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OZET

COLYAK HASTALARINDA GLUTATYON PEROKSIDAZ (GSH-Px) VE
SUPEROKSID DISMUTAZ (SOD) ENZIM POLIMORFiZMIi

(Colyak hastaligi (CH) (Gluten Sensitif Enteropati); arpa, bugday, yulaf ve ¢avdar
gibi hububat iriinlerinde bulunan gluten’in gliadin fraksiyonuna kars1 olusan,
mukozal inflamatuar hasar tarafindan tetiklenen, malabsorbsiyon ile karekterize
multifaktoriyel inflamatuar bir ince barsak hastaligidir. Hem genetik hem de c¢evresel
faktorlerin etkiledigi ¢olyak hastaliginda ishal, kusma, karm agrisi, kilo kaybi, genel
giicstizliik, kas erimesi, istah azalmasi, kotii kokulu, gri renkli ve yagl diski, bliylime
ve gelisme geriligi, anemi ve vitamin eksiklikleri siklikla goriilen klinik
semptomlardir. Colyak hastaliinin patogenezini arastirmaya yonelik ¢alismalarda
oksidatif stresin 6nemli oldugu goézlenmistir. Bu sebeple CH patofizyolojisini
aydinlatmak amaci ile molekiiler diizeyde SOD ve GSH-Px enzimlerinin gen
polimorfizmlerinin incelenmesinin yararli olacagi diisiinlilerek bu c¢alismamiz
planlanmigtir.

Calismamizda ¢olyak mutasyonu (DQA1*0501, DQB1*0201 ve DRB1*04)
olan 117 hastanin 96’sinda (%83,75) SOD enzim polimorfizmi saptanirken 68’inde
(%58,12) GSH-Px enzim polimorfizmi tesbitedildi. Colyak mutasyonu bulunmayan
148 kisilik kontrol grubundakilerin 116’sinda (%78,38) SOD enzim polimorfizmi ve
89’unda (% 60,14) GSH-Px enzim polimorfizmi tesbit edildi.

Bu ¢alismamiz, CH’nda SOD ve GSH-Px enzim polimorfizminin istatiksel
olarak anlamli diizeylerde olmasa dahi var oldugunu, farkli diizeylerde
etkilendiklerini, yine enzim aktivitelerindekine benzer sekilde SOD enzim
polimorfizminin GSH-Px enzim polimorfizminden daha sik goriildiigiini

desteklemektedir.

Anahtar kelimeler: Colyak Hastaligi , SOD, GSH-Px, polimorfizm, RT-qPCR

Bu proje 2009/2 no ile Gaziosmanpasa Universitesi, Bilimsel Arastirma Projeleri

Komisyonu tarafindan desteklenmistir.



ABSTRACT

EVALUATION OF GLUTATHIONE PEROXIDASE (GSH-Px) AND
SUPEROXIDE DISMUTASE (SOD) ENZYMES POLYMORPHISM IN CD
(CELIAC DISEASE) PATIENTS (*)

Celiac disease (CD) (Gluten sensitive enteropathy) is a multifactorial
inflammatory small bowel disease characterized by malabsorbtion triggered by
mucosal inflammatory damage formed against gliadin fraction of gluten found in
cereals like wheat, barley, rye, and oat. In the CD which is affected by both genetic
and environmental factors; diarrhae, vomiting, abdominal pain, weight loss, general
weakness, muscle wasting, loss of apetite, bad smelling and gray in color stool,
growth and development retardation, anemia, and vitamin deficiencies are frequently
seen symptoms. In the studies aimed to investigate the pathogenesis of the CD, it has
been seen that oxidative stress is important. In order to illuminate the
pathophysiology of CD; our study has been planned by thinkig that studyig gene
polymorphisms of SOD and GSH-Px enzymes at molecular levels might be helpfull.

In our study; out of 117 patients who have CD mutations (DQA1*0501,
DQB1*0201 ve DRB1*04); in 96 (83,75%) we have detected SOD enzyme
polymorphism and in 68 (58,12%) have detected GSH-Px polymorhism. Out of 148
patients who have not CD mutations; in 116 patients (78,38%) we have detected
SOD enzyme polymorphism and in 89 (60,14%) we have detected GSH-Px enzyme
polymorphism.

Our study supports that in CD; eventhough SOD and GSH-Px polymorpisms
are not present statistically at meaningful levels in fact they are present. Our study
supports that similar to enzyme activities of SOD and GSH-Px, SOD enzyme
polymorphism is more frequently seen than that of GSH-Px.

Key words: CD, SOD, GSH-Px, polymorrphisms, RT-qPCR

(*) This Project has been supported by Gaziosmanpasa University, Scientific

Research Projects Committee.(2009/2)
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1.GIRIS ve AMAC

(Colyak hastaligt (CH) (Gluten Sensitif Enteropati); arpa, bugday, yulaf ve
cavdar gibi hububat {iriinlerinde bulunan gluten’in gliadin fraksiyonuna kars1 olusan
mukozal inflamatuar hasar tarafindan tetiklenen malabsorbsiyon ile karekterize
multifaktoriyel inflamatuar bir ince barsak hastalifidir (1, 2). Hem genetik hem de
cevresel faktorlerin etkiledigi ¢olyak hastaliginda ishal, kusma, karin agrisi, kilo
kayb1, genel giicsiizliik, kas erimesi, istah azalmasi, kotl kokulu, gri renkli ve yagh
digki, biiylime ve gelisme geriligi, anemi ve vitamin eksiklikleri siklikla goriilen
klinik semptomlardir (2).

Hastaligin etyolojisini incelemeye yonelik ¢caligmalarda, vakalarin c¢ogunda
MHC (Major Histocompatibility Complex) bolgesinin 6p21,3 kromozomunda
yerlesmis olan HLA (Human Leukocyte Antigen) genlerinin varyantlari olan HLA-
DQAT1*0501 ve DQB1*0201 allellerini tasiyanlarda ¢olyak hastaligi riskinin artmig
oldugu gozlenmistir. Daha az sayida hastada ise DQA1*03-DQBI1*0302
heterodimeri ya da tek bagina DQA*05 veya DQB1*02 varlig1 saptanmstir (3).

Serbest radikaller; bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron igeren atom
veya molekiiller olup bu ortaklanmamais elektronlar1 nedeniyle oldukga reaktif yapilar
olup siiperoksit anyonu (O,*"), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikallerinden
(OH®) olusmaktadirlar (4, 5). Serbest radikallerin asir1 miktarlarda {iretimine neden
olan durumlar, hiicrede oksidan/antioksidan dengesinin bozulmasina, detoksifiye
edilemeyen radikallerin hiicrede degisik yapilar1 oksidasyona ugratmasina ve bir¢ok
hastaligin olusumuna neden olmaktadir (6). Oksidatif hasara neden olan serbest
radikalerin artismna bagli olarak, gelisen hasari dnlemeye yonelik birgok savunma
sistemleri devreye girer. Kisaca antioksidanlar olarak da adlandirilan bu savunma
sisteminde siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) 6nemli
antioksidan enzimler arasinda ilk siralarda yer almaktadirlar (7).

(Colyak hastaliginin patogenezini arastrmaya yonelik ¢aligmalarda oksidatif
stresin ¢ok Onemli oldugu rapor edilmistir (8, 9). Oksidatif stres belirteclerinden
TBARS (thiobarbituric asid-reactive substance) ile karbonil gruplar1 arastirilmis ve
¢olyak hastalarinda redoks dengesinin bozuldugu, bunun da protein ve lipidlerde

ciddi hasarlara neden oldugu saptanmistir (9). Yine bu calismalarda, colyak



hastaliginda bir antioksidan enzim olan SOD aktivitesinde 6nemli derecede artis
gozlenirken, bir diger bir antioksidan enzim olan GSH-Px aktivitesinde ise ¢ok
anlamli diizeylerde azalmalar oldugu tespit edilmistir (10).

Insan genom calismalarinda kaydedilen ilerlemeler sayesinde oksidatif stresin
pek cok genetik hastaligin gelisiminde onemli bir etken oldugu bilinmektedir.
Yaptigimiz literatiir arastirmalarinda; antioksidan enzimlerle, ¢olyak hastaligi
arasindaki iliskiyi agiklamaya yOnelik pek ¢ok yaym olmasina ragmen, genetik
yatkiliga dayanan bu hastaligin etyolojisini tanimlamak adma ¢dlyak hastaliginda
GSH-Px ve SOD polimorfizmini incelemeye yonelik herhangi bir yayma
rastlanmamastir.

Bu verilerden yola ¢ikilarak ¢olyak hastaliginda gozlenen artmis oksidatif
strese cevap olarak degisen GSH-Px ve SOD aktivitesinin bir gen polimorfizminden
kaynaklanip kaynaklanmadiginin incelenmesinin bu hastaligin etyolojisinin tam
olarak belirlenmesine ve yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine yardimci olacagmi

diistinmekteyiz.



2.GENEL BIiLGILER

2.1 Tanim

(Colyak hastaligt (CH) (Gluten Sensitif Enteropati); arpa, bugday, yulaf ve
cavdar gibi hububat {iriinlerinde bulunan gluten’in gliadin fraksiyonuna kars1 olusan
mukozal inflamatuar hasar tarafindan tetiklenen malabsorbsiyon ile karekterize
multifaktoriyel inflamatuar bir ince barsak hastaligidir (1, 2).

2.2 Tarihce

(Colyak hastalig1 ile uyumlu semptomlarn bilinen en erken tarifi Yunanl
Doktor Aretaeus (11) tarafindan ikinci yiizyilda yapilmistir. 19.ylizyilda (1887)
Samuel Gee ve diger doktorlar (11,12) hastaligin semptomlarini ve karakteristik
ozelliklerlerini tanimlamis ve tedavi hakkinda cesitli fikirler 6nermislerdir. Colyak
hastaligt ayrica ‘gluten intolerans’, ‘gluten sensitif enteropati’,’nontropical
sprue’,’¢colyak sprue’isimleri ile de bilinmektedir. “Sprue”, Hollandaca bir kelimedir
ve giicten diisme, zayiflama anlamindadir (13). 1953’de hastaligin etkeni olan
bugday, arpa, ¢avdar gibi tahillarin diyetten ¢ikarilmasinin énemli oldugunu ilk fark
eden Hollandal1 bir cocuk doktoru olan William Karel Dicke olmustur. 1954’de John
W.Paulley (11,12) ise barsaktaki hastalikla iligkili histo-patolojik degisiklikleri, genis
diiz villuslar ve ince barsak mukozasinda yogun, kronik lenfoepitelyal hiicre
infiltrasyonu olarak tanimlamistir. Mukozal hasarin derecelendirilmesi ilk kez Marsh
tarafindan yapilmistir. Marsh (11,12), ¢olyak hastaliginin patolojik spektrumunu
gosterip, barsak mukozasinda glutene bir cevap olarak gelisen anormalliklerin
derecelendirilmesini yapmistir. Hastaligin belirli HLA isaretleri ve glutene 6zel T
hiicreleri ile iliskisinin kesfi ve yine transglutaminaz 2 (TG2)’nin anti-endomisyal
antikorlarin hedef otoantijeni oldugunun fark edilmesi 1980-1990 yillar1 arasinda

gerceklesmistir (11).

2.3 Epidemiyoloji

(Colyak hastaliginin  gergek prevalansi, bu hastaliga yatkinligi olan
toplumlarda 6nceden tahmin edildiginden ¢ok daha yiiksektir. Bunun sebebi, genis
serolojik taramalar yapilamadig: siirece bircok vakaya tani konulamamasidir (14).

(Colyak hastaliginin prevalansi hakkinda bilgilerin ¢oguna, hastaligin diinyanin diger

3



bolgelerine goére daha fazla gorildigli disiiniilen Avrupa iilkelerinden
ulagilmaktadir. Son zamanlarda bazi yazarlar Asya, Orta Dogu, Kuzey Afrika ve
Giiney Amerika {izerine yeni bilgiler yaymlamaya baslamuslardir (12). Onceleri
Birlesik Devletlerde Colyak hastaliginin prevalanst 2000 veya 3000’de bir olarak
tahmin edilmekteydi. Ancak hastaligin ortaya cikis semptomlarmin cesitliliginin
anlasilmas1 ve dogru serolojik testlerin taniya yardimci olabileceginin farkia
varilmasi, hastalik prevalansinin tahmin edilebilirligini 10 kattan daha fazla
arttrmustir (13). Briani ve ark. (11) hastaligin herhangi bir yasta goriilebilecegini,
diger otoimmiin hastaliklarla birlikte olabilecegini ve kadinlarda erkeklerden
yaklasik 3 kat daha siklikla bulunabilecegini rapor etmistir. Son zamanlarda yapilan
bir biiyiik epidemiyolojik ¢alismada; asemptomatik kisilerin 133, gastrointestinal
semptomlar1 olanlarin 56, ikinci-derece yakinlarinda hastalik olanlarin 39 ve yine
birinci derece yakinlarinda hastalik olanlarin 22°de birinde ¢dlyak hastaliginin
gorildigi saptanmistir (13). Bu hastalik bir zamanlar pediyatrik populasyonun nadir
goriilen bir hastalig1 olarak disiiniilirken, giiniimiizde Birlesik Devletler’de ve
diinyanin diger bircok bolgesinde yaklasik her 100 kisiden birinde hastaligin
bulundugu ifade edilmektedir (11). Monozigot ikizler arasinda %70-75 ve birinci
derece akrabalar arasinda %5-22 uyum orani gosterilmistir (15). Epidemiyolojik
caligmalarda hastaligin, niifusunu ¢ogunlukla Avrupa kokenli gd¢gmen topluluklarin
olusturdugu Giliney Amerika {ilkelerinde goriildiigii ¢cok onceden gosterilmistir(16,
17). Her ne kadar Afrika’nin pek ¢ok bolgesinde CH’nin sikligi bilinmese de,
hastaligin diinyadaki en yiiksek prevalansi (%5.6), Arap-Berberi kokenli olup, bat1
Sahara’da yasayan Saharawilerde tanimlanmistir (18). Bunun sebebi Saharawi
toplumunda kan bag1 akrabalig1 olanlar arasinda evliliklerin ¢ok yaygimn olusu ve yine
HLA-DQ2 ve DQS8’in ¢ok sik goriilmesi olabilir. Gluten tiiketimi de bu toplulukta
oldukga yiiksek seviyededir(19).

CH Misir’lt ¢ocuklarda da sik goriilen ve genellikle tani konamayan bir
bozukluktur (20). CH i¢in son zamanlarda Tunus’ta 6284 ¢ocukta yapilan biiyiik bir
taramada, hastaligin prevalanst 1/157 olarak bulunmustur (21). CH ayrica
Ortadogu’da da sik goriilen bir bozukluktur (22). Iran, Irak, Suudi Arabistan ve
Kuveyt’de yapilan ¢alismalarda saptanan kronik ishal vakalarinin, yetiskinlerde %20

ve ¢ocuklarda da %18.5’inden CH’nimn sorumlu oldugu bulunmustur. Urdiin’den bir



caligmaya gore de CH’nin yiiksek siklikla goriilme oraninin, toplumun ¢ok miktarda
bugday tiikketmesiyle yakin iliskili oldugu ifade edilmistir (135kg/kisi/yil) (23).
Hindistan’da CH’nin ortalama prevalansi tam olarak bilinememesine ragmen,
bugdayin ana besin kaynagi oldugu bu iilkenin kuzey bolgesinde hastalik sayisinin
yiiksek olmasi muhtemeldir (24). Uzak Dogu iilkelerinde CH hakkinda bilgiler
oldukca kisithdir. HLA-DQ2/DQS8 genlerinin prevalansinin diisiik olmasi ve diistik
glutenli gida tiiketimi, bu populasyonlarda hastaliin prevalansinin da diisiik

olmasmin ana nedeni olabilir. (25).

Genel populasyonda 1/133
Semptomatik ¢cocuklarda 1/322
Semptomatik yetigkinlerde 1/105
(CH’na sahip kisilerin birinci derece 1/22
akrabalarinda

(CH’na sahip kisilerin ikinci derece akrabalarinda 1/39
(CH’na sahip kisilerin ikinci derece akrabalarinda 1/60
Afrikali-,Hispanik- ve Asyali Amerikalilarda 1/236
Diinya genelinde prevalans 1/266

Sekil 1: CH’nin tahmini prevalansi (12)

2.4 Genetik

CH genetik temele dayali hastaliklardan en sik goriilenlerden birisidir. CH,
multigenik bir hastalik olup smif II HLA genetik yatkinligin %40’m1 olusturur.
Primer HLA birlesmesi DQ2(DQA1*05/DQB1*02) ve
DQS8(DQA1*0301/DQB1*0302) iledir. Antijen olusturan hiicrelerin hiicre yiizey
proteinleri, CH’na yatkinliga neden olur. HLA proteinlerinin varligi hastaligin
gelisimi i¢in gereklidir ancak yeterli degildir. HLA olmayan ¢esitli genler de CH icin
genetik riske ilave katkida bulunurlar (11). CH’1 bulunan kisilerin yaklagsik %97’si
kromozom 6p21°de smif II HLA, 06zellikle HLA-DQ2 ve HLADQ-8 olarak



adlandirilan genetik bulguya sahiptir. Bunlarin varliklar1t CH’nin gelisimi i¢in
gereklidir. Bu alellerin yoklugu nerdeyse tanidan tamamen uzaklastirir. HLA-DQ2
(Colyak hastalarinin %90°dan fazlasinda bulunur. Geri kalanlarin ¢ogunda da HLA-
DQS8 bulunur (12).

CH, HLA-DQ2 ve/veya HLA-DQS8 genlerini tasiyan kisilerde gelisir, fakat
glutene maruz kalan ve genetik olarak yatkinlig1 olan kisilerin tamaminda gelismez.
Bilinmeyen g¢evresel faktorler, stres (enfeksiyon, ameliyat veya hamilelik) ve heniiz
belirlenememis genler de hastaligm gelisimi i¢in dnemlidir (13).

HLA olmayan faktorler: Rho-GTP’az proteinler, 6rnek olarak MYO9B
tarafindan kodlanan miyosin IXB epitelyal sitoskeletal organizasyonda rol alir. Yine
hastalikla iligkili oldugu diisiiniilen genetik durumlardan biri olan SPINK (Kazal tip
serin proteaz inhibitorleri) genleri, doku korunmasinda kontrolden ¢kmis proteoliz ve
bakteriyel bliylimenin dnlenmesinde rol alir. (12).

HLA kompleksi yiliksek derecede polimorfik kromozom 6p21°in 4Mb
bolgesinde 200’den fazla gen ve 3000°den fazla bilinen aleli mevcuttur (26). HLA
smif II molekiilleri, ekzojen peptid antijenlerinin T hiicrelerine sunulmasmda gorev
alirlar. CH ile iliskisini aragtirmaya yonelik ilk ¢aligmalarda B8 ve daha sonra DR3
molekiillerini belirlemek i¢in serolojik metodlar kullanilmustir (27, 28). Yapilan
calismalar DQ2’yi ve oOzellikle HLA-DQ2(A1*0501,B1*0201) heterodimerini
kodlayan HLA-DQA1*0501 ve DQB1*0201’nin kombinasyonunu CH’nin sebebi
olarak 6ne ¢ikarmistir (29). Bu heterodimer cis (bir altiinite maternal, biri de paternal
haplotiplerden gelir) veya trans (aleller ayn1 haplotip tizerindedir) olarak kodlanabilir
(30). Cesitli arastirmalar cis haplotipi homozigotluguna veya ikinci bir DQB1*02
alleline sahip olmanm hastaliga yatkinhigi artrdigmi gdstermistir.(30, 31). Ikinci
B1*02 aleli DQB1*0202 ve DQA1*0201’yi tasiyan DR7-DQ2 haplotipi iizerinde
kalitilir fakat bu haplotipe tek basma sahip olmak CH’na yatkinlifa sebep olmaz
(32).

HLA gen-doz etkisini agiklamak i¢in Vader ve ark. tarafindan yapilan in vitro
caligmada; proliferasyon diizeyi ve gluten-reaktif T hiicre klonlarmin sitokin
cevaplarinin, DQ tipine ve gen dozuna bagli oldugu goriilmiistiir (33). Bu arastirma,
T hiicre cevabmnin DQ2-5 homozigotlar1 i¢in en yiiksek, DQ2-5/2-2 i¢in orta
derecede, DQ2-5/x heterozigotlar i¢cin diisiik ve DQ2-2 i¢in en diisiik oldugunu



gostermistir. HLA-DQ2-5 molekiilii cis veya trans formunda kodlanir. Kuzey Avrupa
kokenli hastalarin yaklasik %90’mda bulunur. Kalanin biiyiikk kismi HLA-DQS
(genetik olarak DQA1*03,DQB1*0302) tasir (34, 35). HLADQ2 ve HLA-DQ8 CH
gelisimi icin gerekli fakat yeterli degildir. Saghkli Kafkas toplumunun %30’unda
DQ2 mevcuttur (36). Genel olarak CH’nda aday gen calismalarinda, HLA-DQ
disinda genetik yatkinlik lokusu kesin olarak belirlenememistir (37).
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Sekil 2: HLA’lar insan MHC bolgesinde ki genlerin iirliniidiir. MHC genleri
kromozom 6 iizerinde yerlesmislerdir (37)

Insan MHC bélgesinde kodlanan iic smif (I, II ve III) HLA molekiilii
belirlenmistir. Yapt ve fonksiyon acisindan Sinif I antijenler; HLA-A, B, C
genlerinin ve daha az 6nemli HLA-E, F, G ve smnif | psddogenler HLA-H, J, K, L ve
P ana iriinlerini belirlerler. Diger taraftan Sinif II antijenler; HLA-DQ, DR ve DP
genlerin ve daha az 6nemli HLA-DM ve DO ana iirlinlerini belirlerler (38). Bunun
aksine, sinif I ve II arasinda yerlesmis olan sinif III bolgesi, 20 genin toplamimi igerir
ve kompleman, hormonlar ve intraseliiler peptid islemini kodlar (39). Cesitli HLA
lokuslarinin her biri i¢in toplumda ¢esitli aleller mevcuttur. Bu aleller tek bir kiside,
bir tek lokusta kodominant ekspresyon gdsterirler. Bunun anlamai; her bir kisi, her bir
lokus i¢in en fazla iki alel’e sahip olacaktir. Bunun biri anneden gelirken, digeri
babadan gelecektir. Bu alellerin ikisi birlikte ifade edilir. Memelilerde, smif I
antijenler olan HLA-A, B ve C, c¢ogu c¢ekirdekli hiicrelerin yiizeyinde ve
trombositlerde bulunur. Eser miktardaki simif I antijenler ise, olgun eritrositlerin

tizerinde bulunur ve belirli allotipler digerlerinden daha iyi eksprese edilirler (37).



Trombositler, HLA-A ve B antijenlerini daha fazla, HLA-C antijenlerini daha
zay1f sekilde eksprese eder. Smuf II antijenlerini ise hi¢ eksprese edemezler (37).
Diger taraftan, atipik smif I genler (E, F, G) diisiik derecede eksprese edilir ve HLA-
A, B, C genlerinin yogun polimorfizmini gostermezler ve immiin sistemde sinirlt
fonksiyona sahiptirler. HLA-E dogal o6ldiiricii hiicrelerin  aktivitesinin
diizenlenmesinde gorev alirlar. HLA-G temel olarak trofoblastlarda eksprese edilir
ve fetiisiin maternal immiinotoleransini etkileyebilir. (40).

Smif II antijenler; B lenfositlerinin, monositlerin, makrofajlarin, dendritik
hiicrelerin endotelyal hiicrelerin, intestinal epitelyal hiicrelerin, erken hematopoetik
hiicrelerin ve aktive olmusg T lenfositlerin iizerinde eksprese edilir. Sinif I ve II, HLA
antijenlerinin ekspresyonu sitokinler tarafindan diizenlenir ve bunlarda interferon-
gama Ozel olarak 6nemlidir. (37).

2.4.1. HLA molekiillerinin yapis1 ve fonksiyonu

Smif I ve II molekiillerin ana rolii, kendinden olan, olmayan yabanci
peptidlere baglanarak hiicre membranina tasimak ve T-hiicre antijen reseptorleri
tarafindan taninmasini saglamaktir (41).

Smif T molekiiller, temel olarak endojen olarak iiretilmis peptidleri (viral veya
tiimor peptidleri gibi) CD8" sitotoksik T hiicrelere sunarlar. Sif IT molekiiller,
¢ogunlukla ekzojen antijenleri (bakteriyel peptidler gibi) CD4" T-yardimec: hiicrelere
sunarlar. Peptid sunumunun bu fonksiyonel boliinmesi tiim zararli antijenlerin uygun
muamele gérmesini saglar. CD8" ve CD4" T hiicrelerinin bu iki yolla aktivasyonu
hiicre boliinmesini ve farklilagsmasini uyarir. Sonugta hiicresel ve antikor aracili
immiin yanitlar1 uyarir. Smuf I ve II molekiiller degisken ekstraseliiller ve gorece
olarak sabit transmembran ve intrasitoplazmik bdlgelere sahip bir heterodimerlerdir

(42).
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Sekil 3: HLA heterodimerlerinin yapisi; a)Smif I molekiilii; b)Smif II molekiili
(37)

Smif I molekiiller; HLA-A, B veya C lokus tarafindan kodlanan bir
transmembran alfa-zincir ve kovalent olmayan bagla baglandigi, 15921-q22
kromozomu {iizerinde yerlesmis genler tarafindan kodlanan, sinif I molekiillerin
hiicre ylizeyinde transportu i¢in 6nemli olan, Beta-2 mikroglobulinden olusurlar.
Alfa-1 ve alfa-2 bolgeler bir yarik olustururlar ve bu yarik sitoplazmik viral ve kendi
peptidlerinin proteazomlar tarafindan parcalanmasiyla elde edilen 8-10 amino
asidlere baglanmak i¢in dizayn edilmistir. (Yukardaki seklin a kismi) (37).

Smuf II genler; smif II molekiillerin alfa ve beta zincirlerini kodlarlar. HLA
smif II’nin klasik {i¢ tipinin her biri, kovalent olmayan baglarla birlesmis alfa/beta
heterodimerleri tarafindan olusturulur. Beta zincirler DRB1, DQB1 ve DPBI1 genleri
tarafindan kodlanir ve tamami olduk¢a polimorfiktir (yukaridaki seklin b kismr). Alfa
zincirler DPA ve DQA i¢in olduk¢a polimorfiktir, fakat DRA geni sabittir. Ayrica
gen duplikasyonlar1 belli haplotiplerde olusmus ve DRB3-9 genlerini iiretmistir.
I¢lerinden sadece DRB-3, DRB4 ve DRBS fonksiyoneldir. Bunlarm varhigmnda diisiik
seviyede DRA zinciriyle birlikte eksprese edilirler. B3 oldugunda DRS52, B4
oldugunda DR53 ve B5 oldugunda DR51 olusur (39). Sinif II molekiiller genellikle
ekzojen ve endojen proteinlerin parcalanmasindan olusan 12-25 amino asitlik
peptitlere baglanir ve bakteriler ile kimyasal toksinlere karst immiin cevabin

olusmasinda 6énemli rol oynarlar (37).



2.4.2. HLA polimorfizmi
HLA genleri yiiksek derecede polimorfiktir demek, her bir lokusta (A, B, C,

DP, DQ, DR, vs.) cesitli aleller bulunurken, DNA diziliminde sadece birkag
niikleotidde farklilik bulundugu anlamindadir. Ocak 2008’deki son IMGT/HLA
veritabani raporunda toplam 2991 HLA alleli kayitlidir. Her yil 500 yeni kayit
olmaktadir. Bu ¢esitlilie ragmen herhangi bir kisi her bir spesifik HLA lokusunda
sadece iki otozomal ve kodominant alele sahiptir. Her bir 6. kromozom’un HLA
genlerinin kombinasyonu tamamen her bir ebeveynden kalitilmis ve fenotip olarak
eksprese edilmis bir HLA haplotipi gosterir (43). 100 milyondan fazla farkli
fenotipin, HLA sistemindeki alellerin tiim kombinasyonlarindan olustugu tahmin
edilmektedir. Bir kisinin haplotipleri nerdeyse kisiye 6zeldir ve HLA’y1 genetik
calismalar i¢in ideal bir hedef haline getirir (44).
2.4.3. HLA ve CH

HLA genlerinin hastalia yatkinlikta onemi agik¢a kanitlanmis olup, HLA
tiplemesinin hastaligm belirli klinik durumlarda belirlenmesi i¢in faydali bir test
oldugu kabul edilmektedir. CH, ilk olarak smif I HLA molekiiliiyle iligkili bulunmus
ve daha sonra DR3, DRS5, DR7 (45) ve smf II HLA kompleksindeki DQ2/DQ8
alelleriyle iligkili oldugu tespit edilmistir (46, 47). Simdi resmi olarak dort haplotip
colyak heterodimeri olarak kabul edilmektedir (37).

I. DRB1*03-DQB1*0201-DQA1*0501(DR3-DQ2),
II. DRB1*07-DQB1*0202-DQA1*0201(DR7-DQ2),
III. DRBI1*11/12-DQB1*0301-DQA1*0501(DR5-DQ7),
IV. DRB1*04-DQB1*0302-DQA1%0301 (DR4-DQ8).

Sadece birinci ve dordiinciiniin varhiginin CH i¢in bir risk olarak kabul
edilmesinde yeterli oldugu diisiiniilmektedir. HLA-DQ lokusu, HLA-DQB1 ve HLA-
DQAL alelini igerir ve her ikiside polimorfiktir (48, 49)

(Colyak hastalarinin yaklagik %95°1i serolojik olarak belirlenmis DQ2
heterodimerini tagir. Bu ¢olyak heterodimeri ayrica DQ2-5 olarak adlandirilir. DR3
icin homozigot kisilerde tim DQ molekiilleri DQ2’dir.Heterozigot olanlarda DQ
molekiillerinin %50’si DQ2’dir. Her ne kadar bunlar CH ile esit olarak iliskiliyseler
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de toplumun sadece %2’si DR3 i¢in homozigottur ve bu grup tiim ¢dlyak hastalarinin
%25’ini olusturur (50).

DQAT1*0201 ve DQBI1*0202 tarafindan olusturulan HLA-DQ2 molekiilii
HLA-DQ2-2 olarak ifade edilir ve peptid baglama 6zelligi vardir ve HLA-DQ2-5’in
ozellikleriyle nerdeyse ayni ozelliklere sahiptir (51). HLA-DQ2-2, HLA-DQ2-5 ile
birlikte eksprese edilmezse CH’na yatkinlik olusturmaz (36). Az sayida kiside DQ2
ve DQS8 heterodimerleri yerine, tek basimma DQB1*02 veya DQA1*05 bulunur.
(Colyak hastalarinin % 0.5’inde ise DQ2 ve DQ8’in her ikisi de yoktur (52).

Gen dozu CH’na yatkinhigi etkiler. Ornek olarak HLA-DQ2 igin
homozigotluk varliginda, heterozigotluktan en az bes kat daha yiiksek riskle hastalik
gelisir. Homozigotlardan DQB1*02 ve DQA1*05’1 her iki kromozomda cis
formunda bulunduran veya ikinci bir DQB1*02 alel’i diger haplotipte tasiyanlar
hastalik i¢in daha biiyiik risk tasirlar (53, 54). Hastaliga yatkinligin yaninda belirli
HLA alellerinin varligi, hastaligin klinik fenotipini de belirler. Mesela HLA-
DQB1*0201 homozigotlugu ciddi intestinal hasara neden olur (55, 56). DQ2
homozigotlugu da bir kiside CH nin erken yasta gelismesinin sebebidir (46, 47).

HLA-DQ2 homozigotlugu ile inatg1 CH ve tip II enteropati iliskili T-hiicre
lenfoma gelisimi arasinda yakin iliski vardir. HLA-DQ2, homozigotlugunun erken
yasta belirlenmesi, bu tip ciddi komplikasyonlarin gelismesini 6nler (57). Tiim bu
bilgilere ragmen, HLA risk faktorleri hastaliga genetik yatkinliktan tamamen
sorumlu degildir. Sadece iki molekiili (DQ2 ve DQS8) igeren yatkinlik modeli tiim
gbzlemleri agiklayamaz ve daha karmagik bir model 6nerir. HLA agisindan birbirinin
aynisi kardeslerde hastalik uyumu sadece %30’dur ve bu da monozigotik ikizlerde
goriilenden ¢ok daha azdir. HLA genleri bu ylizden Onemlidir ancak CH’na
yatkmliga neden olma acgisindan yeterli degildir. Genel populasyonda HLA-DQ2’nin
gorece olarak yiiksek prevalansi yaklasik %30 oranindadir ve genotip ve klinik ifade
arasindaki iligki de hala bosluklar vardir ve bu durum CH gelismesinde ek HLA ve
HLA-olmayan genlerin etkili olabilecegini gostermektedir (58, 59).

CH’nda HLA tiplemesi, DQ2 ve DQS icin yiiksek derecede sensitif, fakat
zaylf spesifisiteye sahiptir ve bu ylizden pozitiflik durumu daha az Onem
tasimaktadir. Her ne kadar DQ?2 alelleri nerdeyse tiim ¢Olyak hastalari tarafindan

eksprese edilirse de genel populasyonun DQ2 haplotipi i¢in % 30’u ve DQS8 i¢in de
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%20’s1 pozitiftir. HLA tiplendirmesi CH i¢in riski belirlemede iyi bir yoldur fakat
hastaligin gercek/gelecek derecesini belirlemede yeterli degildir (37).

Genetik ¢alismalarda IL2 ve IL21 genleri hastaliga yatkilig1 saptamada yeni
faktorler olarak belirlendi (60). Ilave genetik calismalar son zamanlarda yedi
bilinmeyen risk bolgesini belirlemistir. Tip I diyabet ve CH bu bdolgelerin birkagini
paylasiyorlar. Bunlar LA-DQ, IL2-1L21, CCR3 ve SH2B3’diir (61). HLA-DQ?2
homozigotlugu CH nin ciddi komplikasyonlariyla iliskilidir. HLA-DQB1*0201 aleli
yoniinden homozigot olanlarda klinik tan1 kondugunda hastada, agir villoz atrofi,
geng yas, ciddi diyare, diisiik kan hemoglobin degerinin goriildiigii ve glutensiz
diyetle villoz atrofide diizelmenin yavas oldugu rapor edilmistir (56). DQB1*02
homozigot hastalarin  belirlenmesi, hastaligin  agr  komplikasyonlarmin

belirlenmesine yardim eder (62).

2.4.4. Yeni CH genleri;

IL2-IL21: Kromozom 4q 27 iizerinde belirlenmistir. HLA’nin disinda en
giiclii CH isaretidir. (61). IL-2 ve IL-21 sitokin ailesinin reseptorlerinde ayni gama-
zincirini paylasan tiyelerdir. (63) IL2’nin T hiicre aktivasyonu ve ¢ogalmasini uyarici
bir fonksiyonu vardir. Ayrica dogal oldiiriicii (NK) hiicrelerin ¢ogalmasini ve B
hiicrelerinde immiinglobulin {iretimini uyarabilir. IL-21 ise CH’nda T Helper-1
aktivitesinin devamliliginda 6nemlidir (64, 65)

RGS1 bolgesi: HLA disinda CH ile iligkili en kuvvetli gen bdlgelerden
birisidir ve IL2-IL-21; RGSI‘in 5° ucuna 8kb wuzaklikta bir tek nikleotid
polimorfizmidir (SNP) (66). G protein sinyal aktivitesini diizenler ve farelerde
kemokin reseptdr sinyal iletimi ve B hiicrelerin lenf nodlarmma akisiyla
iliskilendirilmistir(67).

3p21: Diger kuvvetli iliski, 3p21 {iizerindeki kemokin reseptor gen
toplulugunu (CCR1, CCR2, CCRL2, CCR3, CCR5, XCR1) kapsamaktadir. Kemokin
reseptor sinyal iletimi ile etkili immiin hiicrelerin enflamasyon bolgesine
cagrilmasinin CH’indaki 6nemini vurgular. (37).

IL12A ve IL18RAP: IL12, antijen sunan hiicreler tarafindan eksprese edilir
ve genis biyolojik aktiviteye sahiptir. (37). IFN-gama salgilayan Thl hiicrelerini

uyarir. IL18 transkriptleri insan ince barsaginda giiclii bir sekilde eksprese edilir.
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(68). Bu baglamda bagka bir aday gen (IL1SRAP), IL-18 reseptoriiniin  beta
zincirini  kodlar. CH ile iligkili SNP’ler periferik kandaki IL18RAPgen
ekspresyonuyla uyumludur (37).

SH2B3. Immiin hiicrelerde eksprese edilir. CH’larinin mukozasinda artar ve
T-hiicre reseptorii, bliylime faktorii ve sitokin reseptor aracili sinyal iletiminin
diizenlenmesinde gorev alir (69).

TAGAP ve LPP: T hiicre aktivasyonunda GTPaz aktive edici protein
(TAGAP), aktif-T hiicrelerinde eksprese edilen bir gendir. Immiin hiicrelerdeki
fonksiyonu tam belirlenememistir fakat sitoskeletal degisiklikleri diizenleyebilir(70).
LPP de ince barsakta kuvvetli bir sekilde eksprese edilir fakat CH ile iligkisi tam
olarak bilinmemektedir (37).

2.5 Etiyopatogenez

Normal fizyolojik sartlar altinda intestinal epitel, hiicreleraras1 siki
baglantilariyla gluten proteinleri gibi makromolekiillerin gecisinin oniindeki temel
bariyerdir. Glutenin alkolde ¢6ziinen kismi olan proaminler, prolin ve glutaminden
zengindir ve ince barsakta kismi fakat tam olmayan bir sindirime ugrarlar. (71, 72)
Belirli gluten peptidleri dogal bir immiin yanit olustururken, digerleri kazanilmisg
immiiniteye sebep olurlar. Dogal immiin yanitta, antijen veren hiicreler tarafindan
islenip sunulan ve 6zel immiinojenik gluten peptidlerini taniyan lamina propriyada
yerlesmis CD4" T hiicreleri bulunmaktadir (73). Gluten antijenleri, doku
transglutaminazi (tTG) tarafindan enzimatik olarak degistirilir. (74) Bu intraseliiler
enzim hiicrelerde bulunan ve ¢olyak hastaliginda (CH) 6nemli olan ¢esitli islemlerde
yer alir. tTG endomisyal otoantikorlarin hedefidir ve enflamasyonda oldugu gibi
asidik pH’da gliadindeki glutamin kalintilarin1 deamidasyona ugratarak onlar1 negatif
yikli glutamik asit kalmtilarma c¢evirir. Bu deamide peptidler dogal gluten
peptidlerinden daha antijeniktir ve daha yiiksek bir afinite ile HLA-DQ2 ve HLA-
DQ8&’in baglanma kisimlarma yapisirlar (75). HLA-DQ peptid kompleksleri
enflamatuar T hiicrelerini tetikler ve sonucta anti-tTG ve antiendomisyal antikor
formundaki otoantikorlarin iiretimini uyarirlar (76). Bu antikorlarin varligi CH nin
ozel bir gostergesidir. Daha sonra CD4" T lenfositleri lamina propriyay isgal ederler
ve T hiicreleri proinflamatuar sitokinleri {iretirler. Sonugta yiizey epitelyumi hasar1

gerceklesir. Mukozal degisim olusur. (77). Lamina propriyanmn CD4" T lenfositler
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tarafindan ve intestinal epitelin CD8" T lenfositlerince istila etmesi, aktif CH’nin
onemli bir karakteristik ozelligidir (77). Genetik yatkinlikla birlikte cevresel
faktorler de CH’nin gelismesinde rol alirlar. Infant donemde glutenin alinmaya
baslanma zamani 6nemli bir faktordiir (78). Son zamanlarda yapilan bir ¢alisma, CH
ile iligkili antikorlarin gelismesi agisindan, gluten-igeren yiyeceklerin ilk 3 ay veya 7
aydan sonra verilmesinin 4-6 ay arasinda verildigi durumda gozlenenenden daha
yiiksek bir riske sahip oldugu saptanmistir(79). Gluten igeren yiyeceklerin hala anne
stitli alan infantlara kademe kademe arttirilarak verilmesi CH riskini erken ¢ocukluk

doneminde azaltir (80).

Mrms g-a;menik

Sekil 4: CH patogenezinde antikorlarin yer almasi (81)

Biiyiikk doku enflamasyonunun baslangicinda, aktiflenmis T hiicrelerinin
colyak hastaligina 6zel otoantikorlari, B hiicrelerine sentezlettirdikleri diisiiniiliir
(82). CH’na 6zel TG2’ye kars1 otoantikorlar ince barsak mukozasinda lokal olarak
dretilir ve muhtemelen barsaktan sirkiilasyona dokiiliirler. Bu otoantikorlar

dolagimda bulunmalarma ilaveten, iiretildikleri yer olan ince barsak mukozasinda
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ekstraselliiler TG2 iizerinde yerlesmis olarak, epitelyal tabakanin altinda ve kan

damarlarmin etrafinda bulunurlar (83).

Toksik gliadin peptidler (Gt), sonucta hiicre 6limii ve artmug epitelyal
gerginlige yol acan IL15 sekresyonu yoluyla dogal immiin cevap olustururlar. Bu da
immiinojenik gliadin peptidlerine lamina propriyaya girme imkani saglarlar. Gliadin
peptidlerinin burada transglutaminaz 2 (TG2) tarafindan deamide edildikleri
diistiniilmektedir. Deamidasyona ugramis peptidler endositoza ugrar veya tek basina
yada TG2 ile kompleks yapmis antijen sunan hiicreler (APC) tarafindan islenirler.
APC’ler DQ2 veya DQS8’in olugundaki peptidleri T hiicrelerine sunarlar. T hiicre
reseptorleri (TCR), yardimci (helper) T hiicrelerinin yiizeyindedirler ve DQ2 veya
DQ8’e bagl deamide gliadini tanirlar. Bu olay gii¢lii T hiicre cevabina ve timor
nekroz faktor o (TNF a) ve y interferon (IFN y) gibi cesitli enflamatuar sitokinlerin
salinmasina neden olur. Bu sitokinler, epitelyal hiicrelerin ¢ogalmasmi arttirarak,
farklilagmasini azaltarak ve eptielin gegirgenligini arttirarak mukozal hasara neden
olurlar. Sitokinlerin matriks bozulmasinda ve monosit aktivasyonunda etkili
olduklar1 disiiniilmektedir. Enflamatuar sitokinlerin salgilanmasina ek olarak, T
hiicrelerinin mukozal B hiicrelerini uyararak, anti-TG2’yi hedeflemis otoantikorlarin
salgilanmasini uyardiklar1 diisiiniiliir. Bu otoantikorlar fibroblastlarin, ¢cogalmalarini
arttirrp hareketlerini engelleyerek fonksiyonunu diizenlerler. Bunun 6tesinde anti-
TG2-hedeflemis otoantikorlar ince barsak mukoza tekrar diizenlemesine katkida
bulunan anjiyogenezi engeller (81).

CH’nin gelismesinde asagidaki bazi faktorler 6nemlidir

1. HLA faktorleri: Jores ve arkadaslar1 (56) HLA-DQBI*0201 aleli i¢in homozigot
olanlar ile barsak hasarinin derecesi arasinda kesin bir iliski belirlemislerdir.
2. HLA olmayan faktorler: Rho-GTPaz proteinleri, 6rnek olarak myosin IXB
(MYOOB tarafindan kodlanir) epitelyal sitoskeletal organizasyonda gorev alir. Farkl
Avrupali gruplar tarafindan bildirilen analizlerde MYO9B polimorfiziminin CH’nda
yatkinlik yaratan bir faktor olarak bildirilmistir ( 84).

Son zamanlarda CH ile genetik yatkinlik arasindaki iligkileri agiklamaya
yonelik caligmalarda SPINK genleri tanimlanmistir. Bu genler kontrolsiiz proteoliz

ve asir1 bakteriyel ¢cogalmayla doku korumasinda rol alir. Biiylik, ¢cok merkezli bir

15



calismada CH i¢in kromozom 4’te IL-2/IL-21 bdlgesinde risk varyantlari
belirlenmistir (85).

2.a. Sitokinler: Anormal T hiicre topluluklar1 CH ve cevapsiz CH/enteropati iliskili
vakalarda rol oynarlar. Refrakter CH olan hastaliklarin duedonal biyopsi
orneklerinde IgM, apolipoprotein C-III ve Charcot-Leyden kristal proteinlerinin ¢ok
yiiksek seviyelerde olduklar1 goriilmiistiir (86).

2.b. IL-10 ve IL-2: CH’nda IL-10 ve IL-2’nin {iretiminde bir dengesizlik vardir. CH
klonlarindan ytiksek toksisiteye sahip olanlar IL-2 {iretirken bir¢ok sitotoksik CH ile
ilgili olmayan intraepitelyal lenfositler IL-10 iiretir. Fonksiyonel olarak farkli
intraepitelyal lenfosit topluluklar1 arasindaki dengesizlik CH’nin patogenezinde rol
oynar. Bu da oOncelikli olarak IL-10 iireten intraepitelyal lenfositlerin azalmasi
yoluyla olur (87).

Dogal ve kazanilmis immiinite arasinda gesitli fonksiyonlara sahip olan IL-
15’in CH patogenezinde artan bir 6nemi vardir (88). Aktif CH hastalarinin
mukozalarinda IL-15 6nemli derecede fazla eksprese edilir (89). Transforming
biiylime faktorii —f (TGF-B)’nin mukozal T hiicrelerinde sinyal iletimi bozulur. Bu
da stirekli barsak enflamasyonu ve hasarna neden olan IL-15’in artmis
ekspresyonuyla olur (90). Monosit, makrofaz ve eozinofiller gibi ¢esitli hiicreler
tarafindan eksprese edilen makrofaj gd¢iinii inhibe edici faktor ilgi ¢ceken baska bir
sitokindir (91).

2.c. Interseliiler adezyen molekiil-1 geni: CH’na yatkimlik icin iyi bir adaydir. 241.
pozisyonda glisinin arjinine doniismesine neden olan bir tek niikleotid polimorfizmi

eriskin donemde ortaya ¢ikan CH’na neden olur (12).

2.6. Klinik Bulgular

Dr. Samuel Gee (92) 1887°de CH’nin klasik 6zelliklerini diyare, yorgunluk,
halsizlik ve biiyiime gelisme geriligi olarak tanimmlayip, beslenmenin
diizenlenmesinin tedavinin ana parcasi oldugunu ve hastaligin yasa-6zel olmadigmi
ifade etmistir. 1953’de William Karel Dicke (93), kontrollii bir ¢alismada bugday,
arpa ve ¢avdarm CH’mi tetikledigini ve diyetten bunlarin ¢ikarilmasiyla durumun
tersine donduigiini géstermistir.

Colyak lezyonunun ilk dogru tarifi 1954’de Paulley (94) tarafindan CH’na

sahip bir hastadan alinan ince barsak mukozasinda biyopsi Ornekleri incelenerek
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yapilmig ve genis diiz villuslar ile yogun kronik lenfoepitelyal enflamatuar hiicre
isgali tarif edilmistir.

Ik kez Marsh (95) tarafindan mukozal hasar derecelendirmesini tarif etmistir.
Marsh CH’nin patolojik spektrumunu gostermis ve glutene karsi barsak mukozasmin
yanit1 olarak ortaya ¢ikan anormallikleri tariflemistir. Birbiriyle iligkili bes lezyon
belirlenmistir. Bunlar intraepitelyal lenfositlerde artisin gozlendigi mukozanin kiigiik
hasarindan, total villoz atrofiye kadar degisir.

Klasik ¢olyak hasar1 lenfositlerin epitel ve lamina propriyada birikmesi ve
kript hiperplazisi ve villoz atrofi ile belirlenir (96).

CH’nin klinik bulgular1 ¢ogunlukla hastanin yasina, hastaligin derecesi ve
stiresine ve barsak dist bulgularin varligina bagli olarak degisir (97). CH temel olarak
proksimal ince barsagi etkiler. Fakat bazi kisilerde tiim ince barsag1 da etkileyebilir.
Bu proksimal ince barsak etkilenmesi vitamin ve minerallerin malabsorbsiyonuna
neden olur. CH’ndaki diyare hastaligin distal ince barsaga kadar ilerlemesinden
dolay1 ortaya ¢ikmaktadir (98).

Cocuklukta CH ile iliskili klasik semptomlar diyare, abdominal siskinlik ve
biiylime gelisme geriligidir (99). Benzer olarak ergenler ve yetigkinlerde hastalik,
diyare, kabizlik, kilo kaybi, gii¢siizliik kisa boy yapisi, karin agrist ve kusmayla
karakterizedir (100, 101). Sigsmanligin olmast CH tanisin1 ekarte ettirmez (84).
CH’nin atipik bulgular1 hi¢ gastrointestinal semptomlar bulunmamasma karsilik,
bunun yerine demir eksikligi anemisi, azalmis kemik mineral yogunlugu, kronik
yorgunluk, irritable barsak, hazimsizlik, infertilite, diisiikk, hipertransaminemi,
pihtilasma bozuklugu, kisa boy, gecikmis puberte, artralji, aftoz stomatit, folat/¢inko
eksikligi, dis enamel hipoplazisi ve baska tiirlii agiklanamayan periferal néropati ve
ataksi gibi norolojik bozukluklardir (101, 102) CH’nin subklinik formuna sahip
kisiler bu durumun farkinda degildirler. Cilinkii goriiniirde fiziki semptomlar1 yoktur.
Fakat CH i¢in pozitif serolojik teste sahiptirler ve barsak biyopsisinde villoz atrofi
mevcuttur (56). Subklinik CH riskli grubun taranmasi sirasinda veya dispepsi veya
reflii gibi bagka bir nedenle alman biyopsiler sayesinde belirlenir (85). Risk grubu;
CH hastalarimin birinci derece yakinlarmni (103), Down sendromlu kisileri (104) ve
Tip 1 diyabet (105) ve Hashimato tiroiditi (86) gibi otoimmiin hastaliklara sahip

kisilerdir. CH’nda otoimmiin bozukluklar, normal popiilasyonlara goére 3 ila 10 kat
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daha fazla goriiliir (106, 107). Diger otoimmiin bozukluklarin gelisme riski, glutene
maruz kalma siiresi ile dogru orantili olarak artar (107). CH ile artmis prevalansa
sahip durumlar; romatoid artrit (108), sistemik lupus eritematéz (SLE) (88),
otoimmiin karaciger hastaligi (89), Turner sendromu (56), William sendromu,
Addison hastalig1 (90), alopesi erata, Sjogren sendromu, hepatit, periferal ndropati,
psoriyazis ve kardiyomiyopati (89)’dir. Tedavi edilmemis CH’nda ince barsak,
malinitelerinin, adenokarsinomanm ve enteropati-iligkili T hiicre lenfomanin
insidans1 artmaktadir (100). CH’nin 6zel bir bulgusu dermatit herpetiformisdir. Bu
sik goriilmeyen CH’larinin %10 ila %20’sini etkileyen bir deri lezyonudur (109).
Yiiksek derecede kagintili, su kabarcikli, kronik deri lezyonu klasik olarak simetrik
papiilovezikiiler lezyonlarla karakterizedir. Bu lezyonlar dizleri, dirsekleri, kalcalar1
ve sirt1 etkiler (110). Her ne kadar dermatit herpetiformis (DH) hastalarinda GI
semptomlar veya malabzorbsiyon 06zellikleri bulunmamasina ragmen, serolojik
antikor 6zellikleri CH’na benzer, enflamatuar ince barsak mukozal hasar ise CH’nda
goriilenle aymidir (111). DH’in bulgulari, glutensiz diyete olumlu cevap verir ve deri
lezyonlarini tedavi etmek i¢in kullanilan Dapson’un dozu glutensiz diyet verilmek
suretiyle azaltilabilir. Suanda, CH; GI sistemle sinirlt bir hastalik olmaktan ziyade,

bir multisistem immiinolojik bozukluga benzer (101).

Sekil 5: Dermatit Herpetiformis (15)

Glinlimiizde hastalik, ¢ocuklara oranla yetiskinlerde daha sik goriilmektedir

(99). Ayrica CH’1 kadinlar daha baskindir ve kadin erkek orani 3 e 1 dir.
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Yeni tan1 konmus CH’larinin %25°1, 60 yasindan biiyiiklerde goriilmektedir (100).
Glinlimiizde subklinik ve atipik hastalar daha sik ortaya ¢ikmaktadir. (56, 111). Cok
sayida vaka genis serolojik taramalar ve insanlarin hastalik hakkinda bilgilerinin ve
dolayistyla farkindaligin artis1 ile belirlenmektedir (12). Daha siklikla karsilagilan,
(CH’na sahip ¢ocuklarda daha az GI semptomlara ait bulgulara rastlanmasidir. Mesela
konsitipasyonlu ¢ocuklarda CH’1, GI sistem dis1 semptomlarla (6rnek olarak kisa
boy) ortaya ¢ikar veya asemptomatik olabilirler. Fakat CH’na sahip ebeveynleri
olabilirler. Baz1 ¢ocuklar sadece huysuzdur veya uyku bozukluguna sahip olabilirler.
Yetiskinlerde c¢esitli noropsikiyatrik durumlar, 6rnek olarak depresyon ve anksiyete
bildirilmistir. CH aile hikayesinin varligi hastaligin gelisme riskini biiyiik oranda
arttirir (13).
2.7. Tam ve Tedavi

CH’nin tanmisim1 tek basma koyduracak bir test yoktur (112). CH igin
belirleyici semptomlara sahip olan veya artmis riske sahip hastalarin tanisinda
serolojik testler ve ince barsak biyopsisi ileri derecede sensitif ve spesifiktir (113).
Tan1 testi hasta gluten iceren yiyecekler alirken yapilmalidir. Diyare,
malabzorbsiyon, kilo kaybi, karmn agrisi, gaz ve siskinlik gibi siirekli GI sikayetleri
olan hastalar CH yOniinden mutlaka incelenmelidir. Tani testleri prematiirite,
osteopeni veya osteoporozisi, agiklanamayan demir eksikligi anormallikleri bulunan
ve yliksek risk tasiyan hastalarda yine agiklanamayan GI semptomlarindan sikayet
eden vakalarda uygulanmalidir. Asemptomatik hastalarda tarama 6nerilmez (15).

2.7.1. Tanida Seroloji
CH i¢in serolojik tanida kullanilan faktorler, immunglubulin A (IgA),

endomisyal antikorlar ve IgA doku transglutaminaz (tTG) antikorlardir (114).
Gliadin antikorlar’y, CH icin diisiik sensitivite ve spesifisiteye sahip olmasindan
dolay1 artik kullanilmamaktadir. Pek c¢ok calismada IgA ve tTG antikorlarinin
sensitivite ve spesifisiteleri %95°ten biiylik olarak bulunmus. Sensitivite mukozal
hasarin derecesine baghdir. Ayrica, tTG endomisyal antikorlar tarafindan taninan bir
otoantijen oldugu i¢in nadiren iki test uygulanir. tTG antikor testi enzim baglh
immiinosorbent assay kullandig1 i¢in ucuzdur. CH taramasinda oncelikli 6nerilen tek
serolojik testtir (113). Hastaligin prevalansi diisiik oldugunda dolay1 dogru bir testle
dahi yanlis-pozitif sonu¢ alinmasi riski yiiksektir. Bu ylizden ince barsak biyopsisini

de iceren dogrulayici testler dnerilmektedir (15).
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Bazi durumlarda HLA fenotipleri DQ2 ve DQS8 i¢in test yapmak faydali
olabilir (115). Genel popiilasyonun yaklasik %40’mda HLADQ2 veya HLADQS
veya herikisi birden goriilirken, CH’na sahip kisilerin %99’dan fazlasinda
goriiliirler. Bu genetik isaretler yoksa muhtemelen CH’da yoktur. CH’na sahip
kisilerin yaklasik %3’linde IgA eksikligi vardir. Bu da yanlis-negatif serolojik test
sonuglarina neden olur. Total IgA seviyesinin Ol¢iimii sadece IgA eksikliginden
stiphelenildiginde veya serum tTG negatif fakat CH’ndan hala siipheleniliyorsa
yapilmalidir (116).

Serolojik isaretler yanlig-pozitif veya yanlig-negatif sonuclara neden olabilir
ve bu yiizden CH’nin tanisi i¢in giivenilmezler. Pozitif serolojik isaretler ytliksek
riskli hastalarda ince barsak biyopsisiyle ileri diizeyde aragtirmay1 gerektirir. Bunun
aksine negatif serolojik isaretler, diisiik riskli ve IgA eksikligi olmayan hastalarda
yiikksek derecede negatif prediktif degere sahiptir ve ince barsak biyopsisine
genellikle ihtiya¢ duyulmaz. CH i¢in siipheler yiiksekse, negatif isaretler ince barsak
biyopsisini engellememelidir (15).

Tanidaki gecikmelerin, hastanin medikal bakim aramasinda ge¢ kalmasindan
ziyade, doktorun tan1 koymada gecikmesinden kaynaklandigi goriilmiis (117, 118).
Spesifik semptomlarmin olmamas: ve klinik bulgulardaki yiliksek degiskenlik,
doktorlarmn CH’n1 6nemli bir etken olarak gérmemesine ve hastaligin ender
oldugunun diisiiniilmesine neden olmaktadir (117, 118).

2.7.2. ince Barsak Biyopsisi

Klinik olarak dogru yapilan bir serolojik incelemeye ragmen, ¢ogu CH icin
taniy1 dogrulamada ince barsak biyopsisi gereklidir. Mukozal degisiklikler kismiden
total villoz atrofiye kadar degisebilir veya basit kript uzamasiyla veya artmis
epitelyal lenfositler gozlenebilir. Alnan biyopsi sayist da onemlidir. Ciinkii ayni
kiside wvilloz atrofinin histolojik derecesi degiskendir.  (113). Bu ylizden
duedonumun ikinci parcasindan veya daha ilerden en az 4 veya 5 parga biyopsi
alimmalidir. Bu da testin sensitivitesini arttirir (119). CH i¢in aragtirma sathasindaki
tim hastalarin duedonal biyopsi yapilana kadar gluten iceren besin almasi sarttir
(120). Tim tanilar duedonal biyopsi ile dogrulanmalidir. Serolojik olarak negatif
olan kisilerde villoz atrofininin diger nedenleri de gdéz oniine alinmalidir. Islevsel

anormallikleri saf dis1 etmek i¢in siklikla ikinci bir biyopsiye gerek vardir (120).
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Kapsiil endoskopi: Biyopsi CH i¢in %100 sensitif veya spesifik degildir ve
diger klinik durumlar 6rnek olarak enfeksiyon (Giardiazis, insan immiin yetmezlik,
viriis enfeksiyonu) enterit, bakteriyel asir1 ¢ogalma, otoimmiin enteropati veya
lenfoma vakalarindakine benzer bir goriinlise sahiptirler. Eger tani siipheli ise
standart endoskopun ulasabildigi noktanin ilerisine ulasarak lezyonun ileumda mi

yoksa jejunumda m1 oldugunu ayirmada kapsiil endoskopisi faydalidir (121).

Sekil 6: CH’na sahip olan ve olmayan hastalarin endoskopik ve muayene bulgulart:

A)Normal ince barsagin yiiksek c¢oziiniirliklii endoskopik fotografi.
Villuslar agik¢a goriilmekte ve kivrimlarinda taraklasma belirtisi
bulunmamaktadir; B)ince barsagin biyopsi ornegi(hematoksilen-eozin,

orijinal biiylitme x 100); C)Bir ¢dlyak hastasimnin ince barsagmin kapsiil
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kamera gorilintlisi. Mukozal katlantilarda taraklanma mevcuttur ve bu
malabzorbsiyonun karakteristigidir.Ayrica normalle karsilastirildiginda
villoz atrofi goriilmektedir; D) Bir ¢dlyak hastasinin ince barsagmin biyopsi
ornegi(Hematoksilen-eozin, orijinal biiyiitme x 100) Villoz yap1

kaybolmustur (120)

Bir diger yardimci test de HLA haplotipinin belirlenmesidir. CH hastalarinin
yaklasik %95’1 HLA-DQ2 alenini tasirken geri kalanlar da genellikle HLA-DQS8
pozitifdirler (120).

2.7.3. Tedavi

Su anda CH i¢in bilimsel olarak kanitlanmis tedavi, hayat boyu siki glutensiz
diyettir. Glutenin kiiciik miktarlar1 dahi zararli oldugu icin bugday, arpa ve
cavdardan gelen gluteni igeren tiim yiyecekler ve ilaglar kullanilmamalidir. Glutenin
yiyeceklerden tliimiiyle ¢ikartilmasi hastalarmn ¢ogunda semptomatik, serolojik ve
histolojik diizelmelere neden olur (24). Glutensiz beslenmeyle ¢cocuklarda biiyiime ve
gelisme normale doner. Yetiskinlerde de hastaligin bircok komplikasyonu oOnlenir.
Green ve arkadaslar1 (122) hastalarin %70’inde glutensiz diyetin baslangicindan
itibaren 2 hafta icerisinde semptomlarda belirgin diizelme goriildiigiini
bildirmiglerdir. Glutensiz diyetin baslangictan 6-12 ay sonra siki bir diyet kontrolii
ile antikor seviyeleri normale doner ve tam bir histolojik diizelme ise iki yillik bir
stire icersinde gerceklesir (123). Hastalarin kiigiik bir yiizdesinde ince barsakta ve
semptomlarda diizelme tam olarak gerceklesemez (124). Hastalarin bir kisminda
tedaviye yanit alimamaz. CH’nin komplike bir formudur ve bu tip hastalar glutensiz
diyete tam olarak yanit vermez (125).

Yeni tan1 konmus CH’na sahip kisilerin beslenme durumu; hastaligin ne
kadar siiredir var olduguna, GI sistemdeki hasarin derecesine ve malabsorbsiyonun
derecesine baglhdir. Tan1 konuldugunda bazi hastalar ciddi kilo kaybi, anemi ve
vitamin-mineral eksikliklerinin ag¢ik belirtilerine sahiptirler. Demir, folat ve kalsiyum
malabzorbsiyonlar1 sik goriiliir. Ciinki bunlar proksimal ince barsakta emilirler.
Hastalik ince barsak boyunca ilerlerken, karbonhidrat, yag, vyagda ¢0ziinen

vitaminler, A, D, E, K ve diger mikrobesinlerin malabsorbsiyonu goriiliir (24).
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Azalmig laktaz tretiminden dolayr sekonder laktoz intoleransi goriiliir. Ciinkii
villuslar hasarlanmistir (126). Beslenme bozukluguyla bagvuran hastalarin gegici bir
donem veya uzun siireli glutensiz fakat vitamin, mineraller ve proteinler iceren
diyetlerle eksikliklerini diizeltip depolarint doldurmak gerekir (127).

Aneminin kaynagina gore demir, folat ve B-12 vitaminleri tedavid kullanilir.
Proksimal ince barsak, enflamasyonun ve demir emiliminin gergeklestigi bolge
oldugu i¢in, CH’nin tedaviye cevap vermeyen demir eksikligi anemisiyle iliskili
oldugu net bir sekilde ortaya konmustur (128). Demir eksikligi anemisinin siklig1
CH’nda %12-69 arasinda degisir. Kroniklesmis ve tedavi almamis hastalarda daha
stk goriiliir (129). B-12 vitamini eksikliginin insidansi tedavi edilmemis grupta %8
ile %41 arasindadir (130). B-12 emiliminin gergeklestigi ileumda villuslar
korunmaktadir. B-12 eksikligine neden olan sebepler net degil ancak mukozal
degisiklikler B-12 eksikliginin en 6nemli sebebidir. Folik asit jejurumdan emilir,
aktif CH’inda proksimal jejunum enflamasyona ugrar ve hasarlanir. Fonksiyonel
olarak zarar gdrmiis villuslarin glutensiz diyetle tedavisi siirecinde giinliik folik asit
verilmesi de gerekir (127).

Klasik malabzorbsiyonu olan hastalarda yagda ¢6ziinen vitaminlerin (A, D, E
ve K) eksikligi goriilmektedir. Bu yagda ¢dzilinen vitaminlerin geri yerine konulmasi
kisiye goére ayarlanir. Kalsiyum, fosfor ve vitamin-D eksiklikleri, laktoz alimini
azaltmak icin siit ve siit lirlinlerinin tiiketiminin azalmasindan kaynaklanmaktadir.
Cogu vakada laktoz intoleransi glutensiz diyet verilmesi ile diizelmektedir (131).
Kemik hastaligi CH’nda 6nemlidir. Bu ylizden tanmida, kemik yogunlugu, serum
kalsiyum, alkalen fosfataz ve paratiroid hormon seviyelerinin dlciilmesi ve tedavide
yeterli seviyede kalsiyum ve Vitamin-D alimi 6nemlidir. Siki bir glutensiz diyet ile
kemik mineralizasyonunun normale donmesinin ¢ocukta ve geng yetiskinde 1 yil
icerisinde gerceklestigi goriilmiistiir. Yetiskin CH’larinda kalsiyum ve D vitamini ile
diyet tedavisi sayesinde yine kemik yikim-yapim hizinda azalma ve siki glutensiz
diyet verilmesiyle kemik mineral yogunlugunda artis meydana geldigi gosterilmistir
(132). CH’nin tedavi plani, semptomlart diizeltmek, barsag: iyilestirmek,
malabzorbsiyonun sonuglarini geriye ¢evirmek ve hastaya saglikli ve glutensiz bir

diyet saglamaktir (128).
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Tan1 ve tedavi sirasinda hastalar korku, sinirlilik, endise ve iiziintiiye
sahiptirler. Sinirlilik doktor hasta iliskisini de kotlii yonde etkiler. Tedavi edilen
yetiskinler arasinda depresyon en sik goriilen noropsikiyatrik komplikasyon olarak
ortaya ¢ikar ve hasta kompliyasini etkiler.

CH hastalarinda bazi faktorler hayat kalitesinin azalmasinda etkilidir. Bunlar
arasinda; glutensiz diyetin maliyeti, digsarida yemek yemek, seyahat etmek, aile
hayat1 ve kariyer ve is hayatinda glutensiz bir yasam tarzinmn siirdiiriilmesi de
sayilabilir. Hasta egitimi ve glutensiz diyete baglhiligin devam ettirilmesi ¢ok
onemlidir. Glutensiz diyete uymamanin nedenleri, yetersiz egitim, yanlis
bilgilendirme ve diyetin kisitlayic1 dogasindan kaynaklanmaktadir (122). ideal olanu,
yeni tan1 konmus hastanin egitimini, doktor, diyetisyen ve lokal destek gruplarindan
olusan bir takimin birlikte gergeklestirmelidir (127). Kitaplar, periyodik yaylar,
web sitelerinde bulunan pek c¢ok kaynak CH’larmin faydalanmasi i¢in mevcuttur.
Amerikan ulusal saglik enstitlisi CH nedeniyle etkilenen hastalarin tedavisi ve
idaresi i¢in alt1 madde belirlemistir (12). Bunlar;

C: (Consultation) Egitimli bir diyetisyen tarafindan konsultasyon

E: (Education) CH hakkinda egitim

L: (Lifelong adherence) Hayat boyu glutensiz diyete bagh kalma

I: (Identification and treatment)Besinsel eksikliklerin belirlenmesi ve tedavisi
A: (Advocacy group) Oneri gruplarina katilma

C: (Continuous follow-up) Siirekli, uzun donemli takip

CH’na sahip kisilerde diyare, karm agrisi, gaz ve kilo sikayetleri de
mevcuttur. Hastalik, deri, karaciger, sinir sistemi, kemikler, lireme sistemi ve
endokrin sistemi dahil ¢esitli organ sistemlerini etkileyebilir (133).

Ince barsagmn sinirli derecede hasar gordiigii vakalarda, barsak bunu telafi
ettiginden dolay1 pek ¢ok vakada (%38) hastalik asemptomatiktir (112). Bir raporda
CH vakalarinin bir ¢ogunda daha 6nceden irritable barsak sendromu tanisi kondugu

bildirilmistir (21). Onerilen tan1 yaklasim Sekil 7 *de 6zetlenmistir.
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CH semptomlariyla bagvuran ve glutensiz diyet almayan hastalar

l

Serolojik IgA tTG antikor testi uygula

Pozitif sonug Negatif sonug
Ince barsak biyopsisi CH i¢in yiiksek klinik siiphe
Pozitif sonu¢  Negatif sonug Evet Hayir

. \
Ince barsakt)iyopsisi CH i¢in diisiik ihtimal

Tan1 dogrulanmugtir Hastay1 takip et Pozitif sonug/Nega;?sonuq total IgA el!sikligini

Glutensiz diyete bagla diger tanilar ve tekrar biyopsiyi ekarte etmek i¢in

ve takip et g0z Oniinde bulundur, total IgA testi yap
CH olarak tedavi et ve Tan1 ekarte edilmistir;

Gelisme acisindan takip et CH’m1 taklit eden diger sebeplere bak

Semptomlarda diizelme varmi?

« T~
Evet Hayir
Tan1 dogrulanmigtir Semptomlarm muhtemel ikincil sebeplerini degerlendir

Sekil 7: CH olma ihtimali olan hastalara yaklasim algolaritmas1 (120)

2.8. Genetik cesitlilik ve fenotip analizi

Insan genetik cesitliligi ¢ok siktr ve SNPs (Single nucleotide
polymorphisms) bu ¢esitliligin biiyiik kismimdan sorumludur. SNP’lerin bir boliimii
genlerdeki kodlayic1 ve diizenleyici bolgelerde bulunurlar. Pek ¢ok gen onemli
genetik varyasyonlar igerir (33). Cogu varyantlar sessizdir ve gen ekspresyonu ve
fenotip i¢in sonugsuz kalir.. Fakat digerleri degismis fenotipe neden olur. Yeni
genetik polimorfizmler genlerin kodlayan bdlgelerinde silico’da bulunabilir. (134).
Genotipler; promoter aktivite (diizenleyici bir bolge ise), protein fonksiyonu (eger bir

amino asit degisimi sonucu ise) mRNA da stabilite (ekzonlarda kodlamayan
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niikleotid degisiklikleri) ve baglant1 varyasyonlar1 (intronik siralarda) temellerinde
calisilmalidir (135).
Insan protein seviyelerini ve aktivitesini Olcerek invitro calismalarinda

gosterilen yeni bir fenotipin dogrulanmasi énemlidir (135).

2.9. Serbest Radikaller

2.9.1. Tanim ve Tarihce

Serbest radikaller; bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron igeren atom
veya molekiiller olup, bu ortaklanmamis elektronlar1 nedeniyle oldukca reaktif
yapilardir. Siiperoksit anyonu (0,*), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil
radikallerinden (OH®) olusmaktadirlar (4). Serbest radikallerin asir1 miktarlarda
tiretimine neden olan durumlar, hiicrede oksidan/antioksidan dengesinin bozulmasina
ve detoksifiye edilemeyen radikallerin hiicrede degisik yapilart oksidasyona
ugratmasina ve bir¢ok hastaligin olusumuna neden olmaktadir (6). Oksidatif hasara
neden olan serbest radikalerin artisina bagli olarak gelisen hasar1 dnlemeye yonelik

bir¢ok savunma sistemleri devreye girer.

2.9.2. Serbest Radikallerin Uretilmesi:

Bir¢cok radikal reaksiyonunda ilk olay siiperoksid radikalinin (O;) (SOR)
tiretilmesidir. SOR, molekiiler oksijenden tek bir elektron eklenmesiyle elde edilir.
Stiperoksid dismutaz (SOD), SOR fiizerine etki eder ve hidrojen peroksit (H,0,)
yapimina neden olur. H,O,, SOR’un bir baska molekiiliiyle etkilesime girer ve yap1
olarak daha gii¢lii olan hidroksil (OH") radikalini olusturur. SOR aracili H,O,
dekompozisyonu ferik iyon ile katalizlenir. (Haber-weiss reaksiyonu). OH" radikali
SOR’dan daha toksiktir. Diger radikaller, SOR veya OH" radikalinin biyolojik
molekiiller lizerine etki etmesiyle tretilebilirler. Bu radikaller lipid radikalleri, lipid
peroksi radikalleri, pirimidin radikalleri ve pilirin radikallerinden olusmaktadir.
SOR’un sorumlu oldugu zanedilen zarar verici etkilerin bircogu bu sekonder serbest
radikaller vasitasiyla olusturulmaktadir (136).

Prokaryot ve Okaryotlarda solunum yapan hiicreler SOR’un ana kaynagidir

(137). Solunum sirasinda Okaryotlarda ne kadar SOR firetildigi bilinmemektedir.
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Streptokok fekalis ekstraklarinda SOD iiretimi spesifik antikorla engellenir ve
tilketilen oksijenin %17’si SOR iiretimine gider (138). Etkili ATP tiretilmesi, SOR
yapimini gerektirir. SOR iiretimi ve solunum iliskisi mitokondrinin 6karyotlarda
“molekiiler saat” oldugunun ve tiirlerin maksimum Omiirlerinin oksijen tiikketimine
bagli oldugunun bir gdstergesidir (139). Yine diisiik oksijen konsantrasyonlarinin in
vitro ortamda kiiltiiri yapilan insan diploid hiicrelerinin Omriinii uzattigi
gosterilmistir (140). SOR kaynagi sadece hiicresel solunum degildir. SOR’un iiretimi
ksantin oksidaz, aldehid oksidaz, flavin dehidrojenaz, indolamin dioksijenaz, z-
nitropropan dioksijenaz, diamin oksidaz ve ribuloz 1,5-difosfat karboksilaz gibi
birgok enzimin aktivitesi i¢in gerekli veya yakin iliskilidir (137). SOR,
hidrokinonlar, flavinler, katekolaminler, tetrahidropterinler, ferrodoksinler, hiyalurik
asid ve hemoglobin gibi ¢esitli molekiillerin otooksidasyonu sirasinda tiretilir (137).
Serbest radikaller ayrica sehirdeki hava kirliliginde, organik maddelerin yanmasiyla
olusan dumanda (benzin, kagit, tiitiin, vb.) ozonla kirlenmis havada da mevcuttur
(141). SOR ayrica nétrofiller, monositler ve makrofajlardaki mikrobisidal aktivite
icin gereklidir ve bu hiicrelerde solunum patlamas: siiresince {iretilir. Insan
monositlerinde ve notrofillerde son zamanlarda OH™ radikallerinin iretildigi de
gosterilmistir (142).

Serbest radikallerin biyolojik sistemlere etkilerinin bir sonucu lipid
peroksidlerin iiretimidir. Serbest radikaller, poliansatiire yag asitlerine saldirirlar ve
alil ¢ift baglarla lipid radikallerini olustururlar. Lipid radikalleri bu ¢ift baglarla
molekiiler oksijene baglanir ve lipid peroksi radikallerini iiretir. Bu peroksi
radikallerinden proton ve elektron ¢ikarilmasiyla lipid peroksidler olusturulur. Bunlar
aldehitlere kadar pargalanirlar ve aldehidler de proteinleri, lipidleri ve niikleik asitleri
capraz baglarla birbirine baglar. Serbest radikaller ilave reaksiyonlara da girerler ve
yeni radikallerle birlikte kovalent baglar olustururlar (136).

SOR, OH" radikalleri ve digerleri (hidrojen radikali, hidrate elektron vb.)
hizlica pek ¢ok biyolojik bilesiklere etkilerler ve aktiviteleri agisindan hidroksil
radikali diger radikalleri gegmektedir (136).

Kesme reaksiyonlar1 biyolojik 6neme sahiptir ve 6zellikle iyonize radyasyon
acisindan Onemlidir. Bu reaksiyonlar, ayrica kimyasal oksidasyonlardan olusan

SOR’lar i¢in de gosterilmistir. Lown ve arkadaslar1 (143), kovalent olarak kapali
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yuvarlak DNA’nin invitro olarak adriyamisin, danarubusin ve indirgeyici ajanlarla
ayrildigin1 gostermisler ve serbest radikallerin bu reaksiyona SOD, kataloz ve
sodyum benzoatla ayrilmasmi engelleyerek aracilik ettigini bulmuglar. Morgan ve
arkadaglar1 (144), kapali yuvarlak DNA’nmm SOR ile ayrilmasini, OH" radikalinin
aktif bir tiir oldugunu ve bunun SOD ve katalazla engelleme calismalariyla
belirlendigini ifade etmislerdir.

Biyomolekiillerin lipid peroksidasyonundan kaynaklanan aldehitlerle ¢apraz
baglanmasi1 iyi bir sekilde ortaya konmustur ve bu in vivo olarak baskin bir
mekanizma olabilir. Lipid peroksitlerin etan, pentan ve degisik aldehitleri iceren
cesitli Urlinlere ayristigr  bilinmektedir. Olusturulan en Onemli aldehid,
malondialdehittir. Bu da proteinler, fosfolipidler ve niikleik asitlerle schiff bazlar
olugturur. Makromolekiillerin lipid peroksidasyon iiriinleriyle in vitro olarak capraz
baglanmas1 gosterilmis olup, bu da lipid peroksidasyonunun in vivo olarak ¢apraz
baglanmadan sorumlu oldugunun bir belirtisidir. Bu ¢apraz baglantilarin, aminlerin
perokside lipidlerden olusan aldehidlerle reaksiyonu sonucu olustugu gosterilmistir
(145). DNA’nn, invitro olarak X-irradiyasyonu sirasinda tretilen malondialdehid
benzeri materyal tarafindan c¢apraz baglandigi tespit edilmistir (146). Lipid
peroksidasyonu ve ¢apraz baglanmanin 6nemi hiicresel biitlinliiglin zayiflamasima yol
acmalaridir (136).

2.9.3. Molekiiler Toksikolojiye Kars1 Antioksidanlar

Antioksidanlar, hiicreleri ksenobiyotiklerin, ilaglarin, karsinojenlerin ve
toksik reaksiyonlarin yan etkilerine kars1 direkt veya indirekt olarak koruyan
maddelerdir (147). Cesitli biyolojik agidan aktif bilesiklerin de antioksidan
fonksiyonlara sahip oldugu bildirilmistir. Bunlar Vitamin C (askorbik asit), Vitamin
E (o-tokoferol), Vitamin A, B-karoten, metallotiyonein, poliaminler, melatonin,
NADPH, adenozin, koenzim Q-10, urat, ubiginol, polifenoller, flavonoidler,
fitoestrojenler, sistein, homosistein, taurin, metiyonin, s-adenozil-L-metiyonin,
resveratrol, nitrosidler, GSH, glutatyon peroksidaz (GPX), superoksid dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), tiyoredoksin rediiktaz, nitrik oksid sintaz (NOS), hem
oksijenaz-1 (HO-1) ve eozinofil peroksidaz (EPO)’1igerir (148). 3-(2)-tert-butyl-4-
hidroksianizol (BHA), 3,5-di-tert-butyl-4-hidroksitolwen (BHT), ve t-butil
hidrokinon (t-BHQ)’i iceren fenolik bilesiklerin oksidatif stresi Onlemede
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antioksidan rolii iyi bir sekilde tanimlanmistir (149). Cesitli antioksadanlar
superoksid ve serbest radikalleri temizleyebilir veya hiicrelerdeki detoksifikasyon
mekanizmalarini1 uyarabilir ve serbest radikal defoksifikasyonuna sebep olur.
Boylece pek ¢ok patofizyolojik islemin 6nlenmesine neden olur (150).

Glutatyon, direkt olarak superoksidi temizler, BHA, BHT ve t-BHQ
birbirleriyle uyumlu bir sekilde bir takim genlerin ekspresyonunu uyarir ve bu
genlerin tiriinleri oksidatif stres ve iliskili sonuglarina kars1 koruyucudur (151). Diger
bilesikler, glutamin gibi, 6zellikle intestinal hiicrelerde 1s1 sok proteini 72 (hps72)’yi
uyarir ve bu da oksidanlar gibi enflamasyon tarafindan uyarilan strese karsi hiicre
korunmasma yardimci olur (152).

SOD: SOD, serbest radikal siiperoksidi perokside ¢evirerek parcalar. Daha sonra da
katalaz veya GPX reaksiyonlariyla pargalanir. Aerobik solunumla siiperoksidin
diisiik bir seviyesi siirekli olarak iiretilir. Mitokondrinin elektron transport zinciri,
dort elektronu molekiiler oksijene tasir ve suyu olustururken arada sirada tek bir
elektronu kacirir. Siiperoksit Fe(IIl)’ii Fe(Il)’ye indirger ve bu arada demir ve
hidroksil iyonlar1 salinir. Boylece, H,O; ile etkilesir ve hidroksil radikallerini iiretir.
SOD; stiperoksidi, H>O,‘e ve molekiiler oksijene ¢evirir.
SOD
0, + O + 2H —> HO0, + O,

SOD’un diger bir fonksiyonu dehidratazlar1 (dihidroksi asit dehidrataz,
akonitaz, 6-fosfoglukonat dehidrataz ve fumarazlar A ve B) serbest radikal
stiperoksidin inaktivasyonuna karsi korumaktir (153). SOD’un 4 sinifi belirlenmistir
ve diniikleer Cu, Zn veya mononiikleer Fe, Mn veya Ni kofaktorlerini igerir (154).
Fe-SOD ve Mn-SOD’lar homoloji gosterir ve aktif bolgelerinde metal selasyonu
yapan aymi artiklara sahiptirler. Iinsanlarda SOD’un ii¢ formu vardir: Sitokozolik Cu,
Zn-SOD, Mitokondriyal Mn-SOD ve ekstraselliiler-SOD (EC-SOD) (155). SOD
dismutasyonu gegis metal iyonunu ardi ardina oksidasyon, rediiksiyonu ile katalizler
ve bunu aktif bolgede yiiksek reaksiyon hiziyla bir Ping Pong tip mekanizmayla
gergeklestirir (156). Manganaz-SOD: Bir heterotetramerdir. (96kDa) ve her bir
subunite i¢in bir manganez atomu icerir ve subuniteler Mn(III)’den Mn(Il)’ye ve

tekrar M(III)’e doniisii saglar ve bu durum siiperoksitin dismutasyonunun iki adimi1
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boyunca gergeklestirir. Mitokondrideki solunum zinciri oksijen radikallerin 6nemli
bir kaynagidir (157).

Mn-SOD: Niikleer olarak kodlanmig bir primer antioksidan enzimdir ve bu
stiperoksit radikallerini ¢ikarmak i¢in c¢alisirlar (158). Mn-SOD’un digerlerine gore
biyolojik 6nemi;

Mn-SOD genlerinin E.Coli’de inaktivasyonu aerobik durumlarda mutasyon
sikligin1 arttirrr.  Saccharomyces cerevisiae’deki genin eliminasyonu oksijene
hassasiyetini arttirir. Tiimdr nekroz faktér (TNF) dzellikle Mn-SOD’u uyarir. insan
Mn-SOD genlerinin transgenik farelerde ekspresyonu, oksijen tarafindan uyarilan
pulmoner hasara ve adriamisin tarafindan uyarilmig kardiyak toksisiteye karst
koruyucudur (159). Bu yiizden Mn-SOD’un ekspresyonu aerobik hayatin devami ve
oksijen radikali aracili toksisiteye karsi hiicresel direncin gelismesi acisindan g¢ok
onemlidir. Mn-SOD (SOD-2) bir tiimér baskilayict gen olarak onerilmistir (160).
Bakir, Cinko SOD: Cu,Zn-SOD (SOD-1)’ler: gelisim boyunca korunmus diger
enzim smiflaridir. Yaklagik 32kDa’lik iki birbirinin ayn1 subuniteye sahiptir ve her
bir subunit bir metal toplulugu igerir. Aktif bolge bir bakir ve onunla kdprii yapmis
bir ¢inko tarafindan olusturulmaktadir. Bu kdpriilesmede etkili hedef bolge His61 dir
(161). Bakir ve ¢inko iceren SOD’un H,O, tarafindan inaktivasyonu birbirini takip
eden bir dizi reaksiyon sonucu gerceklesir. Birincisi, H,O, tarafindan Cu(II)’nin
Cu(I)’e indirgemesidir. Sonra Cu(I), ikinci bir H,O, tarafindan okside edilir ve
boylece giiglii bir oksidan elde edilir ve bu Cu(I)O, Cu(II)OH veya Cu(Ill) olabilir.
Son olarak histidinin oksidasyonu gergeklesir ve o da SOD aktivitesinin kaybina
neden olur (157).

Her ne kadar Mn-SOD tiim tiimorlerde bulunsa da, Cu,Zn-SOD ve Mn-
SOD’un aktivitelerinin orani normal dokudan farkli degildir ve tomiirler metabolik
olarak aktif dokulardan daha az Cu,Zn-SOD’a sahiptir (162).

Cu,Zn-SOD’un antioksidan savunmada ilk sirada ve c¢ok 6nemli bir rol
oynadigma inanilmaktadwr. Superoksid anyon radikallerinin dismutasyonunu
katalizler ve H,O, ile molekiiler oksijen olusturur. Bu enzimden yoksun farelerde
paraquat toksisitesine yatkinlik gdézlenmistir. Memelilerde oksijen serbest radikaller
kadin {iremesinde anormalliklere neden olurlar (163). Diger son zamanlardaki

aragtirmalara géore Mn-SOD yasam i¢in Onemlidir. Ancak Cu,Zn-SOD degildir.
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SOD-1 uyarilmast yaslanmanin Onlenmesi ve cevresel faktorlerden kaynaklanan
zararl etkiler ve oksidatif stres tarafindan olusturulan mutasyonlarin Onlenmesi
acgisindan onemlidir (157).

Ekstraselliiler SOD, (EC-SOD): tetrametrik, salgilayici, bakir ve ¢inko igeren bir
glikoproteindir (heparin ve heparan siilfat gibi glikozaminoglikanlar icin yliksek
yatkiliga sahiptir) ve interstisyal bolgelerde bulunur. Ayrica ekstraseliiler sivilarda
bulunur ve EC-SOD plazma, lenf ve sinoviyal sivinin SOD aktivitesinin biiyilik
kismindan sorumludur (164). Kan damari duvarmnin intestisyumundaki temel
antioksidan olup ( 165), siiperoksid anyonunu temizlemek icin dizayn edilmis
bilinen tek ekstraselliiler enzimdir (166). EC-SOD subsrat1 veya diger oksidanlarin
(ksantin oksidaz ve hipoksantin, paraquat, pirogallol, a-naftoflavon, hidrokinon,
katekol, Fe iyonlari, Cu*’ iyonlari, biitiyonin, sulfokisimin, dietilmaleat, t-biitil
hidroperoksid, kuman hidroperoksit, selenit, sitiolan ve yiiksek oksijen parsiyel
basinct) memelilerde diizenlenmesi, hiicrelerin oksidanlara cevabindan ziyade
sitokinlerle diizenlenirler (167).

EC-SOD, ekstraselliiler siiperoksidin elde edilebilirligini kontrol eder ¢iinki,
nitrik oksitin inaktivasyonunu da igeren ¢esitli fizyolojik yollar i¢in dnemlidir. EC-
SOD, NO’in inaktivasyonunda birincil kontrol edici faktdre sahiptir. Noro-
davranigsal fonksiyonlar iizerindeki rolii ortaya konmustur (168).

Nikel-SOD: Ni-SOD, streptomiges tiirlerinden elde edilmistir. Birbirinin ayni
13,4kDa’lik dort subuniteden olusur ve 70°C’ye kadar stabildir. Siyanid ve H,O,
tarafindan giiclii sekilde, azid tarafindan ise az miktarda engellenir. Amino asit
kompozisyonu demir, manganez ve c¢inko-bakir SOD’lardan farklidir. Nikelden
yoksun apoenzim siiperoksidin, H,O, ‘e doniisiimiinde aracilik etme yetenegi yoktur

ve Ni''!

aktivitede gii¢lii bir role sahiptir (169).

Katalaz: Katalaz (EC,1,11,1,6) bir tetramerik hemenzimdir ve dort tane birbirinin
aynt 60 kDa’luk tetrahedral subuniteden olusur. Her bir molekiil i¢in dort
ferriprotoporfirin grubu igerir. Molekiiler kiiltesi yaklasik 240kDa’dur. Katalaz
bilinen en etkili enzimdir. Cok etkili oldugundan dolay1r herhangi bir
konsantrasyonda H,O, tarafindan doyurulamaz (170). Katalaz, H,O, ile su ve

molekiiler oksijen olusturmak icin etkilesir ve H vericileriyle (metanol, etanol,
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formik asit, fenol) 1 mol peroksit kullanarak bir ¢esit peroksidaz aktivitesine benzer
davranista bulunur:

CAT

2 H,O, — 2 H,O + 0,

CAT

ROOH + AH; — H,O + ROH + A

H,0, enzimatik olarak aerobik organizmalarda katalaz ve cesitli
peroksidazlar tarafindan parcalanir. Hayvanlarda H,O, ‘1, katalaz ve GPX defoksifiye
eder. Katalaz, hiicreleri igerisinde olusan H,O, ‘den korur. Her ne kadar katalaz bazi
hiicre tipleri i¢in normal kosullar altinda ¢ok 6nemli degilse de, hiicrelerin oksidatif
strese karsi toleransta, kazanilmis yanitta dnemli rol oynar (171). Transfeksiyona
ugramis, zenginlestirilmis katalaz hiicrelerinin adriyamisin, bleomisin ve paraquat’a
artmis hassasiyeti, ilag araciligiyla, katalaz tarafindan oksijen tiiketiminin
engellenmesi yetenegine baglanabilir. Boylece H»O,‘i hiicreden kagmadan oOnce
yakalayarak oksijene ¢evirir. Bu yolla katalaz oksijen konsantrasyonunu sabit tutar.
Bunu da kimyasal rediiksiyonun tekrarl turlar1 ile veya toksinle direk etkileserek
gergeklestirir (172).

Glutatyon peroksidaz (GPX): Selenyum igeren peroksidazlar GPX’in (EC
1,11,1,19) daha 6nemli 6rnekleridir ve GSH’1 kullanarak hidroperoksitlerin (ROOH
ve H,0,) pek ¢ok ¢esidinin rediiksiyonunu katalizlerler. Boylece memeli hiicrelerini

oksidatif hasara kars1 korurlar.

GPX

ROOH + 2GSH — ROH + GSSG + H;O

Memelilerde en az bes GPX izoenzimi bulunmustur. Hemen hemen her yerde
eksprese edilseler de, her bir izoformun seviyesi doku tipine bagli olarak degisebilir.
Sitozolik ve mitokondriyal GPX (¢cGPX veya GPX1) glutayon harcayarak yagl asit
hidroperoksitlerini ve H,O;‘1 indirger. GPX1 ve fosfolipid hidroperoksit glutatyon
peroksidaz GPX4 (veya PHGPX) pek ¢cok dokuda bulunur. GPX4 hiicrenin sitozol ve
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membran kisminda yerlesmistir. PHGPX direk olarak perokside membranlarda ve
okside lipoproteinlerde {iretilen fosfolipid hidroperoksitlerini, yagli asit
hidroperoksitlerine ve kolestrol hidroperoksitlerine indirger (173). GPX1 ¢ogunlukla
eritrositler, bobrekler ve karacigerde bulunurken, GPX4 cogunlukla renal epitelyal
hiicrelerde ve testiste bulunur. Sitozolik GPX2(veya GPX-Gl) ve ekstraselliiler
GPX3(veya GPX-P) cogu dokuda nadiren goriiliirler. Fakat gastrointestinal sistem ve
bobrek bunlarin disindadir. Son zamanlarda yeni bulunan bir iiye GPXS5’dir.
Ozellikle fare epididiminde bulunur, selenyum’dan bagimsizdir (157).

GPX1 (80kDa) enzimatik aktivitesi i¢in 6nemli olan 4 alt iinitenin her birinde
bir selenosistein (Sec) icerir. Her ne kadar GPX substrat H,O, ‘yi katalazla paylagsa
da, tek basina basarili bir sekilde lipid ve diger organik hidroperoksitlerle reaksiyona
girebilir. Glutatyon redoks ¢cemberi diisiik derecede oksidan strese karsi korumanin
en onemli kaynagidir. Katalaz ise ciddi oksidan strese karsi savunmada daha 6nemli
ve etkilidir (174). Hayvan hiicrelerinde ve 6zellikle insan eritrositlerinde H,O, ‘in
detoksifikasyonu icin ana antioksidan enzimin GPX oldugu diislintilmiistiir. Ciinkii
katalazin H,O, ‘e yatkinligi GPX’dan daha diisiiktiir (175). GPX’1 tiikkenmis hiicreler,
paraquat ve adriamisin hasarina transfeksiyona ugramamis parental hiicrelerden daha
hassastir. Hafif derecede artmig paraquat ve adriamisin hassasiyeti GPX’in hiicresel
miktarinin azalmasina baghdir. Bu tiim bilgilere gore; GPX, hiicreleri paraquat ve
adriamisinin toksisitesine karsi1 korur. Bu ajanlar H,O, veya diger hidroperoksitlere
etkilidirler (176).

GPX, dihidrorodamin 123’in oksidasyonuna karst GSH’1 indirgen olarak
kullanan peroksinitrite karsi korur. Boylece GPX’1n bir fonksiyonu vardir ve diger
selenoproteinler, selenosistein ve selenometiyonin igerirler. Peroksinitrit aracili
oksidanlara karsi peroksinitrit gibi GSH bagimli savunma hattmin devam
ettirilmesinde gorev alirlar (177).

2.9.4. Serbest oksijen radikallerinin kaynaklar

Normalde hiicrelerde serbest radikallerin olugmasi i¢in bir ¢cok mekanizma
mevcutur. Bunlar; mitokondriyal elektron transport zinciri, katekolaminler, ksantin
oksidaz, oksidan enzimler, mikrozomal elektron transport zinciri, fagositler, Fe*

hiicresel otooksidasyonu ve arasidonik asit yolunu icerir (178).
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Mitokondriyal Elektron transport zinciri; mitokondriyal sitokrom oksidaz
araciligiyla oksijenin suya indirgenmesi sirasinda elektron akimimnin yaklasik %1°1
stiperoksite doniigiir. SOD ve glutatyon bu siiperoksit kacagini zararsiz hale getirir
(179).

Katekolaminler: Serbest oksijen radikallerinin 6nemli bir kaynagi da
kalekolaminlerin oto-oksidasyonu yolu ile H,O, ve OH radikallerinin olusmasidir.
(179).

Mikrozomal elektron transport zinciri: Bazi metabolizma fonksiyonlar1
gergeklestirilen endoplazmik retikulumda da serbest radikaller olugturulmaktadir.

Oksidazlar: En 6nemli serbest radikal kaynagi oksidazlar; ksantin oksidaz,
amino asit oksidaz, monoamin oksidaz ve sitokrom oksidazdir. Ksantinoksidaz
potansiyel bir serbest radikal kaynagi olup, piirin katabolizmasinda yer alir ve bazi
durumlarda ¢ok miktarda O, liretimine neden olur (180).

Fagositler: Notrofiller, iskemik peryodun sonunda endotelyuma bagli olarak
bulunur ve serbest oksijen radikalleri i¢in bir mikro ortam olusturup lokal hasarin
yogun bir sekilde ortaya ¢ikmasina neden olurlar (180).

Prostaglandin sentez yolu: Siklooksijenaz veya lipoksijenaz yoluyla
prostaglandin sentezi siirecinde siiperoksit radikalleri ve hidroksil radikalleri olusur
(178). Gegis metallerinden ozellikle demir ve bakir, hidroksil radikali gibi ¢ok
tehlikeli radikallerin olusumuna neden olabilir (6).

[laglar, maruz kalman cevresel kirlilik, sigara, egzoz dumani, pestisitler gibi
bazi ajanlar ve iyonize 1sinlar da serbest oksijen radikallerinin {iretimine neden
olurlar.

Siiperoksit radikali (0;):

Oksijene bir elektron eklenmesiyle olusur (181). Siiperoksit nerdeyse tiim
hiicrelerde olusturulur. I¢ mitokondri zarmdaki solunum zincirinde, ksantin oksidaz
gibi flavonoenzimlerce endojen olarak, iskemi reperfiizyonda lipoksijenaz ve
siklooksijenaz tarafindan olusturulur (182). Sulu c¢ozeltide zayif bir oksitleyici
ajandir ve askorbik asit, tiyol gibi molekiilleri oksitleyebilir. Ayrica giiclii bir
indirgeyici ajandir ve sitokrom C, ferrik EDTA gibi demir komplekslerini indirger
(183).
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Stiperoksitin dnemli bir kaynag1 da fagositik hiicrelerin yabanci partikiillerle
veya immiin kompleksle karsilastiginda gerceklestirdigi solunum patlamasidir (184).
Hidrojen Peroksit (H,0O):

Siiperoksite ikinci bir elektron eklenmesiyle peroksid iyonu, O,> olusur ve
bununda eslenmemis elektronu olmadigindan tam bir radikal degildir. Tiim peroksit
iyonlar1 fizyolojik pH da protonlanir ve H,O, olusur. Sivi ¢ozeltilerde siiperoksit,
dismutasyon reaksiyonuna ugrar ve H,O, ile O2 olusturur.

20, + 2H >  HO0 + O

Asidik PH da dismutasyon daha da hizlidir (184). H,O, bir serbest radikal
degildir. Ancak biyolojik zarlardan kolaylikla gecer ve Onemli radikallerin
olugsmasinda rol alir. Ayrica hiicre i¢i sinyal gorevi yapar. Tiim bu sebeplerden dolay1
cok Oonemlidir (185). Oksijene iki elektron transfer edilerek yine glukoz oksidaz,
viral oksidaz ve aminoasit oksidaz tarafindan direkt olarak olusturulabilir (184).
Katalaz, glutatyon peroksidaz ve diger oksidazlar H,O,’in istenmeyen kismini
hiicreden uzaklastirirlar.

Hidroksil Radikali (OH")

H,0,’deki O-O bagmin homolitik ayrilmasi iki OH™ radikalinin iiretimine
neden olur. Bu olay homoliz, 1s1 veya iyonize radyasyonla ger¢eklestirilir. H,O, ve
demir II tuzunun karisim1 OH™ radikalini olusturur ve bu ilk kez 1894°te Fenton (186)
tarafindan gézlemlenmistir.

F&© + H0, > F° + OH + OH

Fe™ ve Cu™ yardimiyla HO,’den HO™ radikali olusur. Suyun yiiksek enerji
ile iyonizasyonu sonucu OH radikali meydana gelir. HO™ radikalinin viicuttaki en
onemli kaynagi bu reaksiyondur.

H,0O - OH+H+e =2 HO;

H,0,’in siiperoksit (O;") ile reaksiyonu sonucu, H,O, yikilarak serbest
oksijen radikallerinin en reaktif ve zarar verici tiirii olan hidroksil radikali olusur.

H,0, +0, - OH + OH + O
2.9.5. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller hiicrelerdeki lipit, protein, karbonhidrat, DNA ve niikleik

asitler gibi komponentlerle etkileserek hiicrenin membran biitiinliglinii veya
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enzimlerin aktivitesini bozabilir ya da DNA yapisinda degisikliklere neden olabilirler
(187).
DNA ve niikleik asitlere etki:

Iyonize radyasyona maruz kalinmasi sonucu serbest radikaller ve aktif
molekiiller meydana gelirler. Bu radikallerin DNA’y1 etkilemesi sonucu hiicrede
mutasyon meydana gelir veya hiicrenin Oliimiine neden olurlar. Kromozom
degisiklikleri ve DNA’daki degisiklikler sitotoksiteye neden olur. H,O, hiicre
zarindan gecerek cekirdege ulasir ve DNA’da hasar meydana getirir. Bu da hiicre
fonksiyon kaybina neden olabilir veya hiicre 6liimiiyle sonuclanabilir (188).
Proteinlere Etkileri:

Radikallerin etkilerine karsi en hassas olan lipitlerle karsilastirildiginda
proteinlerin hassasiyeti daha azdwr. Radikallerin, monamin oksidaz ve transport
proteinleri gibi membran bilesenlerine etkileri ¢ok dnemlidir. Radikallerin proteinler
izerine etkisi, amino asit dizilisleri, radikallerin olusum yeri, hedef molekiil ve
antioksidanlar gibi ¢esitli faktorlere baghdir. Molekiillerin serbest radikallerle
etkilesimi agisindan doymamis bag ve siilflir iceren molekiiller daha yiiksek
hassasiyete sahiptir. Histidin, metiyonin, sistein, fenilalanin, tirozin ve triptofan gibi
aminoasitlerde olusan proteinlerin serbest radikallere hassasiyetleri daha yiiksektir.
Disiilfit bag:1 fazla olan alblimin ve immiinoglubiilin G’nin ii¢ boyutlu yapilar1 da
etkilenir (6). Protein harabiyetinin derecesi proteinin hiicre icerisindeki yerlesimine
ve radikalin sitotoksik gliciine baglidir (189).

Karbonhidratlara Etkileri:

Radikaller bag dokunun ana bilesenlerinden biri olan hiyaluronik asitin
parcalanmasina neden olabilirler (181). Hidrojen peroksit, peroksit ve okzoaldehitler
monosakkaritlerin otooksidasyonuyla olusabilirler. Sonugta olusan okzoaldehitlerin
proteinlere baglanmasiyla antimitotik etki ortaya c¢ikar ve bu da kanser ve

yaslanmaya neden olur (189).

Lipitlere Etkileri:
Dokulardaki doymamis yag asitlerine serbest radikallerin etkisi, lipit

peroksidasyonu olarak bilinir. Serbest radikallerle membran kolesterol ve yag
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asitlerinin  doymamig baglar1 reaksiyona girerek peroksidasyon olaymni
gerceklestirirler (190).

Lipit peroksidasyonu reaktif oksijen tiirlerinin doymamis yag asitlerini,
malondialdehit, alkol, peroksitler, pentan ve etana yikma reaksiyonlaridir. Bu
peroksidasyon iiriinleri membran akigkanligimi ve gecirgenligini etkileyip hiicre ve
organelin geri doniigiimsiiz hasarlanmasina neden olur (189).

Organizmada olusan radikallerin etkisiyle yag asitlerinin metilen grubundan
bir hidrojen atomu uzaklastirilmasi, lipit peroksidasyonunun baglangi¢ reaksiyonudur
ve hidrojen atomunun uzaklagsmasiyla yag asidi zinciri lipit radikaline (L) doniisiir.
Olusan lipit radikali, lipit peroksi (LOO") radikali olusturmak i¢in molekiiler
oksijenle reaksiyona girer. Diger komsu yag asitlerini etkileyip yeni lipit radikalleri
olusturan peroksil radikali, agiga ¢ikan hidrojen atomunu alip lipit hidroperoksitlerini
(LOOH) olusturur. Peroksidasyon basladiktan sonra kendiliginden yayilabilir. Cok
sayida yag zinciri lipit hidroperoksitlerini olusturabilir. Bu ylizden bu reaksiyon
ilerleme reaksiyonu olarak adlandirilir (188). Lipit peroksidasyonunun ilk iiriinii olan
lipid hidroperoksitleri ¢ok kararhidir. Bir antioksidan olan E Vitamini lipit
peroksidasyonunun siirekli devam etmesi durumunda bu zincirleme reaksiyonu
durdurulabilir. Boylece lipit peroksidasyonunu sonlandirabilir (191).

Arasidonik asit metabolizmasi1 sonucu lipitlerden serbest radikal iiretilmesine
enzimatik lipit peroksidasyonu denir. insan enzimatik lipit peroksidasyonu ise diger
radikaller tarafindan gergeklestirilir (6).

Malondialdehid (MDA) ile tiobarbitiirik asit, ii¢c veya daha fazla ¢ift bag
iceren yag asitlerinin peroksidasyonuyla olusur. Lipit peroksidasyon durumunun
belirlenmesinde MDA ve tiyobarbitiirik asit ile reaksiyon veren maddelerin
(TBARS) plazma ve eritrosit diizeyi 6l¢iimii kullanilir (187).

(Colyak hastaliginin patogenezini arastrmaya yonelik ¢aligmalarda oksidatif
stresin olduk¢a O6nemli oldugu gozlenmistir (192). Oksidatif stres belirteclerinden
TBARS (thiobarbituric asid-reactive substance) ve karbonil gruplar1 aragtirilmis
olup, ¢Olyak hastalarinda redoks dengesinin bozuldugu, bunun da protein ve
lipidlerde ciddi hasarlara neden oldugu saptanmistir (192). Yine bu ¢aligmalarda,

¢olyak hastaliginda bir antioksidan enzim olan SOD aktivitesinde onemli derecede
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artiy gozlenirken, bir diger antioksidan enzim olan GSH-Px aktivitesinde ise ¢ok

anlamli diizeylerde azalmalar meydana geldigi tespit edilmistir (193).

2.10. Antioksidan Enzimler

2.10.1. insan Antioksidan Genleri, Ozellikleri ve Polimorfizmler

SOD1: Bakir/Cinko-SOD (SOD1) homodimer olarak yaklagik tiim hayvan
hiicrelerinin = sitozolinde bulunurlar. Memelilerde Cu/Zn-SOD’un en yiiksek
seviyeleri, karaciger, eritrositler, beyin ve ndéronlarda bulunur. SOD1 geni bes ekzon
bulundurur (194) ve kromozom 21q22,1 de yerlesmistir (195). Bugiine kadar yapilan
arastirmalarda ailesel amiyotrofik lateral skleroz (FALS) hastalarinda Cu/Zn -SOD
geninde 58 mutasyon belirlenmistir.

SOD2: Manganez igeren SOD (SOD2), Cu/Zn SOD’a benzer bir rol oynar.
Stiperoksit radikallerin birincil hiicresel kaynagi mitokondri smurlari i¢indedir.
Memelilerde bu enzimin en yiiksek seviyelerine kalp, beyin, karaciger ve
bobreklerde rastlanmaktadir (196).

MnSOD: Bir homotetramerdir ve her bir alt {inite 196 aminoasit igerir, bes
ekzon iceren bir tek gen tarafindan kodlanir ve kromozom 6q25 {izerinde
yerlesmistir. Cu/ZnSOD’un tersine bugiine kadar sadece birkag mutasyon
belirlenmistir. En genis kapsamli ¢alisilan polimorfizm mitokondriyal hedef sirasinda
16. pozisyonda yerlesmistir. Valin yerine alanin ge¢mesiyle sonucglanir (197). Bu
polimorfizmin lider sinyalin yapisin1 degistirdigi ve bdylece MnSOD’un
mitokondriye tasinmasini etkiledigi belirtilmistir (198). MnSOD’un alanin varyanti
artmis meme kanseriyle (199), Parkinson hastaligiyla (198) ve motor ndron
hastaligiyla (200) iliskilidir. Valin ise homozigot genotipi, ailesel olmayan idiyopatik
kardiyomiyopati ile baglantili bulunmustur (201).

SOD3: Ekstraselliiller-SOD (ECSOD/SOD3), sekretuar, bakir ve ¢inko iceren
tetramerik bir glikoproteindir. ECSOD: SOD aktivitesinin ¢ogunlugundan
sorumludur ve sinovyal sivi, plazma ve lenf sivisinda bulunur. Fakat bu enzimin
oncelikle endotelyal hiicre yiizeyindeki heparin proteoglikanlara bagli oldugu tespit
edilmistir. SOD3 geni ii¢ ekzon igerir ve kodlayan bolge 3. ekzonda yer alir (202) ve
4pter-q21°de haritalanmistir (203).
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GPX1: Selenyum igeren glutatyon peroksidazl (GPX1), dort alt tinitesinin
her birinde selenosistein icerir. GPX1 geni kromozom 3p21.3’te yerlesmis olup (10),
iki ekzon icermektedir (204). Bu enzim ozellikle eritrositlerde, bdbrekte ve
karacigerde ¢ok miktarda olmak {izere insanlarda her yerde bulunur (135). Moskow
ve arkadaslar1 (205), GPX1 geninin ekzonl’inde bir polialanin alaninda degisen
sayilarda GCG (alanin) tekrarlarini buldular. Bir diger calismada, ii¢ allel, ALA*S,
ALA*6 ve ALA*7 gozlemlendi ve bunlarin azalmis enzim aktivitesiyle iligkili
olmadig1 saptandi (206). Ayrica bu alleller, iic niikleotid degisimi gosterir. Bu
degisimlerin; +2’de bir T-C degisimi, -592’de bir G-A degisimi ve 197. pozisyonda
(Pro-Leu) bir amino asit degisimi oldugu gosterilmistir (205). Pro-Leu degisimine
neden olan bir SNP da belirlenmistir (207). GPX1 (-/-) fare normal bir fenotip
gosterir (208). Coksaike virlistinun avirulan bir tirii ile infeksiyonu takiben
myokardite neden olmaktadir (209).

GPX2: GPX2 geni iki ekzon igerir ve kromozom 14q24.1°de yerlesmistir. Bu
gende iki polimorfizm bildirilmistir. Ornegin. bir A-T degisimi ve TC tekrarlarmin
bir mikro uydusu. Bunlarin her ikisi de introndadir (210). Sitozolik selenyum—
bagimli GPX2, oncelikli olarak gastrointestial peroksidlerin toksisitesine karsi
koruyucudur (135).

GPX3: Ekstraselliller GPX3 temel olarak plazmada bulunur. Ayrica bobrek,
akciger, kalp ve plasentada saptanmistir. Bu enzim GPX4’ten daha az olsada,
fosfatidilkolin gibi daha kompleks lipidlerin hidroperoksitlerini indirgemektedir
(211). GPX3 geni bes ekzon igerir ve kromozom 5q32-q33.1°de yerlesmistir (212).
Bugiine kadar bir polimorfizm bildirilmemistir (135).

GPX4: Fosfolipid hidroperoksid GPX4 (PHGX4) varligi bircok dokuda
belirlenmistir. Hem sitozolde hem de membranla iliskilidir. Diger GPXler
tetramerken, onlarin aksine bir monomer olarak bulunurlar. Kii¢lik boyutludurlar ve
hidrofobik yiizeyi, membranlarda peroksidize fosfollipidlerin ve kolesteroliin
indirgenmesine neden olur (213). Mitokondriyal PHGPX hiicreleri oksidatif stresten
korumada oncelikli olarak rol alirlar (214). Aktivitesi genellikle GPX1’den daha
diisiiktiir ve testis hari¢ tiim dokularda bulunur (211). GPX4 spermin bas kismindaki,

proteinin %50 sini olugturur. Yapisal protein olarak fonksiyon géren GPX4 geni yedi
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ekzon igerir ve kromozom 19p13.3°de yerlesmistir. Potansiyel bir alternatif olarak,
dokuya 0zel birinci ekzon tarif edilmistir (215).

KATALAZ: Katalaz geni 13 ekzon igerir ve kromozom 11pl13°de
yerlesmistir. Katalaz geninde c¢esitli mutasyonlar/polimorfizmler belirlenmistir ve
cogu akatalazemia ile iliskilidir. Otozomal resesif Ozellige sahiptir. Japonlarda,
akatalazemia G/A nokta mutasyonu intron 4’tedir ve anormal bdliinmeye ve bir
mutasyon olusmasina neden olur. Bir T silinmesine ek olarak ekzon 4’te bir ¢erceve
kaymasi meydana gelmektedir (216). Katalaz geninde diger
polimorfizm/mutasyonlar da, belirlenir. Bunlardan; T49C, T111C ve T/C intron 1°de,
A/G intron 7°de; A/G poly(A)’dan asag1 tarafta ve promoterde, A/T pozisyon -21°de;
C/A pozisyon -20°de, C/T pozisyon -18’de ve bir genel T/C polimorfizmi -262°de
yerlesmistir. Bir genel T/C degisimi niikleotid pozisyonu 1167’de bulunur (134).

2.11. CH ve Antioksidan Sistem

Bagimsiz olarak var olan ve bir veya daha fazla ortaklanmamis elektrona
sahip molekiil veya atomlar serbest radikaller olarak adlandirilirlar (217). Bu
ozellikleri serbest radikallerin magnetik bir alana c¢ekilmesine neden olur ve onlari
yiiksek derecede reaktif hale getirir. Stabil hale gelebilmek i¢in ¢evrelerindeki
organik ve inorganik molekiillerle tepkimeye girerek serbest elektronlarmi
eslestirirler. Bu tepkime esnasinda reaksiyona girdigi diger molekiiliinde eslesmemis
elektrona sahip olmasina neden olur. Sonug olarak tek bir radikal, elektron transfer
reaksiyon zincirinin baglamasina neden olur (6).

1970’lere kadar, serbest radikaller ¢ogunlukla gida teknolojileri polimer
arastirmacilart ve radyasyon kimyagerleri tarafindan arastiriliyordu. 1970’lerden
sonra serbest radikallerin insan viicudunda siirekli {iretildigi ve bunlarin antioksidan
savunma mekanizmalariyla ortadan kaldirilmaya calisildigi gorilmiistiir. Ancak
serbest oksijen radikallerinin arastirilmasinda en 6nemli gelismeler, Mc Card ve
Fridowich tarafindan siiperoksit dismutazin (SOD) kesfedilmesi siirecinde
gerceklesmistir. Son zamanlarda serbest oksijen radikallerinin pek c¢ok patolojik
stirecte zararli etkilerinin varligi belirlenmistir (218). En c¢ok kullanilan ve biitiin
hiicrelere rahatlikla girebilen madde molekiiler oksijendir (O,). Elektron transferi

araciligiyla molekiiler oksijen, suya kadar indirgenir. Bu yolda 4 -elektron
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kullanilarak, siiperoksit (O,"), hidrojen peroksit ve hidroksil radikali (OH") gibi ara
molekiiller olusur. Bunlar reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak adlandirilirlar (185).

3.GEREC ve YONTEM

06.01.2009 tarihinde Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlig1
Tibbi-Cerrahi-Ila¢ Arastirmalar1 Etik Kurulundan 08-GEKTIP-38 Proje numarast ile
gerekli onay alindi. Calismamizda kontrol ve hasta grubunu olusturacak bireyler,
Gaziosmanpasa Universitesi Arastirma ve Uygulama Merkezi Dahiliye ve Pediyatri
poliklinigine gelen ve dahiliye ve pediyatri uzmani doktorlar tarafindan
degerlendirildikten sonra molekiiler analiz uygulanan bireylerden secildi.
Calismamizdaki analizler icin kullanilan 6rnek sayist Colyak hastalari igin 117,
kontrol grubu i¢in 148 olarak belirlendi ve gerekli onam formlar1 hasta ve kontrol
gruplarindan alindi. Hasta ve kontrol gruplarindan tam kanlar antekiibital venden,
icinde disodyum etilendiamin tetraasetik asit (EDTA; 3 mg/L) olan bir tiipe alindi.
EDTA’l1 tam kan 6rneklerinden standart metodlarla DNA izolasyonu yapildi.

3.1. DNA izolasyonu:

Tam kandan DNA izolasyonu; Roche firmasmin kiti (High Pure PCR
Template Preparation Kit) kullanilarak yapilmistir. Asagidaki deney protokolii

uygulanmigtir.

e EDTA’l1 tiipte bulunan kan oda sicakligina getirildikten sonra alt-iist edilerek

homojenize edilir.
e EDTA’l tiipte bulunan tam kandan 200 pL propilen tiipe alinir.

e Propilen tiipe alinan tam kanm iizerine 200 pL baglayici soliisyon (Binding

Buffer) ve 40 uL Proteinaz K konduktan sonra karistirilir.
e Isiblogunda 10 dakika boyunca 70 °C sicakliginda inkiibe edilir.
e 100 puL izopropanol iizerine eklendikten sonra karistirilir.
e High Pure filtreli tiipe konulan karisim 1 dk 8,000 x g’de santrifiij edilir.

e Dipte kalan s1v1 uzaklagtirilir.
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Filtreli tiipe 500 pL inhibitdr uzaklagtirict soliisyon (inhibitdr removal buffer)

eklenir.

1 dk 8,000 x g’de santriftij edilir.

Dipte kalan fazla siv1 uzaklastirilir.

500 pL yikama soliisyonu (Wash Buffer) filtreli tiipe eklenir.
8,000 x g’de 1 dk santrifiij edilir.

Dipte kalan fazla siv1 uzaklastirilir.

500 pL yikama soliisyonu (Wash Buffer) tekrar filtreli tiipe eklenir.
8,000 x g’ de 1 dk santrifiij edilir.

Daha sonra filtreli tiip yeni bir propilen tiipe alinir.

10 saniye 13,000 x g’de santriftij edilir.

Daha sonra filtreli tiip tekrar yeni bir propilen tiipe alinir.

Onceden 70 °C sicaklikta wsitilmis 200 pL eliisyon soliisyonu (Elution Buffer)

filtreli tlipe konulur.
8,000 x g’de 1 dk santrifiij edilirve filtre uzaklagtirilir.

Kalip DNA propilen tiipte bulunmaktadir.

Calismalarda elde edilen bu materyal DNA olarak kullanildi.

3.2. GSH-Px Enzimine Ait primer ve Prob Tasarimi

Forward 5’- ACTTTGAGAAGTTCCTGGTG

Reverse 5°- TTCCTCCCTCGTAGGTTTAG

PROBE]1 5’- LC640-TGCTGTCTCAAGGGCCCAG—PH

PROBE2 5’- CAGACCATTGACATCGAGCCTGACATCGAA—FL

3.3. SOD Enzimine Ait Primer ve Prob Tasarimi

Forward 5°- CAGCCTGCGTAGACGGTCCC

Reverse 5’- CGTGGTGCTTGCTGTGGTGC

SENSOR 5°- CTCCGGCTTTGGGGTATCTG—FL

ANCHOR 5’- LC640-GCTCCAGGCAGAAGCACAGCCTCC—PH

42



GSH-Px enzim polimorfizmi icin uygulanan RT-qPCR deney protokolii:

Initial concent
. Volume Final concent (Son
Items (I¢erik) (baslangic
(Hacim) konsantrasyon)
konsantrasyonu)
Sterile ddH20 3.4yl
MgCl, 1.6 uL 25 mM 2 mM
GPX-Primgory 2 uL 5 pmol/uL 0.5 uM
GSH-Px Primyey 2 uL 5 pmol/uL 0.5 uM
GSH-Px -Probe Fluo (1) 2 uL 1.5 pmol/uL. 0.15 uM
GSH-Px Probe LC640 (2) 2 uL 1.5 pmol/uL. 0.15 uM
LC FastStart Master Hyb 2 uL 10X 1X
DNA Template 5uL 200-400 ng/50 pL
Total Volume (Toplam
20 puLL
hacim)

Gsh px enzim polimorfizmi i¢cin uygulanan RT-qPCR protokolii

Program Denaturation | Cycling Melting Cooling
Analysis Mode None Quantification Melting Curves None
Cycles 1 40 1 1
Segment 1 1 2 3 1 2 3 1
Target Temperature

© 95 95 50 72|95 40 85 40
Hold (sn) 600 10 20 20 |0 30 0 30
Ramp Rate (C/sn) 20 20 20 20 |20 20 0,1 20
Acquisition Mode None None | Single | None | None | None | Cont. | None
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Mn-SOD enzim polimorfizmi icin uygulanan RT-qPCR deney protokolii:

Initial concent
) Volume Final concent (Son
Items (I¢erik) (baslangic
(Hacim) konsantrasyon)
konsantrasyonu)
Sterile ddH20 3.4yl
MgCl, 1.6 uL 25 mM 2 mM
GPX-Primgorw 2 uL 5 pmol/uL 0.5 uM
GSH-Px-Primyey 2 uL 5 pmol/uL 0.5 uM
GSH-Px Probe Fluo (1) 2 uL 1.5 pmol/uL 0.15 uM
GSH-Px Probe LC640 (2) |2 uL 1.5 pmol/uL 0.15 uyM
LC FastStart Master Hyb | 2 uL 10X 1X
DNA Template 5uL 200-400 ng/50 pL
Total Volume
20 puLL
(Toplam hacim)

SOD enzim polimorfizmi i¢cin uygulanan RT-qPCR protokolii

Program Denaturation |Cycling Melting Cooling
Analysis Mode None Quantification Melting Curves None
Cycles 1 40 1 1
Segment 1 1 2 3 1 2 3 1
Target  Temperature

©) 95 95 |60 72|95 |40 |85 40
Hold (sn) 600 10 |20 20 |0 30 |0 30
Ramp Rate (C/sn) 20 20 20 20 |20 20 (0,1 |20
Acquisition Mode None None | Single | None | None | None | Cont. | None
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3.4. Arastirma Verilerinin Analizi:
Arastirmamizda elde ettigimiz verilerin analizi Statistical Packages for the
Social Sciences (SPSS) 15.0 paket programu ile yapilmistir. Tek 6rnek Kolmogorov-
Smirnov testi ile siirekli degiskenler incelenmis, Student’s t-testi normal dagilim
ozelligi gosteren siirekli verilerin iki gruba gore karsilastirilmasinda, ikiden fazla
gruplarin karsilagtirilmasinda tek yonlii varyans analizi, iligkilerin gosterilmesinde
Pearson korelasyon analizi uygulanmistir. Man-Whitney U testi ile normal dagilim
gostermeyen siirekli degiskenlerin ikili grup karsilastirmalar1 yapilmastir.
Ki-kare (X?) testi kategorik veri analizinde kullanilmus, Lojistik regresyon

analizi gruplararasi anlamli dagilim farki gosteren kategorik verilere uygulanmistir.

4. BULGULAR

Incelemesi yapilan toplam 265 DNA &rneginin 117 tanesi ¢dlyak hastalig
icin DQA1*0501, DQB1*0201 ve DRB1*04 mutasyonu olan hasta grubu, 148 tanesi
ise ¢olyak icin mutasyon gdstermeyen kontrol grubudur. Yapilan laboratuar
aragtirmalar1 sonrasinda elde edilen veriler tablo ve sekiller halinde asagida
sunulmustur.

Sekil 8’de Colyak hastalar1 ile kontrol grubunda SOD polimorfizminin
dagilim grafiginde de goriildiigii gibi hem hasta gubunda hem kontrol grubunda
heterozigotlarin oran1 homozigotlardan yiiksek olarak goriiliirken wildtype’lar ise en
az oranda goriilenlerdir.

Sekil 12’de ise Colyak hastalar1 ile kontrol grubunda GSH-Px
polimorfizminin dagiliminin grafigi ile yine heterozigotlarin bu kez wildtype’lardan
daha yiiksek oranda gorildiigii ve homozigotlarn en az oranda oldugu

goriilmektedir.
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Tablo 1: Colyak hasta grubu ile kontrol grubunda SOD polimorfizminin dagilimi

COLYAK HASTALARI KONTROL GRUBU TOPLAM
SOD o o o
POLIMORFiZMi S 7o S 7o S %o
Homozigot 46 39.31 49 33.10 95 35.85
Heterozigot 52 44.44 67 45.27 119 4491
WILDTYPE 19 16.25 32 21.63 51 19.24
TOPLAM 117 100.0 148 100.0 265 100.0
X% 1.36  p=0.505
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Sekil 8: Colyak hastalari ile kontrol grubunda SOD polimorfizminin dagilim grafigi
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Tablo 2: SOD polimorfizminin CH mutasyonlarma gore dagilimi

COLIAK HASTA GRUBU
TOPLAM
SOD
POLIMORFIiZMi
DQA1*0501 DQB1*0201 | DRB1*04 DQA1*0501 + | DQA1%0501 + | DQB1*0201+ | DQA1*0501 +
DQB1*0201 DRB1*04 DRB1*04 QB1*0201 +
DRB1*04
S % S % S % S % S % S % S % S %
HOMOZIiGOT
18 47.36 2 15.36 11 35.48 9 42.88 5 62.50 - -- 1 25.0 46 | %39.32
HETEROZIGOT
16 42.10 7 | 53.80 15 48.39 9 42.88 1 12.50 1 50.0 3 75.0 52 | %44.44
WILDTYPE
4 10.54 4 | 30.74 5 %16.13 3 14.24 2 25.00 1 50.0 - -- 19 | %16.24
TOPLAM
38 100.0 | 13 | 100.0 | 31 100.0 21 100.0 8 100.0 2 1000 | 4 100.0 117 | 100.0
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Sekil 9: SOD polimorfizminin, sik goriilen ¢dlyak mutasyonlarma gore dagilimi grafiginde; ¢calismamiza dahil edilen 117 ¢olyak hastalik
mutasyonu tasityan hastalarda en fazla DQA1*0501 mutasyonu goriilmiis olup, onu DRB1*04 ve diger bir veya birden fazla mutasyonun

birlikte bulundugu kombine mutasyonlarin izledigi gézlenmistir.
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Sekil 10: SOD i¢in erime egrileri
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Sekil 11: SOD i¢in erime pikleri

Tm 56 °C de gosterilen pikler SOD Enzimi i¢in C (sitozin) gelmesi
gerekirken T (timin) bazinmn yerlestigi mutant olan allelleri, Tm 65 °C civarinda
goriilen pikler ise wildtype allelleri gosterirken, her iki Tm de de pik olanlar ise

heterozigot alleleri gostermektedir.
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Tablo 3: Colyak hasta grubu ile kontrol grubunda GSH-Px polimorfizminin dagilimi

COLIAK HASTALARI KONTROL GRUBU TOPLAM
Sglgill:;ORFiZMi S % S % S %
Homozigot 13 11.11 17 11.49 30 11.32
Heterozigot 55 47.01 72 48.65 127 47.92
WILDTYPE 49 41.88 59 39.86 108 40.75
TOPLAM 117 100.0 148 100.0 265 100.0
X% 0.11  p:0.9
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Sekil 12: Colyak hastalar1 ile kontrol grubunda GSH-Px polimorfizminin dagilimimnin grafigi
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Tablo 4: GSH-Px polimorfizminin CH mutasyonlarina gére dagilimi

COLIAK HASTA GRUBU

GSH-Px DQA1*0501 DQB1*0201 | DRB1*04 DQA1*0501 | DQA1*050 | DQB1*0201 | DQA1*0501 | ToPLAM
POLIMORFizMi + 1+ + DRB1*04 | + QB1*0201

DQB1*0201 | DRB1*04 + DRB1*04

S % S % S % S % S % S % S % S %

HOMOZIGOT 3 %7.9 4 | %308 | 2 %6.5 1 %4.8 | 2 %25 - 1 %25 13 | %11.1
HETEROZIGOT 21 %55.3 2 | %154 | 16 | %516 | 12 | %57.1 | 3 | %375 | -- 1 %25 55 | %47.0
WILDTYPE 14 %36.8 7 | %53.8 | 13 | %41.9 8 | %381 | 3 | %375 | 2 %100 2 %50 49 | %41.9
TOPLAM 38 %100 13 | %100 | 31 | %100 | 21 | %100 | 8 | %100 2 %100 4 %100 | 117 | %100
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Sekil 13: GSH-Px polimorfizminin sik goriilen ¢dlyak mutasyonlarma gore dagilimi grafigi incelendiginde; 117 ¢olyak hastalik
mutasyonu tasiyan hastalarda yine SOD polimorfizminde gozledigimiz gibi en fazla DQA1*0501mutasyonu goriilmiis olup, onu

DRB1*04 ve diger bir veya birden fazla mutasyonun birlikte bulundugu kombine mutasyonlarin izledigi saptanmistir.
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Sekil 14: GSH-Px i¢in erime egrileri
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Sekil 15: GSH-Px i¢in erime pikleri
Tm 57 °C de GSH-Px enzimi igin gosterilen pikler C (sitozin) gelmesi
gerekirken T (timin) bazmnin yerlestizi mutant olan allelleri gdsterirken, 66 °C

civarinda goriilen pikler ise wildtype allelleri ve heriki Tm de de pike sahip olanlar

ise heterozigot alleleri gostermektedir.
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5. TARTISMA

Serbest radikaller; bir veya daha fazla sayida ortaklanmamis elektron iceren
atom veya molekiiller olarak tanimanmaktadirlar. Yapilarinda bulunan bu
eslenmemis elektronlarin varlig1 serbest radikallerin magnetik bir alana ¢ekilmesine
neden olur ve onlar1 yiiksek derecede reaktif hale getirir. Stabil hale gelebilmek i¢in
cevrelerindeki organik ve inorganik molekiillere tepkimeye girerek serbest
elektronlarmi eslestirirler. Bu tepkime esnasinda reaksiyona girdigi diger
molekiillerde de eslesmemis elektronlarin olusmasina neden olurlar. Sonug olarak tek
bir radikal elektron transferi reaksiyon zincirinin baglamasina neden olabilir (6).
1970’lere kadar, serbest radikaller ¢ogunlukla gida teknolojileri polimer
aragtirmacilart ve radyasyon kimyagerleri tarafindan arastiriliyordu. 1970’lerden
sonra serbest radikallerin insan viicudunda siirekli tiretildigi ve bunlarin antioksidan
savunma mekanizmalariyla ortadan kaldirilmaya ¢aligildigi goriilmiis. Ancak serbest
oksijen radikallerinin arastirilmasinda ¢ok dnemli gelismeler, Mc Card ve Fridowich
tarafindan siiperoksit dismutazin (SOD) kesfedilmesiyle gerceklesmistir. Son
zamanlarda serbest oksijen radikallerinin zararli etkilerinin pek ¢ok patolojik siirecte
onemli bulgular1 belirlenmistir (7). Viicudumuzda iiretilen en Onemli serbest
radikaller siiperoksit anyonu (O;™-) hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil
(OH")radikalleridir. Molekiiler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi ile
stiperoksit anyonu olusurken, molekiiler oksijenin iki elektron ve iki proton almasi
ile hidrojen peroksit olusur. Hidrojen peroksidin geg¢is metalleri yardimiyla
indirgenmesi sonucunda da hidroksil radikalleri olugsmaktadir. Bunlar reaktif oksijen
tiirleri (ROS) olarak adlandirilirlar (4). OH radikali SOR’dan daha toksiktir. SOR
veya OH radikalin biyolojik molekiiller lizerine etkimesiyle iiretilen lipid radikalleri,
lipid peroksi radikalleri, pilirin ve pirimidin radikallerini SOR’un neden oldugu
diisiiniilen zarar verici etkilerin birgogundan sorumludurlar (136).

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1
onlemek icin viicudumuzda bir ¢ok savunma sistemi gelismistir. Bunlar antioksidan
savunma sistemi veya kisaca antioksidanlar olarak bilinirler. Antioksidanlar enzim
endojen ve eksojen kaynakli olarak siniflandirilabilirler. Endojen antioksidanlar da

enzim olanlar ve olmayanlar seklinde 2 ye ayrilabilirler. Enzim yapili
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antioksidanlara; siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon-S-
transferaz, hidroperoksidaz ornek verilebilirler. Enzim olmayanlar; lipid fazda
bulunan (alfa tokoferol, beta karoten) ve sivi fazda bulunanlar: seruloplazmin,
melatonin, askorbik asit, sistein, iirat, transferin, laktoferin, myoglobin, hemoglobin,
ferritin, metionin, bilirlibin, glutatyon olarak sayilabilir (7). Serbest oksijen
radikalleri (SOR) bu antioksidan savunma sistemi tarafindan fizyolojik olarak ya
tamamen ortadan kaldirilirlar veya zararsiz metabolitlere doniistiiriiliirler. Viicutta
serbest oksijen radikali tiretimi ile bu oksijen radikallerini temizleyen antioksidan
savunma sistemi arasinda bir denge durumu s6z konusudur. Serbest radikallerin asir1
derecede artmasi veya antioksidanlarin yetersiz kaldig1 hallerde, bu denge bozulur ve
oksidatif stres durumu olusur ve serbest radikaller lipid proksidlerin iiretimine neden
olurlar. Olayin gelisimi esnasinda dnce serbest radikaller poliansatiire yag asitlerine
saldirirlar ve allilik ¢ift baglarla lipid radikalleri olustururlar. Bu lipid radikalleri
allilik ¢ift baglarla molekiiler oksijene baglanir ve lipid peroksi radikallerini tiretirler
Peroksi radikallerinden proton ve elektron ¢ikarilmasiyla lipid peroksidler olusurlar.
Bu lipid peroksidler aldehitlere parcalanirlar ve aldehidler de proteinleri, lipidleri ve
niikleik asitleri capraz baglarla birbirine baglarlar. Oldukca toksik yapilardir. Artmis
olan serbest radikaller hiicre veya dokularda bir¢ok yapiyi etkileyerek hiicre ve doku
hasarma yol agmaktadirlar. Serbest radikaller ilave reaksiyonlara girerler ve yeni
radikallerle birlikte kovalent baglar olustururlar. SOR, OH" radikalleri ve digerleri
(hidrojen radikali, hidrate elektron vb.) hizl1 bir sekilde pek ¢ok biyolojik bilesikleri
olumsuz yonde etkilerler. Bunlardan en etkin olanlar1 hidroksil radikalleridir (143).

Serbest radikaller yine proteinler {izerine etki ederek, protein yapisinda bulunan
amino asitlerle (histidin arginin, sistein ve metiyonin gibi ) reaksiyona girerler ve bu
amino asitlerin oksidasyonuna sebep olurlar. Proteinler parcalanir, serbest
radikallerin etkisiyle ¢apraz baglar olusur, proteinlerde agregasyon olayr meydana
gelir. Sundelhulm ve ark. (145) ¢apraz baglantilarin, aminlerin, perokside lipidlerden
olusan aldehidlerle reaksiyonuna neden oldugunu gostermistir. Lipid peroksidasyonu
ve capraz baglanmanin Onemi, hiicresel biitlinliiglin azalmasidir. Serbest oksijen
radikalleri hiicre membranlarinda yag asitlerinin peroksidasyonuna neden olur. Bu da
membran fosfolipitlerinin yapisinin  ve membran gecirgenliginin bozulmasina,

membrandaki enzimlerin yapilarmin bozulmasina ve genel olarak tiim membran
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yapisinin bozulmasina neden olmaktadir. Sonugta apoptozise ve ya hiicre ¢liimiine
yol agmaktadir. Hiicre i¢inde artan serbest radikaller ve lipit peroksidasyon iiriinii
olan MDA, hiicre ¢ekiredegindeki DNA ile reaksiyona girmektedir. DNA yapisinda
baz degisimlerine ve DNA’da zincir kirilmalarina, netice olarak kromozom
anomalileri ve sitotoksisiteye sebep olmaktadir.

Lipid peroksidasyonunun tiim aerobik organizmalarda énlenmesi zorunlu bir
islemdir. Ciinkii lipid peroksidasyon firiinleri, DNA hasarina neden olur. Artmus lipid
peroksidasyonu ve azalmig antioksidan koruma siklikla birarada goriiliir. Epoksidler,
DNA, RNA ve proteinlere kovalent olarak baglanir (219). Boyle bir reaksiyon,
epoksidin 0Ozelliklerine bagli olarak, sitotoksite, alerjiye, mutajeniteye ve/veya
karsinojeniteye neden olur (220).

Yine Choi ve ark. (221), H,O, ‘in, protein fosforilasyonu, transkiripsiyon ve
apoptoz gibi hiicresel islemleri etkileyen intraseliiler mesajc1 olabilecegi
bildirilmislerdir.

Serbest oksijen radikallerinin asir1 iiretimi, Mi, parkinson hastaligi, multipl
skleroz hastaliklari, felg, retrolental fibroplazi , kistik fibrozis, okiiler hemoraji,
karaciger yetmezligi, , Huntington koresi, Amiotrofik lateral skleroz, katarkt, akut
tiibliler nekroz, ARDS, Alzheimer hastaligi, anfizem gibi bir¢ok organ ve sistemi
ilgilendiren patolojilerin yanisira arastirmamizada konu olan , diyare, kabizlik, kilo
kaybi, karmm agris1 ve kusmayla karekterize ¢Olyak ve benzeri gastrointestinal
hastaliklara neden olmaktadir.

Cesitli antioksadanlar bu superoksit ve serbest radikalleri temizleyebilir veya
hiicrelerdeki detoksifikasyon mekanizmalarini uyarabilir. Neticede serbest radikal
olusumu artmis defoksifikasyonuna sebep olur ve bdylece pek ¢ok patofizyolojik
islemin Onlenmesine neden olur. Glutatyon ve SOD’un direkt olarak superoksidi
temizledigi, BHA, BHT ve t-BHQ birbirleriyle uyumlu bir sekilde bir takim genlerin
ekspresyonunu uyardig1 ve bu genlerin iiriinlerinin oksidatif stres ve bununla iligkili
sonuclarina karsi koruyucu olduklar: bildirilmistir (151). Musch ve ark. (152) diger
bilesiklerden, glutaminin 6zellikle 1s1 sok proteini 72 (hps72)’yi intestinal hiicrelerde
uyardigini ve bununda oksidanlar gibi enflamasyon tarafindan uyarilan strese karsi

hiicre korumasina aracilik ettigini rapor etmislerdir.
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Odetti P ve ark. (192) Colyak hastaliginin patogenezini arastirmaya yonelik
calismalarda oksidatif stresin 6nemli oldugunu gozlemlemisler, oksidatif stres
belirteclerinden TBARS (thiobarbituric asid-reactive substance) ve karbonil
gruplarmi arastirmig ve ¢olyak hastalarinda redox dengesinin bozuldugunu, bunun da
protein ve lipidlerde ciddi hasarlara neden oldugu saptanmiglardir.

Briani C ve ark’nin (11) yaptiklar1 6zel bir ¢alismada, CH’ nin multigenik bir
bir hastalik olup smif II HLA’nin genetik yatkinligin %40’ m1 olusturdugu
saptanmistir. Ayni calismada primer HLA birlesmesinin DQ2 (DQA1*05/DQB1*02)
ve DQS (DQA1*0301/DQB1*0302) ile birlikte oldugu, antijen sunan hiicrelerin
hiicre yiizey proteinlerinin CH’na yatkinliga neden oldugu, HLA proteinlerinin
varliginin hastali§in gelisimi i¢in gerekli oldugunu ancak tek basma yeterli olmadig1
tespit edilmistir. Cesitli HLA olmayan genler de ayrica CH i¢in genetik riske katkida
bulundugu ifade edilmistir.

Mary M. ve ark. (12) CH’nin genetik temeli olan hastaliklardan en sik

goriilenlerden birisi oldugu, CH’na sahip kisilerin yaklagik %97’sinin kromozom
6p21°de smif Il HLA, 6zellikle HLA-DQ2 ve HLADQ-8,0larak adlandirilan genetik
isarete sahip olduklarini belirlemislerdir. Ayrica toplumun %40’ da bu haplotipi
tagidigi, bunlarm varhgmmin CH’nin gelisimi i¢in gerekli oldugu, bu alellerin
yoklugunun nerdeyse tanidan tamamen uzaklastiracagini ifade etmislerdir. CH’nin
%90’dan fazlasinda HLA-DQ2’nin ve geri kalanlarin ¢ogunda da HLA-DQS
bulundugunu rapor etmislerdir.
Tully M A. (13) ise HLA-DQ?2 ve/veya HLA-DQS8 genlerini tastyan kisilerde CH nin
geligebilecegini, fakat genetik olarak yatkinligi olmasma ragmen glutene maruz
kalan her kiside hastaligin gelismedigini, bilinen bazi g¢evresel faktorler (stres
enfeksiyon, ameliyat veya hamilelik gibi) ve heniiz belirlenememis genlerin
hastaligin gelisimi i¢in ¢ok dnemli oldugunu belirtmislerdir.

Tosi R ve ark (29) ise; DQ2’yi ve dzellikle HLA-DQ2 (A1*0501,B1*0201)
heterodimerini kodlayan HLA-DQA1*0501 ve DQBI1*0201 nin kombinasyonunu
CH’nin sebebi olarak 6n plana ¢ikarmislardir.

De Marchi M ve ark (45) HLA genlerinin hastaliga yatkinlikta agikca
kanitlandigmm1 ve HLA tiplemesinin hastaligin bazi klinik durumlarda belirlenmesi

icin faydali bir test olarak kabul edilebilecegini ifade etmistir.
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CH ilk olarak smif I HLA molekiiliiyle daha sonra da DR3, DR5, DR7 ve
sinif [T HLAkompleksteki DQ2/DQ8 alelleriyle iliskili bulunmustur. (45, 46).

Bu giinlerde ise, resmi olarak dort haplotip ¢dlyak heterodimeri olarak kabul
edilmektedir. (1) DRB1*03-DQB1*0201-DQA1*0501(DR3-DQ2); (2) DRB1*07-
DQBI1*0202-DQA1*0201(DR7-DQ2);(3)DRB1*11/12-DQB1*0301-DQA1*0501
(DR5-DQ7); (4) DRB1*04-DQB1*0302-DQA1*0301 (DR4-DQ8). Sadece birinci ve
sonuncunun varligmin CH i¢in bir risk olarak yeterli olacag: diistiniilmektedir (48).

Sollid LM ve ark. (53) Colyak hastalarmin sadece % 0.5’inde DQ2 ve DQS8
heterodimerinin her ikisinin birlikte bulunmadigini, onun yerine bu kisilerde tek
basmma DQB1*02 veya DQA1*05 nin bulundugunu ifade etmislerdir. Sollid ve ark.
gore, gen dozu da CH'na yatkinhgi etkiler. Ornek olarak HLA-DQ2 igin
homozigotluk, heterozigotluktan en az bes kat daha yliksek riskle hastalik
gelisimine neden olur, homozigotlardan DQB1*02 ve DQA1*05’i  her iki
kromozomda cis formunda veya ikinci bir DQB1*02 aleli diger haplotipte tastyanlar
hastalik i¢in daha biiyiik risk tagir.

Polvi A ve ark. (222) CH’na yatkinligin biiyiik oranda genetik faktorlerle
belirlenebilecegini, .CH’larinin yaklasik %88’inin DQA1*05 veya DQB1*02 alelleri
tarafindan kodlanan HLA-DQ2 heterodimerini tasidigini, geri kalaninin HLA-
DQA1*05 VEYA HLADQBI1*02’den herhangi birine sahip olacagin1 veya
DQA1*03 ve DQB1*0302 alelleri tarafindan kodlanan HLA-DQS8’i eksprese
edecegini ifade etmistir.

Jabri B ve ark. (223) hastaligin etiyopatogenezini; ¢evresel, genetik ve
immiinolojik faktorlerin kompleks bir karsilikli etkilesimi seklinde tanimlamiglardir.
Bu arastirmacilara gore bugday gluteni ve iligkili proteinler ince barsakta mukozal
hasara neden olan dogal ve uyarlanmig(adaptive) immiin cevaplar olusturur. Smif II
HLA-DQ2 ve HLA-DQ8’1 kodlayan genler hastalikla yakindan iliskilidir ve yaklasik
tim ¢oOlyak hastalarinda bulunur. HLA-olmayan genler de ayrica hastalikta rol
oynarlar. Glutene immiinolojik yanit; gluten proteinlerine ve otoantijen TG2’ye
antikor yamit1, glutene CD4" T hiicre yaniti, artmis sayida intraepitelyal CD8" T
hiicreleri ve bir miktar sitokin ve kemokinin artmis seviyeleridir.

Ayni ¢aligmada glutenin muhtemelen 100°den fazla farkli proteini igerdigi,

gluten proteinlerinin ¢oziinerek gliadinler ve gluteninler diye ayrildiklarmni ve
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herikisinin de CH’nda etkili olduklar1 bulunmustur. Arpa ve c¢avdar’in, bugday
glutenine benzer proteinler icerdigi ve hastalig: tetikleyebilecegi de rapor edilmistir
(223).

Alaedini A (115), stres faktorlerinin intestinal gecirgenligi degistirip bazi tam
parcalanmamis bugday gluteni ve iligkili gluten peptidlerinin lamina propriyaya
gecisine neden olabildigini tanimlanuglardir. Ornek olarak —gastrointestinal
enfeksiyonlarm CH’ni1 tetikleme riskini artirdigi bulunmustur. Glutene dogal immiin
yanitin intestinal gecirgenligi artiran mukozal degisikliklerin onciisii olabilecegini
ifade etmiglerdir. Notral gluten peptidlerindeki glutamin kalmntilarmin  TG2
tarafindan deamidasyon yoluyla negatif yiiklii glutamik asitlere ¢evrilecegi, HLA-
DQ2 ve HLA-DQS8’1 eksprese eden antijen sunan hiicrelerin bu deamide peptidlere
yiiksek ilgileri oldugu, bu olusturulmus immiinojenik peptidlerin HLA molekiillerine
baglanmasinin konagin lamina propriyasindaki gluten spesifik CD4" T hiicrelerini
aktive edebilen peptid komplekslerini olusturduklarini belirtmiglerdir. Bu T
hiicrelerinin aktivasyonuna bir ¢ok sitokinin {iretilmesinin eslik ettigi ve bu
sitokinlerin,  fibroblastlar ve inflamatuar  hiicreler tarafindan salinan
metalloproteinazlar araciligiyla enflamasyonu ve barsak hasarin1  devam
ettirebildiklerini belirtmislerdir.

Yapilan bir diger calisjmada Mary M. ve ark (12) CH’na genetik
yatkmliktan dolay1r bir kisinin glutene tahammiilsiizliigiiniin bir omiir boyunca
stirecegini, alman gluten miktarinin, HLA-DQ2 ve HLA-DQS8 gen miktarinin
(homozigot kisiler CH i¢in daha risklidir) ve tTG’1n lokal iiretilmesinin CH’da ortaya
cikan bulgularda ve hastaligin ciddiyetinin belirlenmesinde ¢ok 6nmeli oldugunu
saptamiglardir

Bu etkenler nedeniyle ortaya ¢ikan CH’nin klinik bulgular1 ¢ogunlukla
hastanimn yasina, hastaligin derecesi ve siiresi ve barsak dis1 bulgularin varligina bagh
olarak degisir (97). Green PH ve ark. (98) CH’nin temelde proksimal ince barsagi
etkiledigi, fakat bazi kisilerde tiim ince barsagin etkilenebilecegini, proksimal ince
barsak etkilenmesinin vitamin ve minerallerin malabzorbsiyonuna neden olacagini
belirtmiglerdir. CH’ndaki diyarenin hastaligin distal ince barsaga ilerlemesinden
dolay1 gelisecegi de tanimlanmistir (98). Cocuklukta CH ile iliskili klasik

semptomlar diyare, abdominal siskinlik ve biliylime gelisme geriligi seklinde ifade
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edilmistir (99). Benzer olarak hastalik semptomlar1 yetiskinlerde, diyare, kabizlik,
kilo kaybi, giicsiizliik kisa boy yapisi, karin agris1 ve kusmayla karakterizedir. Yine
hastalikta goriilebilecek atipik bulgular arasinda; demir eksikligi anemisi, azalmis
kemik mineral yogunlugu, kronik yorgunluk, irritable barsak, hazimsizlik, infertilite,
diistik, hipertransaminemi, pihtilasma bozuklugu, gecikmis puberte, artralji, aftéz
stomatit, folat/¢inko eksikligi, dis enamel hipoplazisi ve bagka tiirlii agiklanamayan
periferal noropati ve ataksi gibi norolojik bozukluklar sayilabilir.

Yukarida verilen 6rneklerden yola ¢ikilarak hastaligin gen polimorfizmiyle
yakindan ilgili oldugunu, bazi1 ¢evresel faktdler olmadan genetik yatkinligin tek
basina CH gelisimine neden olamasa da, hastaligin etiyopatogenezinde en 6nemli
etken oldugunu soylersek hata etmemis oluruz.

Yine hastaligmm etyolojisine yonelik Kiss C ve ark.’nin yaptiklar1 bir
calismada (193), ¢dlyak hastaliginda bir antioksidan enzim olan SOD aktivitesinde
onemli derecede artig gozlenitken bir diger antioksidan enzim olan GSH-Px
aktivitesinde ise ¢ok anlamli diizeylerde azalmalar tespit edildigi rapor edilmistir.

Bu verilerin 1s181inda, hastaligin gelisiminden sorumlu temel etken olan
oksidan-antioksidan dengesinin bozulmasi ve serbest radikallerin artmasinin bir
nedeni olarak kabul edebilecegimiz SOD ve GSH-Px gibi enzimlerin aktivitelerinde
gozlenen dengesizliklerde, bu enzimlerin gen polimorfizminin bir sebep olup
olmadigmin arastirilmasmin 6nemli oldugunu diisiinerek bu calismay1 tasarladik.

Bu calismamizda; ¢olyak hastaliginda gézlenen artmis oksidatif strese cevap
olarak degisen GSH-Px ve SOD enzimlerinin aktivitelerini etkileyen ve bu
enzimlerin yapilarinda gozlenebilen polimorfizmlerin ne siklikta olustugunu
incelemeyi ve ¢olyak hastaliginda sikilikla goriildiigli rapor edilen DQA1*0501,
DQB1%0201, DRB1*04 mutasyonlar1 ile bir iliskisinin olup olmadigin1 géstermeyi
amacladik.

Fakiiltemiz dahiliye ve cocuk polikliniklerimize miiracaatte bulunan 265
hastanin molekiiler analizinde; 117 denekte taradigimiz bu 3 mutasyondan en az
birinin varligir saptanmistir. (Tablo 2, Tablo 4). Klinik olarak ¢6lyak benzeri
sikayetlerle hastanemize bagvuran hastalarda yapilan arastirmalar sonrasinda, higbir
mutasyon bulunmadigi tespit edilen diger 148 denek de kontrol grubu olarak

almmugstir. Her iki grupta da SOD ve GSH-Px enzim polimorfizmi ¢alisilmistir.
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Yaptigimiz literatiir aragtirmalarinda; antioksidan enzimlerle, ¢6lyak hastalig1
arasindaki iliskiyi agiklamaya yOnelik pek ¢ok yaym olmasina ragmen, genetik
yatkinliga dayanan bu hastaligin etyolojisini tanimlamak adma ¢6lyak hastaliginda
GSH-Px ve SOD polimorfizmini incelemeye yonelik herhangi bir yayma
rastlayamadigimizdan dolayi, arasgtrmamizin elde ettigimiz verilerimizi kendi
icersinde degerlendirme yolunu tercih ettik.

(Colyak hastalig1 sliphesi ile gelen hastalarin 117°sinde (%44,15) ¢olyak
mutasyonu bulunmustur.

Mutasyon bulunan bu 117 hastada hastada yapilan SOD polimorfizmi
calismasinda; hastalarin 98’inde (% 83.75) enzim polimorfizminin varlig1 saptandi.
Tespit edilen SOD enzim polimorfizminin dagilminda: 46’s1 (%39.31) homozigot,
52’s1 (% 44.44) heterozigot ve 19°u (% 16,25) wildtype olarak belirlendi.

(Colyak mutasyonu olmayan kontrol grubundaki 148 kisiden 116’sinda
(%78.38) SOD enzim polimorfizmi tespit edilirken, 32’sinin (%21.63) polimorfizmi
acisindan Wildtype oldugu bulundu (Tablo 1).

GSH-Px enzim polimorfizmi ¢aligmasinda ise; hastalarin 68’inde (%58,12)
enzim polimorfizmi tespit edildi. Bu GSH-Px polimorfizminin dagilinm
incelendiginde; 13’iiniin (%11,11) homozigot, 55’inin (%47,01) heterozigot, 49 unun
da (%41,88) wildtype oldugu saptanmistir (Tablo 3).

(Colyak hastaligi bulunmayan ve kontrol grubu olarak kullanilan 148 kiginin
GSH-Px enzim polimorfizmi yoniinden analizinde; bunlarin 89’unda (%60.14) enzim
polimorfizmi saptandi. Yine bu gruptaki 59 kisinin (%39.86) wildtype oldugu tespit
edildi (Tablo 3).

117 hastanin, 68’inde (%58,12) GSH-Px polimorfizmi, 98’inde (% 83.75) ise
SOD polimorfizminin var oldugu géz oniine alindiginda, ¢dlyak hastaligimda hem
SOD hem de GSH-Px enziminin etkilendigini ve biiyilk oranda polimorfizm
meydana geldigini sdyleyebiliriz

SOD polimorfizmi yoniinden Colyak hasta grubu ile kontrol grubu
karsilagtirildiginda polimorfizm var olmasina ragmen istatistiki agidan anlamli bir
sonug elde edilememistir (p=0.505).

GSH-Px polimrfizmi yoniinden hasta ve kontrol grubunun mukayesesinde

yine polimorfizm goriilmiistiir. Fakat anlamli bir sonu¢ bulunamamaistir (p=0.902).
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Gerek SOD, gerekse GSH-Px polimorfizmini aragtrmaya ydnelik
caligmamizda hasta ve kontrol gruplar1 arasinda polimorfizmin varligini tespit
etmemize ragmen, verilerin istatistiksel olarak anlamli olmadigmi goézlememizin
nedeni; kontrol grubu olarak, tamamen saglikli bireylerden degil de, ¢olyak
semptomlarma benzer sikayetleri nedeniyle hastanemize bagvuran fakat c¢olyak
mutasyonu bulunamayan hastalar1 ¢alismamiza dahil etmemiz olabilir. Bunun SOD
ve GSH-Px polimorfizm oranini kismen azaltmig olmas1 muhtemeldir. SOD ve GSH-
Px polimorfizm oranini azalmasinda, ¢dlyak prevalansina oranla ¢alisilan numune
sayisinin kismen az olusu da bir neden olabilir.

(Colyak hastalarinda SOD ve GSH-Px polimorfizmine yonelik ¢alismamizda,
SOD polimorfizminin (%83.75), GSH-Px polimorfizmine oranla (%58,12) daha sik
gorildigii saptanmig olup, bu netice Kiss C ve ark.’nin (193) ¢dlyak hastaliginda
SOD aktivitesinde 6nemli derecede artis gozlenirken, GSH-Px aktivitesinde ise ¢ok
anlamhi diizeylerde azalmalar tespit edildigine dair rapor ile bir paralellik
gostermektedir. Ayrica ¢alismamizda SOD ve GSH-Px enzim polimorfizminin
homozigot, heterozigot ve wildtype gruplar arasinda dagilimlar1 agisindan da

birbirinden farkli olduklarmai tespit ettik.

Sonug olarak; bu calismamiz, ¢dlyak hastaliginda SOD ve GSH-Px enzim
polimorfizminin istatistiksel olarak anlamli diizeylerde olmasa dahi var oldugunu,
farkli diizeylerde etkilendikleri, yine enzim aktivitelerindekine benzer sekilde SOD
polimorfizminin GSH-Px enzim polimorfizminden daha sik goriildiigiini

desteklemektedir.
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6. SONUC
1. Colyak mutasyonu olan 117 hastanin 98’inde (% 83.75) SOD enzim polimorfizmi
tespit edildi.
2. Tespit edilen SOD enzim polimorfizminin dagilmt: 46’s1 (%39.31) homozigot,
52’s1 (% 44.44) heterozigot ve 19°u (% 16,25) wildtype olarak belirlendi.
3. Colyak mutasyonu olmayan kontrol grubundaki 148 kisiden 116’sinda (%78.38)
SOD enzim polimorfizmi tespit edilirken, 32°si (%21.63) polimorfizmi agisindan
Wildtype olarak tespit edildi.
4. Yine ¢olyak mutasyonu olan hastalarin 68’inde (% 58,12) ise GSH-Px, enzim
polimorfizmi tespit edildi.
5. GSH-Px enzim polimorfizminin dagilmi ise: 13’4 (% 11,11) homozigot, 55’1
(%47,01) heterozigot, 49°u da (% 41,88) wildtype olarak belirlendi.
6. Colyak mutasyonu bulunmayan 148 kisilik kontrol grubundakilerin 89’unda
(%60.14) GSH-Px enzim polimorfizmi tespit edildi. Polimorfizmi agisindan bu
gruptaki 59 kisi (%39.86) wildtype olarak bulundu.
7. Colyak hasta mutasyonlarma goére SOD ve GSH-PX polimorfizm dagilimi
incelendiginde; her ikisinde de,
En fazla DQA1*0501 mutasyonu (38 kiside)goriiliirken, siklik agisindan bunu;
DRB1*04 (31 kisi), DQA1*0501 + DQB1*0201 (21 kisi) ve DQB1*0201 (13 kisi)
izledi. Daha az goriilse de DQA1*0501 + DRB1*04 (8 kisi), DQA1*0501 +
QB1%0201 + DRB1*04 (4 kisi), DQB1*0201+ DRB1*04 (2 kisi) pozitifligi
saptandi. SOD ve GSH-Px gozlenen gen mutasyonlarmm sayilart birbirinin ayni
olmasmma ragmen, bu mutasyonlarm homozigot, heterozigot ve wildtype’lar

arasindaki dagilimlarmin birbirinden oldukg¢a farkli oldugu bulundu.
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