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OZET

BAL TOPCU, E. D., Kistik Fibrozis Hastalarinin Alevlenme ve Remisyon Donemleri Plazma
Sfingomyelin ve Seramid Diizeylerinin S1vi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi ile Belirlenmesi
ve Bazi inflamasyon Belirtecleriyle iliskisinin incelenmesi. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi,
Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Uzmanlik Tezi. Ankara, 2018.

Kistik fibrozis (KF); beyaz irkin en sik rastlanan otozomal resesif gegisli genetik hastaligidir. KF’de
multisistemik bir tutulum olmasina ragmen, akcigerlerde mukus viskozitesinin artmasi, mukosiliyer
klirensin bozulmasi ve buna bagli meydana gelen kronik akciger infeksiyonlar1 mortalitenin en sik
sebebidir. KF akciger hastalig1 patogenezi hakkinda bir¢ok hipotez vardir. Lipitlerle olan iliskisi ise
anlasilamamistir. Sfingolipit metabolitlerinden olan sfingomyelin (SM) ve seramid (SER)’ler birgok
hiicresel olayda rol oynar. Lipit metabolizmasindaki bozukluklar birgok hastaligin patogeneziyle
iliskilendirilmis ancak, SER ve SM’lerin hangi patofizyolojik siireglerde ve nasil rol aldiklart
aydinlatilamamistir. YKL-40, makrofajlardan salgilanan kitinaz benzeri bir glikoproteindir. Fizyolojik
rolii tam bilinmemektedir. Kronik inflamasyonda rol aldig1 diisiiniilmektedir. Kitotriozidaz da aktif
makrofajlardan salgilandig1 i¢in inflamatuvar bir protein olarak degerlendirilebilir. KF tanis1 almis
hastalardan, pulmoner alevlenmeyle servise yatisi yapilan hastalarin alevlenme, antibiyotik tedavisi
sonrasi taburculuk dénemi ile taburcu olduktan sonra ilk 3 ay i¢indeki kontrole geldiklerinde alinan tam
kan orneklerinden elde edilen plazmalarda, hastalik seyri boyunca sfingolipit metabolitleri ile
inflamasyon diizeyini degerlendirmek amaciyla YKL-40 ve kitotriozidaz aktiviteleri 6l¢iildii. Sonuglar
benzer yas araligindaki saglikl bireylerle kiyaslandi. Eriskin KF hastalarinin alevlenme ve taburculuk
donemi tim SM ve SER diizeyleri ile kontrol donemi 16 SM harig tiim SM ve SER diizeyleri saglikli
kontrole gore anlamli diigiik bulundu ( p<0,001 ve p<0,05). Cocuk KF hastalarinin alevlenme donemi
16 SM, 18 SM, 24 SM, SER 22 ve SER 24, taburculuk dénemi 18 SM, 24 SM, SER 18, SER 20, SER
22 ve SER 24 ile kontrol dénemi 18 SM, 24 SM ve 24 SER diizeyleri saglikli kontrole gére anlaml
disiik bulundu (p<0,001 ve p<0,05). Eriskin ve ¢ocuk KF hastalarmin YKL-40 diizeyleri tiim
donemlerde saglikli kontrole gére anlamli yiiksek bulundu (p<0,001 ve p<0,05). Ayrica erigkin KF
hastalarinin alevlenme donemi FEV1<50 olanlarin FVC (r:-0,64 ve p<0,05) ve FEV1 (r:-0,64 ve
p<0,05) degerleri ile ¢ocuk hastalarin alevlenme donemi FVC (r:-0,70 ve p<0,05) ve FEV1 (r:-0,72 ve
p<0,05) degerleri ayn1 donem YKL-40 diizeyleri ile negatif yonde korele bulundu. Erigkin KF
hastalarinin kitotriozidaz aktiviteleri tim donemlerde saglikli kontrole goére anlamli yiiksek iken
(p<0,05), ¢ocuk KF hastalarinin kitotriozidaz aktiviteleri tiim dénemlerde kontrolle benzer bulundu.
Hem ¢ocuk hem de eriskin hastalarda, SER, SM ve YKL-40 diizeyleri ile kitotriozidaz aktiviteleri
hastaligin donemleri arasinda anlamli farklilik g6stermedi. Verilerimize gore, Kistik fibrozis
transmembran regiilator (KFTR) mutasyonu sonucunda sfingolipit metabolizmasiin degistigi agiktir.
KFTR bozuklugunun vezikiiler pH asidifikasyonunu bozdugu ve asidik pH’da etkin olan asidik
sfingomyelinaz (aSMaz)’1n aktivitesini azalttig1 bilinmektedir. Bu sebeple KF hastalarinda SER ve SM
iiretimi kisitlanmis olabilir. Ayrica glutatyon (GSH) transportu KFTR bagimlidir. KFTR mutant hiicre
hatlarinda, normal hiicrelere gére GSH diizeylerinin daha yiiksek oldugu, yiiksek GSH diizeylerinin ise
akcigerlerde SER iiretimini inhibe ettigi gosterilmistir. Literatiire gére KF'deki yiiksek intraseliiller GSH
konsantrasyonlar1 SMase yoluyla SER sentezinde azalmaya yol agiyor olabilir. SM ve SER tiirleri
saglikli kontrolle kiyaslandiginda ortaya ¢ikan anlaml farkliliklar, eriskin hastalarda, ¢ocuk hastalara
gore daha fazla ve daha belirgindir. Bu durum, erigkin hastalarin yiiksek yas dolayisiyla kronik hastalik
yiikiinii daha fazla tagimalar1 ve bu nedenle sfingolipit metabolizmalarinin daha fazla etkilenmis
olabilecegi ile agiklanabilir. Kitotriozidaz aktivitesi, eriskin hastalarin tiim dénemlerinde saglikli
kontrole gore anlamli yiiksek iken, c¢ocuk hastalarla saglikli bireylerin arasinda anlamli farklilik
olmamasi, kitotriozidaz aktivitesinin, yasca biiyiik hastalarda kronik inflamasyonu daha iyi yansittigini
diistindiirmektedir. YKL-40’1n hem erigkin hem ¢ocuk hastalarda her 3 dénemde de saglikli kontrole
gore anlaml yiiksek olmasi ve solunum fonksiyon testleri ile negatif yonde korele olmasi, YKL-40’1n,
KF hastalarinda pulmoner fonksiyon takibinde degerli olabilecegini ortaya koymustur. SER, SM ve
YKL-40 diizeyleri ile kitotriozidaz aktivitelerinin hastaligin donemleri arasinda anlamli farklilik
gostermemesi, hastalik takibi agisindan faydali olmayacag1 sonucunun yanisira, arastirmanin daha ¢ok
hastayla yapilmasi gerekliligini diisiindiirmiistiir.

Anahtar kelimeler: Kistik fibrozis, Seramid, Sfingomyelin, YKL-40, Kitotriozidaz aktivitesi



ABSTRACT

BAL TOPCU, E. D., Determination of Plasma Sphingomyelin and Ceramide Levels by Liquid
Chromatography-Tandem Mass Spectrometry and Investigation of the Relationship With Some
Inflammatory Markers in Cystic Fibrosis Patients During the Pulmonary Exacerbation and
Stable Period. Hacettepe University Faculty of Medicine, Department of Medical Biochemistry
Thesis. Ankara, 2018.

Cystic fibrosis (CF) is the most common autosomal recessive genetic disorder of caucaisan population.
Despite the multisystemic involvement in CF, increased mucus viscosity in the lungs, deterioration of
mucociliary clearance and consequent chronic lung infections are the most common causes of mortality.
There are many hypotheses about the pathogenesis of CF lung disease. CF’s relationship with lipids is
not understood. Sphingomyelin (SM) and ceramide (C) are sphingolipid metabolites which play a role
in many cellular events. Disorders in lipid metabolism have been linked to the pathogenesis of many
diseases, but it has not been elucidated in which pathophysiological processes and how C and SM are
involved. YKL-40 is a chitinase-like glycoprotein secreted from macrophages. It is physiological role
is not known yet. It is thought to have been involved in chronic inflammation. Chitotriosidase can also
be evaluated as an inflammatory protein because it is secreted from active macrophages. Plasma samples
were obtained from whole blood collected from CF patients who were hospitalized with pulmonary
exacerbation during exacerbation, discharge after antibiotic treatment and control within the first 3
months after discharge period. In these plasma samples, YKL-40 and chitotriosidase activities were
measured in order to evaluate the level of inflammation. C and SM levels were measured in order to
observe changes of sfingolipid metabolites during disease course. The results were compared to healthy
individuals of similar age range. Except the 16 SM level of the control of the adult CF patient group;
all plasma SM and C levels in exacerbation, discharge and control were significantly lower when
compared to healthy controls (p<0.001 and p<0.05). For the children with CF in exacerbation 16 SM,
18 SM, 24 SM, C 22, C 24, in discharge 18 SM, 24 SM, C 18, C 20, C 22, C 24 and control period 18
SM, 24 SM, C 24 levels were significantly lower than healthy controls (p<0.001/p<0.05). YKL-40
levels of adult and pediatric CF patients were significantly higher than healthy controls at all periods
(p<0.001/p<0.05). In addition, FVC and FEV1 values of pediatric patients (FVC: r:-0.70, p<0.05/FEV1:
r:-0.72, p<0.05) and adult CF patients with FEV1<50 (FVC: r:-0.64, p<0.05/FEV1: r:-0.64, p<0.05) in
exacerbation period were found to correlate negatively with YKL-40 levels in the same period. The
chitotriosidase activities of adult CF patients were significantly higher than healthy controls at all
periods (p<0.001/p<0.05), the chitotriosidase activities of pediatric CF patients were not significantly
different from healthy controls in any of the periods. C, SM and YKL-40 levels and chitotriosidase
activities did not show any significant difference between the periods of the disease According to our
data, it is clear that the sphingolipid metabolism changes as a result of the cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator (CFTR) mutation. It is known that CFTR disorder impairs vesical pH
acidification and reduces the activity of acidic sphingomyelinase (Smase), which is active at acidic pH.
For this reason, C and SM production may be restricted in CF patients. The glutathione (GSH)
transporter is CFTR dependent. In CFTR mutant cell lines GSH levels are shown to be higher than
normal cells. Another study showed that high levels of GSH inhibited C production in the lungs. High
intracellular GSH concentrations in CF according to the literature may be leading to a decrease in C
synthesis via Smase pathway. Significant differences in SM and C types compared to healthy controls
are more pronounced in adult patients than children. This can be explained by the fact that adult patients
are more exposed to the burden of chronic illness due to their older age, and thus their sphingolipid
metabolism may be more affected. Chitotriosidase activity was significantly higher in all periods of
adult patients than in healthy controls, but not significantly different in children compared to healthy
controls. This suggests that chitotriosidase activity reflects chronic inflammation better in older patients.
YKL-40 was found to be significantly higher in both adult and pediatric patients than healthy control in
all three periods, and negative correlation with pulmonary function tests suggests that YKL-40 may be
valuable in following pulmonary function in CF patients. C, SM and YKL-40 levels and chitotriosidase
activities do not differ significantly between the periods of the disease suggests that the research should
be done with more patients besides the result that would not be beneficial for the follow-up of the
disease.

Key words: Cystic fibrosis, Ceramide, Sphingomyelin, YKL-40, Chitotriosidase activity
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SIMGELER ve KISALTMALAR

ABC : ATP-baglayici kaset proteini

ABC - Avidin-biyotin peroksidaz kompleks

AMCaz : Asidik memeli kitinazi

APCI :Atmosferik basingl kimyasal
Iyonizasyon

aSMaz . Asit sfingomyelinaz

ATP : Adenozin trifosfat

B. cepacia : Burkholderia cepacia

BAL : Bronkoalveoler lavaj

BKI : Beden Kitle Indeksi

BLT-1 : Lokotrien B-4 Reseptor

C : Karbon

CAMP : Siklik adenozin monofosfat

CFF : Kistik Fibrozis Vakfi

cGMP : Siklik guanozin monofosfat

CHIT1 - Kitotriozidaz

Cr : Klortiir

COX-2 : Siklooksijenaz

CRMS : KFTR-iliskili Metabolik Sendrom

CRP : C-reaktif protein

CSF : Koloni stimule edici faktor

DIiOS : Distal intestinal  obstriiksiyon
sendromu

DNA : Deoksiriboniikleik asit

dSu : Distile su

E. coli : Escherichia coli

EDTA : Etilendiamin tetraasetik asit

El : Elektron iyonizasyonu

ENaC : Epitelyal sodyum kanali

ER : Endoplazmik retikulum
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HCO3"”
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HRP
IFN-y
IL-1B
IRT
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v
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KFTR
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LC-MS/MS

LPS
LTB4
m/z
MA
MAPK

: Elektrosprey iyonizasyon
: Fumonisin B1
- 1. saniyedeki zorlu ekspiratuvar hacim
: Zorlu vital kapasite
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: Gastrointestinal sistem
. Graniilosit makrofaj koloni stimule
edici faktor
: Glutatyon
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: Haemophilus influenzae
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: Yiiksek performansli likit kromatografi
: Horse radish peroksidaz
: Interferon-gama
: Interlokin-1 beta
: Immunreaktif tripsinojen
: Internal Standart
: Intravensz
- Kistik fibrozis
Kistik ~ Fibrozis = Transmembran
Regiilator
- Likit kromatografi
:Stvi kromatografisi-tandem  kiitle
spektrometresi
. Lipopolisakkarit
: Lokotrien B4
: Kiitle/Yik
: Molekiil agirlig
: Mitojen aktive protein kinaz
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MCP-1 : Monosit kemoatraktan protein-1
MRSA : Metisiline direngli S. aureus
MS : Kiitle spektrometresi

MS/MS : Tandem Kiitle Spektrometresi
Na* : Sodyum

NAC : N-asetilsistein

NaCl : Sodyum kloriir

NADPH : Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
NBA : Niikleotid baglayici alan

NF-«kf3 : Niikleer faktor kappa-beta

NK : Dogal 6ldiiriicii hiicre

NPF : Nazal potansiyel farki

NPLC : Normal faz sivi kromatografi
oDS : Oktadesil silika

OGTT : Oral glukoz tolerans testi

OR : Otozomal resesif

ORMDL3 : Orosomukoid benzeri-3

P. aeruginosa : Pseudomonas aeruginosa
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PKA : Protein kinaz A
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uv
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1. GIRIS ve AMAC

Kistik fibrozis (KF), beyaz irkta sik goriilen otozomal resesif (OR) gecisli
genetik bir hastaliktir. Goriilme sikligi 1/2000-3500 canli dogumda bir, tasiyicilik
orani ise 1/25 olarak bilinmekte ancak, hastalik insidansi popiilasyonlar arasinda
farklilik gostermektedir [1]. Ulkemizde akraba evliliklerinin sik olmasindan dolay1
insidansinin daha yiiksek oldugu diisiiniilmektedir. KF geni 7q31.3’de lokalizedir. KF
geninden 1480 amino asitlik kistik fibrozis transmembran regulatér (KFTR) olarak
adlandirilan bir protein sentezlenmektedir [2]. KFTR proteini, epitel dokuda sivi ve
elektrolit transferi yapan ABC (ATP baglayic1 kaset proteini) transporter ailesinin
tiyesidir [3] ve epitel hiicresinin apikal membraninda siklik adenozin monofosfat
(cAMP) bagimli bir iyon kanalidir. Dogrudan klor (C1 ) tasinmasinin yanisira, sodyum
(Na*) ve bikarbonat (HCO3)) transportunda da rol oynar [4, 5].

KFTR mutasyonlari1 sonucunda akciger, pankreas, karaciger, bagirsak, ter bezi
ve epididim gibi organlar1 déseyen epitel hiicre membraninda CI transportu bozulur.
Sekresyonlarin niteligi degisir. Dehidratasyona bagli mukus viskozitesi artar, bu da
duktuslarda  obstriiksiyonlara sebep olur. Hiperviskoz materyal bakteri
kolonizasyonuna zemin hazirlayarak, inflamasyon ve infeksiyonla sonuglanan bir kisir
dongliye neden olur [6]. KF’deki akciger tutulumunun onemli bir ozelligi de
akcigerlerin bazi 6zel patojenlerle kolonize olmasidir. Bu mikroorganizmalar kronik
dénemde hasar yaratabilir ya da zaman zaman akut pulmoner alevlenme bulgularina
neden olabilirler [1]. Giderek hasar goren akciger dokusunda fibrozis ve bronsektazi
gelisir. Tleri dénemde solunum yetmezligi meydana gelir. Pulmoner yetmezlik, KF’e
bagl 6liimlerin yaklasik %80’ini olusturur [7].

Biyokimyasal anormallikler, klinik bulgulardan sonra tedavi yanit1 ve hastalik
izlemi igin 6nem tasir. KF’deki pulmoner alevlenmenin tani ve tani kriterlerinde kesin
kabul edilen ortak bir fikir birligi yoktur [8]. Bu nedenle hastaligin pulmoner
alevlenme donemleri ile remisyon donemlerindeki olasi biyokimyasal degisiklikleri
saptayabilmek ve mekanizmasini anlamak, hem pulmoner alevlenmeyi tanimlama ve
ayirt etmek ile ilag tedavisinin takibinde hem de ilag arastirmalarinda yeni hedeflerin

ortaya konmasinda énemli olabilir.



Hiicre zar esas olarak sfingolipit, kolesterol ve gliserofosfolipitlerden olusur.
Sfingomyelinaz (SMaz)’lar sfingomyelin (SM)’i hidroliz ederek seramid (SER)’i
olusturur. Saglikli akcigerde sfingomyelin, asidik SMaz (aSMaz) ile SER’e
doniisiirken, olusan SER de asit seramidaz ile sfingozine doniismektedir. KF
hastalarinda, solunum yollarindaki asir1 mukus iiretiminin sorumlusu olarak SER
metabolizmasindaki degisimlerin 6nemli oldugu disiiniilmektedir [9, 10]. KF’de
aSMaz-SER disregiilasyonu oldugu ve bunun kronik Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa) infeksiyonu ile iligkili oldugu belirtilmistir [11]. KF’de sfingolipit
metabolizmas1 bozulmaktadir ancak, bu konuda yapilan arastirmalarin birbiriyle
celisen yonleri vardir. KF’li insan ve hayvan solunum yollar1 epitel hiicreleri veya
akciger dokularinda SER diizeyleri ¢ogu caligmada yiiksek bulunmus olsa da [12-16],
normale gore diisiikk bulan ¢alismalar [17, 18] da mevcuttur. SER’in fonksiyonlari,
dokuda birikimi veya plazmada disiisic gibi bulgularin mekanizmasi tam
aydinlatilamadigi gibi, hangi SER tiiriiniin, hangi patofizyolojik siiregte ve nasil rol
aldig1 bilinmemektedir.

YKL-40, glikozil hidrolaz ailesine ait kitinaz 3-benzeri protein 1 veya insan
kikirdak glikoproteini-39 (HCGP-39) olarak adlandilan bir proteindir. Makrofajlar,
kondrositler ve bazi kanser hiicreleri tarafindan salgilanir. Kronik inflamasyon, doku
yenilenmesi ve hiicre biiylimesinde rol aldigi diistiniilmektedir. YKL-40’1n aktif
bolgesindeki mutasyondan dolay1 kitinaz aktivitesi yoktur. Fizyolojik rolii heniiz tam
bilinmemektedir. Fakat inflamatuvar hastaliklarda rolii oldugu distiniilmektedir. KF
hastalarinda arttigin1 bildiren yayinlar vardir [19-21].

Kitin, 1,4- N-asetil glukozamin yap1 tagsindan olusan bir glikopolimerdir. Diger
ad1 glikozil hidrolaz olan kitinaz enzim ailesi ise, kitin ve kitin benzeri proteinlerin
yikimindan sorumlu 18 iiyeye sahiptir. Bunlardan insanda bulunanlar; kitotriozidaz,
asidik memeli kitinaz, oviduktin, HcGP-39/YKL-40 ve YKL-39’dur. Kitotriozidaz,
Kitinaz protein ailesinin 18 iiyesinden biridir ve aktif makrofajlardan salgilanarak kitini
hidrolize eder. Arastirmalar kitotriozidaz aktivitesinin immiin yanitla iligkili oldugunu
desteklemektedir. Aktif notrofiller Kitotriozidaz enzimini ekstraselliiler sivi ortaminda
agifa cikarirlar. Interferon-gama (IFN-y) ve tiimdr nekroz faktor-alfa (TNF-a) ile

aktive olan makrofajlardan salindigi i¢in inflamatuvar bir protein olarak



degerlendirilebilir. Akut inflamatuvar fazda saptanmaz, bu nedenle kronik
inflamatuvar yanitta degerlendirilmelidir [22].

Bu c¢alisma ile KF tanisi almis ¢ocuk ve eriskin hastalardan; pulmoner
alevlenme endikasyonuyla servise yatisi yapilan hastalarin alevlenme, antibiyotik
tedavisi sonrasi taburculuk ile taburcu olduktan sonra ilk 3 ay i¢cinde kontrole geldikleri
donemde alinan tam kanlarindan elde edilen plazmalarda, hastalik seyri boyunca,
sfingolipit metabolizmasini anlamak ve inflamasyon diizeyini degerlendirmek
amactyla SER, SM, YKL-40 diizeyleri ile kitotriozidaz aktivitelerinin ol¢lilmesi ve
sonuclarin saglikli bireylerle kiyaslanmasi planlanmistir. Boylece literatiirden farkl
olarak arastirmaya ilk kez hem ¢ocuk hastalar dahil edilmis hem de hastalarin 3 farkli
klinik siirecini degerlendirerek KF’deki sfingolipit metabolizmas1 ve inflamatuvar

biyobelirteglerle olan iliskisini daha iyi anlamak hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kistik Fibrozis

2.1.1.Kistik Fibrozis ile Tlgili Genel Bilgiler

KF, ozellikle cocuklari, giderek artan bir oranda erigkinleri de etkileyen
multisistemik bir hastaliktir [23]. KF’deki esas morbidite ve mortalite nedeni, hava
yollarindaki siddetli obstriiksiyon, infeksiyon ve kronik inflamasyonun kisir dongiisii
ile karakterize olan akciger degisiklikleridir [24].

Cocukluk ve erken genglik ¢aginin ekzokrin pankreas yetmezliginin ve bu yas
gruplarindaki nazal polip, pansinuzit, rektal prolapsus, non-ketotik insulin bagiml
hiperglisemi ve biliyer sirozun ¢ogunun sorumlusudur [25].

KF’in literatiire yayilmasi, 1650 baslarinda, mekonyum ileusu olan
yenidoganlarla, karakteristik pankreas ve akciger tutulumlari olan ¢ocuklara yonelik
sayisiz referanslarla baslamistir [25]. Ancak ilk kez 1930’larin sonlarinda belirgin bir
klinik durum olarak tanimlanmistir. 1938’de hastalik ilk rapor edildiginde solunum
yollar1 ve gastrointestinal sistem (GIS)’de bol miktarda viskéz mukus gozlendiginden
hastalik ilk asamada mukoviskozidozis olarak isimlendirilmistir [26].

1949°da Lowe ve ark. KF’in OR kalittimina dayanarak, hastaligin tek bir gen,
dolayisiyla tek bir proteindeki defektten meydana geldigini ileri siirmislerdir [27].
Molekiiler mekanizmanin karakterizasyonu ve bu proteinin tanimlanmasi igin
girisimlerde bulunulmustur [28]. Quinton, KF hastalarinin terlerindeki yiiksek tuz
miktar1 ile ter bezlerindeki sivi ve elektrolit transportundaki anormalligi ortaya
koymus, bu hastalarin ter bezi kanallarinin C1 e gegirgen olmadigim tespit etmistir
[29]. KF hastalarinin havayolu epitel ve nazal epitel hiicrelerinde yapilan arastirmalar,
membran patch-clamp analizleri akcigerlerdeki plazma membran Cl gegirgenliginde
defekt oldugunu kesin bir sekilde kanitlamistir [30-33]. Diinya g¢apinda bir¢ok
laboratuvar tarafindan dogrulanan bu bulgular, akciger ylizeyindeki apikal membran
veya glandular epiteldeki defektif ClI' kanallarinin, KF’deki solunum yetmezligi ve
diger klinik bulgular1 agiklayabilecegi hipotezine yol agmistir [28]. KF’deki anormal
Cl transportu kesfedildikten sonra, Collins, Riordan, Tsui ve ark. KF proteini

yapisindaki herhangi bir 6n bilgiden bagimsiz olarak, hastaliga neden olan geni tespit



etmiglerdir [34-36]. Yapilan dlglimler sonucu, tahmin edilen protein dizisi, diger iyon
kanallarina benzemedigi i¢in bu gen {iriinii KFTR olarak adlandirilmistir [28]. KFTR,
bir¢cok organin epitel hiicresinin apikal membraninda cAMP bagimli bir iyon kanali
olup, dogrudan CI tasmnmasinda rol oynar. C1 haricinde Na* ve HCO3 transportunda
da rol oynar [4, 5].

KF; KFTR proteini kodlayan gende meydana gelen mutasyonlar sonucunda
ortaya ¢ikmaktadir. Simdiye kadar 1500°den fazla KFTR mutasyonu tanimlanmistir
[37]. KFTR’deki yapisal ve fonksiyonel bozukluk sonucunda akciger, karaciger,
pankreas, bagirsaklar, ter bezleri, vas deferens ve epididim gibi ¢esitli organlarin epitel
membraninda iyon transportu bozulur [5]. Bunun sonucunda sekresyonlarin niteligi
degisir. Dehidratasyona bagli mukus viskozitesi artar, bu da duktuslarda
obstriiksiyonlara sebep olur. Hiperviskoz materyal bakteri kolonizasyonuna zemin
hazirlayarak, inflamasyon ve infeksiyonla sonuglanan kisir dongiiye neden olur (Sekil

2.1.) [6].
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2.1.2. Pulmoner Semptomlar

KF’li infantlarin akcigerleri dogumda normal goriiniir ancak, hizla infekte olur.
Haemophilus influenzae (H. influenzae) ve Staphylococcus aureus (S. aureus) veya
her ikisi ile birlikte hizlica kolonize olurlar. Kisa bir siire i¢inde, hava yollarinda P.
aeruginosa baskin organizma haline gelir [38]. Enfeksiyonun ¢ok hizli bir sekilde
olusmasiyla birlikte, patojenlere verilen inflamatuvar yanit da oldukea siddetlidir [39].
Kronik hava yolu infeksiyonu, bronsektazi, hava hapsi, hipoksemi ve hiperkarbi KF
akcigerinin 6zellikleridir. Pulmoner yetmezlik KF’a bagl 6liimlerin yaklasik %80’ini
olusturur [7].

Inatc1 infeksiyon, hava yollarina ¢ok sayida polimorfoniikleer (PMN) hiicre
toplayan kemotaktik sitokinlerin iiretilmesine ve salinmasina yol agar. P. aeruginosa,
PMN hiicrelerdeki kritik yiizey belirteglerini pargalayan elastaz ve toksinleri serbest
birakarak infeksiyon dongiisiinii gli¢lendirir. Bu hiicreler daha sonra kendi proteaz ve
elastazlarin1 serbest birakarak, ortamdaki diger PMN hiicrelerin hasarini arttirirlar.
Hasar goren noétrofiller ve bakteriyel endotoksinler daha fazla PMN hiicrenin
toplanmasini saglar ve boylece daha fazla inflamasyon ve doku hasar1 meydana gelir.
Yaslanan PMN hiicrelerden salinan deoksiriboniikleik asit (DNA) ise balgam
viskozitesini arttirir [40].

Hava yolu serbest ve bagl notrofil elastazi, KF’li infantlarda ¢ok erken tespit
edilebilir ve yasamin ilerleyen doneminde bronsektazinin gelisimini 6ngoriir [41].

Hava yolu ve ylizey mukus tabakasi kisiden ve ¢evreden gelen sinyallere yanit
olarak stirekli degisen dinamik ve karmasik bir yapidir. Hava yolu mukusunun baslica
islevleri; patojenleri mukosiliyer aktiviteyle temizlemek ve gerektiginde toksik
endojen ve ekzojen iriinlere kars1 koruyucu bir bariyer saglamaktir. Mukus tabakasi,
partikiil ve patojenlerin atilmasini saglamak i¢in yeterince sivi igermeli, koruyucu
bariyer fonksiyonunu saglayabilmek icin de bol miktarda ve yapiskan oOzellikte
olmalidir [40].

KF’deki hava yollar1 hastaliinin  patogenezi c¢esitli  hipotezlere
dayandirilmistir. Bu hipotezlerin 3 tanesi, KFTR mutasyonu sonucunda havayolu
yiizey sivist igeriginin pH’inin, oksijenizasyonun veya iyonik igeriginin degistigi

yoniinde kurulmustur.



Yiiksek tuz hipotezine gore, normalde havayolu yiizey mukusunda diisiik
olmasi gereken sodyum kloriir (NaCl) miktar1 KF’de yiiksektir. Bu ortam, defensin
gibi endojen antimikrobik maddelerin aktivitesini inhibe eder [42-44]. Ayrica defektif
KFTR nedeniyle havayollarinin Cl emilimi bozulmustur. Bu hipoteze gére normal
bireylerin hava yollarinda diisiik (<60 mM) olan Cl miktar1 KF hastalarinda yiiksektir
(>100 mM) [44].

Diisiik pH hipotezine gore ise, KF’deki KTFR mutasyonundan dolay1t HCO3
transportu bozulur. CI” igeri alinamadigindan HCO3 disar1 verilemez. Bylece hava
yolu yiizey mukusu anormal asidik hale gelir. Bu durum mukosiliyer klirens
mekanizmasini inhibe etmektedir [44, 45].

Diistik oksijenlenme hipotezine gore, KF’deki hava yolu epitel hiicrelerinin
oksijen tiiketimi artmis ve hava yolu ylizey mukusunun oksijen difiizyon kapasitesi
azalmistir. Bu durum, P. aureginosa kolonizasyonu ile biyofilm olusumunun
kolaylagmas1 ve bozulmus mukosiliyer klirens ile sonuglanir [46].

Diistik hacimli hava yolu yiizey mukusu hipotezine gére, KF’deki epitelyal
Na* kanallar1 (ENaC) hiperaktivite gostererek, Na* hiperabsorbsiyonuna sebep olur.
Dehidrate ve viskoz hale gelen hava yolu ylizey mukusu, mukosiliyer klirensin
bozulmasi ve bakteri adheransinin kolaylagmasina sebep olur [44, 47].

Kusurlu bez fonksiyonu hipotezine gore ise, KF’deki primer defekt, hava yolu
submukozal bezlerinin miktar1 azalmig ve igerigi degismis olan sekresyonudur [44,
48-50]. Su ve Na"un salinamamasina bagli olarak sekresyon sivisinin voliimii
azalmis, protein konsantrasyonu ve viskozitesi artmistir. Bu hipotezi destekleyen en
onemli bulgu ise glandular asinuslar1 doseyen ser6z epitel hiicrelerinin, solunum
yollar1 ve akcigerdeki diger dokulara gore ¢ok daha fazla KFTR eksprese etmesidir
[51].

KF’deki pulmoner semptomlarla ilgili bu hipotezler birbirini diglamadig: gibi,

paralel ve birbiriyle iliskili olarak igliyor da olabilir.

2.1.3. Gastrointestinal Semptomlar

KFTR geni tiim GIS’de eksprese edildigi i¢in, KFTR fonksiyon kaybina bagli

pankreas ve bagirsak tutulumu fetal yasamin baginda bulgu verir [4]. KF’li infantlarin



yaklagik %13-17’si, ince ve kalin bagirsaklardaki koyulasmis materyale sekonder
mekonyum ileusu ile dogarlar [52]. Uterus igindeyken bile KF’li infantlar,
mukoprotein, albiimin, kalsiyum diizeyleri yiikselmis, su igerigi azalmis hiperviskoz
bir mekonyum ile karakterizedir. Ciinkii HCO3 salinim defekti bagirsak liimenini
daha asidik ve dehidrate hale getirir [53, 54].

Mekonyum ileusu basit ve kompleks olmak iizere siniflandirilabilir. Basit tipte
anormal Ozellikteki hipervisk6z mekonyum ince barsak liimenini tikar. Tikanikligin
proksimalinin ¢ap1 artmustir, gaz ve sivi igerir [55]. Kompleks tip ise peritonit,
volvulus, nekroz, perforasyon veya psodokist olusumu gibi daha tehlikeli durumlarla
sonuglanabilir [56].

Distal intestinal obstriiksiyon sendromu (DIOS) ve kabizlik KF’de herhangi
bir yasta meydana gelebilen ve bebeklerdeki mekonyum ileusu ile benzer
mekanizmaya sahip oldugu diistiniilen komplikasyonlardir [57,58]. Yogunlasmis
intestinal sekresyonlar, malabsorbsiyon ve azalmig barsak motilitesi altta yatan
sebeplerdir [59].

Intestinal inflamasyon da DIOS gelisiminde dogrudan veya indirek olarak
bagirsak hareketlerini azalttig1 icin dnemli rol oynar. Mezenterik gangliozit ve miyozit
intestinal dismotilite sebeplerindendir [52]. DIOS ayrica KFTR sinif 1 ve 3 mutasyonu
olan hastalarda, muhtemelen pankreatik yetmezligin daha agir olmasindan dolay1 daha
stk goriilmektedir [60].

Kabizlik haftalarca stirebilir. Barsak hareketleri azalmistir. Karin agrisi,
distansiyon ve yogunlugu artmis gayta ile karakterizedir. Laksatiflerle semptomlar
geriler [61]. Kabizlik, herhangi bir genotiple iligkili degildir. Pankreatik yetmezlikle
ise iligkisi tartigmalidir [60].

KF’li hastalarin yaklasik %90°1 gastrodzefageal refliiden (GOR) etkilenir [62].
Gecikmis gastrik bosalma ve zayif alt 6zefageal sfinkter altta yatan sebeplerdir.
Oksiiriik semptomlar1 daha da arttirir [63].

KF’in bir diger intestinal komplikasyonu da karin agris1 ve siskinlikle
sonuglanan asir1 intestinal bakteri ¢ogalmasi durumudur. Uzun dénem genis
spektrumlu oral veya IV (intravendz) antibiyotik alan hastalarda genellikle

Clostridium difficile 'ye bagli ishaller sik goriliir [63].



Yakin zamanda, KF popiilasyonunda GIS sistem boyunca malignite
prevalansinin arttigi tespit edilmis, bu durum artmis kolonik polip prevalansi ile
iligkilendirilmistir [64].

Ekzokrin pankreas yetmezligi ise KF’li hastalarin %90’mmda mevcuttur.
Pankreatik yetmezlik KF genotipiyle (6zellikle sinif 1 ve 3 KFTR mutasyonlar1) de
iligkili bulunmustur [65].

Pankreas yetmezliginin, pankreatik sekresyonun diisiik HCO3 konsantrasyonu
icermesi ve voliimiiniin az olmasindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Yeterli
pankreatik s1vi ve HCO3 olmadifi icin, sindirim proenzimleri pankreatik kanallarda
kalarak erken aktiflesir ve boylece doku tahribati ve fibrozisine neden olur [66].
Pankreatik yetmezligin tipik bulgulari; steatore, gaz, abdominal sigkinlik ve yetersiz
kilo alimidir. Steatoreden dolayi, yagda ¢Oziinen vitaminlerin eksikligi ve
malnutrisyon meydana gelir [7]. KF’in ilk tanindigi 1938’lerde malnutrisyondan
dolayi, hastalarin yagam beklentisinin sadece aylarla sinirli oldugu belirtilmistir [67].

KF iliskili diyabet ise KF’in en sik goriilen ekstrapulmoner komplikasyonudur
[68]. Bu durum, pankreatik yetmezlige neden olan tahribat ve fibrozise bagl olarak
adacik hiicrelerinin zarar gdérmesi ve insiilin salimmmin azalmasindan
kaynaklanmaktadir [69].

KF’i olan hastalar ayn1 zamanda, intrahepatik safra yollarinin obstriiksiyonuna
bagl fokal biliyer siroz agisindan risk altindadir. Genellikle 15 yas civari hastalarin
%S5’inde siroz ortaya ¢ikar [59]. Klinik prezentasyonu genellikle hepatosplenomegali
ve portal hipertansiyondur. Portal hipertansiyonu olanlarda asit goriilebilir, 6zefageal

varis kanamalar1 hayati tehdit edici olabilir [70].

2.1.4. Kistik Fibrozis Geni

Insan KF geni, 1989°da klonlanmis ve KFTR geni olarak adlandirilmistir [34,
36]. Kromozomu 7q31.3’de lokalizedir [71]. 27 ekzon igeren, 250 kbazlik genomik
DNA’y1 kapsar [72]. mRNA ise 6.2 kbaz olup 1480 amino asitlik KFTR genini kodlar
[34]. Baz1 farkli dokularda mRNA’nin alternatif baglanmalar1 oldugu kaydedilmistir
[73] ancak, bu alternatif baglanma iriinlerinden herhangi birinin fizyolojik roli

bilinmemektedir [74].
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2.1.5. KFTR Proteini

KF; KFTR proteinindeki siddetli fonksiyonel eksiklikten kaynaklanir [34].
KFTR; en ¢ok mukustan ve diger proteinlerden zengin sivi sekrete eden dokularin
silindirik hiicre hatlarini olusturan epitelyal hiicrelerin apikal membranlarinda bulunur.
Hava yollari, KFTR ’nin en yiiksek diizeylerde ekprese edildigi dokulardan biridir [75].
Epitelde tuz ve su hareketi i¢in KFTR olduk¢a 6nemli bir role sahiptir [76].

KFTR proteini, fonksiyonu adenozin trifosfat (ATP) bagimli kanal gibi olan,
ABC transporter siiper ailesinin bir {liyesidir. ABC proteinlerinin biiyiikk ¢ogunlugu
ATP bagiml islev goren aktif transporterlar olup, transmembran proteinleridir [77].
ABC proteinleri, kii¢iik iyonlarin, amino asitlerin, sekerlerin, ila¢ ve proteinler gibi
metabolitlerin transportu ile sinyal iletimi, protein sekresyonu ve antijen sunumu i¢in
gereklidir [78, 79]. Bu ailedeki mutasyonlar insanda KF [34], Stargardt makuler
distrofisi [80] ve Tangier hastaligi gibi [81] birgok hastaliga sebep olur. ABC
proteinleri ayrica, bakteriyel antibiyotik direnci ve basarisiz kemoterapideki rolleriyle
de hastaliklar1 indirekt olarak destekler [82].

KFTR proteini yapisal olarak ABC transporterlara benzer ancak, fonksiyonel
olarak farklidir [83]. Porlar1 ¢ok selektif olmasa da, epitelyal apikal hiicre
membranlarinda bulunur [84-86]. ABCC7 olarak da bilinen KFTR proteini, 1480
amino asit igeren genis bir proteindir. ABC kanallarindan B ailesi i¢inde olup, tipik ve
benzersiz bir mimari tasir. Her biri 2’ser tane 6 transmembran heliks, membran
baglayici alan (MBA) igerir ve bunlari niikleotid baglayici alan (NBA) takip eder. Bu
iki yap1 heterodimerik organizasyonu (MBA1-NBA1 ve MBA2-NBA2) meydana
getirmek icin birbirleriyle kaynasmiglardir. Ayrica KFTR proteini, 195 amino asitten
olusan ve regiilatuvar iinite (RU) ad1 verilen essiz bir iiniteye sahiptir. Bu iinite
proteinin 2 yarimin1 N-terminal ve C-terminal uzantilar1 araciligiyla birbirine baglar

(Sekil 2.2.) [77].
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Sekil 2. 2. Apikal plazma membranindaki KFTR’nin yapisi [28].

RU; protein kinaz A (PKA) ve protein kinaz B (PKB)’nin hedefi olan bircok
fosforilasyon {initesi igerir ve Cl kanal trafigiyle kapi kontroliinii saglar [77]. Cl
kanallarinmn agilmasi i¢in, RU nin cAMP bagimli PKA ile fosforile olmasi gereklidir
[76]. KFTR aktivitesinin protein kinaz ve fosfatazlar tarafindan kontrolii olduk¢a
karmagiktir. KFTR fosforilasyonu farkli kinazlar tarafindan da yapilabilir. Ornegin;
aktivasyonun siklik guanozin monofosfat (¢cGMP) bagimli protein kinaz 2 ile [87],
inhibisyonun adenozin monofosfat-aktive protein kinaz ile [88], cift tarafli etkinin ise
PKA ve protein kinaz C (PKC) ile oldugu gosterilmistir [89, 90].

NBA’lar, dimer arayiizlerinde iki ATP baglayict {inite ile bas-kuyruk
dimerinden olusur [91]. ATP, ATP-baglayan bolgeye sikica baglanir (Bolge 1), fakat
hidrolizi bu bolgede olmaz. Aksine, hidroliz diger ATP-baglayan bdlgede (Bolge 2)
olur [92, 93]. KFTR’nin porlarindan anyon gegisinin, ATP’nin bolge 1 ve 2 deki
etkilesimlerinin NMD dimerizasyonunu saglamasi ve boylece MBA’larda meydana

gelen konformasyonel degisiklikler sayesinde gerceklestigine inanilmaktadir (Sekil
2.3.) [93].
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Sekil 2. 3. KFTR nin CI” transportu sirasindaki konformasyonel degisiklikleri [76].

KFTR’ye hiicresel ¢ok fazla fonksiyon yiiklenmistir. Ozellikle ENaC’larda
transepitelyal Na* transportu [30, 94] ile kalsiyumla aktive olan CI ve potasyum
kanallarinin regiilasyonunu saglar. Ayrica plazma membranindaki kompleks
molekiillerin formasyonu ile ekzositozda Onemli fonksiyonlarda rol alir [28].
KFTR’nin ekstraselliiler mukus &zelliklerinde etkili olan HCO3 kanali olarak islev
gordiigii ve HCO3 /CI kotransportunu diizenledigi de gosterilmistir [95, 96].

KFTR geninin 1500°den fazla mutasyonu tespit edilmistir, ancak az bir
kismimin fonksiyonel 6nemi bilinmektedir [7]. Mutasyonlar, tiim ekzonlarda ve
yanindaki intron sekanslarinda sessiz mutasyon, anlamsiz mutasyon, ¢ergeve kaymasi,
baglanti noktas1 mutasyonlari ile amino asit delesyon ve yer degistirme mutasyonlarini
kapsar. KF geninde, diinya genelinde %70 oraninda en sik goriilen mutasyon 508.
pozisyondaki fenilalanin delesyonudur (AF508) [97]. AF508 mutasyonu, NBA1’in
yiizeyinde meydana gelir [28]. Mutasyonun tipi genelde KFTR fonksiyonu igin
belirleyici degildir.

KFTR mutasyonlari genel olarak 5 sinifa ayrilabilir [98].

Sinif 1: Gen mutasyonu sonucu intakt KFTR proteini iiriinli olusmaz (sessiz,
cerceve kaymasi veya eklenme mutasyonu).

Sinif 2: Mutasyonlar (AF508 dahil), post-translasyonel asamayi interfere eder.
Protein maturasyonunda defekt ve erken bozunma vardir [28]. KFTR proteinleri, ¢ogu

fonksiyonunu koruyor olmasina ragmen, apikal membrana ulasamazlar [98, 99].
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Simif 3: Bu gruptaki mutant KFTR proteinleri, apikal hiicre ylizeyinde
yerlesmislerdir, ancak cAMP stimulasyonuna yanit vermezler [98]. ATP’nin
baglanma ve hidrolizi gibi diizenleyici basamaklarda defekt vardir [28].

Sinif 4: Apikal membrana ulasan proteinler, cAMP aracili Cl akisini saglarlar.
Ancak, akim miktarinda azalmayla sonuclanmis kanal degisiklikleri meydana
gelmistir [98].

Smif 5: Anormal eklenme veya kusurlu islemlerden dolayi, KFTR’nin normal
fonksiyonuna gore azalmig sentez mevcuttur. Sinif 4 ve 5’deki mutasyonlar pankreatik
yetmezlikle kuvvetli bir iligkiye sahiptir [98].

Sinif 6: Hiicre yiizeyinde artmis turnover vardir [28].

2.1.6. KF’in Tanis1

KF tanisi, klinik olarak tipik fenotipik 6zellikler ile laboratuvar dogrulamasinin
kombinasyonunu gerektirmektedir [37]. 1996’da Kistik Fibrozis Vakfi (CFF) Paneli;
KF tanisinin, Tablo 2.1.”deki klinik 6zelliklerden bir veya daha fazlasinin mevcudiyeti
ile birlikte, kardes Oykiisli ve pozitif yenidogan tarama testinin yanisira, KFTR gen
veya proteinindeki anormalligin laboratuvar kanitina dayanmasi gerektigini tavsiye
etmistir [37, 100]. KF tanistyla uyumlu fenotipik 6zellikler Tablo 2.1.’de listelenmistir
[100].
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Tablo 2. 1. KF tanisiyla uyumlu fenotipik 6zellikler

Kronik sinopulmoner hastalik

S. aureus, smiflandirilamayan H. influenzae, mukoid ve nonmukoid P. aeruginosa,

Stenotrophomonas maltophilia ve Burkholderia cepacia (B. cepecia)’ yi1 igeren, tipik

KF patojenlerinin neden oldugu hava yolu inflamasyonu

Kronik okstiriik ve balgam tiretimi

Tekrarlayan anormal gogiis radyografileri (6rn: bronsektezi, atelektazi, infiltrasyon ve

hiperinflasyon )
Wheezing ve hava hapsi ile karakterize hava yolu obstriiksiyonu

Nazal polipler, paranasal siniislerin radyografik veya bilgisayarli tomografi
anormallikleri

Parmaklarda gomaklasma
Gastrointestinal ve beslenme anormallikleri
Intestinal: mekonyum ileusu, DIOS, rektal prolapsus

Pankreatik: pankretik yetmezlik, tekrarlayan akut pankreatit, kronik pankreatit,
pankreas goriintiillemelerinde anormallikler

Hepatik: uzamis yenidogan sariligi, kronik biliyer siroz veya multilobuler sirozun

Klinik veya histolojik bulgulariyla karakterize kronik karaciger hastaligi

Beslenme: gelisme geriligi (protein-kalori malnutrisyonu), hipoproteinemi ve 6dem,
yagda ¢ozilinen vitaminlerin eksikligine bagl sekonder komplikasyonlar

Tuz kayb1 sendromlari: akut tuz tiikkenmesi, kronik metabolik alkaloz

2.6.1.1. Yenidogan Taramasi

ABD’de Colorado, 1982°’de KF i¢in yenidogan taramasini uygulamaya
baslayan ilk eyalet olmustur [101]. Yenidogan taramalar1 sayesinde, cogu Colorado ve
Wisconsin’den gelen tarama programlar1 verilerine gore, erken tespitin faydalar
raporlanmistir. Bunun {izerine 2004’de Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi ile CFF,
KF i¢in yenidogan taramasinin klinik faydalarini destekleyen bir rehber yayinlanmistir
[102].

Ulkemizde 01.01.2015 tarihinden itibaren KF taramasi yenidogan tarama
programina eklenmistir.

KF i¢in tiim yenidogan tarama yontemleri, yenidogan infantlardan toplanmis

kuru kan 6rneklerinde immunreaktif tripsinojen (IRT) 6l¢iimii ile baslar. IRT, pankreas
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hasarinin biyobelirteci olarak gorev alan, pankreatik enzim prekiirsoriidiir. IRT, KF’de
inutero pankreas kanallar1 tikandigindan en ¢ok KF’i olan yenidoganlarda artar.
Yiiksek IRT degeri belirlendikten sonraki asama, ya DNA mutasyon analizi
(IRT/DNA) yapmak ya da ikinci IRT (IRT/IRT) degerinde de ayn1 yiiksekligin kalici
olup olmadigin1 saptamaktir. En az bir KFTR mutasyonu ile inat¢1 yiiksek IRT
degerleri olan infantlarda dogrulayici ter testine ihtiya¢ duyulur. Bdylece ter testi, KF
tanis1 ve yenidogan tarama siirecinin tamamlanmasinda temel rol oynar [37]. CFF

Konsensus Komitesi detaylandirilmis bir algoritma yaymlamistir (Sekil 2. 4.) [103].

KF taramasi sonucu;

- Pozitif IRT ?A$
-(st liste 2 kez pozitif IRT veya -
- Pozitif DNA 5-14 GUN
( Ebeveynlere Bildirim ] ~2 HAFTA
[__ TER KLORUR TESTI __] 2-4 HAFTA

| | !
(260 mmolL ) ( 30-59 mmol/L )

ZKF mmﬁu?r mutu.muﬁmrkim

v

E KF TAMNISI J [: OLASI KF J [__E-i.i',-ijkﬂlﬂ-lllua KF D:ﬁiﬂ

|

- KFTR multimutasyon methodu ile
DMA analizi yapalir. 1-2 E‘f
- Pankreatik yetmezligin gisterilmesi
wveya iyon kanali aktivitesi
anormalliginin tanimlanmas: gibi yan
testler yapilabilir,

KF Takip Merkezinde ;

- iki kere iist Gste |RT pozitifligi
varsa DNA analizi yapilir,

- Klinik degerlendirmeyle
beraber tedaviye baslanir.
-Varsa kardesglere de ter testi
uygulanir.

Tekrar Et

‘ Ter Kloriir Testinij 2-6 ay

Sekil 2. 4. Yenidogan taramasinda KF tan1 algoritmasi [103].
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2.1.6.1. Ter Testi

1959’da kurulmus olan Gibson-Cooke metodu olarak bilinen prosediir
standardize edildiginden beri, ter elektrolit konsantrasyonlar1 6l¢iimii, KF tanisi i¢in
temel dayanak noktasi olmustur [104]. Ter testi, Klinik Laboratuvar Standartlari
Enstitiisii tarafindan da tanimladigi gibi; iyontoforez aracilifi ile transdermal
pilokarpin uygulamasi ve ter bezlerinin sekresyonunun stimiile edilmesi ile baslar.
Ardindan terin toplanmasi, gazli bez, filtre kagidi ya da Macroduct ter toplayici ile
kantitasyonu ve Cl konsantrasyonu analizi islemlerini kapsar [105]. Ter Cl degerinin
60 mmol/L den yiiksek olmasi geleneksel olarak KF tanisini diislindiiriir. Fakat KF
tanist olup da daha diisiik ter Cl diizeyleri olan bireyler ile baslangigta terde CI
diizeyleri 60 mmol/L’nin altinda olup, yenidogan tarama programi sonucunda KF
tanis1 alan yenidoganlar da vardir [37]. Bu bulgular referans degerlerin tekrar
giincellenmesini saglamistir [103]. 6 aydan kiigiik bebeklerde ter ClI degeri 29
mmol/L’den diisiik/esit oldugunda veya 6 aydan biiylik bebeklerde ter kortir degeri 39
mmol/L’den diisiik/esit oldugunda KF’in pek olasi olmadig: diislinilmektedir. Ara
sonuglar1 olan bireyler (6 aydan kiigiik bebeklerde 30-59 mmol/L, 6 aydan biiyiik
bebeklerde 40-59 mmol/L) ek bir degerlendirmeye tabi tutulmali ve KF tanisinda

uzmanlagmis bir KF bakim merkezine sevk edilmelidir [37].

2.1.6.2. KF Genotiplemesi

KF’i olan hastalarin birgogunda, ter Cl testi en iyi tani testi olmaya devam
etmektedir. Fakat, ter Cl diizeyleri ara degerde olan bireyler icin de DNA analizi
tanida yardimci olabilir [103]. Bunun yanisira, KF tanist almis olan bazi eriskin
bireylerin ter Cl diizeyleri diisiiktiir. CFF kayitlarindaki 53 calismanin sonuglarina
gore, KF tanis1 alms eriskinlerin %13,85’inin ter C1 diizeyleri <60 mmol/L’dir [103].
Ter ClI diizeyleri normal ancak, KF’i destekleyen bulgular1 giiclii olan bireylerde de
genetik test uygulanmalidir. Clinkii bu bireylere nadiren de olsa KF tanis1 konulabilir
[37]. Bu nedenlerden dolayi, ter Cl analizi her zaman KF tanis1 igin tek basina yeterli
olmayabilir.

KF genotip bilgisinin analizi ve yorumu uygun test tekniklerinin kullanimini

gerektirmektedir. KFTR mutasyonlari, KF’e neden olan mutasyonlarin tanimlanmasi
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ve KF’in fenotipik cesitliligine, genotipik altyapisinin etkisini anlamak amaciyla
standardize edilmistir. Genomik DNA'da saptanan 2 veya daha fazla KFTR
mutasyonunun, 2 ayri kromozomda trans lizerinde veya ayni kromozom {izerinde
cis'de yer alabilecegi unutulmamalidir. Ikinci durum genellikle hastalikla iliskili
degildir. Cogu ticari laboratuvarda bu ayrim yapilmaz, bu nedenle trans diizenin
gecerli oldugu varsayilir. KF mutasyonlarini saptamak zor bir siirectir [103]. KFTR
mutasyonlariin saptanma orani mutasyon paneli, test metodu ve etnik gecmise bagl
olarak degisir [37]. Halen mevcut mutasyon tarama panelleri KFTR mutasyonlarinin
%90’ tanimlayabilse de, CFF hasta kayitlarindaki genotiplendirilmis bireylerin
%9,7’si en az bir tanimlanamayan mutasyona sahiptir [103]. Piyasadaki mevcut sekans
testleri yalnizca genin kodlama bolgesi ve hemen bitisik intron dizileri hakkinda bilgi
saglar. Biiyiik delesyonlar, insersiyonlar ile RNA siralamasi veya transkripsiyonel
mutasyonlar kolayca tanimlanamaz. KF mutasyonlarinin belirlenmesi bazi
popiilasyonlarda daha zorlayicidir. Ornegin; Ispanik, Afrika veya Asya kokenli
poplilasyonlarda KF’e neden olan mutasyonlarin dogasi, dagilimi ve siklig1 Kafkas
irkina gore belirgin farklilik gosterir. Bu nedenle Kafkas irkinin popiilasyonu veya
prenatal taramasi igin gelistirilen ve Amerikan Tip Genetigi Koleji tarafindan 6nerilen

KFTR mutasyonlarini tarama paneli Tablo 2.2.”de gdsterilmistir.

Tablo 2. 2. Tavsiye edilen KF tarama paneli [103, 106].

Yanhs anlamh (kayip) , silinme Eklenme ve gergeve kaymasi
ve anlamsiz mutasyonlar mutasyonlari

G85E I1507del  R560T 621 +1G=T  2789+5G=A
RIT7H  F508del RI162X  711+I1G=T 3120+ 1G=A
R334W G542X WI282X |717—-1G>=A 3659delC

R347P  G55ID NI303K 1898+I1G=A 3849+ |0kbC=>T
A455E  R553X 2184delA

Genotip saptansa bile, KFTR mutasyonlarinin  ¢ogunun sonuglari
bilinmemektedir. Mutasyon basit¢e genin normal kabul edilen dizisinde ve kontrol
elemanlarinda meydana gelen degisikliktir. KF nedeni olarak diisiiniilebilmesi i¢in

mutasyonun bazi 6zelliklere sahip olmasi gerekir. Amino asit diziliminde yaptigi
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degisiklikle, KFTR sentezini ve fonksiyonunu ciddi sekilde etkilemeli, erken
sonlandirma sinyaline neden olmali, intron birlesme yerlerinin degismeyen
niikleotidlerini degistirmeli veya hastanin etnik grubundan en az 100 KF mutasyonu
tastyicist olan, normal KFTR genlerinde bulunmayan yeni bir amino asit dizilimine
neden olmalidir.

Suanda, KF mutasyon veri tabaninda
(http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/app) 1547 mutasyon listelenmis, bunlarin 225
tanesi klinik etki gostermeyen sekans varyantlar1 olarak belirlenmistir. Kalan 1322
potansiyel KF’e neden olan mutasyonun sadece 23 tanesinin (Tablo 2.2.) KF
hastaligin1 degerlendirmek i¢in yeterli KFTR kaybina neden oldugu, dogrudan veya
ampirik kanitlarla gosterilmistir. Bu nedenle Tablo 2.2.°deki mutasyonlar tanisal
amagh kesin genetik kanit olarak tavsiye edilebilir. Bu mutasyonlar, KF
popiilasyonunun %85'inde her iki KFTR genindeki kusurlar1 agiklar ve bu bireylerde
ciddi KFTR fonksiyon kaybi, genellikle pankreatik yetmezlik ve pulmoner
komplikasyonlarla sonuglanir. KF'li bireylerin kalan %15'inin ¢ogunda, KFTR

fonksiyonu iizerinde bilinmeyen etkileri olan mutasyonlar mevcuttur [103].

2.1.6.3. KFTR flliskili Metabolik Sendrom (CRMS)

KFTR iligkili metabolik sendrom; yenidogan taramasi pozitif, terde Cl diizeyi
60 mmol/L’nin altinda, en az biri KF hastaligina neden olmayan, en fazla 2 KFTR
mutasyonu olan infantlar i¢in kullanilan bir terimdir [37]. CRMS’li infantlar,
yenidogan taramasi araciligiyla tanimlandiklarinda, KFTR iliskili hastaligi olan daha
biiyilk bireylere gore asemptomatiklerdir [107]. Yenidogan taramasinda
hipertripsinojenemi saptanan ¢ogu vakada, 2-4 hafta arasinda, akredite edilmis bir
laboratuvarda ter Cl testi gergeklestirilir ve ¢ogu, yenidogan taramasinin bir pargasi
olarak bazi KFTR mutasyonu testine tabi tutulur. Ter Cl degerleri ara degerde (30-59
mmol/L) olan infantlara, 2. ayda ara degeri teyid etme veya normal (<30 mmol/L) ya
da anormal araligi ( >60 mmol/L) ispat etmek amaciyla tekrarlanir. Tekrarlayan,
siirekli ara deger ter Cl konsantrasyonu olan infantlar derinlemesine KFTR DNA
analizine tabi tutulmali, genetik danmigsmanlik almali ve KF uzmani tarafindan

degerlendirilmelidirler [107]. CRMS’li infantlarin klinik gidisatlar1 hakkinda ¢ok az
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bilgi olsa da, niifus verileri CRMS’li bireylerin ¢ogunun saglikli kaldig1 izlenimini
uyandirmaktadir [37]. CFF, 2009 yilinda CRMS’li infantlarin yonetimi hakkinda
rehber yayinlar yaymlamistir [107] .

2.1.6.4. Nazal Potansiyel Farki

Transepitelyal nazal potansiyel farki (NPF), burun mukozasini kaplayan

solunum yolu epitelindeki elektriksel potansiyel farkin 6l¢iildiigii elektrofizyolojik bir
testtir. KFTR aktivitesini test eden bir metottur. KFTR fonksiyonu azalmis veya eksik
olan bireylerde anormal aktif iyon taginimi tespit edilir [37]. Na* iletkenligi amilorid
ile perfiizyonla, KFTR fonksiyonu ise Cl igermeyen bir soliisyon ve isoproteronol
perfiizyonuyla degerlendirilir [108]. Bu test, KF i¢in bir tan1 yontemi olarak kabul
edilmektedir. Ozellikle KF’e 6zgii olan GIS veya pulmoner semptomlarin daha az
oldugu ve ter testi sonuglarinin normal veya sinirda oldugu atipik KF vakalarinda
bagvurulmaktadir [1].
Normal kosullarda solunum yolu epiteli Na*’u ve suyu absorbe eder. Solunum yolu
ylizey sivisinin konsantrasyonu izotoniktir [109]. Na* elektrokimyasal gradiyent
sayesinde apikal zardan hiicreye alinir, sonra bazolateral zardan hiicre disina
pompalanir. Normal hava yolu epitelinde C1 absorbsiyonu, epitel hiicresinden degil,
paraselliiler yoldan olur. Ciinkii apikal zarda Na* i¢in oldugu gibi, Cl i¢in net bir
elektrokimyasal siiriicii kuvvet yoktur. Bu nedenle CI etkisiyle, liimen interstisyuma
gore daha negatiftir ve bir transepitelyal potansiyel farki vardir [110]. KF’de bazal
hava yolu transepitelyal potansiyel farki normale gore 2-3 kat artar. KF’de de hava
yolu ylizeyi sivist, normaldeki gibi izotoniktir. Ancak, KFTR yoklugu veya fonksiyon
bozuklugu sonucunda ENaC’dan Na* absorbsiyonu artmigtir. KFTR aracili CI” iletimi
yoktur. Ancak akcigerlerde KFTR disinda baska yollardan da CI iletiminin miimkiin
oldugu diisiiniilmektedir. Sonug olarak; KF hastalarinda Na*, Cl ve s1v1 absorbsiyonu
rolatif arttigindan, NaCl hiperabsorbsiyonu meydana gelir. Epitelde Cl gecirgenligi,
Na" gecirgenliginden daha az oldugu i¢in mukozal yiizey normalden daha negatif olur.
Boylece KF’de bazal durumda transepitelyal potansiyel farki normale gore yiiksek
bulunur [1].



20

Potansiyel fark, apikal ve bazolateral hiicre zarlarindaki elektriksel potansiyel
farkina esittir. KFTR aktivitesinin, zar potansiyeli Olciilerek incelenebilmesi igin,
hiicre dis1 C1 miktar1 voltaj degisikligi yapacak sekilde azaltilmasi gerekir. Bdylece
bir elektrokimyasal gradiyent olusturulur [111]. Nazal potansiyel farktaki
degisiklikler, burun deligi igine yerlestirilen kiiclik bir kataterle Slgiiliirken; nazal
mukoza, amilorid, diigiikk iyon ve beta-agonist sollisyonlar ile yikanir [37]. Amilorid
apikal zarda Na* kanallarin1 bloke ederek, hiicreye Na* alinimini inhibe eder. Boylece
luminal yiizdeki zar potansiyeli hiperpolarize olur, NPF diiser [112]. Cl igermeyen
soliisyon ile perfiizyon, luminal yiizde Cl sekresyonu igin siiriicii kuvveti arttirir.
CAMP ile aktive olan CI kanallarindan Cl akisinin artmasi apikal hiicre zarim
depolarize eder, NPF artar. Apikal zardan CI iletkenligini daha fazla arttirmak
amactyla Cl igermeyen soliisyona isoproterenol eklenir. Isoproterenol cAMP ile
aktive olan KFTR kanallarin1 agar. Uyarilmis Cl sekresyonu, apikal zar potansiyelinin
daha da azalmasia ve NPF’nin daha da artmasina sebep olur. KF’li hastalarda bazal
potansiyel farki kontrole gore yiiksektir [1]. ENaC aracili Na* absorpsiyonunun arttigi,
KFTR aracili Cl sekresyonunun azaldigi veya hig¢ olmadigi, ATP ile uyarilan CI
transportunun arttigi gosterilir. Bu tipik bulgular KF igin tani kriterlerini olusturur
[100, 112-114].

2.1.7. KF Tedavisi

KF takibi multidisipliner yaklasim gerektirmektedir. Hastalik yOnetiminde
temel hedefler genel olarak beslenme durumunu diizeltmek, akciger sagligini optimize

etmek, komorbiditeleri onlemek ve tedavi etmektir [37].

2.1.7.1. Pulmoner Semptomlarin Tedavisi

KF’de, mukusun distalden proksimal hava yollarina atilmasini saglayarak,
artmis yogunluktaki havayolu sekresyonlarinin azaltilmasi i¢in kullanilan bir¢ok
yontem vardir. Pulmoner rehabilitasyon programini olusturan bu yontemler arasinda;
perkiisyon, vibrasyon, postural drenaj, otojenik drenaj, aktif solunum teknikleri

dongiisii ile pozitif ekspiratuvar basing aleti gibi cihazlarla, yiiksek frekansli gogiis
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duvari osilasyon tedavisi bulunur [7]. Cesitli calismalar ve rehberlere gore gogiis
fizyoterapisi KF hastalarinin bakimina mutlaka dahil edilmelidir, fakat hangi yontemin
daha iyi olduguna dair net bir bulgu yoktur [115, 116]. Bu nedenle metot segminde
kullanim kolaylig1 ve hasta memnuniyeti 6n plandadir. Ancak GOR ve aspirasyon
riskinden dolay1 hayatin erken donemlerinde bas asagi pozisyonda perkiisyon ve
postiiral drenajdan kagimilmalidr [117].

Aerobik ve anaerobik egzersizin KF’li hastalarda yasam Kkalitesini
tyilestirdigini ve akciger fonksiyonunu bir dereceye kadar stabilize edebilecegini
gosteren birgok calisma mevcuttur. Ancak havayolu klirensini saglamak igin tek
basina yeterli degildir [118].

KF takibinde genellikte ii¢ ayda bir veya hastalik siire¢lerinde rutin olarak
kiiltiir 6rnekleri alinir. Kiiltlir 6rnekleri olarak; orofarengeal siiriintii, balgam veya
bronkoalveolar lavaj (BAL) sivisi kullanilabilir. Tipik erken donem KF patojenleri S.
aureus ve H. influenzae’dir. KF solunum yollarindan genellikle ilk izole edilen
mikroorganizma ise S. aureus’dur [119]. Baz1 iilkelerin klavuzlarinda hayatin ilk
yillarinda S. aureus infeksiyonunu Onlemek i¢in proflaktik olarak flukloksasin
onerilmektedir ancak, kullanimi tartigmalidir [120].

Ergenlik ve erigkin yaslarda ise P. aeruginosa primer patojen haline gelir.
Baslangicta KF hastalarinda, aralikli olarak mukoid olmayan suslardan olusan P.
aeruginosa infeksiyonlar1 mevcuttur. Bu suslar genellikle antibiyotik duyarli olup,
yogun antimikrobiyal tedavi ile eradikasyon saglanabilmektedir [121, 122]. Fakat
zamanla mukoid fenotipli suslara doniisiirek dogal immuniteye ve antibiyotiklere kars:
direngli hale gelirler [123]. Mukoid susun saptanmasi infeksiyonun kroniklestiginin
onemli bir gostergesidir. P. aeruginosa solunum yollarinda alginat adi verilen
ekzopolisakkarit salgilayarak konak savunma sistemine ve antibiyotiklere direng
saglayan biyofilm formasyonu olusturur [124]. Mukoid P. aeruginosa infeksiyonu
tasiyan hastalarin cogunda, tasimayanlara gore daha fazla ve hizli bir sekilde akciger
fonksiyonlarinda azalma meydana gelir [119].

P. aeruginosa’nin tespitinden hemen sonra erken inhale tobramisin
kullaniminin  kroniklesmeyi geciktirdigi gibi, hastalarin  %80’den fazlasinda
eradikasyon sagladigi gosterilmistir [37]. 28 giin inhale tobramisin soliisyonu ile 3 aya

kadar nebulize kolistin ve siprofloksasin kombinasyon tedavisi eradikasyon
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saglayabilir. Eradikasyonun kiiltiirle dogrulanmasi gerekmektedir. Eradikasyon
tedavisinin basarisiz olmasi ve P. aeruginosa infeksiyonunun kroniklesmesi
durumunda ise inhale tobramisin, aztreonam lizin veya kolistin i¢eren uzun siireli veya
stiresiz antibiyotik tedavisi tavsiye edilmektedir [120]. Ilimli ve agir P. aeruginosa
kolonizasyonu olan hastalar icin Amerikan CFF ve CFF rehberi inhale tobramisin
yanisira inhale dornaz alfa (rekombinant insan deoksiriboniikleaz1), inhale hipertonik
tuz sollisyonu, azitromisin, ibupropfen ve bazi spesifik hastalara inhale B-agonistleri
tavsiye etmektedir [7].

KF’de havayolu infeksiyonu nétrofil baskin oldugu i¢in antiinflamatuvar
ilaglar da onem kazanmistir. Oral veya inhale kortikosteroidler ve yiliksek doz
ibuprofen KF’de proinflamatuvar sitokinleri inhibe eden genis spektrumlu
antiinflamatuvarlardir [125, 126]. Ikisi de klinik yarar saglamis, ancak yan etkilerinden
dolayr kullanimlar1 kisitlanmigtir. Bunlarin disinda rutinde tavsiye edilen ancak
geleneksel antiinflamatuvar olarak diistilmeyen iki ajan, dornaz alfa ile makrolid grubu
antibiyotik olan azitromisindir.

Infeksiyon sirasinda solunum sistemi epitelinde biriken ¢ok sayidaki nétrofilin
parcalanmasiyla agiga c¢ikan fazla miktardaki DNA, havayolu sekresyonlarinin
viskozitesini arttirir. Rekombinant insan deoksiriboniikleazi olan dornaz alfa,
nebulizer araciligiyla inhale olarak kullanildiginda, ekstraselliler DNA’y1
temizleyerek pulmoner alevlenmeleri azaltmakta ve pulmoner fonksiyonlar
iyilestirmektedir [127, 128]. P. aeruginosa gibi patojenlere yanit olarak viicudun
immun hiicreleri tarafindan tretilen Lokotrien B4 (LTB4) de nétrofil migrasyonu ve
aktivasyonuna neden olarak, inflamasyon ve hava yolu hasarini arttirir. Bu nedenle
LTB4'iin antagonist ilaglarla etkilerini inhibe etmek de kronik inflamasyonun neden
oldugu irreversibl hasari azaltabilir [129].

Makrolidler, KF’le ortak 6zellikler tasiyan diffiiz panbronsiolitlerde yillardir
kullanilan antibiyotik tiiriidiir [130]. Sitokin iretimini etkileyebilir ve PMN hiicre
fonksiyonunu degistirerek, hem antibiyotik hem de antiinflamatuar ajanlar olarak
etkili olurlar [131]. Makrolidlerin etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilmamis olsa
da, KF’de kullanimina yo6nelik yapilan arastirmalarda, azitromisinin P. aeruginosa'ya
kars1 biyofilm olusturma asamasinda bakterisidal etkili oldugu, biyofilm iiretimini ve

virtilans faktor iiretimini azalttig1 gosterilmistir [132-135].
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Inhale hipertonik tuz soliisyonu ve toz mannitol kullanimi, KF’in altta yatan
defektinin semptomlarina yonelik tedavi yontemlerinden sayilabilir. Hiperozmotik
ajan olarak, KFTR mutasyonunda dahi havayollarina su ¢eker. Boylece perisiliyer
tabakanin rehidrasyonunu saglayarak mukosiliyer klirensin iyilesmesine yardimci olur
[7, 136].

KF, pulmoner alevlenme adi verilen akciger fonksiyonlarin siddetli olarak
geriledigi akut periyodlarla karakterizedir. Kriterleri tam olarak standardize edilmemis
olsa da, artmis Oksiiriik, balgam yapisindaki degisiklikler, nefes darligi, azalmais istahla
beraber kilo kaybi ve spirometrik parametrelerin diismesi ile klinik durumun
bozulmasi durumu pulmoner alevlenme olarak kabul edilmektedir [137]. Pulmoner
alevlenmelerin tedavisi ise tek basina antibiyotik tedavisi degildir. Multidisipliner
yaklagim gerektirmektedir. Tipik olarak KF patojenlerini hedef alan antibiyotiklerin
evde veya hastanede IV olarak uygulanmasi tavsiye edilmektedir [138]. Oral veya
inhale antibiyotik tedavisi de uygulanabilir, ancak IV uygulanan antibiyotigin
balgamdaki Pseudomonas tiirlerinin yogunlugunu azalttigi, akciger fonksiyonlarini
iyilestirdigi gosterilmistir [139]. Farkli etki mekanizmalarina sahip antibiyotiklerin
kombine sekilde kullanilmasi, direngli suslarin ortaya ¢ikmasini onlemek igin, tek
ajanl antibiyotik tedavisine gore tercih edilir. Tedavi yaklasik 14 giin siirer [140].
Cogu hastanin alevlenme sirasinda hava yollarinda P. aeruginosa olacagi igin
hastanedeki genel tedavi kombinasyonu, bakteri hiicre duvar1 sentezine yonelik bir
beta laktam antibiyotik, bakteri ribozomal protein sentezine yonelik bir
aminoglikozidden olusur. Duruma gore gerek duyuldugunda S. aureus, H. Influenze,
Metisiline direngli S. aureus (MRSA) veya bagka bir patojene spesifik antibiyotikler
de eklenebilir [7]. IV antibiyotik tedavisi evde de uygulabilir, ancak hastane tabanli
tedavi kadar etkili olmayabilir. Hafif alevlenmelerde ise, hastaneye yatis yapilmadan

oral ve inhale antibiyotik kullanim1 yeterli olabilir [7].

2.1.7.2. Akciger Transplantasyonu

Akciger transplantasyonu, son donem akciger hastaligi olan KF hastalar i¢in
son terapotik segenektir. Dogru secilmis hastalarda hayat kalitesini arttirma ve 6nemli

Ol¢iide iyilestirme potansiyeline sahiptir. Genellikle ¢ocuk hastalarda 2 yildan az
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yasam beklentisi olmadik¢a akciger transplantasyonu disiiniilmez [141]. Ciinkii
transplantasyon sonrasi 5 yillik yasam beklentisi, ¢ocuklarda %50’nin altinda iken,
eriskinlerde daha iyidir [142, 143]. Eriskin hastalarda transplantasyon igin,
fonksiyonel ekspiratuvar voliim 1 (FEV1)’in beklenenin %30 unun altinda olmasinin
yanisira; yas, cinsiyet, pulmoner infeksiyon ve kolonizasyon durumu da karar verme

stirecini etkilemektedir [144].

2.1.7.3.Endokrin Hastaliklarin Tedavisi

KF iligkili diyabet, pankreatik beta hiicrelerin harabiyetine bagli meydana
gelen ve erigkin hastalarda giderek artan bir problemdir. Tanis1 10 yag istii, klinik
olarak stabil olan hastalarda rutin oral glukoz tolerans testi (OGTT) ile konulur.
HbAlc glisemik monitarizasyonda kullanilir. Hastalara egitim, 6zel diyet ve insiilin
tedavisi ©nerilir. Insulin tedavi rejimi hastaya &zeldir. Oral hipoglisemik ajanlar
tavsiye edilmez [145].

Siddetli akciger hastaligi, beslenme ve fiziksel aktivite yetersizligi olan KF
hastalarinda, kemik yogunlugu azalmis ve kirik oranlari artmistir [146]. Kemik
dansitesi 6l¢iimlerinin yilda 2 kez yapilmasi onerilir. Beslenme durumunu ve akciger
fonksiyonunu optimize etmek, diizenli egzersiz 6nermek 6nemli 6nleyici stratejilerdir.
Azalmis kemik yogunlugu tespit edildiginde, sekonder osteoporoz sebeplerinden varsa
D vitamini eksikligi ve hipogonodizm tespit edilip, tedavi edilmelidir. Ayrica

bifosfonatlar da gerek duyuldugunda tedaviye eklenebilir [147].

2.1.7.4. Fertilite Tedavisi

KF’li kadinlarda normal {ireme potansiyeli olmasina ragmen, oligomenore ve
anormal servikal mukusun sperm penetrasyonunu engellemesinden dolay1 fertilite
olumsuz etkilenebilir [148]. Uzman ekiplerce gebelik planlanabilir ve takibi yapilabilir
[149].

KF’1i erkeklerin % 98'inden fazlas1 vas deferens'in dogumsal bilateral yoklugu
nedeniyle infertiltir. Testikiiler epididimal sperm aspirasyonu ile intrasitoplazmik

sperm injeksiyonu gibi teknikler tedavide segenek haline gelmistir [150].
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2.1.7.5. Gastrointestinal Semptomlarin Tedavisi

GOR tedavisinde proton pompa inhibitérleri tercih edilirken, daha agir
seyreden vakalarda prokinetik ajanlar kullanilabilir. Bebekler ve geng¢ hastalarda
cesitli fizyoterapi yaklasimlar, GOR semptomlarmi ve uzun dénem pulmoner
komplikasyonlar1 azaltabilir [151].

Pankreatik enzim replasman tedavisi ile malnutrisyon kontrol edilebilir hale
gelmistir. Yagda emilen vitaminlerin (A, D, E ve K vitaminleri) eksikligi sonucunda;
akrodermatit, anemi, noropati, gece korliigii, osteoporoz ve kanama bozukluklari
meydana gelebilir [7]. Yeterli kalori alim1 ve yagda ¢6ziinen vitaminlerin replasmant
hastalik kontrolii i¢in dnemli bilesenler olmaya devam etmektedir [152].

Mekonyum ileusunda adezyon ve DIOS gelisim riski artacagi i¢in cerrahi
yontemlerden mecbur kalinmadik¢a kagmilmalidir. Mekonyum, lavman ve N-
asetilsistein ile bosaltilabilir [52].

Inkomplet DIOS tedavisinde oral rehidrasyonla birlikte lavman oOnerilir.
Alternatif tedavi ise tikag¢ haline gelmis gaytayr yumusatmak i¢in oral, nazogastrik tiip
veya lavman yoluyla N-asetilsistein uygulamasidir [153]. Komplet DIOS ise
hastanede tedavi edilmeli, yaklasim obstriiksiyonun derecesine gore olmalidir.
Inkomplet tedavi protokolii uygulanabilecegi gibi cerrahi secenekler de uygulanabilir
[153, 154].

Kabizlik tedavisinde de oral polietilen glikol gibi gayta yumusatici ajanlarla
lavman tercih edilebilir. Laktuloz yan etkilerinden dolay: tercih edilmez. Gerekli
vakalarda terapotik kolonoskopi uygulanabilir. [52].

DIOS ve kabizlikta pankreatik enzim replasman tedavisinin uygunlugu, tuz ve
su kullanimi ile besinlerin lif icerigiyle ilgili tavsiye edilen diyete uymak oldukg¢a
onemlidir [63].

KF’de artmis GIS malignite prevelansi nedeniyle bazi KF merkezleri 40 yas

tistiindeki hastalara tarama amacli kolonoskopi dnermektedir [155].

2.1.7.6. Beslenme

KF’deki beslenme tedavisinin amaci ¢ocukluk déneminde normal biiyiime

hizin1 yakalamak ve erigkinlikte ise normal agirligi korumaktir [156]. Calismalar,
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beden kitle indeksi (BKI)’nin, daha iyi akciger fonksiyonlar1 ve sagkalimla pozitif
yonde iliskili oldugunu gostermistir [142].

KF hastalarinin yaklasik %85-90’mnin da pankreatik yetmezlik bulunur. Bu
hastalara, kompleks karbonhidrat, lipit ve proteinlerin absorbsiyonu i¢in beslenmeden
once pankreatik enzim replasman tedavisi uygulanmalidir [142].

KF hastalar1 malabsorbsiyondan dolayi, yagda emilen vitaminler ve ¢inko
eksikligi riskini tasirlar. Bu nedenle her yil yagda ¢6zilinen vitaminlerinin 6l¢iimii
yapilmali ve KF hastalarina, KF’e spesifik multivitamin destegi saglanmalidir.
Biiylime gelisme geriligi olan ¢ocuklara ise ¢inko takviyesi yapilmalidir [142].

KF hastalarinda tuz kayb1 sik karsilagilan bir sorun oldugu icin hiponatremik,
hipokloremik dehidratasyon gibi elektrolit anormallikleri ve hipokloremik metabolik
alkaloz gibi durumlarin meydana gelmesini dnlemek icin tuz destegi yapilmalidir

[142].

2.1.7.7. KF’de Yeni Tedavi Yaklasimlari

KFTR modiilatérleri olarak adlandirilan yeni bir grup ilag (Ivacaftor,
Lumocraftor, Orkambi) mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilamamis olsa da KF’deki
temel defekti diizeltmek iizere tasarlanmistir [157, 158].

Gen terapisi bircok dogumsal hastalik i¢in kiiratif olsa da, KF i¢in pek faydali
olmamistir [159, 160]. KFTR geninin ¢ok biiyiik olmasi nedeniyle onu tasiyip brons
epitel hiicresine aktarabilecek vektor bulmak zordur. Ayrica vektoriin hedefe
ulasmasim glikokaliks tabakasi ve siliyer aktivite engeller. Immun yanit olusturmayan
lipozom-DNA kompleksleri bu dezavantajlara sahip degildir ve inhalasyonla epitel
hiicresini infekte edebilirler [160]. Bu arastirmalar heniiz deneme asamalarinda olup,

gelecek vaad etmektedir.
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2.2. Sfingolipitler

2.2.1. Sfingolipitlerin sentezi

Uluslararasi Lipid Siniflandirma ve Adlandirma Komitesi’ne gore; yag asitleri,
gliserolipitler, gliserofosfolipitler, sfingolipitler, sterol lipitler, prenol lipitler,
sakkarolipitler ve poliketidler olmak iizere 8 kategoriye ayrilmislardir [1].

Sfingolipitler, fosfolipitler ve kolesterol dkaryotik hiicre membraninin major
bilesenleridir [2]. Ik kez 1884°de adlandirilan sfingolipitler biiyiik bir lipit grubunu
temsil eder. Membran akiskanlig1 ve yapisinin korunmasinda rol alir, normal doku ve
hiicre homeostazinda 6nemli yapitasidir.

Sfingolipitler amfipatik molekiillerdir. Cesitli hidrofobik ve hidrofilik pargalari
bulunur. Hidrofobik kisim, 18 karbon uzunlugunda, amid bagiyla yag asidine bagli,
sfingoid bazdan (sfingozin veya sfinganin) olusur. Hidrofilik kisim, en basit
sfingolipitlerde sadece hidroksil grubundan olusurken, daha kompleks sfingolipitlerde

fosfat, alkol yapida molekiiller veya seker birimlerinden olusur (Sekil 2.5.) [161].

SFINGOLIPITLER
Sfingofosfolipit Glikolipit
Serebrozid
Gangliozid
Globosid
Sfingomyelin siilfatid
SFINGOZIN SFINGOZIN

| Yag Asidi

Yag Asidi

Sekil 2. 5. Sfingolipitlerin sematik goriinimi
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2.2.2. Seramidler

SER’ler sfingolipit metabolizmasinin merkezinde yer alirlar [162]. Hidrofobik
yapidadirlar ve gogunlugu hiicre membraninda bulunur [163]. Farkli hiicre boliimlerini

iceren dort farkli yolla sentezlenirler (Sekil 2.6.).

De novo Serin
ER. Serin Palmitoiltransferaz = 5
+ : 3-Ketosfinganin

Palmitoil-Koa

Rediiktaz
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Gangliozidler — S
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Kinaz Fosfataz Kinaz Fosfataz
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Seramid-1-Fosfat Sfingozin-1-Fosfat
Sfingomyelin -
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SM Deagilaz \\\

s Sfingozilfosforilkolin

Sekil 2. 6. Sfingolipit metabolizmasi

SER sentezinin de-novo yolagi endoplazmik retikulumda (ER) [164], serin ve
palmitoil Ko-A’nin serin-palmitoil transferaz (SPT) araciligiyla 3-ketosfinganine ve
onun da dihidrosfingozine indirgenmesiyle baglar. Dihidrosfingozin daha sonra
dihidroseramidi olusturmak tizere 6-dihidroseramid sentaz ailesi (SerS1-SerS6) ile
acillenir. Ardindan, sfingozin omurgasinin 4 ve 5 numarali karbonlar1 arasinda bir ¢ift
bag eklenir [165]. SER, sfingozine amid bagiyla bir yag asidinin eklenmesiyle olusur
[166]. Yapilan arastirmalar; agil zincirinin uzunlugu, doymamiglik orani gibi
farkliliklar1 ile 1ilave hidroksilasyonlarin veya sfingoid omurga tizerindeki
modifikasyonlarin, farkli fonksiyonlari olan farkli SER tiirlerini olusturdugunu ortaya

koymustur [167, 168]. 6-dihidroseramid sentaz ailesinin her biri, tipik olarak 16-24
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karbonlu doymus, tekli veya ¢oklu doymamis agil zinciri kullanir ve dihidroseramid
desaturaz ile SER’lere hidrojene edilirler [169]. Boylece, acil zinciri uzunluguna goére
SER’ler; SER 14, SER 16, SER 18, SER 20, SER 22, SER 24, SER 26 olarak

adlandirilir (Sekil 2.7.) ve dokularda bu farkli formlar1 bir arada bulunur.

OH
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Sekil 2. 7. Agil zincir uzunluguna gore SER tiirleri

SER sentaz ailesi sadece SER biyosentezinin diizenlenmesinde degil, biyoaktif
kompleks sfingolipitlerin kompozisyonunun belirlenmesinde de rol oynar [170].

SER’ler alternatif olarak iki ek yolak sonucunda da sentezlenebilir.
Sfingomyelin (SM)’den asidik, nétral veya bazik sfingomyelinaz (SMaz) aktivitesi ile
[171] veya kurtarma yolagi olarak da bilinen, kompleks sfingolipitlerin metaboliti olan
sfingozinden derive olabilirler [162]. SER sentezinin dordiincii yolaginin ise karaciger
mitokondrisinde gerceklestigi bildirilmistir. Reaksiyon iki basamakta gerceklesir,
sfingozin ve agil-koA’nin kondensasyonunu saglayan anahtar diizenleyici enzim
notral seramidazdir [172].

SER, SER kinaz tarafindan fosforile edilerek seramid-1-fosfat (S1P)’1 veya
seramidazla indirgenerek sfingozini olusturabilir [173]. Benzer sekilde, sfingozin de
sfingozin kinazlarla sfingozin-1-fosfat (Sph-1-P)’a fosforile edilebilir.

SER’ler, SM sentaz veya glukozilseramid sentaz aktiviteleri araciligiyla SM
veya glikosfingolipitler gibi kompleks sfingolipitlerin sentezinde kullanilir [162].
ER’da sentezlenen SER’den, sfingolipit ve SM sentezinin gergeklesebilmesi igin,
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SER’in non-vezikiiler olarak seramid transfer protein (SERT) araciligr ile golgiye
tasinmasi gereklidir [162]. SERT sadece SER’lerden 14-20 karbon (C) igerenleri
transfer edebilir [174]. Bu durum birgok dokuda ve hiicrede 14C-20C’lu SM’lerin
bulunmasiyla iligkiliyken, glukozilseramid sentezi i¢in daha uzun zincirli yag asitleri

igeren SER’ler kullanilir [175].

2.2.3. Sfingomyelinler

SM, sfingoid bir omurgada, 4.pozisyonda trans-cift bag ile 18 karbonlu (18C)
aminoalkol ve buna bagli hidrofobik yag asidi zinciri ile polar fosfokolin veya nadiren
fosfoetanolamin biriminden olusmustur. Dogal olarak olugan SM'ler yag asidi zinciri
uzunluklarina (genellikle 16C-24C), doymusluk oranina gore farklilik gosterirler
(Sekil 2.8.) [176].
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Sekil 2. 8. Agil zincir uzunluguna goére bazi SM tiirleri

SM biyolojik membranda en bol bulunan fosfolipitlerdendir. Plazma membrani
dis zar1, 6nemli yapisal 6zellikleri olan SM’den oldukc¢a zengindir. Lipit raft yapisina
katilir [177]. Plazma membran1i kaynakli SM’in SER’e hidrolizi ise genellikle
lizozomda aSMaz tarafindan saglanirken, siklikla patolojik siireglerde rol alan nétral
SMaz (nSMaz) ve sekratuvar SMaz (sSMaz) tarafindan da gergeklestirilebilir. Ekzojen
SM de barsaklarda lokalize olan alkali SMaz tarafindan hidroliz edilir [176].
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2.2.4. Lipit Raftlan

Okaryotik hiicrelerin plazma membranlari, gliserofosfolipitler, sfingolipitler
ve steroller (6zellikle kolesterol) olmak tiizere 6nemli 3 biyiik lipit grubunu
icermektedir [178]. Cift tabakali hiicre zari yapisinda farkli lipit tiirleri, zarin
sitoplazmik ve ekzoplazmik bélgelerinde asimetrik olarak dagilmistir. Hiicre
membraninda, karakteristik olarak membranin diger bolgelerinden ayrilan, kolesterol
ve sfingolipitler agisindan zengin, proteinlerin selektif olarak dahil edilebilip
cikarilabildigi mikro bolgeler gozlenmektedir. Bu 6zel bolgelere lipit raftlari adi
verilmektedir [179]. Disiik sicaklikta, iyonik olmayan deterjanlara karsi direngli
olduklarindan, deterjana direngli glikosfingolipit agisindan zengin mikro alanlar olarak
da adlandirilmiglardir [180]. Lipit raftlarin olusumunda hidrofobik etkilesimler, Van
der Waals ve hidrojen baglarinin rolleri etkindir [181].

Lipit raftlar1, endositoz, ekzositoz gibi membran islevleri ile hiicre i¢i sinyal
iletiminde gecis istasyonlar1 olarak islev gormektedirler [179, 182, 183]. Lipit
raftlarindaki proteinler siklikla lipitlerle glikozilfosfatidilinozitol kancalari (GPI) gibi
posttranslasyonel modifikasyonlar gosterirler [184] veya kolesterol ve fosfolipitleri
direk baglayarak kaveolin ve anneksinleri olustururlar [185, 186]. Ayrica raftlar, SM’i
hidroliz ederek SER agiga ¢ikmasini saglayan SMaz’larmn birincil etki yeridir [187].
CD95 ve CDA40 gibi molekiillerin raftlardaki reseptorleri uyarmasi sonucunda aSMaz
aktive olur boylece SER ac¢iga ¢ikar [180, 188-190].

Hidrofobik SER molekiilleri, hidrofobik etkilesimlerle birbirlerine giiclii bir
sekilde baglanir ve boylece membrandaki diger lipitlerden kendiliginden ayrilirlar.
SER molekiillerinin bu sekilde kendiliginden birlesme egilimi olmasi, platform adi
verilen, fizyolojik o6zellikleri, hidrofobisitesi ve membran kalinligit bakimindan
membranin diger bolgelerinden oldukga farkli olan benzersiz bir mikro ¢evre; kiiciik
‘SER-zengin membran alanlarini’ ortaya ¢ikarir [191]. Bu platformlar lipit raftlarinin
olusumunda kritik rol oynar. Ayrica, reseptor ve hiicre i¢i sinyal molekiillerini yakalar
ve kiimeler. Yakalama giiciiniin, hidrofobik transmembran alan uzunluguyla orantil
oldugu diisiiniilmektedir. Boylece SER’ler zarin biyofizigini degistirerek, hiicrelerdeki
molekiilleri yeniden diizenleyebilir, reseptor aracili olan veya olmayan birgok hiicresel
aktivasyon siireglerini kontrol edebilir. Membranda SER {iretiminin artmasi, zarin
kimyasal yapisinda degisikliklere sebep olur [180, 188, 192-194].
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2.3. Sfingolipitler ve Hastaliklar

Sfingolipitler; hiicrede proliferasyon, biiylime, farklilasma, apoptoz gibi
hiicresel siire¢lerde rol alirlar. Metabolik bozukluklar, kronik inflamatuvar hastaliklar
ve kanser gibi birgok patolojik durumda sfingolipit metabolizma bozuklugu da
mevcuttur. Bu nedenle sfingolipitler yeni tedavi segeneklerinde hedef olabilirler.

Sfingolipit metabolizmasinin dengeli olmasi fizyolojik siire¢lerin devamlilig:
i¢in olduk¢a 6nemlidir. Bir sfingolipit enziminin yanlis diizenlenmesi, bir veya daha
fazla sfingolipit tiirtiniin belirli bir organelde birikmesine veya tiikkenmesine yol
acabilir [195]. Hiicre iginde sfingolipit birikmesi veya hiicre sinyalinin degismesi
durumunda patolojik durumlar tetiklenebilir. Ornegin, Niemann-Pick hastaliginda,
aSMaz enzimi geninde mutasyon vardir ve enzimin defektif olmasi sonucunda
fagositik hiicrelerin lizozomlarinda SM birikir. Bu durum, beyin, kemik iligi, akciger,
dalak ve karaciger gibi birden fazla organin yetmezligi ile sonuglanir [196].

Akciger vaskiiler endoteli; akcigerin fizyolojik fonksiyonunu koruyan ve
birden fazla homeostatik olayda rol alan kritik yapilardan biridir. Bunlar; damar
tonusunun korunmasi, kan pihtilagmasi, inflamasyon, anjiogenez, hiicre homeostazi
ve akciger sivisi dengesinin korunmasidir. Akciger endoteli, yeterli gaz transferi ve
doku oksijenasyonu i¢in gereklidir [197].

Fetal akciger gelisimi embriyonik donemde baslar. Bu siirecte lipitler 6nemli
rol oynar. Sirfaktan alveol kollapsint Onleyen kompleks bir lipoproteindir.
Fosfolipidler, proteinler ve kolesterolden olusur. Fosfolipitler; fosfatidilkolin (lesitin)
fosfatidilgliserol, fosfatidiletanolamin, sfingomyelin ve fosfatidilinositol'diir [198].
Amniyotik s1vidaki lesitin/sfingomyelin orani akciger maturasyonu i¢in geleneksel bir
biyobelirtectir [199]. Akcigerlerin fetal donemden beri lipitlerle olan iligkisi sadece
matiirasyonla sinirli degildir. Lipidomiks ¢aligsmalariin ilerlemesiyle, lipitlerin bir¢ok
akciger hastaliginda ¢esitli siire¢lerde rol aldiklar1 gosterilmistir. Akciger endotelinin
bariyer fonksiyonunun bozulmasini engellemek, endotel biitiinliigiinii korumak ya da
biitiinliiglin bozulmasiyla ortaya ¢ikan yikict durumlar1 azaltmak amaciyla klinik
olarak etkili ajanlar gelistirme ilgisi oldukga arttirmis, bu da akciger hastaliklarinin

lipitlerle olan iligkisinin 6nemini ortaya koymustur.
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2.3.1. Seramidler ve Apoptoz

SER, tiimor hiicreleri dahil bir¢ok hiicrede apoptozu tetikler. Sitokinler,
bliylime faktorleri, vitamin D, TNF-a, CD95/Fas, kemoterapotik ajanlar, toksinler,
radyasyon, ultraviyole (UV) 15181 veya infeksiyon gibi herhangi bir stres uyarani
varliginda SMaz veya de-novo yolak araciligi ile sentezlenirler [200]. Hiicreler bu
ajanlara maruz birakildiginda SER seviyelerinin arttigi gésterilmistir [201].

Spesifik olarak aSMaz/SER sistemi; S. aureus ile infekte olmus endotel
hiicrelerinde (pnémoni, yara infeksiyonu ve sepsis gibi nazokomiyal infeksiyonlarda)
apoptozu indiikler [202]. Endotel hiicrelerinin S. aureus aracili apoptozu bir dizi
sinyalizasyon sonucu meydana gelir. aSMaz’1n aktivasyonuyla SER artis1 ve sonra
hiicresel kaspazlarin ve Jun-N-terminal kinazin aktivasyonu ile mitokondriden sitozole
sitokrom ¢ gegisi olur. aSMaz’in genetik eksikligi, S. aureus aracili apoptozu Onler
[202]. Mitokondriyal sitokrom ¢ saliniminin SER iligkili oldugunu gésteren birgok
calisma mevcuttur [203].

De-novo yolaktan sentezlenen SER’in, ER stresine bagli pankreatik beta hiicre
apoptozuna dahil oldugu gosterilmistir [204, 205]. ER stresinin sorumlusu kalsiyum
bagimsiz fosfolipaz A2’nin aktivasyonu, nSMaz’1 aktive eder. Boylece sekonder
olarak SER birikimine sebep olur. Notral SMaz’in inhibisyonunun beta hiicrelerini,
ER stresinin indiikledigi apoptozdan korudugu gosterilmistir [206].

Hiicresel artmis SER diizeyleri, direk veya indirek olarak apoptotik siiregte rol
alan, mitojen aktive protein kinaz (MAPK), serin-treonin fosfataz gibi enzimlerle,
katepsin D, niikleer faktor kappa-beta (NF-kB) ve ras’in diizenlenmesinde rol alir [207-
209]. SER’ler, apoptozdaki rolleri gbz oniine alindiginda, potansiyel bir anti kanser

ilag olabilirler.

2.3.2. Seramidler ve Inflamasyon

SER; sfingolipit metabolizmasinin merkezi olup tim diger sfingolipitlerin
olusumu i¢in bir oncildiir. Apoptoz, hiicre biiyiimesi ve farklilagsmasi, yaslanma,
diyabet, insiilin direnci, inflamasyon, nérodejeneratif hastaliklar veya ateroskleroz gibi

durumlarda canli hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesini saglayan bir sinyal
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molekiiliidiir [210]. Ayrica radyasyon, iskemi, reperfiizyon, kemoterapotikler gibi
cesitli bircok uyarici igin stres sinyali olarak iglev goriir [199].

SER’lerin de-novo sentezinde rol alan bazi enzimler, proinflamatuvar olarak
upregiile olurlar [211]. SMaz kaynakl1 olusan SER’ler de, proinflamatuvar agonistlerin
tetikledigi cok sayida inflamatuvar siirecte rol alirlar. Ozellikle TNF-q, interferon-
gama (IFN-y) gibi sitokinler veya platelet aktive edici faktor (PAF) [212], interlokin-
1 beta (IL-18) [213] gibi interl6kinler SMaz aktivitesinin gii¢lii uyaranlaridir ve farkli
hiicre tiplerinde inflamasyonu uyardiklar gosterilmistir [162, 191, 214].

SER’ler, sayisiz bir¢ok biyolojik siirecte yer almalarina ragmen, dogrudan
hedeflerinden yalnizca birkagi tarif edilmistir. Bu orneklerden birisi; SER’in
sentezlendikten sonra proinflamatuvar transkripsiyon faktoric NF-kf3’nin ekspresyon
ve aktivasyonunu saglamasidir [163]. NF-«f3, memelilerde inflamatuvar genler de
dahil olmak iizere 150°den fazla genin ekspresyonunu diizenler. Ornegin, IL-18, IL-6,
IL-8 ve monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) gibi kemokinler ve siklooksijenaz-
2 (COX-2) gibi proinflamatuvar olan prostaglandinlerin (PG) sentezini saglayan
enzimlerin ekspresyonunu arttirir [163, 215]. Ilging olarak TNF-a, nétral ve
aSMaz’lar1 aktive eder, sadece aSMaz aktivasyonu NF-kf aktivasyonuyla sonuglanir
[216]. Ancak; bazi c¢aligmalarda da farkli hiicrelerdeki (fibroblast, endotel ve
makrofajlar) SMaz aktivitesi i¢in, TNF-a’nin indiikledigi NF-«xB‘a gerek olmadigi,
SER’in kendisinin NF-xf3 gen transkripsiyonu ile inflamatuvar yolaklar1 aktive ettigi
gosterilmistir [217-219]. Ancak her ne kadar bu aragtirmalar SER’lerin NF- kB3’yi
aktive ettigini belirtse de, aksine SER’in PKC iizerinden NF-«xf3’nin aktivasyonunu

inhibe ettigini raporlayan bir aragtirma da mevcuttur [220].

2.3.3. Seramidlerin Tedavideki Rolii

Sfingolipitler bir¢ok arastirmaya gore, akciger hastaliklarinda kilit nokta
olusturan aracilar olarak taninmaktadir. Ozellikle SER’in inflamatuvar yanit ve
apoptozun diizenlenmesindeki rolii dikkat ¢ekicidir. Bu islevler g6z 6niine alindiginda
SER sentezinin inhibisyonunun ¢oklu etkiler ortaya ¢ikarmasi beklenmektedir. Bu
nedenle SMaz inhibisyonu tedavi hedefi gelistirmek amaciyla c¢esitli hayvan

modellerinde denenmistir.
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Becker ve ark. KFTR °/ farelerde, SER diizeylerini normalize etmek amaciyla,
aSMaz inhibitorleri ilag panelini (amitriptilin, trimipramin, desipramin, amlodipin,
sertralin, fluoksetin ve klorprotiksen) inhaler olarak uygulamis ve farelerin akciger
dokularindaki SER diizeylerini diisiirmiislerdir. Bu durumun fareleri P. aeruginosa
infeksiyonundan korudugunu ve akcigerlerindeki inflamasyonun derecesini
diistirdiigiinii gostermislerdir [12].

KFTR °/ farelerde, SER’in de-novo sentezinin Fumonisin B1 (FB1) ile
inhibisyonu denenmis, P. aeruginosa-lipopolisakkarit (LPS) ile indiiklenmis akciger
hasar1 sonrasi inflamatuvar sitokinlerden IL-6 ve IL-1B’y1 anlamli olarak diistirdiigi
gosterilmistir. Ancak; amitriptilinle yapilan SER salinimini inhibisyonunun, FB1’e
gore P. aeruginosa-LPS ile indiiklenmis akciger inflamasyonundan koruyucu etkisi
KFTR “/-farelerde, KFTR */* olanlara gore daha fazladir [221]. Bu bulgularin yanisira,
KF’1i hastalarda amitriptilin kullanimina y6nelik yapilan faz II ¢calismasina katilan bir
KF hastasina, 21 ay boyunca oral amitriptilin tedavisi uygulanmis; hastanin son 21
aydaki akciger fonksiyonunun (FEV1, FVC) %10’dan fazla arttig1, BKI’nin de pozitif
yonde anlamli derecede arttig1 gosterilmistir [12].

Ziobro ve ark. KF’de biriken SER’in epitel hiicre 6liimiinii arttirarak, KF
bronsiollerinde DNA birikimini tetikledigini bdylece asemptomatik inflamasyonla
beraber P. aeruginosa infeksiyonuna yatkinligi arttirdigini belirtmislerdir [13]. Ayni
zamanda SER’lerin akciger fibrozisindeki roliinii aragtirmak amaciyla KF’li farelere
aSMaz inhibitorleri uygulanmig, SER diizeyleri normalize edilmistir. aSMaz
tedavisinin, akciger fibrozisinden korudugu gosterilmistir [171].

Retinoidler, hiicresel biiyiime, farklilasma ve hiicre Oliimiinii diizenleyen
vitamin A analoglaridir [222]. Fenretinid (N-4-hidroksilfenil-retinamid), peroksizom
proliferator-aktive reseptor (PPAR) agonisti olarak islev goren yari sentetik bir
retinoiddir [223]. Fenretinid tedavisi, ROS ve reaktif azot tiirlerinin (RNS) olusumuna
neden olur. Retinoid reseptorleri ve reseptor aracili olmayan SER indiiksiyonu da dahil
olmak {izere farkli yollarin aktivasyonunda rol alir. ROS'un indiiksiyonu,
antiinflamatuar homeostatik yollar1 tetikleyerek malign hiicreleri ve bakteri
infeksiyonunu ortadan kaldirmaya yardimei olan 6nemli bir koruyucu konak savunma
mekanizmas1 olarak distndlir [224-226]. Fenretinid, anti kanser tedavisi ve

profilaksisinde yaygin olarak kullanilir [227] ancak, KF hava yolu epitelindeki etkileri
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tam olarak bilinmemektedir. SER diizeylerini SMaz yolak aracilig1 ile degil, de-novo
yolla arttirdig1 diistiniilmektedir [228]. Bu nedenle hem de-novo yolak iizerinden etki
ettigi icin SMaz aktivitesini azaltmasi, hem de SER miktarim1 arttirmasi
proinflamatuvar etkileri azaltabilir [229].

KF’de diisiik SER diizeyleri raporlayan arastirmacilar, normal lipit diizeyleri
olan KF hastalarinin daha hafif bir KF formu gosterebilecegini 6ngérmiislerdir [230].
Bu nedenle KF hayvan modellerine uygulanan fenretinid tedavisi, yag asidi
dengesizligini diizelterek, SER iiretimini artirirarak normalize etmistir. Ayrica KF
iligkili osteoporozdaki iyilestirici etkileri gosterilmistir. Fenretinid tedavisiyle plazma
SER diizeyinin artmasi, arasidonik asit diizeyinin azalmasi trabekiiler kemik
yogunlugunun artmasiyla iligkili bulunmustur [231]. Hastalik siddetini azaltma

acisindan fenretinid yeni bir tedavi ajan1 olabilir.

2.3.4. Likit kromatografi-Tandem Kiitle Spektrometresi

Kiitle spektrometresi (MS), maddenin molekiiler yapisinin ortaya konmasi,
kantitatif veya hem kantitatif hem kalitatif olarak incelenmesini saglayan, yiiksek
hassasiyetli analitik bir tekniktir. MS ile makromolekiiller incelenebilecegi gibi, ¢ok
diisiik diizeydeki bilesikler de incelenebilir.

MS; iyon kaynagi, vakum sistemi, kiitle analizorii, detektdr ve bilgisayardan
olugmaktadir. MS ile hedef molekiiller 6nce gaz fazina gegirilerek iyonize edilir [232].
Ornekteki molekiiller, anoda dogru akan bir elektron akimi tarafindan
dogrudan veya dolayl olarak iyonlastirilirlar. Daha sonra molekiiliin ve parcalarinin
kiitle/yiik (m/z) oranlar tespit edilir. Boylece iyonik molekiiller m/z oranlarina gére
tanimlanir. Cogu zaman her iyon tek bir yiike (m=z) sahiptir. Bu durumda m/z kiitleye

esit olur [232].
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Iyonlarin m/z oranlarmnin géreceli miktari kiitle spektrumunda izlenir [232].
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Tandem kiitle spektrometresi (MS/MS) ise isminden de anlasilacagi gibi 2

asamali MS’den meydana gelmistir. MS/MS’in ilk asamasinda istenilen m/z oranina

sahip olan iyon, iyon kaynagindan ¢ikan diger iyonlardan ayrilir. Ana iyon veya onciil

iyon olarak adlandirilan bu iyonlar MS/MS’in 2. asamasinda kiitle ve yiiklerinin

degisecegi kimyasal bir reaksiyona girerek iiriin iyonunu olustururlar. Tipik olarak bu

reaksiyonlar, neden olduklar gesitli siireclerle iyonlarin i¢ enerjilerinin artmasina ve

bdylece ayrismalarina sebep olurlar [233]. Ozgiin molekiiliin pargalanmamis iyonuna

molekiiler iyon adi verilir. Molekiiler iyonun daha kiigiik pargalara ayrilmasiyla

fragman iyonlar meydana gelir (Sekil 2.10.).
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Iyonlar: farkli sekilde Slgen ve giiniimiizde kullanilan 4 farkli MS tiirii vardur.
Bunlar, kuadripol, time-of-flight, iyon tuzagi ve Fourier doniisiimii-iyon siklotron
rezonanst (FT-ICR veya FT-MS)’dir. Herbirinin analiz tiirline gore avantaj ve
dezavantajlar1 vardir.

Kuadripol MS, kare seklinde konumlandirilmis elektriksel olarak iletken 4
paralel ¢gubuktan olusur (Sekil 2.11.).

Sekil 2. 11. Kuadripollerin sematik goriinimii [232].

Cubuklar, iyon demetinin gectigi uzun bir kanali ¢cevrelemektedir. Cubuklara
direk akim ve radyofrekans uygulanarak, elektromanyetik bir alan olusturulur. Dortlii
kutup dizisine giren iyon demeti, ¢esitli m/z degerlerine sahip iyonlarin bir karigimi
igerir; ancak belirlenmis m/z araliginda olan iyonlar basariyla tasinirak detektore
ulagabilirler. Bu dar araligin disindaki iyonlar ise disar1 atilir. Kuadrupol MS’leri 2
farkli modda kullanilabilir. Bunlar, secilmis iyon modu (SIM) ve tarama modu
(SCAN)’dur [232]. SCAN modunda belirli bir araliktaki m/z degerine sahip olan
iyonlar izlenir. SIM modu ise SCAN moduna gore ¢ok daha sensitif olup, sadece
belirlenmis m/z oranlarina sahip birkag iyonun izlenmesinde kullanilir. Ancak daha az
iyon hakkinda bilgi verir. SIM modu 6nceden belirlenmis hedef bilesiklerin analizinde
kullanilirken, SCAN modu analit kiitlesinin bilinmedigi veya tiim iyonlarin taranmak
istendigi durumlarda kullanilir [233].

MS veya tandem MS, gaz kromatografi (GC-MS veya GC-MS/MS) veya sivi
kromatografi (LC-MS veya LC-MS/MS) ile birlestirildiklerinde, kolon ayrimi da
stirece katildigindan, hassas dl¢tim 6zelligi olan ve kromatogram ayirt etme giicii ile

ozgiilligli oldukg¢a yiiksek, ¢ok yonlii, gii¢lii analitik cihazlar meydana gelir. Bu
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nedenle klinik laboratuvarlarda protein, peptid, lipit, ilag, oligoniikleotid gibi organik
analitlerin tanimlanmasi ve 6l¢iilmesi amaciyla sik tercih edilirler [232].

Iyonlar MS’de yiiksek vakum altinda analiz edilirler. Bu siiregteki en énemli
reaksiyon tartismasiz analitlerin gaz fazindaki iyonlara doniistiiriilmesidir. Elektron
iyonizasyon islemi tarihsel olarak basitce 2 basamakla Ozetlenebilir. Ilk basamak
Ornegin ugurulmasi, ikinci basamak ise iyonlastirilmasidir. Ancak bu yaklasim
ucuculugu az, yiiksek polariteli molekiillerin analizinde kisitlayict olmustur. Bu
nedenle son 20 yilda biiyiik molekiil agirlikli, ugucu olmayan ve termal olarak kararsiz
bilesiklerin gaz fazi iyonuna doniistiiriilebilmesi i¢in yeni iyonizasyon teknikleri
gelistirilmistir [233]. Ugucu olmayan ve termal labil bilesiklerin analizi igin birincil
olarak elektrosprey iyonizasyon (ESI) ve matriks destekli lazer iyonizasyon (MALDI)
tercih edilmektedir. Bunlarin disinda, elektron iyonizasyonu (EI), atmosferik basingh
kimyasal iyonizasyon (APCI), atmosferik basingl fotoiyonizasyon (APPI), induktiv
islenmis plazma (ICP) ve gibi farkli iyonizasyon teknikleri mevcuttur [232, 233].

GC/MS’de en yaygim kullanilan iyonizasyon sekli elektron iyonizasyonu
(EI)’dur. Bu yontem tipik olarak 70eV elektrik potansiyelinin uygulandigi filament
seklinde bir elektron kaynagi gerektirir [234]. Molekiiller yiiksek enerjili elektronlar
ile bombardiman edilir. Boylece yiikli molekiiler iyonlar ve parcalar olusur.
Molekiiller, molekiiler yapilarina gore karakteristik pargalara ayrilir [235].

LC/MS’de ise en sik kullanilan iyonizasyon metotlari, yiiksek performansl
likit kromatografi (HPLC) araciligiyla saglanan, bu c¢aligmada da kullanilan
elektrosprey iyonizasyon (ESI) veya atmosferik basingli Kimyasal iyonizasyon
(APCI)’dur.

2.3.4.1. Elektrosprey iyonizasyon

ESI, LC/MS’de en yaygin kullanilan iyonizasyon yontemidir. Kiiglik
molekiiller dahil ¢ok fazla sayida biyolojik makromolekiillere uygulanabilir. LC’den
¢ikan madde, voltaj uygulanan bir kapillerden gegirilir [234]. Enerjinin bu sekilde
aktarilmasiyla ¢oziicii damlaciklar1 yiiklii hale gelir. Is1 ve gaz ile ¢doziici
buharlastirilir, bdylece damlaciklarin boyutu azalir ve yilizey iizerindeki yiik

yogunlugu artar [235].
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ESI ve APCI yumusak iyonizasyon teknikleridir. Yumusak iyonizasyonda
kaynaktaki molekiiler iyonlar biiyiik 6l¢iide intakt birakilir. Genelde molekiilleri
parcalamak, yavru iyon olusturmak icin kaynaktan sonraki teknolojiler kullanilir
[235].

Son zamanlada MS’in daha da gelistirilerek baska ayirma teknikleriyle
birlestirilip kullanilmasi, 6zgiin lipit molekiillerinin saptanmasia ve bdylece yeni
biyobelirte¢ arastirmalarina olanak saglamistir [236].

Lipid Maps konsorsuyumu tarafindan biyolojik olarak lipitler genel olarak 8
kategoriye ayrilmislardir. Her kategoride, omurga yapisindaki polar bas grubuna gore
kendi altinda farkli gruplara ve alt gruplara ayrilirlar [237]. Cesitli yag asidi
zincirlerinin omurga yapisinin farkli yerlerine baglanmasiyla 6zgiin birgok lipit
molekiilii meydana gelir. Plazmada ¢ok fazla sayida lipit tiirli belirlenmis ve bunlarin
500’den fazlas1 6l¢iilmistiir [238].

Sfingolipit analizleri i¢in, diagilgliserol (DAG) kinaz yontemi [171], ince
tabaka kromatografisi [231], HPLC, GC, GC/MS, HPLC/MS [15, 239] gibi ¢ok farkli
metotlar kullanilmigtir. MS metodolojisi, kullanicilarin tiim sfingolipit tiirlerinin
bilesimindeki degisiklikleri izlemelerine olanak tanir. Ancak; lipitlerin yapisal
cesitliliginden dolayi, kapsamli analizlerinin tek bir metotla yapilmasi yaniltici
olabilir. Bu nedenle lipidomik calismalarinda MS; gaz kromatografi (GC) ve sivi
kromatografi (LC) gibi farkli ¢esitli ayirma teknikleri ile birlestirilmistir [240, 241].
Yakin zamanda elektrosprey MS ve MS/MS’in gelistirilmesi ile molekiiler tiir analizi
i¢in, hizli, hassas ve niceliksel bir yontem saglanmistir. MS/MS ile sivi kromatografi
kombinasyonundan meydana gelen, sivi kromatografisi-tandem kiitle spektrometresi
(LC-MS/MS) sfingolipit metabolitlerinden SER gibi molekiiler tiirlerin hiicre igi
seviyesinin belirlenmesini miimkiin kilmigtir [242, 243]. Lipit analizlerinde en sik ters
faz likit kromatografi (RPLC) ile normal faz likit kromatografi (NPLC) yontemleri
kullanilmaktadir [236]. NPLC’de sabit faz polar 6zellikli likit iken, mobil faz olarak
goreceli olarak apolar bir solvent kullanilir. RPLC’de ise sabit faz apolar iken, mobil
faz goreceli polardir. En popiiler ters faz kolonu bizim de arastirmamizda
kullandigimiz oktadesil silika (ODS) veya C18 (18 karbonlu diiz alifatik zincir)
kolonudur [232]. XTerra C18 kolonu iginde bulunan partikiiller hem organik (silika)

hem de inorganik (organo siloksan) komponentleri igererek, her ikisinin de avantajini
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bir arada saglar. Ayrica, C18 kolonu apolar oldugundan, seramid ve sfingomyelin
tiirlerinden agil zinciri en uzun olan yani en apolar olanlar en geg¢ elue olurken (6rn.

SER 24), acil zinciri en kisa olanlar en erken eliie olurlar (6rn. SM 16).

2.4. Kitin

Kitin; B-(1-4)-poli-N-asetil D-glukozaminin bir polimeri olup, seliilozdan
sonra dogada en ¢ok bulunan 2. polisakkarittir. Mantarlarin, ev tozu akarlarinin,
yengeclerin dis iskeletlerinin, karides ve boceklerin, parazit nematodlarin ve bir¢cok
bocegin sindirim Sisteminin énemli bir bileseni iken memelilerde bulunmaz [244].
Kitin yapisinda bulundugu organizmalar1 dig cevreden korur. Hiicre i¢inde kitin sentaz
tarafindan sentezlenerek, plazma membrani yapisina katilir. Sert kristaller olusturarak
mikroorganizmanin sert kitin6z yapisini meydana getirir [245].  Biyosentezi ve
yikilmasi endojen kitinazlar vasitasiyla gerceklesir [22].

Kitin insanlarda bulunmasa da, giinliik yasamda kitin ve/veya kitin tiirevlerine
maruziyet cok yaygindir. Memelilerin, kitin ve kitin tiirevlerine kars1 immun reaksiyon
gosterdikleri 1980’lerde kesfedilmistir [246]. Bu ¢alismalarda kitinin in-vivo ve eks-
vivo Onemli immiinolojik etkiler meydana getirdigi gosterilmis, daha sonraki
caligmalarda ise peritoneal ve alveoler makrofajlarla, dogal oldiiriicii hiicre
(NK)’lerden, IL-18, IFN-y ve koloni stimule edici faktor (CSF) gibi proinflamatuvar
sitokinlerin salinimin1 uyardigi kanmitlanmistir [247]. Makrofajlardaki mannoz
reseptor, toll-like reseptor 2 (TLR-2), C-tip lektin reseptor Dectin-1, Lokotrien B-4
reseptor (BLT-1) ile etkilesime girerek sitokin ve kemokinlerin salinmasina ve ortama
notrofil toplanmasina sebep olurlar [248]. Ayrica kitinlerin dogal immune sistemi

uyararak alerjik tip 2 inflamasyona katkida bulundugu gosterilmistir [249, 250].

2.5. Kitinazlar ve Kitinaz Benzeri Proteinler

Kitini par¢alayan kitinaz olarak bilinen enzim, aktif kitinaz ve kitinaz benzeri
proteinleri (enzimatik aktivitesi olmayan, ki-lektinler) kapsayan, insanlar ve

memelilerde sentezlenen 18 glikozil hidrolaz ailesinin bir iiyesidir. Insanlarda, asidik
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memeli kitinazi (AMCaz), Kitotriozidaz (CHIT1), oviduktin, insan kikirdak
glikoproteini (HcGp)-39/YKL 40 ve YKL 39 tanimlanmustir.

Insanlar, asidik pH’da fonksiyonel olan ve kitini pargalayan 2 fonksiyonel
kitinaz eksprese eder. Bunlar CHIT1 ve AMCaz’dir. [251-253]. Memelilerde kitinaz
ve kitinaz benzeri proteinlerin salinimi makrofaj ve notrofiller gibi fagositer
hiicrelerden gergeklesir [21, 254, 255]. Salinimlari, inflamasyon, infeksiyon ve doku
yenilenmesi gibi durumlarda indiiklenir. Bu proteinlerin antiinflamatuvar savuma ve
onarim gibi yanitlarda rol aldigi diistiniilmektedir [22]. Kitinaz ve kitinaz benzeri
proteinlerin, astim ve KF gibi kronik hastaliklardaki makrofajlarin alternatif

aktivasyonlariyla iligkili oldugu gosterilmistir [256, 257].

2.5.1. Kitotriozidaz Aktivitesi

Kitotriozidaz; notrofil, matiir monosit tiirevi makrafajlar, akciger makrofaji
gibi doku spesifik makrofajlari iceren myeloid hiicrelerde ve insanda esas akcigerlerde
eksprese edilir [258]. Notrofiller TLR stimiilasyonu sonucunda, makrofajlar ise TLR
stimiilasyonu haricinde IFN-y, TNF-a, graniilosit makrofaj koloni stimule edici faktor
(GM-CSF) stimulasyonu sonucunda da kitotriozidaz salgilarlar [255, 259].

Plazma kitotriozidaz aktivitesi lipit yiiklii makrofajlarla karakterize olan
Gaucher hastaliginin tan1 ve izleminde 6nemli bir belirtegtir [260]. Gaucher disinda
diger kalitimsal lizozomal depo hastaliklarinda ve ayrica aktif makrofajlarin rol aldig
ateroskleroz, hematolojik hastaliklar, kronik inflamatuvar hastaliklar, ndrodejeneratif
hastaliklar, KF ve interstisyel akciger hastaliklarinda da yiikseldigi gosterilmistir [261-
263].

2.5.2. YKL-40

Insan kikirdak glikoproteini (HcGp)-39 veya kitinaz 3 benzeri 1 (CHI3L1)
olarak da bilinen YKL-40, kitine baglanan ancak kitini hidroliz etme 6zelligi olmayan
bir glikoproteindir. Geni, insanda 1932.1 konumunda lokalizedir [264]. Yapisal olarak
18 kitolektinler veya 18 glikozil hidrolaz ailesinde yer alirlar [265]. YKL-40’1n

enzimatik aktivitesi bulunmaz. Bu durum; enzimatik aktivitesi olan kitinazlarin
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terminal glutamat kalintis1 tagimasi, ancak YKIL-40’da katalize katilan glutamat yerine
16sin, aspartat yerine alaninin gegmis olmasi ile agiklanabilir [266].

Notrofil, makrofaj, kondrosit, fibroblast, vaskiiler diiz kas hiicreleri gibi ¢esitli
hiicrelerden salgilanir. Salinimlar1 IFN-y, IL-6, IL-13, vazopressin, paratiroid iliskili
hormon gibi cesitli sitokin ve hormonlarla ile uyarilir. [21, 267-271]. Insan
hiicrelerinde apoptoz, proliferasyon, hiicre sagkalimi, MAPK ve sitokin yolaklarini
diizenledigi gosterilmistir [271].

Serum YKL-40 diizeyleri, kanser, osteoartrit, kardiyovaskiiler hastaliklar,
inflamasyonla seyreden hastaliklar, noérodejeneratif hastaliklar, doku yenilenmesi ve
fibrozisde biyobelirteg olarak arastirilmis [272-276], ayn1 zamanda astim, atopi ve
immunite aracili hastaliklarla iligskilendirilmistir [256, 277]. Son zamanlarda yapilan
calismalara gore; KF hastalarinin artmis balgam YKL-40 diizeylerinin pulmoner
fonksiyonlarla korele oldugu, serum diizeylerinin de saglikli kontrole gore yiiksek
oldugu raporlanmis, bu nedenle YKL-40’mm KF akciger hastaliginda faydali bir
biyolojik belirte¢ olabilecegi savunulmustur [19, 20].
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Bilesikler

1. Amonyum format 50 g (Sigma - 17843)

2. N-palmitoil-D-sfingozin 5 mg [(d18:1/16:0) Cambridge Isotope Lab.-CLM-9582-
PK]

3. C 16 Seramid 5 mg [(d18:1/16:0) Avanti Polar Lipids-860516]

4. C 18 Seramid 5 mg [(d18:1/18:0) Avanti Polar Lipids-860518]

5. C 20 Seramid 5 mg [(d18:1/20:0) Avanti Polar Lipids-860520]

6. C 22 Seramid 5 mg [(d18:1/22:0) Avanti Polar Lipids-860501]

7. C 24 Seramid 5 mg [(d18:1/24:0) Avanti Polar Lipids-860524]

8. 16 SM 5 mg [(d18:1/16:0) Avanti Polar Lipids-860584]

9. 18 SM 5 mg [(d18:1/18:0) Avanti Polar Lipids-860586]

10. 24 SM 5 mg [(d18:1/24:0) Avanti Polar Lipids-860592]

11. Izopropanol (2-propanol) (Sigma-34965-2,5 L)

12. Kloroform (Sigma-650498)

13. Asetonitril (Sigma Aldrich 34851-25 L)

14. Formik asit (Merck 1002641000 %98)

15. Metanol (Sigma Aldrich 34885-2,5 L)

16. Human Chitinase 3-like 1/YKL-40 PicoKine™ 96 kuyucuklu elisa kiti (EK0974)
17. Sitrik asit monohidrat (Merck 100244)

18. Disodyum hidrojen fosfat (Merck 106586)

19. Glisin (Merck 104201)

20. 4-Metilumbelliferil Na+ tuzu (Sigma M 1381)

21. 4-Metilumbelliferil B-D-N,N’,N""-triasetilkitotriosid (Sigma M 5639)
22. Sodyum hidroksit (Merck 106498)
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3.1.2. Kullanilan Cihazlar ve Diger Malzemeler

1. Analitik kolon [( X Terra C18 segiciligi ters faz, 50 x 2.1 mm, partikiil biyiikligii
2.5 pum, akis hiz1 0,450 mL/dk, injeksiyon hacmi 10 pL) Waters 186000594]

2. Ultra hizli sivi kromatografisi (LC-20 AD UFLC XR, Shimadzu Corporation, Japan)
3. LCMS-8040 triple kuadrupole kiitle spektrometresi (Shimadzu Corporation, Japan)
4. Fluorometre (Moleculer Devices SpektraMax M2 Microplate Reader)

5. Vorteks (Velp Scientifica 2X3)( Heidolph Reax 2000 shaker)

6. Santrifiij (Niive NF-1200R)

7. Inkiibator (Niive EN 500)

8. pH metre (Mettler toledo MP220)

9. -80 °C derin dondurucu (MDF-U6086S)

10. Distile su cihazi (mpMinipure SUPER OTO-UP OTO)

11. Hassas terazi (Mettler Toledo AG204)

12. Sonikatdr (Bandalin Sonorex)

13. Azot ugurucu (VLM GmbH 33689 Bielefeld 1302001)

3.2. Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

Calisma gruplari, bilgilendirilmis onam formlarini (eriskin, ¢ocuk, ebeveyn
onam formlar1) okuyarak calismaya katilmayi kabul edenlerin dahil edilmesiyle
olusturuldu. Bu arastirma icin etik kurul izni, Hacettepe Universitesi Girisimsel
Olmayan Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu’ndan alinmistir (GO 16/454-34). Hacettepe
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan da desteklenmistir (proje
kodu: THD -2016-12638).

Calismamiz, vaka-kontrol tipi bir arastirma olup, Universitemiz Gogls
Hastaliklar1 Anabilim Dal1 ve Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali, Cocuk
Goglis Hastaliklar1 Bilim Dali tarafindan KF tanistyla izlenen, akut alevlenme
sebebiyle yatis1 yapilan, ¢alismaya katilma Olgiitlerini tasiyan, ¢alismaya katilmay1
kabul eden 18 yas ve {lizerindeki erigkin hastalar ile 6-17 yas arasindaki ¢ocuk

hastalarin  ve kontrol grubu olarak saglikli bireylerin dahil edilmesiyle
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gerceklestirilmistir. Cocuk hastalardan kendi onamlar1 yanisira ebeveynlerinden de
onam alinmistir.

Saglikli kontrol grubu, hastalara uygun yas araliginda olusturulmustur. Erigkin
kontroller sistemik akut {ist solunum yolu ve alt solunum yolu infeksiyonu olmayan,
caligmaya katilmay1 kabul eden bireylerden, ¢ocuk kontroller ise sistemik akut iist
solunum yolu ve alt solunum yolu enfeksiyonu olmayan, kendisi ve velisi ¢calismaya
katilmay1 kabul eden, c¢ocuk sagligi ve hastaliklar1 boliimiine diger nedenlerle
bagvuran ¢ocuklardan olusturulmustur.

KF tanisi hastalik ile uyumlu klinik bulgularin yanisira, farkli zamanlarda
yapilan en az iki ter testinde Cl degerlerinin hastalik ile uyumlu yiiksek degerlerde
bulunmasi (>60mEq/L) ve/veya genetik ¢alisma ile her iki allelde hastali§a neden olan
mutasyonun gosterilmesi ile konulur.

KF hastalarinda akut alevlenme ise; balgam hacim veya renginde degisiklik,
Okstiriiglin artmasi, yorgunluk, halsizlikde artma, istahsizlik ve kilo kaybi, solunum
fonksiyon testlerinde %10 ve daha fazla azalma/radyolojik bulgular, dispnede artma
belirteglerinden en az ikisinin olmasi ile tanimlanmustir.

Kendileri ve/veya aileleri onam vermeyen hastalar ile saglikli bireyler,
sistemik steroid ve immunsupresif kullanan hastalar, ¢gocuk hastalarda FEV1 diizeyi
<%40 olanlar (eriskin hastalarda hastalik daha ilerlemis seviyede oldugundan FEV1
diizeyi <%40 olanlar c¢aligmaya alimmistir), 6 yas altindaki ¢ocuklar (solunum
fonksiyon testleri degerlendirilemediginden), balgam kiiltiirlerinde B. cepacia tireyen
hastalar ve alerjik bronkopulmoner aspergillozis tanisi olanlar ¢alismaya dahil
edilmemistir. Alevlenme atagi doneminde ¢alismaya alinan hastalardan yeterli tedavi
almayan hastalar ¢alismadan ¢ikarilmislardir.

Akut pulmoner alevlenme kriterlerine uyan ve tedavi igin yatis1 yapilan,
pulmoner alevlenme disinda inflamasyonu olmayan hastalardan alevlenme kanlari,
antibiyotik tedavisi akabinde taburcu olurlarken taburculuk dénemi kanlar1 ve taburcu
olduktan sonraki 3 ay icindeki kontrol bagvurularinda ise kontrol donemi kanlari
etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)’i tiiplere alinmistir.

Goglis Hastaliklart AD’dan akut alevlenmeyle yatisi yapilan 15 eriskin
hastanin alevlenme donemi kanlari, 13 hastanin taburculuk dénemi kanlari, 11

hastanin ise taburcu sonrasi kontrol dénemi kanlar1 toplanmuigtr.
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Cocuk Sagligi Hastaliklar1 Anabilim Dali, Cocuk Gogiis Hastaliklar1 Bilim
Dali’ndan akut alevlenmeyle yatis1 yapilan 19 ¢ocuk hastanin alevlenme donemi kanlari,
11 hastanin taburculuk dénemi kanlari, 9 hastanin ise kontrol dénemi kanlari toplanmustir.

Sagliklt kontrol grubu ise 15 eriskin ve 17 c¢ocuktan alinan kanlarla

olusturulmustur.

3.3. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Saklanmasi

EDTA’11 tiiplere alinan tam kan, ayn1 giin iginde 3000 g’de 10 dakika santrifiij
edildi, plazma ayrildi. Plazmalar birden fazla ependorfa boliinerek, analize kadar -
80°C’de saklanda.

3.4. Yontemler

3.4.1. Seramid ve Sfingomyelinlerin Analizi

3.4.1.1. Mobil Fazlarin Hazirlanmasi

Mobil Faz A: 400 mL su, 50 mL asetonitril ve 50 mL izopropanol (80: 10: 10
v/v iginde 10 mM amonyum format) icermektedir. Sonikasyon islemi ile igerisinde
0,32 gr (10mM) amonyum format ¢ozdiiriiliirek olusturulmustur.

Mobil faz B: 450 mL asetonitril ile 50 mL izopropanol (90: 10 v/v i¢inde 10
mM amonyum format) icermektedir. Sonikasyon islemi ile icerisinde 0,32 gr (10 mM)

amonyum format ¢ozdiirtiliirek olusturulmustur.
3.4.1.2. SER ve SM Standartlarinin Hazirlanmasi

HUBAP projesi kapsaminda satin almis oldugumuz ticari standartlar; 5’er
mg’lik toz haldeki SER 16, 18, 20, 22, 24, déteryum isaretli internal standart (IS) SER
16 ve SM 16, 18, 24 idi. Prof. Dr. Mutay Aslan’in modifiye ettigi protokole gore [278],
9 standardin her biri ayr1 ayr1 3 mL etanolde ¢oziildi. 1,66 mg/mL (1660 ng/uL)
konsantrasyonlu ana stok hazirlandi. Ana stoktan 30 pL alinarak metanol ile 1000
uL’ye tamamlandi. 50 ng/pL (50000 ng/mL) konsantrasyonlu 1. ara stok hazirlandi.
1. ara stoktan 100 pL alinarak metanol ile 1000 pL’ye tamamlandi. 5 ug/mL (5000
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ng/mL) konsantrasyonda olan 2. ana stok olusturuldu. IS hari¢ digerlerinin 2. ana
stoklarinin her birinden 100 pL alinarak birlestirildi ve toplamda 800 pL olan standart
karigimi olusturuldu. Bu standart karisgtmina IS’1n 2. ana stogundan tabloda belirtilen
miktarlarda IS ve metanol eklenerek seri konsantrasyonlu standartlar elde edildi (Tablo
3.1)).

Tablo 3. 1. SER ve SM standartlarinin hazirlanmasi

Standart IS (uL)
Metanol Konsantrasyon
karisim (L) (5000
(nL) (ng/mL)
(625 ng/mL) ng/mL)
1. standart 196,6 - 3,4 625,000
2. standart 300,1 290,0 10,0 312,500
3. standart 150,0 440,0 10,0 156,250
4, standart 75,0 515,0 10,0 78,125
5. standart 37,5 552,5 10,0 39,062

3.4.1.3. Orneklerin Hazirlanmasi

1. -80 °C’lik buzdolabindan ¢ikarilip ¢6zlinen ve vortekslenen plazma 6rneklerinden
25 pL alinarak distile su ile 500 pL’ye tamamlandi. 20 kat diliie edildi.

2. Her 6rnege, IS stogundan (5000ng/mL) 2 uL eklendi.

3. Uzerine 375 pL kloroform/metanol (1:2 v/v) eklendi.

4. Ornekler 30 sn sonike edildi.

5. 100 pL distile su (dSu) ilave edildi.

6. 5 dk boyunca tiim rak vortekslendi.

7. Oda 1s1sinda 30 dk bekletildi.

8. 2000g’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiijden sonra siipernatanlar numarandirilmig
yeni tiiplere alindi.

9. 125 pL kloroform, 125 pL dSu eklendi.

10. Tiipler tek tek vortekslenerek oda 1sisinda 30 dk bekletildi.

11. Numune sayis1 kadar konik tiip hazirlanarak numaralandirildi ve yaklasik 500 pL

kadar iist organik tabaka bu tiiplere aktarildi.



49

12. Azot altinda ugurma islemi yapildi.
13. Ornek 100 pL metanol/ formik asit (99,1:0,1 v/v) ile ¢dziindii ve parafilmle

kapatildiktan sonra vortekslenerek tamami viallere aktarildi.

3.4.1.4. Standartlarin ve Orneklerin Elektrosprey Iyonizasyon Kiitle

Spektrometre ile Calisilmasi

Analizi yapilan sfingolipitlerin 6nciil ve {riinlerinin m/z degerleri tabloda

verilmistir.

Tablo 3. 2. Analizi yapilan sfingolipitlerin 6nciil ve tirinlerinin m/z degerleri

16:0 SM (d18:1/16:0) 703.30 — 184.20
18:0 SM (d18:1/18:0) 731.40 — 184.20
24:0 SM (d18:1/24:0) 815.50 — 184.20
C16 SER (d18:1/16:0) 538.50 — 264.40
C16 SER (d18:1/16:0) *IS 554.30 — 264.30
C18 SER (d18:1/18:0) 566.30 — 264.40
C20 SER (d18:1/20:0) 594.60 — 264.50
C22 SER (d18:1/22:0) 622.60 — 264.40

C24 SER (d18:1/24:0) 650.40 — 264.30

Kromatografik ayrimlar ultra hizli sivi kromatografisi (LC-20 AD UFLC XR,
Shimadzu Corporation, Japan) ile eslesmis LCMS-8040 triple kuadrupol Kkiitle
spektrometresi (Shimadzu Corporation, Japan) ile ters faz C18 kolon (X Terra, 50x2.1
mm, 2.5 pum; Waters 186000594) kullanilarak, 60°C kolon sicakliginda
gergeklestirilmistir. SER ve SM’ler akis hizi 0,450 ml/dk olan gradient eliisyon
kullanilarak ayrilmistir.

Mobil faz B’nin gradient programi %65 (0 dk), %65 (0-2 dk), %90 (2-7 dk),
%90 (7-13 dk), %90 (13-30 dk), %65 (30-30.01 dk) ve %60 (30.01-60 dk) olarak

kullanilmistir.
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SMve SER’ler; 39,062 - 625,000 ng/mL lineer kalibrasyon araliginda optimize
edilmistir. Injeksiyon voliimii 10 pL ve &rnek dlgiim siiresi 35 dakika olarak
belirlenmistir. Pozitif elektrosprey-iyonizasyon (ESI) modunda 6l¢iim yapilmistir.

SER ve SM’lerin standart kromatogram ornekleri sekilde gosterilmistir (Sekil
3.4. ve Sekil 3.5.).

(a) (x10,000)
6,0
16:0 SM
5,0
E 40
e | :
= sl 41840 SM
2 < / 24:0 SM
2 / bl
£ / v
2.0
1,0 )
C16 Ceramide *IS
0,0 ;
00 25 50 75 100 125 150 17,5 20,0 min

Sekil 3. 1. SM 16, 18 ve 24’lin standartlar1 ile IS SER 16’nin LC-MS/MS
kromatogramlari [278].
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Sekil 3. 2. SER 16, 18, 20, 22 ve 24 standartlarinin LC-MS/MS kromatogramlari
[278].
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3.4.2. Kitotriozidaz Enzim Aktivite Tayini

Plazma Kitotriozidaz enzim aktivitesi, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi

Merkez Laboratuvarinda florometrik yontemle Sl¢iilmiistiir.
3.4.2.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Durdurucu tampon hazirligt; 37,5 gr glisin [molekiil agirhigi (MA) 75,07 gr]
tartildiktan sonra iizerine 800 mL kadar dSu eklendi. Bu sirada %30’luk NaOH
cozeltisi elde etmek icin 30 gr NaOH tartilarak yaklagik 80 mL dSu’da ¢oziindii.
Cozilindiikten sonra dSu ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden, glisin ¢ozeltisine
pH’1 10,0 olacak sekilde ekleme yapildi ve dSu ile 1000 mL’ye tamamlandi. Oda
sicakliginda 1siktan korunarak saklandi.

Sitrat ve fosfat tampon hazirligi; 4,20 gr sitrik asit (MA 210,14 gr) tartilarak
dSu ile ¢o6ziindii ve 100 mL’ye tamamlandi.

5,67 gr Na2HPO4 (MA 141,96 gr) tartilarak dSu ile ¢oziindii ve 100 mL’ye
tamamlandi.

Hazirlanan sitrik asit ¢ozeltisinden 23,3 mL sodyum fosfat dibazik
¢oOzeltisinden ise 26,7 mL alinarak pH 5,2 olacak sekilde ayarlanarak dSu ile 100

mL’ye tamamlandi. 4°C’de saklandi.
3.4.2.2. Substrat Hazirh@

1 mg 4-Metilumbelliferil B-D-N,N’,N"-triasetilkitotriosid (MA 785,8 gr)
tartilarak 23 mL 100 mM sitrat ve 200 mM fosfat tamponunda ¢ozdiiriildii. 70 mL
dSu’ya tamamlandi. -20°C’de saklandi.

3.4.2.3. Standartlarin Hazirlanmasi ve Kalibrasyon Egrisinin Cizilmesi

4-Metilumbelliferil sodyum tuzu (4-MU) (MA: 176,2 gr)’dan 1,762 mg
tartilarak 10 mL durdurucu tamponda ¢oziindii (1000 pM). Buradan 0,1 mL 1 mM
stok alinarak 9,9 mL durdurucu tampon ile 100 kat dilue edildi (10 pM=10000 nmol).
Kalibrasyon egrisi i¢in 6 diizey 4-MU kullanild1 (Tablo 3.3.). Dogru denklemi
y=4711,7x + 48,327 olan standart dogru elde edildi (Sekil 3.8.). Okumalar ¢ift

yapilarak ortalamalar1 alind1 (Eksitasyon: 365 nm, emisyon: 445 nm).



Tablo 3. 3. 4-MU sodyum tuzundan standartlarinin hazirlanmasi
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Konsantrasyon nmol/ml

Standart
Standart Durdurucu
konsantrasyonu dSu (uL)
(nL) tampon (uL)
(nmol/mL)
0. standart 0,000 0 200 1000
1. standart 0,208 25 175 1000
2. standart 0,417 50 150 1000
3. standart 0,833 100 100 1000
4. standart 1,250 150 50 1000
5. standart 1,670 200 0 1000
Kitotriozidaz Aktivitesi Kalibrasyon Egrisi
9000 y =4711.7x/+ 48.327
8000 R%=0.9952
...... ®
7000 e
6000 Pt
€ 5000 [ e
§ 4000 O .......
S e
L3000 [ e
2000 [ R
1000 | o
0 e
1000 0 0.2 0.4 0.8 1.2 1.6 1.8

Sekil 3. 5. Kitotriozidaz aktivitesi kalibrasyon egrisi

3.4.2.4. Orneklerin Hazirlanmasi

1. Plazma 6rnekleri 4 °C 5 dk 13000 rpm de santrifiij edildi.

2. Siipernatandan 45 pl ayri1 bir ependorfa alinirak iizerine 5 pl sitrik asit eklendi. Bu

asamadan sonra deney ¢ift yapildi.

3. 5 ul plazma alinarak 100 pl subsrat eklendi. Kor i¢in plazma yerine dSu kullanildi.
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4. Vortekslenerek 37 °C’de inkiibatorde 15 dk inkiibe edildi.
5. 1000 pl glisin eklenerek reaksiyon durduruldu.
6. Fluoresan okuma opak plaka ile 365 nm eksitasyon, 445 nm emisyon dalga boyunda
yapildi.

Inkiibasyon zamani 0,25 saat, diliisyon faktorii ise 243,1 olarak hesaplandi
(nmol/mL/sa).

3.4.3. YKL-40’mn Olgiim Prensibi

YKL-40 6l¢iimii plazma 6rneklerinde sandvi¢ ELISA yontemi ile ticari kit
kullanilarak gergeklestirilmistir (Human Chitinase 3-Like 1/YKL-40 Picokine Elisa
Kit, Boster Biological Technology Co. Ltd. ABD). 96 kuyucuklu plaka, fareden elde
edilmis, Chitinase 3-like 1’e spesifik monoklonal antikorlarla kaplanmistir. Standartlar
ve numuneler kuyucuklara eklendikten sonra, keciden elde edilmis, biyotinlenmis
Chitinase 3-like 1’e spesifik poliklonal antikor eklenir ve kuyucuklar fosfat tamponlu
salin (PBS) ile yikanarak baglanmayan maddelerin ortamdan uzaklasmasi saglanir.
Daha sonra kuyucuklara avidin-biyotin peroksidaz kompleks (ABC) eklenir ve
baglanmayan maddelerin atilmas1 amaciyla PBS ile yikama yapilir. Avidin, biyotine
yiiksek affinite gosterir ve genellikle irreversibl baglanir. Avidin-biyotine bagli olan
peroksidaz ise yaban turpu peroksidazi, horseradish peroksidazi (HRP) olarak da
bilinen ve biyokimyasal analizlerde sik kullanilan bir enzimdir [279]. HRP,
kromojenik substratlarin renkli tirinlere doniismesini, kemiliiminesan substratlarda ise
151k yayilmasini saglar. Bu 6zelliginden dolay1 bircok ticari kitte kullanilmaktadir. Bu
calismada kullanilan kitte HRP’nin enzimatik reaksiyonunu goriiniir hale getirmek
amaciyla substrat olarak kuyucuklara 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin  (TMB)
eklenmistir. TMB, HRP tarafindan katalize edilerek mavi renkli bir iiriin olusturur.
Asidik durdurucu soliisyonun eklenmesiyle sar1 renk olusumu gozlenir. Plakadaki
orneklerin baglanmis Chitinase 3-like 1 miktarlar1 sar1 rengin yogunlugu ile dogru

orantilidir.



(

S

;
Ant:-Chitinase-3 L
like 1 antikoru

e T
o =N
g

Reaksiyon 2. Reaksiyon

\——/ TMP durdurucu

T™B
substrats

soliisyon

3. Reaksiyon
(Mavi renk olusumu)

%
4. Reaksiyon
(Sarn renk olusumu)

Sekil 3. 6. YKL-40’1n sematik 6l¢tim protokolii

3.4.3.1. YKL-40’n Ol¢iim Protokii
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Literatiirde daha Onceki calismalar incelenerek numunelerimizde 100 kat

dilisyon yapilmasina karar verildi.

Kit igerisinden ¢ikan tiipler kullanilmadan once alt iist edildi ve soliisyonlar

¢alismadan hemen 6nce hazirlandi.

Numuneler ve standartlar ¢ift calisildi.

Yikamalardan dnce ve sonra plakalarin tamamen kurumasina izin verilmedi.

Soliisyonlar kullanilmadan once 30 dk 37°C’de bekletildi. Calisma Oncesi

yapilan hazirliklar asagida listelenmistir.

1. Standart soliisyonunu hazirlamak i¢in 10000 pg/mL olan chitinase 3-like 1 standart

soliisyonuna 1 mL 6rnek diliient tamponu eklendi. VVortekslenerek oda sicakliginda 10

dk bekletildi.
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2. 7 adet ependorf hazirlandi. Ependorflarin 1.’sine 0,6 mL digerlerine 0,3 mL 6rnek

diliient tamponu eklendi.

1. 1. Ependorfa hazirlanan standart soliisyondan 0,4 mL eklendi ve vortekslenerek

konsantrasyonu 4000 pg/mL olan 1. standart elde edildi.

2. 1. Ependorftan 6. Ependorfa kadar herbirinden 0,3’er mL alinip bir sonrakine

eklendi. Daha once pipetlenmis olan 0,3 mL 6rnek diliient tamponuyla karigmasi i¢in

vortekslendi ve boylece seri diliisyon yapildi. Konsantrasyonlari 4000 pg/mL, 2000

pg/mL, 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL ve 62,5 pg/mL olan 7 adet

standart soliisyon elde edildi.

3. Orneklerin 100 kat diliisyonu icin, 6rnek sayis1 kadar ependorf hazirlandi. 3 pL

ornek tizerine 297 ul 6rnek diliient tamponu eklenerek vortekslendi.

4. Chitinase 3-like 1 antikor soliisyonunun hazirlanmasi i¢in, bir tiipe chitinase 3-like

1 antikor soliisyonundan 100 pL alinarak iizerine 9900 pL antikor diliient tamponu

eklenerek vortekslendi. 100 kat diliie edildi.

5. ABC soliisyonunun hazirlanmasi i¢in, bir tiipe 100 L ABC soliisyonu alinarak

tizerine 9900 uL ABC diliisyon tamponu eklenerek vortekslendi. 100 kat diliie edildi.

6. Yikama soliisyonunun hazirlanmasi igin, kit igeriginden ¢ikan toz halindeki

karisim, 0,01 M PBS soliisyonu elde edilecek sekilde tartilarak 800 mL dSu’da

¢Oziindii ve 1000 mL’ye tamamlandi.
Calisma protokolii:

1. Plakalarin her bir kuyucuguna 0,1 mL ve ¢ift olacak sekilde, kor, standartlar ve
ornekler pipetlendi. Kor olarak 6rnek diliient tamponu kullanildi.

2. Plaka yapigkan jelatinle kapatilarak 37°C’de 90 dk inkiibe edildi.

3. Jelatin ¢ikarilarak plaka igerigi lavaboya dokiildii, kagit havluyla tamamen
kurumasina izin verilmeden nazikge kurulandi.

4. Her bir kuyucuga c¢ok kanalli pipet yardimiyla 0,1 mL biyotinlenmis chitinase 3-
like 1 antikor soliisyonundan eklendi. Plaka yeni yapiskan jelatinle kaplanarak
37°C’de 60 dk inkiibe edildi.

5. Yapiskan jelatin ¢ikarilarak plaka igerigi lavaboya dokiildi, kagit havluyla
tamamen kurumasina izin verilmeden nazik¢e kurulandi. Multichannel pipet
kullanilarak her kuyucuga 0,3 mL yikama soliisyonu [0,01 M PBS] pipetlendi ve

1-2 dk beklendikten sonra plaka icerigi lavaboya dokiildii, kagit havluyla tamamen
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kurumasina izin verilmeden kibarca kurulandi. Yikama islemi ayni prosediirler
uygulanarak ard arda 3 kez gergeklestirildi.
. Her kuyucuga 0,1 mL ABC soliisyonundan eklenerek, plaka yeni yapiskan jelatinle
kapland1. 37°C’de 30 dk inkiibe edildi.
. Yapiskan jelatin ¢ikarilarak plaka igerigi lavaboya dokiildii, kagit havluyla
tamamen kurumasina izin verilmeden nazik¢e kurulandi. PBS tamponu ile yikama
islemi yukarida agiklandigi gibi 5 kez art arda gergeklestirildi.
. Multichannel pipet ile her kuyucuga 90 pL TMB renk olusturucu ajan eklendi.
Kuyucuklarda mavinin farkli tonlariin olusumu gozlendi. Plaka yeni yapiskan
jelatinle kapatilarak 37°C ve karanlikta 15-20 dk inkiibe edildi.
. Inkiibasyondan ¢ikarilan plaka kuyucuklarmin her birinin iizerine ¢ok kanall1 pipet
ile 0,1 mL TMB durdurucu soliisyon eklendi. Sar1 renk olusumu gozlendi.

Plagin 30 dk i¢inde SpektraMax M2 Microplate Reader ile 450 nm’de
absorbansi okutuldu.

Standart ve ornekler ¢ift ¢alisildigindan her birinin ortalamasi alindi ve kor
ortalamasi1 herbirinden c¢ikarildi. Standart egri c¢izildikten sonra lineer egri
formiiliine gore drneklerin YKL-40 konsantrasyonu hesaplandi. Ornekler basta 100

kat diliie edildiklerinden her biri 100’le ¢arpildi.



4. BULGULAR

4.1. Demografik, Klinik ve Rutin Biyokimyasal Veriler
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Calismaya 15 eriskin KF hastast ile 19 cocuk KF hastas1 dahil edilmistir.

Pulmoner alevlenme sebebiyle yatis1 yapilan ve takip edilen erigkin hastalarin

15’inden alevlenme, 13’iinden taburculuk ve 11’inden kontrol donemi, c¢ocuk

hastalarin ise 19’undan alevlenme, 11’inden taburculuk ve 9’undan kontrol dénemi

kanlar1 toplanmigtir. Saglikli kontrol grubu ise 15 eriskin ile 17 ¢ocuk bireyden

olusturulmustur. Calismaya dahil edilen bireylerin demografik verileri, BKI degerleri

ve sigara kullanim oranlar1 Tablo 4.1.’de verilmistir.

Tablo 4. 1. KF hasta grubu ile saglikli kontrol grubunun demografik verileri

Eriskin Cocuk
Eriskin Kistik Fibrozis Cocuk Kistik Fibrozis
Hastal Saglikll Hastal Saglikl
51 astalari astalari
Degisken Bireyler Bireyler
N 15 15 19 17
E 11 6 6 12
K 4 9 13 )
Yas (y1l) 26,3£5,8 25,4432 10,8+3,4 11,8425
BKI
16,9+2,5 22,6+3,6 14,8+2,6 18,842,9
(kg/mr’)
Sigara
kullanimi 13,3 26,7 0,0 0,0
(%)

" N: Belirtilen kategorilerdeki toplam ¢aligma grubunu temsil etmektedir.

E: erkek, K: kadin
BKI: Beden Kitle Indeksi
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%: Belirtilen degiskene sahip olanlarim, g¢aliyma grubunun tamamina oranlanmasiyla
hesaplanmustir.

Yas ve BKI ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

Eriskin hastalar ile erigkin saglikli bireyler ve ¢ocuk hastalar ile gocuk saglikli
bireyler arasindaki yas farkliligini saptamak amaciyla Student’s t testi kullanilmus,
yaslar arasinda anlamli fark bulunmamistir (p=0,746/p=0,312).

Eriskin hastalar ile erigkin saglikli bireyler ve ¢ocuk hastalar ile gocuk saglikli
bireyler arasindaki cinsiyet farkliligini arastirmak amaciyla Pearson’s Chi-Square testi
yapilmis, eriskin hastalar ile eriskin saglikli bireyler arasinda cinsiyet agisindan
anlamli farklilik bulunmamistir (p=0,065). Cocuk grupta ise hasta ve saglikli bireyler
arasinda cinsiyet agisindan anlamli fark bulunmustur (p=0,019).

Erigkin KF hastalar1 ile saglikli bireylerin BKI’leri Mann Whitney-U testi ile
kiyaslanmais, eriskin KF hastalarinin BKI’leri saglikli bireylere gore anlamli diisiik
bulunmustur (p=0,0002). Cocuk KF hastalar1 ile saglikli bireylerin BKI’leri Mann
Whitney-U testi ile kiyaslandiginda, ¢ocuk KF hastalarinin BKI’leri saglikli bireylere
gore anlaml diisiik bulunmustur (p=0,0002).

Calismaya dahil edilen hastalarin rutin takip verileri Tablo 4.2.’de verilmistir.
Paramaretrik dagilima uyan veriler ortalama + standart sapma, uymayan veriler ise
medyan (minimum-maksimum) olarak ifade edilmistir. Yiizde (%) degerler, belirtilen

degiskene sahip olanlarin, tiim arastirma grubuna oranlanmasiyla hesaplanmistir.



Tablo 4. 2. KF hastalarinin klinik ve rutin biyokimyasal verileri
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Degisken Eriskin Kistik Fibrozis Hastalar1 Cocuk Kistik Fibrozis Hastalar1
g1s (n=15) (n=19)
Pankreas
yetmezligi (%) 93,0 100,0
Diabetes Mellitus
%) 6,7 5,2
Pulmoner
Hipertansiyon (%) 133 0.0
Astim (%) 13,3 53
P. aeruginosa
kolonizasyonu (%) 69,2 66,7
S. aureus 538 611
kolonizasyonu (%) ’ ’
Bronsektazi (%) 100,0 100,0
Atelektazi (%) 20,1 100,0
Pulmoner Pulmoner
Alevlenme Kontrol Dénemi Alevlenme Kontrol
- Doénemi Donemi Donemi
YEVC 42,6::20,2 45,4i:18,4 56,0i:22,4 57,0 (34_,0-71,0)
(N=12) (N=11) (N=13) (N=5)
YEEV 34,8+14,7 35,5+13,7 61,0+£26.9 57,0 (32,0-68,0)
0 (N=12) (N=11) (N=13) (N=5)
CRP eriskin referans deger: 0-0,8 CRP ¢ocuk referans deger: 0-0,8
CRP (mg/dL) 7,7+4,7 3,84+4,0 3,1(0,8-19,0) 1,5(0,1-5,9)
(N=11) (N=8) (N=15) (N=8)
Hb eriskin referans deger: 13,6-17,2 Hb ¢ocuk referans deger: 11,7-15,5
Hb (gr/dL) 13,3+1,7 13,5+1,9 12,6+1,3 14,0 (10,7-14,0)
(N=11) (N=8) (N=17) (N=9)
BK eriskin referans deger: 4,1-11,2 BK ¢ocuk referans deger: 4,3-10,3
BK (10%/uL) 12,1+£5,18 12,8+4,7 12,1+4,7 10,642,8
(N=11) (N=8) (N=17) (N=9)
Plt eriskin referans deger: 159-388 Plt cocuk referans deger: 159-388
PIt (10%/uL) 412,6x198, 381 ’3ﬂi204’6 394,1+124,8 398,9£78,5
4 (N=7) (N=17) (N=8)
(N=11)

%FVC: Zorlu vital kapasite (%: beklenen degerin yiizdesi)

%FEV1: Zorlu ekspirasyonun 1. saniyesinde atilan voliim (%: beklenen degerin ytizdesi)

CRP: C-reaktif protein

HB: Hemoglobin
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BK: Beyaz kiire sayis1
Plt: Platelet sayist
Referans degerler, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvari referans

degerleri baz alinarak verilmistir.
4.2. Seramid ve Sfingomyelinlerin LC-MS/MS ile Analiz Sonuclar:

4.2.1. Eriskin Kistik Fibrozis Hastalar ile Saghkh Bireylerin Sonuclar

Erigkin hastalarin alevlenme (N=15), taburcu (N=13) ve taburcu olduktan
sonra 3 ay icindeki ilk kontrol doénemi (N=11) alinan kanlarindan elde edilen
plazmalarda SM tiirlerinden SM 16, 18, 24, SER tiirlerinden SER 16, 18, 20, 22 ve 24
diizeyleri LC-MS/MS ile analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar, erigkin saglikli
kontrol (N=15) ile Graphpad Prism 6 araciligiyla, Mann Whitney-U testi ile
kiyaslanmistir. Donemler arasi farklilik ise Kruskal Wallis testi ile degerlendirilmistir.

Eriskin KF hastalarinin alevlenme donemi; tiim SM ve SER tiirleri, saglikli

kontrole gore anlamli diisiik bulunmustur ( p<0,001 ve p<0,05) (Tablo 4.3.).

Tablo 4. 3. Eriskin KF hastalarmin pulmoner alevlenme dénemi ile saglikli bireylerin

SER ve SM diizeylerinin kiyaslanmas1 ve p degerleri

Eriskin KF Pulmoner
Alevlenme Donemi
Medyan (minimum-

Eriskin Saghkl Kontrol
Medyan (minimum-

maksimum) mallilslr&um) P
N=15 B
16 SM pg/mL 248,3 (139,4-370,4) 450,1 (196,2-1887,0) <0,0001
18 SM pg/mL 46,0 (18,0-116,0) 111,0 (56,0-398,0) <0,0001
24 SM pg/mL 36,4 (8,9-93,6) 136,1 (50,5-316,2) <0,0001
16 SER ng/mL 1263,0 (681,8-3442,0) 1998,0 (1381,0-6624,0) 0,0014
18 SER ng/mL 637,3 (185,5-1575,0) 1034,0 (519,1-3292,0) 0,0017
20 SER ng/mL 418,6 (177,7-1111,0) 958,6 (420,7-2865,0) <0,0001

22 SER ng/mL 2455,0 (1448,0-5566,0) 10749,0 (4167,0-29886,0)  <0,0001
27800,0

24 SER ng/mL 10069,0 (3195,0-18892,0) (12240,0-89319,0) <0,0001

Erigkin KF hastalarinin taburculuk donemi tiim SM ve SER tiirleri, saglikl

kontrole gére anlamli diisiik bulunmustur ( p<0,001 ve p<0,05) (Tablo 4.4.)
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Tablo 4. 4. Erigkin KF hastalarinin taburculuk donemi ile saglikli bireylerin SER ve

SM diizeylerinin kiyaslanmasi ve p degerleri

Eriskin KF Taburculuk Eriskin Saghkl Kontrol
Donemi Medyan (minimum- Medyan (minimum-
maksimum) maksimum) p
N=13 N=15
16 SM pg/mL 282,5 (125,0-514,0) 450,1 (196,2-1887,0) 0,0022
18 SM pg/mL 43,2 (24,8-108,4) 111,0 (56,0-398,0) 0,0001
24 SM pg/mL 37,5 (14,4-77,8) 136,1 (50,5-316,2) <0,0001
16 SER ng/mL 1412,0 (847,9-1956,0) 1998,0 (1381,0-6624,0) 0,0015
18 SER ng/mL 4295 (163,4-952,9) 1034,0 (519,1-3292,0)  <0,0001
20 SER ng/mL 352,5 (155,1-688,7) 958,6 (420,7-2865,0) <0,0001
22 SER ng/mL 2872,0 (1595,0-5543,0) 10749,0 (4167,0-29886,0) <0,0001
24 SERng/mL  10627,0 (6313,0-17157,0) 27800,0 <0,0001

(12240,0-89319,0)

Eriskin KF hastalarinin taburcu olduktan sonra ilk 3 ay i¢indeki kontrol donemi
16 SM diizeyi hari¢ tiim SER ve SM diizeyleri saglikli kontrole gdre anlamli diisiik
bulunmustur ( p<0,001 ve p<0,05) (Tablo 4.5).

Tablo 4. 5. Eriskin KF hastalarinin kontrol dénemi ile saglikli bireylerin SER ve SM

diizeylerinin kiyaslanmas1 ve p degerleri

Eriskin KF Kontrol Eriskin Saghkh Kontrol
Donemi Medyan Medyan (minimum-
(minimum-maksimum) maksimum) p
N=11 N=15
16 SM pg/mL 306,6 (211,5-941,3) 450,1 (196,2-1887,0) 0,0764
18 SM pg/mL 66,3 (38,4-187,6) 111,0 (56,0-398,0) 0,0062
24 SM pg/mL 36,6 (16,4-115,1) 136,1 (50,5-316,2) <0,0001
16 SER ng/mL 1315,0 (883,8-3737,0) 1998,0 (1381,0-6624,0) 0,0013
18 SER ng/mL 435,2 (183,9-1084,0) 1034,0 (519,1-3292,0) 0,0003
20 SER ng/mL 338,7 (165,3-767,1) 958,6 (420,7-2865,0) <0,0001
22 SER ng/mL 3136,0 (2339,0-5442,0) 10749,0 (4167,0-29886,0) @ <0,0001
24 SER ng/mL 12745,0 (4805,0-23237,0) 27800,0 (12240,0-89319,0) 0,0006



Alevlenme, taburcu ve kontrol donemleri arasinda farklilik saptanmamagtir.
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Sekil 4. 1. Eriskin KF hastalarinin alevlenme, taburcu ve kontrol donemi ile saglikli

kontrollerin SER diizeyleri kutu grafikleri a) 16 SER b) 18 SER c) 20 SER d) 22 SER
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Sekil 4. 2. Eriskin KF hastalarinin alevlenme, taburcu ve kontrol dénemi ile saglikli

kontrollerin SM diizeyleri kutu grafikleri a) 16 SM b) 18 SM c) 24 SM
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4.2.2. Cocuk KF Hastalari ile Saghkh Bireylerin Sonuclar:

Cocuk hastalarin alevlenme (N=19), taburcu (N=11) ve taburcu olduktan sonra
ilk 3 ay i¢indeki kontrol donemi (N=9) alinan kanlarindan elde edilen plazmalarda SM
tiirlerinden SM 16, 18, 24, SER tiirlerinden SER 16, 18, 20, 22 ve 24 diizeyleri LC-
MS/MS ile analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar, ¢ocuk saglikli kontrol (N=17) grubu
ile Graphpad Prism 6 araciligiyla, Mann Whitney-U testi ile kiyaslanmistir. Dénemler
arasi farklilik ise Kruskal Wallis testi ile degerlendirilmistir.

Cocuk KF hastalarinin alevlenme donemi; 16 SM, 18 SM, 24 SM, SER 22 ve
SER 24 diizeyleri, saglikli kontrole gore anlamli diisiik bulunmustur ( p<0,001 ve
p<0,05) (Tablo 4.6.).

Tablo 4. 6. Cocuk KF hastalarinin pulmoner alevlenme donemi ile saglikli bireylerin

SER ve SM diizeylerinin kiyaslanmasi ve p degerleri

Cocuk KF Pulmoner

Alevlenme Dénemi- Pediatrik Saghkh Kontrol-

Medyan (minimum-

Mnfglzg?ngrr]r:; Klnzulrg maksimum) N=17 P
16 SM pg/mL 225,1 (15,0-885,1) 287,6 (234,1-425,0) 0,0019
18 SM pg/mL 40,0 (3,1-203,0) 70,0 (51,3-111,0) <0,0001
24 SM pg/mL 29,4 (4,8-133,6) 93,6 (55,1-207,6) <0,0001
16 SER ng/mL 1337,0 (204,7-5043,0) 1409,0 (1059,0-1695,0) 0,3764
18 SER ng/mL 505,7 (69,4-2752,0) 6)72,0 (472,8-1008,0) 0,0918
20 SER ng/mL 4440 (52,2-1826,0) 485,7 (375,6-717,9) 0,2062

22 SER ng/mL 3507,0 (630,1-12134,0) 4757,0 (2927,0-8152,0) 0,0176
24 SER ng/mL 10849,0 (2131,0-33311,0)  17669,0 (11151,0-25313,0 0,0002

Cocuk KF hastalarinin taburculuk donemi 18 SM, 24 SM, SER16, SER18,
SER 20, SER 22 ve SER 24 diizeyleri, saglikli kontrole gore anlamli diisiik
bulunmustur ( p<0,001 ve p<0,05) (Tablo 4.7.).
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Tablo 4. 7. Cocuk KF hastalarinin taburculuk dénemi ile saglikli bireylerin SER ve

SM diizeylerinin kiyaslanmasi ve p degerleri

Cocuk KF Taburculuk
Doénemi-Medyan

Cocuk Saghkh Kontrol-
Medyan (minimum-

(minimum-_maksimum) maksimum) N=17 p
N=11
16 SM pg/mL 282,0 (180,0-398,0) 287,6 (234,1-425,0) 0,2997
18 SM pg/mL 42,3 (23,8-71,3) 70,0 (51,3-111,0) 0,0014
24 SM pg/mL 27,7 (17,1-98,1) 93,6 (55,1-207,6) <0,0001
16 SER ng/mL 1184,0 (657,1-1933,0) 1409,0 (1059,0-1695,0) 0,0284
18 SER ng/mL 374,5 (106,9-877,0) 672,0 (472,8-1008,0) 0,0035
20 SER ng/mL 317,1 (126,1-669,4) 485,7 (375,6-717,9) 0,0007
22 SER ng/mL 2843,0 (1829,0-7182,0) 4757,0 (2927,0-8152,0) 0,0284
24 SER ng/mL 11249,0 (7478,0-28281,0) 17669,0 0,0035

(11151,0-25313,0)

Cocuk KF hastalarinin taburcu olduktan sonra ilk 3 ay i¢indeki kontrol donemi
18 SM, 24 SM ve 24 SER diizeyleri saglikli kontrole gore anlamli diisiik bulunmustur
( p<0,001 ve p<0,05).

Tablo 4. 8. Cocuk KF hastalarinin kontrol donemi ile saglikli bireylerin SER ve SM

diizeylerinin kiyaslanmasi1 ve p degerleri

Cocuk KF Kontrol Donemi = Cocuk Saghkh Kontrol
Medyan (minimum- Medyan (minimum- p
maksimum) N=9 maksimum) N=17
16 SM pg/mL 267,0 (150,0-865,8) 287,6 (234,1-425,0) 0,2339
18 SM pg/mL 43,9 (38,3-76,5) 70,0 (51,3-111,0) 0,0028
24 SM pg/mL 28,8 (17,7-94,9) 93,6 (55,1-207,6) 0,0002
16 SER ng/mL 1516,0 (895,6-3693,0) 1409,0 (1059,0-1695,0) 0,9332
18 SER ng/mL 703,1 (257,6-2019,0) 672,0 (472,8-1008,0) 0,8688
20 SER ng/mL 422,9 (279,2-1379,0) 485,7 (375,6-717,9) 0,8506
22 SER ng/mL 3896,0 (2223,0-10793,0) 4757,0 (2927,0-8152,0) 0,0826
24 SER ng/mL 9626,0 (6068,0-34712,0) 176690 0,0091

(11151,0-25313,0)
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Sekil 4. 3. Cocuk KF hastalarinin alevlenme, taburcu ve kontrol donemi ile saglikl
kontrollerin SER diizeyleri kutu grafikleri a) 16 SER b) 18 SER c) 20 SER d) 22 SER
e) 24 SER
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Sekil 4. 4. Cocuk KF hastalarinin alevlenme, taburcu ve kontrol donemi ile saglikl

kontrollerin SM diizeyleri kutu grafikleri a) 16 SM b) 18 SM c) 24 SM

Alevlenme, taburcu ve kontrol dénemleri arasi farklilik saptanmamustir.

4.3. YKL-40 Sonuglari

4.3.1. Eriskin KF Hastalar1 ile Saghklh Bireylerin Sonuclar:

Eriskin KF hastalarinin alevlenme (N=15), taburcu (N=13) ve taburcu olduktan
sonra 3 ay i¢indeki ilk kontrol dénemi (N=11) plazmalarinda YKL-40 diizeyleri
Olciilmiistiir. Elde edilen sonugclar, eriskin saglikli kontrol grubunun (N=15) sonug¢lar1
ile Graphpad Prism 6 araciligiyla, Mann Whitney U testi ile kiyaslanmigtir. Donemler
aras1 farklilik ise Kruskal Wallis testi ile degerlendirilmistir.

Eriskin KF hastalarinin YKL-40 diizeyleri tim donemlerde saglikli kontrole
gore anlamli yliksek bulunmustur (p<0,001 ve p<0,05).
Alevlenmeden, kontrol donemine kadar 3 donemde, donemler arasi farklilik

saptanmamigtir.

Tablo 4. 9. Eriskin KF hastalarinin alevlenme, taburcu ve kontrol donemleri ile

saglikli bireylerin YKL-40 diizeylerinin kiyaslanmasi ve p degerleri

YKL-40 ng/mL
Medyan (minimum-

maksimum) P
o spasin
&thlzl;urculuk donemi 21,9 (12,8-149,1) 0,0025
&lefg;ltrol donemi 42,1 (11,9-216,4) 0,0002

Saghkl kontrol (N=15) 14,6 (7,4-35,7) -
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Sekil 4. 5. Eriskin KF hastalarinin alevlenme, taburcu ve kontrol donemi ile saglikli

bireylerin YKL-40 diizeyleri kutu grafikleri

4.3.2. Cocuk KF Hastalari ile Saghkh Bireylerin Sonuglar:

Cocuk hastalarin alevlenme (N=19), taburcu (N=11) ve taburcu olduktan sonra
3 ay i¢indeki ilk kontrol donemi (N=9) plazma YKL-40 diizeyleri dl¢tilmiistiir. Elde
edilen sonuglar, ¢ocuk saglikli kontrol grubunun (N=17) sonuglar1 ile Graphpad Prism
6 araciligiyla, Mann Whitney U testi ile kiyaslanmistir. Donemler arasi frklilik ise
Kruskal Wallis testi ile degerlendirilmistir.

Cocuk KF hastalarmin YKL-40 diizeyleri tiim donemlerde saglikli kontrole
gore anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,001 ve p<0,05).

Alevlenmeden, kontrol donemine kadar 3 donemde, donemler arasi1 farklilik

saptanmamistir.

Tablo 4. 10. Cocuk KF hastalarinin alevlenme, taburcu ve kontrol donemleri ile

saglikli bireylerin YKL-40 diizeylerinin kiyaslanmasi ve p degerleri
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<0,0001

0,0162

0,0003

Sekil 4. 6. Cocuk KF hastalarinin alevlenme, taburcu ve kontrol donemi ile saglikl

bireylerin YKL-40 diizeyleri kutu grafikleri

4.4. Kitotriozidaz Aktivitesi Sonuclari

4.4.1. Eriskin KF Hastalar ile Saghkh Bireylerin Sonug¢lar:

Erigkin hastalarin alevlenme (N=15), taburcu (N=13) ve taburcu olduktan

sonra 3 ay igindeki ilk kontrol donemi (N=11) plazma kitotriozidaz aktiviteleri

Ol¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar, eriskin saglikli kontrol grubunun (N=15) sonuglari
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ile Graphpad Prism 6 araciligiyla, Mann Whitney-U testi ile kiyaslanmigtir. Donemler
arasi farklilik ise Kruskal Wallis testi ile degerlendirilmistir.
Eriskin KF hastalarmin kitotriozidaz aktiviteleri tiim donemlerde saglikli

kontrole gore anlaml1 yiiksek bulunmustur (p<0,05).

Tablo 4. 11. Eriskin KF hastalarinin alevlenme, taburcu ve kontrol dénemleri ile

saglikli bireylerin kitotriozidaz aktivitelerinin kiyaslanmasi ve p degerleri

Kitotriozidaz aktivitesi
nmol/mL/sa

medyan (minimum-maksimum) P
KF_pulmoner alevlenme donemi 42,9 (1,0-131,8) 0,0013
(N=15)
KF taburculuk déonemi (N=13) 36,6 (1,0-98,7) 0,0070
KF kontrol donemi (N=11) 43,8 (1,0-111,7) 0,0132
Saghkh kontrol (N=15) 12,7 (0,6-44,7) -
Kitotriozidaz Aktivitesi
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Sekil 4. 7. Eriskin KF hastalarinin alevlenme, taburcu ve kontrol donemi ile saglikli

bireylerin kitotriozidaz aktiviteleri kutu grafikleri



76

4.4.2. Cocuk KF Hastalari ile Saghkh Bireylerin Sonuclar:

Cocuk hastalarin alevlenme (N=19), taburcu (N=11) ve taburcu olduktan sonra
3 ay igindeki ilk kontrol donemi (N=9) plazma kitotriozidaz aktiviteleri 6l¢iilmiistiir.
Elde edilen sonuglar, pediatrik saglikli kontrol grubunun (N=17) sonuglar ile
Graphpad Prism 6 aracilifiyla, Mann Whitney-u testi ile kiyaslanmistir. Donemler
aras1 farklilik ise Kruskal Wallis testi ile degerlendirilmistir.

Cocuk KF hastalarinin kitotriozidaz aktiviteleri, donemlerin higbirinde saglikli

kontrole gore anlamli farkli degildir (p>0,05).

Tablo 4. 12. Cocuk KF hastalarinin alevlenme, taburcu ve kontrol donemleri ile

saglikli bireylerin kitotriozidaz aktivitelerinin kiyaslanmasi ve p degerleri

Kitotriozidaz aktivitesi nmol/mL/sa

medyan (minimum-maksimum) P
KF pulmoner alevlenme
dénemi (N=19) 33,7 (1,0-136,1) 0,1871
KF taburculuk donemi
(N=11) 25,2 (1,0-80,7) 0,4646
KF kontrol donemi (N=9) 32,6 (10,1-145,8) 0,0844

Saghkl kontrol (N=17) 16,5 (1,0-113,9) -
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Sekil 4. 8. Cocuk KF hastalarinin alevlenme, taburcu ve kontrol donemi ile saglikl

bireylerin kitotriozidaz aktiviteleri kutu grafikleri

Hem eriskin hem de pediatrik KF hastalarinin alevlenme, taburcu ve taburcu
olduktan sonraki ilk kontrol dénemlerinin kitotriozidaz aktiviteleri arasinda dénemsel

farklilik saptanmamaistir (p>0,05).

4.5. KF Hastalarimin Alevlenme Donemleri SER, SM ve YKL-40 Diizeyleri ile
Kitotriozidaz Aktivitelerinin Kilinik/Rutin Biyokimyasal Parametrelerle

Korelasyon Iliskileri

Eriskin KF hastalarinin alevlenme donemi sfingolipit metabolitlerinin

beklenen %FVC, %FEV1 ile CRP ve BK diizeyleri arasinda korelasyonu bulunamadi.
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Tablo 4. 13. Eriskin KF hastalarinin pulmoner alevlenme dénemi SER ve SM
diizeylerinin, ayn1 donem beklenen %FVC, %FEV1 ile CRP ve BK diizeyleri

arasindaki korelasyon iligkileri

Pulmoner FVC FEV1 CRP BK
Alevlenme
Doénemi r p r p r p r p

16 SM pg/mL.  -0,07 0,827 -0,191 0,550 -0,347 0,296 -0,461 0,153
18 SM pg/mL.  -0,264 0,406 -0,309 0,328 -0,190 0,576 -0,260 0,439
24 SM pg/mL.  -0,459 0,132 -0,464 0,129 -0,098 0,772 -0,345 0,298
16 SER ng/mL -0,430 0,162 -0,367 0,241 0285 0,395 -0,297 0,375
18 SER ng/mL  -04,20 0,173 -0,317 0,316 0,368 0,266 -0,183 0,590
20 SER ng/mL -0,492 0,104 -0,371 0,316 0,257 0,445 -0,154 0,650
22 SER ng/mL -0,450 0,141 -0,370 0,237 -0,159 0,640 -0,07 0,837
24 SER ng/mL -0,393 0,206 -0,426 0,167 -0,296 0,377 -0,153 0,694

Tablo 4. 14. Eriskin KF hastalarinin pulmoner alevlenme dénemi YKL-40 diizeyleri
ile kitotriozidaz aktivitelerinin ayn1 donem beklenen %FVC, %FEV1 ile CRP ve BK

diizeyleri arasindaki korelasyon iligkileri

Pulmoner FVC* FEV1* CRP BK
Alevlenme
Dénemi r p r p r p r p

YKL-40 (ng/mL)  -0,641 0046 -0,643 0045 -0280 0078 -0219 0,518

Kitotriozidaz
Aktivitesi -0,132 0,683 -0,090 0,779 -0,656 0,029 -0,190 0,576
(nmol/mL/sa)

*: Erigkin hastalardan %FVC ve %FEV1 degeri <50 olanlar korelasyon analizine dahil edilmislerdir.

Erigkin KF hastalarinin alevlenme donemi kitotriozidaz aktivitesi, ayn1 donem
CRP diizeyi ile negatif yonde korele 1di. Ayrica alevlenme donemi YKL-40 diizeyleri
de aym1 donem beklenen %FVC ve %FEV1 ile negatif yonde korele bulunmustur
(Tablo 4.14).
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Tablo 4. 15. Cocuk KF hastalarinin pulmoner alevlenme doénemi SER ve SM

diizeylerinin, ayn1 donem %FVC, %FEV1, CRP ve BK diizeyleri ile korelasyonlari

Pulmoner

Alevlenme FvC FEV1 CRP BK
Donemi r p r p r p r p
16 SM pg/mL 0,077 0,802 0,140 0,649 -0,156 0,579 0,190 0,466
18 SM pg/mL.  -0,367 0,217 -0,251 0,409 -0,036 0,898 -0,278 0,280
24 SM ng/mL.  -0,161 0,026 -0,060 0,845 0,006 0,984 -0,010 0,970
16 SER ng/mL  -0,002 0,995 -0,000 0,998 0,211 0450 0,113 0,666
18 SER ng/mL  -0,310 0,303 -0,322 0,283 0,064 0,820 -0,232 0,371
20 SER ng/mL -0,210 0,491 -0,234 0,441 -0,032 0,911 -0,029 0,913
22 SERng/mL -0,016 0,958 0,044 0,887 -0,087 0,759 0,405 0,107
24 SER ng/mL 0,070 0,820 0,167 0,585 -0,032 0,909 0,439 0,078

Cocuk KF hastalarinin alevlenme dénemi sfingolipit metabolitleri ile ayni
donem beklenen %FVC, %FEV1 ile CRP ve BK diizeyleri arasinda korelasyonu
bulunamadi (Tablo 4.15).

Tablo 4. 16. Cocuk KF hastalarinin pulmoner alevlenme donemi YKL-40 diizeyleri
ile kitotriozidaz aktivitelerinin ayni dénem beklenen %FVC, %FEV1 ile CRP ve BK

diizeyleri arasindaki korelasyon iliskileri

Pulmoner FVC FEV1 CRP BK
Alevlenme ; r r r P
Donemi P P P

YKL-40 (ng/mL) -0,697 0,008 @ -0,720 0,006 @ -0,401 0,139 -0,328 0,199

Kitotriozidaz
Aktivitesi 0,502 0,081 0536 0,059 0,116 0,681 -0,338 0,185
(nmol/mL/sa)

Cocuk KF hastalarmin alevlenme dénemi sfingolipit metabolitleri ile ayni
donem kitotriozidaz aktiviteleri arasinda korelasyon bulunmadi. Ancak, alevlenme
donemi YKL-40 diizeyleri ile ayn1 donem beklenen %FEV1 ve %FVC ile negatif
yonde korele bulunmustur (Tablo 4.16).
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5. TARTISMA

KF, KFTR genindeki mutasyonlar sonucu meydana gelen OR gegisli bir
hastaliktir. Bu mutasyonlar siddetli pulmoner ve GIS semptomlara neden olur.
Pulmoner problemlerden &zellikle P. aeruginosa, B. cepacia, S. aureus ve H.
influenzae’nin sebep oldugu akut ve kronik infeksiyonlar klinikteki en 6nemli
morbidite ve mortalite nedenidir. KF hastalarinin %80’den fazlas1 P. aeruginosa ile
enfektedir [194]. KFTR’nin bir klor kanali aktivitesi sergiledigi bilindiginden beri,
solunum yolu epitel hiicrelerinde bulunan mukusun su emiliminin degistigi,
viskozitesinin arttig1, bunun da azalmis mukosiliyer klirense neden oldugu ve boylece
P. aeruginosa eliminasyon yeteneginin azaldigi Ongorilmistir [191, 280, 281].
Mukus viskozitesindeki artig, ndtrofillerin alana gog¢ etmesini ve solunum yollarindaki
patojenleri yok etmesini engelliyor olabilir [280]. Ancak KF hastalarinin pulmoner
infeksiyonlara olan yiiksek duyarliligi ve kronik solunum yolu inflamasyonlarinin
nedenleri tam olarak bilinmemektedir [194].

Sfingolipitler dogal immunitede rol oynar ve yeni antimikrobiyal tedavi
secenekleri igin Onemli bir potansiyele sahiptir. Ozellikle SER’lerin; memeli
hiicrelerinin, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, S.aureus, P. aeruginosa,
Listeria monositogenes, Salmonella, Escherichia coli (E. coli), mikobakteri, kizamik
virusu, rinovirus ve sindbis virus gibi bakteriyel ve viral patojen infeksiyonlar: ile
iliskili oldugu gosterilmistir [194, 202, 282-289]. Ayrica akciger hastaliklarindan;
astim, amfizem, kronik obstriiktif akciger hastaligi, pulmoner fibrozis ve KF’de
ozellikle SER’lerin fonksiyonu 6nem kazanmistir [194, 290].

Akciger endotel hiicresi anjiyogenez, yaslanmis, hasarli veya infekte
hiicrelerin dokudan uzaklastirilmasi i¢in programlanmis 6zel apoptotik bir siirece
sahiptir. Dlizensiz veya bozulmus bir apoptotik siire¢, P. aeruginosa gibi solunum yolu
patojenlerine kars1 inflamatuvar yaniti tetikleyebilir ve morbiditeyi arttirabilir [239].

Infeksiyonlar, UV 151k, kemoterapdtikler gibi cesitli uyaranlar sonucunda,
SER’den zengin membran bolgelerinde bazi degisiklikler olur. Epitel hiicrelerinin
infeksiyonu, CD95, CD40 gibi molekiillerin aSMaz’1 aktive etmesi ve SER
konsantrasyonunun artmasi ile sonuglanir [188, 194, 291]. Epitel hiicrelerinin veya
makrofajlarin, P. aeruginosa ile enfekte olmasindan sonra, aSMaz membranin dis

bolgesine gegerek aktive olur. Boylece SER salimmmimi artar [193, 292]. SER,
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nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) oksidaz, CD95 ve KFTR gibi ¢esitli
molekiillerin membranda kiimelenmesini saglar. P. aeruginosa’nin elimine
edilebilmesi i¢cin, NADPH’1n reaktif oksijen tiirlerini (ROS) salmasi gereklidir. CD95
ise konake1 epitelyal hiicrelerin P. aeruginosa aracili 6liimiine neden olmaktadir.
Cinkii CD95 eksikliginde P. aeruginosa aracili epitel Oliimiiniin azaldig
gosterilmistir. Ancak infekte olmus hiicrelerin bu sekilde organizmadan
uzaklastirilmasi, hiicre i¢i patojenlerin eliminasyonunu saglayarak, konagin kendini
savunmasi i¢in gerekli olabilir. aSMaz eksik farelerin ve aSMaz inhibitérleri verilmis
farelerin, IL-8 saliniminin arttigi, P. aeruginosa ile infekte hiicrelere apoptoz yanitinin
azaldig1 ve boylece P. aeruginosa’ya daha duyarli olduklar tespit edimistir [193]. Bu
defektif aSMaz yaniti, P. aeruginosa nin dldiiriilmeden kagmasina ve sonug olarak
KF’de sonlanmayan bir inflamatuvar yanita sebep oluyor olabilir [17]. Diger yandan,
membran raftlarinin farmakolojik olarak harap edilmesinin apoptoz indiiksiyonu ve P.
aeruginosa infeksiyonunu azalttigini raporlayan ¢alismalar da mevcuttur [293].

KF’de sfingolipit metabolizmasimnin bozuldugu agiktir, ancak bu konuda
yapilan arastirmalarin birbiriyle ¢elisen yonleri vardir. KF’li insan ve hayvan solunum
yollar1 epitel hiicreleri veya akciger dokularinda SER diizeyleri ¢cogu calismada yiiksek
bulunmus olsa da [12-16] (Tablo 5.1.), aksine normale gore diisiik bulan galismalar
[17, 18] da mevcuttur (Tablo 5.2.).

Tablo 5. 1. KF’de yiiksek SER diizeyleri raporlayan arastirmalar

Aragtirma Kullanilan Model Yontem

Floresan konfokal mikroskopi
Flow stiometri

Immunogold elektron
mikroskopisi

KF’li fare akciger dokusu
[13] KF’li insan akciger dokusu
KF’li insan nazal epitel hiicresi

Kiitle spektrometresi
[12] KF’li fare akciger dokusu Floresan mikroskopisi
Diagilgliserol kinaz metodu

KF’li fare akciger dokusu ve bronsial | Diagil gliserol kinaz metodu
[294] . . . . .
epitel hiicreleri Floresan mikroskopi

[14] KF’li insan akciger dokusu Immunofloresan
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[292] Fare alveolar makrofaji Diagil gliserol kinaz metodu
e . Immunofloresan

[15] KF’li insan akciger dokusu HPLC/MS

[171] KF’li fare akciger dokusu Diagilgliserol kinaz metodu

KFTR geni eksik farelerin, bronsiyal, intestinal ve trakeal epitel hiicrelerinde,

KF’li hastalarin ise nazal epitel hiicrelerinde SER birikimi oldugu gosterilmistir [12,

13, 16, 295]. Brodlie ve ark. gesitli SER tiirlerinin akcigerde birikimi ile ilgili detayli

kiitle spektrometresi verileri saglamis ve KF’li hastalarin akcigerlerinde SER 16, 18

ve 20’nin 6nemli birikimlerini géstermistir [15]. KF’li insan veya farelerin akciger

doku ve hiicrelerinde SER biriktigi Tablo 5.1.’de belirtilmis olan baska bir¢ok
calismayla da desteklenmistir [14, 15, 221, 296, 297].

Tablo 5. 2. KF’de diisiik SER diizeyleri raporlayan aragtirmalar

Aragtirma Kullanilan Model Yontem
[229] KFTR mutant epitel hiicre hattt HPLC
[231] KF’li fare plazmasi ELISA ve In_c ¢ tabaka
kromatografisi
KFTR kanal1 inhibitorii ile muamele
[239] edilmis insan ve fare akciger entodel | LC-MS/MS
hiicreleri
[17] KFTR defektif brong epitel hiicre hatt1 | ESI-MS/MS
[18, 230] KF’li insan ve fare plazmasi ELISA Ve In_c © tabaka
romatografisi

KF’de vezikiiler pH diizenlenmesinde defekt oldugunu diisiiniilmektedir.

KFTR’nin trans-golgi vezikiillerinin pH kontroliine katildigi bilinmektedir [42].
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Ayrica KFTR makrofajlardaki fagolizozomlarin asidifikasyonunu saglamaktadir
[298]. Lizozomlara Cl gegisini saglayarak gradiyent farki olusturur. Béylece Vakuolar
tip Hidrojen ATPaz (V-H+ ATPaz) kanallarinin fogolizozomlara proton
pompalamasini saglayarak asidifikasyonu gerceklestirir. KF’deki disfonksiyonel
immun yanitin temeli tam olarak anlagilamamis olsa da, KFTR’deki defekt fagositik
vezikiillerin asidifikasyonunun bozulmasi ile sonuglanmaktadir. Bu da alveolar
makrofajlarin lizozomal enzimlerinin bakterisidal 6zelliklerini kaybetmesine sebep
olur [298]. Bu baglamda; apikal lipit raftlarda lokalize olan KFTR’nin; dogal ve
edinsel immun yanitin kontroliinde de kritik 6neme sahip oldugu gosterilmistir [13,
16, 221, 299-301].

Yu ve ark.’nin yaptigi ¢alismada, KF’li fare brons epitelinde, KFTR’deki
defektin lizozomal pH’y1 bozdugu, bu nedenle lizozomal enzim olan aSMaz’in
aktivitesinin azaldig1 (defektif aktivite artis1) dolayisiyla SER miktarinin azaldig
gosterilmis, sonug olarak KF’li farelerin aSMaz/SER yolaginin bozulmus olabilecegi
belirtilmistir [17].

SER diizeylerini yiiksek bulan arastirmacilar ise, hiicre i¢i vezikiillerin
alkalizasyonun; aSMaz ve seramidaz aktivitesini azalttigim1 ancak, seramidaz
aktivitesinin, aSMaz’dan daha fazla azaldigi i¢in SER’lerin biriktigi gortiniisiini
savunmuslardir [13]. SER; SM ve kolesterol igeren lipit raftlarii degistirir ve
membran platformunu olusturur. KFTR yoklugundaki SER birikiminin; SM ve
kolesterolden zengin lipit raftlarinin kompozisyonunu degistirerek, membrandaki
proteinlerin fonksiyonlarini degistirdigini belirtmislerdir [221].

SER’in fonksiyonlari, dokuda birikimi veya plazmada diisiisii gibi bulgularin
mekanizmas: tam aydinlatilamadig1 gibi, hangi SER tiiriiniin, hangi patofizyolojik
stiregte ve nasil rol aldigi bilinmemektedir.

Bizim arastirmamizda literatiirden farkli olarak caligma grubuna eriskin KF
hastalariin yanisira, gocuk hastalar da dahil edildi. Hastalarin pulmoner alevienme,
taburculuk ve taburcu olduktan sonraki kontrol dénemlerini kapsayan 3 farkli klinik
doneminin plazma SER ve SM diizeyleri degerlendirildi. Sonuglar benzer yas
araligindaki saglikli bireylerle kiyaslandi.

Eriskin KF hastalarinin alevlenme ve taburculuk donemi tim SM ve SER

diizeyleri ile kontrol donemi 16 SM hari¢ tim SM ve SER diizeyleri saglikli kontrole
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gore anlamli diisiik bulundu ( p<0,001 ve p<0,05). Cocuk KF hastalarinin alevlenme
donemi; 16 SM, 18 SM, 24 SM, SER 22 ve SER 24, taburculuk dénemi 18 SM, 24
SM, SER 18, SER 20, SER 22 ve SER 24 ile kontrol donemi 18 SM, 24 SM ve 24
SER diizeyleri saglikli kontrole gore anlamli diisiik bulundu (p<0,001 ve p<0,05).

Hastalarin alevlenme donemi SER ve SM diizeylerinin, ayn1 ddonem solunum
fonksiyon testleri (%FVC, %FEV1), beyaz kiire ve eriskin hari¢ CRP diizeyleri ile
korelasyonu yoktu. Klinik donemler arasinda anlamli farklilik bulunmadi.
Verilerimize gore, sfingolipit metabolitlerinin inflamasyonla ve klinik siiregle
dogrudan bir iligkisi olmadig1 sdylenebilir. Donemler aras1 anlamli farklilik olmasa da,
genel olarak SER ve SM diizeylerinin alevlenme doneminden kontrol dénemine kadar
goreceli olarak arttig1 ama saglikli kontrol diizeyine erisemedigi sdylenebilir.

SM ve SER tiirleri saglikli kontrolle kiyaslandiginda ortaya ¢ikan anlamli
farkliliklar; eriskin hastalarda, cocuk hastalara gére daha fazla ve daha belirgindir. Bu
durum; eriskin hastalarin yiiksek yas dolayisiyla kronik hastalik yiikiinii daha fazla
tasimalar1 ve bu nedenle sfingolipit metabolizmalarinin daha fazla etkilenmis
olabilecegi ile aciklanabilir.

Saglikli bireylere gore hasta grubumuzun SER ve SM tiirlerinin diisiik olmasi
ise 3 farkli hipotezle agiklanabilir.

1. KFTR’ nin trans-golgi vezikiillerinin pH kontroliine katildig: bilinmektedir
[42]. Ayrica KFTR makrofajlardaki fagolizozomlarin asidifikasyonunu saglamaktadir.
KFTR’deki defekt fagositik vezikiillerin asidifikasyonunun bozulmasi ile
sonuclanmaktadir. Bu da alveolar makrofajlarin lizozomal enzimlerinin bakterisidal
ozelliklerini kaybetmesine sebep olur [298]. Ayrica KFTR’deki defektin lizozomal
pH’y1 bozdugu, bu nedenle lizozomal enzim olan aSMaz’in aktivitesinin azaldigi
(defektif aktivite artig1) dolayisiyla SER miktariin azaldigi gosterilmistir [17]. Bu
bulgular arastirmamizdaki KF hastalariin  diisik SER ve SM diizeylerini
aciklayabilir.

2. Hiicre i¢i indirgenme ve oksidasyon (redoks) reaksiyonlari, hiicre
membranindaki SM’in nSMaz ile hidroliz edilerek SER agiga ¢cikmasinda anahtar rol
oynar [302]. KF'deki yiiksek intraseliiler GSH konsantrasyonlari, SMaz yoluyla SER

sentezinde azalmaya yol agiyor olabilir [229].
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Hiicre dis1 TNF-a, IFN-y, LPS veya hidrojen peroksit (H202) gibi uyaranlarin
da SMaz yolagi aktive etmesi SER’in ana kaynagidir [303]. Hiicrelerin TNF-a ile
muamalesi, bu hiicrelerde SMaz aktivasyonuna neden olur. Bu aktivasyon, GSH’1n da
stirece dahil oldugu kaspaz 8'in aktivasyonunu izleyen apoptotik siireci baslatir [229,
304]. Fagositlerden TNF-a veya H20; salgilanmasi, normal hiicrelerin, inflamasyonu
bastirmak veya nekrotik hiicrelerin uzaklastirilmasini saglamak icin gelistirmis oldugu
bir savunma mekanizmasi olabilir [229]. Ancak hiicrenin GSH ve GSH o6nciilii N-
asetilsistein ile muamelesinin, TNF-a, IL-1p, hipoksi gibi oksidatif stres uyaranlari ile
indiiklenen SER diretimini inhibe ettigi gosterilmistir [229, 304, 305]. GSH,
magnezyum bagimli nSMaz’1 inhibe ederek SER iiretimini baskilar [304]. Akciger
SER iiretimi i¢in hiicre i¢i GSH diizeylerinin diigiik olmas1 gerektigi, yiiksek GSH
diizeylerinin SER iretimini inhibe ettigi ise bir arastirmada gosterilmistir [306].
Ayrica KF hiicrelerinde GSH’1n yiiksek oldugu 6ne stiriilmiistiir [307]. Ciinkii KFTR
klor digsinda biiyiikk organik iyonlarla, GSH ve okside glutatyon (GSSH)’a da
gecirgendir [308]. KFTR mutasyonu olan hastalarda GSH transportunun bozuldugu ve
bu nedenle KF hastalar1 akciger epitel hiicrelerinde GSH diizeylerinin arttig1, hiicre
disindaki havayolu yiizey sivisinda ise azaldigi gosterilmistir [307]. Sonug¢ olarak
mutant KFTR tasiyan hiicrelerin, GSH salinimimin azalmasi ve buna bagli SER
liretiminin azalmasiyla birlikte, oksidatif stresle indiiklenen apoptoza yatkinlig
azalmigtir [308]. KFTR defektinden dolayi, apoptoz siirecinde meydana gelen bu
kusur, P. aeruginosa ile infekte hiicrelerin apoptoza ugratilamayip elimine edilmesine
engel oluyor olabilir. Bu durum KF’deki akciger patogenezinin altta yatan sebebi
olarak diisiintilebilir [309].

3. KF hastalarinda sitokinler yiiksek seviyelerde seyreder. Hayvan
modellerinde infeksiyon yoklugunda dahi bu yiiksekligin devam ettigi gosterilmistir
[310]. Inflamatuvar genlerin anormal ekspresyonunun infeksiyondan &nce de var olup
olmadig1 bilinmemektedir. Yiiksek inflamasyon seviyeleri KF’li infantlarda
gosterilmis [311, 312], hatta bir arastirma KF’li fetusun yiiksek sitokin seviyeleri
oldugunu raporlamistir [313]. KF’de inflamasyon gostergeleri, artmis IL-18, IL-6, I1L-
8 ve TNF-a iken azalmis IL-10 seviyeleridir [314-316]. KF’de fosforilasyonu artmis
olan NF-«B, sitokinlerin artmis trankripsiyonundan sorumludur. Normal fonksiyon
gosteren KFTR, NF-kf3’nin negatif diizenleyicisidir [299]. Bu durum KF’deki NF-
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kB’nin yiiksek aktivasyonunu agiklar [317]. Bir aragtirma SER’lerin NF-xf3’yi inhibe
ettigini raporlamistir [318]. KF’deki yiiksek NF-«kB’nin artmig aktivasyonu, diisiik
SER seviyeleri ile de iliskili olabilir.

Kitinaz 3 benzeri protein olarak da bilinen YKL-40, ilk kez fare meme kanseri
hiicrelerinde tespit edilmis, saglikli insanda ise notrofil, makrofaj, monosit ve sinovyal
hiicrelerde iiretilen, hiicre proliferasyonu ve canliligini saglayan kitinaz benzeri bir
proteindir. Insanlarda inflamatuvar bircok hastalikta arttig1 gosterilmistir [272]. Son
zamanlarda yapilan caligmalara goére; KF hastalariin artmis balgam YKL-40
diizeylerinin pulmoner fonksiyonlarla korele oldugu, serum diizeylerinin de saglikli
kontrole gore yliksek oldugu raporlanmig, bu nedenle YKL-40’in KF akciger
hastaliginda faydali bir biyolojik belirteg olabilecegi savunulmustur [19, 20].

Bizim arastirmamizda literatlirden farkli olarak ¢alisma grubuna eriskin KF
hastalarinin yanisira, ilk kez ¢ocuk hastalar da dahil edildi. Ve ilk defa hastalarin
pulmoner alevlenme, taburculuk ve taburcu olduktan sonraki kontrol dénemlerini
kapsayan 3 farkli klinik doneminin plazma YKL-40 diizeyleri 6l¢iildii. Sonuglar
benzer yas araligindaki saglikli bireylerle kiyaslandi. Hem erigskin hem de ¢ocuk KF
hastalarinin YKL-40 diizeyleri tiim donemlerde saglikli kontrole gore anlamli yiiksek
bulundu (p<0,001 ve p<0,05). Bununla birlikte hastalara ait YKL-40 diizeylerinde
alevlenmeden, kontrol donemine kadar 3 donemde, donemler arasi farklilik
saptanmamistir.

Eriskin ve cocuk KF hastalarinin, alevlenme donemi YKL-40 diizeylerinin
alevlenme donemi CRP ve BK diizeyleri ile korelasyonu bulunmadi. Ancak eriskin
KF hastalarinin alevlenme donemi YKL-40 diizeyleri, ayn1t donem %FVC ve
%FEV1<50 olanlarin %FVC (r=-0,64 ve p<0,05) ve %FEV1 (r=-0,64 ve p<0,05)
degerleri ile negatif yonde korele bulundu. Eriskin hasta grubunda, ¢cocuk hastalara
gore hastalik daha da ilerlemis oldugundan %FVC ve %FEV1<50 olanlar istatiksel
degerlendirmeye alinmistir. Cocuk KF hastalarinin alevlenme dénemi YKL-40
diizeyleri, alevlenme doénemi %FVC (r=-0,70 ve p<0,05) ve %FEV1 (r=-0,72 ve
p<0,05) ile negatif yonde korele bulunmustur.

KF’li erigkin hastalarda yapilan bir caligmaya gore hem balgam hem de serum
YKL-40 diizeylerinin saglikli bireylere gore yiiksek ve birbiriyle pozitif yonde korele

olduklar1 bulunmus ancak, akciger hasarinda, balgam YKL-40 diizeylerinin seruma
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gore daha sensitif oldugu belirtilmistir [20]. Bizim aragtirmamizda hem erigkin hem
de ¢ocuk hastalarda alevlenme donemi YKL-40 diizeylerinin solunum fonksiyon
testlerinden %FVC ve %FEV1 ile korele olmasi, YKL-40’1n degerli bir biyobelirteg
olabilecegini gostermektedir.

Kitotriozidaz aktivitesi, eriskin hastalarin tim donemlerinde saglikli kontrole
gore anlamli yiiksek iken, cocuk hastalarda saglikli bireylere gore anlamli farklilik
olmamasi, kitotriozidaz aktivitesinin, yas¢a biiyiik hastalarda kronik inflamasyonu
daha iyi yansittigin1 diisiindiirmektedir. Bu nedenle eriskin hastalarda daha degerli
olabilir.

Erigkin hastalarin rutin biyokimyasal verilerden alevlenme donemi CRP
diizeyleri, (median degerleri referans araligin iizerinde olmasina ragmen) ayni donem
dénem kitotriozidaz aktivitesi ile negatif yonde korele bulunmustur. Hem kitotriozidaz
enzim aktivitesinin hem de CRP’nin inflamatuvar yanitla iliskili olmalar1 pozitif yonde
korele olmalar1 beklentisi yaratsa da, sonuglarimiz bu inflamasyon belirteglerinin
farkli mekanizmalarla diizenlenmis olabilecegini diisiindiirmiistiir. CRP’nin plazma
yar1 Omriiniin 19 saat olmasi [319] veya KF hastalarinin antiinflamatuvar etki gosteren
steroid ila¢ kullanimlar1 inflamatuvar parametreler iizerinde farkli etkiler yaratmis
olabilir. Bagka hasta gruplarini i¢eren ¢alismalarda ise Kitotriozidaz aktivitesi ile CRP

korelasyonu bulunmamistir [320, 321].
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Calismamiz, hem ¢ocuk hem de eriskin KF hasta grubunu dahil eden, ayn1
zamanda hastalarin 3 farkli klinik donemini igeren ve bir¢ok analitin degerlendirildigi
0zgiin bir arastirma olmustur.

Verilerimiz KF’de sfingolipit metabolizmasinin bozuldugunu, YKL-40
diizeyleri ile eriskin hastalarda kitotriozidaz aktivitesinin arttigini ortaya koymustur.
Cocuk KF hastalarinda ise bu analitler ilk defa arastirilmustir.

YKL-40 diizeylerinin hem ¢ocuk hem de eriskin grupta %FVC ve %FEV1 ile
negatif korele ¢ikmis olmasi, akciger fonksiyonlarini géstermesi agisindan degerli bir
biyobelirteg olabilecegini ortaya koymustur.

SER, SM, YKL-40 diizeyleri ile kitotriozidaz aktiviteleri hastalarda donemsel
olarak anlamli farklilik gostermese de, bizim tarafimizdan ilk kez yapilmis ve
arastirmamiza 6zgiinliik katmistir. Ancak takip edilen ve 3 donemi de yakalanan hasta
sayimizin az olmasi, donemler arasi istatiksel olarak anlamli sonuglar bulamama
sebebi olabilir. Daha ¢ok hastay1 kapsayan ve daha uzun siireli prospektif bir ¢caligma
ile, olas1 donemsel farkliliklar ortaya konulmasi miimkiin olabilecektir.

SER ve SM diizeylerinin yamisira KF’deki sfingolipit metabolizmasim
molekiiler diizeyde daha 1yi anlamak ve hipotezlerimizi aydinlatmak amaciyla SMaz
aktivitesi, seramid 1-fosfat ve glutatyon diizeyleri dlgiilebilir.

YKL-40’1n diizeyleri plazma ornekleri disinda balgam Orneklerinde de

arastirilabilir.

Rutin ve biyokimyasal parametrelerden dénemsel olarak eksiklerin olmasi,
ozellikle cocuk KF hastalarinda solunum fonksiyon testi uygulamasi zorlugu, bu
nedenle beklenen %FEV ve %FVC verilerimizin eksik olmasi sonuglarimizi olumsuz
yonde etkilemis olabilir.

Orneklerimiz calisilana kadar -80 derecede beklediginden dolay: kitotriozidaz

aktivite kayb1 yaganmis olabilir.
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EKLER
EK 1. Onam formlari

ARASTIRMA AMACLI CALISMA ICIN COCUK RIZA FORMU-KF
(6-12 yas/12-17 yas)

Sevgili kardesim, benim adim Dr. Gok¢en Tugcu. ‘Kistik Fibrozis Hastalarinin
Alevlenme ve Remisyon Ddnemleri Plazma Sfingomyelin ve Seramid Diizeylerinin
Stvi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi ile Belirlenmesi ve Bazi inflamasyon
Belirtegleriyle Iliskisinin Incelenmesi’ isimli bir ¢alisma yapacagiz. Kistik fibrozis,
genlerdeki bozukluga bagli ortaya ¢ikan ve akcigerleri etkileyen bir hastaliktir. Bu
hastalar agir akciger enfeksiyonlari gegirmekte, solunum sikintisi ve benzer nedenlerle
hastaneye yatmakta, agir antibiyotik tedavisine ihtiyag duymaktadir. Bu hastalarin
akcigerlerinde seramid ve sfingolipit ad1 verilen yaglar birikmekte ve mikroplarin
yerlesmesini kolaylastirmaktadir. Ardindan da agir akciger hastaligi gelismektedir. Bu
yaglarin artisin1 anlamak i¢in akcigerlerin i¢ini inceleyen testler zor ve zahmetlidir. Bu
yaglarin kan dolagimina gectigini biliyoruz, bu nedenle kaninda bu maddelerin artigini
incelemek istiyoruz. Ayrica viicudunun savunma sisteminin tepkisini anlamak i¢in de
kaninda bazi maddelerin diizeyini 6l¢gmek istiyoruz. Hastaneye yattigin sirada ve de
taburculugundan bir ay sonra senden kan 6rnegi alacak, kaninda yukarda belirttigimiz
maddelerin diizeyini 6lgerek iki farkli donemi karsilastiracagiz. Ozellikle solunum
sisteminin ¢aligmasi ile kanindaki maddelerin diizeyi arasindaki iliskiyi arastiracagiz.
Amacimiz kistik fibrozis hastaliinin hastaneye yatis ve iyilesme donemindeki
farkliliklar1 anlayarak, hastalarimiza daha iyi tan1 koymak, takip etmek ve yeni
tedaviler dnermektir.

Arastirmay1 ben, Dr. Yesim Oztas ve baska bazi doktorlar birlikte yapryoruz.
Bu aragtirmaya katilacak olursan senden 3 kere 1’er tiip (toplam 10-12 ml) kan
alacagiz. Kan alinirken canin biraz aciyabilir ama c¢abuk gececektir. Arastirmaya
katilma siiren ii¢ giinliiktiir. Hastaneye yattigin, taburcu oldugun ve iyilesip bir ay
sonra kontrole geldigin donemleri kapsamaktadir. Fizik muayene ve kan alinmasi
islemlerinden olusur. Senden alinan kan 6rnegi yurt disina gonderilmeyecektir.

Bu arastirmanin sonuglar1 senin gibi kistik fibrozis hastaligi olan ¢ocuklar i¢in

yararli bilgiler saglayacaktir. Bu arastirmanin sonuclarim1 baska doktorlara da
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sOyleyecegiz, ama senin adini sdylemeyecegiz. Bu arastirmaya katilip katilmamak i¢in
karar vermeden once anne ve baban ile konusup onlara danigsmalisin. Onlara da bu
arastirmadan bahsedip onaylarini/izinlerini alacagiz. Anne ve baban tamam deseler
bile sen kabul etmeyebilirsin. Bu aragtirmaya katilmak senin istegine bagh ve
istemezsen katilmazsm. Bu nedenle hi¢ kimse sana kizmaz ya da kiismez. Once
katilmay1 kabul etsen bile sonradan vazgegebilirsin, bu tamamen sana bagli. Kabul
etmedigin durumda da doktorlar muayene ve diger islemlerde sana dnceden oldugu
gibi 1yi davranir, 6nceye gore farklilik olmaz.

Aklina simdi gelen veya daha sonra gelecek olan sorulari istedigin zaman bana
sorabilirsin. Telefon numaram ve adresim bu kagitta yaziyor. Bu arastirmaya katilmayi
kabul ediyorsan asagiya liitfen adin1 ve soyadini yaz ve imzani at. Imzaladiktan sonra
sana ve ailene bu formun bir kopyasi verilecektir.

Bu formdaki tiim agiklamalar1 okudum. Bu arastirma ile ilgili yazili ve sozlii
aciklama asagida ad1 belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak
katildigimi, istedigim zaman sebepli veya sebepsiz olarak arastirmadan
ayrilabilecegimi biliyorum. S0z konusu arastirmaya, hicbir baski ve zorlama
olmaksizin kendi rizamla katilmayr kabul ediyorum. Alman kan Orneklerinin
kullanilmasiyla ilgili size uyan durumu belirtin;

“Yalnizca bu aragtirmada kullanilmasina izin veriyorum.....’

‘Ileride yapilmasi planlanan tiim arastirmalarda kullanilmasina izin veriyorum....’
‘Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum....’

Cocugun adi, soyadi: Cocugun imzasi: Tarih:
Velisinin adi, soyadi: Velisinin imzast:

Aragstiricinin adi, soyadi, tinvani: Gokgen Tugcu, Ars. Gor. Dr.

Adres: Hacettepe Universitesi Tip Fak Hast. Cocuk Sagligi ve Hastaliklart ABD,
Gogiis Hastaliklar1 BD, Tel: 05320628390

Imza: Tarih:
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ARASTIRMA AMACLI CALISMA iCIN VELI RIZA FORMU - KF

Degerli Anne/Baba, benim adim Dr. Gokgen Tugcu. ‘Kistik Fibrozis
Hastalarinin Alevlenme ve Remisyon Donemleri Plazma Sfingomyelin ve Seramid
Diizeylerinin Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi ile Belirlenmesi ve Bazi
Inflamasyon Belirtegleriyle Iliskisinin Incelenmesi’ isimli bir calisma yapacagiz.
Kistik fibrozis genlerdeki bozukluga bagl ortaya cikan ve akcigerleri etkileyen bir
hastaliktir. Bu hastalar agir akciger enfeksiyonlar1 gecirmekte, solunum sikintisi ve
benzer nedenlerle hastaneye yatmakta, agir antibiyotik tedaviye ihtiyag duymaktadir.
Bu hastalarin akcigerlerinde seramid ve sfingolipit adi1 verilen yaglar birikmekte ve
mikroplarin yerlesmesini kolaylastirmaktadir. Ardindan da agir akciger hastaligi
gelismektedir. Bu yaglarin artisin1 anlamak i¢in akcigerlerin i¢ini inceleyen testler zor
ve zahmetlidir. Bu yaglarin kan dolagimina gectigini biliyoruz, bu nedenle
cocugunuzun kaninda bu maddelerin artigini incelemek istiyoruz. Ayrica viicudunun
savunma sisteminin tepkisini anlamak i¢in de kaninda bazi maddelerin diizeyini
6lemek istiyoruz. Cocugunuzdan; hastaneye yattigi sirada ve de taburculugundan bir
ay sonra kan Ornegi alinarak, kaninda yukarida belirttigimiz maddelerin diizeyini
olgerek iki farkli donemi karsilastiracagiz. Ozellikle solunum sisteminin ¢alismasi ile
kanindaki maddelerin diizeyi arasindaki iliskiyi arastiracagiz. Amacimiz kistik fibrozis
hastaliginin hastaneye yatis ve 1yilesme donemindeki farkliliklar1 anlayarak,
hastalarimiza daha iyi tan1 koymak, takip etmek ve yeni tedaviler 6nermektir.

Arastirmay1 ben, Dr. Yesim Oztas ve baska baz1 doktorlar birlikte yapiyoruz.
Cocugunuz bu arastirmaya katilacak olursa 3 kere 1’er tiip (toplam 10-12 ml) kan
alacagiz. Kan alinirken cani biraz aciyabilir ama ¢abuk gececektir. Cocugunuzun
aragtirmaya katilma siiresi ii¢ giinliiktiir, fizik muayene ve kan alinmasi iglemlerinden
olusur. Hastaneye yattig1, taburcu oldugu ve iyilesip bir ay sonra kontrole geldigi
donemleri kapsamaktadir. Cocugunuzdan alman kan Orne8i yurt disina
gonderilmeyecektir.

Bu aragtirmanin sonuglart kistik fibrozis hastaligi olan ¢ocuklar i¢in yararh
bilgiler saglayacaktir. Bu arastirmanin sonuglar1 bagka doktorlarla paylasilacak, ama
cocugunuzun adi gecmeyecektir. Bu arastirmaya katilmak sizin izninize baglidir.

Calismaya katilmay1 kabul etmediginiz durumda da doktorlar muayene ve diger
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islemlerde size ve cocugunuza dnceden oldugu gibi iyi davranir, dnceye gore farklilik
olmaz.

Aklmiza simdi gelen veya daha sonra gelecek olan sorulari istediginiz zaman
bana sorabilirsiniz. Telefon numaram ve adresim bu kagitta yaziyor. Bu arastirmaya
katilmay1 kabul ediyorsaniz asagiya liitfen adinizi ve soyadinizi yazip imzalayiniz.
Imzaladiktan sonra size bu formun bir kopyas verilecektir.

Bu formdaki tiim acgiklamalari okudum. Bu arastirma ile ilgili yazili ve sozli
aciklama asagida adi belirtilen hekim tarafindan yapildi. Cocugumun arastirmaya
katilmasina izin veriyorum, istedigim zaman sebepli veya sebepsiz olarak
aragtirmadan ayrilabilecegimizi biliyorum. S6z konusu arastirmaya, higbir baski ve
zorlama olmaksizin kendi rizamla ¢ocugumun katilmasini kabul ediyorum.

Alinan kan 6rneklerinin kullanilmasziyla ilgili size uyan durumu belirtin;

“Yalnizca bu aragtirmada kullanilmasina izin veriyorum.....’

Ileride yapilmasi planlanan tiim arastirmalarda kullanilmasina izin veriyorum....’
‘Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum....’

Cocugun adi, soyadi:

Velisinin adi, soyadi:

Velisinin imzast: Tarih:

Aragtiricinin adi, soyadi, tinvani: Gokgen Tugcu, Ars. Gor. Dr.

Adres: Hacettepe Universitesi Tip Fak Hast. Cocuk Sagligi ve Hastaliklari ABD,
Gogiis Hastaliklar1 BD, Tel: 05320628390

Imza: Tarih:
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ARASTIRMA AMACLI CALISMA iCIN COCUK RIZA FORMU —
Saglikli Kontrol (6-12 yas/12-17 yas)

Sevgili kardesim, benim adim Dr. Gok¢en Tugcu. ‘Kistik Fibrozis Hastalarinin
Alevlenme ve Remisyon Donemleri Plazma Sfingomyelin ve Seramid Diizeylerinin
Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi ile Belirlenmesi ve Bazi Inflamasyon
Belirtegleriyle Iliskisinin Incelenmesi’ isimli bir ¢alisma yapacagiz. Kistik fibrozis,
genlerdeki bozukluga bagli ortaya ¢ikan ve akcigerleri etkileyen bir hastaliktir. Bu
hastalar agir akciger enfeksiyonlari gegirmekte, solunum sikintisi ve benzer nedenlerle
hastaneye yatmakta, agir antibiyotik tedavisine ihtiya¢ duymaktadir. Bu hastalarin
akcigerlerinde seramid ve sfingolipit adi verilen yaglar birikmekte ve mikroplarin
yerlesmesini kolaylastirmaktadir. Ardindan da agir akciger hastalig1 gelismektedir. Bu
yaglarin artisin1 anlamak i¢in akcigerlerin i¢ini inceleyen testler zor ve zahmetlidir. Bu
yaglarin kan dolasimina gegtigini biliyoruz, bu nedenle kaninda bu maddelerin artigini
incelemek istiyoruz. Ayrica viicudunun savunma sisteminin tepkisini anlamak i¢in de
kaninda baz1 maddelerin diizeyini 6lgmek istiyoruz. Hastaneye yattigin sirada ve de
taburculugundan bir ay sonra senden kan 6rnegi alacak, kaninda yukarda belirttigimiz
maddelerin diizeyini 6lgerek iki farkli donemi karsilastiracagiz. Ozellikle solunum
sisteminin ¢aligmasi ile kanindaki maddelerin diizeyi arasindaki iliskiyi arastiracagiz.
Amacimiz kistik fibrozis hastalifinin hastaneye yatis ve iyilesme donemindeki
farkliliklar1 anlayarak, hastalarimiza daha iyi tan1 koymak, takip etmek ve yeni
tedaviler onermektir.

Arastirmay1 ben, Dr. Yesim Oztas ve baska bazi doktorlar birlikte yapiyoruz.
Bu arastirmaya katilacak olursan senden 3 kere 1’er tiip (toplam 10-12 ml) kan
alacagiz. Kan alinirken canin biraz aciyabilir ama cabuk gececektir. Aragtirmaya
katilma siiren {i¢ gilinliiktiir. Hastaneye yattigin, taburcu oldugun ve iyilesip bir ay
sonra kontrole geldigin donemleri kapsamaktadir. Fizik muayene ve kan alinmasi
islemlerinden olusur. Senden alinan kan 6rnegi yurt disina gonderilmeyecektir.

Bu aragtirmanin sonuglar1 senin gibi kistik fibrozis hastaligi olan ¢ocuklar igin
yararli bilgiler saglayacaktir. Bu arastirmanin sonuglarini bagka doktorlara da
sOyleyecegiz, ama senin adini sOylemeyecegiz. Bu aragtirmaya katilip katilmamak i¢in
karar vermeden Once anne ve baban ile konusup onlara danigmalisin. Onlara da bu

aragtirmadan bahsedip onaylarini/izinlerini alacagiz. Anne ve baban tamam deseler
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bile sen kabul etmeyebilirsin. Bu arastirmaya katilmak senin istegine bagli ve
istemezsen katilmazsm. Bu nedenle hi¢ kimse sana kizmaz ya da kiismez. Once
katilmay1 kabul etsen bile sonradan vazgegebilirsin, bu tamamen sana bagli. Kabul
etmedigin durumda da doktorlar muayene ve diger islemlerde sana dnceden oldugu
gibi iyi davranir, dnceye gore farklilik olmaz.

Aklina simdi gelen veya daha sonra gelecek olan sorulari istedigin zaman bana
sorabilirsin. Telefon numaram ve adresim bu kagitta yaziyor. Bu arastirmaya katilmay1
kabul ediyorsan asagiya liitfen adin1 ve soyadini yaz ve imzan1 at. Imzaladiktan sonra
sana ve ailene bu formun bir kopyasi verilecektir.

Bu formdaki tiim agiklamalar1 okudum. Bu arastirma ile ilgili yazili ve sozlii
aciklama asagida adi belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak
katildigimi, istedigim zaman sebepli veya sebepsiz olarak arastirmadan
ayrilabilecegimi biliyorum. S6z konusu arastirmaya, hicbir baski ve zorlama
olmaksizin kendi rizamla katilmayr kabul ediyorum. Alinan kan Orneklerinin
kullanilmastyla ilgili size uyan durumu belirtin;

“Yalnizca bu arastirmada kullanilmasina izin veriyorum.....’

‘Tleride yapilmasi planlanan tiim arastirmalarda kullanilmasina izin veriyorum....’
‘Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum....’

Cocugun adi, soyadi: Cocugun imzasi: Tarih:
Velisinin adi, soyadt: Velisinin imzast:

Aragstiricinin adi, soyadi, tinvani: Gokgen Tugcu, Ars. Gor. Dr.

Adres: Hacettepe Universitesi Tip Fak Hast. Cocuk Saghg ve Hastaliklari ABD,
Gogiis Hastaliklar1 BD, Tel: 05320628390

Imza: Tarih:
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ARASTIRMA AMACLI CALISMA iCIN VELI RIZA FORMU — Saglikli
Kontrol

Degerli Anne/Baba, benim adim Dr. Gokg¢en Tugcu. ‘Kistik Fibrozis
Hastalarinin Alevlenme ve Remisyon Donemleri Plazma Sfingomyelin ve Seramid
Diizeylerinin Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi ile Belirlenmesi ve Bazi
Inflamasyon Belirtegleriyle Iliskisinin Incelenmesi’ isimli bir calisma yapacagiz.
Kistik fibrozis genlerdeki bozukluga bagl ortaya ¢ikan ve akcigerleri etkileyen bir
hastaliktir. Bu hastalar agir akciger enfeksiyonlar1 gegirmekte, solunum sikintisi1 ve
benzer nedenlerle hastaneye yatmakta, agir antibiyotik tedaviye ihtiyag duymaktadir.
Bu hastalarin akcigerlerinde seramid ve sfingolipit adi1 verilen yaglar birikmekte ve
mikroplarin yerlesmesini kolaylastirmaktadir. Ardindan da agir akciger hastaligi
gelismektedir. Bu yaglarin artisin1 anlamak i¢in akcigerlerin i¢ini inceleyen testler zor
ve zahmetlidir. Bu yaglarin kan dolagimina gectigini biliyoruz, bu nedenle
cocugunuzun kaninda bu maddelerin diizeyini incelemek istiyoruz. Ayrica viicudunun
savunma sisteminin tepkisini anlamak i¢in de kaninda bazi maddelerin diizeyini
dlgmek istiyoruz. Ozellikle solunum sisteminin ¢aligmasi ile kanindaki maddelerin
diizeyi arasindaki iliskiyi arastiracagiz. Amacimiz sizin ¢ocugunuz gibi saglkli
cocuklarla, kistik fibrozis hastali§i olan c¢ocuklarin sonuglarini karsilagtirmak ve
onlarin hastaneye yatis ve iyilesme donemindeki farkliliklar1 anlayarak, hastalarimiza
daha iyi tan1 koymak, takip etmek ve yeni tedaviler 6nermektir.

Arastirmay1 ben, Dr. Yesim Oztas ve baska bazi1 doktorlar birlikte yapiyoruz.
Bu arastirmaya ¢ocugunuz katilacak olursa bir tiip (toplam 4-5ml) kan alacagiz. Kan
alinirken cami biraz aciyabilir ama c¢abuk gecgecektir. Cocugunuzun arastirmaya
katilma siiresi bir giinliiktiir, fizik muayene ve kan alinmasi islemlerinden olusur.
Cocugunuzdan alinan kan 6rnegi yurt disina génderilmeyecektir.

Bu arastirmanin sonuglart kistik fibrozis hastaligi olan ¢ocuklar ic¢in yararh
bilgiler saglayacaktir. Bu aragtirmanin sonuclar1 baska doktorlarla paylasilacak, ama
cocugunuzun adi bahsedilmeyecektir. Bu arastirmaya katilmak sizin izninize baghdir.
Calismaya katilmay1r kabul etmediginiz durumda da doktorlar muayene ve diger
islemlerde size ve cocugunuza dnceden oldugu gibi 1yi davranir, dnceye gore farklilik

olmaz.
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Akliniza simdi gelen veya daha sonra gelecek olan sorular istediginiz zaman
bana sorabilirsiniz. Telefon numaram ve adresim bu kagitta yaziyor. Bu aragtirmaya
katilmay1 kabul ediyorsaniz asagiya liitfen adinizi ve soyadinizi yazip imzalayimiz.
Imzaladiktan sonra size bu formun bir kopyas1 verilecektir.

Bu formdaki tiim agiklamalar1 okudum. Bu arastirma ile ilgili yazili ve sozlii
aciklama asagida adi belirtilen hekim tarafindan yapildi. Cocugumun arastirmaya
katilmasina izin veriyorum, istedigim zaman sebepli veya sebepsiz olarak
aragtirmadan ayrilabilecegimizi biliyorum. S6z konusu arastirmaya, hicbir baski ve
zorlama olmaksizin kendi rizamla ¢ocugumun katilmasini kabul ediyorum.

Alman kan 6rneginin kullanilmasiyla ilgili size uyan durumu belirtin;

“Yalnizca bu arastirmada kullanilmasina izin veriyorum....’

‘Ileride yapilmas1 planlanan tiim arastirmalarda kullanilmasina izin veriyorum....’
‘Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum....’

Cocugun adi, soyadt:

Velisinin ad1, soyadi:

Velisinin imzast: Tarih:

Aragtiricinin adi, soyadi, tinvani: Gokgen Tugcu, Ars. Gor. Dr.

Adres: Hacettepe Universitesi Tip Fak Hast. Cocuk Saghg ve Hastaliklari ABD,
Gogiis Hastaliklar B, Tel: 05320628390

Imza: Tarih:
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ARASTIRMA AMACLI CALISMA ICIN ERISKIN RIZA FORMU - KF
(18 yas ve tizeri)

Degerli Katilimci, benim adim Dr. Berrin Er. . ‘Kistik Fibrozis Hastalarinin
Alevlenme ve Remisyon Donemleri Plazma Sfingomyelin ve Seramid Diizeylerinin
Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi ile Belirlenmesi ve Bazi inflamasyon
Belirtegleriyle iliskisinin Incelenmesi’ isimli bir galisma yapacagiz. Kistik fibrozis
genlerdeki bozukluga bagl ortaya c¢ikan ve akcigerleri etkileyen bir hastaliktir. Bu
hastalar agir akciger enfeksiyonlar1 gecirmekte, solunum sikintisi ve benzer nedenlerle
hastaneye yatmakta, agir antibiyotik tedaviye ihtiya¢ duymaktadir. Bu hastalarin
akcigerlerinde seramid ve sfingolipit adi verilen yaglar birikmekte ve mikroplarin
yerlesmesini kolaylastirmaktadir. Ardindan da agir akciger hastaligi gelismektedir. Bu
yaglarin artisin1 anlamak i¢in akcigerlerin i¢ini inceleyen testler zor ve zahmetlidir. Bu
yaglarin kan dolasimina gegtigini biliyoruz, bu nedenle kaninda bu maddelerin artigini
incelemek istiyoruz. Ayrica viicudunun savunma sisteminin tepkisini anlamak i¢in de
kaninda bazi maddelerin diizeyini 6lgmek istiyoruz. Hastaneye yattiginiz sirada ve de
taburculugunuzdan bir ay sonra sizden kan Ornegi alacak, kaninizda yukarda
belirttigimiz maddelerin diizeyini 6lgerek iki farkli donemi karsilastiracagiz. Ozellikle
solunum sisteminizin ¢aligmasi ile kaninizdaki maddelerin diizeyi arasindaki iligkiyi
arastiracagiz. Amacimiz kistik fibrozis hastaliginin hastaneye yatis ve iyilesme
donemindeki farkliliklar1 anlayarak, hastalarimiza daha iyi tan1 koymak, takip etmek
ve yeni tedaviler 6nermektir.

Arastirmay1 ben, Dr Yesim Oztas ve baska baz1 doktorlar birlikte yapiyoruz.
Bu aragtirmaya katilacak olursaniz sizden 3 kere 1’er tiip (topla 10-12 ml) kan
alacagiz. Arastirmaya katilma siireniz ii¢ glinliiktiir, fizik muayene ve kan alinmasi
islemlerinden olusur. Hastaneye yattiginiz, taburcu oldugunuz ve iyilesip bir ay sonra
kontrole geldiginiz dénemleri kapsamaktadir. Sizden alinan kan 6rnegi yurt disina
gonderilmeyecektir. Bu aragtirmanin sonuglari sizin gibi kistik fibrozis hastaligi olan
erigkinler icin yararli bilgiler saglayacaktir. Bu arastirmanin sonuglari, baska
doktorlarla da paylasilacak, ancak sizin adimiz sdylenmeyecektir. Bu arastirmaya
katilmak sizin isteginize bagl ve istemediginiz takdirde katilmazsimiz. Once katilmay1

kabul etseniz bile sonradan vazgegebilirsiniz, bu tamamen size bagli. Kabul
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etmediginiz durumda da doktorlar, muayene ve diger islemlerde size 6nceden oldugu
gibi davranir, dnceye gore farklilik olmaz.

Aklimiza simdi gelen veya daha sonra gelecek olan sorulari istediginiz zaman
bana sorabilirsiniz. Telefon numaram ve adresim bu kagitta yaziyor. Bu arastirmaya
katilmay1 kabul ediyorsaniz agagiya liitfen adinizi ve soyadinizi yazarak ve imza atiniz.
Imzaladiktan sonra size bu formun bir kopyas1 verilecektir.

Bu formdaki tiim agiklamalari okudum. Bu arastirma ile ilgili yazili ve sozli
aciklama asagida adi belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak
katildigimi, istedigim zaman sebepli veya sebepsiz olarak arastirmadan
ayrilabilecegimi biliyorum. S6z konusu arastirmaya, higbir baski ve zorlama
olmaksizin kendi rizamla katilmay1 kabul ediyorum.

Alinan kan 6rneklerinin kullanilmasziyla ilgili size uyan durumu belirtin;

“Yalnizca bu arastirmada kullanilmasina izin veriyorum....’

‘Ileride yapilmas1 planlanan tiim arastirmalarda kullanilmasina izin veriyorum....’
‘Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum....’

Katilimeinin adi, soyadi: Tarih:

Katilimcimnin imzast: Tarih:

Aragtiricinin adi, soyadi, tinvani: Berrin Er, Ars.Gor. Dr.

Adres: Hacettepe Universitesi Tip Fak Hast., Gogiis Hastaliklari ABD, Tel:
05324154123

Imza: Tarih:
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ARASTIRMA AMACLI CALISMA ICIN ERISKIN RIZA FORMU -
Saglikli Kontrol (18 yas ve iizeri)

Degerli Katilimei, benim adim Dr. Berrin Er. ‘Kistik Fibrozis Hastalarinin
Alevlenme ve Remisyon Donemleri Plazma Sfingomyelin ve Seramid Diizeylerinin
Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi ile Belirlenmesi ve Bazi inflamasyon
Belirtegleriyle iliskisinin Incelenmesi’ isimli bir galisma yapacagiz. Kistik fibrozis
genlerdeki bozukluga bagli ortaya ¢ikan ve akcigerleri etkileyen bir hastaliktir. Bu
hastalar agir akciger enfeksiyonlar1 gecirmekte, solunum sikintisi ve benzer nedenlerle
hastaneye yatmakta, agir antibiyotik tedaviye ihtiya¢ duymaktadir. Bu hastalarin
akcigerlerinde seramid ve sfingolipit adi verilen yaglar birikmekte ve mikroplarin
yerlesmesini kolaylastirmaktadir. Ardindan da agir akciger hastaligi gelismektedir. Bu
yaglarin artisin1 anlamak i¢in akcigerlerin i¢ini inceleyen testler zor ve zahmetlidir. Bu
yaglarin kan dolagimina gectigini biliyoruz, bu nedenle kaninizda bu maddelerin
seviyesini incelemek istiyoruz. Ayrica viicudunun savunma sisteminin tepkisini
anlamak i¢in de kaninda bazi maddelerin diizeyini 6l¢gmek istiyoruz. Amacimiz kistik
fibrozis hastaliginin hastaneye yatis ve iyilesme donemindeki farkliliklari, sizin gibi
saglikli bireylerle kiyaslayarak, hastalarimiza daha i1yi tan1 koymak, takip etmek ve
yeni tedaviler 6nermektir.

Arastirmay1 ben, Dr Yesim Oztas ve baska baz1 doktorlar birlikte yapiyoruz.
Bu aragtirmaya katilacak olursaniz sizden 1 tiip (toplam 4-5 ml) kan alacagiz.
Arastirmaya katilma silireniz bir giinliiktiir, fizik muayene ve kan alinmasi
islemlerinden olusur. Sizden alinan kan 6rnegi yurt disina gonderilmeyecektir. Bu
arastirmanin sonuglari, baska doktorlarla da paylasilacak, ancak sizin adiniz
sOylenmeyecektir. Bu arastirmaya katilmak sizin isteginize bagli ve istemediginiz
takdirde katilmazsiniz. Once katilmay kabul etseniz bile sonradan vazgegebilirsiniz,
bu tamamen size bagli. Kabul etmediginiz durumda da doktorlar, muayene ve diger
islemlerde size dnceden oldugu gibi davranir, 6nceye gore farklilik olmaz.

Akliniza simdi gelen veya daha sonra gelecek olan sorulari istediginiz zaman
bana sorabilirsiniz. Telefon numaram ve adresim bu kagitta yaziyor. Bu arastirmaya
katilmay1 kabul ediyorsaniz asagiya liitfen adiniz1 ve soyadinizi yazarak ve imza atiniz.

Imzaladiktan sonra size bu formun bir kopyas1 verilecektir.



127

Bu formdaki tiim agiklamalar1 okudum. Bu arastirma ile ilgili yazili ve sozlii
aciklama asagida ad1 belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak
katildigimi, istedigim zaman sebepli veya sebepsiz olarak arastirmadan
ayrilabilecegimi biliyorum. S6z konusu arastirmaya, higbir baski ve zorlama
olmaksizin kendi rizamla katilmay1 kabul ediyorum.

Alman kan 6rneginin kullanilmasiyla ilgili size uyan durumu belirtin;

‘Yalnizca bu arastirmada kullanilmasina izin veriyorum....’

‘Ileride yapilmas1 planlanan tiim arastirmalarda kullanilmasina izin veriyorum....’
‘Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum....’

Katilimeinin adi, soyadi: Tarih:
Katilimcinin imzasi: Tarih:
Aragstiricinin adi, soyadi, tinvant: Berrin Er, Ars. Gor. Dr.

Adres: Hacettepe Universitesi Tip Fak Hast., Gogiis Hastaliklari ABD, Tel:
05324154123

Imza: Tarih:
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EK 2. Muayene Takip Formlari

izlem Formu 1.
Kistik Fibrozis Tanil1 Hastalar i¢in-Akut Alevlenme Donemi
Formun dolduruldugu tarih: Kistik fibrozis hastaligi tani tarihi:
Hasta Adi-soyadi:
Telefon:
Cinsiyet, Dogum tarihi:
VA: Boy: Beden-Kitle Indeksi:
Dogum Yeri/Yasadig1 Yer:
Ter testi sonucu ve tarihi:
Genetik mutasyon testi sonucu :
Meslek: Okul durumu:
Sigara Oykiisii: Kendisi igiyor () Pasif igicilik ()
Pankreas yetmezligi: Var () Yok ()
Kronik koloniazyon: Var () Yok ( ) kolonize olan mikroorganizma:
Komorbidite durumu: (Alerjik Bronko Pulmoner Aspergillozis, Diabetes mellitus
Siroz, Pulmoner hipertansiyon, Astim, Diger:( )
Devamli kullandig: ilaglar:
Sistemik Steroid kullantyor mu?: Evet ( ) Hayir ()
Thale steroid kullaniyor mu?: Evet ( ) Hayir ()
Oksijen satiirasyonu:
Akciger grafisi: Bronsektazi Var () Yok (), Atelektazi Var () Yok (), Infiltrasyon
Var () Yok (), Diger:

Solunum fonksiyon testi sonucu ve tarihi:

FVC: FEV1: FEV1/FVC: FEF25-75:
C-reaktif protein: Sedimentasyon hiz:
Tam kan sayimi: Hg: BK: Tr: Formiil:

Karaciger fonksiyon testleri sonuglari:

Kan lipit profili:

Kiiltiir sonucu ve tarihi:

Akut atak tedavisi: Evde ( ) Hastanede ( )
Akut atakta kullanilan ilaglar:



izlem Formu 2.
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Kistik Fibrozis Tanili Hastalar i¢in- Alevlenme Dénemi Sonrasi Kontrol

Formun dolduruldugu tarih:

Hasta Adi-soyadi: VA:

Oksijen satiirasyonu:

Akciger grafisi:

Akut ataga gore diizelme var m1?:

Solunum fonksiyon testi sonucu ve tarihi:

FVC: FEV1: FEV1/FVC: FEF25-75:
Kullandig ilaglar:

C-reaktif protein: Sedimentasyon hizi:

Tam kan sayim1: Hg: BK: Tr:

Kiiltir sonucu ve tarihi:

Formiul:



Saghkh Kontrol izlem Formu
Formun dolduruldugu tarih:
Hasta Adi-soyadi:

Telefon:

Cinsiyet, Dogum tarihi:

VA: Boy:

Dogum Yeri/Yasadig1 Yer:
Meslek:
Sigara Oykiisii: Kendisi i¢iyor ()

Devamli kullanilan ilaglar:

Beden-Kitle Indeksi:

Okul durumu:
Pasif igicilik ()

130
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EK 3. Calismadan Hazirlanan Yazih ve So6zlii Sunumlar

1) Uluslararasi 17. Klinik Biyokimya Kongresi 4-7 Mayis 2017 Girne-KKTC, Yazili
Bildiri (Burslu): Kistik Fibrozis Hastalarinda Plazma Sfingomiyelin, Seramid
Diizeyleri ve Kitotriozidaz Aktiviteleri

2) 1. Lipit Arastirmalar1 Calistayr 26 Agustos 2016 Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi, Sihhiye/Ankara: Yazili Bildiri: Kistik Fibrozis Hastalarinda Plazma
Sfingomiyelin, Seramid Diizeyleri ve Kitotiroidaz Aktiviteleri:

3) Uluslararas1 Biyokimya Kongresi-2017 / 28. Ulusal Biyokimya Kongresi 19-23
Eyliil Atatiirk Universitesi Erzurum, Sézlii Bildiri (Burslu): Kistik Fibroziste Diisiik
Plazma Sfingomyelin ve Seramid Diizeyleri

4) Uluslararas1 Biyokimya Kongresi-2017 / 28. Ulusal Biyokimya Kongresi 19-23
Eylil Atatiirk Universitesi Erzurum, Yazili Bildiri (Burslu): Primer Siliyer
Diskinezi Hastalarinda Artmis Plazma Seramid ve Sfingomyelin Diizeyleri

5) 2. Lipit Arastirmalar1 Calistay1 7 Ekim 2017 Hacettepe Universitesi T1ip Fakiiltesi
Sihhiye/Ankara: SozIli Bildiri: Primer Siliyer Diskinezi Hastalarinda Seramid,
Sfingomyelin ve YKL-40 Diizeyleri

6) 41. European Cystic Fibrosis Conference 6-9 June 2018 Belgrade, Serbia, Sozlii
Bildiri: Plasma YKL-40 Levels and Chitotriosidase Activity in Cystic Fibrosis
Patients

7) 41. European Cystic Fibrosis Conference 6-9 June 2018 Belgrade, Serbia, Yazili
Bildiri: Plasma Sphingomyelin and Ceramide Levels of Cystic Fibrosis Patients

8) European Respiratory Society International Congress 2018, PARIS, France, 15-19
Semptember- Yazili Bildiri (Burslu): Plasma Ceramides and Sphingomyelins

Increase in Primary Ciliary Dyskinesia but Decrease in Cystic Fibrosis



