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TESEKKUR
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bir konuyla yola ¢ikip tezimin olusmasinda ve hastalara ulagsabilmemde ¢ok emegi
dokunan Prof. Dr. Ayhan Hilmi CEKIiN’e; kendi deneyimleriyle beni besleyip giiler
yiiziiyle hep yardimci olan Ars. Gor. Dr. Ceren HANGUL’e; ornekleri toplarken
ellerinden geldigince bana yardimci olmak i¢in ¢abalayan Antalya Egitim ve Arastirma
Hastanesi Gastroenteroloji Boliimiine; bu maceranin sona ulagsmasinda emegi gegen tiim
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’'ndaki kiymetli

hocalarima ¢ok tesekkiir ederim.
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Son olarak, daima arkamda olduklarini bildigim canim aileme tesekkiir ederim. Yaptigi
harika yemeklerle bu tezin olusumunda ¢okga glikozu blinyeme sokup kafami ¢alistiran
babam Turgay Pekcan’a, sik sik tezimi sorup unutmama hi¢ izin vermeyen ve beni ¢ok
kiiciik yasta endoskopi ile tanistirip arkadaslarim arasinda havali olmami saglayan canim
annem Ilknur Pekcan’a ve giin iginde gelen “Tezine baktin mi?” mesajlar1 ile
odaklanamayan Toygar’1 iyi bilip tiim bu siirecte her tiirli nazimi ¢eken muhterem

sevgilim [layda Karadeniz’e sonsuz tesekkiir ederim.



OZET

Amac: Colyak hastaligi (CH) diyetle alinan glutene kalici bir intolerans ile karakterize
ince bagirsagin kronik iltihapli bir hastaligidir. CH’nin bilinen tek tedavi sekli gliitensiz
diyettir. Gliniimiizde beslenme ile diyet bilesenlerinin bagirsak mikrobiyotasini
etkiledigi literatiirde goOsterilmistir. Bu c¢alismada, glutensiz diyet uygulayan
semptomsuz ¢oOlyak hastalarindaki yenilenmis duodenal mikrobiyotanin spesifik
bilesiminin yeni nesil dizileme yontemi ile tanimlanmasi ve literatiir temelli

karsilastirma ile verilerin irdelenmesi amaglanmaistir.

Yontem: Gliitensiz diyet uygulayan 10 ¢olyak hastasindan duodenum biyopsisi i¢in
endoskopi yapilip uygun biyopsi Ornekleri alinmistir. Toplanan biyopsiler DNA
ekstraksiyonu yapildiktan sonra sekanslama yapilana kadar -20°C’de saklanmuistir.
Dizileme islemi Illumina NextSeq 550 yeni nesil dizileme platformunda yapilip

duodenal mikrobiyota bilesimi analiz edilmistir.

Bulgular: Calismaya 5 erkek 5 kadin dahil edilip yas ortalamalari 38.1°dir. Orneklerde
toplam 36 farkli bakteriyel filum tespit edilmistir. En sik goriilen filumlar %31.46
Firmicutes, %21.47 Proteobacteria, %10.6 Bacteroidetes ve %6.1 Actinobacteria olarak
bulunmustur. Orneklerin aile olarak analizine bakildiginda, Bacillaceae 1 (%3.35) ve
Streptococcaceae (%2.94) gruplarinin en yiliksek bolluga sahip iki aile oldugu
goriilmektedir. Cins diizeyinde Streptococcus (%1.44) ve Geobacillus (%1.31) tiirleri
ornekler arasi en yiiksek yiizdeye sahip cinslerdir. Orneklerin tiir say1s1 ortalamas1 232.2
olarak hesaplanmistir. Shannon endeksine gore, temel bilesen analizinde farkh

gruplanan ii¢ 6rnekte gesitlilik, diger 6rneklere gore diisiik bulunmustur.

Sonu¢: Bu calismaya katilan glutensiz diyet uygulayan ¢olyak hastalarinda Firmicutes
en sik goriilen filum olmustur. Orneklerin 7 sinde baskin filum Firmicutes iken 3 {inde
Proteobacteria baskin izlenmistir. Temel bilesen analizinde ve hiyerarsik kiimelenme
agacinda 7 hasta birbirine yakin profil sergilerken 3 hasta onlardan farkl: bir duodenal

floraya sahiptir.

Anahtar Kelimeler: ¢olyak hastaligi, duodenal mikrobiyota, yeni nesil dizileme, 16s
rRNA



ABSTRACT

Objective: Celiac disease (CD) is a chronic inflammatory disease of the small intestine
characterized by a persistent intolerance to dietary gluten. The only known treatment for
celiac disease is gluten-free diet therapy. Today, it has been shown in the literature that
dietary components affect the gut microbiota. In this study, it was aimed to identify the
specific composition of the regenerated duodenal microbiota in asymptomatic celiac
patients following a gluten-free diet after active disease state by next-generation

sequencing method and to analyze the data by literature-based comparison.

Method: Endoscopy was performed for duodenum biopsy and biopsy samples were
taken from 10 celiac patients who were on a gluten-free diet. Collected biopsies were
stored at -20°C until sequencing after DNA extraction. Sequencing was performed on
the lllumina NextSeq 550 next generation sequencing platform and duodenal microbiota

composition was analyzed.

Results: Five men and five women were included in the study and their average age was
38.1. A total of 36 different bacterial phyla were detected in the samples. The most
common phyla were 31.46% Firmicutes, 21.47% Proteobacteria, 10.6% Bacteroidetes
and 6.1% Actinobacteria. When analyzing the samples as families, it is seen that
Bacillaceae 1 (3.35%) and Streptococcaceae (2.94%) groups are the two families with
the highest abundance. At the genus level, Streptococcus (1.44%) and Geobacillus
(1.31%) species have the highest percentage among samples. The average number of
species of the samples was calculated as 232.2. According to Shannon index, diversity
was found lower in the three samples that were grouped differently in PCoA compared

to the other samples.

Conclusion: In this study, Firmicutes was the most common phylum in celiac patients
on a gluten-free diet. Firmicutes was the dominant phylum in 7 of the samples, while
Proteobacteria was dominant in 3 of the samples. In PCoA and Hierarchical cluster tree,
7 patients showed similar profiles, while 3 patients had a different duodenal flora.

Keywords: celiac disease, duodenal microbiota, next-generation sequencing, 16s rRNA
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1. GIRIS

Colyak hastalign (CH) genetik olarak yatkin (HLA-DQ2 / DQ8 pozitif) bireylerde,
diyetle alinan glutene kalic1 intolerans ile karakterize en yaygin immiin aracili enteropati
ve ince bagirsagin kronik iltihapli bir hastaligidir (Cheng ve ark., 2013). Colyak
hastaliginin sonug veren ve bilinen tek tedavi sekli glutensiz diyettir (Wacklin ve ark.,
2013). Avrupa kokenli popiilasyonun %1 - %2’sini etkiledigi bilinmektedir (Lohi ve
ark., 2007). Ulkemizde Célyak hastalig1 goriilme sikligi % 0.3-1 arasindadir. Hastaligin
genetik kokeninde yatan HLA antijenlerinin irklara gore rastlanma sikligi da farklilik
gosterir. Colyak hastaligina olan duyarlilik MHC sinif II molekiilleri HLA-DQ2 ve
HLA-DQS ile giiclii bir sekilde iliskili olsa da yiiksek riskli HLA alelleri ve siklikla
glutene maruz kalan ¢ogu insanda CH gelismez (Torres ve ark., 2014). Bu nedenle
hastaligin ortaya ¢ikisinda ya da patogenezinde baska cevresel faktorlerin de varligi rol
oynayabilir. CH geleneksel olarak ¢cocuklukta gelisen bir hastalik olarak kabul edilse de,
birka¢ tarama c¢alismasi yetiskinlerde benzer prevalans oranlart bulmustur (Vivas ve
ark., 2008). Gerek wrksal farkliliklardan kaynaklt HLA ¢esitliligine ve gerekse beslenme
aliskanliklarina bagli olarak duodenal mikrobiyota diger iilkelerde gbzlenenden farkli
olabilir. Bu sebeple iilkemizdeki HLA tiplerinin farkli olusundan kaynakli hastalarda da
bilinenden farkli bir duodenal mikrobiyotanin goriilmesi olduk¢a olasidir (Torres ve

ark., 2014).

Klinik ve deneysel caligmalar, bagirsak mikrobiyotasinin obezite, diyabet, atopik
hastaliklar gibi cesitli bozukluklarin patogenezinde de Onemli bir rol oynadigini ve
ayrica CH gelisimine katkida bulundugunu dogrulamistir (Rajpal DK ve Brown JR,
2013). CH genellikle erken cocukluk doneminde, baslica cevresel tetikleyicisi olan
glutene ilk maruziyetten sonra ortaya ¢ikar. Bununla birlikte, erken ve ge¢ yetigkinlikte
CH baslangici yasayan hastalarin sayist giderek artmaktadir (Catassi ve ark., 2010), bu
da CH gelisiminde ek cevresel faktorlerin rol oynamasi gerektigini diisiindiirmektedir.
Aslinda, dogum sekli ve beslenme tipi, bagirsak enfeksiyonlar1 ve antibiyotik alimi gibi
erken donemde bagirsak mikrobiyota kompozisyonunu etkileyen diger ¢evresel faktorler
de CH gelistirme riski ile iliskilendirilmistir (Sanz ve ark., 2011). Bu nedenle, bircok
epidemiyolojik calisma, CH riskinin olusumunda birkag¢ perinatal faktoriin birlikte rol

1



oynadigini1 gostermektedir. Ayrica, birgok kompleks immiin aracili hastalik gibi ¢olyak
da bagirsak mikrobiyotasinin ve genomunun (mikrobiyom) bilesimindeki degisikliklerle
baglantilidir. Son zamanlarda, spesifik klinik belirtilere gore smiflandirilan ¢olyak
hastalarinin  farkli alt gruplar1 arasinda mikrobiyotanin farklilik gosterdigi de
gozlemlenmistir. Ek olarak, CH tanis1 konan hastalarin biiyilk ¢ogunlugu glutensiz
diyete yanit verse de, glutensiz diyete ragmen klinik iyilesme gostermeyen bir ¢olyak
hastalig1 alt grubu da vardir (Wacklin ve ark., 2013). Tim bu kanitlar birlikte ele
alindiginda, mikrobiyotanin hastalik belirtileri, patogenezi ve riskinde bir roli oldugunu
gostermektedir. Bu da belirli hasta alt gruplarinin semptomlarini hafifletmek veya
bagirsak mikrobiyotasint modiile ederek hastalik riskini azaltmak igin yeni stratejiler

bulma sansinin Oniinti agar.

16S rRNA gen klon kiitiiphanesi kullanilarak (Nistal ve ark., 2012), diyette glutenin
kesilmesi ile tedavi edilen ve edilmeyen ¢6lyakli yetiskinler arasinda duodenal
mikrobiyota ¢esitliliginin 6nemli Ol¢iide farkli oldugu goriilmiis; bununla birlikte, CH
olmayan kontrol gruplarinin bakteri topluluklar1 oldukca degisken bulunmustur. Ince
bagirsaktaki mikrobiyotanin bilesimi, saglikli bireylerde veya ¢olyakli hastalarda yiiksek
verimli 16S rRNA geni veya metagenomik siralama yontemleri kullanilarak nadiren

analiz edilmistir (van den Bogert ve ark., 2011; Cheng ve ark., 2013).

Bu yiiksek lisans tez calismasinda, aktif hastalik sonrasi glutensiz diyet uygulayan
semptomsuz ¢Olyak hastalarindaki yenilenmis duodenal mikrobiyotanin spesifik
bilesiminin yeni nesil dizileme yontemi ile tamimlanmasi ve literatiir temelli

karsilastirma ile verilerin irdelenmesi amaglanmaistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Mikrobiyota Ve Konak Iliskisi

2.1.1. Mikrobiyota

2.1.1.1. Mikrobiyota Nedir?

Insan viicudu ¢ok sayida mikroorganizmaya ev sahipligi yapmaktadir. Bakteriler,
arkeler, mantarlar, bazi Okaryotik bakteriler ve virlisler simdiye kadar tespit
edebildigimiz mikroorganizmalari olusturmaktadirlar. Viicudumuzda bulunan biitiin bu
mikroorganizmalar mikrobiyota olarak adlandirilirken onlarin genlerinin toplami ve
konaktaki ¢evresinden bahsediliyorsa "mikrobiyom" terimi kullanilmaktadir (Turnbaugh
ve ark., 2013). Yillardir sikga duydugumuz viicudumuzda insan hiicrelerinden 10 kat
daha fazla sayida bakteri hiicresi var soylemi kisa bir siire once yapilan ¢alismalarda,
erkeklerde yaklasik 1.3/1, kadinlarda yaklasik 2.2/1 olarak mikroorganizmalarin sayica
biraz daha fazla oldugu bir sekilde revize edilmistir (Sender ve ark., 2016).

Insan gastrointestinal sistemi agiz, mide, ince bagirsak [duodenum, ileum, jejenum],
kalin bagirsak ve rektumdan olusmaktadir. Her bir bdlge mikrobiyal agidan birbirinden
farklilik gostermektedir. Cogu saglikli insanin bagirsak mikrobiyotasinda hiicresel
olarak gorece bakterilerin bollugu s6z konusudur ve Ozellikle Bacteroidetes ve
Firmicutes filumlarinin iiyeleri tarafindan domine edilmis durumdadir. Sadece ufak bir
kisim bakteriyel olmayan mikroorganizmalardan (fungi, arke gibi) olusur. Bu iki
bakteriyel filumun orani kisiden kisiye %210 ila %90 gibi genis bir aralikta degisse de bu
iki filumun toplam yiizdesi yaklasik olarak %95 gibi oranlart bulmaktadir. Bununla
birlikte, 6zellikle hastalik durumundaki bazi bireylerde Proteobacteria, Verrucomicrobia,
Actinobacteria veya Fusobacteria gibi diger bakteri filumlarn biiylik yiizdelere sahip

olabilir (Human Microbiome Project Consortium, 2012).

Bagirsaktaki mikrobiyotanin kolonizasyonu normal dogum sirasinda dogum kanalindan

gecisle baslar ve geng eriskinlige kadar kademeli bir sekilde bu mikrobiyota degisimi



devam eder. Mikrobiyotanin icerigi yogunlukla genetik gecmise, cografi faktorlere ve
diyete baglidir ancak bu igerige etki eden farkli faktorler de bulunmaktadir (Bustos F. ve
ark., 2014). Mikrobiyota, tiirler arasinda devamli bir degisimin oldugu kompleks ve
dinamik bir ekosistemdir. Bu ekosistemdeki hastalik ve saglik arasi tiir dinamiklerinin
anlagilmas1 da mikrobiyotanin fonksiyonunu tahmin etmek ve anlamak acgisindan

merkezi bir role sahiptir.

Memeli bagirsak mikrobiyotasinin ana islevi, konak tarafindan verimli olarak
parcalanamayan ve kullanilamayan lif ve seliiloz gibi diyet bilesenlerini parcalayarak,
gida sindirimine ve enerji liretimine yardimci olmaktir. Fakat bundan da fazlasi,
bagirsaktaki mikrobiyota kolonizasyonu, konagin bagisiklik sistemini egitir ve bagirsak
yolundaki anatomik yapilarin dogru gelisimini sekillendirmeye yardimer olur (Round ve
Mazmanian, 2009).

Bagirsak mikrobiyomumuzun genomlarinin, insan genomundan 500 kat daha fazla gen
kodladigi tahmin edilmektedir (Li ve ark., 2014). Bu da demek ki bu mikrobiyal
topluluk ¢cok daha fazla biyokimyasal reaksiyon yapabilir ve konagindan daha fazla tepki
verir. Bagirsak mikroplarimiz temelde kiigiilk biyokimyasal fabrikalardir ve
viicudumuzun metabolik kapasitelerini genisletmektedirler (Grice ve Segre, 2012).
Hayvan modelleri, yapay ve her zaman insan fizyolojisi i¢in kesin bir temsilci olmasa
da, mikrobiyota aragtirmalarina onemli katki saglamistir. (Sonnenburg ve Bickhed,
2016). Normal bir mikrobiyota ile kolonize edilen farelerin kani, mikropsuz (germ-free)
farelerin kaninda bulunmayan diizinelerce metabolit igerir (Germ-free fare: sezaryen ile
dogan ve steril izolatorlerde yetistirilen). Bu da mikrobiyomun varliginin konagin
biyokimyas: iizerinde biiyilik bir etkiye sahip olabilecegini diistindiirmektedir. (Wikoff
ve ark., 2009).

2.1.1.2. Mikrobiyotanin Gelisimi

Insan bagirsak mikrobiyotasinin yapis1 ve bilesimi, konak ve mikroplari arasindaki
birlikte evrimden kaynaklanir. Simdiye kadar, saglik ve hastalik durumlarinda bagirsak

mikrobiyotast {izerine yapilan ¢alismalarin  ¢ogunlugu diski mikrobiyotasina
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odaklanmistir, ¢iinkli diskiya invaziv olmayan bir sekilde erisilebilir ve elde edilmesi
kolaydir. Bu nedenle, bu literatiir taramasi1 ¢ogunlukla c¢alisma materyali olarak digki
kullanan ¢alismalara dayanmaktadir ve bu nedenle bagirsak mikrobiyotasi, aksi

belirtilmedikce digki mikrobiyotasini ifade etmektedir (Cheng, 2016).

Bireyler arasinda mikrobiyota taksonomik igeriginde biiyiik farkliliklar gosterir ve ayni
kisi bile zaman iginde Onemli Olglide farkliliklar gosterebilir. Fonksiyonel fazlalik,
saglikli mikrobiyota karakterizasyonunu son derece karmasik hale getirir, ¢iinkii farkli
taksonomik profiller, benzer davraniglara sahip ekosistemlere yol agabilir (Dominguez-
Bello, M. G. ve ark. ,2019). Baz1 gozlemsel ¢alismalar, mikrobiyota kompozisyonunun
2-3 yaslarinda tam olarak gelistigini gdstermektedir, ancak kiigiik ¢ocuklarda mikrobiyal
topluluk yapist ve gesitliligi hala yetiskinlerinkinden farklidir (Bergstrom ve ark., 2014;
Koenig ve ark., 2011; Yatsunenko ve ark., 2012). Ek olarak, konak-mikrobiyota
etkilesimlerinin belirlenmesinde c¢ok Onemli oldugu diisiiniilen mukoza ile iliskili

mikrobiyotanin gelisimi hala tam olarak anlagilamamastir.

Dogum, karmasik bir mikrobiyotayla ilk biiyiik temastir ve memelilerde nesiller arasi
mikrobiyota transferi i¢in en ilkel mekanizmalardandir. Korioamniyotik membranin
yirtilmasi, bebegin; annenin vajinal ve perineal diski mikroplarina maruz kalmasina izin
verir (Bahn ve ark, 1998) Bebekler dogal normal dogumda, derileri ve agizlari annenin
vajinal sekresyonu ile kapl olarak dogarlar (Mueller ve ark., 2020). Mekonyumda hem
DNA hem de canli bakterilerin gézlemlenmesiyle bu sav desteklenmistir (Nagpal ve
ark., 2016). Mikrobiyotamiz, annelerimiz, biiyiikannelerimiz ve daha ileri anaerkil
cizgide, mikrobiyal aktarim ile atalarimiza kadar uzanir. Bu ilk kolonize tiiriin, sirayla
gelisen bagisiklik sistemini egiten ve sonraki mikroplar tarafindan kolonizasyon ig¢in
uygun kosullar saglayan bir "Oncii mikrobiyota" olusturulmasinda 6nemli oldugu
gosterilmistir (Dominguez-Bello ve ark., 2010). Aktarilan mikrobiyotanin, yeni dogani
besleyecek olan mikroplarin ¢ogunu igerip icermedigini ve hangi suslarin anneden
bebege gecip viicudunun hangi kisimlarin1 kolonize ettigi ve bunlarin islevleri; ayrica,
bebegin mikrobiyal ¢esitliligine babanin ve kardeslerin katkisi ve son olarak modern
tibbi uygulamalardan hangilerinin kusaklararasi iletimi azaltti§i heniiz tam olarak

anlagilamamistir (Song S.J. ve ark., 2013).



2.1.1.3. GIS Fizyolojisi

Gastrointestinal sistemin genel fonksiyonu, sindirim enzimleri ile kompleks makro
besinlerin mikro besinlere yikimi ve emilimi sonucu bu kii¢iik besin molekiillerinin ince
bagirsaktan kan ve lenf dolasimina gecisi ile enerji elde edebilmektir. Gastrointestinal
sistemin motilite, sekresyon, sindirim ve emilim olmak iizere dort adet temel fonksiyonu
vardir. Motilite kas hareketleri sayesinde yiyeceklerin kiiciik parcalara ayrilip karigmasi
ve Gastrointestinal Sistem (GIS) boyunca iletiminden sorumludur. Sekresyon, sindirim
sirasinda ihtiya¢ duyulan enzim, mukus ve sivilarin salgilanmasidir. Sistem boyunca diiz
kaslarin peristaltizmi ile hareket eden besinler, mukozal yiizeyle gereken siire boyunca
temas ederek yeterli emilim saglanir. Bu mukozal yiizey konakla mikroplarin
etkilesiminin gergeklestigi ana konumdur. Bagirsaktan giin boyunca yaklasik 9 litre sivi
gecer (sindirim enzimler, iyonlar, safra, mukus, su gibi) ve burada absorbe edilir. Bu s1vi
hareketi hiicreler arasi ve transseliiler olmak tizere ikiye ayrilir. Hiicreler arasi yol; tight
junction denilen siki baglantilarda ifadelerin degisikligi ile, besin emilime bagli sivi
hareketini igerir. Transseliiler yol ise epitel hiicrelerin membranlarindan pasif diflizyon
yoluyla iyonlarin ve besinlerin, aquaporinler ile de sivilarin gecisini icermektedir.
Bagirsakta yiiksek miktarda emilim gerceklestigi icin GIS’in mukozal epitel bariyeri
potansiyel antijenlere, toksinlere ve enfeksiydz materyallere karst kendini korumak

tizere evrimlesmistir (Camilleri ve ark., 2012).

Insanda GIS birden fazla farkli organdan olusur. Ust ve alt GIS olarak ayrilabilir. Ust
GIiS’i, agiz, yemek borusu, mide, duodenum, jejunum ve ileumu ifade eder. Kolon,
rektum ve aniis ise alt GIS’i olusturur. Bu sistemler sekil 2.1°de gosterilmistir. Ozofagus
(yemek borusu), cok koordineli 6zofagus peristaltizmi (dalgasi) yoluyla yutulan gidalari
farinksten mideye iter. Mideye girdikten sonra yiyecek karigimi, mide asidi ve sindirim
enzimleri ile karistirllir ve kimus adi verilen sindirilmis materyal, pilorik sfinkterden
duodenuma gegmek iizere parcalanir. Ince bagirsakta (duodenum, jejunum ve son olarak
ileum) sindirim siireci, besin emilimine yardimci olmak i¢in proteinleri, yaglar1 ve
karbohidratlar1 pankreas enzimleri ile daha kii¢iik bilesenlere ayirir. Sindirim siirecine
yardimet olan aksesuar organlar arasinda tiikiiriik bezleri, pankreas, karaciger ve safra

kesesi bulunur. Liimen igerigi kalin bagirsaga ulastiginda, icerikler artik digki olarak



adlandirilir. Rektum ve anal kanal yoluyla atilmak iizere hazirlanir. Sindirim siireglerini
koordineli bir sekilde gergeklestirmek i¢in, gastrointestinal (GI) yol genel olarak, emilim
ve salmim gorevlerinin yapan epitel hiicrelerin olusturdugu i¢ mukozal tabakadan
meydana gelir. Bu mukoza, bir dizi katmandan olusan fonksiyonel bir anatomiye
sahiptir. Bu katmanlar arasinda sinirler, lenf dokular1 ve bag dokusundan olusan
submukozal katman; boyuna ve dairesel diiz kaslardan olusan kas tabakasi ve en dis

katman olan serozayi icerir (Greenwood-Van Meerveld, Johnson ve Grundy, 2017).

Bagirsak duvari i¢inde, otonom sinir sisteminin bir alt boliimii olan ve otonom aktivite
yapabilen Enterik Sinir Sistemi (ESS) bulunur. ESS, Merkezi Sinir Sistemi’nde bulunan
bir¢ok norotransmitter ve néromodiilatorii igerir ve diiz kas ve mukoza fonksiyonunu
kontrol eden 6zel devreler halinde organize edilmistir (Erdogan, 2015). Yiiz milyondan
fazla noron igeren bir sinir ag1 vardir (Snell, 2011). ESS igindeki bu devreler, Merkezi
Sinir Sistemi (MSS) katilim1 olmadan rutin sindirim mekanizmalarinin ilerlemesine izin
verir. ESS, duyusal néronlar, motor néronlar ve GI yoldan gelen bilgilerin dikkatlice
entegre edilmesini saglayan karmasik sayida internéron igerir. ESS’de bulunan igsel
birincil duyusal noronlar, GI kas sistemini diizenleyen motor ndronlarin ve salgi
hiicrelerini sinir sistemine baglayan sekretomotor ndronlarin aktivitesini kontrol eden
interndronlara sinaptik olarak baglidir. Duyusal néronlarin bu sistemle i¢ ice olmasi

sebebiyle bagirsaklarimiz ikinci beyin olarak adlandirilmistir.



Agiz
Yutak

Ozofagus
Karaciger
Safra kesesi Mide
Duod
: Hodentm Pankreas
Ince ]
Bagirsak Jejenum .
ileum Kolon ( Kalin Bagirsak)
Cekum Rektum
Apandist & Aniis

Sekil 2.1. Gastrointestinal sistemin sematik gosterimi (Cheng ve ark., 2013)

Gl mukozada yaygin olarak dagilmis 6zel enteroendokrin hiicreler (EEH) vardir. Bu
hiicreler liimen igerigini algilama, uzak hedeflerde klasik hormonlar icin sinyal
molekiilleri salgilama veya farkli komsu hiicreler iizerinde parakrin bir sekilde hareket
etme yetenegine sahiptir. Bu etkilere noronsal yollar (enterik ve ekstrinsik ndronlar)
dahildir. Her EEH tipinin GIS boyunca karakteristik bir dagilimi vardir. Salinan
mediyatorler arasinda kolesistokinin (CCK) ve glukagon benzeri peptid 1 (GLP-1) Gl
fonksiyonunun refleks kontroliinde ve gida aliminin diizenlenmesinde onemli roller
oynar. EEH'lerde, darbogaz seklinde olan ve mikrovillilere bakan hiicreler "agik tip"
olarak adlandirilirken bazal membrana yakin bulunan, bagirsak liimenine ulagsmayan ve
mikrovilli olmayanlara ise “kapali tip” denir. Ag¢ik tip EEH'ler, liimene ulasan
mikrovilluslar araciliiyla limen igerigini dogrudan tespit ederken, kapali tiplerin liimen
icerigi tarafindan dolayli olarak néral veya hiimoral yollar araciligiyla aktive edildigi

diistiniilmektedir (Gribble ve Reimann, 2016; Latorre ve ark., 2016). Bu EEH-duyusal



noron baglantisi, EEH'ler ve onlarin ESS ve MSS ile iletisimdeki rolleri hakkinda yeni
bir perspektif agmistir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak EEH fonksiyonlarint degistirmeye
etki eden ilaglar, Gl bozukluklarda siklikla goriilen depresyon ve anksiyete gibi
rahatsizliklarin kontroliinde rol alabilir. EEH’ler iizerinden calisan bilesiklerin terapotik
potansiyeli yiiksek bulunmustur. Ornegin, diabetes mellitus tip 2'yi tedavi etmek igin
kullanilan, GLP-1R agonisti olan bir molekiil, bu 6zelligini pankreatik B-hiicrelerinden
insiilin salgilanmasin1 uyarma kapasitesi sayesinde alir (van Raalte ve ark., 2016).
Ayrica, gastrik bypass olan hastalarda gida alimimin azaltilmasia bagli olarak azalan
GLP-1 ve bagirsak hormonu olan PYY(3-36), obeziteyi tedavi etmek igin yeni bir
terapotik potansiyele sahip olabilir (Svane ve ark., 2016).

2.1.1.4. Mikrobiyota-Organ Akslari

Bagirsak mikrobiyotasi, karmasik bir sekilde diger organlarla ve genel sagligimizla da
baglantilidir. Bagirsak mikrobiyotasi i¢in tabir edilen 'organ' benzetmesi, diger organ
sistemlerini etkileyebilecek kadar biiyiik bir immiinolojik etkiye ve metabolik kapasiteye
sahip olmasindan gelmektedir (Patterson ve ark., 2016). Bu sistem beyin, deri, karaciger,
kemikler, bobrek, akcigerler gibi bircok organla iletisim halindedir ve sagliklilik
acisindan diizenleyici; hastalik durumunda ise hastalia neden olabilecek diizeyde
yakindan iliskilidir. Ornegin, bagirsak mikroplar1 ve beynimiz arasinda, bagirsak-beyin
aksinda, mikroplarin konagin beyin gelisimi ve davranisi iizerinde dogrudan mikrobiyal
metabolitler yoluyla bir etkiye sahip olabilecegi yoniinde kanitlar vardir. Kan dolagimi
veya dolaylt olarak, ornegin belirli genlerin ifadesini degistirerek bu iletisimin

saglandig1 diigiiniilmektedir (Dinan ve Cryan, 2017).

Mikroorganizmalarin davranis ve biligsel fonksiyonlar iizerindeki etkisi giderek daha
fazla anlasilmaktadir. Mikrobiyal sinyaller, saglikli insan viicudunun 6nemli iglevlerini
diizenleyebilir ve ¢ok sayida caligma, bir¢ok hastaligin bagirsak mikrobiyotasinin
bozulmasindan (disbiyozis) kaynaklandigini gostermistir (Schroeder ve Backhed, 2016).
Ornegin, Beyin Kaynakli Nérotrofik Faktér (BDNF), hipokampal bdlgede néronal

hayatta kalma ve biiyiimede rol oynayan merkezi bir norotrofik proteindir. Gelisim ve



yetiskinlik doneminde noéronlarin hayatta kalmasi ve farklilasmasi, fonksiyonel
sinapslarin olusumu ve noroplastisite gibi siireclerde 6nemli rol oynar. BDNF miktarinin
bagirsak-beyin ekseninden etkilendigi gosterilmistir. Bazi ¢alismalarda, mikrobiyota
profili enfeksiyon yoluyla degistirildiginde, artmis anksiyete benzeri davranislarla iliskili

diisiik hipokampal BDNF seviyeleri gézlenmistir (Cryan and Dinan, 2012).

Bagirsak ve deri bir dizi Oonemli ozelligi paylasir. Her ikisi de yogun sekilde
damarlanmistir ve sinir sistemine baghdirlar. Aym1 zamanda farkli mikrobiyal
topluluklarla biiyiik Olclide kolonizedirler ve g¢evreyle iletisim kuran 6nemli temas
organlari olarak ¢alisirlar. Ayrica, genel bagisiklik ve endokrin sistemleriyle i¢ icedirler
ve noroendokrin organlardir. Hem derinin hem de bagirsagin diizgiin ¢aligmasi, tim
organizmanin homeostazi ve hayatta kalmasi icin gereklidir. Hem diyet hem de
tanimlanmus cilt hastaliklari, belirli Gl ile giiglii bir iliski gdstermektedir. Ornegin,
iltahapli bagirsak hastaligi ve ¢Olyakta dermatit ve sedef goriilmesi bu sistemlerin
iligkisini kanitlar niteliktedir (Kelsen ve Wu, 2012; Wu ve ark., 2013). Bu durum hem
dahiliye hem de dermatoloji ders kitaplarinda yillardir bahsedilmektedir (Goldsmith ve
ark., 2012).

Bagirsak mikrobiyotast ile bagirsak disi organlar arasindaki en onemli baglantilardan
biri bagirsak-karaciger aksidir. Uzun yillardan beri, karacigerin siirekli olarak sadece
sindirim ve emilim triinlerine degil, ayn1 zamanda bakteri ve lipopolisakkarit (LPS) gibi
bakteriyel bilesenler dahil olmak iizere bagirsak kaynakli faktdrlere maruz kaldigi iyi
bilinmektedir. GIS ile karaciger vena porta yolu ile yakin iliskidedir (O'Hara ve ark.,
2007). Fizyolojik olarak, bu eksen, konagi bagirsaktan gelen potansiyel olarak zararli ve
toksik maddelere kars1 koruyan ve boylece bagisiklik sisteminin homeostazin1 saglayan
onemli bir operasyonel birim gibi goriinmektedir (Ponziani ve ark., 2019). Hayvanlarda
ve insanlarda yapilan deneysel ¢alismalar, siroz, alkole bagli karaciger hastaligi ve non-
alkolik steatohepatit gibi bircok karaciger hastaliginin bagirsak disbiyozu ile baglantili
oldugunu gostermistir (Betrapally ve ark., 2017).

Akcigerlerde bagisikligin olgunlagsmasi ve homeostazinda akciger mikrobiyotasinin ¢ok
Oonemli rol oynadig1 son birkag yilda ortaya ¢ikmistir (Dickson ve ark., 2018). Solunum

yolunun mikrobiyal kolonizasyonu, o bolgedeki bagisiklik hiicrelerinin olgunlasmasi
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icin gerekli sinyalleri saglar (Gollwitzer ve ark., 2014). Bolgeye 6zgii mikrobiyota
tarafindan yerel bagisiklik diizenlemesinin Gtesinde, bagirsak mikrobiyotasinin uzak
bolgelerdeki bagisiklik etkisi, o6zellikle pulmoner bagisiklik sistemi iizerinde artik
taninmaktadir (Chiu ve ark., 2017). Mezenterik lenfatik sistem; akcigerler ve bagirsak
arasinda, bu bolgelerdeki bakterilerin, onlarin parcalarinin veya metabolitlerinin (6rn.,
KZY A'lar) bagirsak bariyerinden sistemik dolasima gegip akcigerlerde immiin yanitini
modiile ettigi bilinmektedir (Trompette ve ark., 2014; Bingula ve ark., 2017; McAleer ve
Kolls, 2018).

Bagirsak ve beyinle benzer sekilde, bagirsak ve bobrek arasinda da iki yonlii bir sinerji
iligkisi vardir. Bir yanda, trimetilamin-N-oksit (TMAO), p kresil siilfat ve indoksil siilfat
gibi tiremik toksinler (Meijers ve Evenepoel, 2011) mikrobiyal metabolizmadan ortaya
cikarken, diger yanda bu liremi bagirsak mikrobiyotasinin igerik ve metabolizmasinin
bozulmasina neden olur (Jiang ve ark., 2015). Bu metabolitler, vaskiiler ve renal

toksisite gosteren konak-mikrobiyota etkilesimleri nedeniyle ortaya ¢ikar.

Yukarida da bahsedildigi gibi bagirsak mikrobiyotasinin kendinden olduk¢a uzak bolge
ve organlarda bile o bolgedeki bagisiklik tepkisini modiile edebilmekte ya da ortaya
¢ikardigi metabolitler araciligiyla olduk¢a 6nemli diizenleyici ya da zarar verici etkilerde
bulunabilmektedir. Bu veriler de bagirsagin diger organlarla olan iletisimini ve

etkilesimini bize gdstermektedir.

2.1.1.5. Mikrobiyota ve Bagisikhik Sistemi

Mikrobiyota, bagisiklik sisteminin mimarisinin (Peyer plaklar1 gibi), spesifik bagisiklik
hiicre popiilasyonlarinin (diizenleyici T hiicreleri gibi) gelisiminde ve bagisiklik hiicre
tipleri arasindaki dengenin sekillenmesinde rol oynar. Mikrobiyotadan en ¢ok etkilenen
gastrointestinal bagisiklik mimarisinin iki bileseni, mukus tabakasi ve Peyer plaklarinm
iceren bagirsakla iligkili lenfoid dokudur (GALT) (Rautava ve ark., 2012). Mukoza

tabakasi, bakteri yoniinden zengin olan bagirsak liimeni ve bagirsak epiteli arasindaki
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ayirict tabakadir. Bu bakteri icermeyen bolge, bagisiklik elemanlar1 ile bakterilerin
temasint engeller, aksi takdirde siirekli bagisiklik uyarimi ve iltihaplanma meydana
gelecektir. Bu fiziksel ayrim, tek bir hiicre kalinliginda olan epitel tabakasinin bariyer
fonksiyonunu giiclendirmeye yardimci olur (Deplancke ve Gaskins., 2001). Bagirsak
mikroplar1, mukus tabakasinin korunmasi i¢in gereken uyaranlart saglar. Mikrobiyotast
olmayan hayvan deneyleri gostermistir ki bu germ-free canlilar, vahsi tipte olan
hayvanlardan daha ince mukoza tabakasina sahiptir. Bunun sebebiyse mikrobiyotanin
bazi iiyeleri, Akkermansia muciniphila ve Lactobacillus tiirleri gibi, mukus tiretimine
katkida bulunmalaridi (Everard ve ark., 2013).

Dogustan gelen bagisiklik sistemi, mukus tabakasinin sterilligini korur. Bagirsak epitel
hiicreleri bakteri-mukoza temasini salgilanan antibakteriyel proteinlerle saglamaktadir.
Spesifik olarak Gram-pozitif bakterileri hedef alan, dogrudan bakterisidal bir C-tipi
lektin olan Regllly Regllly, enterositler ve Paneth hiicreleri dahil olmak iizere epitel
hiicreleri tarafindan iiretildigi distal ince bagirsakta (ileum) en belirgin sekilde eksprese
edilir. Bagirsak epitel hiicreleri, MyD88'e bagli bir sekilde antibakteriyel Reglllg iiretir.
Regllly ekspresyonu, mikrobiyota ve konagin fiziksel ayrimu ile iliskilidir. ReglIly'nin
bagirsak epitel yiizeyinin bakteriyel kolonizasyonunu kisitladigi ve mikrobiyota
tarafindan kazanilmis bagisiklik tepkilerinin aktivasyonunu smirladigini gosterilmistir.
Reglllg negatif fareler, artmis kazamilmis immiin aktivasyon, artmus fekal
immiinoglobulin (Ig)A ve lamina propriada artmis Thl hiicreleri sergilemistir. Bu
artislarin  bagirsak mikrobiyotasina bagli oldugu diislinilmistiir. Mikrobiyotanin
bagirsak epitelinden bu fiziksel ayrimi, dogustan gelen bagisiklik sisteminin, adaptif
bagisiklik sistemi ile temasi sinirlayarak bagirsak mikrobiyotasinin toleransini

koruduguna bir drnektir (Vaishnava ve ark., 2011).

Saglikli bir mikrobiyota, kolonizasyona karsi kendi korumasini olusturarak konagi
ayrica korur. Buna kolonizasyon direnci denmektedir. Mikroorganizmalar, epiteli,
mukus tabakasina antimikrobiyal peptidler salgilamasi i¢in uyarir ve patojenlere karsi
bir bariyer saglar (Gareau, Sherman ve Walker, 2010). Bifidobacterium gibi kommensal
bakteriler, Enterohemorajik E. coli O157:H7 gibi enfeksiyonlart 6nlemek i¢in maddeler
tiretebilir. (Fukuda ve ark., 2011).
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Mikrobiyota, bagisiklik toleransini destekleyen fiziksel bariyer iizerindeki etkisine ek
olarak, GALT olusumunu da uyarir. Germ free hayvanlarda yapilan calismalarda,
GALT'taki germinal merkezlerin ve sekretuar IgA'nin azaldig1 gosterilmistir (Ibnou-
Zekri ve ark., 2003). GALT tarafindan iiretilen IgA, immiinomodiilator bir sekilde etki
eder. Kommensal bir bakteri olan Bacteroides fragilis'in bir bileseni olan bakteriyel
polisakkarit A (PSA) ile temasa gectiklerinde, lokal olarak IgA salgilamak i¢in
kazanilmis immiin yanit1 uyarirlar. Lokal olarak iiretilen bu IgA daha sonra bakteriyel
antijeni kaplar ve dogustan gelen bagisiklik tepkisinin aktivasyonunun azalmasina neden
olur (Peterson ve ark., 2007). Bu sekilde GALT, bakteriyel antijenleri taniyan ve
bagisiklik tepkisini uyaran bagimsiz bir bagisiklik sistemi olarak islev goriir, ancak yanit
mukozal bdlmede tutulur ve boylece sistemik iltihaplanmadan kagmilir. Isvegli
bebeklerde yapilan bir aragtirma, Bifidobacterium tiirlerinin artan gesitliliginin, alerji ve
otoimmiiniteye karst koruma ile baglantili olan artan IgA ile iliskili oldugunu

gostermistir (Sjogren ve ark., 2009).

2.1.1.6. Mikrobiyota ve Hastalik iliskileri

Son on yilda, koruyucu bagirsak bariyerinin ilgili bakteriler ve metabolitleri ile
dogrudan temas yoluyla giiclendirilebilecegi hipotezi kuruldugundan saglik ve hastalik
durumunda mikrobiyota konusu iizerine yogun ilgi olmustur ve gilincel Pubmed
verilerine gore (05/05/2022) mikrobiyom ve hastalik iliskileri lizerine toplamda 50,274
adet yayin bulunmaktadir.

(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=microbiome+and+disease). Yapilan bu

caligmalarda, bagirsak mikrobiyotasi, potansiyel olarak yeni miidahale olanaklari sunan
fonksiyonel ve tanisal biyobelirtecler saglayabilir. Tablo 2.1°de bu biyobelirteglere

ornek verilmistir.
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Hastalikla iliskili Tiirler Saghkla iligkili Tiirler

Colyak Hastalig Ruminococcus torque benzeri tiirler Bifidobacteria

Inflamatuar Bagirsak Ruminococcus gnavus, Ruminococcus | Faecelibacterium prausnitzii

Hastahig torque Akkermansia muciniphila
Tip 1 Diyabet - Bifidobacteria
Multipl Skleroz * Methanobrevibacter* Sutterella*
(MS)

Tablo 2.1. Bagirsak mikrobiyotasinda potansiyel biyobelirteg olarak kullanilan bazi bakteri tiirleri ve
iligkili hastaliklar1 (Cheng ve ark., 2013). MS* (Schepici ve ark., 2019)

Sagliklt mikrobiyota ve hastalik karsilastirmalarinda, genellikle mikrobiyal disbiyoz
veya dengesizlik kavrami kullanilmaktadir (Cheng ve ark., 2013). Sorunlu mikrobiyota
icin kullanilan bu kavramlar, saglikli deneklerde gozlemlenen stabilitenin aksine,
mikrobiyotada kalic1 rahatsizliklara neden olan mikrobiyal ekosistemde esnekligin
olmamasi ile ilgilidir (Zoetendal, Rajilic-Stojanovic ve de Vos 2008; Jalanka-Tuovinen
ve ark., 2011). Bununla birlikte, mikrobiyal disbiyoz, saglikli kisilerde gozlenenin
aksine mikrobiyota bilesiminde degisiklikle iligskilendirilmistir. (Round ve Mazmanian,
2009). Otoimmiin hastaliklarda inflamasyonu uyaranin, bagirsak mikrobiyotasindaki
dengesizlik oldugu bulunmustur. Mikrobiyal disbiyoz; simbiyont olarak da adlandirilan
koruyucu bakterilerde bir azalma olarak kendini gosterir ve bu da mukozal bariyerin
bozulmasma neden olur (Round ve Mazmanian, 2009). Inflamasyon patolojisinde
mikrobiyal disbiyozun rolii biliniyor olsa da net olarak agiklanamamistir. Artan
proinflamatuvar bakteri veya patobiyont oranlarina sahip disbiyotik mikrobiyotanin,
bagirsakta epitel saglamligini bozabilecegi ve daha fazla inflamasyonu uyarabilecegi 6ne
striilmistiir (Kirjavainen ve ark., 1999; Round ve Mazmanian, 2009; Pastorelli ve ark.,
2013).

Mikrobiyotanin hastalikla iliskisi ile ilgili ¢aligmalarda, nedensellik mi korelasyon mu
sorusu ele almmustir. Ornegin, bir cilt hastaligi olan sedef hastalarinda saglikl

kontrollerden farkli bir cilt mikrobiyotas1 gozlenmistir (Alekseyenko ve ark., 2013),
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ancak bu degisen mikrobiyotanin hastaligin nedeni mi yoksa degisen cilt dokusunun bir
sonucu mu sorusuna cevap vermek yillardir bilim insanlarini zorlamistir. Son kesifler,
degisen bir cilt mikrobiyotasinin atopik dermatite (Kobayashi ve ark., 2015) neden
olabilecegini belirtirken, sedef hastalarinda degisen mikrobiyotanin, cildin fizyolojik
degisikliklerinin bir yan etkisi veya bir etkisi gibi goriindiigiinii ileri stirmiistiir (Nichues
ve ark., 2017). Mikrobiyota, dogrudan bir hastaliga sebep olmasa bile, mikrobiyal
toplulukta sonradan meydana gelen degisimler diger hastaliklarin riskini artirabilir. Ek
olarak, mikrobiyota, teshis edilmesi zor hastaliklarda, 6zellikle Crohn hastalig1 gibi,
belirli hastaliklar1 veya alt tipleri test etmek icin hala faydali bir belirte¢ olarak kabul
edilebilinir (Knight ve ark.,, 2017). Bu alandaki kanitlarin artmasi, bagirsak
mikrobiyotasinin bilesimi ve islevindeki degisikliklerin, obezite (Maruvada ve ark,
2017), diyabet (Knip ve Honkanen, 2017), inflamatuvar bagirsak hastaligi (Ni ve ark,
2017) ve kanser (Kareva, 2019) de dahil olmak {izere bir takim kronik inflamatuvar
hastalik ile iligskili oldugu hipotezini desteklemektedir. Mikrobiyota ve hastalik
iligkilerine immiinolojik perspektiften bakildiginda, ¢esitli bakteri tiirlerinin Thl, Th2,
Th17 ve Treg gibi pro- veya anti-inflamatuvar 6zelliklerle iliskili olan farkli T hiicre
popiilasyonlarinin ~ farklilagsmasimi  uyarabildigi  goriilmistir. Th1/Th2  hiicre
popiilasyonlarinin orani, otoimmiin hastaliklarin (Th1-polarizasyon) ve alerjilerin (Th2-
polarizasyon) patogenezinde Onemlidir (Campbell, 2014). Bu nedenle, mikrobiyal
disbiyozun kendisi birtakim farkli anomalilere de sebep olabilir; 6rnegin, bozulmus
epitel bariyer fonksiyonu, bagisiklik sisteminde diizensizlikler ve ardindan mukozal
inflamasyonun ortaya ¢ikist gibi. (Cheng ve ark., 2013; Ohland ve Jobin, 2015; Round
ve Mazmanian, 2009). Tetikleyici faktorlerden bagimsiz olarak, bagirsak iltihabi,
bagirsak homeostazinda ilerleyici bir bozulma ile bir kisir dongii ortaya c¢ikarabilir
(Cheng ve ark., 2013; Kirjavainen ve ark., 1999; Ohland ve Jobin, 2015). Bu da
hastaliga sebep olan esas faktoriin hangisi oldugunun bilinemedigi bir duruma
dontigmektedir. Bu sorunu agmak icin, uzun donemli caligmalara, yani ayni bireylerde
saglikli bir durumdan hastalik teshisine kadar hastalik ilerlemesinin izlenmesinden elde

edilen verilere ihtiyag¢ vardir (Cheng, 2016).
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Bozulmus Patobiyonlar | |Kommensallar, | Simbiyontlar
mukozal Mikrobiyal
bariyer <4 dishiyoz

fonksiyonu / ~Ganetik

yatkinlik a A
- * @
\ Tetikleyici N .-

Faktorler

Mukoza Inflamasyon A Homeostaz
lltahabi

Sekil 2.2. Dishiyozisde bagisiklik sistemi ve mikrobiyotanin rolii. 1) Mikrobiyal disbiyoz, mukozal bariyer
fonksiyonu ve inflamasyon arasindaki iliski (Cheng ve ark. 2013’den modifiye edilmistir). 2) Mikrobiyota
homestazindan sorumlu T hiicreleri (Round ve Mazmanian, 2009'dan modifiye edilmistir).

CH’de duodenal ve/veya jejunal mikrobiyotaya odaklanan c¢alismalar, literatiirde
oldukga sinirlidir ve siklikla birbiriyle ¢elisen sonuglar vardir. Ek olarak, mukozal
mikrobiyota bilesimindeki farkliliklar, CH olusma patogenezinde bozulmus
mikrobiyotanin bir etkisini degil de, iltithapli bir CH mukozasinin sonucu olarak
bozulmus bir mikrobiyotay1r da temsil edebilir. Bu nedenle, ideal bir ¢alismada ayni
denekte, karsilastirilabilir metodlarla yapilmis mukozal biyopsi ve digki mikrobiyota
analizleri, bu verilerin yorumlanmasinda dikkate alinmas1 gereken olasi farkliliklara 151k

tutabilir (\Valitutti ve ark., 2019).
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2.1.2. Mikrobiyotaya Etki Eden Faktorler

2.1.2.1. GIS yapisina bagh faktorler

Konagin mikrobiyota iizerinde etkisini goOsterme yollar1 olduk¢a kompleks ve

katmanlidir. GIS’in farkli béliimlerindeki pH, oksijen seviyesi ve mukus igerigindeki

farkliliklar, bakteri yogunlugunu, c¢esitliligini ve kompozisyonunu etkileyen ana

unsurlardir. Mikrobiyota yogunlugu, bagirsak iceriginin grami basina diisen bakteri

hiicresi sayisi olarak tanimlanir. Tablo 2.2°de Gastrointestinal sistem boyunca konak

ortami ve mikrobiyotanin bazi 6zellikleri verilmistir. Tablodaki bakteri taksonlart hem

liiminal hem de mukozal taksonlar1 igermektedir.

Mikrobiyotanin 6zellikleri

Konak Cevresi

Cesitlilik Yogunluk

(cfu/g)

Ana Taksonlar

pH

Oksijen

Mide

Ince

Bagirsak

Duodenum

Jejunum

[leum

Kolon

10-10°
Diisiik

Prevotella

Streptococcus

<3

Yiksek

<10*

Prevotella
Streptococcus

Veillonella

6.4

10%-10°

Streptococcus
Veillonella

y- Proteobacteria

6.6

107-108

Streptococcus
Bacteroidetes
Clostridium cluster
v
Clostridium cluster
XIVa

7.3

Yiksek | 1010-1012

Actinobacteria
Bacteroidetes

Clostridium

5.7-6.6

Diisiik

Tablo 2.2. Gastrointestinal sistem boyunca mikrobiyota o6zellikleri ve konak ortaminin 6zelligi. (Cheng,
2016; McGuckin ve ark., 2011; Lozupone ve ark. 2012; Ohland ve Jobin 2015; Zoetendal ve ark. 2012;
Bik ve ark. 2006; Islam ve ark., 2011; Wacklin ve ark., 2013; Fallingborg ve digerleri 1989; Leser ve
Mglbak, 2009)
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Cocukluktan yasliliga kadar tiim viicut fizyolojisindeki uzun vadeli degisiklikler, saglikli
cocuklar, yetiskinler ve yasl kisiler arasindaki bagirsak mikrobiyota yapisina etki
etmektedir (Sommer ve Béckhed, 2013; Odamaki ve ark., 2016). Bununla beraber,
kisiler aras1 genotip farkliliklar1, ¢evre (diyet dahil) ve normal gastrointestinal sistem

kosullarinin tiimii, mikrobiyal toplulugun bilesimini etkileyebilir.

2.1.2.2. Genetik

Bagirsak mikrobiyotasinin genetik, diyet ve ¢evresel faktorler tarafindan sekillendigi iyi
bilinmektedir. Genetik etmenlerin de mikrobiyota iizerindeki etkisini gozlemleyen pek
¢ok caligma vardir. Bu tarz ¢alismalar da dizayn edilirken en degerli kaynaklardan biri
olan ikiz deneyleri; genetik ve epigenetik faktorleri aydinlatma konusunda oldukca
kiymetlidir. Ornegin, mikrobiyota bilesimi, ikizler arasinda, akraba olmayan iki kisiden
daha benzer bulunmustur (Tims ve ark., 2013; Turnbaugh ve ark., 2009). Yine de bu
calismalar1 ele alarak benzer bagirsak mikrobiyotasini olusturan nedenin, g¢evresel

etkileri hesaba katmadan sadece genotip 6zellikleri oldugu sonucuna varilmamalidir.

Genotipin mikrobiyotadaki elemanlara etkisi dolayli ya da direkt olabilir. Dolayl1 yolda,
spesifik bazi bakteri tanima reseptorlerinin, bakteriyel taksonlar1 nasil etkilediginden
bahsedilebilir. Ornegin, Niikleotid baglayic1 oligomerizasyon alani igeren protein 2
(NOD2), dogal bagisiklik hiicrelerinin sitoplazmasinda bulunan bir bagisiklik eleman
reseptoriidiir. Bu reseptor, bagirsaktaki antiinflamatuvar yolakta onemlidir. Fareler
tizerinde yapilan calismalar, NOD2 reseptorii knock-out edildiginde farelerde
bifidobakteri tiirleri bulunmadigindan ve siddetli ileitis (kronik ileum iltahaplanmast)
goriildiigiinden bahsederek, NOD2'nin spesifik mikrobiyota taksonlari {izerinde bir etkisi
oldugunu ortaya koymustur (Heimesaat ve ark., 2014). Diger bir ¢alismada, CH igin risk
aleli olan Insan Lokosit Antijeni (HLA)-DQ2'nin erken yas bagirsak mikrobiyota
kompozisyonunu belirledigi goriilmiistiir; bu aleli tasiyan bebeklerin mikrobiyotasinin,
onlar1 tastyict olmayanlardan ayirdigi rapor edilmistir. Ayrica, azalan Bifidobacterium
tirleri ile artan cesitli Proteobacteria tiirlerinin negatif korelasyonunun CH gibi bazi
hastaliklar icin genetik zemin hazirladigir goriilmiistiir. Bu kompozisyonun olusumu,
HLA-DQ2/8 alelleri olmayan deneklere kiyasla HLA-DQ2 yiiksek genetik risk alel

tagtyicilart ile iligkili bulunmustur (Olivares ve ark., 2014). Bu tarz ¢aligmalara ek
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olarak, metabolik sendromun risk aleli olan apolipoprotein A-V geninde goriilen bir tek
niikleotid polimorfizmi (SNP); yas, cinsiyet ve metabolik sendromdan bagimsiz olarak
Bifidobacterium tiirlerinin bollugunda 6nemli 6l¢iide azalis ile iligkili bulunmustur (Lim
ve ark., 2016).

2.1.2.3. Diyet

Diyet, bagirsak mikrobiyotasinin bilesimini ve fonksiyonunu modiile eden en 6nemli
cevresel etmenlerden biri olarak kabul edilir. Tiim ana diyet bilesenleri; karbohidratlar,
proteinler ve yaglar, bagirsak mikrobiyota bilesimi iizerinde cins diizeyinde dahi
olabilen derin etkiler gosterir (Salonen ve de Vos, 2014). Genel olarak, konak tarafindan
sindirilebilir polisakkaritler, ince bagirsakta monosakkarit ve disakkaritlere parcalanir.
Bu basit karbohidratlarin emilmeyen bir kismi1 kolondaki yerlesik Proteobakterilerin ve
Lactobacillus tiirlerini barindiran Firmicuteslerin biiyiimesini destekler (Koropatkin,
Cameron ve Martens 2012). Bu noktada kisa zincirli yag asitlerinin fonksiyonu ile
benzer islevdedirler. Bununla birlikte, mikrobiyota ¢apraz besleme aglarina sahiptir,
yani bakteriler enerji kaynagi olarak diger bakterilerin metabolitlerini de kullanabilir.
Diyet lifi veya miisinler gibi karmagik substratlarin belirli bakteriler tarafindan
parcalanmas1 diger bakterileri besleyebilir. Bu tiir ¢apraz beslenme ve mevcut besinlerin
verimli kullanimi, mikrobiyal ekosistemi diyet degisikliklerine kars1 daha direncli hale
getirmektedir. Bu nedenle mikrobiyotada giinden giine degisiklik goriilmeyebilir

(Korpela ve ark., 2014; O'Keefe ve ark., 2015).

Uzun siireli veya aligilmis bir diyetin mikrobiyota yapisi {izerinde daha tutarli ve derin
bir etkiyle sonuglandigi bulunmustur (Salonen ve de Vos, 2014). Cesitli ¢alismalarda
gosterildigi gibi, farkli etnik kokenlerin kafa karistirict etkisi géz oniinde bulundurulsa
bile, bat1 toplumlarinin mikrobiyotasi, batili olmayan popiilasyonlarinkinden hala 6nemli
o6l¢iide farklidir (Schnorr ve ark., 2014; Ou ve ark., 2013). Genel olarak, avci-toplayici
tarz1 kabileler (Schnorr ve ark., 2014) ve yerli Afrikalilar gibi dogayla yakin temas
halinde yasayan, lif temelli bir diyete sahip insanlarda batili popiilasyonlara kiyasla daha

yiiksek mikrobiyal gesitlilik ve diisiik Bacteroides/Prevotella orani gézlenir (Ou ve ark.,
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2013). Bu gozlemler, mikrobiyota yapisinin sekillenmesinde genel yapilan diyet veya bir
tir belirgin beslenme degisiklikleri gibi g¢evresel faktorlerin, mikrobiyota iizerinde
genotipten daha biiylik bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Bu etki hem insan hem
de hayvan deneylerinde, diyete miidahale edilen ¢alismalarda tespit edilmistir (O'Keefe
ve ark., 2015; Carmody ve ark., 2015). Afrika'nin kirsal kesimlerindeki beslenme tarzi
genel olarak yiiksek lifli ve diisiik yaglidir. Bu diyetten yiiksek yagh ve disiik lifli
beslenmeye gegtiklerinde, potansiyel biitirat treticilerinin ve kompleks karbohidratlar
kullanan bakteri taksonlarinin varliklarinda azalmaya yol agmaktadir (O'Keefe ve ark.,
2015). Diyetin mirobiyota lizerindeki etkisi ayrica anne siitiiyle beraber ilk besini
almamizdan itibaren kendini gdstermektedir. Ornegin, anne siitii bebeklerin
bagirsagindaki Bifidobacterium tiirlerinin kolonize olmasini tesvik etmektedir (Akobeng
ve ark., 2006). Bu bakteri tiirleri bebek sagligi ve anne siitii baglantisinda olduk¢a sik
bahsedilmektedir. Hatta sadece anne siitiiniin diyete dahil olmasi degil siiresinin de
mikrobiyota iizerindeki etkisi incelenmistir. (Akobeng ve ark., 2006) yaptig1 retrospektif
calismalarda; daha uzun siireli emzirilmenin ve 6zellikle glutenli besinlere baslandiginda
anne siitiine devam edilmesinin ¢dlyak hastalig1 riskini azalttigi veya baslangicini
geciktirdigini gostermistir. Bu calismaya ek olarak bagka calismalar da yapilmis ve
anlamli bir fark bulamamigslardir. O nedenle heniiz anne siitiiniin ¢Olyaga karsi

koruyuculugunu veya hastaliga etkisi konusunda ileriye doniik ¢aligmalar yoktur.
2.1.2.4. Antibiyotikler

Antibiyotikler ve yaygin olarak kullanilan diger ilaglar, mikrobiyotanin bilesimini
onemli Olglide degistiren; buna bagli olarak hastalik ve saglik durumlarindaki
mikrobiyotanin potansiyel fonksiyonunu gozlemleyebilecegimiz kadar net etkileyen

cevresel faktorlerdir (Zeissig ve Blumberg, 2014).

Antibiyotik 6zelinde tedavinin dogas1 sebebiyle bakterinin kendisine ek olarak viicudun
diger bolgelerinde de hedef bakteriye benzer tiirlerde azalisa sebep olacagi
bilinmektedir. Bu bakterilerin biiylik cogunlugunun bagirsaklarimizda bulundugunu goz
Oniine alinca bagirsak mikrobiyotasinda ne kadar biiyiik degisiklige yol agacagin1 tahmin
etmek miimkiindiir. Antibiyotik tedavisinin siiresi ve antibiyotik tipi de mikrobiyota

tizerindeki degisimin kalici ya da gegici olmasini belirlemektedir. Buna 6rnek olarak;
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makrolid sinifi antibiyotik tedavisinin hem genel mikrobiyal zenginlik hem de spesifik
mikrobiyota bollugu iizerinde penisiline gore cok daha giiclii bir etki gdsterdigini
bildirilmistir (Korpela ve ark., 2016). Hatta bu fark o kadar fazladir ki makrolid
tedavisinden 2 sene sonra dahi mikrobiyal zenginlik tedavi Oncesindeki kontrol
seviyesine gelememistir. Penisilin tedavisinde 6 ay sonra mikrobiyal zenginlik yoniinden
anlaml diisiis yasanmadan devam etmektedir ( Korpela ve ark., 2016). Siprofloksasin ve
vankomisin tedavilerinden sonra da makrolid grubuna benzer sonuclar goriilmiis ve
mikrobiyotadaki cesitlilik ve bolluk tedavi Oncesi seviyelerine gelememistir. Bu
tedaviler hatta hastalik ile iligkili olan Proteobacteria tiirlerinin sayisinda artisa sebep
olmustur ( Vrieze ve ark., 2014, Dethlefsen ve Relman, 2011).

Yakin zamanda, antibiyotik kullanimi ile diger inflamatuvar bagirsak hastaliklarda
oldugu gibi, ¢dlyak hastaliginin ortaya ¢ikisi arasinda da baglanti bildirilmistir. Bu
baglant1 antibiyotige bagli mikrobiyota bozulmasinin CH baslangici ve patogenezindeki

roliinii diisiindiirtmekte ve gelecek arastirmalar i¢cin dnemli bir yer tutmaktadir.

2.1.3. MiIKROBiYOTANIN KONAK UZERINDE ETKIiSi

Bagirsak mikrobiyotasi, beraber yasadigi konagin biliyiimesini desteklemek icin
besinlerden gelen enerjinin verimini arttirmak da dahil olmak iizere ¢esitli sindirim
stireclerine katilir. Giinliik kalori ihtiyacinin yaklasik %5'inin, diyet lifi olarak da
adlandirilan sindirilemeyen besin artiklarinin fermantasyonu ile saglandigi tahmin
edilmektedir (Frayn, 2010). Diyetimizde yer alan lifin fermantasyonu konak igin ¢ok
onemli metabolik yollardan biridir. Asetat, propiyonat ve biitirat ve daha fazlasi1 da
olmak {iizere kisa zincirli yag asitleri (KZYA) gibi metabolitler bu yolla iiretilir (Frayn,
2010). Kisa zincirli yag asitleri sindirilemeyen karbohidratlarin, diyet lifi de diyebiliriz,
bagirsaktaki fermantasyonu sonucu ortaya ¢ikan ilk fermantasyon iirinleridir. Bu sayede
ve sindirilemeyen karbohidratlar, bagirsak mikrobiyotamiz ve onun barindig1 bagirsak
cevresi tarafindan kullanilabilir hale gelir; ufak bir kism1 da dolasima katilip viicudun

diger yerlerindeki fonksiyonlarini yerine getirirler (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. Kisa zincirli yag asitlerinin metabolizmasi.( BioRender ile olusturulmustur).

IBH gibi hastaliklarda mikrobiyotadaki degisiklik, azalan bakteriyel g¢esitlilik ve
F.prausnitzii gibi biitirat lireten bakterilerin sayisindaki azalma ile iliskilendirilmistir.
Hatta benzer cesitlilik kaybi, sedef romatizmasi yasayan hastalarda da goriilmiis ve
mikrobiyota ve onun metabolitlerinin immiin diizenleyici rolii lizerindeki baglantilarini
giiclendiren sonuglar elde edilmistir (Scher ve ark., 2015). Bunlar gibi ¢ok sayida
calisma, farkl kisa zincirli yag asitlerinin azalis1 veya mikrobiyotadaki bozulmaya bagl
KZYA miktarindaki diislis ile ortaya ¢ikan farkli problemlerden bahsedilmistir
(Morrison ve Preston, 2016). Ayrica mikrobiyota, B ve K vitaminleri, folik asit ve
biyotin gibi vitaminlerin sentezlenmesine katilir ve konagin demir emilimini ¢ok
yakindan etkiler (Floch, 2005; Deschemin ve ark, 2016). Ayrica mikrobiyota ve tiriinleri,
konag1 endojen veya eksojen tehditlere karsi koruyan hem fiziksel hem de immiinolojik

bariyerlerle ¢ift yonlii bir iliski i¢erisindedir (Bischoff ve ark, 2014).
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2.1.3.1. Fiziksel Bariyer Olusumunda Mikrobiyota

Ince bagirsagimiz boyunca fiziksel bariyer olarak gdérev yapan yapilari; mikrobiyota,
mide 0zsuyu, pankreatik enzimler, mukus ve epitel monolayer olusturur (Viggiano ve
ark., 2015). Epitel monolayer, farkli tipte bagirsak epitel hiicrelerinden (BEH) ve siki
baglantilar (TJ) gibi hiicreler arasi1 baglantilardan olusur. Kriptlerde bulunan kok
hiicrelerden meydana gelen BEH’ler dort ana hiicre tipini meydana getirirler; bunlar
enterositler, goblet hiicreleri, enteroendokrin hiicreler (EEH) ve Paneth hiicreleridir.
(Turner, 2009; Umar, 2010). Enterositler, tiim ince bagirsak epitel hiicrelerinin 'inden
fazlasini olusturan, yukaridakilerden en baskin olan hiicre tipidir (Umar, 2010). Goblet
hiicreleri, mukus yenilenmesi ve epitel hiicrelerin biiylimesi ve onarimi i¢in ihtiyag
duyulan ¢esitli miisinleri ve trefoil peptidleri tretir (Umar, 2010). Enteroendokrin
hiicrelerin ¢ok 6nemli gorevleri vardir. Bunlar gida alimini, bagirsak gegisini, sindirim
enzimlerinin salinimini, bagirsak fiziksel bariyer fonksiyonunu ve bagigiklik tepkilerini
diizenleyen hormonlar1 salgilamaktir; hatta hormon salgisina ek olarak bir¢ok hormonun

da prekiirsoriinii eksprese etmektedirler (Furness ve ark., 2013).

Paneth hiicreleri, villoz kriptte {iretilen rejenere edici adacik tiirevi protein 3 (Reglll) ve
antimikrobiyal peptidleri (AMP'ler) yenileyen defensinleri salgilar (Bischoff ve ark.,
2014). Tiim bu antimikrobiyal iirlinler ve salgilayici IgA (sIgA), normal bagirsak epiteli
homeostazin1 siirdiirmek icin ve kriptlerdeki bakteri kolonizasyonunu sinirlamada
onemlidir (Bischoff ve ark., 2014). Siki baglantilar (Tight junctions), bagirsak
gecirgenligini ve enterosit polaritesini kontrol etmek icin gerekli bir yap1 olarak kabul
edilir (Turner, 2009; Bischoff ve ark., 2014). Zonulin ve F-aktin gibi proteinlerle beraber
sitk1 baglantilar saglam, bagirsak gecirgenligini diizenleyen, sizdirmaz bir yap1
olustururlar. Bu bariyerin yikilmas1 bagirsak boslugundaki antijenlerin, mikrobiyotanin
ve toksik iirlinlerinin lenf ve kan dolasimina sizmasina yol agar (Turner, 2009). Bagirsak
mikrobiyotasinin kendisi ekolojik nisler ve besinler i¢in patojenlerle rekabet ederek
dogal bir savunma bariyeri olusturur (O'Hara ve Shanahan, 2006). Ayrica mukozanin en
uygun sekilde ¢alismasi i¢in gerekli molekiilleri isler ve bagirsak bariyer fonksiyonunu
giiclendirir. Mesela KZY A'lar, 6zellikle kolondaki biitrik asit, enterositler i¢cin 6nemli

bir enerji kaynagi saglar ve saglikli veya kolon kanseri hiicre fenotiplerinde BEH'lerin
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farklilagsmasini ve ¢ogalmasini kontrol eder (Comalada ve ark.,m2006; Ulluwishewa ve
ark., 2011; Leonel ve Alvarez-Leite, 2012). Ayrica, KZY A miisin tiretimini destekler ve
sik1 baglant1 proteinlerinin ekspresyonunu arttirmak gibi énemli gorevleri vardir (Peng

ve ark., 2009; Ploger ve ark., 2012).

2.1.3.2.immiinolojik Bariyer Olarak Mikrobiyota

Bagirsak epitelini fiziksel bir bariyer gibi degil de dinamik yasayan bir sistem gibi
diistinmek gereklidir. Burada salgilanan molekiiller de 6zel koruyucu immiinolojik bir
bariyer olusturur. Ayrica, Lamina Propria (LP) i¢cinde bulunan bagisiklik hiicreleri
istilact mikroplarla onlar1 ortadan kaldirmak igin savasir (Peterson ve Artis, 2014).
Bagirsak mikrobiyotasi, 6zellikle kommensal bakteriler hem dogustan gelen hem de
adaptif immiinolojik aktiviteler dahil olmak iizere, bagisiklik sistemini egitmek ve
bagirsakta bagirsak homeostazini siirdiirmekte yer alirlar. Ornegin, mikropsuz (germ-

free) hayvanlar normal bagisiklik sistemi gelistiremezler (Round ve ark., 2009).

Lamina propriada bulunan Peyer plaklart (PP), bagirsak liimeninden antijen
numunesinin  alinip  bagisiklik  tepkilerinin  baglangicinin - ve  diizenlenmesinin
gerceklestigi bagirsakla iliskili bir lenfoid dokudur (GALT). ince bagirsakta, liimen
antijenlerinden 6rnek alinmasi1 M (mikrofold) hiicreleri veya dendritik hiicre (DH) gibi
0zel hiicreler tarafindan baglatilir ve bu hiicreler bagirsak liimen igerigini 6rneklemek
i¢in epitelden gecebilirler. M hiicreleri tarafindan sunulan bir antijen ayrica makrofajlar,
B hiicreleri ve DH'ler dahil profesyonel antijen sunan hiicrelere aktarilabilir (Furness ve
ark., 2013). Bu da bagirsak mikrobiyotasinin immiinolojik bariyer olusturma konusunda

nasil kritik bir rol oynadigini bize gostermektedir.

Kommensal bakteriler, savunma veya toleransa ydnelik T hiicre popiilasyonlarindan
olan naive-CD4+ T hiicre farklilasmasinin uyarilmasinda ¢ok onemlidir (Campbell,
2014). T helper 1 (Thl), Th2 ve Thl7, hiicre aracil1 bagisikligi, hiimoral bagisiklig1 ve
fagositik grantilositlerin alimin1 destekleyen savunmaya yonelik T hiicre tipleridir.
Diizenleyici T hiicreleri (Treg) ise bu {i¢ bagisiklik tepkisi arasindaki dengeyi saglar ve
immiin baskilayict 6zelliklere sahiptir (Campbell, 2014; Ohland ve Jobin, 2015).
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Farklilasmis T hiicre popiilasyonlari, salgiladiklar1 sitokinler ile birlikte, pro-
inflamatuvar veya anti-inflamatuvar bagisiklik profillerinin baskinligini belirleyebilir.
Buradaki sitokin oranlarindaki dengenin bagirsak immiin homeostazini korumanin bir
yolu olarak erken yasta normal bagirsak mikrobiyotasina karsi toleransi baslattigina

inanilmaktadir. (Di Mauro ve ark., 2013).

Biitirat, propiyonat ve asetat gibi ¢okca bilinen kisa zincirli yag asitleri, bagisiklik
sistemi iizerinde kritik etkiler gosterir. Ozellikle, biitirat gibi belirli KYZA’lar, sIgA
tiretimini uyarabilir (Kim ve ark., 2016), diizenleyici T hiicrelerinin farklilagsmasini ve
cogalmasini tesvik edebilir (Smith ve ark., 2013), Nf-kB aktivasyonunu inhibe edebilir
ve boylece anti-inflamatuvar ajanlar gibi davranirlar (Vinolo ve ark., 2011). Ozetle,
bagirsak mikrobiyotamiz, bagirsak epitel hiicreleri ve bagisiklik sistemi arasinda
karmagik bir iligki vardir. Bagirsak sagligini korumak i¢in kommensallere karsi abartili
reaksiyondan kaginirken patojenlere karsi yeterli diizeyde savunma saglamak iginse

etkilesimlerinin dengelenmesi gerekir.

2.2. Colyak Hastalig1 Ve Mikrobiyota
2.2.1. Colyak Hastahg
2.2.1.1. Colyak Tanim

CH, hastaliga genetik yakinlik sebebiyle duyarl kisilerde (HLA DQ2/8 pozitif) bugday,
arpa, ¢avdar gibi diyetle alinan glutenin yol actigi kronik, bagisiklik aracili bir
enteropatidir (Robert ME. ve Gibson J., 2014). Yiiz seneden daha uzun bir siire dnce
tanimlanmis olmasina ragmen ancak 20. ylizyilin ortalarinda gluteninin patogenezdeki
rolii kabul edilmistir (Dicke WK, 1950). Hastaligin patogenizinde cevresel faktorler,
genetik ve bagisiklik tepkisi dnemlidir.

Sekil 2.4’te hastaligin ortaya ¢ikmasinda rol alan sik bilinen faktorler toplu bir sekilde
gosterilmektedir.
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Dogum

Sekli Enfeksiyon

Mikrop Antibiyotik Gluten
Kullanimi Disbiyoz Tiketimi
Bozulmus epitel Th1 yaniti ve immin
Konak tabakasi modilator molekillerin
(Gegirgenlik 1) degisen ifadesi

Genetik Yatkinlhk

Sekil 2.4. Colyak hastaliginin ortaya ¢ikmasinda rol oynayan faktorler (Cheng, 2016).

2.2.1.2 Colyak Prevelansi

Colyak hastaligr diinya capinda bir dagilima sahiptir ve genel popiilasyonun yaklasik
%1’inin ¢Olyak oldugu kabul edilir ancak Avrupa kokenli popiilasyonlara sahip
iilkelerde, 6zellikle Isveg te (Ludvigsson JF ve ark., 2013) ve Finlandiya’da (Maki M. ve
ark., 2003) daha sik goriilmektedir.

Sadece Avrupa'da degil, Asya'da da %1 civarinda yayginlik oranlar1 gosterilmistir
(Singh P ve ark., 2016). Sahra alt1 Afrika'dan alinan veriler olduk¢a 6nemli bir farkla
daha diisiik seviyelerde CH prevalansini isaret etmektedir (Cataldo F. ve ark., 2002).
Ayrica, Afrikali Amerikalilar arasinda da CH nadir goriilmektedir (Choung RS ve ark.,
2017). CH kadinlarda erkeklerden daha sik goriiliir ve erken c¢ocukluktan gec
yetigkinlige kadar ortaya c¢ikabilir. (Robert ME. ve Gibson J., 2014). Doktorlarin yeterli
farkindali§inin olmamasi veya basvuru aninda hem yas hem de klinik semptomlardaki

degiskenligin ¢ok fazla olmasi nedeniyle, semptomlarin baslangici ile tani arasinda
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genellikle 10 yillik bir gecikme vardir ve bu siire zarfinda hastalar siklikla doktordan

doktora yardim aramaya gittiklerini bildirmislerdir.
2.2.1.3. Klinik Ozellikleri ve Semptomlar

Klinikte en sik goriilen semptomlar abdominal rahatsizlik, ishal ve karin agrisidir.
Bununla birlikte, birgok hastada gastrointestinal belirtiler yoktur ve boy kisalig, kisirlik,
ndrolojik bozukluklar veya dermatitis herpetiformis dahil olmak tizere baska belirti ve

semptomlar sergiler (Patel ve Robert, 2022) (Sekil 2.5).

Gastrointestinal Sistem Gastrointestinal Sistem
Disi Belirtiler Disi Belirtiler

i Tequrlayan bag agnlan - + Tekrarlayan agiz ilserleri
* Anksiyete - Mine hipoplazisi

+ Kronik yorgunluk
* Epilepsi ve nébetler
+ Periferik ndropati - Dermatitis herpetiformis

- ~ G'N- Demir Eksikigi

Gastrointestinal Semptomlar T

+ Ishal {

+ Kronik abdominal agni . ‘}leeslgghanan

« Sigkinlik diisiik

* Dispepsi

* Kusma

* Kilo kaybi

* Anoreksi « Eklem romatizmasi
« Kronik kabizhk * Osteoporoz

« Kemik kiriklari

A% J/

Sekil 2.5. Colyak hastaliginin klinik semptomplar1 (Patel ve Robert, 2022; Caio ve ark., 2019).

Gizli ¢olyak hastaligi olan eriskinlerde, yorgunluk sikayetleri demir eksikligi anemisi
veya osteoporoz varligini ortaya ¢ikarabilir ve bu da sonugta dogru taniya yol acar.
llging bir sekilde, bazi hastalar tamamen asemptomatiktir ve baslangicta yalmizca
biyopsi analizinde histolojik degisikliklerle tan1 konur. Klinik sunum seklini belirleyen

faktorler tam olarak anlagilmamustir (Caio ve ark., 2019).
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Caligmalar, klinik semptomlarin belirleyicisi olarak, glutene duyarli hale getirilmis T
lenfositlerin bir promotorii ve lokal sitokin {iretiminin en dnemli uyaranlarindan olan
interlokin (IL)-15'e odaklanmistir (Abadie V. ve Jabri B., 2014; Jabri B. ve Sollid LM,
2009)

2.2.1.4. Colyak Patogenezi

CH, literatiirde otoimmiin ozelliklere sahip T hiicre aracili inflamatuvar bir hastalik
olarak adlandirilir. Gliadin ile indiiklenen T hiicresi yaniti, spesifik ve dogustan
gelen(innate) bagisiklik bilesenlerini igerir. Bu tepkilerden ilki lamina propriadaki CD4+
T hiicrelerin, agirlikli olarak antijen sunan hiicrelerin (APC'ler) hiicre yiizeyindeki HLA-
DQ2 veya -DQS8 molekiilleri tarafindan sunulan deamide gliiten peptidlerine karsidir
(Sollid LM, 2002).

Hastalarm %95’1t MHC |l HLA -DQ2 (¢ogunlukla) ve DQ8 genlerinden birini
tagimaktadirlar ancak tabi ki bu genetik fenotipleri hastaligin patogenezini tam olarak
yansitmamaktadir ¢linkii saglikli popiilasyonun %30’u DQ2 genini herhangi bir hastalik
belirtisi gostermeden tasimaktadir (Sollid LM ve Thorsby, 1993). Gliadin peptidleri,
epitel bariyerini gegerek lamina propriadaki T-lenfositleri aktive eder. Uyarilan CD4+ T-
lenfositleri, yiiksek seviyelerde proinflamatuvar sitokinler iiretir, bu da IFN-gama'nin
hakim oldugu bir Thl modelini ve bir Th 2 modelini indiikler, bu da plazmada
farklilasan B-lenfositlerin say1 artigi ile (klonal genisleme) sonuglanir (anti-gliadin ve

anti-doku-transglutaminaz antikorlari salgilayan hiicrelerin olusmasi) (Bjorck S. ve ark.,

2015).

Yetiskinlerde, CD4 +T hiicre yanit1 esas olarak a-gliadin 33-mer amino asit peptidine
yoneliktir. Gliadin, glutamin kalintilarin1 deamidasyon yoluyla negatif ytiklii glutamat
kalintilarina doniistiirebilen doku transglutaminaz enzimi igin iyi bir substrattir
(Dieterich W ve ark., 1997). Bu siirecte gliadin negatif yiiklii hale gelir ve antijen sunan
hiicreler {izerindeki DQ2 ve DQS8 molekiillerinin yiizeyi reseptdrlerine baglanmay1
kolaylastirir. Bu deamidasyon, CD4 antigliadin T hiicre tepkisini belirgin sekilde artirir
(Molberg ve ark., 1998). Bagirsakta antigliadin bagisiklik yamiti gelistikge,

antitransglutaminaz antikorlar1 ortaya ¢ikar. Bu antikorlarin hastaligin patogenezindeki
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rolleri acik olmasa da serum IgA antikorlari kript epitel hiicre farklilagmasini inhibe eder
(Halttunen ve Maki, 1999) ve immiin kompleksler kompleman sistemini ve Fc

reseptorlerini aktive ederek inflamatuvar yanitlar tetikleyebilir.

T-lenfositler tarafindan taninmayan bazi gliadin peptidleri, hem antijen sunan hiicreleri
hem de bagirsak epitel hiicrelerini aktive eder; 6zellikle, CD8+ T-lenfositler, interlokin
(IL)-15 tarafindan uyarilabilir. Bu da artmig CD8+ intraepitelyal hiicre yogunlugu ile
CH’nin aywrt edici Ozelligi olarak kabul edilir (Troncone ve Jabri, 2011). Bu
mekanizmada ilk olarak, dogal oldiiriicii (natural killer-NK) hiicrelerin reseptorii
NKG2D'yi eksprese eden intraepitelyal CD8+ T hiicreleri, stres kaynaklit MIC (MHC
class 1 chain) molekiillerini eksprese eden epitel hiicrelerini dldiirebilir. Ikinci olarak,
bazi bilimsel c¢aligmalar CD4+ T hiicreleri tarafindan taninmayan peptidlerin epitel
degisiklikleri 6nceden indiikleyebilecegini ve stresli epitel hiicrelerini 6ldiirmek i¢in
sitolitik NKG2D yolagin1 harekete gegiren epitel hiicreler iizerinde IL-15 ve MIC
molekiillerini indiikleyebilecegini diisiinmektedir. Yine de heniiz glutenin epitel
hiicrelerindeki stres molekiillerinin ve IL-15'in ekspresyonunu nasil tetikledigi ve lamina
propriadaki CD4+ T hiicre yanit1 ile epiteldeki CD8+ T hiicreleri arasindaki iligki hala
acik degildir (Hue S. ve ark., 2004).

Bugday, arpa, ve c¢avdarda gastrik, duodenal ve pankreatik enzimler sonucu
parcalandiktan sonra ortaya c¢ikan ve T hiicrelerini aktive edebilen yiizlerce
immiinojenik peptid tamimlanmistir (Cebolla ve ark., 2018). Bununla birlikte, gluten
peptidlerinin tiimii ¢olyak hastalarina esit derecede zararli degildir, ¢linkii bu peptidlerde
bulunan epitoplarin sayis1 farkli tahillar ve tahil tiirleri arasinda biiylik farkliliklar

gosterebilir (van Herpen ve ark., 2006).

Ciccocioppo ve arkadasglari, gluten peptidlerinin toksik ve immiinojenik olmak tizere iki
gruba ayrildigint 6ne slirmiislerdir. Her iki yol da, bagirsak hasarmin kronik siirecini
stirdiirmek igin etkilesime girer ve birbirini gii¢lendirir. Bazi peptidler, ¢olyak
hastalarinin ince bagirsagindan alinan biyopsilere "ex vivo" uygulandiklarinda T hiicresi
aracilt olmayan mukozal hasar1 uyardiklar1 goriilmiistiir (Ciccocioppo ve ark., 2005).
Gluten Immiinojenik Peptidler, ¢6lyak hastalarinin periferik kanmdan izole edilen T
hiicre dizilerini spesifik olarak uyaran diziler igerir. Bir peptid immiinojenik olarak
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tanimlandiginda, toksik 6zelliklere sahip olup olmadigina bakilmaksizin ¢dlyakla iligkili
ve tetikleyici olarak kabul edilir (Slot ve ark., 2016). Bu tiir T hiicresi olmayan aktif
peptid (non-T cell active peptide) i¢in toksisite mekanizmasi heniiz net degildir ve
peptidlerin bu siiflandirmasi hakkinda genis bir fikir birligi yoktur. Birka¢ ¢alisma, a-
gliadinlerden tiiretilen peptidlerin, hastalarin biiyiilk g¢ogunlugunda giiglii yanitlar
indiikledigini, diger peptidlere verilen yanitlarin ise daha az oldugunu gostermistir
(Cebolla ve ark., 2018).

Adaptif bagisiklik tepkisini indiiklemek igin birkag gliadin peptidi tarif edilmistir, ancak
bunlarin ¢ogu mide, pankreas ve bagirsak proteazlar tarafindan sindirilir. Iyi bilinen iki
ana peptid sindirilmeden kalir: 33-mer (p55-87) ve 25-mer (p31-55). Bu iki peptid,
gluten alimindan sonra ¢Olyakli hastalarin bagirsaginda in vivo olarak aktiftir

(Nanayakkara ve ark., 2013).

Gliadin peptidlerinin mukozaya nasil girdigi hala bilinmiyor olsa da gastrointestinal
enfeksiyonlarin neden oldugu doku hasar1 veya zonulin'in (tight junction par¢alanmasini
ve ardindan bagirsak gecirgenliginde bir artisa neden olan bir protein) artmasi ile ilgili

olabilir (Fasano ve ark., 2000).
2.2.1.5. Colyak Hastalhigr Tanisi

CH tanisinda kandan antikor tarama testleri kullanilmaktadir. Doku Transglutaminaz
Antikorlar1 (tTG-IgA) testi, gluten tiiketen ¢Olyak hastalarinin yaklagik %98'inde
pozitiftir. Ayn test, CH olmayan saglikl kisilerin yaklasik %95'inde negatif ¢gikacaktir.
tTG testi CH i¢in en duyarl testtir ancak nadir de olsa da, negatif ¢ikabilir. CH tanisinda
kan testlerinin dogru olmasi i¢in gluten igeren bir diyette olmak 6nemlidir (Al-Toma ve

ark., 2019).

Ayrica, Ozellikle tip 1 diyabet, otoimmiin karaciger hastaligi, Hashimoto tiroiditi,
psoriazis veya romatoid artrit gibi otoimmiin bozukluklar, veya kalp yetmezligi olan ve

CH olmayan kisilerde yanlis pozitif test sonucu riski de vardir.

CH’yi teshis etmedeki altin standart ince bagirsak biyopsisidir (Caio ve ark., 2019).
Glutensiz diyete baslandiktan sonra klinik bulgularin diizelmesi yaklasik 1-2 hafta
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icindedir. Mukozal histolojinin diizelmesi ise 6 ay1r bulmaktadir. Tam i¢in Ozgiin
antikorlar da gluten kesildikten sonra 6 ay ila 1 sene arasinda goériinmez olmaktadir

(Ventura ve ark., 1999).

2.2.1.6. Colyak Hastahg tedavisi ve Glutensiz Diyet

CH’nin bilinen tek tedavisi omiir boyu glutensiz bir diyettir; ancak glutensiz diyete
ragmen semptomlar1 hala devam eden hastalarin sayis1 da oldukca fazladir. Hastalara
tim glutenden (bugday, ¢avdar ve arpa) kacinmalar1 tavsiye edilir, ancak bunun ne
anlama geldigi konusunda fikir birligi yoktur ve glutensiz diyete ragmen semptomlarin
devam etmesinin ardindaki olasi1 sebep de istemeden tiiketilen gluten ya da kronik

kabizlik gibi distik lif tliketimine bagli olusan tan1 konmamis gastrointestinal

rahatsizliklardir (Dewar ve ark., 2012; Paarlahti ve ark., 2013).

Bugday, dolayisiyla gluten bati diyetinde hemen hemen her yerde bulunur. "Glutensiz"
triinlerin eser miktarda gluten icerdigi Finlandiya'da ¢ogu hasta iyi durumdadir.
Biyopsileri normallesmistir ve glutensiz bir diyet uygulayan genel hastalarda 6liim
oraninda artis olmamaktadir. Bununla birlikte, New York'ta, glutensiz bir diyete ragmen
duodenumdaki mukozal anormallikler devam edebilir, bu da Amerika Birlesik
Devletleri'ndeki gibi biiyiik kentsel alanlarda glutensiz bir diyetin daha zor olabilecegini

diistindirmektedir. (Collin P ve ark., 1994).

Hastalar, dogal olarak glutensiz olan unlar ve tahillar hakkinda bilgi sahibi olmalidir.
Bunlara piring ve misirin yani sira patates ve kestane unu, teff, dari, kinoa, karabugday
ve amarant dahildir. Bugday, cavdar ve arpadan elde edilen un genellikle demir, tiamin,
riboflavin ve niasin ile takviye edilir; bununla birlikte, glutensiz iirlinler genelde piring
bazlidir ve bundan dolayi takviyeli {irtinler degillerdir. Buna bagl olarak glutensiz diyet,
B vitaminleri ve demir agisindan distiktir. (Thompson T., 2000; Hallert C. ve ark.,
2002). Yulaf tiiketimi hastalar i¢in bir ikilem olmaya devam etmektedir. Cok sayida
calisma, ¢olyak hastalarinin ¢ogunun yulafi tolere ettigini gostermistir (Peraaho M. ve
ark., 2004; Storsrud S. ve ark., 2003). Bununla birlikte, bazi ¢olyak hastalar1 da yulafa

31



kars1 bir bagisiklik tepkisi gelistirir ve lif artigina bagli olarak gastrointestinal
semptomlar yulaf tiiketildiginde daha sik goriiliir (Arentz-Hansen H. ve ark., 2004).

Gelismekte olan tlilkelerde ¢dlyak hastaligi teshisi konan kisiler, glutensiz bir diyeti
siirdiirmek i¢in biiylik zorluklar yasamaktadir. Yiiksek gida fiyatlari, yetersiz gida
etiketlenmesi, restoranlarda mentide bilgi eksikligi, ilaglarda gluten igeren iirlinlerin
kullanim1 gibi sebeplerden otiirli diyetlerine bagli kalmakta zorluk yasamaktadirlar.
Glutensiz diyete uyumda karsilasilan kisitlamalar nedeniyle yasam kalitesi onemli bir
konudur. Amerika Birlesik Devletleri'nde ankete katilan hastalar, ¢olyak hastaligi tanisi
konulduktan ve glutensiz bir diyete baslandiktan sonra yasam Kalitesinde ve
sagliklarinda iyilesme bildirmislerdir (Green PHR ve ark., 2001). Bununla birlikte,
yukaridaki diyeti siirdiirmekteki zorluklar sebebiyle yasam kalitesi lizerinde olumsuz

etki bildiren ¢alismalar da vardir (Usai P ve ark., 2002).

2.2.2. Duodenal Mikrobiyota

GIS boyunca, farkli bélgelerde farkli mikrobiyal cesitlilik goriilmektedir. Mikrobiyota
konsantrasyonu, midede en az sayida, ancak kolonda c¢ok yliksek konsantrasyonlarda
olmak iizere, GIS boyunca istikrarli bir sekilde artar. Mide gram icerigi basina sadece
10" bakteri barindirirken duodenum (10%/g), jejunum (10%/g), ileum (107/g) ve kolonda
(10" bakteri/gram) artan yogunluklar ve bakteri cesitliligi bulunur. (Sekirov ve ark.,
2010).

Stearns ve arkadaslarinin yaptip1 ¢alismada, agiz mikrobiyotast da hesaba katilmis ve
agizdaki filogenetik cesitlilik, test edilen diger konumlarin herhangi birine goére tiim
orneklerde 6nemli dlglide daha yiiksek ve ¢ok daha tutarli bulunmustur (Stearns ve ark.,
2011).

Birgok c¢alisma GIS miktobiyotasmi incelerken 6rnek alma kolayhigi sebebiyle fekal
mikrobiyota iizerine yogunlagmistir bu nedenle duodenal mikrobiyota profili {izerine ¢ok
fazla galisma yoktur. Duodenal biyopsi veya mukus Orneklerinden c¢aligilan sekans

caligmalarinda rektal biyopsi veya fekal 6rneklere gore daha fazla sayida operasyonel
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taksonomik birim elde edilmistir. Ayrica duodenal biyopsi ve mukus orneklerinde rektal
orneklere gore a-gesitlilik analizinde anlamli sekilde daha fazla mikrobiyal cesitlilik
bulunmustur (Li ve ark., 2015). Bu veriler 1s1ginda duodenal 6rnekler ile ¢alismak her ne
kadar zor olsa da mikrobiyal ¢esitliligin daha fazla olmas1 nedeniyle rektal biyopsi ve
digkt  Orneklerine gore ¢Olyak hastaliinda zarar goéren duodenum bdolgesinin
mikrobiyomunu daha iyi yansitabilmekte ve daha fazla bakteri tiiriini

yakalayabilmemize olanak tanimaktadir.

Bakteriyel yogunluk anlaminda kolon en fazla sayida bakteriyi barindiriyor olsa da en
fazla ¢esitlilik barindiran bolgenin orasi olmadigi yukarida bahsedilen caligmalarda
gosterilmistir. Bunu destekleyen bir caligmada duodenal 6rneklerde rektal 6rneklere gore
cesitlilik daha fazla bulunmustur (Li ve ark., 2015). Benzer bir ¢alismada, duodenum ve
digk1 ornekleri karsilastirildiginda, diski 6rneklerinin bakteriyel olarak daha zengin
oldugu bulunmustur. Bunun nedeni olarak bahsi gecen calismada mikrobiyota analizi
i¢in kullanilan yontemin PCR- DGGE olmasi diistiniilmektedir. Bu metod, mikrobiyal
topluluklarda dominant tiirleri rahat¢a yakalarken daha az sayida bulunan bir¢ok bakteri
tirtiniin kagirilmasia neden olmaktadir (Di Cagno ve ark., 2011). Kolondaki bakteri
cesitliligi duodenuma gore daha diisiik olsa da bakteri bollugu ¢ok daha fazladir. Agiz en
fazla mikrobiyal ¢esitliligi olan bolgedir ve burdan cok cesitli sekilde baslayan
mikrobiyota, Gl kanal boyunca oOncelikle mide asidinden ve konagin bagigiklik
sisteminden, hatta safra kesesinden de geg¢ip ilk istasyon olan on iki parmak bagirsagina
ulasir ve ardindan bir yarigsma baglar. Bagirsagin karmasik, segici ortami ve ¢ok uzun
olmasi goz oniine alindiginda, daha az bakteri ¢esidi hayatta kalir ve kalin bagirsaga
ulagabilir. Ayrica bu siire¢ boyunca bagirsak i¢inde gegen siirenin sindirim siireci
boyunca en uzun zaman olmasi bakterilerin gelisimi i¢in bir avantaj saglar. Bu nedenle,
kalin bagirsakta daha diisiik bir cesitlilik ancak daha fazla sayida mikrobiyal topluluk
olustugu soylenebilir. (Stearns ve ark., 2011)
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2.3. Mikrobiyotamin Célyak Hastahiginda Potansiyel Rolii

Bagirsak mikrobiyotasinin CH gelisimini veya baslangicini nasil etkiledigini agiklayan
kesin mekanizmalar heniiz bilinmemektedir. Olasi mekanizmalar; bagirsak epitel
biitiinliglinlin ve dogustan gelen bagisikligin modiilasyonunu, ayrica gliadin kaynakli
bagisiklik tepkilerini siddetlendirmesini igerir (Verdu, Galipeau ve Jabri, 2015). Gluten,
onemli miktarda prolin ve glutamin amino asitleri i¢erir. Bu da ince bagirsakta enzimatik
sindirimde dirence yol agar (Shan ve ark., 2002). Bu uzun gliadin peptidleri daha sonra,
lamina propria'da doku transglutaminaz 2 (TG2) tarafindan deaminasyona ugradiklari
bagirsak mukozasindan geger, dendritik hiicreler tarafindan yakalanir ve daha sonra pro-
inflamatuvar glutene 6zgii CD4+ T hiicre yanitlarini tetikler (Shan ve ark., 2002; Green
ve Jabri, 2006). Bu glutene 6zgii bagisiklik tepkileri, duyarli bireylerde IFN-y, anti-doku
TG (tTG) antikorlari, anti-gliadin antikoru ve anti-endomisyal antikorlarin (EMA)
tiretimini icerir (Shan ve ark., 2002; Green ve Jabri, 2006) . Zonulin'in artmasi
sonrasinda karsilasilan artmis mukozal gegirgenlik veya bir gastrointestinal enfeksiyon
sirasinda tetiklenen diger bazi mekanizmalar gibi doku hasari, uzun gliadin peptidlerinin

neden mukozadan lamina propria’ya gegebildigini agiklayabilir (Fasano ve ark., 2000).

CH'nin ilerlemesinde veya baslangicinda bagirsak mikrobiyotasinin rolii pozitif veya
negatif olabilir. Clostridium tiirleri, Streptococcus tiirleri ve koliform bakteriler ince
bagirsakta baskin bakterilerdir ve diyet degisikliklerine hizli tepki vermeye katkida
bulunabilir (Zoetendal ve ark., 2012). Ayrica Clostridium tiirii bakteriler, 6zellikle
Clostridium kiimesi XIVa tiyeleri, sindirilmemis olisakkaritleri dogrudan biitirata direkt
olarak doniistiirmekle kalmaz, ayni zamanda Streptococcus tiirii bakteriler tarafindan
tiretilen laktat1, epitel biitiinliigiinii destekleyen 6nemli bir metabolit olan biitirata dolayl
olarak da doniistiirebilir (Zoetendal ve ark., 2012). In vitro ¢alismalarda,
Bifidobacterium lactis ve Bifidobacterium bifidum'un epitel hiicrelerinde gliadine bagl
epitel bariyer disfonksiyonuna karsi koruyucu oldugu gosterilmistir (Cinova ve ark.,
2011; Lindfors ve ark., 2008). Buna karsilik, E. coli ve Shigella tiirii bakterilerin gliadin
peptidlerinin lamina propria’da translokasyonunu arttirdigi gosterilmistir (Cinova ve

ark., 2011). Ayrica, Bacteroides fragilis ve Akkermansia muciniphila'nin epitel
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biitiinliigiint iyilestirdigi bildirilmistir. Ek olarak, bir biitiin olarak kommensaller
patojenlere karsi fiziksel bir bariyer olarak kabul edilirken belirli bakteriler tarafindan
tiretilen biitirat gibi kisa zincirli yag asitleri epitel bariyer fonksiyonunu giiglendirirler

(Reunanen ve ark., 2015).

Mikrobiyotanin, hastaligin olusumu iizerindeki dolayli etkisi hem dogal hem de
kazanilmis bagisiklik sisteminin modiilasyonu ile olabilir (Green ve Jabri, 2006). Hem
bakteriyel ligandlara karsi, hem de mikrobiyal disbiyozise bagli gelisen bagisiklik yaniti,
proinflamatuvar sitokin ve kemokin artisina yol agabilmektedir (Zhernakova ve ark.,
2010). Kallioméki ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada, ¢olyak hastalarindan alinan
duodenal biyopsilerin, duodenal toll like reseptér (TLR) ekspresyonunu ve bunlarin
inhibitorlerini degistirdigi bulunmustur. Bu da CH patogenezinde, dogal bagisikligin ve
bakteriyel ligand tanimanin etkisi oldugunu gostermistir (Kalliomdki ve ark., 2012).
Ayrica, CH i¢in bir risk aleli olan SH2B3 geninin tasiyicilarinda, bakteriyel patojen
tanimada 6nemli olan ve NF-«kB sinyal yolagmin onciilerinden olan NOD2 tanima

yolunun aktivasyonu arttirmistir (Zhernakova ve ark., 2010).

CH patogenezinde mikrobiyotanin roliinii arastirmak igin yapilan bir arastirmada,
normal sartlar altinda zarar vermeyen bir simbiyont olarak yasayan potansiyel olarak
hastaliga neden olan bir organizma olan patobiyont E.coli iceren ve igermeyen
mikrobiyota, HLA-DQ8-genotipli steril mikrobiyotali farelere aktarilmistir. E. coli'nin
varhigmin gluten kaynakli hastalik patolojisinin gelisimini siddetlendirdigi ve hatta
mikrobiyota vankomisin tedavisi ile harap olduysa bu patolojinin E. coli'nin varhiginda
daha da arttig1 gézlemlenmistir. E.coli igeren disbiyotik mikrobiyota, E.coli igermeyen
mikrobiyotaya kiyasla hem pro-inflamatuvar gliadin-spesifik T hiicre yanitinda arts,
hem de IgA anti-gliadin antikor iiretiminde artisa neden olmustur (Galipeau ve ark.,
2015).

Genellikle CD8+ T hiicresini ve NK hiicre aktivasyonunu, ¢ogalmasini ve sitolitik
aktiviteyi uyaran bir sitokin olan IL-15’in artis1 CH ile iliskilidir (Abadie V. ve Jabri B.,
2014). Gram-negatif bakterilerin hiicre zarinin disinda bulunan lipopolisakkarid (LPS),
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TLR-4 aktivasyonu yoluyla IL-15 iiretimini uyararak, immiinolojik ortami1 modiile
etmede rol oynayabilir. Dolayisiyla, bagirsak mikrobiyotasinin LPS tasiyan tiyelerinin,
Ozellikle Proteobacteria'nin, IL-15 artisinda rol aldigi diistiniilmektedir (Re ve ark.,
2004). Ayrica, TLR-2 aktivasyonunun, in vivo ve in vitro olarak Treg proliferasyonunu
uyardigr gozlenmistir. Hiicre i¢inde de TLR-2, Treg'lerin islevini kontrol eder ve
Treg'ler araciligiyla immiinolojik diizenleyici etki gosterir (Sutmuller ve ark., 2006).
Ilging bir sekilde, B. fragilis, TLR-2 sinyalini aktive eden polisakkarit A (PSA) iiretir ve
konaga bagisiklik diizenleyici etkiler saglamak icin PSA igeren dis zar vezikiillerini
serbest biraktigi goriilmiistir. Ayrica, B.fragilis’in Treg hiicre sayisini ve anti-
inflamatuvar sitokin tiretimini arttirmasi, CH'deki bagirsak iltihabin1 onleyebilecegini,
hatta tersine dahi dondiirebilecegini disiindiirtmektedir (Shen ve ark., 2012). Bu
calismalar mikrobiyotanin CH {izerindeki potansiyel etkilerini gosterir niteliktedir. Eger
mikrobiyotay1 olusturan iyelerin tek tek veya beraber bagisiklik sistemimizi nasil
modiile ettigi anlasilabilirse CH’nin ortaya ¢ikisi ve tedavisi tizerine bilinmeyenin

kesfedilmesi olduk¢a olasidir.

2.4. Mikrobiyota Analizinde Yeni Nesil Dizileme Yontemi

Mikrobiyotanin ayrintili sekilde karakterize edilmesi, bu karmasik ekosistemin ve
dinamiklerinin saglik ve hastaliktaki roliinlin arastirilmasindaki ilk adimdir. Bugiine
kadar bu konudaki yaklasimlar tarih igerisinde kiiltiir temelli yontemlerle basladiysa da
giincelde kiiltiir-bagimsiz (molekiiler) teknikler uygulanmaktadir. Geleneksel kiiltiir-
temelli metodlar, laboratuvar ortaminda yetistirilebilen bakteri tiirlerini tespit edebilirler,
ancak bu tiir bakteriler mikrobiyotanin sadece %10 ila %50'sini olusturmaktadir
(Eckburg ve ark., 2005). Mikrobiyotay1 daha genis ve kiiltiirden bagimsiz olarak analiz
eden kiiltiir- bagimsiz tekniklerin uygulanmasi yoluyla, biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir
(Zoetendal ve ark., 2008).

Tarihsel olarak DNA dizilemenin ortaya ¢ikisinda Sanger metodu 1975 yilinda 6ncii
olarak bizi DNA dizileme konseptiyle tanistirmistir (Sanger F., 1975). Bu dizileme
konsepti, DNA polimeraz enzimatik senteziyle DNA'daki dizileri hizlica belirleme

yontemi olarak kesfedilmis daha sonra 1977 yilinda, DNA dizilemesi konusunda iki ¢ok
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onemli daha makale yayinlanip DNA dizilemesi alaninda biiyiik sigramalara vesile
olmuslardir. Bunlar, Frederick Sanger'in zincir sonlandirict dideoksiniikleotid
analoglarina dayanan enzimatik dideoksi DNA dizileme teknigi, yani Sanger dizileme
metodu (Sanger ve ark., 1977) ve Allan Maxam ve Walter Gilbert'in kimyasal bozunma
ile DNA dizileme yontemi; terminal DNA pargalarinin terminal olarak etiketlenmis
uclarinin kimyasal olarak belirli bazlara boliinerek sonra jel elektroforezi ile ayrildig:
dizileme teknigidir (Pareek, Smoczynski ve Tretyn, 2011). Daha sonra bu tez
calismasinda da kullanilan yeni nesil dizileme yonteminin ortaya ¢ikisi, yukarida
bahsedilen Sanger metodunun standart yontem olarak kullaniminin maliyet yiiksekligi
ve yavas olmasi nedeniyle paralel dizileme yapilarak ilk adimlar1 atilmis ve 2000 yilinda

yeni nesil dizileme teknolojileri kullanilmaya baslanmistir (Behjati ve Tarpey, 2013).

Yeni Nesil Dizileme (YND) yontemi kullanarak yapilan dizileme, mikrobiyotay: nicel
olarak karakterize etmek igin gii¢lii bir yontemdir. Mikrobiyal popiilasyonlar hakkinda
bilgi saglar ve kiiltiirde {iretilemeyen veya nispeten diisiik miktarda olabilen ve
geleneksel yontemlerle saptanamayan mikroorganizmalarin kesfedilmesine yardimci
olur (Poussin ve ark., 2018). YND, daha once miimkiin olmadigi disiiniilen

mikrobiyotanin kiiltiirden bagimsiz analizini miimkiin kilmigtir (Helmink ve ark., 2019)

YND yontemi, RNA/DNA analizinde yaygin olarak kullanilan yiiksek verimli
yontemlerdendir (Kuczynski ve ark., 2011). YND teknikleri, karmasik mikrobiyal
ekosistemlerden cok sayida (kismi) 16S/18S rRNA geninin veya toplam topluluk
DNA'sinin paralel olarak ayni anda cogaltilmasma izin vererek hizli ve biitiinsel
karakterizasyonu kolaylastirmak ic¢in gelistirilmistir (Lepage ve ark., 2013). Tim
prokaryotik ribozomlarin 30S alt biriminin yapisal bir bileseni olan 16S ribozomal RNA
ve ribozomal RNA kodlanmasini saglayan 1500 baz uzunlugundaki gen, tiim
bakterilerde bulunmaktadir. Gen igerisinde son derece korunmus bolgeler yer almakla
beraber, ayn1 zamanda farkli bakteri tiirlerinin filogenetik olarak siniflandirilmasina
olanak verecek kadar degisken bolgeleri de igermektedir. Korunan bolgeler, genis
spektrumlu primerler tasarlamak i¢in kullanilabilir ve degisken bolgeler, cins/aile
diizeyinde simiflandirma yapabilmek i¢in degerlidir (Fox ve ark., 1980). Farkl tiirler

arasindaki 16S rRNA bolgelerindeki dizi farkliliklari, evrimsel uzakliga orantili olarak
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artmaktadir. Bu sebeple 16S rRNA dizisi, farkli bakteri tiirlerinin belirlenmesinde bir
belirteg olarak kullanilmaktadir (Kuczynski ve ark., 2011). Saptanan 16S rRNA gen
dizisinin kiiltiirde {tretilmis bakterilerinkilerle veya onceden tamimlanmis dizilerle
benzerligi, molekiiler temelli yaklasimlar ile mikrobiyom kompozisyonunu analiz

etmenin temelini olusturur (Clarridge JE, 2004).

16S rRNA gen dizisi analizi ile tespit edilen bakteri tiirlerini tanimlamak i¢in Filotip
veya OTU (operasyonel taksonomik birim) terimleri kullanilir, ¢linkii bakterilerin esas
olarak tanimlanabimesi i¢in fenotipik karakterizasyon yapilmasi gerekmektedir. 16S
rRNA gen dizileri, benzerliklerine gore kiimelenebilir, bu da farkli karsilik gelen
taksonomik birim (OTU) seviyeleri ile sonuglanir. 16S rRNA dizileri arasindaki %90 -
99 benzerlik degerleri, genellikle filotip veya OTU ve cins diizeyinde siniflandirma
olarak adlandirilir (Rajili¢-Stojanovi¢ ve ark., 2009). Su ana kadar yapilmis ¢ok sayida
calisma ile kiltiir ve cevresel orneklerden elde edilmis sayisiz bakteriyel tiiriin 16S
rRNA dizileri ¢ikarilmistir. Bu diziler, GreenGenes, Ribosomal Database Project ve
SILVA da dahil olmak iizere ¢esitli veri tabanlarinda kayit altina alinmistir (Cox,
Cookson ve Moffatt, 2013). Yeni nesil dizileme gibi yontemlerle elde edilen yiiksek
hacimli dizi verileri, bu veritabanlar1 ile kiyaslanarak tespit edilen DNA parcalarinin

hangi tiire ait oldugu oransal olarak tanimlanabilmektedir (Fraher ve ark., 2012).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Etik Kurul Onay1

Bu calisma, Antalya Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

tarafindan 26/11/2020 tarihinde, 18/1 karar numarasi ile onaylanmustir.
3.2. Orneklerin toplanmasi

Calisma, Antalya Egitim ve Arastirma Hastanesi Gastroenteroloji Klinigi’nde ve
Akdeniz Universitesi Hastanesi Merkezi Laboratuvar Mikrobiyoloji Béliimiinde

yapilmistir.

Ocak - Haziran 2021 tarihleri arasinda Antalya Egitim ve Arastirma Hastanesi
Gastroenteroloji Klinigi’nde daha onceden CH tanisi konulmus 10 hasta galismaya
alinmigtir.  Rutin  kontrolleri sebebiyle hastaneye miiracaatlarinda gastrointestinal
endoskopi yapilan hastalardan g¢alismaya uygun kriterleri olanlar g¢alismaya dahil

edilmistir. Caligma Oncesi; hastalara arastirma anlatilmis ve onamlari alinmustir.

Calismaya dahil edilme kriterleri

En az 1 yildir glutensiz diyetini yapmis olmak,

- Enaz 3 aydir antibiyotik veya probiyotik tedavisi almamis olmak,

- EMA ve tTG IgG - IgA diizeylerinden diyete uyup uymadigi serolojik olarak da
test edilmis olmak,

- 18-65 yas aras1 olmak,

- Glutensiz diyete uyma testinde 3-4 skorunda olmak

Cahismadan dislanma kriterleri

- 18 yasindan kiiciik olan hastalar

- Diyet tedavisine uymayan hastalar
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- Antibiyotik kullanan hastalar
- Hastane bilgilerine ulasilamayan hastalar

- CH tanis1 olmayan hastalar

Dahil edilme kriterleri sartlarini tasiyan, kontrole gelen vakalarin dosyalar1 ve hastane
bilgi yonetim sisteminden hikayeleri, yas ve cinsiyet gibi demografik o6zellikleri ve
yapilan laboratuvar tetkikleri incelenmistir. Hasta takip formu ad1 altinda tiim bu veriler
Kisisel formlar halinde toplanmistir. Glutensiz diyetlerine uyup uymadiklarini kontrol
etmek amaciyla ve hasta dahil etme kriteri olarak serolojik testlere ek olarak daha
onceden Biagi ve arkadaslari tarafindan uygulanip onaylanmis olan, 5 skorluk bir test

yapilmustir. Bu testte skoru 3 veya 4 olan hastalar ¢calismaya dahil edilmistir.

Skor

Gondlli olarak gliiten Evit Bir porsiyon

tliketiyor musunuz?
l \ Sadece tadina \

Hayir bakiyorum 0
. ’/\ Sik sik /
Disarida yemek yediginizde Nadiren
pisiren kisilere hastaliginizdan e
bahsediyor musunuz? -
l i \
Evet 2

Paketli yiyeceklerin etiketlerini Hayir /

kontrol ediyor musunuz?

|

Evet

_ » Hayr —— 5 3

T Evet e 1]

Sadece Colyak Dernegi tarafindan onaylanmis
paketlenmig yiyecekleri mi yiyorsunuz?

Sekil 3.1. Gliitensiz diyete uyma testi (Biagi ve ark., 2012).
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CH tanis1 daha once endoskopik biyopsi sonucu konmus, en az 1 senedir glutensiz
diyetini uygulayan hastalara standart prosediir olarak duodenal villuslarindaki
iyilesmeleri kontrol etmek amaciyla yapilan rutin endoskopi ve biyopsi alimi islemleri
sirasinda her hastadan mikrobiyota analizi i¢in de biyopsi Ornegi alinmistir. Alinan
duodenal biyopsi 6rnekleri, serum fizyolojik dolu steril tiip icerisine konulup, soguk
zincire uyularak Akdeniz Universitesi Hastanesi Merkezi Laboratuvart Mikrobiyoloji

Boliimiine getirilmistir.

3.3. DNA izolasyonu

Biyopsi alindiktan sonra soguk zincirde 30 dakika igerisinde Akdeniz Universitesi
Hastanesi Merkezi Laboratuvari Mikrobiyoloji  Boliimiine getirilen  rnekler,
bekletilmeden DNA izolasyonu i¢in isleme alinmistir. DNA izolasyonu i¢in QlAamp
DNA Mini Kit (QIAGEN, Almanya) kullanilmistir. Kit prosediiriine uygun olarak DNA

izolasyonlar1 yapilmistir.
Ekstraksiyon yontemi:

1. Biyopsi oOrnekleri, dncelikle < 25mg olacak sekilde tartilmistir ve sonrasinda
steril petri kaplarinda bisturi ile mekanik par¢alanma yapilmaistir.

2. Sonrasinda kimyasal parcalanma icin, 6rnekler 180 puL Buffer ATL ve 20 pL
Proteinaz K soliisyonu igerisinde, 1s1 blogu (Biometra TB1 Thermoblock,
Almanya) tizerinde 56°C sicaklikta bir gece inkiibe edilmistir.

3. Ertesi giin soliisyon igerisindeki biyopsi 6rnekleri ¢cok kisa bir vorteks yapilarak
homojen hale getirilmis ve tizerine 200 uL. Buffer AL eklenmistir.

4. 15 saniye vortekslenen ornekler, 10 dakika boyunca 70°C’de 1s1 blogu {izerinde
inkiibe edilmistir.

5. Cok kisa santifiij (Eppendorf 5417C Centrifuge, ABD) yapilan 6rneklerin
tizerine 200 uL. %96°1ik etil alkol eklenip on bes sn daha vortekslenmistir.

6. Spin kolona pipetle aktarilan 6rnekler 8000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenmistir.

7. Santrifiij sonras1 alt kisimdaki toplama tiipii atilip, tist kisstmdaki filtreler yeni

toplama tiiplerine yerlestirilmistir.
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8. 500 pL Buffer AW1, spin kolonlarin filtre kisimlarina eklenerek 8000 rpm’de 1
dakika santrifiijlenmistir.

9. Santrifiij sonrasi alt kisimdaki toplama tiipleri atilip, iist kisimdaki filtreler yeni
bir toplama tiipiine yerlestirilmistir.

10. 500 pL Buffer AW2 spin kolonlarin filtre kisimlarina eklenip maksimum hizda (
14000 rpm) 3 dakika boyunca santrifiij yapilmistir.

11. Santrifiij sonras1 alt kisimdaki toplama tiipti atilip, tist kistmdaki filtreler yeni
toplama tiiplerine alinmis ve 1 dakika boyunca maksimum hizda (14000 rpm)
bos olarak santrifiij edilmistir.

12. Santrifiij sonrasi iist kisimdaki filtreler 1.5 ml’lik ependorflara yerlestirilmistir.

13. Uzerine 200 pL Buffer AE eklenip oda isisinda 1 dakika inkiibe edilmistir.

14. Inkiibasyon sonras1 8000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenerek, iist kisimdaki filtreler
atilmastir.

15. Alt kisimdaki DNA ekstratin1 iceren ependorflarin kapaklar1 kapatilarak DNA

konsantrasyon ve saflik tayini yapilmistir

izole DNAlara, spektrofotometrik ve florometrik yontemler kullanilarak, konsantrasyon
ve saflik tayini yapilmistir. Bu 6l¢timler i¢in, NanoDrop 2000 (Thermo Fisher, ABD) ve
Qubit (Thermo Fisher, ABD) cihazlar1 kullanilmigtir. Bu olglimlerde, konsantrasyon
degeri >50 ng/ul (10 ul) olan 6rnekler ve saflik degeri ~1.8 (260/280) ve >1.8 (260/230)
olgiilen drnekler uygun drnek olarak kabul edilmis ve calismaya almmistir. Olgiimleri
yapilarak uygun goriilen drnekler, YND yontemi yapilana kadar -20°C’de muhafaza

edilmistir.

3.4. Yeni Nesil Dizileme

Tiim orneklerin DNA izolasyonu tamamlandiktan sonra, 16S rRNA dizilemesinin ii¢
temel adimi olan kiitliphane hazirlama, dizileme ve biyoinformatik analiz kisimlarina
gecilmistir. Yeni nesil dizileme islemi Illumina NextSeq 550 yeni nesil dizileme

platformunda (illumina, CA, USA) yapilmistir. DNA izolasyonu da dahil olmak iizere
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temelde dort adimda gergeklestirilen yeni nesil dizileme metodu sekil 3.2.°de

resmedilmistir.
Adim 1: Adim 2:
DNA izolasyonu Kutiphane
) Hazirlama
\& 5 §§ L i
— .\, [
§ it I
N I
DNA pargalari DNA kiitiiphanesi
Yeni Nesil Dizileme
Calisma Akisi
Adim 3: Adim 4:
Dizileme Analiz

GACTAGTCT G

Okumalarin Varyantlarln
hlzalanmaS| ammlanma5|
_— FastQ

- rmmm———”T—T Nucleotide

Sekil 3.2. Yeni Nesil Dizileme Yontemi Calisma Akisi.

3.4.1 Kiitiiphane Hazirlama

Her bir 6rnekteki 16S rDNA V3-V4 bolgelerinin zenginlestirilmesi i¢in 16S Forward ve

16S Forward Reverse kodlu primerler kullanilmistir.

e 16S Forward
(TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCW
GCAG)

e 16S Reverse
(GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGT
ATCTAATCC)
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Projede, kiitiiphane hazirlig sirasinda, her bir 6rnek igin ayri ayr1 25 dongiili 2
basamaklt PZR islemi gercgeklestirilmistir. Bu islemlerde, KAPA HiFi HotStart
ReadyMix (Roche) enzimi kullanilmistir.

Birinci PZR asamasinda asagidaki sikluslar uygulanmstir;

1. 95°C’de 3 dakika == 1 siklus
2. 95°C’de 30 saniy

3. 55°C’de 30 saniy 25 siklus
4. 72°C’de 30 saniy

o)

72°C’de 5 dakika == 1 siklus

Ikinci PZR uygulamasinda, Illumina index ve adaptor dizilerinin eklenmesi i¢in Nextera
XT Index Primer 1 ve Nextera XT Index Primer 2 setleri (illumina, CA, USA)

kullanilmastir.
Ikinci PZR asamasinda, asagidaki sikluslar uygulanmistir;

1. 95°C’de 3 dakika 1 siklus
2. 95°C-30 saniye

3. 55°C-30saniye | 8siklus

4. 72°C-30 saniye

5. 72°C’de 5 dakika 1 siklus

Her iki PZR islemi sonrasinda Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, USA) kiti ile

saflagtirma ve piirifikasyon gergeklestirilmistir.

PZR sonrasinda, tim orneklere ait PZR iiriinlerinin, %2’lik agaroz jel iizerinde bant
varli1 ve goreceli bant yogunluklar1 kontrol edilmistir. Hazirlanan kiitliphanenin Qubit
florometresi (Qubit4 Fluorometer, Thermo Fisher, USA) ile Ol¢limii yapilmis ve

normalizasyon sonrasi dizileme islemine alinmstir.

3.4.2. Dizileme
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Dizileme uygulamasi, Illumina NextSeq 550 yeni nesil dizileme platformunda (illumina,
CA, USA), NextSeq 550 High Output Reagent kiti ile ¢ift yonlii (2x150bp) okuma ile ve

iretici firma yonergeleri takip edilerek gerceklestirilmistir.

3.4.3. Biyoinformatik Analiz

Dizileme islemi sonrast kalite kontrol basamaklarinda FastQC

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) programi  kullanilmistir.

Kalite kontrol sonuglar1 baz alinarak her 6rnegin, veri miktarlari, okuma kaliteleri, GC

dagilimlari, kimer dagilimlari, olasi adaptor kontaminasyonlari incelenmistir.

Kalite kontrol sonrasinda, diisiik okuma kalitesine (Phred Score < Q20, 30 bplik pencere
araligi) sahip okumalar, tiim veriden c¢ikarilmistir. Ayrica, okuma uglarindaki diisiik
kaliteli niikleotid baz okumalari, olasi adaptor kirletici ile kimerik diziler, Genomes
OnLine Database (GOLD) temel alinarak Trimmomatic

(http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic)  aract1 ile = kirpma islemi

gerceklestirilmistir.  Taksonomik olarak hedef organizmalarin profillerini okuyup
¢ikarabilmek amaciyla (Wang Q ve ark., 2007) tarafindan gelistirilmis Ribosomal
Database Project (RDP) Classifier kullanilarak Greengenes veritabani temel alinarak
taksonomik hizalama yapilmistir. Hizalama sonrasinda 10 6rnekteki OTU gruplart da
belirlenmistir. Elde edilen verilerin raporlanmasi, istatistik analizleri ve veri

gorsellestirme ¢alismalarinda R ve Excel kullanilmustir.
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4. BULGULAR

Ocak- Haziran 2021 tarihleri arasinda, daha 6nceden CH tanisi konulmus ve ¢alismanin
dahil edilme kriterlerine uyan 10 erigkin hasta ¢alismaya alinmistir. Bu hastalardan besi

erkek, besi kadindir. Hastalarin yas ortalamasi 38.1 olarak belirlenmistir (Tablo 4.1.).

Ornek Yas En Bol Filum  Firmicutes (%) Bacteroidetes (%) Proteobacteria (%) Actinobacteria (%)

e s F 37.17 12.57 20.24 6.7
2 38 F 253 5.5 22.2
s F 33.22 10.45 19.57 3.91
4 46 F 19.87 3.86
s P 10.26 25.31
6 43 F 35.68 13.94 12 5.92
7 29 F 40.59 9.05 15.48 5.14
e 3 P 14.12 31.88 6.41
9 47 P 22.04 5.56 5.62
[0 =1 F 40.76 4.9

Tablo 4.1. Filum analizinde cinsiyet ve yas dagilimi.

Hastalarin glutensiz diyetlerine uyumlarini gdérmek amaciyla, biyopsi alimiyla ayni
tarihte serolojik olarak bakilmis olan EMA IgA-1gG ve tTG IgA-IgG testlerinin
sonuclar1 kaydedilmistir. Tiim hastalarda EMA-IgA ve IgG negatif bulunmustur ancak
tTG testinde IgG bir hastada pozitiftir.

EMA-IgA’nin ve tTG IgA’nin negatif olup tTG-IgG nin pozitif goriildiigii bir hasta
vardir. tTG IgA iginse iki hastada ara deger, iki hastada pozitif sonug¢ ¢ikmistir. Ancak
ornek aliman GD uygulayan ¢olyak hastalarinin higbiri devam eden Klinik belirti

tanimlamamuislardir.

Hastalarin duodenal biyopsi 6rneklerinin metagenomik analizi sonucunda, 10 hasta igin
toplam 36 farkli filum tespit edilmistir. En yiiksek oranda goriilen 20 filum sekil 4.1°de

grafikte gosterilmistir.
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Tum hastalardaki En Bol 20 Filum

Verrucomicrobia

Thermotogae
Tenericutes
Spirochaetes
Proteobacteria
Planctomycetes

Parcubacteria
Gemmatimonadetes
Fusobacteria 20
Firmicutes

Euryarchaeota

Filum

Deinococcus-Thermus
Cyanobacteria/Chloroplast 40
Chloroflexi

Chlorobi

Chlamydiae

Candidatus Saccharibacteria

60

Bacteroidetes

Aquificae
Actinobacteria

Acidobacteria

Ornekler

Sekil 4.1. Hastalarda en bol bulunan 20 Bakteri Filumu. Sagdaki renk belirteci goreceli bolluk miktarnin
yiizdesel olarak ifadesidir.
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Orneklerde goriilen filumlarin géreceli yogunluklar: Sekil 4.2. numarali filum grafiginde
verilmistir. En yiiksek Firmicutes yilizdesi %44.52, en diisiik yiizdesi ise %17.31
bulunmus, ortalama olarak 10 6rnekte %31.46 ile en bol bulunan filum olarak tespit
edilmistir. Proteobacteria filumu i¢inse en yiiksek %40.19, en diisiik %12 olarak

hesaplanmis, ortalama olarak %21.47 ile en sik bulunan ikinci filum durumundadir.

Filum Goreceli Bollugu
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Sekil 4.2. Saptanan Bakteri Filumlarmin Duodenal Orneklerdeki Yogunlugu
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Orneklerin aile olarak analizine bakildiginda, Bacillaceae 1 ve Streptococcaceae
gruplarmin en yiiksek bolluga sahip iki aile oldugu goriilmektedir (Sekil 4.3).
Bacillaceae 1 yiizdesi %11.77 ile en yiiksek, en diisiik yiizdesi ise %0.07 bulunmus,
ortalama olarak 10 6rnekte %3.35 ile en bol bulunan aile olarak tespit edilmistir.
Streptococcaceae ailesi iginse en yiiksek %10.10, en diisiik %0.03 degeri bulunmus,

ortalama olarak % 2.94 ile en sik bulunan ikinci aile durumundadir.

Ornekler arasi Aile (Family) Dagilimi
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Sekil 4.3. Duodenal Orneklerde Saptanan Bakteri Aileleri
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10 ornek arasinda en sik goriilen ve bollugu en fazla olan 20 cins Sekil 4.4.°te
gosterilmistir. Cins diizeyinde ornekler arasi benzerliklere baktigimizda Streptococcus
ve Geobacillus 6rneklerin toplaminda en yiiksek bolluga sahip iki cinstir. En yiiksek
Streptococcus’un yiizdesi %5.03, en diisiik ylizdesi ise %0.01 bulunmus, ortalama olarak
10 ornekte %1.44 ile en bol bulunan cins olarak tespit edilmistir. Geobacillus cinsi
icinse en yiiksek %4.91, en diisiik %0.02 degeri bulunmus, ortalama olarak % 1.31 ile en

sik bulunan ikinci cins durumundadir. Sadece bu iki cins %1 ’in {izerinde bulunmustur.

Ornekler arasi Cins Géreceli Bollugu (%)
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Sekil 4.4. Saptanan Bakteri Cinslerinin Duodenal Orneklerdeki Yogunlugu
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Benzer mikrobiyal profil dagilimi gosteren ornekler, grup igi gesitlilik benzerligini de
gormek amaciyla hiyerarsik kiimeleme yapilmistir (Sekil 4.5). Kiimelemede birbirine
yakin mikrobiyal profil gosteren 6rnekler birbirine yakin dallarda gosterilmektedirler.
Hiyerarsik kiimeleme hesaplanmasinda cins basamagindaki mikrobiyal profil esas

alinmistir. Bu analiz i¢in R _hclust paketi kullanilmis ve grup ortalamasi esas alinmustir.

—

Sekil 4.5. Duodenal Mikrobiyotada Hiyerarsik Kiimelenme Agaci

Hiyerarsik kiimelenme agacina benzer bir yontem olarak, temel bilesen analizi
yapilmistir. Bu dagilim grafigi, tiim 6rneklerin normallestirilmis goreceli mikrobiyal
cesitliligini Temel Bilesen Analizi yaklasimi ile gosterir. Temel Bilesen Analizi,
numuneler arasinda taksonomik siniflandirmalarin dagilimindaki sabit bir taksonomik
seviyeye kadar olan farklari Glger (Paradis ve ark., 2004). Dagilim i¢inde, kiime
olusturan Ornekler, benzer mikrobiyal dagilim gostermektedir. Temel Bilesen Analizi
hesaplanmasinda, cins basamagindaki mikrobiyal profil esas alinmistir. Bu ¢aligmada
grup i¢i cins diizeyindeki mikrobiyal profil benzerliklerini tanimlamak amaciyla
kullanilmistir. Bu grafige gore dordiincii, besinci ve onuncu hastalar kendi aralarinda
benzer mikrobiyal profil gdsterirken, diger yedi Ornek ise kendi aralarinda benzer

mikrobiyal profil bulunmustur (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Duodenal Mikrobiyotalarda Temel Bilesen Analizi ( Principal Coordinate Analysis)

Metagenomik verilerin kendi arasindaki cesitliliklerini elde etmek amaciyla belirli
cesitlilik endeksleri (filogenetik endeksler veya filogenetik metrikler olarak da
adlandirilir) uygulanmistir. Bu yontemler, bir veri kiimesinde (bir toplulukta) kag farkl
organizmanin bulundugunu ve ayn1 zamanda dagitilan bireyler arasindaki filogenetik
iliskileri (es-dagilim, tiir yakinligi, tiir zenginligini) yansitan nicel bir dl¢iidiir. Tablo
4.2.°de, her bir tiirlin Shannon, Simpson ve Inverse Simpson endeksleri ve tespit edilen
tiirlerin sayis1 belirtilmistir. Proje kapsaminda, alfa-¢esitlilik, yani grup i¢1 ¢esitlilik
hesaplamasinda Shannon endeksi (Spellerberg ve ark., 2003) kullanilmistir. Shannon
endeksine gore, temel bilesen analizinde farkli olarak gruplanan dordiincii, besinci ve
onuncu drneklerde cesitlilik, diger 6rneklere kiyasla daha diisiik bulunmustur. On
Ornegin tiir sayis1 ortalamasi 232.2 olarak hesaplanmistir. En diisiik tiir sayis1 141 iken

en yiiksek tiir sayis1 399 bulunmustur.
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Ornek Adi

Shannon Endeksi

3.06

3.19

3.2

2.66

2.37

3.12

3.09

3.44

2.79

2.27

Simpson Endeksi

0.91

0.9
0.89
0.79

0.81

0.89
0.94
0.85

0.76

Inverse Simpson
Endeksi

11.52
10.39
9.4
4.84
5.3
13.39
9.11
15.64
6.56

4.11

Tiir Sayisl

203
178
215
302
141
178
263
399
282

161

Tablo 4.2. Mikrobiyota analizinde metagenomik verilerin incelenmesinde ¢esitlilik indeksleri. (Shannon, Simpson,

Inverse Simpson ve Tiir Sayisi)
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5. TARTISMA

Insan gastrointestinal sistemi, yiiksek sayida mikroorganizma yogunluguna sahip bir
bolgedir. Yapilan calismalar, kalin bagirsaktaki mikrobiyotay1 analiz ederek bakterilerin
konak saglig1 {lizerinde bir etkisi oldugunu gostermistir. Ancak, duodenum gibi iist
bagirsak mikrobiyotasinin karakterizasyonuna odaklanan daha az ¢alisma vardir. Ciinkii
uzun bir siire boyunca ince bagirsagin diisiik bakteri yogunluguna sahip, yasanmasi zor
bir habitat oldugu varsayilirken, giliniimiizde c¢esitli bakterilerin {ist bagirsagi kolonize
ettigi ve metabolik siiregte ve farkli hastaliklarin tetiklenmesinde Onemli rol

oynayabilecegi bilinmektedir (Caminero ve ark., 2016; Sanz ve ark., 2011).

Son yillarda, CH'nin patogenezinde ve Kklinik belirtilerinde bagirsak mikrobiyota
bilesimindeki degisikliklerin olasi roliine bir ilgi artis1 s6z konusudur (Caminero &
Verdu, 2019). Fakat bu iligkinin kurulmasi konusunda yeteri kadar veri heniiz
toplanamamistir. Oncelikle bu konu ile yapilan calismalarin biiyiik ¢ogunlugu ornek
alma kolaylig1 nedeniyle duodenal biyopsi yerine diskidan calisilmustir. ikinci olarak
duodenal 6rnek almanin invaziv bir yontem olmasi nedeniyle yapilan c¢aligmalarda da
ornek sayisi azdir. Simdiye kadar, yetigskin ¢dlyak hastalarinda bagirsak mikrobiyota
kompozisyonunu biyopsiden arastiran sadece sekiz ¢aligma vardir (Schiepatti ve ark.,
2021). Bu sekiz calismada GD uygulayan hastalardan, duodenal biyopsi yapilan hasta
say1st, maksimum 29, toplamda 61 hastadir (D’Argenio ve ark., 2016; Panelli ve ark.,
2020; Wacklin ve ark., 2013, 2014). Bunlar arasinda bir c¢alismada duodenal
mikrobiyota bilesimi ile CD'nin klinik belirtileri arasinda bir iliski oldugu bildirilmistir.

Calismamiza katilan olgularda herhangi bir semptom bildirilmemistir. Calismaya katilan
hastalar arasindaki mikrobiyal benzerlikler ve farkliliklar, grup ici ¢esitliligi goérmek;
filum, aile, cinsler ve tiirler aras1 farklara bakmak diger ¢alismalarla karsilagtirabilmek
acisindan onemlidir. Bu noktada hastalar arasi en sik goriilen filum ve aile bollugu bir
benzerlik yakalamak agisindan anlamlidir. Calismamizda filum olarak yedi Ornekte
Firmicutes bollugu tespit edilirken, {i¢ 6rnekte de Proteobacteria bollugu gozlenmistir.
Filum farklilig1 veya baskinlig ile alakali olgular arasinda herhangi bir klinik semptom

gozlenmemistir. Calismamizda mikrobiyota cesitliligi Shannon indeksi kullanilarak
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Olciilmiistiir. Bizim c¢aligmamizda tiir sayis1 141 ile 399 arasinda ve ortalama 232.2,
Shannon indeksi ise ortalama 2.91 (2.27-3.44) olarak bulunmustur. Bu ¢esitlilik indeksi,
bu bakterilerin tiir dagilimindaki birbirlerine olan oraninin da yakinligini1 hesaba katarak,
ornekte bulunan farkli bakteri sayisinin nicel bir gostergesidir. Yani, tek veya sadece
birkag dominant tiiriin olmadigini; tlirler arast dengeli bir dagilim oldugunu da
gostermektedir. Bu nedenle Shannon ¢esitlilik indeks degeri hem tiir sayist arttiginda
hem de tiirler aras1 yiizdelerin birbirine benzerligi arttiginda artar. Shannon indeksi,
mikroekolojik calismalarda kullanilan iyi bilinen bir ¢esitlilik indeksidir. Shannon
indeks degeri ne kadar yiiksek olursa, topluluk ¢esitliligi o kadar yiiksek olur (Kim ve
ark., 2017). Onceki calismalarda mikrobiyal cesitlilik, diyet uygulamayan aktif ¢dlyak
hastalarinda azalmis olarak bulunmustur. Nistal ve arkadaslarinin yaptig1 calismada
dokuz aktif donemdeki ¢6lyak hastasinin tiir sayisi ortalamasi 202, Shannon indeksi ise
ortalama 2.83 olarak bulunmustur Dokuz kisilik saglikli kontrol grubunda ise Shannon
indeksi 3.20°dir (Nistal ve ark., 2016). Ayrica Nistal ve arkadaslarinin ¢aligmasinda tiir
sayist 180 ile 249 arasinda degismektedir. Ayni calismada, orneklerini saglikli kontrol
grubu ile karsilagtirmis ve onlarda tiir cesitliligi ortalama 234 iken tiir sayis1 213-277
arasinda degismektedir (Nistal ve ark., 2016). Baska bir calismada, saglikli dokuz
gonilliiden elde edilen duodenal biyopsiden mikrobiyota analizinde Shannon indeksi
ortalama 4.50 olarak hesaplanmustir (Li ve ark., 2015). Ayni ¢alismada, hem aktif ¢6lyak
hem de saglikli kontrol grubu i¢in ana filumlar olarak Firmicutes ve Proteobacteria tespit
edilmistir. Nistal ve arkadaslarinin yaptigi bu calismada ¢dlyak hastalart ve saglikli
kisilerin duodenal mikrobiyotalar1 arasinda anlamli bir fark bulunamamistir. Buna ek
olarak ayni ¢aligmada, tedavi edilmeyen CH iliskili bakteri topluluklarinin karakteristik
bir kalib1 belirlenememistir (Nistal ve ark., 2016). Bizim calismamizda, GD uygulayan
ve diyetine uydugu belirlenen hastalardan elde ettigimiz verilerde, en sik goriilen
filumlar %31.46 ile Firmicutes, %21.47 Proteobacteria, %10.6 Bacteroidetes, %6.1

Actinobacteria olarak bulunmustur.

D’Argenio ve arkadaslarinin caligmasinda, alt1 adet GD uygulayan ¢olyak hastasi, 20
adet aktif ¢6lyak hastas1 ve 15 adet de saglikli kontrol grubunda duodenal mikrobiyota

incelenmis; sonug¢ olarak ii¢ grupta da en fazla goriilen filum olarak Proteobacteria
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bulunmustur. Ayrica, aktif ¢olyak hastalarinda en az goriilen filumlar Firmicutes ve
Actinobacteria olarak tespit edilmistir (D’Argenio ve ark., 2016). D’Argenio ve
arkadaglariin ¢alismasindaki kadar Proteobacteria bollugu (%39.3) olmasa da bizim
calisgmamizda da en fazla bollugu olan 2. Filum %21.47 ile Proteobacteria’dir. Bir diger
calismada yine GD uygulayan ¢06lyak hastalar1 ile aktif, tedavi edilmeyen ¢olyak
hastalar1 ve saglikli kontrol gruplarinin duodenal mikrobiyotasi incelenmis ve ii¢ grup
icin en sik goriilen filumlar Firmicutes (%38), Proteobacteria (%29), Bacteroidetes
(%17), Actinobacteria (%10), ve Fusobacteria (%4) olarak tespit edilmistir (Nistal ve
ark., 2012). Li ve arkadaslar tarafindan saglikli goniillillerden elde edilen duodenal
mikrobiyota analizlerinde, duodenumda %70.3 oraninda Firmicutes ve Proteobacteria
filumlarinin bulundugu saptanmistir (Li ve ark., 2015). Ayn1 ¢alismada, saglikli kisilerin
disk1 Orneklerini ise %84.2 oraninda Bacteroidetes ve Firmicutes filumlarinin
olusturdugu bildirilmistir (Li ve ark., 2015). Bizim g¢alismamizda 6rneklerin hepsinden
elde edilen verilere gore en sik goriillen filumlar Firmicutes (%31.46) ve ardindan
Proteobacteria (%21.47) filumlaridir. Bu veriler ¢olyak hastalarinin glutensiz diyetle
beraber, saglikli goniillilerle filum diizeyinde benzer bir profil gosterdigini
disiindiirmektedir. Calismaya katilan GD uygulayan hastalarda diyete bagli olarak
semptomlarda da bir kaybolus s6z konusudur. Bununla birlikte, bu konuda yapilmis
calisma sayis1 ¢cok azdir. Bu alanda daha kapsamli ve daha ¢ok sayida calismaya ihtiyag

bulunmaktadir.

CH’de GD baglangici ile beraber genellikle klinik semptomlarda hizli (1 hafta), ince
bagirsak mukozasinda ise daha yavas (6 ay — 1 sene) bir iyilesme olur. Bununla birlikte,
uzun siireli GD tedavisine ragmen bir¢ok hastanin devam eden semptomlardan muzdarip
olduguna dair kanitlar vardir. Bu tiir devam eden semptomlarin en yaygin nedeni,
bilerek veya bilmeden gluten alimidir. Ayrica tanist konmamis baska bir gastrointestinal
hastaligin varligi veya glutensiz lriinlerdeki diisiik lif igerigine bagli kabizlik veya
refrakter CH de olabilir. (Dewar ve ark., 2012; Paarlahti ve ark., 2013). Bununla birlikte,
birgok vakada sik1 GD’ye ve iyilesmis bagirsak mukozasina ragmen kalict semptomlarin
nedeni bilinmemektedir (Wacklin ve ark., 2014). Wacklin ve arkadaslari; GD uygulayan

ancak semptomlar1 olan 18 ¢dlyak hastasi ile GD uygulayan semptomsuz 18 ¢olyak
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hastasinda 16S rRNA gen dizilemesi ile duodenal mikrobiyotay1 incelemislerdir. Bizim
calismamizdaki hastalarla benzer sekilde, bu hastalar da birkag yildir ( >3 ) kat1 bir GD
uygulayan ve ince bagirsak mukozasi biyopsileri normal olan ¢dlyak otoantikorlarini
normale dondiirmiis hastalardir. Wacklin ve arkadaslarinin ¢alismasinda kalici
semptomlar1 olan hastalarin, semptomlari olmayan hastalara kiyasla farkli bir duodenal
mikrobiyota tarafindan kolonize edildigi gosterilmistir. Semptomlar1 olan hastalarda
goreceli olarak daha yiiksek Proteobacteria bollugu ( p = 0.04) ve daha diisiik
Bacteroidetes (p = 0.01) ve Firmicutes (p = 0.05) bollugu bulunmustur. Mikrobiyal
zenginlikleri ve tir gesitliligi de istatistiki olarak anlamli sekilde (p = 0.05) daha
distiktiir. Semptom gostermeyen hastalarda Firmicutes %46 ve Bacteroidetes %25;
semptomlu hastalarda ise Firmicutes %33 ve Bacteroidetes %15 diizeylerindedir.
Proteobacteria semptomlu hastalarda %40; semptomsuz hastalarda %21 oranlarindadir
(Wacklin ve ark., 2014). Calismamiza katilan hastalar da uzun siiredir devam ettikleri
diyetle beraber herhangi bir belirti géstermemektedirler ve Firmicutes filumu, Wacklin
ve arkadaslarinin semptomsuz hastalardaki bulgusu ile benzer olarak en yiiksek oranda

saptanmistir.

Cins diizeyinde degerlendirmelere bakilacak olursa, Streptococcus (%1.44) ve
Geobacillus (%1.31) tiirleri en yiiksek yiizdeye sahip cinslerdir. Prevotella cinsi,
calismamizda da en sik goriilen {igiincii cins (%0.61) olarak bulunmustur. Ayrica
Lactobacillus (%0.43) ve Faecalibacterium (%0.15) gibi bagirsak sagligi ile iligkili
(Laval ve ark., 2015) cinsler de 6rneklerin duodenumlarinda en bol bulunan 10 cins
arasinda bulunmaktadir. Nistal ve ark, GD uygulayan hastalarla, aktif ¢dlyak hastalarini
karsilastirdiginda, istatistiki olarak en anlamli fark (p<0,05) Streptococcus ve Prevotella
tiirlerinde bulunmustur ancak GD’ye devam eden grupta kontrol grubu ile ayni oranda
Prevotella cinsi; daha yiiksek miktarda Streptococcus cinsi bakteri bulunmustur (Nistal
ve ark., 2012). Bizim ¢alismamizda da Prevotella cinsi, semptomsuz GD uygulayan
¢Olyak hastalarinda daha boldur. Bu sonug, Wacklin ve arkadaslarinin GD uygulayan
semptomsuz ¢olyak hastalarinda daha fazla Prevotella bollugu bildiren makalesi ile ve
Nistal ve arkadaslarinin yukarida belirtilen ¢alismasi ile benzer sonuglara sahiptir

(Wacklin et al., 2014; Nistal ve ark., 2012). Nistal ve arkadagslar1 tarafindan, GD
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uygulayan grup, aktif ¢olyak hastalarina gore bakteriyel ¢esitlilik agisindan daha zengin
bulunmustur (Nistal ve ark., 2012). Bu degisikliklerin en azindan bir kismi, GD’nin
dogrudan bir sonucu olabilir, ¢iinkii diyet, bagirsakta nis belirleyici faktorlerin en 6nemli
potansiyel kaynaklarindan biridir (Dethlefsen ve ark, 2006). Bakteri toplulugundaki
cesitliligin artmasi, kaybedilen duodenal homeostazin restorasyonu veya bagirsak
iyilesmesi gibi mikro ¢evredeki degisikliklere bagli olabilir. Belki de iyilesme, mukusun
bilesimini etkilemekte ve boylece ona bagli olan bakterileri degistirmektedir (Johansson
ve ark., 2011). Benzer bir sekilde baska bir ¢alisma da GD uygulayan c¢olyak
hastalariin mikrobiyal profillerinin aktif ¢olyak ile saglikli kontroller arasinda bir yerde

oldugunu saptamistir (Panelli ve ark., 2020).

Bu calisma Tiirkiye’de ¢6lyak hastalarinda yeni nesil dizileme yontemi ile duodenal
biyopsi ornekleri incelenerek mikrobiyota analizinin yapildigi ilk ¢alismadir. Ekonomik
sebeplerden dolayr orneklem kii¢iik tutulmus ve calismaya kontrol grubu dahil
edilememistir, bunlar ¢calismamizin kisitlayict yonleridir. Bagka bir sinirlama, kii¢lik alt
birim ribozomal RNA'y1 (16S rRNA) kodlayan yiiksek oranda korunmusg genin bir veya
daha fazla degisken bolgesinin dizilenmesine dayanan yeni nesil dizileme metodunun
kendisiyle baglantilidir. Bakteriyel mikrobiyotanin profilini ¢ikarmak i¢in yaygin olarak
kullanilan bir yaklasim olsa da, kisa dizilerde yer alan sinirli taksonomik ve fonksiyonel
bilgileri igermektedir. Bakteri toplulugunun hemen hemen her liyesinden gelen tiim
genomlarin kiigiik parcalara ayrilip sonra birlestirilerek ilgili veri tabanlarindan hedef
organizmalarin istenen genlere gore dizildigi daha pahali metagenomik dizileme
yontemleri ile daha ayrintili sonuglar elde edilebilir (Jovel ve ark., 2016). Sekanslama
cihazlari, uygulama farkliliklari, 6rnek farkliliklar1 gibi nedenlerden dolay1 mikrobiyota
bilesimini degerlendirmede laboratuvarlar aras1 sonuglar1 karsilagtirmak zorlagsmaktadir.
Mikrobiyota analizinde heniiz bir standardizasyon saglanamamis olmasi da sonuglarin
karsilastirilmasini  zorlastirmaktadir. Ayrica bagirsak mukozasina tutunmus halde
bulunan bakteriler ile bagirsak limeninde bulunan bakteriler farkli olabilmektedirler (Li
ve ark., 2015). Buna baglh olarak biyopsi materyallerinden belirlenen mikrobiyota ile

disk1 ya da liimen igerigi 6rneklerinden belirlenen mikrobiyota sonuglar1 farkli olabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calismada CH tanisi almis ve GD ile beslenen hastalarda duodenal biyopsi
orneklerinde yeni nesil dizileme yontemi ile yapilan mikrobiyota analizinde Firmicutes
%31.46 ve Proteabacteria %21.47 filumlar1 en sik olarak saptanmistir. Genetik ve
cografi farkliliklarin bagirsak mikrobiyotasini etkiledigi bilinmektedir (Lax ve ark.,
2014). Cesitli hasta gruplarinda mikrobiyota profillerinin arastiritlmasi; mikrobiyotay1
etkileyen faktorler ile hastalikta ve saglikta etkili olan mikrobiyota profillerinin
belirlenmesini saglayarak, hastalia ve kisiye 6zel tedavilerin gelistirilmesi ic¢in yol

gosterici olacaktir.
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