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OZET

Ulseratif Kolit (UK) ve Crohn Hastalig1 (CH) gibi etyolojisi tam olarak agiklanamamis
bir grup hastaliktan olusan Inflamatuvar Bagirsak Hastaliklar1 (IBH) ayirici tamisinin
yapilabilmesi, tedavisinin diizenlenmesi ve prognozunun takibi i¢in ¢gogu zaman endoskopi
gibi girisimsel yontemlere gereksinim duyulmaktadir. Bu nedenle kolay saptanabilecek yeni
biyolojik belirteglere gereksinim vardir. IBH mekanizmasinda, bir multiligand reseptor olan
‘ileri glikasyon son Urlnleri reseptori’ (RAGE) ve onun ¢oziiniir formu ‘sRAGE’nin adi
ge¢mektedir. SRAGE ve onun ligandlarindan biri olan kalprotektin, intestinal mukozada

eksprese edilerek hem bagirsak liimenine hem de dolasima salinmaktadir.

Bu proteinlerin serum ve mukozadaki degisimini aydinlatmak icin UK’li hastalar
calismaya alinmigtir. SRAGE, hem inflamatuvar hem de non-inflamatuvar mukozada Western
blot teknigi kullanilarak; serum sRAGE ve kalprotektin de ‘Enzyme-linked immunosorbent

assay’ (ELISA) yontemiyle Ol¢lilmiistiir.

Kolonoskopi yapilan hastalar Montreal siniflamasina gore alt gruplara ayrilmis, serum
belirtecleri ve mukozal sRAGE diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli fark
saptanmamustir. Ayrica UK’li hastalarin inflame ve non-inflame mukozalar1 arasinda da fark
bulunmamustir. UK’li hastalarin kolonoskopi yardimiyla iyi tanimlanmis alt grubunda serum

sRAGE ve kalprotektin anlaml1 diisiik bulunmustur.

Bu calisma, smirli sayida hastayla yapilmistir ve inflamatuvar belirtegler arasindaki
iliskiyi aydinlatmakta yetersiz kalmaktadir. Bu belirteclerin diizeyleri arasindaki iliskinin

arastirtlacagi daha ileri ¢galigmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar sozcukler: inflamatuvar bagirsak hastaliklar, iilseratif kolit, SRAGE, kalprotektin,
Western blot, ELISA



SUMMARY

Ulcerative Colitis (UC) and Crohn Disease are classified as Inflammatory Bowel
Diseases (IBD) and their etiology is not fully elucidated. Since the diagnosis and therapy of
IBD require the use of invasive methods such as endoscopy, a new biological marker which
can easily be determined is needed. A multiligand receptor called Receptor of Advanced
Glycation End Products (RAGE) and its soluble form (SRAGE) are involved in the
mechanism of IBD. SRAGE and one of its ligands, calprotectin, are expressed in intestinal
mucosa and secreted both to the bowel lumen and the blood circulation.

Patients with UC were subjected to this study in order to clarify the alteration of those
proteins in the bowel mucosa and the serum. SRAGE was measured with Western blotting
both in the inflammatory and the non-inflammatory bowel mucosa samples, and the serum
SRAGE and calprotectin levels were measured with Enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA).

The UC patients that had colonoscopy were divided into subgroups according to the
Montreal classification and no statistical difference was found between the serum and
mucosal samples of subgroups. We also couldn’t find any statistical difference between the
inflammed and the non-inflammed bowel mucosa samples of the UC patients. However, both
SRAGE and calprotectin serum levels were significantly lower at the subgroup of UC which
was well defined by endoscopy.

This study was carried out with limited number of samples and is not sufficient enough
to elucidate the interactions between the iflammatory markers and IBD. Further investigations
with greater number of samples should be carried out.

Key Words: Inflammatory bowel diseases, ulcerative colitis, SRAGE, calprotectin, Western
blotting, ELISA



1. GIRiS VE AMAC

Kalin bagirsagin kronik inflamatuvar bir hastaligi olan Ulseratif kolit (UK), hastalarda
yasam kalitesini onemli diizeyde etkilemektedir. Otuz yillik hastalik siiresinden sonra % 20-
30 oranlarinda kolektomi gereksinimi ortaya g¢ikabilmekte; ayrica kolorektal kanser gelisme
riski de % 18’lere ulasabilmektedir. UK’te goriillen mukozal inflamasyonu baskilamaya
yonelik ajanlarin kullaniminin yayginlagsmasi sayesinde, hastaliga bagli ataklar azaldig: gibi,
kolektomi gereksinimi ve kolorektal kanser gelisme riski de azalmaktadir (1). Glnimizde
UK’in ayirict tanismin yapilabilmesi, tedavisinin diizenlenmesi ve prognozunun takibi igin
cogu zaman endoskopi gibi girisimsel yontemlere gereksinim duyulmaktadir. Hastaliga bagl
bagirsak mukozasi inflamasyonunu daha az girisimsel yontemlerle saptamak ve takip
edebilmek i¢in, ¢cok sayida arastirma ile kan ve fecesteki biyobelirtecler incelenmektedir. S0z
konusu belirtegler arasinda, kronik inflamasyon sinyal yolagini tetikledigi bilinen bir hicre
membran reseptort olan, ileri glikasyon son drinleri reseptori (RAGE)’nin ¢Ozuntr formu
olan sSRAGE ve onun ligandlarindan biri olan S100 protein ailesi tiyesi kalprotektin de yer
almaktadir.

Genel goriis, SRAGE’nin, RAGE ligandlarin1 ekstraselluler alanda yakalayan bir tuzak
gibi davranarak, onlarin RAGE ile etkilesmesini ve bdylece inflamatuvar cevabin ortaya
¢tkmasini engelledigi yoniindedir (2). UK le ilgili yapilan gesitli calismalarla da sSRAGE ile
kalprotektin arasindaki iliski arastirilmistir. Fekal Ol¢imii de yapilabilen kalprotektin, her
molekilinde ‘EF-hand’ kalsiyum baglayici motif bulunduran S100/kalgranulin ailesine iiye,
kalsiyum ve ¢inko baglayici bir proteindir (3). Cocuk ve yetiskinlerde yapilan pek ¢ok
calismada IBH’nin tanismin konmasi, tedaviye yamitinin izlenmesi ve relapslarmin
saptanmasinda fekal kalprotektin diizeylerinden yararlanilabilecegi gosterilmistir (4). Leach
ve ark. (5) ELISA teknigiyle c¢ekal ve duodenal biyopsi drneklerinin siipernatantlarinda
SRAGE ve kalprotektin 6l¢iimii yapmis; inflamatuvar bagirsak hastalarinda hem mukozal hem
de serum kalprotektini kontrolden anlamli yiiksek bulmuslar, serum SRAGE agisindan anlamli
fark bulamamislar ve mukozal SRAGE’yi ise saptayamamislardir. Malickova ve ark. (6) da
serum SRAGE ile kontrol grubu arasinda anlamli fark bulamamislar ve SRAGE’yi ELISA ile
digki eluatlarinda saptayamamuislardir.

Fekal kalprotektin ile ilgili pek ¢ok calisma yapilmis olmasina karsin kalprotektinin

serum diizeyleriyle ilgili az sayida ¢alisma bulunmakta, kalprotektin ile SRAGE’nin serum



diizeyleri arasindaki iliski yeterince agikliga kavusturulamamis bulunmakta ve dokudaki
sRAGE ekspresyonu ile ilgili veriler yetersiz kalmaktadir. Planladigimiz ¢alismanin hedefi,
bu konuda yeni veriler saglamaya yoneliktir. Calismada serum kalprotektin ve sRAGE
arasindaki iliskinin ve ayn1 zamanda 6zginliigii disiik olsa da rutinde sik¢a kullanilan bir
baska inflamasyon belirteci olan C reaktif protein (CRP) ile olan iliskilerinin tartigilmasi
amaglanmistir. Dokudaki sRAGE ekspresyonunu belirleyebilmek igin Western blot

tekniginden yaralanilmasi uygun goriilmistiir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 INFLAMATUVAR BAGIRSAK HASTALIKLARI

Baslica UK ve Crohn Hastaligi (CH)’n1 igeren Inflamatuvar Bagirsak Hastaliklar1 (IBH)
rektal kanama, ciddi diyare ve kilo kaybi ile karakterize, relaps ve remisyonlarla seyreden
kronik inflamatuvar hastaliklardir (7). Genetik olarak yatkinligi bulunan bireylerde normal
bagirsak florasina karst anormal immiin yanit olusmasi sonucunda ortaya c¢iktiklar
diistiniilmektedir. CH ¢ogunlukla ileumu tutsa da 6zofagustan aniise kadar gastrointestinal
kanalin herhangi bir boliimiinii etkileyebilir ve olgularin yaklasik yarisinda non-kazedz

graniilomatdz inflamasyon mevcuttur. UK ise kolona sinirli non-graniilomatoz hastaliktir (8).

2.1.1 Epidemiyoloji

IBH gec¢miste gelismis iilkelerde daha yaygin olarak goriilse de gelismekte olan
iilkelerdeki prevalansi da giderek artmaktadir (7). IBH epidemiyolojisi diinya genelinde
bolgeler aras1 onemli farkliliklar gostermektedir. CH insidanst 100.000’de 0.7-14.6, UK
insidansi da 100.000°de 1.5-24.5 arasinda degismektedir (9).

Ornegin CH igin, Bati Avrupa ve Kuzey Amerika ortalama insidans ve prevalanslart
strastyla 6/100.000 ve 150/100.000 iken; UK i¢in, 20/100.000 ve 200/100.000’dir. Tiirkiye’de
2001-2003 yillar1 arasinda 12 merkezde, en az ii¢ aydir IBD tanisi ile takip edilmekte olan
877 hastada yapilmis olan calisma verilerine gore, iilkemizde UK yillik ortalama insidansi
4.4/100.000 iken CH yillik ortalama insidansi 2.2/100.000’dir (10).

UK 30-40 yas arasi erkeklerde daha sik goriiliirken, CH 20-30 yas kadinlarda daha fazla
goriilmektedir. Cocukluk ¢ag1 IBH, tiim olgularin %7-20’sini olustururken bunlarin i¢inde CH
daha 6nde goziikmektedir. Ayrica, bir hastanin tanisnin UK’ten CH’a déniismesi ya da tam

tersi, UK te % 10 iken, CH icin % 5tir (11).

2.1.2 Etyoloji ve Patogenez
Normal bagirsaklarda konagin immiin sistemini aktive eden liiminal mikroorganizmalar,
diyetsel antijenler ve endojen inflamatuvar uyaranlar gibi faktorlerle, konakta inflamasyonu

baskilayan savunma sistemleri arasinda dinamik bir denge mevcuttur ve bu denge mukozanin



biitiinliigiinii saglar. IBH patogenezi; genetik yatkinlik, bagisiklik sistemindeki bozukluklar ve
mikrobiyal floranin cesitli etkenlerle tetiklenmesini icermektedir. Hem UK hem de CH’inda
bu dengenin bozulma nedenleri ve hastalik kaynaklar1 tam olarak agiklanamadigi i¢in
‘Idiyopatik’ Inflamatuvar Bagirsak Hastaliklar1 olarak da adlandirilmaktadirlar. Bu yatkilig

aciklayan bazi kavramlar tizerinde agsagida durulmustur (8).

2.1.2.1 Genetik Yatkinhk

IBH igin en &nemli risk faktorii aile dykiisii varhgidir. Hastalarin yaklasik %15’inde
birinci derece akrabalari etkilenmistir ve birinci derece akrabalarda hastalik insidansi
toplumun geneline gore 30-100 kat artmistir. Hastalaliktan etkilenmis bireylerin birinci derece
akrabalarinda yasam boyu IBH gelisme riski % 3-9 olarak tahmin edilmektedir (12).

IBH gelisimine genetik faktdrlerin etkisi konusunda onemli gelismeler yasanmasina
karsin, bu konuda bilinenler halen olduk¢a siirlidir. Belli bash hastaliklarla tek niikleotid
polimorfizmleri arasindaki iligskiyi arastirmak iizere yapilmakta olan ‘Genome-wide
association scans’ (GWAS) ¢alismalar1 sayesinde IBH igin toplam 163 riskli lokus bulundugu
ve bunlarin 110’unun UK ve CH i¢in ortak oldugu tanimlanmistir. NOD2 (nucleotide binding
oligomerization domain 2) varyant allelini tastyanlarda ileal CH olasiliginin dort kat artmis
oldugu belirtilmistir. NOD2, CH igin en riskli oldugu belirtilen lokus olmakla birlikte UK
patolojisi lizerine herhangi bir etkisinin oldugunu belirten yaym bulunmamaktadir. Ne yazik
ki 6zellikle UK hastaliginin siddeti ile genotipik farkliliklar1 ortaya koyan ¢ok az ¢alisma
bulunmaktadir. HLA-DRB1 genotipi tek basma UK ya da CH ile iliskili bulunmazken HLA-
DRB1 (DR13) alleli, pankolit varlig1 ile kuvvetli bigimde iliskili bulunmustur (13).

IBH gen c¢alismalar1 ile Th17/IL23 (mikrobial infeksiyonlara karsi olusan bagisiklik
yanitinda gorevli bir yolak) (14) gibi hem CH, hem de UK i¢in ortak olan veya IBH ile diger
hastaliklar arasinda paylasilan ve belki de olabildigince hastaliga 6zgiin (UK igin bariyer
biitiinliigli ve CH i¢in otofaji) yolaklar bulundugu ortaya ¢ikarilmistir. Son zamanlarda
yapilan g¢aligmalar, hastaligi predispose eden gen varyantlari ile immiin, inflamatuvar ve
homeostatik yolaklar arasindaki iligskiyi hedef alan tedavi stratejileri gelistirme egilimindedir.
Ornegin CH’a 6zgiin olarak otofaji yolaginda bir bozukluk bulunan hastalarda, rapamisin gibi
otofajiyi indiikleyen ilaglarin kullanilmasi giindeme gelebilir., NOD2/CARD15 pozitif
hastalar, sargramostim gibi dogal bagisiklig1 uyaran tedavilerden yarar gorebilir. GWAS



verileri kullanilarak hangi hastalarda anti-TNF ajanlarinin, hangilerinde de segici adhezyon

molekiil antagonistlerinin kullanilacagma karar verilebilir (15).

2.1.2.2 immiinolojik Faktorler

IBH’inda immiin reaksiyonlarin intestinal epitelyumun kendi antijenlerine mi yoksa
bakteriyel antijenlere karsi m1 gelistigi hala bilinmemektedir. IBH’inda gériilen immiinolojik
cevaplar konusunda su yorumlar yapilabilir (16,17)
-Normalde bagirsak epitelinde kommensal mikroorganizmalara karsi immiin toleransi
saglayan CD8 supresor T hiicresi aktivasyonu mevcuttur; ancak, hem CH hem de UK ’te,
lamina propria ve periferik kanda proinflamatuvar sitokin salinimindan sorumlu tutulan CD4+
T hiicresi aktivasyonu mevcuttur.
-CH baslica; Tumor Necrosis Factor-Alpha (TNF-a), interlokin (IL)-12 ve interferon-y gibi
Th1 hiicre sitokinleri ile iligkilendirilmistir
- Fare modelleriyle yapilan son ¢aligsmalarda doku inflamasyonunun bir CD4+ T hiicre grubu
olan TH17 hiicrelerinin sekrete ettigi sitokin IL-17 nedeniyle meydana geldigi gosterilmistir.
- Inflamatuvar sitokin TNF’nin IBH’nin patogenezindeki énemi, TNF antagonistlerinin bu

hastaligin tedavisindeki etkinligini agiklamaktadir.

2.1.2.3 Mikrobiyal Faktorler

IBH’1na mikroorganizmalarin neden olduguna dair herhangi bir kanit bulunmamasina
karsin  bu mikrororganizmalarin, bagisiklik sistemini antijenik olarak tetikledigi
diistiniilmektedir. Gram negatif bakteri duvarinda bulunan kompleks lipopolisakkaritler,
oldukca immiinojenik olmalarina karsin saglikli  bir intestinal bariyerden penetre
olamamaktadirlar; ancak, bariyerde bir sorun oldugunda bagirsak lamina propriasi liiminal

igcerige maruz kalacak olursa inflamatuvar siire¢ baslayabilmektedir (16).

2.1.2.4 Cevresel Faktorler
IBH igin ¢evresel faktdrler genis bir dagilim gdstermektedir. Bunlardan bazilar asagida

ele alinmustir.



Sigara Icimi

Sigara i¢iminin IBH {izerinde hem olumlu hem de olumsuz etkileri gesitli calismalarla
gosterilmistir. CH gelisme riskini artirirken UK iizerine bdyle bir etkisi bulunmamaktadir.
Sigaranin birakilmas1 UK alevlenmesi riskini artirirken, CH’nin siddetinde azalmaya neden

olabilmektedir (18).

Oral Kontraseptif ve Hormon Replasman Tedavisi

Bir ¢ok calismada oral kontraseptif kullanim siiresi ile IBH arasinda dogru orantil1 bir
iliski gosterilmistir. Hormon replasman tedavisi kullanimi ile ilgili yapilan bir ¢alismada
hormon replasman tedavisi alan kadmlarda CH riskinin artmis oldugu; ancak, UK igin bdyle

bir durumun sézkonusu olmadigi bildirilmistir (19).

Apendektomi

Pek ¢ok epidemiyolojik ¢alisma ile apendektomi ile IBH arasinda negatif yonde bir
iliski oldugu gosterilmistir (20). Yunanistan’da yapilan bir meta-analiz calismasi ile
apendektominin, UK gelisme olasiligmi % 69 azalttig1 gdsterilmistir (OR 0.31, % 95 CI 0.25—
0.38) (21).

Antibiyotik Kullanimi

Antibiyotiklerin, kolonda bulunan yararli mikroorganizmalardfidotacterium,
Lactobacillus, Bacteroidetes ve Firmicutes gibi tiirlerin sayisini azaltarak invasif E coli gibi
patojen bakterilerin bagirsak epiteline tutunup invaze olmasini artirarak CH’nin insidansini
artirdig1 gosterilmistir. Pediyatrik gruplarda yapilan ¢esitli caligmalarla, bagirsak florasindaki
kommensal mikroorganizmalarin bagirsak liimenine yerleserek ,bir denge iginde yasamaya
basladig1 yasamm ilk bir yili igindeki antibiotik kullanimimn, IBH insidansii olumsuz
etkiledigi gosterilmistir (9).

IBH’da antibiyotik kullanimu ile ilgili ikinci bir bakis acis1 da AIEC (Adherent-invasive
Escherichia coli), Mycobacterium paratuberculosis, mayalar (Candida albicans), Listeria,
Yersinia ve Chlamydia trachomatis gibi bagirsak patojenlerine karsi etkili antibiyotiklerin,
hastaligin tedavisi lizerine etkili olup olmayacagi iizerinde yogunlagsmaktadir. Yakin zamanda
yapilan randomize plasebo-kontrollii ¢alismalarin meta-analiz sonuglarina gore  aktif,

perianal ve sessiz CH ile aktif UK ’te, antibiyotiklerin plaseboya gore anlaml1 derecede iistiin



oldugu  bulunmasina karsin diger pek c¢ok calisma sonuglart bu durumla celigkiler
gostermektedir (22).

Inflamasyon IBH patogenezinde sonuc¢ olarak gelismektedir. Hem IBH’nm Kklinik
Ozellikleri, hem de morfolojik degisiklikler; basta notrofiller, daha sonra lenfositler olmak
tizere inflamatuvar hiicrelerin aktivasyonu sonucu ortaya ¢ikar. Bu inflamatuvar hiicrelerin
{iriinleri nonspesifik doku hasarma yol acar. Inflamasyon 1) mukozal epitelyal bariyerin
biitlinliigiiniin bozulmasina, 2) ylizey epitelyal hiicrelerin absorbtif fonksiyonunun kaybina
yol agar. Bu olaylarin hepsi birden, bu olaylarin karakteristigi olan aralikli kanli ishale neden
olur. Tedavi girisimlerinin ¢ogu, tamamen ya da kismen bagisiklik sisteminin baskilanarak

kontrol altina alinmasina yoneliktir.

2.1.3. Crohn Hastahig:

Crohn Hastalig1 sindirim kanalinin agizdan aniise kadar herhangi bir bolgesini
etkileyebilse de vakalarin %30-40’inda sadece ince bagirsakta, %40-50’sinde ileogekal
bolgede, %20’sinde yalniz kolonda gozlenmektedir. Hastalik gelisimini tamamladiginda
bagirsakta mukozal hasar ile birlikte tipik transmural inflamatuvar siireg, %40-60 hastada
nonkaze6z granilomlar ve fistll formasyonuna da yol acan fissiirler ile karakterizedir. CH nin
tanis1 radyolojik, endoskopik ve histolojik bulgularin uygun klinik 6zelliklerle bir araya
getirilmesi ile konulur. Tipik olarak rektum korunur ve tutulum 6rnegi normal boliimlerin
araya girmesiyle siklikla kesintilidir. Bu kesinti bulgusu veya ‘skip’ lezyonlar kolonoskopik
veya baryumlu radyolojik goriintiileme ¢alismalarinda karakteristiktir. Kolon tutulumu olan
hastalarda daha sik olmakla birlikte tiim hastalarin 1/3’iinde anal kanalda kriptoglandiiler
yapilar1 (morgani kriptleri) tutar. Perianal hastalik tek basina bulunmaz. Ust gastrointestinal
traktus (agiz, Ozefagus, mide ve duodenum) tutulumu nadirdir ve daima baska yerdeki
hastalikla birliktedir.

Intestinal mukozada erken donemde aftoz iilserlere benzeyen, fokal mukozal ilserler,
6dem ve normal mukozal yapinin bozuldugu goriliir. Hastalik ilerledik¢e lezyonlar,
bagirsagin uzun eksenine paralel uzanan lineer iilserler olusturacak sekilde birlesir. Etkilenmis
kisimlar arasinda kalan mukozal alanlar nispeten saglam oldugundan kaldirim tasi
goriiniimiine neden olurlar. Mukoza katlantilar1 arasinda siklikla serozaya kadar tiim bagirsak

duvarini kateden dar fissiirler gelisir (Sekil 1).
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Sekil 1: Kolonda CH. Kas tabakasinin igine dogru uzanan derin bir fissiir, yilizeyel bir tlser
(sag tustte) ve aradaki mukozanin nispeten diizgiin oldugu izlenmektedir. Yogun lenfosit
agregatlart mevcut olup, bunlar mukoza ve submukoza arasindaki bolgede mavi alanlar
seklinde gozlenmektedir.

CH ¢ok cesitli sekillerde kendini gosterebilir. On planda gzlenen &zellikler tekrarlayan
ishal ataklari, kramp tarzinda abdominal agr1 ve giinler ya da haftalar siiren atestir. Hastalik

cogunlukla remisyon ve alevlenmeler seklinde inisli ¢ikish seyreder.

CH’nin bazi1 6nemli sonuglar1 sunlardir:
1-Diger bagirsak segmentlerine, vajinaya ya da perianal deriye fistiil olusumu
2-Abdominal abseler ya da peritonit
3-Cerrahi mudahale gerektiren intestinal striktiir ya da obstriiksiyon
Ender olarak kolonun toksik dilatasyonu goriilebilir. CH’inda kanser riski artis1 belirgin

olmasina ragmen UK ’ten daha diisiiktiir (8,23).
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Tablo 1: Ulseratif Kolit ve CH karsilastirmasi (12)

OZELLIK ULSERATIF KOLIT CROHN HASTALIGI
PATOLOJI

Rektal tutulum Daima Sik
Skip lezyonlar Higbir zaman Sik
Transmural tutulum Ender Sik
Grantlomlar Ara sira Sik
Perianal hastalik Hicbir zaman Sik
Kaldirim tas1 mukoza Ender Sik
RADYOLOJI

Yaka diigmesi iilser Sik Ara sira
Ince bagirsak tutulumu Hicbir zaman Stk
Atlamal1 tutulum Hicbir zaman Sik
Fistuller Hicbir zaman Sik
Striktirler Ara sira Sik
ENDOSKOPI

Aftoz tlserler Hicbir zaman Sik
Atlamali tutulum Hicbir zaman Sik
Rektal korunum Hicbir zaman Sik
Lineer veya serpijintz ulserler | Hicbir zaman Sik
Terminal ileumda ulser Hicbir zaman Sik

2.1.4. Ulseratif Kolit

UK’te inflamasyon karakteristik olarak mukozal yiizeye smirlidir. Rektumdan baslayip
proksimale dogru devam ederek bazen tiim kolonu etkileyebilir. Proktit ya da sol tarafli koliti
olan hastalarda ¢ekuma ait bir alanda da inflamasyon bulunabilir. Miisinéz tabaka ile kapli
epitelyal bariyer, liminal mikroorganizmalarla konakg¢1 bagisiklik hiicrelerini fiziksel olarak
birbirinden ayirarak ve antimikrobiyal peptidler sentezleyerek, mukozal immun sistemin ilk
savunma hattin1 olusturmaktadir. Epitelyal bariyerin hasarlanmast muhtemelen ‘tight
junction’lardaki bozulmaya bagli  olarak permeabilite artisina neden olmaktadir. Bu
bozuklugun kronik inflamasyondan kaynaklanip kaynaklanmadigi ya da iilseratif kolite yol

acip agmadigi belirsiz olsa da bu bariyer kaybi, luminal antijen alimimn1 artirmaktadir (Sekil 2).

11



':} C -rTru:I'r cohicka
e @
Colanic lumen Fior) ﬁ T.:' nepathiogen o

E o red i mows kayer

L| l# Mutin
Cefectre regulation
of tight junctions

ncressed permeab 1:;
and antigen ukaie

Effectar
'I"|2 cell
g Maree T ol
oL, {:{C,S 0 ]

Epithedium

ﬂ’/’

o !'I.':t!‘:

Artivater macrcphage

Q,

Nrei (o) 7

Lamina

L J

Muzculans mucasae

=LCCOtEs

:‘: petuates the cycle
Systemic circulation @i@@ of inflammation

Sekil 2: UK Patofizyolojisi (TLR-Toll-like receptor. HLA-human leucocyte antigen. IL-
interleukin. TNF-tumour necrosis factor. NF-xkB -nuclear factor-kB. Th-T hepler. NKT-
natural killer T cell. CXCL-chemokine. Treg-regulatory T cell. MAJCAM1- mucosal
vascular adressin-cell adhesion molecule 1) Epitel tabakayi kaplayan mukus film ve ‘tight
junctions’taki bozulma, intestinal epitelyum permeabilitesini artirarak luminal antijenlerin
alimini artirir. Molekiil Paterni Tanima Reseptorleri (TLR) aracilifiyla non-patojenik
bakterileri taniyan makrofaj ve dentritik hiicreler, fonksiyonel durumlarimi tolerojenik
olandan aktif fenotipe dogru degistirirler. NF-kB yolaklariin aktivasyonu proinflamatuvar
genlerin transkripsiyonunu uyararak proinflamatuvar sitokin tretimini (TNF-a, interlokinl2,
23,6, 1P) artirir. Makrofaj ve dentritik hiicreler, isledikleri antijenleri naif CD4T -h(crelerine
sunarak, interlokin-4 Uretimiyle karakterize efektor Th2 hiicrelerine farklilagsmalarini saglarlar.
Epitelyal bariyerin bozulmasiyla iliskilendirilmis interlokin-13’iin temel kaynagi da Naturel-
killer T hiicreleridir. Dolasimdaki integrin-04B7 tgiyan T hiicreleri, inflame bagirsak

dokusunda ekspresyonu artan ‘mucosal vascular adressin-cell adhesion molecule 1’
araciligiyla kolonik kilcal damar endotel hiicrelerine baglaninca, bagirsaga ozgi T
hiicrelerinin lamina propriaya gecisi artar. CXCL1, CXCL3, CXCL8 gibi inflamatuvar
kemokinler upregiile olunca dolasimdan 16kosit gocili olur ve inflamasyon dongiisii devamli
hal alir (24).

2.1.4.1. Ulseratif Kolit Patolojisi
Hastalarin yaklasik yarisinda tan1 kondugu sirada sadece rektum ve rektosigmoid kolon

etkilenmistir. Hastaligin pankolit ile ortaya ¢ikmasi genellikle daha nadirdir. Aktif hastalik
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durumunda mukozada makroskopik hiperemi, 6dem, graniler gérinim ve kolay kanama
seklinde kendini gosteren inflamatuvar bir harabiyet mevcuttur. Siddetli aktif hastalik
durumunda kolonda yaygin olarak genis tabanli mukozal iilserasyonlar gozlenir. Rejenere
olan mukozanin olusturdugu izole adaciklar yiizeye ¢ikinti yaparak ‘psddopolipleri’
olustururlar.

UK ’in tipik lezyonu kript abseleridir. Kript iginde, kript duvarinda ve etrafindaki lamina
propiriada nétrofillerlein varligy ile karakterizedir. Kript abseleri UK’te karakteristik
olmasma ragmen ayni zamanda akut, kendini sinirlayan infeksiy6z kolitte ve CH’nda da
goriiliir. UK’te lamina propiriada ilaveten mononiikleer hiicre artis1 goriilmesi, hastaligin
kronik niteligini destekler.

Mukozanin daha siddetli harabiyeti, submukozaya kadar ilerleyen, bazen muskularis
proprianin lumendeki materyale maruz kalmasina yol agan iilserasyona neden olur (Sekil 3).
Az sayidaki hastada muskularis propria o kadar zarar goriir ki, perforasyon ve perikolonik
abseler meydana gelir. Muskularis proprianin ve noral pleksuslarin fekal materyale maruz

kalmas1 noromuskiiler fonksiyonlarin tamamen durmasina yol agabilir. Bu sekilde kolonun

progresif olarak genisleyip gangrendz hale gelmesine ‘toksik megakolon’ denir (8).

-
p S

Sekil 3: Kolonda UK. UK nedeniyle mukozada belirgin kronik inflamasyon, kolonik
glandlarda atrofi, orta derecede submukozal fibrozis ve duvarin normal kas tabakasi
g6zlenmektedir.
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2.1.4.2. Ulseratif Kolit Klinik Bulgular

UK insidans1 insan yasaminda iki donemde pik yapabilmektedir. Bunlardan birinci ve
temel olan1 15-30 yaglar1 arasinda goriiliirken, daha kiigiik ikinci pik de 50-70 yaglar arasinda
gortlmektedir (24).

UK tanisi klinik belirtilerin daha ¢ok endoskopik ve histolojik bulgularla pekistirilmesi
ile konulur. Tani i¢in mutlaka infeksiy6z ve non-infeksiyoz diyare etkenlerinin dislanmasi
gerekmektedir.

Giliniimiizde, hastaligin smiflandirmasi1 i¢in Montreal (2005) ya da Paris (2011)
konsensiisleri kullanilmaktadir. Bu konsensiisler hastaligin progresyonuna gore riskleri
degerlendirmeyi ve dogru bireysel tedavi yonetimini kolaylastirmaktadir.

Daha 6nce yalmizca CH igin smiflandirmalar yapilmisken, UK ilk kez Montreal
konsensusu ile siiflandirmaya dahil edilmis (Tablo 2); bu slre¢ pediatrik hastalardaki

dinamik degisiklikleri iceren Paris konsensusu ile de gelistirilmeye devam edilmistir.

Tablo 2: Montreal Sinflandirmasi *

E1 (proktit) Rektum ile sinirli inflamasyon

E2 (sol tarafls; distal) | Splenik fleksura ile sinirli inflamasyon

E3 (pankolit) Splenik fleksuranin proksimalini de kapsayan inflamasyon
SO (remisyon) Semptom yok
S1(hafif) Giinde dort kez ya da daha az sayida diskilama (kanli ya da

kansiz), sistemik belirtiler yok, inflamatuvar belirtecler normal

S2 (1limli/orta) Giinde dort kez digkilama, sistemik belirtiler minimum

S3 (siddetli): Gilinde alt1 kez ya da daha fazla sayida digkilama, nabiz sayisi
dakikada> 90 , wviicut sicakligi > 37-5°C, hemoglobin

konsantrasyonu <10.5 g/dL, eritrosit sedimentasyon hiz1>30 mm/h

* Siniflandirma, hastaligin organ tutulumundaki yayginligi (E; extent) ve klinik siddetini (S;

severity) gosteren iki Olgiit izerinden yapilmaktadir.
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UK smniflandirmasinin - anatomik tutulum alanma gére belirlenmesinin tedavideki
faydalar1 soyledir: 6rnegin E1 olan bir hasta supposituvarlardan, E2’deki enemalardan fayda
gorebilir. Splenik fleksuranin iizerine uzanan bir inflamasyon varliginda ilk tercih oral tedavi
olmalidir. Yine hastalifin siddetine gore yapilan siniflandirma sonucunda ilacin oral mi yoksa
intravendz mil verilecegi, kortikostreoid baslamaya gerek olup olmadigi da

belirlenebilmektedir (25).

2.1.4.3. Ulseratif Kolit Laboratuvar Bulgular
Ulseratif kolitin laboratuar bulgular1 konusunda birgok calisma bulunmaktadir. Bu
caligmalarin rutin olarak kullanilan veya heniiz rutin olarak kullanilmayan ama iizerinde

calisilmakta olan bir kismi agagida yer almaktadir.

C-Reaktif Protein

C-Reaktif Protein (CRP), gesitli akut ve kronik durumlara cevaben karacigerde tiretilen
bir proteindir. Aktif IBH ile iliskili IL-6, TNF-o, IL-1B gibi sitokinler, hepatositlerde CRP
yapimini uyararak, 1 mg/L olan taban seviyesinin iistiine ¢ikmasina neden olur. Aktif IBH
stiresince CRP degeri, hastaligin siddetine ve bireysel CRP iiretme kapasitesine bagli olarak
5-200 mg/L araliginda degisebilir. IBH na spesifik olmasa da tanisal laboratuarlarda kolay ve
giivenilir bir sekilde dlciilebilmesi ve 19 saat gibi kisa yar1 démre sahip olmast CRP’nin bir
biyobelirte¢ olarak olumlu 6zellikleridir. Bireysel bagisiklik yaniti ve CRP yiiksekligindeki
farkliliklar UK ’tense CH’nda daha sik goriilmektedir. Bunun muhtemel nedenleri arasinda
UK’e gore CH’nda dokunun daha derin katmanlarinda inflamasyon bulunmasi ve yiiksek I1L-6
seviyesi sayilmaktadir. Florin ve ark. (26) diisitk CRP yanit1 olan hasta grubunda, izole ileal
hastalik ve diisiik viicut-kitle oran1 ortak 6zelliklerini bulmus olsa da baska bir hasta kohort
analizi ile bu bulgularin anlamliligit dogrulanmamistir. CRP seviyesindeki farkliliklarin

aciklanmaya calisilmasinda gen polimorfizmlerine deginen yayinlar da bulunmaktadir (27).

Eritrosit Sedimentasyon Hizi (ESH/ESR)

ESR 6l¢limi, akut faz yanitinin degerlendirmesinde kaba ama hizli bir degerlendirme
olanag saglamaktadir. Inflamasyon mevcut oldugunda, fibrinojen gibi sedimentasyon &nciilii
faktorler, eritrositlerin birbirine yapisarak hizla ¢okelmesine neden olurlar. Yas, irk, anemi,

kan diskrazileri ve gebelik gibi ¢esitli faktdrler ESR’yi etkiler. CRP ile kiyaslandiginda
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inflamasyondaki degisikliklere cevaben ESR daha yavas pik yapar ve diiser. Ayrica hastalik
aktivitesindeki degisikliklerle daha az uyumludur. Yine de daha 6nce oldugu gibi bugiin de
ESR yaygin olarak, IBH aktivitesi biyobelirteci olarak kullaniimaktadir (27) .

Diger Bazi Protein ve Hiicresel Laboratuvar Belirtegleri

Hemostatik fonksiyonlarindan ayri olarak trombositlerin inflamasyon siirecinde de rolii
oldugu kabul edilmektedir. IBH patofizyolojisiyle olas1 iliskisi halen aktif arastirma konusu
olsa da, aktif IBH inda, ortalama trombosit hacmi diisiik iken trombosit sayis1 yiiksek
bulunabilir. Bu durum, IBH’n1 infeksiydz diyarelerden ayirmakta yararli olabilir. Normal
seviye oldukca degisken olsa da pratikte trombosit sayisi rutin olarak bakilabilmektedir ve
artmis olmasi klinisyeni devam eden bir inflamasyon konusunda uyarabilir (27).

IBH’1nda serumda saptanabilecek diger klasik akut faz proteinleri al-asit glikoprotein
(orosomukoid), fibrinojen, serum amiloid A, P2-mikroglobulin, a2-globulin ve al-
antitripsindir. al-asid glikoprotein seviyesinin IBH’da hastalik aktivitesi ile, ayrica
bagirsaklara dogru olan protein kaybiyla da korele oldugu gosterilmistir; ancak, serum yari
Omriiniin bes giin olmasi, hastalik aktivitesindeki artis1 goOsteren bir belirteg olarak
yararliligin1 simirlamaktadir. Serumda bulunan diger akut faz reaktantlarinin bir kismi bu
amacla arastirilmamus, arastirilanlarin da IBH tam1 ve progresyonunu gostermede yararl
olmadig1 veya CRP’ye iistiinliiklerinin bulunmadigi belirtilmistir.

Bu hastalikta, beyaz kiire sayis1 glukokortikoid tedavisinden etkilenmekle ve non-spesifik
olmakla birlikte artmis olabilir. Albumin de nutrisyonel durumdan etkilenmekle birlikte akut

inflamasyonda diisebilir (27,28)

Serolojik Belirtecler ve Antikorlar

Onemle {izerinde durulan antikorlar arasinda anti-nétrofil sitoplazmik antikorlar
(ANCA) ve anti-Saccharomyces cerevisiae antikorlar (ASCA) yer almaktadir. ANCA’lar ilk
olarak 1980’lerde IBH ve &zellikle de UK ile iliskilendirilmistir. ANCA’lar nétrofil ve
monositlerin sitoplazmasindaki antijenlere karsi olusmus, IgG alt sinifindan bir grup antikoru
ifade etmektedir. Indirekt immiinfloresan ydntemlerlerle belirlenmis ii¢ yapt bulunmaktadir:
sitoplazmik (c), periniikleer (p) ve atipik (a) ANCA’lar (29). intestinal mukozadaki B
hiicreleri muhtemelen kendisine ait bir epitopa ya da da bagirsak mukozasina yerlesmis bir

patojene karst pANCA iiretmektedir. 1996°da Vasiliauskas ve ark (30) pANCA negatif olan
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hasta grubuna gore pANCA pozitif olan hastalarda sol tarafli kolit bulgularina daha sik
rastlandigini belirtmislerdir. Reese ve ark. (31) yaptiklari calismalarda UK tanisi icin
PANCA pozitifligini % 55.3 duyarlilik ve % 88.5 6zgiilliik ile tanimlamiglardir.

ASCA’lar, mayalarin -kismen mannan gibi- hiicre duvar bilesenlerine kars1 yanit olarak
tretilmektedir. Main ve ark (32) bu antikorun varligini, 1988°de kiiciik bir IBH grubunda
tammladilar. UK’li ve saglikli kontrol grubuna gére CH’inda, Saccharomyces cerevisiae’ye
kars1 daha bliyiik oranda IgG ve IgA antikorlar1 eksprese edildigini gosterdiler. Reese ve ark.
(31) CH’1nda, ANCA negatifligi ile kombine edildiginde ASCA pozitifliginin duyarliligint %
54.6, ozgilligiini de % 92.8 olarak bulmusglardir (33).

Diger bir antikor grubu, anti-karbohidrat antikorlar arasinda yer alan  anti-
laminaribiozid karbohidrat 1gG (ALCA), anti-kitobiozid karbohidrat IgA (ACCA) ve anti-
sentetik mannozid antikorlaridir (ASMA veya AMCA). ALCA, ACCA ve AMCA yeni
tanimlanmis anti-glikan antikorlardir. ASMA gibi, mikroorganizmalarin yiizeylerinde
bulunan sekerlere karsi olusurlar (27).

IBH’mndaki immiin cevaptan cesitli mikrobiyal antijenler de sorumlu tutulmuslardir.
Escherichia coli digs membran porin C (OmpC), Pseudomonas floresan CD-iligkili protein (12),
ve anti-CBiR1 (anti-flagellin) gibi antijen ve antikorlar Crohn hastalarinin %50’sinde
bulunmakta iken, UK lilerde genellikle bulunmamaktadir (28).

Fekal Belirtecler

Fekal ol¢imii de yapilabilen kalprotektin, her molekiilinde ‘EF-hand’ kalsiyum
baglayict motif bulunduran S100/kalgranulin ailesine iiye, kalsiyum ve ¢inko baglayici bir
proteindir (3). Kalprotektinin molekiiler agirligi 24 kDa’dur. Her birinde iki kalsiyum
baglayici bolge bulunan heterodimerdir. Agir zinciri olusturan 14 kDa agirligindaki S100A9
ile hafif zinciri olusturan 8 kDa agirligindaki S100A8 arasinda kalsiyum bagimli olarak
olusan non kovalent bir bag vardir. Heterodimer yapisi en yaygin olarak bulunan yapidir.
Protein homodimerik, trimerik ve tetramerik kompleksler seklinde bulunabilecegi gibi her
zincir ayr1 ayri olarak da bulunabilir. Kalprotektin baslica nétrofillerde, daha az miktarda da
monosit ve makrofajlarda bulunur. Antimikrobiyal, kemotaktik ve apoptozis indukleyici
ozellikleri ile endotelin inflamatuvar ve trombojenik cevabinda, 16kosit ve endotel hiicre
etkilesiminde ve hiicre adezyonunda gorev alir. Inflamasyonla seyreden hastaliklarda 6nemli

bir rol oynamaktadir ve cogunda serum ve/veya plazma kalprotektin diizeyleri hastalik
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aktivitesi ile iliskili bulunmustur. Cocuk ve yetiskinlerde yapilan pek cok calismada IBH
tanisinin konmasi, tedavi yanitinin izlenmesi ve relapslarin saptanmasinda fekal kalprotektin
diizeylerinden yararlanilabilecegi gosterilmistir (34). Fekal kalprotektinin kolon kaynakli
bakteriyel yikima karsi direngli oldugu, diskida, oda sicakliginda bir hafta siireyle stabil
oldugu ve ticari ELISA kiti kullanilarak bes gramdan az miktardaki diskida bile dl¢iilebilecegi
belirtilmistir (4).

Bir diger fekal protein laktoferrindir. Fekal laktoferrin demir baglayici bir proteindir ve
fekal kalprotektine benzer sekilde nétrofillerden koken alan, antimikrobiyal 6zellikleri
bulunan ve ticari ELISA kiti mevcut olan bir belirtectir. Sekonder nétrofil graniil igeriginin
baslica bilesenidir. N&trofil aktivasyonu ve degradasyonu ile salinir ve digkidaki proteolize
kars1 direnclidir. IBH m1 foksiyonel bagirsak hastaliklarindan ayirmak igin yapilan pek gok
calismada duyarliligi ve 6zgilligii oldukea yiiksek bulunmustur (4).

Fekal S100A12 ise Kalgranulin C veya EN-RAGE (extra cellular newly iderfied
receptor for advanced glycation end products/ ileri glikasyon son urunleri igin yeni
tanimlanmis ekstraselliiler reseptdr) olarak da adlandirilir. Insan kalsiyum baglayict S100
protein ailesi Oyesidir. S1I00A8 ve S100A9 ile birlikte ekstrasellliler gorevleri bulunan
kalgranulin alt ailesini olustururlar. Bu proteinler inflamasyon belirteci olarak davranmaktadir
ve IBH ile iliskilendirilmekle birlikte romatoid artrit, kistik fibrosis gibi hastaliklarda da
yiiksek seviyelerde saptandigi belirtilmektedir (35,36)

RAGE’ye baglanmasi, TNF-o’y1 da igceren proinflamatuvar mediatorlerin {iretimini
artirarak monositlerde S100A12’yi indiikleyerek, nétrofillerden de S100A12 salinimini
artirabilir. TNF-o, IBH patogenezi ile ilgili baslica sitokindir ve hastalik belirtileri anti-TNF-o;
antikor tedavisini takiben gerileyebilmektedir (5).

Oncelikle IBH’ nin non-IBH’dan ayriminda ve ardindan da CH’nin da UK ’ten ayriminda

bu antikorlarin kullanimina iligkin bir algoritma Sekil 4’te yer almaktadir.
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I Symptoms suggestive of IBD |

Likely an Likely a non-inflammatary diarrheal
Inflammatoery Bowel Disease ilrvesses (e.g. Irritable bowel or other)

ASCApANCA

anti-OmpC, anti-CBirl,
anti-12, anti-A4-Fla2,
anti-Fla-X, antiglycan

antibodies®

Meri likely Mere likely
Crohn's Disease Ulcerative Colitis

More likely Mare likely
Crohn's Disease Ulcerative Colitis

Sekil 4: IBH tamisinda klinik degerlendirmeye katki saglayabilecek biyobelirteclerin
kullanimi (27).
* Yaygin kullanim1 olmayan ya da yalnizca bazi1 6zel laboratuarlarda calisilabilen paneller
icindeki testler.

2.2. ILERi GLIKASYON SON URUNLERi, RESEPTOR ve COZUNUR
RESEPTORLERI

2.2.1. Ileri Glikasyon Son Uriinleri (AGE’ler)

AGE’ler, proteinlerin arjinin ve lizin kalintilari, lipidlerdeki veya guanin niikleik
asitlerdeki serbest amino gruplarna sekerlerin non-enzimatik olarak eklenmesi ile olusan
heterojen bir molekdl grubudur (37). AGE’ler in vivo hem oksidatif hem de non-oksidatif
reaksiyonlarla olusabilmektedir (38).

Non-enzimatik glikasyon siireci ilk dnce L.C. Maillard tarafindan 1900’lerin basinda
tanimlanmistir ve o yillarda bile diyabet gelisiminde énemli olabilecegi hakkinda tahminler

ylriitilmiistiir. Daha sonra non-enzimatik glikasyon ve AGE’lerin yaslanma, ndrolojik
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bozukluklar ve diyabetik komplikasyonlar gibi pek cok hastalik siirecinde 6nemli roliiniin
bulundugu asikar hale gelmistir.

Klasik AGE yolag1 (Sekil 5), proteinlerdeki amino grubuyla reaksiyona giren glukoz
veya fruktoz, galaktoz, mannoz ve riboz gibi diger indirgen sekerlerin ‘Schiff baz’ olusturmak
uzere yeniden duzenlenmesini igerir. Schiff baz oldukga kararsizdir ve Amadori iiriinii veya
fruktozamine indirgenir. Fruktozamin, glukoz konsantrasyonu ile miktar1 degismesine ragmen
gorece stabildir. En iyi bilinen Amadori drlnlerinden biri, hemoglobinin beta zincirindeki

N-terminal valin amino grubunun dogal modifikasyonu ile olusan HbA 1¢ molekiiltidiir (37).

HC=0 HJN HC =N H:C NH
e |

I |
H-C—-0OH H-C—-0H Cc=0

| |
HO-C—H Ho—ﬁ.‘—H |10—(|1 -H
H-C—OH — H-C—OH ‘:k H-C—OH
| — | |
H—fl_f—UH H—(l“.—ﬂH H-C-OH
CH,OH CH:OH CH,OH
Glucose Protein Schiff base Amadori product

AGE
HC=0 l
D
andior H-C-H /
d |
H-C—OH o
A{“E # . | ==
' H_(I-_()H

Advanced L ERDH
Glycation
Endproducts 3-Deoxyglucosone
(AGE)

Sekil 5: Protein glikasyonu sonucunda AGE olusumu (39)

Bu reaksiyonlar geri doniisiimliidiir ve Amadori iiriinii miktar1 glukoz seviyesiyle
dogrudan iligkilidir. Amadori iiriinii bir kez olustuktan sonra bu molekiillerin daha ileri
oksidatif modifikasyonlar1 gercekleserek, geri doniistimsiiz ileri glikozile son iiriinleri
(AGE’ler) olusturabilir. Bu sekilde oksidatif yontemle ortaya ¢ikan AGE’ler, N
(karboksimetil) lizin (CML) ve pentozidin gibi glikoksidatif tiirevleri olustururlar.
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Glikolitik yoldaki ara iiriinler, AGE’lerin hiicre i¢indeki kaynagini olustururlar. Bu hizli
Maillard tipi reaksiyonlarda gliokzal, metilglioksal (MG) ve 3-deoksiglukazon gibi gugcli
glikasyon ajanlar1 olan li¢ smif dikarbonil bilesik olusabilir. Bunlarin arasinda en giiclii
glikasyon ajam1i MG gibi goéziikmektedir. MG, gliseraldehit 3-fosfat ve dihidroksiaseton
fosfatin doniisiimiinden olugmaktadir ve genellikle 5-hidro 5-metilimidazolon gibi AGE’leri
ve arjpirimidin gibi floresan AGE’leri olusturmak tizere arjininle reaksiyona girmektedir. MG
diizeyleri iki enzim aktivitesi araciligiyla diizenlenebilmektedir; glioksalaz I ve II enzimleri
MG’yi D-laktata doniistiirerek detoksifiye edebilmektedir (Sekil 6). Glioksalaz aktivitesi
bozuldugunda MG seviyesi yiikselerek daha fazla AGE olusumuna neden olur (40).

/ N

Methylglyoxal

GSH Glyoxq]age S-D-Lactoylglutathione
System
||2”

\”__,-'
[-Lactate

Sekil 6: Glioksalaz enzim sisteminin MG’nin detoksifiye edilmesindeki roli (37).
AGE’ler sitoplazmik proteinler ve niikleik asitler lizerinde hizla olusabilmektedir.

Ylksek glukoz seviyelerinde (30 mM) hiicre i¢ci AGE olusumunun 14 kat daha hizli oldugu

gosterilmistir. Protein ve lipid oksidasyonunu igeren AGE olusumu, molekiiler
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konformasyonu bozar, enzim aktivitesini degistirir, indirgeyici kapasiteyi azaltir ve
reseptorler tarafindan taninma ve temizlenmede anormalliklere neden olur (41).

Glukoz veya glikolitik ara f{iriinlerden koken almis AGE’lere ek olarak lipid
peroksidasyonu da, proteinlerle etkilesime girebilen reaktif karbonil bilesiklerinin olusumuna
neden olarak ileri lipoksidasyon son iirlinlerinin yapimina yol agabilmektedir. Bu arada CML
de ileri lipoksidasyon son drinlerinden biridir ve CML hem glikoksidasyon hem de lipid
peroksidasyonu yolu ile olusabilmektedir. Ayrica MG, proteinlerin lizin kalintilar1 ile
reaksiyona girdiginde N°-(karboksimetil) lizin olarak bilinen bir CML-AGE homologu
uretilebilmektedir. CML-AGE ayrica inflamasyon mekanizmasindaki miyeloperoksidaz yolu
ile de iiretilebilmektedir. Diabetes Mellitus gibi diger risk faktorleri olmasa bile dogal
yaslanma ve bobrek yetmezligi gibi durumlar, endojen AGE yapim ve birikimi ile
iliskilendirilmistir. Ekzojen AGE kaynaklar1 da in vivo AGE olusumuna neden olabilmektedir.
Fazla yag igeren ya da yiiksek 1sida pigmis yiyecekler basta CML-AGE ya da AGE onculu
MG gibi AGE’ler icermektedir (40).

Sindirim yoluyla alinan AGE’lerin % 10’u absorbe edilirken, bunun da %30’u idrar
yoluyla atilmaktadir. Sigara ve bazi gevresel kirleticilerin de AGE olusumuna yol agabildigi
gosterilmistir. AGE’ler genellikle uzun 6miirlii makro molekiiller {izerinde birikirler. Dokusal
molekdller ile AGE’ler arasindaki ¢apraz baglarin kaldirilmasi ¢ogunlukla, AGE’leri 6zgiil
olarak taniyan reseptdrler veya 6zgiil olmayan copgii reseptorlere sahip doku makrofajlar
tarafindan gercgeklestirilmektedir. AGE’lerin ortadan kaldirilmasinda, vaskiiler endotel veya
mezengium gibi mezenkimal hiicrelerin de onemli rol oynadig1 giderek daha agik hale
gelmektedir. Genellikle, AGE’ler ile degisiklige ugratilmig molekiiller hiicre yilizey reseptor
aracili endositoz yoluyla taninip igeri alindiktan sonra hiicre i¢inde degrade edilerek ‘ikinci
kusak AGE’ler’ diye bilinen diisiik molekiil agirlikli AGE’ler olarak saliverilirler. Bu ikinci
kusak AGE’ler, yiiksek capraz bag yapma veya oksidatif reaktiviteye sahip reaktif ara iirtinler
icerse de etkilerinin renal atilim yoluyla sinirlandirildigr diistiniilmektedir. Boylece AGE’leri
ortadan kaldiran sistemin etkinligi renal klerense bagli olmaktadir (41,42)

Sonug olarak glioksalaz gibi detoksifikasyon mekanizmalar1 veya bdbrek hastaligi
gelisiminde oldugu gibi temizleme mekanizmalar1 baskilandiginda AGE diizeyleri ytikselir
(40).

AGE’ler spontan floresan olup olmama o6zelligine gore iki gruba ayrilirlar. AGE’ler

yiiksek performansli kromatografi ve kiitle spektrometri yontemleri ile tanimlanabilirler.
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CML ve pentosidin gibi antijenik bilesikler immiinolojik yontemlerle de saptanabilmektedir.
AGE toksisitesini agiklamak iizere iki temel mekanizma tanimlanmistir: doku/damar
yapisinda degisikliklere neden olan protein capraz baglanmalar1t ve RAGE , AGE-reseptor
kompleksleri (AGE-R1, AGE-R2 ve AGE-R3), MSRII, CD36 ve LOX-1 gibi hicre ylzey
reseptorleri ile etkilesim (2).

AGE aragtirmalarinin baslarinda, in vivo AGE f{iriinlerinin dokulardan uzaklastirilarak
zararli etkilerinin azaltilmasin1 saglayan dogal bir reseptér sisteminin bulundugu
diistiniilmekteydi. Sonraki ¢alismalar ise AGE reseptorlerini AGE’lerle iligkili biyolojik
stireclerde anahtar rolleri yaninda, yaslanma ve diyabet komplikasyonlarindaki patolojik
rolleri ile tanimlamigtir. Caligmalar, AGE’ler ile degisiklige ugratilmis proteinleri taniyan
spesifik reseptorlerin,  Onceden ¢Opgii reseptdr olarak tamimlanan sistemlerle iliskili
olmadigin1 gdstermistir. Son yillarda AGE baglayict bircok molekiil tanimlanmistir.  Once,
izole fare makrofajlarindan ve sigan karaciger membranlarindan molekiil agirliklart 60 kDa
(p60) ve 90 kDa (p90) olan iki adet AGE baglayict protein tanimlanmistir. p60 giiniimiizde
AGE-R1 olarak adlandirilmakta ve karakteristik membrana gomiilii ve sinyal ileti bolgeleri ile
oligosakkariltransferaz kompleksinin (OST48) 50 kDa’luk bileseni ile homolog oldugu
gosterilmistir. p90 ise aynt zamanda AGE-R2 olarak adlandirilmistir. 32 kDa’lik bagka bir
AGE baglayici protein ise 6nce AGE reseptor kompleksi (AGE-RC) ardindan da AGE-R3
olarak adlandirilmigtir. Bu protein ayni zamanda Galektin-3, Mac-2 veya karbohidrat
baglayic1 protein-35 olarak da adlandirilmakta ve AGE ligandlart i¢in yliksek affinite
gostermektedir. Kanitlar, AGE’lerin taninma ve yiiksek affinite ile baglanmasindan biiyiik
Olglide AGE-R1 ve AGE-R3’nin sorumlu oldugunu gostermektedir. AGE-R2’nin, AGE
baglanmasi ile fosforile oldugu gosterilmistir. Bu nedenle R2 komponenti, AGE reseptorii

baglanmasi ile iligkili olarak, sinyal iletimi ve hiicre aktivasyonunda gorevli olabilir (41).

2.2.2. Receptor of Advanced Glycation Endproducts (RAGE)

AGE’ler etkilerinin bir kismimni hiicre yiizey reseptorii olan RAGE’ler aracilifiyla
gostermektedir. RAGE immunglobulin siiperailesi iiyesidir ve AGE’lerden bagka
S100/kalgranulinler, HMGB1-proteinleri (high mobility group box-1 protein, amfoterin)
amiloid-p fibrilleri, Mac-1 (aMB2, CD11b/CD18), DNA ve RNAiyda baglayabilmektedir
(43,44).
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Yaklasik 47-55 kDa agirliginda (43) bir hiicre membran proteini olan RAGE nin, ¢esitli
izoformlar1 bulunmaktadir. RAGE’nin 332 aminoasitlik tam uzunlukta membrana bagl
izoformuna ‘full-length isoform; fl-RAGE’ denilmektedir. Eksrasellller ve transmembran
bolgeyi bulundurup sitozolik kuyrugu bulundurmayan formuna dominant negatif RAGE
(DN-RAGE), yalniz ekstraselliler bolgeyi bulundurdugu igin dolagimda serbestce
bulunabilen formuna da solubl (SRAGE) denilmektedir (SEKIL 7). fl-RAGE’nin yaps1 ii¢
bolimde incelenebilir; 1) eksatraselliler bdolge (bir tane V-tipi ve 2 tane C-tipi (C1, C2)
olmak tizere 3 tane immunglobulin benzeri kisimdan olusmaktadir), 2) transmembraner
bolge ve 3) oldukca yukli, 43 aminoasitlik kisa C-terminal sitozolik kuyruk. Modern
biyokimyasal teknikler bazi ligandlara baglanmada V ve CI1 bdlgelerinin tek bir yapi1 gibi
gorev yaptigint diisiindiiren bulgular ortaya koyarken, C2 bolgesinin VC1 kompleksinden
tamamen bagimsiz sekilde ama ona esnek bir mentese ile bagli olararak gorev yaptigi
diisiiniilmektedir (Sekil 8). RAGE ligandlarinin hiicre i¢i sinyal yolaklarim1 aktive
edebilmeleri i¢in sitozolik kuyruk yasamsal bir dneme sahiptir. Sitozolik kuyruga sahip
olmayan RAGE izoformlari, AGE’leri baglayabilir ancak bu baglanmayla ortaya ¢ikmasi

beklenen sinyal olusumunu gergeklestiremez (45,46)

Full-length RAGE
A

DNRAGE A4
ll_,--— —— e e e _,\
RAGE
N Y
€'V cH ¢ .
| 52 \‘\\A
Cytosol
Extracellular

Cell Membrane

Sekil 7: RAGE’nin izoformlar1 (46)
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Sekil 8: RAGE’ nin yapist (45)

RAGE; akciger, kalp, bobrek, beyin ve iskelet kas1 gibi degisik dokularda ve endotel
hiicresi, monosit/makrofaj, notrofil ve lenfosit gibi ¢esitli hiicrelerde eksprese olmaktadir.
RAGE’nin diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar, artritler, kanserler ve ndrolojik bozukluklar
gibi degisik hastaliklarin patogeneziyle iligkili oldugu gosterilmistir. Diyabette AGE’nin
RAGE ile etkilesimi oksidatif stres ve inflamatuvar reaksiyonlan tetikleyerek vaskiiler hasar
ve ona bagh komplikasyonlara neden olmaktadir. RAGE ayrica oksidatif stres ve
proinflamatuvar yanit yoluyla aterosklerozun ilerlemesinde de 6nemli bir rol oynamaktadir.
Artritli hastalarin sinovyal doku, T hiicre, B hiicre ve makrofajlarindaki RAGE ekspresyonu,
onun inflamatuvar eklem hastaliklarindaki 6nemine isaret etmektedir. Pankreas, mide, akciger,
meme kanseri ve lenfoma gibi ¢esitli kanserlerde RAGE’ nin fazla miktarda eksprese edildigi
da belirtilmigtir. Kolorektal kanser hiicreleri ile ilgili bir calisgmada, RAGE’nin inaktive
edilmesinin anjiogenezi azalttig1 gosterilmistir (47).

Solubl formlarin olusturulmasindan genel olarak iki mekanizma sorumlu tutulmaktadir:
1) membran bagli formdan proteolitik enzimlerce veya Adam 10 (a disintegrin and
metalloprotease 10) un yardimiyla ayrilan {riinler olabilirler (CRAGE; cleaved RAGE), 2)
mRNA’nin alternatif splicing’inden koken almig olabilirler (eSRAGE; endogenous secretory
RAGE/ RAGE-V1). Total SRAGE havuzu ile esSRAGE’yi ayr1 ayr1 6l¢en iki ELISA kiti
bulunmaktadir ve  yapilan  karsilastirmalar ~ sonucunda  eSRAGE’nin, sRAGE
havuzunun %20’sini olusturdugu saptanmakla birlikte, heniiz iki metodolojiyi karsilagtiran

tam bir tanimlayici ¢alisma gergeklestirilmediginden bu oranlar kesin degildir (2).
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Insan RAGE geni, MHC’de (major histocompatibility complex) smif I ve sif III
genler arasinda, kromozom 6 iizerinde bulunur ve RAGE promoter bdlgesinde niikleer faktor-

kB (NF-kB) alanlar1 bulunmaktadir (48).
RAGE, kendi ligandlari ile etkilestiginde NADPH oksidaz, MAP kinaz ve NF-xB’yi de

iceren sinyal yolaklarint etkinlestirerek reaktif oksijen tiirlerinin artmasina neden olmaktadir.
Hicresel cevap sonucunda inflamatuvar cevapta major rol oynayan VCAM-1 (Vascular cell
adhesion protein-1), ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1) gibi adezyon molekilleri
ile IL-6 gibi sitokinler over-eksprese olmaktadir (Sekil 9) (49,50)

i Oxidative stress

* NF-kB activation

/' \

* tissue factor
IL-Tct * thrombomodulin
TNF-t * endothelin-1

* VCAM-1/1CAM-1

Sekil 9: AGE-RAGE etkilesiminden sonra aktive olan intraselliiler sinyal yolaklari (39).

SRAGE ile ilgili genel goriis, SRAGE’nin bir tuzak gibi davranarak AGE gibi ligandlar1
ekstraselliiler alanda yakalayarak onlarin RAGE ile etkilesmesini, yani inflamasyon cevabin
ortaya ¢ikmasimi engelledigi yoniindedir (2). Ornegin terapdtikler agisindan, farmakolojik

antagonistler ve RAGE ‘null’ farelerle yapilan caligmalar, RAGE blokajinin, 6zellikle
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diyabetik makro ve mikrovaskiiler hastaliklarda yararli oldugunu savunmaktadir. Uzun siire
( > alt1 ay) SRAGE ile tedavi edilen fareler tedaviyi iyi tolere etmis ve diyabetin kronik
komplikasyonlarina kars1 korunmustur (51).

Yaygin olarak inflamatuvar bir hastalik oldugu diisiiniilen koroner arter hastaligi (KAH)

bulunan non-diyabetik erkeklerde yapilan ¢alismada, SRAGE’nin yasla eslesmis kontrol
grubuna gore daha diigiikk oldugu belirtilmistir (52). Ayrica SRAGE’nin metabolik sendromda
viiciit kitle indeksi ve bel/kalga orani ile ters korele oldugu belirtilmistir (53).
Kronik inflamasyonla Kronik Obstruktif Akciger Hastaligi (KOAH) arasindaki iligkiyi
inceleyen ¢esitli arastirmalar sonucunda RAGE nin, bu hastalarin solunum yolu epiteli ile diiz
kas hiicrelerinde artmasina karsin, dolasimdaki SRAGE’nin diisiik bulunmasinin, SRAGE’ye
ithaf edilen bu tuzak islevine bagli olabilecegi diistiniilmektedir (54,55)

Kronik inflamasyonla seyreden bir diger hastalik grubu olan Inflamatuar Bagirsak
Hastaliklarinin (IBH) patogenezinde S100 ailesi proteinlerinin rolii olabilecegi ve bu nedenle
bu proteinlerin bagirsak inflamasyon markeri olma potansiyeli tasidigi disiinilmektedir (5).
S100A12 bir RAGE ligandidir ve kendi ekspresyonunu da artiracak bir etki yapar. Etki TNF-
a araehidir ancak diger proi nflamatuvar sitokinler de uyarilmaktadir (6,57). SRAGE ile
S100A12 arasindaki dengenin IBH patogenezini etkileyebileceginden yola cikarak yapilan
arastirmada (56) serum ve mukozal S100A12’nin IBH’mda yiikseldigi ancak serum
SRAGE’nin iki grup arasinda anlamli fark gdstermedigi, mukozal biopsi supernatanlarinda
Olcilen sRAGE’nin saptama sinirinin altinda oldugu  belirtilmistir. Fekal kalprotektin
(S100A8 ve S100A9’un non-kovalent bilesiminden olusan heterokompleks) ile serum SRAGE
arasindaki iliskinin arastirildig1 bir bagka calismada (5) SRAGE’nin IBH 11 ve saglikli gruplar
arasinda anlamli fark gostermemesine karsin tedaviden oOnceki hasta grubunda fekal
kalprotektin ile anlamli negatif korele oldugu belirtilmistir. Bu durum iki nedenden
kaynaklanabilir. Birincisi, IBH’inda asir1 yiikselmis kalprotektin gibi ligandlar SRAGE
tiiketimini artirarak salgilanmis olan  SRAGE’yi diisiirmiis olabilirler. Ikinci olarak
SRAGE’nin salgilanan diizeyi diisiik oldugundan inflamasyonla iliskili ligandlar1 hiicre dist
ortamlarda yakalayip etkisizlestirmede yetersiz kalmis olabilir. Bu durumda s6z konusu
ligandlar membran bagli RAGE’ye baglanarak inflamasyonu tetikleyebilir.

Calismamizda UK'li hastalarda, aktif kolitli ve saglam goriiniimlii mukozadan alinmus
biyopsi orneklerinde ve koliti bulunmayip sadece kolon polibi saptanmis hastalarda saglikli

mukozadan alinmis biyopsi 6rneklerinde SRAGE bakilmistir. Ayrica serum CRP, SRAGE ve
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kalprotektin diizeyleri oOlgiilerek {ilseratif kolitteki degisiklikleri ve doku ile serumdaki
diizeyler arasinda korelasyon olup olmadigi irdelenmistir. Calismanin amaci; SRAGE'nin,
kolon inflamasyonu ile seyreden bir hastalik olan UK'te dokudaki diizeyinin ne sekilde

etkilendigini gostermek ve hastalik patogenezindeki roliinii aydinlatmaktir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. ARAC VE GERECLER

Tablo 3: Calismada kullanilan cihazlar

CiHAZ ADI

MARKA

MODEL

URETICI FIRMA

Otoanalizor

Architect

C16000

Abbott Diagnostic, USA

ELISA Plak Okuyucusu

Thermo Electron
Corporation

Varioskan Flash

Thermo Fisher Scientific
USA

ELISA Plak Yikayicist Thermo Electron | Wellwash 4 Mk 2 | Thermo Fisher Scientific
Corporation USA

Mikroplate Calkalayicist | Stuart Orbital Incubator | Bio Cote

ve Inkiibator

Santrifij Hettich Rottich 35 Hettich Inc.

Soguk Santrifiij Biofuge Stratos Heraeus Kendro Lab. Products

Vorteks Stuart Vortex-Mixer Bio Cote

Derin Dondurucu(-40°C) | Thermo VLT1740-5-V40 | Thermo Fisher Scientific
USA

Derin Dondurucu(-20°C) | Ugur UFR 370 GD Ugur Sog. Mak. Tic. AS

Buzdolab1 (+4 °C) Ugur USS 374 DTKLY | Ugur Sog. Mak. Tic. AS

Saf Su Cihazi Millipore Milli Hettich Corporation,
QZLX55003Y Almanya

Otomatik Pipetler Biohit Proline Alpha Laboratories

Elektronik Hassas Tart1 | Presica XB 220 A Presica, Isvec

pH Metre Orion 420 USA

Doku Homojenizatorii Tissue Lyser Il Retsch Qiagen

Elektroforez Gug | Thermo Scientific | EC 1000 XL Thermo Scientific Owl

Kaynagi

Blotter Sistemi ATTO HorizBlot Labtech Int. Ltd
AE-6688

Developer AGFA CP 1000 AGFA GEVAERT N.V.
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Tablo 4: Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve sarf malzemeler

KIMYASAL  ve | URETICI FIRMA | KIMYASAL ve SARF | URETICI
SARF MALZEME | /KOD MALZEME ADI FIRMA /KOD
ADI
) ) Sit Tozu Appli
Tris-HCI Sigma /T5941
Chem/A0830
NaCl Riedel de Haen Sodyum Dodesil Sulfat | Sigma/ L5750
a
/13423
KCI Sigma /P4504 Glisin Fluka/ 50050
NP 40 Amresco Nonidet Metanol Sigma/ 348875
NP-40
EDTA Fluka/ 03680 Amonium Persulfat Sigma/ A-9164
Na,HPO, Merck/106346 Tris Sigma /T6066
KH,PO, Merck/Art5100 Tetra Metil Etilen Sigma /T9281
Daimin (TEMED)
Polivinidilin florid Millipore 0.25um Electro Chemy Thermo /32106
membran Immobilon P Luminesan
Tween 20 Sigma/P5927 Inhibitér Kokteyl Sigma Fast

Protease Inh.
Tablets /58820

Poliklonal RAGE Millipore, AB9714 Protein Marker Fermentas
Antikoru SMO671
Horse Radish sc.2004 goat anti X-Ray filmi Kodak /811 6428
Peroxidase isaretli rabbit, Santa-Cruz

konjugat

B-Aktin Abcam/Ab8227

Tablo 5: Calismada kullanilan kitler

KIT ADI YONTEM KATALOG NO FIRMA
SRAGE ELISA RD191116200R BioVendor
Kalprotektin ELISA HK325 Hycult biotech
CRP Immiinotiirbidimetrik | REF6K26-30 Abbott

Pierce BCA kit Spektrofotometrik 23225 Thermo

30




3.2. OLGULARIN SECIMi, ORNEKLERIN TOPLANMASI

Calismaya DEUTF Hastanesi Gastroenteroloji Klinigi tarafindan UK tamsi ile
izlenmekte olan ve hastalik aktivitesini degerlendirmek ya da kolon kanseri taramas1 amaciyla
kolonoskopi yapilip bu sirada kolon biyopsisi aliman 17 hasta (9K, 8E) dahil edilmistir.
Kontrol grubuna ise degisik nedenlerle kolonoskopi yapilmasi planlanmis ve kolonoskopi
islemi sirasinda polip saptanmis 14 hasta (6K, 8E) dahil edilmistir. Kontrol grubundaki
hastalardan polip digsindaki normal goriiniimlii kolon mukozasindan biyopsi Ornekleri
alimmistir. Ne c¢aligma grubundaki ne de kontrol grubundaki hastalara caligma amaciyla
kolonoskopi yapilmis olup, zaten degisik nedenlerle kolonoskopi planlanmis olan hastalar
onam formu alindiktan sonra c¢alismaya dahil edilmistir. Kolonoskopi islemleri, hastalar
sedoanestezi altindayken, Fujinon Japan marka EC-450DL5 model kolonoskopi cihazi
yardimiyla, iki ayr1 endoskopist tarafindan gergeklestirilmistir. Doku oOrnekleri ependorf
tiipiine alinarak hemen dondurulmus ve analiz edilinceye kadar -20 °C’de saklanmistir. Bu
olgulardan endoskopi islemi dncesinde kan alinmistir.

UK'li hastalarda biyopsiler aym hastanin hem kolitli mukozasindan hem de saglikl
goriinen mukozasindan alinmis ve bu 6rnekler ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Pankoliti bulunan
bir hastada normal goériiniimlii mukoza bulunmadigindan, sadece inflame mukozadan alinan
ornekler degerlendirmeye alinmistir.

Kolonoskopi yapilip hem doku hem de kan 6rnegi alman 17 UK’li hastaya ek olarak
DEUTF Hastanesi Gastroenteroloji Poliklinigi’nde takip edilmekte olan 21 UK hastasindan
daha kan almmus ve toplam 38 hastanin kan 6rnekleri calismaya dahil edilmistir. Ikinci
grupta yer alan hastalarin kanlari, rutin islemler i¢in kan verme islemi sirasinda alinmistir.
Ayrica bagka nedenlerle kan vermekte olan 39 saglikli goniilliiden, onamlar1 alinarak bir tiip
fazla kan 6rnegi alinmig ve saglikli kontrol grubu olusturulmustur.

Calismaya 18 yas iistii kadin ve erkek hastalar dahil edilmistir. Caligmadaki hastalarin
UK tanisi klinik, laboratuvar, goriintiileme yontemleri ve histopatolojik inceleme sonuglarina
gore konulmustur. Biri disindaki tiim hastalar UK tedavisi almaktadir. Cesitli yaymlarda
SRAGE diizeylerini degistirdigi raporlanmis hastaliklara (diyabet, romatid artrit, osteoartrit,

alzheimer, bobrek yetmezligi, KAH, KOAH) sahip kisiler ¢aligmaya dahil edilmemistir.
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Kan 6rnekleri (8 mL), 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra rutin olarak
kullanilmayacak olan kismi en az 4 pargaya ayrilarak, analiz edilinceye kadar -40 °C’de
saklanmigtir. Serum 6rnekleri CRP, SRAGE ve kalprotektin analizleri i¢in kullanilmstir.

Kani hemolizli olan bir UK hastas1 ¢alismadan diglanmis olup alinan serum &rnekleri

arasinda ikterik ve lipemik 6rnek bulunmamaktadir.

3.3. DOKU HOMOJENIZASYONU

Western Blot analizinde kullanilmak {izere, dokulardan protein elde edebilmek icin
homojenizasyon iglemi yapildi.
Uygulama Adimlar
1- Oncelikle her bir dokunun tartimi yapild: ve dokudaki ¢dziiniir proteinlerin ayrilmasi igin
deterjan icermeyen 100 pl homojenizasyon tamponu PBS (Tablo 6) bulunan ependorf tliplere
alind1.
2- Ependorf tiipleri sogutulmus kaset iginde cihaza yerlestirildi ve homojenize edildi
(frekans=1/25 s, siire=40s).
3- Elde edilen homojenat +4°C ve 12000 rpm’de 20 dakika santriftj edildi.

4- Siipernatantlar temiz ependorf tiiplerine alinarak deney stiresince buz iizerinde bekletildi.

Tablo 6: Doku homojenizasyonunda kullanilan PBS ¢0zeltisi

COZELTILER OZELLIKLERI

Homojenizasyon Tamponu (PBS) 137 mmol/L NaCl

2.7 mmol/L KCI

10 mmol/L Na;HPO, « 2 H,0O

2 mmol/L KH,PO,

pH 7,4
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3.4. BIYOKIMYA ANALIZLERI

3.4.1. Total Protein Ol¢imu

Bolim 3.3.te elde edilen silpernatantta bulunan protein konsantrasyonu, ticari
bisinkoninik asit (BCA) kiti kullanilarak {iretici firma yonergesi dogrultusunda hesaplandi.
Olgiilen protein, jel elektroforezinde kuyucuklara yiiklenecek miktarin belirlenmesi amaciyla
kullanildi. Yontemin temeli, alkali kosullarda protein tarafindan Cu?* iyonunun cu™ iyonuna
indirgenmesi ve ardindan, bir Cu iyonuna iki BCA molekiilii olmak iizere gerceklesen
selasyon reaksiyonuna dayanmaktadir. Suda ¢oziiniir olan selasyon iiriinii 562 nm’de siddetli

151k absorbsiyonu yapar.

Uygulama Adimlar

1- Standart protein olarak sigir serum albumin (BSA), kor olarak distile su kullanildi.

2- Oncelikle farkli konsantrasyonlarda (25, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000

png/ml) BSA standardi hazirlandi.

3- Igerisinde bisinkoninik asit bulunan BCA A Reaktifi ve % 4 bakir siilfat iceren BCA B
Reaktifi 50:1 oraninda karistirilarak ¢alisma reaktifi hazirlandi.

4- Standart ve orneklerden 25’er pL, 96 kuyucuklu plakta duplike olarak kuyucuklara

konuldu.

5- Her kuyucuga 200 puL calisma reaktifi eklendi.

6- Plaklar 37°C’de, 30 dakika inkibe edildi.

7- Omnek ve standartlarin absorbans degerleri, ELISA okuyucu kullanilarak 562 nm’de

okundu.

8- Standart konsantrasyonuna karsi absorbans degerleri ile standart grafigi ¢izildi ve bu

standart grafiginden yararlanilarak 6rneklerin total protein konsantrasyonu hesaplandi.
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3.4.2. Western Blot Yontemi

Kolon doku &rneklerinde SsRAGE ekspresyonunun degerlendirilmesi igin standart
sodyum dodesil sulfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ve ardindan da Western
blot analizi uygulandi. Doku &rneklerinden elde edilen homojenatlar kullanildi. Islemlerde
yiikleme kontrolii olarak aktin kullanildi. SRAGE ve aktin bantlarimin optik dansiteleri
‘Image] setup Wizard’ programiyla elde edilip oranlanarak, diizeltilmis SRAGE ekspresyon
degerleri elde edildi.
Uygulama Adimlar:
1- % 10 ’luk ayrimlayici ve % 4’liik stacking boliimler iceren poliakril amid jel hazirlandi.
2- Ornekler, protein miktarlar1 (5-20 ug, 10-20 pL) olacak bigimde jellere yiklendi.
3- Jeller elektroforez sistemine yerlestirilip yeterli miktarda yiiriitiicii tampon konulduktan
sonra elektrotlar baglanip sistem caligtirildi.
4- Orneklere paketleyici jeli geginceye kadar 75 volt, ayirici jelde 120 volt gerilim uyguland.
5- Proteinlere 90 mAmper akim uygulanarak jelden polivinidilin florid (P\VDF) membrana
yar1 kuru olarak transfer edildi.
6- PVDF membran oda sicakliginda, % 5 (w/v) siit tozu igeren TBS-T i¢inde 1 saat inkiibe
edilerek bloklandi.
7- Ardindan, primer antikor (1/1000 dilusyonda) ve % 3 siit tozu iceren TBS-T icinde bir
gece 4 °C’ de bekletildi.
8- PVDF membran yikama islemlerinin ardindan, HRP isaretli sekonder antikorla (1/5000
dilusyonla) ve % 3 st tozu iceren TBS-T ¢ozeltisinde 1 saat oda sicakliginda bekletildi.
9- Membran kemiluminesans substrat iceren tamponda 1 dakika bekletildi.

10- Membran ve X-ray filmi kaset iginde yiiz yiize getirilerek protein bandlar1 filme aktarildi.
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Tablo 7: SDS-PAGE ve Western blot analizinde kullanilan ¢ozeltiler

Akrilamid Cozeltisi (%30)

29.2 g akrilamid

0.8 g bisakrilamid

Paketleme jel tamponu
(0.5M Tris-HCI, pH 6.8)

12.8 g Tris, saf su ile 1 L’ye tamamlanda.

Ayiricl jel tamponu

(1.5 M Tris-HCI , pH 8.8)

36.3 g ; saf su ile 200 mL’ye tamamlandi.

SDS (%10) 2.5 g; saf su ile 25 mL’ye tamamlandi.
(NH4),2 S205 (%010) 0.05 g amonyum persilfat; 0.5 mL saf suda ¢ozildi.
Ornek tamponu 3.6 mL %10 SDS, 1 ml merkaptoetanol, 2 mL gliserol,

0.0004 g brom fenol mavisi ve 2.5 mL paketleme jel
tamponu saf suda ¢ozulerek hacim bidistile suyla 10

mL’ye tamamlandi.

Yiritiucu Tampon
(PH 8.3)

15 g Tris Baz

72 g Glisin

5 g SDS; 1 L distile suya tamamlandi1

Transfer Cozeltisi (Towbin)

3.25g Tris

14.4 g Glisin

200 mL Metanol

2 mL % 10 SDS

Bloklama Cozeltisi

% 5 st tozu iceren TBS-T

Tablo 8: Ayirici jelin hazirlanmasi

Akrilamid stok ¢ozeltisi 5.33 mL
Ayirict jel tamponu 4.0 mL
Saf su 6.38 mL
% 10 SDS 0.16 mL
TEMED 0.008 mL
% 10 amonyum persulfat 0.12 mL
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Karisim cam tabakalar arasina dokiildiikten sonra yiizeyi izopropanol ile kapatilarak havayla

temasi kesildi. Yaklasik 45 dakika sonra polimerizasyon tamamlandi.

Tablo 9: Paketleme jelinin hazirlanmasi

Akrilamid stok ¢ozeltisi 1.005 mL
Paketleme jel tamponu 1.875 mL
Saf su 4.5 mL

% 10 SDS 0.075 mL
TEMED 0.0075mL
% 10 amonyum persulfat 0.0375 mL

3.4.3. ELISA Yontemi ile SRAGE Ol¢limii

Serumda sSRAGE 6l¢umu ticari ELISA kiti (BioVendor, Katolog No: RD191116200R)
ile gerceklestirildi.

Test prensibi: SRAGE’yi kantitatif olarak tespit eden enzim bagli immiinosorbent
Olgim yontemine dayanmaktadir. Bu teknikte standartlar, kalite kontrol materyalleri ve
ornekler, poliklonal anti-human sSRAGE antikoru ile kapli kuyucuklarda inkiibe edilmektedir.
120 dakikalik inkiibasyon ve yikamadan sonra biotin isaretli poliklonal anti-human sRAGE
antikoru eklenerek, yakalanmis SRAGE ile birlikte 60 dakika inkiibasyon yapilir. Tekrar
yikama yapildiktan sonra streptavidin-HRP konjugati eklenir. 30 dakikalik inkiibasyon ve son
yikama basamagindan sonra kalan konjugatin TMB substrat ¢6zeltisi ile reaksiyona girmesi
saglanir. Asidik ¢ozeltinin eklenmesi ile reaksiyon durdurularak olusan sari renkli iirliniin
absorbansi Olgiiliir. Absorbans, SRAGE miktar1 ile orantilidir. Standartlarin SRAGE
konsantrasyonuna karst Olgiilen absorbans degerleri ile standart egrisi  hazirlanarak,
orneklerin konsantrasyonu saptanir.

Uygulama adimlari

1- 100 pL hacimdeki standartlar (50, 100, 200, 400, 800, 1600, 3200 pg/mL), kontroller, kor
ve 1/3 oraninda seyreltilmis drnekler ¢ift olarak uygun kuyucuklara pipetlendi.

2- Plak orbital calkalayiciya yerlestirilerek, 300 rpm’de, oda sicakliginda iki saat inkiibe
edildi.

3- Kuyucuklar yikama ¢ozeltisi ile (kuyucuk basina 0,35 mL) bes kez yikandiktan sonra kagit

havlu iizerine ters ¢evrilek kurulandi.
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4- Her kuyucuga 100 pL biotin isaretli sekonder antikor ¢ozeltisi eklendi.

5- Plak orbital calkalayiciya yerlestirilerek, 300 rpm’de, oda sicakliginda bir saat inkiibe
edildi.

6- Kuyucuklar yikama ¢ozeltisi ile (kuyucuk basina 0.35 mL) bes kez yikandiktan sonra kagit
havlu iizerine ters ¢evrilek kurulandi.

7- Her kuyucuga 100 pL streptavidin-HRP konjugat eklendi.

8- Plak orbital calkalayiciya yerlestirilerek, 300 rpm’de, oda sicakliginda 30 dakika inkiibe
edildi.

9- Kuyucuklar yikama ¢ozeltisi ile (kuyucuk basina 0.35 mL) bes kez yikandiktan sonra kagit
havlu iizerine ters ¢evrilek kurulandi.

10- Her kuyucuga 100 pL substrat ¢ozeltisi eklendi ve plak 1s1iktan korunmak i¢in aliiminyum
folyo ile kaplandi.

11- Plak oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.

12- Kuyucuklara 100 pL asit ¢ozeltisi ile renk olusumu durduruldu.

13- Mikroplak okuyucu ile 450 nm’de okuma yapildi, orneklerin diliisyon oranlarina gore

sonuglar hesaplandi.

ABS (450 nm)

® s ]
100

sRAGE (pgmL)

4 Puamsters y = (o1 ofufc] B« d
=SS b=l 896 =1 1436004 d21 @1
=000 Fle0 S5 el OOGS24

Sekil 10: SRAGE standart egrisi
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3.4.4. ELISA Yontemi ile Kalprotektin Ol¢iimii

Serumda kalprotektin 6l¢imu ticari ELISA kiti (Hycult Biotech, Katolog No: HK325)
kullanilarak, tiretici firma yonergesine gore gerceklestirildi.

Test prensibi: Insan Kalprotektin ELISA, sandvi¢ prensibine dayali, kullanima hazir
kat1 (solid) faz enzim immunosorbent testtir. Bu teknikte standartlar ve ornekler, insan
kalprotektinini taniyan antikorlarla kapl kuyucuklarda inkiibe edilmektedir. Biyotin eklenmis
isaretleyici antikor, yakalanmis insan kalprotektinine baglanir. Streptavidin-peroksidaz
konjugati, biyotin ile isaretlenmis antikora baglanir. Streptavidin-peroksidaz konjugati
3,3',5,5'-tetrametilbenzidin (TMB) substrat ¢Ozeltisi ile reaksiyona girer. Oksalik asitin
eklenmesi ile reaksiyon durdurularak olusan renkli {iriiniin absorbansi 450 nm’de Olgiiliir.
Absorbans, insan kalprotektin miktar1 ile orantilidir. Standartlarin  kalprotektin
konsantrasyonuna karsit Olgiilen absorbans degerleri ile standart egrisi  hazirlanarak,

orneklerin konsantrasyonu saptanir.

Uygulama adimlari

1-100 pL hacimdeki standartlar (100, 50, 25, 12.5, 6.3, 3.1, 1.6, 0 ng/mL), kor ve 1/60
oraninda seyreltilmis drnekler ¢ift olarak uygun kuyucuklara pipetlendi.

2- Plak oda sicakliginda bir saat inkibe edildi.

3- Kuyucuklar yikama ¢dzeltisi ile dort kez yikandi.

4- Her kuyucuga 100 puL seyreltilmis biyotinle isaretli antikor ¢ozeltisi eklendi.

5- Plak oda sicakliginda bir saat inkiibe edildi.

6- Kuyucuklar yikama ¢dzeltisi ile dort kez yikandi.

7- Her kuyucuga 100 pL seyreltilmis streptavidin-peroksidaz eklendi.

8- Plak oda sicakliginda bir saat inkiibe edildi.

9- Kuyucuklar yikama ¢ozeltisi ile dort kez yikandi.

10- Her kuyucuga 100 pL substrat ¢ozeltisi eklenerek plak 1siktan korunmak i¢in aliiminyum
folyo ile kaplandi.

11- Plak oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.

12- 100 pL asit ¢ozeltisi ile renk reaksiyonu durduruldu.

13- Mikroplak okuyucu ile 450 nm’de okuma yapilarak sonuglar hesaplandi.
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Sekil 11: Kalprotektin standart egrisi

3.4.5. CRP Olciim Yontemi

CRP  olcimi, Architect C16000 (Abbott Diag. USA) otoanalizériinde,
immunotiirbidimetrik yontemle gerceklestirildi.

Test prensibi: Ornekteki CRP ve lateks partikiillerine tutunan poliklonal anti-CRP
antikorlar1 arasinda antijen-antikor reaksiyonu gerceklesmesi sonucu agliitinasyon meydana
gelir. Bu agliinitasyon, absorbans degisimi olarak saptanir (550-580 nm). Absorbans artisi,

CRP konsantrasyonuyla orantilidir.

3.5. ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Istatistiksel ~degerlendirmelerde, “SPSS for Windows 15.0” programi kullanildi.
Cinsiyete gore gruplarin karsilastirmasinda ki-kare testi kullamldi. Olgiimle belirlenen
bagimsiz degiskenlerin karsilastirilmasi i¢in 6nce Kruskal Wallis testi kullanildi. Gruplar
arasinda anlamli bir farklilik varsa, farkliligin hangi iki grup arasinda oldugunu belirlemek
icin Mann-Whitney U testi kullanildi. Bagimli iki degiskenin karsilastirildigt bir durumda ise
Wilcoxon testi kullanildi. Korelasyon analizleri i¢in non parametrik Spearman korelasyon

analizi kullanildi. Tiim testlerde anlamlilik diizeyi p <0,05 olarak ifade edildi.
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4. BULGULAR

4.1. CALISMA GRUBUNU TANIMLAYICI BULGULAR

Calismaya alinan tiim olgularda serum CRP, SRAGE ve Kkalprotektin dizeyleri
Ol¢iilmek tizere ‘kontrol’, ‘iilseratif kolit’ ve ‘polip’ gruplar1 tanimlandi. Bu gruplardaki hasta
ve sagliklilarin yag ve cinsiyet Ozellikleri Tablo 10°da verilmistir. Yas degiskeni, verilerin

normal dagilim gostermemesi nedeniyle “ortanca” olarak ifade edilmistir.

Tablo 10: Calisma gruplarinin yas ve cinsiyet 6zellikleri

Degiskenler Kontrol Ulseratif Kolit | Polip p
Yas 46 46 62 0.004
Cinsiyet 39 (18 K, 21E) |38 (18K,20E) |14(8K,6E) |0.970

Yas degiskeninde Kruskal Wallis testi ile saptanan anlamli farkliliktan sonra, anlamli
farkliligin hangi gruplar arasinda bulundugunu saptamak i¢in Mann-Whitney testi uygulanda.
Kontrol ve kolit gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmadigi (p=0.766), kontrol ve polipli hasta
(p=0.002) ile kolit ve polip (p=0.001) gruplar1 arasinda ise anlamli fark bulundugu
saptanmistir. Polipli hasta grubu daha yash bireylerden olugsmaktadir.

Gruplarin tiimii cinsiyet dagilimi bakimindan eslesmistir, dolayisiyla bir farklilik

icermemektedir.

4.2. SERUM CRP, sRAGE, KALPROTEKTIN DUZEYLERI
Kontrol ve olgu gruplarina ait serumlarda olgiilen CRP, SRAGE ve kalprotektin igin
hesaplanan ortanca degerleri (Sekil 12) ve istatistiksel anlamlilig1 gdsteren p degerleri ‘Tablo
11’de yer almaktadir. Her ii¢ 6lglimiin sonuglari da, verilerin normal dagilim gdéstermemesi

nedeniyle “ortanca” olarak ifade edilmistir.
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Tablo 11: Kontrol ve olgu gruplarina ait serumlarda 6lgiillen CRP, SRAGE ve kalprotektin

icin hesaplanan ortanca degerleri

Degiskenler Kontrol U. Kolit Polip P
(n=39) (n=38) (n=14)
CRP (mg/L) 15 2.62 18 0.546
SRAGE (pg/mL) | 530 383 565 0.235
CAL (ng/mL) 366 246 188 <0.0001
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Sekil 12:  (A) Kontrol, UK, polip grubunda CRP diizeylerinin karsilastiriimasi. (B) Kontrol,
UK, polip grubunda sRAGE diizeylerinin karsilastirilmas1. (C) Kontrol, UK, polip grubunda
kalprotektin diizeylerinin karsilastirilmasi.

Not: ELISA plaginda yer yetersizligi ve diliisyonlu calisildig i¢in saptama siiriin altinda

kalan orneklerin degerlendirme disinda birakilmasi nedeniyle bazi 6rnekler o testler igin
degerlendirilememistir. Her test i¢in calisilan 6rnek sayisi (n) grafik altinda belirtilmis olup,
istatistiksel karsilagtirmalar eslenik 6rnekler arasinda yapilmistir.

Deney gruplarindan elde edilen CRP ve SRAGE degerleri arasinda uygulanan Kruskal
Wallis testi anlamli degisiklik gdstermediginden daha ileri analiz yapilmamustir.
Kalprotektinde saptanan degisikligin hangi deney gruplar1 arasindaki farkliliktan
kaynaklandigin1 saptamak i¢inse Mann-Whitney testi uygulandi. Buna gore; kontrol
grubundaki kalprotektin 6lgiim sonucu hem UK (p<0.0001) hem de polip (p=0.001)
gruplarindan anlamli olarak daha yiiksektir. UK ve polip gruplari arasinda ise anlamli bir

farklilik bulunmamaktadir (p= 0.144).

4.2.1. Ulseratif Kolit Alt Gruplarinin Analiz Sonuclar
Dokusu, dolayisiyla endoskopi verileri bulunan UK’li hastalarin (n=17) serumlar1 bir
grup olarak ele alinarak ii¢ belirtecin ortanca degerleri, saglikli goniillillerden olusan kontrol

grubuyla ve tim Ulseratif kolitli grupla karsilastirilmistir (Tablo 12).
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Tablo 12: Endoskopi verileri bulunan UK’li hastalarin serumlar1 bir grup olarak ele alarak

kontrol grubu ve tiim {ilseratif kolitli hasta serumlart ile karsilastirilmasi

Degiskenler Kontrol U. Kolit (Kolonoskopi | U. Kolit (Tum Grup)
(n=39) ile dokusu alinanlar) (n=38)
(n=17)

CRP (mg/L) 1.5 2.85* 2.62
SRAGE (pg/mL) 530 132** 383
CAL (ng/mL) 366 161*** 246

*kontrol grubuyla (p=0.340) ve kolit grubuyla (p=0.820) anlaml fark yok,

**#p<0.0001, kontrol ve tiim kolit grubundan anlamh diisiik,

***kontrol grubundan (p<0.0001) ve tiim kolit grubundan (p=0.003) anlaml1 diistik.

Endoskopi verileri bulunan iilseratif kolit hastalar1 Montreal smiflamasimna gore alt
gruplara ayrildi ve bu gruplarin serum Ornekleri ile istatistiksel analiz yapildi. Yalnizca kani
bulunan UK hastalar1, es zamanli endoskopi bulgular: bulunmamasi nedeniyle bu smiflamaya
dahil edilmedi.

Hastalar, hastaligin yayginligina gore gruplandirildiklar1 zaman dokuz hastanin ‘distal
kolit (rektit/proktit)’, yedisinin ‘sol kolit’, yalnizca birinin de ‘pankolit’ seklinde tutulumu
oldugu gozlendi. Pankolit hastasinin degerleri sol kolitli gruba dahil edilerek ‘distal’ ve ‘sol’
olmak iizere iki kolit grubu arasinda istatistiksel c¢aligma yapildi. Bu gruplarin ortanca

degerleri ve Kruskal Wallis testi ile analiz sonuglar1 Tablo 13°te 6zetlenmistir.

Tablo 13: Hastaligin yaygmligina gére UK alt grup karsilastirmasi

Degiskenler Kontrol U. Kolit Distal Kolit | Sol Kolit p
(n=39) (n=38) (n=9) (n=8)

Yas 46 46 55 43 0.004

SRAGE pg/mL | 530 246 133 121 <0.0001

CAL ng/mL 366 246 134 163 <0.0001

Tim gruplarda anlamli farklilik saptandigindan, anlamlilifin hangi gruplar arasinda

oldugunu belirlemek icim Mann Whitney U testi yapildi. Buna gore; her iki alt grup ile
kontrol grubu arasinda yasca anlamli bir farklilik yoktur (p=0.221 ve p=0.444). Ay sekilde
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tim kolit grubundan da yasca anlami farklilik gostermemektedirler (p=0.104 ve p=0.502).
Ancak iki alt grubun yasga birbirinden farkli oldugu saptanmistir (p=0.032).

Hem kalprotektin hem de SRAGE degerleri ele alindiginda, hem distal hem de sol kolitli
gruplar, kontrole goére anlamli diisiik degerlere sahiptirler (tlimiinde p< 0.0001) . Distal ve
sol-kolit gruplarinin kalprotektin degerleri, tiim UK grubundan anlaml diisiiktiir (p=0.012 ve
p=0.032). Ayn1 durum SRAGE 0Ol¢umleri igin de gegerlidir (Distal i¢in p< 0.0001, Sol i¢in p<
0.0001).

Tanimlanan gruplar arasindaki karsilagtirmalar CRP ile de gergeklestirildi. Ancak higbir
grup arasinda anlamli farklilik saptanmadi.

Her iki alt grup birbiri ile karsilastirildiginda , kalprotektin, SRAGE ve CRP degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamistir (kalprotektin i¢in p=0.366,
SRAGE icin p=0.728, CRP i¢in p=0.293).

Yine dokusu bulunan iilseratif kolitli hastalar endoskopik bulgular1 sonucunda hastaligin
siddetine gore alt gruplara ayrildiginda, “hafif” (n=9) ve “orta- siddetli” (n=7) gruplar
arasinda gerek CRP, gerekse SRAGE ve kalprotektin degerleri arasinda anlamli bir fark
bulunmadigr saptanmistir (CRP i¢in p=0.698, sSRAGE ic¢in p=0.089 ve kalprotektin igin
p=0.497).

4.3 DOKUDA sRAGE SONUCLARI

Bagirsak mukozasindaki SRAGE protein ekspresyon diizeylerinin saptanmasi igin
ulseratif kolitli hastalarin endoskopi sirasinda, hem inflame hem de non-inflame goérinimlii
dokularindan ayr1 ayr1 6rnek alinarak Western blot doku analizi yapildi. Gruplar bagimli grup
olarak degerlendirildiginden bulgular Wilcoxon testi ile degerlendirildi. Kontrol grubu olarak
da polipli hastalarin saglikli bagirsak mukozalarindan alinan dokular kullanildi ve bu dokular,
bagimsiz gruplar olarak degerlendirildiginden, UK’li hastalarm inflame ve non-inflame
dokularina ait verilerle Mann-Whitney U testi kullanilarak karsilagtirildi. “Sekil 12°de
dokularin Western blot analizine iligkin temsili bir gorinti, ‘Tablo 14’te de analiz sonuglari
gorilmektedir. Analiz sonuglari hicbir grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmadigin1 gostermektedir.
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Sekil 13: Western blot analizi sonucunda gézlenen ¢esitli dokulara ait SRAGE bantlart

Tablo 14: Kolonoskopi sirasinda alinmis olan dokularin Western blot analiz sonuglari

Degiskenler Kolon polibi bulunan | Kolit-inflame | Kolit-Noninflame
hasta dokusu Doku Doku
(n=14) (n=17) (n=17)

SRAGE 0.9 1.03 0.9

Inflame kolit- Noninflame kolit; p=0.575
Inflame kolit-Polipli hasta; p=0,890
Noninflame kolit-Polipli hasta; p=0,643

4.4. KORELASYON ANALIZLERI

Tiim UK’li olgularda calismada diizeyleri saptanan ii¢ belirtecin de aralarinda bir

korelasyon bulunmadig1 saptandi. Ayrica dokusu ve endoskopi verileri bulunan UK’li grupta

(n=17) sRAGE ve kalprotektin degerlerinin, kontrole ve tiim iilseratifli gruba gdére anlaml

diisiik oldugu belirlendikten sonra belirtegler arasinda korelasyon analizi yapildi. Bu grupta da

korelasyon bulunmadig1 saptandi.
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S. TARTISMA VE SONUC

Farkli ligandlarin baglanabildigi bir membran reseptori olan RAGE, hicre ici sinyal
yolaklarini aktive ederek inflamasyon yanitinin ortaya ¢ikmasinda 6nemli bir role sahiptir. Bu
0zelligi dolayistyla kronik inflamasyonla seyrettigi bilinen bir ¢ok hastalikta, RAGE’nin
cesitli izoformlarmin viiciittaki dagilimi bir ¢ok arastirmanin konusu olmustur. UK ve CH
gibi etyolojisi tam olarak agiklanamamis bir grup hastaliktan olusan IBH, Irritabl Bagirsak
Sendromu gibi organik bir nedene bagli olmayan ¢esitli hastaliklarla benzer klinik 6zelliklere
sahip olabilmektedir (58). IBH’nin ayirici tanisinin yapilabilmesi, tedavisinin diizenlenmesi
ve prognozunun takibi i¢in ¢ogu zaman endoskopi gibi girisimsel yontemlere gereksinim
duyulmaktadir. Bu nedenle IBH’ndaki inflamasyonun diger bagirsak hastaliklarindan ayirt
edici belirtecleri, gelecekte bu girisimsel yontemlerin gerekliligini azaltmaya aday olabilir. Bu
belirtegler arasinda adi gegmekte olan RAGE’nin ¢6ziiniir formuyla (SRAGE), RAGE
ligandlarindan biri olan kalprotektin bizim ¢alismamizin da temel noktasini olugturmaktadir.

Kalsiyum baglayic1 S100 protein ailesi iiyesi inflamasyon-iligkili ‘kalgraniilinler’
S100A8 (MRP-8) ve S100A9 (MRP-14), kronik inflamasyonla seyreden pek ¢ok durumda
yiiksek miktarda eksprese edilmektedir. Bunlar arasinda dev hicreli arterit, kistik fibrosis,
romatoid artrit, dermatozlar, baz1 malignite ve otoimmiin hastaliklar bulunmaktadir (59).
Gastrointestinal sistemin inflamasyonla iliskili bozukluklarindan Barrett 6zefagusu, gastrit
veya duodenitler gibi hastaliklarda ve infeksiydz diyare, nekrotizan enterokolit, IBH gibi
intestinal sistemin daha alt boliimlerini tutan hastaliklarda artmig fekal kalprotektin seviyeleri
gOzlenmektedir (60). S100A8 ve S100A9’un non-kovalent baglanmasiyla olusan
kalprotektinden IBH ile ilgili pek ¢ok arastirmada séz edilmektedir. Turovskaya ve ark. (61)
kurduklar: fare modellerinde, IBH’nda, kronik inflamasyon zemininde ortaya ¢ikabilen kolitle
iliskili karsinomda, karboksillenmis N-glikan aracili kalprotektin-SRAGE baglanmasinin
onemli olabilecegine dikkat ¢ekmislerdir. Bunn ve ark. (62) fekal kalprotektin duizeylerinin,
%Tc-isaretli beyaz kiire ‘scan’leri ve endoskopik ve histolojik invaziv inflamasyon skorlar ile
korele oldugunu gostermislerdir Fekal kalprotektin miktarlarinin 6lgiilebildigi hasta basi
testler -rutin kullanima girmemis olmakla birlikte- mevcuttur. Lobaton ve ark. (63) hasta basi
fekal kalprotektin testinin hastalik aktivitesi ile anlamli korele oldugunu belirtmislerdir.

Biz de galismamizda UK’li hastalarda SRAGE’nin dokuda eksprese edilen miktariyla

serum diizeyleri arasindaki iliskiyi arastirmayir amacladik. Ayrica bir RAGE ligandi olan
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kalprotektinin serum dizeyiyle sRAGE arasindaki iligskiyi degerlendirdik. Bu sirada iki
belirtecin de, hastaliga 06zginliigii diisilk olsa da rutinde yaygin olarak kullanilan bir
inflamasyon belirteci olan CRP ile olan iliskisini ele aldik.

Arastirmamiz temel olarak iki c¢er¢evede sekillendi. Bunlardan ilki olan doku
calismalarimiz sirasinda, 17 UK hastasinin kolonoskopik olarak inflame gériiniimli mukozal
SRAGE duzeylerini Western blotlama yontemiyle yari-kantitatif olarak ol¢up, kendi saglikli
gorinen mukozal sRAGE diizeyleriyle kiyasladik ve aralarinda anlamli fark olmadigini
saptadik. Ayrica kontrol grubu olarak belirledigimiz 14 polipli hastanin saglikli bagirsak
dokularinda ayn1 yontemle olgiilen SRAGE diizeylerinin de UK’li hastalarin
dokularindakinden anlamli farkli olmadigini saptadik. Arastirmamizin ikinci béliimiinde, bu
gruplara ait serum 6rneklerinde SRAGE, kalprotektin ve CRP diizeylerini olgtik. UK’li olgu
sayisin1 artirmak i¢in DEUTF Gastroenteroloji ABD poliklinigine rutin kontrol amaciyla
basvuran 21 UK hastasiin serum Ornegini de dahil ettigimiz bir tiim UK’liler grubu
olusturduk. Serum belirtegleri i¢in kontrol grubu olarak UK’li grupla yas ve cinsiyet agisindan
eslesen 39 saglikli goniillii sectik. Elde edilen veriler kolit grubu i¢in farkli diizeylerde analiz
edildi. Tim kolitli grup iginde, kolonoskopisi yapilmis ve yaygmlik ve siddete gore
siiflandirilabilen bir grup veri, tiim gruptan ayri olarak da analiz edilmistir. Bu alt grubun
serum kalprotektin ve SRAGE diizeylerinin kontrol grubundan anlamli diisiik oldugunu, CRP
degerlerininse farkli olmadigim gozledik. Kalprotektin tim UK’li grupta da kontrolden
anlaml diisiikken, dokusu bulunan UK’lilerde daha da diisiik bulundu; ancak, beklenmedik
sekilde dokusu bulunan UK’lilerin SRAGE’si anlamli diisiik bulundugu halde, tim UK’li
grupla kontroller arasinda SRAGE diizeyleri arasinda anlamli fark bulunmadi. Kolonoskopi
verileri bulunan UK hastalarin1 hastaligi yayginligma ve siddetine gore yeniden alt gruplara
ayirdigimizda, hi¢bir alt grupla digeri arasinda serum belirtecleri ve mukozal SRAGE
diizeyleri agisindan anlamli fark olmadigin1 gozledik. Leach ve ark. (5) da hastalik
lokalizasyonu ve yayiliminin S100 seviyelerini etkilemesi agisindan lokalizasyon gruplarini
karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda, serum veya mukozal S100A12 ve kalprotektin agisindan
fark bulamadiklarin1 belirtmislerdir. Yilmaz ve ark. (64) da sSRAGE diizeyleriyle Montreal
siniflamasina gore ayrilan alt gruplar arasinda iliski bulamamiglardir.

Leach ve ark. (5) ¢aligmalarinda, ¢gekal ve duodenal biyopsi 6rneklerinden organ kiiltiirii
yaparak kultur stpernatantlarinda ELISA teknigiyle SRAGE, kalprotektin ve S100A12

ol¢iimii yapmus; tedavi almamis IBH’na sahip hastalarda, hem mukozal hem de serum
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kalprotektin ve S100A12’yi kontrolden anlamli yiiksek bulmuslar, serum SRAGE agisindan
anlamli fark bulamamislar ve mukozal SRAGE’yi ise saptayamamislardir. Malickova ve ark.
(6) da IBH’Ii hastalarin disk1 eluatlarinda yine ELISA ile SRAGE’yi saptayamamislardir.
IBH ile sRAGE iliskisinin incelendigi az sayida makale olmasi ve SRAGE’nin doku
diizeylerinin hem mukozal hem de serumdaki diger belirteclerle iliskisinin yeterince aydinliga
kavusturulamamis olmasi nedeniyle, biz de ¢alismamizda doku diizeylerini gostermek Uzere
Western blotlama yontemini kullanmaya karar verdik. Ayni hastaya ait inflame ve saglam
goriiniimlii mukozalar arasinda herhangi bir fark bulamamis olmamiz, belki de hastanin
saglam goriinimlii mukozasinda da -endoskopi ile belirlenebilir olmasa da- inflamasyon
bulundugu seklinde yorumlanabilir; ancak, polipli hastalarin polipsiz alanlarindan alinan
bagirsak mukozalarinda da SRAGE’nin benzer miktarlarda saptanmis olmasi bu olasiligi
zayiflatmaktadir. Bununla birlikte benzer bir ¢alisma tekrar planlanacak olursa, bagirsak
mukozas1 yerine tam kat bagirsak dokusunun alinmasi daha faydali olabilir.

Luley ve ark. (60) bagirsak dokusu homojenizatlarinda ELISA yontemiyle kalprotektin
Olgmiigler, karsinom ve polipli dokularda, kendi saglikli komsu dokularindan ve saglikli
kontrollerden anlaml1 yiiksek oldugunu saptamislar; ancak, serum diizeyleri arasinda herhangi
bir anlamli fark bulamamislardir. SRAGE icin polipli dokuda benzer bir calismaya
rastlanmamistir. Summerton ve ark. (65) kolonik polipozisli hastalarda fekal kalprotektini
normal aralikta saptarken, Kronborg ve ark. (66) polip sayisindan bagimsiz olarak, anlamli
yiiksek bulmuslar, Pezzilli ve ark (67) kolonik polipozisli hastalarda fekal kalprotektinin
saglikli kontrollerden (p=0.003) ve divertikiilozisli hastalardan (p=0.026) anlamli yiiksek
oldugunu gostermislerdir. Jiao ve ark. (68) adenomattz polip ile serum sRAGE dizeyleri
arasinda ters korelasyon oldugunu belirtmislerdir. Polipli hastalarla ilgili bu kadar farkli sonug
belirtilmisken, biz de ¢alismamizda polipli hastalarin serum degerlerini saglikli kontrollerden
ayr1 bir grup olarak degerlendirmeyi uygun gordiik. Sonucta polipli hastalarin serumlarinda
SRAGE ve CRP diizeyleri ne UK’li hastalar, ne de kontrol grubundan anlamli farkli ¢ikmistir;
ancak, kalprotektin diizeyi kontrol grubundan anlamli diisiik bulunmustur. Bu durum, kolonik
polipli hastalarda 6zellikle serum kalprotektin ¢aligmalarinin devam etmesi gerektigine vurgu
yapmaktadir.

Calismamizda kontrol grubu olarak belirledigimiz ve saglam dokularindan
yararlandigimiz polipli hastalarin yaslarinin olgu grubundan yiiksek olmasi ¢alismanin zayif

yonlerinden birini olusturmaktadir. UK’in temel pik yas1 15-30 (24) iken polipin yasla artis
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gostermesi (8), yash popiilasyonda daha sik rastlanmasina neden olmaktadir. Bizim kisith
zaman diliminde olusturdugumuz ¢alisma grubumuz da bu durumdan etkilenmistir. Metabolik
sendrom ve esRAGE iliskisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda Koyama ve ark (69) diyabetik
olmayan kisilerde, eSRAGE’nin yasla ters korele oldugunu gostermislerdir. Geroldi ve ark.
(70) 100 yasin iistinde major bir rahatsizligi bulunmayan 80 ileri yash olguda artmis SRAGE
diizeylerinin asirt uzamig Omiirle iliskili oldugunu belirtmislerdir. Buradan ¢ikarimla saglikli
bireylerde SRAGE’nin yasla diisme egiliminde oldugunu, ama kanlarinda yiiksek diizeyde
SRAGE saptanan kisilerin uzun omre ve saglikli yaslanmaya aday olduklar1 sdylenebilir.
Bizim ¢alismamizda yas gruplart eslenik olmayan polipli hastalarla diger gruplar arasinda
SRAGE agisindan zaten anlamli bir fark bulunmamaktadir.

Fekal kalprotektinin mukozal inflamasyonu serumda 6lgiilen kalprotektinden daha dogru
yansittigl distliniildiigiinden calismalarda daha ¢ok fekal kalprotektin Ol¢limleri yapilmais,
serum kalprotektin diizeyleri ¢ok daha az calismada ele alinmistir. Bunun yani sira,
gelistirilen hasta basi testlerinin, klasik fekal kalprotektin ELISA yontemleri iyi korelasyon
gosterdigi de belirtilmektedir (63). Bizim c¢alismamizda da saglikli kontrollerde,
poliplilerden ve tiim UK’li hastalarin bulundugu gruptan anlamli yiiksekken, yalmizca
endoskopi bulgular1 bulunan daha az sayidaki UK’lilerde kalprotektin ortanca degeri 246
ng/mL’den 161 ng/mL’ye dismiistiir (her iki karsilastirmada da p<0.0001). Serum
kalprotektinin UK’li grupta saglikli kontrollerden diisiik ¢ikmasi daha dnceki ¢alismalardan
farklilik gostermektedir (6,35). Kalprotektin ile SRAGE arasindaki iliski, SRAGE’nin RAGE
ligandlarin1 bir tuzak gibi davranip baglayabilme ve bdylece sistemik eliminasyonunu
saglayabilme Ozelligi nedeniyle tartigmaya agiktir. Ayrica SRAGE’nin endoskopi bulgulari
bulunan UK lilerde kontrolden anlamli diisiik ¢ikmis olmasi bu olasilig1 destekliyor olabilir.
Yine de yalmz serum &rnegi alinan UK'’lilerin hastalik aktivitelerinin degerlendirmeye
alinmamis olmasi ¢alismamizin kisitlayici bir yonitidiir.

Olgularda sRAGE, kalprotektin ve CRP dizeylerini etkileyebilecek 6nemli
parametrelerden birisi de ilag tedavisidir. Ozellikle inflamasyonu suprese etmeye yonelik
‘antiinflamatuvar’ ila¢ kullaniminin bu belirteglerin viicuttaki kompozisyonunda degisiklige
neden olmasi kaginilmaz géziikmektedir. Biz de drnek toplama surecimizi, hasta grubumuzu
daha oOnce tedavi almamis, yeni tani alan hastalardan olusturabilecek kadar uzun
planlayamamis olmamizdan dolayi, serum parametrelerinin ilag kullanmayan hasta

gruplariyla yapilan c¢aligmalardan farkli c¢ikabilecegini Ongormekle birlikte; bagirsak
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mukozasmin inflame goziikken alanlarindan dogrudan o6rnek alacak olmamizin, saglikli
goziikken UK ve polipli hasta dokularindan anlamli farkli sonug yaratip yaratmayacagini
arastirmak istedik. Malickova ve ark. (6) yedisi UK’li 29 inflamatuvar bagirsak hastasinda,
prospektif bir ¢alisma yapmis, anti TNF ajan-infliksimab ile tedaviye baslanmadan 6nce ve
baslandiktan 10 hafta sonra serumda SRAGE, kalprotektin, CRP ve IL-6 ile fegeste
kalprotektin Slgmiislerdir. Tedaviden onceki Orneklerde fekal kalprotektin ile serum
kalprotektin, CRP ve IL-6 IBH 1inda saglikli kontrollerden anlamli yiiksek bulunmus, serum
SRAGE ile kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunamamis ve digki eluatlarinda SRAGE’yi
saptayamamiglardir. Yirmi dort hasta infliksimab tedavisine yanit vermis, bunlarda hem fekal
hem de serum kalprotektinde ve yine serum CRP ve IL-6’da anlamli1 diisme saptanmis; ancak,
SRAGE diizeylerinde degisiklik saptayamamuslardir. Tibble ve ark. (71) antiinflamatuvar
ilaglarla tedavinin bir baska etkisine dikkat ¢ektikleri arastirmalarinda, nonsteroid
antiinflamatuvar ila¢ kullanan hastalarin % 44’iinde eritemden iilsere kadar degisebilen
enteropati gelistigini vurgulamislar, bunlarin % 20 kadarinda aktif inflamatuvar bagirsak
hastalarininkine yakin kalprotektin diizeyleri saptamislardir. Bu farkli etkilerinden dolay1
antinflamatuvar tedavi ajanlarinin bizim ¢alisma grubumuza da degisik etkileri olmus olabilir.
Yilmaz ve ark.nin (64) yaptig1 IBH’yla ilgili bir baska ¢alismada da hastalarin (n=113) biiyiik
kisminin ilag kullanmakta oldugu, yalmzca ii¢ Crohn, dért UK hastasinin hicbir tedavi
almiyor oldugu belirtilmektedir. Bu ¢alisma ile bizim ¢alismamiz arasindaki 6nemli bir fark,
bu arastirmacilarin, UK’li hastalarda sRAGE’yi kontrollerden anlamli yiiksek bulmus
olmalaridir. Ancak dikkati ceken diger bir nokta, UK’li hastalardaki SRAGE duzeylerinin
CH’indan anlamli yiiksek olmasi, CH ile saglikli  kontroller arasinda ise anlamli fark
olmamasidir. Oysa Malickova ve ark. (6) calismalarinda, UK ve CH’mdaki SRAGE diizeyleri
arasinda anlaml fark saptamamisglardir. Yilmaz ve ark. (64) bizim ¢alismamiza benzer sekilde
serum SRAGE diizeylerinin CRP ile ve ayrica albumin ve ESR ile de iliskili olmadigini
belirtmislerdir. Ayrica infliksimab ve adalimubab tedavisi alan CH’nda bu tedaviyi
almayanlara gore SRAGE diisiik bulunurken, UK ’lilerde SRAGE diizeyleri tedavi ile iliskisiz
bulunmustur. SRAGE dizeylerinin hem Malickova hem de Yilmaz ve ark.nin yaptigi
calismalarda ilaglardan etkilenmemis olmasi bizim c¢alismamizdaki SRAGE sonuglari
acisindan olumlu olsa da Yilmaz ve ark.nin calismasinda SRAGE’nin IBH’mda yiiksek
¢ikmasi, bizimkinde ise tiim UK’li grupta anlamli farkli olmayip, endoskopik verileri olan

UK’lilerin serumunda anlamli diisiik ¢ikmas1 birbiriyle celismektedir. Diger inflamasyonla
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seyreden hastaliklardaki SRAGE diizeyleri de boyle ¢eligkili durumlar sergilemekle birlikte,

cogunun ortak 6zelligi SRAGE’ nin inflamatuvar hastaligi bulunan gruplarda diisiik bulunmus
olmasidir (52-55)

Son olarak;

Calismamuz, iilkede UK te kalprotektin ve SRAGE konusunda gerceklestirilen ender
calismalardan birisidir.

Calismanin en onemli bulgulari, kolonoskopik olarak iyi tanimlanmis olgularin
serumlarinda hem kalprotektin hem de SRAGE diizeylerinin diisiik olmasidir.

Bu durum, sRAGE’nin kalprotektin ile baglanarak, diizeylerinin diisebilecegine isaret
eden genel yaklasim ile uyumludur.

Bir diger 6nemli bulgu, UK’li hastalarin kolonoskopik olarak inflame ve noninflame
olarak tanimlanan alanlarinda sSRAGE diizeylerinin farkli olmamasidir.

Calismanin  smirliliklarindan  birisi, kolonoskopik olarak tanimlanmis ve yeni
kolonoskopisi olmayan hastalarin farkli SRAGE diizeylerine sahip olmalaridir.
Dokuda sRAGE yaninda kalprotektin ekspresyonlarinin da gelecek ¢aligsmalarda
degerlendirilebilmesi, iki protein arasinda odak dokudaki iligkinin degerlendirilmesi

acgisindan dikkate alinmalidir.
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6.2. EKLER

EK-1
BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

Inflamatuvar Bagirsak Hastalig1 olarak bilinen hastaliklarinin ortaya ¢ikmasi, siddeti ve
alevlenmelerle seyredip seyretmeyecegini ortaya koymaya yarayacak cesitli belirtecleri
arastirmay1 planliyoruz. Bu amagla, muayene bulgular1 bu tiir hastaliklarla uyumlu olan 60
hastadan tani i¢in alinan kanda ve endoskopi sirasinda alinacak bagirsak materyalinde bu
belirteclerle ilgili testler yapacagiz. Bu nedenle rahatsizligimiz yiiziinden zaten sizin
bagirsaklarinizdan alinarak incelenmek iizere patolojiye gonderilen doku Orneginizin bir
kismini tan1 ve tedavinizin diizenlenmesinde yapilacak standart tiim incelemelerin yanisira, bu
hastaligin tedavisine ve izlenmesine katki saglayabilecegini diisiindiigiimiiz diger
incelemelerin yapilmasi ve girisim Oncesi rutin kan testleriniz i¢in alimacak kanin bir
boliimini (1 tiip; 8 ml) bu arastirmaya yardimci olmak {izere kullanabilmemiz igin
misaadenizi istiyoruz.

Arastirmamizin ileride bu hastaligin nedenlerinin aydinlatilmasina, tan1 ve tedavisine
katki saglayacagini diisiiniiyoruz. Yapilacak olan arastirmalar tan1 ve tedavinizi hicbir sekilde
etkilemeyecektir. Bu calisma i¢in kan ve doku Ornegi bir kez alinacaktir. Kan alinirken
olusabilecek hemotoma (cilt altt kanamaya bagl sislik) karsi alkollii pamukla basi
yapilacaktir. Biyopsi sonrasi olusabilecek kesi veya enfeksiyon kontrol edilerek tedavisi
verilecektir. Muhtemel zarar durumunda Dr. Deniz Koger’i 0 505 5827085, 0 232 4122559
no’lu telefonlardan arayip yardim alabilirsiniz. Alinan Ornekler bu calisma disinda
kullanilmayacak, caligma sonrasinda imha edilecektir.

Bu ¢alisma sirasinda uygulanacak testlerin ve arastirma ile ilgili gerceklestirilecek diger
islemlerin masraflari size veya giivencesi altinda bulundugunuz resmi ya da 6zel hi¢bir kurum
veya kurulusa ddetilmeyecektir. Goniillii bu ¢alismaya katilmayr reddetme ya da arastirma
basladiktan sonra devam etmeme hakkina sahiptir. Bu ¢alismaya katilmaniz veya basladiktan
sonra herhangi bir sathasinda ayrilmaniz daha sonraki tibbi bakimimizi etkilemeyecektir.
Aragtirmaci da goniilliiniin kendi rizasina bakmadan, olguyu arastirma dis1 birakabilir. Bu
calismada yer aldigmiz siire igerisinde kayitlarimizin yani sira iliskili saglik kayitlariniz
kesinlikle gizli kalacaktir. Bununla birlikte kayitlariniz kurumun yerel etik kurul komitesine

ve Saglik Bakanlhigina acgik olacaktir. Hassas olabileceginiz kisisel bilgileriniz yalnizca
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arastirma amaciyla toplanacak ve islenecektir. Calisma verileri herhangi bir yayin ve raporda
kullanilirken bu yayinda isminiz kullanilmayacak ve veriler izlenerek size ulasilamayacaktir.
Yukarida goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri okudum. Bunlar hakkinda
bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu klinik arastirmaya kendi
rizamla, hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.

Hastanin;

Adu:

Soyadi:
Tarih:
Tel:
Adres :

Imza:

Olur Alma Islemine Basindan Sonuna Kadar Tamikhk Eden Kurulus Gorevlisinin;
Adr:
Soyadi:
Tarih:
Gorevi :

Imza:

Arastirma Yapan Arastirmacinin

Adi:Deniz
Soyadi:Kocer
Tarih: Tel: 0 505 493 37 58, 02324122559 Imza:

61



EK-2
BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU  (Saglikli Géniillii)

Inflamatuvar Bagirsak Hastalig1 olarak bilinen hastaliklarinin ortaya ¢ikmasi, siddeti ve
alevlenmelerle seyredip seyretmeyecegini ortaya koymaya yarayacak cesitli belirtecleri
aragtirmay1 planliyoruz. Bu amacla, muayene bulgular1 bu tiir hastaliklarla uyumlu olan 30
hastadan tani i¢in aliman kanda ve endoskopi sirasinda alinacak bagirsak materyalinde bu
belirteclerle ilgili testler yapacagiz. Arastirmamizin ileride bu hastaliin nedenlerinin
aydinlatilmasina, tan1 ve tedavisine katki saglayacagini diisiiniiyoruz.

Kontrol grubu olarak da, hasta grubuna benzer yas ve cinste olan 30 kisi ¢aligmaya
alinacaktir. Bu aragtirma kapsaminda kan alim1 diginda bagka bir girisim yapilmayacaktir. Bu
arastirmaya yardimci olmak iizere, rutin kan testleriniz i¢in alinacak kanin bir boliimiini (1
tiip; 8 ml) bu arastirmaya yardimci olmak iizere kullanabilmemiz i¢in miisaadenizi istiyoruz.

Yapilacak olan arastirmalar tan1 ve tedavinizi hicbir sekilde etkilemeyecektir. Bu
caligma i¢in kan ornegi bir kez alinacaktir. Kan alinirken olusabilecek hemotoma (cilt alti
kanamaya bagl sislik) kars1 alkollii pamukla bas1 yapilacaktir. Muhtemel zarar durumunda
Dr. Deniz Koger’i 0 505 5827085, 0 232 4122559 no’lu telefonlardan arayip yardim
alabilirsiniz. Alinan 6rnekler bu ¢alisma disinda kullanilmayacak, ¢alisma sonrasinda imha
edilecektir.

Bu ¢alisma sirasinda uygulanacak testlerin ve arastirma ile ilgili gerceklestirilecek diger
islemlerin masraflari size veya giivencesi altinda bulundugunuz resmi ya da 6zel hi¢bir kurum
veya kurulusa ddetilmeyecektir. Goniillii bu ¢alismaya katilmayr reddetme ya da arastirma
basladiktan sonra devam etmeme hakkina sahiptir. Bu ¢alismaya katilmaniz veya basladiktan
sonra herhangi bir sathasinda ayrilmaniz daha sonraki tibbi bakimimizi etkilemeyecektir.
Aragtirmaci da goniilliiniin kendi rizasina bakmadan, olguyu arastirma dis1 birakabilir. Bu
calismada yer aldigmiz siire igerisinde kayitlarimizin yani sira iliskili saglik kayitlariniz
kesinlikle gizli kalacaktir. Bununla birlikte kayitlariniz kurumun yerel etik kurul komitesine
ve Saglik Bakanlhigina acgik olacaktir. Hassas olabileceginiz kisisel bilgileriniz yalnizca
arastirma amaciyla toplanacak ve islenecektir. Calisma verileri herhangi bir yayin ve raporda

kullanilirken bu yayinda isminiz kullanilmayacak ve veriler izlenerek size ulasilamayacaktir.
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Yukarida goniillitye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri okudum. Bunlar hakkinda
bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu klinik aragtirmaya kendi
rizamla, hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.

Hastanin;

Adi:

Soyadu:
Tarih:
Tel:
Adres :

Imza:

Olur Alma Islemine Basindan Sonuna Kadar Tamiklik Eden Kurulus Gérevlisinin;

Adt:
Soyadi:
Tarih:
Gorevi :

Imza:

Arastirma Yapan Arastirmacinin

Adi:Deniz
Soyadi:Koger
Tarih: Tel: 0 505 493 37 58, 02324122559 Imza:
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