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L GIRI

Astim o6zellikle yetigkinler arasinda insidans ve prevalansinda giderek artig goriilen bir
hastaliktir. insidans1 yilda 2.65-4 /1000 arasmda degismektedir. Astim prevalans: yaklasik olarak
eriskinlerde % 3-5, ¢ocukluk ¢aginda ise % 5-10 arasinda oldugu tespit edilmistir. Endiistrilesmis
iilkelerden Japonya’da % 0.7, ABD’de % 8.5 ve Avrupa iilkelerinde ise ortalama % 5 oraninda
astim prevalansi saptanmistir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’deki genel popiilasyonda % 4
oraninda gozlenirken; 10 milyon insanin astimli oldugu ve poliklinik hizmetlerine bagvurulardaki
en yaygin 13. hastalik olarak ortaya ¢iktig1 rapor edilmistir . Astim etiyolojisinde yer alan hava
yolu asir1 duyarliligr Avrupa popiilasyonunda % 20 iken; Amerika ve Pasifik Adalar1 kokenlilerde
bu oranlar sirastyla % 9 ve % 16 olarak bulunmustur °. Tiirkiye’de astim hastaligmim prevalansi
kesin olarak bilinmemekle birlikte yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda prevalansin gocuklarda %

6.9-15.3, eriskinlerde ise % 2.2-6.4 arasinda oldugu bildirilmistir *.

Son 10 yilda astimin ortaya ¢ikisint hazirlayan etiyolojik faktorleri ayditlatmak amaciyla
pek ¢ok caligma yapilmasina ragmen bronsial astim hastaligina sebep olan faktorler ve olusum
yolaklar1 kesinlik kazanmamistir. Astim olgularinin ¢ogunlugunda bireysel (genetik, bronsial
hiperaktivite, atopi, yas, dogumsal faktorler, fiziksel aktivite) ve ¢evresel (infeksiyonlar, ilaglar,
gida katki maddeleri, mesleksel maruziyet) risk faktorleri mevcuttur. Biitiin astim olgularinin %
4’1 non-astmatik aile bireylerinde gozlenirken; % 13’tinde astimli aile bireylerinde monogenetik

gecis saptanmistir .

Astim olgularinin % 30’dan fazlasi ¢evresel maruziyetlerin sonucu olarak ortaya
cikmaktadir. Birgok ksenobiyotik ve/veya metabolitine maruziyet nedeniyle astim olgularina
rastlanabilir. Pek ¢ok ¢alisma sunucunda viicuttaki ¢esitli reseptor ve enzim sistemini kontrol eden
bireysel genetik polimorfizmler, astim olgularinin etiyolojik faktoérleri arasinda sayilmaktadir. Bu
genetik degisikliklerin yani sira spontan olarak olusan ve DNA onarmm sistemi tarafindan
diizeltilemeyen DNA replikasyon hatalarinin toplu sonucu olarak primer astim olgulariin

olusumu ve gelisimi gozlenebilmektedir *'°.



Br-adrenoreseptor (ADRB2) geni 5q31-33 kromozomunda yer alir. Bu gen i¢in 9 adet tek
niikleotid polimorfizmi belirlenmistir. Astim tablosunda en sik go6zlenen nokta mutasyonu,
ADRB2 geninin 16 nolu kodonunda Glisin amino asitinin, Arginin amino asitine substitiisyonuna
neden olmasiyla ADRB2 gen sekansindaki 16. kodon 46 nolu niikleotiddeki Adenin bazinin,
Guanin bazina doéniiserek bir polimorfik kisim olusturmasidir. Bunun sonucunda ADRB2 reseptor
aktivitesini etkileyen 3 farkli genotip (Wild: Argl6Arg; Heterozigot: Argl6Gly, Mutant:
Glyl6Gly) goriilmektedir. Bu fonksiyonel polimorfizmde reseptér ekspresyonu sonucu down-
regiilasyon ve ADRB2’de intrensek cevap yani sira agonist olarak kullanilan ilaglarin etkilerinde
de bireysel farkliliklara neden olabilir. Liggett ve ark. ', Glyl16Gly homozigot mutant bireylerin,
endojen katekolaminlere maruz kaldiklarinda reseptdr sayisinda azalma tespit etmislerdir. Boylece,
Gly16Gly mutant bireylerde, ilag cevapsizligi gozlenirken; Argl6Arg wild bireylerde, ilaglara
kars1 tagiflaksi gelismektedir. Bu nedenle ADRB2 16 polimorfizminin incelendigi astiml
hastalarda, Glyl6 fenotipik 6zelligin reseptorde down-regulasyon ve beta-2 agonist ajanlara karsi
duyarsizlik olusturarak astim ciddiyetini arttirdig1 bilinmektedir. Dolayisiyla astim tanisi almamis
bireylerde, brongial diiz kaslardaki beta-2 reseptorde gelisen down-regiilasyon ve endojen
katekolaminlere karsi diren¢ nedeniyle endojen ve ekzojen havayolu duyarliligi olusturan
etkenlere maruziyet nedeniyle havayolu duyarliliginda artis ve hava yolu obstriikksiyonu

gelisebilecegi kamisina varilmistir ' .

Akciger alveoler hiicreleri, alveoler makrofaj ve respiratuar bronsiollerdeki glutatyon S-
transferaz P1 (GSTP1) geninin, diger GST sinifi genlere oranlara daha fazla oranda baskin olmasi
yani sira respiratuar havayolundaki GSTP1 izoenziminin oksidatif strese karsi katalitik
aktivitesinin, diger GST izoenzimlerine gére daha fazla oldugu bilinmektedir. GSTP1 geninin
DNA dizilimindeki bir nokta mutasyon nedeniyle enzim aktivitesinin degistigi saptanmistir. Bu
nokta mutasyonu, GST enziminin 105 nolu kodonunda Valin (Val) amino asitinin isoldsin (Ile)

amino asitine substitiisyonuna neden olmaktadir. Bir bagka deyisle GSTP1 gen sekansindaki 105.

kodon 313 nolu niikleotiddeki Adenin bazinin, Guanin bazina doniiserek bir polimorfik kisim



olusturmaktadir. Bunun sonucunda GST enzim aktivitesini etkileyen 3 farkli genotip (Wild:

Ile1051le; Heterozigot: Ile105Val; Mutant: Val105Val) goriilmektedir ¢,

Genetik faktorlere bagli olarak ksenobiyotikleri metabolize eden bazi enzimlerin
etkinliginin bireysel farklilik gostermesi son yillarda yogun calismalara konu olmustur. Ozellikle
genetik polimorfizm arastirmalar, ilag etkisi ve toksisitesi yoniinden oOnemlidir. Genetik
polimorfizm, ksenobiyotik metabolizmasindan sorumlu enzimleri ve viicutta yaygin olarak dagilim
gostererek hormonal ve hemodinamik etkileri kontrol eden reseptorleri kodlayan genlerdeki
alellerin mutasyonuna baghdir. Belirli enzimleri ve reseptorleri kodlayan genlerdeki
polimorfizmler enzim ve reseptor aktivitesinin yokluguna ya da degismesine neden
olusturmaktadir. Ayn1 zamanda ksenobiyotik metabolizmasindaki polimorfizmlerin, ilaglara karsi
duyarsizliga, advers ilag reaksiyonlarina ve ksenobiyotik maruziyetine bagli olarak ozellikle

kanser olmak tizere belirli hastaliklara karsi duyarliligin artmasina da neden oldugu bildirilmistir

17

Astimli hastalardaki ADRB2 16 ve GSTP1 gen polimorfizmi son yilarda g¢esitli
populasyonlarda arastirma konusu yapilmaktadir. Ozellikle Insan genom projesinin
sonuglandirilmasindan sonra hizlanan gen-hastalik iliskisinde giivenilir verilere ulagilabilmesi i¢in,
caligmalarin sonugta bir meta analize imkan verecek sekilde farkli populasyonlarda ve genis drnek
sayilartyla incelenmesi stratejisi izlenmektedir. Astim patolojisi ile ADRB2 16 ve GSTPI
iliskisinin Tirk popiilasyonunda incelenmesi de bu nedenle 6nem kazanmaktadir. Bu tez
caligmasinda hem eriskinler hem de c¢ocuklarda 6nemli bir klinik patoloji olusturan astim
hastaligimin Tirk popiilasyonundaki ADRB216 ve GSTP1 genetik polimorfizmleriyle olan iliskisi
saptanmasi amagclanmistir. Ozet olarak, Tiirk popiilasyonunda yapilan bu c¢alisma asagidaki

hedeflere yonelik planlanmigtir:



Astimli hastalarda ve saglikli bireylerde 16. kodon, 46. niikleotiddeki ADRB2 alel
frekansinin  saptanarak astim hastaligt ve ADRB2 16 polimorfizmi iligkisinin
arastirilmast,

Astimli hastalarda ve saglikli bireylerde 105. kodon, 313. niikleotiddeki GSTP1 alel

frekansimin hesaplanarak astim hastaligi ve GSTP1 polimorfizmi iliskisinin arastiriimasi



Il. GENEL BIiLGILER

II. 1. Astim

IL.1. 1. Tanim

Astim, hava yollarinda gesitli hiicre ve hiicresel elemanlarin rol aldig1 kronik inflamatuar
bir hastaliktir. Kronik inflamasyon hava yolu duyarliliinda artisa neden olurken, buna bagh
olarak ozellikle geceleri veya sabaha karsi ortaya cikan ve tekrarlayan wheezing (hisiltili
solunum), nefes darligi, gogiiste sikisma hissi ve Okstiriik ataklarma neden olur. Bu ataklara
genellikle spontan olarak veya tedaviyle reversible olan yaygin ancak degisken hava akimi
kisithihigr eslik eder. Astim, bronslarin gesitli uyarilara asir1 cevabi, artmis hava yolu direnci ve

ekspiratuvar akim degisiklikleriyle karakterize bir hastalik olarak tanimlanmistir '*'°.

IL 1. 2. insidans

Astim o6zellikle yetigkinler arasinda insidans ve prevalansinda giderek artig goriilen bir
hastaliktir. insidans yilda 2.65-4 /1000 arasinda degismektedir. Bes yasin altindaki ¢ocuklarda
yillik insidans erkek ¢ocuklarda 8.1-14 /1000 ve kiz ¢ocuklarda 4.3-9 /1000 olarak saptanmistir. 25

yasin iistiindekilerde ise yilda 2.1 /1000 olarak tespit edilmistir " *°.

IL. 1. 3. Prevalans

Astim prevalansi hastaligin hem insidansini hem de siiresini gosterir. Bir hastaligin,
hastanin birinci derece akrabalarindaki prevalansinin o hastaligin genel popiilasyondaki
prevelansina orani olarak tanimlanan risk orani (RR; risk ratio), astim i¢in yaklagik 5-6 olarak
tespit edilmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda astim prevalansi eriskinlerde yaklasik olarak % 3-
5, ¢ocukluk caginda ise % 5-15 arasinda oldugu bildirilmistir. Son yillarda diinyanin birgok
bslgesinde astim ve alerjik hastaliklarin prevalansinda artis oldugu rapor edilmektedir > '°.
ABD’de 10 milyon insanin astimli oldugu ve poliklinik hizmetlerine bagvurulardaki en yaygin 13.
hastalik olarak ortaya ¢iktig1 tespit edilmistir. Ek olarak, yilda 470.000 kisi hastaneye yatarken,

2,21

5000°den fazla oliim kaydedilmistir . Emosyonel faktorlerin astim hastaligmni arttirdig1

bilinmektedir. Bunun yani sira psikolojik faktorlere bagl astim oliimleri de bildirilmistir. Bu



acidan astim psikosomatik olmaktan ¢ok somatik-psisik bir hastalik olarak tanimlanabilir.
Gelismis toplumlarda astim prevalansi % 4-23 arasinda degismektedir. Ingiltere’de genel niifustaki
astim prevalansi yaklasik olarak % 4-8 iken, bu oran birinci dereceden akrabalarinda hastalik
bulunanlarda % 20-25’e ¢ikmaktadir. Japonya’da % 0.7, ABD’de % 8.5 ve Avrupa iilkelerinde
ortalama % 5 oraninda astim prevalansi saptanmustir **. Tiirkiye’de hastaligin prevalansi kesin
olarak bilinmemekle birlikte yetiskinlerde % 2.2-6.4; cocuklarda ise % 6.9-15.3 olarak tespit
edilmistir. Ancak bolgesel farkliliklar ile prevalansin % 11 (dogu-giineydogu bolgesi) ile % 18.4°¢

(kuzey bolgesi) kadar giktig1 bildirilmistir *°.

II. 1. 4. Popiilasyon

Astimin tiim diinyada irksal 6zellik gosterdigi bildirilmistir. ABD’de her yasta zencilerde
beyazlara oranla daha sik astim goriilmektedir. New York’ta yasayan Portorikolu g¢ocuklarda en
yiiksek astim orani saptanirken, Meksika kokenli Amerikahlar’da en diisiik oran bulunmustur .
Diinyanin degisik cografi bolgelerinde yasayanlarda farkli astim prevelansinin saptanmasi
hastaligin 1rksal 6zelliklerini kanitladigini diisiindiirse de, 6nemli iklim ve gevresel 6zelliklerin
katkis1 prevelans farkliligina neden olabilir. Avustralya’da yapilan bir aragtirmada da ayni sehirde
yasayan degisik irktan bireylerdeki astim ve hava yolu asir1 duyarlilig1 incelenerek cevresel etkiler
ortadan kaldirilmistir. Ayni ¢alisgmada, Avrupa kokenlilerde hava yolu asir1 duyarliligi % 20 iken;

Pasifik Adalar1 kokenlilerde bu oranlar sirastyla % 9 ve % 16 olarak bulunmustur °.

II. 1. 5. Epidemiyolojik Risk Faktorleri

1L 1. 5. 1. Genetik Faktorler

Astim genetigi alanindaki arastirmalarin temelini, klinik hastaligin ancak genetik agidan
duyarl bireylerde ortaya ¢iktig1 diisiincesi olusturur. Bu duyarlik kendini, bir ¢evresel tetikleyici
faktore maruz kalindiktan sonra gosterir. Astimda ev tozu akarlari, sigara dumani, viral solunum
yolu infeksiyonlar1 ve hava kirliligi gibi ¢evresel faktorler sorumlu tutulmustur. Ancak genetik
duyarhihga ait galismalar halen tartisiimaktadir . Astimli hastalarin yakin akrabalarinda astim

prevalansinin artmis olmasi hereditenin roliinii kanitlamaktadir. Astimli olgularin aile bireylerinde



% 13; non-astmatik aile bireylerinde ise % 4 oraninda monogenetik gecis saptanmustir . ikizler
tizerinde yapilan ¢alismalarda ayr1 semptomlu alerjik hastalik monozigot ikizlerde %19 oraninda
saptanirken; bu durum dizigotik ikizlerde % 4.8 olarak bulunmustur **. Duffy ve ark. %, bu orani
sirastyla % 30 ve % 12 olarak bulmuslardir. Astim, genel popiilasyonda % 4 oraninda gozlenirken;
ebeveynlerden birinin astimli olmasi halinde % 25 *°; her ikisinin de astimli olamasi durumunda %

50 oraninda astim riski saptanmustir *’.

II. 1. 5. 2. Cevresel Faktorler

Astimli hastalarin ozon, kiikiirt dioksit ve nitrojn oksit gibi gazlar1 solumalart halinde
krize girdikleri ve tedaviye zor cevap verdikleri bilinmektedir. Endustrilesmis iilkeler iizerindeki
atmosferde yiiksek konsantrasyonlarda bulunan siilfiir dioksit ve ozon astimin tetikleyici faktorii
olarak kabul edilmektedir. Siilfiir dioksitin 1 ppm konsantrasyonundaki inhalasyonu normal
kisilerde herhangi bir degisiklige neden olmazken; astimli olgularda hava yolu daralmasina yol
agmaktadir **. Hava kirliligi olan bolgelerdeki astim goriilme orani ile havadaki nitrik oksit, sis ve
hidrokarbonlarin diizeyleri arasinda korelasyon oldugu tespit edilmistir. Bu duruma ornek olarak
1996 Atlanta Olimpiyat Oyunlar1 gosterilmektedir. Atlanta Olimpiyat Oyunlar1 boyunca yapilan
trafik diizenlemeleri ile egzoz gazlarinin %30 oraninda azaltilmasiyla, hastanelere bagvuran astim

krizi vakalarinda erigkinlerde %40, cocuklarda ise %19 oraninda azalma tespit edilmistir °.

II. 1. 5. 3. Sigara

Sigara iyi bilinen bir solunum yolu irritanidir. Hayatin ilk yilinda aileleri sigara i¢en
cocuklarin higiltili alt solunum yolu infeksiyonu ve astim gibi durumlar1 sigara igmeyen ailelerin
cocuklarina oranla daha sik gosterdikleri dikkati ¢ekmistir. Giinde 10 ya da daha fazla sigara i¢en
ebeveynlerin ¢ocuklarmda 12 yasindan once astim gelisme riski 2.5 kat artmaktadir '°.
Yetigkinlerde, sigara igen ve i¢cmeyenler arasinda astim prevelansinda bir degisiklik
saptanmamigstir. Ancak sigara igimi mukozal permeabilite artigi sonucu bronkospazm yapan

etkenlerin penetrasyonunda artig ve serum IgE ile kan eozinofilisinde artis yan1 sira immiin sistemi

etkileyerek astim etiyopatogenezinde de rol oynamaktadir ».



II. 1. 5. 4. Atopi

Solunum sirasinda akcigerlere ulagsan pek ¢ok irritan hava yolu fonksiyonunu
degistirmektedir. Alerjik bronsial astimin en ©nemli nedeni inhalasyon yolu ile alinan
aeroalerjenleri igeren cevresel ajanlar ve gevre kirliligidir. Inhalan alerjenler olarak polenler,
mantar sporlari, ev tozu, hayvan kil, tiiy ve deri dokiintiileri sayilabilir. Atopi hava yolu
inflamatuar hastaliklar1 igin risk faktorii olarak tanimlanmakta ve astimda atopinin rolii giderek
daha onemli bir yer almaktadir. Alerjik faktorler en belirgin hastalik nedeni olarak izlenmekte ve
erigskin atopik olgularin yaklasik % 35-55’sinde; ¢ocuklarin ise % 80-90’inda tanimlanabilmektedir
30 Atopinin tanimlanmasindan sonra aile taramalari bu yonde yogunlasmistir. Aile bireylerinden
birinde atopi saptanmasi kiside atopi bulunma riskini %30-50; anne ve babanin da atopik olmasi
ise riski % 60-100 oranina yiikseltmektedir. IgE veya deri testi reaktivitesinin artmasiyla astimin
her yasta goriilduigii dikkati ¢ekmistir. Serum total ve spesifik IgE diizeyi yiiksekliginin saptanmasi
ve deri testi pozitifligi monozigotik ikizlerde, dizigotik ikizlere gére daha sik bulunmustur *'.
Popiilasyonun % 30-50’si atopik olmasina ragmen sadece % 5-7’sinde astim gelismektedir. Genel
olarak 30 yas altindaki astim patolojisi alerjik kokenli iken, 40 yasin tizerinde baslayanlarda alerjik
degildir. Bu nedenle astim hastaliginda alerjik komponentler mevcutken, atopi hastalik gelisimi

30,31

icin yeterli bulunmamigtir

II. 1. 5. 5. Bronsial Hiperreaktivite

Astimin karakteristik bir 6zelligi olan ancak normal bireylerde de bulunabilen hava yolu
asirt duyarliliginda da ailesel 6zellik saptanabilmektedir. Astmatik olgularin % 70-80’inde

32

egzersiz sirasinda havayolu darligi bulgulari izlenebilmektedir *>. Longo ve ark. ¥, astimli
cocuklarin, non-astmatik ebeveynlerinde bronsiyal asir1 yanithligi % 50 oraninda bulunurken;

astimli olmayan c¢ocuklarin ebeveynlerinde bu oran % 10 oraninda kalmistir. Bu sonuglar, hava

yolu asir1 duyarlhiliginin otozomal dominant yolla gegen bir 6zellik oldugunu diistindiirmiistiir.



II. 1. 5. 6. Dogum Faktorleri

Prematiire bebeklerin normal bebeklere oranla daha fazla havayolunda asir1 duyarlilik
gosterdigi bildirilmistir. Prematiirelerde astim ile akciger hastaligi arasindaki iliski bir¢ok
arastirmaya konu olmustur. Yeni dogan akciger hastaligindan kurtulan bebeklerde ozellikle
bronkopulmoner displazi varsa, ¢ocukluk ¢aginda havayolu akim hizlar1 daha diisiik olmaktadir.
Dogum agirligr 2000 g altinda olan bebekler yedi y1l boyunca takip edilmis ve ayn1 yastaki diger

cocuklara oranla daha fazla bronsial duyarlilik gosterdigi saptanmustir %,

II. 1. 5. 7. Yas ve Cisiyet

Cocukluk doneminde yogun alerjen maruziyeti astim semptomlarinin erken baslamasina
yol agmaktadir. Ekstrensek astim igin gen¢ yasta olmak oldukca kuvvetli bir predispozan
faktordiir. Alerjik hastaliklar, 10 yas altindaki erkek ¢ocuklarda ¢ok daha fazla goriilmektedir '°.
Kadinlarda, 35-54 yaslar1 arasinda yeni vakalarin ortaya ¢ikmasi, erkeklerde daha fazla olmakta
ancak 55-64 yaslar1 arasinda ise kadinlarin insidansinda artis gozlenmektedir. Kirsal kesimdeki
astim vakalarinin %75’inde 20 yasindan 6nce semptomlarin ortaya ¢iktigi tespit edilmistir. Genel
olarak gelismis lilkelerde kentlesme ve bati tarzi yasam solunum yolu alerjenlerini ve astim

goriilme sikligini arttirmaktadir **.

II. 1. 5. 8. Solunumsal Enfeksiyonlar

iki yas altindaki ¢ocuklarda solunumsal sinsitiyal virus infeksiyonlar1 en énemli etiyolojik
faktor olarak rol oynamakta ancak, solunum infeksiyonlarinin kesin etiyolojisi bilinmemektedir.
Ancak g¢ocukluk ¢aginda gecirilen bazi infeksiyonlarin alerji yoniinden koruyucu olduguna dair
bulgular mevcuttur. Kabakulak ve tiiberkiiloz gibi infeksiyonlar1 gegiren ¢ocuklarda astim goriilme
oraninin daha diisiik oldugu saptanmistir. Ayrica atopik bebekler ilk bir yas igerisinde nonatopik
bebeklere gore daha az solunum yolu infeksiyonu gegirmektedirler **. Yasm ilerlemesi ile tist hava
yolu infeksiyonlar1 astim igin tetikleyici etkenler arasinda en sik rastlanan faktorlerdendir.
Rhinovirtisler, influenza, parainfluenza ve mikoplazmal infeksiyonlar1 on plana ¢ikmakta,

bakteriel infeksiyonlar ise daha arka planda kalmaktadir. Viral infeksiyonlar akcigerde bazofil ve
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mast hiicrelerinden inflamatuar mediatorlerin salinimini artirmaktadir. Bu nedenle astmatiklerin
daha fazla viral infeksiyonlar1 gecirdigi gézlenmistir. Alt solunum yollarindaki viral infeksiyonlar
sirasinda T hiicre sitokin ekspresyonu Tip 1’den, Tip 2’ye degiserek immiin yanitin modifiye

-
3

olmasma ve astmatik inflamasyonun ortaya ¢ikmasma yol agmaktadir *°. Hemafilus influenza
ekstrelerinin erken ve ge¢ faz tepkimelerine neden oldugu ve 6zellikle eriskinlerde astim krizine

daha sik oranlarda yol agabilecegi tespit edilmistir ***".

II. 1. 5. 9. Fiziksel aktivite ve ozmotik uyari

Astimli olgularin  %70-80’inde egzersiz sirasinda hava yolu darlig1 bulgular
izlenebilmektedir. Ozellikle soguk havalarda ani olarak baslanan egzersiz, astim semptomlarinin
ortaya g¢ikmasmna ve artisina yol agmaktadir. Bu konuda iki hipotez iizerinde durulmaktadir.
Egzersiz sirasinda hizli solunum ile su buhari disar1 atilmakta ve bu sirada brong epitelinde
osmolarite artmakta ve yine ayni nedenle hava yolu yiizey 1sisinin diigmesi sonucu astim bulgulari
ortaya c¢ikmaktadir. Bu iki uyarinin ayni anda oldugu ve bunlarin sonucunda enflamatuar
hiicrelerden 6zellikle mast hiicrelerinden mediator salinimi ve néral refleksin aktivasyonu sonucu
astim semptomlar tetiklenebilmektedir. Egzersize bagli astim tablosu ya hemen ya da egzersizden

1-2 saat sonra gelismektedir ** %,

II. 1. 5. 10. Gidalar ve katki maddeleri

Sindirim yolu ile alnan besinler astima neden olabilirler. Ozellikle yumurta, siit, balik,
cikolata ve kuru yemisler ile astim krizleri ortaya ¢ikabilir. En fazla besin alerjisine siit gocuklugu
doneminde rastlanir ve en onemli alerjik gida inek siitiidiir. Ilk yas iginde inek siitii verilen
cocuklarda atopi gelisme olasiligi vardir. Gida alerjisi yas ilerledik¢e azalir. Gidalar firinci
astiminda oldugu gibi nadir olarak inhalen alerjen gibi davranarak astima yol acabilirler. Hazir
gidalar igine renk vermek, tatlandirmak, lezzet vermek ve bozulmay:1 énlemek amaciyla konulan
baz1 katki maddeleri astim ve diger alerjik reaksiyonlara neden olabilirler. Sar1 renk veren
tartarazin, mavi renk veren indigotin, kirmizi renk veren amartadin gibi kimyasal ajanlar astmatik

reaksiyonlara yol agabilirler. Siilfitler, besinlerin bozulmasini 6nlemek ve uzun siire taze
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kalmalarmi saglamak i¢in kullanilan koruyucu maddelerdir. Toplumun %]1’inde siilfit alerjisi
tespit edilmistir. Siilfit bilesiklerinin kullanildig1 gida maddeleri alerjik reaksiyonlara yol agarak

astim ataklarini tetiklemektedir *°.

IL 1. 5. 11. ilaglar

Astimda 6nemli rol oynayan ilaglarin basinda aspirin gelmektedir. Hastalarin % 3’iinde
tetikleyici faktor aspirin olup genellikle nazal polip ve perrenial rinit ile beraber izlenmektedir. Bu
hastalarda nonsteroidal anti-inflamatuar (NSAID) ilaglar, antibiyotikler, beta blokerler, ACE
inhibitorleride 6nemlidir. Beta blokerlerin 6liimciil astim ataklarina yol acabildigi tespit edilmistir.
Siilfit iceren bazi ilaglarda alerjik reaksiyonlara ve astima yol agabilir. Adrenalin, isoprenal gibi
bronkodilatator ilaglar, lokal anestezikler ve antibiyotikler, antiaritmikler, parenteral niitrisyon ve

diyaliz soliisyonlar1 gibi ilaglar igerdikleri siilfit nedeniyle astmatik reaksiyonlari baslatabilirler *'.

II. 1. 5. 12. Mesleksel Faktorler

Bazi meslek gruplarinda astim goriilme orani daha yiiksektir. Calisma ortamindaki kimyasal
ya da gesitli organik irritan maddeler hava yollarinda asir1 cevap olusumuna yol acarak astiml
kisilerde uyaric1 bir rol aynayabilir. Pamuk tozlari, persiilfat, etilen diamin, formaldehit, pankreatik
enzimler, platin, krom, nikel gibi c¢alisma ortaminda bulunabilen maddeler astima neden

olabilirler. Mesleksel astim insidansi maruz kalinan antijenin miktarina bagh olarak degisebilir.

II. 1. 6. Astim Patogenezi

Astim hastalig1 poligenik ve multifaktoriyel bir patolojidir. Ozellikle bireysel yatkinlig
olanlarda ¢evresel uyarilar ile etkilesen cesitli genetik faktorler mevcuttur. Astim patofizyolojisi,
havayolu acgikhigma eslik eden havayolunun kronik inflamasyonundan olusur. Inflamasyon
hiicreleri havayolu boyunca toplanarak konaktaki proinflamatuar ajanlarin salinimiyla epitelial
hiicrelerde diizlesme, mukus hipersekresyonu ve havayolunda 6dem gelisimine katkida bulunur.
Bronsial subepitelial parasempatik sinir hiicrelerinin uyarilmasi, alerjen ve irritanlari iceren cesitli

uyarilara havayolunun asir1 duyarlilig1 ve diiz kas kontraksiyonuna neden olan vagal tonus artigina
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yol agmaktadir '°. Bronsiyal duyarlilik, havayollarmin gesitli provoke edici uyaranlara cevap
olarak c¢ok kolay ve ¢ok agir1 sekilde daralarak cevap vermesi halidir. Bu durum klinik olarak
brongiyal irritabilitenin mevcudiyetini gostermektedir. Havayollari, ya direkt olarak havayolu diiz
kaslarinin eksitasyon kontraksiyon mekanizmalarini harekete geciren spesifik reseptorler yoluyla
uyarilmakta ya da 6zellikle mast hiicreleri gibi mediyator salgilayan hiicreleri tetikleyerek provoke

etmektedir *"*.

Astimda havayolu daralmasi multifaktoryal bir olaydir. En onemli neden inflamatuar
hiicrelerden salinan gesitli mediatorlerin provoke etmesi sonucu brong diiz kasi kontraksiyonudur.
Bu mediyatorler arasinda; mast hiicrelerinden salinan histamin, triptaz, prostoglandin D, ve
lokotrien C,, lokal afferent sinirlerden salinan néropeptidler, postganglionik efferent sinirlerden
salinan asetil kolin sayilabilir. Hava yolu diiz kaslarinin kontraksiyonunun olusturdugu daralmayz,
O0dem, hiicresel infiltrasyon ve remodelling (diiz kaslarim, damarlarin ve salgi bezlerinin kronik
hiperplazisi ile birlikte hava yolu duvarinda matriks birikmesi) gibi hava yolu duvarini
kalinlagtiran faktorler daha da belirgin hale getirir. Eger hava yollarinin i¢i goblet hiicreleri ve
submukozal salgi bezleri tarafindan salgilanan bol miktardaki yapiskan ve viskoz sekresyonlarla
dolmusg ve ayrica hiicresel artiklar ve damarlardan sizan plazma proteinleri de birikmisse hava yolu
daralmasi iyice belirgin hale gelir. Esas olarak astima bagli fonksiyonel bozukluklardan hava
yollarindaki bu daralma sorumludur. Hava yolu daralmasi trakeobrongial agacin biitiiniinde
mevcut olmakla beraber esas olarak 2-5 mm c¢apindaki hava yollar1 etkilenmektedir. Hava yolu
direnci artmis ve ekspiratuar akim hizlar1 azalmistir. Daralmig hava yollar1 ekspiryum sirasinda
yiiksek akciger hacimlerinde kollabe oldugundan rezidiiel voliim artmistir. Sonug olarak, daralmis
olan hava yollarindan ekspiryum yapmak i¢in gereken efor ve yiiksek akciger hacimleri nedeniyle

azalmis kompliyansi yenme zorunlulugu solunum isini onemli 6lgiide arttirir 2.

Semptomatik astimda, mast hiicreleri ve eozinofillerin sekretuar graniilleri biiyiiklik ve
elektron dansitesi yoniinden heterojen olup mediatér salgilamak iizere aktive olduklar

diistiniilmektedir. Eozinofiller veniillerden disar1 ¢ikarak submukozal dokular ve epitel yoluyla
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liimen yiizeyine dogru gog¢ etmektedir. Astmatik ve normal hava yollarindaki lenfosit tipi T
hiicrelerdir. Ancak, hafif ve orta derecedeki astimda epitel ve submukozada T hiicre sayisinda ve T
hiicre subgruplarinin (CD, ve CDg) sayisinda artis olmamistir. Intrensek astimda 6zellikle CD,
hiicreleri olmak tizere T hiicre sayilari artmaktadir. Atopik ve non-atopik astimlilarin bronsiyal
biyopsileri incelendiginde T hiicre aktivasyonu i¢in marker olan IL-2 reseptorleri ve HLA-DR
reseptorlerinde artis oldugu goriilmiistiir. Bu bulgular, T hiicrelerinin mediatér salgilayan hiicreler
olarak fonksiyon goren mast hiicreleri ve eozinofillerin hava yollarindaki birikmesinin kontroliinde
onemli rolii oldugu goriisiinii desteklemektedir ****. Hayvan ¢alismalarinda, CD, hiicrelerinin alt
gruplarinin farkl sitokinler salgiladiklart gosterilmistir. TH; hiicreleri, IL-3, IL-4, IL-4, GMCSF
ve IL-10 yapimini yiiriitmektedir. Fonksiyonel olarak TH; hiicreleri klasik gecikmis tip asiri
duyarlilik reaksiyonlarinda rol alirken; TH, hiicreleri alerjik ve parazitik cevapta rol almaktadirlar.
TH, ve TH, hiicreleri negatif feed-back mekanizmasi ile kontrol edilirler. Mast hiicreleri, preform
sekilde IL-4, IL-5 ve TNF-o icermekte ve IgE’ye bagl bir uyar1 sonucu salinmaktadir. 1L-4
endotel diicrelerinde vaskiiler hiicre adezyon molekiilii (VCAM) ekspresyonunu indiikledigi ve IL-
5, eozinofiller igin potent bir kemoatraktan ve aktivator olarak etki gdstermesi nedeniyle mast

hiicrelerinden bu sitokinlerin salinmasi alerjene bagh ge¢ cevabindan sorumludur **,

1I. 1. 7. Mediatorlerin Rolii

Mast hiicreleri astim patogenezinde rol alan primer efektér hiicre olarak
tanimlanmaktadir. Astimin erken cevabinda rol aldig1 gibi sekonder effektor hiicreleri de aktive
ederek geg¢ donem kronik inflamasyondaki reaksiyonlara neden olur *°. Mediyatorler, hedef hiicre
iizerindeki reseptorlerle birlesen ve bu hiicrlerden sekonder biyokimyasal reaksiyonlara yol agan,
biyolojik effektor molekiillerdir. Mast hiicresi graniilleri iginde biyokimyasal (histamin, serotonin,
kinin, peptid kemotaktik faktor) ve kimyasal (I6kotrienler, prostaglandinler, PAF, tasikininler,
interlokinler) ¢ok sayida mediatorler vardir *°. Astimda eozinofiller, inflamasyon olusumunda en
onemli rolii oynayan hiicrelerdir. Eozinofiller kemik iligi prekiirsor hiicrelerinden koken alirlar ve
mezenkimal hiicrelerden, T lenfositlerden derive olan growth veya coloni-stimiile edici faktorlerin

kontrolii altinda degisime ugrar. Eozinofillerin olusumunda sitokinler, IL-3 ve IL-5 rol alir.
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Eozinofilik mediyatorler icinde, membrandan koken alanlar (PAF, LT-C4, PGE, TXA) ve

graniillerde depo edilenler (MBP, ECP, EDN, EPO) olmak iizere ikiye ayrilirlar *,

Astimda hava yolu epiteli, eozinofiller tarafindan iretilen oksidanlar ve katyonik
proteinler nedeni ile hasarlanmustir. Bu durum permeabilitenin artmasina neden olur **. Alerjen
sensitive olmus organizmaya ikinci kez girdiginde bronsial duvarda ve alveol boslugunda,
astimlilarda normale goére artmig, 6zellikle mast hiicresi ve bazofillerde bulunan FceRI, alveoler
makrofajlarin, lenfositlerin, eozinofillerin tistiinde FceRII reseptorlerine baglanmis olan en az iki
IgE’nin Fab boliimii ile birleserek immiin kompleks olusturur. Hiicre yiizeyinde bulunan reseptore
bagimli kalsiyum kanaldan igeri girerek kalmodin ile birlesir ve daha 6nceden hiicre iginde
yapilmis hazir bulunan mediyatorlerin (histamin, bradikinin, seratonin) salinimma neden olur.
Ayni donemde eozinofilik ve nétrofilik kemotaktik faktér de salinir. Salinan bu mediyatorler
epiteli daha gegirgen hale getirir. Brons diiz kaslar1 kasilir, klara hiicrelerinden mukus artis1 olur ve
damardaki gegirgenlik artisiyla 6dem gelisir. Bu reaksiyon zinciri 30 dakikada doruga ¢ikarak, iki
saat icinde kaybolur. 6-8 saat sonra erken immiin kompleksin olustugu mast hiicresi veya benzeri
hiicrelerin duvarinda bulunan fosfodil serinden, fosfatadil etanolamin olusur. Metiltransferaz 1 ve
2 enzimleri metillenerek fosfatil haline doniisiir. Fosfolipaz A, enzimi yardimi ile arasidonik asid
olusur. Arasidonik asid, lipooksijenaz ve siklooksijenaz yardimi ile yikilir. Heksoneikopentoneik

asit grubu maddeler, 1okotrienler, prostaglandinler, tromboksan A, ve PAF ortaya ¢ikar ***°.

II. 1. 8. Klinik Fizyopatolojisi

Brongial astim dogada poligenik ve ¢ok faktorlii bir hastaliktir. Degisik genetik faktorler
cevresel uyarilarla etkileserek siipheli kisilerde fenotip iiretir. Bu kisilerde solunum solunum
yolunda kronik inflamasyon, inflamatuar hiicrelerin birikimi, pro-inflamatuar mediatorlerin
salmmasi ve epitel hiicrelerinin ayrilmasi astim gelisimine katkida bulunur. Subepitelial
parasempatik sinir uglarinin maruziyet sonucu uyarilmasi ve vagal uyar1 sonucu brons kaslarmin

kasilmas1 ve terminal bronsiollerin tikanmasi goriiliir >,
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Astimda alerjik cevap erken ve ge¢ faz olarak iki klinik tabloda incelenir;

Erken faz: Alerjen (Ag) ile karsilasma sonucunda B lenfositleri tarafindan salgilanan
alerjen spesifik IgE antikorlari (Ab) mast hiicreleri ve bazofillerde bulunan yiiksek afiniteli IgE
reseptorlerine baglanirlar. Bu olay alerjik sensitizasyon olarak bilinir. Ayn1 alerjen daha sonraki
karsilagsmalarda dakikalar iginde bir Ag-Ab reaksiyonu olusur. Eger alerjen iki veya daha fazla IgE
molekiilii arasinda koprii yapacak sekilde IgE molekiillerine baglanirsa, IgE reseptorleri hiicre
ylizeyinde agrege olarak membran bagiml proteolitik enzimleri de igeren bir dizi anzimatik olay1
baglatir. Boylece enerji bagimmli non-sitolitik bir siirecin sonunda hiicre igi graniiller hiicre
membrani1 ile birlesir ve igeriklerini hiicre digina bosaltir (degraniilasyon). Degraniilasyon
materyali histamin, triptaz, kinaz, kininojenaz, heparin gibi dnceden sentez edilmis mediatorleri
icerir. Ayrica mast hiicreleri PGD, ve l6kotrienleri (LTC,, E4, Dy) de sentezleyerek salgilar. Bu
mediatorler, damarlardaki degisikliklere neden olarak bronkospazm, mukozal &dem ve
sekresyonlara yol agarak dispne ve vizing tablosu gelisir. Bu arada duyu sinirleri de uyarilarak

oksiiriik refleksini baglatir ** .

Geg Faz: Erken faz sirasinda salinan mast hiicre kokenli mediatorler, postkapiller endotel
hiicreler iizerine etki ederek, dolasan lokositlerin endotel hiicrelerine adezyonunu kolaylastiran
damar hiicresi adezyon molekiili VCAM ve E-selektin ekspresyonunu arttirir. IL-5 gibi
kemoatraktan sitokinler de eozinofiller, nétrofiller, bazofiller, T lenfositleri ve makrofajlarin
mukozay! infiltre etmesini kolaylastirirlar. Alerjen ile karsilasmadan 4-8 saat sonra bu hiicreler
aktive olur ve arken fazin bir ¢ok proinflamatuar reaksiyonlarini reaktive eden inflamatuar

mediatorler salgilanir. Bu hiicre aracilikli inflamatuar reaksiyona geg faz cevabi denir ***,

IL. 1. 9. Tam

Astim klinik tablosundaki “wheezing” solunum yollarindaki obstriiksiyonun en onemli
semptomu ve klinik bulgusudur. Daralmig bronglardan havanin girip ¢ikarken g¢ikarttigi higirtili
solunum sesi olarak tanimlanmistir. Ekspiratuar bir ses oldugu halde, obstriiksiyon ¢ok siddetli ise

ekspiryumun yani sira inspiryuma da kayabilir. Infant ve ¢ocuklardaki periferik hava yollar1 total
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solunum yolu rezistansinin yaklasik olarak %50’sini olusturur. Ayrica bu yasta pulmoner
kompliyans basinct da azalmistir. Bu nedenlerle kiigiik hava yollarmi etkileyen bronsiyolit gibi
hastaliklarda kolaylikla periferik hava yolu obstriiksiyonu olusturur. infant ve kiigiik ¢ocuklarda
rekiirrent oksiiriik ve “wheezing” epizotlari hemen daima astim nedeniyledir. Ancak her epizot

nedeninin astim olmadig1 unutulmamalidir **,

I1. 1. 10. Molekiiler Genetik Calismalar

II. 1. 10. 1. Genetik Polimorfizm

Bir hastaliga yol agan genetik bozukluk anormal bir proteinin bulunmasi ile gosterilebilir.
Insanda yaklagik olarak 30 bin gen bulundugu ve gen ile iliskili yaklagik 4000 kadar hastalik
bulundugu tahmin edilmektedir. Genetik polimorfizm mutasyon sonucu olusmaktadir.
Polimorfizmin en basit tipi bir niikleotidi baska bir niikleotid ile degistiren tek tabanli mutansyon
sonucu olusur ve “tek niikleotid polimorfizmi” veya “single nucleotide polymorphisms (SNPs)”
olarak adlandirilir **> **. SNPs insan genomu boyunca en genel polimorfizm tipi olup ekzonlar,
intronlar, promotérler, yiikselticiler ve genler arasi bolgelerde bulunmaktadir. SNPs sikliginin
kesin olarak saptanmasi zor olup ¢ogunlukla farkli niifus ve genom bolgeleri arasinda
degismektedir. Ancak bazi arastirmalar, SNPs insan genomunda ortalama her 0.3-1 kilobaz (kb)
sikliginda bulunabilecegini one siirmiislerdir »°. Bitisik SNP’lerden olusan gruplar, gen haritalarini
¢ikartmak igin kullanilabilecek baglanti dengesizligi 6rneklerini sergileyebilir. Ancak, SNP’lerin
diger polimorfizmlere kiyasla daha az oranda degisebilecegi yoniinde bulgular mevcuttur *°. SNPs
baglantilarinin analizi konusundaki sorunlar genotip islemlerindeki teknik sinirlamalar ve ¢ok
sayida etkilesimli genetik ve ¢evresel etkenleri de kapsayan karmasik insan hastaliklarinda gen ile
fenotip arasindaki baglanti {izerine yapilan arastirmalar belirtilen  sinirlamalardan
kaynaklanmaktadir > *>°7. SNPs’ler, genin kodlayici veya diizenleyici bolgelerinde bulunarak gen
islevini ya da ifadesini direkt olarak etkileyebilirler. Ancak ¢ogu SNPs’ler hicbir sekilde gen
yapisini ya da iglevini degistirmez, dolayisiyla fenotipik degisimle iliskilendirilemez. Boylece,

incelenen DNA diziliminin, potansiyel olarak islevsel (fenotipik) bozukluk mu olusturdugu yoksa
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tedaviye yanittaki farkliligin gercek nedeninin baska bir DNA dizilimi sonucu mu ortaya ¢iktigini

kesin olarak saptamak énemlidir >*.

II. 1. 10. 2. Astim Farmakogenetigi

Astim gibi karmasik hastaliklarin farmakogenetigini arastirmada SNPs kullanimimin ¢ok
sayida potansiyel avantaji bulunmaktadir > *’. Astimin gok faktorlii ve poligenik yapisi, en iyi
sekilde c¢evresel ve genetik etkileri arasindaki modelle agiklanir. Bu modele gore, genetik
mutasyona ugramis kisinin astim duyarlilig1i artmaktadir. Bunda hastaligin gelismesi i¢in ¢ok az
derecede ¢evresel faktore ihtiya¢ duyulurken; daha az genetik mutasyona ugramis kisilerde
semptomlarin gelismesi i¢in daha ¢ok cevresel faktore ihtiya¢ vardir. Ancak genetik mutasyona
ugramamis kisilerde cevresel faktorlere bagh olarak hastalik gelismemektedir . Aday gen
caligmalari, se¢ilmis genlerin etkisini ortaya koymak, hastalia neden olan genleri belirlemek,
hastalik ciddiyeti ve fenotipi {izerine olan etkisini aragtirmak ve tedaviye olan cevabin

farkhiliklarini tespit etmek iizerine odaklanmustir ®.

Astim fenotipine katkida bulunan genetik faktorlerin ¢alismasinda 2 yol izlenir;
1. Linkage analiz ¢aligmalari: Polimorfik genotip markerleri ile genomun tiimii ya da bir
kismi gozden gegirilir ©'.
2. Aday gen caligmalari: Belirlenen genlerin, hastaligin gelismesinde, seyrinde ve tedaviye

olan cevaptaki farkliliklara olan etkisi arastirtlir .

Dogru fenotipin tanimlanmasi, hastalig1 etkileyen genetik faktorlerin ¢alisilmasinda kritik
bir noktadir. Astim fenotipi heterojendir ve bazi belirtiler farkli hastaliklarda goriilebilir veya
goriilmeyebilir. Bu problemi saptamak igin iki yaklasim dnerilmistir **:

1. Dogru olarak klinik ve diagnostik kriterlere gore saptanmis astimlarin siiflandirilmasi

2. Solunum yolu asir1 duyarliligi, serum IgE seviyesi, ortopne, noktiirnal dispne gibi
fenotipik ozelliklerin tespiti ve karakteristik genetik varyasyonlarin tanimlanmast.

Bireysel astim tedavisinde yanitlarinin degiskenligi, hastalik siddeti ve tipi, tedaviye

uyum, aynt zamanda gegirilen hastalik, alman diger ilaglar ve yas gibi cesitli faktorlerden
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etkilenebilir . Ancak genetik faktorlerin, tedavi degiskenliginin biiyik kismmimn temelinde
yattigma inandiran sebepler mevcuttur. Tedavi yanit1 agisindan tek kisi tizerinde ve kisiler arast
gozlemlenen varyasyonlarin karsilastirilmasiyla beyaz irktaki bireylerde %80 oraninda genetik

temele dayandig ileri siiriilmiistiir > ©.

Giiniimiizde yaygin olarak kullanilan dért ana smif astim farmakoterapisi bulunmaktadir;
(i) bronsial hava yollarmin genisletilmesi amaciyla inhalasyon yoluyla kullanilan
bronkodilatatorler (B, agonitler: albuterol, salmeterol, fenoterol); (ii) hem inhaler hem de sistemik
olarak kullanilan glukokortikoidler (beklametazon, triamsinolon, prednizon); (iii) hem
bronkodilatator hem de antiinflamatuar etkili ajanlar (teofilin ve tiirevleri); (iv) sisteinil-leukotrien
inhibitorleri ve reseptér antagonistleri (montelukast, pranlukast, =zafirlukast, zileuton).
Farmakoterap6tik maddelerin her biri igin tedavi yanitlarinin degisken oldugunu gosteren veriler
bulunsa da steroidler ve teofilin igin tedavi yanitlarinin degisken olmasinin nedenlerini aragtiran
sistematik caligmalar yoktur. Dolayisiyla, sisteinil yolunun f agonistleri ve antagonistlerin

farmakogenetigine yonelik ¢alismalar mevcuttur .

IL. 1. 10. 3. Astimda Molekiiler Genetik Calismalar

Astim genetigi tizerine yapilan c¢alismalarda, beyaz irktan akraba ciftlerinde 5q23-31,
6p21.3-23, 11pl5, 12q14-24.2, 13q21.3, 14q11.2-13 ve 19q13 kromozomlari; Afrikali-Amerikali
akraba ciftlerinde 5p15 ve 17pl11.1-q11.2 kromozomlari; Ispanyol kokenli Amerikali akraba
ciftlerinde ise 2q33, 12q14-24.2 ve 21q21 kromozomlari ile baglanti gosterilmistir. Bu ¢aligmalar,
bir arada ele alindiginda, astim ve alerjinin Ozellikleriyle baglantili birgok yeni lokus
bulunabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte bu lokuslarin ancak ¢ok kiigiik bir boliimiiniin

(59, 6p, 11q, 12q ve 13q kromozomlar1) replike oldugu bulunmustur *.
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1I. 1. 10. 3. 1. 11q13 Kromozomu

Atopi olgiitlerinden biri olan serum IgE diizeyi genetik kontrol altindadir. Atopinin
kontroliinii saglayan, otozomal dominant gegisli ve kromozomun 11q lokalizasyonunda bulunan
APY geni olarak adlandirilan bir gen lokusu tespit edilmistir. Bu geni tasiyanlarin % 85’inde
alerjik semptomlar bulunmus ve % 20’si astmatik olarak tanimlanmistir. Tespit edilen 11q
kromozomu “alerjenin non-spesifik duyarlilik kromozomu” olarak adlandirilmistir. Ancak
kullanilan teknigin karmasik olmasi, az sayida ailenin incelenmis olmasi sonuglarin

yorumlanmasini giiglestirmektedir ©.

II. 1. 10. 3. 2. 5q Kromozomu

Astmatik olgularda diger bir ilgi ¢eken gen bolgesi 5q31 kromomozomudur. 1L-4 gen
bolgesi olarak isimlendirilen bu bolge serum IgE yiiksekligi ile iliskili bulunmustur. IgE yapimimni
kontrol eden genler HLA sistemine bagli degildir. Total IgE diizeyleri ile 5q kromozomunun
sitokin gen kiimesindeki en gii¢lii baglantiyr 1L-4 ve 1L-9’da gostermistir. Bu genin astimdan
sorumlu tutulabilecek dzelliklere sahip oldugu tespit edilmistir °* ®’. Bu sonuglar, Meyers ve ark.
88 tarafindan total IgE diizeyleri ile IL-9 arasinda baglanti oldugunu gosterilen akraba cifti
analizleriyle dogrulanmistir. Daha once tanimlanan IL-4 sitokin sentezinden sorumlu olan 5q
bolgesi ile IFN-y ve nitrik oksit sentezi ile iliskili 5q31-q33.16 bolgesi tanimlanmistir. Bu bdlgenin
de bronsial asir1 cevaplilik ve serum Ig E degisiklikleri ile iligkili oldugu saptanmistir. Ek olarak,
astim i¢in bir risk faktérii olan hava yolu asri duyarliliginin genetik kontrol altinda oldugu
diistiniilmektedir. Kolinerjik uyarilara karsi bronglardaki asir1 duyarlilig”m bagimsiz bir otozomal

resesif genle gectigi deneysel hayvan galismalarinda gosterilmistir .

1I. 1. 10. 3. 3. 6p Kromozomunda MHC lokusu

Belirli atopik reaksiyonlara ya da astim reaksiyonlarina neden olan alerjen yanitlarina
genetik yatkinlik, dikkatleri HLA ya da T hiicresi reseptor proteinlerindeki varyasyonla iliski
olasiligina ¢ekmistir. Bu molekiiller antijenlerin ele alinmasinda ve taninmasinda biiyiik 6nem

tasir. Bu iliski HLA Sinif 11 haplotipler ile 6zgiil Ig E yanitlar1 arasindadir. Ancak astim veya
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brongial asirt cevabin HLA ile iligskisi konusunda yapilan calismalarda, gerek atopi gerekse

bronsial cevap agisindan 6p kromozomu ile herhangi bir baglanti saptanmamistir ”°.

1I. 1. 10. 3. 4. 12q15-q24.1 Kromozomu

Bu kromozom lokusu tizerinde IF-y, insiilin-benzeri biiytime faktorii-1 ve niikleer faktor-y
alt birim genlerinin yer almasi bu bolgeyi astim ve atopiye yatkinlik yaratan lokuslarin bulunmasi
agisindan gekici bir aday haline getirmektedir. Barnes ve ark ”', 12q kromozomunda astim ile total

serum IgE konsantrasyonlari arasinda baglanti bulduklarini bildirmislerdir.

I1. 2. B, Adrenoseptor

IL. 2. 1. B, Adrenoseptor Viicutta dagilim

Sempatik sinir sinir sisteminde farmakolojik olarak ayirt edilmis cesitli adrenerjik
reseptor gruplari bulunur. Bu reseptorler, epinefrin, norepinefrin ve isoproterenol gibi adrenerjik
agonistlere verdikleri yanita gore o ve B olarak iki gruba ayrilirlar. Beta reseptorler, B; ve B,
tipinde olup, uyarilmasi ile diiz kaslarda gevseme (brons, myometrium, kan damarlari, barsaklar,
mesane) olusturur. ,-adrenoreseptdr, viicutta yaygin olarak dagilarak cesitli organ ve dokularda
katekolamin etkisine aracilik eden, ekstraselliiler (N-terminal) ve intraselliiler (C-terminal) 7 adet
trans-membran reseptor igeren klonlanmis 413 aminoasit dizilimine sahip bir G protein ¢iftidir.

Kromozomun 5q31.32 kolunda lokalize olan bir 1242 baz intronsuz genin iiriiniidiir ",

B,-adrenoseptor, akciger vaskiiler endotelyumunda, alveoler duvarlarda ve kolinerjik
sinirlerin ganglionlarindaki hiicrelerde yaygin olarak bulunur. Katekolaminlere cevap olusturan
fonksiyonel bir G protein ¢iftidir. Norotransmitterlerin bu reseptorlere baglanmasi adenilat siklazi
aktive ederek hiicre igerisindeki cAMP konsantrasyonunu arttirir. P,-adrenoseptor uyarilmasi

sonucunda birincil etki olarak vazodilatasyon ve bronkodilatasyon gelisir "> ™.

B,-agonist ajanlarin farmakodinamigi ve molekiiler biyolojisi yogun bir sekilde

incelenmistir. Bu ajanlar, hiicre yiizeyinde bulunan G protein kuplajli reseptér olan f,-
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adrenoseptore baglanarak etkisini gosterir. Bu reseptorlerin aktive olmasmin mukus aktivitesini
artirdig1, vaskiiler gegirgenligi azaltti§i ve norotransmiterlerin serbestligini modifiye ettigi
diistiniilmektedir. Agonist ilaglar bronkokonstriksiyona karsi korumada onerilmektedir. Agonist
ajanlara uzun siire maruz kalinmasi reseptorlerin sayisinda azalma ve down-regiilasyonuna neden
olurken, reseptorlerin siirekli uyarilmasi desenstizasyon ile sonuglanir 7>, Bu ajanlara karst
bireysel cevaplar ve ilacin etkisine karsi hizli bir sekilde bagisikhigin gelismesi, 5q31.32

kromozomunda bulunan intronsuz gen olan B,-adrenoseptor genine yogunlagmustir ' 7% 77,

1I. 2. 2. B,-Adrenoseptor Gen (ADRB2) Polimorfizmi

ADRB2 5. kromozomun uzun kolundaki 5q31.32 alanda lokalizedir ve tek bir ekzon
tarafindan kodlanir. ilk kez 1987 yilinda tespit edilmistir ">. ADRB2 geninde 9 farkli SNPs
belirlenmistir. ilk olarak Lentes ve ark. ', tarafindan restriksiyon enzimi kullanarak “Restriction
Fragment Length Polymorphizm” (RFLP) rapor edilmistir. McQuitty ve ark. ”, restriksiyon
enzimi Fnu 4HD’y1 kullanarak biallelik polimorfizm tespit etmislerdir. Reihsaus ve ark. *,
tarafindan ADRB2’ye ait 9 farkli SNPs tanimlanmigtir. Bu SNPs’lerden 5 tanesi dejeneratifken; 4
tanesi (16., 27., 34. ve 164. kodon) matiir reseptorler icindeki tek amino asit substitiisyonu ile
sonuglanir. Bunlar arasinda en sik 16. ve 27. kodondaki degisimler gozlenir ”’. Tamimlanan
SNP’lerden, popiilasyonlarda en sik rastlanilan ve amino asit degisikligine neden olarak fenotipi
etkileyebilen Argl6Gly ve GIn27Glu fonksiyonel mutasyonlaridir. Bu mutasyonlardan bir tanesi
Argl6Gly, 16. kodonda yer almakta ve Arjinin (Arg) amino asitinin Glisin (Gly) amino asitine
doniismesine neden olmaktadir. Diger mutasyon GIn27Glu; 27. kodonda yer almakta ve Glutamin
(GIn) amino asitinin Glutamik asit (Glu) amino asitine doniismesine neden olmaktadir. Diger nadir
goriilen bir polimorfizmde ise 164. konumda Thr(tirozin) amino asitinin Ile(alanin) amino asiti ile

yer degisimidir. 16. ve 27. konumdaki SNP’de ADRB2 geninin ekspresyonunu, down-

regiilasyonunu ve ADRB2 agonistlerinin reseptore baglanmalarini degistirmektedir (Sekil 1) *'.

ADRB2’ni iizerinde bulunduran kromozomun 5q alani, astim ve alerji ile iliskilendirilen

cok sayida geni igermektedir. Ornegin, serum IgE iiretiminde rol alan IL-4 ve IL-9 sitokinlerinin
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regiilasyonu ile yakin iliski i¢indedir ®. Bu iliski nedeniyle ADRB2 polimorfizmi ve astim fenotipi
arasinda yakin iliski olabilecegi onerilmistir ””. ADRB2 polimorfizminin; solunum hastaliklari,
konjestif kalp yetmezligi, hipertansiyon, obezite ve diyabet gibi hastaliklarin olusumunda yer
aldig1 gosterilmistir. Invivo ve invitro ¢aligmalarda, ADRB2 polimorfizmi varliginda fonksiyonel
adrenerjik cevabin farkli olabilecegi ve kardiyovaskiiler ve metabolik fenotip modiilasyonunu

degistirebilecegi tespit edilmistir ***¢.

C OO0 <
e Arg 16— Gly
(AGA— GGA)
{i— GIn 27 = Glu

(CAA- GAA)

Val 34 — Met
(GTG—=ATG)

84 (CTG—CTA)

PRy

Thr 164 < lle
(ACC =ATC)

Sekil 1. B,-Adrenoseptor Gen (ADRB2) Polimorfizmi (Liggett ve ark.'")

II. 2. 3. ADRB2 16 Polimorfizmi

ADRB2 16. kodon, 46. niikleotid sirasinda Guanin (G)’nin, Adenin (A)’e
substitiisyonunu sonucu Arjinin (Arg) amino asitinin, Glisin (Gly) amino asitine doniismesine
neden olmaktadir. Rekombinant ve non-rekombinant hiicre sistemlerinde Glyl6 mutasyonu
reseptor sayisinda azalmaya neden olurken asagiya dogru etki eden gecis yollariyla reseptor
kuplajmnimn verimini azaltmaktadir. Buna karsilik Argl6 reseptorleri de sayica azalma etkisine karsi

dayaniklidir. ADRB2 gen fonksiyonlarindaki bu degismeler, genin regiile ettigi biittin fizyolojik,
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biyokimyasal ve farmakolojik olaylar1 etkileyerek, bireysel farklilik gostermesine neden

olmaktadir ¥. Sekil 2°de insan ADRB2 16 gen sekansi sematize edilmistir

4201 acctgccaga ctgegegeca tggggeaace cgggaacgge agegecttcet tgetggeace
4261 caatggaagc catgcgeegg accacgacgt cacgcageaa agggacgagg tetgooteat
4321 gggcatgggc atcgtcatgt ctctcatcgt cctggecate gtgtttggea atgtgctggt
4381 catcacagcc attgccaagt tcgagegtct geagacggtc accaactact tcatcacttc
4441 actggectgt getgatetgg tcatgggect ggcagtggtg cectttgggg cegeccatat
4501 tcttatgaaa atgtggactt ttggcaactt ctggtgcgag ttttggactt ccattgatgt

4561 gctgtgcgte acggccagea ttgagaccet gtgcgtgate geagtggate getactttge

Sekil 2. ADRB2 16 Gen Sekansi

(http:www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgidb=nucleotide)

Bu mutant alel frekansi popiilasyonlara gore farklilik gostermekle beraber beyaz Avrupa
k1 popiilasyonunda Argl6 alleli frekansi 0.40 ve Argl6Arg genotip frekansi %13.5 olarak
bulunmusken; Asya popiilasyonundaki Arg16 alel frekansi 0.28 oraninda tespit edilmistir > - *".
Tiirk popiilasyonunda yapilan ¢aligmada ise Arg 16 allel frekansi % 40.4 iken, Gly 16 allel
frekanst % 59.6 olarak bildirilmistir *® (Tablo1). Farkli popiilasyonlara ait astimli bireylerdeki

ADRB?2 16 genotip ve alel frekanslar1 Tablo 2’de gosterilmistir.
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Tablo 1. Popiilasyonlardaki Saghklh Bireylerin ADRB2 16 Genotip ve Alel Frekanslar:

Genotg- ALl 8g) Argldre  AwpléSlhy GhIeGh Ae Gl
Cin (n=41} 366 483 171 ] 40
Ha ve atk.
Y. ZFelanda (n=92} 20 42 32 40 &0
Hollrwray ve ade. '
Afrika-Amerilan (n=188} 254 504 26 4828 512
Hie ve ak
Anwerilan (=188} 288 323 351 457 543
Hie ve s,
Amerilan (n=56) 125 285 59 a8 T332
Feihsans v ark.”
Tiirk in=104} 154 50 346 404 584
Aymacogh ve ak

Tablo 2. Popiilasyonlardaki Astimh Bireylerin ADRB2 16 Genotip ve Alel Frekanslari

Genorp-Alel &6) dolode  AeléGlh GhleGh Le Gl
Y. Zelanda (n=59} 158 328 538 30 0
Hollrsray we adke,

Ingiliz (n=60) 153 4a7 40 387 633
Liparceth ve al.
Amerilan (n=3211 11 44 45 33 a7

Denarar ve ark.

Kore (n=-440} 214 507 28 487 533
Eim e adk.
Ispanyul (n=269) 149 4632 383 38 B2
Martmez v ok
Cin (n=65) 158 EE: 128 51 43
Howe atk.
Amerikan (n=51} 10 37 53 285 TlA

Fethsans ve ark.
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II. 3. Glutatyon S-Konjugat Transferazlar (GSTs)

IL 3. 1. GSTs Genel Ozellikleri

Canli organizmalar besin 6geleri diginda sentetik ve dogal cesitli kimyasallara stirekli
maruz kalirlar. Bu ksenobiyotikler, toksik ve karsinojenik etkilere neden olarak organizmaya zarar
verebilirler. Fungal-plant kaynakli (plant fenoller, aflatoksin) ve reaktif oksijen tiirlerini (ROS)
(stiperoksit radikal, hidrojen peroksit) igeren toksik bilesikler dogal olarak gozlenmektedir.
Ksenobiyotiklerin metabolizmasindaki Faz I ve Faz Il reaksiyonlari, lipofilik ve non-polar bir
bilesigin, hiicreler tarafindan daha kolay elimine edilen suda ¢6ziiniir ve daha az toksik metabolite
doniistimiinii icerir. Faz | reaksiyonlar1 baglica sitokrom P450 sistemi tarafindan katalize edilir.
Faz II enzimler, glutatyon, UDP-glukronik asit veya glisin gibi endojen suda ¢ziiniir maddelere
indirgemek igin aktive edilmis ksenobiyotiklerin konjugasyonunu katalize eder. GSTs tarafindan
katalize edilen indirgenmis glutatyona konjugasyon reaksiyonu, énemli bir faz II detoksifikasyon

reaksiyonudur *°.

II. 3. 2. Ksenobiyotiklerin Glutatyona Bagh Biyvoaktivasyonu

Glutatyon konjugasyonu organik molekiillerin elektrofilik bolgelerinde meydana geldigi
icin, bu elektrofillerin biyolojik makromolekiillerle reaksiyonuna engel olur. Birgok durumda;
glutatyon S-konjugasyonu kendileri biyolojik aktiviteye sahip olan ya da biyolojik olarak aktif
hale gelebilmek i¢in daha ileri metabolizasyona ugrayan glutatyon S-konjugatlarin olusumuna yol
acan biyoaktivasyon yolu olarak tanimlanmistir. Konjugasyon reaksiyonlarina ek olarak glutatyon,

ksenobiyotikleri indirgeyici mekanizmalarla da biyoaktive edebilmektedir **'.

Glutatyon detoksifikasyon sistemi, 6karyotik hiicrelerdeki en onemli sistemlerden biridir.
Glutatyon, GSTs’m katalizledigi bir reaksiyonda enzimatik olarak pek ¢ok elektrofilik bilesiklere
konjuge olur. Bu reaksiyonlarda olusan glutatyon S-konjugatlar daha sonra ATP’ye bagimli bir
tarzda hiicrelerden disari atilirlar. GSTs, indirgenmis glutatyonun siilfir atomunun endojen ve
eksojen kaynakli cesitli elektrofilik ve hidrofobik bilesiklerle konjugasyonunu katalizleyerek suda

¢oziinen ve genellikle daha az reaktif metabolitler olusturan biiyiik bir detoksifikasyon izoenzim
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8. 9L % insan viicudundaki toksik metabolitlerin gogunu toksik ksenobiyotiklerden

ailesidir
kaynaklanan substratlar olusturmakla beraber; lipid hidroperoksitler ve alkenaller gibi bazi
endojen kokenli oksijen metabolizma tiriinlerinin de belirli GST izoenzimleri igin subtrat olduklar:
goriilmektedir. Niikleofilik tiyolat anyonunun hidrofobik substratin elektrofilik merkezine

saldirarak toksisitesi az ve suda kolayca ¢6ziinen glutatyon baglari olusturmasi bunlarin

hiicrelerden uzaklastiriimalarini kolaylastirir .

IL. 3. 3. Sitozolik GSTs’lerin Detoksifikasyonu

GSTs izoenzimleri, ¢esitli dokularda kalitatif ve kantitatif olarak ¢ok farkli miktarlarda
ifade edilebilirler. Ayrica GSTs, bir organ igindeki farkli bolgelerde secici olarak lokalize
olabilirler. Cesitli organlarda GSTs izoenzimlerinin olusumundaki kalitatif ve Kkantitatif
farkliliklar, ksenobiyotiklerin toksik etkilerine karsi dokularin farkli etkilenmelerine yol
acabileceklerinden dolay1 &zel ilgi konusudurlar **. Memeli GSTs, hem sitoplazmada hem de
endoplazmik retikuliimde lokalize olmustur. Fakat sitozolik GSTs aktivitesi, mikrozomal olanlara
gore 40 kat daha fazladir. Sitozolik GSTs fizikokimyasal ve immiinokimyasal farkliliklarin
yaninda subtrat segiciliginde de biiyilk farkliliklar gosterirler. Substrat segiciligi muhtemelen
elektrofilik substratlarin baglanma yeri olan H-bolgesinin ti¢ boyutlu yapisal 6zellikleri tarafindan
belirlenir. Sitozolik enzimlerin katalitik cesitliligi nedeniyle, yapisal farklilik agisindan ¢ok genis

dagilim gosteren elektrofilik substratlar glutatyon tarafindan detoksifiye edilmektedir *°.

II. 3. 4. GSTs’lerin_Smiflandirilmasi

GSTs, sitozolik olarak substrat spesifikligi, immiinolojik ozellikler, amino asit dizi
benzerlikleri ve izoelektrik noktalarina bagl olarak homolog olmayan ve tiirden bagimsiz siniflara
ayrilmiglardir. insanlarda bulunan GSTs iizerine yapilan ilk genetik calismalar, genetik olarak
birbirinden farkli iig sitozolik GSTs izoenziminin bulundugunu géstermistir *. Mannervik ve ark.
* yaptiklar1 daha ileri ¢alismalarda, bu gruplarm diger biitiin memelilerde bulundugu ve alfa, mii
ve pi olarak adlandirilan ti¢ sinifi ifade ettikleri bulunmustur. Bunu izleyen calismalarda, teta

olarak adlandirilan sitozolik bir GST smifi daha bulunmustur °’. Teta siifi GSTs, aktif bolgedeki
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bir serin amino asit kalintisinin varligiyla karakterize olup; bu durum alfa, mii ve pi smiflarinda
korunmus olan aktif bolge tirozin kalintisindan farklilik gostermektedir. Daha yakin bir zamanda
kappa olarak adlandirilan, suda ¢oziinebilen, mitokondriye spesifik bir GST tanimlanmistir. Fakat

bu sinifin yapi, fonksiyon ve evolusyonu hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir .

Sitozolik GSTs, 8 alt smifa ayrilmaktadir. Bunlardan alfa 6 kromozomda; mii 1.
kromozomda; pi 11. kromozomda; teta 22. kromozomda; sigma 14. kromozomda; zeta 14.
kromozomda; sigma 4. kromozomda ve omega 10. kromozomda yer alirlar (Tablo 3) *°. Smuflar
arasindaki amino asit dizilimi % 50’den fazla benzerlik gostermekle beraber, her sitozolik sinifin
kristal yapisindan, genel polipeptid katlanmasinin oldukga benzer oldugu goriilmektedir. GSTs,
ayni gen sinifinda ayni ya da farkl alt iinitelerden olugsmus dimerik proteinlerdir. GSTs’in 24-29
kDa agirhigindaki alt tiniteleri homodimer veya heterodimerler olustururlar ve her bir monomer

kinetik olarak bagimsiz aktif bir bolgeye sahiptir ™ **.

Tablo 3. insan Glutatyon S-Transferazlarimin Siiflandirilmasi (Strange ve ark. )

Enrim Alfa Mu Teta Fi Zeta Sigwmn Kappa Oweega
Eromezom fip lp 22 g L4y 4y WD 10y
Gen Al-A4 MLMS T1, Tl Fl Zl Al Kl 8)!

1I. 3. 5. GSTs Gen Polimorfizmi

GSTs ailesi iyi tanimlanmis polimorfizmler gosteren pek ¢ok lokus bulunmaktadir. Bu
enzimler elektrofillerin sitotoksik ve mutajenik etkilerine karsi hiicresel korunmada kritik rol
oynamasi nedeniyle detoksifikasyonu allellerin ¢esitli hastaliklara yatkinhigr arttirdig

diisiiniilmektedir *°.

Havayolu duyarlilig1 olusturan gevresel iritanlarin yaygin 6zelligi lokal inflamasyona yol

agma yeteneklerinin olmasidir. Ornegin, ozon hava yolu inflamasyonu ile karakterize respiratuar



-28-

semptomlar ve takiben ROS lokal formasyonlarinim olusumuna yol acar '°°. ROS’dan kaynaklanan
oksidatif stres, hiicresel inflamatuar cevapla sonuglanan 6nemli bir komponenttir. Hava yolundaki
bu inflamatuar cevap, DNA oksidasyonuna ve hidroperoksitler ile aldehitleri igeren lipid
iirtinlerinin olusumuna neden olur. Ancak, bronsial hava yolunun bu gibi sitotoksik iiriinlerden
korunmasinda bireysel ve genetik farkliliklar mevcuttur. ROS’nin detoksifikasyonundaki
yetersizlik, konakg¢1 hiicrelerindeki inflamatuar stireci siirekli hale getirerek bronkokonstriktor
mekanizmay1 aktive eder ve astim semptomlarmm artmasma neden olur '°'. ROS aracili
reaksiyonlarin toksik {tirtinlerinden hiicrelerin korunmasinda, baglica sitozolik mii ve pi smif
enzimlerin rol aldig1 gosterilmistir. Baslica sitozolik aktivitesi olan pi smif GST, oksidatif strese
kars1 hiicresel korumada rol aldig1 i¢in yaygin olarak insan akcigerinde ifade edilir '>. Havayolu
iritasyonu sonucu astim hastaliginin da dahil oldugu kronik obstriktif akciger hastaliklarmimn
(KOAH) gelismesi, polimorfik genler ve kalitsal mutasyonlarin varligi ile sonuglanir. Bu agidan

GST’nin iiyesi oldugu gen ailesinin incelenmesi anlamli bulunmustur **.

II. 3. 6. GST pi Enzimi

GST pi enzimi ilk olarak insan plasentasinda bulunan anyonik GST oldugu tespit
edilmigtir. Sonradan baslica beyin, karaciger, kalb, testis, adrenal bez, bobrek, pankreas ve akciger
olmak tizere dokularin biiyiik bir kismida sentezlendigi goriilmiistiir. GST pi, pek ¢ok normal
dokuda, akciger kanseri ve kolon kanseri gibi bazi malign dokularda saptanmistir '“. GSP pi,
platinyum bilesiklerinin detoksifikasyonuna dogrudan katilmakta ve bu bilesiklere karsi var olan

kazanilmis rezistanslarin olusumunda 6nemli bir rol tistlenmektedir '*.

II. 3. 7. GSTP1 Gen Polimorfizmi
GSTPI, pi sinif GST aktivitesini kontrol eden aday bir gendir ve atopi ve havayolu
duyarlihig gibi fenotipik 6zellikler ile iligkili kromozomun 11q13 kolu tizerinde lokalize olan ve 7

adet ekzon igerir "', GSTP1 geninde, ekzon 5 ve ekzon 6’da SNPs’ler belirlenmistir (Sekil 3).
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Sekil 3. GSTP1 Geni ekzon 5 ve ekzon 6 Genetik Polimorfizm (Fryer ve ark. '*)

Genetik calismalar ile ekzon 5’de, 313. niikleotid ve 105. kodonda Adenin (A) yerine
Guanin (G) degisimini igeren; Isoldsin yerine Valin amino asitinin gegmesi (Ile105->Vall05) ile

GSTP1 polimorfizmi tanimlanmistir. Sekil 4’de GSTP1 ekzon 5 gen sekansi sematize edilmistir

105- 107
( ).

2461 acagccccct ggttggecca tecccagtga ctgtgtgttg atcaggegece cagteacgeg
2521 gecetgeteee ctecacceaa ceccagggct ctatgggaag gaccageagg ageageect
2581 ggtggacatg gtgaatgacg gegtggagga cctecegetge aaatacatcet cecteatcta

2641 caccaactat gtgagcatct gcaccagggt tgggcactgg gggctgaaca aagaaagggg

Sekil 4. GSTP1 Ekzon 5: 2547-2650 Gen Sekansi

(http:www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgidb=nucleotide)

Eriskin akciger epitelial hiicreleri, ¢esitli GST gen isoenzimleri tarafindan etkilenmesine
ragmen, baslica akciger epitelyumundaki sitozolik GST isoenzim aktivitesinin %90’dan fazlasi
GSTPI1 gen, tarafindan sifrelenmektedir '®. GSTP1, DNA oksidasyonuna neden olan ROS’nin
detoksifikasyonunu katalize eder. Ayni zamanda astim cevabinda kritik rol oynayan

mediatorlerden biri olan eikosonoidlerin sentezini ROS seviyelerinin modiilasyonu araciligiyla



-30-

etkileyebilecegi onerilmistir. Dahasi, ROS’dan tiireyen sitotoksik {iriinler, proinflamatuar
eikosonoidlerin tiretimini takiben aragidonik asit mobilizasyonunda da 6nemli rol oynamaktadirlar
1. Boylece, GST gen ailesinin polimorfizmi, akciger hastaliklarindaki bireysel faktorler arasinda
kabul edilmektedir. GSTP1 polimorfizmi nedeniyle GST enzim aktivitesindeki degisiklik sonucu
ROS’nin viicuttaki detoksifikasyonunun etkinligi GSTP1 polimorfizmi tarafindan belirlenerek,
Ozellikle astim ve havayolu duyarliligmin gelismesi ve siddeti etkilenebilecegi tespit edilmistir.
Son yillarda yapilan ¢aligmalar ile yiiksek aktiviteli GSTP1 genotipleri, ROS’nin etkilerine kars1
havayolu epitelial hiicrelerinin enzimatik detoksifikasyon aktivitesinde bireysel farkliliklara neden
olarak havayolu duyarlilig ve astim hashgna kars: yatkinhk gelistirdigi tespit edilmistir ' 1% 1%

19 Farkli popiilasyonlara ait saglikli ve astimli bireylerdeki GSTP1 genotip ve alel frekanslari

sirastyla Tablo 4 ve 5’de gosterilmistir.
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Tablo 4. Popiilasyonlardaki Saghkl Bireylerin GSTP1 Genotip ve Alel Frekansi

Genoty -Alel (28] | Relloie lelfival  Vallisval | Qe Val
Amerilan n=1158) =9 453 137 &3 37
Gilliland ve atk, *
Ingiliz (n=44 227 591 122 523 477
Alman (n=122) 44 49 & g22 311
Hickel ve ak. ™
Tayvan (n=184) a0 343 44 723 217
Lee we ade.
Kore (n=04] &l 37 2 793 207
Tim ve atk. ™
Tiirk (n=150) 38 38 24 57 43
Calklogh ve ark,
Tiirk (n=265) 508 374 121 £R2 308
Aynacoghn ve ale '
Tiirk (n=103) 475 447 78 727 273
Tamerweade,
Tiirk in=134) BL.6 2727 413 g2z 1177
Tommer we ade.

Tablo 5. Popiilasyonlardaki Astimh Bireylerin GSTP1 Genotip ve Alel Frekansi

Genoty - Alel (0% Tel05lle  Nelosbal  Vallisval Qe Val
Ingiliz m=58) ET =0 34 716 254
Fryer ve adk.
Amerilan (n=269) 145 463 323 383 617
Henmnmgsen we ark.
Alman (n=£3} 46 47 7 £33 307
Mickel ve ak.
Tayvan (n=82} 756 22 24 g6 174
Lee we adk.
Ko in=17] 71 27 2 B43 157
Tim ve ark.
Tiirk (n=101} 327 446 228 55 45
Tamerwe atk,
Tiirk (n=2107} 519 443 38 M 26
Aynacogh ve ark
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1I. 4. Polimeraz Zincir Reaksivonu (PCR)

IL. 4. 1. PCR Teknigi

Molekiiler biyoloji teknigi olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain
Reaction, PCR) teknigi; belirli DNA veya RNA segmentinin ya da lokalize edilen genin invitro
olarak niikleik asit senteziyle sayismim artirilmasi yontemidir "' "', Ik kez Saiki ve arkadaslart
tarafindan 1985 yilinda uygulanmaya baglanan PCR, DNA karisimindan tanimlanmig DNA
sekansini defalarca ve selektif olarak kopyalayan bir tekniktir ''2. Bu islem; yiiksek 1s1 etkisiyle
¢ift sarmalli olan DNA par¢asinin denatiire olmasi (denatiirasyon), spesifik oligoniikleotid
primerlerin komplamenteri olduklar1 zincire baglanmalar1 (annealing) ve 1stya dayanikli DNA
polimeraz enzimi olan Taq DNA polimeraz ile genisletilmelerinden (ekstensiyon) olusan DNA
replikasyonudur ' ', PCR ile yeni sentezlenen DNA miktar1 geometrik olarak artmaktadir. 1
DNA molekiilii ile baglayarak 1 PCR siklusunda 2 molekiil, 2 siklusta 4 molekiil, 2 siklusta 8
molekiil olugur. Sicakliklar1 kendisi otomatik olarak degistirebilen PCR aleti ile 3-4 saat gibi kisa

bir zamanda 20 siklus sonunda 1 milyona yakin orjinal DNA kopyasi elde edilmis olur (Sekil 5).

II. 4. 2. DNA izolasyonu

Canlilarin tim ozellikleri, kusaktan kusaga gen adi verilen genetik maddelerle
tasinmaktadir. Genler, kromozomlarin iizerinde lokalize bir ya da bir dizi niikleotidden olusan
pargaciklardir. Bu niikleotidler (DNA, RNA), niikleik asit bazlari, fosfat molekiilii ve pentoz
sekerden olugsmustur. Hiicrelerdeki biitiin biyolojik olaylar1 (fizyolojik, biyokimyasal, genetik v.b.)
yoneten, genetik bilgiler tasiyarak bunlarin nesillere aktarilmasinda 6nemli fonksiyonu bulanan

DNA molekiiliidiir.

DNA; kan, doku (karaciger, dalak gibi), kemik, idrar, sperm, yanak epiteli, sa¢ teli (kil
kokii), embriyo gibi canli biyolojik materyallerden ve mumya, arkeolojik 6rnekler, postmortem

doku gibi 6lii materyallerden de elde edililebilir.
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I1. 4. 3. DNA Polimeraz Enzimi

DNA polimeraz enzimi 1 parentral DNA’y1 kalip olarak kullanarak 5°-3” yoniinde yeni
DNA sentezleyen enzimdir. Bu enzimin 5’-3” yoniinde hem polimerizasyon hem de ekzoniikleaz
aktivitesi bulunmaktadir. Bu enzim substrat olarak dNTPlere ve kopyalamak i¢in 1 DNA kalibina
ihtiya¢c duyar. Cok sayida termostabil DNA polimeraz enzimi bulunmaktadir. Vent polimeraz
(Thermo literalis), Pfu polimeraz (Pyrococus furious), Tth polimeraz (Thermus thermophilus),
Tma polimeraz (Thermotoga maritima), Tli polimeraz (Thermococus litoralis), Taq polimeraz

(Thermus aquaticus) en fazla kullanilan termostabil DNA polimeraz enzimleridir.

Taq polimeraz enzimi, Yellow Stone Ulusal Park’ta Thermus aquaticus isimli bakteriden,
1969°da izole edilmis bir diger termostabil enzimdir '** "', Taq DNA polimeraz’in izole edilmesi,
molekiiler biyoloji ve diger bilimsel alanlarda PCR’in uygulanabilirligini arttirdig1 icin yararl
olmustur. 832 aminoasitten olusmus, 94kDa molekiil agirligi ve 200.000 U/mg spesifik aktivitesi
olan Taq DNA polimerazin en énemli avantaji, termostabil bir enzim oldugu i¢in denatiirasyon
asamasinda aktivitesini kaybetmemesi ve daha Once izole edilen polimerazlar gibi her

denatiirasyon asamasinda ilave etme gerekliliginin olmamasidir ''* """,

Taq DNA Polimeraz’in yarilanma siiresi (T1/2); 92.5°C’de 130 dk, 95.0°C’de 40 dk, 97.5
°C’de 5-6 dk’dir. Tag DNA polimeraz’da her enzim molekiilii, 75-80°C’de saniyede yaklasik 150
niikleotidi kapsayan spesifik polimeraz aktivitesini sahiptir. Taq DNA polimerazin saniyedeki
polimeraz (ekstensiyon) aktivitesi; 70°C’de 60> niikleotid, 55°C ‘de 24 niikleotid, 37°C’de 1.5

niikleotid, 22°C’de 0.25 niikleotid’dir ''* """,
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Taq DNA polimeraz aktivitesini; ortamda bulunan bazi iyon ve solventler degistirebilir.

0.7-0.8 mM total ANTP varliginda;

2 mM MgCl, stimiille eder
10mM MgCl,  %40-50 inhibe eder
50mM KCI %50-60 stimiile
50-75mM KCI  inhibe eder

75mM=> KC1 bilinmiyor

NH,CI), 50mM kons. orta derecede inhibe eder
NaCl %25-30 stimiile eder
DMSO %10 inhibe eder

II. 4. 4. PCR Etkileyen Faktorler

I1. 4. 4. 1. Enzim Konsantrasyonu

Taq Polimeraz igin onerilen konsantrasyon her 100 pl reaksiyon igin 1-2.5 Unite’dir.
Enzim miktar1 hedef template veya primerlere bagl olarak degisebilir. PCR optimize edildiginde,
enzim konsantrasyonun 100pl reaksiyon igin 0.5-5 Unite arasinda olmasi ve jel elektroforezi ile
analiz edilmesi 6nerilir. Enzim konsantrasyonu cok fazla ise nonspesifik tirtinler birikebilecek, ¢cok

az ise hedef iiriin istenen miktarda ¢ogaltilamayacaktir "' ',

II. 4. 4. 2. Deoksiniikleotid Trifosfatlar

PCR’da polimerizasyonun yapilabilmesi igin gerekli olan dNTP (dGTP, dATP, dTTP,
dCTP) stok konsantrasyonlarinin her biri 1-2mM’dir. PCR’da 50 siklustan sonra yaklasik
dNTP’nin %50’si stabil olarak kalir. ANTP konsantrasyonunun 20-200 pM arasinda olmasi
irtinlerin optimal verimliligine, spesifik ve stabil olmasina neden olur. Birlesme hatalarinin
minimum olmasi i¢in 4 dNTP’nin esit konsantrasyonda olmasi gerekir. 4 niikleotidden olusan

miksin konsantrasyonu, sinir degerlerden az olana daha yakin olursa PCR iiriiniiniin spesifikligi ve
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verimi artmig olur. Ciinku diisik dNTP konsantrasyonlar1 hedef olmayan bolgelere hatali primer

baglanma riskini azaltmis olur ''* ',

IL. 4. 4. 3. Primerler

Genellikle olmasi gereken primer konsantrasyonu 0.1-0.5 pM’dir. Daha yiiksek primer
konsantrasyonu, yanlis primer baglanmasini ve spesifik olmayan iiriinlerin birikmesini ve primer-
dimer diye adlandirilan kalip DNA’dan farkli iirtin olugsma ihtimalini artirabilir. Primerler
genellikle %50-60’1 G+C’den olusan 18-28 niikleotid dizisidir. Ayni1 zamanda, primerlerde 3’
sonundaki C-G’lerin 3’ten fazla olmasi, G+C’den zengin sekanslarda yanlis primer baglanmasini
artirabilir. Bu nedenle bundan kacinilmali ve miimkiinse primerlerde palindromik sekanslar
bulunmalidir. Bazi primerlerin ¢alisamamasinin bir nedeni de kalip DNA’daki ikincil yapilarin
varhigidir. Baz1 arastirmacilar DNA’daki sekonder yapilarin varligini nleyebilmek ve nonspesifik
iirtinlerin olusumunu azaltmak amactyla dGTP’ye ek olarak 7-deaza-2’-deoksiguanosin trifosfat
(c7dGTP) niikleotid analogunun kullanilmasinin yararl olabilecegini ileri siirmiislerdir. Primerler
secilirken kendi baz siralarinin sadece hedef DNA {izerinde 1 bolgede bulunmasina ve baska

bslgedeki sekanslarda bulunmamasina dikkat edilmelidir "> ',

II. 4. 4. 4. Primerlerin Baglanmasi (Annealing)

Primerlerin baglanmasi igin gereken siire ve sicaklik amplifikasyon primerlerinin
konsantrasyonuna, uzunluguna, baz komposizyonuna baglidir. Uygulanabilir annealing sicakligt,
primerlerin gercek erime derecesindan (Tm) 5°C dustigiidiir. Genelde 55-72°C’deki annealing
sicakliginda en iyi sonuglar elde edilir. Tipik primer konsantrasyonunda (0.2uM) baglanma igin

sadece 1-2 saniye yetecektir.

Annealing sicakligmin artmasi, primerlerin yanlis baglanma ve 3’ sonundaki
niikleotidlerin yanhs ekstensiyon riskini azaltir. Bu nedenle annealing sicakliklar1 ozellikle ilk

sikluslarda spesifikligin artmasina yardimci olacaktir. Yiiksek dNTP konsantrasyonu ile diisiik
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ekstensiyon sicakligi primerlerin yanlis ekstensiyonuna ve niikleotidlerin yanlis ayrilarak

geniglemesine neden olur.

II. 4. 4. 5. Primerlerin Ekstensivonu

Ekstensiyon zamani, hedef sekansin konsantrasyonuna, uzunluguna ve sicakligina
baghdir. Primer ekstensiyon, optimal sicaklik olan 72°C’de yapilir. Niikleotidlerin 72°C’de DNA
ile birlesme orani (saniyede 35-100 niikleotid); buffera, PH’a, tuz konsantrasyonuna, kalip
DNA’nin yapisina baghdir. 72°C’de 1 dakika ekstensiyon zamani, 2kb uzunlugu igin bile

yeterlidir.

II. 4. 4. 6. Denatiirasyon Zamani- Sicakhgi

PCR’1n basarisizlig1 igin muhtemel neden, hedef kalibin veya PCR iiriiniintin biitiiniiyle
ayrilmamasidir. Tipik denatiirasyon 95°C 30 sn veya 97°C 15 sn’dir. Bununla beraber, G+C
bakimindan zengin targetlarda daha yiiksek sicakliklar uygun olabilir. DNA’y1 denatiire etmek igin
sarmal ayrilma sicakligi -Tss- (strand seperation temp.) sadece bir ka¢ saniye alir. Biitiinilyle
denatiire olmama kalip DNA’nin bir kismmimn ayrilmamasina neden olur. Bu nedenle istenen
tirinde azalma olur. Tersine, denatiirasyon basamaklar1 ¢ok yiiksek/ ya da ¢ok uzun olursa

gereksiz enzim aktivite kaybina yol acar.

IL. 4. 4. 7. Siklus Sayisi

Siklus sayis1 diger parametreler ayarlandiginda baslangic konsantrasyonuna baglidir.
Genel bir hata, fazla iiriin elde etmek i¢in ¢ok sayida siklus yapmaktir. Bir geni amplifiye etmek
icin siklus sayis1 40’tan daha fazla olursa PCR’da ciddi olarak bir seyler yanlis demektir. Cok fazla
sayida siklus, spesifik olmayan iriinlerin miktarin1 ve kompleksliligini artirabilir (Plato etkisi).
Onemli olan baslangic hedef konsantrasyonuyla siklus sayisi arasindaki iliskinin belirlenerek,

Lo I - . . 110
olusan iiriiniin kalitesine bagh olarak siklus sayisina karar vermektir "' ",
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Hedef Molekiil Siklus Sayisi
3.10° 25- 30
1.5.10* 30-35
1.10° 35-40
50 40-45

I1. 4. 4. 8. Magnezyum Konsantrasyonu

Magnezyum konsantrasyonu; primerlerin baglanmasini, her iki DNA sarmalinin ve PCR
tirtinliniin ayrilma sicakligmni, {iriin 6zelligini, primer-dimer olusumunu, enzim aktivitesini ve

verimliligini etkileyebilir.

Taq DNA polimeraz, DNA kalip, primerler ve dNTP’lerin maksimum diizeyde
baglanmast i¢in serbest halde Mg’a ihtiya¢ duyar. Bu nedenle, PCR’da Mg konsantrasyonu, total
dNTP konsantrasyonundan daha fazla 0.5-2.5 mM olmalidir. EDTA ya da diger selatorler mevcut

primer stoklarindaki ya da kalip DNA’daki Mg optimizasyonunu bozabilir.

II. 4. 4. 9. Diger Reaksiyon Bilesenleri
PCR igin onerilen buffer 10-50 mM Tris-HCI (PH=8.3-8.8) dipolar iyonik buffer’dir.

20mM Tris-HCI (PH=8.3) 20° C’de tipik termal siklusta PH’s1 7.8 ile 6.8 arasinda degisir.
Primerlerin baglanmasini kolaylastirmak amacryla 50mM KCI reaksiyon ortamina ilave edilebilir.
50mM’dan fazla KCl veya 50mM NaCl Taq polimeraz aktivitesini inhibe eder. Genomik PCR igin

50mM KCI, 10mM Tris-HCI, 1.5 mM MgCl, ve 100ug/ml jelatin iceren standart buffer gereklidir.

DMSO, E. Coli DNA Polimeraz I’in Klenow fragmenti ile yapilan PCR’da etkili iken,
%10 DMSO, Taq polimeraz’da %50°ye yakin aktiviteyi inhibe eder. Bu nedenle ¢ogu uygulamada
tavsiye edilmez. DMSO ve non iyonik detarjanlar DNA sekansmin olugmasini 6zellikle sekonder

yapilar1 azaltarak saglar. Bir ¢ok protokolde protein ilavesi bulunmamasina ragmen, jelatin, bovin
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serum albumin ve noniyonik deterjanlar (Tween 20 ya da Laureth 12 gibi) enzimin stabile

olmasina yardim etmek amaciyla ilave edilirler.

II. 4. 5. PCR Tekniginin Uygulama Alanlari

Cok sayida uygulama alani1 olan PCR’1n kullanildigs alanlar "' '";

- Gen delesyonlarinin belirlenmesi

- Spesifik nokta mutasyonlarinin saptanmasi

- Enzim ya da spesifik DNA sekanslarinin gen haritalarmin olusturulmasi

- Popiilasyonda genetik polimorfizm gosteren enzimlerin genotip dagilimlariin saptanarak,
kisilerin hastaliklara / kansere duyarliliklarinin arastirilmasi

- Popiilasyon epidemiyolojisi

- Hastaliklarin klinik teshisi

- Hastaliklara neden olan genetik etkenlerin arastirilmasi

- Aile soy agacinin ¢ikarilmasi

- Genetik danismanlik

- Adli tiplik vakalar

- Mikrobiyolojik ¢aligmalar

- Temel biyolojik calismalar’dir.

Kisaca PCR; molekiiler biyoloji ve genetik alanlarinda, genetik arastirmanin
ilerlemesinde; molekiiler biyoloji alaninda; DNA sekanslarinin hizla ¢ikarilmasinda, insan gen
haritalarinin gelistirilmesinde, gen aktivite ¢alismalarinda bir ya da daha fazla hiicre analizlerini
olasi kilarak katkili olacaktir. Genetik alaninda ise, iyi belirlenmis hastaliklarda mutasyonlarin
dogrudan DNA sekans analizi ile taninmasint ve bazi genetik hastaliklarin genel popiilasyonda

taranmasini saglayacaktir.
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I1. 4. 6. PCR Tekniginin Avantajlari

1. Cok kiiciik Ing’dan dah az genomik DNA pargcalar1 bile kullanarak istenilen miktarda yeni
DNA olusturulmasina olanak saglar.
2. Southern blot 5-10 mikrogram DNA kullanarak, 6-7 giinliik siirede DNA analizi yaparken,
PCR birkag saatte DNA’y1 ¢cogaltabilir.
3. Spesifik DNA dizisini segip, istenmeyen dizilerin ortaya ¢ikmasini dnleyebilir.
4. DNA’nin saflastirilmas: gerekmediginden zaman ve emek nikleik asitlerle yapilan
caligmalardan daha az olmakta ve hiicresiz (Cell-free Molecular Cloning) klonlama olarak da

adlandirilmaktadir.

II. 4. 7. PCR Tekniginin Dezavantajlari

1. Taq DNA Polimeraz enziminin yaklasik olarak 2.10 hata orani tagimas1
m=2f/c

Hata oran1 =m

Niikleotidlerin diziye katilmasinda goriilen hata=f

Dongii sayisi=c
2. Amplifiye edilmek istenen DNA parcasinin her 2 sonu iginde spesifik proba, primere ihtiyag
duyulmasi.
3. Cogaltilan DNA dizilerinin dogru cogalmayip, diziye yanlis niikleotidler katilabilir.
4. Primerlerin yanlis baglanmasi/genislemesi sonucu ya da primer-dimerlerinin olugmasi nedeniyle
nonspesifik iiriinlerin elde edilmesi, istenen iirtiniin elde edilememesi ya da ¢ok az elde edilmesi
5. Kontaminasyon riski

6. Cok ucuz bir yontem olmadig: igin, rutin teshislerde kullanilamamasi.

I1. 4. 8. Restriksiyon Enzimleri

Yabanct DNA’larin  spesifik niikleotid dizilerini tanima bolgelerinden kesen
endoniikleazlara genel olarak restriksiyon enzimleri (RE) denir. Restriksiyon endoniikleaz

enziminin, ¢ift iplikli DNA’da spesifik bolgelerden kesim yaparak DNA’dan genin veya gen
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tastyan bir DNA segmentinin ¢ikarilmasinda etkin ve spesifik fonksiyonlar1 vardir. Bu amagla bu
tir enzimler klonlamada ve genetik maniplasyonlarda fazlaca kullanilirlar. Bugiin i¢in 400’den
fazla RE tanimlanmistir. Bu enzimlerin 100 kadar degisik tanima bolgesi bulunmaktadir. Bu
enzimler ilk olarak izole edildikleri bakterinin adini alirlar. Bu enzimlerin bakterilerde kromozom
iizerinde ya da ekstra kromozomal elemanlar iizerinde (plazmid ya da profaj gibi) bulunduklar
sanilmaktadir. RE’leri adlandirmak icin 3 harf kullanilmaktadir, italik yazilirlar. Bunlardan ilki
enzimin elde edildigi bakterinin cins admi gostermektedir. Diger ikinci ve ticlincti harfler ise
bakterinin tiir adin1 gosterir. Daha sonra romen rakamiyla yazilan sayilar ise o bakteriden elde

edilen kaginci enzim oldugunu anlatir.

RE’ler Tip 1,2,3 olmak iizere 3 kisma ayrilir. Tip 1 ve 3, DNA’da spesifik baz siralarini
tanir ancak kesme islemini bagka baz siralar1 arasindan yapar. Bu nedenle bu gruplarda bulunan
enzimler gen maniplasyonlarinda kullanilmazlar (EcoAl, EcoBI). 2. grubta bulunanlar ise tanima
ve kesme yoniinden daha spesifiklerdir ve rekombinat DNA teknolojisinde de amaca yonelik
kullanilabilir. Bakterilerden ¢ok sayida tip 2 enzim izole edilmistir. Tip 2 RE’ler 4,5,6,7 ya da 13
baz ¢ifti uzunlugundaki DNA parcalarini palindromik keser. Tanima bolgesindeki DNA
molekiiltiniin 1 dali tizerindeki 5’ ugtan 3’ uca dogru olan baz sirasi, komplementer dalin 5’ugtan

3’ uca dogru olan baz sirasi ile aynidir.

DNA’daki tanima bolgelerine bagli olarak kestikleri parcaciklara yani DNA’daki
aktivitelerine gore tip 2 enzimleri; yapiskan u¢ olusturanlar (sticky ya da cohesive), kiit ug
olusturanlar (blunt), izosizomerlar (isoschizomer) ve degisik tanima yapanlar olmak iizere 4 grupta

0
toplanirlar "' ',
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1. MATERYAL ve YONTEM

IIL. 1. Calisma Popiilasyonu

Tiirk popiilasyonundaki ADRB2 16 ve GSTP1 genetik polimorfizm dagilimini aragtirmak
amaciyla yaslar1 18 ile 65 (Ortalama;38) arasinda degisen 84 kadin ve 43 erkekten olusan 127
saglikli bireyin kan o6rneklerinden yararlanilmistir. Arastirma yapilan bu grup; hi¢ bir medikasyon
almayan, kendisinde ve ailesinde kanser / herhangi bir kalitsal hastalik gézlenmemis bireylerden
olusturulmustur. Ek olarak, Tiirk popiilasyonundaki astim hastaligina ait ADRB2 16 ve GSTP1
genetik polimorfizm dagilimini arastirmak amaciyla yaglari 18 ile 75 (Ortalama;39) arasinda

degisen 88 kadin ve 41 erkekten olugan 129 astimli bireyin kan 6rnekleri toplanmistir.

ADRB2 16 ve GST Pl genetik polimorfizmi ile astim olusumu arasindaki iliskinin
arastirilmasi amaciyla Saglik Bakanligi Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi Gogiis Hastaliklar1
Klinigi’'nde astim teshisi konulmus 129 olgunun kan 6rneklerinden yararlanilmistir. 127 olgudan
olusan kontrol grubu; yas ve cinsiyet dagilimi astimli hastalarla uyumlu olacak sekilde, ailesinde
ve kendisinde kalitsal ve sistemik herhangi bir hastalik gézlenmemis, herhangi bir medikasyon
almayan bireylerden olusturulmustur. Astimli hastalara ve kontrol grubuna astim olusumunda rol
oynadig1 distiniilen diger faktorlerin yer aldigi bir sonraki sayfada belirtilen anket formu

uygulanmistir.
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-ASTIMLI HASTALAR iCiN ANKET FORMU -

1.Ad1, Soyadi:

2.Yast:

3.Medeni hali:

4.Agirhg (kg):

5.Boyu (cm):

6.Meslegi:

7.1lk menstriiasyon periyodunun baslama yast:

8.Menapozal durumu:

Premenapozal ise; son menstriiasyon periyodunun kag giin 6nce oldugu?
Postmenapozal ise; son menstriiasyon periyodunun kag y1l 6nce oldugu?
9.Tan1 konuldugu zamanki menapozal durumu:

10.Taninin ne zaman konuldugu?:

11.Uygulanan tedavi:

12. Daha 6nce hormon tedavisi gordii mii?Ne tip?

12.0ral kontraseptif kullandi m1?Nedir?

13.Ka¢ ¢ocugu var?

[Ik dogumunu yaptig1 yas?

Son dogumunu yaptig1 yas?

14.Daha 6nce meme ile ilgili bir operasyon gegirdi mi?

15.00ferektomi (Yumurtaliklarin alinmasi) yapildi mi1? Yapild ise kag y1l 6nce?
16.Sigara igme aligkanlig1:

Hig icmedim O Eskiden icerdim @)
1-10 sigara/giin O) 11-20 sigara/giin 0)
20 ve daha fazla sigara/giin ()
1 yildir igiyorum O) 2-5 yildir i¢iyorum O)
5-10 yildir i¢iyorum 0) 10-15 yildir igiyorum O)
15-20 yildir igiyorum 0) 20 ve daha fazla yildir iciyorum ()
17.Sigara igilen ortamlarda sik¢a bulunuyor musunuz?

Evet @) Hayir O
18.Alkol kullantyor musunuz?

Evet O) Hayir O
Nadiren O Haftada 1 kez O
Haftada 2-3 kez O Haftada 4-5 kez O
Haftada 6-7 kez O)

19.Beslenne aligkanliginizda size en fazla uyan tanim agagidakilerden hangisi?
a)Kizartma agirhikli yagh diyet

b)Sebze agirlikli yagsiz diyet

c)Dengeli beslenme

20.Radyasyona maruz kaldimiz m1? Hangi siklikta?

Evet O) Hayir O
21.Tiroidle ilgili bir rahatsizliginiz var m1?

Evet O) Hayir O
Hipotiroidizm () Hipertiroidizm ()
22.Aile bireylerinde ve sizde genetik bir hastalik var m1? Tipi?

Evet O) Hayir O

23.Ailenizde meme kanserli bagka bireyler var mi1?(Anne, kardes, anneanne vb)
Evet O) Hayir O
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I11. 2. DNA izolasyonu

IIL 2. 1. DNA lizolasyonu icin Kullanilan Kimyasal Maddeler

-Trizma Baz (Sigma Kat. No: T-1503)
-Sukroz (Sigma Kat. No: S-1513)

-Triton (Sigma Kat. No: X-100)

-Magnezyum Klorid (Sigma Kat. No: M-9272)
-Etilendiamin Tetra Asetik Asit (EDTA) (Sigma Kat. No:ED2SS)
-Sodyum Klortir (Merck)

-Sodyumperklorat (Sigma Kat. No: S-1513)
-Lauryl Siilfat (SDS) (Sigma Kat. No: L-4509)
-Kloroform (Merck )

-Hidroklorik asit (Merck )

-Mutlak Etanol ( Kimetsan)

-Sodyum Hipoklorit (camasir suyu)

II1. 2. 2. DNA lizolasyonu icin Kullanilan Cozeltiler

-Lysis Buffer(Reaktif A): (10 mM Tris HCI (pH=8),320 mM Sukroz, 5 mM MgCl,, %1 Triton);
12.1g Trizma Baz tartilarak 100ml distile suda ¢oziildii ve HCI ile pH’s1 8’e ayarlandi. 109.5 g
Sukroz, 1.0g Magnezyum Klorid tartildi, 1M Tris HCI (pH=8) ¢6zeltisinden 10 ml ilave edilerek
1000 mI’ye distile su ile tamamlandi. Otoklav ile steril edildi. En son olarak sicakken 10ml Triton
X-100 ilave edilerek, + 4°C’ de saklandi.

-Reaktif B: (400 mM Tris HCI (pH=8), 60 mM EDTA,150 mM NaCl, %1 SDS, 1000 ml distile
su); 48.5 g Trizma Baz, 22.3 g EDTA, 8.8 g NaCl tartilarak 1000 mI’ye distile su ile tamamlandi.
HCI ile PH’s1 8’e ayarlanarak otoklav ile steril edildi. En son olarak sicakken 10 g SDS ilave
edilerek, oda sicakliginda saklandi.

SM Sodyumperklorat ¢ozeltisi: 70.2 g sodyumperklorat tartilarak 100 ml’ye distile su ile

tamamlanarak, otoklav ile sterile edildi. Oda sicakliginda saklandi.
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IIL. 2. 3. DNA lizolasyonu icin Kullanilan Aletler

-Terazi (Sartorius BA 610)

-Su banyosu (Niive BM 102)

-EDTA’l1 steril vakumlu kan tiipti (Greiner)
-Falkon tiipii (Greiner)

-Kromozom tiipii (Greiner)

-Plastik Pastor pipeti (Greiner)

-Agz1 vidal ependorf tiipii (Greiner)

-Steril Bioloop

-Mikropipetler

-Mavi ve sar1 mikropipet uclari

-Otoklav banti

IIL. 2. 4. Deneyin Yapilisi

1. 5-10 ml kan 6rnekleri EDTA’l1 tiiplere alindi. Kan 6rnekleri izolasyon yapilincaya kadar
-20°C’de sakland1. Kan 6rneklerinden sodyumperklorat-kloroform yéntemiyle DNA izolasyonu

yapildi.

2. Her birey igin bir falkon tiipti kullanildi. Her falkona soguk Lysis bufferdan (Reaktif A) 35ml

ilave edildi.

3. Kan 6rnekleri falkonlara bosaltildi. Tiipler alt iist edilerek karistirild.

4. 10 dakika 3000 rpm’de santrifiij edildi.

5. Bu arada kromozom tiiplerine 5SM Sodyumperklorat ¢dzeltisinden 0.5ml koyuldu.

[=))

. Santriftijden ¢ikartilan falkonlarin siipernatantlari gamasir suyu dolu behere bosaltildi.

7. Pelletlerin izerine Reaktif B’den pastér pipet yardimiyla 2ml ilave edildi.

8. Falkondaki Reajan B’li pellet sodyumperklorad igeren kromozom tiiplerin {izerine aktarildi.
9. 15 dakika el ile alt tist edildi.

10. 65°C’de 30 dakika etiivde inkube edildi.

11.Etiivden alinan tiiplere soguk kloroformdan 2ml ilave edildi.
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12. 10 dakika alt tist edildi.

13. 10 dakika 1400 rpm’de santrifiij edildi.

14. Ust fazi hepsi pastdr pipeti ile yeni kromozom tiiplerine aktarildi.

15.Yeni tiipe aktarilan stipernatantlarin iizerine Sml soguk etanol ilave edildi.

16. EtOH’lu tiipleri iyice alt iist edilerek, DNA sarmalinin olusumu gozlendi.

17. Bioloop ile olusan DNA sarmali alindi. Kurumasi i¢in ependorfa aktarilarak 5-10 dk
bekletildi.

18. Kuruyan DNA’lar ependorflarin i¢ine aktarildi ve DNA’nin biiyiikliigiine gore 200/
300uL steril distile su ilave edildi.

19. 60°C’ de 1 gece su banyosunda inkiibe edildi.

20. Coziinen DNA’lar +4° C’de sakland:.

I11. 3. DNA Orneklerinin PCR’a Uygulanmasi

II1. 3. 1. ADRB2 16-PCR’da Kullanilan Kimyasal Maddeler

-ADRB2 16 Primer (AR6) (5’-GCCTTCTTGCTGGCACCCCAT-3’)
-ADRB2 16 Primer (AR4) (5’-CAGAGCACATCAATGGAAGTC-3’)
-dATP, 100mM (Fermentas)

-dCTP, 100mM (Fermentas)

-dGTP, 100mM (Fermentas)

-dTTP, 100mM (Fermentas)

-Taq DNA Polimeraz (Promega)

-10x Termofilik Reaksiyon Buffer1 (no Mgz) (Promega)

-25mM MgCl, (Promega)
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II1. 3. 2. GST P1-PCR’da Kullanilan Kimyasal Maddeler

-GSTP1-F Primer (Operon) (5>~ACCCCAGGGCTCTATGGGAA-3’)
-GSTP1-R Primer (Operon) (5’-TGAGGGCACAAGAAGCCCCT-3’)
-dATP, Li-salt 25pmol (Fermentas)

-dCTP, Li-salt 25umol (Fermentas)

-dGTP, Li-salt 25umol (Fermentas)

-dTTP, Li-salt 25pmol (Fermentas)

-Taq DNA Polimeraz (NEBioLabs)

-10x Termofilik Reaksiyon Buffer1 (no Mgz) (Promega)

-25mM MgCl, (Promega)

IIL. 3. 3. DNA Amplifikasyonu icin Kullanilan Aletler

-PCR aleti (DNA Thermal Cycler) (Techne PHC-1)
-Mikrosantrifiij (MSE, Sanyo)

-0.5 mI’lik ependorf tiipii (Greiner)

-Mikropipetler

-Mavi ve sar1 mikropipet uglari

1I1. 3. 4. DNA Amplifikasyonu icin Kullanilan Cozeltiler

2 mM dNTP miks: 100 mM’lik dATP, dTTP, dCTP, dGTP niikleotid stok ¢ozeltilerinden 20’er pl
alinarak, tizerlerine 9201 steril distile su ilave edildi. Santrifiijle karistirilip —20°C’de saklandi.
25uM Primer I ve Primer II: Stok primer g¢ozeltilerinin pmolaritelerine bagh olarak, 25uM

konsantrasyona steril distile su ile dilue edildiler. -20°C’de saklandilar.

IIL 3. 5. Orneklerin ADRB2-16 Amplifikasyonu icin PCR’a Uygulanmasi

DNA izolasyonu ile elde edilen DNA’lar, ADRB2 16 geninin ¢ogaltilmasi i¢cin ADRB2
16-PCR’1na uygulandi. Bu amagla 500 pl’lik master miks hazirlandi. 0.5ml’lik ependorfa

25uM’lik primer I ve primer II’den 7.3 pl, 2mM niikleotid (ANTP miks)’den 7.3 pl ve Mg-free
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buffer’dan 36 pl, 50mM MgCl,’den 28.8 ul, 5U/ul aktiviteli Taq Polimeraz’dan 0.2 pl ve 216.2 pl
steril distile su ilave edilerek karistirildi. 5001’ lik master miks — 50 ul’lik porsiyonlara boliindii

— tizerine 2 pl DNA ilave edildi — santrifiij edildi — PCR aletine (Thermal cycler) konuldu.

ADRB2 16-PCR’1n sartlari; ilk basamak denatiirasyon i¢in 94°C’de 2 dakika, 40 siklus
olan denatiirasyon igin 94°C’de 40 saniye, annealing i¢in 64°C’de 40 saniye, ekstensiyon igin

72°C’de 50 saniyedir. 1 siklus olan son ekstensiyon ise 72°C’de 10 dakika olarak belirlendi.

IIL 3. 6. Orneklerin GSTP1 Amplifikasyonu icin PCR’a Uygulanmasi

DNA izolasyonu ile elde edilen DNA’lar, GSTP1 geninin ¢ogaltilmasi i¢in GSTP1-

PCR’1na uygulandi.

Bu amagla 23 pI’lik master miks hazirlandi. 25uM’lik primer I ve primer 1I’den 0.5’er pl,
2mM niikleotid (ANTP miks)’den ve 10x NH, reaksiyon buffer’dan 2.5’ser ul, 5U/ul aktiviteli Taq
Polimeraz’dan 0.15ul ve 16.85 pl steril distile su ilave edilerek karistirildi — tizerine 2 pl DNA

ilave edildi — santrifiij edildi — PCR aletine (Thermal cycler) konuldu.
GSTPI1-PCR’1n sartlari; baglangi¢ denatiirasyon i¢in 94°C’de 5 dakika, 30 siklus PCR’da
denatiirasyon ig¢in 94°C’de 30 saniye, annealing i¢in 57°C’de 30 saniye, ekstensiyon ig¢in

72°C’de 30 saniyedir. 1 siklus olan son ekstensiyon ise 72°C’de 7 dakika olarak belirlendi.

II1. 3. 7. PCR Uriinlerinin Jele Uygulanmasi

IIL 3. 7. 1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

-Rutin Elektroforez Grade Agaroz (Flowgen Kat. No: A3-0500)
-Etidium Bromide (Sigma)
-Trisma Baz (Sigma Kat. No: T-1503)

-Borik Asit (Sigma Kat. No: B-0252)
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-Etilendiamin Tetra Asetik Asit (EDTA) (Sigma Kat. No: ED2SS)
-Bromofenol Blue (Sigma Kat. No:B-6896)

-Ksilen Siyanol FF(Sigma Kat. No:X-4126)

-Gliserol (Sigma)

-100 bp’lik DNA marker1 (Gibco BRL)

-Jel maskeleme bandi (Sigma Kat. No:T-6656)

IIL 3. 7. 2. Kullanilan Aletler
-Elektroforez gii¢ kaynagi (Consort E 425) (Sekil 9)
-Elektroforez tanki (Pharmacia GN 100) (Sekil 10)
-Elektroforez tepsisi (Pharmacia)

-Jel taraklar1 (Pharmacia)
-Mikrotiter kab1
-UV-transilluminatér (UVP)
-Elektrikli 1s1tic1

-Terazi (Sartorios BA 610)
-Mikropipetler (Gilson)

-Sar1 ve mavi mikropipet uglari

-Otoklav banti

II1. 3. 7. 3. Kullanilan Cézeltiler

TBE buffer (x10): Trisma bazdan 108 g, borik asitten 55 g, EDTA’dan 9.3 g tartild1. 1L ye steril
distile su ile tamamlanarak otoklav ile sterilize edildi. Oda sicakliginda saklandi.

TBE buffer (x1): 100 ml TBE buffer (x10) {izerine 900 ml steril distile su ilave edildi. Oda
sicakliginda saklandi.

%2 lik rutin agaroz ¢ozeltisi: 2 g rutin agaroz tartild1 ve {izerine 100 ml TBE (x1) buffer’indan

ilave edildi. Elektrik 1siticisi tizerinde kaynatilarak ¢oziinmesi saglandi.
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Jel-loading buffer(jel yiikleme tamponu): 0.25 g bromofenol blue, 0.25 g ksilen siyanol FF tartildi
ve 30 ml gliserol ve 70 ml distile su ilave edilerek karistirildi. Coziinmeleri igin 1sitildi. Oda
sicakliginda saklandi.

0.1ug/ml DNA marker’i: 10pl 1pg/ml DNA marker, 90ul steril distile su ve 15ul loading buffer

ilave edilerek karigtirildi. +4 ° C’de saklandi.

III. 3. 7. 4. Jelin Hazirlanmasi

Yukarida aciklandigi gibi hazirlanan 100 ml %2 ‘lik agaroz ¢ozeltisi sogumadan once
tizerine 10l EtBr ilave edildi ve homojen dagilmasi i¢in karistirildi. Bu sicak karigim, daha
onceden kenarlar1 bant ile kapatilmis ve uygun taraklar yerlestirilmis olan mika elektroforez
tepsilerine hava kabarcigi kalmayacak sekilde dokiildii. Jellerin donmasi icin 15 dakika beklendi.

Taraklar ¢ikartilarak jeller + 4 °C’de saklandi.

IIL 3. 7. 5. PCR Orneklerinin Jele Uygulanmasi ve Elektroforez

Enzim amplifikasyonunun basarili bir sekilde gerceklesip gerceklesmedigini kontrol etmek amaci
ile ornekler, PCR islemi bitiminde %?2’lik rutin agaroz jellere tatbik edildi. Bu amagla 6nce
mikrotiter kaplara her ornek i¢in 2ul loading buffer konuldu. Loading buffer tizerine PCR
tirtintinden 10pl ilave edilirek, pipetaj ile karigtirildi. Bu arada jel TBE buffer (x1) igeren
elektroforez tankina alindi. Loading buffer’li PCR iriinleri, tarak disleri sayesinde olusan
bosluklara teker teker uygulandi. 1 jele 10 6rnek ve olusan iirtiniin bityiikligiinii 6lgebilmek igin
gerekli olan 1 DNA marker’t uygulandi. Amplifikasyon iiriinleri direkt olarak 100V akim
varhginda 20 dakika jel elektroforezis’e tabi tutuldu. Islem sonunda amplifiye edilen ADRB2 16
genine spesifik 323 bp’lik ve GST PI1 genine spesifik 176 bp’lik bantlar UV-transilluminator’de

kontrol edildi.



-51-

1I1. 4. ADRB2 16 ve GSTP1 Genotipinin Belirlenmesi

I1L. 4. 1. ADRB?2 16-Digest’inde Kullanilan Kimyasal Maddeler

5. ..CCATGG...%
-Nco I (NEBioLabs) restriksiyon enzim sekansi 3...GGTACL...5

5 .. GCAGTGNNT. &
-Bts 1 (NEBioLabs) restriksiyon enzim sekansi 3...CGTCACNN...5

-BSA Buffer (x100) (NEBioLab)

-NEB Buffer 4 (x10) (NEBioLab)

1L 4. 2. GST P1-Digest’inde Kullanilan Kimyasal Maddeler

5 . .GTCTC(N.Y...3

- Bsm Al (NEBiolabs) restriksyon enzim sekanst 8...CAGAG (M), a >

-BSA Buffer (x100) (NEBioLab)

-NEB Buffer 4 (x10) (NEBioLab)

1I1. 4. 3. ADRB2 16 ve GST P1 -Digest’inde Kullanilan Aletler

-Santrifiij (Mistral 1000)

- Etiiv (Niive EN 400)

-0.5 mI’lik ependorf tiipii (Greiner)
-Mikropipetler

-Sar1 ve mavi mikropipet uglari

111. 4. 4. 1. ADRB2 16-Digest’inde Kullanilan Coézeltiler

NEB Buffer 4 (x1): 100pl NEB buffer 4 (x10) ¢ozeltisine 900pl steril distile su ilave edilerek,
santrifiij ile karistirildi. -80°C’de saklandi.
BSA Buffer(x10): 100ul BSA Buffer (x100) ¢ozeltisine 900ul NEB buffer 4 (x1) ilave edilerek,

santrifiij ile karistirildi. -80°C’de saklandi.
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111. 4. 4. 2. GSTP1 -Digest’inde Kullanilan Coézeltiler

NEB Buffer 4 (x1): 100pl NEB buffer 4 (x10) ¢ozeltisine 900pl steril distile su ilave edilerek,
santrifiij ile karistirildi. -80°C’de saklandi.
BSA Buffer(x10): 100ul BSA Buffer (x100) ¢ozeltisine 900ul NEB buffer 4 (x1) ilave edilerek,

santrifiij ile karistirildi. -80°C’de saklandi.

II1. 4. 4. 3. 1. ADRB2 16 Reseptoriiniin Ncol ve Btsl ile Kesilmesi

ADRB?2 16-PCR iiriinleri, Nco I ve Bts 1 restriksiyon endoniikleaz enzimleri tarafindan
sirastyla ADRB2 16 reseptoriiniin DNA diziliminde CCATGG spesifik niikleotid dizisi taninarak
4265 konumundaki guanin bazindan ve GCAGTG spesifik niikleotid dizisi taninarak 4479
konumundaki timin bazindan kesildi. Bu amagla, ependorfa 10 pl PCR {iriinii, 2 ul NEB Buffer 4
(x10) ve 0.2 pl Ncol ve 0.2 pl Btsl konulup, santrifiij ile karistirildi. 37°C’de etiivde 16 saat

inkiibasyona birakild1.

II1. 4. 4. 3. 2. GSTP1 Reseptoriiniin BsmAl ile Kesilmesi

GSTPI1-PCR iiriinleri, restriksiyon endoniikleaz enzimi olan Bsm Al tarafindan spesifik
niikleotid dizisi taninarak, GSTP1 reseptoriinin ¢cDNA diziliminde 313’iincii baz olan Adenin
bazindan kesildi. Bu amagcla, ependorfa 8 pl PCR iiriinii, 3 pl NEB Buffer 4 (x10), 0.8 pl BsmAl
(41U) ve 3.2 pl steril distile su konulup, santriftij ile karigtirildi. 55°C’de etiivde 16 saat

inkiibasyona birakild1.
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111 4. 4. 4. ADRB16 ve GSTP1 Digest Uriinlerinin Jele Uygulanmasi

I1L 4. 4. 4. 1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

-Nusieve 3:1 Agaroz (FMC)
ADRB2 16 ve GST PI1-PCR iriinlerinin jele uygulanmasinda kullanilan kimyasal

maddeler digest iiriinleri i¢in de kullanilmistir.

I11. 4. 4. 4. 2. Kullanilan Aletler
ADRB2 16 ve GST P1-PCR fiiriinlerinin jele uygulanmasinda kullanilan aletler digest

tirtinleri i¢in de kullanilmastir.

111. 4. 4. 4. 3. Kullanilan Cozeltiler

%3.5 luk Nusieve agaroz ¢ozeltisi: 3.5 g Nusieve agaroz tartildi ve {izerine 100 ml TBE (x1)
buffer’indan ilave edildi. Elektrik 1siticisi {izerinde kaynatilarak ¢oziinmesi saglandi.
ADRB?2 16 ve GST P1-PCR iirtinlerinin jele uygulanmasinda kullanilan ¢ozeltiler digest

tirtinleri igin de kullanilmistir.

I11. 4. 4. 4. 4. Jelin Hazirlanmasi

Jel hazirlanmasi, PCR iirtinleri boliimiinde agiklandigi sekilde hazirlandi.

IIL 4. 5. Digest Uriinlerinin Jele Uygulanmasi ve Elektroforez

1I1. 4. 5. 1. ADRB2 16 Genotipinin Belirlenmesi

ADRB2 16 genotipinin belirlenmesi i¢in, ADRB2 16-PCR iiriinleri Nco 1 ve Bts 1
restriksiyon enzimleri tarafindan kesildi. Astim hastalar1 ve kontrol grubunun ADRB2 16 genotip
analizlerini yapilabilmek amaciyla, Nco I ve Bts 1 restriksiyon enzimleri tarafindan kesilen
ornekler jele uygulandi. Digest tirtinleri, PCR {irtinlerinin jele uygulanmasi ve elektroforez
bolimiinde aciklandigr sekilde hazirlanarak, 120 V akim varliginda 30 dakika jel elektroforezis’e
tabi tutuldu. Islem sonunda astim ve kontrol grubunun Tablo 6’da gozlenen spesifik bantlar1 UV-

transilluminator’de incelenerek ADRB2 16 genotip analizleri yapildi.
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Tablo 6. ADRB2 16 Genotipinin Sematik Gosterimi

Ornek-1 Ornek-2 Ornek-3

PCR

323 bp —— — —
DIGEST

236 bp

218 bp —

87 bp — — —
ADRB2 Argl6Arg Argl6Gly Gly16Gly

II1. 4. 5. 2. GST P1 Genotipinin Belirlenmesi

GST P1 genotipinin belirlenmesi i¢in, GST-PCR {irtinleri Bsm Al restriksiyon enzimi
tarafindan kesildi. Astim hastalar1 ve kontrol grubunun GSTP1 genotip analizlerini yapilabilmek
amactyla, Bsm Al restriksiyon enzimi tarafindan kesilen ornekler jele uygulandi. Digest {irtinleri,
PCR iiriinlerinin jele uygulanmasi ve elektroforez boliimiinde agiklandig1 sekilde hazirlanarak, 120
V akim varhginda 30 dakika jel elektroforezis’e tabi tutuldu. Islem sonunda astim ve kontrol
grubunun Tablo 7’de gosterilen spesifik bantlari UV-transilluminatér’de incelenerek GSTPI

genotip analizleri yapildi.

Tablo 7. GSTP1 Genotipinin Sematik Gosterimi

Ornek-1 Ornek-2 Ornek-3
PCR
176 bp — — —
DIGEST
176 bp
93 bp — —
83 bp
GSTP1 Tle1051le le105Val Vall05Val
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I11. 5. [statistiksel Analiz

Istatistiksel ~ analizde, her iki gruba ait tammlayici demografik verilerin
karsilagtirllmasinda Mann-Whitney U testi kullanildi. Cinsiyet, sigara ve menapoz durumlari
bakimindan her iki grubun karsilastirilmasinda ki-kare testi yapildi. ADRB2 16 ve GSTP1 genotip

frekanslari tizerine etkili risk faktorlerinin belirlenmesinde lojistik regresyon analizi uygulandi.
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Iv. BULGULAR

Tiirk popiilasyonunda saglikli bireyler ve astim hastalarindaki ADRB2 ve GSTP1 genetik
polimorfizminin belirlenmesi amaciyla kontrol grubunda 127 saglikli birey ve 129 astimli hasta
incelenmistir. Kontrol grubu 84 kadin ve 43 erkekten olusurken; Astimli hastalar, 88 kadin ve 41
erkekten olugmustur. Kontrol ve astim grubuna ait yas ortalamalar1 sirasiyla 38 ve 39 olarak

saptanmustir. Her iki gruba ait fiziksel 6zellikler (yas, kilo, boy) Tablo 8’de gésterilmistir.
p stir. Her iki gruba ait fiziksel 6zellikler (yas, kilo, boy) Tablo 8’de g ilmisti

Tablo 8. Kontrol ve Astim Grubuna ait Fiziksel Ozellikler

n(%) median(min-max)

Grup Kadin Erkek Yas (yi) Kilo (kg) Boy (cm)
Kontrol (n=127) 84 (% 66.1) 43 (% 33.9) 38(18-65) 70 (40-95) 165 (162-190)

Astim(n=129) 88 (% 682) 41(%31.8) 39(18-75) 72 (44-106) 160 (143-194)

Kontrol grubu, bireyler kendisinde ve ailesinde kalitsal ve sistemik hastalik gozlenmemis
herhangi bir medikasyon almayan bireylerden olusmustur. Kontrol grubundaki bireylerin 20 tanesi
(% 15.5) sigara icerken; 109 tanesi (% 84.5) sigara igmemektedir. Astim hastalarinda ise 26 tanesi
(% 20.5) sigara igerken; 101 tanesi (% 79.5) sigara igmemektedir. Hastalarin viicut kitle orani

(BMI)’na gore dagilimi Tablo 9°de gozlenmektedir.

Tablo 9. Kontrol ve Astim Grubuna ait BMI Degerleri

BMI (kg/m?)
Grup Zayif Normal Hafif Obezite
(<18.5) (18.5-24.9) (25-29.9) = 30)
Astim 4(%3.1) 37(%287) 34(%264) 54(%41.9)
Kontrol 5(3.9) 57(%449) 4(%34.6) 21(%16.5)
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Astim hastalarinda atopi (IgE>100 IU/mL) insidanst; 42 (% 35.55) hastada pozititken; 87
(% 66.7) hastada negatif olarak tespit edilmistir. Astimli hastalarda birlikte sistemik hastalik
bulunmasi sorgulandiginda, 2 hastada diabetes mellitus; 15 hastada hipertansiyon; 1 hastada
epilepsi; 1 hastasa hiperkolesterolemi ve 3 hastada multinodiiler guatr saptanmistir. Her iki
gruptaki kadinlar menapoz durumlarina gore incelendiginde; astma grubunda 74 (% 84.1) hasta
premenapozal ve 14 (% 15.9) hasta postmenapozal dénemde iken, kontrol grubunda 73 (% 86.9)

hasta premenapozal ve 11 (% 13.1) hasta postmenapozal donemde tespit edildi.

IV. 1. ADRB2 16 Genetik Polimorfizmi
Astim ve kontrol grubunun kan Oorneklerinden izole edilen DNA’lar, ADRB2 16
amplifikasyonu i¢in PCR’a uygulandi. Sekil 6’da ADRB2 PCR’1 sonucunda elde edilen 323 bp

biiytiklugiindeki tirtinler gortilmektedir.

Sekil 6. ADRB2 16 PCR iiriinleri

PCR URUNLERI: 1,2,3,4,5,6,7,8

DNA LADDER (100 bp lik): 9
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ADRB?2 genotipinin belirlenmesi amactyla astim ve kontrol grubunun PCR tiirtinleri Nco 1
ve Bts 1 ile digest edilmistir. ADRB2 16 nolu kodunun genotip tayini igin, amplifiye edilen DNA
ornekleri restriksiyon enzimi ile kesildikten sonra jellere yiiklenerek -elektroforeze tabi
tutulmustur. Argl6Arg (wild) genotipini tasiyanlar 236 bp; Glyl6Gly (mutant) genotipini
tastyanlar 218 ve Argl6Gly (heterozigot) genotipini tastyanlar ise 236 ve 218 bp’de bant

vermektedirler Sekil 7°de farklit ADRB2 genotipleri goriilmektedir.

300
200

100

Sekil 7. ADRB2 16 Nco 1 ve Bts 1 Digest Uriinleri

DiGEST URUNLERI: Wild (1, 4); Heterozigot (5, 6); Mutant (2)

DNA LADDER (100 bp lik): L

Tiirk popiilasyonunda ADRB2 16 genetik polimorfizmi
Tiirk popiilasyonunda Argl6 ADRB?2 aktiviteli alel frekansi % 42.5 iken; Gly 16 ADRB2

aktiviteli alel frekansi % 57.5 olarak bulunmustur.

Tirk popiilasyonundaki ADRB2 16 genotip frekansi incelendiginde, % 24.4’ti homozigot
(Argl6Arg), % 36.2°s1 heterozigot (Argl6Gly) ve % 39.4°ii mutant (Glyl6Gly) olarak tespit

edilmigtir. Tablo 10’da Tiirk popiilasyonundaki ADRB2 genotip dagilimi gosterilmistir.
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Tablo 10. Tiirk Popiilasyonunda ADRB2 16 Genotip Frekansi

Grup Argl6Arg Argl6Gly Glyl6Gly
Total (n=127) 31 (%24.4) 46 (% 36.2) 50 (% 39.4)
Kadin (n=84) 27 (% 21.2) 33 (% 26) 24 (% 18.9)
Erkek (n=43) 4(%3.2) 13 (% 10.2) 26 (% 20.5)

Tiirk poptilasyonunda ADRB16 genotipinin cinsiyete bagli olarak dagilimi
incelendiginde kadin bireylerde Agr 16 ve Glyl6 ADRB?2 aktiviteli alel frekansi sirastyla % 51.7
ve % 48.3 iken; erkek bireylerdeki Argl6 ve Glyl6 ADRB2 aktiviteli alel frekanslari ise sirasiyla

% 24.4 ve % 75.6 olarak tespit edilmistir (Tablo 11).

Tablo 11. Cinsiyet Bakimindan ADRB2 16 Alel Frekanslari

Genotip Erkek Kadin
Arg %24.4 %51.7
Gly % 75.6 % 48.3

Astim ve ADRB2 Genetik Polimorfizmi
Astimli hastalarda Argl6 ADRB2 aktiviteli alel frekans1 % 35.27 iken; Gly 16 ADRB2

aktiviteli alel frekansi % 64.73 olarak bulunmustur.

Astimli hastalarda ADRB2 genotip frekans: incelendiginde, % 10.9’u homozigot
(Argl6Arg), % 48.8’i heterozigot (Argl6Gly) ve % 40.3’(i mutant (Glyl6Gly) olarak tespit
edilmigtir. Tablo 12°de astim ve kontrol grubunun Tiirk popiilasyonundaki ADRB2 genotip ve alel
frekanslar1  gosterilmistir. Astim  ve kontrol gruplari, genotip frekanslart agisindan
karsilastirildiginda heterozigot ve mutant genotiplar arasinda fark goézlenmezken; kontrol
grubunda homozigot genotip frekansi anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p=0.011). Her iki

grubun Arg ve Gly alel frekanslar1 arasinda anlamli farlilik mevcut degildi.
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Tablo 12. Astim ve Kontrol Grubuna ait Genotip ve Alel Frekanslari

Genotip frekansi Alel frekansi

n (%) Argl6Arg  Argl6Gly  Glyl6Gly Arg Gly
Kontrol(n=127) | 31(%24.4)* 46(%362) 50 (%39.4) 108(%42.5)  146(% 57.5)

Astim(n=129) | 14(% 10.9)  63(%48.8) 52(%40.3) 91(%35.3)  167(% 64.7)

* p<0.05 (p=0.011)

Astim ve kontrol grubunun ADRB2 genotip frekanslari; iki mutant aleli tagiyan bireyler

ile bir mutant alel tagiyan ya da hi¢c mutant alel tasimayan bireylere gore karsilastirildiginda astim

ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunmamistir (Tablo 13).

Tablo 13. Astim ve Kontrol Grubunun ADRB2 16 Genotip Frekansi

Genotip Gly16Gly Argl6Gly+Argl6Arg
Kontrol (n=127) 50 (% 39.4) 77 (% 60.6)
Astim (n=129) 52 (% 40.3) 77 (% 59.7)

Astim ve kontrol grubunun ADRB2 genotip frekanslari; iki mutant aleli ya da bir mutant
alel tagtyan bireyler ile hi¢ mutant alel tasimayan bireyler acisindan karsilastirildiginda, astim ve
kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunmustir (Tablo 14). Mutant alel tasiyan
bireylerin astim hastaligina yakalanma riski, mutant alel tasimayan bireylere oranla 2.65 kat daha

fazla olarak tespit edilmistir.

Tablo 14. Astim ve Kontrol Grubunun ADRB2 16 Genotip Frekansi

Genotip Argl6Arg Argl6Gly+Gly16Gly
Kontrol (n=127) 31 (%24.4) 96 (% 75.6)
Astim (n=129) 14 (% 10.9) 115 (% 89. 1)*

* p<0.05 (p=0.005); OR=2.653; %95 CI=1. 335 —5.272
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Astim ve kontrol grubunun ADRB2 genotip frekanslari; iki mutant aleli tagiyan ya da hig
mutant alel tagimayan bireyler ile bir mutant alel tasiyan bireyler agisindan karsilastirildiginda,
astim ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunmustir (Tablo 15). Bir Mutant
alel tastyan bireylerin astim hastaligina yakalanma riski, iki mutant alel tasiyan veya hi¢ mutant

alel tagimayan bireylere oranla 1.68 kat daha fazla olarak tespit edilmistir.

Tablo 15. Astim ve Kontrol Grubunun ADRB2 Genotip Frekansi

Genotip Argl6Gly Argl6Arg+Glyl6Gly
Kontrol (n=127) 31 (% 24.4) 81 (% 63.8)
Astim (n=129) 63 (% 48.8)* 66 (% 51.2)

* p<0.05 (p=0.041); OR=1.68; %95 CI=1.019 —2.772

Astiml1 hastalarin 42 tanesi (% 35.55) atopiye sahipken; atopiye sahip bireylerin (n=2) %
4.8’ Argl6Arg, (n=19) % 45.2’si Argl6Gly ve (n=21) % 50’si Gly16Gly olarak tespit edilmistir.
Atopik hastalardaki Argl6 ve Glyl6 alel frekanslari sirasiyla, % 27.38 ve % 72.62 olarak

saptanmigtir.

Astimli hastalarin 57 (% 44.18) tanesi nokturnal dispneye sahipken; nokturnal dispneli
bireylerin (n=2) % 3.51’i Argl6Arg, (n=20) % 35.09’u Argl6Gly ve (n=35) % 61.4’u Glyl6Gly
olarak tespit edimistir. Noktiirnal dispneli hastalardaki Argl6 ve Gly16 alel frekanslari sirasiyla, %

21 ve % 79 olarak saptanmistir.

Astiml hastalarin 39 (% 30.23) tanesinde steroid bagimliligr mevcutken; steroid bagiml
bireylerin (n=2) % 5.41°1 Argl6Arg, (n=7) % 18.92’si Argl6Gly ve (n=28) % 71.8’i Gly16Gly
olarak tespit edilmistir. Steroid bagimliligi olan hastalardaki Argl6 ve Glyl6 alel frekanslari

sirastyla, % 19.23 ve % 80.77 olarak saptanmistir.



-62-

IV. 2. GSTP1 Genetik Polimorfizmi

Tiirk popiilasyonunda GSTP1 genetik polimorfizmi

Astim ve kontrol grubunun kan oOrneklerinden izole edilen DNA’lar, GSTP1
amplifikasyonu i¢in PCR’a uygulandi. Sekil 8’ de GSTP1 PCR’1 sonucunda elde edilen 176 bp

biiytikliigtindeki iirtinler goriilmektedir.

Sekil 8. GSTP1 PCR Uriinleri

PCR URUNLERI: 1,2,3,4,5,6,7,8,9; DNA LADDER (100 bp lik): L

GSTP1 genotipinin belirlenmesi amaciyla astim ve kontrol grubunun PCR iiriinleri BsmA

1 ile digest edilmistir. Sekil 9°da farkli ADRB2 genotipleri goriilmektedir.

300
200

100

1 2 3 4 5 & 7 8 210 L

Sekil 9. GSTP1 BsmAl Digest Uriinleri

DIiGEST URUNLERI: Wild (2,6,8,9,10); Heterozigot (1, 4, 5, 7); Mutant (3)

DNA LADDER (100 bp lik): L
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Tirk popitilasyonunda GSTP1 Ilel05 alel frekanst % 86.6 iken; GSTP1 Vall05 alel

frekanst %13.4 olarak bulunmustur. Tirk popiilasyonundaki GSTPI1 genotip frekanslar

incelendiginde, % 75.6’s1 homozigot (Ile1051le), %22’si heterozigot (Ile105Val) ve % 2.4’

mutant (Val105Val) olarak tespit edilmistir (Tablo 16).

Tablo 16. Tiirk Popiilasyonunda GSTP1 Genotip Frekansi

Grup Ile105Ile Val105Ile Vall05Val
Total(n=127) 96 (% 75.6) 28 (% 22) 3(%24)
Kadin(n=84) 65 (% 51.2) 16 (% 12.5) 3(%24)
Erkek(n=43) 31 (% 24.4) 12 (% 9.5) 0(%0)

Tiirk popiilasyonunda GSTP1 genotipinin cinsiyete bagh olarak dagilimi incelendiginde

kadin bireylerde Ile105 ve Vall05 GSTP1 aktiviteli alel frekansi sirasiyla % 87 ve % 13 iken;

erkek bireylerdeki Ile105 ve Vall05 GSTP1 aktiviteli alel frekanslari ise sirasiyla % 86 ve % 14

olarak tespit edilmistir (Tablo17).

Tablo 17. Cinsiyet Bakimindan GSTP1 Alel Frekanslari

Genotip Erkek Kadin
Ile %386 %87
Val %14 %13
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Astim ve GSTP1 Genetik Polimorfizmi
Astiml1 hastalarda Ile105 GSTPI1 alel frekanst % 76.7 iken; Val105 GSTPI alel frekans1

% 23.3 olarak bulunmustur.

Astiml1 hastalarda GSTP1 genotip frekansi incelendiginde, % 55°i homozigot (Ile1051le),
% 43.4’1 heterozigot (Ile105Val) ve % 1.6’s1 mutant (Vall05Val) olarak tespit edilmistir. Tablo
18’de astim ve kontrol grubunun Tiirk popiilasyonundaki GSTP1 genotip ve alel frekanslari
gosterilmistir. Kontrol ve astim grubunun homozigot ve mutant bireyleri arasinda fark
gozlenmezken; astim grubundaki heterozigot GSTP1 genotip frekanslar1 kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak yiiksek bulunmustur (p=0.001). Her iki grubun alel frekanslari
karsilastirildiginda, 1le105 alel frekansinda farklilik gozlenmezken; Vall05 alel frekansi astim

grubunda anlamli olarak yiikseklik saptandi (p=0.004).

Tablo 18. Astim ve Kontrol Grubuna Ait GSTP1 Genotip ve Alel Frekanslar:

Genotip frekansi Alel frekansi

n (%) llel05Ile  Vall05lle  Vall05Val Tle Val
Kontrol(n=127) | 96 (%75.6) 28(%22) 3(%2.4)  %86.6 % 13.4

Astim(n=129) T1(%55)  56(%43.4)* 2(%1.6) %767  %23.3%*

* p<0.05 (p=0.001), **p<0.01 (p=0.004)

Astim ve kontrol grubunun GSTP1 genotip frekanslari, iki mutant aleli tastyan kisilerin,
bir mutant alel tasiyan (heterozigot) ya da hi¢c mutant alel tagimamasina (wild) gore
karsilastirildiginda (Tablo 19); astim hastaligina yakalanma riski agisindan kontrol ve astim

gruplar1 arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunmamastir.
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Tablo 19. Astim ve Kontrol Grubunun GSTP1 Genotip Frekansi

Genotip Vall05Val Vall0SIle+1le1051le
Kontrol (n=127) 3(%2.4) 124 (% 97.6)
Astim (n=129) 2(% 1.6) 127 (% 98.4)

Astim ve kontrol grubunun GSTP1 genotip frekanslar; iki mutant aleli tagimasi
ya da bir mutant alel (heterozigot) tasiyan kisiler ile hic mutant alel tasimamasina (wild) gore
karsilastirildiginda, astim ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunmustir
(Tablo 20). Mutant alel tastyan bireylerin astim hastaligina yakalanma riski, mutant alel tagimayan

bireylere oranla 2.53 kat daha fazla olarak tespit edilmistir.

Tablo 20. Astim ve Kontrol Grubunun GSTP1 Genotip Frekansi

Genotip Tle1051le Val105Val+Ile105Val
Kontrol (n=127) 96 (% 75. 6) 31 (% 24. 4)
Astim (n=129) 71 (% 55) 58 (% 45)*

*p<0.05 (p=0.001); OR=2.53; %95 CI=1. 484 - 4.312

Astim ve kontrol grubunun GSTP1 genotip frekanslari, iki mutant aleli tasiyan
ya da hi¢ mutant alel tasimayan bireyler ile bir mutant alel tasiyan bireyler agisindan
karsilastirildiginda, astim ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunmustir
(Tablo 21). Bir mutant alel tagiyan bireylerin astim hastaligina yakalanma riski, iki mutant alel

tastyan veya hi¢ mutant alel tasimayan bireylere oranla 2.71 kat daha fazla olarak tespit edilmistir.
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Tablo 21. Astim ve Kontrol Grubunun GSTP1 Genotip Frekansi

Genotip Vall0Slle Vall05Val+lle105Ile
Kontrol (n=127) 28 (% 22) 99 (% 78)
Astim (n=129) 56 (% 43.4)* 73 (% 56.6)

* p<0.05 (p=0.001); OR=2.712; %95 CI=1.572 — 4.679

129 astim hastasi iginde atopiye sahip astimli 42 (%35.55) bireylerin (n=23) % 54.8’i
Ile105Ile, (n=19) % 45.2’si lle105Val olarak tespit edilmistir. Atopik hastalardaki Ile105 ve

Vall05 alel frekanslari sirastyla % 77.38 ve % 22.62 olarak saptanmistir.

Astimli hastalarin 57 (% 44.18) tanesi nokturnal dispneye sahipken; nokturnal dispneli
bireylerin (n=32) % 56.15’i lle1051le, (n=24) % 42.10’u Ile105Val ve % 1.75’i (n=1) Vall05Val
olarak tespit edimistir. Noktiirnal dispneli hastalardaki Ile105 ve Vall05 alel frekanslari sirasiyla

% 77.19 ve % 22.81 olarak saptanmistir.

Astimli hastalarin 37 (% 30.23) tanesinde steroid bagimliligr mevcutken; steroid bagimlt
bireylerin (n=22) % 59.46’s1 1le1051le, (n=14) % 37.84’1i Ile105Val ve (n=1) % 2.8’i Vall05Val

olarak saptanmuistir.
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V. TARTISMA ve SONUC

V. 1. ADRB2

Yapilan cesitli arastirmalarla saglikli popiilasyonlarda ADRB2 16 genetik polimorfizmine
yonelik caligmalarda beyaz, siyah ve asya irkinda farkl alel ve genotip frekanslari tespit edilmistir.
Argl6 ve Glyl6 alel frekanslari sirasiyla, Cin popiilasyonunda (n=41) % 60 ve 40 '**; Kore
popiilasyonunda (n=44) % % 53.3 ve % 46.7 ''; ispanyol popiilasyonunda (n=269) % 38 ve % 62
" Yeni Zelanda popiilasyonunda (n=92) %40 ve % 60 ''®; Afrika-Amerikan popiilasyonunda
(n=123) % 49.8 ve % 51.2, Amerikan beyaz rkinda (n=188) % 45.7 ve %54.3 ' ve Amerikal
Cin popiilasyonunda (n=104) % 58.7 ve % 41.3 ' olmak iizere etnik farklilik gosterdigi tespit
edilmistir. Tirk popiilasyanundaki Argl6 ve Glyl6 alel frekanslari, Aynacioglu ve ark. *®
tarafindan sirasiyla (n=104) % 40.4 ve % 59.6 olarak bildirilmistir. Bu tez ¢alismasinda, Tiirk
popiilasyonunda astim ve ADRB2 16 polimorfizmi iligkisinin arastirilmasi i¢in kontrol grubu
secilen 127 saglikli bireyin Argl6 alel frekans1 % 42.5 ve Gly 16 alel frekanst % 57.5 olarak tespit
edilmistir. Kontrol grubumuzun saglikli bireylerdeki bu sonuglar, Aynacioglu ve ark.’nin *
saglikli bireyler iizerinde yaptiklar1 ¢alismanin sonuglari ile uyumludur. Iki farkli arastirmada

benzer sonuglarin elde edilmesi Tiirk populasyonundaki Argl6 ve Gly 16 alel frekanslarinin beyaz

Avrupa 1rki ile uyumlu oldugunu gostermektedir.

Farkli poptilasyonlara ait astimli bireyler, ADRB2 16 genetik polimorfizmi agisindan
incelenmistir. Argl6 ve Glyl6 alel frekansi sirastyla, Yeni Zelanda popiilasyonunda (n=59) %
40.7 ve % 59.3 ''®; Ingiliz popiilasyonunda (n=60) % 36.7 ve %63.3 *; Ispanyol popiilasyonunda
(n=269) %38 ve %62 '"; Amerika-ingiliz popiilasyonunda (n=321) % 33 ve % 67 '*°; Kore
popiilasyonunda (n=440) % 46.7 ve % 53.3 "' olarak bildirilmistir. Calismamizda Tiirk
popiilasyonundaki astmli bireylere ait ADRB2 Argl6 ve Glyl6 alel frekanslari sirastyla % 35.3 ve

%64.7 olarak bulunmustur.
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Bronsial havayolunda yer alan ADRB2 reseptorlerinin fonksiyonel 6zelliklerinin
degisimiyle sirkiilasyondaki endojen ve ekzojen katekolaminlere maruz kalindigi zaman farkli
reseptor cevabi gozlenmektedir. Gly16Gly homozigot genotip dzelligine sahip astimli bireylerdeki
beta-2 reseptorlerin down-regiilasyonu nedeniyle bronkodilatator desensitizasyonunun derecesi
anlamli olarak yiiksektir 2. Martinez ve ark. ' Gly16Gly genotip 6zelligine sahip bireylerin;
Argl6Arg genotipe sahip bireylere gore 5.3 kat, Argl6Gly genotipe sahip bireylere gore 2.3 kat
daha az agonist cevap olusturdugunu gostermislerdir. Bu nedenle pek ¢ok uyariya karsi gliglenmis

agir1 brongial havayolu cevabi astim gelisiminde bir risk faktorii olarak sunulmustur.

ADRB2 Glyl16Gly polimorfizmi, histamine karsi solunum yolu asir1 duyarliliginin
artmasi ve hava yolu tikaniklig1 ile seyreden astim olgularina eslik ettigi tespit edilmistir. Gly 16
alelin 6zellikle kadinlarda astim gelisiminde rol aldigi gosterilmistir *°. Benzer sekilde italyan
popiilasyonunda yapilan bir ¢aligmada astim hastaliginda bir fizyolojik marker olarak incelenen
havayolu duyarliligi ve Gly 16 polimorfizmi arasinda anlamh bir iliski tespit edilmistir '**. Buna
karsin, ADRB2 16 polimorfizmi ile total IgE, aeroallerjenlere karsi deri testi pozitifligi, beta-2
agonist ajanlara karsi bronsial duyarsizlik ve solunum fonksiyon testleri gibi astimin fenotipik

ozellikleri arasinda herhangi bir iliski olmadigini savunan ¢alismalar da mevcuttur "% 2,

Astim hastalarindan belirgin bir alt grubun egzersiz kaynakli astimi olsa da yetiskinlerde
goriilen astimm bedensel faaliyet eksikligi ile iliskili olabilecegi one siiriilmiistiir. Buna gore
sedanter hayat siiren kadinlarda astim riskini tagiyan bir alt grup tespit edilmistir. Bu gruptaki
olgular, disiik seviyeli bedensel faaliyet durumunda derin nefes alinmasiyla hava yollari
araciligtyla terminal bronsiallere dogru ilerleyen brons spazmi gelistirmektedir *. Farkli bir
calisada ise ciddi astim hastaliginin giiglii bir fenotipik gostergesi olan brongial havayolu

duyarhihg1 ile Argl6 ve Gly16 polmorfizmi arasinda bir iliski saptanmamistir ',
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Bu calismalarin aksine ADRB2’ye ait 3 fonksiyonel molekiiler haplotip yapisiin bronsial
havayolu duyarlihgma karsi koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir '*°. Haplotipler, kromozom
boyunca SNP’lerin olusturdugu lineer kombinasyonlardir. Gen igindeki SNP’ler arasindan
haplotiplerin tespit edilmesi fenotip/genotip korelasyonunu tespit etme imkanlarimizi arttirabilir.
Astim hastalarinda, kromozomun destek (promoter) ve kodlama (coding) bélgelerindeki
ADRB2’ye ait 13 SNP’in molekiiler haplotipleri arastirilmistir. Astimlilarda gozlenen SNP’lerin
genel haplotiplerinin incelenmesiyle belirli haplotiplerin goriiniiste reseptor islevlerini farkli bir

sekilde etkiledigini ve klinik fenotiplerle korelasyonlarmimn oldugu gosterilmistir - '*" 122,

Astim hastaliginda, serum IgE diizeyi, aeroallerjenlere karsi deri testi cevabi, bronsial
havayolu duyarliligi, solunum fonksiyon testlerinin cevabi ve steroid bagimlilig1 gibi fenotipik
Ozelikler atopik ve nonatopik astim patolojisinin gelisiminde onemlidir. Noktiirnal astimli
hastalardaki Glyl6 alel frekansinin, non-noktiirnal astimli hastalardan daha yiiksek oldugu ve
Gly16 alel frekansinin astimin ciddi formu ile iliskili oldugu rapor edilmistir ® ** ', Astim tanisi
almamig ve herhangi bir semptomu olmayan bireylerde son bir yil iginde tekrarlayan wheezing,
gece Oksilirmesi ile karakterize astim ataklar1 (noktiirnal astim), aeroallerjenlere karsi deri cevabi
ve metakolin testine karsi havayolu duyarliligi gibi astimin fenotipik 6zellikleri ile ADRB2 16
polimorfizmi arasinda herhangi bir iliski mevcut degilken ® '%; Astim hastaligi tanisi almis
bireylerdeki yukarida sayilan astimin fenotipik 6zellikleri ile ADRB2 16 reseptor geninin lokalize
oldugu 5g31.33 kromozomu arasinda belirgin bir iliski oldugu tespit edilmistir ' **. Buna karsm

Gly16 ADRB2 polimorfizmi ile atopi insidansi arasinda anlamli bir iliski saptanmanustir '*°.

Astim hastaliginin da dahil oldugu kronik obstriiktif akciger hastaliklart (KOAH) gibi
kompleks yapidaki poligenik hastaliklarm, polimorfizmden kaynaklanan gesitli genetik olaylara

bagli patolojiler ile yakin iliskisi tespit edilmistir. Ho ve ark. '’

Cin popiilasyonuna ait 65 KOAH
ve 41 saglikli bireyin ADRB2 genotip analizini yapmiglardir. Argl6Arg genotip frekansi agisindan
saglikli bireylerin (% 36.6), KOAH’l bireylere (% 13.8) gore istatistiksel olarak anlamli oranda

yiiksek genotip frekansi gosterdigi tespit edilmistir. Ayn1 ¢alismada saglikli bireylerdeki Argl6
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alel frekansmin saglikli popiilasyondan anlamli olarak farkli oldugu bildirilmistir. KOAH’I1
bireylerin daha yiiksek olasilikla en azindan bir tane Glyl6 aleline sahip oldugu, Gly16 aleline
sahip bireylerdeki beta adrenoreseptor down-regiilasyonunun, saglikli bireylere gére KOAH’nin
gelisimine yatkinlik olusturan genetik faktorlerden biri olabilecegi ve bu konuda daha fazla

caligma yapilmasi gerektigi kanisina varilmigtir.

Astim ve ADRB2 polimorfizmine iligkisine yonelik farkli sonuglar da bildirilmistir.
Beyaz Avrupa irkinda yapilan bir ¢alismada, Amerikan-ingiliz popiilasyonuna ait 321 astiml birey
ile Gly16 polimorfizmi arasinda herhangi bir iliski bulunmamustir '*. Holloway ve ark. ''* Yeni
Zelanda popiilasyonundaki 92 kontrol, 59 orta dereceli astim ve 95 ciddi astiml bireylerin genotip
frekanlarini incelemislerdir. Gly16 alel frekanslari sirasiyla ciddi astimli bireylerde %70; orta
dereceli astimli bireylerde % 59.3 ve kontrol grubunda % 60 olarak tespit edilmislerdir. Ciddi
astim popiilasyonundaki Gly16Gly genotip frekansi (% 54), kontrol (% 38) grubuna gore 1.91 kat
daha yiiksek olarak tespit edilmistir. Ayni ¢calismada hem mortalite hem de morbidite riski artmig
kronik ciddi astimli Gly16 alel frekansina sahip hastalarin, kontrol grubuna gore anlamli dlgiide

yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Turki ve ark. ¥ Gly16 alel frekansinin; nokturnal ataklara sahip ciddi astimli bireylerde
3.8 kat daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Reihsaus ve ark. ** Amerika popiilasyonuna ait 51
asttim ve 56 kontrol bireyin ADRB2 16 genotip analizini yapmuslardir. Glyl6 polimorfizmi
acisindan astim ve kontrol gruplari arasinda fark bulunmamistir. Ancak astim grubunda steroid
bagimlilig1 ve immiinizasyon tedavisi alan bireylerde Gly16 alel frekansinda artis saptanmustir.
Gly16 polimorfizmi ile astimin gelisimi arasinda iliski yokken; Gly16 alele sahip bireylerde ciddi

astim formlarinin gelisebilecegi kanisina varilmigtir.
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Calismamiz, Tirk popiilasyonundaki saglikli ve astimli hastalarm ADRB2 16
polimorfizmi {izerinde yapilmis ilk arastirmadir. Tiirk popiilasyonunda, ADRB2 Argl6 ve Glyl6
alel frekanslari sirasiyla saglikli bireylerde % 42.5 ve % 57.5 iken; astimli bireylerde % 35.3 ve
64.7 olarak saptanmigtir. Astim ve kontrol gruplari, genotip frekanslart agisindan
karsilastirildiginda Arglé ve Gly 16 alel frekanslar1 arasinda fark gozlenmezken; kontrol
grubundaki Argl6Arg genotip frekansi, astimli bireylere gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur.
Calismamizda, astimli bireyler fenotipik ozellikleri agisindan Argl6é ve Glyl6 alel frekanslari
incelendiginde, atopik bireylerde % 27.38 ve % 72.62; noktiirnal astimli bireylerde % 21 ve % 79;

steroid bagimlilig1 olan bireylerde % 19.23 ve % 80.73 olarak tespit edilmistir.

Sonug olarak, ADRB2 Argl6Gly polimorfizmi reseptérde down-regiilasyon, nokturnal
astim ve astimin ciddiyeti ile iligkilendirilmistir. Ancak ¢aligmalardaki karsit sonuglarin nedenleri
tam olarak acik olmamakla beraber c¢alisma gruplarmin segildigi poptilasyonlar veya ozellikle
astimin en Onemli fenotipik 6zelligi olan brongsial havayolu duyarliliginm tanimlanmasindaki
farkliliklardan kaynaklanabilecegi tizerinde durulmaktadir. Ek olarak, saglikli popiilasyonlara ait

farkli alel frekanlarinin da tespit edilmesinin 6nemli oldugu vurgulanmaktadir.
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V. II. GSTP1

Biyokimyasal ¢alismalar, toksik ve karsinojenik bilesiklerin metabolizmasinda bireysel
farkliliklar oldugunu gostermektedir. Biyotransformasyonda genis bireysel farkliliklar olmasi
ksenobiyotikleri metabolize eden enzimlerdeki polimorfizm ile agiklanmaktadir. Epidemiyolojik
caligmalar, astim hastaliginin da dahil oldugu sistemik hastalik ve kanser riskinin artmasi ile GST
genlerinin spesifik alelleri arasinda iliski oldugunu gostermektedir ' '°% 198 1% 126 Glytatyon
peroksidaz tarafindan kataliz edilmeyen bazi epoksit tiirti ksenobiyotikler, baglica GST
isoenzimleri veya epoksit hidrolazlar tarafindan detoksifiye edilebilmektedir. Bu agidan, epoksit
tiirleri, GSTP1 isoenziminin detoksifikasyonu ile katalizlenmektedir '*’. Sonug olarak, GSTP1
isoenzimi aktivitesi, hidrofobik madde baglayan alanda lokalize olan 105. kodondaki degisiklik
tarafindan etkilenir. Bu polimorfizmlerin etkisi ile epoksit konjugasyonu, niikleofilik baglama ve

katalitik aktivite gibi kimyasal reaksiyonlarin tipi etkilenmektedir '**.

Saglikli popiilasyonlardaki GSTP1 genetik polimorfizmine yonelik yapilan ¢aligmalarda
beyaz, siyah ve asya irkinda farkli alel ve genotip frekanslari tespit edilmistir. Popiilasyonlara gore
Ile105 ve Vall05 16 alel frekanslari sirasiyla, Tayvan popiilasyonunda (n=184) % 78.3 ve % 21.7
129 Kore (n=94) % 79.3 ve % 20.7 *'; ingiliz popiilasyonunda (n=44) % 52.3 ve % 47.7 '%;
Amerikan popiilasyonunda (n=1158) % 63 ve % 37 "*°; Alman popiilasyonunda (n=132) % 68.9 ve
% 31.1 ' olmak iizere etnik farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Tiirk popiilasyonundaki Ile105
ve Vall05 alel frekanslar1 4 farkli ¢alismada incelenmistir. Ile105 ve Vall05 alel frekanslarini
sirastyla Calikoglu ve ark. "2 % 57 ve % 43; Aynacioglu ve ark. '** % 69.2 ve % 30.8 (n=265);
Tamer ve ark. ** % 72.7 ve % 27.3 (n=103); Toruner ve ark. "> % 82.23 ve % 17.77 (n=121)
olarak tespit etmislerdir. Tiirk popiilasyonundaki daha 6nce yapilan g¢aligmalar incelendiginde
birbirinden ¢ok farkli sonuglar elde edildigi gortilmektedir. Caligmalarin sonuglar1 arsindaki bu
farkliliklar dikkate alindiginda Tiirk popiilasyonunda GSTP1 polimorfizmine yonelik ¢aligmalarin
devam etmesi gerekliligi ortaya cikmaktadir. Bu yoniiyle de arastrma sonuglarimiz 6nem

kazanmaktadir. Calismamizdaki 127 saghkl bireyin Ile105 alel frekansi % 86.6 ve Vall05 alel
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frekanst % 13.4 olarak tespit edilmistir. Kontrol grubumuzun saglikli bireylerindeki bu sonuglar,

Toruner ve ark.’nin "*°, saglikli bireyler iizerinde yaptiklar1 ¢alismanimn sonuglart ile uyumludur.

GSTP1 genetik polimorfizmi agisindan farkli popiilasyonlara ait astimli bireyler
incelenmistir. 11e105 ve Vall05 16 alel frekanslari sirasiyla, Ingiliz popiilasyonunda (n=58) %
71.6 ve % 28.4 '°; Alman popiilasyonunda (n=83) % 69.3 ve % 30.7 "*'; Meksika popiilasyonunda
(m=151) % 42.4 ve % 57.6 '*; Tayvan popiilasyonunda (n=82) % 86.6 ve % 13.4 *°; Kore
popiilasyonunda (n=89) % 84.3 ve % 15.7 '*' olarak bildirilmistir. Tiirk popiilasyonundaki astimli
bireylerin Ile105 ve Vall05 16 alel frekanslari yapilan iki farkli ¢alismada incelenmistir. Ile105 ve
Vall05 16 alel frekanslarini sirastyla Aynacioglu ve ark. '** % 74 ve % 26 (n=210); Tamer ve ark.
% 04 55 ve % 45 (n=101) olarak tespit etmislerdir. Calismamizda, Tiirk popiilasyonundaki 129
astiml1 bireyin Ile105 ve Val105 alel frekanslari sirastyla % 76.7 ve % 23.3 olarak tespit edilmistir.

13

Astimh bireylerdeki bu sonuglar, Aynacioglu ve ark.’nin **, astimli bireyler iizerinde yaptiklar

¢aligmanin sonuglart ile uyumludur.

Deneysel olarak elastaz ile indiikklenen KOAH modelinde alveoler hiicre yapisinin
retinoik asit tedavisi ile restore edildigi gosterilmistir. GSTP1 isoenzimi ile lipid peroksidasyonu
sonucunda ortaya ¢ikan aldehidler katalize edilerek embriyonik retinoik asit sentezinin
inhibisyonunun 6nlendigi, boylece akciger dokusunda GSTP1 kontroliindeki retinoik asit aracili
onarimm mevcut oldugu bilinmektedir 7. Akciger alveoler hiicreleri, alveoler makrofaj ve
respiratuar bronsiollerdeki GST P1 geninin, diger GST sinifi genlere oranlara daha fazla oranda
baskin olmasi yani sira respiratuar havayolundaki GSTP1 izoenziminin oksidatif strese karsi

katalitik aktivitesinin, diger GST izoenzimlerine gore daha fazla oldugu bilinmektedir "*'.

GSTP1 polimorfizminin arastirildig1 ¢alismalarda, Ile105Ile GSTP1 genotipine sahip
bireylerin, Vall05Val genotipe sahip bireylere gore aromatik epoksitlere karst 7 kat daha zayif
katalitik etki gostermesine ragmen; klorodinitrobenzen bilesigine karsi 3 kat daha yiiksek katalitik

aktivite gosterdigi tespit edilmistir '°" ! Boylece GSTP1 Vall05Val genotipi lipid
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hidroperoksitlere karsi katalitik aktivitede artis olusturarak ROS iiriinlerinin arasidonik asite
mobilizasyonunu azaltir ve proinflamatuar eikosonoidlerin sentezi azalir . Yapilan farkli
biyokimyasal ¢aligmalar ile GSTP1 Vall05 alelinin, Ile105 aleline oranla daha diisiik termal
stabiliteye sahip olmasi '*® yani sira; Vall05 homozigot geninin, Ile105 homozigot genine oranla

daha diisiik konjugasyon aktivitesi gosterdigini ortaya konmustur '*.

Asya popiilasyonuna ait ¢calismalarda, Cheng ve ark. '*°, Tayvan’da KOAH’nin gelisimi
ve ¢esitli genotip kombinasyonlar1 arasindaki iligkiyi arastirmislardir. KOAH’na sahip bireylerdeki
GSTP1 polimorfizmi incelendiginde; kontrol grubuna gore, Ile1051le GSTP1 genotipine sahip
bireylerin 7 kat daha fazla gozlendigi tespit edilmistir. Benzer olarak, Ishii ve ark. '*°, Japon
popiilasyonundaki KOAH’da, kontrol grubuna gére 3.5 kat daha yiiksek oranda Ile1051le genotipe
sahip bireyler tespit etmiglerdir. Buna karsin Kore popiilasyonunda 84 KOAH ve 94 saglikli
bireyler tizerinde yapilan ¢alismada, GSTP1 genetik polimorfizminin incelendigi bir ¢aligmada
Ile105Ile genotip frekansi sirasiyla %71 ve %61 olarak tespit edilmis ve istatistiksel olarak anlamli
farlilk bulunmamigstir. Ayni ¢alismada GSTP1 genetik polimorfizmi ile KOAH’nin gelisimi

arasinda herhangi bir iliskinin olmadig1 kanisina varilmistir 2.

Astim etiyolojisine yonelik genetik caligmalarda ise Asya popiilasyonunda diisiik ve
yiiksek hava kirliligine maruz kalan bireyler incelenmistir. Tayvan popiilasyonuna ait ¢ocuklarda
yapilan bir ¢aligmada, 61 astim, 95 kontrol grubundan olusan ilkdgretim ¢agindaki g¢ocuklarda,
hava kirliligine maruz kalmayan astimli bireylerde GSTP1 polimorfizmi farklilik gostermezken;
yiiksek hava kirliligine maruz kalan Ile105 alel tasiyan bireylerde, Vall05 alel tasiyan bireylere
gore 5. 52 kat yiiksek astim riski saptanmistir '*'. Aymi grubun farkli bir cahismasinda da
homozigot GSTP1 Ile105 genotipi, astimli bireylerde 2.99 kat daha yiiksek tespi edilmistir.
Sonuglar, beyaz irkla kiyaslandiginda Asya popiilasyonundaki GSTP1 Ilel105 alel frekansinin,
beyaz irka gore yiiksek olmasma baglanmistir '*. Asya popiilasyonuna ait Japon, Kore ve
Tayvan’li bireyler pek ¢ok benzer klinik ve farmakolojik Ozellikler gostermesine ragmen,

calismalardaki farkli sonuglarin gesitli nedenlere baglanabilecegi ifade edilmistir. {1k olarak, astim
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ve KOAH’nin gelisiminde sadece genetik faktorler degil ayni zamanda sigara aliskanligi,
kullanilan tiittin cinsi, mesleki ve cevresel kirlilik, solunum yolu infeksiyonlar1 etkilemektedir.
Genetik faktorler incelendiginde ise farkli genotip 6zellige sahip bireylerde detoksifikasyon

kapasitesinde farkliliklar gelismesine baglanmistir.

Fryer ve ark. '®® ingiliz popiilasyonuna ait 44 saghikli, 58 astimli ve 69 havayolu
duyarlhilig1 artmis bireyler GSTP1 polimorfizmi acisindan incelenmistir. GSTP1 Ile105Ile genotip
frekans1 havayolu reaktivitesinin derecesi ile paralel olarak artarken; Vall05Val ve Ilel05Val
bireylerin genotip frekansinda azalma saptamislardir. Ayni calismada, GSTP1 genotipi ile astim
hastaligi arasinda belirgin oranda iligki tespit edilmistir. GSTP1 Vall05Val genotip frekansi,
Ile1051le genotip frekansi ile karsilastirildiginda 6 kat daha az oranda astim hastalig1 riski tasidigi
rapor edilmistir. Ek olarak astim hastaligindaki tiim potansiyel faktorler incelendiginde (yas,
cinsiyet, deri testi pozitifligi, [gE>100 IU/mL); GSTP1 Vall05Val genotipe sahip bireylerdeki
astim riskinin 9 kat daha az oldugu tespit edilmistir. Buna karsin ayni popiilasyondaki
nonastmatik-nonatopik, atopik-nonastmatik ve atopik-astmatik 191 birey incelendiginde, 65
bireyde IgE seviyesi 100 IU/mL iizerinde bulunmasina ragmen GSTP1 genotipi ve IgE seviyesi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamistir '®. Amerikan beyaz irkinda yapilan
bir ¢aligmada, rasgele taranan 1158 okul ¢agindaki 11-18 yas arasi bireyin % 15. 6’sinda astim
tespit edilmigtir. Vall05Val genotipe sahip bireylerde akut respiratuar infeksiyonlarin ciddiyeti
etkilenmekte ve respiratuar hastalik orani %40 oraninda diisiik bulunmustur. Ayn1 popiilasyonda,
GSTP1 Vall05Val genotipinin havayolundaki koruyucu etkisi ile astim arasinda bir iliski
kurulamamustir "%, Ingiliz popiilasyonunda sadece atopik havayolu patolojisi olan bireylerin
incelendiginde ise Vall05Val genotipe sahip bireylerin, nonatopik kontrol bireylerine gére daha

diisiik genotip frekansi gosterdigi tespit edilmistir ',

Beyaz irkta yapilan farkh galismalarda ise, Nickel ve ark. "', Alman popiilasyonundaki
83 pediatrik astimhi bireyler ile 122 saglikli bireyi GSTP1 polimorfizmi agisindan

degerlendirmislerdir. Her iki grup arasinda GSTP1 polimorfizmi agisindan herhangi bir iliski
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bulunmadigin1 bildirilmistir. Bu durum, astim hastalarinin ¢evresel kirlilige maruz kalmayan

bireylerden olusmasi yani sira farkli popiilasyondan olmasina baglanmustir.

Asya popiilasyonu ve beyaz irktaki sonuglardan farkli olarak Meksika popiilasyonundaki
151 astimli bireylerde Ile105Ile genotip frekanst (% 20.5), Vall05Val (% 35.8) ve Ile105Val (%
43.7) genotip frekansina gore diisiik tespit edilmistir. Ayn1 ¢alismada, Val105Val genotipine sahip
astimli bireylerde ozon ile indiiklenmis havayolu duyarliliginda artis sonucu nefes almada zorluk
ve bronkodilatator kullaniminda, Ile1051le ve Ile105Val genotipe sahip bireylere gore anlamli artis

oldugu belirtilmistir "*°.

Tiirk popiilasyonundaki GSTP1 genotip frekansina yonelik ¢aligmalarda, iki farkli sonug
bildirilmistir. Aynacioglu ve ark. ', 210 astim ve 265 saglikli bireyi incelemislerdir. Astimli
bireylerdeki Vall05Val genotip frekansi (% 3.8), kontrol grubuna (% 12.1) gore anlamli olarak
diistik bulunmugtur. Val105Val GSTP1 genotip frekansina sahip bireylerin, Ile105Val ve Ile1051le
bireylere gore astim riski 0.29 kat daha diisiik bulunmustur. Tamer ve ark. '**, ise 101 astim ve 103
saglikli bireyi incelemislerdir. Astimli bireylerdeki Vall05Val genotip frekansi (% 22.8), kontrol
grubuna (% 7.8) gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur. GSTP1 Vall05Val genotip 6zelligine
sahip astimli bireylerin genotip frekansi, kontrol grubuna kiyasla 3.68 kat daha yiiksek
bulunmustur. Calismamizda, 129 astim ve 127 saglikli birey incelenmistir. Kontrol ve astim
grubuna ait Ilel05Ile ve Vall05Val genotip frekanslar1 arasinda fark gozlenmezken; astim
grubundaki Ile105Val genotip frekanslart kontrol grubuna gore istatistiksel olarak yiiksek
bulunmustur. Her iki grubun alel frekanslar1 karsilastirildiginda, mutant alel tasiyan bireylerin
astim hastaligina yakalanma riski, mutant alel tasimayan bireylere oranla 2.53 kat daha fazla

olarak tespit edilmistir.
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Calismamizda, astimli bireyler fenotipik oOzellikleri agisindan Ile105 ve Vall05 alel
frekanslar1 incelendiginde, atopik bireylerde % 77.38 ve % 22.62; noktiirnal astimli bireylerde %

77.19 ve % 22.81; steroid bagimlilig1 olan bireylerde % 78.37 ve % 21.63 olarak tespit edilmistir.

Sonug olarak, genetik faktorler incelendiginde, ekzon 5°deki GSTP1 geninin akcigerdeki
GST’nin detokfikasyon aktivitesini kontrol etmesine ragmen, Ile105 alel tasiyan bireyler ile
Vall05 alel tasiyan bireyler arasinda farklilik gostermektedir. Akcigerdeki GST aktivitesinin
incelendigi caligmalarda, karsinojenik aromatik epoksitlere karst Vall05 alel tasiyan bireyler
Ile105 alel tasiyan bireylere gore daha yiiksek katalitik aktivite gostermesine ragmen "%
akcigerdeki 1-kloro-2,4-dinitrobenzenin detoksifikasyonunda Ile105 alel tasiyan bireylerin Val105
alel tastyan bireylere gore daha yiiksek oranda katalitik aktivite gosterdigi rapor edilmistir '*.
GSTP1 Vall05Val genotip frekansinin 6zellikle atopik bireylerde diisiikk insidans gostermesi
nedeniyle, bireysel GSTP1 genotip o6zelligi havayolu disfonksiyonunun ciddiyeti ile
iligkilendirilmistir. Giintimiize kadar yapilmis klinik caligmalar ile havayolu disfonksiyonu ve
astimli bireylerde Vall05Val genotip frekansmin diigmesi nedeniyle buna paralel olarak Ile105Ile
genotip frekansin arttig1 kanisina varilmistir. Pediatrik ve eriskin astim tablosunun farkl: klinik ve
genetik ozellikleri tasimasi, astim hastaliginin olsumunda birden fazla aday genin katkisinin olasi
rolii, ¢cevre kirleticilerin astim olusumuna katkist ve gevre kirleticilerinin biyotranformasyonunda

GSTP1 geninin regiile ettigi GST enziminin koruyucu rolii, astim hastalarinda bu enzimin

polimorfizminin arastirilmasini 6nemli kilmaktadir.
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VL. OZET

Genetik faktorlere bagli olarak ksenobiyotikleri metabolize eden bazi enzimlerin
etkinliginin bireysel farklilik gostermesi son yillarda yogun galismalara konu olmustur. Ozellikle
genetik polimorfizm aragtirmalari, ilag etkisi ve toksisitesi yoniinden 6nemlidir. Ayni zamanda
ksenobiyotik metabolizmasindaki polimorfizmlerin, ilaglara karsi duyarsizliga, advers ilag
reaksiyonlarina ve ksenobiyotik maruziyetine bagli olarak 6zellikle kanser olmak tizere belirli

hastaliklara kars1 duyarliligin artmasina da neden oldugu bildirilmistir.

Astim insidansi yilda 2.65-4 /1000 ve prevalansimin erigkinlerde yaklasik olarak %3-5,
cocukluk caginda ise %5-10 arasinda oldugu tespit edilmistir. Amerika Birlesik Devletleri’ndeki
genel popiilasyonda %4 oraninda gozlenirken; 10 milyon insanin astimli oldugu ve poliklinik
hizmetlerine bagvurulardaki en yaygin 13. hastalik olarak ortaya ¢iktigi rapor edilmistir. Astim
hastaligiin etiyolojik ve fenotipik ozelliklerinde genetik faktorlerin 6n plana ¢iktigina
inanilmaktadir. Bu nedenle bronsial beta-2 adrenoreseptér (ADRB2) fonksiyonlar1 ve glutatyon S-
tranferaz P1 (GSTP1) metabolizmasindaki bireysel farkliliklar, popiilasyondaki astim hastalig

riskini etkileyebilmektedir.

Astiml1 hastalardaki ADRB2 16 ve GSTP1 gen polimorfizmi son yilarda cesitli
populasyonlarda arastrma konusu yapimaktadir. Ozellikle Insan genom projesinin
sonuglandirilmasindan sonra hizlanan gen-hastalik iligkisinde giivenilir verilere ulasilabilmesi i¢in,
caligmalarin sonugta bir meta analize imkan verecek sekilde farkli populasyonlarda ve genis 6rnek
sayilartyla incelenmesi stratejisi izlenmektedir. Astim patolojisi ile ADRB2 16 ve GSTPI

iliskisinin Ttirk popiilasyonunda incelenmesi de bu nedenle 6nem kazanmaktadir.

ADRB?2, akciger vaskiiler endotelyumunda, alveoler duvarlarda ve kolinerjik sinirlerin
ganglionlarindaki hiicrelerde yaygin olarak bulunarak katekolaminlere cevap olarak
bronkodilatasyon olusturan fonksiyonel bir G protein giftidir. ADRB2, 5. kromozomun uzun

kolundaki 5q31.32 alanda lokalizedir ve tek bir ekzon tarafindan kodlanir. Genetik ¢aligmalar ile
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46. niikleotid ve 16. kodonda Arjinin (Arg) amino asiti yerine Glisin (Gly) amino asitinin ge¢gmesi
ile ADRB2 16 polimorfizmi tanimlanmistir. GSTPI1, pi smuf glutatyon S-transferaz aktivitesini
kontrol eden aday bir gendir. Bu gen atopi ve havayolu duyarliligi gibi fenotipik 6zellikler ile
iliskili kromozomun 11q13 kolu tizerinde lokalizedir ve 7 adet ekzon igerir. Genetik caligmalar ile
ekzon 5°de, 313. niikleotid ve 105. kodonda Isolosin (Ile) amino asiti yerine Valin (Val)

aminoasitinin gegmesi ile GSTP1 polimorfizmi tanimlanmistir.

Bu caligmada Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile “Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP)” teknigi kullanilarak, 129 astimli hasta ve 127 kontrol grubu ADRB2 ve
GSTP1 genotipleri yoniinden incelenmistir. Hasta ve kontrol grubunun ADRB2 genotip
frekanslar1 sirastyla %10.9 (Argl6Arg), %48.8 (Argl6Gly), %40.3 (Glyl6Gly);, %24.4
(Argl6Arg), %36.2 (Argl6Gly), %39.4 (Glyl6Gly) bulunmustur. Hasta ve kontrol grubuna ait
ADRB2 alel frekanslar1 ise swrasiyla %35.3 (Argl6), %64.7 (Glyl6); %42.5 (Argl6), %57.5
(Gly16) bulunmustur. Hasta ve kontrol grubundaki GSTP1 genotip frekanslart sirasiyla %55
(Ile1051le), %43.4 (Ile105Val), %1.6 (Vall05Val); %75.6 (Ile1051le), %22 (1le105Val), %2.4
(Vall05Val) olarak bulunmustur. Alel frekanslar1 ise %76.7 (Ile105), %23.3 (Vall05); %86.6
(Ile105), %13.4 (Vall05) olarak bulunmustur. Her iki grup ADRB2 genotip ve alel frekanslar
yontinden istatistiksel olarak degerlendirildiginde anlamli bir farklilik bulunamamigtir. Ancak, her
iki grup GSTP1 genotip ve alel frekanslar1 yoniinden karsilagtirildiginda astim grubunda Ile105Val
genotip frekansi ve Vall05 alel frekanst kontrol grubuna gore anlamli yiiksek bulunmustur.
Ayrica, astimli hastalarda, her iki alel frekanslari ile atopi, noktiirnal dispne ve streroid bagimlilig

gibi fenotipik 6zellikleri yoniinden farklilik gozlenmistir.
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VII. SUMMARY

Individual differences, depending on genetic factors, in activity of some enzymes that
metabolise xenobiotics have become the subject of several studies in recent years. Especially the
genetic polymorphism researhes are important for drug action and drug toxicity. In addition, it’s
reported that polymorphisms in xenobiotic metabolism increases the susceptibility to certain

disease, especially the cancer, via drug resistance, adverse reactions and xenobiotic exposure.

Asthma incidence is determined as 2.65 - 4 / 1000 per year and the prevalence is about 3-
5 %, 5-10 % in adults and in childhood, respectively. In United States, it’s observed in 4 % of
general population. It’s also reported that there are 10 million patients with asthma in States and
the asthma is the 13™ most common disease in the applications for medical medical care. It’s
believed that genetic factors play the major role in etiological and phenotypical properties of
asthma. Hence, the individual differences in the functions of bronchial 3, adrenoceptors (ADRB2)
and individual differences in glutathione S-transferase P1 (GSTP1) metabolism may affect the

incidence of asthma in population.

In recent years, ADRB2 16 and GSTP1 gene polymorphisms are studied in different
populations. After completion of Human Genome Project to reach reliable datas in gene- diseases
relationship, studies are designed in different populations and with larger sample sizes to make
meta-analysis possible. Assesment of relationship between pathology of asthma and ADRB2 16

and GSTP1 polymorphism in Turkish population gains importance because of this reason.

ADRB2 is a functional G coupled-protein couple found especially in vascular
endothelium of lungs, alveolar walls, ganglions of cholinergic nerves, which causes
bronchodilation in response to catecholamines. ADRB2 gene is located at 5q31.32 locus on long
arm of chromosome 5 and encoded by one exon. ADRB2 16 polymorphism is identified by which
Arginin (Arg) is substituted by Glycine (Gly) at the nucleotide 46 in the codon 16. GSTPI1 is a

candidate pi class GST gene which controls pi class glutathione S- transferase activity. It’s located



-81-

on the arm of choromosome 11q13 which is associated with the atopia and airway sensitivity it
contains 7 exons. GSTP1 polymorphism is defined by which Isoleucine (Ile) is substituted by

Valine (Val) at the exon 5, and codon 105.

In this study, 129 asthmatic patients and 127 healthy control cases were recruited to
determine ADRB2 and GSTP1 genotypes using Polymerase Chain Reaction (PCR) and Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP) methods. The ADRB2 genotype frequencies of the
patients and control cases were found to be; 10,9 % (Argl6Arg), 48,8 % (Argl6Gly), 40,3 %
(Gly16Gly); and 24,4 % (Argl6Arg), 36,2 % (Argl6Gly), 39,4 % (Glyl6Gly), respectively.
ADRB? allele frequencies of patients and control cases were; 35,3 % (Arg 16) 64,7 (Gly16); 42,5
% (Argl6), 57,5 (Gly16). GSTP1 genotype frequencies of patients and control cases were found to
be; 55 % (Illel105lle), 43,4 % (llel05Val), 1,6 % (Vall05Val); and 75,6 % (Ilel05lle), 22%
(Ile105Val), 2,4 % (Vall05Val) respectively. The allele frequencies were found as 76,5 %

(1le105), 23,3 % (Val105); 86,6 % (1le105), 13,4 % (Val105).

In the cases of ADRB2 gene, we did not observe any significant difference between cases
and controls, whereas we found a statistically significant difference in the genotype frequency of
Ile105Val and the allele frequency of Vall05 in asthmatic group compared to controls. Moreover,
we observed a relation between allele frequencies and phenotypical properties like atophia,

nocturnal dyspnea and steroid depency in the asthmatic patients.
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