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ÖZET 

TÜRK POPÜLASYONUNDAKİ ÜLSERATİF  KOLİTLİ 

HASTALARDA TLR1(RS 4833095) GEN POLİMORFİZMİNİN 

HASTALIKLA İLİŞKİSİNİN DEĞERLENDİRİLMESİ 

 

Dr. Dilek ÇAĞLAYAN 

UZMANLIK TEZİ  

KONYA 2018 

 

             Giriş:Ülseratif kolit; kolonun mukozal tabakasında sınırlı, tekrarlayan 

inflamasyon dönemleri ile seyreden bir hastalıktır. Ülseratif kolit; genetik ve çevresel 

etmenlerin kombine etkisi sonucu ortaya çıkan multifaktöriyel bir hastalıktır. Birçok 

proinflamatuvar sitokinin  ülseratif kolit etyolojisinde rol aldığı gösterilmiştir.(IL 23 R, TNF 

alpha, IL 27  … ) 

    Toll like reseptörler, mikrobiyal antijenleri saptayan ve antijenlere karşı yanıt 

oluşturan ökaryotik  hücre yüzey molekülleridir. TLR sinyal yolağındaki son ortak  yol 

transkripsiyon faktörlerini içerir; NFB ve aktive edici protein 1 (AP -1) .  Bu transkripsiyon 

faktörleri; önemli proinflamatuvar sitokinleri kodlayan (TNF, IL1, IL6, IL8, IL12 gibi) 

birçok  geni düzenler.  

         Bu çalışmada; Türk popülasyonunda Ülseratif kolitli hastalardaki 

TLR1(rs4833095) single nükleotid polimorfizminin  değerlendirilmesi ve sağlıklı 

popülasyonla karşılaştırılması, tanımlanan polimorfizmlerin hastalıkla ilişkisinin  

değerlendirilmesi, tanımlanan single nükleotid polimorfizmlerinin hastalığın yayılımı ve 

şiddeti ile ilişkisinin değerlendirilmesi   amaçlanmaktadır.  

    Materyal metod: Çalışmaya Necmettin Erbakan Üniversitesi Meram Tıp 

Fakültesi Gastroenteroloji kliniğinde ülseratif kolit tanısıyla  takipli  18 yaş üstünde 90 hasta  

ve  18 yaş üzerinde 90 kişiden oluşan sağlıklı kontrol grubu dahil edildi. Çalışmaya alınan 

hastaların aldıkları medikal tedavi, laboratuvar verileri, koloskopi raporları ve bulguları, 

ekstraintestinal manifestasyonları ile ilgili veriler hastane kayıt sistemi retrospektif olarak  
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taranarak elde edildi. Çalışmaya alınan hastalardan ve sağlıklı kontrollerden 3-4 cc kan 

örneği EDTA’lı tüplere alındı. Örnekler DNA izolasyonu yapılana kadar -80°C’ de saklandı. 

DNA’lar izole edildikten sonra, elde edilen DNA’ ların kalitesi nanogen spektrofotometri ile 

kontrol edildi. Kaliteli DNA’ lar  RT-PCR ile TLR1(RS 4833095) single nükleotid 

polimorfizmi açısından değerlendirildi. İstatiksel analizler için IBM SPSS versiyon 22.0 

programı kullanıldı. Sayısal değişkenler ortalama ± standart sapma ile kategorik değişkenler 

ise sayı ve yüzde ile gösterildi. Gruplar arası kategorik verilerin karşılaştırılması için Chi-

square testi kullanıldı. Anlamlılık düzeyi p<0,05 olarak kabul edildi. 

Bulgular: Türk popülasyonunda TLR1(RS4833095) single nükleoitid 

polimorfizminin ülseratif kolit için artmış riskle ilişkisi bulunmadı.(p>0,05) Türk 

popülasyonunda TLR1(RS4833095) single nükleotid polimorfizmi ile hastalığın kolondaki 

yayılımı arasında anlamlı ilişki saptanmadı.(p>0,05) Türk popülasyonunda 

TLR1(RS4833095) single nükleotid polimorfizmi ile hastalığın şiddeti ve remisyon 

sağlanması için gerekli tedavi arasında anlamlı ilişki saptanmadı.(p>0,05) 

Sonuç: Ülseratif kolit çevresel, genetik, konağa bağlı faktörlerin kombine etkisi 

sonucu meydana gelen bir hastalıktır. Etyopatogenezinde immündisregülasyonun rol 

oynadığına dair önemli kanıtlar vardır. Bakteriyel veya viral DNA, flagellin veya 

lipopolisakkarit(LPS) gibi Patojen İlişkili Moleküler Pattern’ler  TLR’ler tarafından 

bağlanabilir ve birçok pro- ve antiinflamatuvar sitokini aktive ederek inflamasyonu 

indükleyebilir. Bank’ın Danimarkalı kohortta yaptığı çalışmada TLR1(RS4833095) 

homozigot varyant genotipinin ülseratif kolit gelişimi için artmış riskle ilişkisi bulunmasına 

rağmen Türk popülasyonunda yapılan çalışmada anlamlı fark bulunmamıştır. Sonuç olarak 

genetik polimorfizm çalışmaları coğrafik dağılımlara göre farklılık göstermektedir. 

 

 

 

 

 

 

     

     Anahtar Kelimeler: ülseratif kolit, toll like reseptör, single nukleotid polimorfizm 
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                                                         ABSTRACT 

                                              

EVALUATION THE ASSOCIATION BETWEEN TLR1(RS 4833095) 

GENE POLYMORPHISM AND ULCERATIVE COLITIS IN THE 

TURKISH POPULATION. 

 

                                              Dr. Dilek ÇAĞLAYAN 

 DOCTORAL THESIS 

                                               KONYA 2018 

 

Introduction:  Ulcerative colitis is a disease, limited to the mucosal layer of the 

colon and characterized by recurring inflammatory periods of the colon. Ulcerative colitis is 

a multifactorial disease that results from combined effects of genetic and environmental 

factors. Several proinflammatory cytokines have been shown to play a role in the etiology 

of ulcerative colitis. (IL 23 R, TNF alpha,  IL 27  … ) 

Toll-like receptors are eukaryotic cell surface molecules that detect microbial 

antigens and respond to antigens. The last common pathway in the TLR signaling pathway 

involves transcription factors; NFB  and activating  protein 1 (AP -1). These transcription 

factors regulate genes which encodes important proinflammatory cytokines (such as TNF 

IL1 , IL 6, IL 8, IL 12...). 

In this trial, we aim to evaluate TLR1 (rs4833095) single nucleotide polymorphism 

in patients with ulcerative colitis and to compare with healthy population in the Turkish 

population. We also aim to evaluate the relation between the defined polymorphism and the 

risk of developing disease and the severity of the disease and the extension of the colon of 

the disease in the Turkish population. 

Materials and method: 90 patients, up to 18 years old, with ulcerative colitis that 

are outpatients in the gastroenterology clinic of the  N.E.U. Meram Faculty of Medicine are 

included into the trial. 90 healthy controls, up to 18 years old, also are included. Data, which 

is about medical treatment, laboratory findings, colonoscopy reports and findings, 
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extraintestinal manifestations of patients, is obtained by scanning hospital registry system 

retrospectively. 3-4 cc blood samples were taken into the tube, which has EDTA, from 

participants. All samples were kept at  -80°C. After DNA isolation, the quality of obtained 

DNAs was checked by nanogen spectrophotometry.  The DNAs of all patients and the 

control group were evaluated for polymorphism by using RT-PCR. SPSS 22.0 software 

program is used for the data entry and analysis, for the summary of the data concerning 

categorical variables the numbers and percentages are used. Mean ± standard deviation and 

median values were used for the numerical variables.  Pearson Chi-square test was used to 

determine the relationships between the categorical data. The results were found to be 

statistically significant, with 95% confidence interval and the p-value less than 0.05. 

Findings: TLR1(rs4833095) single nucleotid polymorphisms weren’t associated 

with increased risk of ulcerative colitis in the Turkish population(p>0,05). TLR1(rs4833095) 

single nucleotid polymorphisms weren’t associated with extension of the colon of the disase 

in the Turkish population(p>0,05). TLR1(rs4833095) single nucleotid polymorphisms 

weren’t associated with the severity of the disease in the Turkish population (p>0,05).  

Conclusion:  Chronic inflammatory bowel diseases (IBD), Crohn’s disease (CD) and 

ulcerative colitis (UC), are complex diseases that result from the interaction of numerous 

genetic and environmental factors  TLR signaling pathways are involved in the autoimmune 

response to Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPs) such as bacterial or viral 

DNA, flagellin or lipopolysaccharide (LPS). PAMPs can be bound by the membrane bound 

TLRs and induce inflammation by activating a number of pro- and anti-inflammatory 

cytokines The homozygous variant genotype of TLR1 743 T>C (rs4833095) (p = 0.004) was 

associated with increased risk of UC in the Danish cohort in the trial by Bank and friends. 

But in the Turkish population, there was no association between the homozygous variant 

genotype of TLR1 743 T>C (rs4833095) and the risk of ulcerative colitis (p>0,05). As a 

result, the trials of the genetic polymorphism are differed by geographical distribution. 

 

  

      

 

    Keywords: ulcerative colitis, toll like receptor, single nukleotid polymorphism. 
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1.GİRİŞ VE AMAÇLAR

Ülseratif kolit; kolonun mukozal tabakasında sınırlı, tekrarlayan inflamasyon

dönemleri ile seyreden bir hastalıktır. Ülseratif  kolit primer olarak barsaklarda görüldüğü

halde; diğer organ sistemlerinde de çeşitli manifestasyonlarda (artrit, ankilozan spondilit,

osteoporoz, osteopeni, osteonekroz, üveit, episklerit, eritema nodosum, pyoderma

gangrenosum, primer sklerozan kolanjit…) gösterebilir. Ülseratif kolit; komplikasyonlarla

(şiddetli kanama, fulminan kolit, toksik megakolon, perforasyon, striktür, displazi ve

kolorektal kanser …) seyredebilen ve mortalite ile sonuçlanabilen bir hastalıktır. Ülseratif

kolit; genetik ve çevresel etmenlerin kombine etkisi sonucu ortaya çıkan multifaktöriyel bir

hastalıktır. Birçok proinflamatuvar sitokinin  ülseratif kolit etyolojisinde rol aldığı

gösterilmiştir.(IL23R, TNFa, IL 27  … )

Toll like reseptörler, mikrobiyal antijenleri saptayan ve antijenlere karşı yanıt

oluşturan ökaryotik  hücre yüzey molekülleridir. TLR sinyal yolağındaki son ortak  yol

transkripsiyon faktörlerini içerir; NFkB ve aktive edici protein 1 (AP -1).  Bu

transkripsiyon faktörleri; önemli proinflamatuvar sitokinleri kodlayan (TNFa,, IL1b, IL 6,

IL 8, IL 12 gibi) birçok  geni düzenler.

‘Bank ve arkadaşlarının’ yaptığı bir çalışmada; Danimarkalı’lardan oluşan bir

kohortta, TLR 1 ve TLR 5’ de genetik olarak  saptanan  yüksek  aktivite  inflamatuvar

barsak  hastalıkları için artmış riskle ilişkili bulunmuştur ve  inflamatuvar  barsak

hastalıklarının TLR1(rs 4833095) single  nükleotid  polimorfizmi ile ilişkisi ilk kez bu

çalışmada gösterilmiştir. Türk popülasyonunda; TLR1(rs 4833095) single nükleotid

polimorfizmi ile ülseratif kolit ilişkisini gösteren yeterli veri ve çalışma yoktur.

Bu çalışmada; Türk popülasyonunda Ülseratif kolitli hastalardaki TLR1(rs

4833095) gen polimorfizminin  değerlendirilmesi ve sağlıklı popülasyonla

karşılaştırılması, tanımlanan polimorfizmlerin hastalıkla ilişkisinin  değerlendirilmesi

amaçlanmaktadır.
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2. GENEL BİLGİLER

2.1. ÜLSERATİF KOLİT

2.1.1.Tanım

Ülseratif Kolit; kolonun mukozal tabakasında sınırlı, tekrarlayan inflamasyon

dönemleri ile karakterize bir hastalıktır. Ülseratif kolit; genetik ve çevresel etmenlerin

kombine etkisi sonucu ortaya çıkan multifaktöriyel bir hastalıktır. Ülseratif kolit sıklıkla

rektumu tutar ve proksimale doğru yayılarak kolonun diğer kısımlarını da tutabilir.

2.1.2. Etyoloji ve patogenez

Ülseratif kolitin etyopatogenezinde kronik mukozal immün disregülasyonun rol

oynadığına dair ortak görüşler mevcuttur. Bu immün disregülasyonda dış faktörlerin

(normal lüminal flora gibi), konakçı faktörlerin (intestinal epitelyal hücre bariyer

fonksiyonu, doğal ve edinsel immün fonksiyon gibi) ve çevresel faktörlerin rol oynadığı

düşünülmektedir. Mukozal immün sistemin kronik aktivasyonunun tanımlanmamış bir

enfeksiyöz ajana karşı uygun bir cevap olarak ortaya çıkması olası ise de, böyle bir

enfeksiyöz ajan saptanamamıştır. Bu sebeple inflamatuvar barsak hastalığı; barsaklar

içerisinde bulunan normal mikrobiyal floraya karşı uygunsuz bir cevap olarak

düşünülmektedir. Normalde mukozal immün sistem, oral toleransa bağlı olarak mukozal

içeriğe karşı cevapsızdır. Eriyebilen antijenler subkutan veya intramüsküler yerine oral

alındığında antijene spesifik cevapsızlık uyarılır. Oral toleransın uyarılmasında pek çok

mekanizma rol oynar ve bunlar antijene reaktif T hücrelerin delesyon ve anerjisi  ya da

interlökin 10 (IL 10)  ve transforming growth faktör b (TGFb) gibi inhibitör sitokinlerin

sekresyonu yoluyla barsak inflamasyonunun baskılandığı  CD4+ T hücre aktivasyonunu

kapsar. Diyetteki antijenlere ve intestinal lümendeki kommensal floraya karşı olan immün

cevabın eksikliğinden oral tolerans sorumlu olabilir. İnflamatuvar barsak

hastalığında(İBH) bu inflamasyonun baskılanması değişerek kontrol edilemeyen bir

inflamasyona yol açar. Normal konakta enfeksiyonların seyri sırasında barsakla ilişkili

lenfoid doku tam olarak aktifleşir fakat daha sonra immün yanıtın kontrol edilmesi,

baskılanması ve doku onarımının sağlanması ile inflamasyon kontrollü bir şekilde
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düzenlenir ve inaktive edilir. İnflamatuvar barsak hastalıklarında bu immün regülasyon

bozulmuştur. (Harrison’s Principles of İnternal Medicine 2013)

2.1.3. İnflamatuvar barsak hastalıklarına genetik duyarlılık

Kronik inflamatuvar barsak hastalıkları (IBH), Crohn hastalığı (CH) ve ülseratif

kolit (ÜK), birçok genetik ve çevresel faktörlerin etkileşimi sonucu ortaya çıkan kompleks

hastalıklardır(Podolsky 2002). Genetik ilişki çalışmaları IBH’na duyarlılıkla ilişkili  Toll-

Like reseptörlerindeki(Cario 2010, Bank 2014), apopitozis(Anderson 2011, Thompson

2011), IL23/IL17(Anderson 2011, Thompson 2011) ve ınterferon gamma(IFNg)(Anderson

2011, Thompson 2011) yolaklarındaki polimorfizmleri göstermiştir. Aşağıda tanımlandığı

gibi, inflammasome  bütün bu yolaklarla bağlantılıdır ve kuramsal olarak düşünüldüğünde,

inflammasome yolağındaki polimorfizm CH  ve ÜK ile ilişkili olabilir.(Bank 2015)

Bakteriyel veya viral DNA, flagellin veya lipopolisakkarit(LPS) gibi Patojen

İlişkili Moleküler Pattern’lere karşı otoimmün cevap bütün bu yolakları içermektedir.

Patojen İlişkili Moleküler Pattern’ler membrana bağlı toll like reseptörler(TLR) tarafından

bağlanabilir ve birçok pro- ve antiinflamatuvar sitokini aktive ederek inflamasyonu

indükleyebilir(Verstrepen 2008). Patojen İlişkili Moleküler Pattern’ler ayrıca  intrasellüler

reseptörler olan Nod-Like Reseptörler(NLR) tarafından da tanınabilirler. NLRP1 ve

NLRP3; pro-protein caspase 1’i aktive edebilen inflammasome protein komplekslerinin

üyeleridir. Kaspas 1’in aktivasyonu CARD8(caspas-associated recruitment domain ihtiva

eden protein 8) tarafından süprese edilebilir(Paramel 2013). Kaspas 1; proprotein olarak

sentezlenen IL1b ve IL 18 gibi proinflamatuvar sitokinleri aktive eder(Aguilera 2014).

IL1b ve IL18 de, IL17’nin üretimini indükleyebilirler(Dinarello 2012).

NLRP1, NLRP3 ve CARD8 aynı zamanda apopitotik yolakta da tanımlanmıştır.

NLRP1 ve NLRP3’ün aşırı ekspresyonu kaspasları aktive ederek apopitozisi stimüle

eder(D'Osualdo 2012, Sagulenko 2013). CARD8, kaspas 1’in aktivasyonunu inhibe ederek

apopitozisi inhibe eder(Hong 2002).

IL23/IL17 yolağında; IL23, proinflamatuvar sitokin IL17’nin sekresyonunu

arttırır. IL17 de; IL1b, IL6, IL8 ve tümör nekrozis faktör alfa(TNFa) gibi diğer

proinflamatuvar sitokinlerin sekresyonunu arttırır(Hoeve 2006). IL23; IL12p40 ve

IL23p19’dan oluşan bir heterodimerdir. IL12p40 ayrıca diğer bir heterodimer olan

IL12(IL12p35/IL12p40)’ninde subünitidir. IL12; IFNg‘yı aktive ederek proinflamatuvar
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bir özellik gösterirken, aynı zamanda anti inflamatuvar  bir sitokin olan IL10’u aktive

ederek ve pro inflamatuvar bir sitokin olan IL17’yi inhibe ederek anti inflamatuvar özellik

gösterir(Hoeve 2006, Chang 2007).

IL12 ve IL23 yolakları ayrıca IL12 reseptör(IL12R-β1/IL12R-β2) ve IL23 reseptör

(IL12R-β1/IL23R) heterodimer komplekslerinin parçası olan IL12R-β1 reseptör subünitini

paylaşırlar. (Bank 2015)

IL12 ve IL23 reseptörleri üzerinden olan sinyalizasyon ayrıca STAT4

transkripsiyon faktörünü aktive eden Jak2 kinazı bağlayan ortak intrasellüler

mekanizmalara sahiptir. (Bank 2015)

Buna rağmen, STAT transkripsiyon komplekslerinin DNA’ya bağlanması

farklılıklar gösterir. IL23 sinyalizasyonda STAT3/STAT4 heterodimerleri mevcutken,

IL12 sinyalizasyonunda STAT4 homodimerleri vardır(Hoeve 2006).

Inflammasome tarafından aktive edilebilen IL18, IFN-γ sentezini  feedback aktive

edebilir. (Bank 2015)

IFN-γ, iki adet ligand bağlayan IFNGR1 zincirlerini  ve iki adet sinyal ileten

IFNGR2 zincirlerini içeren membrana bağlı IFNG reseptörüne bağlanır. IFN-γ’nın  IFNG

reseptörüne bağlanması Jak-2 kinazı aktive eder. (Bank 2015)

Jak-2, en sonunda transkripsiyon faktör STAT1’i aktive eden kinaz kaskadını

başlatır(Schroder 2004).

IFN-γ’nın diğer bir önemli aktivatörü ise transkripsiyon faktör T-bet

(TBX21)dir(Li 2012).

Sonuç olarak; Toll-Like reseptörlerindeki, apopitozis, IL23/IL17 ve ınterferon

g(IFNG) yolaklarındaki  genetik polimorfizmler inflamatuvar barsak hastalığında yukarıda

tanımlanan immün disregülasyondan sorumlu gibi görünmektedirler

2.1.4. İnflamatuvar barsak hastalıklarında Toll-like reseptörler

İnflamatuvar barsak hastalıklarında toll like reseptör ekspresyonunun  diferansiyel

değişiklikleri  ilk olarak 10 yıl önce tanımlanmıştır.(Cario 2010)
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O zamandan bu yana bir çok grup tarafından yapılan çalışmalar; TLR’lerin

barsaklardaki doğal konak savunmasının  anahtar mediatörlerini  temsil ettiği yönündeki

mevcut kavram üzerine yoğunlaşmışdır. (Cario 2010)

Kolitin çeşitli fare modellerindeki son bulguları; IBH’ın patogenezinde TLR

disfonksiyonunun mekanistik öneminin ortaya çıkarılmasına yardım etmiştir. (Cario 2010)

Çevresel faktörler, genetik faktörler ve konak immünitesinden  oluşan çok boyutlu

ve son derece interaktif regülatuvar triad intestinal mukozadaki TLR fonksiyonlarını

kontrol eder. (Cario 2010)

Bu triadtaki dengesiz ilişki; IBH kolitinde  ve IBH ile ilişkili kanserde akut ve

kronik intestinal inflamatuvar proçeslere katkıda bulunan anormal TLR sinyalizasyonunu

uyarabilir. (Inflamm Bowel Dis 2010)

Kommensal bakteri ve mukozal immünite arasındaki bozulmuş homeostaz, genetik

olarak yatkın bireylerde İBH’ndaki  barsak inflamasyonu gelişiminde kritik determinant

olarak görev alır(Xavier 2007, Abraham 2009).

Doğal immün hücreler; patern tanıma reseptörleri tarafından genişçe korunmuş

moleküler paternlerin tanınmasından temel alarak self  ve non self arasında hızlı ve kesin

ayrımın sıkı proçesini uygulamak zorundadırlar(Janeway 1996).

Toll-like reseptörler(TLRs), pro/antiinflamatuvar genlerin indüksiyonunda ve

adaptif immun cevapların kontrolünde anahtar rol oynayan transmembran patern tanıma

reseptörlerinin bir sınıfıdır(Medzhitov 1997, Poltorak 1998).

2000 yılında, IBH’da intestinal mukozadaki TLR’lerin diferansiyel modülasyonu

ilk kez tanımlanmıştır(Cario 2000).O zamandan beri TLR’lerin luminal mikrobiotanın

çeşitli ürünlerinin geniş spektrumunun sınıflandırılması ve tanınmasına aracılık ettiği

mekanizmalarının ve hücre spesifik etkilerinin tanımlanmasında çok gelişme sağlanmıştır.

Ayrıca anormal TLR modülasyonunun IBH’nın gelişimine nasıl katkıda bulunabileceği

yönünde mekanizmalarda tanımlanmıştır. (Cario 2010)

Sağlıklı konakta, TLR sinyalizasyonu konak bariyer bütünlüğünü korumak ve

kommensal kompozisyonu ve toleransı sürdürmek için esas olan bazal immün

mekanizmaları idame ettirir. (Cario 2010)
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Buna rağmen, duyarlı bir konakta, anormal veya disfonksiyonel TLR

sinyalizasyonu kommensal-mukozal homeostazın bozulmasına neden olabilir, böylece

doku hasarının amplifikasyonuna ve devam etmesine katkıda bulunarak devam eden

süreçte IBH’ndaki kronik inflamasyona neden olabilir. (Cario 2010)

2.1.5. TLR’lerin yapısı ve sinyalizasyonu

TLR’ler; geniş ve farklı ektodomainlerinde çok sayıda lösinden zengin tekrarlayan

motifler içerir. Toll-interlökin-1 reseptör(TIR) domain olarak adlandırılan kısa intrasellüler

kuyruklarında son derece korunmuş bölgeler içerirler. 13 memeli tip 1 transmembran

glikoproteinlerinden (insanda 10 adet ve farelerde 12 adet) oluşurlar. TIR domain, homo-

veya heterodimerik TLR subünitleri arasındaki etkileşim için esas olan bölgelerin yanı sıra

sinyalizasyon kaskadının başlatılması için sitoplazmik adaptör proteinlerin

güçlendirilmesine katkıda bulunan bölgelerden oluşur. TIR domain ayrıca IL1, IL18, IL33

reseptör ailelerinde de bulunabilir. TLR’ler mikrobiota-/virüs ilişkili (kommensal/patojen)

moleküler patern ve hasar ilişkili(endojen ve eksojen ) moleküler paternler olarak

sınıflandırılabilen alarm sinyalleri tanırlar. Mikroorganizmaların farklı sınıflarının

moleküler özellikleri şunları içerir: lipopeptidler:TLR2; virüs kaynaklı ds RNA:TLR3;

lipopolisakkaritler:TLR4; flagellin:TLR5 ve CpG DNA:TLR9. Ligand bağlanması

konformasyonel değişiklere neden olarak reseptör aktivasyonunu indükler. Bugüne kadar

en az beş çeşit adaptör protein  tanımlanmıştır: MyD88, Mal/TIRAP, TRIF/TICAM-1,

TRAM/Tirp/TICAM-2 ve SARM.(Cario 2010)

TLR 3 dışındaki bütün TLR’ ler, MyD88 adaptör proteini üzerinden sinyal iletimi

yaparlar. TLR 4  ise  MyD 88 bağımlı ve MyD 88 bağımsız yolakları kullanır. MyD 88

adaptör proteininin olaya katılımı bir seri sinyalizasyon modülünü aktive eder, bu

sinyalizasyon modülleri şunlardır: IRAK, TRAF6 ve TAK1, sonuç olarak transkripsiyon

faktörleri aktive olur. (NF-κB, AP-1, Elk-1, CREB, STATs veya IRF) (reviewed, e.g., in

Refs.)( Beutler 2006, Kumar 2009) MyD 88’nin yanında TRAF6, birkaç sinyalizasyon

yolağının diğer bir  ortak sinyalizasyon kontrol noktası olarak fonksiyon gösterir, sonuç

olarak IL-1R/TLR ve TNFR süperaileleri birleştirilir. Takip eden süreçte  pro – ve

antiinflamatuvar sitokinleri ve kemokinleri kodlayan yegane ve ortak TLR hedef genlerinin

transkripsiyonel aktivasyonu ile birlikte kostimülatör moleküllerin indüksiyonu lamina

propria hücreleri tarafından aktive edilen antijen spesifik ve nonspesifik adaptif immün

cevapları kontrol eder. Çevresel etkilerin kontrolü vasıtasıyla konak homeostazisinin
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korunmasında bütün bu çeşitli downstream etkiler kritik olarak rol almaktadırlar. (Cario

2010)

2.1.6. Sağlıklı ve IBH’lı bireylerde ekspresyon paternleri

TLR’ler, tüm gastrointestinal trakt boyunca çeşitli hücre tipleri tarafından farklı

kombinasyonlarda indüklenebilir ya da yapısal olarak eksprese edilebilirler.

Gastrointestinal traktaki bu hücre tipleri ise şunlardır; dört esas intestinal epitelyal hücre

ailesi (absorbtif enterositler(Cario 2000, Singh 2005), paneth hücreleri(Rumio 2004,

Vaishnava 2008), goblet hücreleri(Podolsky 2009) enteroendokrin hücreler(Bogunovic

2007, Palazzo 2007) ), subepitelyal myofibroblastlar(Otte 2003, Walton 2009) ve intestinal

lamina propria içindeki çeşitli profesyonel immün hücre alt kümeleri

monosit/makrofaj(Smith 2001, Hausmann 2002), dentritik hücreler(Hart 2005, Cerovic

2009) ve CD4+T hücreler (Tomita 2008, Fukata 2008). Spesifik hücre tipleri farklı

anatomik bölgelerde TLR’lerin bireysel paternlerini exprese ederler. Örneğin, dentritik

hücreler farklılaşırken monositler progresif olarak bazı TLR’lerin ekspresyonunu

kaybederler fakat diğerlerinin ekspresyonunu arttırırlar(Visintin 2001). Kemik iliğinden

köken alan CD11c+ dentritik hücreler, zararlı patojenik tehditleri hızlıca tanımak için

önemli derecelerde TLR 4 eksprese ederler(Yanagawa 2007). Aksine lamina propria

CD11c+ dentritik hücreler barsak lümeninde her yerde varolan lipopolisakkaritlere (LPS)

düşük yanıt özelliğini korumak için TLR 4 eksprese etmezler(Uematsu 2006, Cerovic

2009). Farklı TLR ekspresyon paternleri, farklı stratejik bölgelerdeki  TLR ligand

tanımasının farklı fonksiyonel gerekliliklerini yansıtabilir. Optimal ligand tanıma ve

bağlama bölgeleri temel alınarak, TLR’ler stratejik olarak hücre yüzeyinde (TLR

1/2/4/5/6) veya hücre içi kompartımanlarda(TLR 3/7/8/9) lokalize olabilirler. Intestinal

epitelyal TLR lokalizasyonu ve ligand yanıtlılığı, hücresel aktivasyon durumu(Cario 2000,

Abreu 2002), polarite(Lee 2006) ve farklılaşma(Cario 2002)  tarafından kritik bir şekilde

modifiye edilebilir. TLR 2 ve TLR 4 tercihen farklılaşmış enterositlerin apikal kutbunda

lokalize olurken Cario 2002), TLR 5 kararlı bir şekilde intestinal epitelyumun basolateral

kutbunda lokalize olur(Gewirtz 2001).

Normal gastrointestinal sistemde  TLR 2 ve TLR 4 intestinal epitelyal hücrelerde ve

lamina propriadaki mononükleer hücrelerde  az miktarda bulunurlar. Böylelikle bu

hücrelerde çevresel etmenleri tanıma işlemi minimalize edilerek aktivasyonun bazal

durumu korunur(Cario 2000, Abreu 2001, Ortega-Cava 2003, Otte 2004, Singh 2005,
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Hausmann 2002). TLR inhibisyonu barsak mikrobiotasına karşı uygunsuz aktivasyondan

kaçınılmasında rol alır. Hücresel mekanizmaların  ve birkaç negatif regülatörün  intestinal

mukozada  TLR aktivasyonunu azalttığı ya da tamamen ortadan kaldırdığı gösterilmiştir.

Konak tehditler ile karşılaştığında bu inhibitör mekanizmalar baskılanabilir ve tehditleri

ortadan kaldırmak için pozitif regülatörler TLR sinyalizasyonuna izin vererek önemli

immün cevabı indükleyebilirler. Fakat sürekli TLR hiperaktivasyonu IBH’ndaki kronik

inflamasyonu provoke edebilir. Aktif Crohn hastalığı ve ülseratif kolitte  alt

gastrointestinal sistem boyunca primer intestinal epitelyal hücrelerde ve lamina propriadaki

monomükleer hücrelerde TLR 4 ekspresyonu anlamlı bir şekilde artmıştır(Cario 2000).

Böylece çevreye karşı duyarlılık artarak anormal aktivasyon meydana gelmektedir.(Cario

2010)

TLR 4 sinyalizasyonu 3 yardımcı moleküle ihtiyaç duyar: CD14, LBP ve MD-2.

Sağlıklı durumlarda intestinal mukozada bu reseptör kompleksinin ekspresyonu genellikle

düşüktür(Smith 2001, Abreu 2002, Meijssen 1998, Cario 2006). Fakat non aktif ve/ve ya

aktif inflamatuvar barsak hastalığı kolitinde çeşitli hücre alt kümelerinde bu reseptör

kompleksi anlamlı bir şekilde upregüle edilir(Meijssen 1998, Cario 2006, Kamada 2008).

T hücre kaynaklı sitokinler (interferon g, tümör nekrozis faktör a); inflamatuvar barsak

hastağının başlatılmasında önemli patofizyolojik roller oynar. İn vitro koşullarda bu

sitokinlerin intestinal epitelyal TLR4 ekspresyonunu upregüle ettiği gösterilmiştir(Abreu

2002, Suzuki 2003). Genetik olarak duyarlı konakta kommensal kompozisyondaki

değişiklikler  anormal TLR 4 aşırı yanıtlılığına neden olabilirler(Vijay-Kumar 2007). Fakat

reseptör upregülasyonu ayrıca immün cevaplardaki fonksiyonel kaybıda yansıtabilir.

TLR’lerindeki genetik varyasyonlar konak-kommensal etkileşimleri değiştirebilir.

TLR’lerindeki bir defekt ligand tanımayı, mukozal immün toleransı  ve kommensal

kompozisyonu etkileyerek doğal/adaptif immün hypo- ve hyperaktiviteye neden olabilir.

Bir kaç  çalışmada IBH duyarlılığında ve/ve ya progresyonunda TLR polimorfizminin

fonksiyonel etkileri değerlendirilmiştir. Bireysel TLR varyantlarının, IBH’da  hastalığın

fenotipik şiddetindeki  dönemsel farklılıkların  açıklanmasına olan etkisi IBH’da hastalık

riskinin tahmin edilmesine olan etkisine oranla daha fazla olabilir.(Cario 2010)
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Şekil 1:TLR’lerin yapısı ve sinyalizasyonu

Reproduced from:Kumar H, Kawai T, Akira S. Toll-like receptors and innate immunity. Biochem Biophys
Res Commun 2009; 388:621. Illustration used with the permission of Elsevier Inc. All rights reserved.
Graphic 57602 Version 5.0

TLR: toll-like receptor; MyD88: myeloid differentiation primary response protein 88; IRAK: interleukin-
1 receptor-associated kinase; TRAF: tumor necrosis factor (TNF) receptor-associated factor; TAK:
transforming growth factor (TGF)-beta-activated protein kinase; IKK: inhibitor of NF-kappa-B kinase;
MAP: mitogen-activated protein; NFkB: nuclear factor (NF)-kappa-B; TIRAP: toll/interleukin-1 (IL-1)
receptor (TIR) domain-containing adapter protein; TRIF: TIR domain-containing adapter inducing
interferon (IFN); TRAM: TRIF-related adapter molecule; RIP: receptor-interacting protein; TBK: TRAF
family member-associated NF-kappa-B activator-binding kinase; IKKi: I-kappa-B kinase i; IRF:
interferon regulatory factor; IFNs: interferons; UNC93B: UNC93 homolog B; IKK-alpha: inhibitor of
nuclear factor kappa-B kinase subunit-alpha.

Konvensiyonel  dentritik hücrelerde, makrofajlarda ve plazmasitoid dentritik

hücrelerde TLR sinyalizasyonu

TLR 2(TLR 1 veya TLR 6 ile birlikte), TLR 4, TLR 5 ve TLR 11, ligand tanıma

fonksiyonu için hücre yüzeyine yerleşmişlerdir. TLR 3, TLR 7 ve TLR 9 endosom lümeni

içindeki ligand tanıma işlevi  için endosom içinde lokalize olurlar. Bunlar endoplazmik
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retikulumda lokalize transporter protein UNC93B aracılığı ile endosom içerisine taşınırlar.

TLR 3 dışındaki bütün TLR’ler  MyD88 adaptör proteini üzerinden sinyal iletimine devam

ederler. TLR1, TLR2, TLR4 ve TLR6  sinyal iletimi sırasında  ek olarak diğer bir adaptör

protein TIRAP’ı kullanırlar. TIRAP; TIR domaini MyD88 adaptör proteinine bağlar.

TLR3 ve TLR4 adaptör protein olarak TRIF’i kullanırlar. TLR4 sinyalizasyonu ek

bağlayıcı adaptör  protein TRAM’ a ihtiyaç duyar. TRAM, TLR4’ün TIR domaini ile

TRIF’i bağlar. TLR 1, TLR2, TLR5, TLR6 ve TLR11 ligandları ile stimüle edilen dentritik

hücreler ve makrofajlar MyD88 bağımlı yolağı başlatırken, TLR 3 ligandları TRIF bağımlı

yolağı başlatırlar. TLR 4, MyD88 bağımlı ve TRIF bağımlı yolakların her ikisinide aktive

eder.    My D88 bağımlı yolak, IRAK protein ailesi ve TRAF6 üzerinden sinyal iletimine

devam eder. TRAF6, TAK1’i aktive eder. Aktive olan TAK1 ise NFkB  subünitlerini

aktive eden IKK komplekslerini aktive eder. Aktive olan TAK1 ayrıca MAPK yolağınıda

aktive eder. TRIF bağımlı yolakta TRIF; RIP 1 ve TRAF 6 ile etkileşime girer. Aktive

TRAF 6 ve RIP 1; NFkB ve mitojen aktive protein kinazları (MAPKs) aktive ederler.

TRIF ayrıca TRAF 3 ile de etkileşime girer ve  IRF 3 ve IRF 7’yi aktive eden TBK

1/IKK’yı aktive eder. TLR 7 ve TLR 9 ligandları ile stimüle edilen plazmasitoid dentritik

hücreler; MyD 88 bağımlı yolak üzerinden NFkB  ve MAPKs’ı aktive ederler. Tip 1

interferonları indüklemek için MyD88, IRAK protein ailesi ile etkileşir. IRAK 1 ve IKKa,

IRF7’yi aktive eder. IRAK 1 ayrıca TRAF 3 ile etkileşime girer ve IRF’yi aktive eder.

Aktive olmuş NFkB  subünitleri ve IRF’ler nükleusa transloke olurlar. NFkB  ve

MAPK’lar inflamatuvar sitokin genlerinin transkripsiyonunu başlatırlar oysa ki IRF’ler tip

1 interferonların transkripsiyonunu başlatırlar.(Kumar 2009)

2.1.7. Semptom ve bulgular

Ülseratif kolitli hastalar genellikle kanlı diyare ile presente olurlar. Rektal

inflamasyon sonucu barsak hareketleri sık ve dışkı volüm olarak azdır. Ülseratif kolit ile

ilişkili semptomlar; kolik tarzda abdominal ağrı, acil dışkılama isteği, tenezim  ve

inkontinanstır(Silverberg 2005). Distal kolon tutulumlu hastalarda sık sık kan ve mukus

deşarjının eşlik ettiği ishal görülebilir. Semptomların başlangıcı genellikle kademeli olup,

birkaç hafta içerisinde progresyon gösterebilir.
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Semptomların şiddeti, hafif hastalıktan (günde 4 ve 4’den daha az, kanlı ya da kan

olmadan dışkılama) şiddetli hastalığa  (günde 10’dan daha fazla, şiddetli krampların ve

sürekli kanamanın eşlik ettiği dışkılama)  kadar  geniş bir yelpazede dağılım

gösterebilir(Silverberg 2005).

Hastalarda  ateş, kilo kaybı, yorgunluk gibi sistemik semptomlarda  görülebilir.

Ayrıca kan  kaybına sekonder demir eksikliği anemisine, kronik hastalık anemisine veya

otoimmün hemolitik anemiye bağlı olarak hastaların dispne ve çarpıntı şikayetleri olabilir.

Sistemik  semptomların varlığı ve şiddeti, intestinal hastalığın klinik şiddeti ile ilişkilidir.

Fizik muayene sıklıkla normaldir. Orta düzeyde ve şiddetli hastalığı olan hastalarda

abdominal hassasiyet, ateş, hipotansiyon, taşikardi ve solukluk saptanabilir. Rektal

muayenede kan saptanabilir. Uzamış diyaresi olan hastalarda  kas kütlesi kaybı,

subkutanöz yağ dokusu kaybı, kilo kaybı ve malnütrisyon nedeni ile periferik ödem

olabilir.

Hastalık şiddetinin belirlenmesi hastanın klinik yönetimi  ve hastalığa bağlı uzun

dönemdeki klinik sonuçların tahmin edilebilmesi için önemlidir. Hastalık aktivitesinin

şiddeti; klinik hastalık aktivite indeksi ile objektif olarak ölçülebilir. Montreal

sınıflamasında, diyarenin sıklığı ve şiddetine, sistemik semptomların varlığına ve

laboratuar anormalliklere göre  hastalık şiddeti  hafif, orta ve şiddetli olarak

sınıflandırılır(Satsangi 2006).

Hafif klinik hastalıkta; günlük dışkı sayısı  4 ve 4’den daha  azdır, kanlı veya

kansız dışkılama olabilir. Sistemik toksisite bulguları yoktur. Eritrosit sedimentasyon hızı

normaldir. Hafif karın ağrısı, tenezim ve konstipasyon atakları sık görülen semptomlardır.

Orta şiddette klinik hastalıkta; hastalarda  günlük 4’den fazla kanlı ve gevşek

dışkılama, şiddetli olmayan karın ağrısı, transfüzyon gerektirmeyen hafif anemi, hafif

derecede ateş gibi hafif sistemik toksisite semptomları vardır. Orta şiddette klinik hastalığı

olan hastalarda yeterli beslenme genellikle sağlanır ve hastalıkla ilişkili kilo kaybı yoktur.

Şiddetli klinik hastalıkta; hastalarda  şiddetli kramp tarzında karın ağrısı ile birlikte

günde 6 ve daha fazla gevşek, kanlı dışkılama, ateş (>37,5 °C), taşikardi (kalp hızı>90),

anemi (hemoglobin<10,5g/dl) ve yüksek sedimentasyon hızı (>30mm/h) gibi  semptom ve

bulgular olabilir. Hastalarda  hızlı kilo kaybı olabilir.
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Ülseratif kolitli çoğu hasta hafif şiddetteki klinik hastalıkla prezente olurlar.

Yaklaşık olarak %27 hastada başlangıçta  orta şiddette klinik hastalık bulguları vardır. %1

hasta ise şiddetli hastalık ile başvurur(Langholz 1991).

2.1.8. Akut komplikasyonlar

Şiddetli kanama: %10 hastada şiddetli kanama olabilir. Acil kolektomi

gerektirebilen masif  hemoraji ülseratif kolitli hastaların %3’ünde görülebilir(Becker,

1992).

Fulminan kolit ve toksik megakolon: Ülseratif kolitli hastalarda  günde 10’dan

fazla dışkılama, sürekli kanama, karın ağrısı, abdominal distansiyon, ateş ve anoreksi gibi

akut, şiddetli toksik semptomlarla seyreden fulminan kolit tablosu gelişebilir. İnflamatuvar

proçesin mukozanın ötesine yayıldığı, kolonun kas tabakasının tutulduğu fulminan kolitli

hastalar toksik megakolon gelişmesi açısından yüksek risklidirler. Toksik megakolonda

kolon çapı 6 cm ve üzerinde, çekal çap 9 cm üzerindedir ve hastalarda sistemik toksisite

semptom ve bulguları vardır(Greenstein 1985, Jalan 1969).

Perforasyon: Kolon perforasyonu sıklıkla toksik megakolonu takiben gelişir. Buna

rağmen, ayrıca toksik megakolon yokluğunda ve kolitin ilk atağından itibaren skar dokusu

oluşumunun olmadığı hastalarda da perforasyon meydana gelebilir. Perforasyon ile

peritonit  gelişen ülseratif kolitli hastalarda mortalite %50 civarındadır(Danovitch 1989).

2.1.9. Kronik komplikasyonlar

Ülseratif kolitin kronik komplikasyonları ise; striktür, displazi veya kolorektal

kanserdir.

2.1.10. Ekstraintestinal manifestasyonlar

Ülseratif kolit primer olarak barsakları etkilediği halde diğer organ sistemlerinde

çeşitli manifestasyonlarla da ilişkilidir. İnflamatuvar barsak hastalığı olan hastaların

başlangıçta %10’undan daha azında ekstraintestinal manifestasyonlar görülebilirken,

yaşamları boyunca %25’inde ekstraintestinal manifestasyonlar ortaya çıkmaktadır(Monsén

1990). Primer sklerozan kolanjit ve ankilozan spondilit dışındaki ekstraintestinal

manifestasyonlar kolitin klinik seyrini takip etme eğilimindedirler.

Kas–iskelet sistemi: Artrit, inflamatuvar barsak hastalıklarında en sık görülen

ekstraintestinal manifestasyondur. Artrit genellikle büyük eklemleri tutan non destrüktif
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periferik artrit şeklinde ya da ankilozan spondilit şeklinde olabilir. Diğer kas-iskelet sistemi

manifestasyonları osteoporoz, osteopeni ve osteonekrozu içerir.

Göz bulguları: İnflamatuvar barsak hastalığında en sık görülen oküler

manifestasyonlar üveit ve episklerittir. Sklerit, iritit ve konjunktivit de görülebilir.

Etkilenen hastalar asemptomatik olabilirler ya da gözlerde yanma, kaşınma ve kızarıklık

gibi semptomlarla başvurabilirler.

Deri: İnflamatuvar barsak hastalıklarında en sık görülen deri lezyonları eritema

nodozum ve pyoderma gangrenozumdur.

Hepatobiliyer: Primer sklerozan kolanjit, yağlı karaciğer ve otoimmün karaciğer

hastalığı görülebilir. Primer sklerozan kolanjitli hastalar genellikle asemptomatiklerdir ve

sadece izole serum alkalen fosfataz yüksekliği ile tanınabilirler. Hastalarda yorgunluk,

kaşıntı, ateş, titreme, gece terlemesi ve sağ üst kadran ağrısı gibi semptomlarda görülebilir.

Hematopoetik /koagülasyon: İnflamatuvar barsak hastalığı olan hastalar venöz ve

arteryel tromboz için artmış riske sahiptirler(Bernstein 2001, Solem 2004, Irving 2005,

Spina 2005, Bernstein 2008, Novacek 2010, Murthy 2011). İnflamatuvar barsak

hastalığında otoimmün hemolitik anemi görülebilir. Anemisi olan hastalar asemptomatik

olabilirler ya da halsizlik, yorgunluk, dispne, çarpıntı gibi nonspesifik semptomlara sahip

olabilirler.

Pulmoner: İnfamatuvar barsak hastalığının pulmoner komplikasyonları; hava yolu

inflamasyonu, parankimal akciğer hastalığı, serozit, tromboembolik hastalık ve ilaçların

indüklediği akciğer toksisitesini içerir. Bunlar nadir görülen komplikasyonlardır.

2.1.11. Laboratuvar bulguları

Anemi, eritrosit sedimentasyon hızında artış(>30mm/saat), albümin düzeylerinde

düşme, ishal ve dehidratasyona bağlı elektrolit anormallikleri görülebilir(Rodgers 2007,

Prantera 1988, Vermeire 2004). Ülseratif kolitli ve primer sklerozan kolanjitli hastalarda

serum alkalen fosfataz konsantrasyonlarında yükselme saptanabilir.

İntestinal inflamasyona bağlı olarak fekal calprotectin ve laktoferrin seviyelerinde

artış görülebilir(van Rheenen 2010).

2.1.12. Görüntüleme yöntemleri

Abdominal görüntüleme ülseratif kolit tanısı koymak için gerekli değildir fakat

kolit semptomları ile prezente olan hastalarda yapılabilir.
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Abdominal radyografi hafif ve orta şiddette hastalığa sahip hastalarda genellikle

normaldir fakat şiddetli ve fulminan ülseratif kolitli hastalarda proksimal konstipasyonu,

ödeme sekonder mukozal kalınlaşmayı veya thumbprintingi  ve kolonik dilatasyonu

saptayabilir.

Çift kontrast baryum enema hafif ülseratif kolitte normal olabilir. Baryum enema

bulguları; diffüz retiküler patern ile üzerinde baryum punktat koleksiyonları içeren

mikroülserler şeklinde olabilirken, çok şiddetli hastalıkta spiküler collar button ülserleri,

kolon boyunda kısalma, haustra kaybı, lüminal çapın daralması, psödopolipler ve filiform

polipler şeklinde olabilir. Şiddetli hastalığı olan hastalarda baryumlu enema

görüntülemelerinden kaçınılmalıdır.(İleus ve toksik megakolonu presipite edebilir.)

Bilgisayarlı tomografi(BT) ve manyetik rezonans görüntüleme(MRG) barsak

duvarındaki anlamlı kalınlaşmayı gösterebilir fakat bu bulgu nonspesifiktir. BT ve MRG,

ince erken mukozal hastalığı saptamada baryumlu enemaya göre düşük duyarlılığa

sahiptirler fakat şiddetli ve kanıtlanmış hastalıkta baryumlu enema ile eşdeğer duyarlılığa

sahiptirler(Mowat 2011).

Doppler ile ultrasonografi aktif ülseratif kolitli hastalarda kalınlaşmış hipoekoik

mukozal tabakayı gösterebilir. Çok şiddetli vakalar transmural barsak duvarı kalınlaşması

ile birlikte olabilirler. Buna rağmen bu ultrasonografik bulgular ülseratif kolit için spesifik

olmayıp diğer sebeplere bağlı kolitte de görülebilir.

2.1.13. Ülseratif kolitli hastaların değerlendirilmesi

Ülseratif kolit şüphesi olan hastaların değerlendirilmesinde şu basamaklar

uygulanmalıdır.

· Kolitin diğer sebepleri dışlanmalı,

· Kesin ülseratif kolit tanısı konulmalı,

· Hastalığın şiddeti ve yaygınlığı belirlenmelidir.

Ülseratif kolit tanısı, dört haftadan uzun süredir varolan kronik diyare,

endoskopide aktif inflamasyon bulguları  ve biyopside kronik değişiklikler temel alınarak

konulur. Bu bulgular ülseratif kolit için spesifik olmadıklarından dolayı kesin ülseratif kolit

tanısı konulurken kolitin diğer sebepleri dikkatli bir anamnez, laboratuvar çalışmaları ve

endoskopi esnasında kolondan alınan biyopsilerle dışlanmalıdır.

2.1.13.1. Anamnez
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Hastalardan anamnez alınırken kolitin diğer nedenleri için risk faktörleri mutlaka

araştırılmalıdır. Amebiyazis gibi paraziter hastalıklar için endemik bölgelere son

zamanlarda yapılan seyahat hikayesi, clostridium difficile enfeksiyonunu predispoze

edecek son zamanlarda antibiyotik kullanım hikayesi, proktitle ilişkili seksüel geçişli

hastalıklar(neisseria gonorrhoeae ve herpes simpleks virüs gibi) için çeşitli risk faktörleri

ve seksüel hikaye sorgulanmalıdır. Aterosklerotik hastalığın  ve önceki iskemik epizodların

varlığı  kronik kolonik iskemiyi akla getirmelidir. Abdominal/pelvik radyasyon hikayesi ve

aşırı miktarda nonsteroidal antiinflamatuvar ilaç kullanımı da mutlaka sorgulanmalıdır.

İmmünkompromize hastalarda sitomegalovirüs enfeksiyonu ülseratif koliti taklit edebilir.

2.1.13.2. Laboratuvar çalışmaları

Gaita tetkikleri; gaitada Clostridium difficile toksini bakılmasını, rutin gaita

kültürlerini(salmonella, shigella, campylobakter, yersinia) ve Escherichia coli O157:H7

için spesifik testleri içermelidirler. Ayrıca endemik bölgelere son zamanlarda yapılan

seyahat hikayesi gibi risk faktörleri olan hastalara gaitada parazit incelemesi ve giardia

antijeni taraması da yapılmalıdır.

Homoseksüel  ilişki  hikayesi olan yada  urgency, tenezmus gibi şiddetli rektal

semptomları olan hastalarda Clamydia trachomatis, Neissheria gonorrhea, Herpes simpleks

virüs ve Treponema pallidum gibi seksüel geçişli hastalıklar için ek tetkikler yapılabilir.

Ayrıca hastalık şiddetini değerlendirmek için tam kan sayımı, elektrolit

düzeyleri, albümin, CRP, eritrosit sedimentasyon hızı gibi inflamasyon markerlarının

düzeyleride belirlenmelidir.

İnflamatuvar barsak hastalıklarında bir dizi otoantikor saptanmıştır. Perinükleer

antinötrofil sitoplazmik antikor(panca) düzeyleri ülseratif kolitli hastalarda yükselebilir.

Buna rağmen otoantikor testinin doğruluğu undetermine kolitli hastalarda kesin değildir

(Ferrante 2007, Ruemmele 1998, Sandborn 2000, Boon 1999).Bu yüzden şüpheli

inflamatuvar barsak hastalığı olan hastalarda otoantikor testleri tanısal değerlendirme

testlerinin bir parçası değildir(Sandborn 2001).

2.1.13.3. Endoskopi ve biyopsi

Ülseratif kolitli hastalarda endoskopik bulgular nonspesifiktir. Kolonoskopi

sırasında kolondan elde edilen biyopsiler kronik inflamasyonu göstermek ve kolitin diğer

sebeplerini dışlamak için gereklidir. İleokolonoskopi terminal ileumun
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değerlendirilmesine ve kolonik hastalığın şiddetinin ve yaygınlığının endoskopik olarak

saptanmasına izin verir(Travis 2012, Samuel 2013). Buna rağmen şiddetli hastalık

nedeniyle hastaneye yatırılan hastalarda şiddetli kolitin toksik megakolonu presipite edici

potansiyeli olduğu için kolonoskopiden kaçınılmalıdır. Rektuma ve distal sigmoid kolona

sınırlı hastalıkta fleksible sigmoidoskopi hastaların endoskopik değerlendirilmesi için

kullanılabilir.

Ülseratif kolitli hastalardaki endoskopik bulgular; mukozal vasküler işaretlerin

kaybı, mukozada eritematöz görünüm, mukozada granülarite, peteşi, eksüda, mukozal

ödem, erozyon, mukozada dokunmakla frajilite ve spontan kanama şeklinde olabilir. Çok

şiddetli hastalıkta makroülserasyonlar, aşırı miktarda kanama ve bol miktarda eksüda

olabilir. Non neoplastik psödopolipler saptanabilir.

Kolonik biyopside; kript abseleri, kriptlerde dallanma, kısalma ve bozulma ve kript

atrofisi saptanabilir. Epitelyal hücre anormallikleri, müsinin tükenmesi ve paneth hücre

metaplazisi de görülebilir. Ülseratif kolitin biyopsideki inflamasyonu gösteren bulguları;

artmış lamina propria selülaritesi, bazal plazmositoz, bazal lenfoid agregatları ve lamina

propriada eozinofillerden oluşur. Bu özelliklerin  hiçbirisi  ülseratif kolit için spesifik

olmamakla birlikte, iki yada daha fazla histolojik özelliğin varlığı ülseratif kolit tanısını

yüksek olasılıkla destekler(Nikolaus 2007, Jenkins 1997). Komplet mukozal iyileşme ile

birlikte iyi kontrollü görünen ülseratif kolitli hastalarda kolon biyopsisinde bazal

plazmositozun saptanması relaps için prediktör olabilir(Bessissow 2012).

İnflamasyon genellikle rektumu kapsar ve proksimale doğru sürekli ve

sirkümferensiyel patern biçiminde yayılır. Ülseratif kolitin ilk atağında; %30-50 hastada

rektum veya sigmoid kolon tutulumu vardır, %20-30 hastada sol  yerleşimli kolit

mevcuttur. Yaklaşık olarak %20 hasta  ise kolitin ilk atağında pankolit ile prezente olabilir.

Bazen bir grup ülseratif kolitli hastada apendisyal orifis çevresinde kolonun diğer

kısımlarındaki hastalık ile bitişik olmayan fokal inflamasyon olabilir(Prantera 1988,

D'Haens 1997, Kim 1999). İleal inflamasyon (backwash ileit) aktif sağ yerleşimli koliti

olan ülseratif kolitli hastalarda görülebilir. Crohn hastalığı ile ilişkili yamalı tutulumla

karakterize ileitten farklı olarak ülseratif kolitle ilişkili backwash ileit diffüz tutulumla

karakterizedir.

2.1.13.4. Ayırıcı tanı
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Ülseratif kolitin ayırıcı tanısı kronik diyarenin diğer nedenlerini içerir.

Crohn hastalığı; Kolonu tutarak, ülseratif kolitin klinik semptomlarına benzer

semptomlarla prezente olabilir(Kim 1999). Buna rağmen Crohn hastalığını düşündüren

özellikler; gross kanamanın yokluğu, perianal hastalığın varlığı (anal fissür, anorektal abse

gibi ) ve fistüllerin varlığıdır. Rektal inflamasyonun yokluğu ve ileitin varlığı, fokal

inflamasyon, endoskopi ve biyopside granülomların varlığı da Crohn hastalığı tanısını

destekler. Ülseratif kolitli hastalarda ileal inflamasyon(backwash ileit ) görülebildiği halde,

bu hastalarda aktif sağ tutulumlu kolitte mevcuttur. Ayrıca  ülseratif kolitle ilişkili

backwash ileit tablosu diffüzdür, Crohn hastalığında görüldüğü gibi  yamalı tutulum

yoktur.

İnfeksiyöz kolit; Ülseratif kolitle benzer klinik prezentasyona ve endoskopik

görünüme sahip olabilir. İnfeksiyöz kolit, gaita ve doku kültürleri, gaita tetkikleri ve kolon

biyopsileri ile dışlanmalıdır.

Radyasyon koliti; abdominal ya da pelvik radyoterapi sonrası haftalar ya da yıllar

sonra görülebilir. Radyasyon koliti, endoskopide ülseratif kolitle benzer görünüme sahiptir.

Rektum veya sigmoid kolonu tutabilir. Radyasyon kolitini destekleyen histolojik bulgular;

eozinofilik infiltratlar, epitelyal atipi, fibrozis ve kapiller telenjiektazidir. Bu bulgular

radyasyon koliti için spesifik değildir.

Diversiyon koliti; diversiyon kolitli hastalar cerrahi olarak eksternalize edilmiş

barsak lupu öyküsüne sahiptirler. Histolojik olarak belirgin lenfoid hiperplazi mevcuttur.

Soliter rektal ülser sendromu; soliter rektal ülser sendromu olan hastalar, kanama,

karın ağrısı ve değişken barsak alışkanlıkları ile prezente olabilirler. Mukozal ülserasyon,

endoskopide ülseratif kolitle benzer bir görünüme sahip olabilir fakat histolojik olarak

karakteristik görünüme sahiptir (kalınlaşmış mukozal tabaka ve kript yapısında

distorsiyon). Lamina propria, düz kas ve kollajen ile yer değiştirir. Bu da muskularis

mukoza tabakasında hipertrofiye ve disorganizasyona neden olur.

Graft versus host hastalığı; kemik iliği transplantasyonu yapılan hastalarda kolonun

graft versus host hastalığı (GVHH) kronik diyareye neden olabilir. Hastalar proksimal

gastrointestinal trakt  tutulumuna bağlı semptomlar (disfaji, ağrılı ülser gibi) yada diğer

organ tutulumlarına bağlı semptomlar (yükselmiş karaciğer testleri, liken planus veya
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sklerodermaya benzeyen deri tutulumu gibi) ile prezente olabilirler. Kolonun kronik

GVHH’nı ülseratif kolitten ayırt ettirecek endoskopik özellik yoktur. Fakat GVHH’nın

karakteristik histolojik özellikleri mevcuttur (kriptlerde dejeneratif materyal birikimi ile

birlikte kriptik hücre nekrozu gibi) ( Woodruff 1976).

Divertiküler kolit; divertiküler orifis tutulumu olmaksızın interdivertiküler

mukozada inflamasyonla karakterizedir. Aksine divertikülozis ve IBH’ı olan hastalarda

inflamasyon, divertikülleri kapsayan kolonik mukozayı ayrıca divertikül orifislerini de

tutar(Tursi 2011). Ek olarak divertiküler koliti olan hastalarda kolitin yayılım paterni

divertiküler kolitin ülseratif kolitten ayırt edilmesine yardım eder (Lamps 2007).

İlaç ilişkili kolit; nonsteroidal antiinflamatuvar ilaçlar, kronik diyare ve kanamaya

neden olabilirler(Davies 1995). Retinoik asit, ipilimumab, mikofenolat ve altın gibi diğer

ilaçlarda benzer klinik prezentasyona neden olabilirler. Tanı, ayrıntılı ilaç  anamnezi ve

biyopside iskemik değişikliklere benzeyen nonspesifik mukozal inflamasyon veya mukozal

erozyonların varlığı ile konabilir.

2.1.14.Tedavi

2.1.14.1. 5-Asetil salisilik asit(5-ASA)  ajanları

Hafif ve orta şiddetteki ülseratif kolitte esas tedavi sülfasalazin ve diğer 5-ASA

ajanlarıdır. Bu ajanlar ülseratif kolitte remisyonun sağlanmasında ve idamesinde

etkilidirler.

Sülfasalazinin moleküler yapısı esas molekülün bozulmadan ve sadece kısmen

absorbe edilerek ince barsakları geçip kolonda kolayca dağılımına olanak sağlar.

Molekülün azo bantları kolondaki bakterilerce salgılanan azo redüktaz ile parçalanarak

sülfa ve 5-ASA’ya ayrılır. Sülfasalazin hafif ve orta şiddetteki ülseratif kolitte hastalığın

remisyonunda ve remisyonun idamesinde oldukça etkilidir. Sülfasalazin her ne kadar

yüksek dozlarda daha etkili ise de, 6 veya 8 g/gün dozuna çıkıldığında hastaların %30’

unda alerjik reaksiyonlar, baş ağrısı, iştahsızlık, bulantı, kusma gibi yan etkiler görülebilir.

Bu yan etkilerden sülfapiridin kısmı sorumludur. Hipersensitivite reaksiyonları,

sülfapiridin seviyesinden bağımsız olarak döküntü, ateş, hepatit, agranülositoz,

hipersensitivite pnömonisi, pankreatit, kolitin ağırlaşması, reversibl sperm anormalliklerini
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kapsar. Sülfasalazin folat emiliminide bozabilir bu yüzden hastalara folat desteği

verilmelidir.

Sülfa içermeyen yeni ASA preparatları sınırlı sistemik toksisiteye sebep olurken

aktif hastalık bölgesine daha fazla miktarda aktif sülfasalazin içeriğinin(5-ASA,

meselamine) salınımını sağlar. Sülfa içermeyen yeni ASA preparatları; alternatif azo bağı

taşıyıcıları, 5- ASA dimerleri, pH bağımlı tabletler, sürekli salınımlı preparatları içerir.

Olsalazin, bir azo bağı ile bağlanmış iki 5-ASA radikalinden oluşur. Olsalazin ile

hastaların %17 kadarında ince barsaklardan sıvı sekresyonun artışına bağlı olarak diyare

görülür. Balsalazid, azo bağı ile taşıyıcı bir molekül olan 4-amino benzoil b -alanine

bağlanmış mesalamin içerir, kolonda etkilidir. Claversal, 5-ASA’nın enterik kaplı bir

formudur. Preparat jejunumun ortasından kolonun distaline kadar uzanan lümendeki

pH>6 ortamda mesalamini serbest bırakır. Asacol da mesalaminin enterik kaplı bir

formudur ve pH>7 olan ortamda mesalamini serbestleştirir. Pentasa bir diğer mesalamin

tipidir. Topikal mesalamin lavmanları ise hafif ve orta şiddetteki distal kolitlerde etkilidir.

Mesalamin supozituvarları proktit tedavisinde etkilidir. (Harrison’s Principles of İnternal

Medicine 2013)

2.1.14.2. Glukokortikoidler

Orta ve ağır şiddetteki ülseratif kolit hastalarının büyük çoğunluğu oral veya

parenteral glukokortikoidlerden yarar görür. 5-ASA tedavisine yanıt vermeyen aktif

ülseratif kolitte prednizon genellikle 40-60 mg/gün dozunda başlanır.

Distal kolitte topikal olarak kullanılan glukokortikoidlerde yararlıdır ve rektal

tutuluma ek olarak daha proksimal tutulumuda olan hastalarda yardımcı olarak

kullanılırlar. Hidrokortizon lavmanları veya köpükleri aktif hastalığı kontrol altına

alabilirse de idame tedavisinde kanıtlanmış rolleri yoktur. Bu glukokortikoidler rektumdan

önemli ölçüde emilirler ve uzamış kullanımlarında adrenal süpresyona neden olabilirler.

Distal ülseratif kolit tedavisinde topikal 5-ASA tedavisi, topikal steroid tedavisinden daha

etkilidir.

Glukokortikoidlerin ne ÜK’in ne de CH’nın idame tedavisinde yeri yoktur. Klinik

remisyon sağlandığında klinik aktiviteye göre, normalda azaltma hızı haftada 5 mg’dan

fazla olmayacak şekilde, yavaş yavaş azaltılmaları gerekir. Genellikle 4-5 hafta içinde
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20mg/gün dozuna kadar azaltılabilirler fakat çoğu kez aylar içinde tamamen kesilebilirler.

Sıvı birikimi, abdominal strialar, yağ dağılımında değişiklikler, hiperglisemi, subkapsüler

katarakt, osteonekroz, miyopati, emosyonel bozukluklar ve kesilme semptomları gibi çok

sayıda yan etkileri vardır. Osteonekroz dışındaki yan etkilerin çoğu tedavinin dozuna ve

süresine bağlıdır. (Harrison’s Principles of İnternal Medicine 2013)

2.1.14.3. Azatiopürin/6 merkaptopürin

Azatiopürin ve 6 merkaptopürin glukokortikoide bağımlı IBH’ın tedavisinde

sıklıkla kullanılan pürin analoglarıdır. Azatiopirin (2-3mg/kg/gün) veya 6-MP(1-1,5

mg/kg/gün) glukokortikoidlerden kurtarıcı ajanlar olarak ÜK hastalarının üçte ikisinde ve

daha önce glukortikoidler kesilememiş olan CH’da başarı ile kullanılmaktadır. Bu immün

modülatör ilaçların ÜK ve CH’nın idame tedavisinde ve CH’da görülen aktif perianal

hastalık ve fistüllerin iyileştirilmesindeki rolleri umut vericidir.

Her ne kadar azatiopürin ve 6-MP iyi tolere edilirsede hastaların %3-4’ünde

pankreatit gelişir. Diğer yan etkiler; bulantı, ateş, döküntü ve hepatittir. Kemik iliği

süpresyonu, özellikle lökopeni, doza bağımlıdır ve sıklıkla geç gelişir. Azatiopirin/6-MP

ile tedavi edilen IBH hastalarında lenfoma riski 4 kat artmıştır. (Harrison’s Principles of

İnternal Medicine 2013)

2.1.14.4. Siklosporin A(CSA)

Hem sellüler hemde hümoral immün sistem üzerine inhibitör etkili lipofilik bir

peptiddir. CSA, intravenöz glukokortikoidlere refrakter şiddetli ÜK’te 2-4mg/kg/gün

verildiğinde en etkilidir ve hastaların %82’sinde yanıt alınır. CSA, kolokteminin bir

alternatifi olabilir. Oral CSA’nın uzun dönem başarısı bu kadar dramatik değildir. Fakat

eğer hastalara hastaneden çıkarken 6-MP veya azatiopürin başlanırsa remisyon

sürdürülebilir. CSA ciddi toksisitelere neden olabilir. Böbrek fonksiyonlarının sık olarak

izlenmesi gerekir. Hipetansiyon, gingiva hiperplazisi, hipertrikozis, parestezi, tremor, baş

ağrısı ve elektrolit anormallikleri sık görülen anormalliklerdir. En çok dikkat çekenlerden

biri pnönocystis carinii pnömonisi olan fırsatçı enfeksiyonlar kombine immün süpresif

tedavi verilenlerde görülebileceğinden profilaksi verilmelidir. (Harrison’s Principles of

İnternal Medicine 2013)

2.1.14.5. Takrolimus
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İmmun modülatör etkisi olan makrolid antibiyotiktir. CSA’dan 100 kat daha

güçlüdür. Emilim için safraya yada mukozal bütünlüğe bağımlı değildir. Steroide bağımlı

veya refrakter ÜK ve CH’da etkilidir. (Harrison’s Principles of İnternal Medicine 2013)

2.1.14.6. Anti TNF ajanlar

Tümör nekrozis faktör(TNF), anahtar bir inflamatuvar sitokin ve intestinal

inflamasyon mediatörüdür. TNF ekspresyonu IBH’da artmıştır. İnfliksimab, TNF’ye karşı

chimerik fare–insan monoklonal antikorudur. İnfliksimaba ait yan etkiler; şiddetli serum

hastalığı ve artmış enfeksiyonlar özellikle latent tüberkülozun reaktivasyonudur. Nadiren

infliksimab optik nörite, nöbetlere, multiple sklerozun yeniden başlaması ve alevlenmesine

ve class 3-4 kalp yetmezliği olan hastalarda semptomların şiddetlenmesine neden olabilir.

(Harrison’s Principles of İnternal Medicine 2013)

2.1.14.7. Cerrahi tedavi

Ekstensif kronik ÜK hastalarının yarısına yakını hastalıklarının ilk 10 yılı içerisinde

cerrahiye gitmektedir. Cerrahi endikasyonları; inatçı hastalık, fulminan hastalık, kolon

perforasyonu, masif kolon hemorajisi, ekstrakolonik hastalık, kolon kanser profilaksisi,

kolon displazisi ve kanserdir. Seçilen operasyon bir ileal poş anal anastomozdur.

(Harrison’s Principles of İnternal Medicine 2013)
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3.GEREÇ VE YÖNTEM

3.1. Hasta seçimi ve çalışma dizaynı

Çalışmaya Necmettin Erbakan Üniversitesi Meram Tıp Fakültesi Gastroenteroloji

kliniğinde (nisan 2017 tarihinden sonra Etik kurul onayından itibaren)  ülseratif kolit

tanısıyla  takipli  18 yaş üstünde 90 hasta  ve  18 yaş üzerinde 90 kişiden oluşan kontrol

grubu dahil edildi.

Çalışmamızda  2 grup bulunmaktadır:

1) Ülseratif kolit nedeniyle takipli 90 hasta,

2)Kontrol grubu; polikliğimize dispepsi, şişkinlik gibi nonspesifik gastrointestinal

semptomlarla başvuran sistemik, kronik ya da inflamatuvar bir hastalığı olmayan yapılan

muayene ve tetkiklerde herhangi bir organik patoloji saptanmayan ve de çalışmaya katılımı

onaylayan 90 kişi.

3.2. Dışlama kriterleri

Gebeler, çalışmaya katılmayı kabul etmeyen hastalar, malignitesi olan hastalar,

Crohn hastalığı ve indetermine koliti olan hastalar çalışmaya dahil edilmedi.

3.3. Hasta verilerinin taranması

Çalışmaya alınan hastaların aldıkları medikal tedavi, laboratuvar verileri koloskopi

raporları ve bulguları, ekstraintestinal manifestasyonları ile ilgili veriler hastane kayıt

sistemi retrospektif olarak  taranarak elde edilmiştir.

3.4. Hastaların ve kontrol grubunun DNA’larının izolasyonu

Çalışmaya katılım için onay veren tüm hasta gruplarından  EDTA’lı  tüpe yaklaşık

3-4 cc kan  alındı. EDTA’lı tüpteki kanlar DNA izolasyonu yapılana kadar Haier  ULT

Freezer  marka buzdolabında -80 °C saklandı.

3.4.1. Kullanılan ayraçlar
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Tablo 1: DNA izolasyonunda kullanılan ayraçlar

Sağlanan malzeme 50 test

Proteinaz k 1 vial

Solüsyon B 11 ml

Solüsyon W1 19 ml

Solüsyon W2 28,5 ml

Solüsyon E 11 ml

Spin kolonlar 50 adet

Toplama tüpleri 150 adet

3.4.2. Gerekli diğer malzemeler

· 96-100% etanol (Moleküler biyoloji kullanımına uygun saflıkta)

· Steril dH2O

· Isıtıcı blok veya su banyosu

· Vorteks cihazı

· Mikrosantrifüj

· Mikrosantrifüj tüpleri (1.5ml)

· Mikropipet seti ve filtreli mikropipet uçları

3.4.3. Protokol

1. 1.5 ml’lik bir mikrosantrifüj tüpünün dibine 20 μl Proteinaz K ile birlikte üzerine

200 μl örnek eklendi.

2. 200 μl Solüsyon B eklendikten sonra 20 saniye vorteks yapılarak karıştırıldı.

3. Kısa santrifüjden sonra her 3 dakikada bir karıştırılarak 65°C’de 15 dakika

inkübe edildi.

4. 260 μl etanol (% 96-100) eklenip, 20 saniye vorteks yapılarak karıştırıldı.

5. Kısa santrifüjden sonra karışım, toplama tüpünün içine yerleştirilmiş spin kolona

aktarıldı.

6. 5,000 x g’de 1 dakika santrifüj yapıldı. Sıvı içeren alttaki tüp atıldı ve kolon yeni

bir toplama tüpüne yerleştirildi.

7. 700 μl Solüsyon W1 eklendi. 5,000 x g’de 1 dakika santrifüj yapıldı. Toplama

tüpündeki sıvı atıldı ve kolon yeni bir toplama tüpüne yerleştirildi.
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8. 700 μl Solüsyon W2 eklendi. 16,000 x g’de 1 dakika santrifüj yapıldı. Toplama

tüpündeki sıvı atıdır ve kolon yeni bir toplama tüpüne yerleştirildi.

9. 16,000 x g’de 3 dakika santrifüj yapıldı.

10. Spin kolon, steril 1.5 ml’lik bir mikrosantrifüj tüpüne transfer edildi.

11. 200 μl 70oC’ye ısıtılmış Solüsyon E eklendi, kolonun kapağı kapatıldı ve oda

sıcaklığında 3 dakika inkübe edildi.

12. 5,000 x g’de 1 dakika santrifüj yapıldı.

13. 16,000 x g’de 30 saniye daha santrifüj yapıdıktan sonra Spin kolon atıldı,

mikrosantrifüj tüpünün içindeki elüsyon tamponunda genomik DNA elde edilmiş  oldu.

Elde ettiğimiz DNA’ların kalitesi nanogen spektrofotometri  ile kontrol edildi. Kaliteli

DNA’lar RT-PCR’da daha sonradan kullanılmak üzere -20 °C’de saklandı.

3.5. Primer ve prob dizaynı

Bütün amplifikasyon primerleri standart fosforamid kimyası (MWG-Biotech) ve

tüm VIC/FAMişaretli problar thermo fischer tarafından sentezlenmiş ve ters-faz HPLC ile

saflaştırılmıştır. Amplifikasyonda TLR1 için bir set primer probe kullanılmıştır. VIC/FAM

işaretli primer problar kullanılmıştır. VIC probu ile C nükleotidi FAM probu ile T

nükleotidi detekte edilmiştir.

3.6. PCR koşulları

RS4833095 analizi için kullanılan materyallerin konsantrasyon ve miktarları

çizelge 3.3’de, polimorfizm analizi için PCR koşulları tablo 2’de verilmiştir.

Tablo2: RS4833095 polimorfizm analizinde kullanılan materyallerin

konsantrasyon ve miktarları.

İçerik Miktar

Taqman assay master mix 25 µL

Taqman assay primer probe 2,5 µL

Örnek DNA 22,5 µL

Toplam Tepkime Hacmi 50 µL
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Tablo 3: TLR1  polimorfizm analizi için PCR koşulları

PCR aşamaları Hedef

ısı (ºC)

Bekleme

süresi

Isı geçiş

oranı (ºC/sn)

Floresan

okuma

Denatürasyon 95 10 dk 4,4 Yok

Amplifikasyon

(40 Döngü)

Denatürasyon 95 15 sn 4,4 Yok

uzama 60 60 sn 2,2 Tek

soğuma 37 1 dk 2,2 Yok

3.7. Genotip Belirlenmesi (end point Analizi)

Genotip belirlemede VIC ve FAM  hidroliz problar kullanılır ve probların

bağlanması özelliğinde faydalanılarak yapılır. Problardan birisi C nükleotidine bağlanırken

diğeri T nükleotidine bağlanmaktadır. End point analizi bu farktan faydalanarak doğal ve

mutant tipleri birbirinden ayırır.

3.8. İstatiksel değerlendirme

İstatiksel analizler için IBM SPSS versiyon 22.0 programı kullanıldı. Sayısal

değişkenler ortalama ± standart sapma ile kategorik değişkenler ise sayı ve yüzde ile

gösterildi. Gruplar arası kategorik verilerin karşılaştırılması için Chi-square testi

kullanıldı.Anlamlılık düzeyi p<0,05 olarak kabul edildi.

3.9. Etik kurul onayı

Çalışmaya  Necmettin Erbakan Üniversitesi, Meram Tıp Fakültesi, Klinik

Araştırmalar Etik Kurulu’ndan 28.04.2017  tarih 2017/894  numaralı etik kurul onayı

alındıktan sonra başlanmıştır.
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4.BULGULAR

Tüm hastaların klinik ve demografik bulguları

Çalışmaya dahil edilen toplam 90 hastanın yaş ortalaması 39,7±12,9 olarak

hesaplandı. Hastaların %52,2’si erkek, %47,8’i kadındı. Çalışmaya dahil edilen 90 sağlıklı

kontrolün yaş ortalaması 36,9±10,6 olarak hesaplandı. Kontrol grubunun %50’si erkek,

%50’si kadındı.

Hastaların kolonoskopi bulgularına göre hastalık yayılımı şu şekildeydi;

%61,8’inde distal kolit, %38,2’sinde pankolit mevcuttu.

Hastaların %5,5’inde hastalığın ekstraintestinal manifestasyonları mevcuttu. 2

hastada sklerozan kolanjit, 1 hastada ankilozan spondilit, 1 hastada artrit, 1 hastada

sakroileit mevcuttu.

Hastalar aldıkları medikal tedaviye göre 2 gruba ayrıldı. Hastaların %70,8’i sadece

5-ASA preparatlarından birini ya da 5-ASA preparatları ile birlikte azatiopürin almaktaydı.

Hastaların %29,2’ si ise hastalığın remisyonu için diğer tedavilere ek olarak ya da sadece

anti TNF tedavisi almaktaydı.

Tablo 4: hasta grubunun cinsiyete göre dağılımı

parametre n %
erkek 47 52,2
kadın 43 47,8
toplam 90 100

Tablo 5: kontrol grubunun cinsiyete göre dağılımı

parametre n %
erkek 45 50
kadın 45 50
toplam 90 100
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Tablo 6: hastaların laboratuvar bulguları

min max Ortalama
±Standart
sapma

lökosit sayısı 3400 15800 8000 2500
hemoglobin 7,88 16,9 12,7 2,3
hemotokrit 25 50,8 38,9 6,4
trombosit sayısı 155000 670000 329000 108000
sedimentasyon 2 97 19,9 20,6
total protein 4 8,7 6,86 0,99
albumin 3 5 4 0,55
AST 5 65 18,7 9,3
ALT 6 56 17,3 10,08
GGT 8 522 31,28 66,16
ALP 32 353 77,81 43,14
total bilirubin 0,17 6,43 0,61 0,68
direkt bilirubin 0,1 4,8 0,26 0,5
INR 0,9 2,56 1,11 0,2
kreatinin 0,43 1,12 0,73 0,11
üre 6,6 47 22,55 8,34
demir 9 186 50,23 34,76
demir bağlama kapasitesi 40 436 282,5 84,91
ferritin 2,8 1769 66,48 208,65
vitamin B12 110 643 337,14 125,33

Tablo 7: Hasta grubunun TLR1(RS4833095) single nükleoitid polimorfizmine göre

dağılımı

n %
PCR ile sonuç elde edilemeyen 1 1,1
C/T 44 48,9
T 33 36,7
C 12 13,3
toplam 90 100

90 hastanın 12’sinde (%13,3) genotip C/C(normal) olarak saptandı. 33 (%36,7)

hastada genotip T/T(homozigot varyant) olarak saptandı. 44 (%48,9) hastada genotip C/T

(heterozigot) olarak saptandı. 1 (%1,1) hastada PCR ile sonuç elde edilemedi.
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Tablo 8: Kontrol grubunun TLR1(RS4833095) single nükleoitid polimorfizmine göre

dağılımı

n %
PCR ile sonuç elde edilemeyen 1 1,1
C/T 44 48,9
T 30 33,3
C 15 16,7
toplam 90 100

90 kontrolün  15’sinde (%16,7) genotip C/C(normal) olarak saptandı. 30 (%33,3)

kişide genotip T/T(homozigot varyant) olarak saptandı. 44 (%48,9) kişide genotip C/T

(heterozigot) olarak saptandı. 1 (%1,1) kişide  PCR ile sonuç elde edilemedi.

Şekil 2: homozigot normal genotip: C/C
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Şekil 3: homozigot varyant genotip: T/T

Şekil 4: heterozigot genotip: C/T
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Hasta ve kontrol gruplarının TLR1(RS4833095) single nükleoitid
polimorfizmlerinin karşılaştırılması, TLR1(RS4833095) single nükleotid
polimorfizminin hastalıkla ilişkisinin değerlendirilmesi

Tablo 9: Hasta ve kontrol grubunun TLR1(rs 4833095) single nükleotid polimorfizm

dağılımlarının karşılaştırılması

TLR1(RS4833095) snp
C/T T C total

kontrol 44(%50) 33(%52,4) 12(%44,4) 89(%50)
hasta 44(%50) 30(%47,6) 15(%55,6) 89(%50)
total 88(%100) 63(%100) 27(%100) 198(%100)
P >0,05

Hasta ve kontrol grubu arasında TLR1(RS4833095) single nükleotid polimorfizm

dağılımında  Pearson Chi-square testine göre anlamlı fark saptanmadı. Türk

popülasyonunda TLR1(RS4833095) single nükleotid polimorfizminin ülseratif kolit için

artmış riskle ilişkisi bulunmadı.

Hastalığın kolondaki yayılımı ve TLR1(RS4833095) single nükleotid

polimorfizmi arasındaki ilişkinin değerlendirilmesi

Hastaların kolonoskopi bulgularına göre hastalık yayılımı şu şekildeydi;

%61,8’inde distal kolit, %38,2’sinde pankolit mevcuttu.

Yapılan Pearson Chi-square testine göre Türk popülasyonunda TLR1(RS4833095)

single nükleotid polimorfizmi ile hastalığın kolondaki yayılımı arasında anlamlı ilişki

saptanmadı. Grublar arasında anlamlı farklılık saptanmadı.

Tablo 10: hastalığın kolondaki yayılımı ile TLR1(rs4833095) snp arasındaki ilişki

TLR1(RS 4833095) snp
totalC/T T C

distal kolit 28(%63,6) 18(%60) 9(%60) 55(%61,8)
pankolit 16(%36,4) 12(%40) 6(%40) 34(%38,2)
total 44(%100) 30(%100) 15(%100) 89(%100
P >0,05
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Hastaların aldığı tedavi ile TLR1(RS4833095) single nükleotid polimorfizminin

karşılaştırılması

Hastalar aldıkları medikal tedaviye göre 2 gruba ayrıldı. Hastaların %70,8’i sadece

5-ASA preparatlarından birini ya da 5-ASA preparatları ile birlikte azatiopürin almaktaydı.

Hastaların %29,2’ si ise hastalığın remisyonu için diğer tedavilere ek olarak ya da sadece

anti TNF tedavisi almaktaydı.

Yapılan Pearson Chi-square testine göre Türk popülasyonunda TLR1(RS4833095)

single nükleotid polimorfizmi ile hastalığın şiddeti ve remisyon sağlanması için gerekli

tedavi arasında anlamlı ilişki saptanmadı. Grublar arasında anlamlı farklılık saptanmadı.

Tablo 11: hastaların hastalığın remisyona girmesi için aldıkları tedavi ile

TLR1(rs4833095) snp arasındaki ilişki

TLR1(RS4833095) snp
C/T T C total

5-ASA ve diğer tedaviler 31(%70,5) 23(%76,7) 9(%60) 63(%70,8)
anti-TNF 13(%29,5) 7(%23,3) 6(%40) 26(%29,2)
total 44(%100) 30(%100) 17(%100) 89(%100)
P >0,05
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5.TARTIŞMA

Son dekatta yapılan birçok çalışma IBH’nın patogenezinde  TLR

sinyalizasyonunun önemli bir role sahip olduğunu göstermiştir. Çevresel etmenler, genetik

faktörler ve konak immünitesi; intestinal mukozadaki toll-like reseptörleri modüle eder.

Bunun yanında mukozal TLR sinyalizasyonu, barsaklarda çevresel sinyallerin sonuçlarını,

genetik fonksiyonları ve immün  cevapları etkiler. Sağlıklı ve inflame intestinal mukoza

arasında TLR regülasyonunda ve fonksiyonunda anlamlı farklılık vardır. Bu durum

konağın barsak mukozasının  korunması ve hasarı arasındaki ince çizgiyi yansıtır. Sağlıklı

konaklarda bazal TLR sinyalizasyonu; koruyucu konak savunması ve doku tamir

cevaplarında önemli rol oynayarak mukozal ve kommensal homeostazın idame

ettirilmesini sağlar. IBH için duyarlı konakta ise, anormal TLR sinyalizasyonu bozulmuş

konak cevaplarına ve kronik inflamasyona, bozulmuş mukozal ve kommensal

homeostazise ve birçok farklı klinik fenotipin oluşmasına  katkıda bulunabilir. TLR

defektine sekonder olarak gelişen adaptif immün sistemin hiperaktivasyonu inflamatuvar

barsak hastalığında doku hasarına ve progresif inflamasyona neden olur. IBH ile ilişkili

farklı gen defektlerinin karakterize edilmesi, intestinal mukozadaki predominant hücre

tipleri ve hastalık süreçlerine bağımlı olarak TLR regülasyonu ve fonksiyonunda

çeşitliliğin tanımlanması gerektiğini vurgulamıştır.(Cario 2010)

Bank ve arkadaşlarının Danimarkalı bir kohortta yaptıkları polimorfizm

çalışmasında; TLR1 743 T>C (rs4833095) (OR: 2.92, 95% CI: 1.42–6.00, p = 0.004)’in

homozigot varyant genotipi ülseratif kolit için artmış riskle ilişkili bulunmuştur. IL18–137

G>C (rs187238) (OR: 0.72, 95% CI: 0.54–0.97, p = 0.03)’in kombine homozigot ve

heterozigot varyant genotipleri ülseratif kolit için azalmış riskle ilişkili bulunmuştur.(Bank

2015)

TLR1 743 T>C (rs4833095) (OR: 2.96, 95% CI: 1.64–5.32, p = 0.0003)’nin

homozigot varyant genotipi  ve IL12B G>C (rs6887695) (OR: 1.29, 95% CI: 1.03–1.62, p

= 0.03)’nin kombine homozigot ve heterozigot varyant genotipleri inflamatuvar barsak

hastalığı için artmış riski ile ilişkili bulunmuştur. IL18–137 G>C (rs187238) (OR: 0.61,

95% CI: 0.39–0.95, p = 0.03)’nin homozigot varyant genotipi inflamatuvar barsak hastalığı

için azalmış riskle ilişkili bulunmuştur. Şiddetli inflamatuvar barsak hastalığı olan bu
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Danimarkalı kohortta, Toll-like reseptör (TLR 1 ve TLR 5) ve IL-23/IL-17(IL 12 B ve

IL18) yolaklarındaki 4 gendeki 4 fonksiyonel polimorfizmin Crohn hastalığı ve ülseratif

kolit gelişimi için riskle ilişkili olduğu bulunmuştur. (Bank 2015)

TLR1 743 T>C (rs4833095)’de ki tek nükleotid polimorfizminin ülseratif kolit ile

ilişkisi ilk kez bu çalışmada gösterilmiştir. (Bank 2015)

TLR 1/2/6 genlerinde oluşan bazı risk varyantları inflamatuvar barsak hastalığının

farklı hastalık fenotipleri ile ilişkilidir. TLR1-R80T ve TLR2-R753Q polimorfizmi taşıyan

ülseratif kolitli hastalar pankolit gelişimi için artmış risk gösterirler(Pierik 2006). TLR2-

R753Q; intestinal epitelyal hücre disfonksiyonuna, goblet hücrelerinde TFF3 sentezinin

indüklenmesinde hasara (Podolsky 2009)  ve  enterositlerdeki Cx43  kaybı aracılığı ile

GJIC inhibisyonuna(Ey 2009) neden olarak yara iyileşmesini bozar. Böylelikle  TLR2-

R753Q; inflamatuvar barsak hastalığının alt gruplarında bozulmuş doğal immün konak

savunması nedeni ile çok yaygın hastalık geşimine neden olur. TLR1-R80T’nin hücresel

mekanistikleri fonksiyonel olarak tanımlanmamıştır. TLR6, S249P’deki tek nükleotid

polimorfizmi inflamatuvar barsak hastalığında proktitin çok az azalmış insidansı ile ilişkili

bulunmuştur(Pierik 2006).

TLR4 geni, Crohn hastalığı duyarlılık geni içerisinde bir genomik bölge olan

kromozom 9(q32-33) üzerinde lokalizedir(Rock 1998, Cho 1998). Aktif inflamatuvar

barsak hastalığında, TLR 4 genindeki varyant alleller, lipopolisakkarit reseptörlerinin

fonksiyonel disregülasyonunu indükleyebilirler. Fonksiyon kazanımı mutasyonları,

LPS’lerin fizyolojik konsantrasyonlarına olan yanıtta fonksiyonel olarak proinflamatuvar

etkiler gösterebilirler. İnsan TLR 4 genindeki iki yaygın mutasyonun, D299G ve T399I,

Kafkas popülasyonunda  %6 ile %10 arasında sıklıkta meydana geldiği görülmüştür(Kiechl

2002). D299G polimorfizminin birkaç popülasyonda Crohn hastalığı ve Ülseratif kolitle

ilişkili olduğu görülmüştür(Franchimont 2004, De Jager 2007, Browning 2007). Buna

rağmen, popülasyon çalışmaları coğrafik dağılımlardaki farklılıkları göstermiştir(Ferwerda

2008). TLR4 ve/veya caspase recruitment domain 15(CARD15) ve BPI mutant allellerinin

birlikte varlığı inflamatuvar barsak hastalığı için artmış duyarlılıkla ilişkilidir(Canny

2006, Petermann 2009). CARD15 mutasyonunun yokluğunda D299G polimorfizminin

varlığı Crohn hastalığının striktür geliştiren fenotipi için  güçlü bir prediktör olarak

görünmektedir(Brand 2005). D299G mutasyonunun (fakat T399I mutant değil), in vitro
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olarak  konformasyonel değişiklikler sonucunda TLR4 aracılı LPS sinyalizasyonunu

kesintiye uğrattığı gösterilmiştir(Arbour 2000, Rallabhandi 2006), intestinal mukozada ve

inflamatuvar barsak hastalığında farklı hücre tiplerinde fonksiyonel fenotipik etkileri

çözümlenmemiştir.

D299G mutasyonu TLR5 sinyalizasyonunda dengesizliği indükleyerek flagellinin

aşırı tanınması aracılığı ile intestinal inflamasyona neden olabilir. Crohn hastalığı olan

hastalardan alınan serumlarda flagelline karşı hiperaktivite gösterilmiş(Lodes 2004, Targan

2005, Sitaraman 2005). Yakın zamanda tanımlanan dominant-negatif TLR 5

polimorfizm(TLR5-stop) (TLR 5 fonksiyonunda %75 kayba neden olur) flagelline adaptif

immün cevapları azaltır ve  bu  polimorfizmin Yahudi kohortunda Crohn hastalığı

gelişimini önlediği gösterilmiştir(Gewirtz 2006). Aksine, farelerde TLR5’in komplet

kaybı, kommensal kompozisyondaki değişikliklere yanıt olarak anormal TLR4

sinyalizasyonu aracılığı ile spontan kolit gelişimi ile sonuçlanabilir(Vijay-Kumar 2007).

TLR 9 geninde tek nükleotid polimorfizmleri, -1237T/C ve 2848A/G, CARD15 ,

IL23 R ve DLG5’de Crohn hastalığı ile ilişkili varyantlarla bağlantılıdır, böylece farklı

olarak Crohn hastalığı duyarlılığını modüle eder(Torok 2009). Bu tek nükleotid

polimorfizmleri fonksiyonel olarak TLR9 kommensal DNA’nın algılanmasını bozduğu

halde, intestinal mukozada Treg/Teff dengesizliği aracılığı ile inflamatuvar hastalığın

ağırlaşmasına neden olurlar(Hall 2008).

Ek olarak, bir dizi inflamatuvar barsak hastalığı ile ilişkili genetik defektin,

sekonder olarak intestinal toll like reseptörlerin (pato)fizyoloji ve fonksiyonlarını

etkileyerek kolit gelişimine karşı azalmış ve artmış duyarlılıkla ilişkili olduğu

gösterilmiştir. (IL10, STAT3, CARD15, MDR1 a gibi...)(Cario 2010)

90 ülseratif kolit hastası, 90 sağlıklı kontrol içeren Türk popülasyonundan oluşan

yaptığımız çalışmada TLR1(RS4833095) single nükleotid polimorfizminin ülseratif kolit

hastaları ve sağlıklı kontrol grubu arasında genotip dağılımı açısından anlamlı farklılık

saptanmamış olup, TLR1(RS 4833095) T>C single nükleotid polimorfizminin hastalık için

artmış riskle ilişkisi bulunmamıştır.
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Hastalığın kolondaki yayılımı (distal kolit, pankolit) ile TLR1(RS4833095) T>C

single nükleotid polimorfizmi arasında anlamlı ilişki bulunmamıştır. Hastalığın fenotipik

yayılımı üzerine yukarıda tanımlanan polimorfizmin anlamlı etkisi bulunmamıştır.

Hastalığın şiddeti ve remisyona girmesi için uygulanan tedavi ile

TLR1(RS4833095) T>C single nükleotid polimorfizmi arasında anlamlı ilişki

bulunmamıştır.

Bank’ın Danimarkalı kohortta yaptığı çalışmada 411 ülseratif kolit hastası

bulunmaktaydı ve hastaların şiddetli hastalığı bulunmaktaydı. Hastalar hastalığın

remisyonu için ya anti-TNF almaktaydı ya da  hastalığın remisyonu için anti-TNF tedavisi

planlanmaktaydı.

TLR’lerindeki genetik varyasyonlar konak-kommensal etkileşimleri değiştirebilir.

TLR’lerindeki bir defekt ligand tanımayı, mukozal immün toleransı  ve kommensal

kompozisyonu etkileyerek doğal/adaptif immün hypo- ve hyperaktiviteye neden olabilir.

Bir kaç  çalışmada inflamatuvar barsak hastalığı duyarlılığında ve/ve ya progresyonunda

TLR polimorfizminin fonksiyonel etkileri değerlendirilmiştir. Bireysel TLR varyantlarının,

inflamatuvar barsak hastalığında hastalığın fenotipik şiddetindeki  dönemsel farklılıkların

açıklanmasına olan etkisi inflamatuvar barsak hastalığında hastalık riskinin tahmin

edilmesine olan etkisine oranla daha fazla olabilir.(Cario 2010)

Sonuç olarak; çevre-genetik-immünite triadı ve toll-like reseptörler (ve diğer patern

tanıyan reseptörler) arasındaki etkileşimin mekanistik olarak anlaşılmasındaki daha ileri

gelişmeler gelecekteki ilerlemeler için temel oluşturacaklardır. Bunlar:

1)İnflamatuvar barsak hastalığı ve kolit ilişkili kolorektal kanser patogenezinde

geno-/fenotip korelasyonunun aydınlatılması,

2)İnflamatuvar barsak hastalığı ve sistemik manifestasyonlarının önlenmesi ve

tedavi edilmesi için doğal immün sistemin kullanılabilirliğine yönelik yeni yaklaşımların

belirlenmesi.

İnflamatuvar barsak hastalığının etyolojisinde genetik önemli sebeplerden birisi

olsa da hangi basamaklarda bozukluk olduğu net olarak aydınlatılamamıştır. Bu çalışma da

bu basamaklardan belki birisi kabul edilebilecek TLR1(rs4833095)’ de single nükleotid
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polimorfizmi bakıldı ve Türk toplumunda hastalık ve kontrol grupları arasında fark

gözlemlenmedi. Daha geniş ve çeşitli genetik yolakların bakılması ile hastalık hakkında

daha fazla bilgi sahibi olabileceğimiz  düşüncesindeyim.



37

6.SONUÇLAR

1. Ülseratif kolit; çevresel faktörler, genetik faktörler ve konağa ait faktörlerin

kombine etkisi sonucu ortaya çıkan kolon mukozasının tekrarlayan inflamasyon dönemleri

ile karakterize bir hastalıktır.

2. Ülseratif kolitin etyopatogenezinde kronik immündisregülasyonun rol

oynadığına dair ortak görüşler vardır.

3. Toll-like reseptörler patojen ilişkili moleküler paternleri tanıyarak inflamasyonu

başlatan hücre yüzey molekülleridir.

4. Son 10 yılda yapılan birçok çalışmada çeşitli TLR’ lerde saptanan genetik

polimorfizmin hastalık gelişimi, hastalığın şiddeti ve yayılımı ile ilişkisi gösterilmiştir.

5. Bank ve arkadaşlarının 2015 yılında Danimarkalı’ lardan oluşan bir kohortta

yaptığı çalışmada TLR1(rs4833095)’ de saptanan single nükleotid polimorfizminin

ülseratif kolit ve inflamatuvar barsak hastalığı için artmış riskle ilişkisi bulunmuştur. Bu

ilişki ilk kez bu çalışmada gösterilmiştir.

6. Türk popülasyonundan oluşan bizim yaptığımız çalışmada, TLR1(rs4833095)’te,

90 hastanın  12’inde (%13,3) genotip C/C(normal) olarak saptandı. 33(%36,7) hastada

genotip T/T(homozigot varyant) olarak saptandı. 44(%48,9) hastada genotip C/T

(heterozigot) olarak saptandı. 1 (%1,1) hastada PCR ile sonuç elde edilemedi.

7. Türk popülasyonundan oluşan bizim yaptığımız çalışmada, TLR1(rs4833095)’te,

90 kontrolün  15’inde (%16,7) genotip  C/C(normal) olarak saptandı. 30 (%33,3) kişide

genotip T/T(homozigot varyant) olarak saptandı. 44(%48,9) kişide genotip C/T

(heterozigot) olarak saptandı. 1 (%1,1) kişide  PCR ile sonuç elde edilemedi.

8. Bizim çalışmamızda, hasta ve kontrol grubu arasında TLR1(RS4833095) single

nükleotid polimorfizm dağılımında  Pearson Chi-square testine göre anlamlı fark

saptanmadı. Türk popülasyonunda TLR1(RS4833095) single nükleotid polimorfizminin

ülseratif kolit için artmış riskle ilişkisi bulunmadı.
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9. Bizim çalışmamızda, Türk popülasyonunda TLR1(RS4833095) single nükleotid

polimorfizmi ile hastalığın kolondaki yayılımı arasında anlamlı ilişki saptanmadı.

10. Bizim çalışmamızda, Türk popülasyonunda TLR1(RS4833095) single nükleotid

polimorfizmi ile hastalığın şiddeti ve remisyon sağlanması için gerekli tedavi arasında

anlamlı ilişki saptanmadı.

11. Sonuç olarak genetik polimorfizm çalışmaları coğrafik dağılım, ırk gibi

demografik özellikler nedeniyle topluluklar arasında farklılık gösterebilir.
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