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ETiK BEYAN

Bu c¢aligmadaki tiim bilgi ve belgeleri; gorsel ve yazili tiim sonuglar1 bilimsel ve
akademik kurallar ¢ercevesinde elde ettigimi, ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, faydalandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi ve onlara
bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak gdsterilen
durumlar disinda 6zgiin oldugunu, Do¢.Dr. Yasemin Ozsiirekci danmismanhginda
tarafimca iiretildigini ve Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez

Yazim Yonergesine gore yazildigini beyan ederim.

Dr. Osman Oguz DEMIR
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icinde, bendeki temel bilgiye atifta bulunarak, bilgece, bana nasihatle ‘bu da geger’
diyebilen, zor zamanlarimda bana ilham veren, Oniimii gormemi saglayan,
cesaretlendiren, her seye ragmen destek veren, kendime Ornek aldigim tez
danismanmim Dr. Yasemin Ozsiirekci’ye; ayrica bu minvalde beni destekleyen ve
Oonlimii acan, benim yetismemde ve tezimin olusmasinda ilk elden katkilarini her
zaman minnetle hatirlayacagim, akademik akli 6grendigim Dr. Seza Ozen’e;
yasadigim olaylara bakisimin farkli bir penceresini kendimin kesfetmesini saglayarak
ufkumu acan, cesaretlendiren ve her daim yamimda olan Dr. Elif Ozmert’e;
kendisinden ¢ocuk doktorlugundaki disiplini 6grendigim, durusuyla 6rnek olan Dr.
Aysegiil Tokatli’ya; 6zelestirinin inceliklerini 6grendigim, her daim ufkumu agan Dr.
Goknur Haliloglu'na ve azminden ¢ok etkilendigim, her kosulda destegini gdsteren

Dr. Ugur Ozgelik’e ¢ok tesekkiir ederim.

Ingiliz dilinde ‘bench to bedside’ diye tabir edilen kapsamdaki tipta uzmanlik
tezime konu olan bu ¢alismamda, hastalarin kabuliinden tani konulmasina, tedavinin
gerceklestirilmesinden  Orneklerin  toplanmasina, ELISA’nin  gelistirilmesi ve
orneklerin calisilmasindan verilerin analizine kadar her bir asamasinda emegimin
olmasindan dolay1 gururluyum ve her ne kadar mesakkatini tarif etmek miimkiin

olmasa da tiim bu emegimi tez olarak yazabilme imkani i¢in siikrediyorum.

Genelde; beraber calisma firsatt buldugum Hacettepe Universitesi Cocuk
Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dalinin tiim 6gretim iiyelerine, yandal arastirma
gorevlilerine, arastirma gérevlilerine ve H.U. Thsan Dogramaci Cocuk Hastanesinde
calisan tiim saglik personeline tesekkiir ederim. Ozelde ise isimlerini anarken her
birinin hayatimdaki yerini idrak etmeye c¢alisarak; Dr. Ali Biilent Cengiz, Dr. Yelda
Bilginer, Dr. Tezer Kutluk, Dr. Alev Ozén, Dr. Nazli Gong, Dr. Hiiseyin Demirbilek,
Dr. Dogus Vuralli Karaoglan, Dr. Selman Kesici ve Pediatri Basasistanligina

tesekkiirii bir borg bilirim.
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Toronto’da  laboratuvarda zaman kavramimm yitirdigim  giinlerdeki
yardimlariyla basta Hocam Dr. Rae Yeung olmak iizere Dr. Trang Duong ve Dr.
Mohammad Massumi’ye; dostluklarinin yan sira bilgelikleriyle hep yanimda olan
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Darda kalana yardime1 olmasi temennisiyle...
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OZET

DEMIR, 0.0., Cocuklarda Coklu Sistemik inflamatuvar Sendrom (MIS-C)
Tam ve Takibinde Elastin Tiirevi Peptidlerin Kullanimi ve Tayini i¢in Yeni Bir
Yarismah Indirekt ELISA Protokolii Gelistirilmesi, Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi, Cocuk Saghgi1 ve Hastahklar Tezi, 2024 Ankara. Cocuklarda c¢oklu
sistemik inflamatuvar sendrom (MIS-C), SARS-CoV-2 enfeksiyonundan sonra yiiksek
ates ve cilt bulgularinin yam1 sira birden fazla organ tutulumuyla karakterize
hiperinflamatuvar bir sendromdur. MIS-C tanist klinige dayanmakta olup literatiirde
heniiz hastaliga 6zgii tantmlanmis bir biyobelirte¢ yoktur. Kardiyovaskiiler dokunun en
onemli bilesenlerinden birinin elastin olmasi nedeniyle kardiyovaskiiler tutulumla 6ne
cikan MIS-C’de elastin tiirevi peptidlerin (EDP) olas1 bir biyobelirte¢ adayr olma
thtimalleri vardir. Buradan hareketle MIS-C tan1 ve prognozunda biyobelirte¢ olarak
kullanmak iizere; pratik, hizli ve yiiksek duyarlilikta sonug¢ verebilen yeni bir ELISA
protokolii olusturmay1 hedefledik. Oncelikle serumda EDP molekiiliiniin diizeyini
olgmek ve MIS-C tan1 ve tedavisindeki yerini belirlemek i¢in yeni bir yarigmali indirekt
ELISA protokoliiniin optimizasyonu ve validasyonu yapildi. MIS-C tanisiyla takipli 90
MIS-C’li ¢ocugun hasta grubu; 9 SARS-CoV-2’ye bagli agir pndmoni ve 56 saglikli
cocugun da kontrol grubunu olusturdugu kohortta, katilimcilarin klinik 6zellikleri,
laboratuvar degerleri ile gelistirilen yeni yarigmalt ELISA protokolii ile l¢iilen EDP’nin
klinik iligkisi ve MIS-C’de kullanilabilirligi arastirildi. Hasta grubundaki 90 MIS-C’li
olgunun 36's1 (%40) sok, 32'si (%36) Kawasaki hastalig1 benzeri ve 21'1 de (%23) ates ve
inflamasyon fenotipi ile olarak degerlendirildi. Hastalarin 71'inde  (%79)
elektrokardiyografi veya ekokardiyografi bulgular1 veya laboratuvar bulgulari 1s181nda
kardiyak tutulum oldugu goriildi. Ferritin, CRP ve prokalsitonin diizeyleri sok
fenotipindeki hastalarda anlamli diizeyde diger fenotiplere kiyasla yiiksekti.
Optimizasyonu tamamlanan ve tekrarlanabilirligi Olc¢lilen yeni yarigsmali ELISA
protokoliinde intra-assay CV %1,96 ve inter-assay CV %7,64 oranindaki kesinlikle EDP
tespiti ve Olciimii yapacak yeterlilikteydi. MIS-C’li hastalarin tedavi 6ncesinde alinan
serum Orneklerinde yeni ELISA protokolii ile dlgiilen EDP’ler tedavi sonrasina, SARS-
CoV-2 pnomonili ¢ocuklara ve saglikli ¢ocuklara gore anlamli diizeyde diisiiktii.
Receiver operating characteristic (ROC) analizi ile egri altinda kalan alan (AUC) %87
olarak tespit edildi. Bu ¢aligma ile yeni, 6zgiin ve yiiksek duyarlilikta ¢alisan yarigmali
bir ELISA protokolii tanimlanmis olup gelistirilen bu ELISA protokolii ile EDP’nin
MIS-C’nin tan1 ve prognozunda yeri olabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelime: MIS-C, ELISA, clastin, EDP, ¢cocuk



ABSTRACT

DEMIR, 0.0., Development of a Novel Competitive Indirect ELISA for
Detecting Elastin Derived Peptides in Diagnosing and Monitoring Multisystem
Inflammatory Syndrome in Children (MIS-C), Hacettepe University Faculty of
Medicine, Department of Pediatrics, Ankara, 2024. Multisystem Inflammatory
Syndrome in Children (MIS-C) is a hyperinflammatory syndrome involving multiple
organs, particularly striking cardiac involvement following SARS-CoV-2 infection.
Diagnosis of MIS-C relies on clinical assessment, as there is no disease-specific
biomarker defined in the literature. Given that elastin is a crucial component of
cardiovascular tissue, elastin-derived peptides (EDP) hold promises as a potential
biomarker for the diagnosis and prognosis of MIS-C, which is marked by cardiovascular
involvement. Therefore, our first objective was to develop a novel ELISA protocol that
is practical, rapid, and highly sensitive for the detection of EDP. A novel competitive
ELISA protocol was optimized and validated to measure the level of EDP. Secondly, we
investigated the role of EDP as a biomarker not only for the diagnosis but also for the
prognosis of the cases with MIS-C. A total of 90 children diagnosed with MIS-C
included in the patient group, while 65 children included in the control group that is
divided two subgroups such as 9 children with severe pneumonia due to SARS-CoV-2
and 56 healthy children.The clinical relevance and usage of EDP as a biomarker
candidate, measured by the new competitive ELISA protocol, were investigated in
conjunction with the clinical characteristics and laboratory values of the participants. Of
the 90 patients with MIS-C, 36 (40%) were characterized by shock, 32 (36%) by a
Kawasaki disease-like phenotype and 21 (23%) by a fever & inflammation phenotype.
Cardiac involvement was observed in 71 (79%) patients as evidenced by
electrocardiographic or echocardiographic or lab findings. Ferritin, CRP, and
procalcitonin levels were significantly higher in patients with the shock phenotype
compared to those with others. The newly developed competitive ELISA protocol,
optimized and evaluated for reproducibility, demonstrated sufficient precision in
detecting and quantifying EDP, with an intra-assay coefficient of variation (CV) of
1.96% and an inter-assay CV of 7.64%. EDP levels measured using this novel ELISA
protocol in pre-treatment serum samples of patients with MIS-C were significantly lower
compared to post-treatment samples, as well as compared to children with SARS-CoV-2
pneumonia and healthy controls. Receiver operating characteristic (ROC) analysis
revealed an area under the curve (AUC) of 87%. This study introduces a new and highly
sensitive competitive ELISA protocol, paving the way for the utilization of EDP as a
novel biomarker in the diagnosis and prognosis of MIS-C.

Keywords: MIS-C, ELISA, elastin, EDP, pediatric
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KISALTMALAR

ABH : akut bobrek hasar1

ABTS : 2,2’-azino-bis (3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit)
ACE : anjiyotensin doniistiirlicii enzim

AHA : Amerikan Kalp Dernegi

ALT : alanin transaminaz

APC : antijen sunan hiicreler

ARDS : akut respiratuvar distres sendromu
ASA : asetilsalisilik asit

AST : aspartat transaminaz

%B/Bo : baglanma yiizdesi

BSA : s181r serum albiimini

BT : bilgisayarli tomografi

CDC : Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri
CRP : C-reaktif protein

dER : diiz endoplazmik retikulum

DSO : Diinya Saglik Orgiitii

EBP : elastin baglayan protein

ECMO : ekstrakorporeal membran oksijenasyonu
EDP : elastin tiirevi peptid

EF : ejeksiyon fraksiyonu

EKO : ekokardiyografi

ESM : ekstraseliiler matriks

GN : gercek negatif

GP : gercek pozitif

GWAS : genom boyu iligkilendirme ¢alismasi
HAE : human aortik elastin

IFN : interferon

Ig : immiinglobulin

IL : interlokin

1P-10 : interferon gama kaynakli protein 10



IVIG
KAA
KH
KHSS
LDH
LV
MDA -5
MHC
MIP-34
MIS-C
MMP
MPV
MR
NF-kB
oD
PAMP
PBST
PCPCH
PDW
PRR
RIG-I
RV
TCR
TE
TLR
TMA
TMB
TMPRSS2
TNF
TPE
YN

YP

X1

: intravendz immiinglobiilin

: koroner arter anormallikleri

: Kawasaki hastalig

: Kawasaki hastalig1 sok sendromu

: laktat dehidrogenaz

: sol ventrikiil

: melanom farklilagmasi ile iligkili protein 5
: major histokompatibilite kompleksi
: makrofaj inflamatuvar protein - 33

: ¢ocuklarda ¢oklu sistemik inflamatuvar sendrom
: metalloproteinaz

: ortalama trombosit hacmi

: manyetik rezonans

: niikleer faktor-kappa beta

: optik dansite

: patojenle iliskili molekiiler modeller
: fosfat tamponlu salin soliisyonu

: Pediatri ve Cocuk Saglig1 Kraliyet Koleji
: trombosit dagilim araligt

: patern tanima reseptorleri

: retinoik aside bagli gen I

: sag ventrikiil

: T hiicre Reseptorii

: tropoelastin

: toll benzeri reseptor

: trombotik mikroanjiyopati

: tetrametilbenzidin

: transmembran serin proteaz 2

: timdr nekrozis faktor

: terapdtik plazma degisimi

: yanlis negatif

: yanlis pozitif
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Amerikan Kalp Birligi’nin (AHA) 2017°de 6nerdigi KH tanisinda
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MIS-C ve KH’nin demografik ve klinik 6zellikleri [59].....................
MIS-C vaka tanimlamalart...........ccceeeereninieninienieeieceeeene
Amerika Birlesik Devletleri’nin Ulusal Saglik Enstitiisii (NIH)
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PTOLOKOILETT. .ottt e
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laboratuvar ekipmanlart ...........ccocoeeviieiieiiiieieee e
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hazirlanmast ..........coeiiiieiiiiiiic e
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kontrol baz alinarak belirlenmesi..........c..cccceveereiiieniiniininieneeenns
HAE iceren kaplama ¢oOzeltisinin kati fazda inkiibasyon
kosullarinin belirlenmesi..........cceeeevieeiieeeiiieeieeee e
Farkli kaplama soliisyonu konsantrasyonlar1 ile standart ve
plazmalarin antikor derisimleri korunarak olusturulan farkl
hacimdeki tlip inkiibasyon sollisyonlarinin intrassay CV ile
degerlendirilmest .....eeeeeeeiieie e
Bir plakada %2,5, %5 ve %7,5 BSA ile hazirlanan tamponlarla
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1. GIRIS ve AMAC

Cocuklarda Coklu Sistemik Inflamatuvar Sendrom (MIS-C), genellikle
gecirilen SARS-CoV-2 enfeksiyonundan 2-6 hafta sonra ortaya cikmaktadir ve
yiiksek ates, halsizlik, cilt bulgular1 ve mukokutandéz degisiklikler ile bir kismi
Kawasaki hastaligina (KH) benzeyen bir klinikle kendini gosterse de siklikla sok ve
gastrointestinal sistem bulgularinin 6n planda oldugu birden fazla organi tutan, hayati
tehdit eden hiperinflamatuvar bir sendromdur. Tanis1 klinik ve ge¢irilmis SARS-
CoV-2 enfeksiyonu ile epidemiyolojik baglanti kurularak konulmaktadir. Yaygin
organ tutulumuyla giden MIS-C, Kawasaki hastaligi sok sendromu, toksik sok
sendromu, sepsis gibi hastaliklara benzerligi ile dikkat ¢cekmekte ve bu nedenle
ayricl tanisint yapmak giiclesmektedir. Hastaliga 6zgili biyobelirteclerin bulunmasi
hastalik tanisin1 koymak ve hastaligin seyrini 6ngdérmede 6nem arz etmektedir. MIS-
C’de organ tutulumlarinin en Onemlisi ve prognozu belirleyen kardiyovaskiiler
tutulumdur. Damar duvarinin en 6nemli bileseni olan elastisiteyi ve tonusu saglayan
elastinler ve elastin tiirevi peptidler (EDP), kardiyovaskiiler ve endotelyal hasarin
gostergesi olarak 6nemli bir biyobelirte¢ vazifesi gorebilme kapasitesi tasimaktadir.
Klinikteki bu eksiklikten hareketle, EDP’leri tayin emek {iizere, biyobelirte¢
aragtirmalarinda siklikla kullanilan ucuz, pratik, hizli ve yliksek 6zgiinliikte sonug
verebilen Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) protokolil olusturmay1 ve
MIS-C’nin tanisinda ve prognozun belirlenmesinde bu protokoliin ve EDP’nin yerini

arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

Cin’in Wuhan sehrinde 2019 yilimin Aralik ayinda goriilmeye baslanan
pnomoni vakalar1 sonrasi etkenin koronaviriis ailesinin yeni bir {iyesi oldugu tespit
edildi [1]. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan 2019 yeni koronaviriis (2019-
nCoV) olarak adlandirilan viriisiin neden oldugu hastalik daha sonra yeni
koronaviriis hastaligi [2] olarak adlandirildiktan kisa bir siire sonra, 30 Ocak
2020°de, DSO COVID-19'u uluslararas: endise verici bir halk saghgi acil durumu
olarak ilan etti. Ardindan, 11 Mart 2020’de DSO, SARS-CoV-2 viriisiine bagh
enfeksiyonun kiiresel ¢apta salgin haline geldigini bu nedenle de pandemi ilan

edildigini duyurdu [3].

Diinya'da ilk COVID-19 hastalig1 tanis1 konulan ¢ocuk vaka 20 Ocak
2020’de Cin’de bildirilmistir [4]. SARS-CoV-2 enfeksiyonu, ¢ocuklarda genellikle
hafif {ist solunum yolu enfeksiyonu bulgular1 ile kendini belli eder. Inkiibasyon
siiresi 1 ile 14 giin arasinda degismekle beraber genellikle 3-7 giindiir. Ik basvuru
sikayetleri genellikle ates, 0kstiriik, burun akinti, bogaz agrisi, bas agrisi, halsizlik ve
ishaldir. Cocuklarda agir klinik tablo nadiren goriilse de altta yatan hastalig1 ve/veya
immiinsupresyonu olan ¢ocuklarda ve daha kii¢iik pediatrik yas grubunda ciddi
klinik tablo olasilig1 daha yiiksektir [5]. Bildirilen agir vakalar arasinda solunum
yetmezligi, akut solunum sikintis1 sendromu [5], sok, ¢oklu organ yetmezligi ve
ensefalopati vardir [6]. Salginin ¢ocuklarla ilgili ilk verilerinde ¢ocuk hasta sayisinin
oraninin erigkinlere gore diisiikliigli géze carpmakta idi. Fakat ilerleyen aylarda
cocuk verileri incelendiginde ¢ocuklardaki enfeksiyon sayisinin da giderek arttigi
tespit edildi. Amerika Birlesik Devletleri’nde Ekim 2020 itibari ile tiim vakalarin
8.7%’sini ¢ocuk hastalarin olusturdugu raporlandi ve g¢ocuklarda COVID-19'un
sikligindaki artis vurgulandi (CDC,2020).

2.1. Viriisiin Immiinopatolojisi

SARS-CoV-2, zarfli bir RNA viriisii olup, spike (S), membran (M), zarf (E),
niikloekapsid (N) proteinleri olma iizere dort temel proteini vardir. SARS-CoV-
2’nin S proteininin akciger, kalp, ileum, bobrek, vaskiiler hiicreler ve mesane

hiicrelerinde bulunan anjiyotensin doniistiiriicii enzim 2’ye (ACE2) baglanmasini



takiben, SARS-CoV-2 hiicreye endositoz yoluyla girebilir ve endozomdan katepsin
L'ye bagimli viral kagisi — bu transmembran serin proteaz 2 (TMPRSS2) ile olur—
gosterir veya viral zarfin hiicre zar1 ile TMPRSS2'ye bagli dogrudan fiizyonu ile
girebilir. Viriisiin S proteinin sivri ucunun hiicresel membran lipid ¢ift katmanlarina
yerlestirmek tizere gizli flizyon peptitini aciga ¢ikarmasi i¢in uygun konformasyona
izin veren ve proteinin boliinmesini saglayan sorumlu hiicre yiizeyi serin proteazi
olan TMPRSS2’dir [7]. Ayrica SARS-CoV'den farkli olarak, SARS-CoV-2nin
hiicre girisi furin ve ndropilin-1 tarafindan da kolaylastirilabilir. Viral niikleokapsid
ise endositik vezikiil yoluyla sitoplazmaya iletilir. Ge¢ endozomun asidifikasyonu
sonrasi, katepsinin etkisi, genomik RNA'nin ve onun replikasyonu i¢in gerekli
enzimlerin kaplamasimin a¢ilmasim1 saglamaktadir. Ayrica virlisiin monosit,

makrofaj, lenfosit ve dentritik hiicrelerde de ¢ogaldigi gosterilmistir [8].

SARS-CoV-2 ilk olarak dogustan bagisiklik yanitini uyarir sonra da
kazanilmig bagisiklik yaniti ile savunma devam eder. Viral patojenle iliskili
molekiiler modeller (PAMP), Toll benzeri reseptdrler (TLR) gibi endozomal patern
tanima reseptorleri (PRR) tarafindan algilanir. Patern taniyan reseptdrler (PRR),
viriisli tantyarak inflamatuvar faktorlerin salinimini artirip dendritik hiicrelerin [9]
uyarilmasina ve olgunlagsmasina sebep olur. Bu niikleer faktor-kappa B (NF-kB) ve
interferon diizenleyici faktorler [10] gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu
iceren hiicre i¢i sinyalizasyon basamaklariyla sonuglanir [8]. Ayrica antijenik
peptidler major histokompatibilite kompleksi (MHC veya insanda human 16kosit
antijeni) araciligi ile sunulurlar ve ardindan CD4+ T hiicreleri, immiinglobulin (Ig)
G ve IgM dahil olmak {izere viriise 6zgii antikorlar iiretmek icin B hiicrelerini
uyarirlar. CD8+ T hiicreleri, virlisle enfekte olmus hiicreleri dogrudan dldiirebilme
yetisine sahiptir. T yardimci hiicreleri, diger bagisiklik hiicrelerine yardimei olmak
icin proinflamatuvar sitokinler ve aracilar {retir. Vicutta viral yayillimin
sinirlandirilmasinda 6nemli olan tip I interferonlarin (IFN-I) sentezinin arttirilmasi
da bir savunma mekanizmasidir ve daha bagka C3a ve C5a gibi kompleman
faktorlerinin ve antikorlarin iiretimi, viral enfeksiyonla miicadelede kritik dneme

sahiptir [11].

SARS-CoV-2 virlisiine karst gelisen IgM ve IgG paterni diger viriis

enfeksiyonlar1 ile benzerdir. Antijenik peptidler MHC araciligr ile sunumunun



ardindan viriis spesifik sitotoksik T lenfositler tarafindan taninir. Antijen sunumuyla
viriis spesifik B ve T hiicre aracili humoral ve hiicresel immiinite uyarilir. SARS-
CoV-2 spesifik IgM antikoru enfeksiyonun 7-21. giiniinde tespit edilirken, IgG

iiretimi 14. giinde baglar ve uzun siire devam eder [6].

ssRNA dsDNA

RIG-I, MDA5 cGAS

Adaptorier

TLR3, TLR7,
TLR8

Sekil 2.1. Dogal immiin sistem sinyalizasyonunda SARS-CoV-2 viriisiiniin
taninmast (Yang ve arkadaslarimin makalesinden Tiirkgelestirilerek
alintilanmistir) [12].

SARS-CoV, SARS-CoV-2 ve MERS-CoV gibi RNA viriisleri, RNA’lar1
araciligiyla hiicreler tarafindan taninirlar. Viriisler TLR 3 ve 7, retinoik aside bagl
gen [ (RIG-I) ve melanom farklilagmasi ile iligkili protein 5 (MDAS) olarak bilinen
viriislerin sitoplazmik RNA sensorleri olan endozomal RNA reseptdrleri ile saptanir.
TLR3/7’nin aktive olmasiyla niikleer faktor-kappa B (NF-kB) ve IRF3 uyarilir.
RIG-I ve MDAS’in aktivasyonu ise yalnizca MAVS/STING yolagin1 aktive eder.
Bu sinyaller sonucunda IRF3/IRF7 araciligiyla Tip 1 IFN; NF- NF-xB araciligiyla
da IL-1, IL-6 ve TNF-a, gibi proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonlar artar (Sekil
1). Ayrica SARS-CoV-2 gibi sitopatik viriisler, enfekte ettikleri hiicrelerin
piroptozuna (programlanmig hiicre Oliimiiniin inflamatuvar hastaliklardaki sekli)
neden olur. Bu da inflamatuvar yanit igin olas1 bir tetikleyicidir. Piroptoz sirasinda

salinan 6nemli bir sitokin olan IL-1B, SARS-CoV-2 enfeksiyonu sirasinda yiikselir.



IL-6, IFN-y, MCP-1 ve IP-10’un artis1 ile etkilenen hastalarin kaninda bir

inflamasyon dalgas1 olusur [13].

Sitokin firtinas1 bagisiklik sisteminin kendi kontroliinii kaybetmesinin bir
sonucudur. Bu durum da, bagisiklik hiicrelerinin diizenlenmesindeki kusur nedeniyle
organ yetmezliklerine ve Oliime yol agabilen inflamatuvar proteinlerin iiretiminin
artmasina neden olur. Immiin efektdr hiicreler tarafindan salinan bu inflamatuvar
aracilar arasinda IFN-a, IFN-y, IL-1p, IL-6, IL-12, IL-18, IL-33, TNF-a ve TGF-3
gibi sitokinler ve CCL2, CCL3, CCL5, CXCL8, CXCL9 ve CXCL10 gibi
kemokinlerin arttig1 gosterilmis ve akut respiratuvar distress sendromu (ARDS) gibi
organ yetmezliklerine ilerlemede yeri oldugu rapor edilmistir.. Agir COVID-19
vakalarinda gosterilen hiperferritinemi, lenfopeni, uzamis protrombin zamani,
yiiksek laktat dehidrogenaz [14] [14], yiiksek IL-6, yiiksek C-reaktif protein (CRP),
yiikksek CD25 diizeyi sitokin firtinasinin laboratuvar destekleyicileri niteligindedir
[9, 15]. COVID-19 gegiren eriskin ve pediatrik popiilasyonun karsilastirildig:
boliimiizden yapilan bir ¢alismada IFN- y kaynakli protein 10 (IP-10) ve makrofaj
inflamatuvar protein (MIP)-33 seviyeleri, saglikli insanlara gére COVID-19'lu
cocuk ve yetiskin hastalarda daha yiiksek bulunmus olup siddetli hastalik seyri olan
hem pediatrik hem de eriskin olgularda IP-10 diizeylerinin anlamli derecede yiiksek;
saglikli kontrollerde MIP-3f diizeyinin daha diisiik oldugu gosterilmistir. Ek olarak,
IP-10’nin 6zellikle ¢ocuklarda hastalik siddeti i¢in bagimsiz bir prediktor oldugu IL-
6’nin ise yetiskinlerde hastalik siddeti i¢in nispeten iyi bir prediktdr oldugu
gosterilmistir [16].

SARS-CoV-2 ile enfekte hastalarin periferik kaninda CD4+ ve CD8+ T
hiicrelerinin anlamli derecede azaldigi, fakat asir1 derecede aktive oldugu
bildirilmistir [9] Lenfopenik durum, otoimmiin potansiyeli olan efektéor T
hiicrelerinin aktivasyonuna yol acan periferik toleransin azalmasina neden olabilir.
Bu self-tolerans kaybi mekanizmasi, lenfopeni ve otoimmiinite arasindaki
paradoksal 1iligkiyi agiklayabilir [17]. COVID-19 ile iliskili olan Guillain-Barré
sendromu ve varyantlari, immiin trombositopenik purpura, antifosfolipid sendromu
ve trombotik trombositopenik purpura gibi otoimmiin durumlar da siklikla

bildirilmektedir [8].



Solunum  hiicrelerinin  transkriptomik  analizleriyle, =~ SARS-CoV-2
enfeksiyonunun son derece diigiikk IFN seviyeleri ortaya ¢ikardigi ve giiclii bir pro-
inflamatuvar sitokin tepkisini indiikledigi gosterilmistir. Hatta Oyle ki TLR7
genindeki genetik bir varyant tanimlanmis ve bozulmus IFN-I ve IFN-II yanitlariyla
iliskilendirilmistir. Agir COVID-19 pnémonisi olan 987 hastanin %10,2'sinde IFN-

I'e kars1 notralize edici otoantikorlar gdsterilmistir [8].

Interlokin-6 gibi proinflamatuvar sitokin seviyeleri ile hastalik ciddiyetinin
iligkilendirildigi c¢aligmalardan sonra IL-6 seviyelerinin COVID-19 hastalarinin
proteomu iizerindeki etkisine dair yapilan bir proteomiks ¢alismasinda, IL-6
seviyelerinin bir fonksiyonu olarak, ¢esitli serin proteaz inhibitorleri (SERPIN'ler)
dahil olmak {iizere artan fibrinolitik kaskadin antifibrinolitik komponent seviyeleri
ile birlikte cesitli koagiilasyon faktorlerinin serum seviyelerinde degisiklikler
gosterilmistir.  Ozellikle en yiiksek IL-6 seviyesindekilerin serumlarinda;
SERPINA1, SERPINA3, SERPINF2 dahil olmak iizere koagiilasyon/fibrinolitik
yolaginin SERPIN ve karboksipeptidazlarin (CPB2/TAFI) seviyelerinde onemli

artislar raporlanmistir [18].

Genetik olarak ayni aileden gelen MERS-CoV enfeksiyonunda, HLA-

DRB1*11:01 ve HLA-DQB1*02:02 gibi MHC II molekiilleri, MERS-CoV
enfeksiyonuna yatkinlikla iligkili bulunmustur. COVID-19 i¢in bakildiginda ise Cin
popiilasyonunda yapilan kii¢iik bir calismada HLA-C*07:29 ve B*15:27 allellerinin
COVID-19 ile iliskili olabilecegi one siiriilmiistiir. Bir Avrupa popiilasyonunda 6n
rapor olarak yayilanan ilk genom boyu iliskilendirme c¢alismasi (GWAS) ise ABO
kan grubunda A-pozitiflerin solunum yetmezligi riskinin %45 oraninda arttigini, O
kan grubuna sahip bireylerin ise %35 oraninda solunum yetmezligi riskinde azalma

oldugu gosterilmistir.

2.2. Kawasaki hastahgi (KH)

Ik olarak 1967 yilinda tanimlanan KH genellikle bes yas alti ¢cocuklarda
goriilen c¢ocukluk cagmin en sik ikinci vaskiilitidir. Akut gelisen ve orta capl
damarlar1 tutan KH gelismis iilkelerde ¢ocukluk ¢agindaki edinsel kalp hastaliginin
en 6nemli nedenidir. Japonlarda ve uzak Asya iilkelerinin halklarinda sik goriiliir ve

mevsimseldir; bu yiizden genetik yatkinlik ve enfeksiyonlar hastalik etiyolojisinde



suclanmigtir. Etiyopatogenezi heniiz aydinlatilamamistir. Esas olarak bes giinden
fazla siiren ates, konjonktival hiperemi, servikal lenfadenopati, mukokutandz cilt

tutulumu, ekstremitede 6dem ile karakterizedir [19, 20].

Tablo 2.1. Amerikan Kalp Birligi’nin (AHA) 2017°de o6nerdigi KH tanisinda

kullanilan kriterler

KH tam Kkriterleri:

KH’yi destekleyici laboratuvar
bulgular:

Siklikla goriilen kan tablosu

Asagidaki 5 semptomdan en az 4'i
ile birlikte 5 giin boyunca devam
eden ates:

* Bilateral konjonktival hiperemi

* Dudaklarda ve ag1z mukozasinda
degisiklikler

* Polimorf ekzantem

» Servikal lenfadenopati, genellikle
tek tarafli

* Ellerde ve ayaklarda
degisiklikler: eritem, 6dem ve
deskuamasyon.

Yiiksek eritrosit sedimentasyon
hiz1 (ESH)

* Yiiksek C reaktif proteini (CRP)
* Notrofili ile 16kositoz

* Hiponatremi

* Hipoalbiiminemi

* Anemi

Beyaz kiire >15.000/mm3
(notrofilik)

Hemeoglobin: Anemik
Trombosit: >450.000/mm3
ESH:> 40 mm/sa

CRP:>3 g/dl

Albiimin:< 3 g/dl

Ferritin: normal sinirindan yiiksek
ALT: normal simirindan yiiksek
GGT: normal sinirdan yiiksek
Piyiiri: >10 16kosit (biiylik

biiytitmede her sahada)

BOS: Glukoz diistikliigii olmadan
mononiikleer pleositoz ve/veya
yiiksek protein

(McCrindle, Rowley et al. 2017) ve siklikla goriilen laboratuvar degerleri (Rife and Gedalia 2020)

Kawasaki hastalig1 i¢in tan1 kriterli tam saglanamadiginda hastalik inkomplet
Kawasaki olarak degerlendirilmektedir. KH i¢in spesifik bir biyobelirte¢ olmamast
ve ates ve gozlerde kizariklik gibi ¢ok yaygin bagvuru sikayetleri ile kendini belli
etmesi nedeniyle KH tanisin1 koymak zor olabilir ve tan1 konulamadiginda koroner
arter anevrizmasi gibi ciddi komplikasyonlara neden olabilir. Erken tani ve tedavi ile

koroner arter anevrizmasi riski %25’ten %3’e kadar diisiiriilmektedir [20].

Laboratuvar bulgular1 olarak KH’ye spesifik bir biyobelirte¢ yoktur. Akut faz
reaktanlarinda eritrosit sedimentasyon hizi (ESH), C-reaktif protein (CRP),
prokalsitoninde yiikselme goriiliir. Tam kan sayiminda nétrofili, 16kositoz ve
trombositoz goriiliir. Ortalama trombosit hacminde (MPV) ve trombosit dagilim

araliginda (PDW) diisiis goriilebilir [21].

KH kriterleri tam olan ve inkomplet KH i¢in algoritma kriterlerini karsilayan

hastalara miimkiin olan en kisa siirede yiiksek doz intravenéz immiinglobiilin (IVIG)




2 g/kg tek seferde en az 12 saatlik inflizyonla ve orta doz (30-50 mg/kg/giin) veya
yiikksek doz (80-100 mg/kg/giin) asetilsalisilik asit (ASA) oral yoldan verilir.
Adjuvan tedavide ise kortikosteroidler, IL-1 reseptor antagonistleri, TNF
inhibitorleri, kalsindrin inhibitorleri verilebilir. Direngli vakalarda terapdtik plazma
degisimi (TPE), siklofosfamid, metotreksat, ritiiksimab gibi diger immiinsupresif

tedavilerin etkili oldugunu gosteren ¢alismalar da vardir [22].

2.3. Cocuklarda Coklu Sistemik Inflamatuvar Sendrom (MIS-C)

Ingiltere’de Nisan 2020°de dnceden saglikli oldugu bilinen sekiz pediatrik
hasta atipik Kawasaki ve toksik sok sendromuna benzer ozellikler gosteren
klinigiyle, COVID-19 hastaligindan sonra SARS-CoV-2 viriisii ile iliskilendirilen
ikinci klinik durum olma o6zelligini gosteriyordu. Bu hastalarin ortak ozellikleri,
basvuru aninda ates, dokiintli, konjonktival hiperemi, ekstremite O0demi ve
gastrointestinal semptomlarnin olmasiydi. Nisan 2020'min sonuna kadar, Avrupa
iilkelerinden yaklasik 100 Kawasaki benzeri vaka bildirilmistir. Mayis ayinin
basinda, Londra'da ¢ok sayida organ tutulumu ve siddetli hiperinflamasyonu olan
pediatrik vakalar yayimlanmis [23], daha sonra diinya genelinde KH’ye benzeyen
vakalarin bildirilmesi ve bu klinik tablonun COVID-19 ile zamansal iliskisi olan
cocuklarda gerceklesmesi, cocuklarda ¢oklu sistemik inflamatuvar sendrom (MIS-C)
olarak adlandirilan yeni bir klinik tablonun tanimlanmasina neden olmustur [24, 25].
Her ne kadar KH ile ortiisen klinik benzerlikleri olsa da MIS-C’de organ tutulumlari
KH’ye gore daha 6n plandadir. KH ortalama 5 yas civarinda goriiliirken, MIS-C
cocuklarda ve adolesanlarda 8-11 yas arasinda siklikla goriilmektedir (Santos et al.,
2022). MIS-C’nin tahmini kaba prevalansi %35,42, havuzlanmig prevalansi %29
olup erkeklerde daha sik goriilmektedir [26].

2.3.1. MIS-C Patofizyolojisi

MIS-C'nin patofizyolojisinin ayrintilar1 aydinlatilamamis olsa da iizerinde
caligilan hipotezler mevcuttur. Bugiline kadar, sendromun gelisimiyle iligkili
olabilecek en 6nemli iki hipotez vurgulanmistir: Bunlar SARS-CoV-2’nin spike

protein siiperantijenik profili ve viral enfeksiyona yanit olarak otoantikor tiretimidir.



Stiperantijenler (SAg), antijen sunan hiicrelerin (APC'ler) ylizeyindeki major
histokompatibilite kompleksi (MHC) smif II molekiillerini degisken alanlarindaki T
hiicre reseptorii (TCR) B zincirleri (V) ile capraz baglanarak T hiicrelerinin biiyiik
bir kismini spesifik olmayan bir sekilde aktive edebilen mikrobiyal proteinlerdir. T
hiicrelerinin SAg ile asir1 aktivasyonu kemokinlerin ve proinflamatuvar sitokinlerin
kontrolsiiz salinimina neden olur ve toksik sok sendromunun da (TSS) temelini
olusturur. KH ve SAg aracili hastaliklarla ates, dokiintii gibi bazi1 klinik 6zellikler
benzerdir ve SAg'lar potansiyel KH tetikleyicileri olarak kabul edilmistir [27]. MIS-
C’de endotelyal hasari agiklayan énemli immiin profil ¢calismalarinda NK hiicreleri
ve CD8+ T hiicrelerinin perforin, granzim A ve H ekspresyonunun arttigi
gosterilmistir [28]. TRBV11-2 (VB21.3) tarafindan kodlanan VJ zincirindeki
poliasidik kalintilarin SARS-CoV-2 spike glikoproteininin siiperantijen benzeri
motifiyle gliclii bir sekilde etkilesime girdigi gosterilmistir; bu da islenmemis
SARS-CoV-2 spike'min dogrudan TRBV11-2 genislemesine aracilik edebilecegini
diisiindiirmektedir [29].

MIS-C tedavisinde IVIG’e verilen dramatik yanit KH’de oldugu gibi MIS-
C’de de otoantikor aracili patofizyolojiyi akillara getirmistir. Ozellikle MIS-C’li
hastalarin kalp ve gastrointestinal sistem gibi sik tutulan organlarinda otoantikorlarin
tespit edilmesi bu tezi kuvvetlendirmektedir. IL-18 ve IL-6"nin yiikseldigi, lenfositik
ve miyeloid kemotaksis ve aktivasyonunda (CCL3, CCL4 ve CDCP1) ve mukozal
immiin diizensizlikte (IL-17A, CCL20, CCL28) 6nemli otoantikor imzalar1 tespit
edilmistir. Ayrica immiinofenotiplemede, mDC1 ve klasik olmayan monositlerin
yani sira hem NK- hem de T- lenfositlerin azaldigi, bunun da etkilenen dokulara
hiicrelerin ekstravazasyonu sebebiyle oldugu disiiniilmistir [30]. Lenfosit
aktivasyon siireglerinde, immiin hiicre sinyalizasyonunda yer alan otoantijen
peptidleri gosterilmis [31] ve gastrointestinal ve kardiyovaskiiler sistemlerden,
iskelet kasindan ve beyin dokularindan bir dizi IgG-hedef dokuya 6zgii antijen de

tanimlanmustir [32].
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2.3.2. MIS-C Klinigi

2.3.2.1. Kardiyak Tutulum

SARS-CoV-2 viriisliniin miyokard ve endotel hiicrelerine tropizm gdstermesi
nedeniyle viriisiin bu hiicrelere invazyonu, bozulmus immiin cevaba neden olup,
mikrovaskiiler disfonksiyon ve endotel hasari ile sonlanabilir. Hipotansiyonun 6n
planda oldugu ve yogun bakim ihtiyaci olan ¢ocuklar vakalarin neredeyse yarisini
olusturmaktadir [33, 34]. KH’ye gore kardiyak tutulum MIS-C’de daha belirgindir.
Baslica ventrikiiler disfonksiyon, perikardiyak efiizyon, kapak yetmezlikleri, aritmi,
miyokardit, koroner arter anevrizmasi ve dilatasyonunun gorildigli kardiyak
tutulum, hastalarin %67-80’inde kendini gosterir (Feldstein et al., 2020; Son et al.,
2021)[35]. Hastane yatis1 gereken vakalarin %75-80 kadar1 yogun bakim ihtiyact
gosterirken; %40-60 inotropik ajan destegi, %10-20 kadar1 invaziv mekanik
ventilasyon destegi gerektirir [36, 37]. Inotropik ajan destegi gerektiren
hipotansiyon nedeniyle yapilan ekokardiyografik goriintiilerde kardiyak debinin
diistiigii, sol ventrikiil (LV) disfonksiyonu goriildiigli ve yeterli oksijenizasyon ve
tansiyon olusturulamamasi nedeniyle ekstrakorporeal membran oksijenasyonuna
(ECMO) ihtiyag duyulan vakalar oldugu bildirilmis olup tedavidle ECMO
kullanilmistir [38].

2.3.2.2. Gastrointestinal Sistem Tutulumu

GIS semptomlar1 hastalarda %71 - 89 oraninda gériilmekle beraber en sik
GIS tutulumunun en sik belirtisi karin agrisidir [34]. Bulanti, kusma ve ishal diger
GIS tutulumu bulgularidir. Karin agrist siklikla akut apandisit ile karisip opere
edilen ve MIS-C tanisi alan vakalar pandeminin baginda raporlanmistir [39, 40].
Abdomen goriintiilemelerinde bildirilen bulgular: Hafif asit, safra kesesi duvari
kalinlagmasi, safra kesesi ¢amuru, hepato(spleno)megali, ileus, bagirsak duvari
kalinlasmasi, mezenterik lenfadenopati, mezenterik 6dem veya inflamatuvar
degisiklikler ve mesane duvari kalinlagsmasidir [41]. Transaminaz yiiksekligi ile

kendini belli eden akut hepatit tablosu da goriilebilir.
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2.3.2.3. Bobrek Tutulumu

Akut bobrek hasar1 (ABH) yaklasik olarak hastalarin %25-33’tinde goriilmekte
ve kritik hastalarda kotii prognoz kriteri olarak ele alinmaktadir [42]. MIS-C’de
kardiyak tutuluma bagli diisen kardiyak debi bobrek perflizyonunu bozarak ya da
renin-anjiyotensin- aldosteron sistem aktivasyonuna bagli glomertiler disfonkisyon
ABH’ye neden olmakla beraber; sitokin firtinasy, SARS-CoV-2’nin renal tiibiiler
hiicrelerdeki sitopatik etkisi, renal vaskiiler sistemde iskemik glomeriil ve fibrinoid
nekroza neden olan endotelyal disfonksiyon, kompleman ve koagiilasyon aktivasyonu;
trombotik mikroanjiyopatiye (TMA) benzer glomeriiler kapillerlerin obstriiksiyonu

MIS-C’de bobrek tutulumunun birer nedeni olabilir [43-45].

2.3.2.4. Akciger Tutulumu

Takipne, retraksiyon ve/veya solunum is yiikiinde artis hastalarin %70’inde
goriilmektedir [45]. Posteroanterior bir akciger grafisinde tamamen normal bir
goriinim olabilecegi gibi, hastaligin siddetine ve organ tutulumuna bagli olarak
bazallerde bilateral yaygin hava boslugu opasiteleri, peribronsiyal kalinlagsma veya
interstisyel opasiteler, bilateral plevral eflizyonlar ve kardiyomegali goriilebilir [46].
Pulmoner opasite artigi bulut benzeri goriinimde ve simetrik olma egilimindedir.
Kardiyak yetmezlige, hastanin hiperinflamatuvar durumuna veya hipotansiyon
nedeniyle uygulanan muhtemel agresif sivi resiisitasyonuna sekonder pulmoner

6dem ve ARDS goriilebilir.

2.3.2.5. Santral Sinir Sistemi (SSS)Tutulumu

Halsizlik/gligsiizlik, konfiizyon/biling degisikligi, bas agrisi, koku ve tat
duyusu kaybi, ndbet ve yliriimede/emeklemede zorluk MIS-C prezantasyonunda
goriilen yakinmalardir ve en sik halsizlik/gli¢siizliik goriilmektedir. MIS-C olgular1
ensefalopati, inme, santral sinir sistemi enfeksiyonu/demiyelinizasyonu, Guillain-
Barre sendromu ve/veya varyantlar1 ve akut fulminan serebral 6dem gibi hayati
tehdit edici durumlarla bagvurabilirler [47, 48]. Her ne kadar derin ven trombozu ve
pulmoner emboli adolesanlarda %7 oraninda bildirilse de [36] literatiirdeki inmeler,
ECMO, eslik eden bakteriyel enfeksiyonlar ve inmeye yatkinlik olusturabilecek orak

hiicreli anemi gibi durumlarla iliskilendirilmistir [38, 47].



12

2.3.2.6. Hematopoetik Sistem Tutulumu

Koagiilopati COVID-19 hastaliginda oldugu gibi MIS-C’de de dnemli bir
komplikasyondur. Endotel hiicre hasar1 ve akabinde gelisen inflamatuvar siirecler,
trombositlerin aktivasyonu, koagiilasyon faktorlerinin ve kompleman yolagindaki
degisiklikler hepsi trombo-inflamasyon adi altinda degerlendirilebilir. Daha 6zelde
kompleman-aracili trombotik mikroanjiyopati (TMA), ¢6ziiniir c5b9 yliksekligiyle
beraber giden trombositopeni ve mikroanjiyopatik hemolitik anemi MIS-C’de
goriilebilen komplikasyonlardir [49, 50]. MAS da %20 siklikla MIS-C ile beraber
goriilebilir [51, 52].

2.3.2.7. Cilt Tutulumu

MIS-C’de en 6nemli organ tutulumlarindan biri de deridir. En sik goriilen
mukokutandz manifestasyonlar konjuktival kizariklik, diffiiz spesifik olmayan
eriipsiyon, kuru ve kirmizi bazen c¢atlak dudaklar ve/veya diger mukozal
degisiklikler, el ve ayaktaki eritem ve ddemdir [53]. Fakat morbiliform, iirtikeryal,

vezikiiler, papililoskuamoz, livedoid ve nekrotik lezyonlar da tarif edilmistir [54].

2.3.3. Laboratuvar Bulgular

MIS-C hastalarinda tam kan sayimi hastalik siddeti ve tanisinda 6nemli
ipuclart verir. Anlamli olarak 16kositoz, lenfopeni, ndtrofili, anemi goriiliir. Rutin
kan biyokimyasi incelemelerinde karaciger transaminazlar1 ALT ve AST’de artis,
hipoalbiminemi, hiponatremi siklikla tan1 anmnda eslik eden laboratuvar

parametreleridir [33, 36, 37].

Inflamatuvar durumu gostermek iizere bakilan CRP, prokalsitonin, ESH,

ferritin ve IL-6 yiiksekligi tan1 kriterleri i¢inde de yer alan 6nemli belirteclerdir [35].

Koagiilasyonu belirteglerinden fibrinojen ve D-dimer yiiksekli§ine zaman

zaman INR degerindeki degisiklikler de eslik eder [55]

Kardiyak tutulumu degerlendirmek i¢in siklikla laboratuvarda BNP, pro-
BNP, troponin ve AST kullanilmaktadir. Yiiksek BNP degeri agir ve hafif formlarin
ayriminda bir gosterge olarak kullanilabilmekteyken; troponin ve AST bu ayrimda

yeterli duyarliliga sahip degildir. MIS-C hastalariin en agir komplikasyonlarindan
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biri olan koroner arter anevrizmasini goriintiileme disinda laboratuvarda tespit etmek
icin BNP ve troponin yiiksekliginin bir biyobelirte¢ olamayacagr meta-analiz

caligmalariyla da gosterilmistir [56].

2.3.4. Goriuntiileme

Kardiyak tutulumu degerlendirmek tizere telekardiyografi, ekokardiyografi
(EKO), kardiyak manyetik rezonans goriintiileme (MRG) ve bilgisayarli tomografi
(BT) kullanilabilir. EKO, BT ve MRG ile akciger ve kardiyak tutulum hakkinda
bilgi alinabilir. Telekardiyografi ya da direkt akciger grafisinde, kalpte
kardiyomegali, akcigerde ise atelektaziler ve plevral efiizyon goriilebilir. Kapak
yetmezlikleri, ejeksiyon fraksiyonu (EF), perikardiyal efiizyonu gostermede EKO ve
MRG’yi tan1 ve takipte radyasyon maruziyeti olmadan kullanmak miimkiindiir [57].
Toraks BT rutin olarak onerilmemekle beraber pulmoner emboli siiphesinde tanida
diistintilmelidir. SSS tutulumu i¢in BT, BT anjiyografi, MRG, MR anjiografi
kullanilabilir. SSS MR goriintiilemesi ile beyin 6demi, inme ve ensefalopatik
degisikler gosterilebilir. Gastrointestinal sistem komplikasyonlarini goriintiilemek
iizere abdominal ultrasonografi, abdomen BT’si, abdomen MRG’si kullanilabilir ve
akut apandisiti taklit eden klinik tablolarda o6zellikle terminal ileiti, mezenterik

lenfoadenopatiyi, bagirsak ddemini ve karin i¢i stviy1 gosterebilirler [58].

2.3.5. Ayiric1 Tani

Kawasaki hastaligi sok sendromu (KHSS), KH ile benzer klinige ek olarak
hipotansiyon ve hemodinamik instabilite ile seyreden nadir bir sendromdur.
Hispaniklerde goriilen, ileri yas ve daha ciddi hipotansiyon, deri dokiintiisi,
16kositoz, nétrofili ve hipoalbiiminemi ile birlikte daha yiiksek IVIG tedavisi direnci
ile iligkilidir. MIS-C'li hastalarda sok, miyokardit, tromboz ve gastrointestinal
semptomlar daha sik goriiliir. Hem KHSS hem de MIS-C'li hastalar inotropik
ajanlar, ventilasyon destegi, antitrombotik tedavi ve ek antiinflamatuvar tedaviler

gibi yogun bakim desteklerine daha sik ihtiya¢ duyarlar [59].



Tablo 2.2. MIS-C ve KH’nin demografik ve klinik 6zellikleri [59]
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. Cocuklarda
Ozellikler KH KHSS COVID-19 MIS-C
Deri/mukoza (%) >90 >90 Az 50-60
KAA (%) 20 65 Nadir 29-80
Miyokardit(%) 5 20 Nadir 65
Sok (%) 7 100 Nadir 60
Yas aralig1 (y1l) 0,5-5,0
(Medyan) (2.0) 2-12 (3,9) 0-18 2-18 (8,3)
Cinsiyet Erkek Kiz Esit Esit
Irk Asyali Hispanik Tiim klar Afro-Karayip
o
IVIG direnci 15% 40% - 80% (ck
steroid)
Oliim (%) <0,1 0-6,8 <0,1 0-10
Patojen Bilinmiyor | Bilinmiyor SARS-CoV-2 SA};?S_ISEVQ

KHSS, Kawasaki hastaligi sok senromu; COVID-19, koronavirus hastaligi-19; KAA, koroner arter
anevrizmasi;, 1VIG, intravenoz immiinglobiilin, SARS-CoV-2, siddetli akut respiratuvar sendrom
koronavirus-2.

KH ile MIS-C’nin farklarina bakildiginda bu iki sendromun yas dagilimi,
etnik farkliliklar, klinik belirtilerdeki 6ne ¢ikan organ tutulumlari, kardiyak tutulum
cesidi, inflamatuvar belirteglerdeki yiikseklikler, tedavi ve sonu¢ gibi bazi

farkliliklar1 oldugu goriilmektedir (Tablo 2.2).

2.3.6. Tam

Birlesik Krallik Pediatri ve Cocuk Sagligi Kraliyet Koleji (PCPCH) [60],
Diinya Saglik Orgiitii (DSO) [25] ve Amerika Birlesik Devletleri Hastalik Kontrol
ve Onleme Merkezleri'nin (CDC) [24] ve Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligmin
[61] MIS-C tanimlamalarina bakildiginda, (Tablo 2.3) her {i¢ tanim da atesin
varligini, inflamasyonun laboratuvar kaniti oldugunu, alternatif tanilar olmaksizin
coklu sistem organ tutulumunu ve ayrica COVID-19 enfeksiyonu veya yakin

zamanda bir COVID-19 vakasina maruz kalma bilgisini icermektedir. Atesin siiresi,
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organ tutulumu kriterleri ve SARS-CoV-2 enfeksiyonunun ispatina duyulan ihtiyag

dort kurumun tanimlarinda farklilik arz eder.

Tablo 2.3. MIS-C vaka tanimlamalar1

Pediatri ve Cocuk
Saghg Kraliyet Koleji
(Birlesik Krallik)

Diinya Saghk
Orgiitii[25]

Hastalik Kontrol ve
Onleme
Merkezleri[24]

Tiirkiye Cumhuriyeti Saghk
Bakanhg [61]

inatg1  ates, inflamasyon
(notrofili, yiliksek CRP ve
lenfopeni) ve tek veya ¢oklu
organ disfonksiyonu (sok,
kardiyak, pulmoner, renal,
gastrointestinal veya
norolojik bozukluk) kanit1 ile
bagvuran bir ¢ocuk.

Bu, Kawasaki hastaligi i¢in

tam veya kismi kriterleri
kargilayan durumlari
icerebilir.

Bakteriyel sepsis,
stafilokoksik veya
streptokoksik sok
sendromlari, enteroviriis gibi
miyokardit ile iliskili
enfeksiyonlar dahil olmak
tizere diger herhangi bir
mikrobiyal nedenin

dislanmasi (bu arastirmalarin
sonuglarini beklemek, uzman
tavsiyesi almay1
geciktirmemelidir)
SARS-CoV-2  PCR  test
sonuglar1 pozitif veya negatif
olabilir.

0-19 yas aras1 ve 3
giinden uzun siiren
atesi olan ¢ocuklar
ile asagidakilerden

2 tanesinin
bulunmasi;
1.Dokiinti ya da
nonpurulan
konjonktivit ya da
mukokutanoz
inflamasyon
bulgular1  (agizda,
ellerde ya da
ayaklarda)

2.Hipotansiyon ya
da sok

3.Miyokard
disfonksiyon
bulgulari,
perikardit, valvulit
ya da koroner arter
anomalisi (EKO
bulgulart1 ya da
yiiksek
toroponin/BNP

4. Koagulopati
kanit1 (PT, aPTT ve
yiiksek D-dimer)
5.Akut
gastrointestinal
problemler  (ishal,
kusma ya da karm
agrisi)

VE

Inflamasyon
belirteglerinde
yiikselme; ESH,
CRP ya da
prokalsitonin

VE

Diger  mikrobiyal
nedenlerin
bakteriyel  sepsis,
stafilokoksik ya da
streptokoksik ok

sendromu kaniti
olmayist

VE

COVID-19  kaniti
(RT-PCR, antijen

testi ya da seroloji
pozitif)y ya da
COVID-19 pozitif
biriyle temas

21 yas altt ates,
laboratuvar inflamasyon
kanit1 ve hastane yatisi
gerektirecek kadar agir
hastalik bulgular;, >2
organ tutulumu (kalp,

bobrek, solunum,
hematolojik,
gastrointestinal,
dermatolojik ya da
norolojik)

24 saatten uzun siire
>38°C ates ya da
stibjektif ates
bildirilmesi

>1 laboratuvar
bulgulari: artmis CRP,
ESH, fibrinojen,
prokalsitonin, D-dimer,
ferritin, LDH ya da IL-
6, artmig noétrofil,
azalmis lenfosit, disiik
albumin

VE
Bagka
olmamasi
VE
Yakinmalar baglamadan
once COVID-19 kaniti
(RT-PCR, antijen testi
ya da seroloji pozitif)

makul tant

1. 21 yag alti ve

2. 2Viicut sicakligi4 saatten uzun
stiren, >38.0°C olglilmiis veya
ailenin ates varlig: bildirimi, ve

3. Laboratuvar tetkiklerinde

inflamasyon kanit1 (En az 2 veya
daha fazla kanit varlig)

. Yiiksek CRP, ESH, fibrinojen,
prokalsitonin, D-dimer, ferritin,
LDH, IL-6

. Artmis notrofil sayist

. Lenfopeni

. Hipoalbiiminemi ve

4. Hastaneye yatis gerektirecek
agir hastalik tablosu ve

wv

.Coklu organ sistem tutulumu (En
az 2 veya daha fazlasinin varligr)

Kardiyovaskiiler (Sok, yiiksek
troponin, yiiksek BNP, anormal
EKO bulgulart, aritmi) Solunum
(Pnémoni, ARDS, pulmoner
emboli) Bobrek (Bobrek
yetmezligi) Norolojik
(Konviilsiyon, inme, aseptik
menenjit) Hematolojik
(Koagiilopati, yiiksek D-dimer
diizeyi) Gastrointestinal (Yiiksek
karaciger enzimleri, diyare, ileus)
Dermatolojik (Eritrodermi,
mukozit, diger dokiintii)

(2]

. Alternatif bagka tan1 olmamasi
(bakteriyel sepsis, enteroviriis
enfeksiyonu gibi miyokardit ile
iliskili enfeksiyonlar, stafilokoksik
veya streptokoksik toksik sok
sendromlar gibi)

~

. Gegirilmis veya yeni gegirilmekte
olan SARS-CoV-2 enfeksiyon
kanit1 (Asagidakilerden en az
birisinin varligi)

SARS-CoV-2 RT-PCR veya
seroloji veya antijen pozitifligi

Semptomlarm baslamasidan
onceki 4 hafta igerisinde SARS-
CoV-2 pozitif olgu temasi
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Erigkinlerdeki agir COVID-19 tablosunda ortaya ¢ikan sitokin firtinasinin
MIS-C deki ile benzerlik gosterdigi diistiniilmektedir. Kawasaki hastaligi ve agir
COVID-19 tanili eriskin vakalar1 ile MIS-C tanili ¢ocuk hastalarin immiinolojik
yanitlarinin  karsilastirildigi bir c¢alismada naif (naive) CD4" T hiicre ve Tru
diizeylerinin MIS-C hastalarinda Kawasaki hastalarina oranla daha diisiik oldugu,
efektor ve hafiza alt popiilasyonlarin sayisinda ise MIS-C grubunda artis oldugu
gosterilmistir. Yine ayni ¢alismada tiimor nekrozis faktor- B (TNF-8), ITGA11 ve
CCL25 gibi sitokin ve kemokin diizeylerinin tedaviye yanit olarak diistiigii, ancak
HEXIM1, PSP1 ve CXCL10 diizeylerinin arttig1 gosterilmistir. Bu da MIS-C’de
Kawasaki hastaligindan farkli bir sitokin yaniti oldugunu ve bu durumun farkli bir
antite oldugunu destekler niteliktedir. Ayrica bu ¢calismada Kawasaki hastaligi, MIS-
C ve akut COVID-19 gegiren bireylerdeki proteomiks analizinin gen ontolojiye
(Gene Ontologoy, GO) bagvurularak yorumlanmasinda miyokardit ve bozulmus kalp
fonksiyonunun MIS-C klinik sunumunun ayirt edici 6zellikleri oldugu gosterilmis
olup otoantikor hedefleri iizerinden gidilerek endotel hiicreleri tarafindan eksprese
edilen ve arterlerin yapisal biitlinliigliniin farkli sekilde diizenlenmesi i¢in gerekli
olan bir glikoprotein olan endoglin tespit edilmistir. Hepsinde olmasa da saglikli
kontrollerde goriilen ortalama seviyelerin {izerinde endoglini hedefleyen yiiksek
otoantikor seviyeleri gosterildigi gibi Kawasaki hastalarinin bir kisminda da
endogline kars1 yiiksek otoantikor seviyeleri tespit edilmistir. Saglikli ¢ocuklara
kiyasla Kawasaki ve MIS-C hastalarinda plazma endoglin diizeylerininin
olciildiigiinde yiiksek gelmesinden hareketle, bunun muhtemelen endogline karsi
olusan otoantikorlarin doku hasarinin nedeni degil, sonucu oldugu seklinde

yorumlanmstir [31].

MIS-C sendromunda yardimci T hiicre 1 (Thl) ve Thl7 lenfositlerinin
proinflamatuvar sitokinlerin salinimmna neden oldugu ve bunun da sitokin
firtinasinin daha da abartili yanitina katkida bulunacak sekilde makrofaj, nétrofil ve
monosit artigini beraberinde getirerek progresif doku zedelenmesine neden oldugu

distintilmektedir [62].

Ayrica, MIS-C'nin belirgin gastrointestinal semptomlari, 16kopeni, lenfopeni
ve yiikksek BNP, troponin, ferritin ve C-reaktif protein vardir ve sok tablosunda

hastalar saglik merkezlerine bagvurabilir. Akut MIS-C ayrica IL-18, IL-6, IL-8, IL-
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10, IL-17 ve IFN-y gibi yiiksek sistemik inflamatuar sitokinler ile karakterizedir.
Ayrica, NK, T hiicresi, monosit ve noétrofil toplanmasi, mukozal immiinite
gostergesi olan bir sitokin profili gosterilmistir [16]. Sitokin profili olusturma, artmis
inflamasyon gostergeleri (IL-18 ve IL-6), lenfositik ve miyeloid kemotaksi ve
aktivasyonu (CCL3, CCL4 ve CDCP1) ve mukozal immiin diizensizlik (IL-17A,
CCL20 ve CCL28) de gosterilmistir [63].

Endotelyal hiicre hasar1 agir COVID-19 ile iliskilendirilen hatta MIS-C
hastalarindaki hipotansiyona katki saglayan antitelerden biridir. Bu hastalarda artmis
proinflamatuvar sitokin seviyeleri endotel hiicrelerinin normal antitrombotik ve anti-
inflamatuvar fonksiyonlarinin kaybini indiiklemede 6nemli bir rol oynar. COVID-19
ile iliskili koagiilopatide vWF antijeni, faktor VIII ve P-selektin seviyelerinin arttigi,
yani endotel hiicrelerinin ve trombositlerin aktive oldugunu gosterir [64]. MIS-C
vakalarinda da arterit ve koroner arter hastaligi ile iliskili molekiillerde yiikselme
oldugu tespit edilmis ve kalp ve kan damarlarindaki yapisal proteinleri hedefleyen

antikorlarda da artig gosterilmistir [31].

MIS-C'li vakalarmn siddetli / kritik hastalik seyri olan COVID-19 vakalarina
kiyasla daha sik plevral, perikardiyal ve pelvik efiizyonla seyretmeleri ve ciddi
gastrointestinal sistem tutulumu ile birlikte alblimin replasman tedavisine ragmen
direngli hipoalbliminemilerinin olmasi plevra, perikard ve periton bosluklar1 ve hatta
mezenterik yataga belirgin plazma sizintist oldugunu desteklemektedir. Ayrica
belirgin gastrointestinal bulgular nedeniyle ki 0zellikle vakalarda appendiks
tutulumu olmaksizin sag alt kadran agrisinin belirgin olmasi MIS-C’de 6nemli bir

ay1rici bulgudur [40].

2.3.7. Tedavi

MIS-C’de tedavide amagclanan, sok ve diger yasami tehdit eden durum
esnasinda hastalar1 stabilize etmek ve koroner arter anevrizmasi, miyokardiyal
fibroz/skarlasma ve kardiyak iletim anormalliklerini igerebilecek uzun doénem
sekelleri onlemektir. KH’de elde edilen tecriibe ve MIS-C’de yapilan ¢aligmalarla,
hastalara belli bir nosyon dahilinde antiinflamatuvar ve immiinmodiilator tedavi
uygulamalarinda basar1 elde edilmistir; fakat heniiz standardize edilmis bir tedavi

protokolii yoktur [65].
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Amerika Birlesik Devletleri’nin Ulusal Saglik Enstitiisii (NIH) rehberine
gore tavsiye edilen tedaviler (Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) Treatment
Guidelines, n.d.) Tablo 2.4’te 6zetlenmistir [66].

Tablo 2.4. Amerika Birlesik Devletleri’'nin Ulusal Saglik Enstitiisii (NIH) giincel
rehberine gore MIS-C’de tavsiye edilen tedaviler [66]

Baslangi¢ immiinmodiilator tedavi

o IVIG 2 g/kg intravendz (IV) (toplam doz maksimum 100 gr.) ile diisiik veya orta doz
metilprednizolon (1-2 mg/kg/giin) IV® veya esdeger dozda bagka bir glukokortikoid.

¢ Glukokortikoid tekli tedavi, (IVIG kontrendike oldugunda ya da ulasilamadiginda)
e IVIG tekli tedavi, (glukokortikoid kontrendike oldugunda).

Yogunlastiran immiinmodiilator tedavi

e [lk immiinmodiilator tedaviyi aldiktan sonra 24 saat iginde iyilesme goriilmeyen refrakter
MIS-C'li ¢ocuklar i¢in yogunlastirma tedavisi Onerilir. Asagidakilerden herhangi biri
kullanilabilir (alfabetik siraya gore listelenmistir):

o Yiiksek doz anakinra 5-10 mg/kg IV veya giinde bir kez subkiitan

o Yiiksek doz glukokortikoid® (6rn. metilprednizolon 10-30 mg/kg/giin IV veya
esdeger glukokortikoid)

o Infliksimab® 1 doz i¢in 5-10 mg/kg IV

Antitrombotik tedavi

e Diisiik doz aspirin (3-5 mg/kg/giin, maksimum 81 mg/giin doza kadar) PO, Kanama i¢in
risk faktorli olmayan tiim hastalarda
e Asagidaki klinik senaryolardan 1'ine giren hastalar i¢in antikoagiilasyon:
o AHA’'nin KH kilavuzlarina gore biiyilk KAA’lar1 olan hastalar icin terapotik
antikoagiilasyon.
o Kanama i¢in risk faktorii olmayan orta ila siddetli LV disfonksiyonu olan hastalar i¢in
terapotik antikoagiilasyon.

o Biiylik KAA'lar1 veya orta ila siddetli LV disfonksiyonu olmayan MIS-C hastalari
i¢in tromboz ve kanama ig¢in risk faktorlerini goz oniinde bulundurarak profilaktik
veya terapotik antikoagiilasyonu hasta bazinda degerlendirin.

*Tedavi stiresi degisebilir.
® Siddetli hastalig1 olan bazi hastalarda, yogunlastiran immiinmodiilatér tedavi daha yiiksek
doz glukokortikoidler ve infliksimab veya anakinra ile ikili tedaviyi igerebilir. Anakinra ve

infliksimab birlikte verilmemelidir.
¢ Infliksimab makrofaj aktivasyon sendromu olan hastalarda kullanilmamalidir.

Tablo 2.4’te 6zetlenen tedavi rehberinden de anlasilacag: lizere ¢ogu hasta,
otoantikorlarin etkinligini azaltmak ve inhibitdr Fc-reseptorlerini uyarmak igin
intravendz immiinglobulinler (IVIG) ile kombinasyon halinde yliksek doz

steroidlerle (metilprednizolon) tedavi edilmektedir. Bazi ¢ocuklara ayrica IL-1a/B
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aracili inflamasyon yanitini bloke etmek igin rekombinant IL-1RA (anakinra)
verilmektedir. COVID-19 tedavisine benzer sekilde komplikasyonlardan korunmak

icin antiplatelet ve antikoagiilan tedaviler de 6nerilmektedir [65].

2.4. Elastin Tiirevi Peptitler (EDP)

Ekstraseliiler matriks (ESM), ¢esitli proteinler, heparan siilfat ve polimerik
oligosakkaridler gibi proteoglikanlar ve sudan olusur. Cok cesitli proteinlerin yani
sira en dnemli yap1 bileseni olarak kollajenler ve elastin 6ne ¢ikar. Kollajen ESM’ye
diren¢ (mukamevet) kazandirirken; elastin elastikiyet saglar. Elastin akcigerde,
damarda ve deride ¢ok miktarda bulunur. Endotel hiicreler ve fibroblastlar elastin
sentezini gergeklestirir [67]. Elastin biyosentezi fetal donemde baslar ve doguma
kadar en yiiksek sentez hizina ulagir, dogumdan sonra yavas yavas azalarak puberte
ile sonlanir. D-aspartat birikimi ile 6l¢iilen metabolik stabilitisine gore elastinin

yartlanma omrii yaklasik 70 y1l kadardir [68].

Elastin sentezi yedinci kromozomdaki ELN geninin translasyonuyla
prokiirsorii olan tropoelastinin sentezlenmesiyle baslar. Sentez kodonunu tastyan
mRNA’lar diiz endoplazmik retikuluma (dER) translasyonu gergekleserek
sentezlenir. Elastin glisin, alanin, valin ve prolin gibi dort hidrofobik aminoasitten
cok zengindir. dER’deki transferi esnasinda 26 aminoasitten olusan N-terminal
sinyal sekansi tropoelastinden ayrilir. Beta- galaktozidazin birlesme yeri (splice)
varyant1 olan elastin baglayan protein (EBP) ve tropoelastin (TE) beraber golgi
aygitindan hiicre zarina gelerek oradan ekstraseliiler alana sentez edilir. EBP
tropeleastin i¢in saperon gorevi goriir ve koaservasyondan ve degrede olmasindan
korur [69]. Tropoelastinin hizalanmas1 ve ardindan ¢apraz baglanmasi lizil oksidaz
(LOX) araciligiyla iskele yapisi olusturur ve olusanlar mikrofibril olarak adlandirilir.
Tropoelastin ile ekstraseliller Ca™ bagimli amin oksidaz LOX arasindaki iligkiye
aracilik eden fibulin-4 ve fibulin-5’dir [70]. Elastinin ¢6ziinmez ve amorf yapisi

fibrillinden zengin mikrofibrillerle ¢evrilidir ve elastik fiberler olarak adlandirilir.

Elastinler hiicrede ERC, galektin 3, integrin, a,B33, laktoz-duyarsiz reseptor
gibi reseptorlere hiicre zarinda baglanir. EBP ile etkilesime girebildiginden
(X)GXXPG motifi iceren EDP'ler biyolojik olarak aktif olup elastokin olarak da
adlandirilirlar [70, 71] (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Elastogenezis ve viicutta bioaktivitesinin 6zeti [70]

LOX ve LOX-benzeri proteinler, TE'nin ve kollajen fibrillerin g¢apraz

baglanmasini baglatir ve olgun elastik fiberlerin olusmasini saglar [72]. Biiylimede,
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doku tamirinde ve yeniden yapilanmada (remodelling) diizeyleri degisir [67]. ECM

proteinleri, inhibitdrler ve prostoglandinler tarafindan kontrol edilebilirler [73].

Elastin reseptor kompleksi (ERC), lizozomal -galaktozidaz kompleksinden
elde edilmistir ve 67kDa’lik EBP, 55 kDa’lik koruyucu protein katepsin A (PPCA)
ve transmembran sialidaz yapida 61 kDa’lik Noérominidaz-1 (Neu-1)’den olusur [67,
69]. EBP iki tane fonksiyonel baglanma bdlgesine sahiptir ki ilki elastinin
baglandig1 bolgedir ve intraseliiler sinyalizasyonu tetikler. ikincisiyse galaktolektin
bolgesi olup elastokin baglanmasinin antagonistidir; yani bir bagka deyisle galaktoz
iceren sekerlerin baglanmasi ile yapiy1 inaktive eder [74]. Ekstraseliiler alanda EBP-
TE kompleksi elastin reseptdr kompleksine (ERC) baglanarak PPCA ve Neu-1 ile
ERC yapisi tamamlanir ve Neu-1’in transmembran sialidaz aktivitesi artarak
mikrofibrillerin de-sialilasyonuna neden olur. Bu siire¢, EBP'yi galaktolektin
bolgesine baglayan galakto-sekerlerin  galaktozil kismini agiga ¢ikararak

tropoelastinin salinmasina ve ERC’nin de dagilmasina neden olur [68, 69, 74]

Elastik fiberler degredasyona hayli direncli olsa da yaslanmayla ya da
amfizem, ateroskleroz ve anevrizma gibi hastalik durumlarinda matriks
metalloproteinazlar, serin proteazlar ve sistein proteazlar elastik fiberlerin aktive
olmasiyla yikilirlar ve EDP’ler olusur. ERC’ler hem elastogenezis de hem de

degredasyon sonucu olugan EDP’ler i¢in reseptor gorevi goriir [75].

EDP'nin EBP'ye baglanmasi ile hiicre i¢i sinyal yolaklar1 devreye girer. Bu
uyart ile GM3 [N- asetilndraminik-a-(2-3)-galaktozil-b-(1-4)-glukozil-(1- 10)-
seramid] gangliosid I'in ERC sinyal yollarinin ikinci habercisi olan laktozilseramide
lokal doniigiimiinii katalize eden Neu-1 aktivasyonu indiiklenir ve fibroblastlarda
MEKI1/2/ERK1/2 yolu, endotel hiicrelerinde MAPK sinyalinin ERKI1/ 2
aktivasyonunda yer alan bir PI3K-y/Akt/endotelyal nitrik oksit (NO)
sentaz/NO/protein kinaz G modiilii, diiz kas hiicrelerinde ise kalsiyum L-Tipi

kanallarinin ag¢ilmasiyla eszamanli olarak Gi proteinlerinin aktivasyonu saglanir [75].

Yaglanma ve bazi patolojik durumlarda ekstraseliller matriksin yeniden
yapilanma siirecinde, bilesenlerini olusturan proteinlerin fragmantasyonlarindan
olusan kisa peptid sekanslarina matrikin denir. Matrikinler dogal ve kriptik olmak

iizere ikiye ayrilirlar. "Dogal" matrikinler, ECM’nin proteolitik aktiviteye
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ugramadan Onceki halini ifade ederken; "kriptik" matrikinler (matrikriptinler) ise
pasif yapidaki ECM proteinlerinin proteolitik enzimlere maruziyetiyle yapisal ve
konformasyonel degisikliklere ugrayarak ana proteinden ayrilan ve biyolojik etkileri
olan ligandlardir. Matrikinler, hiicresel sinyalizasyonda haberci molekiiller olarak
rol oynarlar. Elastokin denilince matriks proteinlerinin sitokin benzeri 6zellik

gosterebilen fragmanlari anlasilir ve matrikin ailesinden kabul edilir [76, 77].

2.4.1. EDP’lerin Kardiyovaskiiler Hastaliklardaki Yeri

Elastokinler kemotaksis, proliferasyon, proteaz sentezi, iyon hareketleri,
migrasyon ve invazyon gibi hiicresel aktivitelerde rol almaktadirlar. Bu yilizden de
inflamatuvar yanit olugsmasinda Onemli bir yeri vardir ve kanser, diyabet,
ateroskleroz, anevrizma, tromboz, karaciger yaglanmasi gibi hastalik durumlarinin

patogenezinde yeri gosterilmistir [78].

EBP'nin kappa-elastin ve VGVAPG motifli EDP'lerin vaskiiler endotelyal
hiicreler {izerindeki etkisiyle, pro-MTI-MMP ve pro-MMP-2 yukart (up)
regiilasyonu ile iligkilendirilen ve aterosklerotik abdominal aort anevrizmasinin
ilerlemesinde rol oynayabilecek neoanjiyogenezi tetikledigini gostermistir. Robinet
ve arkadaslari, EBP aracili NO iretimi yoluyla MT1-MMP ekspresyonunu
indiikleyen VGVAPG heksapeptidi kullanilarak EDP'lerin anjiyojenik etkilerini
dogrulamstir [79].

Fare deneyleri de gostermistir ki; EDP’lerin en sik tekrar motifi olan
VGVAPG hekzapeptidlerin veya dogrudan elastazin uygulamas: elastik fiberlerdeki
yeniden yapilanmaya Onciilik etmekte ve adventisyal anjiyogenezi de
indiiklemektedir [80]. Ayrica EDP'ler, kandaki diizeyleri artinca insan umblikal
vendz endotel hiicrelerinde (HUVEC) diistik 6zgiilliiklii kalsiyum kanallarini aktive
ederek Ca'™* konsantrasyonunun artmasina neden olur. Ca*"’daki bu degisiklik

endotel iliskili vazodilatasyona neden olur [81].

Ateroskleroz, biiyiik ve orta ¢apli arterlerde lipidden olusan kalsifiye bolgeler
barindiran ve endotel hiicrelerini ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin de inflamatuvar
stirece dahil oldugu plaklarla karakterize bir hastaliktir. ECM nin yapisin1 olusturan
proteinlerdeki sentez ve yikim siiregleri arasindaki bozulan denge, ateroskleroz

gelisiminin bir parcasidir. Hasarli ve dejenere elastik fiberler onarllamazlar ve
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ECM’deki kollajen ve proteoglikanlarin yerini alarak damar sertligine katkida
bulunur.  Fiberlerin  yikiminda  gorev  alan  elastinolizisden  sorumlu
metalloproteinazlar (MMP-1, 2, 3, 7, 9, 12, 13 ve 14) fibroz plaklarin bozunmasinda
rol oynayarak plak riiptiiriine ve iskemik olaylara yol acar. MMP’lerden 2 ve 9
ayrica diiz kas hiicrelerinin migrasyonu ve ¢ogalmasint indiiklerken endotel
hiicrelerine tutunan monositler ve T-lenfositler, MMP-9 ve MMP-2 iiretimini
yeniden spesifik olarak artirir. Monosit ve T hiicrelerin endotel hiicrelerinden igeri
girebilmesi, endotellerin bazal membraninin bozulmasi ve gegirgenliginin artmasi
ile iliskilidir. Bazal membranin gegirgenliginin artmasi lipoproteinlerin de igerisinde
oldugu plazma igeriginin tunika mediaya kadar ilerlemesine sebep olur ve plak
formasyonu inflamatuvar hiicrelerin ve yag hiicrelerinin biriktigi bir hale biiriiniir.
Diiz kas hiicresi, elastin metabolizmas: biiylime faktorleri ve sitokinler tarafindan
diizenlenir. Ornegin TGF-B ve insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF)-1 elastin
sentezini indiiklerken epidermal biiyiime faktorii (EGF) inhibe etmektedir [82].
MMP’lerin bir yandan da elastin yikimin1 gergeklestirdigi ve aterom olusumu
sirasinda islevsiz elastogenezin meydana geldigi ve fonksiyonel elastik liflere ¢apraz
baglanamayan TE plaklarin da olustugu, bu TE’lerin degrade olmasiyla da ortaya

cikan EDP’lerin ateroskleroz olusumunu hizlandirdig: gosterilmistir [83].

Elastin yikiminda gorevli olan enzimlerin aktivasyonundaki artig aorta gibi
en kalin tabakasi tunika medianin zengin bir elastik fiber agindan olugmasi
nedeniyle, damar duvarinda zayiflamaya ve elastik 6zellligini yitirmeye neden olur
[84]. Bu aterosklerozun yaninda KH’de gdriilen anevrizmalarin patofizyolojisinde
de raporlanmistir [85]. Elastik fiberlerin hasarindan sonra vaskiiler ECM'nin yeniden
yapilanmasinda, organize olmayan kollajen liflerin ve proteoglikanlarin birikmesi
esnekligini kaybeden arteriyel duvarin sertlesmesine neden olarak hipertansiyon ile
sonuglanmaktadir.. Sonrasinda meydana gelen aortik dilatasyon ve riiptiir, elastin

yikiminin hipertansiyonla siddetlendigi en agir komplikasyonudur [86].

2.5. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ve Optimizasyonu

ELISA tipta antijen ya da antikorlarin tayininde siklikla kullanilan duyarl bir
yontemdir. Herhangi bir antijen ya da antikorun (analit) bir viicut sivisinda varligini

gostermek (kalitatif) ya da miktarint 6zgiil olarak belirlemek (kantitatif) igin
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enzimlerden faydalanilarak 1971 yilinda Engvall ve Perlmann tarafindan
gelistirilmistir [87].ELISA’nin temel olarak dort ¢esidi vardir: direkt, indirekt,
sandvi¢ ve yarismali ELISA. Genellikle analiti tespit etmek icin 6zel gelistirilmis
antikora bagl enzimlerin ¢aligmasiyla olusan renk degisikliginin spektrofotometre

ile dl¢iilmesi (kolorometrik) esasina dayanur.

Direkt ELISA: antijen kuyucuga tutturulduktan sonra bir enzim isaretli

antikor ile muamele edilerek antijenlerin tespit edilmesi saglanir.

Indirekt ELISA: Bu reaksiyonda birincil ve ikincil iki antikor kullanilir.
Birincil antikor antijene 6zgiil olup, ikincil antikor birincile 6zgiildiir, bu sayede
birincil antikor antijene baglandiktan sonra eklenen ikincil antikor birincile baglanir.

Ikincil antikorlar genellikle biotinle isaretlidir.

Sandvi¢ ELISA: Kuyucuklara antikor tutturulup antijenler eklenerek bu
antikorlara baglanmasi beklenir; sonrasinda bu antijene 6zgii enzim ile isaretli enzim
eklenerek tespit edilmesi saglanir. Antijen iki antikor arasinda kaldig: i¢in sandvi¢
ELISA denilir. Sandvi¢ ELISA direkt ve indirekt olabilir. Genellikle yiiksek
duyarlilik sagladigi i¢in ticari kitler sandvi¢ ELISA yOntemiyle hazirlanir.

Yarismali ELISA: ELISA'da her zaman belli bir antijene 6zgiil baglanabilen bir
antikor olmalidir. Analiti dogrudan tanityacak ya da analite baglanmis bir antikoru
dolayli tantyacak belirleyici enzimler kullanilir. En sik kullanilan enzimler yabanturpu
peroksidazi (horseradish peroxidase) ve alkalen fosfataz, P-galaktozidaz, asetilkolin
esteraz ve katalazdir. Enzime uygun kullanilan substratlarla enzimin aktivasyonu
gerceklesir ve genellikle substrattaki renk degisimini tespit edebilen bir okuyucu
cihazla nanometre bazinda 6l¢iim yapilir. Her bir basamaktan sonra deterjan igeren bir

yikama soliisyonu ile kuyucuklar yikanir (Sekil 2.3) [88, 89].
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Sekil 2.3. Yarismali ELISA’nin basit semas1 (The Immunoassay Handbook,2013
kitabindan Tiirk¢elestirilerek alintilanmaistir). [89]

2.5.1. Kat1 Faz

ELISA kaplar genellikle 96 ya da 384 kuyucuktan olusur ve bu kuyucuklar
polisitrelen yapida olup kat1 fazda antijenler ya da antikorlar bu kuyucaklara belirli
bir inkiibasyon periyodunda tutturularak kaplanir. Polisitrelen malzeme ucuz,
transparan ve hidrofilik yapida olup proteinlerin baglanmasi i¢in uygun bir zemin
olusturur. Genel bir kural olarak, antikor kaplamalarinda yaklagik 0,5-1pg/cm? IgG
baglanmasin1  saglayacak  konsantrasyonlarin  optimizasyonu  yapilmalidir.
Kaplanacak antijenin veya antikorun yiiksek saflikta (purity) olmasi, kaplama
verimliliginin yani sira deneyin ozgilligiinii de artiracaktir. Kaplama sirasinda
baglanan molekiillerin difiizyon katsayisi, adsorbsiyonu saglayacak ¢ozeltinin pH’si,
sicaklig1 ve kaplama zamani ve kaplanan yiizey alaninin antikorun hacmine oranina
dikkat edilir. Kaplama i¢in protein konsantrasyonu araligi genellikle 1-10 pg/mL ve
50-100 pL. hacim (kuyucaga gore degisebilir) arasindadir. Kaplama sicakligi
genellikle ya 1-3 saat boyunca 37 °C ya da oda sicakliginda ya da gece boyunca 4
°C’de inkiibasyon ile gerceklestirilir. Sicakligin artirilmasi inkiibasyon siiresini

kisaltabilir, ancak bazi antijenler daha yiiksek sicakliklarda kararsizdir [89].
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Kaplama ¢ozeltisi olarak siklikla 50 mM karbonat, pH 9,6, 20 mM Tris-HCI,
pH 8,5 veya 10 mM fosfat tamponlu salin, pH 7,2 tampon olarak
kullanilmaktadir[90].

Hedef biyomolekiiller: Antikor, DNA’lar, RNA’lar, hormonlar, timor
biyobelirtegleri, enfeksiydz ajanlar, allerjenler tespit edilebilir [88].

Yikama soliisyonu (tamponu): Kurulmasi istenen antijen antikor arasindaki
istenen non-kovalent baglarin haricindeki diger baglanmalardan analiti kurtarmak
iizere hemen her basamaktan sonra yikama islemi gergeklestirilir. Bunun i¢in de
yikama soliisyonunda biyomolekiilleri denatiire etmeyecek kadar deterjan kullanimi
onemlidir. Siklikla fosfat tamponlu salin (PBS) ve Twinn-20 igeren deterjanli

yikama soliisyonlar1 kullanilir [90].

Bloklama Ajani: Duyarli ve 6zgiil olmayan baglanmalarin 6niine gegmek icin
kat1 fazdan sonra bloklama yapmak gerekir. Genellikle sigir serum alblimini [91],

kazein, yagsiz siit, balik jelatini gibi ajanlar kullanilir [92].

2.5.2. Antikor Ciftleri

Dolayli/Indirekt ELISA’da iki tip antikor kullamlir. Yakalama antikoru
(capture antibody) yani birincil antikorlar (pAb) tespit edilmesi arzu edilen antijene
ozgiil olup, ikisi arasindaki afinite genellikle ELISA hassasiyetini belirleyen
iliskidir. Tespit antikoru (detection antibody) yani ikincil antikorlar (sAb) ise
antijene Ozgiil olmayan ama yapisal herhangi bir potansiyel capraz reaksiyona
sebebiyet vermeyecek derecede birincil antikor ile birbirlerine baglanabilen

antikorlardir [88, 89].

Sandvi¢ ELISA sistemlerinde kati fazda kaplama islemi icin yakalama
antikoru sonra da saptama antikorlar1 olarak monoklonal veya poliklonal
kullanilabilir. Birincil antikorlar genellikle daha fazla epitopu oldugu i¢in antijeninin
miimkiin oldugunca ¢ogunu yakalayabilme yetenegi sergileyebileceginden yakalama
antikoru olarak kullanilir. Fakat bu 6zelligi 6zgiil olmayan baglanmalara da neden
olacag1 i¢in ELISA hesaplamalarinda bu dikkate alinmalidir. Ardindan, 6zgiilliik

saglamak i¢in de tespit antikoru olarak bir monoklonal antikor kullanilir. Dogru
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antikor ¢iftini bulmak ve her bir antikorun roliinii se¢mek, ELISA gelistirmede kritik

bir erken adimdir [89].

Antikor ¢iftinin se¢imi, tespit edilecek antijene ve antijen lizerindeki farkli
epitoplara yonelik antikorlara bagli olmalidir. Bu amagla ¢ok sayida monoklonal
antikor ve poliklonal antikor ticari olarak mevcuttur. Birgok etiketli ikincil antikor
da ticari olarak mevcuttur. Hassasiyeti artiran bir diger unsur da, etiketli ikincil
antikorlara baglanmasi ic¢in secilen birincil antikorlarin birden fazla epitop

tagimasidir [88].

En sik kullanilan enzimler yabanturpu peroksidazi ve alkalen fosfataz
olmakla beraber P-galaktozidaz, asetilkolin esteraz ve katalaz da kullanilabilir.
ELISA'y1 bir enzim konjugati ile gergeklestirmek igin ¢ok cesitli substratlar
mevcuttur. Substrat secimi, gerekli hassasiyet seviyesine ve tespit i¢in laboratuvarda
mevcut olan ekipmana baglidir. Etiketleme ise, analiti substrat varliginda tespit icin
sinyal {iretebilen bir enzime ve yakalanan analiti 6l¢mek i¢in ilgili sisteme konjuge

edilmesi islemidir [88].

HRP, ELISA'da antikorlara konjuge edilen en yaygin kullanilan enzimdir.
Hedef molekiile konjugasyon i¢in dort lizin kalintisi igeren 44 kDa'lik bir
glikoproteindir. Uygun substrat ile inkiibe edildiginde renkli, florimetrik veya
liiminesan bir tiirev iretebilir. HRP igin tetrametilbenzidin (TMB), 3,3’-
diaminobenzidine (DAB), 2,2’-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS)
en sik kullanilan substratlardir [89, 92]

2.5.3. Yarismah ELISA

Bu teknikte antikor 6nce antijen iceren bir numune ile ¢ozelti iginde inkiibe
edilir. Antijen-antikor karisimi daha sonra hedef antijenle 6nceden kaplanmig bir
plakanin kuyucuklarina eklenir. ilk ¢ozelti fazindaki numunede ne kadar ¢ok antijen
varsa antijen kapli kuyucuga baglanmak i¢in o kadar az serbest antikor bulunacaktir.
Baglanmamuis birincil antikorlar yikandiktan sonra kuyucugun duvarlarina tutturulan
antijenlere baglanan birincil antikor miktarint belirlemek i¢in birincil antikorun
izotipine 6zgii enzimle konjuge edilmis bir ikincil antikor eklenir. Yarismali testte,
orijinal numunedeki antijen konsantrasyonu ne kadar yiiksekse, kolorimetrik olarak

alinacak sinyal o kadar diigiik olur. Bu tahlil digerlerine nazaran uzundur; bununla
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birlikte, ham veya saf olmayan 6rneklerdeki antijenleri yakalamada yiiksek derecede

ozgiilliik imkani sunar [93].

2.5.3.1.Validasyon (Dogrulama)

Analitleri 6lgmeden Once her biyoanalitik yontem icin bir dogrulama
prosediirii uygulamak 6nemlidir. Olgiimlerin tutarli ve yeterli dogruluk diizeyinde
olmasini saglamak i¢in, yontem biitiinliigii ve giivenilirliginin degerlendirilmesine

olanak taniyan cesitli kilavuzlar ve kriterler mevcuttur.
- Duyarhlik (sensitivity) ve ozgiilliik (specificity)

Iki tiir duyarlilik ve 6zgiilliik vardir: analitik ve klinik duyarlilik ve dzgiilliik.
Analitik degerlendirme esas olarak yeni bir tahlil veya protokol gelistirilirken
uygulanabilir. Yeni bir yontemin hastanelerde ve kliniklerde giivenilir bir teknik

olarak uygulanma olasiligin1 degerlendirir [94].

Analitik duyarliligir degerlendirmek i¢in hedeflenen bir analitin en diisiik
miktarini temsil eden tespit limiti [95], formiile gére LOD'ye yaklasan seviyelerde
egrinin yanitinin standart sapmasina (Sy) ve kalibrasyon egrisinin egimine (S) dayali

olarak hesaplanabilir: LOD= 3.3 (Sy/S)[96].

Klinik duyarlilik, bir tani testi tarafindan dogru sekilde tanimlanan gercek
pozitiflerin (GP) oraninin bir Ol¢iisiidiir ve hastalig1 veya durumu tespit etmedeki

yeterliligini gosterir.

Duyarlilik = GP/(GP + YN) = (Gerg¢ek pozitif degerlendirme sayis1)/(Tim

pozitif degerlendirme sayis1)

Tespit edilmesi hedeflenen molekiil, kalite kontrol numunelerinde
Olgiilebilmelidir.  Analitik  0zgilliigii degerlendirmek i¢in  Spiking/Recovery
analizlerinde, bir numuneye Onceden belirlenmis miktarda rekombinant protein
eklenir (veya "spike" edilir) ve daha sonra ELISA kullanilarak konsantrasyonu
Ol¢iiliir. Analizden elde edilen ve "geri kazanim [97]" olarak bilinen spike edilmis
materyalin konsantrasyonu, beklenen degerin dogru bir sekilde Olgiiliip
Olciilemeyecegini gosterir. Kalite kontrol numuneleri ile elde edilen sonuglarin kabul
edilmesindeki kriter Olciilen degerin nominal degerden %20'den fazla sapma

gostermemesidir.
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Ote yandan klinik 6zgiilliik, bir tani testi tarafindan dogru sekilde tanimlanan
gercek negatiflerin (TN) oraninin bir Olgiisiidiir. Test ile gergekte hasta olmayan
bireylerin ne kadar dogru oranda tespit edilebildigi, boylece testin normal (negatif)
durumlar1 ne kadar iyi tanimlayabildigi ortaya konulur. Yiiksek bir 6zgiillik degeri,
testin hastaligi olmayan bireylerde hastaligi dogru bir sekilde ekarte etmede iyi

oldugunu gosterir [98].

Ozgiillik = GN/(GN + YP) = (Gergek negatif degerlendirme sayis1)/(Tiim

negatif degerlendirme sayisi)
- Dogrusallik (Linearity/parallelism)

Bir ELISA'nin dogrusalligi dilie edilen saf numunenin (neat)
diliisyonlarinda ayni oranda konsantrasyonun azalmasi ile o6lgiilir. Dogrusallik
spiking ile degerlendiriliyorsa; diliisyonel dogrusallik, tespit {ist limitinden daha
fazla tespit analiti ile spike edilmis numune matrislerinin, standart egri araliklari
icinde dilisyondan sonra hala giivenilir miktar tayini saglayip saglayamayacagini
belirleyen bir 6l¢iidiir. Numunelerden elde edilen degerler %20 esik degerinin i¢inde
kalan kabul aralig1 (geri kazanimin %80-120 araliginda) olmasi dahilinde giivenilir

kabul edilebilir [98].
- Kesinlik

Tekrarlanabilirligi tanimlamak {izere en yaygin olarak yiizde cinsinden tahlil
ici degiskenlik katsayisi (Intra-Assay CV) ve tahliller arast (Inter-Assay CV) olarak
adlandirilan iki hesaplama kullanilir. CV degeri bir plakanin tek bir ¢aligmasinda
kuyular arasinda hesaplandiginda, tahlil i¢i degiskenligi gosterir. Tersine, CV degeri
caligmalar/denemeler arasinda veya plakadan plakaya belirlendiginde, testler arasi
degiskenligi temsil eder. Genellikle intra-assay CV %10'un altinda ve inter-assay
CV 'nin %15'in altinda olmasi yeterli kabul edilir. Bu degerler kabul edilebilir
degiskenlik seviyelerini gosterir ve farkli deneysel calismalar arasinda tutarli

sonuclari ortaya koyar [94, 98].
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2.5.4. Elastin Diizeyini Olcen Ticari ELISA Kitleri

ELISA ile elastin diizeyini 6lgmek i¢in biyoteknoloji firmalar1 tarafindan
iretilmis ticari kitler ve laboratuvarlarda belli materyalleri sagladiktan sonra dl¢iim
yapabilecek manuel yontemler mevcuttur. Ticari elastin kitleri genel olarak sandvig
ELISA yontemini kullanir. Bu kitlerin degerlendirme aralig1 dar, diisiik linearite ve
ozgiilliige sahiptirler. Ayrica ticari kitlerin dnceden kaplanmis plakalarla pre-coated
olarak satis1 yapilmakta ve kataloglarinda kati fazda kaplama i¢in kullandiklar
elastinin tliri ve yakalama antikoru olarak kullanilan antikorun hangi elastin
fragmantasyonunu yakaladig1 bilgisi yoktur. Ayrica elastin kitlerinde genellikle
capraz baglanma testlerinin verisi de bulunmamaktadir. Elastinin deride, akcigerde
ve arterlerde tretildigi goz Oniine alinirsa, elastin kitlerinin KH ve MIS-C gibi
birden fazla sistemi tutan hastaliklarda arzulanan kardiyak etkilenmenin elastinle
derecesini belirlemede yetersiz kalabilecegi de géz onilinde bulundurulmalidir.
Literatiirde de heniiz MIS-C ve KH’li hastalarda bu kitlerle yapilmis bir ¢aligma
yoktur. Bu yiizden hipotezimizdeki hedefleri karsilayabilen yeterince duyarli bir

yontem ve ¢alisma 6rnegi bulunmamaktadir.

Bettina Camara (MsC) tarafindan daha dnce The Hospital For Sick Children
Yeung Lab’da bu ticari elastin kitlerinin etkinligi degerlendirilmistir. LSBio (LS-
F34606), Biomatik (EKU03852), AVIVA Biosciences (OKCD07333), Abcam
(ab239433) ve Elabscience (E- EL-H1163) karsilastirmasinda kitlerin 6lgtiigii
degerler farklilik gostermis ve kullanilan dort hasta 6rneginin EDP diizeyleri her kit
kendi icinde degerlendirildiginde dahi farkli oldugu goriilmiistiir. Ayrica Abcam
(ab239433) disinda diger kitlerde linearite olduke¢a zayiftir (yayinlanmamaus veri).

Literatiirde elastini tespit eden iic tane yarismali ELISA protokoli
tanimlanmistir. Birbirine ¢ok benzeyen bu yarigmali ELISA protokollerinin 6zeti

Tablo 5’de verilmistir [99-101].
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Tablo 2.5. Literatiirdeki elastin tespiti i¢in tanimlanmis yarigsmali ELISA protokolleri

Deneylerde
kullanilanlar ve
basamaklari

Hong VJ,
2012[99]

Petersen E, 2001
[100]

Sivaprasad
S,2005[101]

Kaplama soliisyonu

Kaplama inkiibasyonu

Bloklama

Deney tamponu

Standardin seri diliisyon
faktori ve alt-list sinir1

Numune/standart
dilisyonu ve hacmi

Yarigsma inkiibasyonu
(Tiipte)

Birincil antikor
diliisyonu

Yarigsma inkiibasyonu
(plakada)

Ikincil antikor
inkiibasyonu

Saptama inkiibasyonu

Substrat (konjugat
reaksiyonu) ve
okunmasi

150 pL a-elastin (1
pg/mL)

Oda sicakliginda 120
dk

Kullanilmamig

PBST
TW %0.05-
BSA %3

Bilgi yok
(0-1000 ng/mL)

Bilgi yok / Bilgi yok

37°C’de 90 dakika

Anti-o-elastin
antikoru (1:3,000)

37°C’de 60 dk

goat anti-rabbit HRP
IgG

Oda sicakliginda 20
dk

ABTS (30 dk)
405nm

100 ml a-elastin
(1.25 mg/ml)

4°C’de 12 saat

Kullanilmamis
PBST
TW %0,05-
BSA %7
Bilgi yok
(0-120 ng/ml)

Bilgi yok / 200ul

4°C’de 36 saat

Anti-o-elastin
antikoru

(2 mg/ml)

Oda sicakliginda 60
dk

donkey-anti-rabbit
HRP IgG (1:4000)

Oda sicakliginda 60
dk

OPD (20 dk)
492nm

150 pL o-elastin
(1.25 pg/mL)

4°C’de 12 saat

Kullanilmamais
PBST
TW %0,05-
BSA %7
Bilgi yok
(0-100 ng/ mL)

Bilgi yok / 150ul

4°C’de gece boyu

Anti-o-elastin
antikoru (1:1,000)

Oda sicakliginda 60
dk

goat anti-rabbit HRP
IgG
(1:2000)

Oda sicakliginda 60
dk

ABTS (60 dk)
495nm

2.5.5. Arastirmanin Gergeklestirildigi Laboratuvarin Onceki Cahsmalar

Anevrizma olusumunda rol oynayan ECM yikiminda gorevli proteaz

ailelerinden biri de MMP'lerdir. Ozellikle MMP-2 ve MMP-9 elastolitik aktiviteye
sahip proteazlardir ve Oliimciill KH vakalarindan koroner arter anevrizmalarinda
aktiviteleri gosterilmistir. Elastolitik MMP'lerin sistemik ve lokal olarak koroner

damarlarda {iretimi iliski

Laboratuvari'ndan Andrew Lau, dolasimdaki MMP-2 ve MMP-9 seviyeleri ile KH'li

ve aktivitesi arasindaki bilinmediginden, Yeung

cocuklarda koroner arter anevrizmalarinin gelisimi arasindaki iligkiyi arastirmistir.
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Bu calismada, Lactobasillus casei’ye bagli koroner arter anevrizmasi modelinde
(LCWE) MMP-9 etkilenen koronerlerde yiikselmis olsa da, MMP-9'un dolasimdaki
seviyeleri ile etkilenen koronerlerdeki enzimatik aktivite arasinda bir korelasyon
bulunamamistir (Lau et al., 2008). Dolagimdaki periferik kan protein seviyeleri ve
bunlara karsilik gelen enzimatik aktivitenin koroner arter hasart ile iliskisi
gosterilemediginden, daha sonra Alicia Fisch, ECM’de MMP-9 aktivitesinin up-
regiilasyonunun bir sonucu olan ve damar duvarinin zayiflamast ve anevrizma
olusumuyla sonuglanan elastin yikimina odaklanmistir. Dr. Fisch, EDP'lerin in vitro
biyoaktif oldugunu ve hem bir fare (MOVAS) hem de insan aortik diiz kas hiicre
hattinda ERK fosforilasyonunu, M[102]MP-9 ekspresyonunu ve hiicre gogiinii
indiikledigini gostermistir. Ayrica, EDP sinyalizasyonu ve hiicresel fonksiyonlar
galaktoz varliginda engellendigi ve galaktozlarin in vivo olarak uygulanmasi
hastalik siddetini hafiflettigi, koroner arterit siddetinin azalmasmna ve LCWE KH
modelinde EDP'lerin azalmasimna neden oldugu gosterilmistir. Bir yandan da
Dr.Vahid Kloajje, koroner arter anevrizmasit olmayan 25 KH’li ¢ocugun ticari
elastin Kitleri ile EDP diizeylerinde febril kontrollere gore akut déonemde 5 kattan
daha fazla artis oldugunu ve anlamli bir fark yarattigini (p=0.0091) gostermistir
(yayinlanmamis  veri). Birlikte ele alindiginda, bu sonuglar KH'nin
immiinopatogenezinin daha 1iyi anlasilmasin1 saglamakta, EDP'leri hastaligin
potansiyel bir biyobelirteci olarak tanimlamakta ve KH tedavisi igin potansiyel

terapotik yaklagimlar ve hedefler hakkinda fikir vermektedir.

2.6. Calismanin Gerekgesi (Rationale)
Hedefler

1. EDP’nin giivenilir bir yeni ELISA protokolii ile tespiti ve serum ve
plazmadaki diizeyinin 6l¢iilebilmesi

2. MIS-C tanili ¢ocuklarin demografik ve klinik 6zelliklerinin belirlenmesi

3. MIS-C tanili ¢ocuklarin hastaneye yatigindaki tedavi 6ncesi, tedavi esnasi
ve ayaktan takiplerindeki EDP diizeyinin belirlenmesi

4. Saglikli cocuklarda yasa gore serum EDP konsantrasyonunun

belirlenmesi
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. Agir SARS-CoV-2 pnémonili ¢ocuklarda serum EDP konsantrasyonunun
belirlenmesi

. EDP diizeyinin MIS-C’nin kardiyovaskiiler tutulumunda ve hastalik
ciddiyeti ile iliskilendirilmesi

. EDP’nin MIS-C tam1 ve takibinde kullaniminin duyarliliginin ve

Ozgilliigliniin hesaplanmasi
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Calismanin Genel Ozellikleri

Calisma prospektif nitelikte olup ¢alisma iki basamakta gergeklestirilmistir
[lk basamakta yarismali ELISA protokoliiniin optimizasyonu ve validasyonunun
yapilarak deney protokolii hazirlanmig ikinci basamakta ise bu deney protokolii ile

hasta ve kontrol grubunun 6rnekleri ¢aligilmistir.

Calisma TUBITAK 2214-A Yurtdist Doktora Sirasi Arastirma Burs
Programindan destek kazandigindan, proje dahilinde Hacettepe Universitesi’ndeki
numuneler Kanada’nin Toronto sehrindeki The Hospital for Sick Children
(SickKids) Research Institute’e transfer edildi ve aragtirmanin iki basamagi da bu

hastanede gerceklestirildi.

Arastirmada klinik verileri ve numuneleri kullanilan hastalar Eylil 2020-
Agustos 2022 arasindaki zaman diliminde SARS-CoV-2 viriisiine bagli pndmoni ve
MIS-C tanisiyla Hacettepe Universitesi Ihsan Dogramact Cocuk Hastanesi’nde
yatarak tedavi almis hastalardir. Saglikli kontrol grubu olarak da ayni tarih
araliginda ayn1 hastanenin Cocuk Enfeksiyon Hastaliklar1 Poliklinigine bagvuran 56
goniillii katilimer alimmistir. Calisma igin etik kurul onayr Hacettepe Universitesi
Girisimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu tarafindan 15.02.2022 tarih,
GO 22/172 Proje No ve 2022/03-49 karar numarasiyla verilmistir.

3.2. Calismada Dahil Edilen Hasta ve Kontrol Grubu

Hasta grubu: MIS-C tamistyla Hacettepe Universitesi lhsan Dogramaci

Cocuk Hastanesi’nde yatirilip tedavi alan 90 hastadir.
a. Hasta grubuna dahil etme kriterleri:

- DSO’niin vaka tanimia gére MISC tanisi alan 18 yas alt1 hastalar

- Caligmaya katilmayr kabul eden ve aydinlatilmis onam formunu
imzalayan hastalar

- Tedavi oncesinde ya da sonrasinda alinan ve yeterli serum numunesi

bulunan hastalar ¢alismaya dahil edildi.
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Hasta grubunda hari¢ tutma kriterleri:

- MISC tanisi diglanan hastalar
- Calismaya katilmayi kabul etmeyen ve aydinlatilmig onam formlarini

imzalamayan hastalar ¢aligmaya dahil edilmedi.

b. Kontrol grubu: Hacettepe Universitesi lhsan Dogramact Cocuk
Hastanesi’nde SARS-CoV-2’ye bagli pnomoni dolayisiyla solunum destegi ihtiyact
olan 9 hasta ve Cocuk Enfeksiyon Hastaliklar1 Poliklinigine basvuran saglikli

goniillii 56 ¢ocuktur.
Kontrol grubuna dahil etme kriterleri:
Pnomoni kontrol alt grubu i¢in

- 18 yas alt1 olmak

- SARS-CoV-2’ye bagli pndmoni tanistyla solunum destegi almak, viral ya
da SARS-CoV-2 pndmonisinin radyolojik 6zelliklerini ve semptomlarini
gostermek ve SARS-CoV-2 PCR pozitifligi olmak

- Tedavi Oncesinde ya da sonrasinda alinan ve yeterli serum numunesi
bulunmak

- Calismaya katilmay1 kabul etmek
Saghkl kontrol alt grubu i¢in

- 18 yas alt1 olmak
- Aktif enfeksiyonu ve kronik hastaligi olmamak

- Caligmaya katilmay1 kabul etmek

Calismaya Hacettepe Universitesi Thsan Dogramaci Cocuk Hastanesi’nde
MIS-C tanisiyla yatirilarak tedavisi yiiriitiilmiis, hastanenin kendi veri sisteminde
klinik ve laboratuvar kayitlart bulunan ve dahil etme kriterlerini karsilayan hasta
grubuna toplamda 90 hasta alinmistir. Hastalarin verilerini olusturan klinik dykiileri
ve izlemleri, laboratuvar degerleri ve radyolojik goriintiilemeleri Nucleus veri
sisteminden ve e-Nabiz sisteminden taranarak elde edilmistir. Bazi hastalar dis
merkezlerde tedavisine baglanmig olarak sevk alindigindan dolayi, hastalarin e-
Nabiz sistemi iizerinden tedavi oncesi klinik 6zellikleri ve laboratuvar degerlerine

ulagilarak verileri analizlerde kullanilmigtir.
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3.2.1. Klinik Fenotipler

MIS-C’nin fenotipik olarak ates-inflamasyon, KH benzeri ve sok ile
seyredebilecegi Whittaker ve ark. tarafindan bildirilmistir [33].  Sok fenotipi MIS-
C tanist alan hastalarin inotrop destegine veya 20 mL/kg’dan daha fazla sivi
resiisitasyonuna ihtiya¢ duyulmasi olarak tanimlanmistir. KH benzeri fenotip igin
AHA’nin [20] klasik ve inkomplet KH kriterleri kullanilmistir. Klasik KH’de tani
oOl¢iitli inatg1 ates ve 5 0zellikten 4'line sahip olmaktir: dudaklarda eritem ve ¢atlama,
cilek dili ve/veya oral ve faringeal mukozada eritem; eksudasiz bilateral bulber
konjonktival kizariklik, makiilopapiiler ya da yaygin eritrodermi seklinde goriinen
dokiintii; akut fazda el ve ayaklarda eritem ve 6dem ve/veya subakut fazda
periungual soyulma ve servikal lenfadenopati. Koroner arter anevrizmalari
mevcutsa, 4'ten az 6zelligi olan hastalar Kawasaki hastalig1 olarak siiflandirilmstir.
Koroner arter degisikliklerinin olmadigi durumlarda, Kawasaki klinik kriterlerine
gore siniflandirma icin bes Ozellikten dordiiniin mevcut olmasi gerekmektedir.
AHA’nm [20] KH rehberindeki inkomplet KH kriterleri de KH benzeri fenotipin
belirlenmesinde kullanilmistir. Klasik KH'nin <4 klinik 6zelligi ile birlikte >5 giin
ates ve CRP > 30 mg/L, ESH >40 mm/saat iken pozitif ekokardiyografi bulgulari
oldugunda inkomplet KH acisindan hasta degerlendirilmelidir. Asagidakilerden 3

veya daha fazlasi:

1. Yasa gore anemi

2. 7 giinliik atesten sonra trombosit sayis1 >450 x 10°/L
3. Alblimin <30 g/L

4. Yiksek ALT seviyesi

5. Lokosit sayis1 >15 x 10°/L

6. Idrarda 16kosit>10/ml

ve asagidaki ekokardiyografik 6zelliklerden biri:

1. Sol 6n inen koroner arter veya sag koroner arter Z-skoru >2.,5;
2. koroner arter anevrizmasi gézlenmesi; veya

3. asagidaki 6zelliklerden >3'ii:

(a) azalmis sol ventrikiil fonksiyonu,

(b) mitral yetmezlik,
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c) perikardiyal efiizyon veya
d) sol 6n inen koroner arter veya sag koroner arterde Z skorunun 2 ila

2,5 arasinda olmasi
varsa inkomplet KH olarak KH benzeri fenotipinde MIS-C olarak kabul edildi.

Ates-inflamasyon fenotipi ise yukarda tanimlanan KH benzeri ve sok fenotipi

kriterlerini karsilamayan MIS-C hastalar1 olarak tanimlanmistir [33, 103].

Dabhil edilen 90 MIS-C tanil1 hasta klinik fenotiplerine gore ayrildiginda 19°u
(%23) ates-inflamasyon, 34’4 (%36) KH benzeri klinik ve 37’si (%40) sok
fenotipindeydi. Sok fenotipindeki hastalar ¢aligmadaki en agir klinik durumu temsil

etmekteydi.

Hacettepe Universitesi Thsan Dogramaci Cocuk Hastanesi'nde SARS-CoV-
2’ye bagli pndmoni dolayisiyla solunum destegi ihtiyact olup yatirilarak tedavi
edilen 9 hasta ve 56 saglikli ¢ocuk calismanin kontrol grubunu olusturmustur.
Pnomonili hastalarin ve saglikli ¢ocuklarin verileri Nucleus sisteminden taranarak

elde edilmistir.
3.3. Numunelerin Hazirlanmasi ve Saklanmasi

3.3.1. Hasta grubu serumlari

MIS-C tanist konulan hastalarin serum numuneleri ii¢ ana baslikta

siiflandirilds;

1. Tedavi oncesi: MIS-C tanis1 konulan ve metilprednizolon, IVIG, anakinra
ya da TPE gibi immiinmodiilator tedavilerden herhangi birini almadan &nce
biyokimya tiiplindeki kan Orneginden (serum separating tube) 10 dakika 2000

rpm’de santrifiijle elde edilen serum 6rnegi

2. Tedavi esnasi: MIS-C tanisiyla metilprednizolon, IVIG, anakinra ya da
TPE gibi immiinmodiilatér tedavilerden en az birini almis olan ve hastanede halen
MIS-C nedeniyle yatmakta olan hastalardan veya taburculukta elde edilen serum

ornegi
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3. Poliklinik takip: MIS-C tanistyla metilprednizolon, IVIG, Anakinra ya da
TPE gibi immiinmodiilator tedavilerden en az birini almis olup taburcu edilen ve
poliklinik kontrolde bakilan laboratuvar degerlerinde CRP diizeyi normale dénmiis

ve aktif sikayeti olmayan hastalardan elde edilen serum 6rnegi

3.3.2. Kontrol Grubu Serumlari

1. Pnomoni kontrol: SARS-CoV-2’ye bagli pndomoni tanist konulan
hastalarin solunum destegi almis oldugu bir zaman diliminde elde edilen serum

numuneleri

2. Saghkli kontrol: Herhangi bir nedenle Cocuk Enfeksiyon Hastaliklari
Poliklinigine bagvurmus, tedavisi tamamlanmis ve aktif enfeksiyonu ve kronik

hastalig1 olmayan ¢ocuklardan elde edilen serum 6rnegi

Kan tetkikleri sirasinda alman 2-3 ml’lik kan Orneklerinden elde edilen
serumlar ailelerinin izniyle Hacettepe Universitesi Cocuk Enfeksiyon Hastaliklari
Laboratuvari’'nda -80°C’de muhafaza edilmistir. Bu calisma dolayisiyla bu
numunelerin ~500 ul’lik aliquotlar1 -80°C’de kuru buzla soguk zincir korunarak The
Hospital for Sick Children (SickKids) Research Institute’e transfer edilmistir.
Orneklerin bu merkeze transferi esnasinda iki kurum arasinda Biyolojik Materyal
Transfer Anlasmasi imzalanmistir. Optimizasyonu ve validasyonu tamamlanan
yarismali ELISA protokolii ile deney tamponunda bire iki seyreltilerek hazirlanan 25

ul’lik serum ornekleri calisilmistir.

3.4. Yarismah ELISA Protokoliinde Kullamlan Kimyasallar

Tablo 2.5’te Ozetlendigi lizere literatiirde elastin tespiti ve Olgiimii i¢in
gelistirilmis li¢ tane (Hong et al., 2012; Petersen et al., 2002; Sivaprasad et al., 2005)
yarismali indirekt ELISA protokolii vardir. Bu protokollerde yarigmanin
gerceklestigi iki komponent olan elastin ve pAb’lerde kullanilan diliisyonlarin
benzerliginden de anlasilacag: tizere inkiibasyon kosullar1 disinda protokoller hemen
hemen aynidir. Analitler denatiire olan a-elastin ve pAb ise anti-a-elastindir. Farkl
inkiibasyon matrisindeki bu benzer protokollerin validasyonuna dair veriler yalnizca

Petersen ve arkadaslar1 [104] tarafindan paylasilmistir. Bu ¢alismadaki intra-assay
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CV degeri %11 ile %40 arasinda degismektedir. Bu haliyle dogru ve tekrarlanabilir

sonuglar elde etmek miimkiin goziikmemektedir.

EDP’lerin kardiyovaskiiler hastaliklarin patofizyolojisine dair yukarida

etraflica tartisildigr tizere MIS-C’nin kalp tizerindeki hasari tanimlayabilmek i¢in

gelistirdigimiz ELISA yonteminde insan aortasindan elde edilmis elastin (HAE)

kullanilmistir. Yarigmali ELISA protokolii i¢in secilen kimyasallar ve laboratuvar

ekipmanlar1 Tablo 3.1’de 6zetlenmistir.

Tablo 3.1. Yarismali ELISA protokoliinde kullanilan kimyasallar ve laboratuvar

ekipmanlar1
Materyal Ad Firma Katalog No
ELISA Plakasi Clear Flat-Bottom Thermo Scientific 439454
Immuno Nonsterile 96-
Well Plates
Sodyum karbonat Sodium Carbonate Sigma-Aldrich S7795-500G
(NaxCOs3)

5% s1g1r serum Albumin, Bovine Serum | BioShop Canada ALB001.500
albiimin [91] Inc.

Fosfat Tampon Salin | 10X PBS Grow Cells MRGF-6236
Deterjan (Polietilen Tween-20 Sigma-Aldrich P1379-500G
glikol sorbitan
monolaurat)

Analit- Elastin Human Aortic Elastin Elastin Products HAS587
Company, INC

Birincil Antikor Human tropoelastin Elastin Products PR398

(pAb) poliklonal antiserum Company, INC

Ikincil Antikor (sAb) | Goat anti-rabbit IgG Abcam ab97080

(HRP) 500ug (0,5mg/ml)
Substrat Super AquaBlue ELISA | Invitrogen™ 00-4203-56
Substrate
Durdurma soliisyonu | Oxalic Acid Sigma-Aldrich 75688-250G
Spektrofotometre Visible Plate Reader Molecular Devices | VersaMax190

3.4.1. Yarismah ELISA Protokoliinde Kullamilan Tampon ve Cozeltiler

Yarigmali ELISA protokolii i¢in hazirlanan tampon ve c¢dozeltiler ve

hazirlanislar1 Tablo 3.2°de 6zetlenmistir.
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Tablo 3.2. Yarigmali ELISA protokoliinde kullanilan tampon ve ¢ozeltilerin

hazirlanmast

Tampon ve Cozeltiler Icerik Kullanim Amact
0.1M Sodyum karbonat 5, 3 gr NaxCOs Kuyucuklar
soliisyonu 500 mL dH20 kaplama

HCI kullanilarak pHmetre ile pH=9

olarak ayarlanmali
PBST (%0,05) (fosfat 100 mL PBS (10x) 900 mL dH:20 iginde | Yikama ve deney
tamponlu salin soliisyonu) diliie edilip 500 uL Tween-20 eklenerek tamponunun

%0,05 oraninda PBST (1x) hazirlanir. hazirlanmasi

PBST (%0,05) - BSA (%5) 2 g s1gir serum albiimini [91] [91] ve 40 Bloklama soliisyonu
mL yikama tamponu ile oda sicakliginda
yavasca karistirarak PBST (%0,05)-
BSA (%5) hazirlanir

PBST (%0,05) - BSA (%7,5) 3 g BSA [91] ve 40 mL yikama tamponu | Deney tamponu
ile oda sicakliginda yavasca karigtirarak
PBST (%0,05)- BSA (%7,5) hazirlanir
0.625 M Oksalik Asit 5.627 g Okzalik Asit (Sigma-Aldrich, Durdurma ¢ozeltisi
194131) (Molekiiler agirlik: 90.03 g)
100 mL dH.O

3.5. istatistiksel Analiz

Calismadaki istatistiksel analizler ve gorsellestirme i¢in R, version 4.0.2 (R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria) ve GrahPad Prism version
9.5.1 kullanildi. Kategorik degiskenler frekans ve ylizde ile sayisallastirilirken,
siirekli degiskenlerde ortanca ve ceyrekler arasi aralik/genislik (IQR) ifade edildi.
Kolmogorov Smirnov testi ile yapilan normallik degerlendirilmesine gore devamli
degiskenler normal dagilmiyorsa karsilastirilan gruplarin sayisina bagli olarak Mann
Whitney U testi veya Wilcoxon isaretli siralar testi veya Kruskal-Wallis, normal
dagiliyorsa bagimsiz ¢ testi veya bagimli drneklem ¢ testi veya tek yonliit ANOVA
testi kullanildi. Kategorik degiskenlerde ise ki-kare (y?) testi veya Fisher-exact testi
kullanild1. Laboratuvar degerlerinin birbiriyle iliskisi spearman korelasyon analizi
ile kontrol edildi. Klinik verilerin analizinde lojistik regresyon ile risk analizi
yapildi. ELISA i¢in standart egrisi dort parametreli lojistik regresyon ile olusturuldu.
Duyarlilik ve 6zgiilliik degerlendirmesi i¢in de Receiver operating characteristic
(ROC) egrisindan faydalanildi. Kesim noktasinin belirlenmesinde Youden indeksi,
Oklid mesafesi ve birlesim indeksinden yararlanildi [105, 106]. Istatiksel anlamlilik
p degerinin 0,05’ten kii¢lik olma ihtimali olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Yarismah ELISA Protokoliiniin Optimizasyonu

[k olarak The Hospital For Sick Children (SickKids) Research Institute’deki
Yeung Lab’da 2020’de temelleri atilan protokol sonraki yillarda ufak
modifikasyonlar yapilarak iyilestirilmeye ¢alisilmis fakat mevcut haliyle duyarlilik
ve Ozgiillikkten uzak olup tekrarlanabilir olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 4.1). Standart
egrisi bu protokollerde R? degeri ile degerlendirildiginde en iyi 0,90 gibi regresyon
degeri gosterdigi i¢in optimizasyonu tamamlanmamis ve validasyon acisindan da
degerlendirilememistir. Bu nedenle tekrarlanabilir bir ELISA protokolii icin
oncelikle deneyin tiim basamaklariyla optimizasyonunun gergeklestirilip ardindan da
gecerliliginin tekrarlayan deneylerle tespit edilmesi gerekliligi dogmustur. Optimize
edilmis, gegerli oldugu validasyon testlerince onaylanmig bir ELISA protokolii ile
numunelerin  ¢alisilmaya baslanmasi, biyobelirte¢ aragtirmalarinin  temelini
olusturmakta ve numunelerle ¢alisilarak elde edilen veriler belirtecin klinik 6neminin
belirlenmesinde ve yorumlanmasinda oncelik teskil etmektedir. Buradan hareketle,
optimizasyon ve validasyonla, tekrarlanabilir ve kesinlik diizeyi yiiksek bir
protokoliin olusturulmasi; ardindan da saglikli kontrol ve MIS-C’li hastalarda

numunelerin ¢aligilarak EDP peptidinin klinik 6neminin belirlenmesi planlanmistir.
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Sekil 4.1. Kullanilmas1 amaclanan deney protokoliiniin optimize edilmemis halinin
2020 ve 2021 yilindaki iki standart egrisi
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Deney basamaklarimin optimizasyonu da validasyonu da kompleks ve
dinamik bir siiregtir. Optimizasyonu yapilan deney protokoliiniin standart egrisinin
R? degeri 0,99 degerine ulastirildiktan sonra devam eden optimizasyon basamaklari
genellikle uygun olan validasyon deneyleri ile i¢ ice gecirilerek her basamak

optimize ve ayni zamanda valide edilerek deneyler tamamlanmistir.

4.1.1. Kaplama Cozeltisi Optimizasyonu

Kaplama ¢6zeltisi se¢giminde plakalarda kati faz icin siklikla kullanilan 0,1M
sodyum karbonat soliisyonu (pH=9) kaplama ¢dzeltisi olarak segilip [89], yarismali
ELISA’da yarigsmali alaninin kati1 faz bileseni olan analit i¢in de kardiyovaskiiler
tutuluma 6zgii EDP’leri yakalamak iizere insan aortasindan elde edilen tropoelastin

(HAE) (HA587, Elastin Products Company, INC) secilmistir.

4.1.1.1. Kaplama Cézeltisinin Icerdigi HAE Konsantrasyonunun

Optimizasyonu

Yarigsmalt ELISA’da kuyucuklarin analitle dogru ve uygun konsantrasyonda
kaplanmas1 yarismanin gerceklesecegi alani belirleyen Onemli bir basamaktir.
Kuyucuklarin kapli oldugu en uygun analit konsantrasyonu ile yakalama antikoru
dengesini saglamak {lizere satranc¢ tahtasi titrasyonu yapildi. Optimizasyon ve
validasyon siirecinin dinamizmi igerisinde, inkiibasyon ve antikor konsantrasyonuna
dair yapilan degisikliklerin ardindan yeni bir satrang tahtasi titrasyonu uygulanarak
elde edilen yeni protokol optimize edilmeye calisildi. Son satrang tahtasi
titrasyonunda yarismanin gergeklestigi saptama antikoru ve kaplanan antijenin farkl
konsantrasyonlarda baglanma yiizdeleri hesaplanarak uygun konsantrasyonlar
secilmeye calisildi (Tablo 4.1). Kuyucuklarin kaplandigr 1 pg/ml, 1,25 pg/ml, 1,5
pg/ml ve 1,75 pg/ml’in yakalama antikorunun 1:25.000, 1:20.000, 1:16.000
oranlarinda olusturdugu baglanma yiizdeleri 2560 ng/ml i¢in %10-22 araligindayken,
10 ng/ml i¢in bu yilizde %92-100 arasindaydi. Kaplama ¢ozeltisinin konsantrasyonu
1,25 pg/ml ve yakalama antikorunun 1:25.000 diliisyonu, daha diisiik bir OD degeri
(0,23 ve 1,38) saglayip %10 ile %20 arasinda bir degere tekabiil edip, sonraki
deneylerde daha diisiik intra-assay CV degeri sagladigi icin bu kombinasyonun

kullanilmasina karar verilmistir.
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Tablo 4.1. Yarigmanin gerceklestigi analit ve pAb arasindaki baglanma yiizdelerinin
standart egrisinin en {st, en alt noktasinda negatif kontrol baz alinarak

belirlenmesi
C-1 + pAb (1:25000) C-1 + pAb (1:20000) C-1 +pAb (1:15000)
Baglanma HAE Baglanma HAE Baglanma HAE
ylizdesi (ng/ml) ylizdesi (ng/ml) ylizdesi (ng/ml)
10 2560 11 2560 11 2560
92 10 98 10 120 10
100 | NK 100 | NK 100 | NK
C-1,25 + pAb (1:25000) C-1,25 + pAb (1:20000) C-1,25 + pAb (1:15000)
17 2560 19 2560 19 2560
103 10 101 10 104 10
100 | NK 100 | NK 100 | NK
C-1,5 + pAb (1:25000) C-1,5 + pAb (1:20000) C-1,5 + pAb (1:15000)
20 2560 22 2560 21 2560
97 10 99 10 101 10
100 | NK 100 | NK 100 | NK
C-1,75 + pAb (1:25000) C-1,75 + pAb (1:20000) C-1,75 + pAb (1:15000)
19 2560 19 2560 17 2560
99 10 100 10 92 10
100 | NK 100 | NK 100 | NK

(C’nin yanindaki say1 kaplama soliisyonun konsantrasyonu, pAb’nin yanindaki oran ise pAb’nin
(yakalama antikorunun) final diliisyonunu ifade etmektedir; NK: Negatif kontrol)

4.1.1.2. HAE I¢eren Cozeltinin inkiibasyonunun Optimizasyonu

Analitin kuyucaklara eklenmesinden sonra analitin tutunmasini saglayan
etkenler inkiibe edilen zaman dilimi ve ortam sicakligidir. Genel bir kural olarak
4°C’de gece boyu bir inkiibasyon oda sicakliginda daha kisa bir zaman diliminde
gerceklesir. Her ne kadar literatiirdeki yarismali ELISA protokollerinde kullanilan
birincil antikorlar anti-a-elastin olsa da, anti-tropoelastin ile HAE arasinda benzer bir
baglanma olacag: diisiiniilerek; literatiirdeki inkiibasyon kosullar1 ile Dr. Fisch’in ilk
belirledigi protokolde [102] kullanilan gece boyu 4°C’de gerceklesen inkiibasyonlar
farkl1 plakalarda ayni protokollerle mini satrang tahtasi titrasyonu yapilarak
kiyasland1 (Tablo 4.2). Hemen hemen benzer baglanma yiizdeleri ve NSB degeri
(non-specific binding) ve R>>0,98 degerine sahip benzer standart egrisi
olusturduklar1 goriildii ve daha kisa bir zaman dilimi olmasi nedeniyle oda

sicakliginda 2 saatlik inkiibasyonla deney siiresinin kisaltilmasina karar verildi.

Sonraki deneyde 37°C’de 90 dakikalik inkiibasyonla, oda sicakliginda 2 saatlik
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kaplama inkiibasyonu kiyaslanmis ve benzer sonuglarin elde edilmesi iizerine deney
kolaylig1 agisindan daha uygun olan 2 saatlik oda sicakligi inkiibasyonu tercih edildi

ve deneyler bu sekilde yapildi.

Tablo 4.2. HAE iceren kaplama c¢ozeltisinin kati fazda inkiibasyon kosullarinin

belirlenmesi
Oda sicakhiginda 2 saat 4°C’de gece boyu
C1 + pAb (1:9000) C1 + pAb (1:9000)

Ort. OD HAE (ng/ml) B0/%B | Ort. OD HAE (ng/ml) B0/%B
1,21 0 100 1,26 0 100
1,07 2,5 89 1,18 2,5 94
0,98 12,5 81 1,05 12,5 83
0,81 62,5 67 0,90 62,5 71
0,56 312,5 46 0,59 312,5 47

C2 + pAb (1:9000) C2 + pAb (1:9000)
1,27 0 100 1,36 0 100
1,22 2,5 96 1,24 2,5 91
1,18 12,5 93 1,19 12,5 88
1,05 62,5 82 1,07 62,5 78
0,80 312,5 63 0,82 312,5 61
C3 + pAb (1:9000) C3 + pAb (1:9000)
1,33 0 100 1,40 0 100
1,23 2,5 93 1,29 2,5 92
1,22 12,5 92 1,24 12,5 88
1,11 62,5 84 1,14 62,5 82
0,90 312,5 68 0,87 312,5 62
C4 + pAb (1:9000) C4 + pAb (1:9000)
1,40 0 100 1,46 0 100
1,33 2,5 95 1,38 2,5 95
1,27 12,5 91 1,26 12,5 87
1,18 62,5 84 1,22 62,5 84
0,95 312,5 68 0,97 312,5 66

4.1.1.3. Kaplama Cozeltisinin Hacminin Optimizasyonu

Kaplama ¢ozeltisinin hacmi kuyucuklardaki analitin antikorla baglanacak
yiizey alanini ifade eder. Yapilan deneylerde 50 pL ile 75 puL ayni deney kaplarinda
ayni protokol uygulanarak ayni hacimlerle kaplanmis kuyucuklar i¢in hazirlanmis
birer standart ile kiyaslanmigtir. Fakat yliksek hacmin daha fazla yiizey alani
olusturarak yakalama antikorlarmin analitle baglanmasimi artirdigi goriilmiistiir.
Yiiksek optik dansiteye (OD) ve baglanma yiizdesinde daha dar bir aralifa neden

olmasindan dolay1 50 pL ile deneylere devam edilmistir.
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4.1.2. Bloklamanin Optimizasyonu

4.1.2.1. Bloklama Céozeltisi ve Inkiibasyonu

Bloklama soliisyonu olarak kullanilan %5 BSA igeren tamponun kuyucuklara
200 uL eklenip 1 saat 37°C inkiibasyonu literatiirde fazlaca kullanilan ve NSB’yi
yeterince diigiiren bir bloklama metodudur. Spesifik olmayan baglanmalar {izerinden
izlenen bloklama basamagi validasyon deneylerinde NSB kuyucugunun optik

dansitesi 0,75-0,78 (405 nm) araliginda izlenmistir.

4.1.3. Standart Bilesenlerinin Optimizasyonu

Standart egrisi bilhassa kaplama soliisyonunun i¢erdigi HAE konsantrasyonu,
pAb diliisyonu ve inkiibasyonlardan dogrudan etkilenerek yapilan her optimizasyon
asamasinda hedeflenen baglanma yilizdesine gore iist-nokta, alt-nokta ve seri
diliisyon faktorii dikkat edilerek yeniden degerlendirilmistir. Deney asamasinda
degisiklikler tercihen agresif olmamali ve her yeni deneyde sadece standart egrisinin

bir bileseni test edilmelidir.

4.1.3.1. Diliisyon Faktoriiniin Optimizasyonu

Diliisyon faktorii, standart egrisini olusturan noktalarin birbirine oranini
temsil eder. Baglanma yiizdesinin %10-90 arasinda olmasini saglayacak sekilde
standardin tavani ve tabani belirlendikten sonra standardi olusturacak analit
konsantrasyonlar1 ve onlarin baglanma yiizdelerinin uygun dagilimmi belirlemek
gerekmektedir. Dillisyon faktorii standardi olusturan taban ve tavan arasindaki

olmasi arzu edilen konsantrasyon sayistyla orantili olarak belirlenebilir.

Optimize edilen standart egrisi orneginden hareketle, egriyi olusturan iist-
nokta 2700 ng/ml’dir. Ust-noktadan sonra sirayla 900 ng/ml, 300 ng/ml, 100 ng/ml,
33,3 ng/ml ve son nokta 11,1 ng/ml olarak standart egrisi olusturulmustur. Bu
konsantrasyonlar iige boliinerek devam ettigi icin diliisyon faktorii tictiir. Sekil 4.1°e
dikkat edilirse Onceki optimize olmamis protokollerde diliisyon faktdrii olarak 2
kullanilmis ve dar bir aralikta standart egrisinin 6rnegi vardir. Sekil 4.2°de standardin

hazirlanis1 6zetlenmistir.
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Sekil 4.2. Standart egrisini olusturmak {izere kullanilan HAE konsantrasyonlarinin
seri dilisyonla hazirlanmasi

Optimizasyon boyunca hedeflenen baglanma yiizdesi araliginin i¢inde kalmak

ve standardi olusturan 5 ya da 6 noktanin i¢ine egriyi sigdirilabilmek adina farkl

diliisyon faktorleri denenmistir. Sekil 6’da goriilecegi lizere %7,5 oranindaki BSA ile

hazirlanan deney tamponu altili standart egrisinden olusan kombinasyonla diliisyonel

linearite bire sekize kadar giivenli bir geri kazanim ytizdesi saglamistir.

® 5 noktali standard egrisi| ® 6 noktali standard egrisi
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Sekil 4.3. Uygun tampon soliisyonunun ve standart egrisini olusturan konsantrasyon
sayisinin belirlenmesi

Diliisyonel linearitede %80-120 oraninda gezi kazanim yiizdesinin saglanmasi hedeflenmistir.
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4.1.3.2. Standard1 Temsil Eden Konsantrasyonlardan En Ust ve En Alt

Konsantrasyonlarin Belirlenmesi

Yarigsmalt ELISA’larda standart egrisini olusturan en iist konsantrasyonun
%20 en alt konsantrasyonun ise %80 civar1 baglanma yiizdesinin olmasi1 tavsiye
edilmekle beraber bu yiizdeler {iistte %10 altta %90’a kadar esnetilebilir [98].
Optimize edilirken yiizdeleri belirleyen kaplama antijeni ve pAb’nin

konsantrasyonlar1 bu oranlar dikkate alinarak ayarlanmalidir.

4.1.3.3. Standart Egrisini Olusturan Nokta Sayisinin Belirlenmesi

Optimize edilen 6 noktali standardin 2700 ng/ml (%15-20), 900 ng/ml (%40-
45), 300 ng/ml (%60-65), 100 ng/ml (%70-75), 33,3 ng/ml (%80-85) ve son nokta
11,1 ng/ml (~%90) konsantrasyonlari, parantez i¢inde ifade edildigi gibi baglanma
yiizdelerine tekabiil ettigi hali iizerinden validasyon testlerinde kullamlmistir. ileride
detaylarina deginilecek olan ve yine optimizasyon asamasinda 5 noktali optimize
edilen bir diger standart egrisi de validasyona almmustir. kinci egrideki standartta ise
diliisyon faktorii 4 olup, konsantrasyonlar ve baglanma yiizdeleri 2560 ng/ml (%15),
640 ng/ml (%15), 160 ng/ml (%15), 40 ng/ml (%15), ve son alt-nokta 10 ng/ml
(%15) olarak gorilmustir. Bu iki farkli egrinin farkli BSA konsantrasyonlari
kullanilarak hazirlanan tampon ¢ozeltilerinde plazma geri kazanim degerleri
karsilastirtlmistir. Geri kazanim yiizdesinde bire iki, bire dort, bire sekiz ve bire 16
oranlarinda seyreltilen ayni anda alinmig, ayn1 saglikli insana ait en az {liger serum ve
plazma Ornekleriyle BSA konsantrasyonlar1 karsilastirilmistir. Bu farkli deneylerin
karsilagtirllmasinda goriilecegi lizere alt1 noktali %5 ve %7,5 BSA oranlariin bire
sekiz seyreltmeye kadar uygun geri kazanim yiizdeleri sagladigi, fakat bes noktali
standardin bu seyreltmelerle beraber standart egrisinin son iki noktasina diisen
konsantrasyon degerlerinde yeterli geri kazanim saglayamadigi gosterilmistir. Bire
16 diliisyonda geri kazanim ylizdelerinin istenen aralikta olmamasi, saglikli
insanlardaki plazma EDP konsantrasyonunun yasa bagli degismekle beraber erigkin
plazmasinda 300-400 ng/ml, serumunda EDP konsantrasyonunun 250-300 ng/ml
olmasindan dolay1 seyreltmeyle standart egrisinin en alt noktasina yaklastigindan

basar1 diismektedir.
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Protokoliin nihai haliyle, dort parametreli lojistik regresyon (4PL)
kullanilarak olusturulan standart egrisinde 2700-900-300-100-33,3-11,1 ng/ml’den
olusan standart egrisinin her bir konsantrasyonu sirasiyla %11-26-45-64-78-88
baglanma ylizdesine tekabiil etmektedir. 4PL ile hesaplanan standart egrisinde

R2=1"dir (Sekil 4.4).
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100 1.4
X 29 12 =
= 80 @ =
o 70 \ 1 1
E 60 08 &
> 50 @

[
© 0.6

40 ©
= s
S 30 04 O
< 3
sap 20 Q0
@ 10 02 <

0 0

0 300 600 900 1200 1500 1800 2100 2400 2700 3000
HAE konsantrasyonu (ng/ml)

—8— %B/Bo Net Av OD

Sekil 4.4. Dort parametreli lojistik regresyon (4PL) kullanilarak olusturulan x
eksenindeki HAE konsantrasyonuna karsilik gelen 405 nm’deki optik
dansite (OD) ve baglanma yiizdesi (Bo/%B) temsil eden ¢ift egrili standart
egrisi

Optimizasyonu tamamlanan protokolde olusturulan bu egride 2700-900-300-100-33,3-11,1
ng/ml’den olusan standart egrisinin her bir konsantrasyonu sirastyla %11-26-45-64-78-88 baglanma
yiizdesine tekabiil etmektedir. 4PL ile hesaplanan standart egrisinde R?=1"dir.

4.1.4. Plazma ve Serumun Deney ici Diliisyon Oraninin Optimizasyonu

[Ik protokolde standart i¢in kullanilan HAE igeren tampona ve numuneye
(plazma ya da serum) eklenen pAb iceren tampon ¢ozeltisinin orant 1/19 olup
standart ve numunenin nihai diliisyonu 1:20 idi. Bu oran oncelikle 1:15’e cekilip
optimizasyonun bir kismi1 bu diliisyon orani {izerinden gerceklestirildi. Optimizasyon
sonrast validasyonda yiikksek CV degerlerinin nedenleri arastirilirken, 1:15
dilisyonun matriks etkisi goriilene kadar azaltilmasi planlandi. Fakat bu orandan
diliisyonu azaltmak suretiyle, daha konsantre bir halde tiip inkiibasyonuna birakilan

numunenin %90’mnin plakaya duplikasyon yapilarak transfer edilmesine dikkat
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edildi. Plakaya transfer edilecek duplikasyon hacmini ya da tiip inkiibasyona
birakilacak numune ve pAb’dan olusan toplam hacmin korumas: istendiginde,
diliisyon orani azaltilirken harcanacak numune miktar1 da arttig1 icin oncelikle hedef
olarak deneylerde 100 pL’lik alikotlardan fazla kullanmamak esas alindi. Sekil 4.5’te
gerceklestirilen deneylerin pAb’li soliisyonlarin tiip inkiibasyonu icin hazirlanan
farkli dilisyonlar1 ve bunlarin plaka inkiibasyonu i¢in tiipten plakaya tasinmasi

gereken duplikasyon hacimlerinin hesaplanmasina dair deney modellerinin bir 6rnegi

verilmistir.
d(1:10)
Hacime gére Orana goére
2x100 ul (91%)
d(1:15) [15 + (210 + 15)] d(1:10) [22 + (198 + 22)] d(1:10) [15 + (135 + 15)]
210 ul + 15 ul 198 ul 422 ul 135 ul + 15 ul
pAb iceren  Standard/ pAb iceren |Standart/ pAb iceren | Standard/
tampon Numune tampon Numune tampon Numune
225 ul 220 ul 150 ul
l l l 91%
2x100 2x100 2x68,2 ul
Kuyucuklara Kuyucuklara Kuyucuklara
eklenen duplikasyon eklenen duplikasyon eklenen duplikasyon
hacmi hacmi hacmi
220 ul’nin %91’i 200 ul 220 ul'nin %91’i 200 ul 150 ul'nin %91"i 136,4 ul

Sekil 4.5. HAE ile pAb arasindaki plakadaki yarisma oOncesi, standart ve
serum/plazma Orneklerinin eppendorf tiipte inkiibe edilmesi igin
hazirlanan soliisyonun farkli diliisyon oranlarinda farkli voliimlerin
karsilastirilmasi i¢in hazirlanan bir deney hesaplama modeli

Cok kanall1 pipetleri kullanirken pipetlerin ucunun 1,5 mL hatta 2 mL’lik tiiplerin dibine maksimum
oranda ulastiginda bile minimum 10-11 pl soliisyonun tiip dibinde kaldig1 gézlenmistir. Bu yiizden de
soliisyonun tiipten plakaya transferinde ependorf tiipiin dibinde 10-11 pl kalabilmesi i¢in soliisyonun
%91 nin transferi kosul kabul edilerek deneylere devam edilmistir.

Buradan hareketle 6ncelikle ilk protokolde kullanilan 100 uL’lik duplikasyon
hacmi kademe kademe azaltilarak daha konsantre tiip inkiibasyonuna gidildi ve
boylelikle deneyler i¢in harcanacak numune miktarindan tasarruf edildi. Bu diliisyon
degisikligi deneylerinde, standart egrinin olusumundaki antikor diliisyonlar1 sabit

tutuldu. Fakat duplikasyon hacimleri azaltildik¢a standart egrisinde kullanilan
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konsantrasyonlara karsilik gelen baglanma ylizdelerini korumak icin kaplama
konsantrasyonunda artisa gidildi. Boylelikle standart egrisi ve baglanma
yiizdelerinde kayda deger bir degisiklik goriilmedi. Bu yilizden de bu deneyler
esnasinda numunelerden elde edilen sonuglarin tutarliligi, bir baska deyisle intra-
assay CV yiizdeleri takip edilerek optimizasyon yapilmis oldu. Farkli duplikasyon
hacimlerinde farkli diliisyonlar denenirken elde edilen intra-assay CV yiizdeleri
Tablo 4.3’te Ozetlenmistir. Burada farkli diliisyon-es antikor derigsimli inkiibasyon
soliisyonlar1 ve kuyucuklarin kaplandig1 farkli HAE konsantrasyonlar1 igin bir
saglikli kontrolin 6 6rnegi kullanilarak hesaplanan intra-assay CV yiizdeleri
hesaplandi. Numunenin nihai diliisyonunun 1:20°den 1:4’e diisiilene kadar intra-
assay CV degeri %10’un iizerinde oldugu icin 1:2 ila 1:4 arasindaki diliisyonlarda
uygun tutarhilik goriilebilmis ve tabloya Onceki 1:4 iizerindeki diliisyonlar

eklenmemistir.

Tablo 4.3. Farkli kaplama soliisyonu konsantrasyonlari ile standart ve plazmalarin
antikor derisimleri korunarak olusturulan farkli hacimdeki tiip
inkiibasyon soliisyonlarinin intrassay CV ile degerlendirilmesi

Duplikasyon Hacmi (2x75ul)
d(1:2) d(1:2,5) d(1:3) d(1:4)
= 0,75 ug/ml 6,2-6,6 5,3-5,7 4,8-5,1
g ECT 1 ug/ml 4,1-11,1 2,9-9,2 4,3-12,5
% Z.| 1,25 ug/ml 52-133
¥ 1,5 ug/ml Yiiksek OD degerleri nedeniyle kullanilmadi.
Duplikasyon Hacmi (2x60ul)
d(1:2) d(1:2,5) d(1:3) d(1:4)
£ 0,75 ug/ml Diisiik OD degerleri nedeniyle kullanilmadi.
g ECT 1 ug/ml 4,7-6,4 2,9-9,2 4,3-12,5
% Z.| 1,25 ug/ml 8,3-8,6
2 1,5 ug/ml 5,4-13,3 6,9-10,7

(Gri hiicrelerdeki d harfi standart/numune hacminin inkiibasyona girecek olan pAb igeren soliisyonla
karstirildiktan sonraki tiip inkiibayona girecek olan total hacime oranmini ifade etmektedir.)
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4.1.5. Deney Tamponunun Optimizasyonu

Tampon ¢ozeltisi, %0,05 Tween20 iceren 1x PBS soliisyonu kullanilarak
Bovine Serum Albumin ile hazirlanmaktadir. Ik protokolde %0,5 Tween20 nin
literatiire gore yliksek bir oran olmasi1 ve deneyde ¢ok fazla pipetleme hatasina neden
olacak diizeyde baloncuk/kdpiik olusturmasi nedenleriyle %0,5, %0,25, %0,1 ve
%0,75 Tween2(0 oranlar1 kiyaslanarak en iyi sonuglarin elde edildigi % 0,05
Tween2(’ye diisiiriilerek deneylere devam edildi. Yikama soliisyonu i¢ine %?2,5 ila
%?7,5 oranlarinda BSA eklenerek tampon ¢dzeltisi ile optimizasyon deneyleri yapildi.
Deneyler i¢in kullanilan farkli tamponlarda bloklama tamponu olarak %5 BSA sabit
tutuldu. Optimizasyon deneyleri yapilirken BSA konsantrasyonu ile degisen geri
kazanim sonuglart elde edildiginden, serum ve plazma numunelerinin
seyreltilmesinde cesitli BSA konsantrasyonlarinin kullanildigi linearite deneylerinin

geri kazanimlariin da farkli oldugu gosterildi.

Geri kazanim yiizdesinde bire iki, bire dort, bire sekiz ve bire 16 oranlarinda
seyreltilen ayn1 anda alinmis, ayni1 saglikli insana ait en az liger serum ve plazma
ornekleriyle BSA konsantrasyonlari karsilastirildi. Geri kazanim oraninin %80-120
arasinda kalmasi hedeflendiginden %7,5 BSA oranlarmin tampon i¢in daha iyi
sonuglar alindigi ve saglikli insan numunelerinde bire sekiz diliisyona kadar
linearitede kayip olmadig1 gozlendi (Sekil 4.6). Bire 16 diliisyonda geri kazanim
sonuglarinin istenen aralikta olmamasi, saglikli insanlardaki plazma EDP
konsantrasyonunun yasa bagli degismekle beraber, erigskin plazmasinda 300-400
ng/ml ve serumunda EDP konsantrasyonunun 250-300 ng/ml dolaylarinda olmasi,
bize mevcut sonuglarin standart egrisinin en alt noktasina ¢ok yakin olmast ile iligkili
olabilecegini diisiindiirdii. EDP diizeyinin yiiksek oldugu degerlerde daha dogru bir

linearite elde edilmesi beklenmektedir.

Tampon ¢ozeltisi ve bloklama i¢in hazirlanan soliisyonun standart egrisinin
olusumunda baglanma yiizdesine etkisi linearitenin degerlendirilmesinde énem arz
etmektedir. Bir plakada farklt BSA konsantrasyonlar1 kullanilarak hazirlanan iki ayr1
standartta gozlendigi lizere standardin baglanma ytizdelerinde kayda deger bir fark
olmadig: fakat linearite test edilirkenki geri kazanim yiizdelerinde farkli degerlere

neden oldugu gozlenmistir. Serum ve plazma numuneleri i¢in ayr iki plakada ayni
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saglikli kisinin plazma ve serumlar1 ile en az ii¢c alikotla yapilan deneylerle

diliisyonlar test edilmistir (Tablo 4.4).

Deneylerdeki %2,5 ila %7,5 arasindaki oranlarda hazirlanan BSA ile
tamponlar iki farkli standart egrisi ve plazma/serum Ornekleri i¢in de ayri ayri
kullanildi. BSA’nin %7,5 oraninda kullanildigi deneylerde diliisyonel linearitede
elde edilen geri kazanim ytizdeleri bire sekize kadar seyreltilen numunelerde %80-

120 arasinda izlenmistir.

Tablo 4.4’te elde edilen giivenilir tekrarlanabilirligi ifade eden geri kazanim
yiizdelerinin %7,5 BSA’da daha iyi oldugunun gozlenmesinden hareketle, 6 noktali
standart egrisi kullanilarak farkli BSA konsantrasyonlart1 serum ve plazma

numuneleri i¢in ayr1 ayr1 denendi (Sekil 4.6).

Tablo 4.4. Bir plakada %2,5, %5 ve %7,5 BSA ile hazirlanan tamponlarla yapilan
deneylerdeki diliisyonel linearitede elde edilen geri kazanim yiizdeleri ve

karsilastirilmast
HAE .0 §
(ng/ml) | %B/Bo Tampon: %7,5 BSA ile hazirlandi. HAE (ng/ml) | %B/Bo
2700 13,3 p Neat 64 67 63 97 . 2700 12,2
900 26,8 noktali 63 1:2 104 98 153 noktalt 900 253
300 495 | Standart  5g 93 1:4 94 146  Standart 300 46,3
ve %5 ) ve %7,5
100 69,3 BSA 50 80 86 1:8 155 BSA 100 65,4
33,3 84,7 tamponu 84 134 145 168 1:16 tamponu 33,3 79,3
11,1 93,0 Tampon: %5 BSA ile hazirlandi. 11,1 89,8
BO 100 Plazmada diliisyonlar aras1 geri kazanim yiizdeleri BO 100
HAE .0 ;
(ng/ml) | %B/Bo Tampon: %2,5 BSA ile hazirlandi. HAE (ng/ml) | %B/Bo
2700 18,9 Neat 88 ” 60 140 2700 18,9
900 367 6 105 1:2 90 69 160 6 900 36.1
noktali noktall
Standart 99 95 1:4 76 177 Standart
300 58,0 ve %5 ve %2.5 300 59,5
BSA 81 77 82 1:8 232 BSA
100 76,6 tamponu tamponu 100 79,6
333 87.1 180 172 181 222 1:16 333 90,4
11,1 90,2 Tampon: %5 BSA ile hazirlandi. 11,1 95,0
BO 100 Serumda diliisyonlar aras1 geri kazanim yiizdeleri BO 100
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P Plasma numunesi | S Serum numunesi
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Sekil 4.6. Tampon iceriginin farkli BSA konsantrasyonlarinda plazma ve serum i¢in
diliisyonel linearite Ol¢iitiiniin degerlendirilmesi

4.1.6. Birincil Antikor/Yakalama Antikoru/Capture Antibody (Pab)

Elastin, tropoelastinlerin ¢apraz baglanmasi sonucu olusur. Insan, sigir, fare
ve civeiv tropoelastinlerinin cDNA dizilerinden ¢ikarilan tam amino asit dizileri,
alanin ve lizin bakimindan zengin ¢apraz baglar ve hidrofobik alanlar tasidiklarini
gostermektedir. Tropoelastinde, birka¢ hidrofobik sekans test edilen monoklonal ve
poliklonal antikorlar tarafindan baskin epitoplar olarak tanimlanmis ve alanin ve lizin
kalintilar1 iceren bazi diziler de epitop olarak rapor edilmistir [107]. Bu yiizden
elastin fiberlerini daha iyi yakalayabilmek icin hem elastinin prekiirsorii olan
tropoelastine hem de degradasyon {iriinii a-elastine baglanabilen spesifik bir
poliklonal antikor kullanilmasina karar verilmis ve analit olarak insan aortasindan
elde edilen tropoelastinin (HA587, Elastin Products Company, INC) ve yarigsma
fazin yiiksek ozgiilliikle baglayabilmesi i¢in pAb olarak poliklonal anti-tropelastin
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(PR398, Elastin Products Company, INC) antikorunun kullanildig1 deneyler dizayn

edilmisgtir.

4.1.6.1. Birincil Antikorun Konsantrasyonun Optimizasyonu

Optimizasyon deneylerine ilk olarak farkl pAB
konsantrasyonunda/diliisyonunda baglanma yiizdeleri arasindaki farkin goriilmesi ile
baslandi. Tablo 4.2°de goriilecegi iizere birincil antikorun kullaniminda farkli
konsantrasyonlar denenerek optimum baglanma yiizdesine ulagsmak hedeflendi. Bu
amacla son satrang tahtasi dillisyonu ile 1:15000 hazirlanip standart/numune ile
karistirildiktan (Sekil 4.2) sonra 1:25000 final diliisyona diisen pAb derisimi ile 1.25
pg/ml kuyucukla kaplanmis 6 standarth ve diliisyon faktoriintin 3 olarak kullanildig:
bir deneyde %10 ila %90 arasinda baglanma yiizdeleri elde edilmistir (Sekil 4.4).

4.1.6.2. Birincil Antikorun Tiip Inkiibasyonunun Optimizasyonu

Birincil antikorun inkiibasyonunda zamanin yaninda sicaklik ve
mobilizasyonun da etkisi farkli deneylerde degerlendirilmistir. ilk protokolde 4°C’de
gece boyu inkiibasyon secilmisti. Fakat bu siirenin afinitesi ¢cok yiiksek olan anti-
tropoelastin i¢in uzun bir siire oldugu diisiiniilerek deney siiresini kisaltmak adina
farkli inkiibasyonlar denenmistir. Hem birincil hem de ikincil antikorlarin (sAb) mini
satran¢ tahtas1 dillisyonu ile farkli diliisyonlar1 iki plakada ayni anda farkh
inkiibasyonlarda test edildi. Birincil antikorun 1:3000-1:6000 diliisyonlar1 ikincil
antikorlarin 1:5000-1:10000-1:15000 diliisyonlarinda her plakada 6 farkli standart
olusturularak test edildi (Tablo 4.5). Deneyden elde edilen verilere gore,
calkalayicida gerceklestirilen inkiibasyon sicakliginin 4°C de olsa yiiksek OD
degerlerine sebebiyet verdigi ve yliksek baglanma yiizdelerinin deneyin duyarliligini
negatif etkiledigi gosterildi. Bu yiizden de ¢alkalayici yerine sicakligin molekiiler
diizeyde olusturacagi mobilizasyon etkisinden faydalanilmasina karar verildi.
Uygulanabilirlik agisindan da her laboratuvarda 4°C’de ¢alkalayici imkani bulmak

zor oldugu icin ¢alkalayici ile deneylere devam edilmedi.
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Tablo 4.5. Es zamanl iki farkli plakada pAb inkiibasyonunun duragan ve ¢alkalayici
tizerinde gergeklestirilmesi

Plaka-1 / Duragan inkiibasyon (4°C) Plaka-2 / Calkalayicida inkiibasyon (4°C)
pAb (1:3000) + pAb (1:6000) + pAb (1:3000) + pAb (1:6000) +
SAb (1:15000) SAb (1:15000) SAb (1:15000) sAb (1:15000)
Ort, OD (HAE Bo/%B [Bo/%B [Ort, OD (HAE Ort, OD |HAE Bo/%B |Bo/%B |Ort, OD |HAE
1,59 0 100,0 100,0 1,27 0 2,60 0 100,0 100,0 2,23 0

1,49 0,5 93,4| 101,0 1,29 0,5 2,48 0,5 95,6 | 100,6 2,25 0,5

1,45 2,5 91,0 | 100,5 1,28 2,5 2,47 2,5 95,1 | 100,3 2,24 2,5

1,43 12,5 89,8 | 100,5 1,28 12,5 2,41 12,5 92,7 99,6 2,23 12,5

1,32 62,5 83,0 95,0 1,21 62,5 2,34 62,5 89,9 94,5 2,11 62,5

1,21 3125 75,7 85,8 1,09 | 3125 2,13 | 3125 81,7 83,7 1,87 | 312,55

Tasarlanan bir baska deneyde tiip inkiibasyonunun farkli sicaklik kosullarinda
baglanma ylizdesine etkisi degerlendirilmistir. Bu baglamda 2 saatlik oda sicaklig1 ve
37°C inkiibasyonu ve >12 saatlik 4°C’teki tiiplerin inkiibasyonlar1 karsilastirildi
(Sekil 4.7). Gece boyu 4°C’de inkiibasyonun ilk deney protokoliinde kullanilan
inkiibasyon olmast nedeniyle deneyi kisaltmak tizere 2 saatlik molekiiler
mobilizasyonun sicaklikla arttirilarak zamandan tasarruf edilmesi amaglanmigtir. Her
standardin R*>0,999 oldugu bu deneyde baglanma yiizdeleri hemen hemen ayni

oldugu i¢in oda sicakliginda 2 saatlik inkiibasyonla devam edilmistir.

37°C’lik tiip inkiibasyonu+ pAb (1:9000) + Sab (1:15000) Oda sicakliginda inkiibasyon + pAb (1:9000) + sAb (1:15000) 4°C’de inkiibasyon pAb (1:9000) + sAb (1:15000)

10
‘ . 0
\ P o \ \ \

25 ngiml
125 ng/mi
62.5 ngimi

== — 3125 ngimi

. A— — T YT

777777777

7812.5 ngiml

30 35 Sonlandinidi (35. dk)

25 30 35 Sonlandnildi (35. dk) 25 30 35 Sonlandinidi (35. dk)
Zaman (dakika)

Zaman (dakika) Zaman (dakika)

Sekil 4.7. Gece boyu 4°C’de ve oda sicakliginda ve 37°C’de iki saatlik tiip
inkiibasyonlarinin ardindan es zamanli ayni plakaya transferiyle tiip
inkiibasyonlarinin karsilastirilmasi

Kaplama sonras1 yikama, 1 saatlik 37°C’de bloklama periyodu sonrasi tekrar
yikama yapildig1 i¢in, zaman tasarrufu saglanmak istenmesi nedeniyle 1,5 saatlik
inkiibasyonun daha uygun olacagi diisiiniilerek iki ayr1 plakada 1,5 saatlik ve 2
saatlik iki ayr1 tiip inkiibasyonu karsilagtirilmistir. Bu deneyde de bir saglikli kontrol

plazmasmmin 12 tiipte degerlendirildigi intra-assay CV ylizdeleri {izerinden
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validasyon da degerlendirilmistir (Tablo 4.6). Deneyde 0.75 ng/ml HAE ile
kaplamanin yapildigi pAb‘in 1:9000 ve sAb’nin 1:15000 diliisyonlarinda ayni
protokol ve ayn1 plazma o6rnekleri ile 1,5 saatlik ve 2 saatlik tilip inkiibasyonlarda her
ne kadar R?>0,996 iizerinde hesaplansa da, intra-assay CV degerleri yiiksek
bulunmustur. Yine de 1,5 saatlik inkiibasyonun daha kisa olmasi ve daha diisiik
baglanma yiizdesi saglamasi nedeniyle 1,5 saatlik tiip inkiibasyonuyla deneylere

devam edilmistir.

Tablo 4.6. Tiip inkiibasyonlarinin 2 saatlik ve 1,5 saatlik siirelerdeki baglanma
yiizdelerinin karsilastirilmasi ve intra-assay CV ylizdelerine etkisi

2 saat tiip inkiibasyonu 1,5 saat tiip inkiibasyonu
Net Ort OD | HAE (ng/ml) %B/Bo Net Ort OD | HAE (ng/ml) %B/Bo
0,19 1600 16,4 0,11 1600 10,9
0,50 320 43,3 0,30 320 29,5
0,96 64 82,4 0,78 64 76,8
1,08 12,8 92,5 0,96 12,8 94,6
1,18 2,56 101,5 0,99 2,56 97,7
1,18 0,512 101,8 1,01 0,512 99,9
1,16 | Bo 100,0 1,01 | Bo 100,0
Ortalama StD CV (%) Ortalama StD CV (%)
Plazma-1 533 21,2 39,7 48,3 12,3 25,5
Plazma-2 63,4 12,0 18,9 54,8 11,5 20,9
Plazma-3 66,1 16,2 24,5 51,1 13,9 27,3

(StD: standart sapma)

4.1.6.3. Birincil Antikorun Plaka Inkiibasyonunun Optimizasyonu

Tiip inkiibasyonunun ardindan ¢ozeltilerin tiipden plakalara aktarilmasi ve
bosta kalan antikorlarin kuyucuklarda onceden tutturulmus HAE’lere baglanmasi
deneyin en 6nemli basamaklarindan biridir. Bu noktada literatiirde genellikle tercih
edilen 1 saatlik oda sicakligi inkiibasyonu, onceki protokolde kullanilan gecelik
4°C’de inkiibasyon ile kiyaslandi. Bu deneyde iki farkli pAb diliisyonunda standart
egrisini olusturan konsantrasyonlardan en diisiigiin %90°lik esigin altinda kalmasi ve
genel pAb doygunlugunun daha az olmasi gozetildi. Gecelik 4°C’deki inkiibasyonun
anlamli olarak 62.5 ng/ml’in ayriminda kullanilabilecegi ve gene baglanma

yiizdesinin daha diisiik oldugu goriildii. Oda sicakliginda 1 saatlik inkiibasyonda
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ozgiil olmayan baglanmalarin daha fazla olacagi da goz oniline alinarak gecelik
4°C’de inkiibasyonla devam edildi (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. pAb’nin 1:9000 ve 1:12000 derisimleri plakaya aktarildiktan sonra
gecelik 4°C inkiibasyon ve 1 saatlik oda sicakligindaki inkiibasyonla

kiyaslanmasi
pAb (1:9,000) + sAb (1:15,000)
1 saat, oda sicakh@inda >12 saat, 4°C’de
Ort. OD HAE %B/Bo Ort. OD HAE %B/Bo
(ng/ml) (ng/ml)
1,37 0 100,0 1,50 0 100
1,38 2,5 100,7 1,44 2,5 95,8
1,39 12,5 101,2 1,40 12,5 91,6
1,28 62,5 93,5 1,23 62,5 83,3
1,19 312,5 87,2 1,02 312,5 70,1
PpAb (1:12,000) + sAb (1:15000)
1 saat, oda sicakh@inda >12 saat, 4°C’de
Ort. OD HAE %B/Bo Ort. OD HAE %B/Bo
(ng/ml) (ng/ml)
1,2541 0 100,0 1,51 0 100,0
1,27745 2,5 101,9 1,50 2,5 99,3
1,2048 12,5 96,1 1,39 12,5 92,5
1,20935 62,5 96,4 1,25 62,5 83,3
1,0461 312,5 83,4 0,98 312,5 65,2

Tiim plakadaki kuyucuklarin kullanildig1 bir deneyde, numune ve pAb’nin
beraber inkiibe edildigi 48 tiipten ornekler inkiibasyonu takiben duplikasyonla 96’ ik
plakadaki kuyucuklara aktarilmaktadir. Tecriibeli bir uygulayicida dahi bu aktarimi
minimum 45 dakikada yapabilmektedir. Tiiplerin 1,5 saatlik oda sicakligindaki
inkiibasyonunun aslinda 90+45=135 dakikaya kadar uzayacagi ve bunun da Tablo
13°de goriilecegi iizere farkli inkiibasyon siirelerinde farkli baglanma yiizdeleri
olusturacagi ve dogal olarak kolorimetrik sinyal aliminda farkli dl¢iimlere sebebiyet
verererek intra-assay CV degerlerini arttiracagi anlasilmigtir. Bu nedenle plakaya
pAb’lar eklendikten sonra 4°C’de inkiibasyona karar verildikten sonra tlipten plakaya
transfer iglemi buz lizerinde gerceklestirilmeye baglandi. Sekil 4.8’de gosterildigi
gibi, bu tiipten plakaya transfer siirecinde duplikasyon yapilarak ilerlendigi i¢in islem

buz lizerinde gergeklestirilmeye baslandi.
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Bir diger 6nemli nokta da tiip de inkiibasyonun baglangici olarak standart ve
numunelerin pAb ile bulustugu andir. Tiiplerin miimkiin mertebe ayni anda
inkiibasyonlarini baglatip ayni1 anda inkiibasyonlarini sonlandirmak tiipler arasindaki
esit olmayan inkiibasyon siiresi kaynakli farkli sonu¢ alma ihtimalini en aza
indirmistir. Bu amagla ¢ok kanalli pipetler plakaya ve tiipe uyarlanarak kullanilmaya
baslanmistir. Ayrica transfer islemini kisaltmak {izere deneyin bu kismina da 1,5
mL’lik ependorf tiiplere uygun olacak sekilde ¢ok kanalli pipet kullanimiyla 48
tiipten 96 kuyucuklu plakaya aktarim iglemi 10 dakika altina ¢ekilmis oldu. Bu iki
uygulama sonrasi intra-assay CV yiizdeleri %30’lardan %10’un altina kadar

indirilmis oldu.

Sekil 4.8. pAb’nin tiipteki inkiibasyonunun ardindan plakalara transfer islemi

4.1.6.4. Tiip Inkiibasyonuna Giren Pab Soliisyonunun Hacminin

Optimizasyonu

Numune ve pAb’nin beraber inkiibe edildigi tlipten plakadaki kuyucuklara
aktarilirken yapilan deneyler Sekil 4.5 ve Tablo 4.3’da 6zetlenmistir. Buna gore tiipte
inkiibe edilen soliisyonun %91°lik kisminin plakaya duplike edilerek transferinde

2x60 1 ile 2x57 pl arasinda fark olmamasindan ve son protokolde 125 pl hazirlanan



59

inkiibasyon soliisyonunun hesaplama kolayligindan dolayi; 50 pl standart/numune,
d(1:15000) diiliisyondaki 75 pl’lik pAb iceren soliisyonla karistirilarak tiip

inkiibasyonuna alinarak optimizasyonu tamamlanmuistir.

4.1.7. Ikincil Antikor/Saptama Antikoru/Detection Antibody (sAb)’nin

Optimizasyonu

Kegilere tavsan antijeni verilerek tiretilen poliklonal bir antikor olan ve HRP
ile konjuge edilen Abcam (ab97080) ikincil antikor olarak secildi. Immiinglobulinler
disinda bir proteinle baglanma gostermediginden ve secilen pAb’ye afinitesi de

yeterli oldugundan optimizasyonda kullanilda.

4.1.7.1. ikincil Antikorun Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Ik protokolde saptama antikorunun 1:5000 diliisyonda kullaniminim yiiksek
OD degerleri olusturmasi ve Abcam’in ELISA i¢in Onerilen diliisyonlarindan daha
konsantre kullanimi dolayisiyla satrang tahtasi diliisyonu yontemiyle karsilagtirmalar
yapilmistir. Kuyucuga tutturulmus birincil antikorlarla non-kovalent bag kurulmasi
farkli inkiibasyon yontemleri de denenerek test edildi. Sekil 4.9’dan anlasilacagi
tizere primer antikorun 1:12000 ve 1:16000 diliisyonlart ile ikincil antikorun 1:15000
ve 1:20000 diliisyonlarmin kullanildig1 deneyde, ABTS substratinin eklenmesinden
durdurma soliisyonu (0.625 M Okzalik asit) eklenmesine kadar gecen siirede 405
nm’de tekrarlayan okumalar yapilarak baglanma yiizdelerinin substrat reaksiyonuyla
iliskisi incelendi. Reaksiyonun 35. dakikasindan sonra neredeyse baglanma
yiizdesinin degismedigi gozlendi. sAb’nin 1:15000 diiliisyonunda uygun baglanma
yiizdesi ve net OD degerleri elde edilmesinden otiirii 1:15000 diliisyonda devam

edilme kararn alind.
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Sekil 4.9. Farkli pAb ve sAb diliisyonlarinda baglanma yiizdelerinin substrat
eklenmesinden reaksiyonun durma siiresine kadar zaman igerisindeki
degisimi

4.1.7.2. ikincil Antikorun Tiip Inkiibasyonunun Optimizasyonu

Ikincil antikorun inkiibasyon zamanimnin yaninda sicaklik ve mobilizasyonun
da etkisi farkli deneylerde degerlendirilmistir. Ilk protokolde 37°C’de 1 saatlik
inkiibasyonun 405 yiksek OD degeri
farkli

nm’deki Ol¢iimlerde olusturdugu

goriildiiglinden inkiibasyon sartlarindaki  deneylerle inkiibasyonun
optimizasyonu saglanmaya calisildi. Ikincil antikorlarm en uygun konsantrasyonu
olarak 1:15000 diliisyon belirlendikten sonra 2,5 saatlik oda sicakligi, bir saatlik oda
sicaklig1 inkiibasyonunun yaninda bir saatlik oda sicakliginda calkalayici yardimiyla
cozeltiye mobilite kazandirilan inkiibasyon modelleri karsilastirildi. Oda sicakliginda
bir saatlik inkiibasyonun yeterli oldugu ve ¢alkalayicinin ve 2,5 saatlik inkiibasyonun
yliksek OD degeri kazandirmasindan otiirii bir saatlik oda sicakliginda sAb’nin

inkiibasyonu ile devam edildi.
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4.1.8. Konjugat Reaksiyonunun Optimizasyonu

4.1.8.1. Substrat Secimi

Analit ve antikor konsantrasyonlarinin son halini almadan 6nceki deneylerde,
ABTS ve TMB substrat olarak test edildi. Protokolde kullanilan Abcam ab97080
katolog numaralt HRP (Horseradish Peroxidase) enzimi i¢in uygun substrat olarak
TMB ve ABTS yapisindaki substratlar karsilastirildi. ABTS iceren Super AquaBlue
kullaniminda ayni sartlardaki TMB kullanimina gore yiliksek OD degeri olsa da
standart egrisi olusumunda daha tutarli davrandigi goriildii. Standart egrisini
olusturan konsantrasyonlarin temsil ettigi baglanma yiizdesindeki farklarin diisiik
olmasina ve yliksek OD degerlerine ragmen ABTS’nin konjugat ile uyum i¢inde

calistig1 gosterildi (Sekil 4.10).

pAb (1:3000) + sAb(1:5000) + ABTS pAb (1:3000) + sAb(1:5000) + TMB
3.4 1.95
T €
c 3.3 € 1.90
P R2=0,9800 Y R2=0,7569
X W) 2185
P ®
c c
831 S1.80
o 3
g 3.0 g 1.75
29 1.70

o4

500 1000 1500 2000 2500 500 1000 1500 2000 2500
HAE konsantrasyonu (ng/ml) HAE Konsantrasyonu (ng/ml)

o4

Sekil 4.10. Optimizasyonun erken sathalarinda yapilan deneyde ABTS ve TMB’nin
karsilastirilmast

4.1.8.2. Substrat Hacminin Optimizasyonu

Substrat olarak kullanilan ABTS igerigindeki Super AquaBlue kuyucugun
tabanindan 50 pL’lik hacime kadar bolgeyi kapladigi igin birincil ve ikincil
antikorlarin analite baglanmasi da bu bolgede gerceklesmektedir. Kuyucugun geri
kalan kisminda ikincil antikor baglanmasi olmayacag: i¢in yiiksek hacim kullanimi1
sadece kolorimetrik degisimde renk skalasinda diliisyon farkini yansitacaktir.
Maliyet etkinligi hesaba katildiginda minimum hacimlerde substrat kullanimi

uygundur. Baglangicta kullanilan 100 pL’lik substrat ile 75 pL’lik substrat kullanimi1
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karsilastirildiginda hassasiyetin  etkilenmedigi goriilmiis ve 75 upL’lik Super

AquaBlue ve ayn1 hacimde 0.625 M’lik okzalik asit ile reaksiyon sonlandirilmistir.

4.1.8.3. Reaksiyonun Durdurulma Zamaninin Optimizasyonu

Baglanma yiizdesi yarigmali ELISA protokollerinde baglanma yiizdesini
gostermek icin ihtiya¢ duyulan negatif kontrole gore goreceli oran (%B/Bo)
konjugat-substat arasindaki reaksiyon siiresi ile dogrudan iliskilidir. Sekil 4.11°de
goriilecegi tlizere, 4 pug/ml HAE ile kuyucuklarin kaplandigi bir deneyde satrang
tahtas1 titrasyonu uygulanmig ve birincil antikor 1:3000 ile 1:12000 arasinda titre
edilerek, ikincil antikorun 1:15000 diliisyonunda, durdurma soliisyonunun
eklenmeden once her 5 dakikalik araliklardaki okumalarla baglanma yiizdesinin
goriilmesi ve uygun dinamik OD araligi i¢in reaksiyonun yeterli siire devam
ettirilmesi amaglanmigtir. Birincil antikor ve analit arasindaki yarigmanin
hassasiyetini  ve  tekrarlanabilirligini  arttirmak  i¢in  standardin  diisiik
konsantrasyonlarindaki baglanma yiizdesinin %90’1n altina indirilmesi ve standardin
belirlenen konsantrasyonlar arasindaki baglanma yiizdesi farkinin en az %10 olmas1
hedeflenmistir. Deneyden elde edilen sonuca gore birincil antikorun diisiik
diliisyonlarinda baglanma ytizdelerinin 40. dakikadan sonra neredeyse sabit kaldigi,
40.dakikadan sonra reaksiyonun devamina izin vermenin baglanma yiizdesinde
degisiklik olmasa da yiiksek OD’ye neden oldugu goriilmiistiir. Ayrica 60. dakikada
75 pl eklenen 0.625 M’lik okzalik asid yapisindaki ABTS durdurma soliisyonunun
belirgin renk degisikligine neden olmadig1 ve baglanma yiizdesinin etkilenmedigi

sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.11. Farkli pAb diliisyonlarnda, 1:15000 diliisyondaki sAb’nin baglanma
ylizdelerinin substrat eklenmesinden reaksiyonun durma siiresine kadar
gegen zaman igerisindeki degisimi

4.1.9. Kolorimetrik Ol¢iim

ThermoFischer Scientific tarafindan iiretilen ABTS yapisindaki Super
AquaBlue’da oOnerilen 6l¢iim dalga boyu 405 nm’dir. Literatiirde farkli dalga
boylarinda 6l¢iim yapildigindan, dalga boyu olarak 405 nm, 450 nm, 490 nm ve 650
nm’de Olclimler ayr1 ayri1 ayni plaka kullanilarak test edilmis ve en iyi standart
egrisine lretici Onerisi olan 405 nm’deki spektrofotometre ile yapilan kolorimetrik

Ol¢iimde ulagilmistir.
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4.1.10 Deneyin Validasyonu

Deneyin optimizasyonu esnasinda R? degeri 0,99 degerine ulastiktan sonra
optimizasyonun tiim basamaklarinda validasyon deneyleri tekrarlanmis ve yukarda

her basamagin optimizasyonunu temsil eden validasyon verileri de verilmistir.

- Linearite (Dogrusallik): Bir ELISA'nin linearitesi, "numunedeki analit
konsantrasyonuyla diliisyonlar arasinda dogru orantili sonuglar" gdsterme kabiliyeti

olarak agiklanabilir.

Optimizasyon yapilirken serum ve plazma numunelerindeki linearite degerleri
Tablo 4.4’te 6zetlenmistir. Plazma ve serumda bire sekiz diliisyonda dahi giivenilir

geri kazanim yiizdeleri saglanmistir.

- Kesinlik: Bu optimize protokolde serum 6rneklerinde intra-Assay CV %1,96
ve inter-Assay CV %7,64 olarak hesaplanmistir (Tablo 4.8). Validasyonda incelenen

diger linearitedeki geri kazanim ytiizdeleri Sekil 4.6’da 6zetlenmistir.

Tablo 4.8. Optimize deneyde validasyon icin tekrarlanan deney sayisi ve serum igin
elde edilen intra-assay ve inter-assay CV degerleri

n Intra-Assay CV (%) Inter-Assay CV (%)
1,96 7,64

Optimizasyon ve validasyon siirecinin ardindan tamamlanan yarigmali ELISA
protokolii ile saglikli kontrol grubunun serumlari, agir COVID pndmonili pozitif
kontrol grubunun serum numuneleri ve hedef kohortumuz olan MIS-C’li hastalarin

serum numuneleri ¢alisildu.



4.1.11. Deney Protokoliiniin Ozeti
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Sekil 4.12. Optimize edilmis ve tekrarlanabilirligi sinanmig EDP icin yarigsmali
ELISA protokoloniin sematik 6zeti (biorender.com’da hazirlanmistir)

Yarigmalt ELISA protokoliiniin optimizasyonla beraber es zamanl yiiriitiilen

validasyon neticesindeki nihai semasi (Sekil 4.12) ve deneyde kullanilan kimyasallar

ve inkiibasyonlar1 Tablo 4.9°da 6zetlenmistir.
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Tablo 4.9. EDP tespitinde optimize ve valide edilen yarigmali indirekt ELISA
protokoliinde kullanilanlarin derigimleri ve inkiibasyon sartlarinin 6zeti

EDP i¢in indirekt ELISA protokolii

Standart/Numunenin hazirlanmasi

Kanl i 50 uL HAE
aplama soliisyonu
P y (1.25 ug/mL)
Kaplamadaki inkiibasyon Oda sicakliginda 2 saat
PBST
Bloklama tamponu TW % 0,05-
BSA % 5
Bloklama inkiibasyonu 37°C’de 1 saat
PBST
Deney tamponu TW % 0,05-
L BSA % 7.5
Gilin
3
Diliisyon faktorii 2700 ile 11.1 ng/ml aras1
Bo/B% (15->90)
Standart/Numune ve pAb’un tiip 1:2,5
inkiibasyonu hacimleri 50+75ulL
pAb ile tiip inkiibasyonu Oda sicakligindal,5 saat
pADb’un diliisyonu 1:25,000
pAD ile plaka inkiibasyonu 4°C’de 18 saat
pADb’un diliisyonu 1:15,000
sAb ile plaka inkiibasyonu Oda sicakligindal saat
2.
Substrat . 75 uL ABTS
Gilin
Durdurma soliisyonu 75 uL Okzalik Acid

Okuma

405nm’de 40.dk

4.2. Klinik Ozellikler

Kontrol grubundaki saglikli ¢ocuklarin ortanca yaslar1 7 (IQR,5-12) yild1 ve

28 erkek ve 28 kizdan olusuyorlardi. Aktif enfeksiyonlart ve kronik hastaliklari

yoktu.

SARS-CoV-2’ye bagl agir pmdmonileri olan kontrol grubundaki ¢ocuklarin

ortanca yaslar1 ise 15 (IQR,7-16) yildi1 ve 9 hastanin 4’{i erkekti. Bu dokuz hastadan
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sadece bir tanesinin altta yatan hastalig1 yokken, ii¢iiniin obezitesi vardi. Diger
hastalardan ikisi Down sendromu, biri GM1 gangliosidoz, biri mukolipidoz tip II (I-

cell) ve biri de serebral palsi hastastydi.

4.2.1. MIS-C’li hastalarin klinik 6zellikleri

Calismaya toplamda 90 MIS-C tanisi olan hasta dahil edilmistir. Hastalarin
hepsi DSO’niin tani kriterlerini karsilamaktaydi. Klinik fenotiplerine gére
ayrildiginda 19 (%23) hasta ates - inflamasyon, 34 (%36) hasta KH benzeri klinik ve
37 (%40) hasta sok ile bagvurmustur.

MIS-C’li hastalarin bagvurularindaki ortalama yaslar1 8 olup KH benzeri
fenotipe sahip hastalarin 5 yi1l ve sok ile bagvuranlarin 11 yil idi (p<0,001). Erkek
cinsiyet tiim fenotiplerde daha sikt1 ve toplamda 54 (% 60) hasta erkekti.

Ucg hastada SARS-CoV-2 PCR testi poizitif iken, tiim hastalarda COVID
ELISA IgG pozitifligi tespit edildi. Ayrica hastalarin biiyiik bir kismina acil tedavi
baslanmas1 gerekliligi ya da ELISA testinin sonucunun gecikecek olmasi nedeniyle
hizli antijen testi de yapilmis ve 73 / 74 (99%) oraninda sonuglarin pozitif oldugu
tespit edilmistir.

Hastalarda ates siiresi ortanca 5 giin (IQR,5-7) olup, %80 oraninda piiriilan
olmayan konjonktivit, %61 oraninda viicutta dokiintli, %67 oraninda oro-mukozal
degisiklik, %44 oraninda servikal lenfoadenopati (LAP) ve %13 oraninda da
ektremitelerde 6dem gibi degisiklikler vardi.

Hastalarin organ tutulumlarina bakildiginda karin agrisi, ishal, kusma ve diger
gastrointestinal semptomlardan herhangi birini gdsteren hastalar %83 oranindaydi ve
gastrointestinal sistemin en sik tutulan organ olarak one ¢iktig1 goriillmekteydi. Bas
agrist, biling degisikligi, miyalji ve diger sinir sistemi semptomlarindan birini
gosteren hastalar %26 oranindaydi. Hematiiri, proteintiri, steril piytiri ve akut bobrek
hasar1 (ABH) bulgularindan birini gdsteren hastalar ise %51 oraninda olup sadece
ABH orant %16 olarak tespit edildi. Sokla gelen her ii¢ hastadan birinde ABY
mevcuttu. MIS-C’nin en Onemli organ tutulumu olan kardiyovaskiiler sistem
tutulumu; troponin veya BNP’de yiikselme, hipotansiyonun olmasi ya da EKG veya

EKO’da MIS-C’yi destekleyecek bulgularin olmasi olarak belirlendiginde, toplamda
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hastalarin  %79’unda tutulumun oldugu; ayrica ates -inflamasyon fenotipinde

hastalarin yarisinda, KH benzeri fenotipte her 4 hastanin ii¢clinde ve sokta ise tiim

hastalarda kardiyak tutulum varlig1 gosterilmistir.

MIS-C’nin en 6nemli komplikasyonlarindan makrofaj aktivasyon sendromu

(MAS) basvuru aninda toplamda %20 oraninda goriiliirken, soklu hastalarda bu oran

%35°ti (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. MIS-C hastalarinin klinik 6zellikleri

MIS-C klinik ~ Toplam,

ozellikleri N = 901
Yas (yil) 8(4-12)
Cinsiyet (E) 54 (%60)

SYVP pozitifligi 6 (%6,7)

SARS-CoV-2 82 /87
PCR (Negatif) (%94)

Hizli antijen 73 /74
testi (Reaktif) (%99)
Covid-19 3,6 (2,6-
ELISA IgG 7.9)
(pozitif>1,1)

Ates 5(4-7)
KH kriterleri 3(2-3)

Konjonktivit 72 (%80)
Dékiintii 55 (%61)

Oromukozal 60 (%67)
degisiklik

Ekstremite 12 (%13)
degisikligi

Servikal LAP 40 (%44)
Kardiak tutulum 71 (%79)
GIS tutulumu 75 (%83)
SSS tutulum 23 (%26)
Renal tutulum 41/80

(%51)
Akut bobrek 14/ 88
hasar1 (%16)
Artrit 2 (%2,2)
MAS 18 (%20)

n (%); Ortanca (IQR)

Ates -

inflamasyon,

N=19'

8 (2,5-11)

14 (%74)

2 (%l11)
18/19 (%95)

15/ 15 (%100)

4,3 (2,8-7,4)

4(2,5-6)
2(1-3)
11 (%58)
9 (%A7)
8 (%42)

0 (%0)

5 (%26)
10 (%53)
14 (%74)
4 (%21)
8/ 18 (%44)

1/18 (%5.6)

1 (%5.3)
1 (%5.3)

KH
benzeri,

N=34"
5(3-9.5)
20 (%59)
4(%12)

31/34
(%91)

28/28
(%100)

6,0 (2,5-
8,7)

5(4-7)
3(3-4)
30 (%88)
25 (%74)
29 (%85)

4 (%12)

22 (%65)
25 (%74)
28 (%82)
3 (%8.8)

12/28
(%43)

1/34
(%2.,9)

1 (%2.,9)
4 (%12)

Sok, N =
37’

11 (8-14)
20 (%54)
0 (%0)

33/34
(%97)

30/31
(%97)

3,2 (2,0-6,3)

6 (4-7)
3(2-3)
31 (%84)
21 (%57)
23 (%62)

8 (%22)

13 (%35)
37 (%100)
33 (%89)
16 (%43)

21/34
(%62)

12/36
(%33)

0 (%0)
13 (%35)

Ates —
Inf. vs
KH
>0,9
>0,9
>0,9
>0,9

>0,9

>0,9

0,2
<0,001
0,052

0,2
0,005

0,9

0,031
0,4
>0,9
0,7
>0,9

>0,9

>0,9
>0,9

Ates— KHvs P-
Inf.vs Sok degeri
Sok
0,084  <0,001 <0,001
0,7 >0,9 0,4
0,3 0,14 = 0,065
>0,9 >0,9 0,8

>0,9 >0,9  >09

0,6 0,5 0,3

0,032 >0,9 0,028

0,035 0,12 | <0,001
0,2 >0,9 0,034

>0,9 0,6 0,13
0,5 0,10 | 0,005

0,12 >0,9 0,068

>0,9 0,053 = 0,009
<0,001 @ 0,016 <0,001
0,7 >0,9 0,3
0,4 0,004 0,003

0,8 0,6 0,3

0,12 0,004 0,001

>0,9 >0,9 0,3
0,062 0,081 0,011
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4.2.2. MIS-C’nin Laboratuvar Ozellikleri

Hastalarin hemogramlar1 degerlendirildiginde genel MIS-C o6zelligi olarak
mutlak lenfosit sayis1 1100/ mm?® (IQR,700-1700) ve trombosit sayis1 164.000/mm?
(IQR,110.000-281.000) olup genel popiilasyondan diisiiktii. Sok hastalarinda bu iki
deger fenotipler arasinda anlamlilik diizeyine ulagmasa da (p degeri=0.073 ve 0.079,
sirasiyla) daha diisiiktii. Ilaveten hastalarin genel yas ortalamasi sok hastalarinda
daha yiliksek olmasina ragmen hemoglobin degeri soklu hastalarda diger

fenotiplerden anlamli diisiikliigiiyle ayriliyordu (p=0.003).

Inflamatuvar belirteclere bakildiginda CRP, ferritin, ESH, prokalsitonin ve
IL-6’daki ylikselmeler dikkat c¢ekiciydi. Biitlin hastalarda ESH diginda tiim
parametrelerde {ist siirin Ustiinde degerler tanida goriildii. Hastalik ciddiyetinde,
sokun dnemli bir prezentasyon olmasi nedeniyle CRP, ferritin ve prokalsitonin sok
hastalarinda diger fenotiplerle kiyaslandiginda anlamli diizeyde yiiksekken, ESH ve
IL-6’daki ytlikselmede fenotipler arasinda anlamli bir fark yoktu.

MIS-C’li hastalarin  biyokimyasal incelemesinde sodyum ve albiimin
diizeylerinde diistiikliik dikkat c¢ekiciydi. Soklu hastalarda albliminin ortanca degeri
26,8 iken diger fenotiplerde bu deger 33,3 g/L idi. LDH ve trigliseritteki yiikselme
gruplar arasinda anlamli fark olustursa da (p=0,031 ve 0,045, sirasiyla) gruplar

arasinda belirleyici bir yiikseklik farki gortilmedi.

Koagiilasyon parametrelerinden INR, aPTT ve D-dimerde fenotipler arasinda
anlamli fark varken, fibrinojendeki yiikselme fenotipler arasinda fark olusturmamaist.
D-dimer diizeyi MIS-C hastalarinda ytliksek goriilmiis olup, ates & inflamasyondaki
hastalarda diger fenotiplerdekine kiyasla gorece diislikliik anlamliydi (Tablo 4.11).



Tablo 4.11. MIS-C hastalarinin laboratuvar 6zellikleri

MIS-C Toplam, N=  Ates - KH benzeri, Sok, N = 371
laboratuvar 90’ Inflamasyon,  _ 34/ ’
ozellikleri N=19

Lokosit (4,0- 10,1 (6,6- 10,5 (7,2- 12,1 (8,2-
13,8 x 10"9/L) 14,9) 12,6) 8,4 (5,5-12.3) 17,8)
Mutlak notrofil 10,8 (6,5-

sayist (1,6-8,3 x 7,8 (4,8-12,7) 7,6 (4,8-9,9) 6,2 (4,0-9,8)
10"9/L)

Mutlak lenfosit

sayst (1,3-5,8x 1,1 (0,7-1,7) 1,1(0,7-2,4) 1,3(0,8-2,0) 1,0(0,7-1,3)
10"9/L)

Hemoglobin 114 (105- 124 (112- 114 (107,
(102-127 g/L) 123) 134) 122)
Platelet say1s1

(189-394 x 164(110-281)

15.,5)

109 (97-117)

204 (151-  165(109- 154 (106-
289) 351) 207)

10°9/L)

E;éf;l;ﬁ(io s 18001 106@B2-  128(77-  196(168-
L 25,7) 23,7) 21,4) 28.3)
Ferritin (5,3-  367(176-  182(109- 278 (151- 693 (345-
99,9 ug/L) 690) 337) 456) 1,229)
ESH (mm/sa) 40 21-51)  31(21-49) 41 (21-52) 41 (21-54)
1L-6 (<6,4

b 82 (26-170) 128 (44-188) 50 (19-135) 80 (40-195)
Prokalsitonin 10,4 (3,7-

(<olngml) +2ATIBD14071L0) 22(10-57) TG

Sodyum (135- 134 (133-  135(133-  134(133- 134 (131-

143 mmol/L) 136) 137,5) 136) 136)
Albumin (35-47 32,1 (26,8- 33,3(32,2- 33,3(31,3- 26,8 (25,7-
g/L) 36,1) 38,3) 38,4) 29,9)
Kreatinin (0,26- ) _
0,77 mg/dL) 0,4 (0,3-0,6) 0,4 (0,2-0,6) 0,3 (0,3-0,4) 0,6 (0,4-0,7)
Alanin

aminotransferaz = 30 (15-61) 17 (14-36) 32 (16-60,0) 31 (22-71)
(<25 U/L)

Aspartat

aminotransferaz = 36 (27-51) 31 (25-38) 38 (25-48) 38 (29-78)
(<52 U/L)

Lakiat 314264 264(235-  321(287- 316 (293-
Ciosen 374) 336) 374) 422)
(110-295 U/L)

Trigliserid 202 (140- ] 196 (133- 236 (171-
(<150 mg/dL) 272y 167223} o6 320)

INR (0,8-1,2)  1.2(L,1-1,3) 1,2(1,1-1,3) 12(1,1-1,2) 1.2(1,2-1,4)
PTT (24-36s)  26(23-28) 24 (22-28) 24(23-27) 27 (26-30)
Fibrinojen (180- 496 (407- 547 (472-  475(372- 501 (350-

350 mg/dL) 663) 667) 618) 678)

fg‘fnilnﬁ‘;r (<05 38(2,0-6,5) 1,9(13-45) 37(2283) 42 (3,0-6,6)
a1 2 aseeanny RS 99 G1s06)
E;igloo 215’505(371? 87 (28-213) 189 (48- 421) 1’234%?'

n (%); Ortanca (IQR)

Ates -
Inf. vs
KH

0,6

>0,9

>0,9

0,2

>0,9

>0,9

0,7
>0,9
0,7

>0,9
>0,9
>0,9

0,7

0,3

0,9

0,066

0,3

>0,9
>0,9

0,3
0,042
>0,9

0,6

Ates -
Inf. vs
Sok

0,7

0,2

0,8

0,007

0,078

0,2

<0,001
>0,9
>0,9

0,005
>0,9
<0,001

0,020

0,046

0,2

0,051

0,056

0,7
0,045

0,9
0,042
<0,001

<0,001

KH vs
Sok

0,015

0,003

0,051

0,082

0,3

0,017

<0,001
>0,9

0,7
<0,001
>0,9
<0,001

<0,001

>0,9

0,7

>0,9

0,7

0,010
0,004

>0,9
>0,9
<0,001

<0,001

70

P-
degeri

0,018

0,004

0,073

0,003

0,079

0,018

<0,001
0,9
0,3

<0,001
0,7
<0,001

<0,001

0,051

0,12

0,031

0,045

0,015
0,003

0,3
0,024
<0,001

<0,001
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Sekil 4.13. Hastalarin tani1 anindaki laboratuvar degerleri ve kategorik olmayan
degiskenleri arasindaki spearman korelasyon matrisi. Yalnizca istatiksel
olarak anlamli olanlarin korelasyon katsayis1 verilmistir

Sekil 4.13’te bagvuru anindaki laboratuvar ve demografik verilerin parametrik

olmayan devamli degiskenler arasindaki matrisinde spearman korelasyon
analizindeki R2 degerleri yerlestirilmistir. P degeri 0.05’in altinda olanlarin R2
degerlerine gore matriste, hemoglobin ve alblimin, mutlak lenfosit sayis1 ve platelet
sayist, ESH ve fibrinojen, ALT ve AST, INR ve aPTT, LDH ve AST, fibrinojen ve
CRP, ferritin ve BNP, ferritin ve prokalsitonin, kreatinin ve yas/boy/kilo, troponin ve
BNP arasinda pozitif korelasyon varken; EF ve BNP, albiimin ve BNP, albiimin ve

trigliserid arasinda negatif korelasyon goriilmiistiir.
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4.2.3. MIS-C’de Kalp Tutulumu

MIS-C’li hastalarin bagvurusunda troponinin degeri 42.9 ng/L’dan daha
yiiksek diizeyde olan 36 (%40) hasta ve BNP degeri 100 pg/mL {izerinde olan 59
(%66) hasta vardi. Kalp tutulumunu spesifik olarak gosteren troponin ve BNP’deki
yiikseklik KH ve sokta fenotipsel ayrimdan 6tiirii anlamlilik gostermistir (p<0,001).
Sokta miyokard hasarini gosteren troponin degerleri 99 (31-506) ng/L. diizeyinde
iken, BNP degeri sokta 1129 (229-2245) ve KH benzeri fenotipte 189 (48-421)
pg/mL idi. Hastalarin beste birinde EKO tetkikinde EF degeri %55’in altindaydi.

EKOQO’da hastalarin hemen hemen yarisinda kapak yetmezligi tespit edilirken,
beste birinde perikardiyal efiizyon goriilmiistiir. Kardiyak degerlendirme iginde
biitlin bulgular ve sonuglar sok hastalarin1 anlamli diizeyde diger fenotiplerden
ayrrmaktaydi (p=0.001). Hastanede yatis esnasinda sadece 4 hastada koroner arter
anormalligi (Boston Z-skoru>2) goriilmiistiir (Tablo 4.12).

Tablo 4.12. MIS-C tanil1 hastalarda kalp tutulumu

MIS-C Toplam,  Ates- KH Sok,N= Ates-inf. Ates-inf KHvs P-degeri
laboratuvar =gy’ Inflamasyon, benzeri, 37’ vs KH vs Sok Sok
ozellikleri N = 191 N = 341
BNP (<100 255 (76- 87 (28-213) 189 (48- 1,129 0,6 <0,001 <0,001 <0,001
pg/mL) 1,081) 421) (299-
2,245)

Troponin 28,7 (8,0- 9,6 (3,6-27,1) 12,6 (4,8- 99 (31- >0,9 <0,001 <0,001 <0,001
(14-42,9 201,7) 39.,4) 506)
ng/L)
EKO
EF (%) 63 (56- 65 (64-71) 66 (62- 56 (50- >0,9 0,002 <0,001 <0,001

70) 73) 63)
EF < %55 18 (%20) 0 (%0) 1(%2,9) 17 (%46) >0,9 <0,001 <0,001 <0,001
Kapak 43 (%48) 1 (%5,3) 13 (%38) 29 (%78) 0,030 <0,001 0,002 <0,001
yetmezligi
Perikardiyal 18 (%20) 0 (%0) 3 (%8,8) 15 (%41) >0,9 0,003 0,008 <0,001
efiizyon
Z-skoru 4 (%4,4) 1 (%5,3) 2 (%5,9) 1 (%2,7) >0,9 >0,9 >0,9 0,8
>2.0
(yatista)
Kardiyak 71 (%79) 10 (%53) 25 (%74) 37 (%100) 0,4 <0,001 0,016 <0,001
tutulum

n (%); Ortanca (IQR)
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4.2.4. EDP’nin MIS-C’de Yeri

MIS-C tanili hastalardan tedavi Oncesi ve sonrasi farkli zamanlarda alinan
serum Orneklerinde ve kontrol grubu olarak secilen saglikli cocuklarin serum
orneklerinde EDP diizeyleri yukarida bahsedilen yeni gelistirilen yarigmali indirekt

ELISA protokolii ile degerlendirildi.

Tiim MIS-C hastalarinin EDP diizeyleri fenotipik olarak tedavi dncesi alinan
serum numunelerinde karsilastirildiginda; tiim gruplar arasinda anlamli farkin oldugu
(p<0,0001), her bir fenotipin saglikli ¢ocuklarla arasinda istatiksel olarak anlamli
fark oldugu, fakat fenotipler arasinda anlamli bir fark olmadig: goriildii (Sekil 4.14)
Tedavi esnas1t ve poliklinik takip zamanlarinda alinan serum orneklerinde EDP

diizeyinde MIS-C’nin fenotiplerine gore farklilik gézlenmedi (Tablo 4.13).

Tablo 4.13. Farkli MIS-C fenotiplerindeki hastalarda EDP diizeylerinin farkli
zamanlarda alinan serum 6rneklerindeki ortanca ve IQR degerleri

Numune alinma Hepsi Ates - KH benzeri Sok p-
zamani inflamasyon degeri

Tedavi dncesi 94 (71-129) 95 (86-157) 95 (70-135) 87 (70-114) 0,9

Tedavi esnas1 170 (139-222) 227 (194-249) 161 (140-206) 155 (130-218) 0,7

Poliklinik takibi 211 (177-247) 209 (186-289) 222 (188-247) 210 (173-229)  >0,9

n (%); Ortanca (IQR)
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Kruskal-Wallis test p - value < 0.0001
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Dunn's multiple comparisons test Mean rank diff. | Significant? | Summary | Adjusted P Value
KH benzeri vs. Ates& inflamasyon -0.6298 No ns >(0.9999
Sok vs. Ates& inflamasyon -7.822 No ns >0.9999
Saglikli gocuklar vs. Ates& inflamasyon | 42.81 Yes b 0.0002
Sok vs. KH benzeri -7.192 No ns >0.9999
Saglikli ¢ocuklar vs. KH benzeri 43.44 Yes b <0.0001
Saglikli gocuklar vs. Sok 50.63 Yes el <0.0001

Sekil 4.14. Tedavi oncesi donemde EDP diizeyinin farkli klinik fenotiplerdeki ve
saglikli cocuklardaki ortanca degerleri. Kruskal Wallis testi ile modele

alinan gruplar arasindaki p degeri<0,0001’dir
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MIS-C’1i hastalarin hastaneye basvurusundan dnce ortanca 5 giin (IQR, 4-7)
atesli olduklar1 goriilmiistiir. Hastalarin ateslerinin ¢iktig1 giinlere gore tedavi oncesi
alinan serumlarindaki EDP diizeyleri siralandiginda ve tedavi almaya baslayip
poliklinikte takibe gectigi siirelere gore zamansal egrisi longitudinal diizleme
aktarildiginda; EDP diizeyinin 4. giinde en diisiik seviyeye indigi ve daha sonra
immiinmodulatdr tedaviyle yiikselise gectigi izlenmektedir (Sekil 4.15).
Hiperinflamatuvar durumun rezoliisyonu ile hastalar taburcu edildikten sonra ilk
poliklinik kontrollerinde degerlerin en yiiksek noktaya ulastigi, ardindan zamansal
uzamda atesinin ilk ¢iktig1 andan sonra gegen dort haftanin sonunda EDP diizeyinde
hafifce bir diislistin ardindan plato c¢izdigi gorilmektedir. MIS-C’nin klinik
fenotiplerine gore ayni analiz tekrarlandiginda fenotipik planda EDP’nin MIS-C’de
dogal seyrinin benzer oldugu sdylenebilir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. MIS-C’de EDP’nin dogal seyrini gérmek i¢in ates baslangi¢ zamanina
gore EDP diizeylerinin zaman i¢indeki degisimi

Ustteki sekilde ates baslangig zamanina gére tiim hastalarin EDP diizeyi y diizlemine yerlestirilmeye
baslanip zaman i¢inde tedaviyle beraber dogal seyri goriilmektedir. Alttaki sekilde ise MIS-C
hastalar1 fenotiplerine gore gruplara ayrilip ayni yontemle ates baslangic zamanina gore EDP
diizeyleri y diizlemine yerlestirildigindeki dogal seyri izlenmektedir.

MIS-C tanistyla izlenen hastalarin tedavi Oncesindeki serumlarinda (n=68)
ortanca EDP 94,3 (IQR,70,3-129,7) ng/ml olup immiinmodiilator tedavi baslandiktan
sonraki 24-72 saatte aliman serum oOrneklerinde (n=30) ortanca EDP 147,7 ng/ml
(IQR,111-216,2) degere ulagmis ve ardindan da taburculukta alinan serumlarinda
(n=26) ortanca EDP’nin 174,1 (IQR,144,2-241,3) ng/ml degere yiikseldigi
goriilmistiir. Hastalarin birinci poliklinik kontrollerinde (n=35) EDP’nin ortanca
223,8 ng/ml (IQR,173,1-279,7) degeri ile pik yaptig1 tespit edilmistir. EDP degerinin
hafif bir diisiisiin ardindan ikinci (n=19) ve tigiincii (n=6) poliklinik takiplerinde
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sirastyla ortanca 190,3 (IQR,156,8-237,6) ng/ml ve 190,3 (IQR,93,4-254,8) ng/ml
degerleri ile plato ¢izdigi goriildii. Saglikli ¢ocuklardan olusan 56 kisilik kontrol
grubunda ise ortanca 223,7 (IQR,184,2-264,7) ng/ml iken solunum destegi ihtiyaci
olan agir COVID pnomonili 9 kisilik diger kontrol grubunda ortanca 1624
(IQR,130,2-201,7) ng/ml idi (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. MIS-C’li hastalarin serum orneklerinin  klinik takiplerinde alinma
zamanlarma gore EDP diizeyleri ve kontrol grubunun EDP diizeyi

Hastalarin hastanede yatmakta iken/tedavi altinda/taburculuk aninda alinan
kanlar1 ¢ok yakin zaman diliminde alinmis oldugu i¢in ve immiinmodiilator tedavi ile
klinik iyilesmenin goriildigli zamanlara ait kanlar oldugu i¢in bu sonuglar “tedavi
esnas1” basglig1 altinda birlestirildi. Ayni sekilde herhangi bir tedavi altinda olmayan,
iyilesmis, semptomsuz hastalarin rutin poliklinik kontrollerinde alinan 6rnekleri de
“poliklinik takip” bashgi altinda birlestirildi. MIS-C’li hastalarin EDP degerleri
tedavi Oncesi, esnasi ve poliklinik takip seklinde ii¢ donemde (paired) EDP’deki
artislarin hasta bazinda artiglarinin karsilagtirildigi analizde, artistaki fark anlamli
bulundu (p<0,0004). Bu iic donemin dahil edildigi modelde alt gruplar

kiyaslandiginda, hastalarin tedavi Oncesi ve tedavi esnasinda alinan serum
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orneklerindeki hasta bazindaki yiikselme (p=0,0039); ayrica tedavi Oncesi ve
poliklinik takipteki hasta bazli EDP’deki yiikselme (p=0,001) anlamliydi. Ancak
tedavi almaya bagladiktan sonra halihazirda yatarken alinan “tedavi esnas1” serumlari
ile poliklinik takipteki serumlar1 arasindaki hasta bazli ylikselme arasinda fark yoktu

(p>0,99) (Sekil 4.17).

Yine ayni sekilde MIS-C’li hastalarin tedavi 6ncesi alinan serum drnekleri ile
kontrol grubundaki iki alt grup bir modele alinarak ayr1 ayr1 karsilastirildiginda EDP
diizeyleri bu gruplar arasinda farkli bulundu (p <0,0001). Saglikli ¢cocuklar ile MIS-
C’li hastalarin tedavi Oncesi alinan serumlar arasinda istatiksel fark bulunurken (p
<0.0001), MIS-C’lilerle agir COVID pndmonili hastalar arasinda (p=0,12) ve
sagliklilarla pndmonililer arasinda (p=0,33) fark bulunmadi (Sekil 4.17).

Kruskal-Wallis test p - value < 0.0001

600+
<0.0001°
550
0.12° 0.33°
500+ O
0.0012 ©)
4504
?400- 0.00392 >0.992
[ )
350
£
% 300+ ®
L 250
L o
200+
[
1504
100+ 6
50 ~
0 T T T T
N R S \
O S \(6\0‘\(@ \ <@ S O°Q > A
N\ QO &, AN
"G&a . ‘6 6\%\ J\\\(\
M. O
s
<o
Dunn's multiple comparisons test Mean rank diff. | Significant? | Summary | Adjusted P Value
Tedavi Oncesi vs. Agir SARS-CoV-2 Pnémonisi -28.27 No ns 0.1158
Tedavi Oncesi vs. Saglikli cocuklar -50.47 Yes bl <0.0001
Agir SARS-CoV-2 Pndmonisi vs. Saglikli gcocuklar | -22.19 No ns 0.3265

Sekil 4.17. MIS-C hastalarinin tedavi oncesi serumlariyla kontrol gruplarinin
karsilastirilmasi

a: Dunn-Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi (a: Friedman testi p<0,0004) b: Dunn’in ¢oklu
karsilastirma testi (Kruskal Wallis Testi testi p<0,0001))
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MIS-C’li hastalarin taburcu olduktan sonra poliklinik takipleri sirasinda

alinan serum Ornekleri ile kontrol grubundaki iki alt grup farkli bir modele dahil

edilerek ayr1 ayr1 yeniden karsilastirildi. EDP diizeylerinde gruplar arasinda fark

yoktu (p=0,068). Agir COVID pndémonili hastalar ile saglikli ¢ocuklar arasinda

(p=0,06) ve MIS-C’li hastalarin poliklinikte takiplerinde alinan serumlar1 arasinda

(p=0.14); ayrica poliklinik takibindeki gecirilmis MIS-C’li ¢ocuklar ile saglikli

cocuklar arasinda da (p>0,99) istatiksel fark bulunmadi (Sekil 4.18). Fakat pnémoni

grubuyla saglikli cocuklarin (p=0.0279), tedavi oOncesi MIS-C ile pnomonili

cocuklarin (p=0.0092) ayr1 ayr1 karsilastirmasinda EDP diistikliigii anlamliydi.

Kruskal-Wallis test p - value = 0.068
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Dunn's multiple comparisons test Mean rank diff. | Significant? | Summary | Adjusted P Value
Pol. Takip vs. Agir SARS-CoV-2 Pnémonisi 22.63 No ns 0.1366
Pol. Takip vs. Saglikli gocuklar -2.968 No ns >0.9999
AgJir SARS-CoV-2 Pndmonisi vs. Saglikl gocuklar | -25.60 No ns 0.0612

Sekil 4.18. Poliklinik takibe giren MIS-C’ler ile kontrol gruplarinin karsilagtirilmasi

a: Dunn-Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi (a: Friedman testi p<0,0004) b: Dunn’in c¢oklu
karsilastirma testi (Kruskal Wallis Testi testi p=0.09))
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EDP diizeyi immiinmodiilatér tedavi Oncesi alinan serum Orneklerinde
calisilmis ve hastalarin semptom ve bulgulariyla iliskisi incelenmistir (Sekil 4.19 ve
Sekil 4.20). MIS-C’li hastalarin klinik prezantasyonunda KH kriteri olarak dokiintii,
oro-mukozal degisiklik, ekstremitede degisiklik, LAP ve konjonktivit olmasiyla EDP

diizeyleri arasinda istatistiksel bir fark goriilmemistir (Sekil 4.19).

Dokiinti Oro-mukozal degisiklik Ekstremitede degisiklik Konjonktivit LAP
400:

EDP (ng/ml)

EDP (ng/ml)
EDP (ng/ml)
X
=3
o

Sekil 4.19. KH kriterlerindeki semptomlara gore tedavi dncesi alinan serumlardaki
EDP diizeyleri.
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Sekil 4.20. Organ tutulumlarima gore tedavi Oncesi alinan serumlardaki EDP
diizeyleri.
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Organ tutulumlar1 ile EDP diizeyi arasindaki iliskinin incelenmesinde de
istatistiksel bir fark goriilmemistir. Serumdaki EDP diizeyleri ile GIS, renal, SSS ve
kardiyak tutulum olmasi arasinda istatistiksel bir fark bulunamamustir. Ayrica, solunum
destegi ihtiyacinin olmasi, perikardiyal effiizyon, kapak yetmezligi, EF degerinin
%S355’ten az olmasi ve hipotansiyon gibi kardiyopulmoner sistemin bulgular1 ile serum

EDP diizeyi arasinda istatiksel bir fark goriilmemistir (Sekil 4.20).

Hastalarin klinik agirligma gore derecelendirilmesinde sok fenotipinde
olanlar en agirlaridir. Bu hastalarin yas, basvurudaki ates giinii, KH kriter sayisi ve
laboratuvar degerlerinin degerlendirmeye alinarak sok varligini 6ngorebilmek tizere
lojistik regresyonla once tek degiskenli ardindan da istatistiksel olarak anlamli
cikanlarla (p<0,25) cok degiskenli model olusturuldu. Tek degiskenli modelde
anlamli ¢ikmayan KH kriter sayisi, ESH, IL-6, sodyum, trigliserid, fibrinojen, D-
dimer ve EDP diizeyi ¢ok degiskenli modelde kullaniimadi. Bu modelde sokun

ongoriilmesinde risk faktorii olabilecek bir parametre saptanmadi (Tablo 4.14).

Sekil 4.13’teki korelasyon matrisinde goriilebilecegi lizere tedavi dncesinde,
sonrasinda ve poliklinik takiplerde alinan serumlardaki EDP diizeyleri ile diger
laboratuvar parametreleri arasinda istatistiksel olarak anlamlilik ifade eden
korelasyon bulunamamigstir. Yalnizca takiplerde alinan serumlardaki EDP diizeyleri
ile hastanin yas, kilo, boy, kreatinin, l6kosit ve notrofil sayisi arasinda zayif bir

negatif korelasyon goriilmiistiir.
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Tablo 4.14. Cok degiskenli lojistik regresyonla sok fenotipindeki hastalari tam
anindaki verileriyle 6ngoriilmesi

Tek Degiskenli Model Cok Degiskenli Model
Bagimsiz degiskenler N OR! 95%CI'’ p-degeri OR!  95% CI’ p-degeri
Yas 90 1.23 1.11,1.38 <0.001 1.18  0.90, 1.54 0.2
Bagvuruda ates giinii 90 1.20 1.00,1.48 0.064 1.49  0.81,2.73 0.2
KH kriter say1st 90 090 0.62,1.29 0.6
Hemoglobin 90 095 092,098 0.004 093  0.86,1.01 0.074
Lokosit 90 1.08 1.01,1.16 0.028 1.00  0.78,1.29 >0.9
Notrofil 90 1.12 1.04,1.21 0.005 1.01 0.76,1.33 >0.9
Lenfosit 90 0.63 0.36,0.97 0.063 0.61 0.18,2.01 0.4
Platelet 90 1.0 0.99,1.00 0.014 099  0.98, 1.00 0.2
CRP 90 1.08 1.03,1.15 0.002 1.03  0.89,1.19 0.7
Ferritin 90 1.00 1.00,1.01 <0.001 1.00 1.00, 1.00 0.13
ESH 84 1.00 0.98,1.02 >0.9
Prokalsitonin 85 1.06 1.02,1.11 0.010 1.02 095, 1.10 0.6
IL-6 74 1.00 1.00,1.00 0.9
Sodyum 90 099 0.88,1.11 0.9
Albiimin 90 0.77 0.67,0.86 <0.001 091 0.74, 1.12 0.4
Kreatinin 90 230 20.5,4,260 <0.001 79.7 0.10, 65,081 0.2
ALT 90 1.00 1.00,1.01 0.2 1.00  0.98,1.02 >0.9
AST 90 1.01 1.00,1.03 0.058 1.00  0.98,1.02 0.9
LDH 90 1.00 1.00,1.01 0.035 1.00  0.99, 1.01 0.7
Trigliserid 84 1.00 1.00, 1.00 0.6
INR 90 450  3.55,850 0.006 5.79  0.00, 10,901 0.6
Fibrinojen 90 1.00 1.00,1.00 0.7
aPTT 90 1.16 1.05,1.30 0.008 093  0.75,1.15 0.5
D-Dimer 90 1.00 0.97,1.04 0.8
Troponin 90 1.00 1.00,1.00 0.070 1.00 1.00, 1.00 0.7
BNP 87 1.00 1.00, 1.00 <0.001 1.00 1.00, 1.00 0.9
CDC inflamasyon kriteri 90 1.96 1.40,2.89 <0.001 0.73  0.34,1.56 0.4
EF 85 0.88 0.82,0.94 <0.001 092 0.83,1.02 0.087
SARS-CoV-2 IgG 68 0.88 0.75,1.03 0.13 0.86  0.61,1.22 0.4
EDP (tedavi dncesi) 68 1.0 0.99,1.00 0.3

!OR = Tahmini rolatif risk, CI = giiven araligi

MIS-C hastaliginda duyarhiligini ve o6zgiilliigiinii degerlendirmek {izere
Receiver operating characteristic (ROC) egrisi CRP, ferritin ve EDP i¢in ayr1 ayri
olusturularak birbirleriyle kiyaslanmak {izere birlestirildi (Sekil 4.21). Saglikh
cocuklarla MIS-C’li ¢ocuklarin dahil edilerek MIS-C tanisinda bu biyobelirteglerin
giivenilirlikleri test edildi. Bu analiz i¢in saglikli cocuklarin CRP ve ferritin degerleri
negatif kabul edildi. MIS-C tan1 kriterlerinde ve bizim hasta grubumuzda CRP >3,0
mg/dl oldugu i¢in yanlis pozitifligi CRP’nin %0 olup egri altt alan1 (AUC) %
100°diir. Bu kendi iginde bir BIAS olusturmaktadir ve istatiksel bir anlam ifade

etmemesi yorumu yapilabilir.
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MISC’lilerde EDP’deki tedavi oncesi donemdeki diisiikliigiin MIS-C tanisi
koymada ayirt ediciligi yeterlidir. (AUC: 0,8704, %95CI: 0,80-0,94, p<0,0001). Oyle
ki MIS-C’li hastalardan rastgele secilen birinin EDP diizeyindeki diisiikliik %87
olasilikla tanit koydurucudur; bu da gelistirilen ELISA protokolii ile 6l¢iilen EDP

diizeylerinin tanisal yeterliligini ve dogrulugunu gostermektedir.
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Sekil 4.21. ROC analizi. Saglikli ¢ocuklar ve MIS-C’li hastalardaki CRP, Ferritin ve
EDP i¢in ayr1 ROC analizleri birlestirilerek olusturulmustur

ROC analizinden elde edilen duyarlilik ve oOzgiilliik degerleri kullanilarak
kesim noktasinin hesaplamasi yapildi. Her bir EDP kesim noktasi i¢in hesaplanan
duyarhilik ve 6zgiilliikk degerlerinin tekabiil ettigi en yiiksek Youden indeksi, en diisiik
Oklid mesafesi ve en diisiik birlesim indeksi degerleri belirlendi. Tablo 4.16’daki dzete
gore en uygun kesim noktalar1 olarak 166,6 ng/ml ya da 170,9 ng/ml EDP degerleri
kullanildiginda en az %90 ihtimalle MIS-C hastaligin1 6ngorebildigi goriildii.



Tablo 4.15. Kesim degerinin hesaplanmasinda kullanilan parametreler

84

Kesim | Duyar-hilik | Ozgiil-lik | Olabilir-lik | Youden Oklid Birlesim PPD |NPD (%)
noktas1 (%) (%) Orani indeksi mesafesi indeksi (%)
166,6 | 79,1 (64,8-| 86,7 (76,7- 6,0 65,8 24,8 8,3 90,4 52,2
88,6) 92,9)
170,9 | 79,1 (64,8-| 88,2 (78,5- 6,7 67,3 24,0 9,2 91,4 52,7
88,6) 93,9)

PPD: Porzitif prediktif deger; NPD: Negatif prediktif deger

Kontrol grubundaki 56 saglikli ¢cocugun yaris1 erkekti ve 224 ng/ml (IQR,
182,8-265,3) araliginda serum EDP diizeyleri dl¢iildi. Kalan 28 saglikli kiz hastada
EDP 219,1 ng/ml (IQR,177,4-271,1) olgiildii. Kontrol grubundaki SARS-CoV-2’ye

bagli pndmonisi olan ve solunum destegi ihtiyaci olan 9 hastanin ortanca 162.4 ng/ml

(IQR,130,2-201,7) olarak EDP diizeyi ol¢iildii.
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Sekil 4.22. Saglikli ¢ocuklarda cinsiyete gore 0-2, 3-5, 6-10, 11-18 yas gruplarinda
ortanca EDP diizeyleri

Saglikli cocuklar yas gruplar

ve cinsiyete ayrildiginda cinsiyetten

etkilenmedigi fakat 0-2, 3-5, 6-10, 11-18 yas gruplarinda her iki cinsiyette benzer

sekilde ortanca degerlerinin farklilik gosterdigi goriildii (Sekil 4.22). EDP’nin
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cocukluk doneminde yas aldikga azalan bir seyri olabilecegi diisiiniilerek
gruplandirmadan yas ekseninde ¢izgisel grafikle degerlendirildi. Buradan hareketle
saglikli cocuklarda yas alindikca EDP diizeylerinin cocuklarda cinsiyet fark
etmeksizin azaldig1 goriildii (Sekil 4.23). Yine ayni sekilde goriilecegi lizere EDP
degerinin, MIS-C kohortunun fenotiplere ayrilmadan bir biitiin halde tedavi
esnasinda ve poliklinik takipleri esnasinda aliman serum numunelerinde benzer
diisiisii gosterdigi goriildii. Yalniz tedavi oncesinde alinan MIS-C numunelerinde

EDP diizeyleri zaten yeterince diisiik oldugu icin yasla degisimi gézlenemedi.
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Sekil 4.23. MIS-C tanisiyla izlenen hastalarin tedavi Oncesi, tedavi esnasi ve
poliklinik takibinde alinan serum orneklerindeki EDP diizeyinin yas
ekseninde degerlendirilmesi ve saglikli ¢ocuklardan farki
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MIS-C hastalar1 6nce serumlarin alinma zamanina gore tedavi oncesi, tedavi

esnas1 ve poliklinik takip olarak ayrilip, ardindan da MIS-C fenotiplerine gére EDP

diizeyleri yas ekseninde degerlendirildiginde, KH benzeri fenotip diginda ates -

inflamasyon ile sok fenotipindeki hastalarda tedavi dncesi, tedavi esnasi ve poliklinik

takiplerinde hastalarin yasla beraber EDP diizeylerinin genel kohorttaki gibi diistiigii

gozlendi. KH benzeri grupta ise tedavi oncesi ve tedavi esnasinda EDP diizeyleri

yasla beraber artmakta iken poliklinik takiplerinde/ iyilestikten sonra diger ¢ocuklar

gibi

yasla EDP diizeyinin diisiisii izlendi (Sekil 4.24).
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5. TARTISMA

5.1. MIS-C

MIS-C 2020 Mayis ayinda tanimlandiktan sonra hasta sayisinin azligindan
dolay1r nadiren 100 hastanin {izerinde kohortlarla MIS-C’nin klinigi ve tedavisi
yorumlanilmaya c¢alisildi. Bu nedenle merkezler hasta populasyonlarini birlestirerek
yaymlama egilimindeydi. Best Available Treatment Study (BATS) gibi
konsorsiyumlar olusturulup hasta sayilar biriktikge daha fazla hasta sayisiyla farkl

caligmalar da yaymlandi [108, 109].

Hastalarin bagvuru aninda SARS-CoV-2 ile temasinin belirlenmesi tiim vaka
tanimlarinda ortak olan bir kriterdir. Essalami ve arkadaslarmin yaptigi meta
analizde 48 calismadan derledigi 3543 MIS-C’li hastanin SARS-CoV-2 enfeksiyonu
her ne kadar ¢alismalar fazlasiyla heterojen olsa da (P’= %90,26) ortalama %33
SARS-CoV-2 PCR porzitifligi oldugu, SARS-CoV-2 IgG pozitifliginin (7= %82,31)
ise %81 oldugu bulunmustur [110].

Calismamiza alman hastalarm hepsi DSO’niin tan1 kriterlerini tam olarak
kargilamaktaydi. Hastalarin %6’sinda  SARS-CoV-2 PCR pozitifligi ve tiim
hastalarda ELISA IgG pozitifligi mevcuttu.

BATS konsorsiyumunun [109] 39 farkli iilkeden 2009 MIS-C’li ¢ocugun
verisini retrospektif olarak degerlendirdigi calismasinda, ortanca yas 8 yil olup
hastalarin %59.3°1 erkekti. Atesten (%92,7) sonra karin agris1 %60,9 orantyla en sik
semptom iken bas agrisi %29,5 oraninda goriilmiistir. Kawasaki kriterlerini
karsilayan vakalar hastalarin %31.3” iine tekabiil etmektedir. Hastalar arasinda
ventilasyon, inotropik tedavi veya ECMO ihtiyact olan %26,6’s1dir. Jiang ve
arkadaglarinin  yaptigt MIS-C’nin  epidemiyolojisi ve kinik &zelliklerinin
degerlendirildigi ve 3194 hasta {izerinde yapilan meta-analizde [111] ortalama yas
8,1 + 2,37 olup, vakalarin %58,11°1 erkek cocuklardi. Ates hastalarin %90,85’inde
goriilmiis, spesifik olmayan GIS semptomlart %51,98, karin agris1 %48,97,
miyokardit %29,34 ve norolojik semptomlar vakalarin %?26,92’sinde rapor
edilmistir. Inkomplet KH kriterlerini vakalarin %18,67’si, komplet KH’yi %15,18si

karsilarken, %37,75’te sok prezentasyonu goriilmiistiir. Bu caligmalara benzer
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sekilde bizim ¢aligmamizda da ortanca yas 8 yil olup hastalarin %60’ erkek
oldugu tespit edildi. Atesi olmayan hasta olmayip, gastrointestinal sistemin %83 ile
en ¢ok etkilenen sistem oldugu gorildi. Onu %79 ile kardiyak tutulum takip
ederken organlar arasinda en az tutulanin %26 oranla SSS oldugu tespit edilmistir.
Hastalarimizin 34’1 (%37) KH kritelerini karsilamig olup inotrop ihtiyaci olan soklu
hastalar %41,1’dir. Bu baglamda hastalarimiz degerlendirildiginde GIS ve kardiyak
komplikasyonlarin daha siklikla goriildiigii sOylenebilir. Akut bobrek hasar1 (ABH)
oranini bulmay1 hedefleyen bir baska meta-analizde [42] ABH i¢in kaba oran %20

iken bizim kohortumuzda %16’ dir.

MIS-C tanimlandiktan hemen sonra Temmuz 2020°de Birlesik Krallik’taki
vakalarii yayinlanan ve klinik fenotiplendirme kriterlerini kullandigimiz Whittaker
ve arkadaslarinin 58 hasta ile yaptig1 ¢alismada [33] tiim ¢ocuklarda ates olup karin
agrist %53’linde goriilirken %22’sinde ise ABH goriilmiistiir. Fenotipik olarak
kiyaslandiginda hastalarin yarisinda sok goriilmiis olup, %22’si KH kriterlerini
karsilamis ve %40’inda sok veya KH ozellikleri olmaksizin ates ve inflamasyon
goriilmiistiir. Bu ¢alismada tiim hastalarda ortanca lenfosit sayis1 800/mm?, platelet
sayist 151.000/mm?, CRP 22,9 mg/dl ve ferritin 610 ug/L iken soklu hastalarda
lenfopeni ve trombositopeni daha derinlesmekte, CRP (32,1 mg/dl) ve ferritin (888
ug/L) degerleri daha da yiikselmektedir. Ates-inflamasyonla giden grupta ise
klinigin daha silik olmasiyla beraber lenfosit ve trombosit sayilaridaha yiiksek ve
gorece CRP ve ferritin degerleri diisiiktiir. Bu haliyle sok tablosundaki hastalar
bizim vaka serimizde yukarida bahsi gecen c¢alismalara benzer sekilde diger iki
fenotipten farkli olarak bisitopeni tablosuyla, yiiksek CRP ve ferritin diizeyiyle
karakterize iken, KH benzeri ve ates&inflamasyon fenotipleri de literatiirle uyumlu

ozellikler sergilemekteydi.

KH’nin en 6nemli komplikasyonu olan koroner arter anormalligi (Z-skoru
>2) MIS-C’de daha nadir goriilmektedir. BATS nin son yazisinda [109] herhangi bir
zaman diliminde saptanan koroner arter aneverizmasi (Z-skoru>2,5) %12,3 olarak
rapor edilmistir ki KAA prevalansinin %12,3’ten daha yiiksek olmasi
gerekmektedir. MIS-C tanimlandiktan sonra 2020 ve 2022 yillarinda yapilan iki
meta-analizde hipotansiyon oraniin %60 ve %64,5 olup ayni analizlerde ECMO

uygulanma prevelanst %6 ve 9%5,3 olarak raporlanmistir [34, 45]. Fransa ve
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Isvigre'deki 14 yogun bakim iinitesinden MIS-C'ye bagl akut kalp yetmezligi olan
35 hasta ile yapilan calismada LV ejeksiyon fraksiyonu (EF), dahil etme
kriterlerinden biri oldugu i¢in tiim hastalarda diisiik 6l¢iilmiis olmakla birlikte tigte
birinde ciddi EF diisiisii (EF <%30) gosterilmistir. Bu hastalarin %80’ine inotrop
destegi saglanmis ve 10 hastaya ECMO destegi verilmek zorunda kalindigi
raporlanmistir [112]. Bu pencereden bakildiginda c¢alismamizda sadece bir
hastamizda ECMO’ya ihtiya¢ duyulmasi1 ve yalnizca 4 hastada KAA gelisimi
gozlenmesi erken tedaviye baslama [113, 114]veya dogru immiinmodiilator

yaklagim [114, 115] ile iliskili olabilir.

MIS-C’de hematolojik tutulumun en dramatik hali hemofagositik
lenfohistiyositoz (HLH) ve makrofaj aktivasyon sendromudur (MAS). MAS ve
HLH’nin heniiz tam olarak patofizyolojik ayrimlari aydinlatilamamis olsa da
bozulmus sitotoksisitenin bir sonucu olan sitokin firtinasinin farkli iki formudur.
Inflamazom aktivasyonunu gosteren IL-18 ve IFN-y yolagmin aktivasyonunu
gosteren CXCL9’un birbirine oraninin HLH ve MAS vakalarinda farkli oldugu
gosterilmigstir. IL-18/CXCL9 oraninin <2,3’lin altinda olmasi1 ailesel HLH’yi
MAS’tan anlamli sekilde ayirmaktadir [116]. IFN-y disregiilasyonuna bagl
CXCL9’un yiikseldigi IL-18’in diistiigii ve MAS lehine bir ayrim oldugu MIS-C’de
de gosterilmistir [117, 118]. Ayrica bu orandan baska CXCL9un MIS-C’de 6nemli
bir biyobelirte¢ oldugunu gosteren giiclii kanitlar vardir [31, 49]. EULAR, ACR ve
PRITO’nun 2016’daki konsensusuna [14] gore; platelet < 181 x 10%1, aspartat
aminotransferaz (AST) > 48 U/, trigliserid > 156 mg/dl ve fibrinojen < 360 mg/dl
gibi laboratuvar degerlerinden en az ikisinin yaninda ferritin > 685 ng/ml olmas1
romatolojik bir hastalii olan pediatrik febril bir hastada MAS tanisini
koydurmaktadir. Tipik olarak MAS’da ates, degisen biling durumu, lenfoadenopati
ve hepatosplenomegali goriilmektedir. Sistemik JIA hastalar1 arasinda MAS
prevalansinin %10 kadar oldugu bilinmekle beraber, subklinik MAS’in JIA’li
hastalarda %30-40 oraninda goriilebilecegi son raporlarda bildirilmektedir [14].
Polanya’daki ulusal MIS-C kayit sistemindeki DSO kriterlerine uyan 274 MIS-C
hastasinin 59’unun (%22) MAS’1n laboratuvar kriterlerini karsiladig1 raporlanmistir

ve kohortumuzla benzer oranlar1 paylasmaktadir [52].
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5.2. EDP

MISC hastaliginda EDP’nin roliine dair literatiirde bir arastirma
bulunmamaktadir. Bu calismayla MIS-C hastalarinda EDP’nin roliinii anlamaya
caligtik. Tasarlayip tekrarlanabilirligini gosterdigimiz yarismalt ELISA protokolii ile
serumda diizeyi Olglilen EDP’nin MIS-C hastalarinda saglikli kontrollere gore
diistikliigi MIS-C hastalarinda tanisal olabileceginin bir gostergesidir. Bununla
birlikte ayn1 MIS-C hastalarinin hastanede ve taburcu olduktan sonra tedaviyle
beraber klinik ve laboratuvardaki iyilesmeyle beraber anlamli olarak EDP diizeyleri
de yiikselmektedir. Oyle ki taburculuk sonrasi tedavisiz izlenen MIS-C hastalari,
saglikli ¢ocuklar ve pndmonili ¢ocuklarin EDP diizeyleri arasinda fark olmayist
EDP’nin, MIS-C hastaliginin akut donemindeki roliinii bir kez daha ortaya
koymaktadir. MIS-C gibi ¢oklu organ tutulumuyla giden bir hastalikta, hastalardaki
EDP diistikliigi ile hi¢gbir semptom ve organ tutulumunun iligkilendirilememesi ve
fenotipten de bagimsiz olmast EDP’nin MIS-C’ye 6zgii bir biyobelirte¢ olabilecegi
ya da spesifik bir organ tutulumunu temsil etmeyen negatif akut faz reaktan1 gibi
davranan bir biyobelirte¢ olabilecegini diislindiirmektedir. EDP’nin saglikli
cocuklarda yas aldik¢a serumdaki diizeyinin diismesi, MIS-C’de tedavi almaya
basladiktan sonra klinik iyilesmeyle yiikselen EDP diizeylerinin de yas faktdriinden
etkilenerek serumda gorece diisik izlenmesi bulgularimizdaki tutarlig
kuvvetlendirmistir. ELISA protokoliimiizde kullanilan anti-tropoelastinlerin o-elastin
ve tropoelastini baglamasina dayanarak, MIS-C’lerdeki EDP’lerin diisiik olmasi,
MIS-C’nin akut bir hastalik olmasi ve uygun tedavi ile hizli rezoliisyon gdstermesi,
elastin turnovert igerisinde bu EDP’lerin degredasyonunun/breakdown olmadigin

hatta hiperinflamatuvar durum esnasinda tiiketildigini diisiindtirmektedir.

Anevrizmalarin olugmasinda EDP’nin roliine dair giicli kanitlar vardir.
EDP’nin kanda artis1t M1 tipi makrofajlar1 arttirarak M1/M2 oraninin artigina ve bu
yolak iizerinden de MMP-9’un artmasina neden olur. MMP-9’larin elastinlerin
yikiminda gorev almasiyla EDP kendi artisin1 beslemektedir. Bu dongiiniin roliiyle
abdominal aortada anevrizmalarin (AAA) gelisimi gozlenmistir [119]. Petersen ve
arkadaslarinin yaptigt [100] bir c¢aligmada a-elastin kullanilarak hazirlanan
ELISA’larla AAA olan hasta grubunda EDP diizeyleri arastirilmistir. Bu ¢alismada

EDP seviyelerinin riiptiire AAA’s1 olan hastalarda asemptomatik AAA’s1 olanlara
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gore anlamli derecede diisiik oldugu gdsterilmistir. Bu durumu yazarlar riiptiire
AAA'da matiir elastinin bozulmasiyla daha az EDP’nin tespit edilebildigiyle ya da
riiptiire AAA hastalarinda diisiik EDP seviyelerinin hemodiliisyona bagli olabilecegi
seklinde agiklamiglardir. Kardiyak patolojilerde anevrizma disinda aterosklerozun
belirlenmesinde de EDP’ler kullanilabilir. Ayni grubun aynt ELISA protokolii ile bir
sene sonra yayinladigi EDP caligmasinda [104], hem AAA’l1 hastalarda (n=10) hem
de semptomatik karotid stenozu (n=10) olan hastalarda EDP konsantrasyonlari,
sikayeti olmayan aterosklerozu olan hastalara (n=10) kiyasla anlamli derecede
yiiksek bulunmustur. Sadece biiyiik arterlerin etkilendigi hastaliklarda degil ayrica
EDP’nin yiikseliginin diyabetin mikrovaskiiler komplikasyonlarmin da habercisi
olabilecegi bildirilmistir [120]. Hasta popiilasyonumuzdaki KAA vakalarinin ¢ok az
olmasi, hastalarimizda AAA degil de KAA olmas1 ve ¢cok akut bir donemde serum
orneginin alinmig olmasi literatliirde daha dnce gosterilen anevrizma-EDP iligkisini
dogrulayamamistir. Bir yandan da bu calismalardaki hasta sayisinin az olusu ve
sadece bir c¢aligmada bilgisi verilen intraassay CV degerinin %40’1 bulmasi

caligmalarin sonuglarini tartismaya acik hale getirmektedir.

Tropoelastin EDP sentezinde prekiirsor oldugu icin anti-tropoelastinlerin
iiretimi, alfa-elastinler degredasyonla ortaya ¢iktig1 icin yikimi gosterir ve serumdaki
anti- tropoelastinin a-elastine orani, insanda elastin sentezi ve yikimi igin bir olgiit
olarak kullanilabilir ve kabaca elastin turnoverimi gosterir. Colburn ve arkadaslarinca
[121] yapilan bir ¢caligmada anti-o-elastin ve anti-tropoelastin diizeylerinin sistemik
sklerozdaki (SSc), romatoid artrit, sistemik lupus eritematozus, polimiyozit, vaskiilit
ve fibrozitlerden olusan konnektif bag doku hastaliklarinda ELISA ile ol¢iimii
yapilmis ve saglikli kontrollerle kiyaslanmistir. SSc hastalarinin diger bag dokusu
hastaliklar1 ve saglikli kontrollerle karsilastirildiginda anlamli diizeyde yiiksek anti-
alfa-elastin antikorlarinin oldugu ancak bag dokusu hastalifi olan hastalar ve
otoimmiin olmayan hastaliklara kiyasla daha diisiikk anti- tropoelastin antikor
seviyelerinin oldugu gosterilmistir. Anti-a-elastin antikorlarinin patofizyolojisini
tartigmak i¢in literatiirde c¢ok kisith bilgi oldugundan, kandaki diizeyleri bir
patolojinin bir parcast mi, yoksa fazla elastini dolasgimdan uzaklastirma
mekanizmasinin bir parcast mi oldugu net degildir ve agiklamak i¢in daha fazla

caligmaya ihtiyag¢ vardir.
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EDP’nin o6nemli kaynaklarindan biri cilttir. Deri tutulumuyla giden
romatolojik hastaliklarda da bir biyobelirte¢ adayi olabilecegi diisiliniiliip SSc
hastalarinda EDP diizeyleri Hong ve arkadaslar1 [99] tarafindan calisilmigtir. Bu
caligmada kullanilan yarismali ELISA protokoliinde aortadan elde edilen a-elastin ve
antikor olarak da anti-a-elastin kullanilmistir. SSc hastalarinda serum EDP ve anti-
elastin antikor diizeylerinin yas ve cinsiyet eslestirilmesi yapildiginda, saglikli
kontrol grubuna kiyasla SSc hastalarinda yiiksek oldugu gosterilmistir. Ayrica anti-
elastin antikor diizeyinin de calisildig1r yaygin kutanéz SSc'de ve anti-santromer
antikorun yoklugunda anti elastin antikorlarin arttig1 gdsterilmistir. Dahasi hastalik
stiresi arttikca EDP diizeylerinin arttigi bildirilmistir. MIS-C’nin akut bir hastalik
olmas1 ve uygun tedavi ile ates ve hiperinflamasyon yanitinda gerilemenin goriilmesi
ortalama 6 [109, 122] giindiir. Bu acgidan EDP diizeyinin artist kronisiteye
atfedilebilir. Saglikli kontrollerde yas ile EDP diizeyleri arasinda ters korelasyon

bulunmasi bizim hastalarimizdaki EDP’nin yasla diisiisiine de benzerdir.

Bu Dbulgulardan hareketle, MIS-C’de otoinflamatuvar izlerin ve
otoantikorlarin tespit edilmesi [31] nedeniyle diisiik bir ihtimal de olsa anti-elastin
antikorlarin MIS-C’de varligit EDP’lerin bu otoantikorlarla baglanmasina, epitoplarin
baglanmasiyla da bizim protokoliimiizde diisiik 6l¢iilmesine neden olmus olabilir.
Baska bir senaryoda ise cilt tutulumunun fibrozisle gittigi SSc’de denatiire olan a-
elastinlerin yiiksekligi gosterilmis oldugundan, MIS-C gibi hem cildi hem de
kardiyovaskiilopulmoner sistemi tutan ani gelisen bu hiperinflamatuvar durumun
kroniklesmemesi ve skar birakmadan hizlica iyilesmesi, o-elastinlerin
yiikselmeyisine acgiklik getirse de diistikliigiinii aciklamak i¢in elimizde ve literatiirde
yeterli veri yoktur. Bir diger yandan KH’de ve MIS-C’de artan TNF-o’ya bagh
MMP-9 aktivasyonu gergeklesip elastolizisi indiiklediginden, koroner arter
anevrizmalarinda ortaya ¢ikan biyoaktif EDP’dir [102, 123]. Tipik bir EDP (insan
tropoelastin dizisinde alti kez tekrarlanan VGVAPG) olmasina ragmen, EDP'lere
biyoaktivite kazandiran motif GXXPG’dir (X: herhangi bir amino asit) [124]. Bu
nedenle, bulgularimizdaki EDP diizeyinin hiperinflamatuvar durumda dipte olmasi,
inflamasyonun ¢oziilmesi ile yiikselme trendine girmesi, elastin yikiminda ortaya

cikan bu biyoaktif elastinlerin ¢esitliligine dair bir kanit olusturabilir.
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Elastinin iiretildigi bir baska yer de akcigerlerdir. Dillon ve arkadaslarinin
[125] pulmoner amfizemde EDP diizeylerini, pulmoner elastin kullanarak
gelistirdikleri ELISA protokoliiyle dlgtiikleri ¢aligmalarinda, EDP diizeyi pulmoner
amfizemli yetiskinlerde hastaliksiz gruplardan anlamli derecede yiiksek bulunmus ve
bu yiiksek EDP diizeylerinin toraks bilgisayarli tomografisi ile bakilan amfizem
skorlartyla korele oldugu gosterilmistir. Ayrica KOAH gibi hastalik durumlarinda da
akcigerlerde elastin yikimi artmakta ve bu hastalarda yiiksek EDP seviyeleri
goriilebilmektedir [126]. EDP diizeyinin SARS-CoV-2 pnémonili ¢ocuklardaki
diisiikliigi yarismali ELISA’da kullanilan insan aortasindan elde edilmis o-

elastinlerin protokolde kullaniliyor olusundan da kaynaklantyor olabilir.

Sonug olarak, bu ¢alismayla EDP’lerin kantitasyonunu hem serumda hem de
plazmada yiiksek dogrulukta ve kesinlikte yapabilen yeni bir yarigmali ELISA
protokolii tanimlanmigtir. Bu yeni tanimlanan ELISA protokolil ile diizeyi serumda
tayin edilen EDP, yiiksek duyarlilikla ve 6zgiil olarak MIS-C tanisinda ve tedavi
izleminde kullanima imkan vermektedir. MIS-C’nin yaninda, EDP’nin SARS-CoV-
2’ye bagl agir pnomonilerde de anlamli olarak saglikli ¢ocuklardan diisiik oldugu
gosterildiginden pndmonilerde ve KH basta olmak iizere diger hiperinflamatuvar
durumlarda da bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi diisiiniilebilir. EDP’nin MIS-
C’de negatif akut faz yanmitina benzer davramig goOstermesinin nedenlerinin

aydinlatilabilmesi i¢in daha ¢ok caligmaya ihtiya¢ vardir.
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6. SONUCLAR

Cocuklarda Coklu Sistemik Inflamatuvar Sendrom (MIS-C), genellikle
gegirilen SARS-CoV-2 enfeksiyonundan 2-6 hafta sonra yliksek ates,
halsizlik, cilt bulgular1 ve mukokutandz degisiklikler ile kendini belli
eden, siklikla sok ve gastrointestinal sistem bulgularmin 6n planda
oldugu birden fazla organi tutan, hayati tehdit eden hiperinflamatuvar bir
sendromdur. Tanis1 klinik ve gecirilmis SARS-CoV-2 enfeksiyonun
gosterilmesi ile konulmakta fakat hastalia Ozgii tanimlanmis bir
biyobelirte¢ bulunmamaktadir. Damar duvarinin en énemli bileseni olan
elastisiteyi ve tonusu saglayan elastinler ve elastin tiirevi peptidlerin
(EDP) onemli bir biyobelirte¢ vazifesi gorebilecegi diisiintilerek,
EDP’leri tayin emek iizere, biyobelirte¢ arastirmalarinda siklikla
kullanilan ucuz, pratik, hizli ve yiiksek 0zgiinliikte sonuc verebilen
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) protokolii olusturmay1 ve
MIS-C’nin tanisinda ve prognozun belirlenmesinde bu protokoliin ve
EDP’nin yerini aragtirmay1 hedefledik.

Bu amagla oncelikle EDP o6l¢iimii i¢in yarismali indirekt ELISA
protokolii gelistirilmistir. Bu optimize edilmis protokol intra-assay
CV’si %1,96 ve inter-assay CV’si %7,64 kesinlikte serum Orneklerinde
Olciim yapabilmektedir. Ayrica serumda bire sekiz diliisyonda dahi
giivenilir geri kazanim ytiizdeleri ile kullanima elverislidir.

Caligmaya toplamda 90 MIS-C tanisi olan hasta dahil edilmistir. Klinik
fenotiplerine gore ayrildiginda 19 (%23) hasta ates - inflamasyon, 34
(%36) hasta KH benzeri klinik ve 37 (%40) hasta sok ile bagvurmustur.
Kontrol grubuna saglikli katilimeilardan olusan 56 ¢ocuk ve altta yatan
hastaliklar1 olan ve solunum destegi ihtiyaci gelismis SARS-CoV-2’ye
bagli agir pmomonisi olan 9 ¢cocuk alinmigtir.

MIS-C hastalarinda en sik semptom %100 ile ates olup ardindan %80
oraninda konjonktival kizariklik gortilmistiir. Organ tutulumlarina
bakildiginda %83 oraninda ve en sik olarak gastrointestinal sistemin en

sik tutulan organ olarak One ¢iktig1 goriilmekteydi. Ardindan hastalarin
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%79’unda kardiyak tutulumun oldugu goriildii. Ayrica ates &
inflamasyon fenotipinde hastalarin yarisinda, KH benzeri fenotipte her 4
hastanin {i¢iinde ve sokta ise tiim hastalarda kardiyak tutulum vardu.
MIS-C’de tam kan sayiminda lenfopeni ve trombositopeni goriiliirken,
inflamatuvar belirteclere bakildiginda CRP, ferritin, ESH, prokalsitonin
ve IL-6’daki yilikselmeler dikkat ¢ekiciydi. Hastalik ciddiyetinde, sokun
Oonemli bir prezentasyon olmasi nedeniyle CRP, ferritin ve prokalsitonin
sok hastalarinda diger fenotiplerle kiyaslandiginda anlamli diizeyde
yiiksekken, ESH ve IL-6’daki ylikselmede fenotipler arasinda anlamli
bir fark yoktu.

MIS-C’li hastalarin bagvurusunda troponinin degeri yiiksek olan 36
(%40) hasta ve BNP degeri yiiksek olan 59 (%66) hasta vardi.
Ekokardiyografik degerlendirmede hastalarin hemen hemen yarisinda
kapak yetmezligi tespit edilirken, beste birinde perikardiyal efiizyon
gorlilmiistiir. Kardiyak degerlendirme i¢inde biitiin bulgular ve sonuglar
sok hastalarim1 anlamli diizeyde diger fenotiplerden ayirmaktaydi.
Hastanede yatis esnasinda sadece 4 hastada koroner arter anormalligi
(Boston Z-skoru>2) goriildii. Hastalardan yalnizca biri ECMO’ya girdi
ve bu hasta dahil hi¢bir hasta eksitus olmadi. Bu hastalarin ilk poliklinik
kontrollerindeki ekokardiyografik degerlendirmede tiim dilatasyonlarin
diizeldigi gorildii.

MIS-C tanili hastalardan tedavi Oncesi ve sonrasi farkli zamanlarda
alinan serum Orneklerinde ve kontrol grubu olarak secilen saglikli
cocuklarin ve pnomonili ¢ocuklarin serum 6rneklerinde EDP diizeyleri
yeni gelistirilen yarigmali indirekt ELISA protokolii ile dl¢tilmiistiir.
Tiim MIS-C hastalarinin EDP diizeyleri fenotipik olarak tedavi oncesi
alinan serum numunelerinde her bir fenotipin saglikli ¢ocuklarla
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu, fakat fenotipler arasinda
anlamli bir fark olmadigi goriildii. Tedavi esnasi ve poliklinik takip
zamanlarinda aliman serum Orneklerinde EDP diizeyinin MIS-C’nin

fenotipleri arasinda fark gozlenmedi.
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Hastalardaki tedavi oncesi EDP diisiikliigii ile higbir semptom ve organ
tutulumulunun iliskilendirilememesi ve fenotipten de bagimsiz olmasi
EDP’nin MIS-C’ye 6zgii bir biyobelirteg¢ olabilecegi ya da spesifik bir
organ tutulumunu temsil etmeyen negatif akut faz reaktani olabilecegini
diistindiirmektedir.

MISC’lilerde EDP’deki tedavi oncesi donemdeki diistikliigiin MIS-C
tanis1 koymada ayirt ediciligi yeterliydi (AUC: 0.87). Oyle ki MIS-C’li
hastalardan rastgele secilen birinin EDP diizeyindeki diisiikliik %87
olasilikla tant koydurucudur; bu da gelistirilen ELISA protokoli ile
Ol¢illen EDP diizeylerinin tanisal yeterliligini ve dogrulugunu
gostermektedir.

Cocuklarda SARS-CoV-2’ye bagh agir pnomonide de EDP diiz
diistikliik olsa da MIS-C’deki kadar tanisal degildir, aralarinda anlaml
fark vardir.

MIS-C hastalar1 6nce serumlarin alinma zamanima gore tedavi dncesi
tedavi esnas1 ve poliklinikte takip olarak ayrilip, ardindan da MIS-C
fenotiplerine gére EDP diizeyleri yas ekseninde degerlendirildiginde,
KH benzeri fenotip disinda ates-inflamasyon ile sok fenotipindeki
hastalarda tedavi Oncesi, tedavi esnast ve poliklinikteki takiplerinde
hastalarin yagla beraber EDP diizeylerinin genel MIS-C ve saglikli
cocuk kohortundaki gibi diistiigii gozlendi. KH benzeri grupta ise tedavi
oncesi ve tedavi esnasinda EDP diizeyleri yasla beraber artmakta iken
poliklinik takiplerinde/ iyilestikten sonra diger ¢ocuklar gibi yasla EDP
diizeyinin diisiisl izlendi.

EDP diizeyindeki diisiikligiin hiperinflamatuvar durum ya da sitokin
firtinasi ile mi iliskili yoksa MIS-C’ye 6zgii mii oldugunun aragtirilmasi
ve klinik kullanimdaki etkinliginin gosterilmesi ic¢in sepsis, viral
enfeksiyonlara ikincil gelisen hemofagositik sendrom, KH ve KH’ye
ikincil gelisen MAS’m  kontrol grubu oldugu yeni bir ¢aligma

planlanabilir.
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