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Bu caligma musir ve bugday gluteninin saglikli erkek ratlarda ince bagirsak
histopatolojisi ve otoimmun parametreler lizerine etkisini belirlemek amaciyla
yapilmistir. Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde
ratlarin bakim ve beslenmeleri, laboratuvar analizleri ise Atatiirk Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda yapilmigtir. Arastirma da 3 grup olup;
bugday, misir ve soya grubu olarak belirlenmistir.Her grupta 7 rat olacak sekilde
toplamda 21 saglikli yeni dogmus Sprague Dawley cinsi erkek rat ile yiirtitiilmistiir.
Arastirmada kullanilan ratlar bir gilinliik yastan 30 giinliik yasa kadar anneleri ile
birlikte, 30 giinliik yastan 60 giinliik yasa kadar annelerinden ayr1 olmak {izere toplam
60 giin siireyle yer aldiklar1 deney grubuna gore soya, misir veya bugday yemleri ile
beslenmislerdir. Boylelikle yavru ratlar denemenin ilk 30 giinliik siiresinde hem
yemlere aligmalar1 saglanmis, hem de ayni deneme yemi ile beslenen annelerinin
stitiinii almalar1 saglanmigtir. Hayvanlar 60 giinliik yasa geldiklerinde anestezi altinda
sakrifiye edilerek, histopatolojik ve immunohistokimyasal incelemeler i¢in gerekli
doku 6rnekleri alinmistir.

Elde edilen bulgulara gére bugday gluteni verilen grubun incebagirsak villus
uzunluklarinin diger gruplardan daha uzun oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Villus
atrofsinin en fazla misir gluteni verilen grupta oldugu belirlenmistir (p>0,05). Lenfosit
plazma nétrofil degeri en fazla soya grubunda belirlenmistir. Kript hiperplazisi en
fazla soya grubunda, en diisiik bugday grubunda tespit edilmistir (p<0,05). Gruplarin
transglutaminaz ve IgA antikor seviyeleri arasindaki farkin istatistiksel agidan 6énemli
olmadig1 belirlenmistir. Gruplarin gliadin antikor seviyesi en yiiksek soya grubunda

belirlenirken, en diisiik bugday gluteni verilen grupta tespit edilmistir (p<0,05).



Sonug olarak HLA-DQ2 ve DQ8 geni tasimayan saglikli ratlarin ince bagirsak
dokularinin histopatolojik ve otoimmun parametreleri iizerine bugday ve misir
gluteninin olumsuz etkisinin olmadigi tespit edilmistir. Daha net sonuglar alinabilmesi
i¢in ratlarin daha uzun dénemli beslenmesi ve hayvan ¢alismalar1 glutenin bagirsak
histopatoloji ve otoimmun parametreler iizerine etkilerinin gosterilmesi i¢in 6nemli
olmakla birlikte glutenin insanlardaki bu parametrelere olan etkisini arasgtirmaya

yonelik ¢aligmalarin yapilmasi 6nemlidir.

Anahtar Kelimeler: Rat, Bugday Gluteni, Misir Gluteni, Bagirsak Dokusu, Villus

Uzunluklari, Histopatolojik Parametreler, Otoimmun Parametreler



ABSTRACT

This study was carried out to determine the effects of corn and wheat gluten on
small intestine histopathology and autoimmune parameters in healthy male rats. The
care and feding of rats at Atatiirk University Medical Experimental Application and
Research Center, and laboratory analyzes were carried out in Atatiirk University
Veterinary Faculty, Pathology Department. There are 3 groups in the research; wheat,
corn and soybean groups were determined. The study was conducted with 21 healthy
newborn Spraque Dawley male rats,7 rats in each group. The rats used in the study
were fed with soy, corn or wheat feeds according to the experimental group they were
in for a total of 60 days, from one day old to 30 days old with their mothers, from 30
days old to 60 days except for their mothers.Hereby, during the first 30 days of the
experiment, the baby rats were ensure both accustomed to the feed and also provided
the milk of their mothers fed the same trial feed. When the animals reached the age of
60 days, they were sacrificed under anesthesia and tissue samples were taken for
histopathological and immunohistochemical examinations.

According to the estimation obtained, it was determined that the wheat gluten
group was longer than the other groups in which small intestinal villi were used
(p<0.05). It was determined that villus atrophy was most prevalent in the corn gluten
group (p>0.05). Lymphocyte plasma neutrophil value was determined most in soy
group. Crypt hyperplasia was detected the most in the soy group and the lowest in the
wheat group (p<0.05). It was determined that the difference between the
transglutaminase and IgA antibody levels of the groups was not statistically
significant. While the gliadin antibody level of the groups was determined the highest

in the soy group, it was determined the lowest in the wheat gluten group (p<0.05).



As a result, it was determined that wheat and corn gluten did not have a
negative effect on the histopathological and autoimmune parameters of the small
intestine tissues of healthy rats without HLA-DQ2 and DQ8 genes. In order to obtain
clearer results, longer-term feeding of rats and animal studies are important to show
the effects of gluten on intestinal histopathology and autoimmune parameters, but it is
important to conduct studies to investigate the effect of gluten on these parameters in

humans.

Keywords: Rat, Wheat Gluten, Corn Gluten, Intestinal Tissue, Villus Lengths,

Histopathological Parameters, Autoimmune Parameters
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Boliim 1

GIRIS

1.1 Kuramsal Yaklasimlar ve Kapsam

Insanlarin saglikli bir sekilde yasamlarii devam ettirebilmek igin yeterli ve
dengeli beslenmeleri gerekir. Bu nedenle bitkisel ve hayvansal kokenli besinleri yeterli
miktarda tiiketmek zorundadirlar. Bitkisel kokenli besinlerin baginda bugday, yulaf,
musir ve arpa gibi tahillar gelmektedir. Bu tahillarin proteinlerinin 6énemli bir kismini
gluten proteini olusturmaktadir. Beslenmede gluten igeren besinler 6nemli yer
tutmaktadir. Glutenler hamurun kalitesini artirdigi i¢in yiizyillar boyunca kivam
artirict olarak kullanilmaktadir(Fellstone, 2011; Laflandra ve digerleri, 2004).

Gluten igeren besinler, insan l6kosit antijenleri (HLA-DQ2 ve HLA-
DQ8)olarak adlandirilan genlere sahip kisilerde bagirsak dokusu basta olmak tizere
otoimmun sistemde birgok hastaliklara neden olabilmektedir.(Soya ve Un, 2014).
Dokularda histopatolojik yapilarinda degisiklik olmakla birlikte dokulara gore
degisiklik meydana gelebilir. Otoimmun sistemdeki degisiklikler ise transglutaminaz,
gliadin, IgA, 1gG, CD4 ve CD8 gibi parametrelerden en az birinin veya birkaginin
incelenmesi ile tespit edilebilir.

1.2 Amag ve Hipotez
Amagc: Bu calismanin amact saglikli erkek ratlarda bugday gluteni ve misir

gluteninin  bagirsak histopatolojisi ve otoimmiin parametrelerine etkisinin

belirlenmesidir.



Hipotez: HLA-DQ2 ve DQS8 genlerine sahip olmayan saglikli erkek ratlarda
bugday gluteni ve misir gluteni bagirsagin histopatolojik parametreleri (villoz atrofi,
lenfosit plazma notrofil ve kript hiperplazi) ve otoimmiin parametrelerini

(tranglutaminaz ve gliadin antikorlar1) etkilemektedir.



Boliim 2

GENEL BILGILER

2.1 Gluten Yapis1 ve Metabolizmasi

Insanlar giinliik yasamlarim devam ettirebilmek i¢in beslenmek zorundadirlar.
Besin kaynaklarimin 6nemli bir boliimiinii en basta bugday, piring ve musir gibi tahillar
olusturmaktadir. Tahillar nisasta, protein, seliiloz, vitamin ve mineralleri igermektedir.
Tahillar gluten olusturan proteinler bulunmaktadir (Emiroglu, 2017).Gluten tahil
tanelerinin, nisasta ve diger kisimlar1 ayrilmasiyla olusan protein yapili alkolde
¢Oziinen bir yapidir. Prolamin ve polimerik gliiteninler olarak adlandirilmaktadir.
Prolaminler; bugdayda gliadin, misirda zein, arpada hordein, yulaf da avenin ve
cavdarda sekalin olarak adlandirilmaktadir.(Aziz I ve digerleri, 2015; Rubio Tapia A
ve digerleri, 2013)Tahillarin kuru maddesinde %75-85 protein, %5-10 yag ve geriye
kalan kism1 nisasta ve nisasta yapida olmayan besin Ogeleri igerir. Misir proteini
albiimin, globulin, zein, glutelin olmak tizere dort yapidan olusur. Misir gluteni misir
tanesinin nisasta kismi ayrilarak olusan yapidir.

Soya yiiksek vitamin ve mineral i¢erigine sahip bir kurubaklagil familyasina
ait besindir. Soya proteini, ¢ok miktarda tekil proteinden ve ¢ok farkli molekiiler
boyutlara sahip protein agregatlarindan olusmaktadir. Soya proteininin en 6nemli
bileseni globiilindir.(Vynias, 2006; Barac ve digerleri 2004)

Bugday tanesinin yaklasik olarak %35,4 linii proteinler olusturmakta bununda
yaklasik olarak %80-85’ini gluten olusturmaktadir (Hudacko ve digerleri, 2013,

Tiirksoy ve Ozkaya, 2006).Bugdayin énemli bir kism1 un eldesi ve dolayisiyla ekmek



yapiminda kullanilmaktadir. Gluten olusturan proteinlerin ekmegin igyapisini,
goriiniimii ve dokusunu onemli derecede etkiledigi bilinmektedir. Glutenler bu tiir
tirtinlerin yapimi sirasinda trtin Kalitesini artirarak, raf omriinii uzatarak ve besleyici
degerlerini artirarak katkida bulunmaktadir (Kaushik ve digerleri, 2015; Kulp, 2000).

Saglikli insanlarda gluten proteinleri diger proteinler gibi sindirim sisteminde
salgilanan pepsin, tripsin ve kimotripsi vb. enzimler tarafindan sindirilmektedir.
Ancak, ozellikle HLA-Q2 ve DQ8 diye adlandirilan genlere sahip bireyler bu
proteinlere karsi duyarli olduklari i¢in bagisiklik sistemi ve sindirim sistemini
etkileyerek birgok organ ve dokularda problemlerin olusmasina neden olmaktadir. Bu
problemlerin gluten proteinlerinin biiyiik molekiiler yapiya sahip olup sindiriminin zor
olmasindan kaynaklandig1 ifade edilmektedir (Siimer ve digerleri, 2015; Soya ve Un,
2014). Gluten ile ilgili problemler HLA-DO2 ve DQS8 geni tasimayanlarda da

goriilebilmekte ve birgok faktore bagh oldugu bildirilmektedir (Ertem, 2014).
2.2 Gluten Metabolizmasi Bozuklugu ile iliskili Hastaliklar

Gluten metabolizmasinin bozuk olmasi en basta dokularin histopatolojik ve
immunohistokimyasal yapilarinin bozulmasina neden olmaktadir. Dokularin
histopatolojik yapilarindaki bozulmalar1 belirlemek amaciyla farkli parametreler
incelense de immunohistokimyasal parametreler tiim dokularda benzerdir. Dokularin
immunohistokimyasal cevaplarinin incelenmesinde transglutaminaz, gliadin, IgA,
IgG, CD4 ve CD8 parametreleri degerlendirilebilir (Demirgeken, 2011, Karaahmet,
2018, Siimer ve digerleri, 2015, Soya ve Un, 2014). Bu parametrelerden bazilarmin
immunohistokimyasal cevabin belirlenmesinde yeterli olabilecegi belirtilmistir.
Glutenlerin dokularin histopatolojik yapisina etkisini belirlemek i¢in dokularina gore
belirlenen parametreler iizerinde yapilan analizlerle belirlenmektedir. Bunlara drnek

vermek gerekirse;



Bagirsak dokusunda: Villoz Atrofi, Lenfosit Plazma Notrofil ve Kript
Hiperplazi parametreleri,

Karaciger dokusunda: Dejenerasyon, inflamasyon, bilierhiperplazi ve fat drop
parametreleri,

Uterus dokusunda: Hiperemi, epitel dejenerasyonu, bezlerde azalma ve
inflamasyon parametreleri,

Ovaryum dokusunda: Primordial Follikiil, Primer Follikiil, Sekunder Follikiil,
Graf Follikiil, Corpus Luteum ve Atrofik Follikiil parametreleri incelenenir.

Gluten metabolizmas: ile iliskili hastaliklar ve semptomlar1 sekil 1’de

gosterilmistir (Sapone ve digerleri, 2012).

Gluten Ile

Mliskili
Hastaliklar

L Ot01mmun ve
l A”amk lallarjlk olmayan ]
Colyak Gluten Dermatltls Bugday Gluten
Hastah 81 Ataksisi H erpetn‘o rmis Al Iarj isi Duyarlilig1
l Semptomatik lSessiz lPotansiyeI l Solunum l Gida l Bugday l %22?5[

Sekil 1: Gluten Ile Iliskili Hastaliklar (Sapone ve Digerleri, 2012)

Bagirsak dokusu histopatolojik (villoz atrofi, lenfosit plazma nétrofil ve kript
hiperplazi) immiinohistokimyasal (transgutaminaz, IgA, gliadin) ve villuslar ilgilidir.
Villus uzunlugu, ince bagirsak besinlerin sindiriminin tamamlandi§i ve emilim
olaymnin gergeklestigi yerdir. Villus, ince bagirsagin lumene bakan kisminda parmaksi
cikintilar seklinde olup emilim sirasinda 0.5-1 mm arasinda villéz yapilar
halindedirler. Villus yapilar1 besin bilesenlerinin emiliminde 6nemli bir yere sahiptir.

Villus uzunlugu ne kadar fazlaysa emilim yiizey alan1 o kadar artmakta ve besin



bilesenlerinin emilimi o kadar olumlu etkilenmektedir (Ozer A, 2010; Yakan ve
Bayram G, 2000).Bagirsak mukozas1 viicudumuza giren yabanci molekkiillere karsi
savunma halindedir. Lenfositler mukoza iginde dagmnik halde bulunup lenfoid doku
bolmelerini olustururlar. Epitelin alt kisminda yerlesmis olan lenfosit, viicudumuza
giren yabanci maddelerle birlikte stimule olup bir siire sonra bagirsak mukozasina
immunoglobulin lireten plazma hiicreleri olarak geri doniistim saglarlar. Villoz atrofisi
villus yapilariin kisalmasi olarak adlandirilir. Bagirsak dokusunda villoz atrofisi ne
kadar yogunsa besin emilimi o kadar zorlasir. Kript bagirsak dokusunda sekresyonu
saglayan bir yap1 olup kript hiperplazi ise bagirsakta emilim i¢in gerekli olan salgi
durumunu engellemektedir (Kim SM, Mayassi T, Jabri B ve digerleri, 2015; Brusca I,
2015). Bagirsakta salgilanan ana immunoglobulin monomerik IgA’dir. ki IgA
molekiilii bir glikoprotein ile birleserek bagirsak liimeninde IgA salgilanmasi
gerceklesir. IgA zararli mikroorganizmalarin  bagirsak liimenine yapigmasini
onler.Gliadin, ¢olyak hastaligi ve kronik hastalifi olan kisilerde yapilan testlerde
yiiksek ¢ikmaktadir. Transglutaminaz bugday tanesinin yapisinda bulunan gluten
antijen olarak gorev istlenirken bu duruma karsilik T hiicreleri tarafindan antikor
iretimi saglanmaktadir. Bu durum sonucunda transglutaminaz antikorunun artmasina
neden olur.Yapilan immiinohistokimyasal analizler ¢dlyak hastaligi veya gluten
maruziyeti durumunda dogruluk pay1 oldukea yiiksektir (Brusca I, 2015).

2.3 Colyak Hastaliginin Tanim ve Etiyolojisi

Colyak hastalig1 (CH), bugday, arpa, yulaf ve ¢cavdarda bulunan gluten ve ilgili
prolamine kars1 asir1 duyarlilik sonucu gelisen, emilim bozuklugu ile karakterize, ince
bagirsak villuslarinda total veya kismi atrofi yapan, HLA-DQ2 ve HLA-DQS8 hallotip
genine sahip ve enteropatinin degisken bir kombinasyonunun varlig: ile karakterize

immiinolojik faktorlerin rol oynadig bir hastaliktir (Goral V ve digerleri, 2007; Husby



ve digerleri, 2012). Cdlyak hastaligi tiim diinyada (%0.05-0.1) her yas grubunda
goriilebilen bir hastaliktir (Lionetti ve Catassi, 2011; Trancone ve Jabri, 2011).
Hastaligin goriilme siklig1 diinyada cografik bolgelere gore degisiklik gosterir. Bugday
ve trlinlerinin siklikla tiiketildigi tilkelerde 6zellikle bugday ve iiriinlerinin tiiketildigi
yerlerde daha sik goriiliir. Yapilan ¢alismalarda 6zellikle son yillarda Kuzey Afrika ve
Ortadogu gibi gelismekte olan iilkelerde daha sik gozlemlenmektedir(Alarida K ve
digerleri, 2011).

2.4 Colyak Hastahg Patolojik Mekanizmasi

Hastaligin patogenezinde olusan etkiler basta bagirsak dokusu olmak iizere
diger dokularda goriilmektedir. Bu degisiklikleri bagirsak dokusunda histopatolojik
parametrelerindeki (villoz atrofi, lenfosit plazma nétrofil ve kript hiperplazi)
degisiklikleri en bagta goriilen degisikliklerdir (Oberhuber ve digerleri, 1999). Diger
taraftan bu degisikliklerin yaninda immiinolojik mekanizmalarda olusturdugu
degisimler ise transglutaminaz, IgA, 1gG, CD4 ve CD8 parametrelerinden bir veya
birkaginin analizi ile belirlenebilmektedir (Karaahmet, 2018; Maiuri ve digerleri,
2003; Soya ve Un, 2014). Colyak hastalifi gastrointestinal sistemde olusan
semptomlar genellikle abdominal agri, diyare, steatore, siskinlik, nonspesifik
gastrointestinal semptomlar halindedir. Gastrointestinal sistem disinda olusan
semptomlar ise genellikle kilo kaybi, halsizlik, yorgunluk, artralji, artrit, myalji, deri
dokiintiileri, aftdz iilserler, depresyon ve ndrolojik semptomlar goriilebilir.(Gren PHR

ve digerleri, 2001;Chand N ve Mihas AA, 2006; Hopper AD ve digerleri, 2007)
2.5 Colyak Hastah@ Tipleri
Klinik tipleri; tipik CH, atipik CH,sessiz CH, potansiyel CH ve latent CH

olarak siiflandirilir (Farrell ve Kelly 2011):



1. Tipik (Klasik) CH: Genellikle 6-24 aylik ¢ocuklarda goriilmektedir. Bu
cocuklarda hastaligin semptomlari gluten iceren mamalarin verilmesi ile ortaya
cikmaktadir. Hastalarda kronik ishal, karin sisligi, karm agrisi, kusma,
istahsizlik, biiylime ve gelismede gerileme gibi belirtiler ile karakterizedir
(Ravikumara ve digerleri, 2006; Husby 2012).

2. Atipik CH: Biiyiik c¢ocuklarda ve eriskinlerde goriiliir. Genel bulgulari
gastrointestinal sisteme ait bulgularin disinda 6zellikle karaciger enzimlerinin
de yiiksekligi ile belirginlesen bir tipidir (Yanar ve digerleri, 2013). Bunun
disinda boy kisaligi, kansizlik ve norolojik bozukluklar gibi semptomlar ile
karakterize bir hastaliktir (Ravikumara ve digerleri 2006; Husby ve digerleri,
2012).

3. Sessiz CH; Colyak hastaligina iliskin herhangi bir semptom goriilmeden, bu
hastaligin sekillenmesinden sonra olusan doku antikorlarin olugmast ile ilgili
goriilen hastalik tipidir (Ravikumara ve digerleri, 2006).

4. Potansiyel CH; Barsak dokularinda histopatolojik degisiklikler
goriilmemesine ragmen antikor IgA, 1gG ve Transglutaminaz antikor testlerinin
pozitif ¢ikmasi durumudur. Bu parametrelerin analizinde bulgularda
dalgalanmalar goriilebildigi belirtilebilmistir (Tasco ve digerleri, 2011).

5. Latent CH: Genetik duyarliligi bulunan, enteropatisi olmayan ancak
hayatlarinin herhangi bir déneminde potansiyel olarak goriilebilir (Husby ve
digerleri, 2012).

2.6 Colyak Hastaliginda Tam

Colyak hastaliginin  belirlenmesinde hastaliga 6zgii olan ince bagirsak

biyopsisi ve serolojik testler ile histopatolojik bulgular saptanir. (Bai Jc ve digerleri,



2013, Lebwohl B ve digerleri, 2012). C6lyak hastaliginin tani algoritmasi sekil 2’de

gosterilmistir.
| Serum IGA
I
Mormal Amormal
| TTG/EMADGE IgA | | TITGEMADGP IgG |
| Megatif | l | Pozitif | | | Megatif |
| HLA DQ2/DOE | | Hi)nolpsi | | HLA DQ2Z/D0QS |
= | L o

| Meg | | Pox= ” | MNeg | | Pozx | LPoz J |'_‘\]eg |

CH ‘ | Olas1 CH | | HLA DQ2Z/DOQE | ‘ 1;!1—1 | 013131 ‘ ‘ CH Degil ‘

Dregil CH

MNeg | Pox

CH DegEil Dlas: CH CH Gelisimi Agisindan
Izlem

Sekil 2: Colyak hastaliginda Tan1 Algoritmasi (Bai Jc ve digerleri, 2013,
Lebwohl B ve digerleri, 2012)

2.6.1 Serolojik Testler

Colyak hastaliginin tanisinda kullanilan en duyarli ve spesifik olan serolojik
testler doku transglutaminaz (tTG) IgA ve antiendomisyum IgA (EMA)’dir (Biirgin-
Wolff A ve digerleri, 1991, Sulkanen S ve digerleri, 1998).Tiim serolojik testlerde
IgA ve IgG otoantikor seviyeleri kontrol edilmelidir. Colyak hastalarinda IgA
sekresyonu bagirsakta olugan maruziyete bagli olarak eksikligi ¢ok fazla
gozlemlendiginden dolay1 hastalifa 6zgii serolojik testler istenirken serum IgA diizeyi
mutlaka kontrol edilip, serum IgA seviyesi diisiik olanlarda 1gG tipi antikor seviyesi
dikkate alinmalidir( Lebwohl B ve digerleri, 2012).
2.6.2 ince Bagirsak Biyopsisi

Colyak hastaliginin klinik 6zelliklerini gosteren veya serolojik testleri pozitif
olan bireylerde taninin kesinlestirilmesi i¢in endoskopik biyopsi gereklidir. Colyak

hastaliginda endoskopik olarak distal duodenum bdlgesinde yapilan biyopsilerde



gozlenen karakteristik bulgular: intraepitelial lenfositlerde artis (> 20/100 enterosit),
kript hiperplazisi, villuslarda basiklagsma veya silinmedir (Marsh MN, 1992). American
Gastroenterological Association (AGA) tani i¢in ideal biyopsi sayisinin 6 oldugunu
bildirmistir (AGA Institute, 2006).
2.6.3 Genetik Analizler

Human 16kosit antijeni (HLA) tip 2 haplotipleri olan DQ2 ve DQS8 pozitif
antijen sunan hiicreler, gliadin epitoplarini taniyip bunlar1 T hiicrelerine sunmasiyla
baslayan immiin yanitta anahtar rol oynarlar. C6lyak hastalar1 genellikle HLA DQ2
veya DQS8 doku gruplarindan birini tasirlar. Hastaligin tanisinin belirlenmesinde
giicliik c¢ekilen durumlarda serolojisi negatif olan, histopatolojik bulgularin tanisi
koyulayamayan olgularda genetik analizler (HLA DQ2/HLA DQ8) testlerinin

yapilmasi 6nemle tavsiye edilir(Rubio-Tapia A ve digerleri, 2013).
2.7 Colyak Hastahg1 Histopatolojisi

Colyak hastaliginda gluten maruziyetine bagli olarak zamanla histopatolojik
bulgular artarak daha ciddi intestinal bozukluk meydana gelir, intestinal mukozal
lezyonlar1  derecelendiren ~ Marsh-Oberhuber  histopatolojik  simiflamasi
kullanilmaktadir.

Marsh kriterlerine gore evre O'da normal mukoza evre 1'de sadece %30'un
tizerinde intraepitelyal lenfosit artist mevcut iken evre 2'de buna ilave lamina
propriyad inflamatuvar infiltrat ve kript hiperplazisi mevcuttur. Evre 3'de ise villus
atrofisi gelisirken nadir de goriilse evre 4'te total mukoza hipoplazisi gelisir (Rodrigo
L, 2006)

Marsh-Oberhuer siniflamasi( Marsh MN, 1992) siniflamasinda evre 0 normal
mukoza, evre 1 intraepitelial lenfosit artis1 (>20 lenfosit/100 enterosit),evre 2

kriptlerde proliferasyon/hipertrofi, evre 3 degisik derecelerde villus atrofisi, evre 3a
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parsiyel villus atrofisi, evre 3b subtotal villus atrofisi, evre 3c total villus atrofisi olarak

derecelendirilir.

Sekil 3: Marsh Evrelemesine Gore Colyak Hastaligi Histopatolojik Bulgulari
(Marsh MN, 1992)

2.8 Colyak Hastahig: ve Beslenme

Colyak hastalig1 (CH), bugday, arpa, yulaf ve ¢cavdarda bulunan gluten ve ilgili
prolamine kars1 agir1 duyarlilik sonucu gelisen, emilim bozuklugu ile karakterize, ince
bagirsak villuslarinda total veya kismi atrofi yapan, HLA-DQ2 ve HLA-DQS8 hallotip
genine sahip ve enteropatinin degisken bir kombinasyonunun varlig ile karakterize
immiinolojik faktorlerin rol oynadigi bir hastaliktir (Goral V ve digerleri, 2007; Husby
ve digerleri, 2012). Colyak hastaligi beslenme tedavisi ise Omiir boyu glutensiz
beslenmedir. Bireylerin beslenmelerinde bugday, arpa ve cavdar igeren besinleri
tamamiyla ¢ikarmalar1 gerekmektedir (Rubio-Tapia A ve digerleri, 2013; Theethira
TG ve Dennis M, 2015; Makharia GK, 2014). Yulaf igeren besinler ise glutenle
kontamine olmasi, kisilerde olusan duyarliliga gore yasaklanir. Misir, piring,
baklagiller, et, balik, yumurta, tiim sebze ve meyveler gluten icermemektedir ve bu
besinleri CH olan kisiler tiiketebilir. Hazir iirlinlerde elastikiyet baglayiciyi, kivam

artirict 6zelliginden dolay: gluten igerebilir bu sebeple hastalarin bilgilendirilmesi ve
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etiket okumalar1 gerekmektedir (Theethira TG ve Dennis M, 2015).iki bin oniki
yilinda;1 kilogram besin icerisinde 20 miligramdan az glutenin bulunmasi gluten
icermeyen gida olarak belirlenmistir (Murch S ve digerleri, 2013).

Hastalarda tanmi alindiktan sonra gliitensiz diyet uyumlarinda ilk 2 hafta
icerisinde hastalik ile ilgili sikayetlerde %70 oraninda azalma, 6 ay siire igerisinde
seroljik testlerde diizelme ve 6-24 ay siirede ise histolojik testlerde diizelmeler olmasi
beklenmektedir.(Hill D ve digerleri, 2005; Makharia GK, 2014).

Hastalara uygun diyet verilirken kisiye 6zel olarak yas, cinsiyet, fiziksel
aktivite, baska saglik durumu olup olmadigi, ilag kullanilip/kullanilmadig, vitamin
mineral diizeyleri hesaba katilarak yapilmalidir. Hastalarda malabsorbsiyondan
kaynaklanan sorundan dolay1 besin 0Ogesi yetersizligi ve kilo kaybi durumu
gbzlemlenir bu sebeple protein miktar1 ve enerji agisindan bu hastalarda baslangi¢
seviyesinde fazla verilebilir(Garcia-Manzanares A ve Lucendo AJ, 2011)

Protein kaynaklar1 olarak yumurta, kirmizi et, kiimes hayvanlari, balik, siit ve
tiriinleri, kurubaklagiller baslica kaynaklar1 arasinda yer almaktadir. Diyette alinan
doymus alimlar1 smirlandirilmahidir(tekli ve ¢oklu doymamis yag iriinleri tercih
edilmelidir(Penagini F ve digerleri, 2013; Gorcia-Manzanares A ve Lucenda AJ,
2011;Theethira TG ve Dennis M, 2015).Hastalarin beslenmesinde yer alan gliitensiz
tirlinler gluten igeren iriinlere gore daha fazla karbonhidrat ve yag igerigine ve daha
az miktarda diyet lif oranina sahiptirler. Glutensiz ekmeklerin besin 6gesi igerigi
incelendiginde diisiik protein, yiiksek yag ve glisemik indeksi yiiksek besinlerdir.
Glutensiz biskiivilerin gluten iceren iirlinlere goére doymus yag asit orani daha
yiiksektir bu nedenle CH olan bireyler dogal karbonhidrat kaynagi olarak patates,
fasiilye, nisastali sebzeler, bakliyat tiiketmeleri saglik ac¢isindan daha

faydalidir(Theetria TG ve Dennis M, 2015; Caponio F ve digerleri, 2008). CH
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kullanmis olduklart {irtinler daha ¢ok nisasta veya un bazlidir, bu sebeple bu hastalarin
lif alim miktarlar diisiiktiir. Lif agisindan zengin olan sebze-meyve, kahverengi piring,
kinoa, yulaf gibi besinleri tiiketebilirler. RDA(Onerilen besin miktar1) referans
alarak lif tiiketimi saglanmalidir(1-3 yas 19 g/giin, 4-8 yas 25 g/giin, 9-18 yas 26-
38¢g/giin) (Theethira TG ve Dennis M, 2015

CH villoz atrofisine bagli malabsorbsiyonlar ve diyetle yeteri kadar besin
alimamadig1 i¢in mikrobesin dgeleri yetersizligi goriiliir.(Theethira TG ve Dennis M,
2015) Yetersizligi en ¢ok goriilen mikrobesin dgeleri A, D, E, K, B1, B2, B6, B12,
folat, demir, kalsiyum ve ¢inkodur.

Ogiin sayis1 hastanin aligkanliklar1 ve yasam tarzina gore 3-6 dgiin olacak

sekilde planlanmalidir (Garcia-Manzanares A ve Lucenda AJ, 2011).
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Boliim 3

MATERYAL VE METOT

3.1 Arastirma Genel Plam

Bu calisma “Dogu Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma ve Yayin Etigi
Kurulu Saglik Etik Alt Kurulu”nun 03.11.2020 tarih ve 2020/07 sayili karari ile etik
olarak onaylanmistir (EK 1).

Bu ¢aligmada kullanilan hayvan temini, hayvanlarin deneme siiresince bakim
ve beslenmesi Atatiirk Universitesi Tibbi ve Deneysel Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nde (ATADEM) yapilmistir (EK 2).

3.1.1 Hayvanlarin Temin Edilmesi, Bakim, Beslenme

Calismada toplam 21 adet saglikli Sprague Dawley cinsi erkek rat
kullanilmistir. Bu ratlar ortalama 45 giinliik yasta puberteye ulasirken, cinsel olgunluk
yasina 60 giinliik yasta ulasirlar (National Research Council, 2011). Arastirmada
kullanilan ratlar bir giinliik yastan 30 giinliik yasa kadar anneleri ile birlikte, 30 glinliik
yastan 60 giinliik yasa kadar annelerinden ayr1 olmak iizere toplam 60 giin siireyle yer
aldiklar1 deney grubuna gore soya, misir veya bugday yemleri ile beslenmislerdir.
Boylelikle yavru ratlar denemenin ilk 30 giinliik siiresinde hem yemlere aligmalari
saglanmis, hem de ayni deneme yemi ile beslenen annelerinin siitiinii almalari
saglanmstir.

3.1.2 Arastirma Gruplarimin Olusturulmasi
Calismanin dizayn1 Soya grubu (Soya kiispesi), Misir grubu (misir unu) ve

Bugday grubu (bugday yem) seklinde olmak {izere toplam 3 grup seklinde yapilmistir.
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Hayvanlarin yemine aycice8i kiispesi protein oranlarini dengelemek amaciyla
katilmistir:

Soya Grubu: Grupta protein kaynagi soya kiispesi ve ayg¢icegi kiispesi

Misir Grubu: Grupta protein kaynagi misir gluteni ve aygigegi kiispesi

Bugday Grubu: Grupta protein kaynagi bugday gluteni ve aygigegi kiispesi
kullanilmustir.

T.C kanunlarina gére 15 subat 2014-28914 sayili resmi gazetede yayinlanan
3R kuralina gore her grupta 7 hayvan ve toplamda 21 hayvan olacak sekilde kabul
edilmis olup resmi gazetenin onbirinci sayfasinda acgiklanmistir. Bu calismada her
grupta 7 adet olacak sekilde planlanmistir.

3.1.3 Hayvanlarin Beslenmesinde Kullanilan Yem

Calismada hayvanlarin yemlerinin esit oranda besin maddesi icermeleri
(izonitrojenik ve izokalorik) saglanmistir. Ticari pelet (¢apt 12-16 mm) yem en ¢ok
kullanilan yemlerdendir. Ratlarin beslenmesinde kullanilan yemlerin %22 ham protein
ve 2600-2650 kkal/kg enerji igerecek sekilde hazirlanmig ve verilmistir (Tablo 1)
Hayvanlarin beslenmelerinde ihtiya¢ duyduklar1 besin maddelerin karsilanmasi igin

National Research Council (NRC 1995) 6nerileri dikkate alinmustir.
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Tablo 1: Ratlara Verilen Yemler

Yem Ham Maddeleri, %

Gruplar

Masir gluteni

Bugday gluteni

Soya proteini

Bugday Kepegi 3,50 1,8 3,24
Yulaf, %11 HP 64,00 68 62,11
Aygicegi Kiispesi, %28 HP 13 13 6
Muisir Gluteni, %62 HP 17 - -
Bugday Gluteni, %75 HP - 24,85 -
Soya Kiispesi, %51 HP - - 24,85
Hayvansal Yag 1,5 2,2 2,8
Vitamin-Mineral Karmasi 1,00 1,00 1,00
Yemin Besin Degerleri

Ham Protein,% 22,0 22,0 22,0
Metabolik Enerji, kkal/kg 2657 2599 2598
Kalsiyum% 0,11 0,15 0,14
Metionin+Sistein,% 0,83 0,66 0,68
Lizin,% 0,63 1,17 1,15

HP:Ham protein

3.2 Patolojik Analizler

Denemenin sonunda bakim ve beslemesi tamamlanan ratlar anestezi altinda
sakrifiye edilerek, histopatolojik ve immunohistokimyasal incelemeler igin ince
bagirsak doku drnekleri alimmis ve Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali Laboratuvarinda analiz edilmistir (Ek 3). Deneme gruplarinda yapilan

histopatolojik ve immunohistokimyasal analizlerin puanlanmasinda yarikantitatif

olarak 40X magnification mikroskop altinda 10 farkh

degerlendirilmis ve puanlama - (yok), + (hafif), ++ (orta) ve +++ (siddetli) seklinde

yapilmistir (Taylor ve Cote, 1994).
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3.2.1 Histopatolojik Analizleri

Calismada histopatolojik analiz olarak villoz atrofi, lenfosit plazma nétrofil,
kript hiperplazi parametreleri incelenmistir. Hayvanlardan aliman doku ornekleri
histopatolojik incelemeler igin %10°’luk tamponlu formalin i¢erisinde 48-72 saat tespit
edildikten sonra, akan ¢esme suyunda 6-8 saat temizlendi. Rutin doku takibinde alkol
(70°, 80°, 90°, 96° ve 100°) ve ksilol serilerinden gectikten sonra parafinde
bloklanarak her bloktan 4 pum kalinliginda kesitler alinip lam iizerinde preparatlar
hazirlanmistir. Histopatolojik inceleme i¢in hazirlanan preparatlar Hematoksilen-
Eozin (HE) ile boyanarak (Taylor ve Cote, 1994) ve 1s1tk mikroskobu altinda
incelenerek gerekli alanlar resimlendirilmistir (Olympus BX52 with DP72 camera
system).
3.2.2 Villus Uzunluklarmin Belirlenmesi

Ratlarin ince bagirsak dokulari baglik 3.2.1°de belirtilen metod ile boyandiktan
sonra villus uzunluklar: (yiikseklikleri) goriintii analiz sistemi (Leica Q Win Standart)
kullanilarak villusun u¢ kismindan villus kript birlesim yerine kadar Olgiilerek
belirlenmistir (Uni ve digerleri, 2001). Sindirim sisteminde sindirilen besin
bilesenlerinin emilimi villus uzunluklartyla dogru orantili olarak iliskilidir (Uni ve
digerleri, 2001).
3.2.3 immunohistokimyasal Analizler

Calismada immunohistokimyasal analizlerde transglutaminaz, gliadin, Ig A
paremetreleri incelenmistir. Doku 6rnekleri %10’luk tamponlu formalinde tespit
edildikten sonra parafinde bloklanarak her bir bloktan 4 um kalinliginda kesitler
alinmigtir. Alinan kesitler immunohistokimyasal inceleme i¢in Avidin-Biotin
Peroksidaz Kompleks (ABK) yontemiyle boyanmis olup ve 1sik mikroskobunda

incelenmistir. Immunperoksidazi incelemek iizere adhezivli (poly-L-Lysin) lamlara
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alinan tiim kesitler, ksilol ve alkol serilerinden gegirilerek, deparafinize ve dehidre
edildikten sonra distile suda 5 dakika yikanmistir. Fosfat tampon soliisyonu (pH 7.2)
ile 5 dakika yikanip, % 3’liik H.O2’de 10 dakika tutularak endojen peroksidaz inaktive
edilmistir. Fosfat tampon soliisyonunda 5-10 dakika yikandiktan sonra nonspesifik
zemin boyanmasini 6nlemek i¢in tim primer ve sekonder antikorlarla uyumlu olan
protein blok ile 5 dakika inkubasyona birakilmistir. Inkubasyon sonunda doku kesitleri
tizerinde kalan blok solusyonunun fazlasi dokiildiikten sonra yikanma yapilmadan
primer antikorlar, IgA, transglutaminaz, gliadin ve kontrol grubunda fosfat tampon
sollisyonu damlatilarak, primer antikora uygun olarak 1 saat oda sicakliginda + 4
°C’de bekletilmistir. Fosfat tampon soliisyonu ile 2 kez 5’er dakika yikanip, biotinize
sekonder antikor ile oda sicakliginda 10-30 dakika inkube edilmistir. PBS ile tekrar
yikanan kesitler, streptavidin-peroksidaz da 10-30 dakika bekletildikten sonra fosfat
tampon soliisyonu ile ayni1 sekilde yikanmistir. Yikama isleminden sonra kesitlere
DAB (3, 3’-diaminobenzidin) kromojen, damlatilarak kromojeni alma durumuna goére
5-10 dakika bekletilmistir. Zemin boyanmasi igin Mayer’s hematoksilende 1-2 dakika
tutulduktan sonra musluk suyunda yikanmaistir. Su bazli yapistirici kullanilarak lamelle

kapatilmistir (Dokumacioglu ve digerleri, 2021).
3.3 Istatistiksel Analizler

Elde edilen bulgularin istatiksel degerlendirilmesinde SPSS 2011paket
programi kullanilmustir. Istatistik degerlendirmede histopatolojik parametreler (villoz
atrofi, lenfosit plazma nétrofil, kript hiperplazi) ve immunohistokimyasal parametreler
(transglutaminaz, gliadin, IgA) soya, misir ve bugday grubunda ortanca degerler ve
standart hata (SH) degerleri hesaplanmistir. Ince bagirsak villus uzunluklarinin
belirlenmesinde One Way ANOVA, gruplar arasindaki onemliligi belirlemek icin

DUNCAN testi kullamilmustir. Ince bagirsak dokusunun histopatolojik ve
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immunohistokimyasal —parametrelerindeki  degisimlerin  hesaplanmasinda ise
parametrik olmayan testlerden Kruskal Wallis analizi, gruplar arasindaki 6nemliligi

belirlemek i¢in ise DUNCAN testi kullanilmistir. Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak

kabul edilmistir.
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Bolium 4

BULGULAR

4.1 Villus Uzunluklar

Caligmada gruplarin ince bagirsak dokularina ait villus uzunluklar1 sekil 4’de
verilmistir. Villus uzunluklari soya grubunda ortalama 376,51 mm ve misir grubunda
290,38 mm iken bugday grubunda 510,15 mm olarak belirlenmistir. Bugday grubunun
ortalama villus uzunlugunu soya ve misir grubunun ortalamasindan yiiksek

bulunmustur(p>0,01).

Villus uzunlugu (mm) (* p<0.05)

600.00
510.15%*
500.00

400.00 376.51

300.00 290.38
200.00
100.00

0.00
Soya Grubu Misir Grubu Bugday Grubu

Sekil 4: Bagirsak Dokusunun Villus Uzunluklari Degerleri (uM)

4.2 Histopatolojik Bulgular

Elde edilen histopatolojik bulgular Tablo 3 ve Tablo 4’de verilmistir. Tablo

2’de histopatolojik parametreler incelendiginde villoz atrofi soya grubunda en fazla
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olarak hafif siddetli olup 4 ratta; misir grubunda en fazla olarak ¢ok siddetli olup 3
ratta; bugday grubunda en fazla etkisiz, hafif, orta olarak rat sayilari esit olup
herbirinin sayilar1 2’dir. Lenfosit plazma nétrofil degerlendirilmesinde ise soya
grubunda en fazla ¢ok siddetli grup olup4 rat; misir grubunda en fazla hafif siddetli
grubunda olup 4 ratta; bugday grubunda ise en fazla hafif siddetli olup 4 ratta
gozlemlenmistir. Kript hiperplazi degerlendirilmesinde ise soya grubunda en fazla
olarak orta siddetli grupta olup 5 ratta; misir grubunda en fazla olarak etkisiz grup ve
hafif siddetli grup olup ikisinde de rat sayilari 3’tiir; bugday grubunda en fazla olarak
etkisi yok olan grup olup 4 ratta goézlemlenmistir. Calismada gruplarin villoz atrofi
bulgusu en yiiksek musir grubunda 2,142 olup, soya grubunda 1,429 ve bugday
grubunda 1,500 olarak saptamistir (p>0.05). Lenfosit, plazma ve noétrofil hiicre
infiltrasyon degerleri incelendiginde en yiiksek degerler soya grubunda 2,571 olurken,
bugday grubunda 1,668 ve en diisiik ise misir grubunda 1,571 seklinde bulunmustur.
Kript hiperplazi parametreleri incelendiginde en fazla soya grubunda 1,714 olarak
belirlenirken, misir grubunda 0,714 ve bugday grubunda ise 0,333 olarak tespit
edilmistir. (p<0.05) Gruplara ait histopatolojik bulgular Sekil 5, Sekil 6 ve Sekil 7 “‘de

verilmistir.

21



Tablo 2: Bagirsak Dokusunun Histopatolojik Sonuglari

Histopatolojik parametreler

Villoz Atrofi  Lenfosit Plazma Notrofil Kript
hiperplazi

Soya grubu
1 ++ +++ ++
2 ++ T4+ ++
3 + ++ ++
4 + T4+ +
5 + ++ +
6 ++ ++ ++
7 + +++ ++
Misir grubu
1 + ++ +
2 ++ +++ -
3 + + ]
4 +++ + +
5 +++ + ++
6 +++ ++ -
7 ++ + +
Bugday grubu
1 - T4+ +
2 ++ + -
3 +++ T4+ +
4 + + -
5 - T4+ -
6 + + -
7 ++ + +
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Tablo 3: Bagirsak Dokusunun Histopatolojik Degerleri

Histopatolojik parametreler

Vill6z Atrofi Lenfosit Plazma Notrofil Kript hiperplazi
Gruplar X+SH Ortanca %+SH Ortanca %+SH Ortanca
Soya Grubu 1,429 + 0,202 1,000 2,571 £ 0,202 3,000 1,714 + 0,184% 2,000
Misir Grubu 2,142 + 0,340 2,000 1,571+ 0,297 1,000 0,714 + 0,286? 1,000
Bugday Grubu 1,500 + 0,428 1,000 1,668 + 0,421 1,000 0,333 +0,202° 0,000
p 0,205 0,098 0,008

ab: n<0.05
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Sekil 5: Soya Grubu Bagirsak Dokusunda Kriptlerde Hiperplazi (Ok),
Lenfosit Plazma Notrofil Infiltrasyonu (Ok Bas1), Ve Villuslarda Atrofi, H&E, Bar:

100pm

>

Sekil 6: Mistr Grubu Bagirsak Dokusunda Kriptlerde Hiperplazi (Ok),
Lenfosit Plazma Notrofil Infiltrasyonu (Ok Basi) ve Villuslarda Atrofi, H&E, Bar:
100 pm
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Sekil 7: Bugday Grubu Baglsak Doksuﬁa Kriptlee Hipérpﬁazi (Ok),
Lenfosit Plazma Nétrofil Infiltrasyonu (Ok Basi) ve Villuslarda Atrofi, H&E, Bar:
100 pm

4.3 Immunohistokimyasal Bulgular

Gruplarin immunohistokimyasal parametrelerine ait laboratuvar sonuglari
Tablo 4 ve Tablo 5’te verilmistir. Soya grubu, misir grubu ve bugday grubuna ait
transglutaminaz degerleri sirasiyla 0,571, 0,429 ve 0,167 olup en yiiksek soya
grubunda ve en diisiik bugday grubunda saptanmistir (p>0.05). Transglutaminaz
parametreleri incelendiginde soya grubunda en fazla olarak hafi siddetli grubunda 4
ratta; misir grubunda en fazla olarak etkisiz grubunda olup 4 ratta; bugday grubunda
ise en fazla olarak etkisiz grup olup 6 ratta gozlemlenmistir. Gruplarin transglutaminaz

degerlerine ait resimler Sekil 8, Sekil 9 ve Sekil 10°da verilmistir.

25



Tablo 4: Gruplarin Bagirsak Dokusunun immunohistokimyasal Sonuglari

Immunohistokimyasal parametreler

Transglutaminaz Gliadin IgA
Soya grubu
1 - ++ ++
2 + ++ .
3 - ++ ++
4 + ++ +
5 + + -
6 - +++ +
7 + + -
Misir grubu
1 - ++ ++
2 - ++ ++
3 - + +
4 - + +
5 + + +
6 + + ++
7 + ++ ++
Bugday grubu
1 - + +
2 - - +++
3 - + +
4 - + +
5 - - +
6 + ++ ++
7 - - +
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Tablo 5: Bagirak Dokusunun immunohistokimyasal Degerleri

Gruplar Immunohistokimyasal parametreler
Transglutaminaz Gliadin IgA
x+SH Ortanca X+SH Ortanca X+SH Ortanca
Soya Grubu 0,571 + 0,202 1,000 1,857 + 0,261° 2,000 0,857 + 0,340 1,000
Misir Grubu 0,429 + 0,202 0,000 1,429 + 0,202° 1,000 1,571 £ 0,202 2,000
Bugday Grubu 0,167 £+ 0,167 0,000 0,833 £ 0,307% 1,000 1,500 + 0,341 1,000
0,345 0,031 0,226

p

ab: n<0.05



.

8: Soya Grubu Ait Bagirsaklarda Olusan Transglu-taminaz
Immunpozitiflikleri (Ok Bas1), IHC, Bar: 50pm

Sekil

Sekil 9: Misir Grubuna Ait Bagirsaklarda Olusan Transglutaminaz
Immunpozitiflikleri (Ok Bas1), IHC, Bar: 50pum
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Sekil 10: Bugday Grubuna Ait Bagirsaklarda Olusan Transglutaminaz
Immunpozitiflikler Tespit Edilememistir, IHC, Bar: 50um

Gliadine kars1 en yiiksek pozitiflik soya grubunda belirlenirken, en disiik
bugday grubunda belirlenmistir (p<0.05) Gliadine karsi pozitiflik oranlar1 soya
grubunda 1,857, misir grubunda 1,429 ve bugday grubunda 0,833 olarak tespit
edilmistir. Gliadin parametreleri incelendiginde soya grubu en fazla olarak orta siddetli
grubunda olup 4 ratta; misir grubunda en fazla olarak hafif siddetli grubunda olup 4
ratta; bugday grubunda en fazla olarak etkisiz grup ve hafif siddetli grubunda olup 3’er
ratta gdzlemlenmistir. Gruplarin gliadin degerlerine ait resimler Sekil 11, Sekil 12 ve

Sekil 13’te verilmistir.
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Sekil 11:Soya Grubuna Ait Bal'rsaklarda Olusan Gliadin immunpozitiflikleri
(Ok Bas1), IHC, Bar: 50um

- -
Sekil 12:Misir Grubuna Ait Bagirsaklarda Olusan Gliadin
Immunpozitiflikleri (Ok Bas1), IHC, Bar: 50pum
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Sekil 13:Bugday Grubuna Ait Bagirsaklarda Olusan Gliadin
Immunpozitiflikleri (Ok Bas1), IHC, Bar: 50pm

IgA boyalarina karsi pozitiflik oranlar1 soya grubunda 0,857, misir grubunda
1,571 ve bugday grubunda 1,500 olarak tespit edilmistir (p>0,05). IgA parametresi
incelendiginde soya grubunda en fazla olarak etkisiz grup olup 3 ratta; misir grubunda
en fazla olarak orta siddetli grup olup 4 ratta; bugday grubunda ise en fazla olarak hafif
siddetli grup olup 5 ratta gézlemlenmistir. Gruplarin IgA degerlerine ait resimler Sekil

14, Sekil 15 ve Sekil 16’da verilmistir.
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Sekil 14:Soya Grubuna Ait Bagirsaklarda Olugan Iga Immunpozitiﬂikleri (Ok Basy),
IHC, Bar: 50uM

N e > -"' % v & * 4
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Sekil 15:Misir Grubuna Ait Bagirsaklarda Olusan Iga Immunpozitiﬂikleri (Ok Bas1),
IHC, Bar: 50uM
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Sekil 16:Bugday Grubuna Ait Bagirsaklarda lusan Iga Immunpozitiflikleri (Ok
Basi), IHC, Bar: 50uM
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Boliim S

TARTISMA

Deney hayvanlart ile yapilan caligmalar, aydinlatilamayan veya
aciklanmasinda zorlanilan bir¢ok probleminin ¢éziimiinde model teskil etmektedir.
Insanlarm saghigm korumak igin yapilacak yeni uygulamalar oncelikle deney
hayvanlari tizerinde test edilmektedir. Bu deneylerden elde edilen bilgiler insanlarda
da goriilebilen anormalliklerin taninmasi, mekanizmalarinin anlagilmasi, koruyucu ve
tedavi edici yoOntemlerin gelistirilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Gelisimsel
mekanizmalar canlidan canliya degismekle birlikte, hayvanlarda yapilan ¢aligmalarda
elde edilen bulgular insan gelisimine 151k tutarak 6nemli bilgiler elde edilebilir.
Hayvan deneylerinde ratlarin kullanilmasinin nedeni metabolizma olarak insanlara en
yakin hayvanlar olmasi ve kolay temin edilmeleridir (Korneychuk ve digerleri, 2015;
Marietta ve digerleri, 2011).

Canlilarin saglikli bir sekilde biiylime ve gelismesini saglayan faktorlerin
basinda beslenme gelmektedir. Canlilarin tiiketilen besin maddesinden yararlanmalari
bircok faktore bagli olarak degismektedir. Bunlarin basinda besin maddelerinin
oranlari, besin maddelerinin (yem maddelerinin) igerikleri, kimyasal bilesenleri,
canlinin tiirdi, nevi, cinsi, saglikli olmasi ve 6zel duyarliliklarinin gibi faktorlere bagl
olmas1 gelmektedir (Arslan M 2002). Bu ¢alismada deneme diizeninin kurulmasinda
gruplarda ayni cins, tiir, yasta ve saglikli ratlar kullanilmis ve hayvan ile ilgili faktorler
esitlenmistir.  Yem  haricindeki  faktorler elimine edilerek  hayvanlarin

bagirsaklarindaki  degisikliklerin sadece yem kaynakli homojen bir oran
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olusturuldugundan emin olunmustur. Ayrica gruplardaki hayvanlara yedirilen
yemlerin protein (izonitrojenik) ve enerjileri (izokalorik) esit olacak sekilde
hazirlanmistir. Ayrica gruplarda protein kaynagi olarak kullanilan bugday ve misir
gluteninin incebagirsak dokusu {lizerine etkisi tam olarak agiklamak i¢in enerji kaynagi
olarak yulaf ve hayvansal orjinli yag kullanilmistir.

Gluten; bugday,arpa,cavdar ve yulaf tahil {irlinlerinin islemden gegirilirek
nigasta kismi ayrildiktan sonra geriye kalan suda erimeyen bir proteindir.Glutenlerin
sanayide uygulama yontemleri ile protein miktart artar.Misir gluteni misir tanesinin
nisasta kismi ayrilarak olusturulan bir yapidir.Yapilan fabrikasyon teknikleri ve elde
ile yem veya un seklinde kullanilir.Glutenin yapisinda ortalama %55-75 ham protein,
%87-96 kuru madde, %1-6 ham yag, %1-5 ham seliilloz,%1-4 ham kiil,%9-26
karbonhidrat, glutamik asit, B grubu vitaminleri ve E vitamininden oldukga
zengindir(Hudacko R ve digerleri, 2013; Adamidou ve digerleri ,2009; St-Hilaire ve
digerleri, 2007).Amino asit icerigi olarak metionin ve sistein bakimindan zengin olup
triptofan ve lizin agisindan fakirdir(Hudacko R ve digerleri, 2013; Adamidou ve
digerleri ,2009; St-Hilaire ve digerleri, 2007). Bugday tanesi %42 karbonhidrat,%28
protein,%10 yag, %4 mineral ve %2 miktarda lif igerir .Bugdayda depo proteinlerinin
yaklagik olarak %380-85 gluten proteinleri olusturmaktadir.Gluten aminoasit
Oriintiisiinde ise glutamik asit ve prolin agisindan zengindir(Pyler ve Garton
1988).Yulaf seliiloz agisindan iyi bir kaynak olup ayni zamanda %11 ham protein
,¢0ziiniir lifler, doymamis yag asitleri, vitamin mineral agisindan zengin bir besin
triintidiir(Ergiin A ve digerleri 2002).Bu c¢alismada hayvanlara verilen yem
metaryelinin yapiminda kullanilan protein kaynaklari literatiirlerle uyum igerisindedir(
National Research Council, 1995; Schroeder J. W. (1997), Pyler E. J., Gorton L. A,,

1988).
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Yapilan bir¢ok calismada 6zellikle HLA-DQ2 ve DQS geni tagiyan insanlarin
glutenlere karsi (basta bugday gluteni basta olmak tizere) duyarliliklarinin oldugu,
¢Olyak hastaligi basta olmak flizere birgok saglik problemlerine neden oldugu
bildirilmistir (Aydogdu, 2013; Briani ve digerleri, 2008; Nijeboer ve digerleri, 2013;
Catassi ve digerleri, 2013). Bu saglik problemlerinin baslangici glutenlerin yapisini
olusturan gliadin ve gluten adli proteinlerin gastrointestinal sistemde sindirilmesi ve
metabolize edilmesi ile basladig1 bilinmektedir (Matsumoto, 2017;Marsh, 1992). Bu
calismada saglikli ratlara bugday ve misir glutenini maksimum diizeyde yedirerek ince
bagirsak dokusunda histopatolojik ve otoimmun parametrelere etkisi tespit edilmistir.

Insanlarin sindirim sistemi uzunlugu 4 metre olup, bunun 3 metresini
incebagirsak ve 1 metresini ise kalmbagirsak olusturmaktadir. Incebagirsaklarda
sindirilen besinlerin emilimi villuslar aracilig1 ile olmaktadir. Villuslar incebagirsak
dokusunda liimene dogru ¢ikinti olusturan yapilar olup, ince bagirsagin emilim alanini
200-400 m2’ye kadar artirmaktadir. Ayrica villuslarin ortalama dmiirleri 5 giin oldugu
icin kendilerini siirekli yenilemeleri gerekir. Buradan villuslarin besinlerin
emilmesinde ne kadar etkin rol aldigini1 anlayabiliriz (Nazlikul, Acarkan, 2014;
Solakoglu ve Aytekin, 2009). Ratlarin ince bagirsak uzunluklari ortalama 110 cm’dir
(Yakan ve Bayram, 2000). Bu ¢alismada en uzun villus uzunlugunun bugday gluteni
verilen grupta olmasi, en diisiik villus uzunlugunun ise misir gluteni verilen grupta
olmas1 ¢ok ilgi ¢ekicidir (P<0.008). Bu sonuglara bakildiginda saglikli ratlarin ince
bagirsak villus uzunluklari iizerine bugday glutenin olumsuz etkisinin olmadig, villus
uzunlugunun fazla olmasinin besin emilimi olumlu ydnde etkilediginden dolay:
olumlu etki gériilmiistiir.

Incebagirsak dokusunda sindirilen besinlerin emilmesi bagirsak dokusunun

histopatolojik yapist ile dogrudan iliskilidir (Arslan 2002; Engel 1995; Madara,1999).
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Bu calismada hayvanlara verilen bugday gluteni, misir gluteni ve soya kiispesnin ince
bagirsak dokusuna etkisini belirlemek i¢in histopatolojik yapisinin gostergesi olan
villus atrofisi, kript hiperplazisi ve lenfosit plazma notrofil parametreleri tespit
edilmistir. Villus atrofisi bagirsakta villus uzunluklarmin kisalmasi olarak
nitelendirilip besinlerin emilimi ile ters orantilidir. Villus atrofisi ne kadar ¢ok olursa
besinlerin sindirim ve emilimi o kadar ¢ok zorlasir. Tablo 3; villus atrofisi
parametreleri incelendiginde misir grubundaki 3 ratta, bugday grubundaki 1 ratta ¢ok
siddetli goriiliirken soya grubunda ¢ok siddetli rat gozlemlenmemistir ancak bugday
grubunda bulunan 2 ratta hig villus atrofisi bulunmazken diger gruplarda hafif, orta ve
cok siddetli villus atrofisi bulunmaktadir. Misir gluteni verilen grubun en fazla
etkilendigi, bugday gluteni ve soya kiispesi verilen gruplarin ise daha az etkilendigi
belirlenmistir. Gruplar arasindaki farkin her ne kadar istatistiksel olarak dnemiz olsa
da, 6zellikle misir gluteninin villoz atrofi olusumunu tetikledigi tespit edilmistir.
Tiim bagirsak dokususun mukozal yapisi icerisinde dagilmis olarak bulunan
lenfosit plazma ndtrofiller virilisler, bakteriler ve gida proteinleri gibi bir¢ok
antijenlerin emilimini engelleyen savunma bariyeri olarak bilinmektedir (Engel, 1995;
Selsted 1992;) . Antijenik Ozellige sahip etkenlerin sindirim sisteminde artmasi
lenfosit plazma notrofil sayisinin artmasina neden olur (Arslan, 2002; Nazlikul ve
Acarkan, 2014;Solakoglu ve Aytekin, 2009; Kagnoff, 1993) .Tablo 3 lenfosit plazma
notrofil parametreleri incelendiginde ii¢ gruptada cok siddetli gbzlenirken en fazla
soya ile beslenen grupta gdzlemlenmistir. Hafif siddetli olarak degerlendirilen gruplar
misir ve bugday grubudur. Lenfosit plazma noétrofil sayisinin en diisiik misir ve
bugday grubunda olmasi saglikli ratlarin incebagirsak dokusunun bugday ve misir

glutenine kars1 duyarliliginin soya grubuna gore daha az oldugunu gostermektedir.
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Bagirsak dokusunda bulunan kriptlere yerlesen hiicrelerin en 6nemli gorevi
sekresyon yaparak bagirsak dokusunun daha islevsel olarak gorevini yapmasina
yardime1 olmaktir. Krip hiperplazileri ise bu hiicrelerin yerlesmesi ve sekresyonunu
olumsuz olarak etkilemektedir(Arslan, 2002; Nazlikul ve Acarkan, 2014;Solakoglu ve
Aytekin, 2009;Kagnoff, 1993).Tablo 3 kript hiperplazi parametreleri incelendiginde
soya grubu ve misir grubunda orta siddetli gézlemlenmis olup en fazla soya grubunda
goriilmistiir. Etkisi olmayan bugday ve misir grubu olup en fazla ratta gozlenen
bugday grubudur. Bu calismada kript hiperplazisinin en fazla soya grubunda
goriilmesi oldukga ilgi g¢ekici bir sonug olarak nitelenebilir(p<0.008).Bu durum
saglikli ratlarda bugday ve misir gluteni verilen gruplarda kript hiperplazisinin diisiik
olmas1 bagirsak dokusunun histopatolojik yapisi olumsuz olarak etkilemedigini
gostermektedir.

HLA-DQ2 ve DQS8 geni tasiyan insanlarda sindirim sisteminde glutenin
parcalanmasiyla olusan gliadin peptitleri HLA molekiilleri ile birleserek klinik
belirtilerin ve immiinolojik olaylar zincirinin baglamasina neden olur. Gliadin yapisini
olusturan peptitlerin dokularda hiicresel, humoral ve yangisal yaniti baglattig
bilinmektedir (Marsh 1992; Sapone ve digerleri, 2010). Gluten duyarliligina bagh
olarak olusan reaksiyonlar genellikle bagirsak dokusunda gergeklesirken, diger doku
ve organlarda da benzer reaksiyonlara neden olabilecegi bildirilmistir (Hill ve
digerleri, 2005; Fasano ve Catassi, 2001). Gliadinin yapisinda bulunan peptitler,
¢Olyak hastalarinin gastrointestinal sisteminde bulunan proteazlara ve proteolize kars1
direngli olduklar1 i¢in tam olarak sindirilemezler (Molberg ve digerleri, 1998). Bu
calismada ise saglikli ratlar1 yiiksek oranlarda bugday ve misir gluteni igeren yemler
ile besleyerek ince bagirsak dokusunun gostermis oldugu etki/duyarlilik arastirilmistir.

Bu etkinin belirlenmesi i¢in 60 giinliik yasa kadar protein kaynagi olarak bugday

38



gluteni, misir gluteni ve soya kiispesi ile beslenen ratlarin incebagirsak doku 6rnekleri
alinarak otoimmun parametreler belirlenmistir.

Dokularda gluten duyarliligina bagli olarak meydana gelen histopatolojik
bulgularin desteklenmesi i¢in immiinohistokimyasal parametrelerinde incelenmesi
olduk¢a &nemlidir. Immiinohistokimyasal incelemeler ile hiicre veya dokuda
olusabilecek immunpozitifligin spesifik hiicresel bilesenlerin lokalizasyonunu ve
dagilimini gérmek miimkiindiir. Bu analizlerin ana prensibi antijen/ antikor reaksiyonu
ile spesifik hiicre ya da doku bilesenlerinin tanimlanmasi prosediiriine dayanmaktadir.
Bu analizlerden elde edilen bulgular en basta konvansiyonel patoloji, sitoloji ve diger
bulgularla paralellik gdstermesi ¢ok Onemlidir. Immiinohistokimyada giivenilir
sonuclarin ortaya ¢ikmasi i¢in onemli nokta; duyarli ve spesifik primer antikorlar
kullanilmasidir. Antikorun ilgili proteini tanima yetenegi goriintiiniin kalitesini arttirir.
Gluten duyarliligi tespiti i¢in immunohistokimyasal olarak ozellikle antikorlar
kullanilmaktadir  (Biirgin-Wolff ve digerleri, 1991; Maiuri ve digerleri,
2003;Matsumoto ve digerleri 2017). Bu ¢alismada ise hayvanlarin glutene karsi
duyarhiliklarin belirlenmesinde kullanilan Transglutaminaz, Gliadin ve IgA antikor
testi analizi yapilmustir.

Doku transglutaminaz antikorlarinin iiretimi karmagik bir mekanizma ile
sekillenmektedir. Tahil proteinlerinin yapisinda bulunan gluten (en basta gliadinler)
doku tarafinda antijen olarak algilanmakta ve buna kars1 antikor iiretimini saglamak
icin T-hiicrelerinin gelistirilmesini uyarmaktadir (Kalliokoski ve digerleri 2016,
Korponay—Szabo ve digerleri 2000, Molberg ve digerleri 1998, Sulkanen ve digerleri
1998). Bu ise transglutaminaz antikorunun artmasina neden olmaktadir. Tablo 5 doku
transglutaminaz  parametreleri incelendiginde 1ic gruptada etkisi olmadig

gozlemlenmis olup en fazla etkisi goriilmeyen ise bugday grubudur. Bu ¢alismada elde
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edilen doku transglutaminaz antikor seviyeleri arasinda farkin Onemsiz olmasi
gruplarin glutene kars1 duyarliliklarimin olmadigimi belirtebiliriz. Ayrica bugday
gluteni verilen grupta doku transglutaminaz antikor seviyesinin en diisiik olmasi
saglikl ratlarin bugday glutenine kars1 duyarlilik gostermedikleri belirtebilir.

Gliadin antikorunun genel olarak kronik hastaliklarda yiikseldigi bilinmekle
birlikte, tedavi edilmeyen c¢olyak hastalarinin %90°nin da bu antikorun olustugu
belirlenmistir. Gliadin proteni bir T hiicresi reseptorii yoluyla reaktif CD4+T
hiicrelerine sunulur ve bu da doku hasarina neden olan sitokinlerin iiretilmesine neden
olur. CD4 ve T hiicreleri proenflamatuar sitokinler olan T Helper 1, T Helper 2’ nin
seviyesini yiikseltir. Bunlar da B lenfositlerin salinmasina ve plazma hiicrelerinin
olugmasina neden olur. Plazma hiicreleri ise gliadin ve transglutaminaz antikorlarinin
aciga ¢ikmasina sebep olur (Biirgin-Wolff ve digerleri 1991, Maiuri ve digerleri 2003,
Matsumoto ve digerleri 2017). Tablo 5 gliadin parametreleri incelendiginde soya
grubu cok siddetli rat icerirken diger gruplarda bulunmamaktadir. Her 3 gruptada orta
siddetli gliadin bulunurken en fazla soya grubunda bulunmaktadir. Etkisi olmayan rat
ise tek olarak bugday grubunda bulunmaktadir. Bu calismada gruplar arasindaki
gliadin antikoruna kars istatistiksel agidan onemli fark tespit edilmistir. En duyarli
grubun soya grubu, en az duyarli grubun ise bugday gluteni verilen grubun olmasi ilgi
¢ekicidir.

IgA birgok eksternal sekresyonlarda esas olarak bulunmaktadir. Sekretuar IgA
molekiilleri 6zellikle mukozal ylizeylerdeki mikrobial ajanlara karsi etkili olup,
mukozal yilizeyde bakteriyel patojenlerin veya bunlarin toksinlerinin epitelyal
hiicrelere yapismasin1 Onleyerek notralize ederler (Arsalan 2002, Jaskowski ve
digerleri 2001, Matsumoto ve digerleri 2017). Tablo 5 IgA antikoru parametreleri

incelendiginde bugday grubunda cok siddetli rat goriilirken diger gruplarda
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gozlemlenmemistir. Orta siddetli olarak her ii¢ gruptada gézlemlenirken en fazla misir
grubunda goézlemlenmistir. Etkisi olmayan grup ise soya grubundaki 3 ratta
gozlemlenmistir. Calismada gruplarin IgA antikoru seviyeleri arasinda farkin
istatistiksel acidan onemli olmadig1 belirlenmistir. Ayrica bugday ve misir gluteni
verilen grupta IgA antikor seviyesin matematiksel olarak yiiksek oldugu belirlenmistir.

Yapilan bir¢ok ¢alismada transglutaminaz, gliadin, IgA parametreleri
kullanilmigtir. Insanlar iizerine yapilan calismalar; Giile¢ ve digerleri (2011)
endoskopi yontemi ile ¢olyak hastaligi tespit edilmis 33’1 kiz, 18’1 erkek olan hastalar
tizerinde caligsma yapmislardir. Yapmis olduklari bu ¢alismada ¢dlyak hasatligini daha
hizli tespit etmek i¢in doku transglutaminaz (tTG), IgA antikor testlerini uygulamislar.
Test sonuglarini ¢ok hizli almiglar ve sonuglarin ¢olyak hastaliginin belirlenmesinde
yiiksek giivenirlik oraninin oldugunu bildirmislerdir. Korponay-Szabo” ve digerleri
(2003) klinik olarak tespit edilen 78 ¢Olyak hastasin1 kullanarak ¢alisma
ylriitmiislerdir. Bu hastalarin barsak dokularinda yaptiklar transglutaminaz, 1gA ve
IgG antikor testlerinin yiiksek giivenirlik oraninin yliksek oldugunu ve pratikte
kullanilabilecegini bildirmislerdir. Ayrica bu ¢alismada ¢olyak hastaligi tespit edilen
hastalarin 12 ‘sinde (%9.8) HLA-DQ geni tespit edilmislerdir. Demirceken ve
digerleri (2008) Tiirk ¢ocuklarinda ¢dlyak hastaliginin goriilme sikligini arastirmak
igin ¢aligma yiiritmistiir. Arastirmada yaslar1 2-18 arasinda olan 1000 olgu klinik
vakanin 10’unda (%1) ¢6lyak hastalig1 belirlemislerdir. Yarica ¢alismada ¢ocuklarin
serum dokularinda hizli antikor tesbiti yapmak i¢in doku transglutaminaz ve gliadin
ile IgA ve IgG testlerini yapmislardir. Ayrica bu sonuglar1 barsak dokusu biyosileri ile
desteklenmistir. Bu caligmanin sonunda antikor testlerinin giivenirlik oranlarinin
yiiksek olmasi neticesinde rahatlikla kullanilabilecegini bildirmislerdir. Tung ve

digerleri (2016) colyak hastalig1 siiphesi takibe aldiklari 174 hastalarin %24’iinde
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anemi, 118 hastanin 24’{inde (%20,3) vitamin B12 eksikligi, 110 hastanin 27’sinde
(%24,5) folik asit eksikligi, D vitamini eksikligi ise 84 hastanin 63’iinde (%75)
saptamislardir. Colyak stipheli olanlarda sirasiyla anti-gliadin antikor immunglobulin
A, anti-endomisyum, doku transglutaminaz immunglobulin A, doku transglutaminaz
immunglobulin G pozitiflik oranlar1 %22.2, %50, %54.5 ve %20 iken ¢olyak orani
yiiksek olan hastalarda ise pozitiflik oranlar1 sirasi ile %100, %100, %81.8 ve %87
olarak belirlemislerdir.

Hayvanlar iizerine yapilan g¢alismalarda; Marietta ve Murray (2012) ile
Marietta ve ark (2010) yapmis olduklar1 ¢aligmalarda ¢dlyak hastaliginin tesbit
edilmesinde hayvansal modeller kullanilabilecegini bunun i¢in rat, fare, kopek, tavsan,
maymun gibi hayvanlarin kullanilabileceklerini bildirmislerdir. Ayrica bu
calismalarda transgenik (HLA-DQZ2-8) hayvanlarin en basta barsak dokusu olmak
tizere ¢esitli dokularinda histopatolojik  bulgularin  desteklenmesi  icin
immunohistokimyasal parametrelerin analiz amagli olarak bildirmislerdir. Korponay—
Szabo” ve digerleri (2000) kemirgen ve primatlarin barsak dokularinda (Reticulin,
endomysial, jejunal ve fibroblast) yapilan otoantikor test sonuglarinin, ¢dlyak hastasi
insanlarin serumlarindaki ile ayni etki mekanizmasina sahip oldugunu ve benzer

sonuglar alindigini ifade etmislerdir.
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Boliim 6

SONUC

. Bugday gluteni verilen grubun incebagirsak villus uzunluklar1 diger gruplardan
daha uzun oldugu tespit edilmistir (p<0.05).

. Villus atrofisinin en fazla musir gluteni verilen grupta oldugu belirlenmistir
(p>0.05).

Lenfosit plazma nétrofil degeri en fazla soya grubunda belirlenmistir.

. Kript hiperplazisi en fazla soya grubunda, en diisiik bugday grubunda tespit
edilmistir (p<0.05)

Gruplarin transglutaminaz ve IgA antikor seviyeleri arasindaki farkin
istatistiksel acidan 6nemli olmadig: belirlenmistir.

Gruplarin gliadin antikor seviyesi en yiiksek soya grubunda belirlenirken, en

diisiik bugday gluteni verilen grupta tespit edilmistir (p<0,05).
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Boliim 7

ONERILER

1. Daha net bir sonuglar alinabilmesi i¢in ratlarin daha uzun dénemli beslenmesi
gerekir.

2. Hayvan galismalar1 glutenin bagirsak histopatoloji ve otoimmun parametreler
lizerine etkilerinin gosterilmesi i¢in Onemli olmakla birlikte gliitenin
insanlardaki bu parametrelere olan etkisini arastirmaya yonelik ¢alismalarin

yapilmasi 6nemlidir.

44



KAYNAKLAR

Adamidou S., Nengas I., Alexis M., Foundoulaki E., Nikolopoulou D., Campbell P.,
Karacostas I., Rigos G., Bell G. J., Jauncey K., (2009), Apparent nutrient
digestibility and gastrointestinal evacuation time in European seabass
(Dicentrarchus labrax) fed diets containing different levels of legumes,

Aquaculture,289 (1-2), 106-112.

Alarida, K., Harown, J., Ahmaida, A., Marinelli, L., Venturini, C., Kodermaz, G., ...
& Catassi, C. (2011). Coeliac disease in Libyan children: a screening study
based on the rapid determination of anti-transglutaminase antibodies. Digestive

and Liver Disease, 43(9), 688-691.

Aydogdu S (2013). Gluten ile ilgili diger hastaliklar. Pediatri, uzmanlik akademisi

dernegi 2. Kongresi. 1-5 Mayis Antalya.

Aziz, ., Branchi, F., & Sanders, D. S. (2015). The rise and fall of gluten!. Proceedings

of the nutrition society, 74(3), 221-226.

Bai, J. C., Fried, M., Corazza, G. R., Schuppan, D., Farthing, M., Catassi, C., ... &
LeMair, A. (2013). World Gastroenterology Organisation global guidelines on

celiac disease. Journal of clinical gastroenterology, 47(2), 121-126.

Bara¢, M., Stanojevi¢, S., Jovanovi¢, S., & Pesi¢, M. (2004). Soy protein modification:

A review. Acta periodica technologica, (35), 3-16.

45



Beattie, R. M. (2006). The changing face of coeliac disease. Archives of disease in

childhood, 91(12), 955-956.

Briani, C., Samaroo, D., & Alaedini, A. (2008). Celiac disease: from gluten to

autoimmunity. Autoimmunity reviews, 7(8), 644-650.

Brusca, 1. (2015). Overview of biomarkers for diagnosis and monitoring of celiac

disease. Advances in clinical chemistry, 68, 1-55.

Biirgin-Wolff, A., Gaze, H., Hadziselimovic, F., Huber, H., Lentze, M. J., Nussle, D.,
& Reymond-Berthet, C. (1991). Antigliadin and antiendomysium antibody
determination for coeliac disease. Archives of disease in childhood, 66(8), 941-

947.

Caponio, F., Summo, C., Clodoveo, M. L., & Pasqualone, A. (2008). Evaluation of the
nutritional quality of the lipid fraction of gluten-free biscuits. European Food

Research and Technology, 227(1), 135-139.

Catassi, C., Bai, J. C., Bonaz, B., Bouma, G., Calabro, A., Carroccio, A., ... & Fasano,
A. (2013). Non-celiac gluten sensitivity: the new frontier of gluten related

disorders. Nutrients, 5(10), 3839-3853.

Chand, N., & Mihas, A. A. (2006). Celiac disease: current concepts in diagnosis and

treatment. Journal of clinical gastroenterology, 40(1), 3-14.

46



Demirceken, F. G., Kansu, A., Kuloglu, Z., Girgin, N., Giiriz, H., & Ensari, A. (2008).
Human tissue transglutaminase antibody screening by
immunochromatographic line immunoassay for early diagnosis of celiac

disease in Turkish children.

Demirgeken, F. G. (2011). Gluten enteropatisi (¢olyak hastaligl): Klasik bir oykii ve

giincel gelismeler. Giincel Gastroenteroloji, 15(1), 58-72.

Dokumacioglu, E., Iskender, H., Kapakin, K. A. T., Yenice, G., Mokthare, B., Bolat,
l., & HAYIRLI, A. (2021). Effect of betulinic acid administration on TLR-
9/NF-? B/IL-18 levels in experimental liver injury. Turkish Journal of Medical

Sciences, 51(3), 1544-1553.

EMIROGLU, M. (2017). Tiirkiye’nin Beslenme Problemi ve Bugday Uretimi. Ankara

Universitesi Dil ve Tarih-Cografya Fakiiltesi Dergisi, 22(1-2).

Engel, E., Guth, P. H., Nishizaki, Y., & Kaunitz, J. D. (1995). Barrier function of the
gastric mucus gel. American Journal of Physiology-Gastrointestinal and Liver

Physiology, 269(6), G994-G999.

Ergiin, A., Tuncer, S. D., Colpan, 1., Yalcin, S., Yidiz, G., Kiigiikersan, K., ... & Sehu,
A. (2002). Yemler, Yem Hijyeni ve Teknolojisi, AU Veteriner Fak. Hayvan

Besleme ve Beslenme Hastaliklart Anabilim Dali, Ankara.

ERTEM, D. (2014). Colyak Hastalig1. Klinik Tip Pediatri Dergisi, 9(1), 1-10.

47



Farell, R. J., & Kelly, C. P. (2001). Diagnosis of celiac sprue. Am J Gastroenterol, 96,

3237-46.

Fasano, A., & Catassi, C. (2001). Current approaches to diagnosis and treatment of

celiac disease: an evolving spectrum. Gastroenterology, 120(3), 636-651.

Garcia-Manzanares, A., & Lucendo, A. J. (2011). Nutritional and dietary aspects of

celiac disease. Nutrition in Clinical Practice, 26(2), 163-173.

Goral, V., Yildirim, N., Kaplan, A., Sit, D., & Celik, M. (2007). The frequency of

gluten enteropathy disease. Akademik Gastroenteroloji Dergisi, 6(3), 144-148.

Green, P. H., Stavropoulos, S. N., Panagi, S. G., Goldstein, S. L., McMahon, D. J.,
Absan, H., & Neugut, A. I. (2001). Characteristics of adult celiac disease in the
USA: results of a national survey. The American journal of gastroenterology,

96(1), 126-131.

Giileg, S. G., Urganci, N., Giil, F., Emecen, M., & Erdem, E. (2011). Cocuklarda
¢Olyak hastaliginin tan1 ve takibinde doku transglutaminaz-IgA antikorunun

yeri. S. EEAH Tip Biilteni, 45, 119-23.

Hill, I. D., Dirks, M. H., Liptak, G. S., Colletti, R. B., Fasano, A., Guandalini, S., ... &
Seidman, E. G. (2005). Guideline for the diagnosis and treatment of celiac

disease in children: recommendations of the North American Society for

48



Pediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition. Journal of pediatric

gastroenterology and nutrition, 40(1), 1-19.

Hopper, A. D., Hadjivassiliou, M., Butt, S., & Sanders, D. S. (2007). Adult coeliac

disease. Bmj, 335(7619), 558-562.

Hudacko, R., Zhou, X. K., & Yantiss, R. K. (2013). Immunohistochemical stains for
CD3 and CD8 do not improve detection of gluten-sensitive enteropathy in

duodenal biopsies. Modern Pathology, 26(9), 1241-1245.

Husby, S., Koletzko, S., Korponay-Szabd, 1. R., Mearin, M. L., Phillips, A., Shamir,
R., ... & ESPGHAN Gastroenterology Committee. (2012). European Society
for Pediatric Gastroenterology, Hepatology, and Nutrition guidelines for the
diagnosis of coeliac disease. Journal of pediatric gastroenterology and

nutrition, 54(1), 136-160.

Jaskowski, T. D., Schroder, C., Martins, T. B., Litwin, C. M., & Hill, H. R. (2001).
IgA antibodies against endomysium and transglutaminase: a comparison of

methods. Journal of clinical laboratory analysis, 15(3), 108-111.

Kagnoff, M. F. (1998). Immunology and inflammation of the gastrointestinal tract.
Gastrointestinal and liver disease. Sixth ed. Philadelphia: WB Saunders

Company, 19-48.

Kagnoff, M. F. (2006). AGA institute medical position statement on the diagnosis and

management of celiac disease. Gastroenterology, 131(6), 1977-1980.

49



Kalliokoski, S., Piqueras, V. O., Frias, R., Sulic, A. M., Méitti, J. A., Kdhkonen, N.,
. & Lindfors, K. (2017). Transglutaminase 2-specific coeliac disease
autoantibodies induce morphological changes and signs of inflammation in the

small-bowel mucosa of mice. Amino Acids, 49(3), 529-540.

Karaahmet, F. (2018). Colyak hastaligi'nda teshis siiresi. Ege Tip Dergisi, 57(4), 228-

231.

Kaushik, R., Kumar, N., Sihag, M. K., & Ray, A. (2015). Isolation, characterization
of wheat gluten and its regeneration properties. Journal of food science and

technology, 52(9), 5930-5937.

Kim, S. M., Mayassi, T., & Jabri, B. (2015). Innate immunity: actuating the gears of
celiac disease pathogenesis. Best Practice & Research Clinical

Gastroenterology, 29(3), 425-435.

Korneychuk, N., Meresse, B., & Cerf-Bensussan, N. (2015). Lessons from rodent

models in celiac disease. Mucosal immunology, 8(1), 18-28.

Korponay-Szabo, 1. R., Dahlbom, 1., Laurila, K., Koskinen, S., Woolley, N., Partanen,
J., ... & Hansson, T. (2003). Elevation of IgG antibodies against tissue
transglutaminase as a diagnostic tool for coeliac disease in selective IgA

deficiency. Gut, 52(11), 1567-1571.

Korponay—Szabo, 1. R., Sulkanen, S., Halttunen, T., Maurano, F., Rossi, M.,

Mazzarella, G., ... & Miki, M. (2000). Tissue transglutaminase is the target in

50



both rodent and primate tissues for celiac disease—specific autoantibodies.

Journal of pediatric gastroenterology and nutrition, 31(5), 520-527.

Kulp, K. (Ed.). (2000). Handbook of Cereal Science and Technology, revised and

expanded. Crc Press.

Lafiandra, D., Masci, S., D'Ovidio, R., & D'Ovidio, R. (Eds.). (2004). The gluten

proteins (Vol. 295). Royal Society of Chemistry.

Lionetti, E., & Catassi, C. (2011). New clues in celiac disease epidemiology,
pathogenesis, clinical manifestations, and treatment. International reviews of

immunology, 30(4), 219-231.

Madara, J. L. (1995). Epithelia: biologic principles of organization. Textbook of

gastroenterology, 141-157.

Maiuri, L., Ciacci, C., Ricciardelli, I., Vacca, L., Raia, V., Auricchio, S., ... & Londei,
M. (2003). Association between innate response to gliadin and activation of

pathogenic T cells in coeliac disease. The Lancet, 362(9377), 30-37.

Makharia, G. K. D. (2014). Current and emerging therapy for celiac disease. Frontiers

in medicine, 1, 6.

Marietta, E. V., & Murray, J. A. (2012, July). Animal models to study gluten
sensitivity. In Seminars in immunopathology (Vol. 34, No. 4, pp. 497-511).

Springer-Verlag.

o1



Marietta, E. V., David, C. S., & Murray, J. A. (2011). Important lessons derived from
animal models of celiac disease. International reviews of immunology, 30(4),

197-206.

Marsh, M. N. (1992). Gluten, major histocompatibility complex, and the small
intestine: a molecular and immunobiologic approach to the spectrum of gluten

sensitivity (‘celiac sprue’). Gastroenterology, 102(1), 330-354.

Matsumoto, I., Uchida, K., Nakashima, K., Hiyoshi, S., Chambers, J. K., Tsujimoto,
H., & Nakayama, H. (2018). IgA antibodies against gliadin and tissue
transglutaminase in dogs with chronic enteritis and intestinal T-cell lymphoma.

Veterinary pathology, 55(1), 98-107.

Molberg, 9., Mcadam, S. N., Korner, R., Quarsten, H., Kristiansen, C., Madsen, L., ...
& Sollid, L. M. (1998). Tissue transglutaminase selectively modifies gliadin
peptides that are recognized by gut-derived T cells in celiac disease. Nature

medicine, 4(6), 713-717.

Murch, S., Jenkins, H., Auth, M., Bremner, R., Butt, A., France, S., ... & Thorpe, M.
(2013). Joint BSPGHAN and Coeliac UK guidelines for the diagnosis and
management of coeliac disease in children. Archives of disease in childhood,

98(10), 806-811.

National Research Council. (1995). Nutrient requirements of laboratory animals:

1995.

52



National Research Council. (2010). Guide for the care and use of laboratory animals.

Nazlikul H, Acarkan T (2014). The Importance of Intestinal and Enteric Nervous
System in Regulation. Bilimsel Tamamlayict Tip, Regiilasyon ve Néralterapi

Dergisi; Cilt 8, Say1 1, sayfa:1-7.

Nijeboer, P., Bontkes, H. J., Mulder, C. J., & Bouma, G. (2013). Non-celiac gluten
sensitivity. Is it in the gluten or the grain?. Journal of Gastrointestinal & Liver

Diseases, 22(4).

Nurettin, T. U. N. C., SAHIN, A., ORHAN, S., YALNIZ, M., DEMIREL, U.,
POYRAZOGLU, O. K., & BAHCECIOGLU, 1. H. Célyak hastaligi; 5 yillik

takip, antikor-patoloji korelasyonu. Endoskopi Gastrointestinal, 24(2), 43-46.

Oberhuber, G., Granditsch, G., & Vogelsang, H. (1999). The histopathology of coeliac
disease: time for a standardized report scheme for pathologists. European

journal of gastroenterology & hepatology, 11(10), 1185-1194.

Ozer A, (2010) Veteriner Ozel Histoloji ISBN 978-605-395-143-8 Gelistirilmis

2.Baski

Penagini, F., Dilillo, D., Meneghin, F., Mameli, C., Fabiano, V., & Zuccotti, G. V.
(2013). Gluten-free diet in children: an approach to a nutritionally adequate

and balanced diet. Nutrients, 5(11), 4553-4565.

53



Pyler, E. J. (1988). Baking science and technology, Sosland Publishing Company.

Merriam Kans.

Rodrigo, L. (2006). Celiac disease. World journal of gastroenterology: WJG, 12(41),

6577.

Rubio-Tapia, A., Hill, I. D., Kelly, C. P., Calderwood, A. H., & Murray, J. A. (2013).
American College of Gastroenterology clinical guideline: diagnosis and
management of celiac disease. The American journal of gastroenterology,

108(5), 656

Sapone, A., Bai, J. C., Ciacci, C., Dolinsek, J., Green, P. H., Hadjivassiliou, M., ... &
Fasano, A. (2012). Spectrum of gluten-related disorders: consensus on new

nomenclature and classification. BMC medicine, 10(1), 1-12.

Sapone, A., Lammers, K. M., Mazzarella, G., Mikhailenko, 1., Carteni, M., Casolaro,
V., & Fasano, A. (2010). Differential mucosal IL-17 expression in two gliadin-
induced disorders: gluten sensitivity and the autoimmune enteropathy celiac

disease. International archives of allergy and immunology, 152(1), 75-80.

Schroeder J. W. (1997), "Corn Gluten Feed: Composition, Storage, Handling, Feeding

And Value".

Selsted, M. E., Miller, S. I., Henschen, A. H., & Ouellette, A. J. (1992). Enteric
defensins: antibiotic peptide components of intestinal host defense. The

Journal of cell biology, 118(4), 929-936.

54



Solakoglu S, Aytekin Y (2009) Temel Histoloji, “Junqueira LC, Carneiro J: Basic
Histology, text & atlas, eleventh edition. ISBN:978 -0-07 -144091 -2”, Nobel

Tip Kitabevleri, ISBN: 978-975-420-699-9. 281-317.

Soya, S., & Un, C. (2014). Célyak hastaligindaki molekiiler ve genetik gelismeler.

Cocuk Saghgi ve Hastaliklar: Dergisi, 57, 214-282.

St-Hilaire, S., Sheppard, C., Tomberlin, J. K., Irving, S., Newton, L., McGuire, M. A.,
... & Sealey, W. (2007). Fly prepupae as a feedstuff for rainbow trout,

Oncorhynchus mykiss. Journal of the world aquaculture society, 38(1), 59-67.

Sulkanen, S., Halttunen, T., Laurila, K., Kolho, K. L., Korponay-Szabo, 1. R.,
Sarnesto, A., ... & Miki, M. (1998). Tissue transglutaminase autoantibody
enzyme-linked immunosorbent assay in detecting celiac disease.

Gastroenterology, 115(6), 1322-1328.

Stimer, S. A. G., Harmandar, F. A., Uyar, S., & Cekin, A. H. (2015). Non-Codlyak

gluten duyarliligi. Giincel Gastroenteroloji, 19(2), 91-97.

Tavakkoli, A., & Lebwonhl, B. (2014). Diagnosis of celiac disease. In Celiac Disease

(pp. 107-122). Humana Press, New York, NY.

Taylor, C. R.,, & Cote, R. J. (1994). Standardization and quality control in
immunohistochemistry. Immunomicroscopy: a diagnostic tool for the surgical

pathologist, 2nd ed. Philadelphia: WB Saunders, 425-6

55



Theethira, T. G., & Dennis, M. (2015). Celiac disease and the gluten-free diet:
consequences and recommendations for improvement. Digestive Diseases,

33(2), 175-182.

Tosco, A., Salvati, V. M., Auricchio, R., Maglio, M., Borrelli, M., Coruzzo, A., ... &
Troncone, R. (2011). Natural history of potential celiac disease in children.

Clinical Gastroenterology and Hepatology, 9(4), 320-325.

Trancone R, Jabri B(2011). Celiac disease and gluten sensitivity. J Intern

Med;269:582-90.

Tiirksoy, S., & Ozkaya, B. (2006). Gluten ve C6lyak hastalig1. Tiirkiye, 9, 24-26.

Uni, Z., Gal-Garber, O., Geyra, A., Sklan, D., & Yahav, S. (2001). Changes in growth
and function of chick small intestine epithelium due to early thermal

conditioning. Poultry Science, 80(4), 438-445.

Vynias, D. (2006). Investigation into the wet processing and surface analysis of

soybean fabrics. The University of Manchester (United Kingdom).

Wagner, W. E. (2011). Using IBM SPSS statistics for social statistics and research

methods. Sage.

Yakan, B., & Fotiis, B. G. (2000). yeni dogmus ve erigkin farede ince bagirsaklarin

histolojik ve histokimyasal kiyaslh yapisi. Erciyes Tip Dergisi, 22(1), 7-15.

56



Yanar, O., Durmaz, O., & Gokcay, G. (2013). Atipik baslangicli Colyak hastalig1.

Cocuk Dergisi, 13(3), 126-30.

57



EKLER

58



Ek 1: Etik Kurulu izni

Dogu Eastern 99628, Gazimagusa, KUZEY KIBRIS
- - Famagusta, North Cyprus,
Akdeniz Mediterranean vi Mersin. 10 TURKEY
"% - - . - - Tel: (¢90) 392 630 1995
WONEESI G University Faks/Fax (490) 392 630 2919
{on i, G sim K 1300 E-mail: bayekwemu.edu.tr
Etik Kurulu / Ethics Committee
Sayr: ETK00-2020-0247 18.11.2020

Konu: Etik Kurulu’na Bagvurunuz Hk.

Sayin Aybiike Imik
Saglik Bilimleri Fakiiltesi

Saglik Etik Alt Kurulu’nun 03.11.2020 tarih ve 2020/07 sayili toplantisinda incelenerek uygun
bulunan, Dog. Dr. Ceren Gezer danigmanhginda yiiriittiigiiniiz “Saghkh Erkek Ratlarda
Bugday Gliiteni ve Misir Gliiteninin Barsak Histopatolojisi ve Otoimmiin
Parametrelerine Etkisi” adli yiiksek lisans tez calismamz, Dogu Akdeniz Universitesi

Bilimsel Aragtirma ve Yayin Etigi Kurulu tarafindan onaylanmugtir.

Prof. Dr. Yiicel Vural

Etik Kurulu Bagkam

59



Ek 2: izin Onay1

T.C.
‘ ATATURK UNIVERSITESI REKTORLUGU
Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi Miidiirliigii (ATADEM)

Say1  : 236643897-000-EBYS-1 15.09.2020
Konu : ATADEM’de Caligma Izni.

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU BASKANLIGINA

Hayvan Deneyleri Etik Kurullarinin Caligma Usul ve Esaslarina Dair Yonetmelik'in 1. (1)
Maddesinde belirtildigi iizere, “Deney hayvanlari ile yapilacak olan bilimsel aragtirma, test, egitim,
ogretim gibi temel etkinliklerde kullamlan yontem ve materyaller ile ilgili kabul edilebilir etik
standartlarin belirlenmesine, hayvan deneyleri merkezi etik kurulu ve hayvan deneyleri yerel etik
kurullaninin  kurulus ve caligmalarina, yapilmasi planlanan iglemlerin sunulmasina, aragtirma ve
galigma Onerilerinin incelenmesi ve izin verilmesine, uygulamalann izlenmesine, deney hayvanlari
{izerinde yapilan biitiin prosedirlerin kayit altina alinmalarina ve bu prosedirlerin aminda ya da geriye
dogru izlenebilmelerine, biitiin islemlerin denetlenebilirliginin saglanmasina ve ilgili islemlerin
gerektiinde sonlandinlmalarina iliskin esaslari belirlemektir.” amaciyla, sozkonusu galigmasini Dogu
Akdeniz Universitesi Rektorliigii Saglik Bilimleri Fakultesi, Beslenme ve Diyetetik Bolumii ogretim
tiyesi Dog. Dr. Ceren Gezer yiiriitiiciiliigiinde yapilacak olan “Saghkh erkek ratlarda bugday gluteni
ve misir gluteninin barsak histopatolojisi ve otoimmun parametrelerine etkisi” isimli ¢aligmada
21 adet sigan kullanilacak olup, adigegen g¢aliymanin ATADEM Laboratuarlarinda yaptlmasi
Mudurligiimiizee uygun goriilmustir,

Geregini bilgilerinize arz ederim.
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Ek 3: izin Onay1

TC;
ATATURK UNIVERSITESI REKTORLUGU
Veteriner Fakultesi Dekanligl

Say1 : 36643897-100-E.2000226216 17.09.2020
Konu : Laboratuvar izin Yazis

Sayin Dog. Dr. Ceren GEZER
Dogu Akdeniz Universitesi
Saglik Bilimleri Faktiltesi
Beslenme ve Diyetetik Boliimi
Gazimagosa / KKTC

Dogu Akdeniz Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi Beslenme ve Diyetetik
Bolumiinde Yiksek Lisans dgrencisi olan Aybuke IMIK'in "Saglikli Erkek Ratlarda Bugday
Gluteni ve Misir Gluteninin Barsak Histopatolojisi ve Otoimmiin Parametrelerine Etkisi" adli
tez calismasinin histopatolojik ve otoimmun parametrelerin analizlerinin Fakultemiz Patoloji
Anabilim Dalinda yapilmas: uygun goéralmiistiir.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederim.

Prof. Dr. Hamza AVCIOGLU

Dekan

Ek :

1 - 16.9.2020 tarihli 36643897-100-E.2000225094 sayili belge

2 - 16.9.2020 tarihli 36643897-000-E.2000224669 sayil1 belge

3 -15.9.2020 tarihli 36643897-000-E.2000223033 say1l belge
atiirk Universitesi Veteriner Fakiltesi 25240 Erzurum Bﬂgi: Mevliit CAKIR
L. +90 442 2317222 Faks: +90 442 2317244
sktronik Ag: http://www.atauni.edu.tr/#!birim=veteriner-fakultesi E-Posta: vetfak@atauni.edu.tr

*p Adresi: atauni@hs01.kep.tr

Bu belge, 5070 sayili Elektronik Imza Kanununun 5. maddesi gereg)ince guvenli elektronik imza ile imzalanmistir.
https://ubys.atauni.edu tr/ERMS/Record/Confirmation/Confirmation?code=059390A5DBA
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