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In our study, we aimed to determine the presence of interleukin-10 (IL-10)
receptor resistance gene mutations as a cause of inflammatory bowel disease
(IBD) in children aged 0-18 years with a diagnosis of IBD by genetic analysis
and to compare patients with versus without IL-10 receptor mutation in terms
of demographic, clinical and laboratory findings and treatment response based
on the follow-up findings. In our study, genotype analysis was performed to
determine the presence of IL-10 and/or IL-10 receptor mutations in 53 patients
with a diagnosis of IBD. When a mutation was found in the family, other
family members were also compared regarding those gene locations. Based
on previous genetic studies, the potential gene regions in which mutations
were found were separated and selected. Mutation screening of the IL-10,
IL-10RA and IL-10RB genes was done in these selected regions. Gene-specific
and protein-specific tests were done to determine the functional effects of
the mutations defined on the IL-10 signal pathway. Consanguinity between
parents, early age of onset and a course of Crohn’s disease were statistically
significantly different in the patients who were found to have a mutation on
the IL-10 pathway compared to those with no mutation (p=0.014, p=0.005,
p<0.001, respectively). While perianal fistula was found in 100% of the
patients who had mutation, it was found in only 14.9% of those with no
mutation (p<0.001). It was found that weight- and height-for-age Z scores were
statistically significantly lower in the IL-10 mutation-positive group (p<0.001,
p<0.001, respectively). It was determined that azathioprine and anti-tumor
necrosis factor (TNF) antibody treatments were used more frequently in the
patients with mutation compared to those with no mutation, and remission
times were statistically significantly longer in the IL-10 mutation-positive
group compared to the IL-10 mutation-negative group (p<0.001). We believe
that genetic mutations, mainly including IL-10, may have a greater impact
on disease occurrence in early-onset IBD in the childhood age group. When
a mutation is determined on the IL-10 signal pathway, the disease onset is
at an earlier age, the prognosis is severe and response to treatment is poor.
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OZET: Calismamizda enflamatuar bagirsak hastaligi (EBH) tanili 0-18 yas
arasindaki ¢ocuklarda hastaligin nedeni olarak interlokin-10 (IL-10) almag
direnci gen mutasyonlarinin varligini genetik analizle tespit etmeyi ve IL-
10 alma¢ mutasyonu saptanacak olgularin demografik, klinik, laboratuvar,
tedaviye yanit Gzellikleri acisindan izlemlerini mutasyon saptanmayanlarla
karsilastirmay1 amagladik. Calismamizda 53 EBH tanili olguda, IL-10 ve/
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veya IL-10 alma¢ mutasyonlarinin varlifinin tespiti i¢in genotip analizi
yapilmistir. Ailede mutasyon saptanmasi halinde diger aile fertlerinin de
o gen yerleskeleri ile kiyaslanmasi yapilmistir. Daha 6nce yapilmis genetik
¢alismalar temel alinarak mutasyonlarin bulundugu olasi gen boélgeleri
ayristirilip segilmistir ve bu secilen bolgelerde IL-10, IL-10RA ve IL-10RB
genlerinde mutasyon taramasi yapilmistir. Iinterlokin-10 sinyal yolag iizerinde
tanimlanan mutasyonlarin islevsel etkilerini belirlemek i¢in gene 6zel ve
proteine 6zel testler yapilmistir. interlokin-10 yolaginda mutasyon saptanan
olgularda anne-babalarinda akrabalik, hastaligin erken yasta baslamasi ve
Crohn hastalig1 gidisinde olmasi, mutasyon saptanmayanlardan daha yiiksek
oranlarda gozlenmistir (sirasiyla p=0.014, p=0.005, p <0.001). Mutasyonu
olanlarin %100’iinde perianal fistiil varken, olmayanlarin ancak %14.9’unda
vard1r (p <0.001). Yasa gore agirlik ve boy Z skorlarinin mutasyonu saptanan
grupta istatistiksel olarak anlamli derecede geri oldugu goriilmiistiir (sirasiyla p
<0.001, p <0.001). interl6kin-10 yolaginda mutasyon saptananlarin tedavisinde
azatiyoprin ve anti-TNF antikor tedavilerinin mutasyon saptanmayanlara gore
daha fazla kullanildigi, remisyona girme siirelerinin de mutasyonu olmayan
gruptan istatistiksel olarak anlamli diizeyde uzun oldugu gozlemlenmistir
(p<0.001). Cocuk yas grubunda erken baslangichh EBH’de IL-10 basta olmak
iizere genetik mutasyonlarin hastaligin olusmasinda daha fazla etkiye sahip
olabilecegini diisiinmekteyiz. Interlokin-10 sinyal yolagi iizerinde mutasyon
olmas1 durumunda hastalik erken yasta baslarken hem ¢ok siddetli gidip hem

de tedavi yamit1 iyi olmamaktadir.
Anahtar kelimeler: enflamatuar bagirsak hastaligi, IL-10, IL-10RA, IL-10RB.

Enflamatuar bagirsak hastaliklar1 (EBH)
cogunlukla sindirim sisteminde, bazen sindirim
sistemi disinda enflamasyona yol agan, remisyon
ve tekrarlarla gidebilen bir grup hastaliktir.!
Eriskinlerde EBH c¢ocuklara gére daha sik
gozlenmektedir. Ancak son yillarda ¢ocukluk
yas grubunda hastaligin baslama orani arttig1
icin hastalik olusumunda genetik mutasyonlarin
rolii 6ne ¢ikmaktadir.?2 Erigkinlerde EBH’de
genetik etkinin varlig1 yoniinde daha kesin
kanitlar bulunsa da 6zellikle cocuk yas grubunda
erken baslangicli EBH’de genetik mutasyonlarin
hastaligin olusmasinda daha fazla etkiye sahip
olabilecegi disiiniilmektedir.? Cocuklarin eriskin
baslangicli EBH’nin olusmasinda daha etkili olan
cevresel etmenlerden (diyet, sigara ve ilaglar
gibi) daha az etkilendigi kabul edilmektedir.
Ayrica eriskin hastaligiyla kiyaslandiginda
cocuklardaki EBH’de bagirsak mukozasinda
savunma sistemi yanitinin daha yiiksek diizeyde
aktif oldugu bilinmektedir.*

Giintimiizde hala EBH’nin genetik nedenlerinin
ancak bir kismi anlasilabilmistir. Ozellikle
son donemde yapilan gen gegcisli fare Srnekli
calismalar ve ‘Genome-Wide Association
Studies’ (GWAS); bagirsakta enflamasyona

neden olan genetik nedenleri daha iyi
anlamamizi saglamistir.> Bu yaklasimlar
kullanilarak EBH patojenezinde bir¢ok genin
rol oynadig1 ortaya c¢ikmistir. Bu genler dogal
ve kazanilmig bagisiklik sisteminin kontroliind,
otofaji siirecini, epitelin engel islevini ve
endoplazmik retikulum aktivasyonunu kontrol
eden genlerdir.6 Interl6kin-10 (IL-10) asir1
bagisiklik yanitlarini kisitlayan bir interlokindir.”
Baslangicta ‘T helper 2’ ile iliskili olarak
tanimlanmist1 ve IL-2 ve ‘interferon- y’ gibi
‘T helper 1’ tarafindan salinan sitokinlerin
salinimini baskiladig1r sanilmaktaydi.® Artik
IL-10’un bir¢ok hiicre tarafindan salindigi
anlasilmis ve 6zellikle T, B ve miyeloid hiicreler
tizerine ¢esitli etkileri oldugu saptanmistir.”
Interldkin-10’un 6zellikle “Tumor Necrosis
Factor-a’ (TNF-a) ve IL-12 gibi enflamatuar
onciisii olan sitokinlerin salinimini baskiladig:
bilinmektedir.?10

Interlokin-10 almaci iki alfa molekilii (IL-
10R1), iki de beta molekiiliinden (IL-10R2)
olusmaktadir.!! Almacin IL-10R1 alt birimi
sadece IL-10’a 6zgiil olmakla birlikte IL-
10R2 alt birimi IL-22, IL-12 gibi bir¢ok
sitokine almaglik yapmaktadir.!? Interlokin-10
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almacinda mutasyona bagli ‘Janus tirozin kinaz
1’ ve ‘tyrosine kinase-2’ aktive olup bu ‘signal
transducer and activator of transcription 3’ii
(STAT-3) fosforiller ve STAT-3’e bagli genler
aktive edilir.!3 Interl6kin-10 almag direnci olan
farelerde enterokolit olustugu saptanmistir ve
IL-10’un sindirim sistemi mukozasi {izerinde
koruyucu etkiye sahip oldugu gosterilmistir.14
Interl6kin-10’da veya almaglarinda bozukluk
saptanan insanlarda enflamasyonu baskilayan
bu sinyal yolu ¢alismayip enflamasyon kontrol
altina alinamayacagindan siddetli enterokolit
gelisebildigi bilinmektedir.6

Calismamizda EBH tanili 0-18 yas arasindaki
cocuklarda hastaligin nedeni olarak IL-10
almag direnci gen mutasyonlarinin varligini
genetik analizle tespit etmeyi ve IL-10 almag
mutasyonu saptanacak olgularin demografik,
klinik, laboratuvar, tedaviye yanit ozellikleri
acisindan izlemlerini mutasyon saptanmayan
grupla karsilastirmayr amagladik.

Materyal ve Metot
Hastalar

Bu calisma Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim
Dali Cocuk Gastroenteroloji, Hepatoloji ve
Beslenme Bilim Dali’'nda Ocak 2012 ve Ocak
2013 tarihleri arasinda yapildi. Calismaya 0-18
yas araliginda EBH tanisi ile izlenmekte olan
53 olgu ailelerinin de onamu ile alindi.

Hasta grubu; klinik, serolojik, endoskopik,
histopatolojik Ol¢iitlere gére EBH tanisi
konularak izlem altinda olan ve tedavileri devam
etmekte olan hastalar1 icermekteydi. Calismaya
alinan hastalarin dosyalari incelenerek hastalarin
dogum tarihleri, 6sefagogastroduodenoskopi/
kolonoskopi bulgulari, ilk tani anindaki ve
izlem sirasindaki laboratuvar incelemeleri,
yakinmalar1 ve siiresi, daha 6nce almis oldugu
ve su an almakta oldugu tedaviler, eslik eden
hastalik varlig1 degerlendirildi. Tan1 anindaki
ve daha sonraki izlemleri sirasindaki boy ve
viicut agirligl, boy Z skoru, viicut agirligs Z
skoru, Diinya Saglik Orgiitii’'niin (WHO) 2006
yilinda yayinlamis oldugu biiyiime egrileri
temel alinarak bes yas alt1 icin WHO Anthro
v3.2.2 (Cenevre, Isvicre) ve bes yas iizeri igin
WHO Anthro Plus v1.0.4 (Cenevre, isvicre)
programlar1 kullanilarak hesaplandi.

Laboratuvar ve goriintiileme yontemleri

Tani aninda ve izlem sirasinda ¢alisilan eritrosit
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sedimentasyon hizi (ESH), C-reaktif protein
(CRP), tam kan sayimi, serum immiinoglobiilin
diizeyleri, total protein ve albiimin diizeyi,
‘perinuclear anti neutrophil cytoplasmic
antibodies’ (pANCAs), ‘anti-Saccharomyces
cerevisiae antibodies’ (ASCAs) sonuglar1 digki
inceleme sonuglari (parazit, amip, kiiltiir, digk:
kalprotektin), kaydedildi.

Calismaya alinan tiim olgularin ince bagirsaklari
ya kontrast madde kullanilarak nazoduodenal
entiibasyonla yapilan enteroklizis ile ya da
agizdan ve damardan kontrast madde verilerek
uygulanan bilgisayarli tomografi enteroklizis
yontemi ile goriintiilenmisti. Bagirsak
duvar kalinlig1 tespit edilen olgularda duvar
kalinliginin izlemi karin ultrasonografisiyle
yapildi. Tim olgulara EBH tanisi i¢in sedasyon
altinda kolonoskopi uygulandi. Islem sirasinda
histopatolojik incelemeler icin ¢oklu biyopsi
ornekleri alinarak, biyopsilerin patolog
tarafindan incelenmesinin ardindan EBH
tanist konulan olgular ¢alismaya alinmisti.
Ayrica EBH tanisi koyulan tiim olgulara
Osefagogastroduodenoskopi islemi de uygulanip
bulgular1 kaydedildi.

Genetik inceleme

Genetik inceleme calismasinin yapilabilmesi
icin hastadan, anne, baba, kardeslerinden ve
EBH tanili akrabasindan 10 ml kan alinmip +4
ile +12 °C arasinda uygun ortam saglanarak
kapali, 1s1 koruyucu bir ortamla kargo sirketi
ile ‘Research Center for Molecular Medicine of
the Austrian Academy of Sciences’e (Ce-M-M-)
en gec iki giin icerisinde ulagtirildi.

IL-10, IL-10RA ve IL-10RB genlerinin egzonik
bolgeleri standart kilcal dizileme yontemlere
gore genomik DNA’dan elde edilerek
sekanslandi. Incelenen birincil sekanslari,
Tablo I’de gosterilmistir. Daha sonra Tablo
I’de vurgulanan onciil sekanslar Glocker ve
arkadaslari® calismalarindaki gibi diizenlendi.
Sekanslama islemi tiim olgularda bir yillik
siire i¢erisinde yapildigindan 6nciil sekanslarda
kiiciik degisiklikler olusabilmistir.

Istatistiksel inceleme

Verilerin analiz edilmesi i¢in SPSS 16.0 programi
kullanildi. Bagimli olmayan istatistiksel
degiskenler Mann-Whitney U, bagimli
istatistiksel degiskenler ise Wilcoxon testi
ile hesaplandi. Normal dagilimli degiskenler
ortalama = ortalama standart sapma olarak,
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dagilimi normal olmayan degiskenler ise
ortanca; en diisiik-en yiiksek olarak ifade edildi.
Hasta grubunun demografik ve antropometrik
Ol¢timleri ANOVA, ki-kare ve normal dagilima
uymayan veriler s6z konusu oldugunda Kruskall-
Wallis testi, laboratuvar degiskenleri ANOVA ve
Kruskall-Wallis testleri ile incelendi. Verilerin
karsilagtirilmas1 gereken durumlarda ki-kare
testi kullanildi. p <0.05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

Hasta onami ve etik kurul onay

Calismaya alinan tiim olgularin ebeveynlerinden
hem kendileri icin hem de cocuklari i¢in sozli
veya yazili onam alindi. Calisma sonuglandiktan
sonra her olgunun ¢alisma sonucu kendi velisine
bildirildi. Calisma icin etik kurul onay1 Istanbul
Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 14.04.2012
tarih ve 13418 numarali yazisiyla alind1

Bulgular

Enflamatuar bagirsak hastalig1 tanisi alan
hastalarin ilk tani anindaki demografik ve
genel ozellikleri Tablo II’de sunulmustur.
Calismamizdaki 53 EBH tanili olgudan birinde
IL-10RAex4 c.T192G p.Y64X’de, birinde IL-
10 c.G43A/G p.Glyl5Arg’de, ikisinde IL-
10RBex4 ¢.G477A p.W159X’de ve birinde
IL-10RAex3 ¢.G133T p.W45G’de homozigot,
birinde de IL-10ex3’de homozigot olmak
tizere alt1 olgunun (%11.3) IL-10 yolaginda
mutasyonlar saptanmistir.

Interlskin-10 yolaginda mutasyon saptanan alti
olguda bu mutasyonlarin islevsel olarak bir
anlam ifade edip etmedigini ve mutasyon sonucu
sinyal yolunda bir bozukluk olup olmadigini
anlamak i¢in her olguda ‘Suppressor of Cytokine
Signaling 3’ (SOCS3) diizeyi de ¢alisgilmistir.
Bu proteinin, hiicreler lipopolisakkarit ve
IL-10 tarafindan uyarildiginda ekspresyonu
baslatma goérevi bulunmaktadir. Mutasyon
saptanan alt1 olguda SOCS3 diizeyleri PCR
teknigi ile 6l¢lilmiis, normal bir kontrol
olgusuyla karsilastirilmis ve hepsinde diisiikliik
saptanmistir (Sekil 1).

Interldkin-10 yolaginda mutasyon saptanan alti
olguyu, hastaligin tutulum yeri, klinik gidis ve
tedaviye yanit agisindan degerlendirdigimizde
tiimiinde Crohn hastaligina (CH) daha yakin
bir gidis s6z konusuydu. Baslangi¢ yasi, anne-
baba akrabaligi, ailede EBH o6ykiisii, fistiil
bulundurma, agirlik ve boy Z skorlarinda
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LPS: lipopolisakkarit; SOCS: Suppressor of cytokine signaling 3

Sekil 1. SOCS diizeylerinin PCR ile islevsel analizi.

gerilik ozellikleri agisindan bu alt1 olgunun
degerlendirilmesi Tablo III’'de sunulmustur.

Interl6kin-10 mutasyonu olan olgularda
hastaligin CH gidisinde olup erken yasta
baslamasi ve anne-babalar arasinda akrabalik
olusu mutasyonu saptanmayanlardan daha
fazla gozlendi (sirasiyla p <0.001, p=0.005,
p=0.014). Anne-baba arasinda akrabalik
saptanan 20 olgunun yakinma baslama yas
ortalamasi 66.3 ay iken akrabalik olmayanlarda
bu ortalama 77.2 idi ve aradaki fark istatistiksel
olarak anlamliyd1 (p=0.025).

Her iki grubun cinsiyet dagilimi ve ailede
EBH olmas: karsilastirildiginda arada anlamli
fark gozlenmedi (sirasiyla p=0.512, p=0.336).
Ailesinde EBH saptadigimiz bu 10 olgunun
yakinma baslama yas ortalamasi 65.7 ay iken
ailede EBH olmayanlarda bu 73.2 ay idi.
Aradaki fark istatistiksel olarak anlamliyd:
(p=0.025). Diger yandan IL-10 yolaginda
mutasyonu bulunan olgularimiz hastalik
baslangi¢ yas ortalamasi 10.3 ay iken, mutasyon
saptanmayanlarda 75.2 ay idi. Aradaki fark
istatistiksel olarak anlamliydi (p=0.005).

Interldkin-10 mutasyonu olan olgularin kilo
alamama yakinmasinin mutasyonu olmayan
gruptan daha fazla oldugu gériildi (p <0.001)
(Tablo 1V).

Bu olgularin bagvuru fizik muayene bulgulari
karsilastirildiginda perianal hiperemi, fissiir,
fistiil, apse, yasa gore agirlik ve boy Z skorlari
agisindan IL-10 (+) grupta istatistiksel olarak
anlamli derecede fark saptand: (sirasiyla
p=0.011, p=0.001, p <0.001, p=0.001,
p=0.001, p=0.001).

Interl6kin-10 yolaginda mutasyon saptanan
olgularin tedavi sonrasi yasa gore agirlik ve boy
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Tablo I. Onciil sekanslar.
gene; exon orientation sequence (5°3°)
IL-10 exon 1 F GCCGGGAAACCTTGATTG
GGAATAGGTGTTGGGGATGG
IL-10 exon 2 TCCCATCACTGTTGAATCCTC
GACTGAGCCCTTTGTAAACCC
IL-10 exon 3 ATCGCTAGAACCAAGCTGTCC
GTGTCTTTGCTGTGTCTGTGG
IL-10 exon 4 ACCAGCTTGTCCCCTAAGTG
GAATGGGGCCTATTGAGTCC
IL-10 exon 5.1 CATGAGCATGAGGGAGGG
TCCGAGACACTGGAAGGTG
IL-10 exon 5.2 ATCTTGTCTCTGGGCTTGGG
TGCAGAATTCATTCACCCAC
IL-10 exon 5.3 CCTAAATTTGGTTCTAGGCCG
GGCTTCCTTTCTCTGAAATGC
IL-10 exon 5.4 TGGATCACTTGAGGTCAGGA
CCTGGGGGTAGGGGGTAG
IL-10RA exon 1 GACAGTGGTTCCCCGTCC

IL-10RA exon 2

IL-10RA exon 3

IL-10RA exon 4

IL-10RA exon 5

IL-10RA exon 6

IL-10RA exon 7.1

IL-10RA exon 7.2

IL-10RA exon 7.3

IL-10RA exon 7.4

IL-10RA exon 7.5

IL-10RA exon 7.6

ILIORB exon 1

ILIORB exon 2

IL10RB exon 3

IL10RB exon 4

PSR s B~ Iie s B~ = Hike s B~ Be o -~ ke s M-~ Be o BN ~~ Riio o B~ Be o BN ~~Riie s B~ = Bte B~ He o B~ ~ ke s B~ ke o B~ ~ o s B~ B o BN ~~Iike s B~ Ble o BE~~ e o B~ ~ Mo o M-~ Mo o B~ ~ Mo BN~ M o BN -~ ile s B~ =

CACTGGATGGAGAACTTTAATGG

GAACCTCCCTTTCTTCTTTGG
AGGCAGGTATCTTCCCATGC
GGCCTCTTGCGTCTCCC
GCAGACATGGTGAGCTATGG
ATTCTGGAGGCAAAGTCTCG
AGTTCCCAATGGCACACAAG
CTAAAGGCCCACCAGCTCTC
ACGCGTTTTGGATTGCAC
AATGGATTTCATGGGACCAG
ACTGGCTGGGAGGAAAAGAG
CGAGCTCTCCTCCTGGG
CCTCAGGTAACCCTGGAATG

TGACAGTGGCATTGACTTAGTTC

GTCCAGGCAGAGGAGCAG
CCTGGGCAGCTTTAACTCAG
AGGTTCCCCATGTGACCATC
GCTGAAGTCAGCTCAGACCC
CAGTGCCCAGTGGCTTATC
TGGTCATAACTCAGCCCTTTG
GTCATGGCTGGATTCCCTG
AACAAAGGCAGTTCAGTCCAC
AACCGAGTCCTCCATGAGC
AGGGTAAAGAAGACCCTCAAA
CCTAGTTGCGTCTCAGCAG
AGCCATAGAGGAGAACCAAGT
ACCTAGAGATGACAGCAGTGG
TTAACACAGTTTCCACTCCCG
AAGGCCATCCATTTGTGG
TCCGTGGACTAATTGTTCTGC
AGTCCATAAGGTGCTGCCAC
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IL10RB exon 5 F CCCTGAACTGAGAGGAGCAC
R TGAATGAGCTGCCTCAGAAG
IL10RB exon 6 F GGATTGTGATGGTTAAAATGC
R CCCTTTTACAAATAGCCTTCC
IL10RB exon 7.1 F ATAGATTTTCCAGCCAGGAGT
R GCCCTGTTTCTCACAATTAAA
IL10RB exon 7.2 F CACATCTAGAACTCCCAGACCC
R TCACTTTGTCACCCAGGC
IL10RB exon 7.3 F GATGGCGCATGCCTATAATC
R TGGACATCAAGATGGCAAAC

Tablo II. ilk EBH tanisi sirasinda olgularin demografik &zellikleri.

Ozellikler Degerler

Yas 105.1+52.2 ay
Sikayet baslama yasi 67.9+33.7 ay
Cinsiyet (K/E) 19/34

Ailede EBH olma orani %18.9
Akrabalik %37.8

Crohn hastalig1 / iilseratif kolit 18/35

K, kiz; E, erkek; EBH, enflamatuar bagirsak hastaligi.

Tablo III. IL-10 yolaginda mutasyon saptanan hastalarin &zellikleri.

Olgu/Hastalik  Cinsiyet B;jg’;lf; ¢ Akrabalik %gﬁe Fistiil Agsi:élrlz z El?grf
1/CH E 6 2° Var Var -3.1 -2.9
2/CH E 26 3° Yok Var -2.4 -2.6
3/CH K 2 2° Yok Var -1.9 2.1
4/CH K 2 3° Yok Var -2.1 -2.4
5/CH E 2 2° Var Var -2.4 -1.8
6/CH E 24 Yok Yok Var -2.8 -3.5

K, kiz; E, erkek; CH, Crohn hastaligt

Tablo IV. IL-10 mutasyonu olan ve olmayan hastalarin yakinmalarinin karsilastirilmast.

Mutasyon var Mutasyon yok
n=6 n=47 P
ishal (%) 89.4 100 0.401
Kanli diskilama (%) 100 70.2 0.119
Karin agrist (%) 66.7 63.8 0.891
Kilo alamama (%) 100 23.4 < 0.001

Tablo V. IL-10 mutasyonu olan ve olmayan hastalarin Z skorlarinin karsilagtirilmasi

Mutasyon var Mutasyon yok
Agirhik Z-1 Agirhik Z-2 P Agirhik Z-1 Agirhik Z-2 p
-2.450 -1.583 0.528 -0.287 0.032 <0.001
Boy Z-1 Boy Z-2 p Boy Z-1 Boy Z-2 p
-2.550 -1.500 0.249 -0.187 -0.019 0.008

Agirhk Z-1; tan1 aninda yasa gore agirlik Z skoru, Agirhk Z-2; tedavi sonrasi yasa gore agirlik Z skoru, Boy Z-1; tani
aninda yasa gore boy Z skoru, Boy Z-2; tedavi sonrasi yasa gore boy Z skoru
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Tablo VI. IL-10 mutasyonu olan ve olmayan hastalarin laboratuvar bulgularinin karsilastirilmasi.

Mutasyon var Mutasyon yok

BK-1 BK-2 p BK-1 BK-2 p
12391.67 9350.00 0.60 11446.38 8212.13 <0.001
HB-1 HB-2 p HB-1 HB-2 p
9.933 9.750 0.917 10.638 11.551 <0.001
ECH-1 ECH-2 p ECH-1 ECH-2 p
43.00 28.33 0.249 42.15 14.72 <0.001
CRP-1 CRP-2 p CRP-1 CRP-2 p
5.017 1.882 0.345 2.254 0.199 <0.001

BK-1; tani aninda beyaz kiire sayisi (sayi/mm3), BK-2; tedavi sonrasi beyaz kiire sayisi (sayi/mm?3), HB-1; tani aninda
hemoglobin diizeyi (g/dl), HB-2; tedavi sonrasi hemoglobin diizeyi (g/dl), ECH-1; tan1 aninda eritrosit ¢6kme hizi (mm/
saat), ECH-2; tedavi sonrasi eritrosit ¢okme hizi (mm/sa), CRP-1; tani1 aninda C-reaktif protein diizeyi [mg/dl (<0.5)],
CRP:2; tedavi sonrasi C-reaktif protein diizeyi [mg/dl (<0.5)]

Tablo VII. IL-10 mutasyonu olan ve olmayan hastalarin pANCA ve ASCA Kkarsilagtirmasi.

Mutasyon var Mutasyon yok

n=6 n=47 p
PANCA (+) (%) 33.3 46.8 0.532
ASCA (+) (%) 33.3 25.5 0.683

Tablo VIII. IL-10 mutasyonu olan ve olmayan hastalarin tedavilerinin karsilastirilmasi.

Mutasyon var Mutasyon yok

n=6 n=47 p
Steroid kullanimi (%) 100 89.4 0.01
Azatiyoprin kullanimi (%) 100 23.4 < 0.001
Anti-TNF antikor kullanimi (%) 50 6.4 0.001
Remisyona girme siiresi (hafta) 15.67 4.11 < 0.001

Tablo IX. IL-10 mutasyonu olan ve olmayan hastalarin izlem bulgulari.

Mutasyon var Mutasyon yok

n=6 n=47
Ortalama izlem stiresi (ay) 20.7+12.4 44.4+31.3
Remisyona girme siiresi (hafta) 15.67 4.11
Kolektomili olgu sayisi (n) 2 3
Olen hasta sayist (n) 1 0

Z skorlarinda diizelme gozlenmedi (sirasiyla
p=0.528, p=0.249). Interldkin-10 yolaginda
mutasyon saptanmayanlarda ise tedaviyle agirlik
ve boy Z skorlarinda diizelme saptanmistir
(srastyla p<0.001, p=0.008) (Tablo V).

Interldkin-10 yolaginda mutasyon saptanan

olgularin tedavi sonrasinda beyaz kiire,
hemoglobin, ESH ve CRP degerlerinde
diizelme olmadig1 saptand (sirasiyla p=0.600,
p=0.917, p=0.249, p=0.345). Diger yandan
IL-10 yolaginda mutasyon saptanmayanlarda
tedaviyle bu degerlerde diizelme oldugu goriildi
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(timiinde p<0.001) (Tablo VI).

interl6kin-10 mutasyonu olan ve olmayan
olgularin pANCA ve ASCA pozitiflikleri
karsilastirildiginda arada anlamli bir fark
bulunamadi (Tablo VII).

Interldkin-10 yolaginda mutasyon saptadigimiz
alt1 olgumuzun tamaminda ince bagirsak
tutulumu varken IL-10 mutasyonu olmayan
olgularin sadece %19’unda tutulum saptanmuisti
ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamliydi
(p <0.001).

Interlokin-10 yolaginda mutasyon saptanan
olgularin tedavisinde azatiyoprin ve anti-TNF
antikor tedavilerinin saptanmayanlara gore
daha fazla kullanildig1 gozlendi (Tablo VIII).
Hem azatiyoprin, hem anti-TNF antikoru daha
yiiksek oranlarda kullanilmasina ragmen IL-
10 mutasyonu olan grupta remisyona girme
siiresi ortalamasi 15.7 hafta idi. Ancak IL-10
mutasyonu olmayanlarda bu ortalama 4.1 hafta
olarak saptanmustir ve aradaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.001).

Interl6kin-10 mutasyonu saptadigimiz olgularin
ortalama izlem siiresi 20.7+12.4 ay iken, IL-10
mutasyonu saptamadigimiz olgularda bu siire
44.4+31.3 ay idi. Tiim olgularin izlem bulgular
Tablo IX’da sunulmustur.

Tartisma

Enflamatuar bagirsak hastalig1 olanlarin birinci
dereceden akrabalarinda CH gelisme riski %5,
tilseratif kolit gelisme riski ise %1.6 oraninda
artmaktadir.!> Anne ve babanin her ikisinin de
EBH olmasi durumunda ¢cocukta EBH gelisme
riski %30’dan fazladir.1® Calismamizdaki
olgularin %18.9’unun birinci, ikinci veya {i¢iincii
derece akrabalarinda EBH oldugunu gozleyerek
ailede EBH olmasi durumunda c¢ocukta da bu
riskin artti§ini saptadik.

Erken yasta baslayan EBH etiyolojisinde
genetik bozukluklar ¢evresel etmenlerden
daha ¢ok yer tutmaktadir. Enflamatuar bagirsak
hastaligina neden olan genetik bozukluklarin
bir¢ogunun otozomal ¢ekinik olarak kalitildig:
diistiniilmektedir.6 Calismamizda da tim
olgularin %37.8’inin anne babalar1 arasinda
birinci, ikinci veya ti¢lincii dereceden akrabalik
oldugunu tespit ettik ve bunun otozomal ¢ekinik
kalitimla uyumlu olabilecegini diisiindiik.

Calismamizdaki 53 EBH tanili olgudan altisinin
(%11.3) IL-10 yolunda mutasyon saptadik.

Cocuk Saghgr ve Hastaliklart Dergisi  Temmuz-Eyliil 2014

Glocker ve arkadaslarinin® calismasinda dokuz
EBH’li olgudan erken baslangicli olan ii¢iinde
IL-10RA ve IL10RB genlerinde mutasyon
saptanmistir. Ayni ¢alismada 32 ¢ocukluk ve 90
eriskin yasta baslayan EBH’li olgunun, genetik
incelemesi GWAS c¢alismas: ile yapilmistir
ve hicbirisinde IL-10 ve/veya IL-10 almag
genlerinde mutasyon saptanmamistir. Diger
bir ¢aligmada tiimii erken baslangicli olan 66
olgunun genetik incelemesi yapilmis ve 16’sinda
IL-10 yolaginda mutasyon saptanmistir.l?
Calismamizda oldugu gibi EBH tanili olgularin
hastalik baslangi¢ yaslarina gére gruplandirmasi
yapilmadan tiimiinde genetik inceleme
yapildiginda saptanan bu oran (%11.3) oldukga
yiiksek olarak goziikmektedir. Bunun nedeninin,
tilkemizde akraba evliligi fazla oldugundan
otozomal c¢ekinik kalitimli hastaliklarin ¢ok
goziikebilmesi oldugunu diisiinmekteyiz.

Yapilan bir¢ok c¢alisma EBH’nin nedeni
olarak IL-10 yolaginda mutasyon saptanmasi
durumunda hastaligin genelde erken basladigini
gostermektedir ve bu da ¢alismamizda
saptadigimiz bulguyla uyumludur.517

Hastalarimiz hem klinik gidis, hem anatomik
ve histopatolojik tutulum, hem de tedaviye
yanit agisindan CH’ye yakindi. Engelhardt
ve arkadaslari!® calismasinda da bu duruma
ozellikle dikkat ¢ekilmis ve ayni ¢alismada IL-10
mutasyonu saptanan yedi olgunun tamaminda
ince bagirsak tutulumunun oldugu gozlenmistir.
Calismamizdaki IL-10 mutasyonu olan alti
olguda da ince bagirsak tutulumu mevcut olup,
bu bulguyla uyumluydu.

Interl6kin-10 mutasyonu saptanan olgularda
hastaligin daha erken yasta basladig1 ve
daha agir gittigi géz Oniinde tutulursa,
calismamizda da saptadigimiz gibi bu olgularda
biliylime geriliginin daha fazla olusu anlamli
goriilmektedir.

Hastalarimizin basvurudaki fizik muayene
bulgularinda perianal hastalik (fissiir, fistiil ve
apse), yasa gore agirlik ve boy Z skorlarinin
geriligi mutasyon saptanan olgularda daha sik
gozlenmekteydi. Calismamizda saptadigimiz
bu bulgu diger bir¢ok ¢alismada saptananlarla
uyumludur.6.17.18

Interl6kin-10 mutasyonu olan olgularda
hem remisyon saglamanin zorlugu hem
de resmisyonda olma siirelerinin kisaligi
nedeniyle tedaviye ragmen agirlik ve boy
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degerlerinde yeterli diizelme saglanamazken,
IL-10 mutasyonu olmayanlarda tedaviyle
diizelmenin saglanabilmesi daha olasidir.!?
Biz de calismamizda IL-10 (+) ve IL-10 (-)
olgularimizda tedavi sonrasi bu farki tespit
ettik.

Tilg ve arkadaslari?0 ¢alismasinda IL-10 yolagt
bozuk ¢ocuklarda hemoglobin {iretiminin azaldig
gosterilip bunun da tedaviyle diizeltilemedigi
saptanmistir. Calismamizda mutasyonu
olan olgularda aneminin varlig1 ve tedaviyle
diizelmemesi bu calismay1 desteklemektedir.

Enflamatuar bagirsak hastaliginin aktif
doneminde ESH ve CRP diizeylerinin arttigi
hemoglobin ve alblimin diizeylerinin de
diisttigti saptanabilmektedir. Ancak bazi EBH’li
hastalarda ESH, CRP ve hemoglobin diizeyleri
normal bulunabilmektedir.?2! Calismamizda
IL-10 mutasyonu olmayanlarda tedaviyle ESH
ve CRP degerlerinde gerileme saptanmisken
IL-10 mutasyonu olanlarda hem ESH’de hem
de CRP’de diizelme saptamadik.

Interlokin-10 mutasyonu saptanan olgularda
hastaligin gidisinin daha siddetli oldugu goz
oniinde tutulursa, ¢alismamizda saptadigimiz
bu grupta azatiyoprin ve anti-TNF antikor
kullanma oranlarinin yiiksekligini ve remisyona
girme siirelerinin uzunlugunu daha iyi
anlamlandirabilmekteyiz.

Steroidler IL-1, IL-6 gibi enflamasyon
Onciisli sitokinlerin ve prostaglandinlerin
sentezini azaltarak enflamayon baskilayici
etkilerini gostermektedirler.2? Bu nedenle
IL-10 yolaginda bozukluk oldugunda
steroidlerin hastaligin tedavisindeki etkinligi
azalmaktadir. Calismamizdaki alti olguya da
baslangicta remisyonu saglamak icin sadece
steroid uygulandiginda basarisiz olundugu
goriilmektedir. Bu baglamda bu alt1 hastada ek
olarak azatiyoprin de kullanilmistir. Azatiyoprin
bir imidazol tiirevidir. In vivo ortamda hizla
6-merkaptopiirin (6-MP) ve metilnitroimidazole
parcalanir. 6-merkaptopiirin, hiicre zarlarinm gecip
hiicre icinde aktif niikleotit olan tiyoinozinik
asit iceren pilirin analoglarina donisiir.
Dogrudan dogruya verildiginde ya da in vivo
azatiyoprinden tiirediginde 6-MP, esas olarak,
inaktif oksitlenmis metabolit tiyotirik asit olarak
uzaklastirilmaktadir. Bu oksidasyon, allopurinol
tarafindan engellenen bir enzim olan ksantin
oksidaz tarafindan saglanir. Etki mekanizmalari
heniiz tam olarak agikliga kavusturulmamis
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olmakla birlikte, 6nerilen bazi mekanizmalar,
plirin antimetaboliti islevini géren 6-MP’nin
aciga cikarilmasi; niikleik asit biyosentezinde
pek ¢ok yolun inhibe edilmesi ve bdylece,
immiin yanitin verilmesi ve siddetlenmesi ile
ilgili hiicrelerin ¢ogalmasinin énlenmesi; piirin
tiyoanaloglarin dahil edilmesi ile DNA'nin zarar
gormesidir. Tim bu mekanizmalar géz 6niinde
tutuldugunda zaten mutasyon sonucu genetik
yolda islevselligin bozuldugu IL-10 mutasyonlu
olgularda azatiyoprinin de tedavide ¢ok etkili
olmas1 beklenmemektedir.23 Bizim de steroid
tedavisine yanit alamadigimiz IL-10 mutasyonlu
alt1 olguda tedaviye azatiyoprin eklenmesine
ragmen yeterli yanit saglanamamistir. Bunun
tizerine bu olgulardan ii¢line anti-TNF antikor
tedavisi baslanmistir. interlokin-10, 6zellikle
TNF-a ve IL-12 gibi enflamasyon onciilerinin
salgilanmasini baskilamaktadir.!! Bu nedenle
IL-10 mutasyonu saptanan olgularda anti-
TNF antikor tedavisi ile TNF-a’y1 engellemek
mantikli gibi gériinmektedir. Calismamizda
anti-TNF antikor tedavisi uygulanan iig
olgudan ikisinde tedaviyle biiylime geriliginde,
yakinmalarda, klinik bulgularda ve laboratuvar
tetkiklerinde 6ncesine gore bir miktar diizelme
saglanabilmistir. Bir olguda ise anti-TNF tedavi
baslanmasinin ardindan ilk dokuz ayda klinik
olarak diizelme baslamisti, ancak hastada daha
sonra makrofaj aktivasyonu sendromu gelisti
ve ardindan hasta kaybedildi. Interldkin-10
mutasyonu olan diger {i¢ olguda ise aile
onami olmadig: i¢in anti-TNF antikor tedavisi
baslanamamuistir.

Azatiyoprin ve anti-TNF antikorun birlikte
kullanildig1 tedavi modelleri, konvansiyonel
tedavilere yanit vermeyen EBH formlar i¢in
bir secenek gibi gozlikmektedir. Diger yandan
uzamis immiinsiipresif ve/veya biyolojik
ajanlarla tedavi lenfatik ve kolon dis1 kanserlerin
olusum riskini arttirmaktadir.2¢ Bu nedenle
tedaviye direncli EBH’li olgularin yénetiminde
olduke¢a dikkatli olunmasi gerekmektedir. Biz
IL-10 mutasyonu olan olgularin %50’sinde
(i¢ olgu), mutasyonu olmayanlarin ise
%6.4’tinde (li¢ olgu) hem anti-TNF hem de
azatiyoprini tedavisini aym1 anda kullanmak
zorunda kalmistik. Bu alt1 olgunun her iki
ilact kullanirkenki ortalama izlem stiresi 10.8
ay idi. Bu siire icerisinde hi¢ bir olgumuzda
kanser olusumu gozlenmedi. Bu anlamda ileriye
dontik izlemleri hala stirmektedir.
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Sonug¢ olarak; iilkemizde akraba evliligi
sik oldugundan 6zellikle IL-10 yolagindaki
mutasyonlarin da kalitildig1 gibi otozomal ¢ekinik
gecisli hastaliklar daha sik gozlenebilmektedir.
Calismamizin toplumumuzda ilk kez yapilmasi
nedeniyle bu sikligin belirlenmesine 151k
tutabilecegini diisiinmekteyiz. Interldkin-10
mutasyonu saptanan olgularda hastaligin
gidisinin ve bagsvuru yakinmalarinin siddetli
olacagini, biiylime geriliginin daha fazla
saptanacagini, tedaviye ragmen diizelme
gozlenemeyebilecegini belirlemek bu olgularin
yonetiminde doktora oldukga fazla fayda
saglayabilmektedir. Ozellikle anne-baba arasinda
akrabalik oldugunda, erken baslangich hastalikta,
perianal hastaligin eslik ettigi durumlarda IL-10
mutasyonu olasiliginin akildan ¢ikartilmamasi
gerektigini diisiinmekteyiz.
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