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OZET

KRONIK OBSTRUKTIF AKCIiGER HASTALIGINDA (KOAH)
GSTM1 VE GSTT1 iZOZIMLERININ ROLU

HAYAT, Buket
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Prof. Dr. Serpil OGUZTUZUN

Es Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Is1l YILDIRIM

Subat 2021, 64 Sayfa

Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi (KOAH), giiniimiiziin en énemli kiiresel
captaki saglik sorunlarindan biridir. KOAH olusumunda genetik faktdrlerin roliiniin
onemli oldugu fikri genel olarak kabul edilmektedir. Hastaligin giderek artan
prevalansi ile morbidite ve mortalitesine neden olan risk faktorleri arasinda genetik
kaynakli olarak proteaz ve antiproteaz enzimlerini diizenleyen gen bozukluklari
(ekspresyonlar, delesyonlar) ve en sik rastlanan antioksidan enzim gen bozukluklari
bulunmaktadir. Antioksidan enzim genlerin ekspresyonu, sigara igilmesi ile iligkili
hava yolu epitelinde bulunan oksidatif hasara karsi hiicresel koruyuculuk
saglamaktadir. Antioksidan enzim gen aileleri arasinda, Glutatyon S-transferazlar
(GST)’lar en 6nemli olan ailesidir. GST’ler sigara dumaninda bulunan aromatik
hidrokarbonlarin detoksifiye edilmesinde énemli rol oynayan enzimlerdir. Onemli
rollerine ragmen, heniiz bu enzimlerin genleri ile KOAH arasindaki iliski {izerine
yapilmis 6zellikle Tirkiye’de genis kapsamli ¢alisma yoktur. Bu eksikligi gidermek
icin yapilan bu ¢aligma kapsaminda glutatyon aracili antioksidan etki ile KOAH



hastaliginin gen bozukluklari ile ilgili tedavi siireglerine yardimci olabilmek hipotezini
ileri stirmekteyiz.

Calismamizin amaci, KOAH hastaligin olusumunda GSTM1 ve GSTT1
polimorfizmin rolii olup, olmadigini arastirmaktir.

Bu c¢alismada, Polatlh Duatepe Devlet Hastanesi GOgiis hastaliklar
boliimiinden Etik Kurul izni alinmis 36 KOAH’ 11 hasta ve 14 kontrol vakasi kullanildi.
2019 yil1 igerisinde hasta ve kontrol grubundan alinmis olan kan 6rneklerinden DNA
izolasyonu yapildi. KOAH hasta ve kontrol grubunda qPCR metodu ile GSTM1 ve
GSTT]1 polimorfizmleri ¢aligildi.

GSTM1 i¢in delesyon goriilmeyen 13 hasta (% 36,11), belirli oranda gen kayb1
sz konusu olan 23 hasta ( % 63,89) gozlemlendi ve tamamen delesyona ugramis
olduklar1 gézlenmedi. GSTM1 i¢in kontrol grubumuzda delesyon gézlenmeyen 11
(%78,57), belirli oranda delesyon gozlenen 2 (% 14,29), ve delesyon gozlenen 1
(%7,14) olgu bulundu. GSTT1 i¢in delesyon goriilmeyen 18 hasta (% 50), belirli
oranda gen kaybi1 s6z konusu olan 4 hasta ( % 11,11), ve neredeyse tamamen delesyona
ugramis ve kaybolmus 14 hasta (% 38,89) gozlemlendi. GSTTI1 i¢in kontrol
grubumuzda delesyon gozlenmeyen 28 (% 56), belirli oranda delesyon gozlenen 6
(%12,00), ve delesyon gozlenen 16 (% 32) olgu bulundu.

Calismada, KOAH hastalarinda GSTM1 ve GSTT1 genlerinin delesyonu farkli
oranlarda siklikla goriildi. Sonu¢ olarak, KOAH hastaligina yakalanma riskinde
GSTM1 ve GSTT1 1in rolii olabilecegi bu ¢alisma ile gosterildi.

Anahtar kelimeler: Delesyon, GST, KOAH, Polimorfizm, g°PCR metot
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Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is one of the most important
global health problems today. The idea that genetic factors play an important role in
the development of COPD is generally accepted. Among the risk factors that cause
morbidity and mortality with the increasing prevalence of the disease, there are gene
disorders (expressions, deletions) that regulate protease and antiprotease enzymes and
the most common antioxidant enzyme gene disorders. The expression of antioxidant
enzyme genes provides cellular protection against oxidative damage in the airway
epithelium associated with smoking. Among the antioxidant enzyme gene families,
Glutathione S-transferases (GST) are the most important family. GSTs are enzymes
that play an important role in detoxifying aromatic hydrocarbons found in cigarette
smoke. Despite their important role, yet on the relationship between COPD and genes
of these enzymes is not particularly extensive studies in Turkey. Within the scope of
this study conducted to overcome this deficiency, we hypothesize that it can help the

treatment processes of COPD disease with its antioxidant effect through glutathione.
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Our study aims to investigate whether GSTML1, and GSTT1 polymorphisms
play a role in the development of COPD disease.

In this study, there are 36 COPD patients and 14 controls with the permission
of the Ethics Committee from the Department of Chest Diseases of Polatli Duatepe
State Hospital. DNA isolation was performed from blood samples taken from the
patient and control groups in 2019. GSTM1 and GSTT1 polymorphisms were studied
with gPCR method in COPD patient and control groups.

For GSTML1, 13 patients (36.11 %) with no deletion, 23 patients (63.89 %)
with a certain rate of gene loss were observed, and it was not observed that they were
completely deletion. For GSTM1, 11 (78.57 %) cases with no deletion, 2 (14.29 %)
with a certain rate of deletion, and 1 (7.14 %) with deletion were found in our control

group.

For GSTT1, 18 patients (50 %) without deletion, 4 patients (11.11 %) with a
certain percentage of gene loss, and 14 patients (38.89 %) who were almost
completely deletion or even lost were observed. In our control group for GSTT1, 28
(56 %) cases with no deletion, 6 (12 %) cases with certain deletions, and 16 (32 %)

cases with deletions were found.

In the study, GSTM1 and GSTT1 deletions were frequently seen at different
rates in COPD patients. As a result, this study demonstrated that GSTM1 and GSTT1

may have a role in the risk of developing COPD.

Key Words: COPD, Deletion, GST, Polymorphism, g°PCR method
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1. GIRIS
1.1. Kronik Obstriiktif Akciger Hastahigi (KOAH)
1.1.1. Tamim ve Epidemiyoloji

KOAH; zararli gaz ve partikiillerin akcigerlerde olusturdugu anormal iltihabi
yanitla iliskili yavas ilerleyen kronik inflamatuar bir hastaliktir. Bu hastalik tam olarak
geri donlisiimii olmayan hava gecisinin kisitlanmasi ile ayirt edilebilen, en sik goriilen
semptomlar1 nefes darligi, kronik oksiiriik ve balgam ¢ikarma olan Onlenebilir ve
tedavi edilebilir durumudur [1]. Bu hastalik ¢esitli inhalasyon yolu ile alinan ve hava
yollarina zarar verme olasilig1 yiliksek olan gaz, toz ve partikiillere maruz kalma, i¢ ve
dis ortam hava kirliligi, hava yolu hiper reaktivitesi ve astim ile iliskili olsa da,
epidemiyolojisi i¢in en onemli faktor sigaradir. Sigara igmenin KOAH gelisimi ile
iligkisi yaklasik 50 yildir bilinmesine ragmen, toplumlar arasindaki KOAH siklig1

sigara igme oranlarindan bagimsiz olarak biiyiik degisiklikler gostermektedir [1].

Eski veriler tiim sigara icicilerinin ancak % 10-15’inde KOAH olustugunu
bildirse de, yeni veriler bu oranin eski verilere gore yaklasik 2 kat fazla oldugunu ve
yasla birlikte belirgin sekilde arttigini gosterdi [2]. 2010 yilinda kronik solunum
hastaliklar1 sebebi ile gerceklesen 3.8 milyon 6liimiin yaklasik % 76’sinin (2.9 milyon)
nedeni KOAHtir [3].

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore diinya genelinde yaklasik 80 milyon
kisinin orta ve agir KOAH’l1 oldugu tahmin edilmekte ve her y1l 3 milyon civarinda
insan KOAH nedeniyle hayatin1 kaybetmektedir. Bu verilerin ¢cogu gelismis iilkelere
ait olmakla birlikte, KOAH’a bagli 6liimlerin % 90’1ndan fazlasi orta ve diisiik gelir
diizeyli ililkelerde gerceklesmektedir [4].

Hastaligin riskini azaltmak ve tedavisini etkili bir sekilde yiirtitmek icin KOAH
yonetim plani olusturulmus, ve bu planin kapsaminda hastaligi degerlendirmek ve
izlemek, risk faktorlerini azaltmak, stabil KOAH" yonetmek olup, alevlenmeler ve
komorbiditeler hastaligin  siddetine katkida bulunma riskini belirlemeyi
ongormiglerdir. Bu hedeflerin ne Ol¢lide gerceklestirilecegi her bireye gore
degismekle beraber, bazi tedavilerin birden fazla alanda faydalar saglayacagi tahmin
edilmeye calisilmistir. Ayrica, hastaligin son asamasindan 6nce sakatligin onemli

oldugu durumlarda tanimlanma kapsamima alinmigtir. Bununla birlikte, genel



popiilasyon veya sigara igenlerin spirometrik taramanin yararlarini belirtmek ve sigara
titketimini azaltilmasini saglamak bu hastaligin temel bir 6nlemidir. Tiitlin dumanina,
kisisel maruz kalmanin azaltilmasi, KOAH'im baglamasini ve ilerlemesini 6nlemek i¢in
onemli hedeflerdir. Sigara i¢cen ve sigara dumaninin zararh etkilerine karsi duyarli olan
kisilerde ise bu diisiis daha hizl1 olacagindan, ilerleyen yasla birlikte klinik olarak

belirgin KOAH 6nlenmesi i¢in kaginilmaz olacaktir [5].

Son yirmi yilda yapilan ¢alismalar, bir toplum sagliginin % 15’inin biyolojik
ve genetik faktorlere, %10 unun fiziksel ¢evreye, % 25’inin tedavi ¢alismalarina ve %
50’sinin ekonomik ve sosyal ¢evreye bagli oldugunu gostermektedir [6]. KOAH’ta,
sigara i¢en ve sigara dumanina maruz kalanlar i¢in zararl etkileri azaltmak ancak iyi
bir detoksifikasyon ile miimkiindiir. Bu detoksifikasyon, oksidanlarin neden oldugu

metabolik yollarin diizenlenmesi ile miimkiin olacaktir.
1.1.2. Prevalans ve Mortalite

KOAH prevalansi ile ilgili yapilan caligmalar sonrasi tahminler, kullanilan
metot, tanisal yontem ve analitik yaklasimlara gore sekillenmektedir [7]. Ciinkii
KOAH tanis1 ¢abuk, spesifik, kesin olarak konulabilen bir hastalik olmadig1 gibi
birgok hastalik ile fazla benzerlik gosterir. KOAH kas ve kemik kaybi gibi bagka
etkiler ile giderek daha sistemik bir hastalik olarak kabul edilmektedir [8].

On iki iilkede yapilan BOLD c¢alismasinda, 40 yas iistii olan kisilerde KOAH
prevalansinin, sabit oran dlgiitii (post bronkodilatér FEV1/FVC<%70) kullanildiginda %
25’lere ulastigini, GOLD evre II+ dlgiitii (pb FEVI/FVC<%70 ve FEVi< beklentinin %
80’1) kullanildiginda ise bu oranin % 10,1 oldugu (erkeklerde %11,8; kadinlarda % 8.5)
gosterildi [9]. Bir¢ok lilkede KOAH prevalansinin yas ile arttigi, en ¢ok 60 yas iistiinde
goriildiigi belirlenmistir [10].

Bugiin diinyadaki tiim oliimlerin % 66’s1 kronik hastaliklar sebebiyle
gerceklesmektedir. Kalp-damar hastaliklari, diyabet, kronik solunum hastaliklar1 ve
kanser tiim kronik hastaliklarin % 80’ini olusturmaktadir [3]. Kiiresel Hastalik Yiikii
Caligsmasi verilerinde 1990'da altinct 6liim sebebi olan KOAH'in 2020 yilinda diinya
capinda tigiincii 6lim nedeni, en son tahminlere gére 2030 yilinda dordiincii 6liim

nedeni olacag diistiniilmektedir [11]. Her y1l yaklasik 3 milyon civarinda insan KOAH



nedeni ile hayatim kaybetmektedir ve bu rakam tiim oliimlerin % 5’ine karsilik
gelmektedir [12].

Tablo 1. 1. TUIK, Oliim nedeni istatistikleri icerisinde solunum sistemi hastaliklari

Daimi ikametgaha gore segilmis 6liim nedenlerinin dagihimi, 2013 - 2018

Solunum Solunum Solunum Solunum Solunum Solunum

sistemi sistemi sistemi sistemi sistemi sistemi

hastaliklari hastaliklari hastaliklari hastaliklari hastaliklari hastaliklari

(2013) (2014) (2015) (2016) (2017) (2018)

Turkiye - Turkey 35 331 40 593 43 820 49 296 50 224 52 568
Ankara 1906 2122 2 355 2372 2 460 2 697
Antalya 617 737 858 1017 1111 1065
Bursa 1242 1498 1666 1756 1791 1981
Eskisehir 483 552 573 604 671 657
Gaziantep 639 604 646 750 709 720
istanbul 5420 6123 6 541 7189 7512 7 508
izmir 2109 2528 2784 3423 3479 3979
Kocaeli 590 741 813 951 1027 1035
Konya 990 1233 1297 1467 1530 1487
Manisa 876 1156 1105 1267 1123 1403
Trabzon 490 584 570 592 635 672
Kirikkale 182 171 176 182 153 186

TUIK, Oliim Nedeni istatistikleri

1.1.3. Risk Faktorleri

KOAH, genetik yatkinlik, ¢evresel uyaranlara maruziyet arasinda karsiliklt
etkilesim sonucu ortaya ¢ikan bir hastaliktir [ 13]. Sigara kullanimi, mesleki maruziyet,
i¢ ortam hava kirliligi gibi etkiler ile zararli gaz ve partikiillere uzun siire maruz
kalmanin KOAH’a sebebiyet verdigi bilinmektedir. Yoksulluk, yeterli besin

alinmamasi ve hareketsizlikte diger sebepler olarak sayilabilir [14].
1.1.3.1. Yas ve Cinsiyet

KOAH prevalansindan bahsedilirken yas da oOnemli bir faktordiir, yas
ilerledik¢e prevalans da artmaktadir. Prevalans degeri 40-50 yas grubunda % 5
civarinda iken, 70 yas iizerinde % 30’un iistiinde seyretmektedir [9, 10]. Kadinlarin
KOAH gelisimine karsi genetik olarak erkeklerden daha dayanikli olduklar:
goriisiiniin aksine, sigara igme oranlari esitlendiginde KOAH prevalansi ve KOAH’1n
yol actigi mortalite oranlari bakimindan kadin ile erkek arasinda belirgin fark

goriilmemektedir [15]. Gelismis {ilkelerde kadinlarin sigara igme oraninda artma,



gelismekte olan iilkelerde ise kadinlarin daha fazla biyokiitle maruziyetinin KOAH’a
sebep oldugu diistiniilmektedir [16]. Sigara ve partikiil maruziyeti en 6nemli KOAH
etkenidir. ABD Halk Sagligi Kurumu raporuna gore (2004), KOAH gelisimi %90
oraninda sigara i¢cimi kaynaklidir. Fakat son ¢aligsmalar, sigara i¢ciminin sorumlulugu
ile ilgili bu tahmini % 44-45 oraninda azaldigim1 gosterdi [17, 18]. Pasif sigara
dumanina maruz kalmanin da KOAH gelismesi riskini % 50 gibi bir oranda arttirdig:
yapilan son caligmalarla gosterildiginden 6zellikle kiiciik yaslarda baslayarak pasif
maruziyetin engellenmesi KOAH’la miicadelede onemli bir yere sahiptir [19].
Sigaraya baslama yasi, sigara icme siiresi ve giinliik i¢ilen sigara sayilar1 gibi faktorler
de KOAH gelisiminde onemlidir [20]. Sigara igmek, sigara igenlerde artan KOAH
riski gibi saglik sorunlariyla iligkili olabilecek ¢esitli genleri degistirebilir [21].

Gebelikte sigaranin bebege verdigi zarari inceleyecek olursak fetiis dogrudan
(sistemik yolla) sigara dumaninin toksik etkilerine maruz kalir ve heniiz gelismekte
oldugu i¢in daha fazla duyarlidir. Gelismekte olan sistemler, aktif boliinen hiicre
sayisinin fazlaligi, DNA hasarini onarma ve detoksifiye etme becerilerinin daha zayif
olmas1 nedeniyle bebeklerde hasara daha yatkindir. Ozellikle, gelismekte olan
solunum yollar1 ve immiin fonksiyon {izerindeki etkisi astim ve alerjik hastalia

duyarlilik riskini artirabilir [22, 23].
1.1.3.2. Sigara ve Biyokiitle

Diinyada yaklasik 3 milyar kisi 1sinmak ve beslenmek amaciyla biyokiitle veya
komiir kullanmaktadir [24]. Biyokiitle, yasayan ya da yakin zamanda yasamis
canlilardan elde edilen fosillesmemis tiim biyolojik malzemenin genel adidir.
Biyokiitle yakit veya komiirden kaynaklanan i¢ ortam hava kirliliginin KOAH gelisimi
i¢cin 6nemli bir risk faktorii oldugu diisiiniilmektedir [25]. Hindistan gibi gelismekte
olan iilkelerde biyokiitle yakit (odun, bitki atiklari, tezek vb.) dumanina maruz
kalmanin KOAH gelisimine % 30-50 katki sagladigi bildirildi [26]. Hava kirliliginin
KOAH gelisimindeki rolii tam olarak bilinmemek ile beraber sigara dumani ile
karsilastirinca bu riskin diger risklere gore daha diisiik oldugu goriilmektedir [27].
Gelismekte olan veya az gelismis iilkelerde yapilan arastirmalar ile KOAH sebebi ile
olusan Oliimlerin %350’si biyokiitle nedenli olup, % 75’1 hi¢ sigara igmeyen ev

hanimlaridir [28]. ABD’de yapilan NHANES III isimli ¢aligmada KOAH nedenleri



arastirildi, sonuglar1 dogrultusunda % 80 oraninda sigara, % 20 oraninda da isyeri

maruziyeti sorumlu gosterildi [28].
1.1.3.3. Genetik Faktorler

Genetik temeli tam olarak ¢oziilemese de, patogenezde etkili oldugu diisiiniilen
bircok genin varligi sebebiyle, KOAH karmasik bir genetik hastalik olarak
diisiintilebilir [29]. KOAH gibi karmasik hastaliklar genellikle gen-¢evre etkilesimi
sonucu ortaya ¢ikmaktadir [30]. Sigara bagimlisi olan veya ayni ¢evresel sartlara sahip
olan kisilerin bazilarinda KOAH gelismesi ve bazi1 ailelerde KOAH 1n sik goriilmesi,
patogenezde genetik faktorlerin ok 6nemli bir yerinin oldugunu gosterir [31]. Yapilan
bazi arastirmalarda, KOAH hastas1 bireylerin kardeslerinde kontrol grubuna gore
KOAH gelisme olasiliginin 2-3 kat daha fazla oldugu belirlendi [32]. Risk grubu
olarak goriilmeyen geng yastaki KOAH hastalarinda akla ilk gelen epidemiyoloji
genetik bozukluktur, sigara i¢ilmesi durumunda hastaligin ortaya ¢ikma yast erkene

cekilir [33].
1.1.4. Patogenez

KOAH, onleyici ve tedavi edilebilir bir hastalik olarak tanimlanir ve genellikle
ilerleyici olan, kapsamli ve kalict hava akisi sinirlamast ile karakterizedir. Solunum

yollarinin ve akcigerin zararli pargaciklara ya da gazlara kars1 inflamatuar yanittir [34].

Sigara dumani veya biyokiitle maruziyeti sonrasi viicuda giren ksenobiyotik
bilesiklerin ¢ogu Oncelikle akciger tarafindan metabolize edilir, ¢linkii akciger
ksenobiyotik metabolizmanin en onde gelen bdlgesidir. Akciger gdze carpmayan
40'tan fazla farkli hiicre tipine sahiptir ve bu farkli hiicre tipleri farkli seviyelerde
metabolik yeterlilige sahiptir [35]. Akciger dokusunda alveoler, makrofajlar ve
brongiyal epitel hiicreleri 40 farkli hiicre tipinin bir pargasidir ve biyolojik
fonksiyonlar1 diger hiicrelerden farklidir. Alveoler makrofajlarin iyi ¢alistigi hiicre,
akciger sagligr ic¢in tiitiin dumam parcaciklarina karst en oOnemli savunma
mekanizmasidir [36, 37]. Akciger epitelyumu, faz I ve faz II enzimlerinde (CYP ve
GST'ler) tiitiin dumani toksik bilesenleri ve metabolitleri giderilir [38, 39].



1.1.4.1. Oksidan Antioksidan Dengesizligi

KOAH patogenezinden biri oksidan / antioksidan dengesizligidir. Kronik
tiitlin i¢iminin KOAH gelisimi i¢in 6nemli bir risk faktorii oldugu iyi bilinmektedir ve
sigara dumani tarafindan iiretilen reaktif tiirlerin detoksifikasyonundaki bir bozukluk,

sigara i¢enleri hava akimi tikanikligina yatkin hale getirebilir [40].

KOAH’l1 hastalarin akcigerlerinde oksidan-antioksidan dengesizligi asir
oksidatif strese neden olur. Oksidatif stresin artmasi proteaz anti-proteaz dengesinin
bozulmasim tetikler ve bu durum sigara igicilerinde hava yolu inflamasyonunu
siddetlendirirken, ayn1 zamanda akciger yapisal hiicrelerinin (6zellikle alveoler
epitelyum ve endotel hiicreleri) 6liimiinii (apoptozis) uyarir. Sigara kullanimi1 birakilsa
ve biyokiitle maruziyeti giderilse bile akcigerde yapisal hiicrelerin Sliimi ve
yenilenmesi arasindaki dengenin bozulmasi kendi kendini tetikler ve kisir dongiiye

girer [30].
1.2. Glutatyon-S-Transferaz (GST)

Glutatyon-S-Transferaz (GST)’lar sigara dumaninda bulunan aromatik
hidrokarbonlar1 detoksifiye eden enzimlerdir [36, 41]. Sekiz farkli GST enzimi
tanimlandi; alpha, kappa, mu, omega, pi, sigma, theta ve zeta. GST enzimleri
elektrofilik substratlart glutatyon ile konjuge hale getirir. Bu olay toksinlerin

uzaklastirma ve salgilama metabolizmasi olarak agiklanir [42].
1.2.1. Mii Smifi Glutatyon-S-Transferazlar

GSTMI1 karaciger ve akciger hiicrelerinde eksprese edilir. Akciger kanserine
sahip amfizemli bireylerde ve ¢esitli agir sigara igicisi olan kronik bronsitli hastalarda
homozigot GSTM1 eksikliginin yiiksek oldugu bulundu [43]. GSTM1 delesyonu
gerceklesmis bireylerde akciger, mesane, kolon ve meme kanseri gelisme riskinin

arttig1 gosterildi [44].

GSTMI genetik varyasyonu, akciger kanseri de dahil olmak {izere goriiniiste
ilgisiz olmasina karsin bir dizi kanserle iligkilendirildi. Amfizem, siklikla akciger
kanseriyle birlikte bulunan yaygin bir akciger hastaligidir. GSTM1, sigara duman

bilesenlerinin detoksifikasyonu yoluyla bu tiir hasarlara kars1 koruma saglayabilir. Bu



genin polimorfizmi, bu nedenle, sadece akciger kanserine degil, diger akciger hastalig

formlarina da duyarlilig: etkileyebilir [45].
1.2.2. Teta Simfi Glutatyon-S-Transferazlar

GST Teta’nin GSTT1 ve GSTT2 olmak {izere 2 izoenzimi vardir ve % 55
aminoasit benzerlik gosterir. Gen delesyonu sonucu olusan GSTT1 eksikligi siklikla
gozlemlenir [46]. Beyaz irkta % 20 olarak bulunan GSTT1 diger irklarda % 16-64
arasinda degismektedir. GSTT1 in ile kolon kanseri arasindaki baglantiy1 arastiran 8
calismanin 4’tinde kanser riskinin arttigi bulundu [47, 48]. GSTT1 delesyonunun
GSTM1 ile baglantis1 birgok aragtirici tarafinda calisildi. Teorik olarak GSTTI1 ve
GSTML1 genlerini tasiyan bireyler kimyasal karsinojenlere kars1 daha hassastir [49].
1.3. Literatiir Ozeti

Polimorfik yapida olan ve ¢ok sayida maddeyi metabolize edebilme
kabiliyetlerinden dolay1 oldukea fazla ilgi ¢eken {i¢ gen ailesinden biri olan Glutatyon
S- Transferaz’dir. Bu enzimler detoksifikasyon enzimleri olduklar1 i¢in bu enzimlerde
molekiiler genetik mekanizmalar enzimini kodlayan genin bulunmamasi, genin
regiilator kisimlarinda olan mutasyonlardan dolay1 genin kaybolmasi veya zarar
gormesi, proteindeki dnemli gérev alan aminoasitlerin mutasyona ugramis olmasi ile
enzimin inaktivasyonu, proteindeki onem derecesi diisiik olan aminoasitlerin
mutasyona ugramis olmasi ve bunun sonucunda enzimin aktivitesinin degigmesi gibi
cesitli mekanizmalar ile belirlenir [50]. Yapilan bir ¢alismada GSTM1 ve GSTTI
polimorfizmlerinin hastaliga katkisin1 tahmin etmek i¢in yapilan ¢alisma sonucuna
gore, GSTM1 ve GSTT1 polimorfizminin KOAH duyarliligini arttirdig1 gosterildi.
Etnik kokene gore yapilan alt grup analizi, aralarinda yakin bir iliski oldugunu
gosterdi. GSTM1 delesyonu igin g¢alisilan her etnik kdokende KOAH duyarliligi,
GSTT]1 delesyonu i¢in ise sadece Asyali KOAH hastalari ile iligkisi oldugu belirlendi
[51]. Tayvan popiilasyonuna yénelik yapilan bir ¢alismada, GSTT1 igin null allel
frekans1 bulunmus, hasta grubu ve kontrol grubu allel frekanslar1 arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark saptanamamistir [52].

Hu ve arkadaslarinin yaptig1 etnik kdkenlere gore yapilan bir bagka analize gore
GSTM1 delesyonunun, her etnik kokende KOAH riski vardir, ancak GSTTI
delesyonu sadece Asya popiilasyonunda KOAH riski ile iliskili oldugu gosterildi [53].



Shukla ve arkadaslar1 Kuzey Hindistan popiilasyonunda 412 olguda (204 KOAH
hastast ve 208 saglikli kontrol) GSTMI1 bos polimorfizminin KOAH'a genetik
yatkinlikla yakin bir iliskisi oldugunu buldu [54].

Teramoto ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismaya gore proteaz-antiproteaz
dengesizligi ile ilgili genler ve oksidan-antioksidan dengesizligi, KOAH patolojisinin
gelismesine yol agabilir [55]. GSTM1 ve GSTT1 genleri de oksidan-antioksidan
dengesizligi ile ilgili genlerdendir, bu genlerdeki delesyonlar isleyis bozulmalarina

sebep verebilir.

Tkécova ve arkadaslarina gore oksidatif stres, hem akciger kanserinin hem de
kronik obstriiktif akciger hastaliginin (KOAH) gelisimine katkida bulunur.
Antioksidatif enzimler bu tiir hasarlara karsi koruma saglayabilir. Glutatyon S-
transferaz M1 ve T1 genlerinin genetik varyasyonlarindan aktif alellerin akciger
kanseri olan hastalarda KOAH gelisimine karsi koruyucu bir etkisi oldugu gosterildi
[56].

Castaldi ve arkadaslari tarafindan PubMed'de indekslenen ve tiim popiilasyonlari
kapsayan, KOAH ve genetik iizerine yapilan ¢alismalarinin sistematik bir incelemesi
ve meta-analizi gergeklestirilmistir. Yeterli veriye sahip 27 genetik varyant
belirlenmis ancak 23’linde sonuclar genetik etkileri tespit etmede yetersiz
bulmuslardir. Kantitatif meta-analiz sonucu GSTM1, TGFB1, TNF ve SOD3'te
KOAH duyarlilig: ile istatistiksel olarak anlamli iligki belirledi. Cesitli duyarlilik
analizlerinde, GSTM1 bulgusu saglam kaldigini belirlemislerdir [57].

Dimov ve arkadaglar1 Bulgar hastalar ve kontroller iizerinde yapilan vaka kontrol
calismalarinda GSTM1 ve GSTT1 gen polimorfizmlerinin KOAH riski ile iligkisini
inceledi. GSTM1 delesyon varligi i¢in dnemli bir vaka-kontrol fark: gézlendi (0.67'ye
kars1 0.36, p = 0.003), ancak GSTT1 i¢in gézlenmedi (0.13'e kars1 0.07, p = 0.364).
GSTMI1 delesyonu ile iligkili 3.60 kat artmis risk bulundu. Boylece, GSTM1’in
kalitsal yoklugunun KOAH ile iligkili bir faktor oldugu gosterildi [58].

Hemimi ve arkadaslar1 sigara igenlerde GST polimorfizmi ile KOAH yatkinlig:
ve siddeti arasindaki iliskiyi inceledi. Tiim denekler uzun yillar sigara i¢cmis veya hala
sigara icen kisilerdi. 140 KOAH hastasi ve 140 kontrol iizerinde yapilan ¢aligmada,
GSTML1 delesyonuna sahip sigara igenlerin ciddi tipte KOAH gelistirmeye daha



duyarli olduguna dair kanit sunmaktadir. Bununla birlikte, GSTT1 delesyonunda

anlaml farklilik gostermemektedir [59].

Bugiine dek yapilan ¢aligmalarda KOAH’in erkeklerde daha fazla goriildiigii
cesitli calismalarda dikkat c¢ekti. Pilar Carrasco-Garrido ve arkadaslari tarafindan
Ispanya’da KOAH hastalarinda yapilan bir calismaya 11711 kisi alinmis ve % 75,6

oraninda erkek hasta saptanmistir [60].



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal
2.1.1. Materyalin Temini ve Hazirlanis1

Bu calismada Keg¢ioren Egitim ve Arastirma Hastanesi Etik Kurulu tarafindan
alman etik kurul onayr dogrultusunda, Duatepe Polatli Devlet Hastanesi Go6giis
hastaliklar1 boliimiinde rutin kontrolleri yapilan ve calisma i¢in uygun kriterleri tagiyan
gontlliler belirlendi. Goniillilerden temin edilen kan numuneleri EDTA’I
laboratuvar tiiplerine alindi. Toplanan numuneler, uygun saklama ve nakil kosullar
gozetilerek 6n hazirlik ve birkac analizin yapilacagi Ankara Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Farmasotik Toksikoloji Arastirma Laboratuvari’na soguk zincir ile
nakledildi. Daha sonra numuneler yine soguk zincir ile hizli bir sekilde 6zel arag ile
Kirikkale Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Laboratuvarlarina getirildi.

Bu ¢alismada 36 hasta ve 14 kontrol kullanildi.
2.1.1.1. Biyolojik Numunelerin Hazirlanmasi

Duatepe Polatli Devlet Hastanesi Gogiis hastaliklari boliimiinden alinan ve
Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali
Aragtirma Laboratuvari’na getirilen EDTA’11 tiiplerdeki tam kan numunelerinden 6nce

RNA izolasyonu daha sonra cDNA sentezi yapildi.
2.1.1.2. Kandan DNA izolasyonu

Bu calisma da kit kullanimi yontemi ile CDNA sentezi gergeklestirildi.
Calismada cDNA sentezi i¢in 6nce RNA izolasyonu daha sonra izole edilen

RNA’dan cDNA sentezi gerceklestirildi.
2.1.1.3. RNA izolasyonu

Kandan RNA izolasyonu i¢in ECOPURE tam kandan RNA izolasyon Kiti
kullanildi. Kan numunelerinden RNA izolasyonu i¢in asagidaki prosediir uygulandi

[62].

1. RNAaz icermeyen bir mikrosantrifiij tlipiine 100 pL kadar pihtilagsmayan taze
kan aktarildi.
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10.

11.

Her 100ul tam kan 6rnegine 400 Ecol EcoPURE L.izis / Binding Buffer eklendi.
Pipetleyerek iyice karigtirildi ve daha sonra karisimin rengi kahverengimsi siyah
olana kadar vortekslendi (yaklasik 10 saniye).

Lizata 400 pl absolute mutlak (% 96-100) etanol eklendi ve 10 saniye boyunca
vorteksleyerek iyice karigtirildi.

Bir Toplama Tiipiine bir EcCOPURE Kolonu yerlestirildi ve adim 3'ten EcoOPURE
Kolonlarina 700 pl ornek aktarildi. Bir masa iistii mikrosantrifiijjde oda
sicakliginda 30 saniye maksimum hizda santrifiijlendi. Lizat hacmine bagh
olarak, 4. Adim gerektigi kadar tekrarland.

Akis1 bosaltin ve ECOPURE Kolonuna 400 pl Ecol EcoPURE Yikama Tamponu
1 eklendi. Bir masa iistii mikrosantrifiijde oda sicakliginda 30 saniye maksimum
hizda santrifiijlendi.

Akis1 bosaltin ve ECOPURE Kolonuna 500 pl Ecol EcoPURE Yikama Tamponu
2 eklendi. Bir masa tistii mikrosantrifiijde oda sicakliginda 30 saniye maksimum
hizda santrifiijlendi.

Kalan yikama tamponunu tamamen ¢ikarmak i¢in 200 pl flow ECOPURE Wash
Buffer 2 iriiniinii ECOPURE Kolonuna eklendi ve 2 dakika boyunca maksimum
hizda santrifiijlendi.

EcoPURE Kolonunu temiz bir RNaz icermeyen 1.5 mL mikrosantrifiij tiipliniin
tizerine yerlestirildi.

EcoPURE Kolon membraninin merkezine 30-50 ul EcoPURE Eliisyon Tamponu
eklendi ve 1 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

Bir masa istli mikrosantrifiijde oda sicakliginda 30 saniye maksimum hizda

santrifiijlendi.

EcoPURE Kolonunu atin ve saflagtirilan RNA'y1 kullanana kadar -20 °C'de

(birkag giin) veya -80 °C'de (uzun siireli depolama igin) saklandi.

izole edilen RNA, cDNAya ¢evrildi. Iyi bir cDNA sentezi i¢in yiiksek saflikta

RNA ile ¢alisildi. Elde edilen RNA’larin saflik dereceleri ve yogunluklari Nano-drop

cihaziyla kontrol edilip bir sonraki asama olan cDNA sentezine gegildi.

Yeterli genomik DNA eldesi i¢in minimum RNA miktar1 da hesaplanmali, bu

hesaplama yapilirken solid molekiiler materyalin PCR’da ¢ogalma indeksi tel iplikten

cift iplikli yapiya gececegi i¢in yaklasik 2 kat olacagi goz ardi edilmemelidir.
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2.1.1.4. cDNA sentezi

Izole edilen RNA’dan cDNA sentezi WizScript ™ cDNA Sentez Kiti (Yiiksek
Kapasite) prosediiriine gore yapildi [63].

1. Sentez dncesi mikrotiip i¢inde karisim hazirlama basamagi. (2X RT)

Tablo 2. 1. WizScript ™ cDNA sentez karigimi

Volume
Reagent without with
RNase Inhibitor RNase Inhibitor
10X Reaction Buffer 2yl 2l
20X dNTP mix 1yl 1yl
Random hexamer 2yl 2.l
WizScript™ RTase 1yl 1yl
RNase Inhibitor 0.5l
RNase free Water 4yl 3.5l
""""" Total | ol ] 10w

**Buz tlizerinde calisildi.

2. Revers Transkripsiyon Karigimi Hazirlama
A) Hazirlanan karisimdan 10 pL bir tiipe aktarildi.
B) Uzerine 10 pL RNA numunesi eklendi. RNA eklenmeden &nce 2-3 kez
pipetaj islemi yapildi.
C) Diisiik devirde, kisa siireli santrifiij ile hava kabarciklari elemine edildi.
D) RT (Revers Transkripsiyon) basamagina kadar bu karigimin bulundugu
tiip buz tizerinde bekletildi.

3. Revers Transkripsiyon

Tablo 2. 2. Uygulanan sicaklik zaman grafigi

Step 1 Step 2 Step 3 Step 4
Temperature (°C) 25 37 85 4
Time 10 min. 120 min. 5 min. 00
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*** Tablo 2.2.°de ki sartlarda PCR programi olusturularak hazirlanan karisimlara

uygulandi.

Elde edilen RNA ve cDNA’larin saflik dereceleri ve yogunluklari Nano-drop
cihaziyla kontrol edilip bir sonraki asama olan Quantitative-PCR (qPCR) siirecine
alindi. Ayrica Quantitative-PCR (qPCR) metodunda kullanilmak iizere elde edilen ve
ardindan uygun yogunluk ve saflik derecelerine sahip oldugu tespit edilen DNA
ornekleri -20°C soguk ortamda muhafaza edildi. GSTM1 ve GSTT1 i¢in uygun

primerler segildi.

2.1.1.5. PCR icin Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltilerin Hazirlanisi
o SYBR Green PCR Master Karisim (Power)

o EcoPURE tam kandan RNA izolasyon Kiti

. WizScript ™ cDNA Sentez Kiti (Yiiksek Kapasite)

o XTBE

. Agaroz

Cozeltiler ve hazirlanislari;

1. Antijen Retrival Cozeltisinin Hazirlanisi (0,01 M, pH: 6.0): 2,101 g sitrik asit
(A) 100 mL distile suda; 0,1 M 14,7 g sodyum sitrat (B) 500 mL distile suda
¢Oziildii. 27 mL A soliisyonundan, 123 mL B soliisyonundan alinarak 1500

mL’ye distile su ile tamamlandi.

2. 0,005 M Tris Tamponunun Hazirlanist: 60,55 g tris base, 85,20 g NaCl 500 mL
distile suda ¢oziiliir. 370 mL 1 M HCI eklenerek pH: 7,6’ya getirilip 1 L’ye
tamamlanir. (1 mL TBS 100 mL distile suyla diliie edilerek kullanildi.)

3. Antikor Yikama Cozeltisi: % 0.05 Tween-20 i¢eren PBS tampon kullanildi.

4. 6X Loading Dye: 10mM Tris-HCI (pH 7.6), 0.03 % bromofenol mavi, 0.03 %
ksilen siyanol, 60 % gliserol, 60mM EDTA (0.5M pH8.0) ¢ozeltileri ilave edildi.

5. Ethidium Bromide: ddH20 da(Stok ¢ozelti i¢in) ¢oziinmiis 10 mg/mL
Ethidium bromide 1:10.000 diliisyon ile ¢aligma (1pl her 10mL jel igin)
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6. 10X TBE: Tris Boric EDTA (0,5M pH7.5)-1/10 Diliisyon ile ¢aligmada 1X
olarak Agaroz Jel Elektroforezi asamasinda kullanildi.

2.1.1.6. Kullanilan Cihazlar

«» MIC gPCR (Magnetic Induction Cycler)
¢+ Thermal Cycler PCR (Techne-TCPLUS)

% Florometre (Invitrogen- Qubit)

¢+ Thermokarisimer (Tetra)

% Sogutmali Santrifiij (Hettich-Rotina)

+¢+ Sitospin cihazi (Thermo- Cytospin 4)

¢ Floresan Atagmanli Arastirma Mikroskobu (Leica 5000B)
¢ Isik Mikroskobu (Zeiss- Primostar)

¢+ Otomatik mikropipet seti (CAPP)

¢ Lamiar flow kabin (Ecco-Class Il)

+¢ Kit saklama dolabi1 (Efostar)

¢ Isiticili manyetik karistirict (Heidolph-MRHei)
¢ Vortex (Heidolph)

< Etiiv (Binder-ED53)

+» Ultra distile Su sistemi (Elga Purelab Optia)

% Otoklav (Hirayama HG-80)

¢ Buzdolab1 (Beko-9621)

+¢ Isiticili manyetik karistirict (IKA C-Mag H58)
% Ocak (Argelik021)

¢ -80 °C Buzdolab1 (GFL6485)

¢+ Meziir, beher, erlenmayer, balon joje (isolab)
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¢+ Multiwell plate (Roche)

¢ Pipet Tabancas1 (Eppendorf)
2.2. Yontem

2.2.1. PCR Yontemi

Bu calismada DNA kit ile izole edildi. Safliklar1 ve konsantrasyonlar
nanodrop ile 6l¢giimlenerek uygun diliisyonlara ayarlandi. Elde edilen genomik DNA,
calismamizda pattern olarak kullanild1 ve analizi yapilacak hedef bdlge i¢in uygun

primerler belirlenerek yine uygun konsantrasyonlarda PCR bileseni olarak dahil oldu.

Yapilan analiz esasina dayali bu bolgede olusan erime egrisi analizi
grafiklerindeki piklerin siddetinden yararlanilarak, elde edilen piklerin sinyalindeki
kayip durumlar1 “delesyon” miktar1 ile iliskilendirildi. Kayipsiz piklerin tamami
delesyon olmadigt, belirli orandaki kayiplar bir miktar delesyon oldugu ve son olarak
pikin en son esik noktasinin altinda veya tamamen kayboldugu durumlar ise genin
delesyon nedeniyle tamamen yok oldugu seklinde degerlendirildi. Bu durumun
sebebinin ayni yasam siireci i¢ginde veya bir onceki jenerasyondan eksik aktarim
olabilecegi diisiintildii. Cift pikler ise 6zgiil olmayan (non-spesifik) baglanmalar

isaret ettigi gz Oniine alind1 [51, 64].
2.2.1.1. Primerlerin Se¢imi ve Kontroliiniin Saglanmasi

Calismamizda elimizdeki uygun yogunluktaki CcDNA o6rneklerimiz
GSTM1ve GSTTL1 genine ait spesifik primer kullanilarak amplifiye edildi. Gen
bolgesinde ki delesyon tespiti i¢in kullanilacak primerlerin “blast” iglemleri NCBI
uluslararasi veri taban1 kullanilarak teyit edildi. Tm (Melting Temprature) degerleri
yine “NCBI Tool” lar1 kullanilarak hesaplandi ayrica ACt degeri ile mukayese edildi
ve kontrol amacli yapilan PCR “annealing” sicaklik degerleri bu sekilde ayarlanarak

PCR sistemi iizerinden uygulandi.

Ayrica GST-T1 bolgesi igin 89 baz ¢iftlik bolgeyi, GST-M1 bolgesi igin ise
75 baz ciftlik bolgeyi ¢ogaltma durumunun séz konusu oldugu yine NCBI veri

tabaninda ki “human genome” kismindan tespit edildi.

Amplifikasyon i¢in asagida verilen primerler kullanildi [66].
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Tablo 2. 3. Calismada kullanilan primerler

Primer ad1 Primer Dizisi

GSTT1 5-CAAGTCCCAGAGCACCTCACCTC-3' (forward)

GSTT1 5-GTGTGCATCATTGTGGCTT-3' (reverse)

GSTM1 5-TGCATTCGTTCATGTGACAGTATTCT-3'
(forward)

GSTM1 5'-GAGAGGAGACCGGGCACTCA-3' (reverse)

Bu bilgiler dogrultusunda segilen primerlerin kontrolii konvensiyonel PCR ve

elektroforez islemleri uygulanarak konfirmasyonu saglanmis oldu.

-
=
= -

[

[}

|

Sekil 2. 1. Calismamizda kullanilacak primerlerin elektroforez jel konfirmasyon

goruntiisu
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2.2.1.2. PCR Kosullan

Calismamizda MIC qPCR (Magnetic Induction Cycler) cihaz1 kullanildi. qPCR 6n
hazirlik asamasinda ki oranlar Tablo 2.4’de belirtildi. Tablo 2.5°de gosterildigi
sartlarda calisildi.

Tablo 2.4. qPCR asamasinda kullanilan oranlar

Reaktif / Soliisyon Hacim (pl)

SYBR Green PCR 10
Master Karisim (Power)

Primer (Forward) 0,8

Primer (Reverse) 0,8

cDNA 2(Total cDNA 100ng-50ng/pul)

DNAse/RNAse-free water 6,4

Toplam hacim 20

Tablo 2.5. qPCR Calisma sartlari

Asamalar Sicaklik & Siireler Dongiiler

Initial Denaturation

(On Denatiirasyon) P3°C, 5

Denaturation

(Denatiirasyon) o 1E

Annealing

° ’ 50 Dongii
(Yapisma) 58°C, 20 g

Extension

(Sentez) 72°C, 20

95°C, 5’
Acquisition 55°C, 1’
05°C, Acquisition asamasinin devami

Final Extension

(Final Sentez) 40°C, 10
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2.2.1.3. Sonuclanan Melting Curve’lerden Tm (Melting Temprature)

seviyelerindeki gPCR degerlerinin tespit edilmesi

qPCR asamasindaki aykiriliklari tespit etmek icin, beklenen Tm degerlerinden
daha 6nemli olarak ortaya ¢ikan Tm degerlerinin ortaya konulmasi icin, % 1,5’lik
agaroze jel hazirlandi. 2X 6 pl Loading Dye, 10 pul qPCR numunesine eklendi ve bu
numunenin 8ul’lik kismi kuyucuga yiiklendi. 1°C’den daha az veya daha fazla Tm
degerine sahip olan numunelerde beklenen baz biiyiikliikleri goriilmeyebilir. Bu
durum, Primer dimerleri, DNA kontaminasyonu veya farkli dimerizasyon iiretimi ile

agiklanmaktadir.

Sonug bilgilerinin giivenilirligini artirmasi agisindan, +1°C’den farkli Tm
degerlerine sahip numuneler ile c¢alismanin kalan kismina devam edilmesi
diistiniilmediginden bu numunelerin g¢ikarilmasi beklenmektedir. Bu nedenle bu

caligsma kapsaminda en uygun numuneler kullanildi.
2.2.1.4. Sonug Bilgilerinin Kontroliiniin Saglanmasi: Agaroz Jel Elektroforezi

% 1,5’lik agaroz jel; 200 mL 1XTBE ve 3 g Agaroz kullanilarak hazirlandu.
Jel karistmmna 1 mg/mL Ethidium bromide eklendi. Hazirlanan jel kuyucuklara
yiiklenen ve kontrol amacli olugturulan bu sisteme qPCR iiriinlerinden, Loading Dye
ile birlikte karisimdan 8 pl kadar her bir kuyucuga yiiklenerek, qPCR asamasinda ki
amplifikasyonun dogrulugu saglandi. Bu islem elektroforez gii¢ tinitesi igin; 110 V

ve ortalama 40 dakika siire ile gergeklestirildi.
2.2.1.5. Primerlerin Etkinligi

Primerlerin amplifikasyon etkinliginden emin olmak ic¢in primerler
kullanilmadan 6nce test edilmelidir. Giivenilir sonuglarin ortaya konmasi agisindan
bunun her test i¢in yapilmast olduk¢a dnemlidir. Primerlerin hangi kosullar altinda
optimize c¢alistigindan ve etkinliliginin gilivenilir oldugundan emin olmak
gerekmektedir. Primer kalitesi ve optimize edilmesi, sonu¢ giivenilirligi agisindan

referans olusturmaktadir.

En iyi diliisyon oraninin belirlenmesi agisindan cDNA’nin 1/5’in katlar
seklide (1:5,1:25,1:125,1:625) 4 kez dilisyon gerceklestirilerek, dillisyonsuz

konsantrasyon orani ile birlikte 5 farkli kontrol noktasinin olusturulmasi saglandi. Bu
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oranlar ile Tablo 6’da gosterilen primerler ile optimum oranlar belirlenerek tiim
numuneler i¢in uygun sonuglarin alinacagi oranlar belirlendi ve ¢alismaya bu oranlar

ile devam edildi.

Threshold cycle (Ct) oranlar1 ve diliisyonlarin logaritmasi ¢izelgesi etkinlik

oranlari su formiil kullanilarak hesaplandi;
E=107(-1/m)
E: Primer etkisi

m: Ct-log(Diliisyon) grafiginin egim orani

2.2.1.6. qPCR Verilerinin ACt ve AACt Analizi

Primer etkinlik oranlarina bagli kalarak, referans bir gen iizerinde ACt ve

AACt degerleri hesaplandi.

Bu analiz yoOntemi, analiz sonucu ortaya c¢ikan sonuglarin
degerlendirilmesinde ektedir. DNA panel deneyleri i¢in; Ct oranlariin
yonlendirilmesi ve arasinda ki iliski goz oniinde bulundurularak asagidaki formiil

kullanilarak ACt degerleri hesaplandi;

AACt degeri asagida ki formiil kullanilarak gerceklestirildi;
AACt =(E target 210D [ E o ACHTeD )

log 2(aacy)

E: Primer etkinligi

ACt(hedef): Kontrol (Heder) — Uygulama (Hedef)

ACt(ref): Kontrol (e — Uygulama (ref)

ACt =100z ( E (ref) Ct (ref) / E (Hedef) Cl(Heder) )

2.2.1.7. qPCR testinin analizinin yapilmasi i¢in verilerin ANOVA programiyla

degerlendirilmesi

ANOVA analizi her qPCR testinin analizinin yapilmast i¢in verilerin 6nemini

test etmek amaciyla kullanildi. Verilerin alinmasi ve kontrol edilen Tm degerlerinin
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tanimlanmasindan sonra, verileri ve analiz edilmek istenen gruplari igeren bir Excel

(.xIs) dosyast diizenlendi. Her bir ANOVA igerisine tanitilmak {izere etiketlendi.
Bu calismanin analizinde, genel fonksiyon diizenlenmesi kullanildi;

[P, ANOVATAB, STATS] = ANOVAL(X)

Gruplarin anlamlandirilmasindaki esitligin anlamlandirilmasin ki null allel
hipotezi igin P-seviyesi (P) raporlandirildi. Iki veya daha fazla veri grubunun
karsilastirilmasinda tek yonlii olarak ANOVAI1 programi kullanildi. Coklu test
karsilagtirmasinda MATLAB yaziliminda bulunan multicompare fonksiyonu
kullanildi.

Bu karsilastirma gruplarinda; hsd (honestly significant difference), Isd (least
significant difference) segenekleri ve sadece ¢oklu karsilastirma sorunlarina karsi

koruma saglamayan, t-test kullanildi.
2.2.1.8. DNA Panel Analizi

Calismada uygunlugu belirlenen KOAH go6zlemlenen 36 hastanin ve 14
kontroliin kan dokularindan ekstraksiyon ve purifikasyonu saglanan numuneleri ile bu
calisma yapildi. GSTM1 ve GSTT1 gen frekans1 degerlendirilen numuneler, DNA
izolasyonu Oncesi herhangi bir gruplandirmaya alinmadi. Numuneler sadece takibe
alman hastalarin diger verileri dogrultusunda gruplandirma yapilacag: diisiintilerek

degerlendirmeye alind1.

gPCR Verilerinin Istatistiksel Analizi yapilirken, genel olarak ANOVA test
degerlendirmek suretiyle DNA numunelerindeki GSTM1 ve GSTT1 e ait log2 (ACt)

degeri dogrulandi.
[ACt= Eff ~(reference Ct )/Eff ~(target Ct)]

Tiim bu analizler, ¢aligmanin karsilastirmali olarak degerlendirmeye alindi.
Numunelere ait parametreler ve genetik analiz sonuclar ile birlikte ¢alismanin

Bulgular boliimiinde degerlendirmesi yapildi.
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2.3. istatistiksel Analiz

Verilerin analizi amaciyla IBM SPSS Versiyon 25.0. (Armonk, NY: IBM Corp)
istatistik paket programi kullanildi. Hasta ve kontrol grubunda yer alan katilimcilarin
klinik ve demografik 6zelliklerini tanimlayan sayisal degiskenler ortalama =+ standart
sapma/standart hata olarak ifade edildi. Kategorize edilebilen degiskenler betimleyici

istatistiklerle hasta/kontrol sayisi (n) ve yiizde (%) olarak tanimlamasi yapildi.

Kategorik degiskenler arasindaki iliskilerin anlamlilik diizeylerinin belirlenmesi
amaciyla Ki-Kare (Chi square) testi kullanildi. Hasta ve kontrol grubundaki her bir
katilimcmin GSTM1 ve GSTT1 gen dozlar1 hesaplandi, genotipler ve delesyonlar
tablolarda ifade edildi. Allel frekanslarinin Hardy-Weinberg (HW) esitligine gore
uyumlulugu degerlendirildi. Popiilasyonlarin ilgili lokuslar bakimindan Hardy—
Weinberg genetik dengesinde olup olmadiklar1 Ki-Kare (Chi square) testi ve Fisher’s
exact test ile kontrol edilip ve degerlendirildi. p<0.05 diizeyindeki farkliliklar

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Hastalara Ait Genel Bilgiler

Calismamizda 36 hasta ve 14 kontrol olmak iizere toplam 50 olgu kullanildi.
Hasta grubumuzun % 16,7’sini kadinlar, % 83,3’ilinli erkekler olusturdu. Kontrol
grubu incelendiginde ise % 85,7’sinin kadinlar, 14,3’linlin erkeklerden olustugu
goriildii. Hasta grubunun yas ortalamas1 67,36 £ 1,16 iken, kontrol grubunun yas
ortalamasi 45.64+4.80 bulundu. Hasta grubunun % 22,2’si, kontrol grubunun ise %
50si aktif sigara igicisiydi. Hasta grubunun %77,8’1, kontrol grubunun ise % 50si
sigara kullanmamaktaydi. Hem hasta, hem de kontrol grubunda yer alan katilimcilarin

tamamui hi¢ alkol kullanmadiklarini1 beyan etti.

Hasta ve kontrol grubunun cinsiyete gore dagilimi gorsel olarak Sekil 3.1°de

gosterildi.
Cinsiyete gore dagihhm
90 85.7 83.3
80
70

Olgu sayis1 %
£

30
20 14.3
10
0
Hasta Kadimn Kontrol kadin Hasta erkek Kontrol erkek

Olgu tiirii

Sekil 3. 1. Hasta ve kontrol grubunun cinsiyete gore dagilimi

Hasta ve kontrol grubunda yer alan katilimcilarin demografik ve klinik

ozellikleri kategorize edilerek Tablo 3.1’de agiklandi.
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Tablo 3. 1. Hasta ve kontrol grubunun demografik 6zellikleri (n, %)

Kontrol
Degisken Kategori Grubu
n (%)
<65 14 (%38,9) 12 (% 85,7)
Yas >65 22 (%61,1) 2 (% 14,3) 0,008
Toplam 36 (%100) 14 (%100)
Kadin 6 (%16,7) 12 (% 85,7)
Cinsiyet Erkek 30 (%83,3) 2 (% 14,3) 0,00001
Toplam 36 (%100) 14 (%100)
Aktif icici 8 (%22,2) 7 (%50,0)
Sigara Kullanim  Kullanmiyor 28 (%77,8) 7 (%50,0) 0,085
burumy Toplam 36 (%100) 14 (%100)
Kullantyor 0 (%0) 0 (%0)
Alkol Kullanim Kullanmiyor 36 (%100) 14 (%100) 1,000
burumu Toplam 36 (%100) 14 (%100)

3.2. GSTML1 ve GSTT1 Polimorfizm Sonuglari

Hasta ve kontrol grubunu olusturan popiilasyonlarin GSTM1 ve GSTT1

genotipleri belirlendi ve sonuglar Tablo 3.2°de 6zetlendi.
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Tablo 3. 2. Hasta ve kontrol grubunun GSTM1 ve GSTT1 genotipleri

Kontrol
Toplam
Genotip Grubu
n(%o)
n (%)
0/0 - 1 (%7,14) 1 (%2,00)
GSTM1* 1/0 23 (%63,89) 2 (%14,29) 25 (%50,00)
1/1 13 (%36,11) 11(%78,57) 24 (%48,00)
Toplam 36 (%100) 14 (9%2100) 50 (%100)
0/0 14 (%38,89) 2 (%14,29) 16 (%32,00)
GSTT1* 1/0 4 (%11,11) 2 (%14,29) 6 (%12,00)
1/1 18 (%50,00) 10 (%71,42) 28 (%56,00)
Toplam 36 (%100) 14 (%100) 50 (%2100)

Tablo 3.2’ye gore;

GSTMI igin gen dozu orani 0,80 ve tizeri olan delesyon goriilmeyen 13 olgu
(% 36,11) gozlemlendi. 0,80 - 0,32 arasi gen dozu oraninda belirli oranda gen kaybi1
s6z konusu olan 23 olgu (% 63,89) bulundu. Gen dozu orani1 0,32 ve altinda yani
tamamen delesyona ugramis hasta bulunamadi. GSTM1 i¢in kontrol grubumuzda
delesyon gozlenmeyen 11 (% 78,57), belirli oranda delesyon gozlenen 2 (% 14,29) ve
delesyon gozlenen 1 (% 7,14) olgu bulundu.

GSTTI1 i¢in gen dozu orani 0,80 ve iizeri olan delesyon goriilmeyen 18 hasta
(% 50) gbzlemlendi. 0,80 - 0,36 aras1 gen dozu oraninda belirli oranda gen kaybi s6z
konusu olan 4 hasta (% 11,11) bulundu. Gen dozu oran1 0,36 ve altinda yani neredeyse
tamamen delesyona ugramis hatta kaybolmus 14 hasta (% 38,89) gozlemlendi. GSTT1
i¢in kontrol grubumuzda delesyon gézlenmeyen 28 (% 56), belirli oranda delesyon
gozlenen 6 (% 12) ve delesyon gozlenen 16 (% 32) olgu bulundu.
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Tablo 3. 3. Hasta grubunun gézlenen ve beklenen gen frekanslari
Gen Toplam (N) 1/1 1/0 0/0 % p
Gozlenen 0,3611 0,6389 -

GSTM1 36 6,0179 <0.05
Beklenen  0,4632 0,4348 0,1020

Gozlenen 0,5000 0,1111 0,3889

GSTT1 36 21,6224 <0.05
Beklenen  0,3080 0,4928 0,1971

Hasta grubunun gozlenen ve beklenen GSTM1 ve GSTT1 genotip frekanslari
karsilastirildi (Tablo 3.3).

GSTMI1 bakimindan hasta popiilasyonunda gdzlenen ve beklenen genotip
frekanslar1 arasindaki farklilik (x2 =6,0179) ile istatistik olarak onemli fark bulundu
(p<0.05).

GSTT1 bakimindan hasta popiilasyonunda gozlenen ve beklenen genotip
frekanslari arasindaki farklilik (y2 = 21,6224) ile istatistik olarak 6nemli fark bulundu
(p<0.05).

Tablo 3. 4. Kontrol grubunun gozlenen ve beklenen gen frekanslari
Gen Toplam (N) 1/1 i) 0/0 72 p

Gozlenen 0,7857 0,1429 0,0714
GSTM1 14 2,4307 <0.05
Beklenen 0,7347 0,2449 0,0204

Gozlenen 0,7143 0,1429 0,1429
GSTT1 14 46394 <0.05
Beklenen 0,6173 0,3367 0,0459

Kontrol grubunun g6zlenen ve beklenen GSTM1 ve GSTT1 genotip frekanslari
karsilagtirildi (Tablo 3.4).

GSTMI1 bakimindan kontrol popiilasyonunda gozlenen ve beklenen genotip
frekanslar1 arasindaki farklihik (¥2 = 2,4307) istatistik olarak 6nemli bulunmadi
(p>0.05).
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GSTT1 bakimindan kontrol popiilasyonunda gézlenen ve beklenen genotip
frekanslari arasindaki farklilik (}2 = 4,6394) ile istatistik olarak 6nemli bulunmadi
(p>0.05).

Tablo 3. 5. Hasta grubun GSTM1 genotiplemesi

Hasta Grubu Ornekleri GSTM1 gen dozu GSTM1 deletion junction
GSTM1* 1/0

37 0,71 +)
50 0,70 (+)
47 0,62 +)
31 0,58 (+)
16 0,56 )
38 0,55 (+)
28 0,53 (+)
30 0,48 (+)
36 0,48 (+)
17 0,43 +)
39 0,43 (+)
18 0,42 (+)
46 0,41 +)
33 0,41 (+)
29 0,40 (+)
34 0,38 +)
32 0,37 (+)
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43 0,37 +)
41 0,37 (+)
35 0,37 (+)
42 0,37 )
40 0,36 +)
48 0,32 (+)
Ort£SD 0,46+0,11

95% ClI 0,51-0,42

GSTM1* 1/1

22 1,19 )
26 1,14 )
25 1,14 )
15 1,05 )
20 1,03 )
19 1,01 )
23 0,98 )
45 0,96 )
21 0,94 )
44 0,93 )
49 0,85 )
27 0,82 )
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24 0,81 )

Ort+SD 0,99+0,12

95% CI 0,92-1,05

SD: standart sapma

% 95 CI: % 95 Confidence Interval: Giiven aralig1

Hasta grubun GSTML1 genotiplemesi ile ilgili gen dozu ve delesyon bilgileri
Tablo 3.5°te agiklandi. GSTMI1 igin gen dozu 0,32‘nin altinda olan ve tamamen
delesyona ugramis hasta bulunmadi (GSTM1* 0/0 ).

Tablo 3.6. Hasta grubun GSTT1 genotiplemesi

Hasta Grubu Ornekleri GSTT1 gen dozu GSTT1 deletion junction

GSTT1* 0/0

25 0,35 (+)
23 0,32 (+)
40 0,24 )
21 0,19 +)
43 0,16 )
42 0,11 )
48 0,10 +)
41 0,10 )
44 0,09 )
22 0,09 (+)
32 0,09 )
36 0,08 )
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37 0,06 +)
39 0,06 +)
Ort£SD 0,15+0,09

95% ClI 0,10-0,20

GSTT1* 1/0

26 0,79 (+)
47 0,76 +)
46 0,68 )
17 0,56 (+)
Ort+SD 0,700,10

95% ClI 0,59-0,80

GSTT1* 1/1

15 1,00 Q)
30 1,00 )
31 1,00 )
34 0,98 “)
19 0,94 )
29 0,93 )
33 0,92 Q)
50 0,91 )
38 0,91 )
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35 0,91 Q)
27 0,91 )
24 0,90 )
16 0,87 )
20 0,86 )
45 0,83 “)
28 0,83 )
18 0,82 Q)
49 0,82 )
Ort£SD 0,91::0,06

95% ClI 0,88-0,94

SD: standart sapma
% 95 CI: % 95 Confidence Interval: Giiven aralig1

Hasta grubun GSTT1 genotiplemesi ile ilgili gen dozu ve delesyon bilgileri
Tablo 3.6’da agikland.

Tablo 3. 7. Hasta grubunun cinsiyete gore GSTM1 genotiplemesi

Hasta Grubu Ornekleri GSTM1 gen dozu GSTM1 deletion junction
GSTM1* 1/0

Erkek

37 0,71 (+)

50 0,70 (+)

31 0,58 (+)

16 0,56 (+)
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38 0,55 (+)
28 0,53 (+)
30 0,48 (+)
36 0,48 (+)
17 0,43 (+)
39 0,43 (+)
18 0,42 (+)
46 0,41 +)
33 0,41 (+)
29 0,40 (+)
34 0,38 +)
32 0,37 )
43 0,37 (+)
35 0,37 (+)
48 0,32 +)
Ort+SD 0,47+0,11

95% ClI 0,42-0,52

Kadin

47 0,62 +)
41 0,37 +)
42 0,37 (+)
40 0,36 +)
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Ort+SD 0,43+0,13

95% ClI 0,30-0,56

GSTM1*1/1

Erkek

26 1,14 )
25 1,14 )
15 1,05 )
20 1,03 )
19 1,01 )
23 0,98 )
45 0,96 -)
21 0,94 )
44 0,93 )
27 0,82 )
24 0,81 )
Ort+SD 0,98+0,11

95% ClI 0,92-1,05

Kadin

22 1,19 )
49 0,85 )
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Ort+SD 1,02+0,24

95% ClI 0,69-1,35

SD: standart sapma

% 95 CI: % 95 Confidence Interval: Giiven araligi

Hasta grubun cinsiyete gore GSTMI1 genotiplemesi ile ilgili gen dozu ve

delesyon bilgileri Tablo 3.7’de a¢iklanda.

Tablo 3. 8. Hasta grubunun cinsiyete gore GSTT1 genotiplemesi

Hasta Grubu Ornekleri GSTT1 gen dozu GSTT1 deletion junction
GSTT1* 0/0

Erkek

25 0,35 (+)
23 0,32 +)
21 0,19 (+)
43 0,16 (+)
48 0,10 (+)
44 0,09 +)
32 0,09 (+)
36 0,08 (+)
37 0,06 +)
39 0,06 (+)
Ort+SD 0,15+0,11

95% Cl 0,09-0,22
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Kadin

40 0,24 (+)
42 0,11 (+)
41 0,10 +)
22 0,09 (+)
Ort+SD 0,1420,07

95% ClI 0,07-0,20

GSTT1* 1/0

Erkek

26 0,79 (+)
46 0,68 (+)
17 0,56 (+)
Ort+SD 0,68+0,12

95% ClI 0,54-0,81

Kadin

47 0,76 +)
Ort+SD -

95% ClI -

GSTT1*1/1

Erkek




15 1,00 )
30 1,00 )
31 1,00 )
34 0,98 )
19 0,94 )
29 0,93 )
33 0,92 )
50 0,91 )
38 0,91 )
35 0,91 )
27 0,91 )
24 0,90 )
16 0,87 )
20 0,86 )
45 0,83 )
28 0,83 )
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95% CI

SD: standart sapma

% 95 CI: % 95 Confidence Interval: Gliven aralig1

Hasta grubun cinsiyete gore GSTT1 genotiplemesi ile ilgili gen dozu ve

delesyon bilgileri Tablo 3.8’de agikland.
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kantitatif floresan deger grafikleri

Yapilan analiz esasina dayali bu bolgede olusan erime egrisi analizi
grafiklerindeki piklerin siddetinden yararlanilarak, elde edilen piklerin sinyalindeki
kayip durumlart “delesyon” miktar1 ile iliskilendirildi. Kayipsiz piklerin tamanu
delesyon olmadigi, belirli orandaki kayiplar bir miktar delesyon oldugu ve son olarak
pikin en son esik noktasinin altinda veya tamamen kayboldugu durumlar ise genin
delesyon nedeniyle tamamen yok oldugu seklinde degerlendirildi. Bu durumun
sebebinin ayni yasam siireci i¢inde veya bir Onceki jenerasyondan eksik aktarim
olabilecegi diisiiniilebilir. Cift pikler ise 6zgiil olmayan (non-spesifik) baglanmalari

isaret etmektedir [51].
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4. TARTISMA VE SONUC

KOAH akcigeri zayiflatan bir hastaliktir zamanla koétiilesir ve giinliik
aktiviteleri zorlastirir [51, 52]. Gilinimiizde KOAH teshisi yapilirken, 6zellikle
hastaligin ilk zamanlarinda bronsit ile karistirilabilir. Bu gibi durumlar1 6nlemek
amaciyla teshis icin bazi 6nemli biyobelirtegleri tanimlamak acil bir ihtiyactir ve
terapdtik stratejilere rehberlik edecektir [53].

KOAH ta prognostik 6neme sahip parametreler beden kitle indeks, alevlenme
siklig1, komobilite, ileri yas, yasam kalitesi vb. durumlar etkilidir. Tedavinin
yeterliligi, tedavi etkilerinin, varsa yan etkilerinin belirlenmesi, ek hastaliklarin yeterli
tedavi edilip edilmedigi, koruyucu oOnlemlerin alinip alinmadigir gibi durumlarda
incelenmelidir. Bu amagla yapilan etiyolojik faktorlerinde géz oniine alinmasi gerekir.
Bu faktorlerden biride sigara kullanimidir. Sigara i¢iminin kronik obstriiktif akciger
hastalig1 (KOAH) i¢in en 6nemli risk faktorii oldugu genel olarak kabul edilmektedir.
Sigara kullaniminin yayginlasmasi ile son yillarda KOAH hasta sayisinda artis
gozlemlenmistir. Kiiresel Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi Girisimi (GOLD)
yonergelerine gore, sigara i¢enlerin % 50 'sinde KOAH gelisir [61]. Bu ¢alismada ise
sigara kullanan kisilerin % 22,2 oldugu belirlendi (Tablo 3.1). Bu kisilerde
hastaliginin gelismesinde sigaran1 da KOAH ile iliskili ciddi solunum fonksiyon
bozuklugu gelistirdigi diisiiniilebilir.

Silverman ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada erkeklerde KOAH prevalans
oranlariny, tarihsel olarak daha yiiksek sigara igme oranlarina baglamislardir Bununla
birlikte, son birkag¢ on y1lda kadinlarda artan sigara igme oranlarini, kadinlarda giderek
artan KOAH oranlan ile iliskilendirmis ve ¢alismanin sonuglar1 kadinlarin siddetli
KOAH gelisimine daha duyarl olabilecegini gosterdi [62].

Hu ve arkadaslar tarafindan genetik kdkenlere gore yapilan bir baska analize
gére GSTM1 delesyonunu, her genetik kokende KOAH riski oldugunu ancak GSTT1
delesyonun Asya popiilasyonunda KOAH riski ile daha giiglii iliskili oldugunu 6ne
stirmislerdir [53]. Calismamizda kullanilan olgular Tiirk popiilasyonuna aittir.
GSTM1 deki belirli oranda delesyon sonuglart ile Tiirk popiilasyonu KOAH riski ile
iligkili arasinda bir korelasyon bulunmus ve bulgular dnceki ¢alismanin sonuglarini
desteklemistir. Calismada genetik kokenler farkli olsa da, hastaligin farkl

poptilasyonlarda da goriilebilecegi ve bu hastaligin risk faktorlerinin belirlenmesinde
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genlerdeki varyant degisikliklerinin belirlenmesi i¢in daha detayli caligmalarin
yapilmasinin 6nemli oldugunu gdstermektedir.

Zuntar ve arkadaslar1 Hirvat popiilasyonunda yaptiklar1 ¢alismada, KOAH
hastalar1 igerisinde, GSTM1 delesyonu (null-GSTM) olanlarin oranin1 % 50-55
araliginda tespit etmis; buna karsilik GSTT1 delesyonu olanlarin oran1 % 20 civarinda
belirlemislerdir [63]. Calismamizda hasta ve kontrol gruplarimizin toplam
degerlendirmesi sonucuna gore, GSTM1’de delesyon gozlenmeyenlerin oraninin
GSTT1’de delesyon gozlenmeyenlerin oranindan diisiik oldugunu gézlemledik. Bu
calisma kapsaminda GSTM1 de delesyon gézlemlenmezken, GSTT1 delesyonu %
38,89 olarak belirlenmistir (Tablo 3.2). Bu bulgular olgu sayilari ile iliskili olabilecegi
gibi, GSTT1’in etnik gruplar arasinda varyant farklilastigini gostermektedir. Bu
farklilasma DNA zincirindeki tek bir baz ¢iftinden kaynaklanabilecegi gibi, binlerce

baz ¢iftini de igeriyor olabilir.

Cheng ve arkadaslart GSTM1'in, polimorfik durumunun, yani genomdaki
eksikliginin amfizeme ve bu yolla KOAH'a yakalanma oranlarinda anlamli bir artiga
sebep oldugunu bildirmislerdir [64]. Misirlilar {izerine yapilan diger bir ¢alismada,
GSTM1 delesyonunun KOAH'll hastalarda % 53 civarindayken, kontrol grubunda
yaklagik % 27 oldugu tespit edilmistir. [65]. Hindistan popiilasyonu iizerinde yapilan
genis Olcekli arastirmada GSTM1 null polimorfizmi saglikli kontrollerle
karsilastirildiginda KOAH’l1 hastalarda, % 60 oraninda, anlamli olarak yiiksek
bulunmustur [66]. Calismamizda bu oranlar KOAH’I1 hastalarda GSTM1 % 63,89

iken kontrol grubumuzda % 7.4 seviyelerinde bulunmustur.

Kronik obstriiktif akciger hastaliginin (KOAH) gelisimine genetik yatkinlik,
enzimlerin aktivitelerindeki varyasyona bagli olabilir [67]. GSTM1 ve GSTTI
genleri, elektrofil bilesiklerinin glutatyon ile konjugasyonunu katalize eden
Glutatyon-S-Transferaz ailesinin enzimlerini kodlar ve bunlarin atilmasina yardimci
olurlar. Her iki gen de polimorfiktir ve enzim aktivitesi eksikligi ile iliskili kalitsal bir

silinme vardir [68].

Bu calismada ilk olarak GSTM1 ve GSTT1 gen polimorfizimleri 36 KOAH’I1
hasta ve 14 kontrolde qPCR metoduyla belirlendi. GSTM1 ve GSTT1 gen
polimorfizmlerinin KOAH hastaligindaki 6nemini tespit etmek amaci ile galisildi.

GSTM1 ve GSTT1 gen polimorfizimlerinin risk faktorii olabilirligi agisindan
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istatistiksel olarak degerlendirildi. qPCR sonuglarimiza gére GSTM1 kismi ve
GSTT1’de hem kismi hem de tamamen olusan delesyonun (Tablo 3.2) KOAH

olusumuna katki sagladigini diigiiniilebiliriz.

GSTM1 igin delesyon gézlenmeyen 13 hasta (% 36,11), belirli oranda gen kaybi
s6z konusu olan 23 olgu (% 63,89) bulundu. Neredeyse tamamen delesyona ugramis
hatta kaybolmus olgu gozlenmedi. GSTMI1 i¢in kontrol grubumuzda delesyon
gozlenmeyen 11 (% 78,57), belirli oranda delesyon gozlenen 2 (% 14,29) ve delesyon
gbzlenen 1 (% 7,14) olgu bulundu (Tablo 3.2).

GSTT1 igin delesyon goriilmeyen olgu 18 (% 50), belirli oranda gen kaybi s6z
konusu olan olgu 4 (% 11,11) ve neredeyse tamamen delesyona ugramis hatta
kaybolmus olgu 14(% 38,89) olarak belirlendi. GSTT1 igin kontrol grubumuzda
delesyon gozlenmeyen 28 (% 56), belirli oranda delesyon goézlenen 6 (% 12) ve
delesyon gozlenen 16 (% 32) olgu bulundu (Tablo 3.2).

Bu hastalikla miicadele etmek i¢in birgok arastirma yapilmasina ragmen,
antioksidan metabolizmasinin KOAH vakalarmin sikligi ve hastaligin seyrinde
toplam GST aktivite ve ifadesi [69, 70] ile GST izozimlerinin polimorfik profillerinin
rolleri ve ayrica, bunlarin biyobelirte¢ olarak kullanimi, farkli popiilasyonlarda
calisilan 6nemli konulardan biri olmustur [71, 72, 73]. Teramoto ve arkadaslari
yaptig1 calismada proteaz-antiproteaz dengesizligi ile ilgili genler ve oksidan-
antioksidan dengesizligi, KOAH patolojisinin gelismesine yol agabildigini rapor
etmislerdir [54]. GSTM1 ve GSTT1 genleri de oksidan-antioksidan dengesizligi ile
ilgili genlerdendir, bu genlerdeki delesyonlar isleyis bozulmalarina sebep verebilir.
Bu dengesizligi gidermek hastalikla iligkili O6liim oranini1 azaltmaya yardim

edebilecektir.
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Oneriler

GSTT1 polimorfizmleri ile Tiirk toplumunda KOAH gelisimi arasinda bir
iliski bulunmustur. Tiirk toplumunda Ankara bélgesine ait yapilan bu konuda yapilan
calismada sonuglarimizin karsilastirilabilecegi daha genis o6lcekli ¢aligmalarin
yapilmast gerekmektedir. Bu sayede Tiirk toplumunda elde edilebilecek sonuglar
diger toplumlarla karsilagtirilarak KOAH ve GSTT1 geni arasindaki iliski daha net
bir sekilde ortaya koyulabilecek ve hastalikla iligkili genetik etkenlerin
aydinlatilmasina katki saglanacaktir. Hastaligin genetik yoniiniin aydinlatilmasi ise
risk profili dikkate alinarak erken teshis saglanmasi, daha etkin ve kisiye 6zel tedavi
segeneklerinin gelistirilmesi gibi uzun vadeli hedeflerin gergeklestirilmesine olanak

saglayacaktir.
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