribo-niikleit asit (DNA) polimorfizmleri genlerin protein kodlayan veya
kodlamayan bolgelerinde meydana gelebilirler. DNA polimorfizm ¢esitleri: SNP,
sinirlayict  enzim parca uzunlugu polimorfizmi (restriction fragment lenght
polymorphisms, RFLP), degisken sayida tandem tekrarlar (minisatellitler, variable
numbers of tandem repeats, VNTR) ve kisa tandem tekrarlar (mikrosatellitler; short
tandem repeats, STR). Polimorfizmler tek niikleotid degisimi ya da delesyon ve
insersiyon sonucu meydana gelebilir. Tek niikleotid degisimi transisyon (piirin-piirin
ya da pirimidin-pirimidin degisimi) veya transversiyon (piirin-pirimidin degisimi)
yoluyla gerceklesebilir. Delesyon, DNA dizisinden niikleotidin silinmesidir.
Insersiyon ise delesyonun tersidir. SNP en sik goriilen polimorfizm tipidir. Insan
genomunda yaklasik olarak 3-10 milyon arasimda SNP varyanti oldugu tahmin
edilmektedir. SNP’ler protein fonksiyonunu etkileyebilecegi gibi notral de olabilirler
(64).

RFLP, belli restriksiyon enzimlerinin tanidigt DNA dizisinde varyasyonlarin
meydana gelmesiyle enzim aktivitesi sonucunda ortaya ¢ikacak olan DNA
fragmantlarmim uzunlugunun degismesidir. Restriksiyon enzimlerinin tanidigt DNA
dizilerinin degisimine sebep olan tek niikleotid degisimleri olarak diisiiniilebilirler.
Eger ilgilenilen RFLP bolgesine yakin olan polimorfik restriksiyon enzimi kesim
dizileri biliniyorsa polimerize zincir reaksiyonu (PCR) analiziyle RFLP sonucunda

olusacak fragmant degisikligi kolayca saptanabilir (64).

2.4. Sitotoksik T Lenfosit Iliskili Antijen 4

CD152 olarak da bilinen CTLA-4, CD28 ve indiiklenebilir T-hiicre
kostimiilatorii (ICOS) ile birlikte kromozom 2'nin q33 bandinda bulunur ve 223 amino
asidi kodlayan dort ekzondan olusur. CTLA-4’in ekspresyonu sonucu,
immiinoglobulin (Ig) siiper ailesine ait bir tip I transmembran protein meydana gelir
(65). CTLA-4’tin dort domaini bulunur: ekzon 1 sinyal peptidini kodlar, ekzon 2
ekstraseliiler domaini kodlar, ekzon 3 transmembran domainini kodlar ve ekzon 4

intraseliiler domaini kodlar.
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CTLA-4, Foxp3’in hedef genidir. Foxp3, CTLA-4’{in histon asetilasyonunu
diizenler. Foxp3’e ek olarak Treg hiicrelerini kontrol eden aktive edilmis T
hiicrelerinin niikleer faktorii (NFAT), CTLA-4’t de diizenler. Bir Foxp3 ve NFAT
kompleksi, CTLA-4’{in promotoruna baglanarak CTLA-4"{in yan1 sira IL-2 ve CD25’in

ekspresyonuna yol agar.

CTLA-4, hem CD4" hem de CD8" T hiicreleri tarafindan eksprese edilebilir.
Naif T hiicrelerinin ve dingin (resting) efektér T hiicrelerinin ylizeyinde eksprese
edilmezken temel olarak Treg hiicreleri tarafindan ekprese edilir (66). B hiicreleri,
dendritik hiicreler, monositler, graniilositler, CD3 kok hiicreleri, plasenta fibroblastlar1
ve fare embriyonik hiicreleri olmak iizere diger hiicrelerin de CTLA-4 eksprese ettigi

bildirilmistir (54).

CTLA-4, periferik toleransta ve T hiicre aktivasyonunun inhibe edilmesinde rol
alir. Otoimmiin hastaliklarin 6nlenmesinde ©onemli bir rol oynayan T hiicre
aktivasyonunun negatif diizenleyicisidir. CTLA-4, CD28’in homologudur. CD28 bir
esuyaran molekiil olarak islev gorir. CD28 gibi, CTLA-4 de ASH’ler iizerinde
eksprese edilen B7 molekiilleri olan CD80 (B7-1 olarak da bilinir) ve CD86 (B7-2
olarak da bilinir)’ya baglanir. Bununla birlikte, CTLA-4, B7 molekiillerine CD28’den
daha yiliksek bir afinite ile baglanir (Sekil 4). Afinitedeki bu farklilik g6z Oniine
almdiginda CTLA-4, CD80 ve CD86’ya dncelikli baglanarak CD28’in baglanmasini
engeller. Sonugta CD28 aracili T hiicre aktivasyonunu dnler (66). Ozetle, CTLA-4’iin
B7 reseptoriine baglanmasi, T hiicrelerinin proliferasyonunu sinirlar ve devam eden

immiin yanit1 sona erdirir (67).

Kusurlu CTLA-4 ekspresyonunun ve fonksiyonunun otoimmiin hastaliklarla
iligkili olmasi1 olduk¢a muhtemeldir (68). CTLA-4'ten yoksun hayvanlarm, ¢ok sayida
doku infiltrasyonu ve self-reaktif T hiicrelerinin neden oldugu organ yetmezligi ile
karakterize edilen 6liimciil otoimmiin hastaliktan 6ldiigi bildirilmistir (69). CTLA-4
oldukca polimorfik bir gen bdlgesidir ve 100’den fazla SNP tespit edilmistir (Sekil 5)
(70). Bunlardan bazilari, 3’-¢evrilmemis bolgede (UTR) CT60 A/G SNP, promotor
bolgede -318. pozisyonda C/T SNP ve 1. ekzonun 49. pozisyonunda bulunan ve sinyal
peptid molekiiliinde Ala/Thr degisimine neden olan A/G SNP’dir (71).
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UYARILMA ENGELLEME
cD28 TCR CTLA-4

Antijen sunucu hiice

Sekil 4. CD28 ve CTLA-4’lin dogal ligandlar1 ile etkilesimleri. (72)

C-318T A4G CTo60 A/G

promotor I UTR

Sekil 5. Insan CTLA-4 gen yapis1 ve bilinen polimorfizmleri. (73)

CTLA-4 polimorfizmleri; CH, tip | diyabet (T1DM), otoimmiin tiroid hastaligi,
sistemik lupus eritematdz, Grave hastaligi, romatoid artrit ve multipl skleroz dahil
olmak {izere cesitli otoimmiin bozukluklarla iligkilendirilmistir (68). CH ile ilgili
yapilan bir c¢alismada, bir organ Kkiltiri modeli kullanilarak, CTLA-4
immunoglobulinin gliadine-6zgii T hiicrelerinin apoptozu dahil olmak iizere birgok
immiinolojik 6zelligi kontrol ettigi gosterilmistir (74). Bu bulgular, CTLA-4’{in CH ve
diger kronik enflamatuar hastaliklar i¢in ilging bir aday oldugunu gostermistir (75).

2.5. Forkhead Box P3

Foxp3 geni X kromozomunun p kolunda bulunur. Yiiksek oranda korunmus
olan bu gen 11 ekzon igerir (76). 431 amino asitten olusan 47-kDa (kilodalton) protein
olan transkripsiyon faktorii Foxp3, Fox protein ailesinin P alt ailesinin bir iiyesidir

(77). Yapisal olarak Foxp3 ti¢ ana domain igerir: transkripsiyonel aktivasyondan ve
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immiin yanitlarin baskilanmasindan sorumlu prolin bakimimdan zengin bir N terminal
domaini (1-97 aminoasit), oligomer olusumunda veya diger faktorlerle iligskide rol
oynayan merkezi bir ¢inko parmak 16sin-fermuar domaini (98-260 aminoasit) ve DNA
baglanmasindan sorumlu bir korunmus C-terminal forkhead domaini (337-423

aminoasit). Bu domainler, Foxp3 islevini degistirmek i¢in birlikte ¢alisirlar (78).

T hiicre reseptorii ve esuyaranlar yoluyla olusturulan sinyallere yanit olarak
NFAT ve aktivator protein 1 (AP-1) gibi transkripsiyon faktorleri Foxp3 promotoruna
baglanir ve gen aktive edilir (76). Bir¢ok calisma, Forkhead boxO 1/3 (FOXO1/3)
transkripsiyon faktorlerinin dogrudan Foxp3 lokusunda promotor bolgesine
baglanarak hem tTreg hem de pTreg hiicrelerinde Foxp3 ekspresyonunu ve Treg hiicre

farklilagsmasimi diizenledigini gostermistir (79).

Dizi analizleri, Foxp3 lokusunda yiiksek diizeyde korunmus kodlamayan
(conserved non-coding sequences, CNS) ii¢ bolgeyi ortaya c¢ikarmistir, bunlarin
hepsinin epigenetik modifikasyonlara tabi oldugu ve Foxp3'in transkripsiyonunun

diizenlenmesinde rol oynadig1 bulunmustur (Sekil 6) (80).

CNS3, ekzon 1 ve ekzon 2 arasinda yer alir ve timustaki Treg hiicre gelisiminin
onemli bir diizenleyicisi olan REL transkripsiyon faktoriiniin baglanmasi ile Foxp3

transkripsiyonunu kontrol eden epigenetik bir anahtar olarak ¢ok onemli bir role

sahiptir (76).

CNS2 (Treg’lere 6zgii demetile bolge olarak da bilinir), tTreg hiicrelerinde
timustan ayrildiktan sonraki Foxp3 ekspresyonunu siirdiirmek i¢cin énemlidir. CNS2
bolgesi, Foxp3'in ilk intronu i¢inde yer alir ve CNS2 icindeki CpG elemanlari, tTreg
hiicre gelisimi sirasinda biiyiik Ol¢iide hipometillenir. CNS2’deki demetile CpG
motifleri ve Foxp3 genindeki diger diizenleyici 6geler, REL, Siklik amp-yanit elemani
baglayici protein (CREB)-Aktive edici transkripsiyon faktorii 1 (ATF1), Runt iligkili
transkripsiyon faktorii 1 (RUNX1)-Cekirdek baglayici faktor altbirim beta (CBFp),
ETS proto-onkogen 1 (ETS1), Transkripsiyon 5’in sinyal doniistiiriicii ve aktivatorii
(STATDS) ve Foxp3’iin kendisi de dahil olmak iizere gesitli transkripsiyon faktorlerinin
baglanmasini saglar. Bu epigenetik durumun siirdiiriilmesi, Foxp3'iin doku iltihab1
dahil cesitli kosullar altinda tTreg hiicreleri tarafindan stabil bir sekilde ifade
edilmesine olanak saglar. Metil-CpG baglayic1 domain proteini 2 (MBD2), CNS2'ye
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Sekil 6. Foxp3 gen lokusu, transkripsiyon faktorleri ve diizenleyici unsurlar. (76)

baglanir ve CNS2'nin hipometilasyonunu siirdiiren on-on bir translokasyon (TET)

demetilazlari toplar.

Farelerde MBD2 fonksiyonunun bastirilmasi, Treg hiicrelerinin sayismin
azalmasina neden olur ve geri kalan Treg hiicrelerinin baskilayici 6zellikleri azalir.
DNA metiltransferaz 1’in (DNMT1), CNS2’de metilasyon olaylarini1 destekledigi
bilinmektedir. Bu enzim ve benzer faktorler, tTreg hiicre aktivitesinden sorumlu olan
epigenetik programlamay1 etkisiz hale getirebilir. Proenflamatuar sitokin IL-6’nin
Treg hiicrelerinde CNS2 motiflerinin DNMT1’e bagimli metilasyonunu tetikledigi,
IL-2 veya C vitaminine maruziyetin CNS2’de hipometilasyonu siirdiirmek i¢in TET
enzimlerini harekete gecirdigi gosterilmistir. IL-6’ya maruz kalma, histon H3’iin
asetilasyonunu da azaltir ve FOXp3 transkripsiyonunu olumsuz yonde etkiler. Tersine,
TGFp sinyali, DNMT]1 ekspresyonunun bastirilmasi yoluyla Foxp3 ekspresyonunun

epigenetik stabilizasyonu ile iliskilendirilmistir.

CNSI1, T hiicrelerinde timus disinda Foxp3 ekspresyonunun indiiklenmesi i¢in
onemli bir enhansir bolgedir. CNS2’ye benzer sekilde, CNS1 intronik bolgede yer alir.
CNS1, TGFp ile indiikklenen SMAD sinyaline yanit olarak Foxp3 ekspresyonunu
etkinlestirmek i¢in gereklidir. Aktif SMAD3’tin CNS1’e baglanmas1 pTreg

hiicrelerinin farklilasmasi sirasinda Foxp3 ekspresyonunun uyarilmasinda 6nemli bir

21



stirectir (76). Yapilan bir ¢calisma gostermistir ki CNS1’in delesyonu pTreg’lerin
uyarilmasinda kritik iken tTreg’lerde degildir (81).

Foxp3 geni Treg hiicrelerinin gelisimi ve fonksiyonu icin gerekli olan bir
transkripsiyon faktoriinii eksprese eder. Foxp3, T hiicre aktivasyonunu diizenler ve T
hiicrelerinde sitokin iiretimini azaltmak i¢in bir transkripsiyonel baskilayici olarak
islev goriir. Birlikte ele alindiginda Foxp3, kromozomal konumu ve fonksiyonel
roliine dayali olarak otoimmiin hastaliklar i¢in aday bir gendir. Foxp3 -3279 C/A
polimorfizmi ve (GT)n mikrosatellit polimorfizmi, her ikisi de promotor bdlgesinde
yer alir ve Foxp3 ekspresyonunu degistirebilir. -3279 C/A polimorfizminin AA
genotipi, bazi transkripsiyon faktorlerinin baglanamamasina neden olur ve Foxp3’iin
hatali transkripsiyonuna yol agar. (GT)n mikrosatellit polimorfizmi, degisen enhansir
aktivitesi ile iligkilendirilmistir. Foxp3'in hatali ekspresyonu, Treg hiicrelerinin
eksikligine ve ardindan aktive edilen CD4" T hiicrelerine neden olur. Sonugta

otoimmiin hastaliklarin gelismesine katkida bulunmas1 miimkiindiir (82).

CH’de Foxp3+ Treg’lerin baskilayici mekanizmasinin belirsizligini korudugu
bildirilmistir. in vitro ¢alismalar, baskilayici islevin hiicre temasma bagli olarak ve
sitokinden bagimsiz oldugunu goéstermistir. Bununla birlikte hayvan modellerini
iceren ¢aligmalarda, Foxp3+ Treg hiicreleri yoluyla immiin yanitlarin baskilanmasinda
IL-10’un rolii oldugunu bildirmistir. Bir diger ¢alismada Foxp3+ Treg’lerin Th17 ve
Th17 / Thl hiicrelerini in vivo IL-10’a bagimli bir sekilde kontrol ettigini géstermistir
(63).

Otoimmiin bir hastalik olan Immune dysregulation, Polyendocrinopathy,
Enteropathy, X-linked (IPEX) sendromu, esas olarak Treg hiicrelerinin islevinin
bozuldugu bir durumdur. Yine IPEX patogenezinde oto-reaktif Thl7 hiicre
ekspansiyonu ve enflamatuar ortamda oto-reaktif B hiicrelerinin siirekli olarak
otoantikor lretmesi gibi immiin fonksiyon bozukluklarina neden olan olaylari
icermektedir (79). Bennett ve ark. IPEX etiyolojisine iliskin FOXp3 geninde yaklagik
63 mutasyon bildirmistir (83).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirmanin Tipi
Arastirma deneysel bir caligmadir.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Tez oOnerisi ve etik kurul bagvurular1 yapildi. Subat 2019 tarihinde kabul
alindiktan sonra, BAP proje basvurusu tamamlandi. Deneysel calismalar, Ekim 2020-
Ocak 2021 tarihleri arasinda Izmir Katip Celebi Universitesi Merkezi Arastirma

Laboratuvarlari’nda yapilda.
3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Arastirmanin evreni; Avrupa Cocuk Gastroenteroloji, Hepatoloji ve Beslenme
Toplulugu’nun (ESPGHAN) belirledigi kriterler dahilinde Izmir Tepecik Egitim ve
Arastirma Hastanesi Cocuk Gastroenteroloji servisinin Colyak tanis1 koydugu 18
yasindan kiiciik 125 hasta ve 18 yasindan kiigliik saglikli 100 kontrol grubundan

olusturuldu.
3.4. Cahisma Materyali

Calismamizdaki hasta ve saglikli kontrol grubu; retrospektif etik kurul onay1
almarak, daha once etik kurul onay1 alinmis 16.11.2017 tarihli 113 No.lu 2018-TYL-
SABE-0055 isimli projede kullanilan izole edilmis olan DNA’lardan olusturuldu.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Arastrmanmn = bagimhi  degiskenleri; CTLA-4 ve  Foxp3  gen
polimorfizmlerindeki degisimlerdir. Arastirmanin bagimsiz degiskenleri; hastalarin

demografik 6zelliklerindeki degisimlerdir.
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3.6. Veri Toplama Araclan

3.6.1. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

Tablo 3. Calismada kullanilan sarf malzemeler ve cihazlar.

Malzeme Ad1

Marka/Kod

Kullanim Amaci

Nanodrop

Thermo Nanodrop2000

DNA  konsantrasyonunun
Olciilmesi

Thermal Cycler

Boeco Germany TC-PRO

Ilgili gen bolgelerinin
cogaltilmasi

Agaroz

Prona

Agaroz jel hazirlama

Elektroforez

Thermo Fisher

Amplikonlarm kontrol
edilmesi

UV Transsimilator

VILBER LOURMAT
ECX-F20.M

Jelde yiirtitiilen tirtinlerin
goriintlilenmesi

Vorteks

FINEVORTEX

PCR bilesenlerinin
vortekslenmesi

Hassas Terazi

Shimadzu TW423L

Agarozun tartilmasi

Santrifiij WiseSpin CF-10 Hazirlanan mix’lerin
karistirilmasi

Mikrodalga Samsung Agarozun ¢ozdiiriilmesi

Inkiibator Niive EN055 Kesim enzimlerinin

aktivasyonu i¢in uygun
sicakligin saglanmasi

DNA Size Marker

GENESTA 5x Loading
Buffer

Agaroz jel ylikleme boyasi

Restriksiyon enzimi (Pstl)

Thermo Scientific
ER0611 (3000V)

PCR iiriinlerinin (Foxp3)
kesilmesi

Restriksiyon enzimi
(Bbvl)

Thermo Scientific
ER1451 (100U)

PCR iiriinlerinin (CTLA-4)
kesilmesi

Ethidium Bromide invitrogen Agaroz jelde DNA
fragmanlarinin
goriintiilenmesi

TBE Buffer 10X AB.T. Elektroforez tamponu

DNA Ladder 100 bp

Thermo Scientific
GeneRuler

Agaroz jelde DNA
merdiveni olusturma
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3.6.2. Deneysel Calismalar

(Colyak hastalarinda CTLA-4 ve Foxp3 polimorfizmlerinin arastiriimasi

amactyla yapilan polimorfizm ¢alismamizin akis semast asagida Sekil 7°de verildi.

—>

[

Sekil 7. CTLA-4 ve Foxp3 polimorfizmi ¢alisma akis semasi.
3.6.2.1. Nanodropta Ol¢iim

Thermo Scientific 2000 Nanodrop cihazinda DNA konsantrasyonlar1 6l¢iildii.

Konsantrasyonlar1 100-120 pl/ng olacak sekilde ayarlandi.
3.6.2.2. CTLA-4 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Tablo 4. Amplifikasyonda kullanilan malzemeler ve miktarlari

Reaksiyon Mix*
Buffer 2,5 ul
MgCl 0,5 ul
Primer forward 1 ul
Primer reverse 1 ul
dNTP 0,5 ul
dH20 DNA miktarina gore
Taq polimeraz enzimi 0,25 ul
Total 25 ul

*1x’lik mix i¢in miktarlar
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3.6.2.2.1. Primer dizaym

CTLA-4 genindeki rs231775 polimorfizmi i¢in literatiir taramasi yapildiktan

sonra (84) primerler asagida Tablo 5’de verildigi sekilde firmaya (Oligomer, Ankara)

sentezletildi;

Tablo 5. CTLA-4 geni primer dizayni.

CTLA-4

F: 5> CCACGGCTTCCTTTCTCGTA 3’

R: S’ AGTCTCACTCACCTTTGCAG 3’

Liyofilize halde gelen primerler ana stok 100 uM olacak sekilde F’ (forward)

icin 477 ul, R* (reverse) icin 583 pl ultra saf su ile (Nuclease-free) hazirlandi.

Hazirlanan ana stoktan 10 uM olacak sekilde ara stok olusturuldu. Primerler vorteks

kullanmadan spin attirild1.

DNA miktar1 1-5 pl olacak sekilde farkli konsantrasyonlarda gruplara ayrilarak

caligildi. PCR tiiplerinin kapagi kapatildiktan sonra spin attirildi. PCR cihazinda uygun

sicaklig1 belirlemek i¢in gradiyent calismasi yapildi. Calisilan iiriinler agaroz jelde

yiriitiilerek uygun sicaklik belirlendi.

3.6.2.3. Foxp3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Tablo 6. Amplifikasyonda kullanilan malzemeler ve miktarlar1

Reaksiyon Mix*

Buffer 2,5u

MgCl 0,2 ul

Primer forward 1 ul

Primer reverse 1 ul

dNTP 0,5 ul

dH20 DNA miktarina gore
Taq polimeraz enzimi 0,2 ul

Total 25 ul

*1x’lik mix i¢in miktarlar
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3.6.2.3.1. Primer Dizayni

Foxp3 genindeki rs3761548 polimorfizmi icin literatiir taramasi (85)

yapildiktan sonra primerler asagida Tablo 7°de verildigi sekilde firmaya (Oligomer,

Ankara) sentezletildi;

Tablo 7. Foxp3 geni primer dizayni.

F: 5> TAACCAGACAGCGTAGAAGG ¥’

Foxp3

R: 5> CAATACAGAGCCCATCATCA 3’

Liyofilize halde gelen primerler ana stok 100 uM olacak sekilde F’ igin 690 pl,

R’ igin 514 ul ultra saf su ile (Nuclease-free) hazirlandi. Hazirlanan ana stoktan 10 uM

olacak sekilde ara stok olusturuldu. Primerler vorteks kullanmadan spin attirildi.

DNA miktar1 1-5 pl olacak sekilde farkli konsantrasyonlarda gruplara ayrilarak

caligildi. PCR tiiplerinin kapagi kapatildiktan sonra spin attirildi. PCR cihazinda uygun

sicaklig1 belirlemek i¢in gradiyent calismasi yapildi. Calisilan iirlinler agaroz jelde

yiriitiilerek uygun sicaklik belirlendi.

Her iki gen bdlgesini ¢ogaltmak icin ayn1 PCR kosulunun uygun oldugu

belirlendi.

Tablo 8. Amplifikasyon protokolii.

Basamak Sicakhk Dongii Siire
Baslama 94 °C 1 5 dk
Denattirasyonu

Denatiirasyon 94 °C 45 sn
Baglanma 61°C 30 45 sn
Uzama 72°C 45 sn
Final Uzama 72°C 1 5 dk
Bitig 4°C - oo
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3.6.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Her iki gen bolgesi i¢in ayni sartlarda jel hazirland1 ve yiiriitiildii. PCR islemi
bittikten sonra Tris-Boric asit EDTA tampon (TBE) ile %1,51ik agaroz hazirland1. Jel
donduktan sonra 3 pl amplikon ve 1,5 pl yiikleme boyasi karistirilarak jele yiiklendi.

140 V’ta 40 dakika yiriitildi. Jel elektroforezinden sonra UV’de bantlarin

goriintiisii alindi. (Siirlintii ve silik bant olusumu olan amplikonlar i¢in PCR iglemi

tekrar edildi.)
3.6.2.5. CTLA-4 Amplikonlarinin Restriksiyon Enzimi ile Kesimi

PCR isleminden sonra 10 pl ile kesim reaksiyonu kuruldu. 1 gece kesim

enzimiyle birlikte 37° C’de bekletildi.

Tablo 9. Kesim reaksiyonu i¢in kullanilan malzemeler ve miktarlari.

Kesim Reaksiyonu*
Buffer 2 ul
Su 18 ul
Enzim (Bbvl) 1U

*1x’lik mix i¢in miktarlar
3.6.2.5.1. Agaroz Jel Goriintiisiinii Degerlendirme

Enzim kesimi sonunda iirlinler %2’lik agaroz jelde yiiriitilerek UV
Transsimilator’de degerlendirildi (Sekil 8). 328 bp olanlar tek bant olarak AA, 244 bp
ve 84 bp olmak {iizere 2 bant bulunanlar GG, 328 bp, 244 bp, 84 bp olanlar ise AG

olarak isimlendirildi.

Sekil 8. Bbvl enzimi ile kesilmis CTLA-4 geni 6rnek jel goriintiisii rs:231775.
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3.6.2.6. Foxp3 Amplikonlarimin Restriksiyon Enzimi ile Kesimi

PCR isleminden sonra 10 pl ile kesim reaksiyonu kuruldu. 1 gece kesim

enzimiyle birlikte 37° C’de bekletildi.

Tablo 10. Kesim reaksiyonu i¢in kullanilan malzemeler ve miktarlari.

Kesim Reaksiyonu*
Buffer 2ul
Su 18 ul
Enzim (Pstl) 1U

*1x’lik mix i¢in miktarlar
3.6.2.6.1. Agaroz Jel Goriintiisiinii Degerlendirme

Enzim kesimi sonunda {iriinler %2’lik agaroz jelde yiiriitilerek UV
Transsimilator’de degerlendirildi (Sekil 9). 503 bp olanlar tek bant olarak AA, 319 bp
ve 184 bp olmak iizere 2 bant bulunanlar CC, 503 bp, 319 bp ve 184 bp olanlar CA

olarak isimlendirildi.

ECA AA

500 bp —— o oy W S —

400 bp ——— e cC
300 bp —— wwewe =

200 bp —— e e D el

100 bp —— #

Sekil 9. Pstl enzimi ile kesilmis FOxp3 geni 6rnek jel goriintiisii rs:3761548.
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4. BULGULAR

Calismamiza; 16.11.2017 tarihli 113 No.lu 2018-TYL-SABE-0055 isimli proje
kapsamindaki, T.C Saghk Bakanlhgi Izmir Saglik Bilimleri Universitesi Tepecik
Egitim ve Arastirma Hastanesi Cocuk Gastroenteroloji bolimiinde CH tanisi
konulmus ve Eylil 2017- Ocak 2018 tarihleri arasinda HLA DQ tipleme testi i¢in
TEAH Doku Tipleme Laboratuvarina gonderilen 125 hasta dahil edildi.

Kontrol grubu olarak 18 yasindan kii¢lik 100 saglikli kemik iligi vericileri dahil
edildi.

Sekil 10°da ¢olyak hastalarinda cinsiyet frekansina bakildiginda kadin %358
(n:72), erkek %42 (n:53), kontrol grubunda ise kadin %46 (n:46), erkek %54 (n:54)

oldugu saptandi.
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Sekil 10. Hasta ve kontrol gruplarinin cinsiyet frekanslar1

Sekil 11°de 125 hastanin hastalik evresi frekansina bakilarak %50,4 (n:63) tip
3A, %39,2 (n:49) tip 3B, %10,4 (n:13) tip 3C oldugu saptandi.
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Sekil 11. Hastalarin Marsh evreleri.

125 hastadan %69,6 (n:87)’s1 sadece ¢6lyak hastasi, %16 (n:20)’s1 TIDM, %12
(n:15) anemi, %0,8 (n:1)’1 turner sendromu, %0,8 (n:1)’1 talasemi, %0,8 (n:1)’1 ise

epilepsi hastasi idi (Sekil 12).
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Sekil 12. Colyak hastalarinda bulunan diger hastaliklar.

CTLA-4 geninde rs231775 polimorfizmi agisindan hasta ve kontrol grubunun
karsilastirilmas1 Tablo 11°de goriilmektedir. Hasta grubu ile kontrol grubu AA, AG,
GG genotipleri Kikare testi yapilarak karsilastirildiginda anlamli degildi. Ayrica relatif
risk agisindan degerlendirildiginde; hastalardaki AA ve GG grubunda RR>1 olarak

bulundu.

Hasta ve kontrol grubunun CTLA-4 A ve G allel frekansi Tablo 12°de

gosterilmektedir.

31



Tablo 11. Hasta ve kontrol grubunun CTLA-4 polimorfizm sonuglarinin
karsilastirilmast.

Genotip Frekansi
AA AG GG
%(n) %(n) %(n) P
Hasta %45,6(n:57) %40(n:50) %14,4(n:18) 0,52
Kontrol %42(n:42) %47(n:47) %11(n:11)
Relatif Risk 1,09 0,85 1,3

Tablo 12. Hasta ve kontrol gruplarinin CTLA-4 A ve G allel frekansi.

A Allel Frekansi G Allel Frekansi p
Hasta Grubu (n:125) %36,44(n:164) %19,11(n:86)
Kontrol Grubu (n:100) %29,11(n:131) %15,33(n:69) 0,98
Relatif Risk 1,25 1,25

Hasta gurubunda A alleli %36,44 (n:164), G alleli %19,11 (n:86) dir. Kontrol
grubundaki A alleli %29,11 (n:131) iken G alleli %15,33 (n:69) dur. Hasta grubunda
A allel frekansinin ve G allel frekansinin kontrol grubuna oranla daha yiiksek oldugu

saptand1 (p>0,05). Hasta ve kontrol grubu arasinda risk alleli Tablo 13’de gosterildi.

Tablo 13. Hasta ve kontrol grubunda risk allelinin dagilimu.

AA GG + AG p
Hasta Grubu %45,6(n:57) %54,4 (n:68)
Kontrol Grubu %42(n:42) %58 (n:58) 0,58

Foxp3 geninde rs3761548 polimorfizmi acgisindan hasta ve kontrol grubunun
karsilastirilmasi Tablo 14°de goriilmektedir. Hasta grubu ile kontrol grubu AA, CA,
CC genotipleri karsilastirildiginda anlamli degildi. Ayrica relatif risk agisindan
degerlendirildiginde; hastalardaki AA ve CA grubunda RR>1 olarak bulundu.

Hasta ve kontrol grubunun A ve C allel frekans1 Tablo 15°de gosterilmektedir.
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Tablo 14. Hasta ve kontrol grubunun Foxp3 polimorfizm sonuglarinin
karsilastirilmasi.
Genotip Frekansi
AA CA CcC
%(n) %(n) %(n) P
Hasta %31,2(n:39) %39,2(n:49) %29,6(n:37)
Kontrol %28(n:28) %29(n:29) %43(n:43) 0,097
Relatif Risk 11 1,35 0,69
Tablo 15. Hasta ve kontrol gruplarinin Foxp3 A ve C allel frekans:.
A Allel Frekansi C Allel Frekansi p
Hasta Grubu (n:125) %28,22(n:127) %27,33(n:123)
Kontrol Grubu (n:100) %18,8(n:85) %25,55(n:115) 0,079
Relatif Risk 1,5 1,07

Hasta gurubunda A alleli %28,22 (n:127), C alleli %27,33 (n:123) diir. Kontrol
grubundaki A alleli %18,8 (n:85) iken C alleli %25,55 (n:115) dir. Hasta grubunda A
allel frekansmin ve C allel frekansmin kontrol grubuna oranla daha yiiksek oldugu

saptand1 (p>0,05).

Tablo 16°’da hasta ve kontrol grubu arasinda risk alleli incelendiginde

istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05).

Tablo 16. Hasta ve kontrol grubunda risk allelinin dagilimi.

cC CA+ AA p

Hasta Grubu %29,6 (n:37) %70,4 (n:88)

%43 (n:43) %57 (n:57)

Kontrol Grubu 0,03

Sadece CH bulunan hastalarin CTLA-4 genotip frekanslarina bakildiginda
%65,5 (n:38) AA, %71,4 (n:35) AG, %57,8 (n:11) GG dir. TIDM hasta grubunda %19
(n:11) AA, %16,3 (n:8) AG, %21 (n:4) GG dir. Anemili hastalarda ise %10,3 (n:6)
AG, %12,2 (n:6) AG, %10,5 (n:2) GG dir. Diger hastaliga sahip olanlarda %5,17 (n:3)
AA ve %10,5 (n:2) GG dir.
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Tablo 17°de CH ve sekonder hastaligi olanlarin CTLA-4 genotip ve allel

frekans1 gosterildi.

Sadece CH bulunan hastalarin Foxp3 genotip frekanslarma bakildiginda %65,7
(n:25) AA, %74 (n:37) CA, %59,4 (n:22) CC dir. TIDM hasta grubunda %21 (n:8)
AA, %18 (n:9) CA, %16,2 (n:6) CC dir. Anemili hastalarda ise %10,5 (n:4) AA, %6
(n:3) CA, %16,2 (n:6) CC dir. Diger hastaliga sahip olanlarda %2,6 (n:1) AA, %2 (n:1)
CA, %8 (n:3) CC dir.

Tablo 17. Sadece CH ve diger hastaligi olanlarin CTLA-4 genotip ve allel frekansi.

Genotip Allel
et AA AG GG A Allel G Allel
%(n:) %(n:) %(n:) Frekans1 Frekansi
Sadece CH %65,5 %71,4 %57,8 %67,3 %65,5
(n:38) (n:35) (n:11) (n:111) (n:57)
CH + TIDM %19 %16,3 %21 %18,2 %18,4
(n:11) (n:8) (n:4) (n:30) (n:16)
CH + Anemi | %10,3 %12,2 %10,5 %10,9 %11,5
(n:6) (n:6) (n:2) (n:18) (n:10)
CH + Diger %5,17 %10,5 %3,6 %4,6
Hastalhigi (n:3) - (n:2) (n:6) (n:4)
Olanlar
Toplam %100 %100 %100 %100 %100
(n:58) (n:49) (n:19) (n:165) (n:87)
P >0,05 >0,05

Tablo 18’de CH ve sekonder hastalig1 olanlari Foxp3 genotip ve allel frekans1

gosterildi.

Marsh evreleri ile CTLA-4 genotip ve allel frekans1 Tablo 19°da verildi. Marsh

evresi ve CTLA-4 polimorfizmi arasinda anlam bulunamadi (p>0,05).
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Tablo 18. Sadece CH ve diger hastalig1 olanlarin Foxp3 genotip ve allel frekansi.

Genotip Allel
Hastalik AA CA CC A Allel C Allel
%(n:) %(n:) %(n:) Frekans1 Frekans1
Sadece CH %65,7 %74 %59,4 %69 %65,3
(n:25) (n:37) (n:22) (n:87) (n:81)
CH+ TIDM %21 %18 %16,2 %19,8 %16,9
(n:8) (n:9) (n:6) (n:25) (n:21)
CH + Anemi | %10,5 %6 %16,2 %8,7 %12
(n:4) (n:3) (n:6) (n:11) (n:15)
CH + Diger %2,6 %2 %8 %2,3 %05,6
Hastalig1 (n:1) (n:1) (n:3) (n:3) (n:7)
Olanlar
Toplam %100 %100 %100 %100 %100
(n:38) (n:50) (n:37) (n:126) (n:124)
p >0,05 >0,05

Tablo 19. Marsh evrelerine gore CTLA-4 genotip ve allel frekansi.

Genotip Allel
Marsh
Eviesl AA | AG | GG | A Allcl Frekanst | G Allel Frekans:
%(n:) | %(n:) | %(n:)
3A %55,9 | %37,5 | %66,6 %50,6 %50
(n:33) | (n:18) | (n:12) (n:84) (n:42)
3B %33,8 | %54,1 | %27,7 %39,7 %42,8
(n:20) | (n:26) (n:5) (n:66) (n:36)
3C %10,1 | %8,3 | %5,5 %9,6 %7,1
(n:6) (n:4) (n:1) (n:16) (n:6)
Toplam %100 | %100 | %100 %100 %100
(n:59) | (n:48) | (n:18) (n:166) (n:84)
p >0,05 >0,05
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Marsh evreleri ile Foxp3 genotip ve allel frekansi Tablo 20’de verildi. Marsh

evresi ve Foxp3 polimorfizmi arasinda anlam bulunamadi (p>0,05).

Tablo 20. Marsh evrelerine gore Foxp3 genotip ve allel frekansi.

Genotip Allel
Marsh
Evresi AA CA CcC A Allel Frekans1 | C Allel Frekansi
%(n:) | %(n:) | %(n:)
3A %46,1 | %48,9 | %56,7 %47,2 %53,6
(n:18) | (n:24) | (n:21) (n:60) (n:66)
3B %48,7 | %40,8 | %32,4 %45,6 %35,7
(n:19) | (m:20) | (n:12) (n:58) (n:44)
3C %5,1 | %10,2 | %10,8 %7 %10,5
(n:2) (n:5) (n:4) (n:9) (n:13)
Toplam %100 | %100 | %2100 %100 %100
(n:39) | (m:49) | (n:37) (n:127) (n:123)
p >0,05 >0,05

Anabilim dalimizda Eldem ve ark. (86) daha 6nce ayni hasta ve kontrol
grubunu dahil ettigi ¢alismalarinda hasta ve kontrol grubunun HLA DQB1 frekanslar1
arastirilmistir. Hasta ve kontrol grubu HLA DQB1 ve HLA DQAL allel frekanslari ile

calismamizdaki polimorfizimler karsilastirildi.

CTLA-4 gen polimorfizmi ile DQB1 ve DQA1l polimorfizmlerinin
karsilastirilmasi Tablo 21°de verildi.

CTLA-4 allel frekansi ile DQB1*02 allel frekanslarinin karsilastirilmasi Tablo
22’de verildi.

Foxp3 gen polimorfizmi ile DQB1 ve DQA1 polimorfizmlerinin
karsilagtirilmasi Tablo 23°de verildi.

Foxp3 allel frekansi ile DQB1*02 allel frekanslarmnin karsilastirilmasi Tablo
24°de verildi.
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Tablo 21. Hasta ve kontrol grubunda CTLA-4 ile DQB1 ve DQAL genotip

frekanslarinin karsilastirilmasi.

AA AG GG p
Hasta Grubu %43,3 35,5% 13,3%
DQB1*02/DQA1*05 n:39 n:32 n:12 >0,05
Kontrol Grubu %3,3 %4,4 -
DQB1*02/DQA1*05 n:3 n:4
Hasta Grubu %35,9 %35,9 %15,3
DQB1*02/DQA1*02 n:14 n:14 n:6
Kontrol Grubu %5,1 %7,6 - >0,05
DQB1*02/DQA1*02 n:2 n:3
Hasta Grubu %25,4 %18,1 %10,9
DQB1*03/DQA1*03 n:14 n:10 n:6
Kontrol Grubu %16,3 %20 %9 >0,05
DQB1*03/DQA1*03 n:9 n:11 n:5
Tablo 22. Hasta ve kontrol grubunda CTLA-4 ve DQB1*02 allel frekanslari.
A Allel Frekans1 | G Allel Frekansi p
Hasta Grubu DQB1*02 %58,9 %31,8
n:152 n:82 >0.05
Kontrol Grubu DQB1*02 %06,6 %2,7 ’
n:17 n:7

Tablo 23. Hasta ve kontrol grubunda Foxp3 ile DQB1 ve DQA1 genotip frekanslarinin

karsilastirilmasi.
AA CA CcC p

Hasta Grubu %28,8 %32,2 %31,1
DQB1*02/DQA1*05 n:26 n:29 n:28

Kontrol Grubu - %4,4 %3,3 >0,05
DQB1*02/DQA1*05 n:4 n:3

Hasta Grubu %26,3 034,21 %26,3
DQB1*02/DQA1*02 n:10 n:13 n:10

Kontrol Grubu %5,26 %5,26 %2,6 >0,05
DQB1*02/DQA1*02 n:2 n:2 n:1

Hasta Grubu %7,2 %25,4 %21,8
DQB1*03/DQA1*03 n:4 n:14 n:12

Kontrol Grubu %16,3 %14,5 %14,5 >0,05
DQB1*03/DQA1*03 n:9 n:8 n:8
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Tablo 24. Hasta ve kontrol grubunda Foxp3 ve DQB1*02 allel frekanslar1.

A Allel Frekanst | C Allel Frekansi p
Hasta Grubu DQB1*02 %44,5 %46,1
n:114 n:118 >005
Kontrol Grubu DQB1*02 %3,9 %5,5 ’
n:10 n:14
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TARTISMA

(Colyak Hastaligi; yas, cinsiyet, genetik yatkinlik, immiinolojik ve cevresel
faktorlerin birlikte rol aldigi, multifaktoriyel ve multisistemik otoimmiin bir
hastaliktir. CH, niifusun yaklasik %1’ini etkiler. Diinya genelinde prevalans
farkliliklar1 vardir. Almanya’da CH goriilme siklig1 diger Avrupa iilkelerine gore daha
diisiikken, en yiiksek prevalans Isve¢ ve Finlandiya’da’dir (5). 1975-2000 yillar:
arasinda su anda bilinmeyen nedenlerle ABD’de CH goriilme sikligmin 5 kat arttigi
gosterilmistir (1). Ulkemizdeki CH gériilme sikliginm ise %1.30 oldugu belirtilmistir
(7). Ayrica hastaligin kadinlarda erkeklerden daha sik goriildiigii bildirilmistir (8). Bu
dogrultuda bizim ¢alismamiza dahil olan hastalardan kiz ¢ocuklarinin erkek ¢ocuklara
orani %57,6 idi.

CH’nin ¢ocuklarda goriilme sikligi %0,3-2,9’dur (6). 2010 yilinda yayinlanmis
bir ¢alismaya gore Tiirkiye’de 6-17 (20.190) yas okul ¢agindaki ¢ocuklarda CH siklig1
1/212 olarak bulunmustur (11). Yine tilkemizde 2008 yilindaki bir ¢alismada 1-18 yas
arast 1.000 c¢ocukta hastaligin goriilme sikhigi %0,9 olarak bulunmustur (12).
Calismamizda hastaligin baslangi¢ yasi kiz ¢ocuklarinda 8, erkek cocuklarinda 7,

genel ortalamada 7,5 olarak bulunmustur.

CH, multigenik bir hastaliktir. Genetik faktorler arasinda hastaligin kalitsal
olmasina esas katki (Insan Lokosit Antijenleri) HLA’dir (19). CH olan Kkisilerin
%90’mdan fazlasmin HLA-DQ2 haplotipine ve kalanlarin ¢ogunun HLA-DQS8
haplotipine sahip oldugu bildirilmistir (5). Ancak HLA iliskili molekiillerin CH’nin
kalitsalligina %40 katkida bulundugu tahmin edilmektedir (13). Isveg¢’te 107.000 kisi
ile yapilan bir ¢aligmanin sonucuna gére HLA disindaki genetik faktorlerin CHriskini
%68 etkiledigi sonucuna varilmstir (37). GWAS ile, HLA ile iligkili olmayan 40’tan
fazla lokusun CH ile iligkili oldugu bildirilmistir (38). CH ile ilgili aday gen
bolgelerinin belirtildigi bir yayinda CTLA-4 geni de aday genler arasinda yerini
almistir (45,46). CTLA-4, periferik toleransta ve otoimmiin hastaliklarin 6nlenmesinde

onemli olan T hiicre aktivasyonunun inhibe edilmesinde rol alir (66).

Colyak hastalarinda, CTLA-4 geni 1. ekzon 49. pozisyonunda bir polimorfizm
belirlenmistir. Buradaki A/G degisimi sonucu A allelinin ¢dlyak hastalikli bireylerde
kontrol grubuyla karsilastirildiginda 6nemli derecede fazla ifade edildigi ve AA
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homozigotlarinin frekansinin, hastalarda kontrol grubuna gore artis gosterdigi tespit

edilmistir (2).

Djilali-Saiah ve ark. (87) 101 hasta ve 103 saglikli kontrol grubu ile Fransiz
popiilasyonunda yaptiklar1 bir vaka kontrol ¢alismasi ile CTLA-4’tin CH duyarliliginda
rol oynayabilecegini one siiren ilk kisilerdi. Caligmalarinin sonucunda ekzon 1°deki
49. pozisyonda A allelinin varlig1 ile hastalik arasinda giiclii bir iligki bulmuslardir.
Isveg’te 2002 yilinda yayinlanan bir calismada A allel frekans1 CH olan kisilerde daha
fazla oldugu (%67) bildirilmistir (88). Mora ve ark. italyan popiilasyonunda yaptiklar
bir calismada Colyak hastalarinda A allelinin 6nemli derecede fazla bulundugunu
bildirmislerdir (89). Yine Iskandinav popiilasyonunda yaptiklari ¢alismada Naluai ve
ark. +49 A alleli ile CH arasinda iligki bulduklarini géstermistir (88). Bu sonuglar
dogrultusunda bizim de Tiirk popiilasyonunda yaptigimiz calismamizda, ¢dlyak
hastalarinda A allel frekans1 daha fazla bulundu. Istatistiksel olarak kontrollere gore
anlamli derecede yiiksek olmadigi gozlendi, kiiclik orneklem biiyiikligii, diisiik
istatistiksel gii¢ ve / veya klinik heterojenlik etkisinin oldugu diisiiniilmektedir. Daha
anlamli sonuglarin elde edilmesi i¢cin 6rnek sayisinin artirilmasi, serum diizeylerinin

incelenmesi, farkli demografik kosullarin dahil edilmesi gereklidir.

Bazi1 popiilasyonlarda +49 A/G polimorfizmi ile CH arasinda 6nemli derecede
iligki bulundugu bildirilirken, bazilarinda herhangi bir iliski olmadig1 bildirilmistir.
Bunun bir 6rnegi olarak Avrupa’da CH ile ilgili yapilmig 13 ayr1 c¢alismayi
karsilagtiran bir meta-analizde CH ile +49 A/G polimorfizmi arasinda bir iliski
bulunamadigir bildirilmistir (68). Yine Holopainen ve ark. (90) Finlandiya
popiilasyonunda yaptiklar1 calismada A/G polimorfizmi ile CH arasinda iliski
bulamamustir. Literatiirde A allelinin Colyak hastalarinda daha fazla bulundugu tespit
edilse de, Alman popiilasyonunda yapilan bir baska ¢alismada Co6lyak hastalarinda G
allel frekansmin daha fazla oldugu ve GG genotipinin daha sik goriildiigii bildirilmistir
(91). Calismamizda da GG genotipi ve G allel frekans1 hasta grubunda kontrol grubuna

gore fazla goriinse de anlamli degildir.

CTLA-4 +49 GG genotipi, CTLA-4’lin inhibitér fonksiyonunda azalmaya
neden olur (92). Bu nedenle, GG genotipi, Thl hiicre proliferasyonunda bir artisa ve
otoimmiin hastaliklarin gelismesine neden olabilir (93). CH’de Thl hiicreleri biiytik
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miktarlarda IFN-y tiretirler ve sonugta CH nin karakteristik mukozal lezyonlarina yol
acabilirler (63). Buna karsin hem CTLA-4 proteini hem de mRNA diizeylerinin +49
AA genotipinde 6nemli 6l¢iide daha yiiksek oldugu gosterilmistir (93). Literatiire
bakildiginda A allelinin Colyak hastalarinda daha fazla bulundugu goriilmektedir.
Bunun sonucunda CTLA-4 +49 A polimorfizminin hastaligin siddeti ile iliskisi
olmadigi sonucu disiintilebilir. Bu durum CH’de polimorfizm ¢aligmalarinin

devaminda ekspresyon seviyelerine de bakilarak arastirilmalidir.

Literatiir arastirmalarimizda hastalik evresi ile CTLA-4 +49 A/G
polimorfizminin iligkisinin incelendigi bir ¢calisma bulunamadi. 2013 yilindaki bir
meta-analizde CTLA-4 polimorfizmleri ile CH siddeti arasindaki iliskinin eldeki
verilerin az olmasindan dolayr analizinin yapilamadigir bildirilmistir  (69).
Caligmamizda hastalik evresi agisindan CTLA-4 +49 A/G polimorfizmi incelendiginde
istatistiksel olarak anlam bulunamadi. Dolayisiyla bu durum hastalik evresi ile CTLA-

4 +49 AJ/G polimorfizminin detayli olarak tartisilmasini sinirlamaktadir.

CH’de HLA molekiillerinin de etkisi oldugu bilinmektedir. Giincel ¢caligmalar
yilksek oranda HLA smif II’'nin CH’de etikili oldugunu goéstermektedir. Bir¢ok
calismada DQB1*02’nin hasta popiilasyonunda daha fazla oldugu goriilmektedir (86).
Calisma grubumuzdaki Orneklerde hasta grubunun HLA DQB1*02 frekansinin
kontrollere gore yiiksek oldugu Eldem ve arkadaslar1 tarafindan saptanmisti (p<0,05)
(86).

Calismamizda CTLA-4 +49 A/G polimorfizmi ile HLA DQB1 allel
frekanslarmin birlikte CH’ye etkisi degerlendirildiginde (p>0,05) kontrol grubunda
DQB1*02 alleline sahip bireylerde GG genotipine rastlanmadi. CTLA-4 +49 GG
genotipinin CH patogenezinde mukozal lezyonlara yol agabildigi bilinmektedir.
Kontrol grubumuzda DQB1*02 alleli ile birlikte GG genotipine sahip birey
olmadigindan, saglikli bireylerin CH’ye kars1 riskli genotip olan GG’nin etkisinden

korunduklar1 sonucu diisiintilebilir.

Ulkemizde CH ile ilgili yapilmis polimorfizm galismalarmin sayis1 azdir. CH
ile CTLA-4 polimorfizminin arastirildigi bir baska ¢alisma bulunmamaktadir. Farkli

popiilasyonlarda yapilan ¢aligmalarin sonuglar1 degiskendir. Calismamiz CTLA-4 geni
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+49 A/G polimorfizminin Tiirk popiilasyonunda Colyak hastalarinda incelendigi ilk

calisma oldugundan literatiire ve iilke verisine katki sunmaktadir.

Foxp3 geni Treg hiicrelerinin gelisimi ve islevi i¢in gereklidir. Colyak
hastalarmin bagirsak mukozasinda Foxp3+ T hiicrelerinin sayisinin énemli dlglide
arttig1 bulunmustur. Foxp3 ekspresyonunun, gliadine karsi Thl hiicrelerinin yiiriittiigi
mukozal immiin yanit ile iligkili oldugu bildirilmistir (63). Foxp3, kromozomal
konumu ve fonksiyonel roliine bagli olarak otoimmiin hastaliklar i¢in aday bir gendir
(82). -3279 C/A polimorfizmi promotor bolgesinde bulundugundan hiicrelerdeki
protein ekspresyonunun seviyesini dogrudan veya dolayli olarak degistirebilir (94). -
3279 C/A polimorfizminin AA genotipi, bazi transkripsiyon faktorleri ile baglanma
kaybina neden olarak Foxp3’iin hatali transkripsiyonuna yol agar. Ayrica, bu
polimorfizmin A alleli, C alleline kiyasla lusiferaz aktivitesinde belirgin bir azalma ile
iligkilidir (80). -3279 C/A polimorfizmi promotor bdlgesinde bulundugu ve buradaki
polimorfizmin gen ifadesini degistirebilecegi bilindiginden, ¢alismamizda -3279 C/A
polimorfizmi secilmistir. Bununla birlikte, FOXp3 gen polimorfizminin otoimmiin
hastaliklarin patogenezini etkiledigi kesin mekanizma heniiz belirlenmemistir (94).
Ayrica, Foxp3 -3279 C/A rs3761548 polimorfizminin, protein ekspresyon diizeylerini
etkileyip etkilemedigini arastrmak ve Treg hiicre aktivitesinin diizenlenmesinde

Foxp3 proteininin roliinii belirlemek i¢in gelecekteki caligmalara ihtiyag vardir.

Foxp3 polimorfizmi ile otoimmiin hastaliklarin iligkisini inceleyen bir meta-
analizde 22 ayr1 ¢alisma karsilastirilmis. Foxp3 (GT)1s ve Foxp3 (GT)is allelleri ile
otoimmiin hastaliklar arasinda bir iliski bulunamamustir (82). Tip I diyabet (T1DM)
ile CH nin birlikte arastirildig1 bir ¢aligmada Foxp3 polimorfizmi ile bu hastaliklar
arasinda bir iligkinin bulunamadigi bildirilmistir (95). Ancak, Foxp3 -3279 C/A
polimorfizminin Asyalilarda ve beyaz irktan olmayanlarda otoimmiin hastaliga

yatkinlikla iligkili oldugu gdsterilmistir (82).

Literatiir arastirmalarimizda CH ile Foxp3 -3279 C/A polimorfizmi iliskisinin
arastirildigr bir caligma bulunamadi. Hangi genotiplerin ve hangi allel frekanslarinin
hastalarda daha fazla bulundugu bilinmemektedir. Dolayisiyla bu durum g¢aligmanin

detayli olarak tartisilmasini smirlamaktadir.
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Ancak diger otoimmiin hastaliklar ile Foxp3 -3279 C/A AA + AC genotipi
arasinda 6nemli bir iliski oldugu saptanmistir. Foxp3 -3279 A allelinin, C alleline
kiyasla Foxp3'in hatali transkripsiyonuna neden olarak, transkripsiyon faktor
baglanma kaybi ve lusiferaz aktivitesinde dramatik bir azalma ile iliskili oldugu
bulunmustur (82). Otoimmiin hastaliklarda Foxp3 -3279 C/A polimorfizminin
karsilastirildigl, 2013 yilinda yayinlanan bir meta-analizde Foxp3 -3279 A allelinin
otoimmiin hastaliklarla iliskili oldugu bildirilmistir (94). Calismamizda literatiire
paralel olarak hasta grubunda A allel frekansi daha yiiksek bulundu ancak istatistiksel
olarak anlamlilik bulunamadi. Foxp3 -3279 C/A polimorfizminde C alleli yabanil tip
iken A alleli otoimmiin hastaliklar ile iliskilendirilen risk allelidir. Risk alleli hasta ve
kontrol grubunda CA ve AA genotipine sahip kisiler ile sadece CC genotipine sahip
kisiler arasinda Kikare testi yapilarak incelenir. Hasta ve kontrol grubunda risk alleline
bakildiginda ise hasta grubunda kontrollere gore istatistiksel olarak anlamli bulundu.
Foxp3 polimorfizminin ¢esitli otoimmiin hastaliklarda ¢alisildig1 bazi aragtirmalarda
iliskili oldugu, ancak diger bazi calismalarda herhangi bir iliski bulunamadig:
goriilmistiir. Yine bu farkliliklar kiigiik 6rneklem biiyiikliikleri, diisiik istatistiksel gii¢
ve / veya klinik heterojenlikten kaynaklanmaktadir. Bu dogrultuda daha fazla 6rnek
ile calisilmasi, farkli cografyalardan popiilasyonlarin dahil edilmesi daha anlamli
sonuglar verecektir. Ayrica, bu farkliliklarin belirlenmesi ile klinikte tan1 ve tedaviye

katk1 saglayabilecegi diistiniilmektedir.

Literatiir arastirmalarimizda hastalik evresi ile Foxp3 -3279 C/A
polimorfizminin iliskisinin incelendigi bir ¢alisma bulunamadi. Calismamizda hastalik
evresi agisindan Foxp3 -3279 C/A polimorfizmi incelendiginde istatistiksel olarak
anlam bulunamadi. Dolayisiyla bu durum hastalik evresi ile Foxp3 -3279 C/A

polimorfizminin detayli olarak tartisilmasini sinirlamaktadir.

Calismamizda Foxp3 -3279 C/A polimorfizmi ile HLA DQBL1 allel frekanslar1
karsilastirildi. Foxp3 polimorfizminde riskli genotipler olan AA ve CA genotipleri ile
DQB1*02 allelinin birlikte CH’ye etkisi degerlendirildiginde genotipler arasi dnemli
bir farklilik saptanmadi.

CH multifaktoriyel bir hastaliktir. Genetik faktorlerin haricinde beslenmenin

de CH patogenezine etkisi oldugu bilinmektedir. Ayrica otoimmiin hastaliklar baska
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otoimmiin hastaliklarmn meydana gelmesine neden olabilirler. Ornegin gluten tiiketimi
sonucu ortaya ¢ikabilen anormal immiinolojik yanit, farkli sistemleri
etkileyebilmektedir (38). CH olan kisilerde, saglikli bireylere gore eszamanli
otoimmiin hastaliklar daha sik gozlenmektedir. Otoimmiin hastaliklar1 olan hastalar,
ozellikle diyabet veya tiroid hastali§1 olanlarda, siklikla CH’ye sahiptir. Tip 1 diyabet
(T1DM), CH ile iligkili en siddetli otoimmiin hastaliklardan biridir. CH olan hastalarin
yaklasik %5'inde TIDM bulundugu bildirilmistir (38). Bu bilgiler dogrultusunda
bizim ¢aligma grubumuzda CH ile birlikte TIDM olan hastalarin oraninin %18,4
oldugu goriildii. Ayrica CH ile birlikte Anemi olan hastalarin orani da %10,4 olarak

saptandi.
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SONUC VE ONERILER

CH’de HLA dis1 genlerden CTLA-4 geni +49 A/G, ve Foxp3 geni -3279 C/A
polimorfizmlerini arastirdigimiz ¢alismamizda literatiir ile ayn1 dogrultuda sonuglar
elde edilmistir. Buna gore CTLA-4 geninde A allelinin ve Foxp3 geninde A allelinin
kontrol grubuna gére daha fazla goriildiigii saptanmistir. Istatistiksel agidan her iki gen
polimorfizmi i¢in de anlam bulunamamistir. Bunun sebebi diisiikk Orneklem
biliytikligl, disik istatistiksel glic veya klinik heterojenlikten kaynaklanmaktadir.
Daha anlamli sonuglar elde etmek i¢in daha fazla 6rnek ile g¢alisilmasi, farkl
cografyalardan popiilasyonlarm dahil edilmesi ve serum diizeylerinin de arastirilmasi

gerektigini diistinmekteyiz.

CTLA-4 ve Foxp3 genlerindeki polimorfizmlerin gen ve protein
ekspresyonlarint etkilemesi muhtemeldir. Bu nedenle bu genlerin ekspresyon
seviyeleri de Olciilerek degerlendirme yapilabilir. Elde edilen sonuglar daha sonraki

calismalara ve literatiire katki saglayacaktir.

Literatiire bakildiginda CH’de ¢ok sayida HLA iliskili genler ¢alisilmistir, HLA
ile iliskili olmayan gen c¢alismalarinin sayist azdir. Bu durum genotip ve allel
frekanslariin karsilastirilmasimi zorlastirmaktadir. Ancak GWAS ile non-HLA 40’tan
fazla lokusun CH ile iligkili oldugu bildirilmistir. Bu dogrultuda CH’de non-HLA

genlerin daha fazla ¢alisilmasi literatiire katki saglayacaktir.

Ulkemizde daha énce CH’de CTLA-4 ve Foxp3 gen polimorfizmlerinin
arastirildigr bir ¢alisma bulunmamaktadir. Daha fazla sayida non-HLA genlerinin
aragtirldign calismalarin yapilmasi gerektigini diisiinmekteyiz. Ozellikle, CH’de
Foxp3 -3279 C/A polimorfizmi ilk defa ¢alismamizda arastirildi. Bu dogrultuda

literatiire ve gelecek ¢alismalara katki saglayacagimizi diisiinmekteyiz.
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