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OZET

Crohn hastaligi, oncelikle sindirim sistemini etkileyen, karmasik, uzun siireli, kronik
bir bagirsak hastaligidir. Asir1 iltihaplanmaya neden olan anormal bagisiklik yanitlar
icerir. Inflamasyon sindirim sisteminin herhangi bir yerinde, agizdan aniise kadar
meydana gelebilir. En ¢ok bagirsak duvarlarini, 6zellikle ince bagirsagin alt
kisimlarini ve kalin bagirsag etkiler. inflamasyon oldugu zaman iltihapli dokular
kalinlasir siser, sindirim sisteminin i¢ yiizeyinde acik yara gibi lilserler olusur. Crohn
hastaliginin nedeni tam olarak bilinmemektedir. Cevresel faktorler, genetik yatkinlik,
immiinolojik yetersizlik gibi sebepleri olabilir. Crohn hastaligina bagli genlerin ¢ogu
bagisiklik sistemi fonksiyonunda rol oynar. Crohn hastalarinda goriilen distk
Vitamin D diizeyleri dikkati ¢ekmektedir. Bu amagla VDR geninde goriilen
polimorfizmlerinflamatuar bagirsak hastaligi olan kisilerde arastirilmis ve VDR
polimorfizmleri ile tez kapsaminda Crohn ve iilseratif kolit hastalarindaki iliski
degerlendirilmistir. Ayrica interlokinlerde goriilen diizensizligin tanimlanabilmesine
yonelik olarak polimorfizmler saglikli kontroller, Crohn hastalig1 ve iilseratif kolit
hastalarindan elde edilen periferik kan drneklerinden elde edilen DNA 6rneklerinde

incelenmistir.

Kontrol ve Crohn hastalarinda ILRN’deki polimorfizmleri ve allelleri agisindan
istatiksel olarak farklilik bulunmamustir. Saglikli kontrol, tlseratif kolit ve Crohn

hastalarinda allel sikliklar1 hesaplanmistir.

VDR genindeki polimorfizmlerin belirlenmesinde Fokl ile kesim yapilan iiriinler i¢in
Crohn hastaligina duyarliligi, Taql ile kesim yapildiginda ise tilserlesmis kolite karsi

duyarli oldugu yapilan analizler sonucu goriilmektedir.

IL-8 (845) rs2227532 ve IL-8 (-251) rs4073 polimorfizmi kontrol ve hasta gruplari

arasinda anlamli bir fark bulunamamustir.

Tez kapsaminda iBH’lerde VDR ve interldkinpolimorfizmlerinin ¢alisiimasina
dikkat cekilmis olup, gerekli teknik silire¢ tanimlanabilmistir. Ancak gelecek
calismalarda daha fazla hasta grubunun ¢alismaya alinmasi istatistiksel olarak yeterli

sayida verinin eldesine olanak saglayacaktir.
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ABSTRACT

Crohn's disease is a complex, long-term, chronic bowel disease that primarily affects
the digestive system. It contains abnormal immune responses that cause excessive
inflammation. Inflammation can occur anywhere in the digestive tract, from the
mouth to the anus. It affects mostly the intestinal walls, especially the lower parts of
the small intestine and the large intestine. When inflammation occurs, the inflamed
tissues become thick, swollen, ulcers such as open wounds occur on the inner surface
of the digestive tract. The etiology of Crohn's disease is unknown. Environmental
factors, genetic predisposition, immunological deficiency are the most probably
underlying reasons. The genes that are linked to Crohn's disease play a role in
immune system function. Low vitamin D levels seen in Crohn's patients are
noteworthy. For this purpose, polymorphisms in vitamin D receptor (VDR) gene
were investigated in patients with inflammatory bowel disease and the relationship
between VDR polymorphisms and Crohn's and ulcerative colitis patients were
evaluated. In addition, polymorphisms were examined in DNA samples obtained
from peripheral blood samples obtained from healthy controls, Crohn's disease and
ulcerative colitis patients in order to identify the disorder seen in interleukins. There
was no statistically significant difference in ILRN and alleles in control and Crohn's
patients. Allele frequency was calculated in healthy control, ulcerative colitis and
Crohn's patients. In the determination of polymorphisms in the VDR gene, sensitivity
to Crohn's disease for Fokl-cut products and sensitivity to ulcerated colitis when cut

with Taql is observed.

The IL-8 (845) rs2227532 and 1L-8 (-251) rs4073 polymorphism did not show a

significant difference between the control and patient groups.

Within the scope of the thesis, attention was drawn to the study of VDR and
interleukinpolymorphisms in IBDs and necessary technical process could be defined.
However, recruitment of more patient groups in the future studies will allow

obtaining sufficient statistical data.
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BOLUM I GIRiS VE AMAC

Crohn hastalig1 ve tlseratif kolit inflamatuar bagirsak hastaliklarinin (IBH) birer
¢esididir. Crohn hastalig1 agizda baslar aniise kadar olan sindirim ile ilgili bolgede
goriilebilir. Ozellikle ince bagirsakta kronik olarak daha sik goriiliir. Ulseratif kolit
kalin bagirsakta goriiliir. Crohn hastaligimin nedeni heniiz tam olarak
bilinmemektedir. Cevresel etkiler, genetik yatkinlik, immiinolojik yetersizlik gibi
faktorler neden olarak goriilmektedir. Crohn hastaligi ve vitamin D reseptoriindeki
polimorfizmler arasindaki iliski heniiz bilinmemektedir. Vitamin D reseptoriindeki
polimorfizmlerinCrohn  hastalifi  iizerindeki etkileri heniiz tam olarak
bilinmemektedir. Bu tezde amag, IBHler arasindan segilen Crohn hastalarindan ve
tilseratif kolit hastalarindan alinan kan 6rneklerinden izole edilen DNA 6rnekleri ve
VDR ve interlokin hedef genlerindeki allellerde goriilen polimorfizmler

incelenmistir.

VDR’de 4 farkli polimorfik bolge bulunmaktadir. Fokl, Bsml, Apal ve Taql kesim
enzimleri ile bu bolgeler ayirt edilmektedir. Bunlardan Fokl ve Taql ile hedef
polimorfizmlerin saglikli kontrol, iilseratif kolit ve Crohn hastaliginda frekanslar
belirlenmistir. VDR geninde FokI ve Taqlpolimorfizmleri PCR/RLFP yontemiyle
analiz edildi. Ayrica inflamasyon ile iliskili olarak interlokinpolimorfizmleri de tez

kapsaminda incelendi.

VDR genindeki farkli polimorfizmlerFokl, Bsml, Apal ve Taql enzimleri ile
belirlenir. Ekzon 2 ve ekzon 9’daki polimorfizmlerinin sirasiyla Fokl ve Taql
enzimleri PZR/RLFP yontemi ile belirlenmesi amaglanmistir. IL-1RN, IL-8, IL-
6’daki polimorfizmlerinin kontrol, Crohn ve iilseratif kolit hastalarindaki allellerini

belirlemek i¢cin PCR/RLFP yontemiyle analiz edilmistir.



BOLUM II GENEL BiLGILER

2.1. Crohn Hastahg

Inflamatuar bagirsak hastaliklar1 gastrointestinal kanalin nedeni bilinmeyen,
Ozellikle bagirsaklarda iltihap olusan ve bagirsagin yapisinda hasara neden olan
kronik bir inflamatuar hastaliktir. Ulseratif kolit ve Crohn hastalig olarak iki alt tipi
en yaygindir. Crohn ve iilseratif kolit (semptomlar, yapisal zarar, terapi) ortak
Ozellikleri paylastigi i¢in tarihsel olarak birlikte calisilmis olsa da iki ayr
patofizyolojik durumu temsil eder. Crohn hastalig1 nedeni bilinmeyen inflamasyon
goriilen bir bagirsak hastaligidir. Inflamasyon sindirim sisteminin herhangi bir
yerinde agizdan aniise kadar olusabilir. iltihapli dokular kalinlasir, siser ve sindirim
sisteminin i¢ yiizeyinde agik yaralar {lserler olusabilir. Gastrointestinal sistemin
kronik inflamatuar hastalig1 olarak karakterize edilir. En yaygin olarak bagirsakta
goriiliir [1-5]. Ulseratif kolit, sindirim sistemini etkileyen kronik bir inflamatuar
hastaliktir. Kalin bagirsagin kolon ve rektumun i¢ yiizeyinde anormal inflamasyonu
ile karakterize edilir. Goriilme sikligi dinya c¢apinda artmaktadir [6].
Ulseratifkolit’deinflamasyon devam eder ve kolonun mukozal tabakastyla sinirhdir.
Crohn hastaliginda ise bagirsagin herhangi bir yerini etkileyen segmentaltransmural

lezyonla karakterizedir [1-3].
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Sekil 2. 1. Bagirsagin normal saglikli bireylerde, Crohn hastasi ve iilseratif kolit
olanlarda anatomik temsili olarak gésterimi (Alila MedicalMedia/Shutterstock.com)

Crohn hastalig1 ilk olarak italyan Fizik¢i GiovanniBattistaMorgagni tarafindan 1769
yilinda kronik ishal (diyare) ile teshis ettiginde tanimlandi. 1898 ve 1904 yillarinda
benzer vakalar John Berg ve Antoni Lesniowski tarafindan bildirildi. 1920-1930’Iu
yillar boyunca geng yetiskinler abdominal kramplar, ishal, ates, ciddi derecede kilo
kayb1 gibi semptomlardan muzdarip olduklar1 gibi ayni duruma sahip olduklari
diistiniilmiistiir. 1923 yilinda New Y ork’taki Mt. Sinai Hastanesindeki cerrahlar ayni
zamanda benzer semptomlar1 olan hastalar1 belirlemisti. 1923 yilinda Dr. Burrill
B.Crohn sebebi bilinmeyen halsizlik durumunu inceleyerek iki hasta arasinda bir
baglanti gordii. Sonug olarak, 1932 yilinda Dr. Burrill B. Crohn ve arkadaglari
‘Bolgesel Hastalik: patolojik ve kronik durum’ olarak bu hastaligin 6zelligini bir
makalede tanimladi. Burrill Crohn’dan sonra hastaligin ismi Crohn Hastalig1 olarak

anilmaya baglandi. 1932 yilinda bu isim kabul edildi [2].

Crohn hastaligi, agiz, 6zafagus, ince ve kalin bagirsakta goriilmekle birlikte, en
yaygin ileumu da kapsayan bir sindirim hastaligidir. Ayn1 zamanda otoimmun
hastalik olarak karakterize edilir. Cilinkii viicudun kendisine saldirdig1 ve
inflamasyona neden olmaktadir. Yumusak formda, bagirsagin i¢ yiizeyinde aftoz
iilserler denilen erozyonlara neden olur. Siddetli, agir vakalarda bagirsak duvarinda,
bagirsak tikanikligina ve deliklerenyol agabilen, daha derin ve biiyiik iilserlerin
olusmasina neden olur. Bagirsak duvarinda bir delik ortaya ¢ikarsa komsu organlarda

enfeksiyon meydana gelebilir. Crohn hastaliginda perforasyonun goriilmesine bagl
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olarak isim alabilir. Eger semptomlar kalin bagirsakta meydana geliyorsa Crohn veya
Granulomatous Colitis olarak isimlendirilir. Eger ince bagirsakta meydana gelirse
Crohn enteriti, ileumda meydana gelirse Crohn ileitis olarak adlandirilir. Siddetli
vakalar, ince ve kalin bagirsagin her ikisinde meydana gelirse Crohn enterokolit veya
Ileokolit olarak bilinir [2].

Crohn hastaliginin nedeni tam olarak bilinmemektedir. Ancak nedeni olabilecek
bircok faktor vardir. Bunlar genetik duyarlilik, cevresel faktorler, immun
dengesizlik. Bu faktorlerle Crohn ve {lseratif kolit arasindaki iliskiyi
kuvvetlendirmek icin ¢esitli kanitlara ihtiyag vardir [7]. Crohn hastaligina bagh
genlerin ¢ogu bagisiklik sistemi fonksiyonunda rol oynar. Bu genlerden {iretilen
proteinler immiin sistemi tesvik eder ve sindirim sistemindeki bakterilere uygun
sekilde tepki verir. Proteinlerin ¢cogu hiicrelerin bakteri ve viriisleri kusatip yok etmek
icin kullanilan otofajide rol oynar. Eger bu genlerde varyasyon meydana gelirse
otofajiyi bozabilir ve bagisiklik sistemi fonksiyonunu degistirebilir. Diger genetik ve
cevresel faktorlerle birlikte bu degisiklikler inflamasyona neden olabilir. Bu durum
Crohn hastaliginin karakteristik 6zelliklerinden biri olan sindirim sorunlarina neden

olabilir.

Anormal immiin yanit, epitelyal bariyer biitiinliigiiniin bozulmasina yol a¢an kronik
inflamasyonla sonuglanir. Boylece mikrobiyataile birlikte dengesiz bir immiin yanit
dongiisti ortaya ¢ikar [8]. Bagirsak mikrobiyatasi, antibiyotiklere maruz kalma,
sigara icme, diyet, cinsiyet, yas gibi cevresel ve yasam tarzi faktorleri Crohn

hastaliginin gelisimine katki saglayabilir [9].

Kronik niiksetici bagirsak bozukluklari; Crohn ve iilseratif kolit yaygin goriilen
enflamatuar bagirsak hastaligr alt tipleridir. Iltihaplanma sekli ve bolgesel tutulum
farklilik gosterir [8]. Ulseratifkolitdeki yangi mekanizmasi siirekli ve kolondaki
mukozal tabakayla sinirlidir, oysa Crohn hastalig1 gastrointestinal sistemin herhangi
bir boliimiinii etkileyebilen segmentaltransmural lezyonlarla karakterizedir. Biriken
kanitlar, bu enflamatuvar durumlarin genetik yatkinliklarla birlikte goriilen islevsel
olmayan antimikrobiyal yanitlardan kaynaklandigini1 gosterir. Bu nedenle, kompleks
konake¢i-mikrop etkilesimlerinin ve alttaki sinyalleme basamaklarinin tanimlanmasi,

IBH patogenezinin ortaya ¢ikarilmasinda 6zel 6nem tasimaktadir.



Crohn hastalarinda vitamin D seviyelerinin az oldugu gosterilmistir. Vitamin D
miktarlarin azlig1 hastaligin kotii prognozuna neden olur. Aragtirmalar, inflamatuar
bagirsak hastaligi olan bireylerde D vitamini eksikligine sik rastlandigini
gostermektedir. D  vitamininin etkinligi sadece kalsiyum homeostazisini
diizenleyerek kemik gelisiminde sinirli olmayip, aynt zamanda proapoptotik,

antienflamatuar ve immiin-modiilatuar 6zelliklere sahip oldugu bildirilmektedir.

Ancak f{ilseratif kolit ve Crohn hastaliginin epidemiyolojisi ve patogenezi tam

anlamiyla heniiz bilinmiyor.
2.2. Crohn Hastali@inin Diinya Dagilim

Crohn hastalig1 diinyada en yaygin olarak Kuzey Amerika ve Avrupa’da goriiliir. En
az yaygm olarak Asya ve Afro-Amerikan gruplarinda goriiliir. Kuzey Amerika ve
Avrupa’da yaklasik olarak 500.000 insanda etkilidir. 100.000 insanda kisi bagina 27
ile 48 vaka arasinda hastaligin goriilme sikligi meydana gelmektedir [2]. Avrupa
popiilasyonunda 100.000’de 26-200’i etkileyen gastrointestinel sistemin kronik
inflamasyon hastaligidir [10]. Kuzey Amerika ve Avrupa’da yaygimlik oranlari
CD’da 100.000’de 8-214, UC igin 100.000’de 21-246 arasinda degismektedir. [11]
Kadin ve erkekler arasinda yayginlik agisindan bir fark yoktur. Crohn hastaligindan
etkilenen kardesleri olan bireylerin hastalifa yakalanma riski daha yiiksektir.
Cevresel faktorlerden kaynaklanan kanitlar vardir. Bu nedenle bati endiistrilesmis
tilkelerde vakalar daha fazla sayidadir. Crohn hastaligi semptomlari tipik olarak geng
ve yirmili yaslarda baglar. Gittik¢e hafifler ve uygun terapiyle kaybolur. 50 ve 70’11

yaslar arasinda siklik insidansi vardir[2] .
2.3. Crohn Hastahgmn Etiyolojisi

Inflamatuar bagirsak hastaliklarmin kesin nedeni hala tam olarak bilinmemektedir.
Inflamasyonun baslamasi ve siirdiiriilmesinde mukozal immiin sistemin énemli rolii
oldugunu destekledigine dair kanitlar vardir. Son yillarda ¢alismalarda, bagirsakta
immiinolojik reaksiyonlar1 olumsuz yonde etkileyen bakteriyel mikroflora tiirevli
antijenler tanimlanmistir. [12] Crohn ve iilseratif kolitin etiyolojisi ve patogenezi
hala tam olarak bilinmemektedir. Crohn hastaligt ve iilseratif kolit bircok
patojenikfaktor ile iliskilidir. Crohn ve iilseratif kolitin her ikisi de esas olarak genetik
yatkinlik, cevresel tetikleyiciler, kalitatif ve kantitatif olarak anormal bagirsak

mikrobiyatasi, immunolojik dengesizlik arasindaki kompleks etkilesimden ortaya



ciktig1 fikri giderek artan kanitlar saglamistir [5, 7]. Bu gergeklesmeye ve ¢evresel,
genetik, mikrobiyal ve immiin faktorler goriindiigii gibi tanimlanmasina ragmen
[BHpatogenezinintam olarak anlasilamasina hala erisilememistir ve tedavi optimal
olmaktan uzaktir [5]. Ulseratif kolit ve Crohn hastaliginin nedeni olarak birgok teori
vardir. Birgok kisi, baz1 yiyecekler, bakteriler, viriisler, sigara dumani gibi immun
sistem yanitin1 etkileyebilen cevresel faktorlerin neden olduguna inanmaktadir.
Bilim adamlar1 inflamasyon bagirsak hastaliklarin1 otoimmun problem olarak
bagladilar. Saglikli bir insanda immun sistem viicuda giren zararli mikroplara karsi
viicudu korur. Immun sistemin tetiklenmesi iizerine immun hiicreleri enfeksiyonun
oldugu yerde kiimelesir ve tehditi ortadan kaldirmak i¢in inflamasyon yanit meydana
gelir. Bu mikroplar viicudumuzda dogal olandir. Zararli olandan ziyade yararh
olanlar immun sistem yaniti tetiklemez. Crohn hastalarinda ise immun sistem bu
dogal luminal bakterilerine hiicum ederek normal floranin bozulmasina yol acar. Bu

nedenle bu durum otoimmun hastalik olarak karakterize edilir [2] .
2.4. Crohn Hastalik Epidemolojisi

[ltihapl1 bagirsak hastalifina yakalanma sikligi; kisi, yer, zaman, sosyo-ekonomik
etken, ¢evresel faktorler gibi degiskenlere gore farklilik gosterir. Crohn ve iilseratif
kolitin diinyadaki dagilimi1 benzerdir. Kuzeybat1 Avrupa, Kuzey Amerika, 6zellikle
Iskandinavya ve Ingiltere’de daha sik gbriiliir. Giineydogu Avrupa, Giiney Afrika ve
Avustralya’da daha az gorildiigii bilinmektedir. Kentsel kesimde kirsal kesime gore
daha sik rastlandig1 bilinmektedir.[13] Crohn hastalig1 insidans1 kadinlarda, Ulseratif
Kolit insidansi erkeklerde daha yiiksektir. Sosyo ekonomik durumu iyi olanlarda,
kapali ortamlarda g¢alisanlarda goriilme sikligi artmaktadir.[14] Epidemiyolojik,
genetik ve immiinolojik verilere bakildiginda inflamatuar bagirsak hastaliklari,
kalitsallik ve cevresel faktorlerin hastaligina neden olan etkilesime girdigi ¢ok

faktorlii etiyolojinin heterojen bozukluklari oldugu sonucuna varilabilir [15].

Biitiin diinyada goriilmesine ragmen Crohn hastaligi, Iskandinav iilkelerinde,
Birlesik Devletlerde, Britanya’da, Orta Avrupa’ya nazaran daha az goriilmektedir.
Asya ve Afrika’da ise nadir olarak goriiliir. Yani beyaz irkta daha ¢ok
karsilagilmaktadir. Bati Avrupa’da Crohn hastaligi artis gostermektedir.

Cocukluk doneminden ileri yaslara kadar herhangi bir yasta ortaya cikabilir.
Kadinlarda, ¢ok az farkla da olsa erkeklerden biraz daha fazladir.



2.5. Crohn Hastah@ Patogenezi

Crohn hastaliginin patogenezinde genetik faktorlerin roli i¢in erken epidemiyolojik
kanitlar incelenmistir. Kafkas ve Yahudi etnik bireyleri arasinda Crohn hastaliginin
yiiksek oranda goriilmesi, ¢ift yumurta ikizleri tek yumurta ikizleri ile
karsilastirildiginda Crohn hastaligi gelisen her iki ikizde de Crohn hastaliginin ailesel
toplam ve yiikksek uyum oranlarimi gosteren calismalar dikkat g¢ekicidir. Crohn
hastaliginin spesifik duyarlilik genlerinin arastirilmasi, hastaligin gelisiminde
bagirsak mikrofloras1 ve g¢evresel faktorlerin etkisi, cesitli genlerin iligkisi, basit
Mendel kalitim 6rneklerinin yoksunlugu gibi faktorleri iceren kompleks genetikten
dolayt zordur. 30 dan fazla farkli genomiklokuslar, bir dizi homeostatik
mekanizmaya dahil olan genleri kodlar ve Crohn hastaligi etyopatogenezi ve

prognozuna dahil oldugu ileri stirilmistiir [15].

Crohn hastaliginda genelde karin bolgesinde (6zellikle sag alt tarafinda) agr1 ve ishal
goriiliir. Tutulan bolgeye gore degisik belirtiler ortaya ¢ikmakla beraber kusma,
kabizlik, kilo kaybi, yorgunluk, karinda sislik goriilebilir. Karin bélgesinde iltihap
olursa hastada ates yiikselmesi olabilir. Kalinlagsma oldugundan bagirsak tikanikligi
meydana gelebilir. Kalin bagirsak etkilendiginde diskida kan goriilebilir. Antis

bolgesi etkilendiginde ise doku yaralanmasi goriilebilecektir.

Bu hastalikta diger bazi organlarda etkilenebilir. Ciltte agr1 yapan kirmizi renkli
sislikler, gozde iltihaplanma, agizda aft tarzi beyaz renkte yaralar, eklem agrilar
olusabilir. Crohn hastalarinda eklem agrilariyla beraber diz sismis olabilir. Hastaligin

aktif oldugu donemde halsizlik, is giiclinde diisme ortaya ¢ikar.
2.6. Crohn Hastahi@inin Genetik Temeli

Immun regiilasyonun bozulmasiyla hastaligin gelisiminin birlesmesi i¢in hastalarin
genetik yatkinlifa sahip olmasi muhtemeldir. Simdiye kadar bir¢ok gen crohn
hastaliginin tanisi ile iliskilidir. Bu genler dogustan patern tanima reseptdrlerle, epitel
bariyer homeostazi, otofaji ve lenfosit farklilagsmasinda epitel bariyer biitiinliiglinii

stirdiirme i¢in iligkilidir [15].

IBH igin en giiglii risk faktdrii ayni hastalik ile akrabaliktir. Crohn hastaligi ile
hastalarin birinci derece akrabalar1 genel populasyondaki benzer yas gruplarindaki
insanlara gore 12-15 kat daha biiylik gelisme riskine sahiptir. Ailesel kiimelenme

ortak ¢evresel risk faktorlerinden de kaynaklanabilir [15].
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2.7. Crohn Hastahi@inin Prognozunda Genlerin Rolii

Bu, hastalar1 ilgilendiren 6nemli bir konudur. Simdiye kadar ¢ogu genler crohn
hastaliginin seyrini belirlediler. Crohn hastaliginin genetik profilini siniflandirma
yapmak igin sayis1z denemeler yapildi. Ilging bir sekilde Card15 sadece duyarli bir
gen olarak degil fakat ayn1 zamanda crohn hastalig1 i¢in hastalik modifiye edici gen
olarak goriinmektedir. CARD15 mutasyonlarinin klinik 6énemi ile ilgili yayinlanmis
bircok caligmalardan, hastaligin lokasyonuyla ilgili bir¢ok veriler saglandi. Bunlarin
¢ogu, koloniklokasyonun yoklugu ile bazi baglantilar1 gosterirken, ileal hastalik alan1

ile CARD15 mutasyonlarinin 6nemli iligkisini destekler.
2.7.1. Crohn Hastaliginda Farmakogenetik

Farmakogenetik CD terapotik ve prognozunda énemlidir. Genler ilaglarin etkinligini
ve yan etkilerini etkilemekte ve absorbsiyon, eliminasyon, transport ile ilgili
karmagik etkilesimi yansitmaktadir. Gelecekteki c¢aligmalarin tek tip fenotipli
hastalar ile genis ve ileriye doniik olmasina ve fonksiyonel verilerle genetik iligkilerin

baglantilarina ihtiyag¢ vardir.

Ikiz calismalar, saglikli kadinda kemik mineral yogunlugu ile vitamin D reseptdr
genin (VDR) polimorfizmlerini iliskilendirmistir ve ek olarak VDR kalsiyum
metabolizmas1 ve kemik hiicre fonksiyonunun onemli bir diizenleyicisidir ve
bagirsaktan kalsiyum emilimini etkiler. VDR polimorfizmi ayn1 zamanda CD’na

duyarlilig1 belirtilmistir [15].
2.8. Crohn Hastalgy, Vitamin D ve Vitamin D Reseptorii

Vitamin D bir pro-hormondur. Steroid hormon olarak islev géren yagda ¢odziinen
vitamindir. Dogal ve adaptif bagisiklik sisteminde rol oynar. Kemik olusumu ve
yogunluguna da etkisi vardir. iki ana form icerir. Ergokalsiferol olarak isimlendirilen
Vitamin D2 ve kolekalsiferol da denen vitamin D3. Giines 1s181indan gelen ultraviole
radrasyon insan derisinde Vitamin D2 ve D3’iin endojen iiretiminden sorumludur.
Ayni1 zamanda balik yag1 ve ¢esitli sebzeler gibi spesifik besin kaynaklarinda da
diisiik konsantrasyonda gozlendi. Sirasiyla karaciger ve bobrekte metabolize edilir.
Inaktif Vitamin D, karacigerde 25(0H)D’ye déniistiiriiliir. 25(OH)D, bobrekte
(1,25(OH)2D)’ye doniistiiriilerek aktif hale gelir. 25(OH)D, D vitamininin ana
dolasim sekli ve D vitamini durumunun dolasimdaki biyobelirteci olarak kullanilir.

(1,25(0H)2D) 1,25-dihidroksivitamin ve kalsiyum homeostazini kontrol eden



paratiroit hormon ayn1 anda metabolit formuna doniisiir [9, 16]. D vitamini diizeyleri
Endokrin Dernegi’nin dnerisine gore, eksik ise <20 ng/ml olan 25(OH)D, yetersiz ise
20-30 ng/ml aras1 degerler olan 25(OH)D, yeterli ise >30 ng/ml olan 25(OH)D olarak

tanimlanir. [17]

Vitamin D reseptorii (VDR), bir steroid hormon reseptor siiperailesinin iiyesidir.
VDR bir¢ok doku ve hiicrede eksprese olur. Karaciger, adipoz doku, pankreatik 3
hiicreleri, vaskiiler diiz kas hiicrelerinden eksprese olur. Bu nedenle D vitamini
sadece kemik biiylimesinde degil aym1 zamanda kanser, Tip 2 diyabet,
kardiyovaskiiler hastalikta rol oynar [17]. Inflamatuar bagirsak hastalig1 icin giiclii
bir pozisyonel aday duyarlilik genini temsil eder [18]. VDR geni 75 kb uzunlugunda
ve kromozom 12’de haritalanmistir. VDR proteini transkripsiyon diizenleyici
faktorler grubuna girer ve kalsiyum ve kemik metabolizmasini kontrol eden vitamin
D hormonunun (1,25-dihidroksi vitamin D3) etkisini diizenleyen reseptordiir. VDR,
vitamin D’nin aktif formu olan 1,25-dihidroksi vitamin D ile baglanarak bagisiklik
yanit1 ve inflamasyonun diizenlenmesinde ¢ok 6nemli rol oynar. VDR proteininin
ligand baglayict ve DNA baglayici bolgeleri bulunmaktadir. Ligand baglayici
bolgesine vitamin D baglanir. DNA baglayici bolgesine hedef gende bulunan vitamin
D cevap elemanina baglanir [7]. Vitamin D ayn1 zamanda NOD2/CARDIS5 ve
ATGI16L1 genlerinin ifadelerini yiikseltir.

PreD3 Vitamini giines 1s18inin etkisiyle deride 7-dehidrokolesterolden (ProD3
vitamini) sentezlenir. Bu enzimatik bir islem degildir. PreD3 vitamininden Vitamin
D3 sentezi 1s1ya duyarli izomerisayon ile gerceklesir. Vitamin D’nin hedef dokudaki
reseptorlerinde etkili olabilmesi i¢in, ilk olarak karacigerde 25hidroksilaz enzimiyle
25(0OH)D’ye metabolize olur, sonra bdbrekte 1-o hidroksilaz enzimiyle
(1,25(0OH)2D)’ye doniistiiriiliir. [19, 20]

D Vitamininin biyolojik aktivitesine VDR aracilik eder. 1,25(OH)2D3 VDR’ye
baglanarak VDR’nin RXR (retinoid X reseptorii) ile heterodimerizasyonunu
indiikler. D vitamini diizenlenmis genlerin transkripsiyonuna yol agar. Bu kompleks,
D vitaminine cevap veren genlerin promotorundaki (VDRE) D vitamini yanit
elemanina baglanir. Histonlarin asetillenmesi ve kromatitin agilmasi, ¢ekirdek
transkripsiyonel makinenin girmesine ve gen transkripsiyonunu arttirmaya izin verir.

Transkripsiyonel islem icin Onemli olan diger proteinler VDR-RXR-VDRE



kompleksine baglanir ve siirec i¢in aktivator kazanir. Sonugcta hedef gene bagli olarak

transkripsiyon olusabilir veya baskilanabilir.[16, 21]

Teorik olarak, VDR ’nin biyolojik aktivitelerinin ¢ogu kendi gen polimorfizmlerinin
kontrolii altindadir. VDR geninin en énemli fonksiyonel alani olarak Fokl, Bsml,
Apal ve Taql tanimlandi. Sayisiz iliskili calismalarda ¢esitli otoimmun hastaliklarda

VDR’nin bu 4 polimorfik alan1 belirlendi.

VDR Gen
e . e
VDR diizenleyici bolge VDR kodlayici bélge
/ 1 le lald 1b lc 2 3 45 6 78 9
Cdx2 (1e -1739) Taql(61983)
1a-1521 o
1a-1012 <« l
8 9
Sitogenetik Lokasyon Bsml (60890) L Apal(61888)
12¢13.11

——— Tru9l(61050)

Sekil 2. 2. Vitamin D reseptdr (VDR) gen polimorfizmlerinin yeri ve yapist.

Sonug olarak, Vitamin D ve VDR sinyali IBH’nin bagisik, genetik, cevresel,
mikrobiyal yonlerine katki saglar. IBH nin patolojisi anlamak ve tedavilerin gelisimi
i¢cin 6nemli bir proteindir. VDR transkripsiyon faktoriidiir ve bagirsak inflamasyonu
ve dishiyozise katkida bulunan hedef genlerin ekspresyonunu ve sinyalini diizenler.
VDR genindeki genetik varyasyon ve hedefleri inflamasyon ile iligkilidir. VDR
sinyalleri bagisiklik sistemi ve bagirsakta, mukozal homeostazi tesvik eder ve
inflamasyon hastaliklara kars1 korur. Dokuya spesifik VDR rolleri IBH’de bir teshis-
prognostik gdsterge sunar. Mevcut arastirmalar Vitamin D ve VDR’nin IBD i¢in

potansiyel terapotik hedef olabilecegini gostermektedir [22].
2.8.1. VDR polimorfizmi (rs2228570)

VDR geninin 2. eksonunda bulunan polimorfizmdir. C/T polimorfik gecis bolgesi

VDR baslangi¢ kodonunda bulunur. Aminoasit dizisi ve kodlanan reseptdr proteinin
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fonksiyonunu etkiler. VDR transkripsiyon faktér 2 B (TFIIB) ile baglanir ve bunun
sonucunun farkl etkisi ilefarkli protein varyantlari iliskilidir. VDR-FoklIpolimorfik
alan1 diger VDR-SNP’ler ile baglant1 dengesinde degildir. Bagimsiz polimorfik bir
alandir. VDR 1s2228570 genotip ve allellerin dagilimi genetik kdkenden farkl
olabilir [23]. Baslangi¢ kodonu olan ATG’de bulunan C/T degisimi sonucunda ATG
ACG’ye doniisiir. Bunun sonucunda translasyon 2. baglangi¢c kodonunda (ATG’den)
baglar. Bu durumda 424 aminoasit uzunlugunda VDR proteini sentezlenir. T/C
degisimi olmadiginda translasyon birinci ATG’den baslar ve 427 aminoasit
uzunlugunda VDR proteini sentezlenir. Baslangic kodonu metiyonin aminoasitini
sifreler. FokI rs2228570 polimorfizmi sonucunda metiyonin aminoasiti treonine
cevrilir. Bu VDR’nin etkinligini etkileyebilir. Bu polimorfizmi Fokl restriksiyon

enzimiyle belirlenir.

rs2228570 polimorfizmallelleri A>C/A>G/A>T’dir. Allel A (mindr) ile iliskisi,
diisitk VDR aktivasyonu ve diisiik VDR seviyeleri goriiliirken, AA alleli daha yiliksek
kemik kiitlesi ve daha iyi kemik yapisi, A allelinin varligi, transkripsiyon aktivatorii
olarak daha az etkili VDR proteinin tiretilmesine yol agar. VDR proteini hedef genleri
tiretemez. Meme kanseri gelisme riskini ve Asya toplumlarinda bobrek tasi riskini
arttirir. AA allelinde oral kanserleri i¢in sagkalim oran1 daha kotiidiir. Allel G (major)
ile iliskisi, G alleli farkl1 biiytikliikteki protein ile sonuglanir. Bu VDR geninde SNP
degistirdigi bilinen tek proteindir. GG allelinde Cin ve Kore popiilasyonlarinda
agresif dis eti hastaligi riskine dair literatiirde yayinlar mevcuttur. .Aalleli koruyucu
ilen fittklasmis disk veya osteokondrozun (kemik biiylimesinin diizenlenmesi)
gelisme riskinde iki kat artis olusur. G alleli 424 aminoasit proteini kodlamaktadir.
A alleli ise 427 aminoasit proteini kodlar. Kisa ve uzun protein formlar1 vitamin D

bagimli genleri uyarmak igin farkli yeteneklerle iliskilidir [24, 25].
2.8.2. VDR polimorfizmi (rs731236)

VDR geninin 9. eksonunda bulunan polimorfizmdir. Kromozom 12° de
haritalanmistir. Bu polimorfizmi belirlemek i¢in Taqlrestriksiyon enzimi kullanilir.
ATT kodonunu T/C degisimi sonucunda ATC’ye doniisiir. Bu iki amino asit izoldsini

kodlar. Bu nedenle sessiz polimorfizm de denir.

rs731236 polimorfizm allelleri A>G’dir. Allel A (major) ile iliskisi, AA alleli

uyarilmis immiin hiicrelerinde artmis VDR seviyeleri, AA alleli, Parkinson
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hastalarinda %31 daha diigsik risk ile tanimlanmaktadir. Ek olarak, Asya
popiilasyonunda bu allelin varligi yiiksek bobrek tasi ile iliskilidir. Kadinlarda
azalmis meme kanseri orani ile kalsiyum tiiketimi iligkilidir. A alleli dis eti hastaligi
riskini azaltir. Allel G (mindr) ile iliskisi, GG alleli, dis eti hastalig1 riskini arttirir. G
alleli uyarilmig immiin hiicrelerinde azalmis VDR seviyeleri, Parkinson hastalig
riski daha yiiksek, Asyalilarda azalmig bobrek tasi riski, kalsiyum tiiketimi
kadinlarda meme kanseri oranindaki artis ile iliskilidir [24]. VDR genindeki
esanlamli SNP rs731236, yiiksek Crohn hastaligi riski ile iliskilendirilmistir. [26]

Birkag ¢alismada Crohn hastalig1 ile VDR gen polimorfizm ve 25hikdoksi Vitamin

D seviyeleri iligkisi es zamanli olarak incelenmistir [7].

Crohn hastaliginda kommensal bagirsak florasina karsi tolerans kirilir. Vitamin D
dengeli bir immun yamitta yardimei regiilator olarak gorev gorebilir. insanlarda D
vitamininin ana kaynagi giines 1s1¢ma maruz kaldiginda deri biyosentezidir. Crohn
hastalar1 saglikli bireylere gore daha diisitk D vitamini igerir. Bu durum zamana,
konuma, enleme gore degisebilir. Enleme bagli olarak Crohn hastalig1 prevalansi
artmaktadir. Daha az giines 15131na maruz kalma Crohn hastaliginda daha diisiik D

vitamini seviyelerinin olabilecegi ¢esitli arastirmalarda goériilmektedir [27] .
2.9. Crohn Hastahg ve Interlokinler

Inflamatuar bagirsak hastaliklar1 bagirsak mukozasinin tekrarlayan inflamasyonuyla
kronik niiks olarak karakterizedir. Liiminal antijenlere karsi diizensiz immiin
yanitdan kaynaklanir. [28] Sitokinler ve reseptorleri IBH patogenezinde anahtar rol
oynar. Sitokinler IBH’da iltihaplanmaya aracilik ederler. Immiin sistemde birgok
fonksiyonu oldugu distiniilmektedir. [28-31] Sitokinler normal bagirsak
homeostazin1 korumak i¢in mukoza ile iliskili bagisiklik sisteminin vazgeg¢ilmez
sinyalleridir. Onlarin profillerinin inflamasyon baglangic1 lehine dengesizligi,
inflamasyon bagirsak hastaliginda gozlendigi gibi hastalik durumlarima neden
olabilir. Kolon mukozasindaki proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokinlerin dengesi
normal bagirsak homeostazi i¢in dnemlidir. Proinflamatuar sitokinlerin rolii CD ve
UC hastaliklariin baglatilmasi ve ilerlemesi ile iligkilidir. Bunlar IL-1a, IL-1f, IL-
2, IL-6, IL-8, IL-12, IL-17, IL-23, IFN or TNF. IL-4, IL-10 ve IL-13 gibi
antiinflamatuar sitokinlerdir. 1L-4, 1L-10, IL-13 gibi antiinflamatuar etkisi olan

sitokinler IBH patogenezine katkida bulunur ve iltihaplama siirecini azaltarak
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proinflamasyon sitokinlerin iretimini azaltir. [32] Proinflamatuar sitokinlerin
ekspresyonu hem UC hem de CD iltihapli bolgelerde artmistir. Bu aracilar doku
hasarmin uyarilmasinda dogrudan iliskilidir ve inflamasyon siireci arttirirlar. [28]
CD, Thl aracili hastaliklarin prototipi olarak tanimlanir. Bunun nedeni ise primer
inflamasyon aracilarin IL12, IFNf ve TNF gibi Th1 sitokinleri olmasidir. UC ise Th2
tip durum olarak goriiliir. Ciinkii IL-5 ve 1L-13 Th2 iligkili sitokininin bagirsak
ekspresyonu artmasindan dolayr Th2 durumu olarak goriiliir. [29, 32] Sitokinler
immiin hiicreleri tarafindan iiretilen kiiciik peptid proteinlerdir. Antijen spesifik
efektor hiicrelerin ¢ogalmasini uyaran, hiicreler arasi iletisimi uyaran, otokrin,
parakrin, endokrin yolaklarda lokal ve sistemik inflamasyon aracilaridir. [29].
Sitokinler bagisiklik ve inflamasyon yanitinin olusumuyla ilgili hiicreler arasi
aracilardir. Dokudaki gen ifade diizeylerinde farkli yanitlara sebep olarak bagirsak
inflamasyonda yer alan sinyal yolaklarina 1sik tutar [33]. Dogustan gelen immiin
yanit IBH’de rol oynar. Aktive olmus dentritik hiicreler ve makrofajlar gesitli
sitokinleri salgilarlar. Bu sitokinler UC ve CD’da inflamasyon yaniti aktif olarak
diizenlerler. Antijen sunan hiicreler tarafindan salgilanan sitokinler, T hiicresini
tetikler ve farklilagmasini saglar. T hiicresi adaptif immiin yanit1 aktive eder. [29]
Interlokin sistemik inflamasyon ve bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde rol
oynayan bir sitokindir. inflamasyon bagirsak hastaliklarini karakterize eden sitokin
yanitlar, baglangi¢, evrim, inflamasyonlu bigimlerin ¢6ziilmesini diizenleyen 6nemli
patofizyolojik elementlerdir. Sitokin cevaplarin ilk basamagi, hastaliga egemen olan
T-hiicre farklilagsmasinin diizenlenmesidir. Crohn hastaliginda major sitokinler Th-1
hiicre Th17 CD+4 T-hiicre farklilasmasindan kaynaklanir. Bu farklilagmanin
tiirlerinin olugturdugu interferon gama ve IL17/IL22 olusmaktadir [34].

Sitokin genlerindeki polimorfizmler sitokin olusumunu engelleyerek anormal
proinflamatuar  reaksiyonlar,  antiinflamatuar  kontrol = mekanizmalarinin
disfonksiyonuna neden olur. Bunun sonucunda da hastaliklarin prognozunda 6nemli
rol oynayabilmektedir. IL-1p, TNFa, IL-8, IL-18 gibi proinflamatuar kemokin ve
sitokinlerdeki artisin, tiimor ve kronik inflamatuar hastaliklarla ilgili oldugu yapilan

cesitli arastirmalar sonucu belirtilmektedir. [35]

IL-1 kronik ve akut inflamasyonda rol oynar. Kromozomun 2q13°de lokalizedir. IL-
1 ailesi IL-1a, IL-1B, IL-1Ra sitokinleri igerir. Bu sitokinler dogustan gelen

bagisiklik sisteminde rol oynar ve adaptif bagisiklik sistemi fonksiyonlarini diizenler.
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IL-1a ve IL-1B proinflamatuar sitokindir. Cesitli insan hastaliklarinda, enfeksiyon
hastaliklarinda rol oynar. Hiicre sag kalimi ve ¢ogalmasi gibi bir¢ok fonksiyona
sahiptir. IL-1Ra IL-1a ve IL-1B reseptorlerine baglanarak bunlarin reseptorlerine
baglanmasini engeller. Boylelikle sinyal olusumunu bloke eder. IL-1Ra, IL-1o ve IL-
1B’nin giiclii endojen rekabetei inhibitoriidiir. Antiinflamatuar etkiler uygular. IL-1

aracili inflamasyonda diizenleyici protein olarak rol oynar. [35, 36]

IL-1 ailesinin sitokinleri otoimmiin inflamasyon hastaliklarda 6nemli rol oynar. IL-
la ve IL-1PB olmak flizere yapisal olarak farkli iki formu vardir. IL-1’in dogal
olusumlu antagonisti endojen IL-1Ra’dir. IL-1Ra (interldkin 1 reseptdr antagonisti)
bagirsakta normal bagisiklik homeostazinin diizenler. IL-1 ve IL-1Ra’in artisi ile
kolonun aktivitesi arasinda bir paralellik vardir. IBH olmayan inflamasyon

kontrollerde ve kolonun etkili olmadig1 yerlerde bu oran sabittir.

CD patogenezinde IL-1 6nemli rol oynar UC’e benzer sekilde. IL-1 ve IL-1Ra orani
CD aktivitesi ile aynit dogrultudadir. Son yillarda faj goriintileme teknolojisi
kullanilarak, CD mononiiklear hiicrelerinin proinflamatuar tepkilerini (IL-1, 1L-6,
TNFa) uyaran ve CD hastalig1 alanina spesifik olarak baglanan CD hastalarinin kan
mononiiklear hiicrelerinden kisa peptid(TCP-353) tanimlandi. Bu yenilik CD’mn

tedavisi ile ilgili tanisal, patogenik, terapotik 6neme sahip olabilir.

IL-1RN geni yapilan ¢esitli analizlerle CD’da inflamasyonla iliskilendirilmistir. IL-
1RN geni IL-1 sitokin ailesinin protein {iyesini kodlar. Bu protein IL-1a ve IL-1
aktivitesini inhibe eder. Bagisiklik inflamasyon yanitlariyla iliskiyi modiile eder. [37]

Dentritik hiicreler ve makrofajlar antijen sunan hiicrelerdir ve IBH’nda iltihapli
mukozada bulunur. Kommensal mikrobiyata ve Toll like reseptor (TLR)
sinyallerinin bilesenlerine yanit olarak meydana gelen aktivasyonun ardindan bu
hiicreler biiyiik miktarda proinflamasyon sitokinler iiretirler. Bunlar IL-1, IL-6, IL-
18 ve TNF’dir. Bagirsak mukozasinda IL-1 reseptor antagonistinin IL-1’e oranindaki
onemli azalma, CD ve UC hastalig1 olanlarda IBH’da IL-1 aktivasyonunun arttigini

gosteren kontrol deneklerine nazaran bulundu. [30]

IL-8 kiiclik, bazik, heparin baglanma proteinidir. Sistein aminoasit ve sistein
kemokin ailesinin iiyesidir. Periferal kandan dokuya nétrofillerin gogiinii ve
aktivasyonuna aracilik eder. IL-8’in doku seviyesi, normal kolona nazaran aktif

UC’de yiiksek oldugu son yillarda yapilan c¢aligmalarla bulundu. Serum
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konsantrasyonu da UC’in histolojik ve endoskopik siddeti ile iliskiliydi. Bu nedenle
IL-8 hastalik aktivitesi ile yakindan iligkili olmasi giivenilir bir biyobelirteg olarak
goriinmektedir. Ancak kolitin baslamasi ve siirdiiriilmesindeki patojenik rolii daha

fazla arastirilmalidir. [32]

Tablo 2. 1. Sitokinlerin hastaliga bagli immiinolojik ve patolojik etkileri [32].

Crohn Hastalig1 Ulseratif Kolit
IL-1 Inflamasyon Indiiksiyonu
IL-8 (Muhtemelen) Notrofillerin  gogli  ve

Patogenezde goriilmemis | aktivasyonuna  aracilik

eder

IL8, dogustan gelen bagisiklik sisteminin ¢ok onemli bir efektér molekiiliidiir.
Makrofaj, monosit, nétrofil, fibroblast, keratinosit, epitel hiicreleri, endotel hiicreleri
gibi ¢esitli hiicreler tarafindan salgilanir [33, 38]. IL-8 kemokin siiper ailesinin
tiyesidir. Notrofiller i¢in kemoatraktan ve aktivatordiir. Cesitli inflamasyon
hastaliklarin patogenezinde rol oynar. Notrofil, fibroblast, monosit, lenfositlerin gocii
ve kemotaksisinde rol oynar. Inflamasyonlu bélgelerde nétrofillerin gdcii ve
aktivasyonu ile kronik inflamatuar hastalik olan periodontitisin patogenezinde
yasamsal rol oynar. IL-8(-845) polimorfizm allelleri T/C’dir. IL-8(-251) polimorfizm
allelleri T/A’dir. Kromozomun 4ql13-g21 lokasyonunda bulunur. [38-45] IL-8
proteini saglikli kontrol gruplara nazaran Crohn hastalig1 ve inflamasyonlu kontrol
gruplarin makroskopik olarak enfekte olmus tiirlerinde 6nemli 6l¢iide artmastir. 1L-8
ayn1 zamanda inflamatuar Crohn hastalig1 oérneklerinde de artmigtir, fakat iilseratif
kolit hastalarinda artmamistir. Crohn hastaligi ve iilseratif kolitte makroskopik
inflamasyonla mukozadaki IL-8 arasinda anlamli bir iliski tespit edilmistir [46]. IL-
8(-251)A/T promotorundaki SNP’ler gesitli hastaliklarla iliskilidir. Mide kanseri,
meme kanseri, prostat kanseri, bronsiyolitis, makiiler dejenerasyon gibi. [47]
Inflamasyonda IL-8’in rolii ile tutarli olarak IL-8(-251) promotorundaki fonksiyonel
SNP, kanser, periodontit, Helicobacter pylori gastrit dahil inflamatuar sartlarinda
gosterilmistir. [45]
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Ayrica IL-18 rs1946518 A> C, rs187238 G> C ve rs360718 A> C polimorfizmlerinin
ozellikle Asyalilar ve Afrikalilar arasinda Crohn hastalifinda duyarlhiliga katkida
bulundugunu gostermektedir. rs1946518 A> C, rs187238 G> C ve 1s360718 A> C
polimorfizmlerinin Crohn hastalar1 igin arastirilmasi 6nemli bir bulgu saglama

potansiyelindedir.

Promotor bdlgelerindeki fonksiyonel polimorfizmler transkripsiyon faktorlerinin
afinitesini degistirir. Bu yiizden kanser gelisiminin riski ile iligkili olan inflamatuar

sitokinlerin mRNA ekspresyon seviyelerini degistirir.

Onceki calismalarda IL-RN VNTR polimorfizminin kronik veya agresif olarak
periodontite duyarliligi ile iliskisini arastirmak i¢in meta analizler yapilmigtir. IL-RN
VNTR polimorfizmi genel olarak popiilasyonda kronik periodontitisin yiiksek riski
ile iliskilendirildi. Bu meta analiz IL-RN VNTR polimorfizminin kronik
periodontitis goriilme riskinin artmasina, agresif periodontitisde azalmis riske neden

olabilecegini gostermistir [48].
2.10. Tezin Dayandig1 Bulgular

Sonug olarak Crohn hastalig1 kronik bagirsak inflamasyon ve lezyonun bir otoimmun
hastalik olarak karakterize edilir. Diinyadaki her yastan ve etnik kdkene sahip
insanlar etkileyebilir. Son zamandaki genom ¢apinda yapilan ¢alismalar, gesitli
varyantlarin ve Crohn hastaligina duyarliligin 6nemli genetik iliskilerini gostermistir.
Teshis etkinligini arttirmak ve spesifik immun sistem yolaklarini hedef alan ilaclar
gelistirmek i¢in Crohn hastaliginin patolojisinin ve altinda yatan genetik

etkilesimlerin anlagilmasi ¢ok dnemlidir. [2].

Son yillarda IBH’nin patogenezinin anlasiimasinda &nemli ilerlemeler
kaydedilmistir. Bagirsak inflamasyonunun hiicresel ve molekiiler aracilarin
kesfedilmesi, IBH hastalarina yarar saglayan yeni terapilerin gelismesine yol
acmistir. Cevresel, genetik, mikrobiyal faktorler bagisiklik sistemiyle etkilesime
girer ve Crohn ve ilseratif kolitte tipik kronik bagirsak inflamasyondan sorumlu
diizensiz immiin yanitla sonuglanir [5]. Bugiine kadar genom capinda iliskilendirme
caligmalari, bir dizi gen ve mikroorganizma tanima sisteminin, lenfosit aktivasyonu,
sitokin sinyallesmesi ve bagirsak epitelinin  savunulmasit gibi patojenik
mekanizmalar1 belirten yaklasik 80 farkli Crohn hastalifina duyarlilik lokusu

belirlenmesine yardimeci olmustur. Bu nedenle, genetik iliskilendirme ¢alismalari,
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Crohn hastaligi olusumunda dogustan gelen ve adaptifimmiinitenin roliinii

vurgulayan, hastalik i¢in immiinopatogenez i¢in 6nemli bir temel saglar [2].
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BOLUM III MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyaller ve 6rnekler

3.1.1. Kullamilan Cihazlar

Kullanilan cihazlar Ekler boliimiinde Tablo 1°de sunulmustur.

3.1.2. Kullamlan Kimyasallar
Calisma siirecinde kullanilan kimyasal maddeler Ekler bolimiinde Tablo 2’te

sunulmustur.

3.1.3. Deney Gruplar

Crohn hastasi, iilseratif kolit ve kontrol DNA’lar iizerinde c¢alisilmistir. Tiim
orneklerden DNA izolasyonu yapilmistir. 09.2017.-456 noluMarmaraUniversitesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurul raporu ile Sayin Prof.Dr Tung Akkog ile isbirligi ile

deney gruplarinda arastirma yapilmistir.

3.2. Yontemler

3.2.1. Kandan DNA izolasyonu

DNA izolasyonuna baslamadan Once izolasyon sirasinda kullanilacak malzemeler,
aletler ve calisilacak ortam %70 Etanol ile silinmistir. Kirmizi kan hiicrelerini
oziitlemek iizere kullanilacak olan tampon ¢dzeltiden 900 pl 1,5 ml steril mikrofiij
tiipii i¢ine konup iizerine calisilacak olan kisinin kanindan 300 pl eklenmis ve 10
dakika beklenmistir. Steril 1,5 ml mikrofijj tiipii i¢ine 300 ul izopropanol konulmustur.
10 dakika sonunda mikrofiijtiipii 13000rpm’de 20 saniye santrifiij edilmis ve beyaz
renkli pellet gozlemlenmistir. Mikrofijj tiipii dibinde 10-20 pl kalana kadar kirmizi
renkli st s1v1 atilip pellet yok olana kadar 2500 devirde karistirilmis, lizerine Hiicre
Lizis Etme Soliisyonundan 300 ul Protein Cokertme Soliisyonundan 100 pl eklenip 20
saniye 2500 devirde karistirilmistir, 13000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir. Seffaf
iist s1v1 Onceden hazirlanmis olan 300 pl izopropanol igeren mikrofiij tiipii aktarilip
genomik DNA iplikleri gézlemlenmistir. Gozlemlenen DNA 13000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edilip iist s1v1 dokiiliip tizerine 300 ul % 70 etanol eklenmistir. Mikrofiij tiipti
13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilip st sivi dokiiliip mikrofiij tiipti ters olarak
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zemin {izerine yere hafif egimli olarak yerlestirilmistir. 15 dakika sonra 100 ul DNA
Tris-EDTA eklenip bir gece oda sicakliginda beklenmistir. Ertesi giin DNA +4 C de

saklanir.

3.2.2. DNA’larin absorbanslarinin 6l¢iilmesi:
DNA’lar1 i¢inde ¢ozdiirdiigimiiz Tris-EDTA’dan (TE) 1 pl alinip nanodrop cihazina

konur ve sifirlanir. Absorbansi Olgiilecek DNA’lardan 1ul konur ve 260-280 nm
dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢iiliir.

3.2.3. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
Hasta ve kontrol grubunu olusturan bireylerin VDR polimorfizmine goére sahip

olduklar alleleri belirlemek i¢in yapilan PZR ¢alismasinda PZR karigiminin igerigini
olusturan niikleazfreewater, 2X mastermix, ForwardPrimer, ReversePrimer,
calisilacak kisinin genomik DNA’sindan PZR karisimina eklenen miktarlar
asagidaki tabloda belirtilmistir. Her bir mikrofiij tiipti i¢in 1 pl Taql veya Fokl enzimi
konur. 12.5 pl mastermix her bir kuyucuk i¢in hazirlanmig olur. PZR islemi Tablo

3.1’e gore gerceklestirilir.

Tablo 3. 1. PZR karigiminin igerigi

Reaksiyon basina
Niikleaz serbest dH20O 9.5 ul
2X Mastermix 12.5 ul
ForwardPrimer 1 pl
ReversePrimer 1 ul
DNA 1 pul
Toplam 25 ul

Her 6rnek icin yukaridaki tabloda gosterilen miktarlarda hazirlanan PZR tiipleri
asagidaki programda PZR aleti i¢inde yiiriitiilmiis ve program sonunda her kisinin

VDR polimorfizmini gosteren gen bolgesi cogaltilmistir (Tablo 3.2.).
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Tablo 3. 2. PZR kosullar1

Denatiirasyon sicakligi (baslangic) 94 °C 5 dk

Denatiirasyon sicakligi (35 siklus boyunca) | 94 °C 30 sn

Annealing (Baglanma) 62-65 °C | 30sn

Extention (Uzama) 72 °C 45 sn

Son uzama 72 °C 10 dk
4 °C 0

Farkli polimorfizmler i¢in her bir primerin ¢aligma sicakliklar1 farklidir. Bundan
dolayr baglanma sicakliklar1 gradient PZR yontemiyle bulunur. ILRN (RNVNT)
primerinin baglanma sicakligi 50°C’dir (Tablo 3.3).

Tablo 3. 3. ILRN Primeri ile PZR Kosullar1

Denatiirasyon sicakligi (baslangig) 94 °C 5 dk

Denatiirasyon sicakligi (35 siklus boyunca) | 94 °C 30 sn

Annealing (Baglanma) 50 °C 30 sn

Extention (Uzama) 72 °C 45 sn

Son uzama 72 °C 10 dk
4 °C 0

Tablo 3. 4. IL-8 Primeri ile PZR Kosullari

Denatiirasyon sicakligi (baslangig) 94 °C 5 dk

Denatiirasyon sicakligi (35siklus boyunca) | 94 °C 30 sn

Annealing (Baglanma) 58 °C 30 sn

Extention (Uzama) 72 °C 45 sn

Son uzama 72 °C 10 dk
4 °C o0

3.2.4. Restriksiyon enzim kesimi
PZR ile cogaltilan gen bolgelerinde mutasyonun oldugu bolgeler restriksiyon

enzimle kesilir. PZR karigiminin igerigini olusturan niikleazfreewater, 10X Tango
enzim tamponu, Fokl 10 U/ul, PZR firlinlerinin karisimmna eklenen miktarlar
asagidaki tabloda belirtilmistir (Tablo 3.5). Her bir enzim kesimi i¢in hangi enzim ile
kesim yapilacaksa kullanilan {irtinler ve miktarlar farklidir. Calisilan diger enzimler
icin de ¢ozelti miktarlar1 asagidaki tablolarda verilmistir. PZR iirlinlerinin ortalama
miktarlarina gore degisiklik gosterebilir. Her bir enzimin kesim ig¢in g¢alisma

sicakliklar farklidir.
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Tablo 3. 5. FokI enzim kesimi karigim ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Her bir reaksiyon i¢in

Niikleaz igermeyen dH,O 16,8ul
10X Tango enzim tamponu 3 ul
Fok1 10 U/l 0,2ul
PZR iirtinleri 10 ul
Toplam 30 pl

Tablo 3. 6. Taql enzim kesimi karigim ¢6zeltisinin hazirlanmasi

Her bir reaksiyon i¢in

Niikleaz igermeyen dH,O 16,8ul 17ul
Cut Smart enzim tamponu / 10X Taql 3ul 2ul
Taqal (NEB) RE /Taql 0,2ul 1l
PZR firiinleri 10 pl 10 pl
Toplam 30 pl 30 pl

Tablo 3. 7. Mfel enzim kesimi karisim ¢6zeltisinin hazirlanmasi

Her bir reaksiyon i¢in
Niikleaz igermeyen dH,0 10pl
10X enzim tamponu G 2ul
Mfel 1pl
PZR iiriinleri 7ul
Toplam 20 pl

Tablo 3. 8. Asel enzim kesimi karigim ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Her bir reaksiyon i¢in

Niikleaz igermeyen dH.O 17ul
10X fastdigest enzim tamponu 2ul
Enzim fastdigest 1pl
PZR firiinleri 10pl
Toplam 30 ul

3.2.5. Agaroz jel hazirlanmasi

PZR sonuglarini goriintiilemek i¢in PZR {irlinleri agaroz jelde yiiriitiiliir. 100ml TAE
tampona 1 gr agaroz konur. Agz1 pamukla kapatilarak mikrodalgada 1sitilir. Az
sogutulduktan sonra 3pul etidyum bromiir konarak karistirilir. Jel kasetine tarak
gecirilerek hazirlanan jel kasete dokiilmiistiir. 1X TAE ile doldurulmus tank igine
donan jel konup tarak cikartilmustir. Tk kuyucuga 3 pl 100 bp DNA marker konur.
Diger kuyucuklara PZR iirtinleri 1 pl 6X DNA loadingle karistirilarak konur. 85
voltta 45-50 dk yiiriitiliir. Jel goriintiileme cihazinda sonuglar bakilir. Elde edilen
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goriintlilerdeki bantlarin uzunluklari DNA marker1 ile karsilastirllip VDR
polimorfizmine ait allelleri belirlenmistir. Agaroz jelin hazirlanmasi istenilen

yiizdelik orana gore degisir.

Tablo 3. 9. %1°lik Agaroz Jel igerigi

Jel
Agaroz lor
IX TAE 100 ml
Etidyum Bromiir 3ul

3.2.6. Istatistiksel analiz:
Tez kapsaminda ifade edilen polimorfizmler segilen orneklerde Crohn hastaligi,

tilseratif kolit ve saglikl bireylerin bulundugu kontrol grubu ayrilmis, her grup i¢cinde
degerlendirilmistir. Proje kapsamin SNP ile Crohn hastalig1 arasindaki genetik iliski
GRAPHPAD programi araciligi ile irdelenmistir.
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BOLUM IV SONUCLAR

Vitamin D reseptorii (VDR) ile ilgili 1s2228570 ve rs731236 polimorfizmlerinin
kontrol, Crohn hastasi ve iilseratif kolit hastalarinda gosterilebilmesi amaci ile DNA
izolasyonlar1 tiim orneklerden gergeklestirilmistir. Sekil 4.1. de yer aldigi tizere
kontrol DNAsinda VDR polimorfizminin gosterilebilmesine yonelik gradient PZR
yontemi ile PZR iiriinleri elde edildi. VDR rs2228570 icin 65°C, rs731236 igin ise
62°C PZR siklusunda kullanilmak {izere (annealing) secildi.

VDR

rs2228570 Ekson 2
270 be

rs731236 Ekson 9

690 b¢

Sekil 4. 1. (a) Normal saglikli kontrolden (K1) alinan DNA &rneginde, gradient PZR
sonucunda Vitamin D reseptorii (VDR) rs2228570 nolu polimorfizminin ekson 2’de
C/T degisimi igin gosterildi. Bu 6rnek icin 65°C sicakligin uygun olduguna karar
verildi. (b) Ekson 9 da goriilen VDR i¢in rs731236 nolupolimorfizimde T/C degisimi
Taql enzimi ile kesim sonrasinda degerlendirildi. 690 b¢ PZR iiriinii elde edildi.
Marker 100 bg. Gradient PZR sicakliklari sirastile : A : 65.0, B : 64.0, C : 62.0, D :
59.3,E:55.9,F:53.2,G:51.1, H:500
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Daha sonra 0rneklerde Fokl enzimi ile kesim islemi gerceklestirildi (Sekil 4.2b). Bu
asamada, 270 b¢ uzunlugunda olan VDR rs2228570 PZR iirtinii kesildi, 207 ve 63
be¢’lik tiriinler elde edildi.

Fokl enzim kesimi sonrasi
VDR rs2228570 Ekson 2 VDR rs2228570 Ekson 2

270 be
207 b¢

63 bg

270 bg

Sekil 4. 2. (a) VDR rs2228570 Ekson 2 i¢in PZR iirtinlerinden kontrol (K2), Crohn
Hastalar1 (C1-3), tilseratif kolit hastalar1 (U1-2) i¢in elde edilmistir. (b) PZR iirtinleri
FoklI enzimi ile kesilmis ve 207, 63 b¢’lik tiriinler elde edilmistir.

Farkli kontrol ve hasta 6rneklerinde VDR rs731236 PZR firiinii elde edilmesi amaci
ile PZR islemi gergeklestirildi (Sekil 4.3.) PZR iiriinii elde edilme siirecinde yasanan
zorluklar nedeni ile farkli bir hasta grubunun DNA 6rnekleri deney optimizasyonu
icin PZR islemine tabi tutuldu. Prostat kanserli hastalarda da benzer sekilde rs731236

i¢in PZR iirlinii elde edilemedi.
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VDR rs731236 Ekson 9 VDR rs731236 Ekson 9

690 bg

Sekil 4. 3. (a) VDR rs731236 Ekson 9 polimorfizimin gosterilmesi i¢in PZR iglemi
kontrol (K2), Crohn Hastalar1 (C1-3), iilseratif kolit hastalar1 (U1-2) igin
gerceklestirildi. (b) a sonucunda goriilen PZR {irtinlerinin elde edilememesi nedeni
ile diger hastaliklara ait DNA 6rnekleri PZR isleminin kontrolii i¢in denendi. P1-5
prostat kanseri hastalari. Marker 100 bg.

Sekil 4.4-5’te gosterildigi lizere farkli kontrol DNAlar1 saglikli kisilerden alindi ve
PZR optimizasyon islemlerine devam edildi. Hem Ekson2 hem de Ekson 9 i¢cin VDR
PZR iirtinleri 12 farkli saglikli goniilliiden alinan DNA izolasyonu drneklerinde elde
edildi. Pozitif sonuglar herbir 6rneklem igin 270 ve 690 b¢ PZR firiinii ile

gosterilmistir.
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b c
VDR rs2228570 Ekson 2 VDR rs731236 Ekson 9

be
690 b

Sekil 4. 4. (a) iki farkli (K3-4) normal saglikli kontrolden alinan DNA 6rneklerinde,
Vitamin D reseptorii (VDR) Ekson 2 rs2228570 nolu polimorfizmi ve VDR Ekson 9
rs731236 i¢in PZR iiriinleri elde edildi. Ekson 2 i¢in 270 ve ekson 9 i¢in 690 b¢ PZR
iriinii elde edildi. (b) K5-9 kontrol DNAlar1 kullanilarak VDR Ekson 2 rs2228570
icin PZR iirtinleri elde edildi. (c) K5-9 kontrol DNAlar1 kullanilarak VDR Ekson 9
rs731236 i¢in PZR firiinleri elde edildi. Marker 100 bg.

VDR rs2228570

Ekson 2
VDR rs731236

Ekson 9

»~
-~
~
-
-
~

270 be

VDR rs2228570 Ekson 2 VDR rs731236 Ekson 9

690 be
270 be

Sekil 4. 5. (a) K10-14 kontrol DNAlar1 kullanilarak VDR Ekson 2 rs2228570 igin
PZR firiinleri elde edildi. (b) K10-14 kontrol DNAlar1 kullanilarak VDR Ekson 9
rs731236 i¢in PZR iirtinleri elde edildi. Marker 100 bg.
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Sekil 4.6’da PZR optimizasyonu pozitif olarak degerlendirilen kontrol saglikli
goniilliilerden elde edilen DNAlar ile gergeklestirilen PZR iirlinleri FokI enzimi ile

kesildi.

Fokl enzim kesimi VDR rs2228570 Ekson 2

270 bg
207 bg

Sekil 4. 6. Fokl enzim kesimi K5-14 kontrol DNA 6rneklerinden elde edilen PZR
tiriinleri ile gergeklestirildi. 270 bg: kesilmemis iiriin, 207 ve 63 bg¢ kesilmis tiriin.
Marker 100 bg.

Kontrol drneklerinin sayist arttirildi. VDR 152228570 Ekson 2 i¢in PZR f{irlinii ve
Fokl enzimi ile kesim islemi gergeklestirildi (Sekil 4.7.). Boylece 19 farkli saglikli
kontrolden elde edilen DNA 6rneklerinde VDR rs2228570 polimorfizmi belirlenmis

oldu.
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VDR rs2228570 Ekson 2 Fokl enzim kesimi VDR rs2228570 Ekson 2

270 bg

Sekil 4. 7. (a) Kontrol (K15-19) DNAlar1 kullanilarak VDR Ekson 2 rs2228570 igin
PZR iirtinleri elde edildi. (b) K15-19 Fokl enzim ile kesildi. 270 b¢: kesilmemis {iriin,
207 ve 63 bg kesilmis tiriin. Marker 100 bg.

Sekil 4.8-9.’de Crohn ve {lseratif kolit hastalarinda benzer iglemler tekrar edildi.
Boylece 7 farkli Crohn ve 4 farkhi iilseratif kolit hastasinda VDR rs2228570

polimorfizmi belirlenmis oldu.

[3

b Fokl enzim kesimi
VDR rs2228570 Ekson 2

VDR rs731236

Ekson 9
VDR rs2228570

Ekson 2

690 bg

270 bg

Sekil 4. 8. (a) Crohn (C4) ve tilseratif kolit (U3-4) hastalarinin DNAlar1 kullanilarak
VDR Ekson 9 rs731236 VDR Ekson 2 rs2228570 i¢in PZR firiinleri elde edildi. (b)
Fokl enzim kesimi C4 ve U3-4 DNA orneklerinden elde edilen PZR firiinleri ile
gergeklestirildi. 270 bg: kesilmemis tiriin, 207 ve 63 bg kesilmis tiriin.Marker 100 bg.



VDR rs731236

b Fokl enzim kesimi

o
~
wn
©
(3]
o
(o]
2
8
> VDR rs2228570 Ekson 2

Ekson 2

270 be
207 be

270 bg 63 bg

Sekil 4. 9. (a) Crohn (C5-7) hastalarinin DNAlar1 kullanilarak VDR Ekson 9
rs731236 VDR Ekson 2 rs2228570 icin PZR firiinleri elde edildi. (b) FokI enzim
kesimi (C5-7) orneklerinden elde edilen PZR iiriinleri ile gergeklestirildi. Marker
100bg.

Sekil 4.10°da Kontrol DNA grubuna benzer islemler devam edildi. Kontrol DNAlar1
kullanilarak PZR iiriinleri elde edilmistir. PZR iiriinleri ileTaq enzimiyle kesim
yapilmistir. Taq VDR 1s731236 ekson 9 i¢in polimorfizmleri belirlenmis oldu.

Tagl enzim kesimi Tagl enzim kesimi
a VDR rs731236 Ekson 9 b VDR rs731236 Ekson9

690 bg

504 be

186 b
186 he.

Sekil 4. 10. (a) Kontrol (K3-8) DNAIlar VDR primeriyle PZR {iriinleri elde edildikten
sonra Taq enzimiyle allelleri belirlemek icin kesim yapilmistir. Enzim kesimi
olmadan 6nce allel uzunlugu:690 bg, kesim olduktan sonra 504/186 bg. (b) Kontrol
(K10,11,13,14) DNAlar VDR primeriyleTaq i¢in PZR yapildiktan sonra Taq
enzimiyle allelleri belirlemek i¢in kesim yapilmistir. Enzim kesimi olmadan once
allel uzunlugu:690 bg, kesim olduktan sonra 504/186 bg.

29



Sekil 4.11°de Crohn ve Ulseratif kolit hastalarmin VDR Ekson 9 15731236 igin
polimorfizmleri  belirlenmis  oldu. Ancak Crohn hastalarinda  kesim
gerceklesmemistir. Ulseratif kolit hastalarinda kesim gergeklesmistir.

Tagl enzim kesimi
VDR rs731236 Ekson 9

— 690 bg
" 504 bg

186 bg

Sekil 4. 11. Hasta (C4,C6/U3,U4) DNAIlar ile VDR Ekson 9 rs731236 i¢in PZR
yapildiktan sonra allelleri belirlemek i¢in Taq enzimiyle kesim yapilmistir. Enzim
kesimi olmadan once allel uzunlugu: 690 bg, kesim olduktan sonra 504/186 bg.

Sekil 4.12°de Kontrol DNA grubuna benzer islemler devam edildi. Kontrol DNAlar1
kullanilarak PCR iiriinleri elde edilmistir. Taq VDR rs731236 ekson 9 i¢in PCR
tiriinleri elde edildi. PCR uzunlugu 690 bg olarak belirlendi.
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a VDR rs731236 Ekson 9 b VDR rs731236 Ekson 9

690 bg

690 b¢

Sekil 4. 12. (a) ve (b) Kontrol (K15-24) DNAlari1 kullanilarak VDR Ekson 9 rs731236
icin PZR iiriinleri elde edildi. Marker 100 bg.

Kontrol DNAlar1 kullanilarak elde edilen PZR firiinleri ile Taql enzimiyle kesim

yapilmistir(Sekil 4.13). Taq VDR rs731236 ekson 9 i¢in polimorfizmleri belirlenmis

oldu.

Tagl enzim kesimi
VDR rs731236 Ekson 9

A

Sekil 4. 13. Kontrol (K15-24) DNAlar1 ile VDR Taq PZR yapildiktan sonra enzim
kesimi yapilmistir. VDR Ekson9 rs731236 polimorfizi belirlenmis oldu. Enzim
kesimi olmadan 6nce allel uzunlugu:690 bg, kesim olduktan sonra 504/186 bg.
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Sekil 4.14’de Kontrol DNAlarin sayist arttirildi. Kontrol DNA grubuna benzer
islemler devam edildi. Kontrol DNAlar1 kullanilarak PZR iiriinleri elde edilmistir.
Taq VDR 15731236 ekson 9 i¢in polimorfizmleri belirlenmis oldu. Bazi kontrol
DNAlarinda PZR sonu¢ vermemistir. Bundan dolay1 bu Kontrol DNAlar ile kesim

yapilamamigtir.

VDR rs731236 Ekson 9

690 b

690 bg

Sekil 4. 14. Kontrol (K25,K30-34) DNAlar1 kullanilarak VDR Ekson 9 rs731236 i¢in
PZR iiriinleri elde edildi. (K26-29) cesitli nedenlerden 6tiirii sonu¢ vermedi. Marker
100 bg.

Sekil 4.15’de Kontrol DNAlar1 kullanilarak elde edilen PZR iiriinleri ile Taql
enzimiyle kesim yapilmigtir. Taq VDR rs731236 ekson 9 i¢in polimorfizmleri

belirlenmis oldu.
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Taqgl enzim kesimi
VDR rs731236 Ekson 9

690 bg
504 be.

186 bg.

Sekil 4. 15. Kontrol (K25/K30-34) DNAlar1 kullanilarak Taql ile kesim yapildi. VDR
Ekson 9 rs731236 i¢in polimorfizm belirlendi. Marker 100 b¢. Enzim kesimi
olmadan 6nce allel uzunlugu:690 bg, kesim olduktan sonra 504/186 bg.

Kontrol 6rneklerinin sayisi arttirtldi. VDR rs2228570 Ekson 2 i¢in PZR f{irlinii ve
Fokl enzimi ile kesim islemi gerceklestirildi (Sekil 4.16.). Kontrol DNAlari
kullanilarak PZR iriinleri elde edilmistir. Fokl VDR Ekson 2 rs2228570 igin

polimorfizmleri belirlenmis oldu.

Fokl enzim kesimi
a VDR rs2228570 Ekson 2 h VDR rs2228570 Ekson 2

270 bg

270 be 207 bg

63 bg

Sekil 4. 16. (a) Kontrol (K20-24) DNAlar1 kullanilarak VDR Ekson 2 rs2228570 igin
PZR iiriinleri elde edildi. (b) K(20-24) FoklI enzim ile kesildi. 270 bg: kesilmemis
iirtin, 207 ve 63 b¢ kesilmis {iriin. Marker 100 bg.
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Sekil 4.17 ve 4.19-20°de Kontrol DNAlar1 kullanarak IL-1RN rs2234663
nolupolimorfizmi i¢in PZR {irlinleri elde edildi. PZR iiriinii elde edilme siirecinde
yasanan zorluklar nedeni ile farkli primerleri DNA 6rnekleriyle deney optimizasyonu
i¢in PZR islemine tabi tutuldu. IL-1RN rs2234663 icin her bir 6rneklem i¢in 150-
600 bg PZR iiriinleri elde edilmistir.

IL-1RN rs2234663 IL-1RN rs2234663

500 bg
00 bg

240 bg
500 bg
b¢

240 be

Sekil 4. 17. (a) ve (b) IL-1RN rs2234663 igin PZR iiriinlerinden kontrol (K5-14) igin
elde edilmistir. PZR uzunlugu 150-600 b¢’dir.

Sekil 4.18’de Crohn ve {ilseratif kolit hastarinin DNAlar1 kullanilarak IL-1RN
1s2234663 i¢in PZR iiriinleri elde edilmistir. PZR iirlinlerinin uzunluklar1 150 ile 600
bg arasinda degisiklik gostermektedir.

a  IL-1RN rs2234663 b IL-1RN rs2234663

200 be
00 bg 588 gg
240 b 2
240 bg

Sekil 4. 18. (a) ve (b) Crohn (C2-7) hastalar1 ve iilseratif kolit (U1-4) hastalarinin
DNA'’lar1 kullanilarak IL-1RN rs2234663 i¢in PZR firiinleri elde edilmistir. PZR
uzunlugu 150-600 bg’dir.



a IL-1RN rs2234663 IL-1RN rs2234663

500 bg
400 b(;

240 bg

400 bg
240 hg

Sekil 4. 19. (a) ve (b) Kontrol (K15-24) gruplarinin DNAlar1 kullanilarak IL-1RN
r$2234663 i¢in PZR iiriinleri elde edilmistir. PZR uzunlugu 150-600 bg’dir.

IL-1RN rs2234663 IL-1RN rs2234663

00 bq 00 BE
40 bg 40 b

Sekil 4. 20. (a) Kontrol (K3-4 ve K25-28) gruplarinin DNAlar1 kullanilarak IL-1RN
rs2234663 i¢cin PZR friinleri elde edilmistir. (b) Kontrol (K29-34) DNAlar
kullanilarak IL-1RN rs2234663 i¢in PZR iiriinleri elde edilmistir. PZR uzunlugu
150-600 bg

Interlokin (IL8) ile ilgili rs4073 ve rs2227532polimorfizmlerinin kontrol, Crohn
hastasi ve iilseratif kolit hastalarinda gosterilebilmesi amaci kontrol DNA ile gradient
PZR islemi gergeklestirilmistir. Sekil 4.21. de yer aldig1 tizere kontrol DNAsinda IL8
polimorfizminin gdsterilebilmesine yonelik gradient PZR yontemi ile PZR iiriinleri
elde edildi. IL8 rs4073 ve rs2227532 i¢in 58°C PZR siklusunda kullanilmak iizere

(annealing) segildi.
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IL8 primeri rs4073 ve rs2227532

719 b

Sekil 4. 21. IL8 primeri ile gerceklestirilen PZR isleminde K1 Kontrol DNA
kullanilarak gradient PZR yapildi. Gradient PCR sonucunda IL8 primeri (-251)
rs4073 nolu polimorfizminin A/T degisimi i¢in gosterildi ve IL8 (-845) rs2227532
nolupolimorfizminin T/C degisimi i¢in gosterildi. Bu ornek igin 58°C sicakligin
uygun olduguna karar verildi. 719 b¢ PZR {irtinii elde edildi. Marker 100 bg. Gradient
PZR sicakliklari sirastile : A : 60.0, B:59.3,C:58.0,D:56.2,E:54.0,F:52.1,G
:50.6, H : 50.0.

Farkli kontrol ve hasta Orneklerinde IL8 rs4073 ve rs2227532 PCR firiinii elde
edilmesi amaci ile PZR islemi gergeklestirildi (Sekil 4.22-4.23)
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IL8 primeri

Sekil 4. 22. Kontrol (K15-19) DNAlar1 kullanilarak IL8 (-251) rs4073 ve 1L8 (-845)
rs2227532 nolu polimorfizmi i¢in PZR iiriinleri elde edilmistir. Ikisi i¢in de 719 bg
PZR iiriinii elde edildi. Marker 100 bg.

a IL8 primeri b IL8 primeri

719 bg

Sekil 4. 23. (a) ve (b) Hasta (C2-7, U1-4) DNAlarini kullanarak IL8 polimorfizmleri
belirlemek i¢in PZR yapildi. PZR iiriinleri 719 bg’dir. Marker 100 bg.

Sekil 4.24.(a)’da Kontrol DNAlar1 kullanilarak elde edilen PZR iriinleri ile IL8(-
845) igin Asel ile kesim yapilmigtir. IL8 (-845) rs2227532 i¢in polimorfizmleri
belirlenmis oldu. Sekil 4.24.(b)’de IL8 (-251) igin Mfel ile kesim yapilmustir. 1L8(-
251)rs4073 igin polimorfizmleri belirlenmis oldu.
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1L8 (-845) enzim kesimi IL8 (-251) enzim kesimi
rs2227532

rs4073

719
719 bg b

526 be

193 b

Sekil 4. 24. (a) Kontrol (K15-19) DNAlart kullanarak IL8 (-845) rs2227532
polimorfizminin belirlenmesi igin Asel Fast Digest ile enzim kesimi yapildi. Sadece
tek bir kontrol DNA’da kesim olmadigi gozlenmistir. Kesim olmadan 6nce allel
uzunlugu Allel C:719 bg, kesim olduktan sonra allel uzunluklar1 Allel T:526/193 bg.
Marker 100bg. (b) Kontrol (K15-19) DNAlar1 kullanarak IL8 (-251) rs4073
polimorfizminin belirlenmesi i¢in Mfel ile enzim kesimi yapildi. Ancak kesim

olmadig1 goézlenmistir. Enzim Kesimi olmadan 6nce allel uzunlugu Allel T:719 bg.
AllelA:687, 32 bg

Crohn ve ilseratif kolit hasta DNAlar1 kullanilarak elde edilen PZR iiriinleri ile I1L8
(-845) rs2227532 igin Asel ile kesim yapilmistir. IL8 (-845) rs2227532 igin
polimorfizmleri belirlenmis oldu(Sekil 4.25.). Crohn ve iilseratif kolit hasta DNAlar1
kullanilarak elde edilen PZR friinleri ile IL8 (-251) rs4073 i¢in Mfeilekesim
yapilmugtir. IL8 (-251) rs4073 igin polimorfizmleri belirlenmis oldu(Sekil 4.26.).
Boylece toplamda IL8 polimorfizmleri 8§ hasta DNAlar1 ve 5 kontrol DNAlarinda

belirlenmis oldu.
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e e

rs2227532

Sekil 4. 25. Hasta (C3-7/U1,U3-4) DNAlart kullanarak IL8 (-845) rs2227532
polimorfizminin belirlenmesi i¢in AselFastDigest ile enzim kesimi yapildi. PZR
tirtinlerinin kesim olmadan 6nce allel C uzunlugu:719 bg, kesim olduktan sonra Allel
T:526, 193 be. Marker 100bg.

1L8 (-251) enzim kesimi 1L8 (-251) enzim kesimi
a rs4073 b rs4073

719 hg 719 bg

32 he

Sekil 4. 26. (a) Hasta (C3,Ul) DNAlart kullanarak IL8 (-251) rs4073
polimorfizminin belirlenmesi i¢in Mfel ile enzim kesimi yapildi. Ancak kesim
sonucu ¢ikmamustir. Kesim olmadan once allel T:719 bg, kesim olduktan sonra allel
A:687,32 bg. Marker 100bg. (b) Hasta (C4-7,U3-4) DNAIar1 kullanarak IL8 (-251)
rs4073 polimorfizminin belirlenmesi i¢in Mfel ile enzim kesimi yapildi. Ancak
kesim olmadigi gozlenmistir. Enzim Kesimi olmadan once allel T:719 bg. Allel
A:687, 32 bg.

Sekil 4.27.’de yer aldigi tizere kontrol DNAsinda IL-6 polimorfizminin
gosterilebilmesine yonelik elde edilen PZR iirtinleri ile kesim yapilmistir. IL-6 (-572)
rs1800796 nolupolimorfizminin C/G degisimi ve IL-6 (-597) rs1800797 nolu

polimorfizminin A/G degisimini belirlemek i¢cin PCR {iriinleriyle enzim kesimi
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yapildi. 1L-6 (-572) rs1800796 nolu polimorfizmi igin Mbil enzimiyle, 1L-6 (-597)

rs1800797 nolu polimorfizmi i¢in Fokl enzimiyle alleleri belirlemek igin kesim

yapilmistir.
IL-6 (-572) rs1800796 IL-6 (-597) rs1800797
a Mbil enzim kesimi b Fokl enzim kesimi

Sekil 4. 27. (a) ve (b) Kontrol DNAlar1 kullanilarak 1L-6 (-572) rs1800796 nolu
polimorfizminin C/G degisimi ve IL-6 (-597) rs1800797 nolupolimorfizminin A/G
degisimini belirlemek icin PZR iirlinleriyle enzim kesimi yapildi. (a) Kontrol
DNAlardan elde edilen PZR iiriinleriyle Mbil enzim kesim yapildi. Alleller = IL-6 (-
572 C/G). Kesim olduktan sonraki uzunluklart Allel C= 424, 86 bg, Allel G=510 bg.
(b) Kontrol DNAlardan elde edilen PZR iiriinleriyle Fokl enzim kesim yapildi.
Alleller = IL-6 (-597 A/G). Kesim olduktan sonraki uzunluklart Allel A = 442, 68
bg¢Allel G =510 bg.
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Tablo 4. 1. Kontrol, Crohn hastalar1 ve tilseratif hastalarindan elde edilen 6rneklerde VDR, IL-8, IL-1RN ve IL-6 i¢in polimorfizmlerin

gosterimi.
VDR IL-8 IL-1RN IL-6
rs2228570 | rs731236 rs4073 rs2227532 rs2234663 rs1800796 rs1800797
Alleller cIT T/C AIT T/C Allel1(4*),Allel2(2*),Allel3 C/G AIG
(5%),Allel4(3*),Allel5(6%),
Allel6(1*)
Kontrol 9 15 -ITT 4/TT, CC Allel1(4*),Allel2(2*),32 | 8/CC,GC 3/GG,AA,GA
Kkisi
Crohn hastasi 1 - -ITT 5TT,CTT Allel1(4*),Allel2(2%),
6 Kisi
Ulseratif kolit - 2 -TT 3ITT Allel1(4%),Allel2(2%),
Allel3(5%) 4 kisi

Tablo 4. 2. Kullanilan Kontrol, Crohn Hastalar1 ve tilseratif kolit hastalarinin sayist

Cinsiyet Toplam
Kadin Erkek
Kontrol 4 11 34
Crohn hastasi 4 3 7
Ulseratif Kolit 3 1 4
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BOLUM V TARTISMA

Crohn hastalarinda vitamin D seviyelerinin az oldugu ve bu durumda hastaligin kotii
seyrine neden oldugu cesitli meta analizlerde gosterilmistir. Arastirmalar,
inflamatuar bagirsak hastalig1 olan bireylerde D vitamini eksikligine sik rastlandigini
gostermektedir. D  vitamininin etkinligi sadece kalsiyum homeostazisini
diizenleyerek kemik gelisiminde sinirli olmayip, ayni zamanda proapoptotik,
antiinflamatuar ve immiin-modiilatuar ozelliklere sahip oldugu bildirilmektedir.
VDR ve vitamin D eksikligi veya yetersizligi durumunda immiin ve inflamasyon
yanitlar CD hastaligi patogenezine yol agabilir [9]. VDR gen polimorfizmi
populasyona gore farklilik gdsteren, birgok hastalikla iliskili oldugu bilinmektedir.
Bu calismamizda VDR geni Taql rs731236 ekson9, Fokl rs2228570 ekson2
polimorfizmlerini  Crohn ve {lseratif kolit hastalarinda  belirlenmesi
gerceklestirilmistir. VDR gen polimorfizm iizerinde yapilan ¢calismalar, analiz edilen

hasta gruplari ve popiilasyonlarda farkli sonuglar vermistir [49].

Inflamasyon bagirsak hastaliklar1 ve osteoporozun her ikisinde etiyolojisi
karmagsiktir. Inflamasyon bagirsak hastaligmin patogenezinde ve azalmis kemik
kiitlesinde VDR geni yer alir [49]. Crohn hastalig1 olan hastalarda osteoporoz 6nemli
bir hastalik nedenidir. Azalan kemik mineral yogunlugunun patogenezi cok
faktorliidiir. Ornegin VDR polimorfizmleri ve osteoporozlu hastalar arasinda goriilen
yiiksek iligki, hastaliklarin patogenezi ve hedef polimorfizmlerin tanimlanmasinin
anlamli oldugunu gostermektedir. Literatiirdeki bir baska c¢alismada ise Crohn
hastalarinda kemik mineral yogunlugu ve VDR polimorfizmleri iliskili
gosterilmistir. Ayrica bu hasta gruplarinda, IL-6 ve COL1AIl’in polimorfik
bolgelerinin hastalikla iligkisi arastirilmistir. Viicut kiitle indeksi, yas, sigara, steroid
kullanimi i¢in galisma grubu analiz edildiginde SNP testinin dagiliminda anlamli bir
fark tespit edilmemistir. Ulseratif kolite nazaran Crohn hastalig1 hastalarinda diisiik
kemik mineral yogunlugu sik¢a goriilmektedir. Osteoporoz patogenezi igin
belirlenen gen hedeflerinin yine IBH ile iliskili olabilecegi ifade edilmektedir.
Ikizlerde gergeklestirilen calismalarda, kemik mineral yogunlugunun %60-%80’inin
genetik olarak belirlenebilecegini ifade edilmektedir. Ikiz bireylerde gergeklestirilen
calismalarda bu bulgularin her zaman tekrar sonuglari tutarli olmamakla birlikte,

42



VDR polimorfizmi ile saglikli kadinlarda kemik mineral yogunlugunu
iliskilendirmistir. Yapilan birkag ¢alisma i¢in gergeklestirilen meta analizler, VDR
polimorfizmi ve kemik yogunlugu iliskilendirmesini zayif etki diizeyinde oldugunu
gostermektedir. VDR kemik hiicre fonksiyonu ve kalsiyum metabolizmasinin 6nemli
bir diizenleyicisi olmakla beraber, VDR polimorfizminin bagirsaktan kalsiyum
emilimini etkiledigi bulunmustur. Ayn1 zamanda Crohn hastaligina duyarliligi da

gosterilmistir [50].

Stelios Pavlidis ve arkadaslarinin yapmis oldugu analizlere gore CD ve UC
orneklerinin baslangicta ve tedaviden sonra birlikte kiimelendigi, IBH igindeki bir
stireklilik kavramini destekler. Sonug olarak, biiylik bir saglik sorunu, fenotipik
olarak ayni hastaliga sahip goriinen hastalarda, farkli tedavilerin yliksek degiskenlik
gosterdigi etkendir. [51]

Pro-inflamatuarsitokin  IL-6 osteoporoz patogenezinde de iligkili olarak
gosterilmekte olan bir bagka molekiiler hedeftir. IL-6 osteoklast fonksiyonunu etkiler
ve kemik rezorpsiyonunu uyarir. Baz1 calismalar inflamatuar bagirsak hastaligi
olanlarda ve saglikli kadinlarda kemik mineral yogunlugu ile IL-6 gen polimorfizmi
arasinda baglanti bulmustur [50]. IBH hastalarinda serum vitamin D
konsantrasyonun saglikli kontrollere nazaran diismedigi ortaya konmustur. Crohn
hastalarinda daha ileri osteopeni ve osteoporoz oldugu ¢esitli ¢aligma gruplarinda
gosterilmektedir. Ulseratif kolit hastalarinda kontrol ve Crohn hastalarina nazaran
daha yiiksek oranda TT genotipi goriilmektedir. Bununla beraber hem Crohn
hastalarinda ve hem de Iseratif kolit hastalarinda femur boynu ve omurgada kemik
mineral yogunlugu azaldigi gozlenmistir. Ancak istatiksel olarak vitamin D

konsantrasyonu ve ¢alisilan gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamistir [49].

VDR polimorfizmlerinde goriilen fenotipler ve kemik mineral yogunlugu arasinda
fark goriilmemesine karsin IL-6 genotipleri arasinda kemik mineral yogunlugunda
anlamli bir fark literatiide gosterilmistir [50]. AleksandraSzymczak-Tomczak ve ark.
gore VDR Tagql enzim kesimi ile gosterilen polimorfizmi kemik mineral yogunlugu
ile 1iliskili olabilir. TT genotipininiilseratif kolit hastalarinda kemik mineral

yogunlugu iizerinde koruyucu etkisi oldugunu ifade edilmektedir [49].

Xue LN ve ark. 2013’te yaptig1 calismada, Asyali hastalardan olusan calisma
grubunda FokID'inffgenotipiiilseratif kolit riskinin artis1 ile iligkili olarak
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degerlendirilmektedir. Taqlttgenotipi Avrupali gruplarda yliksek Crohn hastaligi
riski ile birlikte anlamli diizeyde korelasyon gostermektedir. Birden fazla ¢caligmada
yer alan verilerin incelendigi meta analizde, Asyalilar i¢in VDR
FokIpolimorfizmininiilseratif kolite duyarliliga neden oldugu ifade edilmektedir.
Tagqlttgenotipi tastyan Avrupalilar i¢in Crohn hastaligi goriilme oraninda yiiksek
korelasyon tespit edilmis olup, Apa a allelinin tiim tastyicilar1 i¢in Crohn hastaligi
icin 6nemli diisiis oldugunu ortaya koymaktadir. Erkekler i¢in yine Taqlttgenotipi
hem Crohn hastalig1 hem de iilseratif kolit ile iliskili olarak degerlendirilmistir [52].
Wanget ark. IBH ve VDR polimorfizmleri arasinda herhangi bir korelasyon
bildirmedi. Calisilan hastalarin onlarin arasinda etnik farkliliklarina iligkin genetik
profilindeki farkliliklara 6zel dikkat gosterildi. IBH c¢alisilan gruplarin ve kontrol
arasinda allel frekanslarimin dagilimindaki farkliliklar VDR polimorfizmi ve
hastaligin olusumu arasindaki iliskinin 6nemli olmadig1 gosterildi. Bununla birlikte
alt grup analizleri Tagl i¢in Kafkasyalilarda UC riski ile iliskisinin 6nemli oldugunu
gostermistir. Daha Onceki bireysel caligmalarla birlikte bulgular, Apal
polimorfizminin Crohn hastalig1 riskini arttirabilecegini, Taql polimorfizminin
ozellikle Kafkasyalilarda iilseratif kolit riskini azaltabilecegini ortaya koymustur.
IBH riski ve VDR FoklIpolimorfizmi arasindaki iliskide allellerdehomozigotluk ve
heterozigor olma durumunda veya baskin, ¢ekinik kalitimda istatistiksek anlamli
onemli bir fark bulunmamistir [49, 53]. Andre Y.O.M ark. yaptig1 caligmada ise
bir¢cok analizde serum vitamin D seviyeleri kontrole nazaran Crohn hastalarinda
onemli bir diisiis goriilmektedir. VDR rs731236, SCUBE3 ve PHF-11 genlerindeki
SNP’ler ile iligkili olup, bu iligki hem Crohn hastalarinda hemde saglikli kontrol
gruplarinda vitamin D diizeyleri ile onemli dlcilide korelasyon gdstermektedir. VDR
rs731236 varyant1 da Crohn hastalarinda serum vitamin D seviyeleri ile iliskili olarak

gosterilmektedir [9].

Toplam 11 hasta ve 33 kontrolde VDR geni ekson 9 ve ekson 2 de goriilen
polimorfizmlerininallelleri belirlenmesi i¢in Taql ve FokI enzimleri PZR {iriinlerinde
kesim yapilmistir. FokI enzimi yapilan kesim sonucunda ile FokI rs2228570 ekson2
polimorfizmininallelleri belirlenmistir. 1 kontrol, 4 Crohn hastasi ve 1 {ilseratif kolit
hastasinda kesim bolgesinin oldugu 207/63 b¢ gézlenmistir. 8 kontrol grubunda ise
kesim bolgesinin oldugu 207 bg olup, 63 b¢’nin olmadig1 gézlenmistir. Geriye kalan

diger hasta ve kontrol gruplarmin PZR iirlinii ¢tkmadig1 i¢in kesim yapilamamuigtir.
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Taql enzimi yapilan kesim sonucunda ile Taql 1s731236 ekzon9
polimorfizmininallelleri belirlenmistir. 15 kontrol, 2 iilseratif kolit hastasinda kesim
bolgesinin oldugu 504/186 bg gozlenmistir. 5 Crohn hastasinda PZR iirtinii ¢ikmadigi
icin kesim yapilamamistir. 2 Crohn hastasinda da kesim olmadig1r gozlenmistir.
Geriye kalan diger kontrol gruplarinin PZR iirlinii ¢ikmadigi igin kesim

yapilamamigtir.

Literatiirde ¢esitli gruplar VDR gen polimorfizminininflamatuar bagirsak
hastaliklar1, osteoporoz, prostat ve meme kanseri, insiilin bagimli diyabet gibi ¢esitli
hastaliklara yatkinlig1 iizerine bir¢ok caligsma yapilmis ve kendi populasyonlart igin
genetik yatkinliklart arastirmistir. Baska bir ¢aligmada da cinsiyet farkliliginin
onemli olmasi nedeniyle kadin ve erkek olarak iki grupta degerlendirme
yapmiglardir. Polimorfizm frekanslarinin cinsiyete bagli olarak degismedigini

saptamislardir.

Taqlpolimorfizmiekson 9 da goriilen VDR i¢in rs731236 nolupolimorfizimde T den
Cye degisimine bakilmistir. Bagka literatiirde yapilan c¢alismada ise
TaqIpolimorfizmiVDR’inekzon 8’in 352 kodonunda A dan C’ye baz degisimi olup,
aminoasit kodlama degisikligi meydana getirmemektedir. Ikisi de izoldsini
kodlamaktadir [18]. Bir VDR-lusiferazreporter gen yapisi kullanilarak, ‘t’ allelinin
in vitro olarak artan mRNA {iretiminin seviyeleri ile iliskili olabildigi gosterilmigtir
[18]. J D Simmons ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada, genel olarak Taql genotipi
Crohn hastalig1 ile anlamli olarak iligkili ve Taql ‘t’ allel siklig1 Crohn hastalig1
hastalarinda artmisti. Taql ‘t’ alleli i¢in homojenlik (genotip ‘tt”) Crohn hastalig1 olan
hastalarda kontrollerden anlamli olarak daha yaygindi. Fakat Ulseratif Kolit igin
boyle bir iliski yoktu. FokI polimorfizmi i¢in genotip frekanslar1 kontrol ve hasta
gruplari arasinda benzerdi. Ug grupta kadin ve erkek oraninda farkliliklar olmasina

ragmen genotip ve cinsiyet arasinda iligki bulunamamistir. [18]

Inflamasyon hastaliklariin patogenezi bilinmemektedir. Fakat mukozalimmun
yanitin anormal diizenlemesiyle iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. VDR ’nin ifade
diizeyi veya fonksiyonunu degistirilebilecek herhangi bir mutasyonun, IBH
gelistirme olasiligini etkilebileyecegi varsayilmistir [18]. Farkli bir ¢alismada
gerceklestirilen meta analize gore, Taql (tt) genotipi Avrupalilar i¢cin Crohn hastalig1
riskinde artig ile korelasyon gostermektedir. Asyalilar i¢in ise VDR

FokIpolimorfizmininiilseratif =~ kolite  duyarliligmi  gdstermektedir. ~ Onceki
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caligmalarda ifade edildigi lizere VDR FokI’inffgenotipiiilseratif kolit ile yiiksek
korelasyon gostermekteidi. Erkek bireylerde bu korelasyon ttgenotipi i¢in hem Crohn

hastalarin1 hem de tilseratif kolit hastalarin1 kapsamaktadir [52].

Sonug olarak Crohn hastaligl olanlarda vitamin D seviyelerinin normal, saglikli
poplilasyonlara gore anlamli derecede diisiik oldugu ve yasa gore degisiklik
gosterdigi agiktir. Vitamin D seviyeleri mevsim ile iliskilidir ve giin 15181 uzun olan

aylarda daha yiiksek seviyededir [9].

CD ile iliskili diisiik kemik mineral yogunlugu i¢in ¢oklu etiyoloji dnerilmistir. CD
hastalarinda UK hastalarina nazaran daha diisiik kemik mineral yogunlugu vardir.

[54]

Bazi calismalarda CD hastalarinda diisik 25(OH)D seviyeleri raporlanmistir.
Dolagimda 1,25(OH)2D seviyelerinin yiikseldigi tanimlanmistir. M. T. Abreu ve
arkadaglari, CD hastalarinda normal dolasimda aktif Vitamin D 1,25(OH)2D
seviyelerinin olup olmadigini sordular. Yetiskin CD hastalarinda UK hastalarina
nazaran 1,25(OH)2D‘in serum konsantrasyon seviyeleri anlamli derecede artmistir.
Artmis 1,25(0OH)2D seviyeleri bagirsaktan kalsiyum emilimini arttirir. Hiperkalsemi
ile sonuglanabilir. Ancak yapmis olduklari g¢alismada hastalarinin higbirinde
hiperkalsemi gozlenmedi ve serum kalsiyum ile 1,25(OH)2D seviyeleri arasinda
iligki bulunamadi. M. T. Abreu ve arkadaslari, serum kalsiyumdaki yiikselmenin
idrar kalsiyum atilimmin artisiyla dengelenecegi hipotezinde bulundular. Verilere
CD’da kalsiyum atilimi1 kontrollere goére anlamli derecede yiiksek oldugunu
gostermektedir. Vitamin D’nin dolagimdaki konsantrasyonlar1 kemik metabolizmast
ve normal kalsiyum homeostazi i¢in 6nemlidir. Aktif hormonun yiiksek seviyeleri
kemik mineral yogunlugunda eslik eden bir disiis ile kemik rezorpsiyonunun
artmasina neden olabilir. Bu nedenle CD hastalarinda kemik mineral yogunlugu ile
1,25(OH)2D arasinda iliskiyi arastirmislardir. Verilerine goére CD hastalarinda
1,25(0H)2D seviyeleri ile kemik mineral yogunlugu arasinda anlamli derecede
negatif bir iliski oldugunu gostermistir. M. T. Abreu ve arkadaslarmin yaptig
caligmalarina gore yiiksek 1,25(OH)2D, bir CD marker olarak islev gorebilir [54].

Gisbert-Ferrandiz L ve arkadaslari, CD hastalar1 ve VDR ekspresyon seviyelerindeki
farkliliklar1 ve hastaligin seyri ile olan iligkilerini analiz etmislerdir. Bu ¢alisma

sonucunda risk alleli i¢in homozigot olan CD hastalarinin PBMC’lerde diisiik VDR
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proteini seviyelerini sundugu bulunmustur. Bunun IL-18 mRNA yukar1 regiilasyonu
ve lenfositik adezyon molekiillerinin aktivasyonu ile iligkili oldugu bulunmustur
[26]. Ozdogan ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada, Lombar Dejeneratif Disk
Hastaliginin  gelisimi ile VDR geni 1s2227580 polimorfizminin iliskisini
incelemislerdir. VDR 152227580 AG genotipine sahip bireyler 6nemli dl¢iide azalmis
LDDH riskine sahipken, GG genotipine sahip olanlar 6énemli 6l¢iide artmig LDDH
riskine sahiptir. AG genotipi LDDH riskinde azalma, GG genotipi LDDH riskinde
artis gostermektedir [25].

Pugazhendhi ve ark. Crohn hastalifi ve bagirsak veremi patogenezi arasindaki
benzerligi arastirmislardir. IL-8 ve uyarilmis protein 10 ekspresyonu Crohn hastaligi
ve bagirsak vereminde goriilen iilserlesmis mukozada belirgin sekilde artmustir.
Crohn hastalarinda, saglikli goniilliilere nazaran IL-1p, IL-6, IL-8’in periferik beyaz
kan hiicrelerinde gen ekspresyonu artmistir [33]. IL-1B, IL-6, IL-8 Crohn
hastaliginda inflamasyonlu durumu yonlendiren baglica sitokinler olarak

tanimlanmaktadir [55].

Zivkovi¢ ve ark. IL-1B, IL-IRA’m dogal inhibitoriinii kodlayan gendeki VNTR
polimorfizmindekiallel 2’nin kronik otitis medya ile iliskisini arastirmiglardir. IL-1
Taqlpolimorfizminin kontrol ve hasta gruplar1 arasinda anlamli bir fark
goriilmemistir. Ancak IL-1RA VNTR polimorfizminin hem genotip hem allel
frekanslar1 agisindan hasta ve kontrol gruplari arasinda énemli bir fark gézlenmistir.
IL-1RA allel 2’nin kronik otitis medya ile olumlu iliskisinin oldugu bulundu. IL-1RA
allel frekans siklig1 kolesteatom agisindan anlamli olarak farkli goriilmiistiir. IL-1RA
VNTR polimorfizmininallel 2 tagiyicilari kronik otitis medya i¢in diisiik orana sahip

oldugu goriilmiistiir [56].

Wedrychowicz ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada, inflamatuar yanitlar boyunca
immiinmodiilasyonun dogasini belirlemede anahtar rol oynadig: i¢in immiinolojik
aracilar olarak sitokinlere odaklanildi. Bagisiklik ile ilgili farkli hastaliklarda klinik
degerlendirmede yardime1 olabilirler. Sitokinler immiinolojik aracilarin salgilanmasi
ve sentezi ile ilgilidir. Lokotrin, prostaglandin, reaktif oksijen metabolitleri gibi.
Bunlar immiin reaksiyonlarin  ciddiyeti iligkilidir. ~ Sitokinler, kolonda
inflamasyonundevam etmesine neden olan komplikasyonlara ve tekrarlamasina

neden olan immiinolojik reaksiyonlarda da rol alabilir. [12]
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Caligmalarinda, tekrarlayan aktif iilseratif kolit hastalig1 olan ¢ocuklarda yiiksek
serum IL-1RA konsantrasyonu ve diisiik IL-1RA/IL-1B oran1 bulundu. Serum IL-
1RA ve IL-1P konsantrasyonlar1 tekrarlayan inaktif tilseratif kolitte tekrarlamayana
gore daha yiiksekti.[12]

Sajadi ve arkadaslarinin 2018 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 1L-8 (-845)T/C ve IL-
8(+781)C/T polimorfizmleri ve periodontisis ile iliskisini degerlendirmeyi
amaclamiglardir. IL-8 kronik inflamasyon siire¢ ve akut inflamasyon yanitlarin
uyarilmasi ve gii¢lendirilmesinde rol oynamistir. IL-8’in yiliksek ekspresyonu
notrofillerin dis eti catlaklarina gecisini kolaylastirir. Bu yilizden nétrofillerin gogii
inflamatuar hastaliklarin patogenezinde rol oynayabilir. Sonuglari, 1L-8 (-845)
allellerin dagilimi ile periodontit hastalig1 riski arasinda anlamli bir iliski oldugunu

gostermistir. IL-8(-845) C allelinin varlig1 da hastalik riskini arttirtyor. [39]

Oliveira ve ark. gastrik kanser riski ve mRNA ekspresyon seviyelerinde TNFa, IL-
8, IL-10 sitokin genlerinin fonksiyonel polimorfizmin etkilerini arastirmislardir.
Yapilan ¢alisma sonucu TNFo (-857 C/T), IL-8(-845) T/C, IL-10 (-592 C/A)
fonksiyonel polimorfizmlerin gastrik kanser ve kronik gastritis gelisiminin artan riski
ile iligkili oldugu bulunmustur. Polimorfik C alleli tagiyanlarda anlamli bir sekilde
yiiksek IL-8 gen ekspresyon seviyesi gozlenmistir. 1L-8(-845) T/C polimorfizmi, IL-
8 mRNA ekspresyon seviyesinde C allelinin etkisi ve gastrik kansere kars1 duyarliligi
arasinda iligki gozlenmistir. 1L-8(-251) A/T gastrik hastaligina kars1 duyarliligini
arttirmadigi, A allelinin de gen ekspresyon diizeylerinde herhangi bir etkisi
goriilmemistir. Ancak farkli ¢alismalarda IL-8(-251) A/T polimorfizmi ¢esitli
hastaliklarin kotii prognozu ve artmis riski ile en sik iligkili oldugu goriilmiistiir.
Ancak farkli ¢aligmalarda IL-8(-251) A alleli ile IL-8’in yiiksek ekspresyonu
arasinda iligki hala tartismalidir [40].

Calisma kapsaminda ele alinan kisilerden elde edilen allel frekanslar1 Sekil 24. (a)’da
IL8 (-845) rs2227532 i¢in alleler K15=TT, K16=TT, K17=TT, K18=TT, K19=CC
ve (b)’de IL8 (-251) rs4073 igin alleler TT olarak bulunmustur. Kontrol grubu (K)
TT fenotipi %5 olarak goriilirken SIL8 (-845) rs2227532 igin allelerCrohn
hastalarinda C3=TT, U1=TT, C4=TT, U3=TT, Ulseratif kolit hastalarinda U4=CTT,
ve bir bagka Crohn grubunda C5= CTT, C6= CTT, C7= CTT olarak saptanmistir.

Crohn hastalarinda %50 oraninda TT fenotipi korunurken, hastalarin %50’sinde
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heterozigot CTT goriilmistiir. Benzer olarak sinirli sayida olan iilseratif kolit

hastalarinda %50 TT, %CTT ler kisilik hasta gruplarinda goriilmiistiir (Sekil 25).

Sekil 26.’da IL8 (-251) rs4073 igin alleler C3=TT, U1=TT, C4=TT, U3=TT, U4=TT,
C5= TT, C6= TT, C7= TT. Sekil 27. (a)’da IL-6 (-572) rs1800796 i¢in alleler
sirastyla CC, CC, CC, GC, GC, CC, CC, CC. Sekil 27. (b)’de IL-6 (-597) rs1800797
icin alleller sirasiyla GG, AA, GG, GG, AA, GA, GA olarak tanimlanmistir. Hasta
sayisinin sinirli olmasi dikkate alindiginda istatistiksel anlamli bir fark hasta gruplari

arasinda goriillmemistir.

Sonug olarak yapilan ¢alismada, VDR rs2228570 polimorfizmi Crohn hastaligina
duyarli oldugu, VDR genindeki polimorfizmleriTaql iilserlesmis kolite karsi duyarl

oldugu yapilan analizler sonucu goriilmektedir.

IL-8 (845) rs2227532 ve IL-8 (-251) rs4073 polimorfizmi kontrol ve hasta gruplari

arasinda anlamli bir fark bulunamamistir.

Ileride yapilacak calismalarda genis hasta gruplari ile calisiimasi onemlidir. Allelik
frekanslarin hesaplanabilmesi, hastaligin etiyolojisindeki yerinin saglanmasi
acisindan &nemlidir. IBH’lerde bu anlamda meta analiz ¢alismalar ile hastalarn

erken donemde tanimlanmasi, izlenmesi miimkiin olabilecektir.

Genetik analizler ve mikrobiyom calismalar1 IBH’de VDR ve Vitamin D ile ilgili
eski konuya yeni bilgiler getirdi. Gelecekteki calismalar ve klinik uygulamalarda,
bagirsakta VDR ve Vitamin D ile ilgili yeni kesfedilen bilgiler, islevleri gbz ontinde

bulundurulmalidir.
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EKLER

Ek 1. Kullanilan cihazlarin listesi

ADI URUN KODU MARKA/FIRMA ADI
UV-Transluminator GelDOC BioRad
Santrifiij 5417R Eppendorf
Santrifiij (Biiyiik) 5810R Eppendorf
Spin mini spinplus SNO0708 LabNet
Yatay elektroforez sistemi | Gel XL ultra V-2 BioRad

Hassas Tart1 LE6202S Sartorius/Sartonet
Analitik Terazi Extend Sartorius/Sartonet
Mikropipet (0,5ul-10ul) EH52836 Thermo
Mikropipet (20u1-200ul) | EH46925 Thermo

Mikropipet (200u1-1000pl) | T27274 Thermo

Otoklav 0TO032 Niive/indem

Su Banyosu BM302 Niive/Indem
Manyetik Karistirict SB162 Stuart/ProLab
Distile Su Cihazi TANKPEOQO30 Millipore Direct Q-5UV
pH Metre S20KS SEM/MettlerToledo
Derin Dondurucu 2041D Argelik

Buzdolabi ( Nofrost ) 4263TMB Argelik

Vorteks SA8 Stuart/ProLab

Dry heat sterilizator FN120 Niive
Spektrofotometre Ultraspec 2100 pro Biosciences

Gii¢ Kaynagi PowerPac/Basic BioRad

Dikey akisli hava kabini Niive LN90 Indem

Ceker Ocak Karagelik BO-GA

Inkiibator Heracell Thermo
Konsantrator Plus Eppendorf Incekaralar
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Dondurucu (-80°C) Ultra New BrunswickScientifio
LowTemperatureFreezer,
U725 innova

Elektroforez Aletleri Muhtelif BioRad

Mikrodalga Arcelik

Isitici(Kuru banyo inkiibator) Type CH-100 BiosanLtd

Nanodrop(Spektrofotometre)| Implen Nanofotometre BO-GA

PZR Cihazi(mini) Bio-RedMycycler Gen-Era
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Ek 2. Kullanilan kimyasallarin listesi

ADI URUN KODU FIRMA ADI
Etanol CAS 64-17-5 ALKO MED
Saf Etanol 32221 SIGMA-ALDRICH
Izopropanol K44518295 321 MERCK
EDTA A2937 Applichem
Agaroz A9539 SIGMA-ALDRICH
Tris Baz 648310 CALBIOCHEM
Asetik Asid 27225 SIGMA-ALDRICH
EthidiumBromide E1510 SIGMA-ALDRICH
Tris-HCI 648317 CALBIOCHEM
1 kb Marker SM1163 Fermentas
6X yiikleme Tamponu R0631 Fermentas
Amonyum Asetat 1,110115,1000 MERCK
Fenol Kloroform A2279,0250 Applichem
100 bp DNA Marker SM0241 ThermoScientific
ExPrimeTag PCR Kiti G-4000 GenetBio
Kloroform UN1888 Applichem
Tris-EDTA
2X Mastermix K0171 ThermoScientific
Niikleaz Serbest Su
Sodyum Kloriir A2941 Applichem

Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanis:

1. Lizis Buffer:
NH4Cl = 0,829 gr
KHCO3=0,1gr
0,5M EDTA =20 ul

Karisim manyetik karistiricida karistirilir. HCl ile pH = 7,4’e ayarlanir. Distile suyla
100mlI’ye tamamlanir. Eger daha az miktarda karigim hazirlanacak ise kimyasallarin

miktarlart da degisir. Soliisyon hazirlandiktan sonra otoklava atilir.
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2. 0.5M EDTA (pH = 8):
0.5M EDTA = 18,61 gr

0.5 M EDTA hazirlamak i¢in, EDTA ile distile su manyetik karistiricida karistirilir.
NaOH ile pH=8°e ayarlanir. 100ml distile suyla tamamlanir. EDTA hazirlandiktan
sonra Lizis Tamponu hazirlanir, Ondan sonra otoklavlanir.

3. Sodyum EDTA Soliisyonu (pH = 8):

NaCl: 0,439 gr

0.5M EDTA: 5 ml

SE soliisyonu i¢in 0.5M EDTA ile tuzun karisimi 100ml distile suyla tamamlanir.
4. %10 Sodyum Dodosil Siilfat (SDS) (pH =7,2)

10 gr SDS pH 7,2 olacak sekilde 100 ml distile suya tamamlanarak %10 SDS
hazirlanir. SDS deterjan oldugu i¢in otoklavlanmaz.

5. Sodyum EDTA SDS Soliisyonu (SES) (pH = 8)
SE soliisyonu =90 ml
%10 SDS =10 ml

Toplamda 100 ml’ye tamamlanir. SES soliisyonunda SDS oldugu igin
otoklavlanmaz.

6. 7,5M NHsAc (40ml)

NH4Ac = 22,8 gr

Distile su =40 ml

7. Tris-EDTA Soliisyonu (TE) (pH = 8)
1M Tris (pH=8) =1lml

0,5M EDTA (pH =8) =0,2ml

Distile suyla karigim 100 ml’ye tamamlanur.
8. TAE Hazirlama

50X TAE Soliisyonundan 1X TAE diliisyonu hazirlarken, 20ml 50X TAE
sollisyonu 1000ml distile suya tamamlanir.
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