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OZET

COCUK COLYAK HASTALARINDA HLA DQB1 VE IL-17
POLIMORFIZMLERININ SAPTANMASI

ELDEM ASLI

Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
izmir, 2019

Giris ve Amac: Colyak hastaligi, gluten alim1 ve genetik yatkinlik ile ortaya ¢ikan
ve ince bagirsagin hasarina yol acan enteropatidir. Klinik olarak tek tedavi yontemi
gluten diyeti olarak bilinmektedir. Bagirsak mukozasindan yapilan biyopsi, lenfosit
artig1 ve villilerin i¢ine gomiilii olan keselerde asir1 cogalma (kript hiperplazisi) tani
konulmasinda 6nemlidir. Bunun yani sira serolojik testler ve HLA tipleme testi de
tan1 konulmasina destek saglar. Hastalarda HLA DQ2 ve DQB1*03:02 genlerinin
cok siklikla goriildiigli bilinmektedir. Ayrica ¢olyak hastalarinin bagirsak mukozasi
glutene maruz kaldiginda immiin yanit sirasinda meydana gelen bazi sitokinler
(interlokin, interferon gibi) siif Il molekillerin hiicre yizeyindeki ekspresyonunda
artig goriilmektedir. Calismamizda hasta ve saglikli kontrol grubunda HLA DQ ve
IL-17 polimorfizmleri arastirilmis ¢6lyak hastaligiyla iligkilerinin incelenmesi

amaclanmastir.

Materyal-Metod: Diisiik ¢ozinirlikli HLA DQB1 ve DQAL polimorfizmleri
bilinen 125 ¢ocuk ¢06lyak hastast ve 100 saglikli kontroliin polimeraz zincir
reaksiyonlu restriksiyon (parga) polimorfizmi (PCR-RFLP) yontemi ile IL-17(IL-
17A) genindeki tek nukleotit polimorfizmleri arastirildi. Ayrica ¢alisma grubundaki
25 hastanin yiiksek ¢oziiniirlikklic HL-DQB1 polimorfizmi Sanger dizileme yontemi

ile belirlenerek sonuglar kontroller ile karsilastirildi.

Bulgular: Hasta ve kontrol grubunun diisiik ¢oziintirlikli HLA DQB1 ve DQA1
sonuglar1 karsilastirildiginda DQB1*02 ve DQAL1*05 hastalarda kontrollerden
istatistiksel agidan anlamli derecede yiiksekti (p<0,05). IL-17 genindeki rs2275913



polimorfizmi arastirildiginda hasta ve kontrol arasinda GA, GG genotipi anlaml
derecede farkliydi (p<0,05). Bu genotiplerde relatif risk de yiksek bulundu. Yani
hastalik acisindan hastalarda G ve A allellerinin bulunmasi risk olusturmaktadir.
Ayrica HLA DQ analizinde ise hasta grubunda en fazla bulunan HLA DQB1*02’nin
alt allelerinden de DQB1*02:01 en yuksek frekansa sahipti. Kontrol grubunda ise
DQBI1*03:01 yiiksek frekansa sahipti. BOylece hasta ve kontrol gruplarindaki

frekanslarinin istatistiksel agidan anlamli derecede farkli oldugu belirlendi (p<0,05).

Sonug: Ulkemizde ¢dlyak hastalign sikligi bolgesel olarak farklilik gdstermektedir.
Bu tez calismasinda Izmir bolgesindeki cocuk ¢dlyak hastalarinm diisiik
cozunlrlukli HLA DQB1 - DQAl ve yiksek cozunarlikli HLA DQB1
polimorfizmleri arastirilmistir. Her iki grupta da hastalarda risk alleller 6nemli
oranda yliksek frekanstaydi. IL-17A polimorfizm ¢aligmamizda ise hasta grubunda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olan genotipler saptandi. Bu tez
calismasinda elde edilen veriler, hiicresel otoimmiin hastaliklarda rol oynayan T
hicre sitokinlerinden birisi olan IL-17A’nin ¢6lyak hastaliginin patogenezinde rol

alabilecegini diislindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Colyak Hastaligi, Gluten, HLA DQ polimorfizm, IL-17A

Polimorfizm
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ABSTRACT

DETERMINATION OF HLA DQB1 AND IL-17 POLYMORPHISMS IN
CHILDREN CELIAC PATIENTS

ELDEM ASLI

MSc in Medical Biology and Genetic
izmir, 2019

Introduction and Purpose: Celiac disease is enteropathy, which is associated with
gluten uptake and genetic predisposition and leads to damage to the small intestine.
Clinically, the only treatment method is known as gluten diet. Biopsy from the
intestinal mucosa is significant in the diagnosis of increase lymphocyte and the

proliferation of vesicles embedded in the villi (crypt hyperplasia).

In addition, serological tests and HLA typing test support the diagnosis. It is known
that HLA DQ2 and DQB * 03: 02 genes are very common in patients. In addition,
when the intestinal mucosa of celiac patients is exposed to gluten, some cytokines
(such as interleukin, interferon) that occur during the immune response increase in
cell surface expression of class Il molecules. The aim of this study was to investigate
the relationship between celiac disease and HLA DQ and IL-17 polymorphisms in
patients and healthy controls.

Materials and Methods: The single nucleotide polymorphisms in IL-17(IL-17A)
gene were investigated by polymerase chain reaction restriction polymorphism
(PCR-RFLP) method in 125 pediatric celiac patients and 100 healthy controls with
known low resolution HLA DQB1 and DQA1 polymorphisms.

In addition, high resolution HLA DQB1 polymorphism of 25 patients in the study
group was determined by Sanger sequencing method and results were compared with
the controls.

Vi



Findings: When the low resolution HLA DQB1 ad DQAZ1 results of patient and
control groups compared the DQB1*02 and DQAL1*05 patients were statistically
significantly, higher than the controls. When the polymorphism of rs2275913 in the
IL-17A gene was investigated, the GA, GG genotype was significantly different
between the patient and control (p <0.05). In other words, the presence of G and A
alleles poses a risk for the disease. These genotypes were found to be high at relative
risk.

In our in HLA DQ analysis, DQB1 * 02: 01 had the highest frequency of the lower
alleles of the HLA DQB1 * 02 which was the most common in the patient group. In
the control group, DQB1 * 03: 01 had a high frequency. Thus, it was determined that
the frequencies of the patients and control groups were statistically significantly
different (p <0.05).

Result: The prevalence of celiac disease in our country varies regionally. In this
study low-resolution HLA DQB1-DQA1 and high-resolution HLA DQB1
polymorphisms of pediatric celiac patients were investigated in Izmir region. The
risk alleles were significantly higher in both groups. In our IL-17A polymorphism
study, genotypes were found to be statistically significant compared to the control
group. The data obtained in this thesis suggest that IL-17A, one of the T cell
cytokines involved in cellular autoimmune diseases, may play a role in the

pathogenesis of celiac disease.

Keywords: Celiac Disease, Gluten, HLA DQ polymorphism, IL-17 polymorphism
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Simgeler ve Kisaltmalar Dizini

CH: Colyak Hastalig1

NK: Dogal Oldiiriicii

Th: T Helper

HLA: insan Lokosit Antijenleri

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

SSO: Sekansa Spesifik Oligonikleotit

RFLP: Sinirlama Parc¢as1 Uzunluk Polimorfizmi
MMP: Matris Metalloproteinazlar

IL: Interlokin

ECM: Hiicre Dis1 Matriks

ELISA : Enzim ile iliskili immiinolojik test
tTG: Doku transglutaminaz

AGA: Anti-gliadin antikor

AGA IgA: Anti-gliadin antikor IgA

AGG IgG: Anti gliadin antikor 1gG

a: Alfa

[: Beta

GWAS: Genom Capinda Iligkilendirme Caligmalari
SNP: Tek Nikleotid Polimorfizmi

CTLA: Sitotoksik T Lenfosit Ile Iliskili Protein
MHC: Buyiik Doku Uyumluluk Kompleksi
TAGAP: T hiicre aktivasyonu RhoGTPaz aktive edici protein
LPP: Lipoma Preferred Partner

LNK: Lenfosit Spesifik Adapter Protein

IGM ve IGD: Immiinoglobulin M ve immiinoglobulin D

Xi



TEER: Transepitelyal Elektriksel Rezistans
IEL: Intraepitelyal lenfosit

M hicre: Membrandz epitel hiicre

CXCR: C-X-C Motif Kemokin Reseptori
MS: Multiple sclerosis

EAE: Deneysel Otoimmiin Ensefalomili
GCSF: Granulosit koloni tetikleyici faktor
ICAM: Intraselliiler Adezyon Molekiil
NFAT: Aktif T Hicrelerinin Nukleer Faktori
TGF- B: Transforme edici buyime faktori B
Foxp3: Forkhead box p3

y: Gama

CNS: Kodlayict Olmayan Sekans

Treg: Regulator T hiicre

TCR: T hicre Reseptori

BCR: B hiicre Reseptori

ROR: Related Orphan Receptor

SBT: Sekans Temelli Tiplendirme

[BH: Inflamatuvar bagirsak hastaliklar:

aa: Aminoasit

ESPGHAN: European Society for Paediatric Gastroenterology, Hepatology and

Nutrition —Cocuk Gastroentereloji Hepatoloji ve Beslenme Dernegi

UTR: untranslated region
bp: base pair
Da: Dalton
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1.GIRIS
Gluten alimina bagli olarak ortaya ¢ikan Coélyak hastaligimin (CH) tam
olarak tanimlanmasi 19. yiizyilin sonunda Samuel Gee tarafindan yapilmistir.
Hastalarda genellikle karin agrisi, ishal, kabizlik ve blyiime geriligi gibi sikayetler
goruldr. Colyak, cevresel ve genetik faktorlerin etkilesimi sonucunda ortaya g¢ikan

multifaktoriyel hastaliktir.

Hastalik ile en giiglii genetik baglanti Human Lokosit Antijen (HLA) gen
bolgesidir. CH ile HLA iliskisini gosteren ilk ¢alisma Falchuk ve Stokes tarafindan
1972 de gosterilmistir. HLA genleri oldukca polimorfiktir. Bu gen bdlgesinden
kodlanan smif II molekiilleri antijen sunan hiicrelerde (APC), endotel hicrelerde
bulunmakta ve hiicre disi kaynakli peptitlerin CD4* yardimer T hiicrelerine (Th)
sunumlarinda rol oynamaktadir. CH’nda bagirsak endotel hiicrelerinde de bulunan
HLA sinif II molekiilleri tarafindan gliadin CD4" T hiicrelerine sunulmasiyla immiin
sistem aktivasyonu baslar. Diger immiin sistem hdcrelerinin bu bolgeye gelmesiyle
endotel hiicrelerin haraplanmasi ve B hiicrelerin aktivasyonu ile antikor

sentezlenmesi stz konusudur.

Colyak hastalarinda HLA smf II molekiillerinden en ¢ok DQB1*02
DQB1*03:01 (DQ8 olarak da bilinir) ve DQA1*05 allellerinin oldugu
gorulmektedir. Naif CD4" T hicrelerinin aktivasyonuyla mikrogevrenin sitokin,
kemokin 6zelligi veya diger hiicrelerden alinan uyarilarinda etkisiyle farkli tipte T
hicreleri gelisebilmektedir. CD4" Th17 hiicrelerinden salgilanan sitokin olan

IL’17’nin de CH ile iliskili oldugu goriilmiistiir.

Tez calismamizda Izmir Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi Cocuk
kliniginde CH tamis1 almis ve HLA simf II tipleme icin Doku Tipleme

Laboratuvarina bagvuran ¢olyak hastalariin periferik kanindan DNA elde edilmistir.



Yiksek ¢ozunurluklu sekans analizi (Sequence based typing-SBT) ile HLA
DQB1 alt allelleri ve sekansa spesifik oligonukleotit primer (Sequence Specific
Primers) (SSOP) yoéntemi ile de DQA1L allellerinin arastiritlmasi amaglanmuistir.
Bununla birlikte hastalarin IL-17A genindeki tek niikleotit polimorfizmlerinin (SNP)

saptanmasi amaclanmistir.



2. GENEL BILGI
2.1.Colyak Hastahg
2.1.1.Tarihge

CH, ince bagirsakta gluten alimyla iligkili histopatolojik anormallikler ile
karakterize, emilim bozukluguna sebep olan bir hastaliktir (1,2). Antik Yunan'da
Aretaeus tarafindan emilim yetersizligi olarak tanimlanmis ancak tam ifadesi ikinci
Diinya Savasi zamaninda 19. yiizyilin sonlarina dogru Samuel Gee tarafindan
belirtilmistir (3). Hollandali pediatrist Dicke hastalik belirtilerinin giderek azaldigini
fakat savas bittikten sonra bu belirtilerin yine arttigini gézlemlemis ve bu durumu
savag doneminde tahil tiiketiminin azalmasiyla iligkili oldugunu belirtmistir (3).
Paulley, hastaligin intestinal hasarlarin1 1954 yilinda tanimlamistir (4). Ferguson
tarafindan 1975 yilinda gliadine karst ince bagirsakta hucresel immin yanit
gosterilmistir (5). 1980°lerden sonra CH’nin patogenezindeki temel genetik, immun
ve molekiler mekanizmalar daha iyi anlagilmaya baglanmistir. 1992 yilinda MARSH
histolojik smiflamasi1 gelistirilmistir. Doku transglutaminazin (tTG) enziminin

otoantijen oldugu Dietrich tarafindan 1997 yilinda gosterilmistir (6).

2.1.2.Colyak Epidemiyolojisi

Hastaligin  epidemiyolojisine bakilacak olursa cografi farkliliklar
gOstermektedir. Bati Avrupa hastaligin en c¢ok goriildiigii bolgedir. Hastaligin
goriilme sikligi Iskandinav iilkelerinde en yiiksek olmak Uzere glneye dogru
inildik¢e azalmaktadir. CH'nin Amerika’da goriilme sikligi yaklagik olarak %1'dir
(7). Bu hastalarin 60 yasindan sonra tani alanlart %20'sini, ¢ocukluk déneminde tani
alanlar %6'sin1  olusturmaktadir. Birinci derece yakinlarinda CH bulunanlarda
hastaligin %10 oraninda goriilme sikligi vardir. Akrabalarinda hastaliga sahip
olanlarda hastaligin goriilme sikligi genel poptlasyona oranla daha yiiksek olup
%2,6-%5,5 arasindadir (8).



2.1.3.Etyopatogenez:

Colyak hastaliginda yas, cinsiyet, cevresel faktorler, infeksiyéz etkenler ve

genetik faktorlerin etkili oldugu diistiniilmektedir.

2.1.3.1.Yas ve Cinsiyet:

2008 yilinda Tiirkiye’de 1000 ¢ocukta yapilan ¢alismada hastaligin 1-18 yas
arasinda goriilme sikligt %0,9 olarak bulunmustur. Ayn1 c¢alismada kadin
populasyonunda hastaligin daha yaygin oldugu goriilmiistiir (9). Baska bir ¢alisma,
kizlarda erkeklere oranla DQ2/DQ8 (DQB*02/DQB*03:01) alellerinin daha sik
bulunmasi nedeniyle CH’na kizlarin daha yatkin olabilecekleri gosterilmistir (10).

2.1.3.2.Cevresel Faktorler:

Bebeklik doneminde anne siitiniin kisa siireli alimi, glutenli beslenmeye
baglanilan yas ve gunliik beslenme aligkanliklari gluten tiikketim miktari gibi gevresel

etmenler genetik faktorlerle bir araya gelince ¢6lyak hastaligini ortaya ¢ikartmaktadir

(12).

2.1.3.2.1.Anne Sutu:

[lk 4-6 ayda yalnizca anne siitiiniin kullanimi ve anne siitine devam
ederken ek besinlerin de 4-6 aylarda baslanmasiyla hastaligin siklig1 arasinda ters
orantilt iligki bildirilmektedir (12).

2.1.3.2.2.Gluten

Depo proteinleri polimerik gluteninler ve prolaminler olarak iki kategoride
incelenmektedir. Prolaminler yulafta aveninler olarak, bugdayda gliadinler olarak,
arpada hordeinler olarak, ¢avdarda sekalinler olarak ve ¢o6lyak hastalarma karsi
zararli olmayan musirda ise zeinler olarak adlandirilmaktadirlar (13). Bugdayda
yaklagik 30 farkli protein tlrl bulunur fakat bunlardan sadece glutenin ve gliadin,
suyla bir araya geldiginde gluten olarak bilinen sakiza benzeyen hem sert hem esnek
olan maddeyi olusturur. Bugdayda depo proteinlerinin %80 — 85'ini gluten
olusturmaktadir. Nisasta graniillerinin etrafinda siirekli bir matriks olusturan gluten
proteinleri endospermde bulunur. Tuzlu su veya suyla gluten proteinleri

coziinmemektedir (14).



Colyak hastalarinda gluten ince bagirsak tizerinde etkilidir. Gluten ile
beslenen hastalarda villi adi verilen emilimi saglayan ince bagirsagin i¢ ylzeyinde
bulunan ¢ikintilar giderek kisalir, ileri donemlerinde ¢ikintilar tamamiyle ortadan
kalkar, bagirsagin i¢ yiizeyi diizlesir. Villuslarin yuzeyinde bulunan “kripta"
hicreleri ise kalinlagir. Emilim yapilan ylzey azalarak besin alimini
zorlagtirmaktadir. CH; bugday gluteni ve diger tahillarda bulunan benzer
proteinlerin tiiketilmesi sonucunda meydana gelen “glutene hassas bagirsak sistemi”
adiyla bilinmektedir (15).

Glutenin sindirim sistemine alinmasiyla gastrik ve pankreatik enzimler
tarafindan sindirime direngli olan peptitler hiicre i¢i baglant1 noktalarinda degisiklik
yapildiktan sonra bagirsak permeabilitesindeki artis sonrasinda lamina propiaya (LP)
dogru yol alirlar. Intestinal epitel, normal kosullarda, hiicreleraras1 siki
baglantilariyla, gluten proteinleri gibi makromolekiillerin gegisinin Oniindeki temel
koruyucu bariyerdir. Colyak hastalarinda, paraselliler gecirgenlik artmakta ve
hiicreler arasi siki baglantilarda (tight junction) ¢6ziilme olmaktadir. Zonulin bir
intestinal  peptit olup, CH’daki artmis gegirgenlikten sorumlu oldugu
distiniilmektedir (16). Glutenin par¢alanmasiyla gliadin ve glutenin agiga cikar.
Gliadin, CXCR3 kemokin reseptoriine baglandiginda zonulin intestinal epitelden
salinir (17). Protein yapida olan zonulin ‘tight junction’ gegirgenliginden sorumlu
olup hastaligin akut doneminde yapisinin bozulmasiyla birlikte gegirgenlikteki artisa
neden oldugu belirtilmektedir (18). Artan gegirgenlik ile gluten submukozaya geger.
Liimene salinan zonulin yilizey reseptoriine baglanmasi sonucunda protein kinaz
C’nin aktiflestigi ve ‘tight junction’in yapisal proteinleri ile baglantili olan, epitelyal
gecirgenligi dlzenleyen hiicre ici aktin filamentlerinin polimerizasyonun arttig
gosterilmistir. Bagirsak epitel gecirgenligindeki artig olmasi ¢olyak hastaliginin diger
otoimmiin  hastaliklarla  birlikte  goriilme  ihtimalinin  yiikksek  oldugunu
diistindtrmektedir (19). Glutene kars1 duyarli olan hastalar glutensiz diyet yaptiginda
%90 oraninda iyilesme goriilmektedir. lyilesmenin tam olarak goriilmesi 2 yili
bulabilmektedir. Yaklasik %10’luk kisim i¢in emilimi diger sekerlere oranla zor olan
fruktoz ve laktoz intoleranslart ve gida alerjileri de diizelmeye engel oldugu

sOylenebilir.



Ayni zamanda ince bagirsaklarda bakteriyel cogalma (bacterial overgrowth) veya

pankreatik enzim yetersizligi de diizelmeye engel olusturabilmektedir (20).

2.1.3.3.Enfeksiyoz Faktorler

Enfeksiyonlarin, konagin immiin toleransint farkli mekanizmalarla
etkiledigi goriilmustiir. Bu mekanizmalar poliklonal lenfosit aktivasyonu, enfeksiyon
aracili inflamasyona sekonder organ otoantijenlerinin artmis immiinojenitesi veya

antijen taklit molekuler mekanizmalardir.

Son donemde yapilan mikrobiyota ¢alismalarinda, diyet altindaki ¢dlyak
hastalart ve kontrol grubunun, gaita ve duodenal biyopsi Orneklerinde intestinal
floralar1 karsilastirilmig, 6zellikle, Bifidobacterium, Bacteroides, Staphylococcus,
Clostridium, Lactobacillus, ve Escherichia coli suslarinin, normal populasyondan
farkli dagilimlar gosterdigi goriilmiistiir. Bu da intestinal mikrobiyotanin, hastalik
olusumunda etkili olabilecegini diisiindiirmiistiir (21). Ayrica 2006 yilinda, CH ile
iligkili HLA risk alellerini tasiyan cocuklar ile yapilan bir ¢alismada, rotaviriis
antikorlart arttikca CH otoimmiinitesi gelisimi arastirilmis ve hastaliga ciddi risk
olusturdugu goriilmistiir (22). Adenovirtis tip12 ile gliadinin yapisindaki aminoasit
diziliminin benzer olmasi, bu viriise maruz kalan ve genetik yatkinligi olan kisilerde

otoimmiiniteyi arttigi gorillmistir (23).

2.1.4.Mukozal Histoloji

Duodenal biyopsi, CH igin onem tasimak ile birlikte kesin tani
konulmasinda tek basma yeterli degildir. Ince bagirsaktaki mukozal degisiklikler,
intraepitelyal lenfosit (IEL) artigi, kript hiperplazisi ve villus atrofisi hastaligin tani
kriterlerinde yer almaktadir. Biyopsi, serolojik testleri pozitif olan hastalarda
yapilmalidir. Histolojik bulgular, IEL artis1 goriilen hastalarda, total mukozal atrofi,
komplet villus kayb1 ve kript hiperplazisi olan ileri evre olgulara kadar degisebilir.

Histolojik bulgular, Marsh-Oberhuber siniflandirmasina gore tanimlanabilir.

e Marsh 0 (On suzilme-preinfiltratif): Her 100 bagirsak mukozasindaki emme
hlcrelerinde (enterosit), 30'dan az IEL saptanir, kript ve villus normaldir (Histolojik

bulgulart normaldir).



e Marsh 1 (Suzulme-infiltratif): Her 100 emme hicresinde, 30'dan ¢ok IEL
saptanir, kript ve villus normaldir. Belirtiler spesifik olmayip erken evre CH, Crohn
hastalig1, Helicobacter pylori olmasi ya da bakteriyel asir1 biiyiime (overgrowth) gibi

durumlarda da gorulebilir.

e Marsh 2 (Asin siiziilme-hiperplastik-infiltratif): Her 100 emme hicresinde,

30'dan ¢ok IEL saptanir, normal villus ve normal kript hiperplazisi gorulur.

e Marsh 3a (Yikici-diiz destruktif): Her 100 emme hicresinde, 30'dan ¢ok IEL

saptanir, baslangig Kript hiperplazisi ve villus atrofisi goriilmeye baslar.

e Marsh 3b (Yikic1-dUz destruktif): Her 100 emme hicresinde, 30'dan ¢ok IEL
saptanir, orta derecede kript hiperplazisi ve villus atrofi goralur.

e Marsh 3¢ (Yikici-duz destriktif): Her 100 emme hicresinde, 30'dan ¢ok IEL

saptanir, total villus atrofisi ve kript hiperplazisi géralur.

* Marsh 4 (Tamamen diizlesme-hipoplastik-atrofik): Her 100 emme hiicresinde,

30'dan ¢ok IEL saptanir, total villus atrofisi ve kript hipoplazisi gorultr (24).

2.1.5.Ekstraselliiler Matrix

Saglikli bireylerde ince bagirsak hiicre disi matriks metalloproteinazlar
(MMPs) tarafindan bozulurken, stromal hiicreler sayesinde ince bagirsak
Ekstraselliler Matrix (ECM) dengeler. Artan ECM yikiminin, GH'nin villéz

atrofisinde rol oynadig1 6ne siiriilmiistiir.

2.1.6.Colyak Hastahiginin Cesitleri

CH atipik form, latent form, klasik form, sessiz veya asemptomatik form

ve refrakter form olmak iizere 5 gruptan olusur (25).

2.1.6.1. Klasik Form:

En 6nemli belirtiler arasinda kilo kaybi, kronik ishal ile birlikte, yagh diski
(steatore), siskinlik, bazi vitamin ve besinlerin eksiklikleri gorulmektedir. Bu formun
goriildiigti cocuk hastalarda klinik bulgular genellikle 6-18 aylarda ortaya
¢ikmaktadir. Bu hastalarda ¢ok biiyiime ve gelisim geriligi, kusma, gaitada farklilik,
kas gligsiizliigii, kas kaybi, istah azhigi goriilmektedir. 1-2 yas arasi hastalarda, hayati



tehdit edici ciddi viicudun besinlerden aldig1 proteini tam sindirememesiyle birlikte
olan 6demle seyreden c¢olyak krizi gorilebilir (27,28). Yetiskin donem hastalarda
ishal, siskinlik ve karmn sisligi gibi belirtilerde goriilmektedir. Ishal, ani baslangich
olup uzun sureli olarak devam eder. Anormal gaita ise yetiskin hasta grubunda daha

nadir olarak goriilmiistiir.

2.1.6.2.Atipik Form:

Gastrointestinal belirtiler goriilmez. Yaygin olarak yetiskinlerde goriilen bu
tip, yetiskin hastalarda neredeyse yarisinda gastrointestinal belirtiler gérilmez (1).
Atipik formda intestinal bulgularla etkilesim halinde olan romatolojik, hematolojik,

bobrek, nérolojik, endokrin belirtiler goriilmiistiir.

2.1.6.3.Sessiz Form (Asemptomatik):

CH’nin en yaygin goriilen ¢esididir. Asemptomatik formda, klinik agidan
herhangi bir bulgu olmadigindan tan1 koymak zor oldugu icin genellikle hastalik

belirlenemez (27).

2.1.6.4.Refrakter Form:

1 seneden daha fazla strede gluten kullanmadan beslenmesine ragmen
hastalarin klinik bulgularinin ve sikayetlerinin azalmadigi hasta grubudur (28).
Toplumda bulunan butiin hastalarin yaklasik %7-8'ini olusturmakla birlikte mortalite
oranida yUksektir (15).

2.1.6.5. Latent Form:

Bazi hastalarda glutenli diyete ragmen jejunal mukoza normaldir.Ya az
belirti vardir ya da hi¢ belirtisi gdzlenmez. Genellikle ¢ocukluk ¢aginda CH tanisi
vardir. Fakat, ilerleyen donem igerisinde glutensiz diyet ile tamamen diizelme
gOzlenmistir. Diyetle beslenirken intestinal mukoza normal olabilir, fakat ilerleyen
donemde tekrardan CH gelisebilir (16).

2.1.7. Colyak Hastaliginin Tamisindaki Testler

Colyak hastalarinda anti-gliadin antikorlar haricinde iki tur antikor daha

bulunur. Bu antikorlar bireyin kendi dokularina kars1 olusan antikorlardir. Bunlarin



ilki, ince barsagin i¢ ylizeyini doseyen emici hiicrelerin (enterositler) yapisinda
bulunan maddeye karsi olusan ‘anti-endomisyal antikorlar’, ikincisi ise hucrede
bulunan bir enzime Kkarsi olusan ‘anti-transglutaminaz antikorlar’ dir. Bu iki
antikorun var olmasi, CH’nin olusmasinda otoimmunitenin katki sagladigini
gOstermektedir. Tan1 i¢in yapilan testlerden ilki anti gliadin antikorlarin (AGA),
1958’de gluten gliadin ve onun metabolik triinlerine karsi antikorlarin dolagimda
bulundugu ilk kez, Berger tarafindan bulunmustur. Enzim ile iliskili immiinolojik
test (enzym-linked immunoassay-ELISA) yontemiyle hasta serumunda gliadine karsi
antikorlar arastirilir (29). Ikincisi doku transglutaminaz enzimi (tTG), enflamasyona
yanit olarak fibroblastlardan ve endoteliyal hicrelerden hicre igi enzim olarak
salgilanir.

Gluten peptitlerini deamidasyona ugratarak, notr olan glutamin aminoasidini
negatif yiukli glutamik asite cevirir. Deamide olan peptidler dogal gluten
peptidlerinden daha antijeniktir ve yiksek bir afinite ile HLA DQ2 ve HLA DQ8’in

baglanma kisimlarina tutunurlar (30).

2.2 Colyak ve Genetik

Colyak hastaliginin pek ¢ok nedeni vardir. Bunlardan genetik olarak hastalik
ile en giiglii baglantis1 olan insan lokosit antijenleri (Human Leukocyte Antigen-
HLA) dir.

2.2.1.Insan Lokosit Antijenleri (Human Leukocyte Antigen -HLA)

HLA genleri 6. kromozomun kisa kolunda (6p21.3) yer alir ve hicre
yuzeyi smif I ve simf II glikoproteinlerini kodlar. Bagisiklik hiicrelerine antijen
sunumunda ve bu hiicrelerin konagi tanimasinda 6nemli rolleri vardir (31). HLA
molekiilleri, antijenik peptidleri baglar ve onlar1t T lenfositlerine sunar. HLA
lokusunda smif I bolgesinden kodlanan HLA simif I molekiilleri endojen antijenleri
(i¢c kaynakli), CD8 * T hiicrelerine sunarak ozellikle sitotoksik bir yanit1 aktive eder.
HLA lokusundaki sinif II bolgesinden kodlanan HLA simf II heterodimerleri ise
HLA DR, DQ, DP molekillerdir ve eksojen (dis kaynakli) antijenleri sunar.
Makrofaj, B lenfositleri, dentritik hlcre, Langerhans hticreleri, endotel hicreleri ve
aktif T hicrelerde bulunurlar (32). Antijeni CD4 * T hiicrelerine sunar. CD4" T

hicreler hiicresel ve humoral reaksiyonlari yonetir (33). Tim siuf II yiizey



molekdlleri, birbirlerine non-kovalent baglarla bagli, a ve B olmak iizere iki adet
polipeptid zincirinden olusmuslardir. Her iki zincirin ekstraseliiler bolgesinde
sirastyla al, B1 ve a2, B2 olmak iizere iki domain bulunur. Membranin distalinde yer
alan ve polimorfizm gosteren al, P1 zincirleri antijenlere ait peptidlerin
yerlesebilecegi oluk benzeri yapi olustururlar. Molekulun ikinci bolgesinde non-
polimorfik olan a2 ve P2 zincirleri bulunur. Molekulln Gglinct bdlgesi, hicre
membranina tutunmayi saglayan hidrofobik transmembran kismidir. Dordiincii
bolgesi, hidrofilik 6zellikte olan sitoplazmik bélgedir. a pelipeptit zincirini kodlayan

gen DQA ve B polipeptit zincirini kodlayan gen ise DQB lokusudur.

HLA simf II molekilleri daha 6ncede belirtildigi gibi APC’ler tarafindan
hiicre dist mikroplardan ve proteinden kaynakli peptitlerin CD*4 T hicrelere
sunumunda rol oynar (32,34). Aktive ve prolifere olan Th klonu fonksiyonunu yerine
getirmek icin antijenin bulundugu yere giderek ayni antijeni HLA smf I
molekdlleriyle sunan diger APC'lere yardimda bulunur. APC makrofaj ise, CD4* Th
onu, antijeni fagosite icin etkin bir hale getirir, B hicresi ise antikor Uretmesi igin
uyarida bulunur (35,36). HLA sinif II ile iligkili peptitler, T hiicresi reseptorii (T cell
receptor-TCR) tasiyan CD4 * Th lenfositleri tarafindan taninir, CD8 * lenfositlerdeki
TCR tarafindan taninmaz. Bunun nedeni CD4 Kkoreseptorinin HLA smif |l
molekdllerinin B2 alanina baglanmasi, CD8 koreseptoruniin ise HLA smif I agir

zincirinin a3 alanina baglanmasidir.

2.2.1.1.Insan Lékosit Antijenleri (Human Leukocyte Antigen-HLA)

Isimlendirme

HLA isimlendirme eskiden serolojik yontem kullanilarak yapilmaktayken
giniimiizde  molekiiler ~ diizeyde  yapilmaktadir.  Dolayisyla ~ HLA’nin
isimlendirmesinde  serolojik  yontemlerin  sonuglari  molekiiler yontemlerin
sonuglarindan farkli sekilde ifade edilmektedir. Birgok yayinda karsimiza ¢ikan DQ2
/DQ8 tipleme sonuglar1 serolojik sonuglar1 yansitmaktadir. HLA isimlendirme
komisyonunun Nisan 2010'da yayinladig1 isimlendirme sistemi halen kullanilan HLA
tipleme sonuglarinin ifade seklidir. Buna gore diisik c¢oziiniirliik molekiiler
caligmalarda lokustan sonra asteriks ve iki basamakli allel grubu yazilir. Ylksek

¢cozlndrlik tiplemede ise lokustan sonra en az 4 basamak olacak sekilde yazilir
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(Sekil 1) (37). HLA Sinif II lokusundaki en polimorfik kisim ekzon 2 ‘de bulunur.
Burada peptid baglanma bolgeleri olan a1 ve B1 kodlanir (38).

Sinonim (Es anlamli) mutasyonu

Allel Grubu olan allel

l Kodlanmayan

HLA - DQB]_* 02:01:0i:02N bélgelerdeki Farkhliklar

N D

Gen On
Eki Gen Alt allel Null”(eksprese edilmeyen ) bir allel

Sekil 1. HLA DQB. adlandiriimasi. (39)

2.2.2. HLA DQ ve Colyak Hastahg

HLA smif I ve Il genleri oldukga polimorfiktir. CELIACL lokusu HLA ile iligkili gen
bolgesi iken, CELIAC2-13 ise HLA ile iliskisi olmayan lokuslardir. HLA bdlgesi
yaklagik 200 gen igerir. IMGT/HLA Kasim 2018 verilerine gére HLA DQA1:100
DQB1:1316 farkl allel icermektedir. Belirli DRB1 allellerinin baz1 DQ allelleri ile
birlikte kalitilma ihtimali yiliksektir. Bu dengesiz baglant1 (linkage disequlibrium)
olarak bilinir. Yine bu veritabanina gére DRB1'in 2300 alleli oldugu saptanmistir
(40). 2012 yilinda, European Society for Paediatric Gastroenterology, Hepatology
and Nutrition (ESPGHAN) tarafindan ¢6lyak tani kriteri olarak HLA’da kabul
edilmigtir (41). COlyak hastalarinin %90'indan fazlasinda gorilen major HLA
DQB1*02'dir, hastalarin bir kismi1 ise DQB1 * 03:02 saptanmustir (42).

HLA antijenini kodlayan genler hem anneden hem de babadan esbaskin
kalitilir. Babadan gelen DQA ve DQB hiicre yuzeyinde birlikte eksprese edilirken,
anneden gelen DQA ve DQB’de birlikte eksprese edilir. Boyle gerceklesen durum
cis ekspresyon olarak adlandirilir. Eger bireye, gen {iriiniiniin birisi anneden
(Orn:DQA) digeri babadan (Orn:DQB) kalitiliyorsa bu durumda trans ekspresyon

olarak adlandirilir.
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Genel olarak DQA1* 05 ve DQB1*02, DR3 haplotipi (DQA1*05:01-
DQB1*02:01-DRB*03:01) Uzerinde cis formunda DR5/DR7 haplotipinde
DQA1*02:01-DQB1*02: 02 (DQA1*05:05-DQB1*03: 01- DRB1*11/12;DQA1*02:
01-DQB1*02:02- DRB1*07) trans formunda bulunur. Yapilan bir¢cok calismada,
DQB1*02 homozigositesinin CH’nin riski ve daha agresif formlariyla iliskili
oldugunu dogrulamistir (Sekil 2) (10,43,44).

Ayrica Sekil 2’ye bakildiginda CH olan hastalarda DQB1*02:01 ve
DQA1*05:01, Tipl Diyabetlilerde ise DQA1*05 ve DQ8 (DQA1*05:01-
DQB1*03:02- DRB1*04) trans gegisin daha yiiksek oldugu belirtilmektedir (45).

Haplotype HLA-DQ Risk for
molecules
DQB1* DQA1* DRB1* <D T1iD
cis
DR3DQ2 — 02:01 03:01 — HLA-DQ2.5
« 4 H O H N\,
02:01 - 02
trans @l R
orspar | ozei- 6swaH11-13- /
DR7DQ2 — oz:oz o7 ~—
HLA-DQS
p———T T TR :
Q | o3 | 03:02 o -
« L M H VG
HLA-DQS8.5(trans)
/ 03:02 “ e
DR4DQS8 — 03:02 oa —
+ HLA-DQ2.5,
br3DQz — 02:01-] 0s:01H 03:01~ HLA-DQS and
\' other...

Sekil 2. Colyak hastaliginda DQ2 ve DQS8 gegisleri ve riskleri. (45)

Colyak hastalarinin  ¢ogunlugu, o-zincirinden HLA DQAL1* 05 ve B-
zincirinden HLA DQB1* 02 allelleri tarafindan kodlanan HLA DQ2.5 heterodimeri
ifade etmektedir. DQ2.5 genleri, homozigot veya heterozigot ozelligi hastaligin

baslangic yas1 ve agresifligini belirler (46). 2018 yilinda Ispanya da c¢olyak
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hastalarinda yapilan ¢alismada DQ2.2 (DQA1*02 DQB1*02) ve DQ2.5 cis
formunun anlamli derecede DQ2.5 trans formundan daha fazla gorildigi
gosterilmistir (47). Nadiren de olsa ¢6lyak hastalar1 farkli DQ molekiillerini tasirlar.
DQX.5 molekdilleri, a zincirinde DQA1*05 B zincirinde ise DQB1*02 veya *03:02
den fakli bir allel igerirken DQ X.x molekdlleri o zincirinde DQA1*05’den farkli,
zincirinde DQB1*02 veya *03: 02’den farkl: alelleri kapsar (10,44).

Asagidaki sekilde CH’1na yatkin alellikler agisindan farkli DQ glikoproteinleri
gosterilmistir.

DQ2.5* DQ8** DQ2.x

BETA ZINCIRI WY A FA ZINCIRI BETA ZINCIRI ALFA ZINCRi BETA ZINCIRi ALFA ZiNCIRI
DQB1¥02 DQA1*05 DQB1*03:02 DQA1*03 DQB1*02 DQA1#£*05

DQX.5 DQX.x

BETA ZINCIRi A . L
DQBL£#02 ve ALFA ZINCIRi BETA ZINCiRi ALFA ZINCiRi
*03:02 DQA1*05 DQB1#02 ve 03:02 DQA1£%05

Sekil 3. DQA1 ve DQBI allellerinin farkli kombinasyonlar: tarafindan kodlanan DQ
heterodimerlerinde ¢6lyak hastaligi riski. (48)

*  DQ2.5: 2 B allelini ifade ederken, 5 o allelini ifade eder.
** DQS: B allelini ifade eder, molekiiler teknik sonuglarmda DQB1*03:02

olarak ifade edilir.

Colyak hastasi olmayan popilasyona bakildiginda da %30-40 oraninda
HLA DQ?2 heterodimer yap1 bulunmaktadir. Bu durum ¢ok 6nemli olmasina ragmen
hastaligin gelisimi i¢in yeterli olmadigini ortaya koymaktadir. HLA DQ2 tasimayan
hastalarda %3-8 oraninda HLA DQ8 bulunmaktadir (49). CH'nin DQ2
molekiilleriyle iliskisi tiim popiilasyonlar da oldukg¢a guclidir. CH'si olan 1008
Avrupali hastadan olusan gruptan sadece 4'iinde DQ2 veya DQ8 heterodimerin tam
veya bir kisminin olmadigi goriilmiistiir. DQA1 *03: 01 veya DQB1 *03: 02 iceren
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haplotipin en az bir kopyasi vardir. Colyak tanisi konulmus bir kisim hastanin
DQA1*05 (Sekil 2’deki DQX.5) veya DQB1*02 (Sekil 2’deki DQ2.x) tasidiklari
gozlemlenmistir (44). HLA DQ2’nin DR3 (DRB1*03) ve DQ8’iin DR4 (DRB1*04)
birlikte kalitildigindan (linkage disequlibrium) DRB1*03 ve DRB1*04 allelleride
¢Olyak hastalarinda kontrollerden ylksek frekanstadir (50). HLA DQ2.5
heterodimeri (DQB1*02:01 ve DQA1*05:01) DR3-DQ2'deki gibi bircok haplotipte
aynt kromozomda bulunursa cis olarak kodlanir. DR5-DQ7 ve DR7-DQ2
haplotiplerini tagiyan heterozigot bireylerde, farkli kromozomlarda bulundugu icin
heterodimere dahil olan iki molekil trans olarak kodlanir (42). HLA DQB1*02’de
gen dozaj etkisi vardir. Yani ¢ocuk hem anneden hemde babadan bu geni aldiginda
tek birisinden aldigina gore hasta olma olasiligi daha yiiksektir (51). Bu durum HLA
DQA1*05 alelinin en az bir kopyasinin bulunmasina baglidir. Geri kalan hastalarin
¢ogunda (HLA DQ2.5 olmadan) DQB1*03: 02 ve DQAL1*03 allelleri tarafindan
kodlanan HLA DQ8 bulunur. HLA DQ2.5 ya da HLA DQ8 tasimayan hemen hemen
tim ¢6lyak hastalarinda, HLA DQ2.5'i kodlayan iki allelden biri mevcut: en yaygin
olarak DQB1*02 (HLA DQ2.2) veya cok az hasta bireyde, DQA1*05 DQB1*03:01
(HLA DQ?7.5) gorilmektedir (44).

HLA molekullerinin gluten gliadin ve benzeri peptit parcalarinin baglanmasi
icin bu peptitlerin belirli baglama motiflerine uymasi gerekmektedir. HLA DQ2.2,
HLA DQ25 ve HLA DQ8 molekillerinin timi, deamidasyon yoluyla gluten
peptitlerine sokulan negatif yikli aminoasitleri (bu genellikle glutenin deamide
olmasi ile olusan negatif yikli glutamik asit) tercih etmektedirler. 9-15 aminoasitlik

deamide olan aminoasidin yeri DQ molekiillerine baglanma ag¢isindan énemlidir.

Sekil 4'de goriildigii gibi DQ8'de PB1 antijen baglama bolgesinde, P1 ve P9
ceplerinde bulunan pozitif ytkli aminoasitler peptitlerin baglanmasinda dnemlidir.
HLA DQS8'in B-zincirinin 57. pozisyondaki aminoasitin P9'daki cebi olusturmada
onemli oldugu saptanmistir. DQ2 (DQB1*02:01)’nin ise P4 ve P6 ceplerinde
bulunan pozitif yukli aminoasitlerin peptit fragmanlariin baglanmasina katki
sagladigi, ozellikle pB-zincirinin 71 pozisyonundaki lizin aminoasitinin bu

baglanmada onemli oldugu belirlenmistir. DQB1*02:02'de ise, P3 cebinde olan serin
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amino asidi baglanma agisindan onemlidir. O nedenle DQB1*02:01 olmaksizin

DQB1*02:02 allelini tasiyan kisilerde CH riski daha disiiktiir (17).

] CEO—CPY CPD PO
glia-al TS D
puie] b Sliadid CPD Ca)—CP A CL) ST
*0z |*os PO CY) QD
<D,

: D CaO—C) QD D
glia-w2 S
> > <>
HLADQ2.5
Yiiksek risk Pl P4 P6 P7 P9
DQB1|DQA1 glut-L1 CED @D 8o
+0202 *0201 P VD B Q> > Qv
glia-a2 D S
m‘_\ D 2.2 @ @
Diisiik risk P1 P4 P6 P7 P9

9

Diisiik risk

Sekil 4. DQ2.2 DQ2.5 DQ8 allelerinin gluten motiflerine baglanmasi. (5)

T: Treonin S: Serin P: Prolin E: Glutamik Asit Q:TG2 Tarafindan hedeflenen
glutamin kalintis1 L: Lésin Y: Tirozin W: Triptofan F:Fenilalanin V:Valin I:Isol6sin

Temel aa olanlar: I,L,W,V,F Temel olmayan aa: S,P,E,Q,Y

Deamide aminoasit iceren, tercih edildigi peptid baglama olugu boyunca konum,
sadece HLA DQ2.5 ve HLA DQS8 arasinda farklilik gostermektedir. HLA DQ8'in -
zincirinin (57) pozisyonunda bir aspartat artigi yoktur (Asp-57). AspB57 eksikligi
peptit baglama olugunda biiyiik, pozitif yiiklii bir P9 cebi olusturmaktadir. DQ8’in bu
oluga baglanmasini saglar. DQ2 de (DQB1*02:01) ise p-zincirinin (71)

pozisyonunda bir lizin peptit baglamada 6nemlidir (52).

HLA DP allellerininde ¢olyak hastalarinda riskli goriilmesi 1989 yilinda
gosterilmistir.  HLA DPB1*04:01'in DR3-DQ2 ¢ocuklar1 arasinda anti-TG2
antikorlar1 gelistirme riskini azalttig1 6ne siirtilmustiir.

Ancak yine de HLA DPB1* 04:01 alleli, HLA DQ genleri ile iligki sinirl
oldugu i¢in bagka ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmustur (53).
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2.2.3.Non -HLA Genler

HLA ile iliskisi bilinen CELIAC 1 geni disinda ayrica non-HLA olarak
adlandirilan CELIAC 2-3-4-5-6-7-8-9-10-11-12-13 genleri de bulunmaktadir. Bu
genler kromozom iizerinde farkli konuma sahiptirler. Ayrica her biri farkli sitokinler
ile etkilesim halinde olup her biri hastalik gelisimine az miktarda da olsa katkida
bulunmaktadir (54).

2.3.Célyak Hastaligi ve Immiin Sistem

Gastrointestinal sistemin bir bolimii olan ince bagirsagin otoimmiin
hastaliklar tizerinde etkisi oldukca fazladir. Bu ince bagirsakta sekonder lenfoid
organlardan olan peyer plaklariin (patch-yama) varligi ¢ok sayida lenf nodu igeren
mezenter ile agiklanir. Dogal ve edinsel immun yanit hiicreleri bagirsakta oldukca

yogundur.

Bagirsaktaki epitelyal bagisiklik sistemi hiicreleri; mukozal yizeydeki antijen
ile mukoza altinda bulunan lenfoid doku arasinda baglantiyr saglar (1). Antijenin
taninip bagisiklik sistemine sunumunda gorevlidirler (41). Epitel hiicrelerin arasinda
emilimi gergeklestiren enterositler ve mukus salgilayan goblet hicreleri, anti
mikrobiyal proteinler Ureten banet hiicreleri bulunmaktadir. Epitel hiicreleri dogal

bagisiklik sisteminin 6nemli hiicreleri olarak da degerlendirilmektedir.

Peyer plaklari; Parafolikiiler kisim, folikll iliskili epitel ve folikuler kisim
olmak (zere ¢ bolgeden olusmaktadir. Folikiiler kisim, makrofaj iceren olusum
merkezi, folikiler dendritik hiicre ve ortada B lenfosit, ¢evre kisminda
immunoglobulin M (IgM) ve IgD meydana getiren ufak lenfositlerden olusan korona
bolgesi, iist kisminda ise T ve B lenfosit, dendritik hiicre ve makrofaj iceren dom
kismindan meydana gelmektedir. Foliklllerin u¢ kisimlari arasinda kalan kiigiik
ucgenimsi alanlar parafolikuler bolge olarak adlandirilir. Dendritik hiicreler, kiiglik

lenfositler ve plazma hiicrelerini bulundurmaktadir.

B hicre germinal matrikste follikiler dendiritik hcrelere, T hiicre

parakortikal zonunda birbirine baglanan hiicrelere antijen sunmaktadir.
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Epitelyal Hiicrede

Antijen —f M Hiicresi / Mikrovillus

Th Hiicresi *-.\\7 ;
Ovuk.
B Hiicresi ;
\
\
N\ \ |

Makrofaj Epitelyal Hiicre

Sekil 5. Mukozal bagisiklik sistemi hiicreleri. (55)

Folikiil iliskili epitel enterosit ve 6zellesmis epitel hiicreleri olan membranoz
epitel htcrelerden (M hiicreler) olusan tek sira tabaka halinde bulunmaktadir.
Bagirsak iliskili lenfoid doku ve bagirsak boslugu arasinda bulunmaktadir. M
hicreleri, makromolekil diizeyinde antijenleri vezikuller (kesecikler) halinde alip
sitoplazmalarindan gegirerek lenfositlere ve makrofajlara sunarlar. M hicresi alt
kisminda bulunan bagisiksal dokuya antijen sunumu saglar. BOylece mukozal ve
sistemik bagisiklik yanitin gelisimini baslatmaktadir (56). M hicresinin lst-zarindaki
firga-kenar yapi1 bozuldugunda ve hiicrenin enzimatik isleyisinde degisiklik
oldugunda enterositlerden farkli olarak sindirim ve emilimde gorev yapmadigimni
gostermektedir (1). Ayrica M hiicresinin bir gorevi daha vardir. Antijen aktarimi
sirasinda hem T hem de B hucrelerini uyaran etmenleri salgilamaktadirlar. Yani

boylelikle mukozal yaniti destekledigi goriilmektedir (7).

Edinilmis bagisiklik sistemi iki Onemli hiicre grubundan olusmaktadir.
Birincisi antijenlere karsi antikor sentezleyerek bu antijeni tasiyan yabancilari
belirleyen B hucreleridir. B hiicresi timus veya T lenfositten farkli olarak antijenleri
tanir.

Immiinoglobulinin membrana bagli sekli olan yiizey immiinoglobulin

molekili B hiicre reseptorii araciligiyla (B cell receptor, BCR) antijeni
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baglamaktadir. Meydana gelen antijen ile reseptor birlikteligi hicre igine endositoz
yoluyla alinmaktadir. Boylelikle B hiicrelerinin aktivasyonu baslamis olur.

Antikorlar tarafindan isaretlenen antijenler ya fagositler tarafindan fagosite
edilir ya da plazmada serbest halde bulunan kompleman proteinleri tarafindan taninir
ve bu proteinlerin aktiflegsmesi ile hedef hiicrenin zarinda oyuk agilir ve hedef hiicre
etkisiz hale getirilir. Edinilmis bagigiklik sisteminin bu kismi kanda ve vucut
stvilarinda bulunan antikorlar araciligi ile etki gostermesi nedeniyle “humoral immiin
sistem” olarak isimlendirilir. Bu sistem, 6zellikle hiicre disinda bulunan patojenlere
(hastalik yapicilara) karsi etkilidir (57). T lenfositler ya da timustan bagimsiz olan
antijenler (lipopolisakkarid, polisakkarid, lipid) HLA molekiillerine baglanmadiklari
icin T hiicre tarafindan taninmiyorlar bu yiizden de T hiicre yardimina ihtiyag
duymamaktadirlar.

B lenfositler, APC gérevi yapmaktadirlar. Islenen antijeni smif II ile birlikte
Th hicrelere sunarak onlar1 aktif hale getirirler. Makrofajlar B hicreleriyle
karsilagtirildiginda bazi sitokinleri fazla salgilayarak Th’lere sunarak onlar1 kisa
stirede aktif hale getirirler. B lenfositler, makrofajlardan daha az antijen miktari ile
hafiza T hicrelerini uyarabilmektedir. B lenfositler Th hiicrelere antijen sunarken,
Th’ler de B hiicre proliferasyonu ve farklilagmas: i¢in gereken sitokinleri
salgilamaktadirlar. B lenfositler antikor {iiretimini plazma hiicrelerine doniiserek
yaparlar. B lenfositlerin bir miktari hafiza hiicresi olarak kalir ya da yok edilirler.

Bagisiklik sisteminin yonetiminden sorumlu olan ikincisi ise T hucreleridir. T
hlcreler ortamda serbest bulunan antijenlere baglanmazlar. Baglanmasi igin bir hiicre
tarafindan iglenip HLA molekiilii iizerinde sunulmasi gerekir. Sunulan antijen kendi
TCR baglanacak ozellikte ise aktive olup, o antijene karsi olusacak bagisiklik
yanitint yonetirler. Bu baglanma i¢in HLA molekiiliinii olusturan polipeptid
zincirlerinde antijen baglama boélgelerinin bazi kisimlarindaki amino asitlerin (aa)
ozelliklerinin uygun olmasi gerekir. CD4" T hiicreleri, yardimei T hiicreleri (Th, T
helper cells) ve regulatéor T hiicreleri (Treg) olmak f{izere iki gurup altinda
incelenmektedirler.

Immiin yanitin nasil gerceklesecegini bu hiicreler belirler. HLA Il ile sunulan
antijen o hicrenin TCR’1 ile etkilesime girerse o T hiicresi aktiflesir. Hem kendisi

cogalir hem de bagisiklik sisteminin diger hiicrelerini yonetirler (57). CD4" ve CD8"
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T hicreler enfeksiyona karsi edinsel immiin cevapta farkli roller oynasalarda
fonksiyonel olarak belirli bir olgunluga gelmek igin farklilagsma siirecine girerler.
Ancak her ikisininde naif hicreleri, peptid MHC ve TCR birlikteligi ile
aktiflesmektedir. Farklilagsma, etkilesen ligandlarin antijenle karsilagsmasi, uyarim
sirasinda sitokin ortami, TCR’iin sinyal giicii, diger T hiicre ylizey reseptorleri vb.
kosullardan etkilenmektedir (59).

. MHC sinif Il yolu
Makrofaj

e ey ® \ RE
Ry ) 4 X =
+ @53 > = 5 ;
£ l\ "” | N _ < Makrofaj aktivasyonu:
xtracellular & Fagosite edilen
antigen CD4+ Yardbmei antijenin yok edilmesi

T hiicresi Sitokinler
% " N,
S 7/ . i ‘ 5 : } e ®

B hiicre antikor Antijen

Antijene —.—Extragcellular e
ézgiil B \ﬁ&f antig ;7 salgisi: Antikorun sunumu

2% i antijene baglanmasi
htlicresi

Antigen in

Sekil 6. MHC Class Il antijen sunumu. (60)

T hicreleri de yonettikleri immiin yanit tipi ve marker transkripsiyon
faktorlerine gore 3 grupta incelenirler.

Thl hiicreleri daha ¢ok intraselliiler patojenlere karsi bagisiklik yanitinin
olusmasinda gorev alirlar ve salgiladiklart sitokinlerle 6zellikle makrofajlar1 aktive
ederek, proinflamatuvar bir bagisiklik yaniti olustururlar. Bu inflamasyonu arttirici
etkileri ile birgok otoimmiin ve otoinflamatuvar hastaligin patogenezinde bu
hicrelerin 6nemli olduklar1 gosterilmistir.

Th2 hicreleri ise daha ¢ok ekstraselliiler patojenlere yonelik immiin yanitin
gelismesinden sorumludurlar, salgiladiklart sitokinlerle B hiicrelerinin antikor
tiretimini ve eozinofillerin aktivasyonunu uyarirlar. Bu hiicrelerin asir1 aktivasyonlari
da astim ve allerjik rinit gibi allerjik hastaliklarin gelisiminde rol oynamaktadir (61).

Th17 hiicreleri ise salgiladiklari interlokin 17 molekiilii nedeniyle bu
sekilde adlandirilmislardir. Bu hicreler ilk olarak 1993 yilinda fare deneylerinde
kesfedilmistir (62). Th17 hiicreleri, hiicre dis1 patojenlere karst korunmak igin

genellikle mukozal yiizeylerde islev géren ve nétrofillerin ve otoimmiin hastaliklarin
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ortaya ¢ikmasiyla enflamatuar siiregte yer alan bir CD4 * lenfosit alt grubudur (63).
Olusturduklar1 gucli  proinflamatuvar yanit ile bilinirler. Bu hiicrelerin asiri
aktivasyonunun Multiple sclerosis (MS) hayvan modeli experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE) , romatoid artrit gibi bir¢ok otoimmiin hastalikta oldukca

onemli oldugu gosterilmistir (64).

TGFB, IL-21 N Antii .
ILATL2S i jen uyarmmi
- ——*(Tf‘i?3 IL-17A, IL-17F

- _ Sy
et R A Y N
APC ever . Xr"

Hedef Hiicre lk

Kemokinler/CAM:=/G-CSF

Akut Faz Proteinleri

Inflamatuar Efektérler

Anti-Mikrobiyal Proteinler
-

{

Otoimmiinite Konaka
Inflamatuar Patoloji Savuanmasi

Sekil 7. T hucre farklilagsmasi. (65)

Bagisiklik sisteminin hiicreleri hakkindaki genel bilgiden sonra, I|EL
bagirsaktaki enterositlerin bazolateral bolgesinde yer alir ve bagirsak boyunca
heterojen dagilim gosteren bir popiilasyon olustururlar. Enfeksiy6z ajanlara karsi
koruma saglamak epitel biitliinligiinii korumak ve bellek edinimi yapmak ig¢in

zararsiz faktorlere karsi tepkileri kontrol etmektedirler (66).

2.3.1.Sitokinler

Sitokinler, protein yapida hicrelerin arasinda iletisimi saglayan
molekiillerdir. Immiin sistem hiicrelerinin farklilasmasi, gelismesi, aktivasyonunda
ve antijen sunumu, adezyon molekiillerinin ekspresyonu, gibi immiin yanitin ve
inflamasyonun her basamakta, pek ¢ok biyolojik reaksiyonda hicreler arasindaki
iliskileri diizenleyen ¢6zunir yapida bulunan proteinlerdir.

Immiin yanit sirasinda meydana gelen bazi sitokinler (interldkin, interferon

gibi) sinif 11 molekullerin hiicre ylizeyindeki ekspresyonunu arttirir (58).

20



Otoimmun hastaliklarin temel patogenezi, immiin yanitin polarizasyonu ve
sitokinler tarafindan kontrol edilen Treg hucrelerin Gretilmemesidir. Thl yanati, IL-2
ve IFNy 'nin otoimmiin hastaliklarda ve allogreft reddinde sitotoksik T hiicrelerinin
biylmesinde egemendir. Th2 yaniti ise, IL-4 ve IL-13 ve olas1 1L-33 islevsel hale
getirmek i¢in baskin olarak antikor iiretimi saglar. TO'in IL-17 Ureten T-htcrelerine
farklilasmasi, IFNy veya IL-12 iireten Thl T hiicreleriyle karsilastirildiginda
otoimmiin hastaliklarda daha buylk bir patojenik rol oynar (44).

Literatiire baktigimizda Lahdenpera ve ark. Monteleone ve ark. ¢olyak
hastalarinda IL-17A’nin bagirsak mukozasinda tepkiye yol actigi gdstermislerdir.
Ayrica aragtirmacilar 1L-17’nin villoz atrofinin belirlenmesinde biyobelirteg olarak

kullanilabilecegini belirtmislerdir (67,68).

2.3.1.1.Interl6kin (IL) -17

1995'de tanimlanan IL-17, bilinen diger sitokinlerle sekans benzerligi
tasimadigi igin yeni bir sitokin ailesi olarak siniflandirilmistir. IL-17 ailesi 17A'dan
17F'ye 6 Uye icerir. Bunlarin arasinda IL-17A ve IL-17F iyi karakterize edilmistir.
IL-17 aile tiyeleri, homodimerler veya heterodimerler olarak islev goriir (69). 6

kromozomun kisa kolunun 12.2 (6p12.2) bolgesinde bulunmaktadir.
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Sekil 8. IL-17A geninin kromozom Uzerinde gosterimi. (70)

Konagin savunmasinda ve otoimmiinitede rol aldigi gosterilmigtir. 1L-17,
yaklagik 155 aminoasit uzunlugunda bir proenflamatuar sitokindir (71). 23 aminoasit
(aa) sinyal peptidiyken 132 tane aa olgun peptit tagimaktadir. Molekiiler agirlig:
17504 dalton (Da) ‘dur. Sekil 9 gosterilen exon-1 72 baz ifti (bp- base pair). Exon-2
203 bp exon-3 1584 bp dir. Sirastyla 1144 bp ve 1249 bp 2 intron bolgesine sahiptir.
5’ (untranslated region) UTR 45 bp 468 bp kodlama dizisi 1346 bp 3’UTR toplamda
1859 bp transkripyona sahiptir. Toplamda 4252 bp’lik bir alan1 kaplamaktadir (72).
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Exon 1 Exon 2 Exom 3
I 1

1
——T}
5 UTR 3 UTR

Sekil 9. IL-17 geni. (72)

CD4" T hiicrelerinin alt gruplarindan olan Th-17 hiicrelerden salinan basta IL-
17 olmak Uzere pek cok sitokin, intestinal mukozada ve sinoviyal membranda hasara
yol agmaktadir.

IL-17 agirlikli olarak proenflamatuar ve hematopoietik cevaplara aracilik
eder. IL-17A, fibroblast, endotel, epitelyal ve makrofaj hicrelerinden IL-8, G-CSF,
IL-6, IL-1B, PGE2, TNF-a, ICAM-1 ve salinmasin1 uyarir (73).

Genel olarak proenflamatuar sitokin olmasina ragmen IL-17A'nin koruyucu
etkileri oldugu gosterilmistir. Astimda, IL-17A, antijen duyarliligi i¢in gerekli
olmasina ragmen, hastaligin efektér fazinda koruyucu bir rol oynar (74). IL-17B,

gastrointestinal sistem, pankreas ve noronlarin hiicreleri tarafindan tiretilir.

IL-17C, prostat ve fetal bobregin hiicreleri tarafindan iiretilir ve IL-17D,
beyin, kas, kalp, akciger, yag dokular1 ve pankreas hiicreleri tarafindan salgilanir
(75,76). IL-17E ayrica IL-25 olarak da bilinir. NK; T htcreleri, lenfositler,
bazofiller, akciger epitel hiicreleri, eozinofiller, alveolar makrofajlar, Th2 hiicreleri
ve mast hiicreleri tarafindan dretilir (77,78). IL-17E, Th-17 hiicre farklilagmasini
baskilayan bir Th2 yanitini1 baslatabilir.

Tablo 1. IL-17 reseptor ailesi. (79)

IL-17 ALT BOYUT UZUNLUK | KROMOZOMAL | INSAN ICIN
GRUPLARI (aa) LOKASYONU | MURINE
HOMOLOIJISI

A 35 155 6p12 62

B 41 180 5032-34 88

C 40 197 16024 83

D 52 202 13qg12.11 78

E 34 161 14g11.2 81

F 44 153 6p12 77

Th hiicre alt tiplerine benzer sekilde, Th17 farklilagmasi ve aktivasyonunun
ilk basamag1 TCR basamagidir. TCR'nin etkilesiminden sonraki ilk olaylardan biri,

hlcre ici kalsiyum dretimi ve NFAT'Un aktivasyonudur (80).
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Insan IL-17 promotériiniin, NFATcl ve NFATc2'ye baglanan NFAT
baglanma bolgesi vardir (81). TCR araciligiyla sinyalleme, Thl7 sitokinlerinin
ekspresyonunu farkli sekilde kontrol eder. Sadece, IL-17A'nin soylara spesifik bir
sitokin oldugu kesfedildiginde, bu transkripsiyon faktori Thl17 gelisimi ile
iliskilendirilmistir. Th17 gelisimini kontrol eden diger faktorler arasinda interferon
duzenleyici faktor-4 (IRF-4) bulunmaktadir (82). IL-6 tarafindan transforme edici
blylme faktort B (TGF- B) aracili forkhead box p3 (FOxP3) gibi dlzenleyici T hiicre
indiksiyonu inhibe edilir (83,84). Thl7 hiicreleri tarafindan diretilen c¢esitli

sitokinlerin konakg¢1 savunmasinda spesifik rolleri oldugu bildirilmistir.

IL-17A'nin belgelenmis ilk etkilerinden biri, IL-6, IL-8, G-CSF ve PGE2 gibi
sitokinlerin indiiksiyonu CD34" oncii hiicreler tarafindan nétrofil farklilagsmasinin
tesvik edilmesidir. Ayrica CD*4 T hiicre kaynakli IL-17'nin, Staphylococcus aureus
ve Bacteroides fragilis gibi bakterilere yanit olarak intra-abdominal iltihaplanma

olusumu i¢in 6nemli oldugu gosterilmistir (85).

2018 de yapilan bir derlemede IL-17’nin proinflamatuar sitokinleri ve
kemokinleri indukleyerek, T ve B hiicrelerini aktive ettigi boylece bakteriyel ve
fungal enfeksiyonlara karsti konak savunmasinda ©nemli bir rol oynadigi

aciklanmistir (44).

IL-17A ve IL-17F'nin yami sira bagka bir Th17 sitokin olan IL-22'nin
mukozal bagisiklikta onemli rol oynadig: bildirilmistir. IL-22, konak epitel hicreleri
tarafindan Reglll ve Reglll gibi antimikrobiyal peptidlerin, defensinlerin ve
kemokinlerin iiretilmesini saglar ve c¢ogalmasini ve yaralanmaya karsi direncini
arttirir. Mukozal patojenlere karst savunmada Thl17 kaynakli sitokinler dneme

sahiptir (86).

Colyak hastalarinda IL-17A geni promotor bolgesi -197 pozisyonunda tek
niikleotit polimorfizmi bulunmaktadir. Bu pozisyonda guanin-adenin (G/A)
degisikligi soz konusudur (-197 A/G). Sitokin salimminin diizenlenmesi genetik

olarak sitokinin kodlandig1 ve promotor bolgesindeki gen dizisi ile kontrol altindadir.
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Her tek niikleotit polimorfizmi gen Uriinu ekspresyonunda degisiklige neden
olmazken literatir de IL-17A ekspresyonu ile ¢dlyak hastaliginin etkilesim igerisinde

oldugu gosterilmistir.

Tedavi edilmis-edilmemis ¢ocuk ¢olyak hastasi ve kontrol grubundan olusan
3 ayrt grupta real-time PCR yontemi ile IL-17A’nin gen ekspresyon seviyesine
bakilmis ve tedavi edilmeyen grup ile kontrol grubu arasindaki IL-17A ekspresyon
seviyesi istatistiksel agidan anlamli bulunmustur. Tedavi edilen grup ile kontrol

grubu arasinda anlamli fark bulunmamustir (87).

5 . GAANNNNTTC...3
3...CTTNNNNAAG...5

Sekil. 10 Xmnl enziminin kesimi. (88)
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3. GEREC VE YONTEM
3.1.Arastirmamn Tipi

Arastirma deneysel bir ¢caligmadir.

3.2.Arastirmanin Yeri ve Zamani

Haziran 2017- Ocak 2018 tarihleri arasinda, tez onerisi ve etik kurul
basvurular1 yapildi. Kabul alindiktan sonra, BAP proje basvurusu tamamlandi.
Deneysel ¢aligmalar, Haziran 2018 — Ekim 2018 tarihleri arasinda Tepecik Egitim ve
Arastirma Hastanesi Doku Tiplendirme Laboratuvarinda yapildi.

3.3.Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Arastirma evreni; Avrupa Cocuk Gastroenteroloji, Hepatoloji ve Beslenme
Toplulugu’nun (ESPGHAN) tarafindan belirlenen kriterler dahilinde izmir Tepecik
Egitim Arastirma Hastanesi Cocuk Gastroentereloji birimince kesin tanit konulmus

18 yasindan kiigiik 125 ¢ocuk hastadan olusturuldu.

3.4.Calisma Materyali

Calismamizda, 125 hastanin kesin tanis1 konulduktan sonra, periferik kanlar

alinan ve bu kanlardan izole edilmis olan DNA’lar1 kullanildi.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Aragtirmanin bagimli degiskenleri; Sanger Sekanslama sonucunda HLA
DQB1 polimorfizmler (alt allerindeki farkliliklar) ve IL-17 polimorfizmdeki
degisimleridir.  Arastirmanin  bagimsiz  degiskenleri; hastalarin demografik

Ozelliklerindeki degisimlerdir.
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3.6.Veri Toplama Araclari

3.6.1. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

Tablo 2. Calismada kullanilan sarf malzemeler ve cihazlar.

Malzeme Adi Marka/Kod Kullanim Amaci
Qiagen EZ1 DNA Blood Geno M-6 Genevision DNA izolasyonu
200 ul Kit DNA izolasyon

Nanodrop

Thermo Nanodrop2000

DNA konsantrasyonunun
olcilmesi

0,2ml Thin-Walled 8 Tube
And Flat Cap Strips (AB-
1182)

Thermo Fisher Scientific

Sekans amplifikasyon
Reaksiyonu hazirlama

Long Range PCR Kit Qiagen Amplifikasyon reaksiyon
urinleri

Thermal Cycler Sensoquest ?Uerlgzns basamaklarinimn

Agaroz Lonza Agaroz jel hazirlama

Elektroforez

Thermo Fisher

Uriinlerin yuritilmesi

Uv Transsimilator

Major Science

Jelde yurdtilen drdinlerin
Gorintulenmesi

dNTP ve kalan primerleri

Exo-Sap Gendx )
temizler
SBT Excellerator Core Kit | Gendx Sekans reaksiyon Urlnleri
Vorteks Biosan Primerleri vortekleme
96 Multiply PCR Plate Sarstedt Sekans reaksiyonu mix

hazirlama

Column Loader

Millipore —Brand

Sephadex dokme aparati

Sephadex G-50 Fine DNA Grade | Plrifikasyon asamasi
96 Wellplate Millipore Sephadex filtre
Santrifuj Hermle-Z306 Sephadex Siizdurme-Spin

Atma

Mikroamp Optical 96
Reaksiyon Barkodlu Plate

ThermoFisher Scientific

Sekans cihazinda okutma
asamasi

Sekans Cihazi ABI 3500 Sekans drinlerinin
okutulmasi
Inkiibator NUVE ENO050 PCR urunlerinin kesilmesi

3.6.2. Deneysel Calismalar

Colyak hastalarinda HLA DQBL1 ve IL-17 polimorfizmlerinin incelenmesi amaciyla

yapilan sekans ¢alismamizin akis semasi asagida Sekil 11°de, polimorfizm

calismamizin akis semast Sekil 12°de verilmistir.
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Cocuk Cplyak Hastalann > | Nanodronta Olgiim |

Kanlarimin ve Demografik "
Sekans Amplifikasvonu ‘ @

Bilgilerinin Alinmas

Kandan DNA Izolasyonu
Agaroz Jelde Uriin
| <:|] ‘ Sephade fle Suzdurme | Gorintileme
SBT ENGINE ILE
ANALIZ i
Yiikleme

Sekil 11. Yiksek ¢cozinlrlikli sekans bazli HLA DQBI tipleme ¢alismasi akis
semasl.

Sekil 12. IL-17 polimorfizmi ¢aligmasi akis semasi.

3.6.2.1. DNA izolasyonu

1. QIAGEN EZ1 DNA Blood 200uL Kit ve Geno M-6 Genevision DNA izolasyon
cihazi kullanilarak 200ul EDTA'lh kandan 50pul DNA elde edildi.

2. Kitin protokoliine gore, drnekler iyice siispanse edilerek 2 ml’lik 6rnek tiipleri
icine eklendi. Uygun EZ1 DNA Kan Kartuslari, DNA izolasyon kart yuvasina
yerlestirildi. 1,5 ml’lik DNA eliisyon tiipleri kapaklari agilarak cihazda bulunan

uygun yerlerine konuldu. Filtre uglarini igeren ug tutucular uygun yerine yerlestirildi.

3. EZ1 izolasyon cihazi calistirilarak “Protocols” meniisiinden uygun protokol
secilerek “START” tusuna basilir. DNA izolasyonu yaklasik 15-18 dakika
stirmektedir. DNA tiipleri, HLA ¢alismasi yapilana kadar -20° C derecede sakland.
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3.6.2.2.Nanodropta Ol¢iim

1.Thermo Scientific™ 2000 marka/modelli Nanodropta DNA konsantasyonlari
Olculdi. Yaklasik 150-200 pl/ng olacak sekilde ¢ikan yogunlukla carpilarak DNA

eklendi.

3.6.2.3.Sekansa Spesifik Oligonukleotit Prob (SSOP)

Hastanemize basvuran c¢olyak hastalari i¢in diisiik ¢oziiniirliiklii sekansa
spesifik oligonukleotit prob (SSOP) yontemi olan HLA DR-DQ tipleme
yapilmaktadir. Ayrica, saglikli hematopoietik kok hiicre vericilerininde uyumu igin
bu yontem kullanilmaktadir. Bu yontem her bir lokusa 6zgi olan prob temelli
calismadir. 2 PCR asamali olan bu ¢alisma, ilk PCR’da amplifikasyon yaparak cift
iplikli irtinler gibi ekstradan tek iplikli tirtinde olusturmaktadir. Tedarik¢i firmanin
temin ettigi bu kitin icerisinde bulunan prob mix’ler 2. PCR olan hibridizasyonda
kullanilir. Daha sonra iiriinler coster plate ‘e konularak iizerine boya 6zelligi olan
SAPE eklenir. Luminex cihazinda okutulur. Match IT analiz programinda analiz

edilir.

3.6.2.4.Polimeraz zincir Reaksiyon Tabanh Yiiksek Coziiniirliiklii Sekans Bazh
Tipleme — SBT

DNA dizi analizi yontemi ya da sekanslama olarak adlandirilan yontem
niikleotid baz diziliminin belirlenmesine dayali yontemdir. Oncelikle, HLA DQB1
bolgesi amplifikasyon asamasiyla cogaltildi. Jelde ydrGtilip istenilen drinler
olustudugunda, bu lokuslar iginde istenilen bolgelerin ¢ogalmast igin primerler
kullanildi. PCR drunleri, sephadex igerisinden siizdiiriilerek olusan Urlnler cihaza
verildi. Cihaz katot ile anot arasindaki kapiller POP7 polimeri ile doldurulduktan
sonra, negatif yiklu PCR drinunl cekerek katottan pozitif yiiklii anoda dogru ayni
elektroforez sistemi gibi yuruttd. Kapillerin, anota yakin bulunan lazerden gelen 1s1k
ile uyarilan floresan boyalarin geri yansittig1 1s1k, dedektor tarafindan kaydedilip ham

sonuglar SBT Engine software programina aktarildi.

SBT yonteminde amplifikasyon asamasi i¢in; Qiagen Long Range PCR Kit,
Amplikonlarin ekzonlar seklinde ¢ogaltildigi asama i¢in; SBT excellerator Core Kit
(GenDx), GSSP icin; SBT excellerator Extended Kit (GenDx) kullanildi.

28



3.6.2.4.1 HLA DQB1 Lokusunun Amplifikasyonu

Tablo 3. Amplifikasyonda kullanilacak malzemeler ve miktarlari.

Amplifikasyon Reaksiyon Mix*

Buffer 2,5 ul
dNTP 1,5 ul
Enzim 0,4 ul

Q Solusyonu Syl
Primer 1l

Su (RNAaz free) DNA miktarina gore

Total 25 pl

*1X’lik mix i¢in miktarlar

e Primeri ilk sulandirma asamasinda yaklasik 15-20 dakika spin attirtlmalidir.
Nikleaz free ile sulandirip tekrar vorteks spin attirildi. Bu igslem 2 defa
tekrarlandi.

e DNA= Az olan 6l¢iime gore ayarlanir, 1-5 pl arasinda olmalidir. PCR
tiplerinin kapagi kapatilir. Vorteks ve spin yapildi. PCR cihazindaki
“SBT/PCR” programi secildi.

Tablo 4. Amplifikasyon protokol.

Basamak Sicaklik Sire
Baslama 3dk
Denatirasyonu | 95 °C

X3 15sn
Denatiirasyon 95 °C

30 sn

Baglanma 65 °C
Uzama 68 °C 6 dk
Final Uzama 68 °C 10dk —X 35
Bitis 4°C 0

e PCR islemi sona erdikten sonra Tris-Boric asit EDTA tampon (TBE) ile
%1°1ik agaroz hazirlandi. Yaklasik 15 dk sonra jel dondugunda 3pl amplikon
ve 2 ul loading dye karistirilarak jele yiiklendi.
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e 140V’ta 20 dakika yuratildd. Jel elektroforezi tamamlandiktan sonra
bantlarin fotograflar1 ¢ekildi.
o Amplikonlar duzgin gozlenebildigi i¢in, isleme devam edildi. (Sorunlu

amplikonlar i¢in elektroforez veya ilk PCR islemi tekrarlanir.)

3.6.2.4.2. EXO-SAP Asamasi

e Agaroz jelde gozlenen bantlar diizgiin ise, EXO/SAP basamagina gegildi.
e Exonuclease I: Kalan primerleri parcalar

e Shrimp Alkaline Phosphatase: Kalan dNTP leri parcalar.

Tablo 5. EXO-SAP Basamaginda kullanilacak malzemeler ve miktarlari,

EXO-SAP Mix*
EXO | 1 pl
SAP 1 pl
Total 2 ul

* 1X’lik mix icin miktarlar

e Vorteks ve spin yapildiktan sonra yaklasik 1,5’ar pl amplikonlarin {izerine
paylastirildi.

e PCR tiipleri vorteks+spin yapildiktan sonra Thermal Cyclera yerlestirildi.
EXO/SAP protokolu secildi.

Tablo 6. EXO-SAP PCR Protokold.

Basamak Sicaklik Siire

Enzim Aktivasyon 37 °C 30dk

Enzim Deaktivasyon 80 °C 20dk
Sogutma 15°C 00

3.6.2.4.3. Sekans Asamasi

e Bu asamada sekans reaksiyon plateleri kullanildi.
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Tablo 7. Sekans Reaksiyonu i¢in kullanilan malzemeler ve miktarlari.

Sekans Reaksiyon Mix*

X3

Su 5,5 ul
Buffer 1,5 ul
Reaksiyon mix 1l
Sekans Primeri 1l
Amplikon 1pl
Total 10 pl
*1X’lik mix igin miktarlar
Tablo 8. Sekans PCR Protokol.
Basamak Sicakhik Sire
Baslama Denattrasyonu | 95 °C 10sn
Denatiirasyon 95 °C 10 sn
Baglanma 65 °C 10 sn
Uzama 68 °C 6dk —X25
Bitis 4°C 0

e Tim bilesenler karistirildi. 8 pl her bir kuyuya dagitildi. 1 pl sekans primeri,

1 pl amplikon olacak sekilde paylastirild.

e Plate’in tizeri PCR tipleri icin kullanilan kapaklarla kapatildi. Thermal

Cycler cihazina plate konur ve “SEQ-PCR’’protokolii segildi.

e Calisilan kuyu kadar sephadex yiikleme plate’i isaretlendi.

3.6.2.4.4. Sephadex ile SUzdlrme

e Sephadex, filtreli plaga kuyu basina 45g olacak sekilde dokiilir ve her

kuyunun (zerine 300 pl su eklendi. Sephadex’in sismesi i¢in en az 3 saat

beklenildi.

e Ornekleri yiklemeden 6nce plate 1000 rcf’de 5 dk santrifiijlenip suyu

tamamen stzduaralda.
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Thermal Cycler cihazindan alinan plateteki her bir kuyuya 15 pl distile su
konuldu.

Kuyulardaki sivinin tamami alinarak sepadexli kuyularin tam ortasina
gelecek sekilde pipetlendi.

Sephadexli plate’in altina barkodlu plate konur ve 1000 rcf’de 5 dk
santrifijlendi. Barkodlu Plate “Thermal Cycler” cihazina yerlestirilerek
‘Denatiirasyon’ basamagi secildi.

Yaklasik 5 dakika siiren bu protokol bittiginde plate buz Uzerine alindi.
Cihaza calisilan hasta listesinin plate diizeni aynen yazilip ve tanitildi. Plate

cihaza yiklendi.

3.6.2.4.5. Sekans Analizi

Analiz agsamasina gecildiginde cihaz agilip, Anot, Katot, POP7 kontrol edilip
takildi. Bobble giderildi. Kapiller kontrol edilir. Sekans analizi ABI3500
markali cihaz ile SBT Engine analiz programi kullanilarak yapildi.

Sonuglar bilgisayar programinda degerlendirildi. International Union of

Biochemistry Nomenclature Committee (IUB) kodlarina gore kodlandi.

Tablo 9. IUPAC Adlandirma ve Kodlari.

IUPAC Adlandirmaya Gore Kodlarin Anlamlari

w T-A Weak

S G-C Strong

M C-A Amino

K TG Keto <\>

R A-G PuRine @0%
Y C-T PYrimidine

N : Ay ®¢o®®
A Adenin % @
T Timin <‘|>

G Guanin

C Cytosin

Sekil 13. lupac-lub Kod (89).
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Sekil 14. Yiiksek ¢oziintirliiklii sekans ¢alismamizda homozigot ¢ikan bir hastanin
HLA DQB1 analizi.

3.6.2.5.Restriction Fragment Length Polymorphism (Restriksiyon fragment
uzunluk polimorfizmi)

Polimeraz zincir reaksiyonlu restriksiyon fragment (parga) polimorfizmi
(PCR-RFLP) yontemi polimorfizm g¢alismalarinda kullanilan yontemlerden birisidir.
Tez caligmasinda ilk olarak IL-17A genindeki rs2275913 polimorfizmi igin gerekli
literatiir taranarak Tablo 10°daki gibi uygun primer tasarimi yapildi. Calisma igin
toplanan DNA’larimizin konsantrasyonlart ortalama 35-40 ng/ul olacak sekilde

ayarlandi.

3.6.2.5.1. Primer Tasarimu:

Tablo 10. IL-17 i¢in Kullanilan Primer: IL17A rs:2275913 i¢in kullanilan primer
dizisi (L.-J. Yang ve ark.2016) (90).

F:5’-AAGAAAGATCAAATGGAA-3’ 18 bp

IL-17A
R:5’>-TCTCTCTTTTTATAGGGC-3’ 18 bp

Gerekli PCR reaksiyonuna konulacak malzemelerin miktari i¢gin PCR protokolii igin

deneme ¢aligmasi yapildi. Uygun kosullar saglandiginda ¢alismaya baslandi.
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3.6.2.5.2. PCR Sartlari

Tablo 11. ilk PCR reaksiyonu i¢in kullanilan malzemeler ve miktarlar1.

Polimorfizm I¢in ilk PCR reaksiyonu*
Mg 0,5ul
Primer forward 1,5 ul
Primer Reverse 1,5 ul
dNTP 2 pl
Taq Polimeraz 0,25 ul
DNA 50 pl /ng olacak sekilde
ayarlandi.
Su Total hacim 25 pl olacak
sekilde ayarlandi.
*35 dongu

Calisma iki asamali idi. ilk PCR calismasinda, ¢ogaltilan iiriinlerden 3ul’si 1
X’lik TBE ile hazirlanmis %1,5 agaroz jel de goriintiilendi. Uriin varsa geriye kalan
22 pl ile kesim reaksiyonu kuruldu (Tablo 12). 1 gece kesim enzimiyle birlikte 37° C
‘de bekletildi.
3.6.2.5.3. Kesim Reaksiyonu:

Tablo 12. Kesim reaksiyonu i¢in kullanilan malzemeler ve miktarlari.

Kesim Reaksiyonu*

Su 9l
Buffer 2 ul
Enzim (Xmnl) 0,2 ul

* 1X’lik mix i¢in miktarlar
3.6.2.5.4 Jel Goriintiisiinii Degerlendirme

PCR drunleri %2’lik agaroz jelde yiiriitillerek degerlendirme yapildi (Sekil
15,16). 368 bp olanlar tek bant olarak AA, 246 bp ve 122 bp olmak lzere 2 bant
bulunanlar GG, 368 bp, 246 bp ve 122 bp olanlar GA olarak isimlendirildi.
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a) b)

Sekil 15. a) Xmnl enzimi ile kesilmis kontrol grubu IL17A geni 0rnek jel gorintusi
rs:2275913. b) Xmnl enzimi ile kesilmis hasta grubu IL-17A geni 6rnek jel
gorantusu rs:2275913

3.7. Arastirma Planm1 Ve Takvimi

Tablo13. Is Akis Semast.

is Paketinin
Ady/Tammi

2017 Ekim
2017 Kasim
2017 Arahk
2018 Ocak
2018 Subat
2018 Mart
2018 Nisan
2018 Mayis
Haziran
Temmuz
2018 Agustos
2018 Eylul
2018 Ekim
2018 Kasim
2018 Aralik

2018

2017 Eylil
2018

2019 Ocak

Orneklerin
Toplanmasi

X

X

X
X
X

I?NA
Izolasyonu ve

DNA’larin X X
Saklanmasi

Hasta
B!!gllerlnln x | x
Duzenlenmes
i

Yiksek
Cozunurlukl
U Sekans

Bazhh HLA X X
DQB1
calisma

Kontrol
Grubunun
Belirlenmesi X | X
ve Onay
AliInmasi

IL-17
polimorfizmi x | x
nin

incelenmesi

istatiksel
analiz ve Tez X
Yazim




3.8.istatistiksel Analiz

Sekans analizi yapilan ¢alisma grubunun allel ve haplotip frekanslar1 Hardy-
Weinberg Dengesi ve Baglanti Dengesizligi (Linkage Disequilibrium) gergevesinde
Arlequin programinda kontrol grubu ile karsilagtirilarak degerlendirildi. Maximum-
likelihood haplotype" frekanslar1  "expectation-maximization"  algoritmasi
kullanilarak haplotip frekanslar1 hesaplandi. Calismamizdaki yas cinsiyet dagilimlari
icin Statistical Package for Social Sciences for Windows Version 25.0 (SPSS 25.0
Inc, Chicago, USA) programinda oncelikle verilerin normallik dagilimina bakildu.
Daha sonra Mann-Whitney U testi yapilmustir.

Polimorfizm ¢alismasi i¢in Orneklem biiytikliigli NCSS/PASS programinda
hesaplanmistir. %80 gii¢, %5 hata diizeyi ile daha 6nce yapilan bir ¢aligmada IL-17A
polimorfizminde ¢6lyak hastalig1 varligina gore gruplar arast i¢in siklik farkinin %11
oldugu bildirilmis olup, 6rneklem biiyiikliigii en az 212 kisi olarak hesaplanmustir.
Sayisal parametrelerin degerlendirilmesi i¢in Mann-Whitney U testi yapilmustir.
p2+2pg+q? =1 genotip ve alel frekansmin degerlendirilmesi igin Pearson ki kare testi

yapilmustir.

3.9. Arastirmanin Simirhhiklar:

Arastirmamizin sekans bazli tipleme kisminda az hasta sayisi ile ¢alisilmistir.

3.10. Etik Kurul Onay1

Tez calismasi icin etik kurul onay:, Izmir Katip Celebi Universitesi Klinik

Arastirmalar Etik Kurulu 14.09.2017 tarihli ve 113 karar numarast izni ile alinmigtir.
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4.BULGULAR

Calismamiza T.C Saglik Bakanligi Izmir Saghk Bilimleri Universitesi
Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi Cocuk Gastroenteroloji boliimiinde CH tanisi
konulmus ve Eylil 2017- Ocak 2018 tarihleri arasinda HLA DQ tipleme testi icin
TEAH Doku Tipleme Laboratuvarina gonderilmis 125 hasta dahil edilmistir. Bu
hastalara standart c¢alisma prosediirimiiz olan disik ¢ozundrlukli HLA DQ
tiplemesi yapilmistir. Tez projesi kapsaminda bu hastalarin IL-17 genindeki SNP’ler
arastirilmistir. Yine bu tez projesi kapsaminda hasta grubundan 25’inin DQBI1
alelleri SBT yontemi ile test edilerek yiksek ¢ozuntrlikli alt alelleri saptanmustir.

Calismamizda kontrol grubu olarak hematopoietik kok hiicre ve organ nakli
vericilerinin HLA DQBL1 tipleme sonuglari kullanilmigtir. IL-17 igin 100 saghkli
kontrol, yuksek c¢ozindrlikli HLA DQBI tiplemesi iginde 25 saglikli kontrol

kullanilmistir.

Tablo 14'de CH tanisi alan ve sekans temelli HLA DQBI tipleme ¢alismasi
yapilan hastalarin demografik bilgileri, hastalik evresi ve klinik bulgular
gorilmektedir. Hastalarin %32’si (n:8) erkek %681 (n:17) kadindir. Erkeklerin yas
ortalamasi 9 kadin hastalarin yas ortalamasi 7 olarak bulunmustur. Kontrol grubumuz
ise 1-18 yas aras1 %40 (n:10) erkek %60 (n:15) kadindan olusmaktadir. Erkeklerin
yas ortalamasi 10,1 kadinlarin yas ortalamasi 16’dur.

4 hastanin 1.derece akrabalarinda (anne-baba-kardes) CH vardi. 3 hastanin ise
anne-babasi arasinda akraba evliligi oldugu 6grenildi.

Tablo 14’te demografik bilgileri gosterilen 25 hastadan 8 kisi tip 3A 15 kisi
tip 3B 2 kisi tip 3C hastalik evresine sahiptir.
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Tablo 14. HLA DQBL1 alt allel ¢alismasindaki ¢olyak hastalarinin demografik

bilgileri, klinik bulgulari.

KLINIK BULGULAR
o = -z e
$ | > | £| 2833 |8E |5 |2 (Y5 |5 |38 2 |52 |5 |&5/85 Sa
(©) TO 2 =~ N s | 2 m > g X7 | M =@
H1 10 | E | Yok var | Var | Yok | Var | Yok | Yok | Yok | vok | Yok | Yok | Var | 3A
H2 4 K | Yok Yok Yok | Yok | Yok Yok | Yok | Var | yok Yok | Yok | Var | 3a
H3 11 | K | Yok Yok | Var | Yok | Yok | Yok | Yok | Yok | vok | Yok | Yok | Var | 3A
H4 11 | K | Yok Yok | Var | Yok | Yok | Yok | Var | Yok | yok | Yok | Yok | Var | 3B
H5 15 | K | Yok Yok | Yok | Yok | Var | Yok | Yok | Yok | vok | Yok | Yok | Var | 3c
H6 16 | E | Yok Yok | Yok | Yok | Var Yok | Yok | Var | yok | Yok | Yok | Var | 3C
H7 7 K Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Var Var 3B
H8 3 K | Yok Yok Var Yok | Yok Yok | Yok | Yok Var Yok | Yok | Var | 3B
H9 9 K | Yok Yok Yok | Yok | Var Yok | Yok | Yok | yok Yok | Yok | Var | 3B
H10 13 | E | Yok Yok | Var | Yok | Yok | Yok | Yok | Yok | g | vyok | Yok | Var | 3a
H11 8 | E | var Yok | Yok | Yok | Yok | Yok | Yok | Yok | yok | Yok | var | Var | 3B
H12 | 10 | K | Yok Yok | Yok | Yok | Yok | Var | Yok |Var | vok | vok | Yok | Var | 3B
H13 13 | K | Var Yok | Yok | Var | Var Yok | Yok | Yok | yok | Yok | Yok | Var | 3B
H14 | 14 | K | Yok Yok | Var | Yok |Var | Yok | Yok |Var |yvg | vyok | Yok | Var | 3A
H15 6 | K | Yok Yok | Yok | Yok | Var | Yok | Yok | Yok | vok | Yok | Yok | Var | 3B
H16 2 | E | Yok Yok | Yok | Yok | Var Yok | Yok | Yok | yok | Yok | Yok | YOK | 3B
H17 | 17 | E | Yok Yok | Yok | Yok | Var | Yok | Yok | Yok | yok | Yok | Yok | Var | 3A
H18 6 | E | Yok Yok | Yok | Yok | Yok | Yok | Var | Yok | yok | Yok | Yok | Var | 3a
H19 6 | E | var Yok | Yok | Var | Yok | Yok | Var | Yok | yok | yok | Yok | YOK | 3
H20 5 | K | Var Var Yok | Yok | Var Yok | Yok | Yok | yok | var | Yok | Var | 3B
H21 6 | K | Yok var | Var | Yok | Yok | Var | Yok | Yok | yok | Yok | Yok | Var | 3
H22 7 | K| Yok Yok | Yok | Yok | Var Var | Yok | Yok | yok | Yok | Yok | Var | 3B
H23 | 14 | K | Yok Yok | Yok | Yok | Yok | Yok | Var | Yok | yok | Yok | Yok | Var | 3B
H24 2 | K | Yok Yok | Yok | Var | Var | Yok | Yok | Yok | yok | yok | Yok | Var | 3B
H25 2 | K | Yok Yok | Yok | Yok | Var | Yok | Yok | Yok | var | Yok | Yok | YOk | 3B

Sekil 16 ve 17°de yiiksek rezoliisyon c¢alismasi ile saptanan hasta ve kontrol

grubunun HLA DQBI alt allellerinin frekansi1 goriilmektedir.
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Sekil 16. Hasta grubu ylksek ¢ozunurlukli HLA DQBL allel frekansi.

HLA DQB1 allel frekansi
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Sekil 17. Kontrol grubu yiksek ¢ozunurlukli HLA DQBL allel frekansi.

CH ile baglantli olan HLA DQB1 alt allelleri agisindan hastalar
degerlendirildiginde hastalarin %40’inda (n:20) HLA DQB1*02:01 (1 hastada
DQB1*02 heterozigot DQB1*02:01 ve DQB1*02:02 allellerine sahip), %12’sinde
(n:6) DQB1*02:02 ve %8’inde (n:4) DQB1*03:02 alleli (2 hastada, HLA
DQB1*02:01 ile birlikte) vardi. Bu alleller agisindan kontrol grubu
degerlendirildiginde, %8’inde (n:4) DQB1*02:01, %4’inde (n:2) DQBI1*02:02,
%2’tinde (n:1) DQB1*03:02 alleli bulunmakta idi. Hasta ve kontrol grubunda HLA
DQB1#02 ve DQB1*03’iin alt allellerinin frekans1 analiz programinin frekans
hesaplama 6zelligi ile hesapland1 ve gruplar karsilastirildiginda anlamli sonuglar elde
edildi.
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45% -
%40
40%

35%
30%
25%

M Hasta
20%
H Kontrol
15%
10%

5%

0%

DQB1*02:01 DQB1*02:02 DQB1*03:01 DQB1*03:02 DQB1*03:03

Sekil 18. Hasta ve kontrol grubunda HLA DQB1*02 ve DQB1*03’{in alt allelleri.

Iki hastada DQB1*02 homozigot idi (2,25) (Sekil 18). Bu hastalarm yas
ortlamas1 3 iken, DQB1*02 homozigot olmayan hastalarin yas ortalamasi 9 idi.
Kontrol grubunda DQB1*02 homozigotlugu saptanmadi. Ayrica HLA DQB1*02:01,
DQB1*02:02, DQB1*03:01, DQB1*03:02, DQB1*03:03 alt allelleri ile hastalik

evresini istatistiksel olarak karsilastirdigimizda bir iligki bulunamadi (p>0,05).

IL-17 polimorfizm ¢alismasi i¢in 125 hasta ve 100 saglikli birey se¢ilmistir.
Colyak hasta grup ile kontrol grubunun yas ve cinsiyet dagilimi arasinda farkin olup
olmadigma bakmak igin normallik testi yapilmistir. Sonuglar dogrultusunda non-
parametrik testlerden Mann-Whitney U testi yapilmigtir. Analiz sonucunda cinsiyet
ve yas p>0,05 oldugu i¢in hasta ve kontrol grubu arasinda yas dagilimi ve cinsiyet

agisindan farklilik bulunmamustir.

Tablo 15. IL-17A polimorfizmi arastirilan kontrol ve hasta grubu arasindaki cinsiyet
ve yas dagiliminin karsilastirilmasi.

Gruplar P
Hasta(n:125) | Kontrol(n:100)
Kadimn %57,6 (:72) | %46 (n:46)
Cinsiyet ek %42,4 (0'53) | %54 (n:54) 0.084
Yas 9(6-13) | 10 (4.25-16) 0.186
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Sekil 19’daki c¢alismamizdaki ¢olyak hastalarinda cinsiyet frekansina

bakildiginda kadin hastalarin %57,6(n:72) erkek hastalara %42,4(n:53) oranla daha

fazla oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubunda ise erkek bireylerin %54(n:54) frekansi

kadinlara %46(n:46) gore daha fazla oldugu saptanmistir. Hasta ve kontrol grubunda

cinsiyet ile polimorfizm arasinda anlamli farkin olup olmadigina bakildiginda ise

hasta grubunda p=0,05 oldugu i¢in sinirda anlamlilik bulunmus olup kontrol

grubunda ise p>0,05 oldugu i¢in anlam bulunmamustir.

60% - %57,6
50% -
40% -
30% -
20% -

10% -

0% -
Hasta

%54

mKiz
m Erkek

Kontrol

Sekil 19. Hasta ve kontrol gruplarinin cinsiyet frekanslari.

Sekil 20°te gosterilen 125 hastanin analiz programinda frekansina bakilarak

%50,4(n:63) tip 3A, %39,2(n:49) tip 3B, %10,4(n:13) tip 3C hastalik evresine sahip

oldugu goriilmiistiir.

60 -
%50,4

%39,2
40 -

30 -
20 A
10 -

3A 3B

%10,4

3C

m3A
3B
m3C

Sekil 20. Hastalarin Marsh evreleri.
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IL-17 ¢alismasina dahil olan hasta ve kontrol gruplarinin diisiik ¢oziintirliiklii
HLA DQB1-DQA1-DRB1 allelleri PCR-SSOP yo6ntemi ile belirlenmistir. 125 hasta
ve 100 kontrol grubunda en ¢ok goriilen diisiik ¢oziiniirliiklii HLA DQB (Sekil 21)
ve HLA DQA (Sekil 22) sonuglar1 gosterilmektedir. HLA DQB1-DQA1 sonuglari

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

60 -

50 A

%49,2

%11,5

m Hasta

m Kontrol

DQB1*02 DQB1*03 DQB1*04 DQB1*05 DQB1*06

Sekil 21. Hasta ve Kontrol grubu HLA DQBI1 diisiik ¢oztintirliikli allel frekanslar

Sekil 21 “de diistik ¢ozintrlikli HLA DQB1 sonuglarinda hasta grubunda en
¢ok DQB1*02 (%49,2) kontrol grubunda ise en cok DQB1*03 (%43) goriilmiistiir.

60

50

40

30

20

10

%50

%0,4 %15 %04

DQA1*01 DQA1*02 DQA1*03 DQA1*04 DQA1*05 DQA1*06 DQA1*10

m Hasta
m Kontrol

Sekil 22. Hasta ve Kontrol gruplarindaki HLA DQA1 diisiik ¢oziintirliiklii allel
frekanslari
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Sekil 22°de diistik ¢oziintirliikli HLA DQA1 sonuglarinda hasta grubunda en
cok %50 oraninda DQA1*05 kontrol grubunda ise en ¢ok %415 DQA1*01

gorilmistir.

Tablo 16. Enzime spesfik antikor diizeylerinin DQB1*02/02 homozigot (DQ2.2)
olan-olmayan ve DQB1*02/DQA1*05 (DQ2.5) homozigot olan-olmayan iliskisinin

incelenmesi.
Enzime DQ2.2 DQ2.2 DQ2.5 DQ 25
Spesifik homozigot homozigot homozigot olan homozigot
Antikor olan olmayan %(n) olmayan
Dizeyleri %(n) %(n) %(n)
AGA IgA - %2,2(n:2) %1,2(n:1) %2,4(n:1)
1/10
AGA 1gG - %1,1(n:1) %1,2(n:1) -
1/10
AGA 19G %2,9(n:1) - - %2,4(n:1)
1/50
AGA %11,4(n:4) %3,3(n:3) %2,4(n:2) %11,9(n:5)
1gG>1/100
tTG IgA %11,4(n:4) %4,4(n:4) %6(n:5) %7,1(n:3)
<1/100
tTG IgA | %65,7(n:23) %80(n:72) %80,7(n:67) %66,7(n:28)
>1/100
Normal %8,6(n:3) %38,9(n:8) %8,4(n:7) %09,5(n:4)
antikor
seviyesi
Toplam %100(n:35) %100(n:90) %100(n:83) %100(n:42)
P 0,158 0,236

Tablo 16 da gosterildigi gibi en fazla %8,9 (n:72) tTG IgA 1/100 antikor
diizeyinden fazla olan hastalar DQ2.2 homozigot olmayan grupta bulunmaktadir.
Antikor seviyeleri DQ 2.2 (homozigot olan-olmayan), DQ 2.5 (homozigot olan—
olmayan) doku gruplariyla karsilastirildiginda p degeri DQ2.2 ve DQ2.5 igin
istatistiksel olarak anlamli degildi. DQ2.2 homozigot olmayan hastalarda tTG
IgA>1/100 fazla sayida olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamsiz bulundu

(p>0,05).
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125 hastadan %69,6 (n:87)’s1 sadece ¢Olyak tanist almigken %16 (n:20) ‘si
T1DM, %12 (n:15) anemi, %0,8 (n:1)’i turner sendromlu, %0,8 (n:1) talasemi, %0,8

(n:1) hasta ise epilepsi tanis1 almist1 (Sekil 23).

80.00% | %69,6
70.00% | (n:87)
60.00%
50.00%
40.00%
30.00% %16 %12
20.00%

10.00% . .
0.00%

B Hastalarin tanilari

Sekil 23. Colyak hastalarinda bulunan diger hastaliklar.

HLA DQB-DQA-DRBL1 haplotip yiizdeleri Arlequin programi ile analiz

edilmistir (Sekil 24).
40% 1 giag
35% -
30% -
25% -
20% -
15% - %13 % %12 %12 %11 H Hasta
. 09 %1
10% 1 . = Kontrol
5% - 0
0% T
DQB1*02 DQB1*03 DQB1*03 DQB1*02
DQA1*05 DQA1*03 DQA1*05 DQA1*02
DRB1*03 DRB1*04 DRB1*11 DRB1*07

Sekil 24. Hasta ve kontrol grubunda en ¢ok gorilen HLA DQB1-DQA1-DRB1

haplotip frekanslari.

Sekil 24’de Arlequin analiz programi ile hasta grubu i¢in 124 olasi haptotip

belirlendi. Bunlarin arasindan en sik goriilen 35 tanesi degerlendirilerek frekansi en

yuksek olanlar segildi. Kontrol grubu icin 147 olas1 haplotip igerisinden 65 en sik

gorilen haplotip frekanslar1 belirlenerek en ylksek frekanslar segildi. Ayrica
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calismamizda sadece ¢Olyak ve hem diyabetli hem ¢olyak hastalarinin diisiik

¢cozunlrlikli HLA DQB1 sonuglari karsilagtirildiginda istatistiksel agidan anlamli

bulunmustur (p<0,05).

Tablo 17. Hasta ve kontrol grubunda HLA DQB1-DQA1-DRB1 haplotip

frekanslarinin degerlendirilmesi.

Hasta (n:125) | Kontrol (n:100) | Relatif Risk
DQB1*02 DQA1*05 DRB1*03 0,34 - 42,5
DQB1*03 DQA1*03 DRB1*04 0,13 0,12 1,08
DQB1*03 DQA1*05 DRB1*11 0,12 0,20 0,6
DQB1*02 DQA1*02 DRB1*07 0,11 0,08 1,37

HLA DQB1*02 homozigot olan-olmayan ve DQB1*02-DQA1*05 olan-
olmayan hastalar ile hastaligin evreleriyle iliskisinin olup olmadigi Tablo 18’de

degerlendirildi. Sonuglar tek 6rneklem t testi yapilarak bulundu.

Tablo 18. DQB1*02/B1*02 homozigotlugu ve DQB1*02/A1*05 ile hastalik

evrelerinin iligkisinin degerlendirilmesi.

Hastaligin evreleri
3A 3B 3C

DQB1*02/B1*02 homozigot %09,6 %9,6 %3,2

hastalar (n:28) (n:12) (n:12) (n:4)

DQB1*02/B1*02 homozigot %41,6 %28,8 %7,2

olmayan hastalar (n:97) (n:52) (n:36) (n:9)
Toplam(n:125) p>0,05 p>0,05 p>0,05

DQB1*02-DQA1*05 olan hastalar %32,8 %27,2 %7,2

(n:84) (n:41) (n:34) (n:9)

DQB1*02-DQA1*05 olmayan %18,4 %11,2 %3,2

hastalar (n:41) (n:23) (n:14) (n:4)
Toplam (n:125) p>0,05 p>0,05 p>0,05
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Tablo 18’de gosterilen doku tipleri ile marsh evreleri arasinda istatistiksel

acgidan anlamli bulunmamustir.

IL-17A geninde rs2275913 polimorfizmi agisindan hasta ve kontrol grubunun
karsilastirmas1 Tablo 19’de gorulmektedir. Hasta grubu ile kontrol grubu AA, GA,
GG genotipleri Kikare testi yapilarak karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
derecede farkli bulunmustur. Ayrica genotipleri relatif risk acisindan degerlendirecek
olursak; hastalardaki GG ve GA grubunda RR>1 olarak saptanmustir.

Tablo 19. Hasta ve kontrol grubunun IL-17 polimorfizm sonuglarinin
karsilastirilmasi.

Genotip Frekansi

AA GG GA P
%(n) % (n) % (n)
Hasta %35,2(n:44) %16(n:20) %48,8(n:61) 0,029
Kontrol %51(n:51) %17(n:17) %32(n: 32)
Relatif Risk 0,86 1,17 1,90
Hasta ve kontrol grubunun A ve G allel frekanst Tablo 20°de
gosterilmektedir. Gruplar arasindaki allel frekans1 Kikare testi yapilarak
bulunmustur.
Tablo 20. Hasta ve kontrol gruplarinin A ve G allel frekansi.
G Allel Frekansi A Allel Frekansi P
Hasta Grubu (n:125) %22,4(n:101) %33,1(n:149)
Kontrol Grubu (n:100) %14,7(n:66) %29,8(n:134) 0,106
Relatif Risk 1,21 0,88

Hastalarda G alleli %22,4(n:101) iken A alleli %33,1(n:149) dur. Kontrol
grubundaki G alleli %14,6(n:66) A alleli %29,7(n:134) olarak bulunmustur. Hasta

grubunda kontrol grubuna oranla G allel frekansinin ve A allel frekansinin yiksek

oldugu goriilmiistiir.

bulunamamustir.

Buna ragmen p>0,05 oldugu icin alleller arasi fark
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Tablo.21 Enzime spesifik antikor dlzeyleri ve

IL-17 polimorfizm iligkisinin

incelenmesi.
Polimorfizm
Enzime p
spesifik antikor AA GG GA
dizeyleri
AGA IgA 1/10 %2,2(n:1) %5(n:1) -
AGA IgG 1/10 - - %1,7(n:1)
AGA IgG 1/50 - - %1,7(n:1)
AGA %6,7(n:3) %10(n:2) %3,3(n:2)
1gG>1/100
tTG %6,7(n:3) - %38,3(n:5)
IgA<1/100 0,78
tTG %77,8(n:35) %75(n:15) %75(n:45)
IgA>1/100
Normal enzim %6,7(n:3) %10(n:2) %10(n:6)
seviyesi
Toplam %100(n:48) %100(n:20) %100(n:60) -

CH tanist konulmus 125 hastanin, tan1 konulmadan 6nceki yapilan enzime

kars1 olusmus antikor tarama testi sonuglar1 ve polimorfizm karsilastirilmas: Tablo

21°de yapilmistir. Caligmadaki hastalar arasinda sayica fazla olan tTG IgA antikor

seviyesi 1>100 olan grupta en ¢ok GA polimorfizmi gorilmektedir. p degeri Kikare

testi sonucunda istatistiksel agidan anlamsiz bulunmustur.

Marsh evreleri ile genotip frekansi arasindaki iliskiye bakilacak olursa (Sekil
25) 3A evresine sahip %54,5 (n:24) hasta AA, %48,2(n:30) hasta GA, %50 (n:10)
hasta GG’dir. 3B evresine sahip %36,4 (n:16) hasta AA, %39,3(n:24) hasta GA,

%40(n:8) hasta GG’dir. 3C evresine sahip %9,1(n:4) hasta AA, %11,5(n:7) hasta
GA, %10(n:2) GG’ye sahiptir. p>0,05 oldugu i¢in marsh evresi ve polimorfizm

siniflamasi agisindan anlamlilik bulunmamustir.
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AA

GG

GA

m3A
m3B
m3C

Sekil 25. Hastalarin marsh evrelerine gore genotip frekanslari.

Ayrica 3A evresine sahip hastalarda %57,0(n:73) A alleli %43,0(n:55) G

alleli bulunmaktadir. 3B evresindeki hastalarda %61,5(n:59) A alleli %38,5(n:37) G
alleli bulunmaktadir. 3C evresindeki hastalarda ise %65,4(n:17) A alleli %34,6(n:9)
G alleli bulunmaktadir (Tablo 22). Pearson Kikare testi yapilarak anlamlilik

diizeyinde fark bulunamamastir.

Tablo 22. Marsh evrelerine gore A ve G allel frekanst.

3A 3B 3C p

A allel %57,0 %61,5 %65,4
(n:73) (n:59) (n:17)

G allel %43,0 %38,5 %34,6 p>0,05
(n:55) (n:37) (n:9)

Sadece CH bulunan hastalarin genotip frekansi agisindan karsilagtiracak

olursak %72,1 (n:31) AA %63,5 (n:40) GA %84,5 (n:16) GG dir. TIDM hasta
grubunda %16,3 (n:7) AA %19 (n:12) GA %5,3 (n:1) GG’dir. Anemili hastalarin ise
%11,6 (n:5) AA %12,7 (n:8) GA %10,5 (n:2) GG’dir. Colyak ve diger hastaligi

bulunan hastalarda ise GA alleli %4,8 (n:5)’dir.

frekans1 gosterilmistir.

Tablo 23’te ¢olyak ve sekonder hastaligi olan hastalarin genotip ve allel
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Tablo 23. Sadece ¢olyak ve diger hastaligi olanlarin genotip ve allel frekansi.

Genotip Allel
Hastalik
AA GG GA A Allel G Allel
%(n) %(n) %(n) Frekansi Frekansi
(S;?)?;;E %72,1 | %845 | %635 %67,5 %70
Fastast (n:31) | (n:16) (n:40) (n:102) (n:72)
CH + %16,3 | %5,3 %19 %17,2 %13,5
T1DM (n:7) (n:1) (n:12) (n:26) (n:14)
CH + %11,6 | %105 %12,7 %12 %11,6
Anemi (n:5) (n:2) (n:8) (n:18) (n:12)
CH +
Diger - - %4,8 %3,3 %4,9
Hastaligi (n:5) (n:5) (n:5)
Olanlar
%100 | %100 %100 %100 %100
Toplam (n:43) | (n:19) (n:63) (n:151) (n:103)
p >0,05 >0,05

Tablo 23’e bakildiginda A allelinin anemililere gére TIDM’li hastalarda G

allelinin de anemililere gore TLDM’li daha fazla oldugu goériilmektedir.

49



6. TARTISMA

Colyak hastaligi cevresel etmenler, genetik yatkinlik gibi nedenlerle
bagirsaklardaki villus yapisinin bozulmasina ve besinlerin emiliminin yetersizligine
sebep olan bir hastaliktir. Hastaligin sikligi cografi farkliliklar gostermektedir.
Avrupa’da hastaligin goriilme oran1 1/350 ile 1/2000 arasinda degisirken Avusturya
ile Irlanda da hastaligin goriilme siklig1 daha fazladir (91). En yiiksek goriilme siklig
Giiney Amerika’da (%4) Avrupalilarin gog ettikleri Kuzey Amerika, Avustralya gibi
bolgelerdir (%1). Bunlarin yani sira Glney Asya (Hindistan, Pakistanlilarda vb.)
(%0,6), Afrika (%0,5)’da da sik rastlanmaktadir (92). Ulkemizde CH gériilme siklig
%0,3 ile %1 arasinda degismekte olup Saglik Bakanligi verilerine gore Ege bolgesi
hastaligin siklig1 agisindan 5.bdlge olarak degerlendirilmektedir (91).

Yunanistan’da 2014 yilinda 1136 ¢ocukta yapilan calisma CH goriilme siklig
1:154 (93), 2015-2016 yillar1 arasinda ise Kibris’ta yapilmig olan ¢aligmada
hastaligin goriilme sikligir 6-10 yas aras1 3792 cocukta 1:256 olarak bulunmustur
(94).

CH tan1 koyma yas1 2000 yilinda Demir ve ark (95) tarafindan 5.2, 2010
yilinda Balamtekin ve ark.(96) tarafindan 7.2, 2015 yilinda Akay ve ark (97)
tarafindan 6.7, olarak bulunmustur. Calismamizda hastaligin baslangi¢ yasi acisindan
degerlendirdigimizde ise kadinlarin 8 erkeklerin 7 tim hastalarda ortalama olarak 7.5
bulunmustur. Ayrica ¢ocuk hastalarda yetiskin bireylere gore hastaligin goriilme
siklig1 daha yiiksek bulunmus (92). Megiorni F.ve ark (10) DQ2 ve DQ8 allellerinin
kizlarda erkeklere oranla daha fazla goriildigini belirtmesi Uzerine bizim
calismamiza bakildiginda DQB1*02 homozigot %9,6 (n:12) erkek %11,2 (n:14) kiz
hasta vardi. DQ2 sahip olan ise %30,4 (n:38) erkek %45,6 (n:57) kiz hasta oldugu
bulunmustur (10).

Cocuk ¢Olyak hastalarina tani konulurken anti-tTG, anti EMA ve AGA
antikor seviyelerine bakilmaktadir. 20 U/L Uzerindeki antikor dizeylerinin pozitif
olarak kabul eden yayin oldugu gibi (98) baz literatlir de ise tTG IgA antikoru >200
RU/ml, EMA IgA 1/100 ve >1/100 ise pozitif kabul edilmistir (99). Pratikte ise
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kullanilan kitin maksimum titresinin 10 U/mL {izerindeki degerlerin genel olarak
pozitif kabul edildigi belirtilmektedir (100).

Bao ve ark.(101) DQ2 ve DQ8 bulunan diyabetli hastalarda tTG enzim

seviyesi daha yiiksek bulunmustur.

T1DM’li ¢ocuk ¢Olyak hastalarinda 2002 yilinda Barera ve ark.(102) ylksek
oranda antikor pozitifligi bulmustur. Calismamizda ise ¢olyak ile birlikte diyabet

hastas1 olan 20 hastanin tTG enzim seviyesi >1/100 olarak bulunmustur.

Genetik yatkinliginda etkili oldugu bu hastalikta ESPGHAN, tan1 koymada
HLA kriterini de kabul etmistir. Hastalik ile ilgili yapilan ilk ¢caligmalarda HLA sinif
I etkisinin oldugu bulunmus olsa da giincel caligmalar yiiksek oranda HLA smif
I[Inin etkili oldugunu gostermektedir. Bircok ¢alismada DQB1*02’nin hasta

populasyon da ¢ok oldugu goriilmektedir.

2012 yilinda Mokhtari’nin (103) ¢6lyakli bireylerde yapmis oldugu ¢alismada
hastalarin %77,5” inde HLA DQ2 %22,4” (inde ise HLA DQ8 (DQB1*03:01) alleli

saptanmistir.

2014 yilinda 6403 gocuk hastada tarama yapilip, 1374 hastada HLA DR3-
DQ2 haplotipi bulunmus ve bu hastalarda enzim seviyelerinin oldukga yiiksek
oldugu belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda tiim hastalar CH tanis1 almisti ve DQ2.2 ve
DQ2.5 homozigot olan ve olmayan hastalarin antikor dlzeyleri arasinda fark
bulunmadi (104).

Tuystz ve ark. ¢olyak hastalarinda HLA DQA1*0501 DQB1*02 haplotip
sikligin1 hasta grubunda %83,6 kontrol grubunda %24 bulmus olup hastalarda

istastistiksel olarak anlamli oranda yiiksek oldugunu saptamiglardir (105).

2017°de Fasta c¢olyakli hastalarda yapilan hasta sonuglarinda DQ2.2
heterodimer ve DQ2.5 homozigot anlamli DQ2.5 heterozigot ve DQS kontrol
grubuna gore anlamsiz ¢ikmustir. Haplotip gecis en yiiksek frekansta HLA
DRB1*03-DQA1*05-DQB1*02 bulunmustur (106).
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2017 yilinda Antalya’da Bastiirk ve ark. (107) 102 ¢ocuk ¢olyak hastasinin
dahil edildigi ¢alismada %76’s1 DQ2 ve DQ8, % 67'si HLA DQ2, % 25'i HLA DQ8
cikmistir. Hasta grubunun sonucu kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak daha

anlamli ¢ikmugtir.

2018 yilinda Appak ve ark. (99) 2010-2017 yillar1 arasinda hastaneye
bagvuran ¢ocuk ¢olyak hastalari ile yapmis olduklar1 ¢calismada 151 ¢6lyak hastasinin
%35,96 (n:9) kardeslerininde ¢olyak hastasi oldugunu tespit etmislerdir. Calismaya
dahil edilen tiim hasta ve kardeslerin doku tiplerinin DQB1*02 DQA1*05 oldugu

gorilmiustir.

Calismada segtigimiz hasta populasyonunun diisiik ¢oztndrliklii tipleme
sonuglarinda da kontrol grubuna gére HLA DQB1*02’nin frekansinin yiiksek oldugu
gorulmektedir.  Ayrica disik ¢Oziiniirliklic  haplotip  gegisleri  agisindan
degerlendrildiginde en sik goriillen DQB1*02-DQA1*05-DRB1*03 olmustur.

Colyak hastaligi gibi TIDM’de HLA DQ2 ve DQ8 o6nemli risk
olusturmaktadir. 2016 yilinda Slovenyali ¢ocuk hastalarda yapilan ¢alismada ¢olyak
hastalarinin %55,88’inde, diyabetlilerde ise %16,42 ‘sinde DR3-DQ2 goriilmiistiir.
DR4-DQS8 ise ¢Olyaklilarda %4,41 diyabetlilerde %40,30 olarak goriilmiistiir (108).
Calismamizda HLA DQ*02-DR3 haplotipi sadece ¢olyakli ve ¢olyak ve diyabetli
hastalarda diisiik ¢oziiniirliklii sonuglart sirasiyla %62,1 ve %57,9°dir. DQ8-DR4
¢Olyaklilarda %14,9diyabet ve ¢olyaklr grupta ise %42,1olarak bulunmustur.

Jores ve ark.(109) HLA DQB1*0201 alleli icin homozigot olan hastalarda
histopatolojik zedelenmenin daha siddetli oldugunu belirtmislerdir. Calismamizda
yuksek ¢ozundrlukli tipleme yaptigimiz tiim hastalarda HLA DQBI1*02:01 alleli
homozigot olan sadece bir hasta vardi. Bir hasta ise DQB1*02:01 DQB1*02:02
heterozigot alleline sahipti. Hastalik evresi agisindan HLA DQ2 homozigot olanlarla,
heterozigotlar arasinda hastalik evreleri agisindan anlamli bir iligski yokken, iki grup
arasinda hastaligin baslangi¢ yast acgisindan fark vardi. Calismamizin aksine 2007
yilinda Murray ve ark.(110) DQ2 homozigot hastalarin hastalik riskini arttirdigini
ancak hastaliga baslangic yasi ve hastaligin siddeti agisindan fark olmadigini

sOylemistir. Yiiksek c¢oziiniirlikli tipleme sonug¢larimiza gére HLA DQB1*02
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homozigot olan 2 hastada hastaligin baslangic yas1 3 iken, homozigot olmayanlarda 7

olarak bulunmustur.

Tack (111), 2010 yilinda yazmis oldugu derlemede, hastaligin kizlarda
erkeklere oranla 2-3 kat daha fazla goriildiigiinii s6ylemistir. Calismamizda ise hasta

populasyon da kadin hastalar erkek hastalardan daha yiiksekti.

2010 yilinda Urdiin de yapilan calismada 44 ¢olyak hastasi, 47 kisi bu
hastalarin 1. derece yakinlari, 53 saglikli birey incelenmis. Hastalarda DQ2 %80 iken
l.derece yakinlarinda %66 kontrol grubunda ise %36°dir. Biitiin hastalarda
DQBI1*02:01 gozlenirken 1.derece yakinlarinda %79, saglikli kontrollerde ise %36
olarak bulunmus. DQA1*05:01 ise hastalarda %80 1.derece yakinlarda %70
kontrolde ise %50 olarak bulunmustur (112).

Krini ve ark. (113) 2012 yilinda Yunanistan da 118 c¢ocuk ¢Olyak
hastasinda yiiksek reziilosyonlu tipleme ¢aligmas1 yapmiglar. Allel bazinda yapilan
analizde hasta grubunda en yuksek frekanslar sirasiyla 95 (%40,3) HLA
DQB1*02:01, 48 (%20,3) DQB1*02:02, 95 (%40,3) DQA1*05:01, 49 (%20,8)
DQA1*02:01 olarak goriilmiistiir. Bu ¢alismanin haplotip gegisine bakilacak olursa
ilk sirada 95 (%40,3) DRB1*03-DQB1*02:01-DQA1*05:01 2.sirada 48 (%20,3)
DRB1*07-DQB1*02:02-DQA1*02:01 olarak bulunmustur.

2015 yilinda Rusya’da ¢dlyak hastalarinda DR-DQ birlikteligini incelemis ve
%30 DRB1*04 DQA1*03:01 DQB1*03:02, %30 DRB1*03 DQA1*05:01
DQB1*02:01 %25 DRB1*07 DQA1*02:01 DQB1*02:02, %15 DRB1*11
DQA1*05:05 DQB1*03:01 olarak bulunmustur (114).

2017 Ispanya da 196 hasta ile yapilan bir ¢alismada %83,67 DQ2.5 cis
formda yani DQB1*02:01 DQA1*05:01, %9,18 trans formda DQ7-DQ2.2 yani
DQB1*03:01 DQA1*05:05 ve DQB1*02:02 DQA1*02:01 ¢ikmistir. Calismada
DQS8 agisindan hasta ve kontrolde fark bulunmamistir (47).
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Murad ve ark. (115) 2018 yilinda Suriye’de sekans spesifik primer (SSP-
PCR) 49 ¢olyak hastasi ¢ocuk ve 58 kontrol grubuyla yaptigi ¢alismada %77,6
DQB1*02:01, %10,2 DQB1*03:02 olarak bulunmustur.

Yiiksek ¢ozinirlikli HLA DQBI tiplemesi yapilan ¢alisma grubumuzda
DQBI*02 ve DQBI1*03 allelleri yaygin olarak goriilmektedir. Hastalarda
DQB1*02:01 ve 02:02 frekanslar1 kontrollerden daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Kontrol grubunda en yaygin olarak DQB1*03’{in ii¢ alt alleli saptanmistir. HLA
DQB1*03:01 ve 03:03 kontrollerde hastalardan daha yaygin iken *03:02 alleli hasta
grubundan daha diisiik frekanstaydi. Ayrica yiiksek ¢oziliniirliikli tipleme sonuglar
ile marsh evrelerinin iligkisini inceledigimizde istatistiksel olarak anlammli

bulunmamastir.

IL-17’nin proenflamatuvar immiin yanitlarda rol oynadigindan otoimmun
hastaliklarda roliinii anlamak igin yapilan pek ¢ok galisma vardir (116). 2002 yilinda
Hamzaoui ve ark.(117) aktif Behget hastasi olan kisilerde IL-17 seviyesini inaktif
donemde olanlara gore daha anlamli bulmuslardir. 2009 yilinda yetiskin Behget
hastalarinda yapilan g¢alismada IL-17 seviyesi hastalarda kontrol grubuna gore
anlamli bulunmustur (118). 2018 yilinda Ankilozan spondilitli hastalarda 1L-17
seviyesi kontrol grubu ile karsilagtirilmis. Serum diizeyinde yapilan bu g¢alismada

hasta grubunda anlamli derecede fark saptanmustir (119).

Otoimmiin hastaliklardan birisi de ¢dlyak hastaligidir. Monteleone ve ark.
(67) 2010 yilinda 27 yetiskin aktif CH, tedavi edilen 19 ¢6lyak hastasi ve 26 saglikli
kontrolden biyopsi Ornekleri alinarak g¢alisgilmis. IL-17A RNA ekspresyonu aktif
¢olyak hastalarinda tedavi edilen hastalara ve kontrol grubuna gore daha anlaml
bulunmustur  (p<0,001). Ayrica ELISA yontemiyle ILI7A’nin  protein

ekspresyonlarinin da aktif hasta grupta anlamli oldugu goriilmiistiir.

2012 yilinda Finlandiya ve Isve¢’teki galismada CH'nin farkli evrelerinde
doku transglutaminaz antikoru (tTG), potansiyel CH'li pozitif cocuklar, tedavi
edilmemis ve glutensiz diyetle tedavi edilmis CH'li ¢cocuklar ve TLDM'li ¢cocuklarda
dahil olmak Uzere mukozal IL-17 arastirilmis. Bu arastirmayr hastalardan biyopsi
ornegi alarak CaCo-2 epitelyal hiicrelerinde yapmuslar. 1L-17 ve Foxp3 mukozal

ekspresyonu tedavi edilmemis hastalarda yiiksek olarak bulunmustur. Thl7
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hiicrelerinin sayist ¢dlyakli ¢ocuklarda TIDM’li ¢ocuklardan daha fazla oldugu
bulunmustur. IL-17'nin up regulasyonu, villoz atrofi ve aktif CH'nin gelistirilmesi

icin bir biyo-belirteg olarak kullanilabilir sonucu ¢ikartilmistir (68).

2013 yilinda Leeuwen V. (120) cocuk ¢oyak hastalarindan alinan biyopsi
ornekleriyle real time c¢alismasi yaparak IL-21 kontrol grubuna gore hastalarda
anlamlt fark bulunmus ancak IL-17 icin fark gozlenmemistir. Ekspresyon
caligmalarindaki bu sonuglart etkileyen ¢esitli faktorler olabilir. 1L-17 genindeki
SNP’lerin de ekspresyon diizeylerini etkileyen faktorlerden olabileceginden tez
caligmasinda SNP arastirmasi yapildi. Sonug olarak GA ve GG genotipinin ¢dlyak
hastalarinda yiiksek oldugu belirlendi. Bu genotiplere sahip olan kisilerin hastaliga
yakalanma ihtimalinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ancak, hastalik evresi CH
ve sekonder hastaligt da olanlarda ve enzimlere spesifik antikor dizeyinde

istatistiksel agidan farklilik saptanmamustir.

Lahdenpera ve ark. (121) 2014 yilinda pediatrik tedavi goérmemis ¢olyak
hastalarinda mukozal IL17A ekspresyon seviyesinin kontrol grubu ve tedavi edilen

gruba gore daha yiiksek oldugunu gostermistir.

Cinde 2014 yilinda 622 Multiple sklerosis hastasi 743 kontrol ile yapilan
polimorfizm c¢alismasinda IL-17A anlamli fark bulunmazken IL-17F anlamli

bulunmustur (122).

Tunusta 171 astimli ¢ocuk ve saglikli kontrolle yapilan IL-17A ve IL-17F
polimorfizm c¢alismasinda IL-17A ve IL-17F kontrol grubuna kiyasla calisma
grubunda daha anlamli bulunmustur (123).

2016 yilinda Ankara’da 18 yasindan biiyiikk 142 Behget hastasinda 140
kontrolde IL-17 (rs2275913 ve rs 763780 SNP) 2 farkli SNP seviyelerine bakilmis.
Hasta ve kontrol grubundan olusan 2 grup arasinda anlamli fark bulunmamistir
(124).

Borelli ve ark. (125) 2016 yilinda Italya’da 76 aktif cocuk CH, 90 potansiyel
cocuk CH, 58 kontrol grubundan (toplam 224) biyopsi 6rnekleri alinarak 1L-17 ve
IL-21 RNA ve protein ekspresyonlarina bakilmig. IL-21’in RNA ekspresyonu
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potansiyel hastalar ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda aktif CH anlamli derecede
diisiik seviyede bulunmustur. IL-17A RNA ekspresyonu aktif CH, potansiyel hasta
grubu ve kontrol grubuna oranla anlamli derece diisiik bulunmus.
Immiinhistokimyas1 potansiyel CH’larinin lamina proprialarinda IL-17A (reten
hiicrelerin yogunlugunun, aktif CH'dan anlamli derecede diisilk oldugunu ancak

kontrollere benzer oldugunu géstermistir.

Colyak hastaligr le ilgili olarak tilkemizde IL-17 polimorfiziminin bakildig:
tek calisma Akbulut ve ark. yapmis oldugu g¢alismadir. Diinya’da ise az sayida
yapilmis olmasi ¢alismanin detayli olarak tartisilmasini sinirlandirmistir. Ancak pek

¢ok otoimmiin hastaliginda etkili oldugu gerekli literatiir taramalariyla gosterilmistir.

Akbulut ve ark. (126) 2017 de ¢ocuk ¢6lyak hastalarinda yaptigi ¢alismada
IL-6 ve IL-17 polimorfizm calismasinda 83 hasta ve kontrol arasinda IL-6’y1 anlamli
derece farkli bulup IL-17 de bizim sonuglarimizin aksine fark bulamamislardir.
Ayrica hasta grubunda 20 marsh 3A, 20 marsh 3B, 44’ marsh 3C evresinde hastalar
ile ¢alisilmistir. Bizim c¢alismamiz ise bunun aksine en ¢ok 63 marsh 3A, 49 marsh
3B, 13 marsh 3C evresine sahip hastalardan olustu. Akbulut ve ark. yaptig1 ¢alisma
sonucunda da bizim ¢aligmamizda oldugu gibi marsh evreleri ile IL-6 ve IL-17

polimorfizmi arasinda istatistiksel agidan fark bulunmamaistir.
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7. SONUC VE ONERILER

Colyak hastaliginda en O6nemli genetik risk faktorii olan HLA DQB1 alt
alleller agisindan ¢alismamizi degerlendirdigimizde SBT ile yapilan yiiksek
¢cOzUnlrluklh tiplemede hastalarda en ¢ok DQB1*02:01 gorildiigli saptanmustir.
Ayrica bununla birlikte hastalarimizin diisiik rezollisyonlu sonuglarinda HLA
DQB1*02 yanisira DQA1*05, DRB1*03 allellerinin de yaygin oldugu goriilmiistiir.
DQ2’nin genel popiilasyonda c¢ok goriilmesi bireylerin farkinda olmadan
asemptomatik hasta olabilecegini ve ailesinde CH olan varsa kesinlikle taramadan
gecmesi gerektigini gostermektedir. Colyak hastalarinda en riskli allel olarak kabul
edilen DQB1*02/02 ve DQB1*02/DQA1*05 homozigotlarda AGA anti-tTG antikor
diizeyleri agisindan ve hastaligin evresi agisindan istatistiksel anlamli fark olmadigini

saptadik.

HLA lokusu ile birlikte ¢olyak hastaligina yatkinliga neden olan 43 lokus
bulundugu bildirilmistir. Bu lokuslarin biiyiik boliimii diger otoimmiin hastaliklar ile
de iligkili bulunmustur. CH’nda, HAPMap (Insan genomunun haplotip haritas1) ve
GWAS (Genom c¢apinda iliskilendirme c¢aligmalar1) calismalar1 ile genetik
varyasyonlarin rol oynadiklar1 ortaya konulmustur. Bu calismalarda CH ile iliskili
genlerde SNP’lerden kaynaklanan polimorfizmler saptanmistir (12). Bizde
calismamizda otoimmiin hastaliklarda 6nemli bir sitokin olan Th17°den tiretilen IL-
17 genindeki SNP’lerini arastirdik. Colyak hastalarinda IL-17A rs2275913°deki SNP
polimorfizminin anlamsiz oldugunu saptayan calismalar mevcutken (126), bizim
calismamizda rs2275913°deki genotip frekanst kontrollere gore istatistiksel agidan
anlamli ¢itkmasinin nedeninin, hasta sayisi, popiilasyon farkliliklar ve etnik yapidan

kaynaklanabilecegini diisiiniiyoruz.

(Colyak hastalarinda biyopsi ornekleri ve aktif ¢olyak hastalarinin kanlartyla
yapilan MRNA ekspresyon ¢alismalarinda ve IL-17 protein diizeyindeki ¢alismalarda
anlamli sonuglarin oldugu goriilmektedir. IL-17 genindeki bu polimorfizmin gen ve
protein ekspresyonlarini etkilemesi muhtemeldir. Bu amagla 1L-17 sitokin seviyeleri
de olgiilerek degerlendirme yapilabilir. Elde edilen sonuglar tez ¢alismasina da katki

saglayacaktir.
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Bu durum ¢6lyak hastaliginin tanisinin konulmasina yardimer olarak IL-17
‘ye de bakilabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak konu ile ilgili dogru yorumu
yapabilmek i¢in yeterince yayin bulunamamistir. Bu ylizden daha fazla g¢alisma

yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tez c¢alismasina dahil edilen hastalar cinsiyet 6zelligi agisindan
degerlendirildiginde ise, istatistiksel ag¢idan anlamli olmamakla birlikte kadin
hastalarin sayisi1 erkeklerden daha fazla idi. Sonuglarimizin bu agidan literatiir ile

uyumlu oldugu goriilmektedir (106).
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