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OZET

KRONIK OBSTRUKTIF AKCIGER HASTALIGINDA HUCRESEL YASLANMA
VE SISTEMIK INFLAMASYONLA ILiSKiLI GCLC GEN POLIMORFIZMININ
ARASTIRILMASI

Yildirim, Siimeyye
Yiiksek Lisans, Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1
Tez Danismani: Dog. Dr. Nevin Karakus

Kronik obstriiktif akciger hastaligt (KOAH), solunum yolu inflamasyonlar: ile
karakterize edilen, yiiksek morbidite ve mortaliteye sahip ve siklig1 yasla artan, yaygin
bir akciger hastaligidir. Antioksidan savunma mekanizmasi, reaktif oksijen tiirleri (ROS)
ve inflamasyon arasindaki etkilesimler, hiicresel yaslanma nedeniyle degisiklige
ugradiginda akcigerlerin homeostazinin bozulmasina yol agar. Glutamat-sistein ligaz
(GCLC), hava yolu epitelini hasarlardan koruyan ve akcigerde onemli bir antioksidan
olan glutatyonun (GSH) sentezi, modifikasyonu ve aktivasyonunda &nemli bir role
sahiptir. Bu c¢alismanin amaci, KOAH tanisi alan hasta grubunda GCLC geni G>C
(rs600033) polimorfizmini karakterize etmektir. Bu ¢alismada, 117 KOAH Hastas1 (59
Stabil KOAH (Grup 1), 58 Akut Alevlenme (Grup 2)) ve 115 saglikli kontroliin DNA'lar1
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve restriksiyon parga uzunluk polimorfizmi (RFLP)
testleri ile analiz edilmistir. Istatistiksel analizler ki-kare testi kullamlarak yapilmustir.
GCLC geni G>C (rs600033) polimorfizminin allel ve genotip dagilimlari KOAH
hastalar1 ve saglikli kontroller arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark géstermemistir
(p>0.05). Fakat KOAH hastalarinin gruplandirilmasi ile yapilan analiz sonucunda, Akut
Alevlenme hastalari ile kontrollerin GCLC geni G>C (rs600033) polimorfizminin genotip
dagilimlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu, CC genotipine
kontrollerde daha sik rastlandigi tespit edilmistir (p=0.037, OR 0.44, %95 CI: 0.19-0.95).
Sonug¢ olarak, Tirk populasyonunda GCLC geni G>C (rs600033) polimorfizminin

KOAH hastalarinda Akut Alevlenme igin bir risk olusturabilecegi bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi, Hiicresel Yaslanma,
Inflamasyon, Oksidatif Stres, GCLC, rs600033



ABSTRACT

INVESTIGATION OF GCLC GENE POLYMORPHISM ASSOCIATED WITH
CELLULAR AGING AND SYSTEMIC INFLAMMATION IN CHRONIC
OBSTRUCTIVE PULMONARY DISEASE

Yildirim, Siimeyye
Master’s Thesis, Department of Medical Biology
Advisor: Dog. Dr. Nevin Karakus

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a common lung disease characterized
by airway inflammation, with high morbidity and mortality and increasing prevalence
with age. The interactions between the antioxidant defense mechanism, reactive oxygen
species (ROS) and inflammation are altered due to cellular aging, leading to disruption
of lung homeostasis. Glutamate-cysteine ligase (GCLC) has an important role in the
synthesis, modification and activation of glutathione (GSH), an important antioxidant in
the lung that protects the airway epithelium from damage. The aim of this study is to
characterize the GCLC gene G>C (rs600033) polymorphism in a group of patients
diagnosed with COPD. In this study, DNAs of 117 COPD Patients (59 Stable COPD
(Group 1), 58 Acute Exacerbation (Group 2)) and 115 healthy controls were analyzed by
polymerase chain reaction (PCR) and restriction fragment length polymorphism (RFLP)
tests. Statistical analyzes were performed using the chi-square test. Allele and genotype
distributions of the GCLC gene G>C (rs600033) polymorphism did not show a
statistically significant difference between COPD patients and healthy controls (p>0.05).
However, as a result of the analysis performed by grouping COPD patients, it was
determined that there was a statistically significant difference between the genotype
distributions of the GCLC gene G>C (rs600033) polymorphism in Acute Exacerbation
patients and controls, and the CC genotype was more common in controls (p=0.037, OR
0.44, 95% CI: 0.19-0.95). As a result, it was determined that the GCLC gene G>C
(rs600033) polymorphism in the Turkish population may pose a risk for Acute
Exacerbation in COPD patients.

Keywords: Chronic Obstructive Pulmonary Disease, Cellular Aging, Inflammation,
Oxidative Stress, GCLC, rs600033
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1. GIRIS VE AMAC

Kronik obstriiktif akciger hastaligt (KOAH), solunum yolu inflamasyonlar1 ile
karakterize edilen, yiiksek morbidite ve mortaliteye sahip ve siklig1 yasla artan, yaygin
bir akciger hastaligidir (Onishi, 2017). KOAH, diinyada 6lim oranimin fazla oldugu
hastaliklar arasinda dordiincii sirada yer almaktadir (Schwartz, 2012.). KOAH’ta ana risk
faktorii sigaradir fakat i¢ ve dis mekandaki hava kirliligi gibi ¢evresel faktorler de rol
oynayabilir (Postma ve ark., 2015). Sigara dumanina diisiik maruziyetin bile akciger

fonksiyonunu etkiledigi belirlenmistir (Jayes ve ark., 2016).

Oksidatif stres, hiicresel yaglanma, inflamasyon, epigenetik degisiklikler ve
mitokondriyal disfonksiyon, KOAH gelisiminde etkili olan faktorlerdendir (Tuder ve
ark., 2012). Hiicresel yaglanma, doku onarimi veya yeniden sekillenmesinde 6nemli bir
etkiye sahiptir (Kuwano ve ark., 2016). Yaslanmaya baglh kronik inflamasyon, sitokinler,
kemokinler, proteazlar ve biiyiime faktorlerinde artisa yol agar (Liu ve ark., 2007).
Yaslanmis alveoler epitel ve endotel hiicreleri, akcigerlerde birikir ve alveolar hiicre
kayb1 ve kiiglik hava yolu fibrozuna neden olur (Barnes ve ark., 2019). Ayrica, sigara
dumani ve ¢evresel maruziyetlerden kaynaklanan oksidatif stres KOAHta bir yaslanma

indiikleyicisidir (Vij ve ark., 2018).

Glutatyon (GSH), akcigerlerde hava yolu epitelini hasarlardan koruyan onemli bir
antioksidandir (Cheng ve ark., 2016). GSH, ATP gerektiren iki ardisik enzimatik
reaksiyonla sentezlenir. Birincisi, glutamat ve sistein ligasyonunun, glutamat sistein ligaz
(GCL) tarafindan katalize edilmesi ve y-glutamilsistein (y-GC) olusumunu igerir (Chen
ve ark., 2005). ikincisi, y-GC nin glisin ile birlesmesi ve GSH olusumudur (M. Li ve ark.,
2006). GSH biyosentezinin ilk hiz sinirlayici adimi1 GCL Katalitik alt birim (GCLC) (73
kDa) ve GCL modiilatér alt birimi (GCLM) (29 kDa) tarafindan katalize edilir. Ikinci
adimi ise glutatyon sentetaz (GS) tarafindan katalize edilir (Cortes-Wanstreet ve ark.,
2009).

Gen polimorfizm caligmalari, akciger fonksiyon degiskenleri, hiicresel yaslanma,
oksidatif hasar ve enflamatuar yanitin, KOAH artisina neden oldugunu gostermistir (De
Andrade ve ark., 2012). Ayrica yapilan birgok ¢alismada, diisiik GCLC ifade diizeylerinin
GSH seviyelerini 6nemli 6l¢iide azalttig1 ve bunun sonucunda akciger fonksiyonlarinin
azaldig1 bildirilmistir  (Siedlinski ve ark., 2008). Normal GSH seviyelerinin
korunamamasi, inflamatuar yaniti inhibe edememekle birlikte KOAH’ta alevlenme

riskini de arttirabilir (Raghu ve ark., 2021). GCLC genindeki polimorfizmlerin, oksidatif



stresi arttiran kosullara maruz kalan bireylerde KOAH riskini arttirdig1 rapor edilmistir

(Nichenametla ve ark., 2008).

Bu c¢alismada, Tiirk popiilasyonunda KOAH ile GCLC geni G>C (rs600033)

polimorfizmi arasindaki iligkiyi aragtirmay1 amacladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. KOAH Tammmi ve Epidemiyolojisi

KOAH, solunum yolu inflamasyonlar ile karakterize edilen, yiiksek morbidite ve
mortaliteye sahip ve siklig1 yasla artan, yaygin bir akciger hastaligidir (Onishi, 2017).
KOAH, amfizem ve kronik bronsit olmak iizere iki bilesen igerir. Amfizem,
akcigerlerdeki alveoller olarak adlandirilan hava keseciklerinin sigaraya bagli olarak
iltihaplanmasidir (Sekil 2.1). Kronik bronsit ise kii¢iik hava yollarinin iltihaplanmasi ile
birlikte balgam tiretiminde artis olmasi ve hava yolu kisitlanmasinin meydana gelmesidir
(Kim & Criner, 2013.)

Sekil 2. 1. KOAH’ta hava keseciklerinde amfizem olusumu (https://app.biorender.com).

KOAH, hastaliklardan kaynakli 6liim nedenleri arasinda dordiincii sirada yer
almaktadir (Genel popiilasyonda prevalans yaklasik %10’dur) (Schwartz, 2012.). KOAH
prevalansi yasla birlikte artar ve 65 yas iistii hastalar, 40 yas altindakilere oranla 5 kat
daha fazla KOAH riski tasimaktadir (Raherison & Girodet, 2009.). Bununla birlikte,
heniiz tan1 koyulmamis hastalar1 da degerlendirildiginde KOAH sikliginin 10 kat daha
fazla olma olasiligi bulunmaktadir (Tatsumi, 2001). Hastalarin %60-85’ine, tani
koyulmamis oldugu diisiiniilmektedir. Gelismis iilkelerde, 40 yasindan biiyiik niifusun
%10-20’si KOAH’a sahiptir (Bhandari & Sharma, 2012). Cevresel uyaricilara maruz
kalmak KOAH’in goriilme sikligini 6nemli oOlgiide arttirmaktadir (Wang, 2006.).
KOAH’ta mortalite oran1 yaklasik %50’dir, bu oran, solunum dis1 semptomlardan

kaynaklanmaktadir (Yin ve ark, 2017).



2.2. KOAH i¢in Risk Faktorleri

KOAH’ta ana risk faktorii sigaradir fakat tek risk faktorii olmayip, i¢c ve dis
mekandaki hava kirliligi de ¢evresel risk faktorleri arasindadir. Cocukluk dénemindeki
aile Oykiisii de (anne veya babada astim; hamilelikte annenin sigara igmesi), KOAH igin

sigara igmek kadar ciddi risk faktorleri arasinda yer alir (Postma ve ark., 2015).

2.2.1. Sigara Kullaninu

Sigara kullanimi1, KOAH’ta ana risk faktoridiir. Yiiksek gelirli iilkelerde, KOAH
oliimlerinin yaklasik %73 {inlin sigarayla iligkili oldugu bildirilmistir (Mannino & Buist,
2007). Yasamin erken déonemlerinde pasif sigara dumanina maruz kalmanin da olumsuz
etkileri giderek cogalmaktadir. Cocuklarin ve yetiskinlerin ¢ogunlugu bu cevresel
maruziyeti yasarlar (Gunlemez ve ark., 2019). Bir¢ok goriis, erken yasamda olusan
solunum semptomlarinin yetigkinlige kadar devam ettigini dogrulamaktadir (Allinson ve

ark., 2017; Shaheen, 1997;Gold ve ark., 1996).

Sigara dumani, yaklagik 4700 kimyasal bilesen igerir (Ryter ve ark., 2010).
Bunlardan biri olan nikotin, akcigerlerde biriktikten sonra, hizla emilir ve beyne ulasir
(Salvi, 2014). Sigara dumaninda Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS), gaz fazindadir ve yanma
yoluyla olusur (Greabu ve ark, 2007). Partikiil fazinda bulunan katran, lipit, protein ve
DNA’da oksidatif hasara sebep olan serbest radikaller i¢erir (Horinouchi & Miwa, 2021).

Pasif sigara igme, sigara i¢en kisiden sizan dumana maruz kalmaktir. Kisinin
akciger dokusunda hasara sebep olur ve KOAH’ta bagimsiz bir risk faktoriidiir
(Robertson ve ark., 2019.). Pasif icicilikte, oksiiriik, nefes darligi ve hiriltt goriilen

semptomlardir (Janson, 2004.).

2.2.2. Mesleki ve Cevresel Maruziyetler

Mesleki maruziyetler, KOAH’ta artan morbidite ile potansiyel olarak iliskilidir.
Koruyucu endiistrilerde ¢alisan kisilerde, KOAH prevalansinin daha yiiksek oldugu
bilinmektedir. Tarim ve pamuk is¢iligi, malzeme tasimaciligi, marangozluk, ulasim ve
kamu hizmetlerinde calisanlar risk altindadir. Insaat iscileri, silika ve asbest tozuna maruz
kalirlar (Borup ve ark., 2017). Uzun siire insaatlarda ¢alismus isgiler, sigara igmeseler bile
yiiksek risk altindadir (Silver ve ark., 2021).

Diinya niifusunun bircogu, odun, saman, hayvan giibresi, odun komiirii gibi

biyokiitle yakitlarini kullanmaktadir. Bu organik yakitlarin dumani, KOAH gibi solunum



yolu hastaliklarina yol agabilir (Sana ve ark., 2018). Tarim is¢ileri, solunum semptomu
olusturabilecek bakteriyel {iriinler ve kiifler, pestisitler ve amonyak gibi ortam partikiil ve

gazlarina maruz kalabilir (Burkes ve ark., 2018).

2.2.3. Cinsiyet

KOAH, agirlikli olarak yashilarda ve erkeklerde goriilen bir solunum yolu
hastaligidir. Ancak son yillarda, KOAH prevalansi1 kadinlarda erkeklerden daha hizli
artmaktadir (Gut-Gobert ve ark., 2019). Kadinlarda prevalansin g¢arpici bir sekilde
artmast, i¢ mekan kirliligi ve sigara kullanimi ile iliskili olabilir (Ntritsos ve ark., 2018).
KOAH’lh kadmlarin %15’inde, yemek pisirmeden dolay1 biyokiitle yakitina maruz
kalinan i¢ mekan kirliligi daha fazladir; ayrica kadinlarda pasif icicilik oran1 da erkeklere
gore daha yiiksektir (Choi ve ark., 2020). Bununla birlikte, kadinlarda KOAH tanisi
almada gecikme daha fazladir. KOAH tanisi alan kadinlar, sigara igme orani daha diisiik
olmasina ragmen, daha siddetli nefes darligina sahiptir. Histolojik incelemeler, kadinlarin
bronsiyollerinin daha kalin hava yolu duvarlarina ve liimenlere sahip oldugunu
bildirmistir (Han ve ark., 2007). Ayrica KOAH’l1 erkeklerde kalp hastaligi, kadinlarda
ise depresyon, anksiyete, osteoporoz hastaliga eslik eden diger durumlardir (Aberg ve
ark., 2019).

2.3. KOAH Patofizyolojisi

KOAH’ta hava yolu inflamasyonuna bagl olarak kii¢iik hava yollarinda daralma
ve akciger parankim dokusunda yapisal ve fizyolojik degisiklikler meydana gelir, bu da
hava akimi kisitlanmasina neden olur (Hikichi ve ark., 2018). Bu patofizyolojik
degisiklikler, hastalarda mukus hipersekresyonu, hava akimi kisitlanmasi ve
hiperinflamasyon, gaz degisim anormallikleri ve pulmoner hipertansiyon (PH) olarak

kendini gosterebilir (J. Li & Ye, 2020).

2.3.1. Mukus Hipersekresyonu

Hava yolu liimeni, epitel yilizeyini koruyan mukus ile kaplanmistir. Mukus,
glikokonjugatlarin (miisinler), lipitlerin, proteinlerin, enzimlerin ve proteoglikanlarin bir
sulu ¢ozeltisidir (Sekil 2.2) (J. Li & Ye, 2020). Mukus; hem yumusak hem de viskoelastik
bir stvinin 6zelligine sahiptir. Mukus’un %97°si su ve %31 katt maddeleri (lipit, tuz,
miisin ve miisin olmayan proteinler) igerir. Mukus, patojenlere ve toksik kimyasallara
kars1t savunmada gorev alir. Mukoza hiicreleri ve yiizey epitelindeki kadeh hiicreleri,

miisin dretimini saglar. KOAH hastalarinda kadeh hiicrelerinin sayis1 fazladir.



Dolayisiyla, miisin tiretimi de artar, bu da mukus hipersekresyonuna sebep olabilir.
Mukozasiliyer fonksiyonun bozulmasi, hava yolu enfeksiyonlarina ve bakteriyel
enfeksiyonlara yol agabilir (Tamaoki, 2015). Artan mukoza hiicreleri ve inflamasyonla
birlikte, mukusun liimene aniden salgilanmasi ile balgam sekresyonu artar ve KOAH’da

goriilen alevlenmelere sebep olabilir (Tesfaigzi ve ark., 2006)

o Bazal hiicre # Inflamatuar
sitokin

-,]Goblethﬁcre s Titdn dumani

il Miisinler
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‘J # Bakteri

0 Clara hiicre 0 H20

Sekil 2.2. Hava yolu epitelinin yapisi (Li & Ye, The Potential Role and Regulatory Mechanisms
of MUCS5AC in Chronic Obstructive Pulmonary Disease, 2020).

2.3.2. Hava akimu kisitlanmast ve hiperinflamasyon

KOAH’ta hava akimi kisitliliginin nedenleri; kiiclik hava duvarinin kalinlagmasi
ve patolojik anormallikler, alveolar baglantilarin kaybi, inflamatuar immiin hiicrelerin
infiltrasyonudur. Hava akimi kisithiligi ve azalan akciger elastansi, hastalik siirecinde
noromekanik ayrismaya yol acarak hiperinflamasyona sebep olabilir (Thirapatarapong ve
ark., 2013).

2.3.3. Gaz Degisim Anormallikleri

Pulmoner gaz degisiminin ana belirleyicisi olarak, ventilasyon/perfiizyon
degisimleri en sik goriilenlerden biridir. Hiperkapni veya hiperkapni’nin olmadig:
durumlarda “hipoksemi” meydana gelebilir (Barbera ve ark., 1997). KOAH akut
alevlenmesinde solunum sirasinda, parsiyel arteriyel oksijen basincinda (PaOz) artis ve
parsiyel arteriyel karbondioksit basincinda (PaCO.) azalig goriilebilir (Young & Bye,
2011). Viicutta degisen metabolik uyarilar i¢in oksijen alimi ve karbondioksit

eliminasyonu 6nemlidir (C. B. Cooper & Celli, 2008).

2.4. KOAH’ta Akut Alevlenmeler

KOAH akut alevlenmeleri, sistemik inflamasyon ve yasam kalitesinde

bozulmalarla birlikte ilerleyici hava yolu obstriiksiyonu ile karakterize edilen sistemik



epizodlardir. Sik¢a hastaneye yatislar1 gerektirebilir. KOAH siddetinin siniflandirilmasi
hava akimi kisitlanmasina gore degisir. Hastalik semptomlar1; nefes darligi, oksiiriik,
hirilts, mukus iiretimi, reflii ve halsizliktir. Ozellikle hastalar, geceleri ve sabahin erken
saatlerinde gogiis sikismasi, Oksiiriik ve agrilarla karsilasirlar. Ancak stabil KOAH
olgularinda alevlenmelerin sikligi daha hafif seyretmektedir. KOAH’ta alevlenme
gosteren bir hastanin stabil KOAH seviyesine donmesi ve semptomlarin iyilesmesi igin
gerekli zamanin ~14.5 giin oldugu, alevlenmelerin ise 52-72 giin siirdiigii bildirilmistir

(Bollmeier & Hartmann, 2020).

Akut alevlenmenin ¢esitli nedenleri arasinda yer alan, alt solunum yolu viral
enfeksiyonlari, KOAH alevlenmelerinin {i¢te birinden fazlasin1 olusturmaktadir.
Rinoviriisler bu alevlenmelerin %60’1n1 olusturmaktadir. Adenoviriisler, koronavirtisler

ve metapnomoviriisler de alevlenme tetikleyicilerdendir (Thibaut ve ark., 2016).

2.5. KOAH Tanisi

KOAH tanisi; nefes darligi, kronik Oksiiriik, dispne ve balgam ¢ikarma gibi
semptomlarin varhigima dayanir (Vogelmeier ve ark., 2020). Hava akimi1 obstriiksiyonu
olan hastalarda, bronkodilatér sonras1 1. saniyedeki zorlu ekspiratuar hacim (FEV)’in
zorlu vital kapasite (FVC)’ye oraninin yiizde 70’den kiiciik olmast KOAH tanisini
dogrular. Spirometri, KOAH’mn tanisinda ve klinik seyrinin yonetiminde merkezi rol
oynar (Fazleen & Wilkinson, 2020). KOAH’ta akcigerdeki yapisal ve fonksiyonel
anormalliklerin degerlendirilmesi i¢in akciger grafisi yaygimn olarak kullanilan hizli,
erigilebilir ve giincel bir goriintileme yontemidir. Ancak, amfizemi tespit etmek
konusunda yeterli duyarlilig1 saglamaz (Washko, 2010). KOAH’1n spirometrik siddetini
degerlendirmek igin Global Initiative for Chronic Obstructive Pulmonary Disease
(GOLD) rehberi onerilmektedir (Tablo 2.1.). GOLD rehberi, semptomlar1 hafifletmeye
yonelik hedefleri ve olasi riskleri gz oOntinde bulundurur (Vestbo ve ark., 2013).
Hastaligin seyrini degerlendirmek igin Modifiye Medical Research Council Olgegi
(mMRC) Dispne Skalasi ve Oksiiriikk, balgam, nefes darhigi gibi semptomlari
degerlendirmek i¢in de COPD Assessment Test (CAT) kullanilarak evreleme anketi
gelistirilmistir (Tablo 2.2. ve Tablo 2.3.) (UImeanu ve ark., 2020).

Tablo 2. 1. GOLD 2022 Rehberine Gore Evreler

Evre FEV1
GOLD1 >80




GOLD2 50-79
GOLD3 30-39
GOLD4 <30

Tablo 2. 2. GOLD 2022 Rehberine Gore Gruplar

> 2 veya
> 1 (hastane yatis1 C D
gerektiren)
Atak oykiisii Oveya 1l
(hastane yatis1 A B
gerektirmeyen
mMRC 0-1 mMMRC=> 2
CAT<10 CAT > 10
Semptomlar

Tablo 2. 3. mMRC Dispne Skalas1 Evreleri

MMRC Evre 0

Sadece agir egzersiz sirasinda nefesim daraliyor.

MMRC Evre 1

Sadece diiz yolda hizl yiiriidiigiimde veya hafif yokus ¢ikarken nefesim
daraliyor.

MMRC Evre 2

Nefes darligim nedeniyle diiz yolda kendi yasitlarima gore daha yavas
ylirlimek veya ara ara durup dinlenmek zorunda kaliyorum.

MMRC Evre 3

Diiz yolda 100 metre veya birkac dakika yiirtidiikten sonra nefesim daraliyor
ve duruyorum.

MMRC Evre 4

Nefes darligim yiiziinden evden ¢ikamiyorum veya giyinip soyunurken nefes
darligim oluyor.

2.6. KOAH’ta Hiicresel Yaslanma

Hiicresel yaslanma, hiicrelerin replikasyon yeteneklerini kaybederek islevlerini

yitirdigi bir siirectir. Bu siireg, oksidatif stresin neden oldugu telomer kisalmasi,

epigenetik degisiklikler, mitokondriyal disfonksiyon ve proteaz kaybi gibi cesitli

biyolojik mekanizmalarla iligkilidir (Barnes ve ark., 2019). Antioksidan savunma

mekanizmasi, ROS ve inflamasyon arasindaki etkilesimler, hiicresel yaslanmanin etkisi

altinda degisiklige ugradiginda KOAH gibi kronik akciger hastaliklarin gelisimine yol

acabilir (Kiyokawa ve ark., 2021).
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Sekil 2.3. Akciger dokusundaki hiicrelerin ¢esitliligi (ECM: hiicre dis1 matriks).

Pulmoner immiin homeostaz, hava yolunda istilaci patojenik ajanlara ve yabanci
maddelere kars1 korumada kritik bir rol oynar. Hava yolu epiteli, i¢ ve dig ortam arasinda
bir bariyer gorevi gorerek patojenlere karst bir savunma saglar. Ayrica, epitelyal hiicreler
zararl partikiillerin temizlenmesini kolaylastirir (Sekil 2.3.) (Cho & Stout-Delgado,
2020). ileri yas, akciger hastaliklar1 icin 6nemli bir risk faktdriidiir. Bu siirec, solunum
sisteminin fonksiyonel, yapisal ve mekanik ozelliklerini etkileyen pulmoner vaskiiler
yeniden sekillenmenin degismesine yol acar. Hava yolu ve alveolar epiteli doseyen
hiicreler, yaslanma siirecinde hastaliklara ve oOliime karsi savunma yeteneklerini
kaybetmeye baslar (Schneider ve ark., 2021). Hayflick ve Moorhead ¢alismalarinda,
hiicrelerin kalic1 olarak boliinme yeteneklerini kaybetmelerinin hiicresel yaslanma ile

iligkili olabilecegini 6ne siirmiistiir (Hayflick & Moorhead, 1961).

Yaslanmanin 6nemli bir 6zelligi, akciger hastaliklarinin patogenezinde rol
oynayan yashlikla iligkili sekretuar fenotipin (SASP) doku yeniden sekillenmesini
etkilemesidir (Y. Wei ve ark., 2022). Sigara dumani maruziyetinden kaynaklanan
oksidatif stres, KOAH’ta amfizem ve hiicre yaslanmasina bagli SASP mekanizmalarini
aktiflestirir. Burada, akcigerlerdeki hiicreler yenilenme ve onarim Ozelliklerini
kaybederler ve bunun sonucunda akciger epitel hiicrelerinin yaslanmasina neden olurlar
(Szilasi ve ark., 2006). Ayrica, ¢evresel kirleticiler genotoksik strese yol agmakta ve
akciger fonksiyonlarinda azalma nedeniyle siklikla hiicresel yaglanma ve KOAH

gelisimine aracilik etmektedir (Bartling, 2013).



10

2.6.1. Yaslanma Mekanizmalart

Hiicresel yaslanma, telomer kisalmasi, oksidatif ve onkojenik stres gibi ¢esitli
uyaranlarla baglar. Bu uyaranlar, replikatif yaslanma ve erken yaslanma gibi farkl
hiicresel yaslanma tiirlerini tetikleyebilir (Zhu ve ark., 2019). Birincisi, replikatif
yaslanma, hiicre ¢oklu boliinmeleri sonucunda telomer kisalmalariyla iliskilidir, bu da
hiicre proliferasyonunun durmasina neden olur (Roger ve ark., 2021). Telomerler,
kromozom uglarin1 korumak ig¢in 6nemlidir. Telomer koruma mekanizmalar1 eksik
oldugunda hiicreler artik replikatif yaslanmaya girer (Sharpless & Sherr, 2015). Shelterin
kompleksi, telomer kisalmasini 6nler ve telomer yapisinin stabilitesini korur (Lin & Epel,
2022). ikinci tiir yaglanma ise erken yaslanmadir, bu durum cesitli stres faktérlerine
(oksidatif stres ve iyonlastirici radyasyon gibi) bagl olarak gelisir. Kanserle iligkili birgok
uyarict ROS ve DNA hasarina neden olan maddeler yaslanma siirecini tetikler (Roger ve
ark., 2021).

2.6.1.1. DNA Hasarina Baglh Yaslanma

DNA’y1 hasarlardan korumak ve hiicre biitiinliglinii saglamak i¢in DNA hasar
onarim mekanizmalar1 vardir. DNA hasar yaniti, ¢ift iplik¢ik kirtlmalari1 (DSB’ler) ve tek
iplik¢ik kirilmalarin1 (SSB’ler) algilayan, genomik biitiinliigii koruyan, yaslanmay1
onleyen, gegici hiicre bliylimesi durmasini ve apoptozu diizenleyen sinyal yoludur. DNA
hasar1 ayn1 zamanda, DNA bazlarinin degistirilmesiyle de ortaya ¢ikabilir. DSB’ler,
SSB’ler ve uyumsuz niikleotidler olmak {iizere c¢esitli DNA hasarlar1 vardir. Bu
maruziyetlerin onarilamamasi, genomik instabilite ve gecici hiicre dongiisii durmasi,
tiimdr ilerlemesi ve yaslanmayi tesvik edebilir. DNA hasarini 6nlemek i¢in ¢esitli DNA
onarim mekanizmalar1 vardir. Bunlar; niikleotid ekzisyon onarimi (NER), homolog
rekombinasyon (HR) ve homolog olmayan ug birlestirme (NHEJ) ve baz ekzisyon
onarimidir (BER) (Sekil 2.4.) (Yu ve ark., 2015).
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Sekil 2.4. Hiicre dongiisii kontrol noktalar1 ve DNA onarim yollarinin sematik sekli.

2.6.1.2. P38 MAPK Sinyali

p38, mitojenle aktive edilen protein kinaz (MAPK) sinyal yolunun 6nemli bir
bilesenidir. MAPK, hiicre dis1 stres sinyallerini diizenler ve hiicresel tepkilere yardimci
olan serin treonin protein kinazlardan olusur (Coulthard ve ark., 2009). Diger énemli
bilesenler arasinda, hiicre dis1 sinyallerle iliskili kinazlar (ERK1/2), ERKS, C-Jun N
terminal kinazlar (JNK 1/2/3) bulunur. MAPK/ERK ve JNK sinyal yollari, erken
yaglanmay1, apoptoz ve inflamasyon gibi siirecleri indiiklemek i¢in aktive edilirler (W.
Wei & Ji, 2018). JNK, stresle aktive edilen protein kinazlar (SAPK), sitokinler ve biiyiime
faktorleri tarafindan aktive edilerek gesitli sitotoksik streslere neden olabilirler (Haq ve

ark., 2002).

2.6.1.3. NF-xB Sinyali

NF-kB, adaptif ve dogustan gelen bagisiklik ve hiicre yaslanmasi dahil olmak
tizere cesitli biyolojik siireclerin ana diizenleyicisidir. NF-kB, SASP’nin hiicresel
fenotipinin olusumuna aracilik eder, enflamatuar bilesenleri salgilar ve bdylece biiyiime

baskilayicisi da olarak islev goriir (Salminen ve ark., 2012).

2.7. KOAH’ta Sistemik Inflamasyon

Calismalar KOAH’1n sistemik bir hastalik oldugunu, solunum dis1 hastaliklar1 da
onemli Olgiide etkiledigini gostermektedir (Chan ve ark., 2019). KOAH patogenezinde

yer alan akciger fonksiyonlarinda azalma ve doku hasari, kronik inflamatuar stireglerin
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bir nedenidir. Alevlenmelerde hava yolu inflamasyonu, hastaligin ilerlemesi ile birlikte

mortalite ve morbidite lizerinde 6nemli etkilere sahiptir (Jayes ve ark., 2016).

KOAH’I1 hastalarda, Ozellikle alevlenmeler sirasinda dolasimdaki sitokinler,
kemokinler, CRP ve pihtilasma faktorlerindeki anormallikler sistemik inflamasyona
isaret etmektedir (Barbu ve ark., 2011). Fibroblastlar, endotel hiicreleri ve hava yolu
epitel hiicreleri de inflamasyonla iliskili mortalite ve komorbid hastaliklarin artisina

neden olabilir (Barnes, 2016).

Epitel hiicreleri, akcigerin i¢ ve dis arayiiziinde bulunur ve antimikrobiyal,
antibakteriyel ve mukosiliyer tabaka ve antiproteaz molekiillerinin biitiinliigiiniin
korunmasima yardimci olur. Ayrica immiin yanit ve inflamasyon mekanizmasinin
diizenlenmesinde, patojenlere karsi savunmada rol alarak, kalict bir enflamatuar yanit

meydana getirir (Burgoyne ve ark., 2021).

Alveolar makrofajlar, KOAH’ta hava yolu inflamasyonunun diizenlenmesinde
anahtar rol oynamaktadir (Schuliga, 2015). Bazi makrofajlar pro-inflamauar fenotipe
sahipken bazilar1 da anti-inflamatuar fenotipe sahiptir. Makrofajlar, doku yikici
proteazlar iretirler ve fagositik fenotipe etki gosterirler. KOAH hastalarinin
bronkoalveoler lavaj sivisinda (BALF), balgamlarinda ve hava yollarinda sayilar1 artan

makrofajlar oldugu bilinmektedir (Hiemstra, 2019).

Makrofajlar, ROS ve reaktif azot tiirleri (RNS) gibi oksidanlari tiretme yetenegine
sahiptir. Bu oksidanlarin tretimindeki dengesizlikler ve makrofaj fonksiyonundaki
degisiklikler hastalik siddeti ile iliskilidir. Kronik inflamasyon durumunda oksidanlarin
asir1 liretimi, oksidatif strese yol acarak ¢esitli siireglerde hasara yol agabilir (de Groot ve
ark., 2019).

Notrofiller, invaziv patojenlere karst dogustan gelen bagisikligin ilk
diizenleyicisidirler. Periferik kandaki l6kositlerin yaklasik %70’ini olusturmaktadirlar.
Makrofajlarin ve dendritik hiicrelerin aktive edilmesine katkida bulunurlar. Bu hiicreler,
dogustan gelen bagisikligin dengesini koruyarak, konak savunmasinda hayati onem
tasirlar (Uddin ve ark., 2019). KOAH’ta artan nétrofilik inflamasyonun diger belirtegleri
arasinda IL-6, IL-8 ve TNF nin yiiksek seviyeleri, hem stabil durumda hem de akut

alevlenmelerde mevcuttur (Quint & Wedzicha, 2007).
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Dendritik hiicreler, dogustan gelen adaptif bagisiklik sistemini birbirine baglayan
antijen sunan hiicrelerdir ve periferik dokudaki antijenleri tanimak, yakalamak ve T
lenfositlere sunmaktan sorumludurlar (Haczku, 2012; Eapen ve ark., 2017;Nurwidya ve
ark., 2016).

2.8. KOAH Genetigi

KOAH, agirlikl olarak sigaradan kaynaklanan, ¢cevresel ve genetik faktorlerin de
etkisi ile ortaya ¢ikan bir solunum yolu hastaligidir. KOAH gelisiminde Genetik
faktorlerin %40 etkili oldugunu bildiren ¢alismalar mevcuttur (Wood & Stockley, 2006).

KOAH’ta en yaygin bilinen genetik risk faktorii Alfa-1 antitripsin (AAT) dir.
AAT, kromozom 14 iizerindeki serpin peptidaz inhibitorii AL(SERPINAL) geni tarafindan
kodlanmaktadir. AAT proteini, notrofillerin azurofil graniillerinde bulunur ve proteaz
inhibitorii olarak bilinir (Hersh, 2019). AAT eksikligi, akciger dokularin1 proteolitik
enzimlerin yol actigi hasarlardan koruyan AAT proteinin diisiik dolasim seviyeleri
sebebiyle goriilen otozomal resesif gecisli bir hastaliktir. AAT eksikligi olan hastalarda,
diisiik plazma seviyeleri sonucu notrofil elaztazi inhibe edememeye baslar; bu da KOAH

gelisimine sebep olur (Torres-Duran ve ark., 2018).

Genom ¢apinda iliskilendirme ¢alismalart (GWAS), KOAH fenotipleri ve akciger
fonksiyonlart ile ilgili bagka lokuslar tanimlamistir (Tablo 2.4). Bu analizler ile, genetik
yatkinlik, epigenetik degisiklikler ve oksidatif stres dahil bir¢ok faktorin KOAH

gelisiminde rol oynadigi belirlenmistir (Brusselle ve ark., 2011).

Tablo 2.4. KOAH fenotipleri ve genotipleri arasindaki iliskiler

CHRNA3 rs578776 G>A (Chaity & Apu, 2022)

CHRNA4 rs11072768 T>G

CHRNAS 1s16969968 G>A (Jensen, ve digerleri, 2015)
IL-33 rs1891385 A>C (Sun, Ma, Qi, & Zhang, 2019)

HMOX1 rs2071749 G>A (Tanaka, ve digerleri, 2011)

SMAD4 rs12455792 G>A (Hou, Yuan, Wang, Chang, &
IL-4 rs2070874 C>T Gao, 2022)

HSPAILL rs2227956 G>A (Kohan, Tabiee, & Sepahi,

2019)

IL-6 rs2069825 C>T
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IFN-G rs2069727 A/IG (Hackett, ve digerleri, 2011)
IL13 rs16944 C/T
TGF-B1 rs1982073 C>T (Liao, Zhao, Chen, & Xie,
2017)
SERPINAL rs8004738 G>A (Deng, Yuan, & Chang, 2017)
MMP-9 rs3918242 C/T (Yuan, Chang, Lu, & Deng,
2017)
SERPINA2 rs840088 C/T (Fujimoto, ve digerleri, 2010)
rs975278 A/IG
MMP-1 rs1799750 (Lee, ve digerleri, 2010)
FKBP5 rs4713916 G/A
SLC6A4 rs2020936 T>C (Ishil, Wakabayashi,
T AT Kurosaki, Gemma, & Kida,

2011)

(CHRNA3, Kolinerjik Nikotinik Alfa Reseptorii 3; CHRNA4, Kolinerjik Nikotinik Alfa
Reseptorii 4; CHRNADS, Kolinerjik Nikotinik Alfa Reseptorii 5; 1L-33, Interlokin 33; HMOX1,
Heme Oksijenaz 1; SMAD4, SMAD ailesi iiyesi 4; IL-4, interlokin 4; HSPAI1L, Is1 Sok Protein
ailesi iiyesi 1; IL-6, Interlokin 6; IFN-G, Interferon Gama; IL1p, Interlokin 1 Beta; TGF-pI,
Doniistiiriicti Bliytime Faktorii Beta 1; SERPINAL, Serpin ailesi A iiyesi 1; MMP-9, Matriks
Metalloproteinazlar 9; SERPINA2, Serpin ailesi A iiyesi 2; MMP-1, Matriks Metalloproteinazlar
1, FKBPS5, FK506 Baglayici protein 5; SLC6A4, Serotonin Tasiyic1 Reseptor ailesi 6 tiyesi 4).

2.9. Glutatyon (GSH, y glutamil sisteinil glisin)

Viicutta serbest radikallerin yol a¢tig1 oksidatif strese kars1 antioksidan savunma
mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalarin en 6nemlilerinden biri GSH sentezidir (Eksi
ve ark., 2013). Hiicresel GSH’1n ¢ogu sitozolde (%85-90), geri kalani ise mitokondride
(%-10-15) ve kiiglik bir yiizdesi endoplazmik retikulumda bulunur. GSH, glutamat,
sistein ve glisin aminoasitlerini igerir. Glutamat ve sistein arasinda y -peptid bagi vardir
(Labarrere & Kassab, 2022). GSH, hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 koruyucu role sahip,
stilfhidril grubu (tiyol, -SH) i¢eren ve hiicre iginde 1-10 mM konsantrasyonlarda bulunan
antioksidan bir tripeptid ve detoksifikasyon ajamidir (Nichenametla ve ark., 2013).
Sisteinin -SH grubu bir elektron verici gibi davranir. Ayrica -SH grubu GSH’in
konjugasyon ve rediiksiyon reaksiyonlarinda yer alirlar; bununla birlikte, hiicrenin reaktif
oksijen/nitrojen tiirlerine karst korunmasina yardimci olurlar (Brown & Jones, 2015).
GSH, Glutaredoksin (GRX), glutatyon peroksidaz (GPX) ve glutatyon S transferaz (GST)
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gibi birgok proteinin kofaktoriidiir. GSH, antioksidan aktivitesi sayesinde, pro-
oksidanlara ve serbest radikallere kars1 hiicreyi korumadan sorumludur (Kang ve ark.,
2021). Bunun yani sira, protein tiyollerinin oksidasyonunun korunmasinda ve protein

katlanmasinda da 6nemli rol oynamaktadir (Averill-Bates, 2023).

GSH, ATP’ye bagimli enzimatik bir reaksiyon yoluyla sentezlenir. Baslangigta L-
glutamat ve L-sistein Glutamat-sistein ligaz (GCL) enzimi ile katalizlenerek y-glutamil
sistein olusturur. Ardindan, olusan y-glutamil sisteinden, L-glisin iirini ile glutatyon
sentetaz (GS) enziminin katalizorliiglinde GSH sentezlenir. Sentezlenen GSH, ¢ekirdek,
ER ve mitokondriye tasinir ve depolanir (Zhang ve ark., 2022) (Sekil 2.5).

GSH
Cekirdek f
GS5G

ATP  ADP ATP  ADP el -
1 \ GEH
GIUti mat _\\-._J.. y glutamil sistein - L—glu‘tamil—L—sisleiniI-glisinﬂﬁ
Sistein GS (GSH) GSSG
GCL ~
G|)f Mitckendri esH A

GS5G

Sekil 2.5. GSH sentezi. GCL, glutamat sistein ligaz; GS, glutatyon sentetaz; GSH, indirgenmis
glutatyon; GSSG, okside glutatyon; ER, endoplazmik retikulum (Zhang, Tsutsuki, Li, & Sawa,
2022).

2.10. GCLC Geni (Gen 1D:2729) ve GCLM Geni (Gen 1D:2730)

y-glutamilsistein sentetaz olarak da bilinen ve GSH biyosentezi siirecine katilan
GCL, protein olusumu i¢in sistein kaynagidir. GCL nin yiiksek seviyeleri, GSH sentezini
arttirdigindan dolay1 hiz sinirlayici enzim olarak kabul edilir. GCL, katalitik (GCLC) ve
modiilator (GCLM) olmak tizere 2 alt birimden olusur (Franklin ve ark., 2009). GCL’nin
katalitik alt birimini sentezleyen GCLC geni, 51.4 kb uzunlukta olup, kromozom 6p12.1
bolgesinde yerlesiktir ve 16 ekzon ile 15 intron igerir (NG_012071.2) (Sekil 2.6.) (Sekil
2.7). GCLC geni, 3671 b¢’lik bir mRNA ve 599 amino asitlik bir polipeptit sentezler
(NM_001197115.1, NP_001184044.1) (Sekil 2.8 ve Sekil 2.9).

6p12.1

'

o = m
= m m = mEe = Mmoo = m = m o m M oMo me N m
i oo o o = = ™ (2] = ™ m o o o u: = ™ ™ [ S L T T o~ o~ o TR T T T T Y- B
04 o o S S D O B, | = = o o o — ] Moo [ S R S
oo =% O oo o o o o o o oo o =3 T O O O oo OoOOoOOoDOoOD oo o

Sekil 2.6, GCLC geninin kromozom 6 iizerindeki yerlesiminin  gdsterimi
(https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=GCLC).
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Sekil 2.7. GCLC geninin ekzon ve intron bélgelerinin gésterimi.
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Sekil 2.8. GCLC geninin mRNA dizisinin gdsterimi.
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Sekil 2.9. GCLC geninin protein dizisinin gosterimi.

GCLM geni ise, 22 kb uzunlukta olup, kromozom 1p22.1 bolgesine yerlesiktir ve
9 ekzon igerir. 30,73 kDa molekiiler agirligi olan, 274 amino asitlik bir polipeptit kodlar
(Ferguson & Bridge, 2016). GCLC ve GCLM alt birimlerinin 5’ translate olmayan
(5’UTR) bolgeleri antioksidan yanit elementleri (ARE), NF-KB ve Aktivator protein-1
(AP-1) transkripsiyon faktorii ailesi i¢in ¢oklu baglanma bolgeleri igerir. ARE’ler,
oksidatif stresin kontrolii ve birgok genin ifade diizeyinin diizenlenmesi i¢in gereklidir
(Bea ve ark., 2009). GCLC ve GCLM alt birimlerinin asir1 ifadeleri GSH seviyesini
yiikseltip hiicresel yanit1 etkileyerek apoptotik uyaranlara karsi duyarlilig: arttirirlar. Bu
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ylizden GCLC ve GLCM aktivitesi, hiicre i¢i GSH homeostazinda anahtar rol
oynamaktadir (Franklin ve ark., 2002).

2.11. GSH ve KOAH lliskisi

Antioksidanlar, viicutta olusan oksidan artigini belirli bir diizeye kadar dengede
tutmaktadir. Ancak, oksidan ve antioksidan sistemdeki bir dengesizlik, 6zellikle akciger
hastaliklar1 olmak ftizere bir¢ok kronik hastalikla yakindan iliskilidir (Labarrere &
Kassab, 2022). Akcigerlerde noétrofil, makrofaj ve epitel hiicrelerinin aktivasyonu,
stiperoksit radikallerinin (O2") iiretimine yol agar. Bu radikaller, nitrik oksit (NO) ile
reaksiyona girerek reaktif peroksinitrit (ONOO™) molekiillerini olusturur veya hidrojen
peroksite (H202) doniistiiriir ve ardindan Glutatyon peroksidaz (GPX) ve katalaz (CAT)
tarafindan indirgenir. GPX-1, H202’nin H>O’ya indirgenmesini katalize ederek okside

glutatyon (GSSG) olusumunu saglar (Sekil 2.10) (Vlahos & Bozinovski, 2013).

. akrofaj otrofi pite
-» Makrof Notrofil Epitel
- \ /
> NO e
y 0
| oNoo- 1
H.0;
inflamasyon
DNA hasari ‘OH CAT l Gpx-1 GSH
Proteinlerin ) GR
denatiirasyonu H.O + 0, GSSG
Lipid peroksidasyonu
Amfizem
" _/

Sekil 2.10. Akcigerlerde ROS aracili inflamasyon. O,", Siiperoksit radikalleri; NO, Nitrik oksit;
ONOO™, Reaktif peroksinitrit; H,O,, Hidrojen peroksit; GPX, Glutatyon peroksidaz 1; GR,
Glutatyon rediiktaz; GSH, indirgenmis glutatyon; GSSG, okside glutatyon (Vlahos & Bozinovski,
2013).

Oksidatif stres, oksidan ve antioksidan dengesizligi, KOAH’ta alevlenmelere ve
cesitli biyolojik degisikliklere yol acar. Oksidatif stres ile birlikte GSH seviyelerinin
onemli Ol¢lide azaldiga dair kanitlar vardir. Bu antioksidanlarin hiicre i¢i ve hiicre

disinda azalmasi1 durumunda kontrolsiiz bir sekilde ROS ve RNS iiretimi meydana

gelebilir (Santus ve ark., 2014). GSH konsantrasyonu, hiicre tipine ve organizmaya gore
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degiskenlik gosterir. Ozellikle plazmadaki GSH konsantrasyonu, bazi hiicre dist
bosluklarda ve epitel hiicrelerinde yiiksek oranda bulunur. Akcigerlerde siklikla
inflamasyonla ilgili GSH eksikligi vardir (Lu, 2013). ilerleyen yasla birlikte GSH
seviyesinin azaldig1 ve bunun oksidatif stres ile bir¢ok akciger hastaliginin olusumuna
yol actigi bilinmektedir (Vaskova ve ark., 2023). Normal GSH seviyelerinin
korunamamasi, inflamatuar yaniti inhibe edememekle birlikte KOAH’ta akut alevlenme
riskini de arttirabilir. Bu nedenle, GSH seviyeleri, inflamatuar siireglerde antioksidan bir

savunma saglamada kritik 6neme sahiptir (Raghu ve ark., 2021).

Akcigerin epitel yiizeyi, ¢esitli oksidanlara maruz kalma potansiyeli nedeniyle,
oksidatif hasara kars1 savunmasizdir (Gould ve ark., 2011). Epitelyal sivi (ELF), mukus,
proteinler ve ¢esitli antioksidan molekiiller igeren bir sividir (Wright ve ark., 1994).
ELF’nin bu bilesenleri, sigara gibi solunan maddelere ve reaktif tiirlere karsi koruyucu
etki gosterir (Cantin & Bégin, 1991). Sigara igenlerin akciger ELF’sinde, oksidatif strese
kars1 adaptif yanit olarak yliksek GSH seviyelerin bulundugunu gésteren bir¢ok ¢alisma
yapilmstir (Cantin ve ark., 1987; Neurohr ve ark., 2003).

2.12. GCLC Geni ve KOAH iliskisi

GCLC aktivitesi yasla birlikte azalir ve GCLC geninin ifade diizeyi,
transkripsiyonel olarak Nrf2 tarafindan ARE araciligiyla diizenlenir (Suh ve ark., 2004).
GCLC geni ifade diizeyi calismalari, KOAH’ta aydinlatilmaya calisilmistir. Bu
calismalar, GCLC ifade diizeylerinin KOAH’ta oksidatif stres ve inflamasyonda rol
oynadigin1 géstermektedir. Rahman ve arkadaslari, KOAH’l1 ve sigara igen bireyler ile
KOAH’Il1 olmayip sigaray1 birakmig bireyler arasinda GCLC mRNA ifade diizeylerini
inceledikleri ¢alismalarinda, KOAH’l1 olan ve sigara i¢en hastalarda akciger epitelinde

yiiksek GCLC mRNA ifade diizeylerinin oldugunu bulmuslardir (Rahman ve ark., 2000).

Yapilan bir¢ok genetik calisma, oksidatif stres ile iligkili aday genlerin yaslanma
ve uzun Omiirdeki roliinii desteklemektedir. Dato ve arkadaslari tarafindan yapilan bir
calismada, yaslanma ve yasa bagl hastaliklar i¢in 38 gen ve 311 SNP incelenmistir.
GCLC genine ait SNP’lerden rs16883912 (p=0.017), 1s2397147 (p=0.024), ve rs2100375
(p=0.007) ile giinliik yasam aktiviteleri arasinda iliski bulunmustur. Ayrica, bu SNP’lerin
oksidatif stresi arttirabilecegi ve yasa baglh fenotiplerde GSH metabolizmasini

etkileyebilecegi rapor edilmistir (Dato ve ark., 2014).
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Polimorfizmler bir genin, promotér, ekzon, intron, 5> UTR ve 3’UTR gibi farkl
bolgelerinde bulunabilirler. Genin promotoér bdlgesindeki polimorfizmler, genin
transkripsiyonunu ve promotor aktivitesini etkileyebilir. Ekzon bolgesindeki
polimorfizmler, protein yapisim1 ve fonksiyonunu etkileyebilecek aminoasit
degisikliklerine neden olabilirler. 5’UTR ve 3’UTR’de yer alan polimorfizmler,
translasyonda mikroRNA baglanmasini etkileyebilirler (Deng ve ark., 2017). Intron
bolgesindeki polimorfizmler ise mRNA’nin splays bolgelerini etkileyebilirler. Gen ifade
diizeyinde, pre-mRNA splays bolgeleri 6nemlidir. Splays bolgelerinde meydana gelen
mutasyonlar, mRNA’nin splays bdlgelerinde degisiklik yapabilir veya ortadan
kaldirabilirler (D. N. Cooper, 2010). Splaysing faktorleri, aktivatdr ve inhibitor splays
diizenleyiciler tarafindan yonetilir ve intronik splaysing enhansirlar1 ve silensirlart (ISE
ve ISS) olarak islev goriirler. Bazi intronik mutasyonlar, ISE veya ISS i¢indeki konumlari
nedeniyle hastalik fenotipleri tizerinde ¢esitli etkilere yol agabilirler (Solis ve ark., 2008).
Ayrica, intronlarin gen igindeki konumlari da nemlidir. Bazi1 5’UTR ’lerdeki ilk intronlar
diger intronlara kiyasla daha uzundur ve transkripsiyonel ve translasyonel diizenlemede

daha islevsel rollere sahiptirler (Jo & Choi, 2015).

GCLC geninin 5’UTR bolgesinde -129 C>T polimorfizmi bir¢ok hastalik
tizerinde ¢alisilmistir. Japon popiilasyonunda yapilan bir ¢alismada, GCLC geninin
promotdr bolgesinde iki polimorfik bolge (-129 C>T ve -350 A>G) rapor edilmistir. Bu
calisgmada, GCLC -129 C>T promotor polimorfizminin CC ve CT genotipleri ile
miyokard enfarktiisii arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugu bulunmustur

(p= 0,01, OR 1.88, %95CI 1.17-3.02) (Koide ve ark., 2003).

GCLC geninin 5’UTR bolgesi trintikleotid tekrarlari (TNR) i¢in oldukga
polimorfiktir. Bir¢ok calismada, GCLC GAG tekrar dizilerinin, in vitro ve in vivo
kosullarda gen ifade diizeyini ve enzimatik aktiviteleri etkileyerek hiicrelerde daha diisiik
GSH seviyelerine neden oldugu rapor edilmistir (Xin ve ark., 2016). Nichenametla ve
arkadaglarinin yaptig1 in vitro c¢alismada, GCLC geninin 5°UTR bdlgesinde birinci
ekzonun 10 bg 6nilinde yer alan GAG tekrarlar1 tanimlanmistir ve bu tekrarlar 5 allele
(4,7,8,9 ve 10) sahiptir. Bu galismada, 7 ve 8 tekrarli alleller daha diisiik kan GSH

seviyeleri ile iliskilendirilmistir (Nichenametla ve ark., 2013).

GCLC geni iigilincli intronunda, bizim de tezimizde g¢alistigimiz, G’den C’ye

seklinde olan bir tek niikleotid polimorfizmi tanimlanmistir. Sloan ve arkadaslar
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tarafindan yapilan bir analiz ¢aligmasinda, GCLC G>C (rs600033) polimorfizmi, akciger
kanseri olan hastalarda yasam kalitesi sonuglari ile iligkilendirilmistir. Ayni ¢aligmada,
GCLC aktivitesinin hastalarin bildirdigi nefes darligi, yorgunluk gibi belirtilerin fiziksel
ve zihinsel yasam Kalitesini olumsuz etkiledigi ve akciger kanseri riskini arttirdigi

gosterilmistir (Sloan ve ark., 2012).
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3. MATERYAL VE METOD

Bu calismaya, Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Gogiis
Hastaliklar1 poliklinigine bagvuran ve atakta olmayan 59 Stabil KOAH hastas1 (Grup 1)
ile Gogiis Hastaliklar1 servisine atak nedeni ile yatirilan 58 Akut Alevlenme hastasi (Grup
2) olmak {izere toplam 117 KOAH hastas1 dahil edildi. Kontrol grubu ise 115 bireyden
olusmaktaydi. Hasta ve kontrol grubundaki bireylerden ¢alismamiza dahil edildiklerine
dair izinleri alindi. KOAH hastalarindaki ve kontrol grubundaki bireylerin ¢alismaya
dahil edilip edilmeme kriterleri Tablo 3.1.°‘de gosterildigi sekildeydi. Bu galisma igin,
Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu’nun 13.07.23 tarihli toplantisinda 23-KAEK-158 kayit
numarast ile onay alindi. Calismanin tamami, Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Tibbi
Biyoloji ve Genetik Laboratuvari’nda yapildi. Kit yontemiyle saflagtirilan DNA’lara
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) uygulandi. PZR iiriinleri restriksiyon par¢a uzunluk
polimorfizmi (RFLP) ile degerlendirildi.

Tablo 3. 1. Hastalarin ve kontrol grubundaki bireylerin arastirmaya dahil edilip, edilmeme
kriterleri

Dahil Edilme Kriterleri Arastirmanin Hasta Grubu I¢in Dahil Etme Olgiitleri
1. KOAH tanisi konulmus olmast
2. Yazil bilgilendirilmis olur formunu imzalamig olmasi

3. 18 yasindan biiyiik olmast

Arastirmanin Kontrol Grubu i¢in Dahil Etme Olgiitleri
1. KOAH tanis1 almamis olmast
2. Yazili bilgilendirilmis olur formunu imzalamig olmasi

3. 18 yasindan biiyiik olmas1

Dahil Edilmeme Arastirmanin Hasta Grubu I¢in Dahil Etmeme Olgiitleri
Kriterleri 1. KOAH, Astim tanis1 almamis olmasi ve yakin zamanl (3 ay
i¢inde) akut koroner sendrom, pulmoner emboli veya major
cerrahi gecirmesi ve aktif kanseri bulunmasi

2. Yazili bilgilendirilmis olur formunu imzalamamis olmast

3. 18 yasindan kii¢iik olmasi

Arastirmanin Kontrol Grubu I¢in Dahil Etmeme Olgiitleri
1. Kronik bir hastalig1, cerrahi, medikal ve diger obstetrik
sikayetleri ve kanser Oykiisii bulunmasi

2. Yazili bilgilendirilmis olur formunu imzalamamis olmast

3. 18 yasindan kii¢iik olmasi
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3.1. CALISMADA KULLANILAN ARAC VE GERECLER

3.1.1. Aletler ve Cihazlar

1.

2.

8.

9.

PZR Cihaz1 (Termal Cycler) (Applied Biosystems, Singapure)

Elektroforez Tanki (Cleaver Scientific, MSCHOICE)

. Elektroforez Gii¢ Kaynag: (Thermo Scientific, EC 300 x L)

. Jel Gorlintiileme Sistemi (QUANTUM-ST4, 1000/20M- 09200806)
. Bilgisayar (Exper, Intelcore2)

. Mikrodalga Firin (Argelik Intellowave, MD 554)

. Hassas Terazi (Kern, ABJ 220-4M)

Mikrosantrifiij (Mikro120, Hettich Zentrifugen D- 78 532n)

Vorteks (Velp Scientifica; F20220176)

10. Mikropipet Seti (Gilson)

11. Etiiv (Memmert, Beschickung-Loading 100- 800)

12. Otoklav (HMC Hirayama, HV-25L)

13. Buzdolabi (Vestel,BZP-L3302W)

14. Su banyosu (MEMMERT)

3.1.2. Kimyasal Maddeler

1.

2.

3.

4.

5.

6.

7.

Tag DNA Polimeraz (Thermo Scientific)

FspB | Restriksiyon Enzimi (Thermo Scientific)
Primerler (Macrogen Europe)

Agaroz (Biomax)

Nusieve Agaroz (Biomax)

pUC 19 DNA/Mspl (Hpall) Marker (Thermo Scientific)

Loading dye (A.B.T.)
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8. 10 mM dNTP mix (Amplicon)

9. 10XTBE Buffer (Biobasic)

10. SBYR Safe (Hibrigen)

11. DNA lzolasyon Kiti (invitrogen)

3.1.3. Cozeltiler
1XTBE (Tris-Borat-EDTA) Tamponu

10XTBE tamponundan distile su ile seyreltilerek 1 XTBE hazirlandu.
%3’liik Agaroz Jel (100ml)

3 g agaroz ve 100 ml 1XTBE erlenmayer igerisine eklendi ve mikrodalga firinda
2 dakika homojen olana kadar 1sitildi. Sicakligin yaklasik 65°C diigsmesi beklenildikten
sonra 3 ul SBYR safe (20,000x) eklenip hizli bir sekilde iyice karistirildi ve yiikleme

yapilacak taraklari hazirlanmis olan kasete dokiildii.

3.2. YONTEM
3.2.1. DNA Izolasyonu

Calisma grubumuzun kan 6rnekleri, EDTA iceren vakumlu tiiplere 5’er ml olarak
alindi. Kandan DNA izolasyonu y&nteminde Invitrogen marka DNA Izolasyon kitinden

(PureLink Genomic DNA Mini Kit) yararlanildi.

Lizat hazirlama

1. Su banyosu veya 1s1 blogu 55 °C’ye ayarlandi.

2. Steril bir mikrosantrifiij tipiine 200 pl kan eklendi.

3. Uzerine 20 pl Proteinaz K eklendi.

4. Uzerine 20 pl RNase A eklendi, vortekslendi ve oda sicakliginda 2 dk inkiibe edildi.

5. Uzerine 20 pl Lysis/binding buffer eklendi, homojen bir karisim elde etmek icin

vortekslendi.
6. 55 "C’de 10 dk inkiibe edildi. (proteinlerin pargalanmasi i¢in)

7. Lizatin iizerine 200 pl %96-100’liik etanol eklendi. Homojen bir karisim elde etmek

i¢in 5 sn vortekslendi.
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Baglama asamasi

8. Toplama tiipii ve igindeki spin kolonlar ¢ikartildi.

9. Yaklasik 640 pl lizat spin kolona eklendi.

10. Kolon oda sicakliginda 10.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

11. Toplama tiipti atild1 ve spin kolon yeni bir Toplama tiipiine yerlestirildi.
Yikama asamasi

12. Kolona 500 ul Wash Buffer 1 (etanol ile hazirlanan) eklendi.

13. Kolon oda sicakliginda 10.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

14. Toplama tiipti atild1 ve spin kolon yeni bir Toplama tiipiine yerlestirildi.
15. Kolona 500 pl Wash Buffer 2 (etanol ile hazirlanan) eklendi.

16. Kolon oda sicakliginda max hizda 3 dk santrifiij edildi. Toplama tiipii atildu.
DNA’nin sulandiriimasi

17. Spin kolon steril 1.5 m1’lik mikrosantrifiij tiipline yerlestirildi.

18. Kolonun tizerine 100 pl Elution buffer eklendi.

19. Kolon oda sicakliginda 1 dk inkiibe edildi.

20. Kolon oda sicakliginda max hizda 1 dk santrifiij edildi. Tiip saflagtirilmig DNA’y1

icerecektir. Spin kolon atildi.
21. DNA’y1 igeren tiip -20 “C’de sakland1

3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR, niikleik asitlerin in vitro olarak, uygun kosullar altinda istenilen sayida
tekrarlanabilen dongiiler ile c¢ogaltilmasi esasina dayanan bir yontemdir. PZR
dongiisiindeki tic asama sirastyla, DNA ¢ift zincirinin 1s1yla birbirinden ayrilmasi (94°C
Denatiirasyon), oligoniikleotidlerin hedef DNA’ya baglanmasi (Hibridasyon 55-60°C) ve
zincirin yeni ¢ift zincirli DNA’lar olusturacak sekilde uzamasindan (Polimerizasyon 72
°C) olusmaktadir (Saiki ve ark., 1998). Kalip DNA, dH20, tampon, dNTP’ler (serbest
niikleotidler), primerler ve Tag DNA polimeraz PZR karigimi i¢in gerekli olan

malzemelerdir (Ergin, 2004). Kalip DNA olarak; ¢alismamizda genomik DNA kullanildi.
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3.2.3. GCLC Geni G>C (rs600033) Polimorfizmi PZR Analizi

GCLC geni G>C (rs600033) polimorfizmini belirlemek amaciyla Tablo 3.2‘de
ornek basmma diisen miktarlar1 verilen PZR bilesenleri ile 23 pl’lik PZR karigimi

hazirlanarak tizerine 2 ul DNA ilave edildi ve toplam hacim 25 pl’e tamamlandi.

Tablo 3.2. GCLC geni G>C (rs600033) polimorfizminin belirlenmesinde kullanilan PZR
karigimi

PZR Bileseni Stok 25 nl Kansimdaki Final konsantrasyon
Miktar

Steril bidistile su 18,84 ul -

PZR buffer (10x) 2,5 ul 1x

dNTP mix (10 mM) 0,5 ul 200 pl

Primer-forward (20 pmol/ pl) 0,5 ul 10 pmol

Primer-reverse (20 pmol/ ul) 0,5 ul 10 pmol

Taq DNA Polimeraz (5 u/pl) 0,16 pl 0,8u

Genomik DNA 2ul -

Toplam 25 ul

GCLC Geni G>C (rs600033) polimorfizmini belirlemek i¢in yapilan PZR
amplifikasyon kosullar1 Tablo 3.3’de gosterildigi sekildeydi.

Tablo 3.3. GCLC geni G>C (rs600033) polimorfizmi i¢in kullanilan PZR amplifikasyon
kosullar1

95°C 3 dk ilk denatiirasyon

95°C 30 sn denatiirasyon

58°C 45 sn hibridizasyon 35 dongii
72°C 40 sn uzama —

72°C 7 dk son uzama

GCLC geni G>C (rs600033) polimorfizmini igeren bolgeyi ¢ogaltmak i¢in Tablo
3.4.de belirtilen primerler kullanilarak 280 b¢’lik PZR iiriinii elde edildi.

Tablo 3.4. Polimorfizm analizinde kullanilan primer dizileri, gen dizisi iizerinde polimorfik
bolgenin gosterimi ve PZR {iriiniiniin boyutu
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GCLC geni G>C polimorfik balgenin gosterimi A"

5'- tagaatgaagcagtgccgtaggtgtccgaagatgca
agttctgattctaccttctcccttccacacaaacacattctca

ttctctcttcatccaatctgattctggtgageaaggaatcece
tcagatttaagtttattactctcccaaaggactattcctaagg 280 be

tt [G/C] taggctcatagtaaataatgcacatagcttcaag
aattctcaagaacccttgtagctgggaactgtitictagata
agatcactaccticaatigtitacaaggiggattiggge- 3

3.2.4. GCLC geni G>C (rs600033) Polimorfizmi RFLP Analizi

GCLC geni G>C (rs600033) polimorfik noktasini i¢eren PZR iiriiniiniin RFLP

analizi i¢in reaksiyon karisimi Tablo 3.5’te gosterildigi sekilde olusturuldu. PZR iiriinleri

Tablo 3.6’de tanima dizisi belirtilen FspBI restriksiyon enzimi ile 37°’de 16 saat kesime

birakildi. Tablo 3.2.4.2°de genotiplere gore biiyiikliikleri belirtilen RFLP kesim iiriinleri,

SYBR safe ile boyanmis %3’liik jelde yiiriiterek gorintiilendi.

Tablo 3.5. RFLP reaksiyon bilesenleri ve miktarlari.

RFLP Bileseni (Stok) 15 pl Karigimdaki Miktar
Fast Digest Green Buffer (10x) | 1 pl

Restriksiyon Enzimi 0,3 ul

PZR tiriinii 6 ul

dH20 7,74l

Toplam 15 pl

Tablo 3.6. RFLP analizinde kullanilan enzim,

Restriksiyon

enzim tanima dizisi ve kesim paterni.

Enzim Tanima

p— bt)lgeSi ENdaREna Dizisi Kesim Paterni
e
QG‘(\, AT DA
et @b
s G.-HAN =
GCLC FspBI ) et & :
+ HAMTA s
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3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analizleri yapmak igin Statistical Package for the Social Sciences
(IBM SPSS Statistics, siirim 22) ve OpenEpi Info yazilim paketi siirim 3.01
(www.openepi.com) kullanildi. GCLC geni G>C (rs600033) polimorfizmi genotip ve
allel dagilimlarinda Hardy Weinberg dengesinden (HWE) sapma olup olmadigin
belirlemek igin ki-kare testi uygulandi. KOAH hastalarinin ve saglikli kontrollerin allel
ve genotip frekanslarini karsilastirmak i¢in Fisher's exact ve Ki-kare testleri kullanildi.
GCLC geni G>C (rs600033) polimorfizmi ile hastalarin klinik ve demografik 6zellikleri
arasindaki korelasyon, varyans analizi (ANOVA), Fisher’s exact ve ki-kare testleri ile
degerlendirildi. Risk faktorii tespiti i¢in %95 giiven araligi (GA) ve olasilik oran1 (OR)
hesaplandi. P degerleri <0,05 ise anlaml1 kabul edildi ve 2 uglu p degerleri dikkate alindi.
Genotip sikliklariin belirlenmesinde R Studio programinin 'ggplot2' paketinden
yararlanildi. G*Power 3.1.9.4 programi yardimiyla bagimsiz gruplarda iki 6rneklem
diizenine gore %80 gli¢c ve %5 yanilma pay1 ve 0.09’luk etki biiyiikligi ile ¢alisma igin

191 drneklem belirlendi.



Bu ¢alismada, GCLC geni G>C (rs600033) polimorfizmi ile KOAH arasindaki
iliskiyi belirlemek amaciyla, yas ortalamasi 62,21 + 11,159 (en diistik 27, en yiiksek 82)
olan, 12 kadmn ve 105 erkekten olusan 117 KOAH hastasi ile yas ortalamasi 59,19 +
13,380 (en diisiik 28, en yiiksek 85) olan 22 kadin ve 93 erkekten olusan 115 saglikli
kontrol degerlendirildi. Hasta grubu, Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi
Gogiis Hastaliklar poliklinigine kontrol amaci ile bagvuran, atakta olmayan 59 stabil
KOAH hastas: (Grup 1) ile ve Gogiis Hastaliklari servisine atak nedeni ile yatirilan 58
Akut Alevlenme hastasindan (Grup 2) olusmakta idi. Hasta ve kontrollerin cinsiyet, yas,
lenfosit (LY M) ve platelet (PLT) verileri birbiri ile uyumlu idi (p>0.05) (Tablo 4.1) (Sekil
4.1). Ancak hasta ve kontrollerin aile oykiisii, sigara Oykiisii, C-reaktif protein (CRP),
beyaz kiire (WBC) ve nétrofil (NEU) verileri birbirinden farklilik gostermekte idi
(p<0.05) (Tablo 4.1).

4. SONUC VE BULGULAR

Tablo 4. 1. Calismaya dahil edilen KOAH hastalar1 ve kontrol grubundaki bireylerin
demografik ve klinik 6zelliklerine ait istatistiksel bulgular

KOAH Hasta Kontrol Grubu
Grubu (n=117) (n=115) p degeri

Cinsiyet n(%o)

Kadin 12 (%10,3) 22 (%19,1) 0,065

Erkek 105 (%89,7) 93 (%80,9)
Aile Oykiisii

Var 8 (%40,0) 6 (%9,7) 0,004

Yok 12 (%60,0) 56 (%90,3)
Sigara Oykiisii

Iciyor 31 (%27,9) 25 (%23,1)

I¢mis 66 (%59,5) 43 (%39,8) 0,000

Hi¢ icmemis 14 (%12,6) 40 (%37,0)
Yas Ortalamasi 62,21 + 11,159 59,19 + 13,380 0,063
CRP 72,14 + 89,875 11,45+ 26,537 0,000
WBC 9933,97 +£3607,138 | 8156,32 + 2821,389 0,000
NEU 7220,09 +3614,692 | 5091,07 +2279,209 0,000
LYM 6433,62 + 50538,548 | 2201,52 + 906,356 0,377
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PLT 24142522 + 233515,18 £ 0,459
92963,774 64885,482

Erkek

B Kadin

KOAH KONTROL

Sekil 4. 1. Calismaya dahil edilen KOAH hastalar1 ve kontrol grubundaki bireylerin cinsiyet
dagilimi

Calisma grubu DNA’larina uygulanan PZR sartlar1 ve programi tamamen bizim
tarafimizdan optimize edilerek basarili PZR dirtinleri elde edildi. PZR sonucunda 280

be¢’lik bolge ¢ogaltilip elde edilen tiriinler %2°lik agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 4.2).

280bg «— wem n S

Sekil 4. 2. Bazi1 6rneklerin PZR yo6ntemi ile ¢ogaltilan GCLC G>C (rs600033) bolgesine ait jel
elektroforezi goriintiisii. Bantlar 280 bg biiyiikligiindedir. (Kuyu 5 puC19 DNA/Mspl (Hpall)
Marker)
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PZR iiriinlerinin FspB I restriksiyon endoniikleazi ile kesilmesi sonucunda
homozigot dominant GG, heterozigot GC ve homozigot resesif CC olmak iizere ti¢ farkl
genotip belirlendi. Ug farkli genotip %3liik agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 4.3).

280bg <«—
165 bg <«—

M5 bg <«

Sekil 4. 3. GCLC geni G>C (rs600033) polimorfik bélgesinin FspBI restriksiyon endoniikleazi
ile belirlenen RFLP sonuglari. Kuyulardan 4 homozigot dominant (GG); 1 ve 8 homozigot
resesif (CC); 2,3,5,6 ve 7 heterozigot (GC). (Kuyu 1 puC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker

Calismamiz sonucunda elde ettigimiz sonuglar su sekildeydi: Toplam 117 KOAH
hastanin 28’1 (%23,9) homozigot dominant GG, 62’si (%53,0) heterozigot GC ve 27’si
(%23,1) homozigot resesif CC; toplamda 115 kontrolden de 24’ii (%20,9) homozigot
dominant GG, 54’1 (%47,0) heterozigot GC ve 37’si (%32,2) homozigot resesif CC. Allel
frekanslarina baktigimizda hastalarda toplam 234 allelden 118’1 (%50,4) G alleli, 116’s1
(%49,6) C alleli ve kontrollerde toplam 230 allelden 102’si (%44,34) G alleli, 128’
(%55,7) C alleli seklindeydi. Hastalarin ve kontrollerin genotip ve allel sikliklari
karsilagtirildiginda, aralarinda istatistiksel olarak herhangi bir fark bulunamadi (sirastyla
p=0,961, p=0.211 ve p=0,190). Hasta ve kontrol genotiplerini, GG’ye kars1 GC+CC ve
GG+GC’ye kars1 CC seklinde karsilastirdigimizda da istatistiksel olarak herhangi bir fark
saptanmadi (sirasiyla p=0,576, p=0,121) (Tablo 4.2.) (Sekil 4.4) (Sekil 4.5). Hasta ve
kontrol grubunun genotip dagilimlart Hardy-Weinberg dengesi ile uyum igerisindeydi
(strastyla p=0.517 ve p=0,601).
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Tablo 4. 2. GCLC gen polimorfizminin KOAH hastas1 ve saglikli kontrollerdeki genotip ve

allel sikliklar1
Polimorfizm KOAH Hastasi Saghikh Kontrol p OR (%95 CI)
GCLC G>C (rs600033) HWE: 0.517 HWE: 0.601

n=117 (%) n=115 (%)

Genotipler
GG 28 (23.9) 24 (20.9) Ref.
GC 62 (53.0) 54 (47.0) 0.961  0.98(0.50-1.90)
cC 27 (23.1) 37 (32.2) 0.211  0.63(0.29-1.31)
GG : GC+CC 28 (23.9):89(76.1) 24(20.9):91(79.2) 0.576  0.84(0.44-1.56)
GG+GC: CC 90 (76.9) : 27 (23.1) 78(67.8):37(32.2) 0.121  0.84(0.44-1.56)
Alleller
G:C 118 (50.4) : 116 102 (44.3) : 128 0.190 0.78(0.54- 1.13)

(49.6)

(55.7)

Veriler y2 test ile analiz edildi. GCLC, glutamate sistein ligaz katalitik tinitesi; HWE, Hardy
Weinberg dengesi; Ref, referans.
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Sekil 4. 4. KOAH Hastalari ve Kontrollerde Genotip Frekanslarinin Karsilagtiriimasi

Il KOAH [l KONTROL
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Sekil 4. 5. KOAH Hastalar1 ve Kontrollerde Allel Frekanslariin Karsilastirilmasi
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Hastalarin stabil KOAH ve Akut Alevlenme olarak gruplandirilmasi sonrasi
yapilan karsilagtirma sonucunda elde ettigimiz veriler ise su sekildeydi: 59 Grup 1 Stabil
KOAH hastasiin 14 ‘i (%23.7) homozigot dominant GG, 28’i (%47.5) heterozigot GC
ve 17’°s1 (%28.8) homozigot resesif CC; 58 Grup 2 Akut Alevlenme hastasinin 14’1
(%24.1) homozigot dominant GG, 34’1 (%58.6) heterozigot GC ve 10’u (%17.2)
homozigot resesif CC; 115 Grup 3 kontrolden de 24’ (%20,9) homozigot dominant GG,
54’1 (%47,0) heterozigot GC ve 37°si1 (%32,2) homozigot resesif CC. Allel frekanslarina
baktigimizda Grup 1 Stabil KOAH toplam 118 allelden 56’s1 (%47.5) G alleli, 62’si
(%52.5) C alleli, Grup 2 Akut Alevlenme toplam 116 allelden 62’si (%53.5) G alleli, 54’1
(%46.5) C alleli ve kontrolden ise toplam 230 allelden 102’si (%44,34) G alleli, 128’1
(%55,7) C alleli seklindeydi. Grup 1 ve Grup 3’in genotip ve allel sikliklarinin
karsilastirilmasi sonucunda, iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farka
rastlanmadi (p>0.05) (Tablo 4.3). Grup 2 ve Grup 3’iin allel sikliklarinin karsilagtirilmasi
sonucu iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmazken (p>0.05),
genotip sikliklarinin karsilagtirmas: sonucunda GG+GC’ye kars1i CC seklinde yapilan
genotip karsilastirilmasi sonucunda iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
tespit edildi (p=0.037, OR 0.44, %95 CI: 0.19-0.95) (Tablo 4.3). CC genotipinin siklig1

kontrol grubunda Akut Alevlenme hastalarina oranla daha yiiksekti.

Calismaya dahil edilen KOAH hastalarinin demografik ve klinik 6zelliklerinin
GCLC geni G>C (rs600033) polimorfizmine gore degerlendirilmesi Tablo 4.4’de
verilmistir. Yapilan ki-kare ve varyans analizleri sonucunda hastalara ait cinsiyet, aile
oykisii, gevresel faktorlere maruziyet, GOLD evreleri, GOLD gruplari, mMMRCDispne
skalas1 evreleri, yas, FEV1, FVC, FEV1/FVC, SpO2, CRP, WBC, NEU, LYM, PLT
verileri ile GCLC geni G>C (rs600033) polimorfizmi arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir iliskiye rastlanmadi (Tablo 4.4).



Tablo 4. 3. GCLC geni G>C (rs600033) polimorfizminin Stabil KOAH, Akut Alevlenme ve saglikli kontrollerdeki genotip ve allel sikliklarinin
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karsilagtirilmasi
Polimorfizm Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 1’e karsin Grup 2 Grup 1’e karsin Grup 3 Grup 2’ye karsin Grup 3
Stabil KOAH Akut Alevlenme Saghikh Kontrol
n=59 (%) n=58 (%) n=115 (%) p OR (95% Cl) p OR (95% Cl) p OR (95% ClI)
Genotipler
GG 14 (23.7) 14 (24.1) 24 (20.9) Ref.
GC 28 (47.5) 34 (58.6) 54 (47.0) 0.670 0.82 (0.33-2.04) 0.773 | 0.88(0.39-2.02) | 0.849 1.07 (0.49-2.41)
ccC 17 (28.8) 10 (17.2) 37 (32.2) 0.332 1.68 (0.56-5.10) 0592 | 0.78(0.32-1.92) | 0.113 0.46 (0.17-1.22)
GG : GC+CC 14 (23.7) : 45 (75.5) 14 (24.1) : 44 (75.8) | 24(20.9):91(79.2) | 0.958 1.02 (0.43-2.42) 0.665 | 0.84(0.40-1.83) | 0.624 0.82 (0.39-1.79)
GG+GC : CC 42 (71.2) : 17 (28.8) 48 (82.7):10 (17.2) | 78(67.9):37(32.2) | 0.137 1.93 (0.79-4.83) 0.650 | 0.85(0.42-1.69) | 0.037 0.44 (0.19-0.95)
Alleller
G 56 (47.5) 62 (53.5) 102 (44.4) 0.359 1.27 (0.75-2.12) 0.581 | 0.88(0.56-1.38) | 0.109 1.43 (0.91-2.25)
C 62 (52.5) 54 (46.5) 128 (55.6) Ref.

Veriler %2 test ile analiz edildi. GCLC, glutamate sistein ligaz katalitik tinitesi; HWE, Hardy Weinberg dengesi; Ref, referans
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Tablo 4. 4. Calismaya dahil edilen KOAH hastalarmin demografik ve klinik 6zelliklerinin
GCLC geni G>C (rs600033) polimorfizmine gore degerlendirilmesi

GCLC G>C
Karakterler Toplam GG GC CcC p
n=117 n=28 n=62 n=27
Cinsiyet n (%)
Kadin 12 (%10,3) 2 (%7,1) 7 (%11,3) 3 (%11,1) 0,824
Erkek 105 (89,7) 26 (%92,9) | 55%(88,7) | 24 (%88,9)
Aile Oykiisii n (%)
Var 8 (%40,0) 2 (%100,0) | 5(%33,3) 1 (%33,3) 0,189
Yok 12 (%60,0) 0 (%0,0) 10 (%66,7) | 2 (%66,7)
Cevresel Faktorlere
Maruziyet n (%0) 0,372
Var 13 (%65) 1 (%50,0) 9 (%60,0) 3 (%100,0
Yok 7 (%35) 1 (%50,0) 6 (%40,0) 0 (%0,0)
GOLD Evreleri
n (%) 14 (%14,6) 2 (%8,0) 8 (%16,3) 4 (%18,2)
GOLD 1 32 (%33,3) 9 (%36,0) 15 (%30,6) | 8 (%36,4) 0,897
GOLD 2 35 (%36,5) 10 (%40,0) | 17 (%34,7) | 8 (%36,4)
GOLD 3 15 (%15,6) 4 (%16,0) 9 (%18,4) 2 (%9,1)
GOLD 4
GOLD Gruplan
n(%)
A 49 (%42,2) 12 (%42,9) | 23 (%37,1) | 14 (%53,8) | 0,398
B 9 (%7,8) 2 (%7,1) 5 (%8,1) 2 (%7,7)
C 1 (%0,9) 0 (%0,0) 0 (%0,0) 1 (%3,8)
D 57 (%49,1) 14 (%50,0) | 34 (%54,8) | 9 (%34,6)
MMRCDispne
Skalasi Evreleri
n(%)
mMRC Evre 0 18 (%15,5) 2 (%7,1) 10 (%16,1) | 6 (%23,1)
mMRC Evre 1 32 (%27,6) 10 (%35,7) | 13 (%21,0) | 9 (%34,6) 0,327
mMRC Evre 2 15 (%12,9 10 (%35,7) | 10 (%16,1) | 2 (%7,7)
mMMRC Evre 3 32 (%27,6) 10 (%35,7) | 21 (%33,9) | 5(%19,2
MMRC Evre 4 32 (%27,6) 7 (%25,0) 8 (%12,9) 4 (%15,4)
Yas 62,21+ 63,82 + 60,95 + 63,44 + 0,430
11,159 9,843 11,946 10,581
FEV1 53,14 + 52,76 + 51,65 + 56,82 + 0,657
21,877 20,955 22,173 22,819
FVC 68,00 + 66,56 + 67,66 = 70,41 + 0,826
21,821 20,199 24,356 17,81829
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FEV1/FVC 60,31 + 14,09 | 60,12 + 60,08 + 61,05 + 0,963
12,892 14,301 15,496
SpO; 92,86+ 3,244 | 91,46 + 93,09 + 94,00 + 0,158
3,382 3,288 2,398
CRP 72,14 + 111,61+ 68,44 + 45,79 + 0,152
89,875 121,189 83,906 62,482
WBC 9933,97 + 10492,14 + | 9690,97 + 9912,31 + 0,625
3607,138 4522,369 3255,512 3377,689
NEU 7220,09 + 7650,00 + 7053,87 + 7153,46 + 0,768
3614,692 4752,915 2998,190 3673,218
LYM 6433,62 + 21218,21+ | 1661,13 + 1892,31 + 0,207
50538,548 102850,369 | 718,174 777,413
PLT 24142522 + | 237185,18 £ | 249209,68 + | 227265,38 + | 0,583
92963,774 84791,616 98645,605 88372,887

(GOLD, Global Initiative for Chronic Obstructive Pulmonary Disease; mMRC, Modifiye

Medical Research Council Olgegi; FEV1, 1.saniyedeki zorlu ekspiratuar hacim; FVC, Vital
kapasite; SpO-, Oksijen satiirasyonu; CRP, C-reaktif protein; WBC, Beyaz kiire; NEU, Notrofil;
LYM, lenfosit; PLT, Platelet)
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5. TARTISMA

GCL, serbest radikallerin temizlenmesi ve hiicrenin oksidatif hasara karsi
korunmasi i¢in gerekli olan GSH’mn de novo sentezinde hiz siirlayict bir enzimdir. Bu
enzim, katalitik (GCLC) ve modiilatér (GCLM) olmak tizere 2 alt birimden olusan bir
heterodimerdir (Franklin ve ark., 2009). GCL’nin katalitik alt birimi olan GCLC tiim
enzimatik aktiviteye sahiptir (Ferguson & Bridge, 2016). GSH metabolizmasinda rol
oynayan genlerdeki polimorfizmlerin, oksidatif stresi arttiran kosullara maruz kalan
bireylerde KOAH riskini arttirdig1 rapor edilmistir (Nichenametla ve ark., 2013). Ayrica
yapilan bir¢ok calismada, diisik GCLC ifade diizeylerinin GSH seviyelerini 6nemli
Olclide azalttigi ve bunun sonucunda akciger fonksiyonlarinin azaldigi bildirilmistir
(Siedlinski ve ark., 2008). GCLC genindeki polimorfizmler, KOAH, akciger kanseri,
pulmoner tiiberkiiloz, miyokard enfarktiisii, tip I diyabet ve sedef hastaligi gibi birgok
hastalikla iligkilendirilmistir (Liu ve ark., 2007; Nichenametla ve ark., 2013;T & E, 2016;
Koide ve ark., 2003; Azarova ve ark., 2020;Efanova ve ark., 2023).

Bizim yaptigimiz ve 117 KOAH hastas1 ve 115 saglikli kontroliin dahil edildigi
calismamizda, GCLC geni G>C (rs600033) polimorfizmi ile KOAH arasinda herhangi
bir iliski bulunamamistir. Fakat yaptigimiz gruplandirma sonucunda, Akut Alevlenme
hastalart ile kontrolleri karsilastirdigimiz zaman, CC genotip sikliginin, kontrollerde Akut
Alevlenme hastalarina nazaran daha fazla oldugu goriilmiistiir (p=0.037, OR 0.44, %95
Cl:0.19-0.95). Bu da bize CC genotipinin Akut alevlenmeye kars1 koruyucu olabilecegini
gostermektedir. Heniiz bu polimorfizmin gen sentezine veya fonksiyonuna etkisiyle ilgili
yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. GCL’nin azalmasi GSH sentezinin de azalmasi
anlamma gelmektedir. Normal GSH seviyelerinin korunamamasi, inflamatuar yaniti
inhibe edememekle birlikte KOAH’ta alevlenme riskini de arttirabilir. Bu varsayimin ileri

calismalarla desteklenmesi gerekmektedir.

Literatiirde GCLC G>C (rs600033) polimorfizmi ile KOAH arasindaki iligkiyi
arastiran bagka calisma bulunmamaktadir. Fakat KOAH ile GCLC genindeki diger
polimorfizmler arasindaki iligskiyi arastiran ¢alismalar mevcuttur. Bu polimorfizmlerin bir
kismu bizim ¢alistigimiz intronik polimorfizmden fakli olarak promoter polimorfizmidir

ve protein sentezine olasi etkileri bulunmaktadir.

Cin popiilasyonunda, 166 KOAH’11 hasta ve 166 saglikli kontroliin dahil edildigi
bir ¢aligmada, GCLC geni -129 C>T promotor polimorfizmi ile KOAH arasinda
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istatistiksel olarak anlamli bir iligki tespit edilememistir (p>0.05, OR 1.8, %95 CI: 1.0-
3.3) (Liu ve ark., 2007). Ama bu calismada KOAH hastalar1 gruplandirilmamis olup
bizim buldugumuz iliskiye benzer bir iliskinin gézden kagmis olma ihtimali muhtemeldir.
Tang ve arkadaglarinin, 1281 Afrikali Amerikali ve 1794 Avrupali Amerikali’nin
katildig1 ¢ok genis bir popiilasyon ile yaptigi c¢alismada, Avrupali Amerikali
popiilasyonunda GCLC geni C>T rs17883901 promotor polimorfizmi ile KOAH arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugu bulunmustur (p= 4.50 x 107°). GCLC geni
C>T rs17883901 promotor polimorfizmi, in vitro endotel hiicrelerinde daha diisiik GCLC
ekspresyonu ile iliskilendirilmistir (Tang ve ark., 2013). Bu iligskinin saptanmasinda
caligilan popiilasyonun genis olmasi ve ¢aligilan polimorfizmin farkli olmasi etkili olmus
olabilir. Bentley ve arkadaslarmin yaptiklari ¢alismada ise GCLC geni rs2066511,
152284650 polimorfik bolgeleri ile KOAH ve yaslanma arasindaki iliski, 972 Afrikali
Amerikali ve 1415 Avrupali Amerikali iizerinde arastirllmistir. Bu ¢alismanin
sonuglarina gore, Avrupali Amerikalilarda GCLC geni intronik rs2066511 polimorfizmi,
Afrikali Amerikalilarda da GCLC geni intronik rs2284650 polimorfizmi ile KOAH
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmus olup, bu polimorfizmler
akcigerlerde diisiik GCLC ekspresyonu ile iliskilendirilmistir (p=0,00008, p=0,0000009)
(Bentley ve ark., 2012). Amerika’da 620 KOAH (KOAH’l1 Akciger kanseri ve yalnizca
KOAH) ve 893 saglikli kontrol gibi ¢cok genis popiilasyon ile yapilan ¢aligmada, GCLC
geninde birgok polimorfizme bakilmis ve GCLC geni rs542914, rs4712035, rs12524550,
rs2100375 polimorfizmleri ile KOAH arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki
bulunmustur (sirasiyla OR= 0.78 %95 Cl 0.62-.0.99 p= 6.26x10, OR= 1.37 %95 Cl
1.01-1.86 p=7.01x103, OR= 2.42 %95 Cl 1.11-5.28 p=3.54x10" ve OR= 0.75 %95 ClI
0.58-.97 p=3.66x107) (De Andrade ve ark., 2012). Calisilan popiilasyonun genis olmast,
hasta grubunda akciger kanseri olan bireylerin de yer almasi, bu sonugta etkili olmus

olabilir.

Yaptigimiz literatiir taramasinda, her ne kadar KOAH ile bizim g¢alistigimiz
GCLC geni G>C (rs600033) polimorfizmi arasindaki iligkiyi arastiran ¢aligma bulunmasa
da, aynmi polimorfizmin farkli hastaliklarla iligkisinin arastirildigi iki c¢alismaya
rastlanmustir. Ilki olan ve Amerika’da 1299 akciger kanseri hastasi iizerinde yapilan bir
calismada (2012), GCLC geni G>C (rs600033) polimorfizmi ile hastalarin bildirdigi
yasam kalitesi sonuglar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmustur. Aym

caligmada, sigara ve alkol tiiketiminin akciger kanseri hastalarinda yasam Kkalitesi
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tizerinde olumsuz etkilere yol acarak akciger kanseri riskini arttirdigi gosterilmistir (Sloan
ve ark., 2012).

Ikinci olarak, Japonya’da (2016) akciger tiiberkiilozu (TB) olan 100 hasta
(Antitliberkiiloz ilaca bagli hepatotoksisitesi (TDH) olan ve olmayan TB) ile yapilan bir
calismada, GCLC G>C (rs600033) polimorfizmi ile TDH arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir iligki bulunmamistir (p=0,718, OR= 0.869 %95 Cl 0.51-1.80) (T & E, 2016).

GCLC geni G>C (rs600033) polimorfizminin allel sikliklarinin, farkli
popiilasyonlarda degisen sikliklarda oldugu bildirilmistir
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs600033). Afrika popiilasyonunda G allel sikligi
%66, C allel siklig1 ise %34 diir. Amerikan popiilasyonunda G allel siklig1 %43, C allel

siklig1 ise %57°dir. Dogu Asya popiilasyonunda G allel siklig1 %59, C allel siklig1 ise
%41°dir. Avrupa popiilasyonunda (Finlandiya, ingiltere, Iskogya, Ispanya, italya) G allel
sikligt %57, C allel siklig1 ise %43’diir. Giiney Asya popiilasyonunda (Pakistan,
Banglades) G allel siklig1 %46, C allel siklig1 ise %54 diir. Bizim ¢alismamizda, normal
popiilasyonun (115 kontrol), G allel siklig1 %44.3, C allel siklig1 ise %55.7 olarak
belirlenmis olup bu degerler, Amerika ve Giiney Asya popiilasyonlartyla benzerlik

gostermektedir.

KOAH hastalarinda, akut alevlenmeler sirasinda sistemik inflamatuar
biyobelirtecler olan CRP, WBC, nétrofil, 16kosit, trombosit, fibrinojen sayisinin belirgin
sekilde arttig1 bildirilmistir. Bu biyobelirteglerin artan diizeylerinin, hastalardaki akut
alevlenmelerin bir belirtisi oldugu belirtilmistir (Larsson K. , 2008). Calismamizda,
demografik karakterleri karsilastirdigimizda KOAH’I1 hastalarin CRP, WBC ve nétrofil
diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugunu bulduk (p=0,000).
KOAH’l1 hastalarda inflamasyonun nedenlerini sorgulamak amaciyla, hasta ve kontrol
grubunda sigara Oykiisiinii inceledik. Yapmis oldugumuz karsilagtirma sonucunda,
KOAH hastalar1 ve saglikli kontroller arasinda sigara dykiisii agisindan istatistiksel olarak

anlamli farklar oldugu gézlemlendi (p=0,000).

Sonu¢ olarak, Tiirk populasyonunda GCLC geni G>C (rs600033)
polimorfizminin KOAH hastalarinda Akut Alevlenme igin bir risk olusturabilecegi tespit
edilmistir. Literatiirde, KOAH ile GCLC geni G>C (rs600033) polimorfizmi arasindaki

iligkiyi arastiran daha once yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir. Daha net sonuglarin
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elde edilmesi agisindan genis popiilasyonlarin ¢alisilmasina ve mekanizmay1 anlamak

icin de fonksiyonel analizlere gereksinim vardir.
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