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OZET

TURK POPULASYONUNDAKI ULSERATIF KOLITLI
HASTALARDA TLR1(RS 4833095) GEN POLIMORFiZMIiNIiN
HASTALIKLA ILiSKiSININ DEGERLENDIRILMESI

Dr. Dilek CAGLAYAN
UZMANLIK TEZi
KONYA 2018

Giris:Ulseratif kolit; kolonun mukozal tabakasinda smirli, tekrarlayan
inflamasyon dénemleri ile seyreden bir hastaliktir. Ulseratif kolit; genetik ve cevresel
etmenlerin kombine etkisi sonucu ortaya ¢ikan multifaktoriyel bir hastaliktir. Birgok
proinflamatuvar sitokinin iilseratif kolit etyolojisinde rol aldig1 gosterilmistir.(IL 23 R, TNF
alpha, IL27 ...)

Toll like reseptorler, mikrobiyal antijenleri saptayan ve antijenlere karsi yanit
olusturan okaryotik hiicre ylizey molekiilleridir. TLR sinyal yolagindaki son ortak yol
transkripsiyon faktorlerini icerir; NFikB ve aktive edici protein 1 (AP -1) . Bu transkripsiyon
faktorleri; onemli proinflamatuvar sitokinleri kodlayan (TNFa., IL183, IL6, IL8, IL12 gibi)

birgok geni diizenler.

Bu calismada; Tiirk popiilasyonunda Ulseratif kolitli hastalardaki
TLR1(rs4833095) single niikleotid polimorfizminin  degerlendirilmesi ve saglikli
popiilasyonla karsilastirilmasi, tanimlanan polimorfizmlerin hastalikla iliskisinin
degerlendirilmesi, tanimlanan single niikleotid polimorfizmlerinin hastaligin yayilimi ve

siddeti ile iligkisinin degerlendirilmesi amaglanmaktadir.

Materyal metod: Calismaya Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip
Fakiiltesi Gastroenteroloji kliniginde iilseratif kolit tanisiyla takipli 18 yas iistiinde 90 hasta
ve 18 yas lizerinde 90 kisiden olusan saglikli kontrol grubu dahil edildi. Caligmaya alinan
hastalarin aldiklar1 medikal tedavi, laboratuvar verileri, koloskopi raporlar: ve bulgulari,

ekstraintestinal manifestasyonlari ile ilgili veriler hastane kayit sistemi retrospektif olarak



taranarak elde edildi. Calismaya alinan hastalardan ve saglikli kontrollerden 3-4 cc kan
ornegi EDTA’I1 tiiplere alind1. Ornekler DNA izolasyonu yapilana kadar -80°C’ de saklandh.
DNA’lar izole edildikten sonra, elde edilen DNA’ larin kalitesi nanogen spektrofotometri ile
kontrol edildi. Kaliteli DNA’ lar RT-PCR ile TLRI(RS 4833095) single niikleotid
polimorfizmi agisindan degerlendirildi. Istatiksel analizler icin IBM SPSS versiyon 22.0
programi kullanildi. Sayisal degiskenler ortalama + standart sapma ile kategorik degiskenler
ise say1 ve yiizde ile gosterildi. Gruplar arasi kategorik verilerin karsilastirilmasi i¢in Chi-

square testi kullanildi. Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.
Bulgular:  Tirk popiilasyonunda TLR1(RS4833095) single niikleoitid

polimorfizminin ilseratif kolit i¢in artmis riskle iliskisi bulunmadi.(p>0,05) Tiirk
popiilasyonunda TLR1(RS4833095) single niikleotid polimorfizmi ile hastaligin kolondaki
yaytlimi  arasinda anlamli iligki  saptanmadi.(p>0,05) Tiirk popiilasyonunda
TLR1(RS4833095) single niikleotid polimorfizmi ile hastaligin siddeti ve remisyon

saglanmasi icin gerekli tedavi arasinda anlamli iligki saptanmadi.(p>0,05)

Sonug¢: Ulseratif kolit gevresel, genetik, konaga bagli faktdrlerin kombine etkisi
sonucu meydana gelen bir hastaliktir. Etyopatogenezinde immiindisregiilasyonun rol
oynadigima dair onemli kanitlar vardir. Bakteriyel veya viral DNA, flagellin veya
lipopolisakkarit(LPS) gibi Patojen Iliskili Molekiiler Pattern’ler TLR’ler tarafindan
baglanabilir ve birgok pro- ve antiinflamatuvar sitokini aktive ederek inflamasyonu
indiikleyebilir. Bank’in Danimarkali kohortta yaptigi c¢alismada TLR1(RS4833095)
homozigot varyant genotipinin iilseratif kolit gelisimi i¢in artmus riskle iliskisi bulunmasina
ragmen Tirk popiilasyonunda yapilan ¢alismada anlamli fark bulunmamistir. Sonug olarak

genetik polimorfizm ¢alismalar1 cografik dagilimlara gore farklilik gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: tlseratif kolit, toll like reseptor, single nukleotid polimorfizm



ABSTRACT

EVALUATION THE ASSOCIATION BETWEEN TLR1(RS 4833095)
GENE POLYMORPHISM AND ULCERATIVE COLITIS IN THE
TURKISH POPULATION.

Dr. Dilek CAGLAYAN

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, 1L 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; NFkB and activating protein 1 (AP -1). These transcription
factors regulate genes which encodes important proinflammatory cytokines (such as TNFa.,
ILL B, IL 6, 1L 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,



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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SIMGELER VE KISALTMALAR

IL 10 interlokin 10
TGFB transforming growth factor beta
IBH inflamatuvar barsak hastalig
CH Crohn hastaligi
UK iilseratif kolit
IL23 interlokin 23
IL17 interlokin 17
IFNy interferon gama
LPS lipopolisakkarit
TLR toll like reseptorler
NLR nod like reseptorler
CARD caspase associated recruitment domain
IL1B interlokin 1 beta
IL6 interlokin 6
IL8 interlokin 8
TNFa tiimdr nekrozis faktor alfa
BT bilgisayarli tomografi
MRG manyetik rezonans goriintiileme
CRP c reaktif peptid
Panca periniikleer anti nétrofilik sitoplazmik antikor
GVHH greft versus host hastaligi
5-ASA 5-aminosalisilik asit
6-MP 6-merkaptopiirin
CSA siklosporin A

TIR toll-interlokin1 reseptor



1.GIRIS VE AMACLAR

Ulseratif kolit; kolonun mukozal tabakasinda simirli, tekrarlayan inflamasyon
donemleri ile seyreden bir hastaliktir. Ulseratif kolit primer olarak barsaklarda gorildigi
halde; diger organ sistemlerinde de cesitli manifestasyonlarda (artrit, ankilozan spondilit,
osteoporoz, osteopeni, osteonekroz, Uveit, episklerit, eritema nodosum, pyoderma
gangrenosum, primer sklerozan kolanjit...) gosterebilir. Ulseratif kolit; komplikasyonlarla
(siddetli kanama, fulminan kolit, toksik megakolon, perforasyon, striktlr, displazi ve
kolorektal kanser ...) seyredebilen ve mortalite ile sonuclanabilen bir hastaliktir. Ulseratif
kolit; genetik ve gevresel etmenlerin kombine etkisi sonucu ortaya ¢gikan multifaktoriyel bir
hastaliktir. Birgcok proinflamatuvar sitokinin  Ulseratif kolit etyolojisinde rol aldig:
gosterilmistir.(IL23R, TNFa, IL 27 ...)

Toll like reseptorler, mikrobiyal antijenleri saptayan ve antijenlere karsi yanit
olusturan Okaryotik hicre ylzey molekiilleridir. TLR sinyal yolagindaki son ortak yol
transkripsiyon faktorlerini icerir; NFxB ve aktive edici protein 1 (AP -1). Bu
transkripsiyon faktorleri; 6nemli proinflamatuvar sitokinleri kodlayan (TNFa,, IL1B, IL 6,
IL 8, IL 12 gibi) birgok geni duzenler.

‘Bank ve arkadaslarinin® yaptigi bir ¢alismada; Danimarkali’lardan olusan bir
kohortta, TLR 1 ve TLR 5’ de genetik olarak saptanan yiksek aktivite inflamatuvar
barsak hastaliklar: icin artmis riskle iliskili bulunmustur ve inflamatuvar barsak
hastaliklarinin TLR1(rs 4833095) single niikleotid polimorfizmi ile iliskisi ilk kez bu
calismada gosterilmistir. Tlrk populasyonunda; TLR1(rs 4833095) single nikleotid

polimorfizmi ile Ulseratif kolit iliskisini gosteren yeterli veri ve ¢alisma yoktur.

Bu calismada; Turk populasyonunda Ulseratif kolitli hastalardaki TLR1(rs
4833095) gen polimorfizminin degerlendirilmesi ve saghkli popilasyonla
karsilastirilmasi, tanimlanan polimorfizmlerin hastahkla iliskisinin  degerlendirilmesi

amaclanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. ULSERATIF KOLIT
2.1.1. Tanim

Ulseratif Kolit; kolonun mukozal tabakasinda sinirl, tekrarlayan inflamasyon
donemleri ile karakterize bir hastaliktir. Ulseratif kolit; genetik ve cevresel etmenlerin
kombine etkisi sonucu ortaya ¢ikan multifaktériyel bir hastahiktir. Ulseratif kolit siklikla

rektumu tutar ve proksimale dogru yayilarak kolonun diger kisimlarini da tutabilir.
2.1.2. Etyoloji ve patogenez

Ulseratif kolitin etyopatogenezinde kronik mukozal immiin disregiilasyonun rol
oynadigina dair ortak gorusler mevcuttur. Bu immin disregtlasyonda dis faktorlerin
(normal luminal flora gibi), konak¢: faktorlerin (intestinal epitelyal hiicre bariyer
fonksiyonu, dogal ve edinsel immin fonksiyon gibi) ve cevresel faktorlerin rol oynadig:
dustinulmektedir. Mukozal immdin sistemin kronik aktivasyonunun tanimlanmamis bir
enfeksiy6z ajana karsi uygun bir cevap olarak ortaya ¢ikmasi olasi ise de, boyle bir
enfeksiy6z ajan saptanamamistir. Bu sebeple inflamatuvar barsak hastaligi; barsaklar
icerisinde bulunan normal mikrobiyal floraya karsi uygunsuz bir cevap olarak
distinulmektedir. Normalde mukozal immin sistem, oral toleransa bagli olarak mukozal
icerige kars1 cevapsizdir. Eriyebilen antijenler subkutan veya intramuskuler yerine oral
alindiginda antijene spesifik cevapsizlik uyarilir. Oral toleransin uyariimasinda pek ¢ok
mekanizma rol oynar ve bunlar antijene reaktif T hucrelerin delesyon ve anerjisi ya da
interlokin 10 (IL 10) ve transforming growth faktor B (TGFp) gibi inhibitor sitokinlerin
sekresyonu yoluyla barsak inflamasyonunun baskilandigi CD4+ T hiicre aktivasyonunu
kapsar. Diyetteki antijenlere ve intestinal limendeki kommensal floraya karsi olan immiin
cevabin  eksikliginden oral tolerans sorumlu olabilir. inflamatuvar barsak
hastaliginda(iBH) bu inflamasyonun baskilanmas: degiserek kontrol edilemeyen bir
inflamasyona yol acar. Normal konakta enfeksiyonlarin seyri sirasinda barsakla iliskili
lenfoid doku tam olarak aktiflesir fakat daha sonra immin yanmitin kontrol edilmesi,

baskilanmasi ve doku onariminin saglanmas: ile inflamasyon kontrolli bir sekilde



duzenlenir ve inaktive edilir. Inflamatuvar barsak hastaliklarinda bu immin regtlasyon

bozulmustur. (Harrison’s Principles of internal Medicine 2013)
2.1.3. inflamatuvar barsak hastaliklarina genetik duyarhhk

Kronik inflamatuvar barsak hastaliklari (IBH), Crohn hastaligi (CH) ve ulseratif
kolit (UK), bircok genetik ve cevresel faktorlerin etkilesimi sonucu ortaya ¢ikan kompleks
hastaliklardir(Podolsky 2002). Genetik iliski calismalart IBH na duyarhlikla iliskili Toll-
Like reseptorlerindeki(Cario 2010, Bank 2014), apopitozis(Anderson 2011, Thompson
2011), 1L23/1L17(Anderson 2011, Thompson 2011) ve interferon gamma(lFNy)(Anderson
2011, Thompson 2011) yolaklarindaki polimorfizmleri gostermistir. Asagida tanimlandig:
gibi, inflammasome bdtin bu yolaklarla baglantilidir ve kuramsal olarak diistinuldiigtinde,
inflammasome yolagindaki polimorfizm CH ve UK ile iliskili olabilir.(Bank 2015)

Bakteriyel veya viral DNA, flagellin veya lipopolisakkarit(LPS) gibi Patojen
Iliskili Molekiiler Pattern’lere karsi otoimmiin cevap bitin bu yolaklar: icermektedir.
Patojen Iliskili Molekiiler Pattern’ler membrana bagl: toll like reseptérler(TLR) tarafindan
baglanabilir ve bircok pro- ve antiinflamatuvar sitokini aktive ederek inflamasyonu
indukleyebilir(Verstrepen 2008). Patojen Iliskili Molekiiler Pattern’ler ayrica intraselltler
reseptorler olan Nod-Like Reseptorler(NLR) tarafindan da taninabilirler. NLRP1 ve
NLRP3; pro-protein caspase 1’i aktive edebilen inflammasome protein komplekslerinin
uyeleridir. Kaspas 1’in aktivasyonu CARDB8(caspas-associated recruitment domain ihtiva
eden protein 8) tarafindan suprese edilebilir(Paramel 2013). Kaspas 1; proprotein olarak
sentezlenen IL1B ve IL 18 gibi proinflamatuvar sitokinleri aktive eder(Aguilera 2014).
IL1p ve IL18 de, IL17’nin Uretimini indukleyebilirler(Dinarello 2012).

NLRP1, NLRP3 ve CARDS8 aymi zamanda apopitotik yolakta da tanimlanmstir.
NLRP1 ve NLRP3’in asiri ekspresyonu kaspaslari aktive ederek apopitozisi stimile
eder(D'Osualdo 2012, Sagulenko 2013). CARDS, kaspas 1’in aktivasyonunu inhibe ederek
apopitozisi inhibe eder(Hong 2002).

IL23/IL17 vyolaginda; 1L23, proinflamatuvar sitokin IL17°nin sekresyonunu
arttirir. IL17 de; IL1B, IL6, IL8 ve timor nekrozis faktor alfa(TNFa) gibi diger
proinflamatuvar sitokinlerin sekresyonunu arttirir(Hoeve 2006). 1L23; IL12p40 ve
IL23p19°dan olusan bir heterodimerdir. 1L12p40 ayrica diger bir heterodimer olan
IL12(1L12p35/1L12p40) ninde subdnitidir. 1L12; IFNy‘y1 aktive ederek proinflamatuvar
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bir ozellik gosterirken, ayn1 zamanda anti inflamatuvar bir sitokin olan I1L10’u aktive
ederek ve pro inflamatuvar bir sitokin olan IL17’yi inhibe ederek anti inflamatuvar 6zellik
gosterir(Hoeve 2006, Chang 2007).

IL12 ve IL23 yolaklar: ayrica 1L12 reseptor(IL12R-B1/IL12R-B2) ve IL23 reseptor
(IL12R-B1/IL23R) heterodimer komplekslerinin parcas: olan IL12R-B1 reseptdr subtnitini
paylasirlar. (Bank 2015)

IL12 ve |1L23 reseptorleri Gzerinden olan sinyalizasyon ayrica STAT4
transkripsiyon faktorunt aktive eden Jak2 kinazi baglayan ortak intrasellller
mekanizmalara sahiptir. (Bank 2015)

Buna ragmen, STAT transkripsiyon komplekslerinin DNA’ya baglanmasi
farklhihiklar gosterir. IL23 sinyalizasyonda STAT3/STAT4 heterodimerleri mevcutken,
IL12 sinyalizasyonunda STAT4 homodimerleri vardir(Hoeve 2006).

Inflammasome tarafindan aktive edilebilen IL18, IFN-y sentezini feedback aktive
edebilir. (Bank 2015)

IFN-y, iki adet ligand baglayan IFNGR1 zincirlerini ve iki adet sinyal ileten
IFNGR?2 zincirlerini iceren membrana bagli IFNG reseptorune baglanir. IFN-y’nin  IFNG
reseptoriine baglanmasi Jak-2 kinazi aktive eder. (Bank 2015)

Jak-2, en sonunda transkripsiyon faktor STAT1’i aktive eden kinaz kaskadin
baslatir(Schroder 2004).

IFN-y’nin  diger bir o6nemli aktivatori ise transkripsiyon faktor T-bet
(TBX21)dir(Li 2012).

Sonug olarak; Toll-Like reseptorlerindeki, apopitozis, 1L23/IL17 ve interferon
Y(IFNG) yolaklarindaki genetik polimorfizmler inflamatuvar barsak hastaliginda yukarida

tanimlanan immiin disregulasyondan sorumlu gibi gérinmektedirler
2.1.4. inflamatuvar barsak hastahklarinda Toll-like reseptorler

Inflamatuvar barsak hastaliklarinda toll like reseptor ekspresyonunun diferansiyel

degisiklikleri ilk olarak 10 y1l dnce tanimlanmistir.(Cario 2010)



O zamandan bu yana bir ¢ok grup tarafindan yapilan calismalar; TLR’lerin
barsaklardaki dogal konak savunmasinin anahtar mediatorlerini temsil ettigi yonundeki

mevcut kavram tzerine yogunlasmisdir. (Cario 2010)

Kolitin cesitli fare modellerindeki son bulgulari; IBH’in patogenezinde TLR

disfonksiyonunun mekanistik éneminin ortaya ¢ikarilmasina yardim etmistir. (Cario 2010)

Cevresel faktorler, genetik faktorler ve konak immunitesinden olusan ¢ok boyutlu
ve son derece interaktif regulatuvar triad intestinal mukozadaki TLR fonksiyonlarin
kontrol eder. (Cario 2010)

Bu triadtaki dengesiz iliski; IBH kolitinde ve IBH ile iliskili kanserde akut ve
kronik intestinal inflamatuvar progeslere katkida bulunan anormal TLR sinyalizasyonunu

uyarabilir. (Inflamm Bowel Dis 2010)

Kommensal bakteri ve mukozal imminite arasindaki bozulmus homeostaz, genetik
olarak yatkin bireylerde IBH’ndaki barsak inflamasyonu gelisiminde kritik determinant
olarak gorev alir(Xavier 2007, Abraham 2009).

Dogal immun htcreler; patern tanima reseptorleri tarafindan genisce korunmus
molekdler paternlerin taninmasindan temel alarak self ve non self arasinda hizli ve kesin

ayrimin siki progesini uygulamak zorundadirlar(Janeway 1996).

Toll-like reseptorler(TLRS), pro/antiinflamatuvar genlerin indiksiyonunda ve
adaptif immun cevaplarin kontroliinde anahtar rol oynayan transmembran patern tanima
reseptorlerinin bir sinifidir(Medzhitov 1997, Poltorak 1998).

2000 yilinda, IBH’da intestinal mukozadaki TLR’lerin diferansiyel modulasyonu
ilk kez tanimlanmistir(Cario 2000).0 zamandan beri TLR’lerin luminal mikrobiotanin
cesitli drtnlerinin genis spektrumunun simiflandiriimas: ve taninmasina aracilik ettigi
mekanizmalarinin ve hicre spesifik etkilerinin tanimlanmasinda ¢ok gelisme saglanmistir.
Ayrica anormal TLR modulasyonunun IBH’nin gelisimine nasil katkida bulunabilecegi

yoniinde mekanizmalarda tanimlanmastir. (Cario 2010)

Saglikli konakta, TLR sinyalizasyonu konak bariyer batunligini korumak ve
kommensal kompozisyonu ve toleransi sirdirmek icin esas olan bazal immin

mekanizmalari idame ettirir. (Cario 2010)



Buna ragmen, duyarli bir konakta, anormal veya disfonksiyonel TLR
sinyalizasyonu kommensal-mukozal homeostazin bozulmasina neden olabilir, bdylece
doku hasarinin amplifikasyonuna ve devam etmesine katkida bulunarak devam eden

strecte IBH’ndaki kronik inflamasyona neden olabilir. (Cario 2010)
2.1.5. TLR’lerin yapasi ve sinyalizasyonu

TLR’ler; genis ve farkli ektodomainlerinde ¢ok sayida I6sinden zengin tekrarlayan
motifler icerir. Toll-interlokin-1 reseptor(TIR) domain olarak adlandirilan kisa intraselliler
kuyruklarinda son derece korunmus bdlgeler igerirler. 13 memeli tip 1 transmembran
glikoproteinlerinden (insanda 10 adet ve farelerde 12 adet) olusurlar. TIR domain, homo-
veya heterodimerik TLR subdnitleri arasindaki etkilesim icin esas olan bolgelerin yani sira
sinyalizasyon  kaskadinin  baslatilmas:  icin  sitoplazmik  adaptér  proteinlerin
guclendirilmesine katkida bulunan boélgelerden olusur. TIR domain ayrica IL1, I1L18, L33
reseptor ailelerinde de bulunabilir. TLR’ler mikrobiota-/viris iligkili (kommensal/patojen)
molekiler patern ve hasar iliskili(endojen ve eksojen ) molekuler paternler olarak
siniflandirilabilen alarm sinyalleri tanirlar.  Mikroorganizmalarin  farkli  siniflarinin
molekiler Ozellikleri sunlar: igerir: lipopeptidler:TLR2; virls kaynakli ds RNA:TLRS3;
lipopolisakkaritler:TLR4; flagellin:TLRS ve CpG DNA:TLR9. Ligand baglanmasi
konformasyonel degisiklere neden olarak reseptor aktivasyonunu indikler. Bugiine kadar
en az bes cesit adaptor protein tanimlanmistir: MyD88, Mal/TIRAP, TRIF/TICAM-1,
TRAM/Tirp/TICAM-2 ve SARM.(Cario 2010)

TLR 3 disindaki bitiin TLR” ler, MyD88 adaptor proteini tzerinden sinyal iletimi
yaparlar. TLR 4 ise MyD 88 bagimli ve MyD 88 bagimsiz yolaklar1 kullanir. MyD 88
adaptor proteininin olaya katilimi bir seri sinyalizasyon modualund aktive eder, bu
sinyalizasyon modiilleri sunlardir: IRAK, TRAF6 ve TAKL, sonug olarak transkripsiyon
faktorleri aktive olur. (NF-xB, AP-1, Elk-1, CREB, STATSs veya IRF) (reviewed, e.g., in
Refs.)( Beutler 2006, Kumar 2009) MyD 88°nin yaninda TRAF6, birkag sinyalizasyon
yolaginin diger bir ortak sinyalizasyon kontrol noktas: olarak fonksiyon gosterir, sonug
olarak IL-1R/TLR ve TNFR siperaileleri birlestirilir. Takip eden slregte pro — ve
antiinflamatuvar sitokinleri ve kemokinleri kodlayan yegane ve ortak TLR hedef genlerinin
transkripsiyonel aktivasyonu ile birlikte kostimulatér molekillerin indiksiyonu lamina
propria hicreleri tarafindan aktive edilen antijen spesifik ve nonspesifik adaptif immdan

cevaplari kontrol eder. Cevresel etkilerin kontrolii vasitasiyla konak homeostazisinin



korunmasinda butln bu cesitli downstream etkiler kritik olarak rol almaktadirlar. (Cario
2010)

2.1.6. Saghkl ve IBH’I1 bireylerde ekspresyon paternleri

TLR’ler, tum gastrointestinal trakt boyunca cesitli hucre tipleri tarafindan farkl
kombinasyonlarda induklenebilir ya da yapisal olarak eksprese edilebilirler.
Gastrointestinal traktaki bu hicre tipleri ise sunlardir; dort esas intestinal epitelyal hiicre
ailesi (absorbtif enterositler(Cario 2000, Singh 2005), paneth hucreleri(Rumio 2004,
Vaishnava 2008), goblet hiicreleri(Podolsky 2009) enteroendokrin hicreler(Bogunovic
2007, Palazzo 2007) ), subepitelyal myofibroblastlar(Otte 2003, Walton 2009) ve intestinal
lamina propria icindeki cesitli  profesyonel immun hicre alt kumeleri
monosit/makrofaj(Smith 2001, Hausmann 2002), dentritik hicreler(Hart 2005, Cerovic
2009) ve CDA4+T hcreler (Tomita 2008, Fukata 2008). Spesifik hicre tipleri farkl:
anatomik bolgelerde TLR’lerin bireysel paternlerini exprese ederler. Ornegin, dentritik
hicreler farklhilasirken monositler progresif olarak bazi TLR’lerin ekspresyonunu
kaybederler fakat digerlerinin ekspresyonunu arttirirlar(Visintin 2001). Kemik iliginden
koken alan CD11c+ dentritik hicreler, zararli patojenik tehditleri hizlica tanimak igin
onemli derecelerde TLR 4 eksprese ederler(Yanagawa 2007). Aksine lamina propria
CD11c+ dentritik hiicreler barsak liimeninde her yerde varolan lipopolisakkaritlere (LPS)
distk yant Ozelligini korumak icin TLR 4 eksprese etmezler(Uematsu 2006, Cerovic
2009). Farkli TLR ekspresyon paternleri, farkli stratejik bolgelerdeki TLR ligand
tanimasinin farkli fonksiyonel gerekliliklerini yansitabilir. Optimal ligand tamima ve
baglama bolgeleri temel alhinarak, TLR’ler stratejik olarak hicre yizeyinde (TLR
1/2/4/5/6) veya hiicre i¢i kompartimanlarda(TLR 3/7/8/9) lokalize olabilirler. Intestinal
epitelyal TLR lokalizasyonu ve ligand yanitliligi, hiicresel aktivasyon durumu(Cario 2000,
Abreu 2002), polarite(Lee 2006) ve farklilasma(Cario 2002) tarafindan kritik bir sekilde
modifiye edilebilir. TLR 2 ve TLR 4 tercihen farklilasmis enterositlerin apikal kutbunda
lokalize olurken Cario 2002), TLR 5 kararl bir sekilde intestinal epitelyumun basolateral
kutbunda lokalize olur(Gewirtz 2001).

Normal gastrointestinal sistemde TLR 2 ve TLR 4 intestinal epitelyal hiicrelerde ve
lamina propriadaki monontkleer hiicrelerde az miktarda bulunurlar. Boylelikle bu
hlcrelerde cevresel etmenleri tanima islemi minimalize edilerek aktivasyonun bazal
durumu korunur(Cario 2000, Abreu 2001, Ortega-Cava 2003, Otte 2004, Singh 2005,



Hausmann 2002). TLR inhibisyonu barsak mikrobiotasina kars1 uygunsuz aktivasyondan
kacinilmasinda rol alir. Hicresel mekanizmalarin ve birkag negatif regtlatoriin intestinal
mukozada TLR aktivasyonunu azalttigi ya da tamamen ortadan kaldirdig: gosterilmistir.
Konak tehditler ile karsilastiginda bu inhibitér mekanizmalar baskilanabilir ve tehditleri
ortadan kaldirmak icin pozitif regulatorler TLR sinyalizasyonuna izin vererek onemli
immin cevabi indukleyebilirler. Fakat surekli TLR hiperaktivasyonu IBH’ndaki kronik
inflamasyonu provoke edebilir. Aktif Crohn hastaligi ve [Ulseratif kolitte  alt
gastrointestinal sistem boyunca primer intestinal epitelyal hiicrelerde ve lamina propriadaki
monomikleer hiicrelerde TLR 4 ekspresyonu anlamli bir sekilde artmistir(Cario 2000).
Boylece cevreye karsi duyarlilik artarak anormal aktivasyon meydana gelmektedir.(Cario
2010)

TLR 4 sinyalizasyonu 3 yardimci molekdle ihtiya¢ duyar: CD14, LBP ve MD-2.
Saglhkli durumlarda intestinal mukozada bu reseptor kompleksinin ekspresyonu genellikle
dustktir(Smith 2001, Abreu 2002, Meijssen 1998, Cario 2006). Fakat non aktif ve/ve ya
aktif inflamatuvar barsak hastaligi kolitinde cesitli hiicre alt kiimelerinde bu reseptor
kompleksi anlamli bir sekilde upregile edilir(Meijssen 1998, Cario 2006, Kamada 2008).
T hucre kaynakl: sitokinler (interferon y, timor nekrozis faktor o); inflamatuvar barsak
hastaginin baslatiimasinda 6nemli patofizyolojik roller oynar. In vitro kosullarda bu
sitokinlerin intestinal epitelyal TLR4 ekspresyonunu upregule ettigi gosterilmistir(Abreu
2002, Suzuki 2003). Genetik olarak duyarli konakta kommensal kompozisyondaki
degisiklikler anormal TLR 4 asir1 yanitliligina neden olabilirler(Vijay-Kumar 2007). Fakat
reseptor upregiilasyonu ayrica immun cevaplardaki fonksiyonel kaybida yansitabilir.

TLR’lerindeki genetik varyasyonlar konak-kommensal etkilesimleri degistirebilir.
TLR’lerindeki bir defekt ligand tamimayi, mukozal immdiin toleransi ve kommensal
kompozisyonu etkileyerek dogal/adaptif immin hypo- ve hyperaktiviteye neden olabilir.
Bir ka¢ calismada IBH duyarliliginda ve/ve ya progresyonunda TLR polimorfizminin
fonksiyonel etkileri degerlendirilmistir. Bireysel TLR varyantlarinin, IBH’da hastaligin
fenotipik siddetindeki donemsel farkliliklarin agiklanmasina olan etkisi IBH’da hastalik

riskinin tahmin edilmesine olan etkisine oranla daha fazla olabilir.(Cario 2010)
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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 hiicrelerde, makrofajlarda ve plazmasitoid dentritik

hlcrelerde TLR sinyalizasyonu

TLR 2(TLR 1 veya TLR 6 ile birlikte), TLR 4, TLR 5 ve TLR 11, ligand tanima
fonksiyonu i¢in hiicre yiizeyine yerlesmislerdir. TLR 3, TLR 7 ve TLR 9 endosom limeni

icindeki ligand tanima islevi icin endosom iginde lokalize olurlar. Bunlar endoplazmik



retikulumda lokalize transporter protein UNC93B araciligi ile endosom igerisine tasinirlar.
TLR 3 disindaki bitiin TLR’ler MyD88 adapt6r proteini tzerinden sinyal iletimine devam
ederler. TLR1, TLR2, TLR4 ve TLR6 sinyal iletimi sirasinda ek olarak diger bir adaptor
protein  TIRAP’1 kullanirlar. TIRAP; TIR domaini MyD88 adaptdr proteinine baglar.
TLR3 ve TLR4 adaptor protein olarak TRIF’i kullanirlar. TLR4 sinyalizasyonu ek
baglayic1 adaptor protein TRAM’ a ihtiya¢ duyar. TRAM, TLR4’Un TIR domaini ile
TRIF’i baglar. TLR 1, TLR2, TLR5, TLR6 ve TLR11 ligandlari ile stimile edilen dentritik
hicreler ve makrofajlar MyD88 bagimli yolag: baslatirken, TLR 3 ligandlart TRIF bagimh
yolag: baglatirlar. TLR 4, MyD88 bagimli ve TRIF bagimli yolaklarin her ikisinide aktive
eder. My D88 bagimh yolak, IRAK protein ailesi ve TRAF6 Uzerinden sinyal iletimine
devam eder. TRAF6, TAKY1’i aktive eder. Aktive olan TAK1 ise NF«xB subdnitlerini
aktive eden IKK komplekslerini aktive eder. Aktive olan TAK1 ayrica MAPK yolaginida
aktive eder. TRIF bagiml yolakta TRIF; RIP 1 ve TRAF 6 ile etkilesime girer. Aktive
TRAF 6 ve RIP 1; NFkB ve mitojen aktive protein kinazlari (MAPKS) aktive ederler.
TRIF ayrica TRAF 3 ile de etkilesime girer ve IRF 3 ve IRF 7’yi aktive eden TBK
1/IKK’y1 aktive eder. TLR 7 ve TLR 9 ligandlar ile stimule edilen plazmasitoid dentritik
hicreler; MyD 88 bagimh yolak (zerinden NFkB ve MAPKSs’1 aktive ederler. Tip 1
interferonlar: indiiklemek icin MyD88, IRAK protein ailesi ile etkilesir. IRAK 1 ve IKKa,
IRF7’yi aktive eder. IRAK 1 ayrica TRAF 3 ile etkilesime girer ve IRF’yi aktive eder.
Aktive olmus NFxB subinitleri ve IRF’ler nikleusa transloke olurlar. NFkB ve
MAPK lar inflamatuvar sitokin genlerinin transkripsiyonunu baslatirlar oysa ki IRF’ler tip
1 interferonlarin transkripsiyonunu baslatirlar.(Kumar 2009)

2.1.7. Semptom ve bulgular

Ulseratif kolitli hastalar genellikle kanl diyare ile presente olurlar. Rektal
inflamasyon sonucu barsak hareketleri sik ve diski voliim olarak azdir. Ulseratif kolit ile
iliskili semptomlar; kolik tarzda abdominal agri, acil digkilama istegi, tenezim ve
inkontinanstir(Silverberg 2005). Distal kolon tutulumlu hastalarda sik sik kan ve mukus
desarjinin eslik ettigi ishal gorulebilir. Semptomlarin baslangici genellikle kademeli olup,

birkac hafta icerisinde progresyon gosterebilir.
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Semptomlarin siddeti, hafif hastaliktan (glinde 4 ve 4’den daha az, kanh ya da kan
olmadan digskilama) siddetli hastaliga (gliinde 10’dan daha fazla, siddetli kramplarin ve
sirekli kanamanin eslik ettigi diskilama)  kadar  genis bir yelpazede dagilhim
gosterebilir(Silverberg 2005).

Hastalarda ates, kilo kaybi, yorgunluk gibi sistemik semptomlarda gorulebilir.
Ayrica kan kaybina sekonder demir eksikligi anemisine, kronik hastalik anemisine veya
otoimmun hemolitik anemiye bagli olarak hastalarin dispne ve carpint: sikayetleri olabilir.

Sistemik semptomlarin varligi ve siddeti, intestinal hastaligin klinik siddeti ile iliskilidir.

Fizik muayene siklikla normaldir. Orta diizeyde ve siddetli hastalig1 olan hastalarda
abdominal hassasiyet, ates, hipotansiyon, tasikardi ve solukluk saptanabilir. Rektal
muayenede kan saptanabilir. Uzamis diyaresi olan hastalarda kas kotlesi kayb,
subkutantz yag dokusu kaybi, kilo kaybi1 ve malniitrisyon nedeni ile periferik 6dem

olabilir.

Hastalik siddetinin belirlenmesi hastanin klinik yonetimi ve hastaliga bagli uzun
donemdeki klinik sonuglarin tahmin edilebilmesi igin 6nemlidir. Hastalik aktivitesinin
siddeti; Klinik hastalik aktivite indeksi ile objektif olarak 6lcilebilir. Montreal
siniflamasinda, diyarenin sikhigi ve siddetine, sistemik semptomlarin varhgina ve
laboratuar anormalliklere  g6re  hastalik siddeti  hafif, orta ve siddetli olarak
siniflandirilir(Satsangi 2006).

Hafif klinik hastalikta; gunlik diski sayisi 4 ve 4’den daha azdir, kanl veya
kansiz digkilama olabilir. Sistemik toksisite bulgular: yoktur. Eritrosit sedimentasyon hizi

normaldir. Hafif karin agrisi, tenezim ve konstipasyon ataklar1 sik géruilen semptomlardir.

Orta siddette Kklinik hastalikta; hastalarda glnlik 4’den fazla kanli ve gevsek
digkilama, siddetli olmayan karin agrisi, transfiizyon gerektirmeyen hafif anemi, hafif
derecede ates gibi hafif sistemik toksisite semptomlar: vardir. Orta siddette klinik hastalig:

olan hastalarda yeterli beslenme genellikle saglanir ve hastalikla iligkili kilo kayb:1 yoktur.

Siddetli klinik hastalikta; hastalarda siddetli kramp tarzinda karin agrisi ile birlikte
ginde 6 ve daha fazla gevsek, kanl digskilama, ates (>37,5 °C), tasikardi (kalp hi1z1>90),
anemi (hemoglobin<10,5g/dl) ve yuksek sedimentasyon hizi (>30mm/h) gibi semptom ve
bulgular olabilir. Hastalarda hizl: kilo kaybi olabilir.
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Ulseratif kolitli cogu hasta hafif siddetteki klinik hastalikla prezente olurlar.
Yaklasik olarak %27 hastada baslangicta orta siddette klinik hastalik bulgular: vardir. %1
hasta ise siddetli hastalik ile basvurur(Langholz 1991).

2.1.8. Akut komplikasyonlar

Siddetli kanama: %10 hastada siddetli kanama olabilir. Acil kolektomi
gerektirebilen masif hemoraji Ulseratif kolitli hastalarin %3’tinde go6rulebilir(Becker,
1992).

Fulminan kolit ve toksik megakolon: Ulseratif kolitli hastalarda giinde 10’dan
fazla digkilama, surekli kanama, karin agrisi, abdominal distansiyon, ates ve anoreksi gibi
akut, siddetli toksik semptomlarla seyreden fulminan kolit tablosu gelisebilir. inflamatuvar
progesin mukozanin 6tesine yayildigi, kolonun kas tabakasinin tutuldugu fulminan kolitli
hastalar toksik megakolon gelismesi acgisindan yiiksek risklidirler. Toksik megakolonda
kolon ¢ap1 6 cm ve Uzerinde, gekal ¢cap 9 cm (lizerindedir ve hastalarda sistemik toksisite
semptom ve bulgular: vardir(Greenstein 1985, Jalan 1969).

Perforasyon: Kolon perforasyonu siklikla toksik megakolonu takiben gelisir. Buna
ragmen, ayrica toksik megakolon yoklugunda ve kolitin ilk atagindan itibaren skar dokusu
olusumunun olmadig1 hastalarda da perforasyon meydana gelebilir. Perforasyon ile
peritonit gelisen Ulseratif kolitli hastalarda mortalite %50 civarindadir(Danovitch 1989).

2.1.9. Kronik komplikasyonlar

Ulseratif kolitin kronik komplikasyonlar: ise; striktir, displazi veya kolorektal

kanserdir.
2.1.10. Ekstraintestinal manifestasyonlar

Ulseratif kolit primer olarak barsaklar: etkiledigi halde diger organ sistemlerinde
cesitli manifestasyonlarla da iliskilidir. inflamatuvar barsak hastaligi olan hastalarin
baslangicta %10’undan daha azinda ekstraintestinal manifestasyonlar gorulebilirken,
yasamlari boyunca %25’inde ekstraintestinal manifestasyonlar ortaya ¢ikmaktadir(Monsén
1990). Primer sklerozan kolanjit ve ankilozan spondilit disindaki ekstraintestinal
manifestasyonlar kolitin klinik seyrini takip etme egilimindedirler.

Kas—iskelet sistemi: Artrit, inflamatuvar barsak hastaliklarinda en sik gdrilen

ekstraintestinal manifestasyondur. Artrit genellikle bilyik eklemleri tutan non destriktif
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periferik artrit seklinde ya da ankilozan spondilit seklinde olabilir. Diger kas-iskelet sistemi
manifestasyonlar: osteoporoz, osteopeni ve osteonekrozu igerir.

Goz bulgulari: inflamatuvar barsak hastaliginda en sik  gorilen  okiler
manifestasyonlar Gveit ve episklerittir. Sklerit, iritit ve konjunktivit de gorulebilir.
Etkilenen hastalar asemptomatik olabilirler ya da gozlerde yanma, kasinma ve kizariklik
gibi semptomlarla bagvurabilirler.

Deri: Inflamatuvar barsak hastaliklarinda en sik gériilen deri lezyonlar: eritema
nodozum ve pyoderma gangrenozumdur.

Hepatobiliyer: Primer sklerozan kolanjit, yagli karaciger ve otoimmun karaciger
hastalig1 gordlebilir. Primer sklerozan kolanjitli hastalar genellikle asemptomatiklerdir ve
sadece izole serum alkalen fosfataz yiiksekligi ile taninabilirler. Hastalarda yorgunluk,
kasinti, ates, titreme, gece terlemesi ve sag (st kadran agris1 gibi semptomlarda gorulebilir.

Hematopoetik /koagiilasyon: Inflamatuvar barsak hastaligi olan hastalar venoz ve
arteryel tromboz icin artmis riske sahiptirler(Bernstein 2001, Solem 2004, Irving 2005,
Spina 2005, Bernstein 2008, Novacek 2010, Murthy 2011). inflamatuvar barsak
hastaliginda otoimmun hemolitik anemi gorilebilir. Anemisi olan hastalar asemptomatik
olabilirler ya da halsizlik, yorgunluk, dispne, ¢arpinti gibi nonspesifik semptomlara sahip
olabilirler.

Pulmoner: infamatuvar barsak hastaliginin pulmoner komplikasyonlari; hava yolu
inflamasyonu, parankimal akciger hastaligi, serozit, tromboembolik hastalik ve ilaglarin
indUkledigi akciger toksisitesini igerir. Bunlar nadir goriilen komplikasyonlardir.

2.1.11. Laboratuvar bulgular

Anemi, eritrosit sedimentasyon hizinda artig(>30mm/saat), alblimin duzeylerinde
disme, ishal ve dehidratasyona bagli elektrolit anormallikleri gorulebilir(Rodgers 2007,
Prantera 1988, Vermeire 2004). Ulseratif kolitli ve primer sklerozan kolanjitli hastalarda

serum alkalen fosfataz konsantrasyonlarinda ylkselme saptanabilir.

Intestinal inflamasyona bagl: olarak fekal calprotectin ve laktoferrin seviyelerinde
artis gorulebilir(van Rheenen 2010).

2.1.12. GoOruntuleme yontemleri

Abdominal goruntileme Ulseratif kolit tanis1 koymak igin gerekli degildir fakat
kolit semptomlari ile prezente olan hastalarda yapilabilir.
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Abdominal radyografi hafif ve orta siddette hastaliga sahip hastalarda genellikle
normaldir fakat siddetli ve fulminan Glseratif kolitli hastalarda proksimal konstipasyonu,
06deme sekonder mukozal kalinlasmay: veya thumbprintingi ve kolonik dilatasyonu
saptayabilir.

Cift kontrast baryum enema hafif Ulseratif kolitte normal olabilir. Baryum enema
bulgulari; diffuz retikller patern ile Uzerinde baryum punktat koleksiyonlar: igeren
mikroulserler seklinde olabilirken, cok siddetli hastalikta spikiler collar button Ulserleri,
kolon boyunda kisalma, haustra kaybi, liminal capin daralmasi, psédopolipler ve filiform
polipler seklinde olabilir. Siddetli hastaligi olan hastalarda baryumlu enema
goruntilemelerinden kagimimahdr.(ileus ve toksik megakolonu presipite edebilir.)

Bilgisayarl: tomografi(BT) ve manyetik rezonans goériuntileme(MRG) barsak
duvarindaki anlamh kalinlasmay: gosterebilir fakat bu bulgu nonspesifiktir. BT ve MRG,
ince erken mukozal hastaligi saptamada baryumlu enemaya goére disuk duyarliliga
sahiptirler fakat siddetli ve kamtlanmis hastalikta baryumlu enema ile esdeger duyarliliga
sahiptirler(Mowat 2011).

Doppler ile ultrasonografi aktif Glseratif kolitli hastalarda kalinlagsmis hipoekoik
mukozal tabakay: gosterebilir. Cok siddetli vakalar transmural barsak duvari kalinlasmasi
ile birlikte olabilirler. Buna ragmen bu ultrasonografik bulgular Glseratif kolit igin spesifik
olmay1p diger sebeplere bagli kolitte de gorulebilir.

2.1.13. Ulseratif kolitli hastalarin degerlendirilmesi

Ulseratif kolit siiphesi olan hastalarin degerlendirilmesinde su basamaklar
uygulanmalhdr.

o Kolitin diger sebepleri digslanmals,

o Kesin ulseratif kolit tanis1 konulmali,

e Hastaligin siddeti ve yayginhig: belirlenmelidir.

Ulseratif kolit tanmisi, dort haftadan uzun siredir varolan kronik diyare,
endoskopide aktif inflamasyon bulgular1 ve biyopside kronik degisiklikler temel alinarak
konulur. Bu bulgular tlseratif kolit i¢in spesifik olmadiklarindan dolay: kesin lseratif kolit
tanist konulurken kolitin diger sebepleri dikkatli bir anamnez, laboratuvar ¢alismalar: ve

endoskopi esnasinda kolondan alinan biyopsilerle diglanmalidir.

2.1.13.1. Anamnez
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Hastalardan anamnez alinirken kolitin diger nedenleri icin risk faktorleri mutlaka
arastirllmahidir.  Amebiyazis gibi paraziter hastaliklar icin endemik bdlgelere son
zamanlarda yapilan seyahat hikayesi, clostridium difficile enfeksiyonunu predispoze
edecek son zamanlarda antibiyotik kullanim hikayesi, proktitle iliskili seksuel gegisli
hastaliklar(neisseria gonorrhoeae ve herpes simpleks virus gibi) icin ¢esitli risk faktorleri
ve seksuel hikaye sorgulanmalidir. Aterosklerotik hastaligin ve dnceki iskemik epizodlarin
varligi kronik kolonik iskemiyi akla getirmelidir. Abdominal/pelvik radyasyon hikayesi ve
asirn miktarda nonsteroidal antiinflamatuvar ila¢c kullanimi da mutlaka sorgulanmalidir.

Immiinkompromize hastalarda sitomegaloviriis enfeksiyonu ulseratif koliti taklit edebilir.

2.1.13.2. Laboratuvar calismalar:

Gaita tetkikleri; gaitada Clostridium difficile toksini bakilmasini, rutin gaita
kalturlerini(salmonella, shigella, campylobakter, yersinia) ve Escherichia coli O157:H7
icin spesifik testleri icermelidirler. Ayrica endemik bdolgelere son zamanlarda yapilan
seyahat hikayesi gibi risk faktorleri olan hastalara gaitada parazit incelemesi ve giardia
antijeni taramasi da yapilmalidir.

Homoseksuel iliski hikayesi olan yada urgency, tenezmus gibi siddetli rektal
semptomlari olan hastalarda Clamydia trachomatis, Neissheria gonorrhea, Herpes simpleks
virus ve Treponema pallidum gibi sekstiel gecisli hastaliklar icin ek tetkikler yapilabilir.

Ayrica hastalik siddetini degerlendirmek icin tam kan sayimi, elektrolit
dizeyleri, albumin, CRP, eritrosit sedimentasyon hizi gibi inflamasyon markerlarinin
duizeyleride belirlenmelidir.

Inflamatuvar barsak hastaliklarinda bir dizi otoantikor saptanmistir. Periniikleer
antindétrofil sitoplazmik antikor(panca) dizeyleri Ulseratif kolitli hastalarda yikselebilir.
Buna ragmen otoantikor testinin dogrulugu undetermine kolitli hastalarda kesin degildir
(Ferrante 2007, Ruemmele 1998, Sandborn 2000, Boon 1999).Bu yizden slpheli
inflamatuvar barsak hastaligi olan hastalarda otoantikor testleri tanisal degerlendirme

testlerinin bir parcas: degildir(Sandborn 2001).

2.1.13.3. Endoskopi ve biyopsi

Ulseratif kolitli hastalarda endoskopik bulgular nonspesifiktir. Kolonoskopi
sirasinda kolondan elde edilen biyopsiler kronik inflamasyonu géstermek ve kolitin diger

sebeplerini  dislamak  icin  gereklidir.  ileokolonoskopi  terminal  ileumun
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degerlendirilmesine ve kolonik hastaligin siddetinin ve yayginhiginin endoskopik olarak
saptanmasina izin verir(Travis 2012, Samuel 2013). Buna ragmen siddetli hastalik
nedeniyle hastaneye yatirilan hastalarda siddetli kolitin toksik megakolonu presipite edici
potansiyeli oldugu icin kolonoskopiden kacinilmahdir. Rektuma ve distal sigmoid kolona
sinirli hastalikta fleksible sigmoidoskopi hastalarin endoskopik degerlendirilmesi igin
kullanilabilir.

Ulseratif kolitli hastalardaki endoskopik bulgular; mukozal vaskiiler isaretlerin
kaybi1, mukozada eritematdz goriinim, mukozada granilarite, petesi, eksuda, mukozal
6dem, erozyon, mukozada dokunmakla frajilite ve spontan kanama seklinde olabilir. Cok
siddetli hastalikta makroulserasyonlar, asirt miktarda kanama ve bol miktarda ekslida
olabilir. Non neoplastik psodopolipler saptanabilir.

Kolonik biyopside; kript abseleri, kriptlerde dallanma, kisalma ve bozulma ve kript
atrofisi saptanabilir. Epitelyal hticre anormallikleri, musinin tilkenmesi ve paneth hiicre
metaplazisi de gorilebilir. Ulseratif kolitin biyopsideki inflamasyonu gosteren bulgular;
artmis lamina propria selilaritesi, bazal plazmositoz, bazal lenfoid agregatlar: ve lamina
propriada eozinofillerden olusur. Bu 6zelliklerin hicbirisi Glseratif kolit i¢in spesifik
olmamakla birlikte, iki yada daha fazla histolojik 6zelligin varlig: Glseratif kolit tanisini
yuksek olasilikla destekler(Nikolaus 2007, Jenkins 1997). Komplet mukozal iyilesme ile
birlikte iyi kontrolli gorinen Ulseratif kolitli hastalarda kolon biyopsisinde bazal

plazmositozun saptanmasi relaps igin prediktor olabilir(Bessissow 2012).

Inflamasyon genellikle rektumu kapsar ve proksimale dogru strekli ve
sirkimferensiyel patern biciminde yayilr. Ulseratif kolitin ilk ataginda; %30-50 hastada
rektum veya sigmoid kolon tutulumu vardir, %20-30 hastada sol yerlesimli kolit
mevcuttur. Yaklasik olarak %20 hasta ise kolitin ilk ataginda pankolit ile prezente olabilir.
Bazen bir grup Ulseratif kolitli hastada apendisyal orifis cevresinde kolonun diger
kistmlarindaki hastalik ile bitisik olmayan fokal inflamasyon olabilir(Prantera 1988,
D'Haens 1997, Kim 1999). ileal inflamasyon (backwash ileit) aktif sag yerlesimli koliti
olan ulseratif kolitli hastalarda gorulebilir. Crohn hastalig: ile iliskili yamal: tutulumla
karakterize ileitten farkli olarak Glseratif kolitle iligskili backwash ileit diffiz tutulumla

karakterizedir.

2.1.13.4. Ayirnci tam
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Ulseratif kolitin ayirici tanis1 kronik diyarenin diger nedenlerini ierir.

Crohn hastaligi; Kolonu tutarak, tlseratif kolitin klinik semptomlarina benzer
semptomlarla prezente olabilir(Kim 1999). Buna ragmen Crohn hastaligin1 disiindiren
ozellikler; gross kanamanin yoklugu, perianal hastaligin varhig: (anal fissur, anorektal abse
gibi ) ve fistdllerin varhgidir. Rektal inflamasyonun yoklugu ve ileitin varhgi, fokal
inflamasyon, endoskopi ve biyopside grantlomlarin varligi da Crohn hastaligi tanisin
destekler. Ulseratif kolitli hastalarda ileal inflamasyon(backwash ileit ) gértlebildigi halde,
bu hastalarda aktif sag tutulumlu kolitte mevcuttur. Ayrica Ulseratif kolitle iligkili
backwash ileit tablosu difftizdir, Crohn hastahiginda goruldigd gibi  yamalh tutulum

yoktur.

infeksiyoz kolit; Ulseratif kolitle benzer klinik prezentasyona ve endoskopik
gorinuime sahip olabilir. infeksiyoz kolit, gaita ve doku kiiltirleri, gaita tetkikleri ve kolon
biyopsileri ile diglanmahdir.

Radyasyon koliti; abdominal ya da pelvik radyoterapi sonras: haftalar ya da yillar
sonra gorilebilir. Radyasyon koliti, endoskopide ulseratif kolitle benzer goriiniime sahiptir.
Rektum veya sigmoid kolonu tutabilir. Radyasyon kolitini destekleyen histolojik bulgular;
eozinofilik infiltratlar, epitelyal atipi, fibrozis ve kapiller telenjiektazidir. Bu bulgular
radyasyon koliti i¢in spesifik degildir.

Diversiyon koliti; diversiyon kolitli hastalar cerrahi olarak eksternalize edilmis
barsak lupu dykistine sahiptirler. Histolojik olarak belirgin lenfoid hiperplazi mevcuttur.

Soliter rektal ulser sendromu; soliter rektal Ulser sendromu olan hastalar, kanama,
karin agris1 ve degisken barsak aliskanliklar: ile prezente olabilirler. Mukozal Ulserasyon,
endoskopide Glseratif kolitle benzer bir gérinime sahip olabilir fakat histolojik olarak
karakteristik gorinime sahiptir (kalinlasmis mukozal tabaka ve Kkript yapisinda
distorsiyon). Lamina propria, diz kas ve kollajen ile yer degistirir. Bu da muskularis

mukoza tabakasinda hipertrofiye ve disorganizasyona neden olur.

Graft versus host hastaligi; kemik iligi transplantasyonu yapilan hastalarda kolonun
graft versus host hastaligi (GVHH) kronik diyareye neden olabilir. Hastalar proksimal
gastrointestinal trakt tutulumuna bagli semptomlar (disfaji, agrili Glser gibi) yada diger

organ tutulumlarina bagl semptomlar (ylkselmis karaciger testleri, liken planus veya
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sklerodermaya benzeyen deri tutulumu gibi) ile prezente olabilirler. Kolonun kronik
GVHH’ni ulseratif kolitten ayirt ettirecek endoskopik 6zellik yoktur. Fakat GVHH nin
karakteristik histolojik 6zellikleri mevcuttur (kriptlerde dejeneratif materyal birikimi ile
birlikte kriptik hlcre nekrozu gibi) ( Woodruff 1976).

Divertikller kolit; divertikiler orifis tutulumu olmaksizin interdivertikiler
mukozada inflamasyonla karakterizedir. Aksine divertikilozis ve IBH’1 olan hastalarda
inflamasyon, divertikulleri kapsayan kolonik mukozay: ayrica divertikil orifislerini de
tutar(Tursi 2011). Ek olarak divertikiler koliti olan hastalarda kolitin yayilim paterni

divertikuler kolitin tlseratif kolitten ayirt edilmesine yardim eder (Lamps 2007).

Ilag iliskili kolit; nonsteroidal antiinflamatuvar ilaglar, kronik diyare ve kanamaya
neden olabilirler(Davies 1995). Retinoik asit, ipilimumab, mikofenolat ve altin gibi diger
ilaclarda benzer klinik prezentasyona neden olabilirler. Tani, ayrintil ilag anamnezi ve
biyopside iskemik degisikliklere benzeyen nonspesifik mukozal inflamasyon veya mukozal

erozyonlarin varligi ile konabilir.
2.1.14. Tedavi

2.1.14.1. 5-Asetil salisilik asit(5-ASA) ajanlar:

Hafif ve orta siddetteki ulseratif kolitte esas tedavi sulfasalazin ve diger 5-ASA
ajanlandir. Bu ajanlar (lseratif kolitte remisyonun saglanmasinda ve idamesinde
etkilidirler.

Silfasalazinin molekdiler yapisi esas molekiliin bozulmadan ve sadece kismen
absorbe edilerek ince barsaklari gegip kolonda kolayca dagilimina olanak saglar.
Molekilin azo bantlari kolondaki bakterilerce salgilanan azo rediktaz ile parcalanarak
stlfa ve 5-ASA’ya ayrilir. Silfasalazin hafif ve orta siddetteki Glseratif kolitte hastaligin
remisyonunda ve remisyonun idamesinde oldukca etkilidir. Silfasalazin her ne kadar
yuksek dozlarda daha etkili ise de, 6 veya 8 g/gun dozuna cikildiginda hastalarin %30’
unda alerjik reaksiyonlar, bas agrisi, istahsizlik, bulanti, kusma gibi yan etkiler gorilebilir.
Bu vyan etkilerden sllfapiridin  kismi  sorumludur. Hipersensitivite reaksiyonlari,
stlfapiridin  seviyesinden bagimsiz olarak dokantl, ates, hepatit, agranilositoz,

hipersensitivite pndmonisi, pankreatit, kolitin agirlasmasi, reversibl sperm anormalliklerini
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kapsar. Silfasalazin folat emiliminide bozabilir bu ylzden hastalara folat destegi

verilmelidir.

Silfa icermeyen yeni ASA preparatlart sinirli sistemik toksisiteye sebep olurken
aktif hastalik bolgesine daha fazla miktarda aktif silfasalazin igeriginin(5-ASA,
meselamine) salinimini saglar. Silfa icermeyen yeni ASA preparatlari; alternatif azo bagi
tasiyicilar, 5- ASA dimerleri, pH bagiml: tabletler, surekli salinimli preparatlar: icerir.
Olsalazin, bir azo bag: ile baglanmis iki 5-ASA radikalinden olusur. Olsalazin ile
hastalarin %17 kadarinda ince barsaklardan sivi sekresyonun artisina bagl: olarak diyare
goralur. Balsalazid, azo bag: ile tasiyici bir molekil olan 4-amino benzoil B -alanine
baglanmis mesalamin icerir, kolonda etkilidir. Claversal, 5-ASA’nin enterik kapli bir
formudur. Preparat jejunumun ortasindan kolonun distaline kadar uzanan lumendeki
pH>6 ortamda mesalamini serbest birakir. Asacol da mesalaminin enterik kapli bir
formudur ve pH>7 olan ortamda mesalamini serbestlestirir. Pentasa bir diger mesalamin
tipidir. Topikal mesalamin lavmanlar: ise hafif ve orta siddetteki distal kolitlerde etkilidir.
Mesalamin supozituvarlar: proktit tedavisinde etkilidir. (Harrison’s Principles of internal
Medicine 2013)

2.1.14.2. Glukokortikoidler

Orta ve agir siddetteki Ulseratif kolit hastalarinin buyik c¢ogunlugu oral veya
parenteral glukokortikoidlerden yarar gorir. 5-ASA tedavisine yanit vermeyen aktif
ulseratif kolitte prednizon genellikle 40-60 mg/giin dozunda baslanir.

Distal kolitte topikal olarak kullanilan glukokortikoidlerde yararlidir ve rektal
tutuluma ek olarak daha proksimal tutulumuda olan hastalarda yardimci olarak
kullanilirlar. Hidrokortizon lavmanlari veya kopukleri aktif hastaligi kontrol altina
alabilirse de idame tedavisinde kanitlanmis rolleri yoktur. Bu glukokortikoidler rektumdan
O6nemli olgide emilirler ve uzamis kullanimlarinda adrenal slpresyona neden olabilirler.
Distal tlseratif kolit tedavisinde topikal 5-ASA tedavisi, topikal steroid tedavisinden daha
etkilidir.

Glukokortikoidlerin ne UK’in ne de CH’nin idame tedavisinde yeri yoktur. Klinik
remisyon saglandiginda klinik aktiviteye gore, normalda azaltma hizi haftada 5 mg’dan

fazla olmayacak sekilde, yavas yavas azaltilmalari gerekir. Genellikle 4-5 hafta icinde
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20mg/guin dozuna kadar azaltilabilirler fakat cogu kez aylar iginde tamamen kesilebilirler.
Sivi birikimi, abdominal strialar, yag dagiliminda degisiklikler, hiperglisemi, subkapsuler
katarakt, osteonekroz, miyopati, emosyonel bozukluklar ve kesilme semptomlar: gibi ¢ok
sayida yan etkileri vardir. Osteonekroz disindaki yan etkilerin ¢ogu tedavinin dozuna ve

suresine baglidir. (Harrison’s Principles of internal Medicine 2013)
2.1.14.3. AzatiopUrin/6 merkaptopdrin

Azatioplrin ve 6 merkaptopirin glukokortikoide bagimli IBH’in tedavisinde
sikhikla kullanilan pirin analoglaridir. Azatiopirin  (2-3mg/kg/gun) veya 6-MP(1-1,5
mg/kg/giin) glukokortikoidlerden kurtarici ajanlar olarak UK hastalarimin lcte ikisinde ve
daha once glukortikoidler kesilememis olan CH’da basar: ile kullaniimaktadir. Bu immun
modilator ilaglann UK ve CH’min idame tedavisinde ve CH’da goériilen aktif perianal

hastalik ve fistillerin iyilestirilmesindeki rolleri umut vericidir.

Her ne kadar azatiopurin ve 6-MP iyi tolere edilirsede hastalarin %3-4’(inde
pankreatit gelisir. Diger yan etkiler; bulanti, ates, dokinti ve hepatittir. Kemik iligi
stpresyonu, ozellikle I6kopeni, doza bagimhdir ve siklikla ge¢ gelisir. Azatiopirin/6-MP
ile tedavi edilen IBH hastalarinda lenfoma riski 4 kat artmistir. (Harrison’s Principles of
Internal Medicine 2013)

2.1.14.4. Siklosporin A(CSA)

Hem selltler hemde humoral immin sistem Uzerine inhibitor etkili lipofilik bir
peptiddir. CSA, intravendz glukokortikoidlere refrakter siddetli UK’te 2-4mg/kg/giin
verildiginde en etkilidir ve hastalarin %82’sinde yamit alinir. CSA, kolokteminin bir
alternatifi olabilir. Oral CSA’nin uzun doénem basaris1 bu kadar dramatik degildir. Fakat
eger hastalara hastaneden cikarken 6-MP veya azatiopirin baslanirsa remisyon
surddrulebilir. CSA ciddi toksisitelere neden olabilir. Bobrek fonksiyonlarinin sik olarak
izlenmesi gerekir. Hipetansiyon, gingiva hiperplazisi, hipertrikozis, parestezi, tremor, bas
agnsi ve elektrolit anormallikleri sik gorilen anormalliklerdir. En ¢ok dikkat ¢ekenlerden
biri pndnocystis carinii pnédmonisi olan firsat¢i enfeksiyonlar kombine immun stpresif
tedavi verilenlerde gorulebileceginden profilaksi verilmelidir. (Harrison’s Principles of
Internal Medicine 2013)

2.1.14.5. Takrolimus
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Immun modiilatér etkisi olan makrolid antibiyotiktir. CSA’dan 100 kat daha
gucladdr. Emilim icin safraya yada mukozal buttinluge bagiml: degildir. Steroide bagiml
veya refrakter UK ve CH’da etkilidir. (Harrison’s Principles of internal Medicine 2013)

2.1.14.6. Anti TNF ajanlar

Tumoér nekrozis faktor(TNF), anahtar bir inflamatuvar sitokin ve intestinal
inflamasyon mediatériidir. TNF ekspresyonu IBH’da artmustir. Infliksimab, TNF’ye kars
chimerik fare—insan monoklonal antikorudur. Infliksimaba ait yan etkiler; siddetli serum
hastalig1 ve artmis enfeksiyonlar 6zellikle latent tuberkilozun reaktivasyonudur. Nadiren
infliksimab optik norite, ndbetlere, multiple sklerozun yeniden baslamasi ve alevlenmesine
ve class 3-4 kalp yetmezligi olan hastalarda semptomlarin siddetlenmesine neden olabilir.

(Harrison’s Principles of internal Medicine 2013)
2.1.14.7. Cerrahi tedavi

Ekstensif kronik UK hastalarinin yarisina yakini hastaliklarinin ilk 10 yili icerisinde
cerrahiye gitmektedir. Cerrahi endikasyonlari; inat¢i hastalik, fulminan hastalik, kolon
perforasyonu, masif kolon hemorajisi, ekstrakolonik hastalik, kolon kanser profilaksisi,
kolon displazisi ve kanserdir. Segilen operasyon bir ileal pos anal anastomozdur.

(Harrison’s Principles of internal Medicine 2013)
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta secimi ve cahisma dizaym

Calismaya Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakultesi Gastroenteroloji
kliniginde (nisan 2017 tarihinden sonra Etik kurul onayindan itibaren) Glseratif Kkolit
tamisiyla takipli 18 yas Ustiinde 90 hasta ve 18 yas lzerinde 90 kisiden olusan kontrol
grubu dahil edildi.

Calismamizda 2 grup bulunmaktadr:
1) Ulseratif kolit nedeniyle takipli 90 hasta,

2)Kontrol grubu; polikligimize dispepsi, siskinlik gibi nonspesifik gastrointestinal
semptomlarla basvuran sistemik, kronik ya da inflamatuvar bir hastaligi olmayan yapilan
muayene ve tetkiklerde herhangi bir organik patoloji saptanmayan ve de ¢alismaya katilimi

onaylayan 90 Kisi.
3.2. Dislama kriterleri

Gebeler, calismaya katilmay: kabul etmeyen hastalar, malignitesi olan hastalar,

Crohn hastalig1 ve indetermine koliti olan hastalar ¢alismaya dahil edilmedi.
3.3. Hasta verilerinin taranmasi

Calismaya alinan hastalarin aldiklar:t medikal tedavi, laboratuvar verileri koloskopi
raporlari ve bulgulari, ekstraintestinal manifestasyonlar: ile ilgili veriler hastane kayit

sistemi retrospektif olarak taranarak elde edilmistir.
3.4. Hastalarin ve kontrol grubunun DNA’larinin izolasyonu

Calismaya katilim i¢in onay veren tim hasta gruplarindan EDTA’l tupe yaklasik
3-4 cc kan alindi. EDTA’hL tlpteki kanlar DNA izolasyonu yapilana kadar Haier ULT

Freezer marka buzdolabinda -80 °C sakland:.

3.4.1. Kullamlan ayraclar
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Tablo 1: DNA izolasyonunda kullamlan ayraglar

Saglanan malzeme 50 test
Proteinaz k 1 vial
Soliisyon B 11 mi
Solusyon W1 19 mi
Soliisyon W2 28,5 ml
Soliisyon E 11 mi
Spin kolonlar 50 adet
Toplama tipleri 150 adet

3.4.2. Gerekli diger malzemeler

e 96-100% etanol (Molekuler biyoloji kullanimina uygun saflikta)

e Steril dH20

o |sitic1 blok veya su banyosu

e Vorteks cihazi

o Mikrosantrifij

o Mikrosantrifuj tipleri (1.5ml)

o Mikropipet seti ve filtreli mikropipet uglart

3.4.3. Protokol

1. 1.5 mI’lik bir mikrosantrifiij tplnin dibine 20 ul Proteinaz K ile birlikte tzerine
200 pl 6rnek eklendi.

2. 200 ul Soltsyon B eklendikten sonra 20 saniye vorteks yapilarak karistirildi.

3. Kisa santrifiijden sonra her 3 dakikada bir karistirilarak 65°C’de 15 dakika
inkilibe edildi.

4. 260 pl etanol (% 96-100) eklenip, 20 saniye vorteks yapilarak karistirildi.

5. Kisa santriftijden sonra karisim, toplama tlpunin igine yerlestirilmis spin kolona
aktarildi.

6. 5,000 x g’de 1 dakika santriftij yapildi. Sivi igeren alttaki tlp atild: ve kolon yeni
bir toplama tiipine yerlestirildi.

7. 700 ul Solusyon W1 eklendi. 5,000 x g’de 1 dakika santriftij yapildi. Toplama

tipindeki siv1 atildi ve kolon yeni bir toplama tliplne yerlestirildi.
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8. 700 pl Soliisyon W2 eklendi. 16,000 x g’de 1 dakika santrifiij yapildi. Toplama
tipindeki sivi atidir ve kolon yeni bir toplama tuptine yerlestirildi.

9. 16,000 x g’de 3 dakika santriftij yapaldi.

10. Spin kolon, steril 1.5 mI’lik bir mikrosantriftyj tipune transfer edildi.

11. 200 ul 700C’ye 1sitilmis Soliisyon E eklendi, kolonun kapag: kapatild: ve oda
sicakliginda 3 dakika inkibe edildi.

12. 5,000 x g’de 1 dakika santriftj yapildi.

13. 16,000 x g’de 30 saniye daha santrifiij yapidiktan sonra Spin kolon atildi,
mikrosantrifuj tupindn igindeki eliisyon tamponunda genomik DNA elde edilmis oldu.

Elde ettigimiz DNA’larin kalitesi nanogen spektrofotometri ile kontrol edildi. Kaliteli
DNA’lar RT-PCR’da daha sonradan kullanilmak (izere -20 °C’de sakland.

3.5. Primer ve prob dizaym

Butlin amplifikasyon primerleri standart fosforamid kimyasi (MWG-Biotech) ve
tim VIC/FAMisaretli problar thermo fischer tarafindan sentezlenmis ve ters-faz HPLC ile
stIaghrllmlstlr. Amplifikasyonda TLR1 igin bir set primer probe kullaniimistir. VIC/FAM
isaretli primer problar kullanidlmistir. VIC probu ile C nukleotidi FAM probu ile T
niikleotidi detekte edilmistir.

3.6. PCR kosullar:

RS4833095 analizi igin kullanilan materyallerin konsantrasyon ve miktarlart
cizelge 3.3°de, polimorfizm analizi i¢cin PCR kosullar: tablo 2°de verilmistir.

Tablo2: RS4833095 polimorfizm analizinde kullamlan materyallerin

konsantrasyon ve miktarlari.

Icerik Miktar
Tagman assay master mix 25 uL
Tagman assay primer probe 2,5 uL
Ornek DNA 22,5 uL
Toplam Tepkime Hacmi 50 pL
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Tablo 3: TLR1 polimorfizm analizi icin PCR kosullar

PCR asamalari Hedef Bekleme Is1 gecis Floresan
151 (°C)  slresi orant (°C/sn)  okuma
Denatiirasyon 95 10 dk 4.4 Yok
Amplifikasyon  Denatirasyon 95 15sn 4,4 Yok
(40 Doéng) uzama 60 60 sn 2,2 Tek
soguma 37 1dk 2,2 Yok

3.7. Genotip Belirlenmesi (end point Analizi)

Genotip belirlemede VIC ve FAM hidroliz problar kullanilir ve problarin
baglanmas: 6zelliginde faydalanilarak yapilir. Problardan birisi C nukleotidine baglanirken
digeri T nlkleotidine baglanmaktadir. End point analizi bu farktan faydalanarak dogal ve

mutant tipleri birbirinden ayirir.

3.8. Istatiksel degerlendirme

Istatiksel analizler icin IBM SPSS versiyon 22.0 programi kullamild:. Sayisal
degiskenler ortalama + standart sapma ile kategorik degiskenler ise sayi ve yuzde ile
gosterildi. Gruplar arasi kategorik verilerin karsilastirilmasi icin Chi-square testi

kullanildi.Anlamlilik dizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.

3.9. Etik kurul onayr
Calismaya Necmettin Erbakan Universitesi, Meram Tip Fakiiltesi, Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 28.04.2017 tarih 2017/894 numaral: etik kurul onay1

alindiktan sonra baslanmastir.
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4 BULGULAR

Tum hastalarin klinik ve demografik bulgular:

Calismaya dahil edilen toplam 90 hastanin yas ortalamasi 39,7+12,9 olarak
hesaplandi. Hastalarin %52,2’si erkek, %47,8’i kadindi. Calismaya dahil edilen 90 saglikh
kontrollin yas ortalamas: 36,9+10,6 olarak hesaplandi. Kontrol grubunun %50’si erkek,
%50’si kadind.

Hastalarin  kolonoskopi bulgularina gore hastalik yayilhim: su sekildeydi;
%61,8’inde distal kolit, %38,2’sinde pankolit mevcuttu.

Hastalarin %5,5’inde hastaligin ekstraintestinal manifestasyonlari mevcuttu. 2
hastada sklerozan kolanjit, 1 hastada ankilozan spondilit, 1 hastada artrit, 1 hastada

sakroileit mevcuttu.

Hastalar aldiklar: medikal tedaviye gore 2 gruba ayrildi. Hastalarin %70,8’i sadece
5-ASA preparatlarindan birini ya da 5-ASA preparatlar: ile birlikte azatiopirin almaktayd:.
Hastalarin %29,2” si ise hastaligin remisyonu icin diger tedavilere ek olarak ya da sadece

anti TNF tedavisi almaktayd:.

Tablo 4: hasta grubunun cinsiyete gére dagilimi

parametre n %

erkek 47 52,2
kadin 43 478
toplam 90 100

Tablo 5: kontrol grubunun cinsiyete gore dagilim

parametre n %
erkek 45 50
kadin 45 50
toplam 90 100
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Tablo 6: hastalarnn laboratuvar bulgular:

tStandart

min max Ortalama sapma
|6kosit sayisi 3400 15800 8000 2500
hemoglobin 7,88 16,9 12,7 2,3
hemotokrit 25 50,8 38,9 6,4
trombosit sayisi 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
ure 6,6 47 22,55 8,34
demir 9 186 50,23 34,76
demir baglama 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 ntikleoitid polimorfizmine gore

dagilim
n %
PCR ile sonug elde edilemeyen 1 11
C/IT 44 48,9
T 33 36,7
© 12 13,3
toplam 90 100

90 hastanin 12’sinde (%13,3) genotip C/C(normal) olarak saptandi. 33 (%36,7)
hastada genotip T/T(homozigot varyant) olarak saptandi. 44 (%48,9) hastada genotip C/T
(heterozigot) olarak saptandi. 1 (%1,1) hastada PCR ile sonug elde edilemedi.
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Tablo

8: Kontrol grubunun TLR1(RS4833095) single nikleoitid polimorfizmine gore

dagilim

PCR ile sonug elde edilemeyen 1 11

C/T
1
©
top

kiside

(hetero

44 48,9
30 33,3
15 16,7
lam 90 100

90 kontroliin 15’sinde (%16,7) genotip C/C(normal) olarak saptandi. 30 (%33,3)
genotip T/T(homozigot varyant) olarak saptandi. 44 (%48,9) kiside genotip C/T
zigot) olarak saptandi. 1 (%1,1) kiside PCR ile sonuc elde edilemedi.
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Hasta ve
polimorfizmlerinin

kontrol
karsilastiriimasi,

grupla

rnmn  TLR1(RS4833095)
TLR1(RS4833095)

polimorfizminin hastahikla iliskisinin degerlendirilmesi

nukleoitid
nukleotid

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

dagihimlarimn karsilastiriimasi

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 arasinda TLR1(RS4833095) single niikleotid polimorfizm
dagiliminda Pearson Chi-square testine goére anlamli fark saptanmadi. Tulrk
populasyonunda TLR1(RS4833095) single niikleotid polimorfizminin Ulseratif kolit icin

artmas riskle iliskisi bulunmadi.

Hastahgin kolondaki yayihm ve TLR1(RS4833095) single nukleotid

polimorfizmi arasindaki iliskinin degerlendirilmesi

Hastalarin  kolonoskopi bulgularina gore hastalik yayihimi  su  sekildeydi;
%61,8’inde distal kolit, %38,2’sinde pankolit mevcuttu.

Yapilan Pearson Chi-square testine gore Tirk populasyonunda TLR1(RS4833095)
single nukleotid polimorfizmi ile hastaligin kolondaki yayilimi arasinda anlamli iliski

saptanmadi. Grublar arasinda anlamli farklilik saptanmadi.

Tablo 10: hastahgin kolondaki yayihmi ile TLR1(rs4833095) snp arasindaki iliski

TLR1(RS 4833095) snp

C/T T C total
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(%2100) 15(%100) 89(%100
P >0,05
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Hastalarin aldigi tedavi ile TLR1(RS4833095) single niikleotid polimorfizminin
karsilastirnnimasi

Hastalar aldiklari medikal tedaviye gore 2 gruba ayrildi. Hastalarin %70,8’i sadece
5-ASA preparatlarindan birini ya da 5-ASA preparatlar: ile birlikte azatiopiirin almaktayd:.
Hastalarin %29,2’ si ise hastaligin remisyonu icin diger tedavilere ek olarak ya da sadece
anti TNF tedavisi almaktayd:.

Yapilan Pearson Chi-square testine gore Tlrk populasyonunda TLR1(RS4833095)
single nikleotid polimorfizmi ile hastaligin siddeti ve remisyon saglanmasi igin gerekli

tedavi arasinda anlamli iliski saptanmadi. Grublar arasinda anlaml: farklilik saptanmadi.

Tablo 11: hastalarin hastahgin remisyona girmesi icin aldiklart tedavi ile
TLR1(rs4833095) snp arasindaki iliski

TLR1(RS4833095) snp

C/T T ® total
5-ASA ve diger 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. TARTISMA

Son dekatta yapilan bircok calisma IBH’nin  patogenezinde TLR
sinyalizasyonunun 6nemli bir role sahip oldugunu gostermistir. Cevresel etmenler, genetik
faktorler ve konak immunitesi; intestinal mukozadaki toll-like reseptorleri modile eder.
Bunun yaninda mukozal TLR sinyalizasyonu, barsaklarda gevresel sinyallerin sonuglarini,
genetik fonksiyonlari ve immun cevaplar: etkiler. Saglhkl: ve inflame intestinal mukoza
arasinda TLR regilasyonunda ve fonksiyonunda anlamli farklihik vardir. Bu durum
konagin barsak mukozasinin korunmasi ve hasari arasindaki ince ¢izgiyi yansitir. Saglikh
konaklarda bazal TLR sinyalizasyonu; koruyucu konak savunmasi ve doku tamir
cevaplarinda ©onemli rol oynayarak mukozal ve kommensal homeostazin idame
ettirilmesini saglar. IBH icin duyarl: konakta ise, anormal TLR sinyalizasyonu bozulmus
konak cevaplarina ve kronik inflamasyona, bozulmus mukozal ve kommensal
homeostazise ve birgok farkli klinik fenotipin olusmasina katkida bulunabilir. TLR
defektine sekonder olarak gelisen adaptif immin sistemin hiperaktivasyonu inflamatuvar
barsak hastaliginda doku hasarina ve progresif inflamasyona neden olur. IBH ile iligkili
farkli gen defektlerinin karakterize edilmesi, intestinal mukozadaki predominant hiicre
tipleri ve hastalik sureclerine bagimhi olarak TLR regilasyonu ve fonksiyonunda

cesitliligin tamimlanmasi gerektigini vurgulamistir.(Cario 2010)

Bank ve arkadaslarinin  Danimarkali bir kohortta yaptiklart polimorfizm
calismasinda; TLR1 743 T>C (rs4833095) (OR: 2.92, 95% ClI: 1.42-6.00, p = 0.004)’in
homozigot varyant genotipi lseratif kolit icin artmis riskle iligkili bulunmustur. 1L18-137
G>C (rs187238) (OR: 0.72, 95% CI: 0.54-0.97, p = 0.03)’in kombine homozigot ve
heterozigot varyant genotipleri Glseratif kolit igcin azalmis riskle iliskili bulunmustur.(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
hastaligi icin artmis riski ile iligkili bulunmustur. 1L18-137 G>C (rs187238) (OR: 0.61,
95% CI: 0.39-0.95, p = 0.03)’nin homozigot varyant genotipi inflamatuvar barsak hastaligi
icin azalmis riskle iligkili bulunmustur. Siddetli inflamatuvar barsak hastaligi olan bu
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Danimarkal kohortta, Toll-like reseptdr (TLR 1 ve TLR 5) ve IL-23/IL-17(IL 12 B ve
IL18) yolaklarindaki 4 gendeki 4 fonksiyonel polimorfizmin Crohn hastalig: ve Ulseratif

kolit gelisimi icin riskle iliskili oldugu bulunmustur. (Bank 2015)

TLR1 743 T>C (rs4833095)’de ki tek niikleotid polimorfizminin Ulseratif kolit ile
iliskisi ilk kez bu ¢calismada gosterilmistir. (Bank 2015)

TLR 1/2/6 genlerinde olusan bazi risk varyantlar: inflamatuvar barsak hastaliginin
farkl hastalik fenotipleri ile iligkilidir. TLR1-R80T ve TLR2-R753Q polimorfizmi tasiyan
ulseratif Kkolitli hastalar pankolit gelisimi icin artmis risk gosterirler(Pierik 2006). TLR2-
R753Q; intestinal epitelyal hiicre disfonksiyonuna, goblet hicrelerinde TFF3 sentezinin
indiklenmesinde hasara (Podolsky 2009) ve enterositlerdeki Cx43 kayb1 aracilhig: ile
GJIC inhibisyonuna(Ey 2009) neden olarak yara iyilesmesini bozar. Boylelikle TLR2-
R753Q; inflamatuvar barsak hastaliginin alt gruplarinda bozulmus dogal immiin konak
savunmasi nedeni ile ¢cok yaygin hastalik gesimine neden olur. TLR1-R80T nin hicresel
mekanistikleri fonksiyonel olarak tanimlanmamistir. TLR6, S249P’deki tek nukleotid
polimorfizmi inflamatuvar barsak hastaliginda proktitin ¢ok az azalmis insidansi ile iligkili
bulunmustur(Pierik 2006).

TLR4 geni, Crohn hastaligi duyarlilik geni igerisinde bir genomik bdlge olan
kromozom 9(g32-33) tzerinde lokalizedir(Rock 1998, Cho 1998). Aktif inflamatuvar
barsak hastaliginda, TLR 4 genindeki varyant alleller, lipopolisakkarit reseptorlerinin
fonksiyonel disregiilasyonunu indukleyebilirler. Fonksiyon kazanimi mutasyonlari,
LPS’lerin fizyolojik konsantrasyonlarina olan yanitta fonksiyonel olarak proinflamatuvar
etkiler gosterebilirler. insan TLR 4 genindeki iki yaygin mutasyonun, D299G ve T399I,
Kafkas populasyonunda %6 ile %10 arasinda siklikta meydana geldigi gorilmustir(Kiechl
2002). D299G polimorfizminin birkag popiilasyonda Crohn hastalig: ve Ulseratif kolitle
iligkili oldugu gorulmistur(Franchimont 2004, De Jager 2007, Browning 2007). Buna
ragmen, populasyon calismalari cografik dagilimlardaki farkliliklar: gostermistir(Ferwerda
2008). TLR4 velveya caspase recruitment domain 15(CARD15) ve BPI mutant allellerinin
birlikte varligi inflamatuvar barsak hastaligi  icin artmis duyarlilikla iligkilidir(Canny
2006, Petermann 2009). CARD15 mutasyonunun yoklugunda D299G polimorfizminin
varhigt Crohn hastahiginin strikttr gelistiren fenotipi i¢in gucli bir prediktor olarak
gorinmektedir(Brand 2005). D299G mutasyonunun (fakat T3991 mutant degil), in vitro

33



olarak  konformasyonel degisiklikler sonucunda TLR4 aracili LPS sinyalizasyonunu
kesintiye ugrattigi gosterilmistir(Arbour 2000, Rallabhandi 2006), intestinal mukozada ve
inflamatuvar barsak hastaliginda farkli hicre tiplerinde fonksiyonel fenotipik etkileri

¢cozimlenmemistir.

D299G mutasyonu TLR5 sinyalizasyonunda dengesizligi indukleyerek flagellinin
asirn tanminmas: araciligi ile intestinal inflamasyona neden olabilir. Crohn hastaligi olan
hastalardan alinan serumlarda flagelline kars: hiperaktivite gdsterilmis(Lodes 2004, Targan
2005, Sitaraman 2005). Yakin zamanda tanimlanan dominant-negatif TLR 5
polimorfizm(TLR5-stop) (TLR 5 fonksiyonunda %75 kayba neden olur) flagelline adaptif
immun cevaplart azaltir ve  bu polimorfizmin Yahudi kohortunda Crohn hastalig:
gelisimini onledigi gosterilmistir(Gewirtz 2006). Aksine, farelerde TLR5’in komplet
kaybi, kommensal kompozisyondaki degisikliklere yamt olarak anormal TLR4
sinyalizasyonu aracilig ile spontan kolit gelisimi ile sonuglanabilir(Vijay-Kumar 2007).

TLR 9 geninde tek nikleotid polimorfizmleri, -1237T/C ve 2848A/G, CARD15 ,
IL23 R ve DLG5’de Crohn hastalig: ile iliskili varyantlarla baglantilidir, boylece farkl
olarak Crohn hastaligi duyarliligint modiile eder(Torok 2009). Bu tek nikleotid
polimorfizmleri fonksiyonel olarak TLR9 kommensal DNA’nin algilanmasint bozdugu
halde, intestinal mukozada Treg/Teff dengesizligi araciligi ile inflamatuvar hastaligin

agirlasmasina neden olurlar(Hall 2008).

Ek olarak, bir dizi inflamatuvar barsak hastaligi ile iligkili genetik defektin,
sekonder olarak intestinal toll like reseptorlerin (pato)fizyoloji ve fonksiyonlarini
etkileyerek kolit gelisimine kars1 azalmis ve artmis duyarlihikla iligkili oldugu
gosterilmistir. (IL10, STAT3, CARD15, MDR1 « gibi...)(Cario 2010)

90 ulseratif kolit hastasi, 90 saglikli kontrol iceren Tlrk populasyonundan olusan
yaptigimiz ¢alhismada TLR1(RS4833095) single nikleotid polimorfizminin Ulseratif kolit
hastalar1 ve saghkli kontrol grubu arasinda genotip dagilimi agisindan anlamh farklilik
saptanmamis olup, TLR1(RS 4833095) T>C single nlkleotid polimorfizminin hastalik igin

artmus riskle iliskisi bulunmamastir.
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Hastaligin kolondaki yayilim: (distal kolit, pankolit) ile TLR1(RS4833095) T>C
single nukleotid polimorfizmi arasinda anlaml iliski bulunmamistir. Hastaligin fenotipik

yayilimi Gzerine yukarida tanimlanan polimorfizmin anlamli etkisi bulunmamstir.

Hastaligin  siddeti ve remisyona girmesi icin uygulanan tedavi ile
TLR1(RS4833095) T>C single nikleotid polimorfizmi arasinda anlamli iliski

bulunmamastir.

Bank’in Danimarkali kohortta yaptigi caligmada 411 dlseratif kolit hastas
bulunmaktaydi ve hastalarin siddetli hastaligi bulunmaktaydi. Hastalar hastaligin
remisyonu icin ya anti-TNF almaktaydi ya da hastaligin remisyonu igin anti-TNF tedavisi

planlanmaktaydi.

TLR’lerindeki genetik varyasyonlar konak-kommensal etkilesimleri degistirebilir.
TLR’lerindeki bir defekt ligand tamimayi, mukozal immin toleransi ve kommensal
kompozisyonu etkileyerek dogal/adaptif immin hypo- ve hyperaktiviteye neden olabilir.
Bir ka¢ calismada inflamatuvar barsak hastaligi duyarliliginda ve/ve ya progresyonunda
TLR polimorfizminin fonksiyonel etkileri degerlendirilmistir. Bireysel TLR varyantlarinin,
inflamatuvar barsak hastaliginda hastaligin fenotipik siddetindeki ddnemsel farkliliklarin
aciklanmasina olan etkisi inflamatuvar barsak hastaliginda hastalik riskinin tahmin
edilmesine olan etkisine oranla daha fazla olabilir.(Cario 2010)

Sonug olarak; gevre-genetik-immunite triad: ve toll-like reseptorler (ve diger patern
taniyan reseptorler) arasindaki etkilesimin mekanistik olarak anlasilmasindaki daha ileri
gelismeler gelecekteki ilerlemeler icin temel olusturacaklardir. Bunlar:

1)inflamatuvar barsak hastaligi ve kolit iliskili kolorektal kanser patogenezinde

geno-/fenotip korelasyonunun aydinlatiimasi,

2)inflamatuvar barsak hastaligi ve sistemik manifestasyonlarinin 6nlenmesi ve
tedavi edilmesi icin dogal immun sistemin kullanilabilirligine yonelik yeni yaklasimlarin

belirlenmesi.

Inflamatuvar barsak hastaliginin etyolojisinde genetik 6nemli sebeplerden birisi
olsa da hangi basamaklarda bozukluk oldugu net olarak aydinlatilamamistir. Bu ¢alisma da
bu basamaklardan belki birisi kabul edilebilecek TLR1(rs4833095)’ de single nikleotid
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polimorfizmi bakildi ve Tirk toplumunda hastalik ve kontrol gruplari arasinda fark
gozlemlenmedi. Daha genis ve cesitli genetik yolaklarin bakilmas: ile hastalik hakkinda

daha fazla bilgi sahibi olabilecegimiz dustncesindeyim.
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6.SONUCLAR

1. Ulseratif kolit; cevresel faktorler, genetik faktorler ve konaga ait faktorlerin
kombine etkisi sonucu ortaya ¢ikan kolon mukozasinin tekrarlayan inflamasyon dénemleri

ile karakterize bir hastaliktir.

2. Ulseratif kolitin etyopatogenezinde kronik immiindisregiilasyonun rol

oynadigina dair ortak gorusler vardir.

3. Toll-like reseptorler patojen iliskili molekuler paternleri taniyarak inflamasyonu

baslatan hiicre yiizey molekdlleridir.

4. Son 10 yilda yapilan bircok calismada cesitli TLR’ lerde saptanan genetik

polimorfizmin hastalik gelisimi, hastaligin siddeti ve yayilimu ile iliskisi gosterilmistir.

5. Bank ve arkadaslarinin 2015 yilinda Danimarkali” lardan olusan bir kohortta
yaptigi calismada TLR1(rs4833095)’ de saptanan single nukleotid polimorfizminin
ulseratif kolit ve inflamatuvar barsak hastaligi icin artmis riskle iliskisi bulunmustur. Bu
iliski ilk kez bu caligmada gosterilmistir.

6. Turk populasyonundan olusan bizim yaptigimiz calismada, TLR1(rs4833095)’te,
90 hastanin 12’inde (%13,3) genotip C/C(normal) olarak saptandi. 33(%36,7) hastada
genotip T/T(homozigot varyant) olarak saptandi. 44(%48,9) hastada genotip C/T
(heterozigot) olarak saptandi. 1 (%1,1) hastada PCR ile sonug elde edilemedi.

7. Turk populasyonundan olusan bizim yaptigimiz ¢alismada, TLR1(rs4833095)’te,
90 kontrolin 15’inde (%16,7) genotip C/C(normal) olarak saptandi. 30 (%33,3) kiside
genotip T/T(homozigot varyant) olarak saptandi. 44(%48,9) kiside genotip C/T
(heterozigot) olarak saptandi. 1 (%1,1) kiside PCR ile sonug elde edilemedi.

8. Bizim calismamizda, hasta ve kontrol grubu arasinda TLR1(RS4833095) single
nikleotid polimorfizm dagihminda  Pearson Chi-square testine goére anlamli fark
saptanmadi. Turk populasyonunda TLR1(RS4833095) single nikleotid polimorfizminin

ulseratif kolit icin artmusg riskle iliskisi bulunmadi.
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9. Bizim c¢aligmamizda, Turk poptlasyonunda TLR1(RS4833095) single nukleotid
polimorfizmi ile hastaligin kolondaki yayilimi arasinda anlamlr iliski saptanmadi.

10. Bizim g¢alismamizda, Turk populasyonunda TLR1(RS4833095) single niikleotid
polimorfizmi ile hastaligin siddeti ve remisyon saglanmas: igin gerekli tedavi arasinda

anlamlu iliski saptanmad.

11. Sonu¢ olarak genetik polimorfizm calismalart cografik dagilim, irk gibi

demografik dzellikler nedeniyle topluluklar arasinda farklilik gosterebilir.
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