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OZET

LiPIDOMIK YAKLASIM KULLANILARAK TUBERKULOZ HASTALIGI iCiN
LiPiD BELIRTECLERININ SAPTANMASI VE TEDAVi SURESINCE DEGISEN
LiPID TURLERININ BELIRLENMESI

Serkan CAN
Yiiksek Lisans Tezi
Farmasoétik Biyokimya Ana Bilim Dali
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Serap SAHIN-BOLUKBASI
2020, 91 sayfa + xviii

Tiiberkiiloz (TB), Mycobacterium tuberculosis'in (Mtb) neden oldugu bulasict bir
hastaliktir ve diinyadaki 6nde gelen 6liim nedenlerinden biri olmaya devam etmektedir.
TB igin en biiyiik sorun, aktif hastaligin teshisi igin kan-temelli giiglii biyobelirteclerin
bulunmamasidir. Biyobelirtecler, normal veya patojenik siiregleri gosteren spesifik
molekiillerdir. Lipitler enerji metabolizmasinda, membran yapisinda ve sinyal iletiminde
onemli roller oynamaktadir. Lipidomik, hiicresel lipidleri biiyiik 6l¢ekte inceleyen yeni
bir alandir ve biyomedikal bilimlerde yeni lipidomik uygulamalar ortaya ¢ikmaktadir.
Farkl1 hastaliklarin patogenezinde rol oynadigi bilinen lipit tiirleri kullanilarak yeni tedavi
stratejileri gelistirilmektedir. TB hastaliginda lipit metabolizmasinin daha iyi anlasilmasi,
TB hastalig1 i¢in yeni ve daha iyi tedavilerin gelistirilmesine katkida bulunabilecektir. Bu
calisgmanin amaci, TB tanisi ic¢in potansiyel kan-temelli lipit biyobelirteclerini
tanimlamaktir. TB hastalar1 ile kontrollerin lipid profilleri hedeflenmemis lipidomik
yontemle Karsilastirilmistir. Cok degiskenli kismi en kiiglik kareler ayirici analiz
modelleri, TB ve kontroller arasinda farkli lipid profillerin varligin1 géstermistir. Yag
asidi (FA), gliserofosfolipid (PG), gliserolipid (GL), sfingolipid (SP), sterol lipit (ST) ve
prenol lipit (PR) dahil olmak fiizere otuz dort lipit tiiriinin TB'de farkli sekilde
diizenlendigi bulunmus ve bu lipit tiirleri TB icin olas1 biyobelirtegler olabilecekleri
Onerilmistir. Ayrica, tedavi edilen TB hastalarinin lipit profillerinde kontrollere gore

anlamh farkliliklar bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Tiiberkiiloz, Lipidomiks, Elektrosprey Iyonizasyon Kiitle
Spektrometresi (ESI-MS), Lipid Maps
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ABSTRACT

DETERMINATION OF LIPID MARKERS FOR TUBERCULOSIS AND
SPECIFICATION OF CHANGED LIPID SPECIES DURING TREATMENT BY
USING LIPIDOMICS APPROACH

Serkan CAN
Master Thesis
Department of Pharmaceutical Biochemistry
Supervisor: Assistant Prof. Dr. Serap SAHIN-BOLUKBASI
2020, 91 pages + xviii

Tuberculosis (TB) is an infectious disease caused by Mycobacterium tuberculosis (Mtb)
and remains one of the leading causes of mortality in the world. The biggest problem for
TB is the absence of strong blood-based biomarkers for the diagnosis of active disease.
Biomarkers are specific molecules that indicate a normal or pathogenic processes. Lipids
are playing major roles in energy metabolism, membrane structure, and signal
transduction. Lipidomic is a new field that examines cellular lipids on a large scale and
novel applications of lipidomics in the biomedical sciences have emerged. New treatment
strategies are developing by using known lipid species to play a role in the pathogenesis
of different diseases. A better understanding of lipid metabolism in TB disease can
contribute to the development of new and better treatments for TB disease. The objective
of this study is to identify potential blood-based lipid biomarkers for the diagnosis of TB.
Lipid profiles of TB patients and controls were compared with an untargeted-lipidomic
method. Multivariate partial least squares differential analysis models showed the
presence of different lipid profiles between TB and controls. Thirty-four lipid species,
including fatty acid (FA), glycerophospholipid (PG), glycerolipid (GL), sphingolipid
(SP), sterol lipid (ST) and prenol lipid (PR), have been found to be regulated
differentially in TB and these lipid types have been suggested to be possible biomarkers
for TB. In addition, significant differences were found in lipid profiles of treated TB

patients compared to controls.

Key words: Tuberculosis, Lipidomics, Electrospray ionization-mass spectrometry (ESI-
MS), Lipid Maps
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1. GIRIS ve AMAC

Tiiberkiiloz (TB), Mycobacterium tuberculosis (Mtb) denilen bir basille olusan
ve tedavi edilmezse oliimle de sonlanabilen, bulasici bir hastalik olup insandan
insana havayolu ile bulagsmaktadir. Tiiberkiiloz hastaliginin tam tedavisi igin,
bu hastaligin gorildiigii yas gruplari, sik rastlandigi bolgeler, hastalarin
sosyoekonomik durumlart gibi epidemiyolojik &zelliklerin iyi bilinmesi
gerekmektedir. 2018 yilinda diinya genelinde yaklasik 1.5 milyon insanin
yasamini yitirmesine neden olan TB hastalifinin goriilme orani Son yillarda
azalmis olmakla birlikte, lilkemiz gibi gelismekte olan {ilkelerde halen
Olumlere, is gilicii ve ekonomik kayiplara sebep olmasindan dolayr 6nemli bir

halk saglig1 sorunu olarak yerini korumaktadir.

Lipidler hiicre ve doku fizyolojisinde bircok hiicresel siirecin kontroliinde
onemli gorevler almaktadirlar. Lipid metabolizmasinin diizenlenmesi, sagligin
korunmasi igin gereklidir; bu nedenle bu sistemin diizenlenmesinin veya bu
diizenlemenin bozulmasinin, ndrodejeneratif hastaliklar, diyabet, obezite,
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve bulasici hastaliklar gibi birgok hastaliga
yol agtig1 bilinmektedir. Dolayisiyla lipidlerin biiyiikk 6lgeklerde toplu olarak
karakterize edilmeleri veya °’lipidomiks’’, saglik arastirmalarinda yiiksek
Ooneme sahiptir. Lipidomiks, normal ve patolojik durumlarda, biyolojik
sistemlerdeki lipidlerin belirlenmesi, miktarinin 6lgiilmesi ve ayn1 zamanda bu
lipid tiirleriyle baglantili enzim ve gen ekspresyonlar ile ilgili ¢aligmalar1 da

igeren bir bilim dalidir.

Biyobelirtecler, normal veya patojenik bir siirecte Olgiilebilen, terapdtik bir
miidahaleye veya asilamaya farmakolojik bir tepki gosteren 6zel yapilardir.
Boylece hastalik durumu, progresyon riski, tedaviye veya ilag toksisitesine
cevap verme olasilig1 ve asilama sonrasi koruyucu bagisiklik hakkinda bilgi
saglamaktadirlar. Hastaliga 6zgii lipid biyolojik belirteglerinin kesfedilmesi ve
tanimlanmasi, saglikli bireylerle spesifik bir hastalik i¢in risk altindaki kisilerin
ayirt edilmesine olanak saglamaktadir. Boylece, klinisyenler hastaliklar1 daha
erken teshis edebilmektedirler. Klinik lipidomik, hiicrelerde, biyopsi veya
viicut s1v1 orneklerinde bulunan tiim lipit molekiil profillerinin elde edilmesi ile

metabolizma yolaklar1 ve aglarmi incelemek i¢in yeni bir lipidomik alan



olusturmaktadir. Klinik lipidomik ¢alismalar, hastalik biyobelirteglerinin
tanimlanmasi1 ve gelistirilmesinde, sinyal iletiminde, metabolik siireclerin ve
molekiiler mekanizmalarin arastirilmasinda ve ila¢ hedeflerine iliskin
caligmalarda 6nemli faydalar saglamaktadir. TB hastaligi diinyada ¢ok fazla
olime sebep olup, tedavisi ve teshisi icin ilag gelistirilmesi amaciyla iilkelerin
hala ¢ok biiylik yatirnmlar yaptigi hastaliklardan birisidir. TB hastalig1 icin
biyobelirteg belirlenmesi, tiiberkiiloz tedavisinde fayda saglayabilecek yeni

seceneklerin gelistirilmesinde dnemlidir.

Calismamizda hedeflenmemis lipidomik yontem kullanilarak TB hastalarinin
tim lipid profilleri degerlendirilmistir. Hedeflenmemis lipidomik yontemin
hedefli lipidomik yonteme gore avantaji, hastalikla ilgili olarak degisebilecek
olan tiim liipid tiirlerinin taranmasina olanak saglamasidir. Bu bakis agisindan
yola c¢ikarak calismada ilk olarak; TB hastalarindan ve saglikli bireylerden
alman kan Orneklerindeki lipid tiirleri hedeflenmemis lipidomik yontemle
karsilagtirilarak, TB hastalar1 ile saglikli bireyler arasinda spesifik olarak
degisen lipid tiirlerinin belirlenmesi ve bu lipidlerin biyobelirteg olarak
Onerilmesi amaglanmistir. Calismanin diger amaci ise, hedeflenmemis
lipidomik yontem kullanilarak, TB hastalarindan tedavileri siiresince alinan
kan Orneklerindeki lipid tiirlerinin saglikli bireylerin lipid tiirleri ile
karsilastirilmast  sonucunda, tedavi siiresince degisen lipid tiirlerinin

arastirilmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tiiberkiiloz

TB, eski caglardan beri varhigimi siirdiiren ve diinyada hala ciddi bir saglik
sorunu olmaya devam eden enfeksiyon hastaliklardan birisidir. Basta akciger
olmak iizere tiim organlarda ortaya ¢ikabilen ve tedavi edilmezse Oliimle
sonuglanabilen bir hastaliktir [1]. TB’nin tarihi hakkindaki en eski bilgiler,
basil DNA’sinin milattan dnce 3000 yillarinda yasamis olan bir geng¢ kizin
mumyasindan PCR yontemi kullanilarak tespit edilmesiyle elde edilmistir [2].
Milattan once Nil Nehri vadisinde iki biiyiik epidemic, milattan sonra ise
Kuzey Amerika ve Avrupa’da salgmnlar goriilmistiir [2]. TB basili ilk kez
Robert Koch tarafindan 1882 yilinda tanimlanmigtir. Koch, akcigerdeki bir
lezyondan basili alarak kiiltiirde ¢ogaltmis ve tekrar deney hayvanlarinda
hastalik olugmasimi saglamistir. Kesfettigi bu basile de Mycobacterium
tuberculosis (Mtb) adimi vermistir [3]. Mtb bulagmasinda en 6nemli etken
balgam mikroskopisi pozitif olan ve aside direngli basil (ARB) pozitif olan
hastalardir. Hasta olan kisi ile temas siiresinin artmasi hastaliin bulasma
riskini artirmakta olup, basta aile bireyleri olmak {izere ev/is arkadaglari, ortak

paylasim alanlarinda yasayanlar bulasma riskini artirmaktadir [4].

TB, 2018 yilinda diinya genelinde en ¢ok 6liime sebep olan hastaliklar arasinda
onuncu sirada yer almis olup 10 milyon yeni TB vakasi tespit edilmistir [5].
2018 yilinda TB hastaligina bagli olarak, HIV negatif 1.2 milyon, HIV pozitif
251 000 (toplam HIV/AIDS 6liimlerinin % 33’{ine karsilik gelmektedir) olmak
izere toplamda yaklasik 1.5 milyon insan yasamini yitirmistir [5]. Diinya
Saglik Orgiitii (DSO)’ne gore 2018 yilinda teshis edilen toplam tiiberkiiloz
vakalarmin % 57’si on bes yas Ustli yetiskin erkeklerde goriiliirken, % 32’si

kadinlarda ve %11°i ise on bes yas altindaki ¢ocuklarda goériilmiistiir [5].

2018 yilinda teshis edilen TB vakalarinin diinya genelinde bdlgelere gore
dagiliminin; Giiney-Dogu Asya (% 44), Afrika (%24), Bat1 Pasifik (% 18),
Dogu Akdeniz (% 8), Amerika (% 3) ve Avrupa (% 3) olarak bildirilmistir.
Tiiberkiiloz vakalarmin {cte ikisinin; % 27 Hindistan, % 9 Cin, % 8
Endonezya, % 6 Filipinler, % 6 Pakistan, % 4 Nijerya, % 4 Banglades ve % 3
Giliney Afrika olmak iizere baslica sekiz lilkede yogunlastigi ve diger yliksek



TB yiikii olan iilkelerle birlikte diinyadaki toplam TB vakalarinin % 87’sini
olusturduklart bildirilmistir (Sekil 2.1.) [5].

Number of
incident cases
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2500 000 South Africa : /

Sekil 2.1. Ulkelere Gére TB Gériilme Oranlar1 (2018 Yili) [5].

TB tedavisinde en biiylik problemlerden birisi ilaca karst direng gelismesidir.
Bu nedenle, ilaca direngli TB halk sagligi tehdidi olmaya devam etmektedir.
2018 yilinda diinya genelinde yaklasik 500 000 rifampisine direncgli yeni vaka
tespit edilmis ve bu vakalarin % 78’inde c¢oklu ilag-direnci bulundugu
bildirilmistir. Hindistan (% 27), Cin (%14) ve Rusya Federasyonu (% 9)’nun
ilaca kars1 direngli TB vakalarinda kiiresel yiikii olusturan baslica tilkeler
olduklari bildirilmistir [5]. Kiiresel olarak, yeni TB vakalarinin % 3.4'liniin ve
daha once tedavi edilen ve c¢oklu- ilaca direngli TB veya rifampisine direngli
TB (MDR/RR-TB) vakalarin % 18'inin en yiiksek oranlarda eski Sovyetler
Birligi tilkelerinde goriildiigii rapor edilmistir (Sekil 2.2.) [5]. 2000 yilindan
2017 yilina kadar TB kaynakli 6lim sayisinda, HIV negatif ve HIV pozitif
vakalardaki disiisler sirasiyla % 29 ve % 44 olarak bildirilmistir. Kiiresel
olarak, TB insidansindaki ortalama diisiisiin 2000-2018 déneminde yilda % 1.6
ve 2017-2018 arasinda % 2.0 oldugu bildirilmistir [5].
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Sekil 2.2. 2016-2020 Yillar1 Arasinda DSO Tarafindan Tanimlanan TB,
TB/HIV ve MDR-TB I¢in Yiiksek Yiik Tastyan Ulkeler [5].

Tiirkiye’de 2005-2016 yillar1 arasinda TB insidanst ylizbinde 29.4’ten 15.3’¢
diismiistiir (Sekil 2.3.). Tirkiye’de 2016 ve 2017 yilinda TB goriilme orani yiiz
binde 14 olarak hesaplanmigtir. Bu hastalarin % 0.1’ini HIV pozitif ve
% 0.6’sim1 ¢oklu ilaca direngli tiiberkiiloz hastalar1 olusturmaktadir. 2016
yilinda 12.417 TB hasta bildirimi yapilmisken 2017 yilinda 12.046 hasta
bildirimi yapilmistir. 2016 ve 2017 yillar i¢in, toplam hasta sayisinin % 66’s1
akciger TB olarak tespit edilmis ve akciger TB’lerin % 79’unun tanisi
bakteriyolojik dogrulama ile konulmustur (Sekil 2.4.). Ulkemizde, 2017 yilinda
teshis konulan hastalarin % 3.3’1 (2016 yili i¢in % 2.9’u) MDR hastalardir. Bu
hastalarin % 14’tGnii (2016 yili igin % 16’s1) niiks MDR olan hastalar
olusturmaktadir. 2016 yil1 6liim hiz1 yiiz binde 0.5 olarak gériilmistiir [5].
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Sekil 2.3. Tiirkiye’de Yillara Gére TB Insidansi, 2005-2016 [6]
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Sekil 2.4. Verem Savas Dispanseri (VSD) Birimlerinde Yapilan Tamn
Calismalar1, 2005-2017 [6]

2018 yilinda 11576 hasta bildirimi yapilmis ve toplam hasta sayisinin % 65°1
akciger TB olarak tespit edilerek, akciger TB’lerin % 78’inin tanisi
bakteriyolojik dogrulama ile konulmustur. 2018 yilindaki TB wvakalariin
% 6’sinin 0-14 yas arasi ¢ocuk, % 40’1in kadin ve % 54’{iniin erkek oldugu
bildirilmistir [5]. Ulkemizde, 2018 yilinda teshis konulan hastalarin % 3.5%i
MDR hastalardir. Bu hastalarin % 12’iinii niiks MDR olan hastalar

olusturmaktadir. 2018 yil1 6liim hiz1 binde 0.42 olarak goriilmistiir [5].

2.2. Tiiberkiilozun Etkenleri

Mtb bir tiiberkiiloz kompleksi iyesidir. Bu kompleksin diger iiyeleri M.
africanum, M. bovis, M. microti’dir. Taksonomik analizlerle beraber molekiiler
diizeyde ve DNA iizerinde yapilan caligmalar kompleksteki iiyelerin tek bir
tiirden olustugunu gostermektedir [7].

Tiiberkiiloz dis1 mikobakteriler (TDM), 50 yili askin bir siiredir akciger
enfeksiyonu etkeni olarak kabul edilen organizmalar olup ¢evremizde ¢ok
yaygin olarak bulunmaktadirlar. TDM’in sebep oldugu enfeksiyon, kaviter bir
hastalik olarak gozlemlenmekte ve akcigerin iist loblarinda goriilmektedir.
Basarili bir tedavi igin 12-24 ay boyunca kombine antibiyotik tedavisi
gerekmektedir (Tablo 2.1.) [8].



Tablo 2.1. insanda Hastaliga Neden Olan Mikobakteri Tiirlerinin

Siniflandirilmasi [8]

I 1. Yavas Ureyen Mikobakteriler 1.

Mycobacterium 4 B. c Hizli  Ureyen
g?ﬁgf:)!os's Photochromogens  Scotochromogens Non-chromogens  Mikobakteriler
M. tuberculosis M. kansasii M. gordonae M.avium complex- M. fortuitum

M.avium,

M.intracellulare
M. bovis M. marinum M. scrofulaceum M. terrae complex M. chelonae
M. africanum M. ulcerans M. abscessus
M. microti M. xenopi

M. simiae

M. malmoense

M. szulgai

M. asiaticum

Mikobakteri hiicre duvari bu organizma i¢in ayirt edici 6zelliktedir. Hiicre
duvari; hiicre zarina baglh lipopolisakkarit, lipoarabinomannan ve
peptidoglikan, arabinogalaktan ve mikolik asiti igeren makromolekiillerin
kovalent baglanmasiyla olusmaktadir [9]. Hiicre duvarinmn ilk boliimiinde
peptidoglikan, arabinogalaktanin kovalent olarak baglanmasi ve bu yapiya
mikolik asitin eklenmesiyle olusan yapi bulunmaktadir. Ikinci boliimde alfa
zincirlere bagli uzun ve kisa zincirli yag asitleri bulunmaktadir. Bu iki yapi
igerisinde daginik sekilde proteinler, fosfatidilinositol mannosidler, phthiocerol
iceren lipitler, lipomannan ve lipoarabinomannan bulunmaktadir [10].
Mikobakteriler igin kullanilan ilaglarin ¢ogu peptidoglikan, arabinogalaktan ve
mikolik asit kompleksini hedef almaktadir [11]. Mikolik asit glikolipitleri ve
trehaloz dimikolat, ’Kord Faktorii’nii>” olusturmaktadir (Sekil 2.5.) [12].

Mikobakteri hiicre duvarinda bol miktarda lipid bulundurmasi bakteriye
kendine 6zgii boyama 6zelligi kazandirmaktadir. Gram boyama ile gram pozitif
olarak boyanirlar. Mikolik asit yapisindan dolayr Ziehl-Neelsen’” veya
“Kinyoun’’ gibi yontemlerle boyandiktan sonra, asit alkol ile boyay1 tekrar
birakmazlar [13]. Mikroskopi ile mikobakteri saptamak kiiltiire gore daha az
duyarli olmasina ragmen bakterinin varligini teshis etmek i¢in en hizli ve kolay
yontemdir. Kiiltiirde mikobakteri varliginin saptanmasi i¢in mililitrede 10-100

canlt basil gerekirken mikroskopide bu say1r 5000-10.000°e ¢ikmaktadir [14].



Mikobakterilerin  mikroskop ile saptanmasi, Mzb’yi tiiberkiiloz dist
mikobakterilerden ayirt etmemektedir [14].
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Sekil 2.5. Mikobakteri Hiicre Duvari1 Yapisi [15]

-

Hastaligin kesin tanis1 i¢in mikobakterilerin kiiltiir ortaminda {iretilmesi
gerekmektedir. Mikobakterilerin izole edilip ¢ogalmasini saglamak igin,
bakterinin hizli ve bol {iremesini saglamasi, maliyetinin ucuz olmasi, pigment
ve kolonilegme takibinin kolay olmasi bakimindan Lowenstein-Jensen yumurta
bazli besiyeri kullanilmaktadir [14]. Kiiltiirler 8 hafta boyunca 37°C’de inkiibe

edilerek besiyerinde tireme olup olmadigi kontrol edilmektedir [14].



Tiiberkiiloz basilleri akcigere damlaciklar halinde tagindiktan sonra enfeksiyon
olusturmaktadirlar. Hasta birey bu enfeksiyonu ortadan kaldiramazsa alveoller
icerisinde bulunan basiller makrofajlar i¢inde c¢ogalarak baska dokulara gog
etmekte ve orada enfeksiyon olusturabilmektedirler. Akcigerde bulunan
makrofajlar, sitokinler ve kemokinler iireterek, fagositik hiicreleri ¢ekerler ve
burada tliberkiil ad1 verilen nodiiler gramulatdz yap1 olustururlar. Tiiberkiiller
lenf diiglimlerine girerek lenfodenopatiye yol agabilmektedirler. Akciger
parankimi ve lenf nodu tutulumu ile olusan lezyona ghon kompleksi adi
verilmektedir [12]. Tlk enfeksiyonda basil 2 ile 10 hafta arasinda hiicre aracili
immiin (CMI) cevabi gelisene kadar ¢ogalmaya devam etmektedir. Akcigerde
etkili bir CMI yanit1 olmazsa, “’Tiimor Nekroz Faktorii (TNF)’’ tarafindan

akciger dokusunda kazedz nekrozlar olusturulmaktadir [12].

Gogls radyografileri fazla 6zglin olmamakla birlikte tiiberkiiloz teshisinde
klinik karar vermede olduk¢a O6nemli rol oynamaktadir [16]. Hiler veya
mediastinal lenfadenopatiler ve parankim hasarinin goriilmesi akciger
tiiberkiilozu tanisinda yardimci bulgulardir [17]. Tiberkiiloz teshisinde bir
diger yontem “’Tiberkiilin Deri Testi (TDT)’’dir. Mtb den saflastirilarak elde
edilen protein tiirevi, 6n kol cilt altina enjekte edilmekte ve 48 ila 72 saat sonra
deride meydana gelen kizariklik ve sigsmenin milimetre olarak ol¢iilmesiyle
degerlendirilmektedir. Bu  testin  uygulanmasinin, Ol¢iilmesinin  ve
degerlendirilmesinin; egitimli bir saglik personeli tarafindan yapilmasi

gerekmektedir [18].

HIV ile enfekte hastalarda siklikla goriilen firsat¢i enfeksiyon hastaliklarinin
basinda TB gelmektedir. TB, HIV enfeksiyonunun herhangi bir doneminde
gelisebildigi gibi ¢ogunlukla HIV enfeksiyonu ile ayni anda saptanmaktadir.
HIV, enfeksiyonun seyrini hizlandirarak AIDS hastaliginin ortaya ¢ikmasina
sebep olmaktadir [19].

Akciger disi tiiberkiiloz (AD-TB), lilkemizdeki tiiberkiiloz hastalarinin yaklasik
% 35,6’sinda goriilmektedir. Plevra tiiberkiilozu hari¢c AD-TB kadinlarda daha
stk goriilmektedir. AD-TB’nin tutulan organlara gore dagilimi: plevra TB (%
24,8), toraks dis1 lenfadenit TB (% 30.2), periton/gastrointestinal sistem TB (%



5.8), genitoiiriner TB (% 3.7), toraks i¢i lenfodenit TB (% 11.7), omurga dis1
kemik-eklem TB (% 1.9), omurga kemik- eklem TB (% 4.7), miliyer TB (%
2.6), menenjit TB (% 2,9), santral sinir sistemi TB (% 0.4) ve diger organlarin
tiiberkiilozu (% 11.4) olarak bildirilmistir [4, 20].

2.3. Tiiberkiiloz Tedavisi

Antitiiberkiiloz ilaglari ile tedavi tamamen saglanabildigi halde tedavi dniindeki
en biliylik engel tedaviye tam uymamaktir. Bu uyumsuzluk sonucunda
enfeksiyonun yayilmasi ve ilag direnci gelisimi goriilebilmektedir. Tedavi
uyumundaki sorunlar; tedavi siiresinin uzun olmasi (altt ay veya daha uzun
stirmesi), hastanin fiziksel veya zihinsel engelli olmasi, bagimlilik yapan
madde kullanmasi vb., sebeplerdir. Tedavide basariy1 artirmak igin saglik
kuruluglar1 tarafindan dogrudan gozetimli tedavi (DGT) uygulanmaktadir.
Hastanin ilact bir saglik gorevlisi gozetiminde igirilerek tedavinin siirekliligi

saglanmaktadir [21].

Tedavi rejimleri baslangic donemi ve idame donemi olmak iizere iki donem
tizerinden ele alinmaktadir. Bu donemde kullanilacak ilacin siiresi hastalik
tanimima gore belirlenmektedir. Baslangic doneminde hastalara dortlii ilag
tedavisi uygulanmaktadir. Buradaki amag, aktif ve hizli ¢cogalan TB basillerini
etkisiz hale getirmektir. Bu donemde herhangi bir sebeple tedavinin birakilmasi
veya aksatilmasi durumunda ilag direnci geligmesi olasilif1 yiiksektir. idame
donemi sterilizasyon dénemi olup sessiz haldeki TB basilleri temizlenmektedir.

Idame donemindeki tedavi terk durumunda niiks goriilebilmektedir [4].

2.4. Tiiberkiiloz Tedavisinde Kullamlan ilaclar

Tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan ilaglar baslhica iki grupta toplanmaktadir.
Aktif tiiberkiiloz tedavisinde nispeten daha az toksisite diizeyine sahip ve daha
etkili olan izoniyazid (H), Rifampisin (R), Pirazinamid (Z) ve Etambutol (E)
birinci sira (birinci basamak) ilaglar1 kullanilmaktadir. Birinci sira ilaglara
direng gelismesi sonucu, Amikasin (AMK), Kanamisin (KAN), Kapreomisin
(KAP), Streptomisin (S), Etyonamid (ETH), Para-amino salisilik asit (PAS),
Sikloserin (CYC), Terizidon (TRD), Ofloksasin (OFL), Levofloksasin (LEV),
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Moksifloksasin (MOKS), Klofazimin (KLF), Thiasetazon (THI), Linezolid
(LNZ) gibi ikinci sira ilaglar kullanilmaktadir [4, 22].

2.4.1. izoniyazid (H)

Tiiberkiiloz tedavisinde birinci seri ilaglar igerisinde kullanilan ve dormant
(sessiz) basiller iizerine de etkili olan giiclii bir ilagtir [23]. Etki mekanizmasi
tam olarak bilinmemekle birlikte muhtemelen hiicre duvarinda bulunan mikolik
asit sentezini inhibe etmektedir. Cogalan basiller iizerinde kuvvetli bakterisidal
etki gosterir. izoniyazid ayrica DNA, lipit ve karbonhidrat metabolizmasini
bozmakta ve nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) sentezini engellemektedir.
Mikolik asit lizerine etki ettiginden mikobakteriler i¢in olduk¢a secicidir. Bu
nedenle dar spektrumlu bir ilagtir [4, 23]. Oral yolla alinan izoniyazid sindirim
sisteminde yaklagik % 90 oraninda emilmektedir. 30-120 dakika arasinda
serum konsantrasyonu maksimum diizeye ulasmaktadir. Karacigerde
asetillenerek metabolize olmakta ve idrarla atilmaktadir [23]. Izoniyazid igin
giinliik doz 5 mg/kg ve maksimum 300 mg’dir. Karaciger fonksiyon bozuklugu
ve ilaca karst asir1 duyarliligr olan hastalarda ilaca ara verilebilir, karaciger

fonksiyon testleri ile gozlem yapilabilir [4].
2.4.2. Rifampisin (R)

Mikobakterilerin RNA Polimeraz enziminin B altbirimine baglanarak RNA
sentezini inhibe etmektedir. Bakteri RNA polimeraz B altbirimini sifreleyen
gen olan rpoB genindeki mutasyonlara bagl olarak ilag direnci
gelismektedir [24, 25]. Cogu tiiberkiiloz susuna karsi bakterisidal etki
gostermekte olup ayrica en kuvvetli steril edici ilagtir. Latent (gizli) ve
aktif tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan bir ilagtir. Hiicre icine girisi oldukca
yiiksek oldugundan hiicre icindeki basiller i¢in oldukca etkilidir. Hiicre igi
konsantrasyonu hiicre dis1 konsantrasyonundan bes kat fazladir [4, 24].
Oral olarak alinan rifampisinin tamamina yakinm1 emilerek, doku ve sivilara
dagilir ve beyin omurilik sivist (BOS) igerisine geger. Besinlerle emilimi
azaldigindan yemekten en az yarim saat once alinmalidir. Giinlik doz
yetiskinlerde 10 mg/kg ve maksimum 600 mg’dir. Ilacin serum

konsantrasyonu 2-4 saat arasinda maksimum seviyeye c¢ikmakta olup
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yarilanma Omrii 3 saattir. Karacigerde deasetilasyon ile metabolitleri
olusturulur. ilaca karsi asir1 duyarlilik gosteren ve karaciger fonksiyon
bozuklugu olan hastalarda dikkatli kullanilmalidir. Tedavi sirasinda uzun
siiren aralardan sonra yeniden tedaviye baslandiginda bobrek yetmezligi,
hemoliz ya da trombositopeni gibi immiinolojik reaksiyonlar
goriilebilmektedir. Béyle durumlarda rifampisin bir daha verilmemek {lizere

hemen kesilmelidir [4, 24].
2.4.3. Pirazinamid (2)

Zayif bakterisidal olmasina karsi ¢ok kuvvetli steril edici aktiviteye sahip olan
bir ilagtir [4]. Kazedz lezyonlarin asidik ortamlarinda giiglii aktivite
gostermektedir. Makrofajlar igerisinde bulunan dormant (uyuyan) ve
semidormant basiller {izerine etkilidir [26]. Pirazinamid tedaviyi 9-12 aydan 6
aya disiiren benzersiz Ozellikte bir tiiberkiiloz ilacidir. Giigli sterilizasyon
aktivitesi ile diger ilaglar tarafindan oldiiriilemeyen tiiberkiiloz basillerini
oldiirme kapasitesi vardir. TB basillerinin olusturdugu lezyonlardaki asidik
ortamin iki aymn sonunda azalmasi sebebiyle alt1 aylik tiiberkiiloz tedavisinin
ilk iki aymnda kullanilmaktadir. ki aydan fazla kullanilmasi ek fayda
saglamamaktadir.  pncA  geninde meydana gelen  mutasyon ile
PZase/nicotinamidase aktivitesini kaybederek pirezinamide karsi direg
gelismektedir [27]. ilag oral yolla alindiktan sonra hizla dokulara ve viicut
stvilarina dagilir. Plazma konsatrasyonu 2 saat icinde maksimum seviyeye
cikmaktadir ve ilacin yarilanma omrii 10 saattir. Karacigerde metabolize
olmakta ve idrar ile atilmaktadir. Giinliik doz 25 mg/kg dir. Normal dozlarda

mide bulantist yapabilen bir ilactir [4, 26].
2.4.4. Etambutol (E)

Mycobacterium avium kompleksi (MAC) tedavisi de dahil olmak iizere
tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan birinci sira ilaglar igerisinde yer almaktadir.
Etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte arabinozil transferaz
enzimini inhibe ederek bakteri hiicre duvarindaki arabinogalaktan’in sentezini
engelledigi distiniilmektedir [4, 28]. Tiiberkiilloz basilinde direng 107:1

oraninda rastgele genetik mutasyonla meydana gelmektedir. Bu mutasyan ile
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etambutolun inhibe edemedigi arabinozil transferaz enziminde artis
goriilmektedir [28]. Oral yolla alinan etambutolun yaklasik % 80’1 sindirim
sisteminde emilmektedir. ilacin plazma konsantrasyonu 2-4 saat icinde
maksimum seviyeye ¢ikmaktadir. Yarilanma omrii 3-4 saat kadardir. % 20’si
direk gaita ile atilirken, plazma icerisindeki ila¢ direk idrarla degismeden ve
karaciger metabolitleri olarak atilmaktadir. Etambutolda giinliik doz 15
mg/kg’dir. Tedaviye baslamadan oOnce ve tedavi sirasinda diizenli goz
muayenesi  Onerilmekle beraber gorme keskinligi ve renk algisi

bozukluklarinda ilag hemen kesilmelidir [4, 28].
2.4.5. Amikasin (AMK), Kanamisin (KAN)

Tiiberkiiloz tedavisinde birinci sira antitiiberkiiloz ila¢larina diren¢ karsisinda
kullanilmaktadirlar. ikinci sira ilaglar arasinda yer alan ve intramiiskiiler veya
intravendz enjekte edilen ilaclardir. Bakteri ribozomu 30s alt birimine geri
dontisiimsiiz  olarak baglanarak protein sentezini inhibe etmektedirler.
Bakterisidal etki gostermektedirler [4]. Streptomisine karsit direngli olan
tiiberkiiloz suslarinin ¢ogu Amikasin ve Kanamisine duyarlidir [26]. Giinliik
doz 15 mg/kg’dir. Hastalarda ilag yan etkilerine bagh isitme kaybi, bulanti

kusma, proteiniiri ve elektrolit dengesizligi yapabilmektedir [4, 26].
2.4.6. Kapreomisin (KAP)

Birinci sira antitliberkiiloz ilaglarina direngli tiiberkiiloz suslari i¢in etkili ikinci
sira enjekte edilebilir ilagtir. Bakterisidal etki gostermektedir. Giinliik doz 15
mg/kg’dir. Intramiiskiiler veya intravendz enjekte edilerek kullanilirlar. Yan
etkilerinde proteiniiri sik goriilmektedir. Hastalarin % 20-25’inde ilag
kullanimin1 sonlandiracak renal toksisite goriilmektedir. Kapreomisin BOS’a
ge¢mez. Hastalarda serum elektrolit dengesi takibi ve isitme kaybi testi

yapilmalidir [4, 26].
2.4.7. Streptomisin (S)

Streptomycin,  Streptomyces griseus adli  mantardan elde edilen,
aminoglikozitler grubunda bir antibiyotiktir. TB ve gram negatif basiller
tizerinde etkili bir ilagtir. Bakterisidal etki gostermektedir. Bakterinin 30s alt

birimine baglanarak protein sentezini inhibe etmektedir [4]. Ginliik doz 15
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mg/kg’dir. Intramiiskiiler veya intravendz olarak kullanilabilmektedir.
Streptomisinde goriillen en Onemli yan etki isitme bozukluklar1 ve
ototoksisitedir. Gebelikte plesentaya gectigi ve fetiiste isitme kaybina sebep

oldugu i¢in gebelikte kullanilmaz [4, 26].
2.4.8. Etyonamid (ETH)

izolatin etyonamide duyarli oldugu in vitro ortamda test edilmesi veya inhA
geninde mutasyon olmadigi molekiiler test ile tespiti halinde ilaca direngli
TB hastalarinin tedavisinde kullanilmaktadir [22]. Bakteriostatik etki
gostermekte ve mikolik asit sentezini inhibe etmektedir [4]. Giinlik doz 15-
20 mg/kg olup maksimum 1 gram kullanilmaktadir. ETH kullaniminda
goriillen yan etkiler arasinda agizda metalik tat, bulanti ve kusma sik
goriilmektedir. Ilag kullanan hastalarin % 2’sinde hepatoksisiste ve
norotoksisite goriilmektedir. Endokrin etki olarak jinekomasti, alopesi,

hipotiroidi goriiliir. Plasentaya gectigi i¢in hamilikte kullanilmaz [4, 26].
2.4.9. Para-amino salisilik asit (PAS)

Bakteriostatik etkili ilagtir. Folik asit yolagimi bloke etmektedir [4]. TB
tedavisinde etkinligi siirli ve kotii tolere edilen bir ilagtir. Etyonamid ile
kombinasyonunda hasta iki ilac1 tolere edemedigi igin gastrointestinal yan
etkiler ve hipotrodizm goriilmektedir. Bu yiizden iki 1ilag birlikte
kullanilmamalidir [22]. Oral yolla alinan ilagta giinlik doz 150 mg/kg (8-12
gram/glin)’dir.  Anoreksi, diyare, hipotroidi, hepatoksisiste goriilen yan
etkileridir. Hamilelikte kullanim igin yeterli ¢alisma bulunmamaktadir [4, 26].

2.4.10. Sikloserin (CYC), Terizidon (TRD)

Bakteriyostatik etkili ilagtir. Alanini alanil-alanin dipeptidine c¢eviren enzimi
inhibe ederek etkisini gostermektedir [4]. Toksisitesi yiiksek bir ilagtir. Glinlik
10-15 mg/kg ve maksimum doz 1 gram olacak sekilde kullanilmaktadir. Oral
yoldan alian bu ilag, intihar girisimi dahil norolojik ve psikolojik yan etkiler
gosterebilmektedir. H ve ETH ile beraber kullanildiginda norotoksisite riski

artmaktadir. Gebelikte kullanim ile ilgili yeterli veri bulunmamaktadir [4, 26].
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2.4.11. Ofloksasin (OFL), Levofloksasin (LEV), Moksifloksasin (MOKYS)

Florokinolon grubu antibiyotiklerdir [22, 26]. DNA giraz’1 inhibe ederek
bakterisidal etki gostermektedirler. OFL i¢in giinliikk doz 800 mg’dir. Bu doz
oral yolla aliir ve ikiye boliinerek kullanilir. LEV i¢in giinliik tek doz halinde
500-1000 mg’dir. MOKS giinliik dozu 400 mg’dir. Bu ilaglar genellikle oral
yolla alinir, ihtiya¢ dogmasi halinde intravendz alinabilir. Bu ilaglar nadiren
bulanti, kusma, istahsizlik, bas agrisi, sersemlik hissi, senkop ve nadiren
tendon riiptiirii, periferik néropati gibi yan etkiler gostersede iyi tolere edilen

ilaglardir. Gebelikte kullanilmamasi gereken ilaglardir [4, 22, 26].
2.4.12. Klofazimin (KLF)

Mikobakterial DNA’ya baglanip replikasyonu engelleyen bakteriostatik etkili
bir ilagtir. Oral yolla aliman ilacin giinlik dozu 100-300 mg’dir. KLF
kullaniminda 1s18a kars1 hassasiyet, cilt renginde pembeden kahverengi-siyaha
varan renk degisikligi ve gastrointestinal yan etkiler goriilmektedir.
Rifampisinle kullanildiginda rifampisin absorbsiyonunu azaltabilmektedir.

Gebelikte kullanilmamasi gereken bir ilagtir [4].
2.4.13. Thiasetazon (THI)

Tiiberkiiloz basillerine karsi bakteriyostatik etkiye sahiptir. Toksisitesi yiiksek
olan bir ilagtir [22]. Giinliik doz oral yoldan 150 mg’dir. Bulanti, kusma, ciddi
cilt reaksiyonlar1 (Steven-Johnson sendromu) goriilebilmektedir. Gebelikte

kullanilmayan bir ilagtir [4].
2.4.14. Linezolid (LNZ)

Oksazolidinon bir antibiyotikdir [4]. Kullaniminda kemik iligi baskilanmasi,
optik ve periferik ndropati, gastrointestinal yan etkiler goriilebildiginden ilacin
kullanim1 esnasinda hasta yakindan takip edilmelidir. Giinliik doz oral yolla
600 mg’dir. Gebelikte kullanimi1 hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir [4,
22].

TB tedavi siiresi belirlenirken hasta yeni olgu ise ilk iki ay dortlii tedavi (H, R,
Z, E) ve idame olarak 4 ay ikili tedavi (H, R) olmak flizere alt1 ay tedavi

uygulanmaktadir. Tedaviyi terkten donen ve niiks olgularda iki ay besli tedavi
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(H, R, Z, E, S) ve bir ay dortlii tedavi (H, R, Z, E) olmak tizere {i¢ ay baslangi¢
tedavisi ve 5 ay ugli tedavi (H, R, E) olmak iizere sekiz ay tedavi
uygulanmaktadir. Tedavi basarisizlifinda ise hasta ikinci kusak ilaglarla tedavi

edilen bir merkeze yonlendirilmektedir (Tablo 2.2.) [4].

Tablo 2.2. Tiberkiiloz Tedavi Rejimleri [4]

Hastahk Tamm  Baslangi¢ donemi  Idame dénemi  Siire

1  Yenihasta 2ay (H,R, Z, E) 4 ay (H, R) 6 ay
Tedavi terk hasta 2ay(H,R, Z,E,S)

2 5ay (H, R, E) 8 ay
Niiks hasta lay (H,R, Z,E)

) Ikinci kusak ilaglarla tedavi edilen bir merkeze
3  Basarisiz tedavi
yonlendirilir

H: izoniyazid; R: Rifampisin; Z: Pirazinamid; E: Etambutol; S: Streptomisin

2.5. Lipidler

Lipitler organizmalarin, baslica enerji depo seklini olusturmaktadir [29].
Ayrica lipitler hiicre zarlarmin temel yapi tasini olusturmaktadirlar [30].
Lipitler hiicre i¢i sinyal iletiminde ikincil haberciler, enzim kofaktorleri olarak
ve hormonlarin yapisinda da gorev almaktadirlar. En basit yaglar
triagilgliserollerdir [29, 31]. Triagilgliseroller bir gliserole {i¢ yag asidinin ester
bagi ile baglanmasiyla olugsmaktadir. Yag asitleri hidrokarbon tiirevleri olup 4 -
36 karbon arasinda uzunluga sahip olabilmektedir. Karbonlar arasinda ¢ift bag
bulunmuyorsa doymus yag asidi olarak adlandirilmaktadir. Doymamis yag
asitlerinde bir veya daha fazla ¢ift bag bulunmaktadir. Karbon sayisina bagl
olarak yag asitlerinin uzunlugu ve cift bag sayisi, yaglarin sivi veya kat1 olma
durumunu belirlemektedir. 12 - 24 karbon sayisina kadar olan doymus yag
asitleri oda 1sisinda kati iken doymamis yag asitleri sivi  halde
bulunmaktadirlar. Triagilgliseroller omurgalilarda, adipoz dokudaki, adiposit
hiicrelerinde depo edilimektedirler [29]. Adiposit hiicre igeriginin % 90’dan

fazlasini triagilgliseroller olusturmaktadir [32].

Lipitler, alt gruplarin kimyasal bilesime gore; yag asitleri, gliserolipidler,
gliserofosfolipidler, sfingolipidler, sakkarolipidler, poliketidler, prenol lipitleri
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ve sterol lipitleri olmak iizere sekiz kategoriye ayrilmaktadir. LIPIDMAPS veri
tabani, bu siniflandirmaya dayanarak 37.500'den fazla biyolojik lipidin yapisini

icermektedir.
Depo ‘ Zar lipitleri (polar) |
Lipidler
(ndtral)
[ |
‘ Triagilgliseroller ‘ | Gliserofosfolipitler ‘ | Sfingolipitler | ‘ Sfingolipitler |

Yag asidi
Yag asidi
Yag asidi

Sekil 2.6. Depo ve Zar Lipitleri [29].

Yag asidi
Yag asidi

Yag asidi

Yag asidi

Gliserol

e
@
-
[T

Mono- veya
oligosakkarid

Okaryotik hiicrelerde yapisal fosfolipitler smifi igerisinde gliserofosfolipitler
ve sfingolipitler bulunmaktadir (Sekil 2.6.) [30]. Iki yag asidinin ester bagi ile
gliseroliin birinci ve ikinci karbon atomuna baglanmasiyla gliserolipit
olusmaktadir. Ugiincii karbona fosfat baglanmasiyla gliserol 3-fosfat adinda
fosfolipitlerin ana omurgas: olugsmaktadir. Gliserole baglanan yag asitlerinin
cesitli olmasi1 ve fosfat grubuna cesitli molekiillerin baglanmasiyla ¢ok sayida
molekiil olusturabilmektedirler. Fosfat grubunun hidrojen baglanmasiyla
fosfatidik asit, kolin ile fosfatidilkolin, serin ile fosfatidilserin, etanol ile

fosfatidiletanolamin gibi gliserofosfolipidler olusmaktadir [29].

Zar lipitleri igerisinde ikinci biiyiik fosfolipit sinifi olan sfingolipitler, uzun bir
amino alkol olan sfingozinin ikinci karbonunda bulunan NH;‘ye amid bag: ile
yag asidi baglanmasi sonucu biitiin sfingolipitlerin omurgasi olan seramidi
olusturmaktadir. ~ Seramide  fosfokolin  baglanmasiyla  sfingomiyelin
olusmaktadir (Sekil 2.6.) [29, 30]. Hayvan plazma zarinda ve Ozellikle
noronlarin  aksonlarinda miyelin kilifta ¢ok miktarda sfingomiyelin
bulunmaktadir [33]. Glikosfingolipitlerde seramide bagli bir fosfat grubu
bulunmamaktadir. Fosfat yerine tek bir seker baglanmasiyla serebrozitler, iki

veya daha fazla seker baglanmasiyla globozitler, N-asetilnéraminik asit igeren
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kompleks oligosakkaritler baglanmasiyla gangliyozitler olusmaktadir. Farkli
oligosakkaritlerin glikosfingolipitlere baglanmasiyla kan gruplar1 olusmaktadir
[29].

Yapisal zar lipitleri igerisinde bulunan diger bir lipit grubu sterollerdir.
Storeller ii¢ siklohekzan ve bir siklopentandan olusan ve toplamda 17 karbon
iceren bir steroit ¢cekirdek bulundurmaktadir. Hayvan hiicrelerindeki en 6nemli
sterol kolesteroldiir. Kolesteroliin yapisi steroit ¢ekirdegin yapisina bir yag
asidinin baglanmasiyla olusmaktadir [29]. Kolesterol zar gegirgenligi ve zarin
akiskanligi icin gerekli olan 6nemli bir lipit olup biyosentezi farkli metabolic

yollarla kontrol edilmektedir [34, 35].

2.6. Bakteriyel Lipitler

Bakteriyel membranlarin yapisini gliserofosfolipidler olustursa da bu membran
yapisi bakterilerin tiiriine ve bakterilerin maruz kaldigi ¢evresel kosullara bagl
olarak yapisal g¢esitlilik gosterebilmektedir. Son yillarda, Gram-pozitif
bakterilerde bulunan lipoteikoik asit (LTA), Gram-negatif bakterilerde
lipopolisakkarit (LPS) ve mikobakterilerde bulunan lipoarabinomannan
(LAM)’mn biyobelirteg olarak islev gorebildigi kanitlanmistir. Gram-pozitif
bakterilerde LTA, bir lipit ile membrana baglanan alditol fosfat igeren bir
polimer olarak tanimlanmaktadir. Kimyasal yapiya bagh olarak bes tip LTA
bulunmaktadir (tip | — V). En iyi karakterize edilen sekli; bir glikolipid baglanti
noktasi ile dallanmamis, 1-3 bagh gliserolfosfat (Gro-P) omurga yapisi igeren
ve Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus pyogenes ve Listeria monocytogenes gibi ¢ok sayida Gram
pozitif bakteride bulunan tip I LTA'dir. S. aureus poli Gro-P'si LTA'nin,
glikolipid  baglantis1  gentiobiyosildiagilgliserol ~ Glc(p1-6)-Glc(p1-3)-
diagilgliserol i¢indeki indirgenmeyen glikozilin C-6's1 ile baglantilidir [36]. Tip
I LTA'larin sakkaridik cekirdegi, tip II, IIT ve V'den farkli oldugu ileri

sturtilmektedir.

Gram-negatif bakterilerde LPS, dis zarin Onemli bir bileseni olarak
bulunmaktadir. Molekiiliin toksik o6zelliklerinden sorumlu olan lipit A ve

hidrofilik ¢ekirdek polisakarit zinciri ve bakteriyel serotipe 6zgii tekrarlayan
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bir hidrofilik O-antijenik oligosakkarit yan zincirini de igeren yapi, hidrofobik
lipit boliimiinii olusturmaktadir. Lipid A ¢ekirdegi, her iki karbonhidrata bagh
yag asidi esterleri olan bir B-glukozamin-(1—6)-glukozamin-1-fosfat bazi
icermektedir. Agil zincir uzunlugu ve agil gruplarinin sayisi ayni tiir iginde
nispeten korunurken bakteriyel tiirler arasinda farklilik gostermektedir. ig
polisakkarit ¢ekirdek tipik olarak disakkarid c¢ekirdege bagli 1-4 arasinda 3-

deoksi-a-D-manno-octulosonik asit (KDO) molekiilii igerir [36].

KDO o6zellikle LPS ile iliskilidir ve biyolojik olarak aktif lipit A'nin bakterinin
hayatta kalmak icin en az bir KDO kalintis1 gerektirdigi diistiniilmektedir.
Ancak KDO eksikligi olan Escherichia coli K-12 baskilayici susunun varligi,
bakterinin yasayabilmesi i¢in KDO'nun kesinlikle gerekli olmadigini
gostermektedir. KDO igeren i¢ ¢ekirdek ayrica en yaygin olani L-glisero- a-D-
manno-heptopiranoz olan heptuloz (ketoheptoz) monosakkaritler ile modifiye
edilmektedir. I¢ cekirdek glikan kalintilar1 tipik olarak fosfat igeren gruplarla,
ornegin pirofosfat veya 2-amino-etilfosfat ile fosforile veya modifiye
edilmektedir. LPS iizerindeki fosfat gruplari, hiicre zarmin genel negatif
yiikiinii arttirmakta ve yapinin stabilize edilmesine yardimci olmaktadir. Dig
LPS ¢ekirdegi, glikoz, galaktoz ve N-asetilglukozamin dahil olmak iizere daha
yaygin heksozlar igermekte ve yapisal olarak i¢ ¢ekirdekten daha gesitlidir. O-
antijeni, tipik olarak iki ila alt1 sekerden olusan tekrarlanan bir oligosakkarit
birimidir ve bakterileri farklilagtiran birincil yapisal LPS bilesenidir. Ayirt
edici O-antijen yapilari, E. coli, Salmonella enterica ve Vibrio cholera
serogruplarin1 tanimlamak igin kullanilmigtir. E. coli'nin mutant tiirlerinde
LPS, yapmmin O-antijen kismindan yoksun bulunmaktadir. LPS ve LTA'ya
benzer sekilde, mikobakterilerdeki LAM, {i¢lii bir yapiya sahip hiicre zarfinda
bulunan amfipatik makromolekiillerdir. LAM, bir mannosil-fosfatidil-myo-
inositol (MPI) baglant1 noktasi igerir. D-mannan'in bir o (1—6)-baglantili D-
Manp biriminin eklendigi dogrusal bir zincirine sahip polisakkarit omurga
igerir.  3,5-O-bagli a-D-Araf birimleri tarafindan iiretilen dallanma ile
noktalanan (1 — 5) bagh D-Araf birimleri ve kii¢iikk mannooligosakkaritler ve

fosfoinositoller igermektedir [36].
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2.7. Lipidomik

Lipidomik, lipid tiirlerinin tam karakterizasyonu ve gen regulasyonunu da
igeren lipid metabolizmasi ve fonksiyonlarina katilan protein ekspresyonlariyla
ilgili ¢alismalar1 igeren bir bilim dali olarak tanimlanmaktadir [37]. Diger bir
deyisle lipidomik, biyolojik sistemlerdeki lipidleri belirlemek ve miktarini
Olgmeyi amaglayan bir ¢alisma alanidir [38]. Saglik ve hastalik durumlarinda
hiicresel lipit metabolizmasini ve lipit aracili sinyal iletimindeki degisiklikleri
belirlemeye odaklanir (Sekil 2.7.) [39]. Arastirma amaglarina dayanilarak
lipidomik; hedeflenmis lipidomik (hedeflenmis lipid analizi) ve hedeflenmemis
lipidomik (evrensel lipid profillenmesi) olmak iizere iki baglik altinda
incelenebilmektedir [40]. Yeni analitik araglardaki gelismeler, ¢ok diisiik
orandaki belirli lipidlerdeki degisiklikleri takip etme ve lipidomlarin 6nemli

bolimlerinin anlik nicel miktarlarinin alinmasina olanak saglamistir [41-44].

Metabolomiksin bir dali olan lipidomik alanindaki ilk ¢alismalar Han ve Gross
tarafindan yapilmistir [39]. Lipidomik, patojen ve mikrobiyal numune
analizlerinde de kullanilan, insan saglig1 i¢in 6nemi olan ve hizla biiyiiyen bir
aragtirma alanmdir. Plazma ve idrar lipitlerinin analizi ve hiicre zar
degisiklikleri kiitle spektrofotometresi (MS) ile tayin edilebilmektedir. Lipit
arastirmalart arttikca, hiicre ¢alismalarinda MS ve niikleer manyetik nezonans
spektrofotometresi (NMR) yontemlerini uygulayan aragtirma gruplarimnin sayisi
hizla artmaktadir. Bunun sonucu olarak da kapasite ve uygun analitik ¢alisma
standartlar1 agisindan yeni analitik, istatistiksel ve bilisim yontemlerine

gereksinim duyulmaktadir [45].

1990’lardan bu yana, kiitle spektrofotometresini iceren ydntemlerin
gelismesiyle lipit biyokimyast hakkindaki arastirma ve bilgiler oldukca
artmustir. Elektrosprey iyonizasyonunu, yiiksek basingli sivi kromatografisi
veya ultra performansli sivi kromatografisi ile bir araya getirilerek, ozellikle
daha once miimkiin olmayan bir hassasiyet ve secicilik seviyesi ile lipitleri
O0lcme olanagimi olduk¢a artirmistir. Bir tasiyict gaz ile etkilesimlerini
kullanarak izobarik lipitlerin ayrilmasimi kolaylastiran bir yontem olarak
“diferansiyel iyon hareketliligi MS analizleri” yeni yontemler arasinda

goriilmektedir. Bu, ayni1 kiitle degerlerine sahip ¢ok sayida iyonun bulundugu
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trigliseritler gibi smiflarin analizi i¢in popiilerlik kazanmaktadir. Biiylik
miktarda benzer Ornek setleri lizerinde hedeflenmemis lipidomik uygulamalar
yapilmasi epidemiyolojik calismalar i¢in de kullanilmaktadir ancak genel
olarak nitel sonu¢ verememektedir. Bir¢ok durumda diisiik bolluk ve onemli
iyonlar1 tespit edememe durumu olusmaktadir. Diger yandan, bir iyon kiitlesine
dayanan 6zel hedefli lipidomik analizler, molekiiler tiirlerin tanimlanmasina ve
numunelerde tam miktarinin belirlenmesine izin vermektedir. Bununla birlikte,

genellikle sadece belirli lipit kategorilerine gore uyarlanabilmektedirler [45].

Lipitlerin 6l¢iilmesi agisindan kabul gormeye baslayan iki temel yontem vardir.
Bunlar yiiksek ¢oziiniirliiklii, “kiiresel” hedeflenmemis profilleme ve tandem
MS kullanarak onaylanmis nicel yontemlerdir. Her iki yontemin de artilar1 ve
eksileri vardir. Lipitlerin lipit olmayan metabolitlere gdre Ol¢iimleri daha zor
olmaktadir. Bunun nedeni, bir MS'den alinan belirli bir kiitle degerinin teorik
olarak birkag¢ farkli molekiiler tiirii (izomer) temsil edebilmesidir. Bu durum
alanda cok fazla kafa karisikligina neden olmakta ve yeni arastirmacilar i¢in bir
sorun teskil etmektedir. LIPID MAPS bu sorunu ¢ozmek igin Lipidomics
Standards Initiative (LSI) ile birlikte calismaktadir. Hedeflenmemis kiiresel
profil olusturma, dikkatli ve bilgili bir sekilde kullanildiginda, baslangi¢
verileri ve hipotez iiretimi igin giliglii bir metodoloji olup ayni zamanda ¢ok
sayida ornegin analizini saglamak i¢in de yararlidir. Ancak goreceli bir nicelik
ve hassasiyet eksikligi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Diisiik miktarlardaki
molekiillerde tiir tespit edilmesi ve dikkatli bir validasyon yapilmasi
gerekmektedir.  Hedeflenmemis  lipidomik  ¢alismalarda  izomerler
coziimlenemez ve lipitler yalnizca "y1gin" yapilar olarak tanimlanabilmektedir.
Bununla birlikte bu yontemin hedeflenen yontemlere gore avantaji, tarafsiz
olmast ve dolayisiyla yeni lipitleri bulmak i¢in kullanilabilmesidir. Ayni
zamanda tek bir seferde birkag farkli lipit simnifin1 tespit edebilmektedir. Yag
asidi bilesimlerini tanimlamak i¢in uzun zamandir “altin standart” yontemi
olarak kabul edilen tandem MS kullaniimaktadir. Bu yontem, bazi lipit

smiflarini 1 pg seviyelerinde tespitine olanak saglamaktadir [45].

21



A A NV

) »
Biyolojik drnek Lipid ekstraksiyonu Lipid ekstrakt
Shutgun Temelli LC Temelli
Lipidomiks Lipidomiks
| nc

I\ ' e
ERRS SR r
.l‘?ﬁi = ||, <= H g
:

Veri isleme Veri Toplama Katle Sivi

Spektrometresi kromatografisi
I I l

Istatistiksel Analiz

Lipidom Belirteci

Sekil 2.7. Lipidomiks Calismalarin Genel Basamaklarinin Gosterilmesi [46].

2.8. Biyomedikal Bilimler i¢in Lipidomik Uygulamalari
Birgok belirli lipid molekiilii farkli hastaliklarin gelismesiyle iliskilendirilmistir
[47, 48].

2.8.1. Metabolik Sendrom

Kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, inme, karaciger yaglanmasi gibi
metabolik olarak iligkili hastaliklar biitlinliniin olusturdugu ciddi bir saghk
sorunudur. Ayrica, obezite oranlarindaki artis nedeniyle metabolik sendrom
giderek yayginlasmaktadir. Lipidlerin bu hastaliklarla siki birlikteligi goz
Ontine alindiginda lipidomik, mekanik c¢aligmalarda, risk tahmininde ve
metabolik sendromla iliskili hastaliklarin terapotik izlenmesinde 6nemli bir rol
oynayabilmektedir. Plazma ve lipoprotein fraksiyonlarinin lipidomik analizi,
yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) bazli tedavilerin fayda saglayacagina
isaret etmektedir. Lipidomik yontemin vaskiiler saglik arastirmalarina ve
iskemik kalp hastaligina uygulanmasi, bu hastaliklarin patogenezinin
aydinlatilmasina, biyobelirteglerin tanimlanmasina ve oksitlenmis lipitler de
dahil olmak iizere c¢oklu lipit siiflarinin kapsamli ve sistematik kantitatif

analizi yoluyla terapdtik yanitlarin izlenmesine fayda saglanmaktadir [49].
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Lipid anormallikleri bobrek hastalarinda olduk¢a yaygindir. Nelva ve
arkadaglari, 30 ay boyunca hemodiyaliz alan kronik bobrek yetmezligi
hastalariin plazma ve eritrositlerinde lipid profillerindeki degisimleri ortaya
koymuslardir [50]. Kronik glomeriilonefrit hastalar1 ve kronik boébrek
yetmezligi hastalari ile kontrollerden alinan plazma fosfolipidlerinin metabolik
profillenmesi i¢in HPLC-MS yontemi uygulanmis ve bu hastalarda 19
fosfolipid tiiri olas1 biyobelirteg olarak saptanmustir [51]. Boylece kronik
glomeriilonefrit hastalar1 ve kronik bobrek yetmezligi hastalar1 igin

fosfolipidlerin biyobelirteg olarak kullanilabilecegi 6nerilmistir.
2.8.2. Norolojik Hastaliklar

Beyin ¢ok yiiksek miktarda lipit i¢erdiginden noérolojik bozukluklar, lipit
sinyali, metabolizma ve homeostaz ile iliskilidir. Lipidomik c¢alismalar bu
iligkileri arastirmak ve bu bozukluklarin erken teshisi ve hastaliin seyri igin
biyobelirtegler gelistirmek icin kullanilabilmektedir [49]. Son yillarda
pisikoterapideki gelismelere ragmen duygu durum bozukluklari, Alzheimer,
sizofreni gibi noropsikiyatrik hastaliklar icin ila¢ gelistirilmesi hala istenilen
seviyeye ulasmamistir. Beyin ve merkezi sinir sistemiyle ilgili hastaliklar i¢in
yeni biyobelirteglere ve onaylanmis terapétiklere duyulan ihtiya¢ her gecen
giin artmaktadir [53]. Alzheimer hastaligiyla ilgili yapilan birkag¢ lipidomik
calismada bu hastalikla baglantili olarak degisen bazi lipid tiirleri belirlenmistir
[54-57]. Sizofreni ve bipolar hastaliklar, etiyolojisi heniiz tam olarak
bilinmeyen baglica 6nemli noropisikiyatrik rahatsizliklardir. MS-temelli
yiiksek verimli yontem kullanilarak, sizofreni ve bipolar bozuklugu olan
hastalarin  prefrontal kortekslerindeki beyaz ve gri maddenin lipid
profillerindeki  degisimler saptanmistir [58]. Ayrica otoimmun ve
norodejeneratif bir hastalik olan Multiple Skleroz hastalarinin  serum
orneklerinde LC-MS temelli lipidomik ¢alisma yapilmis ve toplam LPC/PC

oraninda 6nemli oranda diisiis gézlenmistir [59].
2.8.3. Kanser

Lipitler tiimor gelisimi i¢in gerekli olan tiim temel siireglerde bir¢ok anahtar rol

oynamaktadirlar. Ornegin, hizla ¢ogalan kanser hiicreleri igin gerekli olan
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hiicre bliylimesi ve metabolizmasinda rol oynarlar. Esterlestirilmemis yag
asitleri, lipit biyosentezi ve yeniden modelleme igin temel yapi taslaridirlar.
Kolesterol, fosfolipidler ve sfingolipidler, hiicre =zarlarinin ana yapisal
bilesenleridir. Trigliseritler, agil CoA ve agilkarnitin ile birlikte enerji
metabolizmast ve ATP iiretimine katilan enerji deposu olarak islev
gormektedirler. Ayrica, lizofosfolipidler gibi biyoaktif lipitler, hiicre
¢ogalmasini, hayatta kalmasimi ve goglinii tesvik etmek icin ikincil haberci
olarak sinyalizasyonda oOnemli rol oynamaktadirlar. Benzer sekilde
fosfatidilinositol ve fosforile tiirevlerinin hidroliz iriinleri, PI3K/AKT sinyal
yolunu aktive etmek icin ikinci habercilerdir. Bu yolun insan kanserleri igin

kemoterapi ve radyoterapide 6nemli oldugu bilinmektedir [49].

Kanser hiicreleri lipit metabolizmasinin o6nemli degisikliklere ugradigi
bilinmektedir. Bu nedenle lipidomik arastirmalar yeni teshis ve tedavi firsatlar
sunmaktadir. Viicut sivilarinda, lipit profillemesi tim organizmanin genel
durumunu yansittigt  i¢in kanserlerin erken teshisinde biyobelirteg
belirlenmesinde 6nemli yere sahiptir. Biyobelirteglerin tanimlanmasina ek
olarak, kandaki ve diger viicut sivilarindaki lipitlerin kalitatif ve kantitatif
degerlendirmesi, antikanser tedavisinin etkinliginin ve toksisitesinin

izlenmesinde de yararli olabilmektedir [49].

Lipidler farkli kanserlerde, erken karsinogenezis ve kanser ilerlemesiyle
iligkilendirilmistir. Prostat kanseri i¢in aday biyobelirte¢ kesfetmek igin;
hastalardan ve kontrollerden alinan dondurulmus doku ve plazma orneklerine
MS-temelli hedeflenmemis lipidomik analiz, prostat kanser hastalarinin idrar
fosfolipidlerine ise shotgun lipidomik analiz uygulanmigs ve bazi lipid
tiirlerindeki degisimler prostat kanserinin prognozu ve patogenezi i¢in énemli
bilgiler saglamistir [60-62]. insan epidermal biiyiime faktdr reseptdr-2 pozitif
metastatik meme kanserli hastalara ait dondurulan doku 6rneklerinde yapilan
lipidomik analizler sonucunda bazi lipid tiirlerinde anlamli degisiklikler
gozlenmistir [63]. Ayrica, diinyadaki dagilimi ve goriilme sikligindaki giderek
artan kolorektal kanserli hastalarin serum metabolitlerine direk-infiizyon-ESI
Fourier Doniisiim Iyon siklotron rezonans MS uygulanmis ve bazi lipid tiirleri

biyobelirte¢ olarak saptanmistir [40].
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2.8.4. Goz Hastalhiklar:

Goz ile ilgili hastaliklar1 anlamak ve teshis etmek i¢in gérme aragtirmalarinda
ve oftalmolojide de lipidomik yontemler kullanilmistir. insan meibomian
lipitleri, salgilanan gozyaslar ile karisarak gozyasinin ¢abuk buharlagsmasini
engellemekte ve goziin hassas okiiler yapisinin kurumasini énlemek igin ince
yagli bir tabaka olusturmaktadir. Lipidomik, okiiler yiizey hastaliklarinin tanisi,
seyri ve tedavisi i¢in meibomian lipitleri tarafindan olusturulan tabakanin ve
biyobelirteglerin stabilitesi hakkinda bilgi saglamaktadir. Lipidomik ayrica,
okiiler yiizey inflamasyonu hastaligini modiile etmek i¢in ve meibomian
lipitlerini yenilemek i¢in etkili lipit bazli tedaviyi giindeme getirmistir. EK
olarak, ikincil haberciler ve lipit diizenleyicileri gibi lipit tlirevi biyoaktif
molekiillerin analizine odaklanan araci lipidomik, oftalmolojik siirecleri

hedeflemektedir [49].
2.8.5. Beslenme

Lipidomik, farkli beslenme durumlarinda lipitler hakkinda kapsamli sonuglar
vermesine ragmen bu asanada ugulamaya gecilmesi heniiz miimkiin
gorinmemektedir. Lipidomik, hiicresel lipitlerin yapisi, bilesimi ve islevindeki
diyete bagl degisiklikleri anlamak i¢in beslenme arastirmalarinda etkili bir
sekilde kullanilabilmektedir. Lipidomik ayrica, besin maddeleri ile insan
metabolizmasi arasindaki etkilesimleri agiklamak ic¢in kullanilabilmektedir.
Diyet bilesenlerinin akut, orta vadeli ve kronik etkilerini izleyerek diyetin
degerlendirebilmesi, optimize edilmesi ve saglikli bir yagsami destekleyebilecek
beslenme Onerileri sunulabilir. Lipidomik calismalar, diyetteki ®-3 ¢oklu
doymamis yag asitlerinin faydalart altinda yatan molekiiler mekanizma ve
enflamatuar yanitta ®-3 ve -6 yag asitlerinin diizenleyici rolii hakkinda
onemli bilgiler saglamistir. Lipidomik arastirmalarin, ®-3 yag asitleri ile ilgili
olarak ilerleyen yillarda yapilacak c¢alismalarin 6nemli bir pargasi olacagi

ongoriilmektedir [49].
2.8.6. Ila¢ Kesfi

Lipidomik arastirmalar, ilag hedef tespiti, tarama, toksisite degerlendirme,

yanit tahmini/izlenmesini ve bireye 0Ozgii tip alanmna Onemli katkilar
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saglamaktadir. Ornegin, de novo lipogenez inhibitdrler de esas dnemli olan,
kanserli hiicreler tizerindeki proapoptotik etkileridir. Lipidomik arastirmalar,
de novo lipit sentezini inhibe eden antikanser ilaglarin1 ve yeni ilag etkinligini

tanimlamak i¢in kullanilabilmektedir [49].
2.8.7. Coklu Omiks ve Bireye Ozgii Tip

Omiks, biyomedikal bilimlerde hastaliklarin molekiiler olarak yeniden
smiflandirilmasinda bir yon c¢izerek bireye Ozgii tipta anahtar bir rol
oynamaktadir. Saglik ve hastalik durumundaki sistemin biyolojisini anlamak
icin ¢oklu omiks calismalar1 gerekmektedir. Farkli sistemlerin aydinlatiimasi,
sistem tibbinin gelisimi i¢in hastalifin ¢esitli asamalarinda dogru ve saglam
biyobelirteglerin ~ kesfedilmesine  katkida  bulunabilmektedir. Yeni
biyobelirtegler, daha iyi tedavi yaniti i¢in risk siniflandirmasini ve hasta
secimini gelistirebilir. Yeni nesil terapotiklerin  gelistirilmesine, tedavi
etkinliginin ve terapdtik Onlemlere yanitin Ongoriilmesine ve izlenmesine
yardimer olabilir. Metabolomik, diger omiklerden farkli olarak, fenotiplerle
yakindan iligkili ve bdylece biyolojik kosullar ve hastalik durumlariyla
dogrudan baglantili metabolitleri Olgmektedir. Coklu omik tekniklerinin
bilesimi ile klinik uygulamalar bireye 6zgii tibba dogru yonelmektedir. Coklu
omiklerden toplanan veriler ile karmasik sistemlerin simiilasyona ¢evrilmesi,
farkli bilgi alanlar1 arasindaki boslugu doldurarak bu gegiste dnemli bir rol

oynamaktadir [49].
2.8.8. Bulasic1 Hastahiklar

TB’yi de iceren bulasic1 hastaliklar giinlimiizde halen yiiksek sayida dliimlere
neden olmaktadirlar. Bu nedenle bulasici hastaliklarin erken tanisi ve tedavisi
icin gelistirilecek yontemler 6nemini korumaktadir. Lipidomik, elektrosprey
iyonizasyon kiitle spektrofotometrisindeki (ESI-MS) yeni ¢alismalar ve yeni
uygulamalarla hizla gelisen bir alana sahiptir [39]. Mtb’de, ESI/MS
kullanilarak TDM ve M. bovis’ten farkli olarak, ti¢ farkli sinifta “alfa, keto ve
metoksi” mikolik asit icerdigi tespit edilmistir. Mtb’de oksijenli ortamdan
farkli olarak hipoksi kosullarda bazi alfa-mikolik asitlerin ve triagilgliserol

(TAG)’iin yiksek diizeyde oldugu tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalarda bir
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glikolipit olan ve bir veya birden fazla yag asidi iceren ylizden fazla fosfatidil-
myo-inositol mannosid (PIMs) tanimlanmistir. Mth’de bulunan ve polialkil lipit
smifina giren phthiocerol dimycocerosates (PDIMs)’ler mikolit asitlere
baglanarak hiicre zarmin dis katmanini olusturlar. PDIM lipidomik tekniklerle

mikobakteri tiirlerinin tespitinde kullanilabilmektedir [64].

Yapilan bir bagka c¢alismada, antibiyotik direngli ve duyarli S. aureus'taki lipid
profilleri karsilagtinlmis ve S. awreus’un Onemli membran lipidleri ile
lipoteikoik asitin biyosentezinde dnemli olan bazi lipid tiirlerinin, direngli ve
duyarli izolatlar arasinda 6nemli derecede farkli oldugu saptanmistir [65]. Bir
baska ¢aligmada ise; sivrisineklerde viral kontroliin saglanmasi i¢in potansiyel
hedefler belirlenmesi amaciyla Zikka viriisii bulagsmis sivrisinek hiicrelerinde
lipidomik profil arastinlmistir. Bu ¢alisma sonucunda, viral replikasyonla
iliskili olarak 13 adet lipid tiirii tanimlanmis ve bu sonuglar, viral transmisyon

dongiistiniin kirilmasi i¢in daha fazla veri saglamistir [66].
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Malzemeler

Malzeme Marka

Amonyum format Sigma

Asetonitril Sigma

Kloroform Merck

Metanol Merck

Amonyum molibdat Merck

Hidrojen peroksit Merck

Dimetilsiilfoksit Merck

Stilfiirik Asit Merck

Askorbik asit Sigma

1-heptadekanoil-2-(9Z-tetradesenoyl)-sn-glisero-3-fosfokolin Avanti® Lipid

1-steroil-2-steroil(d35)-sn-glisero-3-fosfokolin Avanti® Lipid
3.2. Kullanilan Cihazlar

Cihaz Marka/Model

ELISA plaka okuyucu Biotek, Epoch

Igneli evaporatdr Organomation

-80°c Niive

Ceker ocak Fume

Q-TOF LC/MS kiitle spektrometresi Agilent technologies 6530

Vorteks Velp

Santrifiij Sigma

Azot tiipili ve regiilatorti

3.3. Arastirmanin Evreni/Orneklemi

Bu calismada; hasta grubu, Verem Savas Dispanserine basvuran ve tiiberkiiloz

tanis1 konulan bireylerden olusmaktadir. Hasta sayist etik kurul izninin ¢iktig

tarihten itibaren (Karar No:2017-01/12, Tarih: 17.01.2017) bir yil igerisinde

tan1 alan hastalarin sayisina goére belirlendi. Hastalarla ilgili olarak ‘Hasta

Bilgileri Formu’ dolduruldu. Bu formda; hastalarin tibbi Oykiileri de yer

almaktadir. Herhangi bir kronik hastalifi olmayan tiiberkiiloz hastalar

caligmaya dahil edildi. Kronik hastaligi olan veya TB tedavisinde kullanilan

ilaglar disinda ila¢ kullanan TB hastalar1 6rneklem igerisine dahil edilmedi.
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Hastalar arasinda cinsiyet ve yas kriterlerinde bir kisitlama yapilmad: (Tablo
3.1.). TB tanist konulan hastalardan, herhangi bir tedaviye baslanmadan once,
10-15 ml kan 6rnegi steril, sitrath tiiplere alindi. TB hastalarinda, tedaviye
baslandiktan sonra her kontrolde tekrar 10-15 ml kan Ornegi steril, sitrath

tiiplere alind1 ve lipid izolasyonlart yapildi.

Kontrol grubunun olusturulmasi; Yukarida belirtildigi gibi etik kurul izni
alinan tarihler arasinda TB hastalarindan ve tedavi goren TB hastalarindan kan
ornekleri alindiktan sonra, hastalarin yas ve cinsiyet tablolar1 hazirlanarak
hastalar ile ayn1 yas ve cinsiyet dagilimina sahip, herhangi bir kronik hastalig

olmayan ve herhangi bir ila¢ kullanmayan saglikli bireylerden kontrol grubu

olusturuldu ve kan 6rnekleri alind1 (Tablo 3.1.).

Tablo 3.1. TB hastalar1 ve Kontrollerin Demografik Ozellikleri

Kontrol Hasta
Yas 38.2+4.60 (17-85) 38.2+4.60 (17-85)
B Cinsiyet K:6 (% 46.2) K:6 (% 46.2)
E:7 (% 53.8) E:7 (% 53.8)
Say1 13 13
TB 1 ay tedavi Yas 28.6 £2.76 (20-42) 28.6 +2.76 (20-42)
Cinsiyet K:4 (% 44.4) K:4 (% 44.4)
E:5 (% 55.6) E:5 (% 55.6)
Say1 9 9
TB 2 ay tedavi Yas 30.6 £3.25 (18-56) 30.6 + 3.25 (18-56)
Cinsiyet K:6 (% 50) K:6 (% 50)
E:6 (% 50) E:6 (% 50)
Say1 12 12
TB 6 ay tedavi Yas 28.1+4.31(18-50) 28.1+4.31(18-50)
Cinsiyet K:4 (% 57.1) K:4 (% 57.1)
E:3 (% 42.9) E:3 (% 42.9)
Say1 7 7
TB 7 ay tedavi Yas 39.8+£7.67 (23-56) 39.8 + 7.67 (23-56)
Cinsiyet K:0 (% 0) K:0(% 0)
E:4 (% 100) E:4 (% 100)
Say1 4 4

K: Kadin, E:Erkek
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3.4. Lipidomiks Calismalar
3.4.1. Lipid Ekstraksiyonu

Lipid ekstraksiyonu Bligh-Dyer yontemi kullanilarak yapildi [67]. Tiplerdeki
kan oOrnekleri iizerine metanol, kloroform ve lipid standartlar1 eklenerek
vortekslendi. Olusan karisim tizerine su eklendikten sonra tekrar vortekslendi
ve santrifiijlenerek kloroform fazi ayrildi. Tiipler iizerine tekrar kloroform
eklenerek vortekslendi, santrifiijlendi ve kloroform fazlar1 birlestirildi.
Kloroform, azot gazi altinda uzaklastirildi. Tip icerisinde kalan lipidler
metanol:kloroform karigimi ile ¢oziilerek kiiglik cam tiiplere alind1 ve fosfor

analizi yapilmak iizere -80 °C’ye kaldirild1.
3.4.2. Inorganik Fosfat Tayini

Lipid eksraktlar ve stlfiirik asit, 200 °C de 1 saat inkiibe edildikten sonra 100
pL hidrojen peroksit eklenip tekrar 1.5 saat inkiibe edildi. Her bir tiipe
molibdat belirteci ve askorbik asit ¢ozeltisi eklenip, 10 dk kaynatildi.
Orneklerin 830 nm dalga boyunda absorbanslari okundu ve fosfor standart

egrisinden yararlanilarak derisimleri hesaplandi [68].

3.4.3. Ekstrakte Edilen Lipidlerin Elektrosprey Iyonizasyon Kiitle
Spektrometresiyle (Q-TOF LC/MS; ESI-MS) Ol¢iimleri

Lipit ekstrakt numuneleri metanol:kloroform (3:1;v/v) iginde hazirlandi. ESI-
MS, Agilent technologies 6530 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS Kkiitle
spektrometresi (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) kullanilarak; 350
°C'de, azot kurutma gazinin akis hiz1 8 L/dk ve 30 psi'lik nebulizator
basincinda gergeklestirildi. Ornekler; amonyum format igeren asetonitril:

methanol:su mobil faz ile pozitif ve negatif iyon modunda tarandi [69-72].
3.4.4. Lipidler icin cok degiskenli Istatistik Analizler;

Esas bilesen analizi (PCA) ve Kismi En Kii¢iik Kareler Diskriminant Analizi
(PLS-DA)  gibi  ¢ok  degiskenli  analizler = MetaboAnalyst 4.0
(http://www.metaboanalyst.ca/ ) kullanilarak yapildi [73]. Istatistiksel olarak

anlamli olan m/z degerlerine karsilik gelen lipid tiirleri, Lipid Maps

(http://www.lipidmaps.org/ ) kullanilarak belirlendi [74].
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4. BULGULAR
4.1. Lipid ekstraksiyonu
TB ve kontrollerden alinan kan 6rneklerinden lipid ekstraksiyonu Bligh-Dyer

yontemi kullanilarak yapildi [67].

Sekil.4.1. Ekstrakte Edilen Lipid Ornegi

4.2. inorganik Fosfat Tayini

Fosfor ¢ozeltisi kullanilarak standart egri elde edildi (Sekil 4.2.). Bu standart
egriden yararlanilarak TB hastalar1 ve kontrollerden alinan kan 6rneklerinden
Bligh-Dyer yontemi ile ekstrakte edilen lipid Orneklerinin  derisim

normalizasyonlar1 yapildi.
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Sekil 4.2. Fosfor Standart Egrisi

4.3. Lipidlerin Q-TOF LC/MS; ESI-MS Analizi

Orneklerin Agilent technologies 6530 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS Kkiitle
spektrometresi kullanilarak pozitif ve negatif iyon modunda yapilan ESI-MS
analiz spektrumlar1 elde edilmistir. TB hastalari ve kontrollere ait olan
orneklerden elde edilen spektrumlara ait birer 6rnek verilmistir (Sekil 4.3. -
Sekil 4.4°te pozitif iyon modu; Sekil 4.5 ve Sekil 4.6.’da ise negatif iyon

modu).
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4.4, Lipidler I¢cin Cok Degiskenli Istatistik Analizler;
ESI-MS analizi sonucunda elde edilen veriler, deneysel kisimda verilen

parametreler kullanilarak MetaboAnalyst 4.0 (http://www.metaboanalyst.ca/ )

ve Lipid Maps (http://www.lipidmaps.org/ ) veri tabanlar1 yardimiyla analiz

edildi. MetaboAnalyst 4.0 (http://www.metaboanalyst.ca/ ) programi ile
oncelikle calisilan gruplar arasinda fark olup olmadigi, Sekil 4.3.-Sekil
4.6.’daki spektrumlardan elde edilen excel verilerine Temel bilesen analizi
(PCA) ve Kismi En Kii¢iik Kareler Diskriminant Analizi (PLS-DA) gibi ¢ok
degiskenli analizler yapilarak belirlendi (pozitif iyon modu icin Sekil 4.7.
(a,b), Sekil 4.11. (a,b), Sekil 4.15. (a,b), Sekil 4.18. (a,b), Sekil 4.21. (a,b)
ve negatif iyon modu i¢in Sekil 4.9. (a,b), Sekil 4.12. (a,b), Sekil 4.16. (a,b),
Sekil 4.19. (a,b), Sekil 4.22. (a,b)). t-testi uygulanarak gruplar arasinda farkli
olan lipid tiirlerin ayrimi saglandi (pozitif iyon modu i¢in Sekil 4.7. (c), Sekil
4.11. (c), Sekil 4.15. (c), Sekil 4.18. (c), Sekil 4.21. (c) ve negatif iyon modu
icin Sekil 4.9. (c), Sekil 4.12. (¢), Sekil 4.16. (c), Sekil 4.19. (c), Sekil 4.22.
(c)). Degiskenlik kat esigi 1.5 ve p-degeri 0.05 alinarak, gruplar arasinda farkli
olan lipid tiirlerinden (t-testi ile saptanan) bu degiskenlik oranina sahip olanlar
belirlendi (pozitif iyon modu i¢in Sekil 4.7. (d), Sekil 4.11. (d), Sekil 4.15. (d),
Sekil 4.18. (d), Sekil 4.21. (d) ve negatif iyon modu i¢in Sekil 4.9. (d), Sekil
4.12. (d), Sekil 4.16. (d), Sekil 4.19. (d), Sekil 4.22. (d)). t-testi ile kat
degisimi grafiklerinin logaritmasi birlestirilerek gruplar arasinda degisen lipid
tiirlerinin kiitle/yiik (m/z) oranlarinmi sayisal olarak veren Volcano Plot grafigi
elde edildi (pozitif iyon modu i¢in Sekil 4.7. (€), Sekil 4.11. (e), Sekil 4.15. (e),
Sekil 4.18. (e), Sekil 4.21. (e) ve negatif iyon modu i¢in Sekil 4.9. (e), Sekil
4.12. (e), Sekil 4.16. (e), Sekil 4.19. (e), Sekil 4.22. (e)). Volcano plot
grafiginden elde edilen m/z degerleri Lipid Maps (http://www.lipidmaps.org/ )

programi ile analiz edilerek, bu m/z degerlerine karsilik gelen lipid tiirlerinin

MS-MS dogrulanmasi ile yapilari ve siniflar1 belirlendi (Tablo 4.2. — 4.4.).
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Tablo 4.1. TB Hastalar1 ve Kontroller Arasinda Degisen Lipid Tiirleri ve
Siniflar1 (Pozitif iyon Modu; p<0.05)

m/z® p degeri® Lipid siifi”
112,0763 0,025081 -
149,1066 0,000602 FA
176,1181 0,001237 FA
192,1439 0,001221 FA
217,1063 0,010619 FA
222,1596 0,000284 -
225,2064 2,72E-07 FA
496,3457 0,019225 GP
524,3699 0,033654 GP
705,5829 0,013723 GL, GP, SP, ST
752,5568 0,001414 GP, SP
753,5614 0,003074 GP
781,5661 0,000516 GL, GP, PR, ST
801,6799 0,00111 GL, GP, SP, ST
815,6856 0,028034 GL, GP, SP, ST
836,6111 0,001323 GL, GP, ST
964,7777 0,000556 GP
978,7577 0,013046 PR
1066,845 0,000589 GP
1067,849 0,002414 ST
1080,825 0,011873 SP
1081,829 0,015473 -

2Volcano plot verileri °Lipid Maps veri tabanindan elde edilen lipid siniflar1 FA: Yag asidi,
GL: Gliserolipid, GP: Gliserofosfolipid, SP: Sfingolipd, ST:Sterol lipid, PR:Prenol lipit.
Tablo 4.1.’de; volcano plot verilerinden elde edilen ve anlamli olarak degisen
(p<0.05) 22 adet m/z degerinin Lipid Maps veri tabanindan elde edilen Lipid
siniflar1 Tablo 4.2.°de ayrintili olarak verilmistir. m/z degerleri 112.0763,
222.1596 ve 1081.829 olan tiirlerin lipid sinifi belirlenememistir. m/z degerleri
705.5829, 752.5568, 781.5661, 801.6799, 815.6856 ve 836.6111 olan tiirler ise
birden farkli siniftaki lipid tiirlerine karsilik gelmistir. Sekil 4.8.°de y
ekseninde goriilen m/z degerleri TB hastalar1 ve kontroller arasinda anlaml
olarak (p<0.05) degisen lipid tiirlerine karsilik gelmektedir. TB hastalar
kontrollerle karsilastirildiginda, 14 lipid tiiriiniin (m/z degerleri sirasiyla;
225.2064, 964.7777, 1066.845, 801.6799, 1067.849, 753.5614, 1080.825,
978.7577, 705.5829, 1081.829, 496.3457, 752.5568, 815.856 ve 524.3699) TB
hastalarinda daha yiiksek (kirmizi renk), 8 lipid tiiriiniin ise (m/z degerleri

sirastyla; 222.1596, 781.5661, 149.1066, 192.1439, 176.1181, 836.6111,
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217.1063 ve 112.0763) TB hastalarinda daha diisiik diizeyde (yesil renk)
bulundugu belirlenmistir. m/z degeri 225.2064 olan FA, 964.77765,
1066.84525, 753.5614, 496.3457 ve 524.3699 olan GP’ler, 1067.8487 olan ST,
1080.8253 olan SP ve 978.7577 olan PR lipid tiirlerinin TB hastaliginda
kontrollerle karsilastirildiginda daha yiliksek diizeylerde bulunduklar
belirlenmistir. m/z degerleri 149.1066, 192.1439, 176.1181 ve 217.1063 olan
FA lipid tiirlerinin ise TB hastalarinda kontrollere gére daha diisiik diizeylerde
bulunduklar1 belirlenmistir. TB hastaligina bagh olarak artis ve azalis gosteren

bu lipid tirleri TB hastaligt icin lipid biyobelirtecleri olarak

ongoriilebilmektedir.
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Sekil 4.8. TB Hastalar1 ve Kontroller Arasinda Degisen Lipid Tiirleri Igin VIP
Skor Grafigi (Pozitif iyon modu) (p<0.05)
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Tablo 4.2. TB Hastalar1 ve Kontrollerin Pozitif Iyon Modu Lipid Profil
Degisimi [M+H]"

m/z (Giris)® m/z (Tam) (+ 0.1)IO Lipid Siifi° Formulii®
149,1066 149,0808 FA CeH1304
149,0444 FA CsHyOs
149,0267 FA CsHgO3S
149,0081 FA C4H506
149,1172 FA C7H1703
149,0961 FA C10H130
149,0631 FA CeH130,S
149,0419 FA CoHeS
176,1181 176,0553 FA CsH10NOs
192,1439 192,0866 FA C7H14NOs
217,1063 217,1223 FA C14H1702
217,1798 FA Ci2H2503
217,1434 FA C11H2104
217,1183 FA CoH17N204
217,014 FA C12HeS;
225,2064 225,1485 FA Ci3H2103
225,1849 FA Ci14H250;
225,2213 FA CisH290
496,3457 496,3398 GP C24Hs51NO/P
496,3761 GP CosHs5sNOgP
496,267 GP CoHasNOgP
524,3699 524,3711 GP CosHssNO7P
524,4074 GP C27Hs50NOgP
524,3347 GP Co5Hs51NOgP
524,2983 GP C24H47NOgP
705,5829 705,6391 GL C45Hgs0s5
705,6028 GL C44H3106
705,5065 GP CsgH7409P
705,5429 GP C39H7504P
705,5793 GP CaoHg207P
705,4854 GP C41H7007P
705,5905 SP C39Hg2N2O6P
705,5541 SP CsgH7sN,0O7P
705,6544 ST Ca9Hs50,
705,5816 ST C47H7704

705,6544 ST CagHgs0,
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https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C7H17O3
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C10H13O
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C6H13O2S
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C7H14NO5
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C14H17O2
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C12H25O3
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C11H21O4
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C12H9S2
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C13H21O3
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C14H25O2
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C24H51NO7P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C22H43NO9P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C26H55NO7P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C27H59NO6P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C25H51NO8P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C24H47NO9P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C45H85O5
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C44H81O6
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C38H74O9P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C39H78O8P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C40H82O7P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C41H70O7P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C39H82N2O6P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C38H78N2O7P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C49H85O2
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C47H77O4
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C49H85O2

m/z (Giris)® m/z (Tam) (+ 0.1)° Lipid Siifi Formulii®

752.5568 752.5225 GP CuH7sNOgP
752.5589 GP Cu3H79NO-P
752.6035 SP CusHgoNOg
753,5614 753,4701 GP Cu1H70010P
753,5065 GP C4oH7404P
753,4912 GP CsgH74015P
753,5429 GP C43H730gP
781,5661 781,513 GL CuoH7701,S
781,5014 GP Cu3H74010P
781,5378 GP Cu4H7504P
781,5225 GP CaoH75012P
781,5742 GP C4s5Hsg20gP
781,4779 GP C39H75011P>
781,5765 PR Cs52H7705
781,6129 PR Cs3Hs104
781,5977 ST CuoHs1 05
801,6799 801,6967 GL Cs1Hg306
801,6368 GP CuHgoOgP
801,6844 SP CusHgaN,OgP
801,6603 ST CsoHgeO7
815,6856 815,7123 GL CsoHgs06
815,616 GP CuHgsOgP
815,6524 GP C47Hg,0gP
815,7 SP C47HgsN206P
815,6759 ST Cs1Ho1O7
836,6111 836,5647 GL Cu3HgsNO,P
836,6164 GP CusHg7NOgP
836,5225 GP CugH75sNOgP
836,5436 GP CusH7gNO1P
836,6094 SP CuHgsNO13
064,7777 964,7729 GP Cs7H107NOgP
978,7577 978,731 PR CeoH10:NO,P
1066,845 1066,7318 GP CsoH10sNO13P
1067,849 1067,5633 ST Cs1Hg7003
1080,825 1080,7404 SP CseH106NO1g

®Volcano plot analizi sonucu TB hastalar1 ve kontrollerin karsilastirlmasiyla anlamli olarak
degisen m/z degerleri (p < 0.05) pozitif iyon modu [M+H]" "Anlamli olarak degisen lipid
tirlerinin m/z degerlerinin Lipid Maps taramasi ile dogrulanmasi. FA: Yag asidi, GL:
Gliserolipid, GP: Gliserofosfolipid, SP: Sfingolipd, ST:Sterol lipid, PR:Prenol lipit.
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https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C40H77O12S
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C43H74O10P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C44H78O9P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C40H78O12P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C45H82O8P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C39H75O11P2
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C52H77O5
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C53H81O4
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C49H81O7
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C51H93O6
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C46H90O8P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C46H94N2O6P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C50H89O7
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C52H95O6
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C46H88O9P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C47H92O8P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C47H96N2O6P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C51H91O7
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C43H83NO12P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C48H87NO8P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C49H75NO8P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C46H79NO10P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C44H86NO13
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C57H107NO8P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C60H101NO7P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C59H105NO13P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C51H87O23
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C56H106NO18
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Sekil 4.9. TB hastalar1 ve Kontrollerin Negatif iyon Modu (a) Temel Bilesen
Analizi (2D-PCA), (b) Kismi En Kiigiikk Kareler Diskriminant
Analizi (2D-PLS-DA) (c) t-testi, (d) Kat Degisim (Fold change,
FC) ve (e) Volcano Plot (VC) Grafikleri
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Tablo 4.3. TB Hastalar1 ve Kontroller Arasinda Degisen Lipid Tiirleri ve
Siniflar1 (Negatif iyon Modu; p<0.05)

m/z® p degeri® Lipid siifi”
112,9857 0,009576 FA
123,9710 0,010927 -
126,9044 0,01047 FA
132,0445 0,028236 -
134,0239 0,010165 FA
146,9624 0,020389 FA
154,9729 0,003641 FA
166,9584 0,001229 FA
174.9543 0.027345 FA
197.9621 0.007048 -
217.9561 0.006016 FA
248.9646 0.003772 FA
268.9534 0.001751 FA.ST
311,1635 0,007942 -
362,9387 0,001383 -
385,3087 0,00391 FA, GL, ST
386,3164 0,008952 FA, ST
457,3683 0,003752 PR, ST
536,3769 0,000146 GP
549,3898 1,61E-05 FA, GL, PR, ST
550,3900 8,78E-05 GP, SP
564,3172 0,017273 GP
588,3148 0,032272 -
603,3600 1,21E-10 GP, ST, SP
604.3615 0.000235 GP
605.3587 0.02614 FA. GP. ST
617.3734 2.38E-07 FA.GP.SP. ST
750.5235 3.44E-06 GP. SP
804,5517 1,01E-07 GP, SP
805,5538 0,000273 GL, GP, ST
805,9639 0,029486 GL, GP
810,5047 0,030227 GP
810,5200 0,013496 GP
811,5175 0,02771 GP, PR
828,5510 0,019878 GP
830,5671 1,7E-15 GP
831,5690 4,29E-10 GL, GP, PR
854,5648 2,22E-05 GP
955,9420 0,018739 FA, GL
955,9684 0,000274 FA, GL
957,9431 0,024291 GL
965,9740 0,017244 FA, GL
966,9762 0,001132 -
967,0034 0,000565 -
967,9777 0,001185 GL
968,0047 0,000166 GL
982,9878 0,002459 SP

®Volcano plot veriler bLipid Maps veri tabanindan elde edilen lipid simiflar1. FA: Yag asidi,
GL: Gliserolipid, GP: Gliserofosfolipid, SP: Sfingolipd, ST:Sterol lipid, PR:Prenol lipit.
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Tablo 4.3.’de; volcano plot analizine gore anlamli (p<0.05) olarak degisen 47
adet m/z degerinin Lipid Maps veri tabanindan elde edilen Lipid simiflari
Tablo 4.4.°de ayrintili olarak verilmistir. m/z degerleri 123.9710, 132.0445,
197.9621, 311.1635, 362.9387, 588.3148, 966.9762, ve 967.0034 olan tiirlerin
lipid sinift belirlenememistir. m/z degerleri 268.9534, 385.3087, 386.3164,
457.3683, 549.3898, 550.3900, 603.3600, 605.3587, 617.3734, 750.5235,
804.5517, 805.5538, 805.9639, 811.5175, 831.5690, 955.9420, 955.9684,
965.9740 olan lipid tiirleri ise birden farkli siniftaki lipid tiirlerine karsilik
gelmistir.

Sekil 4.10.’da y ekseninde goriilen m/z degerleri TB hastalar1 ve kontroller
arasinda anlamli olarak (p<0.05) degisen lipid tiirlerine karsilik gelmektedir.
TB hastalar1 kontrollerle karsilastirildiginda, 20 lipid tiiriiniin (m/z degerlei
sirastyla; 830.5671, 603.3600, 831.5690, 804.5517, 617.3734, 750.5235,
549.3898, 854.5648, 550.3900, 536.3769, 604.3615, 805.5538, 967.9777,
965.9740, 564.3172, 955.9420, 828.5510, 605.3587, 805.9639 ve 810.5047 )
TB hastalarinda daha yiiksek diizeyde (kirmizi renk), 19 lipid tiiriiniin ise (m/z
degerleri sirasiyla; 968.0047, 955.9684, 166.9584, 268.9534, 982.9878,
154.9729, 457.3683, 248.9646, 385.3087, 217.9561, 386.3164, 112.9857,
134.0239, 126.9044, 810.5200, 146.9624, 957.9431, 174.9543 ve 811.5175)
TB hastalarinda daha diisiik diizeyde (yesil renk) bulundugu belirlenmistir. m/z
degerleri 830.5671, 854.5648, 536.3769, 604.3615, 564.3172, 828.551 ve
810.5047 olan GP sinifi lipid tiirleri ve m/z degeri 967.9777 olan GL sinifi
lipid tirtiniin  (toplam 8 lipid tiirii) TB hastalarinda daha yiiksek diizeyde
bulunduklar1 saptanmistir. m/z degerleri 968.0047 ve 957.9431 olan GL smfi
lipid tiirlerinin, m/z degerleri 166.9584, 154.97285, 248.9646, 217.9561,
112.9857, 134.02385, 126.90435, 146.9624 ve 174.9543 olan FA smifi lipid
tiirlerinin, m/z degeri 982.9878 olan sfingolipid ve m/z degeri 810.52 olan
gliserofosfolip sinifi lipid tiirlerinin ise (toplam 13 lipid tiiri) TB hastalarinda
daha diisiik diizeylerde bulunduklar1 saptanmistir. Artig ve azalisin gozlendigi

bu lipidler TB hastalig1 i¢in biyobelirte¢ olma potansiyeline sahiptirler.
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Sekil 4.10. TB Hastalar1 ve Kontroller Arasinda Degisen Lipid Tiirleri I¢in VIP
Skor Grafigi (Negatif iyon modu) (p<0.05)

Tablo 4.4. TB Hastalar1 ve Kontrollerin Negatif Iyon Modu Lipid Profil

Degisimi [M-H]

m/z (Giris)* m/z (Tam) (£ 0.1)° Lipid Simfi® Formulii®
112,9857 113,0608 FA CsHgO
113,0244 FA CsHsOs
126,90435 126,9359 FA CoHOLC),
127,0037 FA CsH304
134,02385 134,0459 FA C4HgNO,
146,9624 147,0299 FA CsH70Os
147,0121 FA CsH;05S
146,9935 FA C4H306
147,0485 FA CeH110,S
147,0274 FA CoHS
154,97285 155,0714 FA CgH1103
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https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C6H9O2
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C5H5O3
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C2HO2Cl2
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C5H3O4
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C4H8NO4
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C5H7O5
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C5H7O3S
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C4H3O6
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C6H11O2S
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C9H7S
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C8H11O3

b

m/z (Giris)® m/z (Tam) (+ 0.1)° Lipid Siifi Formulii
166,9584 167,0172 FA CgH;0,S
174,9543 175,0401 FA C1oH705

174,9804 FA CeH404Cl
175,0248 FA CeH7Os
217,9561 217,8834 FA C,H,NO,CI
248,9646 249,0496 FA C1oH1502
249,005 FA C12Hg0,S,
311,16345 311,1864 FA C17H2705
311,2592 FA C19H3503
311,2228 FA C1gH3104
311,2017 ST C1H»70,
385,30865 385,3112 FA Co6H410,
385,2232 FA CyoH3307
385,3072 FA C21H41N204
385,3323 GL Ca3Hy504
385,2384 ST Ca4H3304
385,3276 ST CorHaoF
386,3164 386,2337 FA Ca3H3oNO,
386,3065 FA CosH40NO2
386,2912 FA Cy1H40NOsg
386,2734 FA Co1H40NO3S
386,2371 FA C2oH3sNO4S
386,3428 ST CsH4sNO
457,3683 457,3687 PR C3oH4903
457,3323 ST Co9H4504
536,3769 536,3358 GP Co6Hs5:NOgP
536,3722 GP Co7HssNOLP
536,4086 GP C2gHsoNOgP
536,2994 GP CasH47NOgP
549,3898 549,4677 FA CagHg102
549,4525 GL C34Hg105
549,4888 GL Cas5Hg504
549,3562 GP CogHs54048P
549,4102 PR C4oHs30
549,4161 ST Cs3Hs706
550,38995 550,3514 GP Co7Hs3NOgP
550,3878 GP CogHs7NO,P
550,3151 GP Co6H4gNOgP
550,4841 SP Ca4HgsNOy4
564,3172 564,3671 GP CogHssNOgP
564,4035 GP Co9HsgNO,P
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https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C8H7O2S
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C10H7O3
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C6H4O4Cl
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C6H7O6
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C2H2NO1Cl
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C10H18O2
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C12H9O2S2
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C17H27O5
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C19H35O3
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C18H31O4
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?&LMID=LMST01031018
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C21H27O2
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C26H41O2
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C20H33O7
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C21H41N2O4
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?&LMID=LMGL01010007
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C23H45O4
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C24H33O4
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C27H42F
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C23H32NO4
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C25H40NO2
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C21H40NO5
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C21H40NO3S
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C20H36NO4S
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?&LMID=LMST01010212
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C26H44NO
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?&LMID=LMPR0106180003
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C30H49O3
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?&LMID=LMST01060014
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C29H45O4
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C26H51NO8P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C27H55NO7P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C28H59NO6P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C25H47NO9P
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?&LMID=LMFA07011033
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C38H61O2
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C34H61O5
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C35H65O4
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?&LMID=LMGP10010001
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C28H54O8P
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?&LMID=LMPR01070060
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C40H53O
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?&LMID=LMST01010366
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C33H57O6
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C27H53NO8P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C28H57NO7P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C26H49NO9P
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?&LMID=LMSP02010069
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C34H64NO4
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C28H55NO8P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C29H59NO7P

m/z m/z (Tam) (£ 0.1)" Lipid Smifi® Formulii®
603,36 603,4031 GP C3oHgoOgP
603,4395 GP Ca3HgsO7P
603,294 GP CogH4g011P
603,4508 SP C3oHgsN2OgP
603,2811 ST C3oH43011
604,3615 604,4348 GP C32HgsNO/P
604,3984 GP C31Hs9NOgP
604,362 GP C3oHs5NOgP
604,3256 GP Co9H5:NOoP
605,3587 605,4575 FA C40H6104
605,4188 GP C32H6208P
605,4552 GP C33H6607P
605,346 GP C3oHs4010P
605,3071 ST C3oH4304F¢
617,37335 617,3906 FA C3oHs57011
617,3516 FA Co7H49NgO1g
617,4188 GP Ca3HgoOgP
617,4552 GP Ca4HesO7P
617,346 GP C31H54010P
617,43 SP C32HgN,O7P
617,3695 ST C3s5H5309
750,5235 750,5079 GP C4oH73NOgP
750,5443 GP C43H77NO/P
750,4352 GP C40HgsNO1oP
750,4927 SP CagH73sNO,P
750,5889 SP C44HgoNOg
804,55165 804,5549 GP C46H79NOgP
804,6277 GP C4gHg7NOgP
804,5913 GP C47HgsNO,P
804,4821 GP Cu4H71NOoP
804,576 GP C43HgsNOoP
804,6124 GP Ca4Hg7NOgP
804,5479 SP C4oH7sNOy3
805,55375 805,6352 GL CsoHgs04
805,5964 GP C4HgsO10P
805,5025 GP C45H74019P
805,6328 GP C4s5HgoOgP
805,5389 GP C46H7809P
805,4873 GP C41H74013P
805,5236 GP C4oH7501,P
805,5753 GP C47Hg0OgP
805,5988 ST Cs1Hg104
805,9639 805,7291 GL Cs1Hg704
805,6692 GP C6Hg40OgP
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https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C32H60O8P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C33H64O7P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C29H48O11P
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?&LMID=LMSP02010069
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C32H64N2O6P
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?&LMID=LMST01130007
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C32H43O11
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C32H63NO7P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C31H59NO8P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C30H55NO9P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C29H51NO10P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C40H61O4
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C32H62O8P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C33H66O7P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C30H54O10P
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?&LMID=LMST01040228
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C32H43O4F6
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C32H57O11
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C27H49N6O10
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C33H62O8P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C34H66O7P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C31H54O10P
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?&LMID=LMSP02010069
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C32H62N2O7P
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?&LMID=LMST01040228
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C35H53O9
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C42H73NO8P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C43H77NO7P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C40H65NO10P
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?&LMID=LMSP02010069
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C38H73NO11P
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?&LMID=LMSP02010069
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C44H80NO8
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C46H79NO8P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C48H87NO6P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C47H83NO7P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C44H71NO10P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C43H83NO10P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C44H87NO9P
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?&LMID=LMSP02010069
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C42H78NO13
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C52H85O6
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C44H86O10P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C45H74O10P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C45H90O9P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C46H78O9P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C41H74O13P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C42H78O12P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C47H82O8P
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?&LMID=LMST01040228
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C51H81O7
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C51H97O6
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C46H94O8P

m/z (Giris)® m/z (Tam) (x 0.1)° Lipid Smifi® Formulii®

810,5047 810,6018 GP CusHgsNOgP
810,5079 GP C47H73NOgP
810,5291 GP CuH77NO1oP
811,5175 811,5495 GP Cus5HgoO10P
811,5859 GP CaHgaOgP
811,4486 PR C42He7015
811,5882 PR Cs3H7906
828,551 828,5549 GP CagH79NOgP
828,6488 GP C47H91NOgP
828,576 GP CasHgaNO1oP
828,4821 GP Ca6H71NO1oP
828,6124 GP C4sHg7NOgP
828,5396 GP CasH79NO11P
830,5671 830,5705 GP CagHgiNOgP
830,6644 GP C47H93NOgP
830,5917 GP CasHgsNO1oP
830,4978 GP Cs6H73NO10P
830,6281 GP Ca6HgaNOgP
830,5553 GP C44aHg1NO14P
831,569 831,6508 GL Cs4Hg705
831,6121 GP C46HggO10P
831,6485 GP C47Hg0OgP
831,5029 GP Ca3H76013P
831,5393 GP CaaHgoO12P
831,6661 PR CsgHg703
854,56475 854,6644 GP CagHgsNOgP
854,5705 GP CsoHgiNOgP
854,5917 GP Ca7HgsNO1oP
854,4978 GP CagH73NO1oP
854,6281 GP CagHggNOgP
955,9684 955,9791 FA CesH12703
955,8699 GL Ce2H11506
957,94305 957,8856 GL Ce2H117056
965,974 966,1553 FA Cs3HasN7049P
965,8543 GL Ce3H11306
968,0047 967,8699 GL Ce3H1150¢
982,9878 982,9172 SP Cs4H120NOs

®Volcano plot analizi sonucu TB hastalar1 ve kontrollerin karsilastirlmasiyla anlamli olarak
degisen m/z degerleri (p < 0.05) negatif iyon modu [M-H]. "Anlamh olarak degisen lipid
tirlerinin m/z degerlerinin Lipid Maps taramasi ile dogrulanmasi. FA: Yag asidi, GL:
Gliserolipid, GP: Gliserofosfolipid, SP: Sfingolipd, ST:Sterol lipid, PR:Prenol lipit
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https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C46H85NO8P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C47H73NO8P
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?&LMID=LMGP03010039
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C44H77NO10P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C45H80O10P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C46H84O9P
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?&LMID=LMPR01070060
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C42H67O15
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?&LMID=LMPR01070060
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C53H79O6
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C48H79NO8P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C47H91NO8P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C45H83NO10P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C46H71NO10P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C46H87NO9P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C44H79NO11P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C48H81NO8P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C47H93NO8P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C45H85NO10P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C46H73NO10P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C46H89NO9P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C44H81NO11P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C54H87O6
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C46H88O10P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C47H92O9P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C43H76O13P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C44H80O12P
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?&LMID=LMPR01070060
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C58H87O3
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C49H93NO8P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C50H81NO8P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C47H85NO10P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C48H73NO10P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C48H89NO9P
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C65H127O3
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C62H115O6
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C62H117O6
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C33H43N7O19P3S
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C33H43N7O19P3S
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C63H113O6
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C63H115O6
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?&LMID=LMSP02010069
https://www.lipidmaps.org/tools/ms/iso2d_Ag.php?formula=C64H120NO5

Tablo 4.5. TB Hastalar1 ve Kontroller Arasinda Artis ve Azalis Gézlenen Lipid
Tiirleri (p<0.05)

FA GP GL SP ST PR

225.2064  496.3457 9679777 1080.8253 1067.8487 978.757
524.3699

753.5614
964.77765
1066.8452
Artiy 830.5671
854.5648
536.3769
604.3615
564.3172
828.551
810.5047

149.1066 810.52  968.0047  982.9878

176.1181 957.9431
192.1439

217.1063
166.9584
154.97285
Azals ~ 248.9646
217.9561
112.9857
134.02385
126.90435
146.9624
174.9543

FA: Yag asidi, GL: Gliserolipid, GP: Gliserofosfolipid, SP: Sfingolipd, ST:Sterol lipid,
PR:Prenol lipit, PK:Poliketit Lipid.
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Sekil 4.12. Bir Aylik Tedavi Siirecini Tamamlayan TB Hastalart ve
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Tablo 4.6. Bir Aylik Tedavi Siirecini Tamamlayan TB Hastalar1 ve Kontroller
Arasinda Degisen Lipid Tirleri ve Siniflar1 (Pozitif iyon modu;

p<0.05)

m/z® p degeri® Lipid siifi”
112,0764 0,029775 -
149.1067 0.002352 FA
198,1575 0,002177 -
217,1063 0,005491 FA, PR
222,1597 0,001556 -
225,2064 0,000434 FA
740,5213 0,000977 GP, SP
772,5897 0,02304 GL, GP, SP
782,5666 0,027141 GP, SP
783,571 0,023488 GL, GP, SP, ST
796,5997 0,03451 GP, SP
801,6808 9,02E-05 GL, GP, SP, ST
806,5672 0,024699 GP, SP
807.5713 0.039495 GL. GP. ST
811.6224 0.007216 GL. GP. SP. ST
835,6094 0,039246 GL, GP, PR, ST
1038,816 0,01381 SP

*Volcano plot veriler "Lipid Maps veri tabanindan elde edilen lipid siuflari. FA: Yag asidi,
GL.: Gliserolipid, GP: Gliserofosfolipid, SP: Sfingolipd, ST:Sterol lipid, PR:Prenol lipit.

801.6808
225.2064
740.5213
222.15965
198.15745
149.10665
217.1063
811.6224
1038.8159
772.5897
783.57095
806.5672
782.5666
112.0764
796.5997
835.6094
807.5713

.

T
2.0

VIP scores

2.2

2.4

Sekil 4.13. Bir Aylik Tedavi Siirecini Tamamlayan TB Hastalar1 ve Kontroller
Arasinda Anlamli Olarak Degisen (p<0.05) Lipid Tiirleri igin VIP
Skor Grafigi, Pozitif lyon Modu
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Tablo 4.7. Bir Aylik Tedavi Siirecini Tamamlayan TB Hastalar1 ve Kontroller
Arasinda Degisen Lipid Tirleri ve Smiflar1 (Negatif iyon modu;

p<0.05)

m/z® p degeri® Lipid siifi”
110,9839 0,042836 FA
118.0278 0.011337 -
123,9705 0,032735 -
166,9595 0,010457 FA
197,9615 0,010215 FA
268,9519 0,01253 PK
385,3086 0,007944 FA, GL, PK, ST
549,389 0,000723 FA, GL, GP, PR, ST
550,3889 0,000377 GP, SP
566,3313 0,031264 GP
603,3588 0,000911 GP, SP, ST
604,3601 0,000562 GP
605,3574 0,016495 GP, PK, ST
617.3726 0.002721 FA. GP. SP. ST
7475435 0.001981 GP. PK. PR
748,5446 0,004867 GP
748,561 0,032504 GP, PR
750,5199 0,002808 GP, SP
779,3627 0,035298 GP, ST
788,9557 0,037046 -
804,5499 0,000151 GP, SP
805,5513 0,007597 GL, GP, ST
821,3721 0,030473 GP, PK, PR
822,377 0,04486 GP, SP
828,5463 0,003145 GP
830,5648 0,00037 GP
831,5677 0,001099 GL, GP, PR
854,5645 0,000751 GP
955,9408 3,37E-05 FA, GL
955,9643 0,005076 FA, GL
967,9759 0,001665 GL
968,0004 0,017935 GL

*Volcano plot veriler "Lipid Maps veri tabanindan elde edilen lipid siiflart. FA: Yag asidi,
GL: Gliserolipid, GP: Gliserofosfolipid, SP: Sfingolipd, ST:Sterol lipid, PR:Prenol lipit,

PK:Poliketit lipid.
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Sekil 4.14. Bir Aylik Tedavi Siirecini Tamamlayan TB Hastalar1 ve Kontroller
Arasinda Anlamli Olarak Degisen (p<0.05) Lipid Tiirleri igin VIP
Skor Grafigi Negatif lyon Modu
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Sekil 4.15. Iki Aylik Tedavi Siirecini Tamamlayan TB Hastalar1 ve
Kontrollerin Pozitif Iyon Modu (a) Temel Bilesen Analizi (2D-
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Sekil 4.16. ki Aylik Tedavi Siirecini Tamamlayan TB Hastalari ve
Kontrollerin Negatif Iyon Modu (a) Temel Bilesen Analizi (2D-
PCA), (b) Kismi En Kii¢iik Kareler Diskriminant Analizi (2D-PLS-
DA) (c) t-testi, (d) Kat Degisim (Fold change, FC) ve (e) Volcano

Plot (VC) Grafikleri
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Tablo 4.8. iki Aylik Tedavi Siirecini Tamamlayan TB Hastalar1 ve Kontroller
Arasinda Degisen Lipid Tirleri ve Siniflar1 (Pozitif iyon modu;

p<0.05)
m/z® p degeri® Lipid siifi”

104,107 0,003488 FA
106,0856 0,002677 FA
108,0806 0,022844 -
113,1324 0,004757 FA
124,1089 0,011362 -
149,023 0,038601 FA
149,1067 0,023105 FA
150,0264 0,01459 -
225,2064 8,71E-07 FA
261,1483 0,004112 FA, PK, PR
280,1627 0,004102 FA
391,2838 0,022754 FA, PK, PR, ST
391.4482 0.0308 FA
392,287 0.03161 FA

393,29 0,043379 FA, GP, PK, ST
480,3579 0,002764 FA, GP, PK,SP
496,3468 0,000396 GP
497,3543 0,045093 FA, GP, ST

524,37 2,04E-07 FA, GP, SP
530,3926 0,001829 GP
705,583 0,03058 GL, GP, SP, ST
752,5568 0,002363 GP, SP
766,5495 0,038534 GP
801,6805 0,000256 GP, SP, ST
803,5423 0,014395 FA, GP, ST
804,5431 0,020893 GP, PK
805,5479 0,002541 FA, GL, GP
812,6057 0,005644 GL, GP, SP
813,6793 0,000876 GL, GP, PR, SP, ST
814,6831 0,004909 GL, GP, SP
815,686 0,001184 GL, GP, SP, ST
836,6162 0,002631 GL, GP, SP
1066,845 0,014861 GP
1067,848 0,01486 ST

*Volcano plot veriler "Lipid Maps veri tabanindan elde edilen lipid simflar. FA: Yag asidi,
GL: Gliserolipid, GP: Gliserofosfolipid, SP: Sfingolipd, ST:Sterol lipid, PR:Prenol lipit.
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Tablo 4.9. iki Aylik Tedavi Siirecini Tamamlayan TB Hastalar1 ve Kontroller
Arasinda Degisen Lipid Tirleri ve Smiflar1 (Negatif iyon modu;

p<0.05)

m/z? p degeri® Lipid sinifi®
166,9582 0,015125 FA, PK
248,9652 0,037307 FA
268,9512 0,042927 PK
362,9386 0,039398 FA, PK
385,3083 0,013896 FA, GL, PK, ST
457,367 0,019795 PR, ST
480,2976 0,0007 FA, GP
541,3234 0,00047 FA, GP
566,3342 0,008234 GP
568,3516 0,000832 GP
569,3499 0,000582 FA, GP, PK, PR

603.36 0.000138 GP. SP. ST
604.3621 0.000754 GP
605,3601 0,015902 FA, GP, PK, ST
617,3759 0,001015 FA, GP, SP, ST
747,546 2,59E-05 GP, PK, PR
748,5473 8,28E-05 GP, PR
750,5229 0,002797 GP, SP
766,5152 0,01548 GP
802,5406 0,045539 GP, PK
804,5525 1,2E-05 GP, SP
805,5548 8,23E-06 GL, GP, ST
810,5086 0,04534 GP
821,3727 0,031139 GP, PK, PR
822,3749 0,034228 GP, SP
826,5374 0,034294 GP
828,5525 0,006979 GP
830,5662 2,1E-05 GP
831,5674 0,000599 GP, PR
854,5642 0,000569 GP
885,5383 0,027062 GL, GP, PK, ST
955,9447 0,003568 FA, GL
955,9619 0,013549 FA, GL
957,9552 0,022213 GL
967,9798 0,000647 GL

/olcano plot veriler °Lipid Maps veri tabanindan elde edilen lipid simiflari. FA: Yag asidi,

GL.: Gliserolipid, GP: Gliserofosfolipid, SP: Sfingolipd, ST:Sterol lipid, PR:Prenol lipit.
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Sekil 4.17. iki Aylik Tedavi Siirecini Tamamlayan TB Hastalar1 ve Kontroller
Arasinda Anlamli Olarak Degisen (p<0.05) Lipid Tiirleri igin VIP
Skor Grafigi (a) Pozitif lyon Modu (b) Negatif lyon Modu
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Sekil 4.18. Alt1 Aylik Tedavi Siirecini Tamamlayan TB Hastalar1 ve

Kontrollerin Pozitif Iyon Modu (a) Temel Bilesen Analizi (2D-
PCA), (b) Kismi En Kii¢iik Kareler Diskriminant Analizi (2D-PLS-
DA) (c) t-testi, (d) Kat Degisim (Fold change, FC) ve (e) Volcano
Plot (VC) Grafikleri
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Sekil 4.19. Alti Aylik Tedavi Siirecini Tamamlayan TB hastalar1 ve

Kontrollerin Bireylerin Negatif iyon Modu (a) Temel Bilesen
Analizi (2D-PCA), (b) Kismi En Kiigiik Kareler Diskriminant
Analizi (2D-PLS-DA) (c) t-testi, (d) Kat Degisim (Fold change,
FC) ve (e) Volcano Plot (VC) Grafikleri
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Tablo 4.10. Alts Aylik Tedavi Siirecini Tamamlayan TB Hastalar1 ve
Kontrollerin Arasinda Degisen Lipid Tiirleri ve Siniflar1 (Pozitif

iyon modu; p<0.05)

m/z® p degeri® Lipid siifi”
106,0856 0,015412 FA
225,2066 0,00023572 FA
258,2788 0,029629 FA
370,3545 0,026926 FA, SP
718,5404 0,0035682 GP, PK, SP
734,569 0,034481 GP
781,5649 0,017537 GL, GP, PR, ST
787,66465 0,017924 FA, GL, GP, PR, SP,ST
810,59925 0,015086 GP, SP
811,621 1,5702E-05 GL, GP, SP, ST
811,66495 0,023723 GL, GP, SP, ST
815,6861 0,022763 GP, SP, ST
836,60995 0,016506 GL, GP, SP
936,74815 0,041875 FA, PK
1038,81575 0,00992 SP
1039,8192 0,020743 GL, SP

®Volcano plot veriler bLipid Maps veri tabanindan elde edilen lipid siniflari. FA: Yag asidi,
GL: Gliserolipid, GP: Gliserofosfolipid, SP: Sfingolipd, ST:Sterol lipid, PR:Prenol lipit.

Tablo 4.11. Altt Aylhk Tedavi Siirecini Tamamlayan TB Hastalari ve
Kontrollerin Arasinda Degisen Lipid Tirleri ve Siniflar1 (Negatif
iyon modu; p<0.05)

b

m/z? p degeri® Lipid sinifi
187,007 0,038934 FA
265,1448 0,015046 FA, PK, ST
311,1636 0,038124 FA, PK, ST
550,3898 0,003222 GP, SP
604,3614 0,015878 GP
724,2743 0,02938 PK
747,5451 0,030043 GP, PK, PR
766,5157 0,027302 GP
779,3638 0,011367 GP, ST
802,5379 0,041564 GP, PK
804,5514 0,000608 GP, SP
821,3736 0,000243 GP, PK, PR
822,3764 0,000351 FA
823,3772 0,000875 GP
830,5654 0,02974 GP
966,9756 0,03328 -

®Volcano plot veriler bLipid Maps veri tabanindan elde edilen lipid siniflar1. FA: Yag asidi,
GL: Gliserolipid, GP: Gliserofosfolipid, SP: Sfingolipd, ST:Sterol lipid, PR:Prenol lipit.
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Tablo 4.12. Yedi Aylik Tedavi Siirecini Tamamlayan TB Hastalar1 ve
Kontroller Arasinda Degisen Lipid Tiirleri ve Siniflar1 (Pozitif

iyon modu; p<0.05)

m/z? p degeri® Lipid sinifi®
724,5262 0,003187 GP, PR
801.6808 0.024171 GP, SP, ST
807.5718 0.044577 GL.GP, ST
936.7481 0.030073 FA. PK
937.7515 0.030032 GL. GP
941.7036 0.029485 GL. GP
942.7068 0.029261 FA. GL
1038.816 0.027603 SP
1039.82 0.027656 GL. GP
1040.822 0.027271 SP

®Volcano plot veriler bLipid Maps veri tabanindan elde edilen lipid siniflari. FA: Yag asidi,
GL.: Gliserolipid, GP: Gliserofosfolipid, SP: Sfingolipd, ST:Sterol lipid, PR:Prenol lipit.

Tablo 4.13. Yedi Aylik Tedavi Siirecini Tamamlayan TB Hastalar1 ve
Kontroller Arasinda Degisen Lipid Tiirleri ve Siniflar1 (Negatif

iyon modu; p<0.05)

m/z* p degeri® Lipid simfi”
120,039 0,044421 -
126,9044 0,034698 FA
166,0475 0,009194 -
209,9491 0,013968 -
535,3761 0,0278 FA, GL, GP, PR, ST
549,3909 0,015044 FA, GL, GP, PR, ST
550,3881 0,006714 GP
588,3117 0,0122 PR, SP
603,3606 0,002307 GP, SP, ST
604,3643 0,027589 GP
605,3627 0,018593 FA, GP, PK, ST
617,3752 0,039771 FA, GP, SP, ST
716,5031 0,017131 GP, PK, SP
748,5462 0,029789 GP, PR
802,5353 0,02179 GP, PK
803,5389 0,032524 FA, GL, GP
804,5482 0,030536 GP, SP
805,9609 0,031041 GL, GP
826,5382 0,027965 GP
830,5642 0,030227 GP
831,5665 0,033701 GL, GP, PR
834,509 0,00841 GL, GP, SP
965,9696 0,036984 FA, GL
965,9899 0,024305 FA, GL
966,9725 0,039313 -
966,9931 0,02416 -
967,9745 0,04391 GL
967,9959 0,037178 GL

*Volcano plot veriler "Lipid Maps veri tabanindan elde edilen lipid simflari. FA: Yag asidi,
GL: Gliserolipid, GP: Gliserofosfolipid, SP: Sfingolipd, ST:Sterol lipid, PR:Prenol lipit.
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Tablo 4.14. Bir, Iki, Alt1 ve Yedi Ay Tedavi Siireglerini Tamalayan TB
Hastalar1 ve Kontroller Arasinda Degisen Lipid Tiirleri (p<0.05)

Lipid simifi
FA GP GL SP ST PK
225,2064  830,5648 967,9759 1038,816
604,3601
Artis 854,5645
828,5463
748,5446
1Ay 566,3313
149,10665 968,0004 268,9519
Azahs 197,9615
166,9595
110,9839
225,2064  496,3468 967,9798 1067,848
104,107 1066,845
124,1089 830,5662
603,36
854,5642
Artis 568,3516
828,5525
566,3342
766,5152
2 Ay 826,5374
810,5086
106,0856 530,3926 957,9552 268,9512
280,1627
113,1324
Azals 149,1067
248,9652
391,4482
392,287
225,2066 734,569 1038,815 724,2743
Artis 258,2788 823,3772 75
822,3764  604,3614
766,5157
6 Ay 830,5654
Azahs 106,0856
187,007
550,3881 967,9745 1038,816
Artis 604,3643 1040,822
7 Ay 826,5382
830,5642

Azalig 126,9044

967,9959

FA: Yag asidi, GL: Gliserolipid, GP: Gliserofosfolipid, SP: Sfingolipd, ST:Sterol lipid,
PR:Prenol lipit, PK: Poliketit Lipid
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5. TARTISMA

TB hastalig1 diinyada halen yiiksek mortalite oranina sahip bir hastalik olup,
tedavi, teshis ve ilag gelistirilme amaciyla iilkeler ¢ok biiylik yatirimlar
yapmaktadirlar. TB tanisi i¢in; balgamda Mtb gdsterilmesi ve hastanin akciger
film bulgular1 gibi yontemler kullanilmaktadir. Akciger filmi veya diger
radyolojik incelemelerde TB hastaliginin yaptigi degisiklikler goriildiigiinde
diger hastaliklardan ayirt etmek i¢in mikrobiyolojik inceleme yapilmaktadir.
Hastadan alinan balgam veya diger materyaller laboratuvarda incelenmekte ve
TB basilinin goriilmesi ya da yapilan kiltiirde basil tiremesiyle tani
kesinlesmektedir. Verem tanisini koymak ig¢in tiiberkiiloz cilt testi (TDT)
denilen deri testi yapilmaktadir. Bu testte tuberkiilin, deri altina enjekte
edilmekte ve hasta 2-3 giin sonra, deride bu siviya karsi olusan yaniti 6lgmek
icin ¢agrilmaktadir. Bu yanita gore, hastanin daha once Mtb ile karsilasip
kargilasmadigina karar verilmektedir. Ancak bu testin, uygulamanin ve sonug
degerlendirmesinin uygulayict kisiye bagli olarak degisebilmesi gibi bir
dezavantaj1 bulunmaktadir. Son zamanlarda TB tanisinda kullanilan TDT deri
testinin yalanci negatiflik ve yalanci pozitifliklerinin oldugu gosterilmistir.
Ayrica, kisinin testi yaptirmak ve okutmak i¢in saglik birimine iki defa gelmek
zorunda olmasi, verem asis1 (BCG) yaptiranlarda yanlis sonug verebilmesi
(Tirkiye'de bu as1 herkese yapilmaktadir) gibi baska dezavantajlari da

bulunmaktadir..

Gelismis tilkelerde verem teshisi i¢in yapilan deri testinin yerini, kandan
yapilan IGRA testleri almistir. Bu testler de Mtb 'ye karsi, enfekte kisilerdeki T
hiicresi lenfositlerin salgiladigi Gamma Interferon diizeyini olgiilmektedir.
Ancak bu yontemin, parazit ve diger nedenlerle olusan ve serumda bulunan
endojen Gamma Interferonu da Glgliyor olmasi ve yalnizca Mtb’ye spesifik
olan cevabi1 ortaya koyamamasi, disaridan gonderilecek ornekler i¢in ¢ok fazla
tip, islem ve ayrintili prosediir gerektirmesi ve tiim bu islemlerin hatali
sonuglara agik olmasi, yiiksek oranda (% 10’ a yakin) yalanci negatif sonug
vermesi gibi dezavantajlari bulunmaktadir. TB hastaligimin kiside olup
olmadigimi1 kandan arastiran en onemli IGRA testi, T-Spot TB testidir. Bir
ELISPOT (Enzyme-linked immunospot) yontemdir. ELISA yontemi ile

66



benzerlik gostermektedir. Hastalardan tam kan Ornegi alinip laboratuvara
gonderilmekte ve laboratuvarda periferal kan mononiikleer hiicreleri
(Peripheral blood mononuclear cells PBMCs) ayrilarak yikanmakta ve
sayllmaktadir. Sayilan kan hiicrelerine ilgili protokol uygulandiktan sonra spot
sayimmi yapilarak sonu¢ alinmaktadir. Spot sayiminda sayimi yapan kisiye bagh
olarak elde edilen degisken sonugclar, test sonu¢ alinma siiresinin uzun olmast,
test maliyetinin yiiksek olmasi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu
nedenlerden dolayr TB hastalig1 i¢in 6zglin biyobelirteglerin arastirilmasi

Onemini korumaktadir.

Hastalikla ilgili biyobelirtegler, erken tani, teshis ve tedavi seceneklerinde
hekime yol gosterici olmaktadir. Lipit metabolizmasiin, diyabet, meme
kanseri, Alzheimer hastaligi ve akciger hastaliklarinin yanisira diger farkli
hastaliklarin karmasik genetik 6zellikleriyle iliskili oldugu bilinmektedir [75].
Klinik lipidomik, lipitler ve bu lipitlerle ilgili hastaliklar arasindaki
baglantilarin anlasilmasi yoluyla dnleme, tani ve potansiyel tedavilerde 6nemli
bir rol oynamaktadir. Klinik biyoinformatikteki ilerlemeler sayesinde
toplanilan fazla miktardaki ham veri degerlendirilerek, klinik lipidomik alanda
kullanim potansiyeline sahip ¢iktilar elde edilmektedir. Klinik lipidomik
calismalarda farkli analitik yontemlerden (gaz kromatografisi, sivi

kromatografisi ve kiitle spektrometresi vb.,) faydalanilmaktadir [75].

Lipitler ve bunlara karsilik gelen metabolitlerin siniflandirilmasi i¢in ¢aligmalar
nadir yapildigindan, lipit-iliskili enzimler hakkinda spesifik bilgileri
tanimlamak zor olmaktadir. Lipide 6zgii proteinlerin ve enzimlerin biyolojik
ozelliklerini ve iglevlerini tantmlamak klinik lipidominin 6nemli bir parcasidir.
Cesitli hastaliklarda ve bunlarin karsilik gelen metabolik enzimlerinde
lipidomik profillerin arastiritlmasi ve bu lipit-spesifik enzimlerin bir aginin
olusturulmas1 6nemlidir. Boyle biiyiikk bir enzim agi, lipitlerin metabolik
stireclerini, ¢oklu yollardaki enzim aktivasyonlarinin etkilesimini ve hiicresel
lipidomlarin biyokimyasal homeostazini dinamik olarak tespit etmemize
yardimct olabilecektir. Sistemik metabolizma calismalarinda, lipit spesifik
enzimlerin diizenlenmesine olan ilgi giin gegtikge artmaktadir. Lipit spesifik

enzimlerin aktivasyonunun, bu enzim ifadelerinin degisen diizenlemesine ek
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olarak, lipit metabolizmas1 i¢in belirtegler olup olamayacagi da
sorgulanmaktadir. Bazi enzimlerin anormal ifadesi, hastali§in teshisi ve hedefe
ozgii tedavi icin bir yol gosterici olabilmektedir. Ornegin, lipitle iliskili
enzimlerin genomik ekspresyon profillerinin arastirildigi klinik lipidomik bir
calismada, lipit metabolizmasinin 6nemli bir enzimi olan hidroksilkoenzim A
dehidrogenaz’in alfa alt birim gen mutasyonunun, renal hiicre karsinomunda
timor olusumu ve diger hiicresel siiregler (biyosentez, ketogenez ve ketoliz)
tizerinde etkili oldugu bildirilmistir [75]. Baska bir ¢alismada akciger kanseri
ve farkli alt tipleri (yass1 epitel hiicreli ve kiigiik hiicreli) teshis edilen
hastalardan alinan serum orneklerinin lipid profilleri karsilagtirilmis ve akciger
kanserli hastalarda fosfatidilserin (PS) ve lizofosfatidilserin (lysoPS) tiirlerinde
onemli artis, fosfatidiletanol (PE) ve lizofosfatidiletanol (lysoPE) tiirlerinde ise
azalig bildirilmistir [76]. Lipidomik ¢alismalar, Klinik uygulama ile birlikte lipit
fonksiyon bozukluklarini incelemek ve bir¢ok hastaligin gelisimi sirasindaki
meydana gelen lipid metabolizmasi ile ilgili degisiklikler ortaya koydugundan,
son zamanlarda bu alandaki ¢calismalar artmaktadir. Belirli hastaliklar i¢in daha
fazla biyobelirteg ve potansiyel terapotik hedefler siirekli olarak belirlenip
tanimlansa da, lipit bazli ve hastalia 6zgli biyobelirtegleri tanimlamak ve
gelistirmek hala zor bir ¢aligma alamidir [75]. Ozgiin lipid biyolojik
belirteglerinin kesfedilmesi, hastaliklarin daha erken teshis edilmesi ve bireye

Ozgii tedavilerin gelistirilmesine olanak saglayabilecektir.

Bakteriyel enfeksiyonlarda biyobelirteg olarak faydalanilan bazi lipid tiirleri
bulunmaktadir. Bunlar arasinda sepsis ve TB, potansiyel olarak lipit
biyobelirtecleri kullanilarak teshis edilebilen birincil hastaliklardir. Sepsis veya
bakteriyemi diinya ¢apinda hastanede yatan hastalarda bulas goriilmesi ve
Olimlerin 6nde gelen sebeplerindendir. Yapilan caligmalara gore, tim agir
sepsis ve septik sok vakalarinin % 30-40"1 kan dolasimi1 enfeksiyonlarindan
kaynaklanmaktadir. Ayrica, Gram-negatif bakterilerin neden oldugu toplam
sepsis vakalarindaki enfeksiyonlarin orani, Gram-pozitif bakterilere bagh
enfeksiyonlardan daha yiiksektir. Bu ¢alismalar sonucunda, Gram negatif
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin % 30-80 arasinda degisirken, Gram

pozitif bakteriyel enfeksiyonlarin % 6-24 arasinda degistigini; geri kalanina
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diger patojenik organizmalarin neden oldugu gozlenmistir. Hasta kaninda
LPS)gibi amfipatik molekiillerin varlig1 agik bir sepsis gostergesi olarak kabul
edilmektedir. Ayrica konakgi tasiyici lipoproteinlerin, bir sepsis belirteci
olabilen LPS ve LTA gibi amfipatik molekiilleri bagladig1 gézlemlenmistir.
Lipopolisakkarit baglayici protein (LBP), Gram negatif bakterilerde LPS'yi ve
Gram pozitif bakterilerde LTA'y1 etkili bir sekilde baglayarak LPS-LBP veya
LTA-LBP kompleksi olusturmaktadir. Insanlarda, serumda 5- 10 pg/mL'lik bir
konsantrasyonda bulunan LBP’nin, bir¢ok c¢alismada sepsis i¢in bir
biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi saptanmistir. Sepsinin akut fazi sirasinda
LBP’nin konsantrasyonu 200 pg/mL’ye kadar c¢ikabilmektedir. Agir sepsis
veya agir sepsis ile beraber septik sok gegiren 253 hastayi iceren bir ¢calismada,
kontrol grubuna kiyasla hastalarin % 78.3'linde endotoksin diizeylerinde artig
oldugu tespit edilmistir. Ayrica, LBP degerleri 4.1 = 1.7 pg/mL olan normal
kontrol ile kiyaslanan hastalarin % 97'sinde LBP diizeylerinin yiiksek oldugu
saptanmigtir. Sepsiste, LPS ve LBP'nin miktarinin ciddi artis1 hastaligin nasil
seyredeceginin tahmini konusunda 6nemli olduguna isaret etmektedir. Bununla
birlikte LBP'nin, enfekte olmayan hastalar1 siddetli sepsis hastalarindan
potansiyel olarak ayirt ettigini, fakat sepsisli hastalar1 organ fonksiyon
bozuklugu olmadan ayirt edemedigi saptanmistir. Gram-pozitif ve Gram-
negatif enfeksiyonlart LBP konsantrasyonlari ile ayirt edilememektedir. Sonug
olarak LBP konsantrayonu sepsis i¢in potansiyel bir biyobelirte¢ olarak goriilse

de tek basina bir biyobelirteg olarak kullanilmasi 6nerilmemektedir [36].

LPS ve modifikasyonlarinin, potansiyel antimikrobiyal diren¢ belirtecleri
disinda tutulmamasi gerekmektedir. Kiiresel halk sagligi, antibiyotiklere karsi
gelisen direng ile giderek daha fazla tehdit altina girmekte ve yeni
antimikrobiyallerin edinme yolu son derece sinirli hale gelmektedir. Gram-
negatif bakterilerde MDR’nin hizla yayilmasi, polimiksinler olarak adlandirilan
son tercih antimikrobiyallerin kullanimin1 gerektiren, en tehdit edici
durumlardan birisi olmaktadir. LPS gibi molekiiller {izerindeki ilag hedefi,
modifikasyonlar nedeniyle Enterobacteriaceae'de, polimiksinlere karsi direng
olugmaktadir. Bu modifikasyonlar LPS'nin lipit A kismina fosfoetanolamin

(PETN) ve 4-amino-L-arabinoz (L-Ara4N) gibi katyonik gruplarin eklenmesi
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ile olugmaktadir. Bu katyonik gruplar ve antibiyotik arasindaki elektropozitif
itmeye bagli olarak, polimiksin'e LPS baglanmasinda azalma meydana
gelmektedir. LPS’ye, pETN ve L-Ara4N ilavesi ile PmrA/PmrB veya
PhoP/PhoQ iki bilesenli sistemleri kodlayan genlerde edinilmis mutasyonlar
veya mgrB genindeki degisiklikler yoluyla kromozom kodlu mekanizmalarla
iliskilendirilmistir. pETN ilavesi, baslangigta mcr-1 geni olarak tarif edilen ve
diinya capinda Enterobacteriaceae'de tanimlanmis ve insan ve hayvan
numunelerinden geri kazanilmis bir plazmid kodlu pETN transferaz, MCR-1
ekspresyonu ile de iliskilendirilmistir. Bu nedenle, LPS'nin tespiti ve
modifikasyonlari, antimikrobiyallerin yanlig kullanimin1 6nleyecek potansiyel
bir gelisme olarak goriilmektedir. Bu tip tespit i¢cin bakteriyel kiiltiirden lipid
A'nin ekstraksiyonu ve izolasyonundan sonra MALDI kiitle spektrofotometrisi
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, lipid A'y1 geleneksel yontemler kullanarak
izole etmek igin uzmanlik ve uzun bir prosediir gereklidir. Bu da lipit A'nin
Klinik laboratuvarlarda bir antimikrobiyal direng¢ (AMR) belirtegi olarak
kullanimini1 zorlastirmistir. Bozulmamis bakteri lipidomik ¢alismalar1 gibi

yenilik¢i ¢oziimler ile bu sorunlar asilmistir [36].

Sepsis ve kiiresel olarak HIV / AIDS ile iliskili 6liimlerin 6nde gelen nedeni
olarak goriilen AMR ve TB’nin tespit edilmesi i¢in lipit biyobelirtegleri olarak
bakteriyel endotoksinin kullanimi disinda, baska lipitlerde biyobelirteg¢ olarak
basariyla kullanilabilmektedir. Yapilan ilk c¢alismalarda, Meb nin. hiicre
duvarindan elde edilen LAM preparatinin, farelerin periton bosluguna enjekte
edildiginde idrarla atildigi bildirilmistir [77]. LAM'in sistemik dolasimdan
idrara girdigi mekanizma tam olarak bilinmemesine ragmen, ¢esitli
caligmalarda aktif TB’nin vaka tanist i¢in LAM’1n bir lipit biyobelirteg¢ olarak
kullanilabilir oldugu tespit edilmistir. TBhastaliginda lipit biyobelirte¢ olarak
LAM kullanimi, HIV pozitif TB hastalar1 ve pediatrik TB hastalig1 ile sinirh
kalmaktadir. Yapilan bir calismada, tiiberkiiloz oldugundan siiphelenilen 61
hastaya, pediatrik TB tanis1 koymak i¢cin ELISA yontemi ile idrarda LAM
degerlerine bakilmistir. Tiiberkiilin cilt testi, akciger rontgeni, aside direncli
boyama ve balgam kiiltiirii gibi geleneksel yontemlerle idrarda tespit edilen

LAM Kkarsilastirildiginda, % 83 duyarlilik ve % 85 6zgiilliik gostermistir. Bu da
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idrardaki LAM'in pediatrik TB’yi teshis etmek igin iyi bir biyobelirteg
oldugunu gostermektedir. Sadece laboratuvarlarda calisilabilen ELISA'ya
paralel olarak, TB’nin saptanmasi i¢in hizli sonug veren strip test gelistirmistir.
Bununla birlikte testte duyarlilik CD4 hiicresine bagimlidir, CD4 hiicrelerinin
sayist azaldika duyarlilik artmaktadir. Ornegin, CD4 hiicreleri igin
<50 hiicre/uL iken duyarlilik % 66.7 ve bu say1 >200 hiicre/uL oldugunda ise
duyarlilik % 4'e kadar diismektedir [36].

Hiicre i¢i patojenlerin ve konakgr hiicrelerinin metabolizmasi yakindan
baglantilidir. Mtb lipid metabolizmasinda, immun yanit ve konakgida lipid
homeostazisi arasindaki etkilesim sonucunda kompleks ve dinamik bir patojen-
konak etkilesimi olusturmaktadir. Bu etkilesim, basil ile konak¢i hiicre
metabolizmasini ve fizyolojisini etkileyerek immun yaniti uyaran molekiiller
olarak islev gormektedir [78]. Aerosoller seklinde akcigere giren TB basilleri
makrofaj ve ndtrofiller tarafindan tutulurlar. Mikobakteri komplement
reseptorleri olan CR1, CR3, CR4 ve mannoz reseptdrleri mikobakterinin
fagositler tarafindan hiicre i¢ine alimini tesvik etmektedirler. Mikobakteriler
fagozomlarin asit 6zelligini engelleyerek fagolizozomal etkiyi Onlerler. Bu
durum makrofajlar igerisinde TB basillerinin ¢ogalmasi ve immiinolojik olarak
saptanamamasi i¢in uygun bir ortam yaratmaktadir. TB, edinsel bagisiklik
yetmezligi sendromunda (AIDS) en sik goriilen firsat¢1 enfeksiyondur.
Kolesterol bakimindan zengin lipit alanlari, insan bagisiklik yetmezligi viriisii

(HIV) ve TB basilinin konake1 hiicresine giris i¢in 6nem arz etmektedir [79].

Mtb'nin in vivo olarak gesitli besinleri kullanmasina ragmen, bu bakterinin
enerji lretmek ve patojenez i¢in gerekli biyosentetik Onciileri iiretmek i¢in
tercihen konak lipitlerini metabolize ettigi bilinmektedir. Goriintilleme ve
metabolik analiz tekniklerindeki ilerlemeler, Mtb'nin tercihen kopiiklii
hiicrelerle birlestigini ve eksojen olarak sentezlenen yag asitleri ve kolesterolii
kullanmak i¢in ¢oklu fizyolojik sistemleri kullandigini géstermektedir. Mtb*de
yag asidi ve kolesterol metabolizmas: ile ilgili yapilan ¢alismalarda, Mtb’nin
enfeksiyon sirasinda onemli besin maddeleri olarak yag asitleri ve kolesterol
bagimlisi oldugu ortaya konmustur [80-84]. Mtb, enerji ve kritik merkezi

metabolik ara iiriinler iretmek i¢in yag asitlerini okside etmektedir. Yag asitleri
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ayrica dogrudan hiicre membrant fosfolipidlerine de katilabilmekte veya
TAG'a  doniistiiriilebilmektedir. ~ Fosfolipitlerin ~ sitoplazmik ~ membran
bitlinliigiini  korudugu, TAG'In besin smirlamasi durumunda mobilize
edilebilen bir karbon depolama molekiilii olarak islev gordiigii bilinmektedir
[85, 86]. Lipid sentezinin son iiriinleri agik bir sekilde 6nemli olmakla birlikte,
bu katabolik ve anabolik yollarin bakteriyel fizyolojiyi de etkileyebilecegi
ongiiriilmektedir. Ornegin, TAG sentezi, asetil-CoA miktarin1 azaltarak, Mtb
biiyiime hizin1 ve antibiyotik duyarliligini azaltabilmektedir [87]. Bu nedenle
lipit metabolik yollari, bir karbon ve enerji kaynagi olarak hizmet etmenin yani
sira, redoks durumunu ve birincil metabolit havuzlarinin miktarin1 modifiye
ederek Mtb’nin fizyolojisini etkileyebilmektedir. Mtb, birgok farkli yag asidini
katabolize edebilmektedir. Bununla birlikte, Mtb’nin enfeksiyon sirasinda
optimal biiylimesi ve kaliciligi i¢in konak¢i kolesteroliin tekrar tekrar

kullanilmasi gerektigi gosterilmistir [84, 88-92].

Konakgr lipitlerin elde edilmesi i¢in gerekli olan mekanizmalar, Mtb’nin lipid
katabolik sistemlerinin yetersiz oldugunun baska bir yoniidir. Birkag
calismada, ekzojen olarak eklenen yag asitlerinin makrofajlarda hiicre ici
biiylime sirasinda Mtb tarafindan kullanilabilecegi gosterilmistir [86, 93]. TB
enfeksiyonlar1 sirasinda indiiklenen kronik enflamasyonun bir 6zelligi, biiyiik
lipid cisimcikleri biriktiren Mtb ile enfekte kopiiklii makrofajlarin olugsmasidir.
Inflamasyonun, ¢esitli basamaklarda lipit metabolizmasini modiile ettigi
bilinmektedir [94, 95]. Bu yeniden modellemenin ardindaki 6nemli bir
mekanizma, yag asidi metabolitlerine yanit veren bir niikleer transkripsiyon
faktorii olan peroksizom proliferator aktive reseptorlerin (PPARs) enfeksiyona
bagli aktivasyonunu igermektedir [96]. Mtb enfeksiyonu, enfekte olmus
hiicrelerdeki PPAR ekspresyonunu gecici olarak toll benzeri reseptor 2 (TLR2)
- bagimli sekilde arttirmakta ve enfeksiyon sirasinda bu transkripsiyon
faktoriiniin aktivasyonu lipid damlacik birikmesine yol agmaktadir [96-98].
Ayrica, PPAR ve LXR transkripsiyon diizenleyicileri gibi enfeksiyon sirasinda
lipit birikimini kontrol eden spesifik konak yollara yeni bakis agilari, konakg1
bagisikliginin bakteriyel mikro-cevreyi degistirdigi mekanizmalar1 ortaya

¢ikarmaya baglamistir. Mtb ile enfekte olmus konakgida lipid birikimi, patojen
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tizerinde ilave dolayli etkilere sahip olabilir. Hiper-enflamatuar bir ortami
destekleyen, hiicre i¢i lipid havuzunu arttirmak, bakteriye yonelik bir biiyiime
substrat1 saglamanin 6tesinde, anti-aglik tepkisini tetikleyebilmekte ve Mtb'nin

Oldiirtilmesinin  iki 6nemli mekanizmas1 olan, otofaji ve lizozom

asidifikasyonunu inhibe edebilmektedir [82, 86, 93, 99-105].

Mtb basili, sentezledigi lipit bakimindan benzersiz bir ¢esitlilik géstermektedir
[106]. Mtb ile ilgili yapilan ilk lipidomik ¢alismalarda, yiiksek ¢Oziintirliiklii
kiitle spektrometresi (MS) veya sivi kromatografi-kiitle spektrometresi (LC-
MS) kullanmistir. Ancak bu yontemler, Mtb lipidomunda belirlenmek istenen
lipit tiirlerini gesitli problemlerden dolayr simirlanmaktadir. ilk olarak, Mtb
lipidomunda ¢ok fazla tiir bulunmasi kiitle spektrumlarinda ortiismeye neden
olmaktadir. Bu problem, karmasik ham 6ziitlerdeki bir¢ok lipidi ayirt edebilen
yiiksek ¢oziiniirliiklii kiitle spektrometreleri kullanilarak kismen ¢ozlilmiistiir.
Ancak birgok iyon, ortiisen spektrumlara sahip olmalari nedeniyle hala ayirt
edilememektedir. Diger bir problem ise, karmasik karisimlardaki bazi lipit
tirlerinin  digerlerinin  iyonizasyonunu baskilayarak tespit edilmelerini
engellemelerinden kaynaklanmaktadir. MS’ten once lipitleri ayirmak i¢in LC-
MS’in kullanildigr diger ¢alismalar, sadece birkag spesifik lipidin incelenmesi
icin gelistirilmis olup diger mikobakteriyel lipid siniflarin1 ayirmada etkili
olmamustir. Diger bakteriler i¢in gelistirilen global LC-MS metotlari, Mtb’de
bol miktarda bulunan apolar lipitleri yetersiz sekilde ayirmaktadir. Bu tiirlerin
etkili bir sekilde ayrilmasi igin tek adimli bir yontem gelistirilerek bu
sinirlamalar asilmig ve boylece Mtb lipitlerinin global olarak izlenmesi igin
nispeten basit bir protokol saglanmistir. Bu protokol kullanilarak, standart
kiiltiirde yetistirilen bakterilerden 5000 lipid tiirline karsilik gelen 100.000°den
fazla MS piki giivenilir ve tekrarlanabilir bir sekilde elde edilmistir [106].

Mtb, mikolik asitler ve bunlarin glikosile edilmis formlari, fosfolipidler
(¢ogunlukla PE, CL, PG ve PI), TAG ve glikolipidleri gibi ¢ok farkli tiirde
lipid icermektedir. Hipoksik NRP Mycobacterium bovis BCG'den, lipidomik
ve diger biyokimyasal yontemler kullanarak, yalnizca lipit-damlacik (LD) tiir
acisindan zengin fraksiyona baglanan ve TAG metabolizmasinda rol alan bes

yeni protein [BCG1169c, BCG1489c, Tgsl (BCG3153c), Tgs2 (BCG3794c)
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ve BCG1721] tanimlanmistir. TAG metabolizmasinda yer alan LD-iligkili
anahtar  proteinlerin  tamimlanmasi, mikobakteriyel lipit depolanma
mekanizmalarina yeni bakis agilar1 saglamakta ve TB’nin terapotik miidahalesi
icin yeni hedefler ortaya c¢ikarabilmektedir [107, 108]. Bir diger 6nemli
mikobakteriyel lipid sinif mikolik asitler (MA) olarak bilinmektedir. a-alkil-f-
hidroksil dalli uzun zincirli yag asitleri olan MA’lar diisiik hiicre duvari
gecirgenligi nedeniyle yaygin antibiyotiklere diren¢ kazandirarak makrofajlar
icinde bakteriyel hayatta kalmaya katkida bulunan mikobakteriyel zarflarin
temel bilesenlerini temsil etmektedirler. Bu &zellik ise bu grup lipidleri,
antimikobakteriyel ilaglarin gelisimi i¢in 6nemli bir hedef haline getirmektedir
[109, 110]. Toplam mikolik asit pikinin (TMAPs) olgtildigic HPLC bazli
duyarlilik testi de, bu lipid smifinin klinik Mtb izolatlar1 i¢in etkili bir
duyarhlik gostergesi (saatler iginde) olarak hizmet etme potansiyelini ortaya
koymustur [111]. Yeni LC/MS (ve MS/MS) yontemlerin son zamanlardaki
gelisimi, tiirevlendirme olmaksizin belirli MA'larin analizini kolaylastirmis ve
patojen siiflandirmasinin yanisira ilag tedavisi ¢aligmalari i¢in bir tarama araci

olarak MA parmak izi potansiyel uygulamalari1 gosterilmistir [112, 113].

Tip-2 Diyabet (T2D), diisiik ve orta gelirli iilkelerde TB gelisimine yatkinlik
olugsmasina neden olan bir hastaliktir. TB-T2D komorbiditesi, bireylerin klinik
kontroliinii ve prognozunu kétiilestirmektedir. Diyabetik hastalarda TB'ye kars1
artan duyarliligin, T2D'li bireylerde degisen lipit diizeyleriyle baglantili oldugu
ongoriilmektedir. Yapilan bir calismada TB hastalarinin serum o6rneklerinde
gliserofosfolipid tiirlerindeki degisimler hedeflenmemis lipidomik yontemle
UPLC-ESI-QToF kullanilarak arastirilmistir [114]. Ayrica, saglikli ve hasta
gruplar arasinda farkli olarak eksprese edilen metabolitlerin belirlenmesi igin
tandem kiitle spektrometresi yapilmistir. T2D'li veya T2D'siz TB enfekte
bireylerin, fosfatidilkolin tiirlerinde azalma gozlenmistir. TB ve TB-T2D
hastalarinda toplam 14 gliserofosfolipid tiirliniin farkli sekilde regiile edildigi
ve potansiyel olarak biyobelirte¢ olarak dngoriilebilecegi bildirilmistir [114].

Collins ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada, 17 kisiden olusan TB hasta
grubunun serum oOrneklerinde Mtb iliskili lipid tiirlerinin varligi saglikl

bireylerle karsilastirilmistir [115]. Saglikli bireylerle karsilagtirildiginda, TB
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hastalarmin  serum Orneklerinde PG (16:0-18:1), Lyso-Pl (18:0) ve
acilfosfatidilinositolmannosid (Acl1PIM1) (56:1) lipid tiirlerinde en belirgin
artis gozlenmistir. Bu ¢ lipid tiirlinlin tek baslarina veya birlikte aktif TB
vakalarinin  siniflandirmasi igin biyobelirteg olabilecekleri ileri siirtilmiistiir
[115]. Wood ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada 30 TB hastasi ve 30 saglikli
kontrol bireyden elde edilen plazma 6rneklerinde lipidomik analiz yapilarak
1800 adet lipid tiirii analiz edilmistir [116]. TB hastalarinin plazma
orneklerinde lizofosfatidilkolin seviyelerinde diisiis, fosfatidilkolin ve

fosfatidilgliserol seviyelerinde artis oldugu belirlenmistir [116].

Caligmamizin ilk basamaginda, hedeflenmemis lipidomik yontem kullanilarak
TB hastalar1 ve kontrollerin tiim lipid profilleri karsilastirilmistir. TB hastalar1
ve kontroller arasinda degisiklik gozlenen lipid tiirleri pozitif ve negatif iyon
modunda degerlendirildiginde; m/z degeri 225.2064 olan FA, 964.77765,
1066.84525, 753.5614, 496.3457, 524.3699, 830.5671, 854.5648, 536.3769,
604.3615, 564.3172, 828.551 ve 810.5047 olan GP smifi lipid tiirleri,
1067.8487 olan ST, 1080.8253 olan SP, 967.9777 olan GL ve 978.7577 olan
PR lipid tiirlerini iceren 17 farkli lipidin TB hastaliginda kontrollerle
karsilastirildiginda daha yiiksek diizeylerde bulunduklari belirlenmistir. m/z
degerleri 149.1066, 192.1439, 176.1181, 217.1063 166.9584, 154.97285,
248.9646, 217.9561, 112.9857, 134.02385, 126.90435, 146.9624 ve 174.9543
olan FA smifi lipid tiirlerinin, 968.0047 ve 957.9431 olan GL smufi lipid
tiirlerinin, 982.9878 olan sfingolipid (SP) ve 810.52 olan gliserofosfolipid (GP)
siifi lipid tiirlerinin (toplam 17 adet) ise TB hastalarinda kontrollere gore daha
diisiik diizeylerde bulunduklar1 belirlenmistir. Hedeflenmemis lipidomik
yontemle elde edilen sonuglara gore TB hastalar1 ve kontroller arasinda anlaml
artis ve azalisin (p<0.05) belirlendigi toplam otuzdort lipid tiirii (ondort tane
FA, onii¢ tane GP, ii¢ tane GL, iki tane SP, bir tane ST ve bir tane PR) TB TB
hastaligi i¢in kan-temelli olasi biyobelirtegler olarak 6ngorilmiistiir.
Hedeflenmis lipidomik yontem uygulandiginda spesifik lipid smniflar
icerisinde de ayrimlar saglanarak, m/z degerleri birden fazla lipid sinifina
karsilik gelen lipid tiirlerinin de (Tablo 4.2. ve Tablo 4.4), smiflar

belirlenerek, daha fazla lipid tiirli biyobelirte¢ olarak dngoriilebilecektir.
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Calismamizin ikinci asamasinda yine hedeflenmemis lipidomik yontem
kullanilarak, TB tedavisi sirasinda degisen lipid tiirlerinin belirlenmesi
amaciyla, bir, iki, alt1 ve yedi ay tedavi alan TB hastalar1 ve kontrollerin tiim
lipid profilleri karsilagtirnllmistir. Tedavi alan TB hastalar1 ile kontroller
arasinda FA, GP, GL, SP, ST ve PR sinift lipid tiirlerinde tedavi siiresine bagl
olarak artig ve azaliglar gozlenmistir (Tablo 4.14.). Tedavi siiresindeki ilerleme
ile birlikte hasta bireylerin lipid profillerindeki degisimler giderek azalmis ve
yedi aylik tedavi sonucunda TB hastalarinin YAve GP sinifi lipit tiirlerinde en
az lipid degisimi gozlenmistir. Bu da, TB tedavisinin, hasta bireylerin lipid

profillerini saglikli bireylerinki ile benzer 6lgiilere getirdigine isaret etmektedir.
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6. SONUC

TB, Mtb basili ile bulasan bir hastalik olup, iilkemiz gibi gelismekte olan
iilkelerde halen yiiksek sayida Oliime neden olmakla birlikte, is giicii ve
ekonomik kayiplara da sebep olmaktadir. TB sirasinda konakgi lipit birikiminin
enfekte olmus kisiye bir¢ok zararl etkisi olabilecegi acgiktir, bu da kolesterol
veya yag asidi metabolik ve homeostatik yollarin terapotik gelisim i¢in yararl
hedefler olabilecegini gostermektedir. Lipid metabolizmasimi hedef alan
tedaviler goz oOniinde bulunduruldugunda, TB kemoterapisi pekcok yoniiyle
zaylf kalmaktadir. Hem konak¢ida hem de patojende lipit metabolizmasinin
Oonemi goz Oniinde bulunduruldugunda, bu yollar potansiyel ila¢ hedefleri

haline gelmektedir.

Lipidlerin hiicre ve doku fizyolojisinde degisik ve c¢ok Onemli rolleri
bulunmaktadir. Lipid metabolizmasinda meydana gelen degisiklikler ile
bulasict hastaliklar1 da iceren farkli bir¢ok insan hastaligl arasinda giiclii bir
korelasyon oldugu son yillarda yapilan ¢alismalarda ortaya konmaktadir. Lipid
metabolizmasi1 ¢ok karmasik olup, kompleks bir sinyallesme ag1 tarafindan
diizenlenmektedir. Lipidomik, hastalik durumlarindaki lipid degisimleri ve bu
lipidlerle 1ilgili protein diizeyleri ve gen ekspresyonlarini da iceren bir ¢aligma
alanidir. Bu nedenle, lipidomik, karmasik lipidler ve halk sagligi i¢in 6nemli
tehdit olusturan cesitli hastaliklarin patogenezi arasindaki kompleks iliskilerin
daha fazla arastirilmasi i¢in yararli bir ara¢ olma potansiyeline sahiptir.
Lipidomik ¢alismalar, yeni hastalik biyobelirteclerinin ve kiiresel hastalik
yikiini o6nemli Olglide hafifletebilecek yeni terapdtik  hedeflerin
gelistirilmesine Onciiliik etmektedir. TB hastaligi i¢in yeni biyobelirteglerin
gelistirilmesinde ilk adim, TB hastaliginda anlamli olarak degisen bir lipit
smifinin  veya tek bir lipitin tanimlanmasidir. TB hastaliginda, lipid
metabolizmasinin sinyal yollarinin anlagilmasi ve tanimlanmasi tedavi igin yeni
hedefler saglayabilecek ve farkli lipit molekiillerinin islevlerinin belirlenmesi,
klinik degerlendirme i¢in yeni TB tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde

kullanilabilecektir.

Yaptigimiz ¢calisma sonucunda kontrollerle karsilastirildiginda, TB hastalarinda

en fazla degisim yag asidi ve gliserofosfolipid sinifi lipidlerde gozlenmis,
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gliserolipid, sfingolipid, sterol ve prenol lipid smiflarinda da az sayida lipid
tiriinde degisimler belirlenmis olup, bu lipid tiirleri TB hastalig1 i¢in lipid
biyobelirtegi olarak Ongoriilmiistiir. Tedavi alan TB hastalar1 ile kontrol
bireyler arasinda FA, GP, GL, SP, ST ve PR smifi lipid tiirlerinde tedavi
stiresine bagli olarak artig ve azalislar gozlenmistir. Tedavi siiresindeki ilerleme
ile lipid tiirlerindeki degisimlerin azaldigi ve Ozellikle 7 aylik tedavi alan
hastalarin lipid profillerinin kontrol bireylere kiyasla en az degisim gdsterdigi

saptanmistir.
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KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

Lipidomik Yaklagim Kullanilarak Taberkiloz Hastahig Igin Lipid
ARASTIRMANIN ACIK ADI Belirteglerinin Saptanmasi ve Tedavi Stresince Degisen Lipid Ttrlerinin
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