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1.GIRIS VE AMAC

Idiyopatik pulmoner fibrozis (IPF); irrevesibl 6zellikli, progresif seyirli,
fibrozis iceren, ¢ogunlukla ileri yaslarda klinik bulgular veren, kronik, akciger
tutulumlu parankimal bir hastaliktir [1, 2]. IPF’nin olusumunda etyolojisine
bakilacak olursa tek bir sebebe bagli olarak gelismemistir ve etyolojisinin altinda
yatan sebebler buatunund; multipl genetik faktorler, cevresel maruziyetler,
gastroozefageal refli sonucuyla mikro aspiratlar, cinsiyet, sigara,yas enfeksiyoz
olaylar gibi faktorler hastaligin olusumuna neden olmaktadir [3]. Prevelansi 6-
20/100000 olmakla birlikte, bu goriilme siklig1 6zellikle 65 yas tistii bireylerde
arttmaktadir [4].

Son zamanlarda mikrobiyom ve mikrobiyotadan sik bahsedilmektedir.
Mikroorganizmalarin kendi arasinda, mikroorganizmayla konak arasinda gelisen
iliskiler, mikrobiyom konulu arastirmalarla giin yiiziine ¢ikarilmaktadir. 300 gonlli
birey ile arastirilma siirecine girilen insan mikrobiyom projesi 2007 yilinda
baglatilmis olup, insan viicudunda saptanabilir mikroorganizmalart belirleyebilmek,
insan mikrobiyomuna ait degisikliklerin hastaliklar ile iligkisi arastirma hedefleri
arasina alinmustir. Insan mikrobiyota ¢atisi; cogunlugunu bakteriler olusturmakla
birlikte, virlis, mantar ve baz1 Okaryotik mikroorganizmalar: igermektedir. insan
vicuduna ait bakteri genomu, insan genomu ile kiyaslandiginda 150 kat daha blylk
ve kapsamlidir. insan vicuduna ait mikroorganizma miktar1 da insan hiicre
miktarindan 10 kat daha fazladir. Bu oranlarin bize verdigi degerlere gore; insan,
%10 insan hiicrelerinden ve %90 mikrobiyom hicrelerin toplam birlesimi ile olusan
holobiont (siiperorganizma)’tur. Insan mikrobiyotas1 dagilim olarak; buylk
¢ogunlugu, sindirim sistemi, cilt, genitouriner sistem, solunum sistemi Gzerine
kolonize  olarak  dagilmistir. Kalin  bagirsaklar  viicudumuzda  bulunan
mikroorganizmalarin %70’inden fazlasini icermektedir. Mikrobiyota, hastaliklarin
olusumda ve sagligin devamliliginda 6nemli role sahiptir. Mikrobiyota, biraz gézardi
kalmis bir organ niteliginde varsayilabilir. intestinal sisteme ait mikrobiyota basta
olmak uzere insan mikrobiyotasi; hastalik olusumu, sagligin devamliligi, bagisiklik
sisteminin olgunlagsmasi, bagisiklik sistem gelisimini tesvik eder ve sinyal
olusumunu saglar. Mikrobiyota adina elde edilen bilimsel veriler sayesinde
hastaliklara yeni bir bakis a¢is1 kazandirmistir. Son zamanlarda yapilan arastirmalar

dogrultusunda bagirsak sistemi, Urogenital sistem, solunum sistemi mikrobiyota
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yapisinda meydana gelen degisikliklerin idiyopatik hastaliklarin olusum etyolojisi ve
progresyon sirecinde etkili olabilecegi gosterilmistir [5]. IPF hastalig1 siireg
igerisinde radyolojik tutulum olarak genellikle traksiyon bronsektaziler, retikiiler
dansite artimi, bal petegi seklinde goriiniimler olusturabilmekte ve bu olusumlar

olagan interstisyel pndmoni (UIP) paterni altinda toplanmaktadir [6].

Biz bu calismamizda gogiis hastaliklar1 kliniginde IPF tamis1 almis bir grup
hastanin intestinal mikrobiyota profillerini saglikli kontrollerle karsilastirmay1
amagcladik. Ayrica IPF tanis1 aldiktan sonra antifibrotik ila¢ kullanan ve antifibrotik
ilag  kullanmayan hastalarin saglikli  kontrollerle  mikrobiyota profillerini

karsilastirmay1 amagladik.



2.GENEL BiLGILER
2.1. idiyopatik Pulmoner Fibrozis Hastahgi’na Bakis
2.1.1. iPF’nin Tanimlanmasi

IPF; progresif fibrozisle karakterize olan, cogunlukla yasli bireylerde izlenen,
kotu prognoza sahip, akciger parankim tutulumlu kronik bir hastaliktir. Etyolojik
acidan sebebi tam bilinmemekle birlikte mortal seyri yiksek ve geri doniistimstizdur.
Histopatolojik veya radyolojik olarak bakildiginda olagan interstisyel pnomoni
paterni izlenilmektedir [1, 7, 8].

Interstisyel akciger hastaliklarinin (IAH), yiizden fazla alt gesiti mevcuttur.
American Thoracic Society/European Respiratory Society (ATS/ERS) uzlast
raporuna gore diffiiz parankimal akciger hastaliklar1 (DPAH) olarak da adlandirilan
bu hastalik grubunun 6nemli bir rehberidir ve bu rehberde DPAH 4 grupa ayrilmistir
(Tablo-1) [6].

Tablo 1: interstisyel Akciger Hastaliklarm Siniflamasi

1./ Nedeni Bilinen IAH (ilag, Kollajen Doku Hastaliklari, Cevresel Maruziyet
Vb)

2.| Idiyopatik Interstisyel Pndmoniler

3.| Graniilomatdz IAH (Sarkoidoz, Hipersensitivite Pnémonisi Vb.)

4. Diger IAH

2013 yilinda giincel IIP smiflamasi yaymlanmis olup U¢ ana bashk altinda
birlestirilmistir (Tablo-2) [6, 9]. IPF; idiyopatik interstisyel pnémoni (IiP)’nin major
alt smifinda yer almaktadir. 1969 yillinda Liebow ve Carrington’nin yaptig: ilk
siniflamada; Idiyopatik Interstisyel Pnémoni (IiP) altinda; usual/olagan interstisyel
pnémoni (UIP), bronsiyolit obliterans organize pnémoni (BOOP), yaygin/diffiiz
alveoler hasar (DAD), deskuamatif interstisyel pndmoni (DIP), lenfositik interstisyel
pndmoni (LIP) ve giant/dev cell interstisyel pnomoni (GIP) seklinde
smiflandirilmstir [10].



Tablo-2: Interstisyel Akciger Hastaliklar1 ve Idiyopatik Interstisyel Pnémoni

Siniflamasi

INTERSTISYEL

AKCIGER
HASTALIKLARI

_ IDIYOPATIK NEDENLERE | | GRANULAMATOZ | | DIGERLERI
INTERSITISYEL T HASTALIKLAR
PNOMONILER (iiP)

HASTALIKLAR

p—

MAJOR NADIR | [| SINIFLANDIRILAMAMIS
IIP'LER [iPLER [iP'LER

« iPF

+ Idiyopatik o .
nonspesifik * Idiyopatik
interstisyel pnémoni lenfositik
* Respiratuar interstisyel
bronsiolit interstisyel pnomoni
akciger hastalig « Idiyopatik

* Deskuamatif
interstisyel pnémoni
« Kriptojenik
organize pnémoni
» Akut interstisyel
pnémoni

pléroparankimal
fibroelastoz

J

2.1.2. iPF’de Epidemiyolojik Durum

IPF igin yapilmis olan epidemiyolojik arastirmalarin sonuglart farkli
Ulkelerden alinan neticeler dogrultusunda hastaliga ait insidans ve prevelans
degerlerinde farkliliklar oldugu bildirilmektedir. ATS/ERS uzlasi raporuna
bakildiginda prevelans degerinin 6-20/100000 oldugu ve ozellikle 65 yas iizeri
bireylerde arttigi gosterilmistir. Hastalik ¢ogumlukla 60-70 yas civari gorilmekle
birlikte, 50 yas altinda ise hastalik gériilmesi nadirdir [4].

Hutchinson ve arkadaglarinin yaptig1 arastirma neticesinde, hastalik insidansi
0.48-11.7/100.000 civarinda oldugu belirtilmektedir [11]. Ulkemizde hastalik
insidans degerinin saptanmasi i¢in yapilmis olan bir arastirmaya; 19 il ve 31 merkez
katilarak,2245 DPAH tanili hasta dahil edilmistir. Genel popiilasyona bakildiginda
DPAH insidanst 25,8/100000 olarak saptanmistir. Vakalarin %23,7’si idiopatik
interstisyel pndémoni olarak simiflandirilirken, IPF vaka orani ise %19,9 oldugu
gosterilmistir. IAH gruplamasi altinda sarkoidoz hastaligindan sonra ikinci olarak

IPF hastahginin  goriildiigii ve insidansmin  4.6/100000 olarak izlenildigi



belirtilmistir. 50 yas iizeri erkek bireylerde en sik izlenen interstisyel akciger
hastalig1; IPF oldugu gosterilmistir. Belirtilen insidans araliklar1 genis olmakla
birlikte, popiilasyonlar arasinda goriilen farkli degerlerin en biiyiikk nedenleri
arasinda; yapilan ¢alisma say1 azlig1 ve de yapilan ¢alismalarda kullanilan metotlarin
farkli niteliklerde olmasma baglanilmaktadir. Insidansin bulunmasina y&nelik
karsilasilan zorluklardan bir digeri, 2002 yilinda tani kriterlerinin degismesine bagl
olarak giincel rehbere uygunluk degerlerinde farkliliklarin olmasidir. 2002 yih
sonrasinda yapilan caligmalarin epidemiyolojik veri neticeleri daha anlamli kabul
edilmektedir [12]. Yapilan diger bir ¢alismanin neticesinde ise dunya geneline
bakildiginda hastalik insidansinin kadmnlarda tahmini degeri 7.4/100.000 ve
erkeklerde tahmini degeri 10.7/100.000 oldugu belirtilmektedir [13].

2.1.3. IPF Patogenezisi ve Risk Faktorleri

IPF hastaliginin gelisim etyolojisine bakildiginda net olarak anlasilamamakla
birlikte, hastaligin gelismesine neden olabicek olasi1 risk faktorleri belirtilmistir.
Onceleri IPF’nin hastalik siirecinde fibrozise ilerleyen ve kronik inflamatuar bir
hastalik oldugu bilinmekteydi. Sonraki stre¢ gosterdi ki antiinflamatuar tedavi ile
sonuclarda ciddi bir iyilesme olmadigi gésterildi Son calismalara gore IPF’nin
etyolojisine bakildiginda multipl genetik faktorler, ¢evresel maruziyetler, gastro-
Ozefageal reflilye bagli gelisen mikro aspiratlar, cinsiyet, sigara, yas, enfeksiyoz
durumlara bagl olusabilecegi gosterilmistir [14].

Fibroblastlarin basta oldugu hiicresel gocte, diger hiicrelerin katilimlariyla da
mevcut olan doku zedelenmesinin artisina sebebiyet verir. Endotel, inflamatuar ve
epitel hiicrelerden salgilanan transforming growth factor-Beta (TGF-beta), fibroblast
growth factor (FGF), platelet drived growth factor (PDGF), vascular endothelial
growth factor (VEGF) gibi profibrojenler ile fibroblast sayisinda artis saglanir.
Fibroblast yuzeyinde bulunan reseptor degisim sonucunda miyofibroblasta doniisiim
ve kollajen sentezi uyarilir. Sentez ve yikim arasinda bulunan dengenin bozulmasina
bagli, fazladan ve diizensiz depolanmalar olusmaktadir. Bu birikimlerin sonucunda
gaz aligverisinde ve kapiller yiizeyde anormal degisimler gelismekte ve bu siiregte
irreversible olan son donem bal petegi gelismesine neden olmaktadir [15, 16].
Cevresel ve genetik faktorlerin olusturdugu etki sonucunda alveollerin epitel doku ve

bazal membraninda olugan hasarlar,o bolgede hiicre aktivasyonunu arttirir ve tiimor



nekroz faktor-alfa (TNF-alfa), monosit kemoatraktiv protein-1 (MCP-1), interlokin-1
(IL-1) gibi kemokinlerin ve sitokinlerin salininim artigini saglar [15, 17].

Ailesel ve rastlantisal IPF'yi tanimlarken kullanilan Kriter esikleri aynidir;
Klinik ve histolojik agidan ayirt edilememektedir, ailesel olanlar erken yasta
gelisebilmektedir ve farkli gen paternleri vardir [18-24]. Ailesel IPF, hastalarin
%5’den daha azdir [25]. IPF’nin rastlantisal ve ailesel olarak iki gesit siniflamasi
vardir. Ikisinin de gelisim siirecinde ¢evre ve genetik etkin rol almaktadir.
Rastlantisal olanda c¢evre etkisi, ailesel olanda ise genetigin etkisi 6n planda
izlenmektedir [26]. Ailesel IPF olanlarda, strfaktan proteinler C-A (SPC — SPA),
telomeraz reverse transkriptaz (TERT) mucine 5B promotor bdlgesi (MUCS5B),
telomeraz RNA component (TERC) mutasyonlar1 izlenilmektedir. Bu mutasyonlar
rastlantisal IPF olanlarda da gosterilmesi (izerine genetik zemin kaynakli olabilecegi
diisindiirmektedir [27, 28].

TUtln Grind kullanimi ailesel ve rastlantisal IPF olan hastalarda onemli risk
faktorudir ve hastalarin 2/3’tinde sigara kullanim Oykusi mevcuttur [29]. Sigara
dumani sonrast alveol epiteli lizerinde profibrotik salinnmin ve TGF-beta artisi
izlenilmistir [30]. 20 paket/y1l izerinde sigara kullanim Oykist olanlarda kuvvetli
iliski oldugu gosterilmistir [29, 31-35]. Fare lizerinde yapilan deneysel bir ¢alismada
benzer bulgular oldugu gosterilmistir. Bleomisin verilerek sigara dumani
maruziyetine birakilanlarda; sadece bleomisin verilenlere gore, fibroblast sayisinda
artis ve fibrozis olusan alanlarda da ©Onemli dizeyde artis izlenilmistir [36].
Ulkemizde bakilan UIP kayit calisma sonuglarina gore sigara kullanim oran1 %79,8
oldugu gosterilmistir [37]. Yapilan baska bir ¢aligmada ise, kendisinin sigara
kullanim1 ve annesinin sigara kullanimi ile IPF arasinda kuvvetli bir iliski oldugunu
izlenilmistir. Paket-yil sigara kullammiyla IPF arasinda doz-yamit iliskisinin oldugu
gosterilmistir [38].

Yasin artmast ile akciger parankim yenilenmesi veya apoptozis 6zelliginde
azalma olmas1 nedeni ile hastalik prevelansnda artis olmaktadir. Ozellikle <40 yas
olan bireylerde hastalik daha nadir izlenirken, >70 yas {izeri olan bireylerde goriilme
oraninda artig olmaktadir [4, 16].

Yapilan diger ¢alismalarda IPF ataklariyla reflii arasinda iliski olabilecegi
gosterilmistir [39]. Refli olusumuna bagh gelisen kronik maruziyetli mikro

aspiratlarin akciger parankiminde fibrozise yol acabilecegi diisiiniilerek bu konuyla



ilgili cesitli arastirmalar yapilmistir. IPF tamli hastalarda %87 civarinda reflii
izlenilmistir. Hastalarin %47°si semptomatik olarak izlenilmis fakat hastaligin siddeti
ile prognoz arasinda korelasyon izlenilmemistir [40].

Bir otopsi calismasinda cevresel toz maruziyeti ile IPF arasindaki iliskiyi
destekler nitelikte oldugu ve hastalarin lenf nodlarinda inorganik partikiil sayisinda
artis oldugu da izlenilmistir [41].Farkli ¢evresel maruziyetlerin hastalik gelisim
sirecini  etkileyebilecegi belirtilmistir.  Ciftgi, kus besiciligi, kuafor, tas
kesimi,parlatma,kumlama, odun tozu, hayvancilik, tekstil tozlar1 maruziyeti
olanlarda IPF daha sik gozlenilmektedir [32, 42]. Mesleki toz maruziyeti olanlarin
IPF seyrinde prognozu etkiledigi belirtilmistir. Kore'de yapilan bir ¢alismada, IPF
tanili1 1311 hasta Uzerinde Lee ve arkadaslarinin yaptigi anket ¢alismasinda, toz
maruziyeti olan isgilerin, toz maruziyeti olmayanlara goére daha erken baslangigli
oldugu, daha uzun semptom siresi ve daha yiksek mortaliteye sahip olduklari
gosterilmistir. Akciger mikrobiyom dengesinin bozulmasi sonucunda progresyon ve
atak sikliginda artis s6z konusu olmakla birlikte bu yaklasim ©n planda
vurgulanmaktadir [43]. Akciger mikrobiyomuna ait degisimlerin hastalik tzerinde
neden mi yoksa sonu¢ mu oldugu tam olarak anlasilamamistir. Degisime ugramis
mikrobiyom, IPF  patogenezinin  seyrinde  farkli  seviyelerinde  rol
alabilir. Enfeksiyona sebeb olan etkenler alveol yiizeyinde hasara neden olabilir ve
apoptozisi baslatabilir. Bu potansiyeller IPF gelisimini baslatir [44]. Fibrozis
boyutunun bakteri topluluklart ile iliskili olduguna dair anlamli bir veri mevcut
degildir. Akciger mikrobiyota konulu ilk ¢alisma, IPF'li 5 olgu alinarak heterojen bir
IAH grubunda 16S rRNA gen dizilimine bakilarak yapilmistir. Az sayida érnek ve
tek merkez olarak yonetilen bu calisma; IAH hastalarinda solunum sisteminde
bulunan bakteriyel DNA'nin mevcudiyetini gosterir ilk calismaydi. Bu calismada
IAH olan hastalar ve saglikli kontrol grubu arasinda mikrobiyom agisindan anlaml
bir fark saptanmadi [45]. MUCS5B rs35705950 polimorfizminin mutant T alel
varyanti, bagisiklik sistemi ilizerindeki etkisiyle enfeksiyoz siireci ve disbiyozisi
kolaylastirabilir [46].

Molyneaux ve arkadaslar1 da yaptiklari ¢alismayla akciger mikrobiyotasinin IPF
patogenezi Uzerindeki roliinii aydinlatmak amaciyla bu galismay1 yapmuslardir. IPF
tanil1 65 hasta, 27 saglikli kontrol ve 17 KOAH hastasi dahil edildi. Saglikli kontrol
grubu ve KOAH hastalarina gore bakildiginda, IPF tanili hastalarda akciger
mikrobiyotasinda bulunan bakteri diizeyinde iki kat artis izlenilmistir. Tan1 aninda
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artmis bakteri duzeyi IPF'nin prognozunun daha hizli ilerlemesine ve mortalite
Uzerinde risk artisiyla iligkisi goOsterilmistir. IPF tanili hastalarda Veillonella,,
Streptococcus, Neisseria, Haemophilus diizeyinde artis izlenilirken baz1 tiirlerde ise
azalma gozlenildi. Bu verilere dayanarak, spesifik bakteri popiilasyonlarinin degil,
bakteri miktarindaki artisin hastaligin progresyonu ve mortalite riskiyle iliskisinin
daha kuvvetli oldugu neticesine varilmistir [47].

IPF tanili hastalarin alveol epitelinde epstein-barr viriis (EBV) ye ait protein
ve DNA yapist saptanmistir. EBV, respiratuar bozukluga ve solunumsal atak
olusturmas! nedeniyle IPF’nin klinik seyrinde kétii prognoz olusturmaktadir [48].
IPF hastaliginin olusum siirecinde, progresif seyrinde herpes viriisiin kofaktdr
olabilecegine dair veriler bulunmaktadir. IPF tanili hastalarin akciger parankiminde
herpes viriis oran1 %30-100 oldugu gosterilmistir [49]. Diger bir ¢alismada ise, IPF
ve kontrol grup iizerinde akciger parankimde herpes viriis arastirilmis ve IPF’li
olanlarin tamamina yakininda herpes viriis varligi saptanmisken; kontrol grubunda
ise 1/3’inde viriis izlenilmistir [17]. Farkli bir ¢alismanin sonuglarinda ise diger
calismalarin tersine veriler elde edilmistir. Zamo ve arkadaglari’nin yaptigi bu
calismada EBV ve HHV-8’in patogenezde rol almadigini gosterir veriler
sergilenmistir [50]. Baz1 hasta grubunda ise sitomegalaviriis (CMV)’e kars1 yiiksek

antikor Uretimi gosteren ¢alismalar bulunmaktadir [51].

Mikrobiyom ile inflamasyon ve fibrozis arasinda bulunan iligkiyi arastiran
caligmalar, alt solunum sistemi mikrobiyomun alveol yuzeyinde inflamasyon ve
fibrogenezis Gzerindeki rollinii gostermistir [43, 52]. IPF tanil1 68 hasta ile yapilan
calismada ise, Huang ve arkadaslari mikrobiyomun etkilesimini, konak bagisiklik
yanitini, hastalik progresyonunu, fibroblast fonksiyonunu, I6kosit fenotipleri ile
arasinda olan iliskiyi degerlendirdi. Staphylococcus, Prevotella artigi konak¢i immiin
yanit1 ile negatif koreledir. Bu veriler, bagisiklik yanitinin IPF hastalarinda anormal
oldugunu destekler niteliktedir. Konak-mikrobiyom arasindaki degisime bagl olarak
fibroblast miktarinin artisini ve sagkalimin azaldigini gosteren oncii ¢alismalardandi
[53].

Takahashi ve arkadaslarinin yaptig1 calismada ise akciger mikrobiyota denge
bozuklugunun  IPF  seyrinde  Onemli  rol aldigmi  vurgulamislardir

[54]. Streptococcaceae, Veillonellaceae, Prevotellaceae familya miktarindaki artisin



ve Proteobacteria filumda izlenen azalmanin hastaligin prognozu ile korele olarak
bulundu. Bu yapilan caligmada kontrol grubu mevcut olmamasi, retrospektif
yapilmasi ve orneklem boyutunun kii¢iik olmasi bu ¢alismanin kisithiliklarindandir
[54].

Mikrobiyolojik etkenlerin hastaligin baslangi¢, progresyon ve seyrinde etkili
oldugu diistiniilmekle birlikte veri eksiklikleri devam etmektedir, yeni ¢aligmalarin

sayisinin arttirllmasinave yeni verilere ihtiyac vardir.
2.1.4. IPF Klinik Bulgular

IPF hastaligimmin klinik, semptom, bulgular1 yavas seyirli olusmaktadir.
Akciger parankiminde ciddi degisiklikler yapmadan ¢ogunlukla hastalik saptanamaz.
IPF’de izlenen en sik bulgular; nefeste daralma, kuru oksiiriik, bilateral alt zonlarda
velcro ral ve gomak parmak izlenmektedir.

Hastalarda en yaygi yakinmalardan biri eforla gelisen nefes darligidir. 50
yas lzeri eforla gelisen nefes darliginda ayirici tanida disiiniilmelidir. Klinikte
gelisen nefes darligi progresif seyirlidir ve tani anindan 6 ay Oncesinde dahi
mevcuttur. Eforla gelisen nefes darligi zamanla istirahat halinde de izlenir olur.
Sedanter yasayan bireylerde klinik farkindalik ileri akciger fonksiyon kaybindan
sonra fark edilebilinir. Ani gelisimli nefes darlig: ile ilk kez teshis alabilirler [55].
Hastaligin progresyon ve mortalitesinde nefes darligi ¢ok 6nemli rol oynar [56].
Nefes darlifma bagli depresyon eslik edebilir [57]. IPF’de mMRC (Modified
Medical Research Council) skorunun hastaligin progresyon monitdrizasyonu ve
survey belirlemede bagimsiz bir belirteg olarak kullanilabilecegi belirtilmistir.
mMMRC sonucunda 0-3 puandan 4-5 puana artis olanlarda mortalitede de artis olacag:
bildirilmistir [58]. Semptomatik klinik ile ilk bagvuru arasi siire 18 ayi
bulabilmektedir [59].

Oksiiriik kuru vasifli ve egzersiz ile artis sergiler ve giindiizleri daha fazladir
[60]. Genellikle 6ksirik ilk saptanan bulgudur ve hastalarin %70-85inde gozlenir
[61]. Okslrlk cikis mekanizmasi periferik reseptorlerin mekanik ve kimyasal olarak
uyarilmasi ile olur. Mekanik reseptorin uyarimi, fibrozisin etkisiyle olusan yapisal
distorsiyon ile iliskilidir. Kimyasal reseptoriin uyarim: ise inflamasyon sonucuyla
olusmaktadir. IPF’nin balgam ve BAL sivisinda eozinofil ve inflamatuar
belirteclerinde yiikseklik vardir [62, 63]. IPF oksiiriigii genellikle tedaviye

direnclidir, birgok hastada yasam kalitesini kotii etkiler. Oksuriik, progresyonda
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bagimsiz bir belirtectir. Mortalite ve transplantasyon agisindan 6n gorii saglar [64].
Havayolunda mukus tretimi ve temizlenme islemi de 6ksiiriik olusumunu tetikleyen
bir diger faktérdir. MUC5B gen poliformizminde izlenen degisikler, IPF
patogenezisi ve oksiiriik siddetinde artis ile baglantilidir [65].

Bilateral akciger bazalinde fibrotik degisikliklere bagli gelisen ‘velcro ral’
mevcuttur. UIP Kayit Calismasi’na gore IPF hastalarmin %92,2 oraninda velcro ral
duyuldugu belirtilmistir. Semptom ortaya ¢ikmasa dahi duyulabilecegi gibi tim
inspiryum suresince bilateral akcigerin tiim alanlarinda duyulabilmektedir. Kronik
hipoksemiye bagli comak parmak gelisebilmektedir. Comak parmak sikligr %30-60
civaridir [55, 66, 67]. Klinigin prognozuyla birlikte siyanoz, takipne,batinda asit, alt
ekstremite ve karinda 6dem, senkop gibi kor pulmonale bulgulart da eslik
edebilmektedir [68]. Hastalik seyrinde sistemik tutulum ¢ok beklenilmemektedir.
Eger klinikte ek olarak ates, gogiiste agri, balgam, yorgunluk, kiloda azalma gibi
sistemik sikayetler mevcutsa kollajen doku hastaliklar1 (KDH), ila¢ reaksiyonu,

hipersensitivite pndmoni, ilag reaksiyonu ayirici tanida yer almalidir [69-71].
2.1.5. iPF’de Laboratuar incelemeleri
2.1.5.1. Biyobelirtece Yaklasim

IPF tam ve prognozunda ¢ok sayida morfolojik ve molekiiler Ozellikte
biyobelirteg ile ilgili c¢aligmalar bulunmaktadir. Morfolojik biyobelirtece 6rnek
olarak, fibroblastik odak sayisinda artis mortalite ile iligkilidir [56].

Epitelde unstabiliteyi gosteren az miktarda doku belirteci bulunmustur.
Neoplastik ve metaplastik proliferasyonda etkili K-ras, p53 mutasyonlari, guanin
nitrasyonu, squamous cell carcinoma antijeni (SCCA)’nin asir1 iiretimi bunlara
ornektir [72, 73]. Periostin, ekstraseliler matriks (ECM) birikimini, mezenkimal
cogalimi, parankim fibrozisin olusumunu saglayan bir ECM proteinidir. Serum ve
akciger dokusunda yiksek oranda tespit edilmistir [74]. Periostin, akciger
parankiminde aktif fibrozis, fibroblastik odak, subepitelyal, subendotelyal alanda
bulunmaktadir. 48. hafta plazma seviyesi progresyon 6n goriisiinde 6nemli yer alir
[75].

Progresyon sirasinda olusan anormal matriksin temel bilesenleri kollajen I,
111, IV°dir. Erken dénem IPF’de kollajen 11l baskin iken, ileri donem baskin olan
kollajen tip I’dir [76]. Erken donemde kollajen, elastik liflerin sayisinda
metalloproteinaz (MMP) ve elastazlar ile azaltim yapilir. MMP’ler, ECM’nin
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degradasyon ve remodellinginde 6nemli rol alir; biyime faktérd, sitokin, kemokin,
hiicre yiizey reseptér olusumuna katkida bulunur. Apopitozis, migrasyon,
proliferasyon, anjiogenez gibi surecleri yapilandirir [77]. Elastinde izlenen
degisiklikler erken ve ge¢ fazda farkli ECM remodellinge doniisiir [78]. Surfaktan
protein-A (SP-A), Krebs vonden Lungen-6 antigeni (KL-6), MMP7’ nin yiiksek
serum diizeyinde olmasi kisa survey gostergesidir [79]. Serumda (MMP1, 2, 7) ve
bronkoalveolar lavaj (BAL) sivisinda (MMP3, 8, 9) sentezinde artis izlenilmistir
[80]. Yeni yapilan bir ¢alismanin sonucuna gore, MMP-7, surfaktan protein D (SP-
D), osteopontin IPF dis1 IAH’yi ayirt etmede olduk¢a duyarlidir. Cerrahi olarak
akciger biyopsisi yapilamayan, HRCT’si tanisal diizeyde olmayan hastalarda taniya
yol gosterici olacagi bildirilmistir [81]. MMP-7 prognozu gosteren bir belirteg
olarak; FVC, DLCO ile korele olup yasam surveyi ile iliskilidir [82]. IPF tanil1 65
hasta, bakteriyel pnomoni takipli 31 hasta, 101 saglikli kontroliin dahil edildigi
calismada; IPF tamili hastalarda serum MMP-7, KL-6, SP-D degerlerinin diger iki
gruba gore anlamli derecede yiiksek oldugu izlenilmistir ve MMP-7, KL-6’nin
yiksek degeri kotii prognoz ile iliskili olup bagimsiz prediktér olduklari
belirtilmistir. Bu iki belirte¢ survey Utzerinde iyi bir 6n goru saglar [83]. Baska bir
calismada ise, bir yillik takibin sonunda KL-6 seviyesinde artis olanlarda FVC
azalmasi belirgin izlenilmis olup buna dayanarak KL-6’nimn seri takibi prognozu daha
Iyi gosterebilecegi belirtilmistir [84].

Bagka bir belirteg ise, club cell protein-16 (CC-16)’dir. CC-16 siliyasiz
solunum epitel hicrelerinden Gretilen antiinflamatuar 6zellikte proteindir. Ayrica
apopitozisi baslatabilmektedir. Serum ve BAL sivisinda CC-16 diizeyinin kollajen
doku hastaligi ile kronik hipersensitivite pndmonisi olanlara gore belirgin yuksek
oldugu bildirilmistir [85].

PROFILE c¢aligmasinda ise, MMP nin {irettigi protein fragmanlarinin (6 adet
neoepitop; BGM, C1M, C3M, C3A, C6M, CRPM) serumda kontrol grubuna goére
yiiksek bulunmustur. Bu protein fragmanlarmin yiiksek seyretmesi progresyon ile
iliskili oldugu gosterilmistir [86].

IPF hastalarin BAL sivisinda VEGF diizeyinin diisiik oldugu gosterilmistir
[87]. Vaskuler endotelyal blytime faktori (VEGF) fibrotik yapilanmada 6énemli rol
alir ve mezenkimal hiicre go¢ ve c¢ogalimmi duzenler. Plazma VEGF dizeyi

HRCT’de fibrozis artis1 ile iligkili olup, plazma VEGF dizeyi progresif hastalarda
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(FVC’ de 6.ay sonu > %10 azalma), progresif olmayan hastalara gore anlamli
derecede yiiksek oldugu gosterilmistir [88]. Baska bir c¢alismada ise, VEGF’ nin
fibrotik lezyonlarda diisiik, kapiller endotel hiicresi, alveol tip II epitel hiicresinde
artmis oldugu belirtilmistir [89].Buna karsilik, rat modelinde ise VEGF’nin fibrotik
lezyonlarda izlenmedigi fakat epitelyal ve endotel hicrelerinde mevcut oldugu
gosterilmistir [90].

[PF’de biyobelirteclerin rutin kullamimi Onerilmemektedir. Calismalarin
cogunda az sayida hasta dahil edilmistir. Rutin kullanim i¢in daha fazla sayida
calisma yapilmasi gerekmektedir. Klinik kullanimin 6n kosulu; genis, iyi
tanimlanmis fenotipler ile klinik ve molekiler takibin kolay yapilandirabilir

olmasidir.
2.1.5.2. Solunum Fonksiyon Testin Onemi

Hastanin fonksiyonu degerlendirilirken solunum fonksiyon testi 6nemli rol
almaktadir. Tani, prognoz, tedavi plani, tedavi yanit degerlendiriminde diflizyon
testi, solunum fonksiyon testi, kardiyopulmoner egzersiz testi (KPET), alti dakika
yiirtime testi (6DYT) kullanilmaktadir.

IPF°de parankimin destrilksiyonu akciger kapasitesinde azalmaya neden
olmaktadir [91]. Akim-voliim halkasi beklenen boyutundan daha kiglktir. Erken
donemde solunum fonksiyon testi normal olabilir. Eslik eden havayolu hastalig
mevcutsa obstriiktif patern de izlenebilir. Akim-voliim halkasinda genellikle kiigiilme
izlenir [92].

Solunum fonksiyon testinde restriktif tip bozukluga yol agmaktadir. Fibrozis
ile inflamasyona bagli gelisen, kapiller ve alveol duvarinda olusan destriiksiyon
sonucu gaz aligverisinde bozulma gergeklesir. Erken evrede diflizyon kapasitesinde
izlenen azalma ilk bulgu olarak olusabilmektedir. Total akciger kapasitesi (TLC),
fonksiyonel rezidiel kapasite (FRC), rezidiiel volim (RV) diger bozulmus
parametrelerdir. Birinci saniyede ¢ikarilan forced ekspiratuar volim (FEV1), forced
vital kapasite (FVC)’de akim hizinda azalma izlenirken FEV1/FVC orani korunur ya
da artar [91]. Takip ve tedavide FVC ve DLCO kullanim1 6nerilmektedir. Prognozu
gosterebilmesi i¢in yapilan g¢alismalarda,FVC ve DLCO diizeyinin %60’dan az
olmasi, FVC degerinde %10 ve iizeri kayip olmasi, DLCO diizeyinin beklenenden
%45 daha az olmasi veya bir yil igerisinde %20 iizerinde kaybin olmasi kotii

prognoz gostergesi oldugu belirtilmistir [93, 94].
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Alveolar-kapiller gaz degisiminde en erken bozulan parametre
karbonmonoksit difflizyon kapasitesi (DLCO)’dur ve bu degerde azalma izlenir.
Akciger hacim ve difflizyonda azalma nedeniyle DLCO/VA (1 litre akciger alanina
diisen difiizyon kapasitesi) oram1 degismemektedir. Bu bulgu IAH’nmn obstruktif
patern ayirrminda kullanilabilir. Ek olarak akciger hacimi azalmis ve diffuzyonu
normal olanlarda, akciger dis1 restriktif hastaliklarni ayirict tansinda da yol gosteririr
[95].

Alt1 dakika yiiriime testi; degerlendirmesi kolay, tekrarlanabilir, glivenilir bir
testtir ve mortalitede dnemli bir gostergedir. 6DY T nin 250 metreden azolmas1 veya
6 ay igerisinde 50 metre ilizerinde artis olmasi, test siirecinde s02 ‘nin %88 ve altinda
seyretmesi kot prognoz gostergelerindendir [96].

Kardiyopulmoner egzersiz testinde, egzersiz sirasinda VO2max (pik oksijen
alim1), VEmax (pik dakika ventilasyonu), solunum rezerv degerleri azalr.
VEmax/MVV (pik dakika ventilasyon/maksimum istemli ventilasyon oran degeri) ile
VE/VCO2 (dakika ventilasyon /karbondioksit atilim oran degeri) artis gosterir.
Ventilatasyondaki azalma ile VD/VT (6li bosluk solunumu- fizyolojik 6lu
bosluk/tidal voliim orani) artis gosterir. Egzersiz sirasinda VT’de ¢ok artis
yapilamaz, ventilasyon artisin saglanilmasi solunum hiz sayisindaki artim ile
saglanir. Solunum sayisi1 60 /dak Uzerine ¢ikabilir. Bozulmus ventilasyon/perfiizyon
oranina bagl olarak P(a-ET) CO2 (alveoler karbondioksit — end tidal karbondioksit
basing farki) ve P(A-a) O2 (alveolo arteryel oksijen gradient farki) artis izlenir.
Oksijen tasinmasida olusan bozulmaya bagli olarak laktik asidoz duzeyinde artis

izlenir. Oksijen tliketimi-is yiikii oraninda ise azalma olur [97].
2.1.5.3. Radyolojisi

Radyolojik agidan posterior-anterior (PA) akciger grafiesi ilk tercih edilen
gorunttlemedir. Radyolojik tutulum olarak bilateral bazal ve periferleri retikiler
dansite artimi, bal petegi goriinimii ve alt loblarda hacim kaybi seklinde tutabilir.
Erken evrede PA grafisi normal saptanabilir. Yiiksek ¢oziiniirlikli bilgisayarl
tomografi (HRCT) tam ve ayirict tan1 da yardimer olur. ileri evrede traksiyonel
bronsektazili retikiler dansite artimi, bal petegi goriiniimii ile olagan interstisyel
pnémoni (UIP) paternini sergilemektedir. Traksiyonel bronsektazi eslik etmesi dahi
bal petegi goriiniimii kesin UIP tamis1 i¢in gerekli bulgudur. Bilateral subplevral

alanda alt loblarin tutulumunun belirgin olmasi tanida yol gosterir [4, 6].
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Akciger fibrozisi, traksiyon brongektazisi (Sekil 1) ve/veya bal petegi
goriinimii (Sekil 2) mevcutsa tanida guven konur. Bal petegi, paraseptal amfizem ve
fibrozis icerikli hava boslugudan ayirt edilmelidir. Bilgisayarli tomografide izlenen
bal petegi gorliniimii, traksiyon bronsektazinin yakindan iliskilidir ve bal petegi
olusurken, fibrotik alveoler septada kollaps ve terminal hava yolu dilatasyonu ile
gelisen bronsioler Kistlere tekabtl dontisiir [98, 99]. Kistik yapilar, lobuler alanda
takip edilebilen bu yapilar birbirleriyle ve brons agaci ile devamlilik i¢indedir [100].
Bal petegi kisti, alveolar septal fibrozise bagli gelisen periferik hava yolu dilatasyonu
ve traksiyonel bronsiyolektaziden olusmaktadir [101]. Yeniden yapilanma sirecinde,
traksiyonel bronsektaziden bal petegi gegisine kadar bir sureklilik hali gortnir gibi
olsa da bu siire¢ yaniltici olabilir [102]. UIP'ye ait en iyi HRCT bulgusu bal petegi
goriinimii olurken histolojik olarak en iyi bronsiyolektazi olarak izlenir [103].
2022°de yayinlanan ATS/ERS uzlasi raporunda HRCT — IPF iliskisi Tablo -3° de
oldugu gibi giincellemistir.

Tablo-3 : Idiyopatik Pulmoner Fibrozisin Yiiksek Coziiniirliiklii Bilgisayarl
Tomografi Modellemesi [104]

Yiiksek Coziiniirliiklii Bilgisayarh Tomografi (HRCT) Modeli
uip Olas1 UiP uip icin | Alternatif Bir
belirsiz Taniy1 6ngoren BT
Bulgulan
% Subplevral < Subplevral +« Subplevral +«» Subplevral
Dagilim ve ve baskinlik korunmus ile
bazalllerde bazallerde olmadan baskin
baskin baskin yaygin peribronkovaskii
% Siklikla < Genellikle dagilhim ler yayilim
heterojen heterojen (NSIP'yi
(aralarina (aralarina diisiiniin)
fibrozisde retiktilasyon «» Perilenfatik
olan normal ve traksiyon dagilim
akciger bronsektazis (sarkoidozu
alanlari) i/ diistintin)
< Nadiren bronsiolekta « Ust veya orta
yaygin zisi zonlarda tutulum
& Asimetrik serpistirilmis (fibrotik HP,
olabilir normal CTD-ILD ve
akciger sarkoidozu
alanlar) diistintin)
+«+ Subplevral
korunmus
(NSIPyi
veya sigarayla
iligkili IP'yi

14



diisiiniin)

BT

ozellikleri

Traksiyon
brongektazisi
/
bronsiolektaz
isi olan veya
olmayan bal
petegi
goranimi
Interlobiiler
septada
dizensiz
kalinlasma
varligt
Genellikle
Ust Uste
binen
retikiler
patern, hafif
GGO
Pulmoner
ossifikasyon
olabilir

>

K2
*

Traksiyon
brongektazis
i/
bronsiolekta
zisi olan
retikdler
patern

Hafif GGO
olabilir
Subplevral
korunmus

7

X4

Herhangi

bir spesifik
etiyolojisi
olamyan
akciger
fibrozunun
BT
ozellikleri

% Akciger
bulgulari

* Kistler
(LAM, PLCH, LIP
ve DIP'yi diisiiniin)

*Mozaik
zayiflama veya g
yogunluklu igaret
(HP'yi diistiniin)
*Baskin

(HPYyi,
sigarayla iliskili
hastaliklari, ilag
toksisitesini ve
fibrozisin akut
alevlenmesini
diistiniin)

*Bol
sentrilobuler
mikronodiller  (HP
veya sigarayla iliskili
hastaligi  diisiiniin)

*Nodiiller
(sarkoidozu
diisiiniin)
Konsolidasyon
(organize pndémoniyi
disiiniin, vb.)

% Mediastinal
bulgular

*Plevral
(asbestozu

GGO

plaklar
diistiniin)

+Dilate
0zofagus  (CTD'yi
diistiniin)

Kisaltmalar: CT = bilgisayarli tomografi; CTD = bag dokusu hastaligi; DIP =

deskuamatif interstisyel pnémoni; GGO = buzlu cam opakligi; HP = hipersensitivite

pnomonisi; HRCT = yiiksek ¢oziiniirliikli bilgisayarli tomografi; ILD = interstisyel

akciger hastaligi; IP = interstisyel pndmoni; LAM = lenfanjiyoleiomyomatozis; LIP

= lenfoid interstisyel pnémoni; NSIP = nonspesifik interstisyel pnémoni; PLCH =

pulmoner Langerhans hiicreli histiyositoz; UIP = olagan interstisyel pndmoni
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Sekil 1: Traksiyonel bronsektazi/bronsiolektazi Gorseli
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Sekil 2: Bal Petegi Gorseli

Buzlu cam baskin retikiler artimin olmasi, Ust ve orta zonda
peribronkovaskuler tutulumun olmasi, bilateral difliz kistik lezyonlarin olmasi,
pnémonik infiltrasyon ve/veya konsolide alanlarin olmasi, st lob tutulumlu
mikronodiler infiltasyonun olmas: UIP ile uyumsuz bulgular olarak kabul edilir.

UIP patern, kollajen doku hastaliklari, ilaca bagl ve cevresel faktorlere
sekonder gelisebilir. IPF tanis1 konulurken UIP paternine neden olabilecek diger
hastaliklarin diglanilmasi gerekmektedir.

Subplevral alt zon baskin, retikiilasyon artisi olmasi, traksiyonel bronsektazi
olsun veya olmasm, bal petegi goriiniimii mevcut olan hastalarda kesin UIP
paternden bahsedilebilir ve biyopsi sartt aranmadan IPF tanisi1 konulur. HRCT’de bal
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petegi goriinimi yoksa, ancak diger bulgular mevcut ise UIP patern olarak
degerlendirilebilir ve biyopsi alinarak tanida dogrulanma ya da dislama yapilmasi
gerekir [4, 105-107].

2.1.5.4. Bronkoskopik Inceleme ve Biyopsi Degerlendirmesi

Bronkoalveolar lavaj (BAL), ilk olarak 1980 yilinda kullanilmistir.Klinikte
pulmoner alveolar proteinozis, maligniteler, hemoraji, graniilomat6éz hastalik ayirici
tamst gibi durumlarda fayda saglamaktadir [108, 109]. IPF tanisinda, BAL
alimmasmin yeri kisithidir. BAL’da ndtrofil hakimiyeti vardir. Bazi hastalarda
%10’dan daha az eozinofil saptanabilir [110].

Fibrozis ile seyreden parankimal hastaliklarin ayirict tanisinda yetersizdir.
[PF°de, kronik hipersensitiv pnomoni (HSP) ile ayirici tamsinda yardimcidar.
Lenfosit sayis1 %20°nin iizeri olan hastalarda tani hipersensitiv pndmoni lehinedir
[111].

Kriyobiyopsinin tani sansi arastirllmistir. Fibrozisli 69 interstisyel akciger
tutulumlu hastanin 68’ine kriyobiyopsi yapilmis ve 52 hastaya tan1 konulurken,19
hastada pndmotoraks, 1 hastada kanama, 1 hastada biyopsinin 7. giniinde vefat
ettigi bildirilmistir [112]. Kriyobiyopsi tan1i oranini arttirmayla birlikte,
komplikasyon ve sure¢ yonetimi igin deneyimli merkezlerde yapilmalidir. Bazi
hastalarda klinik, radyolojik, bronkoskopik islemlere ragmen tanida yetersiz
kalinabilmektedir. Doku tanisi i¢in cerrahi biyopsi gerekmektedir. Yamali
tutulumuna bagl olarak transbronsiyel biyopsi dnerilmemektedir [111].

Tanisal amagli biyopsi yapilacak ise kriyobiyopsi ilk tercihtir. Transbronsiyal
akciger biyopsi tani icin Onerilmez. Taniya ulasilamaz ise secili vakalarda
torakoskopik veya torakotomi ile doku biyopsi O©nerilebilir [4]. Tami ig¢in
tranbronsiyal, Kriyobiyopsi, transtorasik biyopsi gibi yontemler onerilse de altin
standart olan torakoskopik veya torakotomi ile yapilacak olan cerrahi biyopsidir [4].

IPF, multi disipliner yaklasimla noninvaziv ydntemler ile tanisi
konulabilmektedir. yili ATS/ERS/JRS/ALAT tani rehberinde HRCT’ de UIP paterni
olan hastalarda bronkoalveoler lavaj (BAL), cerrahi akciger biyopsi, transbronsiyal

biyopsi, kriyobiyopsi tant i¢in dnerilmemistir [113].
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2.1.5.5. Histopatolojik incelemeleri

IPF tanis1 icin tipik olan UIP paternidir. Tipik UIP patern icin asagida
belirtilen bulgularin olmasi1 gerekmektedir [113]. Histopalojik olarak, bu bulgularin
tamami mevcut ise kesin UIP patern denilir. Fibrozis varliginda; zamansal veya
mekansal heterojeniteden sadece biri mevcutsa ‘olast UIP patern’ ; her ikiside
mevcut degilse ‘muhtemel UIP patern’ olarak smiflandirilir [4, 106].

a. Subplevral ve paraseptal alanlarda belirgin fibrozisin olmasi, bal petegi
goriiniimii eslik edebilir ya da etmeyebilir.

b. Mekansal heterojenitenin olmasi, fibrozis heterojen goérinumdedir ve
parankimde yama tarzinda fibrozisli ve saglam doku ayni1 anda bulunmaktadir.

C. Zamansal/temporal heterojenite olmasi, fibrozisli doku ile yeni fibroblastik
odaklarin ayni anda bulunmasidir.

d. UIP paterni diyebilmek icin yukaridaki 3 histolojik 6zellige ek olarak;
graniilom, hyalen membran, yogun inflamasyon, organize pndémoni gorinimunin
olmamasi gerekmektedir.

IPF patogenezisinde antioksidanlar, koagiilasyonlar; neovaskiilarizasyon,
matriksin diizenlenmesi gibi birden fazla yolak mevcuttur [114]. Tablo-4 *de UiP
paterniin histopatolojik simiflamasi gosterilmistir.

Tablo-4: UIP Patolojik Siniflama Sekli [113]

Tipik UIP Olas1 UIP Belirsiz UIP Alternatif tam

% Alveol cati hasar1 | < UIP paterni | < Fibrozis (catt | % 1iP’nin histolojik

yapan yogun diistindiiren hasar1 yapan veya bulgusu olmamasi
fibrozis (skar bulgulardan yapmayan)
% Diger hastaliklara
velveya bazilarinin mevcut
mikroskopik  bal olmas1 ve % Sekonder ait bulgular
.. nedenlere  bagl olmast;
petegi)
s Alternatif tani UIP ozellikleri
% Subplevral ve yoklugu -OP
tal % UIP paterni
parasepta . T -Granilomlar
- % Veya sadece bal ozelliklerinden
yerlesimli
peteginin varlig bazilarinin mevcut “Hiyalen

< Heterojen

dagilimli fibrozis

«  Eslik eden

olmasi yaninda

alternatif tani

diistindiirecek

membranlar vb
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fibroblast bulgularin da
odaklarinin olmasi

gorilmesi

< Alternatif tan1
diisiindiirecek

bulgu olmamast

Kisaltmalar: UIP: olagan interstisiyel pndmoni, OP: organize pndmoni

Histopatolojik olarak UIP patern gorinimine benzeyebilecek fibrotik
nonspesifik interstisiyel pndmoni (NSIP), kollajen doku hastaliklari, kronik
hipersensitiv pndmoni, fibrotik sarkoidozis, asbestozis, ilag reaksiyonlari, radyasyon

hasari, kronik aspirasyon, pndmokonyoz gibi durumlar ayirici tanida olmalidir [115-
117].

2.1.6. IPF Tam Algoritmasma Yaklasim

50 yas tizeri, sigara kullanim Oykusi, eforla gelisen nefes darligi, fizik
muayenesinde ¢comak parmak, bazallerde dinlemekle velcro ral duyulan hastalarda
IPF acisindan siiphelenilmelidir. PA grafisi yol gostericidir fakat altin standart
yontem HRCT’dir. IPF siiphesi olan hastalarda tomografi ile degerlendirme
yapilmalidir. Hastada etyolojiye yonelik etken saptanmis ise IPF tanis1 dislanir.
HRCT’ de UIP paterni mevcut ise etyolojik olarak herhangi bir etken saptanmamis
ise biyopsiye ihtiya¢ duyulmadan tanisi konulur. HRCT bulgular tipik degil ise tani
icin biyopsi gerekir [4, 118, 119].

Idiopatik interstisyel pnémonilerin arasinda en sik goriilen IPF’dir. Tan1 igin
uzmanlagmis bir merkezde multidisipliner yaklasim ile radyolojik, klinik,
histopatolojik ac¢idan ele alarak diger hastaliklarin dislanmasi ile konulabilmektedir.
Tan1 konulabilmesi i¢in gereken basamaklar asagida belirtilmistir ve Tablo-5" de

gosterilmistir [4, 120-126].
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Tablo-5: IPF Tan1 Algoritmasina Yaklasim [104]

(

IPF oldugundan stiphelenilen hasta

(

olast neden/iliskili durum

EVET

( SPESIFIK TANININ

HAYIR
( T » HAYIR
J
UiP VEYA BELIRSIZ UIP VEYA
OLASI UIP ALTERNATIF TANI
MULTIDSIPLINER YAKLASIM
TR A A - > CERRAHI AKCIGER BioPsisi

TEANSBRONSIAL AKCIGER
ERIYOBIOPSISL

!

l

ILE DAHIL)

L DOGRULANMASI (YCBT

|

MULTIDSIPLINER YAKLASIM

EVET

( ALTERNATIF TANI )

Tablo-6 : HRCT ve Histopatolojik Degerlendirme ile Tan1 Algoritmasi [104]

HISTOPATOLOJIK PATERN
uir Olas1 UIP | Belirsiz UIP | Alternatif
tam
HRCT uip IPF IPF IPF IPF degil
paterni
Olas1 UiP IPF IPF Olas1 IPF IPF degil
Belirsiz UiP | IPF Olast iPF | Belirsiz IPF IPF degil
Alternatif Olas1 IPF/ | IPF degil IPF degil IPF degil
tam )
IPF degil
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2.1.7. IPF ve Ayiric1 Tanilar

IPF’de temel olan radyolojik, patolojik UIP paterni gsterilmesi gerekir [4].
Fakat UIP patern spesifik bir bulgu degildir. IPF tamis1 icin, diger idiyopatik
interstisyel pnOomoni, otoimmiin hastalik, ilag, mesleksel, cevresel etkenlerin
dislanmasi gerekir.

IPF Dis1 Idiyopatik Interstisyel Pnomoniler: IPF ile en ¢ok karisan
nonspesifik interstisyel pnémoni (NSIP)’dir. NSIP idiyopatik olabilir ya da kollajen
doku, ilag reaksiyonu, hipersensitiv pndmoni gibi durumlara eslik edebilir. idiyopatik
NSIP igin, bag doku hastaliklarinin bir komponenti veya otoimmiin olabilecegi &n
gorulmektedir [127, 128]. HRCT’de bazallerde diffiiz buzlu cam, retikiiler dansite
artimi, traksiyonel bronsektazi izlenir. Bal petegi gériiniimii baglangicta olmayabilir;
ilerleyen siirecte bal petegi tutlumu yayginlasabilir. Subplevral bdlge korunur ve UIP
paternden ayirt edilir. NSIP baslangig yas1; 40-50 yas civari izlenir. IPF’ye gore daha
erken ortaya ¢ikar [8]. Fibrotik NSIP’de bazallerde bal petegi goriiniimii belirgindir.
IPF ile ayirimi cerrahi biyopsi ile miimkiindiir. Hiicresel, fibrotik, mix olarak
gruplara ayrilirken fibrotik formda prognozu kotii seyirlidir [129]. Her iki cins igin
esit oranda goriiliirken, sigara ile iligkisi tam olarak bilinmemektedir [8].

Respiratuar bronsiyolit, sigara igenlerde gorulur ve tipik HRCT bulgular
buzlu cam ile birlikte sentriasiner nodller izlenir. Sigaranin birakilmasi tedavidir ve
semptomlar regrese olur. Bazi hastalarda ise sigarayir birakmasina ragmen progresif
seyredebilir [130]. Deskuamativ interstisyel pndmoni (DIP)’de klinik benzerdir. DIP
sigara ile iligkilidir ve HRCT’de bazallerde yama tarzinda buzlu cam dansitesi,
retikiiler dansite artimi izlenir. Sigara birakilmasi ve kortikosteroid tedaviye yanit
lyidir [130].

Akut interstisyel pndémoni, lenfositik interstisyel pnomoni, Kkriptojenik
organize pndmoni; akut/subakut klinik, konsolidasyonun o6n planda olmasi,
immiinsiipresif tedaviye yanit vermeleri ile IPF’den ayrilir [131].

Kronik Hipersensitiv Pnomoni: Klinik, radyolojik olarak IPF’ye ¢ok benzer
gorinum sergiler. IPF igin risk faktorlerii icermeyen hastalarda (sigara icmeyen
kadm) UIP paterni izlenmesi halinde hipersensitiv pnomoni de ayrici tamda
olmalidir. Bal petegi gorunumadnin Ust ve orta lobda belirgin olmasi, mozaik
perflzyon ile hava hapsinin bulunmasi, iyi secilemeyen sentrilobller nodiller

yapimin olmasi kronik hipersensitiv. pndmoni tanisina yonlendirir [131]. Tam
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koyabilmek icin; BAL, akciger biyopsi (transbronsiyal, kriyobiyopsi, cerrahi biyopsi)
yapilir. Etken maruziyeti arastirilmalidir. BAL lenfosit orani1 %20 iizerinde olmasi,
biyopside lenfositik bronsiyolit, gevsek nonkazeifiye graniilom, peribronsiyol
interstisyumda multinlikleer dev hiicre izlenmesi kronik hipersensitiv. pnémoni
lehinedir [132].

Bag Doku Hastaliklar1 (BDH): UIP patern benzeri tutulum yapabildiginden
ayirict tamida yre alinmalidir. En sik NSIP paterninde gériilmektedir. Baslangic
bulgusu akciger tutulumu ile baslayip, yillar sonrasinda klinik tam ¢ikabilir.
Romatoid artritte UIP benzeri tutulum, sklerodermada fibrotik NSIP paterni sik
izlenir. HRCT’de BDH ve IPF’de goriilen UIP patern ayirt edilemez. Perikardiyal
effiizyon, plevral kalinlasma, plevral effiizyon, 6zefagus anomalisi bag doku
hastaliklar1 i¢in yol gosterici olur. Klinik, serolojik bulgulardan destek alinmalidir.
Artrit, Raynaud fenomeni, cilt belirtileri (sklerodaktili, cilt kalinlasmasi, dijital
iilser), kas giiciinde yetersizlik gibi bulgular bag doku hastaliklar1 agisindan
yonlendirici bulgular olabilir [133].

Asbestozis: Gemi is¢iligi, kaynakeilik, asbest madenciligi, tas yikimi gibi
mesleki konuma bagl gelisebilecegi cevresel maruziyete bagli da gelisebilir. HRCT
bulgular1 IPF’ye benzer 6zelliktedir ve plevral kalsifikasyon asbest maruziyeti igin
0zel bir bulgudur. Kesin tan1 konulurken igin mesleki, ¢evresel maruziyete bakilir ve
dokuda asbest minerali gosterilir [134].

Ilaglara Bagl Gelisen Pulmoner Fibrozis: Her turli histopatolojik paternde
bulgu izlenebilir (NSIP, organize pndmoni, eozonofilik pnémoni, granilomatoz
pndémoni, UIP, LiP, DIP). Ayirici tamda diisiiniilmeli anamneze dikkat edilmelidir.
Fibrozise neden olan ilaglar ; en sik kemoterapi ilaglari (siklofosfamid, karmustin,
bleomisin), amiodaron, altin, siilfasalazin, metotreksattir [135]. Ila¢ toksitesi oral
veya parenteral kullanim ile gelisebilir. ilag kesildikten sonra klinikte diizelme
olmasi, tekrar kullaniminda klinigin geri niiks etmesi ilag akcigeri tanisi lehinedir.

Tablo-7: Yas Ve Cinsiyete Gore Ayirict Tanida Bulunan Hastaliklar [136]

Idiyopatik pulmoner fibrozis 50-60 yas erkek

Kronik eozinofilik pnémoni Orta yas kadin
Eozinofilik granilomatozis Geng erkek
Lenfanjiyoleyomiyomatozis Dogurgan ¢aginda kadin
Sarkoidozis 20-40 yas yetigkin

Bag doku hastaligi Kadin

Romatoid artrit Erkek
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Tablo-8: Anamnez Verilerine Gére Ayirici Tanida Bulunan Hastaliklar [136]

Sigara kullanim 6yKkusi Respiratuar bronsiyolit iligkili akciger
hastalig1
Eozinofilik granilomatozis
DIP
IPF
Maruziyet durumu (ila¢ kullanimm, | Ilaca bagh gelisen akciger hastalig1
cevresel, mesleki durum, hobiler) Hipersensitiv pnémoni
Pnomokonyozis
Hemoptizi Diffliz alveolar hemoraji sendromu
Lenfanjiyoleyomiyomatozis
Tekrarlayan /niks pnémotoraks Lenfanjiyoleyomiyomatozis

Eozinofilik granilomatozis
Histiyositozis-X  (langerhans hucreli
granilomatoz)

Tekrarlayaci sinlzit Granllomatozisli polianjitis

Aile 6ykdis Ailesel IPF
Ailesel sarkoidozis
Tuberoskleroz

Tablo-9: Akciger Bulgularina Gore Ayirict Tanida Bulunan Hastaliklar

RADYOLOJIK TUTULUM TANISI

Ust lob baskinhig1 Sarkoidozis
Komiir is¢isi pndmokonyozisi
Silikozis

Eozinofilik pnédmoni
Langerhans hticreli histiyositozis
Hipersensitiv pnédmoni

Alt lob baskinhg Idiopatik pulmoner fibrozis
Asbestozis
Kollajen vaskiiler hastaliklar

Periferik baskinhk Idiopatik pulmoner fibrozis
Kollajen vaskiiler hastaliklar
Asbestozis

Eozinofilik pnémoni
Kriptojenik organize pnémoni

Santral (peribronkovaskailer) | Sarkoidozis
baskinhk Langerhans hucreli histiyositoz

2.1.8. IPF ve Tedaviye Yaklasim

IPF glniimiizde tam tedavi edilebilir bir hastalik degildir. Steroid tedavisi ile
6 ay takip edilen hastalarin FVC’sinde %35’ten fazla azalis izlenmistir. Hastanede

yatis sayisi, enfeksiyon, mortalite oraninda artis izlenilmistir [137]. Bu bilgelere
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dayanarak kortikosteroid tedavisinin IPF’de iyi bir secenek olmadigini gosterir.
Prednizolon, azatiyopurin, siklofosfamid igerigindeki immiunsupresif tedaviler,
interferon-gama, imatinib, etanersept gibi kombine yaklagimlarin etkisi tam
gosterilememistir [138, 139].

[PF nin non-farmakolojik tedavi iceriginde pulmoner rehabilitasyon, asilama,
palyatif bakim, mekanik ventilasyon, oksijen ve pulmoner transplantasyonu
kapsamaktadir. Farmakolojik olarak ise, antifibrotik olan pirfenidon ve nintedanib
yer alir.

Nonfarmakolojik Tedavi Yontem Cesitleri

- Pulmoner Rehabilitasyon: IPF ile hastalarda rehabilitasyonun yeri
onemlidir. Yapilan bir ¢alismada, 113 IPF hastasina uygulanan rehabilitasyon sonrasi
bakilan 6 dakika yiiriime testi ve nefes darlig1 siddetinde azalma oldugu
gosterilmistir [140-142]. Baslangi¢ klinigi kotii olan hastalarda daha etkili ve
gereklidir [140]

-Asilama: Influenza, pnomokok asilar1 6nerilmektedir [143].

-Oksijen  Tedavisi: IPF’de  hastalilk  seyrinde oksijen  destegi
gerekebilmektedir. Eforla ya da istirahat ile gelisen hipoksemide evde oksijen destegi
gerekebilir. Yasam kalitesini artirir ancak ek tedavi ihtiyact vardir [106, 144-147].

-Mekanik Ventilasyon: Invazif mekanik ventilasyon (IMV) ihtiyaci olan
hastalarda mortalite degeri %90 Uzerindedir. invaziv mekanik ventilator destegi
mortal olmasi nedeniyle son tedavi secenegi olarak diistiniilmelidir. Enfeksiyon,
emboli, kardiyak yetmezligin eslik ettigi solunum sikintisinda non-invazif mekanik
ventilasyon ilk secenek olmalidir. Yamit alinamazsa invavif solunum destegi
verilmelidir [106].

-Pulmoner Transplantasyon: Hastalarin transplantasyon icin uygunluk
kriterleri tablo-10’da gosterilmistir. Transplant sonrast 5 yillik beklenen survey
%350°dir [148]. 65 yas alt1 hastalarda tercih edilir. Uygun hastalar transplantasyon
igin degerlendirilmelidir [149].
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Tablo-10: Transplantasyon i¢in Gereken Kriterler

a. 6 aydan daha fazla bir siirede FVC’de > %10 azalma ya da DLCO > %15 azalma

b. 02 degerinde diisiikliik (Sa02 < % 88)

c.6 DYM <250 m

d. 6 aydan daha fazla bir siirede yiiriime mesafesinin > 50 m azalmasi

e. Pulmoner hipertansiyonun eslik etmesi

f. Akut alevlenme, kotiilesme ya da pndmotoraks sebebiyle hastaneye yatis hikayesi

Farmakolojik Tedaviler

Medikal tedavilerden pirfenidon ve nintedanib, pulmoner fibrozisi 6nlemeye
yonelik kullanilir. SFT bulgularinda agir hastaligit olmayan, pirfenidon ve
nintedanibe kars1 kullaniminda sakincali durumu olmayan hastalara medikal tedavi
baslanip diizenlenmesi 6nerilir [4].

Fonksiyonel agidan kaybin azaltilmasi, progresyonun yavaslatilmasi,
mortalitede azalmaya yonelik yararlar: vardir [139].

Pirfenidon

Pirfenidon, TGF-beta Uzerinden etkilidir. TGF-beta inhibisyonu ile
fibroblastik hiicrenin miyofibroblasta doniisiimii ve fibroblast ¢cogalimini engeller
[150]. Pirfenidon, 3* 267 mg (1 kapsiil) oral kapsiil olarak bagslanip bir hafta
sonrasinda 3 * 534 mg (2 kapsiil)’ e ve 3. haftadan itibaren etkin diizeyde 2403
mg/giine (801 mg kapsiil 3*3 olacak sekilde) kullanilir

CAPACITY 004 calismasina, 435 hasta dahil edilerek; pirfenidon 2403
mg/giin, 1197 mg/giin, plasebo olarak ayrilmistir. CAPACITY 006 c¢alismasinda ise,
344 hasta dahil edilerek, 2403 mg/giin pirfenidon ve plasebo karsilastirilmistir. 72
hafta takip edilen hastalarin sonuglarina gore; 2403 mg/giin pirfenidon alanlarsa FVC
degerinde kayip daha az izlenilmistir. Diflizyon testi, nefes darlifi, egzersiz ile

gelisen desaturasyonda, tomografik degisikliklerde anlamli fark izlenilmemistir
[151].
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Yapilan ¢aligmada 1800 mg/giin ila¢ uygulanmis ve sonuclar plasebo grubu
ile kiyaslanmistir [152]. Ilag¢ kullananlarda FVC diizeyinde kaybin daha az oldugu
gosterilmistir. ASCEND c¢alismasinda, 555 hasta pirfenidon ve plasebo olacak
sekilde 52 hafta takip edilmistir. Tedavi alanlarda FVC degerinde kayip daha az
izlenilmistir. Nefes darliginda anlamli degisme izlenilmedi. Pirfenidon tedavisi
alanlarda 6 dakika yurime mesafesinde daha az miktarda azalma izlendi. Ilag
alanlarda survey daha uzun oldugu belirtilmistir [152].

Pirfenidonun bagirsak mikrobiyotasina olan etkileri arastirilmaktadir. Bagka
bir ¢alismada, leptin reseptor diizeyinde eksiklik olan db/db fare model formu
(obezite, tip 2 DM , diyabetik bobrek hastaligini incelemek i¢in kabul edilen bir in
vivo model) ile kontrol heterozigot db/m fareleri, uzun siireli pirfenidon kullanimini
ve bagirsak mikrobiyotasi lizerine etkisi incelenmistir. Uzun siire pirfenidon tedavisi
alanlarda, diyabetik db/db farelerde bagirsak mikrobiyata bulunan cesitlilikte artig
izlenilmistir. db/m farelerinde en ¢ok bulunan filum olan Firmicutes, db/db farelerde
onemli Ol¢lide azalmistir, ancak uzun siire pirfenidon tedavisi alanlarda artis
gostermistir. Lactobacillus ve bazi Bacteroides tiirleri dahil bir¢cok bakteri tiirii, db/db
farelerinde daha az ve uzun sireli pirfenidon tedavisi alan db/db farelerinde daha
fazla saptandi. Uzun siireli pirfenidon tedavisi alanlarda, db/db farelere kiyasla
Akkermansia muciniphila sayisinda azalma izlendi. db/db faresindeki bagirsak
mikrobiyal disbiyozisinde, uzun siireli pirfenidon alanlarda, bagirsak mikrobiyal
metabolit profiline yararl etkileri olmustur [153]. Ayrinitl veri i¢in insan etkenli ve
daha genis kapsamli ¢alismalar gerekmektedir.

Ilag toksitesine bagli en sik goriilen cilt ve gastrointestinal sistemde gelisir.
Ciltte dokiintii, fotosensitiv artisi, bulanti-emezis, ishal, karinda siskinlik en sik yan
etkilerdendir. Nadir olarak kasinti, basta agr1, giigsiizliik, kabizlik goriilebilir. Tlaglar
yemekler ile alinmalidir [154]. Ilag toksitesine bagl karaciger degerinde yiikselme
izlenebilir. Tedavi Oncesi ve takip siirecinde bazal karaciger degerleri (AST, ALT,
bilirubin) incelenmelidir. Takip surecinde ilk 6 ay kontrollerinde ayda bir ve
devaminda 3 ayda bir kontrol edilmelidir.

Nintedanib

Tirozin kinaz inhibitori olan nintedanib, antifibrotik etkisini Platelet derive
growth factor, vasculer endotelial growth factor, fibroblast growth factor (izerinden

gosterir. Ekstraselliler matriks ve fibroblast proliferasyonunu o6nler; bdylece
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fibrozisin progresyonunu yavaslatir [155]. Solunum fonksiyon kaybinda yavaslama
saglar [156]. Akut alevlenmeye kadar gecen sirenin, ila¢ kullanan hastalarda daha
fazla oldugu goriilmistiir.

Bir Faz 3 calismasinda solunum fonksiyon test degerlerinde anlamli
farkliliklar izlenmektedir [156]. INPULSIS-1 ve INPULSIS-2’ye, nintedanib ve
plasebo gruplarina 1066 hasta alinmistir. INPULSIS-1’e goére, nintedanib
kullananlarda yillik FVC degerinde 125.3 ml daha az kayip izlenilmistir. ilk atak
siirecine kadar anlamli diizeyde farklilik saptanmamistir. INPULSIS-2’de tedavi
almayanlarda yillik FVC degerinde 93.7 ml daha fazla kayip izlenilmistir. Tedavi
alanlarda, ilk ataga kadar gecen siire anlamli diizeyde uzamistir

Faz 2 TOMORROW calismasinda, IPF tamili 432 hasta dahil edilerek, 4
farkli nintedanib dozu ve plasebo grubu olarak ayrilmistir,.150 mg giinde iki kez
seklinde verilen grupta plasebo grubuna gore anlamli diizeyde fonksiyon kaybinin az
oldugu ve de alevlenme sayisinda azalma gosterilmistir [157].

Diger tirozin kinaz inhibitori imatinib ile yapilan 119 hasta 96 hafta boyunca
takip edilmis; tedavi alanlarda plaseboya gore solunum fonksiyon testi, diflizyon
kapasitesi, survey agisindan anlamli farklilik izlenilmemistir [158].

Nintedanib, oral olarak giinde iki defa alinir ve safra ile atilimi saglanir. Ilag
toksisite takibi icin karaciger fonksiyon testi yakindan izlenmelidir. Tedavi 6ncesi-
takibinde alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST) ve bilirubin
bakilmalidir. Karaciger hastaligi olanlara verilmemelidir. Takip sirasinda karaciger
fonksiyon bozuklugu saptananlarda doz azaltilmali ya da direkt kesilmelidir. Hafif-
orta diizeyde bobrek bozuklugu olanlarda doz ayari gerekmez fakat agir bobrek
yetmezligi olanlarda yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Metabolik  yikimi
glikoprotein-p ve CYP3A4 fiizerinden oldugu i¢in antikoagillan kullananlarda
kanama acisindan dikkat edilmelidir. Tlag toksisitesi olarak en sik diyare gortlir. GIS
semptomlar1 karmnda agri, emezis, kusma, karaciger degerinde bozulma diger yan
etkilerdendir [156]. Ishal, antidiyaretiklerle kontrol altina almabilir. Doz azaltin
(100 mg oral 2*1) yapilabilir veya ilag kesilebilir.

2.1.9. IPF’de Izlem ve Prognozu Belirleyen Faktorler

IPF’de 5 yillik survey %20-30 civaridir [159]. IPF ortalama surveyi 2 — 5 yil
olup sag kalimi azdir [11].
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Hasta takip surecinde; semptom, FVC, DLCO, 6DYT, puls oksijenizasyonu,
3-6 ay araliklarla yakindan izlenilmelidir. Takip araliklart ileri duzey hastalarda
yakinlastirtlabilir. HRCT ve kardiyak ekokardiyografi takibi icin net bir Oneri

sunulmamaktadir [160]. Kotl prognostik faktor kriterleri Tablo’ 11 de gosterilmistir.

Tablo-11: Kétii Prognoz Gosterge Bulgulari

fleri yas (50 Yas iizeri)

Erkek yetigkin

Takiplerde progrese nefes darligi

VKIi<25 kg/m?

Eslik eden akciger kanseri, kardiyak hastaliklar ve pulmoner hipertansiyon olmasi

Alevlenmeler ve hastane yatiglari

HRCT’de genis fibrozis ve progresif olmasi

Diisiik FVC (<%50), diisiik DLCO (<%35) degeri

6-12 aylik takipte FVC’de %10 ve Uzeri azalma, DLCO’da %15 ve lzeri azalma

6DYT mesafesinin 250 m ve altinda olmasi, test esnasinda saturasyonun %90’dan diisiik

olmasi,

6 aylik takipte 6DYT mesafesinin 50m ve izeri azalma olmasi

Mortalite skorlamada Du-Bois indexi, GAP indeksi, modifiye GAP indeksi,
genisletilmis GAP, ROSE skorlamalar1 6nerilmektedir. GAP indeksinde cinsiyet,
yas, FVC, DLCO; modifiye GAP indexinde ise DLCO yerine HRCT’de fibrozis
Olgiisti dikkate alinir. Genisletilmis GAP skorlamasina; hastanede yatis ve 24.
haftada FVC’deki yuzde degisikligi eklenmistir. Bu skorlamalar kilavuz dizeyinde

su an i¢in kullanimlari 6nerilmemektedir [161].
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2.2. Mikrobiyom

Insan viicut organizmasinda >10'* mikrobiyal hiicre olup, bu miktar tim
hiicrelerin hepsinin yaklasik 10 katina denktir. insan, %10 insan hiicresi ve %90
mikrobiyal hiicre toplamindan olusan siiperorganizmadir [162]. Genetik, diyet,
cografi sartlar, yasam sekli mikrobiyomu sekillendirir [163-169]. Kommensal,
simbiyotik, patojenik mikroorganizma (bakteriler, mantarlar, protozoalar) toplamina
ekolojik sistemde “mikrobiyota”, bu blinyede yasayan mikroorganizmalarin toplam
genom kimesi ise “mikrobiyom” seklinde tanimlanmir. Mikrobiyom, konagin
metabolizma ve immuin sistemi Uzerinde etkisi sagligin korunmasi lehine islev gortir
[170]. Yetiskin bireyin mikrobiyomunda %99 oranini; Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria, Actinobacter olusturur [171].

Cevreyle temas halinde olan vicut yiizeyi kendine ait bir mikrobiyoma
sahiptir. Cilt, mukozal membran, dis kulak yolu, iist solunum yolu, GIS, iiretra
kanalinin dis kismi, eksternal genital organlar, goz, konjunktiva, goz kapagi,
vajinanin kendine ait bir mikrobiyomu mevcuttur. Fetiisun mikroorganizmalar ile ilk
temasi dogum anmda olur. Vajinal dogumla dogan bebeklerin mikrobiyomunda
Lactobacillus ve Prevotella baskin sekilde tespit edilirken; sezaryen ile dogan
bebeklerde Staphylococcus ve Corynebacterium tlriiniin baskin oldugu tespit
edilmistir [172].

2007 yilinda “Insan Mikrobiyom Projesi” (Human Microbiome Project-
HMP), ile baslayan ¢alisma ile yeni yaymlara ufuk actirmistir [173]. Yeni nesil
sekanslama ve hedeflenmis 16S RNA (riboniikleik asit) analizlerini birlestiren
metagenomik analizler ile farkli anatomik bolgelerde kiimelenen mikrobiyom
topluluklari tanimlanabilmektedir [174-176]. Bagirsak mikrobiyom taksonomik sinif
ve Ozel tarleri belirlenirken; kiltur, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), floresan in
situ hibridizasyon (FISH), jel bazli yontemler kullanilmigtir. Son zamanlarda kultlr
bagimli olmayan poligenetik metot, 16S rRNA sekanslama gibi yeni sekans
analizleme yontemleri kullanilarak yeni tiir tanimlama ve siniflamalar artmistir [177,
178]. Yeni yontemlerle daha genis kapsamli mikrobiyom saptanabilmektedir. 16S
rRNA kullanilma nedeni, bltun bakteri yapilarinda mevcut olmasi, fonksiyonel

olarak korunmus vaziyette olmasi ve yeterli veriye sahip olmasidir [179].
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Bagirsak mikrobiyom disbiyozisi hastaliklarin patogenezinde rol alir.
Bagirsak mikrobiyomunun kronik akciger hastaliklar1 Gzerindeki etkileri

arastirilmaktadir.
2.2.1. interstisyel Akciger Hastaliklarinda Mikrobiyoma Yaklasim

Ulkemizde ve diinyada idiyopatik pulmoner fibrozis hastalarinin mikrobiyota
taksonomisi ve saglikl bireylerle kiyaslama calismalar1 yetersiz sayidadir.

Owyer ve arkadaslarinin yaptigi calismada, akcigerin bakteriyel yiikii IPF
prognozunda etkilidir. Farkli akciger mikrobiyata suslari, artmig alveoler profibrotik
sitokinler ile iliskili bulunmustur [43]. IPF hastalarinin bronkoalveolar lavajlarinda,
orofarenkste bulunan bakterilere ek olarak Neisseria, Streptococcus, Actinobacterium
sp. bulunmustur [180]. Knippenberg ve arkadaslarimin yaptigi fare modelli
calismada, Streptococcus pneumoniae’nin alveoler epitel yiizeyinde hasarlanma
yaparak fibrotik siirece etkili toksini, pndmolizini tirettigi bildirilmistir [181].

COMET calismasi, IPF hastalarinda Prevotella, Veillonella ve Cronobacter
spp en c¢ok bulunan bakteriler olarak gosterilmistir. Streptococcus veya
Staphylococcus diizeyi artirilmig numuneler progresyonsuz yasamda anlamli uzama
ile korele bulunmustur [182]. Mikroorganizmalarin pulmoner fibrozis progresyonda
ve patogenezinde etkisi olabilecegini gostermektedir [182].

Takahashi ve arkadaslart 34 hastanin BAL numunesinde IPF’nin
progresyonu 1ile korele akciger mikrobiyota disbiyozisi gdsterilmistir. Filum
diizeyinde Firmicutes ve Bacteroidetes artis ve Proteobacteria azalma
saptanmistir[54].  Streptococcaceae’daki artis 6DYT’deki azalma ile Kkorele
oldugunun  gosterilmistir.  Akciger  fibrozisinin  progresyonunda  akciger
mikrobiyotasinin etkisi oldugu gosterilmistir [54]. Bazi mantarlar bakteri miktarini
etkileyebilir. Pneumocistis jirovecii ile kolonize olan hastalarida bakteriyel DNA
tespit edilememistir ve bu da mantarlarin bakteri kolonizasyonunu etkileyebilecegine
dikkat cekmektedir [180].

Molyneaux ve arkadaslar1 IPF hastalarindaki tan1 anindaki BAL
orneklerindeki artmis bakteri yiikii progresyon ve mortalite ile korele bulunmustur.
Fakat hangi bakteri tiirti ile iligkisi oldugu gosterilemistir. Calismanin diger sonucuda
; IPF hastalarinda KOAH ve saglikli kontrollere gore yiiksek bakteri yiikiiniin oldugu
saptanmigtir [183]. Molyneaux ve arkadaslarmin yaptigi calismada, IPF hastalarinda
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Aspergillus, Cryptococcus, Malassezia, Exophiala ve Candida tiirlerinin baskin
oldugunu saptanmistir [184].

Gong ve arkadaglarmin yaptig1 calismada ise, pulmoner fibrosizli farelerin
bagirsak mikrobiyotasinda 6nemli degisiklikler izlenmistir. 412 cins bagirsak
mikroflorasinda degisiklik oldugu belirtilmis olup, bagirsak mikrobiyotasi ve
pulmoner fibrozis arasinda iliski saptanmistir. Bununla birlikte, 7 bagirsak
mikroorganizmasinda  (Alloprevotella  Dubosiella, Helicobacter, Olsenella,
Parasutterella, Rikenella, Rikenllaceae RC9 bagirsak grubu) fibrotik siire¢le anlamli
diizeyde iliskili oldugu belirtilmis ve buna dayanarak pulmoner fibrozise sahip fare
bagirsak mikrobiyotasi ile saglikli kontrollerin mikrobiyotas: ayirt edilebilir oldugu
bildirilmistir [185].

Zhou ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, silika maruziyetine bagli gelisen
progresiv. pulmoner  fibrozis olan  hastalarin  bagirsak  mikrobiyotasi
arastirilmistir. Bagirsak mikrobiyota disbiyozunun hastaliklarla iliskisi ve cevresel
toz maruziyetinden etkilendigi bilinmektedir. Erken evre silikozisli hastalar tizerinde
16S rRNA gen sekanslama yaparak 18 hasta ve 21 saglikli bireyden digki 6rnegi
alinarak bagirsak mikrobiyotas1 ¢alisilmigtir. Pulmoner fibrozisli hastalarda;
Firmicutes, Actinobacteria miktarinda azalma izlenirken; Devosia, Clostridiales,
Alloprevotella, Rikenellaceae, Lachnospiraceae, Lachnoclostridium miktarinda artis
saptanmistir. Kontrol grubu ve silikozli hastalarin mikrobiyotalar farklilik gosterdigi

belirtilmistir [186].
2.2.2. KOAH Hastasinda Mikrobiyoma Yaklasim

Yaygin, kronik, dnlenebilir, tedavi edilebilir bir solunum yolu hastaligidir ve
kalic1 hava akimi kisitlamasi, hava yolu inflamasyonunda artis ile karakterize bir
hastaliktir. Artmis prevalansi, morbiditesi, mortalitesiyle dnemli bir halk saglig
sorunudur. KOAH hastalarinin bagirsak mikrobiyotasini inceleyen c¢alisma sayisi
azdir. Sigara, bagirsak mikrobiyata miktar1 ve immiin yanit1 iizerine etkilidir [187].
Biedermann ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada; sagliklilar, sigara icenler, sigara
icmeyenler kiyaslandiginda bagirsak mikrobiyotasinda degisiklikler izlenmistir ve
sigaray1r biraktiktan sonra Actinobacteria, Firmicutes miktarinda artis izlenirken,
Bacteroidetes ve Proteobacteria miktarinda azalma izlenilmistir [188]. Bagirsak
mikrobiyotadaki degisim igilen sigara durumuna bagli degisiklik gosterir [189]. Bir

fare ¢aligmasinin sonuglara gore, Lachnospiraceae sp. Sigara kullanimindan sonra
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bagirsak mikrobiyotasinda artis saptanmistir [187]. In vitro olarak yapilan probiyotik
takviyeli iki ¢alismada, sigara duman1 maruziyetine bagli gelisen inflamasyona kars1
antiinflamatuar etki gosterdigi kanitlanmistir [190].

Probiyotikler ile KOAH arasindaki baglantiyt gosteren c¢alisma sayisi
azdir. KOAH'1 farelere Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium breve takviyesi
sonras1 hava yolu inflamasyonu ve alveoler hasarda azalma izlendi [191]. KOAH'ta

probiyotiklerin roll ve yeni tedavi stratejileri icin ek arastirmalar gerekmektedir.
2.2.3.Astim Hastasinda Mikrobiyoma Yaklasim

Astim, geri doniisiimlii, hava akiminda kisitlanma, hava yolunda asir1
duyarlilikla karakterize kronik hava yolu hastaligidir. Artan morbidite ve mortalite
nedeniyle insan saghgi i¢in 6nemli hale gelmistir. Hijyen hipotezine gore, yasamin
erken doneminde zengin mikrobiyota bileseni bagisiklik sistemini gii¢lendirir.
Mikrobiyota bilesenindeki yetersizlik; astim ve alerjik hastaliklara olan meyili
arttirir [192]. Sekanslama teknolojisinin ilerlemesiyle yapilan caligmalara gore,
bagirsak mikrobiyotast ve astim arasinda bulunan iliski gosterilmistir. Bagirsak
mikrobiyota igerigi saglikli bireylerde ve astimli hastalar arasinda farkliliklar
gOsterir.

Astimda bagirsak mikrobiyotas1 degismektedir ve bagirsak mikrobiyotasi
iyilestirilerek astimi Onlemeye ve tedavi edilmeye calisilmaktadir. Arrieta ve
arkadaglari astimli ~ bebeklerin ~ bagirsak ~ mikrobiyomunda  Lachnospira,
Veillonella, Faecalibacterium, Rothia miktarinda azalma izlendi. Ayrica, bu
bakteriler farelere asilama sonrasi hava yolu iltihabinda iyilesme izlendi ve astim
gelisimini  6nledi [193]. 160 asttim tanili ¢ocuk {izerinde yapilan bir
caligmada, Lactobacillus'un astim  siddetini  azalttigt ve kontrol sagladigi
gosterilmistir [194]. Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei'nin oral yoldan
verildigi ¢alismalarda da benzer sonuglara ulasilmistir. Bifidobacterium breve, allerji
ve astim gelisimini 6nlemis ve tedavi ettigi gosterilmistir [195-197].

Mikrobiyom ¢esitliligindeki artis faydalidir. Yapilan bir calismaya gore,
yagsamin erken doneminde bagirsak mikrobiyomunda cesitliligin az olmas1 ile
cocuklukta gelisen astim arasinda iliski gosterilmistir [198]. Mikrobiyom
cesitliligine yani sira spesifik tiirlerinde astimla iliskisi gosterilmistir. Clostridium,
Eggerthella lenta astim hastalarinda daha fazla saptandi

[199]. Bifidobacterium ,Faecalibacterium miktarinda azalma olmasi ve
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Akkermansia, Candida, Rhodotorula miktarindaki artis ¢ocuklarda allerji ve astim
riskini arttirdig1 saptandi [200]. Clostridium difficile’in, 1 aylik bebegin bagirsak
kolonizasyonu ile 6-7 yasindaki bagirsak kolonizasyonuyla astim arasindaki iliski
gosterildi [201]. Anne siitii emen ¢ocuklarda astim ve allerjik hastaliklara karsi
bagisiklik saglanir. Ayrica mamayla beslenenlerde bagirsak mikrobiyom cesitliligi de
daha azdir [202]. Dengelenmis mikrobiyota konak sagligi icin faydalhidir ve
mikrobiyal ¢esitliligin azalmasi patolojik durumlarin olusuma sebebiyet vermektedir.

Bazi ¢alismalar ise probiyotiklerin astimli ¢ocuklarda 6nemli yararlari
olmadigini gosteren sonuglara ulagmistir [203]. Baz1 ¢alismalarda, 7 hafta ile 6 ay
boyunca probiyotik takviye yapilmasinin (Lactobacillus, Bifidobacterium) astim riski
acisindan koruyuculugunun veya tedavi ediciliginin olmadig1 gosterildi. Probiyotik
kullanan ve plasebo grubu arasinda astim insidansi, klinik verilerde; astimla ilgili
olaylarda, yasam kalitesinde, solunum yolu enfeksiyonunda, antibiyotik
kullaniminda ve astim alevlenmesinde anlamli farklilik izlenmedi. Ayni sekilde
FeNO ve FEV1 degerinde pulmoner fonksiyonlarda da énemli farklilik izlenmedi
[204-209]. Bagka bir calisma ise, allerji riski yiiksek olan gebe ve bebeklere
probiyotik destek vermenin sezaryenle dogan ¢ocuklarda allerjik hastalik
olusumundan koruyabilecegi gosterilmistir [197]. Probiyotik kullaniminin astim
tizerinde Onemli derecede yarari olmasa dahi, hastalifi onleme ve tedavi etme
olasiligr goz ardi edilemez. Ek tedavi olarak, fecesin mikrobiyota transplantasyonu
(FMT), bagirsak mikrobiyotas: iizerinde baska bir tedavi secenegidir, klinik
uygulamas1 astimda smirlidir. Probiyotik ve FMT kullanimimin klinik stabilite ve
giivenliginin dogrulamasi icin ek ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir. Bagirsak mikrobiyotasi
asttm riski ve siddeti ile yakindan iliskilidir. Uygun bagirsak mikrobiyota

tedavilerinin astim1 6nleme ve tedavi etmede diisiiniilmesi gereken bir segenektir.
2.2.4.Solunum Yolu Enfeksiyonunda Mikrobiyoma Yaklasim

Solunum yolu enfeksiyonlari, morbidite ve mortalitesi yiliksek yaygin bulasici
hastaliklardir. Bagirsak mikrobiyotasi, pulmoner mukozal bagisikliga yardimci olur
ve pnomoniye karst konak yanitin1 arttirr [210]. Alt veya (st solunum yolu
enfeksiyonu olan ve saglikli bireyler arasinda bagirsak mikrobiyotas1 farklilik
gostermistir. Toplum kokenli pnémoni (CAP)’de Enterococcaceae orani bagirsak
mikrobiyotasinda degismektedir. Respiratuvar sinsityal virlisii ve influenza

virlislerinin ~ farelerde bagirsak mikrobiyotas1  disbiyozisine sebep oldugu
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gorulmektedir [211]. Bagirsak mikrobiyota azliginin veya olmamasinin, konakgi
bagisikligini etkiledigi disiintilmektedir. Schuijt ve arkadaslarinin
calismasinda, mikrobiyota tiikenmis fareler ve kontrol fareler ile kiyaslandiginda
bakteri cogalimi, inflamasyon, organ harabiyeti, 6liim sayilarinda artig goriilmiistiir.
Bagirsak mikrobiyota gesitliligi FMT ile artis gostermekte olup viicut savunmasini
artirarak pndmoni oraninda azalmaya neden olabilecegi gosterilmistir [212].

Tiiberkiiloz (TB) siklikla olarak akciger parankiminde tutulum yapar. Diinya
capinda yil icerisinde yaklasik 10 milyon kiside hastalik olustururken, 1 milyondan
fazla kisinin de 6liimiine sebeb olur. Ozellikle diisiik ve orta gelirli iilkelerde dliimler
daha fazla olur. Bagirsak mikrobiyotasi, Mycobacterium tuberculosis ( Mtb ) erken
kolonizasyona karsi akcigerde bagisiklik saglayabilir [213]. Anti-TB tedavisinin
bagirsak mikrobiyota {izerine farkli etkileri vardir. Standart HRZE (izoniazid,
rifampisin, pirazinamid, etambutol) tedavisi uygulanan
hastalarda Ruminococcus, Eubacterium, Lactobacillus, Bacteroides'te azalma
izlenirken; Erysipelatoclostridium, Prevotella miktarinda artis izlenilmistir [214].
Bagirsak mikrobiyotasi, TB tutulumlu hastalar, saglikli bireyler arasinda onemli
diizeyde farkliliklar saptandi. Filum dlzeyinde, Actinobacteria, Proteobacteria,
tiiberkiiloz hastalarinda artis saptanirken; Bacteroidetes, saglikli kisilere gore
tlberkiloz hastalarinda azalmis olarak saptandi [215]. Cins dizeyinde ise,
Faecalibacterium , Roseburia , Eubacterium, Phascolarctobacterium gibi  birkag
biitirat ve propiyonat iireten bakteri, tliberkiiloz hastalarinda daha fazla saptandi
[216]. Probiyotik takviyesi iizerine yapilan c¢aligmalarda, Lactobacillus ile
takviyenin akcigerlerde anti - Mtb bagisikligini1 arttirabilecegine dikkat ¢ekilmistir
[217]. Bu bulgular dogrultusunda bagirsak mikrobiyotasinin TB patofizyolojisine
katkida bulunabilecegi vurgulanmaktadir. Calismalara gore, probiyotik takviyesinin
bakteriyel pndmoni ve viral enfeksiyon iizerinde iyilesim siirecine olumlu etkileri
gosterilmistir [218-220].

2.2.5. Akciger Kanserinde Mikrobiyoma Yaklasim

Akciger kanseri, morbidite ve mortalitesi Yyiksek hayati tehdit edici
malingnitedir. Yeni yapilan bazi c¢alismalar, bagirsak mikrobiyotasinin akciger
kanser tedavisine katki sagladigini belirtmistir. KigUk hucreli olmayan akciger

kanseri (NSCLC) hastalarinda, programlanmis 6liim 1 (PD-1) immin tedavisine

yanit verenlerde yanit vermeyenlere gore daha yiiksek bagirsak mikrobiyota
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cesitliligi izlendi. Ayrica bagirsak mikrobiyota ¢esitliligi progresyonsuz sagkalim
(PFS) ile iliskili bulundu [221]. Baska bir ¢alismada ise, tedaviye yanit verenlerde
Akkermansia muciniphila , Ruminococcus, Eubacterium, Alistipes miktarinda artis
izlenirken; Bifidobacterium, Parabacteroides miktarinda azalma oldugu saptand:
[222]. Enterococcus  hirae, Barnesiella intestinihominis takviyesi yapilan,
kemoimmiinoterapi kullanan ileri akciger kanserli farelerde progresyonsuz sag
kalimi arttirabilir [223]. Antibiyotik kullanim 6ykiist olan farelere FMT takviyesi
verilerek, antitiimor tedavi etkinligi arttirilabilir [224]. Antibiyotik kullanimi akciger
kanser tedavi yanit etkinligini degistirebilir. Antibiyotik kullaniminin KHDAK!'l
hastalarda antitimor ilag tedavi etkinligini progresyonsuz sag kalim ve genel
sagkalim agisindan 6nemli diizeyde azalttigi saptanmistir [225, 226].

Antibiyotik kullaniminin bagirsak mikrobiyotas1 Uzerinde degisim yaptigi
bilinmektedir. Yapilan kapsamli bir ¢caligmaya gore, penisilin, sefalosporin, makrolid
gibi antibiyotiklere artmis maruziyet akciger malignite riskini arttirir [227]. Filum ve
cins seviyelerinde, akciger kanseri hastalarinda artis izlenirken; Enterokok,
Actinobacteria, Bifidobacterium cinsinde azalma izlenmesi akciger karsinogenezi
igin potansiyel biyobelirte¢ olarak rol alabilecegini yansitmaktadir [228]. Bagirsak
mikrobiyotasi ve akciger kanseri bagirsak mikrobiyota 16S rRNA sekanslama
kullanilarak yapilan ¢alismada, akciger kanserli hastalarda alfa gesitliliginde anlaml
bir fark saptanmazken, bagirsak mikrobiyotasinin beta ¢esitliliginde anlamli fark
saptand1 [228, 229].

Bagirsak mikrobiyotasi, akciger kanserinin antitimor tedavisini 6nemli
derecede etkiler. Klinik sonuglari iyilestirmek igin potansiyel yeni bir strateji igin yol
acmaktadir. FMT ve diger probiyotik takviye tedavilerin etkinlik ve giivenligi igin
daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1.Numuneler ve Veri Toplama

15 EKim 2021 — 1 Ocak 2023 tarihleri arasinda 24 interstisyel pulmoner
fibrozisli hastadan mikrobiyoloji laboratuarma rutin tetkikler amaciyla gonderilen
gaita 6rneklerinden arta kalan kisimlar1 ¢alismaya dahil edildi. Ayrica kontrol grubu
olarak interstisyel pulmoner fibrozisli olmayan 8 saglikli bireydenn rutin tetkikler
amaciyla laboratuara gonderilen gaita orneklerinden arta kalan kisimlar ¢alismaya
dahil edildi ve yeni nesil sekanslama yontemi ile mikrobiyota profilleri ¢ikarildi.
Calismanin sonunda retrospektif olarak dosya taramasi yapildi ve hastalarin
kullanmig olduklar1 tedaviler ve mikrobiyota degisimleri incelendi. Alinan tim
ornekler -80 °C’de galisilincaya kadar saklanildi.

Calismaya alinmasi planlanan hastalara calismanin amaci ve yoOntemlerini
anlatan bilgilendirme formu okutuldu ve yazili onamlar1 alind1.

Calismaya dahil edilme Kkriterleri:

< Idiyopatik pulmoner fibrozis tanili hastalar

7

% Idiyopatik pulmoner fibrozisi bulunmayan saglikl: kontroller
% 18 yas tizeri olmak

% Arastirmaya katilmayi kabul etmek

Calisma dis1 birakilma Kkriterleri:

o

» Son li¢ ay icerisinde antibiyotik kullanimi1

% Son ii¢ ay igerisinde kortikosteroid kullanimi1

X3

% Malignitesinin varligi
< Immunsupresif hastaliginin varlig

% Vucut kitle indeksi<18,5 olan hastalar
3.2. Calisma Yontem Yolag
3.2.1 DNA izolasyon Islemi

Calismada kullanilmak amaciylagaita drneklerinden DNA izolasyonu islemi
gerceklestirildi. Numune Orneklerinden DNA izolasyonu igin, ZymoBIOMICS™
DNA miniprep kiti (Katalog no: D4300T, D4300, D4304), (Zymo Research/USA)
kullanilda.

Kit protokoliinde belirtilen sekilde yapilan islem siralamasinda, ZR
BashingBead™ lizis tupleri (0.1 & 0.5 mm) igerigine 750 pl ZymoBIOMICS™ lizis
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solusyonu takviye edildi. Gaita, 200 miligrami liziz tipleri igindeki liziz buffer’in
ustiine ilave edildi. Oda sicakliginda bulunan karigtirici 6zellikli 1sitic1 cihazda
maksimum hizda ve 5 dakika boyunca karistirilmaya birakildi. Ornek numune ve
liziz soliisyonu ilave edilmis lizis tiipler > 10,000 x g 1 dk boyunca santrifj edilmesi

saglandi.

Santriftj edilen tupun iginden 400 pl’lik kadar alinan supernatant, kit icinde
bulunan Zymo-Spin™ III-F filtre kolona aktarimi saglandi. 8,000 x g 1 dk santrifiij
edilmesi saglandi. Santrifiij islemi tamamlandiktan sonra kolona takilmis olan Zymo-
Spin™ III-F filtre atild1.

Ornek numuneler i¢in 5 adimda DNA Binding buffer ilave edildikten sonra
800 pl Zymo-Spin™ [ICR filtre ile olusturulan kolona aktarimi yapildi. 10,000 x g 1

dk santrifij edilmesi saglandi. Geriye kalan karisima 6. adim tekrardan yapildi.

Zymo-Spin™ [ICR filtre yeni toplama tiip i¢ine aktarildi. 400 pl
ZymoBIOMICS™ DNA Wash Buffer 1 eklenip 10,000 x g 1 dk santriftj edilmesi
saglandi. Zymo-Spin™ IICR filtre yeni toplama tiip igine almip 700 pl
ZymoBIOMICS™ DNA Wash Buffer 2 ilave edilerek 10,000 x g 1 dk santrifj

edilmesi saglandi.

Zymo-Spin™ [ICR filtre yeni toplama tiip igine aktarilarak 200 pl
ZymoBIOMICS™ DNA Wash Buffer 2 ilave ederek 10,000 x g 1 dk santrifij

edilmesi saglandi.

Zymo-Spin™ [ICR filtre temiz toplama tiip igine aktarildi. 100 ul (50 pl min)
ZymoBIOMICS™ DNaz/RNaz free water ilave edilerek 1 dk boyunca inkiibe edilip
10,000 x g 1 dk santrifuj edilmesi saglandi.

Zymo-Spin™ [II-HRC filtre yeni toplama tlp icine yerlesimi saglandi. 600 pl
ZymoBIOMICS™ HRC prep solusyon ilave edildi. 8,000 x g 3 dk santriftlj edilmesi

saglandi. Filtre yeni toplama tlp igine aktarimi saglandi.

11. adimda elde edilen DNA Zymo-Spin™ III-HRC filtre iginee aktarimi
saglandi. 16,000 x g 3 dk santriflij edilmesi saglandi. Bu sekilde elde edilmis olan
DNA yeni ependorfa alindu.
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3.2.2 Sekanslama/Dizileme ve Analiz islemine Bakis

Ornek numuneler DNA izolasyon islem sonrasinda sekanslama islemine
alindi. Sekanslama yapilabilmesi i¢in Swift Amplicon™ 16s + ITS Panel kiti (Swift
Bioscience/USA) kullanimi saglandi.

Multiplex PCR ve dizin olusturabilmek igin Thermocycler ayari asagida

belirtilen degerlere gore ayarlandi.

PCR ADIMI DONGU KOSULLARI
Kapak 1sitmas1 ACIK (105 °C)
30sn 98 °C
10 sn 98
°C 4 dongi
5 dk 63
°C
1 dk 65
°C
10 98
-4 2 déngii
1 dk 64
°C
1 dk 65
°C
Bekle 4
°C

Multipleks PCR Thermocycler
Programi

Indeksleme Kapak 1sitmas1 KAPALI
Thermocycler
Programi 20 dk 37
°C

Multiplex PCR programi ayarlandi ve 6rnekleri yliklenmeden Once blogun
98° C'ye ulagmasi saglandi.

BILESEN Hacim (1 reaksiyon
icin)

Reaktif 2 ul

Gl

Reaktif 3ul

G2

Enzim G3 15 ul

MiX 20 ul
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Reaktif G1, Reaktif G2 vortekslendi. Enzim G3 pipetaj yapilip ¢Oziilmesi
saglandi. Yukarida tabloda mevcut alan master mix bilesenleri 6rnek sayilarina gore
hazirlanarak vortekslendi. 10 pl 6rnek DNA (izerine hazirlanmis olan miksten 20 ul
ilave edildi. Thermocyclera yerlestirildi ve program baslatildi (Master mix hazirlama,

dagitim islemleri soguk blok {izerinde uygulanilmalidir).
Boyutun Secilmesi ve Temizleme Basamak-1

Boncuklarin ve numuneler oda sicakligi icerisinde bekletilmesi saglandi.
Kullanima girmeden dnce homojeniteyi saglamak i¢in boncuklar1 kisa bir zaman

dilimi vortekslendi.

30 ul’lik numunelere (Thermocyclerdan gikarilan numuneler) 36 ul (oran:
1.2) olacak sekilde manyetik boncuk ilave edildi. Vortekslenip veya pipetaj yapilip
karisimi saglandi. Numuneler oda sicakligi iginde 5 dakika boyunca inkiibe edilmesi

saglandi.

Numunelik tupler, manyetik stant Gzerinde 5 dakika (soltisyonun berraklastigi

izlenene kadar) bekletildi.
Stipernatant pellet bozulmadan alinip atild.

Numuneler manyetik boncuk (zerinde bulunurken taze hazirlanmis etanol
cozeltisinden (%80’1lik etanol) 200 pl pipetaj yapilmadan ilave edildi. 30 sn inkube

edilip etanol ¢ozeltisine aktaridi.

Etanol ile yapilan yikama islemi tekrarlandi. Iginde alkol birakmayacak

sekilde alkolun uzaklastirilmasi yapildi.

Numuneler manyetik stant Gstiinden alinir. Her numune boncuk pelletine 5 ul
Indeks D50X + 10 pl Indeks D7XX kombine solusyon ilave edildi (Pelletler

u¢madan hizlica ilave edilir).

Indeksleme adimmin yapilabilmesi i¢in Thermocycler programi yiiklenildi.

Numuneleri yukleme 6ncesi blogun 37°C sicakliga ulagmasi i¢in beklenildi.
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BiLESEN Hacim (1 reaksiyon
icin)
Bufer Y1 31 ul
Enzim Y2 1wl
Enzim Y3 1wl
Enzim Y4 2 ul
Mi 35 ul
ks

Her numuneye yukarida belirtilen miktara uygun hazirlanmis olan miksten 35
ul ilave edildi (toplam hacim 50 ul olacak sekilde). Vorteks ve spin islemi
gerceklestirildi. Thermocyclera yerlestirilip program baslatildi (37 © C sicaklikta 20
dakika boyunca).

Boyut Secim islemi ve Temizleme Basamak-2

PEG NaCl ¢ozeltisi kullanim dncesi oda sicakligina getirilip homojenite igin
kisa bir zaman vortekslendi. Her 50 pul numuneye 42.5 ul (oran: 0.85) PEG NaCl
cozeltisi ilave edildi. Vortekslenip karisimi saglandi. Numuneler oda sicakligi iginde
5 dakika boyunca inkiibe edilmesi saglanildi.

Ornek tiipler, manyetik stant tizerinde 5 dakika (soliisyonun berraklagmasi

gerceklesene kadar) boyunca bekletilmesi saglandi.
Slpernatant pellet bozulmadan alinip atildi.

Numuneler, manyetik boncuk Ustinde iken taze hazirlanan etanol
¢ozeltisinden (%80’ lik etanol) 180 ul pipetaj yapilmadan ilave edildi. 30 sn boyunca

inklbe edilip etanol ¢ozeltisi alindi.

Etanolle yikama yapma islemi tekrarlandi. Icinde alkol birakilmayacak

sekilde alkol uzaklastirilmasi saglandi.

Numuneler manyetik stant tzerinden alinip 20 pl Post-PCR TE tamponu
pipetaj yapilarak ilave edildi. Oda sicakligi iginde 2 dakika boyunca inkiibe edilmesi

saglandi.
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Devaminda numuneler manyetik stant (stline yerlestirilip 2 dk boyunca

bekletildi. 20 pul stipernatant yeni tlp igine aktarimi saglandi.
3.2.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Kiitiiphane saymmi qPCR yapimui gergeklestirildi. Her bir numunenin 1:
10.000 oraninda seyreltilmesi saglandi. Standart qPCR protokol sartlarina uygun
miks hazirlanip ve Real-time cihazina yiiklendi. Real-time PCR islemi, QIAGEN
cihazi tarafindan gergeklestirildi. 475 bp'lik kiitiiphane bliyiikliigli géz 6niine alinip
numunelerin konsantrasyon dozu hesaplanildi. PCR tuplerine 17 pul PCR miksi, 3 pl
bakteri DNA’s1 dagitimi saglandi. Real- time PCR testi yapilirken DNA igermeyen

negatif kontrolle ve pozitif kontrol kullanilarak yapildi.
3.2.4 16S Cahsma Protokol Modeli, Barkodlama ve Sekanslama Sureci

PCR sonrasinda 1500 bp boyutundaki amplikona uygun bir yéntem ile
parifikasyon islemi gerceklestirildi. Numunelerin konsantrasyon dozu Miniseq
yukleme protokol degerine gore sulandirilmasi yapildi. Numunelerden esit miktarda
alinip miks olusturulmasi saglandi. Miniseq kutlphane denatiirasyon protokol

degerine gore numuneler denatire edilip cihaza yuklenildi.

Miniseq cihazinda sonuglanan veriler biyo-informatik islemi igin, sekanslama
sirasinda kullanilan primer diziler ham data iginden ¢ikarimi saglandi. Primerinden
arman okumalar birbirleri ile eslestirilmesi yapildi. Eslesmesi yapilan okumalar
bacteria taxon database iginde arastiritlmasi yapildi. Aragtirma sonrasi biom formati
elde edilip otu formatina doniisiimii gergeklestirildi. Otu tablosu icinden alfa-beta
cesitlilik analizi yapimi icin qiime araglariyla istatistiksel ¢esitlilik analizi

olusturularak analizigergeklestirildi.
3.3. istatistiksel Analiz

Calismanin birincil amaci, idiopatik pulmoner fibrozisli (IPF) hastalar ile
saglikli bireylerin gaita mikrobiyomlar1 arasindaki farkliligin incelenmesidir. Bu
amac¢ dogrultusunda, iki bagimsiz grup arasindaki farkin iki bagimsiz 6rneklem t-
testi ile iki yonlu (two-sided) olarak arastirilmasi igin %5 anlam seviyesi
(alpha=0.05), 1.15 etki buyiikliigii (effect size=1.15) ve %80 istatistiksel glcte
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caligmaya alinmasi gereken minimum birey sayisinin 20 oldugu hesaplandi. Bu 20
hastadan 12'i IPF'li ve 8'i saglikli kontrol olarak alind1. Ikincil olarak tedavi almis
olan 12 hasta alindi ve aymi yontemlerle kontrol grubu ile karsilastirildi. TUm

istatiksel testler SPSS for Windows, Version 15.0 paket programui ile gergeklestirildi.
3.4. Etik Kurul Onay1

Calisma protokolii igin Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu
tarafindan 12.10.2021 tarihinde 2021/18 sayili karar ile onay alimi saglandi. Etik
kurallarin 6ngordiigii bicimde her hastadan imzali yazili bilgilendirilmis onam alindu.

Calisma Helsinki Bildirgesi ilkelerine uygun sekilde gerceklestirildi.

43



4. BULGULAR

Calismaya IPF tanili 14’1 erkek (%58,3) ,10’u kadin (%41,7) 24 hasta katildu.
Kontrol grubundaki bireylerin ise 3°U kadin (%37,5), 5’1 erkek (%62,5) idi. IPF tanil
hasta grubunun yas araligi 57-85 yil olup ortalamasi1 67,792+8,314 olarak saptandi.
Kontrol grubunun yas araligi 63-74 yil olup ortalamasi1 68+4,274 olarak saptandi.
Her iki grup arasinda yas ortalamasit agisindan istatistiksel anlamli farklilik
saptanmadi (p=0,800).

IPF tanili hasta grubunun sigara igme ortalamasi 17,083+20,319 paket/yil
olarak saptandi. Kontrol grubunun ortalamasi 16,875+20,518 paket/yi1l olarak
saptandi. Her iki grup arasinda sigara igme ortalamasi agisindan istatistiksel anlamli

farklilik saptanmadi (p=0,980).

IPF tanili hasta grubunun viicut kitle indeksi ortalamasi 27,45443,637 olarak
saptandi. Kontrol grubunun ortalamasi1 27,736+3,092 olarak saptandi. Her iki grup
arasinda viicut kitle indeksi ortalamasi agisindan istatistiksel anlamli farklilik

saptanmadi (p=0,846).

IPF tanili hasta grubunun komorbiditesi varligina acisindan bakildiginda
kontrol grubunda 3 kiside (%37,5), IPF tanili hasta grubunun ise 9 kiside (%37,5)
komorbid ek hastalik saptandi. Her iki grup arasinda istatistiksel anlamli farklilik
saptanmadi (p=1,00).

Tablo-12: Demografik Ozellikler

Hasta Kontrol P degeri
(n:24) (n:8)
Cinsiyet Erkek 5(%62,5) 14(%58,3)
Kadin 3(%37,5) 10(%41,7)
Yas 68,79+8,31 68+4,27 0,800
Sigara 17,08+20,32 16,87+20,52 0,980
(paket/y1l)
Vicut  kitle 27,4543 64 27,74+3,10 0,846
indeksi
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Var 5(%62,5) 15(%62,5)
1,00

Komorbidite
Yok 3(%37,5) 9(%37,5)

4.1. IPF Tamh Hasta Grubu ve Kontrol Grubu Mikrobiyota Sonuclar:

Tablo-13: IPF Tanili Hasta Grubu ve Kontrol Grubu Level-1 Mikrobiyota

Sonuglar1
Grup N Ortalama S.S P degeri
Level 1
Alem Seviyesi
Bakteriler 0,416
Kontrol 8 98,22 3,10
Hasta 24 1,13 1,87
Arkeler 0416
Kontrol 8 1,78 3,10

Hasta ve kontrol grubunun gaitalarinda mikrobiyom analizi 6 diizeyde

yapildi. Level-1 diizeyinde bakteriler ve arkeler bulunmaktaydi. Hem hasta hem

kontrol gruplariin biiyiik kisimlar1 bakterilerden olusmaktaydi.

10 B ¢ maciena
B o _smhaea
Unassigned
0% d_Eukarycta
1Y
1
B0
g
Eur
2
i
&
4l
el
2
1
L i
KONTROL HASTA GRUBU

Sekil-3: Kontrol- Hasta Gaita Mikrobiyom Grafigi Level-1 Duzeyi
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Tablo-14: IPF Tanili Hasta Grubu ve Kontrol Grubu Level-2 Mikrobiyota

Sonuglart
Grup N Ortalama  S.S P degeri
Level 2
Sube Seviyesi
Hasta 24 49,13 6,45
Firmicutes 0174
Kontrol 8 53,62 8,07
Actinobacteriota Hasta 24 2,27 1,54 0070
Kontrol 8 5,72 5,00 ’
Bacteroidetes Hasta 24 34,77 7,56 0.404
Kontrol 8 32,98 7,71
Proteobacteria ~ Hasta 24 6,49 0,12 0237
Kontrol 8 4,58 1,48 '
Campylobacterota Hasta 24 0,20 0,87 0.025
Kontrol 8 0 0 '

Level-2 dizeyinde Firmicutes, Actinobacteriota, Bacteriodetes ve
Proteobacteria, Campylobacterota istatistiksel olarak karsilagtirildi. Bu Dbes
bakteriden sadece Campylobacterota i¢in kontrol ve IPF tanili hasta grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. IPF tanili hasta grubunda Campylobacterota

oran1 %0,20 iken kontrol grubunda ise hi¢ rastlanmadi (p=0,025).
Tablo-15: IPF hastalar1 ve kontrol grubu Level 2 diizey gaita mikrobiyom
bulgularina iliskin grafik

Firmicutes
Actinobacteriota
Bacteroidetes

Proteobacteria

Campylobacterota

M Hasta _® Kontrol
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
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HASTA GRUBU

Sekil-4: Kontrol- Hasta Gaita Mikrobiyom Grafigi Level-2 Duzeyi

IPF tanili hasta grubunda Firmicutes orani azalirken Bacteriodetes orani
artmis olarak bulundu. Firmicutes / Bacteriodetes orani kontrol grubu i¢in 1,751
iken IPF tanili hasta grubunda ise 1,537 olarak bulundu ve istatistiksel olarak anlamli

fark saptanmadi (p=0,38).
Tablo-16: IPF Tamli Hasta Grubu ve Kontrol Grubu Level-3 Mikrobiyota

Sonuglari
Grup N Ortalama  S.S P degeri
Level 3
Simif Seviyesi
Actinobacteria  Hasta 24 0,75 1,02 0.008
Kontrol 8 3,76 3,78 '

Level-3 diizeyinde Actinobacteria istatistiksel olarak karsilastirildi. IPF tanili
hasta grubunda Actinobacteria orant %0,75 iken kontrol grubunda %3,76 oraninda

bulundu. IPF tanili hasta grubunda istatistik olarak anlamli azalma saptandi (p=0,08).
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HASTA GRUBU

Sekil 5: Kontrol- Hasta Gaita Mikrobiyom Grafigi Level-3 Diizeyi

Tablo-17: IPF Tanili Hasta Grubu Ve Kontrol Grubu Level-4 Mikrobiyota

Sonuglari
Grup N Ortalama S.S P degeri
Level 4
Takim Seviyesi
Enterobacterales 0,033
Kontrol 8 1,78 3,91
Bifidobacteriales Hasta 24 0,71 1,02 0.009
Kontrol 8 3,75 3,79 ’
Burkholderiales Hasta 24 1,28 1,50 0.046
Kontrol 8 2,73 2,51 ’
Staphylococcales Hasta 24 0 0 0.042
Kontrol 8 0,01 0,01
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Level-4 dizeyinde Enterobacterales, Bifidobacteriales, Burkholderiales,
Staphylococcales istatistiksel olarak karsilagtirildi. IPF tamili hasta grubunda
Enterobacterales orant %4,90 iken kontrol grubunda %]1,78 oraninda bulundu. IPF
tanili hasta grubunda istatistiksel olarak anlamli artis saptandi(p=0,033). IPF tanili
hasta grubunda Bifidobacteriales oran1 %0,71 iken kontrol grubunda %3,75 oraninda
bulundu. IPF tanili hasta grubunda istatiksel olarak anlamli azalma saptandi
(p=0,009). IPF tanili hasta grubunda Burkholderiales orani %1,28 iken kontrol
grubunda %2,73 oraninda bulundu. IPF tanili hasta grubunda istatiksel olarak
anlamli azalma saptand1 (p=0,046). IPF tanili hasta grubunda Staphylococcales hi¢
bulunmazken kontrol grubunda %0,01 oraninda bulundu. Kontrol ve IPF tanili hasta

grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0,042).
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Sekil-6: Kontrol- Hasta Gaita Mikrobiyom Grafigi Level-4 Dlzeyi

Tablo-18: IPF Tamli Hasta Grubu ve Kontrol Grubu Level-5 Mikrobiyota

Sonuglari

Grup N Ortalama  S.S P degeri

Level 5
Aile Seviyesi

Hasta 24 5,64 7,46

Bacteroidaceae 0,009

Erysipelotrichaceae Hasta 24 1,49 1,42 0,018

Kontrol 8 0,41 0,50

Gemellaceae

Hasta 24 0 0

0,008
Kontrol 8 0,01 0,01
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Level-5 duzeyinde Bacteroidaceae, Erysipelotrichaceae, Gemellaceae
istatistiksel olarak karsilastirildi. IPF tanili hasta grubunda Bacteroidaceae orant
%S5,64 iken kontrol grubunda %11,77 oraninda bulundu. IPF tanili hasta grubunda
istatiksel olarak anlamli azalma saptandi (p=0,009). IPF tanili hasta grubunda
Erysipelotrichaceae oranit %1,49 iken kontrol grubunda %0,41 oraninda bulundu. IPF
tanili hasta grubunda istatiksel olarak anlamli artis saptandi (p=0,018). IPF tanili
hasta grubunda Gemellaceae yokken kontrol grubunda %0,01 oraninda bulundu.
Kontrol ve IPF tanili hasta grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu
(p=0,008).
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Sekil-7: Kontrol- Hasta Gaita Mikrobiyom Grafigi Level-5 Duzeyi
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Tablo-19: IPF Tamli Hasta Grubu Ve Kontrol Grubu Level-6 Mikrobiyota

Sonuglart

Grup N Ortalama S.S P degeri

Level 6

Cins Seviyesi

Holdemanella 0,017
Kontr0| 8 0,27 0,55
Hasta 24 0,41 0,24

Dorea 0,010
Kontrol 8 0,66 0,25

Alloprevotella  Hasta 24 1,63 1,95 0,017
Kontrol 8 0,08 0,23

Fusicatenibacter Hasta 24 0,17 0,11 0.048
Kontrol 8 0,38 0,27 ’

Ruminococcus Hasta 24 0,10 0,10

gauvreauii group Kontrol 8 0,33 0,63 0,004
Hasta 24 0,05 0,08

CAG 56 0,014
Kontrol 8 0,11 0,07

Level-6 duzeyinde Holdemanella, Dorea, Alloprevotella, Fusicatenibacter,
Ruminococcus gauvreauii group, CAG 56 istatistiksel olarak karsilastirildi. IPF tanili
hasta grubunda Holdemanella orani %1,33 iken kontrol grubunda %0,27 oraninda
bulundu. iPF tanili hasta grubunda istatiksel olarak anlamli artis saptandi1 (p=0,017).
IPF tanil1 hasta grubunda Dorea oran1 %0,41 iken kontrol grubunda %0,66 oraninda
bulundu. IPF tamli hasta grubunda istatiksel olarak anlamli azalma saptandi
(p=0,010). IPF tanili hasta grubunda Alloprevotella oran1 %]1,63 iken kontrol
grubunda %0,08 oraninda bulundu. IPF tanili hasta grubunda istatiksel olarak
anlaml artis saptand1 (p=0,017). IPF tamli hasta grubunda Fusicatenibacter orani
%0,17 iken kontrol grubunda %0,38 oraninda bulundu. IPF tamli hasta grubunda
istatiksel olarak anlamli azalma saptand1 (p=0,048). IPF tamili hasta grubunda
Ruminococcus gauvreauii group oran1 %0,10 iken kontrol grubunda %0,53 oraninda
bulundu. IPF tanili hasta grubunda istatiksel anlamli azalis saptandi1 (p=0,004). iPF
tanili hasta grubunda CAG 56 oran1 %0,05 iken kontrol grubunda %0,11 oraninda
bulundu. IPF tanili hasta grubunda istatiksel anlamli azalig saptand1 (p=0,014).
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Sekil-8: Kontrol- Hasta Gaita Mikrobiyom Grafigi Level-6 Dlzeyi
Kontrol ve Hasta Grubunda Tiir Cesitliliginin Karsilastirilmasi
Calisilan biyomateryallerdeki alfa gesitliligini belirlemede Shannon-Wiener,

Simpson ve chao indeksleri kullanildi. Kontrol grubu ve hasta grubu arasinda

Shannon, Simpson ve chao indeksleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmadi.
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Tablo-20: Kontrol ve Hasta Grubunda Tiir Cesitliliginin Karsilagtirilmasi

Shannon p-degeri Simpson  p-degeri Chao p-degeri
Indeks  (Shannon) Indeks (Simpson)  Indeks (chao)

6,50 + 420,78 =
Hasta 0,57 0,97 £ 0,01 140,94

6,37 + 0,557 0,988 360,52 0,294
Kontrol 0,37 0,97 £ 0,01 128,12

Hasta ve kontrollerin beta ¢esitlilik analizlerine baktigimiz zaman Bray-
Curtis mesafesinin temel koordinat analizinde PC1, PC2 ve PC3 cesitliligin ¢cogunu
yakalayan ilk ii¢ ana koordinati temsil etmektedir. Koordinat ekseninde mesafenin
artmasi, birbirinden farklilagmis hasta ve saglikli goniilliilerin mikrobiyomunu
gostermektedir. Beta cesitlilik analizinde iki grup arasinda PCI maksimum

varyasyon orant: Bray-Curtis Plot; Bray-Curtis Plot olarak saptanmustir.

PC2 (%11,04) I sesta
. KONTROL

PC3 (%7.93) .

Sekil-9: Kontrol- Hasta Gaita Mikrobiyom Beta Cesitliliklerinin

PC1 (%11,73)

Karsilastirilmasi
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4.2 Antifibrotik Tla¢ Kullanan ve Antifibrotik ila¢ Kullanmayan IPF

Hastalarimin Mikrobiyota Sonug¢lar:

Calismaya IPF tanili olup antifibrotik ila¢ kullanmayan hastalarin 7’si erkek
(%58,3) ,5’1 kadin (%41,7) 12 hasta katildi. IPF tanili olup antifibrotik ila¢ kullanan
hastalarin 7’si erkek (%58,3) ,5’i kadin (%41,7) 12 hasta katildi. Antifibrotik ilag
kullanmayan hasta grubunun yas araligi 57-82 yil olup ortalamasi 68,75+8,23 iken
antifibrotik ila¢ kullanan hasta grubunun yas aralifi 57-85 yil olup ortalamasi
68,83+8,77 olarak saptandi. Gruplar arasinda yas ortalamasi acisindan istatistiksel
anlaml farklilik saptanmadi.

Antifibrotik ila¢ kullanmayan hasta grubunun sigara igme ortalamasi
17,50+£20,21 paket/yil iken antifibrotik ila¢ kullanan hasta grubunun sigara i¢me
ortalamast 16,67+£19,23 paket/y1l olarak saptandi. Gruplar arasinda sigara i¢me
ortalamasi acisindan istatistiksel anlamli farklilik saptanmadi.

Antifibrotik ila¢ kullanmayan hasta grubunun viicut kitle indeksi ortalamasi
27,88+£3,21 iken antifibrotik ila¢ kullanan hasta grubunun vicut Kitle indeksi
ortalamast 27,03+4,12 olarak saptandi. Gruplar arasinda viicut kitle indeksi
ortalamasi agisindan istatistiksel anlamli farklilik saptanmadi.

Antifibrotik ila¢ kullanmayan hasta grubunun tani aldiktan sonra ay olarak
gecen siire ortalamasi 1,58+0,66 iken antifibrotik ila¢ kullanan hasta grubunun
ortalamasi 5,25+1,76 ay olarak saptandi. Gruplar arasinda hastalik siireleri ortalamasi

acisindan istatistiksel anlamli farklilik saptandi (p=0,009).
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Tablo-21: Antifibrotik ilag Kullanan Ve Antifibrotik flag Kullanmayan IPF
Hastalar: Demografik Ozellikler

Antifibrotik Ilac  Antifibrotik P degeri
kullanmayan flac
IPF hastalan kullanan
(n:12)  IPF hastalan
(n:12)
Cinsiyet Erkek 7(%58,3) 7(%58,3) 1,000
Kadin 5(%41,7) 5(%41,7) 1,000
Yas 68,75+8,2 68,838, 0,981
3 77
Sigara 17,50+22, 16,67+19 0,995
(paket/y1l) 21 23
Vicut  kitle 2788432 27,0344, 0,830
indeksi 1 12
Hastalik 1,58+0,66 5,25+1,76 0,009

stireleri (tani
aldiktan

sonra gegen

ay)

Tablo-22: Antifibrotik Ilag Kullanan Ve Antifibrotik Ilag Kullanmayan IPF
Hastalar1 Level-2 Mikrobiyota Sonuglari

Antifibrotik ila¢ Antifibrotik P degeri
kullanmayan  Tlag
IPF  hastalar1 kullanan

(n:12) IPF  hastalan
(n:12)
Level 2
Sube Seviyesi
Firmicutes 49,65+7,88 48,60+4,92 0,993
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Actinobacteriota 2,34+1,80 2,20+1,29 1,000

Bacteroidetes 32,74+8,83 36,81+5,69 0,552
Proteobacteria 7,24+4,00 5,74+4,87 0,516
Campylobacterota 0,39+1,23 0,01+0,01 0,899

Gruplarin gaitalarinda mikrobiyom analizi 6 diizeyde yapildi. Level-2
duzeyinde  Firmicutes, Actinobacteria, Bacteriodetes ve Proteobacteria,
Campylobacterota istatistiksel olarak karsilastirildi. Bu bes  bakteriden

karsilastirmasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.

Tablo-23: Antifibrotik ilag kullanmayan IPF hastalar1 -Antifibrotik Ilag
kullanan IPF hastalar1 Level 2 diizey gaita mikrobiyom bulgularina iliskin grafik

Firmicute |
Actinobacteriota |
Bacteroidetes |
Proteobacteria |
Campylobacterota | ——

B Antifibrotik ilag kullanmayan IPF hastalari B Antifibrotik ilag kullanan IPF hastalari
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Tablo-24: Antifibrotik Ilag Kullanan Ve Antifibrotik Ilag Kullanmayan IPF
Hastalar1 Level-6 Mikrobiyota Sonuglari

Antifibrotik  Antifibrotik P degeri
Tla¢ Tla¢

kullanmayan kullanan

IPF hastalar1 IPF hastalan

(n:12) (n:12)
Level 6
Cins Seviyesi
Lachnospiraceae UCG 004 0,31+0,23 0,18+0,10 0,035
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Level-6 dizeyinde Lachnospiraceae UCG 004 istatistiksel olarak
karsilastirildi.  Lachnospiraceae UCG 004, antifibrotik ila¢ kullanmayan IPF
hastalarinda %0,31 oraninda saptanirken, antifibrotik ilag kullanan IPF hastalarinda
azalarak %0,18 oraninda bulundu. Ila¢ kullananlarda istatiksel olarak anlamli sekilde

azalmis olarak saptandi (p=0,035).

1,2000

1,0000

UCG_004
1

G000

40007

2000~ @

0000

Lachnospiraceae

1

I T
Antifioratik lag kullanmayan IPF hastalan Antifibratik ilag kullanan IPF hastalan
hastalar

Sekil-10: Antifibrotik Ila¢ Kullanan ve Antifibrotik Ilag Kullanmayan IPF
Hastalar1 Gaita Mikrobiyom Bulgularinin  Lachnospiraceae  UCG  004’iin
Karsilastirilmasi Iliskin Grafik

Calisilan biyomateryallerdeki tiir ¢esitliligini belirlemede Shannon-Wiener,
Simpson ve chao indeksleri kullanildi. Hasta gruplar1 arasinda Shannon, Simpson ve
chao indeksleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmada.

Tablo-25: Antifibrotik {la¢c Kullanan Ve Antifibrotik Ilag Kullanmayan IPF Hastalari

TUr Cesitliliginin Karsilastirilmasi
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Grup Shannon  p-degeri Simpson  _degeri Chao  p-degeri
Indeks  (Shannon) Indeks  (Simpson) Indeks (chao)
Antifibrotik ilac 6,44+0,63 0,847 0,97+0,01 1 410,04+ 0,925
kullanmayan IPF 146,79
hastalar1 431,51+
Antifibrotik ilag 6,57+0,52 0,97+0,02 140,48
kullanan IPF
hastalar1
) )
y o bl
= |
il - &
" f .[1"['
al 4
+
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df?"g = @ ster
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Sekil-11: Antifibrotik ila¢ Kullanan Ve Antifibrotik ilag Kullanmayan IPF Hastalar

Gaita Mikrobiyom Bulgularmin Alfa Cesitliliklerinin Karsilastirilmas: Iliskin Grafik
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5. TARTISMA

Bu tez c¢alismamiz, idiyopatik pulmoner fibrozis hastalar1 ile benzer
demografik 6zelliklere sahip kontrol grubunun gaita mikrobiyota profilleri
inceleyerek lilkemizde idiyopatik pulmoner fibrozis hastalarinda bagirsak
disbiyozisinin oldugunu gosteren oncii bir calisma olmustur.

Insan bagirsak mikrobiyotasinin farkli hastaliklarla iliskili olabilecegi
bildirilmistir. Bagirsak mikrobiyota ve immin sistem gelisim siirecinde etkilesim
halindedir. idiyopatik ve otoimmiin hastaliklarin patofizyolojik ve hastalik siddeti
Uzerine katkida bulunabilecegi gOsterilmistir [230]. Bagirsak mikrobiyotanin,
inflamatuar ve metabolik hastaliklarda rol aldigi bilinmektedir [231, 232]. Hastaliklar
acisindan  bagirsak mikrobiyota bilesimi  detaylandirilmali  ve patogenez
aydinlatilmalidir. BOylelikle tedavilere dnciiliik edilecektir.

Zhou ve arkadaslarinin yaptig1 Silika kaynakli pulmoner fibrozisli hastalarin
bagirsak mikrobiyotada izlenen degisimlerle ilgili ¢alismada, Level-2 dizeyinde,
silikozise bagli pulmoner fibrozisli hastalarin bagirsak mikrobiyotasinda Firmicutes
ve actinobacteria miktar1 gaitada daha az saptandi. Hastalarin gaitalarinda
Bacteroides, Escherichia Shigella'nin miktarlarinda azalma saptanirken; Megamonas,
Lachnospiraceae, Lachno clostridium, Parabacteroides'in gaitada bulunan
miktarlarinda artig saptandi. Level-2 diizeyinde silikozise bagli pulmoner fibrozisli
hastalarda, Actinobacteria, Acidobacteria, Gemmatimonadetes, Saccharibacteria,
Fusobacteria, Aminicenantes, Verrucomicrobia miktarlar: istatiksel olarak anlaml
diizeyde azalma saptandi. Proteobakteria, Synergistetes, Lentisphaerae, Tenericutes
miktar1 ise hastalarda istatiksel olarak anlamli artis saptandi. Level-6 dizeyinde
hastalarin gaita orneklerinde Subdoligranum, Blautia, prokaryote,
Nitrosomonadaceae, Bifidobacterium, Pseudomonas aeruginosa miktarlarinda
azalma  saptanirken, = Megamonas, Dialiste,  uncultured  bacterium ¢
Rumminiclostridum_6’nin gaitada izlenen miktarinda anlamli 6lgiide artis saptandi.
Bu sonuclar, silikozise bagli pulmoner fibrozisli hastalarin mikrobiyotasinda bulunan
bakteri miktarlarinin farkli olmasi silikozisli hastalarin disbiyozisinin anormal gaita
mikrobiyotasi ile iligkili oldugunu gostermektedir [186].

Bakteriler, konak¢1 immiin yanit1 indiikleyerek hava yolunda dogrudan veya
dolayli olarak epitel hasarma neden olur [44]. Mitokondri ile mikrobiyota arasi iligki

su sekildedir; bagirsak mikrobiyotasi, reaktif oksijen radikal (ROS) iiretimini artirip
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salgilanan toksin, protein, metabolitler araciligiyla mitokondriyi hedefledigi
gosterilmistir [233]. Bakteriler, konak yanitini aktiflestirip fibroblast yanitini etkiler.
Mikrobiyatalarin tekrarlayan diizeyde alveolar hasara sebeb olabilmektedir [52, 234].
Bu etkilesimle akcigerde hiicre farklilasmasi gergeklesmektedir [235, 236]

Ikubo ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismanin verileri ise, kronik tromboembolik
pulmoner hipertansiyonu (KTEPH) olan 11 hasta ve 22 kontrol grubundan gaita
numunesi alindi. Mikrobiyota analizinin alfa ¢esitliligi, KTEPH'li hastalarda
istatiksel olarak anlamli daha az saptandi. PCOA analizi sonucuna gore
ise, KTEPH'li hastalarda Faecalibacterium, Roseburia, Fusicatenibacter’in gaitada
miktari istatistiksel olarak anlamli azalma saptandi [237].

Andreasson K ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, pulmoner fibrozisin eslik
ettigi sistemik sklerozisli hastalarda, bagirsak disbiyozisin sik izlendigini
bildirmislerdir [238]. Disbiyozis, her hastaliga gore degisebilmektedir. Her hastaligin
bagirsak mikrobiyotasina ait disbiyozise 0zel probiyotik tedavi yaklasimi
ozellestirilmelidir. Otoimmin hastaliklarla ilgili fare modelli ¢alismalarda, bagirsak
disbiyozisinde gelisen degisimler gosterilmistir [239, 240].

Arastirmamizda gaita mikrobiyotasinda IPF tamili hasta grubu ve kontrol
grubu karsilastirildiginda Level-2 diizeyinde Campylobacterota’ya kontrol grubunda
hic rastlanmazken IPF tanili hasta grubunda istatiksel olarak anlamli sekilde
saptandi.

Campylobacter, bakteriyel gastroenteritin en sik etkenidir [241].
Campylobacterin salgiladig: sitokinler, nétrofil kaynakli proteolitikler, oksidatif stres
ve vaskiler yapilanmay1 destekler. Hiicre 6limine , fibrozise genetik iliskili olarak
rol alabilecegi belirtilmektedir [242]. Yapilan bir ¢alismada, MMP-8 (matriks
metaloproteinaz 8), MMP-9, nétrofil elastazi, miyeloperoksidaz, MMP-1 doku
inhibitori Campylobacter ile enfekte olmus hastalarda 2-3 kat artmis olarak saptandi.
Bu veri, Campylobacterlerin inflamatuar cevabi arttirabilecegini yansitmaktadir.
Crohn, ulseratif kolit gibi inflamatuar bagirsak hastaliklarinda MMP degeri artmis
olarak saptanmustir [243]. Serebral anevrizma rupturt ile ilgili yapilan guncel
calismada, riptire olmus anevrizmali hastalarin bagirsak mikrobiyotasinda
Campylobacter miktar1 artmig olarak saptandi [244]. Bizim ¢alismamizda da hasta
grubunda istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek saptanmis olmasi pulmoner

fibrozisle uyumlu olarak artmis olabilecegini diistindiirmektedir.
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Insan  bagirsak  mikrobiyotas:  Firmicutes ve  Actinobacteria'nin
cogunlugundan  olusmaktadir  [245, 246]. Bizim c¢alismamizda bunu
desteklemektedir. IPF tanil1 hasta grubunda Firmicutes oran1 azalirken Bacteriodetes
orani artmis olarak bulundu. Fakat istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.
Firmicutes / Bacteriodetes oraninda da anlamli fark saptanmadi. Firmicutes ve
Actinobacteria arasinda bulunan dengede bozulma olmas: halinde instlin direnci ve
obezite gibi hastaliklarin riski artmaktadir [247, 248]. Pulmoner fibrozise olan etkisi
netlestirilememistir ancak Zhou ve arkadaslariin yaptigi c¢alisma sonucunda,
silikozise  bagli  pulmoner fibrozisli  hastalarin  gaitasinda  Firmicutes,
Actinobacteria’nin miktarinda anlamli derecede azalma saptandi. Actineobacteriota,
Proteobacteria’nin miktari ise, hastalar ve kontrol grubunda benzer olarak saptandi.

Calismamizin, Level-3 diizeyinde; Actinobacteria miktarinda, IPF tanili hasta
grubunda kontrol grubuna gore istatistik olarak anlamli diizeyde azalma saptandi.

Level-4 diizeyinde; Enterobacterales, Burkholderiales miktarinda IPF tanili
hasta grubunda kontrol grubuna gore anlamli diizeyde artis saptandi.
Bifidobacteriales miktarda, IPF tanili hasta grubunda kontrol grubuna gore anlamli
diizeyde azalma saptandi. Hasta grubunda Staphylococcales hi¢ bulunmazken kontrol
grubunda anlamli olarak saptandi.

Level-5 diizeyinde; Bacteroidaceae orani, IPF tanili hasta grubunda kontrol
grubuna gore anlamli diizeyde azalma saptandi. Erysipelotrichaceae, hasta grubunda
kontrol grubuna gore anlamli diizeyde artig saptandi. IPF tamili hasta grubunda
Gemellaceae yokken kontrol grubunda anlamli olarak saptandi.

Level-6 diizeyinde; Holdemanella, Alloprevotella oram IPF tamli hasta
grubunda kontrol grubuna gore olarak anlamli diizeyde artis saptandi. Dorea,
Fusicatenibacter, Ruminococcus gauvreauii group, CAG 56 orami, IPF tamli hasta
grubunda kontrol grubuna gore anlamli diizeyde azalma saptandi.

Antifibrotik ilag kullanan ve antifibrotik ilag kullanmayan IPF hastalari
karsilagtirildiginda ise, sadece Level-6 dizeyinde Lachnospiraceae UCG 004
miktarinda anlamli diizeyde farklilik saptandi. Antifibrotik ilag kullananlarda anlaml
diizeyde azalma saptandi.

Kardiyovaskiiler hastaliklarin bagirsak mikrobiyotas1 {izerinde yaptigi
degisimle ilgili yapilan bir ¢alismada; Lachnospiraceae UCG 004 diizeyinin koroner

arter hastalif1 olanlarda anlamli olarak artis yaptigi bildirilmistir [249]. ilaglarin
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kardiyak yan etki agisidan degerlendirilmesi gerektiginin gostergesi olarak
distiniilmelidir.

Arastirmanin bazi sinirhiliklarindan séz edilmelidir. Ilk olarak, kisitli maddi
imkanlar nedeniyle tedavi sonrasit kontrol degerlendirmelerimiz ayni hasta grubu
lizerinden yapilamadi ve oOrneklem boyutlarimiz kiglktu. Daha buyik 6rneklem
boyutlar ile yapilan gelecek calismalarda; antifibrotik ilag kullanimindan 6nce ve
ilag kullanimindan sonra kontrol degerlendirilmelerinde gaitalarinin ayni hastalar
Uzerinden tekrar incelenmesi; ilag yan etki ve tedavi surecinde daha iyi yol
gOsterebilir. Hasta grubu ile kontrol grubu arasindaki farki daha net gosterebilmek
icin biiyiik 6rnekleme sahip caligmalar planlanilmalidir. Ikinci olarak, bagirsak
mikrobiyotasin1 degistiren faktorlerden en biiyligii olan diyet bileseni bu ¢alismada
dikkate alinmamustir. Bir diger smirlilik ise; Kriterlerimize gore iki grup halinde
yapilan incelemede sosyal g¢evre, partikiil madde inhalasyonu, barinma yeri, farkli
cocukluk bagirsak mikrobiyotasindaki degisikliklerle iliskili olabilmektedir. Bu
nedenle, sonuc¢larin yorumlanmasini daha giivenilir hale getirmek i¢in daha fazla

calismaya ihtiyag vardir.
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6. SONUCLAR

Calismamizin bulgular1 neticesinde; IPF’li hastalarda bagirsak mikrobiyata
disbiyozisi oldugunu gostermektedir. Bagirsak mikrobiyata disbiyozisi, hastaligin
patogenezinde ve tedavisinde yeni bakis agilar1 saglayabilir. Ayrica tedavi siirecinde
bagirsak mikrobiyotasinda degisikliklerin olabilecegi gosterilmis olup yan etkilere

yaklasimda yol gosterici olabilir.
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IDIYOPATIK PULMONER FiBROZIiSLi HASTALARIN
BAGIRSAK MiKROBIYOTA PROFILLERININ
ARASTIRILMASI

OZET

Idiyopatik pulmoner fibrozis (IPF) en sik goriilen idiyopatik interstisyel
pnomonidir. Etyolojisinde multipl genetik faktorler, ¢evresel maruziyetler,
gastroozefageal refliiye sekonder mikro aspirasyonlar, yas, cinsiyet, sigara,
enfeksiyon gibi unsurlar suclanmakta olup patogenezi hala belirsizligini
korumaktadir. Son zamanlarda bagirsak mikrobiyota disbiyozisinin pulmoner
fibrozis iizerine etkisi bildirilmistir. Bu ¢alismanin amaci, IPF’li hastalarda bagirsak
mikrobiyotasini1 karakterize etmek ve saglikli kontrollerle farkini incelemektir.
Ayrica antifibrotik ilaglarin, bagirsak disbiyozisine olan etkisini degerlendirmektir.

Calismaya antifibrotik ilag tedavisi alan 12 IPF hastasi, antifibrotik ilag
tedavisi kullanmayan 12 IPF hastas1 ve 8 saglikli kontrol dahil edildi. Hastalarin
klinik parametreleri kaydedildi. Digki o6rnekleri toplandi. DNA ekstraksiyonlari
gerceklestirildi ve V1-V9 hiperdegisken bolgelerinde Illumina Novaseq tizerinde 16S
Ribozomal RNA gen dizilimine tabi tutuldu.

Hasta ve saglikli kontrol gruplar1 karsilastirildiginda gesitli bakteri gruplar
arasinda anlamli fark bulundu. Campylobacterota, hasta grubunda varken kontrol
grubunda hi¢ saptanmadi (p=0,025). IPF tanili hasta grubunda Staphylococcales
(p=0,042), Gemellaceae (p=0,008) hi¢ saptanmazken kontrol grubunda istatiksel
anlamli sekilde saptandi. IPF tamili hasta grubunda kontrol grubuna gore;
Actinobacteria (p=0,08); Bifidobacteriales (p=0,009), Burkholderiales (p=0,046);
Bacteroidaceae (p=0,009); Dorea (p=0,010), Fusicatenibacter (p=0,048),
Ruminococcus gauvreauii group (p=0,004), CAG 56 (p=0,014) istatiksel olarak
anlamli azalma saptandi. IPF tamli hasta grubunda kontrol grubuna gbre;
Enterobacterales (p=0,033); Erysipelotrichaceae (p=0,018); Holdemanella
(p=0,017), Alloprevotella (p=0,017) istatiksel olarak anlamli artis saptandi.
Antifibrotik ila¢ kullanan ve antifibrotik ila¢ kullanmayan IPF tanili hasta gruplari
karsilastirildiginda ise; sadece Level-6 dizeyinde antifibrotik ila¢ kullanan hasta
grubunda Lachnospiraceae UCG(p=0,04) istatiksel olarak anlamli diizeyde azalma

saptandi.
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Calismamizin neticesinde; IPF’li hastalarda bagirsak mikrobiyata disbiyozisi
oldugunu gostermektedir. Bagirsak mikrobiyata disbiyozisi, hastaligin patogenezinde
ve tedavisinde yeni bakis acilar1 saglayabilir. Ayrica tedavi siirecinde bagirsak
mikrobiyotasinda degisikliklerin olabilecegi gosterilmis olup yan etkilere yaklasimda
yol gosterici olabilir.

Anahtar  Kelimeler: interstisiyel pulmoner fibrozis, mikrobiyota,

mikrobiyom, bagirsak.

INVESTIGATION OF THE GUT MICROBIOTA
PROFILES OF PATIENTS WITH IDIOPATIC PULMONARY
FIBROSIS

SUMMARY

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is the most common idiopathic interstitial
pneumonia. Multiple genetic factors, environmental exposures, micro aspirations
secondary to gastroesophageal reflux, age, gender, smoking, infection are blamed in
its etiology and its pathogenesis is still unclear. Recently, the effect of gut microbiota
dysbiosis on pulmonary fibrosis has been reported. The aim of this study was to
characterize the gut microbiota in patients with IPF and to examine its difference
with healthy controls. Further, it is to evaluate the effect of antifibrotic drugs on gut
dysbiosis.

Twelve patients with IPF using antifibrotic drug therapy, 12 patients with IPF
not using antifibrotic drug therapy and 8 healthy controls were included in the study.
Clinical parameters of the patients were recorded. Stool samples were collected.
DNA extractions were performed and subjected to 16S Ribosomal RNA gene
sequencing on the lllumina Novaseq at VV1-V9 hypervariable regions.

When the patient and healthy control groups were compared, a significant
difference was found between the various bacterial groups. While Campylobacterota
was found in the patient group, it wasn’t determined in the control group (p=0,025).
Whereas Staphylococcales (p=0,042), and Gemellaceae (p=0,008) were not
determined in the patient group diagnosed with IPF, a statistically significant
relationship was found in the control group. Compared to the control group in the
patient group diagnosed with IPF, Actinobacteria (p=0,08); Bifidobacteriales
(p=0,009), Burkholderiales (p=0,046); Bacteroidaceae (p=0,009); Dorea (p=0,010),
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Fusicatenibacter (p=0,048), Ruminococcus gauvreauii group (p=0,004), Firmicutes
bacterium CAG 56 (p=0,014) a statistically significant decrease was determined.
Compared to the control group in the patient group diagnosed with IPF,
Enterobacterales  (p=0,033); Erysipelotrichaceae (p=0,018); Holdemanella
(p=0,017), Alloprevotella (p=0,017) a statistically significant increase was
determined.

When the patient groups diagnosed with IPF using antifibrotic drugs and not
using antifibrotic drugs are compared; A statistically significant decrease in
Lachnospiraceae UCG 004 (p=0.04) was found in the patient group using only
Level-6 antifibrotic drugs.

CONCLUSION:

The results of the study show that the patients with IPF have gut microbiota
dysbiosis. Gut microbiota dysbiosis provides new perspectives on the pathogenesis
of illness and treatment. In addition, it has been shown that there may be changes in
the intestinal microbiota during the treatment process which may guide the approach

to side effects.
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