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OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Colyak Hastahiginda Endoplazmik
Retikulum Stresinin Incelenmesi
Niliifer Alpaslan
Tibbi Biyokimya Anabilim Dah

YUKSEK LISANS TEZI/ KONYA-YILI

Colyak hastaligi (CH) genetik yatkinligi olan bireylerde bugday, arpa ve ¢avdarda bulunan
gluten proteinin alinmasiyla tetiklenen kronik ve sistemik O6zellige sahip yasam boyu siiren bir
otoimmiin bagirsak enteropatisidir. CH yaygin goriilen hastaliklardan biridir ve son 40 yilda diinya
capinda artmaktadir. Cogu toplumda CH’nin prevalansi %1 civarindadir. Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik
Bakanligi verilerine gore iilkemizde CH prevalansmin %0,03-1 oldugu diisiinilmektedir.
Endoplazmik Retikulum (ER), 6karyotik hiicredeki en biiyiik organel olmakla beraber uzun tiibiiller
ve diizlesmis disklerden olusan membrandz bir ag olarak goriiniir ve sitoplazma boyunca genis bir
alan1 kaplar. ER, protein sentezi ve taginmasi, protein katlanmasi ve islenmesi, lipid ve steroid sentezi,
karbonhidrat metabolizmasi, kalsiyum depolanmasi ve detoksifikasyon gibi bir¢gok dnemli islevin
gerceklestirildigi baglica organeldir. ER sadece diizglin katlanmis proteinlerin diger hiicre zarlarina
veya hiicresel bolmelere taginmasini saglamaktadir. Bu siire¢ hassas bir sekilde diizenlenmis olmasina
ragmen stres kosullar1 altinda yanlig katlanmis proteinler meydana gelebilir. Katlanmamis veya yanlis
katlanmig proteinlerin birikimi ER stresine (ERS) yol agmaktadir. Bu aragtirma projesinin amaci,
molekiiller ve hiicresel yaklagimlar kullanarak, ERS’nin CH gelisimine ve ilerlemesine katkida
bulundugu spesifik mekanizmalari ortaya ¢ikarmak, potansiyel terapotik hedeflere 1s1k tutmak ve bu
otoimmiin hastaligin altinda yatan molekiiler yolaklar hakkinda anlayisimizi gelistirerek ERS’nin CH
patogenezindeki roliinii arastirmaktir. Calismaya 1-17 yas araligindaki CH teshisi konmus 43 ¢ocuk
hasta grubu olarak ¢alismaya dahil edilmistir. Kontrol grubu olarak ise 45 saglikli ¢ocuk ¢alismaya
dahil edilmistir. Colyak hastalarinin serum IRE1 ve PERK diizeyleri saglikli kontrollere kiyasla
anlamli sekilde yiiksek oldugu saptanmistir (p=.001, p=.018). Serum ATF6 ve kalneksin diizeyleri her
iki grup i¢inde benzerlik gostermistir.

Anahtar Sozciikler: Colyak Hastaligi, ER Stresi, Kalneksin, PERK, IRE1, ATF6
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Investigation of Endoplasmic Reticulum Stress in Celiac Disease
Department of Medical Biochemistry
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Celiac disease (CD) is a chronic and systemic lifelong autoimmune intestinal enteropathy
triggered by the ingestion of gluten protein found in wheat, barley and rye in genetically predisposed
individuals. CD is one of the most common diseases and has been increasing worldwide in the last 40
years. The prevalence of CD is around 1% in most societies. According to the data of the Ministry of
Health of the Republic of Tiirkiye, the prevalence of CD in our country is thought to be 0.03-1%. The
Endoplasmic Reticulum (ER) is the largest organelle in the eukaryotic cell and appears as a
membranous network consisting of long tubules and flattened discs and covers a large area throughout
the cytoplasm. The ER is the main organelle where many important functions such as protein
synthesis and transport, protein folding and processing, lipid and steroid synthesis, carbohydrate
metabolism, calcium storage and detoxification are carried out. The ER ensures that only properly
folded proteins are transported to other cell membranes or cellular compartments. Although this
process is precisely regulated, misfolded proteins can occur under stress conditions. The accumulation
of unfolded or misfolded proteins leads to ER stress (ERS). The aim of this research project is to
elucidate the specific mechanisms by which ERS contributes to the development and progression of
CD using molecular and cellular approaches, to shed light on potential therapeutic targets, and to
investigate the role of ERS in the pathogenesis of CD by advancing our understanding of the
molecular pathways underlying this autoimmune disease. The study included 43 children diagnosed
with CD, aged 1-17 years, as the patient group. The control group consisted of 45 healthy children.
Serum IRE1 and PERK levels in celiac patients were found to be significantly higher than in healthy
controls (p=.001, p=.018). Serum ATF6 and calnexin levels were similar in both groups.

Key Words: Celiac Disease, ER Stress, Calnexin, PERK, IRE1, ATF6
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1. GIRIS

(Colyak hastaligi (CH) genetik yatkinligi olan bireylerde bgday, arpa ve
cavdarda bulunan gluten proteinin alinmasiyla tetiklenen kronik ve sistemik 6zellige

sahip yasam boyu siiren bir otoimmiin bagirsak enteropatisidir (Schuppan ve ark
2009).

CH yaygin goriilen hastaliklardan biridir ve son 40 yilda diinya ¢apinda
artmaktadir (King ve ark 2020). Bebeklikte, ergenlikte ve yetiskinlikte olmak tizere
her yasta CH gelisebilir. Ozellikle yashlar arasinda daha yaygin hale gelmektedir.
Neredeyse hastalarin %20’si 60 yasin iizerinde tan1 almaktadir. Fakat yine de 18 yas
altinda olan ve 5 yasin altinda tan1 konulan hastalar tiim vakalarin yarisindan

fazlasini olusturmaktadir (James ve Scott 2001).

Cogu toplumda CH’nin prevalans: %1 civarindadir (Lebwohl ve Rubio-Tapia
2021). Son yillarda goriilen CH tanisindaki artisin sebebi (King ve ark 2020) hem
artan farkindalik ve testlere (Murray ve ark 2003) hem de otoimmiinitedeki artisa
baglanmistir (Rubio—Tapia ve ark 2009). Besinsel nedenlerin yani sira yeni tahil
cesitlerinin iretilmesinden sorumlu olan teknolojik nedenler de CH teshisinin
sayisindaki artigi etkilemis olabilir (de Lorgeril ve Salen 2014). Ancak bu hipotezler
heniiz dogrulanmamistir ve CH tanilarindaki riskin gercek nedeni hala

bilinmemektedir.

Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanlig1 verilerine gore iilkemizde toplumun

yaklasik %0,03-1’inin CH’den etkilendigi diistiniilmektedir.

Diger otoimmiin hastaliklarda oldugu gibi CH’de de ailede tekrarlama (%10-
15) yiiksektir ve homozigot ikizler arasinda yiiksek oranla (%75-80) uyumludur
(Lundin ve Wijmenga 2015). Bu durum CH’nin kalitsal bilesenlere sahip oldugunu
gostermektedir. Diger otoimmiin hastaliklarla ortak olan bir diger 6zelligi ise insan
16kosit antijeni (HLA) sinif II heterodimerlerinin, 6zellikle de DQ2 ve DQS8'in, CH
kalittminda o6nemli bir rol oynamasidir. HLA-DQ2 homozigotu, hastaliktan
etkilenmis birinci derece aile iiyesi olan bebeklerde erken baslangicli CH gelisme

riskini (%25-30) ¢ok daha yiiksek oranda artirmaktadir (Vriezinga ve ark 2014).



(Colyak enteropatisi, adaptif ve dogustan mekanizmalar da dahil olmak tizere
gluten proteinine karsi karmasik bir bagisiklik tepkisine baglidir. Genetik olarak
yatkin kisilerde ince bagirsakta immiin aracili hasara neden olan bu durum, tiiketilen
glutene karst uygunsuz bir T hiicresi aracili immiin yanittan kaynaklanmaktadir
(Kagnoff 2007). Gluten peptitleri, ¢olyak olup olmamasina bakilmaksizin, insan
bagirsaginda zayif bir sekilde sindirilip, saglam bir sekilde ince bagirsagin
submukozasina ge¢mektedir. Gluten peptitleri, ince bagirsagin submukozasinda,
doku transglutaminaz 2 (tTG2) enzimi tarafindan deamine edilir. Bu islem, gluten
peptitlerinin HLA DQ2 ve DQ8 molekiillerine yiiksek afinite ile baglanmasini saglar.
Ardindan CH’ye sahip bireylerde inflamatuar bir reaksiyonu tetikler (Molberg ve ark
1998).

Ince bagirsagin proksimal mukozasimin hasar gérmesi besinlerin emiliminin
bozulmasina yol agmaktadir. Ince bagirsak mukoza ve submukozasinda meydana
gelen kronik iltthaplanma ve farkli sistemik semptomlarm varhigi CH ile
karakterizedir. Bunlar arasinda karin agrisi, diyare, konstipasyon, malabsorbsiyon ve
kilo kaybi yer alabilir. Ancak bazi hastalarda bagirsak disi semptomlar hatta yalnizca
demir eksikligi anemisi gibi spesifik olmayan belirtiler goriilebilir (Al-Bawardy ve
ark 2017).

Su ana kadar, glutenin diyetten kat1 bir sekilde ¢ikarilmasi CH igin mevcut
tek tedavidir (Singh ve ark 2018).

Endoplazmik retikulum (ER), tiim Okaryotik hiicrelerde bulunan dallanmis
tiibiiller ve tabakalardan (cisterna) olusan ag yapida bir organeldir. Uzerinde
ribozomlarm bulunup bulunmamasina gére Diiz ER ve Graniillii ER (ribozomlu)
olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Diiz ER, lipogenezde gorevliyken; graniillii ER

proteinlerin sentezi ve olgunlagsmasinda gorevlidir (Zhang ve ark 2024).

Hiicresel proteinlerin yaklagik iicte biri, translasyon sonrasi modifikasyon,
katlanma ve oligomerizasyon i¢in ER liimenine tasinmaktadir (Kaufman 1999). ER
sadece diizglin katlanmis proteinlerin diger hiicre zarlarina veya hiicresel bolmelere
taginmasini saglamaktadir. Bu siire¢ son derece diizenlenmis olmasina ragmen Stres
kosullar1 altinda yanlis katlanmis proteinler meydana gelebilir. Bu yanlis katlanmis
proteinler katlanma sisteminden ¢ikarilir, ER'den sitozole tasinir, burada

ubikuitinlenerek isaretlenir ve ER ile iliskili yikim (ERAD) mekanizmasi araciligiyla
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ubiquitin-proteazom denilen bir siiregle yikima ugratilir (Meusser ve ark 2005).
Ancak hatali katlanmis veya katlanmamis proteinler, hipoksi, aminoasit eksikligi,
oksidatif stres, ER liimeninde bulunan kalsiyum (Ca?*) depolarinda meydana gelen
degisiklikler gibi durumlarda ER’nin fonksiyon kapasitesini asacak kadar
birikmesine neden olabilir. Bu durum organizma igin toksik olabilecek ER stresi
(ERS) durumunu tetiklemektedir (Ron ve Walter 2007, Smith ve ark 2011).

Hiicreler, ER’de protein katlanmasinin dengesizlesmesi durumunda bu sorunu
¢ozebilmek i¢in "Katlanmamis Protein Yanitt (UPR)" olarak adlandirilan 6zel bir
sinyal iletim sistemi gelistirmistir. UPR, temel olarak ER'de stres olustugunda
devreye giren ve hiicresel dengeyi yeniden saglamak amaciyla ¢esitli tepkileri
baglatan bir sinyal yoludur. UPR sinyal yolu, temel olarak ER membranina bagli ii¢
farkli sensdér protein tarafindan diizenlenmektedir. Bunlar sirasiyla Inozitol
Gerektiren Enzim 1 alfa (IREla), Protein kinaz RNA benzeri ER kinaz (PERK) ve
Aktive Edici Transkripsiyon Faktorii 6 (ATF6)’dir. ER’de bulunan saperon protein
BiP (Baglayici Immiinoglobiilin Protein, GRP78), bu ii¢ sensor ile katlanmamis ya
da katlanmay1 bekleyen proteinler arasinda hassas bir denge kurar. Ancak ER'de
katlanmamis proteinlerin birikmesi, bu dengeyi bozar ve BiP'in sensor proteinlerden
ayrilmasina yol acar. Bu ayrilma, ER stresine kars1 baglatilan yanit mekanizmalarinin
yani UPR’nin devreye girmesine neden olur (Bhattarai ve ark 2021). Ayni zamanda
ER membran proteinlerinden olan kalretikulin, kalneksin ve ERp57 gibi saperon
proteinler yeni sentezlenen proteinlerin ili¢ boyutlu yapilarina dogru sekilde
ulagmalarin1 ara formlar stabilize ederek, katlanma siirecini yavaslatarak ve hatal

katlanma ile agregasyonlar1 onleyerek destekler (Bedard ve ark 2005).

Hiicrelerin ERS’ye yanit verme yetenegi, hiicrenin hayatta kalabilmesi igin
olduk¢a Onemlidir. Ancak kronik veya ¢o6zilmemis ERS apoptozis ile
sonuglanmaktadir (Tabas ve Ron 2011).

Bu arastirma projesinin amaci, molekiiller ve hiicresel yaklasimlar kullanarak,
ERS’nin CH gelisimine ve ilerlemesine katkida bulundugu spesifik mekanizmalari
ortaya c¢ikarmak, potansiyel terapotik hedeflere 1s1k tutmak ve bu otoimmiin
durumdaki altta yatan molekiiler yolaklar hakkinda anlayisimizi gelistirerek ERS’nin

CH patogenezindeki roliinii arastirmaktir.



1.1. Colyak Hastahg

Colyak Hastaligt (CH)’nin  bilinen ilk tamimi Antik Yunan’a kadar
dayanmaktadir. Colyak ismi Yunanca karin anlamina gelen koiliakds kelimesinden
tiiretilmistir. Fakat Colyak ismi 1940’11 yillara kadar bugday ile iliskilendirilmemistir
(Iversen ve Sollid 2023). Gluten alimi1 ile CH'nin ortaya ¢ikmasi arasindaki ilk iliski
ise 1950'lerde baslamistir (Valitutti ve ark 2019).

CH genetik olarak yatkin bireylerde gliadin ve diger ilgili prolaminlerin
alimiyla tetiklenen bir bagirsak enteropatisidir (Chibbar ve Dieleman 2019).
Baslangigta gluten igeren besinlere karsi asirt duyarlilik olarak tanimlansa da
giinlimiizde artik romatoid artirit ve tip 1 diyabet (T1DM) gibi dokuya Ozgii
otoimmiin hastaliklarla birgok benzerlik gosterdigi bilinmektedir. Bu otoimmiin
ozellikler arasinda giiclii bir HLA iliskisi, spesifik otoantikorlarin {iiretimi ve
enterositlerin immiin aracili 6ldiiriilmesi yer almaktadir. Ama CH yalnizca disaridan
alian bir faktére maruz kalindiginda ortaya ¢iktigi i¢in diger otoimmiin hastaliklar
arasinda benzersizdir. Bu yabanci patojenik uyaran ise gluten olarak bilinen ve
bugday, ¢avdar, arpa gibi tahillarda bulunan bir tiir proteindir (Iversen ve Sollid
2023).

1.1.1. Epidemiyoloji

Gegmis birkag on yil dncesine kadar CH'nin ¢ogunlukla ¢ocuklar: etkileyen
ve Avrupa kokenli bireylerle sinirli nadir bir hastalik oldugu diistiniilmekteydi. Fakat
Afrika, Orta Dogu, Asya ve Giliney Amerika gibi CH'nin goriilmedigi varsayilan
bolgelerde yapilan epidemiyolojik c¢alismalar, hastaligin daha once eksik teshis
edilmis oldugunu gostermektedir (Gujral ve ark 2012). Bu durum, CH'nin hem
cevresel (gluten) hem de genetik (HLA ve HLA disi genler) faktorlerden
kaynaklanan en yaygin genetik hastaliklardan biri olduguna dair kanit saglamaktadir.
Son 20 yilda ise CH 6nemli bir halk sagligi sorunu haline gelmistir (Singh ve ark
2018).

Epidemiyolojik calismalar, gelismekte olan iilkeler de déahil olmak {izere son
yillarda CH insidansinin arttigini one siirmektedir (Aziz ve ark 2015). Ancak,
Finlandiya gibi bazi Kuzey Avrupa iilkelerinde, CH insidansinda bir artis
doneminden sonra 21. yiizyilda sabitlendigi goriilmektedir (Virta ve ark 2017).



CH prevalansi cinsiyet, yas ve yerlesim yerine gore degisiklik gostermektedir.
Sistematik bir inceleme ve meta-analizde, CH’nin diinya ¢apinda gorildiigii ve
serolojik test sonuclarina gére CH prevalansinin %]1,4, biyopsi sonuglarina gore ise
%0,7 oldugu bildirilmistir. CH i¢in prevalans degerleri Giiney Amerika’da %0.4,
Afrika ve Kuzey Amerika’da %0,5, Asya’da %0,6, Avrupa’da %0,8 oldugu
goriilmustiir. Ayrica kadinlarda erkeklere gore (%0,6’ya %0,4) cocuklarda ise
yetiskinlere gore Oonemli Olclide daha yiiksek oldugu (%0,9’a %0.,4) bildirilmistir
(Singh ve ark 2018). CH’ye yatkinlik saglayan genlerin diisiik siklikta goriildiigi ve
gluten tiiketiminin az oldugu Sahra alt1 Afrika ve Japonya hari¢ genel popiilasyonda
CH goriilme oraninin %0,5-1 oldugu bildirilmistir (Singh ve ark 2016). Avrupa ve
Amerika Birlesik Devletleri’'nde CH’nin yayginligi yaklasik olarak %1°dir. Kuzey
Afrika ve Orta Dogu’da da gittikge yayginlagmaktadir (Di Sabatino ve ark 2012).

CH prevalansinin, CH olan birinci derece akrabalarda (%10-15), down
sendromlu bireylerde, TIDM’li bireylerde ve IgA eksikligi olan hastalarda daha
yiikksek oldugu goriilmistir (Fasano ve Catassi 2012). Yakin zamanda yapilan
retrospektif bir caligma da, taranan birinci derece akrabalarda CH prevalansinin
yiiksek oldugu (%44) ve pozitif sonuglar1 olan kisilerin %90’ indan fazlasinda ise
genel semptomlarin veya hicbir semptomun olmadig goriilmiistiir (Nellikkal ve ark

2019).

Tirkiye Cumbhuriyeti Saglik Bakanligi 2024 verilerine gore Tiirkiye’de
toplumun %0,03 ila 1’inin CH’den etkilendigi diisiiniilmektedir. Bu da iilkemizde
250 bin ila 850 bin arasinda ¢dlyak hastasi oldugunu gostermektedir. Fakat CH’nin
klinik belirtilerinin ¢ok genis bir yelpazeye sahip olmasi ve herhangi bir bulgu
olmaksizin da (atipik) gelisebilmesinden dolay: Tiirkiye’de Kasim 2023 yilina kadar
yalnizca 166.614 kisiye CH tanis1 konulmustur.

CH insidansindaki artisin, "Diyetin Batililagmas1" olarak adlandirilan
beslenme gegisiyle paralel olarak meydana geldigi gézlemlenmistir (Caballero 2002).
Bunun sonucunda ise bagirsak membran1 gegirgenliginin degismesiyle bagisiklik

sisteminin asirt uyarilmasina yol agabilecegi diisiiniilmektedir (Pes ve ark 2019).

1.1.2. Patogenez



e Cevresel Faktorler

CH’nin tam nedeni bilinmemekle birlikte bazi tahillarda bulunan glutene
maruz kalma en oOnemli gevresel faktordiir. Hastaligin patogenezinde glutenin
bagirsak mukozasiyla temasinda asir1 bir bagisiklik reaksiyonuyla tetiklenmesi ve
bagirsak ve/veya bagirsak disi semptomlarla karakterize olmasi durumu vardir.
CH’ye yatkin bireylerin {ist ince bagirsak mukozasinin glutene maruz kalmasi,
bagirsak gecirgenliginde bir artisa neden olmakta ve ardindan dogustan gelen adaptif
bagisiklik yanitlarini igeren immiin aracili bir reaksiyon gelismektedir (Valitutti ve
Fasano 2019). Glutenin ince bagirsag: etkilemesiyle bagirsak mukozasi kismi ila tam
atrofiye, kript hiperplazisine ve siirekli lenfosit infiltrasyonuna neden olmaktadir
(Sekil 1.1.) (Abadie ve ark 2020).

’\{i!l[xs arurc;ﬁsiA] . B B

Colyak hastaligi enteropatisi |
LUMEN

Normal duodenal mukoza mr /
LUMEN \

[ W /_ epitelyu‘m
i)

kript hiperplazi W

LAMINA PROPRIA
MUSCULARIS MUCOSA s o,

Sekil 1.1. A. Normal duedonal mukoza, B. Colyak Hastaliginda goriilen
duedonal mukoza. Normal 3:1 villus-kript oranma sahip mukoz (A) ve CH’nin
yapisal Ozelliklerini gosteren mukoz (B). Leonard ve ark’dan modifiye edilmistir

(Leonard ve ark 2017).

Colyak hastalarinda gluten toksisitesi, gliadin peptidlerindeki prolin ve
glutamin seviyelerinin yiiksek olmasi ve proteolitik enzimlere karsi inhibitor islevi
olan tTG2’ye olan baglanma afinitesinin yiiksek olmasi ile agiklanabilir (Galipeau ve
Verdu 2014).

Hastalik baslangi¢ yasi, mukozal hasarin derecesi, beslenme aligkanliklar1 ve
cinsiyet gibi Ozellikler hastaligin klinik goriiniimiinii etkilemektedir (Bai ve ark
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2005). Yiiksek diizeyde gluten tiiketimi (giinliik 20 gram), yasam tarzi ve beslenme,
dogum sekli, yenidogan enfeksiyonlari, antibiyotikler, bagirsak mikrobiyomu
dishiyozu gibi faktorlerin de CH gelisimine katki saglayabilecegi diistiniilmektedir
(Caio ve ark 2019).

e Genetik Faktorler

CH’nin patogenezinde genetik bir katki oldugunu destekleyen ¢ok sayida
calisma mevcuttur. Hastaliga duyarliligi belirleyen genetik faktorler heniiz tam
olarak anlasilmamakla beraber tanimlanan en 6nemli genetik faktér, HLA lokusudur.
HLA-DQ2 haplotipi, etkilenen hastalarin ¢ogunlugunda (%90) ekspresyon
gosterirken, DQS8 haplotipi %5'inde ve %5'lik bir grup ise en az bir DQ2 allelini
tasimaktadir (Greco ve ark 2002, Abadie ve ark 2011). Bu haplotipler, gluten
proteinlerine karsi inflamatuar CD4+ tip 1 T yardimci hiicre (Thl) bagisiklik
yanitin1 tetiklemektedir. Ayrica, Genom Capinda iliskilendirme Calismalari, CH ile
iliskili 100°den fazla HLA ile iliskili olmayan gen tanimlanmistir (Lundin ve
Wijmenga 2015). Bu da CH’yi ¢ok genli (poligenik) bir 6zellige sahip hastalik haline

getirmektedir.

HLA-DQ2 ve HLA-DQS8 genleri hastalik kalittiminin yaklasik %4011
olusturmaktadir. Bu heterodimerler CH gelisimi i¢in gereklidir ancak yeterli degildir
(Aboulaghras ve ark 2022). Her iki genin de yoklugu yiiksek negatif bir prediktif
degere sahiptir ve hastaligi dislamaktadir (Pietzak ve ark 2009). HLA-DQ2/DQ8
genleri genel popiilasyonda sik (%25-35) goriilmektedir. Fakat bu bireylerin sadece
%30 CH gelistirmektedir (Withoff ve ark 2016). Bu durum HLA-DQ2/DQ8
genlerinin saglikli bireylerde de yaygin olarak goriildiigiinti ve CH gelisiminde baska
faktorlerin de rolii olmasi1 gerektigini gostermektedir. CH'ye kars1 genetik
kirilganligin geri kalan %60°1ik kismi her birinin kii¢iik bir rolii oldugu diisiiniilen

bilinmeyen sayida HLA dis1 gen arasinda dagilmistir (Dubois ve Van Heel 2008).
e Immiinolojik faktérler

Genom Capinda Iliskilendirme Calismalari, CH’de adaptif bagisiklik

sisteminin dnemli bir rol oynadigini ortaya koymustur.

Gluten yiiksek oranda glutamin (%30) ve prolin (%15) aminoasitlerini

icermektedir. Yiiksek prolin igerigi, gluteni gastrointestinal enzimler tarafindan

7



par¢alanmaya kars1 oldukca direngli hale getirir. Bagirsaklarda gerceklesen kismi
sindirim sonucunda, sindirimi hasarsiz atlatan a-gliadin kalintis1 33 aminoasitlik bir
peptit dizisidir. Bu 33 aminoasitlik immiinojenik gluten peptitleri epitel bariyerinden
gecer ve lamina propriada bulunan antijen sunan hiicrelere ulasir (Shan ve ark 2002,
Shan ve ark 2005). Interlokin-15 (IL-15) ve interferon-alfa (IFN-o) gibi sitokinler
dendritik hiicrelerin ve intraepitelyal lenfositlerin dogustan bagisiklik yanitini
harekete gecirebilir. Gliadin peptitlerinin epitelyal biiylime faktoriinii ve IL-15'e
bagli enterosit cogalmasin tetikleyebilecegi, boylece bagirsak hiicrelerinde yapisal
degisiklikler, vezikiiler tasimada bozulmalar, sinyal iletimi ve hiicre ¢ogalmasi ile
birlikte stres ve dogustan bagisiklik aktivasyonuna yol acabildigi gosterilmistir (Kim
ve ark 2015). Bu mukozal olaylar, gliadin aracili zonulin salinimina bagl olarak
epitel bariyer fonksiyonunun bozulmasiyla birlikte, bagirsak liimeninden lamina
propriaya kadar sindirilmemis peptitlerin gegisine neden olmaktadir. Epitel bariyeri
gecen gliadin IL-8 iiretimi yoluyla notrofil ¢ekilimini tesvik ederek veya dogrudan
notrofil kemotaktik etki gostererek, ¢olyak hastasi bireylerde glutene karsi tolerans
kaybina yol agmaktadir (Sekil 1.2.) (Leonard ve ark 2017).

Ayni zamanda CD4+ T hiicrelerinin lamina propriada glutenle temas etmesi,
bu hiicrelerin aktivasyonuna ve proliferasyonuna yol agmaktadir. Bunun sonucunda
stromal hiicreler tarafindan proinflamatuar sitokinler, keratinosit biiyiime faktorii
(KGF) ve metalloproteinazlar iiretilir. Bu durum, intraepitelyal lenfositler (IEL)
tarafindan bagirsak epitel hiicrelerinin (IEC) 6liimiine neden olarak kript hiperplazisi
ve villuslarin yassilasmasi ile sonuglanir (Pagliari ve ark 2015). Ek olarak, aktif
¢colyak hastalarinin enterositlerinde IL-15’in asir1 ekspresyonu, CD3+ IEL’lerde
dogal oldiiriicii  (NK) hiicre reseptorleri olan CD94 ve NKG2D’nin asir
ekspresyonuna neden olmaktadir (Sekil 1.3.) (Hiie ve ark 2004).
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Sekil 1.2. (C) Siki1 baglantilar1 saglam olan ve CD71(Transferrin Reseptorii 1) reseptoriinii intestinal epitel hiicrelerinin bazal
membraninda ifade eden yapilar. (D)Sindirilmemis gluten pargaciklari CXCR3 (C-X-C motif kemokin reseptorii 3) reseptOriine
baglanir, ardindan zonulin salinimi gergeklesir ve gluten pargaciklarinin paraselliiler gegisi artar. EGFR: epitelyal biiyiime faktorii

reseptorii. Bu sekil Leonard ve ark’dan modifiye edilmistir (Leonard ve ark 2017).
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Sekil 1.3. Colyak hastallglnda meydana gelen immiin cevap. Genetik olarak yatkin bireylerde, lamina propria'da gluten
parcaciklarinin bulunmasi dogustan gelen bir bagisiklik tepkisini tetikler (F) ve hasar gérmiis hiicrelerden doku transglutaminazinin
(tTG) salinmasiyla sonuglanir. Deamidasyona ugramis gluten pargaciklart CD4+ T hiicrelerine sunulur (G); bunun sonucunda, B hiicresi
proliferasyonuna yol acan TH2 yaniti ve proinflamatuar sitokinlerin salinimina, dogal 6ldiiriicii (NK) hiicrelerin bagirsak epiteline
gOciine, intraepitelyal lenfosit (IEL) artisina neden olan TH1 yanit1 aktive olur. Sonug olarak, bagirsak epitel hiicrelerinin (IEC) zarar
gormesi ve IEC'nin apikal yiizeyinde CD71 ekspresyonu ile birlikte gluten pargaciklarinin transselliiler yolla ek gegisi meydana gelir.
EGFR: epitelyal biiyiime faktorii reseptorii; IL: interlokin; IFN: interferon; KGF: keratinosit biiyiime faktorii; TCR: T hiicre reseptori.
Bu sekil Leonard ve ark’dan modifiye edilmistir (Leonard ve ark 2017).
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1.1.3. Smmflama ve Klinik Bulgular

Oslo’nun 2011°de yaptigi tamima gore, CH klasik (tipik), atipik,
asemptomatik, latent, potansiyel ve refrakter olarak simiflandirilmaktadir
(Ludvigsson ve ark 2013).

e Kiasik (Tipik) Colyak Hastahigi

Klasik CH bebek ve cocuklarda sik goriilmekle beraber klinik belirtileri
arasinda biiyiime geriligi, yasa gore diistik agirlik ve boy, steatore, karin sisligi, kalga
erimesi ve hipoalbiiminemi (obezite, CH tanisin1 dislamamaktadir) yer almaktadir.
Biyopsi ile elde edilen histopatolojik inceleme sonucunda villus atrofisi ve kript
hiperplazisi gézlemlenmektedir (Tully 2008, Ludvigsson ve ark 2013).

e Atipik Colyak

Atipik tip CH’de az veya hig sindirim sistemi semptomu goriilmeksizin, disa
bagimli semptomlarin baskin oldugu bir klinik tablo ile karakterizedir. Genellikle,
atipik formlar daha biiyiik ¢ocuklar ve yetiskinlerde meydana gelmektedir (Parzanese
ve ark 2017).

e Asemptomatik (Sessiz) Colyak

Asemptomatik CH’de serolojik ve histolojik anormallikler goriilmektedir.
Genellikle ailede CH Oykiisii bulunan, TIDM, romatoid artirit gibi otoimmiin
hastaliklar ve down, williams ve turner sendromlar1 gibi genetik bozukluklar ile

birlikte g6zlemlenmektedir (Parzanese ve ark 2017).

e Latent Colyak

Latent CH, gluten igeren diyetle beslenmelerine ragmen asemptomatik CH
olan bireylerde gézlemlenmektedir. Bu CH’de serolojik testler pozitiftir ancak villoz
atrofisi veya diger doku anormallikleri tespit edilmemektedir. Bu hastalarda
yiikselmis endomisyal antikor varliginin, hastaligin ilerlemesinin en Gnemli

prediktorlerinden biri olabilecegi 6ne siiriilmektedir (Troncone ve ark 1996).

e Potansiyel Colyak

Potansiyel CH, hicbir ¢olyak tanist almamis, CH igin uygun genetik
yatkinliga (HLA-DQ2/DQ8) ve pozitif serolojiye sahip ama histolojisi normal veya
hafif anormal olan bireyleri kapsamaktadir (Parzanese ve ark 2017).
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e Refrakter Colyak

12 aydan uzun siire siki bir glutensiz diyet uygulandigi halde
malabsorpsiyonun sebep oldugu semptom ve bulgularin (karin agrisi, diyare, kilo
kaybi, diisiik hemoglobin ve hipooalbliiminemi) devam etmesi, direngli veya
tekrarlayan villus atrofisi, villus atrofisine neden olacak malignite gibi baska
komplikasyonlarin bulunmadigi ve baslangigtaki CH tanist dogrulanan hastalar
kapsamaktadir. Bu durum, uygulanan glutensiz diyetin siiresine bakilmaksizin
siddetli ve diren¢li semptomlar1 igermektedir (Ludvigsson ve ark 2013). Genelde
refrakter ¢6lyakta EMA (anti endomisyal antikor) ve tTG2 antikorlar1 negatiftir. Ancak
dolagimdaki EMA ve/veya tTG2 antikorlarinin yiiksek titrelerinin devam etmesi

refrakter CH’yi kesin olarak dislamamaktadir (Vahedi ve ark 2003).

e Kilinik Bulgular

CH kendini gastrointestinal ve ekstraintestinal semptomlar ile gosterebilir
veya hicbir semptom belirtisi gdstermeyebilir. Sik goriilen semptomlar arasinda
diyare, steatore ve malabsorpsiyona baglh kilo kayb1 gibi gastrointestinal sistemle
ilgili semptomlar yer almaktadir. Colyak hastalarmin yaklagik %50'sinde anemi,
osteoporoz, dermatitis herpetiformis, norolojik sorunlar ve dis minesi hipoplazisi gibi
ekstraintestinal veya atipik semptomlar goriilebilir (Rampertab ve ark 2006). CH’de
hemen hemen her viicut sistemi etkilenebilir, ancak en sik dermatolojik, hematolojik,
norolojik, kas-iskelet, endokrin, treme ve sindirim sistemleri tutulmaktadir.
Hastalarin ¢ogu glutensiz diyet ile tedaviye iyi yanit verse de, teshis edilmeyen veya
tedavi edilmeyen CH artmis mortalite ve intestinal lenfoma riski ile iliskilidir
(Catassi ve ark 2005).

Cocuklarda goriilen CH’nin ii¢ ana belirtisi, abdominal distansiyon, diyare ve
biiyiiyiip gelisememe durumudur (Al-Bawardy ve ark 2017). Cocuklarin %90'min
karin agris1 ile basvurmasi ve %50'den fazlasinin kilo kaybi, diyare, halsizlik, bulant1
veya kusma ile bagvurmasi beklenmektedir (Rashid ve ark 2005). Gastrointestinal
semptomlar ii¢ yasin altindaki ¢ocuklarda baskinken, demir eksikligi anemisi, boy
kisaligi, duygu durum bozukluklar1 ve alopesi areata gibi ekstraintestinal belirtiler

daha biiyiik ¢ocuklarin tipik sikayetlerindendir (Telega ve ark 2008).

Yetiskinler de c¢esitli semptomatoloji ile hastaneye basvurabilir. Yemek

sonrasi1 karmn agrisi, siskinlik, kronik ishal ve steatore gibi tipik gastroinstestinal
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sikdyetleri yaygin olsa da, CH'nin ilk belirtileri genellikle gastrointestinal bulgularin
olmadig1 veya subklinik oldugu ekstraintestinaldir (Guandalini ve Assiri 2014). Bu
semptomlar siklikla bir veya daha fazla mikro besin 06g8esinin kronik
malabsorpsiyonunun bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Yorgunluk, kiside anemi

olmasa bile CH'nin yaygin bir semptomudur (Skowera ve ark 2001).

Kronik malabsorpsiyon nedeniyle hastalar demir, folat, B12 veya diger besin
eksikligi anemileriyle veya bunlarin kombinasyonu ile hastaneye bagvurabilir
(Halfdanarson ve ark 2007). CH'nin diger olas1 klinik tablolar1 arasinda tekrarlayan
akut pankreatit ve intussusepsiyon (invajinasyon) yer almaktadir (Sadr—Azodi ve ark
2012). CH'nin tipik dermatolojik bulgusu dermatitis herpetiformistir ve g¢ogunlukla
ekstansor ylizeylerde goriilen kasintili vezikiiler bir dokiintiidiir (Jakes ve ark 2014).
Daha az siklikla goriilen diger deri bulgular1 arasinda psoriasis, alopesi areata ve

kronik {irtiker yer almaktadir (Caproni ve ark 2012).

Endokrin bulgular arasinda boy kisaligi, osteoporoz ve infertilite
bulunmaktadir (Fisher ve ark 2008). Colyak hastalarinda psikiyatrik olarak yiiksek
depresyon, anksiyete ve haliisinasyon oranlart belirtilmistir (Guandalini ve Assiri
2014). Norolojik belirtiler ise periferik noropati, serebellar gluten ataksisi,
cocuklarda konviilsiyon ve biligsel bozukluk olarak literatiirde yer almaktadir
(Freeman 2008). CH’de goriilen klinik bulgular genel olarak Tablo 1.1.°de
gosterilmistir (Al-Bawardy ve ark 2017).
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Tablo 1.1. Colyak Hastaliginda Goriilen Klinik Bulgular (Al-Bawardy ve ark 2017).

-Atopik dermatitis

-Alopesi areata

-Serebellar (gluten)

ataksi

Endokrin Gastrointestinal Hematolojik
-Infertilite -Diyare -Anemi
-Kisa Boy -Karin agrisi -Tromboembolizm
-Osteoporoz -Steatore -Trombositoz
Kas-iskelet Sistemi -Konstipasyon -Lokopeni
-Avrtrit/artraljiler -Siskinlik
-Transaminitler
-Oral aftoz tlser
-Dis minesi kusurlari
Cilt Norolojik Psikiyatrik
-Dermatitis -Konviilziyon -Depresyon
herpetiformis -Periferik néropati -Anksiyete
-Urtiker -Demans/bilissel -Artan intihar riski
-Sedef bozukluk

1.1.4. Tam Kriterleri

(Colyak hastalig1 teshisinde genellikle ilk once serolojik testler yapilmaktadir

(Reif ve Lerner 2004). Serolojik testin duyarliligini en iist diizeye ¢ikarmak igin

hastalar, gluten igeren normal bir diyet uygulamaktadir. Uygulanan serolojik testler:

e tTG2 immiinolobiilin A (IgA), tTG2 immiinoglobiilin G (1gG),

e EMA-IgA testi,

e Deamine gliadin peptid (DGP) -IgA ve DGP-IgG testleri

1997 yilinda tTG2, CH’nin otoimmiin yanitinin ve endomizyal spesifik

antikorlarin hedefi olan otoantijen olarak tanimlanmistir (Dieterich ve ark 1997,
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MAKI 1997). tTG2, CH icin tanisal bir biyobelirteg olmakla birlikte hastaligin
etiyolojisinde de rol oynamaktadir (Reif ve Lerner 2004). tTG2, translasyon sonrast
protein modifikasyonunu katalize eden kalsiyum bagimli indiiklenebilir bir enzimdir
ve inflamasyon sirasinda hiicreler tarafindan iretilmektedir (Fesus ve Piacentini
2002). tTG2'min CH’de glutenin immiinostimiilator etkisini artiran bir deamidasyon
enzimi ve bagisiklik tepkisinde hedef antijen olarak gérev almasi gibi en az iki
onemli islevi oldugu diisiiniilmektedir (Di Sabatino ve ark 2012). tTG2, 686 amino
asit igerir (76 kD) ve bir¢cok fizyolojik islevi vardir. tTG2 neredeyse tiim hiicre
tiplerinde bulunur ve genellikle hiicrede enzimatik olarak inaktif bir durumda
depolanir (Martinez ve ark 1994). Aktif CH vakalarinin ¢ogunda tTG2 enzimine
kars1 IgA antikorlar1 artmaktadir. Bu antikor icin test yapilmasi biiylik ¢ocuklarda ve
yetiskinlerde Onerilen tarama prosediiriidiir (Rostom ve ark 2005). Bunun istisnasi
IgA eksikligi olan hastalardir. Eger IgA eksikligi varsa IgG ile test edilmelidir
(Rubin ve Crowe 2020).

Yillarca EMA-IgA tedavi edilmemis hastalarda neredeyse %100 ozgiillik ile
en iyi serolojik belirte¢ olarak kabul edilmektedir (Aboulaghras ve ark 2022).

Toplam 60 ¢alisma ve 13 sistematik ¢alismay1 inceleyen biiyiik sistematik bir
incelemede, tTG2-IgA serum antikor isaretleyicisinin yiiksek hassasiyete (%92,5) ve
ozgiillige (%97,9) sahip oldugu bildirilmistir (Maglione ve ark 2016). tTG2 antikoru
ile homolog olan proteini tespit eden (Dieterich ve ark 1997) EMA-IgA antikorunun
duyarliligi ise (%90) daha diisiik ancak Ozgilliiginiin (%99) yiiksek oldugu
bildirilmigtir (Maglione ve ark 2016). Yiiksek bir 6zgiilliige sahip olmasina ragmen,
EMA-IgA testi pahali ve zaman alicidir. Ancak ona esdeger tTG2-I1gA daha ucuz ve
uygulamasi1 daha kolaydir (Lebwohl ve ark 2012). DGP-IgA antikorlart %80-98
arasinda degisen hassasiyete ve %86-96 arasinda degisen ozgiilliige sahip oldugu
bulunmustur (Giersiepen ve ark 2012). Serolojik testler hakkindaki genel bilgiler
Tablo 1.2.°de verilmistir (Leonard ve ark 2017).

tTG2, gluten tirevi gliadin peptitlerinin enzimatik modifikasyonunu
yapabilen, hastaliktaki en Onemli patojenik faktorlerden biridir. Birka¢ calisma,
tTG2'nin gliadindeki spesifik glutaminlerin deamidasyonunu indiikleyerek negatif bir
yiik tasimasini sagladigini, bodylece hastaliga duyarlh HLA DQ2 ve DQS8

molekiilleriyle baglanma afinitesini gelistirerek gliadini daha immiinojenik hale
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getirdigini gostermistir (Sollid ve Jabri 2011).

tTG2’nin deamidasyon etkisi pH’daki artis ile inhibe olabildiginden,
tTG2’nin deamidasyon etkisinin zayif asidik bir ortamda ortaya ¢ikma olasiliginin
daha vyiiksek olabilecegi belirtilmistir (Fleckenstein ve ark 2002). Inflamasyon
varliginda bagirsak mukozasinda tTG2 miktar artar ve ince bagirsagin zayif asidik
ekstraseliiler ortami, gliadinin tTG2 katalizli deamidasyonunu uyarabilir (Villanacci
ve ark 2009). Bununla birlikte, gluten diisiik pH'li endolizozomal kompartmanlarda

hiicre i¢ginde deamine olabilir (Yao ve ark 2024).

Lizin aminoasiti bir glutamin alicisidir ve lizin eksikliginde yada bagirsakta
meydana gelen ve pH diisiikliigiine sebep olan inflamasyon durumlarinda tTG2
substrat proteinde yalnizca hedef glutamini deamidasyona ugratarak nétral glutamini

negatif ylikli glutamine doniistiiriir (Aboulaghras ve ark 2022).
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Tablo 1.2. Colyak Hastaligi Icin Giincel Serolojik Testlerin

Duyarlilig1, Ozgiilliik Aralig1 ve Kullanimi (Leonard ve ark 2017).

Serolojik
test

tTG-1gA

DGP-1gG

EMA-IgA

tTG-1gG

DGP-IgA

Hassasiyet
(Duyarhhik)

% 73.9-100

% 80.1-96.9

% 82.6-100

% 12.6-99.3

% 80.7-95.1

Ozgiillii
k

% 77.8-100

% 86.0-96.9

% 94.7-100

% 86.3-100

% 86.3-93.1

Klinikte uygulama

Colyak hastaligin
taramak i¢in birinci
basamak test

(Baslangigta IgA
eksikligi
olmadigindan ~ emin
olmak i¢in bazal IgA
diizeyi ile
gonderilmelidir).

IgA  eksikligi olan
hastalarda ¢Olyak
hastaligr igin birinci
basamak test.

Colyak

taramak i¢in

hastaliginm
ikinci

basamak dogrulayici

test.
19G DGP ile
karsilastirildiginda

diisiik duyarliligindan
dolayr rutin kullanim
i¢in Onerilmez.

IgA tTG ve IgA EMA
ile karsilagtirildiginda
disiik duyarlilik ve
ozgillik  nedeniyle

rutin  kullanim  i¢in

Onerilmez.
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(CH’de meydana gelen bagirsak lezyonlar1 hastaligin ayirt edici bir 6zelligidir.

Bu yiizden bagirsak biyopsisinin incelenmesi tani i¢in dnemlidir. Meydana gelen

bagirsak lezyonu villus yapilarinin kiintlesmesi ve kriptlerin hiperplazisi ile

karakterizedir (Sekil 1.4. ve Sekil 1.5.) (Marsh ve Crowe 1995).

Giincel kilavuzlar pozitif ¢olyak spesifik serolojik test ve villoz anormallikler

gosteren ince bagirsak biyopsi Orneklerinin kombinasyonu ile taninin konulmasini

onermektedir (Husby ve ark 2012). Amerikan Gastroenteroloji Koleji'nin klinik

kilavuzlarina goére birinci derece aile {iyesinde biyopsi ile dogrulanmis CH varsa

testin disiiniilmesi gerektigini belirtmektedir (Rubio-Tapia ve ark 2013). CH

histolojik olarak Marsh tarafindan smiflandirilmis ve 1999 yilinda Marsh-Oberhuber
tarafindan degistirilmistir (Tablo 1.3.) (Oberhuber ve ark 1999).

Tip

1
Illa
b

Ilc

Tablo 1.3. Colyak Hastaliginin Histolojik Siniflamasi

Intraepitelyal Kript Villus

lenfositler/100 hiperplazisi

enterosit

<40 Normal Normal

>40 Normal Normal

>40 Artmis Normal

>40 Artmig Hafif atrofi

>40 Artmis Orta derecede
atrofi

>40 Artmig Tam atrofi
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I11a ITTb I1lc

E Semptomlar artar §

: Az veya hi¢ semptom

—
Az malabsorpsiyon, Minimal malabsorpsiyon, Asiri malabsorpsiyon,
Villus atrofisi yok, Kismen villus atrofisi, Tamamen villus atrofisi,
Az kript hiperplazi, Biraz kript hiperplazi, Belirgin kript hiperplazisi,
Artmis IEL Artmg IEL Artmug IEL

IEL: Intraepitelyal lenfositler

Sekil 1.4. Colyak hastalarinda gbzlenen malabsorpsiyonun derecesi ve klinik
semptomlarin siddeti, siklikla ince bagirsak mukozasinda olusan histopatolojik
hasarin diizeyiyle orantilidir. Bu mukozal hasar, Marsh histolojik hasar skorlamasina
gore evre I'den evre Illc'ye kadar siniflandirilmaktadir. Bu sekil Rostom ve ark’dan

modifiye edilmistir (Rostom ve ark 2006).

Sekil 1.5. Marsh modifiye smiflandirmasi. MO: normal villoz, M1: artmis
IEL'ler, M2: artmis IEL'ler ve kript hiperplazisi, M3a: kismi villoz atrofi, M3b:

onemli villoz atrofi, M3c: toplam villoz atrofi (Monzani 2022).
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1.1.5. Tedavi

Tahillarda bulunan baslica proteinler prolaminlerdir. Prolaminler olgun tahil
tanelerinin i¢indeki proteinlerin yaklasik yarisini olusturan, alkolde ¢6ziinebilen ve
polipeptitlerden olusan karmasik bir gruptur. Monomerik bir protein olan gluten,
bugdayda bulunan genis bir prolamin grubunu (gliadinler ve gluteninler) ifade
etmektedir. Benzer immiinojenik 6zellikler gosteren diger prolaminler ise ¢avdar
(sekalinler), arpa (hordeinler) ve diger yakin akraba tahillarda bulunmaktadir(Platt ve
Kasarda 1971, Rostom ve ark 2006). Yulaflar ise ¢olyak hastalarinda herhangi bir

immiinojenik etki olusturmamaktadir (Koskinen ve ark 2009).

CH i¢in etkili tek miidahale gluten icermeyen bir diyettir. Glutensiz diyet,
genellikle bugday, cavdar, arpa, tritikale, horasan bugdayr (kamut) ve kavuzlu
bugday (spelt) gibi tahillardan tamamen kaginilan bir diyeti ifade etmektedir
(Ludvigsson ve ark 2013).

Colyak hastalarinin  ¢ogunda bagirsak lezyonlari, gluten diyetten
¢ikarildiginda tamamen diizelmektedir ve hastalar gluten tiikettiklerinde semptomlar
yeniden ortaya ¢ikmaktadir. Genelde ¢dlyak hastalart glutensiz diyet uyguladiklar
birkag¢ hafta veya birkag¢ ay sonra iyilesme oldugunu bildirmektedir (Wahab ve ark
2002). 35 galigmanin dahil edildigi sistematik bir derlemenin sonucuna gore, ¢olyak
hastalarinin tolere ettigi gluten miktari degiskenlik gosterse de giinliik <10 mg'lik bir
gluten aliminin 6nemli histolojik degisikliklere neden olma ihtimalinin diisiik oldugu

ortaya konulmaktadir (Akobeng ve Thomas 2008).

Gidalarin igerdigi gluten miktari, Codex Alimentarius (internatioal food
standards) tarafindan diizenlenmektedir. Bu kodeks gluten icermeyen gidalarin,
toplamda 6l¢iilen gluten seviyesinin <20 mg/kg oldugu veya islenerek <100 mg/kg'a
diisliriilen gidalart belirtmektedir. Mevcut kodekse gore, bu kriterlere uyan gidalar

"gluten igermeyen gida" olarak etiketlenebilmektedir (Ludvigsson ve ark 2013).

Avrupa Birligi’nin 30 Temmuz 2014 tarihli ve 828/2014 sayili Komisyon
Uygulama Tiizligline gore (Commission Implementing Regulation), “cok diisiik
gluten” (besindeki gluten miktarinin azaltilmis olmasi) ve “glutensiz” (besinde gluten
olmamasi) ifadeleri sirasiyla 100 mg/kg ve 20 mg/kg’t agmayan gluten igerigini

belirtmek i¢in kullanilmaktadir.
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Glutensiz yani tahillardan kisitli beslenme dengesiz bir diyete yol
acabilmektedir. Ghren ve ark. yaptigi calismada uzun siireli (10 y1l) glutensiz diyet
uygulayan bireylerde folat ve B6 vitamin diizeylerinin distiigii, homosistein
diizeylerinin ise yiikseldigi gézlemlenmistir (Grehn ve ark 2001). Hallert ve ark.
yaptig1 calismada ise en az 8 yil glutensiz diyet uygulayan bireylerin homosistein
diizeyleri saglikli bireylere kiyasla anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Ve 6 ay B
grubu vitamin takviyesi uygulanan ¢olyak hastalarinin homosistein diizeylerinde
anlamli bir azalma oldugu gézlemlenmistir (Hallert ve ark 2009). Bu sebeple uzun
stire glutensiz diyet uygulamak zorunda olan bireylerin B vitaminleri takviyesi

almalar1 Onerilebilir.

1.2. Endoplazmik Retikulum

Endoplazmik Retikulum (ER), ilk kez fibroblast benzeri tavuk hiicrelerinde
elektron mikroskobu ile goriintiilenmis ve “sitoplazma boyunca uzanan ince dantel
yap1" olarak tanimlanmistir (Porter ve ark 1945). ER'nin mevcut adi, 1954'te Porter
tarafindan verilmistir (Palade ve Porter 1954). ER, okaryotik hiicredeki en biiyiik
organel olmakla beraber uzun tiibiiller ve diizlesmis disklerden olusan membranoz
bir ag olarak goriiniir ve sitoplazma boyunca genis bir alan1 kaplar. Bu membran, ER
limenini ¢evreler ve molekiillerin sitoplazma ile gegisini saglar (Almanza ve ark

2019).

ER, hiicrede protein sentezi, kalsiyum depolama ve lipit metabolizmas1 gibi
bircok rol iistlenen biiyiik, dinamik bir organeldir. ER'nin c¢esitli islevleri, tiibiiller,
tabakalar (cisterna) ve niikleer zardan (¢ekirdek zar1) olusan farkli alanlar tarafindan
gergeklestirilir (Westrate ve ark 2015). ER sitoplazmasinin 6nemli bir kismi
diizlesmis diskler ve uzun tiibiillerden olusan membran6z bir ag ile olugsmaktadir

(Sekil 1.6.) (Schwarz ve Blower 2016).

ER, protein sentezi ve tasinmasi, protein katlanmasi ve iglenmesi, lipid ve
steroid sentezi, karbonhidrat metabolizmasi, kalsiyum depolanmas1 ve
detoksifikasyon gibi bircok onemli islevin gercgeklestirildigi baslica organeldir
(Schwarz ve Blower 2016).

ER, membranin sitozolik ylizeyinde ribozomlarin bulunup bulunmamasina

gore Graniilli Endoplazmik Retikulum (GER) ve Diiz Endoplazmik Retikulum
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(DER) olmak iizere ikiye ayrilir. GER ve DER, birbirine bagli veya mekansal olarak
ayrilmig bolmeler olarak var olabilir (Borgese ve ark 2006). ER'in siniflandirilmasi
gorliniisten ¢ok membran yapisina gore yapilmaktadir. Bu simiflandirmaya gore, ER;
¢ekirdek zari, levha seklindeki cisterna (ER liimeni) ve ti¢ yonli kavsaklarla
baglanan ¢okgen tiibiiller olmak {izere {i¢ ana morfolojiden olusmaktadir (Sekil 1.6.)
(Shibata ve ark 2006). ER levhalari, genellikle ¢ekirdege yakin bolgelerde bulunur ve
protein sentezi i¢in ribozomlarla kaplidir. Hiicreden hiicreye ER yapisinda farkliliklar
olabilir. Ornegin, sindirim enzimleri iireten pankreas ekzokrin asinar hiicrelerinin

ER'si neredeyse tamamen levhalardan olusmaktadir (Lemmer ve ark 2021).

Cekirdek zari, ¢ekirdegi ¢evreleyen ¢ift katmanli bir zar olarak bulunur ve
molekiillerin ¢ekirdege girip ¢ikisini segici bir sekilde kontrol eden bir bariyer gorevi
gormektedir (Hetzer 2010). ER yapilarindaki fark, membranin kivrimina
dayanmaktadir. ER tiibiilleri, c¢ekirdek zarinin ve cisternalarin levha yapilarina
kiyasla daha yiliksek bir membran kivrimina sahiptir. ER, hiicre i¢inde genis bir alana
sahiptir ve diger birgok hiicresel organel ile temas halindedir (Almanza ve ark 2019).
ER, mitokondriler ile "Mitokondriye Bagli Zarlar" olarak adlandirilan fiziksel temas
noktalar1 olusturur. Bu yapilar, Ca?>* dengesinin korunmasinda olduk¢a onemlidir
(Hayashi ve ark 2009). Ayni zamanda biiylimenin siirdiiriilmesi ve hiicre zariin
stabilitesi i¢in hiicre zar ile etkilesim halindedir. Bu etkilesim, Ca** seviyeleri ve
ER’de bulunan "Stromal Etkilesim Molekiilii 1" ile hiicre zarinda bulunan "Kalsiyum
Kanal Protein 1" gibi proteinler tarafindan kontrol edilmektedir (Toulmay ve Prinz
2011).

Cekirdek zar1; i¢ ve dis olmak iizere ¢ift katmanl lipid tabakasindan olusur ve
periferik ER (gekirdek zar tabakalar1 digindaki tiim ER bolgeleri) ile ortak bir liimen
paylasir. Cekirdek zarini delip gegen yiizlerce ¢ekirdek poru, molekiillerin (6zellikle
RNA ve proteinlerin) farkli difiizyon hizlari veya boyutlarina bagh olarak
diizenlenmis tasima ile tasinmasina olanak tanir. Cekirdek zari, periferik ER'nin bir
pargas1 olan cisternalara baglidir. Cisternalar, aralarinda liimen bulunan iki ¢ift
tabakali lipid katmanindan olusan diiz yapilar olup, yalnizca membran kenarlarinda

kavisli bolgeler bulunmaktadir (Bernales ve ark 2006).
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Cekirdek

Cift tabakali lipit katmanh
e
¢ekirdek zari .

Porlar

Ribozom
Graniillii Endoplazmik Retikulum
(GER)

Diiz EndoplazmikRetikulum
(DER)

Cisterna (ER Liimeni)

Sekil 1.6. Endoplazmik Retikulum genel yapisi

ER, fonksiyonunu ve biitiinliigiinii siirdiirebilmek i¢in siirekli olarak yenilenir
ve belirli stres kosullarinda daha aktif hale gelmektedir. ER zarindaki proteinlerin ve
lipitlerin yar1 omrii yaklasik 3-5 giin olarak tahmin edilmektedir (Omura ve ark
1967). ER'nin kalite kontrolii, ubiquitin-proteazom sistemi ve otofaji (ER-faji) olmak
tizere iki yolakla saglanmaktadir. ER'nin siirekli yenilenmesi ve stres kosullari
altinda daha aktif hale gelmesi ER’deki proteinlerin ve tiim organelin optimal

kalitesini saglamak i¢in gereklidir (Chino ve Mizushima 2020).

Insan hiicreleri yaklasik 10.000 farkli protein iiretmektedir (Kulak ve ark
2017). Bu proteinlerin iigte birinden fazlasini ER membranina bagh ribozomlar
sentezlemektedir. Bu proteinler, ER'ye, plazma membranina, golgi cCisimcigine,
lizozomlara yerlesmek iizere ya da hiicre digina salinmak tizere hedeflenmektedir
(Anelli ve Sitia 2008). Bir proteinin yapisi ve konformasyonu, asil olarak aminoasit
dizisi tarafindan belirlenmis olsa da, yeni sentezlenen proteinlerin ¢ogu dogru
katlanabilmek i¢in molekiiler saperonlarin yardimlarina ihtiyag duymaktadir (Balchin
ve ark 2016).

Insan proteomunun iigte biri ER’ye ydnlendirilmektedir. Burada proteinler
once katlanip bir araya getirilir. Daha sonra lizozom, plazma zar1 ve hiicre disi
bosluk gibi asagi akis salgi ortamlarina taginir (Dancourt ve Barlowe 2010).
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Salgilama proteinleri, hiicre fizyolojisinin neredeyse tiim alanlarinda yer almaktadir.
Bunlar arasinda protein sentezi ve yikimi gibi ekstraselliiler islevler de bulunur. Bu
islevleri yerine getirebilmek igin, salgilama proteinlerinin diizglin katlanmasi,
fonksiyonel bir yapi1 kazanmasi ve bu yapiyr korumasi gerekmektedir. Salgi
proteomunun  biitlinligli, baslica ER kalite kontrol yollar1 tarafindan

diizenlenmektedir (Ellgaard ve Helenius 2003).

1.2.1. ER Fonksiyonlari

ER’nin fizyolojik olarak dort temel gérevi vardir (Schroder 2008). Bunlar;
1. Membran ve salgi proteinlerinin sentezlendigi yer,

2. Salgi ve membran  proteinlerinin  ¢ogunlugunun  dogal
konformasyonlarina katlandigi ve yeni sentezlenmis proteinlerin
posttranslasyonel modifikasyona ugradigi yer (Asparajin bagh

oligosakkaritlerin eklenmesi ve disiilfid baglarinin olusumu),
3. Hiicre i¢i kalsiyumun (Ca**) depolandig: yer,

4. Lipit ve sterol biyosentezinin (ER zarinda olur) gerceklestigi yer.

ER, hiicre membranlarinin bakimai, lipid damlaciklari/vezikiillerin iiretimi ve
enerji i¢in yag depolanmasinda olduk¢a 6nemlidir. Lipid iiretimi organellerin temas
bolgeleri ve membran arayiizleri ile smrhdir. Lipid damlaciklari/vezikiilleri
kontrollii bir sekilde disar1 atilir ve ER kendi membraninin seklini dinamik olarak
degistirerek degisen hiicresel lipid konsantrasyonlarina uyum saglar (Merighi ve
Lossi 2022).

Sekretuar yol, iiretilen ¢ogu protein ve lipitin ER’den diger hiicresel
bilesenlere transfer edilmesi i¢in baslica kullanilan yoldur. Bu siireg, sabit bir
metabolik akisin korunmasini saglamak igin siki bir sekilde kontrol edilir.
Sekresyonda eksikliklerin olmasi ER {izerinde, yapisinda veya fonksiyonunda zararl
etkilere sebep olabilir. Kaplama Protein Kompleksi II (COPII) ile kaplanmis tasima
vezikiillerinin olusumu, bu sekresyon siireci i¢in olduk¢a 6nemlidir (Merighi ve
Lossi 2022). Pek ¢ok hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyal iletim aginda, Ca?" ikinci bir

haberci olarak goérev yapmaktadir ve hiicre 6liimii de dahil olmak {izere birgok
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hiicresel siire¢ igin hayati bir 6neme sahiptir (Clapham 2007). ER, kalsiyum
depolayan birincil organeldir ve kalsiyum seviyelerinin yonetiminde kritik bir rol
oynar. ER fonksiyonlariin ¢ogu, hiicrenin tiim kalsiyum dengesini etkileyen bir
sekilde Kkalsiyum tarafindan diizenlenmektedir (Meldolesi ve Pozzan 1998). ER,
sitoplazmadan ¢ok daha yiiksek bir fizyolojik intraluminal kalsiyum
konsantrasyonuna ve oksitleyici bir redoks potansiyeline sahiptir. Ve bu durumu
koruyabilmesi i¢in hiicre zari ve mitokondrilerle yakin koordinasyon halinde olan
protein kalite kontrol mekanizmalar1 tarafindan siki bir sekilde kontrol edilmektedir

(Szymanski ve ark 2017).

1.2.2. Endoplazmik Retikulum Stresi

Proteostaz (protein homeostazi), hiicre sag kalimi i¢in temel bir siiregtir ve bu
dengenin bozulmasi, metabolik, kardiyovaskiiler, onkolojik ve ndrodejeneratif
hastaliklar gibi bir¢ok hastaliga yol acabilmektedir (Balch ve ark 2008). ER, iirettigi
proteinler i¢cin bir kalite kontrol organeli olarak islev goriir ve yalnizca normal
proteinlerin vezikiillerinden ¢ikmasina izin verir (Hurtley ve ark 1989). Protein kalite
kontrol sistemleri, proteostazi korumaktan sorumludur. ER’ye agir1 yiiklenildiginde,
ER’nin protein katlama kapasitesini agar. Bu durum, ER limeninde yanlis katlanmig
proteinlerin birikmesine neden olur. Besin vyetersizligi, oksidatif stres, viral
enfeksiyonlar, hipoksi ve kalsiyum eksikligi gibi durumlar hiicresel bolmelerin
homeostazini etkileyerek ER stresine (ERS) neden olmaktadir. Hiicreler, dengesiz
ER protein katlanmasini ¢ozmek i¢in bir sinyal iletim mekanizmasi olan UPR’yi

gelistirmistir (Walter ve Ron 2011).

ERS’nin meydana gelmesiyle birlikte, proteinler ER liimeninde dogru sekilde
katlanamazlar. Hiicreler, proteinlerin dogru katlanma kapasitesini artirmak amaciyla
UPR'nin ii¢ farkli sinyal yolunu aktive eder. Bununla birlikte, protein iiretimi ve
birikimi baskilanir. Katlanmamis ya da hatali katlanmis proteinlerin yikim
hizlandirilir. Aynm1 zamanda, ERS ile iliskili genlerin transkripsiyonu uyarilir ve
ER'nin kendi onarim mekanizmalar1 giliglendirilir (Hu ve ark 2019). Genel olarak,

UPR’nin bu g sinyal iletimi ER sensor transmembran proteinleri tarafindan kontrol

edilir. Bunlar:
e JRElaq,
e PERK,
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e ATF6 (Wang ve Kaufman 2016).

ER'ye bitisik halde olan saperon Baglayici Immiinoglobulin Proteini (BiP)
[diger adlari: Glukozla diizenlenen protein 78 (GRP78), Is1 Sok Proteini (Hsp70)],
katlanmamis ve intraluminal (katlanmasi gereken) proteinler ile ii¢ ERS sensorii
arasinda karmagik bir denge kurar. Normal sartlarda BiP, saperonlarin liimene bakan
taraflarinda saperonlara bagli olarak durur. Biriken katlanmamis proteinler
sonucunda BiP, ERS sensorlerinden ayrilir (Sekil 1.7.) (Bhattarai ve ark 2021).

BiP BiP BiP
ER Liimen

——NH2 NH2 —— COOH

ER Membran [T IEL e T S e T moCooeenn

Yanlis Baglaym

katlanmug
protein
Serin/Treonin elF2a bZip
Sitozol Kinaz kinaz
RNAz
NH2
COOH
COOH
IRE1 PERK ATF6

Sekil 1.7. BiP/GRP78/Hsp70, normal kosullar altinda IREla, PERK ve
ATF6’ya bagh sekilde bulunur. Stres kosullar1 altinda ise BiP, bu ii¢ sensor
proteinden ayrilir ve UPR aktif hale gelir.

1.2.3. Protein Kalite Kontrol Mekanizmasi

Aminoasitlerin birbirlerine doniismeleri ve protein iiretiminin diizenlenmesi
cok énemlidir. Ozellikle, yeni sentezlenen polipeptid zincirinin katlanmas1 karmasik
ve nispeten hata yapmaya meyilli bir siirectir (Hartl ve Hayer-Hartl 2009). Bu
nedenle, biiyiik bir molekiiler saperon seti tarafindan desteklenir ve hiicresel kalite
kontrol mekanizmalar tarafindan dikkatle korunur. Protein havuzu, proteinlerin yari

Omiirleri, hasar gérmeleri gibi durumlardan dolay: siirekli bir donilistim halindedir
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(Lemmer ve ark 2021).

Fizyolojik kosullarda, protein sentez ve yikim orani arasinda hassas bir denge
vardir (Liu ve Sabatini 2020). Proteinlerdeki bu hassas dengenin bozulmasi genel
protein sentezini azaltilirken stresle basa c¢ikmak i¢in yeni proteinlerin sentezini
tesvik eden bir dizi sinyalin aktivasyonunu tesvik eder (Hetz ve ark 2015). UPR'nin
homeostazi yeniden saglamayr amacladigi diger yollar ise otofaji yoluyla protein
yikiminin uyarilmasi ve ER ile iligkili yitkim (ERAD) olarak adlandirilan bir siirectir.
Bunlar ile birlikte katlanmamis proteinler daha fazla temizlenir. Bu mekanizmalar,
hiicresel proteostazi yeniden saglamak i¢in ¢alisir (Metcalf ve ark 2020). Hafif ve
orta diizeydeki ERS’ye yanit olarak UPR, katlanmamis veya yanlis katlanmig
proteinleri ortadan kaldirmak ve ER homeostazini yeniden saglamak amaciyla
baglatilir (Szegezdi ve ark 2006). Bu tip UPR, “adaptif veya sitoprotektif” UPR
olarak adlandirilir. Ancak, siddetli veya kalict ERS durumunda, UPR asir1 sekilde
aktive olur ve intrinsik apoptoz mekanizmalarinin aktive olmasina yol acar. Bu tiir
UPR ise, “maladaptif, denetimsiz veya terminal” UPR olarak adlandirilir (Szegezdi
ve ark 2006).

UPR aktivasyonunun baslica sonuglari, protein sentezinin inhibe edilmesi ve
ER'nin katlama kapasitesinin artirilmasidir. Boylece UPR, proteotoksik strese karsi
etkili olup proteostazin yeniden saglanmasinda rol oynar (Sage ve ark 2012). Ancak,
ERS’nin diizeltilememesi ve homeostazin yeniden saglanamamasi durumunda, son

care UPR tarafindan indiiklenen hiicre 6liimiidiir (Lemmer ve ark 2021).

UPR, ER membraninda yer alan ii¢ ana sensOr tarafindan diizenlenir. Bu
transmembran proteinleri, ER liimeninde bulunan saperon GRP78/BiP/Hsp70’e
baglanir. Bu proteinin ¢ogu, katlanmamis proteinlerle etkilesime girdiginde,
sensorlerin sitozolik taraflar1 transfosforilasyonla otoaktif hale gelir ve homeostazi
yeniden saglamak igin sinyaller iletirler (Tabas ve Ron 2011). ER’de ger¢eklesen
proteostazdan sorumlu olan bu ii¢ sensor yukarida bahsedildigi gibi ATF6, PERK ve
IRE1a hiicresel programlaridir (Sekil 1.8.) (Hetz ve ark 2020).

UPR, katlanmamig proteinlerin saperon proteinlerine ve UPR sensorlerinin
liiminal kisimlarina baglanmasiyla aktive edilir. ATF6, PERK ve IREla yollar,
katlanan saperonlarin transkripsiyonunu tesvik ederek ve elF2a yoluyla protein

translasyonunu inhibe ederek proteostatik yiikii hafifletir. Ancak daha fazla kolun
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varligima dair kanitlar bulundugundan, siirli bir bakis agis1 olusturmaktadir

(Lemmer ve ark 2021).

PERK, IREla ve ATF6, ER zarina baglanmis olup, katlanmamis proteinlerin
varligiyla aktive olurlar. Yapilan ¢aligmalar, katlanmamis proteinlerin, ya dogrudan
reseptorlerin  liminal bolimleriyle temas ederek ya da BiP gibi saperonlarin
ayrilmasiyla dolayli olarak algilandigini belirtmektedir (Adams ve ark 2019). Her iki
durumda da, liiminal katlanmamis proteinlerin algilanmasi, UPR aktivasyonuna ve

ERS’nin ¢oOziilmesini  kolaylastiran asag1 akis olaylarinin  baglatilmasini

saglamaktadir (Hetz 2012).
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Sekil 1.8. Ug UPR sensoriine genel bakis. Normal kosullar altinda, {i¢ protein

(IREla, PERK ve ATF6) molekiiler saperon protein BiP'e baglanir. Stres kosullari
altinda yani ER’de diizgiin katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinlerin asiri
birikimi sonucunda bu ti¢ sensor BiP’ten ayrilarak IRE1a-XBP1 (X-box baglanma
proteini 1), PERK-eIF2a, PERK-NRF2 (Niikleer Faktor Eritroit 2-iligkili faktor 2) ve
ATF6 sinyal yolaklarini aktive eder. Her aktivasyon yolunun farkli bir sinyal iletim
mekanizmast vardir. IREla, XBP1’in mRNA'sin1 keserek, protein katlanmasi ve
ERAD siireclerinde gorevli genlerin ifadesini destekleyen XBP1 siplicing (XBP15s)

adli transkripsiyon faktoriinii kodlayan formun olusmasini saglar. PERK ise
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oligomerlesme ve otofosforilasyon yoluyla aktive olur. Ardindan eIF2a’nin
fosforilasyonunu tesvik eder; bu durum genel protein sentezinin azalmasina yol
acarken, sec¢ici olarak Aktive edici transkripsiyon faktéri 4 (ATF4)’in
translasyonunu artirir. ATF6, ER’den Golgi aygitina tasinir ve burada Slp ve S2p
(site 1 ve site 2 proteazlar) proteazlar tarafindan kesilerek aktif ATF6 formu serbest
birakilir. Bu ii¢ sensoriin aktivasyonu sonucu, ER ve Golgi'nin yapisal bilesenlerinin
sentezi ve ERAD yolu tesvik edilerek protein katlanmasini iyilestirir ve hiicresel
stres kaynakli hasar azaltir. Bu sekil Canva programindan Huang ve ark.’dan

modifiye edilerek ¢izilmistir (Huang ve ark 2023).
e PERK

Protein Kinaz RNA Benzeri ER Kinazi (PERK), ER’ye yerlesik tip 1
transmembram proteinidir. Okaryotik baslatici faktér 2 alfa (elF2a) protein
kinazlardan biridir (Horiuchi ve ark 2016, Gordiyenko ve ark 2019). Ayni zamanda
translasyon baglatma faktorii Ser-51'de elF2a'y1 fosforile eden bir kinaz olup, ERS
yanitinin ilk hattidir ve hiicrelerde genel protein translasyonun durdurulmasini
saglamaktadir. Ancak, adaptif UPR icin gerekli proteinleri kodlayan belirli bir i¢
ribozomal girig bdlgelerine sahip MRNA’larin translasyonu bu kosullar altinda da

devam etmektedir (Schroder ve Kaufman 2006).

elF2, a, B ve gamma (y) olmak {iizere ii¢ alt birimden olusan bir trimerdir ve
fosforilasyon, o alt biriminin serin 51. kalintisinda ger¢eklesmektedir. Bu
fosforilasyon sonucunda elF2'nin Guanin Niikleotid Degisim Faktorii e[F2[’y1 inhibe
eder. Boylece elF'i inaktif GDP-bagli durumda tutarak protein translasyonunu

durdurur (Gordiyenko ve ark 2019).

PERK'in  N-terminal bolgesi, ER lumeninde bulunur ve dimerlesme,
diizenleme ve BiP ile etkilesim ig¢in kritik bir rol oynar. C-terminal bolgesi ise
sitoplazmik bir serin/treonin protein kinaz domeni igerir. ER stresi meydana
geldiginde, BiP'in katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinlere baglanmasi,
PERK'in serbest kalmasmi saglar ve otofosforilasyon ve dimerlesme yoluyla
aktivasyonunu tesvik eder. Sonug olarak ikinci sensor olan PERK, UPR'ye baslica
protein translasyonunu zayiflatarak ve oksidatif stresi diizenleyerek katilir

(Ghemrawi ve Khair 2020).
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o ATF4

Aktive edici transkripsiyon faktor 4 (ATF4), insanlarda yaygin olarak
bulunan temel bolge-16sin fermuari (bZip) proteinleri ailesine aittir (Huang ve ark
2023). ATF4, protein katlanmasi, otofaji, aminoasit metabolizmasi, redoks
homeostazi ve apoptoz gibi bir¢ok hiicresel siireci diizenleyen genlerin ifadesini
kontrol eden 6nemli bir transkripsiyonel diizenleyicidir. Bu sayede, hiicrelerin ¢esitli
stres kosullarina kars1 adaptif yanitlar gelistirmesine katkida bulunmaktadir (Zielke
ve ark 2021). ATF4, elF2a inhibe edildiginde daha verimli bir sekilde translasyon
olan ve indiiklenen bir transkripsiyon faktoriidiir. ATF4, protein sentezi ve
sekresyonu, amino asit sentezi ve tasinmasi ve antioksidan stres yanitlari gibi
alanlarda gorev alan genleri indiikler (Han ve ark 2013). CHOP (C/EBP-homolog
protein), bunlar arasinda yer alir ve ATF4 ekspresyonu tarafindan upregiile edilir.
CHOP, X-box baglanma proteini 1 (XBP1) ve saperon proteinleri ve bir¢ok diizeltici
genin ekspresyonunu indiikleyerek bozulmus ER'yi dengelemeye ¢alisir (Oakes ve
Papa 2015).

ATF4 aym1 zamanda hiicre apoptozisinin indiiklenmesinde goérevli olan
CHOP/GADD153 transkripsiyon faktoriinii indiikler. CHOP, elF2a'ya ozgii bir
fosfataz kompleksi olan GADD34'in sentezini uyararak homeostazin yeniden
saglanmasina katilir (Marciniak ve ark 2004). ATF4, genellikle yalnizca ER
stresorleriyle uyarildiktan sonra gegici olarak indiiklenir ve CHOP, kendi senteziyle

ATF4'in sentezini engeller (Iurlaro ve Mufioz-Pinedo 2016).
e IREla

Inozitol Gerektiren Enzim 1 (IRE1)’in a ve B olmak iizere iki tipi vardir.
IREla ¢ogu doku ve hiicrede lokalizeyken, IREf yalnizca gastrointestinal epitel
hiicrelerinde yer almaktadir (Huang ve ark 2022). ER’ye yerlesik tip I transmembran
proteini olan IREla, sitoplazmik alanda serin/treonin kinaz ve riboniikleik asit
endoniikleaz olmak tizere iki enzimatik aktiviteye sahiptir (Sekil 1.7.) (Raymundo ve
ark 2020). Katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinler ER liimeninde asir1
biriktiginde, bu proteinler BiP'e baglanarak IRElo dimerizasyonuna ve
otofosforilasyon ile protein kinaz ve riboniikleik asit endoniikleaz enzimlerinin

aktivasyonuna yol agar (Zhang ve Kaufman 2008).
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IRE1, riboniikleik asit endoniikleaz aktivitesi ile XBP1 mRNA'sim1 keserek
aktif bir transkripsiyon faktorii olan XBP1 splicing (XBP1s) adi verilen bir proteini
kodlar (Urano ve ark 2000). XBP1s ¢ekirdege aktarildiktan sonra, ERS’ye yanit
olarak UPR hedef genlerinin transkripsiyonunu aktive eder. Bu hedef genler arasinda
BiP gibi liminal ER saperonlari, disiilfiir izomerazlar, glukozilazlar, ER ve Golgi'nin
yapisal bilesenleri, homosistein kaynakli ER proteini (HERP) ve DNAJB9/ERDJ4
(Hsp40 ailesi iiyesi) yer almaktadir. XBP1s aracilifiyla bu genlerin ekspresyonu,
ERAD yolunu destekleyerek yanlhis katlanmig proteinlerin uzaklastirilmasini
saglamaktadir. Buna ek olarak XBP1s, ER lipid biyosentezini, peptit katlanmasini ve
membran genislemesini tesvik ederek ERS’nin azaltilmasina katkida bulunmaktadir

(Frakes ve Dillin 2017).
o ATF6

UPR’nin tglincti sensorii olan aktivasyon transkripsiyon faktorii 6 (ATF6),
ayni zamanda tip 2 transmembran proteinidir. ATF6’nin alfa ve beta () olmak {izere
iki tipi vardir. ATF6a, giiclii bir transkripsiyonel aktivator olarak islev goriirken,
ATF6pB daha zayif bir transkripsiyonel aktivatordiir ve ATF6a'nin aktivasyonunu
inhibe edebilmektedir (Hillary ve FitzGerald 2018). ATF6; PERK ve IRE1’den farkli
olarak ER'de siirekli olarak bulunmasina ragmen, ERS durumunda ATF6a'nin
limenal domaini, BiP'den dogrudan ayrilir ve ardindan golgi cisimcigine geger.
Golgi cisimciginde S1p ve S2p tarafindan Kkesilerek, sitoplazmik kuyrugunda
bulunan ATF6(N) (N terminal, aktif formu) transkripsiyon faktoriinii serbest birakir
ve daha sonra ¢ekirdege iletilir (Shen ve ark 2002, Schroder ve Kaufman 2005).
ATF6(N)’nin hedefi dogrudan saperonlar ve UPR proteinleridir. ATF6(N) ayni
zamanda CHOP, BiP ve XBP1 genlerini uyarir (Yoshida ve ark 2000).

Sonug olarak aktive olmus ATF6(N), ER'nin boyutunu genisletir, protein

katlama kapasitesini artirir ve hiicrenin hayatta kalmasini destekler (Lei ve ark 2024).
e Kalneksin

ER, proteinlerin katlanmasi igin iki ana yolak icermektedir. Bunlardan ilki
GRP78 ve disiilfid izomeraz ailesinden olan PDIA1 (P4HB) igeren genel katlanma
yoludur. Digeri ise N-baglantili glikoproteinlerin katlanmasinda rol oynayan

kalneksin/kalretikiilin dongiisii olarak adlandirilan kalneksin ve kalretikiilin gibi
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lektin saperonlar tarafindan yonetilen yolaktir. Kalneksin, ER’de yer alan konstittitif
olarak eksprese edilen bir saperon proteini olup, proteinlerin dogru katlanmasinda ve

hiicresel homeostazin siirdiiriilmesinde temel bir rol oynar (Ellgaard ve ark 2016).

Kalretikiilin ile kalneksin, lektin benzeri domenleri agisindan yapisal
benzerlik gostermektedir. Kalretikiilin ER liimeninde bulunan bir proteindir,
kalneksin ise bir transmembran heliksi ve sitozol ile temas eden C-terminal domeni
olan tek bir liiminal karbonhidrat baglama bdlgesine sahip tip I integral ER membran

proteini olarak ER’de bulunmaktadir (Paskevicius ve ark 2023).

Kalneksin, ¢oziiniir formu olan kalretikiilin ile birlikte, glikanlara 6zgiil
baglanmay1 saglayan lektin-benzeri bir baglanma domenine ve diger saperon
proteinleri ER liimenine yodnlendirmeye katkida bulunan esnek bir P-domenine
sahiptir. Bu glikoproteinlere 6zgii katlanma mekanizmasinda, kalneksin/kalretikiilin
sistemine ek olarak, UDP-glukoz:glikoprotein glukoziltransferaz (UGGT), protein
distilfid izomeraz ERpS7 ve ER glukozidazlar: I ve II gibi 6nemli enzimler de yer
almaktadir (Sekil 1.9. A) (Lamriben ve ark 2016).

N-bagli glikoproteinler ER'ye girdiklerinde, Glc3Man9GIcNAc2 (glukoz-
mannoz-N-asetil glukoz) glikan1 ile etiketlenmis spesifik asparajinlere sahiptir.
Kalneksin dongiisiinde protein katlanmasi, proteinin ER’ye girisiyle birlikte protein
sentezi ve N-glukozilasyon ile baglar. Protein iizerindeki N-glikan, sirasiyla dig ve
orta glukoz kalintilarini uzaklagtiran glukozidaz 1 ve glukozidaz II tarafindan
kesilerek, kalneksin veya kalretikiiline 6zgii olarak baglanabilen monoglukozillenmis
forma dontistiriilir (Sekil 1.9. B) Kalneksin ve kalretikiilin saperonlari, bagl
olduklar1 glikoprotein iizerinde katlanmay1 ve olgunlagmay:1 tesvik eder. Glukozidaz
I, kalan son glukoz kalintisin1 uzaklastirir. Boylece, glikoprotein artik kalneksin
veya kalretikiiline baglanamaz ve glikoprotein katlanmasinin ilk agamasi sona ermis
olur. Eger protein hala dogal (fonksiyonel) konformasyonunu kazanmamissa,
glukoziltransferaz enzimi UGGT, son glukoz kalintisin1 tekrar ekler ve
glikoproteinin yeniden kalneksin/kalretikiilin ile baglanmasini saglar. Bu sayede
UGGT, hatali katlanmig MansGlcNAc: glikoproteinleri 6zel olarak taniyan ve onlari
ek islem ic¢in kalneksin/kalretikiilin dongiisiine geri dondiiren bir kalite kontrol
sistemi gibi gorev yapar. ER’ye 6zgii ve farkli fonksiyonlara sahip ii¢ saperonunun

kalneksin/kalretikiiline baglandig1 bilinmektedir. Ilki disiilfiir izomeraz olan ERp57
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proteinidir ve glikoprotein disiilfiir baglarmin oksidasyonunu ve izomerizasyonunu
katalize eder. Diger iki saperon ise siklofilin B (CypB) ve ERp29’dur. Ve sirasiyla
peptit baglarmin izomerizasyonunu ve genel bir saperon fonksiyonunu

gerceklestirmektedir (Sekil 1.9.) (Kozlov ve Gehring 2020).

Sonug¢ olarak kalneksin, ER’de kalsiyumu baglayan ve depo eden bir
proteindir. Bu 6zelligi sayesinde kalneksin, hem protein katlanmasini diizenler hem
de ER ig¢indeki kalsiyum dengesine katki saglar. Kalsiyum eksikligi durumunda
kalneksin fonksiyonlar1 bozulur, bu da hiicresel stresin ve hastaliklarin gelisimine yol

acabilir.
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Sekil 1.9. (A) Yeni sentezlenmis glikoproteinlerin monoglukozillenmis
formu, kalretikiilin veya kalneksin ile baglanir ve bu etkilesim, ERp57, CypB ve
ERp29’un yardimiyla protein katlanmasini destekler. Glukozidaz II tarafindan
terminal glukoz kalintisinin uzaklastirilmasinin ardindan, diizgiin sekilde katlanmis
ve dogal konformasyon kazanmis proteinler Golgi cisimcigine tagmir. Yeterli sekilde
katlanmamis proteinler ise UGGT enzimi tarafindan yeniden glukozilasyona ugrar ve
ek katlanma dongiileri icin tekrar kalretikiilin/kalneksin ile baglanir. Eger birden
fazla katlanma dongiisiinden sonra da protein dogru sekilde katlanamazsa, bu
proteinler terminal olarak hatali kabul edilir ve ERAD araciligiyla sitoplazmaya
tasmarak burada yikima ugratilir. (B) N-baglantili glikanin yapisi. On glikan yapisi,
tic glukoz kalintisi igerecek sekilde proteine baglanir. Bu glukozlardan ilk ikisi,
glukozidaz I ve II enzimlerinin etkisiyle uzaklastirilarak kalneksin ve kalretikiilin ile
baglanma igin gerekli olan monoglukozillenmis form elde edilir. UGGT, yanlis
katlanmis glikoproteinleri tantyarak glikan yapisina tekrar glukoz ekler ve boylece
saperon aracili katlanma dongiisiinlin devam etmesini saglar. Bu sekil Kozlov ve

ark.’dan modifiye edilmistir (Kozlov ve Gehring 2020).
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Bagirsak epitel hiicreleri, siirekli olarak mikrobiyota, antijenler, diyetle alinan
metabolitler ve bakteriyel toksinlerden olusan karmasik bir ¢evresel etkilesime maruz
kalmaktadir. Bu hiicreler arasinda yer alan enterositler, kisa Omiirlii yapilari
nedeniyle hizla yenilenir ve bu da onlarin yogun metabolik faaliyet gostermesini,
ayrica ylksek miktarda protein, sitokin ve kiiciik peptit liretmelerini zorunlu
kilmaktadir. IEC’lerde ortaya c¢ikan ERS, hem konak bagisiklik sisteminin
uyarilmasiyla hem de bagirsak mikrobiyotasinda meydana gelen degisiklikler
(disbiyozis) ile iliskilidir. Bu iki unsur, inflamatuar bagirsak hastaliklar1 (IBH) ve
diger mukozal hastaliklarin gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Ozellikle, UPR
stirecine dahil olan genlerdeki eksiklikler, ER'de biriken yanlis katlanmig proteinlerin
uzaklastirllmasinda azalmis kapasiteye ve epitel hiicrelerinde bagisiklik tepkisinin
asir1 diizeyde artmasina neden olarak IBH gelisme riskini yiikseltmektedir (Ma ve

ark 2017).

UPR, otofaji, sekresyon, bagisiklik yaniti ve inflamasyonla iliskili genlerdeki
genetik eksiklikler, protein katlama kapasitesini azaltarak ve bagisiklik yanitim
artirarak IBH’ye olan yatkinlig1 artirabilir. Bu genlerin eksik oldugu fare modelleri
lizerinde yapilan ¢alismalar, IBH ile iliskili mekanizmalarin anlasilmasina yardimci

olmustur. Bu c¢alismalar tezin tartisma boliimiinde detaylica ele alinmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerecler
2.1.1. Kullanilan Cihazlar ve Laboratuvar Malzemeleri

Tablo 4’te ¢alismada kullanilan cihazlar ve laboratuvar malzemeleri yer

almaktadir.

Tablo 4. Kullanilan Cihazlar ve Laboratuvar Malzemeleri
Santrifiij (Beckman Coulter AllegraTM X-2212)

Santrifiij: Sigma 3K30

-80°C buzdolabi: SANYO MDF-U5186S

Buzdolab1: (+4°C ve -20°C): ALTUS AL 302

96 kuyucuklu steril plaka: Corning® Costar® 96-well plate
ELISA Reader: CLARIOstar

Mikropipet (1000, 200, 10ul)

Serolojik pipet: (5 ve 10 ml)

Sicak su banyosu: Wise Bath fuzzy systems

Otomatik Elisa okuyucusu ve yikayicisi (Rayto Microplate Washer RT-2600,
Rayto Microplate Reader RT-2100C)

Vortex (Heidolph, Almanya)

Avyarlanabilir otomatik pipetler (Brand, Almanya)

2.1.2. Kullanilan Kitler

Calismada kullanilan ELISA Kitlerine ait bilgiler Tablo 5’te listelenmistir.

Tablo 5. Kullanilan ELISA Kitleri
Human Phospho Extracellular Signal Regulated Kinase ELISA Kit: Bioassay

Cat.No: E7165Hu

Human Inositol Requiring Enzyme 1 ELISA Kit: Bioassay Cat.No: E6871Hu
Human Activating Transcrition Factor 6 ELISA Kit: Bioassay Cat.No: E7169Hu
Human Calnexin ELISA Kit: Bioassay Cat.No: E1243Hu

2.2. Orneklem Secimi, Veri Toplanmasi ve Calismanin Siiresi
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Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi ve Necmettin Erbakan
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi, Cocuk Gastroenteroloji Bilim Dallari
Polikliniklerine basvuran 1-17 yas araligindaki CH teshisi konmus 43 ¢ocuk hasta
grubu olarak ¢alismaya dahil edilmistir. Saglikli kontrol grubu olarak ise herhangi bir
rahatsizlig1 ve enteropati belirtisi olmayan, klinik olarak normal ve sistemik hastalik
varlig1 agisindan da negatif sonu¢ dykiisiine sahip olan toplam 45 ¢ocuk calismaya
dahil edilmistir. Calismaya dahil edilme Kriterlerine uygun olan katilimcilarin
ebeveynlerinden imzali onam formu alimmistir. BAP destekli arastirma projesi
Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’'nde Ocak 2024 ile Nisan 2025 tarihleri

arasinda yapilmistir.

Saglikli kontrol ve hasta grubundaki bireylerden kan 6rnekleri endoskopinin
planlandig1 giin en az 8 saatlik aclik sonrasi, endoskopi islemi 6ncesi agilan damar
yolundan alimmustir. Dispeptik yakinma sikayeti ile gelip endoskopi sonucunda
herhangi bir bulgu saptanmayan (varsa patoloji sonucu temiz ¢ikan) bireyler
calismaya kontrol grubu olarak dahil edilmistir. Serolojik testleri pozitif ¢ikan ve
patoloji sonucunda ¢dlyak tanist kesinlesen bireyler ¢alismaya hasta grubu olarak

dahil edilmistir.

Alinan kan ornekleri, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’na getirilmis, 4000
g’de 10 dakika siireyle santrifiij edilerek serum halinde ayrilmig ve porsiyonlanarak -
80 derecede analiz giinline kadar saklanmistir. Hedeflenen sayida Ornege
ulagildiginda ornekler ¢ozdiiriilerek, calisma igin belirledigimiz IRE1, PERK, ATF6
ve kalneksin serum diizeyleri kitin prosediirine uygun ELISA yontemi ile
Olglilmiistiir. Calismaya dahil edilen bireylerin demografik verileri, biyokimya,
hormon, tam kan sayim1 parametreleri Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi ve
Necmettin Erbakan Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi otomasyon sistemlerinden

(HBSY) ayr1 ayr1 alinmustir.
Katilimcilarin (hasta grubu) dahil edilme kriterleri;
e 1-17 yas arasinda olmak,
e HLA DQ2 ve DQ8 gen pozitifligi,

e tTG2 enzim diizeyinin normalin st sinirinin 10 kat1 kadar artmasi,
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e Anti endomisyum antikor pozitifligi,

e Histopatolojik inceleme sonucu ince bagirsaklarda villus atrofisi.
Katilimcilarin (hasta grubu) dislama Kriterleri;

e Daha 6nce CH tanisi1 almis olmak,

e Glutensiz diyet uygulamak,

e ERSile iliskili olabilecek farkli ek bir hastaliga sahip olmak,

e Diger inflamatuar bagirsak hastaliklarina sahip olmak.

2.3. Yontem

2.3.1. Serum PERK, IRE1, ATF6 ve Kalneksin Diizeylerinin ELISA yontemi

ile Olciimii

Serum oOrnekleri, antikoagiilan icermeyen vacutainer tiipleri kullanilarak
periferik kandan toplandi. Ornekler, toplandiktan sonra oda sicakliginda 20 ila 30
dakika pihtilagmaya birakildi ve ardindan serumun ayrilmasi amaciyla 4000 g’de 10
dakika santrifiij edildi. Elde edilen silipernatant, pihti fazina temas ettirilmeden
dikkatlice steril 0,5 mL’lik Eppendorf tiiplerine aktarildi. Analit stabilitesinin
korunmas: ve tekrarlayan dondurma-¢ézme dongiilerinin 6nlenmesi amaciyla tim

serum Ornekleri alikotlanarak analiz gilintine kadar —80°C’de sakland.

Tiim donmus serum alikotlar1 ve reaktifler, analiz 6ncesinde oda sicakligina
getirildi. Serumdaki kalneksin diizeylerinin kantitatif analizi, ticari olarak temin
edilen Human Calnexin ELISA Kit (BT LAB, Kat. No: E1243Hu) kullanilarak,
sandvi¢ ELISA formatinda gergeklestirildi. ELISA plakasi, anti-human calnexin
antikorlar1 ile ©nceden kaplanmis olarak saglandi. Uretici talimatlarma uygun
sekilde, 240 ng/mL’lik standart stok ¢ozeltisi, saglanan seyreltici ile seri olarak
seyreltilerek 120, 60, 30, 15 ve 7,5 ng/mL konsantrasyonlarinda standartlar elde

edildi. Seyreltici ¢ozeltisi sifir standart olarak kullanildi.

Benzer sekilde, Human Phospho-Extracellular Signal-Regulated Kinase
(PERK) diizeyleri, PERK ELISA Kiti (BT LAB, Kat. No: E7165Hu) kullanilarak
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Olciildi. 24 ng/mL’lik standart stok ¢ozeltisi hazirlanarak, sirasiyla 12, 6, 3, 1,5, 0,75
ve 0 ng/mL konsantrasyonlarinda standartlar elde edildi. Inositol-Requiring Enzyme
1 (IRE1) diizeyleri, Human IRE1 ELISA Kiti (BT LAB, Kat. No: E6871Hu) ile
analiz edildi. 2400 ng/mL’lik stok standart ¢ozeltisi, 1200, 600, 300, 150, 75 ve 0
ng/mL olacak sekilde seri diliisyonla hazirlandi. Activating Transcription Factor 6
(ATF6) diizeylerinin belirlenmesinde ise Human ATF6 ELISA Kiti (BT LAB, Kat.
No: E7169Hu) kullanild1 ve 64 ng/mL’lik standart stok c¢ozeltisinden 32, 16, 8, 4, 2

ve 0 ng/mL standartlar elde edildi.

Her bir standarttan 50 uL ve her bir serum 6rneginden 40 pL olmak iizere, 96
kuyucuklu mikroplakanin uygun kuyucuklarina pipetlenerek eklendi. Ardindan her
numune kuyucuguna 10 pL biyotinle isaretlenmis tespit antikoru ve hem standart
hem de numune kuyucuklarina 50 pL streptavidin-HRP konjugati ilave edildi. Plaka
kapatilarak 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan, baglanmamus
bilesenlerin uzaklastirilmasi amaciyla her kuyucuk 300 pL yikama tamponu ile bes
kez yikandi. Daha sonra her kuyucuga sirasiyla 50 uLL Substrat Cozeltisi A ve 50 pL
Substrat Cozeltisi B eklendi ve plakalar karanlik ortamda 37°C’de 10 dakika inkiibe
edildi. Enzimatik reaksiyon, 50 pL durdurucu ¢ozeltinin eklenmesiyle sonlandirildi
ve renk maviden sariya doniistii. Optik yogunluk (OD) degerleri, reaksiyonun
durdurulmasmin ardindan 10 dakika i¢inde mikroplaka okuyucuda 450 nm dalga
boyunda 0l¢iildii. Her bir parametreye ait standartlarin ortalama OD degerleri bilinen
konsantrasyonlarina kars1 grafie gecirilerek standart kalibrasyon egrileri
olusturuldu. Ornek konsantrasyonlari, dort parametreli lojistik regresyon modeli

kullanilarak olusturulan standart egri referans alinarak elde edildi.
2.4. Istatistiksel Analiz

Colyak hastalar1 ile saglikli kontrollerin ERS parametreleri (Kalneksin,
PERK, IRE1, ATF6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olup olmadigim
belirlemek amaciyla %S5 anlam diizeyi, %95 istatistiksel giic ve 0.8 etki
biiyiikliigiinde (Cohen d=0.8) yapilacak ¢ift-yonlii (two-sided) bagimsiz érneklemler
t-testi i¢in ¢alismaya her bir grupta en az 42 olmak {izere toplamda en az 84 hastanin
dahil edilmesine karar verildi. Tiim istatistiksel analizler ve grafikler istatistiksel
olarak SPSS programi ile analiz edildi ve grafikler sanal ortamda gerceklestirildi.

Sayisal veriler ortalama + standart sapma veya medyan ile ¢eyreklikler (1. ¢ceyrek ila
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3. c¢eyrek) olarak sunuldu. Colyak hastast ve kontrol gruplart arasindaki
parametlerdeki farkliliklar Student t test ve Mann-Whitney U testi ile uygun sekilde
karsilastirildi.  Siirekli degiskenlerin normalligi Shapiro-Wilk testi kullanilarak
degerlendirildi ve varyans homojenligi Student t-testleri uygulanmadan 6nce Leven’s
testi  kullanilarak degerlendirildi. Sayisal parametreler arasindaki iliskiyi
degerlendirmek icin Spearman's rho korelasyon analizi yapildi. IRE-1 ve PERK
diizeyleri i¢in ROC analizi yapildi. Sonuglar p<0.05'te anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

Calismaya 1-17 yas araliginda 43’1 ¢olyak hastasi, 45’1 saglikli kontrol olmak

lizere toplam 88 birey dahil edilmistir.

3.1. Demografik Ozellikler ve Biyokimya Parametreleri

Calismaya dahil edilen bireylerin gruplara gore yas, cinsiyet, boy, kilo ve bazi
biyokimyasal parametreleri Tablo 3.1.’de verilmistir. Saglikli kontroller ile ¢6lyak
hastas1 c¢ocuklarin yas dagilimlar1 benzerdi (10.42 + 4.27’e kars1 9.16 £ 5.00,
p=.206). Cinsiyetlerine bakildiginda ¢dlyak grubunun %55,8’1 kiz ve %44,2’si erkek,
kontrol grubunun ise %55,6’s1 kiz ve %44,4’i erkek olmak iizere benzerdi (p>.999).
Iki grup arasinda agirlik dagilimlar benzerlik gosterirken (p=.08), boy uzunluklarina
gore kiyaslandiklarinda ¢6lyak grubunun kontrol grubuna gére anlamli 6lgiide daha

kisa oldugu goriilmiistiir (p=.049).

Bireylerin  biyokimya parametreleri  kiyaslandiginda serum  alanin
aminotransferaz (ALT), fosfor ve magnezyum diizeyleri ¢olyak grubunda kontrol
grubuna kiyasla anlamli Olc¢lide yiiksek oldugu saptanmistir (sirasiyla p=.002,
p<.001, p=.002). Serum kreatinin diizeyleri ise kontrol grubunda ¢dlyak grubuna
kiyasla anlamli sekilde daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (p=.034). Serum alblimin,
aspartat aminotransferaz (AST), glukoz, iire, sodyum, postasyum, kalsiyum, Klor ve
trik asit diizeyleri her iki grup i¢inde benzerlik gdstermistir (sirastyla p=.087,

p=.113, p=.6, p=.192, p=.492, p=.722, p=.244, p=.685, p=.883).
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Tablo 3.1. Colyak ve konrol gruplarmin demografik ve

biyokimyasal parametrelerinin istatistiksel gdsterimi

Kontrol (n=45) Colyak (n=43) p-degeri

Yas (yil) 10.42 £4.27 9.16 + 5.00 206
Cinsiyet 20 (44.4)/25 (55.6) | 19 (44.2)/24 (55.8) | >.999
Boy (cm) 140.22 £ 23.73 129.26 + 27.93 .049
Kilo (kg) 37.50 + 17.39 30.61+19.14 .08

Albiimin (g/dL) 4.7[4.8-4.6] 4.6[4.8-4.5] .087
Total Protein (g/dL) | 7.21 +£0.41 7.06 £ 0.44 114
ALT (U/L) 13 [11—15] 15 [13 - 19] .002
AST (U/L) 22 [18 - 27] 24.5 [19 — 31.05] 113
Glukoz (mg/dL) 88.93 +11.93 87.70 +£9.89 .6

Ure (mg/dL) 19 [18 — 25] 19 [16 — 23.1] 192
Kreatinin (mg/dL) 0.54+0.17 0.47+£0.14 .034
Sodyum (mEg/L) 139 [138 — 141] 139 [138 — 141] 492
Potasyum (mmol/L) | 4.46 [4.22 —4.66] | 4.46 [4.25 — 4.71] 722
Kalsiyum (mg/dL) 9.7[9.5 - 9.8] 9.75[9.51 - 9.9] 244
Klor (mmol/L) 103 [102 — 105] 104 [102 — 105] 685
Fosfor (mg/dL) 45[4-4.7] 5[4.5—5.5] <.001
Magnezyum (mg/dL) | 2.02 [1,94 —2.12] | 2.11[2.02 —2.26] .002
Urik asit (mg/dL) 3.9[3.4-4.7] 4.1[3.35- 4.9] 883

3.2. Hemogram Parametreleri

Calismaya dahil edilen bireylerin gruplara gore hemogram parametreleri

Tablo 3.2.”’de verilmistir. Kontrol grubu plazma HGB, HCT, MCH ve PDW
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diizeylerinin her biri ¢6lyak hastasi bireylere kiyasla anlamli sekilde ytliksek oldugu

goriilmistir (p=.001). Kontrol grubu plazma MCV, MCHC ve BA# diizeylerinin

¢Olyak hastas1 bireylere kiyasla anlamli 6lgiide yiiksek oldugu goriilmiistiir (p=.004,

p=.005, p=.049). Diger hemogram parametreleri her iki grup iginde benzerlik

gostermistir.

Tablo 3.2. Colyak hastalart ile saglikli kontrollerin hemogram

parametrelerinin kiyaslanmasi

Kontrol (n=45) Colyak (n=43) p-degeri

WBC (K/uL) 6.85[5.85-8.12] 6.8 [5.53 - 8.8] 818
HGB (mg/dL) 13.34 + 1.06 12.32 +£1.31 <.001
HCT % 40.11 £2.78 37.8+3.08 <.001
PLT (K/uL) 335.33 +74.54 365.98 £ 106.6 12

RBC (10e6/uL) 4.9 [4.61 - 5.16] 491 [4.58 —5.08] .802
MCYV (fL) 82 [85.2-79.2] 77.4[73.15 - 81.95] 004
MCH (pg) 2724 £1.95 25.25+2.98 <.001
MCHC (g/dL) 33.2[32.6 —33.7] 32.6 [32 —33.35] .005
RDW % 13.7[13.2 - 14.6] 14.2 [13.25 - 15.95] .079
PDW 15.9[15.7-16] 11.7 [9.55 - 15.75] <.001
MPYV (fL) 9.719-10.4] 9.8 [8.85—-10.85] 719
PCT % 0.33+0.07 0.36 £ 0.09 075
NE# (K/uL) 3.52[2.53 —4.58] 3.53[2.51-5.11] 779
LY# (K/uL) 2.73[1.94 -3.5] 2.58 [2.12-3.75] 337
MO# (K/uL) 0.42 [0.37 - 0.48] 0.47[0.39 - 0.65] 156
EO# (K/uL) 0.13[0.09—-0.2] 0.11[0.08 —0.2] 811

BA# (K/uL) 0.02 [0.01 —0.04] 0.03 [0.02 - 0.05] .049
NE % 51.65+11.25 49.2 +£12.06 326
LY % 38.86 +£10.78 39.95+9.71 .62

MO % 6.2[53-7.2] 6.6 [5.8 —7.8] 199
EO % 1.9[1.1-3.1] 1.6 1.1 -3] .63

BA % 0.3[0.2-0.5] 0.4 0.3 -0.7] 183
1IG % 0.1 0.1 -0.2] 0.20.1-0.2] 478
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3.3. Plazma Kan Hiicrelerinin Oranlar

Calismaya dahil edilen bireylerin gruplara gore kan hiicresi oranlar1 Tablo

3.3.’te verilmistir. Cdlyak hastalar1 ile saglikli kontrol bireylerinin kan hiicre

oranlarina bakildiginda yalnizca HRR (HGB/RDW) diizeylerinde kontrol grubunda

daha yiiksek olmak tizere anlamli bir fark saptandi (p=.002).

Tablo 3.3. Colyak hastalar1 ile kontrol grubunun kan hiicresi

oranlarinin kiyaslanmasi

Kontrol (n=45) Colyak (n=43) p-degeri
NLR 1.45[0.87 —2.02] 1.23[0.97-1.9] .867
PLR 129.14 [102.28 —161.17] | 112.13 [98.22 — 157.25] .658
LMR 6.38 +£2.57 6.06 +1.9 504
HRR 0.96 [0.89 — 1.06] 0.88 [0.74 — 0.97] 002
RPR 4.31[3.7—-4.95] 4.01[3.41 -5.11] 358
NLR: Noétrofil/Lenfosit orani, PLR: Trombosit/Lenfosit orani,
LMR: Lenfosit/Monosit orani, HRR: Hemoglobin/RDW orant,
PRP: RDW/Trombosit orani

3.4. Serum PERK, IRE1, ATF6 ve Kalneksin Diizeyleri

Calismaya dahil edilen bireylerin gruplara gére PERK, IRE1, ATF6 ve
kalneksin diizeyleri Tablo 3.4.’te verilmistir. Colyak hastalarmin serum IRE1 ve
PERK diizeyleri saglikli kontrollere kiyasla anlamli sekilde yiiksek oldugu
saptanmustir (sirasiyla p=.001, p=.018). Serum ATF6 ve kalneksin diizeyleri her iki
grup icinde benzerlik gostermistir (sirasyla p=.465, p=.583).
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Tablo 3.4. Colyak hastalar ile kontrol grubunun Endoplazmik

Retikulum Stresinde aktive olan UPR sinyal sensorlerinin (PERK, IRE1,

ATF6) ve Kalneksin serum diizeylerinin kiyaslanmasi

Kontrol (n=45)

Colyak (n=43) p-degeri
PERK 2.2[1.76 - 3.66] 2.95[2.37—-4.14] 018
(ng/mL)
IRE1 218.65[167.89 - 260.39 [217.84 — .001
(ng/L) 250.94] 340.17]
ATF6 10.56 [8.43 — 991[7.76 — 12.27] 465
(ng/L) 12.67]
Kalneksin 12.65[10.06 — 14.03 [10.41 — .583
(ng/mL) 17.07] 17.92]
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Grafik 3.1. IRE1 ve PERK diizeylerinin gruplara gére dagilimu.

IRE-1 Diizeylerinin Gruplara Goére Dagihmi
Mann-Whitney U Testi, p = 0,001
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Istatistiksel olarak iki grup arasinda anlamli buldugumuz IRE1 ve PERK

diizeylerinin gruplara gore dagilimi Grafik 3.1.”de verilmistir.
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Grafik 3.2. Korelasyon Grafigi

ATF6 KalneksinIRE1 PERK
n=43 tTG2 (IgA) tTG2 (IgG) Marsh Skoru (ng/L) (ng/mL) (ng/L) (ng/mL) NLR PLR LMR HRR
tTG2 (IgA) r
p degeri .
tTG2 (1gG) r ,092
p degeri ,556
Marsh Skoru r 290 395"
p degeri ,060 ,009
ATF6 (ng/L) r -,029 -,132 134
p degeri 855 399 ,390 .
Kalneksin r -,009 -,011 ,094 796"
(ng/mL) p degeri 954 943 548 ,001 .
IRE1 (ng/L) r -,075 ,060 -,022 4527 5447
p degeri 633 701 ,887 ,002 ,001 .
PERK (ng/mL) r -,079 -,215 ,107 575 587 619"
p degeri ,614 ,167 ,493 ,001 ,001 ,001
NLR r -,133 195 - A75° -238  -215 -099 -180
p degeri 394 211 ,001 124 ,166 527 249 .
PLR r -212 349" -, 407" 115 ,205 246 069 347"
p degeri 172 022 ,007 463 ,188 111 659 ,023
LMR r ,066 -,096 ,206 -064 066 273 145 -, 406" -435"
p degeri 674 540 ,185 ,685 675 076 355 ,007 004
HRR r -,245 -,009 -,045 -142 - 054 -,065 ,001 038 -102 220
p degeri 114 957 776 363 731 679 995 808 513 157 .
RPR r 182 -,076 179 074 -,062 -274  -287  -114 -4147 -213 -254
p degeri 244 630 251 639 ,691 075 062 468 006 ,170 100

Korelasyon katsayisi = r, Sig. (2-tailed) = p
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Marsh skoru ve tTG2 enzimi CH patogenezinde anlamli oldugu i¢in yalnizca
¢Olyak hastasi bireylerin kendi aralarindaki korelasyonu inceledik (Grafik 3.2.).
tTG2 I1gG ile marsh Skoru (r=-0.395, p=0.009) arasinda negatif korelasyon
goriilmistiir. Marsh skoru ile NLR (r=0.475, p = 0.001) ve PLR (r=0.407, p=0.007)
arasinda pozitif kolerasyon goriilmiistiir. Bu inflamasyonun mukozal hasarin siddeti
ile iliskili oldugunu gostermektedir. Ve ¢dlyak hastalarinin takibinde NLR ve PLR
parametrelerinin kullanilabilecegini diistindiiriir. LMR ile PERK (r=-0.406, p=0.007)
ve IRE1 (r=-0.435, p=0.004) arasindanegatif korelasyon saptanmistir. Bu
lenfositlerin azalmasinin veya monositlerin artmasinin ERS yanit1 ile iliskili
olabilecegini gosterir. RPR ile kalneksin (r=0.414, p=0.006) arasinda goriilen pozitif
korelasyon, eritrosit degiskenliginin (RDW) ve trombositlerle olan oraninin, hiicresel

stres ile baglantisin1 gosterebilir.

ATF6, kalneksin, IRE1 ve PERK, ERS yanitinda rol oynayan Onemli

proteinlerdir. Bu proteinler arasinda gii¢lii pozitif korelasyonlar gozlemledik:

ATF6 ile kalneksin arasinda giiclii pozitif yonde ve istatistiksel olarak
anlaml bir iligski saptanmistir (r=0.796, p<0.001). Benzer sekilde, ATF6 ile PERK
(r=0.575, p<0.001) ve IRE1 (r = 0.452, p=0.002) arasinda da istatistiksel olarak

anlamli ve pozitif yonde korelasyonlar gézlenmistir.

Kalneksin ile PERK (r = 0.587, p<0.001) arasinda istatistiksel olarak anlamli

ve pozitif yonde korelasyon gozlenmistir.

Korelasyon katsayilart dikkate alindiginda, en giiglii iliski ATF6 ile kalneksin
arasinda saptanmustir (r=0.796). Diger belirtegler olan IREL ile PERK (r=0.619),
kalneksin ile PERK (r=0.587) gibi kombinasyonlar da yiiksek diizeyli pozitif iliskiler
gostermistir. Bu sonugclar, hiicresel stres yaniti1 sirasinda ER'de gorevli saperon ve

sensOr proteinlerinin senkronize bir sekilde regiile edildigini gostermektedir.
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Grafik 3.3. IRE1 ve PERK ile parametreler arasindaki korelasyon grafigi.

(n=88) IRE1 PERK

YAS (yil) r -,225 -,193

p degeri ,035 ,071

BOY (cm) r -,219° -,157

p degeri ,040 ,145

ALT (U/L) r ,041 ,137
p degeri , 703 ,204

KREATININ r -,152 -,202
(mg/dL) p degeri ,158 ,059
FOSFOR (mg/dL) r ,333" 286"
p degeri ,002 ,007

HGB (mg/dL) r -174 -,295”
p degeri ,105 ,005

HCT % r -,119 -,285"

p degeri 271 ,007

MCH (fL) r -,141 -,125
p degeri ,189 244

PDW r -,354" -,229°

p degeri ,001 ,032

BA# (K/uL) r ,024 ,037
p degeri ,828 , 730

IRE1 (ng/L) r - 582"
p degeri - ,001

PERK (ng/ml) r 582" -
p degeri ,001 -
HRR r -,096 -,151
p degeri 376 ,160

Korelasyon katsayisi1 =r, Sig. (2-tailed) = p

IREI ile PERK ve fosfor arasinda pozitif korelasyon, IRE1 ile yas, boy ve
PDW arasinda negatif korelasyon bulundu. PERK ile fosfor arasinda pozitif
korelasyon, PERK ile HGB, HCT ve PDW arasinda negatif korelasyon oldugu tespit
edildi (Grafik 3.3).
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Grafik 3.4. Colyak hastaligini ayirt etmede IRE1 ve PERK
Diizeylerine Ait ROC egrisi.

ROC Egrisi: IRE-1 ile Colyak Tanisi
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IRE1 parametresi ile ¢olyak hastalarini saglikli bireylerden ayirt etme giicii
orta diizeyde bulunmus olup, AUC degeri 0,69 olarak bulunmustur. Bu parametre
i¢cin cut-off degeri 251,27 ng/mL, duyarlilik (sensitivity) %58, ozgiilliik (specificity)
ise %78 olarak hesaplanmistir (Grafik 3.4.). Duyarliliginin %58 olmast ile beraber
¢blyak hastalarmin %58'i dogru tanimlanabilir. Ozgiilliigiiniin %78 olmasiyla saglikl

bireylerin %78'l dogru sekilde dislanabilir.

Bu ozellikleriyle IRE1, ozgiilligii yiiksek ama duyarliligi nispeten daha
diisiik bir parametre olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Yanlis pozitifligi azaltmada basarili

olabilir ancak bazi ¢6lyak vakalarini atlayabilecegini gostermektedir.
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PERK parametresi i¢in elde edilen ROC egrisine gore AUC degeri 0,65
olarak hesaplanmig, bu da ayirt etme giicliniin diisik—orta seviyede oldugunu
gostermektedir. Belirlenen cut-off degeri 2,22 ng/mL, duyarlilik %79, 6zgiilliik %53
olarak bulunmustur (Grafik 3.4.). Duyarliliginin %79 olmasi ile beraber ¢olyak
hastalarinmn biiyiik bir kismmi dogru tanimlanabilir. Ozgiilliigiiniin %53 olmasiyla

saglikl bireylerin neredeyse yarist yanlis pozitif olarak siniflanabilir.

PERK, duyarlilig1 yliksek ama 6zgiilliigii daha diislik bir parametre olarak 6n
plana c¢ikmaktadir. Bu oOzellikleriyle PERK, tarama testlerinde avantajli olabilir.

Ciinkii ¢6lyak hastalarii ka¢ima riski daha diistiktiir.

Grafik 3.5. Colyak hastaligmi ayirt etmede PERK ve IRE1

kombinasyonuna ait ROC egrisi.

ROC Egrisi: PERK + IRE-1 Kombinasyonu ile Colyak Tanisi

1.0}
0.8
>
Z 06}
wl
c
7]
2]
=
T 0.4f
>
=)
(]
0.2¢
—_— AUC = 0.70
Cut-off = 0.45
x  Sensitivity = 0.77
. Specificity = 0.62
0.0 1 L i L L
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

1 - Ozgullik (1 - Specificity)

PERK ve IRE1 kombinasyonuna ait lojistik regresyon tabanli ROC analizinde
AUC (Area Under Curve) degeri 0.7 ile digerlerinden daha yiiksek bulunmustur.
Kombine modelin cut-off degeri 0.45 olup, duyarlilik %77, ozgiillik %62 olarak
tespit edilmistir. Bu sonuclar, PERK ve IRE-1’in birlikte degerlendirildiginde ¢6lyak
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hastaliginin  tanisinda tek baslarina oldugundan daha etkili olabilecegini

gostermektedir (Grafik 3.5.).

Sonug olarak her iki parametrede tek baslaria sinirlt ayirt edicilige sahipken,
kombinasyon halinde kullanildiginda (AUC= 0,70) tan1 giici artmaktadir. Ancak
Ozgiilliik degerinin sinirli olmasi, bu kombinasyonun tanidan ¢ok on tarama ya da

destekleyici tan1 araci olarak daha uygun olabilecegini diisiindiirmektedir.
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4. TARTISMA

Prevalansi diinya ¢apinda gitgide artmakta olan CH, genetik yatkinligi olan
bireylerde gluten tiiketimi sonucu ortaya ¢ikan ve bagisiklik sisteminin bagirsaklarda
stirekli inflamasyona neden oldugu ¢ok etkenli bir otoimmiin hastaliktir. CH,
bagirsak mukozasinda kronik bir inflamasyon ile karakterizedir. Ozellikle, gliadin
peptidlerinin bagirsak epitel hiicreleri ile etkilesimi, doku hasarina, bagirsak
bariyerinin  gegirgenliginin  diizensizlesmesine, malabsorpsiyona, bagisiklik
hiicrelerinin aktive olmasina, proinflamatuar sitokinlerin salinimina ve siki

baglantilarin ¢oziilmesine/gevsemesine neden olmaktadir (Leonard ve ark 2017).

Gilintimiizde CH i¢in kesin ve kalic1 bir tedavi yontemi bulunmamaktadir.
Hastalara Onerilen tek yontem glutensiz diyet uygulamasidir. Bu diyet, her hastada
tam iyilesme saglamamakla birlikte uzun vadede siirdiiriilmesi olduk¢a zordur. Bu
nedenle, daha etkili tedavi yontemlerinin gelistirilmesi adina yeni klinik hedeflerin

belirlenmesi biiyiik 6nem tagimaktadir.

Arastirmalar, ER’nin hiicrede salgilama, sentezleme ve depolama gibi hayati
islevleri yerine getiren temel bir organel oldugunu gostermektedir. Bu organelde
olusan stres (ERS), hiicrenin metabolik faaliyetlerini dogrudan etkileyebilmekte ve
zamanla bu hiicrelerin olusturdugu doku ve organlarda fizyolojik ve metabolik
bozukluklara, dolayisiyla gesitli hastaliklara yol agabilmektedir. Ote yandan, hiicre
i¢i diger sinyal yolaklarinda meydana gelen aksakliklar ya da doku ve organlardaki
hastaliklar da ERS’yi tetikleyebilir. Bu nedenle, ERS ile metabolik siiregler ve

hastaliklar arasinda karsilikli etkilesime dayali ¢ift yonlii bir iliski s6z konusudur.

ERS genel olarak CH’ye benzer Chron, iilseratif kolit ve diger IBH’ler
tizerinde calisilmis olup ¢olyak ile iligkisini dogrudan inceleyen calismalar 6zellikle
Italya’da yapilmis olmak iizere birka¢ tane ile sinirhidir. CH ile ERS arasindaki
iliskiye bakan c¢aligmalar genelde doku ve fare modelleri lizerindedir. Tezin bu

boliimiinde bu ¢alismalardan bahsedilmistir.

Yapmis oldugumuz calisma, ¢dlyak hastasi bireyler ile ERS arasindaki
iliskiyi dogrudan inceleyen ve daha 6nce ¢dlyak i¢in bakilmamig parametreleri iceren
ilk calismadir. Calismaya, Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi ile Necmettin Erbakan

Universitesi Tip Fakiiltesi Hastaneleri Cocuk Gastroenteroloji Bilim Dallar
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Polikliniklerine bagvuran, 1-17 yas araliginda olan ve ¢olyak tanisi almis (yeni tani),
calismaya dahil edilme kriterlerini karsilayan toplam 43 goniilli hasta dahil
edilmistir. Saglikli kontrol olarak yine ayni yas araliginda olup herhangi bir
inflamatuar, otoimmiin ya da genetik bir hastaliga sahip olmayan toplam 45 goniillii
birey dahil edilmistir. Calismaya katilmay1 kabul eden toplam 88 bireyin ebeveynleri

bilgilendirilmis ve onam formu imzalatilmistir.

Bu c¢aligma kapsaminda Colyak Hastaliginda Endoplazmik Retikulum
Stresinin Incelenmesi amaglanmustir. Calismamiz, pediatri ¢lyak hastalarinin serum
ornekleri ile ERS’nin incelenmesi; PERK, IRE1, ATF6 ve kalneksin parametereleri
dahilinde ilk galisma olmaktadir. Calismanin bu boliimiinde ¢alismaya dahil edilen
88 bireyin CH’de ERS’nin varligini incelemek igin sectigimiz bu dort parametrenin

serum diizeyleri degerlendirilmistir.

4.1. Inflamatuar Bagirsak Hastaliklar ile Endoplazmik Retikulum Stresi

Ug UPR yolundan IRE1/XBP1 ekseni, en kapsaml sekilde calisilmis olanidir
ve bagisiklik sistemi ile inflamasyonun diizenlenmesinde kritik bir rol oynadigi
bilinmektedir. Yapilan calismalar, XBP1 geninin IBH ile iliskili oldugunu
gostermektedir. IEC’lerde XBP1 geninin hiicreye 6zgili olarak silinmesi, ERS’nin

belirgin sekilde artmasina yol agmaktadir (Kaser ve ark 2008).

IRE1/XBP1 sinyal yolunun bagirsak iltihabiyla baglantili olduguna dair ilk
bulgular, IRE1P geninin genetik olarak devre dis1 birakildig1 bir ¢alismadan elde
edilmistir. Bertolotti ve ark.’larinin Amerika Birlesik Devletleri’nde yaptigi bu
calismada IRE1PB geninin genetik olarak silinmesinin, kolonik mukozada BiP
proteininin seviyesini ve deneysel iilseratif kolit indiikleyicisi olarak bilinen dekstran

sodyum siilfata kars1 duyarliligr artirdig: bildirilmistir (Bertolotti ve ark 2001).

Tsuru ve ark.’larinin Japonya’da yaptigi calismada IRE1B'nin 6zellikle goblet
hiicrelerinde MUC2 (mucin 2) mRNA diizeylerini diizenleyerek mukus {iretimi ve
salgilanmasinda kritik bir rol oynadig1 gosterilmistir. IRE1p’nin yoklugunda, MUC2
proteini ER’de birikmekte, bu da ERS’yi artirmakta ve hiicresel islevi bozarak
bagirsak bariyer biitlinliglinii tehdit etmektedir. Buna karsilik IREla, goblet
hiicrelerinde bu islevi telafi edememektedir. Dolayisiyla IRE1B’nin, sindirim

sistemine 0zgii, mukus salgisinin diizgiin gergeklesmesi i¢in gerekli 6zgiin bir ERS
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sensorii oldugunu kanitlamiglardir (Tsuru ve ark 2013).

IREla geninin silinmesine dayanan ve fareler iizerinde yapilan farkli bir
calisma, IRElo’nin IEC’lerde homeostazin korunmasinda hayati bir rol oynadigini
ortaya koymustur. Calismanin sonuglarina goére IREla'nin yoklugu, goblet hiicre
kayb1 ve epitel bariyer fonksiyonlarinin bozulmasi ile birlikte, CHOP proteini
araciligiyla apoptozun artmasina neden olarak inflamatuar siiregleri tetiklemistir.
Ayrica, IREla eksikligi, hiicreleri bakteriyel endotoksinlere karsi daha duyarli hale
getirerek, kimyasal olarak indiiklenen kolite yatkinligi artirmistir. Bu bulgular
dogrultusunda IREla ve CHOP'un IBH patogenezinde 6nemli bir rol oynadig
bildirilmistir (Zhang ve ark 2015).

XBP1’in, ERS ve katlanmamis protein birikimine yanit olarak IRE1 sinyali
ile aktive olan bir transkripsiyon faktorii oldugu bilinmektedir. Farkli bir ¢alismada
XBP1 eksikligi, paneth hiicre fonksiyonunun bozulmasina ve artmig ERS’ye bagh
olarak epitelin asir1 proinflamatuar yanit vermesine neden olarak bagirsak iltithabini
tetikledigi belirtilmistir. Bu ¢alisma, XBP1 geninin IEC islev bozuklugunun, IBH
patogenezinde merkezi bir rol oynadiginit XBP1 geninin silindigi fare modelleriyle
dogrulamistir (Kaser ve ark 2008).

XBP1 geninin silinmesi, IREla yolunun asir1 derecede aktive olmasina neden
olmus ve fare modellerinde deneysel olarak olusturulan inflamasyona karsi
duyarliligin arttigin1 gostermistir. Bu durum, IREla’nin bagirsak iltihabinda 6nemli
bir diizenleyici oldugunu diistindiirmektedir. Arastirmalar, ERS sirasinda IREla’nin
TNFR1 (Timor Nekroz Faktorii Reseptorii 1) ile etkilesime girerek, TNF'den
bagimsiz JNK (c-Jun N-terminal kinaz) sinyal yolunu ve apoptozu tetikledigini
ortaya koymustur. Benzer sekilde IEC’lerde XBP1 eksikligi bulunan farelerde
TNFR1 geninin ortadan kaldirilmast inflamasyon gelisimini engellemistir. Ayrica,
XBP1 eksikligi, bagirsak biitiinliigliniin korunmasinda kilit rol oynayan Paneth
hiicrelerinin apoptoz yoluyla kaybina yol acarak homeostazin bozulmasina neden

olmustur (Kaser ve ark 2008, Saveljeva ve ark 2015).

Yapmis oldugumuz tez calismasinda c¢olyak hastalarinin serum IRE1
diizeylerinin saglikli bireylere kiyasla anlamli derecede yliksek oldugunu saptadik
(p=0.001). Bu durum ERS ve 6zellikle IRE1 yolunun CH patogenezinde aktif bir rol

oynadigin1 gostermektedir. Bu bulgu, Onceki literatiirle uyumlu bir sekilde,
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IRE1/XBP1 yolunun inflamatuar siireglerde ve intestinal epitel homeostazinda rol
aldigin1 desteklemektedir (Kaser ve ark 2008, Saveljeva ve ark 2015). Literatiirde,
ozellikle IBH fare modellerinde IREla ve XBP1’in artmis ERS’ye yamit olarak
aktive oldugu ve bunun sonucunda inflamatuar yanitlarin siddetlendigi gosterilmistir
(Bertolotti ve ark 2001, Kaser ve ark 2008, Tsuru ve ark 2013). Bizim ¢alismamizda
¢olyak hastalarinda artmig serum IREI diizeylerinin saptanmasi, bu mekanizmanin
yalnizca IBH ile siirli olmadigini, ¢dlyak gibi otoimmiin/inflamatuar 6zellikteki
diger bagirsak hastaliklarinda da benzer bir ERS yanitinin rol oynayabilecegini
diistindiirmektedir. Ayrica, Tsuru ve arkadaslarinin bulgularina goére IRE1Bmin
goblet hiicrelerindeki mukus iiretiminde kritik rol oynadig1 ve eksikliginde mukus
bariyerinin bozuldugu gosterilmistir (Tsuru ve ark 2013). CH’de de bagirsak
mukozasinda yapisal hasarlar ve bariyer biitlinliiglinde bozulma goéz Oniine

alindiginda, IRE1 yolunun bu siireglerde etkili olmast muhtemeldir.

Fosforile olmus elF2a, PERK yolunun 6nemli bir bilesenidir. Cao ve
ark.’larinin IEC spesifik fosforile edilemeyen elF2a mutant fareleri (AAIEC)
tizerinde yaptiklar1 ¢alismada, fosforile elF2a kaybinin paneth hiicrelerinde sekretuar
graniil sayisinin azalmasina, ER'nin parcalanmasina ve mitokondri distorsiyonlarina
yol actigi, ayrica lizozim ve kriptidinleri kodlayan mRNA'larin ¢evirisinde
bozulmalar oldugunu gozlemlemislerdir. Bu durum, paneth hiicrelerinin
fonksiyonlarini olumsuz etkileyerek, AAIEC farelerini Salmonella enfeksiyonu ve
kolit gibi bagirsak iltihaplarina karsi daha hassas hale getirmistir. Sonug¢ olarak,
fosforile elF2a’nin, IEC’lerin islevlerini saglikli siirdiirebilmesi icin gerekli oldugu

vurgulanmaktadir (Cao ve ark 2014).

Bir calismada, IBH tedavisinde yaygin kullanilan azatiyoprin ilacinmn
otofajiyi artirici etkileri incelemistir. Arastirma, azatiyoprinin mTORCI1 sinyal
yolunu baskilayarak ve PERK’i aktive ederek otofajiyi uyardigini, bunun da crohn
hastaligr ile iligkili E. coli bakterisinin temizlenmesini kolaylastirdigini ve
inflamasyon belirteci TNF-o {iretimini azaltigimi gostermistir. Ayrica, Crohn
hastaligina yatkinlikla iligkili genetik varyantlarin  bu etkileri bozmadig1

belirlenmistir (Hooper ve ark 2019).

Brezilya’da iilseratif kolit hastalar1 ve saglikli kontrol bireyler iizerinde

yapilmis giincel bir caligmada, {ilseratif kolitli hastalarin kolonik mukozasinda
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ERS’nin ve buna bagl olarak gelisen UPR’nin aktivasyonu incelenmistir. Bulgular,
ozellikle PERK/elF2a yolunun hem IEC’lerde hem de lamina propriadaki bagisiklik
hiicrelerinde aktive oldugunu gostermektedir. PERK yoluna bagli EIF2AK3 geninin
artmis ekspresyonu ve PERK aktivasyonuna bagl olarak artan ATF3, DDIT3 gibi
UPR genleri, ERS’nin inflamatuar siirece katki sagladigin1 gostermektedir. Ayrica,
PERK aktivasyonu ile iliskili apoptoz (BAX) ve otofaji (ATG16L1) genlerinin de
yukari regiile oldugu saptanmustir (Rodrigues ve ark 2022).

CHOP’un hem apoptoz hem de inflamatuar yanitlarda rol oynayan PERK
sinyal yolunda bulunan bir transkripsiyon faktorii oldugu bilinmektedir (Oakes ve
Papa 2015). Bir ¢alismada ERS’nin CHOP'u aktive ettigini ve CHOP'un, Nukleer
Faktor kappa B (NF-xB)min negatif diizenleyicisi olan peroksizom proliferatorle
aktive olan reseptdr y'y1 inhibe ederek, bu yolla NF-kB aktivasyonunu tetikledigi
gosterilmistir. Ayrica aktive olan NF-kB, ¢ekirdege giderek ve bagirsak epitelinde
IL-8 gibi proinflamatuar sitokinlerin {iretimini artirarak, bagirsak disfonksiyonu ve

IBH gelisimine katkida bulundugunu bildirmislerdir (Park ve ark 2010).

UPR ile iligkili genlerin ekspresyonunun 23 saglikli kontrol, 15 iilseratif kolit
ve 54 Crohn hastasindan aliman kolon ve ileum biyopsilerinde incelendigi bir
calismada, kolon kaynakli IBH 6rneklerinde HSPAS, PDIA4 ve XBP1s genlerinde
mRNA ve protein diizeyinde anlamli artis saptanmistir. Bu bulgu, ATF6 ve IREI
kollarinin aktivasyonunu gostermektedir. Ayrica, kolonik IBH 6rneklerinde eIF2’nin
artmis fosforilasyonu PERK kolunun aktive oldugunu diisiindiirmektedir. UPR ile
iliskili ii¢ kolun aktivasyonu kolonik IBH ile iliskili inflamasyonda goriilmiistiir.
Bununla birlikte, elF2’nin aktivasyonuna ragmen, iltihapli kolon dokusu, genellikle
ER homeostazinin yeniden kurulmasinda rol oynayan ve PERK yolunun hedef
genlerindem GADD34 ekspresyonunu artirmamistir. Bu caligma ayni zamanda
saglikli ileal mukozada, inflamasyon sirasinda daha fazla aktivasyon olmaksizin,
yapisal bir UPR aktivasyonunun varligina isaret etmektedir. Bu nedenle, UPR'nin
devreye girmesi kolon ve ileum arasinda farklilik gosterebilecegi ve bu durumun
ileal veya kolonik hastalik gelisiminde etkili bir faktor olabilecegi bildirilmistir

(Bogaert ve ark 2011).

IL-8 ve IL-1B'ya ek olarak, IL-23’iinde IBH patogenezinde kritik bir sitokin

olarak yer aldigi, ayrica hem crohn hastalarinda hem de {ilseratif kolit hastalarinda
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IL-23 reseptorii genindeki polimorfizmler bildirilmistir (Duerr ve ark 2006, Abraham
ve Cho 2009). Goodall ve ark.’lart ERS nin monosit kaynakli dendritik hiicrelerde
IL-23 {iretimi tizerindeki etkilerini incelemistir. ER stresi, Toll-benzeri reseptor
(TLR) agonistleriyle birlikte uygulandiginda, IL-23'tin pl9 alt biriminin mRNA
diizeylerini ve protein sekresyonunu belirgin sekilde artirdig: fakat IL.-12 de ayni1 etki
gozlemlenmemis. IL-23’tin bu etkisinin CHOP aracilifiyla gergeklestigi ve
CHOP’un IL-23 promotdriine baglanmasinin bu siirecte kilit rol oynadigi
gosterilmistir. CHOP’un susturulmasi, IL-23 ekspresyonunu azaltmis ancak diger
inflamatuar genleri etkilememistir. Ayrica, Chlamydia trachomatis enfeksiyonu da
CHOP ekspresyonunu artirarak benzer bir etki yaratmistir. Bulgular, enfeksiyon ve
cevresel faktorlerin ERS yoluyla dogustan gelen bagisiklik yanitlarim
sekillendirebilecegini ortaya koymaktadir (Goodall ve ark 2010).

Cin’de {lseratif kolit fare modelinde yapilmis giincel bir calisma, iilseratif
kolit patogenezinde ERS kaynakli PERK—eIF20—CHOP sinyal iletiminin 6nemli rol
oynadigin ortaya koymustur. PERK ve CHOP un hedeflenerek inhibe edilmesi, stres
altindaki hiicrelerde yasam oranini artirmis, apoptozu azaltmis ve epitel biitliinliiglinii
tyilestirmistir. Ayrica, serum D-laktat ve diamin oksidaz diizeylerinin artis1, bagirsak
bariyer fonksiyonlarinin bozuldugunu ve sistemik inflamasyonu yansittigini
gostermistir. 5-aminosalisilik asit tedavisi ile hem bu molekiiler belirteglerin
diizeyleri hem de kolonik mukozal hasar belirgin sekilde azalmistir. Bu bulgular
dogrultusunda PERK-elF20—~CHOP ekseninin terapdtik olarak hedeflenmesi
ilseratif kolitte hem hiicresel stresin hafifletilmesi hem de intestinal hasarin
onlenmesi agisindan potansiyel bir tedavi stratejisi olabilecegini gdstermektedir

(Shen ve ark 2022).

Yapmis oldugumuz tez calismasinda ¢olyak hastalari ile saglikli kontrollerin
serum PERK diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark saptadik (p=0.018).
Yapilan calismalar ile PERK yolunun, IEC’lerde ERS’ye kars1 yanit olarak aktive
oldugu, bunun hem epitel biitiinliigiinii etkiledigi hem de bagisiklik sistemini
yonlendiren sinyalleri tetikledigi gosterilmistir. PERK’in elF2a fosforilasyonu
tizerinden protein sentezini diizenledigi, bunun da o6zellikle paneth hiicrelerinin
fonksiyonlar1, savunma peptidleri iiretimi ve inflamatuar sitokin salinimi tizerinde
belirleyici oldugu gosterilmistir. CH’de epitel hiicrelerin gluten peptitlerine verdigi
stres yaniti, PERK araciligiyla ERS sinyalinin devreye girmesine neden olabilir.
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Serum PERK diizeylerinde saptanan artig, bu hiicresel stresin sistemik diizeyde de
izlenebilecegine isaret etmektedir. Bu bulgu, CH’de yalnizca antijenik uyaranlara
karst immiin yanitin degil, ayn1 zamanda hiicresel stres mekanizmalarinin da dnemli
bir rol oynadigini ortaya koymaktadir. Ayrica PERK yolunun aktivasyonu, yalnizca
protein katlanmasiyla ilgili siirecleri degil, aym1 zamanda inflamatuar gen
ekspresyonunu, apoptoz yanitlarini ve bagirsak bariyer fonksiyonlarini da
etkilemektedir. Bu ¢ok yonlii etki, PERK'in CH’de hem hiicresel hem de sistemik
diizeyde klinik tablonun bir parcasi olabilecegini gostermektedir. Sonuglarimiz,
PERK’in hastalifin tanisal bir biyobelirteci ya da tedavi hedefi olarak

degerlendirilebilmesi agisindan 6nem tagimaktadir.

Shkoda ve ark.’larinin Almanya da yiirtittigl bir hiicre kiiltiirii ¢alismasinda,
aktif Crohn hastaligi, tilseratif kolit ve sigmoid divertikiilitli olmak iizere toplam 12
hastadan ve inflamasyon igermeyen kontrol bireylerden IEC’ler saflastirilmigtir.
Ayni zamanda germsiz ve IL-10 gen eksikligi olan farelerden de benzer epitel
hiicreleri elde edilmis. Calisma da farelerden ve IBH olan hastalardan elde edilen
primer IEC’lerinde, kronik inflamasyon kosullarinda ERS ile iliskili GRP78
diizeylerinde artis gozlenmistir. TNF’nin, GRP78 proteinini ER icinden alip
sitoplazmadaki IxB kinaz kompleksine tasiyarak ERS yanitim1 baslattig
gozlemlenmistir. Bu bulguyla uyumlu olarak, GRP78 proteini devre dis1
birakildiginda, TNF’nin epitel hiicrelerde neden oldugu NF-kB RelA fosforilasyonu
tamamen engelledigini saptamuslardir. Sonug olarak IBH hastalarindan elde edilen
primer [EC’ler, bagirsak epitelinde aktiflesmis ERS yanitlarini ortaya koymustur. IL-
10, inflamasyon kaynakli ERS yanmit mekanizmalarini, ATF-6’nin GRP78 gen
promotoriine niikleer diizeyde baglanmasin1  diizenleyerek inhibe ettigini

bildirmislerdir (Shkoda ve ark 2007).

Bir calismada IEC’lerde ATF6a’y1 eksprese edemeyen (ATF6a—/—), ve
PS8IPK’yi eksprese edemeyen (P58IPK—/—) fareler incelenmistir. P5S8IPK—/—
farelerden elde edilen IEC’lerde asir1 ERS goriiliirken, ATF6a—/— farelerdeki
IEC’lerde apoptoz sinyallesmesinin aktive oldugu gorilmistir. ATF6a’nin
silinmesinin ER saperonlar1 olan BiP ve P58IPK ekspresyonlarinda azalmaya, ayni

zamanda apoptoz belirtilerinin gelismesine neden oldugu saptanmustir. IBH
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hastalariin ve XBP1, ATF6a veya P58IPK eksikligi olan farelerin bagirsak
epitelinde CHOP'un yiiksek ekspresyonu bildirilmistir (Cao ve ark 2013).

Farkli bir calismada P58IPK geninin silindigi farelerde ERS’nin arttigi ve
kolite kars1 daha duyarl hale geldikleri gézlemlenmistir (Rutkowski ve ark 2007).

Bir bagka calismada ise ATF6a ve PS58IPK genlerinin birlikte silinmesi
embriyonik Oliimle sonug¢lanmis, bu da protein katlanma bozukluklarinin kontrolii
i¢in bu iki faktérden en az birinin gerekli oldugunu disiindiirmektedir (Gomez ve ark
2014).

Almanya’da yapilan giincel bir ¢aligmada chron hastalarindan alinan ileal
epitel hiicrelerinde, ATF6 seviyelerinin daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir. ATF6,
bagirsak hiicrelerinde ERS’ye yanit olarak TNF ve diger inflamatuar sitokinlerin

ekspresyonunu artirdigi bildirilmistir (Stengel ve ark 2020).

Japonya’da yapilmis bir calismada, ATF6, hem {ilseratif kolit ile iligkili hem
de iligkili olmayan kolorektal kanser gelisiminde prekarsinomatdz atipik degisim
gosteren lezyonlarda eksprese oldugu gozlemlenmistir. Ayrica, iilseratif kolit
hastalarinda diisiik dereceli displaziyi inflamatuar rejeneratif epitelyumdan ayirt
etmede yardimci olabilecek potansiyel bir tanisal belirte¢ olabilecegi bildirilmistir

(Hanaoka ve ark 2018).

Ranjan ve ark.’larinin yaptig1 bir ¢alisma IBH ile iliskili RNF186 geninin,
bagisiklik sistemi yanitlarinda 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir. Arastirmada
RNF186'nin, NOD2 (niikleotid baglayict oligomerizasyon alani igeren 2) araciligiyla
aktive olan makrofajlarda ATF6’y1 ubiquitinleyerek UPR’yi baglattigi ve boylece
sitokin {iretimi ile antimikrobiyal savunma mekanizmalarini etkinlestirdigi ortaya
konmustur. Ayrica, IBH riskine neden olan RNF186 gen varyantlarinin bu siiregleri
bozdugu gosterilmistir. Bu bulgular, RNF186 ve ATF6'nin bagirsak bagisikligi ve
inflamasyon kontroliinde kritik hedefler olabilecegini gostermektedir (Ranjan ve ark
2021).

Yapmis oldugumuz calismada ¢dlyak hastalar ile saglikli kontrollerin serum
ATF6 diizeyleri kiyaslanmistir. Ve iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptamadik (p=0.465). Yukarida bahsedilen calismalar epitel hiicre diizeyinde,
yani doku temelli analizlerle IBH’de ATF6'nin aktiflestigini ve ekspresyonunun
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arttigin1 gostermistir. Ve hiicresel ERS yanitlart dogrudan bagirsak mukozasindan
veya kiiltiirlenmis bagirsak epitel hiicrelerinden elde edilmistir. Bu durum, biiyiik
olasilikla ATF6’nin hiicre i¢i lokalizasyonu ve seruma salinan bir protein
olmamasiyla aciklanabilir. ATF6, normal fizyolojide ER ve niikleus arasinda gorev
yapan bir transkripsiyon faktorii olup, sistemik dolasima gegisi sinirlidir. Bu nedenle,
serumdaki ATF6 diizeyleri, dokudaki hiicresel aktivasyonu dogrudan yansitmayabilir
ve bu da doku temelli ¢aligmalarla elde edilen bulgularla serum temelli bulgular
arasinda farklilik olugsmasina neden olabilir. Yani serumda saptanan diizeyler,
dokudaki hiicresel aktivasyonu dogrudan yansitmayabilir. Ek olarak CH her ne kadar
intestinal inflamasyona neden olan bir durum olsa da, patogenezinde glutenle
tetiklenen adaptif immiin yanit, HLA-DQ2/8 iliskili T-hiicre aktivasyonu ve antijen
sunumu gibi mekanizmalar 6n plandadir. Bu durum, crohn ve iilseratif kolit gibi
kronik IBH’lerde goriilen siirekli ERS’nin ¢olyakta ayni siddet ve siireklilikle

gelismeyebilecegini diisiindiirmektedir.

Kalneksin ile yapilmis calismalar olduk¢a siirhdir. IBH ve kalneksin

arasindaki iliskiyi inceleyen ¢aligmalar ise yok denecek kadar azdir.

Kalneksin, ER’de yer alan konstitiitif olarak eksprese edilen bir saperon
proteini olup, proteinlerin dogru katlanmasinda ve hiicresel homeostazin
siirdiiriilmesinde temel bir rol oynar. inflamatuar kosullar altinda, 6zellikle EBI3
(Epstein-Barr viriisii ile indiiklenen gen 3) gibi indiiklenebilir saperon benzeri
molekiillerle is birligi yaparak bu siireci giliclendirdigi one siirilmektedir. Bu
baglamda, kalneksin yalnizca fizyolojik protein katlanmasi siireclerinde degil, ayni
zamanda romatoid artrit, IBH ve sistemik skleroz gibi inflamatuar hastaliklarin
patogenezinde de dolayli bir role sahip olabilecegi 6ne siiriilmektedir. Dolayisiyla,
kalneksin ve onun EBI3 ile olan etkilesimi, inflamasyona bagli hiicresel stres
yanitlarinin  diizenlenmesinde potansiyel bir hedef olarak degerlendirilebilecegi

bildirilmistir (Watanabe ve ark 2021).

2002°de yapilan bir ¢aligmada, kalneksin proteininin, paneth hiicrelerinin
farklilasmasinda ve fonksiyonlariyla iliskili olup olmadigina; normal ince bagirsak,
mide intestinal metaplazisi ve paneth hiicresi agisindan zengin adenomlarda iligkisi
olup olmadigi incelenmistir. Calismanin sonucuna gore kalneksinin normal ince

bagirsak paneth hiicreleri tarafindan diizenli olarak sentezlendigi saptanmistir. Buna
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karsilik intestinal metaplazi ve paneth hiicresi agisindan zengin adenomlardaki
paneth hiicreleri, hem kalneksin hem de lizozim a¢isindan azalmis immiin boyanma
gostermistir. Sonug olarak kalneksinin paneth hiicrelerinin farklilagsma ve fonksiyon
durumunu yansitabileceg§i fakat bu bulgular ile kalneksinin paneth hiicresi
proliferasyonunda dogrudan bir rolii oldugunu gostermemektedir (Gassler ve ark
2002).

Ryan ve ark.’lart II. ve IIIl. evre kolorektal kanserli 23 hastaya ait
dondurulmus tiimor dokular1 ile eslesmis normal doku Orneklerinde kalneksin,
kalretikulin, GRP78 ve Grp94'in ckspresyon diizeyleri degerlendirmistir. II. ve III.
evre kolorektal kanser hastalarmin tumor dokularinda kalneksin, kalretikulin, GRP78
ve GRP94 ERS proteinlerinin diizeylerinde, normal dokulara kiyasla artig
gozlenmemistir. Ancak, artmis kalneksin protein diizeylerinin kotii klinik prognozla
iliskili oldugu belirlenmistir Kalneksin geninin silinmesi, hiicre canliligini anlamli
diizeyde azaltmis ve kanser hiicrelerini 5-FU kemoterapisine kars1 daha duyarl hale
getirmistir. Sonu¢ olarak tiimoér dokularinda kalneksin diizeylerinin artmasinin,
kolorektal kanserde prognostik dneme sahip olabilecegi ve kalneksinin gelecekteki

tedavilere yonelik potansiyel bir hedef olabilecegi bildirilmistir (Ryan ve ark 2016).

(Colyak hastalar1 ile saglikli kontrollerin serum kalneksin diizeylerini
kiyasladigimiz ¢alismamizda, iki grup arasinda kalneksin diizeyleri agisindan anlaml
bir fark gozlemlemedik (p=0.583). Literatiirde, CH’de UPR’nin ¢esitli saperon
proteinler (6rnegin GRP78, CHOP) diizeyinde aktive olduguna dair kanitlar
mevcuttur. Bu nedenle, kalneksinin de CH patogenezinde yer alabilecegini
diisiinmekteyiz. Ancak, calismamizda serum diizeylerinde anlamli bir farklilik
gozlenmemesi, kalneksinin ¢olyakta sistemik dolasima yansiyan bir biyobelirteg
olmadigini, bunun yerine hastalifa bagl lokal (intestinal mukozal) diizeyde etkili

olabilecegini diisiindiirmektedir.

4.2. Colyak Hastahg ve Endoplazmik Retikulum Stresi

Son zamanlarda, ERS’nin CH’nin hem in vitro hem de in vivo fare
modellerinde yer aldigi gosterilmistir. Ancak hastalarda bu stresin indiiklenmesi

heniliz kanitlanmamistir. Monzani ve ark.’larmin yaptig1 gilincel bir g¢alismada
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pediatrik ¢olyak hastalarindan alinan bagirsak biyopsileri ile iki farkli ¢olyak fare
modeli kullanilmis. Gliadin maruziyetinden hemen sonra hem ¢dlyak hastalarina ait
IEC’lerde hem de in vitro ve ex vivo ¢olyak fare modellerinde ERS’nin indiiklendigi
gbzlemlenmis. CH grubunda kontrollere kiyasla tTG2 ve CXCR3 (C-X-C motif
kemokin reseptorii 3) ekspresyonunun arttigi ve CFTR (Kistik fibroz transmembran
iletkenlik diizenleyicisi)’nin diizensiz ekspresyonu goézlemlenmistir. Ayrica, siki
baglant1 proteinlerinin diizensiz ekspresyonu saptaanmistir, bu da CH igin tipik olan
bagirsak gecirgenliginin bozuldugunu gostermektedir. Ek olarak, CH’ye bagl doku
iltihaplanmasi, IFNy, IL-15 ve IL-17 gibi proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunda
meydana gelen artis kanitlanmigtir. Ayni 6rneklerde ERS’nin {i¢ belirteci olan ATF4,
ATF6 ve XBP1s’nin artmis ekspresyonu da tespit edilmistir. Bu durum ERS iligkili
sinyal yolunun CH hastalarinda da aktive oldugunu gostermektedir. Yine aymi
calismada ¢Olyak fare modelinde, glutensiz diyetle beslenen farelerin ince bagirsak
dokular1 gliadin peptidi ile ex vivo olarak kiiltiire edilerek, ERS belirteci elF2a'nin
ekspresyonu incelenmis. Gliadin uygulamasinin IEC’lerde ERS’yi hizli bir sekilde
ve gliadine bagl olarak arttirdigini gézlemlenmistir. Bu bulgular, gliadine maruz
kalmanin ¢olyak hastalarinin  bagirsak  dokularinda ERS’yi  tetikledigini
dogrulamaktadir. Calismanin dikkat ¢ekici tarafi ERS’nin inflamasyon, tTG2 ve
CFTR diizensizlikleri ile bagirsak gecirgenliginde bozulma gibi CH’nin temel
ozelliklerinin ortaya ¢ikmasinda dogrudan sorumlu olmasidir. Ve bu etkilerin biiyiik
6l¢iide NF-kB aktivasyonu yoluyla gerceklestigini ortaya koymuslardir (Monzani ve
ark 2025).

Monzani ve ark.’larinin doku diizeyindeki bulgulari, gliadin maruziyeti
sonrast ERS belirteclerinin (ATF4, ATF6, XBPls) arttigint ve bunun bagirsak
gecirgenligi bozdugu, inflamasyon ve CFTR gibi proteinlerde diizensizlikle
baglantili oldugunu gdstermektedir. Biz de calismamizda benzer olarak XBP1s’in
oncisii olan IRE1, ATF4’iin onciisii olan PERK’in serum diizeylerini ¢6lyak hastasi
bireylerde kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek oldugunu saptadik. Bu bulgular
CH’de sistemik diizeyde ERS aktivasyonunun meydana geldigini dogrulamaktadir.
Bu veriler birlikte degerlendirildiginde, ERS’nin ¢6lyak hastaliginin  hem

patogenezinde hem de ilerleyisinde rol oynadigi anlasilmaktadir.

Caputo ve ark.’nin Italya’da gerceklestirdigi calismada gliadin peptitlerinin

hiicre i¢i kalsiyum homeostazin1 ve tTG2 aktivitesi {izerindeki etkilerini bulmak
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amaglanmistir. Calismada Caco-2 hiicrelerinde tek hiicreli mikroflorimetri ile
kalsiyum homeostaz1 incelenmis. Gliadin peptitlerinden 31-43, kalsiyumu ER ve
mitokondrilerden mobilize ederken, 57-68’in yalnizca mitokondriden mobilize ettigi
goriilmiis.  Ayrica, gliadin  peptitleri  tarafindan  indiiklenen  kalsiyum
mobilizasyonunun, hiicre i¢i tTG2 enziminin aktivitesini artirdigt bulunmustur.
Bunun yani sira, peptit 31-43'lin, peptit 57-68'e kiyasla tTG2 ekspresyonunu daha
fazla artirdigi bulunmustur. Ek olarak, BiP ve CHOP, ERS’nin biyokimyasal
isaretleyicileri olarak izlenmistir. Gergek zamanli RT-PCR ve Western blot analizleri
ile yapilan 6l¢iimler, yalnizca peptit 31-43'in her iki genin ekspresyonunu artirdigini,
peptit 57-68'in ise herhangi bir degisiklige yol agmadigini ortaya koymustur (Caputo
ve ark 2012).

Monzani’nin Italya’da yaptig1 giincel ve farkli bir hiicre kiiltiirii calismasinda
gliadin peptitlerinin IEC’ler ile etkilesimi sonucunda GRP78 proteininin
ekspresyonunda, elF2a’nin fosforilasyon diizeyinde ve ATF6 proteininin
ekspresyonunda artis oldugu bildirilmis. Boylece gliadin peptitlerine maruz kalan
CH fare modelinde, bagirsak bariyerinin bozuldugu ve bununla birlikte ERS’nin
molekiiler diizeyde giiglii sekilde aktive oldugunu ortaya koymuslardir (Monzani
2022).

Onceki galismalar, gliadin peptitlerine maruz kalan IEC’lerin ER
bolmesinden kalsiyum saldigimi gostermistir (Deniaud ve ark 2008). Ve ER’den
stirekli kalsiyum salinimin da ERS’ye yol agabilecegini gostermislerdir (Mekahli ve
ark 2011). Gliadin peptitleri, PLC/IP3/IP3R (fosfolipaz C/Inozitol trifosfat/inozitol
trifosfat reseptorleri) ekseni tizerinden ER’den aktif bir sekilde kalsiyum salinimini
uyarir. Ancak bu mekanizma net olarak agikliga heniiz kavusmamistir. Monzani ve
ark.’larmin yaptigt farkli giincel bir c¢alismada gliadin peptitlerinin ERS’yi
indiikleyerek CH patogenezinki etkisini molekiiler diizeyde incelemislerdir. Calisma
da gliadin peptitlerinin CXCR3 reseptoriinii aktive ettigini ve bunun sonucunda
PLC/IP3/IP3R sinyal yolunun devreye girerek ER'den sitozole kalsiyum salinimini
tetikledigini, boylece yanlis katlanmig proteinlerin birikimine ve UPR’nin aktive
olmasma neden oldugunu bildirilmistir. Ayrica PLC inhibisyonunun, gliadin peptit
kaynakli kalsiyum salinimin1 ve ERS belirtegleri ile tTG2’nin artisin1 engelledigi
gosterilmistir. Sonug olarak, PLC/IP3/IP3R yolu, gliadin peptitleri ile iliskili hiicresel

disfonksiyonda merkezi bir rol oynadigim1 ve bu disfonksiyonun yalnizca stresin
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sonucu degil, aynt zamanda aktif bir siire¢ oldugu bildirilmistir. Ek olarak
CXCRS3/PLC/IP3/IP3R kalsiyum sinyal yolunun, IEC’lerde ERS’yi tetikleyen temel
bir mekanizma olarak tanimlanmas, inflamasyon, artmis bagirsak gecirgenligi ve
otoimmiin  yanitlarla  karakterize edilen hastaligin  molekiiler temelini

aydinlatmaktadir (Monzani ve ark 2025).

Tapsigargin maddesinin ERS ve otofajiyi indiikledigi bilinmektedir. Italya da
yapilan giincel bir ¢alismada ¢dlyak hastalari ve saglikli kontrol bireylerden elde
edilen deri kaynakli fibroblastlarin ERS indiikleyicisi olan tapsigargin maddesine
nasil yamit verdigi incelenmis. Calismaya glutensiz diyet uygulayan 17-43 yas
araliginda olan 5 ¢dlyak hastasi ile 25-30 yas aralifinda olan 5 saglikli birey dahil
edilmis. Colyak hastalart en az 4 yildir glutensiz diyet uyguladiklart i¢in normal
(Marsh Tip0) biyopsi bulgularina, negatif serolojiye ve anti-endomisyum antikoru
negatifligine sahiptir. Calismanin sonucuna gore ¢olyak hiicrelerinde hem sitozolde
hem de ER liimeninde Ca** iyonu diizeylerinin daha diisiik oldugu ve buna baglh
olarak tTG2 aktivasyonunun da kontrol hiicrelerine kiyasla daha diisiik oldugu
bildirilmistir. Ayrica, CH hiicrelerinin tapsigargin maddesine karsi kontrol
fibroblastlara kiyasla daha yogun bir UPR gosterdigi ve otofajide de yetersizlik
sergiledigi gozlemlenmistir (Sposito ve ark 2023).

ER, hiicrede kalsiyum deposu gorevi gordiigiinden Ca?* mobilizasyonu,
miktart veya kalsiyumu ER i¢inde baglayan kalretikulin/kalneksin gibi proteinlerde
meydana gelen degisiklerin ERS iizerinde etkisinin olabilecegi éngoriilmektedir. Bu
nedenle ¢alismamizda ERS’de bir belirte¢ olabilecegini diisiindiigiimiiz ve hakkinda
¢ok fazla ¢aligmanin bulunmadigi kalneksin proteinini parametrelerimiz arasina dahil
ettik. Kalneksin hiicre i¢i bir proteindir ve normalde hiicre digina salinmaz ¢iinkii
gbrevi hiicre icinde, 6zellikle ER’de smirlidir. Ince bagirsakta inflamasyon, enterosit
hasar1 ve apoptoz gibi durumlar meydana geldiginde kalneksinin hiicre disina
sizabilecegini boylece serum diizeylerinin artabilecegini diisiiniiyoruz. Bu nedenle
hipotezimiz ¢alismaya dahil ettigimiz aktif ¢olyak hastasi bireylerin serum kalneksin
diizeylerinin saglikli kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek olmasi yoniindeydi. Fakat
caligmanin sonucunda iki grup arasinda kalneksin diizeyi ag¢isindan istatistiksel

olarak anlamli bir fark gozlemlemedik (p=0.583).
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Yukarida verilen g¢aligmalar ile gliadin maruziyetinin ¢dlyak hastalarinin
intestinal epitel hiicrelerinde ERS’yi tetikledigi ve bu stres yanitinin ¢dlyak
hastaliginin patofizyolojisinde bir rol oynadigini ortaya kanitlanmistir. Hem in vitro
hem de in vivo modellerde ve pediatrik hasta biyopsilerinde ATF4, ATF6, XBP1s ve
elF2a gibi ERS belirteclerinin ekspresyonunun artmasi, gliadin kaynakli ERS’nin
hiicresel diizeyde bir aktivasyonuna yol agtigin1 géstermektedir. Kendi ¢alismamizda,
sistemik diizeyde ERS aktivasyonunu yansitan PERK ve IRE1 sinyal yollarmin
¢Olyak hastalarinda anlamli diizeyde artmis olmasi, bu stres yanitinin sadece lokal
degil, organizma genelinde etkili olabilecegini gostermektedir. Ancak kalneksin ve
ATF6 diizeylerindeki farklilik istatistiksel olarak anlamli ¢ikmamakla birlikte, bu
proteinlerin seruma gecis mekanizmalar1 {lizerine daha ileri arastirmalara ihtiyag
vardir. Tim bu veriler birlikte degerlendirildiginde, ERS’nin CH’nin hem
baslangicinda hem de ilerleyici seyrinde etkili olabilecek bir mekanizma oldugu

anlasilmaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamiz ¢Olyak hastalarinda IRE1 diizeylerinin yiikseldigini gostermesi
bakimindan literatiire bir katki saglamaktadir. Bu bulgu, CH’nin molekiiler
mekanizmalarinin daha iyi anlagilmasi agisindan Onemlidir ve ileride IRE1 yolu
hedef alinarak gelistirilecek tedavi stratejileri i¢in yeni bir bakis agist

olusturmaktadir.

Calismamizda ¢oOlyak hastalarinda serum PERK diizeylerinin anlamli
derecede arttigi saptanmistir. Bu bulgu, ERS’ye bagh hiicresel yanitin CH
patogenezinde yalnizca lokal diizeyde degil, sistemik olarak da izlenebilir oldugunu
ortaya koymaktadir. PERK yolunun aktiflesmesiyle birlikte elF2a iizerinden protein
sentezinin diizenlenmesi, paneth hiicre fonksiyonlari, inflamatuar sitokin salinimi ve
epitel biitiinliigiin korunmasi agisindan kritik rol oynamaktadir. Bu sebeple PERK,
CH’de tanisal bir biyobelirte¢ aday1 olarak degerlendirilebilir ve hastaligin seyrini ve

mukozal hasar1 yansitan bir sistemik stres gostergesi olarak kullanilabilir.

Calismamiz CH’de serum ATF6 diizeylerinde saglikli kontrollere kiyasla
anlamli bir degisiklik olmadigim1 ortaya koymaktadir. ATF6'nin hiicre ici
lokalizasyonu ve sistemik dolasima siirli gecisi, ERS’ye bagli hiicresel
aktivasyonun serum diizeylerine yansimamasini agiklayabilir. ERS’nin CH
patogenezinde rol oynayabilecegi diisiiniilmekle birlikte, ATF6 aktivasyonunun doku
diizeyinde sinirli kalmas1 ve CH’de baskin olan adaptif immiin yanitin 6n planda
olmasi, ATF6’nin sistemik biyobelirte¢ olarak kullanimini kisitlamaktadir. CH’de

UPR’nin daha net anlagilmasi i¢in doku temelli analizlerin yapilmasi gerekmektedir.

Calismamiz CH’de serum kalneksin diizeylerinde saglikli kontrollere kiyasla
anlamli bir degisiklik olmadigini ortaya koymaktadir. Bulgularimiz ve literatiirdeki
veriler birlikte degerlendirildiginde, kalneksin diizeylerinin CH’de serumdan ziyade
doku diizeyinde degisiklik gosterebilecegidir. Bu nedenle sistemik bir biyobelirteg
olarak siirli oldugu goriilmektedir. Gelecekte yapilacak immiinohistokimyasal
caligmalarla  intestinal ~mukozada  kalneksin  ekspresyonunun  dogrudan
degerlendirilmesi, CH’de ERS’nin molekiiler mekanizmalarinin daha iyi

anlasilmasina katki saglayacaktir.
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Sonug olarak calismamiz, CH’de ERS’ye bagl ozellikle PERK ve IREI
sinyal yollarinin sistemik diizeyde aktive oldugunu gdstermektedir. Calismamiz CH
patogenezinde yalmizca adaptif immiin yanitlarin  degil, hiicresel stres
mekanizmalarinin da 6nemli bir rol oynayabilecegini ortaya koymaktadir. Boylece
ERS de rol oynayan molekiillerin ileride CH’de klinik olarak degerlendirilebilecek
birer biyobelirte¢ olabilmeleri ongoriilmektedir. Ek olarak ERS’nin kilit rol oynadigi
mekanizmalar dogru bir sekilde analiz edilebilirse, IBH ve CH tedavisi i¢in yeni

yaklasimlar gelistirilmesi umut vaat etmektedir.
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