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OZET
Astim ve IL-17 Gen Polimorfizmi iliskisi

Astim sik goriilen hava yollariin kronik obstriiktif inflamatuvar bir
hastaligidir. Tiirk popiilasyonunda astim ile IL-17F geni 7488T>C (rs763780), IL-
17A geni -197G>A  (rs2275913) ve IL-17A geni -737C>T (rs8193036)

polimorfizmleri arasindaki iliskiyi arastirmay1 amacladik.

Calismamizda 65 hasta ve 62 kontrol grubu olmak iizere toplam 127 kisiden
alinan periferik kan 6rnekleri IL-17F geni 7488T>C, IL-17A geni —-197G>A ve IL-
17A geni —737C>T polimorfizmleri i¢in yeni nesil dizileme yontemiyle analiz

edilmistir.

IL-17A geni —197G>A ve IL-17A geni —737C>T polimorfizmleri ile astim
hastalig1 gelisme riski arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski olmadigi
goriilmistiir. IL-17F geni 7488T>C polimorfik bolgesinde C aleline sahip bireylerde
hasta olma riskinin T aleline sahip bireylerden 2.9 kat daha fazla oldugu bulunmustur.
GTT haplotip tastyicilar ile karsilastirildiginda ATT ve GCT haplotip tasiyicilarinin

hastalik riskini arttirdig1 gosterilmistir.

Sonug olarak IL-17F geni 7488T>C polimorfizmi Tiirk popiilasyonunda astim
ile iligkili bulunmustur. 1L-17 geni astim duyarliligini tahmin etmede ve astim

tedavisinde potansiyel bir aday gen olarak daha fazla aragtirilmalidir.

Anahtar kelime: Astim, IL-17, polimorfizm, rs763780, rs2275913, rs8193036.



ABSTRACT
Relation of Asthma and IL-17 Gene Polymorphism

Asthma is a chronic obstructive inflammatory disease of the airways. We
aimed to investigate the relationship between asthma and polymorphisms of IL-17F
gene 7488T>C (rs763780), IL-17A gene -197G>A (rs2275913) and IL-17A gene -
737C>T (rs8193036) in Turkish population.

In our study, peripheral blood samples obtained from a total of 127 people, 65
patients and 62 control groups, were used for new polymorphisms of IL-17F gene
7488T>C, IL-17A gene -197G>A and IL-17A gene -737C>T. It was analyzed by next

generation sequencing method.

There was no statistically significant relationship between IL-17A gene -
197G>A and IL-17A gene -737C>T polymorphisms and the risk of developing
asthma disease. It was found that individuals with the IL-17F gene 7488T>C
polymorphism C allele had a 2.9-fold higher risk of getting sick than individuals with
the T allele. ATT and GCT haplotype carriers have been shown to increase disease

risk compared to GTT haplotype carriers.

As aresult, IL-17F gene 7488T> C polymorphism was found to be associated
with asthma in the Turkish population. The IL-17 gene should be further investigated
in predicting asthma sensitivity and as a potential candidate gene in the treatment of

asthma.

Key words: Asthma, IL-17, polymorphism, rs763780, rs2275913, rs8193036.



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

DSO
WHS
PARFAIT
GWAS
ADRB2
ADAMS33
SNP
CpG
HDAC
PM
DEP
Treg
PAH
DDE
RUNX
NO2
FEV1
TSSB
USYE
ASYE
RSV
Th

OA
HMW
LMW
IgE
BHR
NK

DC
APC
STAT6

: Diinya Saglik Orgiitii
: World Health Survey
: Prevalence and Risk Factors of Allergies in Turkey
: Genom c¢apinda iligki ¢aligmalari

: B2-adrenerjik reseptor geni

: Disintegrin ve metaloproteaz domain 33
: Single niikleotit polimorfizm

: Sitozinfosfoguanin

- Histon deasetilaz

. Partikiiler madde

: Dizel egzoz partikiilii

: Regiilatuar T hiicre

: Poliaromatik hidrokarbon

: di-klordifenil-dikloretilen

: Transkripsiyon faktor 3

: Nitrojen dioksid

: Zorlu ekspiratuvar hacim

: Travma sonrasi stres bozuklugu

: Ust solunum yolu enfeksiyonu

- Alt solunum yolu enfeksiyonu

: Respiratuvar sinsityal viriis

:T helper

: Mesleki astim

. Yiiksek molekiiler agirlikli bilesikler

: Diistik molekiiler agirlikl bilesikler

: Immiinoglobiilin E

: Brons hiperreaktivitesi
- Natural killer

: Dentritik hiicreler

: Antijen sunan hiicre

: Sinyal dontistiiriicii ve transkripsiyon 6 aktivatorii



TSLP
BAL
COX
LO
NO
NSAID
AlA
EIA
BMI
ILC2
TGF
HETE
PGD2
PGF2a
LTB4
LTC4
LTD4
LTE4
TNF-a
GINA
SABA
LABA
SFT
FEV1
FVC
PEF
FeNO
SPT
AKO
KOAH
ACE
EKG
EKO
IKS

: Timik stromal lenfopoietin

: Bronkoalveolar lavaj

: Siklooksijenazlar

: Lipoksijenazlar

- Nitrik Oksit

: Nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar
. Aspirin kaynakli astim

: Egzersize bagh astim

: Viicut kitle indeksi

: Tip 2 dogal lenfoid hiicreler

: Transforming growth faktor

: Hidroksieikosatetraenoik asit
: Prostaglandin D2
: Prostaglandin F2a

: Lokotrien B4

: Lokotrien C4

: Lokotrien D4

: Lokotrien E4

: Timor nekroz faktor-a

: Global Initiavite For Asthma

: Kisa etkili beta agonist

: Uzun etkili beta agonist

:Solunum fonksiyon testi

: Zorlu ekspiratuar 1. saniye voliimii
: Zorlu vital kapasite

: Zirve ekspiratuar akim hizi

: Ekshale Nitrik Oksit Testi

: Deri prick testi

. Astim ve KOAH Overlap

: Kronik obstriiktif akciger hastalig
. Anjiyotensin doniistiiriicli enzim

. Elektrokardiyografi

: Ekokardiyografi

- Inhaler kortikosteroid



: Lokotrien reseptor antagonisti

: Astim Kontrol Testi

: Astim Kontrol Olcegi

: Gastroozefageal reflii hastaligi

: Olgiilii doz inhaler

- Kuru toz inhaleri

: Sisteinil I6kotrien tip 1

: Postero-anterior

- Kloroflorokarbonlar

: Hidrofloroalkanlar

. Amerika Birlesik Devletleri

: Avrupa Birligi

: IgE yiiksek afiniteli reseptor

: Monoklonal Antikor

: Sitokin sinyal supressor 3

: Transforme edici biiyiime faktor beta 1
: Kilodalton

: Sinir biiylime faktori

: Kemokin (C-X-C) ligandlar

: Graniilosit koloni uyarici faktor
: Graniilosit Makrofaj koloni uyarici faktor
: Hiicre i¢1 adhezyon molekiilii -1
: Mitojenle aktive olan protein kinaz
: Tip 3 dogal lenfoid hiicreler

: Haberci RNA

: Yildirim Beyazit Universitesi

: revolutions per minute

: Sitozin

: Timin

- Volt

: Forward

: Reverse

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Tris-Borik asit-EDTA

Vi



EtBr :Etidyum bromiir

NGS > Yeni nesil dizileme, Next-Generation Sequencing
IGV . Integrative Genomics Viewer

MAF : Minor alel frekansi

EM : Expectation Maximization

RFLP : Restriksiyon Fragment Length Polymorphism

COVID-19 : Korona viriis hastalig1 2019

vii



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 2.4.
Sekil 2.5.
Sekil 2.6.
Sekil 3.1.

Sekil 3.2.

Sekil 3.3.

Sekil 3.4.

Sekil 3.5.

Sekil 3.6.

Sekil 3.7.
Sekil 3.8.

Sekil 3.9.

Eozinofilik havayolu inflamasyonunda rol oynayan sitokinler............ 14
Dogustan gelen alerjik havayolu inflamasyonu ............................. 15
IL-17 Aracili havayolu patolojisi ........ceovviiniiiiiiiiiiiiiiieeeees 16
6. KIOmMOZOM. ....uieii e 34
I AR V=T S 111 7 ) ) DO 36
Hava yolu inflamasyonunda IL-17 sinyali................cccooiiiiinnnne. 37
IL-17F geninin PCR ile ¢ogaltilan hedef bolgeleri, primerler ve SNP

NOKEALATT. ..ot 46
IL-17A geninin PCR ile ¢cogaltilan hedef bolgeleri, primerler

ve SNP noktalart..... ..o 47
PCR isleminin gergeklestigi BIO-RAD T100 Thermal Cycler

PCR CIhAZI. ... 48
Jel yiirtitme tanki, jel goriintiileme cihazi.......................o 50
Hasta grubundan H8 nolu hastanin PCR {iriinlerinin jel goriintiisii....... 51

NucleoFast® 96 PCR kiti ile piirifikasyonun yapildigi otomatik

pipetleme sistemi ve vakum manifoldu............................ocl 52
QUL . 53
Tiim gen dizi analizinin yapildig1 Miseq yeni nesil DNA dizileme

CINAZI. .. o4
Miseq Reagent Kit v2 2x150 , Flow cell .....................ooiiinni, 54

Sekil 4.1. Kontrol grubundan dort 6rnege ait dizi analizi amagli verinin

IGV’de gOrlinlimil.......oueeeii e 60
Sekil 4.2. Kontrol grubundan bes 6rnege ait genotipleme amagl verinin

IGV’de gOrlinlimi........o.ooiiii i e 61

Genotip stklign grafigi.........coooiiiiiiii 69

Sekil 4.3.

viii



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 2.1.
Tablo 2.2.
Tablo 2.3.
Tablo 2.4.
Tablo 2.5.
Tablo 2.6.
Tablo 2.7.
Tablo 3.1.
Tablo 3.2.
Tablo 3.3.
Tablo 3.4.
Tablo 4.1.
Tablo 4.2
Tablo 4.3
Tablo 4.4
Tablo 4.5
Tablo 4.6.
Tablo 4.7.
Tablo 4.8.
Tablo 4.9.

Tablo 4.10.
Tablo 4.11.
Tablo 4.12.
Tablo 4.13.
Tablo 4.14.
Tablo 4.15.
Tablo 4.16.

Klinik ve fizyolojik 6zelliklerine gore fenotipler ......................... 18
Astim tant kriterleri...........ooo i 22
GINA semptom kontrol degerlendirme algoritmast....................... 28
IL-17A boyut ve KONUMU. .....oovitiiiiiii e 35
IL-17F boyut ve KONUMU. ........ooiviitiiiiiii e 35
IL-17 STtoKin AdleSi....o.oveieiiiii i, 36
IL-17 ve iliskili oldugu durumlar..................coooiiiiii, 39
Kullanilan primerler ve amplikon boylari.................................. 45
PCR reaksiyon igeriKIeri........o.ooviiiiiii e 48
PCR igin termal dongii protokolii............coovviiiiiiiiiiiiiien, 49
SNP genotipleme. ......o.viiuiiitiii i 55
Gruplarin yag dagilimi ... 57
Gruplarin cinsiyet dagilimi...........ooooi i 57
SNP1 genotip ve alel frekanslarinin  cinsiyete gore dagilimiu........... 58
SNP2 genotip ve alel frekanslarinin cinsiyete gore dagilimi............ 58
SNP3 genotip ve alel frekanslarinin cinsiyete gore dagilima............ 59
Hasta grubunda tespit edilen genotipler................cooooviiiiiinnn. 62
Kontrol grubunda tespit edilen genotipler...................cooeeveinnn.. 63
SNP1 IL-17A geni -197G>A alel ve genotip frekanslari.................. 64
SNP2 IL-17A geni -737C>T alel ve genotip frekanslari ................. 64
SNP3 IL-17F geni 7488T>C alel ve genotip frekanslart................. 65
Hardy-Weinberg dengesi i¢in Exact test..............coceveiiinininnnn. 65
SNP1 IL-17A geni -197G>A genotip dagilimi............................ 66
SNP2 IL-17A geni -737C>T genotip dagilimi ............................ 66
SNP3 IL-17F geni 7488T>C genotip dagilimi............................ 67
Coklu SNP analizi, haplotip frekanslar1 tahmini.......................... 68
Haplotipanalizi ..., 69



1.GIRIS

Astim hava yollarinin kronik obstriiktif inflamatuvar bir hastaligidir. Hirilti,
nefes darligi, oksiiriik, gogiiste sikisiklik hissi gibi semptomlar ve bu semptomlarin
varligi, sikligt ve yogunlugunun ayni hastada zaman iginde degisken olmasi ile
karakterize bir hastaliktir. Astim sik goriilen ve altta yatan farkli mekanizmalar ile

tanimlanan, farkli klinik tipleri bulunan heterojen bir hastaliktir.

Kronik hastaliklardan biri olan astim, farkl: iilkelerde niifusun %1-20’sini ve
tim diinyada tahmini olarak 300 milyon kisiyi etkilemektedir. Ulkemizde
eriskinlerdeki astim prevalansit %1.2-9.4 arasinda bildirilmistir. Siklig1 toplumdan
topluma farkliliklar gosterse de en yaygin solunum hastaliklar1 arasindadir. Astim
son yillarda daha yaygin bir hastalik haline gelmistir. Diinya ¢apinda astimdan dolay1
yilda yaklagik 250.000 kisinin 61digl ve 2025 yilinda mevcut astimlilara 100 milyon
yeni astimli hastanin ilave olacagi tahmin edilmektedir. Onemli bir morbidite ve
mortalite nedenidir. Astim; hastanin kendisi, ailesi ve saglik sistemi agisindan hem
sosyal hem de ekonomik olarak 6énemli bir yiik olusturmaktadir. Astim gelisiminde

kisisel ve ¢evresel faktorler onemli rol oynar. Hastalik poligenik ve ¢ok faktorliidiir.

Astim etyopatogenezinde cevresel faktorlerin yanisira genetik faktorlerin de
astim baslangici, siddeti ve tedavisi lizerinde etkileri oldugu uzun siiredir
bilinmektedir. Astimin patogenezinde bir¢ok gen rol oynamaktadir. Son zamanlarda,
gen polimorfizmleri astim patogenezine iligkin onemli bilgiler saglayan yogun bir

arastirma alani haline gelmistir.

Interlokin-17, yeni bir proinflamatuvar sitokin ailesidir. Inflamatuvar ve
otoimmiin hastaliklarin gelismesinde ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.
IL-17 geni astim duyarliligin1 tahmin etmede potansiyel bir aday gen olarak kabul
edilmektedir. IL-17F geni 7488T>C, IL-17A geni -197G>A ve IL-17A geni -737C>T

polimorfizmleri yaygin olarak astim ile iligkili bulunmustur. Bununla birlikte, bu 3



tek niikleotid polimorfizminin [single nucleotide polymorphism (SNP)] astim
duyarlilig: ile iliskili olmadigint gosteren geliskili kanitlar da bulunmaktadir. Bu
nedenle bu tez galismasinda, Tiirk toplumunda astim ile IL-17F geni 7488T>C
(rs763780), IL-17A geni -197G>A (rs2275913) ve IL-17A geni -737C>T (rs8193036)

polimorfizmlerinin iliskisini arastirmayi planladik.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Astim Tanim

Astim higilti, nefes darligi, okstiriik, gégiiste sikisiklik hissi semptomlar1 ve
bu semptomlarin varligi, siklifi ve yogunlugunun aymi hastada zaman iginde
degisken olmasi ile karakterize bir hastaliktir. Semptomlar degisken ekspiratuvar
hava akimi kisitlanmasi ile iliskilidir. Semptomlarin ve ekspiratuvar hava akimi
kisitlanmasinin zaman igindeki degiskenligi astimin tipik ve tanimlayici 6zelligi olup
astimin diger solunum yolu hastaliklarindan ayriminda 6nemlidir. Astim sik goriilen
ve altta yatan farkli mekanizmalar ile tanimlanan farkli klinik tipleri bulunan
heterojen bir hastaliktir. Hastaligin klinik ozellikleri, dogal seyri, patofizyolojik
mekanizmalart ve tedavi yamti farkli astim tipleri arasinda degiskenlik
gostermektedir. Hastalik genellikle birgok hiicre ve mediatdriin rol aldigr kronik
hava yolu inflamasyonu ve hava yolu asir1 duyarlilig: ile iliskilidir. Semptomlar ve
hava akimi kisitlanmasi, viral solunum yolu infeksiyonlari, irritan ya da allerjen
maruziyeti, egzersiz gibi faktorler ile tetiklenebilir veya tedavi ile ya da

kendiliginden diizelme gosterebilir (1).

2.2. Astim Epidemiyolojisi

Astim diinyada yaklasik olarak 300 milyon kisiyi etkileyen kronik bir
hastaliktir. Farkli iilkelerde niifusun %1-20’sini etkilemektedir (2).

Diinya Saglik Orgiitii’ne (DSO) iiye olan, Tiirkiye’nin de dahil oldugu, 70
ilkenin verilerinin degerlendirildigi Diinya Saglik Arastirmasi: [World Health Survey
(WHS)] ¢alismasina gore, diinya genelindeki astim ve higilti semptomu prevalansi
sirastyla, %4.27 ve %8.61°dir. Ulkemizde ise asttm prevalanst %2.06, hisilt
semptomu prevalans1 ise %11.34 olarak bulunmustur (3). Bu calismaya gore
iilkemizde astim sikli§i, diinya geneli ve Avrupa’daki prevalanstan daha diisiik

goriinmektedir.



Tiirk Toraks Dernegi’nce yapilan ¢ok merkezli, 14 ayr1 sehir ve toplam
25.843 kisinin katildigr Tiirkiye'de Alerji Yayginligi ve Risk Faktorleri [Prevalence
and Risk Factors of Allergies in Turkey (PARFAIT)] ¢alismasina gore; astim sikligi
tiim Tirkiye genelinde erkeklerde %?7.1, kadinlarda ise %9 olarak bulunmustur (4).

Ulkemizin dahil oldugu en yakin tarihli astim prevalans1 calismasi olan
SNAPSHOT programinda, astim ve alerjik rinit hakkinda veri toplamak i¢in bes Orta
Dogu iilkesinde (Misir, Tiirkiye, Kuveyt, Suudi Arabistan ve Birlesik Arap
Emirlikleri) yapilan ¢alismaya gore Orta Dogu'da gozlemlenen diizeltilmis astim
prevalanst %4.4 ile %7.6 arasinda degismektedir. Bu oran, Avrupa ve Kuzey
Amerika'da bildirilen prevalanstan nispeten daha diisik bulunmustur (5). Ancak
tilkemizde semptom prevalansi ile doktor tanili astim prevalansi arasindaki fark diger
tilkelerden daha fazla gdriinmektedir. Bu durum, astimin toplumumuzda yeterince
bilinmemesi, hastalarin astimin tedavi edilemez, agir bir hastalik oldugu gibi yanlis
yargilar1 ve ililkemizde hastalara, hastalik durumu agiklanirken zaman zaman astim

terimi yerine bagka terimlerin kullanilmasindan kaynaklaniyor olabilir (1).

Diinya ¢apinda gerceklesen her 250 6liimden birinin astim nedeniyle oldugu

ve her y1l yaklagik 250 000 kisinin bu hastaliktan 6ldiigli tahmin edilmektedir (6).

2.3. Astim Yiikii ve Maliyeti

Astim oldukca sik goriilen kronik solunum yolu hastaliklarindan birisidir.
Tim diinyada gozlenen kiiresel bir halk sagligi sorunudur. Astim; hastalar, hasta
yakinlar1 ve saglik sistemi icin 6nemli bir ylk olusturmaktadir. Hasta basina
ortalama tibbi maliyet (ayaktan tedavi ziyaretleri, laboratuvar testleri, radyolojik
testler, hastaneye yatislar, miidahaleler, ilag tedavisi ve ek hastaliklar)
degerlendirildiginde ciddi astimli hastalarin tedavisinin Tiirkiye'deki saglik
ekonomisi i¢in onemli bir yiik olusturdugu gosterilmistir (7). Astim kontroliiniin
yetersiz olmasi, kontrollii astima kiyasla saglik hizmeti kullanim siklifinda arts,
daha diisiik yasam kalitesi ve giinliik yasam tizerinde daha yiiksek etki ile dogrudan

tedavi maliyetlerinde artisla iligkili bulunmustur (8).
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2.4. Astim Gelisiminde Risk Faktorleri

Astimin ortaya ¢ikis ve gelismesinde etkili risk faktorleri, kisisel ve gevresel

risk faktorleri olarak siniflandirilabilir (9).

2.4.1. Kisisel Etkenler

2.4.1.1. Genetik Etkenler

Astim, multifaktoriyel kalitim gosteren bir hastaliktir. Cevresel maruziyetlere
ek olarak, genetik faktdrlerin astimin baslangici, siddeti ve tedavisi lizerinde 6nemli
bir etkisi vardir. Genetik faktorlerin klinik olarak iliskili fenotipleri olusturdugu
bilinmektedir. Alerjik ebeveyni olan bir ¢ocugun alerjik olma riski %30-50 iken,
ebeveynlerinden her ikisi de alerjikse bu oran %60-80°¢ yiikselmektedir (10). Tim
genom baglant1 analizleri [Genome-wide association study (GWAS)] astim dahil
olmak {izere yaygin multifaktoriyel kalitim gdsteren hastaliklarin genetik temellerini
aragtirmada yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Binden fazla yayinda, astim, yiiksek
IgE seviyeleri, bronsiyal asir1 duyarlilik ve eozinofili iliskili bir fenotip i¢in 600'den
fazla aday gen tanimlanmistir. Genlerin islevi hala tam olarak bilinmemektedir,
ancak farkli genlerdeki polimorfizmlerin astimin kokenini, ciddiyetini ve tedaviye

yanitlarin etkiledigi gosterilmistir (11,12).

Ikiz ¢aligmalar1 da astima yatkinlikta genetik bir unsur oldugunu gdstermistir
(13,14). ikiz caligmalari, astim siddetindeki fenotipik degiskenligin yaklasik
%?25'inin genetik faktorler tarafindan belirlendigini, geri kalanmin ise ¢evresel,
psikososyal faktorler, davranigsal Ozellikler ve komorbiditeleri igeren genetik
olmayan faktdrler tarafindan belirlendigini géstermistir. Bununla birlikte, 57 000'den
fazla kiside yiiriitiilen GWAS daha 6nce astimla iliskili olmayan yirmibes lokus i¢in
onemli iliskiler gostermistir. GATA baglayici protein 3 (GATAS3), miisin SAC
(MUC5AC), transmembran protein KIAA1109 (KIAA1109) astimla iligkili
bulunmustur. Kromozom 5q iizerinde lokalize olan DNA onarim proteini RAD50
(RAD50), Interldkin-13 (IL-13) ve 17921 konumunda kodlanan sfingolipid
biyosentez diizenleyici 3 (ORMDL3), Gasdermin B (GSDMB) lokusu yer almaktadir

(15). Sitokinler, astim patogenezinin tipini, ciddiyetini ve sonuglarini belirledikleri
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icin astimin farkli yonlerine katkida bulunurlar. Atak geciren alerjik astimlilar,
onemli Ol¢lide daha yiiksek proinflamatuvar sitokin seviyeleri sergilemektedir. Son
yillarda, sitokinlerin ve reseptorlerinin olduk¢a polimorfik oldugu gosterilmistir.
Astimli  hastalarda interlokinlerin  ekspresyonu ve sekresyonunun, genetik
polimorfizmlerden etkilendigi, bu polimorfizmlerin hava yolunda diizenleyici bir

etkiye sahip oldugu ve terapotik yanit1 diizenledigi diistintilmektedir (16).

2.4.1.2. Atopi

Atopi ve alerji yanhislikla birbirinin yerine kullanilmaktadir. "Atopi" ortak
cevresel proteinlere karsi yiiksek seviyelerde immiinoglobulin E (IgE) {iretimine
kalitsal bir yatkinlig1 ifade eder. Bu bagisiklik durumu yaygindir. Atopi tamamen
asemptomatik olabilir. Atopik bireylerin yalnizca bir alt kiimesi semptom gelistirir,
bu durumda "alerji" veya "atopik hastalik" terimleri kullanilabilir. Deri prick testleri
ve spesifik IgE testleri atopiyi teshis etmesi agisindan énemlidir. Dogrudan nedensel
bir alerjiyi dogrulamak i¢in bir de dykii alinmalidir. Cevresel alerjenlere karst ilk
duyarlhilasma tipik olarak cocuklukta gerceklesir. Atopi asemptomatik olabilse de
yine de gelecekte astim gelisimi i¢in en giliglii tanimlanabilir predispozan faktor
olmaya devam etmektedir (17). Atopik bireylerde astim gelisimi agisindan 10-20 kat
artmis risk bulunmaktadir (18). Atopik deneklerin yaklasik %?25-30'unda astim
gelistigi gosterilmistir (19).

2.4.1.3. Brons Hiperreaktivitesi

Brongsiyal asir1 duyarlilik, bronkokonstriktor bir uyarana maruz kalindiginda
hava yolu daralmasina neden olan inflamatuvar siirecin temel bir bilesenidir.
Hastalarin nefes darligi, gogiiste sikigsma, oksiiriik ve hirilti gibi semptomlar
yasamasina neden olur. Dogrudan ve dolayli uyaranlara karsi bronsiyal asiri
duyarliligin derecesini belirlemek i¢in solunum laboratuvarinda brong provokasyon
testleri yapilabilir (20). Brons asir1 duyarliligi, Astim tanisi ile esanlamli olmasa da
her yastaki semptomatik astimli hastada bulunmaktadir, astimin en karakteristik ve

en dnemli tanisal 6zelliklerinden biri olarak kabul edilir (21).



2.4.1.4. Cinsiyet

Erkek cinsiyet ¢cocukluk dénemi astimi i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir. On
dort yasindan onceki donemde astim prevalansi erkek c¢ocuklarda kiz ¢ocuklarin
yaklagik iki kat1 olarak bulunmustur. Yas ilerledik¢e bu fark kapanmakta, yetiskin

doneme gelindiginde astim kadinlarda daha sik goriiliir hale gelmektedir (9).

2.4.1.5. Obezite

Obezite astim riski ve prognozu iizerinde Onemli bir etkiye sahiptir.
Epidemiyolojik caligsmalar, obez hastalarda astimin daha olasi oldugunu ve
astimlilarda daha fazla semptom, daha kotii yasam kalitesi, artan saglik hizmeti
kullanim1 oldugunu gostermistir (22). Obezite astim gelistirme riskini artirmanin
yant sira hava yolu inflamasyonunu arttirir ve astimi daha zor kontrol edilebilen

fenotipe dogru yonlendirebilir ayrica tedaviye yaniti degistirebilir (23,24).

2.4.2. Cevresel Etkenler

2.4.2.1. Sigara icimi

Aktif sigara icminin astim gelisimi icin risk faktorii oldugu, sigara icenlerde
astim kontroliinii siirdiirmenin daha zor oldugu gosterilmistir. Sigara hava yolunda
inflamasyonu arttirarak ve kortikosteroid duyarsizligina neden olarak astimi
kotiilestirir (3,25). Sigara ile astim riskinin artmasi arasinda acgik bir iliski oldugu
gosterilmistir (26,27). Astimli bireylerin yaklasik %25 ile %35'1 sigara igmektedir
(28). Astiml1 hastalarda tiitin dumanina uzun siire maruz kalma, birinci saniyedeki
zorlu ekspiratuvar hacimde (FEV1) yaklasitk %18’lik bir azalmaya katkida
bulunmaktadir (29). Sigara igen astimli hastalar amfizemin erken evrelerinde
bulunanlara benzer 6zellikler gostermektedir (30). Sigara bronsiyal epitele dogrudan
toksik etki, oksidatif hasara neden olan proinflamatuvar mediyatérlerin salinimi ve
artan epitel gecirgenligi yoluyla astimi kotilestirir. Sigara i¢imi ile iligkili
proinflamatuvar araci ve sitokinler ise IL-8, Lokotrien B4 (LTB4), Prostaglandin E2,
Anjiyopoietin 2, Eotaxin 1’dir. (31).



2.4.2.2. Stres

Giincel kanitlar, kronik psikososyal stres ile astim ve astim morbiditesi
arasinda nedensel bir iligki oldugunu gostermektedir. Strese karsi davranissal,
otonomik, néroendokrin ve immiinolojik tepkileri diizenleyen genlerde epigenetik
degisiklikler oldugu gosterilmistir. Kronik olarak stresli gen¢leri hem travma sonrasi
stres bozukluguna (TSSB) hem de astima yatkin hale getiren yatkinlik genlerinin

varligin1 gosteren kanitlar vardir (32).

2.4.2.3. Alerjenler

Genetik olarak yatkin kisilerde erken c¢ocukluk doéneminde, cevresel
faktorlere 6zellikle de i¢ ortam alerjenlerine erken donemde maruz kalmanin, alerjik
hava yolu hastalig1 gelisimi i¢in gili¢lii bir etkiye sahip oldugu rapor edilmistir.
Astimda etyolojik olarak onemli alerjenler, inhalen alerjenlerdir. Havadaki antijen
partikiillerinin solunum yolu ile alinmasi reaksiyona neden olur. Astimda rol
oynayan alerjenler i¢ ortam ve dis ortam alerjenleri olarak iki grupta incelenir
(33,34). I¢ ortam alerjenleri ev tozu akarlari, hamambocegi, kiif mantarlar
(Aspergillus-Penicillium, Alternaria, Cladosporium), evcil hayvanlar (kedi, kopek),

dis ortam alerjenleri ise polenler ve mantarlardir (Alternaria, Cladosporium).

2.4.2.4. Hava Kirliligi

Ic ve dis hava kirliligine maruz kalmak hem astim gelisimi hem de astim
semptomlarinin tetiklenmesi i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir (35). Kentlerde yasayan
cocuklarda astim prevalans1 ve morbiditesinin daha yiiksek oldugu bilinmektedir.
Partikiiler madde (PM) ve nitrojen dioksit (NO, ) gibi ev igi kirleticiler astiml
cocuklarda artmis semptomlarla iligkilidir (36). Havadaki PM tipik olarak farkl
boyutlu maddelerden olusur. Ince PM, aerodinamik cap1 2.5 pm veya daha az
(PM2.5), kaba PM aerodinamik ¢ap1 ise 2.5 um'den biiyilk 10 um’den kiigiiktiir
(PM2.5-10). Sehir igindeki evlerde i¢ mekan PM konsantrasyonlarinin, sehir disi
evlerdeki konsantrasyonlardan iki kat daha yiiksek oldugu gosterilmistir. PM2.5 ve
PM10 i¢in en yaygin i¢ mekan kaynaklar sigara ve soba kullanimidir (37,38).



2.4.2.5. Mikroorganizmalar

Hava yolu ve bagirsak mukozasi bakteriyel kolonizasyonu, savunma
mekanizmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Viral ve bakteriyel enfeksiyonlar
asttim patogenezinde Onemli faktorlerdir. Astimli hastalar, bozulmus mukozal ve
sistemik immiin savunma ve atopinin bir sonucu olarak viral ve bakteriyel
enfeksiyonlara daha duyarl olmaktadir (39). Viral enfeksiyonlar, iist ve alt solunum
yolu enfeksiyonlariim (USYE ve ASYE) en yaygin nedenidir. Cocuklarda solunum
yolu enfeksiyonlarina neden olan en yaygin olarak tanimlanan virlisler, Human
Rinoviriis, Respiratory syncytial virus (RSV), Influenza ve Parainfluenza viriisleri,
Koronaviriis, Adenoviriis, Human metapnomoviriis ve Bocaviriis tiir. Erken viral
ASYE ile cocukluk ¢agi hiriltili solunumu ve astim gelisimi arasinda bir iligski vardir
(40, 41, 42, 43, 44). Cocukluk ¢ag1 astim vakalarinin yaklasik %13'i RSV sezonunda

alt solunum yolu enfeksiyonu gegirmeye atfedilmistir (45).

2.4.2.6. Hijyen hipotezi

Hijyen hipotezi, son on yilda sanayilesmis diinyada artan astim ve alerjik
hastalik insidansin1 gosteren biiyiik epidemiyolojik calismalara dayanarak ortaya
atilan bir hipotezdir. Bu ¢alismalara gore; cocukluk cagi enfeksiyonlari ve
mikrobiyal antijenlere maruz kalma, alerjilerle giiglii bir negatif korelasyon
olusturmaktadir. Bu nedenle Bat1 diinyasinda alerjik yiikiin artmasi, siklikla cocukluk
cagl enfeksiyonlarmin azalmasiyla iliskilendirilerek “hijyen hipotezi” ortaya
atilmistir. Artan antibiyotik kullanimi, gelismis hijyen ve kentlesme ¢ocuklukta daha
once yaygin goriilen enfeksiyonlara, ¢esitli ¢evresel mikroorganizmalara ve bunlarin
triinlerine maruz kalma olasiliint  muhtemelen azaltmistir. Bu olaylar,
mikrobiyolojik cesitlilik ve atopik hastalik arasinda ters bir iliski oldugunu
diistindiirmektedir (46,47).

Yasamin erken donemlerinde gecirilen enfeksiyonlara bagli olusan Thl
yonelimli bagisiklik yaniti olmayanlarda Th2 alerjik fenotipinin erken, uzun siireli ve
dengesiz ifadesi gelisebilir. Alerjik duyarlanmadan 6nce patojene maruz kalmanin

azalmis hava yolu iltihab1 ile sonuglandig1 deneylerle gosterilmistir (48).



2.4.2.7. Mikrobiyota

Farkli mekanizmalar sonucu akciger ve bagirsak mikrobiyatasi astim
gelisiminde 6nemli rol oynar. Hem prenatal donemde hem de hayatin ilk yillarinda
mikrobiyatanin igerigi, cesitliligi ve islevleri, diyet ve ¢evre kosullari gibi bir¢ok
faktorle belirlenmektedir. Yasamin erken doneminde mikrobiyatada olusan
degisikliklerin astim gelisimini etkileyebilecegi diisiiniilmektedir. Mikrobiyomun
astimdan koruma mekanizmalari, dogrudan antiinflamatuvar etki veya belirli bakteri
kolonileri tarafindan tip 2 dis1 inflamasyonun uyarilmasidir. Astimli hastalarda
solunum mikrobiyomunun saglikli insanlara kiyasla daha diisiik bakteriyel cesitlilik

icerdigi bilinmektedir (49).

2.4.2.8. Mesleki Risk Faktorleri

Calisma ortami, astim gelisimi ve hastalik alevlenmesi agisindan 6nemli bir
potansiyel risk faktoriidiir. Mesleki astim (OA), genellikle eksik tani konulan ve
eksik bildirilen bir astim bi¢imidir ve taninmadiginda hastaligin ilerlemesine ve
morbiditenin artmasina neden olabilir. Geleneksel olarak, mesleki astima karsi
hassaslastiricilar, yiiksek molekiiler agirlikli bilesikler (HMW) ve diisiik molekiiler
agirlikli bilesikler (LMW) olarak ikiye ayrilir. HMW ajanlari arasinda un tozu,
enzimler (bitki ve hayvandan elde edilen), sakizlar, gidalar, tiitiin, kaucuk tiirevi
proteinler, hayvanlardan elde edilen ve bdceklerden tiiretilen alerjenler
bulunmaktadir. LMW ajanlar1 arasinda bati kirmizi sediri, poliizosiyanatlar ve
bunlarin polimerleri, asit anhidritler, metaller ve c¢esitli kimyasal maddeler yer

almaktadir (50,51).

2.4.2.9. Diyet

Potansiyel antioksidan etkiye sahip gidalar acisindan zengin bir beslenme
diizeni, astim kontroliinii iyilestirmede Onemli bir etkiye sahiptir. Astimda
antioksidan takviyesini inceleyen c¢aligmalar, magnezyum takviyesi ile astim
kontroliinde iyilesmeler, C vitamini takviyesiyle de akciger fonksiyonunda daha az
diisiis oldugunu gostermistir. Yag asidi takviyesinin astim kontrolii ve akciger

fonksiyonunun iyilestirilmesi lizerindeki etkileri gosterilmistir. Propolis ve kafein
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kullaniminin incelendigi ¢aligmalarda, FEV1'de 6nemli artislar oldugu bildirilmistir
(52). Hazir mamalarla beslenen ¢ocuklarda, anne siitiiyle beslenen ¢ocuklara gore

daha yiiksek oranlarda higiltili solunum ortaya ¢iktig1 bilinmektedir (53).

2.5. Astim immiinopatogenezi

Astimin en karakteristik 6zelligi, hava yolu liimeninin daralmasi ile iliskili
olan geri doniisiimlii ve degisken hava yolu obstriksiyonudur. Hava yolu
daralmasimin en Onemli sebepleri, eozinofil, nétrofil, lenfosit ve makrofaj gibi
hiicrelerin rol aldig1 hava yolunda gelisen kronik inflamasyon ve édemdir. Sonugta
“hava yolu asir1 duyarlilig1i” gelisir ve normalde zararsiz olan bir uyaranla bile hava
yollarinda diiz kas kontraksiyonu olusur. Hava yolu asir1 duyarliliginin
mekanizmasinda, birkag hipotez ileri siiriilmiistiir:

-Hava yolu diiz kas hiicrelerinin artmis hacim ve/veya kontraktilitesi,

-Hava yolu-parankim etkilesiminin kayb,

-Inflamasyon nedeniyle duyarli hale gelen duyusal sinirlerin duyusal uyaranlara
cevap olarak asir1 bronkokonstriksiyona neden olmasi,

-Hava yolundaki inflamasyon ve yapisal degisikliklere ek olarak hava yolunun diiz

kas kontraksiyonu nedeniyle asir1 derece daralmasi.

Bu durum bronkodilator tedavi ile geri doniisliidiir. Hava yollarinda bulunan
mukus ve hava yolu remodelingi persistan hava akimi obstriiksiyonuna neden
olmaktadir. Astimda hava yolu inflamasyonu tiim trakeobronsial aga¢ boyunca
goriiliir ve patofizyolojiyi belirleyen ise c¢esitli ¢aptaki hava yollarinin degisen
derecelerdeki obstriiksiyonudur. Biiylik hava yollarindaki obstriiksiyon hava akim
kisitlanmasina yol acarken, kiiclik hava yollarindaki obstriiksiyon ise diisiik akciger
voliimlerinde hava yolunun kapanmasina ve birgok olguda rezidiiel voliim artisina,
dolayistyla hiperinflasyona neden olmaktadir (1). Soguk hava ve egzersiz gibi
uyaranlar, asirt mukus {retimi, hava yolu daralmasi ve hava yolu duvarinin
remodelingine neden olmaktadir. Duyarli hastalarda bu durum, tekrarlayan nefes
darligi, hiriltili solunum ve gogiiste sikismaya yol agmaktadir. Alerjik astimi olan

hastalarda ayn1 anda alerjik rinit de vardir (54).
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Biitlin kronik inflamatuvar hastaliklarda oldugu gibi, astimin sadece iki klinik
forma bdliinmesinin asirt basitlestirme oldugu diistinlilmektedir. Her biri farkli bir
patofizyolojiye sahip olan farkli astim fenotipleri artik astim endotipleri olarak
tanimlanmaktadir. Endotipler, genetik yatkinlik, ¢evresel risk faktorleri, baslangic
yasi, klinik gdriinlim, prognoz, standart ve yeni tedavilere yanit agisindan farkliliklar
gostermektedir (55). Sigara icen astimli kisilerde kronik obstriiktif akciger hastaligi
ile 6nemli 6l¢iide klinik Ortiisme vardir (56). Atopik astimda, eozinofilik hava yolu

inflamasyonu ve brons hiperreaktivitesi (BHR) vardir.

2.5.1. Astim immiinopatogenezinde Rol Oynayan Hiicreler

Mast hiicreleri  aktif mukozal mast hiicreleri bronkokonstriiktor
mediyatorlerin (histamin, sisteinil 16kotrienler, prostoglandin D2) salinimina sebep
olur. Bu hiicreler alerjenler tarafindan yiiksek afiniteli IgE reseptorleri araciligr ile
aktive edilir. Ayrica egzersizle indiiklenen bronkokonstriiksiyonda oldugu gibi
ozmotik uyarilarla da indiiklenebilirler. Artmis mast hiicreleri hava yolu asiri
duyarliligt ile iliskilidir. Astimda mukozal mast hiicreleri sadece sayisal olarak

artmaz, graniil salgilanmasini da artirir (9).

Eozinofiller hava yollarinda artmis sayida bulunur. Eozinofiller hava yolu
epitel hiicrelerine zarar verebilecek c¢esitli proteinlerin salinimima sebep olurlar.
Ayrica bliyiime faktorlerinin saliniminda ve hava yolunun yeniden yapilanmasinda

da rol oynadiklar diisiiniilmektedir (9).

T lenfositler hava yollarinda artmis sayida bulunur, IL-4, IL-5, IL-9 ve IL-13
gibi spesifik sitokinlerin salimimini saglarlar. Th2 hiicrelerindeki artis Treg
hiicrelerindeki azalmaya bagli olabilir. Astimda ayrica dogal 6ldiiriicii [natural killer

(NK)] T hiicrelerinde de bir artig vardir (9).
Dendritik hiicreler alerjenleri hava yolu yiizeyinden alir ve lenf nodlarina

tagirlar. Burada Treg hiicreleri ile iletisime gecerek, naif T hiicrelerinden Th2

sitokinlerinin salinimini uyarirlar (9).
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Makrofajlar hava yollarinda artmis sayida bulunurlar, diisiik afiniteli IgE
reseptorleri araciligiyla alerjenler tarafindan aktive edilerek inflamatuvar

mediyatorlerin salinimina sebep olurlar (9).

Notrofiller agir astimlilarin ve sigara icen astimlilarin balgamlarinda ve hava
yollarinda artmis sayida bulunurlar. Bu hiicrelerin patofizyolojik rolleri belirsizdir.

Glukokortikoid tedaviye bagli olarak da sayilar1 artabilir (9).

Hava yolu epitel hiicreleri kemokinler, lipid mediyatorler ve sitokinler gibi
cesitli inflamatuvar proteinlerin salimimini saglarlar. Viriisler, alerjenler ve hava
kirleticileri, epitel hiicreleri ile etkilesim halindedir. Bronsiyal epiteldeki hasar kronik
astimin karakteristik kanitidir. Epitelyal hasar bazal hiicrelerden kolumnar hiicrelerin
ayrilmasina rol acar. Hava yolu diiz kas hiicreleri benzer inflamatuvar proteinlerin
epitel hiicrelerine saliimini saglar. Endotel hiicreleri inflamatuvar hiicrelerin
dolasimdan ¢ikip hava yolunda toplanmalarinda rol oynar. Fibroblast ve
miyofibroblastlar hava yolu yeniden yapilanmasinda rol oynayan kollajen ve
proteoglikan gibi bag doku komponentlerini iiretirler. Hava yolu sinirlerinden
kolinerjik sinirler hava yolundaki refleks tetikleyiciler araciligiyla aktive olup,

bronkokonstriksiyon ve mukus sekresyonuna sebep olabilirler (57).

IL-33 agirlikli olarak epitel hiicreleri, fibroblastlar ve endotelyal hiicreler
tarafindan eksprese edilir. Ekspresyonu mast hiicreleri ve dendritik hiicrelerle
uyarilmaktadir. IL-33 lokal ve sistemik bagisikligi uyaran sitokin ve biiylime
faktorleri tiretmek tlizere hiicreleri uyarir (58). IL-25, havayolu epitel hiicreleri, Th2
hiicreleri, mast hiicreleri, bazofiller ve eozinofiller gibi alerjik yanitlarda rol oynayan
hiicreler tarafindan eksprese edilir. IL-25, IL-17 ailesinin bir iiyesidir ve ayni
zamanda IL-17E olarak da bilinir. 1L-4, IL-5 ve IL-13 dahil olmak {izere Th2
sitokinlerinin ekspresyonu ve salimini saglar. IL-5, fonksiyonel eozinofillerin
tiretimini uyarmaktadir (59). IL-13 IL-6, IL-1B, TNF-a ve IL-8'in baskilanmasinda
IL-4'e benzer 6zelliklere sahip, T lenfositler tarafinca iiretilen bir sitokindir (Sekil

2.1) (54,60).
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Sekil 2.1. Eozinofilik havayolu inflamasyonunda rol oynayan sitokinler
(Lambrecht'den, 54)

TSLP, IL-2 sitokin ailesinin bir iiyesidir. Epitel hiicreleri, keratinositler ve
stromal hiicreler tarafindan alerjik inflamasyon sirasinda eksprese edilmektedir.
TSLP'min Th2 farklilagmasina neden oldugu bilinmektedir (61). Mast hiicreleri ve
eozinofillerin timi TSLP stimiilasyonuna yanit olarak sitokin tiretimini artirir (Sekil

2.2) (58).

Tip 2 dogal lenfoid hiicreler (ILC2), konak¢inin patojenlere, ozellikle de
helmintlere kars1 bagisiklik tepkilerini yoneten, dokularda bulunan dogal bir lenfoid
alt kiimesidir. ILC2'nin bulundugu dokular; cilt, solunum ve bagirsak yollarinin
mukozal yiizeyleridir. ILC2, bir¢ok lenfosit oOzelligine sahiptir, ancak antijen
reseptorlerinden yoksundur. Bu hiicreler 1L-33, IL-25 ve TSLP tarafindan aktive
edilir. In vivo deneyler, akcigerde ILC2'nin proteaz maruziyetine yanit olarak hizla
arttigin1 ve kritik bir role sahip oldugunu ortaya koymaktadir. ILC2, IL-4, IL-5, IL-9,
IL-13 gibi CD4 Th2 hiicrelerine ¢ok benzer bir sitokin profili iiretir (62).
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Duiz kas hipertrofisi ve kontraksivonu @

Sekil 2.2. Dogustan gelen alerjik havayolu inflamasyonu (Peebles’den, 58)

2.5.2. Astimda Th17 ve IL-17

Astim, biiyiik 6l¢iide Th2 aracili hastaligin klasik bir 6rnegidir ancak Thl ve
Th2 hiicrelerinden baska Treg ve Th17 alt gruplarinin da astim immiinolojisinde
onemli oldugu disiiniilmektedir. Th17 hiicreleri 6zellikle ekstraseliiler bakteriler ve
mantarlara karst immiin yanitta Onemlidir, otoimmiin hastaliklarla da iligkisi
gosterilmistir. Th17 hiicreleri tarafinca salinan IL-17A’nin astim patogenezinde

ozellikle de agir persistan astimda 6nemli bir rolii oldugu diisiintilmektedir (63,64).

Siddetli astim artmig IL-17 dretimi ile iliskili bir alt kiimedir.
Antiinflamatuvar transforming growth faktor (TGF) ile birlikte proinflamatuvar IL-6,
Th17 hiicrelerine farklilasmay1 indiiklemektedir. IL-17'nin astimda hava yolu
inflamasyonundaki kesin rolii hala belirsizligini korumaktadir. IL-17 solunum
yollarinda, agirlikli olarak nétrofilik hava yolu inflamasyonuna neden olmaktadir.
Goblet hiicre hiperplazisi, miyofibroblast farklilagmasi ve hava yolu diiz kas
proliferasyonunu uyarmaktadir. IL-17, epitel hiicreleri, fibroblastlar ve hava yolu diiz

kas hiicrelerini aktive ederek hava yolu remodelingini destekler (Sekil 2.3) (58).
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Kortikosteroid direngli agir astim hastalarinin Th17 ve IL-17 seviyelerinin artti1

gosterilmistir (64,65).

IL-17 Aracili Havayolu in_ﬂa_masyonu
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Sekil 2.3. IL-17 aracili havayolu patolojisi (Peebles’den, 58)
2.5.3. Astimda Treg Hiicreleri

Treg hiicreleri, zararsiz antijen ve alerjenlere karsi toleransi siirdiirmek igin
bagisiklik tepkilerini dengelemede anahtar bir rol oynamaktadir. Treg hiicreleri asiri
bagisiklik tepkilerini baskilayarak tolerans ve hemostazin siirdiiriilmesi ig¢in
Oonemlidir (66). Treg hiicrelerinin gérevi, inlamasyonlu bolgelere go¢ etmek ve ¢esitli
efektor lenfositleri, 6zellikle Th hiicre alt kiimelerini (Thl, Th2, Th17 ve folikiiler
Th) baskilamaktir (67). Astim immiinolojisinde rol alan T hiicre alt gruplarinin
birbiri ile etkilesimlerinin tiimiiyle ortaya konmasi astim tani ve tedavisinde dnemli

bir gelisme saglayacaktir.

2.5.4. Astimda Arasidonik Asit Metabolizmasi

Arasidonik asit metabolizmas1 dort farkli  yolak iizerinden yiiriir:

siklooksijenazlar (COX-1, COX-2), lipoksijenazlar (5-LO, 15-LO ve 12-LO),
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sitokrom oksidazlar (hidrolaz, epoksijenaz) ve nonenzimatik yolak. Arasidonik asit
metabolizmasindaki dort yolaktan ilki olan siklooksijenaz yolagi prostaglandinlerin,
prostasiklinin ve tromboksanin sentezini saglar. lIkinci yolak Idkotrienlerin,
lipoksinlerin, eoksinlerin ve hepoksilinlerin sentezini saglar. Ugiincii yolak sitokrom
p450 yolagi olup arasidonik asiti hidroksi veya epoksi-eikosa-tri enoik asitlere
cevirir. Son olarak da nonenzimatik yolak arasidonik asitin serbest radikaller veya
reaktif  oksijen tiirevlerince  perokside  olmasiyla  izoprostanlarin  ve
hidroksieikosatetraenoik asitlerin (HETE) olusumu ile iliskilidir (68). Astimlilarda
lipit mediatorler ve lokotrienler, alerjenle karsilagtiktan dakikalar sonra firetilir.
Arasidonik asit metabolizmasinda sikloksijenaz yolu ile prostaglandinler (PGD?2,
PGF2a) ve tromboksan olusur. Bunlar bronkokonstriksiyon ile iliskilidir.
Lipooksijenaz enzim yolu ise sistenil 16kotrienlerin (LTB4, LTC4, LTD4 ve LTE4)
tiretimini saglar. LTB4, alveoler makrofajlar ve noétrofillerde iiretilen major
lipooksijenaz {rlinlidiir. Sistenil lokotrienler brons diiz kasinda kasilmaya,
sekresyonlarda artisa ve mikrovaskiiler dolasimda damar disina plazma sizmasina
neden olur. Bu durum brons asir1 duyarhiliina neden olmaktadir. LTE4
inhalasyonunun eozinofilik inflamasyona neden oldugu gosterilmistir (69).
Arasidonik asit metabolizmasi sonucunda ortaya c¢ikan eikosonoidler, hava yolu

tonusu ve inflamasyonunu diizenlemektedir (68,69).

2.5.5. Astimda Rol Oynayan Diger Mediyatorler

IL-1B ve Timodr nekroz faktor-o (TNF-o); inflamasyonda, graniilosit
makrofaj koloni stimulating faktor (GM-CSF) eozinofillerin yasam siiresinin
uzamasinda etkilidir. Histamin mast hiicrelerinden salinir, bronkokonstriiksiyon
yapar ve inflamasyona katkida bulunur. Nitrik Oksit (NO) potent bir
vazodilatatordiir. Hava yolu epitel hiicrelerindeki nitrik oksit sentazin aktivasyonu ile

retilir (57).

2.5.6. Astimda Hava Yolu Yeniden Yapilanmasi

Astim hastalarinin hava yollarinda inflamatuvar yanita ek olarak, hava yolu
yeniden yapilanmasi (remodelling) olarak adlandirilan karakteristik yapisal

degisiklikler olmaktadir. Bu degisikliklerin bir kism1 astimin agirlign ile iliskilidir ve
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hava yollarinda geri doniisimsiiz darlikla sonuclanabilir (1). Kronik inflamasyon ve
remodeling histolojik 6zellikleri; makrofajlar ve lenfositler tarafindan infiltrasyon,
miyofibroblast seklini alabilen fibroblastlarin ¢ogalmasi, anjiyogenez, artan bag

dokusu (fibroz), doku tahribatidir (70).
2.6. Astimda Fenotip ve Endotip
Astimda fenotip astim hastasinin temel gozlenebilir 6zelliklerini tanimlarken,

endotip altta yatan hiicresel ve patofizyolojik mekanizmay1 agiklamaktadir (Tablo

2.1) (71).

Tablo 2.1. Klinik ve fizyolojik 6zelliklerine gore fenotipler (Wenzel’den, 71)

Siddetine gore astim

Atak egilimine gore astim

Kronik hava yolu obstriiksiyonuna gore astim

Tedaviye direncine gore astim

Baslama yasina gore astim

Tetikleyici faktorlere gore fenotipler
Aspirine duyarli astim
Alerjik astim
Mesleksel astim
Menstriiel astim

Egzersizle tetiklenen astim

Inflamatuvar &zelliklerine gore fenotipler
Eozinofilik astim
Notrofilik astim

Pauci-grantilositik astim
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2.6.1. Alerjik Astim

Alerjik astim, en yaygin astim fenotipidir. Genellikle ¢evresel alerjenlere
karst duyarliligin varligr ile tanimlanir. Alerjik astimin ortalama baslangic yasi,
alerjik olmayan asttima gore daha erkendir. Alerjik astim spektrumu hafiften
siddetliye degisiklik gostermektedir. Alerjik astimi olan hastalarda artmis bir alerjik
rinokonjonktivit ve atopik dermatit prevalansi vardir. Toplam IgE diizeyleri
genellikle alerjik astimda alerjik olmayan astima gore daha yiiksektir. Alerjik astimi

olan hastalarin salgilarinda ve periferik kaninda artmis Th2 sitokinleri gosterilmistir
(72).

2.6.2. Aspirinle Tetiklenen Solunum Yolu Hastahg:

Bazi astimli bireylerde, aspirin ve siklooksijenaz 1'i (COX-1) inhibe eden
nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar (NSAID) durumu siddetlendirir. Aspirin kaynakli
astim (AIA) olarak adlandirilan bu farkli klinik sendrom, eozinofilik rinosiniizit,

nazal polipler, aspirin duyarlilig1 ve astim ile karakterizedir (73).

2.6.3. Enfeksiyonla Tetiklenen Astim

Astimin siklikla bulasici enfeksiyon ajanlari tarafinca siddetlendigine dair cok
sayida kanit vardir. Astimin baglangicinda ve alevlenmesinde birkag viriis
suglanmistir. Son zamanlarda dikkatler, astim alevlenmelerini tetikleyen atipik
bakteriler Mycoplasma pneumoniae ve Chlamydia pneumonia enfeksiyonlarinin

roliine yonelmistir (74).
2.6.4. Egzersizle Tetiklenen Astim
Egzersize bagli astim (EIA), astim tanis1 alan kisilerde yaygindir ve %80 ile

%901 egzersiz sirasinda astim semptomlar1 yasar. EIA obezite ile iliskilendirilmistir

ve obezite yetiskinlerde baglayan astim i¢in bir risk faktorii olabilir (75).
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2.6.5. Eozinofilik Astim

Eozinofilik astim, siirekli olarak yiikselen kan eozinofilleri, yetiskinlikte
baslayan astim ve kortikosteroid direnci ile karakterizedir (76). Eozinofilik astimin
Th2 kaynakli bir hastalik oldugu oOne siiriilmiistiir ancak ortaya ¢ikan kanitlar,
ILC2'lerin merkezi bir rolii oldugunu desteklemektedir (77). Eozinofilik astim geg
yasta ortaya cikar. Hastalarin ¢ogu disiik kilolu, aspirine duyarli hastalardir.

Cogunda nazal polip vardir. Balgamda eozinofil oran1 %2 ve iistiindedir (78).

2.6.6. Notrofilik Astim

Notrofiller siddetli astim patogenezinde 6nemli bir rol oynamaktadir. IL-8 bu
stirece dahil olur ve hastalarin hava yollarinda artar. IL-8 ile uyarilan nétrofillerin,
siddetli astimda kortikosteroid direncine ve hastalarin hava yollarinda eozinofillerin
birikmesine neden oldugu disiinilmektedir. Birka¢ ¢alisma, IL-17'nin IL-8
artisindan sorumlu oldugunu diisiindiirmektedir. Notrofilik astimda kortikosteroid

tedavisine yanit kotiidiir, makrolid antibiyotiklerle tedaviye yanit vardir (78,79).

2.6.7. Irreverzibl Hava Yolu Obstriiksiyonuyla Seyreden Astim

Bu grup astimin 6nemli fenotiplerinden birisidir. Hastalarin FEV1/FVC orani
yaglarina ve kendi en iyi degerlerine gore disiiktiir. FEV1 degeri inhale steroid

tedavisi ve kisa etkili bronkodilatdr inhalasyonu sonrasinda bile %90°1n altindadir
(78).

2.7. Astim Tanisi

Dogru bir astim tanis1 koymak, astim tedavisini ve sonuglarini iyilestirmek
icin ¢ok donemlidir. Astim1 dogru sekilde teshis etmek zordur. Yanlis tani, maliyetli,
potansiyel olarak zararh tedaviye ve gereksiz saglik bakimina yol agarken, yetersiz
teshis, yetersiz tedavi ve Onlenebilir morbidite riskine sahiptir. Astim, farkl
genotipler, endotipler ve fenotipler iceren heterojen bir hastaliktir. Teshisi kategorik
olarak dogrulayabilecek veya ciiriitebilecek "altin" referans standardi yoktur. Bu

nedenle astim klinik bir tanidir, ancak bireysel semptomlar, belirtiler ve testler tani
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icin zayif duyarliliga ve 6zgiilliige sahiptir. Astim ¢ok yaygin bir hastalik oldugu
icin, teshislerin cogu objektif testlere erisimin sinirli oldugu birinci basamakta

konulmaktadir (80,81).

2.7.1. Anamnez

Astim tanisinda, nobetler halinde olan nefes darligi, hisiltili solunum, 6ksiirtik
ve gogiiste sikisma hissi gibi semptomlarin varligi énemlidir. Hastanin dykiisiinde
cocukluk caginda egzema, besin alerjisi rinit ve astim hikayesi olmasi eriskin
donemde astim gelisimi ile iligkili olmasi nedeni ile taniyr desteklemektedir.
Hastalar, eslik edebilecek rinit, polip, siniizit, gastrodzefagial reflii, ila¢ allerjisi
(6zellikle analjezik), uyku apnesi, obezite ve psikolojik bozukluklar yoniinden de
sorgulanmalidir. Astim, bir¢ok yaygin hastaliktan daha yiiksek ailesel risk gosterir.
Ailede astim Oykiisii ve atopik hastalik varligi taniy1 koymaya yardimer olan diger

faktorlerdir (2).

2.7.2. Fizik Muayene

Fizik muayene hasta semptomatik olmadik¢a, genellikle normaldir (81). Fizik
muayenenin normal olmasi astim tanisini dislamaz. En sik rastlanan muayene
bulgusu hava yolu obstriiksiyonunu gosteren hisilt1 ve ronkiislerdir. Solunum sesleri
normal bulunan bazi hastalarda oskiiltasyon sirasinda zorlu ekspirasyon yaptirilirsa
ronkiis isitilebilir. Anamnez ve fizik muayene sirasinda hemen her derin
inspirasyondan sonra Oksiirik gelismesi, hava yolu duyarhilifinin indirekt
gostergesidir ve astimi diistindiiriir. Astim ataklarindaki hiperinflasyon ve hava akim
kisitlamas:1 solunum isini belirgin diizeyde artirir. Ciddi astim ataklarinda ileri
derecede azalmis ventilasyon ve hava akimi nedeniyle ronkiis ve hisilti
duyulmayabilir. Bu durumdaki hastalarda atagin ciddiyetini gosteren siyanoz,
uykuya meyil, konusma giicliigii, tasikardi, yardimci solunum kaslarinin kullanimi ve
interkostal ¢ekilmeler gibi diger fizik muayene bulgular1 gézlenir. Astimli hastalarin
biiylik ¢ogunlugunda rinit goriilebildiginden, fizik muayene sirasinda rinit, geniz
akintis1 ve nazal obstriiksiyon bulgulart agisindan iist solunum yolu muayenesinin de

yapilmasi 6nemlidir (1).
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Tablo 2.2. Astim tani1 kriterleri (GINA’dan, 2)

1.Degisken solunumsal semptom hikayesi,
Hisiltili solunum, nefes darligi, gogiiste sikisiklik hissi ve oksiirtik,
Tanimlamalar toplumun kiiltiirel yapisina ve yasa gore degisiklik gosterebilir.
Genellikle birden ¢ok solunum semptomu vardir.
Semptomlarin siklig1 ve siddeti zaman igerisinde degiskenlik gosterir.
Semptomlar gece veya sabah uyaninca koétiilesir.
Semptomlar genellikle egzersiz, giilme, alerjen, soguk hava ile tetiklenir.

Semptomlar genellikle viral infeksiyonlardan sonra ortaya ¢ikar veya kotiilesir.

2.Degisken hava akimi kisitlanmasinin dogrulanmast

-Solunum fonksiyonlarinda degiskenligin gosterilmesi, (asagidaki testlerden biri veya birkaci ile)
hava akimi kisitlanmasiin gosterilmesi, degiskenlik ne kadar yiliksek oranda veya ne kadar fazla
sayida izlenirse tan1 o kadar giivenle konabilir. Tanisal siire¢ sirasinda en az bir kez FEV1
diistikliigii ve FEV1/FVC de azalmanin tespit edilmesi (normal>0.75-0.80)

e Porzitif reverzibilite testi (testten dnce bronkodilator tedavi kesilirse pozitif bulunma sansi
artar: SABA >4 saat, LABA >15 saat): 200-400mcg salbutamol veya esdegerinden 10-15
dk sonra FEV1’de baslangi¢ degerine gore>%12 ve 200 ml artis (>%15 ve >400 ml ise
tan1 daha kesin)

e Iki hafta boyunca giinde iki kez yapilan PEF tetkikinde degiskenlik. Ortalama giinliik PEF
degiskenligi>%10

e  Solunum fonksiyonlarinda 4 hafta siire ile verilen antiinflamatuar tedavi sonrasi anlaml
diizelme. Solunum yolu infeksiyonu olmadan 4 hafta tedaviden sonra FEV1 degerinde
bazale gore>%12 ve >200 ml artis (veya PEF degerinde>%20 artis)

e Pozitif egzersiz provokasyon testi: FEV1’de bazale gore>%10 ve 200 ml diigiis

e Pozitif brons provokasyon testi: Standart metakolin veya histamin dozlar1 ile
FEV1’de>%20 veya standardize hiperventilasyon, hipertoniksalin veya mannitol
sonrasinda >%15 diisme

o Klinik kontroller sirasinda solunum fonksiyonlarinda degiskenlik (daha az giivenilir)

solunum yolu infeksiyonu olmadan FEV1’de kontroller arasinda>%12 ve >200 ml

degiskenlik

*SABA: Kisa etkili beta agonist, LABA: Uzun etkili beta agonist, FEV1: Zorlu ekspiratuar 1. saniye
voliimii, FVC: zorlu vital kapasite, PEF: Zirve ekspiratuar akim hizi

2.7.3. Spirometri
Spirometri, ekspiratuvar hava yolu obstriiksiyonunun dogrulanmas: igin

kullanilir ve akciger fonksiyonunu degerlendirmek ve maksimum inspirasyondan
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sonra kiginin akcigerlerden disar1 atabildigi hava hacmini 6lgmek i¢in kullanilir.
Spirometri ile 6lgiilebilen akciger fonksiyonu Sl¢timleri arasinda tepe ekspiratuvar
akim hiz1 (PEF), bir kisinin bir nefeste akcigerlerinden zorla soluyabilecegi toplam
hava hacmi olan zorlu vital kapasite (FVC) ve 1. saniyedeki zorlu ekspiratuvar hacim
(FEV1) bulunur (82). Astim tanisi i¢in hava yolu obstriiksiyonu kanit1 gereklidir.
Obstriiksiyonu belgelemek i¢in 1. saniyede zorlu ekspiratuvar hacmin azalmasi ve
zorlu vital kapasiteye orant (FEV1/FVC orani) kullanilir. Yetiskinlerde obstriiksiyon,
FEV1/FVC oranindaki azalma ile tanimlanir ve 0.70'ten daha diisiik bir FEV1/FVC

orani hava yolu obstriiksiyonunu gosterir (83).

Astim, hava yolu obstriiksiyonundaki degiskenlikle karakterize oldugundan,
obstriiksiyon hastada her zaman mevcut olmayabilir. ideal olarak FEV1/FVC orani,
FEV1'in diistiigii bir zamanda degerlendirilmelidir. Bu nedenle, azalmis FEV1/FVC
oraninin yoklugunda astim i¢in klinik bir sliphe devam ederse ve diger tanilar

dislanmigsa, spirometri baska bir durumda tekrarlanmalidir (82).

2.7.4. Ekspiratuvar Hava Yolu Obstriiksiyonunda Degiskenligin

Gosterilmesi

Spirometri ile hava yolu obstriiksiyonu dogrulandiktan sonra, hava yolu
obstriiksiyonunda degisiklik oldugu belgelenmelidir. Akciger fonksiyonunun giinliik,
haftalik veya aylik olarak izlenmesi, bazi hastalarda hava yolu obstriiksiyonu

degiskenligini gosterebilir.

2.7.4.1. Erken Reverzibilite Testi

Solunum fonksiyon testinde (SFT) pozitif reverzibilite testi astim lehine
bulgudur, 200-400 mcg salbutamoldan 10-15 dakika sonra FEV1’de baslangic
degerine gore>%12 ve 200 ml artis (>%15 ve >400 ml ise tan1 daha kesin) olmasi

testin pozitif oldugu anlamina gelir (2).
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2.7.4.2. Tepe Ekspiratuvar Akim Hizi (PEF) Degiskenligi

Tepe akimini olgcer bir cihaz olan PEFmetre kullanilir. Hastaya, pik-akis
Olgerin dogru kullanimi hakkinda egitim verilir ve sabah-aksam, 1-2 hafta boyunca
aynt Ol¢iim cihaz1 ile evde Olglimleri tamamlamasi istenir. Bu degerler hasta
tarafindan kaydedilir ve klinisyen tarafindan incelenir. Degigkenligi belirlemek igin
kullanilan formiil, giiniin en yiiksek PEF'i eksi giiniin en diisik PEF'i olarak
hesaplanan, giin i¢i ortalama PEF'e boliinen ve ardindan bir hafta boyunca ortalamasi
alian "giinliik ortalama degiskenlik" tir. Yetiskinlerde %10'un {lizerinde degiskenlik,

degisken ekspiratuvar hava yolu obstriiksiyonunun gostergesidir (2,82).

2.7.4.3. Solunum Fonksiyonlarinda Degiskenlik (Ge¢ Reverzibilite Testi)

Dort hafta siire ile verilen antiinflamatuvar tedavi sonrasi anlamli diizelme
olmasidir. Solunum yolu infeksiyonu olmadan dort haftalik tedaviden sonra FEV1
degerinde bazale gore>%12 ve >200 ml artis (veya PEF degerinde>%20 artis)
olmasidir (2).

2.7.5. Hava Yolu Asir1 Duyarhlik Testleri (Brons Provokasyon Testleri)

Semptomlarin astimi diistindiirdiigii fakat solunum fonksiyonlarinin normal
oldugu hastalarda metakolin, histamin, adenozin, mannitol veya egzersiz ile brons
provokasyonu astim tanisinin konulmasina yardimci olabilir (1). Bu testin egitimli
personel tarafinca yapilmasi gereklidir ve FEV1<%70 ise yapilmasi tercih edilmez
(2).

Hava yolu asirt duyarliligi, hava yollarinin saglikli kisileri etkilemeyecek
kadar kiiclik miktarlardaki irritanlara karsi asir1 bronkokonstriktif yanit vermesi
demektir. Test sonucu genellikle FEV1°de baslangica gore %20 veya daha fazla

azalmaya neden olan doz (veya konsantrasyon) olarak ifade edilir (1,81).

2.7.6. Ekshale Nitrik Oksit Testi (FeENO)

Ekshale nitrik oksit (FeENO) ve karbon monoksit diizeyi Olgiimlerinin de

astimda inflamasyon belirteci olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir (84). FeNO
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bagska durumlarda da (6rn. alerjik rinit, eozinofilik bronsit, eozinofilik fenotipli
KOAH) yiikselebilir. FeNO sigara igenlerde baskilanir. Inhaler kortikosteroid

tedavisi goren astim hastalarinda normal FeNO olabilir (81).

2.7.7. Kan Eozinofilleri

Astim, KOAH, alerjik durumlar, paraziter enfeksiyonlarda kan eozinofil
yiiksekligi olabilir. Tedavi edilen ve eozinofilik olmayan astimlilar normal kan

eozinofillerine sahip olabilir. (81).

2.7.8. Balgam Eozinofilleri

Baska durumlarda da ortaya cikabilir (eozinofilik fenotipli KOAH,
eozinofilik bronsit). Balgam eozinofilleri inhaler veya oral kortikosteroid tedavisi ile

baskilanabilir. Yalnizca uzman merkezlerde bulunan bir testtir, pahali ve zaman

alicidir (81).

2.7.9. Deri Prick Testi (SPT)

Deri prick testi (SPT) alerjik rinit ve/veya astim disiindiiren hastalarda
semptomlarin potansiyel tetikleyicilerini tanimlamak icin kullanilan bir tan1 aracidir.
SPT alerjik astim tanisi, alerjenden kaginma, alerjen spesifik immiinoterapi 6n
degerlendirmesi ve agir astimli olgularda anti-IgE tedavi karar1 agisindan 6nemli bir

testtir (85).

2.7.10. Akciger Grafisi

Postero-anterior (PA) akciger grafisi diger hastaliklar ekarte etmek amaciyla
cekilebilir. Astimda akciger grafisi genellikle normaldir, ataklarda hiperinflasyon

bulgular olabilir. Hastanin diizenli kontrollerinde rutin grafi ¢cekimi gerekli degildir
(2,9).
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2.8. Astimin Ayirici Tanisi

Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligt (KOAH) tam reverzibl olmayan,
genellikle ilerleyici ve akcigerin irritan partikill ve gazlara karst anormal
inflamatuvar cevabi ile seyreden hava yolu hastaligidir. Yakinmalarin tekrarlayict
degil ilerleyici karakterde olmasi, belirgin sigara dykiisiiniin olmasi, atopi dykdisiiniin
yoklugu, gec baslangi¢li olmasi ve hava yolu darliginin tam olarak geri dontistimlii
olmamasi1 ile astimdan ayrilir. Bazi hastalarda astim ve KOAH’in birlikte

bulunabilecegi de [astim-KOAH overlap sendromu (AKO)] unutulmamalidir (1).

Viral veya bakteriyel etkenlerin neden oldugu akut bronsitler alt hava
yollarini tutarak oksiiriik ve hisiltili solunuma yol agabilir. Semptomlar akut evreden
sonra hafiflemekle beraber ii¢ aya kadar devam edebilir. Yakinmalarin tekrarlayici
karakter gdstermemesi ve uzun siirmemesi ile astimdan ayrilir. Ust solunum yolu
enfeksiyonlarindan sonra goriilen hava yolu asir1 duyarliligi oksiiriige neden olabilir.
Oncesinde enfeksiyon dykiisiiniin olmasi ve genellikle ii¢ aydan uzun siirmemesi ile
asttmdan ayrilir. Kronik siniizit, postnazal akinti, gastrodzofageal reflii, anjiyotensin
doniistiiriicii enzim (ACE) inhibitorii kullanim1 gibi astimla beraber veya ayr1 olarak
bulunabilen durumlar tekrarlayict oksiiriik semptomu nedeniyle, oksiiriikle seyreden
astim tiirii ile karisabilirler. Vokal kord disfonksiyonu, vokal kord paralizisi, larenks,
trakea ve ana karinada brons tiimoérleri, lenfoma, yabanci cisimler, larenks
disfonksiyonu, bronkopulmoner displazi, brons tiiberkiilozu astima benzer
semptomlara yol agar. Yakinmalarin kalici ve ilerleyici olusu ve tedaviyle
reverzibilite gostermemesi nedeniyle astimdan ayrilir. Sol kalp yetmezligi sirasinda
gelisen hisilti, nefes darligi ve Oksiiriik kardiyak astim olarak adlandirilmaktadir.
Eforla dispne ve gece semptomlarinin her iki hastalikta da goriiliiyor olmasi teshisi

giiclestirmektedir (1).
2.9. Astimin Degerlendirilmesi ve Kontrol
Onceki yillarda astim agirligi hastanin semptomlarinin yogunluguna, solunum

fonksiyonlarmin diizeyine, atak olup olmadigina gore siniflandirilir ve astim tedavisi

de hastanin agirligina gore diizenlenirdi. Glinlimiizde ise astim agirli§1 semptomlari
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ve ataklari kontrol altinda tutabilen minimum ila¢ gereksinimine gore

siniflandirilmaktadir (2).

En uygun basamakta en az 3 aydir kontrol altinda olan hastada eger astim
kontrolii basamak 1-2 tedavisi ile [6rnegin; diisiik doz inhaler kortikosteroid (iKS),
Lokotrien reseptor antagonisti (LTRA)] saglanabiliyorsa “hafif astim”, basamak 3
tedavisi ile [ornegin; disiik doz IKS+uzun etkili beta-2 agonist(LABA)]
saglanabiliyorsa “orta astim”, basamak 4-5 tedavisi ile [0rnegin; orta-yiiksek doz
IKS+LABA ve ek diger ilaclar] saglanabiliyor, ya da bu tedavilere ragmen astim
kontrol altina alinamiyorsa “agir astim” denilmektedir. Astimli hastalarin uzun stireli
takibinde; tedaviye cevabin gbozden gecirilmesi, sonuglara gore astimin

degerlendirilmesi ve tedavinin astimin durumuna gore yeniden diizenlenmesi

gereklidir (2).

2.9.1. Astimin Degerlendirilmesi

2.9.1.1. Astim Kontroliiniin Degerlendirilmesi

* Son 4 haftadaki semptom kontroliiniin degerlendirilmesi.

+ Ataklar, persistan hava akimi kisitlamasi ve ilag yan etkileri agisindan
hastanin risklerinin belirlenmesi.

» Tedaviye baslamadan once ve tedaviyi izlerken solunum fonksiyonlarinin

Olciilmesi.

2.9.1.2. Tedavinin Degerlendirilmesi

* Hastanin halen almakta oldugu tedavinin kaydedilmesi.
« Inhalasyon tekniginin degerlendirilmesi.

* Hastanin yazili eylem planinin kontrol edilmesi.

* Hastanin tedaviye bakisinin ve tedaviden beklentilerinin 6grenilmesi.
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2.9.1.3. Komorbiditelerin Degerlendirilmesi

Rinit, siniizit, rinosiniizit, gastrodzefageal reflii, obezite, obstriiktif uyku

apnesi, depresyon, anksiyete gibi komorbiditeler ve bunlara yanitin degerlendirilmesi

(D).

2.9.2. Astimda Kontrol

Astim kontrolii astim semptomlarinin ve gelecek risklerin ne derece azaldig,
tedavi hedeflerinin karsilanip karsilanmadigini ifade eden bir terimdir. Her bir hasta
icin astim kontroliinden bahsedilirken her iki parametre g6z 6niine alinmalidir (2):

a) Semptomlarin kontrolii

b) Gelecek riskler agisindan degerlendirme

2.9.2.1 Semptom Kontroliiniin Degerlendirilmesi

Astimda semptom kontroliinlin degerlendirilmesinde asagidaki yontemlerden
birisi kullanilarak astimli hastada semptomlarin kontrol altinda olup olmadigina karar
verilir. Bu grup igerisinde en ¢ok GINA tarafindan oOnerilen degerlendirme
kullanilmaktadir. Tablo 2.3’de GINA semptom kontrol kriterleri 6zetlenmistir (2).
Calismalarla gegerliligi kanitlanmis astim kontroliiniin rakamsal olarak ifade
edilmesinin saglandig testlerdir. [astim kontrol testi (AKT) ve astim kontrol 6l¢egi

(ACQ)] (86-88).

Tablo 2.3. GINA semptom kontrol degerlendirme algoritmasi (GINA’dan, 2)

Son 4 haftada asagidaki semptomlara sahip mi? Semptom kontrol diizeyi
o B.unl.a.rd.an . Iyi kontrollii
Haftada ikiden fazla giindiiz semptomu higbirisine sahip astim
olmama

Astim nedeniyle herhangi bir gece uyanma

Bunlardan 1 ya da Yetersiz
Kurtarici ilaca haftadan ikiden fazla gereksinim 2’sine sahip olma kontrollii astim
duyma
Astim nedeniyle herhangi bir aktivite Bunlardan 3 ya da Kotii kontrollii
kisitlanmasi . )

4’1ine sahip olma astim
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2.9.2.2. Gelecek Riskler Ac¢isindan Degerlendirme

Astim hastalarinin hem semptom kontroli hem de gelecek risk
degerlendirmesinin yapilmasi gereklidir. Astima bagli kotii sonuglar (gelecek riskler)
tic baglik altinda toplanabilir (2): atak, persistan hava akimi kisitlamasi ve tedavi yan

etkisi.

2.10. Astim Tedavisinde Kullamlan Tlaclar

Astim tedavisinde kullanilan ilaglar kontrol edici ve rahatlatict (semptom
giderici) ilaglar olarak ikiye ayrilir. Kontrol edici ilaglar antiinflamatuvar etkileri
yoluyla astimin kontrol altinda tutulmasini saglamak {izere her giin ve uzun siire
kullanilan ilaglardir. inhale ve sistemik steroidler, inhale steroidler ile birlikte
kullanilan uzun etkili inhale beta2-agonistler, 16kotrien antagonistleri, yavas salinan
teofilin, uzun etkili antikolinerjikler, anti-lgE ve sistemik steroid dozunun
azaltilmasini saglayan diger tedaviler. Inhale steroidler giiniimiizde kullanilan en
etkili  kontrol edici ilaglardir. Rahatlatict ilaglar hizla etki ederek
bronkokonstriiksiyonu diizelten ve semptomlar1 gideren, gerektiginde kullanilan
ilaclardir. Hizli etkili inhale beta2-agonistler, inhale kisa etkili antikolinerjik ilaglar,
kisa etkili teofilin, kisa etkili oral beta2-agonistler, acil durum tedavisi kapsaminda

bunlara ilave olarak kullanilabilen magnezyum ve sistemik steroidlerdir (9).

2.10.1. Astim Tedavisi Uygulama Yolu

Astim tedavisi inhalasyon, oral veya parenteral olarak uygulanabilmektedir.
Inhaler tedavinin avantaji, diisiik sistemik yan etki riskiyle ilaglarin dogrudan hava
yollarina verilmesi ve bu bolgelerde daha yiiksek lokal konsantrasyonlara
ulasabilmesidir. Astim i¢in kullanilan inhaler ilaglar basinghi 6l¢iilii doz inhaler
(ODI), nefesle harekete gegen ODI, kuru toz inhaleri (KTI) ve nebiilizasyon seklinde
bulunmaktadir (9).
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2.10.2. Kontrol Edici ilaclar

2.10.2.1. inhaler Kortikosteroidler

Inhaler steroidler (IKS), giiniimiizde persistan astimin tedavisinde kullanilan
en etkili antiinflamatuvar ilaglardir. Etkilerini, niikleer reseptorler iizerinden
sentezlenen inflamatuvar sitokinlerin ve diger proteinlerin transkripsiyonlarini
baskilayarak gosterir (9). Hastalik kontroliinii iyilestirir ve astim alevlenmelerini
azaltir (89). Bu ilaglar astim semptomlarini, hava yolu asir1 duyarliligini, hava yolu
inflamasyonunu, atak sikligint ve siddetini azaltir. Astima bagli mortalitenin
azaltilmasinda, yasam kalitesinin ve akciger fonksiyonlarinin artirilmasinda, sonug
olarak astimin kontrol altina alinmasinda etkinligi gosterilmistir (9). Inhaler
kortikosteroidler yiiksek dozda uzun siire kullanildiginda sistemik yan etkilere neden
olabilir. Ciltte kolay morarma, bobrekiistii bezlerinde baskilanma ve kemik mineral
yogunlugunda azalma olabilir. Astimli hastalarda IKS kullanimina bagl artmis
pnomoni riski de pekcok calismada gosterilmistir. IKS lokal yan etkileri ise
orofaringeal kandidiyazis, ses kisiklig1 (disfoni) ve iist solunum yolu irritasyonuna

bagl olusan oksiirtiktiir (90-92).

2.10.2.2. inhaler kortikosteroid (IKS) ve Uzun Etkili p-agonist (LABA)
Kombinasyonlar1 (IKS-LABA)

Gilinlimiizde astim tedavisinde onaylanmis inhaler steroid ve uzun etkili beta-
2 kombinasyonlari (9):

* Beklometazon/formoterol

* Budesonid/formoterol

* Flutikazon furoat/vilanterol trifenoat

» Flutikazon propionat/formoterol

* Flutikazon propionat/salmeterol

2.10.2.3. Lokotrien Antagonistleri

Etkisini, aragidonik asit metabolizmasinda yer alan, akciger dokusu ve kan

hiicrelerinde bulunan sisteinil 16kotrien tip 1 (Cys LT1) reseptoriinii bloke ederek
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gerceklestirir. Klinik caligsmalar 16kotrien antagonistlerinin kiiciik ve degisken bir
bronkodilatdr etkisinin oldugunu, 6ksiiriik dahil olmak iizere semptomlar1 azalttigini,
akciger fonksiyonunda diizelme sagladigini ve hava yolu inflamasyonu ile astim

alevlenmelerini azalttifin1 gostermistir. Aspirine duyarli astimlilarin tedavisinde

etkilidirler (9).

2.10.2.4. Uzun Etkili Antikolinerjik (Antimuskarinik) ilaclar

Parasempatik sinir sistemi muskarinik reseptorlerinin blokaj1 ile etkilerini
gerceklestirirler. Uzun etkili antikolinerjik tiotropiumun, kontrol altinda olmayan
astimlilar i¢in ilave tedavi secenegi olarak planlandigi c¢aligmalarda akciger

fonksiyonlarinda diizelme sagladigi, atak sayisini azalttig1 gosterilmistir (9).

2.10.2.5. Sistemik Steroidler

Agir ve kontrol altina alinamayan persistan astim hastalarinda uzun siireli oral
steroid tedavisi astim kontroliinii arttirabilir ancak yan etkileri kullanimin
sinirlamaktadir. Astimda uzun siireli sistemik steroid tedavisinin terapotik indeksi

uzun stireli inhaler steroide gore daha diistiktiir (1).

2.10.2.6. Teofilinler

Teofilinler, bronkodilatatér, antiinflamatuvar, immiinmodiilatér ve
bronkoprotektif etkileri nedeniyle kullanilmaktadir. Teofilin, ozellikle ytiksek
dozlarda 6nemli yan etkilere neden olabilir ve bu durum kullanimini kisitlamaktadir.
Teofilinin baslica yan etkileri, bulanti-kusma, sinirlilik, uykusuzluk, bas dénmesi,

aritmi, konvulsiyon, hipotansiyon, hiperglisemi ve hipokalemidir (93).

2.11. Astim Tedavisinde Biyolojik Ajanlar

2.11.1. Anti-1gE

Insanlastirilmis bir anti-lgE monoklonal antikoru olan omalizumab, Amerika

Birlesik Devletleri (ABD) ve Avrupa Birligi'nde (AB) astim tedavisi i¢in onaylanmis
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ilk biyolojik ajandir. Omalizumab, IgE'nin mast hiicreleri ve bazofillerde bulunan
yiiksek afiniteli reseptoriine (FcyRI) baglanmasimi onler, bu da proinflamatuvar
mediyatorlerin  salinimini  azaltir. Omalizumab ayrica IgE reseptoriiniin  mast
hiicrelerinde ekspresyonunu down regiile ederek inflamasyonu daha da azaltir.
Omalizumab, 15 yildan uzun siiredir alerjik astim tedavisi i¢in klinik olarak
kullanilmaktadir. Plaseboya kiyasla astim alevlenmelerini yaklasik %25 azaltmistir.
Inhaler kortikosteroid ile kontrol altina almamayan orta ve siddetli astimda, pozitif
alerji testi varliginda, IgE diizeyi 30-1300 IU/ml oldugunda kullanilabilmektedir.
Klinik ¢alismalarda anafilaksi riski %0.1-0.2 olarak bildirilmistir (94).

2.11.2. Anti-IL-5

Orta-siddetli astimi olan hastalarin bir kismi, kortikosteroidlerle tedaviye
ragmen balgam ve/veya kan eozinofillerinde artig ile karakterize eozinofilik fenotipe
sahiptir. Bu hastalar sik alevlenmelere daha yatkindir. IL-5, eozinofillerin
toplanmasi, aktivasyonu ve hayatta kalmasinda rol oynayan birincil sitokindir. Bu
yolu inhibe eden anti IL-5 eozinofilik hava yolu inflamasyonunu azaltir.
Mepolizumab, benralizumab ve reslizumab, IL-5'in eozinofiller tizerindeki
reseptoriine baglanmasin1 Onleyen ve bu yolla eozinofilik inflamasyonu azaltan
monoklonal antikorlardir (mAb). Mepolizumabin birgok hastada astim
alevlenmelerini azalttigi, akciger fonksiyonunu iyilestirdigi ve steroid kullanimim

azalttig1 gosterilmistir (94).

2.11.3. Anti-I1L-4/1L-13

Dupilumab IL-4 ve IL-13 sinyalini bloke eden bir mAb'dur (95).
Dupilumab'in astimda alevlenmeleri azalttig1, akciger fonksiyonlarini iyilestirdigi ve

oral steroid kullanimin1 azalttig1 gosterilmistir. (94).

2.12. Astimda Tedavi

Astim tedavisinin temelini hastaligt kontrol altinda tutmak i¢in “kontrol
edici” ilaclarin, semptom oldugunda da “semptom giderici” ilaglarin kullanilmasi

olusturur (1,2).
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2.12.1. Astim Baslangi¢ Tedavisi

Astim tedavisine miimkiin oldugunca erken baslanmas1 gerekmektedir.
Ozellikle kontrol edici ilaglarin tedavide ge¢ kullanilmasi daha yiiksek dozlara
gereksinim duyulmasina yol agmaktadir (1,2). Astimda inhale beta2 agonist
kullanimmin mutlaka IKS ile birlikte olmasi gerekmektedir. Bu kapsamda
IKS+formoterol iceren fiks kombinasyonlar &ncelikli bronkodilatér olarak
onerilmektedir (1). Hastalarda “semptomlarin siklig1” ve “atak Oykiisiine gore”

tedavinin baslanilacagi basamaga ve ilaca karar verilir (2).

2.12.2. Tedaviye Yamitin izlenmesi ve Degerlendirilmesi

Astimli  hastalar belirli araliklarla takip edilmeli, tedaviye yanit
degerlendirilmelidir. izlemlerde temel nokta hastaligin kontrol altinda tutulmas1 ve
gelecek risklerin onlenmesidir. Hastanin klinik 6zelliklerine gore 3-12 ayda bir
diizenli kontrol onerilir (1). Astimda geleneksel tedavi yaklagimi basamak
tedavisidir. Basamak tedavisi astim kontrol diizeyine gore tedavinin diizenlendigi ve
kontrolii saglamayr hedefleyen bir yontemdir. Kontrol altinda olmayan hastalarda
ilag doz ve ¢esidinin artirilmasi (basamak ¢ikmak), iyi kontrol saglanan hastalarda
ise ilag doz ve ¢esidinin azaltilmasi (basamak inmek) seklinde uygulanir. Takipteki
degerlendirmeye gore basamakta asagi ya da yukari hareket edilerek tedaviler

giincellenir (1).

2.13. Astimda Immiinoterapi

Alerjen spesifik immiinoterapi, uzun yillardir kullanilan bir tedavi
yontemidir. Hastanin duyarli oldugu bilinen alerjen ekstresinin giderek artan
dozlarda verilmesi ile hastada klinik ve immiinolojik tolerans olusturulmaya calisilir.
Bu sayede hastanin immiin cevabi degiserek semptomlar ve ila¢ kullanimi ortadan

kaldirilmis olur (96).
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2.14. Interlokin 17 (IL-17)

2.14.1. IL-17 Geni ve IL-17

IL-17A ve IL-17F’yi kodlayan genler 6. kromozomun pl2 bdlgesinde
bulunurlar ve birbirine ¢ok yakin olarak yerlesmistir (Sekil 2.4). Her iki gen de iiger
ekzondan meydana gelmistir. IL-17A ve IL-17F geni boyut ve konumlar1 Tablo 2.4
ve 2.5’de verilmistir (97-102).

IL-17A ve IL-17F'nin ekspresyonu, T hiicrelerinde &zellikle inflamasyonda
artmaktadir. IL-17B, birkag¢ periferal doku ve bagisiklik dokusunda eksprese edilir.
IL-17C inflamatuvar kosullarda artar. IL-17D sinir sisteminde ve iskelet kasinda
yilksek oranda eksprese edilir ve IL-17E, c¢esitli periferik dokularda diisiik
seviyelerde bulunur (101,102).

IL-17 arastirmalarinda ¢ok ilerleme kaydedilmistir. IL-17 retiminin I1L-23'e
bagli oldugu gosterilmistir (103). Daha sonra Koreli bir grup IL-23 aracili 1L-17
tiretimi i¢gin STAT3 ve NF-«B sinyal yollarmin gerekli oldugunu kesfetmistir (104).
Chen ve arkadaslar1 bagka bir molekiil olan sitokin sinyal supressor 3’iin (SOCS3)
IL-17 iretiminde Onemli bir rol oynadigini gostermistir (105). SOCS3'lin
yoklugunda, IL-23 ile indiiklenen STAT3 fosforilasyonu artar ve fosforile STATS3,
hem IL-17A hem de IL-17F geni promotor bolgelerine baglanarak gen aktivitelerini
arttirir. Birkag arastirmaci, IL-23'e ihtiyag duymadan Transforme edici biiyiime
faktor beta (TGF-B) ve IL-6 tarafinca in vitro ve in vivo IL-17 {iretimini arttirmanin

yollarini tanimlamistir (106,107).

B I ENCuE | BN | (E .
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Sekil 2.4. 6. Kromozom (NCBI’dan, 108)
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Tablo 2.4. IL-17A boyut ve konumu

boyut protein transkript
GEN ekson kromozom lokasyon
(bp) (aa) (bp)
52,186,375-
IL17A 4264 155 3 1871 6
52,190,638
Tablo 2.5. IL-17F boyut ve konumu
boyut protein )
GEN ekson | transkript (bp) kromozom lokasyon
(bp) (aa)
52,236,681-
IL17F 7857 163 3 850 6
52,244,537

2.14.2. 1L-17 Sitokin Ailesi

1993 yilinda kemirgen T hiicre hibridomundan IL-17A transkriptini izole

eden Rouvier ve arkadaslari tarafinca tanimlanmistir (109). Bu ailenin diger bes

tiyesi de IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (IL-25 olarak da adlandirilir) ve IL -17F,

amino asit sekans homolojisi temelinde tanimlanmistir (110). IL-17 ailesinin tiim

tiyeleri benzer bir protein yapisina sahiptir. Protein dizileri yiiksek oranda korunmus

dort sistein kalintisi igerir. Bu korunmus sistein kalintilari, tiim protein molekiiliiniin

ti¢ boyutlu sekli i¢in 6nemlidir (98). Tablo 2.6’da IL-17 sitokin ailesi iiyeleri boyut,

uzunluk ve kromozom konumlar1 sunulmustur.
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http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000112115;r=6:52186375-52190638;t=ENST00000648244
http://asia.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000112116;r=6:52236681-52244537
http://asia.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000112116;r=6:52236681-52244537;t=ENST00000336123
http://asia.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000112116;r=6:52236681-52244537;t=ENST00000336123

Tablo 2.6. IL-17 Sitokin ailesi (Kolls’dan, 98)

IL-17 Alt Tip Boyut (kDA) Uzunluk (aa) Kromozomal Konum
A 35 155 6pl12

B 41 180 5032-34

C 40 197 16024

D 52 202 13g12.11

E 34 161 14q11.2

F 44 153 6p12

2.14.3. IL-17 Yapis1

IL-17 bilinen diger interldkinler ve proteinlere benzerlik gostermez. IL-17A
molekiiler kiitlesi 35 kilodalton (kDa) olan, disiilfide bagli, homodimerik, 155
aminoasitli salgilanan bir glikoproteindir. Homodimerin her bir alt birimi yaklasik
15-20 kDa'dir (101,102). IL-17A'ya %50 homolog olan IL-17F'nin kristal yapisi
sistin distilfitleri igeren ndrotrofin ailesine benzemektedir. IL-17F {igiincii distilfiir
bagindan yoksundur. Bunun yerine, bir serin bu pozisyonda sisteinin yerini alir. IL-
17F nerve biiyiime faktorii (NGF) ve diger norotrofinlere benzer sekilde dimerize

olur (Sekil 2.5) (111,112).

Sekil 2.5. IL-17A ve F’nin yapisi (Zhang’dan,112)
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2.14.4. IL-17 Reseptor Ailesi

IL-17 reseptor ailesi bes tiiyeden (IL-17RA, RB, RC, RD ve RE)
olusmaktadir. Bu reseptor ailesi i¢inde IL-17RA en iyi tamimlanandir. IL-17 ile
uyarim {iizerine IL-17RA, proinflamatuvar molekiillerin iiretimini uyarmak {izere
sinyal yollarinin aktivasyonunu baslatir. Bununla birlikte, IL-17RA tek basma IL-17
sinyaline aracilik etmek igin yetersizdir. IL-17'nin, IL-17RA ve IL-17RC'den olusan
bir heterodimerik reseptor kompleksi araciligiyla sinyal verdigi ortaya ¢ikarilmistir.
IL-17A ile en biiyiik sekans homolojisini paylasan IL-17F, ayni reseptor kompleksi
araciligiyla sinyal verir ancak IL-17F, IL-17A'ya gore yaklasik olarak 100 ile 1000
kat daha diisiik affinite ile IL-17RA'ya baglanir. IL-17RA endotelyal hiicreler,
periferik T ve B hiicreleri, miyelomonositik hiicreler, fibroblast, akciger ve kemik
iligi stromal hiicreleri olmak iizere birden fazla dokuda eksprese edilmektedir (98,

110, 113, 114, 115).

2.14.5. Hava Yolu inflamasyonunda IL-17 Sinyali

IL-17 Inflamatuvar ve otoimmiin hastaliklarin gelismesinde ve ilerlemesinde
onemli bir rol oynamaktadir (116). Mukozal T lenfositler, makrofaj veya dendritik
hiicrelerden IL-23 gibi tetikleyicilere yanit olarak IL-17A veya F ftiretir. IL-17A ve F,
fibroblastlar, epitel ve endotel hiicreleri lizerinde bulunan reseptorler araciliiyla
sinyal verir. IL-17A/F kemokin (C-X-C) ligandlart (CXCL8, CXCL6, CXCLI1),
bliylime faktorleri (G-CSF, GM-CSF, IL-6) ve hiicre i¢i adhezyon molekiilii
1(ICAM-1) gibi molekiilleri uyararak graniilopoez olarak adlandirilan artmis notrofil

birikimine yol agar (98).
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Sekil 2.6. Hava yolu inflamasyonunda IL-17 sinyali (Kolls’dan, 98)

2.14.6. 1L-17 Astim TlisKisi

IL-17A ve IL-17F astimli hastalarin hava yollarinda bulunur ve ekspresyon
seviyesi hastaligin ciddiyeti ile iliskilidir. Brongiyal epitel hiicrelerinde, endotelyal
hiicrelerde, fibroblastlarda ve eozinofillerde c¢esitli sitokinleri, kemokinleri ve
adezyon molekiillerini indiikler. IL-17A ve IL-17F hava yolu nétrofilisi, bir¢ok
sitokinin aktivasyonu, solunum yolu hiperreaktivitesi ve asirt mukus salgilanmasina
neden olmaktadir. Bu nedenle IL-17F, alerjik hava yolu inflamasyonunda 6nemli bir
role sahiptir (117). Kontrolsiiz astim1 olan hastalarda, 1yi kontrollii astim hastalar1 ve
saglikli kontrol grubuna gore serum IL-17 seviyeleri anlamli derecede daha yiiksek
bulunmustur (118). IL-17A, hiicre dis1 bakteriler, mantarlar ve mukozal hiicreleri
enfekte eden viriislerden korunmada 6nemlidir. Bununla birlikte, IL-17 sitokinlerinin
anormal veya asir1 ekspresyonu, astim, pndmonitis, pulmoner fibrozis olusumu ve

alevlenmesi dahil olmak iizere bir dizi patolojik sonuca katkida bulunmaktadir (119).

IL-17A ve IL-17F geni tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP) astim
duyarliligr i¢in potansiyel risk faktorleri olabilecegi belirtilmistir (120). Asya
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popiilasyonunda, IL-17 rs763780, rs2275913 ve rs8193036 SNP'lerinin astim ile
iliskili oldugu gosterilmistir (121). IL-17 polimorfizmlerinin romatoid artrit ve
inflamatuvar bagirsak hastaligi dahil g¢esitli otoimmiin hastaliklarla iliskili oldugu,
kanser gelisme riskini arttirdign gosterilmistir (122,123, 124). IL-17 polimorfizmleri
pekcok durumda aragtirilmistir. IL-17 ve iligkili oldugu durumlar Tablo 2.7.’de

sunulmustur (125).

Tablo 2.7. IL-17 ve iliskili oldugu durumlar (McGeachy’den,125)

Saghkta Hastalikta

Yara lyilesmesi Noérodejenerasyon

Epitel proliferasyonu Otizm

Bariyer fonksiyonu Depresyon

Ekstraselliiler matriks yeniden diizenlenmesi | Kronik inflamasyon

Metabolizma Patojenik doku yeniden diizenlenmesi
Termogenezis Timorogenez

Adipoz doku regiilasyonu Kemik erezyonu

Mikrobiyota hemostaz Obezite iligkili inflamasyon
Enfeksiyonla miicadele Otoimmiin hastaliklar

2.14.7. 1L-17 Terapotik Hedefler

IL-17 inhibitorleri immiin diizenleyici rolii nedeniyle, romatoid artrit, sedef
hastalig1 ve inflamatuar bagirsak hastalig1 gibi otoimmiin hastaliklar i¢in olas1 tedavi
hedefi olarak arastirilmaktadir. Anti-IL-23 antikoru Ustekinumab’in IL-17"yi dolayl
olarak azalttif1 ve sedef hastaligini tedavi etmek icin kullanilabilecegi belirtilmistir
(126). IL-17 reseptoriinii notralize ederek IL-17A, IL-17F ve IL-25'in aktivitesini
bloke eden bir antikor (Brodalumab) i¢in yapilan klinik c¢aligma, hafif ile orta

dereceli astimda minimal etkiler gostermistir (127).

2.14.8. Polimorfizm

Rastgele segilen iki insan genomunda, DNA dizisinin %99.9'u aynidir.
DNA'nin kalan %0.1'1 dizi varyasyonlari icerir. Bu tiir varyasyonlarin en yaygin tiiri,
tek niikleotid polimorfizmi (SNP) olarak adlandirilir. Polimorfizm popiilasyonda
%1’den daha sik goriilen ve tiir i¢inde degisiklikler olusmasini saglayan genetik

farkliliklardir. Spesifik genom lokuslarindaki tek baz degisiklikleri olan tek niikleotid
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polimorfizmleri, insan genomunda genellikle bialelik, stk ve genom boyunca
dagilmig olan genetik varyasyonlardir. SNP’ler insanlarin DNA’sinda ortalama
olarak her 1000 niikleotidde bir olacak sekilde gergeklesir. Bir SNP genom igindeki
konumuna bagli olarak, gen ekspresyonu diizeyinde ¢esitli durumlarla
iligkilendirilebilir. SNP’lerin pek ¢ogunun hiicre fonksiyonlar1 tizerine direkt etkisi
yoktur fakat popiilasyondaki cesitlilik, bireysellik, hastaliklara yatkinlik ve ilaglara
bireysel yanit ile iliskili olabilirler (128,129).

Tek niikleotid polimorfizmi, bireyler arasindaki en basit ve en yaygin genetik
cesitlilik sebebidir. Bu basit degisiklikler, delesyon veya insersiyon seklinde de
olabilir. Her SNP, DNA’nin yap:1 tast olan niikleotidlerdeki bir degisimi gosterir.
Ornegin, bir SNP, DNA’nin belirli diziliminde sitozin (C) niikleotidinin yerini timin
(T) ile degistirebilir. insan genomunda kabaca 4-5 milyona yakin SNP bulundugu
diistiniilmektedir. Bireyler arasindaki ¢esitlilikten, genom evriminden, yaygin ailesel
ozelliklerden, ila¢ yanmitindaki bireyler arasi farkliliklardan, diyabet, obezite,
hipertansiyon ve psikiyatrik bozukluklar gibi karmasik ve yaygin hastaliklardan
sorumlu olabilirler. SNP'ler, sessiz olabilir, kodlamayan bolgelerde olusabilirler.
Kodlayan bolgelerde olanlar ise amino asit dizilerini degistirebilirler. Promoter
aktivitesini ve haberci RNA (mRNA) yapisini etkileyebilirler bu nedenle hastalik
olusturabilirler. Genlerdeki gesitli varyasyonlarin tanimlanmasi ve etkilerinin analizi,
insan saglig1 tizerindeki etkilerinin daha 1yi anlasilmasini saglayabilir. Bu gelismis
bilgi, tibbi testler i¢in yeni, yararli SNP belirteclerinin gelistirilmesi, yaygin ve yikici
rahatsizliklar1 tedavi etmek i¢in daha giivenli bir kisisellestirilmis tedavi saglayabilir
(130,131). Insan genom projesi sonrasi yaklastk on milyon SNP tanimlanmistir
(132).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Klinik Arastirmalar Etik Kurul Onay1

Calismamiz 25.06.2019 tarih ve 2019/63 karar numarasi ile Yildirim Beyazit
Universitesi (YBU) Yenimahalle Egitim Arastirma Hastanesi Klinik Arastirmalar

Etik Kurulu tarafinca onaylanmistir.

3.2. Arastirmanin Tiirii

Bu arastirma, astim tanisi ile izlenmekte olan yetiskin hastalarda yapilmig

olan prospektif ve kontrollii bir ¢alismadir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Calismanin gii¢ analizine gore; alfa hatasi 0.05, beta hatast 0.05 ve etkinlik
boyutu %50 ayarlandiginda %80 gii¢ elde etmek i¢in toplam 127 hastaya ihtiyag
oldugu gosterilmistir. Calisma grubu Magnet Tip Merkezi Gogiis Hastaliklar
polikliniginde “Astim I¢in Kiiresel Girisim” [Global Initiavite For Asthma (GINA)]
rehberinde (2) belirtilen kriterler esas alinarak astim tanisi alan ve son ii¢ ay i¢inde
sistemik kortikosteroid tedavisi verilmemis olan 65 hastadan olusturulmustur. Gogiis
hastaliklar1 poliklinigine muayene i¢in bagvuran, tetkik i¢in kan 6rnegi alinan, akut
ya da kronik sistemik hastalifi olmayan 62 goniillii ise kontrol grubu olarak

alimmistir. Astimli hasta grubu kontrol grubu ile karsilastirilmistir.

3.3.1. Hasta Grubu

3.3.1.1. Arastirmaya Dahil Edilme Kriterleri:

Astim tanist almis 18-65 yas arasi, erkek ve kadin hastalar
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3.3.1.2. Arastirmadan Dislanma Kriterleri:

e Kanser

e inflamatuvar barsak hastaliklari
e Kollajen doku hastaliklar1

e Psoriyazis

e Otoimmiin troid hastaliklar

e Interstisyel akciger hastaliklar1 olanlar

3.3.2. Kontrol Grubu

3.3.2.1. Arastirmaya Dahil Edilme Kriterleri:

Gogls hastaliklart poliklinigine basvurmus, Astim ve KOAH tanis1 almamig

hastalar.

3.3.2.2. Arastirmadan Dislanma Kriterleri:

e Kanser

e inflamatuvar barsak hastaliklari
e Kollajen doku hastaliklar1

e Psoriyazis

e Otoimmiin troid hastaliklar

e Interstisyel akciger hastaliklar1 olanlar

3.4. Arastirilan Interlokin-17 (IL-17) Geni Tek Niikleotid Polimorfizmleri

Calismamizda 6. kromozomun pl12 bolgesinde bulunan IL-17A genindeki -
197G>A (NM_002190.3:c.) -737C>T (NM_002190.3:c.) ve IL-17F genindeki
7488T>C  (NM_052872.4:c.482A>G) tek niikleotid polimorfizmlerinin astim

hastaligi ile iliskisinin arastirilmas1 amag¢lanmistir.
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Temmuz 2019-Aralik 2020 tarihleri arasinda Magnet Hastanesi Gogis
Hastaliklar1 Polikliniginde hasta ve kontrol gruplarina bilgilendirilmis onam formlari
imzalatildiktan sonra EDTA’l1 tiiplere 5 ml periferik kan oOrnekleri alinmistir.
Numuneler ¢alisilincaya kadar -20°C’de dondurularak saklanmistir. Laboratuvar
calismalar1 Intergen Genetik ve Nadir Hastaliklar Tam1 Arastirma ve Uygulama

Merkezi’nde yapilmistir.

3.5. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu, HibriGen Kandan DNA izolasyon Kiti (Istanbul, Tiirkiye)
kullanilarak yapilmistir. DNA izolasyonu i¢in asagidaki basamaklar uygulanmistir:

1. 200 pl kan 6rnegi 1.5 ml eppendorf tiipe konuldu.

2. Uzerine 20 pl Proteinaz K ve 220 pl baglama tamponundan (DB tampon)
eklenerek 15 saniye vortekslendi (Biosan combi-spin FVVL-2400N).

3. 65°C’de 20 dakika inkiibe edildi (Biosan TDB-120).

4. Tiip duvarindaki damlalarin asagi inmesi igin 5 saniye cevrildi (Biosan
combi-spin FVL-2400N).

5. 220 pl %96’lik etanol eklendi ve 15 saniye vortekslendi. Vorteksden sonra
tiip duvarindaki damlalarin agagi inmesi i¢in 5 saniye cevrildi (Biosan combi-
spin FVL-2400N).

6. Elde edilen karisim, 2 ml’lik toplama tiipiiniin i¢inde bulunan Hibrigen spin
kolona aktarild1 ve tiiptin kapag: kapatilarak 12.000 revolutions per minute
(rpm) devirde 2 dakika santrifiij edildi (Eppendorf 5415R).

7. Alttaki 2 mI’lik toplama tiipii atildi. Hibrigen spin kolon, 2 ml’ lik yeni bir
toplama tiipline yerlestirildi.

8. 500 ul yikama tamponu (DY tampon) eklenerek 12.000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildi (Eppendorf 5415R).

9. Alttaki 2 ml’lik toplama tiipii atilarak, Hibrigen spin kolon, 2 ml’lik yeni bir
toplama tiipline yerlestirildi.

10. 500 pl DY tamponu eklenerek 12.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi
(Eppendorf 5415R).
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11. Kolon membraninin kurumast i¢in, Hibrigen spin kolon 2 ml’lik yeni bir
toplama tiipiine yerlestirilerek 12.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi
(Eppendorf 5415R).

12. Hibrigen spin kolon, 1,5 ml’lik mikro santrifiij tiipiine yerlestirildi. 90 pl
elisyon tamponu (DE tampon) eklendi ve oda 1sisinda 3 dakika inkiibe
edildikten sonra, 12.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi (Eppendorf 5415R).

13. Spin kolon atild1, izolat1 igeren 1,5 ml’lik tiip saklanda.

Elde edilen izolatlar Nanodrop 1000 (Thermo Inc.) mikrohacim
spektrofotometresi ile 6l¢iildii. Konsantrasyonu 10 ng/pl ve istii olan Ornekler
kullanildi. Konsantrasyonu 10 ng/ul’den diisiik olan 6rneklerden tekrar izolasyon

yapildi. Elde edilen izolatlar PCR asamasina kadar -20 %C>de sakland.

3.6. Primer Tasarimi

Primerlerin tasarimi icin referans diziler biyoinformatik veri tabanlarindan
biri olan Ensemble’dan alindi. Kullanilan primerler, amplikon boylar1 ve kullanilig
amagclar1 Tablo 3.1°de gosterildigi gibidir. Tiim primerler i¢in homoloji, primer-
dimer olusumu ve diger primerlerle olan uyumlar1 kontrol edildi. IL-17A geni i¢in iki
ileri iki geri olmak {izere dort primer dizayn edildi. IL-17F geni i¢in iig ileri ve iig
geri olmak tizere alt1 primer dizayn edildi. Primer tasariminda asagidaki kriterlere

dikkat edildi. Kullanilan primerler ve amplikon boylar1 Tablo 3.1’de sunulmustur.

3.6.1. Primer Tasarim Yapilirken Dikkat Edilen Kriterler

e Primer uzunluklar1 18-24 baz ¢ifti (bg) arasinda secildi.

e Primer-dimer olusumuna sebep olmayacak sekilde dizilerin segilmesine
dikkat edildi.

e Primerlerin igerdigi G ve C niikleotidleri toplam oraninin %40-60 arasinda
olmasia dikkat edildi.

e Primerlerin baglanmasini desteklemek icin son 5 bazdan 3’ C veya G bazi
idi.

e Primerlerin baglanma sicakliklari optimum 60 © C olarak belirlendi.
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IL17F-1F

Primerlerin icerisinde 4 bazdan fazla tekrar olmamasina dikkat edildi.

Sac tokasi (hairpin) denilen yapiy1 olugturmamasi i¢in primerler kendi i¢inde

eslenik baz dizileri igermemekteydi.

Tablo 3.1. Kullanilan primerler ve amplikon boylar1

IL17F-1R

IL17F-3F ileri
IL17F-3R Geri
IL17A-2F Tleri
IL17A-3R Geri

Ekson 1

Ekson 3

Ekson 2,3

SNP3

496

1919

GGTCAACCACAACTTAAAGACAGTAAGC

TTATTTTTTTCTTTTTCTCCACCAGACAG

TAGAAAGGTAAGCCACTGCCAGAGG

TCAGACAGGACTTGTTGCAGAGCAC

GTAGTATAGATTGTCCTGGAACATTGTGTG

GAAATGAGGCTGTCTTTGAAGGATGAG
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Atttgtgggcaatgggggtggaagtagggtagaaggaaagaaaaatttggtcettttectgtecatecoctttecttit
agggteccecttttaticeccticgggaaatggaataaaaaaaaaaaccectgcattcatcagtaactccggaie
IL17-1F

RaccacaacttaaagacagtaagcaggtcaatcgaaacaggggcaATCATTGCTATARRACTARCAGGTACTCTC
ATTGATAGAACACAGGCATACACAGGAAGATACATT CACAGAAAGAGCTTCCTGCACAAAGTARGCCACCAGCGE
AACATGACAGTGRAGACCCTGCATGECCCAGCCATGgtgagtagecagecaatcattctggtttaaggactgteaty
cctaggatttcagaaaacagaatcctaaggaattaggtttgattggggtctttttggaattacticttaaaaaac

IL17F-1R

agagatgactttaattttgactoctgictggtggagaaaaagaaaaaaataactagaaaagttataatggcatas
aaatgcagctocctggccaggcgtggtggetcatgoctgtaateoccageactttaggaggecaaggcgygegygte

ctcagacccttgcatctttctgtctcactgtttgggagettttagactatggagyggetiicagttactagetagge
IL17-2F
tactgagtttagttctcagtttggcaccttgataccttitaggtgtgagtgtteccatttecaggtgaggaactga
ggtgcaaagagaagccotgatcocataaaaggacaggaatgctgagttecgecagaccatgecatetettgetagt
aggtgaggcgagtctctaactgattgcagegtettctatttteccagCTCAAGTACTTGCTGCTGTCGATATTGGE
GCTTGCCTTTCTGAGT GAGGCGGCAGCTCGGAAART CCCCARAGTAGGACATACTTTTTTCCAAAAGCCTGAGAG
TTGCCCGCCTGTGCCAGEAGGTAGTATGAAGCTTGACATTGGCAT CAT CAATGARAACCAGCGCGTTTCCATGTC
ACGTAACATCGAGAGCCGCTCCACCTCCCCCTGGARTTACACgtaagtgcaaatgagactgattttcacattett
tggaaaaatatgttaattcattctaatcataaagtagaaaatgtagaatacatagaaaaaatazaagggaaaate
ctcttaacaatgazaatttcactitacctgggagectcatatctttcttgttitgyactaggttcacctttgtggt
tgatggtcctaatattttgctteocacgttctecatagactttgtgoctttttctgottecatgtagttectaggatay
aattcacaaattttcctgtgttggaagagagggttctttaaagcagattgcataattatetoctecatgaggataa
atgggaaacagaaaagtcggtttaagg
IL17-2R

tacagtggggtattittatatgtacttgtatcactgagtattctcaacagttgcatgagaaaatggtatatgaaas
IL17F-3F
Tcceoccatcttatagttgaggaaactgaggettagaaaggtaagecactgeccagaggetggtgtatgettecagge
tgtgtggctecagaacctgtgeocacagoecctgoagaactgectecctgcaggtgaacactcagtgetgtygggget
ctcattcgetgtctteootoccceocatgectecaccattgtgotttggettgeteocteoctgeaglT GTCACTTGGEACT
CCRACCGGTACCCCTCGGAAGT TGTACAGGCCCAGT GTAGGRAACTTGGCCTGCAT CAATGCTCAAGGARAGGAAG
ACATCTCCATGRAATTCCGTTCCCATCCAGCAAGAGACCCTGCT CGTCCGEAGGARGCACCARGGCTGCTCTGTTT

G (SNP3)
CTTTCCRGTTGGRGRRGGTGCTGGTGRCTGTTGGCTGCECCTGCGTCRCCCCTGTCRTCCRCChTGTGCRGTEEG
IL17F-3R

AGGTGCATATCCACTCAGCTGRAGAAGCTGTA GCCACTCCTTACCCAGTGCTCTGCARCAAGTCCTGTCT

RATTAARTATATTCRGTGCTAATAT

cctacacat

Sekil 3.1. IL-17F geninin PCR ile ¢ogaltilan hedef bolgeleri, primerler ve SNP
noktalar1 (F:forward, R: reverse)
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aggsteacatatazecagecaratetatatecactz geectteett gtectagtoctet gtaftoct sagaaz saactattcteaagzacet
IL17A-1F
gagtecaagtivatetacttazagtacagazamagaaccectancietictototitocciAiAIBIOGItOC SRR
t(SNP2)
cactctetactcoccoctgecoccottttctecatetecatracettgtccagtetetatec ccatittcaattoticctcazaacaccaagtt
gettegtazcatgragsoftozaacatoectttaacagaaaatete gtotetett gaacc tasttatitaticettgasrazastaz atattca
acaaaagaattcttasattcaattasataz gatatatcitattattaaatattittitcatitittotttactiatat satz zzaacttz az tagttice
gzaatteictocacaacacctgzecaazgaatet gt sageaaaasaaasatraaat gzaaaateaagetacat gacaccazaazace
tacatottacticaaacttittcticcteatzaaccattaaaatazas cataactettctz geagctetacatat sttcataaatacatgatatts

acccatageatascazctetzcteagettctaacaastaagaatyanaasas gacatgotetitas saacat gaattictzeccticocat
a(SNP1)

ttecticagaazgagagaticttctat zaccteatt gz g or soanattttaaccasaate stoteacocctzaacecact gegacacge

cacgtaastoaccacagaagzasasaasceciatasaaasasasacgatagegrtacattitGC TCCATCTCATAGCAG

GCACAAACTCATCCATCCCCAGTTIGATTGGAAGAAACAACGATGACTCCTGGGAA

GACCTCATTGGTG gtzagtectgractascatergatecictizrt gatttz saccagatagatticigz accat g Boalg
IL17A-1R

asaceetegeictgachiizoasatecagzaatactotataty agzatagzaast saaage itz taz tatttaagteatigtecag
cattitcaagaactgatacacageagittgaaag ataagattanaact gaaag tag clatatizgez ctagaccac acaagaastztea

tetectzatagectaatacataccatzacttzacatitttattanaattattoccaaccaatgzataacatatetitoctasgicaaaagga g
agtgtteasactagtittittaasaaaatittaassocate ot ettaacatiatetio gtcatctacciagatititetctagctZatetzaaaaat
IL17A-2F
stagtafagattgtoctsgamcatigtetetctetat tagcantovateatcatcacaattanttgtoaazmagaaccacatagtaztet
aatciccaaccictetctoctiteecaticaattctag [ C ACTGCTACTGCTGCTGAGCCTGGAGG CCATAG
TGAAGGCAGGAATCACAATCCCACGAAATCCAGGATGCCCAAATICTGAGGACA
AGAACTTCCCCCGGACTGTGATGGTCAACCTGAACATCCATAACCGGAATACCAA
TACCAATCCCAAAAGGTCCTCAGATTACTACAACCGATCCACCTCACCTTGGAAT
CTCC Agtacgtasagritccagataaaaatgretataticticatoecictiatzcateagacte ceasttaaateteoctgagz at gatit
tattcatttagaattaccagtcasacctgzaasgaccact gizaasascaattctcasactttctacazatttcittaaccaazcacazzac

gtettcttttctataacaattcacetacttzasasaaasatecastitstocccaaagticttcticaaactascateatttasa g aatttor aat
gcciataatitgteatectzizaactizoctotcticatz mticeizitttattictitcocactitaccagzaaticactitoctoct gattittctoc
cetetzcagCCGCAATGAGG ACCCTGAGAG ATATCCCTCTGTGATCTGGGAGGCAAAG
TGCCGCCACTTGGGCTGCATCAACGCTG ATGGG AACGTGGACTACCACATGAACT
CTGTCCCCATCCAGCAAG AGATCCTGG TCCTGCG CAGGGAG CCTCCACACTGCCC
CAACTCCTICCGGCTGG AGAAGATACTGGTGTCCOG TG GGCTGCACCTGTGTCACC
CCGATTGTCCACCATGTGG CCTAAGAGCTCTGGGG AGCCCACACTCCCCAAAGCA
IL17A-3R
GTTAGACTATGG AGAG CCGACCCAGCCCCTCAGGAACC HIEICE NI
GACTAAACTCATTAGAGTTCTTAAGGCAGTTTG TCCAATTAAAGC
TTCAGAGGTAACACTTGGCCAAGATATG AGATCTGAATTACCTTTCCCTCTTTCCA|

Sekil 3.2. IL-17A geninin PCR ile ¢ogaltilan hedef bolgeleri, primerler ve SNP
noktalari
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3.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Tasarlanan ve firmadan siparisi verilen primerler liyofize halde temin edildi.
Saf su ile primerler sulandirildi, her birinden 100 uM olan primer konsantrasyonlari
hazirlandi. Elde ettigimiz stok ¢ozeltileri -20°C de saklandi. PCR asamasinda -20
°C’de saklanmis olan ¢ozeltiler ¢ikarildi ve santriflij edilerek eritildi. Sekil 3.3’de
gosterilmis olan BIO-RAD T100 Thermal Cycler PCR cihazina bu PCR bilesenleri
ile yapilan karisim yerlestirildi. PCR reaksiyon igerikleri Tablo 3.2°de ve PCR
kosullar1 Tablo 3.3°de gosterilmistir.

Sekil 3.3. PCR isleminin gergeklestigi BIO-RAD T100 Thermal Cycler PCR cihazi

Tablo 3.2. PCR reaksiyon igerikleri

Icerik Reaksiyon Basina Miktar (ul)
dH,0 15
5x Tampon (Thermo Inc.) 5
dNTP karisimi, her biri 10mM 0,5
[leri Primer (5 pM) 1
Geri Primer (5 uM) 1
Phirell HS DNA Polimeraz (Thermo Inc.) 0,5
Kalip DNA (20-50 ng/ul) 2
Toplam 25
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Tablo 3.3. PCR igin termal dongii protokolii

Sicakhik (OC) Siire (dk:sn) Dongii
95 10:00 1
95 00:45
60 00:45 35
72 00:45
72 10:00 1
4 o0 1

3.8. Amplifikasyon ile Cogaltilan Uriinlerin Kontrolii (Jel Elektroforezi)

3.8.1. Jel Hazirhk Asamalari

PCR sonucunda iiriin elde edilip edilemedigi %?2’lik agaroz jel elektroforezi
kullanilarak kontrol edildi. 6,5-7 gr agaroz ve 400 ml 0,5xTBE (Tris-Borik Asit-Edta
Soliisyonu) karigimi mikrodalga firinda 15 dakika kaynatilarak c¢ozelti haline
getirildi. Kaynatilmis agaroz ¢ozeltisi 50°C’ye kadar sogutuldu. Etidyum bromiir’den
(EtBr) 2,9 pL kanistirilarak jel tepsisine dokiildii. (Etidyum Bromiir: DNA’ya
baglanir ve ultraviyole 151k altinda floresan ozelligi ile bantlarin goriinilir hale

gecmesini saglar.)

Kuyucuklar1 olusturmak icin taraklar yerlestirildi. Jel sogumaya birakildi ve
katilagmasi beklendi. Katilagan jel, Sekil 3.4’de gosterilen jel tankina (Owl A2,

Thermo) alind1 ve elektroforez agsamasina gegildi.

3.8.2. Jelin Yiiriitiilmesi

PCR firiinleri jelde yiiriitiilmek tizere parafin film {zerinde jel yiikleme
soliisyonu (Orange-G) ile karistirildi ve kuyucuklara pipetlendi. Jelin birinci
kuyucuguna 2 pl marker DNA (GeneRuler 100 Bp, Fermentas, Glen Burnie, MD,
USA) konuldu ve 190 Volt (V) elektrik akimi verildi, yiiriitme islemi yapildi
(PowerPac Basic, Biorad). Jel Goriintiileme Cihazi (Gel Doc, Biorad) ile fotograflari

cekildi (Sekil 3.4), elde edilen goriintiiler bilgisayar ortamina aktarildi.
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(a)

(b)

Sekil 3.4. (a) Jel yiiriitme tanki, (b) Jel goriintiileme cihazi (Biorad-UV
Transilluminator)
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Sekil 3.5. Hasta grubundan H8 nolu hastanin PCR f{iriinlerinin jel goriintiisii.
1: DNA ladder, 2:IL-17A eksonl (922 bg), 3:IL-17A ekson 2-3 (1919 bg), 4:1L-17F
ekson 1(356 bg), 5: IL-17F ekson 2 (760 bg) ve 6: IL-17F ekson 3'iin (496 b¢) PCR
tirtinleri

PCR iirlinlerinin jel goriintiisi Sekil 3.5 ‘de gosterilmistir. Her bir 6rnege ait
PCR riinleri birlestirilerek PCR havuzlart olusturuldu. PCR havuzlan
olusturulurken agaroz jel elektroforezinde tespit edilen bant boylar1 g6z 6niine alind1.
Daha homojen bir havuz olusturmak icin amplifikasyonu zayif olan ve amplikon

boyu biiyiik olan PCR iiriinlerinden daha fazla alindi.
3.9. Piirifikasyon, Ol¢iim ve Standardizasyon

Elde edilen PCR fiiriin havuzlar1 NucleoFast® 96 PCR kiti (MACHEREY-
NAGEL GmbH), otomatik pipetleme sistemi ve vakum manifoldu kullanilarak
pirifiye edildi (Sekil 3.6). Piirifikasyon sonucunda elde edilen {iriinler mikrohacim
spektrofotometresi ile (Nanodrop 1000 (Thermo Inc.) olglildi ve DNA
konsantrasyonu 5 ng/ul olacak sekilde seyreltildi.
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(a)

(b)

Sekil 3.6. (a) NucleoFast® 96 PCR kiti (MACHEREY-NAGEL GmbH) ile
piirifikasyonun yapildigi otomatik pipetleme sistemi (Liquidator 96, Mettler-Toledo)
(b) Vakum manifoldu (NucleoVac 96, MACHEREY-NAGEL GmbH).

3.10. Yeni Nesil Dizileme (Next-Generation Sequencing, NGS)

Piirifiye ve standardize edilen PCR havuzlar1 yeni nesil sekanslama ig¢in
NexteraXT 6rnek hazirlama kiti (Illumina Inc. San Diego, CA, USA) kullanilarak,
hazir hale getirildi. Yenil nesil dizileme i¢cin Miseq (Illumina Inc. San Diego, CA,
USA) cihazi kullanildi. Miseq (Illumina Inc. San Diego, CA, USA) yeni nesil DNA

52



dizileme cihazt Ornek hazirlama asamast i¢in 24 havuzluk calisma sablonu
olusturuldu. Kiitiiphane hazirlama asamasi i¢in 6rneklerin enzimatik fragmentasyonu
saglandi1 ve referans noktas1 gorevi géren adaptorler adaptor soliisyonlari seklinde bu
fragmentlere eklendi (tagmentasyon). Sonrasinda indeks primerleri ile PCR
reaksiyonuna tabi tutulan her 6rnek ayri indeks ile barkodlandi. PCR iiriinlerinin
saflastirilmasi i¢in manyetik beadler ve etanol kullanildi. Bu etiketlenmis ve purifiye
edilmis DNA amplikon kiitiiphaneleri tek tek Qubit (Sekil 3.7) ile 6l¢iildii. Yapilan

Olctimlerden sonra her havuzda 50 ng olacak sekilde 6rnekler birlestirildi.

Sekil 3.7. Qubit

Ornekler Miseq cihazma (Illumina Inc. San Diego, CA, USA) yiiklenmeden
once cihazda numune dosyasi olusturuldu. Yiiklenme Oncesinde kartusun icindeki
solusyonlarin ¢oziindiigiinden ve karistigindan emin olmak i¢in kontrolleri yapildi.
Hazirlanan 6rnegin tamami pipet ile Miseq Reagent Kit v2 2x150 (MS-102-2002,
[Mlumina Inc.) kartusunda bulunan 6rnek yiikleme bdlmesine yiiklendi. Akis hiicresi
(flow cell) dikkatlice kutusundan ¢ikarildi ve cam bolme distile su ile temizlendi ve
cthazin akis hiicresi bolmesine yerlestirildi. Tiim gen dizi analizinin yapildigi Miseq
(Illumina Inc.) yeni nesil DNA dizileme cihazi, Miseq Reagent Kit v2 2x150 (MS-
102-2002, Hllumina Inc.) ve Flow cell Sekil 3.9°da gosterilmistir. Yikama tamponu
ve atik kutusu yerlestirilen cihaz dizileme i¢in hazir duruma getirildi. Son
kontrollerden sonra c¢alisma bagslatildi. Yaklasik olarak 24 saat sonra ¢alisma

sonuclar1 Miseq (Illumina Inc. San Diego, CA, USA) cihazindan alind1.
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W ST

Sekil 3.8. Tiim gen dizi analizinin yapildigi Miseq (Illumina Inc. San Diego, CA,
USA.) yeni nesil DNA dizileme cihazi

Sekil 3.9. (a) Miseq Reagent Kit v2 2x150 (MS-102-2002, lllumina Inc.), (b) Flow
cell (Illumina Inc. San Diego, CA, USA)
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3.11. Veri Analizi

3.11.1. Hizalama (Alignment)

Okumalarin hizalamas: i¢in insan genomu HG19 versiyonu iizerine Miseq Reporter
(Illumina Inc.) yazilimi kullanilmistir. Hizalama sonunda IGV (Integrative Genomics
Viewer) (Broad Institute) yazilimi kullanilarak elde edilen bam dosyalarinin analizi
yapildi. Analiz, ekson-intron kesisim bolgelerinden itibaren 20 baz ¢ifti igeren
bolgeyi kapsayacak sekilde yapildi. Genotiplenen polimorfizm noktalart igin
minimum derinlik 20 olarak belirlendi ve 20’nin altinda kalan bdlgeler PCR

asamasindan baslanmak {izere tekrar edildi.

3.11.2. Analiz

IL17A ve IL17F genlerinin kodlayan bdlgesi ve ekzon-intron kesisim
bolgeleri analiz edilmis ve referans diziden farklilik iceren noktalar1 Ensemble ve tek
niikleotid polimorfizm veritaban1 Single Nucleotide Polymorphism Database
(dbSNP) veri tabanlarina basvurularak mindr alel frekans (MAF) degerleri
belirlenmigstir. MAF degerleri 0,01°den biiyiik olan degisiklikler polimorfizm olarak
degerlendirilmis, 0,01’den kii¢iik olanlar ise hastaliga neden olma etkisi muhtemel
degisiklikler olarak degerlendirilmistir. SNP noktalar1 biitiinlestirici genomik

goriintiileyici, Integrative Genomics Viewer (IGV) yaziliminda degerlendirilmistir.

Tablo 3.4. SNP 1,2 ve 3 Hgl19 koordinatlari

Hg19 referans (wt: wild type- )
SNP Mut: Mutant alel Hg19 koordinat
yabanil tip alel)
SNP 1
G A chr6:52,051,033
(rs2275913)
SNP 2
C T chr6:52,050,493
(rs8193036)
SNP 3
T C chr6:52,101,739
(rs763780)
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3.12. istatistiksel Analiz

Calismanin gii¢ analizine gore; alfa hatas1 0.05, beta hatas1 0.05 ve etkinlik
boyutu %50 ayarlandiginda %80 gii¢ elde etmek icin toplam 127 hastaya ihtiyac
oldugu gosterilmistir. Analizler IBM SPSS 25.0 ve R 4.0.4 epitools paketi
kullanilarak yapilmistir. Siirekli degiskenler ortalama + standart sapma olarak
belirtilmistir. Normal dagilim Kolmogorov-Smirnov testi ile incelenip normal
dagilim sartlarin1 saglayan gruplar Student’s t test; saglamayanlar ise Mann-Whitney
U testi ile degerlendirilmistir. Kategorik degiskenler say1 ve ylizde olarak ifade
edilmistir. U¢ SNP icin Hardy-Weinberg dengesinin (Hardy-Weinberg Equilibrium)
incelenmesinde Ki-kare (Chi-square) testi kullanilmistir. Hasta ve kontrol gruplari
icin genotip ve alel frekanslari, odds oranlar1 ve %95 giiven araliklar ile birlikte
gosterilmistir. Coklu SNP analizlerinde beklenen degerlerin hesaplanmasinda iteratif
EM (Expectation Maximization) algoritmasi kullanilmistir. Tiim analizler ¢ift yonli

ve istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Astim Igin Kiiresel Girisim Rehberi’nde (2) belirtilen kriterler esas alinarak
astim tanisi alan 65 hasta ve sistemik hastalig1 olmayan 62 goniilliiniin dahil edildigi
calismada her iki grupta IL-17A geni -197G>A (rs2275913), -737C>T (rs8193036)
ve IL-17F geni 7488 T>C (rs763780) polimorfizmleri degerlendirilmistir. Ortalama
yas; astiml1 hasta grubunda 43.71+13.22, kontrol grubunda 40.74412.65 olup gruplar
arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmedi (p=0.172). Caligmaya
katilan hastalardan 44’1 kadin (%68), 21’1 erkek (%32) idi. Calismaya katilan
kontrol grubunun 31’1 kadin (%50), 31’1 erkek (%50) idi. Gruplarin yas dagilimi

Tablo 4.1°de, gruplarin cinsiyet dagilimi Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.1. Gruplarin yas dagilimi

Grup Say1 Ort. Std.Dev Min Max p
Hasta 65 43.71 13.22 19.00 69
0.172
Kontrol 62 40.74 12.65 19.00 78
*Mann-Whitney U testi
Tablo 4.2. Gruplarin cinsiyet dagilimi
Erkek Kadin
Toplam 52 (%41) 75 (%59)
Hasta 21 (%32) 44 (%68)
Kontrol 31(%50) 31 (%50)

*Mann-Whitney U testi
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IL-17A geni SNP1 -197G>A, SNP2 -737C>T ve IL-17F geni SNP3 7488
T>C polimorfizmlerinde gruplar arasinda cinsiyete bagl farklilik gozlenmemistir
(sirasiyla Tablo 4.3, 4.4. ve 4.5) (SNP1 genotipler i¢in p=0,478 ve aleller i¢in
p=0,399, SNP2 genotipler i¢in p=0.499 ve aleller i¢in p=0.37, SNP3 genotipler i¢in
p=0.638 ve aleller i¢in p=0.403).

Tablo 4.3 SNP1 IL-17A geni -197G>A genotip ve alel frekanslarinin

cinsiyete gére dagilimi

Cinsiyet
Erkek Kadin p
Say1 % Say1 %

GA 23 44,2 26 34,7
GG 24 46,2 38 50,7 0,478

SNP1 AA 5 9,6 11 14,7

(rs2275913)| G a7 90,4 64 85,3
A 5 9,6 11 14,7 0999

Tablo 4.4. SNP2 IL-17A geni -737C>T genotip ve alel frekanslarinin

cinsiyete gore dagilimi

Cinsiyet
Erkek Kadin
Say1 % Say1 % p

CcC 4 7,7 3 4,0
CT 16 30,8 29 38,7 0.499

SNP2 TT 32 61,5 43 57,3

(rs8193036) C 4 7,7 3 4,0
T 48 92,3 72 96,0 0.37
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Tablo 4.5. SNP3 IL-17F geni 7488T>C genotip ve alel frekanslarinin

cinsiyete gore dagilimi

Cinsiyet
Erkek Kadin
Say1 % Say1 % p

CcC 0 0,0 1 1,3
TC 5 9,6 9 12,0 0.638

SNP3 TT 47 90,4 65 86,7

(rs763780)| C 0 0,0 1 13
T 52 100,0 74 98,7 0.403

Dizi analizi ve genotipleme amagli verilerin IGV programi goriiniimii Sekil
4.1 ve 4.2°de verilmistir. Hasta ve kontrol grubunda tespit edilen genotip sonuglari

Tablo 4.6 ve 4.7’de verilmistir.
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Sekil 4.1. Kontrol grubundan dort 6rnege (K-9, K10, K11 ve K12) ait dizi analizi
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Sekil 4.2. Kontrol grubundan bes 6rnege (K9, K12, K27, K17 ve K30)

ait genotipleme amagli verinin IGV’de goriiniimii
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Tablo 4.6. Hasta grubunda tespit edilen genotipler

Hasta DNA Hasta DNA
no kod no kod
rs2275913 | rs8193036 | rs763780 rs2275913 | rs8193036 | rs763780

! HI-01 GA cT T 34 HI-34 GA cT T
2 HI-02 GG cT T 35 HI=35 AA cT TC
3 HI-03 GA cc T 36 HI-36 GA T 1
4 H1-04 GA cc T 37 HI-37 GA cT T
5 HI-05 GG cT T 38 HI-38 GA cT TC
6 HI-06 GG cT T 39 HI-39 GG T TC
v HI-07 GG T T 40 HI-40 GG cT T
8 HI-08 AA cT T 41 HI-41 GG T T

HI-09 AA T T 42 HI-42 GG T ™
10 HI-10 GG — — 43 HI-43 GG - —
& HI-11 GG cT T 44 HI-44 GG cT T
12 HI-12 GG cT TC 45 HI-45 R — —
13 HI-13 GA T T 46 HI-46 AA T T
14 HI-14 A . an 47 HI-47 GG o -
15 HI-15 GA T T 48 HI-48 GG cc cc
= AL GA cT e 49 HI-49 GA T N
17 HI-17 GG T T 50 HI-50 e cT T
18 HI-18 GG T T 51 HI-51 GG cT ™
19 HI-19 s of Te 52 HI-52 GA - —
20 HI-20 GA cT T o3 HI-53 GG T T
21 HI-21 GG cT TC 54 HI-54 GA T T
22 HI-22 GG T T 55 HI-55 AA T ™
23 H1-23 GA 18l T 56 HI-56 AA T T
24 HI-24 GA cT T 57 HI-57 GG T ™
25 HI-25 AA T T 58 HI-58 GA cT ™
26 HI-26 GG T TC 59 HI-59 GA cc ™
2 H1-27 GG cT T 60 HI-60 GG T T
28 HI-28 GG T T 61 HI-61 GA cT TC
e sl GG T T 62 HI-62 GG cT T
30 HI-30 GG T T 63 HI-63 GA T ™
31 HI-31 AA T T 64 HI-64 AA cT ™
32 HI-32 AA T T 65 HI-65 GG T TC
33 HI-33 GA T T
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Tablo 4.7. Kontrol grubunda tespit edilen genotipler

Hasta DNA Hasta DNA
no kod no kod
rs2275913 rs8193036 rs763780 rs2275913 rs8193036 rs763780

1 K-01 GA CT T 32 K-32 GA T T
2 K-02 GG cc T 33 K-33 GG T T
3 K-03 GA TT T 34 K-34 GG T T
4 K-04 AA CcT T 35 K-35 GG T T
) K-05 GA TT TT 36 K-36 GG e TT
6 K-06 GG CT TT 37 K-37 GG CT TT
7 K-07 GA TT TC 38 K-38 GG TT TT
8 K-08 GA TT TT 39 K-39 GA CT TT
9 K-09 GA TT TT 40 K-40 GG TT TT
10 K-10 GG TT TT 41 K-41 GG TT TT
11 K-11 GA CT TT 42 K-42 GA TT TT
12 K-12 GA CT TT 43 K-43 GG TT TT
13 K-13 GA CT TT 44 K-44 GG TT TT
14 K-14 GG TT TT 45 K-45 GG CT TT
15 K-15 GA TT TT 46 K-46 GG CT TT
16 K-16 GG TT TC 47 K-47 GA TT TT
17 K-17 GA T TT 48 K-48 GG TT TT
18 K-18 GG TT TT 49 K-49 GA TT TT
19 K-19 GA CT TT 50 K-50 AA CcT TT
20 K-20 GG TT TT 51 K-51 GG cT TC
21 K-21 GA CT TT 52 K-52 GA ccC TT
22 K-22 GG TT TT 53 K-53 GG TT TT
23 K-23 GA TT TT 54 K-54 GG TT TT
24 K-24 GG TT TT 55 K-55 GA TT TT
25 K-25 GG TT TT 56 K-56 AA TT TC
26 K-26 GA TT TT 57 K-57 GG TT TT
27 K-27 GA TT TT 58 K-58 GA CT TT
28 K-28 AA CT TT 59 K-59 GA TT TT
29 K-29 GA CT TT 60 K-60 GG TT TT
30 K-30 GG T TT 61 K-61 GA CcT TT
31 K-31 GG cT TT 62 K-62 AA cc TT

Tiim 6rneklerde, SNP1 IL-17A geni -197 G>A (rs2275913) polimorfizmi alel
analizinde G aleli sikligi %68 (n=178), A aleli sikligi %32 (n=81) saptanmustir.
SNP1 IL-17A geni -197G>A polimorfizmi genotip analizinde 16 (%13) homozigot
mutant genotip AA, 62 (%49) homozigot yabanil (wild) genotip GG ve 49 (%39)
heterozigot genotip GA bulundu (Tablo 4.8).

SNP2 IL-17A geni -737 C>T (rs8193036) polimorfizmi alel analizinde T aleli

sikligi %77 (n=195), C aleli sikhigi %23 (n=59) saptanmistir. SNP2 IL-17A geni -
737C>T polimorfizmi genotip analizinde 75 (%59) homozigot mutant genotip TT, 7
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(%6) homozigot yabanil (wild) genotip CC ve 45 (%35) heterozigot genotip TC
bulundu (Tablo 4.9).

SNP3 IL-17F geni 7488T>C (rs763780) polimorfizmi alel analizinde C aleli
sikligt %6 (n=16), T aleli sikligi %94 (n=238) saptanmistir. SNP3 IL-17F geni
7488T>C polimorfizmi genotip analizinde 1 (%1) homozigot mutant genotip CC,
112 (%88) homozigot yabanil (wild) genotip TT, ve 14 (%11) heterozigot genotip
TC bulundu (Tablo 4.10).

Tablo 4.8. SNP1 IL-17A geni -197G>A alel ve genotip frekanslari

Tiim ornekler Hasta Kontrol

Say1 % Say1 % Say1 %
G 173 68 86 66.2 87 70.2
A 81 32 44 33.8 37 29.8
GA 49 39 22 33.8 27 43.5
GG 62 49 32 49.2 30 48.4

AA 16 13 22 16.9 5 8.1

Tablo 4.9. SNP2 IL-17A geni -737C>T alel ve genotip frekanslari

Tiim 6rnekler Hasta Kontrol

Say1 % Say1 % Say1 %
C 59 23 34 26.2 25 20.2
T 195 77 96 73.8 99 79.8

CcC 7 6 4 6.2 3 4.8
CT 45 35 26 40 19 30.6
TT 75 59 35 53.8 40 64.5
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Tablo 4.10. SNP3 IL-17F geni 7488T>C alel ve genotip frekanslar

Tiim 6rnekler Hasta Kontrol
Say1 % Say1 % Say1 %
C 16 6 12 9.2 4 3.2
T 238 94 118 90.8 120 96.8
CcC 1 1 1 1.5 0 0
TC 14 11 10 15.4 4 6.5
TT 112 88 54 83.1 58 935

Tim O6rneklemin genotip frekans dagiliminin Hardy-Weinberg dengesi ile
uyumlu oldugu saptanmustir (p>0.05). IL-17A geni -197G>A, -737C>T ve IL-17F
geni 7488T>C polimorfizmleri alel ve genotip Hardy-Weinberg dengesi igin Exact

test sonuglart sirastyla Tablo 4.11°de verilmistir.

Tablo 4.11. Hardy-Weinberg dengesi igin Exact test (n=127)

SNP1 GG GA AA G A p
Tiim

62 49 16 173 81 0.22
ornekler
Hasta 32 22 11 86 44 0.054
Kontrol 30 27 5 87 37 0.99
SNP2 cC TC TT C T p
Tim

75 45 7 195 59 0.99
ornekler
Hasta 35 26 4 96 34 0.99
Kontrol 40 19 3 99 25 0.7
SNP3 TT TC CcC T C p
Tiim

112 14 1 238 16 0.4
ornekler
Hasta 54 10 1 118 12 0.43
Kontrol 58 4 0 120 4 0.99
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Yas ve cinsiyete gore ayarlanmig genotip modelleri incelendiginde, SNP1 IL-
17A geni —197G>A polimorfizmi i¢in bireylerde hastalik riski acisindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmadig1 goriilmiistiir (Tablo 4.12).

Tablo 4.12. SNP1 IL-17A geni -197G>A genotip dagilimi
(H:Hasta; K:Kontrol; OR:Odds Ratio)

Genotip Hasta Kontrol | OR (95% CI) | p-degeri
GG 32 (49.2%) || 30 (48.4%) Referans
SNP1 GA | 22(33.9%) | 27 (43.5%) |[0.76 (0.35-1.64)
IL-17A geni 0.351
AA || 11 (16.9%) || 5(8.1%) ||1.86(0.56-6.146)
-197G>A
GG+GA| 54 (83.1%) || 57 (91.9% Referans
(rs2275913) (83.1%) || 57 (91.9%) 0.204
AA | 11 (16.9%) | 5(8.1%) |/ 2.1(0.67-6.59)
G Alel || 86 (66.2%) || 87 (70.1%) Referans
0.49
A Alel | 44 (33.8%) || 37 (29.9%) || 1.20 (0.7-2.04)

Yas ve cinsiyete gore ayarlanmis modeller incelendiginde SNP2 IL-17A geni

-737C>T i¢in bireylerde hastalik riski acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

olmadig1 goriilmiistiir (Tablo 4.13).

Tablo 4.13. SNP2 IL-17A geni -737C>T genotip dagilimi
(H:Hasta; K:Kontrol; OR:Odds Ratio)

Genotip Hasta Kontrol OR (95% CI) || p-degeri
CcC 4 (6.2%) 3 (4.8%) Referans
SNP2 CT 26 (40%) || 19 (30.6%) |[1.02 (0.20-5.13)| 0.47
IL-17A geni TT 35 (53.9%) || 40 (64.5%) |/0.65 (0.13-3.13)
~737C=>T TT |35 (53.9%) ] 40 (64.5%) |[0.64 (0.31-1.30)
(rs8193036) CC+CT || 30 (46.1%) || 22 (35.5%) Referans -
C Alel |34 (26.2%) || 25 (20.1%) Referans
T Alel ][96 (73.8%) || 99 (79.9%) [0.71 (0.39-1.28) 020
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Yas ve cinsiyete gore ayarlanmis modeller incelendiginde SNP3 IL-17F geni
7488T>C polimorfizmi i¢in C aleli hasta grubunda 12 (%9.3) hastada, kontrol
grubunda ise 4 (%3.2) bireyde saptandi. T aleli hasta grubunda 118 (%90.7) hastada,
kontrol grubunda ise 120 (%96.8) bireyde saptandi. C aleli tasiyan bireylerde dnemli
Ol¢iide daha yiiksek hastalik riski oldugu gozlendi. C aleline sahip bireylerde hasta
olma riski T aleline sahip bireylerden 2.9 kat daha fazladir ve bu degisim istatistiksel
olarak anlamlidir (C vs T, OR=2.9, 95% CI =0.98-11.19, p=0.048) (Tablo 4.14).

Tablo 4.14. SNP3 IL-17F geni 7488T>C genotip dagilimi
(H:Hasta; K:Kontrol; OR:Odds Ratio)

Genotip ||Hasta Kontrol OR (95% CI) p-degeri
TT 54 (83.1%) || 58 (93.5%) ||Referans
TC 10 (15.4%) |14 (6.5%) ||2.80 (0.797-9.87) |0.275
SNP3
. ||ICC 1(1.5%) (|0 (0%) 0.00 (0.00-0.00)
IL-17F geni
7488T>C ||[TT+TC (64 (98.5%) |62 (100%) |Referans ]
(rs763780) |CC 1(1.5%) |0 (0%) 0.00 (0.00-0.00)
118 120
T Alel Referans
(90.7%)  |/(96.8%) 0.048*

CAlel [12(9.3%) |[4(3.2%) |2.9(0.98-11.19)

Toplu SNP ile hastalik arasindaki iliskiyi ortaya ¢ikarmak i¢in ¢oklu SNP
analizinde Beklenti Maksimizasyon algoritmas1 [Expectation Maximization
algorithm (EM)] kullanilarak IL-17A geni -197G>A, -737C>T ve IL-17F geni
7488T>C polimorfizmleri i¢in alellerin bir araya gelme olasilig1 incelenmistir (Tablo
4.15). Kiimilatif frekanslar arasinda GTT frekansinin en yaygin frekans oldugu
goriilmiis olup bu haplotip referans haplotip olarak alinmistir (H:%44.64, K:%60.55).
GTT haplotip tastyicilart ile karsilastirildiginda ATT ve GCT haplotip tasiyicilarinin
hastalik riskini istatistiksel olarak énemli dl¢iide arttirdig1 bulunmustur (Tablo 4.16).
Yas ve cinsiyet icin lojistik regresyon modeli diizeltildiginde, ATT haplotipine sahip
olmak hastalik riskini 0,39 kat artirirken, GCT haplotipine sahip olmak hastalik
riskini 0,28 kat arttirmaktadir (swrasiyla p=0.024, p=0.033). Global haplotip
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iliskilendirme p degerinin 0.016 olmasi, analiz i¢in yaptigimiz kurulumun ve

analizimizin dogrulugunun bir yansimasidir.

Tablo 4.15. Coklu SNP analizi, haplotip frekanslari tahmini (n=127)

SNP1
rs2275913

G

> 0O 0 > O >

A

Iki asamal1 yinelemeli EM algoritmasi ile elde edildi.

SNP2
rs8193036

= 4 O O O -

C

SNP3
rs763780

T

O o o 4 4 4+

C

Total

0.5198
0.2175
0.1118
0.088

0.0274
0.0222
0.0083
0.0051
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Hasta

0.4464
0.2637
0.1378
0.0599
0.049
0.0284
0
0.0149

Kontrol

0.6055
0.1673
0.0786
0.1163
0.0067
0.0108
0.0148

Kiimiilatif

frekanslar
0.5198
0.7372
0.849
0.937
0.9644
0.9866
0.9949
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Tablo 4.16. Haplotip analizi (n=127)

SNP1 SNP2 SNP3 OR (95%
sikhik p
rs2275913 rs8193036 rs763780 Cl)
1 G T T 0.5243 Referans
0.39(0.18-
2 A T T 0.2129 0.024*
0.88)
0.28 (0.09-
3 G C T 0.1078 0.033*
0.89)
1.19 (0.37-
4 A C T 0.092
3.83)
) 0.20 (0.05-
nadir - - - 0.063 0.017*
0.73)

*Global haplotip iliskisi p degeri: 0.016

Genotip sikliklarmin grafigi Sekil 4.3°de verilmistir. Hasta grubunda IL-17 F
geni 7488T>C polimorfizmi i¢in C aleli sikliginin daha yiiksek oldugu

gorilmektedir.

1,000 -
0,800
0,600
0,400
0,200
0,000

stkhik

M Hasta

H Kontrol

rs2275913 rs8193036 rs763780

Sekil 4.3. Genotip siklig1 grafigi
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5. TARTISMA

Astim son yillarda daha sik goriilen bir hastalik haline gelmistir. Her yil
mevcut astimli hastalara 100 milyon yeni hasta eklenecegi tahmin edilmektedir.
Astim onemli bir morbidite ve mortalite nedenidir (1-4). Astim etyopatogenezinde
sitokin ve kemokinler 6nemli hiicresel aracilardir. Interlokin-17 sitokinler,
kemokinler ve transkripsiyon faktorleri gibi cesitli mediyatorlerin ekspresyon
seviyesini diizenleyerek immiin ve inflamatuvar yanitta etkili olmaktadir (16). IL-17
astim patogenezinde 6nemli rol oynayan anahtar belirleyicilerden birisidir (133). Fare
modelinde yapilan bir calismada asir1 IL-17F gen ekspresyonu ile, hava yolu asiri
duyarliligi, goblet hiicre hiperplazisi ve miisin gen ekspresyonu gibi alerjik

inflamatuvar yanitlarda artma gézlenmistir (134).

Insan genom dizilemesindeki son gelismeler yeni genlerin kesfini
kolaylagtirmistir. 1L-17 gen ailesi de 2000-2002 yillar1 arasinda kesfedilmistir (135).
IL-17 gen polimorfizmlerinin, astim, romatoid artrit ve inflamatuvar bagirsak
hastalig1 gibi ¢esitli otoimmiin hastaliklarla iligkili oldugu gosterilmistir (122,123).
Farkli popiilasyonlarda yapilan ¢alismalarda IL-17A ve IL-17F tek niikleotid
polimorfizmlerinin astim duyarliligi igin potansiyel risk faktorii olabilecegi
belirtilmistir (120).

DNA dizi varyasyonlarinin en yaygin tirii olan SNP’ler genom icindeki
konumuna bagli olarak, gen ekspresyonu diizeyinde c¢esitli etkiler olusturabilir
(128,129). Calismamizda 6. kromozomun 6p12 konumunda bulunan IL-17A geni -
197G>A (rs2275913) , -737C>T (rs8193036) ve IL-17F geni 7488T>C (rs763780),
polimorfizmlerinin astim hastalig1 ile iliskisinin arastirilmasi amag¢lanmistir. IL-17A
geni promotor -737C>T polimorfik bélgesi IL-17A'nin baslangi¢ kodonuna gore -737
konumunda bulunmaktadir. IL-17A geni promotor -197G>A polimorfik bolgesi, IL-
17A'nin baslangic kodonuna gore -197 konumunda bulunmaktadir (136). Gen
promotoriinii  etkileyen SNP'ler, transkripsiyon faktorii baglanma bdlgesini
degistirerek genin transkripsiyon oranini etkileyebilmektedir (137). Arastirdigimiz IL-
17F geni 7488T>C polimorfizmi ise IL-17F geni iizerinde kodlayan bdlgede yer
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almaktadir. Bu polimorfik bolge IL-17F geninin iiciincii ekzonunda bulunur ve
aminoasit 161'de histidin yerine arginin gelmesine (H161R varyant1) neden olan

yanlig anlamli (missense) bir varyasyondur (135).

IL-17F H161R varyantinin, yabanil (wild) tip IL-17Fnin aksine bronsiyal
epitel hiicrelerinde mitojenle aktive olan protein kinaz yolunu, sitokin {iretimini ve
kemokin iiretimini aktive etme yeteneginden yoksun oldugu gosterilmistir. Invitro
analizler IL-17F'nin H161R varyantinin, hava yollarinda alerjik inflamasyonu
azaltarak astim gelisme riskini azalttigini1 gostermistir. 1L-17F'nin H161R varyanti,
IL-17F'nin dogal bir antagonisti gibi hareket etmektedir. Amino asit 161'de
histidinden arjinine olan degisikligin proteinin ¢ekirdek yapisim1 etkilemedigi,
bununla birlikte, IL-17F’nin reseptoriine baglanma affinitesini etkileyebilecegi
belirtilmistir. Polimorfik IL-17F, yabanil (wild) tip IL-17F fonksiyonunu antagonize
etmesine ragmen sinyal yolunu aktive etmemektedir. Polimorfik [IL-17F'nin
antagonistik aktivitesinin yapisal temeli halen belirsizdir, nasil antagonistik etki
olusturdugunu agikliga kavusturmak icin daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir. Bu
antagonistik durum astimda IL-17F’nin tedavi hedefi olarak dnemli bir potansiyele
sahip oldugunu gostermektedir (135). IL-17F geni 7488T>C polimorfik bolgesi TC
heterozigotlugu yani HI61R‘nin heterozigot varyantimin Japon popiilasyonunda
astima kars1 koruyucu bir etki gdsterdigi belirtilmistir (p=0.0028). Aynm1 ¢alismada
IL-17F geni 7488T>C polimorfik bdlgesi CC homozigot genotipinin oldukg¢a diisiik
frekansli oldugunu gostermislerdir. Bu c¢alismada H161R varyantinin popiilasyon
diizeyinde hastaliga Onemli o6lciide katkida bulunmamasma sebep olarak CC
homozigot genotipinin diisiik frekansta olmasi gosterilmistir (135). Popiiler bir
hipotez; yaygin hastaliklarin altinda yatan genetik faktoriin genel popiilasyonda
oldukca yaygin olan aleller oldugunu 6ne siirmektedir. Bu calismada da teorik olarak
H161R varyantinin astima karsi koruyucu olmasina ragmen popiilasyonda etkisini
yeteri kadar gostermedigine dikkat ¢ekilmistir (135). Calismamizda da IL-17F geni
7488T>C polimorfik bolgesi i¢in C aleli ve CC genotipinin oldukg¢a diisiik frekansda
bulundugu, fakat bu caligmadan farkli olarak IL-17F geni 7488T>C polimorfizminin

astim hastalig1 i¢in hastaligi arttiric1 yonde etkili oldugu gosterilmistir.

Ramsey ve arkadaglari tarafindan yapilan dizileme calismasinda, IL-17F

geninde toplam 50 SNP Afrikali-Amerikali ve Avrupali-Amerikal1 1027 kadin astim
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hastasinda incelenmistir. Calisma, astim ve IL-17F polimorfizmleri arasinda IL-17F
geni 7488T>C polimorfizmi de (H161R varyanti) dahil olmak {izere higbir iligki

olmadigini gostermistir (99).

Maalmi ve arkadaslar1 tarafinca yapilan caligmada ise Tunus astim
popiilasyonunda IL-17A geni -197G>A, IL-17F geni 7488A>G ve IL-17F geni
7383A>G  polimorfizmleri  PCR RFLP [(Restriksiyon Fragment Length
Polymorphism (Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi)] yontemi kullanilarak
aragtirtlmis ve sonu¢ olarak IL-17A geni -197G>A ve IL-17F geni 7383A>G
polimorfizmleri c¢ocuklarda astim ile iligkili bulunmustur (sirasiyla p=0,008,
p=0,001). IL-17F geni 7488A>G polimorfizmi ve astim arasinda herhangi bir iligki
tespit edilememistir. Bu ¢alismada da bizim ¢alismamizda oldugu gibi hem vakalarda
hem de kontrol grubunda mutant alele kiyasla yabanil (wild) tip alel baskinligi oldugu

i¢in ii¢ polimorfizm de resesif model altinda test edilmistir (137).

Bazzi ve arkadaslarimin Suudi popiilasyonunda yaptig1 ¢alismada, astim ile
IL-17 genindeki bes SNP [IL-17A geni rs17880588 (G>A), rs17878530 (C>T) ve IL-
17F geni rs763780 (T>C), rs11465553 (T>C), rs2397084 (G>A)] arasindaki iliski
arastirllmistir.  Genotipleme, spesifik primerler ve problar ile PCR kullanilarak
gerceklestirilmis ve IL-17A ve [IL-17F sitokin seviyeleri, enzime bagh
immiinosorbent deneyi kullanilarak plazmada 6l¢iilmiistiir. Genotipleme, 1L-17A'daki
rs17880588 AG heterozigot genotipinin kontrol grubunda 6nemli 6l¢iide daha yaygin
oldugunu gostermis (p<0.05); IL-17A ve IL-17F diizeyleri ise astim hastalarinda daha
yiikksek saptanmis ve fark IL-17F i¢in istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p=0.025, t testi). IL-17F geni 7488 T>C polimorfizmi ile astim arasinda bir iliski
bulunamamistir (138).

Qian F ve arkadaglar tarafinca Cin popiilasyonunda, 318 astiml1 hasta ve 352
saglikli denekte yapilan bir calismada IL-17F geni 7488 T>C ve 9576A>G
polimorfizmleri icin verileri lojistik regresyon kullanarak analiz ettiklerinde
calisgmamizla uyumlu olarak I1L-17F geni 7488 T>C polimorfizmi C alelinin 6nemli
Olgiide astimla iliskili oldugu gosterilmistir (p=0.0148). IL-17F geni 7488 T>C
polimorfik bolgesi TC heterozigot genotipi de artmis astim riski ile iliskili
bulunmustur (diizeltilmis OR, 1.58; % 95 CI, 1.06-2.36; p=0.0148). Bu iliskinin daha
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yikksek IgE seviyeleri (>1.85 IU / mL) olan hastalarda belirgin oldugunu da
gostermislerdir. Bu ¢alismada da diger ¢alismalarla ve bizim ¢alismamizla uyumlu

olarak C aleli diisiik frekansli olarak bulunmustur (53).

Liang ve arkadaslarmin Cin popiilasyonunda 221 astim hastas1 ve 223 saglikli
kontrol ile yaptig1 calismada, IL-17 tek niikleotid polimorfizmi PCR-RFLP yontemi
ile arastirilmis ve sekanslama yontemi ile dogrulanmustir. IL-17F geni 7488 T>C
polimorfizmi incelendiginde astim hastalarinda ¢alismamizda buldugumuz gibi C
aleli saglikli kontrollerden daha sik saptanmigtir. Astim hastalarinda C tagiyicilarinin
(CT+CC) anlamli olarak daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bu ¢alismada da C aleli

frekansi T aleli frekansina gore hasta ve kontrol grubunda diisiik bulunmustur (140).

Asya popiilasyonunda Du J ve arkadaslarinin, 125 astimli hasta ve 132
saglikli kiside yaptigi ¢alismada calismamizda arastirilan SNP’ler aragtirilmig IL-17F
geni 7488A>G, IL-17A geni -197G>A ve -737C>T polimorfizmleri PCR-RFLP
yontemi ile belirlenmis ve analiz i¢cin Meta-analiz 2.0 yazilimi kullanilmistir. Astim
hastalarinin saglikli kontrollere gore IL-17A geni -197G>A polimorfik bolgesinde
GA heterozigot genotipi ve IL-17A geni -737C>T polimorfik bolgesinde TT
homozigot genotipinde daha yiiksek frekanslar gosterdigi ortaya ¢ikmustir (her ikisi
de p<0.001). Astim hastalar1 ve saglikli kontroller arasindaki IL-17F geni 7488A>G
polimorfizmi, alel modellerinde istatistiksel olarak farklilik géstermemistir (p>0.05).
Bu ¢alisma IL-17A geni -197G>A ve -737C>T polimorfizmlerinin astim duyarlilig
ile iligkili olabilecegini ve IL-17A geni -197G>A polimorfik bolgesi icin GA
heterozigot genotipinin ve IL-17A geni -737C>T polimorfik bolgesi igin TT
homozigot genotipinin astim riskinin artmasina katkida bulunabilecegini ortaya
koymustur. Bizim c¢alismamizda ise IL-17A geni -197G>A ve -737C>T

polimorfizmleri astim ile iligkili bulunmamistir (121).

IL-17F geni 7488A>G polimorfizmi astima yatkinlikta farkli etnik gruplarda
farkli sonuclar gostermistir. Etnik gruplar arasi tutarsizlifin sadece genetik arka
plandaki farkliliklardan degil ayn1 zamanda g¢evresel maruziyetteki farkliliklardan da
kaynaklaniyor olabilecegi diislinlilmiistiir. Gen-gevre etkilesimleri biiylik olasilikla

popiilasyonlar arasinda farklilik gostermektedir.
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Wang JY ve arkadaslarinin Tayvan pediatrik astimli hasta popiilasyonunda
yaptig1 calismada, IL-17A geni promoter bolgesindeki -737C>T polimorfizmi ile
pediatrik bronsiyal astim arasinda yakin bir iliski oldugu bildirilmistir. Calismamizda
IL-17A promoter bolgesindeki -737C>T polimorfizmi ile astim arasinda anlamli bir

iliski olmadig1 goriilmiistiir (136).

Birgok ¢alisma, IL-17A geni -197G>A polimorfizmi ile astim riski arasindaki
iliskiyi aragtirmistir. Toplam 5016 denek igeren on ¢alismanin dahil edildigi bir meta
analizin sonuglart IL-17A geni -197G>A polimorfizmi ile astim riski arasinda bir
iliski oldugunu gostermistir. IL-17A geni -197G>A polimorfik bdlgesinde G alelinin
astim gelisimi i¢in koruyucu bir faktér oldugu belirtilmistir. Yasa ve etnik kokene
gore alt grup analizinde, IL-17A geni -197G>A polimorfik bolgesinde G aleli
cocuklarda ve Asyalilarda azalmis astim riski ile 6nemli Ol¢iide iliskilendirilmigtir
(141). Bizim g¢alismamizda IL-17A geni -197G>A polimorfizmi ile astim riski

arasinda iligki saptanmamustir.

Yedi vaka kontrol ¢alismasindan 2882 astim hastast ve 2093 saglikli kontrol
grubunun dahil edildigi bir meta analizde IL-17A geni -737C>T polimorfizmi ve IL-
17A @eni-197G>A polimorfizmi incelenmistir. Bu meta analizde IL-17A geni -
737C>T polimorfizmi astima karsi koruyucu bulunurken, IL-17A geni -197G>A
polimorfizminin ¢alismamizla uyumlu sekilde astim duyarlilig: ile iliskili olmadig

gozlenmistir (142).

Yiiz altmis sekiz ¢ocukluk ¢aginda astimli hasta, 144 bronsiolit hastas1 ve 205
saglikli kontrol grubunun dahil edildigi ¢alismada 6rnekler IL-17A geni -197G>A
polimorfizmi i¢in PCR-RFLP kullanilarak arastirilmistir. 1L-17A geni -197G>A
polimorfizmi genotip frekans testinde astim ile iliskilendirilmistir (p=0.03).
Homozigot AA genotipi olan ¢ocuklarin astim olma olasilig1 digerlerine gore 2,29
kat daha yiiksek bulunmustur (p=0,001). IL-17A geni -197G>A polimorfik
bolgesinde A aleli, astimlilarda anormal akciger fonksiyonu ve yiiksek serum total
IgE ile iliskilendirilmistir. Bronsiolit hastalarinda IL-17A geni -197G>A
polimorfizmi dagilimi, kontrollerle istatistiksel olarak anlamli farklilik gostererek
astimdakine yakin bir egilim gostermistir. Bu nedenle IL-17A geni -197G>A

polimorfizminin bronsiyolit popiilasyonunda astim riskini degerlendirmek igin
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belirtegler gelistirmek amaclh kullanilabilecegi belirtilmistir. Bu ¢aligmada IL-17A
geni -197G>A polimorfizminin bakteriyel kolonizasyon ile astim baglangicini

birbirine baglamak i¢in potansiyel bir koprii olabilecegine dikkat ¢ekilmistir (143).

Calismamizda IL-17A geni -197G>A (rs2275913) ve -737C>T (rs8193036),
IL-17F geni 7488A>G (rs763780) polimorfik bolgelerinin incelenmesinde sekiz
farkli haplotip saptanmistir. GTT haplotipi en yaygin haplotip olarak tespit edilmis
olup, kontrol 6rneklerinde %60, hasta o6rneklerinde ise %40 siklikta bulunmustur.
Dolayistyla GTT haplotipi koruyucu haplotip olarak bulunmustur. ikinci ve iigiincii
siklikta gozlenen ATT ve GCT haplotipleri ise hasta grubunda kontrol grubundan
daha fazla siklikta gézlenmis olup astim hastalig1 icin yatkinliga neden olabilecegi

diistinilmiistiir.

Calismamizdaki kisitlamalardan biri, yetersiz hasta sayisidir. Bu nedenle
literatiirde farkli sonuglarin elde edildigi ¢alismalar bulunmaktadir. Bir digeri ise,
calismamiz COVID-19 pandemisi sirasinda yapilmis oldugu icin hastalarda ve
kontrol grubunda giincel solunum fonksiyon testleri yapilamamistir. Bu nedenle
hasta ve kontrol grubunda solunum  fonksiyon testi  parametreleri

karsilastirilamamustir.

Calismamiz Tiirk popiilasyonunda astim ve IL-17 gen polimorfizmleri
arasindaki iliskinin yeni nesil dizileme yontemi kullanilarak arastirildig: ilk rapordur.
Caligmamiz sonucunda Tiirk toplumunda astimli bireylerde IL-17F geni 7488T>C
(rs763780) polimorfizminin astim hastaligi gelisimine katkida bulunabilecegi

goriilmiistiir.
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6. SONUC ve ONERILER

Tim genotipler incelendiginde, IL-17A -197G>A (rs2275913) ve IL-17A -
737C>T (rs8193036) polimorfizmlerinin Tiirk toplumunda astim hastaligi gelisme

riskini etkilemedigi bulunmustur.

IL-17F 7488T>C (rs763780) polimorfizmi ig¢in C aleli tagiyan bireylerde
onemli 6l¢giide daha yiiksek astim hastalig1 riski oldugu goriilmiistiir. C aleline sahip

kisilerde astim hastas1 olma riskinin T aleline sahip kisilerden 2.9 kat daha fazla

oldugu bulunmustur (OR=2.9, p=0.048).

Astim ve IL-17 gen polimorfizmi arasindaki iliskiyi yeni nesil sekanslama
teknigi ile arastirdigimiz ¢alismamiz, astim ve IL-17 gen polimorfizmleri arasindaki

iliskiyi gosteren Tiirk popiilasyonundaki ilk rapordur.

Astim, poligenik multifaktoriyel bir hastaliktir. 1L-17 polimorfizmlerinin
astim gelisme riski acisindan farkli popiilasyonlarda farkli etkileri oldugu
goriilmektedir. Etnik gruplar arasi tutarsizlifin sadece genetik arka plandaki
farkliliklardan degil ayni zamanda c¢evresel maruziyetteki farkliliklardan da

kaynaklaniyor olabilecegi diistinilmiistiir.
IL-17, astim duyarliligini tahmin etmede ve astim tedavisinde potansiyel bir

aday gen olarak daha fazla sayida hasta ve kontrol grubunun dahil edildigi

calismalarla arastirilmalidir.
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