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OZET

Kronik Obstruktif Akci ger Hastaligi (KOAH) Olan Ki silerde TNF Alfa ve TGF Beta
Gen Polimorfizmleri

KOAH; onemli bazi akciger disi etkileri olan, tam olarak geri donusumli
olmayan hava akimi kisitlamasi ile karakterize, érdnebilir ve tedavi edilebilir bir
hastaliktir. KOAH gelisiminde genetik risk faktorleri ile ilgili ¢esitli ara stirmalar
yapiimis olup bunlar en ¢cok TNF alfa ve TGF beta polimorfianlerini kapsayan
calismalardir. Her ne kadar bu calismalarda KOAH ile bu genlerin
polimorfizmlerinin ili skili oldu gu distnulsede genel olarak bu ¢agmalarin sonuclari
celiskilidir. Bizde bu baglamda, bdlgemizde ki KOAH vakalarinin bu genler agsindan
polimorfizmlerinin de gerlendiriimesini amacladik.

Calismamiza 83 KOAH'll, 35 kontrol dahil edilmis olup; KOAH ile tumoér
nekrozis faktér alfa (TNF-a) G-308A promotor polimorfizmi, transorme edici
blyume faktori beta (TGF$) C-509T promotor polimorfizmi ve TGF- p T869C
polimorfizmleri arasindaki ili ski PZR-RFLP yontemi kullanilarak ara stirilmi stir.
Ayrica bu polimorfizmlere genotip dagilimlari ve allel frekanslarinin hasta ve kontrol
grubunda dagilimlari incelenmistir.

Calismamiz sonucglarina gére hasta ve kontrol grubu gengd frekanslari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p degerleri sirasiyla;
0.343, 0.096, 0.207). Hasta ve kontrol grubu all&éekanslar kar silastirildi ginda da
anlamli bir fark elde edilememistir (p degerleri sirasiyla 0.470, 0.071, 0.110).

Sonug¢ olarak Turk toplumu igin ilk olan bu c¢alismamizda adi gecen
polimorfizmler ile KOAH arasinda bir ili ski saptanamamstir.

Anahtar Sozcukler: KOAH, polimorfizm, promotor, TGF -B, TNF-a
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ABSTRACT

TNF Alpha and TGF Beta Gene Polymorphisms Among Chwnic Obstructive

Pulmonary Diseaase (COPD) Patients

Chronic Obstructive Pulmonary Diseaase (COPD) is apreventable and
treatable disease with some significant extrapulmary effects that may contribute to
the severity in individual patients. There have be® many studies, primarily on TNF
alpha and TGF beta gene polymorphisms, conducted othe genetic risk factors of
COPD. Even though, TNF alpha and TGF beta gene patyorphisms were thought to
be associated with COPD, these results are contraeggl. In this regard, our goal was
to evaluate the TNF alpha and TGF beta gene polymphisms of COPD cases in our
region.

In our study, 83 COPD patients and 35 healthy contls included and the
relationship between tumour necrosis factor alpha {NF-a) G-308A promotor
polymorphism, transforming growth factor beta (TGF-g) C-509T promotor
polymorphism, TGF- g T869C polymorphism and COPD were evaluated by usm
PCR-RFLP method.

As a result, no significant statistical differencewere observed between the
genotype prevalances of COPD patients and healthywtrols (p=0.343, 0.096, 0.207,
respectively). And also, allele frequencies did naliffer between COPD patients and
healthy controls (p=0.470, 0.071, 0.110, respectiye

In conclusion, no association was found between C@OPand mentioned
polymorphisms in the first study conducted at Turkish population.

Key Words: COPD, polymorphism, promotor, TGF-, TNF-a.
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1. GIRIS

Kronik obstriktif akcger hastafii (KOAH); birbirinden bgimsiz olarak hasta
bireylerde bazi anlaml akigr dsi etkileri olan, ©nlenebilir ve tedavi edilebilirirb
hastaliktif. Bu hastaftin akcgger bileseni ise tamamen geri désiimii olmayan, hava aki
kisittamasidir. Hava ajakisitlamasi genellikle ilerleyicidir ve algarlerin zararl partikil

veya gazlara maruz kalmasliyla@n anormal immiin cevaplagkilendirilmistir™.

KOAH'In genetik temeli tam olarak ankamamstir. Muhtemelen farkli gen
kombinasyonlari ¢evresel faktorlere gaduyarhligl artirmaktadir. Bu nedenle KOAH,
karmaik bir genetik hastalik olarak tanimlanabilir. KOABM iliskili olabilecesi distintlen
aday genlerden 20’den fazla gen boélgesinde bircolkmprfizm calsiimistir. Bununla
birlikte yapilan cakmalar farkli ve celikili sonuclar vermitir.

Bu calsmanin amaci, Cukurova bolgesindeki KOAH'lI hastidar izole edilen
DNA'larin, TNF alfa ve TGF betal genlerinin gereklimerler kullanilarak PCR ile
cogaltimasi ve RFLP kullanilarak bireylerin sahip wlthri polimorfizm tiplerinin
belirlenmesi, bu polimorfizmler igin allel frekaasinin ve bu polimorfizmlerin KOAH ile

ili skilisinin olup olmadgi da aratiriimistir.

2. GENEL BILGILER

2.1. Kronik Obstruktif Akci ger Hastalig
2.1.1. Tanim

KOAH; onemli bazi akger dgi etkileri olan, tam olarak geri dogiimli olmayan
hava akimi kisitlamasi ile karakterize, Onlenebile tedavi edilebilir bir hastaliktir.
KOAH'In karakteristik 6zellgi olan kalici hava akimi kisitlanmasi, genellikkrleyicidir
ve zararh partikillere kar akcigerlerde geken anormal inflamatuvar yanit ile skilidir.

KOAH akcigerleri etkilemekle birlikte, ciddi sistemik etkikede yol acabilmektedir

Zararli partikil ve gazlarin uzun sire solunum ytdwalinmasi akgerlerde gekien



kronik inflamasyon; blyuk hava yollari, kiguk hayallari ve akcger parankimini
etkilemekte ve kronik braiit, kicik hava yolu hast&@ ve amfizem gefimine yol
acmaktadir. Bu iki bilgenin hastafia katkisi gorece kiden kiiye desismektedir. Geken
kicuk hava yolu hastgh (obstruktif brogiyolit) ve amfizem KOAH‘a 6zgu kalici hava
akimi obstriksiyonu galiminde 6énemli bir role sahiptir. Genetik olarak bastalgin
gelisimine yatkin olan kilerin uygun cevresel risk faktorlerine uzun siraroz kalmasi

hastalik gelimine neden olmaktadif.
2.1.2. Patoloji, Patogenez ve Patofizyoloji

KOAH'In karakteristgi olan patolojik dgisiklikler proksimal hava yollari, periferal
hava yollari, ak@er parankimasi ve pulmoner damar sisteminde bulgtunuPatolojik
desisiklikler; kronik inflamasyon, akg@erlerin farkl parcalarinda spesifik inflamatuar
hiicre tiplerinin sayisinin artmasi, tekrarlananahag tamir sonucu olarak glan yapisal
degisiklikleri icerir™'®* Genel olarak, inflamatuar ve yapisalgdilikler hastalgin

ciddiyeti ve sigaray! birakmamakta israr etmelaitar.

KOAH'lI hastalarda solunum sistemi inflamasyonunwglunum sistemindeki
normal inflamatuar cevabin sigara icimi gibi kronilarici faktorlerle artmasi sonucu
meydana c¢ikmgi gibi gorinmektedir. Bu amplifikasyon mekanizmasientiz
anlggllamamsgtir ama belki genetik yénden tanimlanabilir. Sigagani olmadan bazi
kisilerde KOAH gelgebilir, fakat gelsen bu inflamatuar cevabin ghasi
bilinmemektedit'®!* Oksidatif stres ve akgérlerde proteinazlarin artmasi yoluyla @eci
inflamasyonunun daha fazla artmasiyla gerg@kldBu mekanizmalar birlikte KOAH
patolojisinin  karakterisgini olusturan dgisikliklere 0Onculik eder. KOAH'daki
karakteristik fizyolojik anormallik ve semptomlaraitinda yatan sirecler gunumuzde iyi
anlasiimistir. Ornesin, periferal havayollarinin daralmasi ve inflamasyn primer sonucu
FEV1 azalmasi sirasinda, parankimal yikim (amfizeam) dolay1 gaz transferinin azalmasi
ortaya cikar. Kigcik havayollarindaki inflamasyorilgisu, fibrozis ve limene ait salgilar
ile FEV; ve FEMW/FVC oraninin azalmasli ve muhtemelen KOAH karaktigii olan

FEVYin hizlandirims sekilde dimesi ile iliskilidir®. Gaz dgisim anormallikleri



hipoksemi ve hiperkapni gibi sonuglari ve KOAH'dssiti mekanizmalari vardir. Genel
olarak hastalik ilerledikce gaz transferi kotile Hafif KOAHtan — orta KOAH’a
hastalginin seyrinin ge¢ zamanlarinda, kii¢ciik havayolurl@riain daralmasi nedeniyle
hipoksik pulmoner hipertansiyon gedbilir. KOAH'In 6zellikle caitli sistemik etkileri
icerdigi gittikce kabul edilmektedir, bu hastalik icin faa kalma oraninin komorbid

hastaliklar ile bilyuik ifkisi vardirt2

2.1.3. Tani

Nefes darlgl, kronik 6ksirik ya da balgam cikarma yakinmaanoleya hastalikla
ilgili risk faktorlerine (titin dumani, biomass yakullanimi, mesleki toz ve kimyasallar)
maruziyeti olan hastalarda KOAH akla gelmelidir ta@1 spirometre ile dgulanmalidir
(Cizelge 2.2). Nefes dagl, genellikle egzersizde artar, ilerleyicidir verhgiin vardir.
Kronik oksurik ise genellikle ilk semptomdur; baigaveya balgamsiz olabilir. Genellikle
akciger fonksiyonlari bozulana kadar hava akim kisitlima fiziksel belirtileri yoktur,

saptanmasinin duyarfilive 6zgulligi distktur'.

KOAH tanisi koymada spirometrik tetkik c¢ok o©6nemlidi Hava yolu
obstriksiyonunun vagli spirometrik olarak gosterilmelidir. KOAH ile ilgi olarak
yayinlanan rehberlerde taninin spirometre ilgrdmnmasi konusunda ortak gérdoz
konusudur. Ancak spirometrik kriterin ne olmasi ekisi konusu net daldir.
Spirometride maksimum inspirasyon noktasinda zbitunefes vermeyle cikarilan hava
miktar (FVC) ve maksimum bir ekspirasyonun ilk i@sinde dyariya verilen hava
miktari (FEV1) olculmeli ve bu iki 6lgimin orani EFN1/FVC) hesaplanmalidir.
Spirometre Odlcumleri ya boy, cinsiyet ve irka uygun referans gdderiyle
karsilastiriimalidir. Tipik KOAH'l hastalarda hem FEV1, mede FVC azalmtir. Hava
akim kisittamasi vagh bronkodilator sonrasi FEV1/FVC < %7¢eklinde tanimlanir.
Yasllarda oldgundan fazla KOAH tanisi konulmasini 6énlemek iciglgaliskili normal

deserlerle kagilastiriimaldir'.



Cizelge2.2 Kronik Obstriktif Akcser Hastalgl Tanisini Dgundiren Anahtar Gostergeler

spirometre uygulanmalidir. Bu gostergeler tekldrana tani sglamazlar fakat coklu anahtar gdstergenin

varligl KOAH tanisi ihtimalini artirir. KOAH tanisinin gaulugunu onaylamak icin spirometre uygulamasi

gereklidir.
Ilerleyicidir (zamanla @rlasir)
Genellikle egzersizle daha daidasir
Nefes Darlg Inatgidir (her giin goraltr)
Hasta tarafindan “nefes almakta zorlanmanin artpiasairhk”, “hava
acligl”, veya “nefes almada zorlanma” olarak tanimlanir
Kronik &ksiriik Periyodik olabilir ve balgam uretimi gorulmeyehilir
Kronik balgam cikarma Herhangi bir kronik balgam gikarma modeli KOAH&ariet edebilir

Tutln dumani

Risk faktorlerine maruz kalma ) )
. Mesleki tozlar ve kimyasallar
oykulsu, 6zellikle

Evde 1sinmak ve yemekgoimek icin kullanilan yakit dumani.

2.1.4.KOAH'In Siddeti ve Evrelerinin Siniflandiriimasi

Egitim amaciyla, hastalin basit spirometrik siniflandiriimasi icin 4 evre
onerilmektedit (cizelge 2.1). Spirometre hasmh tanisinin temelidir ve KOAH'daki
patolojik desisikliklerle ilgili yararli agiklamalar sgar. Spesifik spirometrik sinir
noktalari[cut-points] (6rn@n, post-bronkodilatér FEVMFVC orani <70 veya FEV<80,50
veya %30 tahmini olarak) basitemek amaciyla kullaniimaktadir. Bu sinir noktalar
klinik olarak tasdik edilmengtir. Rastgele bir populasyondan secilerek yapilargcdisma
FEV/FVC 0.70 sinir oranini bitin yagruplarinda bu dgerin dstiinde oldgu
bulunmutur, bu durum belirlenngisabit oranlarin kullanimini desteklemekt&dBununla



birlikte, yaslanma siireci dolayisiyla aker kapasitesi etkilenmektedir. Ozellikle hafif
seyreden hastaliklarda bu sabit oraninin kullarsirgglilarda daha fazla KOAH tanisi, 45

yasindan genc yegkinler icin daha az KOAH tanisina sebep olabilmeidte

Kronik ve ilerleyici nefes dagi, 6ksurik ve balgam tretimi KOAH'In karakteristik
semptomlaridir. Kronik oksuriuk ve balgam uretimvéaksi kisitlamasindan birkag yil
Once gekebilir. Bu model sigara icicilerinde vegdir risk gruplarinda tanimlama ve henliz
blyuk bir sglik problemi haline gelmeden midahale etmek igisizbir firsat sunar.
Diger taraftan, anlamli derecede havasiakisitlamasi 6ksirik ve balgam Uretimi olmadan

da gelsebilir.

Cizelge 2.1.Post-bronkodilatér FEMemel alinarak yapilan spirometrik KOAfitidetinin siniflamasi

Evre |: Hafif FEV:/FVC <%70

FEV;> %80 tahmini

Evre Il: Orta FEV./FVC<%70

%50< FEV; >%80 tahmini

Evre IlI: A gir FEV./FVC<%70

%30< FEV; >%50 tahmini

Evre IV: Cok agir FEV/FVC<%70

FEV; <%30 veya FEY <%50 arti kronik solunum

yetmezlgi

Evre |: Hafif KOAH — Hafif hava akyi kisitlamasi ile karakterizdir (FEXFVC <70, FEM
> %80 tahmini). Kronik oksurik ve balgam semptomlgelisebilir fakat her zaman
gorulmeyebilir. Bu evrede, i genellikle akcger fonksiyonunun anormal oldundan

habersizdir.



Ewre II: Orta KOAH - Karakterize hava gkl kisittamasi daha kotluye gitgtir
(FEV1/FVC<70 %50< FEV; >%80 tahmini) solunum zorflwyla gelsen nefes dar,
Okslruk ve balgam dretimi bununla beraber goriiebBu evrede kronik solunum

semptomlari veya alevlenme sebebiyle bazi hastédbkla tibbi yardim almaktadirlar.

Ewre I11: Agir KOAH — Hava akyi kisittamasi daha da koétuye gittn (FEV/FVC<70,
%30 < FEV; >%50 tahmini), fazla nefes dail) azalmg egzersiz kapasitesi, halsizlik ve
neredeyse her zaman hastanigaya kalitesini etkileyen tekrarlayan alevienmeles il

karakterizedir.

Evre IV: Cok a&ir KOAH — Ciddi derecede hava akikisitlamasi (FEVFVC<70,
FEV1<%30 tahmini veya FEV<%50 arti kronik solunum yetmegi) ile karakterizedir.
Solunum yetmezjji, deniz seviyesinde nefes alirken arteriyel ki€haibasincinin (Pag)
8.0 kPa (60 mm-Hg)'dan az olmasi ile arteriyel ki€, basincinin (PaC£{6.7 kPa (50
mm-Hg)'dan fazla olmasi ile birlikte veya olmadamimlanir. Solunum yetmegliayni
zamanda kor pulmonale &alp yetmezlki) gibi kalp (zerinde etkili olabilir. Kor
pulmonalenin klinik garetleri jugular vendz basinci yiukselmesi ayak gbilgukurunda
O0dem olgumudur. Evre IV:Cok gir KOAH olan hastalarda FEV>%30 olsa bile bu
komplikasyonlar vardir. Bu evrede, fark edilebillegekilde ygam kalitesi bozulmgtur ve

alevlenmeler ygami tehdit edecek seviyede olabilir.
2.1.5. Tedavi

KOAH'da tedavinin hedefleri; hastgin ilerlemesini 6nlemek, semptomlari
iyilestirmek, egzersiz toleransini arttirmaksgan kalitesini arttirmak, komplikasyonlarini
onlemek ve tedavi etmek, mortaliteyi azaltmaktiedavi programi; risk faktdrlerinin

azaltilmasi, stabil KOAH'In tedavisi, alevlenmefetedavisini icermektedir.

a) Risk faktorlerinin azaltilmasi: Akciger fonksiyonlarindaki azalmanin
engellenmesinde tek etkili gghm sigara iciminin birakilmasidir. Bunun yanindastei
maruziyetin kontroll, ev ic¢i ve gliortam hava kirlilginin 6nlenmesi konusunda da 6zel

gayret sarf edilmelidir.



b) Stabil KOAH'In tedavisi: Stabil KOAH tedavisi hastaggimi ile baslamalidir.
KOAH'In tedavi edilebilir bir hastalik oldtu hastaya mutlaka anlatiimalidir. Hastadi
Ozellikleri, tedavide kullanilacak ilacglarin etkile cihazlarin kullanikl, hasta hekim
iletisiminin 6nemi, atak tablosunun 6zellikleri, kenditvea yapmasi gerekenler, doktora ne
zaman bgvurmasi gerek@i, egzersizin 6nemi ve has@in seyrinde olgabilecek

komplikasyonlar konusunda bilgilendirilmelidir

Semptomlari 6nlemek ve kontrol etmek, atak gikke siddetini azaltmak, hastalik
durumunu iyilgtirmek ve egzersiz toleransini arttirmak icin fakawlajik tedavi
kullaniimaktadir. Gunumizde kullanilabilir  olan bic ilagc tedavisi, akger

fonksiyonlarindaki azalma tzerine uzun sureli etiagildir.

2.1.6. KOAH'In YUKU

KOAH prevalansi, morbiditesi ve mortalitesi; Ulkelee ayni sinirlar icindeki farkh
gruplar arasinda g#lidir fakat genel olarak tittin icim prevalansrek olarak KOAH’la
ili skilendirilmistir. Bununla beraber, bircok Ulkede odun yakma diger biyomas
yakitlarin kullanimi ile olgan hava Kkirlilgi aynt zamanda KOAH risk faktorl olarak
tanimlanmgtir. Oniimiizdeki 10 yilda devamh KOAH risk faktailee maruz kalma ve
dinya populasyonunun gigen ya yapisi nedeniyle KOAH yukinin ve prevalansinin

artacg 6ngorilmektedi
2.1.6.1. Epidemiyoloji

Gecmite, kesin olmayan ve géi tani yontemleri ile prevalans, morbidite ve
mortalitenin kesin dlcimuni karmak zordu. Buna ek olarak KOAH'In normalden az
tanimlamasi ve ghisi KOAH'In anlamli sekilde oldgundan az beyan edilmesine neden
olmaktadir. KOAH olgularinin normalden az beyan etim boyutu; Ulkeler arasinda
farklidir ve sglik alaninda cafan profesyonellerin bilinglenme ve KOAH'I anlama
seviyelerine, sgik hizmetleri organizasyonlarinda ganlarin kronik hastaliklarla ba

cikabilmelerine, KOAH tedavisinde ilaglardan yazsamlabilirligine baghdir' **



2.1.6.2. Prevalans

Ornekleme metodu, cevap orani, spirometrinin k&detrolii ve spirometride pre-
/post- bronkodilatér uygulanip uygulanmgdgibi birgok c¢eitli kaynaktan gelen etkenler
KOAH prevalansini etkileyebilir. Bu karmpi&liga rggmen, bu veriler KOAH prevalansinin
ortaya ¢ikmasina olanakgayabilir. 1990-2004 yillari arasinda 28 llkedeggétestiriimi s
sistematik dgerlendirilen meta-analiz caimalasinda; sigara icen ve biraknkisilerde
icmeyenlere gore, 40 ymin Ustindekilerde, 40 ya altina gore ve erkeklerde kadinlara
gore KOAH prevalansinin (evre 1: Hafif KOAH ve Uskayda dger derecede yuksek

oldugu yéniinde kanitlar giamistir™ =2

2.1.6.3. Morbidite

Morbidite geleneksel olarak fiziksel muayeneler,il agervis muayeneleri ve
hastaneye yatma ile dlgtlir. KOAH veritabani buwspparametreleri icin az kullagh ve
genellikle mortalite veritabanlarina gére daha avegilir olmasina rgmen, kullanilabilen
bu az veri, yga birlikte KOAH morbiditesi arfil ve erkeklerde kadinlara gére daha yuksek
olduguna karet etmektedir > KOAH'In erken aamalari (Evre I: Hafif KOAH ve Evre II:
Orta KOAH) c@u zaman farkina varilmagitani konmangi veya tedavi edilmergiir ve

bundan dolayi hastalarin tibbi kayitlarinda tamaptabilir.

KOAH kaynakli morbidite dier kronik komorbidsartlar tarafindan etkilenebilir
(6rnezin kas-iskelet hastaliklari, diabetes mellitus)nlan KOAH ile dgrudan ilikili
degildir ama yinede hastanin @& durumunda etkileri olabilir veya KOAH yodnetimin
olumsuz yonde etkileyebifir'®. Hastalgin daha ileri safhalarinda (Evre 1l1:3% KOAH ve
Evre IV: Cok &ir KOAH) KOAH kaynakl morbidite, dier komorbidsartlardan dolayi

yanlis yorumlanabilir.



2.1.6.4. Mortalite

Cogu llkede KOAH 6nemli bir 6lim sebeplerinden biriddiinya Salik Orguiti
(WHO) verilerine gore, 1990 yilinda altinci sirailéam sebebi oldgu, 2030 yilinda dinya
capinda Ugiincli 8lim sebebi olgc@ngorilmektedi. Mortalitenin bu kadar artmasi,
sigara iciminin salgin hale gelmesi, demografirogw; ilkedeki dgisimi ve populasyonun

daha uzun ygmasi nedenlerine glanmaktadir.
2.1.6.5. KOAH’In Ekonomik ve Sosyal YUk

KOAH maliyetli bir hastaliktir. Gegimis Ulkelerde sglik sistemine en biyik yuk
olusturan KOAH alevlenmeleridir. Avrupa Biglinde, direk olarak solunum hastaliklarinin
maliyeti toplam sglik butcesinin tahmini %6’sidir, KOAH maliyeti hgdandginda %56
(38.6 milyon Euro)'dur. Amerika’da 2002 yilinda, KOAH'In direk maliyeti8lmilyar
dolar, indirekt maliyeti toplamda 14.1 milyar dalar®. Hasta bgna digen maliyet, sglik
hizmetlerinin nasil sunuld@wna ve nasil 6dengine gore Uulkeden Uulkeye farklilk
gOsterecektir.Sasirtict olmayansekilde, KOAH'In siddeti ve bakim maliyeti arasinda

carpici bir direk iljki vardir ve hastalik ilerledikce maliyetin glami desismektedir-

2.2 KOAH GEL iSIMINDE ROL OYNADI GI DUSUNULEN FAKTORLER
2.2.1 Genetik Faktorler

Sigara bgimlisi olan ya da ayni ¢evresel figasmanin s6z konusu ol@u kisilerin
bazilarinda KOAH gedimesi ve bazi ailelerde KOAH'In sik gorilmesi, paogzde
genetik faktérlerin cok &nemli bir yerinin oljuna karet edet Yapilan cakmalarda,
KOAH hastalarinin kardgerinde kontrol grubuna goére KOAH ggtie riskinin 2-3 kat
daha fazla oldgu ve oOzellikle erkek kargeerde risk arginin daha belirgin oldtu
belirtilmistir®. KOAH patogenezinde, cok sayida hiicre tipi, engimve inflamatuar
medyatorler kompleks bir interaksiyonla hava yohflamasyonu ve akger parankim

harabiyetine neden oftif. Bu nedenle KOAH'tan sorumlu olabilecek tek birjéragenin



bulunmasi s6z konusu gieir. KOAH'In genetik temeli tam olarak arddmamstir.
Muhtemelen farkli gen kombinasyonlari ¢cevreselddkte kagi duyarliligl artirmaktadir.
KOAH patogenezinde yer alan genler; antiprotedlaksik maddelerin metabolizmasi,
antioksidan, olgan inflamatuar yanitla ilgili genler olarak sinrftarilabilirle’. Bu nedenle

KOAH, karmaik bir genetik hastalik olarak tanimlanabilir.
2.2.1.1.0 -1 Antitripsin (AAT)

En iyi bilinen KOAH genetik risk faktorigiddetli konjenital alfa 1 antitripsin
(AAT) antiproteazinin eksikgidir'’. AAT karacgerden ve alveoler makrofajlardan sentez
edilir ve en az 75 alleli olan akut faz proteintdit’. AAT allellerinden normal olarak kabul
edilen M allelidir. Asir AAT eksikligi S (Glu264Val) ve Z (Glu342Lys) nokta mutasyonu
olan bu polimorfik allellerde goriiltft AAT alleli Z varyantinin  homozigotjiu
durumunda, normal M alleline gére ¢cok dnemli oradddl eksikligi gozlendgi icin, ZZ
genotipi olan insanlarda sigara icmeseler bile rsato fonksiyonlarinda belirgin bir azalma
saptanabili®®. Ancak toplumda bu homozigot durum cok ender gBriZZ genotipli
insanlar arasinda algar fonksiyonlarindaki azalma orani yukselgidkenlik gosterir. ZZ
genotip insanlarda solunum fonksiyon testleri ndrimdunabilir ve ger sigara icmezlerse
sazkalim orani normal topluluktakiyle benzerdir52 zZZ hasta ile yapilan bir caghada,
hastalarin c¢gunda klinik olarak 0Onemli akger fonksiyon kaybinin olmagini
saptamlardi®. Sigara icen veya sigaray! biraknolanlarin akgier fonksiyonlarinda
onemli bir azalma olmaktadir. Ancak sigara icenibestalarda, FEMdeserinin normal
veya normale yakin olgw da gorulmétir. Sigara icnm ya da birakngi olanlarda ortalama
FEV:%47.2, sigara icmeyenlerde ise %86.3 bulugtont?.

Brantly ve arkadgdari, serum AAT dizeyleri 30 mg/dI'nin altinda bohn,
amfizemli ve ¢@u sigara icmeyen 124 ZZ hastanin sonucunu incelerdir’’. Hastalarda
nefes darfii yakinmasinin 10 wéarinda baladigini, ancak ygun olarak nefes daginin
25 ve 40 ydar arasinda ortaya cigtni belirtmglerdir. Bu hastalarin 50 yada yaam
olasilgl %52 iken, 60 yanda oran %16’ya diiigl goérilmektedir. Normal kilerde ise
siraslyla ygam olasiliklari %93 ve %85 oldunu belirtmglerdir. Bruce ve arkagéarinin
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yaptgl calsmada, 143 MZ olgusu M fenotipli insanlarla &#astiriimis yas, cinsiyet ve
sigaradan bamsiz olarak, MZ genotipine sahip bireylerde, gkcihastalil riskinde bir

artis saptanmangtir®>,
2.2.1.2 Matriks metalloproteinaz (MMP)

Matriks metalloproteinaz (MMP), “doku remodelling”onarim ilgkili gelisim ve
inflamasyonda rol oynayan, en az 20 farkh yapwaalfonksiyonel enzimleri iceren bir
aileyi kapsamaktadit MMP genleri 11, 14, 16, 20, 22. kromozomlarin uzollarinda
tanimlanmgtir?*?> MMP &iri ekspresyonu hastgin seyrinde 6nemli rol oynar. Hayvan
ve insanlarda yapilan g#i calismalarda, MMP-1 (interstisiyal kollejenaz), MMP-12
(insan makrofaj elastaz), MMP-9 (jelatinaz B)'un fem@m gelsimi ve hava yolu
inflamasyonunda 6nemli rolii olguna dair kanitlar vardi. MMP-1 geninin auri
ekspresyonu ganms transgenik farelerle yapilan bir gahada, insan akger amfizemine
benzer morfolojik dgisimlerin oldusunu kanitlannstir?®. Wild tip farelerle kagilastiriima
yapildginda, MMP-12 knockout farelerde sigaraya maruz kalsonrasinda amfizem
gelismistir. Sonuclara gore sigara ile uyarijrakciger hasarinda MMP-12 kritik olgu
dUsunulmektedir. MMP genindeki gigli promotor polimorfizmlerinin genin ekspreyonunu
desistirdigi bilinmektedir. MMP-9 (C-1562T) polimorfizminde, Hlleli daha yuksek
promotor aktivitesi ile ikkilendirilmistir. Bu durum transkripsiyon baskilayici proteinin,
baslanmak icin 6ncelikli olarak C allelik promotorurtéh ettisi seklinde aciklanngtir?’.
184 KOAH’a sahip birey ve 212 kontrol ile Tayvanglapilan bir cakmada, T allel
frekansi 0.370 olarak bulungjuhasta grubu ile kontrol grubu arasinda T allekénsi
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farkummustur®.

2.2.1.3.Mikrozomal Epoksid Hidrolaz (EPHX)

EPHX enzimi, akgier hasarina yol acan sigara dumanindaki reaktiksferin
(naftalin, benzpiren, aflatoksin) detoksifikasyonukatalize eden 6nemli bir antioksidan
maddedif’. EPHX o6zellikle hepatositler ve brgrepitel hiicreleri olmak tizere bircok
desisik hicrede sentez edilir. Sigara dumaningikiisisel duyarlihk arginda EPHX gibi

enzimlerdeki polimorfizm rol oynayabifit
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EPHX geninde iki yaygin polimorfizm vardir: Bunlakzon 3 (Tyr113His) ve ekzon
4 (His139Arg)'deki amino asit g@gimlerdir. EPHX enziminin yawa metabolize eden
formu hasta bireylerde amfizem (%22), ve KOAH (%X@ntrol drneklerine (%6) gore
yilksek oranda bulunmstwr®®. Kiiciik bir Japon caimasinda, EPHX enziminin yava
metabolize eden formu KOAH ile daha fazlaskilendiriimistir®. Bu sonu¢ Kore

populasyonunda ise gaulanmamgtir®?
2.2.1.4 Glutatyon S-transferazlar (GST)

GST'ler sigara dumaninda bulunan aromatik hidrdo&alari detoksifiye eden
enzimlerdendir. Memelilerde alpha, kappa, mu, omggasigma, theta ve zeta olarak 8
farkhh GST tanimlanmgtir. GST enzimleri elektrofilik substratlari gluyan ile konjuge
hale getirir. Bu olay toksinlerin uzaklama ve salgilama metabolizmasi olarak
kullanilir®, GSTM1 karagier ve akater hiicrelerinde eksprese edilir. Akei kanserine
sahip amfizemli bireylerde ve g#di agir sigara igicisi olan kronik braitli hastalarla
homozigot GSTM1 eksikii ile bu hastaliklarla ikkilendirilmistir3*.

GSTP1 enzimi GSTML1 ile ayni hicre tipinde ekspregédmesine rgmen daha
yuksek bir seviyede eksprese edilir. Enzimin akdisini in vitro olarak artiran 105.
pozisyonda (lle105Val) polimorfizm vardi®® Japon populasyonunda, kontrol grubu ile
karsilastirilmis KOAH’a sahip bireylerde homozigot izol6sin allel® 6nemli bir art
gorilmistur’’. 184 hasta ve 212 kontrol ile Tayvan'da yapilandailsmada GSTT1 icin
null allel frekansi 0.538 olarak gdsterikphasta grubu ve kontrol allel frekanslari arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamatmr®.
2.2.1.5.Sitokrom P4501A1 (CYP1A1l)

Sitokrom P4501A1 ksenobiyotiklerin atiimasi igiggun hale getirilmesini gtar.
CYP1AZ'in prokarsinojenlerin aktivasyonu boyuncéa atdigi distinidlmektedir. CYP1A1
geninin 7. eksonundaki bir mutasyon (lle462Val),RIA1 enziminin aktivitesinda vivo
olarak bir artya neden oldf. Yiksek aktiviteli allel (Val462), akger kanserine sahip

hastalarda “centriacinar amfizem” duyaglile iliskilendirilmistir®®.

12



2.2.1.6.Heme oksijenaz-1 (HMOX1)

Heme oksijenaz, heme- grubunun biliverdine yikinyapar ve heme- grubuna
bagli veya bali olmayan oksidant hasarlarinda korumalaaiz gosterilmitir*’. Bu genin
promotorunda dindkleotit (GT) tekrarlari vardir.agtiricilar dindkleotit tekrar sayisinda
artisin enzimin Uretiminde azalmaya yol &gt ve bdylece sigara iciminde antioksidant
korumanin azalggna dair kanitlar sunmstur*’, Japon populasyonunda yapilan bir
calsmada sigara icen hastalarda amfizem ile bu genomegtorundaki mikrosatelit

polimorfizmi iliskilendirilmistir®®,
2.2.1.7.Tumor Nekrozis Faktor-o. (TNF-a)

Tamor nekrozis faktoor (TNF-a) ve TNFf, kemik iliginden nétrofil salimi ve
notrofil aktivasyonu gibi KOAH patogenezinde onemdil oynayan proinflamatuar bir
sitokindi**. TNF-a ve TNFf genleri; TNFe geninin promotorunda GA degisimi
(TNF-a G-308A) ve TNFB geninin ilk intronunda A G desisimi (TNF-3 A+252G) dabhil
olmak Uizere cgtli polimorfizmler icerirle® % Bu polimorfizmlerin TNFet ve TNFf'nin
in vitro Uretim seviyesi ile ikkili oldugu gosterilmgtir. EK olarak TNFet G-308A alleli,
astim gibi ceitli hastaliklarla ilskilendirilmistir®. TNF-o G-308A alleli ile KOAH,
arasindaki ikki Japonya’da yapilan bir catnada gosterilngtir*®. TNF-o -308A allelinin
prevalansi hasta bireylerde kontrol grubuna gddalaia yiksek oldgu saptannstir.

KOAHa duyarhlikta genetik faktorlerin rolini amiek icin gen polimorfizmi
cercevesinde yapilan gahalar zit sonuclar vergtir®®®® Bu calsmalarda elde edilen
sonucglar goz oOnune alinarak TNF-gen polimorfizminin  KOAH’taki roli kesinlik

kazanmanstir.
2.2.1.8.Transforme edici buyume faktorl beta (TGFp1)

Transforme edici blytime faktori beta (Transforngngwth factor beta [TGB]),
¢esitli hiicre tiplerinin proliferasyonunu ve farklgaasini, doku tamirini, immin cevabin
diizenlenmesini, ekstraseliiler matriks tretimirglagan multifonksiyonel bir stokindit.

Yapilan calgmalar, TGFBl sinyal yolundaki anormalliklerin KOAH patogenezin
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etkileyebilecgi yoninde gucli kanitlar ileri strmektedir. T@E- geninin kodlayan
bolumu 7 ekson ve 6 intron icerir. Bu gendeki palifiemler TGF ekspresyonunu
etkilemektedir. Bu nedenle polimorfizmlerden bazil&OAH ve diger hastaliklarla
ili skilendirilmistir°%. Bu polimorfizmlerden, T+869C ve C-509T polimorfierinin TGF

beta 1 geninin ekspresyonunuggérebilecezsine ve bununla birlikte KOAH’a yatkinlik

sazlayabilecek belirli genlerle kggantili olabilecgine dair nemli bulgular vardfr®

Cin'de yapilan bir cajmada KOAH sahibi kilerin, plazma TGH1 seviyelerinin
ayni genotipe sahip kontrol grubuna goére daha yikéeusu bulunmyg; T+869C ve T-
509C polimorfizmleri icin hasta grubu ile kontralupu arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark bulunamangtir®.
2.2.1.9.Vitamin D Baglanma Proteini (VDBP)

Vitamin D-binding proteini (VDBP) karagerden salgilanan 55 kD&diginda, D
vitamini, ekstraseluler aktin ve endotoksirglaana yetenginde bir proteindir. VDBP C5a
ve Cba des-Arg notrofillerinin  kemotaktik aktivites bir veya iki bdlgesinin
konformasyonunu diizenleyerek artgnddistiniilmektedit®. Ek olarak VDBP'nin kuvvetli
bir makrofaj aktive edici faktor oldw bilinmektedir®. Boylece D vitamini bglama
fonksiyonundan bga, VDBP proteininin inflamatuar cevabingmlugu Gzerinde énemli

bir etkisi vardir.

Bu proteinin kodlangs genin 11. eksonunda gkn iki yaygin yer dgstirmeden
dolayl 3 6nemli izoformu vardir; 1S, 1F ve 2 olaisknlendirilirler. Allel 2’den bir veya
iki kopyaya sahip bireylerin KOAH'a kar korunmy oldusu gosterilmitir>”. Ek bir
calsmada 1F homozigot bireylerde KOAH g riskinin anlaml sekilde arttgi
bulunmutur®®. Ishii ve arkadgari bu sonucu Japon populasyonunda dawamslardir®.
Schellenberg ve arkaglari VDBP izoformlarinin KOAH’da nétrofil kemotaksne etki
edip etmediini arastirmislardir. Bununla birlikte VDBP’nin 3 izoformunun nofil C5a

kemotaksisini artirma yetepiearasinda anlamii bir fark bulunmagimr®®.
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2.2.1.10Interlokin-1 (IL-1) kompleksi

IL-1 ailesi pro-inflamatuar sitokinler olan ILedve IL-13; dogal olarak bulunan IL-
1 reseptdr antagonisti (ILLRN) olan anti-inflamatwaganlari icerirler. IL-1’'in iki formu
farkli genlerle Uretilirler fakat yapisal olarak nzerdirler ve ayni reseptore danirlar.
Makrofaj ve monosit gibi ¢éli hicre tiplerinde sentezlenirler. ILIRN 16-18D&
proteindir ve IL-1 reseptorine IL-1'le ayni afinile baslanir fakat ayni etkiyi géstermez
ve IL-1'in kompetitif inhibitoradif®. IL-1 genleri 2. kromozomun uzun kolunda kompleks
haldedir ve genlerden her biri polimorfiktir. ILHeta (IL-13) geni promotor bélgesinde tek
nukleotidlik (C-511T) polimorfizm vardir ve ILLRNeginin 2. intron bdlgesinde penta-
allellik polimorfik bélge tanimlanngtir®™. Bu bolge arka arkaya dizilmi86 bg

uzunlyunda ve 2-6 tekrar igerir.

Son zamanlarda yapilan bir gateada sigara icicilerinde IL-1 genotipini ager
fonksiyonunun azalmasi ile ski olmadil bulunmutur®®. Bununla birlikte argtiricilar
ILLRN/IL1B haplotipinin bu bireylerde anlamli bitkésinin olabilecgini belirtmislerdir®®,
Japon populasyonunda yapilan bir gahda ise IL1B ve IL1RN polimorfizmleri ile
KOAH arasinda ikiki kurulamamgtir®,

2.2.1.11 Beta-adrenerjik reseptor (ADRB2)

Havayolu a1 duyarliligit KOAH solunum semptomlarinda bilinen bir risk
faktoridiir. Bo-adrenerjik reseptdér (ADRB2) polimorfizmlerinin astsiddet?®, havayolu
asir yanithiligi®®, bronkodilatér cevall ve solunum fonksiyon seviy8Sile iliskili oldugu
gOsterilmiti. ADRB2 genindeki Argl6Gly ve GIn27Glu polimazfnlerinin agonist-
uyariims reseptoriin azalmasi Uzerine etkilarivitro ve in vivo olarak bilinmektedf¥.
Joos ve arkag#rl sigara kullananlarda aker fonksiyon azalma oraninin bu
polimorfizmler ile iligkisini aratirmis, hizli akcger fonksiyon azalmasi ve heterozigot 27.
pozisyonu arasinda anlamli negatif bigkiisaptamglardir. Buna bgli olaraktan genotipin
koruyucu bir etkisi oldgunu 6ne stirmglerdir®. 16. pozisyonundaki polimorfizmin akir

fonksiyon azalma oranina katkisi olmaditsuintlmektedir.
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2.2.1.12. Mikrosatellit DNA Instabilitesi (MSI)

DNA mikrosatellitleri insan genomunda yaygin olars&k nukleotid tekrarlaridir.
MSI yiksek mutasyon hizi ile plantiidir ve bazi malign hastaliklarda aitti
bildirilmi stir'>’% Sigara dumani, hava yolu epitel tabakasindariron ve hasara yol
acan onemli bir oksidatif strese neden olur. Budiasla KOAH gelmesinin 6nemli bir
nedeni, hava yollarinda “remodelling” ile sonuglarm@anarim sureclerindeki yetersizliktir.
Onarim silreci oldukca kompleks bir olgudur. Bu st@e migrasyon, premitoz
diferansiasyon, mitoz ve postmitoz diferansiasyenahir®’2 Bu nedenle M5 KOAH'ta
onarim stireclerinde yer alan genlerin anorrgi@ié yol acabilir. Siafakas ve arkatkr’,
59 siddetli KOAH ve 60 sigara kamlisinin balgam hicrelerinde mikrosatellit
instabilitesini arstirdilar. KOAH olmayan olgularda MSaptanamamakla birlikte, KOAH
olgularinin %24'nin pozitif oldgu saptanngtir. O halde M$ KOAH'In kompleks
genetik temelinin bir parcasidir. Atamacilar, sigara @amlilarinin balgam hucrelerinde
MSI pozitifliginin  KOAH gelisme riskini gdsteren bir belirtec olabilggei ileri

surmiglerdir.

2.2.2. Cevresel Faktorler
2.2.2.1. Hava Yolu Airi Yanitlih g1

Hava yolu airi yanithliginin KOAH patogenezindeki yeri tam olarak &I
cikarilamamgtir. Astim ve hava yolusart yanithligi, KOAH gelisimi icin bir risk faktori
olarak kabul edilen ¢ok sayida genetik ve cevresddtorle iligkili kompleks bir
hastalikti®. Hava yolu airi yanithligi ile FEV; arasinda ters bir oranti vardir. KOAH'ta
hava yolu arn yanithhgl ne kadar artrgi ise akcger fonksiyonlari o kadar duk
bulunmuytur. Daralmg hava yollarinda hava yolu direnci 6nemli oranddu@ricin hava
yolu &irt yanit ile FEVf azalmasi arasinda neden-sonugkidi belirlenemez. Sigara
icenlerde ak@er fonksiyon kaybinin hava yolusia yanitliligina b&li olabilecegini

gosteren kanitlar vardit.
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Hava yolu air yanithligi olan bir grup sigara icende, normal sigara ier@lkiyasla
akciger fonksiyon kaybinin daha hizli oglu saptand?. Ancak bu gilimin KOAH
gelisimi ile ilgisi tam olarak belirlenemedi. Ayrica heawolu giri yanithliginin, KOAH
icin risk faktori olmayip sigara icimi veyagdir cevresel inhalasyonlara ghaolarak

gelisebilecei de ileri strtildi*.
2.2.2.2. Sigardcimi

Yapilan ¢algmalar sonucunda, FEVMe sigara icimi siresi ve miktari arasinda doz-
yanit iliskisinin oldusu ortaya cikt. Boylece sigara icimi ile akger fonksiyonlari
arasindaki bu doz-yanit gkisinin, ya ilerledikce KOAH gelgme riskinin artgindan
sorumlu bir mekanizma olgu kesin olarak go6sterilmioldu. Bir toplumda KOAH
prevalans ve mortalite rakamlarini etkileyen enndlnéaktor, o toplumdaki sigara icme
yayginlgidir. Tatin kullanimi, KOAH ge&$ime riskinin  %80-90’'Indan sorumludur.
ABD’de 1980'li yillardaki KOAH'a bgh mortalitenin, erkeklerde yakj&k %85,

kadinlarda yaklgk %70 oranlarinda sigaraylagiantili oldusu bulundd®,

Pasif sigara iciminin akger sgligl Gzerindeki etkisi targmalidir. Fakat genel
olarak pasif sigara iciminin solunum problemlerireeakcgerde fonksiyon kaybina neden
olabilec&i dusuiniilmektedif’. Gebelik déneminde sigara icmek, fetlisiin gdwcigelsimi
tizerinde zararl olabilir. Tager ve arkalda® bir kohort calsmasinda, gebelikte sigara
icen annelerin cocuklarinda afer fonksiyonlari izlendi. 5-9 wharinda 1156 cocuk
calsmaya alindl. Cajmaya goére, anneleri sigara icen cocuklarda yilllkVFE artl,

anneleri sigara icmeyenlere kiyasla anlamli dereezalmy bulundu.
2.2.2.3.i¢ ve Dy Ortam Hava Kirlili gi

Isinma ve yemek pirme amaciyla kati yakit olarak odun, bitki ve teze
kullanilmaktadir ve organik yakitlara “biyomas” ismerilmektedir. Kati yakitlarin
kullanildigi ve havalandirilmanin yetersiz ofglu evlerde ygayanlar, cocukluklarindan

itibaren bu dumani ygun birsekilde solunum yaparlar

Dis ortam hava kirlilginin KOAH gelisimindeki rolt tam olarak acik g@édir. Dis
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ortam hava Kkirlilginin solunum fonksiyon kaybina, kronik brge yol acabilecgi ve
KOAH semptomlarini koétulkgirebilecesi dustinilmektedit. Hava kirliliginin ¢cocuklarda
solunum sistemi enfeksiyonlarini artgdi bilinmektedir. Bu ytzden hava Kirldi
KOAH'In ilerlemesinin nedenlerinden biri olarak kdkedilmelidir. Butiin bu bulgular, gl
ortam hava Kkirlilginin, kesin olarak gosteriimese de KOAH risk fakedr arasina

girmesine yol ac¢mstir.
2.2.2.4. Enfeksiyonlar

Cocukluk doénemi solunum sistemi enfeksiyonlarisien donemde akger
fonksiyonlarinda azalmaya yol acabilmekt&Hif. Desisik mekanizmalar bu ifkiden
sorumlu olabilir. Tek bgna KOAH igin bir risk faktorti olarak kabul edildrava yolu ar
yanithligi, cocuklarda alt solunum yolu enfeksiyonlarini daéstirabilir. Shahen ve
arkadalari, ortalama 70 yanda olan 618 kinin hastane kayitlarini inceledildik 2 yas
icinde pndmoni geciren erkeklerde FEWeseri 6énemli oranda diik bulundu. Ancak
kadinlarda FEYdUstik olmasina karm anlamli bulunmadi. Bir epidemiyolojik ¢cghada,
16 ya Oncesinde solunum sistemi hagialgeciren kgilerin sigaranin etkilerine daha
duyarli olduklari gosterildi. Bu konuda yapikmezaman icinde uzunlamasina gala
yoktur. Bu nedenle, KOAH gaiminde ¢ocukluk ¢g solunum sistemi infeksiyonlarinin

bir risk faktoru olabilecgi tam olarak kanitlanamastir.
2.2.2.5. Sosyoekonomik Durum

KOAH’a bagli morbidite ve mortalite ile sosyoekonomik durumasinda ters bir
oranti vardit. KOAH tanisi konulmg hastalarin, tist gruba kiyaslastlk sosyoekonomik
sinifta 3 kat fazla oldiu saptandi. Bunun nedenleri blyuk bir olasilie;ici ve ev dyi

ortamin hava kirlilgi, kalabalik aile ortami ve kétii beslenmédir
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2.3. 9TOKINLER

Sitokinler, sayilarinin bir yansimasi olarak biyolm her alaninda buytk etki
yapmgslardir. Gunumizde iyi bilinen yizden fazla sitokuardir. Biyolojinin farkl
brarglarindaki keyfi adlandirmaya genen caitli alt siniflarda gruplandirilabilirler (Cizelge
2.3). Yaygin sekilde gorulen genetik polimorfizmler tanimlarghm, ¢osu vakada bu
polimorfizmlerin ekspresyon seviyeleri ve site hastaliklarla bglantida 6nemli rol
oynadg distinilmektedif.

Genellikle farkli organlar tarafindan uretilen,kdéarin gunlik fonksiyonlari ve
normal fizyolojik cevabin dizenlenmesi icin 6nerolan klasik endokrin hormonlarin
aksine sitokinler sadece fizyolojik zorluklara vedaSisimlere maruz kalinga zaman
onemli rol oynamaktadit®. Tipik olarak enfeksiyon ve doku travmasi gibi aitar
sirasinda meydana gelen savunma ve doku tamiriotalgiarda énemli rol oynamaktadir.
Sitokinler 6zellikle bgisiklik ile ili skilendirilmistir. Bunun yani sira dial ve kazanilny
bagisiklik hicrelerinin hicre buyimesi ve farkkihaasinin dizenleyen sitokinler embriyo
implantasyonu ve fotal gglme tesir edebilir; belki immin sistemsdhastaliklarda 6nemli
roli olabili®®. Buna r@men, erkinlerde immiin sistem travmatik veya buta

hastaliklarla micadele etmede sitokinler olmaddareg iyi durumda idare edebilir.
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Cizelge 2.3 Sitokin aileleri

Aile

Ornekler

Aktiviteler

interlokinler

IL-1 o, IL-1 3, IL-1ra, IL-2, IL-26

Dogal ve kazanilny bagisikhgin

dizenlenmesi

Kemokinler

IL-8, monosit kemotaktik faktor

Lokosit kemotaksisi ve

aktivasyonu

Tumor nekrozis faktorleri

IL-1 ile benzer + timor

TNF-a, TNF-p sitotoksisistesi
, Antiviral
Interferonlar IFN- o, IFN- , o
IFN- v Immuno dizenleyici

Koloni uyarici faktorler

Granuilosit uyarici faktér, makrofaj
uyarici faktor, 1L-3, 5,6,7

Miyelopoesis

Norotrofinler ve

noropoietinler

Siliar norotropik faktér, sinir

blytume faktord, IL-6

Noral biyime ve farklikama

Blytme Faktorleri

Fibroblast buyiime faktord,
endotelyal buylme faktérd,

Transforme edici biyime faktéri

Hicre buylmesinin diizenlenme

Uy

2.3.1.Genel Sitokin Karakteristikleri

Sitokinler temel olarak, gaunlukla 8 ve 30 kDa arasinda olan, bitiun dokulaela

cosu hiicreddiretilebilen protein veya glikoprotein hormonlafdirSitokinlerin pek cgu

bdlgesel olarak Uretilir ve etkili olurlar. Sitokarin ¢cok az bir kismi biyolojik olarak

anlamli miktarlarda sistemik dalana girerler ve birkaci orada fizyolojik olarak @ni¢rol

oynarlar. Bununla birlikte bunlarin “endokrin” reti diger klasik endokrin hormonlara

gore ince birsekilde farklidir. Endokrin hormonlarin amaci nornakularin ve tim

organizmanin fonksiyonlarinin verimli olmasini tenetmek iken, sitokinlerin dojandaki

fizyolojik rolt dretildikleri dokunun normal fonkgona geri donduartulmesi ile alakalidir.

Aslinda, dokularsiddetli sorunlarla kaulastigi ve buyuk miktarlarda sitokin dalema

girdigi zaman, sistemik homeostasisin bozulmasisirateetiklenmesi, hastalik belirtileri,

asir kilo kaybi ve cgitli hormon dengesizliklerinden sorumlu olabilirelR bgina bir
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sitokin c¢aitli aktiviteler gosterebilir ve bu aktivitelerinogu diger sitokinlerin aktiviteleri
ile cakgabilir®® (Cizelge 2.4.).

Cizelge 2.4 Sitokin aktiviteleri érnekleri

TNF - a IL-1 IL-6
Eikosanoid ve nitrik oksit indiksiyonu + ++ -
Endotelyal hiicre aktivasyonu + ++ +
Proteolitik enzim indtksiyonu + ++ -
Sitokin indiksiyonu + ++ -
T lenfositlerinin indtiksiyonu * + +
B lenfositlerinin indiiksiyonu - + +
Akut faz proteinlerinin indiiksiyonu + + ++
Kortikosteroid indiiksiyonu + + +
Ates * + +
Kaseksi/anoreksi + - +
Miyelopoesis * + ++

Farmakolojik argtirmalarin bir sonucu olarak sitokinler igin tanamig bircok
etki de dikkate alinmalidir. Bunlarin fizyolojik veatofizyolojik rolleri ¢ok fazla
kisitlanms olabilir ve tam olarak anggamamstir. Ornesin interlokin-1 (IL-1) balangicta
fizyologlar tarafindan endojen pirojen ve immundéogtarafindan lenfosit aktivasyon
faktord olarak tanimlanmstir. Atesin cikmasinin tetiklenmesi ile gkili yolaklarda yer
alabilecek olmasi mumkinken dgiamda nadir birsekilde etkili konsantrasyonlarda
bulunur ve kazanilmiimmun cevaplarin tetiklenmesinde genelde kritik dtkiye sahip
degildir®.

2.3.2. Sitokinlerin Bolgesel Gorevleri

Biyolojik ve immunoserolojik yontemler g#li doku sivilarinda sitokinlerin
olcilmesi icin kullanilmgtir.  Ornegin, romatizma hastalarinin  sinoviyal sivisinda,
enfeksiyon veya inflamatuvar hasgalolanlarin serebrospinal sivilarinda, travma kidker

sivi, veya brogiyal sivida artmy sitokin konsantrasyonu ile doku aktivasyonu vetdlds
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aktivitesi iliskilendirilmistir®®®%.  En kullangl 6lctimlerden biri amnion sivisinda
yapilmstir, amnion sivisinda IL-6 tespit edigiinde enfeksiyon ve erken glom riski igin

degserli bir gostergedir.

Enfeksiyon veya travma durumuna genellikle ilk akacevap veren hucreler doku
makrofajlari, dendritik hiucreler veya beyin micradhri gibi monositik hiicre neslidir.
Cesitli diger patojen bilgenlerinin hiicre yiizeyindeki Toll-benzeri reseptinie(TLR) &
benzer birsekilde aktive etmesine gmen hicreler tarafindan sitokin Gretiminin klasik
uyaricisi bakteriyel toksinler veya lipopolisakkiidir (LPS). Bu reseptérler NB
aktivasyonunu da iceren hiicre ici sinyaglegtanini tetiklemektedir ve IL-1, IL-6 ve TNF-
a gibi erken sitokinlerin transkripsiyonu ile sonaigiaktadir. IL-1 ve TNk kendi
baslarina proinflamatuardirlar ve LPS ile benzer otag) aktive etme yeterg@ndedirlef™
8 IL-1 ve TNF; eikosanoidlerin ve nitrik oksit Gm@inin onculiginde, 6zellikle
endotelyum hucrelerinin tGzerinde hlcre adezyon kidlierinin indiksiyonu ve dier bir
yandan IL-6, IL-8 ve koloni uyarici faktoriin (CSét) dahil oldgu sitokinlerin Gretimi

gibi daha ileri ilave inflamatuar yolaklari aktieelef™.

IL-1 ve TNF-o'nin aksine IL-6 kemokinlerin uyarilmasi ve endoteicrelerinin
yuzeyinde adezyon molekillerinin artmasinda rol agasina r@men doku
katabolizmasinin, inflamatuar duzenleyicilerin veydiger inflamatuar sitokinlerin
uyarilmasinda minimal rol oynuyor gibi goérinmektedsu durum klasik inflamasyon
ajanlari, kimyasallar ve kirleticilere karinflamatuar cevabin Uretilmesinde dnemli olabilir
8183 |L-6, IL-8 ve CSF’ler makrofaj triuinlerinin bilyiikogunlugunu olutururlar fakat
fibroblast ve endotel hicrelerinin de icinde bulugd diger hicreler tarafindan da biyuk

miktarlarda tretilirlef".

Interlokin-8 hizli birsekilde artan kemokin ailesinde tanimlanan ilk otirelBu
ailenin 40 Uyesi ve 20 farkli reseptori vardir;lanfatuar bolgelere ve ayni zamanda
aktivitelerini tevik ederek hicrelerin etkijemleri, 6zellikle 16kositlerin, Gzerinde 6nemli
rol oynaf® IL-8 6zellikle nétrofillerin inflamasyon bolgesintoplanmasinda etkilidir.

Diger ¢ggu kemokin gibi doku matriksi bienlerine tutunur ve hicreler artan kemokin
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gradientine goére doku boyunca hareket Edeboku makrofajlari IL-12 ve IL-18'de
uretirler, T-lenfositleri ve dier 6nemli dgal basisiklik sistemi hucresi “Natural Killer”
(Dogal olduaructu hucreler, NK) tarafindan interferpndFN- y) Gretimi icin anahtar
uyaricidirlaf’. NK hiicreleri tarafindan IFNy dretimi makrofajlari aktive eder ve
kazanilmg bagisiklik icin dnemli bir diizenleyicidir. Sitokigelalesinin dokular tarafindan
kademeli olarak okturulurlar, farkl inflamatuar uyaricilarin farklyollari ve farkh
miktarda sitokinleri farkh kinetiklerle uyarmasekienebilir ve hala bunu tanimlamamiz ve

manasini anlamamiz gerekmektedir.
2.3.3.Transforme edici buytme faktori beta (TGFp)

Transforme edici biytime faktéri beta (Transforngngwth factor beta [TGB]),
¢ssitli hiicre tiplerinin proliferasyonunu ve farklgaasini, doku tamirini, immun cevabin
diizenlenmesini, ekstraseliiler matriks tretimifiiagan multifonksiyonel bir stokindit®*
Yapilan calmalar, TGFB; sinyal yolundaki anormalliklerin KOAH patogenezini

etkileyebilecgi yonunde gucli kanitlar ileri sirmektedir.

TGF{3 suUperailesi en az 23 farkl gen tarafindan kodlara en az 5 TGEB-
izoformu vardir. TGH3 amino asit sekansi turler arasinda yiksek derekedsmutur.
Biyoaktif molekul 12.5 kDa @rhginda sulfidril bglariyla ba&lanmg 25 kDa’luk
homodimerdir. (TGH1.1, p2.2veya3.3). Heterodimerlerde (6rpm, TGF$1.2ve 2.3)
olusturabilir. Bazi biyoaktif TGF'larin atipik molekiiler girliklari vardif*®® Ornesin
insan meme kanseri hiicresi homojenatlarinda 400vkD&’luk molekiller, 120/90 kDa
glioblastoma kaynakli faktorler ve gebe fareleahim hcreleri tarafindan yayimlanan 30-
32 kDa ve 15-20 kDa'luk faktdrler vardir. Bu atipiolekiller TGF-1-3 izoformlari ile
fonksiyonel olarak farkli ve bu nedenle T@Fizoformlarinin yapiglev iliskileri icgin

degerli bilgiler sunabilirler.

2.3.3.1. Sentez, Yikim ve Biyolojik Fonksiyonlar

Hucre ici sleme detaylarin ¢gou TGF-p1’da tanimlannstir (sekil 2.1). TGFB1 ve
B3 genleri 100 kb vep2 70 kb blyuklgundedir. Pro-TGH'nin 12.5 kDa'luk

monomerlerine bolinmesine furin gibi endopeptidazkracilik eder. Parcalangni
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monomerlerin 25 kDa’luk dimer halinde katlanmasr®akDa’'luk latens bganma peptidi
yardim eder ve latent gkili kompleks olarak kalir. 135 kDa’luk mannozcangen
karbonhidrat iceren latens @anma peptidi, kompleks latens peptid dimerine reédelir.
Latent kompleks trombositlerde granulseklinde (vicutta TGHB'nin en blyuk deposu)
saklanabilir veya salgilanabfift Salgilanmasi karbonhidrat tarafindarglaamaktadir.
Farkli genlerden meydana gelen tipik molekulgrlgza sahip TGHYlarin 25 kDa'luk
TGF{1-3 olusturmasi veya ayni pro-peptidi gturan farkl gleme mekanizmalar agik

olarak anlailmis degildir.
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Sekil 2.1. TGFp’nin sentezi ve salgilanma

« . Niikleus

200600€

ribozomar QOO0

l

Pre-pro-TGF-p (390-412 amino asit)
N glikozilasyon
29 amino asitlik /-
sinyal peptidi
Pro-TGF-p monomeri

- LAP'nin bélinmesi

LTBP ) - Monomerlerin dimerizasyonu
- - LAP'm kovalent olmayan baglanmasi
LAF - LTBP'nin kovalent baglanmast
) g Y

Latent TGF-p kompleksi

\
LATENT TGF-p KOMPLEKSININ SALGILANMASI

TGF =Transforme edici biiyiime faktérii f
LTBP = Latent TGF-f baglanma proteini
P = Mannoz-6-fosfat igeren latent
iliskili protein
= Distilfit bag

Salgilamada latent T(- hiucre zari ile ikkili mannoz t-fosfat reseptiine veya
hicre dgi matriks baglanabilir. Neoplastik ve neoplas olmayar hiicreleden (6rnezin,
makrofaj ve immunosuppres: hiicreleri gibi) biyoaktif TG-p salgilanmasia e zamanli
olarak serin proteazlar tarafindan latent T-f’'nin aktivasyonu meydana lir. Benzel
enzimatik surecler bir hicre tipinc(6érnezin vaskiler endotelyal hicrel latent TGH-
B’nin Uretilmesini ve ikinci bir hicre tipinir(6rnezin perisitlerder aktivasyona nede
olmasini aciklayabilir. Birka¢ farkli enzim hicresid matrikse bgl latent TGI-B’'nin

aktiflestirebilir®.
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Biyoaktif TGFf matrikste, a,-makroglobulin ve dekorin (genellikle aktivitesini
inhibe ederler) ya da albimin ve yeni sentezlerggd (aktivitesini inhibe etmez) gibi
tastyicilara bglanabilir. ao-makroglobulin,a,-makroglobulin reseptdrleri ggyan hiicrelerin
lizerinde TGH etkilerini kolaylatirabilir®>® TGF$-0,-makroglobulin  kompleksleri
karacger mannoz-6 fosfat/insilin benzeri bliytume faktdrileseptorleri Gzerinden goérev
yapar ve muhtemelen katabolize edilir. Bioaktif TERr da inflamasyon bdlgelerinde

proteazlar ve elastazlar tarafindan yikilip, idiedisar atilabilirler.

TGF eriskin, embriyonik gekim ve farklilggma sirasinda inflamasyon,
anjiyogenezde tamir ve konakci direng mekanizmalardiizenlenmesinde rol oyfiar
TGF{’larin hem otokrin hem de parakrin etkileri vardBiyolojik etkileri reseptorler
yoluyla dizenlenir ve alti farkli reseptdr tanimtagtir. Reseptorler hicre ici sinyali
dizenlemelerine, TGB-sinyal reseptoriint depolamalarina ve/veya bulundlarina gore
alt gruplara ayrilirlar. Tip Il reseptorler TGFbazli iken sinyal kompleksini okturmak
icin tip | reseptdrler ile ikki kurar. Sinyal seri MAD peptitleri yoluyla ilesgtor gibi

gorinmektedir, baskilama ya da uyariima ile somufa

2.3.4. Tumor Nekrozis Faktor Alfa (TNF- a)

Tumor nekrozis faktor alfa (TNE; kasektin) geng biyolojik aktiviteleri olan
polipeptit bir hormondur.ilk calismalarda endotoksinle muamele edimiarelerin
serumunda bazi transplante timdrlerin nekrozunieré&dgi bulunmutur. Daha sonra
yapilan cakmalarda hicre kultirlerindeki timor hicreleri Umde TNFe'nin sitosidal
veya sitositatik etkileri oldgu rapor edilmgtir. Son zamanlarda yapilan gahalarda TNF-
a'nin  konak¢l savunmasi, immdinite ve doku homecsitade veya enfeksiyon
patogenezinde, doku yaralanmasi ve inflamasyonwyadarli sireclerde duzenleyici rol

oynayabilecgini gostermgtir® 3

Kaseksinin (airi zayiflama) molektler temeli ile ilgili yapilarngalismalar
endotoksine cevap olarak makrofajlardan salgildnaprotein olan kgektinin karakterize
edilmesine yol acnstir. Kasektin adipositlerde lipoprotein lipaz aktivitesinaskilamakta,

hipertrigliseridemi ve @ri zayiflamaya sebep olmaktadir. Amino asit sekans
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cikariimasi ve kgektin geninin cDNA klonlama c¢agimalari kaektin ve TNFe’nin ayni
molekul oldgunu gostermtir®. insan TNFe alt tniteleri, 233 amino asitlik propeptitden
76 amino asitlik sinyal dizisinin kesilmesiyle akgiolan 157 aa’'lik (17 kDa) peptit8fr
Sinyal dizisinin kesilmesi TNIenin hicre ylzeyinden salgilanmasi icin temel désdasi
one surilmektedirinsanlarda dgjer turlerden farkli olarak molekil glikozillenmegtii.
Her bir alt Gnitef kivrimli tabaka yapisi icerir ve U¢ alt Gnite kiarg olmayarsekilde bir
araya gelerek aktif hormonu eturu®’. insan TNFe's! fare ve sicanlarla %70, lenfoid
hicrelerin sitotoksik aktiviteleri ile salgilanair protein olan lenfotoksin ile %30 benzerlik
gOstermektedir. TNF: ve lenfotoksin ayni reseptore ghanirlar ve ceitli biyolojik
aktiviteleri paylairlar. Insanlarda 6. kromozomun kisa kolunda farkli gewelerd
kodlanirlar, bu durumun atasal bir duplikasyoryol@dugu 6ne surilmektedir. TNE- ve
lenfotoksin genleri yakkak 1100 baz cifti ile ayrilirlar. Her iki gende noajdoku uygunluk
kompleksi (MHC) icinde bulunurlar ve ¢ intron igéer, bu intronlardan birisi protein
kodlayan sekansin icinde bulunursa olgun polipeppitismaz. Her iki genin
ekspresyonunun koordinasyonu, benzerUBR (untranslated region) yapidi éne

stiriilmektedit.
2.3.4.1. Sentez, Yikim ve Biyolojik Fonksiyonlar

TNF-a makrofajlar, lenfositler, dgal oldurict hicreler (NK), glomerular
mezangial hicreler, astrositler, beyindeki mikragfiticreleri ve karagerdeki Kuppfer
hiicrelerini de iceren bircok hiicrede sentezlefiff&r Endotoksin ve lipopolisakkaritlere
(LPS) kasl ana uyariimayi géstermesinin yaninda virlslerntaave parazit antijenleri,
enterotoksinler, mikobakteriyel faktorler, immun rkpleksler, IL-1 ve otokrin olarak
kendisi tarafindan da TN&-sentezi tetiklenebilf33

TNF-o depo olarak bulunmaz fakae novo olarak hiicre aktivasyonunu takiben
sentezlenirler. TNFe biyosentezi transkripsiyon sirasinda ve transkrs sonrasi siki
sekilde diizenlen. Glukokortikoidler gen transkripsiyonu ve mRNA ngiasyonunu
engelleme yoluyla TNIFe sentezini baskilarlar. Bununla birlikte mRNA triasyonu bir

kere baladigl zaman glukokortikoidler TNF-sentezini baskilayamaz?arEk olarak INF-
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v TNF-« m RNA’sinin translasyonunu ssek eden bir etkiye sahiptir, boylece TNF-
biyosentezi artar. Ayrica TNE&-biyosentezi transkripsiyon sonrasinda da konidire3 -
kodlanmayan TTATTTAT elementi bircok sitokin genendulunur ve mRNA sentez
edilmis olsa bile, protoonkogenler tarafindan mRNA trasgtmu baskilanit. Diger
yandan TNFe ve bircok sitokin mRNA transkripti, tekrar eden uet Uste cakan 33
niikleotitlik 3-kodlanmayan UUAUUUAU sekansini icerifferBu sekans biyolojik olarak
aktif polipeptitlerin uygun olmayanrekilde agiri Gretimini engellemek icin mRNA yari

Omranu azaltiyor gibi gérinmektedir.

TNF-a ¢ok sayida ve farkll hiicre tipine birden fazlaigtkardir. TNFe'nin net
biyolojik etkileri; konsantrasyona, hiicrenin matkedma siresine ve ortamda TNFie
sinerji yapabilecek der diizenleyicilerin varfina gore yararli veya zararli olabffir TNF-

a Uretimine direng kgeksiye (air1 derecede zayiflama) yol acgabilir. Aslinda ThEssitli
metabolik enzimlerin biyosentezini dizefiferAdiposit ve iskelet miyositleri TNF:- ile
inkiibe edildiklerinde katabolik, lipoliz ve glikookz bakimindan uyarilngi hale
gelmektedir. Akut sistemik olarak salinan ThFseptiksok patogenezinde ve endotoksin
ile uyarilms doku hasarinda gorev alintravendz endotoksin verilmesinden sonra; TdNF-
Uretiminin artmasiyla age kas @risi, titreme, mide bulantisi ve pagrisinin meydana

gelmesi arasinda gegcici olarakgtenti kurulmutur®”.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arag ve Geregler
Bu calsmada kullanilan kimyasal maddeler, cihazlar ve iteknalzemeler temin
edildikleri firmalarla birlikte aagida belirtilmitir.

3.1.1. Kimyasal Malzemeler
» Tag DNA polimeraz enzimi (Vivantis)
* Polimeraz zincir reaksiyonu tamponu (Vivantis)
* Primerler (ITD Integrated DNA Technologies, Biomaes)
* dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) (Dr. Zeydanl)
* Restriksiyon enzimiNcol (Fermentas)
» Restriksiyon enzimiEco81 | (Fermentas)
* Restriksiyon enzimPst | (Bioron)
e Etidiyum bromid (Sigma)
e Agaroz (Sigma)
e Tris-baz (Sigma)
* Borik asit (Sigma)
» Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) (Sigma)
* Sodyum klortur (NaCl) (Merck)
* Magnezyum klortr
e Tris-HCI
e TritonX100 (Sigma)
e Sukroz (Merck)
» Proteinaz-K (Sigma)
e Sodyum dodesil sulfat (SDS) (Sigma)
* Bromfenol mavisi (Merck)
» Etil alkol (Merck)

+ Distile ve bidistile su
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3.1.2. Cihazlar ve Teknik Malzemeler
e Sggutmali santriftj (Universal 16R)
* Mikrosantriftj (Techne force 16)
e Su banyolari (Grant)
* Hassas terazi (Sartorius)
» Terazi (Shimadzu 321-33557)
» pH metre [nolab)
* UV jel goruntileme sistemi (UVlitec)
« Otomatik pipetler (Gilbson, Biohit, Socorex)
* Vorteks (Nive NM 110)
» Etiv (Dedeglu)
» Elektroforez guc¢ kayria (EC3000-90)
* Yatay ve dikey elektroforez tanklari (Biogen ve IBln)
* PZR cihazi (Bioer Xp Thermal Cycler)
* Buzdolabi (Arcgelik)
» Deepfreez (Siemens, Bosch)
» Otoklav (Trans)
Arastirmanin yapildii Molekiler Biyoloji ve Genetik laboratuari, C.U.ipT
Fakultesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalidfa bulunmaktadir.

3.2Kan Orneklerinin Saglanmasi

Calisma gruplari Cukurova Universitesi Tip FakiiltesigG$ Hastaliklari Anabilim
Dali Polikliniginde takip edilen KOAH tanisi konulmihastalardan ve herhangi bir hastalik
tanisi almamg normal bireylerden okuruldu. Hasta grubu MH1 (hastal), MH2, MH3
olarak, kontrol grubu MK1 (Kontrol 1), MK2, MK3 alak kodlandirildi. Bu ¢ayjmada, 35
normal, 84 KOAH olmak Uzere toplam 119 birbiri g&raba olmayan birey molekiler
biyolojik acidan dgerlendirildi. Bu kisilerden EDTA’lI tiplere kan alindi. Tupler alt tst

edilerek kanlarin pihtilanasi dnlendi. Kan drnekleri DNA elde etmek Uzeriakuld!.
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3.2.1. Hasta Rizasi

Calismada yer alan tum hasta ve kontrol grubunursipalya katilimlari, Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurullari Asarma Projesi Bilgi ve Taahhiit Formunda
belirtilen kurallara uygun olarak hazirlann®NA Calismasi Onam Formlari doldurularak
saglandi (Ek-3).

3.3. Yontem
3.3.1. Periferik Kandan DNA Elde Edilmesi
Bu calsmada periferik kandan DNA elde etmek icin Miller aekadalarinin

gelistirdigi “salting out” (tuzla ¢oktirme) yontemi modifiyeligerek kullanild?”.

1.1,5 ml'lik ependorf tipi icerisine iyice alt Ustilenis kan 6rnginden 700ul, eritrosit
lizis (Ek-1.1) solusyonundan da 7Q0 konulup dikkatlice alt st edilerek 3-5 dk. oda
Isisinda bekletildi. 4500 rpm’de 5 dk santrifijlddiSantriflj sleminden sonra stipernatant
kismi atild1.

2. Elde edilen pellet tGzerine 7@Oeritrosit lizis solusyonu eklendi. Tup kuvvetlice
calkalanarak pellet ¢ozduruldd. 4500 rpm'de 5 ditsj edildi. Santrifilj gleminden
sonra supernatant kismi atildi.

3.Pellet tizerine 1000l (1 ml) fizyolojik tampon (Ek-1.2) eklenerek ¢ozdidi. 4500
rpm’de 5 dk santrifilj edildi. Santrifigleminden sonra stpernatant kismi atildi.

4. Pellet Gzerine 30Qul TE-9 (Ek-1.3) tamponu ilave edilerek ¢dzdurilddunun
tzerine 10Qul SDS (Ek-1.4) ile 2Qul Proteinaz-K(Ek-1.5) ilave edildi. Vorteks Uzerinde
tlp icergi iyice karstirildi. 65°C’de 1-2 saat benmaride tutuldu. 2Cadkiklarla ttp alt st
edildi.

5.inklibasyon sonunda tiip icerisine 20@M NaCl (Ek-1.6) ilave edildi. Okan beyaz
goranumli yapiyr datmak icin tip kuvvetlice galkalandi ve 13500 rpen’'d dk santrifuj
edildi.

6. Santrifij sonunda supernatantske bir tipe alinip pellet atildi. Stpernatant tekra
13500 rpm’de 7 dk santrifiij edildi.

7.Yine sUpernatant bka bir tipe alinip pellet atildi. Tuzdan arigralan stipernatantin
tzerine 90Qul %100’luk etil alkol eklendi. Tup iyice kagtirildi. Bu gamada DNA ipliksi
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formunda gorilebilmektedir.

8.Ependorf tipil 13500 rpm’de 7 dk santriflij ediliipernatant atildi.

9. Tupun dibine yagan DNA'yl kaldirmak icin 100Qul %70’lik etil alkol (Ek-1.7)
eklendi. 13500 rpm’de 7 dk santrifilj edildi. SUpsant atildi. Buglem bir kez daha tekrar
edildi.

10.Supernatant dokuldikten sonra tlp ters cevrilipAN tipe yapgmasi igin 15 dk
beklendi.

11.DNA’nin bayukligtine gore 50-1001 TE (Tris-EDTA) (Ek-1.8) konuldu.

12.DNaz aktivitesini ortadan kaldirmak i¢in 70-808€nmaride, 10-15 dk inktibasyona
birakildi.

13. DNA ornekleri kullanilincaya kadar +4 °C'de muhedaedildi. Uzun sdreli

saklamalar icin ise -20 °C ye alindi.

3.3.2. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

PZR sonrasinda elde edilen urdnlerin \anh kontrol etmek icin kolay ve hizli
hazirlanmasi sebebi ile agaroz jellerden yaradan@enellikle %2 ve %3 oraninda agaroz
jel kullanildi.

1.Calsmaya balamadan dnce jel kabi iyice temizlenip kurutulduk&onra jel dokme
kalibina yerlstirildi. Bu kalip, duz bir ylzeye kondu. Kuyulariolusturulmasi icin
kullanilan taraklar dizgiince yerlerine ystiigdi.

2.Jel dokme kabinin boyutlari ile jelin kal@lidikkate alinarak hesaplama yapildi. 8 X
9cm boyutundaki jel kabina % 2 konsantrasyonuntad&mek icin erlenmayerde 1 g
agaroz tartilip, 50 ml 1X TBE solusyonu (Ek-Reklendi. Mikrodalga firinda agaroz iyice
eriyene kadar isitildi.

3. Jelin icine 3pl stok EtBr (Etidiyum bromir) (Ek-2.2) solisyonumdaave edildi.
Kuvvetli mutajen ve toksik olan Etidiyum bromur iea ¢Ozeltilerle cagirken her zaman
eldiven kullanildi.

4. Agaroz cozeltisi, sicaldi 45-50 °C’ye (el yakmayacak sicaid) gelinceye kadar
sogutuldu.

5. Ihk agaroz c¢ozeltisi hava kabagciolusturulmadan dikkatlice jel dokme kabina
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dokalda.

6.Jel, oda sicakiinda yaklaik 30-45 dakikada polimerize olmasi beklenildi.

7. Jel elektroforez tankina alindi, tankin icerisitigerini 6rtecek kadar 1 X TBE
tamponu ilave edildi. Taraklar dikkatlice cekilerglikleme yapmak icin kuyucuklar hazir

hale getirildi.

3.3.3. Orneklerin Agaroz Jele Yuklenmesi ve Yuritimesi

Kontrol edilmek istenen DNA o6rnekleri jel yuklemamponu (Loading dye) (Ek-
2.3) ile birlikte ylklendi.

Jel yukleme (veya DNA ylikleme) tamponérnesin yogunlugunu arttirarak
DNA’nin kuyucuzun igine dizgin olarak aktariimasiniglea. Ornesi renklendirerek
kuyulara yuklenmeslemini basit hale getirir. Elektriksel alanda ortegkn gé¢ hareketinin
takip edilmesi sirasinda kolaylkdar.

» Jelin sgindaki veya solundaki ilk kuyuya molekulegidigl bilinen marker DNA’dan
5ul yuklendi.

* Mikropipet ile 5pl PZR drunt ile Iul Bromfenolmavisi iceren 6X yikleme tamponu
kartirildi. Toplami 6l olan kargim kuyucuklara yuklendi. 100 voltta 60 dakika
elektrik akimi altinda yuratalduo.

« Jel UVidoc cihazinda ultraviyolesik altinda goriintilendi ve jel gorintileri diskete
kaydedildi.

3.3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) YontemininUygulanmasi

PZR yontemi, herhangi bir organizmaya ait genomikAaki dizisi bilinen
herhangi bir bolgenin @altiimasini (amplifikasyonunu) gkayan basit ve hizli in-vitro
DNA sentez yontemidir.

PZR reaksiyonunun hazirlanmasinda temel olarakigiasu asamalar takip edildi:
* Reaksiyonda kullanilacak DNA’lar ve ¢6zeltiler -@0&n alinip ¢ozduruldu.
e 200pl'lik PZR tupleri Gzerlerine 6rnek numarasi yazakhazirlandi.
 Tum DNA ornekleri ve ¢ozeltiler 6nce vortekslendgha sonra kisa bir sire santrifij

edildi.
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* Reaksiyon hacmini tamamlamak igin steril bidissiiekullanildi.

* PZR miks hazirlamak i¢in 200'lik PZR tupune daha once hesaplanan miktarlarda
PZR tamponu, primerler, dNTP miks ve Taq polimezkendi.

* Tudp oOnce vortekslendi, daha sonra kisa bir sturgigredildi.

e Numaralandirilmy her bir PZR tupine 6nceden hesap edilen miktalesd ve
numarasina ait DNA eklendi.

» Daha sonra PZR miks tuplergteolarak dgtildi.

» Boylece tuplerin her birine tim PZR bienleri eklenmy oldu.

» Tupler 6nce vortekslendi, daha sonra kisa bir sangrifij edildi.

» Tupler 6nceden programlangrthermal cycler’a yerlgirildi ve cihaz calgtirnldi.

3.3.4.1TNF-a Geni 308 Promotor Bdlgesi i¢ci PZR Yonteminirdygulanmasi
Calismamizda TNF-a geninin 308 promotor bdlgesini galtmak igin Park ve

arkadalarinin calsmalarinda kullandiklari primerler segilq;ti'r%. Kullanilan primer

ciftlerinin dizileri assagida gosterilmitir (Cizelge 3.1).

5
Cizelge 3.1.TNF-uo geni 308 promotor bdlgesi amplifikasyonu icin mlilan primer qiftler8|
Primer F 5-AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3'
Primer R 5-TCCTCCCTGCTCCGATTCCG-3

Calsmamiza uygun amplifikasyon kallarini saptamak icin g#li denemeler
yapildi. Her denemede sadece bigigleen deistirilerek primerlerin, Taq polimerazin ve
dNTP’nin farkli konsantrasyonlari ile PZR progradanfarkli 1si donguleri ve annealing
(yapsma) 1silari denemeleri yapildi. En iyi amplifikasym gortldgia kosullar, bitin
PZR reaksiyonlari icin kullanildi.

PZR reaksiyonunu gercektemek icin kullanilan malzemelerin timu ticari cd&
satin alinmgtir. Amplifiye olan Urdnler ileri ki cabmalarda kullaniimak Uzere +4°C’de

saklandi
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Cizelge 3.2.TNF-a geni 308 promotor bélgesinin optimal amplifikaslamin gerceklgmesinde kullanilan

maddeler ve miktarlari

Reaksiyon kargimi Kullanilan miktar Son konsantrasyon
10X PZR tamponu 2.5 ul 1X PZR tamponu
dNTP 0.25 pl 25mM
Taq polimeraz enzimi 0.5 pl 0,05 U/l
Primer F 1ul 10 pmol
Primer R 1ul 10 pmol
Genomik DNA 3l 100-200 ng
Bidistile su 16,75 pl -

Toplam Hacim : 25 pl

Cizelge 3.3.TNF-a geni 308 promotor bélgesinin optimal amplifikasiaymin gerceklgtigi PZR programi

IsI donguleri

Dongller Sicakhk Sire
1. On denaturasyon CEO) 4dk
2. Denaturasyon 94.0C 30sn
3. Yapsma (Annealing) 58.6C 20 sn
4. Sentez(Extension) 72%C 35sn
5. * Her seferinde ikinci basarga donerek, toplamda 35 dongi
6. Son uzama (Final extension) TZ0 4 dk
7. Bekletme 4.0°C ©

3.3.4.2TGF-p Geni 509 Promotor Bdlgesi icin PZR YonteminirJygulanmasi
CalsmamizdaTGF-£ geninin 509 promotor bdélgesini galtmak icin de Su ve
arkadalarinin calsmalarinda kullandiklari primerler secilgtir * Kullanilan primer

ciftlerinin dizileri asagida gosterilmitir (Cizelge 3.4).
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6
Cizelge 3.4TGFf geni 509 promotor bolgesi amplifikasyonu iginl&uallan primer (_;iftler?

Primer F

5-CCAGCTAAGGCATGGCACCG-3

Primer R

5-GCGGTGTGGGTCACCAGAGA-3’

Calsmamiza uygun amplifikasyon kallarini saptamak icin g#li denemeler
yapildi. Her denemede sadece bigigleen deistirilerek primerlerin, Taq polimerazin ve
dNTP’nin farkli konsantrasyonlari ile PZR progradanfarkli 1si donguleri ve annealing
(yapsma) 1silari denemeleri yapildi. En iyi amplifikasym gortldigi kosullar, btin
PZR reaksiyonlari icin kullanildi.

Cizelge 3.5.TGF- geni 509 promotor bélgesinin optimal amplifikasiaamin gerceklgmesinde kullanilan

maddeler ve miktarlari

Reaksiyon kargimi

Kullanilan miktar

Son konsantrasyon

10X PZR tamponu 2.5 ul 1X PZR tamponu
dNTP 0.25 ul 25mM

Taq polimeraz enzimi 0.5 pl 0,05 U/l
Primer F 1ul 10 pmol
Primer R 1ul 10 pmol
Genomik DNA 3 ul 100-200 ng
Bidistile su 16,75 pl -

Toplam Hacim : 25 ul

Cizelge 3.6.TGF{3 geni 509 promotor bdlgesinin optimal amplifikaslarinin gercekigigi PZR programi

IsI dénguleri

Dongller Sicakhk Sire
1. On denaturasyon CEO) 4dk
2. Denaturasyon 94.0°C 45 sn
3. Yapsma (Annealing) 61.6C 30 sn
4. Sentez(Extension) 72 30 sn
5. * Her seferinde ikinci basarga donerek, toplamda 35 dongi
6. Son uzama (Final extension) TZ0 10 dk
7. Bekletme 4.0°C o
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3.3.4.3TGF-p Geni 869 Bolgesi ici PZR YdnteminirJygulanmasi

CalsmamizdaTGF-£ geninin 869 bdlgesini @altmak icin de Buraczynska ve

arkadalarinin calsmalarinda kullandiklari primerler se(;il$ti'r87. Kullanilan primer

ciftlerinin dizileri ssagida gdsterilmitir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.7.TGF$ geni 869 bolgesi amplifikasyonu icin kullanilarinper (;iftleri87

Primer F 5-ACCACACCAGAACTGTTCGC-3

Primer R 5-AGTAGCCACAGCAGCGGTAGCAGCTGC-3

Calsmamiza uygun amplifikasyon kallarini saptamak icin géli denemeler
yapildi. Her denemede sadece bigiglkeen deistirilerek primerlerin, Taq polimerazin ve
dNTP’nin farkli konsantrasyonlari ile PZR progradanfarkli 1si donguleri ve annealing
(yapsma) 1silari denemeleri yapildi. En iyi amplifikasym goruldigi kosullar, butin

PZR reaksiyonlari i¢in kullanildi.

Cizelge 3.8.TGF{3 geni 869 bdlgesinin optimal amplifikasyonlariniergeklgmesinde kullanilan maddeler

ve miktarlar

Reaksiyon karsimi

Kullanilan miktar

Son konsantrasyon

10X PZR tamponu 2.5l 1X PZR tamponu
dNTP 0.25 pl 25mM

Taqg polimeraz enzimi 0.5l 0,05 U/yl
Primer F 1l 10 pmol
Primer R 1l 10 pmol
Genomik DNA 5ul 200-300 ng
Bidistile su 14,75 pl -

Toplam Hacim : 25 ul
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Cizelge 3.9.TGF geni 509 promotor bélgesinin optimal amplifikaskgymin gercekigigi PZR programi

Is1 dénguleri

Donguler Sicaklik Sire
1. On denaturasyon 94@ 3dk
2. Denaturasyon 94.0C 50 sn
3. Yapsma (Annealing) 67.6C 1 dk
4. Sentez(Extension) 72%C 1 dk
5. * Her seferinde ikinci basarga donerek, toplamda 40 dongi
6. Son uzama (Final extension) TZ0 10 dk
7. Bekletme 4.0°C ©

Orneklerin amplifikasyonu ve elde edilen bantlakontrolii 6nce anlatilgh gibi
(3.3.3), drnekler agaroz jelde yuritulerek konedgildi.

3.3.5. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP; Restriction Fragment
Length Polymorphism) Ydnteminin Uygulanmasi

Agaroz jel elektroforeziyle amplifikasyon kontroliapildi, amplifikasyon gorilen
ornekler restriksiyon endonikleaz enzimi ile kesimaksiyonuna alindi. Kesim
reaksiyonunun gerceldirilmesi icin gagida belirtilen sekilde reaksiyon kagimi
hazirlandi.

Cizelge 3.10RFLP reaksiyon kaillari

Reaksiyon Karisimi Kullanilan Miktar (ul)
Tampon 2.0 ul

Restriksiyon Enzimi 0.5 ul

Amplifiye Uriin (PZR tiriini) 12.5 pl

Steril Bidistile Su 5 ul

Toplam Hacim 20 pl
Reaksiyon Isisl 3c

Reaksiyon Suresi 17 saat
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Kesim reaksiyonun sonlandiriimasi ve kesim urinieragaroz jelde yurutilmeye hazir
hale getirilmesi icin reaksiyon siresi sonundagkler 5 pul Bromfenol mavisi (6X) (Ek
2.3)ile karstirildi.

3.3.5.1 TNF-a Geni 308 Promotor Polimorfizminin Belirlenmesi igin Ncol
Restriksiyon Enzimi ile Kesimi

Park ve arkadgarinin yontemine gore Ncol restriksiyon enzimi ilkesim
yapilmstir®™. Ncol, Nocardia corallineden elde edilen bir restriksiyon enzimidir. Cift
zincirli DNA’ yi;

5'-C|CATGG...-3’

3-GGTACtC...-5’

dizisinden taniyarak yagkan uclu kesim yapmaktadir. PZR ile elde edilen 107
b¢’lik hedef gen bolgedicol restriksiyon enzimi ile kesilrgiir. Bu bolgede guanin iceren
allel (G) Ncol kesim noktasi tamaktadir. Guaninden adenine {€&\) bir nukleotit
degsisimi varsaNcol enziminin tanima bdlgesi bulunmaz (A alleli). Ginanikleotitinden
adenin nikleotitine dgsimi olmayan (GG genotipli) bireylerde 87 ve 20 id¢’iki bant,
heterozigot bireylerde (GA genotipli) 107, 87 vel®0lik ¢ bant, her iki allelinde ggsim
gorilen bireylerde (AA genotipli) 107 b¢'lik tek blagorulecektir.

Orneklerde elde edilen kesim drinleri 3.3.3'te @& gibi, agaroz jelde

yuratilerek kontrol edildi.

3.3.5.2TGF-# Geni 509 Promotor Polimorfizminin Belirlenmesi igin Eco81l
Restriksiyon Enzimi Kesimi

Su ve arkadgarinin yontemine gore Eco81l restriksiyon enzine ikesim
yapilmstir®. Eco81l, Escherichia coli RFL81‘den elde edilen bir restriksiyon enzimidir.
Cift zincirli DNA’ yi;

5'-CC|TNAGG...-3

3-GGANTTCC...-5’

dizisinden taniyarak yagkan uclu kesim yapmaktadir. PZR ile elde edilen 400

b¢’'lik hedef gen bdlgesi Eco81l restriksiyon enziite kesilmitir. Bu bdlgede sitozin
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iceren allel (C)Eco81l kesim noktasi tamamaktadir. Sitozinden timine {&€T) bir
nukleotit deisimi varsa Eco81l enziminin tanima bolgesi alur (T alleli). Sitozin
nikleotitinden timin nukleotitine gésimi olmayan (CC genotipli) bireylerde 400 bg’likkte
bant, heterozigot bireylerde (CT genotipli) 400 2@0 bc’lik iki bant, her iki allelinde
desisim gorilen bireylerde (TT genotipli) 200 b¢’lik tédant gorulecektir.

Orneklerde elde edilen kesim drunleri 3.3.3'te ahlas gibi, agaroz jelde

yuratilerek kontrol edildi.

3.3.5.3TGF-g Geni 869 Polimorfizminin Belirlenmesi icin Pstl Restriksiyon
Enzimi Ile Kesimi

Buraczynska ve arkaglarinin yontemine gore Pstl restriksiyon enzimi kiesim
yapilmstir®’. Pstl, Providencia stuartii‘den elde edilen bir restriksiyon enzimidir. Cift
zincirli DNA’ yi;

5-CTGCA|G...-3’

3-GTtACGTC...-5’

dizisinden taniyarak yagkan uclu kesim yapmaktadir. PZR ile elde edilen 110
b¢’'lik hedef gen bdlgedrstl restriksiyon enzimi ile kesilrgiir. Bu bdlgede timin iceren
allel (T) Pstl kesim noktasi gemaktadir. Timinden sitozine (3C) bir nikleotit dgisimi
varsa Pstl enziminin tanima bdolgesi ortadan kafkaelleli). Timin nikleotitinin sitozine
desisimi olmayan (TT genotipli) bireylerde 84 ve 26 lig'tek bant, heterozigot bireylerde
(TC genotipli) 110, 86 ve 24 bc'lik U¢ bant, her &lelinde degisim gorulen bireylerde
(CC genotipli) 110 be'lik tek bant gorilecektir.

Orneklerde elde edilen kesim drinleri 3.3.3'te ahl& gibi, agaroz jelde
yuratilerek kontrol edildi.

3.4.1statistisksel Analiz

Verilerin istatistiksel dgerlendirmesinde SPSS 13.0 paket programi kull&fuld
Hasta ve kontrol grubunun klinik 6zellikleri, ordaha ve standart sapmalari bulunarak
deserlendirildi. Hasta ve kontrol grubu genotip gdanlari ve allel frekanslari
karsilastirlldi. Genotip ve allel frekanslari Pearson’sKkére testi kullanilarak tespit edildi.

Tam testlerde istatistiksel 6nemgdei p<0,05 olarak alindi.

40



4. BULGULAR

Calismamizda, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi,z@ Hastaliklari Anabilim
Dali poliklinigine bgvuran KOAH tanisi alngi 83 hasta, 35 kontrol olmak lizere toplam
118 birey argtirmaya dahil edildi. Hasta grubunda 71 erkek (%832 kadin (%14,5),
kontrol grubunda ise 29 erkek (%82,9), 6 kadin (%)L birey vardir. Cajmaya katilan
tum bireylere solunum fonksiyon testi yapildi. Tlbireylerin yg, cinsiyet, sigara
icip/icmedggi, sigara iciyorsa ne kadar suredir gttve gunlik sigara tuketim miktari, hasta
bireylerden ne kadar zamandir hasta gidyapilan anketlerle tespit edildi. Toplanan
kanlardan tuzla ¢oktirme yontemi ile elde edilenAJbr PZR yontemi kullanilarak TNF-
a geni G-308A promotor bélgesi, TGFgeni C-509T promotor bdlgesi ve TGFgeni
T869C bdlgesi polimorfizmleri agarildi.

Hasta ve kontrol grubu; yakac yil 6nce sigaray! birajt) sigara icme suresi,
sigara icme miktari, paket/yil sigara miktari, postFEV1 yuzdesi, post-br FEV1 litrede,
post-br FEV1/FVC ylzdesi ve hastalik siuresi ortalam bakimindan derlendirilmistir
(Cizelge 4.1). Hasta grubunda kontrol grubuna gég sigara icme siresi, sigara icme
miktari ortalamalari yuksek bulungken; sigara birakma suresi ortalamasi dahgildi
bulunmutur. Beklenildgi sekilde hasta grubunda post-br FEV1 (%), post-br EEN),
post-br FEV1/FVC (%) ortalamalar kontrol grubunérey daha dfuk, paket/yil sigara
icme miktari daha yuksek bulungtur(Cizelge 4.1).

Hastalgin evrelerine gore gerlendirme yapildinda (Cizelge 4.2); hastgin
evresi ilerledikce hastanin ne kadar sure Oncerajgabiraktgl, sigara igme suresi,
paket/yil sigara miktari ortalamalari artmaktade aralarinda anlamli bir gki yoktur
(p>0.05). Hastalik suresi ortalamalari evrelerléldikce artmakta, post-br FEV1 ghi
ortalamalar azalmaktadir ve aralarinda anlamliligki vardir (p=0.017, cizelge 4.2).

Hasta ve kontrol grubu bireyleri glurulmasi; hasta grubunun KOAH evrelerine
gore siniflandiriimasi icin KOAH cahalarinda yaygin olarak kabul gorsniGOLD
(Global Initiative for Chronic Obstructive Lung @ase) raporlarinda tanimlargnkriterler

kullaniimistir.
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Cizelge 4.1 Hasta ve kontrol grubu genel 6zellikleri

Hasta Kontrol
n Ortalama n Ortalama | p deseri
Hasta yai (yil) 83 62,36+10,729 35 54,83+8,252 00(
Ne kadar once sigaray! | 4q 7.77+6,162 14 8,79+8,313 0,610
biraktgi (yil)
Sigara icme suresi (yil) 82 36,74+11,953 35 28,3619 0,001
Sigara miktari (gtin/paket| 82 1,421+0,5852 35 14053156 0.013
Paket/yil sigara miktari 82 52,28+26,918 35 32,943711 000
Post-br FEV1 % 83| 59,316+20,673% 35  93,677+11,071D00
Post-br FEV1 It 83 | 1,8188+0,805583 35  3,0457+0,60535000
Post-br FEV1/FVC % 83| 565724105371 35 7979548069 000
Hastalik suresi (yil) 83 4,964,410 0 0 }
Cizelge 4.2Evrelere gore hasta grubu 6zellikleri
Hafif (Evre 1) Orta (Evre 2) Agir (Evre 3 ve 4)
n Ortalama n Ortalama n Ortalama d ? .
egeri
Hasta Yai 20 | 40+11,189| 30 62,13+10,09233 | 65,58+10,112| 0,025
Kag yil 6nce 11| 248968 | 14| 5,71+5312 28  878+4.899 0,381
sigaray! birakgi
Sigara icme 20 | 15+12,074| 29 36,10+9,298 33 39,58+13,493 0,143
suresi (yil)
aﬁ(?;fl icme 20| 1,0+0598| 29 1,466+0,680 33 1,394+0496 0,879
fn?lftztrlf’" slgara | o0 | 17425541 29 53,34+28,37733 | 55.39+26519 0,429
Post-br FEV1 % | 20 70,9+7,630 30 64,866+8 7533 | 38,379+8,971 000
Post-br FEV1 It | 20| 1,58+0,505 30 1,8920+0,3833 | 1,2012+0,679 000
Post-br 20 | 52.4+5594| 30 60,632+6,71533 | 47,112+7,789 000
FEV1/FVC % 59, 103459, o=l
gﬁ?ta“k SUFeSt 1 o0 | 142417 | 30| 417+3869 38  6,61+5291 0,007
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4.1. Molekuler Genetik Analizler

4.1.1. TNF-a Geni 308 Promotor Polimorfizmi Genetik Analizleri

TNF-o geni 308promotorbdlgesinin 107 bc¢'lik kismi PZR yontemi ile gadtild1.
Bazi orneklein PZR ile ¢galtilmig TNF-a promotor bélgesinirgorintilei Sekil 4.1 ve
4.2'de verilmitir.

Sekil 4.1. Bazi érnekleri PZR yontemi ile ¢galtilan TNF-a 308 promotor bélgesagaroz je ban
goruntileri. M: marker DNA'lar, B:negatif kontrol (blant, MH: hasta, MK: Kontrc, Bantlar 107 bg

MH MH MH MH MH MH MH MH
10 11 12 22 26 33 34

Sekil 4.2. Bazi érnekleri PZR yéntemi ile ¢paltilan TNF-o 308 promotor bélgesi agaroz ban
goruntileri. M: marker DNA'lar,B: negatif kontrol (blank, MH: hasta, MK: Kontrc,, Bantlar 107 bg

MK MK MK MH MK MK MH MK MH B

1 2 3 7 5 13 1 24 66

[T

=
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TNF-a geni 308promotor bolgesini 107 b¢’lik kism PZR ilecogaltildi, hedef ger
bdlgesiNcol restriksiyon enzimi ile ke«di. Bu bélgede guanin iceren allel (Ncol kesim
noktasi taimaktadir. Guaninden adenine —A) bir nukleotit deisimi varsa Ncol
enziminin tanima bdlgesi bulunmaz (A alleli). Guamitikleotitinden adenin ntkleotitir
desisimi olmayan (GG genotipli) bireylerde 87 ve 20 li¢iki bant, hetero:got bireylerde
(GA genotipli) 107, 87 ve 20 be¢'lik ¢ bant, her &lelinde dgisim goérilen bireylerds
(AA genotipli) 107 be¢'lik tek bant gorulecek (sekil 4.3, 4.4).GG ve GA genotipl
bireylerde gorilmesi gerek kesim Urunlerinde 20 bg’lik bant agroz je elektroforezind

goruntilenememesinden dol 87 ve 107 bg dikkate alinarakgdzlendirme yapilc

Sekil 4.3. Bazi orneklerin RFLP yéntemi kullanilaraNcol restriksiyon enzimi ile kesir
Urtnlerinin agaroz ji bantgorintileri.PZR: Polimeraz zicir reaksiyonu trint, MH: Has

MH MH MH MH MH MH MH MH MH MH MH MH MH MH-
32 35 41 48 49 57 60 61 o612 63 064 65 067

§7bg 107 ve 87 b

| b

GG GG GG GG GG GA GA GG GG GG GG GG GG GG GA GG
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Sekil 4.4. Bazi orneklerin RFLP yo6ntemi kullanilaraNcol restriksiyon enzimi ile kesir
drdnlerinin agaroz ji bantgériintileri.PZR: Polimeraz zicir reaksiyonu Grin{MH: Hasta, MK: Kontrd

MK MK MK MK MK ] MK MK )}
1235022 21 19 69 28 30

87 ve 107 be

¢ 87 b

- - =
PR =

GG GG GA GG GG GA GG GG GG GG GG AN GG

Calsmamiza dahil olan 83 KOAH’'lI bireyin TNF alf30€ promotor bdlges
polimorfizmleri agisindan; 70 bireyin GG, 12 biney&A ve 1 bireyin AA genotipine sah
oldugu RFLP analiziyle bulunmyur. Calsmamiza dahil edilen 35 normal biin ise; 29
bireyin GG, 4 bireyin GA ve 2 bireyin AA genotipingahip oldgu RFLP analiziyle
bulunmuytur. Hasta ve kontrol grubundaki bireylerin geniaipkodlarina goéreCizelge 4.2

ve 4.4’de verilmgtir.
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Cizelge 4.3Hastalarin TNFe 308 promotor bolgesi i¢iNcol kesim bantlarina gore belirlenen genotipleri

Hasta TNF-a Hasta TNF-a Hasta TNF-a Hasta TNF-a
Numarasi 308 Numarasi 308 Numarasi 308 Numarasi 308
MH 1 GA MH 26 GA MH 51 * MH 76 GG
MH 2 GG MH 27 GG MH 52 GG MH 77 GG
MH 3 GG MH 28 GG MH 53 GG MH 78 GG
MH 4 GG MH 29 GG MH 54 GG MH 79 GG
MH 5 GA MH 30 GG MH 55 GG MH 80 GG
MH 6 GG MH 31 GG MH 56 GG MH 81 GG
MH 7 GG MH 32 GG MH 57 GG MH 82 GA
MH 8 GG MH 33 GA MH 58 GG MH 83 GG
MH 9 GG MH 34 GG MH 59 GG MH 84 GG
MH 10 GG MH 35 GG MH 60 GG
MH 11 GA MH 36 GG MH 61 GG
MH 12 GG MH 37 GA MH 62 GG
MH 13 GG MH 38 GG MH 63 GG
MH 14 GG MH 39 GG MH 64 GG
MH 15 GG MH 40 GG MH 65 GA
MH 16 GG MH 41 GA MH 66 GG
MH 17 AA MH 42 GG MH 67 GG
MH 18 GG MH 43 GG MH 68 GG
MH 19 GA MH 44 GG MH 69 GG
MH 20 GG MH 45 GG MH 70 GG
MH 21 GG MH 46 GG MH 71 GG
MH 22 GG MH 47 GG MH 72 GG
MH 23 GG MH 48 GA MH 73 GG
MH 24 GG MH 49 GG MH 74 GA
MH 25 GG MH 50 GG MH 75 GG

* MH51 kod numarali hasta bireye ait genotip tegutlemedi, bu sebeple gaha dsl
birakildi
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Cizelge 4.4 Kontrollerin TNF-ao, 308 promotor bélgesi icin Ncol kesim bantlarinaegbelirlenen genatipleri

lejc::gg& U5t lejﬂggy =52ty lej?rr:gg& U5t NITJ?Tr]];rgy T’:;I(l):éa
MK 1 GG MK 11 GG MK 21 GG MK 31 GG
MK 2 GG MK 12 GG MK 22 GA MK 32 GG
MK 3 GG MK 13 GA MK 23 GG MK 33 GG
MK 4 AA MK 14 GG MK 24 GG MK 34 GG
MK 5 GG MK 15 GG MK 25 GG MK 35 GG
MK 6 GA MK 16 GG MK 26 GG
MK 7 GG MK 17 AA MK 27 GG
MK 8 GG MK 18 GG MK 28 GG
MK 9 GG MK 19 GG MK 29 GA
MK 10 GG MK 20 GG MK 30 GG

TNF-a geni 308 promotor polimorfizmlerinin genotip glamlar ve allel
frekanslari SPSS 13.0 Ki-kare testi kullanilaraklanedilmgtir. Hasta ve kontrol gruplari
genotipleri arasinda istatistiksel olarak anlamh fark bulunamanstir (Cizelge 4.5,
p=0.343). Aynisekilde hasta ve kontrol grubu allel frekanslari skagtirildiginda da
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamatm (p=0,470).

Cizelge 4.5.Hasta ve kontrol gruplarinin TNF: 308 promotor bdlgesi icin genotip ghmlari ve allel

frekanslari
TNF alfa p
308 Hasta Kontrol ..
genotipi ciezen]
n % n %
GG 70 84,3 29 82,9 0,343
GA 12 14,5 4 11,4
AA 1 1,2 2 5,7
GG+GA 82 98,8 33 94,3
AA 1 1,2 2 5,7 0.155
G 152 91,6 62 88,6
A 14 8,4 8 11,4 0,470
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4.1.2. TGF$ Geni 509 Promotor Polimorfizmi Genetik Analizleri

TGF geni 509 promotor boélgesinin 400 b¢’lik kismi P¥Bntemi ile ¢galtildi.
Bazi drneklerin PZR ile galtilmis TGF{f promotor boélgesinin gorintilefiekil 4.5 ve

4.6'da verilmitir.

Sekil 4.5. Bazi 6rneklerin PZR yontemi ile galtlan TGFB 509 promotor bdlgesi agaroz jel bant
goruntileri. M: marker DNA’lar, B: negatif kontrdblank),, MH: Hasta, MK: Kontrol, bantlar 400 bg

~—— B MK MK MK MK MK MK MH MK MH MK MH MH MK MH MK
15 26 30 17 33 32 67 18 40 12 45 28 27 8 19

1

400 bg

Sekil 4.6. Bazi orneklerin PZR yontemi ile galtilan TGFB 509 promotor bdlgesi agaroz jel bant
goruntileri. M: marker DNA’lar, B: negatif kontrdblank),, MH: Hasta, MK: Kontrol, bantlar 400 bg

48



PZR ile elde edilen 400 b¢'lik hedef gen bolgésp8ll restriksiyon enzimi ile
kesilmistir. Bu bolgede sitozin iceren allel (Bco81l kesim noktasi tamamaktadir.
Sitozinden timine (&T) bir nikleotit dgisimi varsaEco81l enziminin tanima bolgesi
olusur (T alleli). Sitozin nikleotitinden timin niklgthe desisimi olmayan (CC genotipli)
bireylerde 400 b¢'lik tek bant, heterozigot birede (CT genotipli) 400 ve 200 bg¢'lik iki
bant, her iki allelinde di&sim gorulen bireylerde (TT genotipli) 200 bg¢'lik tekant

gorulecektir ¢ekil 4.7 ve 4.8).

Sekil 4.7. Bazi Orneklerin RFLP yo6ntemi kullanilarakco81l restriksiyon enzimi ile kesim

drdnlerinin agaroz jel bant gérintileri. PZR: Pahaz zincir reaksiyonu Uriind, MH: Hasta, MK: Kottro

Sekil 4.8. Bazi orneklerin RFLP yontemi kullanilarakco81l restriksiyon enzimi ile kesim
drtnlerinin agaroz jel bant gorintuleri. PZR: Panawz zincir reaksiyonu Urtiinii, MH: Hasta, MK: Kortro

2
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Calsmamiza dahil olan 83 KOAH'lI bireyin TGE- 509 promotor boélgesi
polimorfizmleri agisindan; 43 bireyin CC, 18 bineyCT ve 22 bireyin TT genotipine sahip
oldugu RFLP analiziyle bulunmgur. Calsmamiza dahil edilen 35 normal bireyin ise; 11
bireyin CC, 13 bireyin CT ve 11 bireyin TT genotipi sahip oldgu RFLP analiziyle
bulunmuytur. Hasta ve kontrol grubundaki bireylerin genlatipkodlarina gére Cizelge 4.7

ve 4.8'de verilmtir.

Cizelge 4.6 Hastalarin TGFg 509 promotor bélgesi i¢iBco81l kesim bantlarina gére belirlenen genotipleri

Hasta TGF Hasta TGF Hasta TGF Hasta TGF

Numarasi 509 Numarasi 509 Numarasi 509 Numarasi 509
MH 1 CT MH 23 TT MH 45 CcC MH 67 TT
MH 2 TT MH 24 CcC MH 46 CcC MH 68 CC
MH 3 CcC MH 25 TT MH 47 CcC MH 69 CT
MH 4 CT MH 26 CcC MH 48 TT MH 70 CcC
MH 5 CT MH 27 TT MH 49 TT MH 71 CcC
MH 6 CcC MH 28 CcC MH 50 CT MH 72 CcC
MH 7 CcC MH 29 CcC MH 51 * MH 73 CcC
MH 8 CcC MH 30 CcC MH 52 TT MH 74 CcC
MH 9 CT MH 31 CcC MH 53 CcC MH 75 TT
MH 10 CcC MH 32 CT MH 54 TT MH 76 CcC
MH 11 CcC MH 33 TT MH 55 CC MH 77 CC
MH 12 CT MH 34 CC MH 56 CT MH 78 CC
MH 13 CcC MH 35 CcC MH 57 CcC MH 79 CC
MH 14 CT MH 36 CT MH 58 TT MH 80 CC
MH 15 TT MH 37 TT MH 59 TT MH 81 TT
MH 16 CcC MH 38 TT MH 60 TT MH 82 CT
MH 17 TT MH 39 CcC MH 61 CT MH 83 CcC
MH 18 TT MH 40 CT MH 62 CcC MH 84 TT
MH 19 CcC MH 41 CcC MH 63 CT

MH 20 CT MH 42 CcC MH 64 CT

MH 21 TT MH 43 CcC MH 65 CT

MH 22 CcC MH 44 CcC MH 66 CcC

* MH51 kod numarall hasta bireye ait genotip tegutlemedi, bu sebeple gaha dsl
birakildi
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Cizelge 4.7.Kontrollerin TGF$ 509 promotor bdlgesi icirEco81l kesim bantlarina gére belirlenen
genatipleri

Kontrol TGF Kontrol TGF Kontrol TGF Kontrol TGF$
Numarasi 509 Numarasi 509 Numarasi 509 Numarasi 509
MK1 TT MK 11 CT MK 21 TT MK 31 CT
MK 2 cC MK 12 CT MK 22 CT MK 32 TT
MK 3 TT MK 13 cC MK 23 TT MK 33 TT
MK 4 CT MK 14 CcC MK 24 CC MK 34 CC
MK 5 CcC MK 15 CT MK 25 CT MK 35 TT
MK 6 CT MK 16 CcC MK 26 TT
MK 7 CT MK 17 CcC MK 27 TT
MK 8 CcC MK 18 TT MK 28 CcC
MK 9 CcC MK 19 TT MK 29 CT
MK 10 CT MK 20 CT MK 30 CT

TGF$ 509 promotor polimorfizmlerinin genotip giimlari ve allel frekanslari
SPSS 13.0 Ki-kare testi kullanilarak analiz ed§tmi Hasta ve kontrol gruplari genotipleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark mamamgtir (Cizelge 4.9). Aynisekilde
hasta ve kontrol grubu allel frekanslari ¢kstirildiginda da istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulunamanstir.

Cizelge 4.8 Hasta ve kontrol gruplarinin TGB-509 bdélgesi igin genotip ddimlari ve allel frekanslari

TGF beta p
509 Hasta Kontrol deseri
| _genotipi &
n % n %
CcC 43 51,8 11 31,4 0,096
CT 18 21,7 13 37,2
TT 22 26,5 11 31,4
CC+CT 61 73,5 16 45,7
T 22 26.5 19 543 0,586
C 104 62,65 35 50,0
T 62 37,35 35 50,0 0,071
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4.1.2. TGF-B Geni 869 Polimorfizmi Genetik Analizleri

TGFpB geni869 gel bolgesinin 110 b¢’lik kismi PZR yontemi ile galtildi. Bazi
orneklerin PZR ile ¢galtiimis TGF-B promotor bélgesinin goéruntileSekil 4.9 ve 4.10'd:
verilmistir.

Sekil 4.9. Bazi drneklerin PZR yoéntemi ile galtilan TGF-p 869 gen bdlgesi agaroz ban
goruntileri. M: marker DNA’lar, B:negatif kontrol (blank, MH: Hasta, MK: Kontrol bantlar 110 bg

AH MK MH MK MK MH MH MH MH MK MO M
MW B 16 M 30 36 6 1 M4 1@ & ;

Sekil 4.10. Bazi drneklerin PZR yontemi ile galtilan TGF-B 869 gen bolgesi agaroz = ban
goruntileri. M: marker DNA’lar, B:negatif kontrol (blank MH: Hasta, MK: Kontrol bantlar 110 bg

110 b —p

B MH MHMK MH MH MHMHMHMH MH MK MK
2 8 11 5 14 18 21 23 20 38 1
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PZR ile elde edilen 110 b¢’lik hedef gen bolg&stl restriksiyon enzimi ile
kesilmistir. Bu bdlgede timin iceren allel (TRstl kesim noktasi tamaktadir. Timinden
sitozine (F~C) bir nikleotit dgisimi varsaPstl enziminin tanima bdlgesi ortadan kalkar
(C alleli). Timin nukleotitinin sitozine dgsimi olmayan (TT genotipli) bireylerde 86 ve 24
b¢'lik tek bant, heterozigot bireylerde (TC genbjid10, 86 ve 24 b¢’lik t¢ bant, her iki
allelinde dgisim gorulen bireylerde (CC genotipli) 110 be¢'lik tblant gorilecektir. TC ve
TT genotipli bireylerde gorilmesi gereken kesimnleiinden 24 bc¢’lik bant agaroz jel
elektroforezinde gorintilenememesinden dolayr 86 10 bg¢ dikkate alinarak

deserlendirme yapildi.
Sekil 4.11. Bazi oOrneklerin RFLP yodntemi kullanilaraRstl restriksiyon enzimi ile kesim

drtnlerinin agaroz jel bant gorintuleri. PZR: Pahawz zincir reaksiyonu Uriini, MH: Hasta, MK: Kortro

MK MH MK MK
34 76 15 22

.. R
Ead

€T CC ¢€cC CTr €C ¢cC CTr Cr Cr
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Sekil 4.12.Bazi 6rneklerin RFLP ydntemi kullanilarPstl restriksiyon enzimi ile kesim urinlerin

agaroz je bantgoruntuleri.PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu urtini, MH: Hasta, MKorrol

9. 27 60 I¥. _22 4 20 16

—~

M CC CC €€ €€ EC 'FE €T €C €C IT CC CC

Calsmamiza dahil olan 83 KOAH'll bireyin TC-f 869 Idlgesi polimorfizmleri
acisindan; 7 bireyilTT, 24 bireyin CT ve 5:CC bireyin genotipine sahip olgu RFLP
analiziyle bulunmstur. Calsmamiza dahil edilei35 normal bireyin ise7 bireyin TT, 9
bireyin TC ve 19 bireyin CC genotipine sahip oldiu RFLP analiziyle bulunmytur. Haste
ve kontrol grubundaki bireylerin genotipl kodlarina goreCizelge 4.10 ve 4.11'd

verilmistir.
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Cizelge 4.9Hastalarin TGFg 869 bdlgesi icirPstl kesim bantlarina gore belirlenen genotipleri

Hasta TGF$ Hasta TGF$ Hasta TGF$ Hasta TGFB

Numarasi 869 Numarasi 869 Numarasi 869 Numarasi 869
MH1 CcC MH 23 CT MH 45 CcC MH 67 CT
MH 2 TT MH 24 CcC MH 46 CcC MH 68 CcC
MH 3 CT MH 25 CcC MH 47 CcC MH 69 CcC
MH 4 CT MH 26 CcC MH 48 TT MH 70 CcC
MH 5 CT MH 27 TT MH 49 CT MH 71 CT
MH 6 CcC MH 28 CcC MH 50 CC MH 72 CC
MH 7 CT MH 29 CcC MH 51 * MH 73 CC
MH 8 CcC MH 30 CT MH 52 CT MH 74 CC
MH 9 CcC MH 31 CcC MH 53 CC MH 75 CT
MH 10 CcC MH 32 CT MH 54 CT MH 76 CT
MH 11 CcC MH 33 CT MH 55 CcC MH 77 CcC
MH 12 CcC MH 34 CcC MH 56 CcC MH 78 CcC
MH 13 CcC MH 35 CcC MH 57 CT MH 79 CcC
MH 14 CcC MH 36 CcC MH 58 CcC MH 80 CcC
MH 15 CT MH 37 TT MH 59 TT MH 81 CT
MH 16 CcC MH 38 TT MH 60 CT MH 82 TT
MH 17 CT MH 39 CcC MH 61 CC MH 83 CC
MH 18 CcC MH 40 CcC MH 62 CcC MH 84 CT
MH 19 CcC MH 41 CT MH 63 CcC

MH 20 CcC MH 42 CC MH 64 CcC

MH 21 CT MH 43 CcC MH 65 CT

MH 22 CcC MH 44 CcC MH 66 CcC

* MH51 kod numarali hasta bireye ait genotip tegutlemedi, bu sebeple gaha dsl
birakildi
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Cizelge 4.10Kontrollerin TGF$ 869 promotor bdlgesi iciRstl kesim bantlarina gére belirlenen genotipleri

Kontrol TGF$ Kontrol TGFB Kontrol TGF$ Kontrol TGFB
Numarasi 869 Numarasi 869 Numarasi 869 Numarasi 869
MK1 TC MK 11 CcC MK 21 TT MK 31 TC
MK 2 CcC MK 12 CcC MK 22 TC MK 32 TT
MK 3 TT MK 13 CcC MK 23 TC MK 33 TC
MK 4 TC MK 14 CcC MK 24 CcC MK 34 CcC
MK 5 CcC MK 15 TC MK 25 CcC MK 35 CcC
MK 6 TC MK 16 CcC MK 26 TT
MK 7 CcC MK 17 CcC MK 27 TT
MK 8 CcC MK 18 TT MK 28 CcC
MK 9 CcC MK 19 TT MK 29 TC
MK 10 CcC MK 20 CcC MK 30 CC

TGF{ 869 polimorfizmlerinin genotip galimlari ve allel frekanslari SPSS 13.0
Ki-kare testi kullanilarak analiz edilgtir. Hasta ve kontrol gruplari genotipleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamatm (Cizelge 4.12, p=0.207). Aynekilde
hasta ve kontrol grubu allel frekanslari &kstirildiginda da istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulunamanstir(p=0,110).

Cizelge 4.11Hasta ve kontrol gruplarinin TGB-869 bdlgesi icin genotip ddimlari ve allel frekanslari

TGF beta p
869 Hasta Kontrol deseri
genotipi &
n % n %
TT 7 8,4 7 20,0 0,207
TC 24 28,9 9 25,7
CcC 52 62,7 19 54,3
TT+TC 31 37,4 16 45,7
CcC 52 62,6 19 54,3 0.397
T 38 22,90 23 32,9
C 128 77,10 47 67,1 0.110
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5. TARTISMA

Aday genlerden TNFe- G-308A promotor polimorfizmi, TGB-C-509T promotor
ve T869C polimorfizmleriyle KOAH arasindaki gkiyi arastirmaylr amaclayan bu
calismada, hasta ve kontrol grubu genotigitienlari arasinda istatistiksel olarak anlamh

bir fark bulunamangtir.

Hasta grubunda kontrol grubuna gore,ysigara icme stresi, sigara icme miktari
ortalamalari yuksek bulunngken; sigara birakma siresi ortalamasi dahaguldi
bulunmuytur (Cizelge 4.1). Bu durumun genotip gdanlarini ve allel frekanslarini
etkilemis olabilecgini disinmekteyiz. Elde edilen genotipgbami ve allel frekanslarinin
diger calgmalardan farkli olmasi cama populasyonumuzun farkli olmasi ilegkili
olabilir. Bunlara ek olarak, ¢cagmamiz sonuglarinin ger sonuglardan farkl olmasinin
sebebinin, genotip @dimlari ve allel frekanslarinin toplumdan toplundagisebilmesi

nedeniyle olabileggnide diginmekteyiz.

Tumor nekrozis faktdor (TNF-0) kemik iliginden notrofil salimi ve notrofil
aktivasyonu gibi KOAH patogenezinde 6nemli rol oyaa proinflamatuar bir sitokindi.
TNF-a geni; TNFea geninin promotorunun 308 bdlgesinde-@ degisimi (TNF-a G-
308A), promotorun 238 bdlgesinde—& degisimi (TNF-a G-238A), promotorun 376
bdlgesinde G,A degisimi (TNF-a G-376A) dahil olmak tzere g#i polimorfizmler
icerirle®. Bu polimorfizmlerin TNFe’nin in vitro Uretim seviyesi ile ilikili oldugu
goOsterilmitir.  EK olarak TNFe G-308A alleli, astim gibi ¢itli hastaliklarla
ili skilendirilmistir>”. TNF-a G-308A promotor polimorfizminin KOAH ile ifkisinin

?5-50,89-92

saptanmasi icin yapilsicok sayida ¢cajma vardi ve bu cakmalarin sonuclari

birbiriyle ¢eligkilidir. Bu yiizden TNFe’'nin KOAH’daki roli kesinlik kazanmangtir.

Hegap ve arkagtar®™ Japon toplumunda 88 KOAH'lI birey ve 61 kontrol ile
yaptgl bir calsmada, KOAH ile TNFa arasindaki ikkiyi arastirmis; hasta ve kontrol
grubu genotipleri ile KOAH arasinda anlamlgkii bulunamamytir. Hasta grubunda GG
genotipine sahip birey sayisi 86 (%98) iken kontgubunda 61 (%100) birey
bulunmuytur. Hasta grubunda GA genotipli 2 (%2) birey buitken, kontrol grubunda bu
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genotip gorulmengtir. Hasta ve kontrol grubunun her ikisinde de Aangtipli bireye
rastlanmanstir. Bizim ¢alsmamizda ise ayrgekilde hasta ve kontrol grubu genotipleri ile
KOAH arasinda istatistiksel olarak anlamli bir famdunamanstir (p=0,343). Calmamiz
hasta grubunda GG genotipine sahip 70 (%84,3) didynurken kontrol grubunda 29
(%82) birey bulunmgtur. Calsmamizda GG genotipi icin; Hegap ve arkgddanin
calismasindan elde edilen sonuclara gore dahgildideserler elde edilngtir. Bununla
birlikte calsmamiz hasta grubunda GA genotipine sahip 12 (%14difey bulunurken,
kontrol grubunda 4 (%11) birey bulungtur. Calsmamizda GA genotipi, Hegap ve
arkadalarinin calsmasina gore yiksektir. Ayrica Hegap ve arkidanin calsmasindan
farkli olarak ¢cagmamiz hasta grubunda AA genotipine sahip 1(%Z1,8ybbulunurken,
kontrol grubunda 2(%5,7) bulunstur.

Higham ve arkadalarinii?? ingiltere toplumunda 86 KOAH'l birey ve sigara icen
63 kontrol ile yapny oldugu bir calsmada, KOAH ile TNFa arasindaki ikkiyi arastirmis;
hasta ve kontrol grubu genotipleri ile KOAH arasndtatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamgtir. Hasta grubunda GG genotipine sahip birey s&82s(%72) iken kontrol
grubunda 45 (%71) birey bulungtur. Hasta grubunda GA genotipli 22 (%26) birey
bulunurken, kontrol grubunda 17 (%27) bulurgton. Hasta grubunda AA genotipli 2 (%2)
ve kontrol grubunda 1 (%1) birey bulungtwr. Calsmamiz hasta ve kontrol grubu GG
genotipi orani daha ytksek bulungrbunun yaninda GA genotipi dahasdk saptanngtir
(Cizelge 4.5). AA genotipleri benzegekilde bulunmsgtur. Higham ve arkag#arinin
calismasl hasta grubunda G allel frekansi 0.85 bulumyrk& allel frekansi 0.15
bulunmuytur. Bizim calsmamizda G allel frekansi 0.92 bulunurken, A allekéinsi 0.08

bulunmuytur. A allel frekansi cagmamizda elde edilenden dahaidktir.

Sakao ve arkagkrinin*® Japon toplumunda yaptibir calsmada KOAH ile TNF-
o arasindaki ikkiyi arastirmig; 106 KOAH, 110 sigara i¢en kontrol ve 129 sigamaeyen
populasyon kontrol bireyleri kullanilgtir. Hasta grubu ve sigara icen kontrol grubu
(p=0.0231); ayrica hasta ve populasyon kontrol gr¢p=0.0142) arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmgtur. Hasta grubunda GG genotipine sahip birey s&yis
(%72,7), sigara icen kontrol grubunda 86 (%87,3)pydasyon kontrol grubunda 113
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(%87,6) birey bulunmgtur. Hasta grubunda GA genotipli 23 (%21,7), sigasm kontrol
grubunda 10 (%9,1), populasyon kontrol grubunda(%®,3) birey bulunmgtur. Hasta
grubunda AA genotipli 6 (%5,7), sigara icen kontgyubunda 4 (%3,6), populasyon
kontrol grubunda 4 (%3,1) birey bulungtur. Calsmamiz hasta grubu GG genotipi daha
yuksek, GA ve AA genotipleri daha gik bulunmytur (Cizelge 4.5). Calmamizda
sadece sigara icen kontrol grubu kullangbmi Calsmamiz kontrol grubu ile Sakao ve
arkadalarinin sigara igcen kontrol grubu genotip orantemzerdir. Sakao ve arkatkrinin
hasta grubunda G allel frekansi 0.835, A allel drek 0.165 olarak bulunmgtur. Sigara
icen kontrol grubunda ise G allel frekansi 0.91&lkl| frekansi 0.082 olarak bulungtA
allelli artan KOAH riski ile ilgkilendirilmistir (p=0.0084). Cagmamiz allel frekanslar ile
Sakao ve arkadkrinin calsmasindaki allel frekanslari benzerdir (Cizelge 4B)nunla
birlikte hasta ve kontrol grubumuz allel frekanslaarasinda anlaml bir fark
bulunamamytir (p=0.470).

Transforme edici biytme faktéri beta (Transfornmgngwth factor beta [TGEB]),
¢ssitli hiicre tiplerinin proliferasyonunu ve farklgaasini, doku tamirini, immun cevabin
diizenlenmesini, ekstraseliiller matriks tretimirglaygan multifonksiyonel bir stokindit.
TGF{ geni; promotordaki 509 bdlgesinde-T desisimi (TGF-f C-509T), promotorun
800 bdlgesinde G A degisimi (TGF G-800A) ve 869 bolgesindeJIC desisimi olmak
uzere cgitli polimorfizmler icerirler. Bu gendeki polimorfimler TGF ekspresyonunu
etkilemektedir. Bu nedenle polimorfizmlerden bazil& OAH ve diger hastaliklarla
ili skilendirilmistir*®. Bu polimorfizmlerden, T+869C ve C-509T polimorfiterinin TGF
beta 1 geninin ekspresyonunuggérebilecesine ve bununla birlikte KOAH’a yatkinlik

saslayabilecek belirli genlerle tggantili olabilecgine dair Snemli bulgular vardfr>?

Su ve arkadgarinirf® Cin toplumunda yaptiklar bir caada KOAH ile TGF C-
509T promotor polimorfizmi arasindakiskiyi arastirmis; 84 KOAH'lI birey ve 97 kontrol
kullaniimistir. Hasta ve kontrol gruplari genotipleri arasinstatistiksel olarak anlamli bir
ili ski bulunmutur (p=0,036). Hasta grubunda CC genotipine shhgy sayisi 61 (%72,6)
iken kontrol grubunda 54 (%55,7) birey bulumgtaw. Hasta grubunda CT genotipli 21
(%25) birey bulunurken, kontrol grubunda 35 (%3@ujunmuytur. Hasta grubunda TT
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genotipli 2 (%2,4) ve kontrol grubunda 8 (%8,2)elyirbulunmytur. Calsmamiz hasta
grubunda CC genotipine sahip birey sayisi 43 (%5kdhtrol grubunda 11 (%31,4) birey
bulunmuytur. Hasta grubumuzda CT genotipine sahip 18 (%2Xkantrol grubunda 13
(%37,2) birey bulunmgiur. Hasta grubumuzda TT genotipine sahip 22 (%92&®éntrol
grubunda 11 (%31,4) bulungtur. Su ve arkad#arinin bulgularinin aksine canamiz
hasta ve kontrol gruplar genotipleri arasinda tigtiisel olarak anlamh bir ki
bulunamamgtir (p=0,096). Su ve arkaglarinin calgmasinin hasta grubunda C allel
frekansi 0,851 bulunurken T allel frekansi 0.148bmustur. Kontrol grubunda ise C allel
frekansi 0,737 bulunurken, T allel frekansi 0.263ubmutur. Bu calgmada T allel
frekansinin KOAH’lI hastalarda anlamli derecedsidtioldusu sonucunu bulmgardir
(p=0.008). Cablmamiz da ise hasta ile kontrol gruplari allel frellar arasinda anlaml bir

fark bulunamangi (Cizelge 4.8) ve bu ¢camayi destekleyen bulgular elde edilmgtini

Yoon ve arkadgarinit® Kore populasyonunda yaptibir calsmada KOAH ile
TGF$ C-509T promotor polimorfizmi arasindakishiyi arastirmis; 102 KOAH'lI erkek
birey ve 159 erkek kontrol kullanilgtir, hasta ve kontrol gruplari genotipleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir gki bulunamamytir. Hasta grubunda CC genotipine sahip
birey sayisi 21 (%20) iken kontrol grubunda 48 (Yd3iGey bulunmgtur. Hasta grubunda
CT genotipli 54 (%53) birey bulunurken, kontrol gunda 74 (%47) bulunngtur. Hasta
grubunda TT genotipli 27 (%27) ve kontrol grubun8a (%23) birey bulunmytur.
Calsmamiz hasta grubu CC genotip orani daha yuksekg&btip orani d§tik ve TT
genotip orani benzer bulungtur (cizelge 4.8). Yoon ve arkadarinin calgmasi hasta
grubunda C allel frekansi 0,470 bulunurken, T altetkansi 0,530 bulunngtur.
Calismamiz hasta grubu allel frekansi daha ytksek, &bgtubu daha diiik bulunmugtur
(Cizelge 4.8). Bununla birlikte Yoon ve arkalainin calgmasina benzerekilde
calismamizda hasta ile kontrol grubu genotipleri ve laliekanslari arasinda bir gki

bulunamarmtir.

lto ve arkadglar’® Japon toplumunda yaptiklari bir galada KOAH'In amfizem
fenotipi ile TGF$ C-509T promotor polimorfizmi arasindaki skiyi arastirmis; 70
KOAH'l birey ve sigara icen 99 kontrol kullangtardir. Amfizemli hasta grubunda C allel
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frekansini 0,560, T allel frekansini 0,440 bujtatdir. Sigara icen kontrol grubunda ise C
allel frekansini 0.510, C allel frekansini 0.490ntwglardir. Hasta ve kontrol grubu allel
frekansilari arasinda anlamh birski bulunamamgtir. Ito ve arkadglarinin calsmasi C
allel frekasina gére camamiz hasta grubu allel frekansi daha yiksek, kbgtubu allel

frekanslari benzerdir (Cizelge 4.8).

Wu ve arkadglarini®® Yeni Zelanda toplumunda yaptiklari bir gateda KOAH
ile TGFB T+869C polimorfizmi arasindaki $kiyi arastirmis; 165 KOAH'lI birey ve 76
sigara icen kontrol kullanilrgtir. Hasta ve kontrol gruplari genotipleri arasiigtatistiksel
olarak anlaml bir igki bulunmutur (p=0,02). Hasta grubunda TT genotipine sahipybi
sayisl 69 (%41,6) iken kontrol grubunda 22 (%2&@¢y bulunmgtur. Hasta grubunda
TC genotipli 83 (%50,0) birey bulunurken, kontralugunda 39 (%51,3) bulunrstur.
Hasta grubunda CC genotipli 13 (%8,4) ve kontroubgnda 15 (%19,7) birey
bulunmytur. Calsmamiz hasta grubunda TT genotipine sahip bireyssag (%8,4),
kontrol grubunda 7 (%20,0) birey bulungtwr. Hasta grubumuzda TC genotipine sahip 24
(%28,9), kontrol grubunda 9 (%25,7) birey bulugtou. Hasta grubumuzda CC genotipine
sahip 52 (%62,7), kontrol grubunda 19 (%54,3) bolwtur. Wu ve arkaddarinin
bulgularinin aksine ¢calmamiz hasta ve kontrol gruplari genotipleri araaimstatistiksel
olarak anlamli bir igki bulunamamytir (p=0,207). Calmamiz genotip oranlari ile Wu ve
arkadalarinin calgmasinin genotip oranlari birbirinden c¢ok farklidie calgmalarini
destekleyen veriler elde edilemeatiri Bu durumun etnik farkliliktan kaynakli olabdesi
distintlmektedir. Wu ve arkadarinin hasta grubunda C allel frekansi 0.330 burdken,
kontrol grubunda 0.450 olarak bulungtwr. Kontrol grubunda C allel frekansi daha
yuksek olarak belirlenrgj hasta ve kontrol grubu allel frekansilari araaimstatistiksel
olarak anlamh bir iki saptanmgtir (p=0.01). Bizim ¢calmamizin hasta grubunda C allel
frekansi 0,771 bulunurken, kontrol grubunda 0,6Tdutmu; ve aralarinda istatistiksel

olarak anlaml bir ifki bulunamarmgtir (p=0,110).

Liu ve arkadglarini® Cin toplumunda yaptiklari bir cainada KOAH ile TG
T+869C polimorfizmi arasindaki gkiyi arastirmis; 219 KOAH'll birey ve 148 kontrol

kullaniimistir. Hasta ve kontrol gruplari genotipleri arasinstatistiksel olarak anlamli bir
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ili ski bulunmustur (p=0,007). Hasta grubunda TT genotipine salmgybsayisi 60 (%27,4)
iken kontrol grubunda 50 (%33,8) birey bulumgtow. Hasta grubunda TC genotipli 105
(%47,9) birey bulunurken, kontrol grubunda 81 (%@%4ulunmytur. Hasta grubunda CC
genotipli 54 (%24,7) ve kontrol grubunda 17 (%11b&ey bulunmgtur. Bu calsmanin
genotip oranlarida cammamizdan cok farklidir (Cizelge 4.11) ve gadalarini destekleyen
veriler elde edilemengiir. Liu ve arkadsglarinin hasta grubunda C allel frekansi 0,514
bulunurken, kontrol grubunda C allel frekansi 0,@ldrak bulunmgtur. Kontrol grubunda
C allel frekansi daha yuksek olarak belirlegintiasta ve kontrol grubu allel frekansilari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bigkli saptanmgtir (p<0.05). Liu ve arkadéarinin
calismasinin aksine ¢amamiz hasta grubunda kontrol grubuna gére C alidahsi daha
yuksek bulunmgtur (Cizelge 4.11).
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, Cukurova Universitesi Tip Fakultesi,z@ Hastaliklari Anabilim
Dali poliklinigine bgvuran KOAH tanisi aln3i 83 hasta, 35 kontrol olmak tizere toplam
118 birey KOAH ile ilgili kriterler g6z oniunde buildurularak incelenip molekuler

biyolojik yonden dgerlendirilmis ve gagida belirtilen sonuglar elde edilgtir.

1. Hasta grubu hasta gasigara icme siresi, sigara icme miktari, pakiesigara
miktari ortalamalari daha yuksek bulumgtun. Ayrica beklenildii sekilde hasta grubu
post-br FEV1 ve post-br FEV1/FVC ortalamasi kongnalbuna gore daha yiiksektir.

2. TNFwo 308 promotor polimorfizmi icin hasta grubunda G@éngtip frekansi
%84.3, GA %14.5 ve AA %1.2 olarak bulungtwr. Kontrol grubunda ise sirasiyla %82.9,
%11.4 ve %5.7 olarak bulunsgtur. Hasta ve kontrol grubu genotip frekanslariibakdan

anlamli bir fark bulunamantir (p=0.343).

3. Hasta grubunda A allel frekansi %8.4, kontroubgmda %211.4 olarak
bulunmutur. Allel frekanslar igin hasta ve kontrol grulwasinda fark saptanamatm
(p=0.470). A alleli ile KOAH arasinda herhangi Hliiski tespit edilemenstir.

4. TGF$ 509 promotor polimorfizmi icin hasta grubunda Ceéngtip frekansi
%51.8, CT %21.7 ve TT %26.5 olarak bulurytow. Kontrol grubunda ise sirasiyla %31.4,
%37.2 ve %31.4 olarak bulungiur. Hasta ve kontrol grubu genotip frekanslari

bakimindan anlamli bir fark bulunamam (p=0.096).

5. Hasta grubunda T allel frekansi %37,35 kontrolibgnda %50.0 olarak
bulunmutur. Allel frekanslari icin hasta ve kontrol grulwasinda fark saptanamatm

(p=0.071). T alleli ile KOAH arasinda herhangi tiigki tespit edilemengtir.

6. TGF$ 869 polimorfizmi i¢in hasta grubunda TT genotigkians: %8.4, TC
%28.9 ve CC %62.7 olarak bulungtwr. Kontrol grubunda ise sirasiyla %20.0, %25.7 ve
%54.3 olarak bulunnyur. Hasta ve kontrol grubu genotip frekanslariibakdan anlamli

bir fark bulunamamnstir (p=0.207).
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7. Hasta grubunda C allel frekansi %77,10 kontralbgnda %67.1 olarak
bulunmutur. Allel frekanslar igin hasta ve kontrol grulawasinda fark saptanamatm

(p=0.110). C alleli ile KOAH arasinda herhangiibigki tespit edilemenstir.

Yapilan cagmalarda TNFe G-308A promotor, TGH-C-509T promotor ve T869C
genotip ve allel frekanslarn farkli populasyonlargaisilmasi nedeniyle farkli sonuglar
vermistir. Bununla birlikte c¢akmamiz dger aratiricilarin  ¢alsmasindan farkli
populasyonda yapilgh icin farkh sonuclar elde edilmi argtiricilarin  bulgularini
destekleyen sonuclar elde edilemgimi Bu polimorfizmlerle KOAH ilgkisinin
arastinldigl ulusal bir yayina rastlanmamasi nedeniyle eld&sietiz bulgular ulusal
verilerle kasilastirllamamstir. Sonug olarak hasta ve kontrol sayimiz toplumzmm ait
genotip dailimi hakkinda kesin bir sonu¢ vermek icgin yetersldugunu, ileride hasta
sayisinin artirilmasi ve toplumumuza ait bu poliizatlerin KOAH ile iliskisinin

argstinldigl daha fazla caimanin yapilmasiyla bulgularimizin giclengoedistntyoruz.
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EKLER

CALI SMALARDA KULLANILAN K IMYASAL VE SOLUSYONLARIN
HAZIRLANMASI

Kullanilan kimyasal ve solusyonlarin hazirlanmaaiéynak olarak “Molecular
Cloning” esas alinmgtir’”?> Hazirlanan soliisyonlar genel olarak konsantreklato
halindedir. Caima konsantrasyonlarini elde etmek igin stoklardalh branlarda alinarak
seyreltilir.
Konsantrasyon dogiimlerinde basitcgu formulden yararlanilabilir.
M1 X V1=M2XV2
M1= Hazirlanan stok konsantrasyon (M, N veya %)
V1= Stoktan alinmasi gereken miktar (V)
M2= Calgma (son) konsantrasyonu (M, N veya %)

V2= Hazirlanacak olan ¢ozelti (¢cgtha ¢ozeltisi) miktari (V)

EK-1. DNA Elde Edilmesinde Kullanilan Soltsyonlari
1.1 Eritrosit Lizis Tamponu (pH=7,5)

1 Litre Solusyon igin;

0,32 M Sikroz 109,563 gr
10 mM Tris-HCI (pH=7,5) 1,211 gr
5mM MgCI2 1,015 gr
%1 Triton X 100 10 gr

Bir litre icin gereken malzemeler belirtilen orarda tartilip, son hacim 1000 ml olacak
sekilde bidistile su ile ¢ozdurilup otoklavlanir. gH7,5 olacalgekilde ayarlanir. Triton X,

soliisyona otoklavlandiktan sonra ilave edilir.
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1.2. Fizyolojik Tampon (pH=7,5)
1 Litre Solusyon icin;
0,075 M NacCl 4,383 gr
0,025 M EDTA 9,305 gr

Bir litre icin gereken malzemeler belirtilen oramla tartihp, son hacim 1000 ml olacak

sekilde bidistile su ile ¢cozdurilup otoklavlandi. gH7,5 olarak ayarlanir

1.3. TE-9 (pH=9)

1 Litre Solusyon igin;

500 mM Tris baz 60,5 gr
20 mM EDTA 7,44 gr
10 mM NacCl 0,58 gr

Bir litre icin gereken malzemeler belirtilen orarla tartilip, son hacim 1000 ngékilde

bidistile su ile ¢bzdurultp otoklavlandi. pH = @@k ayarlanir.

1.4. %10’luk SDS
20 ml igin;
2 gr SDS tartilip, Uzerine bir miktar saf su ilaadilip iyice ¢ozdurulir. Son hacim 20 ml

olacaksekilde ayarlanir.

1.5. Proteinaz-K (10mg/ml)
100 ml igin;
10 gr PK tartilir, Gizerine bir miktar saf su ilagdilip iyice ¢ozduralur. Son hacim 100 ml

olacaksekilde ayarlanir.

1.6. 6 M NaCl
1 litre igin;
321.4 gr NaCl tartihip, Gzerine bir miktar bidistisu ilave edilip iyice ¢ozdurilip son
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hacim 1000 ml olacaekilde ayarlanir.

1.7. % 70 Etil Alkol

100 ml igin;

70 ml etil alkol (saf) ve 30 ml bidistile su ilaeglilir.

1.8. TE tamponu (Tris/EDTA) (pH=8)

10 mM Tris-Cl (pH=8)

0,1 mM EDTA (pH=8)

1 litre icin gereken malzemeler belirtilen orankatdrtilip, son hacim 1000 ml olacak

sekilde bidistile su ile ¢ozdurulup otoklavlanir. ptB olarak ayarlanir.

EK-2. Agaroz Jel Solusyonlari

2.1. 10X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) Stok sollisyonu

108 gr Tris baz (890 mM )

55 gr borik asit ( 890 mM)

40 ml 0,5 M EDTA, pH 8.0 (20 mM)

Az miktardaki bidistile su icinde ¢oziindukten somtd 8.0 olarak ayarlanip solisyon 1
litreye tamamlanir.

1 Litre 5X TBE stok soltisyonu igin;

500 ml 10X TBE stok soliisyonu ve 500 ml bidistilekarstirilir.
1 Litre 1X TBE solusyonu igin;

100 ml 10 X TBE stok solisyonu ve 900 ml bidissitekarstirilir.

2.2. Etidyum bromid soliisyonu (10 mg/ml)
0,1 gr etidyum bromid, 10 ml bidistile su icindez§@up sik almayan bir camngise icinde

buzdolabinda muhafaza edilir.
2.3. DNA Yukleme Tamponu (Loading dye) (6X)

40 gr suikroz
0,25 gr bromfenol mavisi,
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100 ml olacaksekilde bidistile su icinde c¢ozulur. Ependorf tuglepaylatirilarak

buzdolabinda muhafaza edilir.

EK-3 Hasta Riza Formu

DNA CALI SMASI ONAM FORMU

KRONIK OBSTRUKT iF AKCIGER HASTALI GI (KOAH) OLAN K ISiLERDE
TNF ALFA VE TGF BETA GEN POL IMORFIiZMLER i

Prof. Dr. Davut Alptekin dasmanlginda, Yiiksek Lisans gencisi Mehmet Ali
Erkoc¢ tarafindan yuksek lisans tez galasi olarak sirdurilecek olan galamizda
Cukurova bdlgesindeki KOAH'l bireylerin kanlarirkdddkosit hiicrelerinden izole edilen
DNA'lardan, bireylerin sahip olduklari gigimler (polimorfizm tipleri) belirlenecek, bu

polimorfizmlerin KOAH ile iliskilisinin olup olmadg! incelenecektir.

Calismamiz cercevesinde C.U.T.F. Balcalgititn ve Arastirma Hastanesi Giiis
hastaliklar1 poliklingine bgvuran KOAH tanisi almi kadin ve erkek bireylerden kan
ornesi alinarak Tibbi biyoloji Anabilim Dali laboratuawda dgerlendirmeye alinacaktir.
Sonuclar sadece bilimsel amacli kullanilacakiski bilgileriniz gizli tutulacaktir. Parasal
bir 6deme yapmanizi gerektirmeyen ve size bir 6dgapelmasinin s6z konusu olmadi
calsmaya katilmama hakkiniz ve istgiiz zaman cagmadan c¢ekilme hakkiniz

bulunmaktadir.
Arastirmayi katilmayi kabul egtiniz takdirde sizden 3ml kan Orgiealaca|z.

Bu calsmayla ilgili ek bilgi talebiniz olursa s6zli olardéarilanacaktir. Aagida
isimleri ve telefon numaralari bulunan gracilar tarafindan gerekli bilgilendirmeler

yapilacaktir.

Bio. Mehmet Ali Erkog Tibbi Biyoloji Aabilim Dali: (0322) 338 60 60 /3498
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YUKARIDA BEL IRTILEN KOSULLARI OKUDUM, KANIMDAN GENET iK
INCELEME YAPILMASINI KABUL EDiYORUM.

Hasta veya hukuksal olarak Sahit Ki si Kani alan Kisi
sorumlu Kisi

Adi-Soyad: Adi-Soyad: AdiSoyad:
Imza: Imza: imza:

Tarih: Hastaya Yakinfi:
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OZGECMIS
1987 yilinda Ankara’da dglu. ilk ve orta @renimini burada tamamladi. 2004 yilinda
Ankara Kegiorenincirli Lisesi'nden mezun oldu ve Ankara Universitéen Fakiiltesi,
Biyoloji Bélumi'ni kazandi. 2008 yilinda lisangitmini tamamladi ve ayni yil Cukurova
Universitesi, Sglik Bilimleri Enstitiisti, Tibbi Biyoloji Anabilim D&a'nda Yiksek Lisans
programina bgdadi.
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