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OZET
Bir ¢ok genetik faktdriin inflamatuar barsak hastaligina (IBH) neden olabilecegi

diistintilmiis, ancak sorumlu gen ya da genler ve bunlara ait mutasyonlar ya da
polimorfizmler tam olarak belirlenememistir. Fraktalkine (FKN) normal ve inflame
bagirsak epitel hiicrelerinde eksprese olan bir kemokin olup CX3CR1 reseptorii vasitasi ile
l6kosit adezyonu ve migrasyonundan sorumludur.

Bu calisma ile aktif ve remisyondaki IBH hastalarinda normal populasyona gore
CX3CR1 polimorfizmlerinin sikligi ve klinik bulgular ile iligkisininin aragtirilmasi
amagclanmuistir.

67 IBH hastas: (51 Ulseratif kolit, 16 Crohn) ve 80 saglikli kontrol grubu calismaya
alindi. Hastalarin klinik ve demograﬁk verileri sorgulandi. Fraktalkine reseptSriindeki
CX3CR1 polimorfizmlerine (T280M, V249I) bakildi. CX3CR1 polimorfizmleri ile klinik
bulgulari arasinda iligki incelendi. Olgularin DNA 6rnekleri daha once belirlenen bolgeye
6zgl primerler kullanilarak PCR yontemi ile amplifiye edildi. Uygun restriksiyon
endontiikleazlar ile kesilerek fractalkine reseptor polimorfizmleri belirlendi.

Hastalarn ortalama yasi 44,9+15,3 i1di. Hastalarin 36°s1 (53,7%) erkeklerden
olusmakta idi. 67 hastanin 51°i (%76,1) UK, 16’s1 (%23,9) Crohn hastalarindan olusmakta
idi. 16 Crohn hastasindan 3’{inlin (%4,5) hastalig1 striktlir ile seyretmekte idi. 8 hastada
(%11,9) perianal hastalik izlendi. Hastalarin 19°unda (%28,4) bagwsak dis1 tutulum
goriildii. En sik goriilen bagirsak disi tutnlum kas iskelet sistemi idi. IBH grubunda V2491
polimorfizminde 27 hasta (%40,3) heterozigot, 4 hasta (%6) homozigot, 36 hasta (%53,7)
yaban tip idi; T280M polimorfizminde 12 hasta (%17,9) heterozigot, 55 hasta (%.82,1)
yaban tip idi. Homozigot hasta saptanmadi. Kontrol grubunda hasta grubuna gore daha
yiiksek oranda T280M polimorfizmi saptand: (35%-17.9%, p:0.026). V2491 polimorfizmi
acisindan hasta ve kontrol grubunda fark saptanmadi. T280M ve V2491 mutasyonuna gore
cinsiyet, yas, tan1 aninda yas, takip stiresi, bagirsakda tutulum yeri, bagirsak tutulum tipi,
perianal hastalik, bagirsak disi tutulum bakimindan fark saptanmadi. T280M heterozigot
hastalarin hepsinde ileokolon tutulumu mevcuttu (P=0,07). UK hastalarinda istatistiksel
olarak olmasa da sayisal olarak daha fazla T 280M heterozigotlugu saptandi (p=0,056).

Sonug olarak bu calismada IBH’nda CX3CRI1 polimorfizm siklign saglikli
populasyona gore daha yiiksek saptanmadi. CX3CR1 polimorfizmleri ile klinik ve
endoskopik bulgular arasinda iligki saptanamadi.

Anahtar Kelimeler: Fractalkine, CX3CR1 polimorfizmi, Inflamatuar bagirsak hastaligi
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ABSTRACT

Influence of Fractalkine Receptor Polymorphism in Inflammatory Bowel Diseases

A variety of genetic factors are supposed in the etiology of inflammatory bowel
disease (IBD), and research continues to discover responsible genes and their mutations or
polymorphisms. Fractalkine, a chemokine expressed by epithelial cells within normal and
inflamed colorectal mucosa, induces leukocyte adhesion and migration via CX3CRI1
receptor. The purpose of this study was to investigate two single-nucleotide
polymorphisms of the fractalkine receptor/CXCR1 gene as a risk factor in development of
IBD. |

In this prospective study, 67 consecutive adult patients with IBD (51 with
ulcerative colitis, 16 with Crohn disease) and 80 age and gender matched controls were
recruited. Genotypes of fractalkine receptor (CX3CR1) V2491 and T280M polymorphisms
were 1dentified by restriction fragment length polymorphism analyses after polymerase
chain reaction. Allele frequencies between groups were compared using 2x2 contingency
tables. Mean age of patients was 44.9+15.3. Thirty-six of patients (53.7 %) were males, 51
had ulcerative colitis (% 76.1) and 16 had Crohn disease (% 23.9). Among Crohn patients
3 ( %4.5) were found to have stricture, 8 (% 11.9) had perianal disease, and 19 (% 28.4)
had extraintestinal involvement. Skeletal system was the most common extraintestinal
mvolvement site among Crohn patients.

Genotype analyses revealed that, there were 27 heterozygote (% 40.3) and 4
homozygote (% 6) patients with V2491 polymorphism and 36 patients (% 53.7) were wild
type. With T280M polymorphism study, 12 patients were found to have heterozygote (%
17.9) phenotype. No patients were homozygote for T280M polymorphism and majority of
patients (55 patients; % 82.1) had wild type alleles. Control group showed significantly
higher rate of T280M polymorphism compared to IBD patients (35 % vs 17.9 %, p: 0.02).
However frequency of V2491 polymorphism did not show any meaningful difference
between groups.

There were no significant difference among following parameters between patients
who had T280M and V2491 polymorphisms and who were wild type: sex, age, age at the
time of diagnosis, follow up time, involvement site and type in the intestines, perianal
disease, extraintestinal involvement site. All patients with T280M polymorphism had
ileocolon involvement (p=0.07), and UC patients seemed to have higher amount of T280M

polymorphism (p=0.056).



As a result this study was unable to show higher amount of CX3CR1 polymorphism
among IBD patients compared to healthy population. Additionally there were no
correlation between CX3CR1 polymorphisms and clinical and endoscopic findings.

Key words: Fractalkine, CX3CR1 polymorphism, Inflammatory bowel disease
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1.GIRIS

Kandaki l16kositlerin hasar gtren veya infeksiyon bé&lgesine gocli endotel
* hiicrelerinin ve I6kositlerin ylizeylerinde ifade edilen hiicre adezyon molekiilleri ve damar
duvari boyunca kemokinler olarak adlandirilan kemotaktik sitokinlerin varligina baghdir.
Fizyolojik kosullarda kemokinler adezyon molekiilleri ile birlikte spesifik 16kosit tipleri ve
lenfositleri selektif olarak dokulara y&nlendirirken, inflamatuar olaylarda uygunsuz olarak
16kosit toplamasina neden olurlar. Kemokinler 4 sinifa aynlmaktadir (C,CC;CXC,CX5C).
CX 3C kemokin ailesinin tek tyesi Fractalkine’dir (FKN-CX3CL1). FKN’nin ¢oziinebilir
formu dolagima salinarak 16kositlerin [Naturel killer (NK), T hiic_reler, monositler]
inflamasyon alanina kemotaktisisini, membrana bagli formu ise endotel adezyon
molekiillerinden (integrin vs.) bagimsiz olarak 16kositlerin endotele adezyonunu ve ggtinii
saglamaktadir. CX3CR1, FKN’nin spesifik reseptoriidiir. CX3CR1, CD4+, CD8+T
hiicrelerde, CD14+ monosit, makrofaj, CD16+ NK hiicrelerinin yiizeylerinde ifade edilir.
CX3CRI exprese eden hiicreler selektin ve integrinlerden bagimsiz olarak FKN’e yiiksek
affinite ile baglanirlar. Inflamasyon alaninda salinan inflamatuar sitokinler, endotel ve
epitel hiicrelerinde FKN ekspresyonunu artirmakta; FKN de kemotaktik ve adezyon
fonksiyonlar ile 18kositlerin endotele baglanma ve gociinii saglamakta, takiben CX3CR1
eksprese eden monosit ve lenfositlerin inflame dokuya ekstravazasyonunu saglayarak
vaskiiler ve doku hasar1 patogenezinde rol almaktadir. FKN saglikli bireylerde birgok
dokuda eksprese olmakta, inflamatuar hastaliklarda CX3CRI1+ hiicreler ile birlikte
ekspresyonu artmaktadir.

Bir ¢ok genetik faktOriin inflamatuvar barsak hastalifina neden olabilecegi
dligliniilmiis, ancak sorumlu olan gen ya da genler ve bunlara ait mutasyonlar ya da
polimorfizmler tam olarak belirlenememistir. Yapilan calismalarda hastalarinin
mukozasinda FKN ekspresyonunun arttifini, periferal dolagiminda da artmus sayida
CX3CRI1+ Idkositlerin bulundugu gosterilmisgtir.

FKN reseptdrii olan CX3CRI’i kodlayan gende c¢esitli dizi varyasyonlar
tanimlanmugtir. T280M ve V 2491 reseptdr polimorfizmlerinin ateroskleroz, KAH, HIV
infeksiyonuna duyarlilik, yasa bagli makuler dejenerasyon ve Crohn hastaliginin fenotip ve
lokalizasyona etkisi ile iligkili oldugu gosterilmigtir.

Bu ¢aligma ile aktif ve remisyondaki IBH hastalarinda normal populasyona gére CX3CR1

polimorfizmlerinin sikli1 ve klinik bulgular ile iligkisininin aragtirilmas: amag¢lanmugtir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Fractalkine Reseptor Polimorfizmlerinin Rolii

Lokositlerin vaskiiler kompartmandan inflamasyon alanma gocii dinamik bir
stiregtir ve 16kosit ve endotel arasmdaki bir dizi kompleks etkilesim sonucu gerceklesir.
Lokositlerin endotel ylizeyi boyunca yerlesimi sonrasinda 15kositlerde aktivasyon, adezyon
ve Intertisyuma gog gergeklesir (1). Bu hiicreler arasi etkilesim endotel hiicrelerinin ve
lokositlerin yiizeylerinde ifade edilen hiicre adezyon molekiilleri ile saglanmaktadir (1,2).
Lokositlerin gb¢ti ayrica damar duvari boyunca kemokinler (kemotaktik sitokinler) olarak
adlandinlan biiytik bir aile tarafindan olusturulan kemoattraktan gradientinin varligina da
baghdir (3). Normal fizyolojik kosullarda kemokinler 18kosit alt tiplerini selektif ve uygun
olarak tiim doku ve organlara yonlendirmektedir (4). Inflamatuar bagirsak hastaligi (IBH)
gibi inflamatuar olaylarda degigmis diizey ve tiplerdeki kemokinler hedef dokularda

uygunsuz olarak 16kosit toplamasini saglamaktadir.

2.1.1.Kemokinlerin rolleri

Kemokinler inflamasyon olan yerde sentezlenen kemotaktik sitokinler olup
16kositlerin toplanma ve ybnlendirilmesinde baglica regiilatér proteinlerdir. Lokosit
gbgtinde kritik rolii olan endotel hiicre aktivasyonunda, tim doku ve organlarda
inflamatuar cevapda merkez rolii oynamaktadirlar.

Enfeksiyon, alerji veya IBH’na neden olan inflamasyon, bagirsak mukozasindaki
artmig ve aktive olmus 16kositler ile iligkilidir. Epitel hiicre kokenli kemokinler, dolasan
16kositlerin selektif olarak bagwsakdaki mukozal immun kompartmana géciinde anahtar
rolii oynamaktadir (5). Ornegin kemokin olan II.-8 (CXCLS) IBH hastalarmda mukozal
patofizyolojik inflamasyonu baslatma ve idamesinde etkili olup, artmis dlizeylerde
eksprese olmaktadir (6). IBH'nin ileri evrelerinde IL-8 ekspresyonu tilseratif kolit ({TK)
hastalarmin - tiim  mukozalart boyunca ve Crohn hastalarin  kript  abselerinde
saptanmaktadir (5).

Simdiye kadar 40’dan fazla kemokin tanimlanmustir. NH,-terminal sistein
kalintisina gore kemokinler 4 swifa ayrilmaktadir (C,CC;CXC,CX5C). Simdiye kadar
tanimlanmug CX 3C kemokin ailesinin tek tiyesi Fractalkine’dir (FKN-CX3CL1). FKN geni

16. kromozomda bulunmaktadir.



2.1.2. FKN yapis1

Kiiciik ve sekrete edilen kemokinlerden farkli olarak FKN transmembran bir
molekil olup, endotel adezyon molekiillerinden (integrin vs.) bagimsiz olarak 15kositlerin
endotele adezyonunu saglar. FKN hiicre igi kuyruk (sitoplazmik yumak), ‘short-membran-
spanning region’ (transmembran yumak), musin benzeri sap ve sap vasitasi ile sunulan ‘N-

terminal kemokin’ yumagindan olusmaktadir (7,8,9) (Sekil 2. 1).

C C
12 ! m Sinyal peptid
s ¢ ¢ ﬁ Kemokin ynmak

Transmembran yumak
=

CXC ¢ © . .
Sitoplazmik ak

1 2 18 337 A73

Sekil 2. 1. FKN yapisi- Umehara H. ve ark. (9)’dan ahnmstir. FKN CX3C-kemokin olup
digerkemokinlerden yapisal olarak ayrilmaktadir (CXCL,CCL ve XCL). Sinyal peptidden baglayarak N-
terminal kemokin yumagi, miisin benzeri sap, transmembran yumak ve intraseluler yumakdan olusmaktadir.
CXCL16 (Bonzo ligand)’m FKN’e benzer yapis: bulunmaktadir.

Miisin benzeri sap vasitasi ile membrana bagl formu adezyon &zelliklerini tagir.
Protein, TNF-o. doniistiirtici enzim ile sap kismundan kirilarak 16kositlerin [Naturel killer
(NK), T hiicreler, monositler] kemotaktik aktivitesini saglayan ¢dziinebilir formu dolagima
salimir (10,11). Boylece FKN kemokin ve adezyon molekiillerinin her ikisinin de
Ozelliklerini igerir (7,8). Bu yapisi ile hiicre adezyonunda diger ¢dziiniir CXC,CC,C
kemokinlerinden ayrimaktadir.

2.1.3. CX3CR1 (FKN reseptorii)
CD4+ Th ve CD8+ sitotoksik hiicreler (Tc) 2 sinifa ayrlir. Thl ve Tc 1 hiicreler,

hiicre i¢i patojenlere karsi IFNy, TNF o, ve IL-2 sekrete ederler ve organ spesifik otoimmun



hastaliklar ile iligkilidir. Tersine Th2 ve Tc2 hiicreler 1.4-5-6 ve I1.-13 tiretirler ve hiicre
dis1 patojenlere kargi immun cevapta rol alirlar, alerjik immun cevapla iliskilidirler. FKN
daha ¢ok Thl sitokinler ile aktive olup, Thl baskin hastaliklarda inflamasyon yerinde
CX3CRI1+ T hiicre birikimine yol agmaktadir.

CX3CRI1, FKN'nin spesifik reseptoriidiir. CX3CR1, CD4+ hiicrelerde (Thl de
Th2’ye gbre daha fazla eksprese olur), CD8+T hiicrelerde (dzellikle Tcl hiicrelerinde),
CD14+ monosit, makrofaj, CD16+ NK hiicrelerinin yiizeylerinde ifade edilir; adezyon ve
kemotaktik fonksiyonlarinda rol alir (8,12). CX3CRI1 daha cok sitotoksik T lenfositlerin
reseptoriidiir. CX3CRI1 reseptorii olmayan T hiicrelerinde vaskiiler ve doku hasarinda etkili
sitotoksik graniillerin olmadig1 izlenmigtir.

FKN’nin ¢tziinebilir formu NK, T hiicreler, monositler i¢in kemotaktik aktiviteye
sahiptir. FKN reseptorii diger kemokin reseptorlerinden farkli olarak spesifik olarak
FKN’ne baglanmaktadir (8,12). Simdiye kadar bu reseptdre baglanan veya yariga giren
kemokin bulunmamigtir. (Human herpes viriis-8 tarafindan kodlanan vMIP-II proteini
harig¢) (12).

2.1.4. FKN’nin goérevleri, adezyon fonksiyonlar:

Kemokinler adezyon molekiilleri ile birlikte 16kositlerin viicuttaki saglikli ve hasta
dokulara uygun sekilde dagilimuini kontrol eder. Lokosit gogtinde 2 yol bulunmaktadir (10).
1.Klasik yol (selektinler, integrinler vasitasi ile ) 2. FKN’e bagli yol (Sekil 2.2).
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Sekil 2. 2. Adezyon kaskatmda klasik ve FKN’e bagh yol- Umehara H ve ark.
(10)’ndan almmustir.

a, Klasik yol: 1. basamak zayif, gecici selektine bagh yoldur (tutunma). Daha sonra 18kositler tizerindeki
integrinler kemokinler vasitas: ile aktive olur (tetiklenme); 16kositler ve endotel hiicre arasinda siki yapisma
olur (adezyon). Son olarak 16kositler kemokin gradientine bagl olarak endotel yiizeyinden gb¢ ederler (g6¢).
b, FKN’e bagli yol: FKN membrana bagli olarak endotel hiicre yiizeyinde eksprese olur ve selektin ve
integrinlerden bagimsiz olarak I6kositleri yakalar. FKN ve CX3CRI1 etkilesimi ayrica integrin aktivitesini de
artirarak daha siki sekilde adezyon saglanir. Lkositler daha sonra kemokin gradientine bagli olarak endotel
yiizeyinden go¢ ederler,

2.1.4.1.Klasik bilinen yol

Lokosit gogti endotel ve 16kosit arasindaki selektine bagl etkilesimler sonucu olur.
Lokosit tizerindeki integrinler lokal olarak iiretilen kemokinler vasitasi ile aktive olur,
aktive olmus integrinler vasitasi ile l6kositlerin endotele siki bir sekilde adezyonu olur.
Lokosit vaskuler duvardan ekstravase olup komsu dokuya gecer. FKN bulunmadan &nce
tim kemokinlerin ¢Oziinebilir formda sekrete edildigi, lokal kemokin gradientini
saglanmasi i¢in hiicre ylizeyi proteoglikanlar ile doku matriksi proteinleri ile etkilestigi
(GaG gibi) distintilmekte idi. Kemokinlerin 16kosit tizerindeki spesifik reseptdrleri ile

etkilesimi sonucunda da adezyon molekiilii olan integrin ailesininin aktive oldugu bilinirdi.
(13,14).

2.1.4.2.FKN’e bagh yol
FKN endotel ve epitel hiicrelerinde eksprese olur. TNF-o, IL-1, IEN y gibi

proinflamatuar sitokinler ile ekspresyonu artmaktadir. Endotel, 16kosit gogiinde ilk engel



oldugu igin, FKN'nin endotel {izerindeki etkisi, inflamasyon yerine 16kosit gtciinii kontrol
etmekteki destegidir. Membrana baglt FKN ilk olarak inflamatuar sitokinler (TNF-a, I~
I,IFN v) vasitas: ile miisin benzeri kuyruga bagli kemokin yumag seklinde endotel
ylzeyinde eksprese olur. FKN bir adezyon molekiilii olarak davranir, proteoglikanlara ve
diger adezyon molekiillerine ihtiya¢ kalmaz. Coziintir FKN, TNF-o doniistiiriicii enzim ile
FKN proteininden kirilir. Coziinlir FKN CD8+T hiicreler, CD4+ T hiicreler, NK ve
monositler i¢in kemotaktik aktiviteye sahiptir. CX3CR1 exprese eden hiicreler selektin ve
integrinlerden bagimsiz olarak FKN’e yiiksek affinite ile baglanirlar. FKN-CX3CR1
etkilesimi integrin aktivitesini de artirip 16kositlerin daha siki sekilde baglanmasini saglar.
Takiben 16kositler kemokin gradientine gore ekstravaze olurlar. Gog etmis 16kositlerin
artmug aktivitesi de inflamasyon ve doku hasarina yol acar (7,8,15).

CXCR31 exprese eden hiicrelerin FKN'ne diger vaskiiler hiicre adezyon
molekiillerine gore (VCAM-1) daha hizli bigimde adezyon yaptigi izlenmistir (11). FKN
adezyon molekiil fonksiyonuna ek olarak, CX3CR1 resepttrii G protein vasitasi ile sinyal
gondererek integrinin ligantina baglanmasiu artirir. Boylece FKN-CX3CR1, integrin ve
ligandlar1 (ICAM, VCAM vs.) ile hiicre adezyonu, her birinin tek basina yaptigi
adezyondan daha ytiksek olur (10,15).

Ozetle proinflamatuar sitokinler endotel hiicrelerinde FKN ekspresyonunu
artirmakta ve FKN de kemotaktik ve adeziv fonksiyonlari ile ilk basamaktaki endotele
baglanma ve go¢ basamaklarinda, hiicre adezyonunu saglayarak, CX3CR1 eksprese eden
monosit ve lenfositlerin inflame dokuya ekstravazasyonunu saglayarak vaskiiler ve doku

hasar1 patogenezinde rol almaktadir.

2.1.5. FKN ve inflamasyon

Membrana bagli FKN, diger kemokinlerin (IL-8 gibi) CX3CRI1 eksprese eden
lenfositlerin gocii tizerindeki etkisini artirmaktadir. Inflame endotelde eksprese olan FKN,
CX3CRI1 eksprese eden sitotoksik efekttr hiicrelerini hizlica kandan alip dokuya goc
etmesini saglar. NK hiicreleri FKN veya FKN resepttrii eksprese eden hiicrelerle stimule
edildiginde NK hiicresinin IFN vy saliumini artirdigi gozlenmis, bunun da endotel
hiicrelerinde eksprese olan FKN’nin Thl cevabi gelisiminde rolii oldugunu gostermektedir.
IFN v ayrica parakrin olarak endotel hiicrelerinde FKN ekspresyonu artirmaktadir (7,8,16)
(Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. FKN’nin biolojik fonksiyonu-Umehara ve ark.(9)’ndan alinmistir. 1. CX3CR1
ve integrinler; FKN ve integrin ligandlar yardim ile siki bir sekilde yapisma saglanir. 2. CX3CR1 eksprese
eden sitotoksik efekttr hiicreler (NK, CD8+T hiicreleri vs.)sitoplazmik graniil igerirler. Bu hiicreler
membrana bagli FKN veya aktive edilmis reseptérler vasitas: ile aktive olurlarsa komsu alandaki endotel
hiicrede hasar yaratirlar. 3. Membrana bagli FKN diger kemokinlerin etkisini artrarak CX3CR1 eksprese
eden hiicrelerin dokuya goelinii saglamaktadir. 4. Gég¢ eden CX3CR1 hiicreleri FKN ile aktive olarak IFN- v
tiretirler ve Th1 cevabi olusur. IFN- v ayrica endotel hiicrelerinde parakrin etki olarak FKN ekspresyonunu
artirmaktadir.

2.1.6. Intestinal intraepitel lenfositler, intestinal epitel hiicreler, dendritik hiicreler ve
FKN-CX3CR1 iligkisi

Bagirsakdaki damarlardan lenfositler lamina propriaya goc edip bir kismu intestinal
intraepitel lenfosit (ilEL) seklinde kalir. IfEL patojenlere kars: ilk basamak sayunmadir.
Cogu ilBL’ler CD8+ fenotipi eksprese ederler. ilBL’in &nemli immunolojik fonksiyonlari
bulunmaktadir. Sitotoksik aktivite, sitokin sekresyonu, (IL-2, IL-3, T1.-5, TNF-0, TGF- ve
IFN-y), epitel hiicre proliferasyonunu ve rejenerasyonunu regiile etmektedirler (17).

Intestinal epitel hiicreleri (IEF) MHC sinif 2 molekiilii eksprese edebilirler ve etkili
invitro T hiicrelerini aktive eden, antijen prezente eden hiicreler gibi davranabilirler (18).
IEH, supresdr fonksiyonlart ile (cdl molekiilii vasitasi ile) selektif olarak T hiicrelerini
aktive edebilirler ve sonrasinda immun cevabi ‘down’ regiile ederler. IEH ek olarak i1.-15
eksprese ederler ki bu ilEL aktivasyonu ve proliferasyonu icin glicli indiiktérdiir (19).
Biittin bunlar sonucu IEH T hiicrelerine regiilator sinyaller gondererek gastrointestinal
yolun uygun homeztazini saglar. Fakat ilEL ‘in IEH’e nasil goc¢ ettifi ve intestinal epitelde
kaldig: net degildir.

IIEL intestinal hiicrelerle etkilesim halindedir. IIEL’in %781 CD8+, %7,6°s1 CD4+
lenfositlerdir. ITEL’in %48,5 ‘u CX3CRI reseptorii eksprese ederler. IEH ve endotel



hiicrelerinde FKN ekspresyonu olmaktadir. IIEL, normal sartlarda gég etmezken, ¢oziiniir
FKN, ilEL’i aktive edip kemotaktik gradientine gtre lenfositlerin intestinal epitele dogru
gdgiinii, intestinal epitelde kalmasini ve IEH ile etkilesimini regiile etmektedir (20).
Dendritik hiicreler (DH) antijen sunan hiicrelerden olup, bagursak epiteli ile birlikte
bagirsak ici antijen ve enterik patojenlere karsi ilk basamak savunma olarak gorev alir.
FKN reseptorii olan CX3CR1 bagirsakda DH’de de eksprese olmaktadir (21,22).
lleumdaki CX3CR1+ DH’ler liimendeki bakterilerin fagositozunda rol almaktadir (22).
DH’in ltimendeki antijenleri toplayabilmesi igin CX3CRI1 reseptoriine ihtiyaci oldugu
gosterilmistir (22). CX3CR1 eksikligi lamina propriadaki DH’in fonksiyonunu bozmakta
ve bagirsak limeninden bakteri ve invaziv patojenlerin uzaklagtirilmasi engellenmektedir

22).

2.1.7. Klinik hastalik

FKN adezyon ve kemotaktik molektil olup CX3CRI1+ hiicreler ile birlikte
inflamatuar hadiselerde fazla miktarda eksprese olmaktadir. FKN saglikli bireylerde ince
bagirsak, kolon, kalp, beyin, akcifer, bobrekler, pankreas, iskelet kaslari gibi bircok
dokuda eksprese olmaktadir. FKN’nin bir¢ok dokuda eksprese olmasi, FKN’nin sirkiile
eden hiicreleri dokulara gekerek sadece patojenlere kargi viicudu korumakla kalmayip,
normal fizyolojik sartlarda da hiicresel iletisimi saglamasmi gdstermektedir (7).
Inflamatuar hadiselerde néronlar, glomeriiller, epitel ve endotel hiicreler gibi bir ¢ok
dokularda {iretilip; kardiovaskiiler hastaliklar, ateroskleroz, renal hastaliklar
(glomerulonefrit, renal timérler, renal transplantasyon), kardiak allograft rejeksiyon,
psoriasis, liken planus, romatoid artrit, sistemik skleroz, primer bilier siroz, pulmoner arter
hipertansiyonu, akciger, kolon kanserleri, akut hepatit, alerjik astma, rinit gibi birgok
inflamatuar hastaliklarin patogenezinde rol almaktadir (20,23-26). FKN’nin insan bagirsak
mukozalarindaki endotel ve epitel hiicrelerinde ifade edilmesi IBH’da mukozal immun

cevapda FKIN’nin regiilasyonun rold oldugunu diistindiirmektedir (20,27,28).

2.1.7.1.1BH

I[EH ve immun hiicreler intestinal immun cevabin Onemli komponentlerini
olusturmakta; bagirsakdaki hasar olan yere 16kosit aktivasyonu, inflamasyon, kemokin ve
adezyon molekiillerin ifadelenmesi yolu ile yara iyilesmesini koordine etmektedir (29).

Gastrointestinal mukozada FKN ve reseptorti 16kositlerin iglevlerinde gerekli olan konak



defans cevabini yonetmekte Snemli rollerinin yaninda, mukozal barierdeki epitel hiicreleri
ile bagirsak mukozasmdaki DH arasindaki iligkiyi saglamaktadir. (5).

Inflamatuar bagirsak hastalarinim mukozasmda artmis FKN iiretimi, cok sayida
CX3CRI1+6kositleri inflamasyon yerine gekmektedir. Aktif Crohn ve UK hastalarmin
periferal dolagiminda artmis sayida CX3CRI1+ T hiicreleri bulunmaktadir. ( CD8+T
hiicreleri CD4+ T hiicrelerinden daha ¢oktur) (30). Artmus sayida CX3CR1 eksprese eden
T hiicreleri klinik aktif hastaligi olan hastalarda saptanmakta, remisyonda ise sayilari
saglikli kontrollere gtre benzer olmaktadir. Yine IBH hastalarinin lamina propriasinda
CX3CRI pozitiflik yiizdesi normal mukozaya gore 5 kat fazla goriilmektedir. Bu da artmig
FKN tretimine yamit olarak CX3CRI1+ hiicrelerin artmis gocgii sonucu olmaktadir.
Dolasimdaki 16kositlerdeki artmig CX3CR1 ekspresyonu, hedef organdaki inflamasyona
ikincil, mikrosirkulasyonundaki artmig FKIN firetimini gdstermektedir (31).

2.1.7.2. Ateroskleroz

Aterosklerotik lezyonlarda ¢ok sayida makrofaj ve T hiicrelerinden zengin immun
hiicreler bulunur ve bu hiicreler inflamatuar cevapda rol alir. Dolagan monositler
aterosiklerotik lezyonlardaki képiik hiicrelerinin &nciistidiir ve kemokinler monositlerin
kandan damar duvarma gociinde nemli rolleri bulunmaktadir. Aterosklerotik lezyonlarda;
koroner arter hastalifi (KAH), diabet gibi yiiksek miktarda FKN mRNA ekspresyonu
saptanmugtir. (32). Diabetik hastalarda da intimanin derininde FKN ekspresyonu
gosterilmistir (33).

2.1.7.3. Renal hastaliklar (glomerulonefrit , renal tiimérler, renal transplantasyon)

FKN ekspresyonu ve CX3CR1 ekprese eden hiicreler (CD16+NK vs) degisik
nefropatili hastalarda gosterilmistir (34). CX3CR1 bloke eden antikorlar ile glomerullerde
18kosit infiltrasyonu, kresent olugumunu ve bdbrek fonksiyonlarinda iyilesme gorilmiigtiir
(35).

2.1.7.4. Allograft rejeksiyonu

Akut allograft rejeksiyonu transplant dokuya dolasan lokositlerin gitmesi ile
karakterize hiicresel immun cevaptir. Rejekte allograft vaskiiler doku ve endotelinde FKN
ekspresyonunun arttifi, CX3CR1 bloke eden antikorlar ile allograft Smriiniin uzadigi
gorilmistiir (36).



2.1.7.5. HIV

FKN HIV 1i hastalarin beyin ve lenf nodlannda saptanmistir. FKN’nin artmus
ekspresyonu noronlart HIV 1 nérotoksininden korur fakat dendritik hiicreler ile iliskiye
girip CX3CR1+Th deplesyonu yapar (37). CX3CR1, in vitro ¢alismalarda HIV virusunun

hiicre i¢ine girebilmesi icin kofaktor olarak rol almaktadir.

2.1.7.6. Diger inflamatuar hastaliklar

FKN degisik Thl baskin inflamatuar hadiselerde de inflamatuar mediatr olarak rol
alir. Sinovyal doku makrofajlari, fibroblastlar, endotel hiicreleri, DH FKN ve CX3CRI
eksprese ederler. Romatoid Artrit (RA)’li hastalarin sinovyal sivismdaki FKN’nin invitro
olarak anjiojenik aktivitesi oldugu goriilmiistiir (38). Liken planus ve psoriasizde endotel
hiicre dendrositleri ve keratonositleri yiiksek miktarda FKN eksprese ederler (39).
Insanlarda pulmoner arter hipertansiyonunda, akciger kanserinde, akut hepatitde ve
farelerde prediabetiklerde FKN/CX3CR1 rol  almaktadw (40). Biitin bunlar
gostermektedirki FKN birgok dokuda eksprese olmakta ve Thl baskin hastaliklarda
inflamasyon yerinde CX3CR1 + T hiicre birikimine yol agmaktadir.

2.1.8. CX3CRY’i kodlayan genler

Bugiine kadar CX3CR1’i kodlayan gende gesitli dizi varyasyonlar: tanimlanmugtir.
Bunlar arasinda T280M ve V2491 polimorfizmleri giiglii baglantt dengesizligi gdstermekte
ve difer dizi varyasyonlarina gore daha sik bulunmaktadir. T280M polimorfizminde
threonin yerine metionin (M280); V2491 polimorfizminde valin yerine 1zoldsin
gelmektedir. (1249). Her 2 polimorfizmde ateroskleroz, KAH, HIV infeksiyonuna
duyarlilik, yasa bagl makuler dejenerasyon ve Crohn hastaligimin fenotip ve lokalizasyona
etkisi ile iligkili oldugu gosterilmistir (29,41-43).

T280M CX3CR1 polimorfizmi HIV enfeksiyonunu AIDS’e progresyonu ile
iligkilidir. Belli CX3CR1 polimorfizmleri (CX3CR1 homozigotlar) HIV pozitif kisilerde
kazandmig immun yetmezlik sendromu (AIDS)’nun hizli progresyonuna yol agmaktadir
(44). Yine bu polimorfizm ateroskleroz ve KAH’1 igin risk aleli olarak bulunmustur (45).
CX3CRI resept6r polimorfizminde (V249I, T280M) monositlerin vaskuler endotele
baglanmasimin azaldigi ve buna bagli olarak aterosklerotik lezyonlarin ve akut koroner

olaylarin azaldig gosterilmistir (41,46).
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Bagirsakdaki DH’ler CX3CRI1 reseptorii tasidig: icin bu reseptdrdeki polimorfizm
sonucu DH disfonksiyonu olmaktadir. DH disfonksiyonu ile bakterilerin toplanmasinin
azalmasi sonucu bagirsak epite]l hiicrelerinin bakterilere artmug maruziyeti, bagirsak
inflamasyonu artirmakta, homozigot V2491 ve T280M polimorfizmlerinde goriilen
intestinal stenoza yol agtif1 diistintilmektedir (22,29). Yine CX3CRI1 polimorfizmleri
reseptor fonksiyon bozuklugu vyaratmaktadir. V249I-T280M aa yer degistirmesinin
periferik kan mononukleer hiicrelerin membran-a bagli FKN’e adezyonu azalttigi yoniinde
caligmalar yaninda , artrdigina yonelik calisma da bulunmaktadir (47). IBH hastalarinda
FKN reseptor gen polimorfizmleri ¢aligmalarmda hastalarda tim CXCRI1 genotipleri
oraninda fark bulamanuglar, ancak ’subgrup analizlerde T280M ve V2491
polimorfizmlerinin bagirsakdaki tutulum yerleri ile iligkili oldugu (CX3CR1 polimorfizm
olanlarda siklikla ileal hastalik komponenti oldugu) ve polimorfizmlerin bagirsakdaki
tutulum tipi ile (homozigot hastalar siklikla stenoz ile seyretmekte) iliskili oldugu
saptanmustir (29,43). Bu galigmalar kemokinler ve GIS’in degisik bolgelerinde eksprese
olan ligandlarin immun kaynakli ve inflamatuar hastaliklarda patofizyolojide rol

oynayabilecegini gdstermektedir (48).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Hastalarm Genel Ozellikleri

2007-2008  tarihleri arasimnda Bagkent Universitesi Ankara Hastanesi
gastroenterohepatoloji boliimiine bagvuran, klinik, endoskopik, radyolojik ve histopatolojik
kriterlere gtre Crohn ve UK tanusi konan veya daha énce IBH tanisi konup bolimiizce
takip edilen toplam 67 hasta galigmaya dahil edildi. ‘Indetermine kolitler’ calisma dig1
birakildi.

Caligma igin Bagkent Universitesi Etik kurul (KA 08/156-06.08.2008) ve aragtirma
komitesinden (2008/746-13.9.2008) onay alindi. Hastalar Baskent Universitesi Etik Kurulu
tarafindan uygun goriilen bilgilendirilmis onay formu imzasi alindiktan sonra galigmaya

alindi.

3.2. Kontrol grup

Kontrol grubu olarak gastroenteroloji poliklinigine dispeptik yakinmalar: ile
bagvuran 80 saglikli birey calismaya dahil edildi.

3.3. Hastalara Yapilan Tetkikler

Oykiide hastalarin yas, IBH tani konma zamanimdaki yas, cinsiyet, hastalik
tanisindan sonra gegen takip stiresi, aldify ilaglar, semptomlar, dogdugu ve yasadigi
bolgeler, bagusak disi semptomlar (kas iskelet sistemi, cilt, gbz, hepatobiliyer sistem)
sorgulandi.

IBH tamsi icin endoskopik biyopsiler alindi. Hastalarda endoskopi ve
kolonoskopideki bulgular, perianal tutulum, hastaligim bagirsakdaki tutulum tipi
(inflamatuar, striktlir, penetre), hastalifin bagirsakdaki lokalizasyonu (ileal, ileokolon,
kolon) incelendi. Hastalarda bagirsak dis1 tutulumlar incelendsi.

3.3.1. CX3CR1 polimorfizmleri genotiplendirilmesi ve DNA ekstraksiyonu

80 saglikli gruba ve 67 hastaya T280M ve V2491 CX3CR1 gen polimorfizmleri
bakildi.

745. nukleotidde guanin (G) yerine adenin (A) gelmesi ile 249. posisyondaki valin,
izoldsine yer degistirmekte (V249I); 839. nukleotiddeki sitozin (C) timidin (T) ile yer
degistirdiginde, 280. posizyondaki treonin metionine yer degistirmektedir.

12



V2491 polimorfizminde hastalar VV (yaban tip), VI (heterezigot), II (homozigot);
T280M polimorfizmi igin hastalar TT (yaban tip), TM (heterezigot), MM (homozigot)
olarak gruplandirildi.

3.3.1.1. DNA ekstraksiyonu

Caligmada kullanilan DNA  molekiilii, hastalardan bilgilendirilmis onam formu
imzalatildiktan sonra alinan10 ml periferik kandan tuz ¢tktiirme yontemi kullanilarak izole
edildi. DNA &rnekleri kullanilincaya kadar -20° C de saklanda.

Polimeraz zincir reaksiyounu (PCR) DNA iizerinde istenilen b&lgenin, o bolgeye

Ozgl primerler kuilamlarak ¢ogaltilmasi esasina dayanuir. Is1 ile denatiire edilerek tek
zincir haline getirilen DNA molekiiliine primerlerin baglanmasi ve bu primerlerden yeni
DNA zincirinin sentezlenmesi olarak ti¢ asamadan (denatiirasyon, primerlerin
baglanmasi:annealing ve yeni zincirlerin sentezlenmesi: extension) olusur (49). Bu
agamalar 25-30 dongi ile tekrarlanarak istenilen DNA bdlgesi ogaltilmus olur. (Tablo 1).
Galismamuzda uyguladigimiz PCR yontemi icin rneklerin hazirlanmasi Tablo 2°de

verilmistir.

Tablo 3. 1. Amplifikasyon i¢cin PCR Kosullar

95° C 3 dk tek dongii
72° C 10 dk tek dongii
95°C 30 sn

69 C 30 sn | 35 dongii
72° C 30 sn

Tablo 3. 2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Igin Uygulanan Protokol

Taq Polimeraz 1,50
dNTP 175 uM
Primer 15 pmol
DNA 200 ng
Ixbuffer

MgCl2 2.0mM
Toplam 50 ul

13



3.3.1.2. Restriksiyon Endoniikleaz Enzim Kesimi

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile DNA nin baz dizisinde meydana gelen
degigiklikleri belirlemek miimkiindiir. DNA da meydana gelen degisiklikler restriksiyon
enziminin tanima b&lgesini ortadan kaldirabilecegi gibi yeni bir tanima bolgeside
yaratabilir. Calismamizda V2491 polimorfizmi analizi igin 3 U Acl I restriksiyon enzimi
kullamilmugtir. 745. nukletodidde G varliginda 107 ve 204 bp uzunlupunda fragmanlar
olusurken; A varlifinda kesilme olmamaktadir. T280M polimorfizmi analizi icin 1,50
HpyCHA4III restriksiyon enzimi kullanilmistir. 849. nukletodidde C varliginda 107 ve 204
bp uzunlugunda fragmanlar olusurken; T varlifinda kesilme olmamaktadir. Sau 3AI
restriksiyon enzimimi ile H63D mutasyonunun analizi i¢in PCR ile ¢ogaltilan DNA nin 5
uL si 1,5-3 tinite enzim ile 37 ve 65 C’ de 16-18 saat inkiibe edildikten sonra, % 3 liik

agaroz jelde analiz edilmistir.

3.3.2. CX3CR1 polimorfizmleri genotiplendirilmesi ve klinik ile iliskisi
Hastalarda T280M ve V 2491 polimorfizmlerinin klinik bulgular (cinsiyet, yas, tant
aninda yas, hastalik takip stiresi, bagirsakda tutulum yeri, bagirsakdaki —tutulum tipi,

perianal tutulum, bagirsak dis1 tutulum) ile iliskisi incelendi.

3.4. Istatistiksel Yontemler

Grup karsilagtirmalart igin farkli istatistiksel analizler kullanilmustir. Yapilan
caligmada, iki grup karsilastirmalar: icin bagimsiz iki rneklem t testi, ikiden fazla grup
kargilagtirmalarinda ise tek yonli varyans analizi kullamlmustir. Yapilan biitiin analizlerde
giiven diizeyi %95 olarak belirlenmigtir. Yapilan analizlerde ele alinan degiskenler kendi
Ozellikleri itibariyle aralarinda gruplandinildi. IBH hastalarinda bulunan CX3CR1
polimorfizmleri alel frekanslarinmn kontrol grubundan farkli olup olmadig: evren orami

onemlilik testi ile incelendi. Tablolarda, anlamlilik degeri (p degeri) p<0,05 olarak alindi
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4. BULGULAR

Hastalarin ortalama yast 44,9+15,3 idi. Hastalarm 36°s1 (53,7%) erkeklerden
olugmakta idi. (Kontrol grubunun 31’1 (%38,8) erkek idi. p=0,09). Hastalarin ortalama tani
konma swasindaki yagi 38,9+13,1 olup, hastalar 6,1+7,2 yil (min-maks:1-37,5 yil) sire ile
takip edilmekte idi. 67 hastanin 51°1 (%76,1) UK, 16’st (%23,9) Crohn hastalarindan
olugmakta idi. Ortalama hastalik baslama yas1 Crohn igin 37,7+14,6, UK icin 39,4+12,7
idi. 43 hasta (%64,2) ishal (kanli-kansiz),18 hasta (%26,8) ishal ve karin agrisi, 1 (%1,5)
hasta tenesmus, 3 (%4,5) hasta karin agris1 ile ve 2 (%3) hasta semptomsuz bagvurdu. 29
hasta (%55,8) i¢ anadoluda dogmus idi. 53 hasta (% 82,8) ig anadoluda yagiyordu. Tekli
veya kombine olarak 60 hasta aminosalisilik asit, 29 hasta kortikosteroid, 1 hasta
methotreksate, 24 hasta azathioprine, 1 hasta infliximab almakta idi, 4 hasta lagsiz
izleniyordu. 16 Crohn hastasindan 3’tiniin (%4,5) hastalig1 striktiir ile seyretmekte idi. 8
hastada (%11,9) perianal hastalik izlendi. (1 anal fistiil, 7 anal fisstir). Hastalarin 19°unda
(%238,4) bagirsak dig1 tutulum goriildi. En stk gériilen bagirsak dist tutulum kas iskelet
sistemi idi. Izole veya diger sistem bulgular: ile birlikte; 15 hastada kas iskelet sistemi
(artrit, ankilozan spondilit, diger spondiloartropatiler), 3 hastada cilt (aftsz stomatit,
dokiintii), 4 hastada goz (iiveit, kuru goz), 2 hastada hepatobiliyer (primer sklerozan
kolanjit) tutulum mevcut idi. Hastalarm klinik ve demografik verileri tablo 4.1°de

gOsterilmigtir.

Tablo 4.1. Hastalarin klinik ve demografik verileri

Cinsiyetn(%)

Kadin 31 (46,3)

Brkek 36 (53,7)

Yas (yil) 44.9+15,3

Ortalama+SD

Tan1 aninda yag 38,9+13,1

Ortalama+SD

Takip stiresi 6,1£7,2 y1l (min-maks:1-37,5 yil)
Ortalama+SD
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Tablo 4.1. Hastalarm klinik ve demografik verileri (Devam)

IBH tipi n (%)
Crohn 16 (23,9)
UK 51 (76,1)
Bagirsak tutulum tipi n (%)
Inflamatuvar 64 (95,5)
Striktiir 3(4,5)
Bagirsak tutulum yeri n (%)
Terminal ileum 2(3)
Kolon 55 (82,1)
Tleokolon 10 (14,9)
Perianal hastalik n (%) 8 (%11,9)
Bagirsak dis: tutulum n (%) 19 (%28,4)

4.1.Hasta ve kontrol grubunda CX3CR1 polimorfizmleri

IBH grubunda V2491 polimorfizminde 27 hasta (%40,3) heterozigot, 4 hasta (%6)
homozigot, 36 hasta (%53,7) yaban tip idi; T280M polimorfizminde 12 hasta (%17,9)
heterozigot, 55 hasta (%.82,1) yaban tip idi. Homozigot hasta saptanmadi. V2491
polimorfizmi agisindan hasta ve kontrol grubunda istatistiksel fark saptanmadi. T280M
polimorfizmi ise kontrol grubunda hasta grubuna gtre istatistiksel olarak daha ylksek

saptandi (p=0,026). V2491 ve T280M polimorfizmleri hasta ve kontrol gruplarinda tablo
4.2’de gosterilmigtir.
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Tablo 4.2. CX3CR1 genotiplendirmesi

Genotip IBH Kontrol P degeri
(n=67) (n=80)
V249In% | VV (yaban tip) GG (yaban tip) 36 (53,7) | 49 (61.25) 0,504
VI (heterozigot) GA (heterozigot) | 27 (40,3) | 28 (35,0)
4 (6,0 3 (3,75
IT (homozigot) AA(homozigot) ©.0) 3.75)
T280M n% | TT (yaban tip) CC(yaban tip) 0,026
55(82,1) |52(65,0)
TM (heterozigot) | CT (heterozigot) 12(17,9) | 28 (35, 0)
MM (homozigot) | TT (homozigot) | - -

4.2. Hasta ve kontrol grubunda CX3CR1 polimorfizmleri alel frekanslari

IBH hastalarinda V2491 heterozigot alel frekanst (27/134) %20,15; V2491
homozigot alel frekanst (8/134) %S5,97; toplam V2491 alel frekansi (35 /134) %26,12
olarak hesaplandi. Kontrol grubundaki heterozigot alel frekansi (28/160) %17,5;
homozigot alel frekansi (6/160) % 3,75; toplam alel frekans: (34/ 160) %21,25 saptandi.
[BH hastalarindaki V2491 alel frekans: ile kontrol grubu alel] frekansi arasinda istatistiksel
farklilik saptanmadi (Z= 1,623 p=0,23; Z<1,96).

IBH hastalarinda T280M heterozigot alel frekansi (12/134) %8,96; toplam T280M
alel frekans: (12 /134) %8,96 olarak hesaplandi. Kontrol grubunda heterozigot alel frekans1
(28/160) %17,5; toplam alel frekans: (28/160) %17,5 idi. Kontrol grubundaki T280M alel
frekans: IBH’ndaki alel frekansina gore daha yiiksek saptand: (Z= 20,21 p=0,1; 7>1,96).

4.3. CX3CR1 polimorfizmleri ile fenotipik ozellikler arasmdaki iliski

4.3.1. T280M genotip-fenotip iliskisi

T280M mutasyonuna gore cinsiyet, yas, tani aninda yas, takip stiresi, sigara,
bagirsakda tutulum yeri, bagirsak tutulum tipi, perianal hastalik, bagirsak digi tutulum
bakimindan fark saptanmadi. Crohn hastalarida T280M polimorfizmi saptanmadi. T280M
heterozigot hastalarin hepsinde ileokolon tutulumu mevcuttu (P=0,07). UK hastalarinda
istatistiksel olarak olmasa da sayisal olarak daha fazla T 280M heterozigotlugu saptandi
(p=0,056). Hastalarin T280M genotipi ile fenotipik 6zellikleri Tablo 4.3°de kargilagtirilda.
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Tablo 4.3. Hastalarin T280M polimorfizmine gore klinik bulgular1 (n=67)

TT (yaban tip) | TM (heterozigot) | p degeri
(%) (%)

Erkek 30 (44,3) 6 (9,0) 1,0
Kadin 25 (37,3) 6 (9,0)
Yag(yil) 44 8+14.7 45,7+6,1 0,8
Ortalama+SD
Tan1 aninda yas (yil) 39,1+13.9 38,1x7.4 0,8
Ortalama+SD
Takip siiresi 6,17 £7.,5 6,11+54 0,9
Bagirsak tutulum yeri n (%)
TI 2 (3,0) 0(0,0) 0,07
Kolon 10 (14,9) 0 (0,0)
Tleokolon 43 (64,2) 12 (17.,9)
Bagirsak tutulum tipi n(%)
Inflamatuvar 52 (77,6) 12 (17,9) 1,0
Striktiir 34,5 0 (0)
IBH tipi n (%)

Crohn 16 (23,9) 0(0,0) 0.056

UK 39 (76,5) 12 (17,9)
Perianal hastalik n (%)
yok 48 (71,6) 11 (16,4) 1,00
var 7 (10,4) 1(1,5)
Bagirsak digt tutulum n (%)
yok 40 (59,7) 8 (11,9) 0,72
var 15 (22,4) 4 (6,0)
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4.3.2. V2491 genotip-fenotip iliskisi

V2491 mutasyonuna goére cinsiyet, yas, tani amnda yas, takip siiresi, sigara,
bagirsakda tutulum yeri, bagirsak tutulum tipi, IBH tipi, perianal tutulum, bagirsak digt
tutulum bakimindan fark saptanmadi. Hastalarin V2491 genotipleri ile fenotipik zellikleri
tablo 4.4’ de kargilagtirilda.

Tablo 4.4. Hastalarin V2491 polimorfizmine gore klinik bulgulari (n=67)

VV(yaban tip) | VI ve I (homozigot ve heterezigot) | p
(n%) (n%) degeri
Erkek 22 (32,8) 14 (20,9) 0,2
Kadin 14 20,9) 17 (25,4)
Yag(yil) 47,4+132 42,2+13,6 0,1
Ortalama+SD
Tani aninda yas (yi) | 41,5+13,8 35,5+11,5 0,07
Ortalama+SD
Takip stiresi 2151,442390,6 | 2311,1+2885,1 0,8
Bagirsak tutulum yeri
T 1(1,5) 1(1,5) 0,5
Kolon 28 (41,8) 27 (40,3)
Hleokolon 7(10,4) 3(4,5)
Bagirsak tutulum tipi
Inflamatuar 35(52,2) 29 (43,3) 0,5
Striktiir 1(1,5) 2 (3,0)
IBH tipi n (%)
Crohn 10 (14,9) 6(9,0) 0.5
UK 26 (38,8) 25 (37,3)
Perianal hastalik
n (%)
yok 33 (49,3) 26 (38,7) 0,45
var 3 (4,5) 5(7,5)
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Tablo 4.4. Hastalarin V2491 polimorfizmine gore klinik bulgulari (n=67) (Devam)

Bagirsak dig1 tutulum

n (%)

yok 27 (40,4) 21(31,3) 0,5
var 9(13,4) 10 (14,9)

4.4. IBH’nda CX3CR1 polimorfizmleri dagilmm

UK ve Crohn hastalarinda CX3CR1 polimorfizmlerinin dagilimi tablo 4.5°de
gosterilmistir. UK hastalarinda Crohn hastalarina gbre sayisal olarak daha fazla T 280M
polimorfizmine rastlandi (3:0,05 6).

s

Tablo 4.5. IBH hastalarinda CX3CR1 polimorfizm dagilimlar:

V2491 UK Crohn T280M UK Crohn

VV(yaban tip) |26 (38,8) |10 (14,9) | TT (yaban tip) 39 (58.2) |16 (23,9
Vl(heterezigot) |22 (32,8) |5 (7,5) TM (heterezigot) | 12 (17,9) | 0(0,0)
II(homozigot) 3 (4,5) 1(1,5) MM (homozigot) | - -
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5. TARTISMA

Bir ¢ok genetik faktoriin inflamatuvar barsak hastalifma neden olabilecegi
distintilmiig, ancak sorumlu olan gen ya da genler ve bunlara ait mutasyonlar ya da
polimorfizmler tam olarak belirlenememistir. Yapilan ¢alismalar CX3CR1-FKN sisteminin
inflamatuar hastaliklarda rolii oldugunu gostermektedir. IBH-FKN ile ilgili az sayida
¢aligma bulunmaktadir. Yapilan caligmalarda aktif ve remisyondaki IBH hastalariin
(6zellikle Crohn hastalarmin) immun histokimyasal boyamalarinda IEH ve dolasimda
FKN ekspresyonunun arttifni ve dolagimda artmug sayida CX3CRI1+ I8kositlerin
bulundugu gosterilmistir (21,29,31,50 ). FKN ekspresyonu gastrointestinal sistemin diger
yerlerine gore ileumda daha fazla eksprese olmaktadir (22). FKN’nin ileal ve ileokolik
Crohn hastalarinin mukozalarinda artt1gr, ancak izole kolon tutulumu ile giden Crohn
hastalarmin = %35’inde  artmadigl saptanmast tizerine FKN reseptorii polimorfizm
ekspresyonu tizerine yogunlagilmistir (5).

FKN reseptorii olan CX3CRI1, DH vasitast ile bagirsak limeninden bakteri
klirensinde rol almaktadir (22). CX3CRI+DH’ler bagirsak icerigini devamli monitorize
edip, mukozal immun sistemin luminal sensérleri olarak gérev yaparak limenden bakteri
toplarlar. Lamina propriadaki CX3CR1+ DH’ler dendritlerini bagirsak epiteli igine dogru
uzatip transepitel dendrit haline doniigtirler. DH’in transepitel dendritler haline gelip
limendeki bakterileri toplayabilmesi i¢in CX3CRI reseptoriine ihtiyaci olmaktadir (22).
Transepitel dendritler sadece terminal ileumdaki villuslarda bulunur ve diger ince bagirsak
segmentlerinde saptanmazlar. Bu da bu kemokin sisteminin ileumdaki Snemini gOsterir.
Ilging olarak CX3CR1 yoksun farelerin ileal villuslarinda bu Intraepitel dendritik hiicre
uzanimlarinin olmadig izlenmigtir.

CX3CR1 polimorfizminde V249I-T280M aa substitusyonlarimin bazi sonuglari
bulunmaktadir (47). KAH, ateroskleroz gibi hastaliklarda CX3CR1 polimorfizmi
varhiginda; CX3CRI1 reseptoriintin membrana bagli FKN’e adezyonunun azaldig1 ve akut
koroner olaylarm azaldigi saptanmugtir. Ilging olarak bu calismalarin tersine Daudi ve
ark.’min yapti1 invitro analizde, (hangi hastalarda) homozigot V2491-T280M hastalarinimn
kan monosit hiicrelerinin membrana bagli FKN’e, CX3CR1 polimorfizmi olmayan
hastalara gére daha potent olarak baglandig: gostermislerdir (47). CX3CRI1
polimorfizminin, CX3CR1 yoksun farelerde oldugu gibi DH disfonksiyonu ile ligkili mi
oldugu hakkinda bilgiler net degildir. DH disfonksiyonu sonucu bakterilerin toplanmasinin
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azalmasi nedeni ile IEH’lerin bakterilere artmis maruziyeti, bagirsak inflamasyonu
artirmakta ve homozigot V2491 ve T280M polimorfizmlerinde goriilen intestinal stenoza
yol agtig1 diigtintilmektedir (29).

IBH ile ilgili M Sabate ve ark. yaptig1 calismada V2491 polimorfizminde %37,4
heterezigot, %8,8 homozigot, T280 M polimorfizminde %18,1 heterezigot, %1,3
homozigot tasryicilik saptanmis (43). Brand ve ark. 206 hastalik Crohn serisinde V2491
polimorfizminde %33 heterezigotluk, %8,9 homozigotluk; T280M polimorfizminde %23,3
heterezigot, %4.,4 homozigotluk saptanmis (29). Bizim ¢alismamizda benzer olarak V249 I
icin %40,3 heterezigot, %6 homozigot; T 280M i¢in %17,9 heterezigot tagryicilik saptanda.
T280M homozigot olan hasta saptanmadi. Sabate ve ark. calismasinda Brand ve ark.
caligmasinda oldugu gibi Crohn hastalarinda kontrol grubuna gore her 2 CX3CRI
polimorfizm frekanslart yiksek saptanmamis (29,43). Bu sonuglara gére Crohn
hastalifinda CX3CRI1 polimorfizminin anahtar faktér olmadig sOylenmis. Bizim
¢aligmamuzda da V 2491 mutasyonu bakimindan hasta ve kontrol grubunda fark
saptanmadi. T280M polimorfizmi kontrol grubunda hasta grubundan daha yiiksek oranda
saptandi. Bununla birlikte yapilan galigmalarda alt grup analizleri CX3CR1 ve FKN’in
Crohn hastaliginda rolii oldugunu gdstermektedir (29,43).

Brand ve ark. yaptig1 ¢alismada T280M homozigot mutasyonu olanlarda yaban tip
ve heterozigot hastalara gore daha fazla intestinal stenoz olmakta ve ileokolonik tutulum
daha fazla olmaktadir. V2491 homozigot hastalarda da heterozigot hastalara gore daha
fazla ileokolon tutulum goriilmiis (p=0.07), intestinal stenozu olan hastalarda daha sik V
2491 genotipi saptanmug (p=0.06). T280M homozigot hastalarin tiimiinde hastaligin ileuma
kadar uzandig1 izlenmis (%89 ileokolon, %11 ileal) (29). T280M homozigot genotipi olan
hastalarin, ileal tutulumunun nedeninin muhtemel ileumda CX3CR1 ligand fraktalkinin
yuksek ekspresyonundan kaynaklandig1 diistiniilmiis (20). Sabate ve ark. yaptig1 calismada
sadece 3 hastada T 280M homozigot genotipi saptanmis (2 hasta stenotik) ve bu sayinin
kargilagtirma i¢in az oldugu soylenmis. V2491 polimorfizmi fibrostenoz ile giden
hastalarda daha sik bulunmus (p=0,03) (43). Sans ve ark. calismasinda inflamatuar
bagirsak hastalarinin mukozasinin mikrovaskiiler hiicrelerinin normal mukozaya gore daha
fazla FKN tirettigi ve IBH hastalaninda saglikli bireylere ve aktif olmayan IBH hastalarma
gore sirkiilasyondaki T hiicrelerinin daha fazla CX3CR1 iirettigi gosterilmis (31).

Bizim calismamizda hasta grubunda T280M homozigot hasta saptanmadi. V2491
homozigot hasta sayis1 klinik korelasyon yapilmas: acisimdan az olup (4 hasta), kontrol

grubu ile benzer idi (3 hasta). Bununla birlikte T 280M heterozigot hastalarin tiimiinde
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istatistiksel olmasa da ileokolon tutulumu mevcuttu (p=0,07). V2491 heterozigot hastalar
ile klinik bulgular arasinda iligki saptanmadi.

CX3CR1 polimorfizmleri ile IBH tipi iligkisi incelendiginde bizim calismamizda
diger caligmalardan farkli olarak Crohn hastalarmda T280M polimorfizmi izlenmezken
UK hastalarmim %17,9°unda heterozigot tagiyicilik saptandi.

Sigara igen Crohn hastalarinda igmeyenlere gore stenoz daha sik goriilmekte (51)
ve stenoz icin yapilan endoskopik dilatasyon sonrasinda obstiiktif semptomlarin relaps:
daha fazla olmaktadir. Homozigot ikizlerde, sigara icen ciftlerde Crohn hastalipn UK’e
gore gelisme riski daha sik olmakta, sigara igenlerin frekansi fibrostenoz ile giden Crohn
ikizlerinde artmaktadir. M. Sabate ve ark. caligmasinda V2491 polimorfizmi olan aktif
sigara igenlerde stenoz daha sik saptanmistir (43). Son zamanlarda sigara iciminin de
dendritik hiicrelerde azalma ve fonksiyonlarinda supresyon yaptigi gosterilmistir (52).
Bununla birlikte bagirsak bakterilerine kér§1 inflamatuar yanit ve sigaranin iligkisi icin ek
caligmalar gerektifi sdylenmistir. Bu nedenle Sabate ve ark. yaptig: caligmada V2491 nin
Crohn hastalig1 patogenezinde predizpozan faktdr olmadigi, V2491 polimorfizm- stenoz
iligkisininde, muhtemel stenozlu hastalarda goriilen sigara iciminin fazla olmasmdan
kaynaklanabilecegi sdylenmistir (43). Bizim caligmamizda CX3CR1 polimorfizmleri ile
sigara igimi arasinda iligki saptanmadi. Stenoz ile giden hasta sayisinin az olmasi nedeni ile
sigara ve polimorfizmler ile iliskisi incelenemeds.

Hasta grubumuzda UK hasta sayisinin Crohn hasta sayisindan fazla olmasi ve hasta
grubumuzda kolon tutulumunun 6n planda olmas: nedeni ile FKN’nin daha ¢ok ileumda
cksprese olmasi goz dniine alindiginda, CX3CR1 polimorfizmleri ve alt grup analizlerinde
anlamli sonuglar saptanmayabilecegi; yine striktiir ile giden hasta sayimizin da az olmasi
nedeni ile sonuglarin etkilenebilecegi diisiiniildii.

Bu calisma ile IBH hastalarinda CX3CRI polimorfizmlerinin hastalifin
patogenezinde ve klinik bulgular ile iligkili olup olmadigi kendi hasta serimiz tizerinde
belirlenmeye c¢aligildi. Sonug olarak hastalar ve kontrol grubunda CX3CR1 polimorfizmi
bakimindan farkliik saptanmamas: ve genotip-fenotip iliskisini aragtiran alt grup
analizlerinin sayica yeterli olmamasi nedeni ile bu polimorfizmin IBH hastaliginda major

hastalik prediktérii oldugu s6ylenemez.
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. SONUCLAR

Hasta ve kontrol grubunda V2491 polimorfizmi bakimindan fark saptanmadi. T280M
polimorfizmi ise kontrol grubunda hasta grubuna gore daha yiiksek saptandi.

CX3CR1 polimorfizmleri ile klinik ve endoskopik bulgular arasinda istatistiksel olarak
iliski saptanmada.

Bu sonuglara gére IBH patogenezinde CX3CR1 polimorfizminin anahtar faktor

olmadig1 s6ylenebilir.
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