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1. GIRIS ve AMAC

[Itihabi Barsak Hastaliklar1 (IBH) immiin sistem ve barsaktaki bakteriler gibi liiminal
faktorlerin etkilesiminde bozulma sonrasi olusan kronik iltihabi hastaliklardir. Kesin
etyolojileri bilinmese de, ¢esitli calismalarda giiclii bir genetik yatkinlik oldugu tespit
edilmigtir. Son yillarda gelisen teknolojinin de destegiyle tiim genomda yapilan iligki
calismalar1 sonucunda hastalikla kuvvetli sekilde iliskili bulunan baz1 gen
polimorfizmleri tespit edilmistir. Bunlardan Interlokin 23 reseptor (IL23R) geni
kromozom 1p31 bdlgesinde yer alir ve proinflamatuar bir sitokin olan IL — 23’iin
reseptoriinii kodlar. Bu gendeki R381Q polimorfizmi, Crohn hastaligi ve iilseratif
kolitle koruyucu yonde iliskili bulunmustur. Bir diger polimorfizm ise Autophagy 16
— like I(ATG16L1) geninde bulunmustur. Kromozom 2q37.1 bdlgesinde yerlesen bu
genin irilinii, bakteri ve viral partikiillerin iirettigi proteinlerin dogal immiin yanit
araciligiyla hedeflenip yok edilmesini saglar. Bu gendeki T300A polimorfizminini,
Crohn hastalig1 riskini arttirdigi gosterilmistir. Genetik faktorlerle ilgili ¢aligmalar,
degisik toplumlarda farkli sonuclar vermektedir. Bu alanda tilkemizde yapilmis bir
calisma yoktur.

Bu calismanin amaci, IBH’da IL23R ve ATGI6L1 gen polimorfizmi sikhginda
normal popiilasyona gore fark olup olmadigini tespit etmek ve bu polimorfizmlerin
birbiriyle iligkisinin yani swra hastalik seyri, siddeti, tutulumu, tedavi yanit1 gibi

klinik parametreler iizerine olan etkisini degerlendirmektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. iltihabi Barsak Hastaliklar

[Itibahi Barsak Hastaliklar1 (IBH), kolon ve ince barsak basta olmak iizere tiim
gastrointestinal sistemde kronik, tekrarlayici iltihabi degisikliklerle seyreden
hastaliklardir. Baslica Ulseratif Kolit (UK) ve Crohn Hastaligi (CH) olmak iizere iki
klinik formu vardw. Bu iki hastaligin patolojik ve klinik Ozellikleri birbirinden

ayridir. Patogenezleri de heniiz netlik kazanmamistir.

Ulseratif Kolit insidansi, Kuzey Amerika, Iskandinavya, Ingiltere gibi iilkelerde
fazlayken, sicak iklimli ve az gelismis iilkelerde daha az rapor edilmektedir. Amerika
ve Norveg’ten bildirilen verilere gore insidans 100,000°de 15 ile 12.8’dir (1,2).
Ulkemizde bu alanda yapilmis en 6nemli cok merkezli ¢alismanin sonuglarina gore
ise UK insidans1 4.4/100,000 bulunmustur (3). Yine Trakya bdlgesinden yapilan bir
baska calismada ise insidans, 0.69/100.000, prevalans kentsel kesimlerde daha fazla
olmak tizere 4.9/100.000 bulunmustur (4). Literatiirde gelismis iilkelerden bildirilen
UK prevalansi ise 37 — 246/100,000 araligindadir (5).

Son yillarda UK insidans1 sabit kalir veya diiserken, Crohn Hastaligi’nda giderek
artis oldugu bildirilmektedir (6 — 8). CH’de UK gibi kuzey iilkeleri ve gelismis
toplumlarda daha yaygin goriilmektedir. insidanst 4.3 ile 5.8/100,000 oraninda
bildirilmistir. Prevalans ise genis serilerde 26 — 201/100.000 olarak ifade
edilmektedir (5).

Bu denli sik goriilen ve siklig1 son yillarda giderek artan IBH nin etyolojisi ile ilgili

cesitli teoriler vardir.
2.1.1. iltihabi Barsak Hastahklar’nda Etyoloji

IBH nin etyolojisi heniiz net olarak bilinmese de, genetik yatkinlig1 olan bireylerin
intestinal floradaki mikroorganizmalar gibi ¢evresel bazi faktorlerle karsilagsmasi

sonucu oldugu diisiiniilmektedir. Risk faktdrleri arasinda sunlar vardir:

Etnik ve Irksal Faktorler: Yahudi irkinda her iki hastalik da daha sik bildirilmektedir.

Avrupa ve Amerika dogumlu yahudilerde Asya ve Afrika dogumlulara gore daha sik
2



olmasi, muhtemelen genetik zeminde c¢evresel faktorlerin de rol oynadigini
diisiindiirmektedir (9). Beyaz olmayan wrkta daha az goriilen hastalik, sehirlesmeyle

birlikte giderek artmaktadir (10).

Yas ve Cinsiyet: Cogu vakada hastalik, 15 — 40 yaslar1 arasinda baslarken, 50 — 80

yaslar1 arasida insidans ikici bir tepe yapmaktadir (Bimodal dagilim) (3, 11).
Erkeklerde hastalik, kadinlardan daha sik goriilmektedir.

Genetik Faktorler: Etkilenen bireylerin % 10 — 25’inde 1. derece aile fertlerinde

hastalik saptanmaktadir. Bu hastalarda, hastalik lokalizasyonu ve ciddiyeti bile
benzer Ozellikler tasimaktadir (12, 13). Monozigot ikizlerde konkordansin arttigi
bildirilmistir. HLA ¢alismalarinda ise UK ile DR2’nin, CH ile DR1 — DQ5’in iliskili
oldugu gosterilmistir (14, 15).

IBH’de hastalikla iliskisi konfirme edilen ilk gene IBD1 adi verilmistir. On altinci
kromozomda yer alan bu genin kodladigt NOD2(CARD15), CH hastalarmm %
42’sinde pozitif saptanmis ve erken hastalik gelisimi ile iligkili bulunmustur (16).
NOD2 geninin yani swra, Interlokin (IL)-1B, IL-10, TNFa and IL-1Reseptor
antagonisti, gibi bazi calismalarda hastalikla iliskisi gosterilmis genlerle ilgili

iilkemizde yapilan aragtirmalarda, anlamli iligski saptanmamuistir (17, 18).

Son yillarda IL - 23 Reseptor geni, otofaji ile iliskili genler olan ATG16L1 ve IRGM
gibi genlerle iligkili ¢ok sayida calisma yapilmistir (19, 20) ve ayrintili olarak

deginilecektir.

Turner sendromu, Hermansky — Pudlak Sendromu, Glikojen depo hastaligi Tip 1b
gibi hastaliklarda daha sik IBH gelistigi bildirilmistir (21 — 23).

Enfeksiyonlar ve Intestinal Mikroflora: IBH lezyonlarmin c¢ogunlukla bakteri

yogunlugu fazla olan bolgelerde oldugu bilinmektedir. Akut gastroenteritlerden,
ozellikle de Salmonella, Campilobakter gibi ajanlara bagli olanlardan sonraki ilk
yilda bir miktar risk artist oldugu gosterilmistir. CH ile kizamik virusu,
Mycobacterium paratuberculosis ve paramyxovirus gibi ajanlar arasinda heniis

kanitlanamamasg bir iliski oldugu diisiiniilmektedir (24).



Sigara: Halen sigara igenlerde UK riski % 40 az iken, sigaray1 brakmislarda hig
icmeyenlere gore risk 1.7 kat artmustir (25). Ote yandan, sigara igmek CH riskini 2
kattan fazla artirmaktadir (26).

Diyet: Bati tipi beslenmenin en dnemli karakteristikleri olan islenmis, kizartilmis ve
sekerli gida iiriinlerinin IBH riskini artirdig1 kabul edilmektedir. Inek siitiine karsi
duyarlilik, rafine sekerlerin ¢ok tiiketilmesi, azalmis lifli gida ve sebze tiiketimi,
yiikksek oranda yag, Ozellikle de hayvansal yaglarin tiiketilmesi de riski atirdigi
gosterilen beslenme faktorleridir. Akut ataklar swrasinda olusan immiinolojik
alevlenmenin kontrol edilebilmesi i¢in oral alimin kesilmesinin rasyoneli de budur

(27, 28).

Ilaglar: Oral kontraseptiflerle IBH riskinin 2.5 kata kadar arttigmi bildiren yaymlar
oldugu gibi, anlaml iliski gosterilmemis yayinlar da mevcuttur. Non — steroid anti —

inflamatuar ilaclarla riskin arttig1 yoniinde bildirimler vardir (29, 30).

Psikososyal Faktorler: Hastaligin olusmasi veya aktivasyonuyla iligki bulunmasa da

muhtemelen enterik sinir sisteminin alevlenmesi yoluyla semptomlarin artisina neden

olabilmektedir(31).

Apekdektomi: Geng yaslarda yapilan apendektominin UK gelisiminden korudugu
bildirilmistir(32).

2.1.2. iltihabi Barsak Hastaliklar’’nda Genetik ve immiinopatogenezde

Yenilikler

Giincel veriler 151ginda, UK ve CH’nin patogenezinde immiin sistem ve barsak
limeniyle ilgili faktorler onem tasimaktadir. Kalitim modelleri komplekstir ve
IBH’ler icin risk yaratan bazi ortak yatkinlik genleri vardir. Yapilan calismalarda
yaklasik 30 yatkinlik geni tespit edilmistir (33). Bu genetik faktorlerin, cevresel
faktorlerle, birbirleriyle ve immiin sistemle nasil etkilestileriyle ilgili ¢alismalar
devam ederken, hastalig1 daha iyi anlamamiza ve tedavi etmemize olanak saglayacak
gelismeler olmaktadir.

Barsak mukozasi, mikroptan zengin liimen ve steril diger dokular arasinda bariyer

olusturmaktadir. Bu asamada, mukozal immiin sistemin, normal liiminal floraya



yonelik uygunsuz artms aktivasyonu, IBH’deki kronik intestinal inflamasyona neden
olmaktadir. Immiin sistemin uygunsuz artmis aktivitesinin nedeni, epitel bariyerde,
dogal ve kazanilmis immiinitedeki defektlerden kaynaklanabilir.

Dogal immiinite, antijen sunan dendritik hiicreler, makrofajlar ve dogal 6ldiiriicii
hiicreler ile invazyon yapan mikroorganizmalara karsi ilk kontagi kurar. Daha sonra
bunlarin saldigi medyatorlerle T hiicre aktivasyonu (kazanilmig immiinite) olur.
Aktive olan T hiicreleri salgiladiklar1 pro ve anti — inflamatuar ajanlara gore
isimlendirilirler. Th1 (T yardimc1 — 1) hiicreleri, IL12, IL2, INF - y; Th2 hiicreleri ise
IL4, 5, 10 ve 13 salgilar. insanda, CH’nin Th1, UK nin ise Th2 aracilikl1 hastaliklar
oldugu diisliniilmektedir. Son yillarda, IL17 ve 6 salgilayan yeni bir T hiicre tipi
bulunmustur. Th17 adi verilen bu hiicreler, intestinal inflamasyonda anahtar rol
oynamaktadir. Bu hiicrelerin aktive olmasi i¢in yeterli IL23 etkisine gereksinimi

vardir (34).

2.1.3. Otofaji

Kelime anlami hiicrenin “Kendisini yemesi”dir. En basit drnegi, uzamis aclikta
hiicrenin kendi metabolik ihtiyaclarin1 gidermek i¢in bazi organel ve yapilarini
sindirmesidir (35). Otofajinin; mikrootofaji, makrootofaji, saperon — aracilikli otofaji
gibi, mekanizma ve fonksiyonlar1 farkli subtipleri oldugu bilinmektedir (Sekil 2.1.).

Otofajinin Fizyolojik Fonksiyonlari(36):
e Metabolik stresten korunma; besin eksikligi, biiylime faktorii azligi, hipoksi

gibi durumlara adaptasyon.

e Hiicrenin temizlik¢isi gorevi; defektif protein ve organellerin eliminasyonu,
anormal protein birikiminin Onlenmesi, intraseliiler patojenlerin ortadan
kaldirilmas1 (Xenofaji).

e Genomik instabilitenin 6nlenmesi; DNA hasar1 ve kromozomal instabilitenin
azaltilmasi.

e Hiicre oliimii; apoptozis diginda programli hiicre 6liimiine aracilik edilmesi.

Otofaji ve Barsak Immiinitesi:

Otofaji ve dogal immiinite, patojenlere karsi en eski savunma yontemlerinden oldugu
ve bazi ortak mekanizmalar kullandiklar1 bilinmektedir (37). Toll like reseptorler

(TLR), intestinal homeostaz, hasar tamiri ve patojene maruziyet durumlarinda gerekli



bir dogal immiin yanit bilesenidir. Son yillarda, otofaji, TLR sinyalleri ve fagositoz

arasinda direk bir baglanti oldugu gosterilmistir (38).

Barsakta, otofaji ve dogal immiinitenin bulustugu en Onemli hiicre “Paneth”
hiicresidir. Bu hiicreler, kript tabanlarinda yer alir ve patojenle karsilasildiginda,
onlar1 reseptorler araciligiyla tanir ve otofaji mekanizmasiyla elimine ederler, ayrica
salgiladiklar1 defensin gibi medyatorlerle mukoza ile liimendeki yiiksek kommensal
bakteri yiikil arasinda bariyer olusturarak, asir1 inflamatuar yanit olugmasini 6nlerler
(39).

Cesitli ATG proteinleri, ki bunlarin arasimda ATG16L’de vardwr, bir kompleks
olusturarak, otofagozom yapisma katkida bulunurlar. Hayvan modellerinde,
ATGI16L defektinin, otofagozom olusumunu bozdugu ve uzun yar1 — dmrii olan
proteinlerin yikiminin ciddi sekilde sekteye ugradigi gésterilmistir. Bunun sonucunda
Salmonella, Listeria gibi organizmalarin Xenofajisini bozdugu bulunmustur. Ayrica,
ATGI16L1’1 olmayan makrofaj ve paneth hiicrelerinin, lipopolisakkaritle
uyarildiginda, yiiksek miktarda IL1P ve IL18 salgiladiklar1 gdsterilmistir (40). Bu
aberan hiicrelerin mikroorganizmalar1 elimine etme kabiliyetleri azalmaktadir.
ATGI16L1’de goriilen mutasyonlar, intestinal mikroorganizmalarin eliminasyonu
disinda, viicudun kendi dokularina karsi olan “self — tolerance ’m1 da bozmaktadir.
Major Doku Uyumluluk Kompleksi, smif II molekiillerinin aracilik ettigi otoantijen
sunumundaki immiin — toleransin bozulmasina neden olarak immiin aracilikli
inflamasyona neden olmaktadir (41).

One siiriilen diger olas1 mekanizma, otofajide goriilen defektin neden oldugu garpraz
etkilesimlerle epitel hiicre apoptozisini hizlandirirken, inflamatuar hiicre apoptozisini

azaltmasidir. Bu konuda da giderek artan kanitlar bulunmaktadir (42).
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Sekil 2.2. Otofajinin basamaklari: vezikiil niikkleasyonu (fagofor olusumu), vezikiil
elongasyonu ve tamamlanmasi, ¢ift membranli otofagozomun lizozomla birleserek
otolizozom halini almasi, otofagozumun i¢ zarnin lizisi ve i¢erigin sindirilmesi.
Yolaklarm inhibitorleri kirmizi, aktivatorleri yesil renktedir. ATG proteinleri, belirli
basamaklarda kompleksler olusturarak gorev yapmaktadir (Levine ve Kroemer, Cell

2008) (36).



2.2. Gen Polimorfizmleri

Son yillarda, IBH basta olmak iizere bir ¢ok hastaligin patogenezinde ¢igir agan
“Genome Wide Association” yani, genom boyunca rastgele, herhangi bir hipoteze

dayanmadan, binlerce mutasyonun tespitine yonelik calismalar yapilmistir.

2.2.1. Interlokin 23 Reseptor Gen Polimorfizmi

Duerr ve arkadaslari, 2006 yilinda Avrupa’li 567 ileal CH ve 571 kontrol hastasinda,
300,000°den fazla “Single Nuctelotide Polymorphism (SNP)”yi taramistir (19). CH
ile anlaml iligki bulunan SNP, kromozom 1p31°de yer alan IL23 reseptor (IL23R)
genindeki rs11209026 polimorfizmidir. Buna gore gergeklesen R381Q amino asit
degisimi, CH gelisiminden koruyucu bulunmustur (Odds Ratio = 0.26, % 95
Giivenlik Araligi(GA)(0.15 — 0.43). Bu koruyucu iligski daha sonra bir¢ok toplumda
yapilan ¢alismalarda kanitlanmistir (43 - 45). IL23R polimorfizminin, UK ile iligkisi
de baska calismalarda gosterilmistir (46).

IL23’{in otoimmiin ve kronik hastaliklarda rol alan bir pro — inflamatuar medyator
oldugu ve Thl7 aksinda yer aldigi bilinmektedir. IL23R, IL23 reseptdriiniin iki
sublinitinden birisidir ve T hafiza hiicrelerinin ¢ogalmasi ve Th17 basta olmak iizere
T hiicrelerinden sitokin iiretimini artirmaktadir (Sekil 2.2). Bu ¢alismalardan sonra,
IL23 ve yakm iliskide oldugu IL12 inhibitorlerinin CH tedavisinde kullanilmasiyla
ilgili ¢aligmalar yapilmaya baslanmistir (47).
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Sekil 3.2.Interlkin 23 reseptor kompleksi ve intraseliiler etkileri (48).

2.2.2. ATG16L1 Gen Polimorfizmi

IBH ile ilgili yapilan diger tiim genomda iliski arastirmasinda, 735 CH ve 368
kontrol karsilagtirilmis, kromozom 2q37.1°de kodlanan “Autophagy — Related
16 — Like Gene(ATG16LI1)”de goriilen rs2241880 SNP’sinin, CH riskinde
anlamli artisa neden oldugu bulunmustur. Bu SNP’de 300. Amino asitteki
threonin, alanine doniismektedir (T300A). CH riskinde artigin yani sira, erken
yasta hastalik baslamasi, ileal tutulumun daha sik olmasi gibi fenotipik
degisimlere ve tedavi yanitinda farkliliga neden oldugu bildirilmistir. Bu
SNP’nin, UK ile iliskisi olmadigmi bildiren ¢alismalarin yam sira, zayif da
olsa artiric1 oldugunu bildiren yayinlar da vardir (20, 49 — 51). S6z konusu
SNP’yi tasiyan bireylerde, Paneth hiicrelerinde anormallikler goriildiigi,

Xenofajinin bozuldugu, apoptozis ve “self — tolerance”in bozuldugu

saptanmuistir.



2.2.3. Ulkemizdeki durum:

Genetik faktorlerle ilgili ¢aligmalar, degisik toplumlarda farkli sonuglar
verebilmektedir. Bu polimorfizmlerin UK ve CH gelismesi ve fenotipiyle iliskisiyle
ilgili bir ¢ok tilkeden genis katilimli caligmalar yapilmistir, ancak lilkemizde yapilmis
bir calisma yoktur. IBH insidansmin giderek arttig1 da diisiiniilecek olursa boyle bir
calismay1 lilkemizde yapmanin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir.

Bu calismanm amaci, iilkemizde IBH hastalarinda IL23R ve ATGI16L1 gen
polimortfizmi sikliginda normal popiilasyona gore fark olup olmadigini tespit etmek
ve bu polimorfizmlerin birbiriyle iliskisinin yan1 sira hastalik seyri, siddeti, tutulumu,

tedavi yanit1 gibi klinik parametreler lizerine olan etkisini degerlendirmektir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Verilerin Toplanmasi

Bu calisma, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Gastroenteroloji Bilim Dali’nda iki
asamal1 olarak planlanmis ve yiiriitiilmiistiir. ilk olarak ¢alismaya katilmay:1 kabul
eden UK veya CH tanisiyla takip edilen 18 yas ve iizeri tiim hastalarin, klinik,
endoskopik ve histopatolojik verileri prospektif olarak bir anket formuna
kaydedilmis ve hastalardan DNA izolasyonu i¢in kan alinmistir. Bu asamada toplam
140 (71 UK, 69 CH) hastanm bilgileri kaydedilmistir. Bu gruptaki hastalardan elde
edilecek verilerle genotip — fenotip korelasyonlarinin analiz edilmesi amag¢lanmastir.
Ikinci asamada, daha &nce klinigimiz DNA bankasinda izole edilerek DNA’lar1
saklanan 104 IBH hastasmin (63 UK, 41 CH) genotipleri ¢alisilmis ve ilk grupla
birlikte hastalik gelisimi riski acisindan kontrollerle karsilastiriimasi planlanmistir.
Bu grubun tani haricindeki klinik verileri saglikli olmadigindan, genotip — fenotip
etkilesimi agisindan yapilan degerlendirmeye katilmamistir. Kontrol grubu olarak,
daha Once hi¢bir barsak hastaligi gec¢irmedigini ifade eden 156 saglikli birey

calismaya almmustir.

Calisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi'nden alman etik kurul izniyle
gergeklestirilmistir. Tiim hasta ve kontroller aydmlatilmis goniillii olur formlar1
imzalatilarak calismaya almmustir. Hasta ve kontrol grubunu olusturan kisilerden
DNA izolasyonlar1 yapilmak iizere EDTA’l tiiplere kan alinmis ve bekletilmeden
DNA izolasyonlar1 yapilmaistir.

Hastalarin yasi, cinsiyeti, tibbi 6zge¢misleri, hastalikla ilgili klinik aktivite, tutulum
yeri (UK icin Montreal siniflamasma gére; pankolit ve sol tip kolit; CH icin ileit,
kolit, ileokolit), hastalik siiresi, tan1 yasi, tutulum sekli (CH i¢in; liiminal, stenotik,
fistiilizan), ekstraintestinal tutulum varsa tipi (PSK; Primer Sklerozan Kolanjit, AS;
Ankilozan Spondilit; EN: Eritema Nodozum, PG; Pyoderma Gangrenozum, Uveit),
tedavi ve tedaviye yanit Oykiisii, cerrahi gecirip ge¢irmedigi ve gecirdiyse tipi (total
kolektomi, barsak rezeksiyonu, vb), apse gelisimi, fistiil hikayesi ve tipi, giincel

hematolojik ve karaciger test sonuclar1 ile sedimentasyon hizi ve C reaktif protein
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gibi hastalikla iligkili faktorler dosya kayitlarindan ve hastanin kendisinden
ogrenilmistir. Ayrica, soygecmisinde ailede IBH hastas1 olup olmadigi, varsa tipi
Ogrenilmis, sigara anamnezi sorgulanmistir. Son kolonoskopi tarihi ve bulgulari

dosyadan kaydedilmistir.

3.2. DNA Eldesi ve Gen Polimorfizmlerinin Tespiti

3.2.1. Primerler

Yapilan polimeraz zincir reaksiyonlarinda kullanilan primerlerin tiimii TIB
MOLBIOL (TIB MOLBIOL Syntheselabor, Almanya) tarafindan sentezlenmistir. Bu

calismada kullanilan primer dizileri Tablo 3.1’de verilmistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan primer dizileri.

SNP Primer Dizisi (5'—3' yoniinde)

IL 23R Ann Rheum Dis
5 -CTTTGATTGGGATATTTAACAGATCATTT-3’
5’-GGCATGGGTAAGTACTTATTAAA-3’ 2009 68: 1340-1344
(rs11209026)
(Ref. 52)
ATGI16L1 5’-CTCTGTCACCATATCAAGCGTGG-3’ World J
Gastroenterol 2010;
(rs2241880) 5’-CATCTGTTGATAGCCTGTCCTTCTAGA-3’ 16(2): 176-183
(Ref 53)
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3.2.2. Kimyasallar

Agaroz
Amonyum Asetat
Borik Asit
Bromofenol Mavisi
EDTA

Etidyum Bromid
Fikol

Mutlak Etanol
NaCl

Na,EDTA
Proteinaz K

SDS

Tris HCI1

Ksilen Siyanol

®X174 DNA/Hinfl

3.2.3. Restriksiyon Endoniikleazlar

Quantum Biotechnologies
Sigma, Almanya
Merck, Frankfurt, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Biochrom, Almanya
Kimetsan, Tiirkiye
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya

Sigma, Almanya

MBI Fermentas, Litvanya

RFLP (Restriksiyon par¢acigi uzunluk polimorfizmi) reaksiyonlarinda kullanilan

enzimler, enzimin tanima ve kesim bolgeleri, tavsiye edilen tampon ¢ozeltileri,

onerilen sicakliklar ve enzimleri saglayan firmalar Tablo 3.2°de verilmistir.
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Tablo 3.2 Calismada kullanilan restriksiyon endoniikleazlar.

Restriksiyon Kesim Bolgesi Uygun Uretici Firma
Endoniikleaz Sicakhik
°C
OLTan S,TlCGA3, 65 FermentaS,
(rs11209026) 3.AGC|T..5’ Litvanya
Lwel 5’..GCATCNNNNN|NNNNN..3’ 37 Fermentas,
(rs2241880) 3’..CGTAGNNNNNNNNN|N..5’ Litvanya

3.2.4 Polimeraz Zincir Reaksiyonu Malzemeleri

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) i¢in; SU/pul Thermus aquaticus DNA polimeraz
enzimi, 10X PZR tamponu (750 mM Tris-HCI (25°C’de pH 8.,8), 200 mM
(NH4)2S04, %0,1 (Tween 20), 25 mM MgCl,) igeren Taq DNA polimeraz (MBI
Fermentas, Litvanya) seti kullanildi. Set ayrica, her biri 100 mM olan dATP, dTTP,
dGTP, dCTP (QBiogeen, Almanya) icermektedir. PZR reaksiyonlari, 0,2 ml’lik
tiipler (Greiner Bioone, Avusturya) icerisinde “Eppendorf Mastercycler Personal”

kullanilarak yapildi.

3.2.5. Standart Cozeltiler ve Tamponlar

Calismada kullanilan standart ¢ozeltiler ve tamponlar ile bunlarin igerikleri Tablo

3.3’te verilmistir.
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Tablo 3.3 Calismada kullanilan ¢dzeltilerin ve tamponlarin igerikleri.

Standart Cozelti ve Tampon:

Tris-borik asit- EDTA tamponu (TBE) 108 g Tris HC1 (0,9 M), 55 g borik asit (0,9
(10X) (11) M), 20 m1 0,5 M EDTA, ddH,O0 ile 1000

ml’ye tamamlandu.

Niikleoliz tamponu 10 mM Tris-HCI, 400 mM NaCl, 2 mM
Na,EDTA
Doymus amonyum asetat ¢cozeltisi 148 g (9,6 M) amonyum asetat, su ile 200

ml’ye tamamlandi.

SDS (sodyum dodesil siilfat) (%10) 10 g SDS (AppliChem GmbH, Darmstadt),
100 mI’ye ddH,O0 ile tamamlanda.

Agaroz jel ylikleme tamponu (6X) % 15 fikol, % 0,05 bromofenol mavisi, %
0,05 ksilen siyanol

3.2.6. DNA izolasyonu

EDTA’l tiipler igerisindeki 15 ml’lik kan 6rnegi, +4°C sicakligindaki 35 ml distile su
ile 5 dakika hizlica calkalandi. Daha sonra 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Stipernatan atild1 ve geriye kalan pelet {izerine +4°C sicakligindaki distile sudan 25
ml eklenerek kuvvetlice calkalandi ve 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Stipernatan atild1 ve geriye kalan pelet 3 ml niikleoliz tamponu, 200 ul SDS ve 150
ul proteinaz K i¢inde vorteks yardim ile ¢oziildii. Bir gece 37°C’de bekletildi. Daha
sonra bu ¢oOzeltinin lizerine 2 ml amonyum asetat eklendi ve 10 dakika oda

sicakliginda bekletildikten sonra, 3000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Siipernatan
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baska bir tiipe alinarak iizerine hacminin 2 kat1 kadar mutlak etanol eklendi. Kisa bir
siire bekletildikten sonra, tiip yavasca cevrilerek genomik DNA’nin toplanmasi
saglandi. Genomik DNA, daha 6nce i¢ine 1 ml distile su konulmus olan steril tiipe
bir pipet ucu yardimiyla aktarildi ve su i¢cinde ¢oziinmesi saglandi. Elde edilen
DNA’larin konsantrasyonu ve safligt RNA/DNA metre (Pharmacia Biotech,
GeneQuant, Ingiltere) kullanilarak dlciildii.

3.2.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Kandan elde edilen genomik DNA’nin ¢ogaltilmasi i¢in PZR teknigi kullanildi. PZR,
hacmi 0,2 ml olan steril reaksiyon tiiplerinde (Greiner Bioone, Avusturya)
gerceklestirildi. Her reaksiyon i¢in hazirlanan PZR karisiminin son hacmi, ddH,O ile
50 pl’ye tamamlandi. Cogaltilan tiim hedef gen boélgesi i¢in hazirlanan PZR
karigiminda, 100 ng genomik DNA, 1,25 iinite (U) Taq polimeraz enzimi, karisik
dNTP’den 0,16 mM (her birinden 0,5 mM), her biri 0,25 mM olmak iizere “forward
ve reverse” primerler kullanildi. Cogaltilan hedef bolgelere 6zgiil olarak eklenen
MgCl, miktari, primerler, PZR baglanma ve uzama sicakliklar1 ile dongii sayilari
Tablo 3.4’te verilmistir. Tim PZR i¢in, 5 dakika 95°C baslangic denatiirasyon

sicaklig1 ve 7 dakika 72°C son uzama sicakligi kullanilmastir.

Tablo 3.4. Uygulanan PZR igerigi ve kosullart.

Hedef Bolge Primerler MgCl, Reaksiyon
Konsantrasyonu Kosullar:
IL 23R P1 95°C 60

0,5 mM - 30

(rs11209026) P2 35°C 60 sn

72°C 60 sn

ATG16L1 P3 95°C 60 sn
0,5 mM 30

P4 60°C 60 sn

(rs2241880) 72°C 60 sn
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3.2.8. Restriksiyon Endoniikleaz Analizi

Restriksiyon endoniikleaz (RE) analizleri her reaksiyon ig¢in iiretici firmanin
Onerilerine uygun olarak kullanildi. Her bir reaksiyon toplam 20 pl’lik hacimde
gerceklestirildi. IL23R i¢in aTaql enzimi, ATG16L1 i¢in ise Lwel enzimleri
kullanildi. Enzim kesimi reaksiyonlar1 iretici firmalar tarafindan Onerilen

sicakliklarda 1 gece bekletilerek gerceklestirildi.

3.2.9. Agaroz Jel Elektroforezi

PZR ve restriksiyon endoniikleaz analizleri sonrasinda reaksiyon iirlinlerini
incelemek i¢in agaroz jel elektroforezi kullanildi. Tim PZR iirlinleri icin %]l
konsantrasyonda agaroz jel (0,25 g agaroz, 25 ml 0,5X TBE) kullanilirken, RE

analizlerinde; her iki bolge i¢in de % 2-3 konsantrasyonlarda agaroz jel kullanildi.

3.2.10. Genotipler

Calisilan iki gen bolgesinin nativ genotipleri ile heterozigot ve homozigot mutasyon

sonucundaki genotip degisimleri tablo 3.5’de goriilmektedir.

Tabloe 3.5. Her iki gen i¢in belirlenen genotipler (G: Guanin, A: Adenin).

Ansestral Si1k Homozigot Heterozigot Nadir
(nativ genotip) %
IL 23R
G GG GA AA
(rs11209026)

ATGI16L1

A AA GA GG
(rs2241880)
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3.3. Istatistiksel Degerlendirme

Kategorik degiskenlerin degerlendirilmesinde dagilimin homojen olup olmamasina
gore Ki-Kare, “Yate’s continuity correction”, “Linear by linear association”,
“Fisher exact” ve “Mann Whitney U testleri kullanild1. Korelasyon degerlendirmesi
icin Odd’s Orant’nin yani sira genotip dagilimmin asimetrik olmasi dikkate alinarak
Spearman korelasyon testi kullanildi. UK ve CH grubu arasindaki farkliliklarin
degerlendirilmesi i¢in “Student’s T Testi” kullanildi. Genotiplerin Hardy Weinberg
Dengesi (HWD) agisindan test edilmesi i¢in, internet iizerinden ulasilabilen bir hesap
makinesi kullanildi, p degeri 0.05’in {izerindeki degerler HWD’ye uyumlu kabul
edildi (54). Anlamh iligki saptanan genotiplerin birbirleriyle etkilesim (epistasis)
olasiligin1 dislamak i¢in Lojistik regresyon analizi yapildi. Fenotip — Genotip iliskisi
saptanan parametrelerin konfirme edilmesi i¢in yerine gore varyans analizi yapildi.
Istatistik analizler, SPSS 18®, Illinois, ABD paket programi kullanilarak yapildi.
Istatistiksel anlamlilik (p) degeri 0.05 ve alt1 olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Calismanin prospektif safhasinda kayitlar1 alman 140 (71 UK, 69 CH) hastanm, 10
tanesinin (4 UK, 6 CH) DNA ekstraksiyonu yapilamadig1 igin ¢alisma dis1 birakild:
(Analize alinan toplam sayilar; UK: 67, CH: 63). Ikinci asamada, retrospektif olarak
genotip analizleri yapilan 104 hastanin (63 UK, 41 CH) 12 tanesinin genotipleri elde
edilemedigi igin dislandi (Analize alman toplam sayilar; UK: 55, CH: 37). Prospektif
ve retrospektif analizleri yapilan toplam hasta sayis1 222 (UK: 130, CH: 104) idi.
Kontrol grubu olarak, alinan 156 saglikli bireyden 22’sinin DNA ve genotiplemesi

yapilamadigi i¢in toplam 134 kontrol hastasi ¢calismaya alindi.

Katilimcilarin  demografik 6zellikleri ve hastalik karakteristikleri tablo 4.1°de
goriilmektedir.

Hastalarin yas, cinsiyet, hastalik siiresi dagilimlari1 arasinda anlamlhi fark yoktu.
Hastalik siddeti agisindan degerlendirildiginde CH’de orta — siddetli vakalar, UK ye
gore anlamli olarak fazla idi (p=0.000). Klinik ve kolonoskopik olarak aktif
hastalarm oran1 iki grupta benzerdi. Ekstraintestinal tutulum ag¢isindan
degerlendirildiginde, PSK’nin, UK’de; AS’nin ise CH’de baskin oldugu goriildii,
ancak istatistik olarak anlamliliga ulasmadi (p>0.05). Hicbir hastada iiveit ve
pyoderma gangrenozum saptanmadi. Apse ve fistiil gelisimi beklendigi gibi, CH’de
daha fazla saptandi (p<0.05). Sigara kullanim1 CH’de belirgin olarak artmis saptandi
(p=0.001).

Hastalarin akut faz reaktanlari, hematolojik ve biyokimyasal degerleri arasinda

anlamli fark saptanmadi (Tablo 4.2).

Hastalarin kullandiklar1 tedaviler tablo 4.3’de goriilmektedir. Kortikosteroidler,
Azathioprin ve 6 — Merkaptoprin gibi immiinmodiilatuar ilaglar ve infliksimab,
adalimumab gibi anti — TNF ajanlar CH’li hasta grubunda anlamli olarak daha fazla
kullanilmaktaydi. Diger ajanlar ve cerrahi gegiren hastalar arasinda anlamli fark

saptanmadi. Takrolimus ve Sirolimus, karaciger nakli (2 hasta PSK, 2 hasta Hepatit
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B’ye bagli siroz, 1 hasta Wilson hastalig1 nedeniyle nakil olmustu) olan hastalarda

kullanilmaktaydi.

Tablo 4.2. Katilimcilarin demografik 6zellikleri ve klinik karakteristikleri (PSK: Primer
Sklerozan Kolanjit, AS: Ankilozan Spondilit, EN: Eritema Nodozum)

Ozellik Tiim iBH Kontrol
(N=130) (N=134)

Yas(£SS) 45.9+14.7 41.6+15.3 43.8+15.0 32.2+10.1
Cinsiyet (K/E) 27/40 36/27 63/67 92/42
Hastahk siiresi 5.1+£5.1 4.845.2 4.9+5.1
CH Tutulum

ileit 24 (% 38.1)

Kolit 9 (% 14.3)

ileokolit 30 (% 47.6)
CH Tip

Liiminal 42 (% 66.7)

Stenotik 6 (%9.5)

Fistiilizan 14 (% 22.2)
UK Tutulum

Sol Tip 38 (% 56.7)

Pankolit 29 (% 43.3)
Hastahk Siddeti 35/32 6/56 41/88

(hafif/orta — agir)

Klinik Aktivite 29 (% 43.3) 32 (% 50.8) 61 (% 46.9)
Kolonoskopik 44 (% 65.7) 47 (% 74.6) 91 (% 70.0)
aktivite
Ekstra  intestinal 14 (% 20.9) 18 (% 28.6) 32 (% 24)
tutulum

PSK 5% 17.5) 0(% 0)

AS 9(% 13.4) 18 (% 28.6)

EN 0(% 0) 3 (%4.8)
Sigara 4 (% 6.0) 21 (% 33.3) 25 (% 19.2) 35(% 23.3)
Apse 1 (% 1.5) 7 (%11.1) 8 (% 6.2)
Fistiil 1 (%1.5) 14 (% 22.2) 15 (% 11.5)
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Tablo 4.2. Hastalarin akut faz reaktanlari, hematolojik ve biyokimyasal degerleri

Parametre

Hb (g/dl) 13.242.1 12.6+2.1
PLT (x1076/L) 283.5+98 3 313.4£99.9
BK (x10°3/L) 7.842.7 8.142.7
ESH (mm/sa) 35.4+31.3 38.4+28.3
CRP (mg/dl) 17.9435.8 20.0+33.4
ALT (IU/L) 20.9+11.2 20.315.0
AST (IU/L) 22.548.9 20.8£9.5
ALP (IU/L) 81.3464.6 63.9£18.5
GGT (IU/L) 26.4+28.8 23.4426.5

Hb: Hemoglobin, PLT: Trombosit, BK: Beyak kiire, ESR: Eritrosit Sedimentasyon Hizi, CRP: C —
Reaktif Protein, ALT: Alanin — amino transferaz, AST: Aspartat — amino transferaz, ALP: Alkalen
Fosfataz, GGT: Gama — Glutamil transpeptidaz

Tablo 4.3. Hastalarin kullandiklar: tedaviler

Tedavi

5-ASA 61 (% 91.0) 55 (% 87.3)
CS 20 (%29.9) 34 (% 54.0)
AZA/6MP 15 (%22.4) 31 (% 49.2)
Anti — TNF 7 (% 10.4) 20 (% 31.7)
CSA 1 (% 1.5) 0 (% 0)
MTX 0 (% 0) 2(%3.2)
Sirolimus 1 (% 1.5) 0 (% 0)
Tacrolimus 4 (% 6.0) 0 (% 0)
Antibiyotik 4 (% 6.0) 2(%3.2)
Cerrahi 8 (% 11.9) 15 (% 23.8)

5 — ASA: 5 — Aminosalisilat, CS: Corticosteroid, AZA/6MP: Azathioprin/6 — Merkaptoprin, Anti —
TNF: Anti — Tiimér Nekrozis Faktor, CSA: Siklosporin A, MTX: Metotreksat.
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Prospektif ve retrospektif hasta gruplarinin tiimiiniin, iki gen polimorfizmi agisindan
kontrollerle karsilastirilmas: sonucunda elde edilen iliski sonuclar1 tablo 4.4’de

goriilmektedir.

Tablo 4.4. Gruplarin genotip ve alel frekanslar1 ve hastalik iliskisi

Grup Genotip Frekansi Alel HWD Hastahk
Frekans (N) Frekans1 p Riski

degeri icin p

degeri

R381Q UK 0.947(108) 0.053(6) 0(0) 0.97 0.03 0.77 032 0.027
(Ansestral (n=114) (0.12-
Alel: G) 0.84)
CH 0.959(93) 0.041(4) 0(0) 0.98 0.02 0.83 0.25 0.013
(n=97) (0.08-
0.76)
Kontrol 0.853(110) 0.147(19) 0(0) 0.93 0.07 0.36
(n=129)
ATGI16L1 AA GA GG A G
T300A UK 0.278(32) 0.522(60) 0.200(23) 0.54 0.46 0.59 135 0.27
(Ansestral (n=115) (0.79-
Alel: A) 2.33)
CH 0.232(22) 0.484(46) 0.284(27) 0.47 0.53 0.77 1.73  0.09*
(n=95) (0.95-
3.14)

Kontrol 0.343(46) 0.478(64) 0.179(24) 0.58 0.42 0.83
(n=134)

*ATGI16L1’in CH’ye etkisi agisindan genotipler; stk homozigot vs heterozigot vs
nadir homozigot seklinde analiz edildiginde artirici yonde iliski ortaya ¢ikiyordu

(p=0.024, Spearman R=0.149).

Tiim genotipler, HWD’ye uymaktaydi. Yapilan genotip — hastalik iliskisi analizi
sonuglarma goére, IL23R polimorfizmi, hem UK, hem de CH icin koruyucu etki
olusturmaktaydi [Sirastyla OR = 0.32 (% 95 Giiven Araligi: 0.12 - 0.84), p=0.027 ve
OR = 0.25 (% 95 Giiven Araligt: 0.08 — 0.76), p=0.013]. Hastalik gelisme riski i¢in
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iki polimorfizmin olas1 etkilesimini dislamak i¢in yapilan ¢ok degiskenli analizde,
ATGI16L1 polimorfizmi varligmm, IL23R polimorfizminin koruyucu etkisini
degistirmedigi saptand1 [UK igin: Lojistik regresyon OR=0.349 (% 95 Giivenlik
Araligr: 0.134 — 0.910), p = 0.031; CH i¢in: Lojistik regresyon OR=0.282 (% 95
Giivenlik Aralhigi: 0.092 — 0.865), p = 0.027]. ATGI6L1 genotiplerindeki
polimorfizm oranlarinin ¢ok fazla olmasi nedeniyle rastgele segilen bazi vakalara
sekans analizi yapildi. Sekans analizi yapilan tiim vakalarda polimorfizmin
dogrulugu kamtlandi. ATG16L1 polimorfizmi ise UK gelismesine etki etmez iken,
CH gelisme riskini kontrol grubuna gore artirtyordu (p=0.024, Spearman R=0.149).

Bu zayif iliski, lojistik regresyon analizinde saptanmadi.

Genotip — Fenotip etkilesimleri agisindan yapilan degerlendirme sonuglarinda

istatistiksel agidan anlamli bulunan sonuglar tablo 4.5’de goriilmektedir.

Tablo 4.5. iBHda IL23R ve ATG16L1 Genotip — Fenotip etkilesimleri

Hastalhk SNP Etkilesim Spearman R p degeri
Ulseratif ATGI6L1 Kadn cinsiyet 0.246 0.048
Kolit AST 0.274 0.027
Hastalik siiresi 0.268 0.031
IL23R AS 0.266 0.035
Rezeksiyon 0.488 0.000
Crohn ATGI16L1 ALP 0.288 0.042
Hastahg EN 0.261 0.044
IL23R Klinik aktivite 0.256 0.043
EN 0.247 0.051

AST: Aspartat Transaminaz, AS: Ankilozan Spondilit, ALP: Alkalen Fosfataz, EN: Eritema Nodozum

UK’li kadin hastalarda ATG16L1 gen polimorfizmi sikligi daha fazla saptandi
(R=0.246, p=0.048). Kontrol grubunda bakildiginda, iki polimorfizm i¢in de her
hangi bir cinsiyet kiimelenmesi saptanmadi (ATG16L1 i¢cin p=0.03; IL23R icin
p=1.0). Hastalik siiresinin nativ genotipte 3.2+4.1 yil iken, mutasyon tasiyan
hastalarda 5.6+5.3 yila ¢iktig1 saptandi, bu sonug¢ hastaliga daha erken yakalanildigini
diistindiirmekteydi (p=0.05). AST degerinin de mutasyon tasiyanlarda daha fazla
oldugu saptand1 (R=0.0274, p=0.027), ancak bu iligski varyans analizi ile konfirme
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edilemedi (p=0.2). UK’li hastalarda IL23R mutasyonu tastyanlarda, AS gelisiminin
daha sik oldugu saptansa da, bu sonuca mutasyon tasiyan 4 hastanin 2’sinde AS
gelismesi nedeniyle ulasildigi dikkati ¢ekti. Benzer sekilde rezeksiyon sikliginda
saptanan artig, 4 hastalik bu gruptaki tek hastanin rezeksiyona gitmesi nedeniyle
gergeklesmisti.

CH’de hem ATGI16L1, hem de IL23R mutasyonu tasiyicilarinda daha fazla EN
oldugu saptandi. ATG16L1 i¢cin homozigot mutant olan 23 hastanin 3 (% 13.0)’linde
EN gelismis, diger genotiplerde gelismemisti (p=0.044). IL23R mutasyonu i¢in
heterozigot olan 4 hastanin 1 (% 25)’inde EN gelismisti, bu oran nativ genotipte %
3.4 idi (p=0.051). Klinik aktivite, IL23R polimorfizmini tasiyan 4 hastanin da aktif
olmasi1 nedeniyle bu grupta daha fazla goriinmekteydi (p=0.04).

Bu sayilanlarin disinda baska anlamli genotip - fenotip etkilesimi saptanmadi.
Bunlarin arasinda, CH i¢in tutulum yerinin ileal vs kolonik olmasi, liiminal/stenotik
vs fistiilizan olmasi, yas, cinsiyet, sigara kullanimi, klinik aktivite, operasyon, apse,
kullanilan anti — TNF’ler dahil olmak iizere tedavilere yanit, hastalik siddeti,
kolonoskopik aktivite, hematolojik ve biyokimyasal parametreler, akut faz
reaktanlar1, diger ekstraintestinal manifestasyonlar, hastalik siiresi ve tani yasiyla
genotipik degisimler arasinda anlamli iliski saptanmadi.

UK igin de sayilanlara ek olarak tutulumun sol tip veya ekstensif/pankolit olmasi,
tedavi yanitlar1 ve diger klinik — laboratuar degerlendirmeler agisindan genotipik
etkilesim bulunmada.

Iki genetik degisimin birbiriyle etkilesimi saptanmadi (R = -0.083, p=0.5).

Aile ykiisiiniin UK hastas1 olan bir vakada pozitif olmas1 nedeniyle anlaml iliski

saptanmadi.
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5. TARTISMA

Bu calisma, Tiirkiye’deki IBH hastalarinda IL23R ve ATG16L1 gen polimorfizm
siklig1 ve etkilerini irdeleyen ilk arastirmadir. Yapilan genotip — hastalik iliskisi
analizi sonuclarina gére, IL23R polimorfizminin, hem UK, hem de CH i¢in koruyucu
etki olusturdugu saptanmistir [Sirastyla OR = 0.32 (% 95 Giiven Arahgi: 0.12 -
0.84), p=0.027 ve OR = 0.25 (% 95 Giiven Araligi: 0.08 — 0.76, p=0.013)]. IL23R
polimorfizmi sonucunda olusan bu koruyucu etki ile ATGI6L1 polimorfizmi
arasinda epistatik etkilesim saptanmamistir, daha once yapilan ¢alismalarda da boyle
bir iliskinin olmadig1 bildirilmistir (55). ATG16L1 ise UK gelismesine etki etmez
iken, CH gelisme riskini kontrol grubuna gore artirryor bulunmustur (p=0.024,

Spearman R=0.149).

Bu calismada IBH’l1 hastalarda saptanan IL23R genotip ve alel sikliklar1, daha énce
beyaz wrkta bildirilen sonuclarla uyumludur (19, 43, 50). Nadir goriilen 381Gln aleli,
IBH’li hastalarin % 3’iinde goriiliirken, kontrol gruplarmda % 6 - 7’lerde
goriilmektedir, bizim ¢ahsmamizda UK’de % 3, CH’de % 2 c¢ikarken, kontrol

grubunda % 7 bulunmusgtur, {i¢ grupta da hi¢ homozigot mutasyon saptanmamustur.

ATGI16L1 ise oldukga polimorfik bir gendir. Kontrol grubunda mutant alel siklig1 %
42 tespit edilmistir ki, literatiirde beyaz wkta % 50’lerde bildirilen degerler vardir
(51, 56).

Literatiirde, IL23R polimorfizminin IBH’ye etkileriyle ilgili yapilmis bir cok yaym
mevcuttur. Birgogunda koruyucu yonde etkilesim gdsterdigi bildirilirken (19, 45, 56
— 60), baz1 calismalarda CH’yi artirdigi, hastalik baglangicinin daha erken olmasina
neden oldugu bildirilmistir (53, 61). Diger calismalarin aksi bulgular rapor eden bu
calismalardan birisi pediatrik yas grubunu igeren bir ¢aligma, digeri ise IL23R’nin
farkli bir gen bolgesinde olusan mutasyon sonucunu bildirmistir. Bu nedenle genel
kani, IL23R polimorfizminin baslica CH riskini azalttig1, nispeten daha az oranda da

UK riskini azalttig1 yoniindedir.

ATG16L1 polimorfizmleri normal popiilasyonda da sik goriilse de, ozellikle CH
gelisme riskini artirdigiyla ilgili bir ¢cok toplumda yapilan genis 6lgekli calismalar
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mevcuttur (20, 49 — 51, 53, 56, 59, 62). Hastalik sikligmi artrmanin yaninda
pediatrik yasta CH gelisme riskini de artrmaktadir (63). UK iizerine etkisiyle ilgili
veriler yeterli degilse de, bircok ¢alismada etkisiz ¢ikmustir (56). Bu ¢alismada UK
hastalik siiresini artirdigi saptanmig, bu bulgunun anlammin pediatrik yaslar gibi

erken donemde hastaliga yakalanmaya neden olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Yapilan ¢aligmalarda iizerinde 6nemle durulan bir diger nokta, bu calismanin da
ikincil amaclarindan olan genotip — fenotip etkilesimleridir. Simdiye kadar farkli
hasta gruplarinda farkli etkilesimler tanimlanmistir. Bir Alman ¢aligmasinda,
ATGI6L1 rs1004819 varyanti, ileal tutulum (OR= 4.24, p=0.004) ve stenozan
hastalikla (OR=1.99, p=0.045) iliskili bulunmustur. Ayn1 ¢alismada diger taraftan,
bizim c¢aligmamiza benzer sekilde R381Q wvaryanti, hastaligin baslangic yast,
lokalizasyonu, ekstra — intestinal tutulum, peri — anal hastalik veya immunosupresif
tedavi ihtiyact ile iligkisiz bulunmustur (51). Diger bir ¢alismada da, ATGI6LI
polimorfizmi olan bireylerde ileal tutulum riskinin 3 kat kadar arttig1 gosterilmistir
(64). Ote yandan, Tremelling ve arkadaslarinin galismasinda, nadir goriilen IL23R
varyantinn CH (OR=0.38) ve UK (OR= 0.73) i¢in koruyucu etkisi gozler dniine
serilmig, 1902 CH’li hastanin degerlendirilmesi sonucunda, baslangi¢ yasi, cinsiyet,
hastalik bdlgesi, davranisi, cerrahi ihtiyaci, perianal hastalik ve sigara igme gibi
fenotipik parametrelerle genotipin iliskisiz oldugu bildirilmistir (45). Bagka
calismalarda da fenotipik etkinin olmadig1 yoniinde bulgulara ulasilmistir (56, 65).

Bu ¢alismada saptanan fenotipik etkilesimler; UK i¢in ATG16L1 polimorfizminde
goriilen kadin cinsiyet ve yiikksek AST diizeyi yapilan ileri analizlerde konfirme
edilememis, muhtemelen hasta sayisindaki azliga baglh tesadiifi olabilecegi
diistiniilmiistiir. UK igin koruyucu oldugu saptanan IL23R’nin, rezeksiyon riskiyle
orantili olmas1 da ayni1 nedene bagli olabilir. CH’de ise eritema nodozum sikliginda
hem ATG16L1, hem de IL23R polimorfizmi sonucu goriilen artis da hasta sayisinin
azlig1 nedeniyle dikkatle degerlendirilmelidir. Bunun disinda CH’de ileal vs kolonik
tutulum olmasi, liminal, stenotik veya fistiilizan hastalik, hastalik siddeti, yas,
cinsiyet, sigara kullanimi, klinik aktivite, apse, hastalik siddeti, kolonoskopik
aktivite, hematolojik ve biyokimyasal parametreler, akut faz reaktanlari, diger
ekstraintestinal manifestasyonlar, hastalik siiresi ve tani yasiyla genotipik degisimler

arasinda anlamh iligski saptanmamistir. UK igin de sayilanlara ek olarak tutulumun
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sol tip veya ekstensif/pankolit olmasi ve diger klinik — laboratuar degerlendirmeler

acisindan genotipik etkilesim bulunmamastir.

Teorik olarak, bu iki gende goriilen polimorfizmler inflamatuar yaniti etkilemek
suretiyle, anti — inflamatuar tedavi yanit1 ve cerrahi ihtiyacini etkileyebilir. Ancak bu
calismada ne IL23R, ne de ATG16L1 gen polimorfizmleri, steroid, anti — TNF ve

cerrahi tedavi yanitlarina etki etmemistir.

IL23R’nin, IBH patogenezindeki roliiyle ilgili altta yatan mekanizmalar yavas yavas
aydinlanmaktadir. Mutasyona ugrayan R381, IL23 reseptoriiniin sitoplazmik
domaininde, transmembran domaininin i¢inde yer alan 5. amino asittir ve tiirler
arasinda biiyiik oranda yapist korunmustur. Daha 6nceki hayvan calismalarinda,
IL23R’nin kolit gelisimi i¢in 6nemli oldugu gosterilmistir (66). IL23R, CD4+ T
hiicreleri farkli bir T hiicre alttipi olan Th17’ye farklilagsmak iizere uyarmaktadir.
Daha sonra bunlardan fazla miktarda salman TGF — B1 ve IL6 ile birlikte
proinflamatuar IL — 17’nin etkisiyle inflamasyon uyarilmaktadir (67). Dahasi, Th17
T hiicre altgrubunun, hayvan modellerinde kronik otoimmiin inflamatuar durumlara
aracilik ettigi ve intestinal hastalik icin IL23’{in merkezi rol iistlendigi gdsterilmistir
(68). Bu bulgular ve genetik ¢alismalarm 1s18mda, 1L.23/Th17 IBH patogenezinde
merkezi bir role sahip gibi goriinmektedir (69 — 71). IL23R polimorfizminin UK ve

CH’den koruyucu olmasidaki etken muhtemelen bu yolagin bozulmasi olabilir.

Son yillarda, Alman ve Ingiliz yazarlar yaptiklar1 bir tiim genomda iliski
caligmasinda 19,779 SNP arasinda, kromozom 2q37.1°de yer alan ATG16L1 geninde
kodlayici1 bir varyantla CH arasinda bir iliski kurmuslardir (20). Boylece dogal
immiin yanitin bir bileseni olan otofajinin, patogenezde onemi anlasilmistir. ATG
gen ekspresyonunda proinflamatuar sitokinlerin etkisinin olmamasi, polimorfizmin
primer etken oldugunu disiindiirmektedir (65). ATG16L1’in kalitim sekli ko —
dominanttir ve Kafkas irkinda sik goriiliir. Asya irkinda iliski bulunmamasi, genin
cevresel faktorlerden etkilendigini diisiindiirmektedir (72). Otofaji, patojen kaynakl
proteinlerin oto — fagositozunda c¢ok Onemli bir mekanizmadir. T300A
polimorfizminin buradaki etkisi net olarak bilinmese de muhtemelen bu
mekanizmay1 bozan protein etkilesimlerine neden olmaktadwr. Bunun sonucunda,

hem dogal, hem de kazanilmis immiin yanit bozulmakta, mukozay1 invaze eden
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mikroorganizmalara karsi hiicresel yanit yetersiz kalmaktadir. Boylece bozulmus
bariyer fonksiyonunun neden oldugu persistan bir bakteriyel enfeksiyon meydana
gelmektedir (51). ATG’de goriilen gen varyasyonlarmin hastalik gelisimi {izerine
olan net etkisinin, liiminal havuzdaki mikroorganizma yiikiiyle, otofajik siireclerin

savunma kapasitesi arasindaki dengeyle iligkili oldugu 6ne stiriilmiistiir (73).

Bu calismanm en &nemli kisithihigy, tiim IBH hasta grubunun ayrmtili klinik ve
laboratuar ozelliklerine ulasilamamasi nedeniyle, bu hastalarin tiim analizlere

almamamasidir.

Sonugta Tiirk popiilasyonunda IL23R polimorfizmi varligi UK ve CH’den koruyucu
olarak bulunmustur. ATG16L1 polimorfizmi ise Crohn hastalig1 icin risk faktoriidiir.
Bu genotiplerin hastalik seyri, klinik, laboratuar bulgular1 ve tedavi yanitlarina kayda
deger etkisi saptanmamaistir. Bu agilardan daha genis serilerde calismalar yapilmasina

ihtiyac vardir.
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6. SONUCLAR

. IL23R polimorfizminin, hem UK, hem de CH i¢in koruyucu etki olusturdugu
saptandi [Strastyla OR = 0.32 (% 95 Giiven Araligi: 0.12 - 0.84), p=0.027 ve
OR = 0.25 (% 95 Giiven Araligi: 0.08 — 0.76, p=0.013)]. Buna gore IL23R
polimorfizmi olanlarda olmayanlara gére UK goriilme sikligi 1/3, CH riski
ise Y4 oranindayd.

. ATG16L1 polimorfizmi, UK gelismesine etki etmez iken, CH gelisme riskini
kontrol grubuna gore artirtyordu (p=0.024, Spearman R=0.149).

. ATG16L1 polimorfizmi olan bireylerde UK hastalik siiresi anlamli sekilde
uzuyor, hastalik baslangici daha erken yaslarda oluyordu.

. UK’de ATG16L1’in kadinlarda daha sik olmas1 ve AST vyiiksekligi ihtimalini
artirmasi, IL23R’nin ise eslik eden AS riski ve rezeksiyon ihtimalini artirmasi
bulgular1 vaka sayismin azlig1 nedeniyle dikkatle degerlendirilmelidir.

. CH’de ATGI6LI ile yiiksek ALP, ve artmis EN ko — insidansi, IL23R ile
yine artmis EN ko — insidans1 ve daha aktif hastalik goriilmesi bulgular1 da
vaka sayismin azlig1 nedeniyle dikkatle degerlendirilmelidir.

. Her iki mutasyon i¢in de, IBH ile iliskili kayda deger baska genotip - fenotip
etkilesimi saptanmamustir.

Steroid, Anti — TNF ve cerrahi tedavilere yanitla polimorfizmler arasinda
anlamli iligki saptanmamustir.

. Tiirk popiilasyonunda genotip — fenotip etkilesimleri agisindan saglikli bilgi

edinebilmek i¢in daha genis serilerde calisma yapilmalidir.
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OZET

[Itihabi Barsak Hastaliklar1 (IBH) etyolojisinde genetik zeminde ¢evresel faktdrlerin
etkisi iizerinde durulmaktadir. Interlokin 23 reseptdr (IL23R) genindeki R381Q
polimorfizmi, Crohn hastali1 ve iilseratif kolitle iligkili bulunmustur. Autophagy 16
— like 1(ATG16L1) genindeki T300A polimorfizminin ise Crohn hastalig1 riskini
arttirdig1 gosterilmistir. Bu alanda tlilkemizde yapilmis bir caligma yoktur.

Bu calismanin amaci, IBH’da IL23R ve ATGI6L1 gen polimorfizmi sikhginda
normal popililasyona gore degisme olup olmadigini tespit etmek ve bu
polimorfizmlerin klinik parametreler iizerine olan etkisini degerlendirmektir.
Gastroenteroloji Bilim Dali poliklinigine basvuran 222 iBH hastas1 ve 134 kisilik
saglikli kontrol grubunda SNP’ler tespit edilmistir. Ayrica 130 hastanin
dosyalarindan hastalik tutulum bdlgeleri, aktivitesi, tedavi yanitlar: ¢ikartilarak, SNP
varhigi ile iliski aranmastir.

IL23R polimorfizminin, hem UK, hem de CH ig¢in koruyucu etki olusturdugu
saptanmistir [Sirasiyla OR = 0.32 (% 95 Giiven Araligi: 0.12 - 0.84), p=0.027 ve OR
= 0.25 (% 95 Giiven Araligr: 0.08 — 0.76, p=0.013)]. ATG16L1 polimorfizmi, UK
gelismesine etki etmez iken, CH gelisme riskini kontrol grubuna gore artiriyor
bulunmustur (p=0.024, Spearman R=0.149). UK’de ATG16L1’in kadinlarda daha
sik olmas1 ve AST yiiksekligi ihtimalini artirmasi, IL23R’nin ise eslik eden AS riski
ve rezeksiyon ihtimalini artirmasi ile CH’de ATGI16L1 ile yiiksek ALP, ve artmis
EN ko — insidansi, IL23R ile yine artmis EN ko — insidans1 ve daha aktif hastalik
goriilmesi bulgular1 da vaka sayisinin azlig1 nedeniyle dikkatle degerlendirilmelidir.
Her iki mutasyon icin de, IBH ile iliskili baska kayda deger genotip - fenotip
etkilesimi saptanmamustir. Steroid, Anti — TNF ve cerrahi tedavilere yanitla
polimorfizmler arasinda anlamli iligki saptanmamuistir.

Sonugta, Tiirk popiilasyonunda IL23R polimorfizminin, hem UK, hem de CH icin
koruyucu etki olusturdugu saptanmistir. ATG16L1 polimorfizmi ise Crohn hastalig1

icin risk faktorii olarak bulunmustur.
Anahtar Kelimeler: iltihabi Barsak Hastaliklar1, Ulseratif Kolit, Crohn Hastahgi,

Interlokin 23 Reseptor Polimorfizmi, ATG16L1 Polimorfizmi, Tek Niikleotid

Polimorfizmi
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SUMMARY

Etiology of Inflammatory Bowel Diseases (IBD), is thought to be environmental
insults under the proper genetic background. R381Q polymorphism of Interleukin 23
Receptor (IL23R) gene is found to be associated with Crohn’s disease(CD), and
Ulcerative Colitis(UC). T300A polymorphism of Authophagy 16 — Likel
(ATG16L1) gene is shown to increase the Crohn’s disease risk. There is no previous
study on this subject from our country. The purpose of this study is to demonstrate
whether, there is any increase in the rate of IL23R and ATGI16L1 gene
polymorphism in the inflammatory bowel disease, compared with normal population,
and to determine if there is any effect of them over clinical parameters.

Study was conducted among 222 inflammatory bowel disease cases admitted to the
Gastroenterology Department, and 134 healthy control cases. The Single Nucleotide
Polymorphisms were detected, besides, involvement sites, activity, treatment
responses were recorded from the patient files, and correlation to the SNP’s were
evaluated.

IL23R polymorphism was protective against both UC, and CD development [OR =
0.32 (% 95 Confidence Interval: 0.12 - 0.84), p=0.027 ve OR = 0.25 (% 95
Confidence Interval: 0.08 — 0.76, p=0.013), respectively]. There was no effect of
ATGI16L1 polymorphism on UC development, but it significantly increased
development of CD (p=0.024, Spearman R=0.149). There was female predominance,
and higher AST levels in cases with UC, carrying ATGI16L1, and increased
likelihood of AS, and resection in IL23R carriers; on the other hand, higher levels of
ALP, increased EN risk in CD patients with ATG16L1, and again increased EN
coincidence, and higher disease activity, but these findings should be evaluated
cautiously due to low number of cases. There was no other significant phenotype
association between UC and CD with SNP’s. There is no correlation between
corticosteroid, anti — TNF treatment response, need for surgery and polymorphisms.
As a result, it was found that, IL23R polymorphism is protective against
development of both UC, and CD. ATGI16L1 polymorphism is a risk factor for
development of CD.

Key Words: Inflammatory Bowel Diseases, Ulcerative Colitis, Crohn’s Disease,
Interleukin 23 Receptor Polymorphism, ATG16L1 Polymorphism, Single Nucleotide
Polymorphism
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