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OZET

Giris ve amac: Colyak hastaliginda diet tedavisine uyulmadigi durumlarda gegikmis
menars, amenore, erken menapoz, tekrarlayan diisiikler, infertilite ve hamilelikle
ilgili problemler gibi reprodiiktif sistemle ilgili olumsuz etkiler goériilmektedir. Son
bilgilerin 15181nda reprodiiktif sistemle ilgili problemlerin mekanizmasi net degildir.
Besin ve vitamin eksikligine bagli malabsorbsiyonun katkisinin yaninda gliadinin
indiikledigi inflamasyon ve plasental hiicrelerin apoptozu da fetal biiylimeyi
etkileyebilir. Calismanin amaci, glutensiz diyet tedavisine uyumlu ¢o6lyak
hastalarindan elde edilen desidual monontikleer hiicrelerin, gliadin antijenine immiin

yanitinin degerlendirilmesidir.

Yontem: Diyetine uyumlu ¢olyak hasta plasentalarinin desidual 16kosit popiilasyonu
(CD3" T lenfosit, CD4" T lenfosit, CD8" T lenfosit, CD3"CD16"CD56" NK-T hiicre,
CD16'CD56" NK hiicre) akim sitometrisi ile sayildi. Immiinhistokimyasal boyama
ile desiduada bulunan CD3", CD4", CD8', CD16" ve CD56" lenfositler
degerlendirildi. Ekstravilloz trofoblastlarda, fetiisiin implantasyonu i¢in énemli olan
HLA-G molekiiliiniin ekspresyonu immiinhistokimyasal boyama ile degerlendirildi.
Desidual monontikleer hiicreler pt-gliadin (enzimatik olarak pargalanmis gliadin),
fitohemagliitinin (PHA) yada pt-gliadin+PHA ile uyarilarak 72 saat kiiltiire alind1 ve
lenfositlerin aktivasyonunu gdsteren CD69 molekiilii ekspresyonu akim sitometrisi
ile 6l¢iildii. Kiiltiir siipernetanlarinda salgilanan Th1 (IFN-y IL-15, 1L-17), Th2 (IL-4,
IL-10) sitokinleri ve SHLA-G ELISA yontemi ile 6lgiildii. Kontrol grubuna alinan

plasentalar, yas ve gebelik haftasi ile uyumlu saglikli hamilelerden elde edildi.

Bulgular: Onalt1 gebe (8 ¢olyak hastasi, 8 saglikli kontrol) ¢alismaya dahil edildi.
Dogum yapilan gestasyon haftasi ve dogan bebeklerin tartis1 acisindan hasta ve
kontrol grubu arasinda fark saptanmadi. Akim sitometrisi ile degerlendirildiginde
CD3", CD4", CD8" T lenfosit, NK-T hiicre ve NK hiicre yiizdeleri agisindan iki grup
arasinda anlamli bir fark saptanmadi. Desidual 16kositlerin immiinhistokimyasal
boyama sonucunda CD16" NK hiicre sayis1 hasta grubunda anlamli derecede yiiksek
saptand1 (p=0.007), CD3", CD4", CD8" T lenfosit ve CD56" NK hiicre sayilari



acisindan ise fark saptanmadi. Kontrol grubunda CD3" T hiicrelerinin pt-gliadin +
PHA uyarimi sonrasinda, CD69 ekspresyonu hasta grubuna gore anlamli derecede
arttig1 izlendi (p=0.038), NK ve NK-T hiicrelerinin uyarimi sonrasinda ise iki grup
arasinda anlamli bir fark saptanmadi. Hasta grubunda pt-gliadin ile uyarim
sonrasinda NK hiicrelerin CD69 ekspresyonu, NK-T hiicrelerine gore anlamli
derecede fazla oldugu gorildi (p=0.03). Desidual mononiikleer hiicrelerden pt-
gliadin ile uyarimi sonrasi salgilanan IL-10, IFN-y, IL-15 seviyeleri ¢o6lyak
hastalarinda kontrol grubuna gore anlamli derecede yliksek saptandi (p=0.028,
p=0.01 ve p=0.01). IL-4, IL-17 ve SHLA-G salgilanmasi agisindan iki grup arasinda
anlamli bir fark saptanmadi. Ektravilloz trofoblastlarin HLA-G ekspresyonunun

immiinhistokimyasal degerlendirilmesi sonucunda iki grup arasinda fark saptanmadi.

Sonuc: Colyak hasta plasentasindan izole edilen desidual 16kosit kompozisyonunun
saglikli kontrollerden farkli oldugunu ve hasta grubunda CD16" NK hiicrelerinin
anlaml olarak arttig1 saptandi. Desidual 16kositler gliadinle uyarildiginda kontrol
grubunda CD3" T lenfositler, NK ve NK-T hiicreleri aktive olurken, ¢dlyak
plasentasinda ise sadece NK hiicreleri aktive oldu. Izole edilen desidual 16kositlerin
gliadinle uyarilmasi sonucunda ¢olyakli hastalara ait plasentada IFN-vy, IL-15 ve IL-
10’nun daha fazla salgilandig1, gebeligin devamu igin zararli ortam olusturan CD16"
NK hiicrelerin sayisinin ve aktivitesinin artmis oldugu goriildi. IFN-y ve IL-15 gibi
inflamatuar sitokinlerin fazla salgilandigi ¢dlyak plasentasinda artan Thl yanitin

kaynaginin NK hiicreleri oldugu diisiiniildii.

Anahtar kelimeler : Colyak hastaligi, gebelik, plasenta, gliadin, immiin yanit



Abstract

Objectives and study: Celiac disease is associated with reproductive disorders such
as delayed menarche, amenorrhea, early menopause, recurrent abortions, infertility
and adverse pregnancy outcome in patients who are not compliant to gluten free
diyet (GFD). The current knowledge regarding the pathogenesis of reproductive
problems is still obscure. Nutrient and vitamin deficiency secondary to
malabsorption may impair fetal growth as well as gliadin induced inflammation and
apoptosis of the placenta. The aim this study was to evaluate immune response of the

decidual mononuclear cells, isolated from GFD compliant celiac patients to gliadin.

Methods: Decidual leucocyte_population (CD3* T lymphocytes, CD4" lymphocytes,
CD8" lymphocytes, CD3"'CD16" CD56° NK-T cells, CD56°CD16" NK cells)
isolated from placenta of GFD compliant celiac patients, was assessed by flow
cytometry. Desidual mononuclear cells (CD3*, CD4", CD8", CD16", CD56") were
assessed by immunohistochemistry staining. Expression of HLA-G (which is
important for the implantion of the fetus was determined) on the extravillous
cytotrophoblasts was determined by immunohistochemistry. Decidual mononuclear
cells were cultured with pt-gliadin (digested gliadin), phytohemaglutinine (PHA) or
pt-gliadin+PHA for 72 hours, and expression of CD69, which shows the activation of
lymphocyte, was assessed by flow cytometry. Subsequently, secretion of Thl (IFN-y
IL-15, IL-17), Th2 (IL-4, IL-10) cytokines and, SHLA-G were measured by ELISA.
Control placentas were obtained from healthy pregnant women who were matched

for age and parity.

Results: Sixteen pregnant women (8 celiac patients, 8 healthy controls) have
participated in this study. There was no difference between the patients and controls
regarding gestational age and birth weight of the newborns. Flow cytometric analysis
of CD3", CD4", CD8" lymphocytes, NK-T and NK cells did not vary significantly
between celiac patients and controls. Immunohistochemistrical analysis of desidual
leucocyte population, the number of CD16™ NK cells were significantly higher in
celiac plasentas than control (p=0.007) but CD3", CD4"*, CD8" T lymphocytes and



CD56" NK cells did not vary significantly between two groups. In control placenta,
the percentage of CD3" T cells expressing CD69 activation molecule was
significantly increased after exposure to pt-gliadin+PHA (p=0.03), however
expression of CD69 activation molecule on NK and NK-T cells did not vary between
two groups. In celiac placenta, NK cells were activated more than NK-T cells after
exposure to pt-gliadin (p=0.03). Pt-gliadin stimulated IL-10, IFN-y and IL-15
secretion from cultured decidual mononuclear cells of celiac women were
significantly higher than control group (p=0.028, p=0.01, p=0.01 respectively).
Secretion of IL-4, IL-17 and sHLA-G did not vary significantly between celiac
patients and controls. There was no difference in pattern of HLA-G expression on

extravillous trophoblast with immunohistochemistry analysis between two groups.

Conclusion: Decidual leucocyte composition, isolated from celiac placeta was
different from control placenta and CD16" NK cells were were significantly higher
in celiac plasentFas than control. The CD3" T lymphocytes, NK cells and NK-T
cells, isolated from the decidua were activated after antigenic stimulation in both
patients and controls, however decidual NK cells were activated more than NK-T
and CD3" cells after gliadin stimulation in celiac patients. In celiac placentas, pt-
gliadin stimulated 1L-10, IFN-y and IL-15 secretion from cultured decidual
mononuclear cells were significantly higher than controls. It is thought that NK cells
are responsible for the increased Thl response in celiac placenta in which

inflammatory citokines like IFN- and IL-5 are secreted in high amounts.

Key words: Celiac disease, pregnancy, placenta, gliadin, immune response
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1.GIRIS ve AMAC

Colyak hastaligi, genetik olarak yatkin kisilerde gluten iceren bugday,
arpa, cavdar ve yulafli gidalarin tiketilmesi ile tetiklenen bir otoimmiin
enteropatidir. Beyaz irkta, 6zellikle ¢ocukluk ¢aginda, goriilme sikligr 1/80-1/300
arasinda degismektedir (1). Ulkemizde 2010 yilinda Dalgi¢ ve ark.nin bildirdigi,
cok merkezli Tiirkiye ¢aligmasinda, gocuk popiilasyonundaki siklig1 1/212 olarak
saptanmistir  (2). Colyak hastaligt multigenik bir hastaliktir ve major
histokompatabilite kompleksindeki (MHC) insan 16kosit antijeni (HLA) simif 2 D

genleri ile arasinda kuvvetli iligski gosterilmistir (3).

Gluten, bugday ve diger tahillarda bulunan bir protein olup glutenin ve
gliadin polipeptidlerinden meydana gelir ve alkolde c¢oziilebilen prolamin
kismiyla hastaliga yol acar. Gluten ve/veya peptidleri intestinal bariyeri asarak
orada bulunan antijen sunan hiicreler, T hiicreleri, NK hiicreler, B lenfositleri ve
plazma hiicreleri ile karsilasir ve meydana gelen immiinolojik reaksiyonlar

sonucunda intestinal hiicre hasar1 olusur (4).

Colyak hastaligr tipik olarak, ¢ocuklarda erken ¢ocukluk dénemi olan 2
yas civarinda ve erigskin donemde 40 yas civarinda en sik goriliir. Colyak hastaligi
kronik ishal, kilo kaybi, biiylime geriligi ve malabsorbsiyon gibi klasik
semptomlarla ortaya ¢iktig1 gibi direncli demir eksikligi anemisi, izole boy
kisalig1, osteoporoz, hepatit ve jinekolojik problemler gibi ekstraintestinal

bulgularla da karsimiza ¢ikabilir (5).

Colyak hastaliginin reprodiiktif donem {iizerindeki etkilerini arastiran
calismalarda glutensiz diyete uyumsuz hastalarda diyete uyumlu olanlara ve
sagliklt kontrollere gore, gecikmis menars, erken menapoz, sekonder amenore,
menstrual siklus bozukluklar1 ve sebebi bilinmeyen infertilitenin daha sik, gebelik
donemlerinde abortus oraninin ve dogan bebeklerde intrauterin biiylime geriligi
olma sikliginin daha yiiksek oranda oldugu saptanmistir (6,7). Saptanan bu
problemlerin gelismesinde besinlerin malabsorbsiyonu sonucu olusan vitamin ve
elementlerin eksikliginin yaninda, gliadinin gastrointestinal sistemde olusturdugu

immiinolojik hasarin da katkis1 oldugu diistiniilmektedir.



Diyete uyumsuz c¢olyakli hastalarda gebelikte goriilen problemlerin
mekanizmasina yonelik arastirmalar 2000’li yillarin ortalarindan bu yana
yapilmakta olup, daha ¢ok immiinhistokimyasal caligsmalardir ve desiduada
bulunan immiin sistem hiicrelerinin fonksiyonu, gliadine verdikleri immiin cevap
ile 1lgili yapilmis bir ¢aligma bulunmamaktadir. Literatiirde tekrarlayan diisiikleri
veya preeklampsisi olan gebelerin plasentalarinda yapilmis olan immiinolojik
caligmalarin 15181 altinda Colyak hastalarinda gebelikle ilgili problemlerin
mekanizmasini arastirmak i¢in farkli bir bakis acis1 uygulayacak sekilde

caligmamizi planladik.

Bu ¢aligmanin amaci;
e Glutensiz diyet tedavisi alan ¢olyaklt gebelerin plasental hiicre
kompozisyonunun saglikli gebelerle karsilastiriimasi.
e Diyet tedavisine uyan ¢olyakli gebelerin plasentasindan izole edilen
mononiikleer hiicrelerin, nonspesifik ve spesifik gliadin antijeni ile uyarimi
sonrasinda meydana gelen imminolojik yamtin, saglikli gebelerle

karsilagtirilmasi.



2. GENEL BILGILER

2.1. COLYAK HASTALIGI

2.1.1. Tanim

Colyak hastalig1 (CH), genetik olarak yatkinligi olan kisilerde gluten iceren bugday,
arpa, ¢avdar ve yulafli gidalarin tiiketilmesi ile tetiklenen, hiicresel ve hiimoral
immiin sistemin aktivasyonu ile Kkarakterize otoimmiin enteropatidir. Bati
toplumlarinda en sik goriilen malabsorbsiyon nedenlerinden birisidir. Giiniimiizde
CH olan bireylerin dogustan genetik olarak hastaliga yatkinligi oldugu ve bunun

uygun c¢evresel kosullar altinda hastaliga doniistiigii kabul edilmektedir (8).
2.1.2.Tarihge

Bir ingiliz pediatrist olan Samuel Gee (9) CH’yi ilk kez 1887 yilinda, gayta siklik ve
kivaminda degisiklikler, karin sisligi ve kas gligsiizligli gibi semptomlarin
olusturdugu kronik bir hastalik olarak tanimlamis ve bir gidanin semptomlara neden
olabilecegini One stirmiistiir. Uzun yillar ¢esitli diyet tedavileri denenen CH’de,
hastalik ile gluten arasindaki iligski ilk defa, 2. Diinya Savasi sirasinda yokluk
nedeniyle ekmek ve tahilin daha az tiiketilmesi sonucunda hastalarin ataklarinin
azaldigimi gozlemleyen Dr.Willem-Karel Dicke tarafindan tanimlandi. Dr. Dicke’nin
Van de Kamer ve Weijers (10) ile yaptigi arastirmalar sonucunda 1950 yilinda,
glutenin CH’de inflamasyonu tetikledigi kanitlamis, 1954 yilinda da Paulley (11)

tarafindan CH nin karakteristik intestinal bulgular1 bildirilmistir.

[lk zamanlarda CH’nin primer olarak ¢ocukluk ¢ag1 hastalig1 oldugu ve tanisinin
bazen eriskin yasa kadar gecikebilecegi diisiiniilmekteydi. Yillar i¢cinde genetik,
immiinolojik ve molekiiler alandaki ilerlemeler sayesinde CH’nin patogenezini
aydinlatacak gelismeler kaydedildi ve hastaliin sadece ¢ocuklar1 degil, genetik
yatkinlig1 olan bireyleri yeterince gluten iceren gidaya maruz kalmalar1 durumunda
herhangi bir yasta etkileyebilecegi anlasildi (8). Howell ve ark. (12) tarafindan 1986
yilinda hastaligin spesifik HLA (Human 16kosit antijen) smif 2 DQ haplotipleri ile

iligkili oldugunu gosterilmistir.



2.1.3.Epidemiyoloji

Beyaz irkta, o6zellikle cocukluk caginda, goriilme sikligi 1/80-1/300 arasinda
degismektedir (1). Avrupa ve Amerika’da son zamanlarda tahmin edilen prevelansi
%1 (%0.5-%1.26) civarindadir (13). Ulkemizde 2010 yilinda Devlet Planlama
Teskilati’ndan aliman destekle tamamlanan ¢ok merkezli Tiirkiye ¢alismasinda CH

prevelansi 6-17 yas arasi popiilasyonda 1/212 (%0.47) olarak saptanmustir (2).

Colyak hastaligi tamamen asemptomatik olabilecegi gibi, tedaviye direngli
demir eksikligi anemisi, boy kisalig1 ve hatta 6liime kadar varabilen ciddi bir tablo
ile ortaya cikabilir. Genis klinik spektrumu goz Oniine alindiginda hastaligin
prevelansinin tahmin edildiginden daha yiiksek oldugu diistintilmektedir. Amerika’da
yapilmis bir epidemiyolojik ¢alismada semptom ve risk faktorii olmayan ¢ocuklarda
CH prevelanst %0.31 iken, semptom ve risk faktorii olanlarda %4.1°¢ kadar
yiikseldigi gézlenmistir (14). Toplumda her tani alan hastaya karsilik 5 ile 7 arasinda

tan1 almamis ¢dlyak hastasinin bulundugu tahmin edilmektedir (15).

Colyak hastaligi patogenezinde genetik, ¢evresel ve immiinolojik faktorler rol
oynamaktadir. Hastalarin birinci derecede akrabalarinda 9%10-12 oraninda CH
saptandig1 ve konkordansinin dizigotik ikizlerde %17-20, monozigot ikizlerde ise
%83-86 oldugu bildirilmektedir (8,16). Genetik faktorlerin gesitliligi, diyet
aligkanliklarinin da dahil oldugu cevresel faktorler, diinyanin degisik bolgelerinde
CH sikhigindaki farkliligin nedenini agiklamaktadir. Cezayir’de yasayan Arap-
Berberi kokenli Sahara popiilasyonunda CH prevelansi diger toplumlara gore en
yiiksek seviyededir (%5.6) (3). Bu toplumda akraba evliligi ve HLA-DQ2 sikliginin
fazla olmasi ve glutenin temel gida olarak tiiketilmesi, hastaligin yiiksek oranda
goriilmesine neden olarak distiniilmektedir. Bu verileri destekler nitelikte, HLA-
DQ2 tasinma oram diisiik olan ve temel gida olarak glutenin az tiiketildigi Japonya
ve Cin’de CH daha nadir gériilmektedir (17). Orta Dogu iilkelerinde (Iran, Tiirkiye,
Israil ve Suriye) CH prevelans1 Bati iilkeleri ile benzer sikliktadir (18).



2.1.4.Patofizyoloji

2.1.4.1.Cevresel Faktorler

Colyak hastalig1 gelismesinde anne siitii ile beslenme, glutenli gidalarla beslenmeye
baslama yasi, gecirilmis gastrointestinal sistem enfeksiyonlar1 ve sosyoekonomik
diizey gibi ¢evresel faktorlerin 6nemli rol oynadigi bilinmektedir (19). Toplumda
HLA DQ2 ya da DQ8 genlerini tasiyan bireylerin bir kisminda CH gelisirken,
kalaninda ise gelismemesinin nedeninin bu faktorler oldugu diisiiniilmektedir (8).

Anne siitlinii daha uzun siire alan ¢ocuklarda CH gelisme riski azalmakta ve
anne siitline devam ederken gluten igeren ek gidalara baslanmasinin yine CH riskini
%352 oraninda azalttigi bildirilmektedir (20). European Society for Pediatric
Gastroenterology, Hepatology and Nutrition (ESPGHAN) tarafindan, 4-7. aylar
arasinda anne siitii ile beslenmenin yani sira, bebegin az miktarda glutenli gidalar ile
tanistirilmasimin, CH ortaya ¢ikisin1 geciktirebilecegi bildirilmistir (21). Gluten
iceren ek besinler li¢ ayliktan dnce baslanan bebeklerde CH gelisme riski, daha geg
baslananlara gore 5 kat artmaktadir (22). CH patogenezinde anne siitiiniin koruyucu
roliinlin mekanizmast net degildir. Anne siitlinliin immiin-modiilatér ve
gastrointestinal enfeksiyonlara karsi koruyucu etkilerinin yani sira gluteni dilue
ederek etki ettigi de diisiiniilmektedir (23).

Cocukluk caginda viral gastroenteritlerin (rotaviriis, adenoviriis, enteroviriis)
yani sira Campylobacter jejuni, Giardia lamblia gibi etkenlere bagli gastroenteritler
stk goriilmektedir (24). Gastrointestinal sistem enfeksiyonlari intestinal mukozanin
permeabilitesini arttirip sitokin dengesini degistirerek, besinlere ait bazi antijenlerle
beraber gluten peptidlerinin de penetrasyonunu arttirir. Ayrica enfeksiyonlar
sonucunda tTG (tissue transglutaminaz) ekspresyonu artar ve gliadin peptidlerini
deamine ederek CH patogenezinde 6nemli rol oynayan TH1 (T helper 1) immiin
yanit tetiklenir (3,24). Boylece genetik yatkinligi olan bireylerde CH icin bir risk
faktori olusturur.

Buna karsilik bozuk hijyenik kosullar, bagirsak flora degisiklikleri,
enfeksiyonlar ve diyet farkliliklar1 immiin fonksiyonun modiilatuar etkisinin
matiirasyonuna katkida bulunarak CH gelismesinde koruyucu etkisinin olabilecegi

ileri stirlilmistiir (25).



2.1.4.3.Genetik Faktorler,

Colyak hastaligt multigenik bir hastaliktir ve major histokompatabilite
kompleksindeki (MHC) HLA smif 2D genleri ile arasinda kuvvetli iligki
gosterilmistir (3). Kromozom 6p21.3’de lokalize olan, CH ile iliskili en 6nemli
HLA-DQ molekiilleri DQ2 ve DQ8’dir. HLA-DQ?2 ¢dlyak hastalarinin %90-95’inde
saptanir. HLA-DQ2’nin HLA-DQ2.5 subtipi (HLA-DQAT 0501 ve HLA-DQBTI
0201 allellerinde kodlanir) ve HLA-DQ2.2 subtipi (HLA-DQAT" 0201 ve HLA-
DQBT1'0202 allellerinde kodlanir) bulunmaktadir ve HLA-DQ2.5 subtipi CH’de daha
stk goriilir. HLA-DQZ2.5 homozigot olan hastalarin heterozigot olanlara gére CH
gelismesi acisindan 5 kat riskli oldugu saptanmistir (26). Ayni sekilde homozigot
olanlarin refrakter ¢6lyak hastaligi (RCH) ve bununla iligkili intestinal lenfoma
gelismesi agisindan da risk tasidigi belirtilmistir (27). Toplumda HLA-DQ2’yi
kodlayan alleller %25 oraninda Saptanmasina ragmen bunlarin %4’tinde CH
gelismektedir (28). Colyak hastalarinin %5-10unda HLA DQS8 saptanir (HLA-
DQAT" 0301 ve HLA-DQBI® 0302 allellerinde kodlanir). Codlyak hastalig
gelismesinde rol oynayan genetik risk faktorlerinin %40’ mndan bu genler sorumludur
ancak hastalarin az bir kisminda (%1) iki genin de negatif olabilecegi
unutulmamalidir (8,16).

HLA ile iliskili olmayan immiin fonksiyona sahip proteinleri kodlayan,
otoimmiin hastaliklarin patogenezinde rol oynayan bir¢ok gen de CH igin risk
olusturmaktadir. Bu genlerin hastaligin genetigine katkist %3-4 olarak tahmin
edilmektedir (29). CTLA4 (Sitotoksik T lenfosit antijen 4) geni (T hiicre aktivitesini
baskilayan bir reseptorii kodlar), IL 2 geni (T hiicre i¢in biiylime faktoriinii kodlar),
IL21 geni (B, T ve NK hiicre fonksiyonlar1 i¢in gerekli sitokinleri kodlar), RGSI
geni (Regiilator G-protein sinyal 1-hiicreler arasi iletisimde gorev alan, intraepitelyal
lenfositlerde ifade edilen proteinleri kodlar), IL1R1, IL18R1, IL18RAP genleri
(CH’larinda intestinal mukozada interferon-y yapimimni indiikleyen IL18 reseptoriinii
kodlar), CCR1, CCR3, CCR2, CCRS5 genleri (kemokin reseptorlerini kodlar), IL12A
geni (TH1 hiicre farklilagmasini saglayan IL12 sitokinini kodlar) ¢olyak hastaligina

duyarliliga neden olan genlerin bazilaridir (30-32).



2.1.4.3.Gluten

Gluten; bugday, arpa ve cavdarda bulunan bir protein olup, glutenin ve gliadin
polipeptidlerinden meydana gelir. Gliadin monomerik yapidadir ve a, y, ® gliadine
(250-300 aminoasit sirali) boliniir. Glutenin biiyiik polimerik yapidadir, biiyiik
molekiil agirlikli (650-800 aminoasit sirali) ve diisiik molekiil agirlikli glutenin (270-
330 aminoasit siral1) polipeptidlerine ayrilir. Glutene karsi spesifik T hiicre cevabinin
olusumu ile ilgili bircok mekanizma ileri siiriilmektedir. Gluten ile patojen veya
besin antijenleri arasindaki molekiiler benzerligin immiin cevabi tetikleyerek, CH’ye
neden olabilecegi tahmin edilmektedir. Adenovirus tip 12 EIB proteini, Candida
albicans hiicre duvari proteini gliadin peptidleri ile benzer aminoasit dizileri
icermektedir. Fakat bu patojenlerin CH ig¢in tetikleyici faktdr olup olmadig
kanitlanamamustir (33).

Gluten alkolde c¢oziilebilen prolamin kismiyla hastalifa yol acar. Bugday
glutenininde, arpa hordeininde ve ¢avdar sekalininde bulunan glutamin ve prolinden
zengin peptid sekanslart gluten toksisitesinden sorumludur. Yulafta bulunan avenin,
az miktarda prolin icermesi nedeni ile CH’ye neden olan peptid dizisinden fakirdir.

Colyak hastaligina neden olan tahillarin toksisitesi tablo 1’de gdsterilmistir.

Tablo 1. Colyak hastaliginda tahillarin toksisitesi .

Tahil Prolamin Icerik Toksisite
Bugday Gliadin %36 G; %17-33 P Tt
Arpa Hordein %36 G; %17-33 P ++
Cavdar Sekalin %36 G; %17-33 P +++
Yulaf Avenin Yiiksek G; diisiik P

Misir Zein Dusiik G

Piring ? Diisiik G

G: glutamin, P: prolin

Gastrointestinal sistemde pankreatik, gastrik ve ince barsak firgamsi kenar
enzimlerinde prolil endopeptidaz (PEP) aktivitesi olmamas1 nedeni ile prolin igerigi

yiiksek olan gluten, bu enzimlerce tamamen sindirilemez ve 10-50 aminoasitlik



peptid pargalar1 intestinal limende kalir. Glutamin igerigi yiiksek olan bu peptid

pargalari, doku transglutaminaz enzimi igin iyi bir substrat olusturur (34).

2.1.4.4.Glutene Bagh Gastrointestinal Hasarin Mekanizmasi

Gluten bagirsak gegirgenligini arttirarak antijenik 6zelligi olan gluten proteinleri
bagirsak duvarinda immiinolojik reaksiyonlar1 baslatir. Transglutaminaz 2, gluten
proteinlerini deamine ederek bu peptidlerin CD4" T lenfositlerine sunulmasini saglar
ve CD4" T lenfositlerini aktive eder. Ayrica gluten, intestinal epitel i¢inde bulunan

lenfositleri aktive ederek enterosit hasarina neden olur.

2.1.4.4.1.Bagirsak Gecirgenliginde Artis

Fizyolojik kosullarda bagirsak epiteli makromolekiillere gegirgen degildir. Sivilarin,
makromolekiillerin, 16kositlerin kan dolagimi ve intestinal liimen arasindaki karsilikli
hareketinden, tight junctionlarin diizenlenmesinde rol oynayan zonulin isimli bir
proteinin sorumlu oldugu disiiniilmektedir (23). Gliadinin CXCR3 kemokin
reseptorlerine baglanmasi sonucunda intestinal hiicrelerden zonulin salinarak protein
kinaz C aktivasyonu gergeklesir ve hiicre i¢i aktin filamentlerinin polimerizasyonu
artar. Bu etkilesimler tigh junction fonksiyon bozukluguna neden olarak, bagirsak
epitel gecirgenligini arttirir (35). Bu gecirgenlik artigini takiben, genetik yatkinligi
olan insanlarda antijenik 6zellik tasiyan gluten ve/veya peptidler intestinel bariyeri
asarak, bagirsak duvarinda bulunan antijen sunan hiicrelerin yani sira T hiicreleri,
NK hiicreleri, B lenfositler ve plazma hiicreleri ile karsilasarak immiinolojik

reaksiyonlarin olusmasina zemin hazirlar.

2.1.4.4.2. Transglutaminaz 2 ve CD4" T Hiicre Aktivasyonu

Transglutaminaz 2 (TG2) hiicre sitoplazmasinda ve hiicre disinda bulunan ¢ok
fonksiyonlu bir proteindir. Sitoplazmada inaktif formda olan enzim mekanik veya
inflamatuar etki ile hiicre disina salinarak aktif hale geger. Proteinlerin birbirlerine
baglanmasinmi katalize ederek doku tamirinde, graniilasyon dokusunun olusumunda,
anjiogenezde ve tliimor bitylimesinde rol oynar (4,36). Transforming growth factor-§
(TGFB), tiimor nekrozis faktor-o (TNFa), 1L-6, retinoidler ve kortikosteroidler TG2

ekspresyonunu arttirir  (4). Transglutaminaz 2, kalsiyuma bagimli olarak



transaminasyon ve deaminasyon reaksiyonlarinda gorev alir ve spesifik glutamin
rezidilerini (GIn-X-Pro dizisi) igeren gluten proteinlerini deamine ederek CH
patogenezinde 6nemli bir rol oynar (37). Deaminasyon islemi sonrasinda notral
glutamin, negatif yiiklii glutamik aside doniisiir ve negatif yiiklii bolgeleri olan HLA-
DQ2 ve HLA-DQS8 ile baglanabilir hale gelir. Antijen sunan hiicre (APC)’lerin
yiizeyinde ifade edilen HLA-DQ2 ve HLA-DQ8’e baglanan gluten peptidleri CD4"
T hiicrelere sunulur. Glutenin deaminasyonu, gluten spesifik T hiicre yaniti ve
CH’nin gelisimi i¢in en kritik reaksiyondur.

Gluten spesifik CD4" T hiicreleri, intraepitelyal sitotoksik T hiicrelerinin doku
hasar1 olusturabilmesi igin, pro-inflamatuar sitokin olan interferon-y (IFNy) ve IL-
21’1 salgilayarak uygun inflamatuar ortami hazirlar (37). Salinan IFNy, HLA DQ
molekiiliiniin ekspresyonunu arttirarak daha fazla gluten peptidinin APC’ye
sunulmasini saglar. CD4" T hiicreler, B hiicrelerini uyararak gluten ve TG2’ye 6zgii
spesifik IgA ve IgG antikorlar1 lireten plazma hiicrelerine doniismesine yardimei olur
(38). Bu antikorlar glutenin bagirsak liimeninden lamina propriaya tasinmasini
saglamanin yam sira gluten spesifik CD4" T hiicre cevabini daha da uyararak
bagirsak hasarmin artmasina neden olur. Bagirsak hasari arttik¢a, hiicre iginde
bulunan TG2 hiicre disina salinarak daha fazla gliadin deaminasyonu gergeklesir ve
bu reaksiyon zinciri kisir dongii halinde intestinal hasara sebep olur. Gluten, MHC
molekiiliinden bagimsiz olarak lamina propiadaki CD8 T hiicre cevabini uyararak ve

direkt sitotoksik etki ile bagirsak epitel hiicrelerinde hasara neden olur (39).

2.1.4.4.3.Intestinal Dendritik Hiicreler

Immiin yanitin diizenlemesinde 6nemli gérevi olan dentritik hiicreler (DC) deri,
burun mukozasi, solunum ve gastrointestinal sistem gibi viicudun disa acgilan
bolgelerinde bulunur. Antijenleri tanimada, bunlarin islenip T hiicrelerine
sunulmasinda ve T hiicrelerinin aktivasyonunda, immiin toleransin gelismesinde ve
devaminda, B lenfositlerin uyarilmasinda gorev alirlar (40). Gastrointestinal sistemde
dendritik hiicreler, epitelyal tigh junction’larin arasindan gonderdigi uzantilar
yardimu ile intestinal liimende bulunan antijenleri yakalar ve intraepitelial lenfosit
infiltrasyonunu saglayarak dogal immiin yaniti; gluten spesifik CD4" T hiicre

cevabini indiikleyerek edinsel immiin yamt1 destekler (41). Immatiir DC’de MHC



simif 2 ekspreyonu ve stimiilator molekiiller diisiik seviyede bulunur. T regiilator
(Treg) hiicrelerden salinan IL10 DC’lerin fonksiyonunu degistirir ve farklilasmasini
engelleyerek immiin toleransa neden olur (42). Dentritik hiicrelerden kaynaklanan
sinyallerin bu sekilde baskilanmasi gluten spesifik T hiicre cevabinin da olusamasina

engeldir.

2.1.4.4.4.Enterositler ve intra-epitelyal Lenfositler

Gliadin peptidleri enterositlerden, DC’lerden ve diger APC’lerden IL-15 salinimini
indiikler. Enterositleri en fazla uyaran gluten peptidi a-gliadin 31-43’diir. Gliadin
peptid, APC’lerden IL15 salmimim arttirir, IEL’leri aktive eder, stresle uyarilan
MHC smif I polipeptidi ile iliskili molekiiliin (MIC) ekspresyonunu artar, epidermal
biiyiime faktorii reseptoriiniin (EGFR) ekspresyonunu ve aktivasyonunu arttirir (37).
Alfa-gliadin 31-43 peptidi disinda da dogal immiin sistemi indiikleyerek intestinal
hasara neden olan ¢esitli peptidler bulunmaktadir (43).

Intestinal epitel iginde bulunan lenfositlerin (IEL) biiyiik kismmi natural Killer
(NK) hiicreleri ve CH icin spesifik olan TCRaf (CD4°, CD8") T hiicreleri, TCR 5
(CD4-, CD8-) T hiicreleri olusturur. IEL’ler dolasimda bulunan T hiicrelerinden
farkl1 NK hiicre reseptorleri eksprese eder ve bu reseptorler stresli durumlarda T
hiicre aktivasyon esigini digiirerek, T hiicre stimiilasyonuna neden olur. Saglikli
insanlardan elde edilen IEL’ler daha ¢ok inhibitdr etkisi olan CD94/NKG2A
reseptoriinii  eksprese ederken, ¢Olyak hastalarinda ise aktivasyon saglayan
CD94/NKG2C ve NKG2D eksprese edilir. Colyak hastalarinda, gluten peptidlerinin
etkisiyle enterosit yiizeyinde CD94/NKG2C ve NKG2D igin ligand olan MIC ve
HLA-E ekspresyonu artar. Bu reseptorler ile ligandlarin etkilesimi sonucunda artan
IFNy iiretimi enterosit hasarina ve villoz atrofiye neden olur (4,36). Intraepitelyal
lenfositlerde aktive edici NK hiicre reseptorlerinin ekspresyonunu arttiran énemli
faktorlerden biri de enterositlerden ve makrofajlardan gliadin indiiksiyonu ile salinan
IL15tir. T hiicre aktivasyonu i¢in anahtar bir sitokin olan IL15, enterosit yiizeyinde
MIC aktivasyonu ve IEL’de NKG2D reseptorlerinin ekspresyonunu arttirmanin yani
sira enterositlerde apoptoz molekiili olan FAS ekspresyonunu arttirarak Kript

proliferasyonunu uyarir (4,33,44).
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Gluten spesifik CD4" T hiicreleri lamina propiada inflamatuar yanittan sorumlu
iken, IEL’ler T hiicre reseptdr sinyali gerekmeden IEL’ler aktive NK hiicre
reseptorleri sayesinde doku hasarina neden olurlar. CH’de bagirsak mukozasinda

gliadine bagli meydana gelen immiinolojik aktivasyon ve intestinal hasar sekil 1°de

Ozetlenmistir.
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Sekil 1: Gliadin ile tetiklenen intestinal hasarin immiinolojik mekanizmasi (45)
CD94: cluster differentiation 94, NKG2C: natural killer grup 2 member C reseptorii, NKG2D: natural
killer grup 2 member D reseptorii, TCR: T hiicre reseptorii, HLA-E: human l6kosit antijen-E, MHC:
major histocompatibility complex, MICA: MHC sinif 1 polipeptid ile ilgili molekiil A, MICB: MHC
smif 1 polipeptid ile ilgili molekiil B, IE-CTL.: intraepitelyal sitotoksik T lenfosit, IL-15: interlokin 15,
TG-2: transglutaminaz 2, HLA-DQ2: human 16kosit antijen DQ2, HLA-DQS8: human 16kosit antijen
DQ8, DC: dendritik hiicre, IFN: interferon, MLN: mezenterik lenf nodu
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2.1.5.Klinik Bulgular

Colyak hastaligi tipik olarak, cocuklarda erken ¢cocukluk donemi olan 2 yas civarinda
ve eriskin donemde 40 yas civarinda tepe yapar. Tipik klinik tablo, 6-24 ay aras1
cocuklarda istahsizlik, kronik ishal, kusma, karin agrisi, abdominal distansiyon,
bliyiime geriligi gibi gastrointestinal sistem semptomlariyla ortaya ¢ikar. Semptomlar
glutenli gidalar1 almaya basladiktan sonra degisik zaman dilimlerinde ortaya
¢ikabilir. Erken ¢ocukluk doneminde siddetli sulu ishal, karin sisligi, dehidratasyon,
hipotansiyon, letarji ve hipokaleminin belirgin oldugu elektrolit degisiklikleri ile
karakterize “¢Olyak krizi” gelisebilir. Bu klinik tabloya giliniimiizde daha az
rastlanmaktadir.

Colyak hastaligina ait semptomlarin ¢ogu besinlerin ve vitaminlerin
malabsorbsiyonu sonucu geligir. Semptomlarin siddeti mukozal lezyonlarin agirhigi
ile orantili degildir. Total villoz atrofisi olan hasta asemptomatik olabilecegi gibi,
demir eksikligi anemisi, kas kramplar1 gibi spesifik olmayan semptomlarla da
gelebilir. Hastalarin biiytik bir kismmin asemptomatik (sessiz ¢6lyak) olmasi veya
atipik bulgular gostermesi nedeni ile tan1 konulamadigi i¢in Buzdagi Model Teorisi

(sekil 2) gelistirilmistir (46).

N\
Sempt
omatik
Mukoza
lezyonu var
Sessiz Colyak hastahigi
Normal
Latent Colyak hastahg: mukoza
J
[ Genetik yatkinlik: DQ2 ve/veya DQS (+) ]

Sekil 2. Colyak hastaligi buzdagi.
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Colyak hastaligr semptomatik (aktif), sessiz ve latent olmak tizere 3 klinik tipe
ayrilir (Tablo 2). Semptomatik olan hastalar gastrointestinal sistem (GIS)
bulgularmin goriildiigii klasik bir tablo veya GIS dis1 bulgularm 6n planda oldugu

atipik bir tablo ile karsimiza gelebilir.

Tablo 2. Colyak hastaliginda klinik siniflama

Semptomatik, aktif form

Klinik bulgular (+), seroloji (+), biyopsi tanisal
e Tipik (klasik) GIS bulgulari
e GIS dis1 atipik bulgular

Sessiz (silent) form
Seroloji (+), biyopsi tanisal
e Kilinik bulgular yok

Latent form
e Kilinik bulgular yok, seroloji (+)
e Mukoza normal (ilerisi i¢in riskli)

2.1.5.1.Gastrointestinal Sistem Dis1 Bulgular:

Yeni tani alan ¢ocukluk cagindaki CH’lerin %50’si, eriskin hastalarin 2/3’i tipik
gastrointestinal semptomlarla belirti vermemektedir (5). Gastrointestinal sistem
bulgular1 ile bagvuran ¢ocuklarin ¢ogu tekrarlayan karin agrisi, ishal veya kabizlik
gibi hafif semptomlarla bagvurmaktadir (8). Kanada’da yapilan bir ¢alismada 1995
yilindan 6nce CH tanisi alan hastalarin yas ortalamasi 5.3 yil iken, 1995 sonras1 8.7
yila ¢iktigi ve son yillarda tani alan gocuklarin ¢ogunun GIS dig1 bulgularla
bagvurdugu saptanmistir (47). Colyak hastaligit olan ¢ocuklarda bagvuru
semptomlarinin  zaman iginde degismesinin, hastaligin klinik bulgularinin
degismesinden mi yoksa GIS dis1 bulgularmn klinisyenler tarafindan daha iyi
taninmasindan mi1 kaynaklandig tartismalidir (8).

Colyak hastaliginda goriilen GIS dis1 bulgular asadaki gibi dzetlenebilir:

Demir eksikligi anemisi: Oral demir tedavisine direnc¢li demir eksikligi anemisi en
sik karsilasilan GIS dist semptomdur ve siklikla baslangic semptomu olarak
karsimiza c¢ikar. Erigkinlerde nedeni bilinmeyen demir eksikligi anemisi olan

hastalarda CH prevelans1 %4.7-14.6 (48), tedaviye direngli demir eksikligi anemisi
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olanlarda ise %13.7-20 arasinda saptanmustir (49). Demir eksikligi anemisi olan
cocuklarda CH prevelansim arastiran c¢alismalarin sayis1 ¢ok azdir. Ulkemizde
yapilmis bir ¢alismada demir eksikligi anemisi olan ¢ocuklarda CH sikligt %4.4
olarak bulunmustur ve literatiirde %15’e kadar varan oranlar bildirilmistir (50).

Boy kisah@i: Colyak hastaliginda tek klinik bulgu boy kisaligi olabilir. Idiyopatik
boy kisalig1 tanisi ile tetkik edilen c¢ocuklarin %2-8’inde CH ile iliskili serolojik
testler pozitif saptanmistir. Boy kisalig1 olan hastalarda, konstitlisyonel boy kisalig1
ve endokrinolojik sebepler dislandiktan sonra CH siklig1 2-4 kat artmaktadir (51).
Colyak hastaliginda boy uzama ve tartt alim hizinda azalma, biiylime egrisinde
duraklama veya gerileme saptanir. Ulkemizde literatiirle uyumlu olarak gocuklarda
boy kisalig1 etyolojisine yonelik yapilmis ¢aligmalarda erkeklerde yapisal, kizlarda
ise ailevi boy kisaliklarinin 6n planda oldugu saptanmistir. Demirel ve ark.nin (52)
2005 yilinda yaptig1 ¢aligmada tilkemizde patolojik boy kisaliginin %30’a yakin
oranda oldugu saptanmis ve bunun %10’ nunun bilylime hormonu eksikligi,
%6.5’unun ¢olyak hastaligina bagl oldugu tespit edilmistir.

Sebebi aciklanamayan transaminaz yiiksekligi veya kronik hepatit: Sebebi
bilinmeyen karaciger enzim yiiksekligi bulunan hastalarin yaklasik %10’unda sessiz
CH oldugu gosterilmis (53), yeni tani alan ¢olyak hastalarinin %15-55"inde ise
serum aminotransferazlarinda yiikseklik saptanmistir (54). Bunlarin ¢ogunda non-
spesifik reaktif hepatit (¢6lyak hepatit) saptanmaktadir ve glutensiz diyet tedavisi
sonrasinda hasar geriye donmektedir. Vakalarin ¢ok az bir kisminda ciddi karaciger
hasar1 ve siroz gelisip transplantasyon gerekebilir. Literatiirde transplantasyon
gerektirecek ciddi karaciger hasar1 olan, CH tanis1 konulduktan sonra glutensiz diyet
tedavisi ile karaciger fonksiyonlar: diizelen vakalar bildirilmektedir (55). Colyak
hastalig1 ile birlikte primer sklerozan kolanjit (%2-3), primer biliyer siroz (%3-7),
otoimmiin hepatit (%3-6) gibi otoimmiin kronik karaciger hastaliklar1 da
goriilebilmektedir (54,55). Nedeni bilinmeyen hepatik transaminaz yiiksekligi olan
veya nedeni bilinmeyen kronik karaciger hastaligi olan vakalarin ayirict tanisinda
¢Olyak hastaligi unutulmamali ve serolojik testler ile tarama yapilmalidir (56).
Osteopeni, osteoartrit: Yeni tan1 alan CH’lerin ¢ogunda kemik mineral kaybi
goriilmektedir ve bu durum osteopeni, osteoporoz ve spontan/tekrarlayan kemik

kiriklart icin risk olusturmaktadir (56). Ulkemizde yapilmis bir ¢alismada yeni tam
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alan ¢Olyak hastalarinda kemik mineral yogunlugu 6l¢iildiigiinde tedavi alanlara ve
kontrol grubuna gore tedavisiz CH’de kemik mineral yogunlugunun diisiik oldugu
saptanmigtir. Bir yillikk glutensiz diyet tedavisi sonrasinda kemik mineral
yogunlugunun normal simirlara geldigi goriilmiistiir (57). Biliylimenin hizli oldugu
cocukluk caginda 6zellikle adelosan donemde kemik dokusunda mineral dongiisii
¢ok hizlidir ve bu dénemde kemik yogunlugu zirve yapar. Bu nedenle ¢ocukluk
caginda CH’nin erken tanisi ve tedavisi hastalarin osteopeniden korunmasi agisindan
Onem tasir.

Dermatitis herpetiformis: Ekstremitelerin fleksor yiiziinde, kafa derisi, kalga,
dirsek, ense ve dizlerde goriilen simetrik, kasintili, papiilovezikiiler, eritamatéz deri
lezyonlaridir. Deri biyopsisinde derma-epidermal bileskede epidermal TG2’yi
gosteren, graniiler IgA depolanmasi saptanir. Glutensiz diyet sonrast genellikle 1-3
ay i¢inde lezyonlar geriler fakat baz1 vakalarda 1-2 yila kadar uzayabilir. Kasintinin
ve kizarikhigin ¢abuk gerilemesi i¢in tedaviye antimikrobiyal etkisi olan dapson da
eklenebilir (8,56,58).

Artrit, artralji: Akut, erozif olmayan ve glutensiz diyet ile diizelen artrit goriilebilir
(59).

Norolojik sorunlar: Eriskinler CH’de idiyopatik serebellar ataksi, tedaviye direngli
epilepsi, oksipital kalsifikasyonlar, fokal beyaz madde lezyonlari, kas hipotonisi,
felg, ciddi ataksi, periferik noropati gibi klinik bulgular goriilebilir (3). Cocuklarda
ise CH bu gibi ciddi norolojik bulgular saptanmamakla beraber bas agrisi, gelisimsel
gerilik, hipotoni gibi daha hafif norolojik bulgularla birliktelik bildirilmektedir (8).
Colyak hastalig1 tanist alan ¢ocuklarda kronik bas agrisinin saglikli cocuklara gore
3.2 kat daha sik oldugu saptanmis ve bas agrisi olan ¢dlyak hastalarinda diyet
tedavisi sonrasinda, olgularin %77.3’linde semptomlarin geriledigi goriilmistiir (60).
Psikiatrik bozukluklar: Eriskinlerde ¢olyak hastalarinda yapilan calismalarda
saglikli gruba oranla otizm, hiperaktivite, depresyon, anksiyete gibi GIS disi
semptomlarin daha sik goriildiigii ve diyet tedavisi sonrasinda bulgularin geriledigi
bildirilmektedir (8,59). Cocuk CH’de ise psikiatrik tanimlanmis vakalar

bulunmamaktadir ve otizm ile CH arasinda iliski saptanmamustir (61,62).

15



Jinekolojik sorunlar: Gecikmis menars, erken menapoz, amenore, infertilite,
tekrarlayan diistikler, intrauterin biiylime geriligi, prematirite gibi fertilite ve
hamilelikle ilgili sorunlara neden olabilir (44).

Diger: Vitamin K eksikligi, trombositoz, folikiiler keratoz, alopesi, dental enemal

defektler, tekrarlayan aft6z stomatit.

2.1.5.2.Célyak Hastahg ile iliskisi Olan Hastahklar

Bazi otoimmiin hastaliklar ve genetik sendromlar, normal popiilasyona gore daha sik
oranda CH ile birliktelik gostermektedir (3). Colyak hastaliginin daha yiiksek siklikta
goriildiigli bu hastaliklarin  bilinmesi, CH tanmisinin daha erken konulmasinda
yardimcr olabilir. Colyak hastaligi ile birlikte goriilen hastaliklar tablo 3°de

Ozetlenmistir.

Tablo 3: Colyak hastalig ile birliktelik gosteren hastaliklar.

Birlikteligi kesin olanlar Birlikteligi muhtamel olanlar
Dermatitis Herpetiformis Konjenital kalp hastaliklar1

Ig A eksikligi Tekrarlayan perikardit

Tip | diyabet Sarkoidoz

Otoimmiin tiroid hastaliklari Kistik fibroz

Sjogren sendromu Pulmoner hemosiderozis
Mikroskobik kolit IBH, SLE

Romatoid artrit Otoimmiin hepatit

Down sendromu Primer biliyer siroz

Ig A nefropatisi Addison hastalig1

2.1.5.2.1.Tip 1 Diyabet
Colyak hastaligi ile beraberlik gosteren hastaliklar arasinda en ¢ok arastirilanlardan
birisi Tip 1 diyabettir. Tip 1 diyabet tanili hastalarin %5-10’unda tTG (Tissue

transglutaminaz) antikorlari pozitiftir ve bunlarin %75’inin ince bagirsak
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biyopsilerinde patoloji saptanmustir (63). Co6lyak hastaligi i¢in risk faktorii olan
HLA-DQ2 ve HLA-DQ8 genotipleri Tip 1 diyabet igin de risk faktorii
olusturmaktadir (59). Iki hastaligin da olusmasinda genetik ve cevresel faktorler rol
oynar. Amerikan Diyabet Dernegi, diyabet hastalarina tan1 aninda ve CH ile ilgili
semptom goriildiigiinde, ¢olyak serolojisinin bakilmasini 6nermektedir (64). CH
tanis1 konulan Tip 1 diyabeti olan hastalarda, glutensiz diyet tedavisi sonrasinda GIS
semptomlarinda, antropometik Ol¢iimlerde, diyabetin kontroliinde iyilesme,

hipoglisemi ataklarinda azalma goriilmiistiir (65,66)

2.1.5.2.2.0toimmiin Tiroid Hastahklar

Colyak hastaliginda goriilen genetik risk faktorleri, otoimmiin tiroid hastaliklarinda
da gorilir. Otoimmiin tiroid hastaligi olan c¢ocuklarin %7.7’sinde ¢olyak
otoantikorlar1 pozitif saptanmis olup, baska bir ¢calismada ise %2.3’linde duodenum
biyopsisinde villoz atrofi goriilmistiir (67). Otoimmiin tiroid hastalar1 pubertal
gelisim ve biiyiime yonilinden takip edilerek herhangi bir duraklama/gerileme
saptandiginda veya CH disiindiirecek klinik bulgular tabloya eklendiginde ¢olyak
serolojisine bakilmasi Onerilmektedir (68). Fakat tedavi alan ¢olyak hastalarina
semptom olmadig1 siirece otoimmiin tiroid hastaliklar1 agisindan rutin tarama

onerilmemektedir (8).

2.1.5.2.3.Genetik Bozukluklar

Bazi sendromlar ile CH arasinda birliktelik bulunmaktadir. Calismalarda Turner
sendromlu hastalarda CH prevelans1 %4.5-8.1 arasinda degistigi bildirilmektedir
(69). Bu hastalarin izleminde 4 yasindan sonra 2-5 yil aralar ile ¢dlyak serolojisine
bakilmasi onerilmektedir (70). Down sendrom olan hastalarda CH prevelansinin %4-
18 gibi sik bir deger bildirildiginden bu hastalarin izleminde 2-3 yil ara ile ¢olyak

serolojisine bakilmasi 6nerilmektedir (71).

2.1.5.2.4 Selektif IgA Eksikligi
Selektif IgA eksikligi toplumda 1/300-1/600 siklikta goriilmektedir (72). Colyak
hastalarinda ise 1/39 oraninda goriilmektedir ve bu oran genel popiilasyona gore 7-15

kat daha fazladir (73). CH tanisinda kullanilan IgA sinifi otoantikorlar nedeniyle bu
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siklik dikkate alinmali ve yalmis negatif sonuglar almamak i¢in tarama yapilan

hastalarin IgA diizeyine de bakilmalidir.

2.1.6.Tam

2.1.6.1.Serolojik Testler

Colyak hastaliginin tanisinda en 6nemli adim, farkli klinik bulgulara neden olabilen
colyak hastaligindan siiphelenilerek tarama testlerinin yapilmasidir. Histopatolojik
inceleme tani i¢in altin standart olmakla birlikte, serolojik testler asemptomatik olup,
CH acgisindan yiiksek risk tasiyan bireylerin (birinci derecede akrabalarinda ¢olyak
hastalig1 olanlar, otoimmiin hastalik Oykiisii olanlar, Tip 1 diyabet tanili hastalar)
saptanmasina yonelik onemli tarama araglaridir (8,74). Codlyak otoantikorlarinin
taranmasi gereken durumlar sunlardir:

1- Colyak hastaligini diisiindiiren bulgu ve semptomlari olanlarda (malabsorbsiyon,
biiylime geriligi, kronik diyare, tedaviye direncli demir eksikligi anemisi, vitamin-
mineral eksikliklerine ait klinik bulgular, osteoporoz-osteopeni, gecikmis puberte,
infertilite gibi)

2- Colyak hastaligr icin yiliksek risk tasiyan hastalik gruplarinda (Tip 1 diyabet,
birinci derece akrabada ¢olyak hastaligi olanlar, otoimmiin tiroidit, Down sendromu,
Turner sendromu, selektif IgA eksikligi)

3- Glutensiz diyet tedavisi alanlarda diyete uyumun degerlendirmesi amaciyla.

2.1.6.1.1.Anti-gliadin Antikorlar::

Anti-gliadin antikorlari ilk kez 1958 yilinda tanimlandi (75). Antigliadin (AGA) IgA
ve IgG antikorlart diisiik 6zgilliik (spesifisite) ve duyarlilifa (sensitivite) sahip
olduklarindan giinimiizde tarama testi olarak kullanimlar1 azalmaktadir. AGA IgA
ve IgG’nin duyarlilig1 %80-90 arasinda degismektedir (74). AGA IgA’nin 6zgiilliigii
%92-97 arasindayken, AGA IgG’nin 6zgiilliigii %50 civarinda olup oldukg¢a diisiik
bir degerdedir (76). Ancak iki yas alt1 hastalarda yapilan bir ¢galismada CH tanisinda
AGA IgA’nin duyarliliginin %97 oldugu, tTG IgA ve EMA IgA’ya (%83) gore daha
yiiksek oldugu saptanmistir (77). Giiniimiizde de ESPGHAN 2 yas alt1 ¢ocuklarda

CH taramasi i¢in AGA antikorlarina bakilmasini, bu antikorlar negatif olsa da CH
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riski yiiksek ise endoskopi yapilmasini 6nermektedir (21). Ancak AGA IgA ve IgG,
GIiS’te permeabilitenin arttig1 dzellikle 6zofajit, gida alerjisi, inek siitii intoleransi,
ishal, gastrointestinal enfeksiyonlar, gastrit, kistik fibrozis, inflamatuar bagirsak
hastalig1, irritabl bagirsak sendromu gibi durumlarda yalanci pozitif sonug verebilir
(2).

2.1.6.1.2.Anti Endomizyum Antikorlari

Endomisyum antikoru (EMA) ilk defa 1983 yilinda tanimlandi. Lamina propriada
CD4" T lenfosit aktivasyonu ve ‘mukozal remodeling’ sonucu ortaya ¢ikan EMA’nin
dogruluk orani mukozal hasarin hafif oldugu durumlarda azalmaktadir (28).
Ozgiilliigii %100, duyarliligi %90’1n iizerinde olan EMA, indirekt immiinflorosan
yontemiyle bakilir (77). EMA diger testlere gore daha spesifiktir fakat incelemeyi
yapan kisiden kaynaklanan hata riskinin bulunmasi, zahmetli ve pahali bir yontem

olmasi dezavantajlaridir (78).

2.1.6.1.3.Anti Doku Transglutaminaz Antikorlari
Anti doku transglutaminaz (anti-tTG) IgA antikoru, eriskin ve c¢ocuklarda benzer
oranlarda yiiksek duyarlilik (%92-100) ve ozgiillik (%91-100) tasidigindan,
giiniimiizde en giivenilir serolojik testtir. Bu antikorlarin diizeyi ile duodenumdaki
mukozal hasar arasinda dogru oranti bulunmaktadir. Serum doku transglutaminazi
belirlenen limit degerin iist sinirda olmas1 durumunda, CH i¢in pozitif tahmin degeri
%75 iken, normalin 10 kat1 ve istiindeki degerlerde ise pozitif tahmin degerinin
%96’lara yiikseldigi saptanmustir (79). Yine tTG titresi ile histopatolojik bulgularin
arasindaki iligkiyi arastiran bagka bir ¢alismada anti-tTG IgA’nin total villoz atrofisi
olan hastalarda duyarlilig1 %90 iken, parsiyel villoz atrofisi olanlarda ise %42 oldugu
bulunmustur (56,77). Serum tTG enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) veya
radio-immunoassay (RIA) yontemiyle bakilan bir test oldugundan maaliyeti daha
diisiik olup, laboratuvar kaynakli hata pay1 da ¢ok daha disiiktiir (1,28). Otoimmiin
hastaliklar, lenfoma, kalp hastaliklari, siroz, enfeksiyon gibi durumlarda da anti-tTG
yiiksek saptanabilir (8).

Tan i¢in 6zgilligi ve duyarliligi en yiiksek olan serolojik testler anti-tTG ve
EMA aynm1 zamanda bakilmalidir (3). Son yillarda yapilan ¢alismalar, EMA veya
anti-tTG’den herhangi biri ile degerlendirme yapildiginda, olgularin %20’sinde
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taninin atlanabilecegini gostermistir (76). Bu nedenle giiniimiizde EMA ve anti-

tTG’nin birlikte kullanim1 6nerilmektedir (28).

2.1.6.1.4.Deamine Gliadin Peptidlerine (DPG) Kars1 Gelismis Antikorlar

Colyak hastaliginin tanisinda, son yillarda doku transglutaminaz enzimi tarafindan
deamine edilen gliadin peptidlerine baglanan antikorlar (DGP) bulunmus ve bunlarin
tespitine dayanan yeni serolojik testler gelistirilmistir (80). DGP 1gG ve IgA, tTG
IgA’ya gore daha diisiik duyarlilik gostermesine ragmen, DGP IgG ¢olyak hastalig
icin yuksek ozgiillik (tTG’den daha yiiksek, EMA ile ayni) tasimaktadir. Bu
antikorlar IgA eksikligi olan CH’lerin tanisinda ve Ozellikle 2 yasin altindaki
hastalarda yiiksek duyarliliga sahiptir (81). Colyak hastaligi tanisinda kullanilan

serolojik testlerin gilivenilirligi tablo 4’te gosterilmektedir.

Tablo 4: Colyak hastaliginda serolojik testlerin spesifitesi ve sensitivitesi (81)

Serolojik testler Duyarlilik (%) Ozgiilliik (%) Tan1 degeri
tTG IgA 97 91 98
EMA IgA 94 100 97
AGA IgA 73 87 80
AGA 1gG 73 77 75
DGP-AGA IgA 84 90 87
DPG-AGA IgG 84 99 92

Tani i¢in en duyarli antikor testleri IgA sinifi testlerdir. Colyak hastalarinda
selektif IgA eksikligi %3 oranindadir. Bu nedenle CH siiphesi olan hastalarda,
serolojik testler IgA ve IgG beraber istenmeli veya hastada serum IgA diizeyi
bakilarak sonuglar degerlendirilmelidir (82). IgA tipi testler kullaniliyorsa, yanlis
negatif sonuglardan kaginmak icin ¢dlyak hastaligi siiphesi olan tiim hastalarda

serum total IgA diizeyi belirlendikten sonra serolojik testler degerlendirilmelidir.
2.1.6.2.Ust Gastrointestinal Sistem Endoskopisi

Colyak hastalig1 sliphesi olan veya serolojik olarak antikor pozitifligi saptanan her

hastaya {ist GIS endoskopisi yapilip distal duodenum biopsisi almarak tam
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kesinlestirilebilir veya dislanabilir. Histopatoloji tanida altin standarttir. Hastada
serolojik testler negatif bile olsa, klinik olarak CH siiphesi yiiksek ise iist GIS
endoskopisi yapilmalidir (56). Endoskopik olarak duedonal foldlarda silinme,
duodenum mukozasinda fissiir, saban izi veya deniz taragi goriiniimii, duonenumda
mikronodiiler kabarikliklar olabilecegi gibi mukoza tamamen normal de olabilir
(sekil 3,4) (83).

Sekil 3: Duedonal foldlarda deniz taragi gériiniimii

Sekil 4: Duedonal foldlarda silinme

2.1.6.3.Histopatoloji

Colyak hastalarinda histopatolojik degisiklikler diffiiz yayilim gostermedigi icin
endoskopi sirasinda bulbus ve duodenumun farkli kisimlarindan ve olabildigince
distalden ¢ok sayida biyopsi (4-6 adet) alinmalidir. Colyak hastaliginda ince bagirsak
mukozasinin histopatolojik degerlendirilmesi Marsh siniflamasina gore yapilir (3).
Marsh siniflamasinda evre 1 olan erken donemde villdz yap1 normal izlenirken IEL
sayisinda artma saptanir ( >30/100 enterosit). Intraepitelyal lenfosit sayisinin artmasi

CH icin spesifik bir bulgu degildir ¢iinkii akut enfeksiyéz enteropatilerde,
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giardiazisde, tropikal spruda, otoimmiin hastaliklarda, Crohn hastaliginda ve non-
steroid antiinflamatuar ila¢ kullanimima bagl olarak da IEL artis1 saptanabilir (84).
Marsh evre 2°de IEL artigmnin yaninda kript hipertrofisi, evre 3’de villdz atrofi, evre
4’de ise total intestinal mukozal hipoplazi/atrofi saptanir (83,85). Tablo 5’te Marsh

simiflamasi, sekil 5’te ise evrelere gore histopatolojik degisiklikler gosterilmistir.

Marsh 3b: Subtotal villoz atrofi Marsh 3c: Total villoz atrofi

Sekil 5. Colyak hastaliginda Marsh siniflamasina gore histopatolojik
degisiklikler (83).
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Tablo-5: Colyak hastaligi histopatolojik degerlendirmesinde kullanilan
Marsh siniflamasi (83)

Marsh siiflamasi Histolojik goriiniim

0 Normal

1 IEL artis1 (>30/100 enterosit)

2 Kript proliferasyonu ve hipertrofisi

3a Parsiyel villoz atrofi

3b Subtotal villoz atrofi

3c Total villoz atrofi

4 Ince barsak mukozal yapisinda hipoplazi

Oberhuber ve ark. (86) 4 evreden olusan Marsh siniflamasini 3 evre olarak

modifiye etmistir (modifiye Marsh siiflamasi) ve son yillarda daha ¢ok bu siniflama

tercih edilmektedir (Tablo 6).

Tablo 6. Colyak hastaligi histopatolojik degerlendirmesinde kullanilan modifiye

Marsh siniflamasi (86).
Histolojik tip | IEL Kript yapisi Villus yapisi
0 Normal (<30/100 enterosit) | Normal Normal
1 Artmis Normal Normal
2 Artmis Hiperplastik | Normal
3a Artmis Hiperplastik | Hafif atrofi
3b Artmig Hiperplastik | Belirgin atrofi
3c Artmis Hiperplastik | Total atrofi

Histopatolojik incelemede, degerlendiren kisinin tecriibesi, hastaligin yama tarzi
tutulum gostermesi, diisiik dereceli lezyon (Marsh 1 veya 2) ve teknik yetersizlik
nedeni ile yanlis pozitif veya negatif sonuglar alinabilir. CoOlyak hastaligini
diisiindiiren semptomlart olup, seronegatif olan hastalarda histopatolojik olarak

Marsh 1 veya 2 lezyon saptanmasi durumunda klinik olarak hastada kuvvetle CH
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diistintiliiyorsa ya HLA doku tip incelemesi veya bir siire sonra endoskopi ve biyopsi
tekrar1 gerekir.

Inek siitii protein intoleransi, gastroenterit (bakteriyel, viral), Crohn hastaligi,
gida alerjisi (inek siitii, soya), eosinofilik gastroenterit, immiin yetersizlik, giardiazis,
bakteriyel asir1 ¢ogalma, radyoterapi gibi durumlarda ince bagirsakta parsiyel villoz
atrofi gelisebileceginden, bu hastalarda da CH’nin mutlaka ayiric1 taniya dahil

edilmesi gerekir.

2.1.6.4.Doku Gruplar1 (HLA-DQ2 ve HLA-DQ8)

HLA-DQ2 c¢olyak hastalarinin %90-95’inde, geri kalan grupta ise HLA-DQS8
pozitiftir (3,23). Toplum genelinin %30-40’inda HLA-DQ2 ve HLA-DQ8 doku
tipleri bulundugu dikkate alindiginda, doku tiplerinin negatiflii taniy1 dislamada
onemli iken, pozitif bulunmasi taniy1 kesinlestirmemektedir. Doku tiplemesi heniiz
yaygin olarak kullanilmamakla beraber, seroloji ve histopatolojik yontemlerle kesin

tan1 konulamayan hastalarda tercih edilebilir.

2.1.7.Tedavi

2.1.7.1.Glutensiz Diyet, Vitamin ve Mineral Replasmam
Colyak hastaliginin tek tedavisi gluten igeren tahillarin (bugday, arpa ve cavdar)
omiir boyu diyetten ¢ikarilmasidir. Yulafin prolamin igerigi diisiik olup, klinik
calismalarda bir¢ok ¢olyak hastasinin yulafi tolere ettigini, glutensiz diyeti daha
kabul edilebilir hale getirdigi ve boylece yasam kalitesini yiikselttigi gosterilmistir
(87,88). Bazi iilkelerde ticari olarak elde edilen yulaf unu gluten iceren diger
tahillarla kontamine olma riski nedeniyle diyetten cikarilmaktadir. Ulkemizde de
¢Olyak hastalarinin tedavisinde kontaminasyon endisesiyle yulafli iiriinler diyetten
¢ikarilmaktadir. Baz1 arastirmacilar ise gluteni tamamen yasaklamak yerine ELISA
ile tespit edilemeyecek miktarda (20 ppm=2 mg gluten/kg) gluten aliminin zararh
olmadigini ileri siirmektedirler (1,89). Glutensiz unlarin B vitamini yoniinden fakir
olmasi nedeni ile uzun siire glutensiz diyet uygulanan hastalarda vitamin eksiklikleri
goriiliiebileceginden vitamin B replasmani 6nerilir.

Kiiciik ¢ocuklar ve ciddi hastalik bulgular1 gosterenlerde, agir mukoza hasarina

bagli olarak ince barsaklardaki villoz atrofiye sekonder laktaz enzim eksikligi klinik
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semptomlara neden olabilir. Glutensiz diyet tedavisi altinda villus atrofisi diizelene
kadar, hasta laktozlu gidalari tolere edemeyebilir. Bu nedenle glutensiz diyet
tedavisinin ilk 2 haftasinda laktozsuz beslenme gaz ve siskinlik yakinmalarinin
azalmasina yardimci olacaktir. Diyet tedavisinin ilk aylarinda hizli biiylime sonucu
aciga cikacak demir, kalsiyum, ¢inko, folat, vitamin eksikligini onleyecek sekilde
vitamin ve mineral desteginin verilmesi gereklidir.

Hastalarin glutensiz diyet baslandiktan 2 hafta sonra yaklasik %70’inde klinik
diizelmeler goriiliirken, serolojik olarak tTG‘nin normale donmesi ve histolojik
diizelme 6 ay siirebilir. Hastalarin %95’inde 2 yil i¢inde histolojik olarak tam
diizelme saptanir (8,90). Diyet sonrasinda ilk yil iginde hastalarda hizli bir tart1 artisi
ve boy uzamasi goriiliir. Diyete ragmen yakinmalarin gegmemesi durumunda tanida
sliphe yoksa oncelikle diyete uyumsuzluk akla getirilmeli ve hastadan bu yonde bilgi
alinmalidir. Bunun disinda ayiric1 tanida laktoz intoleransi, diger gida proteinlerine
alerji, immiin yetersizlik, lenfoma, irritabl bagirsak sendromu gibi hastaliklar da akla
getirilmelidir.

Glutensiz diyet alan hastalarin tedavi yanitinin degerlendirilmesinde altin
standart tekrar iist GIS endoskopi yaparak histolojik diizelmenin goriilmesi olmakla
beraber, giliniimiizde tekrar endoskopi yapilmasi oOnerilmemektedir. Daha ¢ok
semptomlarda diizelme, tart1 alim1 ve boy uzamasmin hizlamasi ve serum ¢olyak
antikor  diizeylerinin  saptanamamasi  (negatiflesmesi) tedavi  yanitinin
degerlendirilmesinde kullanilan parametrelerdir. Bu amacla 6zellikle serum tTG2
antikorlarinin  glutensiz diyet basladiktan 4-6. aydan sonra belirli araliklarla
izlenmesi onerilmektedir (91).

Erken ¢ocukluk doneminde daha sik rastlanilan ¢olyak krizinde hastalara hizl
sivi replesmani yapilarak sivi ve elektrolit dengesizlikleri diizeltilmelidir. Kasektik
ve malabsorbsiyonu belirgin olan, glutensiz diyete hizli yanit vermeyen hastalara

kisa siire i¢in steroid tedavisinin de yararl oldugu bildirilmektedir (3).

2.1.7.2.Yeni Tedavi Yaklasimlar:
Colyak hastaliginin tedavisinde en etkin ve gilivenilir yontem siki bir glutensiz diyet
tedavisidir. Glutensiz {irlinlerin iiretimi sirasinda gluten ile kontaminasyonu,

glutensiz {irlin ¢esitliliginin yetersiz olmasi, glutensiz iirlinlerin mali yiikii nedeniyle
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satin alinamamasi ¢ibi nedenler glutensiz diyet tedavisinde uyumsuzluga neden
olabilir (91). Zararsiz olmasina ragmen yasam standartlarin1 diisiiren bu tedavi
yerine, daha kolay ve konforlu ancak glutensiz diyet kadar giivenli, etkili alternatif

ve yardimci tedavi yontemleri arayisina girilmistir.

2.1.7.2.1.Enzim Replasman Tedavisi

Gastrointestinal sistemde pankreatik, gastrik ve ince bagirsak fircams1 kenar
hiicrelerinde PEP enzim aktivitesi bulunmadigindan, prolin igerigi yiiksek olan
gluten tamamen sindirilemez ve antijenik 6zelligi olan peptid parcalari intestinal
liimende kalir. Bu peptid parcalar1 epiteli gegerek lamina propiaya ulasir ve CD4" T
hiicrelerin aktivasyonuna neden olur. PEP enzimi in vitro kosullarda Flavobacterium
meningosepticum ve Aspergillus niger’den elde edilir. Pepsin ve tripsin tarafindan
parcalanmamasi nedeniyle agizdan alindiginda aktivitesini kaybetmeyen bu enzimin,
yemeklerle kullanilmasi glutenin detoksifikasyonunun saglanabilecegi ve zararh
peptidlerin  olusumunun engellenebilecegi fikrinden yola ¢ikilarak yapilmis
calismalar bulunmaktadir (91). Pyle ve ark. (92) gluten igeren besinler tiikkettiginde
karbonhidrat ve yag malabsorbsiyonu goriilen hastalarda giinlik 5 gr gluten ve
beraberinde PEP enzim tedavisi uygulandiginda, hastalarin  ¢ogunda
malabsorbsiyonun engelledigini saptamislardir. Mitea ve ark.’nin (93) ¢alismasinda,
insan GIS’ini taklit eden bir dinamik sistemde, enzimin midede glutenin
parcalanmasini hizlandirdig1 ve gliadin peptidlerinin midede inaktive edilemesiyle
duodenal T hiicre aktivasyonunun da ger¢eklesmedigini gostermislerdir. PEP tedavisi
icin en Oonemli kisitlayict faktdr gliadinin yeterli derecede pargalanmasi ve zararl
olan peptidlerin olugsmamasi i¢in yiiksek miktarlarda verilmesi ve uzun siire gluten
ile muamele edilmesinin gerekliligidir.

Endopeptidaz B’nin 6nciil enzim formu olan EP-B2, arpadan elde edilir ve asit
pH’de pepsin enzimi tarafindan aktif hale getirilir. Agizdan 1 gr gluten ile birlikte
alindiginda doza ve siireye bagimli olarak gluteni iyi sindirdigi gorilmiistiir (94).
PEP ve EP-B2 birlikte verildiginde bugday gluteni sindirilerek detoksifiye edildigi
saptanmustir (91).

Yapilan ¢alismalar sonucunda, giiniimiizde enzim tedavisinin glutensiz diyetin

yerine gecemeyecegi anlasilmistir ancak bu konuda ¢alismalar hala devam
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etmektedir. Yine de enzimin kullanilmasi ile beslenmede farkedilemeyecek kadar az
miktarda alman glutenin detoksifiye edilmesinin sosyal ortamlarda ve yolculuk
sirasinda  az miktarda gluten alinmasma izin vererek yasam standartini

yiikseltebilecegi diistiniilmektedir (23,91).

2.1.7.2.2.Genetik Calismalar

Genetik modifikasyonla glutenden CH icin toksik olan béliimler ¢ikarilarak daha az
immiinojenik 6zelligi olan gluten iiretilebilir. Bu yontemle iiretim sirasinda biyolojik
olarak aktif peptid pargalarinin ¢ikarilmasi hedeflenmektedir ancak bu pargalarin

siirekli olarak tekrarlamasi islemi zorlastirmaktadir.

2.1.7.2.3.ince Bagirsak Gegirgenliginin Azaltilmas

Vibrio cholerae bagirsak epitel tight junctionlarini agan ZOT (Zonula Occludens
Toxin) isimli bir toksin salgilar. CH’de de hasara ugramis bagirsak epitelinden
salinan, ZOT’a benzer, zonulin ad1 verilen parakrin bir protein salinir (95). Colyak
hastalarinda bagirsak gegirgenliginin artmasi tim immiinolojik reaksiyonlarin
tetigini ¢eken ilk olaydir ve hastalarda serum zonulin diizeyinin arttig1 saptanmistir
(23). Bu bilgiden yola ¢ikilarak alternatif tedavi arayislarina gidilmistir. AT1001,
gliadinin neden oldugu bagirsak epitel hiicre iskeletinin yapisal degisikliklerini
inhibe ederek, tight junctionlarin biitiinliigiinii koruyan, hiicreler arasi gegirgenligi
azaltan bir oktapeptiddir. Colyak hastalarina plasebo ve AT1001 verildikten sonra
akut olarak glutene maruz birakildiklarinda, plasebo alan grupta barsak
permeabilitesi %70 oraninda artarken, AT1001 alan grupta barsak permeabilitesinin
degismedigi gozlenmistir (96). 2007 yilinda yapilan bir ¢alismada akut gluten
maruziyeti sonrasinda plasebo verilen grupta bagirsak gecirgenliginin %70 arttigi,
AT1001 verilen grupta ise artis olmadig1 saptanmustir (96). Zonulin antagonisti olan
FZI/0’in, zonulin salinimimi inhibe ederek bagirsak gecirgenligini azalttig
gosterilmistir (97). Enzim tedavisinde oldugu gibi bu tedavinin de tek basina
etkinligi yetersizdir. Ilerisi icin kombine tedaviler veya yeni gelistirilecek ilaglara

ihtiya¢ duyulmaktadir.

27



2.1.7.2.4.Transglutaminaz Inhibitorleri

Transglutaminaz, proteinlerin deaminasyon ve transaminasyon reaksiyonlarinda
gbrev alan bir enzimdir. Bilinen 7 adet transglutaminaz enzimi bulunmaktadir ve
bunlarin yapilar1 birbirine benzerdir (98). Doku transglutaminaz (TG2), apoptoz,
hiicre adhezyonu, sinyal iletimi, doku tamiri, graniilasyon dokusu olusumu,
anjiogenez ve tiimor biiyiimesi gibi bir¢ok biyolojik olayda 6nemli fonksiyonlari
olan Ca’a bagimli bir enzimdir (98,99). Transglutaminaz inhibitorleri gliadin
peptidlerinin deaminasyonuna engel olurlar ancak bagirsakta bulunan TG2’ye
spesifik olmadiklarindan farkli transglutaminazlarin inhibisyonu istenen bir durum
degildir. Bu nedenle enterositten gegebilecek fakat sistemik dolasima gegmeyecek ve
bagirsak TG2’ye spesifik inhibitorlerin gelistirilmesi ile ilgili ¢alismalara devam
edilmektedir (23,91).

2.1.7.2.5.HLA-DQ2 inhibitérleri

CH*nin patogenezinde HLA-DQ?2 aracili TH1 immiin yanit énemli rol oynar. HLA
DQ2’ye yiiksek afinite gosteren gluten peptidleri iiretilmistir fakat bu peptidlerin
cogu agonist etki gostererek antijenik 6zelligi olan gluten peptidlerinin baglanmasim

yeterli derecede bloke edememistir (100).

2.1.7.2.6.Diger tedaviler

CH’nin tedavisinde gluten peptidlerinin intraluminal baglanmasi, nétralizan gluten
antikorlar1, IL-15 antagonistleri, kemik iligi nakli ve mezenkimal kok hiicre tedavisi
gibi bircok yoOntem diisiiniilmiis ancak c¢alismalarin sonuglar1 heniiz klinik

uygulamaya gegecek diizeye ulagsmamistir (101,102).

2.1.8.Colyak Hastahiginin Komplikasyonlari

2.1.8.1.Kanser

Colyak hastaliginda, ince bagirsak adenokarsinomu, T veya B hiicreli non-Hodgkin
lenfoma, orofarengeal veya 6zofageal adenokarsinom, bagirsakla iligkili T hiicreli
lenfoma gelisme riskinin normal popiilasyona gore artmis oldugu gosterilmistir (3).

Bunun bagirsak gegirgenliginde artisa sekonder gevresel karsinojenlere maruziyetin

28



artmasi, kronik inflamasyon, kronik antijen uyarimi ve salinan inflamatuvar
sitokinlere bagli olabilecegi diisiiniilmektedir (19,56). Remisyonda olan ¢6lyak
hastalarinda malabsorbsiyon bulgularinin yani sira karin agrisi, ates, kilo kayb1 ve
gece terlemesi gibi semptomlarin goriilmesi bagirsakla iligkili T hiicreli lenfomay1
akla getirmelidir. Bu tip lenfomanin prognozu kétii olup, 5 yillik sag kalim orani %8-
20 olarak bildirilmektedir (103). Son yillarda CH’de lenfoma riskinin, 1980°li yillara
oranla diistiigii fakat yine de normal popiilasyona gore 1.3 kat daha yiliksek oldugu
bildirilmektedir (104). Bu diisiisiin son 20 yil iginde ¢6lyak hastalarinin daha erken

tani1 alarak tedaviye baslanmasina bagli oldugu tahmin edilmektedir (3,23).

2.1.8.2.Refrakter Colyak Hastalhig:

Refrakter ¢6lyak hastaligi, kesin tan1 almis hastalarda 6-12 ay siiresince siki glutensiz
diyete ragmen tedaviye cevap alinmamasi veya remisyonda iken semptomlarin
tekrarlamasidir. Siklikla eriskin yaslarda, 6zellikle 50 yas {lizerinde tan1 alan CH‘de
goriiliir. ki tip RCH tamimlanmustir, tip 1°de bagirsak mukozasinda intraepitelyal
alanda fenotipik olarak normal lenfositler artarken, tip 2’de CD3, CD4, CD8 gibi T
hiicre reseptorii tagimayan sitoplazmik CD3 reseptorii tasiyan lenfositler artar
(105,106). Tip I’in prognozu tip 2’ye gore daha iyi olup, tip 2’de 5 yil i¢inde
bagirsakla iligkili T hiicreli lenfoma gelisme riski %60-80’lere kadar c¢ikmaktadir
(102). Bu hastalarda siki glutensiz diyetin yaninda besin, vitamin ve mineral
replasmant yapilmalidir. Tip 1 RCH’de prednizon, budenozid veya steroidler
azatioprin ile kombine edilerek kullanilirken, tip 2’de ise prednizon, azatioprin,
siklosporin, infliksimab, cladribine, alemtuzumab, anti-CD52 ve IL-10 gibi daha
giiclii immiinsupresif ilaglar ve biyolojik ajanlarin kullanilmas1 gerekebilir (102,106).
Tip 2 RCH’de IL-15’1 bloke eden antikorlar ve otolog kok hiicre transplantasyonu
gibi yeni tedavi yontemleri denenmektedir (3). Ciddi ishali, kilo kaybi ve
malniitrisyonu olan hastalarda parenteral beslenme gerekebilir. Yarar1 kanitlanmamus

olmasina ragmen siki glutensiz diyete devam edilmesi dnerilmektedir. (77).
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22.COLYAK HASTALIGININ REPRODUKTIF SiSTEM UZERINE
ETKILERI

Colyak hastaligi malabsorbsiyon ve buna bagli klinik bulgularin yam sira direngli
demir eksikligi anemisi, izole boy kisali§i, osteoporoz, hepatit ve jinekolojik
problemler gibi ekstraintestinal bulgularla da ortaya ¢ikabilir. Son yillarda ¢olyakli
erkek ve kadinlarda yapilan ¢alismalar, diyete uyumsuz olan hastalarda dogurganlik
oranlarinda azalma, menarsta gecikme, amenore, erken menapoz, tekrarlayan
diistikler, diisiik dogum agirlikli ve prematiire bebek dogumu gibi problemlerin daha
sik goriildiigiine isaret etmektedir (Tablo 7). Reprodiiktif donemde goriilen bu
problemler CH’nin ilk klinik bulgusu olabilmektedir (6,7,107).

Tablo 7. Colyak hastaliginda reprodiiktif donem degisiklikleri (6)

Kadin fertilitesi ~ Geg¢ menars, erken menapoz, amenore, tekrarlayan diigiikler

Erkek fertilitesi ~ Gonadal disfonksiyon, sperm morfolojisinde ve
motilitesinde degisiklikler, cinsel aktivitede azalma

Hamilelik Prematiire dogum, diisiik agirlikli bebek dogumu,
intrauterine biiyiime geriligi, plasentanin anormal yerlesimi

Postpartum Hormonal veya immiin degisiklikler

Literatiirde ¢Olyak hastaliginin reprodiiktif donem tizerindeki etkilerini arastiran
bir ¢cok calisma bulunmaktadir. Colyak hastalarinda sagliklilara gore erken menapoz,
gecikmis menars, menstrual siklus bozukluklar1 ve amenorenin sikligini arastiran
caligmalar, tedaviye uyumsuzlugun riski arttiran bir faktor oldugunu gostemektedir
(108-110). Tekrarlayan abortus ve/veya nedeni bilinmeyen infertilitesi olan olgularda
CH sikligin1 arastiran ¢aligmalar, ¢6lyak hastaliginin normal popiilasyona gére bu
grup hastalarda daha sik goriildiiglinii gostermektedir (111-116).

(Colyak hastalarinda infertilite ve abortus oranlarindaki yiiksekligin yani sira,
hamilelik sirasinda komplikasyon gelisme riski, prematiire ve diisiik agirlikli bebek
dogum oraninin, I[UGR riskinin de saglikli kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu
bildirilmektedir (117). Colyak hastalarinda reprodiiktif sistemle ilgili problemlerin

diyet tedavisine uyumsuz hastalarda diyet tedavisine uyanlara ve saglikli kontrollere
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gore daha yiiksek oranda goriildiiglinii gosteren ¢ok sayida g¢alismanin yanmi sira
literatiirde bunun aksini savunan az sayida ¢alisma da bulunmaktadir (118-125).

Colyak hastaliginda glutensiz diyete uyumsuzluga baglh olarak gebelikte, gebelik
sonrast déonemde ve yenidoganda karsilasilan problemlerin nedeniyle ilgili ¢esitli
mekanizmalar ileri siirilmektedir (6,7,126). Cinko ve selenyum eksikliginin FSH,
LH sentez ve salimimim etkiledigi, folik asit eksikliginin ise embriyo ve seminifer
tiibiil gibi hizli ¢ogalan dokular iizerine olumsuz etkisi oldugu ileri siiriilmektedir
(126). Bunun malniitrisyonun digsinda immiinolojik nedenlere de bagli oldugunu
gosteren caligmalar bulunmaktadir. Hadziselimovic ve ark. (127), diyete uyumsuz
¢olyakli gebelerin plasentasinda yogun gliadin birikimi oldugunu, ekstravilléz
trofoblastlarda apoptozun ve apoptoz gostergesi olan Fas-L ekspresyonun arttigini
bildirilmiglerdir. Transglutaminaz 2, bir ¢ok doku ve hiicre ylizeyinde eksprese
edilen bir enzim olup, plasentada trofoblastlarda, fibroblastlarda ve sinsityotrofoblast
mikrovillus membraninda da bulunmaktadir (128). Colyak hastalarinin serumundaki
anti-tTG antikorlari, plasentanin maternal tarafinda bulunan (sinsitiotrofoblast
mikrovillus membranindaki) transglutaminaz 2 enzimine baglanarak enzimin
fonksiyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (129). Baska bir c¢alismada ise term
plasentadan izole edilen trofoblastlar anti-tTG IgG otoantikorlar1 ile inkiibe
edildiginde, trofoblastlarda apoptoz ve bir apoptoz belirteci olan Anexin-5
ekspresyonunun arttig1, ayn1 zamanda trofoblastlarin uterus duvarina invazyonunun
azaldigr goriilmistiir (130). Ayrica anti-TG2 antikorlarinin, endometrium epitel
hiicrelerine baglanarak yeni damar olusumunu ve damar gelisimini bozdugu
gosterilmistir (131).

Maternal ¢6lyak hastaliginda diyete uyulmadiginda goriilen reprodiiktif sistem
sorunlart yillardir arastirilmaktadir. Son yillarda ise bunun mekanizmas: ilgi
cekmeye baslamistir (128-131). ki binli yillarin ortasindan sonra yapilan yayimlarda
maternal serumdaki anti-tTG antikorlarin, plasenta ve fetiisiin gelisimi igin dnemli
olan trofoblastlara baglanarak, trofoblastlarin fonksiyonunu bozdugunu ve
apoptozuna neden oldugunun gdosterilmesiyle ¢olyak hastaligimin indiikledigi
infertilite, abortus ve IUGR’nin mekanizmasi konusunda yeni bilgiler saglanmistir.
Gebeligin olugmasi ve devamini saglayan kompleks immiinolojik olaylar gz oniine

alindiginda, maternal ¢olyak hastalarinda diyet tedavisine uyulmadiginda goézlenen
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olumsuz etkilerin altinda baska mekanizmalar da olabilecegi fikri dogmustur.
Normal gebeligin devamliligi i¢in Th2 immiin yanitin baskin oldugu bir ortam
gerekli iken, ¢olyak hastasi gebelerin plasentasindan alinan decidua hiicrelerinin
gliadin ile inkiibasyonu sonrasinda, Thl hakimiyetinde immiin yanit gelistigi
gozlenmistir (132). Gerek anti-tTG antikorlarinin plasental hiicrelere baglanarak
fonksiyonlarini inhibe etmesiyle, gerekse de desidual immiin hiicrelerin gliadin
peptidleri ile karsilastiktan sonra fonksiyonlarmin degismesiyle diyete uyumsuz

¢oOlyak hastalarinda gebelikle veya dogacak ¢ocukla ilgili problemler goriilmektedir.

2.3.GEBELiK IMMUNOLOJISI

Gebelik siiresince Once embriyo sonra fetlis hem annenin hem de babanin
antijenlerini tasidig1 i¢in bir semi-allograft olarak kabul edilir. ilk kez 1953 yilinda
semi-allograft olan fetiisiin, anne ve fetiis arasindaki immiinolojik reaksiyonlarin
baskilanmasiyla, annenin fetiisa immiinolojik tolerans gelistirdigi ve bu sekilde
fetlisiin yasamini siirdiirebildigi bildirmistir (133). Prematiire dogum, intrauterine
biiyiime geriligi, spontan diistikler, fetal 6liim, plasental yetersizlik gibi problemlerin
de patogenezinde immiinolojik mekanizmalarin oldugunu savunulmaktadir (133-
135).

Fetiislin annenin immiin sistemi ile iligskisini saglayan fetal doku plasentadir.
Trofoblastlar annenin hiicreleri ile temas eden en dnemli fetal hiicrelerdir ve temas
ettikleri bolgelere gore ii¢ tipe ayrilirlar. Plasenta villusu, sinsityotrofoblastik
hiicreler ve bunlarin altinda uzanan villoz trofoblastlar ile mezenkimal ¢ekirdekten
olusur. Annenin immiin sistemi ile direk temas halinde olan hiicreler
sinsityotrofoblastlardir. Villoz trofoblastlarin olusturdugu fetomaternal bariyer,
maternal hiicreler ile fetal hiicreler arasindaki direk temas1 dnlemektedir Ekstravilloz
trofoblastlar ise maternal tarafta myometrium ve plasenta desiduasina gog¢ eden,
prolifere olan hiicrelerdir. (Sekil 6) (133,134). Desidua ise annenin ve fetal

hiicrelerin temas halinde oldugu plasentanin maternal boliimiidiir.
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Desidua S s
Kapsularis__ =

Sinsityotrofoblast

Desidua
Desidua T= T lenfosit
Kapsilaris B = B lenfosit
M= Makrofaj
LGL= Buyuk granullu
lenfosit

Sekil 6. Materno-fetal arayiiz (134)

Semi-allograft olan fetiis heniiz blastokist implantasyonu sirasinda, annenin
endometriyumuna invaze olurken akut, aseptik inflamatuar bir yanit olusturur.
Implante olan embriyo ise bu yanit: baskilayarak yasamini siirdiiriir. MHC siif I ve
I, patojenleri T lenfositlere sunarak immiin sistemi patojenlere karsi uyaran
biitiinleyici membran glukoproteinleridir. Klasik smif 1 proteinleri CD8" T
lenfositleri tarafindan taninir ve etkilesimleri sonucunda sitolitik etki goriiliir. Klasik
Sinif II molekiilleri ise CD4" T lenfositleri tarafindan taninmas1 sonucunda sitolitik
etkinin yan1 sira CD4" T lenfositlerinin yardime1 T hiicrelerine donmesini saglayarak
TH1 veya TH2 immiin yanitin olusmasina neden olur (136). Fetomaternal
immiintoleransin en 6nemli faktorlerinden bir tanesinin trofoblastlarin klasik smif I
molekiillerinden HLA-A ve HLA-B’yi ve klasik sinif II molekiillerini tagimamasi
oldugu diisiiniilmektedir. Boylece trofoblastlarin annenin immdiin hiicreleri tarafindan
yok edilmesi engellenir. Trofoblastlar klasik sinif I molekiillerinden HLA-C ve
klasik olmayan smif 1b MHC molekiillerinden HLA-E, HLA-F ve HLA-G’yi
eksprese ederler (136,137).
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Fetomaternal immiintoleransin gelismesinde, trofoblastlar {izerinde bulunan
Fas/Fas ligand (FasL), petformin ve B7 proteinleri olarak adlandirilan hiicre yiizey
proteinlerinin de katkist vardir. B7 proteinleri, trofoblastlarda bulunan ve
fetomaternel iligkiyi diizenleyen transmembran proteinlerdir. Fas proteini, aktif T ve
B lenfositleri, NK hiicreleri, monositler ve makrofajlar gibi immiin hiicrelerde
eksprese edilir.  FasL ise, aktif T lenfositleri, sitotrofoblastlar ve
sinsitiotrofoblastlarin yani sira kornea epiteli, géz endotelinde de eksprese edilir.
Fas-FasL etkilesimi, Fas tasiyan hiicrelerin apoptozuna neden olur. Son yillarda
yapilan ¢aligmalar trofoblastlarin yiizeyinde FasL‘nin yaninda Fas eksprese edildigi
saptanmis ve bu sayede myometriuma invazyon yapan trofobalastlarin annenin aktif
lenfositleri tarafindan dldiiriilmesinin engellendigi diistiniilmektedir. TH1 sitokinler
Fas ekspresyonunu ve sensitivitesini arttirirken, TH2 sitokinler Fas’in neden oldugu
apoptozu indiikler. Perforin, uterusda bulunan NK hiicrelerinin hemen hemen

%95¢inde eksprese edilen ve bu hiicrelerin fonksiyonlarini diizenleyen bir proteindir

(137).

2.3.1.Desidual immiin Hiicreler:

Desidua, annenin ve fetal hiicrelerin temas halinde oldugu plasentanin maternal
boliimiidiir. Stroma hiicreleri, uterusun natural killer hiicreleri (uNK), lenfosit,
monosit ve epitel hiicrelerden olusan desidual hiicreler, fetiisun toleransinda ve
trofoblast invazyonunun kontroliinde onemli rol oynar. Immiinhistokimyasal
calismalarda gebeligin erken evrelerinde desiduada bulunan hiicrelerin %30-40’1nin
16kosit oldugu, bunlarin %70’inin CD56""CD16~ NK hiicreleri, %30 unun ise
CD14" makrofaj ve CD3" T lenfositlerinden olustugu saptanmustir (138,139). Birinci
trimesterden sonra desidual  Iokositlerin dagilimi1 hakkinda daha az bilgi
bulunmasina ragmen, genellikle 3. trimesterde uNK hiicrelerinin oraninin azaldigi,

CD3" T lenfositlerinin ise arttig1 kabul edilmektedir (140,141).

2.3.1.1.Uterusun Natural Killer Hiicreleri
Natural Killer hiicrelerinin tiimér immiinitesinde, hiicre i¢i patojenlere karsi konak
savunmasinda, transplante kemik iligi reddinde, spesifik sitokinlere kars1 kazanilmis

immiinite gelismesinde onemli fonksiyonlari bulunmaktadir (139). NK hiicreleri
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CD16 ve CD56 yiizey antijenleri eksprese eder. CD16, NK hiicreleri ile iliskili
antikora bagimli hiicre odliimiinden sorumlu iken, CD56 ise daha c¢ok sitokin
salgilayan hiicrelerde eksprese edilir. Periferik NK hiicrelerinin %90’1 ylizeyinde
CD16 molekiilii eksprese ederken CD56 molekiilii eksprese etmez (CD56*""™*CD16
"), kalan %10"u ise CD56™"™CD16~ “tir. Sitotoksik etkili periferik NK hiicrelerine
gore plasental NK hiicrelerinin sitotoksik etkisi zayif, sitokin salgilama fonksiyonu
yiiksektir ve ilk trimesterde %70’e yakimi CD56""CD16™NK hiicrelerinden olusur
(134,135).

Plasental NK hiicreleri salgiladigi sitokinler ile gebeligin olusmasmna ve
devamina yardimci olur. Graniilosit koloni stimule edici faktér (G-CSF), graniilosit-
makrofaj koloni stimuli edici faktér (GM-CSF), makrofaj koloni stimuli edici faktor
(M-CSF) ve losemi inhibitor faktér (LIF) salgilayarak trofoblastlarin biiyiimesi,
cogalmasi, farklilagmasina ve implantasyonuna yardimci olurlar (133,139,142).
Plasental NK hiicreleri bunun yaninda vaskiiler endothelial bliyiime faktorii (VEGF),
anjiopoetin-2 ve plasental biiyiime faktorii (PIGF) salgilayarak plasentada damar
gelisimine yardimei olur (139). IL-8, interferon indiikleyici protein-10 (IP-10) ile de
trofoblastin uterusa invazyonunu kontrol ederler. (135,137,139).

Plasental NK hiicreleri inhibitor reseptorler tasidiklarindan desiduada bulunan
semi-allojenik non-villoz sitotrofoblastlara karst reaksiyon gelistirmezler. Bu
reseptorler trofoblast lizerindeki MHC Ia ve Ib (HLA-C, HLA-E, HLA-G)
antijenlerine baglanarak plasental NK hiicrelerin hiicre duvarina zarar vermesi inhibe
edilir (133). Trofoblastlar tizerinde MHC 1II ve klasik MHC Ia (HLA-A ve HLA-B)
molekiilleri bulunmadigindan maternal T lenfositleri, APC’leri ve periferik NK

hiicreleri trofoblastlara karsi reaksiyon gelistirmez (133).

2.3.1.2.Lenfositler

Plasentanin desidual tabakasinda bulunan T lenfositler, trofoblastlara (antijen olarak
tanimlanmay1 saglayan MHC II ve MHC la grup yiizey belirtegleri tasimadigindan)
kars1 reaksiyon gelistirmez. Desidual lenfositler TH1 tip veya TH2 tip sitokinleri
salgilayabilir. TH1 sitokinler (IFN-y, IL-2, TNF-a, IL-12, IL-15) gebeligin idamesi
icin tehdit olusturup, trofoblast invazyonunu engelleyerek diisiige neden olurlar.

Ayrica IFN-y ve TNF-a trofoblast apoptozuna neden olarak plasental yetmezlige yol
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acar ve fetiisiin gelisimini etkilenir. TH2 baskin immiin yanit sonucu salinan
sitokinler (IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13) trofoblastlarin proliferasyonunu ve
invazyonunu arttirir (133). Gebelikte fetlisun saglikli gelisimi i¢in uygun olan
tolerans ortami1 baskin TH2 immiin yanita karsilik azalmig TH1 immiin yanitin
sagladig1 ortamdir. Preeklampsi veya tekrarlayan diisiik Oykiisii olan hastalarin
plasentalarinda yapilan incelemeler THI immiin yanitin daha baskin oldugu

gostermistir (143,144).

2.3.1.3.Regiilator T Hiicreleri (Treg)

Desiduada yogun olarak bulunan regiilatér T hiicreleri (CD4'/CD25%), T hiicre
cevabini diizenleyerek fetomaternal immiintoleransin devamini saglar. Caligsmalar
Treg hiicrelerinde eksikligin erken donemlerde spontan abortuslara, tekrarlayan
diisiiklere neden oldugunu gostermektedir (137,145). Treg hiicreler, IL2 iiretimini,
CD4" ve CD8" T hiicre ¢ogalmasini, antijen sunan hiicrelerin fonksiyonunu inhibe

ederek immiinsupresif fonksiyon gosterirler.

2.3.1.4.Monosit ve Makrofajlar

Desiduada bulunan makrofajlar, c¢esitli sitokin ve immiinsupresif prostaglandinler
salgilayarak gebeligin devamina yardimeci olur. Makrofajlar ayrica trofoblat
invazyonunun neden oldugu hafif dereceli inflamasyon sonucunda olusan hiicre

kalintilarin1 da fagositize ederek temizlerler (133).

2.3.2.Trofoblastlarin Maternal immiin Yamttan Korunmasi

MHC smifi antijenler ii¢ grupta siniflandirilir: MHC sinif Ia (HLA-A, HLA-B ve
HLA-C), MHC sinif Ib (HLA-E, HLA-F ve HLA-G), MHC sinif IT (HLA-DP, HLA-
DQ ve HLA DR). Sinif Ta molekiiller ¢ekirdekli hiicrelerde bulunur ve antijenlerin T
lenfositlerine sunulmasinda, NK hiicrelerinin aktivasyonunda rol alir. Siuf II
molekiiller, B lenfositler, antijen sunan hiicreler ve bazi epitel hiicrelerinin yiizeyinde
bulunur ve c¢esitli antijenlerin immiin olarak tanimmasinda rol alir. Simif Ib
molekiillerin ger¢ek fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir, bazi trofoblastik
hiicrelerin yiizeylerinde HLA-G ve HLA-E tasimalari fetiisiin yabanci olarak

algilanmadan tolere edilmesini sagladig: diistiniilmektedir (133).
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2.3.2.1.HLA-G

Non-villoz trofoblast hiicrelerin yiizeyinde bulunan HLA-G’nin fonksiyonu
konusunda ¢esitli varsayimlar ileri siiriilmektedir. Maternal NK hiicreler tizerindeki
inhibitdr reseptorlere baglanarak trofoblast lizisini ve maternal NK hiicrelerin
plasentaya gociinii engelledigi diisiiniilmektedir. HLA-G, T lenfositlerin ¢ogalmasini
baskilayip, T lenfositlerin ve maternal NK hiicrelerin sekresyonunu etkileyerek
gebelik siiresince immiin yanitin TH1’den TH 2’ye kaymasini boylece de gebeligin
devamliligini sagladigi distintilmektedir (135,139,142). Non-villéz trofoblast
hiicrelerin yiizeyinde bulunan HLA-G disinda ¢6ziiniir (soluble) sHLA-G formu da
bulunmaktadir. Maternal kan hiicrelerinde ve amniyotik sivida bulunan sHLA-G,
(supresor) CD8 T lenfositlerin apoptozunu ve (yardimci) CD4 T lenfositlerin
proliferasyonunu engelleyerek immiinsupresif etki yapar, bodylece embriyonun
implantasyonu ve gebeligin devamlilig1 saglanmis olur. Erken donemde diisiikleri
olan gebelerde plazma sHLA-G seviyesi normal gebelerle karsilastirildiginda diisiik
seviyede saptanmast HLA-G’nin gebeligin devamliliginda rol oynadigim

desteklemektedir (133,134,137,146,147).

2.3.2.2.HLA-E
Non-villoz trofoblastlarda eksprese edilen HLA-E’nin, gercek fonksiyonu tam
olarak anlagilmamistir. HLA-G gibi maternal NK hiicrelerini inhibe ettigi

diistintilmektedir (139).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Olgu Secimi

Calismaya toplam 16 gebe alindi, 8 gebe ¢dlyak hastaligi tanili olup, glutensiz
diyet tedavisi alan gebelerdi, kontrol grubuna ise 8 saglikli gebe dahil edildi.
Colyak hastaligt olan gebeler klinik bulgu ve pozitif serolojinin yani sira
endoskopik biyopsi 6rnegi alinarak tani konulmus olgulardan secildi. Kontrol
grubuna alman vakalar ise gebeligi sirasinda komplikasyon gelismemis olan
saglikli gebelerdi. Hasta ve kontrol grubu olarak caligmaya dahil edilen
gebelerden hipertansiyon, karaciger, bobrek veya kalp yetmezligi gibi sistemik
hastalig1 bulunanlar, kronik ila¢ alim Oykiisii ve gebelik sirasinda erken dogum,

prematiire ve/veya IUGR bebek dogum 6ykiisii olanlar ¢alisma dis1 birakilda.

Colyak hastaligi olan gebeler, gebeligin son ayinda diyete uyum agisindan
sorgulandi. Hem ¢6lyak hastaligi olan gebelerden hem de saglikli kontrollerden kan
alinarak, serum IgA ve tTG IgA diizeyleri bakildi béylece hasta grubunun diyete
uyumu degerlendirildi. Sezeryan ve vajinal yol ile yapilmis dogumlarda elde edilen
plasental desidual hiicrelerin immiinolojik yanitlarinin farkli olabilecegine dair
veriler bulundugundan grubumuzu dogum sekli acisindan homojenize etmek
amaciyla tek tip dogum sekli tercih edildi ve sezeryan yolu ile dogum yapmis gebeler
calismaya alindi.

Arastirmaya katilan ¢6lyak hastasi ve saglikli gebelere ¢aligma hakkinda bilgi
verilerek, plasentalarinin incelenmesi i¢in yazili aydinlatilmis onam formu
dolduruldu ve her dogumda plasenta primer arastirmaci tarafindan doguma girilerek
elde edildi. Caligma igin Marmara Universtesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan

Klinik Aragtirma Kurulu’ndan 28.03.2013 tarihinde onay alind1 (Ek-1).
3.2. immiinolojik Degerlendirme
3.2.1. Plasentadan Mononiikleer Hiicre izolasonu ve Kiiltiirii

Term gebeligi (38-40. gestasyon haftasini) komplikasyonsuz olarak tamamlamis
gebelerin plasentalar1 sezeryan dogum sirasinda steril sartlarda alinarak, steril serum

fizyolojik (SF) icine konuldu. Plasentanin anne kanindan ve pihtilardan temizlenmesi
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icin steril SF i¢inde 1 saat bekletildi ve daha sonra SF ile yikandi. Plasenta
dokularinin maternal ylizeyindeki kotilendonlardan steril kosullarda alinan doku
ornekleri SF icinde ezilerek parcalandi. Desiduadan izole edilecek hiicrelerin
apoptozunu ve hiicre yiizey proteinlerinin kaybini dnlemek i¢in enzimatik parcalama
yerine mekanik olarak ezme yontemi kullanildi. SF i¢inde ezilen dokular steril
sartlarda Ficoll (d: 1077, Sigma-Aldrich Inc.) {izerine yayilarak oda 1sisinda 2000
rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda hiicreler gradiyent farkina
gore, en lUstte plazma, orta tabakada mononiikleer hiicreler, en altta ise eritrositler
olacak sekilde ayrildi. Orta tabakada bulunan mononiikleer hiicreler toplanarak PBS
eklendi ve oda 1s1sinda 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santriflij sonrasinda
iistte kalan PBS dokiilerek tiiplin dibine ¢okmiis olan hiicre kismina 1 ml %70 RPMI
1640 medyum (pH=7.3, Sigma-Aldrich Co.), %20 fetal dana serumu (Fetal Calf
Serum: FCS, Sigma-Aldrich Co.), %10 DMSO (dimethyl sulfoxid, Sigma-Aldrich
Co.) igeren soliisyon eklendi. Hiicreler Kkiiltiir yapilana dek sivi azot (-1807)

tankinda muhafaza edildi.

3.2.2. Gliadinin Pepsin ve Tripsin ile Sindirilerek pt-gliadin Hazirlanmasi ve
Hiicre Kiiltiirlerini Uyaracak Doz Tayini
Gliadin (10 mg), 1.6 ml 50 mM Na-acetat buffer iginde eritildi. Karisima pepsin
(0.5mg, P6887;, Sigma-Aldrich) eklenerek ve 37Cde 2 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda karisima 11.8 mg Na2PO4 eklendi, sonra da soliisyonun
PH’sin1 7°ye getirmek igin karisima NaOH eklendi. Daha sonra tripsin (0.5 mg, T-
4799; Sigma-Aldrich) eklenerek 37C ‘de 2 saat daha inkiibe edildi. Karisim >95°C’
nin {izerinde 10 dakika beklenerek reaksiyon tamamlandi. Enzimatik olarak
parcalanmis gliadin (pt-gliadin) -20°C’de saklandi. Enzimatik olarak parcalanmig
gliadin kiiltiirlere 1x10° hiicre/ml’ye 250 pg konsantrasyonunda eklendi (148).
Pt-gliadinin in vitro kosullarda hiicre uyarim icin gereken uygun
konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in, bes saglikli goniilliiniin heparinize vendz
kanindan izole edilen lenfositler kullanildi. izole edilen 1x10° mononiikleer hiicrenin
tizerine 1 ml %10 FCS igeren tam RPMI eklendi. Her ml’de 10° mononiikleer hiicre
bulunan ortama 0.25 mg, 0.5 mg ve 1 mg pt-gliadin eklendi. Spesifik antijenle

uyarimi kontrol etmek ig¢in, nonspesifik bir uyaran olan fitohemaglutinin (PHA,
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Sigma-Aldrich Co.) 10 pg/ml dozunda tek basina ve pt-gliadin ile birlikte hiicre
kiltiirlerine eklendi . Akim sitometrisi ile T lenfosit ve NK hiicrelerinin ylizeyinde
CD69 ekspresyonu antijenik uyartya yanitt degerlendirmek i¢in kullanildi. Bu
amagla hiicre kiiltiirlerinde uyar1 6ncesi ve uyart sonrasi 24., 48. ve 72. saatlerde

CD69 ekspresyonu akim sitometri ile analiz edildi.

3.2.3. Plasental Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii yapilana dek s1vi azot (-180 C) tankinda muhafaza edilen hiicreler, sivi
azot tankidan ¢ikarilarak ¢oziinmeden %10 FCS i¢eren RPMI soliisyonuna katildi ve
iki kez 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda iistte kalan %10
FCS-RPMI kismi dokiildii ve tiipiin dibine ¢okmiis olan hiicre kismin 1x10° hiicre/ml
olacak sekilde %10 FCS igeren RPMI, 2 mM L-glutamine, antibiyotik (100 U/mi
Penisilin, 10 pg/ml streptomisin) iceren karisimda siispansiyone edildi. Izole edilen
hiicreler 250 pg pt-gliadin, 10 ug/ml nonspesifik uyaran olan fitohemaglutinin
(PHA, Sigma-Aldrich Co.) ve 250 pg pt-gliadin ile beraber PHA ile ayr1 ayn
uyarilarak 37 C, %5 CO2’li ortamda 72 saat siiresince kiiltiire alindi. NK hiicre,
CD4" ve CD8" T hiicre populasyonlarinda eksprese edilen yiizey molekiillerinin
incelenmesi amaci 1ile, kiltlirlin 72. saatinde hiicreler toplanarak monoklonal

antikorlar ile isaretleme yapildi.

3.2.4. Plasental Mononiikleer Hiicrelerde Eksprese Edilen Yiizey Molekiillerinin
Analizi

NK, CD4" ve CD8" T hiicre populasyonun fenotipik dagilimlarmin ve
aktivasyonlarinin belirlenmesi igin plasentadan izole edilen mononiikleer hiicreler
kiiltiirtin 72. saatinde floresan isaretli 6 fakli renkte monoklonal antikorla boyandi
(tablo 8). Bu amagla 200 pL 1x10° hiicre/ml hiicre siispansiyonu iizerine
aragtirilacak antikorlar uygun diliisyonda eklenerek karanlikta, oda 1sisinda, kit
icerisinde belirtilen siirede inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi hiicrelere PBS
eklenerek oda 1sisinda 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Daha sonra akim
sitometri cihazi (FACSCanto, Diva yazilimi, Becton & Dickinson Corp.) kullanilarak

ylizey molekiil ekspresyonlar: yiizde olarak saptandi.
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Tablo 8. Hiicre yiizey molekiilii ekspresyonunda kullanilan monoklonal antikorlar

Antikor Ozgiinliigii Fluorokrom Kaynak
anti CD3 T hiicre PerCP Biolegend
anti CD4 Yardimer T hiicre PE-Cy7 BD
anti CD8 Sitotoksik T hiicre APC-Cy7 BD
anti CD16 NK hiicre APC Biolegend
anti CD56 NK hiicre PE Biolegend
anti CD69 Aktivasyon FITC Biolegend

BD: Becton-Dickinson Immunocytometry systems, PerCP: peridinin-chlorophyll proteins, PE:

phycoerithin, APC: allophycocyanin, FITC: fluorescein isothiocyanate

3.2.5. Hiicre Kiiltiiriinde Sitokin Analizi

Plasentadan izole edilen mononiikleer hiicrelerin salgiladiklar1 IL-4, IL-10, IL-15,
IL-17, IFN-y sitokin ve SHLA-G seviyelerinin belirlenmesi i¢in pt-gliadin, PHA ve
pt-gliadin ile birlikte PHA uyarimi sonrasinda alinan hiicre siipernetanlar1 daha sonra

analiz etmek tizere -80 C’de saklanda.

3.2.5.1. IL-4 sitokin Analizi

Calismada IL-4 sitokin seviyesi insan IL-4 ELISA kiti (Boster, Inc. EK0404)
kullanilarak o6l¢iildii.  Antijenle uyarildiktan sonra -80°C’de saklanan Kkiiltiir
stipernetanlar1 oda sicakliginda ¢oziilerek insan IL-4 antikoru ile kapli plaga eklendi
ve 37C’de 90 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda plaklarda kalan
siipernatanlar uzaklastirilarak biyotinlenmis anti-insan IL-4 antikoru kuyulara
eklendi. Yine 37C’de 1 saat inkiibasyon sonrasinda baglanmayan antikorlar PBS ile
yikanip uzaklastirilarak, 30 dakika 37°C’de Avidin-Biotin-Peroxidase Complex
(ABC) calisma soliisyonuyla inkiibe edildi. Daha sonra kuyular PBS ile yikanarak
substrat soliisyonu (TMB) eklendi ve 371C’de, karanlikta 30 dakika bekletildi.
Reaksiyon 2M siilfliriik asit igeren stop soliisyonu ile sonlandirildi. ELISA
okuyucusunda 450 nm dalga boyunda renk degisimleri Olgiildii. Standart egri
cizilerek orneklerin icerdikleri IL-4 sitokin seviyesi pg/ml cinsinden tayin edildi.

Uretici firma tarafindan bu kit i¢in belirtilen en alt dl¢iim diizeyi 1.5 pg/ml idi.

41



3.2.5.2. IL-10 Sitokin Analizi

Calismada IL-10 sitokin seviyesi insan IL-10 ELISA kiti (Boster, Inc. EK0416)
kullanilarak olgtildii.  Antijenle uyarildiktan sonra -80°C’de saklanan Kkiiltiir
stipernetanlari oda sicakliginda ¢oziilerek insan IL-10 antikoru ile kapli plaga eklendi
ve 37C’de 90 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda plaklarda kalan
siipernatanlar uzaklagtirilarak biyotinlenmis anti-insan IL-10 antikoru kuyulara
eklendi. Yine 37°C’de 1 saat inkiibasyon sonrasinda baglanmayan antikorlar PBS ile
yikanip uzaklastirilarak, 30 dakika 37°C’de Avidin-Biotin-Peroxidase Complex
(ABC) ¢alisma soliisyonuyla inkiibe edildi. Daha sonra kuyular PBS ile yikanarak
substrat soliisyonu (TMB) eklendi ve 37C’de, karanlikta 30 dakika bekletildi.
Reaksiyon 2M siilfiiriik asit iceren stop sollisyonu ile sonlandirildi. ELISA
okuyucusunda 450 nm dalga boyunda renk degisimleri Olgiildii. Standart egri
cizilerek orneklerin icerdikleri IL-10 sitokin seviyesi pg/ml cinsinden tayin edildi.

Uretici firma tarafindan bu kit i¢in belirtilen en alt l¢iim diizeyi 0.5 pg/ml idi.

3.2.5.3. IL-15 Sitokin Analizi

Calismada IL-15 sitokin seviyesi insan IL-15 ELISA Kkiti (Biolegend, Inc.
Cat.no0.435104) kullanilarak 6l¢iildii. Diiz tabanli ve 96 kuyulu plaklar kaplama
tampon c¢ozeltisi icerisine uygun oranda IL-15 kaplama antikoru eklenerek 16 saat
+4C’de bekletildi. Bu islem sonrasinda kuyulara I1L-15 blok tamponu eklenerek
oda 1s1sinda, karistirici iizerinde 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda kuyular
yikama soliisyonu (PBS+%0.05 Tween-20, PH7.4) ile yikanarak hazirlandi.
Antijenle uyarildiktan sonra -80C’de saklanan kiiltiir siipernetanlar1 kuyulara
eklenerek oda 1sisinda, karistirict lizerinde 2 saat inkiibe edildi. Yikama isleminden
sonra anti-1L-15 poliklonal antikoru eklenerek 1 saat oda 1sisinda karistirilarak
inkiibe edilip tekrar yikama yapildi. Avidin HRP soliisyonu kuyulara eklendi ve oda
1sinda 30 dakika karigtirilarak inkiibe edildi. Kuyular yikanarak, TMB substrat
solusyonu eklendi.Oda 1sisinda 15 dakika karanlikta karistirilarak inkiibasyon
sonrasinda reaksiyon 1 N HCI ile sonlandirildi. ELISA okuyucusunda 450nm dalga
boyunda optik yogunluklar1 Olgiildii. Standart egri gizilerek Orneklerin igerdikleri
IL-15 sitokin seviyesi pg/ml cinsinden bulundu. Uretici firma tarafindan bu kit icin

belirtilen en alt 6l¢iim diizeyi 4 pg/ml idi.
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3.2.5.4. IL-17 Sitokin Analizi

Calismada IL-17 sitokin seviyesi insan IL-17 ELISA kiti (Boster, Inc. EK0430)
kullanilarak ol¢tildii.  Antijenle uyarildiktan sonra -80°C’de saklanan Kkiiltiir
siipernetanlar1 oda sicakliginda ¢oziilerek insan IL-17 antikoru ile kapl plaga eklendi
ve 37C’de 90 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda plaklarda kalan
slipernatanlar uzaklastirilarak biyotinlenmis anti-insan IL-17 antikoru kuyulara
eklendi. Yine 37°C’de 1 saat inkiibasyon sonrasinda baglanmayan antikorlar PBS ile
yikanip uzaklastirilarak, 30 dakika 37°C’de Avidin-Biotin-Peroxidase Complex
(ABC) calisma soliisyonuyla inkiibe edildi. Daha sonra kuyular PBS ile yikanarak
substrat soliisyonu (TMB) eklendi ve 37C’de, karanlikta 30 dakika bekletildi.
Reaksiyon 2M siilfiiriik asit iceren stop sollisyonu ile sonlandirildi. ELISA
okuyucusunda 450 nm dalga boyunda renk deg§isimleri o6lciildii. Standart egri
cizilerek orneklerin igerdikleri IL-17 sitokin seviyesi pg/ml cinsinden tayin edildi.

Uretici firma tarafindan bu kit i¢in belirtilen en alt 6l¢iim diizeyi 1 pg/ml idi.

3.2.5.5. IFN-y Sitokin Analizi

Calismada IFN-y sitokin seviyesi insan IFN-y ELISA kiti (Boster, Inc. EK0373)
kullanilarak olgtildii.  Antijenle uyarildiktan sonra -80°C’de saklanan Kkiiltiir
stipernetanlar1 oda sicaklifinda c¢oziilerek insan IFN-y antikoru ile kapli plaga
eklendi ve 37°C’de 90 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda plaklarda kalan
siipernatanlar uzaklastirilarak biyotinlenmis anti-insan IFN-y antikoru kuyulara
eklendi. Yine 37°C’de 1 saat inkiibasyon sonrasinda baglanmayan antikorlar PBS ile
yikanip uzaklastirilarak, 30 dakika 37°C’de Avidin-Biotin-Peroxidase Complex
(ABC) c¢alisma soliisyonuyla inkiibe edildi. Daha sonra kuyular PBS ile yikanarak
substrat soliisyonu (TMB) eklendi ve 371C’de, karanlikta 30 dakika bekletildi.
Reaksiyon 2M siilfiiriik asit iceren stop sollisyonu ile sonlandirildi. ELISA
okuyucusunda 450 nm dalga boyunda renk degisimleri Olgiildii. Standart egri
cizilerek orneklerin icerdikleri IL-4 sitokin seviyesi pg/ml cinsinden tayin edildi.

Uretici firma tarafindan bu kit i¢in belirtilen en alt dl¢iim diizeyi 2 pg/ml idi.
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3.2.5.6. sSHLA-G Analizi

Calismada sHLA-G seviyeleri insan HLA-G ELISA Kkiti (Cusabio, Inc. CSB-
E09401h) kullanilarak 6l¢iildii. Antijenle uyarildiktan sonra -80 C’de saklanan kiiltiir
stipernetanlar1 oda sicakliginda ¢oziilerek insan HLA-G antikoru ile kapli plaga
eklendi ve 37°C’de 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda plaklarda kalan
siipernatanlar uzaklastirilarak biyotinlenmis anti-insan HLA-G antikoru kuyulara
eklendi. Bir saat 37<C’de inkiibasyon sonrasinda baglanmayan antikorlar yikama
sollisyonu ile yikanip uzaklastirilarak 1 saat 37°C’de HRP-Avidin soliisyonu ile
inkiibe edildi. Daha sonra kuyular yikanarak TMB substrat solusyonu eklendi ve
37°C’de, karanlikta 30 dakika bekletildi. Reaksiyon 2M siilfiiriik asit i¢eren stop
soliisyonu ile sonlandirildi. ELISA okuyucusunda 450 nm dalga boyunda renk
degisimleri oOlgiildii. Standart egri ¢izilerek 6rneklerin igerdikleri HLA-G seviyesi
ng/ml cinsinden tayin edildi. Uretici firma tarafindan bu kit igin belirtilen en alt

Olctim diizeyi 0.31 ng/ml idi.

3.3. Plasental Dokunun immiinhistokimyasal Degerlendirilmesi

Formalin ile fiske edilmis dokularda, mononiikleer hiicreler iizerindeki CD4, CD8,
CD16, CD56 ve trofoblastlarin ylizeyinde HLA-G immiinekspresyonunu gostermek
amaciyla streptavidin biotin peroksidaz immiinohistokimya boyama yOntemi
uygulandi.

Bu yontemde, parafine gomiilii dokulardan, pozitif sarjli lamlara 3 pm
kalinliginda kesitler alind1 ve 37°C’ de bir gece deparafinize edildi, ardindan {i¢ ayr1
ksilende beser dakika bekletilerek deparafinizasyon tamamlandi. Kesitler iki ayri
%96’lik etanolden 10’ar dakikalik siirelerle gecirildi ve dokudaki endojen peroksidaz
aktivitesi %3’liik hidrojen peroksit (metanolde ¢oziinen) ile 20 dakika boyunca
baskilandi. Distile su ile yikamanin ardindan, maskelenen antijenleri agiga ¢ikarmak
amaciyla mikrodalga firinda 400 W giigte; CD8, CD16, CD56 ve HLA-G boyanacak
kesitlere pH 6 Sitrat tampon ¢ozeltisi, CD4 boyanacak kesitlere ise pH 8 EDTA
¢ozeltisi uygulandi. Oda 1sisinda 20 dakika sogutulan lamlar iki ayr1 fosfat tampon
soliisyonu (PBS) ile 5’er dakika yikandi ve nonspesifik boyanmay1 engellemek icin
dokulara 10 dakikalik protein blokaji (SensiTek HRP Anti-Polyvalent Lab Pack,
ScyTek Laboratories, US) yapildi. Blokajin ardindan 1:50 diliisyon oraninda CD16
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(clone 2H7; NCL-CD16, Novocastra, Leica), 1:100 diliisyon oraninda HLA-G
(4H84, sc-21799, Santa Cruz Biotechnology, Texas, USA) ve kullanima hazir CD4
(RTU-CD4-1F6, Novocastra, Leica), CD8 (RTU-CD8-295, Novocastra, Leica),
CD56 (NCAM) (RTU-CD56-1B6, Novocastra, Leica) antikorlar1 damlatilarak oda
1s1sinda 60 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda kesitler iki ayr1 PBS ile 5’er dakika
yikand1 ve biotinlenmis sekonder antikorda (SensiTek HRP Anti-Polyvalent Lab
Pack, ScyTek Laboratories, US) 10 dakika bekletildi. Yine PBS ile yikamanin
ardindan streptavidin peroksidaz (SensiTek HRP Anti-Polyvalent Lab Pack, ScyTek
Laboratories, US) damlatilarak tekrar 10 dakika inkiibe edildi. Beser dakikalik iki
ayr1 PBS ile yikanan kesitlere 3,3’-diaminobenzidin (DAB) kromojeni damlatildi ve
5 dakikalik inkiibasyon sonunda boyanma kontrol edildi. Distile su ile yikanan
kesitlere Mayer Hematoksilen ile zit boyama yapildi ve etanolden gegirilerek
dehidrate edildi. Uygun kapama maddesi ile kapatilan kesitler 151k mikroskobunda
degerlendirildi.

Isik mikroskobu altinda CD4, CDS8, CD16 ve CD56 antikorlar1 ile boyanan
hiicrelerin degerlendirilmesi igin, biribirini takip eden 10 adet biiyiik biiyiitme
alanindaki boyanan hiicreler sayildi ve bir biiyiik biiylitme alinina diisen hiicre sayisi
belirlendi. Trofoblastlarin HLA-G antikoru ile boyanmasinin degerlendirilmesi igin,
151k mikroskobu altinda tiim alanlar tarandi ve HLA-G antikoru ile boyanan

trofoblastlarin sayis1 ve boyanma yogunluguna gore 4 sinifa ayrildi (149) (tablo 9).

Tablo 9: Trofoblastlarda HLA-G ile boyanma siniflamasi

Boyanma derecesi | Boyanma yogunlugu

0 Boyanma yok

+ Trofoblastlarin <%5’inde boyanma
++ Trofoblastlarin <%350’sinde boyanma
+++ Trofoblastlarin >%50’sinde boyanma
++++ Trofoblastlarin >%95’inde boyanma
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3.4. Istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS (Statistical Package for
Social Sciences) for Windows 14.0 programi kullanilarak yapildi. Frekans, yiizde,
ortalama ve standart sapma gibi tanimlayici istatistiksel metodlarin yani sira nicel
verilerin grup ortalama karsilagtirmasinda hasta ve kontrol grubu karsilastirilirken
Mann-Whitney U testi, hastalar ve kontrol grubu kendi icinde karsilastirilirken
Wilcoxon testi kullanildi. Sonuglar %95’lik giliven araliginda, anlamlilik p<0.05
diizeyinde degerlendirildi.

46



4 BULGULAR

4.1.Hasta ve kontrol grubunun demografik ozellikleri

Colyak hastaligi tanisiyla diyet tedavisi almakta olan 8 gebe, hasta grubunu
olusturmak iizere ¢aligmaya alindi. Gebeligini komplikasyonsuz olarak tamamlamas,
kronik hastalik Oykiisii olmayan 8 gebe ise kontrol grubunu olusturmak iizere
calismaya alindi. Hasta grubunda ¢olyak hastasi olan gebelerin hepsi glutensiz diyete
uyum gosteren hastalardi. Sadece bir gebenin 1. ve 2. trimesterinde diyetine tam
olarak uymadigi 6grenildi. Colyak gebe grubundaki 2 olgunun 2 kez, kontrol
grubundaki 2 olgunun ise 1 kez diisiik dykiisii mevcuttu.

Olgularin hepsinin dogum sirasinda serum anti-tTG IgA antikorlarina ve total
IgA diizeyine bakildi. Hasta grubunda bulunan olgulardan birinin anti-tTG antikoru
normalin iist seviyesinin 2 kat1 yiiksek oldugu saptandi ve bu hastanin gebeliginin ilk
donemlerinde glutensiz diyete uymadigi, son trimesterde ise tam diyet yaptigi
Ogrenildi. Hasta grubunda bulunan diger olgularda ve saglikli kontrollerde anti-tTG
IgA antikoru negatif saptandi.

Hasta grubundaki olgularin yas ortalamasi 33+5.5 yas (25-42 yas), kontrol
grubunda bulunan olgularin yas ortalamasi 29.7+2.3 yas (28-34 yas) idi. Iki grup
arasinda yas ortalamalar1 acisindan anlamli bir fark saptanmadi (p=0.1). Calismaya
alman c¢olyak hastaligt olan gebeler 38.5+0.7 gestasyonel haftada, kontrol
grubundakiler ise benzer sekilde 38.3+0.5 gestasyonel haftada sezeryan yoluyla
dogum yaptilar (p=0.73). Hasta grubunda dogan bebeklerin dogum tartilarinin
ortalamasi 3218.1+374.8 gram (2685-3800 gr), kontrol grubunda ise 3317+£561.6
gram (2700-4395 gr) idi ve iki grup arasinda dogum tarti ortalamasi agisindan
anlamli bir fark saptanmadi (p=0.75).
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4.2 .Plasentanin Immunhistokimyasal Boyama Sonuclar1

Plasentadan alinan doku kesitleri CD4, CDS8, CD16, CD56 ve HLA-G antikorlar ile
boyandi. Desidual l6kositler CD4, CD8, CD16 ve CD56 antikorlar1 ile boyanarak
degerlendirildi. Hasta ve kontrol grubunda desidual 16kositlerin immunhistokimyasal
boyama sonuglar1 Tablo 10’da sunulmustur. Colyak hastalarmin desiduasinda
CD16+ boyanan hiicre sayis1 kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek saptandi
(p=0.007). Desidual Idkositler icerisinde CD4", CD8", CD56" boyanan hiicreler
arasinda ise iki grup arasinda fark saptanmadi (p>0.05) (sekil 7).

Tablo 10: Desidual 16kositlerin immiinhistokimyasal boyanmasi

3.7+4.4 0.9+0.4 0.38
3.2+4.3 6.8+£2.8 0.13
11.7£7.5 2+0.6 0.007
0.1+0.4 0.8+1.4 0.16

* Biiyiik biiylitme alanindaki hiicre sayisi
Fx% Mann Whitney U test

Hiicre sayis1
16 -

P=0.007
12
8
4 - B Hasta
OKontrol
O ]
CD4 CD8 CD16 CD56

Sekil 7: Desidual 16kositlerin immiinhistokimyasal boyama sonuglar1

Desiduada ve koryon villuslarda bulunan trofoblastlarin HLA-G ekspresyonunun
degerlendirilmesi i¢in plasenta kesitleri HLA-G antikoru ile boyandi. Desidua ve
koryon villus trofoblastlarinda HLA-G ekspresyonu acisindan iki grup arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (tablo 11) (p>0.05).
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Tablo 11: Desidua ve koryon villuslarda trofoblastlarin HLA-G ekspresyonu

I e
eksres onu* n=8 n=8
trofoblastlarn

2.140.3 1.5+0.5 0.06
trofoblastlar1

* HLA-G ekspresyonu yogunluk derecesi
Fx% Mann Whitney U test

4.3.Plasentadan izole edilen lenfositlerin subgrup analizi

Hasta ve saglikli kontrol grubundan izole edilen mononiikleer hiicrelerin, yiizeyinde
eksprese edilen CD3, CD4, CD8, CD16 ve CD56 belirtegleri akim sitometri cihazi
ile bakilarak T, NK ve NK-T hiicre subgruplar1 yiizde olarak belirlendi. Iki grup
arasinda T hiicreleri alt gruplari, NK ve NK-T hiicre yiizdeleri agisindan istatistiksel

olarak anlaml bir fark saptanmadi (p>0.05) (Tablo 12).

Tablo 12: Plasentadan izole edilen lenfosit alt gruplarinin hasta ve kontrol
gruplarina gore dagilimi

Lenfosit subgrubu | Hasta grubu (n=8) | Kontrol grubu (n=8) Fx2
(%)
CD3 T lenfosit 28.8+17.2 39.1422.2 p=0.32
CDA4 T lenfosit 14.548.7 13.2+10.2 P=0.72
CDS8 T lenfosit 7.4+4.2 10.5+£7.8 P=0.50
31.1+7.3 25.1£12.9 P=0.23
NK-T hiicre 13.2+8.4 17.8+11.1 P=0.50

Fx*:Mann Whitney U
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4.4 Plasentadan izole edilen mononiikleer hiicrelerin antijenik uyariya cevabi
(CD69 yiizey aktivasyon belirteci)

Hasta ve saglikli kontrol olgularindan izole edilen mononiikleer hiicreler 250 pg pt-
gliadin, 10 pg/ml PHA, pt-gliadin + PHA ile uyarildi ve 72 saat sonunda CD3" T
hiicre, NK hiicre ve NK-T hiicre populasyonlarinda aktivasyon molekiilii olarak
eksprese edilen CD69 yiizey belirteci akim sitometri cihazi ile 6l¢iildii. Kontrol
grubunda CD3" T hiicrelerin CD69 aktivasyon belirteci, pt-gliadin + PHA uyarmm
sonrasinda hasta grubuna gore istatistiksel olarak anlamli arttig1 izlendi (p=0.038)
(sekil 8) ancak CD3" T hiicrelerin gliadin veya PHA uyarini sonrasinda CD69
yilizey belirteci ekspresyonu agisinda iki grup arasinda istatistiksel  bir fark

saptanmadi (Tablo 13).

Tablo 13: CD3" Tlenfositlerin uyarim sonras1 CD69 ekspresyonu

387.8+93.6 440.7+177.3 0.64
588+434.7 851+£568.6 0.32
404+120.3 601.6+245.9 0.13
383.3+38.6 632.3+250.2 0.03

Fx2: Man Whitney U test
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Sekil 8: T lenfositlerin uyarim sonrasinda CD69 ekspresyonu

NK (tablo 14) ve NK-T (tablo 15) hiicrelerinin uyarimi sonrasinda hasta ve
kontrol gruplar1 arasinda CD69 yiizey molekiilii ekspresyonu agisindan anlamli bir
fark saptanmadi (p>0.05).

Tablo 14: NK hiicrelerin uyarim sonrast CD69 ekspresyonu

NK hiicrelerin Hasta grubu Kontrol grubu Fx
uyarimi MEFI MEFI
US (uyarimsiz) 318.8+£78.3 281.6+157.8 0.38

PHA 312.1+108.7 325.8+182.9 1

497+184.8 583.3+230.9 0.27
Gliadin+PHA 43424715 519.6+195.9 0.19

Fx2: Man Whitney U test

Tablo 15: NK-T hiicrelerin uyarim sonras1 CD69 ekspresyonu

NK-T hiicrelerin Hasta grubu Kontrol grubu Fx
uyarmmi (MEI) (MFI)

US (uyarimsiz) 337.1+£103.7 402.7£159.6 0.44
526.7£394.3 725.7+413.9 0.08
358.1+41.4 620.7+267.6 0.06

Gliadin+PHA 372.8+£33.4 628.6+£242.5 0.06

Fx2: Man Whitney U test
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Hasta grubunda uyarim sonrasinda CD3" T lenfositleri ve NK-T hiicrelerinin
CD69 ekspresyonunda anlamli bir artis saptanmadi (p>0.05). NK hiicrelerinin
uyarimi sonrasinda ise CD69 ekspresyonunda anlamli bir artis izlendi (p<0.05). pt-
gliadin ile uyarim sonrasinda NK hiicrelerin CD69 ekspresyonu, NK-T hiicrelerine
gore anlamli derecede arttigi goriilmektedir (p=0.03) (sekil 9). Kontrol grubunda
plasental CD3" T hiicre, NK ve NK-T hiicrelerin pt-gliadin, pt-gliadin+PHA uyarimi
sonrasinda ii¢ hiicre grubunda da CD69 ekspresyonunda istatistiksel olarak anlaml

bir artis izlenmistir (sekil 10).

MFI
800 -

700 - P=0.03
=600 -

[
500
(D)
|-

ks

|us
OGLD
100 OGLD+PHA

CD 69
N

CD3+ NKT NK

Sekil 9: Hasta grubunda CD3", NK ve NK-T hiicrelerin CD69 ekspresyonu

MFI

800 1

700

600
=
5500
>
400
o
[%2]
%300 1

mus

B200 OGLD
o
(100 A OGLD+PHA

CD3+ NK-T NK

Sekil 10: Kontrol grubunda CD3", NK ve NK-T hiicrelerin CD69 ekspresyonu
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4.5.Plasentadan izole edilen mononiikleer hiicre kiiltiiriinde salgilanan sitokin
diizeyleri

Plasentadan izole edilen mononiikleer hiicreler pt-gliadin, PHA, pt-gliadin+PHA ile
uyarildiktan sonra salgiladiklari IL-4, IL-10, IL-15, IL-17, IFN-y sitokin ve sHLA-G
seviyeleri kiiltiir siipernetanlarindan ELISA yontemi ile o6lgiildi. Kiltiir
siipernetanlarindan salinan sitokin seviyeleri tablo 16’da sunulmustur. Hasta ve
kontrol grubu arasinda IL-4, IL-17 ve SHLA-G salinimi ag¢isindan istatistiksel olarak
anlaml bir fark saptanmadi (p>0.05). Hasta grubunda pt-gliadin ve pt-giadin+PHA
ile uyarildiktan sonra salinan IL-10 seviyesinde kontrol grubuna goére anlamli bir
art1s saptand1 (p=0.02 ve p=0.03). Yine hasta grubunda gliadin ile uyarimi sonrasinda
salinan IL-15 ve IFN-y seviyelerinde kontrol grubuna goére istatistiksel olarak

anlamli bir artig saptandi (p=0.01 ve p=0.01) (sekil 11).

Tablo 16: Kiiltiir siipernetanlarinda salgilanan sitokin seviyeleri

6.4+12.1 0.0 044 9.2+194 0.0 0.44
12.8+11.1 4.9+£5.8 0.02 12.6+x124 5.3+7.2 0.03
7.6£5.7 3.6+2.7 0.01 7.4+6.7 4.5£5.1 0.23
42.1£36.2 19.5¢18.5 0.13 41.7+50.5 24.9+31 0.19
15.2+11.4  7.24£5.5 0.01 14.8¢13.5 9+10.2 0.23
0.0 0.0 1 0.0 0.0 1

Fx2: Man Whitney U test
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Sekil 11: Hasta ve kontrol grubunda uyarim sonrasi salinan IL-10, IL-15
ve IFN-y diizeyleri

5. TARTISMA

(Colyak hastalig1 toplumun %1 ini etkileyen kronik otoimmiin bir hastaliktir

(13). Hastalik glutenli gidalar1 almaya basladiktan sonra, erken g¢ocukluk
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doneminden eriskin yasa kadar degisik zaman dilimlerinde ortaya cikabilmektedir.
Colyak hastalifi semptomatik (aktif), sessiz ve latent olmak iizere 3 klinik tipe
ayrilir. Son yillarda semptomatik ¢olyak hastalarina gére daha yiiksek oranda, sessiz
ve latent ¢olyak hastaligi olarak siniflandirilan asemptomatik hastalarin oldugu ve
asemptomatik hastalarin semptomatik olanlara goére 7 kat fazla oldugu
bildirilmektedir (15). Semptomatik olan hastalar gastrointestinal sistem bulgularinin
goriildiigii klasik bir tablo veya gastrointestinal sistem dis1 bulgularin 6n planda
oldugu atipik bir tablo ile kargimiza gelebilir.

Gastrointestinal sistemde gliadine karsi gelisen immiinolojik reaksiyonlar
sonucunda istahsizlik, kronik ishal, kusma, karin agrisi, abdominal distansiyon,
biiyime geriligi gibi klasik klinik bulgular ortaya cikmaktadir. Yeni tani alan
cocukluk cagindaki ¢dlyak hastalarinin %50°si, erigkin hastalarin 2/3’i tedaviye
direngli demir eksikligi anemisi, izole boy kisaligi, sebebi agiklamayan transaminaz
yuksekligi, kronik hepatit, osteopeni, spontan kemik kiriklari, jinekolojik sorunlar,
norolojik ve psikiatrik bozukluklar gibi gastrointestinal sistem dist bulgularla belirti
vermektedir (5). Son yillarda ¢6lyak hastaliginin gastrointestinal sistem dis1 bulgulart
ve bunlarin mekanizmasina yonelik calismalar literatiirde yer almaya baslamistir
(127,129-132). Gastrointestinal sistem dis1 bulgulardan biri olan reprodiiktif sistem
tizerine etkilere yonelik 1970’li yillardan bu yana yapilan epidemiyolojik ve klinik
caligmalarda, diyetine uymayan hastalarda gecikmis menars, amenore, erken
menapoz, infertilite, tekrarlayan diisiikler, hamilelikle ilgili problemlerin goriildigi
bildirilmistir (6,7,107).

Reprodiiktif donemde goriilen problemlerin  mekanizmasina ydnelik
caligmalar ise daha ¢ok 2000’li yillarin ortasindan itibaren yayinlanmaya baglamstir.
Diyetine uymayan ¢Olyak hastasi gebelerin plasentalarinda yogun gliadin birikimi
oldugu, yine bu gebelerde diyetine uyan c¢olyak hastasi ve saglikli gebelere gore
trofoblastlarda bir apoptoz gostergesi olan Fas-L ekspresyonunun yiiksek, bu
gebelerden dogan bebeklerin agirliklarinin ise diisiik oldugu saptanmistir (127).
Fetusun gelisimi i¢cin gerekli olan hormonlar1 ve protein yapisindaki molekiilleri
sentezleyen plasentanin uterus duvarma tutunmasini saglayan trofoblastlarin,

gliadinin olusturdugu inflamatuar ortamda apoptoza ugramasi saglikli bir gebeligin
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devamliligina engel olabilecegi gibi prematiire, IUGR veya diisiik agirlikli bebek
dogumu gibi problemler de yol agabilir.

Tedaviye uyumsuz ¢olyak hastalarinin serumlarindan elde edilen anti-tTG
antikorlar1 saglikli gebe plasentalar1 ile inkiibe edildiginde, bu antikorlarin
plasentanin  maternal  yiizeyinde  bulunan  (sinsitiotrofoblast — mikrovillus
membranindaki) transglutaminaz 2 enzimine baglanarak fonksiyonunu inhibe ettigi,
trofoblastlarda bir apoptoz belirteci olan annexin-5 ekspresyonunun arttigi ve
trofoblastlarin uterus duvarina invazyonunun azaldigi gésterilmistir (129,130). Yine
anti-tTG antikorlarinin endometrium epitel hiicrelerine baglanarak yeni damar
olusumunu ve damar gelisimini bozdugu gosterilmistir (131). Transglutaminaz-2
bircok doku ve hiicre yiizeyinde eksprese edilen bir enzim olup, plasentada
trofoblastlarda, fibroblastlarda ve sinsityotrofoblast mikrovillis membraninda da
bulunmaktadir (128). Proteinlerin birbirlerine baglanmasini katalize ederek hiicre
farklilasmas1 ve bliylimesi, doku tamiri, graniilasyon dokusu olusumu, anjiogenez
gibi bircok Onemli reaksiyonda islevi olan bu enzimin inhibisyonu ile hiicre
cogalmasi, adhezyonu, go¢ ve invazyonu etkilenerek plasentanin tam olarak
fonksiyonunu yerine getirememesine neden olur (129). Plasentanin gelisebilmesi ve
fonksiyonu igin ekstravilloz trofoblastlarin maternal desidua tabakasina invazyonu ve
damarsal yapilarinin gelismesi gereklidir. Colyak hastalarmin serumlarinda bulunan
anti-tTG antikorlarinin transglutaminaz-2 enzimini inhibe edip, trofoblastik aktiviteyi
bozarak veya trofoblast apoptozuna neden olarak gebeligin erken dénemlerinde fetal
kayiba, ilerleyen donemlerinde ise prematiire, [IUGR veya diisiikk agirlikli bebek
dogumu gibi problemlere yol agtig1 diisiiniilmektedir (129,130). Tiim bu veriler,
diyet tedavisine uyumsuz ¢6lyak hastalarinda hamilelik ve yenidoganla ilgili olup
sadece malniitrisyon ile ac¢iklanamayacak problemlerin, plasentada gliadine bagl
olarak olusan immiinolojik hasara bagl olarak gelistigini gostermektedir.

Desidua, maternal ve fetal hiicrelerin temas halinde oldugu plasentanin
maternal bolimudiir. Fetal toleransta ve trofoblastik invazyonunun kontroliinde
stromal hiicreler, uterusun natural killer hiicreleri (uNK), lenfosit, monosit ve epitel
hiicrelerden olusan desidual hiicreler 6nemli rol oynarlar. Desiduada bulunan T
lenfositleri ve NK hiicreleri antijenik uyar1 sonrasinda Thl veya Th2 sitokinleri

salgilar. Gebeligin olugmasi ve devami igin fetusun semiallograft olarak kabul
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edilmesini saglayacak Th2 immiin yanitin baskin oldugu bir ortama ihtiya¢ vardir.
Silano ve ark. (132), diyet tedavisine uyumlu gebe ¢olyak hastalarinin plasentasindan
elde ettikleri decidua hiicrelerini gliadin ile inkiibe ettiklerinde Th1 baskin bir immiin
yanit gelistigini gozlemislerdir. Colyak hastalarinda gliadinin gebelik i¢in zararli Thl
immiin yaniti uyarmasi, diyet tedavisine uymayan gebe ¢olyak hastalarinda goriilen
problemlerin immiinolojik temelini destekler niteliktedir.

Calismamizda ¢olyak hastasi gebeler glutensiz diyet tedavisine uyan ve
serolojik olarak da diyet uyumlar1 teyid edilmis hastalardi ve timi 38-40.
gestasyonel haftada komplikasyonsuz olarak dogum yaptilar. Bebeklerin dogum
tartis1 kontrol grubundaki bebeklerden farkli degildi. Dogum seklinin desidual
16kosit dagiliminda 6zellikle NK hiicre ve T hiicre alt gruplarinda degisiklige neden
oldugu gosterilmistir (150). Calismamizda desidual hiicre dagiliminda dogum
yonteminden kaynaklanacak farkliliklarin olmamasi i¢in ¢aligma grubundaki hasta ve
saglikli gebelerin ayn1 yontemle dogum yapmis olmasina dikkat edildi.

Saglikli bir gebelikte, implantasyondan itibaren ikinci trimestera degin
desidual 18kositlerin %70’ini CD56™™CD16~ NK hiicreleri, kalanimi ise CD14"
makrofajlar ve CD3" T lenfositleri olusturur (138). Bu hiicre dagilimi son trimesterde
degisiklige ugrar ve CD56" NK hiicrelerin sayis1 azalirken, CD3" T lenfositlerin
sayis1 artarak desidual immiin hiicrelerin ¢ogunlugunu olusturur (151). Gebeligi
sirasinda preeklampsi ve hipertansiyon gibi problemleri olup, fetal biiylime geriligi
olan bebek doguran annelerin plasentalarinda yapilan ¢alismalar, desiduadaki CD3*
T lenfositleri, CD19" B lenfositleri, CD14" makrofajlar ve CD56" NK hiicre
sayillarinin  azaldigini, CD16" NK hiicrelerinin ise arttigini  gdstermektedir
(143,152,153). Bunun plasentaya lokosit infiltrasyonun azalmasi veya desiduadaki
16kosit kompozisyonun bozulmasindan kaynaklanabilecegi ileri stiriilmiistiir (152).
Desiduada bulunan lokosit dagilimindaki bu farkliliklarin lokal sitokin ve vazoaktif
mediatdrlerin - salimimin1 ~ degistirerek, plasental vaskiiler yapiyr bozdugu,
vazokonstriiksiyona yol a¢tig1 diistinlilmektedir (152). Tiim bu siire¢ sonugta erken
dogum, diisiik agirlikli veya fetal biiylime geriligi olan bebek dogumu gibi
problemlere zemin hazirlamaktadir.

Calismamizda c¢olyak ve kontrol gebe plasentalarinda, desiduadaki T

lenfositler ve NK hiicreleri akim sitometrisi ile degerlendirildiginde, hiicre dagilimi
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acisindan hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel bir fark saptanmadi. Ancak
CD16'CD56" NK hiicreleri hasta grubunda kontrol grubuna gore daha yiiksek
oranda, CD3'T, CD8'T lenfositleri ve CD3"CD16"CD56" NK-T hiicreleri ise daha
diisiik oranda saptandi. Calismamizda ¢Olyak hastalarindaki desidual lenfosit
dagilimi agisindan saptanan (istatistige yansimayan) bu farkliliklar, diger sorunlu
gebeliklerde Ornegin precklampsi veya fetal biiyiime geriligi olan gebelerin
plasentasinda gosterildigi gibi desidual 16kosit kompozisyonunun bozulmasina
sekonder olarak gelistigi diisliniildii. Bu degisikligin istatistige yansimama nedeni ise
calismaya alian ¢olyakli gebelerin tiimiiniin en az 5 yildir siki bir glutensiz diyet
tedavisi uygulayan hastalardan olusmasi ve bu nedenle hastalarin glutene maruz
kalmamalariyla agiklanabilir. Grubumuzda diyetine uymayan ¢dlyakli gebe
bulunmadigindan yogun gluten maruziyetinin plasental hiicre dagilimi iizerine etkisi
konusunda ise yorum yapmak miimkiin degildir.

ilk trimesterde desidual 16kositlerin %70’ini CD56°""CD16™ NK hiicreleri
olusturur. Bu hiicrelerin sitotoksik etkisi digiiktiir ve salgiladiklart sitokinler ile
gebeligin olusmasina ve devamina yardimci olurlar. Daha sitotoksik etkisi olan
CD56%™CD16" NK hiicreler ilk trimesterde cok diisiik orandayken, son trimesterde
bunlarin oranmi artar (152). Desidual NK hiicrelerinin, feto-maternal alanda Th1/Th2
immiin yanit dengesinin korunmasinda oénemli fonksiyonlart bulunmaktadir (139).
Sitotoksik etkili NK hiicreleri, plasentada enfekte hiicreleri yok ederek, plasentay1
asir1 16kosit cevabindan korur. Diger taraftan plasentadaki CD16" NK hiicre sayis1 ve
aktivitesinin artmasiyla immiinolojik denge bozularak saglikli gebelik ve fetal
gelisim i¢cin olumsuz bir ortam olusur. Tekrarlayan diisiikleri olan hastalarda ve
preeklamptik gebelerin, gerek periferik kaninda gerekse 3. trimester desidua
orneklerinde yapilan incelemeler, klasik sitotoksik NK hiicre (CD16") sayisinin
arttigim gostermektedir (153-155). Desiduada CD56°"9"CD16™ NK hiicreleri ile
sitotoksik CD16" NK hiicreleri arasindaki dengenin bozulmasi sonucunda degisen
sitokin profili, damar gelisimi ve trofoblast invazyonunun yan1 sira normal gebelikte
hakim olan Th2 immiin yanit1 da olumsuz yonde etkileyerek, saglikli gebelik i¢in
gereken ortam bozulur. Calismamizda desidual I6kositleri immiinhistokimyasal
boyama ile degerlendirdigimizde, sitotoksik CD16" NK hiicrelerinin ¢dlyak hasta

plasentasinda kontrol grubuna gore anlamli derecede arttigi saptannustir. CD4",
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CD8" lenfosit ve CD56" NK hiicreleri agisindan iki grup arasinda bir fark
saptanmadi. Hipertansiyon veya preeklampsi gibi gebeligi tehdit eden patolojik
durumlarda artan CD16" NK hiicreleri, calismamizda literatiirde daha once hig
calismamis olan ¢Olyakli gebelerde arastirildi. Literatiirde ilk kez ¢6lyakli gebelerde
sik1 glutensiz diyet tedavisine ragmen, plasental hiicre kompozisyonunun saglikli
gebelerden farkli oldugu gésterildi ve gebelik igin zararli etkileri olabilen CD16" NK
hiicre oraninin ¢olyakli gebe plasentasinda saglikli gebelere gore daha yiiksek oranda
bulundugu yine ¢alismamizda ilk kez ortaya konuldu.

Calismamizda plasental hiicre kompozisyonunu degerlendirmede akim
sitometresi ve immiinhistokimyasal boyama yontemi bir arada kullanildi. Iki
yontemin uygulama farkliliklar1 ve teknik avantajlar1 ya da dezavantajlar1 olmakla
beraber, bu sekilde plasental hiicre kompozisyonu hakkinda daha saglikli veri elde
edilebilecegi diisiiniildii. Akim sitometresi ile yapilan degerlendirmede, plasentanin
desidual tabakasindan izole edilen hiicreler gebenin periferik kani1 veya kordon kani
ile kontamine olma ihtimali olabileceginden, ¢aligmamizda kontaminasyonu en aza
indirebilmek icin, hiicre izolasyonundan Once plasenta dikkatli bir yikama
isleminden gecirildi. Immiinhistokimyasal inceleme ise dokuda bulunan hiicre
kompozisyonunu boyama 0&zelliklerine dayanarak gosteren bir yontemdir.
Calismanmizda, immiinhistokimyasal degerlendirmede CD16" NK hiicre sayilar,
¢Olyak hastalarinda kontrol grubuna gore anlamli derecede yliksek saptandi ve bu
sonu¢ akim sitometresiyle yapilan incelemede de CD16" NK hiicrelerinin hasta
plasentasinda daha yiiksek oranda bulundugunu gosterdi.

Hiicre kiiltiirleri nonspesifik ve spesifik antijenle uyarilarak, lenfosit
aktivasyonunu gosteren CD69 yiizey belirtecinin ekspresyonu akim sitometresi ile
degerlendirildiginde, pt-gliadin-PHA ile uyar karsisinda kontrol grubuna ait CD3" T
lenfositlerin ylizeyinde CD69 ekspresyonundaki artisin ¢dlyak hastalarina gore
anlamli oranda yiiksek oldugu saptandi. Célyakl hastalardan izole edilen CD3" T
lenfositler nonspesifik antijen ile uyarildiginda cevap alinirken, gliadin ile uyariya
cevap alinamadi. Ayni hiicre kiiltiirleri gliadin ve nonspesifik antijen kombinasyonu
ile uyarildiginda cevap alinamamasi, ¢lyakli hasta plasentasindan izole edilen CD3"
T lenfositlerde gliadine spesifik bir duyarsizlik oldugunu diisiindiirdii. Bu kronik

enfeksiyonlarda goriilen T hiicre tiikkenmisligi ile aciklanabilir. Kronik
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enfeksiyonlarda oldugu gibi bazi spesifik antijenlere uzun siire maruz kalan T
hiicreleri fonksiyonlarinit progresif olarak kaybettigi bildirilmektedir (156,157). T
lenfositlerin tilkenmisligi olarak adlandirilan bu durumda, T hiicreleri kronik olarak
maruz kaldig1 spesifik antijene yeterli immiin cevap veremediginde enfeksiyon veya
inflamasyon kontrol altina alinamayabilir (156,158).

Colyak hastalarinda plasentadan izole edilen hiicreler uyarildiginda CD3" T
lenfositleri ve NK-T hiicreleri aktive olmazken, NK hiicreleri hem sayisal olarak
anlamli bir artis gdsterdi hem de CD3" T ve NK-T hiicrelerine gére NK hiicreleri
daha ¢ok aktive oldular. Colyak hastaliginda gliadine karsi bagirsak epitelinde
gelisen immiinolojik reaksiyonlarda, CD4" ve sitotoksik T lenfositlerin nemli rolii
vardir. Buna karsilik gebeligin olugmasi ve devami i¢in dnemli olan NK hiicrelerinin,
plasentada gliadine karsi gelisen immiinolojik reaksiyonda da, T lenfositlere gore
daha etkin rolii oldugunu gostermektedir (4,37,133,134).

Gebelikte fetusun saglikli gelisimi i¢in uygun olan tolerans ortami baskin Th2
ve azalmig Thl immiin yanit ile saglanabilir. Thl immiin yanit sonucu salinan
sitokinler trofoblast apoptozuna neden olarak plasental yetmezlige, trofoblast
invazyonunu engelleyerek diisiige neden olabilecegi gibi dolayli olarak da saglikli
fetal gelisim i¢in uygun olmayan bir ortam olusturur. Th2 sitokinler ise
trofoblastlarin  proliferasyonunu ve invazyonunu arttirarak maternal endokrin
fonksiyonlar1 diizenler (143,144,159). Preeklampsisi olan gebe plasentalarinda
yapilan caligmalar, gebelik ve fetus i¢in risk olusturan IFN-y’nin (Thl sitokini) daha
fazla, IL-6 ve IL-10 gibi Th2 sitokinlerin ise saglikli kontrollere gére daha az
salgilandigin1 gostermektedir. (143,153). Calisgmamizda gliadinle uyarim sonrasinda
desidual l6kosit kiiltiirlerinde IFN-y, IL-15 ve IL-10 sitokinleri ¢6lyak hastalarinda
kontrol grubuna gore anlamli olarak fazla salgilandig saptandi. Gebeligin devami ve
fetal gelisim i¢in zararli Thl sitokini olan IFN-y, aktive T lenfositlerden ve desidual
NK hiicrelerinden salinir. Hem NK hiicrelerin hem de T lenfositlerin maturasyonu ve
stimiilasyonunu saglayan IL-15, plasenta dahil bir ¢ok doku ve immiin hiicre
tarafindan salgilanan bir sitokindir (160). Calismamizda desiduadan izole edilen
16kositlerin gliadin ile stimulasyonu sonucu, IFN-y ve IL-15"in kontrol grubuna gore
colyakli gebelerde artmasi literatiirle uyumlu olarak ¢olyakli gebe plasentasinda

artmig Thl immiin yanit1 gostermektedir.
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T, B lenfositleri, NK hiicreleri, fagositik ve dendritik hiicrelerden salinan IL-
10, hem Thl hem de Th2 fonksiyonu gosteren bir sitokindir. IL-10’nun NK
hiicreleri, T lenfositleri, dendritik ve fagositik hiicrelerin fonksiyonunu baskilama,
antijen sunan hiicrelerin antijen sunumunu engelleme gibi immiinsupresif etkilerinin
yaninda, sitotoksik T lenfositlerinin olgunlasmasi, B hiicre aktivasyonu, fagositik ve
dendritik hiicrelerde T lenfosit reseptorlerinin aktivasyonu gibi immiinstimiilan
etkileri de bulunmaktadir (161). Romatoid artriti ve ge¢ikmis tipte inek siitli alerjisi
olan hastalarin duodenumundan izole edilen lenfositlerden, IL-10 saliniminin arttig1
ve bunun mukozal inflamasyonun bir gostergesi oldugu bildirilmistir (162,163).
Colyak plasentasindan izole edilen hiicreler gliadinle uyarildiginda Th1 sitokinlerinin
(IFN-y ve IL-15) artmasmin yani sira IL-10 salinimindaki artis, ¢olyakli gebe
plasentasinda gliadinin Th1 immiin yanit1 baskin hale getirdigini destekler yondedir.

Th2 sitokini olan IL-4, NK hiicre aktivitesini kontrol ederek, NK hiicrelerinin
trofoblast hasarini1 engeller (159). Preeklampsisi, hipertansiyonu olan gebe plasenta
calismalarinda, IL-4 salinimi agisindan saglikli kontrol plasentalar1 ile arada fark
olmadigi bildirilmistir (153). Caligmamizda literatiirle uyumlu sekilde, IL-4 salinimi
acisindan ¢olyak ve saglikli gebe plasentalari arasinda fark saptanmada.

T lenfositleri, monosit, notrofil ve mast hiicrelerinden salgilanan IL-17’nin,
trofoblast invazyonu ve plasental sitokin salgist iizerinden gebelik i¢in diizenleyici
roliiniin yani sira proinflamatuar zararl etkileri de vardir (164). Preeklampsi ve erken
dogum eylemi olan gebelerin, periferik kan ve plasentalarinda IL-17nin saglikli
kontrollere gére daha fazla salgilandigt ve bunun plasentada inflamasyonun bir
gostergesi oldugu bildirilmistir (165,166). Calismamizda IL-17 salinimi agisindan
gruplar arasinda fark saptanmadi. Bunun nedeni, calisma grubundaki c¢olyakli
gebelerin diyet tedavisine uymalari1 nedeniyle, yeterli gluten maruziyetinin olmamasi
sonucu T lenfositlerin Th17 lenfositlere doniismesini saglayacak inflamatuar ortamin
olmamasiyla agiklanabilir. Calismamizda diyetine uymayan veya diyet tedavisi
yapmayan ¢Olyakli gebe bulunmadigindan bu konuda yorum yapmak miimkiin
degildir.

Gebelik siiresince Th2 immiin yanitin idamesini saglayan, CD56" NK
hiicreleri ve trofoblastlarda HLA-G ekspresyonu gibi faktorler bulunmaktadir. Non-
villoz trofoblast hiicrelerin yilizeyinde bulunan HLA-G, T lenfositler ve maternal NK
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hiicrelerden sitokin salinimini etkileyerek, gebelikte baskin Th2 immiin yanitin
korunmasina yardimci olur. Non-villoz trofoblast hiicre yilizeyinde HLA-G
ekspresyonu, T lenfosit proliferasyonunu baskilayip, trofoblast lizisini, NK
hiicrelerin plasentaya migrasyonunu engelledigi diisiiniilmektedir (135,139,142).
Non-villoz trofoblast hiicrelerin yiizeyinde bulunan HLA-G’nin yani sira, maternal
kan hiicrelerinde ve amniyon sivisinda ¢oziiniir (soluble) sHLA-G formu da
bulunmaktadir (134). sHLA-G, CD8" T lenfosit apoptozunu ve CD4" T lenfosit
proliferasyonunu engelleyerek embriyonun rejeksiyonunu onleyecek immiinsupresif
bir ortam sagladig1 ve boylece gebeligin saglikli bir sekilde devam etmesine katkida
bulundugu diisiiniilmektedir (133,134,137). Tekrarlayan diisiik veya preeklampsili
gebe plasentasinda, trofoblastlarda HLA-G ekspresyonunu saglikli kontrollerle
karsilastiran  galismalardaki sonuglar tartismalidir (167-169). Calismamizda
immiinhistokimyasal olarak trofoblastik HLA-G ekspresyonu ve ELISA ydntemiyle
mononiikleer hiicre kiiltiir stipernetanlarinda sHLA-G sekresyonu
degerlendirildiginde, ¢dlyak ve kontrol gruplari arasinda fark saptanmadi. Gebelik
kompleks immiin reaksiyonlarin gercgeklestigi ve fetusun semi-allograft olarak
algilandig1 bir siirectir. Fetusun reddini engelleyen mekanizmalardan biri olan,
ekstravilloz trofoblastlarda HLA-G ekspresyonu tekrarlayan diisiik ve preeklampsili
gebe plasentalarinda arastirildiginda, calismamizda oldugu gibi hasta ve kontrol
plasentalar1 arasinda fark olmadigini bildiren yayinlar bulunmaktadir (167-169).
Calismamizda hasta ve kontrol plasentalarinda immiinhistokimyasal boyama ile
trofoblastik HLA-G ekspresyonun benzer bulunmasinin  nedeni, ¢alisma
grubumuzdaki ¢olyakli gebelerin diyet tedavisine uyumlu olmalar1 nedeniyle gliadin
maruziyetinin olmamasiyla agiklanabilir.

Bu calismada edinilen bulgular ¢dlyak hasta plasentasindan izole edilen
desidual 16kosit kompozisyonunun saglikli kontrollerden farkli oldugunu ve hasta
grubunda CD16" NK hiicrelerinin anlaml1 olarak arttigim gostermektedir. Sitotoksik
CD16" NK hiicre say1 ve aktivitesinin artmas1 ve plasentada immiinolojik dengenin
bozulmasiyla saglikli gebelik ve fetal gelisim i¢in olumsuz bir ortam olusmaktadir.
Desidual 16kositlerin gliadinle uyarilmas1 sonucu, saghkli kontrollerde CD3" T
lenfositler, NK ve NK-T hiicrelerinin hepsi aktive olurken, ¢dlyak plasentasinda ise

sadece NK hiicreleri aktive edildi. Colyakli gebe plasentasindan izole edilen CD3* T
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lenfositlerin nonspesifik antijenle uyarilabilmesine karsilik gliadine spesifik
cevapsizligi, kronik enfeksiyonlarda goriilen ‘T lenfosit tikenmisligi® ile
aciklanabilir. Aktivasyon sonrasi, ¢6lyakli hastalarda IFN-y, IL-15 ve IL-10 gibi Thl
sitokinlerinde artisin yani sira, saglikli gebelik i¢in olumsuz ortam olusturan CD16"
NK hiicrelerinin say1 ve aktivitesinde artis saptandi. Colyakli hastalarda gliadinle
uyar1 sonrast artan IFN-y, IL-15 inflamatuar sitokinler Thl immiin yanitin
kaynaginin plasental NK hiicreleri oldugu diislindiirmiistiir. Bu konuda daha ayrintili
bilgi diyet tedavisi almayan veya diyetine uymayan ¢olyakli gebe plasentasindaki

immiin yanitin ¢alismasiyla elde edilebilir.

6. SONUCLAR

1. Glutensiz diyet tedavisine uyan 8 ¢6lyak hastasi gebe ve kontrol grubunu

olusturmak tizere 8 saglikli gebe toplam 16 gebe ¢aligmaya alindi.

63



2. Gebelerin timii 38-40. gestasyonel haftada komplikasyonsuz olarak
dogum yaptilar ve bebeklerin dogum tartis1 agisindan iki grup arasinda

fark saptanmadi.

3. Colyak hasta plasentasindan izole edilen desidual I6kosit
kompozisyonunun sagliklt kontrollerden farklt oldugunu ve hasta

grubunda CD16" NK hiicrelerinin anlamli olarak arttig1 saptand.

4. Desidual 18kositler gliadinle uyarildiginda kontrol grubunda CD3" T
lenfositler, NK ve NK-T hiicreleri aktive olurken, ¢olyak plasentasinda ise

sadece NK hiicreleri aktive oldugu goriildii.

5. Izole edilen desidual 16kositlerin gliadinle uyarilmasi sonucunda
salgilanan sitokin profiline bakildiginda, ¢olyakl: hastalara ait plasentada
IFN-y, IL-15 ve IL-10 sitokinlerinde artisin yani sira gebeligin devami
i¢in zararli ortam olusturan CD16" NK hiicrelerinin say1 ve aktivitesinde

artis saptandi.
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AYDINLATILMIS (BILGILENDIRILMIiS) ONAM FORMU

Colyak, genetik olarak yatkin kisilerde gluten igeren bugday, arpa, cavdar ve
yulafli gidalarin tiiketilmesi ile tetiklenen otoimmiin bir barsak hastaligidir.
Ulkemizde 2010 yilinda yapilan ¢aligmada sikligi 1/212 olarak saptanmustir. Olgular
Klinik bir bulgu veremeyecegi gibi, tan1 gecikmesinden 6liime kadar varabilen genis
bir klinik yelpaze ile karsimiza gelebilmektedir.

Colyak hastaligi klinik olarak ishal, kilo alamama, karin sisligi, karin agrisi,
bliylime geriligi gibi semptomlarla ortaya c¢ikabilir. Yeni tan1 konulan g¢ocukluk
cagindaki ¢Olyak hastalarinin %50’si, erigskin hastalarin 3’te 2’si tipik gastrointestinal
semptomlarla kargimiza gelmemektedir.

Colyak hastaliginda goriilen atipik klinik bulgular; Dermatitis Herpetiformis,
demir eksikligi anemisi, boy kisalig1 , kronik hepatit/ transaminaz ytiksekligi, eklem
iltihab1 ve agrisi, kemik erimesi, norolojik problemler, psikiatrik bozukluklar ve
jinekolojik problemler (adet gecikmesi, erken menapoz, infertilite, tekrarlayan
disiikler, diisiik agirlikli bebek dogumu, prematiirite)

Colyak hastaligr tanili kadinlarin hamilelik doneminde goriilen bozukluklarin
ve dogan bebeklerde goriilen problemlerin nedenlerini bulmak iizere yeni bir
arastirma yapmaktayiz. Arastirmanin ismi ‘Colyak hastaligi tanili kadinlarin

hamilelik doneminde plasentasinda olan immiinolojik degisiklikler’ dir.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi Oneriyoruz. Bu arastirmaya katilip
katilmamakta serbestsiniz. Caligmaya katilim goniilliillik esasina dayalidir.
Kararinizdan o6nce arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri
okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Eger aragtirmaya katilmay1 kabul ederseniz Uzm.Dr.Burcu Volkan tarafindan
takip edileceksiniz. Bu ¢alismay1 yapabilmek i¢in dogumunuz sirasinda kadin dogum
doktorunuzun yardimi ile normalde bebek dogduktan sonra cikarilip atilan ve
plasenta denilen doku 6zel bir kaba alinacaktir. Dogan bebeginizin dogum agirligi,
boyu kaydedilerek eger isterseniz belirli periyotlarla hastaneye ¢agrilarak muayenesi

yapilacaktir
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Bu calismaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir.
Calismaya katildiginiz i¢in size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Yapilacak arastirmanin getirecegi olasi yararlar: Boyle bir analiz ¢olyak
hastaligmin plasenta dokusunda yaptig1 degisikliklerin G6grenilmesinde yararh
olacaktir. Su anda bu calismanin hemen hastaliginiza fayda olarak doniip
donmeyecegini bilmiyoruz. Ancak c¢olyak hastalifin temelinde yatan nedenlerin
Ogrenilmesi tedavide yeni yaklasimlara ve ileride ¢olyak hastaliindan etkilenmis

bireylere fayda saglayacaktir.

Hastanin Beyam

Saym Uzm.Dr. Burcu Volkan tarafindan Marmara Universtesi Pendik Egitim
Arastirma Hastanesi Cocuk Gastroenteroloji, Hepatoloji ve Beslenme Bilim Dali'nda
tibbi bir aragtirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler
bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra boyle bir arastirmaya “katilimc1” (denek) olarak
davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biiylik 6zen ve saygi ile
yaklagilacagina inamiyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaclarla
kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli
giiven verildi.

Aragtirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk
altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte,
hangi aragtiriciy1, hangi telefon ve adresten arayabilecegimi biliyorum.

Bu aragtirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilasmis degilim. Eger katilmayi
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iligkime herhangi bir
zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim ac¢iklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi
basima belli bir diistinme siiresi sonunda adi gecen bu arastirma projesinde
“katilime1” (denek) olarak yer alma kararin1 aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik

bir memnuniyet ve goniilliiliikk igerisinde kabul ediyorum.
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Imzali bu form kagidinin bir kopyas1 bana verilecektir.

Katilmel
Adi, soyadi:
Adres:

Tel.

Imza

Goriisme tanigi
Adi, soyadi:
Adres:

Tel.

Imza:

Katilimc ile goriisen hekim

Adi1 soyadi, unvant:
Adres:
Tel.

Imza:

8.1. EK-1: Etik kurul onay1
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