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1.GIRIS VE AMAC

Kistik Fibrozis (KF), sindirim sistemi, endokrin ve solunum sistemi gibi bir¢ok sistemi
ilgilendiren yiiksek mortaliteye sahip otozamal resesif genetik bir hastaliktir. Epitelyumda
¢oziinmiis madde transportunun bozulmus olmasi en karakteristik patolojidir. Bu patolojiye
bagli olarak hava yollarinda olusan dehidratasyon ve artmis mukus sekresyonu ozellikle
kronik bakteriyel enfeksiyonlarin olugsmasi i¢in ¢ok elverigli bir ortam olusturmaktadir.
Ozellikle Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas maltophilia ve
Achromobacter (Alcaligenes) xylosoxidans gibi aym1 veya yakin tiirlerden olusan Gram
negatif bakterilerin bu hastalarda siklikla izole edilmesi ve KF’ li hastalardan izole edilen
izolatlarda biyofilm olusturma gibi fenotipik farkliliklar akla biyofilm yapmin kistik fibrozis
akciger enfeksiyonlarinda enfeksiyonun eradike edilememesi ve antibiyotik direncinde en
etkili virtilans faktor oldugunu diisiindiirmektedir. Bu ¢alismanin amaci In vitro kosullarda KF
li ve normal insan epitelyumunun Pseudomonas aeruginosa ile enfekte edilmesi sonrasinda
bakterinin fenotipik yap1 (biyofilm olusumu, aderans olusumu, biiyiime oranlari, morfolojik

degisiklikler) 6zelliklerindeki degisimlerinin tespit edilmesidi.



2.GENEL BIiLGIiLER

2.1. KISTIK FIBROZIS

KF beyaz rkin sik rastlanan, 6liimciil bir hastaligidir [1]. Klinik olarak kronik akciger
infeksiyonlar1 bunun yanisira gastrointestinal, nutrisyonel ve diger anomalilerle karakterizedir
[2]. Hastaligimn kalitim modeli otozomal resesif olup, goriilme sikligr 1/2000-3500 canli
dogumda bir, tastyicilik orani ise 1/25 olarak bildirilmektedir [3]. Hastaligin insidansi
populasyonlar arasinda farklilik gdstermektedir. Ulkemizde yapilan calismalar smirli sayida
olmakla beraber toplumumuzda KF sikliginin 3000 de 1 oldugu goriilmektedir. Ancak akraba
evliliklerinin sik olmasi ve 5 yasin altindaki ¢ocuklarda altta yatan neden bilinmeksizin ishal
ve solunum yolu enfeksiyonu nedeniyle kaybedilen ¢ocuklarin oraninin yiiksek olmasi goz
Oniine alinirsa, bu oranin daha yiiksek oldugu agiktir [1,4]. Hastalarin ortalama yasam siiresi
1940-1950°1i yillarda yaklasik 5 yil iken, yeni tedavi yontemlerinin kullanilmasi ile yasam
siiresi 31 yasa kadar uzamistir [4]. Ozellikle 1989 yilinda KF geninin klonlanmasidan sonra
yeni tedavi yontemlerinin gelismesi hiz kazanmustir [5]. Onceden bir ¢ocukluk hastalig:

olarak tanimlanirken artik erigkinleri de ilgilendiren bir hastalik haline gelmistir.

1938’den once KF sindirim ve solunum sisteminin farkli klinik sendromlarmin
toplam1 olarak degerlendiriliyordu [2]. KF genetik temelini biiyiik 6lgiide anlamamiz 1938
yilinda Dorothy Anderson tarafindan 49 kistik fibrozisli hasta {izerinde yapilan detayli
calisma ile olmustur [5]. Bu ¢alismada hastalar 6liim yaslarina gore 3 kategoriye ayrilmis.
Grup 1, 1 haftadan 6nce 6len bebekleri kapsiyor, grup 2, 1 hafta ile 6 ay arasinda yasayanlar,
grup 3, 6 ay ile 14.5 yas arasinda yasayan bebekleri kapsiyor. Grup 2 ve 3’ teki hastalar
solunumsal komplikasyonlardan dolay1 hayatim1 kaybederken grup 1’deki hastalar intestinal
obstriiksiyon nedeniyle hayatmi kaybetmistir. Ancak genis bir alanda yapilan bu aragtirmalar
bu siniflamalara ragmen benzer patolojik durumlarin (pankreas lezyonlari, malniitrisyon her
hastada olabilecegini gosterdi. Bu arastirma KF i ¢esitli klinik sendromlarin birlesmesi olarak
gdrmek yerine ¢esitli etkileri olan tek bir hastalik olarak gormeyi sagladi. Yapilan otopsilerde,
enfeksiyonun daha ¢ok solunum yollarinda meydana geldigi ve solunum yolu luminallerinin
yesil-gri renkte, yapiskan bir iltihapla tikali oldugu goriilmiistir [5]. Bu durum KF
hastalarinda karsilasilan 6nemli sorunlardan biri olan solunum yolu enfeksiyonunu isaret
etmektedir [6]. Bin dokuzyiiz ellilerin baglarinda ise hastaligin, epitel hiicrelerindeki tuz
transportunda meydana gelen anormallikten kaynaklandig1 saptanmistir. Di Sant’Agnese ve

digerleri 1953 yilinda hasta cocuklarin terinde ileri derecede tuz kaybi oldugunu



gostermislerdir [7]. Bin dokuzyiiz seksenli yillarda yapilan ¢alismalarla, terbezlerinde ve

solunum yollarindaki kloriir iyonu transportunda meydana gelen degisiklikler gosterilmistir.

2.3. GENETIK

Klinik olarak iyi tanimlanmis KF aileleri ile yapilan ¢alismalar sonucunda ilk olarak
1989 yilinda hastaliktan sorumlu olan gen tanimlanmustir [8]. KF geni 250 kilobaz
uzunlugunda olup 7. kromozomun uzun kolunda, q31.2 bolgesinde bulunmaktadir [9]. KF
geninden 1.480 amino asitlik Kistik Fibrozis Transmembran Regulator (KFTR) olarak
adlandirilan bir protein sentezlenmektedir [10] . KFTR proteini, havayolu epiteli, submukozal
bezlerde, pankreas, karaciger, ter bezleri ve ilireme organlar1 gibi bir¢ok hiicre tipinde
bulunmaktadir. KFTR proteini; iki transmembran bolgesi, iki niikleotid baglama bdlgesi
(NBD) ve bir diizenleyici R bolgesi olmak iizere bes bolge icermektedir. KFTR proteini epitel
dokuda siv1 ve elektrolit transferi yapan ABC (ATP-Binding Cassette) transporter ailesinin
iiyelerinden birisidir [11]. Solunum yolu epitel hiicre membranlarinda klor kanali olarak islev
yapmakta ve diger iyonlarm transportunu diizenlemektedir. KFTR proteininin niikleotid
baglama bolgesine baglanan ATP’nin hidrolizi ile R bolgesi fosforlanmakta boylelikle kanalin
acilip kapanmasi saglanmaktadir. KFTR proteininin kanal aktivitesine gore hastaligin

fenotipik ifadesinde farkliliklar goriilmektedir (Tablo 1) [12,13].

Tablo 1. KFTR protein aktivitesinin fenotipik etkisi

KFTR Kistik Fibrozisin Fenotipik Ifadesi

Aktivitesi

<%l Klasik KF hastaligi

<%4.5 [lerleyici akciger hastaligi

<%5 Ter testi bulgularinda degisiklik

<%10 Erkek infertilitesi (Konjenital bilateral vaz deferens
yoklugu)

%10-49 Bilinen anomali yok

%50-100 Bilinen anomali yok (asemptomatik tasiyici)




2.4. MUTASYONLAR

KFTR geninde giiniimiize kadar 1604 mutasyon tanimlanmistir

(http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr). 1lk kez tanimlanan ve Kuzey Avrupa ile Amerika’da

en yiikksek oranda goriinen mutasyon tipi olan AF508°dir. KFTR proteininin sentezlenip
sentezlenmemesi veya sentezlenen proteinin klor kanali aktivitesine gore KFTR geni tizerinde

tanimlanan mutasyonlar 5 ana grupta toplanmustur.

l. Grup mutasyonlar: Bu grupta yer alan KFTR mutasyonlar1 durdurucu
kodonlarinin olusmasina neden olduklarindan kisa KFTR protein sentezine neden
olurlar. Tam olmayan KFTR proteininin klor kanal aktivitesi ya ¢ok azdir ya da

hi¢ yoktur.

1. Grup mutasyonlar: Bu grupta yeralan mutasyonlar KFTR proteininin
sentezlendikten sonra hiicre i¢cindeki trafigininin bozulmasina neden olurlar. KFTR
proteini membranin apikal yiizeyine ulasamadigi i¢cin klor kanallar1

olusamamaktadir.

IIl.  Grup mutasyonlar: Bu grupta yer alan mutasyonlar KFTR proteininin hiicre
icindeki trafigininin aksamasima neden olurlar. KFTR proteinleri hiicrenin apikal

yiizeyine ulagabilmektedir.

IV.  Grup mutasyonlar: KFTR proteini hiicrenin apikal yiizeyine ulagsmakta fakat

kanal aktivitesi tam degildir.
V. Grup mutasyonlar: Azalmis KFTR kanal aktivitesine neden olmaktadirlar.

Kistik fibrozlu hastalarda en sik goriilen mutasyon olan AF508 alleli, KFTR geninin
10.egzondaki 3-baz ¢iftlik delesyon sonucunda 508. pozisyonda bir fenilalaninin kaybiyla
ortaya ¢ikar [9]. AF508 mutasyonu kistik fibrozis hastalarmin %50’sinde homozigottur ve
bitisik iki kodonu etkiledigi icin kodonun okunma cergevesi degismektedir. Onuncu
ekzondaki 3 baz ciftlik TTT delesyonu ile fiizyon kodonu olan ATT olusur. Delesyon ile
ortadan kalkan fenilalanin yerine 508. pozisyonda izolosin kodlanmaktadir. Ulkemizde bu
mutasyonun siklig1 ancak %25 kadardir ve mutasyonlarda goriilen cesitlilik artmaktadir.
AF508 mutasyonundan sonra en sik 1677delta mutasyonu goriilmekte, bunu sirasiyla G542X

ve 2183AA—G takip etmektedir[14]. Tiirkiye’de, bilinen 15 mutasyona ek olarak


http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr

3172delAC, P1013L ve M1028I gibi ii¢ yeni mutasyon daha saptanmistir [15]. Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Molekiiler Genetik Tani
laboratuarlarinda 36 KFTR mutasyonunun taranmasi ile yapilan bir ¢aligma sonucunda

toplumumuzda sik goriilen mutastonlarm oranlar1 Tablo 2’de verilmistir [16,17].

Tablo 2. Toplumumuzdaki KFTR mutasyon oranlar

Mutasyonlar Sikhig
delF508 25.22
1677delTA 5.22
N1303K 4.25
2789+5G-A 3.05
G85E 3.82
G542X 2.62
2183AA-G 2.07
R334W 1.4
W1282X 1.0
Digerleri <1

2.5. PATOGENEZ

Tim ekzokrin epitelleri etkileyebilen bir hastalik olan kistik fibrozis (KF), epitel
hiicresi membranindaki KF Transmembran Regiilator (KFTR) adli klor kanalinin defekti
sonucunda ortaya ¢ikar[18]. KFTR’deki yapisal ve fonksiyonel bozukluk, akciger, pankreas,
karaciger, barsaklar, ter bezleri ve epididim gibi organlarin epitelyum hiicre plazma

membraninda klor (CI) transportunun bozulmasina neden olur [19].

Saglikli kisilerde normal solunum yolu epitelyumunda klor disari1 salgilanir ve sodyum
yavas olarak absorbe edilir. Bu olay sirasinda su, submukozadan salinarak solunum yolu
epitelindeki mukus tabakanin hidrate olmasi saglanir. KF'de ise defektif KFTR genine baglh
olarak klor salinamaz ve sodyum hizla absorbe edilir. Sodyum absorbsiyonu sirasinda
submukozaya su cekilir ve boylelikle solunum yolu salgilar1 dehidrate hale gelir. Ayni

zamanda bu salgilarm sulfat ve fukoz konsantrasyonlar1 da artar. Boylelikle musin salgisi

5



anormal glikoproteinler icerir ve viskoelastik yapis1 bozuldugundan mukosilier disfonksiyon

gelisir. KF patogenezinde primer sorumlu olarak bu disfonksiyonel musin ileri siiriilmektedir
[20,21].

Ozellikle enfeksiyon kontrolii, immiinite ve inflamasyon ile iliskili genler KF’in klinik
gidi-sini etkileyebilir [22] . Hava yolu yanitini diizenleyenler (beta 2 adrenoreseptor) ve
fibrozis sitokini olan “transforming” biiylime faktorii beta-1 diizenleyici genler arasinda yer
alr [22]. Mannoz baglayici lektin-2 enfeksiyonlara yatkinligi arttirir; timor nekrozis faktor
alfa hepatobiliyer komplikasyonlar ile iligkilidir, antiproteazlar (alfa 1 anti-tripsin) ve
detoksifikasyonda rol alan enzimler (glutatyon-S-transferaz) de KF’de klinik gidisi
etkileyebilir.

Sonu¢ olarak, KF’te ekzokrin kanallar koyu mukus tarafindan tikanir. Bunun
sonucunda, akcigerlerde kronik bakteriyel enfeksiyonlar ve inflamasyon sonucu gelisen hava
yolu obstriiksiyonu ve malabsorpsiyona neden olan pankreas ve safra yollar1 tikaniklig

goriiliir.

2.6. AKCIGER HASTALIKLARININ PATOGENEZI

KF’te 6liim oran1 %90 akciger infeksiyonlarina baghdir ancak su unutulmamalidir ki
KF’li hastalar akcigerleri dogum sirasinda tamaman normaldir. Akciger enfeksiyonlarmin

olusum mekanizmasi asagida verilmistir.

Mukus Bozukluklarni: KF’teki akciger hastaligin1 agiklamada One siiriilen
hipotezlerden birisi diisiik hacim hipotezidir [23]. Hava yolunu kaplayan sivi sisteminin iist
tabakasini olusturan mukus, yiiksek molekiil agirlikli musinler tarafindan olusturulur [24].
KF’de mukus hipersekresyonu oldugu da gézlenmistir ve epidermal biiylime faktor reseptorii
bunda rol oynar [25] . Bu tabakanin viskoelastik 6zellikleri musinlere, musinlerin yapistirici
proteinler ile iliskisine ve bu tabakanin hidrasyonuna baghdir. Hidrasyon ENaC ve KFTR
tarafindan belirlenen sodyum emilimi ve klor sekresyonu dengesine baglidir. Bu tabakanin
altinda bulunan perisiliyer sivi katmani, polianyonik jel tabaka 6zellikleri gsterir. Hidrasyon
durumu, iki katman arasindaki iliskide ve etkin siliyer aktivitede 6nemlidir. KF’deki dehidrate
mukus nedeniyle mukus tabakasmin viskositesi artar, perisiliyer tabaka ¢oker ve mukus
tabakasi epitel hiicre yiizeyi ile dogrudan temas eder. Immobilize olan mukus plaklarina

musin hipersekresyonu ise, plagin daha da kalinlagmasna neden olarak hava yolu



obstriiksiyonunu agirlastirir. Ek olarak koyu ve yapiskan mukus kalict biofilm olusumuna
neden olur ve konsantre musin ikincil savunma mekanizmalarinin etkinligini azaltir. KF’teki
akciger hastaligini agiklamada One siiriilen diger bir hipotez de “tuz fazlalig1 hipotezi’dir. Bu
hipoteze gore, KFTR’daki bozukluk sonucunda, solunum yolu sivisinda sodyum ve klor
miktart artmistir. Solunum yollar1 sivisindaki beta defensin, lizozim, laktoferrin gibi
antibakteriyel koruyucu proteinlerin fonksiyonlari, bu sividaki tuz miktarina baghdir. KF’te
solunum yolu sivisindaki tuz miktar1 artmis oldugu icin, bu proteinlerin fonksiyonlarinda

bozulma olur; bu da kronik bakteriyel enfeksiyona yol agar [26].

Persistan Inflamatuar Siirecin Etkisi: KF’te gosterilebilir enfeksiyon yoklugunda
bile bronkoalveoler lavaj sivisinda inflamatuar hiicreler ve 1L-8 artar, IL-10 ve lipoksinler gibi
anti-inflamatuar tirtinler azalir [27]. IL-6 ve IL-8 gibi inflamasyon sitokinlerinde artig ve
bunun sonucunda enfeksiyondan bagimsiz olarak ortaya ¢ikan inflamasyon KF akciger
hastaligimin onemli komponentlerindendir [28,29]. Ayrica, oksidan ve anti-oksidanlar
arasindaki dengesizligin neden oldugu oksidatif stres bu inflamasyona katkida bulunur
[28,29]. KF’deki artmig notrofil aktivitesi ve birikiminden IL-17’nin sorumlu oldugu 6ne
stirtilmektedir [30]. KF’li kisilerin hava yolu makrofajlar inda artmis olan TNF alfa, kaseksi
ve kilo kayb1 nedenidir ve diizeyleri FEV1 ile ters iligkilidir.

Notrofil kemotaksisi ve adheransini engelleyen lipoksinlerde KF’li hastalarin

havayolunda azalmistir [31] .

Artmus Notrofil Aktivitesi ve Proteazlarin Etkisi: KF’de ortaya ¢ikan inflamatuar

yanit, hem stlire hem de agirlik olarak patojenin yok edilmesi i¢in gerekenden ¢ok fazladir.

Bunun nedenlerinden biri, hava yolunda fazla miktarlarda bulunan IL-8 ve lokotrien B4’{in

fazla sayida nétrofilin bolgeye gog¢iine neden olmasidir [32] .

KF’de nétrofiller fagositozu gergeklestiremez ve sekonder nekroza ugrayarak, serin
proteazlar gibi hiicre i¢indeki medyatorler ortama salinir [32]. Proteazlar, fizyolojik
kosullarda intraseliiler ve ekstraseliiler bakteriyel 6ldlirmede 6nemli olmasina karsin, kronik
hastalik durumunda proteaz-antiproteazlar arasindaki dengesizlik nedeni ile akciger hasar1 ve

amfizem ortaya ¢ikar [32].



KF iliskili kronik akciger hastaligindaki uzamis endobronsial proteaz aktivitesi
akcigere 0zgli immiin yanitin birgok basamagina zarar verir [32]. Artmis lokosit elastaz
aktivitesi dogumsal ve adaptif immunitenin bir¢ok elemanini olumsuz etkileyerek, hava
yolunda pulmoner defansi azaltir. Bu nedenle KF’i sadece epitelyal degil ayn1 zamanda bir

notrofil hastaligi olarak da degerlendirmek gerekir [33].

Pseudomonas Enfeksiyonunun Etkisi: P. aeruginosa’nin virulans etmenleri arasinda
olan piyosiyanin siliyer hareketleri ve mukosiliyer transportu olumsuz etkiler. Ayrica,
oksidatif stresi arttirpp KFTR aracili klor transferini bozarak KF’li kisilerde akciger hastaligi

bulgularmimn artisina neden olabilir [34] .
2.7. KLINIK BULGULAR

Ergen ve eriskin donemdeki hastalarin sistemlere gore bulgularim1 gézden gegirecek

olursak [35,36,37].

Ust solunum yolu bulgular: Ust solunum yolu bulgular1 anormal, yapiskan
sekresyonlara ve miik6z membranlardaki hipertrofi ve 6deme baglidir. Tekrarlayan nazal
polipler, tedaviye yanit vermeyen ve tekrarlayan tiim yiiz siniislerini tutan siniizit hali sik
goriiliir. Eriskin hastalarda yapilan bazi g¢alismalarda Kulak Burun Bogaz kliniklerinde
tekrarlayan diizelmeyen siniizit ve nazal polip tanilariyla izlenen ve diger bulgular1 6n planda

olmayan hastalarda KF arastirilmis ve tanimlanmustir.

Frontal ve sfenoid siniislerin aplazik veya hipoplazik olmasi KF’te sik rastlanan bulgudur

[38]. Mukosel varligida ¢ocuklarda nadir bir bulgudur ve KF diisiindiirmelidir.

KF’te siklikla pansiniizit goriiliir [38,39] . Kronik rinosiniizitte siklikla burun akintisi, burun

tikaniklig1, koku alma duyusunda azalma ve siniislerde dolgunluk vardir.

Alt Solunum Yolu Bulgularn: Kronik veya tekrarlayan akciger infeksiyonlari,
bronsit, atelektaziler, bronsektazi, kronik Oksiiriik goriilebilir. Erken ¢ocukluk déneminde
onceleri yapigskan balgam ¢ikartmak igin kuru nitelike olan Oksiiriik; ileri yaslarda giderek
infeksiyon etkenleri ile renkli, kotli kokulu, piiriilan balgamli hale gelir. Kronik siipiiratif
akciger hastalig1 ve hipoksi ile parmaklarda comaklagsma sik goriiliir. Akciger grafisinde erken
donemde asir1 havalanma ve brons duvarinda kalinlasma goriiliirken; erigskin yas grubunda

genellikle yaygmn bronsektazi vardir. Ust loblarda ve ozellikle sag iist lobda olan
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bronsektaziler KF hastalig1 icin tipiktir. Akciger grafilerindeki bu goriinim nedeniyle erigkin
KF’li hastalara iilkemizde defalarca tiiberkiiloz tedavisi uygulandigi gozlenmistir. Akciger
hasarmin artmasi ile solunum yetmezligi bulgular1 goriilebilir. KF’li hastalarda solunum
fonksiyon testlerinin (SFT) izlenmesi hastaligin agirhigmi belirlemede ve prognozu
ongormede oldukg¢a degerlidir. FEV1 degeri, prognoz ve mortalite ile dogrudan ilgili bir
parametredir. FEV1°de %10°dan fazla diisme olmasi akut pulmoner alevlenme agisindan
anlamliyken, FEV1’in beklenenin %30’undan daha az bulunmasi hastanin son donem akciger

hastaliginda oldugunun ve akciger transplantasyonuna ihtiyaci oldugunun bir gostergesidir

KF’de akciger tutulumunun Onemli bir o0zelli§i de 0Ozel patojenlerle
kolonizasyon/enfeksiyon olusumudur. Bu mikroorganizmalar akcigerlerde kolonize olup,
kronik donemde hasar yaratabilir ya da zaman zaman akut pulmoner alevlenme bulgularia

(oksiirtikte, balgam mikatarinda artius, ates yiiksekligi, dispnede artis...vb) neden olabilirler.

Bronsektatik alanda yerlesen Aspergillus fumigatus’a baglh allerjik bronko-pulmoner
aspergillosiz (ABPA) ve buna bagli akciger bulgularmin kotiilesmesi ergen ve eriskin
donemdeki KF’li hastalarda goriilebilir. Spontan pnomotoraks siktir ve eriskin KF’li
hastalarda siklig1 %19 oraninda bildirilmistir. KF’li hastalarin solunum fonksiyon testlerinde
once kiiciik hava yollarmin obstriiksiyonu ile giden obstriiktif bulgular 6n planda iken,

akciger hasarmin ilerlemesi ile restriktif ve obstriiktif bulgular olusmaya baslar.

Gastrointestinal sistem bulgular: KF’li hastalarin %85’inde pankreas yetmezligi
sonucu malabsorbsiyon goriiliir. Malabsorbsiyon sonucunda steatore ve yagda eriyen
vitaminlerin eksiklikleri goriilebilir. Protein malabsorbsiyonu sonucu hipoproteinemik édem
goriilebilir. Cok miktarda, sik, yagh, kotli kokulu gaita yaparlar. Karinlar1 gaz nedeniyle
siskindir ve kotii kokulu gaz cikarirlar. Rektal prolapsus ve barsaklarda bazen koyulasmis
gaitanin yaptig1 “distal intestinal obstriiksiyon sendromu” goriilebilir. Gastrodzofageal reflii
KF’li hastalarda siktir. Pankreas fonksiyonlar1 tam kaybedilmemis hastalarda pankreasin
kendi enzimleriyle inflamasyonu sonucu pankreatit goriilebilir. Malabsorbsiyona bagl degisik
bulgular ortaya ¢ikabilir. Bu yaslarda karacigerde bulgularin ilerlemesiyle fokal biliyer siroz

ortaya ¢ikabilir.

Multilobiiler siroz ve karaciger yetmezligi goriilebilir. Terden fazla miktarda tuz kaybi
olmas1 nedeniyle oral tuz alimimnin yeterli olmadig1 durumlarda dehidratasyon, hipokloremik,

hiponatremik metabolik alkaloz (Ps6do- BartterSendromu) gelisebilir.
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Endokrin sistem: Ergen yasta pankreas hasari sonucu adacik hiicreleri zarar goriir ve
diabetes mellitus ortaya ¢ikabilir. Kronik infeksiyon ve malabsorbsiyon sonucu
gecikmigpuberte siktir. Malabsorbsiyon, kronik infeksiyon, hareketsizlik ve kullanilan ilaglara

bagli osteoporoz da sik goriiliir.

Urogenital sistem: KF’li erkeklerin %98-99’u infertildir. Obstriiktif azospermi vardir.
Azosperminin nedeni, iki tarafli gelismemis vas deferens’e sahip olmalarindandir. Bazendiger
bulgular1 6nplanda olmayan ve sadece infertilite ile Uroloji kliniklerine basvuran ve
degerlendirilen  hastalarda yapilan testis biyopsileriyle vas deferens agenezisi
gosterildiktensonra arastirilarak KF tanis1 konulmustur. KF’li kadmlarda da fertilite koyu

kivamdaki servikal mukus ve kronik hastalik nedeni ile azalmistir.

2.8. MIKROBIYOLOJi

Solunum yolu enfeksiyonlar1 KF olgularinda morbidite ve mortaliteden en sik sorumlu
olan Kklinik durum olarak kabul edilmektedir. KF’de goriilen solunum yolu enfeksiyonlari
siklikla polimikrobiyal ozellikte olup, tedavi ile eradikasyon her zaman miimkiin
olmamaktadir. KF’de solunum yollarinda kolonizasyona ve enfeksiyona en sik yol agan ve
esas Oonemli olan mikroorganizmalar Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, P.
aeruginosa ve Burkholderia cepacia kompleks olup, ikinci derecede 6neme sahip olanlar ise
solunum sinsityal virus, influenza virus ve Aspergillus fumigatus olarak siralanabilir. Non-
tiiberkiiloz mikobakteriler (NTM), Stenotrophomonas maltophilia ve Achromobacter
xylosoxidans bu olgularda son yillarda gittik¢e artan siklikta izole edilmekle birlikte, bu
mikroorganizmalarin patojenik rolleri heniiz kesinlik kazanmamustir [23,40,41,42,43]. Birinci
nokta KF’de farkli tiirde bakteri veya bakteri, virus ve mantarlarin siklikla koenfeksiyon
yapmast; ikinci nokta ise koenfeksiyon yapan bu tiirlerin birbirlerine kars1 sinerjistik ve/veya
antagonistik 0zellikte olmasidir. Dikkati ¢eken son nokta ise bu patojenlerin KF
akcigerlerinde ortaya ¢ikan segici baski ortaminda evrimlesmeleri ve bu nedenle bazi farklilik
ve avantajlar kazanmalaridir [44]. Koenfeksiyon ayni tiir bakterinin tamamen farkli fenotip ve
genotipteki suslar1 ile de gerceklesebilmektedir. Kronik enfeksiyon ortaminda gergeklesen

evrimlesme sirasinda bakteri dogal olarak genetik degisikliklere ugrayabilmektedir.

Bu genetik degisiklikler bakterinin antibiyotiklere ve konagin savunma
mekanizmalarmna direng gostermesini saglayarak bakterinin yagam sansini arttirmakta ve

enfeksiyonun kaliciligina neden olmaktadir. KF mikrobiyolojisinde uzun stiredir kabul goren
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bir gergek hastaligin erken donemlerinde gelisen. Staphylococcus aureus kolonizasyonu

enfeksiyonunun solunum yollarini P. aeruginosa’ya duyarl hale getirmesidir

2.9. TANI

Kistik fibrozis hastaliginin tanisinda, hastanin yukarida sézii edilen hastaligin tipik
klinik bulgularmin bir veya birkagmi tasimasi esastir. Hastanin aile dykiisiinde, KF tanisi
almis veya benzer bulgular1 tasiyan baska aile bireylerinin, 6zellikle kardeslerin olmasi tanida

onemlidir.
Tam Koydurucu Testler
Ter Testi

Ter testi ilk kez 1959’ta tanimlanmistir ve bugiin de tanida altin standart olarak kabul
edilmektedir. Alt1 ayliktan kiiclik ¢cocuklarda < 29 mmol/L ter klor degerleri normal olarak
kabul edilir. 6 ayliktan biiyiik ¢ocuklarda terdeki klor konsantrasyonunun 60 mmol/L {izerinde
olmas1 KF i¢in tan1 koydurucudur ve bu degerin 40 mmol/L altinda olmas1 durumunda KF
hastaligi diisiik olasiliklidir. 40 ve 60 mmol/L arasindaki degerler atipik KF hastalarinda
goriilebilir. KF dis1 baz1 hastaliklarda da terde klor degeri yiiksek olabilir ve ayirict tanida
diisiiniilmelidir. Kan elektrolitlerinin diisiik oldugu durumlarda, ciltte 6dem oldugunda terde

klor 6l¢iimleri yanlis olarak diisiik bulunabilir [45,46].
Mutasyon Analizi

Giiniimiizde KF hastaliginda 1600°den fazla mutasyon tanimlanmustir. Ulkeler kendi
toplumlarinda en sik goriilen mutasyonlardan gelistirdikleri tarama panellerini
kullanmaktadirlar. Kuzey Avrupa ve Kuzey Amerika iilkeleri i¢in, 20-25 mutasyonu iceren bu
paneller ile KF allellerinden %80-85°ni tanimlamak miimkiindiir. Ulkemizde ise durum daha
farklidir. Toplumumuzda yapilan ¢alismalarda en sik goriilen mutasyon AF508 mutasyonu
olmakla birlikte, bunun siklig1 %18-20’dir. Aynm1 derecede veya daha ¢ok goriilen bir bagka
mutasyon saptanamamistir. Bu nedenle iilkemizde kullanilan tarama panelleriyle, vakalarin

yaridan ¢ogunda mutasyon gosterilememektedir [17] .
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Nazal potansiyel farki 6l¢iimii

KF’de epitelden iyon transportu bozuk oldugu i¢in, hiicrelerde transepiteliyal
elektriksel potansiyel farkinda normale gore degisiklik s6z konusudur. Bu, KF hastaliginda
bir tan1 testi olarak kullanilmasini1 giindeme getirmistir. Burna yerlestirilen elektrotlarla bu

Ol¢cltimiin yapilmas1 miimkiindir.
KF’li hastalarda;
1- Bazal deger olarak nazal potansiyel farki daha fazladir;

2- Burun i¢i hiicreye sodyum girisini engelleyen bir siviyla yikandiktan sonra (amilorid) KF’1i

hastalarda daha fazla inhibe olur;

3- Klor kanali ¢aligmadigi i¢in klor salgilanmasini normalde degistirecek bir soliisyon olan
isoprotorenoliin, klor igeremeyen bir soliisyon i¢inde burna verilmesinden sonra, potansiyel

farki etkilenmez [47] .
KF tanisindaki genel 6neriler asagida siralanmustir [48]

1. Eger ter testi >60 mmol/L ise KF tanis1 konur. Mutasyon analizinde iki tane KF’e neden
olan mutasyon saptanmazsa ter testi tekrar edilir. ki ter testi pozitif olan veya bir testi pozitif
olup mutasyon analizinde iki tane KF’e neden mutasyon saptanan hastalar herhangi bir yasta

basvurabilirler ve bu hastalarda KF akciger hastalig1 goriilme olasilig1 yiiksektir.

2. 6 ayliktan biiyiik ¢ocukta ter testi <39 mmol/L ise bu hastada KF hastalig1 olma olasilig1
diisiiktiir. Ancak 2 tane KF’e neden olan mutasyon saptanirsa bu hastalara KF tanisi1 konur ve

hastalar KF merkezinde izlenmelidirler.

3. Ter testinde ara deger (6 ayliktan kiigiik bebeklerde 30-59 mmol/L, 6 ayliktan biiyiik
cocuklarda 40-59 mmol/L) saptanan hastalarda ayrintili KFTR analizi 6nerilir:

a) Iki KF’e neden olan mutasyon saptanirsa KF tanis1 konur.

b) KF’e neden olabilecek mutasyon saptanmaz veya tek bir mutasyon saptanir ise ve KFTR
ile iligkili hastalik diisiindiiren klinik bulgu varsa KFTR ile iligkili hastalik tanis1 konabilir.
Bebeklerde 2-6 aylikken, daha biiyiik hastalarda hemen ter testi tekrar edilmelidir ve yine ara

deger saptanirsa hasta KF merkezinde degerlendirilmelir. KF merkezinde klinik durum
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degerlendirilmesi, ileri genetik analiz, ekzokrin pankreas fonksiyon testi ve Pseudomonas
acisindan kiiltlirlerin alinmasi1 Onerilir. Ek olarak pankreatik goriintiileme, yiiksek
¢oOziiniirlikli akciger tomografisi, bronkoalveolar lavaj kiiltiirii, solunum fonksiyon testi (stit
cocuklarinda rutin olarak dnerilmez), nazal potansiyel farki 6lglimii, primer siliyer diskinezi
ve bagigiklik yetmezligi tanilarinin diglanmasi ve erkeklerde genital degerlendirme (genital

muayene, rektal ultrason, semen analizi) 6nerilebilir.

2.10. TEDAVI

Solunum Sistemine Yonelik Tedaviler
Hava yollarindan sekresyonlarin temizlenmesine yonelik tedaviler

Fizik tedavi ve egzersiz programlari: KF’li hastalarin solunum yollarindaki koyu,

yapiskan sekresyonlar1 temizlemek i¢in diizenli olarak uygulanmasi ¢ok 6nemlidir [49].

N-asetil sistein: Uzun siireden beri kullanilan bu ilag, balgamdaki siilfid baglarini
kopararak etkisini gosterir. Ayrica glukuronat sistemi iizerinden bir prekiirsor rolii oynayarak
antioksidan etki gdosterir. Oral, inhale veya bronkoalveoler lavaj sivilarina katilarak lokal

olarak da kullanilabilir. Inhalasyon yoluyla ya da dogrudan verilmesi sirasinda goriilen

bronkokonstruksiyon en 6nemli yan etkisidir. Bu nedenle uygulama oncesi bronkodilator

verilmesi uygun olur [50].

Rekombinant insan DNase (Dornase a): KF’li hastalarin ozellikle infeksiyon
donemlerinde akcigerlere notrofil gocili sonucunda pargalanan notrofillerden ortaya ¢ikan ¢ok
miktardaki DNA biiyilk molekiil agirligi nedeniyle balgamin koyulugunu daha da artirr.
Inhalasyon yolu ile giinde bir veya iki kez uygulanan dornase a’nin balgamm akiskanligini
artirdigi, solunum fonksiyonlarinda diizelme sagladigi ve hastaneye yatis sayismi azalttigi

cesitli caligmalarla gosterilmistirtir [51].

Hipertonik sodyum Kloriir: %6-7 konsantrasyonlarda inhalasyon yoluyla uygulanan
hipertonik sodyum kloriiriin KF’li hastalarda balgamin akigkanhigmi artirdigi  gosterilmistir
[52].

13



Bronkodilatérler: KF’li hastalarda solunum yollarinda hiperreaktivite sik goriilen bir
bulgudur. Solunum fonksiyon testleriyle hiperreaktivite saptanan hastalarda ve infeksiyon

donemlerinde balgamin atilmasina yardimci 6zellikleri nedeniyle kullanilmaktadirlar [53].
Antiinflamatuar ve olusan immiin yanita yonelik tedaviler

Oral steroidler: Alerjik bronkopulmoner aspergillozis ve astimi olan KF’li hastalarda
kullanilmaktadir. Oral steroidlerin kullaniminin KF’1i hastalarin solunum fonksiyon testlerini
tyilestirdigi, hastane yatis1 gerektiren atak sayisini azalttigi, ancak eszamanli olarak biiylime

geriligi, glukoz intoleransi, osteoporoz, katarakt gibiyan etkilere yol a¢tigi gosterilmistir [54]

Ibuprofen: Bir non-steroidal antiinflamatuar olan ibuprofenin kullanilmasmimn akciger

hasarmin ilerlemesi tizerinde 6nleyici etki yaptigi gosterilmistir [55].

Pentoxyphillin: Antisitokin etkisi olan bu maddeyle ilgili ¢alismalar halen arastirma

asamasindadir [56].

Antiproteazlar: KF’li hastalarda balgamda ve brons yikama sivilarinda nétrofil
elastazin yiiksek bulunmasindan sonra proteaz-antiproteaz dengesinin saglanmasi i¢in o-1-
antitripsin ve sekretuar antiproteaz inhibitorlerinin inhalasyonu tedavisi ile denendigi

hastalarda basarili sonuglar alinmistir [57].

Gastrointestinal Bulgularin Tedavisi: KF’de gastrointestinal bulgularin tedavisinde
temel nokta pankreatik enzimlerin Oglinlerden hemen Once ya da birlikte alinmasmi
saglamaktir. Pankreatik enzimleri iceren proteaz, amilaz ve lipazdan olusan kapsiiller (Kreon)
bu bigimde alindiginda malabsorbsiyon bulgular1 ortadan kalkar, gaita goriintiisii ve sayis1
normale doner, hasta hizla kilo almaya baslar. Hastalara yiiksek kalorili diyet 6nerilmeli ve
ozellikle yagda eriyen vitaminler diizenli olarak verilmelidir. Antihiperglisemik ilaglar
diyabet komplikasyonu ortaya c¢ikmigsa Onerilebilir. Kistik fibrozis ile birlikte olan
hepotobiliyer hastaliklar i¢in son yillarda safra asit tedavisi 6nem kazanmistir. Kolestaz
sirasinda endojen, hidrofobik hepatotoksik safra asitlerinin karaciger hiicre zedelenmesinde

onemli rol oynadiklar1 bilinmektedir, tedavide ursodeoksikolik asit (UDKA) kullanilmaktadir.
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2.11. KF’TE YENI TEDAVi YAKLASIMLARI

Gen Terapisi

Gen tedavisi teorik olarak KF icin en ideal tedavi gibi goriinmektedir. Normal KFTR
proteinini tastyan genin viriisler ya da lipozomlar ile etkilenmip dokulara iletilmesi ile
yapilmaktadir. Adenoviriis ile yapilan calismalarda adenovirusa bagli enfeksiyon onemli
sorun yaratmistir. Lipozomlar kullanildiginda ise beklenen etki saglanamamistir; calismalar

stirmektedir.
Defektif Protein Yap1 ve Fonksiyonunun Diizeltilmesi
Membran Sodyum / Klor Transportunun Restorasyonu

RNA-interferansi (Gene Silencing = Genin Susturulma Yontemi)

2.12. PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Pseudomonadaceae ailesindeki Pseudomonas cinsinde, suda ve toprakta yasayan,
gram negatif, non-fermentatif, acrobik basillerin bulundugu ¢esitli tiirler yer almaktadir. Cogu
tirler bitki ve hayvan igin patojendir. Pseudomonas cinsinde en siklikla izole edilen insan
patojeni, P. aeruginosa’dir. P.aeruginosa, ozellikle immiin sitemi baskilanmis bireyler i¢in

onemli bir firsatci patojendir.

2.12.1. TARIHCE

Modern medikal mikrobiyoloji bulunmadan dnce P. aeruginosa’ nin yara ve cerrahi
alan infeksiyonlarinda etken olduguna dair kanitlar mevcut [58]. 1850 yilinda Sedillot
tarafindan bazen cerrahi pansumanlarda infeksiyon ile iligkili olarak mavi yesil renk
degisikligi oldugu bildirilmis. 1862 yilinda Luke mavi yesil renkli akinti icinde basiller
oldugunu gostermistir. 1882 yilinda Gessard mikroorganizmalar1 izole etmistir ve Bacillus
pyocyaneus olarak adlandirmistir.1960 yilinda P. aeruginosa imunsuprese, yanikli hastalarda
ve medikal tedavi ile daha uzun siire hayatta kalabilecek olan KF’li hastalarda infeksiyona yol
acma kabiliyeti ¢cok yiiksek oldugu i¢in dnemli bir insan patojeni olarak bildirilmistir. O
zamandan beri P. aeruginosa 6zellikle kan, akciger ve iriner sistem kaynakli nazokomiyal
bakteriyel infeksiyonlarm en ciddi nedenlerinden biri haline gelmistir. Ayrica ¢ogu

antibiyotige direncli hale gelebilecek Onemli bir potansiyeli oldugu i¢in artik klinik

15



izolatlardan daha direngli suslar izole edilmekte ve hekimlerin elinde efektif tedaviyi

saglayacak cok fazla segenek kalmamaktadir.

2.12.2. EPIDEMIiYOLOJi

Pseudomonas farkli ¢evresel yerlesim gdsteren firsat¢i bir patojendir. Eriskinlerde P.
aeruginosa oncelikli olarak nazokomiyal patojen olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Hastane
disinda P. aeruginosa genellikle toprak, su ve bitkilerde bulunur ve bu durum saglikli
bireylerin ve hayvanlarin bu mikroorganizma ile kolonize olmasi ile iliskili olabilir. Cok az
besine gereksinim duyar ve genis 1s1 araliklarini tolere eder. Mikoorganizma 45-50 °Cc ‘ye
kadar olan sicakliklara dayaniklidir. Bircok antibiyotige ve dezenfektana direnglidir. Ayrica
¢Ozlinmiis karbondioksit, fosfor, demiri kullanarak distile suda iireyebilir. Hastane i¢inde P.
aeruginosa hastalarin koltukalti, kulak, perine gibi nemli bdlgelerinden izole edilebilir ayrica
lavabo, kanalizasyon, dus gibi diger nemli cansiz ortamlardan da izole edilebilir. Hastalardan

Pseudomonas izolasyonu infeksiyona yol agmadigi siirece tedavi gerektirmez

2.13. PSEUDOMONAS AERUGINOSA OZELLIKLERi

Pseudomonas tiirleri aerop, sporsuz, diiz veya hafif kivrilmig 0.5-1 mikrometre’ye 1.5-
5 mikrometre boyutlarinda gram negatif gomaklardir [59]. Tek veya ¢oklu polar flagellari ile
genellikle hareketlidirler. Son oksijen alicisinin oksijen oldugu zorunlu aerop solunuma dayali
metabolizmalar1 olmakla birlikte, bazi durumlarda nitratin son elektron alicis1 olarak
kullanilmasina bagli olarak anaerop olarak da iireyebilirler. Klinik 6neme sahip ¢ogu tiir

oksidaz pozitiftir (Pseudomonas luteola ve Pseudomonas oryzihabitans disinda).

Pseudomonas tiirleri ayrica katalaz pozitiftirler. KF hastalarindan, kronik obstriiktif
pulmoner hastalig1 olan hastalardan izole edilen suslar siklikla mukoid koloni (M koloni)
seklindedir. Cevreden veya diger enfeksiyonlardan izole edilenler ise genellikle beta-hemoliz
yapan S tipinde veya diisiik miktarda aljinat tiretmeleri nedeniyle R tipinde kolonilerdir. Tipik
koloniler metalik bir goriinlim vererek tiim plaga diiz bir bigcimde yayilir ve Ozellikle

iiremenin yogun oldugu bdliimlerde jelatindz bir goriiniime sahip olabilir.

En karakteristik morfolojik 6zelligi besiyerinde pigment olusturmasidir; 6zellikle mavi
renkli fenazin pigmenti piyosiyanin olarak adlandirilir. Bazi suslar kirmiz1 veya siyah pigment
olusturabilir bu sirastyla piyorubin ve piyomelanin sentezine baghdir. Pseudomonas

piyoverdin ile sari- yesil veya sari- kahverengi renk olusturur ancak piyosiyanin ile birlikte
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sentezlenirse mavi- yesil renk olusur. Aeruginosa ismi klinik izolatlardan elde edilen

kolonilerin olusturdugu mavi- yesil renkten kaynaklanmaktadir.

Izolasyon icin besiyerlerinde 24-48 saat inkiibe edilirler [60]. Kiiltiirlerde triptofan 2-
aminoasetofenon tiretiminden kaynaklanan ve petri kutusu agildiginda hissedilen karakteristik
tiziim kokusu P.aeruginosa’ y1 ayirt etmede kullanilir [61]. P. aeruginosa en basitinden en
kompleksine kadar hemen hemen her besiyeride iireyebilir. Karbonhidratlar1 fermente etmez
ancak glukoz, fruktoz ve ksilozdan asit olusturabilirken laktoz ve sukrozdan olusturamaz. TSI
besiyerinde hi¢bir degisiklige neden olmaz yani alkali reaksiyon verir Simmon’s sitrat ve L
arginin dehidrolaz pozitiftir. L- lizin dekarboksilaz ve ornitin dekarboksilaz negatiftir ayrica
hidrojen siilfiir iiretmez. Hemen hemen tiim suslar ekstraselliiler polisakkarit olarak bilinen
alginat iiretmek i¢in genlere sahiptir. Yapilan calismalarda alginat iretiminin KF’li

hastalardan elde edilen mukoid kolonilerle iligkili oldugu gdésterilmistir.

P. aeruginosa son yillarda artan insidansi, drettigi viriilans faktorlerinin gesitliligi ve
stirekli yiikselen antibiyotik direng oranlariyla sik rastlanan, mortalite ve morbiditesi yiiksek,
tedavisi gli¢ infeksiyonlarin etkeni olarak karsimiza c¢ikmaktadir. P. aeruginosa
infeksiyonlarinm patogenezinde konaga ve bakteriye ait faktdrler rol oynar. Infeksiyonlarin
ilk basamagi kolonizasyondur, konak savunmasmin bozuldugu ve immunsupresyon
durumlarinda kolonizasyon genellikle enfeksiyona ilerler. Bakterinin viriilans faktorlerini

hiicre ile iliskili ve hiicre disina salinan faktorler olarak inceleyebiliriz.

Kirpik: P. aeruginosa’min yizme seklindeki hareketinden sorumlu yapidir. Epitel
hiicresi membrani1 bileseni olan asialo-GM1’e baglanarak bakterinin adezyonunu saglar.
Kirpik Toll-benzeri reseptorler (TLRS ve TLR2) ile etkileserek inflamatuvar yanit1 uyarir ve
kalsiyum bagimli kinaz yolaginin aktivasyonu ile IL-8 sentezinin baslatilmasina yol agar.
Kirpigin giiclii immunojen olmasi sebebiyle, kronik P. aeruginosa infeksiyonlarinda konak

bagisik yanitindan kagmak i¢in kirpiksiz mutantlar se¢ilmektedir [62].

Pili (Fimbriae): Bakterinin kisa, filament6z yiizey yapilaridir. Genelde prokaryot
hiicrelerde pili hareketten sorumlu degil iken P. aeruginosa’da pili segirme (twitching)
seklinde hareketten sorumludur. Hava yollarinda hizla yayilmaya ve kolonizasyona yardimec1

olur [63,64].
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Lipopolisakkarit (LPS): Bakteri duvar1 dig membraninin dis yiizeyinde yer alan LPS;
fosfolipid ikili-katman icine yerlesen lipid A ve buna bagl kor polisakkaridi ve O-6zgiil
polisakkaridi iceren hidrofilik kuyruktan olusur. P. aeruginosa serotiplerinin antijenik
ozelliklerine dayanilarak tanimlanmasinda O-6zgiil polisakkarid zincirleri tanisal 6zelliktedir.
LPS’nin lipid A bileseni bir¢ok inflamatuvar oncii hiicreyi aktive eder ve asialoGM1’e
baglanarak adezyonda etkin rol oynar. TLR4/CD14 veya TLR4/MD-2 reseptorlerini tanima
ozellikleri ile ve KFTR’ye baglanarak viriilansta 6nemli etki gosterir. KF hastalarinda P.
aeruginosa’nin farkli lipid A mutantlar1 bulunur ve bunlardan bazilar1 konagm antimikrobiyal

peptidlerine karsi direng gosterir ve TLR4 aktivasyonunun artmasina neden olurlar [65] .

Aljinat: Aljinat mannuronik ve glukuronik asidin tekrarlayan polimerlerinden
meydana gelen mukoidbir ekzopolisakkarittir. Her ne kadar aljinat hiicre digina salinan bir
ekzopolisakkarit olsa da, hiicre ile iliskili kalmas1 sebebiyle bakteri hiicre yiizeyi ile iliskili
viriilans faktorleri arasinda incelenmistir. P. aeruginosa’nin neden oldugu solunum yolu
infeksiyonlarinda aljinat iiretimi ¢ok Oonemli rol oynar. Aljinat iiretimi olmayan kdkenlerin
sican akcigerine verildiginde hizla aljinat iireten kokenlere doniismesi bunun gostergesidir
[65]. Aljinat da bakterinin adezyonunda rol oynar ve bakteriyi kolonize ettigi solunum yolu
epitelyumi iizerine sabitler. Aljinat biyosentezinde gorev alan genler kromozomun bir
bolgesinde kiimelenmis ve operon olarak organize olmuslardir. Kistik fibroz hastalarmin
solunum yollarinda gozlenen kokenler genellikle aljinat asir1 tiretimine baghh mukoid fenotipte
kokenlerdir. Ortamda nitrojen miktarinin azalmasi ve yiiksek ozmolarite aljinat iiretimini
tetikleyen faktorlerdir. Mukoid fenotipten, mukoid olmayan fenotipe doniisim (genetik
doniisiim, faz degisimi) algS ve algT genleri yardimiyla gergeklesir [65]. Her ne kadar Kistik
fibroz hastalarindaki biyofilm yapisinda yer aldig1 kabul edilse de yakin tarihli ¢aligmalarda

aljinatin biyofilm gelisimi igin sart olmadig1 gosterilmistir [66].
2.13.1. Hiicre Disina Salgilanan Viriilans Faktorleri

Elastaz: Elastin akcigerlerin genisleyip, daralmasina olanak saglayan bir proteindir ve
akcigerlerde bulunan proteinin yaklagik %30’u elastindir. P. aeruginosa’nin elastolitik
etkisinden LasA proteaz ve LasB elastaz sorumludur. Enzimler sinerjistik etki gostererek
elastini pargalar. LasA bir serin metalloproteinazdir ve Staphylococcus aureus’un hiicre
duvarinda bulunan pentaglisinpeptidoglikan kopriilerini yikar. LasA proteaz, elastini yikamaz

ancak lasB elastazin elastolitik aktivitesini arttirir. LasB 33 kDa agirliginda bir ¢inko
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metalloproteinazdir, LasA proteazin yiprattigi elastini parcalar. LasB elastazin proteolitik
giicii oldukg¢a fazladir. Hiicre disma tip 2 salgi sistemi ile salgilanan elastaz infeksiyonun
baslangi¢ fazinda akcigerde hasara yol agarak, kompleman bilesenlerini ve serum al-
proteinaz inhibitoriinii pargalayarak patogenezde Onemli rol oynar [65]. Damar duvar
yapisinda da bol miktarda elastin bulundugundan, elastinin pargalanmasi hemorajilere neden
olur. IgG’yi, fibrini, kollajeni, siirfaktan proteinleri A ve D’yi parcalar. Ayrica solunum yolu
epitellerindeki siki-baglantilar1 pargayarak epitel gecirgenligini artirr ve infeksiyon
bolgesinde notrofil sayisimin ¢ogalmasina yol acar [65]. Elastaz IL-8 iiretimini uyararak pro-

inflamatuvar etki gosterir.

Alkali Proteaz: P. aeruginosa’nin fibrinoliz etkili metalloproteazidir. 49-kDa
agirhigindaki enzim apr geni tarafindan kodlanir, enzim en 1iyi alkali pH degerlerinde etkinlik
gosterir. Akut akciger hasarinda erken donemde alveoller i¢inde olusan yogun fibrinin alkali
proteaz ile eritilmesinin infeksiyonun ilerlemesine yol agtigi gosterilmistir [67]. Alkali
proteazin doku invazyonu ve sistemik infeksiyonlardaki rolii tam olarak bilinmemekle

birlikte, kornea infeksiyonlarmin patogenezinde 6nemli rolii oldugu gésterilmistir [68].

Piyosiyanin: P. aeruginosa’nin mavi pigment metabolitidir. Oncii molekiilii olan
korizmik asitten, son hali olan {i¢ halkali piyosiyanine sentezlenirken phzABCDEFG operonu
ve phzH, phzM, phzS genleri gérev alir [69]. P. aeruginosa infeksiyonlar1 bir¢ok viriilans
faktoriinii iceren c¢ok etkenli siirecler oldugu icin akciger infeksiyonlarinda tek basina
piyosiyaninin etkilerinin saptanabilmesi i¢in saflastirilmis piyosiyanin ile in vitro hiicre
kiiltlirii ¢aligmalar1 yapilmistir. Calismalar sonucunda, piyosiyaninin hiicre solunumunu
inhibe etttigi, siliyer fonksiyonlar1 bozdugu, epidermis ¢ogalmasmi durdurdugu, prostasiklin
salmimia yol ac¢tigi, kalsiyum homeostazini bozdugu saptanmustir. Piyosiyanin ayrica al-
proteaz inhibitoriiniide etkisizlestirerek, proteaz-antiproteaz dengesini bozar ve akcigerlerde

hasara sebep olur.

Piyosiyanin ve ara metaboliti fenazin-1-karboksilik asit RANTES ve IL-8 seviyelerini
degistirerek konak bagisiklik yanitii etkiler [70]. Hem dogrudan etkiyle katalaz aktivitesini
engeller, hem de katalazi kodlayan genin transkripsiyonunu azaltr [71]. MnSOD
eklenmesiyle katalaz aktivitesinin geri kazanimi piyosiyaninin neden oldugu hasarda O2-
radikallerinin roliiniin biiylik oldugunu gosterir. Piyosiyanin oksitlenmis glutatyon seviyesini

arttirir, nétrofillerde apopitozisi uyarir [72].
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Piyoverdin: Bir siderofordur. Cevredeki demiri baglayarak P. aeruginosa’nin
metabolizmasi i¢in demir saglar. Ekzotoksin A’nin {iretimini diizenledigi gibi kendi iiretimini

de diizenleyerek viriilansta rol oynar [73,74] .

Proteaz 1V: Yakin zamana kadar ozellikle P. Aeruginosa keratiti patogenezindeki
rolityle bilinirken, son ¢aligmalarla proteaz IV iin siirfaktan proteinleri A, D ve B’yi yiktig1 ve

akciger infeksiyonlari patogenezinde de rol oynadigi gosterilmistir [75,76].

Fosfolipaz C: Hemolitik aktiviteleriyle ayrilan iki tipte fosfolipaz C vardir. Hemolitik
fosfolipaz C, fosfatidilkolini ve sfingomyelini hidrolize eder. Hemolitik olmayan fosfolipaz C
ise fosfatidilkolin ve fosfatidilserini hidrolize eder. Fosfolipaz C hiicre disina tip 2 salgi
sistemi ile salnir. Okaryotik hiicre membrani bileseni olan fosfolipidleri hedef alarak akut
akciger hasar1 patogenezinde rol oynar [77]. Elastazda oldugu gibi patojenik etkisinin bir
kismini stirfaktan inaktivasyonuna borcludur. Ek olarak konagm notrofil oksidatif yanitini

baskilar.

Ramnolipid: Hemolitik etkisi olan hemolizindir. Yapisindaki ramnoz igeren glikolipid
sayesinde biyosiirfaktan etki gdosterir. Deterjan benzeri etkisiyle akciger siirfaktani
fosfolipidlerini ¢oziiniir hale getirerek fosfolipaz C’nin etki etmesine yardimci olur. Ayrica

mukosiliyer tagiimi ve silya fonksiyonlarmi inhibe eder [65].

Ekzotoksin A (ExoA): Infeksiyon etkeni cogu P. aeruginosa kokeni ekzotoksin A
sentezler. Hiicre disina tip 2 salgi sistemi ile salgilanan bir toksindir. ExoA P. aeruginosa’nin
viriilansinda 6nemli rol oynar. Etkisini difteri toksinine benzer sekilde ADP-ribozil transferaz
ozelligi ile elongasyon faktorii 2’yi (EF-2) ve dolayisiyla protein sentezini inhibe edip hiicre
oliimiine yol acarak gdsterir [78] . Invazyondan ve bdlgesel doku hasarindan sorumludur [79].
Konak yanitini baskilayic1 6zelligi de gosterilmistir [80]. ExoA iiretimi olmayan mutant ile
sokak tipi P. aeruginosa kokeninin karsilastirildigi bir ¢alisgmada toksin {iretmeyen kdkenin

20 kat daha az viriilan oldugu hayvan deneyi ile gosterilmistir.

Tip 3 Salgi Sistemi: Yersinia, Salmonella, Shigella ve Pseudomonas tiirlerinde
saptanmistir. Bakterinin hedef hiicre iizerinde por agarak, pilus benzeri bir olusumla iki hiicre
arasinda koprii olusturdugu ve bu koprii yardimiyla efektdr proteinlerini dkaryot hiicre
sitoplazmasma ilettigi bir sistemdir. P .aeruginosa’nin tip 3 sekresyon sistemiyle salmnan
toksinleri ExoS, ExoT, ExoY ve ExoU’dur [63]. Ekzoenzim S (ExoS): Iki aktif bdlgesi [C-
terminal ADP-riboziltransferaz bolgesi ve N-terminal Rho GTPaz aktive edici protein (GAP)
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bolgesi] bulunan iki fonksiyonlu bir sitotoksindir. ExoS’nin patojenik etkilerinden esas olarak
hiicre iskelet organizasyonunu bozan ADPriboziltransferaz aktivitesi sorumludur. Ek olarak
C-terminal bolgesinin TLR2’ye, N-terminal bolgesinin de TLR4’e baglandig1 ve bdylece
konak bagisik yanitini etkiledigi ve inflamatuvar yaniti diizenledigi gosterilmistir. Akciger
infeksiyonlarinda dogrudan doku hasarina yol agan ve bakterinin yayilmasinda rol oynayan
bir toksindir [81]. Ekzoenzim T (ExoT): ExoT de ExoS gibi ikili etki gosterir.
Pseudomonas’in internalizasyonunu rol alan bir enzimdir. Yara iyilesmesini inhibe edici
ozelligi de gosterilmis olan bu enzim mindr viriilans faktorleri arasinda yer alir [82].
Ekzoenzim Y (ExoY): ExoY bir adenilat siklazdir, konak sitozoliine verilince sitozolik
cAMP’yi1 arttirir. Bu artis pulmoner vaskiiler hiicrelerde hiicreler arasi bosluk olusumunun
artmasma ve dolayisiyla gegirgenligin artmasina neden olur [83]. Ekzoenzim U (ExoU):
ExoU tip 3 salgi sistemi ile konak hiicresi igine salindiginda fosfolipaz/lizofosfolipaz
aktiviteleriyle Okaryotik hiicre membranini pargalar. ExoU major viriilans faktorii olarak
kabul edilir. Hayvan deneylerinde tek basina ExoU salgilanmasinin sepsise ilerleyen akciger

hasarina yol agtig1 gosterilmistir [84].
2.13.2. Quorum Sensing ve P.Aeruginosa Patogenezindeki Onemi

P. aeruginosa’da bir¢cok hiicre dis1 virilans faktoriiniin iiretimi bakteri hiicre
yogunlugunu izleyen ve bakteriler arasinda iletisime olanak saglayan bir mekanizma ile
kontrol edilir. Bakteriler ¢evre kosullarmi algilayabilir ve bu bilgiyi isleyerek uygun sekilde
cevap verebilir. Hiicreler arasi iletisim, ya da QS olarak adlandirilan bu mekanizma birgok
gram negatif ve gram pozitif bakteride tanimlanmustir [85,86]. Gram pozitif bakterilerde QS
sistemlerinin sinyal molekiilleri peptid feromonlar iken, gram negatif bakterilerde oto-uyaran
ad1 verilen kiiglik molekiillerdir. Otouyaranlar LuxI-tipinde oto-uyaran sentaz ve LUxXR-
tipinde transkripsiyonel aktive edici protein (R-protein) tarafindan sentezlenir [87]. Gram
negatif bakterilerde tanimlanmis ¢esitli oto-uyaranlar acil homoserin lakton (AHL) yapidadir
ve birbirlerinden ag¢il yan zincir uzunluklar1 ve igerikleriyle ayrilirlar. Diisiik hiicre
yogunlugunda oto-Uyaran bazal seviyelerde sentezlenir ve bakteriyi ¢evreleyen ortama yayilir
ve yayildik¢a yogunlugu azalir. Hiicre yogunlugu arttik¢a, hiicre i¢i oto-uyaran yogunlugu da
belirli bir esik degere dek artar, kritik konsantrasyona ulasildiginda, oto-uyaran kendi 6zgiil
R-proteinine baglanir. R-protein oto-uyarani olmadig: siirece etkin degildir, R-protein/oto-

uyaran kompleksi 6zgiil DNA dizilerine baglanir ve hedef genlerin transkripsiyonunu arttirir
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(P. aeruginosa’da tanimlanmis iki ana QS sistemi vardir; birbirleriyle hiyerarsik iliskileri olan

bu sistemler las ve rhl sistemleridir.

las QS Sistemi: P. aeruginosa’da tanimlanan ilk QS sistemi ile LasB clastaz ifadesini
diizenleyen sistem aydimnlatildigi i¢cin las QS sistemi olarak adlandirilmistir. Sistemin
bilesenleri; oto-uyaran sentaz geni olan lasl, sentaz geninin {iriinii N-(3-oksododekanoyl)-L-
homoserin lakton (3-okso-C12-HSL) ve transkripsiyonel aktive edici proteini kodlayan lasR
genidir [88]. Las sistemi lasB ifadesini diizenler ve diger hiicre dis1 viriilans faktérlerinden
LasA elastaz ve ekzotoksin A sentezi i¢gin gereklidir. Las sistemi sinyal molekiilii olan 3-0kso-

C12-HSL’nin immunomodiilator oldugu ve konak yanitini baskiladigi da gosterilmistir [89].

rhl QS Sistemi: Ramnolipid sentezini kontrol ettigi i¢in rhl adin1 alan bu ikinci QS
sisteminde oto-uyaran sentaz geni rhll, sinyal molekiilii olan N-biitiril-L-homoserin lakton
(C4-HSL) ve transkripsiyonel aktive edici proteini kodlayan rhIR geni rol alir [90]. Bu sistem
ramnolipid sentezi i¢in gerekli bir enzim olan ramnoziltransferazi kodlayan rhlAB
operonunun ifadesini diizenler. Sistem ayrica LasB elastazin, LasA proteazin, piyosiyaninin,

siyaniiriin ve alkali proteazin iiretimleri igin de gereklidir.

Son yillarda yapilan calismalar las ve rhl sistemlerinin etkilesim i¢inde oldugunu

gostermistir.

Las sistemi rhl sistemini hem transkripsiyonel seviyede, hem de translasyon sonrasi

asamalarda kontrol eder

2.14. BIYOFILM

Modern tipta implante cihazlarin yaygm kullanimi bakteri topluluklarinin cihazlar
iizerinde olusturdugu biyofilm olarak adlandirilan olusumlarin meydana gelmesine yol
acabilir. Biyofilm adi verilen bu olusumlar ileride infeksiyona neden olabilir [91]. Buna ek
olarak osteomiyelit ve KF hastalarinda goriilen akciger infeksiyonlar1 gibi kronik

enfeksiyonlarda da biyofilm olusumu patogenezde dnemli rol oynar [92].

Biyofilm mikroorganizmalar tarafindan iiretilen herhangi bir yiizeye, ara ylizeye veya
birbirlerine yapismalarini saglayan, bilylime oranlar1 ve gen transkripsiyonuna bagli olarak
farkli fenotip gosterebilen ve olusturan mikroorganizmanin i¢inde gémiilii olarak bulundugu

ekstraselliiler polimerik maddeden olusmus matriks olarak tanimlanir [93]. Bir biyofilmin
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olusmasi i¢in gerekli olan ortak bilesenler mikroorganizma, glikokaliks ve yiizeydir. Bu
bilesenlerden biri olmadig1 takdirde biyofilm olusmaz [94]. Bir biyofilmin yapist %97 su
olmak ftizere %?2-5 mikroorganizma, %1-2 polisakkarid, %1-2 protein, %1-2 DNA ve
iyonlardan olugsmaktadir. Biofilmin en dnemli bilesenlerinden bir tanesi ekstraselliiler matriks
icersinde yer alan glikokaliks ve polisakkaritlerdir [66]. P. aeruginosa’da glikokaliksin en
biiyiik bileseni ekstraselliiler DNA’dir (ekstraselliiler niikleaz olmadigi igin) [95]. Biyofilmin
diger 2 komponenti Pel ve Psl olarak adlandirilan polisakkaritlerdir [96]. Pel glukozdan

zengindir; Psl ise galaktozdan olusur.

Yapilan in vitro ¢alismalarda P.aeruginosa’da biyofilm olusumu igin QS’e gereksinim

oldugu gorilmiistiir. Biyofilm olusumu basamaklar halinde gelisen bir olaydir.

1. Mikroorganizmanmin yiizeye tutunmasi: Yiizeye organik ve/veya inorganik
maddelerin yapigsmasini takiben mikroorganizmalar bu ylizeye geri doniisiir 6zellikte tutunur.
Bakterinin hareketi veya bakteri yiizeyi ile tutunulan yiizey arasindaki elektrostatik veya

fiziksel etkilesimler bu evrede rol oynamaktadir.

2. Geri doniistimsiiz tutunma: Ylzeye tutunan hiicreler bakteri hiicre zarmdaki
proteinlerin uyarimi sonucunda ekzopolisakkarid yapida materyal sentezlemeye baslar ve bu
da hiicrelerin birbirine ve yiizeye tutunmasini saglar. Kistik fibrozis olgularinda sik goriilen
P.aeruginosa biyofilmlerinde bu materyal aljinat yapidadir. Ekzopolisakkarid ayni zamanda

bakterinin olumsuz ¢evre kosullarindan korunmasini da saglamaktadir.

3. Kolonizasyon: Yiizeye tutunan bakteriler boliiniip ¢ogalarak biyofilmin en kii¢iik
organizasyon birimi olan mikrokolonileri olusturur. Bu mikrokolonilerin iizerine ortamdaki

planktonik bakteriler de yapisarak kolonizasyon saglanir.

4. Kopma: Biyofilmin iist kisimlarindan kopan hiicreler yeni odaklarda biyofilm
olusturabilir. Biyofilm olustuktan sonra bakteride genetik diizenlenme sonrasinda hareketi
saglayacak olan flajeller sentezlenir, {ist tabakadan kopmalar gerceklesir ve kopan planktonik
hiicreler yeni biyofilm odaklarini olusturmak iizere ayrilir. Bu siire¢ bir dengeye oturunca

stireklilesir.

Biyofilm i¢indeki bakteri bircok antibiyotik tarafindan oldiiriilmeye ve fagositoza
direng gostererek varligmi siirdiirme 6zelligine sahiptir [97,98,99]. Biyofilm enfeksiyonlari
ilk donemde genellikle asemptomatiktir. Konak¢1 direnci diistiigiinde biyofilmden periyodik

olarak kopup ayrilan planktonik (serbest formda) mikroorganizmalar akut enfeksiyona yol
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acabilir. Antibiyotigin koruyucu dozlar1 bu mikroorganizmalar1 kontrol ettigi halde biyofilmi

etkilemez [100].
2.14.1. Mikroorganizmalar Neden Biyofilm Olusturmaktadir?

1-Savunma: Strese cevap olarak gelisir. Biyofilmin kan akimi ve tiikiiriigiin yikama
giicii gibi bir takim fiziksel giiclere kars1 dayaniklilig1 vardir. Biyofilme sahip organizmalar,
besin yoksunlugu, pH degisiklikleri, oksijen radikalleri, dezenfektanlar, fagositoza ve

antibiyotiklere kars1 planktonik hiicrelerden daha direnglidir.

Biyofilmin biiyiik bir boiimiinii olusturan exopolisakkaritler (EPE) savunmada 6nemli
rol oynayan molekiildiir. EPE bulundugu bakteriyi gii¢ alanlarindan (elektrik cekimi)
uzaklastirarak inflamatur hiicrelerin fagositozundan korurlar [94]. Daha sonra bahsedilecegi

sekilde antibiyotik etkisinden bakteriyi korurlar[101].

2-Adhezyon ve Kolonizasyon: Yasam i¢in gerekli ortamda kalabilmenin en bilinen
yolu = biyofilm olusturmak Bakterinin viicudun herhangi bir bdlgesinde sabit kalabilmesini
saglamak i¢in bir takim stratejileri vardir. Bakteri yiizey proteinleri, konak¢min fibrinojen,
fibronektin, vitronektin, elastin gibi ekstrseliiler matriks proteinlerine yapisirlar. Bu adhesin
ve matriks proteinleri konak¢i ile bakterinin adheransinda anahtar rol oynarlar [102].
Adherans sonrasi bu bolgeye yerlesen bakteriler bir yandan belli bir popiilasyona ulagsmak igin

cogalirken diger yandan da biyofilm olusturma 6zelligine gore biyofilm yapimina baglarlar.

Yasanabilir ¢evre gelistirme: Ozellikle ortamdaki glukozun bakteri tarafindan
kullanilabilir olmasmm Pseudomonaslar, V. cholerae, E. coli ve Stafilokoklarin EPS
ekspresyonu ve biyofilm olusturmalarmi belirgin bir sekilde arttirdig1 gosterilmistir. Kominite
olusturmak: Kazanglarin ortak paylasimidir. Bakterilerin ortama adaptasyonundaki beraberlik
olusturmada siklikla goriilmektedir. Bakteriler biyofilm olusturduklar1 gibi ortamdan aldiklar1

uyaranlar (besin, pH, 1s1 vs.) sonucu hizla da planktonik hale gecebilmektedirler.

Esasta, biyofilm 3 boyutlu ¢ekim giicii olusturup, bulundugu bakteriyi cevreleyerek
bakterinin adheransini ve korunmasimi saglar. Biyofilmin maturasyonu bakterinin yiizeye
irreversibl olarak yapigmasidan sonra baglar. Biyofilm gelistikge bakterinin adherans ve

motilite faktorlerinin ekspresyonunda da baskilanma olmaktadir.
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Biyofilm direnci gercekte multifaktoriyel bir olaydir. Direng nedenleriyle ilgili tezler

asagida belirtilmistir:
-Antimikrobiyal ajanlarin biyofilm i¢ine diisiik penetrasyonlart,
-Mikrogevre degisikligi

-Biyofilme 6zgii direngli bir fenotip

2.15.KiSTIK FIBROZIS VE P.AERUGINOSA ILiSKiSi

Solunum sistemi diger sistemlerle karsilastirildiginda ¢evreye agik bir giris kapisi gibi
goriinmesine karsin normal bir insan her zaman solunum sistemi enfeksiyonu
gecirmemektedir. Bunun altinda yatan neden solunum sisteminin miikemmel koruyucu
sistemidir. Solunum sisteminin en oncelikli koruyucu elemani mukosiliyer yapidir. Bu yap1
mikroorganizmalarin sisteme ulagsmasini1 engelledigi gibi diger partikiilleride uzaklastirarak
sistemi korur [103,104,105]. Mukosilier yapidaki esas olusum tiim solunum sistemini Grten
havayolu yilizey sivisinin hacmi ve kompoziisyonudur. Bu sivi, inhale edilen partikiilleri tutan
visk6z mukus yap1 ve epitelyum ile mukusu birbirinden ayiran perisiliyer sivi yapidan olusur.
Perisiliyer yap1 diisiik viskozitesi ile biryandan silier darbeleri kolaylastirirken diger yandan

mukusun temizleme islemini arttirmaktadir [106,107].

Kistik fibrozisli hastalarda KFTR kodlayan gende olusan mutasyon nedeniyle
epitelyumda cAMP bagimli iyon gegisinin bozulmasi sonucu perisiliyer sivinin hacminde
azalma olmaktadir. Bu bozulma sonucunda silialar yeteri kadar uzayamamakta ve akcigerden
mukusu temizleyememektedir.[106,108] Mukusda olusan bu dehidratasyon ayni zamanda
glikokaliks yapiya siki yapismaya neden olmaktadir [109]. Tim bu degisiklikler solunm
sisteminde P. aeruginosa gibi bakterilerin kolonizasyonu i¢in elverisli bir ortamin olusmasina

neden olmaktadir.

Ozellikle P. aeruginosa en sik izole edilen bakteri olmasi yaninda, Burkholderia
cepacia, Stenotrophomonas maltophilia ve Achromobacter (Alcaligenes) xylosoxidans gibi
ayni veya yakin tiirlerden olusan Gram (-) negatif bakterilerin bu hastalarda izole edilmesi ve
hastalarin mortalite ve morbidite oranlarinda artisa neden olmasi dikkat c¢ekicidir. P
aeruginosa’ nin bu kadar siklikla enfeksiyon nedeni olmasi heniiz net bir sekilde
aciklanamasina karsin bu konu ile ilgili birka¢ ¢alismada ortaya atilmis Oneriler mevcuttur.

Bazi aragtirmacilar P aeruginosa’nin KF epitelyumuna (KFTR’) asialo-GM1 araciligiyla daha
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fazla baglandigmi gosterirken [110,111], bazi arastirmacilar KFTR reseptoriiniin P
aeruginosa lipopolisakkariti igin reseptor gorevi gordiiglinii ve bu sekilde epitelyuma
baglanan bakterinin atilimmnin saglandigni, KFTR reseptor azliginda ise akcigerde artmis
bakteri yiikiiniin oldugunu bildirmislerdir [112,113]. Diger bir ¢alismada ise P aeruginosa
pyosiyanin gibi sitotoksinlerin {iretimini arttirarak KFTR ekspresyonunu degistirdiklerini
gostermislerdir [114]. Bunun yaninda KF’ li hastalarda izole edilen P aeruginosa suslarinin
yogun olarak biyofilim tiretmeleri ve bu iretimin ¢evresel degisiklikler yaninda quorum-
sensing sistemi tarafindan kontrol edilen rhamandolipidlerin KF li hastalarin balgamlarinda

yogun olarak bulundugunu gosteren ¢aligmalar vardir [115,116,117].

Tim bu bilgilerin 15181 altinda KF 1i hastalarda bakteri epitel iliskisini diizenleyen ve
bu diizenleme sirasinda birtakim ylizey yapilarinin  ekspresyonunu indiikleyen
mekanizmalarin olduguna dair ipuglar1 olmasina karsin halen bu iliski net olarak
aciklanabilmis degildir. Bakterinin fenotipik farkliliklarinin epitelyum ile temasdan sonrami
ortaya ¢iktig1 veya bu fenotipik yapiya sahip bakterilerin segici olarak enfeksiyon olusturup
olusturmadig1 sorusu halen cevaplanamamistir. Biz bu projede bu sorulara cevap aramak i¢in
normal alveol epitelyum hiicreleri ve KF epitelyum hiicreleri ile muamele edilmis bakterilerin
fenotipik 6zelliklerindeki (aderans, biyofilm, bliylime oranlar1) farkliliklar1 ve mekanizmasini

arastiracagiz .

3. GEREC VE YONTEM
3.1. Hiicre ve Bakteriler

Bu arastirmada Adnan Menderes Universitesi Merkez Arastirma Labaoratuarinda
bulunan klinik izolatlar ve green florasan protein (GFP) transfer edilmis P. aeruginosa
(Dr.E.Simeon Goldblum - University of Maryland Mucosal Research Center tarafindan
hediye edilen) kullanilmistir. Bakteriler kanli agarda pasajlandi. Serum fizyolojik i¢inde
suspanse edilen bakteriler 10° CFU ml bakteri konsantrasyonu hazirlanmak iizere

Spektrofotometrede 625 nm dalga boyunda okutularak 0,1 optik dansitede ayarlanda.

Aragtirmamizda normal insan brongiyal epitelyum hiicresi (BEAS), kistik fibrozis
trakeal epitelyum hiicresi (CFTH), normal insan trakeal epitelyum hiicresi (1HEA), kistik
fibrozis bronsiyal epitelyum hiicresi (IB3-1) kullanilmistir. BEAS hiicresi Lonza’dan temin
edilmistir. CFTH hiicresi Dr.E. Simeon Goldblum (Universitu of Marylan, Baltimore, MD,
US) tarafindan hediye edilmistir. IHEA ATCC’den (American Type Culture Collection -
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Manassas, VA, USA) IB3-1 hiicresi ( Lonza -USA) LCH- 8 besiyerinde kiiltiir edilirken
BEAS ve 1 HEA hiicreleri DMEM ( Biological Industries ) + %10 FBS besiyerinde , CFTH
hiicresi ise DMEM+F12 (Biological industries ) + %10 FBS besiyerinde 37 °C de
antibiyotiksiz %5 CO; i¢eren ortamda biiyiitiilmiistiir.

3.2. Klinik izolatin Tiplendirilmesi

Klinik izolatin gram boyasi yapilarak, gram negatif basilin Mueller Hinton besiyerine
ve kanli agara ekimleri yapilmistir. Bu besiyerlerinde piyosiyanine bagl pigment olusturma
ozelliklerine, oksidaz testinde pozitif sonu¢ vermelerine, laktoz negatif oluslarma, Mio
besiyerinde hareket Ozelliklerine ve indol-lizin negatifliklerine ve O-F 20 besiyerlerinde
oksidatif-nonfermantatif oluslarina bakilarak bu oOzellikleri ile P.aeruginosa olarak
tiplendirilmistir. Bu suslardan green fluorasan protein (GFP) transfekte edilmis P. aeruginosa

suslar1 Dr.E. Simeon Goldblum tarafindan hediye edilmistir.

3.3. Kullamlan Kimyasallar
1 Kiristal viyole (Riedel — de Haén)

2 Lysis Buffer (50 mmol | Tris—=HCL (pH 7.4) ve 1% Noniodent P-40.

3 PBS (Phosphate buffer salin)

3.4. Adherans Yontemi Kantitatif

BEAS, CFTH, 1HEA, IB3-1 hiicreleri 24°lii plaklara 1 ml besiyeri icersinde ekilerek 37
°C %5 CO, igeren ortamda 72 saat inkiibe edildi. Hiicreler yiizeyi kapladiktan sonra dnceden
hazirlanan 10°® konsantrasyondaki bakteri siispansiyonundan 500 mikrolitre hiicrelerin iizerine
eklendi ve 2,5 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 hiicreler 3 defa PBS ile yikand1 ve 200
mikrolitre Lysis Buffer ile hiicreler patlatildi. BSA protein test kiti ile patlatilan hiicrelerin
protein analizi yapildi. Patlatilan hiicrelere uygun diliisyonlar yapildiktan sonra klinik izolatlar
ekim yapilarak, GFP olan bakteri ise fluorometride 485-532 dalga boyunda okutularak
miktarlar1 belirlendi.

Protein Tayini

BSA standardindan (2 gr/ml) RIPA ile diliie ederek 2000-1500-1000-750-500-250-125-
62,5 ‘lik standartlar hazirlandi. Hazirlanan standartlardan 25 mikrolitre kuyucuklara koyuldu.
Uzerine 25 mikrolitre numunelerden eklendi. Uzerlerine 200 mikrolitre kitde bulunan A ve B
soliisyonundan eklendi (A/B oram1 50/1 olacak sekilde). Hazirladigimiz plak 37 °C ‘lik etiive
koyup yarmm saat bekletildi. Spektrometrede 562 nm dalga boyunda okutuldu.
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Kalitatif

Kalitatif olarak GFP bakteri 9 cm? petrilere ekilerek 37 °C %5 CO i¢eren ortamda 72
saat inkiibe edildi. Uzerine 10” CFU/ml GFP bakteri solusyonundan 500 pl eklenerek 2.5 saat
inkiibe edildikten sonra PBS ile yikanarak iizerine mounting besiyeri (Daco) damlatilarak

florasan mikroskopda (Olympus) goriintiilendi ve fotograflandi.

3.5. Biilyiime oranlar1 ve Slime iiretim oranlarimin bakilma yéntemi

BEAS, CFTH, 1HEA, IB3-1 hiicreleri 24’lii plagin 1 er kuyucuguna ekilerek 37 °C
%5 CO, iceren ortamda 72 saat inkiibe edildi. Besiyeri i¢inde hazirlanmis 10° bakteri
siispansiyonundan 500 mikrolitre her bir kuyucuga eklendi. Fluorometre 37 °C de
inkiibasyonda 485-535 nm dalga boyunda 16 saat siireyle 30 dk da bir kinetik moda okuma
yapacak sekilde ayarlanarak okuma yapilidi. Okuma sonrasi plak slime olusumu belirlenmek
iizere 48 saat inkiibasyonda birakildi. Biiylime oranlar1 i¢in 0, 6, 8, 12 ve 16. saatlerdeki

fluoresans degerleri karsilastirildi.

Slime tiretim oranlar1 i¢in inkiibasyon sonrasinda kuyucuklarin i¢i bosaltildi ve iki kez
yikandi. Havada kurutulduktan sonra her bir kuyucuga 200 pl % 1 kristal viole eklenerek 15
dk boyanmas: i¢in beklendi. Icerik bosaltildi ve iki kez yikanarak kuyucuklar i¢inde kalan
kristal viole uzaklastirildi. Havada kurutulduktan sonra, etanol-aseton (80/20) ile ¢6zdiiriildii.
595 nm dalga boyunda mikroplak okuyucuda (Thermo Multiscan Spectro) okunarak optik
dansitesi 1° den biiyiik olan izolatlarmn slime olusturdugu kabul edildi.(O'Toole, 1998 #9).

3.6. Istatistik Yontem
Calismamizde her bir calisma en az 3 kez tekrar edilmis olup her bir ¢calismada her bir
ornek en az 3 kez kullanilmistir. Calismada aderans degerleri T-test ile degerlendirildi. P>

0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bu arastirma Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirma Proje
Birimi tarafindan 29/03/2011 tarihinde TPF- 11007 numarali proje numarasi ile onaylanmis
ve Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirma Proje Birimi tarafindan

desteklenmistir
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4. BULGULAR

Bu arastirmada Adnan Menderes Universitesi Merkez Arastirma Labaoratuarinda bulunan
klinik izolatlar ve green florasan protein (GFP) transfer edilmis P. aeruginosa ve normal
insan brongiyal epitelyum hiicresi (BEAS), kistik fibrozis trakeal epitelyum hiicresi (CFTH),
normal insan trakeal epitelyum hiicresi (IHEA), kistik fibrozis bronsiyal epitelyum hiicresi
(1B3-1) kullanilmustir.

4.1.Aderans Kantitatif

Aragtirmamizda GFP P. aeruginosa susunun 1HEA, CFTE, BEAS, IB3-1 hiicrelerine
aderansi in vitro hiicre kiiltiirii ortaminda test edildiginde, trakeal hiicrelerden KF epiteline
aderans normal epitelden daha az olmasina karsin istatistiksel olarak anlamli degildi. Buna
karsm, bronsiyal epitelde KF epiteline baglanma normal epitele baglanmada istatistiksel
olarak anlamli bir diisiis gostermektedir (p<0.0003) ( Sekil 1). Bu bulgular KF epitelinde
kolonizasyon i¢in gerekli aderansin her iki epitelde de az olmasma karsm bronsiyal epitelde
belirgin bir diisiisiin olmas1 normalde KF hastalarinda rastlanan persistant enfeksiyon

olusumu ile ters iliskilidir.
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Sekil 1: P. aeruginosa nin normal (agik renkli bar) ve KF (koyu renkli bar) trakeal ve
bronsiyal epitelyum hiicrelerine adherans orani karsilastirilmistir. *, ayn1 bdlge normal
ve KF epitelleri arasmmda aderans farki istatistiksel olarak (p<0.05) anlamli

bulunmustur.
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Kalitatif

Kantitiatif olarak KF ve normal hiicre aderanslarinin kalitatif incelenmesinde GFP P.
aeruginosa suslarmin aderanslarmin florasan mikroskopda goriintiilemesinde aderansda
farklilik net olarak belirlenememekle birlikte ilging olarak IB3 hiicrelerinde bakteri morfoloji

degisikligi tespit edilmistir (Sekil 2)

Sekil 2: Normal ve CF li trakeal ve bronsiyal epitellere GFP P. aeruginosa aderansi.

4.2. Bakteri Biiyiime Oranlar
16 saat siireyle farkli hiicrelerdeki P.aeruginosa biiyiime oranlar1 kontrol grubu ile

karsilastirildiginda 6. saatten sonra hiicrelerdeki bakteri biiyiime oranlari kontrol grubuna
oranla daha yiiksek oldugu tesbit edilmesine karsin sadece biiylime orani kontrol grubuyla
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. Hiicre gruplar1 arasinda herhangi bir farklilik

gbzlenmemistir. (Sekil 3)
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Sekil 3: Farkli zaman dilimlerinde tiim hiicrelerin biiyiime oranlar1 kontrol grubu ve kendi

aralarinda karsilastirilmistir istatiksel olarak anlamli bir sonug elde edilememistir.

4.3. Slime Olusumu
Aderans calismamizda KF epiteline aderansin normal hiicreye gore diisiik olmasi

klinik olarak enfeksiyonun persistant olmasi ile uyumsuz bulunmustur. Bu uyumsuzlugun
nedeni olabilecek fenotipik farklilik agisindan bakterinin slime {iretiminin belirlenmesi bu
uyumsuzlugu giderebileceginden GFP P.aeruginosa’nin 1HEA, CFTE, BEAS, IB3-1
hiicrelerindeki slime iiretimine bakildi. Normal ve KF’ 1i trakeal epitelyum hiicrelerinin slime
iretiminde kendi arasinda ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda herhangi bir farklilik
goriilmemistir (Sekil 4). Buna karsin normal ve KF bronsiyal epitelyum hiicrelerinde slime
iiretiminin KF hiicrelerinde normal epitelyum hiicresi ve kontrol grubuna oranla istatistiksel
olarak anlamli bir artis gozlenmistir (Sekil 5). Slime tiretimindeki bu farkliligin giinler
icindeki degisimini gozlenmek {izere 3 giin silireyle hiicre ortaminda muamele edilmis

bakterinin slime {iretimi izlendiginde benzer sonuglar elde edilmistir (sekil 6).
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Sekil 4: Normal ve KF’ 1i trakeal epitelyum hiicrelerinde slime iiretimi kendi arasinda ve

kontrol grubu ile karsilastirildi.
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Sekil 5: Normal ve KF’ li trakeal epitelyum hiicrelerinde slime iiretimi kendi arasinda ve
kontrol grubu ile karsilastirildi.*IB3-1 hiicresindeki slime iiretimi kontrol grubuna
gore daha fazladir (p:0.0122).*%* IB3-1 hiicresindeki slime {iretimi BEAS

hiicresindeki slime tiretimine gore daha fazladir. (p: 0.0035).
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Sekil 6: GFP P.aeruginosa’nin 1HEA, CFTE, BEAS, IB3-1 hiicrelerindeki slime {iretimine
bakilmistir ve slime olusturma oranlar1 kontrol grubu ve hiicrelerin kendi arasinda

karsilagtirilmistir.
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5. TARTISMA

KF’li hastalarda morbidite ve mortalitenin en biiyilk nedeni P.aeruginosa’nin neden
oldugu enfeksiyonlar olarak saptanmistir. P. aeruginosa solunum yoluna kolonize oldugu
zaman onu eradike etmek neredeyse miimkiin degildir. Uzun siireli ve tekrarlayan antibiyotik
uygulamalarindan dolay1 bir siire sonra hastalarda ¢oklu ila¢ direngli P.aeruginosa suslari ile
kolonizasyon olugmaya baslar. Mikroorganizma pulmoner infeksiyon agirligina bagl olarak
solunum sisteminde kolonizasyonunu devam ettirebilmek i¢in i¢inde bulundugu ortamin
sartlarina uyum saglayabilmek adina fenotipik degisiklige ugrayan P.aeruginosa suslari izole
edilmistir [118]. Calismamizin amaci P.aeruginosa suslarinin KF epitelyum hiicresine
baglandiktan sonra mi1 fenotipik degisiklige ugradigi yoksa fenotipik degisiklige ugramis
suslar m1 kistik fibrozis epiteline baglandiginin belirlenmesidir. Mikroorganizma genetik
plastisite 6zelligi nedeniyle ¢esitli morfolojik degisiklikler gosterebildigi ve zaman igerisinde
antibiyotiklere kars1 direng gelistirdigi bilinmektedir. Bu mikrorganizmanin ¢evresel kosullara
kars1 olusturdugu bir adaptasyon seklidir. Tekrarlayan ve kronik P.aeruginosa
infeksiyonlarinda baslangicta mukoid olmayan suslarla kolonizasyon sorumlu tutulurken,
progresif gelisen akciger harabiyeti sonrasinda mukoid olmayan koloniler mukoid kolonilere
doniisiir [119,120]. Mukoid koloni olusumu mikroorganizma i¢in koruyucu bir islevi olan
biyofilm olusumunu kolaylastirir ve mikrorganizmanin konak savunmasindan ve antibiyotik
etkisinden kagmasmi saglar. Calismada KF ve normal hiicredeki aderanslarin kalitatif
incelemek i¢in yaptigimiz florasan mikroskop ile goriintiilemesinde KF brons epitelyum
hiicresinde bakterinin morfolojik degisiklige ugradigi gosterilmistir. Gunjan ve arkadaslarinin
Hindistan’ da yaptig1 bir ¢alismada da ozellikle P.aeruginosa ile kronik enfeksiyonu olan
hastalarda mikroorganizmanin morfolojisinde belirgin degisiklik oldugu gosterilmistir [118].
Bakteri ylizey proteinleri konakg¢mnin fibrinojen, fibronektin, vitronektin, elastin gibi
ekstraselliiler matriks proteinlerine yapisirlar. Bu adezin ve matriks proteinleri konakciya
bakterinin aderansinda 6nemli rol oynarlar [102]. Aderans sonrasi bu bolgeye yerlesen
bakteriler bir yandan belli bir populasyona ulasmak icin ¢ogalirken diger yandan da biyofilm
olusturma  Ozelliklerine gére biyofilm olusturmaya baglarlar [121,122,123,124].
Mikroorganizmanin ylizeye tutunmasi bakterinin hareketi ve bakteri ylizeyi ile tutunulan
yiizey arasindaki elektrostatik veya fiziksel etkilesimler bu evrede rol oynamaktadir. Bu
genellikle geri doniislimlii bir olaydir. Yiizeye tutunan hiicreler bakteri hiicre zarindaki
proteinlerin uyarmmi sonucunda ekzopolisakkarid yapida materyal sentezlemeye baslar ve bu

da hiicrelerin birbirine ve yiizeye tutunmasini saglar ise olay geri doniisiimsiiz bir hal alir. KF
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olgularinda sik goriilen P.aeruginosa biyofilmlerinde bu materyal aljinat yapidadir [100].
Yapilan ¢aligmalar slime {ireten diger bakteri cesitlerinde (Koagiilaz negatif Stafilokoklar,
Staphylococcus aureus... vb) aderans iiretiminin daha fazla oldugunu gostermistir. Aguilar ve
arkadaglari, inek ve koyunlardaki mastit olgularindan izole edilen S.aureus suslarinda slime
olusumunun aderans ile iligkisini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, aderansin slime olusturan

suslarda arttigmi tespit etmislerdir [125].

Calismamizda P.aeruginosa’nin KF brongiyal epiteline baglanma normal epitele
baglanmaya gore istatistiksel olarak anlamli bir diisiis gostermistir. KF’li trakeal epitele

aderans normal epitele oranla az olmasima karsin istatistiksel anlamlilik goriilmemistir.

Bu bulgularla ilk bakista kistik fibrozis epitelinde kolonizasyon i¢in gerekli aderansin her
iki epitelde de az olmasina karsin bronsiyal epitelde belirgin bir diisiisiin olmas1 normalde
kistik fibrozis hastalarinda rastlanan persistant enfeksiyon olusumu ile ters iliskili gibi
goriinmektedir. Ancak bu durum KF epiteline 6zel bir durumdur. KF’li hastalarda “Kistik
Fibrozis Transmembran Iletken Diizenleyici (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator — CFTR)” kodlayan gende olusan mutasyon nedeniyle epitelyumda cAMP bagimli
iyon gecisinin bozulmasi sonucu perisiliyer sivinin hacminde azalma olmaktadir. Bu bozulma
sonucunda silialar yeteri kadar uzayamamakta ve akcigerden mukusu temizleyememektedir
[106,126]. Mukusda olusan bu dehidratasyon ayn1 zamanda glikokaliks yapiya sik1 yapismaya
neden olmaktadr [106]. Tim bu degisiklikler solunum sisteminde P.aeruginosa gibi
bakterilerin kolonizasyonu igin elverisli bir ortamin olusmasina neden olmaktadir. KF’li
hastalarin havayollarinda olusan bu yogun, akiskan olmayan mukus tabaka P.aeruginosa nin
bu tabaka tizerinde biyofilm olusturdugu gosterilmistir. Bu anormal durum KF havayolu
epitelinde ciddi oksijen diizeyi farkliliklari olmasina neden olur. Bazi bélgeler
mikroorganizma i¢in anaerop ortam yaratirken bazi bolgeler aerop ortam saglar. P.aeruginosa
nitrat ve nitrit gibi alternatif elektron alicilar1 oldugunda anaerop olarak biiyiiyebilir. Bu
alternetif elektron alicilarindan KF havayolu mukus tabakasinda yeterince bulunmaktadir yani
kisaca bu hastalarda P.aeruginosa anaerobik ortamda da biiyiiyebilmesine ragmen bir stres
kosulu mevcuttur. Aym1 zamanda anaerobik solunum yapan P.aeruginosa’ nin {irettigi
biyofilm aerop ortamda yapilana gore ¢ok daha dayaniklidir. Ayrica PMNL lerin bakterisidal
etkinligi diisiik oksijen diizeyinde hidrojen peroksit olusumunun azalmasma bagli olarak
belirgin sekilde azalmistir. Tiim bu sonuglar dogrultusunda P.aeruginosa’ nin KF epitelindeki

aderansmin diisiik olmasina karsin persistansini agiklayabilmektedir [127,128]. O’May ve
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arkadaslarinin 2006 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada da biyofilm olusturan P.aeruginosa
suslarmin aderanslarinin diisiik oldugu saptanmistir [128].Yine Slyvia Kirov ve ardaslarinin
klinik izolatlarda yaptig1 bir bagka c¢alismada benzer sonuglar elde edilmistir [129]. Ayni
zamanda KF epitelyum hiicrelerinin lizerini kapsayan mukus sonrasi olusan ortam degisikligi
sonucunda P.aeruginosa reseptorlerinin {izeri kapanir ve P.aeruginosa reseptorlere
baglanamaz ve boylece aderans azalir. Calismamizda normal ve KF trakeal ve bronsiyal
epitelyum hiicrelerinde P.aeruginosa’ nin 16 saatlik bliylime oranlarina bakildiginda ve 6.
saatten sonra tim hiicre gruplarinda kontrol gruba gore biiylime oranlarinda artis
gozlenmesine karsin istatiksel olarak anlamli degildi. Biiyiime oranlarinda farklilik
goriilmemesine karsin aderanslardaki azalma KF epitelinin sadece P. aeruginosa nin
epitelyum yiizeyine baglanmada non-spesifik veya spesifik mekanizmalar ile baglanmasinda
gorev alan yapilarin degistigini, epitelin hiicre biiylimesi iizerinde herhangi bir etkisinin
olmadigmni gostermektedir. Calismamizda normal ve KF bronsiyal epitelyum hiicrelerindeki
P.aeruginosa’ nin slime iiretimi kendi aralarinda ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda KF
hiicrelerinde normal epitelyum hiicresine ve kontrol grubuna gére daha fazla oldugu gozlendi

ve istatiksel olarak anlamli saptandi.

Son yillarda P.aeruginosa infeksiyonlarmin patogenezinde biyofilm olusumunun 6nemli
rol oynadig1 vurgulanmaktadir. Ilk olarak 17. Yiizyilda Levenhoek disinden almis oldugu
ornekte plaklar i¢inde yasayan mikroorganizmalardan bahsetmistir [130]. 1978 yilinda ise
bakterinin biyofilm adi1 verilen bir olusum igersinde oldugu ve bakterinin yapismis sekli ile
serbest sekli arasinda fark oldugu saptanmistir. Biyofilm mikroplar tarafindan olusturulan
herhangi bir ylizeye, ara yiizeye veya birbirlerine yapigsmalarini saglayan ve biiylime oranlari
ve gen transkripsiyonuna bagli olarak farkli fenotip gosterebilen ve olusturan
mikroorganizmalarm icinde gomiilii olarak bulundugu ekstraselliiler polimerik maddeden
olusmus matriks olarak tanimlanmistir. Bakteriler konak savunmasi ve antibiyotiklere karsi
direng, yasam i¢in gerekli ortam olusturabilme, adezyon ve kolonizasyon saglama gibi
amaglarla biyofilm olusturur. Biyofilmler bakterileri nem, 1s1 ve ph degisiklikleri gibi ¢evresel
kosullardaki degisimlerin ultraviyole 1s18a maruz kalma gibi zararli etkilerden korur.
Besinlerin depolanmasini ve atiklarin uzaklastirilmasini kolaylastirir. Bakterilerin kiimeler
halinde ve ekzopolisakkarit matriks igersinde bulunmalari sonucu fagosite edilmeleri gii¢lesir
ve humoral immun sistem bilesenlerinin bakterilere ulagmalar1 engellenmis olur [100]. Bir

biyofilmin olusmasi i¢in gerekli olan ortak bilesenler mikroorganizma glikokaliks ve
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yiizeydir. Bu bilesenlerden biri olmadig: takdirde biyofilm olugmaz. Bir biyofilmin yapisi
%97 su olmak tizere %2-5 mikroorganizma , %1-2 polisakkarit %1-2 protein,%1-2 DNA ve
iyonlardan olugsmaktadir. Biyofilmler tek bir mikroorganizma tarafindan olusturabildigi gibi
birden fazla tiirii de yapisinda barindirabilr. Farkl: tiirlerde olugan biyofilmlerde her tiir kendi
mikrokolonisi olusturur. Bu mikrokoloniler birbirinden su kanallar1 aracilifiyla ayrilmustir.
Bu su kanallar1 i¢inde devam eden su akisi besin maddelerinin ve oksijenin diflizyonunu
saglar. Sistemin yapisina mikroorganizmanin tiiriine ve ¢evresel faktorlere bagl olarak olgun
bir biyofilm olusmas: birka¢ saatten birka¢ haftaya kadar zaman alabilir. Ornegin
P.aeruginosa ‘nin elektrik yiiklii yiizeye yapismasi sadece 30 sn alir [131]. Baltimore ve
arkadaglarinin yaptigi calismada da CF bronsiyal epitelinde P.aeruginosa ‘nin biyofilm
dretimi gézlenmistir [115,132]. Lee ve arkadaglarmin in vivo yaptigi ¢alismada hem
P.aeruginosa’nin biyofilm olusumu gosterilmis hem de biyofilm olusumu ile birlikte
adherans oranmnin da diistiigli gézlenmistir [133]. Bu degisikliklerin nedenlerinin ag¢iklanmasi
icin KFTR nin epitelyum ylizeyinde ve ortamda yapmis oldugu degisiklikler irdelendiginde;
bazi arastirmacilar P aeruginosa’nin KF epitelyumuna (KFTR') asialo-GM1 araciligiyla daha
fazla baglandigmi gosterirken [110,111], bazi arastirmacilar KFTR reseptoriinin P
aeruginosa lipopolisakkariti i¢in reseptér gorevi gordigiinii ve bu sekilde epitelyume
baglanan bakterinin atilimimin saglandigmmi, KFTR reseptor azliginda ise akcigerde artmis
bakteri yiikiiniin oldugunu fakat aderansin azaldigini bildirmislerdir [112,113]. Diger bir
calismada ise P aeruginosa pyosiyanin gibi sitotoksinlerin iiretimini arttirarak KFTR
ekspresyonunu degistirdiklerini géstermislerdir [114]. Bunun yaninda KF’ li hastalarda izole
edilen P aeruginosa suslarinin yogun olarak biyofilim iiretmeleri ve bu iiretimin gevresel
degisiklikler yaninda quorum-sensing sistemi tarafindan kontrol edilen rhamandolipidlerin

KF’ li hastalarmn balgamlarinda yogun olarak bulundugunu gosteren calismalar vardir

[115,116,117].
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6. SONUC

P.aeruginosa’nin neden oldugu enfeksiyonlar, KF’ 1i hastalarda 6nemli bir morbidite
ve mortalite nedenidir. Giiniimiizde ¢oklu ilag direngli P.aeruginosa ile olusan kronik

enfeksiyonlar KF hastalarinda dnemli bir problem haline gelmistir.

Calismamizda In vitro kosullarda KF” li ve normal insan epitelyumunun Pseudomonas
aeruginosa ile enfekte edilmesi sonrasinda bakterinin fenotipik yapi1 Ozelliklerindeki

degisimleri incelendi. Sonug olarak;

1- Elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda P.aeruginosa’nin KF epitelinde aderans ve
biyofilm iiretimi gibi fenotipik farkliliklarin goriilmesinin epitelyum yiizey yapisinda olusan
yapisal degisikliklerin bakteri aderansina ve muhtemelen bu degisiklikler sonucu olusan
olumsuz ortam veya bu degisikliklere neden olan genetik uyarmin bakteri iizerine direkt

etkisine bagli olarak biyofilm tiretimini arttirdigini diistindiirmektedir.

2- KF’ 1i hastalarda P.aeruginosa enfeksiyonlarinin tam olarak tedavi edilememesinin

ana nedenlerinden birisinin bakterinin ugradigi fenotipik degisiklikler olabilecegi diisiiniildii.
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OZET
Kistik fibrozisde olusan solunum enfeksiyonlarinda bakteri fenotipik 6zelliklerin

arastirilmasi.

Amagc: In vitro kosullarda KF’li ve normal insan epitelyumunun P. aeruginosa ile
enfekte edilmesi sonrasinda bakterinin fenotipik yapi (biyofilm olusumu, aderans olusumu,

biiylime oranlar1) 6zelliklerindeki degigsimlerinin tespit edilmesidir.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda green florasan protein (GFP) transfer edilmis P.
aeruginosa ‘nin bronsiyal epitelyum hiicresi, Kistik fibrozis trakeal epitelyum hiicresi, normal
insan trakeal epitelyum hiicresi, kistik fibrozis bronsiyal epitelyum hiicresinde kantitatif
(fluorometride 485-532 dalga boyunda okutularak) ve kalitatif (florasan mikroskopda)
yontemle aderans tayini yapilmistir. Mikroorganizmanin biiyiime oranlar1 fluorometrede 37
°C de inkiibasyonda 485-535 nm dalga boyunda 0, 6, 8, 12 ve 16. saatlerdeki fluoresans
degerlerine bakilarak tespit edildi. Kristal viyole boyama yontemi ile slime iiretimine bakildi.

Istatistik yontemi olarak T-test kullanild1. P<0.05 anlaml1 kabul edildi.

Bulgular: P. aeruginosa’ nin normal ve KF trakeal ve bronsiyal epitelyum hiicrelerine
adherans orani karsilastirilmistir, ayn1 bolge normal ve KF epitelleri arasinda aderans farki
istatistiksel olarak (p<0.05) anlamli bulunmustur. GFP P. aeruginosa suslarinin aderanslarinin
florasan mikroskopda goriintiillemesinde aderansda farklilik net olarak belirlenememekle
birlikte ilging olarak IB3 hiicrelerinde bakteri morfoloji degisikligi tespit edilmistir Farkli
zaman dilimlerinde tiim hiicrelerin biiylime oranlar1 kontrol grubu ve kendi aralarinda
karsilastirilmistir istatiksel olarak anlamli bir sonug elde edilememistir. Buna karsimn normal
ve KF bronsiyal epitelyum hiicrelerinde slime iiretiminin KF hiicrelerinde normal epitelyum

hiicresi ve kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli bir artig gézlenmistir

Sonug¢: Calismamizda P.aeruginosa’nin KF epitelinde aderans ve biyofilm iiretimi
gibi fenotipik farkliliklarmm goriilmesinin epitelyum yiizey yapisinda olusan yapisal
degisikliklerin bakteri aderansma ve muhtemelen bu degisiklikler sonucu olusan olumsuz
ortam veya bu degisikliklere neden olan genetik uyarinin bakteri lizerine direkt etkisine bagl
olarak biyofilm iiretimini arttirdigini diisiindiirmektedir. KF’ 1i hastalarda P.aeruginosa
enfeksiyonlarinin tam olarak tedavi edilememesinin ana nedenlerinden birisinin bakterinin

ugradigi fenotipik degisiklikler olabilecegi diistliniildii.

Anahtar Kelimeler: Kistik Fibrozis, Pseudomonas aeruginosa, Aderans, Biyofilm
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SUMMARY
Investigation of bacterial phenotypical characteristics of respiratory infections in
Cystic Fibrosis

Objective: The purpose of the study is determination of the changes in bacterial
phenotypical structures (biofilm formation, adherence formation, growth ratio) after P.
aeruginosa infection normal human epithelium and human epithelium with CF in vitro

conditions.

Material and Methods: In our study quantitative (fluorometric) and qualitative
(fluorescent microscopic) methods have been used to determine the amount of adherence of
green fluorescent protein transferred P.aeruginosa in normal and CF bronchial and, tracheal
epithelium cells. Growth ratio of microorganism has been determined by using fluorometry in
37 °C incubation at 0,6,8,12,16 th hour values. Chrystal violet staining method has been used
for searching slime production. T-test has been used as the statistical method. P<0.05 has
been accepted as significant.

Findings: Adherence of P. aeruginosa to CF bronchial epithelium was decreased
compared to normal bronchial epithelium and it was statistically significant. However, P.
aeruginosa adherence to CF tracheal epithelium was decreased compared to normal tracheal
epithelium but it is not statistically significant. Interestingly, GFP P.aeruginosa,
morphological changes have been determined in bronchial epithelium cell with CF cells.
Growth ratio of all cells has been compared between control group and themselves in
different time intervals, but no differences have been gathered. Conversely, statistically
significant increment of slime production of P. aeruginosa in CF bronchial epithelium cells

has been determined compared to normal epithelium cells and control group.

Result: In our study, changes in P. aeruginosa phenotypic properties such as
adherence has biofilm production and morphologic changes with CF bronchial epithelium
may due to effect of structural changes on epithelial superficial structures and induction of
genetic differences. It is thought that these effects directly effects bacterial phenotypic
properties while infections in CF patients and these phenotypic changes may be the major

determinant of the therapeutic failure of infections.

Kay Words: Cystic Fibrosis, Pseudomonas aeruginosa, Adherence, Slime production
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