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OZET

Doktora Tezi

IRAKLI HASTA ORNEKLERINDE COLYAK HASTALIGINA YONELIK
MOLEKULER VE IMMUNOLOJIK CALISMA

Sardar Khudhur Aswad HASAK

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Ozcan OZKAN
Es Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Jaleel SAMANJE

Bu ¢alismanin amaci, belirli immiinolojik belirteglerin (IL15, IL21 ve TNFa) ekspresyon
seviyelerini, serum otoantikorlarini incelemek ve CH'li hastalarda HLA tiplemesindeki
haplotip degisikliklerini tespit etmenin yani sira MYO9B'min SNP 1rs2305767'sini
belirlemektir. Bu amagla Kasim 2022 ile Subat 2023 tarihleri arasinda Bagdat Egitim
Hastanesi, Pediatri Egitim Hastanesi ve Sindirim Hastanesi Danisma Kliniginde bakim
goren elli hasta ile toplam kirk kontrol ¢alismaya dahil edilmistir. Vaka calismasi
grubundaki katilimcilarin yaglari 1 ile 60 arasinda degismekte olup ortalama yas
19,9£15 4'tlir. Karsilastirma yapildiginda kontrol grubunun yas ortalamasi 21,8+16,1
yildir. CH hastalarinda, IL-15, IL-21 ve TNF-a'nin serum seviyeleri kontrollerle
karsilastirildiginda anlamli derecede yiiksektir. Benzer sekilde, saglikli kontrollerle
karsilastirildiginda CH hastalarinda serum tTG, EMA ve gliadin seviyeleri artmistir. CH
hastalarinda hemoglobin ve WBC hematolojik 6zellikleri kontrol grubuna gore oldukca
yiiksektir. PLT, CH hastalarinda daha yiiksektir ancak anlamli bir degeri yoktur. Genetik
test, hastalarin ¢ogunlugunun (%76,0) HLA-DQ2 homozigot ve HLADQ8 (%20,0)
oldugunu, HLADQ2,8'in (%14,0) oldugunu ortaya ¢ikarmistir. HLADQ?2 i¢in kodlanan
alellerin ¢ogunlugu, kontrollerle karsilastirildiginda CH hastalarinda anlamlidir.
DQA1*03, DQB1*0302 ve DRB1*04 alellerini iceren HLA-haplotip DO8, aleller
(DQA1*03 ve DRB1*04) anlaml bir fark gosterirken ve DQB1*0302, sonu¢ anlamli
degildir. CH hastalarinda serolojik testler ile interlokin diizeyleri arasinda anlamli bir
korelasyon vardir. Anti-gliadin IgA ile HLADQ2 arasinda anlamli bir iligki
bulunmamakla birlikte, 0,096'lik p degerine gilivenilmektedir. Sonuglar, HLADQ2min
anti-EMA ve tTG'nin her biri ile iliskisini sunar; bu, p degerlerine gore parametreler
arasinda anlamli bir iligki oldugunu gosterir. Verilerin dagilimi, HLADQ2 degiskeni ile
IL-15 ve TNF-o'nin pozitif ve negatif ortalama + SE'sinde anlaml bir fark oldugunu
ortaya koymaktadir.

2024, 137 sayfa

ANAHTAR KELIMELER: Célyak hastaligi, IL-15, IL-21, TNF-a, Immiinolojik



ABSTRACT
PhD Thesis

MOLECULAR AND IMMUNOLOGICAL STUDY FOR CELIAC DISEASE IN
SAMPLES OF IRAQI PATIENTS

Sardar Khudhur Aswad HASAK

Cankir1 Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Advisor: Prof. Dr. Ozcan OZKAN
Co-Advisor: Asst. Prof. Dr. Jaleel SAMANJE

The aim of this study was to examine the expression levels of certain immunological
markers (IL15, IL21 and TNFa), serum autoantibodies and to identify the SNP rs2305767
of MYQO9B in addition to detecting haplotype changes in HLA typing in patients with
CD. For this purpose, fifty patients who received care at Baghdad Teaching Hospital,
Pediatric Teaching Hospital and Digestive Hospital Consultation Clinic between
November 2022 and February 2023 and forty controls were included in the study. The
age of the participants in the case study group ranged from 1 to 60 years with a mean age
of 19.9+15.4 years. In comparison, the mean age of the control group was 21.8£16.1
years. Serum levels of IL-15, IL-21 and TNF-o were significantly higher in CD patients
compared to controls. Similarly, serum levels of tTG, EMA and gliadin were increased
in CD patients compared to healthy controls. Hemoglobin and WBC hematologic
characteristics were significantly higher in CD patients compared to the control group.
PLT is higher in CD patients but has no significant value. Genetic testing revealed that
the majority of patients (76.0%) were HLA-DQ2 homozygous and HLADQS8 (20.0%),
HLADQ?2.8 (14.0%). The majority of alleles encoded for HLADQ?2 are significant in CD
patients compared to controls. In HLA-haplotype DO8, which includes alleles DQA1*03,
DQB1*0302 and DRB1*04, the alleles (DQA1*03 and DRB1*04) show a significant
difference and in DQB1*0302, the result is not significant. There is a significant
correlation between serologic tests and interleukin levels in CD patients. There is no
significant correlation between anti-gliadin IgA and HLADQ?2, although the p value of
0.096 is reliable. The results present the association of HLADQ2 with each of anti-EMA
and tTG, which indicates a significant association between the parameters according to
the p-values. The distribution of the data reveals a significant difference in the positive
and negative mean = SE of IL-15 and TNF-a with the HLADQ?2 variable.

2024, 137 pages

Keywords: Celiac disease, IL-15, IL-21, TNF-a, Immunological
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1. GIRIS

Colyak hastaligi, genetik yatkinligi olan bireyleri etkileyen ve ince bagirsagin
besinlerdeki besin maddelerini etkili bir sekilde emememesiyle sonuglanan otoimmiin bir
durumdur (Rodrigo et al. 2018). Colyak hastaligi olan bireylerin gluteni tiiketmesi, ince
bagirsaklarinda immiinolojik bir reaksiyona neden olur. Gluten, ¢cogunlukla bugday,
cavdar ve arpanin yani sira bu tahillardan yapilan iirtinlerde bulunan bir protein
toplulugudur. Colyak hastaligt (CH), Giiney Amerika, Afrika, Avrupa ve Asya'daki
popiilasyonlarin yaklasik %]1'ini etkileyen onemli bir kiiresel halk sagligi sorunudur
(Kelly et al. 2015, Ahadi et al. 2016). CH tanisi serolojik testlere, 6zellikle de endomisyal
antikorlarin, deamide gliadin peptidlerinin ve tTG'nin saptanmasina dayanir. Bu
belirtegler i¢in testi pozitif ¢ikan hastalar, endoskopi ve ince bagirsak biyopsileri
kullanilarak daha ileri incelemeye tabi tutulur. Colyak hastaliginin, T hiicrelerinden
etkilenen ve HLA-DQ2 ve HLA-DQS8'e bagh gliadin tiirevi peptitleri degistiren bir
hastalik oldugu bilinmektedir (Kaswala et al. 2015). tTG'nin enzimatik fonksiyonlari,
daha sonra proinflamatuar sitokinler iireten ve bagirsaklarda iltihaplanmaya neden olan,
kendiliginden tepkimeye giren T yardimci hiicrelerinin uyarilmasina yol agabilir

(Masaebi et al. 2020).

Sitokinler, kemokinler, interferonlar (IFN'ler), monokinler, interldkinler (IL'ler),
lenfokinler ve koloni uyarict faktorleri (CSF'ler) igeren diisiik molekiil agirlikli
glikoproteinlerin heterojen bir koleksiyonudur. Sitokinler hem dogal hem de kazanilmig
bagisiklik tepkisi asamalart boyunca iiretilir. Asir1 sitokin {iretimi inflamasyona,
otoimmiiniteye ve bunun sonucunda doku hasarina yol agabilir (Rider et al. 2016). Tiimor
nekroz faktorii-alfa (TNF-a), inflamasyonu tesvik eden ve bagisiklik sistemini
diizenleyen cok etkili bir sitokindir. TNF- a, cok sayida bagka sitokinin iiretimini indiikler
ve iltihaplanmaya yol agan sitokin reaksiyonlarinin dizisini diizenler. TNF-a geni, HLA
smif I ve sinif I arasinda giiglii bir genetik baglant1 sergiler (Khan et al. 2016). 1L-15,
monositler, makrofajlar, dendritik hiicreler (DC), keratinositler, fibroblastlar, miyositler
ve sinir hiicreleri gibi ¢ok sayida hiicre tiirii ve organ tarafindan tutarh bir sekilde iiretilir

(Grabstein et al. 1994). Pleiotropik bir sitokin olarak hem dogustan hem de edinilmis



bagisiklikta 6nemli bir isleve sahiptir (Abadie and Jabri 2014). IL-15, CH'nin gelisiminde
¢ok Onemli bir rol oynar ve ¢ok sayida calisma, bunun hastaligin farkli evrelerinde
dogrulanmis etkisini ve ¢ok sayida hiicre tipi ve immiinolojik tepkiler {izerindeki genis
etkisini gostermistir (Voisine and Abadie 2021). IL-15, interlokin (IL 21) olan IL-21'in
etkilerini artirabilir. Biiylik 6l¢iide B lenfositleri, T lenfositleri ve dogal oldirticii T
hiicreleri tarafindan sentezlenir (Borrelli et al. 2016). Ek olarak ¢dlyak hastaligi olan
hastalarin epitel hiicreleri ve lamina propriasi da bunu iiretir (Cielo et al. 2019). 1L-21,
hem adaptif hem de dogustan gelen bagisiklik tepkilerini kontrol edip yonlendirdiginden,
cesitli ve ¢ok islevli rollere sahiptir. Antikor iiretimiyle sonuglanan T ve B hiicresi
yanitlarinin diizenlenmesinde 6nemli roller oynar (Iervasi et al. 2020). Sahip oldugu etki
aralig1 g6z Oniine alindiginda, IL-21'in, otoimmiin hastaliklar da dahil olmak {izere ¢esitli
immiin aracili bozukluklarda yer alan inflamatuar yanitlarin baslatilmasi, ayarlanmasi ve
ilerlemesi tizerinde 6nemli bir etkiye sahip olabilecegi anlasilabilir (Zhang et al. 2016,
Kunisato et al. 2018). Ek olarak, CH ile HLA simif II geni, 6zellikle DQ2 ve DQS8 arasinda
onemli bir genetik korelasyon vardir. Bunun tersine, yeni yayinlanan bir genom ¢apinda
iligkilendirme ¢alismas1 (GWAS), CH'ye kars1 hassasiyete katkida bulunan diger HLA
dis1 genleri kesfetmistir. Genom ¢apinda iligkilendirme ¢alismalarinin HLA bolgesi ile
iliskili olmayan CH ile iliskili 100'den fazla gen kesfetmesi sasirtici degildir (Lundin and
Wijmenga 2015). Bu, CH'ye kalitsal yatkinliga katkida bulunan HLA dis1 ek genlerin

bulundugunu gosterir.

Bu bilgiler dogrultusunda ¢aligmanin amaci, Colyak hastalig1 olan hastalarin klinik ve
sosyo-demografik sunum ozelliklerini (klinik bagvuru, ikamet yeri, glutensiz diyet ve aile
Oykisii) degerlendirmek, Colyak hastalarinda bazi hematolojik parametrelerin
degerlendirmek, ELISA teknikleri kullanilarak CH hastalarindan ve kontrol
katilimcilarindan alinan serumdaki anti- tTG Ab, anti-gliadin Ab ve anti-EMA Ab
seviyelerini 6lgmek, ELISA teknikleri kullanilarak CH hastalarinin insan serumlarinda
bazi immiinolojik belirteclerin (IL-15, 1L-21 ve TNFa) roliinii ve bunlarin ¢dlyak tarama
testleriyle (AGA, EMA ve Ttg) korelasyonunu belirlemek, Irak’ta bulunan CH
hastalarinda HLA-DQ2 ve HLA-DQ8 haplotiplerini ve alellerini tespit etmek, CH

hastalarinda anti- tTG, anti-gliadin Ab ve anti-EMA konsantrasyonlar1 ve ayrica



interlokinler IL-15, IL-21 ve TNF ile iligkili olarak HLA-DQ2 ve HLADQS8'i tespit etmek
ve son olarak MYOB9 genindeki SNP'lerin (rs2305767) saptanmasidir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Colyak Hastahg

2.1.1 Genel bilgiler

Glutene duyarli enteropati veya tropik olmayan sprue olarak da bilinen Co6lyak hastaligi,
genetik olarak yatkin bireyleri etkileyen sistemik bir otoimmiin durumdur ve kiiresel
popiilasyonun yaklasik %1'inde gluten tiiketimiyle tetiklenir. Bugday, arpa ve ¢avdardaki
gliitenin a-gliadin kismi ince bagirsakta immiinolojik tepkiyi tetikleyerek mukozal hasara
ve villéz yapinin bozulmasina neden olur. Bagisiklik reaksiyonu ince bagirsagin dtesine
uzanir ve viicutta baska bagirsak dis1 semptomlara yol agabilir. Genetik yatkinlik,
durumun gelisimi i¢in ¢ok Onemlidir. Yasam boyu gluten intolerans1t HLA-DQ2 veya
HLA-DQS8'in varligin1 gerektirir. HLA-DQ2 veya HLA-DQ8 haplotiplerine sahip olmak
CH gelistirmek i¢in gereklidir (VVoisine and Abadie 2021).

Colyak hastalig1 ¢ok cesitli klinik semptomlarla ortaya ¢ikar. Yaygin olmasina ragmen,
malabsorbsiyonun tipik belirtileri yalnizca az sayida hastada mevcut oldugundan ¢ogu
hasta uzun bir siire tespit edilememektedir (Caio et al. 2019). Komorbiditeler arasinda
immiin aracili bozukluklar, bir deri semptomu olarak dermatitis herpetiformis, dig minesi
hipoplazisi (DED) ve oral semptomlar olarak tekrarlayan oral aftoz lezyonlar (RAS) yer
alir. Gluten ataksisi, Purkinje hiicrelerinin kademeli dejenerasyonu ile karakterize,
glutenin neden oldugu bir hastaliktir. Ortak genetik arka plan, CH ve diger otoimmiin
bozukluklarin eszamanli varligina katkida bulunur. Bu hastaliklar siklikla ¢ocukluk
doneminde tip I diyabeti ve olgunluk déneminde otoimmiin tiroiditi igerir. inflamatuar
bagirsak hastaliginin yani sira Sjogren sendromu, sistemik lupus eritematozus (SLE),
Addison hastalig1, romatoid artrit, otoimmiin karaciger bozukluklar1 ve miyastenia gravis
daha az siklikla gelisir. Direngli ¢olyak hastaligi, ¢olyak hastaliginin nadir ve ciddi bir
sonucudur. Cogu hastada {iilseratif jejunit gelisir ve bunu hemen hemen yalnizca ¢olyak
hastalarinda ortaya ¢ikan enteropati ile iligkili T hiicreli lenfoma (EATL) takip eder
(Bajor 2020).



Modern yasamin hizl ilerlemesi ve ekonomik biiyiime, 6zellikle gegen yiizyilin ikinci
yarisinda belirgindir. Bu, ayni zamanda beslenme aligkanliklarini da etkileyen insan
yasam tarzindaki bir degisiklikle baglantilidir. insan beslenme diizenlerindeki degisiklik;
obezite, hipertansiyon, otoimmiin bozukluklar (AID), kardiyovaskiiler hastaliklar ve

kanserler gibi bir¢ok saglik sorunundaki artisla iliskilendirilmistir (Goel et al. 2020).

2.1.2 Tarihge

Colyak hastaligi (CH), genetik olarak yatkin kisilerde gluten tiiketimiyle aktive olan
sistemik bir durumdur. Bu durum, kan dolasimindaki belirli otoantikorlara ve spesifik bir
insan 16kosit antijen haplotipine (HLA-DQ2 veya HLA-DQS8) bagli, bagirsaklar
etkileyen bir otoimmiin bozukluk olarak ortaya ¢ikar (Ludvigsson et al. 2013). MS 250'de
Kapadokyali Aretaeus, "pepsis" veya sindirimin, "anadoz" veya emilimin kronik olarak
bozulmasinin "¢olyak diyatezi" olarak bilinen genel bir zayifliga yol agtigin1 yazmistir
(Dowd and Walker-Smith 1974, Gasbarrini et al. 2014). Karin anlamina gelen Yunanca
" koiliakos " kelimesi, "¢olyak" kelimesinin kokenidir (Freeman 2015). Ancak Samuel
Gee tarafindan, CH'nin kapsamli modern klinik tanim1 1888'e kadar yaymlanmamagtir.
Christian Herter 1908 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde (Herter 1908) biiyiime
gerilemesini vurgulayan benzer bir agiklama yaymnlamistir. CH bir donem Gee-Herter
hastalig1 olarak anmilmistir (Yan D. & Holt PR, 2007). Ancak, Arateus'tan beri bu
kavramda diyetin nedensel bir rol oynadig: fikri ortaya atilmistir. Muz diyeti (Haas 1924)
ve meyve ve sebze bazli Fanconi diyeti de dahil olmak tizere birgok diyet 20. yiizyilda
taninmistir. Hollandali bir ¢ocuk doktoru olan Willem-Karel Dicke, tahil tiiketimi
(bugday, cavdar, arpa ve daha az ol¢iide yulaf) arasindaki nedensel iliskiyi ilk olarak
1940'larda tanimlamistir. Ikinci Diinya Savasi sirasinda gida kithgmm CH'li ¢ocuklar
nasil etkilediginin goézlemlenmesi bu baglantiya ilham kaynagi olmustur. Dicke, CD'li
cocuklarin ekmek ve tahil yemeyi biraktiklarinda semptomlarmin diizeldigini; ancak
savag bittiginde ve bu yiyecekler yeniden diyetlerinin bir pargasi haline geldiginde
semptomlar daha da kotiilestigini kaydetmistir (Yan and Holt 2009). CH hastalarindan
alinan cerrahi numunelerdeki ince bagirsak histolojik anormallikleri (kronik inflamasyon
ve atrofi), Paulley (1954) tarafindan ayrintili olarak agiklanmistir. Berger et al. (1964)

tarafindan yapilan calismada, CH hastalarinin serum anti-gliadin antikorlarina (AGA)



sahip oldugu tespit edilmistir. Seroloji 20 yila kadar bir tani kriteri olarak kabul
edilmemistir (Kilander et al. 1983). Ancak daha sonra kesin ve hassas serolojik testler
kesfedilmistir. Falchuk et al. (1972), belirli bir HLA genotipi ile CH arasinda bir
korelasyon oldugunu ve CH'nin glutene karsi anormal bir bagisiklik tepki genine sahip
oldugunu o6ne siirmiislerdir. HLA-DQ2/8'in artik CH gelisimi i¢in gerekli oldugu
bilindiginden, HLA tespiti CH tanisinin {igiincii dayanagini olusturmaktadir (Calado and
Verdelho Machado 2022).

2.1.3 Epidemiyoloji

CH prevalansi yasa, cinsiyete ve cografi bolgeye gore degismektedir. Yakin zamanda
yapilan bir meta-analiz, diinya ¢apinda serolojik testler kullanilarak %1,4 ve bagirsak
biyopsisi kullanilarak %0,7 siklik tespit etmistir (Singh et al. 2018, Stefanelli et al. 2020).
Siklik, saglik sistemleri i¢indeki anlagsmazliklardan ve yliriitiilen teshis aragtirmalarinin
miktarindan etkilenen farkl tilkeler arasinda degismektedir (Fasano and Catassi 2012, Du
et al. 2018). Cografi dagilimda oOnemli farkliliklar vardir. Colyak hastaligi Bati
iilkelerinde daha yaygindir ve genel niifusun yaklasik %]1'ini etkilemektedir. Test
duyarliliginin  artmasi, beslenme uygulamalarindaki degisiklikler ve iligkili
gastrointestinal semptomlarin daha fazla ortaya c¢ikmasiyla iligkilendirilebilecek
vakalarda her yil, 6zellikle cocuklar arasinda gozle goriiliir bir artis olmustur (Namatovu
et al. 2014). Bat1 iilkeleri, gluten igeren temel gidalarin kullanimindan kaynaklanan
¢oOlyak hastaligr vakalarinin tarihsel merkez iisleri olarak kabul edilmektedir. Gluten
yeme oranindaki benzerlige ve genetik hassasiyete ragmen, Avrupa lilkeleri genelinde bu
durumun sikliginda agiklanamayan bir heterojenlik vardir (Catassi et al. 2014). Amerika
Birlesik Devletleri'nde genel popiilasyonda ¢olyak hastaligiin prevalansi %0,4 ile %1
arasinda degismektedir ve Avrupa ile karsilastirildiginda tani kriterlerinde farkliliklar

bulunmaktadir (Badizadegan et al. 2020).

Kiiresel niifusun %60'mna ev sahipligi yapan Asya, farkli Asya iilkeleri arasinda
farkliliklar gostererek CH prevalansinda artis yasamaktadir ve teshis edilemeyen
vakalarin 6nemli bir kaynag1 olarak kabul edilmektedir (Singh et al. 2016, Agarwal et al.
2020). Ortadogu iilkelerinin baslangigta ¢dlyak hastaligi prevalansinin diisik oldugu



diistiniiliyordu. Ancak anti- tTG Ab ve anti- endomysial Ab gibi serolojik testlerin
kullanima sunulmasiyla birlikte goriilme siklig1 Bati iilkeleriyle karsilastirilabilir diizeye
yiikselmistir (Parzanese et al. 2017). Suudi Arabistan'da biyopsi ile kanitlanmis vakalarin
prevalans1 yaklasik %]1'dir, ancak diinya ¢apinda diger bolgelerde goriildiigii gibi
vakalarin hafife alinmasi1 nedeniyle gergek say1 daha fazla olabilir (Al Hatlani 2015, Al-
Ajlan 2016).

Irak'ta yapilan sinirli galismalar, tip 1 diyabetli cocuklarda ¢6lyak hastalig1 prevalansinin
%10 ile %]11,2 arasinda oldugunu goéstermistir (Mansour and Najeeb 2011). Baska bir
calisma, irritabl bagirsak sendromlu Irakli hastalarin %12,1'inde CH kayitlarinin mevcut
oldugunu gostermistir (Ibrahim 2020). Sekil 2.1'de gosterildigi gibi, CH vakalar1 siklikla
bir buzdagina benzetilir; tan1 konulan hastalarin su hattinin iizerindeki goriiniir kismidir
ve tan1 konulamayan ¢ogunlugun ise yiizeyin altinda saklandigi diisiiniilmektedir (Nenna
et al. 2013). CH her yasta ortaya ¢ikabilir, ancak en sik iki yasindan sonra ¢ocukluk
doneminde (King et al. 2020) veya yasamin ii¢lincii on yilinda (yetiskinlik) (Pastore et
al. 2019) teshis edilir. Serolojik ve biyopsi tan1 yontemlerindeki ilerleme, 6zellikle hafif
semptomlar1 olan hastalarin tespit edilmesinde artisa yol agmistir. Bu gercek ayni
zamanda yetigskin ve yasl bireylerde tespit edilen vakalarin oranini da degistirmistir.
Yaslilarda vakalarin artmasi, bu vakalarin gecikmis tanidan m1 kaynaklandigi yoksa
gercekten bu yas grubunda mi gelistigi sorusunu giindeme getirmektedir. Bu tiir vakalarin
tespiti, gecikmis taniya veya gastrointestinal semptomlari ¢ok az olan veya hi¢ olmayan
bireylere bagli olabilir (Ludvigsson et al. 2014, Dumic et al. 2019). Arastirmalar, genetik
duyarlilig1 olan ve az miktarda gluten igeren gidalar1 tiiketen bebeklerin, yasamlarinin
ilerleyen donemlerinde semptomatik ¢Olyak hastaligina yakalanma riskinin yiiksek
oldugunu gostermektedir. CH Irak'taki ¢ocuklarda daha yaygindir (Hameed et al. 2016).
Colyak vakalarinda, kadinlarda erkeklere kiyasla bu durumun goriilme sikligi daha

yiiksektir ve kadin/erkek orani 3:1'dir (Caio et al. 2019, Hameed et al. 2016).
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Sekil 2.1 Colyak hastaliginin buzdagi modeli (Parzanese et al. 2017)

2.1.4 Colyak hastahgmin etiyolojisi

2.1.4.1 Cevresel ve yasam tarz1 faktorleri

Gegtigimiz yiizyilin son yirmi yilinda Bati iilkelerinde CH prevalansindaki artis yalnizca
tan1 yontemlerindeki ilerlemelere bagh degildir (Singh et al. 2018). Avrupa
Gastroenteroloji, Hepatoloji ve Pediatrik Beslenme Dernegi'nin (ESPGHAN) siitten
kesme siirecine iligkin mevcut kilavuzlarinin giincellenmis bir versiyonunda (Agostoni et
al. 2008), glutenin "tolerans penceresi" iginde 4 ile 7 aylikken verilmesi 6nerilmektedir.
Probiyotiklerin pasif olarak verilmesi gibi emzirmenin yenidoganlar i¢in Onemli
faydalarina ragmen, 6zellikle yasamin ilk alti ayinda diisiik glutenli diyet uygulayan
bebeklerde emzirmenin c¢olyak hastaliina yakalanma riskini azaltip azaltmadig
konusunda hala tartismalar bulunmaktadir (Sterdal et al. 2013, Lionetti and Catassi
2015). Erken bebeklik donemindeki enfeksiyonlar, 6zellikle de gastrointestinal veya
solunum yolu enfeksiyonlari, CH'nin baslangici veya ilerlemesiyle yakindan baglantili
olabilir. Bu durum, yiiksek interferon-1 seviyelerine, bagirsak epitel bariyerinin
bozulmasina ve bagirsak mukozasinda gen ifadesinde degisikliklere neden olan
mikrobiyal ve gluten peptidleri arasindaki benzerlige baglanabilir (Canova et al. 2014,
Beyerlein et al. 2017). Bagirsak mikrobiyota bilesimi, dogum yontemi, metabolik profil,
asillama tasarimi ve antibiyotik veya diger ilaclarin kullanimi gibi ¢esitli ¢evresel

faktorlerin, bagisiklik tepkisi ile glutene tolerans arasindaki dengeyi gergekten etkileyip



etkilemedigini belirlemek i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir. Hamilelik ve dogum
sirasinda maruz kalmanin etkisi heniiz tam olarak arastirilmamaistir. Gluten antijenitesinin
azaltilmas1 ve toksik peptitlerin glutenden uzaklastirilmasi etkili bir birincil 6nleme
stratejisi olabilir. Bu, belirli tahil gesitlerinin se¢ilmesi, gluten peptit dizilerinin genetik
olarak degistirilmesi veya toksik dizileri silinmis veya susturulmus genetigi degistirilmis
organizmalarin olusturulmasi gibi ¢esitli yontemlerle yapilabilir (Pagliari et al. 2015,

Fredinah Namatovu 2015) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 Colyak hastaliginin, dogustan gelen ve edinsel bagisiklik ve ¢evresel
tetikleyiciler arasindaki etkilesimi (Voisine and Abadie 2021)

2.14.2 Genetik duyarhhk

CH, c¢evresel faktorlere bagli olarak genetik olarak yatkin bireylerde ortaya g¢ikan
taninmis bir otoimmiin hastaliktir. Colyak hastaliginin genetik bir bileseni vardir ve
birinci derece akrabalarda bu durumu gelistirme olasilig1 %7,5'tir (Singh et al. 2015).
Diger otoimmiin hastaliklarda oldugu gibi, ¢6lyak hastaligimin da énemli bir genetik
bileseni vardir ve bu durum, ¢dlyak hastaliginda sik goriilmesiyle kanitlanmistir. Aileler
(yaklasik %10-15) ve tek yumurta ikizlerinde bu durumun goriilme ihtimalinin yiiksek
olmast (%75-80) muhtemeldir (Lundin and Wijmenga 2015). HLA smuf II
heterodimerleri, 6zellikle DQ2 ve DQS8, diger otoimmiin hastaliklara benzer sekilde
colyak hastaliginin kalitsalliginda 6nemli bir rol oynar. HLA-DQ2 geninin iki kopyasina

sahip olmak, yakin akrabasi ¢6lyak hastaligindan etkilenen bebeklerin bu duruma erken



yasta yakalanma olasiligin1 6nemli Ol¢lide (%25-30) artirir (Lionetti et al. 2014).
HLADQ2/HLA-DQ8 genel popiilasyonun %25-35'inde yaygindir ve bu bireylerin
yalnizca %3'inde CH gelisebilir (Mazzilli et al. 1992). Genom ¢apinda iligkilendirme
caligmalari, 100'den fazla HLA ile iliskili olmayan genin CD ile baglantili oldugunu
gostermistir (Lundin and Wijmenga 2015). CH i¢in kalitsal riske katkida bulunan bu
ekstra genlerin 6nemi sinirhdir, ancak belki de hastaligin gelisiminde rol oynayan énemli

mekanizmalarin ortaya ¢ikarilmasina yardimci olabilirler (Caio et al. 2019) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 HLADQ2 ve DQ8 haplotipleri (Caio et al. 2009)

2.1.4.3 Belirli tahillarin tilkketimi

CH, ince bagirsaga zarar veren ve malabsorbsiyonun yani sira otoimmiin semptomlara
neden olan glutene karsi ciddi bir bagisiklik reaksiyonundan kaynaklanir (Guandalini and
Assiri 2014). Triticiae kabilesinin Gramineae familyasindan bir protein sinifi, 6zellikle
bugday, glutinli arpa ve ¢avdari olusturur. Yulaf filogenetik olarak daha uzaktan akraba
olmasina ragmen, bazi hastalarin semptomlar1 deneyimlemesine yetecek kadar benzerlik
vardir. Dar1, sorgum, piring ve misir CH'ye neden olamayacak kadar uzaktadir (Kagnoff
2007). Gluten, adin1 viskoelastik ve yapiskan 6zelliklerinden dolay1 Latince "yapistirict"
anlamina gelen bir kelimedir (Lebwohl et al. 2018). Sekil 2.4 bugdayin temel yapisini
gostermektedir. Gliadinler 250-650 amino asitten olusur ve molekiil agirhig:r 30,000 ile

10



75,000 arasinda degisir. Gliadin'in dort elektroforetik alt tipi vardir: a, B, y ve . Bu alt
tipler karsilastirilabilir epitopikleri farklilagmamis antikorlarin olusumuyla sonuglanan
ozelliklerdir (Ozuna et al. 2015). Tohumun protein igerigi un agirliginin yaklagik %8-
15’ini olusturur ve c¢oziiniirliikklerine gore albiiminler, globulinler, gliadinler ve
gluteninler gibi ¢esitli formlardan olusur (Sharma et al. 2020). Glutenin, disiilfit
baglartyla bir arada tutulan bir polimer olusturarak hamurun uzayabilirligine katkida
bulunur ve iki alt tipten olusur: HMW ve LMW glutenin. Bugday proteinleri, yiiksek
prolamin ve glutamik asit, amino asit seviyeleri nedeniyle prolaminler olarak anilir
(Garcia-Molina and Barro 2017). Gluten tipik olarak tiim tahil proteinlerini (prolaminler)
icerir ve bugday alerjisi, ¢olyak hastaligi, dermatitis herpetiformis, gluten ataksisi ve
¢olyak dist gluten duyarliligi (NCGS) gibi glutenle iliskili bozukluklar1 olan bireylerde
bagisiklik reaksiyonlarina neden olabilir (Sollid et al. 2012). Glutenin immiinojenitesini
azaltmak i¢in ekmekteki CH epitopunun azaltilmasi (Zhang et al. 2018) veya molekiiler
biyoloji manipiilasyonu, probiyotik kullanim1 veya nanoteknoloji (Yoosuf and Makharia

2019) gibi farkli yontemler onerilmistir.
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Sekil 2.4 a-gliadin polipeptidinin haritalanmasi (Fasano 2011)
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2.1.4.4 Bagisikhik tepkisi

Dogustan bagisiklik tepkisi;

Dogustan bagisiklik CH'ye baslamak i¢in ¢ok dnemlidir. interlokin (IL15) ve interferon
a gibi sitokinler, dendritik hiicrelerin ve intraepitelyal lenfositlerin fonksiyonunu
etkileyerek dogustan gelen bagisiklik tepkisini aktive edebilir (Matysiak-Budnik et al.
2008). Son bulgular, belirli gliadin peptitlerinin epitelyal biliylime faktorii ve 1L-15
iiretimini tetikleyebildigini, bunun da enterosit gelisiminde, yapisal biitiinliikte, vezikiiler
taginmada, sinyal yollarinda, proliferasyonda ve stres ve dogustan gelen bagisiklik
tepkilerinin aktivasyonunda degisikliklere yol agtigin1 gostermektedir (Kim et al. 2015).
Bugdayda hasere direnci saglayan alfa-amilaz/tripsin inhibitorlerinin, Toll benzeri
reseptor 4-MD2-CD14 kompleksi ile etkilesime girerek ¢olyak hastaliginin dogustan
gelen bagisiklik tepkisinde de rol oynadigi goriilmektedir. Bu etkilesim, ¢dlyak hastaligi
olan hastalarin hiicrelerinde olgunlasma belirteglerinin ekspresyonunun artmasina ve
proinflamatuar sitokinlerin salinmasina yol acar (Junker et al. 2012). Bu mukozal olaylar,
gliadin aracili zonulin salinimina ikincil olarak epitelyal bariyer fonksiyonunun
fonksiyonel ihlali (Caio et al. 2019), lamina propriada toksik peptitlerin miiteakip erigimi
ve gliadin kaynakl ytliksek seviyelerde zonulin tiretimi ile birlikte nétrofil aktive edici ve
kemoattraktan kemokin (IL-8) (Barone et al. 2014), 'mikemmel firtinanin' CH
enteropatisini baglatmasina neden olur. Arastirmalar gliadinin, fMet -Leu- Phe reseptorii

1 ile etkilesime girerek notrofilleri dogrudan ¢ektigini gosterdi (Lammers et al. 2015).

Adaptif bagisiklik tepkisi;

Colyak hastaliginin gelisimine temel olarak belirli gluten peptitleri ile major doku
uyumluluk kompleksi simif II HLADQ2/8 Ag tarafindan kisitlanan T lenfositleri
arasindaki benzersiz etkilesim neden olur ve bu da hatali bir adaptif bagisiklik tepkisine
yol acar (Stamnaes and Sollid 2015). Gluten peptidleri ve TG2 arasindaki etkilesim,
translasyon sonrasi deamidasyon siirecine dayanir. Bu etkilesim, CD4+T hiicrelerinin
adaptif immiinolojik tepkisini artiran IL-15 asir1 ekspresyonu yoluyla dogustan gelen

bagisiklik sisteminin aktivasyonundan etkilenir (Caio et al. 2019). HLA smif II'yi
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eksprese eden dendritik hiicreler, makrofajlar, B hiicreleri ve enterositler, gluteni CD4+T
hiicrelerine sunarak bunlarin lamina propriada yeniden dolasimina yol agabilir. Lamina
propriadaki CD4+ T hiicreleri glutenle temas ettiginde aktive olur ve g¢ogalir, bu da
stromal hiicreler tarafindan proinflamatuar sitokinlerin, metaloproteazlarin ve keratinosit
biiylime faktoriiniin liretilmesine yol acar. Bu siireg, intraepitelyal lenfositlerin (IEL'ler)
neden oldugu bagirsak epitel hiicre 6liimiine bagli olarak kriptal hiperplaziye ve villoz
kiintlesmeye neden olur (Pagliari et al. 2015). Ek olarak, aktif CD'de enterositler tizerinde
membrana bagli IL-15'in agir1 ekspresyonu vardir ve dogal 6ldiirticii (NK) reseptorlerinin
(CD9%4) ve (NKG2D) CD3+ IEL'ler tarafindan asir1 ekspresyonuna neden olur (Hiie et al.
2004). CD kript hiperplazisinin, mukozal inflamatuar hakaretin neden oldugu devam eden
doku hasar1 ile kok hiicrelerin hasar1 onarma konusundaki yetersizligi arasindaki
dengesizlikten kaynaklandigina inanilmaktadir. Arastirmamiz, ¢olyak hiperplastik
kriptasinin olgunlasmamis progenitdr hiicrelerde bir artis ve kirpi sinyallemesinde bir
azalma sergiledigini gostermektedir (Senger et al. 2015). Bu g¢alisma, CH
histopatolojisine katkida bulunan molekiiler yollar1 ortaya ¢ikarmakta ve CH igin fare
modellerinde neden enteropati gelismedigini agiklamaktadir. Insanlastirilmis farelerde
tutarli CH benzeri enteropati mevcut degildir (Ju et al. 2015). CD4+T hiicrelerinden gelen
immiin tepkiye bagli olarak enterositlerin hizli par¢alanmasinin CH gelisiminin tek
nedeni olmadigini savunmaktadir. CH'ye yatkin bireylerin kok hiicre popiilasyonundaki
temel bir kusurun, CH ile iliskili bagirsak sorunlarinin gelisiminde ¢ok 6nemli bir rol

oynadi@ini ileri siirmektedir (Schumann et al. 2017) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5 Colyak hastaliginda bagirsak dokusu tahribati (Voisine and Abadie 2021)

2.1.5 Colyak hastahiginin klinik sunumu

Kadin-erkek orani kabaca 2,8:1 (Abadie et al. 2011, Hameed et al. 2016) olup, kadinlarda
daha yiiksek bir tercih s6z konusudur ve iki tepe noktasi vardir (Igbinedion et al. 2017);
ilk dalga bebeklikten sonra ortaya ¢ikarken, ikinci dalga genellikle yasamin ikinci ile
tiglincii on yilinda gergeklesir (Kabbani et al. 2012). CH, genetik olarak yatkinligi olan
bireylerde gluten tiiketimi ile tetiklenen otoimmiin bir durumdur. Diinya genelinde
goriilme sikligr yaklasik %1'dir. CH'nin teshisi son birkag¢ yilda gelisme gostermis ve
ozellikle hastaligin subklinik tipindeki vakalarin teshisinde artis saglamistir. Klinik tablo
onemli dl¢iide degiskenlik gosterebilir ve gesitli tablo stratejileri dnerilmistir. Intestinal,
ekstraintestinal, prospektif ve refrakter (Caio et al. 2019). Bagirsak tipi agirlikli olarak 3
yasin altindaki ¢ocuklarda goriiliir ve ishal, istah azalmasi, gelisememe ve karin sigkinligi
gibi semptomlar gosterir (Meijer et al. 2021). Colyak hastalig1 olan yetigkinler karin
sisligi, ishal, mide koligi veya kabizlik gibi sindirim semptomlar1 yasayabilir (Reilly et
al. 2011). Bagirsak dis1 belirtiler cesitlidir ve hem pediatrik hem de yetiskin ¢olyak

hastalig1 vakalarinda bulunabilir: Hematolojik bulgular, kemik yogunlugu degisiklikleri,
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biiylime geriligi ve boy kisalig1, oral bulgular, nérolojik bulgular, psikolojik bozukluklar,
okiiler bulgular, dermatolojik bulgular, yorgunluk, kas bulgulari, kardiyopulmoner

bulgular ve tireme sistemi bulgular1 (Lindfors et al. 2019).

2.1.6 Colyak hastali@inin tiirleri

2.1.6.1 Tipik (Gastrointestinal)

Bu tipik olarak ishal, steatore ve kilo kaybina yol agan malabsorbsiyon dahil olmak iizere
sindirilmis gidanin diizensiz emiliminden kaynaklanan klinik semptomlarla karakterize
edilir (Ludvigsson et al. 2013). Tipik olarak alt1 ile yirmi dort aylikken gluten igeren
stitten kesme gidalarmin verilmesinden sonra meydana gelir (Tully 2008). Villoz atrofi

ve kript hiperplazisinin histolojik bulgular1 taniy1 destekler.

2.1.6.2 Atipik (Ekstratestinal)

Bu cesitlilik, anormal emilimin tipik belirtileri olsun ya da olmasin, bagirsak disi
semptomlarin yayginligi ile karakterize edilir. Genellikle daha biiyiik ¢ocuklarda ve
yetiskinlerde bulunur (Ludvigsson et al. 2013). Cesitli ¢alismalar, ¢olyak hastaligi olan
kisilerin %50'sinden fazlasinin anemi, osteoporoz, hipoplastik dis minesi ve norolojik
sorunlar gibi ¢ok sayida semptom sergiledigini géstermistir (Rampertab et al. 2006,
Husby et al. 2012).

2.1.6.3 Asemptomatik

Bu form, klinik semptom belirtisi olmaksizin pozitif seroloji ve karakteristik bagirsak
histolojisi gdsteren birkag kisiye isaret etmektedir. Ozellikle otoimmiin veya nadiren
malign hastaliklar olmak iizere komplikasyon gelisme sans1 yiiksektir (Caio et al. 2019).
Tip 1 diyabet, ailede ¢6lyak hastalig1 6ykiisii ve Down, Turner veya Williams sendromu
gibi genetik hastaliklar1 gibi otoimmiin rahatsizliklart olan hastalar, ¢6lyak hastaliginin

gelismesine daha duyarlidir (Ludvigsson et al. 2013).
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2.1.6.4 Gizli (Potansiyel)

Sinirli sayida asemptomatik kisi pozitif serum TG2 antikorlarina sahiptir ancak normal
ince bagirsak histolojisine sahiptir (Volta et al. 2016). Onceki bir ¢alisma, bu hastalardaki
ylksek endomisiyal antikor seviyelerinin hastaligin ilerlemesinin énemli bir gostergesi
olabilecegini 6ne stirmiistiir (Troncone et al. 1996). Bu gruptaki bazi hastalarda zamanla
gbzle goriiliir mukozal hasar meydana gelir. Olas1 ¢olyak hastaliginda bagirsak biyopsi
bolgesinde transglutaminaz 2 antikorlar1 ve 6nemli sayida intraepitelyal lenfosit (6zellikle

TCRyd + lenfositler) siklikla gériilmektedir (Caio et al. 2019).

2.1.6.5 Refrakter (RCD)

RCD, tim OACD vakalarinin yaklasik %]10'unu ve tiim ¢olyak hastaligi vakalarinin
yaklasik %1-1,5'in1 olusturur. Bu bozukluk, negatif ¢olyak hastalig1 serolojisi ile
dogrulanan, minimum bir y1l sik1 glutensiz diyet sonrasinda stirekli villoz atrofiye bagh
malabsorbsiyon, kilo kayb1 ve ishal semptomlariyla tanimlanir (Ludvigsson et al. 2013).
Refrakter ¢olyak hastaligi iki sinifa ayrilir: birincil ve ikincil. Bu siniflandirma, hastalarin
glutensiz diyetin baslangicindan itibaren semptomatik iyilesme yasayip yasamadiklarina
veya bir iyilesme doneminden sonra semptomlarin tekrar ortaya ¢ikip ¢ikmadigina
dayanmaktadir. RCD-tip 1'in iki alt tipi vardir: biri [EL popiilasyonunda normal bir CD3*
CD8" fenotipine sahiptir ve digeri ise gama zincirinin monoklonal yeniden diizenlenmesi
ile birlestirilmis yiizey CD37/ intrasitoplazmik CD3* IEL'lerin klonal sunumuna sahiptir.
T hiicresi reseptoriinde (Roshan et al. 2011), iki alt gruba yapilan bu siniflandirma, tedavi

planlamasi ve prognozu tahmin etmek i¢in ¢ok 6nemlidir.

2.1.7 Colyak hastali@inin teshisi

CH ile iliskili semptomlarin ¢esitliligi, tanimlanmasini zorlagtirmaktadir. Dogru bir teshis
tek bir teste dayanamaz ancak bilesenleri klinik, serolojik, genetik ve histolojik yonlerden
olusan bir yapbozun titizlikle bir araya getirilmesini gerektirir (Ludvigsson et al. 2014,
Husby et al. 2020). NASPGHAN, ESPGHAN ve Ingiliz Gastroenteroloji Dernegi (BSG)
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uluslararasi kilavuzlarina gére CH tanisi, CH serolojik belirteglerinin, HLA-DQ2 ve
HLA-DQS8 genotiplemesinin analizine, ince bagirsaktan ilk biyopsiye ve klinik ve
serolojik degerlendirmelere dayanmaktadir. Glutensiz diyet klinik, serolojik ve histolojik
gortiniimi  degistirerek hastaligin ayirt edici Ozelliklerinin tanimlanmasin1 engeller.
Taniy1 dogrulamak i¢in, CH'deki histolojik degisikliklerin diizensiz dogasi nedeniyle
duodenumun ikinci veya daha distal bolgesinden alinan ¢oklu bagirsak biyopsilerinin
histolojik incelemeye tabi tutulmasi gerekir. Teshis net olmadiginda, HLA-DQ2 ve HLA-
DQS8 testi ¢olyak hastaligini dislamak veya her iki belirteg de negatif ¢ikarsa olasi
olmayan bir taniya isaret etmek i¢in degerli bir arag olabilir. CH tanisi, tim semptomlarin
ortadan kalkmasi ve baslangicta pozitif olan hem serolojik hem de histolojik testlerin siki
bir glutensiz diyet tedavisi sonrasinda negatif hale gelmesiyle dogrulanir (Hill et al. 2005,
Husby et al. 2012).

2.1.7.1 Colyak hastah@indaki serolojik testler

CH'nin teshis siirecinde 6nemli bir rol, bagirsak biyopsisi yapilmasi gereken kisilerin
belirlenmesine olanak saglayan seroloji tarafindan oynanir; en 6nemli testler ve bunlarin

goreceli 6nemi asagida verilmistir: (Villanacci et al. 2020) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6 Colyak hastaliginin teshis siireci diyagrami (Kelly et al. 2015)

Anti-retikiilin antikoru: Bu iiretilen ve kisaca kullanilan ikinci serolojik testtir. Daha
hassas analizlerin mevcut olmasi nedeniyle tarama amaciyla kullanilmamalidir

(Nandiwada and Tebo 2013, Maki 1995).

Anti-gliadin antikoru (AGA'lar): CH'yi tespit etmek igin g¢esitli antikor testleri
gelistirilmistir. IgA-AGA yillardir kullanilmaktadir ve makul derecede dogrudur.
Arastirmalar, antikorlarin (IgA ve IgG) dogal gliadin'i hedef aldigini, AGA'lar1 ¢olyak
hastalarinda ince bagirsak biyopsisi ihtiyacina yonelik ilk serolojik gdstergeler haline
getirdigini gostermistir (Al-Toma et al. 2019, Leffler and Schuppan 2010). Ancak,
1990'larda daha kesin teshislerin yaygin olarak bulunmasi nedeniyle énemi azalmigtir
(Gasbarrini et al. 2010). Testin zayif dogrulugu ve sinirhi duyarlilig/ozgilligi ile
karsilastirildiginda, kiigiik ¢ocuklarda daha iyi performans gostermektedir (Rubio-Tapia
et al. 2023).
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Antiendomisyal antikor (EMA): EM antikor testi, hastaligin tespiti i¢in kesin ve hassas
bir teshis aracidir. Endomisyum antikorlari, insan goébek kordonu veya maymun 6zofagus
dokusu kullanilarak dolayli immiinofloresan teknikle tanimlanabilir ve sonuglar titreler
halinde saglanir (Lebwohl and Rubio-Tapia 2021, Leffler and Schuppan 2010). EMA,
yiiksek 6zgiilliigii ve duyarlilig1r nedeniyle ¢olyak hastaligi icin 6nemli bir biyobelirte¢
olarak kabul edilmektedir (Salmi et al. 2006, Leffler and Schuppan 2010).

Anti-doku transglutaminaz antikoru (ATtg Ab): 1997 yilinda endomisyal antikorlarin
hedef aldig1 antijenin doku transglutaminaz (tTG) enzimi oldugu bulunmustur.
Rekombinant teknolojisi sayesinde insan tTG'si ticari kullanim ig¢in iiretilmis ve bu da test
maliyetlerinde 6nemli bir azalmaya yol agmistir. Hastane laboratuvarlar1 genellikle anti-
EM Ab yerine tTG Ab'yi olger. Es zamanli IgA eksikligine sahip olacagi tahmin
edilmeyen kisiler i¢in Onerilen birincil test, yliksek duyarliligi, 6zgiilliigi ve tutarliligi
nedeniyle serum tTG IgA testidir (Zintzaras and Germenis 2006, Lewis and Scott 2010).
tTG IgG antikorlar1, IgA diizeyi diisiik kisilerde serolojik bir teknik olarak kullanilir;
testler genellikle ELISA kullanilarak yapilir, radyoimmiinoassay ise daha az kullanilir

(Rubio-Tapia et al. 2023).

Anti-deamide gliadin tiirevi peptitler (Anti-DGP): DGP igin antikor testleri klinik
kullanima agiktir. Bagirsak dokusu transglutaminaz (tTG), glutendeki peptitleri deamide
formlara doniistiiriir ve deamide gliadin peptit (DGP) testinin temelini olusturur. Bu
antikorlar ¢6lyak hastaligi i¢in onceki AGA'lara gore daha spesifik ve duyarli bir test
saglar (Kits 2006). Ozellikle 2 yasin altindaki bebekler i¢in faydalidirlar (Rashtak et al.
2008). Ayrica, IgG-TG2 ile 1gG-DGP, segici IgA eksikligi olan hastalarda CH'yi
tanimlamak i¢in en iyi arag¢ olarak kabul edilmektedir (Tonutti et al. 2009). Anti-DGP
testleri, ¢ocuklarda glutensiz diyete bagliligin izlenmesinin yan1 sira ¢dlyak
otoimmiinitesinin izlenmesinde de faydali olmustur (Basso et al. 2009, Monzani et al.
2011). Retrospektif bir arastirma, 6zellikle kii¢iik cocuklarda IgG anti-DGP antikorlarinin
tTG (IgA) antikorlarindan 6nce ortaya ¢iktigini gostermistir. Bu kesif, ¢6lyak hastaliginin
erken teshisinin, hastalik i¢in genetik risk tasiyan ¢ocuklarda DGP testi kullanilarak

diizenli izleme yoluyla miimkiin olabilecegini diisiindiirmektedir (Lammi et al. 2015).
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2.1.7.2 Bagirsak endoskopisi ve biyopsisi

Histopatolojik bulgular, malabsorbsiyonun nedenlerinin belirlenmesinde (ayirici tani)
hayati bir role sahiptir (Husby et al. 2020). Colyak standartlarina gore taniy1r dogrulamak
icin ince bagirsagin histolojik incelemesi gereklidir. Yetiskin ¢olyak hastaligiin teshisi
icin endoskopi ve ince bagirsak biyopsilerinin alinmasi énemlidir (Mills and Murray
2016). ince bagirsak histolojisinde ayrintili olarak analiz edilmesi gereken cesitli yapilar
sunlardir: inflamatuar hiicre infiltrasyonu, kisa enterositler, kript hiperplazisi ve korelmis
atrofik villuslar. Bagirsak histolojik lezyonlar1 Marsh smiflandirma puanlama yontemi
kullanilarak dort spesifik tan1 derecesine ayrilmistir (Villanacci et al. 2011). Oberhuber
daha sonra derece II1'ii A, B ve C puanlarina (modifiye Marsh-Oberhuber) ayirarak Marsh
smiflandirma sisteminde diizenlemeler onermistir (Mills and Murray 2016), digeri ise

Corazza simiflandirmasidir (Ludvigsson et al. 2013).

2.1.7.3 Genetik test

HLADAQ alel genotiplemesi ¢olyak hastaliginin varligini veya duyarliligini dislamada
(Husby et al. 2012), HLA tiplemesi ¢6lyak hastaliginin teshisinde 6nemli bir rol oynar
(Hadithi et al. 2007, Rubio-Tapia et al. 2023). 2012 ESPGHAN kilavuzlar1 ¢6lyak
hastaliginda genetik testlerin 6nemini vurgulamaktadir. HLA-DQ2 ve HLA-DQS8
haplotipleri bulunmadiginda hastaligin goriilme olasilig1 diistiktiir. Bu nedenle HLA
tiplemesi, ¢olyak hastaligi riski tasiyanlar icin ilk tarama teknigi olarak kabul edilir
(Husby et al. 2020). Kromozom 19 iizerindeki MYO9B geni de dahil olmak {izere HLA
olmayan 39 lokusun, ¢6lyak hastaligina potansiyel katkida bulunanlar oldugu tespit

edilmistir (Dubois et al. 2010, Gagliardi et al. 2021).

Dogumda HLA genetik testinin yapilmasi, ¢olyak hastaligina kalitsal yatkinlig1 olan
bireylerin semptomlarin ve iliskili saglik sorunlarinin ortaya c¢ikmasindan once

belirlenmesi igin yaygin tarama yontemi olarak onerilmektedir (Rubio-Tapia et al. 2023).

Bu nedenle asagidaki durumlarda genetik test dikkate alinmali ve uygulanmalidir:

20



e (olyak hastaligina 6zgii kan testleri ile bagirsak dokusu muayenesi arasinda tutarsiz
sonu¢ veren hastalarda

e (olyak hastaliginda glutensiz diyetle iyilesme saglanamadiginda,

e Glutensiz diyet uygulayan, diyete baslamadan oOnce c¢olyak hastalig1 igin test
yapilmamis ve test i¢in agizdan gluten tiiketemeyen hastalarin degerlendirilmesinde,

e Birinci derece akrabalar gibi yiiksek risk altindaki kisilerin taranmasinda, Colyak
hastaliginin (CH) 6nemli bir genetik etkisi vardir ve kalitsal, karmasik bir hastalik
olarak kabul edilir. CH hastasinin birinci derece akrabalarinda %35-15 oraninda
goriilme sikligina sahiptir ve dizigotik ikizlerle karsilagtirildiginda monozigotik
ikizler arasinda oldukga yiiksek bir uyum orani gosterir. CH'de dnemli bir genetik etki
vardir; monozigotik ikizlerde %80, dizigotik ikizlerde ise %11 uyum orani vardir
(Anderson et al. 2013, Vaquero et al. 2014).

e Down, Turner veya Williams sendromlarinin yani1 sira otoimmiin hastaliklar1 ve IgA
eksikligi olan bireylerde, ¢olyak hastaligina genetik yatkinligin degerlendirilmesinde,

e HLA-DQ allellerinin test edilmesini ve dogrulayici serolojiyi iceren serogenetik
stratejinin kullanilmasinda, gereksiz gastroskopilere olan ihtiyacin azalmasina
yardimci olur. Cdlyak hastaliginin teshisine yonelik birgok test, test siirecinde

hastalarin gluten i¢eren bir diyet tiikketmesini gerektirmektedir (Lewis et al. 2017).

2.1.7.4 Gluten testi

Gluten testi, daha dnce semptomlarini glutenden kaginarak kontrol altina alan hastalarda
¢olyak hastaligini teshis etmek i¢in kullanilan bir yontemdir. Hastalig1 dogrulamak icin
tibbi gozetim altinda glutenin diyete yeniden dahil edilmesini igerir (Ldhdeaho et al.
2011, Leffler et al. 2013). Daha 6nce bu test CH'yi tespit etmek i¢in yaygin olarak
kullaniliyordu, ancak serolojik analizler son derece dogru oldugundan artik daha az

kullanilmaktadir.

Gluten kisitlamasi sirasinda yapilan seroloji ve biyopsiden elde edilen normal sonuglara
ragmen, gluten testi pozitif HLA genotiplemesi olan kisilerde ¢6lyak hastaliginin
teshisinde en etkili test olmaya devam etmektedir. Bu testin standart protokolii, 1-2 ay

boyunca giinde minimum 10 g gluten igeren bir diyetin uygulanmasini igerirken, testin
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tanisal dogrulugu, optimum siiresi ve optimal gluten dozaji ile ilgili daha az veri
mevcuttur (Ansaldi et al. 1988, Rujner et al. 2002). Yakin zamanda yapilan bir ¢aligsma,
cogu hastanin, giinde 3 gramdan fazla gluteni kaldiramasalar bile, gluteni tiikettikten
sonraki 2 hafta i¢inde tanisal degisiklikler yasadigin1 gostermistir (Leffler et al. 2013).
Aragtirmalar, giinde 10 mg'dan az gluten tilketmenin normal histolojiyi korudugunu,
ancak giinde 50 mg gluten tiiketmenin villoz yiikseklik-kript derinligi oraninin
degismesine ve intraepitelyal lenfositlerde (IEL) artis ve villoz atrofi gibi 6nemli
anormalliklere yol agtigini gostermektedir. Giinde 100 ile 500 mg gluten alimi bu
anormallikleri siddetlendirmektedir (Akobeng and Thomas 2008). Ayrica, gluten testinin
baslatilmasi, profesyonellerin teshis algoritmalar1 olusturmasina ve klinik deneylerde
klinik yanitlar1 takip etmesine olanak tanimigtir. Test, Gliitensiz Diyete yardimer tedavi
olarak kullanildiginda, gelen tedavilerin etkinliginin arttirilmasinda yararl bir rol oynar

(Castillo et al. 2015).

2.1.8 Colyak hastahigi komplikasyonlari

CH'nin 50 yasindan sonra gec¢ teshis edilmesinin ve siki bir glutensiz diyete
uyulmamasinin, genel popiilasyona kiyasla Olim oranlarinda artisa neden oldugu
gosterilmistir (Rubio-Tapia et al. 2016). Seyrek olarak ortaya ¢ikan (CH'li bireylerin
yaklagik %]1') (Biagi et al. 2014) CH, hiposplenizme (Di Sabatino et al. 2013), RCD
(Dewar et al. 2012), bagirsak lenfomasina (Caio et al. 2019), iilseratif jejunoileite, ince
bagirsak adenokarsinomuna (Biagi et al. 2014) yol agabilir. Glutensiz diyet uygulayan
bireylerde ishal, bagirsak alt tikaniklig1, karin agris, kilo kaybi, ates ve asir1 halsizlik gibi
semptomlarin agiklanamayan bir sekilde devam etmesi veya kotiilesmesi durumunda
komplikasyonlardan sliphelenilmelidir. Bu sorunlar, CH tanis1 konmus yash kisilerde ve
DQ2 i¢in homozigot olan ve glutensiz diyete siki sikiya bagli kalmayan kisilerde daha sik
goriilmektedir (Caio et al. 2019).

2.1.9 Colyak hastahgiyla iliskili bozukluklar

Colyak hastalig1 farklh klinik bulgularla ortaya ¢ikabilmektedir. Orta dereceli varyanti

olan hastalar kesinlikle higbir semptom gostermeyebilirken, en siddetli formu olanlarda
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yasami tehdit eden komplikasyon riski daha yiiksektir. Colyak hastaligi, otoimmiin
karaciger de dahil olmak iizere ¢6lyak hastalig1 olan bireylerin ve onlarin birinci derece
akrabalarinin %15'ine kadar diger bozukluklarla, 6zellikle diger otoimmiin hastaliklarla
baglantili olma riski tasiyan bir otoimmiin durumdur (Spijkerman et al. 2016). Otoimmiin
hepatit, primer biliyer siroz ve primer sklerozan kolanjit gibi bozukluklar, immiin aracili
olmayan grup, alkolsiiz yagli karaciger hastaligi, Wilson hastaligi ve Budd-Chiari
sendromu (Balaban et al. 2019), diyabet (DM) (Kylokés et al. 2016), otoimmiin tiroid
hastaliklarin1 (Balaban et al. 2019) igerir. Hashimoto tiroiditi ve Graves hastaligi
(Mehrdad et al. 2012), cilt hastaliklar1 (Abenavoli et al. 2019), Dermatit herpetiformis,
romatoid artrit, sistemik lupus eritematozus (Ludvigsson et al. 2012), Sjogren sendromu
(Parisis et al. 2020), sedef hastaligi, sarkoidoz ve pankreatit gibi. Colyak hastaligi,
kollajenoz sprue, iilseratif jejunoileit, refrakter ¢olyak hastaligi (RCD), enteropati ile
iligkili T hiicreli lenfoma, ince bagirsak adenokarsinomu (SBA), hiposplenizm ve
kavitasyonlu mezenterik lenf nodu sendromu (CMLNS) gibi nadir fakat ciddi
komplikasyonlara yol acabilir. Bu makale ¢dlyak hastalifinin bu nadir fakat ciddi
sonuclarinin  klinikopatolojik ozelliklerini  6zetlemektedir. Hematolojik bulgular
idiyopatik trombositopenik purpura (ITP) ile baglantiyr igerir. Kan pihtilagmasi
egiliminin artmasi gibi kanla ilgili ek semptomlar diisiiklere, kan pihtilarina ve farkl kalp

rahatsizliklarina yol agar (Balaban et al. 2019).

2.1.10 Colyak hastali@inin tedavisi

CH'nin tek basarili tedavisi, bagirsak ve bagirsak dis1 semptomlarin iyilesmesi,
otoantikorlarin ortadan kaldirilmasi ve bagirsak villuslarinin restorasyonu ile sonuglanan,
yasam boyu siki1 bir glutensiz diyettir (Kupper 2005, Plugis and Khosla 2015). Gluten
varliginda viicudun bagirsaga saldirmasini 6nleyecek veya durduracak bir tedavi mevcut
degildir. Diyete siki sikiya bagl kalmak bagirsak iyilesmesine yardimci olur ve ¢ogu
durumda semptomlarin azalmasina neden olur. Diyete hemen baglamak ayni zamanda
bazi durumlarda artan osteoporoz, bagirsak kanseri ve kisirlik riskini de azaltabilir
(Laurikka et al. 2018, Treem 2004). Hasta siki bir glutensiz diyete uymayi zor
bulmaktadir, ancak arastirmalar bu diyeti siki1 bir sekilde takip etmenin ishalin, kilo

aliminin ve besin emilimi sorunlarinin normallesmesine yol agabilecegini gostermektedir.
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Glutensiz bir diyetin ardindan biyopsiler genellikle 6 ay ile 2 yi1l arasinda normale doner
(Freeman 2017). Bununla birlikte, cok merkezli GIP arastirmalarinda da gosterildigi gibi,
diisiik yasam kalitesi, psikolojik sorunlar ve istemsiz glutene maruz kalmanin yarattigi
kaygi gibi dezavantajlarla birlikte gelir (De Lourdes Moreno et al. 2017, Lebwohl et al.
2018). Olasi vitamin ve mineral eksiklikleri, metabolik sendrom, artmis kardiyovaskiiler
risk ve siklikla siddetli kabizlik (Calado and Verdelho Machado 2022) sik goriilen
sorunlardir. CH 1ile ilgili sorunlarin ¢ogunu ele almak igin, hastayr diizenlenmemis
glutensiz diyetin tehlikeleri konusunda egitmek ve CH konusunda uzmanlagmis bir
diyetisyenden beslenme rehberligi sunmak faydali olabilir. Psikolojik olarak, bir
psikologun yardimi hastalikla yiizlesmede oldukga faydali olabilir (Roos et al. 2006).
Colyak hastalarinin yaklasik %40'1, gluteni ortadan kaldirmanin getirdigi ciddi zorluklar
nedeniyle beslenmelerinden memnun degil ve bu da yasam kalitelerinin diigmesine neden
olur. Bu hastalar alternatif tedavileri arastirmaya ilgi duymaktadir (Aziz et al. 2011).
Bireyleri gluten iceren 6gelerin belirlenmesi, giivenli gida secenekleri ve kisitlamalar
dahilinde dengeli bir beslenmenin siirdiiriilmesi konusunda egitmek i¢in diyetisyen
katilimi siklikla aranir. Glutensiz iirlinler birgok tilkede regeteyle veya saglik sigortasi
kapsaminda alinmaktadir. Glutensiz triinler tipik olarak normal gluten iceren gidalara
kiyasla daha pahalidir ve daha zor temin edilebilir (Lee et al. 2007). Arastirmalarda
belirlenen ilaglar, diger segeneklerin yani sira azaltilmis immiinojeniteye sahip genetik
olarak tasarlanmis bugday suslarindan, prolil endopeptidazlardan, gliadine giiclii bir
sekilde baglanan emilmeyen polimerlerden, bagirsak gecirgenligini ve gluten
deaminasyonunu hedefleyen ilaglardan ve HLA inhibitérlerinden olusur (Costes et al.

2015).

2.2 Colyak Hastaliginda interlokin-15, Interlokin-21 ve Tiimoral Nekroz

Faktorii-a'nin Rolii

IL-15, mononiikleer fagositler ve diger cesitli hiicreler tarafindan iiretilen bir sitokindir.
T ve NK hiicrelerinde biiyiime ve hayatta kalmanin desteklenmesinde ve ayrica CTL'ye
aktivasyon ve hayatta kalma sinyallerinin saglanmasinda 6nemli rollere sahiptir. APC'ye
etki ederek CD4+ T hiicresi yanitlarin1 dolayl olarak etkiledigine inanilmaktadir (Dubsky

et al. 2007). Lamina propriadaki epitel hiicreleri ve DC'ler tarafindan IL-15 iiretiminin
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CD yukar1 regiilasyonu, CD8+ intraepitelyal lenfosit popiilasyonunun sinyal 6zelliklerini
etkiliyor gibi goriinmektedir. Ek olarak, sitotoksik, TCR'den bagimsiz NK benzeri
hiicreler tarafindan taninan Major Histo-uyumluluk Kompleksi (MHC) sinif I zincirle
iliskili protein (MIC) gibi bagirsak epitel hiicrelerinde ligandlarin yiiksek iiretimini
tetikler. Colyak hastaligi mukozasindaki dendritik hiicreler tarafindan salgilanan IL-15,
glutene kars1 spesifik T hiicresi reaksiyonunda 6nemli bir rol oynayabilir (Meresse et al.
2004, Maiuri et al. 2000). Farkl1 bir ¢alisma, tedavi edilmemis CH hastalarinin bagirsak
epitelinde ve lamina propriasinda, remisyondaki ve saglikli bireylerle karsilastirildiginda
yiiksek IL-15 seviyelerini gosterdigini bulmustur (Di Sabatino et al. 2006). Arastirmalar,
IL-15'in, CD4+ T ve NK T hiicrelerinin yani sira insan bagirsagt CD3+ Lamina Propria
T Lenfositleri (LPL'ler) tarafindan iretilen bir sitokin olan IL-21'in etkilerini
artirabildigini tespit etmistir. IL-21, IFN-y iiretimini artirir ve CD8+ T hiicrelerinin ve
NK hiicrelerinin sitolitik aktivitesini arttirir (Ebert 2009). 1L-15, NKG2D'yi eksprese
eden IEL'ler yoluyla bagirsak epitel hiicrelerinde hiicre 6liimiine neden olmada ¢ok
Oonemli bir islev oynar. IL-15 ve IL-21, yerel immiinolojik tolerans sistemlerini bozacak
sekilde birlikte calisabilir. Sitokinlerin, dendritik hiicre gelisimi ve T hiicresi programli
hiicre 6liimii gibi hem dogustan hem de kazanilmis bagisikligin cesitli unsurlarini segici
olarak etkiledigi goriilmektedir. Inflamatuar siirecin belirli asamalar1 sirasinda, IL-15 ve
IL-21, gliiten tarafindan tetiklenen bagisiklik tepkisi iizerinde zit etkilere sahip olabilir
(Spolski and Leonard 2008, Mclnnes and Gracie 2004).

IL-15, intraepitelyal lenfositler (IEL'ler) tarafindan granzim B iiretimini ve IEL'ler ve Thl
hiicreleri tarafindan IFN-y tiretimini arttirir. Ayn1 zamanda IEL'ler lizerinde aktive edici
NKG2D reseptoriiniin ekspresyonunu arttirir ve epitelyal hiicreler tizerinde NKG2D
ligandinin, MHC sinif I zincirle iligkili ligand A'nin (MICA) olusturulmasini tetikler (De
Nitto et al. 2009). IL-15, Crohn hastalig1 olan kisilerin bagirsaklarinda yiiksek diizeyde
eksprese edilir. Bu ifade, fonksiyonel Treg'lerin iiretimini engellemez ancak insan T
hiicrelerini Treg baskilamasina karst direngli hale getirir (Hmida et al. 2012). IL-15
¢olyak hastaliginin gelisiminde rol oynar. Yapilan bir ¢aligmada, fareler diyet antijenine
maruz birakildiginda, IL-15'in CD4+ T hiicreleriyle etkilesimi, CD8+ T hiicrelerinin
aktivasyonunu tetiklemede ve ince bagirsaga zarar vermede esas olarak belirlenmistir

(Korneychuk et al. 2014). IL-15 duyarliligi, bu hastaligin ve potansiyel olarak diger
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otoimmiin bozukluklarin tedavisi veya 6nlenmesi i¢in umut verici yeni hedefler sunabilir

(Harris et al. 2010).

TNF-a, ¢esitli inflamatuar, kanserli ve otoimmiin durumlarda ¢ok 6nemli olan pro-
inflamatuar bir sitokindir (Sheikhpour et al. 2018). TNF-a geni 6p21.3 kromozomu
tizerinde yer alir, 8 eksondan olusur ve 382 amino asidi kodlar (Aslebahar et al. 2019).
Insan TNF-a geni, HLA smif I ve smif II ile yakin baglantiya sahiptir (Aflatoonian et al.
2019). Thl, birkag Th2 ve bazt CTL 6zellikleri tarafindan olusturulur. Nitrik oksit
sentezini uyarir ve diger biyolojik etkilerin yani1 sira mikrovaskiiler endotelyumun
aktivasyonunu tetikler. Aragtirmacilar, TNF-a ve IFN-y'nin birlikte ¢alisarak TG2'nin
ifadesini 6nemli Ol¢iide arttirdigini ve IFN-y'nin en gii¢lii uyarici oldugunu kesfetmistir.
TG2, bugday ve benzeri tahillardaki zararli proteinlerde bulunan glutamin kalintilarini
deamidize ederek c¢Olyak hastaliginin gelisiminde ¢ok Onemli bir rol oynar.
Bifidobacterium breve suslarinin probiyotik miidahale olarak uygulanmasinin, glutensiz
diyetle beslenen ¢olyak hastaligi olan ¢ocuklarda proinflamatuar sitokin TNF-a {iretimini

azalttig1 bulunmustur (Romero-Adrian et al. 2015) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7 Colyak Hataligindaki sitokin ag1 (Abadie and Jabri 2014)

2.3 HLA-DQZ2 ve HLA-DQS8 Genetigi ve Hastalik Riski

HLA, insanlardaki ana doku uyumluluk kompleksinin (MHC) adidir (Janeway et al.
1997). Genler kromozom 6 tizerinde bulunur ve ii¢ sinifa (I-1IT) ayrilir. HLA-DQ, 6p21.3
kromozomunda yer alan sinif II bir molekiildiir. Hiicrelerin i¢inden peptitler sunan sinif I
molekiillerin ve tamamlayici proteinleri kodlayan sinif III molekiillerin aksine, dis
hiicrelerden peptitlerin sunulmasinda rol oynar. HLA-DQ, HLA-DQA1 ve HLA-DQB1
genleri tarafindan iiretilen bir aff heterodimerden olusur. aff heterodimer, antijen sunan
hiicrelerde (APC'ler) bulunan bir hiicre yiizeyi reseptoriidiir. Hastalik riski DQA1 ve
DQBI alellerinin miktari, tiirii ve diizenine gore belirlendiginden ¢olyak hastaliginin
genetigi karmagsiktir (Marsh et al. 2010). DQA1 ve DQB1 genlerinin spesifik bir

kombinasyonu tarafindan kodlanan izoform, HLAX.y olarak ifade edilebilir; burada x,
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DQB1'i ve y, DQA1'i ifade eder. Ornegin DQ2.5, cis (ayni1 kromozom iizerinde) veya
trans (farkli kromozomlar iizerinde) yoluyla miras alinan DQBI1*02 ve DQA1*05
tarafindan kodlanan proteindir. Bu aleller ayn1 kromozom iizerinde (cis'te) oldugunda,
genellikle baska bir sinif II molekiili DRB1*03 (DR3) ile bir haplotipte birlikte
kalitilirlar. En yiiksek risk altindaki grup, her iki kromozomda da homozigot olarak
bilinen ve gen dozu etkisi olarak adlandirilan DQB1*02'ye sahip bireylerden olusur (Van
Belzen et al. 2004). ki DQB1*02 aleline sahip olmak anlammna gelen DQB1%*02
homozigotlugu popiilasyonun %?2'sinde bulunur ancak bir DQB1*'e sahip olan
heterozigotlarla karsilastirildiginda ¢olyak hastaligi riskinin bes kat daha yiiksek olmasi
nedeniyle ¢6lyak hastalarinin %25'ini olusturur (Megiorni et al. 2009). Arastirmalar,
DQB1*02 i¢in homozigot olan bireylerin, heterozigot bireylere kiyasla daha gii¢lii bir
CD4+ yardimer T hiicresi tepkisi sergiledigini gostermektedir (Vader et al. 2003). Ayrica
DQB1*02 homozigotlugu, daha geng baslangi¢ yasiyla (Zubillaga et al. 2002) ve direngli
spru dahil daha karmasik klinik seyirle (Al-Toma et al. 2006) iligkili olabilir. DQ2.5
(DQB1*02/DQA1*05) Heterozigotlar, ¢olyak hastaligi olan bireylerde goézlemlenen
HLA tiirlerinin neredeyse %50'sini igeren baskin HLA konfigilirasyonlaridir (Megiorni et
al. 2009). DQ2.2 (DQB1*02/DQA1*02), DQ2.5'e olduk¢a homolog olmasina ragmen,
bagli peptitlerin stabilitesinin azalmasi nedeniyle tek basina ¢ok az ¢élyak hastaligi riski
tasir (Fallang et al. 2009). Célyak hastaligi olan bireylerin yalnizca kiigiik bir kismu,
yiiksek riskli HLA-DQ2 heterodimerinin alellerinden birine sahiptir: HLA-DQA1*05
(05:01 veya 05:05) veya HLA-DQB1*02 (02:01 veya 02) buna "yar1 heterodimer" denir.
Genel popiilasyonda HLA-DQS prevalans: biiyiik farkliliklar gosterir ve Orta Dogu ve
Gliney Amerika'daki kisilerde daha yiiksek oranlar gozlemlenir. 16 HLA-DQS8, ¢olyak
hastalig1 olan hastalarin %5-10'unda mevcuttur. DQ2'ye benzer sekilde HLA-DQ8'de
hastalik riski bir siireklilik boyunca degisiklik gosterir. Hem DQ8 hem de DQ2'yi tasiyan
kisiler en yiiksek riske sahiptir, ancak her ikisini de tasimanin genel yayginlig1 %2,5 ile
minimum diizeydedir. 9 HLA-DQS8 art1i DQ2.2 veya DQ2.5'e sahip olanlar i¢in tahmini
risk 24'te 1'dir. Oysaki HLA-DQ8'e sahip olan ancak DQ2.2 veya DQ2.5'i olmayanlar
icin tahmini risk 89,9'da 1'dir. DQS i¢in homozigotluk, DQS8 i¢in heterozigotluktan daha
yiiksek bir risk olusturur (Pietzak et al. 2009). HLA-DQ2 ve DQ8 negatif bireylerde
¢olyak hastaliginin gelismesi son derece nadirdir (Kupfer and Jabri 2012).
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2.4 HLA ve Hastahk iliskisi

Ana doku uyumluluk kompleksi bolgesindeki genlerin ¢cogu, islevsellikleri agisindan ¢ok
onemli olan 6nemli polimorfizm sergiler. HLA molekiillerinin birincil rolii immiinolojik
yanitlar1 baslatmak ve kontrol etmektir. Otoimmiin, bulasici, inflamatuar ve malign
durumlar gibi ¢esitli insan hastaliklari, spesifik HLA alellerine sahip kisilerde daha
yaygindir (Shoeib et al. 2019). Genomun HLA bolgesi en yiiksek sayida insan
hastaliklariyla baglantilidir (James and Georgopoulos 2018). Korelasyonun bazi
bozukluklarda ilimli, digerlerinde ise 6zellikle otoimmiin hastaliklarda énemli 6lciide
giiclii oldugu belirlenmistir (Trowsdale 2011). Pek ¢ok otoimmiin hastalik HLA sinif II
genleriyle baglantiliyken, kii¢iik bir kismi1 da HLA sinif I genleriyle baglantilidir. Sekil
1.5 belirli HLA genleri tarafindan belirli hastaliklara karsi hassasiyetin arttigini
gostermektedir. Tip 1 diyabet ve ¢6lyak hastaligi, HLA-smif I alelleri DQB1 *02:01 ve
DQBI1 *03:02 ile baglantilidir (Viken et al. 2017). Bélgelerle baglantili diger bozukluklar
arasinda tip 1 diyabet (Bratanic et al. 2010), romatoid artrit (Coenen et al. 2009), multipl
skleroz (Lincoln et al. 2009), IgA eksikligi (Ferreira et al. 2012), kansere duyarlilik (Wu
et al. 2007), idiyopatik nefrotik sendrom (Debiec and Ronco 2011) ve sjégren sendromu
yer alir (Denham and Hill 2013).

2.5 Miyozin IXB (MYO9B) Geni

MYO9B geni 19p13.1'de bulunur ve (CD) i¢in bir duyarlilik geni olarak tanimlanmistir
(Béhler et al. 1997, Post et al. 2002). Otoimmiin ile iliskili bozukluklar bazi ortak genetik
duyarlilik faktorlerine sahip olabilir (Matter and Balda 2003). MYQO9B, Ras homolog
(Rho) ailesine ait bir GTPaz aktive edici proteini kodlar. Epitel hiicrelerinin hiicre
iskeletinin diizenlenmesinde rol oynar ve siki baglantilarin yapimin etkiler (Post et al.

2002, Matter and Balda 2003).

Insan MYO9B, insan bagirsak epitel hiicreleri de dahil olmak {izere ¢esitli dokularda ve
hiicre tiplerinde eksprese edilir (Liao et al. 2015), artan MYO9B gen ekspresyonu, in vivo
artan bagirsak gegirgenligi ile iliskilidir (Sapone et al. 2006). MYQO9B, bagisiklik

hiicrelerinde, bagisiklik aktivitesine dogrudan dahil oldugunu gosteren dnemli bir ifade
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sergiler (Wirth et al. 1996). MYO9B geninde birkag tek niikleotid polimorfizmi (SNP)
kesfedilmistir. Yaygin olarak incelenen dort polimorfizm sunlardir: rs1545620 (ekson
20), rs1457092 (intron 20), rs2305767 (intron 14) ve rs2305764 (intron 28) (Liao et al.
2015).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Cahsma Tasarim

Bu calismanin amaci, belirli immiinolojik belirteglerin (IL15, IL21 ve TNFa) ekspresyon
seviyelerini, serum otoantikorlarini incelemek ve CH'li hastalarda HLA tiplemesindeki
haplotip degisikliklerini tespit etmenin yani sira MYO9B'nin SNP rs2305767'sini tespit
etmek ve bunlart Kasim 2022 ile Subat 2023 tarihleri arasinda Bagdat Egitim
Hastanesinden toplanan Colyak olmayan katilimcilar saglikli - kontroller ile

karsilastirmaktir.

3.1.1 Cahsma grubu secimi

Hasta orneklemesi; Calismaya katilanlar arasinda Bagdat Egitim Hastanesi, Pediatri
Egitim Hastanesi ve Sindirim Hastanesi Danigma Kliniginde bakim goren elli hasta yer

almistir. Yas gruplari 1 ile 60 yas arasinda degismektedir.

Kontrol 6rneklemesi; Bagdat Egitim Hastanesi’nde evlilik Oncesi muayene birimini
ziyaret ederken toplam kirk kontrol ¢alismaya dahil edilmistir. Buna karsilik, pediatrik
kontroller, saglik durumlar1 iyi goriinen bazi refakatcileri ve rutin pediatrik kontroller
veya asilar (goriiniise gore saglikli) igin birinci basamak bakim iinitesini ziyaret edenleri

icermektedir.

3.1.2 Etik konular

Etik olarak, veri toplama ve arastirma grubu secimi Bagdat Saglik Miidiirliigii'nden izin
alindiktan sonra gerceklestirilmistir. Ayrica, Milli Egitim Laboratuvarlar1 Merkezi'nin
izni ve onayr da alinmistir. Kan Ornekleriyle ilgili olarak, hastalardan veya katilimci
cocuklarin ebeveynlerinden, ya takip protokollerinin bir parcasi olarak (eski vakalar) ya
da bir degisim testinin ardindan CH tanisini taramak veya dogrulamak i¢in (pediatrik yeni

vakalar) molekiiler ve immiinolojik testler i¢in hastalardan alinan kani aspire etmek veya
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kullanmak i¢in onay alinmistir. Yetiskin kontrolleri i¢in sadece dnceden belirtilen ilgili
birimde halihazirda mevcut olan kan 6rneklerini kullanmak i¢in onay alinirken, ¢ocuk
kontrolleri i¢in kan aspirasyonu i¢in ebeveyn onayi alinmistir. Hem hastalar hem de
kontroller, bu testlerin yalnizca arastirma amacli oldugu ve teshis amacli olmadigi
konusunda bilgilendirilmistir. Bulgularin yaymlanmas: i¢in kontrollerden ve hastalardan

onay alinmistir.

3.1.3 Calisma grubunun tamimlayici degiskenleri

**Dahil edilme kriterleri;

A) Hastalar:

e Yaygin olarak CH'ye isaret eden semptomlar

e Yiiksek pozitif titrede serum TTG (IgA) sinifi otoantikorlar (mevcutsa)

e Duodenal biyopside ¢6lyak histolojik tablosu olanlar (varsa)

e Kilinik semptomlar1 gii¢lii bir sekilde CH tanisim1 disiindiirdiigiinde uzmanlar

tarafindan CH tanis1 konulan hastalar.

B) Kontroller

e Arastirmaya katilanlar cesitli yaslardaki (goriiniiste saglikli) saglikli bireylerdir.

**Hari¢ tutma kriterlert,

A) Hastalar: Iki grup harictir;

e Smirda serolojik sonuglar1 ve negatif biyopsi sonuclari olan, CH'nin bagirsak
semptomlari olan kisiler
e Iliskili kronik karaciger ve bobrek hastaliklari, bagirsak kanserleri ve Crohn hastalig

veya iilseratif kolit gibi inflamatuar bagirsak bozukluklar1 olan kisiler
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B) Kontroller; Arastirma sirasinda asagidakilere sahip olanlar c¢alismaya dahil

edilmemistir.

e (ida alerjileri

e Akut veya kronik gastroenterit

e Bulasici hastalik

e Kanser

e Bagirsak tiimorleri, kronik bobrek ve karaciger hastaliklar1 ve Crohn hastalig1 veya
iilseratif kolit gibi ilgili kronik inflamatuar bagirsak bozukluklari

o Obezite

e Kalp hastaliginin varligi

3.2 Ornek Toplama

Bireylerin yas, isim, cinsiyet, tibbi gecmisi, aile dykiisii, endoskopik bulgular ve tedavi
tiirii gibi biyodemografik 6zellikleri hakkinda bilgi toplamak i¢in anket goriismeleri ve
hasta tibbi kayitlar1 kullanilmistir. Antekubital fossanin %70 etanol dezenfeksiyonunu
takiben ven6z kan numuneleri elde etmek i¢in venipunktiir uygulanmigtir. EDTA iceren
tiipler, molekiiler belirtecler (¢olyak hastaliginin Haplotipleri HLA tiplemesi ve dizi gen
degisiklikleri) i¢in iki mililitre kan 6rnegi ile doldurulurken, immiinolojik belirtecleri
(IL15, IL21 ve TNFa) ve serolojik belirtecleri tespit etmek iizere serum hazirligi igin jel
tiptine 3 mL dagitilmistir. Anti-transglutaminaz antikorlar1 (TTG), anti-gliadin (AGA)
ve anti- endomisiyal (EMA) antikorlar1 ELISA teknigi kullanilarak belirlenmistir. Kan
orneklerinden 3000 rpm'de 15 dakika santrifiij edilerek serum olusturulmustur. Daha
sonra slipernatan Eppendorf tiiplerine aktarilmis ve ihtiya¢ duyulana kadar -20°C’de

saklanmigtir (Sekil 3.1).
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I Calisma popiilasyonu (n=90) \

CD hastas
(n=50)

Kontrol
(n=40)

Hastane Kan
kayitlan & ornekleri
Anket I
Tam kan [ Serum hazirlama
DMA
ekstraksiyonu B ELISA

HLADO:& HL‘{DQS MYBO9 geninin SNP'si Ith “.,L.\G..UL ISJL

‘ ‘ M and TNFe

Istatistiksel Analiz

Sekil 3.1 Arastirma tasariminin sematik gosterimi

3.3 Malzemeler

3.3.1 Ekipman ve aletler

Calismada kullanilan tiim alet ve ekipmanlar Cizelge 3.1°de listelenmistir.
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan alet ve ekipmanlar

No | Alet ve ekipman Sirket/Mensei

1 Mikro ELISA okuyucu ve otomatik yikayici Bio Teq/ABD

2 Analitik Jena qTower Gergek Zamanli PCR Analytik Jena/ABD
Termal Dongiileyici

3 CBC Otomatik analizrii Ruby/ABD

4 Santrifiij, Mikrosantrifiij, Hettich/Almanya

5 Jel tiipii, Ependrof tiipii Cin

6 K2 - EDTA tiipleri (5 mL) Afco-Dispo/Urdiin

7 Derin dondurucu Japonya

8 TSC Termo-galkalayici Biometra/Almanya

9 UV PCR kabini Analytik jena/ABD

10 | Thermo- ¢alkalayic1 PST-60 HL Biosan/Almanya

11 | Jel Fotograf Sistemi Major Science/Tayvan

12 Mikro spin Santrifiij My Fugene, Cin

13 | OWL Elektroforez Sistemi Thermo/ABD

14 Kuantus Florometre Promega/ABD

15 | Termal 1s1l dongiileyici Thermo Fisher Scientific/ ABD

3.3.2 Kitler ve diger malzemeler

Mevcut ¢alismada kullanilan kitler ve diger materyaller Cizelge 3.2°de listelenmistir.

Cizelge 3.2 Calismada kullanilan kitler ve diger materyaller

Kitler Sirket Mensei
ELISA Anti Gliadin Ab (1gG) AESKU Almanya
Kitleri Anti Gliadin Ab (I1gA)
Anti Doku Transglutaminaz (tTG) IgG Ab AESKU Almanya
Anti Doku Transglutaminaz (tTG) IgA Ab
Anti endomisiyal Ab (1gG) GENERIC ASSAYS Almanya
Anti endomisiyal Ab (IgA) GmbH
Interldkin 15 CUSABIO ABD
Interlokin 21 CUSABIO ABD
TNF-alfa insan Demeditec Diagnostics Almanya
Molekiiler | Ekstraksiyon DNA's1 Promega ABD
Kitler HLA haplotipleri (HLA-DQ8 ve HLA-DQ?2) Operon Ispanya
Colyak Seridi.
SNP ReliaPrep ™ Blood gDNA Miniprep Sistemi,
Analizi Agaroz, Etidyum Bromir Cozeltisi (10
mglmL), 100 gp DNA Iadder,%oTag Grgen Promega ABD
Master Mix, Niikleazsiz Su, TAE 40X,
Quantifluor dsDNA Sistemi
Astar MYO9B gen SNP (rs2305767) Macrogen Kore
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3.4 Laboratuvar Yontemleri

3.4.1 Hematolojik arastirmalar

CH hastalig1 ve hastalik aktivitesinin izlenmesi ile ilgili hematolojik testler asagidaki
gibidir:

Tam kan sayimi (CBC): Tam kan sayimi, otomatik analiz cihazi (CELL-DYN Ruby)
tarafindan asagidakilerin her birinin hem diferansiyel hem de toplam beyaz kan hiicresi

(WBC) sayiminin belirlenmesi i¢in yapilir.

3.4.2 ELISA kullanilarak immiinolojik analiz

3.4.2.1 TNF-alfa insan ELISA yontemi

A. Yontemin ilkeleri: ELISA, mikrotitre plakasi tizerinde gerceklestirilen, kati faz
enzimiyle giiclendirilmis duyarlilik immiin testidir. Test, spesifik TNF-a epitoplarim
hedef alan monoklonal antikorlar1 (MAb’ler) kullanir. Mikrotitre kuyucugu iizerine
kaplanmis yakalama monoklonal antikoru (MADb 1) ve yaban turpu peroksidazi (HRP) ile
etiketlenmis monoklonal antikor (MADb 2), kalibratorler ve 6rneklerle reaksiyona girer.
Bir kulugka donemi boyunca: kaplanmis MAb1 —insan TNF-a— MAb 2 —HRP, mikrotitre
plakast Ab etiketli baglanmamis enzimi ¢ikarmak i¢in yikanir. Baglh enzim etiketli Ab,
bir kromojenik reaksiyon yoluyla dl¢iiliir. Kromojenik ¢ozelti (TMB) eklenir ve inkiibe
edilir. Durdurma ¢ozeltisi eklendikten sonra reaksiyon durdurulur ve mikrotitre plakasi
uygun dalga boyunda okunur. TNF-a diizeyleriyle iliskili olan kolorimetrik absorbans
Olctimleri, substrat donilislim miktarini hesaplamak i¢in kullanilir. Numunelerdeki TNF-
o konsantrasyonu, goriintiilenen bir kalibrasyon egrisinden enterpolasyon yapilarak
hesaplanir. ELISA okuyucusunun (3 OD birimine kadar dogrusallik) ve gelismis veri
azaltma yonteminin (polikromatik veri azaltma) kullanimi, diisiik aralikta ve genisletilmis

kalibrasyon araliginda yiiksek hassasiyetle sonuglanir (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3 TNF-a kitinden saglanan reaktifler

Malzemeler Miktar
Mikrotitrasyon plakasi 96 anti TNF-o, (monoklonal antikorlar) kapli kuyu icerir | 96 kuyu
Konjugat HRP etiketli anti-TNF-o. (monoklonal antikorlar) igerir. 1 sise ve 0,75 mL
Insan plazmasinda sifir kalibrator 2 sise

Kalibrator N=1 ile 5 5 sise

Konjugat tamponu ve inkiibasyon tamponu 1 sise\6 mL
Yikama Soliisyonu 200x 1 sise\10 mL
Kontroller 1 ve 2 2 sise

Kromojen TMB (Tetrametilbenzidin) 1 sise\12 mL
Durdurma soliisyonu 1 sise\12 mL

B. Reaktiflerin hazirlanmasi:

e Kalibratorler: Sifir kalibratorleri QC veri sayfasinda belirtilen hacme kadar DW ile

ve diger kalibratorleri 2 mL DW ile sulandirilmistir.

e Kontroller: Kontroller 2 mL distile su ile sulandirilmistir.

o Konjugat Cozeltisi: Konsantre konjugati steril bir cam kapta seyreltmek i¢in konjugat

tamponu kullanilmistir.

C. Prosediir:

e Tiim kuyucuklara elli pL inkiibasyon tamponu eklenmistir.

Her bir kalibratér, kontrol ve numuneden ikiser yiiz pL uygun kuyucuklara
eklenmistir.

Mikrokuyucuk plakast 700 rpm+100 rpm hiz ayarli yatay bir calkalayiciya
yerlestirilmis ve tizeri yapiskan bir filmle kapatilarak (18 ile 25 C) iki saat boyunca
inkiibe edilmistir.

Yapiskan film ¢ikarildi ve kuyucuklar bosaltildi. Yikama mikrowell seridi ti¢ kez
yikanmistir. Hemen bir sonraki adima gecin. Yapiskan kaplama cikarildiktan sonra
kuyucuklar bir kez daha bosaltilmistir.

Her bir kuyucuga yiiz pL sifir kalibrator yerlestirilmistir.

Her bir kuyucuga elli uL anti-TNF-a (HRP) konjugati eklenmistir.
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e (Oda sicakliginda iki saat boyunca 700+100 rpm'ye ayarlanmig yatay bir ¢alkalayicida
inkiibe edilmistir.

e Yapiskan film ¢ikarildi ve kuyucuklar bosaltildi. Yikama mikrokuyucuk seridi ii¢c kez
(3X) yikanmastir.

e Her bir kuyucuga yiiz uL. TMB (Kromojenik ¢ozelti) pipetlenmistir.

e Oda sicakliginda 15 dakika boyunca 700+100 rpm'ye ayarlanmig yatay bir
calkalayicida inkiibe edildi. Yogun 1s18a dogrudan maruz kalmaktan kaginilmalidir.

e Her bir kuyucuga yiiz pL durdurma ¢dzeltisi pipetlenmistir.

e Her bir mikro kuyucugun absorbansi 30 dakika i¢inde 450 nm ve 490 nm'de okunmus

ve sonuglar hesaplanmistir.

D. Sonuglarin hesaplanmasi: Standart egri, (4 parametreli lojistik) liretme kabiliyetine
sahip bilgisayar yazilimi kullanilarak verilerin azaltilmasiyla olusturulmustur. Standart
bir egri, x eksenindeki standartlarin her biri i¢in ortalama absorbansin y eksenindeki
konsantrasyona karsi ¢izilmesi ve grafik noktalar1 boyunca optimal bir uyum egrisi
cizilmesi yoluyla iiretilebilir. Veriler, insan TNF-o konsantrasyon degerlerinin logunun
OD'nin loguna kars1 ¢izilmesi yoluyla dogrusallastirilabilir ve regresyon analizinden

optimum uyum ¢izgisi bulunabilir.

3.4.2.2 1insan interlokini 15 (IL-15)

Serumdaki insan interlokin-15 iceriginin CUSABIO ABD'den bir ELISA kiti kullanilarak

niceliksel olarak belirlenmistir.

A. Test prensibi: Bu deneyde kantitatif sandvi¢ enzim immiinoanaliz metodolojisi
kullanilmaktadir. Onceden kaplanmis bir mikroplaka, IL-15'e 6zgii bir antikorla
kaplanmistir. Mevcut olan herhangi bir IL-15, standartlar ve numuneler kuyucuklara
pipetlendikten sonra hareketsizlestirilmis antikor tarafindan baglanir. IL-15'e spesifik bir
biyotin-konjuge antikor, baglanmamis materyaller ¢ikarildiktan sonra kuyucuklara
eklenir. Avidin ile birlestirilmis yaban turpu peroksidazi (HRP) yikamanin ardindan

kuyucuklara eklenir. Baglanmamis avidin-enzim reaktifini uzaklagtirmak igin yikamadan
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sonra kuyucuklara bir substrat ¢ozeltisi eklenir ve ilk adimda baglanan IL-15 miktartyla
orantili olarak renk gelisir. Renk gelisimi durdurulur ve rengin yogunlugu ol¢iiliir

(Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4 IL-15 kiti bileseni

Kit bileseni Miktar

12x8 kaplamali mikrokuyular Bir (96 kuyu)
Standart (kurutulmus) Tki
Biyotin-antikor (100xkons.) 120 pL bir sise
HRP-avidin (100xkonsantre) 120 pL bir sise
Biotin-Ab Seyreltici 15 mL bir sise
(HRP)-avidin Seyreltici 15 mL bir sise
Ornek seyreltici 50 mL bir sise
Yikama Tamponu (25X kons.) 20 mL bir sise
(TMB) Substrat 10 mL bir sise
Durdurma soliisyonu 10 mL bir sise

B. IL-15 COSABIO kiti i¢in reaktiflerin hazirlanmasi: Kullanim kilavuzundaki

talimatlara gore;

e Biotin-anti-body (1x): flakon agilmadan once santrifiijlenmistir.

e Biyotin-anti-viicut 100 kat seyreltme gerektirmistir. Onerilen 100 kat seyreltmeler (10
uL) biotin-anti-body+ (990 pL) biotin-anti-body Seyreltici olmustur.

e HRP-avidin (1x): flakon agilmadan Once santrifiijlenmistir. HRP-avidin 100 kat
seyreltme gerektirir. Onerilen 100 kat seyreltme (10 pL) HRP-avidin+(990 uL) HRP-
avidin seyrelticisi olmustur.

e Yikama tamponu (1x): oda sicakligina kadar 1sitilmis ve herhangi bir kristalin
coziinmesi i¢in, yikama tamponu hafif¢ce karistirilmistir. 500 mL yikama tamponu
(1x) yapmak i¢in 20 mL yikama tamponu konsantresini (25%) 480 mL DW ile
seyreltilmistir.

e Standart: standart siseyi 6000 rpm'de otuz saniye santrifiijlenmistir. Standart seyreltici
(SD) bir mL ile sulandirilir. Bu sulandirma (200 pg/mL) stok ¢ozeltisi olusturacaktir.
Tam sulandirmay1 saglamak i¢in standardi hafif¢ce ¢alkalanir ve standardin en az 15
dakika beklemesine izin verilir. Caligma standartlari, Cizelge 3.5'te belirtildigi gibi

art arda etiketlenmis yedi diizlem tiip (S6-S0) alinarak belirlenmistir.
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Cizelge 3.5 Plakadaki IL-15 standartlarinin diizeni

Tiip S7StokSOL. | 6 5 4 3 2 1 0
pg/mL 0

Ornek seyrelticinin iki yiiz elli mikrolitresi S6 ile SO etiketli tiiplere pipetlenir. Stok
soliisyonu S7 daha sonra S6'ya pipetlenir, ardindan iki katli bir seyreltme serisi
olusturmak i¢in sirali bir sekilde S5'ten S1'e pipetlenir. SO, sadece numune seyrelticisini

(0 pg/mL) igeren standarttir.

C. Test prosediirii:

e Plastik mikrotitre plakasi kapali posetten cikarildi ve madde ekleme islemine
baslamak i¢in ¢alisma tezgahina yerlestirilmistir.

e S0 ila S7 kuyucuklarina yiiz mikrolitre standart uygulanirken diger kuyucuklara 100
pL seyreltilmemis numune eklenmistir. Kuyucuklar daha sonra yapigkan bir seritle
kapatilmig ve 37°C'de 2 saat inkiibe edilmistir. Analiz edilen standartlart ve
numuneleri belgelemek i¢in bir plaka cizelgesi verilmistir.

e Inkiibasyondan sonra, her bir kuyucuktaki s1vi durulanmadan ¢ikarilmustir.

e Her bir kuyucuga 100 pL hacminde Biyotin-antikor (1x) eklenmistir. Kuyucuklar
daha sonra yeni bir yapiskan serit ile kaplanmis ve 37°C sicaklikta 1 saat boyunca
inkiibe edilmistir.

e Sivi aspire edilmis ve {li¢ kez yikanmistir; her bir kuyu her yikama dongiisiinde 200
pL yikama tamponuyla doldurulmustur. Kalan yikama tamponunun tamamen ortadan
kaldirilmasini garanti etmek icin, son yikamanin ardindan plaka ters ¢evrilerek temiz
kagit havlularla kurutulmustur.

e Tim kuyucuklara yliz pL. HRP-avidin (1x) eklenmis, yeni bir yapiskan serit ile
kaplanmig ve 37°C'de 1 saat inkiibe edilmistir.

e Siv1 aspirasyonu ve yikama bes kez gerceklestirilmis, her bir kuyu her yikama
dongiisiinde 200 pL yikama tamponu ile doldurulmustur. Kalan yikama tamponunun
tamamen ortadan kaldirilmasini garanti etmek i¢in, son yitkamanin ardindan plaka ters

cevrilerek temiz kagit havlularla kurutulmustur.
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e Her bir kuyucuga 90 puL Substrat eklenmesi, 37°C'de (15-30) dakika inkiibe edilmesi
ve 1s1iktan korunmasi saglanmistir.

e Tiim kuyucuklara 50 pL. Durdurma Soliisyonu (1x) eklenmistir.

e Her bir mikro kuyucugun absorbanst 450 nm kullanilarak spektrofotometrede

okunmustur, dalga boyu diizeltmesi mevcutsa 540 nm veya 570 nm'ye ayarlanmustir.

D. IL-15 sonuglarinin hesaplanmasi: Her standart ve numune igin ortalama degerleri
hesaplaymn ve sifir standardin ortalama optik yogunlugundan (OD) ¢ikartin. Her
standardin ortalama absorbansini x ekseninde y eksenindeki konsantrasyona gore
grafiklendirerek bir standart egri olusturuldu. Daha sonra grafikteki noktalara en iyi uyan

bir egri olusturuldu.

3.4.2.3 Insan interlokini 21 (IL-21)

Serum IL21 seviyesi 6lglimii igin CUSABIO\USA ELISA kiti kullanilmigtir.

A. Test prensibi: Bu tahlil kantitatif sandvi¢ enzim immiinolojik tahlil yaklagimini
kullanir. Spesifik olarak IL-21'1 hedefleyen bir antikor O6nceden bir mikroplakaya
uygulanmistir. Standartlar ve numuneler bir pipet kullanilarak kuyucuklara aktarilir ve
mevcut olan herhangi bir IL-21, sabit antikora baglanir. Baglanmayan bilesiklerin
uzaklagtirllmasinin ardindan, kuyucuklara spesifik olarak IL-21'i hedefleyen biyotin-
konjuge bir antikor eklenir. Yikama igleminin ardindan kuyucuklar avidin-konjuge yaban
turpu peroksidazi (HRP) ile muamele edilir. Baglanmamis herhangi bir avidin-enzim
reaktifini ortadan kaldirmak icin bir yikama gerceklestirildikten sonra, kuyucuklara bir
substrat iceren bir ¢ozelti eklenir. Gelisen renk yogunlugu, baslangi¢ asamasinda
baglanan IL-21 miktariyla dogru orantilidir. Renk gelistirme siireci durdurulur ve rengin

biiytikliigi ol¢iiliir.

B. Reaktiflerin hazirlanmast:

e Biyotin-anti-viicut (1x): A¢gmadan once flakon santrifiijlenmistir.
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e Biyotin-anti-viicut 100 kat seyreltme gerektirmistir. Onerilen 100 kat seyreltmeler (10
uL) Biotin-anti-body+ (990 uL) Biotin-anti-body Seyreltici olmustur.

e HRP-avidin (1x): A¢madan once flakon santrifiijlenmistir. HRP-avidin 100 kat
seyreltme gerektirir. Onerilen 100 kat seyreltme (10 pL) HRP-avidin+(990 pL) HRP-
avidin Seyreltici olmustur.

e Yikama Tamponu (1x): 20 mL yikama tamponu konsantresi (25x) distile veya
deiyonize su ile seyreltilerek (500 mL) yikama tamponu (1x) hazirlanmustir.

e Standart: Standart flakonu otuz saniye boyunca alt1 yiiz ile on bin rpm santrifiijlenir.
Standart Seyreltici bir mL ile sulandirilir. Bu sulandirma (200 pg/mL) stok ¢6zeltisini
olusturacaktir. Tam sulandirmay1 saglamak i¢in standardi hafifce c¢alkalanir ve

standardin en az on bes dakika beklemesine izin verilmistir.

Stok standart ¢ozeltisi bir dizi seyreltme yapmak i¢in kullanilmuis, tiiplerin her birine (SO-
S6) 250 uL ornek seyreltici eklenmistir. Tiiplerin her biri bir sonraki transferden 6nce
tamamen karistirilmistir. Seyreltilmemis Standart yiiksek standart (200 pg/mL) olarak
kullanilacaktir. Ornek Seyreltici 0 standart (0 pg/mL) olarak kabul edilmistir.

C. Test prosediirii:

e Kuyucuklarin her birine 100 pL standart ve numune eklendikten sonra yapiskanl bir
seritle kaplanmigtir. 37°C'de 2 saat inkiibe edilerek test edilen numunelerin ve
standartlarin kaydedilmesi i¢in plakanin bir diizeni saglanmistir.

e Sivi, yikama yapilmadan kuyucuklarin her birinden uzaklastirilmigtir.

e Kuyucuklarin her birine 100 pL Biotin antikoru (1x) eklenerek yeni bir yapiskan
seritle kaplanmistir. 37°C'de 60 dakika inkiibe edilmistir.

e Yapigkan tabaka cikarilarak kuyucuklar bosaltilmis ve mikro kuyu seridi ii¢ kez
yikanmistir.

e kuyucuklarin her birine Yiiz ul HRP- avidin reaktifi eklenerek 37°C'de 60 dakika

inkiibe edilmistir.
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e Yapigkan tabaka ¢ikarilarak kuyucuklar bosaltilmis ve mikro kuyu seridi bes kez
yikanmistir. Daha sonra tiim kuyucuklara pipetlenerek 37°C'de 15-30 dakika siireyle
inkiibe edilmistir. Isiktan korunmustur.

e Sonlandirma: Reaksiyonu sonlandirmak i¢in kuyucuklarin her birine elli pL
durdurma soliisyonu eklenmistir. Kuyudaki renk maviden sartya donmiistiir.

e Spektrofotometre, 450 nm'lik bir ana dalga boyuyla her bir mikro kuyucugun
absorbansini 6lgmek i¢in kullanilmistir. Plaka okuyucu, bos kuyucuklar kullanilarak
iireticinin talimatlarina uygun olarak kalibre edilmistir. Absorbans Ol¢limii hem

numuneler hem de standartlar i¢in yapilmustir.

D. IL-21 sonuglarinin hesaplanmasi: Her standart ve numune igin ¢ift okumalarin
ortalamasini alinarak ortalama sifir standart optik yogunlugu ¢ikarilmistir. Standart egri
olusturma iglemi, dort parametreli lojistik (4-PL) egri uyumu olusturabilen bir bilgisayar
yazilimi kullanilarak verilerin indirgenmesiyle gerceklestirilmistir. Alternatif olarak,
standart bir egri olusturmak i¢in x eksenindeki her bir standardin ortalama absorbansi y
eksenindeki konsantrasyona karsi ¢izilmis ve grafikteki noktalar boyunca en uygun egri
cizilmistir. Veriler, IL-21 konsantrasyonlarinin logu O.D.'nin loguna kars1 cizilerek
dogrusallastirilabilir ve en iyi uyum ¢izgisi regresyon analizi ile belirlenebilir. Bu

prosediir verilerin yeterli ancak daha az kesin bir uyumunu saglayacaktir.

3.4.2.4 Insan serumunda IgA ve IgG simfinin (EmA IgA& IgG) antiendomisiyal

antikorlari

A. Test prensibi: EmA insan, insan serumunda c¢Olyak hastaligiyla iligkili ana
otoantijenlere kars1 IgA veya IgG otoantikorlarinin diizeylerini dogru bir sekilde dlgmek
i¢cin bir enzim immiin testi kullanan bir teshis testidir. Seyreltilmis hasta numunelerinde
ve kalibratdrlerde bulunan otoantikorlar, mikrotitre plakasinin kati ylizeyinde
hareketsizlestirilmis insan otoantijenlerine baglanir. CeliAK insani, tipik olarak
immiinofloresan yoluyla tespit edilen otoantikorlarin endomisiyal antijenler {izerine
hassas sekilde baglanmasini saglar. Oda sicakliginda (18-25°C) 60 dakika inkiibe
edildikten sonra baglanmayan serum bilesenleri bir yikama islemiyle elimine edilir.

Otoantikorlar yalnizca yaban turpu peroksidazina (HRP) bagli olan anti-insan IgA veya

43



IgG antikorlarina baglanir. Bu baglanma, oda sicakliginda 30 dakikalik bir inkiibasyon
stiresi i¢inde gerceklesir. Fazla konjugat, baska bir yikama prosediirii yoluyla kat1 fazli
bagisiklik komplekslerinden uzaklastirilir. HRP, 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin (TMB)
igeren renksiz substrat ¢dzeltisinin mavi bir tiriine doniisiimiinii katalize eder. Enzimatik
reaksiyon, oda sicakliginda 15 dakika sonra kuyucuklara asidik bir ¢ozelti (H2SOs)
eklenerek durdurulur ve ¢ozeltinin renginin maviden sariya donmesi saglanir. 450
nm'deki optik yogunluk (OD), dogrudan bag olusturan belirli antikorlarin miktariyla
ilgilidir. Standart egri, kalibratorlerin antikorlarinin konsantrasyonlarinin (x ekseni)
eslesen OD degerlerine (y ekseni) gore grafiginin ¢izilmesiyle olusturulur. Numunenin

antikor konsantrasyonu, standart egri okunarak aninda belirlenir (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6 Endomisiyal kitteki test bilesenleri

Malzemeler Miktar
Mikrotitre plakasi 96 kuyu
Konsantre yikama tamponu (1000 mL soliisyon i¢in yeterli) 100 mL
Ornek seyreltici 100 mL
Konjugat (HRP) 15 mL
Substrat (hidrojen Peroksit) 15 mL
Durdurma ¢ozeltisi (siilfiirik asit) 15 mL
Kalibratorler Her biri 1 mL
Pozitif ve negatif kontroller 1mL

Test edilen serum numuneleri, numune tamponu ile seyreltilmis (1+100), ardindan
konsantre yikama tamponu c¢ozeltisi 10X, uygun hacme kadar deiyonize distile su
eklenerek 10 kata (1+9) kadar seyreltilmistir. Serit basina 72 mL damitilmis su igeren
konsantre uygulandiktan sonra iiretici tarafindan tavsiye edildigi sekilde asagidaki

adimlar takip edilmistir.

B. Genel protokol: Her iki serolojik testin tiimii (IgA ve IgG smifina ait antiendomisiyal

antikorlar), iiretici firma tarafindan agiklanan protokolle ayn1 olup, asagidaki gibidir:

e Bir alikot (100 pL) kalibratorler, kontroller ve seyreltilmis hasta numuneleri
kuyucuklara eklenmis, ardindan plaka yapiskan seritlerle kapatildiktan sonra 60

dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
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e Kuyu icerikleri atilmis ve plaka dnceden hazirlanan 300 pL yikama ¢ozeltisi ile {ig
kez yikanmustir

e Enzim konjugatina iliskin alikot (100 pL) kuyucuklarin her birine dagitilmus,
ardindan plaka yapiskan seritlerle kapatildiktan sonra oda sicakliginda 30 dakika
stireyle inkiibe edilmis ve ardindan adim ii tekrarlanmistir.

e Kuyu icerikleri atilmis ve plaka 300 pL yikama ¢ozeltisi ile li¢ kez yikanmastir.

e TMB substrat ¢ozeltisine iliskin bir hacim (100 pL) kuyucuklarin her birine
dagitilmig, ardindan plaka karanlik bir yerde oda sicakliginda 15 dakika siireyle
inkiibe edilmistir.

e Son olarak, kuyucuklarin her birine durdurma soliisyonuna iliskin (100 pL) eklenmis,
5 dakika sonra plaka, durdurma soliisyonu eklendikten sonraki 30 dakika i¢inde 620

veya 690 nm'ye kars1 450 nanometre dalga boyunda okunmustur.

C. Veri igleme: Standart egri, kalibratorlerin (0) 1-4 ortalama optik yogunluk (OD)
degerlerinin dogrusal bir 6l¢ek kullanilarak y ekseni iizerinde ve bunlarin karsilik gelen
konsantrasyonlarinin  logaritmik bir 06lgek kullanilarak x ekseni iizerinde
grafiklendirilmesiyle olusturulmustur. Bilinmeyen  maddelerin ~ EmA'daki
konsantrasyonlari, ilgili OD degerlerine dayali olarak dogrudan U/mL cinsinden

Olgtilmiistiir.

3.4.2.5 ELISA kullanilarak insan serumu Ab'sinde anti-doku

transglutaminazimin (IgG ve IgA) belirlenmesi

AESKULISA tTg yeni nesil, insan serumundaki doku transglutaminazinin (tTG) neo-
epitoplarina kars1 antikorlar1 dogru bir sekilde 6lgmek ve tanimlamak i¢in kati faz
teknolojisini kullanan bir enzim immiin testidir. Gliadine 6zgii peptidlerle capraz
baglanan insan rekombinant transglutaminazini kullanan test, yeni tTg epitoplarini ortaya
koymaktadir. Bu, testin duyarliliginda ve ozgiilligiinde 6nemli bir iyilesmeye yol

agmaktadir.
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A. Anti-tTG Ab'nin prensibi: 1:101 oraninda sulandirilan serum 6rnekleri uygun antijenle
kaplanmis mikroplakalara yerlestirilerek inkiibe edilir. Hastanin numunesinde antikorlar
varsa bunlar antijene baglanacaktir. Baglanmamis kisim sonraki asamada uzaklastirilir.
Daha sonra yaban turpu peroksidazina (konjugat) baglanan anti-insan immiinoglobulinler
mikroplakalara yerlestirilir ve numunelerde bulunan antijen-antikor kompleksi ile
etkilesime girmesine izin verilir. Baglanmamis konjugat bir sonraki adim sirasinda
¢ikarilir. Mavi renkle sonuclanan enzimatik kolorimetrik islem, TMB substratinin
eklenmesiyle baglatilir. Bu reaksiyon, seyreltilmis asitin eklenmesiyle durdurulabilir ve
rengin sartya donligmesine neden olur. Kromojenden kaynaklanan renk gelisiminin
derecesi, hasta numunesindeki karsilik gelen antikorlarin baslangi¢ konsantrasyonuyla
dogrudan orantili olan, antijen-antikor kompleksine baglanan konjugat miktariyla

belirlenir (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7 Anti-Ttg Ab kiti bileseni

Oge Icindekiler
Ornek arabellegi (5X 1x20 mL
Yikama tamponu (50X) 1x20 mL
Negatif, Pozitif kontrol ve Kesme kalibratorii 1x1,5 mL
Kalibratorler 6x1,5 mL
Konjuge 1x15 mL
TMB substrati 1x15 mL
Durdurma soliisyonu 1x1,5 mL
Mikrotitre plakasi 12x8 kuyu seritleri

B. Hazirliklar:

e Numune tamponu uygun hacme kadar deiyonize distile su ilave edilerek 1:5 oraninda
seyreltilmistir.

e Test edilen serum numuneleri 6nceden hazirlanmis numune tamponu (1X) (6rn. 1000
puL numune tamponu (1x)+10 pL serum) ile seyreltilmistir (1:101).

e Konsantre yikama tamponu ¢ozeltisi 1:50, uygun hacme kadar (6rn. 20 mL art1 980
mL) deiyonize distile su eklenerek 1X'e seyreltilmis iiretici tarafindan tavsiye edildigi

sekilde ve agagidaki adimlar takip edilmistir.
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C. Test adimlari: Her iki serolojik testin tiimii (Anti-Doku Transglutaminaz IgG & IgA)

Uretici firma tarafindan agiklananla ayni protokole sahiptir ve asagidaki gibidir:

e Kontrollerden, 6nceden seyreltilmis numunelerden ve kalibratérden 100 mikrolitre
(100 pL) hacim ilgili mikro kuyucuklara yerlestirilmistir. Daha sonra plakalar
kapatilmis, parafin ile hava gecirmez sekilde miihiirlenmis ve ortam sicakliginda (20-
32°C/68-89,6°F) 30 dakika siireyle inkiibatore yerlestirilmistir.

e Inkiibasyonun ardindan kuyu icerigi atilmis ve kuyular 300 mL yikama tamponu
¢ozeltisi ile li¢ kez durulanmustir.

e Sonrasinda, 100 pL konjugat reaktifi eklenmis ve plaka kapatilmig ve ortam
sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir.

e Inkiibasyon siiresinin ardindan mikro kuyucuklar yikama tamponu ile ii¢ kez
durulanmustir.

e Tim kuyucuklara 100 pL. hacminde substrat ¢ozeltisi (TMB) hizli bir sekilde
uygulandi.

e Sonrasinda, plakalar gizlendi ve 30 dakika siireyle 1s1ksiz bir ortamda bekletildi.

e Sonrasinda, her bir kuyucuga 100 pL. durdurma c¢ozeltisi herhangi bir kesinti
olmaksizin siirekli ve tutarli bir sekilde eklenmistir. Plakalar daha sonra 30 dakikalik
bir zaman dilimi i¢cinde 450 nm (tercihen 450/620 nm) dalga boyunda absorbans i¢in

Olctilmiistiir.

D. Nicel yorumlama: Kantitatif yorumlamay: gergeklestirmek i¢in standart egri, her
kalibratoriin optik yogunlugunun (OD) y ekseninde, x ekseninde U/mL cinsinden karsilik
gelen konsantrasyon degerlerine karsi grafiginin ¢izilmesiyle olusturulmustur. Her
numunenin optik yogunlugunu (OD) ve mililitre bagina birim (U/mL) cinsinden temsil
edilen ilgili antikor konsantrasyonlarinin belirlenmesi ve en iyi sonuglar1 elde etmek igin

Log/Cizgi Koordinatlarini ve 4 Parametreli Uyum'u kullanmanilmasi 6nerilmektedir.
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3.4.2.6 Insan serumundaki anti-gliadin Ab

A. Test prensibi: 1:101 oraninda seyreltilen serum 6rnekleri uygun antijenle kaplanmis
mikroplakalara yerlestirilerek inkiibasyona birakilir. Hastanin numunesinde antikorlar
varsa bunlar antijene baglanacaktir. Baglanmamis kisim sonraki asamada uzaklastirilir.
Daha sonra yaban turpu peroksidazi ile konjuge edilmis anti-insan immiinoglobulinleri
inkiibe edilir ve mikroplakalarin i¢indeki numunelerdeki antijen-antikor kompleksi ile
etkilesime girer. Baglanmamis konjugat bir sonraki adim sirasinda ¢ikarilir. Mavi renkle
sonuclanan enzimatik kolorimetrik iglem, TMB substratinin eklenmesiyle baslatilir. Bu
reaksiyon, seyreltilmis asitin eklenmesiyle durdurulabilir ve rengin sartya doniismesine
neden olur. Kromojenden kaynaklanan renk gelisiminin derecesi, antijen-antikor
kompleksine baglanan konjugat miktarindan dogrudan etkilenir ve bu da hasta
numunesindeki karsilik gelen antikorlarin baslangig konsantrasyonuyla dogrudan

orantilidir (Cizelge 3.8).

Cizelge 3.8 Anti-gliadin Ab kiti bilesenleri

Oge icindekiler
Ornek tamponu (5X) 1x20 mL
Yikama tamponu (50X) 1x20 mL
Negatif, Pozitif kontrol ve Kesme kalibratorii 1x1,5 mL
Kalibratorler 6x1,5 mL
Konjuge 1x15 mL
TMB substrat1 1x15 mL
Durdurma soliisyonu 1x1,5 mL
Mikrotitre plakasi 12x8 kuyu seritleri

B. Test prosediirii:

e Numune tamponu, uygun hacme kadar (6rn. 20 mL art1 80 mL) deiyonize distile su
eklenerek 1:5 oraninda seyreltilmistir.
e Test edilen serum numuneleri 6nceden hazirlanmis numune tamponu (1X) (6rn. 1000

uL numune tamponu (1x) + 10 uL serum) ile seyreltilmistir (1:101).
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e Konsantre yikama tamponu ¢ozeltisi 1:50, uygun hacme kadar (6rn. 20 mL art1 980
mL) deiyonize distile su eklenerek 1X'e seyreltilmis ve iiretici tarafindan tavsiye

edildigi sekilde asagidaki adimlar takip edilmistir.

C. Test adimlari: Iki serolojik testin tiimii (Anti-Gliadin IgG ve IgA), iiretici firma

tarafindan agiklananla ayni protokole sahiptir ve asagidaki gibidir:

e Kuyu basina yiiz pL standart, kontrol ve numune (seyreltilmis) eklenmistir. Bir plaka
kapatici ile sikica kapatilip oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir. Test edilen
standartlar1 ve numuneleri kaydetmek i¢in bir plaka diizeni saglanmustir.

e Her kuyu aspire edilip yikanmis ve toplam ii¢ yikama i¢in islem tekrarlanmigtir.
Yikama, otomatik yikayici kullanilarak her bir kuyucugun yikama tamponu (300 pL)
ile doldurulmasiyla gergeklestirilmistir. Son yikamadan sonra yikama tamponu aspire
edilerek uzaklastirnlmigtir. Plaka ters cevrildi ve temiz kagit havlulara karsi
kurutulmustur.

e Tiim kuyucuklara yiiz pL konjugat eklenmis ve plaka kapatici ile sikica kapatilmig ve
oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir.

e Aspirasyon/yikama islemi adim 2'deki gibi tekrarlanmistir.

e Her bir kuyucuga yiiz pL substrat ¢ozeltisi eklenmis ve oda sicakliginda 30 dakika
inkiibe edilmistir. Yogun 1siktan korunmustur.

e Her bir kuyucuga yiiz pL. durdurma ¢ozeltisi eklenmistir.

e Her bir kuyucugun optik yogunlugu, 450 nm'ye ayarlanmis bir mikroplaka okuyucu

kullanilarak 30 dakika icinde belirlenmistir (Onerilen 450/620 nm).

D. Nicel yorumlama: Kantitatif yorumlamay1 gergeklestirmek icin standart egri, her
kalibratoriin optik yogunlugunun (OD) y ekseninde, x ekseninde U/mL cinsinden karsilik
gelen konsantrasyon degerlerine karst grafiginin ¢izilmesiyle olusturulmustur.
Logaritmik/dogrusal koordinatlar ve 4 Parametreli Uyum kullanilarak en iyi sonuglara
ulagilmistir. Her numunenin optik yogunlugunu (OD) gozlemleyin ve mililitre basina

birim (U/mL) cinsinden temsil edilen ilgili antikor konsantrasyonlarini belirleyin.
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3.5 Céolyak Strip Uygulamas: Kullamlarak Colyak Hastalig ile fliskili HLA
Haplotiplerinin (HLADQ2 ve HLADQS8) Tespiti

Immuno & Molecular Diagnostics, Ispanya'nin Colyak Strip kiti, ¢6lyak hastaligina bagl
birincil genetik belirtegler olan HLA-DQ2 ve HLA-DQ8 proteinlerini kodlayan

haplotiplerin tanimlanmasin1 saglar.

CeliacStrip kiti, Cizelge 3.9’da gosterildigi gibi tespit edilebilecek kesin haplotipleri
sunar. Deney lic asamada gerceklestirilmistir. Baslangicta genomik DNA, tam kan
orneginde bulunan cekirdekli hiicrelerden izole edilmistir. Daha sonra ekstrakte edilen
genomik DNA, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknikleri kullanilarak ¢ogaltilmistir.
Son olarak PCR iiriinii, gen tanimlama ve degerlendirmeyi kolaylagtirmak icin
hibridizasyon ve gelistirme islemlerine tabi tutulmustur. Islemler iireticinin talimatlarina

sik1 sikiya bagli kalinarak gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.9 HLADQ?2 ve DQ8'i kodlayan H aplotipleri

HLA bélgesi Spesifik haplotip

HLA- DQ2 cis DQA1*05- DQB1*02- DRB1*03

HLA- DQ?2 trans DQAL1*05- DQB1*0301- DRB1*11/DRB1*12
DQA1*02- DQB1*02- DRB1*07

HLA-DQS8 DQA1*03- DQB1*0302- DRB1*04

3.5.1 Genomik DNA'nin ekstraksiyonu prosediirii

Tam kan Ornekleri, ReliaPrep ™ Blood gDNA Miniprep System (Promega, ABD)
protokolii izlenerek, genomik DNA'nin ekstraksiyonu i¢in steril bir ortama yerlestirilerek
islenmistir. Analizden 6nce kan numunesinin ortam oda sicakligina dengelenmesine izin
verilmistir. Stvinin diizgiin bir sekilde dagilmasini saglamak i¢in tiip 10 dakika boyunca
kuvvetli bir sekilde ¢alkalanmis ve 200 pL'lik bir hacim, kit i¢inde verilen 20 puL proteinaz
K (PK) ¢ozeltisini zaten igeren 1,5 mL'lik bir santrifiij tiipiine aktarilmistir. Karisim kisa

bir siire ¢alkalanmis ve 200 plL Hiicre Lizis Tamponu eklenmistir. Daha sonra tiip

50



minimum 10 saniye siireyle vortekslemeye ve ardindan 10 dakika siireyle (56°C)
sicaklikta inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyondan sonra tiip ¢ikarilmis ve igerigi bir
toplama tiipline aktarilmistir. Daha sonra toplama tiiptine 250 pL Baglama Tamponu
eklenmis ve 14,000 rpm'de hizli bir sekilde dondiiriilmiistiir. Daha sonra, fiziksel temasin
yol agabilecegi herhangi bir kirlenmeyi Onlemek amaciyla ReliaPrep ™ Baglama
Kolonunu hassas bir sekilde ¢ikarmak i¢in cimbiz kullanilmistir. Daha sonra kolon bir
tiip rafina yerlestirilmistir. Toplama tiipiliniin i¢erigi daha sonra kolona yerlestirilerek bir
dakika siireyle dakikada 14,000 devir hizinda santrifiije tabi tutulmustur.
Santrifiijlemenin ardindan kolon, sivinin atilmasindan 6nce tiim lizatin membrandan
tamamen gegtiginden emin olmak i¢in incelenmistir. Daha sonra siitun orijinal kabindan
cikarilmis, yeni bir toplama tiipiine aktarilmis ve ii¢ tur temizlemeye tabi tutulmustur. Her
temizleme turu, 500 pL Siitun Yikama Soliisyonunun eklenmesini ve ardindan bir dakika
siireyle 14,000 rpm hizinda santrifiijlemeyi igermektedir. Ug yikamanin ardindan kolona
100 mikrolitre Niikleaz Icermeyen Su eklenmistir. Daha sonra kolon, 1,5 mL'lik steril bir
santrifiij tiipiine yerlestirilmis ve 1 dakika siireyle dakikada 14,000 devir hizinda
dondiiriilmiistiir. Ekstrakte edilen genomik DNA (gDNA), kalite degerlendirmesi i¢in 24
saat 4°C sicaklikta tutulmustur. Daha sonra amplifikasyon islemine kadar -26°C
sicaklikta saklanmistir (Cizelge 3.10).

Cizelge 3.10 DNA ekstraksiyon Kiti

Hacim DNA ekstraksiyon kiti

5 paket ReliaPrep ™ Baglama Kolonlar1 (50/paket)
5 paket Toplama Tiipleri (200/paket)

55 mL Hiicre Lizis Tamponu (CLD)

5,5mL Proteinaz K (PK) Coziimii

68,75mL Baglama Tamponu (BBA)

412,5mL Siitun Yikama Soliisyonu (CWD)

50 mL Niikleaz Igermeyen Su

3.5.2 DNA amplifikasyonu

CeliacStrip test kilavuzunda saglanan protokol izlenerek belirli alanlarin

konsantrasyonunu arttirmak amaciyla PCR kullanilarak amplifiye edilmigtir. 5
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mikrolitrelik DNA numunesi hacmi, 39 mikrolitre PCR 6n karisimi, 5 mikrolitre primer
ve 1 mikrolitre Taq ile bir PCR tiipiinde birlestirilmis ve PCR tiipii basina toplam 50
mikrolitrelik bir miktar elde edilmistir. DNA numuneleri, Cizelge 3.11'de 6zetlenen
protokol kullanilarak bir termosikleyicide (Analytic Jena GMBH, Almanya)
amplifikasyona tabi tutulmustur (Cizelge 3.11).

Cizelge 3.11 HLA DQ2\DQS8 gen amplifikasyonu i¢in PCR Termo dongii kosulu

Adimlar Sicakhik Siire Dongii sayis1
Ik denatiirasyon 94°C 5 dk.

Denatiirasyon 94°C 45 sn. 30 dongii
Tavlama 57°C 1 dk.

Eklenti 72°C 45 sn.

Son Uzanti 72°C 5 dk.

Tutma 4°C 0

3.5.3 Hibridizasyon ve gelistirme i¢in termo ¢alkalayic1 PSH-60HL

Plaka termo galkalayicisini analiz ig¢in hazirlamaya yonelik ilk prosediirler, kesinlikle
Opegen'de saglanan talimatlara uygun olarak gergeklestirilmistir. Analizden 6nce
hibridizasyon tamponu, yikama tamponu 1 ve yikama tamponu 2, bir su banyosunda
42°C'ye 1s1t1ld1. Denatiire edici ¢ozelti, konjugat ve substrat reaktiflerinin oda sicakligina
ulagmas1 saglanmistir. Cokelti iceren reaktifler tamamen c¢oziinene kadar hafifce
calkalanmistir. Hibridizasyon seritleri, temasi ve kontaminasyonu onlemek i¢in cimbiz
kullanilarak aliiminyum posetten dikkatli bir sekilde ¢ikarilmistir. Seritler hibridizasyon
tepsisine yerlestirildi, her serit ayri bir kanala tahsis edilmis ve yukar1 dogru
yonlendirilmigtir. Denatiirasyon tamponu (12,5 pL) dikkatlice tepsiye yerlestirilmis ve
ardindan 12,5 pLL PCR iirlinii eklenmistir. Daha sonra tepsi, termo calkalayicinin plakasi
lizerine yerlestirilmistir, giivenli bir sekilde kapatilmis ve 10 dakika siireyle inkiibasyona
tabi tutulmustur. Inkiibasyonun ardindan, her kanala derhal 2 mL 1sitilmis hibridizasyon
tamponu eklenmis ve plaka dikey olarak salinarak hafifce c¢alkalanmistir. Termo
calkalayic1 daha sonra kapatilmis ve plaka, 30 dakikalik bir inkiibasyon siiresi boyunca
450 rpm'lik bir hizda 42°C'lik sabit bir sicaklikta ¢alkalanmistir. Hibridizasyon islemi
boyunca ayni sicaklik ve hiz korunmugtur. Hibridizasyon tamponu daha sonra bir vakum

pompast kullanilarak ortadan kaldirilmis ve ardindan her kanala 2 mL 1sitilmis yikama
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tamponu 1 eklenerek 10 dakikalik iki yikama donglisiine tabi tutulmustur. Yikama
adimini takiben her kanala 2 mL konjugat eklenerek 30 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Daha sonra konjugat c¢ikarildi ve 2 mL 1sitilmis yikama tamponu 2 ile degistirilmistir.
Daha sonra plaka, ii¢ kez tekrarlanarak 5 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Yikama
tamponu 2, aspirasyon yoluyla ¢ikarilmis, ardindan 1 mL substrat ilave edilerek 10 dakika
stireyle inkiibe edilmistir. Daha sonra plakalar ekstrakte edilmis ve 2 mL distile su ile {i¢
kez durulanmistir. Daha sonra seritler ayrilarak 1siksiz ortamda kurumaya birakilmistir

(Cizelge 3.12).

Cizelge 3.12 Colyak hastaligit HLA haplotipleri kit icerigi

Colyak Serit icindekiler Miktar
Membranlar 16 test
8 kanall1 tepsi 2
PCR Karigimi 0,80 mL
Primerler 0,110 mL
PCR Reaktifi Tak 0,030 mL
Denatiirasyon 1mL
1 tamponu yikayin 100 mL
Konjuge 60 mL
Yikama tamponu 2 130mL
Yiizey 30 mL

3.5.4 Seritlerin okunmasi ve yorumlanmasi

Hibridizasyon/gelistirme sonrasinda seritleri yorumlamak i¢in seritler bir kagit lizerine
yerlestirilmis ve selofanla kaplanmistir. Yorumlama, kit igerisinde yer alan
degerlendirme tablosu kullanilarak, seritlerin siyah ve kirmizi cgizgileri ¢izelgedeki
cizgilerle hizalanarak, seritler tizerindeki konumlarina gore bantlar tanimlanarak manuel

olarak yapilmustir.
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3.6  SNP Analizi

3.6.1 MYO9YB geninin tek niikleotid polimorfizmi (SNP)

Bu c¢alismanin amaci, ¢Olyak hastalarinda (vakalarda) ve asemptomatik saglikli
kontrollerde MYO9B gen polimorfizminin (rs2305767) sikligim1 ve iligkisini tahmin
etmektir.

3.6.1.1 DNA ekstraksiyonu

Genomik DNA, Promega'nin ReliaPrep™ Blood gDNA Miniprep System prosediirii

kullanilarak asagidaki adimlar izlenerek bir kan numunesinden ekstrakte edilmistir.

e Kan numunesi oda sicakliginda bir rulo karistiricida 15 dakika boyunca kuvvetli bir
sekilde ¢alkalanmustir.

e Her 1,5 mL'lik mikro santrifijj tiipiine 20 pL Proteinaz K (PK) Cozeltisi dagitilmig ve
ardindan 200 pL kan eklenmistir. Icerik daha sonra kisaca karistiriimastir.

e Hiicre lizisini indiiklemek i¢in tiipe 200 pL Hiicre Lizis Tamponu (CLD) eklenmis ve
10 saniye siireyle vorteks kullanilarak ¢alkalanmistir.

e Tiim kanisimlar 30 dakika stireyle 56°C sicakliktaki bir su banyosunda inkiibasyona
tabi tutulmustur.

e Kan numunesinin inkiibasyonu sirasinda, bir ReliaPrep™ Baglama Kolonu herhangi
bir igerik igermeyen bir toplama tiipiine yerlestirilmistir.

e Inkiibasyon siiresinden sonra tiip su banyosundan ¢ikarildi ve 250 uL Baglama
Tamponu (BBA) eklendi. Icerik daha sonra 10 saniye boyunca vorteks kullanilarak
kuvvetli bir sekilde karistirilmistir.

e Tiim tiip i¢erigi ReliaPrepTM Baglama Kolonu {izerine yerlestirildikten sonra 12,000
rpm'de ii¢ dakika santrifiij edilmistir.

e Icinden gegen siviy1 tasiyan toplama tiipii gikarilarak atilmugtir.

e Baglama kolonu yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.
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e Kolonu yikamak i¢in 500 pL Kolon Yikama Soliisyonu (CWD) eklendi ve kolon 3
dakika boyunca maksimum hizda santrifiij edildi. Kolondan gegen siv1 atild1 ve bu
islem ti¢ kez tekrarlanmistir.

e Yikama asamasimin ardindan kolon steril 1,5 mL'lik bir mikro santriflij tiipiine
aktarilmis ve kolona 100 pL Niikleazsiz Su eklenmistir.

e 5 dakikalik bir slirenin ardindan, 1,5 mL'lik tiip 5 dakika boyunca 5000 rpm hizinda
bir kolonda santrifiij islemine tabi tutulmustur.

e Santrifiijiin ardindan ReliaPrep™ Baglama Kolonu atilmis ve eluat muhafaza

edilmisgtir.

3.6.1.2 DNA miktariin dlc¢iimii

Ekstrakte edilen DNA konsantrasyonunu 6l¢mek ve dolayisiyla sonraki uygulamalar i¢in
numunelerin kalitesini degerlendirmek i¢in Quantus Florometre kullanilmigtir. 1 pL
DNA'nin 200 pL seyreltilmis kantiflor boya ile birlestirilmesiyle bir karisim
hazirlanmistir.  Oda  sicakliginda 5  dakikalik  inkiibasyonun ardindan DNA

konsantrasyonu okumalari tespit edilmistir.

3.6.1.3 Baslangiclar

Tek niikleotid polimorfizmi genotiplemesinde kullanilan MYO9B geninin ileri ve geri

primerleri Cizelge 3.13’de gosterilmistir.

Cizelge 3.13 Tek niikleotid polimorfizmi genotiplemesinde kullanilan MYO9B geninin
ileri ve geri primerleri

Tavlama Uriin
Primerler Sira 5°-3 Sicakhg (‘C) b(()ty)/;;cu
TGTAAAACGACGGCCAGTTCTCTTG
rs2305767-F AGTAGCTGGGATTA 50 280
1s2305767-R CAGGAAACAGCTATGACGTGTCGGG
ATTTGGGTTAG
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Primerler Macrogen Company tarafindan liyofilize formdan saglanmistir. Liyofilize
primerler, stok ¢ozelti olarak 100 pmol/uL'lik son konsantrasyonu verecek sekilde
niikleaz icermeyen su icinde ¢Oziilmiistir. Bu primerlerin c¢alisma ¢ozeltisi, 10
pmol/uL'lik bir ¢alisma primer ¢ozeltisi elde etmek i¢in 90 uL niikleaz igermeyen suya
10 pL primer stok c¢ozeltisinin (dondurucu -20°C'de saklanan) eklenmesiyle

hazirlanmistir (Cizelge 3.14).

Cizelge 3.14 Primer hazirlig1

Primer NFW miktari (uL) Konsantrasyon (pmol/pL)
rs2305767-F 300 100
rs2305767-R 300 100

Primer optimizasyonu: Primerin ideal baglanma sicakliginin belirlenmesi amaciyla, DNA
sablonu, 55, 58, 60, 63 ve 65°C'lik baglanma sicakliklarinda ayni primer ¢iftleri (ileri ve
geri) kullanilarak ¢ogaltilmistir. PCR reaksiyonlar i¢in yirmi mikrolitre GoTaq Green
Master Mix (2X), her primerden bir mikrolitre (10 pmol), alti mikrolitre niikleaz
icermeyen su ve iki mikrolitre sablon DNA kullanilmistir. Bir PCR Express (Thermal
Cycler, Veriti, ABD) kullanilarak sicaklik programi; 94°C'de 4 dakika siireyle ilk
denatiirasyon; daha sonra 94°C'de 30 saniye siireyle 30 dongii denatiirasyon, 55, 58, 60,
63 veya 65°C'de 30 saniye siireyle tavlama ve son olarak 72°C'de 30 saniye siireyle
uzatma olacak sekilde ayarlanmistir. Protokol, reaksiyonlar1 durdurmak i¢in 72°C
sicaklikta 7 dakikalik son uzatilmis inkiibasyon periyoduyla, ardindan 4°C derece

sicaklikta 10 dakikalik inkiibasyonla sona ermistir.

3.6.1.4 Reaksiyon kurulumu ve termal dongii protokolii

PCR bilesenleri, tek numune i¢in ana karisim bilesenleri ve PCR protokolii Cizelge 3.15,

Cizelge 3.16 ve Cizelge 3.17°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.15 PCR bilesen hesaplamasi

PCR Bilesen Hesaplamasi
Reaksiyon sayisi rxn | Primerlerin tavlama sicakligi 60
Reaksiyon hacmi/caligtirma 25 | uL | PCR iiriiniiniin uzunlugu (bp) 780

Cizelge 3.16 Tek numune i¢in ana karisim bilesenleri

Ana karisim bilesenler | Stok | Birim | Final [ Birim Hacim
1 Ornek
Ana Karigim 2 X 1 X 12,5
Ileri primer 10 um 0,5 um 1
Ters primer 10 uM 0,5 uM 1
Niikleazsiz Su (NFW) 8,5
DNA ng/pL ng/uL 2
Toplam hacim 25
rxn basina kisim Tiip bagina 23 pL ana karisim ve iki pL sablon eklenir

Cizelge 3.17 PCR protokolii

Adimlar Sicaklik (°C) Siire Dongii
Ik denatiirasyon (95) 5 dk 1
Denatiirasyon (95) 30s

Tavlama (60) 30s 30
Eklenti (72) 30s

Son uzatma (72) 7 dk 1
Tutma (10) 10 dk

3.6.1.5 Agaroz jel elektroforezi

PCR amplifikasyonundan sonra amplifikasyonun varligini dogrulamak i¢in agaroz jel
elektroforezi kullanilmistir. PCR'nin basarisi tamamen izole edilmis DNA'nin spesifik

gereksinimlerine dayanmaktadir.

Agaroz jelin hazirlanmasi;

e Birbalon 100 mL 1X TAE ¢o6zeltisi ile doldurulmustur.

e Tampon i¢ine 1,5 gram (%1,5'e esdeger) agaroz eklenmistir.
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o (ozelti, tiim jel partikiilleri tamamen c¢oziilene kadar bir mikrodalga kullanilarak
kaynama noktasina kadar 1sitilmistir.

e Mililitre bagina 10 miligram konsantrasyona sahip 1 mikrolitre hacminde Etidyum
Bromiir ¢dzeltisi agaroza eklenmistir.

e Homojenligi saglamak ve hava kabarciklarinin olugmasini 6nlemek i¢in agaroz
calkalanmustir.

e (Cozeltinin 50-60°C'lik daha diisiik bir sicakliga ulasmasina izin verilmistir.

Yatay agaroz jelin hazirlanmasi; Jel tepsisinin her iki kenari1 selofan bantlarla
kapatildiktan sonra agaroz soliisyonu jel tepsisine dokiilmiistiir. Agaroz daha sonra oda
sicakliginda 30 dakika siireyle sertlesmeye birakilmistir. Tarak hassas bir sekilde
ekstrakte edilerek jel daha sonra jel elektroforez tankina yerlestirilmistir. Tank, tampon
seviyesi jel yiizeyini 3-5 mm asincaya kadar 1X TAE-elektroforez tamponu ile

doldurulmustur.

PCR fiirtinlerinin yiliklenmesi; PCR {iriinil i¢in 5 pL dogrudan kuyucuga yiiklenmistir.
Elektrik giicti 100 volt/50mAmp'ta 60 dakika boyunca acilmistir. DNA Katottan artt Anot
kutuplarina dogru hareket etmistir. Ardindan jeldeki Etidyum bromiir lekeli bantlar Jel

goriintiileme sistemi kullanilarak goriintiilenmistir.

3.6.1.6 Standart siralama

PCR iiriinleri, otomatik bir DNA dizileme cihaz1 olan ABI3730XL kullanilarak sanger
dizilemesi i¢in Macrogen Corporation-Kore'ye gonderilmistir. Sonuglar e-posta ile

alinmis ve daha sonra geneious yazilimi kullanilarak degerlendirilmistir.

3.7 Ilstatistiksel Analiz

Veri analizi, IBM SPSS-29 istatistiksel aract (IBM Statistical Packages for Social
Sciences-versiyon 29, Chicago, IL, ABD) kullanilarak gergeklestirilmistir. Veriler

frekans, yiizde, ortalama, standart sapma ve aralik (minimum-maksimum degerler) gibi
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temel istatistiksel Olglimler kullanilmistir. Cesitli ortalamalar (niceliksel veriler)
arasindaki esitsizligin istatistiksel onemi, iki bagimsiz ortalamay1 karsilastirmak igin
Ogrenci t testi veya ikiden fazla bagimsiz ortalamay1 karsilastirmak icin ANOVA testi
kullanilarak degerlendirilmistir. Farkli yiizdelerdeki (niteliksel veriler) varyasyonlarin
istatistiksel onemi, uygun oldugunda Yate diizeltmesi veya Fisher Exact testinin dahil
edildigi Pearson Ki-kare testi (y2-testi) kullanilarak degerlendirilmistir. Istatistiksel
anlamlilik, 0,05 veya daha diistik bir P degerine gore belirlenmistir. Pearson korelasyon
katsayisi, iki niceliksel degisken arasindaki korelasyonu degerlendirmek ve iliskinin
istatistiksel 6nemini belirlemek igin iliskili t-testi ile hesaplanmistir. Korelasyon katsayisi
(r) pozitif (dogrudan korelasyonu gosterir) veya negatif (ters korelasyonu gosterir)
olabilir. 0,3'ten kiiciik bir say1 korelasyonun olmadigini gdsterirken, 0,3 ile 0,5'in
altindaki degerler zayif korelasyonu gosterir. 0,5 ile 0,7'nin altindaki degerler orta
diizeyde giicii, 0,7'den biiylik degerler ise giiclii korelasyonu gosterir. Korelasyonun yani
sira 12 olarak da bilinen belirleme katsayisi da belirlenmistir. Ornegin r'nin degeri 0,58
oldugunda karsihk gelen r? 0,34'tiir. Bu, y degerlerindeki varyansmn %34'iniin x

degerlerinin bilinmesiyle a¢iklanabilecegini veya tam tersini gostermektedir.

Olasilik Orani (OR), maruz kalma ile belirli bir sonug arasindaki iligskiyi 6lgen istatistiksel
bir terimdir. Olasilik oran1 (OR), belirli bir maruziyet s6z konusu oldugunda bir sonucun
meydana gelme olasiligini, bu maruziyet olmadan sonucun meydana gelme olasili§ina
gore Olcer. OR veya olasilik oran, iki degisken arasinda, 6zellikle de bir bilesenin istenen
sonug iizerindeki etkisi arasinda baglanti kurmak icin oldukga etkili bir yontemdir.
Kanitin giicii yeterliyse ve istatistiksel analiz titizse, potansiyel olarak nedensel bir iligki
kurulabilir. Olasilik oran1 (OR), yayinlanmis arastirma yayinlarinda siklikla istatistiksel
bir 6l¢ii olarak anilir. Esasen, olasilik oran1 (OR), bir kisinin belirli bir duruma maruz
kalmast durumunda, bu duruma maruz kalmadig1 zamana kiyasla bir olayin meydana
gelme olasiligini temsil eder. OR'deki 1 degeri, ilgilenilen olayin meydana gelme
thtimalinin olmadigin1 gosterir. Basitce sOylemek gerekirse, 1'lik bir olasilik orani,
sonucun meydana gelme olasiliginin artmadigini veya azalmadigini gosterir. 1'den biiyiik
bir olasilik oran1 (OR), sonucun olusma olasiliginin daha yiiksek oldugunu gosterirken,
I'den kiiciik bir OR, sonucun gerceklesme olasiliginin daha diisiik oldugunu gosterir.

Olasilik oram1 (OR) 1 ile 2 arasmna diistiiglinde, olayin meydana gelme olasiligi,
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oranlardaki %XX'lik bir artigla gosterilir (%XX, OR- 1'e esittir). Olasilik oraninin (OR)
1,24 olmasi, sonucu yasama olasiliginin referans gruba gore %24 daha fazla oldugunu
gosterir (1,24-1=0,24, yani %24). Olasilik oraninin (OR) 2'yi agmas1 olasiligin XX kat
artmasi olarak tanimlanabilir (XX, OR'ye esittir). Olasilik oraninin (OR) 2,5 olmasi,
karsilagtirma grubuna goére sonucun yasanma ihtimalinin 2,5 kat arttig1 anlamina gelir.
Olasilik oran1 (OR) 1'den kii¢iik oldugunda, sonucun yasanma olasiligr %XX oraninda
azalir (%XX, 1 eksi OR'ye esittir). Ornegin, olasilik oraninin 0,70 olmasi, sonucun

yasanma olasiliginin %30 azaldigini gosterir.

Olasilik orani ayrica degisken ile sonug¢ arasindaki korelasyonun biiyiikligiinii de
gosterir. Kisa ve 6z bir sekilde ifade etmek gerekirse, 5'lik bir olasilik oran1 (OR), 3'liik
bir OR'ye kiyasla ¢ok daha giiglii bir korelasyona isaret eder; bu da 1,5'lik bir OR'den
daha giicliidiir. Son olarak olasilik oranit (OR), bilesen ile sonu¢ arasindaki iliskinin
spesifik yoniinii gosterir. Ornegin, 1'den biiyiik bir olasilik oran1 (OR), sonug ile baglantili
degiskenler arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu gosterir. Alternatif olarak, her ikisi
de istatistiksel anlamlilik diizeyini gosteren bir p degeri ve %95 giiven aralig1 eslik eder.
OR'nin istatistiksel anlamliligint analiz etmek icin %95 giliven araligi (%95 GA), p
degerinden daha biiylik 6neme sahiptir. Temelde, olasilik oraninin (OR) arastirma
popiilasyonundaki bireylerin %95'1 arasinda ne Olgiide dagildigimi temsil eder. L,
numunedeki OR'nin logaritmasini gosteriyorsa, popiilasyondaki OR'nin logaritmasi i¢in
tahmini %95 giiven araligi L+1,96SE'dir. Olasilik oran1 (OR) icin %95'lik bir giiven
aralig1 olusturmak amaciyla, bunu exp(L—1.96SE) ve exp(L+1.96SE) ile esleyebiliriz.
Niifus olasilik oraninin (OR) bire esit oldugu hipotezini test etmek i¢in iki tarafli p degeri,
P'nin bir olasilig1 temsil ettigi ve Z'nin temsil ettigi 2P(Z<—|L|/SE) formiilii kullanilarak
hesaplanabilir. Olasilik orani1 hakkinda sonug ¢ikarmak i¢in kullanilan farkli bir yontem,
X ve Y'nin marjinal frekanslarina dayali olarak veri dagiliminin incelenmesini igerir. Bu
yontemin bir yarari, olasilik oraninin (OR) 6rnekleme dagiliminin tam olarak temsil
edilebilmesidir. Olasilik oraninin (OR) 1 olmasi, bir olayin meydana gelme ihtimalinde
herhangi bir degisiklik olmadigini gdsteriyorsa, o zaman her iki tarafta da 1'in %95 giiven
araligina (CI) sahip olmasi, sonucun meydana gelme ihtimalinin hem daha yiliksek hem
de daha diisiik oldugu anlamina gelir; bu da su sekildedir: ¢eliskili. Bunedenle, 1 degerini

iceren %95'likk bir giiven araligi hicbir zaman istatistiksel olarak anlamli kabul
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edilmeyecektir, yani hicbir zaman 0,05'in altindaki bir p degeriyle
iliskilendirilmeyecektir. Ornegin, belirli bir sonucun olasilifi %65 daha yiiksektir
(OR=1,65, %95 GA=1,36-1,96, P=0,02). Hastalik tespiti i¢in ¢esitli parametrelerin teshis
veya tarama potansiyelini degerlendirmek amaciyla Alic1 Calisma Karakteristigi (ROC)
egrisi teknigi kullanildi. Bu teknik ayn1 zamanda dogru hastalik teshisi i¢cin duyarliligi ve
Ozgulligli dengeleyen optimal "kesme degerinin" belirlenmesine de yardimci oldu.
Genellikle "Egri Altindaki Alan" (AUC) olarak bilinen ROCS alaninin agiklamasi su
sekildedir: Sayisal Olcek su sekildedir: 0,9 "miikemmel" olarak kabul edilir, 0,8 "iyi"
olarak kabul edilir, 0,7 "olarak kabul edilir" makul", 0,6 "zayif" olarak kabul edilir ve

0,6'nin altindaki herhangi bir deger "basarisiz" olarak kabul edilir.

Duyarlilik, 6zgiilliikk, yanlis negatif yiizde, yanlis pozitif yilizde, pozitif tahmin degeri,
negatif tahmin degeri ve dogruluk orani asagidaki Denklem (3.1), Denklem (3.2),
Denklem (3.3), Denklem (3.4), Denklem (3.5), Denklem (3.6) ve Denklem (3.7)

kullanilarak hesaplanmaistir.

Duyarlilik=Toplam hastalig1 bolen ger¢ek pozitif x100. (3.1)
Ozgiilliik=(Dogru negatifin toplam saglikliya boliinmesi x 100 (3.2)
%Yanlis negatif= Toplam hastalig1 bolen yanlis negatif x 100 (3.3)
%Yanlig pozitif= Yanlis pozitifin toplam saglikliya boliinmesi X 100 (3.4)
Pozitif testin tahmini=Gergek pozitifin toplam pozitiflere boliinmesi X100 (3.5)

Negatif testin tahmini=Gergek negatifin toplam negatiflere boliinmesi X100 (3.6)

Dogruluk orami=[(Dogru pozitif+ger¢ek negatif) bolen (Toplam hastalik+toplam
saglikl)] x100 (3.7)
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Orneklem biiyiikliigii: Uygun olan her kadin katilimc1, onam formunu ve arastirma aracini
yazili olarak doldurmustur. Ornek biiyiikliigii asagidaki formiil kullanilarak
belirlenmistir: Denklemdeki degiskenler su sekilde tanimlanir: n 6rneklem biiyiikligiini
temsil eder, a tip | hata i¢in anlamlilik diizeyini temsil eder, Z standart normal dagilimdan
S'e karsilik gelen kritik degerdir. % anlamlilik diizeyi, ¢ 6l¢iilen degiskenin varyansidir
ve d, niceliksel degiskenin tahmin edilmesi icin istenen dogruluk diizeyini gosterir.
Calismada, birinci tiir hata olan z, 6 ve d'nin degerlerinin sirasiyla 0,05, 96,3, 7,38 ve 0,99
oldugu bulunmustur. Yanit vermeme orani %10 olarak hesaplandiktan sonra 6rneklem
biiyiikliigii 238'e ayarlanmis ve 235 katilime1 veri analizine dahil edilmistir. Ulkedeki her
bolge i¢in drneklem biiyilikliigii XXX olarak belirlenmistir. Bu hesaplamada 2'lik tasarim
etkisi, 2 tarafli testle %80'lik istatistiksel giic ve 0,05'lik anlamlilik diizeyi (o) hesaba
katilmistir. Amag, 1. zaman (anket) ile 2. zaman (anketin bir sonraki turu) arasinda
diizensiz yasal statliye sahip kisilerin ylizdesinde %10'luk bir azalma tespit etmektir. 1.
zamanda kisilerin %30'unun diizensiz hukuki statiiye sahip oldugu varsayilirken, 2.

zamanda bu oranin %20'ye diismesi beklenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Katihmer Yasi ve Cinsiyet Dagilimi

Yas: Vaka calismasi1 grubundaki katilimcilarin yaslari 1 ile 60 arasinda degismekte olup
yas ortalamasi 19,9+15,4 yi1l (ortalama+ standart sapma), kontrol grubunun yas ortalamasi
ise 21,8+16,1 yil olarak hesaplanmistir. Hem hasta hem de kontrol grubunda 10 yas alt1
bireylerin orani sirastyla %32 ve %30’dur. Cizelge 4.1'de hasta ve kontrol gruplarinin yas

gruplarinin istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermedigi goriilmektedir (p=0,560).

Cinsiyet: Hasta grubunun 18'1 (%36,0) erkek, 32'si (%64,0) kadin, kontrol grubunun ise
15' (%37,5) erkek, 25'i (%62,5) kadindr. Istatistikler, Cizelge 4.1'de gosterildigi gibi
hasta ve kontrol gruplar1 arasinda cinsiyet agisindan anlamli bir fark olmadigini

gostermektedir (p=0,883).

Cizelge 4.1 Hasta ve kontrol gruplarinda yas ve cinsiyet dagilimi

Hasta Kontrol P degeri
Say1 % Say1 %
Yas <10 yas 16 32,0 12 30,0 0,988
(ym) 10--- 14 28,0 10 25,0
20--- 8 16,0 7 17,5
30--- 5 10,0 5 12,5
=>40 y1l 7 14,0 6 15,0
Ortalama+SS 19,9+15,4 (1-60) 21,8+16,1 (1-59) 0,560
(Aralik)
Cinsiyet Erkek 18 | 36,0 15 37,5 0,883
Kadin 32 64,0 25 62,5
*0,05 diizeyinde Pearson Ki-Kkare testi (2 -testi) kullanilarak yiizdelerde anlamli bir fark
belirlenmistir.
#0,05 diizeyinde Students-t-testi kullamlarak iki bagimsiz ortalama arasindaki anlamh fark

Bu arastirmanin sonuglari, Irak'ta ve diinya capinda bir¢ok c¢alismanin elde ettigi
sonuclarla ortiigmektedir. Irakli hastalarda ¢olyak hastaligina iliskin bir ¢alisma, Irakli
hastalarin %37,5'inin 10 yasin altinda oldugunu gostermistir (Hameed et al. 2016). Ayrica
bu bulgular, Irak-Bagdat'ta yapilan ¢6lyak hastalarini inceleyen ve hastalarin %56,7'sinin

8-12 yas araliginda oldugunu ortaya koyan baska bir caligmanin sonuglariyla da tutarlidir
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(Al-Assaf et al. 2021). Ayrica Bagdat egitim laboratuvarlarinin immiinoloji boliimiinde
509 hastay1 kapsayan bir ¢alisma, ¢olyak hastaliginin biiyiikk ¢ogunlugunun 1-10 yas
grubunda goriildiigiinii ortaya ¢ikarmistir (Kamil 2005).

Bu c¢alismaya dahil edilen hastalarin yaslarmin 1 ile 60 yil arasinda degismistir. Tim
hastalar ve cinsiyetler i¢in ortalama ve en sik goriilen yas 19,9+15,4 yildir. Bu bulgular
onceki aragtirmalarin sonuglariyla uyumludur (Hammo and Hayawi 2021, Alkemawy and
Alsaltani 2021). Diinya ¢apinda yas ve en yiiksek ¢Olyak hastaligi orani ile ilgili birgok
calisma, mevcut ¢alismaya benzer sonuglar ortaya koymustur (Mashayekhi et al. 2018,
Fernandez-Mestre et al. 2023). Yasa bagliligin spesifik agiklamasi bilinmemekle birlikte
genel olarak ¢ocuklarda ¢olyak hastaligi (CH) prevalansinin diger yas gruplarina gore
daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu durum, énemli miktarda gliiten alimina veya
emzirmeye devam edilmeden gliitene maruz kalinmasina atfedilebilir; bu da ¢ocuklarda
CH gelisme olasiligini artirabilir. Alternatif olarak, erken bebekligi veya yetigkinlikte
CH'nin gecikmis baslangicini etkileyen ¢evresel faktorler de rol oynayabilir (Hameed et
al. 2016) veya enfeksiyonlar veya genetik gibi diger faktorlerden kaynaklanabilir
(Alkemawy and Alsaltani 2021).

Vakalarin cinsiyete gore dagilimina bakildiginda, hasta aliminda rastgele se¢im teknigi
kullanilmasina ragmen ¢alisma grubunun %64 kadin, %36's1 erkek olup, kadin/erkek
oraninin 1,9 olmas1 kadinlarda CH'nin belgelenmis yayginligimi gostergesidir (Cizelge
4.1). Bu gercek, genellikle ¢ogu otoimmiin bozuklukta gozlenen kadinlarda CH
prevalansinin daha yiiksek oldugunu gosteren ¢ok sayida calismada gosterilmistir (Dixit
etal. 2014). Hameed et al. (2016) ayrica CH prevalansinin kadinlarda erkeklere gore daha
yuksek oldugunu bulmuslardir. Bu durum Irak'ta yapilan bir¢ok calismayla da
ortiismektedir (Abdullah and Hanoon 2020, Hashim et al. 2017) ve Suudi Arabistan'da
yapilan bir ¢aligmada ise 17'sinin kadin (%3,1) ve 9'unun erkek (%1,5) oldugu tespit
edilmistir (Aljebreen et al. 2013). Diinya c¢apindaki c¢alismalara ek olarak
(Aghamohamadi et al. 2020, lervasi et al. 2020), CH hastaliginin basladig1 yasta veya
klinik semptomlarinin goriilme bi¢iminde iki cinsiyet arasinda genellikle fark edilebilir
bir esitsizlik yoktur (Caio et al. 2019). Cinsiyetler arasindaki teshis oranlarindaki
esitsizlige c¢esitli degiskenler katkida bulunabilir:
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e Tipik olarak kadinlarda otoimmiin hastaliklarin prevalansi daha yiiksektir (Dixit et al.
2014).

e Erkekler ve kadinlar arasindaki cinsiyet hormonlari arasindaki farkliliklar, kadinlarda
otoimmiinite prevalansinin artmasindan sorumludur (Owen et al. 2013).

e Baz genetik lokuslar cinsiyetten etkilenen 6zellikler sergiler ve immiinolojik tepkiyi
diizenleyen cinsiyet hormonlarinin katilimi bu esitsizlikleri agikliga kavusturabilir
(Greenetal. 2001). Kadn hastalarin siklikla DQ2.5 ve/veya DQ8 molekiillerine sahip
olmas1 nedeniyle cinsiyete 6zglii HLA korelasyonlar1 agiktir. Erkeklerde yaygin olarak
DQ2.5 ve DQ8 icin ¢olyak hastaligi belirteglerinin negatif oldugu bulunmustur
(Megiorni et al. 2008).

e CH'li erkeklere daha ileri yasta tan1 konulmasi cinsiyetler arasindaki bu esitsizlige

katkida bulunabilir (Hin et al. 1999).

4.2 Colyak Hastalar: ve Kontrollerin Klinik ve Sosyo-Demografik Sunumu

A-Klinik belirtiler: Calismaya katilan katilimcilarinin her biri CH ile iligkili semptomlar
yasamis ve bunlarin ¢cogunlugu gastrointestinal goriiniimde olan karin agrist (%80,0),
ishal (%78,0), kusma (%30,0) ve siskinlik (%60,0) ve en sik goriilen gastrointestinal
olmayan semptomlar: anemi (%70,0) ve kilo kayb1 (%66,0) seklinde olmustur. Cizelge
4.2’de CH'ye isaret eden semptomlar1 gdsteren kisilerin ana semptomlarinin yani sira

demografik ve tanisal 6zelliklerini gostermektedir.

B-Glutensiz Diyet: Colyak hastalarmin ¢ogunlugu (%80,0) glutensiz diyete sahip

degilken, hastalarin sadece %20,0" glutensiz diyete baslamistir.

C-ikametgah: Kentsel bolgede yasayan toplam hasta sayis1 %68,0, kirsal alanda yasayan
toplam hasta sayis1 ise %32,0'dir. Kontrol grubunun yaklasik dortte {igli kentte ikamet
etmekte (%76,0) ve kirsal alanlarda (%24,0) yasamaktadir. Bu istatistikler, asagida
Cizelge 4.2'de gosterildigi gibi, hasta ve kontrol gruplar1 arasinda ikamet yerine gore

anlaml1 bir fark olmadigini1 géstermektedir (P=0,24).
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D-Aile oOykiisii: Cizelge 4.2'de goriildiigli gibi hastalarin yiizde yetmis besinden
fazlasinda ailede CH oykiisii yoktur ve yalnizca yiizde yirmi dordiinde ailede CH 6ykiisii

vardir.

Cizelge 4.2 Colyak hastalar1 ve kontrollerin klinik ve sosyo-demografik 6zellikleri

Klinik sunum Vaka sayisi=50 (%) | Kontrol n=40(%) P degerleri
ishal (39) %78

Siskinlik (30) %60

Karin agrisi (40) %80

Anemi (33) %66

Kilo kaybi (35) %70

Kusma (15) %30

GDO (10) %20

Aile dyKkiisii (12) %25

ikametgih Kentsel (34) %68 Kentsel %38 (76) 0,244 NS

Kirsal (16) %32 Kirsal %12 (24)

A-Klinik belirtiler: Calismadaki ¢dlyak hastaligi olan hasta grubu klinik heterojenlik
gostermistir. Ancak bu bulgular, bireylerin %40 ile 50'sinde ana semptomlarin (ishal,
karin agrisi, siskinlik, anemi, kusma, vb.) en tipik ortak semptomlar oldugu, hastaligin
gesitli klinik sunumunu tartisan bazi ¢alismalarla (Hamadi 2005, Fernandez-Mestre et al.
2023) uyumlu olabilir (Green and Cellier 2007). Ayrica, bazi ¢alismalar CH'nin Iran, Irak
ve Kuveyt'te kalici ishalin yaygin bir nedeni oldugunu gostermektedir (Rostami et al.
1999, Al-Kazraji 2009, Ganji et al. 2021, Tolone et al. 2021). Onceki ¢alismalar, CH'nin
tipik semptomlar1 arasinda ishal, besin emiliminde bozulma, asir1 kilo kayb1 ve aftoz
stomatitin bulundugunu gostermistir. Bununla birlikte, hastalarin 6nemli bir kism1 da
kii¢iik semptomlar yasayabilir veya asemptomatik olabilir (Fasano 2005, Barker and Liu
2008).

Hastaligin klinik goriiniimii, hastalifin basladig1 yas, beslenme aligkanliklari, mukozal
astarda meydana gelen hasarin derecesi ve cinsiyet gibi faktorlere bagl olarak biiyiik
oOl¢iide degisebilir. Ayrica, bireyin immiinolojik 6zelliklerinin de rolii olabilir (Bai et al.
2005). Ayrica genetik faktorler de rol oynamaktadir. DQB1*02 homozigotluguna sahip

hastalar sadece daha siddetli klinik semptomlar, 6zellikle ishal ve anemi yagsamakla
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kalmaz, ayn1 zamanda glutensiz bir diyet uygulamadiklarinda iyilesmesi daha uzun

zaman alan daha siddetli bagirsak lezyonlar1 gelistirirler (Biagi et al. 2012).

B-Konut: Mevcut ¢alisma, 2019 sonuglarinin ¢élyak hastaligi ile kentsel alanlarda ikamet

etme arasindaki iliskiyi destekledigi konusunda Al-Jarrah (2019) ile hemfikirdir

Calisma vakalarinin ¢ogu, kirsal bolgelerde ikamet edenlere kiyasla kentsel bolgelerde
ikamet etmekte (hastalarin yaklagik dortte iicli) ve cogunlugu egitimlidir. CH'nin
ortalamanin iizerinde sosyoekonomik statiiye sahip yerlerde daha yaygin oldugu
gosterilmistir. Bu olgu, toplumun iist kademelerine mensup bireylerin gluten iceren cesitli
bir diyet tliiketimine sahip olma egiliminde olduklar1 gercegiyle aciklanabilir. Bununla
birlikte, potansiyel saglik sorunlarina iligkin daha yiiksek bir biling diizeyi sergilemekte
ve aktif olarak profesyonel rehberlik arayisina girerek erken tam1 konulmasini

saglamaktadirlar (Stauble 2013).

C-Ailede ¢olyak hastaligi oykiisii: CH hastalariyla yakin akraba olanlar, 6zellikle de
birinci derece aile tiyeleri (birinci derece akrabalar veya FDR'ler olarak bilinir), akraba
olmayanlara kiyasla CH'ye sahip olma olasilig1 daha yiiksektir (Khosravi et al. 2016). CH
hastalarinin birinci derece akrabalar1 (FDR'ler) arasinda CH prevalanst %5 ile %38
arasinda degismektedir. Colyak hastaligi (CH) uzun siire belirti gostermeden kalabilir ve
ilk belirtilerin ortaya ¢ikmasindan ancak 10 y1l sonra fark edilebilir (Majsiak et al. 2022).
Bu nedenle, 6zellikle yiiksek risk altindaki asemptomatik bireylerde kesin ve dikkatli CH
tarama tekniklerinin kullanilmas1 gerekmektedir. Cesitli g¢aligmalar, insan 16kosit
antijeni-DQ (HLA-DQ) tiplemesinin, CH hastalarinin birinci derece akrabalar1 (FDR'ler)
gibi yiiksek risk altindaki kisilerde CH olusumunu tahmin etmek i¢in kullanilabilecegini
gostermistir (Martinez-Ojinaga et al. 2018, Ozgenel et al. 2019, Mansouri et al. 2021).

Bu calisma, CH ile aile ykiisii arasinda anlamli bir iligski oldugunu kanitlayan (Tolone et
al. 2021, Imperatore et al. 2016) calismalartyla uyumludur. Diger aragtirmalar da benzer
sekilde aralarindaki iligskiyi kanitlayan sonuglar ortaya koymustur (Younis et al. 2014,
Al-Kazraji 2009).
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4.3 Cahsma Gruplarimin Hematolojik Ozellikleri

Cizelge 4.3'te gosterilen sonuglar, calisilan gruplar (vaka grubu ve kontrol grubu)
arasindaki hematoloji testlerinin, her bir parametre i¢in farkli anlamli p degerleri
kapsaminda 6zetlenmis bir karsilastirmasini gosterir; bu degerler sunlar igerir: WBC
9,4843,01 ve 6,2141,41 anlaml farklara sahiptir p degeri 0,003, hemoglobin 10,56+3,51
ve 14,10£1,39, olduk¢a anlamli farklar ile p degeri 0,0001, trombositler 260+61 ve
210£45, anlaml1 olmayan farklar igerisinde p degeri 0,09.

Cizelge 4.3 Calisma gruplarinin hematolojik 6zellikleri

Hematoloji testi CH Ortalama £SD (aralik) | Kontrol P degeri
Hb g/dL 10,56+3,51 (6,16-16,0) 14,10+1,39 (11,32-17,27) 0,0001*
WBC 10 9/L 9,48+3,01 (4,53-15,1) 6,21+1,41 (4,0-9,10) 0,003*
PLT 10 /L 260 +61 (160-560) 210 +45 (171,1-364) 0,09 NS

Colyak hastaligr bircok hematolojik anormalligin gelisiminde yaygin bir faktordiir ve
anemi en sik gozlenenidir. CH ile iliskili anemi genellikle demir, folik asit ve B12
vitamini gibi mikro besinlerin yetersiz alimindan kaynaklanir. CH genellikle kan
sayimlarindaki ¢esitli anormalliklerin, dalagin isleyisinin azalmasinin ve bagirsaklardaki
lenfomalarin nedenleriyle iliskilidir. CH'nin hematolojik belirtileri 1yi belgelenmemistir,
ancak CH'nin anemi ve bozulmus dalak fonksiyonuyla baglantis1 oldugu gosterilmistir.
Ayrica DH'li bireylerde malign lenfoma gelisimine kars1 yiiksek bir duyarlilik
gosterilmistir. Anemi insidansi, farkli calismalar arasinda Onemli farkliliklar
gostermektedir ve yakin zamanda CH tanisi alan bireylerin %12 ile %69'unda
gozlenmistir (Halfdanarson et al. 2007). Bu ¢alismada CH hastalarinda saglikli gruplarla
karsilagtirildiginda hemoglobin diizeyinde anlamli bir azalma oldugu goézlenmistir ve bu
sonug Irak'ta yapilan birgok ¢aligmayla uyumludur (Shakir et al. 2021, Khorsheed 2021).
Ayrica Tirkiye'de CH ile hemoglobin diizeyi arasinda anlamli bir iliski oldugunu

kanitlayan Giingér and Acipayam (2020) ile de ayni fikirdedir.
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Toplam WBC sayisi, hastalar arasinda anlamli derecede yiiksek bir ortalamay1
gostermistir. CH, glutene karsi olusan iltihabi bir reaksiyonun sonucu olarak
malabsorbsiyona neden olan bir ince bagirsak mukozasi hastaligidir; nétrofiller ve
lenfositler inflamatuar siireglerde kilit oyunculardir (Wirth et al. 1996). Bu bulgularla
uyumlu olarak dnceki ¢aligmalar da CH hastalarinda WBC sayisinin arttigini gostermistir

(Shakir et al. 2021, Sestak et al. 2018, Babania et al. 2021).

CH hastalarinin trombosit sayisina goére dagilimi bazi onemli farkliliklar ortaya
cikarmistir. Hastalar, kontrol grubuna (210+45) (171,1-364) kiyasla sirasiyla yiiksek
aralik (160-560) ve en diigiik trombosit ortalamasina (260+61) sahiptir, ancak fark
anlamli degildir (p-degeri=0,09). Cdlyak hastaliginda PLT ile ilgili bir¢ok calisma
mevcut caligmanin sonucuyla ayni fikirdedir (Al-Kazraji 2009, Yuksel et al. 2016). CH'li
kisilerde trombositoz, trombositopeniden daha sik goriiliir ve etkilenenlerin yaklasik

%60'n1 etkiler (Alhabbal et al. 2021).

Bununla birlikte ¢olyak hastaligina bagl trombositozun kesin nedeni bilinmemektedir.
Bununla birlikte otoimmiin mekanizmalarla ve inflamatuar mediatorlerdeki artigla
baglantili olduguna inanilmaktadir. Demir eksikligi anemisi veya fonksiyonel
hiposplenizm bazen belirli durumlara atfedilir (Carroccio et al. 2002, Nelson et al. 1976).
Buna karsilik Dupond et al. (1993), CH'li 23 hastanin 14'{inde trombositozun gézlendigini
ve bunun demir eksikligi veya inflamatuar hastalikla baglantili olmadigimi kesfettiler.
Trombositozlu hastalarin altisinda iligkili bir otoimmiin hastalik mevcuttu, ancak
trombositozlu olmayan bireylerde bu iliski gozlenmedi. Trombositoz, CH'li bireylerin
degerlendirilmesine yardimei olur ve hastaligin gelisiminin arttigini gosterebilir. Ustelik
bu bireylerin kan dolasiminda yiiksek trombosit varligi, eslik eden bir immiinolojik

bozukluga isaret edebilir (Alhabbal et al. 2021).

4.4 Hastalar ve Kontrol Grubu Arasinda Colyak Hastaligina Bagh HLA
Haplotiplerinin (HLA DQ2, HLA DQS8 ve HLA DQ2&8) Tamimlanmasi

Colyak hastaliklariyla iliskili ana HLA haplotipleri olan HLA-DQ2 ve HLA-DQ8

genlerini kodlayan haplotiplerin varliginin veya yoklugunun tespiti, bu haplotiplerin
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farkli ¢aligma gruplar (vaka calismasi ve kontrol grubu) arasindaki dagilimini ortaya

koymaktadir.

HLADQ?2, ¢olyak hastalarinda en sik goriilen HLA haplotipiydi ve hastalarin %76'sinda
tespit edildi ve anlamli derecede yiiksektir (p=0,0001), ¢6lyak hastalarinin %20'sinde
HLADQS8 geni tespit edilmistir ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir
(p=0,094). %14 hem HLA-DQ2 hem de DQ8 haplotiplerine sahip olup istatistiksel olarak
da anlamli degildir (p=0,157). Kontrol grubundaki kontrollerin %22,5'i HLADQ2
haplotipine sahipken, %7,5'1 HLADQS8 genine sahiptir; bireylerin %5'i hem HLADQ?2
hem de HLADQ8 haplotipine sahiptir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4 Hastalar ve kontrol grubu arasinda c¢olyak hastaligina bagli HLA

haplotipleri
HLADQ Colyak hastahig Kontrol P degeri
Say1 % Say1 %

DQ2 Pozitif 38 76,0 9 22,5 0,0001*
Negatif 12 24,0 31 77,5

DQ8 Pozitif 10 20,0 3 7,5 0,094
Negatif 40 80,0 37 92,5

DQ2&DQ8 Pozitif 7 14,0 2 5,0 0,157
Negatif 43 86,0 38 95,0

0,05 diizeyinde Pearson Ki-kare testi kullanilarak yiizdeleri iceren anlamh fark

Cok sayida ¢alisma, HLA bolgesinin CH gibi bir¢ok sistemik otoimmiin hastaliga genetik
yatkinlikta kritik bir rol oynadigin1 géstermistir. Spesifik olarak, HLA siif II -DQ alan1
iki spesifik aleli (HLA-DQ2 ve HLA-DQ8) kodlayan genleri igerir. Bu aleller, ana doku
uyumluluk kompleksi (MHC) II'ye aittir ve CH'ye kalitsal duyarliliktan sorumludur
(Cecilio and Bonatto 2015). HLA-DQ2 veya HLA-DQ8 genotipine sahip olan ve MHC
sinif Il molekdilleri tagtyan antijen sunan hiicreler (APC'ler), gliadin doku transglutaminaz
ile etkilesime girdiginde olusturulan biiyiik molekiiler kompleksi tanimlama kapasitesine
sahiptir. Bu tanima, antijenik uyar1 yoluyla bagisiklik tepkisinin aktivasyonuna yol acar.

Bu, CH patofizyolojisinin temel ¢er¢evesini olusturur (Falcigno et al. 2020).
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Diger popiilasyonlardan gelen, CH'de ve saglikli popiilasyonlarda iki genotipin
ekspresyonunu analiz eden ¢aligmalar vardir. Avrupa bolgesinde HLA-DQ2 prevalansi
CH hastalarinda %79 ile %86 arasinda ve genel popiilasyonda %24 ile %32 arasinda
degisirken, HLA-DQS8 i¢in degerler sirasiyla %10-21 ve %15-17’dir (Maruntelu et al.
2022, Wroblova et al. 2014, Fernandez-Cavada-Pollo et al. 2013). Asya kitasinda CH
hastalarinin %80-83'iinde HLA-DQ?2 ve yaklasik %25'inde HLA-DQS8 kaydedilmistir.
Asya genel popiilasyonuna bakildiginda ise HLA-DQ2 varligi %22-35, HLA-DQ8 ise
%3-22 oraninda gdzlenmistir (Giriprasad et al. 2019, Ozgenel et al. 2019, Alaa 2021).
HLA-DQ2/DQ8 heterozigotlart CH gelisimine en diisiik duyarliligi gosterirken genel
popiilasyonda %25-35 prevalansa sahiptir. Bu genotipe sahip bireylerin CH gelistirme
olasilig1 yalnizca %3'tlir (Mazzilli et al. 1992). Bu sonuglar, hastalarin %76'sinin HLA-
DQ2 homozigot, %20'sinin HLA-DQ8 homozigot ve yalnizca %14 iniin HLA-
DQ2/DQ8 heterozigot oldugunu gosteren ¢alismanin bulgulariyla ortiismektedir. Daha
once CH'li 74 bireyi iceren bir calismada HLA-DQ2 homozigotlugu goriilme orani
%79,7, HLA-DQ8 homozigotlugu ise %8,1 olarak bulunmustur. HLA-DQ2/DQ8
heterozigotlugu prevalansi %10,8 olarak tespit edilmistir (Cecilio and Bonatto 2015).
Dolayistyla HLA-DQ2 homozigotlugu ¢6lyak hastalarinda goriilen en yaygin genotiptir
(Lopes et al. 2019, Mansouri et al. 2021). HLA-DQ2 homozigotlugu ile CH gelisimi
arasindaki yakin iliskinin altinda yatan spesifik molekiiler mekanizma heniiz
belirlenmemis olmasina ragmen, HLA-DQ2'nin gliadin antijenleri i¢in gii¢lii antijenik
tanima bolgeleri ve genis bir gluten aralifina baglanmak i¢in daha biiyiik bir kapasite
sagladig1 One siiriilmiistiir. Bu genotipe sahip bireylerde antijen sunan hiicrelerin
(APC'ler) MHC sinif 1I iizerindeki peptitler. Sonug olarak, bu bireylerin glutenle iligkili
enteropati gelisimine karst duyarlili§i daha yiiksektir. Bu ¢alismanin bulgulari, ¢6lyak
hastalarinin yaklagik %90'min (90) HLA-DQ2 heterodimerini sundugunu belirten
yaymlanmis diinya arastirmalarinin ¢oguyla uyumludur (Cecilio and Bonatto 2015,
Basturk et al. 2017).

Ayrica HLA DQ8, Orta Dogu ve Kuzey Amerika iilkelerinde CH ile daha az gii¢lii bir
sekilde iliskilidir (Karell et al. 2003). Ayrica bu ¢alismadan elde edilen sonuglar, Cakir
et al. (2014)’un Tiirk ¢ocuklarinda CH tanisi i¢in HLA-DQ genotiplemesi ve IgA anti-

Ttg Ab'nin dogrulugunu arastirdiklar1 sonuglarla ortiismektedir. Colyak hastalarinin
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%79,3 "iniin DQ2 genotipine sahip oldugu, bu ¢ocuklarin %17,9'unun ise DQ8 genotipine

sahip oldugu goriilmiistiir.

Ayrica, bu ¢alismanin sonuglar1 Hameed et al. (2016) tarafindan elde edilen sonuglarla
da uyumludur. Kufe'deki Al-Suder-Medical sehrinde Irakli hastalarda CH ile HLA-DQ2
ve HLA-DQ8 alelleri arasindaki iliskiyi incelediklerinde, HLA tiplemesinin %77,5'inin
DQ2 genotipine, %7,5'inin D82 genotipine, %10'unun DR4-DQ8 genotipine ve %5'inin
DQ2/DQ8 genotipine sahip olmadigini gosterdigini ve HLA DQ8'in CH ile daha az giiclii
bir sekilde iliskili oldugunu gosteren diger calismayla ayni fikirde olduklarini
belirtmislerdir. Arastirma, spesifik aleller ve CH arasindaki korelasyonun ¢esitli irklar
arasinda farklilik gosterdigini tutarli bir sekilde ortaya koymaktadir. Colyak hastaligi olan
bireylerin %95'inden fazlasi, aile i¢inde kalitilan DQ2 ve DQ8 izoformuna sahiptir. S6z
konusu aleller, antijen sunan reseptdriin diger varyantlarina kiyasla gliadin peptitlerine
daha giiclii baglanma afinitesi sergileyen reseptorler olusturma yetenekleri nedeniyle
¢oOlyak hastaligina karst daha yiiksek bir duyarlilik saglamaktadir. Sonu¢ olarak,
reseptordeki bu varyasyonlarin T hiicrelerini uyarma ve otoimmdiin siireci tetikleme
olasilig1 daha yiiksektir. DQA1*0501, DQB1*0201 ve DQAI*0301, DQB1*0302
heterodimerleri, semptomatik CD vakalariin genel insidansina kiyasla insan

popiilasyonunda daha yaygindir (Abdullah and Thawani 2012).

4.5 Pozitif HLA Haplotiplerinin (HLA DQ2, HLA DQ8& HLA DQ2&8) Calisma

Gruplan Arasinda Cinsiyete Gore Dagilim

Hastalarin genetik kompozisyonu, ¢6lyak hastalig ile iliskili HLA-DQ2 veya HLA-DQ8
homozigotlugunun yani sira HLA-DQ2/DQ8 heterozigotlugunun varlig1 acisindan da
incelenmigstir. Elde edilen sonuglardan 38 hastanin HLA-DQ2 homozigot oldugu
belirlenmistir. Bunlarin arasinda erkek niifusun %39,5'ini olusturan 15 erkek hasta ve
kadin niifusun %60,5'ini olusturan 23 kadin hastalardir. HLA-DQS8 ag¢isindan homozigot
olan toplam 10 hasta vardir. Bu hastalar arasinda 3" erkek olup tiim erkeklerin %30,0'1m1
olustururken 7'si kadin olup tiim kadinlarin %70,0'in1 temsil etmektedir. Hastalarin 7'sinin

HLA-DQ2/DQS8 heterozigot oldugu belirlenmistir. Bunlardan iki erkek hasta erkek
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nifusun %28,6'sin1, bes kadin hasta ise kadin niifusun %71,4'nii olusturmaktadir.

Hastalarin HLA haplotiplerinin dagilimi Cizelge 4.5'te gosterilmektedir.

Cizelge 4.5 Calisma gruplar1 arasinda pozitif HLA haplotiplerinin (HLA DQ2, HLA
DQ8& HLA DQ2&S8) cinsiyete gore dagilimi

Pozitif Colyak hastahig Kontrol P degeri
Say1 % Say1 %

DQ2 Erkek 15 39,5 3 33,3 0,733
Kadin 23 60,5 6 66,7

DQ8 Erkek 3 30,0 2 66,7 0,252
Kadin 7 70,0 1 33,3

DQ2&DQ8 Erkek 2 28,6 1 50,0 0,571
Kadin 5 71,4 1 50,0

2 -testi kullamilarak 0,05 diizeyinde yiizdeler arasi anlamh fark

Ote yandan, kadinlar ve erkekler arasindaki iliskileri karsilastirmak ve yiiksek riskli
haplotiplerin ebeveyn kokeninin potansiyel etkisini belirlemek amaciyla yapilan
analizlerde, kadin hastalarin erkek hastalara gére DQ2 veya DQS8 haplotipine ve ayrica
DQ2\8 dimerlerine sahip olma olasiliginin daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur. DQ
durumu ve cinsiyet arasinda gozlemlenen korelasyon, HLA lokuslarinin hastaligin
cinsiyet egilimi tizerinde bir etkisi oldugunu gostermektedir (Megiorni et al. 2008). Bu
sonug Italya'da Mazzarella et al. (2003) tarafindan yapilan ¢alismanin sonuglari ile
uyumlu iken, Tiirkiye'de Basturk et al. (2017) ve Venezuela'da Fernandez-Mestre et al.
(2023) tarafindan yapilan c¢alismalarin sonuglari ile uyumlu degilidir. Otoimmiin
hastaliklarin ¢cogunluguyla ilgili olarak, hastaligin yogunlugu her iki cinsiyet i¢in de
benzer olmasina ragmen, kadin hastalarda erkek hastalara kiyasla CH olusumu daha
yaygindir. Bu kanitlarin altinda yatan nedenler belirsizligini korumaktadir, ancak cinsiyet
farkliligia katkida bulunan potansiyel faktorler hem genetik hem de genetik olmayan
faktorleri icermektedir. Bunlar arasinda ¢evresel ajanlara maruz kalma, endojen
hormonlar, hamilelik ve menstriiasyon gibi biyolojik farkliliklar, cinsiyetler arasinda
bagisiklik tepkisindeki farkliliklar, Xinaktivasyonu, X veya Y kromozomlar iizerinde

bulunan genler ve epigenetik modifikasyonlar sayilabilir (Ngo et al. 2014).
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4.6 Hastalar ve Kontrol Grubu Arasinda Célyak Hastalg ile Tliskili HLA
Haplotiplerinin Tespiti

Frekans dagilimi, CH hastalarinda ve kontrol grubundaki elli hastada HLA-
haplotiplerinden hangisinin sapmis olduguna dair bir fikir vermek iizere olusturulmustur.
DQA1*05, DQB1*02 ve DRB1*3 igeren DQ2 cis-lokusuna iligkin istatistiksel analiz,
kontrollerle karsilastirildiginda oldukga anlamli bir artis ortaya ¢ikmistir (P=0,0001). Ote
yandan DQA1* 05, DQB1* 0301, DRB1* 11 ve DRB1*12 iceren Haplotip 1 DQ2 trans,
kontrollerle karsilastirildiginda CH hastalarinda anlamli derecede yiiksek frekans
(P=0,001) gostermistir (Cizelge 4.6). Haplotip 2 DQ2 trans alelleri arasinda (DQA1*02,
DQB1*02 ve DRB1*07), saglikli kontrollerle karsilastirildiginda CH hastalar1 arasinda
sirastyla p degerinin (0,026*, 0,0001* ve 0,054) anlamlhi farklilik tespit edilmistir.
DQA1*03, DQB1*0302 ve DRB1*04 alellerini igeren HLA-haplotip DO8 alellere
(DQA1*03 ve DRB1*04) (P=0,005 ve 0,001) gore anlamli bir etki gosterirken,
DQB1*0302 alellerinde sonug anlamli degilidir (P=0,193).

Cizelge 4.6 Hastalar ve kontrol grubu arasinda CH ile iliskili HLA haplotiplerinin

tespiti
Colyak hastahigi Kontrol T
Aleller Say1 | % Say1 | % P degeri
DQ?2 cis
Pozitif 1 82,0 15 375 0,000
. , , ,
DQAL*05 Negatif 9 18,0 25 62,5
Pozitif 39 78,0 1 30,0 0,000L*
*| il ) )
DQB1*02 Negatif 11 22,0 28 70,0
Pozitif 35 70,0 8 20,0 0,000
* L) i) ]
DRB1*3 Negatif 15 30,0 32 80,0
D02 ci Pozitif 34 68,0 6 15,0 0,000L*
Negatif 16 32,0 34 85,0
HP 1
Pozitif 23 86,0 14 350 0,000
* L) i) ]
DQAL*05 Negatif 7 14,0 26 65,0
Pozitif 23 46,0 10 25,0 0,040*
x| L) ) il
DQB170301 Negatif 27 54,0 30 75,0
Pozitif 25 50,0 9 225 0,007*
N , , ,
DRB1*11 Negatif 25 50,0 31 775
Pozitif 9 18,0 ; } 0,005*
* il il
DRB1*12 Negatif 41 82,0 20 1000
o1 Pozitif 20 40,0 4 10,0 0,001%
Negatif 30 60,0 36 90,0
DQ?2 trans
Pozitif 21 42,0 8 20,0 0,026*
N , , ,
DQAL*02 Negatif 29 58,0 32 80,0
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Cizelge 4.6 Hastalar ve kontrol grubu arasinda CH ile iliskili HLA haplotiplerinin tespiti

(Devam)
Colyak hastahig Kontrol ..
Aleller Sayi % Say % P degeri
Pozitif 31 62,0 10 25,0 0,0001*
* L] ) il
DQB1702 Negatif 19 38,0 30 75,0
Pozitif 13 26,0 4 10,0 0,054
*| il ] il
DRB1*07 Negatif 37 74,0 36 90,0
HP 2 Pozitif 13 26,0 4 10,0 0,054
Negatif 37 74,0 36 90,0
DQ8
Pozitif 27 54,0 10 25,0 0,005*
*| Ll ] ]
DQAL703 Negatif 23 46,0 30 75,0
Pozitif 10 20,0 4 10,0 0,193
* L] ) il
DQB1%0302 Negatif 40 80,0 36 90,0
Pozitif 25 50,0 6 15,0 0,001*
*| il ] ]
DRB1%04 Negatif 25 50,0 34 85.0
2 -testi kullamlarak 0,05 diizeyinde yiizdeler arasi anlamli fark

Bu ¢alismanin sonuglarina gére, CD'li hastalarda ve saglikli kisilerde DQ2 & DQS8 genleri
icin HLA tipleme bilgilerinin ilk olarak DQ2'ye kodlanan alellere gore rapor edildigi, en
sik goriilen DQAT alellerinin DQA1*05 (%82,0) oldugu, 41 CH hastasinda siklig1 6nemli
o6l¢iide artiran en sik goriilen genotip oldugu, bunu saglikli kisilerle (%37,5, %30 ve %20)
karsilastirlldiginda sirasiyla DQB1*02 (%78,0) ve DQB1*03 (%70,0) oldugu tespit
edilmistir (Martinez-Ojinaga et al. 2018, Haphed et al. 2016). HLA DQS8 haplotipine
iliskin sonuglar; ¢6lyak hastaligi olan hastalarda alellerin orami sirastyla DQA1*03
,DQB1*0302 ve DRB1*04 (%54, %20, %50) oldugunu; bu degerlerin diger
popiilasyonlar i¢in bildirilen verilerle benzer oldugunu ortaya koymustur (Abdullah and
Thawani 2012, Maruntelu et al. 2022).

Genel olarak aleller, saglikli kontrol grubuyla karsilastirildiginda CH hastalarinda
olduk¢a anlamli bir artis gostermistir. DQB1*0302 disinda istatistiksel olarak anlamli
artis gosteren genotiplerin daha az siklikta oldugu ve P (=0,193) degerinin anlamh
olmadig1 sonucu ortaya ¢cikmistir. Bu konuyla ilgili mevcut ¢alismayla hemen hemen
ortiisen ¢aligmalar mevcuttur (Maruntelu et al. 2022). Bazi arastirmacilar bu oneriye
katilmadiklarin1 bildirmistir (Ramakrishna et al. 2021, Zamani et al. 2014).
Enfeksiyonlar, bireysel beslenme aligkanliklari, genetik yap1 ve etnik koken gibi gesitli

faktorlerin bu farkliliga katkida bulunabilecegini dikkate almak 6nemlidir. Ayrica bu
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calismanin kapsami disinda kalan ve daha fazla degerlendirilmesi gereken bagka hususlar

da olabilir.

Bu bulgular bizi, klinik olarak bu duruma sahip oldugundan siiphelenilen bireylerin yani
sira CH hastalarinin birinci derece akrabalari gibi yiiksek riskli gruplarda CH taramasi
yapmaya sevk etmektedir. Malignite, otoimmiin hastalik ve ince bagirsak lenfomasi
riskinin yiiksek olmasi nedeniyle sessiz CH'li hastalar 6nemli risklerle kars1 karsiyadir
(Catassi et al. 2022), bu nedenle CH'li hastalarin erken tanis1 zorunlu hale gelir. Ayrica
bulgularimiz CH hastalarinin %80-90'mnin (DQA1*05/DQB1*02) alelleri tarafindan
kodlanan HLADQ2 ve HLADQS 6zellikle DQ2 genotipini tasidigini gostermektedir. Bu
nedenle, tiim kanitlar géz Oniine alindiginda, bulgularimiz ¢6lyak hastaligina (CH)
yatkinlig1 olan bireylerin ve CH hastalarinin birinci derece aile liyelerinin, durumun erken
tespitini kolaylagtirmak amaciyla belirli genetik varyantlar icin taramadan gegirilmesi
gerektigini gostermektedir. Arastirma siirekli olarak belirli aleller ile CH arasindaki
korelasyonun farkli irk gruplar arasinda farklilik gostermektedir. Colyak hastaligi olan
bireylerin %95'inden fazlasi aileden gegen DQ2 ve DQS8 izoformuna sahiptir. S6z konusu
aleller, antijen sunan reseptoriin diger varyantlariyla karsilastirildiginda gliadin
peptidlerine daha giiglii baglanma afinitesi sergileyen reseptorler yaratma
yeteneklerinden dolay1 ¢olyak hastaligina karsi yiiksek bir duyarlilik saglar. Bu nedenle,
reseptoriin bu formlarinin T lenfositlerini aktive etme ve otoimmiin siireci baslatma
olasihigr daha yiiksektir (Mazzarella 2003, Abdullah and Thawani 2012). HLA-DQ
molekiilleri, fizikokimyasal ozellikleri ve tTG2 tarafindan deamide edilen spesifik
peptitlere baglanma yetenekleri nedeniyle CH'de 6nemli bir role sahiptir. Bu baglanma
daha sonra hem dogal hem de kazanilmis bagisiklik sistemlerinin aktivasyonuna yol
acarak glutene karst immiinolojik bir tepkiye yol acar. Notrofiller, eozinofiller,
mastositler ve kompleman proteinleri, dogustan gelen bagisiklik tepkisinde uyarilir ve bu,
potansiyel olarak hastaligin gelisimine katkida bulunabilir. Edinilmis bagisiklik tepkisi
sirasinda, tTG2 tarafindan degistirilen glutenden tiiretilen peptitler, mezenterik lenf
diigimlerindeki antijen sunan hiicreler tarafindan CD4 + T hiicrelerine gosterilir. Bu,
HLA-DQ?2 ve/veya DQS8'in varliginda meydana gelir. Th1 tipi tepkinin sonucu, IFN ve

sitokinlerin tiretimini tetikler (Manavalan et al. 2010).
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4.7 CD ve Kontrol Grubunda Anti-Gliadin 1gG ve IgA Tespiti

Colyak hastasi gruplari ile kontrol grubu arasinda anti-gliadin IgG ve IgA serum diizeyleri
karsilastirildiginda, ¢olyak hasta grubunda anti-gliadin IgG ve IgA serum diizeylerinin
kontrol grubuna gore olduk¢a yiiksek oldugu goriilmiistiir. Anti-gliadin 1gG ve IgA
konsantrasyonu ¢oOlyak hastalarinda saglikli kontrol denekleriyle karsilastirildiginda

onemli 6l¢iide artmistir (P degeri 0,0001*) (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7 CD ve kontrol grubunda anti-gliadin IgG ve IgA'nin tespiti

Grup Ortalama = SE
Anti-gliadin 1gG Anti-gliadin IgA
Hasta 42,80 +£8,96 34,95 +6,23
Kontrol 5,43 £1,09 5,51 £1,05
T -testi 17.923 ** 12.556**
P degeri 0,0001 0,0001
** (P<0,01).

Ince bagirsagm glutene maruz kalmasi anormal bagisiklik tepkilerine yol agabilir ve
birgok farkli organi etkileyebilecek farkli otoantikorlar tiretebilir. Bu, ince bagirsakta
inflamatuar bir reaksiyona neden olur ve belki de ince bagirsagi kaplayan villusun

kisalmasina (villoz atrofi) neden olur, bu da besinlerin emilimini etkiler.

tTG Ab, anti-gliadin Ab ve EM Ab gibi serolojik testlerle belirlenebilir, ancak bagirsak
hasarmin dogrulanmasi ince bagirsak biyopsisine ve histolojik analize baglidir (Gujral et
al. 2012). Sunulan ¢alismanin diger taraftan Anti-gliadin IgG ve IgA 6lgtimleri (Cizelge
4.7'de gosterildigi gibi), serumdaki anti-gliadin IgG ve IgA diizeylerinde 6nemli ve
istatistiksel olarak anlamli (p<0,0001) bir artis oldugunu gostermektedir. Bu sonug,
kadinlarin ¢olyak hastaligiyla uyumlu anti-gliadin antikorlar1 ve pozitif tTG 1gG Ab
testlerinin pozitif ¢iktigin1 gézlemleyen Cindy et al. (2009)’un elde ettigi sonuglarla
ortiismektedir. Serumun anti-gliadin IgG ve gliadine kars1 IgA immiinoreaktivitesi
acisindan test edilmesi, tipik olarak gluten intoleransimnin tanimlanmasina yonelik
karmasik siirecte bir ilk adimdir. Bunun nedeni, ¢olyak hastalig1 olan hastalarin dogal

gliadin dizilerine kars1 antikorlara sahip oldugunun yaygin olarak bilinmesidir (Caja et
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al. 2011, Ortiz et al. 2011). Bu, bagirsak epitelindeki deamine gliadin polipeptit
zincirlerinin CD4 + T hiicresi tarafindan taninmasinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar
(Lionetti et al. 2015, Elli et al. 2015). CD8+ T hiicreleri daha sonra epitelyuma girer ve
gliadin ve transglutaminaza spesifik NK reseptorlerini eksprese ederek intraepitelyal T
hiicrelerinin apoptoza aracilik ederek enterositleri dldiirmesine neden olur (Sollid and
Jabri 2005). tTG antikor testinin AGA testine gore daha iistiin oldugunu kanitlarken, bazi
arastirmacilar AGA'nin daha yaygin olarak kullanildigini bildirmistir. Genellikle Anti-
Gliadin antikor testinin, anti- tTG antikorlarina gore daha az spesifik ve daha duyarli
oldugu kabul edilir (Al-Thwani and Al-Segar 2017). Antigliadin IgG'nin 2 ila 10 yas
arasindaki yliksek seviyeleri genellikle emzirme eksikligi ve gliiten agisindan zengin
gidalarin erken tanitilmasiyla iligkilidir. Bunun nedeni, gliadin peptidlerinin antijen sunan
hiicreler tarafindan emilmesi, islenmesi ve sunulmasidir; bu, B hiicrelerinin genislemesini
ve gliadine kars1 antikorlarin tiretimini tetikler. Anti-doku transglutaminaz antikorlarinin
klinik 6nemi belirsizligini koruyor, ancak bazi vakalar ¢dlyak hastaliginin spesifik klinik
semptomlari veya ekstra bagirsak komplikasyonlart ile iliskili olabilir (Al-Saadi and Abid
2009).

4.8 CD ve Kontrol Grubunda Anti-Transglutaminaz 1gG ve IgA Tespiti

Anti- tTG Ab diizeyi hasta grubu ve saglikli kontrol i¢in serumda degerlendirilmistir.
Cizelge 4.8'deki sonuglar hasta grubu ile saglikli kontrol serumu arasinda oldukga anlamli
bir fark oldugunu gostermektedir (p degeri=0,0001). Colyak hastalar1 ve saglikli
kontroller i¢in anti- tTG IgG ve IgA medyan aralig1 sirasiyla 27,96, 33,52 ve 2,88, 4,43
pg/mL dir.

Cizelge 4.8 CD ve kontrol grubunda anti-Transglutaminaz IgG ve IgA Tespiti

Grup Ortalama+SE
Anti-Transglutaminaz IgG Anti-Transglutaminaz IgA
Hasta 27,96 +£5,82 33,52 +7,27
Kontrol 2,88 £0,73 4,43 +0,64
T testi 11.650** 14.488 **
P degeri 0,0001 0,0001
** (P<0,01).
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Anti-tTG IgG ve IgA Abs'nin serum konsantrasyonlari, ¢olyak hastaligi olan hastalarda
kontrol grubuyla karsilastirildiginda (sirastyla 2,8 ve 4,4 U/mL p=<0,0001) anlaml
derecede yiiksektir (sirasiyla 27,9, 33,5 U/mL) (Cizelge 4.8). Bu bulgularla tutarli olarak
daha onceki aragtirmalar, kontrollerle karsilastirildiginda CH hastalar1 arasinda énemli
Ol¢iide daha yiiksek serum anti- Ttg Ab seviyeleri bildirmistir. Irak'ta (Hasan 2017, Al-
Hilali et al. 2015), Iran'da (Anbardar et al. 2022) ve diinya ¢apindaki diger calismalarda
(Sahin and Mermer 2022) oldugu gibi olumlu sonuglar vermistir. Colyak hastaliginin
toplu taranmasi i¢in en uygun belirtecin anti- tTG oldugu gosterilmistir. Ayrica glutensiz
diyetten ve diizenli izlemeden fayda gorebilecek hastalarin belirlenmesinde de faydalidir.
CH'yi tespit etmek i¢in duodenal biyopsi en giivenilir yontem olarak kabul edilirken,
arastirmalar anti- tTG antikoru ve anti-gliadin antikorunun kombinasyonunun CH i¢in
oldukga hassas bir gosterge oldugunu gostermistir (Hopper et al. 2008, Al-Assaf et al.
2021). Ote yandan, anti- tTG antikorlar1 CH tanis1 i¢in yiiksek dngdriicii ve yaygin olarak
dogrulanmig serolojik testler arasindadir. Ayrica yetersiz beslenme, kilo kaybi1 ve IgA
eksikligi yasayan ¢Olyak hastalifi olan bireyler, anti tTG -IgA i¢in negatif sonug
sergileyebilir (Aldaghi et al. 2016). Baz1 makalelerde kontrol grubunda pozitif degerlerin
varligi rapor edilmistir (Lewis and Scott 2006).

tTG ve IgG- tTG antikor seviyelerinin, daha yiiksek derecede mukozal villus atrofisi ve
daha siddetli bir klinik tablo ile iliskili oldugunu ve IgAtTG ve IgG- tTG testlerinin
birlestirilmesi durumunda, kiigiik bagirsak villoz atrofisini yiiksek dogrulukla tespit
edebilir ve CH siiphesi olan hastalarda biyopsi ihtiyacini azaltabilir (Arif et al. 2009,
Dahlbom et al. 2010). tTG, CH igin tek degilse de baskin ve kabul edilen 6zelligi temsil
eder. Gliadin, doku transglutaminaz i¢in tercih edilen bir substrattir ve gliadin ile
transglutaminazin etkilesimi, yeni antijenik komplekslerin olugsmasiyla sonuglanabilir

(Dieterich et al. 1997, Al-Thwani and Al-Segar 2017).

Doku transglutaminaz (tTG) otoimmiinitesi, bugday gliadinine ve bugday, arpa ve
cavdarin dahil oldugu Triticeae sinifi otlar tarafindan iiretilen ilgili gluten proteinlerine
yanit olarak T hiicreleri tiretildiginde ortaya ¢ikar. T hiicreleri, HLA-DQ8 ve DQ2 ile
siurli antijenlere tepki verme yetenegi ile karakterize edilir ve gliadin, Ag'lerden biridir.

Gliadin, gliadin tizerindeki birgok enzim reaksiyon bolgesinden dolayi tTG igin tercih
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edilen bir diyet substratidir. Bir hastalik sirasinda tTG, bir baglanti olusturmak igin
gliadin ile etkilesime girer. Bu baglantiy1 olustururken tTG, gliadin iizerindeki T hiicresi
epitoplarina baglanir. tTG'yi taniyan yiizey IgM'yi eksprese eden B hiicreleri, tTG'yi
gliadin peptidleriyle birlikte T hiicrelerine sunma kapasitesine sahiptir. Bu etkilesim, B
hiicrelerinin IgA veya IgM antikorlar1 iireten plazma hiicrelerine olgunlasmasint ve

cogalmasini tetikler (Fleckenstein et al. 2004).

4.9 Colyak Hastahgi ve Kontrol Grubunda Anti- Endomysial 1gG & IgA Tespiti

Cizelge 4.9, test edilen gruplar arasinda farklilastirilmis belirtegler olarak anti-
endomizyal IgG ve IgA ile ilgili genel istatistiksel parametreleri gostermektedir. Hasta
gruplar1 ve saglikli kontroller arasinda 0,0001 p degerine gore olduk¢a anlamli farkliliklar
vardir. Benzer sekilde, saglikli kontrollerdeki en diisiik ortalama £SD degeri 3,47+0,79
ve 4,02+0,64'tlir; nihayetinde, hasta gruplar1 anti-endomizyal IgG ve IgA'nin her biri i¢in
ortalama 26,17+4,38 ve 31,40+6,69 ile en yiiksek degeri gostermistir.

Cizelge 4.9 Colyak hastalig1 ve kontrol grubunda anti- endomysial 1gG & IgA tespiti

Grup Ortalama = SE
Anti- endomysial 1gG Anti- endomysial IgA
Hasta 26,17+4,38 31,40+6,69
Kontrol 3,47+0,79 4,02+0,64
T testi 8,834 ** 13,344 **
P degeri 0,0001 0,0001
** (P<0,01).

Cizelge 4.9'da goriildiigli gibi, ¢olyak hastaligi olan hastalarda yiiksek bir ekspresyon
varken, saglikli kontrollerde agikga goriilen en diisiik anti-endomysial ekspresyonu
vardir. Bu durum bazi ¢alismalarla uyumludur (Carroccio et al. 2002). Osman et al.
(2014) tarafindan gergeklestirilen bir bagka arastirma, GFD sonrasinda EMA ve tTG
antikor  diizeylerinin  (p=0.0001), GFD sonrasinda CH hastalarinda EMA
konsantrasyonunun Onemli Olclide azaldigini gostermistir. Anti-EMA  testi, tiim
merkezlerde uygulanamayan zahmetli bir dogrulama adimidir, EMA testi ayrica uzman

gozlemcilere ihtiyag duyar ve pahalidir. Ancak, calismalarimizda bu noktalarin
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istesinden gelme olasiligini ortaya koydugumuz i¢in bu noktalar tani i¢in bir engel teskil
etmemektedir. Floresan immunoassay yerine ELISA teknigini kullanarak endomiyal
antikorlar1 belirlenmistir (Catassi et al. 2022). Normalin tist stnirmin (ULN) 10 katindan
daha ytiksek TGA seviyeleri ile pozitif EmA antikorlar1 arasinda giiclii bir korelasyon
vardir. EmA, TGA testlerinin performansindaki degiskenligi diizenlemek igin
kullanilabilecek standart serolojik test olarak hizmet vermesi nedeniyle Onemlidir

(Ylonen et al. 2020, Sghiri et al. 2023).

Bu calismanin sonuglari, seroloji testlerinin CH'li hastalarin taranmasi ve izlenmesi i¢in
iyl bir tan1 yontemi oldugunu gostermektedir. Bu testlerin dogrulugu alict isletim
karakteristigi (ROC) egrisi kullanilarak degerlendirilmis ve uygun bir kesme degeri
belirlenmistir. Bu sonuglar Irak'ta yapilan onceki calismalarla tutarlidir (Alaa 2021,
Majeed 2021). Anti-tTG, anti-EMA ve anti-GA testleri temel tani testleri olarak kabul
edilir ve genellikle CH igin ilk tarama gorevi goriir (Brusca 2015). Arastirmalar, anti-tTG
ve anti-GA testlerinin kombinasyonunun, CH'den siiphelenilen bireylerin teshisinde etkili
bir gésterge oldugunu ortaya koymustur (Al-Kazraji 2009). Bu arastirmanin sonuglart,
diger ¢aligmalarla birlikte, ¢olyak hastalar1 i¢in tarama anketleri yiiriitiirken c¢ift tanisal

seroloji testlerini onermektedir (Aldaghi et al. 2016).

CH tanis1 i¢in basit serolojik testlerin uygulanmasinin ardindan, Orta Dogu, Kuzey Afrika
ve Hindistan iilkelerinde diisiik riskli popiilasyonlarda CH prevalansinin Bati
tilkelerindekine benzer oldugu, ancak yiiksek riskli popiilasyonlarda %3 ile 20 arasinda
degisen oranlarda daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Hariz et al. 2007, Ageep 2012). Bu
nedenle, gelismekte olan iilkelerde ¢olyak hastalarinin erken teshisi i¢in hem genel
popiilasyonda serolojik taramanin hem de risk altindaki gruplarda serolojik testlerin

yapilmasi gerektigi one siiriilmiistiir (Akbari et al. 2006, Cataldo and Montalto 2007).

4.10 Hasta ve Saghkh Grupta Serum IL-15, TNF-a ve IL-21'in Saptanmasi

Hasta grubunda ve saglikli deneklerde serum IL-15, TNF-a ve IL-21 konsantrasyonu
Cizelge 4.10'da gosterilmistir (15,07, 10,40 ve 22,44), saglikli kontrol denekleriyle
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karsilastirildiginda (6,66, 9,45 ve 15,75) sonug istatistiksel olarak anlamlidir (P
degeri=0,001, 0,018 ve 0,0001).

Cizelge 4.10 Hasta ve saglikli grupta serum IL-15, TNF-o ve IL-21 tespiti

Colyak hastahig Kontrol P degeri
IL-15 (pg/mL) 15,076+15,076 (1,90-78,30) 6,666+6,227 (1,12-32,00) 0,001#
TNF-a (pg/mL) 10,406+2,106 (6,7-14,9) 9,451+1,528 (7,42-12,90) 0.018#
IL-21 (pg/mL) 22,445+6,547 (14,0-39,0) 15,759+4,635 (11,78-31,30) | 0.0001#

#0.05 diizeyinde Students-t-testi kullanilarak iki bagimsiz ortalama arasindaki anlamh fark.

IL-15: Bulgularimiz, CH'li hastalarda Th-1'in ve dncelikle APC'den tiiretilen sitokinlerin
yiiksek seviyelerinin bu hastaligin inflamatuar yanitin1 karakterize ettigini, bazi serum
sitokin yiikselmelerinin ince bagirsak mukozasinda gozlenenlere benzer oldugunu ve
digerlerinin farkli oldugunu gostermektedir. Cesitli in vitro arastirmalar glutenin (gliadin)
Th tip 1 ¢esidinin proinflamatuar sitokinlerinin siirdiiriilebilir {iretimini indiikledigini
gdstermistir (Manavalan et al. 2010). Ince bagirsak mukozasindaki glutene kars1 Thl
immiin tepkisi, lamina propriadaki lenfositlerin ve monositlerin infiltrasyonunun ana
nedenidir. Rollerinde bazi ortiismeler olsa da Th-1 ve Th-2 hiicrelerinden iiretilen
sitokinlerin farkli aktiviteleri vardir. Th-1 yanmiti, hiicre aracili bagisikligi ve
proinflamatuar yanitlar1 artirirken, Th-2 sitokinleri oncelikle humoral bagisiklik yanitini
etkiler ve inflamatuar siireclerin diizenlenmesine katkida bulunur. Her iki yanit da CH'de
tespit edilmistir (Abed et al. 2017). IBH, sistemik lupus eritematoz, tip 1 diyabet ve
romatoid artrit gibi otoimmiin bozukluklari olan hastalarin serumunda IL-15 seviyesinin
arttig1 rapor edilmistir (Di Sabatino et al. 2006, Losy et al. 2002). Dikkat ¢ekici bir
sekilde, IL-15'in ekspresyonu aktif, potansiyel ve gliitensiz diyet uygulanan hastalar gibi
farkli CH tiirleri arasinda farklilik gostermektedir. Onceki bir calisma, aktif CD'li
hastalarin ince bagirsak mukozasinda IL-15 seviyelerinin arttigim1 dogrulamistir (Di
Sabatino et al. 2016). Ote yandan, bir GFD'de CH hastalarmin epitelyumunda 1L-15
ekspresyonunun diizensizliginin villéz atrofiyi indiiklemek icin yetersiz oldugu one
striilmistiir (Kuczynski et al. 2005). Di Sabatino et al. (2016) ile ¢alismamizdaki
calisilan gruplar karsilastirildiginda CH'li hastalarda IL-15 seviyesinin énemli Olcilide
arttig1 belirlenmistir. Ayrica Abed et al. (2017), kontrol grubuyla karsilastirildiginda
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tedavi edilmemis CH'li hastalarda IL-15 seviyesinin Onemli Olclide arttigini

dogrulamistir.

Estonya'da Vorobjova et al. (2019), CH'li bireylerde kontrollerle karsilastirildiginda
onemli Olgiide daha yliksek oldugunu ve bataklik tarafindan belirlenen ince bagirsak
mukozal hasarmin ciddiyeti ile anlamli bir korelasyon gosterdigini belirtmistir. Ayrica,
dolasimdaki IL-15 konsantrasyonu ile eszamanli T1D'li CH hastalarinin ince bagirsak
astarindaki FOXP3+ Treg'lerin bollugu arasinda dikkate deger bir iliski kesfedilmistir.
Bu durum, bu bireylerde diizgiin ¢alismayan Treg'lerin giiglii bir telafi edici tepkisine
isaret etmektedir. Gliadin, lamina propriadaki mononiikleer hiicreler veya enterositler
tarafindan IL-15 {iretimini uyarir (Jabri and Sollid 2009). Farkli ¢alismalara gore aktif
CD'de IL-15"in asir1 ekspresyonu, epitelyal hasarin olusumunda rol oynayan inflamatuar
hiicrelerin sayisin1 artirabilir (Aghamohamadi et al. 2020, Di Sabatino et al. 2006,
Pagliari et al. 2013). Ayrica (Borrelli et al. 2013, Abed et al. 2017), aktif CH hastalarinda
IL-15 sitokin seviyesinin arttigini gostermistir. Ayrica CD ve kontrol gruplar1 arasinda
inflamatuar  sitokinlerin  (IL-15) serum seviyelerinde anlamli iliski oldugunu
kanitlamistir. Ince bagirsak mukozasinin hem lamina propriasinda hem de epitelinde
yiiksek miktarda IL-15 hiicresi vardir. IL-15, Treg'ler tarafindan diizenlenen yollar1 iceren
anti-inflamatuar yolun isleyisini kolaylastirabilir (Pagliari et al. 2013, Castillo-Rodal et
al. 2020). CH'nin farkli klinik evrelerinde IL-15 diizeylerinin degerlendirilmesi ileri
arastirmalar i¢in 6nemli bir konu olmaya devam etmektedir. Mevcut ¢alisma Heydari et
al. (2018) ile ayn1 fikirde degildir. Iran'da ¢aligma gruplari arasinda serum diizeylerinde

anlamli olmayan bir iliski oldugu kanitlanmastir.

TNF-a: Salinan Th1 sitokinlerinin otoimmiin bozukluklarla iliskili oldugu gosterilmistir
(Moudgil and Choubey 2011). TNFa, Thl hiicreleri tarafindan salinan 6nemli bir
sitokindir (Lionetti and Catassi 2011). Elde edilen veriler, TNFa'nin metaloproteinazlarin
aktivitesini artirarak CH'de bagirsak dokusunun bozulmasini indiikledigini
gostermektedir (Aziz et al. 2011, Nasiri et al. 2018). Calismamizin sonuglarina gore
TNFa, saglikli bireylerle karsilastirildiginda etkili CH'de artislar gostermistir. In vitro,
gliadin peptitlerinin, aktif CH'li hastalardaki periferik kan monositlerini, saglikli

kontrollerden veya gliitensiz diyet uygulayan hastalardan alinan monositlerle
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karsilagtirildiginda ¢ok daha yiiksek TNF-a seviyeleri iiretmek {izere uyardigi
gdsterilmistir (Nasiri et al. 2018). Irak'ta Abed et al. (2017), Iran'da Babania et al. (2021)
ve Polonya'da Piatek-Guziewicz et al. (2017) ELISA yontemi de dahil olmak tizere farkli
tahmin yontemleri kullanilarak diinya ¢apinda yapilan diger arastirmalar da benzer

sonuglara sahiptir.

Manavalan et al. (2010), TNFa gibi APC'den tiiretilen sitokinlerin, gliitensiz diyet alan
hastalarla karsilastirildiginda aktif CH hastalarinda tutarli artislar gosterdigini
belirlemistir. TNF o, makrofajlar tarafindan tiiretilen bir sitokindir ve asagidakileri

tireterek CH patogenezinde rol oynar:

Epitel hiicreleri ve makrofajlar iizerinde HLA sinif 2'nin ekspresyonunda artig
(Sturgess et al. 1992).

e Yapisma molekiilii ifadesi (Gamble et al. 1985).

e Kemotaksis (Ming et al. 1987).

e T hiicresi proliferasyonu (Yokota et al. 1988).

e Bagirsak epitel dokusuna dogrudan toksisite (Pober 1988).

e Reaktif oksijen ara Uriinlerinin iiretimi.

CH'de mukozal hasar gelistiginde, ince bagirsak mukozasinda lokal olarak iiretilen TNF-
a'nin patojenik 6neme sahip oldugu kabul edilmektedir (Manavalan et al. 2010). Nasiri
et al. (2018) sonuglarina gore, Iran'da bizim sonuglarimizin aksine iki grup arasinda
serum TNFa diizeylerinde anlaml1 bir fark bulunmamistir (P=0,1). Bildirilen serum TNFa
seviyeleri Romaldini et al. (2002) ile tutarlili olup; bu da tedavi edilmemis CH hastalari,
tedavi altindaki hastalar ve kontrol grubu arasinda serum TNF-a konsantrasyonunda
anlamli bir fark olmadigin1 gostermistir. Bjorck et al. (2015) kontrol grubuyla
karsilastirildiginda CH'li ¢cocuklarin serum TNFa konsantrasyonunda anlamli bir fark
bulamamistir. Kapoor et al. (2013)’un yaptig1 arastirmada gruplar arasinda TNF-a
diizeyleri agisindan anlamli bir fark tespit edilmemistir (p>0,05). Ayrica bu sonug

calismamizda elde edilen sonuglarla uyumluluk gostermemistir.
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IL-21: IL-21, cevresel ipuglarina dayali olarak genis bir etki yelpazesi gosterir ve hem
humoral hem de hiicresel bagisiklik tepkilerini etkileyebilir. IL-21'in, yalnizca bagisiklik
hiicrelerini (CD4 ve CD8 T hiicreleri, Treg, B hiicreleri, dogal oldiiriicii hiicreler ve
dendritik hiicreler) ayn1 zamanda epitelyal, sinovyal, stromal ve endotelyal hiicreleri de
iceren bagisiklik hiicreleri gibi ¢esitli hiicre tiirlerini etkiledigi goriilmektedir (Sutherland
et al. 2009). IL-21, insan CD4 + T hiicrelerinin Th-17 hiicrelerine farklilagmasi igin
gerekli olan TGF-B'nin iiretiminde kritik bir rol oynar (Jabri et al. 2014). insan hiicreleri
lizerinde yapilan aragtirmalar, IL-21'in, Thl'e baglh transkripsiyon faktorlerini yukari
dogru diizenleyerek ve IFN-c lretimini artirarak Thl hiicrelerinin farklilagsmasini
artirabildigini  gostermistir. IL-21, dendritik hiicrelerin gelisimini ve islevini
engelleyebilir. IL-21, B proliferasyonunu, germinal merkez olusumunu, plazma hiicre
farklilasmasini, immiinoglobulin sentezini ve izotip degisimini kontrol etmek icin
gereklidir (Konforte et al. 2009). Dolayisiyla bunun yoklugu, mukozal hasara dogru
ilerlemenin yoklugunu agiklayabilir (Iervasi et al. 2020).

Mevcut ¢alismanin sonuglarina gore, saglikli gruba kiyasla CH hastalarinin serumunda
yiiksek diizeyde IL-21 bulunmustur ve bu, Iran'da CH'li hastalarin serumlarinda kontrol
gruplarina kiyasla 6nemli 6l¢lide daha yiiksek IL-21 seviyeleri gosteren calisma ile
uyumludur (Ajdani et al. 2022). Diinya ¢apinda yapilan diger ¢alismalarda (Van Leeuwen
et al. 2013, Castillo-Rodal et al. 2020), immiinohistokimya ve akis sitometrisi, dogustan
gelen bagisiklik aktivasyonunda, sitokin odakli polarizasyonda ve Thl ve Th17/Th22
yanitlarinin yani sira anti-inflamatuar/profibrojenik sitokinlerin siirdiiriilmesinde rol
oynayan pro-inflamatuar sitokin eksprese eden monositleri ve monosit tiirevli dendritik
hiicreleri tespit etmek igin kullanilmigtir. Ciszewski et al. (2020) tarafindan ABD'de
yapilan bir ¢aligmada, tedavi edilmemis c¢Olyak hastalarinin duodenal dokularinda
kontrollere kiyasla daha yiiksek seviyelerde IL1SRA ve IL21 ekspresyonu kesfedilmistir.
IL15 ve IL21, bagirsak intraepitelyal sitotoksik T hiicrelerini sinerjik olarak uyarmistir.
Ozellikle, transkripsiyonel aktivitelerini, proliferasyonlarini ve sitolitik aktivitelerini

arttirmislardir.

Ayrica bu durum, tedavi edilmemis CH hastalarinin kontrollere kiyasla serumlarinda

onemli Olgiide yliksek IL-21 konsantrasyonlarina sahip oldugunu, tedavi edilmis CH

85



hastalariin ise diisiikk IL-21 seviyelerine sahip oldugunu kesfeden Iervasi et al. (2020)
calismasiyla da uyumludur. Boylamsal arastirmalar, gliitenin IL-21 {iretimini uyaran bir
otoantijen olarak hareket edebilecegini diisiindiirmektedir. Kanitlar, glutensiz bir diyet
uygulamanin bu sitokin seviyelerinde 6nemli bir diisiise yol agtigini gostermektedir
(Kurppa et al. 2010, Borrelli et al. 2016, Galatola et al. 2013). IL-21'in serum
konsantrasyonu ile duodenal mukoza hasarinin siddeti arasinda pozitif bir iligki
bulunmustur, bu da bu sitokinin sitotoksik T-hiicre aktiviteleri lizerinde giiglii bir
immiinomodiilator etkisi oldugunu gostermektedir. CH gelisiminin baslangicinda, 1L-21
eksikliginin pozitif bir geri bildirim dongiisiiniin halihazirda kurulmus olan Thl
hiicrelerini gili¢lendirmesini ve siirdliirmesini engelleyecegi teorize edilebilir (Galatola et
al. 2013). Ayrica, IL-21'in stromal hiicreler tarafindan hiicre digi matris pargalayici
proteazlarin salgilanmasini arttirdigt ve epitel hiicreleri tarafindan iiretilen bir
kemoatraktan gorevi gordiigii ve Treg hiicrelerinin immiinolojik baskilayici islevlerine
kars1 koydugu bilinmektedir (Zanzi et al. 2011, Mazzarella 2015). Bu durum, serum IL-
21 diizeyleri ile mukozal hasar arasindaki iliskiye dair ek bir kavrayis saglayabilir.
Duodenal mukoza hasar1 zaman i¢cinde kademeli olarak ilerleyerek hasarin siddetinin
artmasina neden olur (villoz atrofi olarak tanimlanan villuslarin tamamen yok olmasiyla
sonuglanir). Literatiirii inceledigimizde, Faghih et al. (2018)’in Iran'da ¢6lyak
hastalarinin ince bagirsaklarinda IL-21 serum seviyelerini (qQPCR) tekniklerini kullanarak
Olgmeye c¢alistiklarint ve IL21 gen ekspresyonunun ii¢c grupta olgildigilini
gozlemlenmistir. Tedavi edilen ve edilmeyen gruplar, kontrol grubuna kiyasla daha fazla
IL21 gen ekspresyonu ortaya koymustur, ancak bu degisiklikler istatistiksel olarak
anlamli degildir (her iki karsilastirma i¢in p=0,3). Ek olarak, IL21 ekspresyonu tedavi
edilen grupla karsilastirildiginda tedavi edilmeyen grupta 6nemli 6l¢iide yiikselmemistir
(p=0,7). Aragtirmamiz ile dnceki arastirmalar arasindaki bulgu farkliligi, yiiksek riskli
bireylerin se¢imi, semptomlardaki farkliliklar ve ¢calismaya dahil edilen hasta sayis1 gibi
calisma popiilasyonundaki farkliliklardan kaynaklaniyor olabilir. Bu farkliligin ¢ocukluk
cagimi etkileyen g¢evresel degiskenlerden mi yoksa ¢olyak hastaliginin yetiskinlikte
gecikmeli olarak baslamasindan mi1 kaynaklandigi ileriye doniikk uzunlamasina
arastirmalarla heniiz kanitlanmamistir. Bununla birlikte, c¢alismalar arasinda CH
prevalansindaki farkliliklar, potansiyel olarak katilimecilarin yas ve cinsiyet dagilimindaki

yanliliktan kaynaklanabilir.

86



Bu ¢alismada, ilk kez, CH ve saglikli kontrol i¢in sitokinlerin olasi tanisal performansi
degerlendirilmistir. Bulgularimiz, IL-21'in CH hastalarinin tespiti i¢in sirasiyla en yiiksek
duyarhiliklara, 6zgiilliiklere, pozitif ve negatif prediktif degerlere ve ACU'ya (84,4) sahip
oldugunu ve bunu sirasiyla IL-15 ve TNFa'nin izledigini ve ACU degerlerinin (71,1 ve

58.,9) sirastyla orta ve zayif oldugunu gostermistir.

4.11 Serum Belirtecleri (anti gliadin IgG, IgA) ile Diger Laboratuvar Bulgular
(IL-15, TNF-a ve IL-21) Arasindaki Korelasyon

Veriler, anti-gliadin 1gG, IgA ve IL-15'in serum seviyeleri arasinda sirasiyla orta derecede
giiclii bir korelasyon (r=0,67 ve r=0,51) oldugunu ve anlamli bir degere (**P <0,01) sahip
oldugunu gostermektedir. Anti-gliadin IgG, IgA ve TNF-a arasinda (sirasiyla r=0,81 ve
r=0,75) anlaml1 bir farkla (**P <0,01) pozitif korelasyon vardir. Ayrica anti-gliadin 1gG,
IgA ve IL-21 arasinda (sirasiyla 1=0,66 ve 0,57) orta derecede giiclii bir korelasyon ve
anlamlilik (**P <0,01) belirlenmistir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11 Serum belirtegleri (anti gliadin IgG, IgA) ile diger laboratuvar bulgular: (IL-
15, TNF-a ve IL-21) arasindaki korelasyon

Interlékinler Korelasyon katsayisi-r
Anti-gliadin 1gG Anti-gliadin IgA
IL-15 0,67** 0,51**
TNF-a 0,81** 0,75**
IL-21 0,66** 0,57 **
*Korelasyon 0,05 diizeyinde anlamhdir. **Korelasyon 0,01 diizeyinde olduk¢a anlamhdir.

4.12 Colyak Hastaliklar1 Grubunda Anti-Transglutaminaz 1gG, IgA ve
Interlokinler (IL-15, TNF-a ve IL-21) Arasindaki Korelasyon Katsayisi

tTG 1gG ile IL-15, TNF-a ve IL-21'in her biri arasinda (sirasiyla r=0,71, 0,84 ve r=0,71)
yiiksek anlamlilikla (**P<0,01) pozitif bir korelasyon gézlemlenmistir. Veriler, anti-Ttg
-1gA ile IL-15 (r=0,75), TNF-a (r=0,83) ve IL-21 (r=73)'in her biri arasinda anlamli bir
iligki oldugunu gostermektedir (**P<0,01) (Cizelge 4.12).
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Cizelge 4.12 Colyak hastaliklar

grubunda anti-Transglutaminaz 19G, IgA

interlokinler (IL-15, TNF-a ve IL-21) arasindaki korelasyon katsayisi

ve

Korelasyon katsayisi-r
Interlékinler Anti-Transglutaminaz 1gG Anti-Transglutaminaz IgA
IL-15 0,73** 0,75**
TNF-a 0,85** 0,83**
IL-21 0,71** 0,78**
*Korelasyon 0,05 diizeyinde anlamhdir. **Korelasyon 0,01 diizeyinde olduk¢a anlamhdir.

4.13 Céolyak Hastahklar Grubunda Anti-Endomizyal IgG, IgA ve interlokinler
(IL-15, TNF-a ve IL-21) Arasindaki Korelasyon Katsayisi

Anti- endomisiyal IgG ile TNF-a arasindaki iliski goz 6niine alindiginda, 1L-21 verileri
anlaml diizeyde ** (P<0,01) ile pozitif bir korelasyon (r=0,83 ve r=0,79) goriilmiistiir.
Antiendomisiyal IgA ile TNF-a ve IL-21'in her biri arasinda (sirastyla r=0,82 ve 0,74)
anlaml1 ** (P<0,01) pozitif bir iliski gozlemlenmistir. Anti- endomysial 1gG ve IgA ile
IL-15 (r=0,61 ve r=0,60) arasinda anlamli (P=0,01) orta diizeyde kuvvette bir korelasyon
belirlenmistir (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13 Colyak hastaliklart grubunda anti-endomizyal IgG, IgA ve interlokinler (IL-
15, TNF-a ve IL-21) arasindaki korelasyon katsayisi

Korelasyon katsayisi-r
interlokinler Anti- endomysial 1gG Anti- endomysial IgA
IL-15 0,61 ** 0,68**
TNF-a 0,83** 0,87**
IL-21 0,79** 0,74**

Korelasyon 0,05 diizeyinde anlamhdir. **Korelasyon 0,01 diizeyinde oldukc¢a anlamhdair.

Bu ¢aligma, proinflamatuar sitokinlerin her birinin, 6rnegin IL-15'in, serolojik testlerle
giiclii bir korelasyon kurmay1 basardig1 gercegine dikkat ¢cekmistir; bu sonuglar yapilan
caligmalar ile uyumludur (Castillo-Rodal et al. 2020). Korelasyon analizi ¢dlyak
antikorlarinin bu proinflamatuar sitokinlerle iliskili oldugunu belirtmektedir (Hmida et
al. 2012, Masaebi et al. 2020). Serolojik testlerle serum sitokin diizeylerine iligkin olarak,

Ciszewski et al. (2020)’nin bulgulariyla ve Bondar et al. (2014)’1n tespitleriyle ortiisen
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IL-21 ile kayda deger bir pozitif iliskinin oldugu sonucuna varilmistir. Ek olarak Iervasi
et al. (2020), ¢olyak hastaligi olan hastalarda serum IL-21 diizeyleri ile tTG oto-
antikorlar1 arasinda dikkate deger bir iliski bulmustur. Aktif CH'li hastalarda bazi
sitokinlerin bazal seviyelerinin, glutensiz diyet ve saglikli kontrollere kiyasla yiikseldigini
beitmistir. Daha Onceki calismalar, ¢6lyak hastaligi olan bireylerin kanindaki ¢esitli
sitokinlerin (1L-4, IL-10, IL-1a, IL-1p, IL-8 ve IL-21 dahil) yiiksek seviyelerinin IgA anti
-TG2 seviyeleri ve bagirsak villusundaki hasar, bunlarin tanisal biyobelirtecler olarak
potansiyellerini ortaya koymaktadir (lervasi et al. 2020). Sonuglarimiz, TNF diizeyleri ile
serolojik testler arasinda oldukga pozitif bir iliski oldugunu gosteren diger arastirmalar
tarafindan sunulan sonuglarla uyumludur (Babania et al. 2021, Cinova et al. 2007). Buna
ek olarak, Jin et al. (2004) TNF ile serolojik belirtegler arasinda 6nemli bir iligski oldugunu
gostermistir (Chernavsky et al. 2008). Colyak hastaligi (CH), gesitli klinik semptomlarla
sonuglanan, birden fazla bileseni ve immiinolojik yanitlar1 igeren karmasik bir bagirsak
hastaligidir. Cogunlukla bugday, cavdar ve arpada bulunan gluten tiiketiminin duyarl
bireylerde ¢olyak hastaliginin birincil dis nedeni oldugu iyi bilinmektedir (Nejad et al.
2009). Bugiine kadar CH tanisi, endoskopi ve ince bagirsak biyopsisinin patolojik
degerlendirmeleri ile dogrulanan tTG antikorlart ve EMA gibi serolojik testlere
dayanmaktadir (Tursi et al. 2003, Rostami-Nejad et al. 2013). CH'de hem T yardimci
hiicre tip 1'in (Th1) hem de T yardimci hiicre tip 2'nin (Th2) yiikseldigi rapor edilmistir
(Hisamatsu et al. 2016). CH'nin, T hiicrelerinin aracilik ettigi istenmeyen bir otoimmiin
yanittan geldigi bilinmektedir. Bu islem sirasinda, degistirilmis gliadin tiirevi peptitler,
tTG enzimlerinin etkisi nedeniyle CD4+ T yardimci hiicreleri tizerindeki insan 16kosit
antijeni (HLA) molekiilleri DQ2 ve DQ8 ile etkilesime girer. Bu etkilesim, T hiicrelerini
ve B lenfositlerini aktive ederek lamina propriada gluten ve tTG'ye kars1 antikorlarin
tiretilmesine yol acgar ve sonugta otoreaktif Th hiicrelerinin aktivasyonunu tetikler
(Mazzarella 2015). Otoreaktif Th hiicrelerinin aktivasyonu, proinflamatuar sitokinlerin
salinmasina neden olur, bunlar daha sonra intraepitelyal lenfositleri aktive ederek ince
bagirsak mukozasinda histolojik degisikliklere yol acar. CH'nin patogenezinde yer alan
sitokinler (Hiie et al. 2004), bagisiklik aracili yanitlarin hem bastirilmasinda hem de
gelistirilmesinde yer alan T hiicrelerini ve diger bagisiklikla ilgili faktorleri etkiler
(Mashayekhi et al. 2015). Onceki ¢alismalar ayn1 zamanda ince bagirsak mukozasinda T

hiicresi aktivasyonunun roliinii de ortaya koymus, CH'nin aktif formunda interferon-
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gamma (IFN-y) tireten Thl hiicrelerini tesvik etmistir. Ayrica interlokin 15, dogustan
gelen hiicrelerin aktivitesini indiikler ve bu dogustan gelen hiicrelerin intraepitelyal
infiltrasyonu, IFN-y dahil ¢ok ¢esitli sitokinlerin yiiksek miktarlarda salgilanmasina yol
acar (Meresse et al. 2004).

Timor nekroz faktdrii (TNF-a) ve interlokin (IL-1B) gibi sitokinlerin, bazi
metaloproteinazlarin  ekspresyonunu artirarak hiicre dist  matris  bilesenlerinin
parcalanmasina yol agarak mukozal hasara neden olmada rol oynadigi gosterilmistir
(Mauviel 1993, Graham et al. 1995). Gliadinin, aktif ¢6lyak hastaligi olan kisilerden in
vitro periferik kan monositleri tarafindan TNF-a ve IL-8 iiretimini uyardigi
gozlemlenmistir (Daum et al. 1999). Sitokinler, T hiicrelerini ve diger immiinolojik
efektorleri etkileyerek immiin yanitlarin hem inhibe edilmesinde hem de arttirilmasinda
rol oynar. IL-2, IL-12, INF-y ve TNF-a, Th-1 hiicrelerini aktive eder (Cinova et al. 2007).
IL-21, hem dogustan hem de edinilmis bagisiklik tepkilerinin diizenlenmesinde 6nemlidir

ve CH'de mukozal hasarin gelisiminde 6nemli bir rol oynar (Borrelli et al. 2016).

4.14 Colyak Hastahigi Grubunda HLA DQ2'nin Serum Belirtecleri (Gliadin, Ttg
ve Endomysial) ile Tliskisi

Cizelge 4.14, HLADQ2'nin anti-gliadin IgG (58,72 £6,26) pozitif ortalama = SE ile anti-
gliadin IgG'nin (20,56+5,76) negatif ortalama+SE iliskisini gostermektedir. Ancak sonug
0,039 gibi anlaml1 bir P degerine sahiptir. Anti-gliadin IgA ile HLADQ?2 arasinda anlaml
bir iligki goriilmezken, p degeri 0,096'ya giivenilmektedir. Hastalarin HLA-DQ haplotipi,
ilgili 19G ve IgA anti- tTG siniflariyla karsilastirildi ve pozitifti (ortalama+SE). Hastalarin
Ttg IgG ve IgA smiflarinin her biri igin sirasiyla 34,24+7,34 ve 41,1349,20, HLA-DQ2
homozigotlar1 pozitif iken, IgG ve IgA smiflarinin negatif ortalamasi 8,06+2,67 ve

41,13+9,20’dir. anti-tTG'nin anlaml1 sonuglari sirasiyla (p=0,05+0,044)'e esittir.

Sonuglar HLA DQ2'nin anti-endomizyal IgG ve IgA ile iligkisini gostermektedir; Cizelge
4.14 sirastyla 0.050 ve 0.048 p-degerlerine gore parametreler arasinda anlamli bir iligki

oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.14 Colyak hastaligi grubunda HLA DQ2'nin serum belirtegleri (gliadin, Ttg ve
endomysial) ile iligkisi

DQ2 Ortalama+SE
AGA-IgG AGA-IgA Ttg 19G Ttg IgA EM-1gG EM-IgA
Negatif 20,56+5,76 16,53+4,41 8,06+2,67 9,40+2,93 12,63 £3,93 7,97 £2,26
Pozitif 58,72+6,26 40,76+7,88 34,24+7,34 41,13+9,20 31,44 +4. 48 38,79 +8.45
P degeri 0,039 0,097 0,050 0,042 0,050 0,048
*(P<0,05), NS: Anlamh degil

4.15 Hasta Gruplarinda HLA DQ2 ile IL-15, TNF-a ve IL-21 Arasindaki iliski

Veri dagilimi, HIA-DQ?2 degiskeni ile TNF-a ve IL-15'in pozitif ve negatif ortalama +

SE'si arasinda anlamli bir fark oldugunu gostermektedir. IL-21 ile HLADQ?2 arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmamstir (p=0,191) (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15 Hasta gruplarinda HLA DQ2 ile IL-15, TNF-a ve IL-21 arasindaki iligki

DQ2 Ortalama+SE
1L-15 (pg/mL) TNF-a (pg/mL) IL-21 (pg/mL)
Negatif 9,153+5,685 9,463+1,736 20,277+6,370
Pozitif 16.947+12.626 10,704+2,145 23,130+6,534
P degeri 0,045 0,047 0,191
#0,05 diizeyinde Students-t-testi kullamlarak iki bagimsiz ortalama arasmdaki anlamh fark, NS: Onemsiz

4.16 Colyak Hastaligi Grubunda HLA DQS8'in Serum Belirtecleri (Gliadin, tTG

ve Endomizyal) ile Tliskisi

HLA DQS8'in ¢dlyak tarama testleri ile iliskisinde Cizelge 4.16’da, p degerine gore

parametreler arasinda anlamli bir iliskinin olmadigin1 gosterilmektedir.

Cizelge 4.16 Colyak hastaligi grubunda HLA DQS'in serum belirtegleri (gliadin, tTG ve
endomizyal) ile iliskisi

DQ8 Ortalama+SE

AGA 1gG AGA IgA tTG IgG tTG IgA EMA 1gG EMA IgA
Negatif 51,53+10,21 | 36,64+7,34 | 28,83+6,80 |  34,14+8.,03 26,77+5,03 34,52+8,15
Pozitif 37,90+19,07 | 28,18+10,89 | 24,46+10,94| 31,01+17,84 23,7549,11 18,9346,68
P degeri 0,548 0,592 0,767 0,865 0,786 0,356
#0.05 diizeyinde Students-t-testi kullanilarak iki bagimsiz ortalama arasmdaki anlamh fark, NS: Onemsiz
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4.17 Colyak Hastahklar1 Grubunda HLA DQ8'in Interlokinler (IL-15, TNF-a ve
IL-21) ile Tliskisi

Cizelge 4.17'de hasta grubunda HLA DQS ile interlokinler (IL-15, TNF-a ve IL-21)
arasindaki iligki gosterilmektedir, bunlar da istatistiksel olarak anlamli degildir (sirasiyla

p=0,503, 0,292 ve 0,466)

Cizelge 4.17 Colyak hastaliklar1 grubunda HLA DQS8'in interlokinler (IL-15, TNF-a ve
IL-21) ile iligkisi

DQ8 Ortalama+SE

IL-15 (pg/mL) TNF-a (pg/mL) IL-21 (pg/mL)
Negatif 15,801+16,227 10,248+2,051 22,103+6,263
Pozitif 12,17949,211 11.040+2,317 23,812+7,799
T testi 11,41 NS 3,29 NS 4,74 NS

#0.05 diizeyinde Students-t-testi kullanilarak iki bagimsiz ortalama arasindaki anlamh fark, NS: Onemsiz.

4.18 Colyak Hastaligi Grubunda HLA DQ2&8'in Serum Belirtecleri (Gliadin,
tTG ve Endomysial) ile iliskisi

Bu c¢aligma, hasta grubunda Gliadin, Ttg ve Em antikorunun pozitif ve negatif
ortalama+SE degerlerini ve HLA DQ2&8 ile iliskisini ortaya koymustur. Sonug
istatistiksel olarak anlaml degildir (Cizelge 4.18).

Cizelge 4.18 Colyak hastaligr grubunda HLA DQ2&8'in serum belirtecleri (gliadin, tTG
ve endomysial) ile iliskisi

DQ2&38 Ortalama+SE

AGA19G__ | AGAIgA | Ttg IgG Ttg IgA EMA IgG EMA IgA
Negatif 48,6049,63 | 35,7246,92 | 27,63+638 | 32,21+7.55 26,04=4,74 32.85+7,64
Pozitif 50,01£26,33 | 30,18+14,9 29,98+14,98 | 41,57+24,81 26,94+12.23 22,45+9,14
P degeri 0,957 0,761 0,890 0,659 0,944 0,594
Pearson Ki-kare testi (y2-test) kullamilarak yiizdeler arasindaki fark 0,05 diizeyinde anlamhdir, NS: Onemsiz
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4.19 Céolyak Hastah@ Grubunda HLA DQ2&sS ile interlokinler (IL-15, TNF-a ve
IL-21) Arasindaki iliski

Bu ¢alismada, HLA 2 ve 8 pozitif olan ¢6lyak hastalig1 grubunda interlokinlerin (IL-15,
TNF-a ve IL-21) pozitif ortalamasi sirastyla 12,48, 10,84 ve 23,71 iken negatif ortalamasi
15,49, 10,33 ve 22,23'tiir. Bu iliski istatistiksel olarak anlamli degildir (Cizelge 4.19).

Cizelge 4.19 Colyak hastalig1 grubunda HLA DQ2&S8 ile interlokinler (IL-15, TNF-a ve
IL-21) arasindaki iligki

DQ2&38 Ortalama + SE

IL-15 (pg/mL) TNF-o (pg/mL) IL-21 (pg/mL)
Negatif 15,498+15,818 10,335+2,020 22.238+6,464
Pozitif 12,486+9,780 10,843+2,721 23.714+7,445
T testi 10,19 NS 3,79 NS 5,482 NS
Pearson Ki-kare testi (y2 -test) kullamilarak yiizdeler arasindaki fark 0,05 diizeyinde anlamhdir, NS: Onemsiz

Incelenen kan parametreleri, CH hastalarinda arastirilan parametreye bagl profillere
sahip olan 6nemli pozitif ve negatif iliskiler gostermistir. HLADQ?2, Ttg, EMA ve gliadin
IgG antikorlarin her biriyle pozitif iliski gosterirken, gliadin IlgA HLADQ?2 ile negatif

iligki gostermistir.

Ayrica, CH hastalarinin HLADQ?2'si ile IL-15 ve TNF-o arasinda pozitif, IL-21 ile negatif
bir iligki bulunmustur. Bizim bulgularimizda da HLADQS8, HLADQ?2,8 ile serolojik
testler ve immiinolojik belirtegler (sitokinler) arasinda bir iliski gozlenmemistir. Colyak
hastaligi, iyi tanimlanmis ana genetik bilesenler (insan 16kosit antijeni HLA-DQ2 ve
HLA-DQ8), otoantijen doku transglutaminaz ve ¢evresel tetikleyici gluten ile karakterize
otoimmiin bir durumdur (Caio et al. 2019). Histolojik olarak, bagirsak mukozasinda
hasar; serolojik olarak ise anti-tTG2 Ab, anti-EMA ve/veya DGP antikorlarinin varligi
(Bajor et al. 2019) CH'deki ana genetik belirleyici HLA molekiillerini, 6zellikle de
HLADQ2 ve/veya HLA-DQ8 heterodimerlerini igerir (Shannahan and Leffler 2017).
HLA-DQ2 heterodimeri, HLA-DQA1*05 ve HLA-DQB1*02 alelleri tarafindan
belirlenen bir a alt birimi ve bir B alt biriminden olusur. Bu da DQ2 heterodimerlerinin
iki  varyasyonuyla sonuglanir: DQ2.5 (DQA1*0501/DQB1*0201) ve DQ2.2
(DQA1*0201/DQB1*0202). HLA-DQS8 heterodimeri, sirasiyla HLA-DQA1*0301 ve
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HLA-DQB1*0302 alelleri tarafindan belirlenen bir o zinciri ve bir B zincirinden olusur
(Kupfer and Jabri 2012). HLA-DQ molekiillerinin fizikokimyasal 6zellikleri ve tTG2
tarafindan belirli deamidlenmis peptidleri baglama yetenekleri, ¢dlyak hastaligina yol
acan glutene karsi bir bagisiklik tepkisinin aktive edilmesinde ¢ok dnemlidir. Notrofiller,
eozinofiller, mastositler ve kompleman proteinleri dogustan gelen immiin yanitta uyartlir
ve muhtemelen hastaligin gelisiminde rol oynar. Adaptif immiinolojik yanit sirasinda,
tTG2 tarafindan degistirilen gluten tiirevi peptitler, mezenterik lenf diigiimlerindeki
antijen sunan hiicreler tarafindan HLA-DQ2 ve/veya DQS ile iligkili olarak CD4 + T
hiicrelerine gosterilir. Thl tipi yanit, bagirsaklarda IFN-y {iretimi ve enflamasyon ile
sonuglanir. Kronik enflamasyon, IFN-y iiretiminde de rol oynayan y T hiicrelerinin

cogalmasina ve uzun siireli varligina yol agar.

Plazma hiicreleri lezyonda bol miktarda bulunur ve bazilar1 baskin gluten peptidini
tireterek tTG2 ve diger hedeflere baglanan antikorlarin salgilanmasina yol agar
(Fernandez-Mestre et al. 2023). Daha 6nceki arastirmalar, serum interlokin seviyelerinin
HLA ve CH hastalarinin serolojik testleri ile dnemli 6l¢iide iliskili oldugunu gdstermistir.
Bu durum, anti-doku transglutaminaz ve/veya anti-endomizyal IgA antikorlar1 ve HLA
i¢in serolojik olarak pozitif olan inflamatuar sitokin seviyelerinde artis oldugunu bildiren
Castillo-Rodal et al. (2020)’1in bulgulari ile ortiismektedir, Ayrica Mention et al. (2003),
interlokin 15 konsantrasyonunun yiiksek oldugu ve ayni zamanda orneklerin HLA-
DQA1*¥0501/DQB1*0201 genotipi igin pozitif oldugu bulunmustur (Yuksel et al. 2016,
Goel et al. 2020, Sperandeo et al. 2011, Ajdani et al. 2022).

Her biri tutarsizliklarda yer almistir (Heydari et al. 2018, Bjorck et al. 2015, Faghih et al.
2018), bu muhtemelen hastalarin 6rneklem biiyiikliglinden kaynaklanmaktadir. Farkli
yazarlar tarafindan agiklanan celigkili sonuglar, aragtirilan gruplarin heterojenliginden,
klinik grup g¢esitliliginden, ELISA duyarlilik farkindan, hastalifin aktivite
endekslerindeki farkliliklardan ve yonetim yaklasimlarinin gesitliliginden kaynaklaniyor
olabilir. Muhtemelen bunun ana nedeni, ¢alismada HLADQS ve HLADQ2,8 i¢in pozitif

ornek sayisinin az olmasidir.
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4.20 Colyak Hastalarinda her biri i¢in IgG ve IgA Smiflarinin (Gliadin, Ttg,
Endomizyal) ve interlokinlerin (IL-15, TNF-a ve IL-21) Egri Alinda Kalan
Alam1 Gosteren ROC Egrisi Analizi

Alict isletim karakteristigi (ROC) egrisinin analizi, arastirma parametrelerinin ¢olyak
hastaligin1 6ngérmede herhangi bir ek avantaj saglayip saglamadigini degerlendirmek
icin yapilmistir. Antikorlarin (anti-gliadin, anti-tTG ve endomizyal antikorlar) ve
interlukeinlerin (IL-12, IL-15 ve TNF-a) her biri dnemli bir egri alt1 alana (AUC) sahiptir.
Ik antikor icin bu deger 0.879 iken, ikinci antikorda daha diisiiktiir (AUC=0,648)
(Cizelge 4.20) (Sekil 4.1).

Cizelge 4.20 CD hastalarinda her bir Ttg, gliadin, endomizyal ve interlokinler (IL-15,
TNF-0, IL-21) i¢in IgG ve IgA siniflariin egri altinda kalan alani gosteren

ROC egrisi analizi
Test Sonucu Degiskenleri (EAA)| Std. Hata | P degeri %95 Giiven Arahg
Alt simr Ust Simir

Anti-gliadin 1gG (U/mL) 0,872 0,036 0,0001* 0,802 0,943
Anti-gliadin IgA (U/mL) 0,835 0,042 0,0001* 0,753 0,917
Anti- tTG 1gG (U/mL) 0,820 0,044 0,0001* 0,733 0,907
Anti- tTG IgA (U/mL) 0,705 0,056 0,001* 0,595 0,814
Anti- endomysial 1gG (U/mL) 0,845 0,040 0,0001* 0,767 0,923
Anti- endomysial 1gA (U/mL) 0,780 0,047 0,0001* 0,687 0,873
IL-15 (pg /mL) 0,734 0,055 0,001* 0,627 0,842
TNF-a (pg/mL) 0,648 0,060 0,016* 0,531 0,764
IL-21 (pg/mL) 0,879 0,041 0,0001* 0,798 0.960
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Sekil 4.1 CD hastalarinda her bir Ttg, gliadin, endomizyal ve interlokinler (IL-15, TNF-
a ve IL-21) i¢in IgG ve IgA siniflariin egri altinda kalan alan1 gésteren ROC
egrisi analizi

4.21 ROC ve Uretici i¢in Optimal Kesim Degerlerine gore IL-15, TNF-a ve IL-21

Testlerinin Tanisal Performansi

Mevecut arastirma, Duyarlilik (Sen), Ozgiilliik (Spe), Pozitif Ongériicii Deger (PPV) ve
Negatif Ongoriicii Deger (NPV) dahil olmak iizere immiinolojik testlerin gesitli
parametrelerinin hesaplanmasini i¢cermektedir. Sonuglar, Cizelge 4.21'de gosterildigi
tizere, IL-21'in en yiiksek degerlere sahip oldugunu, bunu IL-15"in izledigini ve TNF-
a'nin tim immiinolojik karakterlerde diger testlere kiyasla en diisiik degerlere sahip

oldugunu ortaya koymaktadir.

Cizelge 4.21 ROC ve IL-15, TNF-a ve IL-21 testlerinin tanisal performansi

Test Sonucu Duyarhhk | Ozgiilli§ PPV NBD | FN% | FP% | Dogruluk oran
Degiskenleri

IL-15 (pg/mL)>6 74,0 67,5 74,0 67,5 26,0 32,5 71,1

TNF-a (pg/mL)>9 72,0 42,5 61,0 54,8 25,0 57,5 58,9

IL-21 (pg/mL)>17 88,0 80,0 84,6 84,2 12,0 20,0 84,4
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4.22 MYO9B Geninin Tek Niikleotid Polimorfizmi (SNP)

Bu calisma ayni zamanda yakin zamanda kromozom 19 (intron 28), rs2305767
bolgesinde tanimlanan miyozin geninde yer alan SNP'yi aragtirarak MYO9B geninin CH

etiyolojisindeki roliinii de hedeflemistir.

4.22.1 Cahsma gruplarinda rs2305767 SNP tespiti

SNP 152305767 (C/T); Kromozom 19 (780bp) ii¢ genotip (Homozigot CC, Heterozigot
CT ve Mutant Homozigot TT) ve iki alel (C ve T) ile sunulmustur (Sekil 4.2) (Sekil 4.3).
CH hastalarinda SNP'nin ii¢ genotipi (CC, CT ve TT) taninirken, kontrollerde sadece CC
genotipleri gézlenmistir. HWE analizi, hasta ve kontrol gruplari arasinda anlamli bir fark

oldugunu ortaya koymustur (Cizelge 4.22).

1500bp
1000bp
780bp

500bp

100bp

rs2305767

60C

Sekil 4.2 MYO9B'nin jel elektroforezi PCR {irtinleri, 780 bp molekiiler boyuttaki bantlari
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Sekil 4.3 MYO9B gen SNP'sinin (rs2305767 A/G) ii¢ genotipi gosteren DNA dizisi
kromatogrami

Cizelge 4.22 CH hastalarinda ve kontrollerde MYO9B geni (rs2305767SNP)
genotiplerinin sayilar1 ve yiizde frekanslari ve bunlarin hardy-weinberg
dengesi (HWE)

SNP rs2305767 Colyak hastalig Kontrol P OR(95%Cl)
Say1 % Say1 %
TT 12 40.0 4 20,0 0,005* 9,0 (1,82-44,59)
BT 14 46.7 4 20,0 0,002* 10,5(2,15-51,28)
CC (Vabhsi) 4 13.3 12 60,0 - Ref.
2 -testi kullanilarak 0,05 diizeyinde yiizdeler aras1 anlamli fark
-Odds orani ve referans grubu (Wild) ile karsilastirildiginda %95 giiven arahgi

Hastalar ve kontroller arasindaki karsilagtirma anlamli farkliliklar géstermistir. CH
hastalarinda homozigot TT genotipi ve heterozigot CT genotipi kontrollerden daha
yiiksek frekansa sahiptir (sirasiyla P=0,005, P=0,002). Ote yandan, CC genotipi kontrol
grubunda (vahsi tip) en yaygin olanidir.
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Bu c¢alismada, 1s2305767 polimorfizmi CH ile iligkilendirilmistir. 1s2305767
polimorfizminin CC genotipi koruyucu bir faktoér (vahsi), TT ve CT genotipi ise risk
faktorii olarak islev goérmiistiir. Bu sonu¢ MYO9B'deki polimorfizmin CH ile iliskili
oldugu fikrini desteklemektedir.

RS2305767, MYO9B 152305767 polimorfizminin CH ile iliskili oldugunu kanitlayan
Liao et al. (2015) verileriyle ve ayrica Madrid'deki Loeff et al. (2012) ile uyumludur,
ancak Wolters et al. (2007) tarafindan yapilan ¢alismanin sonuglariyla farklidir. Ayrica
1965 CH hastas1 ve 4894 kontrolii igeren yedi ¢alismanin meta-analizi, CH ile iligkili
olarak sik goriilen dort MYO9B polimorfizminin 6nemine dair kapsamli bir

degerlendirme sunmustur. Bu ¢alismalardan elde edilen sonuglar:

rs1545620 polimorfizmi Avrupa kdkenli bireylerde artmis CH riski ile baglantilidir.

Avrupalilar ve Latin Amerikali bir grup da dahil olmak iizere tiim c¢alisma
katihmcilarinda CH riski ile rs1457092, rs2305767 ve 152305764 polimorfizmleri

arasinda bir korelasyon yoktur.

Liao et al. (2015)’ya gore RS1457092 ve rs2305767 Latin Amerika popiilasyonunda
artmis CH riski ile iliskilendirilmistir. Tanimlanan benzerlikler ve farkliliklar, kiiresel
popiilasyondaki 6nemli jenerik heterojenligi vurgulamaktadir. CH, hem ¢evresel hem de
kalitsal faktorlerden etkilenen karmasik bir hastaliktir. Colyak hastaligina genetik
yatkinlik, etnik kokenler arasinda farklilik gosteren birgok c¢evresel faktdrden
etkilenebilir. Uciincii olarak, farklilik cesitli etnik gruplar arasindaki klinik
varyasyonlardan kaynaklaniyor olabilir. Bu polimorfizmler ve CH arasindaki baglantiy1
aydinlatmak i¢in daha fazla kanit gerekmektedir. Hem MYO9B hem de HLA-DQ2
homozigotlugunun CH'min prognozu ve CH gelistirme sansi ile ilgili olabilecegini
gostermektedir (Loeff et al. 2012, Sanchez et al. 2007, Wolters et al. 2007). MYQ9B, 19.
kromozom {lizerinde 28. intronda bulunan bir miyozin genidir. Kuyruk bolgesinde Rho
ailesi GTPaz aktive edici protein (GAP) alan1 bulunan tek basl bir molekiiler motoru
kodlar. MYO9B, smif IX miyozin ailesine aittir (Post et al. 2002). Bagirsak epitel

hiicrelerinde bulunur ve bagirsak mukozasinin énemli bir yapisal unsurudur. MYO9B,
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Rho GTPazlarin deaktivasyonunu tesvik ederek ve seviyelerini azaltarak negatif bir
diizenleyici olarak islev goriir. Rho bagimli sinyal yollar1 (Wirth et al. 1996). Rho
GTPazlar, her ikisi de epitelyal paraseliiler gecirgenligin artmasina yol acan aktin
filament yeniden sekillenmesinin ve siki baglanti montajinin temel diizenleyicileridir
(Matter and Balda 2003, Schlegel et al. 2011). Bu nedenle, MYO9B mutasyonlarinin
bagirsagin epitelyal bariyer islevini degistirerek gluten peptitlerinin daha derin mukozal
tabakaya niifuz etmesine ve bagisiklik sistemiyle etkilesime girmesine izin verebilecegi

varsayilmaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Colyak hastaligi, diger bircok otoimmiin hastalikta oldugu gibi, ¢ocuklarda diger yas
gruplarina gore, kadinlarda ise erkeklere gore daha yaygindir. Colyak hastaligi olan
hastalarda genel popiilasyona kiyasla hemoglobin diizeylerinde azalma ve beyaz kan
hiicresi sayilarinda artig goriilmektedir. Ayrica, trombosit sayimlarinda bazi 6nemli
farkliliklar goriilmiistiir, ancak bu farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildir. Bu
calismada anti-tTG, anti-gliadin ve anti-EMA kullanilmis ve hepsi de kontrol grubuna
kiyasla CH'li hastalarda serum seviyelerinde anlamli bir artis gdstermistir. Bu durum,
CH'nin antikor profilinin, benzer semptomlara sahip diger hastaliklarin teshisi ve
bunlardan ayirt edilmesi i¢in en etkili serolojik ara¢c olmaya devam ettigini
gostermektedir. Bu arastirmada, CH'nin immiinopatogenezine katkida bulunan {i¢
proinflamatuar sitokin se¢ilmistir: IL-15, IL-21 ve TNF-a. Bunlarin her biri, kontrol
grubuna kiyasla CH'li bireylerde serum seviyelerinde énemli bir artis gdstermistir. Bu
sitokinlerin serum diizeylerinin saptanmasi, CH ile iliskili enflamatuar siirecin

izlenmesinde kullanilabilir.

Arastirma verileri, c¢alismada kullanilan belirte¢lerin (anti-tTG, anti-gliadin, anti-
endomysial, 1L-15, IL-21 ve TNF-a) aralarinda pozitif korelasyon oldugunu
gostermektedir. HLADQ?2 genotipi Irak'taki ¢olyak hastalari arasinda en yaygin HLA
genotipidir ve bunu HLADQS takip etmektedir. C6lyak hastaligi ile iligskilendirilen en stk
aleller (DQA1*05, DQB1*02 ve DRB1*3) igeren DQ2 cis-lokusu ile ilgilidir. Ote
yandan, (DQA1*05, DQB1*0301, DRB1*11 ve DRB1*12) igeren Haplotip 1 DQ2 trans
onemli Olclide artmis frekans gostermistir. Ayrica Haplotip 2 DQ2 trans alellerinin
(DQA1*02, DQB1*02 ve DRBI1*07) anlamli farkliliklar gosterdigi gozlenmistir.
(DQA1*03, DQB1*0302 ve DRB1*04) alellerini igeren HLA-haplotip DO8, (DQA1*03
veDRB1*04) alellerine gore anlamli bir farklilik gosterirken, DQB1*0302 sonucu
anlamli degildir. Colyak hastaligi olan hastalarda HLADQ?2 ile tTG, endomizyal ve
gliadin IgG arasinda giiclii bir iligki vardir. Colyak hastalarinda HLADQ?2 ile IL-15 ve
TNF-o arasinda pozitif, IL-21 ile negatif korelasyon vardir. HLADQ8 &HLADQ?2,8'in
(serolojik testler ve immiinolojik belirtecler) ile anlamli bir iliski gostermemesinin

ardindaki nedenler, dolasimdaki HLADQ'nun tespit edilebildigi hasta sayisinin azligina

101



baglanabilir. Bulgularimiz, MOBQO9 geni rs2305767 alellerinin artmis CH gelisme riski
ile iligkili olduguna dair ilk kanit1 sunmakta olup, bu durum CH'nin etiyolojisini ve

patogenezini etkileyebilir.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda, calismamiz iki kisitlama igermektedir. Ilk olarak, CD
hastalarindan aliman biyopsi Orneklerinin analize dahil edilmesi sonuglarin
yorumlanmasini gelistirecektir. Calismanin ikinci kisitlamasi ise hasta ve kontrol
ornekleminin kii¢iik olmasidir. Daha biiyiik bir 6rneklem biiyiikliigii ile daha gilivenilir
sonugclar elde edilebilir. Irakli hastalar arasinda CH hastaliginin epidemiyolojisi hakkinda
ek raporlar ve istatistiksel ¢alismalar yapilmasi, hastalik prevalansinin artmasi nedeniyle
¢ok onemlidir. Bu bulgular1 dogrulamak ve altta yatan siireci arastirmak gerekmektedir.
Ayrica, tan1 konulmamis vakalari tespit etmek i¢in farkli yas gruplarinda ¢olyak
hastaligina yonelik ulusal bir tarama programi planlanmasi Onerilmektedir. Colyak
hastaligi, tespit edilmemis vakalarin bilinenlerden daha fazla oldugu bir buzdagina
benzetilmektedir ve 6zellikle ¢olyak hastaligi olan bireylerin birinci derece akrabalar
arasinda yayginligi artmaktadir. Calismada, ek SNP'ler igerdigi gdosterilen mob9
genlerinin tek bir SNP'si arastirilmistir. CH'li hastalarda bu ek SNP'lerin incelenmesi
onerilmektedir. Kemokin reseptorlert CXCR3 ve transferrin reseptorii CD71'in bagirsak
biyopsilerinde ekspresyonunun incelenmesi, ¢iinkii bunlar bagirsakta submukozaya
gliadin translokasyonu i¢in spesifik reseptorlerdir. Bu nedenle, lokal interlokin etkilerini
degerlendirmek i¢in bagirsak mukozal hiicrelerinde interlokin ekspresyonunun

incelenmesi Onerilmektedir.
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