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ÖZET 

 

ÇÖLYAK HASTALIĞINDA THEMIS VE RUNX 3 GENLERİNİN 

EKSPRESYONLARININ İNCELENMESİ 

 

Giriş-Amaç: Çölyak Hastalığı; en çok buğday, arpa ve çavdar ile az miktarda yulafta 

bulunan gluten ve ilişkili proteinlerin vücuda alınmasıyla; genetik olarak eğilimli 

kişilerde ortaya çıkan, immün kökenli bir enteropatidir. HLA-DQ2 ve/veya HLA-

DQ8, barsak mukozasında bulunan immün sistemin özel CD4+ yardımcı T 

hücrelerine; glutenin, gliadin gibi alt birimlerinden birini sunarak Çölyak hastalığına 

hassasiyeti arttırmak için gereklidir. Fakat, hastalık gelişimi için bu işlem, tek başına 

yeterli değildir. Bu çalışmanın amacı, kromozom 6q22.33 bölgesinde bulunan 

THEMIS (Thymocyte-Expressed Molecule Involved in Selection = Seçimle İlgili 

Timosit Ekspresyon Molekülü) ve kromozom 1p36.11 bölgesinde bulunan RUNX3 

(Runt-related transcription factor family =RUNT ilişkili transkripsiyon faktörleri 

ailesi) genlerinin, Çölyak Hastalığı teşhisi konmuş çocukların ince barsak biopsi 

materyali ve periferik kanındaki ekspresyonlarını incelemektir. 

Materyal-Metod: Tepecik Eğitim Araştırma Hastanesi Doku Tipleme 

laboratuvarında; hem yeni tanı almış hastaların hem de kontrol grubunun periferik 

kanından ve ince barsak doku biyopsilerinden total RNA izolasyonları 

gerçekleştirildi. İzole edilen ve nanodropta ölçümü yapılan RNA’ların, cDNA sentez 

kiti ile cDNA’ya çevrilerek; SYBRGreen Real-Time PCR yöntemi ile gen ifade 

analizleri yapılmıştır. 

Sonuç: Bu çalışmamızda, THEMIS ve RUNX 3 genlerinin dokudaki 

ekspresyonlarının periferik kandan daha yüksek olduğu gözlenmiştir. Ayrıca 

hastalarımızda gerek Tip I Diabetes Mellitus’a yakalanma olasılığı (%16.6) gerekse 

HLA dağılımları dünya literatürüne göre yüksektir. Ancak çocukluk çağlarında ince 

barsak biyopsisi yapma zorunluluğu ve Covid-19 pandemisi bu çalışmamızda vaka 

sayılarını sınırlandırıcı faktörler olmuştur. Buna karşılık, ÇH’da bulunan HLA 

DQ2,5 ile DQ8 doku tiplerine sahip hastalarda; RUNX 3 ekspresyonları farklı 

bulunmuştur. Aynı şekilde dokuda THEMIS yükselmektedir ve THEMIS’in 

dokularda düşük bulunması durumunda, kişilerde başka bir otoimmün hastalık 

araştırılmalıdır.  

Anahtar Kelimeler: Çölyak Hastalığı, THEMIS, RUNX 3 
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 ABSTRACT 

THE INVESTIGATION OF THEMIS AND RUNX 3 GENE EXPRESSIONS 

IN CELIAC DISEASE 

 

Introduction-Aim: Celiac Disease; It is an enteropathy of İmmüne origin that occurs 

in genetically predisposed individuals, by the ingestion of gluten and related proteins, 

which are present predominantly in wheat, barley and rye, and, in a small proportion 

of oats. While HLA-DQ2 and / or HLA-DQ8 are required to increase sensitivity to 

Celiac disease by introducing glutenin gliadin subunits to specific CD4 + T-helper 

cells of the İmmüne system in the intestinal mucosa; alone is not enough for disease 

development. The aim of this study is to investigate the expression of THEMIS 

(Thymocyte-Expressed Molecule Involved in Selection) and RUNX 3 (Runt-related 

transcription factor family) genes in small intestine biopsy materials and peripheral 

blood samples of children diagnosed with Celiac Disease. 

Materials and Methods: Total RNA isolation performed after the serum is 

separated from the peripheral blood of both patients and control groups, in Tissue 

Typing Laboratory in Tepecik Training and Research Hospital. In addition, total 

RNA isolations performed in small intestine biopsies taken from newly diagnosed 

patients. Isolated and at nanodrop measured RNAs are converted to cDNA by cDNA 

synthesis kit and gene expression analysis performed by SYBRGreen Real-Time 

PCR method. 

Results: In this study, we found that the expression of THEMIS and RUNX 3 genes 

in tissue was higher than in peripheral blood. Inaddition, the incidence of type I 

Diabetes Mellitus in Celiac Patients was found to be 16.66% above the world 

literatüre. Likewise, the distribution of HLA groups was found to be high. However, 

the limitations caused by performing a biopsy in childhood and the Covid-19 

pandemic limited the number of cases. In contrast, RUNX 3 expressions were found 

to be different in patients with HLA DQ2,5 and DQ8 tissue types found in Celiac 

Disease. In the same way, THEMIS is elevated in the tissue, and if THEMIS is found 

to be low in the tissues, another autoİmmüne disease should be investigated in 

people. 

Keywords: Celiac Disease, THEMIS, RUNX 3 
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1.GİRİŞ 

 

 Çölyak Hastalığı (ÇH), buğday, arpa, çavdar ve bir miktar da yulafta bulunan; 

glutenin ve gliadin gibi gluten ilişkili proteinlerin vücuda alınmasıyla, genetik olarak 

hassas kişilerde gelişen, poligenik; İmmün kökenli ve toplumda yaklaşık 1/100 

oranında görülen bir gastrointestinal sistem enteropatisidir. Villöz atrofi, kript 

hiperplazisi ve ince barsak mukozasında lenfositokin infiltrasyonuyla karakterize 

histolojik bulguları olan ÇH; ayrıca, mukozada da hafif değişiklikler içerir. Tipik 

gastrointestinal semptomlardan, ekstraintestinal bulgulara kadar çok farklı klinik 

tablolar gösterir. Tek etkili tedavi şekli, ömür boyu glutensiz diyettir (1). 

ÇH, multifaktöriyel, poligenik bir hastalık olup en önemli genetik hassasiyet 

gösteren bölge Majör hiskompatibilite kompleksi (MHC) lokusundadır. Hassas 

kişilerde bu lokusta kodlanmakta olan insan lökosit antijenleri (HLA)-DQ2,5 

(DQA1*05, DQB1*02) ve/veya HLA-DQ8 (DQA1*03, DQB1*03:02)’dir. Ancak, 

bu lokustaki bu kanıt tek başına hastalık gelişimi için yeterli değildir. Bu hassas 

alleller genetik riskin yaklaşık %35’ini açıklarken, diğer birçok gen de ÇH. 

patogenezinde rol alır (2).  

 Şimdiye dek, yapılmış iki genom-boyunca bağlantı çalışmaları (GWAS) 

çalışması, ÇH. gelişiminde 26 bölgenin etkin olduğunu göstermiştir (2,3). Hastalığın 

etyolojik araştırmalarında tespit edilen bazı genler; İmmün cevap yolaklarında görev 

alırken (RGS1, IL18R1/IL18RAP, CCR3, IL12A/SCHIP1, TAGAP, SH2B3, 

BACH2, CCR4, CD80, CIITA-SOCS1-CLEC16A, ICOSLG, ZMIZI) bazıları da T-

hücre olgunlaşmasında görev alır (ETS1, Runt-domaini transkripsiyon faktörleri X3 

(RUNX 3), Timositte ifade edilen seçilimde rol oynayan molekül (THEMIS), Protein 

tirozin fosfataz, reseptör tipi, kappa (PTPRK) veya TNFRSF14). Daha sonra yapılan 

İmmünochip genotipleme yöntemi ile tüm bu 26 bölge haritalanmış ve 13 hassas 

lokus daha bulunmuştur (4). Bu toplam 39 non-HLA gen bölgesinden birçoğu ÇH. 

gelişimi ile ilgiliyken, diğer yandan da tip 1 Diabetes Mellitus ve Romatoid Artrit 

gibi başka otoimmün hastalıklarla da ilişkilidir  
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 THEMIS geninin ifade düzeyi lenfoid dokuyla sınırlıdır ve farelerde pre-T 

Hücre Reseptörü (TCR) timositlerde T hücre gelişiminde önemli rolü olan bir 

molekülü yüksek oranda kodladığı saptanmıştır (5). Ayrıca farklılaşmış T 

lenfositlerde de eksprese olup (6), TCR aktivasyonunda sinyal rolü olduğu da 

düşünülmektedir (7). THEMIS, kemirgenlerin gelişiminde normal CD4+ T 

hücrelerinde bulunmaktadır (8). RUNX 3 geni ise memelilerdeki, yapısı basit ama iyi 

korunmuş RUNX gen ailesinin üç üyesinden biri (RUNX 1, RUNX 2 ve RUNX 3) 

olup transkripsiyon faktörüdür. RUNX ailesi; nörogenez, osteogenez ve hematopoez 

gibi önemli gelişimsel süreçlerde anahtar rol oynayan, gen ekspresyon düzenleyicisi 

olarak görev yapmaktadır (9). 

 Bu çalışmanın amacı, THEMIS ve RUNX 3 genlerinin; yeni tanı almış, aktif 

Çölyak bulgularına sahip hastalarla kontrol grubunun, duodenal mukozasındaki ve 

periferik kandaki ekspresyon düzeylerini ölçmektir. Ayrıca tanı konmuş bu hastalar 

ile kontrol grubunun HLA grupları belirlenerek; HLA tipiyle bu genlerin 

ekspresyonu arasında bir ilişki olup olmadığının araştırılması da gerçekleştirilmiştir. 

Bununla birlikte İmmünogenetik bir hastalık olarak ÇH’da, Tip 1 Diabetes Mellitus 

gibi diğer İmmünogenetik hastalıklarla bir korelasyon olup olmadığı incelenmiştir. 
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2. GENEL BİLGİ 

2.1.Çölyak Hastalığı 

2.1.1.Tarihçe 

 Çölyak Hastalığı, insanlığın avcı toplumdan tarım toplumuna geçişiyle 

beraber; yaklaşık 10.000 yıl önce ve ilk tahılın yetiştirilmesiyle tahminen ilk olarak 

Mezopotamya’da ortaya çıkmıştır (10). Her ne kadar arkeolojik araştırmalar milattan 

sonra 1. ve 2. yüzyıla kadar dayandırılsa da (11), bu dönemlerde yaşamış olan 

Yunanlı Fizikçi Arataeus’un Yunanca yazmış olduğu kitabının Francis Adams 

tarafından 1856 yılında İngilizceye çevirmesiyle asıl olarak tarihteki yerini almıştır 

(12). “The Extant Works of Aretaeus, The Cappadocian” adı ile çevrilen eserin “On 

The Coeliac Affection” kısmında bu hastalıktan bağırsak kaynaklı olduğunu 

belirtecek şekilde “koiliakos” (bağırsakların zarara uğraması) olarak bahsetmiştir. 

Yunanca’da; karınla ilgili anlamına gelen “koelia” kelimesinden türemiş olan ÇH; 

genel olarak belirtilerini kronik ishal, karın şişkinliği ve ilerleyen aşırı zayıflık olarak 

tanımlamıştır (10,13). 

 Ç.H’nın ilk modern klinik açıklaması 1888 yılında İngiliz Doktor Samuel 

Jones Gee tarafından yapılmış olmasına rağmen 1950’lere kadar hastalığın tedavisine 

yönelik bir gelişme kaydedilememiştir. Fakat İkinci Dünya Savaşı döneminde 

bulunamayan buğday, arpa ve çavdarın yenememesi sonucu Ç.H tanılı çocukların 

sağlığında iyileşmeler kaydedildiğinin Hollandalı bir pediatrist olan Willem Karel 

Dicke (1905-1962) tarafından gözlenmesiyle; hastalığın tedavisinde, günümüzde de 

kabul edilen ilerlemeler yaşanmaya başlanmıştır (14). 
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2.1.2.Etyopatogenez 

 

Şekil.1. ÇH ile ilişkili faktörler (Kaynak 15’ten değiştirilmiştir).  

Ç.H (gluten enteropatisi veya celiac sprue diye de bilinir), hem çevresel hem 

de genetik faktörlerin insan lökosit antijeni (HLA) ve non-HLA genlerin birleşmesi 

sonucu ortaya çıkan multifaktoriyel genetik bozukluklardan bir tanesidir (Şekil.l). 

Gluten, bitkisel bir protein olarak buğday, arpa, çavdar ve az bir miktar olarak da 

yulafta bulunmakta olup; bu proteinin alımı ile, hücresel ve hümoral immün sistem 

aktivasyonu sonucu Ç.H oluşmaktadır. Günümüzde ÇH’nın, doğuştan genetik 

yatkınlığa sahip olan bireylerde; bazı  çevresel koşulların ortaya çıkmasıyla hastalığa 

dönüştüğü kabul edilir (16). 

Çölyak hastalığının “İmmünogenetik” bir hastalık olduğu söylendiğinde; 

genetik zeminin üzerinde, iki ana İmmün yanıt sisteminin de hastalıktan sorumlu 

olduğu bilinmektedir: Kazanılmış İmmün yanıt (HLA-spesifik) ve doğal İmmün 

yanıt (HLA tipinden bağımsız). Belli HLA tipleri ile ilişkisi, ÇH’nın İmmünolojik 

olarak doğuştan yatkınlığını destekliyor. Ancak literatürde Non HLA’lar da var ki, 

bu tip hastalarda belki çevresel faktörlerin daha etkili olduğu düşünülebilir. Bir de 

HLA ve Non HLA arasında klinik tablo olarak şiddet farkı araştırılırken; özellikle 

Covid-19 pandemisinin hüküm sürdüğü bu çalışma sürecinde, belli HLA grubu 

hastalarının hastanelere gitmesini de değiştirmiş olabileceği akılda tutulmalıdır.  
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Temelde Ç.H, günümüzde her yaşta görülebilen genel bir bozukluk olarak 

tanımlanmaktadır (17). Çocuklarda sıklıkla kronik ishal, büyüme geriliği, karın 

şişliği, daha ilerlediği taktirde demir eksikliği ve protein, enerji malnütrisyonu ile 

ortaya çıkarken, ileri yaşlarda daha çok gastrointestinal sistem dışı bulgularla veya 

daha hafif ve atipik şekillerde karşımıza gelebilmektedir (16). 

 Hastalıkta anti-doku transglutaminaz (anti-tissue TG, anti-tTG) ve anti- 

endomisyal (EmA) antikorlar oluşumaktadır. Anti-tTG ve EmA antikorlarının 

yüksekliği; hastalığın aktif fazında çok iyi birer gösterge (marker) iken; kesin tanı 

ince barsak biyopsisinde villusun bozulmuş yapısı, kript hiperplazisi ve lökosit 

infıltrasyonu gibi tipik histolojik anormalliklerinin görülebilmesi ile konur (17). 

 Gluten peptitleri epitelyal bariyerden geçerek doku transglutaminaz (tTG) ile 

deamine olmaktadır. Lamina propriadaki CD4+T hücreleri, antijen sunan hücrelerin 

(APC) hücre yüzeylerinde bulunan HLA-DQ2 veya HLA-DQ8 molekülleriyle 

bağlanmış bu gluten peptitlerini tanımaktadır. Epitelde CD8+ T hücreleri ise NKG2D 

gibi doğal katil (NK) hücre reseptörlerini eksprese etmektedir. Gluten için spesifik 

olan B hücreleri de lamina propriadadır. NKG2D tarafından uyarılıp düzenlenen 

intraepitelyal T hücreleri, MIC moleküllerini eksprese etmekte olan ince barsak 

enterositlerini direkt olarak yok etmekte ya da (T hücre reseptörü) TCR aktivasyon 

eşiğini düşürmektedir. Gluten, IL-15 ekspresyonunu da arttırarak, NKG2D ve MIC 

ekspresyonunu başlatmaktadır. HLA-DQ2 ve HLA-DQ8 molekülleri tTG tarafından 

deamine edilmiş olan gluten peptitlerine, iyonik bağ nedeniyle yüksek afinite ile 

bağlanmaktadır. Gluten spesifik T hücreleri aynı zamanda tTG’ye karşı, antikor 

oluşumunu da kontrol etmektedir (Şekil 2). 
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Şekil.2. ÇH’da kazanılmış ve doğal İmmün yanıt mekanizmaları (23). 

Duodenal biyopsi, serolojik testleri pozitif olan hastalarda yapılmalıdır. İnce 

bağırsak mukozasındaki histolojik değişiklikler, intraepitelyal lenfosit (IEL) artışı, 

kript hiperplazisi ve villus atrofisi olarak ortaya çıkmakta ve hastalığın tanı 

kriterlerindendir. Bu histolojik bulgular; aynı zamanda hastalığın klinik bulgularının 

şiddetiyle de orantılı olup, sadece IEL artışından, total mukozal atrofisi, total villus 
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kaybı ve kriptlerin aşırı hiperplazisi olan ileri evre olgulara kadar değişebilir. 

Histolojik bulgular, Marsh-Oberhuber sınıflandırmasına göre tanımlanabilir; 

• Marsh 0 (Ön süzülme-preinfiltratif): Histolojik bulguları normaldir. Her 100 

enterositte (bağırsak mukozasında emilim yapan hücrede) 30'dan az IEL saptanır, 

kript ve villus normaldir. 

• Marsh 1 (Süzülme-infiltratif): Sadece 30'dan çok IEL saptanır, kript ve 

villus normaldir. Belirtiler ÇH’na spesifik olmayıp, Crohn hastalığı, Helicobacter 

pylori olması ya da bakteriyel aşırı büyüme (overgrowth) gibi durumlarda da 

görülebilir.  

• Marsh 2 (Aşırı süzülme-hiperplastik-infiltratif): Her 100 enterositte, 30'dan 

fazla IEL saptanır ve minimal kript hiperplazisi görülür. Villus normaldir. 

• Marsh 3a (Yıkıcı-düz destrüktif): 30'dan çok IEL infiltrasyonu dışında, 

başlangıç kript hiperplazisi ve villus atrofisi görülmeye başlar.  

• Marsh 3b (Yıkıcı-düz destrüktif): IEL infiltrasyonu, orta derecede kript 

hiperplazisi ve villus atrofisi görülür.  

• Marsh 3c (Yıkıcı-düz destrüktif): IELinfiltrasyonu, total villus atrofisi ve 

kript hiperplazisi görülür.  

• Marsh 4 (Tamamen düzleşme-hipoplastik-atrofik): IEL infiltrasyonu, total 

villus atrofisi ve total kript hipoplazisi görülür (27).  

 

2.1.3.Moleküler Mekanizma 

 Çölyak hastalığının “İmmünogenetik” bir hastalık olduğu söylendiğinde; 

genetik zeminin üzerinde, iki ana İmmün yanıt sisteminin de hastalıktan sorumlu 

olduğu yukarıda belirtilmişti: Kazanılmış İmmün yanıt (HLA-spesifik) ve doğal 

İmmün yanıt (HLA tipinden bağımsız). 

tTG, tüm dokularda bulunan ve vücudu yara iyileşmesi ve kemik büyümesi 

yoluyla koruyan bir enzimdir. Glutenin vücuda alınmasıyla tTG, bağırsakta gliadini 
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ve diğer gluten peptitlerini negatif yükleyerek deamine eder. Lamina propriada 

bulunan antijen sunan hücrelerin (APC) yüzeyindeki HLA proteinleri DQ2 ve 

DQ8’in her ikisi de, bu negatif yüklü deamine olmuş gluten peptitlerine tercihli 

olarak bağlanır. CD4+ yardımcı T hücreleri, APC’ler üzerindeki DQ2 veya DQ8’e 

bağlı deamine gluten peptitlerini tanıyarak aktive olur ve en çok interferon gamma’yı 

(IFN-γ) da içeren çok sayıdaki sitokinleri üretmeye başlar. Gittikçe şiddetlenen 

enflamatuar yanıt, villus zedelenmesine neden olan ek sitokinlerin ve kimyasalların 

salınımına yol açar. Ayrıca bağırsak dokusundaki plazma hücreleri de, anti-gliadin 

ve EmA antikorlarını ve otoimmün antikor olan tTG’ları salgılar (Şekil.2). 

Sonuç olarak, Ç.H’nın patogenezinde CD4+ yardımcı T hücreleriyle ilişkili 

kazanılmış immün mekanizmanın yanında, epiteldeki CD8+ sitotoksik T lenfositlerle 

ilişkili bir doğal yanıtın da rolü vardır. Ç.H’da gluten, IEL’den IFN-γ ile beraber  

interlökin-15 (IL-15) sitokininin aşırı üretimine de neden olur. Bu sitokin molekülleri 

CD8+ T hücrelerinin yüzeyindeki NK reseptörlerinin ekspresyonlarını da arttırarak 

T-hücrelerine NK-benzer (NK like) özellikler kazandırır. Bu nedenle hem CD4+ hem 

CD8+  T-hücrelerinin bağırsak epitel hücrelerine gelişi güzel ve şiddetli bir şekilde 

saldırması sonucu bağırsak hasarı ortaya çıkar (Şekil 2). 

 

2.1.4.Çölyak Hastalığı Türleri 

ÇH; klasik form, atipik form, asemptomatik-sessiz form, refrakter form, latent 

form, olmak üzere 5 gruptan oluşur (19).  

 Klasik Form:  

Kronik ishal ile birlikte, yağlı dışkı (steatore), karın şişkinliği ve emilim 

bozukluğuna bağlı bazı vitamin ve besinlerin eksiklikleri ile kilo kaybı 

görülmektedir. Çocuk hastalarda klinik semptomlar genellikle 6-18 aylarda ortaya 

çıkmaktadır. Klasik formun görüldüğü bu hastalarda kusma, dışkılama değişiklikleri, 

kas güçsüzlüğü, kas kaybı, büyüme ve gelişme geriliği ile iştah azlığı görülmektedir. 

1-2 yaş arası çocuklarda, vücudun besinlerden aldığı proteini tam sindirememesiyle 

ortaya çıkan, hayatı tehdit edici, hipoproteinemik ödemle beraber Çölyak krizi 
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görülebilir (20,21). Erişkin hastalarda ise ishal, şişkinlik ve karın şişliği gibi daha 

hafif belirtilerle seyretmektedir. 

 

Atipik Form:  

Daha çok yetişkinlerde görülen bu tip, genellikle gastrointestinal belirtiler 

göstermez. Atipik formda intestinal bulgulardan daha çok romatolojik, hematolojik, 

üriner, nörolojik ve endokrin belirtiler görülmektedir.  

Sessiz Form (Asemptomatik):  

Asemptomatik formda, klinik hiçbir bulgu yoktur. Bu yüzden tanı koymak 

zordur ve genellikle hastalık belirlenemez. ÇH’nın en yaygın görülen çeşidi olduğu 

düşünülmektedir. 

Refrakter Form:  

Bir seneden daha fazla süre; glutensiz diyetle tedavi edilmesine karşın, klinik 

bulguların, tablonun ve yakınmaların azalmadığı ÇH tipidir. Toplumda bulunan 

bütün ÇH’larının yaklaşık %7-8'ini oluşturmasına rağmen, mortalite oranı en yüksek 

tipidir. 

Latent Form:  

Bazı hastalarda glutenli diyete rağmen bağırsak mukoza histolojisi normaldir. 

Genellikle belirti ya çok azdır ya da hiç yoktur ve tanı çoğunlukla çocukluk çağında 

konmuştur ancak hastalık ilerleyen dönemde glutensiz diyet ile tamamen düzelmiştir. 

Ancak ilerleyen dönemde bu hastalarda tekrar semptomlar gelişebilir (22). 

2.1.5.Çölyak Hastalığının Genetiği: 

APC’de bulunan HLA molekülleri, antijenleri bağlayarak onları T 

lenfositlerine sunar. HLA sınıf I bölgesinden kodlanan HLA sınıf I molekülleri, 

endojen antijenleri  CD8 + T hücrelerine sunarak özellikle sitotoksik bir yanıtı aktive 

ederken; HLA sınıf II bölgesinden kodlanan HLA sınıf II heterodimerleri ise, 

eksojen antijenleri CD4+ T hücrelerine  sunar. CD4+ T hücreleri hücresel ve 
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humoral reaksiyonları yönetirler.  APC olarak makrofaj, B lenfositleri, dentritik 

hücreler, Langerhans hücreleri, endotel hücreleri ve aktif T hücreleri sayılabilir. 

 

HLA sınıf II molekülleri %35 civarında genetik risk oluşturan ve ÇH’na 

eğilim yaratan en önemli risk faktörüdür (2). Çölyak Hastalarının %90’dan fazlası 

HLA DQ2 heterodimerine sahipken, kalanı HLA DQ8 molekülünü eksprese 

etmektedir. HLA molekülü α ve β olmak üzere iki ayrı zincirin birleşmesinden 

meydana gelirken; HLA DQ2 heterodimerinde bu iki zincir sırasıyla HLA DQA1*05 

ve HLA DQB1*02 tarafından şifrelenir. Bu iki allel gen diğer otoimmün 

bozukluklarda çoğunlukla görülen DR3 haplotipinde cis formunda yer almaktadır 

(23). Çölyak hastalarının küçük bir kısmında HLA DQ8 pozitif olup, bunun α ve β 

zincirleri HLA DQA1*03 ve HLA DQB1*0302 tarafından kodlanmaktadır. 

ÇH’nın kalıtımsallığı %80 civarında olduğu ve HLA’nın genetik riske %35 

oranında katkı sağladığı tahmin edilmektedir. Bu durumda bu hastalığa duyarlılıkta, 

daha fazla genetik risk faktörünün ilişkili olması gerekmektedir. Çünkü HLA’ları 

birebir aynı tek yumurta ve çift yumurta ikizlerinde yapılan araştırmaya göre; ÇH’nın 

uyum oranında büyük bir çelişki vardır. Tek yumurta ikizlerinde ÇH görülme oranı 

%75-86 arasındayken; çift yumurta ikizlerinden birinde hastalık tespit edildiğinde 

diğer ikizde görülme olasılığı %16-20 arasındadır (24). ÇH ile ilgili yapılan GWAS 

çalışmaları sonucunda, 26 non-HLA lokusu ve hastalığı predispoze eden 13 ayrı 

lokus tespit edilmiştir. GWAS’ın çalışmaları ve kompleks hastalıklara uygulamaları 

ile ilgili araştırmalar; non HLA Çölyak genleri ile ilgili önemli yenilikleri de ortaya 

koymuştu.  

Toplamda 39 non HLA Çölyak lokusu, 203 farklı geni kapsamaktadır (23). 

Non HLA Çölyak lokusunun en az 28 tanesi bağışıklıkla ilgili genleri barındırarak, 

ÇH’nın altında yatan bozulmuş bağışıklık sistemine dikkat çekmektedir. ÇH’nın 

biyolojisi hakkındaki bilgilere dayanılarak, bu 28 bölgedeki en olası bağışıklık ile 

ilgili genler gruplara ayrılabilir. Bu genlerin geniş yelpazeli işlevleri vardır ve 

seyirleri düzenlerler (Tablo 1).  
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Tablo 1: ÇH’da hassas genler: fonksiyonları, yolakları ve diğer hastalıklarla ilişkileri (23). 

Hastalık Kromozom 

bölgesi 

Bölgedeki Genler En büyük gen tarafından kodlanan fonksiyon Yolak 

ÇH 12q24.12* CUX2 , FAM109A , 

ATXN2 , TMEM116
 , SH2B3 , RPL6 , E

RP29 , TRAFD1 , A

CAD10 , PTPN11 , 
MAPKAPK5 , BRA

P , ALDH2 

SH2B3:  T hücre reseptör regülasyonu, growth 

faktör ve sitokin reseptör-aracılı sinyaller 

İmmün hücre sinyali 

ÇH 10q22.3 ZMIZ1 ZMIZ1: Önemli trankripsiyon faktörlerinin 
aktivitesini düzenler ve Dönüştürücü büyüme 

faktörü β (TGF-β) sinyallerini ayarlar 

İmmün hücre sinyali 

ÇH 18p11.21 PTPN2 PTPN2 (T cell protein tyrosine phosphatase-
nonreceptor 2): IL-6 aracılı STAT3 fosforilasyon 

ve aktivasyonunu baskılar 

İmmün hücre sinyali 

ÇH 2q33.2 CTLA4 , ICOS CTLA4: T hücre cevabının negatif düzenleyicisi. 

ICOS: CTLA-4 hücre yüzey reseptör ailesi üyesi 

İmmün hücre sinyali 

ÇH 14q24.1 ZFP36L1 ZFP36L1: varsayılan nükleer transkripsiyon 

faktörü, büyüme faktörlerine yanıtını 
düzenleyebilir 

İmmün hücre sinyali 

ÇH 16p13.13 TNP2 , PRM3 , PR

M2 , PRM1 , SOCS
1 , CLEC16A 

SOCS1:interlökin 2 (IL-2) ve IFNγ tarafından 

ekspresyonu düzenlenip sitokin sinyallerini 
güçlendirir 

İmmün hücre sinyali 

ÇH 1q24.2 CD247 CD247: CD3 reseptör kompleksinin parçası ve 

hücre içi sinyal iletim yollarında çift antijen 
tanıma. Düşük ekspresyon bağışıklık yanıtını 

bozar.  

İmmün hücre sinyali 

ÇH 21q22.3 ICOSLG , RRP1///A

P001053.1 

ICOSLG: T hücre aktivasyonunu düzenler, IL-10 

ekspresyonunu arttırır. CTLA4/CD28 ailesinin 

üyesi. RRP1: Geç safha nukleogeneziste ve 
mitozisin sonunda dahil olur. 

İmmün hücre sinyali 

ÇH 1q31.2 RGS1 RGS1: Kemokine reseptör sinyallerini düzenler, 

B-hücre aktivasyonunda ve proliferasyonunda 
görev alır. Özel olarak İntestinal intraepitelyal 

lenfositlerde eksprese olur 

İmmün hücre sinyali 

ÇH 3q13.33 CDGAP , TMEM39

A , KTELC1 , CD80 

CD80: T hücre cevabını azaltan CTLA-4’e 

bağlanabilir. CD80, B hücre ve monosit 
aktivasyonunda eksprese olur 

İmmün hücre sinyali 

ÇH 6q25.3 RSPH3 , TAGAP TAGAP: RhoGTPase-activating proteinidir, 

sitoskeleton değişimlerinde ve T hücre 

aktivasyonunda eksprese olmaktadır 

İmmün hücre sinyali 

ÇH 1q24.3 FASLG , TNFSF18 ,

 TNFSF4 

FASLG: Sitotoksik T hücre aracılı apoptozis ve T 

hücre gelişiminde görev alan FAS’a bağlanan bir 
sitokindir. TNFSF18: Periferik dokudaki T hücre 

yaşamında görevli. TNFSF4: T hücre–APC 

etkileşiminde görevli  

İmmün hücre sinyali 



 

12 
 

ÇH 11q24.3 ETS1 ETS1: RUNX 3 ekspresyonuyla beraber timusta 

CD8 farklılaşmasında anahtar rolde 

T hücre maturasyon 

ve farklılaşması 

ÇH 1p36.32 PANK4 , MMEL1 , 

PLCH2 , HES5 , TN
FRSF14 

MMEL1: Membran metallo-endopeptidaz ailesi 

üyesi. TFRSF14: Herpes simplex virüs giriş 
mekanizmasının bir parçası, duble-pozitif timosit 

apopitozisini ayarlar 

T hücre maturasyon 

ve farklılaşması 

ÇH 1p36.11 RUNX 3 RUNX 3: Yardımcı T hücresi tip 1 (Th1) 

hücreleri içindeki CD4+ hücre değişimini 

düzenler; timusta  CD8+ T lenfosit gelişiminin 
ana düzenleyicisi  

T hücre maturasyon 

ve farklılaşması 

ÇH 6q22.33 PTPRK , THEMIS THEMIS Geç timosit döneminde,pozitif ve 

negatif T hücre seçiminde düzenleyici rolü var 

T hücre maturasyon 

ve farklılaşması 

ÇH 2q12.1* IL18RAP , IL1RL2 ,

 IL18R1 , SLC9A4 , 
IL1RL1 

IL18RAP (IL-18 reseptorünün alt üniti): T hücre 

tarafından IFNγ üretimini uyaran sitokin; IL-18 
uyarısına yanıt olarak NF-κB ve JNK yanıtını 

arttıran aracı 

T hücre maturasyon 

ve farklılaşması 

ÇH 3q25.33* SCHIP1 , IL12A IL12A: IFNγ’nın T hücresinden bağımsız 

uyarılmasında etkin, Th1 ve Th2 hücre 
değişiminde görevli 

T hücre maturasyon 

ve farklılaşması 

ÇH 4q27 IL2 , IL21 , ADAD1 

, KIAA1109 

IL2: T hücre büyüme faktörü; Doğal öldürücü 

(NK) hücre, monosit ve makrofaj aktivasyon ve 

proliferasyonunda ve B hücre değişiminde 
görevli. IL-21: Th17 cevabının arttırılması 

T hücre maturasyon 

ve farklılaşması 

ÇH 22q11.21 CCDC116 , UBE2L

3 , HIC2 , LOC1502

23 

UBE2L3 (ubiquitin-conjugating enzyme E2L3): 

p53 übikütinasyonu, c-Fos ve NF-κB 

prekürsörünün üyesi 

Doğal: NF-κB 

ÇH 2p16.1 REL , PUS10 , PEX

13 , AHSA2 

REL: NF-κB transkripsiyon kompleksinin bir 

parçası. AHA1: Akivatorü sıcaklık şok 90 kDa 

protein 

Doğal: NF-κB 

Ankiloz

anSpon

dilit 

2q31.3 UBE2E3 , ITGA4 UBE2E3: NF-κB aktivitesini SUMO-1 ile 
birleşince negatif etkiler. ITGA4: α-subunit of 

integrin, lökositin adeziv ve sinyal reseptorü 

Doğal: NF-κB 

ÇH 6q23.3 OLIG3 , TNFAIP3 OLIG3: Nöronal development. TNFAIP3: zinc 
finger protein, NF-κB aktivasyonunu durdurur 

Doğal: NF-κB 

ÇH 1p36.23 TNFRSF9 , PARK7 

, ERRFI1 

TNFRSF9:(TNF reseptör süperailesi üyesi): T 

lenfosit kostimulasyonu; NF-κB. PARK7 

aktivasyonu ,oksidatif stres ve hücre ölümüne 
karşı nöronun korunması 

Doğal: NF-κB 

Beyin 

Yapısı 

3p21.31 CCR5 , CCR3 , LTF

 , CCRL2 , CCR1 , 

CCR9 , CXCR6 , X

CR1 , CCRL2 

Kemokin reseptör kümesi Kemokin 

ÇH 3p22.3 TRIM71 , CCR4 , G

LB1 

CCR4: Kemokine reseptor, RANTES’teki bir 

ligand 

Kemokin 

Siyah, 

sarı v.b. 

Saç 

rengi 

6p25.3 IRF4 IRF4: Transkripsyonal aktivator, IFN-stimulated 
response element (ISRE’ye) bağlanır TLR7 ve 

TLR9 sinyal yolağında görev alır; TRF4 

ekspresyonu T hücre, B hücre ve makrofaj için 
gerekli; IL-21 aracılı aktivasyon ve Th17 hücre 

stabilizasyonu için gerekli  

Doğal: virüs 
enfeksionuna yanıt 
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ÇH 6q15 BACH2 BACH2: B hücresinde Transkripsyonal repressor. Doğal: virüs 

infeksionuna yanıt 

ÇH Xp22.2 TLR8 , TMSL3 , TL
R7 , TMSB4X 

TLR7/TLR8: Tek zincir RNA’yı tanıma  ve erken 
bağışıklık yanıtının başlatılmasında fundamental 

rol 

Doğal: virüs 
enfeksiyonuna yanıt 

ÇH 17q21.31 MAPT , KIAA1267 ,
 LRRC37A , ARL17

B , NSF , WNT3 

NSF: Vesikül-aracılı transportta görevli. WNT3: 
Onkogeneziste salgılanmış sinyal molekulu 

Diğer 

ÇH 2p14 PLEK Pleckstrin: Trombosit ve lökosit C kinaz 

substratı; insan trombositlerinde membran 

yapısında görevli 

Diğer 

ÇH 3q28 LPP LPP: Hücre dışında olup, hücre-hücre 

adezyonunda ve hücre motilitesinde görev alır 

Diğer 

ÇH 1p31.3 NFIA NFIA: İnsan granulopoezisinde düzenleyici rol Diğer 

ÇH 3p14.1 FRMD4B FRMD4B (FERM domain-containing protein 

4B): Membranı hücre iskeletine bağlar 

Diğer 

ÇH 7p14.1 ELMO1 ELMO1: Fagositozu düzenler Diğer 

ÇH 3q26.2 ARPM1 , LRRC34 , 

LRRC31 , MYNN , 
LOC344657 

Bilinmiyor Bilinmiyor 

 

  

2.1.6. Çölyak Hastalığında İmmünoloji: 

GWAS çalışmalarının bulguları, ÇH’da doğuştan İmmün sistemin de sebep 

olduğunu göstermektedir. Birçok ilişkili gen, NF-kB aktivitesini düzenlemek için 

görev alır. NF-kB hem doğuştan hem edinsel İmmün yanıtta, inflamasyonu sitokin 

üretimi ve hücre ölümü aracılığıyla düzenleyen bir transkripsiyon kompleksidir. 

CD4/CD8 bağlantısı ile merkezi tolerans; timusta oluşan timositler tarafından 

indüklenmektedir. ÇH ile ilişkili genler, timusun da patolojide rol oynadığını 

göstermektedir. İlişkili genler, timositleri negatif veya pozitif seçime yönlendirerek 

düzenleme yapmaktadır (örneğin, TNFRSF14 çift pozitif=DP timositleri apopitozise 

yönlendirir). ETS1 veya RUNX gibi genler, lenfosit sağkalımı için şarttır (Şekil.3). 

ÇH uzun zamandır, virüs gibi bazı dış etkenlerin uyarısıyla ortaya çıkan; 

güçlü ve şiddetli bağışıklık cevaplı, T hücresi hastalığı olarak tanındı. Bu bakış 

çoğunlukla, 30 yıldan fazla zamandan beri HLA ile olan genetik ilişkisine 

bağlanıyordu. GWAS sonuçlarına göre, spesifik bazı genlerin artık saptanabilir 
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oluşu, T hücresinin tetikleyicisi ve aktive edilmesi ve timusun rolü gibi pek çok 

olanak dahil, geniş resmi görmemize yardımcı oldu. 

CTLA4, SH2B3, PTPN2 ya da CD80 genleri, T hücresi cevaplarını negatif 

düzenleyen faktörleri kodlarken; diğerleri T hücresi aracılığıyla gerçekleştirilen 

hücre apopitozunu kapsar (FASLG gibi). Çoğu Çölyak lokusu, kemokinleri etkileyen 

(CCR1, CCR3, CCR4, CCR5, CCR9, CXC1, CXCR6) faktörleri kodlayan genleri ve 

karşılığında inflamasyon bölgesine ya da lenfoid dokuya hücresel göçü yöneterek, 

bağışıklık cevabını düzenleyen genleri içerir. JAK/STAT işleyişini engelleyerek, 

başka bir gen tarafından kodlanmış SOCS1 sitokin sinyallerini olumsuz olarak 

düzenler. Pozitif seleksiyon sinyali gösteren SH2B3 lokusu, sitokin cevabı 

engelleyici faktörü kodlar. Bu gen son olarak, polisakkarit ve muramil dipeptid 

uyarısıyla artan ve proinflamatuar İmmün cevap gösteren SH2B3-rs3184504*A risk 

allelinin taşıyıcısı olan gendir ve NOD2’de bulunmaktadır. Bu artan cevap aynı 

zamanda, evrimsel bir seleksiyon tarafından yönlendirilmekte olan SH2B3-

rs3184504*A taşıyıcılarının, bakteri enfeksiyonlarına karşı koruduğu ileri 

sürülmektedir (25). Bir diğer Çölyak geni olan ICOSLG, T hücresi ve (Antijen 

Sunan Hücre) APC’ler arasındaki ilişkiyi engelleyen ICOS reseptörleri için ligandı 

kodlar. Bu yüzden ICOSLG antikoru özellikle T hücresi cevabını engeller. Bu ligand 

aktive edilmiş T hücrelerinde eksprese edilir ve TH17 hücrelerinin gelişimindeki IL 

21 ekspresyonunu düzenler. ICOSLOG kostimülasyonu IL 10 veya IFN-γ üretimine 

neden olur. CD247, T hücresi reseptörü CD3 kompleksinin bir parçası olan ve 

antijen tanınması ile aşağı-akım sinyal transdüksiyonunu birleştirmekte önemli rol 

oynayan zeta zincirini kodlar. 
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Şekil.3. ÇH’nın patogenezinin altında yatan olası mekanizmalar (23). 

Bağışıklıkla ilgili hastalıklara sahip bireylerin, hastalık sahibi olmayan 

bireylere göre; çok sayıda T hücresi ve T hücresi alt kümelerinde dengesizlik vardır. 

Bağışıklık ile ilgili hastalıklar perspektifinden CD4⁺ T hücrelerinin 3 adet alt tipi 

olduğu görülür: Th1, Th17 ve regülatör T hücresi (Treg). Bu yardımcı T hücreleri 

özel sitokinler salgılayarak ve farklı doku inflamasyonlarına sebep olarak patojenlere 

karşı adaptif bağışıklık cevabını koordine eder. IL-12 ve IL-18 sitokinlerinin ikisi de 

Th1 hücresi aracılığıyla IFN-γ salgısına neden olur ki, IFN-γ ÇH’da mukoza 

inflamasyonuna sebep olan ana sitokindir. Hem IL-12 hem de IL-18 genleri, ÇH’da 

farklı kromozomal bölgede bulunduklarından Th1 hücreleri ile ilgili GWAS 

sonuçları önemli bulgular ortaya koymaktadır. Buna göre IL-18RAP ve IL-18R1 

genlerini içeren 2q12.1 bölgesi ve IL-12A içeren 3q25.33 bölgesi, heterodimerik IL-

12 sitokininin alt birimini kodlar. Th17 hücreleri, otoimmünite ve doku 

inflamasyonunun en önemli indükleyicileri olabilir (26). 

Santral toleransın uyarılması ve T hücrelerinin CD4+ ile CD8+ dönüşümleri 

timusta olmaktadır. Günümüzde timusun, ÇH’nın patogenezinde rol aldığı GWAS 

çalışmalarıyla kanıtlanmıştır (28). Örneğin THEMIS, timositlerin CD4+ veya CD8+ 

hücrelerine dönüşümü ve T hücre olgunlaşmasını düzenleyen bir proteini 

kodlamaktadır. Aynı şekilde ETS1 ve RUNX 3 de CD8+ hücre gelişimini düzenleyen 
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regülatörü kodlamaktadır. Doğal İmmün yanıtın, ÇH’nın patogenezindeki rolü her ne 

kadar tam aydınlatılmış olmasa da; intestinal epitelin gluten molekülüne karşı IL-15 

salgısı açıklanmıştır (29). Aynı şekilde enfeksiyonlar gibi dış etkenler de doğal 

İmmün yanıtı başlatarak ÇH’da tetikleyici olabilmektedir.  

2.2.THEMIS 

Herhangi bir patojene karşı koruyucu olan ve otoimmün olmayan bir T hücre 

reseptörünün; yaşamak, ölmek ve soyunu sürdürmek gibi gelişimsel kararlar veren 

olgunlaşmamış CD4⁺, CD8⁺ timositler içermesi gerekmektedir (31). Bu kararlar, 

hematopoetik kökenli olan ve olmayan; özelleşmiş hücreler tarafından sunulan, self-

MHC tarafından indüklenen TCR sinyalleri ile yönlendirilmektedir (32). Bu temel 

kararlar verilirken en önemli belirleyici rol TCR sinyalinin gücündedir (33-34). Çok 

güçlü veya çok güçsüz sinyaller, ‘Çift Pozitif’(DP) timositleri ölüme yönlendirirken; 

orta şiddetteki sinyaller yaşamaya yönlendirir. Soyun sürdürülmesi konusunda 

sinyalin süresi CD8⁺’de önemsiz olmasına karşın CD4⁺ için çok önemlidir (35-36).  

Kendi peptidini sunan majör histokompatibilite kompleksi (Self-pMHC) ile 

güçlü bir etkileşime giren ve organ ve doku tahribatı yapan olgun konvansiyonel T 

hücresi (Tconv) üretebilme potansiyeli olduğu için, DP timositlerin hemen bertaraf 

edilmesi gerekmektedir. Aynı şekilde self-pMHC’lerden “tonic” sinyal alamayan 

verimsiz potansiyel T hücrelerinin de timustan ayrılması engellenmelidir. TCR 

intermediate bir sinyalin zararlı değil de yararlı olduğunu şu yolla anlamaktadır. 

Moleküler sinyalizasyon penceresinden bakıldığında, tüm bu aktiviteler ancak 

TCR’ın ligant afinitesinin devamlılığının oranı ve frekansı ile mümkün olmaktadır. 

Burada asıl soru, DP timositler ve muhtemelen periferik T hücreleri sinyaldeki bu 

yoğunluk ve süre farklılığını nasıl algılayıp, gerekli standardize edilmiş gen 

ekspresyon paternini göstermektedir. Düzenleyici geri bildirim veya ileri bildirimler, 

TCR sinyallerinin uyum, ret veya işleyiş haline dönüşmesini sağlamaktadır. Bu 

mekanizmaların da hayatta kalma, soyunu devam ettirme veya apoptozis gibi ciddi 

biyolojik sonuçları olmaktadır. TCR ile self-pMHC arasındaki bağlantı eşiği; DP 

timosit için pozitif seçim demek olup yaşamını sürdürmek anlamındayken, negatif 

seçim ise ölüm demektir (33,37,38,39). Son çalışmalar, T hücrelerinin kaderini 
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belirleyen bu TCR’ın sinyal mekanizmasında, THEMIS’in anahtar rol aldığını 

göstermiştir (40,41,42,43).  

THEMIS, ayrıca Gasp (Grb2-ilişkili protein) olarak da bilinmektedir ki timik 

T hücre gelişimindeki pozitif seçimde en önemli rolü oynamaktadır. THEMIS; farklı 

tarama metodu kullanan (6,45,46), ileri genetik yöntemlerle (47,48) ve erken TCR-

sinyal hedefli fosfo-proteomiks yoluyla (49) birçok araştırmacı tarafından izole 

edilmiştir. THEMIS özel olarak en çok T hücre soyunda, olgunlaşmamış DP 

timositlerde ve daha sonra azalarak SP timositlerde ve olgun T hücrelerinde eksprese 

olur. Erken çalışmalar THEMIS’in, Linker for Activation of T cells (LAT)’a 

bağlandığında TCR stimulasyonundan 30 saniye içinde tirozini fosforillemektedir ki 

bu da bize THEMIS’in TCR erken sinyal transdüksiyonunun bir parçası olduğunu 

göstermektedir (6,49).  

THEMIS yetmezliği olan farelerde yapılan çalışmalarda, DP timosit 

seçiminde güçlü bir defekt sonucu, olgun CD4⁺   ve CD8⁺   tek pozitif (SP) timosit 

eksikliği görülür (6,45,46,47,48). Bu farelerin periferinde de olgun T hücrelerinde 

ciddi azalma olur ki bunların çoğu hafıza hücresi fenotipindedir. Bu veriler de 

THEMIS’teki kaybın, pozitif seçimde bir defekt meydana getirdiğini 

düşündürmektedir. Bununla beraber THEMIS yetmezliği olan timositlerde yapılan 

TCR sinyal kaskadı çalışmalarında, güvenilir net bir defekt bulunamamıştır. Birçok 

çalışma hiçbir bulguya rastlamazken (45,46,47), bir çalışmada sadece TCR’nin 

antikorla çapraz bağlanmasından sonra Ca⁺⁺ ve ERK (Extraselüler sinyalle regüle 

kinaz) sinyallerinde küçük düzenlemeler görülmüştür (30). Bu belirsizlik bazı 

araştırmacılara THEMIS için, T hücre gelişiminin sadece metabolik yolunda 

düzenleyici olarak dahil olduğunu düşündürmüştür (47). THEMIS ekspresyonu 

siRNA tarafından durdurulmuş Jurkat hücrelerinde yapılan ilk çalışmalarda; antikor 

aracılı TCR stimulasyonuyla IL2 gen ekspresyonu ve ERK fosforilasyonunda ılımlı 

bir düzenleme bulunmuştur (49). Takip eden çalışmalarda (51), THEMIS’te prolin 

zengin bölge haritalanmış ve birçok çalışmayla da buranın GRB2 (Büyüme faktörü 

reseptörüne bağlanan protein 2) bağlanmasına cevap verebilecek yapıda olduğu 

gösterilmiştir (45,46,47,49) (Şekil.4). THEMIS, LAT’a bağlandığında in vivo 

fonksiyon gösterebilmek için hem GRB2 düzenlemesine hem de LAT fosfotirozin 
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GRB2 bağlanma bölgesine ihtiyaç duymaktadır (51). Diğer araştırmacılar, prolinden 

zengin bölgenin nükleer yerleşimli bir site olduğunu ama fonksiyonunun ne 

olduğunun bilinmediğini açıklamışlardır (52,53). 

Bu veriler, THEMIS’in TCR tetikleyicisinin yanındaki LAT’a bağlandığında 

negatif feedback mekanizmasını çalıştırdığını göstermekte ancak bu etkiyi 

THEMIS’in tek başına mı yaptığı ya da başka bilinmeyen bir molekülün desteğiyle 

mi olduğu net değildir. Mass spektrometri (MS) temelli THEMIS interaktom 

çalışmaları; GRB2 ilavesiyle THEMIS’in Tirozin fosfataz 1 ve 2 (SHP1 ve SHP2) ile 

yapısal olarak ilişkiye girdiği tespit edilmiştir (55). MS verileriyle bağlantılı olarak 

normal T hücrelerinde ve timositlerde yapılan, co-İmmünopresipitasyon deneyleri, 

THEMIS’in asiste ettiği SHP proteinlerinin sinyalleri zayıflattığını düşündürmüştür 

(34,54,55). SHP1’in yok edildiği primer T hücrelerinde ve Jurkat hücre hattında 

arttırılmış TCR sinyalizasyonunun; THEMIS ile ilişkilendirilen SHP fonksiyonu 

olduğu anlaşılmıştır (55). Erken dönemdeki çalışmalarda da zaten SHP1’in, TCR 

proksimal atenuatörü olduğu saptanmıştır (56,58).  
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Şekil 4. TCR sinyalinin THEMIS aracılı mekanizmayla zayıflatılması (30). a) THEMIS’in yapısı. 

CABIT domeyn (cysteine-containing, all-b in THEMIS) yeşil olarak görülmektedir, sistein rezidüleri 

sarı, NLS (Nuclear Localization Site) mor ve PRR (Prolin Rich Region) portakal rengindedir. b) 

THEMIS-GRB2-SHP1 (veya SHP2) kompleksi T hücre ve timositlerde denge durumundadır. GRB2, 

THEMIS’i SHP’ye; C-SH3 ve N-SH3 ile bağlarken boşta kalan SH2 ucu LAT’ın sonundaki C 

terminalde bulunan GRB2 pY bağlanma sitesine tutunur. THEMIS, LAT ile birleştiğinde hızlıca 
lenfosit spesifik protein triozin kinaz (LCK) ve/veya ZAP70 tarafından fosforile edilir. TRC ise 

LCK’yı defosforile ederek, SHP aracılığıyla sinyali zayıflatır. 

THEMIS ve SHP birbirine GRB2 denen bir aracıyla bağlanmaktadır (51-55). 

GRB2’nin N-SH3 domaini SHP1 ile bağlanırken, C-SH3 domaini THEMIS ile 

bağlanmakta ve GRB2-SH2 domaini de LAT’a bağlanmaktadır ki THEMIS’in in 

vivo fonksiyonu için bu konfigürasyon şarttır (51). Fosfotirozinin bağlanması konusu 

ise henüz aydınlanmamıştır. 

Burada, korunmuş sistein rezidüsü ve bilinmeyen bir hayvansal protein içeren 

ve “CABIT” denen bir birim, tanımlamaya çalışılmaktadır. Ethyl nitrosourea (ENU) 
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ile oluşturulmuş ve fark edilmeyen mutasyon olan T hücrelerinde THEMIS, DP T 

hücrelerinin SP hücrelerine dönüşümünü gerçekleştirememektedir.  

Önceki çalışmalar, TCR’nin pMHC’ye zayıf bağlanması ve LCK’nın kendi 

SH2 domeyniyle fosforile SHP1’e bağlanması, TCR sinyalini azaltır (59). Dahası 

ERK’nın güçlü bir şekilde pMHC-TCR angajmanıyla aktive olması; LCK’yı 

fosforile ederek SHP bağlanmasını bloke eder. Bunun gibi ikili negatif feedback 

mekanizmaları, uyaranlar arasındaki ayrışmayı yapabilecek iyi bir eşik oluşturur 

(59). Ancak THEMIS-SHP tarafından oluşturulan negatif feedback (54-55), bu 

model için konsept olarak basit kalmaktadır (60) ve THEMIS-GRB2-SHP 

kompleksinin LCK’ya bağlanmasını kontrol edemeyeceği (59) yazılmaktadır.  

TCR sinyalinin özgünlüğü, “kinetik bir düzeltme” mekanizması tarafından 

yürütülmektedir ki; görece olarak TCR-pMHC bekleme süresindeki küçük 

farklılıklar bile sinyal devreleri tarafından algılanmakta ve hızlı bir şekilde, çok 

sayıda, reversible olaylarla yanıt vermektedir (40).  

THEMIS eksikliği olan BN farelerde barsak lezyonları Crohn Hastalığına 

benzemektedir (44). Duodenumdan distal kolona kadar etkilenen gastrointestinal 

traktus; yama tarzında submukoza ve kas tabakasının inflamatuar hücrelerle infiltre 

olduğu ve sıklıkla granülomatöz yapıların olduğu bir histolojik görüntü 

sergilemektedir. Bu görünüm Crohn ile uyumludur. Buna karşılık Crohn’un aksine 

burada yüzeysel mukoza zararı, diyare ve kusma yoktur. 
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Şekil 5. Timosit seçilmesi esnasında, TCR sinyalinin THEMIS-SHP kompleksi üzerinden çalışma 

modeli (30). 

2.3. RUNX Ailesi: 

 RUNX proteinleri, Runt-ilişkili domeyni; DNA’ya bağlanmak ve CBFβ 

(Kora bağlanan faktör β) partneri ile heterodimerizasyon için evrimsel olarak 

korunmuştur (61). RUNX proteinleri, farklı metazoa ve memelilerde RUNX 1, 2 ve 3 

olarak bulunur. Bazı yayınlarda; AML1/3/2, PEBP2aB/A/C, CBFa2/1/3 olarak da 

geçer. RUNX genleri memelilerde, P1 (distal) ve P2 (proksimal) olmak üzere iki 

farklı promotor içerirler. Bunların farklılığıyla RUNX izoformları oluşur (61). 

Lökomojenik kromozomal translokasyonun sıklıkla hedef aldığı RUNX 1, ilk olarak 

insan Akut Myelojenik Lösemiden izole edilmiştir (62). RUNX 1, Hematopoetik kök 

hücrelerin (HSC) üretim ve bakımı için gerekli olduğu gibi aynı zamanda farklı 

hematopoetik soyların farklılaşması için de şarttır (63). RUNX 2 osteoblast 

farklılaşması için ana düzenleyici olup, kemik ve kıkırdağın gelişim ve bakımı için 

de gereklidir (64). RUNX 2’nin DNA’ya bağlandığı Runt-domeynindeki geniş 

mutasyon ile ortaya çıkan haplo yetmezlik sonucu insanda cleidocranial dysplasia 

meydana gelir (61). RUNX 3’ün ekspresyonu, TrkC-pozitif dorsal kök gangliyon 

nöronlarının farklılaşması için gereklidir ve epitelyal dokularda çok yaygın 
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gözlenmektedir (61). RUNX 3, tüm hematopoetik soyda ve RUNX 1’den farklı 

olarak eksprese olur. RUNX 2’nin hematopoetik sistemdeki ekspresyonu az 

çalışılmıştır, buna karşın CBFβ izoformları tüm dokularda yaygın olarak eksprese 

olmaktadır (65,66). Sonuç olarak, hematopoeze ve hücre olgunlaşmasına yaygın 

olarak katıldıkları gibi; İmmünolojinin tüm evrelerinde de yer almaktadır. RUNX 

proteinlerinin, host (ev sahibi) immünolojisinde daha önemli rol oynadıkları 

bilinmektedir.  

 

2.3.1-RUNX ve Hematopoetik Kök Hücreler 

 

 Hematopoetik Kök Hücreler (HSC), tüm hematopoetik soyların türediği 

multipotent kök hücrelerdir. Gelişimsel olarak memelilerin hematopoetik sistemi üç 

döneme ayrılır:  

(i) embriyogenez esnasındaki primitif hematopoez 

(ii) geç fötal gelişimde olan kalıcı hematopoez ve  

(iii) yetişkin hematopoez.  

RUNX’in hematopoezdeki önemi, RUNX 1 olmayan farelerde hematopoezin 

tamamen olmadığının görülmesiyle anlaşıldı. RUNX 1’in tamamen kaybı 

durumunda; mezonefron bölgesinde, gonad ve aortada bulunan hemojenik endotelyal 

hücreler arasındaki HSC’in geçişi tamamen durmaktadır (67,68). RUNX 1 ayrıca 

erişkin hematopoezde HSC’nin biyogenezisi için değil ama bakımı için de gereklidir. 

Bazı çalışmalar, yetişkin farelerin kemik iliğindeki HSC’lerin Mx1-Cre ile 

hedef alınıp zarar verilmesi durumunda; T ve B lenfositlerde defekt ve bazılarında da 

megakaryosit olgunlaşmasında blokaj olduğu görülmüştür (69,70). Bazı çalışmalar, 

RUNX 1 eksikliği olan HSC’lerin başlangıçtaki artışlarının; açıklanamayacak şekilde 

sonradan tükenişe sebep olduğunu göstermektedir (69,71). Bu paradoksal fenotipin, 

CXCR4 kemokin reseptörünün yanlış regülasyonu sonucu; HSC’nin hücresel nişten 

erken ayrılması ile meydana geldiği düşünülmektedir (71,72). HSC’deki bu defekt, 

eğer RUNX 3’te de hata varsa çok daha barizdir ki bu da RUNX proteinlerinin HSC 

bakımından örtüşen fonksiyonları olduğunu göstermektedir (73).  
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RUNX 1, Kemik iliğinde RUNX 3 delesyonu ile beraber olduğunda; daha 

derin farklılaşma yaratarak bütün hematopoetik soylarda ilerleyici hastalıklara neden 

olmaktadır. Kemik iliği yetmezliği ve myeloproliferatif hastalıklar bu şekildedir (73). 

Aynı şekilde, CBFβ’nin panhematopoetik delesyonu sonucu, bütün hematopoetik 

türlerde ciddi bozulmuş farklılaşma ile myeloid hücrelerde proliferatif hastalıklara 

neden olur (74,75). İlginç olarak Mx1-cre ile hedef alınmış CBFβ eksikliği sonucu 

ortaya çıkan kemik iliği yetmezliği, RUNX 1-RUNX 3 duble yok edilmiş farelerdeki 

kadar öldürücü değildir. Bu da RUNX 1 ve RUNX 3’ün CBFβ bağımlı DNA 

tamirindeki görevini göstermektedir (73). 

 

2-3-2- RUNX’in Timosit Farklılaşmasındaki Rolü 

 

 RUNX’in İmmün fonksiyonlara olan en büyük etkisi, fareler üzerinde de 

tespit edilmiş olan, T hücrelerinin olgunlaşma ve farklılaşmasını sağlamasıdır (76). T 

hücre gelişiminin tüm aşamalarında RUNX proteinleri, farklılaşma düzeyi ve farklı 

gelişim paternleriyle örtüşecek şekilde eksprese olmaktadır. RUNX proteinlerinin 

ekspresyonu, hematopoetik sistemin ötesinde timik epitelyal hücrelere kadar uzanır. 

RUNX 1, en fazla timik kortekste eksprese olur. Çünkü CD4 ve CD8 çift negatif 

(DN) burada yoğundur (65,77,78). Bundan sonra RUNX 1, CD4⁺-CD8⁺ çift pozitif 

(DP) ve CD4⁺-CD8⁺ tek pozitif (SP) hücrelerde, CD4⁺ SP hücrelerde daha yüksek 

olmak üzere, eksprese olmaktadır (78,80).  

Bu çerçevede, kemik iliğinde RUNX 1’in Mx1-Cre ve timositlerin Ick-Cre 

tarafından hedef alınması sonucu DN3 ve DN4 timositlerin sırasıyla olgunlaşması 

bloke edilmektedir. Dahası, RUNX 1’in Cd4-Cre ile ablasyonu sonrası DP’den 

SP’ye dönüşümü kesintiye uğramaktadır (69,79). Bu süreçler insan ve farelerde; 

RUNX 1’in TCR-cd ve TCR-ab’deki yeniden dağılımıyla çakışmaktadır (Şekil 6) 

(81,83). RUNX 1, TCR zincir hızlandırıcılarından uyumlu olanına bağlanarak TCR 

yeniden dağılımını yönetmektedir ki bunu insanda; Rekombinasyon aktivasyon geni 

1  (RAG1) ile fiziksel etkileşimle, Dd2’den Dd3’e yeniden dağılımı sağlamaktadır 

(84). Kollektif olarak bu çalışmalar, RUNX 1’in erken T hücre gelişiminde anahtar 

rol oynadığını göstermektedir. 
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 RUNX 1 ile karşılaştırıldığında RUNX 3 geç T hücre farklılaşmasında önem 

kazanmaktadır. Olgunlaşmamış CD4⁺ ve CD8⁺ DP hücrelerden CD8⁺ sitotoksik T 

hücre farklılaşmasında dominant rol oynamaktadır. Bunu bir seri mekanizmayla 

yapmaktadır. Bu mekanizmalardan birincisi RUNX 3 ve RUNX’in, CD4 

lokusundaki susturucu elemente bağlanarak onun eksprese olmasını engellemesidir 

(79,85). İkincisi, CD4 soyunu sürdürmekte anahtar rolü olan Thpok susturucu 

elementine bağlanmasıdır (85). RUNX 3 ayrıca, TCF-1 ve LEF-1 gibi CD4 ve 

Thpok’u regüle eden transkripsiyon faktörlerinin aktivitesini de düzenler (86). Son 

olarak RUNX proteinlerinin CD4 ve CD8 lokuslarına bağlanması; onların ilişkilerini 

teşvik eder ve karşılıklı ekspresyon paterninin altında yatan uzun mesafe epigenetik 

düzenlemeye fırsat verir (87). Bu önemli fonksiyonları düşünüldüğünde, RUNX 

kompleksinin genetik ablasyonu; CD8⁺ sitotoksik T lenfositlerin farklılaşmasının 

blokajı ve CD4⁺ CD8¯ fenotipine farklılaşmaya yönlendirmektedir (79,85). 

2.3.3- Efektör T Hücre Alt Türlerinin Farklılaşmasında RUNX’in Rolü 

 RUNX 1 ve RUNX 3, çevresel etkenlere maruziyet ve TCR aktivasyonu 

sonrası naif CD4⁺ T hücre olgunlaşma sürecine dahil olmaktadır. Yapılan detaylı 

çalışmalarda RUNX proteinleriyle, primer soy-spesifik transkripsiyon faktörleri 

arasında fonksiyonel kooperasyon olduğu gözlenmiştir (88). T helper tip 1 (Th1) 

farklılaşması esnasında; RUNX 1 ekspresyonunun düzenlemesiyle RUNX 3 

ekspresyonunda artış görülmektedir. RUNX 3 yetmezliği olan farelerde, Th1 

farklılaşması ve sitokin üretimi değişmiştir (89). RUNX 3, Cd4’ü susturup Cd8’i 

aktive ettiği dualistik etkisini yapabilmek için; Th1 fenotipini güçlendiren, Th1- 
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Şekil 6. RUNX ve T lenfosit farklılaşması (173) 

 

transkripsiyon faktörü olan T-bet ile koopere olmaktadır. RUNX 1 ile birlikte RUNX 

3, Th1’in damgası olan sitokin IFNγ’yı aktive ederken; Th2-spesifik sitokini olan IL-

4’ü baskılamaktadır (89,91). Ayrıntılı çalışılmamış olmasına rağmen, Th2 

spesifikasyonu esnasında ortaya çıkan RUNX 1 artışına karşılık RUNX 3 azalışında; 

RUNX 1’in rolü olduğu düşünülmektedir (89,90). 

 Regülatör T hücreleri (Treg), timusta kendiliğinden veya transforming growth 

factor β (TGFβ), IL-2 ve diğer periferden gelen sinyallerle uyarılarak CD4 ve CD25 

eksprese edebilir (92,93). Treg fenotipi, transkripsiyon faktörü Foxp3 tarafından 

oluşturulur. RUNX proteinleri, nTreg hücreleri içinde Foxp3 ekspresyonu ve iTreg 

farklılaşması sırasındaki uyarı için şarttır (94,97). Gerçekten de IL-2’nin üretimini 

içeren Treg genetik programının devamlılığı için RUNX proteinleri, Foxp3 ile 

fiziksel olarak iletişim içindedir (94,97,98). Sonuç olarak, koşullar nedeniyle RUNX 

1, RUNX 3 veya CBFβ’nin bulunmadığı farelerde; nTreg ve iTreg farklılaşması, 

yaşaması ve fonksiyonu güçlü bir şekilde sekteye uğramaktadır (94,96). 
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RUNX/CBFβ yetmezliği nedeniyle Treg hücrelerinde defekt meydana geldiğinde; 

lenfoproliferatif sendromu ortaya çıkar ki, IgE’nin aşırı üretimi ve akciğer, mide gibi 

organ mukozalarında otoimmünite görülür (94,95). Bu durum, birçok RUNX 3 

yetmezliği olan fare modellerinde bildirilen ve Dendritik hücrelerin (DC) spontan 

olgunlaşmasına bağlanan, gastrointestinal ve akciğer inflamasyonunu açıklamaktadır 

(99,100). 

 

 
Şekil 7. B hücre gelişiminde ve humoral immünitede RUNX (173) 

 

iTreg hücrelerini uyaran TGFβ, ek olarak, inflamasyonun güçlü bir 

medyatörü olan Th17’nin de farklılaşması için şarttır (93,101,102). Bu durum, eş 

zamanlı olarak IL-1β, IL-6 ve tümör nekroz faktörü-α (TNF-α) gibi proinflamatuar 

sitokinleri uyarmasına bağlıdır (103). Ayrıca Th17 hücreleri; mukozal yüzeylerde 

bakteri ve mantarlara karşı direnç geliştirilmesinde, deregülasyon ve 

hiperaktivitesinde de otoimmün hastalıkların ortaya çıkmasında çok etkilidir (101-

104). RUNX proteinleri TGFβ medyatörleri için ne kadar önemliyse; aynı şekilde 

Treg ve Th17 hücrelerini eş zamanlı olarak uyarması da o kadar ayrıntılı 
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incelenmelidir (93,102). Foxp3’ü düzenledikleri gibi RUNX proteinleri, Th17’ye 

özel RORγt transkripsiyon faktörünü yükseltmektedir (105,106). Ayrıca RUNX 

proteinleri, DNA’ya bağlanma aktivitelerinden ayrı olarak, IL-17’yi maksimum 

uyarmak için RORγt ile fiziksel olarak da iletişime geçerler (106). Foxp3 ayrıca IL-

17 transkripsiyonunu baskılamak için RORγt ile etkileşime geçmektedir (106). Yani, 

Th17 spesifikasyonu ve effektör fonksiyonu için RUNX, Foxp3 ve RORγt arasında 

üçlü bir ilişki gerekmektedir (106). Th17 ilişkili otoimmün inflamasyonda asıl 

sorumlunun; yüksek düzeyde IL-23 reseptör (IL23R) ekspresyonu ve normalde Th1 

ürünü olan IFNγ üretimi ile karakterize Th17’nin patojenik bir alt türüdür (107). Son 

olarak Th17’nin patojenik IL23R tarafından IFNγ üretimi, Tbet ve RUNX 1 3 

gerektirmesi nedeniyle; RUNX proteinlerinin önemli otoimmün hastalıkların 

patogenezinde rol aldığı kesindir (108). Bununla uyumlu olarak, artmış RUNX 1 ve 

azalmış RUNX 2 düzeyleri, salt-uyarılmış patojenik Th17 ile ilişkilidir (109,110).  

İntestinal mukozada, TGFβ ve retinoik asit gibi güçlü çevresel faktörler 

nedeniyle T hücre farklılaşmasındaki yetmezlik ve CD4⁺ T hücre soyunun esnekliği 

sayesinde; mevcut homeostasis, komensal mikrobiatanın abartılı cevaplarından 

korunarak sürdürülmektedir (111,112). İntestinal epitelyal lenfositlerin (IEL) 

progenitörlerinin, intestinal intraepitelyal alana göçü esnasında CD4⁺, CD8⁺ 

düzenleyen IL-15 uyarısıyla RUNX 3 eksprese olmaktadır (113,115). Dahası RUNX 

3 CD4⁺’lara IEL sitotoksik T lenfosit ve doğuştan benzeri lenfosit özellikleri 

kazandırırken; TGFβ ve Retinoik asit birbirleriyle ilişkili olarak Th17 farklılaşmasını 

zayıflatmaktadır (114). SP CD8⁺ sitotoksik T hücrelerinin TCR ilişkili ekspansiyonu 

ve farklılaşmasında RUNX mecburiyeti ufuk açıcı bir buluş olmasına karşın; olgun 

CD8⁺ T hücrelerinde RUNX proteinlerinin efektör görevi konusunda daha fazla 

çalışmaya gerek vardır (79,85,117). Yine de RUNX proteinler, transkripsiyonel 

döngünün soya spesifik integral komponentidir. Ayrıca RUNX 3, sitotoksik T 

hücrelerin (Tc/CTL) farklılaşması esnasında T-box proteini olan Eomesodermin 

(Eomes)’in indüksiyonu için de gereklidir. RUNX 3 yetmezliği olan CD8⁺ Tc 

hücreleri, zayıflamış TCR indüksiyonlu proliferasyon (79,82) ve granzim, perforin 

ve IFNγ içeren Tc effektör genlerin düşük ekspresyonu nedeniyle (91), azalmış 

sitolitik aktivite gösterirler. RUNX ayrıca, CD1d-kısıtlıya özelleşen ve TCR-αβ’a ve 

NK1.1 (CD161) gibi NK olgunlaşma markırlarına eksprese olan doğal öldürücü T 
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hücre (NKT) gelişiminde çok önemlidir (118,120). Aynı şekilde RUNX 1, RORγt ile 

birlikte; değişmez TCR-α zinciri olan NKT hücrelerinin alt grubu olan iNKT 

farklılaşmasında vazgeçilmezdir (116). Bu değişmez NKT hücreleri, otoimmünite, 

mikrobik İmmünite, sitokin üretimi, İmmün regülasyon gibi farklı İmmünolojik 

süreçlerde görev almaktadır (118,121,122). NKT eksikliği olan Cre farelerinden de 

anlaşıldığı gibi, NKT hücrelerinin fonksiyonlarını; RUNX kompleksinin kesin 

dağılımı belirlemektedir. Son olarak RUNX 3, dendritik morfoloji gösteren, farklı bir 

deri-ilişkili CD T hücresi olan Dendritik Epidermal T hücre (DETC) gelişiminde de 

kritik görev almaktadır (123). RUNX 3, hücre proliferasyonu ve timik DETC’nin geç 

fötal gelişim döneminde deriye göç etmesinde uyarıcı olan IL-2/IL-15’e aracılık eden 

IL-2Rβ ve CD103’ü regüle etmektedir (123,124). DETC, kutanöz İmmünite ve 

homeostazda majör komponent olduğu için, RUNX 3 eksikliği olan farelerdeki tam 

yokluğu sonucu; tamir mekanizması, sürveyans ve İmmün düzenlemenin nasıl 

olduğunun araştırılması gerekmektedir (123,125). 

 

2.3.4- B Hücre Kararlığı ve Fonksiyonlarında RUNX’in Rolü 

 RUNX proteinlerinin B-hücre fonksiyonundaki rolü, ilk olarak; RUNX 3’ün, 

TGFβ tarafından desteklendiği germline İmmünoglobulin α’nın uyarılması için Smad 

proteini ile koopere olduğunun tespit edildiği, bir seri in vitro ve exvivo çalışmayla 

ortaya çıkarılmıştır (126,128) (Şekil 7). Bu durum, antijen tarafından aktive edilen 

naif B hücrelerinin IgA sınıfını tetiklemesinin anahtar basamağıdır. Bu gözlemle 

uyumlu olarak, RUNX 3 yetmezliği olan splenositlerde; hem exvivo hem in vivo 

olarak değişen derecelerde tetikleme defekti görülmektedir (128,129). RUNX 3’e ek 

olarak RUNX 1 de, farelerde erken B hücre soyu spesifikasyonu için gereklidir. 

RUNX 1 ve CBFβ’nin (RUNX 3 değil ama) mb1-Cre tarafından bloke edilmesi 

sonucu, erken dönem B lenfopoezi de bloke olmaktadır. Tam net aydınlatılmamış 

olmasına rağmen RUNX 1, pre B hücre reseptörü gibi daha çok erken dönem B 

hücre spesifikasyonunda anahtar rol oynamaktadır (130,131). Tam tersi RUNX 3 ise 

geç dönem B hücre farklılaşmasında görev alır. Buna örnek, fare B hücre bandında 

RUNX 3’ün güçlü uyarısı olarak; IgA tetiklemesi sırasında görülen naif B hücrelerin 

TGFβ ile efektör B hücrelerine farklılaşması verilebilir (126,127,132). Sonuç olarak, 

RUNX 1 olgunlaşmamış ve farklılaşmamış B hücrelerinin varlığı için gerekli iken; 
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RUNX 3 ve RUNX 2’nin ekspresyonu, effektör T hücrelerinin terminal özelleşmesi 

sırasında gözlenmektedir (134). 

 

 
Şekil 8. İmmün yanıtta RUNX 3. A) İntraepitelyal Lenfositlerde B) T helper C) NK hücreleri D) B 

Lenfositlerin gelişiminde (168) 

 

2.3.5-Lenfoid Organogenezde RUNX’in Rolü 

 RUNX/CBFβ kompleksi, Lenfoid Doku İndükleyici hücrelerin (LTi) 

gelişiminde görev almaktadır (120). Bunlar RORγt ve IL-7Rα eksprese ederek 

başlangıç Lenfoid hücrelerin özelleşmesini sağlar. Peyer plakları, lenf nodları gibi 

sekonder lenfoid dokuların biyogenezinde merkez rol oynarlar (135). RUNX 1’in 

izoformu olan RUNX 1c, P1 promotordan türetilmiştir ve CBFβ2, LTi 

diferansiasyonunun iki gelişim basamağında yer almaktadır (120). Özel olarak 

RUNX 1c/CBFβ2 LTİ farklılaşmasının erken aşamasında ve lenf nodu 

formasyonunda görev alır ki bu görevlerini RORγt regülasyonu yoluyla yapar (120). 

2.3.6- NK Hücre Gelişiminde RUNX Proteinleri 

 NK hücreleri, sitotoksik lenfosit soyunun farklı bir alt grubu olan ve doğuştan 

İmmünitede önemli rol üstlenen, ağırlıklı olarak viral enfeksiyonlarda ve tümör 

hücrelerine karşı etkili hücrelerdir (136). MHC molekülleri ve antikor olmadan, 
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hedef hücreleri tanıma kabiliyetine sahip eşsiz hücreler olup; İmmün tanıma ve self 

tolerans reseptörlerine dayanarak bu fonksiyonlarını yerine getirmektedir (137). NK 

hücreleri; dalak, fötal ve yetişkin karaciğeri, kemik iliği ve timüs gibi birçok yerde 

geliştirilmektedir. Bunların farklılaşması, NK progenitör üzerinden; IL-15 uyarısıyla 

ve CD12 (IL-2/IL-15 reseptör β zinciri) ekspresyonuyla meydana gelir (136). 

RUNX’in NK hücreleri üzerindeki etkisi, ilk olarak hipomorfik CBFβ fare 

modellerindeki erken dönemde NK farklılaşma evresindeki blokajla gözlenmiştir. 

Düşük doz CBFβ uygulandığında, fötal karaciğer hücrelerinde derin bir defekt 

meydana gelmekte ve exvivo hücre kültüründe; NK1.1, CD122⁺ NK progenitör 

hücre geliştirme yeteneğinin kaybolduğu gözlenmektedir (138,139). Bu durum 

muhtemelen, RUNX aracılığıyla CD122 transkripsiyonunun yapılamaması sonucu; 

IL-15 destekli genetik programın bloke edilmesi ile ortaya çıkmaktadır (140). Mutant 

farelerde RUNX proteinlerinin, NK progenitör hücrelerde CD122 promotoru regüle 

ettiği gösterilmiştir (140,141). Ancak farklı çalışmalar RUNX’in NK hücre gelişimi 

ve fonksiyonunda vazgeçilebilir olduğunu gösterirken; NK olgunlaşmasında esas 

rolün IL-15’te olduğu in vivo ve ex vivo olarak gösterilmiştir (142). Ancak aynı 

çalışmada RUNX kaybı, total olarak IL-15 kaybına neden olduğundan hamile 

farelerde, fötal ölüme sebep olmuştur (140) fakat mevcut fare modellerinin sınırlılığı 

nedeniyle, RUNX’in IFNγ veya tümör İmmünitesi kadar, NK fonksiyonları için 

gerekli olup olmadığı tam çözülememiştir. 

 

 
Şekil 9. NK hücre gelişimi, efektör hücre ekspansiyon ve canlılığı ile hafıza hücre tipine 

dönüşmesinde etkili olan; transkripsiyon faktörlerini gösteren Venn diagramı (166). 
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2.3.7- Myeloid Hücre Özelleşmesinde ve Fonksiyonlarında RUNX’in Rolü 

 Myeloid hücre gelişimi ve fonksiyonunda RUNX’in dağılımı ile ilgili 

nispeten daha az bilgi vardır. İlk fare çalışmalarında, erişkin hematopoetik kök 

hücrelerindeki (HSC) RUNX 1 delesyonu; megakaryosit maturasyonunda ciddi 

bozukluk gösterirken, eritrosit, monosit, nötrofil gibi diğer myeloid seride 

farkedilebilir bir hata göstermedi (69,70). Bu nispeten hafif fenotip, muhtemelen 

myeloid farklılaşmadaki RUNX proteinlerinin aralarında var olan farklılıkları 

nedeniyle olmaktadır (73,75). Gerçekten de bütün RUNX proteinlerini bozan Vav1-

iCre ile CBFβ hedef alındığında; tüm hematopoetik sistemde daha net fenotipler 

gözlenmiştir. Bu durum; intestinal lamina propria, akciğer gibi periferik dokularda ve 

dalakta klasik ve plazmasitoid DC düzenlemesinin yönetilmesiyle meydana 

gelmektedir (74). Kemik iliğinde eritroid progenitör olan Flt3⁺DC’nin gelişimi için 

CBFβ gereklidir (74). Daha ayrıntılı çalışmalarda, CBFβ yıkılmış DC fenotipinde 

birincil sürücü RUNX 1 iken; RUNX 2’nin geç DC maturasyonunda minimum 

görevi olduğu saptanmıştır. Buna karşılık RUNX 3’ün hiçbir fonksiyonu tespit 

edilmemiştir (74,100,129). Bu tutarsızlığa rağmen, RUNX 3; erken 

embryogenezdeki myeloid progenitörlerden gelişen farklı bir cilt epidermal DC olan 

Langerhans hücreleri için gereklidir (129,143). Burada RUNX 3, TGFβ uyarısıyla 

Langerhans hücre farklılaşmasını sağlayan PU.1’i aşağı yönlü düzenlemektedir 

(143). DC farklılaşması ve olgunlaşmasına ek olarak RUNX 3, in vitro olarak CD11c 

ve kemokin ekspresyonunu da düzenlemektedir (144). DC kazanılmış İmmün yanıtın 

ve self toleransın santral koordinatörü olduğu için; onları farklılaştıran RUNX 

proteinlerinin de İmmün sisteme etkisi geniş kapsamlıdır. DC’ye ek olarak, son 

zamanlarda yapılan çalışmalar; bir izoform olan RUNX 1c’nin spesifik ablasyonu 

yapılan farelerde, granulosit progenitörden bazofil progenitöre olan geçiş sırasındaki 

blok nedeniyle granulositik bazofillerde dramatik bir azalma göstermiştir. Ayrıca 

RUNX 1c yetmezliği özel olarak bazofil fonksiyonlarını zayıflatarak (mast 

hücrelerini değil ama), IL-3 veya nematodalara yanıt olarak artan IgE ilişkili kronik 

alerjik cilt reaksiyonları göstermektedir (145). 

 Monositlerde ve makrofajlarda RUNX 1, PU.1 ile koopere olup; 

makrofajların çoğalması ve farklılaşması için hayati önemi olan makrofaj koloni 

stimulating faktör reseptörü (M-CSF/CSF-1) regüle etmektedir (146,147). RUNX 1 
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ve RUNX 3 ayrıca, makrofaj ve monositik hücre dizilerinde; integrin benzeri 

Lenfosit fonksiyonu ilişkili antijen 1 (LFA-1)/CD11a, CD11c, Cd49d ve hücreler 

arası adhezyon molekülü 3 (ICAM-3) arasındaki adheziv etkileşimin en önemli 

kontrolörüdürler (148,150). LFA-1 ve ICAM-3 arasındaki etkileşim, Th1 hücrelerin 

polarizasyonlarına da katkıda bulunmaktadır ki bu durum; RUNX’in T hücre 

farklılaşması ve fonksiyonuna olan çok yönlü katkısını göstermektedir (149). 

Mikroglia benzersiz fagositik hücre olup, Santral Sinir Sistemi (SSS) 

parankimi içinde yer almakta ve SSS’ni yaralanma ve mikroplara karşı korumaktadır. 

Langerhans hücrelerine benzer şekilde, mikroglia da; embriyonik ve perinatal 

gelişme döneminde RUNX 1 aracılığıyla yolk sac denen primitif myeloid progenitör 

hücrelerden köken alıp SSS’ne yerleşmektedir (151,152). Doğumdan sonra RUNX 1, 

olgunlaşmamış mikrogliaların proliferasyonunu inhibe edip olgunlaşmayı 

desteklemektedir (152). İlginç olarak sinir sistemindeki yaralanma sonrası RUNX 1 

ekspresyonunun reaktive olması; SSS sürveyans ve tamirinde olgun mikrogliaların 

rolü olduğunu düşündürmektedir (152). 

 

2.3.8- Otoimmünite ve İnflamasyonda RUNX’in Rolü 

 Timustan Treg hücreleri tarafından self-toleransın uyarılması, İmmün 

homeostazisin sağlanması için gereklidir ve bunun kaybı otoimmüniteyi başlatır 

(153). RUNX proteinlerinin nTreg ve iTreg (94,98) ile Th17 hücrelerinin (105,106) 

farklılaşmalarına ve fonksiyonlarına olan önemli katkıları; RUNX fonksiyonlarının 

otoimmünite ve inflamatuar hastalıklara katkısı olduğunu göstermektedir. Bu 

olasılık, insana ait birçok otoimmün hastalıklarda genetik ilişkiyi araştıran, önemli ve 

geniş çalışmalarla desteklenmektedir: 

 Birincisi, PDCD1 lokusundaki bir intronda yer alan tek nükleotid 

polimorfizmi sonucu RUNX bağlanması değiştiği için; bazı etnik olarak farklı 

topluluklarda; sistemik lupus eritematozus (SLE) ile ilişkili bulunmuştur. Bu RUNX 

bağlanmasının değişmesi, RUNX 1’in kopması in vitro olarak gösterilmiş olup 

sonucunda, anormal PDCD1 ekspresyonu ile self toleransta baskılanma ve SLE’de 

hiperaktivite meydana gelmektedir (154). PDCD1 ayrıca, tümör İmmünitesinde 

negatif bir regülatör olup kanser İmmünoterapisinde de önemli bir hedeftir (155). 

Benzer şekilde; PDZ-domain phosphoprotein SLC9A3R1 ile N-Acetyl transpherase 
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NAT9 arasındaki RUNX site varyasyonu nedeniyle kronik inflamatuar deri hastalığı 

olan Psöriasis arasında bağlantı mevcuttur (156). Ek olarak RUNX 1 lokusu ile 

RUNX site ablasyonu arasında olan SLC22A4 transport genindeki tek nükleotid 

polimorfizmi de Romatoid Artrit arasında önemli bir ilişki mevcuttur (157). Tüm bu 

açıklamalardan sonra, RUNX bağlantı siteleriyle ilgili hastalıklarda; aynı bağlantı 

noktalarını tanıyan tüm RUNX proteinlerinin etkilerinin ortak ve aynı olduğu 

bilinmelidir (154,156,157). Bununla tutarlı olarak, RUNX 3 eksikliği olan farelerde; 

hiperplastik mukoza, lökosit infiltrasyonu ve Th1/Th2 karışımı otoimmün yanıtla 

karakterize spontan inflamatuar barsak hastalığı gelişmektedir (99). İnsanlarda 

RUNX 3’ün bulunduğu 1p36 kromozomal bölge, inflamatuar barsak hastalığı için 

hassas bölgedir (158,159). Daha önce yapılmış birçok GWAS araştırmalarında; 

inflamatuar barsak hastalığının iki tipi olan ÇH ve Ülseratif Kolit (ÜK) ile ilişkili 

RUNX 3 lokus varyantı tespit edilmiştir (2,160). Son olarak RUNX 1 lokus ve 

düzeyleriyle ilgili tek nükleotid pleomorfizmi bulunan bir hastalık da pediyatrik 

astmadır (161). Bütün bu açıklamalar ışığında, RUNX fonksiyonlarındaki değişiklik; 

self toleransta disregülasyon, kronik lenfosit hiperaktivitesi ve organ 

otoimmünitesine neden olmaktadır. 

 

2.3.9- Mukozal İmmünitede RUNX’in Rolü 

 Her ne kadar daha yeni incelenmeye başlandıysa da RUNX proteinleri; 

mukozal sistemde, hem doğuştan hem edinilmiş İmmünitenin güçlü 

katılımcılarıdırlar. RUNX ailesinin tüm üyeleri, mukozal sistemdeki tüm majör 

İmmün soy dizilerinin etkileri, gelişimi ve olgunlaşmasında önemli roller 

oynamaktadır (Şekil. 9). RUNX fonksiyonel olarak İmmün cevabın tüm 

aşamalarında vardır. Örneğin biyogenezinde, organizasyonunda ve Peyer plakları 

gibi mukozal lenfoid dokuların fonksiyonlarında rol almaktadır (120). Bunların 

formasyonuna ek olarak, RUNX proteinler ayrıca; bu dokuların dışında periferik 

kanda antijen sunumu için DC olgunlaşmasını düzenleyerek T ve B hücrelerinin 

aktivasyonunda da görev alır (74,100,129). 
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Şekil 10. Mukozal İmmünitede RUNX (173) 

 

Aktivasyonu takiben, efektör yardımcı T ve sitotoksik soy dizisinde; RUNX 

proteinleri, soy tanımlayan transkripsiyon faktörleriyle birlikte naif T hücrelerinin 

terminal başkalaşımını gerçekleştirmektedir (76,162). Patojenik etkenler ve çevresel 

faktörlere yanıt olarak ortaya çıkan IEL farklılaşması; mukozal sistemdeki RUNX 1-

3’ün önemli katkısıyla olmaktadır (114,116). RUNX 1 ilk olarak, sitokin üretimi 

aracılığıyla mikrobik İmmüniteyi organize eden iNKT lenfositlerinin gelişiminde 

tespit edilmişlerdir (119,120). RUNX 3 ve RUNX 2 eş zamanlı olarak, mikroplara 

karşı mukozal İmmünitenin konfigürasyonunda temel yapı olan olgun B hücrelerinin 

tetiklemesinde esası oluşturan IgA’nın olmazsa olmazıdır (163). Son olarak RUNX 

1, gastrointestinal nişlerde bulunan FCRL4⁺ hafıza B hücrelerinin olgunlaşmasında 

görev alır (133).  

 Ayrıca RUNX proteinleri, doğuştan lökosit ve lenfositlerin fonksiyonları 

aracılığıyla da mukozal İmmüniteye katkıda bulunur. RUNX 3, antijen sunumundan 

bağımsız olarak çok önemli sitotoksik fonksiyon gösteren NK hücrelerinin, 

olgunlaşması ve çoğalması için gereklidir (142). Aynı şekilde, bazofil ekspansiyonu 

ve maksimum antiparazitik ve proinflamatuar etki için de RUNX 1’e ihtiyaç vardır 
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(145). Makrofaj ve monositlerde RUNX, enfeksiyon bölgesine göçü organize eden 

adezyon komplekslerini düzenlemektedir (149,150). Hematopoetik hücrelere ek 

olarak; mukozal mikroplara bariyer oluşturan, epitelyal hücreler de mukozal 

İmmünitenin önemli bir komponentidir. RUNX 3’ün, gastrik epitelyal hücrelerde, 

IL-23A’yı transkripsiyonel olarak düzenlediği bildirilmiştir (164). IL-23A, Th17 

aktivitesini yürüten proinflamatuar sitokin IL-23’ün alt birimidir (165). RUNX 3, 

proinflamatuar sitokin TNF-α ve IL-1 ile gastrik patojen Helicobacter pylori 

varlığında, IL-23A’nın sekresyonunun güçlü bir uyarıcısıdır (164). Bu durum bize 

RUNX proteinlerinin, epitelyal sitokin üretimi aracılığıyla doğuştan İmmüniteye 

önemli katkıları olduğunu göstermektedir. 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

 

Bu çalışmada, ÇH ile ilişkili olan RUNX 3 ve THEMIS genlerinin ifade 

düzeyleri araştırıldı. 

Çalışmamızda İzmir Tepecik Eğitim ve Araştırma Hastanesi, Çocuk 

Gastroenteroloji Polikliniğine Kasım 2020-Kasım 2021 tarihleri arasında başvuran 

ve hem serolojik hem de histopatolojik olarak Çölyak Hastası kesin tanısı konmuş 

olan, 17 yaş altı 12 hasta incelendi. Gene aynı dönemde İzmir Tepecik Eğitim ve 

Araştırma Hastanesi Doku Tipi Laboratuvarına, Kemik İliği nakli için donör olarak 

başvurmuş 17 yaş altı sağlıklı donörlerde (6 kişi) veya Çölyak Hastalığı düşünülüp 

de “transglutaminaz” bakılarak Çölyak Hastası olmadıkları serolojik olarak 

kanıtlandıktan sonra 1 kişi, “Kontrol grubu”na dahil edildi. 

ÇH düşünülen hastalarda seroloji testi de pozitif saptandıktan sonra, kesin 

tanı için endoskopi gereklidir. Hastaların duodenum, bulbus kısımlarından biyopsi 

örnekleri alınmaktadır. Alınan materyal mümkünse 3 ayrı yerden ve yaklaşık 2-3 

mm’lik olmalıdır. Bu biyopsi materyelleri, patoloji laboratuvarında histopatolojik 

inceleme için gereklidir. Tez çalışması kapsamında gen ekspresyon ölçümleri için, 

işlem sırasında alınan bu biyopsi materyellerinden 1-2 mm’lik bir örnek alınıp hemen 

çalışıldı. Çalışma için ayrıca, fazladan endoskopik biyopsi alınmamıştır. 

ÇH yakınmalarıyla başvuran hastalardan, öncelikle serolojik testleri yapılarak 

sonuçlarının ÇH ile uyumlu olması halinde barsak biyopsisi alınmış ve böylece kesin 

tanı konulması yoluna gidilmiştir. Sadece bir hastada, pandemi nedeniyle sokağa 

çıkma yasaklarının olduğu dönemde ve il dışından gelmesi nedeniyle; hasta ailesinin 

biyopsi için tekrar gelemeyeceklerini belirtmeleri üzerine, durum açıklanarak ve 

ailesinin onamı alınarak, hem serolojik testleriyle beraber biyopsisi de aynı anda 

yapılmıştır. Bu hastanın serolojisi ve biyopsisi negatif gelmiş olup kontrol grubuna 

dahil edilmiştir.  

ÇH tanısı için Tepecik Eğitim ve Araştırma Hastanesi’ne başvuran ve ÇH 

olduğu düşünülen hastalardan serolojik testler, biyokimya ve doku tipi analizleri için 

kan örneği alınmaktadır. Çalışmamız için gerekli olan kan örneği, doku tipleme 
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analizi için alınan kan örneğinden yapıldı. Kontrol grubu için polikliniğe ÇH dışı 

nedenlerle başvuran, ÇH taraması gerekli olan (ancak ÇH saptanmayan) sağlıklı 

kontrolleri alındı. Bu hastalardan tetkik yapılma sürecinde istenmiş olan kan 

örneklerinden çalışma yapılarak, kontrollerden çalışma için ayrıca kan örneği 

alınmamıştır.  

Tepecik Eğitim Araştırma Hastanesi Doku Tipleme Laboratuvarında Periferik 

kandan ve ayrıca hastalardan alınan doku biyopsilerinden de total RNA izolasyonları 

gerçekleştirildi 

3.1-Total RNA İzolasyonu 

 İlk basamak olarak hastaların kan örneklerinden “Total RNA mini kit” ile 

total RNA izolasyonu yapıldı. Yöntem, üretici firmanın talimatlarına göre kit 

içerisinde hazır bulunan tampon solüsyonlar kullanılarak gerçekleştirildi. 

RNA izolasyon kiti olarak GENEALL markası Hybrid-R RNA Isolation Kit 

(305-101 katalog) ve RiboEX kullanıldı. 

1. 300 mikrolitre periferik kan örneğine 1 ml RBC lizis tampon solüsyonu 

eklenerek karıştırıldı,  

2. 10 dakika buz üzerinde inkübe edildikten sonra 3000X g’de 5 dakika santrifüj 

edilip süpernatant atıldı.  

3. Pellet üzerine 400 mikrolitre RBC tampon solüsyonu ve 4 mikrolitre beta-

merkaptoetanol eklenerek hücreler süspanse hale getirildi. Oda sıcaklığında 5 

dakika inkübe edildi.  

4. 400 mikrolitre %70’lik etanol eklendi. İyice karıştırıldıktan sonra karışımın 500 

mikrolitresi kolona aktarıldı.  

5. 14-16.000x g’de 1 dakika santrifüj edildi. Süpernatant atıldı.  

6. Aynı kolona geriye kalan karışım eklendi ve tekrar 14-16.000x g’de 1 dakika 

santrifüj edildi. Süpernatant atılarak kolon yeni bir 2 ml toplama tüpüne alındı.  

7. 400 mikrolitre yıkama solüsyonu eklenerek, 14-16.000x g’de 30 saniye santrifüj 

edildi. 

8. Kolona 50 mikrolitre DNaz I solüsyonundan eklenerek, 15 dakika oda 

sıcaklığında inkübe edildi.  
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9. 400 mikrolitre W1 yıkama solüsyonundan eklendi ve 14-16.000x g’de 30 saniye 

santrifüjlenerek süpernatant atıldı. 

10.  600 mikrolitre yıkama solüsyonu eklendi ve 14-16.000x g’de 30 saniye 

santrifüjlendi. Tekrar kolon toplama tüpüne alınarak 14-16.000x g’de 3 dakika 

santrifüjlendi. 

11.  Kolon yeni 1,5 ml mikrosantrifüj tüpüne aktarıldı. 50 mikrolitre RNaz 

içermeyen su eklenerek ve en az 1 dakika kolonun suyu emmesi için beklendi.  

12. 14-16.000x g’de 1 dakika santrifüj edilerek 50 mikrolitre RNA elde edilmiş 

oldu. Bu RNA örneği nanodrop ile ölçülerek konsantrasyonu ile saflığı 

belirlendi. 

Biyopsi materyalinden RNA elde etmek için GeneAll Ribospin TM II kiti 

kullanılmış ve firmanın talimatları doğrultusunda hareket edilmiştir. 30 mg doku 

örneği alınıp kriyo tüp sıvı azot içine atıldıktan sonra laboratuvarda boş alüminyum 

folyo içine alınıp havanın içinde tokmak ile ezildi. İyice parçalandıktan sonra 1,5 ml 

ependorf tüpüne alındı. 

1. Doku örneği önceden soğutulmuş bir havanda sıvı azot ile ince bir toz haline    

getirildi. 20 mg kadar toz doku 1.5 ml mikrosantrifüj tüpüne kondu.  350 µl 

tampon RAL (% 1 β-merkaptoetanol dahil) eklenip 30 saniye boyunca 

bastırmalı (otomatik değil) vortekslendi. 

2. 350 µl tampon RAL (% 1 β-merkaptoetanol dahil) içinde 20-30 mg doku 

örneği homojen hale getirildi (çalışmamız için 1örnek başına 346.5 µl RAL 

3.5µl β-merkaptoetanol). 

3. Boncuk çırpıcı kullanarak doku örneğini 2,0 ml toplama tüpünde homojenize 

edildi. 350 µl tampon RAL (% 1 β-merkaptoetanol dahil) ekleyip 30 saniye 

boyunca vortekslendi.  

4. Oda sıcaklığında 2 dakika boyunca ≥10.000 x g'de santrifüjlenip süpernatantı 

yeni bir 1,5 ml mikrosantrifüj tüpüne aktarıldı. Bu adım, tam olarak 

homojenleştirilmemiş döküntülerin neden olduğu bir mini spin kolonunun 

tıkanmasını önlemek amacıyla yapılır. 

5. Süpernatanta bir hacim (süpernatantın hacmi kadar) %70 etanol eklendi ve 

pipetleyerek iyice karıştırıldı. 

6. Karışım bir mini spin kolonuna (tip F) aktarıldı. 
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7. Oda sıcaklığında 1 dakika boyunca ≥10.000 x g'de santrifüjlendi. Alta geçen 

kısım atılır ve mini spin kolonu tekrar toplama tüpüne yerleştirildi. Karışım 

hacmi 750 µl'yi aşarsa, numunenin geri kalanıyla 4 ve 5 adımı tekrarlandı. 

Santrifüjlemeden sonra kolonda hiç lizat kalmaması gerekmektedir. Lizat 

kalmışsa, solüsyonun tamamı geçene kadar daha yüksek hızda tekrar 

santrifüjlenir. 

8. 350 µl tampon RW eklenir ve 30 saniye boyunca ≥10.000 x g'de 

santrifüjlenir. Alta geçen kısım atılır ve mini spin kolonu tekrar toplama 

tüpüne yerleştirildi. 

9. Mini spin kolon membranının merkezine 70 µl DNase I reaksiyon karışımı 

eklenir ve oda sıcaklığında 10 dakika inkübe edilir. DNase I reaksiyon 

karışımı yapmak için, izolasyon başına 70 µl Buffer DRB'ye 2 µl DNase I 

çözeltisi eklendi. Kullanana kadar DNase I aktivitesini korumak için buz 

üzerinde tutuldu. 

10. 350 µl tampon RW eklenir ve 30 saniye boyunca ≥10.000 x g'de 

santrifüjlendi. Alta geçen kısım atılır ve mini spin kolonu tekrar toplama 

tüpüne yerleştirildi. 

11. 500 µl tampon RSW eklenir ve 30 saniye boyunca ≥10.000 x g'de 

santrifüjlendi. Alta geçen kısım atılır ve mini spin kolonu tekrar toplama 

tüpüne yerleştirildi. 

12. Tekrar 500 µl tampon RSW ekleyin ve 30 saniye boyunca ≥10.000 x g'de 

santrifüjlenir. Alta geçen kısım atılır ve mini spin kolonu tekrar toplama 

tüpüne yerleştirildi. 

13. Kalan yıkama tamponunu çıkarmak için 1 dakika boyunca tam hızda (> 

13.000 x g) santrifüjlenir. Mini spin kolonu yeni bir 1,5 ml mikrosantrifüj 

tüpüne yerleştirilir. 

14. Mini spin kolonundaki zarın merkezine 50 µl Nükleaz içermeyen su eklendi. 

1 dakika bekletildi.  

15. Oda sıcaklığında 1 dakika boyunca ≥10.000 x g'de santrifüjlenir. 

Saflaştırılmış RNA, uzun süreli saklama için -70˚C'de saklandı. 
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3.2- cDNA Sentezi 

İkinci basamak, bu RNA örneklerinden cDNA sentezinin yapılmasıdır. cDNA 

sentezi hazır ticari “WizScript cDNA Sentez Kiti” (W2211, Almanya) kullanılarak 

üretici firmanın talimatlarına göre gerçekleştirilmiştir.  

1.PCR tüpüne RNA örneğinden konarak üzerine primer ve su eklendi.  

2.Daha sonra reaksiyon solüsyonu, RNaz inhibitörü, dNTP karışımı ve RT 

enzimi içeren hazır kit eklenerek yavaşça karıştırıldı ve 42 ºC’de 1 saat inkübe 

edildi. 

3.70 ºC’de 5 dakika tutularak işlem sonlandırıldı. 

3.3- Real Time PCR 

Üçüncü basamak olarak “Gen ekspresyon Assay kiti” kullanılarak Real-time 

PCR yöntemiyle gen ekspresyon analizi yapılmıştır. Real-Time qPCR için kullanılan 

kitin markası Wizbio olup adı, WizPureq PCR Master (SYBR) ve Katalog No’su 

1711’ dir. 

 Real-Time qPCR için kullanılan mastermix bilgileri şöyledir: 

2X MasterMix (SYBR-Green ile)              10 µl 

Forward Primer                                           0,5 µl 

Reverse Primer                                            0,5 µl 

cDNA kalıp                                                  2  µl                              

RNase-free distile su                                   5 µl 

Toplam                                                        18 µl 

Mastermix hazırlandıktan sonra Real-Time qPCR reaksiyonuna geçilmiştir. Bu 

reaksiyon ROCHE Cobac Z 480 Real-Time PCR cihazında yapılmıştır. 

Üretici firmanın talimatlarına göre cDNA örneği, Master mix ve assay 

solüsyonu ile su eklenerek 96 kuyucuklu plaklara örnekler dağıtıldı. Bu plaklar Real-

time PCR cihazına yerleştirilerek cihaz çalıştırıldı. Sonunda ilgili bilgisayar programı 
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kullanılarak analizi yapıldı. Real-time PCR basamağı üç kez tekrar edilerek ortalama 

değerleri alındı. 

Kullanılan primer dizilimi: 

Gen adı Baz Dizisi 5’-3’ 

ACTB-F CATGTACGTTGCTATCCAGGC 

ACTB-R CTCCTTAATGTCACGCACGAT 

THEMIS-F TGAAGGTTGTGAGTCTCTACAGC 

THEMIS-R GGATGCCCTAGTCTACTTGGTC 

RUNX 3-F GGCAATGACGAGAACTACTCCG 

RUNX 3-R GATGGTCAGGGTGAAACTCTTCC 

F: forward, R:reverse 

 Hem hasta grubunda hem de kontrol grubunda, her bir örneğin mRNA için 

Real-Time PCR sonucunda Ct değerleri elde edilmiştir. Tekrarlı çalışmalarda Ct 

değerlerinin ortalaması alınarak hesaplanmıştır. Hasta grubunda hedef mRNA Ct 

değerinden, referans RNA Ct değeri çıkarılarak hasta grubu ∆Ct değerleri elde 

edilmiştir. Kontrol grubunda da hedef mRNA Ct değerinden referans Ct değeri 

çıkarılarak kontrol grubu ∆Ct değerleri sağlanmıştır. Sonuçta hasta grubu   ∆Ct 

değerinden kontrol grubu ∆Ct değerleri çıkarılarak ∆∆Ct değerleri elde edilmiştir. 

∆∆Ct değerlerinde Fold Change hesaplaması yapılmış ve bu değerin 1’in üzerinde 

çıkması halinde kontrol grubuna göre, hasta grubunda mRNA ekspresyonunda artış 

gösterdiği düşünülmüştür. Fold Change değerinin 1’in altında olması durumunda ise 

hasta grubunun kontrol grubuna göre mRNA ekspresyonunda azalış gösterdiği 

şeklinde yorumlanmıştır. 

Çölyak hastalığı için başvuran hastalara rutin olarak HLA-DQ doku tipi testi 

yapılmaktadır. Bu test için hastadan bir adet EDTA’lı tüpe kan alındı. Bu kan 

örneğinden DNA izolasyonu yapıldı. Daha sonra “Sekans Spesifik Oligonükleotit 

Prob” (SSOP) tekniği ile hazır ticari kit kullanılarak üreticinin talimatlarına göre 

doku tipi testi gerçekleştirildi. Sonuçları Luminex fluoroanalyzer cihazında analiz 

edildi. 
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Şekil 11. A- Melting Analizi: Primerin bağlandığı sıcaklık. Tek pik var. Tek bölgeye bağlanması 

beklenir. B- Ct = Cq değeri (eşik değeri döngüsü) eşik çizgisini kestiği yer. Qiagen’de 40 döngü var. 

Bu yüzden 10-35 döngü arası anlamlı olarak seçildi. 
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Şekil 12. Bu çalışmada incelenen 12 Çölyak hastası kan ve doku örnekleriyle; 8 kontrol grubunun kan 

örneklerinin ekspresyon değerleri toplu olarak görülmektedir. Threshold çizgisini ilk geçen eğri, en 

çok ekspresyon gösteren cDNA’nın eğrisidir. Bu çalışmada Fc = Kat değişimi = 2^-(ΔΔCt) ve Fr = 

Düzenlenmiş kat değişimi Qiagen’in hazır platformuna göre hesaplanmıştır. Fc değerinin <1  olması 

ekspresyonun azaldığını göstermektedir 
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4. BULGULAR 

Çalışmamızda kullanılan ÇH’na ait demografik veriler Tablo 2’de verilmiştir 

Tablo 2: Çalışmada kullanılan ÇH. hasta tablosu 

Hasta 

No 
Yaş Cinsiyet 

Marsh 

Sınıfı 
HLA 

tTG 

Antikoru 
Anti EmA 

1 9 K 
+ 

3b 

DQA1*01 

DQB1*03:02 

DQ8 

IgG 135.9 

IgA 188.5  

IgG 1/100 

IgA>/100 

2 5 K 
+ 

3b 

DQA1*05 DQB1*02 

DQ2,5 

IgG 91.7 

IgA>200.0                 

IgG 1/100 

IgA  Negatif 

3 6 K 
+ 

3c 

DQA1*05 DQB1*02 

DQ2,5 

IgG 48 

IgA>200.0    

IgG 1/50 

IgA>/100 

4 3 K 
+ 

3c 

DQA1*05 DQB1*02 

DQ2,5 

IgG14.4 

IgA>200.0 

IgG 1/100 

IgA>/100 

5* 7 K 
+ 

3a 

DQA1*01 

DQB1*03:02 

DQ8 

IgG 7.3 

IgA  47.9 

IgG Negatif 

IgA>/100 

6 17 K 
+ 

3b 

DQA1*05 DQB1*02 

DQ2,5 

IgG 4.1 

IgA 84.9  

IgG 1/100 

IgA>/100 

7 17 K 
+ 

3b 

DQA1*05 DQB1*02 

DQ2,5 

IgG 42.4 

IgA 89.3 

IgG 1/100 

IgA>/100 

8 9 K 
+ 

3c 

DQA1*05 DQB1*02 

DQ2,5 

IgG 76.8 

IgA>200.0 

IgG Negatif 

IgA>/100 

9* 3 K 
+ 

3b 

DQA1*05 DQB1*02 

DQ2,5 

IgG>200.0  

IgA 187 

IgG 1/50 

IgA>/100 

10 7 K 
+ 

3b 

DQA1*05 DQB1*02 

DQ2,5 

IgG 18.7 

IgA 30 

IgG 1/100 

IgA 1/100 

11 17 K 
+ 

3b 

DQA1*05 DQB1*02 

DQ2,5 

IgG 9.1 

IgA 200 

IgG 1/20 

IgA>/100 

12** 11 E 
+ 

3b 

DQA1*05 DQB1*02 

DQ2,5 

IgG 2.1 

IgA 9.7 

IgG Negatif 

IgA 1/100 

*Tip I diyabeti olan hasta, **Paratiroid hormonu olan hasta 

Araştırmamızda tanı konan hastaların biri erkek on biri de kadın olup cinsiyet 

oranlarımız; %8.3 erkek ve %91.7 kadındır. Yaş ortalaması 9.25 (± 7.5)’tur.   

Hastalarımızın ikisinde sadece Tip I Diabetes Mellitus tespit edilmiştir ki bu 

oran %16,6’dır (Tablo.2’deki *5 ve *9’cu hasta). Bir hastada Paratiroid adenomu 

tespit edilmiş olup Parathormon düzeyi 1761,8 ng/L (referans değeri 18,5-88,0 ng/L) 

bulunmuştur. Paratiroid adenomu her ne kadar çocuklarda sık görülen bir durum 

değilse de ÇH’da sıklığı da düşüktür (Tablo.2’deki **12. Hasta). Bu konuda literatür 

taramasında herhangi bir yayına rastlanmamıştır. Hastaların tümünde Demir 

Eksikliği Anemisi tespit edildi.  
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Çölyak ön tanısı almış çocuklardan birisinin GIS biyopsisi yapılarak çalışma 

grubuna eklenmesi planlanırken, patoloji sonucu ÇH ile ilişkisi olmadığı ve tamamen 

normal olduğu tespit edilince kontrol grubuna dahil edilerek takibe alınmış ve diğer 

serolojik testleri de normal bulunmuştur. Bu hastanın hem periferik kan ve hem de 

özellikle dokudaki ekspresyon sonuçları; hasta ekspresyon sonuçları ile 

karşılaştırılmıştır. 

Tablo 3: Hastaların demografik ve klinik verileri 

 Ortalama Hasta Yaşı   9,25 ± 7,5 
 

n Değeri (Yüzdesi) 

Cinsiyet 
Kadın 11 (%91,6) 

Erkek 1 (% 8,4) 

HLA Yüzdesi 
DQ2,5 10 (%83,33) 

DQ8 2 (%16,67) 

Anti tTG  Yüzdeleri 

IgA>200 5 (%41,17)     

IgA>50 4 (%33,33)     

IgA<50 3 (%25) 

IgG>200 1 (%8)     

IgG>50 3 (%25)      

IgG<50 8 (%67) 

Anti EmA Yüzdeleri 

IgA>1/100 11 (%91,67)   

Negatif 1 (%8,33)  

IgG>1/100 6 (%50)   

IgG>50 3 (%25)          

Negatif 3 (%25)  

MARSH sınıfı ve dağılım 

oranları 

3a 1 (% 8) 

3b 8 (% 67) 

3c 3 (% 25) 

 

Sekiz kontrol hastasında ise iki erkek olup, altısı kadındır ve oranlar %25 

erkek bireye karşılık %75 kadındır. Kontrol grubunun, hasta grubu ile benzer 

demografik özelliklerde olacak şekilde seçilmesine gayret gösterilmiştir. Yaş 

ortalaması 4.33 (±2.67)’dir. Anti tTG değerleri negatif olup tabloda belirtilmiştir. 
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Tablo 4: Çalışmada kullanılan kontrol grubu tablosu 

Kontrol No Yaş Cinsiyet Biyopsi Anti-tTG 

1 5 E - Yok 

2 2 E + IgG 1,5 IgA 0,1 

3 7 K - IgG<0,1 IgA 1,8 

4 5 K - IgG 1,6 IgA 8,3 

5 2 K - IgG 0,1 IgA 1,9 

6 5 K - IgG 0,1 IgA 3,0 

7 17 K - IgG 0,3 IgA 1,6 

8 9 K - Yok 
 

 

Tablo 5: 96 kuyucuklu plakta dizilim 

 

Tablo 6: Hasta verilerinin analiz tablosu 

 Kan β-Aktin Kan THEMIS Kan RUNX 3 

H1 1T 2T 3T Ort 1T 2T 3T Ort 1T 2T 3T Ort 

Ct 14,53 12,94 16,12 14,53 28,9 23,52 26,79 26,40 21,33 19,92 22,7

5 

21,33 

ΔCt   9,44  6,80 

ΔΔCt  4,96  -0.41 

2-ΔΔCt  0.03  1.33 

H1: Hasta 1, 1T: 1. tekrar, 2T: 2. tekrar, 3T: 3. Tekrar, Ort: ortalama, Ct: Eşik değer döngüsü 

 

 

 

 

 ACT            THEM   RUNX ACT              THEM   

RUNX 

ACT            THEM   RUNX ACT      THEM    

RUNX 

 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12  

A 1.Hasta 

kan 

Kan Kan 5.Hasta Kan Kan 9.Hasta Kan Kan    1.Kontrol 

kan örneği 

B 1.Hasta  

doku 

Doku Doku 5.Hasta  

doku 

Doku Doku 9.Hasta  

doku 

Dok

u 

Doku    2.Kontrol  

kan örneği 

C 2.Hasta  

kan 

Kan Kan 6.Hasta Kan Kan 10.Hasta Kan Kan    3.Kontrol  

kan örneği 

D 2.Hasta   

doku 

Doku Doku 6.Hasta  

doku 

Doku Doku 10.Hasta  

doku 

Dok

u 

Doku    4.Kontrol  

kan örneği 

E 3.Hasta  

kan 

Kan Kan 7.Hasta Kan Kan 11.Hasta Kan Kan    5.Kontrol  

kan örneği 

F 3.Hasta   

doku 

Doku Doku 7.Hasta  

doku 

Doku Doku 11.Hasta  

doku 

Dok

u 

Doku    6.Kontrol  

kan örneği 

G 4.Hasta  

kan 

Kan Kan 8.Hasta Kan Kan 12.Hasta Kan Kan    7.Kontrol  

kan örneği 

H 4.Hasta   

doku 

Doku Doku 8.Hasta  

doku 

Doku Doku 12.Hasta  

doku 

Dok

u 

Doku    8.Kontrol  

kan örneği 
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Tablo 7: Kontrol grubu verilerinin analiz tablosu 

 Kan β-Aktin Kan THEMIS Kan RUNX 3 

K1 1T 2T 3T Ort 1T 2T 3T Ort 1T 2T 3T Ort 

Ct 14,60 12,99 16,21 14,60 20,14 20,44 23,60 21,39 21,81 20,42 23,19 21,81 

ΔCt   6,79  7,21 

K1: Kontrol 1, 1T: 1. tekrar, 2T: 2. tekrar, 3T: 3. Tekrar, Ort: ortalama, Ct: Eşik değer döngüsü 

 

Tablo 8: Hastalara ait THEMIS ekspresyon değerleri.  

  Doku Kan 

  Fc Fr p Fc Fr p 

H1-THEMIS 1,47 1,47 0,37 0,29 -3,43 0,99 

H2-THEMIS 0,58 -1,73 0,37 0,45 -2,21 0,99 

H3-THEMIS 3,58 3,58 0,37 0,25 -4,01 0,37 

H4-THEMIS 1,16 1,16 0,37 0,54 -1,87 0,99 

H5-THEMIS 2,74 2,74 0,37 0,73 -1,37 0,99 

H6-THEMIS 213,78 213,78 0,37 1,93 1,93 0,37 

H7-THEMIS 0,18 -5,57 0,37 1,89 1,89 0,37 

H8-THEMIS 1,36 1,36 0,37 4,3 4,3 0,37 

H9-THEMIS 0,05 -18,29 0,78 8,38 8,38 0,37 

H10-THEMIS 0,51 -1,95 0,38 7,28 7,28 0,37 

H11-THEMIS 1,16 1,16 0,37 29,18 29,18 0,37 

H12-THEMIS 0,13 -7,75 0,78 0,31 -3,23 0,99 

Kırmızı olarak yazılı değerler ekspresyonunda artış olan hastaların kat değişimi değerleridir.  
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Tablo 9: Hastalara ait RUNX 3 ekspresyon değerleri.  

  Doku Kan 

  Fc Fr p Fc Fr p 

H1-RUNX 3 1,06 1,06 0,37 0,07 -13,86 0,37 

H2-RUNX 3 0,03 -33,28 0,23 1,68 1,68 0,83 

H3-RUNX 3 0,41 -2,43 0,38 0,39 -2,58 0,83 

H4-RUNX 3 0,45 -2,24 0,37 0,06 -16,64 0,37 

H5-RUNX 3 1,69 1,69 0,37 0,96 -1,04 0,43 

H6-RUNX 3 0,28 -3,55 0,37 0,45 -2,2 0,47 

H7-RUNX 3 0,13 -7,41 0,37 0,21 -4,7 0,42 

H8-RUNX 3 0,72 -1,39 0,37 2,48 2,48 0,41 

H9-RUNX 3 0,27 -3,76 0,37 1,77 1,77 0,62 

H10-RUNX 3 0,4 -2,51 0,37 1,1 1,1 0,39 

H11-RUNX 3 0,26 -3,89 0,39 0,82 -1,22 0,46 

H12-RUNX 3 0,25 -3,93 0,37 0,15 -6,54 0,37 

Sarı ile boyananlar artışı gösteren hastaların kat değişimi değerleridir. 

 

Tablo 10: Çölyak Tanılı Hasta Demografik ve Klinik Bilgileri 

*Dibetes Mellitus Tip I saptanan hastalar, **Paratiroid Adenomu tespit edilen hasta, TA: Transglutaminaz antikoru, Anti-E: 

Anti-Endomisyum antikoru, K: Kadın, E: Erkek, Fc: kat değişimi, Fr: düzenlenmiş kat değişimi 

 

Hasta Yaş Cinsiyet 
Marsh 

Sınıfı 
HLA TA Anti-E 

THEMIS RUNX 3 

KanF

r 

Doku 

Fr 

Kan 

Fr 

Dok

u Fr 

1 
9 K 

+ 

3b 
DQ8 

IgG 135.9 

IgA 188.5 
IgG 1/100 

IgA>/100 
-3,43 1,47 -13,86 1,06 

2 
5 K 

+ 

3b 
DQ2,5 

IgG 91.7 

IgA>200.0 

IgG 1/100 

IgA  Negatif 
-2,21 -1,73 1,68 

-

33,28 

3 
6 K 

+ 

3c 
DQ2,5 

IgG 48 

IgA>200 
IgG 1/50 

IgA>/100 
-4,01 3,58 -2,58 -2,43 

4 
3 K 

+ 

3c 
DQ2,5 

IgG14.4 

IgA>200 

IgG 1/100 

IgA>/100 
-1,87 1,16 -16,64 -2,24 

5* 
7 K 

+ 

3a 
DQ8 

IgG 7.3 

IgA 47.9 
IgG Negatif 

IgA>/100 
-1,37 2,74 -1,04 1,69 

6 
17 K 

+ 

3b 
DQ2,5 

IgG 4.1 

IgA 84.9 

IgG 1/100 

IgA>/100 
1,93 213,78 -2,2 -3,55 

7 
17 K 

+ 

3b 
DQ2,5 

IgG 42.4 

IgA 89.3 

IgG 1/100 

IgA>/100 
1,89 -5,57 -4,7 -7,41 

8 
9 K 

+ 

3c 
DQ2,5 

IgG 76.8 

IgA>200 

IgG Negatif 

IgA>/100 
4,3 1,36 2,48 -1,39 

9* 
3 K 

+ 

3b 
DQ2,5 

IgG>200 

IgA 187 
IgG 1/50 

IgA>/100 
8,38 -18,29 1,77 -3,76 

10 
7 K 

+ 

3b 
DQ2,5 

IGG 18.7 

IGA 30 

IgG 1/100 

IgA 1/100 
7,28 -1,95 1,1 -2,51 

11 
17 K 

+ 

3b 
DQ2,5 

IGG 9.1 

IGA 200 
IgG 1/20 

IgA>/100 
29,18 1,16 -1,22 -3,89 

12** 
11 E 

+ 

3b 
DQ2,5 

IGG 2.1 

IGA 9.7 

IgG Negatif 

IgA 1/100 
-3,23 -7,75 -6,54 -3,93 
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Tablo 11: Hastaların THEMIS ve RUNX 3 ekspresyon tablosu 

 

 

Tablo 12: Hastaların THEMIS ve RUNX 3 ekspresyon değişimlerinin yüzde grafiği 

 

 Tablo 11 ve 12’de görüldüğü üzere; RUNX 3 ekspresyonu doku örnekleri 

dikkate alındığında hastaların %83,3’ünde azalmışken, kan örnekleri dikkate 

alındığında hastaların %67’sinde azalmıştır. Ancak THEMIS ekspresyonu kan 

örnekleri dikkate alındığında hastaların %50’sinde artarken, dokuda hastaların 

%58,4’ünde artmıştır.  

Tablo 10 ve 11’e bakıldığında, iki istisna dışında hastalıkta doku RUNX 3’ün 

azaldığı görülmektedir. Öte yandan yine Tablo 12’ye tek tek bakıldığında, Tablo 10 

ve 11’de yaygın istisnalar var gibi görünse de; ortalama olarak hastalıkta gerek kan 

gerek dokuda, RUNX 3’te düşme ve THEMIS’te artma eğilimi olduğu 

söylenebilmektedir.  

Tablo 10’da görüldüğü gibi THEMIS genelde artış yönünde eğilimli olup, 

hastalarda ya kan ya dokuda artmıştır. Buna uymayan, yani hem kan hem dokuda 

  Ekspresyonu Azalan Hasta 

Sayısı 

Ekspresyonu Artan Hasta 

Sayısı 

Kan RUNX 3 8 4 

Doku RUNX 3 10 2 

Kan THEMIS 6 6 

Doku THEMIS 5 7 
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THEMIS değerleri azalan sadece iki vaka mevcuttur. 2 numaralı hastada bu azalma 

hafif düzeyde, sınırdadır. Ancak paratiroid adenomu olan 12 nolu hastada THEMIS 

değerleri hem kan hem de dokuda belirgin olarak azalmıştır.  

Tablo 13: Hastaların transglutaminaz antikor IgA ve IgG değerlerinin karşılaştırılması 

 

 

Tablo 14: Hastalarda HLA doku grubu dağılımı grafiği 

 

Toplam 12 hastamızdaki HLA doku tipi dağılımları, 10 tanesi (%83,3) DQ2,5 

ve ikisi (%16,7) DQ8 olarak tespit edildi (1,2). 

 

 

 

 

IgG > 200

8%

IgG 100-200

8%

IgG 50-100 

17%

IgG < 50

67%

IgA>200 

%41,66

IgA 100-200 

%16,66

IgA 50-100 

%16,66

IgA<50

% 25
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Tablo 15: Hastaların antiendomisyum antikor IgA ve IgG değerlerinin karşılaştırılması 

 

 

Tablo 16: Marsh Sınıflamasına Göre Ekspresyon 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IgG > 1/100

50%

IgG > 1/50-

1/100

17%

IgG > 1/20-1/50

8%

IgG Negatif

25%

Marsh 

Sınıflama 

THEMIS RUNX 3 

YORUM Kan 

Fr 
Doku Fr Kan Fr 

Doku 

Fr 

3a 

-1,37 2,74 -1,04 1,69 

1 hastada Kanda THEMIS ve RUNX 3 ekspresyonları 

azalırken, dokuda ekspresyonlar artış göstermiştir.  

3b -3,43 1,47 -13,86 1,06 Dokuda THEMIS ekspresyonu artan hasta oranı %37,5  
Kanda THEMIS ekspresyonu artan hasta oranı %62,5  

Dokuda RUNX 3 ekspresyonu azalan hasta oranı %100 

(1,06 sınır değer kabul edilirse)  

Kanda RUNX 3 ekspresyonu azalan hasta oranı %62,5            

-2,21 -1,73 1,68 -33,28 

1,93 213,78 -2,2 -3,55 

1,89 -5,57 -4,7 -7,41 

8,38 -18,29 1,77 -3,76 

7,28 -1,95 1,1 -2,51 

29,18 1,16 -1,22 -3,89 

-3,23 -7,75 -6,54 -3,93 

3c -4,01 3,58 -2,58 -2,43 Dokuda THEMIS ekspresyonu %100 hastada artmıştır 

Kanda THEMIS ekspresyonu %33,33 hastada artmıştır.  

Dokuda RUNX 3 ekspresyonu %100 hastada azalmıştır 
Kanda RUNX 3 ekspresyonu %66,6 hastada azalmıştır                     

-1,87 1,16 -16,64 -2,24 

4,3 1,36 2,48 -1,39 

IgA > 

1/100

92%

IgA 

Negatif

8%
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Tablo 17: tTG IgA Antikorlarına Göre Ekspresyon 

tTG 

Antikorları 

IgA 

THEMIS RUNX 3 

YORUM 

Kan Fr Doku Fr Kan Fr Doku Fr 

IgA>200 

    
- 2,21 

  
-1,73 

 
1,68 

 
-33,28 

Kan THEMIS %40 hastada artmış 

    

-4,01 

 

3,58 

       

-2,58 

 

-2,43  

Kan RUNX 3 %60 hastada azalmış 

    

-1,87 

 

1,16 

       

-16,64 

 

-2,24 

Doku THEMIS %80 hastada artmış 

      

4 ,3 

    

1,36 

 

2,48 

 

-1,39 

Doku RUNX 3 %100 hastada azalmış 

 
29,18 

    
1,16 

       
-1,22 

 
-3,89 

  

IgA= 

100-200 

    

-3,43 

    

1,47 

       

-13,86 

  

1,06 

Hem kan hem dokuda RUNX 3 

ekspresyonları %50 hastada azalmışken, 
 THEMIS %50 hastada artmıştır   

8,38 
  

-18,29 
 

1,77 
 

-3,76 

IgA= 

50-100 

 

1,93 

 

213,78 

  

-2,2 

 

-3,55 

THEMIS kanda hastaların %100’ünde ve 

dokuda hastaların %50’sinde artarken; 
RUNX 3 her iki yerde hastaların %100’ünde 

azalmıştır 
 

1,89 
  

-5,57 
  

-4,7 
 

-7,41 

IgA<50 

    

-1,37 

 

2,74 

  

-1,04 

 

1,69 

Hem kan hem dokuda RUNX 3 

ekspresyonları %67 hastada azalmışken,  
THEMIS %33 hastada artmıştır.  

7,28 
   

-1,95 
 

1,1 
 

-2,51 

   

-3,23 

  

-7,75 

  

-6,54 

 

-3,93 

 

IgA’nın akut dönem antikoru olduğu düşünüldüğünde IgA>100 olan vaka 

oranı %58,33’tür. IgG’nin ise geç dönem antikoru olduğu düşünüldüğünde IgG>100 

olan vaka oranı %16,66’dır. Kontrol grubunda tüm bu antikorlar negatif 

bulunmuştur.  
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Tablo 18: tTG IgG antikorlarına göre ekspresyon 

tTG 

Antikorları  

IgG 

THEMIS RUNX 3 

YORUM 
Kan 

Fr 
Doku 

Fr 
Kan 

Fr 
Doku 

Fr 

IgG>200  

  
8,38 

  
-18,29 

  
1,77 

 
-3,76 

THEMIS hasta kanında artarken, RUNX 3 
doku ekspresyonları azalmıştır 

IgG= 

100-200 

 

-3,43 

 

1,47 

 

-13,86 

 

1,06 

Sadece kan ekspresyonları azalmıştır 

IgG= 

50-100 

 

-2,21 

 

-1,73 

  

1,68 

 

-33,28 

THEMIS kan ve doku ekspresyonları %50 

hastada artmıştır 

  
4,3 

 
1,36 

  
2,48 

 
-1,39 

RUNX 3 doku ekspresyonu %100 hastada 
azalırken; kanda %100 hastada artmıştır  

IgG<50 

 

-4,01 

 

3,58 

 

-2,58 

 

-2,43 

Kan THEMIS ekspresyonunda %50 hastada 

artma   

 Doku THEMIS ekspresyonunda %62,5 
hastada artma  

 Kan RUNX 3 ekspresyonunda %87,5 

hastada azalma                                      
 Doku RUNX 3 ekspresyonunda %87,5 

hastada azalma 

 

-1,87 

 

1,16 

 

-16,64 

 

-2,24 

 
-1,37 

 
2,74 

 
-1,04 

 
1,69 

  

1,93 

 

213,78 

 

-2,2 

 

-3,55 

  
1,89 

 
-5,57 

 
-4,7 

 
-7,41 

   

7,28 

 

-1,95 

  

1,1 

 

-2,51 

  
29,18 

 
1,16 

 
-1,22 

 
-3,89 

  

-3,23 

 

-7,75 

 

-6,54 

 

-3,93  

tTG: doku transglutaminaz, Fr: düzenlenmiş kat değişimi 
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Tablo 19: Anti-EmA IGA Antikorlarına Göre Ekspresyon 

Anti-EmA  IgA 
THEMIS RUNX 3 

YORUM 
KanFr DokuFr KanFr DokuFr 

IgA>1/100 

-3,43 1,47 -13,86 1,06 

Kan THEMIS 

ekspresyonunda % 54,54 

hastada artış mevcut                      

 Kan RUNX 3 

ekspresyonunda % 72,72 

hastada azalma mevcut  

Doku THEMIS 

ekspresyonunda % 63,63 

hastada artış mevcut                   

Doku RUNX 3 

ekspresyonunda % 83,33 

hastada azalma mevcut 

-4,01 3,58 -2,58 -2,43 

-1,87 1,16 -16,64 -2,24 

-1,37 2,74 -1,04 1,69 

1,93 213,78 -2,2 -3,55 

1,89 -5,57 -4,7 -7,41 

4,3 1,36 2,48 -1,39 

8,38 -18,29 1,77 -3,76 

7,28 -1,95 1,1 -2,51 

29,18 1,16 -1,22 -3,89 

-3,23 -7,75 -6,54 -3,93 

IgA Negatif -2,21 -1,73 1,68 -33,28 Kan RUNX 3 değeri hariç 

hepsinde azalma mevcut 
EmA: Endomisyum antikoru, Fr: düzenlenmiş kat değişimi 

Anti EmA antikorlarına bakıldığında sadece bir hasta IgA negatif 

bulunmuştur. Yani hastalığın daha çok akut safhada olduğu düşünülmelidir. En çok 

azalma RUNX 3 ve dokuda görülmektedir. THEMIS ise akut safhada dokuda daha 

fazla olmak üzere artış göstermektedir. 
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Tablo 20: Anti EmA IgG antikorlarına göre ekspresyon 

Anti EmA  

IgG 

THEMIS RUNX 3 

YORUM Kan 

Fr 

Doku 

Fr 

Kan 

Fr 

Doku 

Fr 

IgG>1/100 

-3,43 1,47 -13,9 1,06 

THEMIS ekspresyonundaki artış hem kan 

hem dokuda % 50 hastada bulunmuştur.                                                      

RUNX 3 ekspresyonundaki azalma kanda 

%66,66 hastada görülürken, dokuda 

%83,33 hastada olmuştur 

-2,21 -1,73 1,68 -33,28 

-1,87 1,16 -16,6 -2,24 

1,93 213,78 -2,2 -3,55 

1,89 -5,57 -4,7 -7,41 

7,28 -1,95 1,1 -2,51 

IgG<50 

-4,01 3,58 -2,58 -2,43 THEMIS ekspresyonundaki artış hem kan 

hem dokuda   % 66,66 oranındaki hastada 

bulunmuştur.      

 RUNX 3 ekspresyonundaki azalma kanda 

%66,66 hastada görülürken, dokuda %100 

hastada olmuştur 

8,38 -18,29 1,77 -3,76 

29,18 1,16 -1,22 -3,89 

IgG Negatif 

-1,37 2,74 -1,04 1,69 THEMIS ekspresyonundaki artış kanda 

%33,33 hastada görülürken, dokuda 

%66,66 hastada artış olmuştur.           

RUNX 3 ekspresyonundaki azalma hem 

kan hem dokuda %66,66 hastada olmuştur 

4,3 1,36 2,48 -1,39 

-3,23 -7,75 -6,54 -3,93 

EmA: endomisyum antikoru, Fr: düzenlenmiş kat değişimi 

Anti Endomisyum antikorlarına bakıldığında IgG>1/100 hasta %50 

bulunmuştur. IgG düzeylerine göre üç ayrı bölümde THEMIS’in dağılımları birbirine 

yakın ve %50 civarında artış söz konusu iken RUNX 3 kanda üç kategoride de %66 

azalmış fakat dokudaki azalması, özellikle ilk iki kategoride %83,33 ve %100 

olmuştur. 
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Tablo 21: Yaşa göre genlerin ekspresyon oranları 

Hasta 

No 

Yaş  Marsh 

Sınıfı 

HLA Trans 

glutaminaz 

Antikoru 

Anti 

Endomycium 

Antikoru 

THEMIS RUNX 3 

Kan 

Fr 

Doku 

Fr 

Kan 

Fr 

Doku 

Fr 

4 3 3c DQ2,5 IGG14.4 IgG 1/100 -1,87 1,16 -16,64 -2,24 

9* 3 3b DQ2,5 IGG>200.0  IgG 1/50 8,38 -18,29 1,77 -3,76 

2 5 3b DQ2,5 IGG 91,7 IgG 1/100 -2,21 -1,73 1,68 -33,28 

3 6 3c DQ2,5 IGG 48 IgG 1/50 -4,01 3,58 -2,58 -2,43 

5* 7 3a DQ8 IGG 7.3 IgG Negatif -1,37 2,74 -1,04 1,69 

10 7 3b DQ2,5 IGG 18.7 IgG 1/100 7,28 -1,95 1,1 -2,51 

1 9 3b DQ8 IGG 135.9  IgG 1/100 -3,43 1,47 -13,86 1,06 

8 9 3c DQ2,5 IGG 76.8 IgG Negatif 4,3 1,36 2,48 -1,39 

12 11 3b DQ2,5 IGG 2.1 IgG Negatif -3,23 -7,75 -6,54 -3,93 

6 17 3b DQ2,5 IGG 4.1 IgG 1/100 1,93 213,78 -2,2 -3,55 

 7 17 3b DQ2,5 IGG 42.4 IgG 1/100 1,89 -5,57 -4,7 -7,41 

11 17 3b DQ2,5 IGG 9.1 IgG 1/20 29,18 1,16 -1,22 -3,89 

*Tip I Diyabeti olan hastalar, Fr: düzenlenmiş kat değişimi 

Yaş sıralamasına göre bakıldığında, çocukluk döneminin son yılında olan 

hastalarda (17 yaş),  tablonun daha çok yerleştiği; RUNX 3’ün hem doku hem kanda 

%100 azaldığı, THEMIS’in ise kanda %100 ve dokuda %66,67 arttığı tespit 

edilmektedir.  

Tablo 22: HLA DQ8 doku grubu hastaların verileri 

Hasta No 1 5 

Yaş 9 7 

Cinsiyet K K 

 Marsh Sınıfı 3b 3a 

HLA DQB1(03:02) DQ8 DQB1(03:02) DQ8 

Transglutaminaz 

Antikoru 

IGG 135.9  IGA 188.5 IGG 7.3  IGA  47.9 

Anti Endomisyum 

Antikoru 

IgG 1/100 IgA >/100 IgG Negatif IgA >/100 

THEMIS Kan Fr -3,43 -1,37 

Doku Fr 1,47 2,74 

RUNX 3 Kan Fr -13,86 -1,04 

Doku Fr 1,06 1,69 

Fr: düzenlenmiş kat değişimi 
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5. TARTIŞMA 

 Öncelikle bu araştırma 2020 ve 2021 yıllarında, Covid 19 pandemisinin en 

şiddetli ve en yoğun yaşandığı dönemde yapılmıştır. Bu sebepten dolayı çalışmaya 

dahil edilen hastaların şikayetleri ve hastalık şiddeti fazladır. Tüm hastalarda, 

barsaklarda emilim bozukluğunun göstergesi olarak, demir eksikliği anemisi 

bulunmuştur. 11 yaşındaki erkek hastada, paratiroid adenomu tespit edilmiş ve 

Parathormon düzeyi 1761,8 ng/L (referans aralığı 18,5-88,0 ng/L) bulunmuştur ki bu 

hastanın hem THEMIS hem RUNX 3 ekspresyon değerleri periferik kanda ve 

dokuda azalmış olarak bulunmuştur. Paratiroid adenomu ile ÇH arasında bir ilişkinin 

olup olmadığı konusunda literatürde bir çalışma bulunamamıştır.  

Aynı şekilde hastaların histokimyasal olarak barsak biyopsi sınıflandırmalarının 

%100’ü Marsh 3 olarak bulunmuştur. Bu bulgu da aynı şekilde ilerlemiş ve tam 

olarak oturmuş bir klinik tablonun olduğunu göstermektedir. Hastalar, Biopsi Marsh 

sınıflandırmasına göre 3a (1)- 3b (8)- ve 3c (3) olarak gruplandırıldı. Oranları 

sırasıyla 3a (%8) – 3b (%67) – 3c (%25) şeklindedir. Marsh sınıflamasına göre 

tutulum derecesi arttıkça, otoimmünite bulgusu olan Antiendomisyum antikor 

miktarının artışına paralel olarak (167); aşırı üretim sonrası RUNX 3 ekspresyonunda 

azalma beklenmesi olağan sayılabilir ve tanı kriteri olarak düşünülebilir. Tablo.16’da 

da görüleceği gibi, çalışmamızda, Marsh sınıflamasına göre en şiddetli histokimyasal 

harabiyetin olduğu 3c grubunda; dokuda RUNX 3, hastaların %100’ünde azalırken, 

THEMIS de hastaların %100’ünde artmıştır. 3b grubunda bu oranlar RUNX 3 için 

hastaların %100’ünde azalma ve THEMIS için hastaların %37,5’da artma olarak 

gelişmiştir. Bu genlerin periferik kandaki değerleri doku ekspresyonlarını çok 

desteklememekle beraber RUNX 3 için ilişkili izlenmiş olup 3c için azalma olan 

hasta oranı %66,6 iken, 3b için %62,5 bulunmuştur. 

Çocuklarda erken yaşta glutenle karşılaşmanın etkisinin farklı olup olmadığını 

görmek amacıyla hasta grubu, yaşa göre sıralanmıştır. Tablo.21’de görüldüğü gibi, 

yaşla ilişkili olarak; HLA dağılımında, serolojik testlerde ve THEMIS ile RUNX 3 

gen ekspresyonlarında, istatiksel olarak anlamlı bir değişim düşünülmezken; 17 yaş 

gibi çocukluk döneminin son yılında olan hastalarda tablonun daha çok yerleştiği; 

RUNX 3’ün hem doku hem kanda hastaların %100’ünde azaldığı, THEMIS’in ise 
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hastaların kanında %100 ve dokusunda %66,67 arttığı tespit edilmektedir. Yaşla 

beraber kazanılmış immün sistemin daha güçlü hale geldiği varsayılarak, 

ekspresyonların da tam olarak ortaya çıktığı söylenebilir. 

Bununla birlikte, RUNX 3 geninin doku ekspresyonlarında azalma varken, 

sadece HLA DQ8 doku tipi hastalarda fazla olmamakla beraber bir artış tespit 

edilmiştir. İnsanlarda RUNX 3’ün bulunduğu 1p36 kromozomal bölge, inflamatuar 

barsak hastalığı için hassas bölgedir (158,159). Daha önce yapılmış birçok GWAS 

araştırmalarında; inflamatuar barsak hastalığının iki tipi olan ÇH ve Ülseratif Kolit 

(ÜK) ile ilişkili RUNX 3 lokus varyantı tespit edilmiştir (2,160). Bu bilgiler ışığında, 

RUNX 3 eksikliği ile ÇH arasında kuvvetli bir bağ söz konusu iken; HLA DQ2,5 ile 

paralel giden bu bağlantının, HLA DQ8 ile olmaması araştırılması gereken bir 

bulgudur. 

Tablo 22’de de görüleceği gibi Marsh sınıflamasına göre 3a grubu olan tek 

hastamızda serolojik değerler negatif olup sadece Anti EmA pozitifliğiyle biopsi 

kararı alınarak kesin tanı konmuştur. Hem THEMIS hem RUNX 3 gen 

ekspresyonları, HLA DQ8 doku grubu hastalarımızın dokularında artış gösterirken; 

periferik kandaki ekspresyonları azalmıştır. Doku RUNX 3 artışı, literatürle uyumsuz 

olan ama sadece DQ8’li hastalarda gördüğümüz; dolayısıyla literatürdeki ilk 

bulgudur ve ilk kez bu araştırmada gözlenmektedir. Bu hastamızda aynı zamanda Tip 

I DM de tespit edilmiştir. 

Literatürde ÇH’da RUNX 3 ile ilgili yapılmış bir çalışma bulunamamıştır. Ancak 

RUNX 3 ile ilgili yapılan tüm diğer çalışmalarda ise RUNX 3 ekspresyon 

oranlarında azalma tespit edilmektedir. Hem inflamatuar barsak hastalıklarında hem 

de sistemik skleroz gibi romatizmal hastalıklarda çok net RUNX 3 ekspresyon 

azalması görülmektedir. Tüm bu hastalıkların patofizyolojisinde de RUNX 3 geninin 

İmmün modülatör etkisinin kalkması ve T lenfosit, B lenfosit, dendritik hücre, NK 

hücrelerinin gelişim bozukluğuyla beraber proinflamatuar sitokin salgısının artması 

sonucu olduğu düşünülmektedir (168). Bu durum ÇH için de geçerli iken, bizim 

çalışmamızda ilginç olarak ve ilk defa; HLA DQ2,5 için RUNX 3 ekspresyonu 

azalırken, HLA DQ8 olan hastalarımızın ikisinde de dokuda artmıştır. Bu tespit 
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araştırılması gereken ve muhtemelen de ÇH’nın İmmün patogenezi ile ilgili olarak, 

farklı doku tipi gruplarında farklı bir mekanizmanın söz konusu olabileceğini 

düşündürmektedir. 

Dybska E. ve arkadaşlarının (168) 2021 yılında yayınlanan araştırmalarında, 

enflamatuar barsak hastalıklarında RUNX 3 ekspresyon oranlarının düştüğü ve 

bunun sonucunda; RUNX 3’ün etkilediği oniki ayrı hücre fonksiyonlarında kayıp 

meydana geldiğini açıklamıştır. İntraepitelyal lenfosit, Th1, Th2, Th17, Treg, çift 

pozitif T hücresi, sitotoksik T hücresi, B hücresi, dendritik hücre, naif lenfoid hücre, 

NK ve makrofajlarda bariz fonksiyon bozukluğu gözlenmiştir. 

 Aynı şekilde Affandi AJ. ve arkadaşlarının 2019 yılında yayınlanan 

makalesinde 1193 Skleroderma (SSc) hastasının RUNX 3 ekspresyonlarını 1387 

sağlıklı kontrol grubu ile karşılaştırdığında ciddi bir düşüş tespit etmiştir (169). 

Bunun nedenini araştırmak amacıyla da yaptığı hayvan deneylerinde, RUNX 3’ün 

yoğun bir metilasyon ve hipoksi nedeniyle fonksiyon kaybına uğradığını 

açıklamıştır. 

Tez çalışmasında elde edilen verilere göre değerlendirdiğimiz ÇH’nın 

dokularında THEMIS ekspresyonunun hastaların %58,4 arttığını gözlemledik. 

THEMIS ekspresyonundaki artış miktarı Marsh sınıflamasına göre derece arttıkça 

yükselmektedir. Ancak dolaşımdaki artış dokudaki artışı tam olarak 

yansıtmamaktadır. Hastaların periferik kan örneklerinin %50’sinde THEMIS 

ekspresyonu artmıştır. 

Tablo 10’da görüldüğü gibi THEMIS dokuda daha fazla olmak üzere, genelde 

artış yönünde eğilimli olup; hastalarda ya kan ya dokuda artmıştır. Buna uymayıp 

hem kan hem dokuda, THEMIS değerleri azalan sadece iki vaka mevcuttur. 2 

numaralı hastada bu azalma hafif düzeydeyken; paratiroid adenomu olan 12 nolu 

hastada THEMIS değerleri, hem kan hem de dokuda belirgin olarak azalmıştır ve bu 

hasta grubumuzdaki tek erkek hastadır. Ancak THEMIS’teki artışın aksine bu 

yükselme, İmmünolojik kökeni olabilecek ek patolojiye, yani paratiroid adenomuna 

bağlanabilir. Üstelik en düşük doku THEMIS ekspresyonu gözlenen hastalardan 

biridir. Ondan daha düşük olan hasta 9. hasta otoimmün bir süreç olabilecek Tip 1 
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DM hastasıdır. Dolayısıyla dokuda artmayan, hatta aşırı düşen THEMIS için ek 

otoimmün sorunlar araştırılmalıdır. 

Bondar ve arkadaşları 2014 yılında 36 pediyatrik ÇH’nı 12 sağlıklı çocukla; 

THEMIS ve PTPRK genlerinin ekspresyonları yönünden karşılaştırmıştır (172). Yeni 

tanı konan hastaları, 2 yıllık tam glutensiz diyetten sonraki kontrol sonuçları ile ve 

sağlıklı çocuklarla karşılaştırmıştır. PTPRK geninde anlamlı bir değişiklik 

bulunmazken, THEMIS geninde hasta - kontrol karşılaştırmasında da istatiksel 

olarak anlamlı bir fark bulunmamıştır (p>0,05). Fakat tanı anında tespit edilen 

THEMIS ekspresyonu, iki yıl sonraki sonuçlarla karşılaştırıldığında; istatiksel olarak 

çok anlamlı fark saptanmış ve iki yıl sonraki değerler düşük bulunmuştur. 

Bizim çalışmamızda THEMIS ve RUNX 3 gen ekspresyonlarını ayrıca 

Transglutaminaz IgA ve IgG antikor düzeylerine ve Anti Endomisyum IgA ve IgG 

antikor düzeylerine göre de karşılaştırdık. IgA’nın daha çok akut dönem antikoru 

olduğu düşünüldüğünde IgA>100 olan vaka oranı %58,33’tür. IgG’nin ise geç 

dönem antikoru olduğu düşünüldüğünde IgG>100 olan vaka oranı %16,66’dır. 

Hastaların ilk kez tanı aldığı, olasılıkla kronik değil akut vaka olduğu, dolayısıyla 

IgG’ye oranla daha fazla IgA yüksekliği ile karşılaşmamızın normal olduğu 

söylenebilir.  Her ne kadar p değerleri> 0,05 çıkmış olsa da Tablo 17 – 20’de bu 

oranlar yorumlanmıştır. 

tTG IgA’nın >200 olduğunda; kan THEMIS ekspresyonu hastaların %40’ında 

artarken, kan RUNX 3 ekspresyonu hastaların %60’ında azalmıştır. Dokuda ise, 

THEMIS ekspresyonu hastaların %80’inde artarken, doku RUNX 3 ekspresyonu 

hastaların %100’ünde azalmıştır. tTG IgA=100-200 arasında iken; hem kan hem 

dokuda RUNX 3 ekspresyonları %50 hastada azalmışken, THEMIS ekspresyonu 

hastaların %50’sinde artmıştır. tTG IgA=50-100 iken ise; THEMIS kan ekspresyonu 

hastaların %100’ünde ve doku değerleri hastaların %50’sinde artarken; RUNX 3 her 

iki yerde hastaların %100’ünde azalmıştır. tTG IgA<50 olduğunda hem kan hem 

dokuda RUNX 3 ekspresyonları %67 hastada azalmışken, THEMIS %33 hastada 

artmıştır. 
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tTG IgG>200 olan bir hasta olup THEMIS ekspresyonu hasta kanında 

artarken, RUNX 3 doku ekspresyonları azalmıştır. tTG IgG=100-200 arasında yine 

bir hasta olup sadece kandaki ekspresyonları azalmıştır. tTg IgG=50-100 arasında iki 

vaka olup, THEMIS kan ve doku ekspresyonları %50 hastada artmışken; RUNX 3 

doku ekspresyonu %100 hastada azalmış, kanda ise %100 hastada artmış bulundu. 

tTG IgG<50’nin altında olduğu hasta sayısı 8 olunca; kan THEMIS ekspresyonunda 

%50 hastada artma, doku THEMIS ekspresyonunda %62,5 hastada artma, kan 

RUNX 3 ekspresyonunda %87,5 hastada azalma ve doku RUNX 3 ekspresyonunda 

%87,5 hastada azalma bulunmuştur. 

Anti EmA  IgA>1/100 olan hasta sayısı 11 olup sadece IgA negatif, bir hasta 

bulunmuştur. Kan THEMIS ekspresyonunda %54,54 hastada artış mevcutken, kan 

RUNX 3 ekspresyonunda %72,72 hastada azalma mevcut bulundu. Dokuda ise 

THEMIS ekspresyonunda %63,63 hastada artış varken, RUNX 3 ekspresyonunda 

%83,33 hastada azalma tespit edilmiştir. IgA negatif olan hasta ise paratiroid 

adenomu olan hasta olup, kan RUNX 3 değeri hariç hepsinde azalma bulunmuştur. 

Anti EmA IgG>1/100 olan hasta sayısı 6’dır. Bu vakalarda THEMIS 

ekspresyonunda hem kan hem dokudaki ekspresyonları hastaların %50’sinde 

artmıştır. RUNX 3 ekspresyonundaki azalma ise kanda %66,66 hastada görülürken, 

dokuda %83,33 hastada olmuştur. Anti EmA IgG<50 olan vaka sayısı üç olup, 

THEMIS ekspresyonundaki artış hem kan hem dokuda; hastalarda %66,66 oranında 

bulunmuştur. RUNX 3 ekspresyonundaki azalma ise kanda %66,66 hastada 

görülürken, dokuda %100 hastada olmuştur. IgG negatif hasta sayısı da üç olup, 

THEMIS ekspresyonundaki artış kanda %33,33 hastada görülürken, dokuda %66,66 

hastada görülmüştür. RUNX 3 ekspresyonundaki azalma ise, hem kan hem dokuda 

%66,66 hastada olmuştur. 

Doku tipi HLA DQ8 olan 5. hastanın hem THEMIS hem de RUNX 3 

ekspresyonları, periferik kanda azalırken, dokuda artmıştır ve serolojik olarak sadece 

Anti EmA IgA artmıştır. Doku tipi HLA DQ2,5 olan 9. hastanın ise tam tersi 

THEMIS ve RUNX 3 ekspresyonları periferik kanda artarken dokuda azalmıştır ve 

hem tTG hem de EmA antikorları IgA ve IgG olarak artmıştır. 
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Bu çalışmada hastalarımızın tümü, HLA DQ2,5 ve DQ8 doku grubu olarak 

bulunmuştur. ÇH’nın kalıtımsallığı %80 civarında olduğu ve HLA’nın genetik riske 

%35 oranında katkı sağladığı tahmin edilmektedir. Bu durumda bu hastalığa 

duyarlılıkta, daha fazla genetik risk faktörünün ilişkili olması gerekmektedir. Çünkü 

HLA’ları birebir aynı tek yumurta ve çift yumurta ikizlerinde yapılan araştırmaya 

göre; ÇH’nın uyum oranında büyük bir çelişki vardır. Tek yumurta ikizlerinde ÇH 

görülme oranı %75-86 arasındayken; çift yumurta ikizlerinden birinde hastalık tespit 

edildiğinde diğer ikizde görülme olasılığı %16-20 arasındadır (24). Bu durumda 12 

hastanın 10’unda (%83,3) HLA DQ2,5 ve 2’sinde (%16,7) HLA DQ8 bulunması ve 

ayrıca tüm hastalarımızın Marsh sınıflamasına göre evre-3 olması; bu doku 

grubundaki hastaların klinik ve sitopatolojik tabloların daha ağır olmasının sebebi 

sayılabilir diye düşündürmektedir.  

Yaptığımız bu çalışmada 12 hastadan sadece ikisinde Tip I DM tespit edilmiş 

olup, toplamdaki oranı %16,6’dır. 5 no.lu ve 7 yaşındaki hastamızda Açlık Kan 

Şekeri (AKŞ) ilk muayenede 138mg/dL iken; 9 no.lu ve 3 yaşındaki hastamızda 

AKŞ 114 mg/dL olarak bulunup sonraki daha ayrıntılı tetkiklerle tanı kesinleştirilip 

insülin başlanmıştır. 5 no.lu hastamızın doku tipi HLA DQ8 ve histopatolojik Marsh 

sınıfı 3a iken; 9 no.lu hastamızın doku tipi HLA DQ2,5 ve Marsh sınıfı 3b’dir.  

Referans            Ülke  N. Yaş (yıl)      Taranan    Prevalans(%) 

Cerutti et al. 2004 Italy  4322 11.8 ± 4.2 AGA+EMA    6.8 

Contreas et al. 2004   Italy  357 Children EMA                7 

Sanchez et al. 2005   Germany 281 Children AGA+EMA    6.4 

Araujo et al. 2006 Brasil   354 Children TG               10.5 

Goh et al. 2007 UK  113 Children       EMA+TG+AGA   4.4 

Larsson et al. 2008 Sweden  300 < 20                 EMA               10 

Karavanaki et al. 2009 Greece  144   12.3 ± 4.6      TG                 4.8 

Djuric et al. 2010 Serbia    121   Mean 10.8      TG                 5.79 
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Bhadada et al. 2011 India    189     10.81 ± 7.3      TG                11.1 

Gabriel S et al. 2011 Romani  119   11 ± 4      TG                9.2 

Yukarıda görüldüğü gibi yapılan birçok çalışmada; Çölyak Hastalarında Tip I 

Diabetes Mellitus Hastalığı gelişme prevelansı en çok %11’i geçmemektedir, ancak 

çalışmamızda bulunan %16,6’lık değerin yüksek bulunması, vakaların az olması ile 

ilgili olabilir. Bu yüzden daha fazla ve daha geniş katılımlı çalışma yapılmasına 

ihtiyaç vardır çünkü farklı ülkeler ve farklı coğrafyalar arasında ciddi farklılıklar 

vardır. Necati Balamtekin ve arkadaşlarının 2010 yılında 220 çocuk Çölyak hastası 

üzerinde yaptıkları çalışmada, sadece 9 hastada Tip I Diabetes Mellitus tespit etmiş 

olup bu oran %4’e denk gelmektedir (171). Ancak 2010 yılından bugüne kadar geçen 

12 yıllık süreçte; özellikle dünyamızdaki çevre ve ekolojik dengelerle pandemiler 

dikkate alındığında, otoimmün bazı hastalıkların prevalansında artış, doğal 

karşılanabilecektir. Bu durumda, her ne kadar hasta sayısı sınırlı olsa da Tip I DM’un 

da ortaya çıkmasında HLA grubunun etkili olduğu söylenebilir. Çünkü çalışmamızda 

12 hastanın 10’unda (%83,3) HLADQ2,5 ve 2’sinde (%16,7) HLADQ8 bulundu.  

Tablo 12’deki THEMIS ekspresyonunun yükselmeleri bozan, hem kan hem 

dokuda birlikte THEMIS düşüklüğü olan sadece bir hasta bulunmaktadır. Bu hasta 

Tablo 10’a bakıldığında, anti EmA negatif olan tek hastadır. Tablo 15’e bakıldığında 

tüm hastaların antiEmA IgA konsantrasyonları 1/100'de bile pozitif olacak kadar 

yüksekken, sadece bu hastanın bu kuralı bozduğu görülmektedir. Anti EmA serolojik 

testlerinin anti tTG antikorlarına göre daha hassas olduğu da söylenebilir.  
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

 

Bu çalışmada en büyük sınırlayıcı sebep, biyopsi alma mecburiyetidir. Çocuk 

hastalarla çalışmak ve özellikle kontrol grubu oluşturmak, biyopsi sebebiyle çok 

zordur. Bu sınırlamalar nedeniyle çalışmada hasta sayısı düşük kalmıştır. 

Yine çalışmanın yapıldığı dönem olan 2020-2021 yıllarında Covid-19 

pandemisi de hastane başvurularını azaltmış ve 12 hasta ancak 15 ayda 

tamamlanabilmiştir. 

RUNX 3 gen ekspresyonlarının hem periferik kanda hem de biyopsi 

materyali olan dokularda azalmış olması, güvenilir ve aynı zamanda noninvaziv birer 

tanı kriteri olarak değerlendirilebileceğini göstermektedir. Aynı zamanda RUNX 

3’ün doku ekspresyonlarında, HLA DQ2,5 ile DQ8 hastalarında gözlenen farklılık; 

çok anlamlıdır. İmmünogenetik mekanizma düşünüldüğünde, deamine edilmiş gluten 

proteinlerinin; tercihli olarak DQ2,5 ve DQ8 reseptörlerine elektriksel bir çekim ile 

bağlanmasından daha ileri bir İmmün mekanizma olduğunu düşündürmektedir. Bu 

alanda invivo hayvan deneylerine ihtiyaç olduğu söylenebilir. Çünkü DQ2,5 doku 

grubuna sahip hastalardaki ÇH gelişme mekanizmasından daha farklı ve RUNX 

3’ten bağımsız bir mekanizmanın daha var olduğu, DQ8 için düşünülebilir. DQ8 

doku grubuna sahip hastalar için farklı bir mekanizmanın söz konusu olup olmadığını 

anlamak için daha büyük ölçekli çalışmalara ihtiyaç vardır.   

GWAS çalışmalarının bu denli etkin kullanıldığı günümüzde, hem ÇH’nın 

non HLA İmmünogenetik mekanizmasının anlaşılması ve hem de noninvaziv tanı 

yöntemlerinin geliştirilmesi için daha fazla araştırmalara ihtiyaç vardır. Özellikle 

İmmün sistemin her aşamasında görev alan çok sayıdaki molekülün İmmün tolerans 

ve otoimmünite yönünden incelenmesi gerektiği aşikardır. 
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