NOD2 (NUKLEOTID BAGLANMA VE OLIGOMERIZASYON DOMEYN 2)
GEN VARYANTLARININ KRONIK OBSTRUKTIF AKCIGER HASTALIGI (KOAH)
GELISiMi VE HASTALIGIN SIDDETI UZERINE ETKIiSININ ARASTIRILMASI
Fadime MUTLU iCDUYGU

TIBBi GENETIK ANABILiM DALI
DOKTORA TEZi

DANISMAN
Dog. Dr. Miijgan OZDEMIR ERDOGAN

Tez No: 2015-004

2015-Afyonkarahisar



TURKIYE CUMHURIYETI
AFYON KOCATEPE UNiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

NUKLEOTID BAGLANMA VE OLIGOMERIZASYON DOMEYN
2 (NOD2) GEN VARYANTLARININ KRONIK OBSTRUKTIF
AKCIiGER HASTALIGI (KOAH) GELiSiMi VE HASTALIGIN
SIDDETI UZERINE ETKISININ ARASTIRILMASI

Fadime MUTLU iCDUYGU

TIBBI GENETIK ANABILIM DALI
DOKTORA TEZI

DANISMAN
Dog. Dr. Miijgan OZDEMIR ERDOGAN

Bu tez Afyon Kocatepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi tarafindan BAP 13SAG.1.01
proje numarasi ile desteklenmistir

Tez No: 2015-004

2015- AFYONKARAHISAR



Afyon Kocatepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Genetik Anabilim Dali
gergevesinde yiiriitlilmiis olan bu ¢alisma, asagidaki jiiri tarafindan
Doktora Tezi olarak kabul edilmistir.
Tez savunmast tarihi: 07/05/2015

Ege Tip Fakiiltesi
Jiiri Bagkani

O

of. Dr. Fethi Surrt CAM
Celal Bayar Universitesi Afyon Kocatepe Universitesi
Uye Danigman

Ddg. Dr. Seving SARINC ULASLI Yr%.ééoc.Dr.Nuray VAROL
Afyon Kocatepe Universitesi Afyon Kocatepe Universitesi
Uye Uye

Tibbi Genetik Anabilim Dali Doktora programi &grencisi Fadime MUTLU
ICDUYGU’nun “NOD2 (Niikleotid baglanma ye, pligomerizasyon domeyn 2) gen
varyantlarimn  kronik obstriiktif akciger hastahg: (KOAH) gelisimi  ve
" hastah@in siddeti iizerine etkisinin arastirilmast.” baslikli tezi WS VS giinii saat
1;.3.90. de Lisansiistii Egitim ve Ogretim Smav Yonetmeligi’nin ilgili maddeleri

uyarinca degerlendirilerek kabul edilmistir.

Prof. Dr. Apdullah ERYAVUZ
Enstitii Miidiirii



ICINDEKILER

KABUL VE ONAY Lttt i

ICINDEKILER. ......cocuititiiectetee ettt sesae et en st s s st en et s s, iii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI.......cccoooviiiiiiieiicccee e, Vi

SEKILLER DIZINIL...coiiiiiiiiiceiiescececee et viii
CIZELGELER DIZINI.....cciiiiiiiiiiieccce e IX
Lo GIRIS ..ottt ettt ettt ettt ettt en s 1
1.1. Kronik obstriiktif akciger hastaligt (KOAH).........cccoovviiiieiiiiiiceces 1
1.1.1. KOAH Prevalansi.. ...t 2
1.1.2. KOAH MOIDIAIESI.....c.viiiiiiiiiiciiecs s 3
1.1.3. KOAH MOTAHTESI. ...t 3
1.1.4. KOAH’1n EKONOMIK YUK .ccuviiiiiiiiiiiiesiieiiee e 4
1.1.5. KOAH RiSK FaKtOTIEIT...eveivverierieieiiesiisiesiceie et 5
1.1.5.1. Genetik FaKtOrIer. . ...ccuiiuiiiiiiiieiie e 5
1.1.5.2. Ya$ V& CINSIYEL....coiiiiiiiiiiiiicii et 8
1.1.5.3. Akciger Biiylimesi Ve GeliSIMI......coveriiiiiieiiiiiinieneeee e 8
1.1.5.4. Cevresel FaKtOTIOT..........cciuiiiiiiiiie e 9
1.1.5.5. S0syoekonomik Statii.........ccccveieeriiiiiiieiieiesee e 10
1.1.5.6. Brongiyal Hiperaktivite..........cocveiiiiiiiiiiiiieesie e 10
1.1.5.7. KIonik BronSit......c.cooiiiieiiiiiiieiie ettt s 11
1.1.5.8. ENTEKSIYONIAL.......ccouiiieiicicc et 11
1.1.6. KOAH Patoloji, Patogenez ve PatofizyolOjiSi.........ccccuuvrinieiciincncncicee 11
1.1.6.1. KOAH PaOIOJISH....ccveeuieuiiiiiiiiisiesiieiieeeee et 12
1.1.6.2. KOAH PatOQgENEZI....c.uecuieiiieieciesie ettt ettt 12
1.1.6.2.1. INflamasyon.........cccceviriueveiiiicecteie ettt 13
1.1.6.2.2. OKSIOALIT SIIES......cviviiiiciiieiiecc e 14
1.1.6.2.3. Proteaz/Antiproteaz DENQESI........ccouiieieririiisesieieeie e 15
1.1.6.3. KOAH PatofizyOloJiSi.......cceiieiiiiiiiicciecece e 15
1.1.7. KOAH AIEVIENMEIETT. ..o 16
1.1.8. KOAH'ta Tani ve EVIeleME......cccociiiiiiiiicc e 17
T O 1 o O OO TP PPRTRPRRPPRI 17
1.1.8.2. EVIBIEME. ..o 17
1.2. KOAH ve Dogustan Gelen Immiin Sistem Reseptorleri............cccovvereuevevernnen. 18

1.2.1. NOD Benzeri Reseptorler (NLR) AleSi.....cceiiuieiiiiiieiiiiiieiicieesee e 20
1.2.2. NOD2'nin Molekiiler OZelliKIETi. ........cerururrrrrererereeeeececeeecececeeseceeceeeesesesseeees 21
1.2.3. NOD2 Sinyal YOolagl......cccoviiiiiiiiiiiiiiicic s 23
1.2.4. NOD2 Varyantlart ve HastalikIar............cccccoooiiiiiiiiiccccee 25
1.2.4.1. NOD2 Ve KOAH. . ...t 29

1.3, POHMOITIZIM e e s 31
1.3.1. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmleri (RFLP)...........ccccccovviiivennnnnn 31
1.4. Es Zamanlt PCR.......c.cooiiiii e 32



2. GEREC VE YONTEM........cccoceviiiiiiiiiiieiiitee s 39
P B € 1<) (1ol ) SO SUU RO PTOPR 39
2.1, 1. Materyal SECIMIL...c.vviiiiiieiiiie it e st siee sttt e bbb e e sib e e nn e e s ninee e 39
2.1.2. Calisgmada Kullanilan Cihazlar............cccccooiiiiiiiiiii e 40
2.1.3. Calismada Kullanilan Kimyasallar ve Sarf Malzemeler.............cccccocvveiinennnnn 41
2.1.4. Kullanilan Soliisyon ve Tamponlarin Hazirlanmast............ccccooveveiicniiicnnenn. 42
2.2, YONEMIET.....coiiiiiiiii i 42
2.2.1. Periferik Kandan DNA 1Z0lasyonu..............cccceviuiveiereineceesieeesece e 42
2.2.2. Rs2066844 Polimorfizmi i¢in PCR-RFLP Y 6ntemiyle Genotipleme............. 43
2.2.2.1. PCR KIS ettt e e e nnnne e 44
2.2.2.2. Thermal Cycler IS1 DONGUST.......ccvvviiiiiiiiiieiiii et 44
2.2.2.3. %2’lik Agaroz Jelde PCR Uriinlerinin Kontrolil............cccccouevevcveriiecvennnne. 44
2.2.2.4. ENZIM KESIMI ..ottt 45
2.2.3. Rs1077861 Polimorfizmi i¢in Eg Zamanli PCR Y 6ntemiyle Genotipleme.....46
2.2.3.1. Light Cycler FastStart DNA Master HybProbe i¢erigi..........cccovrverevrininnnns 47
2.2.3.2. Reaksiyon KarI§IMI......ccouiiiiiieiiiiesieeie e 47
2.2.3.3. LightCycler 480 cihazi i¢in Programlama Degerleri...........ccccvvviiiiiiinnnnnnn 47
2.2.3.4. Islem basamaKIari...........ccoeevevevcereieeeeieeeeeie e st en s, 48
2.2.4. Rs3135500 Polimorfizmi i¢in Es Zamanli PCR Yo6ntemiyle Genotipleme.....49
2.2.4.1. Light Cycler FastStart DNA Master HybProbe i¢erigi.........ccccovvrirvrivrnnnn. 49
2.2.4.2. Reaksiyon KariImMl.......cooueiiiiiiiiiieiie et 50
2.2.4.3. LightCycler 480 cihazi i¢in Programlama Degerleri............ccooveriiiiinnnnnne 50
2.2.4.4. Islem BasamakKIart...............ceiiiieeeeeiiee e es sttt 50
2.2.5. Istatistiksel DeZerlendirme. ..........ccvvcveverereiieeeieseeeeeseere e, 51
B BULGULAR. ..t bbbttt bbb 53
3.1. Rs2066844 (R702W) Polimorfizmine Ait Bulgular.............ccooeveiiiiiiiinnn, 55
3.1.1. Hasta ve Kontrol Gruplart Arasinda Rs2066844 Polimorfizmi Genotip ve
AL STKITKIATT. ..t sne e 55
3.1.2. Alevlenme Sikligina Gore Ayrilan Hasta Gruplar1 Arasinda Rs2066844
Polimorfizmi Genotip ve Allel SIKIKIArT.........cooiiiiiiiiiiiece e 56
3.1.3. Hava Akimu Kisitlamasina ve GOLD Kriterlerine Gore Evrelenen Hasta
Gruplart Arasinda Rs2066844 Polimorfizmi Genotip ve Allel Sikliklari.................. 56
3.1.4. Aile Oykiisii Olan ve Olmayan Hasta Gruplar1 Arasinda Rs2066844
Polimorfizmi Genotip ve Allel SIKIKIATT.........cooiiiiiiiiiiiiieee e 58
3.2. Rs1077861 ve Rs3135500 Polimorfizmlerine Ait Bulgular...............c..c.......... 59
3.2.1. Hasta ve Kontrol Gruplar1 Arasinda Rs1077861 ve Rs3135500
Polimorfizmlerinin Genotip ve Allel SIKIKIArt.........ccoooiiiiiiiiiiicieeccce 59
3.2.2. Rs1077861 ve Rs3135500 Polimorfizmleri ile KOAH Riski Arasindaki

TIESKL 1.t vttt 60
3.2.3. Alevlenme Sikligina Gore Ayrilan Hasta Gruplart Arasinda Rs1077861 ve
Rs3135500 Polimorfizmlerinin Genotip ve Allel Sikliklart..........c.cocooviiiiiiininnnnn 64

3.2.4. Hava Akimi Kisitlamasina ve GOLD Kiriterlerine Gore Evrelenen Hasta
Gruplar1 Arasinda Rs1077861 ve Rs3135500 Polimorfizmlerinin Genotip ve Allel
STKIIKIATT. .o s 64
3.2.5. Aile Oykiisii Olan ve Olmayan Hasta Gruplar1 Arasinda Rs1077861 ve
Rs3135500 Polimorfizmlerinin Genotip ve Allel Sikliklart...........cocoooviniiiiiinnnn 66



3.3. Yas, Sigara Igme Durumu, Alevlenme Siklig1, Sigara Igme Miktar1 (Paket-Y1l)

ve Polimorfizmlerin FEV1 Diisiisii Uzerine EtKiSi.........c.cocoevevreeirieeceeeereeenne, 67
4 TARTISMA ettt ettt ettt sb et e s aee e nbe e beenaee s 69
4.1. NOD2 geni rs2066844 (R702W) Polimorfizminin Degerlendirilmesi............... 71
4.2. NOD2 geni rs1077861 ve rs3135500 Polimorfizmlerinin Degerlendirilmesi....76
5. SONUC VE ONERILER.............cootiiiiiiiieiieeesieeeses s enesasn e, 83
OZET ..ot 85
SUMMARY L.ttt he et e st e st e e be st e s be e be e st e nbeebeeneenneenns 86
KAYNAKLAR . ..ottt sttt et be e sreeteenee e 87

OZGECMIS VE ESERLER LISTESI....ucuccoeeeeeenerenerseveeneerieieississinennnn. 106



Vi

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

o-1 Antitripsin: Alfa 1 Antitripsin (Alpha-1-Antitrypsin)

Bg¢ : Baz Cifti

BOLD : Obstriiktif Akciger Hastaliklar1 Yiikii Program1 (Burden of
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1. GIRIS

1.1. Kronik Obstriiktif Akciger Hastah@ (KOAH)

Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi (KOAH), tam olarak geri doniisiimlii olmayan
hava akimi kisitlanmasi ile karakterize, dnlenebilir ve tedavi edilebilir bir akciger
hastaligidir. Hava akimi kisitlanmasi, zararhi partikiil ve gazlara kars1 akcigerler ve
havayollarmin verdigi artmis kronik inflamatuar yanitla iliskilendirilmekte ve
ilerleyici sekilde seyretmektedir. Alevlenmeler ve eslik eden diger problemler ise
hastaligin siddetini etkilemektedir. Kronik inflamasyonun yol agtig1 akciger
parankim yikimi gibi yapisal degisiklikler ve kii¢iilk hava yollarindaki daralma
akciger esnek geri ¢ekilme basincinin diismesine neden olmaktadir. Bu degisimler
ise, soluk verme boyunca hava yollarinin agik kalma kabiliyetinin azalmasi ile son
bulmaktadir. Ozetle KOAH taki kronik hava akimi kistlanmasina neden olan temel
degisiklikler, kiigiik hava yollar1 hastalig1 (obstriiktif bronsiolit) ve parankimal yikim
(amfizem) olmakla birlikte, bunlarin hastalik olusumuna etki oranlar kisiden kisiye
farklilik gostermektedir. Sekil 1.1°de KOAH’taki hava akimi kisitlanmasinin altinda
yatan mekanizmalar 6zetlenmistir (GOLD, 2013; Lee ve ark, 2014; Molfino ve ark,
2007; Sethi ve ark, 2012).

Kiiglik Havayollan Hastalg Parankimal Yikim

Havayolu inflamasyonu Alveolar Yapilanin Kayh
Havayolu Fibrozu; luminal daralma Elastik Gericekilimin Azalmas
Artris Havayolu Rezistans

HAVA AKIMI KISITLANMASI

Sekil 1.1: KOAHtaki hava akimi kisitlanmasinin altinda yatan mekanizmalar (GOLD 2013
kaynagindan uyarlanmisgtir).



1.1.1. KOAH Prevalansi

Mevcut KOAH prevalans bilgileri, arastirma metodlar1, tani kriterleri ve analitik
yaklasimlardaki farkliliklardan dolayr belirgin gesitlilik gdstermektedir. Ornegin
Halbert ve arkadaslarinin yaptig1 meta-analizde, farkli ¢alismalara ait verilerin ¢ogu,
yetiskin populasyonun %6’sindan daha azinin KOAH’l1 oldugunu gostermektedir
(Halbert ve ark, 2006). Bu veriler tani almamis bir ok KOAH’I1 hastanin olduguna

isaret etmektedir (Van den boom ve ark, 1998).

Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization) “WHO” 2005 yil1 verilerine
gore diinya genelinde KOAH tanmili 65 milyon insan bulunmaktadir
(http://www.who.int/respiratory/copd/burden/en/). Bin dokuz yiiz doksan ve 2004
yillar1 arasinda 28 iilkede yapilan ¢alismalarin meta-analizi ve Japonlarda yapilan ek
bir ¢alisma, KOAH prevalansinin sigara igenler ve ge¢miste sigara i¢enler arasinda
igmeyenlere, 40 yas iizerinde olanlarda 40 yas altinda olanlara ve erkeklerde
bayanlara kiyasla farkedilir sekilde yiiksek oldugunu ortaya koymustur (Fukuchi ve
ark, 2004; Halbert ve ark, 2006).

Obstriiktif Akciger Hastaliklar1 Yiikii Programinin (Burden of Obstructive Lung
Disease) “BOLD” diinyanin baz1 bolgelerinde yaptigi bir arastirma, hi¢ sigara
kullanmamig olanlar arasinda prevalansin %3-11 oldugunu gostermistir (Buist ve ark,
2007). Yine BOLD calismasina gore, diinya genelinde 40 yas tstii erkeklerde KOAH
prevalansi %35,7 ile %23 arasinda degisirken, bayanlarda %4,2 ile %20,7 arasinda
degismektedir. BOLD Tirkiye (Adana) pilot calismasi sonucuna goére, bu oran
erkekelerde %219,8 iken, bayanlarda % 9,1 olarak bildirilmistir (Burney ve ark,
2014). Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiitii (Organisation for Economic Co-
operation and Development) “OECD” tarafindan 2012 yilinda yayinlanan bir
calismada ise tlkemizde 15 yas ve tlizerinde KOAH prevalanst %6,2 olarak
bildirilmis olup, bu deger calismada yer alan diger Avrupa tilkeleri iginde en yiiksek
yiizdeyi temsil etmektedir (http://www.oecd-
ilibrary.org/docserver/download/8112121ec019.pdf?expires=1402165552&id=id&ac



cname=guest&checksum=CBF46195613E8063CF9A2496BA3C108E). Ulkemizde
KOAH prevalansiin arastirildigi Kocaeli’nde yapilan bir ¢calismada (Arslan ve ark,
2013) 40 yas tistii bireylerde doktorlar tarafindan tanist koyulmus KOAH prevalansi
% 8,9, Malatya’da yapilan bir ¢alismada (Gunen ve ark, 2008) ise %7,9 olarak
bildirilirken, Kocaeli’nde yapilan ¢alismada spirometre sonuglari dikkate alindiginda

bu oran %13,3’e yiikselmistir.

1.1.2. KOAH Morbiditesi

Morbidite ile ilgili eldeki Ol¢limler, hekim ziyaretleri, acil servis basvurular1 ve
hastane yatiglarindaki verilere dayanilarak yapilmaktadir. Her ne kadar morbidite
parametrelerini igeren veriler, mortalite verilerinden daha sinirli ve daha az giivenilir
olsa da, eldeki sinirli veriler morbiditenin yasla beraber arttigina isaret etmektedir
(Fukuchi ve ark 2004; Menezes ve ark, 2005; Schirnhofer ve ark, 2007). KOAH’a
bagli morbidite kardiyovaskiiler hastaliklar, iskelet- kas hastaliklar1 ve diyabet gibi
KOAH’la iliskili diger komorbid kronik hastaliklardan etkilenebilir. Ayrica bu
komorbid hastaliklarin kisinin saglik durumu ve KOAH tedavisi iizerine de etkisi
olabilmektedir (GOLD, 2013).

1.1.3. KOAH Mortalitesi

Mortalite bilgilerinin giivenilirligi halen tan1 almamis KOAH olgularindan olumsuz
sekilde etkilenmektedir. Ayrica primer O6liim nedeni olmasma ragmen, KOAH
genellikle dolayli 6lim nedeni olarak bildirilmekte veya hi¢ bildirilmemektedir.
Buna karsin bir¢ok iilkede KOAH en yaygin 6liim nedenleri arasinda yer almaktadir.
WHO 2011 verilerine gore diinya genelinde 6liim nedenleri siralamasinda KOAH 4.

sirada yer almaktadir (Sekil 1.2.) (http://who.int/mediacentre/factsheets/fs310/en/).



Diinya genelinde ilk 10 da yer alan Glim nedenleri

2011
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Alt Solunum Yolu 3.2 milyon
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Diyabet :- 1.4 milyaon
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Sekil 1.2: WHO 2011 verilerine gore diinya genelinde ilk 10’da yer alan 6liim nedenleri.
(http://who.int/mediacentre/factsheets/fs310/en/ kaynagindan uyarlanmistir)

Kiiresel hastalik yiikii ¢aligmasinin yaptig1 bir projeye gore diinya genelinde
1990 yilinda KOAH 6. 6liim nedeni olarak bildirilirken, 2020 yilinda 3. 6liim nedeni
olacag1 tahmin edilmektedir. Daha yeni bir projede ise 2030 yilinda 4. 6liim nedeni
olacag ongoriilmektedir (Mathers ve Loncar, 2006). KOAH mortalitesindeki bu artis
temel olarak sigara igme oranindaki artisa, diger hastaliklardan (iskemik kalp
hastaliklar1 ve enfeksiydz hastaliklar gibi) kaynaklanan o©liim oranlarindaki

azalmalara ve diinya niifusunun yaglanmasina baglanmaktadir (GOLD, 2013).

1.1.4. KOAH’m Ekonomik Yiikiu

KOAH’1n neden oldugu ekonomik yiikiin olduk¢a fazla oldugu bildirilmistir. Avrupa
Birligi’nde respiratuar hastaliklarin direkt maliyetinin, toplam saglik harcamalarinin
%6’s1n1 olusturdugu tahmin edilmektedir. KOAH maliyeti ise 38.6 milyar euro ile
respiratuar hastaliklarin maliyetinin %56’sma karsilik gelmektedir (ERS, 2003).
Amerika’da KOAH’mn direkt maliyetinin 29,5 milyar dolar, dolayli maliyetinin ise
20,4 milyar dolar oldugu bildirilmistir. KOAH alevlenmelerinin giderleri, genel

hastalik giderleri i¢inde en biiylik paya sahiptir. Ayrica hastalifin seyrine bagh



olarak degismekle birlikte, ileri evrelerdeki hastalarin giderleri hafif evredeki
hastalarinkinden daha fazladir. Gelismis iilkelerde KOAH’in medikal giderleri,
hastalarin ve hasta yakinlarinin ¢alisamamasindan kaynaklanan igyeri ve evdeki

iretkenligin diismesinden daha 6nemsiz bulunmaktadir (GOLD, 2013).

1.1.5. KOAH Risk Faktorleri

KOAH risk faktorleri arasinda genetik faktorler, 6zellikle sigara dumani olmak tizere
cevresel faktorler, yas, cinsiyet, akciger biiyiimesi ve gelisimi, sosyoekonomik statii,
bronsiyal hiperaktivite, kronik bronsit ve enfeksiyonlar yer almaktadir. Diinya
genelinde belirlenen en yaygin risk faktorii sigara dumamidir (GOLD, 2013).
Bununla birlikte benzer sigara igme Oykiisiine sahip kisilerin bir kisminda KOAH
gelisirken bir kisminda gelismemektedir. Bu durum, genetik yatkinliktaki
farkliliklarin = sigara dumani ve c¢evresel faktorlere maruziyetin etkilerinin
degismesine neden olmasi ile agiklanabilir. KOAH risk faktorlerinin birbirleriyle

etkilesim halinde oldugu diistiniilmektedir (Umut S., Erding E., 2008)

1.1.5.1.Genetik Faktorler

KOAH’1in genetik bilesenlerini belirlemek amaciyla yapilan ¢ok sayida g¢alisma
bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda, arastirilan genler arasinda ¢ogunlukla inflamatuar
yolakta rol alanlar, proteaz/antiproteaz dengesinden sorumlu olanlar ve oksidatif
stresle iligkili genler yer almakla birlikte, KOAH’la iligkili diger yolaklarda gorev
alan genler de arastirilmistir (Bosse Y., 2012; Vijayan V.K. 2013 ).

Alfa 1 Antitripsin (a-1 Antitripsin) eksikligi 6zellikle genglerde KOAH’m
genetik nedenlerinden biri olup, 14931-32.3’de lokalize olan Serpin Peptidase
Inhibitor, Clade A Member 1 (SERPINA1L) genindeki mutasyondan
kaynaklanmaktadir.  (Gooptu ve ark, 2009) Yapilan calismalarda KOAH’l1



bireylerin %1-2’sinde a-1 Antitripsin eksikligi bildirilmistir (Stoller ve Aboussouan,
2012).

Yapilan genom c¢apli iliskilendirme caligmalariyla (Genome-Wide Association
Studies) “GWAS”, KOAH’a yatkinlikla iligkili 3 lokus [Cholinergic Receptor,
Nicotinic, Alpha (CHRNA3/CHRNA5)/  Iron-Responsive  Element-Binding
Protein (IREB2), Hedgehog Interacting Protein (HHIP) ve Family With Sequence
Similarity 13, Member A (FAM13A)] belirlenmistir. (Pillai ve ark, 2009; Cho ve ark,
2010; Bosse Y., 2012) Son donemde ise 19q13 de lokalize Ras-Related GTP-Binding
Protein 4b (RAB4B), Egl-9 Family Hypoxia-Inducible Factor 2 (EGLN2), Melanoma-
Inhibiting Protein (MIA) ve Cytochrome P450, Family 2, Subfamily A, Polypeptide 6
(CYP2AG6) genlerini iceren yeni bir lokus bildirilmistir (Cho ve ark, 2012).

Pulmoner fonksiyon iizerinde yapilan ¢alismalarla Birinci Saniyedeki Zorlu
Ekspiratuar Hacim (Forced Expiratory Volume in 1. Second) “FEV1” ile iliskili ii¢
ve Birinci Saniyedeki Zorlu Ekspiratuar Hacim/Zorlu Vital Kapasite (Forced
Expiratory Volume in One Second/Forced Vital Capacity) “FEV1/FVC” ile iliskili
iki 6nemli lokus rapor edilmistir. Bunlardan FEV1’le iligkili olanlar 2q35°de
lokalize Tensin 1 (TNS1), 4924°’de lokalize Glutathione S-transferase, C-terminal
Domain (GSTCD) ve 5933’de lokalize Hydroxytryptamine (Serotonin) Receptor 4
(HTR4) iken, FEV1/FVC ile iliskili olanlar 6p21°de lokalize Advanced
Glycosylation End Product-Specific Receptor (AGER) ve 15q23’de lokalize
Thrombospondin, Type I, Domain Containing 4 (THSD4) genidir (Repai ve ark,
2010).

Baska bir GWAS ile yine FEV1/FVC oram ile iliskili Tek Niikleotid
Polimorfizmlerinin (Single Nucleotide Polymorphism) “SNP” lokalize oldugu daha
once belirlenmemis 7 lokus bildirilmistir. Bunlar 6q24’de lokalize G Protein-
Coupled Receptor 126 (GPR126), 5q33’de lokalize A Disintegrin And
Metalloproteinase 19 (ADAM19), 6p21°de lokalize Advanced Glycosylation end
Product Receptor (AGER) ve Palmitoyl-Protein Thioesterase 2 (PPT2), 4q22’de
lokalize Family With Sequence Similarity 13, Member A (FAM13A), 9q22°de



lokalize Patched Homolog 1 (PTCH1), 2936°da lokalize phosphotyrosine interaction

domain containing 1 (PID1) ve 5q33°de lokalize Hydroxytryptamine (Serotonin)

Receptor 4 (HTR4) genleridir. Diger taraftan 4924’de yer alan Integrator Complex
Subunit 12 (INTS12), glutathione S-transferase, C-terminal domain (GSTCD) ve
Nephronectin (NPNT) genleri de FEV1’le iliskili bulunmustur (Hancock ve ark,
2010). Akciger fonksiyonundaki diisme ile iligkili ilk GWAS’da ise Deleted In
Lymphocytic Leukemia (DLEU7) genini de i¢eren 13q14.3’deki bir lokusun FEV1
dugiiklugi ile siki iligkili oldugu bildirilmistir (Imboden ve ark, 2012). Sekil 1.3.’de

Bosse Y. tarafindan hazirlanmis derlemede yer alan, KOAH’la iliskisi arastirilan

genler ve bu iliskilerin dogrulandig1 ¢caligma sayilar1 goriilmektedir (Bosse Y., 2012).
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iliskinin Desteklendigi Calisma Sayisi
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Calisma
AGER HSP9OABL | A2M GCLM NQO1 AQP5 (2) TP53 (2) ACE (6) ADRB2 (12)
CASPS HSPAIA ALOX5AP  GSTCD NR3C1 CD14 (2) ABCC1(3) | ADAM33 (6) TGFB1 (13)
ccL17 HSPALB BCL2 GSTO1 0GG1 CYP1A2 (2) CTLA4 (2) IL1B (6) GSTML1 (16)
ccL2 HSPALL BDKRB2  GSTO2 OR4X1 CYP2E1 (2) EDN1 (3) IL6 () GSTP1 (16)
CFLAR HSPAS CASP10 HCK PDE4D DEFBL1 (2) HHIP (3) CFTR (7) SERPINAL (19)
COL6AS  IL11 CAT HTR4 PPARG ELN (2) IFNG (3) HMOX1 (7) TNF (20)
CXADR  IL13RA2 cCL5 IL12B PTEN HLA (2) IL4 (3) IL10 (7) EPHX1 (25)
CYP181 ITGB5 CCR2 IL13RAL PTGDR IL4R (2) MMP1 (3) SERPINA3 (7)
CYP2D6 JAK3 CD40 IL17F SFTPA2 IREB2 (2) SFTPD (3) SFTPB (7)
DCN KCND2 CD63 IL1IA SFTPC LTBP4 (2) SOD2 (3) SOD3 (7)
DNAJBL  MAP3K5 CD86 IL2 SIRT2 MBL2 (2) TIMP2 (3) GC (8)
EDNRA miR-146A CDC6 1L27 SLC11A1 | MSR1 (2) VDR (3) MMP9 (8)
FGA MRPL44 CDKN1A ILS SLC6A4 NFE2LS (2) ILIRN (4) SERPINE2 (8)
FGB ORMDL3 CH13L1 L8 SMAD3 PLAUR (2) MMP12 (4) GSTT1 (9)
FGG PTGES3 CLCAL ILSRA smoc2 | pres2(2) NOS3 (4) 1L13 (9)
FKBP4 RARES2 COL4A3 IL8RB SOX5 SFTPAL (2) 15024/25 (5)
FKBP5 SCGB1A1 CRP KCNMB1  STAT1 TBXAZ2R (2) LTA (5)
FLCN SOD1 CSF2 KEAP1 STAT3 TLR4 (2)
GABPA TBX21 CSF3 LEP STAT6
GPX1 THSD4 CTSS LEPR STIP1
GSTM3 TLR2 CYBA LTA4H TGFBR3
HDAC2 TLR6 CYP2F1 MICB TIMP1
HDAC5 TLFRSF1A | CYP3A5 miR196a2  TNS1
HSP90A1  TLFRSF1B DEFB4A miR-499 TRPV4
EDNRB MMP14 TSLP
ESR1 MMP2 VEGFA
FAM13A MMP3 XRCC1
FGF10 NAT2 XRCC5
GCLC NFKBIB

Sekil 1.3: KOAH’la iligkisi arastirilan genler ve bu iliskilerin dogrulandigi ¢alisma sayilari
(Bosse Y., 2012 kaynagindan uyarlanmustir.



1.1.5.2. Yas ve Cinsiyet

Yas, KOAH igin siklikla risk faktorleri arasinda sayilmakla birlikte, KOAH’a neden
olabilecek unsurun yaslanmanin direkt olarak kendisinden mi, yoksa yaslanmayla
birlikte risk faktorlerine maruziyetin artmasindan mi kaynaklandigi heniiz
anlagilamamistir. Gegmiste yapilan calismalarin ¢ogunda, KOAH prevalans ve
mortalitesinin erkeklerde kadinlara nazaran daha fazla oldugu gosterilmistir
(http://www.nhlbi.nih.gov/resources/docs/cht-book.htm; Mannino ve ark, 2002).
Gelismis iilkelerde yapilan c¢alismalar ise, muhtemelen sigara i¢cme
aliskanliklarindaki degisikliklere bagli olarak prevalansin erkek ve kadinlarda hemen
hemen ayni oldugunu ortaya koymustur. Hatta bazi c¢alismalarda kadinlarin sigara
dumaninin etkilerine erkeklerden daha yatkin oldugu bildirilmistir (Foreman ve ark,
2011; Lopez Varela ve ark, 2010; Silverman ve ark, 2000; Sorheim ve ark, 2010).

1.1.5.3. Akciger Biiyiimesi ve Gelisimi

Akciger biiyiimesi, hamilelik ve dogumdaki siiregler ile ¢ocukluk ve yetiskinlikteki
maruziyetlerle iliskilidir (Barker ve ark, 1991; Todisco ve ark, 1993). Akciger
fonksiyonundaki azalma spirometre ile 6lgiilerek, KOAH gelisme riski olan bireyler
belirlenebilir (Stern ve ark, 2007). Hamilelik ve ¢ocukluk donemi boyunca akciger
bliylimesini etkileyen herhangi bir faktér, bireyde KOAH gelisme riskini artirabilir.
Yetiskinlikteki FEV1 ile dogum kilosu arasinda pozitif bir iliski oldugu meta-
analizlerle gosterilmistir (Lawlor ve ark, 2005). Yine erken c¢ocukluk doneminde
gecirilen akciger enfeksiyonlarinin, akciger biiylimesi tizerinde etkili oldugu
bildirilmistir (GOLD, 2013). Baska bir calismada ise, “cocukluk ¢agi dezavantaj
faktorleri” olarak adlandirilan tiim bu olumsuzluklarin, erken yetiskinlikteki akciger
fonksiyonlar1 iizerine etkisinin, yogun sigara i¢imi kadar Onemli oldugu rapor

edilmistir (Svanes ve ark, 2010).



1.1.5.4. Cevresel Faktorler

Diinya genelinde KOAH i¢in en yaygin sekilde belirlenen risk faktorii sigara
kullanimidir. Sigara igenler, igmeyenlere kiyasla respiratuar semptomlar ve akciger
fonksiyon bozukluklar1 icin daha yiiksek bir prevalansa, artmig yillik FEV1 diistis
oranina ve yiiksek KOAH mortalite oranina sahiptir (Kohansal ve ark, 2009).
Titiinlin diger tiplerinin de (puro, pipo, marihuana, nargile) KOAH i¢in risk faktorii
oldugu bilinmektedir (Raad ve ark, 2011; Tan ve ark, 2009; GOLD, 2013; Tetrault
ve ark, 2007). Yine sigara dumanina pasif maruziyet, akcigerler tarafindan inhale
edilen toplam partikiil ve gaz miktarinin artmasindan dolay1 respiratuar semptomlarin
ve KOAH gelisiminin nedeni olabilir
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/books/NBK44324/?report=reader#!po=16.6667;

Eisner ve ark, 2005). Hamilelik sirasinda sigara igmek, uterusta akciger biiyiime ve
gelisimini etkileyerek ve immiin sistem degisikliklerine neden olarak fetiis i¢in risk

olusturabilir (Holt ve ark, 1987; Tager ve ark, 1995).

Organik ve inorganik tozlara, kimyasal ajanlara ve dumanlara maruziyeti iceren
mesleki maruziyet, yeterince 6nemsenmemis bir risk faktoridir (Trupin ve ark,
2003; Matheson ve ark, 2005; Hnizdo ve ark, 2004). Amerikan toplumu {izerinde
yapilan ve 35-70 yagslar1 arasinda 10.000 yetiskinin dahil edildigi Ulusal Saglik ve
Beslenme Inceleme Arastirmasi 111 (The National Health and Nutrition Examination
Survey) “NHANES I11I” ’de mesleki maruziyet nedenli KOAH’n, ¢aligmaya dahil
edilenlerin = %19,2°sini olusturdugu ve bunlarin da %31,1’inin sigara igmedigi
bildirilmistir (Hnizdo ve ark, 2002).

Odun, hayvan giibresi, tahil artiklart ve komiir genellikle direkt olarak veya
fonksiyonel olmayan basit sobalarda yakildigi i¢in, yiiksek seviyelerde i¢ mekan
hava kirliligine neden olabilmektedir. Diizgiin sekilde havalandirilmayan
mekanlarda, biyoyakitlarin yemek pisirme ve 1sinma i¢in kullaniminin, KOAH i¢in
risk faktorii oldugu artan sayidaki kanitlarla desteklenmektedir (GOLD, 2013).
Diinya genelinde 3 milyar insan, biyoyakitlar1 ve komiirii ¢esitli ihtiyaglari i¢in temel

enerji kaynagi olarak kullanmaktadir ki, bu da risk altindaki populasyonun oldukca
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genis olduguna isaret etmektedir (Oroczo-Levi ve ark, 2006; Torres-Duque ve ark,
2008).

Yiiksek seviyelerdeki kentsel hava kirliligi kalp veya akciger hastaligi olan
bireyler i¢in zararlidir. Kentsel hava kirliliginin KOAH’a yol agmadaki rolii
anlagilamamistir fakat sigara ile karsilastirildiginda daha kiiciik bir rolii oldugu
gorilmektedir. Tek bir kirletenin atmosferik kirlilige etkisini degerlendirmek oldukca
zordur. Buna ragmen primer olarak motorlu araglardaki kullanim olmak {izere, fosil
yakitlarin yanmasi sonucu olusan hava kirliligi, respiratuar fonksiyonlardaki
diismeyle iliskilendirilmektedir (Abbey ve ark, 1998). Kisa donem, yiiksek seviyeli
maruziyet ile uzun donem, diisiik seviyeli maruziyetin bagil etkisi heniiz tam olarak

¢oziimlenememistir (GOLD, 2013).

1.1.5.5. Sosyoekonomik Statii

Yoksulluk, KOAH igin agik bir risk faktoriidiir fakat KOAH’a neden olan yoksulluk
kaynakli faktorler tam olarak belirlenememistir. Sosyoekonomik durum ile KOAH
gelisim riski arasinda ters bir orantinin oldugu giiglii kanitlarla desteklenmektedir

(Prescott ve ark, 1999).

1.1.5.6. Bronsiyal Hiperaktivite

Populasyon calismalar1 ile, bronsial hiperaktivitenin hafif KOAH’1 olan
hastalarda akciger fonksiyolarinda diisme riskinin gostergesi olmasina ek olarak,
KOAH’1n bagimsiz bir prediktorii olabilecegi gosterilmistir (Rijcken ve ark, 1987;
Tashkin ve ark, 1996).
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1.1.5.7. Kronik Bronsit

Fletcher ve arkadaslari tarafindan yapilan taslak bir ¢alismada, kronik bronsit akciger
fonksiyonlarinda diisme ile ilskilendirilmemistir. (Fletcher ve Peto, 1977). Fakat
takip eden caligsmalarda, mukus hipersekresyonu ve FEV1 diismesi arasinda iligki
saptanmistir (Vestbo ve ark, 1996). Ayrica sigara icen geng yetigkinlerde kronik
bronsit varligi artmis KOAH gelisim riskiyle iliskilendirilmistir (Guerra ve ark,
2009; De Marco ve ark, 2007).

1.1.5.8. Enfeksiyonlar

Cocukluk donemindeki ciddi respiratuar enfeksiyonlar, yetiskinlik doneminde
diismiis akciger fonksiyonu ve artmis respiratuar semptomlarla iligkilendirilmektedir
(Barker ve ark, 1991; De Marco ve ark, 2011). Enfeksiyonlara yatkinlik, KOAH
alevlenmelerinde rol oynamasina karsin hastalik gelisimi iizerine etkisi tam olarak
belirlenememistir. HIV enfeksiyonlarinin, sigara icme nedenli amfizem baslangicini
hizlandirdig1 gosterilmistir (Crothers ve ark, 2011). Diger taraftan tiiberkiilozun
KOAH igin risk faktorii oldugu bulunmustur (Lam ve ark, 2010; Menezes ve ark,
2007).

1.1.6. KOAH’n Patoloji, Patogenez ve Patofizyolojisi

Inhale edilen sigara dumani ve diger zehirli partikiiller akciger inflamasyonuna
neden olur. KOAH’1 olan bireylerde bu inflamasyona verilen normal cevap modifiye
edilmistir. Bu kronik inflamatuar cevap, amfizemle sonuglanan parankimal doku
yikimint ve kii¢iik hava yollar1 fibrozii ile sonuglanan normal tamir ve savunma
mekanizmalarinin  bozulmasini indiikleyebilir. Bu patolojik degisimler havanin
icerde hapsolmasina ve ilerleyici hava akimi sinirlanmasina neden olur (GOLD,

2013).
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1.1.6.1. KOAH Patolojisi

KOAH taki patolojik degisimler, hava yollarinda, akciger parankiminde ve pulmoner
damar sisteminde gergeklesir (Hogg ve ark, 2004). Bu degisimler, akcigerin farkli
kesimlerinde spesifik inflamatuar hiicre tiplerinin sayisinda artigla izlenen kronik
inflamasyonu ve tekrarlanan harabiyet ve onarimla sonuglanan yapisal degisiklikleri
icerir. Hava yollarindaki inflamatuar ve yapisal degisiklikler genellikle hastaligin

kotiilesmesi ve sigara i¢iminin devam etmesiyle artar (GOLD, 2013).

1.1.6.2. KOAH Patogenezi

KOAH, sigara dumani gibi inhale edilen zararli gazlara ve partikiillere verilen
anormal inflamatuar yanitla karakterize bir hastaliktir. Respiratuar sistemdeki bu
anormal inflamasyonun, kronik tahris edicilere kars1 modifiye edilen inflamatuar
cevaptan kaynaklandigi tahmin edilmektedir. Amplifiye edilmis bu inflamasyonun
mekanizmasi tam olarak anlagilamamakla birlikte genetik faktorlerin rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Sigaranin birakilmasindan sonra da inflamasyon devam eder.
Inflamasyonun ~ devaminda her ne kadar otoantijenlerin ve  direngli
mikroorganizmalarin rol oynayabilecegi diisliniilse de, mekanizma tam olarak
anlagilamamistir. Sigara igmeyen kisilerde de KOAH gelisebilmekte, fakat bu
hastalarda inflamatuar cevabin sekli bilinmemektedir. Oksidatif stres ve akcigerlerde
asir1  proteinaz  birikimi akciger inflamasyonunu modifiye eder. KOAH
patogenezinde bu mekanizmalarin birlikteligi s6z konusudur (Cosio ve ark, 2009).
Tiim bu mekanizmalarin meydana getirdigi patolojik degisikliker kabaca {i¢ gruba

ayrilabilir:

1. Kronik bronsit, asir1 mukus iiretimi ve sekresyonu ile seyreden mukosiliyer
sistemdeki problemler ile iliskilendirilmektedir. Bu problemlerin temel
kaynag1 biliylik hava yollarindaki submukozal bezlerin genislemesi ve

inflamasyonudur.
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2. Kronik obstriiktif bronsiolit, obstrilksiyondan sorumlu temel anatomik
yapilar olan, yaklagtk 2 mm c¢apindaki kiiciik hava yollarindaki
degisikliklerden  kaynaklanir. inflamasyon ve yapisal degisiklikler
obstriiksiyonun temel sebepleridir. Yapisal degisiklikler mukoz metaplazisi,
fibroz ve diiz kas kitlesinin artigindan kaynaklanan hava yolu duvarlarinin

kalinlasmasi ve liimeninin daralmasini igermektedir.

3. Amfizem, terminal bronsiollerin ucundaki hava keselerinin genislemesidir
(Molfino ve ark, 2007).

1.1.6.2.1. Inflamasyon

KOAH hastalarmin kiigilk hava yollarinda ve akciger parankimindeki kronik
inflamasyon, doku biyopsi, balgam ve postmortem Orneklerin analizi ile
gosterilmistir. KOAH’ta 6zellikle sigara dumani gibi zararli partikiillere tekrarlayici
sekildeki maruziyet, kiiclik hava yollarinda ve akciger parankiminde degisik hiicre
tiplerini (noétrofiller, makrofajlar ve lenfositler gibi) ve inflamatuar mediatorleri
(biiytime faktorleri, sitokinler, kemokinler, proteinazlar gibi) igeren farkli bir
inflamatuar kaskad: tetiklemektedir (Sekil 1.4.) (Barnes, 2008).

Artmis akciger proteinaz iiretimi ve alveolar septal hiicre apoptozu alveolar
yapilarin yikimina, yani amfizeme neden olmaktadir. Proteinazlar ayni zamanda
biiyiik hava yollarindaki submukozal bezlerde genislemeye, goblet hiicrelerinin
sayisinda artisa ve bunlarin sonucunda da mukus hipersekresyonuna neden olur.
Kiigiik hava yollarinin etrafindaki konnektif doku artig1 ise obstriiktif bronsiolit ad1
verilen kiiciik hava yollarinin daralmasia yol agmaktadir. Hastaligin ileri evereleri,
hava yolu liimeninde ve hatta duvarlarinda no6trofil sayisinda artisla
iligskilendirilmektedir. Kii¢lik hava yollar1 ve parankimdeki makrofajlarin artmasi ise
direkt olarak amfizem derecesiyle iliskilendirilmektedir. CD8+ T lenfositler

amfizematdz alanlarin hava yolu duvarinda, kiiciik ve biiyiik hava yollarinda ve



periferal diiz kaslarda bulunurlar. Inflamatuar hiicre aktivasyonu, biiyiime
faktorlerinin, sitokinlerin, metalloproteinazlarin ve serin proteinazlarin miktarin
degistirir. Bu degisimler mukus hipersekresyonu, ekstraseliiler matriks yikimi
(6zellikle akciger elastininin) ve alveolar epitel hiicre harabiyetine neden olur. Kiiglik
hava yollarinin daralmast ise buradaki fibroblastlarin aktivasyonu ve
proliferasyonuyla tetiklenen kollajen birikiminden kaynaklanmaktadir. CD8+ T
lenfositler, makrofajlar1 aktive eden ligandlarin salinimi1 ve akciger epiteline zarar
veren perforin ve granzimlerin salinimiyla amfizem olusumuna neden olur (Sethi ve

ark, 2012).

Sigara Dumani ve Diger irritanlar
N

u( C 1

- 1
O ¢

*foog o
e
050
° ° )
l i CD8+ lenfosit \Natrnfil Monosit

Proteazlar

Fibroz \
(Kronik Obstriiktif Bronsit)

Alveolar Duvar Hasarl  Mukus Hipersekresyonu
(Amfizem) (Kronik Bronsit)

Sekil 1.4: KOAH’ta inflamatuar kaskad ve sonuglari (Sethi ve ark, 2012 kaynagindan
uyarlanmustir).

1.1.6.2.2. Oksidatif Stres

Oksidatif stresin, KOAH’in siddetlenmesinde ©nemli bir mekanizma oldugu
diistinilmektedir (Rahman, 2005). KOAH’li hastalarin sistemik dolagiminda,

balgaminda ve nefesinde, oksidatif stres biyomarkirlarinin (hidrojen peroksit, 8-
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izoprostan gibi) arttig1 bildirilmistir. Oksidatif stres, alevlenme donemlerinde ¢ok
daha fazla artmaktadir. Oksidanlar, sigara dumani, diger inhale edilen partikiiller ve
aktive  edilen inflamatuar  hiicrelerden  (makrofajlar,  notrofiller  gibi)

kaynaklanmaktadir (GOLD, 2013).

1.1.6.2.3. Proteaz-Antiproteaz Dengesi

KOAH’1 hastalarin akcigerlerinde, bag dokuyu yikan proteazlar ve bunu onleyen
antiproteazlar arasindaki dengenin bozulduguna dair g¢eliskili kanitlar bulunmaktadir.
Bu hastalarda, inflamatuar ve epitel hiicrelerden derive olan bazi proteazlarda artis
gozlenmektedir. Bu proteazlarin birbirleriyle etkilesim iginde olabileceklerine dair
kanitlar artmaktadir. Akciger parankimindeki major bag doku bileseni elastinin
proteaz aracili yikiminin, amfizemin O6nemli Ozelliklerinden biri oldugu ve
muhtemelen geri donisiimsiiz oldugu disiiniilmektedir. Nitekim bir proteaz
inhibitorii olan o-1 Antitripsinin eksikligi KOAH ile iliskilendirilmistir. (GOLD,
2013; Sorroche ve ark, 2015).

1.1.6.3.KOAH Patofizyolojisi

KOAH’taki patofizyolojik degisiklikler arasinda hava akimi kisitlanmasi, havanin
icerde hapsolmasi, gaz degisim anormallikleri, silyer disfonksiyon, mukus
hipersekresyonu, pulmoner hipertansiyon, kor pulmonale ve sistemik problemler
sayilabilir. Bu degisiklikler ise hastalarda nefes darligi, oksiiriik, balgam ¢ikarma,
hipoksemi, hiperkapni, egzersiz kapasitesinde azalma ve bazi sistemik bulgulara
neden olur (Sekil 1.5.) (Basyigit, 2010).
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inflamasyon
Elastik doku
Hava yolunda daralma posshiyet Vaskiiler yatak *

¥ ! ¥

Ekspiratuar akim lnzx+ V/Q oraninda Difiizyon +
* bozulma

Hiperinflasyon v

Gaz aligverisinde bozulma

Kas giicii +

Hipoventilasyon v

Hipoksemi

Hiperkapni
Respiratuar asidoz

Sekil 1.5: KOAH’ ta patofizyolojik degisimler (Basyigit, 2010 kaynagindan
uyarlanmistir).

1.1.7. KOAH Alevlenmeleri

KOAMH alevlenmeleri genellikle bakteri ve viriis enfeksiyonlari ile tetiklenmektedir.
Cevresel Kkirleticiler ve bilinmeyen bazi faktorler de diger nedenler arasinda
sayilabilir. Bakteri ve viriis enfeksiyonlarina karsi hastalarda karakteristik artmis bir
inflamatuar cevap gozlenmektedir. Alevlenmeler sirasinda azalmis ekspiratuar
akimla birlikte, hiperinflamasyonda ve hava hapsinde artig neticesinde dispnede artis
gozlenmektedir  (Parker ve ark, 2005). Bozulan ventilasyon/perfiizyon
(ventilation/perfusion) “V/Q” oranina bagli gelisen hipoksemi de yine alevienmeler
sirasinda izlenebilen diger bir bulgudur (Barbera ve ark, 1997). Pndmoni,
tromboembolizm ve akut kardiak yetmezlik gibi diger durumlar KOAH
alevlenmelerini taklit edebilir veya siddetlendirebilir (GOLD, 2013).
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1.1.8. KOAH'ta Tan1 ve Evreleme

1.1.8.1.Tam

Nefes darligi, kronik Oksiiriik veya balgam ¢ikarma sikayetleri olan ve Tablo 1.1.’de

belirtilen risk faktdrlerine maruz kaldigi diisiiniilen tiim hastalarda KOAH tanisi

diistiniilmelidir. Klinik olarak taninin konulabilmesi i¢in spirometre gereklidir.

Bronkodilatér uygulamasi sonrasinda FEV1/FVC < 0.70 ise KOAH tanis1 dogrulanir

(Zwar ve ark, 2011).

Tablo 1.1: KOAH tanisi i¢in anahtar bulgular (GOLD, 2013).

Nefes Darh@

Kronik Oksiiriik

Kronik Balgam Uretimi

Risk Faktorlerine
Maruziyet Oykiisii

40 yas st bireylerde bu bulgulardan bir veya daha fazlasinin bulunmasi halinde KOAH

diisiiniiliir ve spirometre yapilir.

Ilerleyici
Egzersizle artan
Kalict

Aralikli olabilir veya balgam eslik etmeyebilir
Kronik balgam iiretimi her durumda KOAH’a isaret edebilir
Sigara dumani, Duman

(Biyoyakitlarla yemek pisirme ve isnmadan )

kaynaklanan mesleki maruziyet)

1.1.8.2.Evreleme

KOAH’ta hava akimi kisitlanmasinin siiflandirilmas: spirometre 6l¢iimii ile

yapilmaktadir. Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligina kars1 Kiiresel Girisim (Global
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Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease) “GOLD” Kkriterlerine gore

spirometrik Ol¢timler kullanilarak yapilan evreleme Tablo 1.2.°de yer almaktadir

(GOLD, 2013).

Tablo 1.2: GOLD kriterlerine gore KOAH’ta hava akimi kisitlanmasinin evrelenmesi
(GOLD, 2013 kaynagindan uyarlanmustir).

Bronkodilator uygulamasi sonrasinda

FEV1/FVC < 0.70 olan hastalarda

GOLD 1: Hafif FEV1 > % 80 predikte
GOLD 2: Orta FEV1 % 50 - 80
GOLD 3: Agir FEV1 % 30 - 50
GOLD 4: Cok agir FEV1 <% 30

Spirometrik evrelemeye ek olarak, bazi anketler yardimiyla hastalik semptomlarinin,
alevlenme riskinin ve komorbit hastaliklarin degerlendirilmesi neticesinde, hastaligin
ciddiyeti ve kisinin genel saglik durumuna etkisi belirlenerek, en uygun tedavi
sekilleri secilir. Hastalik semptomlarmi degerlendirmek amaciyla  kullanilan
Modifiye Medikal Arastirma Konseyi dispne testi, KOAH degerlendirme testi ve
KOAH’1n klinik olarak sorgulanmasi gibi anketler GOLD tarafindan 6nerilmektedir
(GOLD, 2013).

1.2. KOAH ve Dogustan Gelen Immiin Sistem Reseptorleri

Immiin sistem, dogustan gelen ve edinilmis immiin sistem olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir. Dogustan gelen immiin sistemde, yabanci molekiillere karsi spesifik
olmayan fakat hizli bir cevap olusturulur. Toll Benzeri Reseptorler (Toll-Like
Receptors) “TLRs”, Niikleotid Baglanma ve Oligomerizasyon Domeyn (Nucleotide-
Binding Oligomerization Domain) “NOD” Benzeri Reseptorler (NOD-like
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Receptors) “NLRs” ve Retinoik Asitle Uyarilabilir Gen Benzeri Reseptorler
(Retinoic Acid Inducible Gene/RIG-Like Receptor) “RLRs” gibi, dogustan gelen
immiin sistemin kalip tanima reseptérleri, Patojenlerle iliskili Korunmus Molekiiler
Kaliplar1 (Pathogen-Associated Molecular Patterns) “PAMP” veya zararli molekiiler
motifleri tanir ve inflamatuar cevabi indiikler (Cosio ve ark, 2009; Hogg ve ark,
2009).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda dogustan gelen immiin sistemin KOAH’1n
patofizyolojisinde rol oynadigi 6ne siiriilmiistiir. Hava kirliligi ve sigara dumani gibi
cevresel partikiillere maruziyet, KOAH’in en 6nemli risk faktorleri arasinda yer
almakta ve hava yolu inflamasyonuna neden olmaktadir. Bu partikiiller dogustan
gelen immiin sistem reseptorlerinin bazi iiyeleri tarafindan ligand olarak algilanarak

inflamatuar yanit olusumuna neden olmaktadir (Kinose ve ark, 2012).

Diger taraftan, latent adenoviral enfeksiyonlar ve c¢ocukluk cagi respiratuar
enfeksiyonlarinin hastalik patogenezinde etkili olmasi, enfeksiyonlara yatkinlikla
iliskilendirilebilecek  faktorlerin  KOAH gelisiminde rol oynayabilecegini
diistindiirmektedir. Bu baglamda, son donemde yapilan c¢alismalar, dogustan gelen
immiin sistem reseptorlerinin sinyal yolagindaki bozulmalarin KOAH patogenezine

katkida bulunabilecegini gostermistir (Spelatas ve ark, 2009; Rohde ve ark, 2006).

KOAH hastalarinda respiratuar semptomlarin kétiilestigi alevlenme donemleri
izlenmektedir. Akciger fonksiyonlarinin diismesine neden olan ve hastaligin klinigini
etkileyen alevlenmelere, hastalarin bazilarinda daha sik (yilda 3 ya da daha fazla)

rastlanmaktadir.

KOAH alevlenmelerinin nedenleri arasinda viral enfeksiyonlar, kirlilik, soguk
hava ve rutin tedavinin aksamasi yer almakla birlikte alevlenmelerin % 40- 60
kadarinda bakteriyel enfeksiyonlara rastlanmaktadir (Pabst ve ark, 2009).
Dolayistyla dogustan gelen immiin sistem resptorlerinden NLR ailesinin {iyesi olan
NOD2 proteinin islevinin bozulmasi, bakteriyel enfeksiyonlara yatkinlikla

sonuglanabilecegi icin, NOD2 geninin hem hastaligin patogenezinde hem de
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alevlenme siklig1 iizerinde etkisi olabilecegi diisiiniilmektedir  (Kinose ve ark,
2012).

1.2.1. NOD Benzeri Reseptorler (NLR) Ailesi

Insan viicudu siirekli olarak c¢ok fazla cesitlilikteki mikroorganizmalarla miicadele
etmektedir. Bu miicadelede enfeksiy6z ajanlara karsi ilk cevap, dogustan gelen
immiin sistem tarafindan verilmektedir. Dogustan gelen immun sistem genleri,
bagirsaklar, deri, akciger ve g¢esitli viicut bolgelerinde homeostazi saglamak
amactyla, yabanci maddelere karsi immiin cevabin baskilanmasi veya stimiile
edilmesi arasindaki hassas dengeyi diizenler. Bu dengenin bozulmasi ciddi
enfeksiyoz hastaliklara, kronik inflamasyona ve otoimmiin hastaliklara neden
olabilir. Bu sistemin olusturdugu immiin cevabin basarist ise patojenler tarafindan

sunulan korunmusg molekiiler kaliplarin taninmasina baghdir. (Correa ve ark, 2012).

NLR ailesi, dogustan gelen immiinite proteinlerinin major alt ailelerinden biridir
ve sitoplazmik PAMP’lar1 ve doku yaralanmalarinin endojen firiinlerini taniyan
intraseliiler kalip tanima reseptorleri olarak is goriirler (Correa ve ark, 2012).
Reseptorler tarafindan algilanan sinyal, Niikleer Faktor Kappa B (NF-xB), stres
kinazlar, Interferon Diizenleyici Faktdrler (Interferon Regulatory Factor) “IRF”,
inflamatuar kaspazlar ve otofaji araciligiyla cesitli konak savunma yolaklarim
baglatir (Murray ve ark, 2005; Martinon ve ark, 2007; Petrilli ve ark, 2007; Tattoli ve
ark, 2007). insanda NLR ailesi 22 iiyeden olusmaktadir (Correa ve ark, 2012). NLR
proteinleri C terminal bolgesinde g¢esitli sayilarda Losince Zengin Tekrarlar
(Leucine-Rich Repeats) “LRR” ve merkezde konumlanmis bir Niikleotid Baglanma
Domeyni  (Nucleotide-Binding Domain/ NAIP, CIITA, HET-E, and TP1)
“NBD/NACHT” igerirler. LRR bdlgesi korunmus mikrobiyal kaliplarin ya da diger
ligandlarin taninmasindan sorumlu iken, NBD ise kendi oligomerizasyonunda gorev
alarak NLR aktivasyonunu saglar. N terminal efektdr domeyn ise sinyal aktarimina
aracilik etmek i¢in adaptdr molekiillerle veya yolagin asagisinda yeralan efektor

proteinlerle etkilesirler. N terminal domeynlerine bagl olarak NLR ailesi ii¢ alt
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gruba ayrilmaktadir. Bunlar Kaspaz Aktiflestireci Domeyn (Caspase Recruitment
Domain) “CARD?” igerenler, Pirin Domeyn (PYRIN Domain) “PYD” igerenler ve
diger domeynleri igerenlerdir (Kanneganti ve ark, 2007; Murray ve ark, 2005;
Inohara ve ark, 2005; Carneiro ve ark, 2007).

Insan genomu CARD domaini iceren en az 5 tane NLR kodlar. Bunlar arasinda
NOD1, NOD2, NACHT, LRR ve PYD Domeynlerini Iceren Protein 1 (NACHT,
LRR and PYD Domains-Containing Protein 1) “NLRP1”, NLR Ailesi CARD
Domeyn Igeren Protein 4 (NLR Family CARD Domain-Containing Protein 4)
“NLRC4” ve NOD Benzeri Reseptor A (NOD-Like Receptor A) “NLRA” yer
almaktadir (Proell ve ark, 2008; Chamaillard ve ark, 2003a). Bu ailenin ilk kesfedilen
tiyelerinden biri NOD2 proteinidir (Chaput ve ark, 2013).

1.2.2. NOD2'nin Molekiiler Ozellikleri

NOD2’yi kodlayan gen kromozom 16g21°de lokalize, 39.5 kilobaz uzunlugunda ve
16 ckzondan olugmaktadir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/64127#general-
protein-info). Genin alternatif kesilmeden kaynaklanan 10 farkli transkripti oldugu
bilinmektedir. Bu transkriptlerin uzunluklart 338 niikleotidden 4486 niikleotide (35-
1040 aminoasit) kadar degismektedir. Bunlardan 3 tanesinin protein iirilini
mevcutken, 5 tanesi degradasyona ugramakta, 2 tanesinin ise protein iriini
bulunmamaktadir

(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence_Protein?db=core;g=E
NSG00000167207;r=16:50727514-50766988;t=ENST00000300589). NOD2 geninin
16. kromozom  flizerindeki  lokasyonu  Sekil 1.6.’da  gosterilmektedir

(http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=NOD2).

Yapilan ¢aligmalarla standart ilk ekzonun 5’ ucunda ve yaklasik 3.5 kilobazlik
yogun CpG adasmin icinde yer alan, alternatif iki ilk ekzonun varlig1 ortaya
konmustur. Bu alternatif ilk ekzonlarin (ekzon la ve 1b) standart ekzon 2’ye

baglanmasi sonucu ifadelenen iki farkli izoform (ekzon la/lb/ 2 ve ekzon 1a/2)
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bulunmaktadir. Fizyolojik sartlarda bu izoformlar yiiksek miktarda ifade edilmekte
ve NOD2 transkriptlerinin ¢ogunlugunu olusturmaktadir. Bu izoformlarin
ifadelenme miktarlarinin, inflamatuar sartlar altinda degistigi ve bu degisimin NOD2
regiilasyonu tizerinde etkili oldugu diisiniilmektedir. (Rosentiel ve ark, 2007).
NOD2’nin bir diger izoformu NOD2-S olarak adlandirilmaktadir. Bu izoformda
ekzon 3 atlanmistir ve olusan proteinde sadece bir tane CARD domeyni
bulunmaktadir. Bu izoformun fazla ifadelenmesi, NOD2 ile indiiklenen NFkB
aktivasyonunu ve Interlokin 8 (Interleukin 8) “IL-8” salimimini azaltir (Rosentiel ve

ark, 2006).
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Sekil 1.6: NOD2 geninin 16. kromozom iizerindeki lokasyonu
(http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=NOD?2).

NOD2 proteini 2 adet CARD domeyni, 1 adet NBD domeyni ve 11 adet LRR
domeyni iceren 1040 aminoasit uzunlugunda bir proteindir. NOD2 proteininin
domeynleri ve bu domeynlerin fonksiyonlar1 Sekil 1.7.’de gortilmektedir (Philpott ve
ark, 2014). NOD2 makrofajlarda, dentritik hiicrelerde, paneth hiicrelerinde,
keratinositlerde, intestinal epitelde, akcigerde, oral boslukta ve osteoblastlarda
ifadelenmektedir (Correa ve ark, 2012). NOD2, hem gram pozitif hem de gram
negatif bakterilerin hiicre duvarlarinda bulunan Muramil Di-Peptidi (Muramyl Di-
Peptide) “MDP” LRR domeynleri araciligiyla tanir. MDP’nin taninmasiyla birlikte
Reseptor Etkilesimli  Serin/Treonin Protein  Kinaz 2 (Receptor- Interacting
Serine/Threonine Kinase 2) “RIP2” NOD2 proteininin N terminal ucundaki CARD
domeynleri ile bir araya gelir ve sonrasinda standart IKK/IkB/NF-kB yolag: aktive

edilerek immiin cevap baslatilir (Rosentiel ve ark, 2007).

NOD2’nin bakteriyel olmayan enfeksiyonlarda da rolii olduguna dair goriisler
bulunmaktadir. Tek zincirli viral RNA’nin taninmasinmi takiben, NOD2 tarafindan
interferon-B aracili antiviral cevabin indiiklendigi distiniilmektedir. Respiratuar

Sinsityal viriis, vezikiiler somatitis virlis ve influenza virlsiiniin tek zincirli
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RNA'’larinin, standart NOD2 sinyal yolaginin disinda, yine NOD2’nin yonlendirdigi
ve mitokondrial antiviral sinyal proteininin de yeraldigi bir yolagi baslattig
gosterilmistir. Bu sinyal yolagi, interferon 1 iiretimine neden olan interferon 3
aktivasyonunun indiiklenmesine neden olur. Bu verilere ragmen NOD?2 eksikliginde

viral enfeksiyonlara yatkinlik gelisip gelismedigi net degildir (Zhong ve ark, 2013)

LRRs
I I \/\/\/\/\/\f\/
NOD2 | CARD | CARD | NBD ( DOON /\/\f\ )(\/
RIP2 ile * Oligomerizasyon ? * Ligand Algi!ama

etkilesim | ® ATP Baglama ve Hidroliz
¢ Liganda Baglanma ?

Sekil 1.7: NOD2 proteini domeynleri ve fonksiyonlar1 (Philpott ve ark, 2014 kaynagindan
uyarlanmustir).

1.2.3. NOD2 Sinyal Yolag:

NOD?2 proteini, hem gram pozitif, hem de gram negatif bakterilerin peptidoglikan
tabakasinin yikimi sonucu ortaya ¢ikan MDP’ye duyarli intraseliiler bir proteindir.
Hiicre icindeki bakterinin MDP aracilifiyla taninmasi sonrasinda patojenin
temizlenmesi i¢in, NOD2 yolag: araciliiyla bir taraftan direkt olarak antimikrobial
peptidlerin, sitokinlerin ve kemokinlerin salinmasi saglanarak dogustan gelen immdiin
sistem indiiklenirken, diger taraftan kazanilmig immiin sistemin bakteriyle
savagsmasina zemin hazirlanir (Tigno-Aranjuez ve Abbott, 2012). Uyarilmamis
durumdayken NOD2’nin LRR domainleri, geriye dogru NBD domeyni iizerine
katlanarak proteinin inaktif halde kamasini saglarlar. MDP ile karsilasma sonrasinda
NOD2’de meydana gelen konformasyonel degisimler, hem NBD domeyni
aracilifiyla proteinin oligomerizasyonuna, hem de homotipik CARD-CARD
etkilesimleri ile RIP2’nin baglanmasina izin verir (Ogura ve ark, 2001). NOD2’ye
baglanma RIP2 aktivasyonuna neden olur ve bu aktif NOD2-RIP2 kompleksi,
sonrasinda Mitojen ile Aktive Edilmis Protein (Mitogen-Activated Protein) “MAP”
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kinaz (JNK, ERK, p38) yolagi, NF-kB yolagi, otofaji ve antijen sunumu gibi bir
takim intraseliiler sinyal yolaklarini aktive eder (Kobayashi ve ark, 2005; Mccarthy
ve ark, 1998; Inohara ve ark, 2000; Pauleau ve Murray, 2003; Cooney ve ark, 2010;
Travassos ve ark, 2010; Homer ve ark, 2010). Fakat bu yolaklardan ve
etkilesimlerden en iyi anlagilmis olan NOD2 nin NF-xB transkripsiyon faktorii

uzerine olan etkisidir.

Inflamatuar hastaliklardan sakinmak i¢in NF-kB aktivasyonunun iyi bir sekilde
diizenlenmesi gerekmektedir. Hem aktivasyonun, hem de deaktivasyonun dogru bir
sekilde koordine edilmesiyle, sadece fizyolojik olarak gerekli olan durumlarda
inflamasyon gerceklesir. Sitozolik peptidoglikan ligandlarinin taninmasini takiben
gerceklesen NOD2 aktivasyonu ve bunu takiben RIP2 ile etkilesim,
poliubikitinasyon ag1 araciligiyla | KappaB Kinaz (I Kappa B Kinase) “IKK” sinyal
kompleksinin bir araya gelmesine yardim eder. RIP2, NF-xB Temel Modulatoriiniin
(NF-kappa-B  Essential Modulator) ”NEMO”  lizin (K) 63 bagimh
poliubikitinasyonunu tesvik eder ve kendisi de ayni sekilde ubikitinlenmis RIP2,
coklu E3 ligazlar Apoptoz Protein 1’in Hiicresel inhibitorii (Cellular Inhibitor of
Apoptosis Protein-1) “clAP1”, Apoptoz Proteinin X’e Baglh Inhibitorii (X-linked
Inhibitor of Apoptosis Protein) “XIAP”, TNF Reseptor Iliskili Faktér 2 (TNF
Receptor-Associated Factor 2) “TRAF2”, TRAFS5 ve TRAF6 tarafindan baglanir.
(Yang ve ark 2007; Abbott ve ark, 2007; Hasegawa ve ark, 2008; Bertrand ve ark,
2009; Krieg ve ark, 2009). Hem RIP2 hem de NEMO f{izerindeki K63 ubikitin
zinciri, ubikitin baglanma domeynleri iceren TAK1 Baglanma Proteini 2 (TAKI-
Binding Protein 2) “TAB2” ve TAB3 i¢in kenetlenme bolgesi olusturarak,
Dontistiiriicti Biiyiime Faktorii  ile Aktive Edilmis Protein Kinaz 1 (Transforming
Growth Factor B Activated Kinase-1) “TAK1” yapiya katilmasini tesvik eder
(Hasegawa ve ark, 2008; Bertrand ve ark, 2009; Krieg ve ark, 2009; Kanayama ve
ark, 2004). TAK1’in yaprya katilmasiyla birlikte IKK kompleksinin TAK1 aracili
fosforilasyon ve aktivasyonunu takiben NF-kB aktivasyonu gergeklesir (Sekil 1.8)
(Wang ve ark, 2001).
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Sekil 1.8: NOD2 aracili NF-kB aktivasyonu (Wang ve ark, 2001 kaynagindan
uyarlanmustir).

1.2.4. NOD2 Varyantlar:1 ve Hastahklar

NOD2 geninde 1384 adet genetik varyasyon bildirilmistir. Bu varyasyonlardan
bazilariin hastaliklarla iliskisini arastiran ¢ok sayida g¢alisma yapilmis ve elde
edilen sonuglar, NOD2’nin bakteriyel ve viral enfeksiyonlardaki roliine ek olarak,
diger  baz1 hastaliklarla olan iliskisini de ortaya  koymustur
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Variation_Gene/Table?db=core;g=E
NSG00000167207;r=16:50727514-50766988#ALL _tablePanel; Yao, 2013).

NOD2 mutasyonlarinin Inflamatuar Bagirsak Hastaligi (IBH) ile iliskisi yogun
sekilde arastirilmis ve ii¢ yaygin varyantin (1007fs, G908R ve R702W) Ulseratif
Kolitden (UK) ziyade Crohn hastaligma yatkinlikla iligskisi oldugu bildirilmistir
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(Hugot ve ark, 2001; Hampe ve ark, 2001; Cuthbert ve ark, 2002). Avrupa
populasyonunda yapilan kapsamli bir calismada bu ii¢ varyantin IBH ve saglikli
kontrol gruplarindaki sikligi Tablo 1.3’ de yer almaktadir (Lesage ve ark, 2002).

Tablo 1.3: Ug farkli yaygin NOD2 gen mutasyonunun IBH ve normal populasyonda
goriilme sikliklar1 (Lesage ve ark, 2002).

Populasyon 1007fs G908R R702W
Olgu/Calisma grubu (%) Olgu/Calisma grubu (%) Olgu/Calisma grubu (%)

Avrupa

Crohn 96/906 (11) 55/906 (6) 98/906 (11)

UK 4/318 (2) 1/318 (0.3) 10/318 (3)

Saghkh 4/206 (2) 2/206 (1) 9/206 (4)

Ulke

Ingiltere 22/587 (1.9) 13/587 (1.1) 49/587 (4.2)

Amerika 21/273 (3.8) 9/273 (1.6) 20/273 (3.7)

Kanada 6/100 (3) 4/100 (2) 10/100 (5)

Crohn hastalig: ile iligkili NOD2 varyasyonlarinin, heterozigot durumdayken
hastalik riskini 2-4 kat, homozigot durumdayken 20-40 kat arttirdig1 bildirilmistir.
Hastalikla iliskili varyasyonlarin proteinin LRR kisminda yer aldig1 ve fonksiyon
kaybina yol agan mutasyonlar oldugu anlasilmistir (Tigno-Aranjuez, Abbott, 2012).
1007fs, G908R, R702W ve diger 13 NOD2 varyantinin peptidoglikan bagimli cevabi
bozdugu rapor edilmistir. In vitro hiicresel transfeksiyon ¢alismalarinda major 3
varyanttan sadece 1007fs’nin tam fonksiyon kaybina neden oldugu goézlenmistir.
G908R ve R702W varyantlar diisiik seviyede de olsa aktivite gdosterirken yabanil tip
NOD2’ye kiyasla 6nemli seviyede NF-kB aktivasyonunun azalmasina neden oldugu
belirtilmistir (Chamaillard ve ark, 2003b; Yao ve ark, 2013).
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NOD2 proteini NF-kB aktivasyonu ile inflamasyona neden olmaktadir ve
normalde bu inflamatuar cevap dengeli bir sekilde olusturulmaktadir. Crohn hastaligi
gibi inflamatuar hastaliklarda, NOD2’nin fonksiyon kazandiran mutasyonlarinin,
NF-kB’nin asir1 aktivasyonu araciligiyla anormal inflamasyon artisina neden olmasi
hic de sasirtict bir durum degildir. Diger taraftan fonksiyon kaybettiren
mutasyonlarin  da diisliniilenin aksine inflamasyon artistna neden oldugu
goriilmektedir. Bu durum her ne kadar geliskili gibi goriinse de, immiin yetersizlik
cercevesinden bakildiginda durum anlasilabilmektedir. Fonksiyon kaybi sonucunda
patojenlere gerekli cevap verilemediginde, patojen istilasi artmakta ve bu
patojenlerin bagka yolaklar araciligiyla taninmast sonucunda, ¢ok daha siddetli bir
immiin cevap olusturulmaktadir. Bu agiklamaya alternatif olarak bazi arastirmacilar,
1007fs varyantinin, bir anti-inflamatuar sitokin olan Interlokin 10’un (Interleukin 10)
“IL-10” baskilanmasina neden oldugunu, bunun da asir1 inflamasyona yol agtigini

diisinmektedirler (Tigno-Aranjuez, Abbott, 2012).

NOD2 genetiginin ilging yonlerinden biri, hepsi NBD domeyninde yer alan
farkli mutasyon setlerinin, farkli graniilomatoz hastaliklara neden olmasidir.
Bunlardan biri Erken baslangich sarkoidoz, digeri ise Blau sendromudur (Miceli-
Richard ve ark, 2001; Kanazawa ve ark, 2005). Crohn hastaligindan farkli olarak bu
iki graniilomatoz hastalikla iliskilendirilen NOD2 mutasyonlari, otozomal dominant
ve fonksiyon kazandiran mutasyonlardir. (Kanazawa ve ark, 2005; Okafuji ve ark,
2009). Erken baslangigl sarkoidoz ve Blau sendromu deri, eklem ve goz iltihabi ile
karakterizedir, ve ayni genetik hastaligin sporadik ve ailesel formlari oldugu
diisiiniilmektedir (Kanazawa ve ark, 2005; Rose ve ark, 2005). Iki bin bir yilinda
Blau sendromlu 4 Fransiz ve Alman ailede NBD domeyninde yer alan yanlig anlamli
tic mutasyon (R334Q, R334W ve L469F ) saptanmis, fakat bu mutasyonlara 457
Crohn hastasinda rastlanmamustir. Iki bin ii¢ yilinda ise bu mutasyonlarin fonksiyon
kazandiran mutasyonlar oldugu anlasilmistir (Stronati ve ark, 2008; Miceli-Richard
ve ark, 2001).

Son donemde yapilan arastirmalar NOD2 mutasyonlartyla iliskili yeni bir

Otoinflamatuar hastalig1 ortaya koymustur. Bu hastalik NOD2 iliskili Otoinflamatuar
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Hastalik (NOD2-Associated  Autoinflammatory  Disease) “NAID”  olarak
adlandirilmaktadir. Hastalik periyodik ates, dermatit, poliartrit, gastrointestinal ve
sikka benzeri semptomlarla karakterize olup NOD2 geni IVS8+158, R702W ve
R703C varyantlariyla iliskilendirilmistir. (Yao ve ark, 2011; Yao ve ark, 2012a; Yao
ve ark, 2012b). Bu varyasyonlar, NOD2’nin NBD ve LRR domeynleri arasinda yer
almaktadir ve fonksiyonlari tam olarak bilinmemektedir (Chamaillard ve ark, 2003b;
Miceli-Richard ve ark, 2001).

NOD2’nin alerjik cevap gelisiminde de rolii oldugu diisiiniilmektedir. iki farkli
Alman ¢aligma grubunda yapilan ¢alismalarda, bazt NOD2 polimorfizmlerinin artmis
total serum Immiinglobulin E (Immunoglobulin E) “IgE” seviyesi, atopik dermatit ve
atopik rinitle iligkili oldugu, diger bazi polimorfizmlerin ve haplotiplerin ise bu
problemlere karst koruyucu etkisi olabilecegi ifade edilmistir (Weidinger ve ark,
2005; Kabesch ve ark, 2003). Kanada ve Avustralya populasyonlarinda yapilan bir
diger ¢aligmada, NOD2 polimorfizmleri ve hava yolu asir1 duyarlilig1 arasinda iliski
saptanmigtir (Daley ve ark, 2009). Farelerde NOD2 agonisti MDP kullanilarak
yapilan ¢aligmalar da, benzer sekilde NOD2’nin Yardimer T Hiicresi 2 (T Helper 2)
“Th2” immiinitesinin olusturulmasi, astim ve alerjik cevap gelisiminde rolii

oldugunu gostermistir (Magalhaes ve ark, 2008).

NOD2 geninin yaygm 3 varyasyonu ve romatoid artrit, sistemik lupus
eritamozus, ankilozan spondilit, Behget hastaligi, multipl skleroz ve ailesel akdeniz
atesi gibi cesitli romatizmal hastaliklar arasindaki iliskinin arastirildig1 ¢alismalar,
NOD2 varyantlartyla bu hastaliklar arasinda anlamli bir iliski olmadigina isaret
etmektedir. Yine sedef/sedefe bagh artrit ile NOD2 varyantlar1 arasinda potansiyel
bir iliski oldugu diisiiniilmesine ragmen, yapilan ¢alismalardan sadece birinde sedefe
baglh artrit ve R702W polimorfizmi arasinda iligki bildirilmistir (Yao, 2013). Buna
karsin bazi ¢alismalarda da farkli sonuclar bildirmektedir. Ornegin, NOD2’nin
multipl skleroz ve sistemik lupus eritamozus ile iliskisinin arastirildig1 bir ¢alismada,
NOD2 geni 908R varyasyonunun sistemik lupus eritamozus gelisiminde artmis riske
neden olabilecegi sonucuna varilmistir (De Jager ve ark, 2006). Romatoid artrit ve

NOD?2 iligkisinin arastirildigi baska bir ¢alismada ise, hastalarin sinoviumlarinda
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NOD2’nin ifade oldugu ve NOD2 aktivasyonunun TLR’lerle birlikte proinflamatuar
ve yikict mediatorlerin iiretimine neden oldugu anlasilmistir. Bu veriler, NOD2’nin
romatoid artritteki inflamasyonda rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (Ospelt ve
ark, 2009).

NOD2  varyasyonlarmin  malignensilerdeki rolii  hala tam  olarak
aydinlatilamamustir (Kiitikhin, 2011). Fakat 2014 yilinda NOD2 polimorfizmlerinin
kanserle iliskisini arastirmak amaciyla, 30 hasta-kontrol ¢alismasinin
degerlendirildigi bir meta-analiz yapilmistir. Bu meta-analiz sonucunda rs2066844,
rs2066845 ve rs2066847 varyasyonlarinin artmis kanser riski ile iligkili olabilecegi,
rs2066842 varyasyonunun ise kanser riski ile ilskili olmadig: bildirilmistir (Liu ve
ark, 2014).

NOD2’nin, S. pneumoniae, S. aureus, E. coli, C. Pneumoniae ve Mycobacterium
tuberculosis gibi akciger patojenlerine duyarli oldugu bilinmektedir. NOD2 geni
susturulmusg farelerin kemokin iiretiminde ve notrofillerin prosese katilimindaki
bozulmalara ek olarak, C. pneumoniae ve L. pneumophila’ye karsi gelistirdikleri
antibakteriyel defansda da azalmalar gozlenmistir. NOD2’nin ayni zamanda
pulmoner tiiberkiilozun kronik fazinda gelistirilen immiinitede gerekli oldugu ve

genin polimorfizmlerinin tliberkiiloza duyarlihlk ya da direncle iliskili oldugu
bildirilmistir (Chaput ve ark, 2013).

1.2.4.1. NOD2 ve KOAH

Yapilan calismalarla KOAH patofizyolojisinde dogustan gelen immiin sistemin rol
oynadigi ileri siiriilmiistiir. KOAH’1n en 6nemli risk faktorleri arasinda yer alan
sigara dumani1 ve cevresel kirliliklere maruziyet hava yolunda inflamasyonuna neden
olmaktadir. Dogustan gelen immiin sistem reseptorlerinden bazilarinin bu partikiilleri
ligand olarak algilamasi, bu reseptorlerin KOAH gelisiminde rolii oldugunu

diisiindiirmektedir (Kinose ve ark, 2012).
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Respiratuar bakteriyel enfeksiyonlar KOAH gelisimine katkida bulunan bir diger
etkendir. Ayrica latent adenoviral enfeksiyonlar ve ¢ocukluk cagi respiratuar
enfeksiyonlarin hastalik patogenezinde etkili oldugu diistiniilmektedir. Bu baglamda,
enfeksiyonlara yatkinlikla sonuglanabilecek dogustan gelen immiin sistem
reseptorlerinin fonksiyonundaki bozulmalarin, KOAH gelisimine neden olabilecegi

diisiiniilmektedir (Rohde ve ark, 2006; Spelatas ve ark, 2009; Green ve ark, 2009).

Diger taraftan KOAH hastalarinda respiratuar semptomlarin kotiilestigi
alevlenme donemleri izlenmektedir. Alevlenmeler, akciger fonksiyonunun
diismesine ve hastanin durumunun Kkotilesmesine neden olmaktadir. KOAH
alevlenmelerinin nedenleri arasinda viral enfeksiyonlar, kirlilik, soguk hava ve rutin
tedavinin aksamasi yer almakla birlikte, alevlenmelerin % 40- 60 kadarinda

bakteriyel enfeksiyonlara rastlanmaktadir (Pabst ve ark, 2009).

Dolayisiyla dogustan gelen immiin sistem reseptorlerinden NLR ailesinin tiyesi
olan NOD2 proteininin fonksiyonunun bozulmasi, bakteriyel enfeksiyonlara
yatkinlikla sonuglanabilecegi i¢in, bu proteini kodlayan NOD2 genindeki
varyasyonlarin, hem KOAH gelisimi hem de ilerlemesi {lizerine etkisi olabilecegi

distiniilmektedir.

Literatiirde NOD2 ile KOAH arasindaki iligkinin arastirildigi yalnmizca bir
calisma bulunmaktadir. Japon populasyonu iizerinde yapilan bu ¢alismada NOD2
rs1077861 polimorfizminin sikligi, sigara igen veya gecmiste sigara icmis olan
KOAH hastalar1 ve kontrol grubu arasinda anlamli sekilde farkli bulunmustur.
Ayrica bu polimorfizmin daha diigsiik FEV1 yiizdesi ile iliskili oldugu gézlenmistir.
Arastirmacilar bu sonuca dayanarak, Japon toplumunda NOD2 rs1077861
polimorfizminin KOAH gelisimi ve ilerlemesi {izerinde etkili olabilecegini rapor

etmiglerdir (Kinose ve ark, 2012).
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1.3. Polimorfizm

DNA dizisindeki kalitilabilir degisiklikler mutasyon ya da polimorfizm olarak
adlandirilmaktadir. Mutasyon terimi bu degisikliklerin bir populasyonun ¢ok az bir
kesiminde (%1°den az) goriilmesi durumunda kullanilirken, polimorfizm terimi daha
yaygin (%1°den fazla) sekilde goriilmesi halinde kullanilmaktadir. Hem mutasyonlar
hem de polimorfizmler fenotipik degisikliklere neden olabilirler veya olmayabilirler.
Polimorfizmlerin fenotipi ciddi sekilde etkilemedigi diisiiniilmektedir ve bunun
genellikle dogru oldugu bildirilmistir. Ciinkii yasam veya iireme yetenegi iizerine
negatif etkisi olan bir genotipin populasyonda goriilme siklig1 bu negatif etkilerinden
dolay1 diismektedir. Polimorfizmler veya mutasyonlar DNA dizisindeki tek bir baz
ciftini (bg) veya binlerce bg¢’ni igerebilir. Polimorfizmler genel olarak 4 grupta

smiflandirilmaktadirlar: (Buckingham ve Flaws, 2007)

e Restriksiyon frafment uzunluk polimorfizmleri
e Degisken sayidaki ardisik dizi tekrarlar
e Kisa ardisik tekrar dizileri

e Tek niikleotid polimorfizmleri

1.3.1. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment
Length Polymorphism) “RFLP”

Restriksiyon Endoniikleazlar (Restriction Endonuclease) “RE”, ozellikle bakteriler
olmak iizere prokaryotik organizmalarda bulunurlar. Literatiirde 3000°den fazla
restriksiyon enziminin tanimlandig: bildirilmistir. Bu enzimlerin temel biyolojik
fonksiyonlari, genomu bakteriyofaj gibi yabanci DNA’ya karsi korumaktir. Diger
taraftan, bakteri DNA’s1 enzimin tanima bdolgelerinden metillendigi i¢in, RE’larin
kesimlerinden etkilenmezler. Isimlerini de bu &zelliklerinden alan RE’larm, diger
fonksiyonlar1 hala tartisilmakla birlikte, rekombinasyon ve transpozisyonda rol

aldiklar diisiintilmektedir.
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RE’lar metilaz aktivitelerine, alt {inite yapilarina, kesim o&zgiilliikklerine ve
kofaktor ihtiyaglarma gore tip I, tip II, tip III, tip IV restriksiyon endoniikleazlar
olarak simiflandirilirlar. Hedef niikleotidden veya ¢ok yakinindan kesim yapma
Ozellikleri nedeniyle bilimsel g¢aligmalarda en ¢ok kullanilan tip II restriksiyon
endoniikleazlar, ¢ift zincirli DNA {iizerinde yaklasik 4-8 baz uzunlugundaki spesifik
dizileri tanir ve her iki zinciri de bu tanima bdlgelerinden keserler (Pingoud ve
Jeltsch, 2001, Liileyap, 2008).

RE’larin kesim bolgelerini degistiren, yani, ya yeni bir kesim bolgesi olusturan,
ya da var olan kesim bolgesini ortadan kaldiran, genellikle transisyon ya da
transversiyon tipteki varyasyonlar, kesim sonucu elde edilen DNA fragmentlerinin
uzunluklarindaki farkliliklardan yararlanilarak tespit edilebilirler. Bunun igin,
oncelikle varyasyonun oldugu bolgeyi igeren DNA kesimi uygun primerler
kullanilarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction) “PCR”
islemine tabi tutulur. Elde edilen hedef DNA, uygun restriksiyon enzimiyle
muamele edilerek kesim gergeklestirilir. Son olarak kesim sonrasi elde edilen
fragmentler agaroz jel elektroforezinde goriintiilenerek genotipleme yapilir. (Liileyap
2008). Genotipleme i¢in PCR’la birlikte kullanilan bu yéntem PCR-RFLP yontemi

olarak adlandirilmaktadir.

1.4. Es Zamanh PCR

Es zamanli PCR yontemi, farkli amaclarla niikleik asitlerin kalitatif veya kantitatif
olarak saptanabilmesi i¢in kullanilan bir yontemdir. Es zamanli PCR’1 standart
PCR’dan ayiran iki 6nemli 6zellik vardir: (i) bu yontemde termal dongii cihaziyla
birlestirilmis bir optik okuma sistemi bulunmaktadir, (ii) Ikincisi ise PCR sirasinda
DNA c¢ogalmasimi bilgisayar ekranina yansitacak prob veya problarin kullanimi
gerekmektedir. Bu yontemde floresan isaretli prob ve boyalarin kullanilmasiyla,
olusan DNA miktar ile orantili olarak floresan miktar1 artar, dolayisiyla PCR, bu

floresan 151ma sayesinde es zamanli olarak goriintiilenebilir ve sonuclar analiz
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edilebilir. Bu 6zellikleri sayesinde es zamanli PCR, DNA’nin ¢ogaltilmas1 ve iiriin

analizini tek bir tiipte yapmaya olanak vermektedir (Giinel, 2007; Alp ve ark, 2012).

Es zamanli PCR’1n kullanim alanlar1 arasinda, biyolojik 6rneklerden elde edilen
DNA’nin kopya sayisin1 ve mRNA diizeyini kantitatif olarak belirleme, SNP analizi,
DNA hasart ve metilasyon tespiti, kromozom bozukluklarmin ve patojenlerin
belirlenmesi yer almaktadir. Yontemin avantajlar1 arasinda hassas, verimli, hizli ve

kontaminasyon riskinin diisiik olmasi sayilabilir (Giinel, 2007).

Es zamanli PCR’da amplifikasyon sonrasinda elde edilen {iriinlerin saptanmasi

cesitli sekillerde yapilabilir:

Ozgiil Olmayan Belirleme Sistemi: Bu sistemde diziye spesifik olmayan c¢ift
zincirli DNA’ya baglanabilen boyalar kullanilmaktadir. Bu amagla en sik kullanilan
boya SYBR Green [I’dir. Primerlerin baglanmasindan sonra gergeklesen
polimerizasyon asamasinda, hedef DNA cift zincirli hale geldikce, DNA’ya baglanan
boya miktar1 artar ve buna bagli olarak yayilan floresan miktarinda artis gozlenir
(Sekil 1.9) (http://sequencereferral.com/technology.php). Bu yontemle optimize
edilmis PCR sartlarinda ¢ok sayida gen gogaltilabilir.

Elde edilen floresan 1gtmanin istenen bolgenin ¢ogalmasiyla m1 gerceklestigi,
yoksa non-spesifik bir {iriin mii oldugunu anlamak i¢in “melting curve” (erime egrisi)
analizi yapilir. Erime egrisi analizinde cihaz PCR tiiplerini yavasca isitmaya baslar.
Elde edilen iiriin 1smin etkisiyle Erime Sicakligina (Melting Temperature) “Tm”
ulastiginda, ¢ift zincir agilmaya baglar, boya serbest kalir ve buna bagl olarak
floresan miktar1 diiser. Ornegin Tm derecesi, pozitif kontroliin Tm derecesiyle
karsilastirilarak elde edilen tiriiniin hedef {iriin olup olmadig1 saptanir. Tm dereceleri
ayni ise, aranan hedef bdlgenin amplifikasyonun gergeklestirildigi kabul edilir. Farkli
Tm dereceleri saptanmasi durumunda, elde edilen amplifikasyonun 6zgiil olmayan

bir iiriine ait oldugu sonucuna varilir (Giinel, 2007; Alp ve ark, 2012).
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Sekil 1.9: SYBR Green [I'in kullanildigi 6zglil olmayan belirleme sistemi
(http://sequencereferral.com/technology.php kaynagindan uyarlanmustir).

Ozgiil Belirleme Sistemi: Cogaltilmak istenen hedef DNA dizisinin 6zgiil olarak
saptanmast amactyla isaretli problar kullanilir. Bu sistemde prob cogaltilmis olan
iriiniin tamamina degil, lrlin i¢inde 6zglil bir bolgeye baglanir. Bu belirleme

yonteminde kullanilan farkli problar mevcuttur.

Hibridizasyon Problari: Bu problar LightCycler PCR cihazinda kullanilmak tizere
gelistirilmistir. Sistem Floresans Rezonans Enerji Transferi (FRET) prensibi ile
calismaktadir. Ozgiil problardan biri 3’ ucundan “dondr” boya ile isaretli, digeri 5’
ucundan ‘“‘akseptdr” boya ile isaretlidir. PCR sirasinda bu iki prob hedef bolgeye
baglanip birbirine yaklasgtiginda enerji yayilimi gergeklesir. Enerji dondr boyadan
akseptor boyaya transfer olur (Sekil 1.10).
(http://sequencereferral.com/technology.php). Bu transfer sonucunda olusan
floresans miktari, PCR siiresince olusan iiriin miktari ile orantili olarak artar. (Giinel,

2007; Alp ve ark, 2012).
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FRET PROBLARI

Transfer

Sekil 1.10: FRET prensibi ile calisan hibridizasyon problar1
(http://sequencereferral.com/technology.php. Kaynagindan uyarlanmustir.)

TaqMan (Hidroliz) Problari: TagMan problar1 (dual labelled probe) 5° ucunda
raportor flokrom, 3’ ucunda ise baskilayici florokrom ile isaretli problardir. TagMan
problar1 hedef bolge tek zincirli hale geldiginde primerlerin baglanma bélgesinin
arasinda yer alan spesifik bir bolgeye baglanir. Hedef bolge ile prob arasinda
hibridizasyon devam ettigi siirece baskilayict flokrom raportér florokromun sinyal
olusturmasin1 engeller. Primer uzamasi basladiginda ise probun oldugu bolgeye
gelinince Taq DNA polimeraz 5°-3’ ekzoniikleaz aktivitesi ile probu 5° ucundan
baslayarak yikar. Bunu takiben raportdr flokrom serbest kalir ve sinyal olusturur.
(Sekil 1.11) (http://sequencereferral.com/technology.php). Her dongiide tiretilen iiriin
arttikca floresan miktarinda artma goézlenir. Bu belirleme sisteminde 1s1ma probun
hedefe hibridize olmasi ile degil probun kirilarak ayrilmasi yani hidroliz olmasiyla

gergeklesir.

Hibridizasyon problar1 o6zellikle mutasyonlarin saptanmasina yonelik erime
egrisi analizine uygunken hidroliz problar1 bu amagla kullanilmazlar (Giinel, 2007;

Alp ve ark, 2012).
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Dizi Spesifik Problar
TaqMan Problari

Sekil 1.11: TagMan (Hidroliz) Problart  (http://sequencereferral.com/technology.php
kaynagindan uyarlanmustir).

Molekiiler Boncuk ve Diger Konformasyonel Problar: Bu problarla PCR iiriiniinii
belirleme, DNA’ya baglandiktan sonra problarda konformasyonel degisikliklerin
olmasi ve bu degisikliklerin de 1s1maya yol agmasi esasina dayanmaktadir. Molekiiler
boncuk problari, TagMan problarindan gelistirilmistir. Bu problarinda 5’ve 3’
uclarinda baskilayict ve raportdor flokromlart bulunmaktadir. Ancak {iriiniin
belirlenme asamasi probun kirillarak 1s1ma olusturmasi seklinde olmamaktadir. Bu
problarin 5 ve 3’ uglar1 bir filketenin iki ucu gibi biikiilerek dizayn edilmistir.
Raportor ve baskilayict flokromlarin komsulusunda birbirine komplementer diziler
bulunmakta, bdylece florokromlar birbirine yakin konumlanmaktadir. Prob hedef
DNA bdlgesine baglanirken bu yapilarin dogrusal olarak agilmasi sonucu baglanma
gerceklesmekte ve bunun sonucunda da florokromlar birbirinden ayrildigi ve
baskilayict etki ortadan kalktigi icin 1s1ma meydana gelmektedir (Sekil 1.12).
(Gtinel, 2007; Alp ve ark, 2012; http://sequencereferral.com/technology.php).
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Dizi Spesifik Problar

Molekiiler Boncuk Problar
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Sekil 1.12: Molekiiler Boncuk Problari (http://sequencereferral.com/technology.php.
Kaynagindan uyarlanmustir).

Giintimiizde reaksiyon sayist  kapasiteleri, eksitasyon-emisyon dalga
boylarindaki farkliliklari, hizlar1 ve kanal sayilart agisindan farklilik gosteren farkli
es zamanli PCR cihazlar1 mevcuttur. Bunlardan en fazla kullanilanlar1 arasinda
“Stratagene M x 3000p, M x 3005p ve M x 4000”, “Applied Biosystems 7300 ve
75007, “Chromo4”, “Smart Cycler”, “Rotor-Gene” ve “LightCycler” yer almaktadir
(Gtinel, 2007; Alp ve ark, 2012).

Lightcycler sisteminde FRET prensibine dayali hibridizasyon problari
kullanilmakta ve sonrasinda genotipleme i¢in erime egrisi analizi yapilmaktadir.
(Sekil 1.13) (http://www.plosone.org/article/info%3Adoi%2F10.1371%2Fjournal.
pone.0088879).
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Sekil 1.13: Lightcycler sistemi erime egrisi pikleri.
(http://www.plosone.org/article/info%3Adoi%2F10.1371%2Fjournal.pone.0088879
kaynagindan uyarlanmaistir).

1.5. Amag

Bu c¢alismanin amaci, KOAH ile NOD2 gen varyantlari arasindaki iligskinin
incelenmesidir. Elde edecegimiz veriler, NOD2 varyantlarnin KOAH gelisimi ve
hastaligin ilerlemesi {izerinde etkili olup olmadiginin anlagilmasma katki

saglayacaktir.

Calismamiz Tiirk populasyonunda KOAH ve NOD2 gen varyantlar1 arasindaki
iligkinin arastirildig: ilk calismadir.
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2. GEREC VE YONTEM

“Niikleotid baglanma ve Oligomerizasyon Domeyn 2 (NOD2) gen varyantlarinin
Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi (KOAH) gelisimi ve hastaligin siddeti iizerine
etkisinin aragtirilmasi” isimli bu tezin caligmalarina baglanmadan oOnce Afyon
Kocatepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
Bagkanligi’ndan 06.12.2012 tarihli ve 2012/8 toplanti numarali etik kurul onayi

alinmustir.

2.1. Gerecler

2.1.1. Materyal Se¢imi

Bu calismaya baglamadan Once istatistiksel olarak yeterli hasta sayist 108 olarak
belirlenmistir (etki bliylikliigli medium (0,3), yanilma diizeyi % 5 ve gii¢ % 80 olarak
kabul edilmistir). Calismaya Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Gogiis
Hastaliklar1 AD. ve Afyon Devlet Hastanesi Gogilis Hastaliklar1 kliniginde GOLD
standartlar1 dikkate alinarak KOAH tanis1 almig 45 yas iistii, en az 10 paket-y1l sigara
icen, diger inflamatuar, diger obstriiktif veya malign hastaliklar1 olmayan 168 hasta
ve 45 yag Ustii, en az 10 paket-y1l sigara igen, Solunum Fonksiyon Testinde (SFT)
obstriiksiyon saptanmamig, bilinen herhangi bir hastalii olmayan ve aralarinda

akrabalik bagi bulunmayan 100 saglikli birey dahil edildi.

Calisma kriterlerine uygun olan bireylere etik kurulca onaylanmis onam
formlar1 imzalatilarak calisma grubu olusturuldu. Daha 6nceden hazirlanmis hasta
bilgi formlarinda yer alan yas, sigara icme durumu, sigara icme miktar1 (paket-y1l),
son 1 yil icindeki alevlenme ve hastaneye yatis sayisi, aile Oykiisii ve SFT
parametreleri gibi bilgiler kayit altina alindi. Miimkiin olan hastalardan bir yil

aralikla yapilmis iki farkli SFT alindi.
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Kontrol grubu i¢in ise, yas, sigara igme durumu, sigara igme miktari, aile

Oykiisti ve SFT parametrelerini iceren kontrol grubu bilgi formlar1 dolduruldu.

Hasta ve kontrol gruplarindan EDTA’l tiiplere 4cc kan alindi. Alinan kanlar
DNA izolasyonu yapilana kadar +4°C° de muhafaza edildi. Izole edilen DNA

ornekleri etiketlenerek -20 °C’ de saklanda.

2.1.2. Calismada Kullanmilan Cihazlar

Cihaz Ad1

Marka-Model

Mikro santrifiij
Sogutmali santrifiij
Hassas terazi

Hot plate

Vorteks
Spektrofotometre
Termal Cycler

Termal Cycler
Mikropipetler (1-10 pl, 10-100 ul, 100-1000 ul )
Ceker ocak

Distile su cihazi

Yatay elektroforez tanki
Mikrodalga firin
Buzdolab1

Derin dondurucu

Jel goriintiileme sistemi
Gil¢ kaynagi

Es Zamanli PCR

Heraeus — Biofuge pico

Thermo

Sartorius

Niive

Niive

NanoDrop ND-1000

Eppendorf - Mastercycler personal
Techne

Eppendorf Research

Barnstead

Thermo

Argelik

Profilo

Bosch

BioDoc-It® Imaging System-UVP
Apelex

LightCycler 480 Instrument (Roche
Diagnostics)
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2.1.3. Cahsmada Kullamilan Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

KlImyasal veya Sarf Malzeme Adi

Marka

DNA izolasyon Kiti

Rs2066844 (R702W) polimorfizmi i¢in primerler

F: 5- CTTCCTGGCAGGGCTGTTGTC -3’

R: 5'- CATGCACGCTCTTGGCCTCAC -3’

Hpall restriksiyon enzimi-10U/pul,

Hpall enzim tamponu

Tag DNA polimeraz-5U/pl,

MgClz, 25mM

10X PCR tamponu

dNTP mix, her biril0 mM

100 bp DNA Ladder, 0,5ug/ul

Ultra low range DNA ladder 0,5ug/ul

Light Cycler FastStart DNA Master HybProbe

Rs 1077861 polimorfizmi i¢in LightSNip Reagent Mix
Rs 3135500 polimorfizmi i¢in LightSNip Reagent Mix
MgCl,, 25mM

PCR Grdae H20

Isoprophanol

Ethanol absolute

Agaroz

5 X TBE Buffer

Etidyum bromiir

6X Loading Dye

Bromphenol blue (Sodium Salt % 0,25, Ficoll 400 %15)
Steril 0,1-10 pl pipet ucu

Steril 10-200 pl pipet ucu

Steril 100-1000 pl pipet ucu

PCR tiipleri (0,2ml, 0,7ml, 1,5 ml, 2ml)

Roche

Thermo Scientific

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Roche Diagnostics
T1b Molbiol

T1b Molbiol

T1b Molbiol

Tib Molbiol
Sigma

Merck

Multicell
Biological Industries
Sigma
Fermentas
Applichem
Axygen
Axygen
Axygen
Axygen
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2.1.4. Kullanilan Soliisyon ve Tamponlarin Hazirlanmasi

Soliisyon veya Tampon Adi Hazirlama Sekli

Inhibitér removal Buffer 20 ml absolute ethanol eklenerek hazirlandi.

Wash Buffer 80 ml absolute ethanol eklenerek hazirlandi.

Proteinaz K 4,5 ml PCR grade suda ¢oziilerek hazirlandi.

Rs2066844 Forward Primer Liyofilize igerige 439,1 pl PCR grade su eklenerek
hazirland:.

Rs2066844 Reverse Primer Liyofilize igerige 353,6 ul PCR grade su eklenerek
hazirland.

0,5 X TBE Buffer 5 X TBE Buffer’dan 1’e 9 oraninda distile su ile

seyreltilerek hazirlandi.

LightSNip Reagent Mix Her viale 100 pl PCR grade su eklenerek hazirlandi.

LightCycler FastStart 1b soliisyonu la soliisyonuna eklenerek hazirlandi.
Reaction Mix HybProbe

2.2. Yontemler

2.2.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu

1. Onceden 70 C%ye getirilmis su banyosuna son basamakta ilave edilmek iizere
yeterli miktarda elution buffer inkiibasyona birakildi.
2. 200 pl kan, 200 pl binding buffer ve 40 ul Proteinaz K 1,5 ml’lik tiipe sirasiyla

eklendi.
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3. Karisim vortekslendikten sonra santrifiijde spin atildi ve 70 °C’de 20 dakika
inkiibasyona birakildi.

4. 20 dakika sonunda karigimin iizerine 100 ul isopropanol eklendikten sonra
vortekslendi, santrifiijde spin atildi ve altinda collection tiip (toplama tiipii)
bulunan filtreli tiipe aktarildi.

5. Filtreli tiipe aktarilan karisim 10 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi ve collection
tiipler degistirildi.

6. Inhibitor removal buffer’dan 500 pl ilave edildi ve 10 000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildikten sonra collection tiipler degistirildi.

7. 500 pl wash buffer ilave edildi ve 10 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten
sonra collection tiipler degistirildi.

8. Yikama islemi, yani 7. basamak tekrar edildi.

9. Yikamalardan sonra bos collection tiiple 13 000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi.

10.Collection tiipler atildi ve filtreli tiipler 1,5 ml’lik tiiplere yerlestirildikten sonra
120 pl elution buffer ilave edilerek 10 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

2.2.2 Rs2066844 (R702W) Polimorfizmi i¢in PCR-RFLP Yontemiyle

Genotipleme

NOD2 geninin 4. ekzonunda yer alan rs2066844 (R702W) (C/T) polimorfizminin
genotiplemesi icin  PCR-RFLP yontemi kullanildi. Bunun i¢in 6ncelikle toplam 50
ul’lik PCR karigimi hazirlandi. Thermal Cycler cihazinda amplifikasyon
gerceklestirildikten sonra, kesim iriinleri % 2’lik agaroz jelde goriintiilendi.
Amplifikasyonu gerceklesen PCR iiriinlerine uygulanan restriksiyon enzim kesimi

sonrasinda, kesim {irtinleri % 3’liik agaroz jelde goriintiilenerek genotipleme yapildi.
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2.2.2.1. PCR Karisim

Kullanilan Malzeme Miktar
10X PCR Buffer 5ul
MgCl; (25 mM) 2ul
dNTP mix (25 mM) 1 ul

F primer (10 pmol) 1 ul

R primer (10 pmol) 1 ul
Taq DNA polimeraz 0.4 pul
PCR grade H20 37,6 ul
Kalip DNA 2 ul

Eppendorf tiipler i¢cinde hazirlanan karisim pipetaj ve kisa bir santriifiij isleminden

sonra 1s1 donglisli asagidaki sekilde hazirlanmis olan thermal cycler’a yerlestirildi.

2.2.2.2.Thermal Cycler Is1 Dongiisii

Basamak Sicakhik Siire (Dakika) Dongii
Numarasi (°C) Sayisi
1 95 5 1

2 95 1 35

3 60 1 35

4 72 2 35

5 72 7 1

6 4 Saklama

2.2.2.3. %2’lik Agaroz Jelde PCR Uriinlerinin Kontrolii

PCR sonunda, amplifikasyon iiriinlerinin kontrol edilmesi i¢in %2’lik agaroz jel

hazirlandi. Jeli hazirlamak i¢in 150 ml 0,5X TBE igine 3 g agaroz eklenerek
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mikrodalga firinda saydamlasincaya kadar kaynatildi ve igerisine ¢eker ocak altinda
7,5 pl EtBr ilave edildi. Hazirlanan jel, jel aparatina dokiildiikten sonra taraklar
yerlestirildi ve jel sertlesinceye kadar beklendi. Jel sertlestikten sonra taraklar
cikarilarak tanka yerlestirildi ve {izerine 0,5X TBE tampon eklendi. Bes pul PCR
tiriini ve 1 pl 6X yilikleme soliisyonu karistirilarak jele yiiklendi. PCR iiriinlerinin
biiyiikliiklerini belirlemek amaciyla DNA marker (100bp) kullanildi. Negatif kontrol
olarak PCR grade su kullanildi PCR iirlinleri 150 voltta yaklagik 30 dakika
yiiriitiildiikten sonra, UV 151k altinda goriintiilendi. Sekil 2.1’de 176 bg¢ uzunlugunda

beklenen PCR iiriinlerinin jel gorlintiileri yer almaktadir.

Sekil 2.1: Rs2066844 polimorfizmine ait PCR iiriinlerinin % 2’lik agaroz jel goriintiileri. M
(Marker DNA): 1000bg¢ 900bg, 800bp, 700bg, 600bg, 500bg, 400bg, 300bp, 200bg, 100bg.
NK: Negatif kontrol. 1-15: Hastalara ait 176 b¢’lik PCR tiriinleri.

2.2.2.4. Enzim Kesimi

Amplifiye olan 6rneklere Hpall enzimi kullanilarak enzim kesimi uygulandi. Enzim

kesimi i¢in hazirlanan karigim asagida verilmistir.

Kullanilan Malzeme Miktar
PCR iiriinii 10 wl
PCR grade su 18 ul
10X Buffer B 2 ul

Hpall enzim 1 ul
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PCR tiipleri icinde hazirlanan karisim 37 °C’de 16 saat inkiibe edildi. Kesim
triinleri ve© DNA marker (ultra low range) % 3’liikk agaroz jele yiiklenerek 130
voltta 1,5 saat yiriitiildiikten sonra, jel goriintilleme sisteminde goriintiilendi ve
orneklerin genotipleri belirlendi. Olas1 genotipler i¢in beklenen bant biiytikliikleri

asagida verilmektedir:

CC genotipi (yabanil tip): 76 bg, 54 bg, 24 bg, 22 bg.
CT genotipi: 130 bg, 76 bg, 54 bg, 24 bg, 22 bg.
TT genotipi: 130 bg, 24 bg, 22 bg.

Sekil 2.2°de enzim kesim iiriinlerinin jel goriintiileri yer almaktadir.

Sekil 2.2: Rs2066844 polimorfizmine ait enzim kesim driinlerinin % 3’lik agaroz jel
gortintiileri. M (Marker DNA): 300 bg, 200 bg, 150 bg, 100 bg, 75 bg, 50 bg, 35 bg, 25 bg,
20bg, 15bg, 10bg. 1,2,3,4,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14: CC. 5: 176 b¢’ lik PCR iiriinii.

2.2.3. Rs1077861 Polimorfizmi i¢cin Es Zamanh PCR Yontemiyle Genotipleme

NOD2 geninin 10. intronunda yera alan rs1077861 (A/T) polimorfizminin

genotiplemesi i¢in es zamanlt PCR yontemi kullanildi.
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2.2.3.1.Light Cycler FastStart DNA Master HybProbe Icerigi
Light Cycler FastStart DNA Master HybProbe Kiti:

1. LightCycler FastStart Enzim

2. LightCycler FastStart Reaction Mix HybProbe
3. MgClI; stok soliisyon, 25 mM

4. PCR grade su

Icermektedir.

2.2.3.2.Reaksiyon Karisim

Kullanilan Malzeme Miktar
PCR grade su 14,4 ul
LightSNip Reagent Mix 1l
Light Cycler FastStart DNA Master HybProbe 2ul
MgCl. (25 mM) 1,6 pl
Kalip DNA 1l

2.2.3.3. LightCycler 480 Cihaz1 i¢in Programlama Degerleri

Es zamanli PCR cihazinda rs1077861 polimorfizmi i¢in olusturulan programlama

degerleri Tablo 2.1.” de yer almaktadir.
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Tablo 2.1: Rs1077861 ve rs3135500 polimorfizmleri i¢in es zamanli PCR cihazinda
olusturulan programlama degerleri

Program Denat. Amplifikasyon Erime Soguma
Parametreler

Analiz Modu Yok Olgme Erime Egrileri Yok
Doéngiiler 1 45 1 1
Segment 1 1 2 3 1 2 3 1
Hedef Sicaklik (°C) 95 95 60 72 95 40 75 40
Inkiib. Siiresi (mm:ss) 10:00 00:10 00:10 00:15 00:30 02:00 00:00 00:30
Gegis Hiz1 (°C/s) 4,4 4,4 2,2 4,4 4,4 15 - 15
Yakalama Modu Yok Yok  Tek Yok Yok Yok  Siirekli Yok
Veri Sayisi (°C basia) 3

2.2.3.4. Islem Basamaklar1

PCR karisimi hazirlanmadan once LightCycler cihazi agilarak self test
yapmasi saglandi.

Cihaza rs1077861 polimorfizmi i¢in daha Onceden yiliklenmis protokol
segilerek hasta listesi girisi yapildi ve sistem ¢aligmaya hazir hale getirildi.
Calisilacak hasta sayist kadar reaksiyon karisimi hazirlananarak 96
kuyucuklu PCR plakasinin her bir kuyucuguna 19 pl dagitildi.

Cihaza girilen hasta listesindeki siraya uygun olarak her kuyucuga 1 pl hasta
DNA’s1, negatif kontrol olarak secilen kuyucuga ise 1 pul PCR grade su
eklendi.

Dagitim islemi tamamlandiktan sonra PCR plakasmin {istii 6zel kaplama
jelatini ile sikica kaplanarak cihaza yerlestirildi.

Cihaz calistirildiktan yaklasik 50 dakika sonra PCR dongiileri tamamlandi.
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7. Erime egrisi analizi segilerek bu analiz yaptirildiktan sonra, rs1077861
polimorfizminin genotiplemesi A alleli i¢in 59,60 °C (+ 2,5 °C), T alleli igin
64,16 °C (£ 2,5 °C) deki erime egrilerine gore yapildi.

Rs1077861 polimorfizmi AA, AT ve TT genotipine sahip oldugu belirlenen ti¢ farkli

hastaya ait erime egrisi pikleri sekil 2.3.’de gosterilmektedir.

Melting Peaks

40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 74
Temperature (*C)

Sekil 2.3: Rs1077861 polimorfizmi AA, AT ve TT genotiplerindeki hastalara ait erime egrisi
pikleri. 1: AA genotipi, 2: AT genotipi, 3: TT genotipi.

2.2.4. Rs3135500 Polimorfizmi i¢in Es Zamanh PCR Yontemiyle Genotipleme

NOD2 geninin 3° UTR bdlgesinde yer alan rs3135500 (A/G) polimorfizminin

genotiplemesi i¢in es zamanli PCR yontemi kullanildi.

2.2.4.1. Light Cycler FastStart DNA Master HybProbe I¢erigi

Light Cycler FastStart DNA Master HybProbe Kiti:

1. LightCycler FastStart Enzim
2. LightCycler FastStart Reaction Mix HybProbe
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3. MgCl; stok soliisyon, 25 mM
4. PCR gradesu

Icermektedir.

2.2.4.2. Reaksiyon Karisimi

Kullanilan Malzeme Miktar
PCR grade su 14,4 wl
LightSNip Reagent Mix 1 ul
Light Cycler FastStart DNA Master HybProbe 2 ul
MgCl; (25 mM) 1,6 ul
Kalip DNA 1 ul

2.2.4.3. LightCycler 480 cihazii¢in Programlama Degerleri

Es zamanli PCR cihazinda rs3135500 polimorfizmi i¢in olusturulan programlama

degerleri tablo 2.1.” de yer almaktadir.

2.2.4.4. islem Basamaklar1

1. PCR karisimi hazirlanmadan 6nce LightCycler cihazi agilarak self test
yapmasi saglandi.

2. Cihaza rs3135500 polimorfizmi i¢in daha onceden yiiklenmis protokol
secilerek hasta listesi girisi yapildi ve sistem calismaya hazir hale getirildi.

3. Calisilacak hasta sayis1 kadar reaksiyon karisimi hazirlananarak 96

kuyucuklu PCR plakasinin her bir kuyucuguna 19 pl dagitildi.
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4. Cihaza girilen hasta listesindeki siraya uygun olarak her kuyucuga 1 pl hasta
DNA’s1, negatif kontrol olarak segilen kuyucuga ise 1 pul PCR grade su
eklendi.

5. Dagitim islemi tamamlandiktan sonra PCR plakasimin {istii 6zel kaplama
jelatini ile sikica kaplanarak cihaza yerlestirildi.

6. Cihaz calistirilldiktan yaklasik 50 dakika sonra PCR dongiileri tamamlandi.

7. Erime egrisi analizi secilerek bu analiz yaptirildiktan sonra, rs3135500
polimorfizminin genotiplemesi A alleli igin 53,64 °C (+ 2,5 °C), G alleli igin
60,15 °C (£ 2,5 °C) deki erime egrilerine gore yapildi.

Rs3135500 polimorfizmi AA, AG ve GG genotipine sahip oldugu belirlenen {i¢

farkli hastaya ait erime egrisi pikleri sekil 2.4.’de gosterilmektedir.

Melting Peaks
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Temperature (*C)

Sekil 2.4: Rs3135500 polimorfizmi AA, AG ve GG genotiplerindeki hastalara ait erime
egrisi pikleri. 1: AA genotipi, 2: AG genotipi, 3: GG genotipi.

2.2.5. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analiz IBM SPSS 18 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) programi
kullanilarak yapildi. Demografik 6zelliklerin hasta ve kontrol gruplarinda normal

dagilip dagilmadigi Shapiro Wilk testi kullanilarak belirlendi. Hasta ve kontrol
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gruplart arasinda demografik ozellikler Mann-Whitney U ve Pearson Chi-Square
testleri ile karsilastirildi. Hasta ve kontrol gruplari arasinda genotip ve allel
sikliklarinin dagilimi icin Fisher’s Exact Test ve Pearson Chi-Square Testi (X2
dagilimi) kullanildi. KOAH riski ile rs1077861 ve rs3135500 polimorfizmleri
arasindaki iliskinin degerlendirilmesi i¢in ¢ok degiskenli lojistik regresyon analizi
yapildi. Bagimsiz degiskenlerin se¢imi ve en gecerli regresyon modelinin
olusturulmasi igin geriye dogru adimsal regresyon analizi uygulandi. Kullanilan
sigara miktar1 (paket-yil) ile yi1llik FEV1 diisiisii arasinda korelasyon olup olmadigin
anlamak i¢in Spearman Rho katsayis1 hesaplandi. Yillik FEV1 diisiisiiniin yasa gore,
sigara igme durumuna goére ve alevlenme sikligina gore ayri ayri1 gruplandirilan
hastalar arasinda farkli olup olmadigini belirlemek igcin Mann-Whitney U testi
kullanildi.  Polimorfizmlerin farkli genotiplerini tasiyan hastalar arasinda yillik
FEV1 disiistiniin farkli olup olmadigimi belirlemek i¢in Kruskal-Wallis testi
uygulandi. P degeri < 0,05 oldugunda istatistiksel agidan anlamli oldugu kabul edildi.
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3. BULGULAR

Bu calismada;

Hasta ve kontrol gruplari arasinda NOD2 geni rs2066844, rs1077861 ve
rs3135500 varyasyonlarinin genotip ve allel sikliklar1 karsilastirilmas,
Rs1077861 ve rs3135500 polimorfizmleri ile KOAH riski arasindaki iligkiyi
arstirmak icin
o Rs1077861, rs3135500 polimorfizmleri, yas (60 yas alt1 ve istii seklinde
kategorize edilerek), aile Oykiisii, sigara (paket-yil) bagimsiz degiskenleri
kullanilarak geriye dogru adimsal regresyon analizi yapilmus,
Alevlenme ve hastaneye yatis sayilar1 dikkate alinarak hastalar iki gruba ayrilmis
o Alevlenme sayis1 az olan hastalar: Hi¢ alevlenmesi olmayan veya 1
alevlenmesi olan fakat hastane yatis1 olmayan hastalar.
o Alevleneme sayisi ¢ok olan hastalar: Iki veya daha fazla sayida
alevlenmesi olanlar veya 1 kere hastane yatisi olan hastalar.
ve bu iki grup arasinda tiim polimorfizmlerin allel ve genotip sikliklar
karsilastirilmais,
Hava akimi kisitlamasi dikkate alinarak hastalar orta, agir ve ¢ok agir olarak
gruplara ayrilmis ve bu gruplar arasinda tiim polimorfizmlerin allel ve genotip
sikliklar1 karsilastirilmas,
GOLD’a gore FEV1 degerleri, alevlenme sayilari, hastaneye yatis sayilar1 ve
hastalik semptomlar1 g6z oniinde bulundurularak hastalar A, B, C, D gruplarina
ayrilmis ve bu gruplar arasinda tiim polimorfizmlerin allel ve genotip sikliklar
karsilastirilmis,
Hastalar aile Oykiisii olanlar ve olmayanlar olarak iki gruba ayrilmis ve bu
gruplar arasinda tiim polimorfizmlerin allel ve genotip sikliklar1 karsilastirilmas,
Bir yil aralikla hastalardan alinan iki farkli solunum fonksiyon testinin FEV1
degerleri arasindaki fark alinarak yillik FEV1 diisiisii hesaplanmis, bu diistis ile
sigara igme miktar1 (paket-y1l) arasinda iliski olup olmadigi,
Yillik FEV1 distisiiniin yas (60 yas alt1 / 60 yas ve {istli), sigara icme durumu ve
alevlenme sikligina goére ayr1 ayri gruplandirilan hastalar arasinda degisip

degismedigi,
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- Yillikk FEV1 diisiisliniin polimorfizmlerin farkli genotiplerini tagiyan hastalar

arasinda farkli olup olmadig: aragtirilmistir.

Calismaya dahil edilen KOAH’l1 olgular ve kontrol grubu olgularina ait genel

ozellikler ve bulgular Tablo 3.1’de verilmistir.

Tablo 3.1: KOAH’l1 olgular ve kontrol grubu olgularina ait demografik o6zellikler ve
bulgular.

KOAH Grubu Kontrol Grubu P degeri
(ort£SD) veya (ort£SD) veya
N, (%) N, (%)
Say1 168 100
Yag Ortalamasi 64 + 8,55 60 +7,96 0,000
Aile Oykiisii (+) 54 (32) 16 (16) 0,004
Sigara (paket-y1l) 47,6 + 33,8 37,4+22,3 0,059
Eski FEV1 (L) 1,37+ 0,58
Yeni FEV1 (L) 1,15+ 0,56 2,95+ 0,48 0,000
Eski FEV1 (%) 47 £ 18,79
Yeni FEV1 (%) 40,7 + 17,86 97+11,34 0,000
FEV1/FVC (%) 60,6 + 7,02 85,5+8,08 0,000
FEF 25-75 (%) 35+17,31 100,8 + 26,49 0,000
SPO; (%) 93 + 6,00 97+1,20 0,000
Sigara igme durumu 0,077
Eski igici 138 (82,1) 73 (73)
Aktif igici 30 (17,9) 27 (27)
Alevlenme Sayist
Alevlenme sayisi az olanlar 53 (31,7)
Alevlenme sayisi ¢ok olanlar 114 (68,3)
Evreleme (Hava akimi kisitlamasina gore)
Orta 50 (29,9)
Agir 64 (38,3)
Cok agir 53 (31,7)
Evreleme A-D (GOLD’a gore)
A 52 (31,1)
B 10 (6)
C 64 (38,3)
D 41 (24,6)
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3.1. Rs2066844 (R702W) Polimorfizmine Ait Bulgular

3.1.1. Hasta ve Kontrol Gruplar Arasinda Rs2066844 Polimorfizmi Genotip ve
Allel Sikhiklar:

NOD?2 geninin 4. ekzonunda yer alan rs2066844 (R702W) (C/T) polimorfizmi igin
insanda CC (atasal), CT ve TT olmak iizere 3 ayr1 genotip bulunmaktadir. Bu
calismada hasta grubunda genotip dagilimi % 99,4 (167/168) CC, % 0,6 (1/168) CT
olarak bulunmus, TT genotipine rastlanmamistir. Kontrol grubunda ise olgularin
hepsinin % 100 (100/100) CC, genotipine sahip oldugu anlagilmistir. Rs2066844
(R702W) polimorfizmi i¢in genotip dagilimi hasta ve kontrol gruplari arasinda
degerlendirilmis ve aralarinda istatistiksel olarak fark bulunmamistir. (p>0,05)
(Tablo 3.2.).

Hasta grubunda C ve T allellerinin sikliklar1 sirasiyla % 99,7 ve % 0,3 olarak
bulunurken, kontrol grubunda T alleline rastlanmamistir. Rs2066844 (R702W)
polimorfizmi igin allel sikliklar1 hasta ve kontrol gruplart arasinda degerlendirilmis

ve aralarinda istatistiksel olarak fark bulunmamistir (p>0,05) (Tablo 3.2.).

Tablo 3.2: Hasta ve kontrol gruplarinda rs2066844 (R702W) polimorfizmi genotip ve allel
sikliklari.

Rs2066844 Hasta Kontrol Toplam p degeri
Genotip Sikhiklar: N (%)

CC 167 (99,4) 100 (100) 267 (99,6)

CT 1 (0,6) 0 1 (04) 1,00

TT 0 0 0

Allel Sikhiklar1 %

C 99,7 100 99,8 1.00

T 0,3 0 0,2
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3.1.2. Alevlenme Sikhigina Gore Ayrilan Hasta Gruplar1 Arasinda Rs2066844
Polimorfizmi Genotip ve Allel Sikhiklar:

Alevlenme sayilar1 ve hastaneye yatis sayilart dikkate alinarak hastalar iki gruba
ayrimistir:
o Alevlenme sayis1 az olanlar: Hi¢ alevlenmesi olmayan veya 1
alevlenmesi olan fakat hastane yatis1 olmayan hastalar.
o Alevleneme sayisi ¢ok olan hastalar: Iki veya daha fazla sayida
alevlenmesi olanlar veya 1 kere hastane yatisi olan hastalar.
Bu iki grup arasinda rs2066844 polimorfizmi genotip ve allel sikliklari
karsilagtirilmis ve istatiksel olarak fark saptanmamistir (p>0,05) (Tablo 3.3).

Tablo 3.3: Alevlenme sayilari az ve ¢ok olan hasta gruplar1 arasinda rs2066844
polimorfizmi genotip ve allel sikliklari.

Alevlenme Sayisi

Rs2066844 Az Cok Toplam p degeri
Genotip Sikhiklar1 N (%)

cC 53 (100) 113 (99,1) 166 (99,4)

CT 0 1 (0,9) 1 (0,6) 1,00

TT 0 0 0

Allel Sikliklar1 %

C 100 99,6 99,7 1.00

T 0 0,4 0,3

3.1.3. Hava Akim Kisitlamasina ve GOLD Kkriterlerine gore Evrelenen Hasta
Gruplar:1 Arasinda Rs2066844 Polimorfizmi Genotip ve Allel Sikhiklar:

Hava akimi kisitlamasi dikkate alinarak hastalar orta (FEV1 % 50 — 80), agir (FEV1
% 30 — 50) ve ¢ok agir (FEV1 < % 30) olmak iizere ii¢ gruba ayrilarak bu gruplar
arasinda rs2066844 polimorfizminin genotip ve allel sikliklar1 karsilagtirilmis ve
istatiksel olarak fark bulunmamaistir (p>0,05) (Tablo 3.4). Yine GOLD’a gore FEV1
degerleri, alevlenme sayilari, hastaneye yatis sayilart ve hastalik semptomlar1 goz

onilinde bulundurularak hastalar A, B, C, D gruplarina ayrilmistir:
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A grubu (Diisiik Risk, Daha Az Semptom) : GOLD kriterlerine gére hafif veya
orta siddette hava akimi kisitlanmasi olan ve/veya yilda 0-1 alevlenmesi olan ve
alevlenme nedeniyle hastane yatis1 olmayan ve semptomu az olan hastalar.

B grubu (Diisiik Risk, Daha Fazla Semptom): GOLD Kkriterlerine gore hafif veya
orta siddette hava akimi kisitlanmasi olan ve/veya yilda 0-1 alevlenmesi olan ve
alevlenme nedeniyle hastane yatisi olmayan ve semptomu daha fazla olan hastalar.
C grubu (Yiiksek Risk, Daha Az Semptom): GOLD standartlarina gore agir veya
cok agir siddette hava akimi kisitlanmasi olan ve/veya yilda >2 alevlenmesi olan ve
alevlenme nedeniyle yilda >1 hastane yatis1 olan ve semptomu az olan hastalar.

D grubu (Yiiksek Risk, Daha Fazla Semptom): GOLD standartlarina gore agir
veya c¢ok agir siddette hava akimi kisitlanmasi olan ve/veya yilda >2 alevlenmesi
olan ve alevlenme nedeniyle yilda >2 hastane yatisi olan ve semptomu fazla olan

hastalar.

Bu gruplar arasinda rs2066844 polimorfizminin genotip ve allel sikliklari

karsilastirilmis ve istatiksel olarak fark bulunmamistir (p>0,05) (Tablo 3.4).

Tablo 3.4: Hava akimi kisitlamasina gore orta, agir ve ¢ok agir olarak ayrilan hasta gruplart
arasinda rs2066844 polimorfizmi genotip ve allel sikliklari.

Rs2066844 Hava Akimi Kisitlamasi
Orta Agir Cok Agir Toplam p degeri

Genotip Sikhiklar: N (%)
CcC 49 (98) 64 (100) 53 (100) 166 (99,4)
CT 1 (2 0 0 1 (0,6) 0,308
TT 0 0 0 0
Allel Sikhiklar1t %
C 99 100 100 99,7 0.309

T 1 0 0 0,3
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Tablo 3.5: GOLD kriterleri dikkate alinarak A, B, C ve D seklinde gruplandirilan hastalar
arasinda rs2066844 polimorfizmi genotip ve allel sikliklar.

Rs2066844 Evreleme (GOLD)
A B C D p degeri

Genotip Sikhiklar: N (%)
cC 52 (100) 10 (100) 63 (98,4) 41 (100)
CT 0 0 1 (1,6) 0 0,655
TT 0 0 0 0
Allel Sikhiklar1 %
C 100 100 99,2 100 0.656
T 0 0 0,8 0

3.1.4. Aile Oykiisii Olan ve Olmayan Hasta Gruplar1 Arasinda Rs2066844

Polimorfizmi Genotip ve Allel Sikliklar:

Hasta grup aile oykiisiinde KOAH olanlar ve olmayanlar seklinde 2 gruba ayrilarak
bu gruplar arasinda rs2066844 polimorfizminin genotip ve allel sikliklari

karsilagtirilmis ve istatiksel olarak fark bulunmamistir (p>0,05) (Tablo 3.6).

Tablo 3.6: Aile dykiisii olan ve olmayan hasta gruplari arasinda rs2066844 polimorfizmi
genotip ve allel sikliklari.

Aile Oykiisii
Rs2066844 Pozitif Negatif Toplam p degeri
Genotip Sikhiklar: N (%)
CC 54 (100) 113 (99,1) 167 (99,4)
CT 0 1(0,9) 1 (0,6) 1,00
TT 0 0 0
Allel Sikhiklar1 %
C 100 99,6 99,7 1.00

T 0 0,4 0,3
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3.2. Rs1077861 ve Rs3135500 Polimorfizmlerine Ait Bulgular

3.2.1. Hasta ve Kontrol Gruplar1 Arasinda Rs1077861 ve Rs3135500
Polimorfizmlerinin Genotip ve Allel Sikhiklar:

NOD2 geninin 10. intronunda yer alan rs1077861 (T/A) polimorfizmi i¢in insanda
TT (atasal), TA ve AA olmak lizere 3 ayr1 genotip bulunmaktadir. Bu galismada
hasta grubunda genotip dagilimi % 27,4 (46/168) TT, % 60,1 (101/168) TA ve %
12,5 (21/168) AA, kontrol grubunda ise % 26 (26/100) TT, % 59 (59/100) TAve %
15 (15/100) AA olarak bulunmustur. Rs1077861 polimorfizmi i¢in genotip dagilimi
hasta ve kontrol gruplar1 arasinda degerlendirilmis ve aralarinda istatistiksel olarak
fark bulunmamistir (p>0,05) (Tablo 3.7.). Rs1077861 polimorfizminin genotip
dagilimi hasta grupta Hardy-Weinberg dengesi ile uyumlu bulunmazken (p=0.003),
kontrol grubunda uyumlu bulunmustur (p=0.052).

Hasta grubunda T ve A allellerinin sikliklart sirasiyla % 57,4 ve % 42,6
kontrol grubunda ise % 55,5 ve % 44,5 olarak bulunmus ve allel sikliklar1 ag¢isindan
iki grup arasinda istatiksel olarak fark bulunmamistir (p>0,05) (Tablo 3.7.). Ayrica
rs1077861 TT, TA ve AA genotipleri arasinda FEV1 degerleri agisindan da istatiksel
olarak fark bulunmamustir. (p=0.121)

Tablo 3.7: Hasta ve kontrol gruplarinda rs1077861 polimorfizmi genotip ve allel sikliklari.

Rs1077861 Hasta Kontrol Toplam p degeri
Genotip Sikhiklar: N (%)

TT 46 (27,4) 26 (26) 72 (26,9)

TA 101 (60,1) 59 (59) 160 (59,7) 0,840
AA 21 (12,5) 15 (15) 36 (13,4)

Allel Sikhiklar1 %

T 57,4 55,5 56,7 0,661

A 42,6 445 43,3

NOD?2 geninin 3> UTR bélgesinde yer alan rs3135500 (A/G) polimorfizmi i¢in
insanda AA (atasal), AG ve GG olmak tiizere 3 ayr1 genotip bulunmaktadir. Bu
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caligmada hasta grubunda genotip dagilimi % 12,5 (21/168) AA, % 44 (74/168) AG
ve % 43,5 (73/168) GG, kontrol grubunda ise % 22 (22/100) AA, % 41 (41/100) AG
ve % 37 (37/100) GG olarak bulunmustur. Rs3135500 polimorfizmi igin genotip
dagilimi hasta ve kontrol gruplar1 arasinda degerlendirilmis ve aralarinda istatistiksel
olarak fark bulunmamustir (p>0,05) (Tablo 3.8). Rs3135500 polimorfizminin genotip
dagilimi hasta (p=0.74) ve kontrol (p=0.11).gruplarinda Hardy-Weinberg dengesi ile

uyumlu bulunmustur.

Hasta grubunda A ve G allellerinin sikliklar1 sirasiyla % 34,5 ve % 65,5
kontrol grubunda ise % 42,5 ve % 57,5 olarak bulunmustur. Rs3135500
polimorfizmi i¢in allel sikliklar1 hasta ve kontrol gruplar1 arasinda degerlendirilmis
ve aralarinda istatistiksel olarak fark bulunmamistir (p>0,05) (Tablo 3.8). Ayrica
rs3135500 GG, GA ve AA genotipleri arasinda FEV1 degerleri agisindan da
istatiksel olarak fark bulunmamustir. (p=0.457)

Tablo 3.8: Hasta ve kontrol gruplarinda rs3135500 polimorfizmi genotip ve allel sikliklari.

Rs3135500 Hasta Kontrol Toplam p degeri
Genotip Sikliklar: N (%)

AA 21 (12,5) 22 (22) 43 (16)

AG 74 (44) 41 (41) 115 (43) 0,117
GG 73 (43,5) 37 (37) 110 (41)

Allel Sikhiklar1 %

A 34,5 42,5 37,5 0,065

G 65,5 57,5 62,5

3.2.2. Rs1077861 ve Rs3135500 Polimorfizmleri ile KOAH Riski Arasindaki
Miski

Hasta ve kontrol gruplart arasinda rs1077861 ve rs3135500 polimorfizmlerinin
genotip ve allel sikliklar1 agisindan istatiksel olarak fark bulunmamistir. Bununla
birlikte hem 1rs3135500 polimorfizmi allel sikliklari i¢in bulunan p degerinin

(p=0,065) o6nemlilik diizeyine yakin olmasi, hem de hasta ve kontrol gruplari
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arasinda yas (p=0,000), aile Oykiisii (p=0,004) ve sigara igme miktar1 (paket-yil)
(p=0,059) agisindan fark olmasi nedeniyle, KOAH riski ve bu polimorfizmler
arasindaki iliski bu faktorlerin de dahil edildigi bir model kullanilarak ¢ok degiskenli

lojistik regresyon analizi ile tahmin edilmeye ¢alisilmistir.

Bagimsiz degisken secimi ve en uygun regresyon modelinin olusturulmasi
icin geriye dogru adimsal regresyon analizi uygulanmistir. Bu analize dahil edilen
aday bagimsiz degiskenler arasinda yas (60 yas alti/60 yas ve iistli), aile Oykiisii,
sigara igme miktar1 (paket-yil), rs3135500 ve rs1077861 polimorfizmleri yer
almaktadir. Bu bagimsiz degiskenlerin bireysel olarak modele katkilarini gosteren
skorlar ve p degerleri Tablo 3.9°da verilmektedir. Bu degerlere gore yas (60 yas
alt1/60 yas ve istli) (p= 0,000), aile 6ykiisii (p= 0,004), sigara igme miktar1 (paket-
yil) (p= 0,008) ve rs3135500 polimorfizminin (p= 0,117, p= 0,626, p= 0,040)
bireysel olarak modele katki saglayabilecek p degerlerine sahip oldugu, rs1077861
polimorfizminin (p= 0,840, p= 0,857, p= 0,562) ise modele katki saglamayacagi

goriilmektedir.

Tablo 3.9: Bagimsiz degiskenlerin bireysel olarak modele katkilarini gosteren skorlar ve p
degerleri.

Bagimsiz Degisken Skor df p degeri
Yas (1) 13,150 1 ,000
Sigara (Paket-Y1l) 7,053 1 ,008
Aile Oykiisii (1) 8,465 1 ,004
Rs1077861 (TT) ,349 2 ,840
Rs1077861 (TA) (1) ,033 1 ,857
Rs1077861 (AA) (2) ,337 1 ,562
Rs3135500 (GG) 4,298 2 117
Rs3135500 (AG) (1) ,238 1 626
Rs3135500 (AA) (2) 4,200 1 ,040

Genel Istatistik 33,131 7 ,000
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Bu bagimsiz degiskenlerle yapilan geriye dogru adimsal lojistik regresyon analizi 3.
adimda sonlanmistir. ilk adimda rs1077861 polimorfizmi, ikinci adimda ise
rs3135500 polimorfizmi model disi birakilmistir. Final modelde yas, aile 6ykiisii ve
sigara igme miktar1 (paket-yil) yer almaktadir. Sonug olarak elde ettigimiz modelde
KOAH riskini tahmin etmek i¢in kullanilan bagimsiz degiskenler arasinda rs1077861
ve 1s3135500 polimorfizmleri bulunmamaktadir. Bu sonug ise, ¢alisma grubumuzda
bu polimorfizmler ile KOAH riski arasinda iliski olmadigina isaret etmektedir.
Bununla birlikte KOAH riski 60 yas ve istii bireylerde 2,72 kat (p=0,000), aile
Oykiisii olanlarda 2,94 kat artarken (p=0,001), sigara igme miktarindaki (paket-yil)
bir birimlik artis, KOAH riskinde 1,013 kat artsa (p=0,010) neden olmaktadir. (Tablo

3.10). Buna gore lojistik regresyon denklemimiz:

Y=-0,882 + 1,001X yasGrup + 0,013X siGarapaker-yiL) + 1,078X 4iLE 6vKUST

seklinde belirlenmistir. Modelimizin dogru siniflandirma orani1 %68,3, Hosmer and

Lemeshow testi p degerimiz 0,439 bulunmustur.
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Tablo 3.10: Adimsal regresyon analizi sonuglari. 1 ve 2 sayilar1 belirtilen bagimsiz
degiskenlerin referans kategorisi haricindeki ilk ve ikinci kategorileri ifade etmektedir.

Adm Bagimsiz B Standart Wald p Odds.  Giiven Araligi
Degisken Degeri Hata Degeri degeri Orani
Yas(1) 0,972 0,277 12,307 0,000 2,643 1,536 - 4,550

Aile 6ykisu(1) 1,035 0,334 9,609 0,002 2,816 1,463 -5,420
Rs1077861 1,455 0,483

Rs1077861(1) -0,244 0,351 0,484 0,487 0,783 0,394 - 1,559

| Rsl077861(2) -0,597 0,49 1,452 0,228 0,550 0,208 - 1,454
Rs3135500 3,280 0,194
Rs3135500(1) -0,164 0,311 0,278 0,598 0,849 0,461-1,561
Rs3135500(2) -0,780 0,433 3242 0,072 0458 0,196 - 1,071
Sigara (pak-yil) 0,013 0,005 6,086 0,014 1,013 1,003 -1,023
Sabit -0,408 0,474 0,740 0,390 0,665
Yas(1) 0992 0,275 12,980 0,000 2,696 1,572 -4,624
Aile dykisii(1) 1,048 0,335 9,811 0,002 2,853  1,480- 5,497
Rs3135500 2,281 0,320

2 Rs3135500(1)  -0,089 0,297 0,090 0,764 0,915 0,511-1,637

Rs3135500(2) -0,571 0,387 2,184 0,139 0,565 0,265 -1,205
Sigara (pak-yil) 0,013 0,005 6,145 0,013 1,013 1,003 -1,023
Sabit -0,716 0,357 4,022 0,045 0,489

Yas(1) 1,001 0,274 13,340 0,000 2,722 1,590 - 4,657

Aile Oykisi(1) 1,078 0,333 10,453 0,001 2,939  1,529-5,651
3 Sigara(pak-yll) 0,013 0,005 6,622 0,010 1,013  1,003-1,023

Sabit -0,882 0,309 8,157 0,004 0,414
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3.2.3. Alevlenme Sikhigina Gore Ayrilan Hasta Gruplar1 Arasinda Rs1077861 ve
Rs3135500 Polimorfizmlerinin Genotip ve Allel Sikhiklar:

Alevlenme sayis1 az ve ¢ok olan hasta gruplar1 arasinda rs1077861 ve rs3135500
polimorfizmlerinin genotip ve allel sikliklart karsilagtirilmis, istatiksel olarak fark
saptanmamustir (p>0,05) (Tablo 3.11 ve Tablo 3.12).

Tablo 3.11: Alevlenme sayilart az ve ¢ok olan hasta gruplari arasinda rs1077861
polimorfizmi genotip ve allel sikliklari.

Alevlenme Sayisi

Rs1077861 Az Cok Toplam p degeri
Genotip Sikhiklar: N (%)

TT 17 (32,1) 28 (24,6) 45 (26,9)

TA 28 (52,8) 73 (64) 101 (60,5) 0,387
AA 8 (15,1) 13 (11,4) 21 (12,6)

Allel Sikliklar1 %

T 58,5 56,6 57,2 0,742

A 41,5 43,4 42,8

Tablo 3.12: Alevlenme sayilart az ve ¢ok olan hasta gruplar1 arasinda rs3135500
polimorfizmi genotip ve allel sikliklari.

Alevlenme Sayisi

Rs3135500 Az Cok Toplam p degeri
Genotip Sikliklar: N (%)

AA 6 (11,3) 14 (12,3) 20 (12)

AG 25 (47,2) 49 (43) 74 (44,3) 0,879
GG 22 (41,5) 51 (44,7) 73 (43,7)

Allel Sikhiklar1 %

A 34,9 33,8 34,1 0,839

G 65,1 66,2 65,9

3.2.4. Hava Akimi Kisitlamasina ve GOLD Kiriterlerine Gore Evrelenen Hasta
Gruplar1 Arasinda Rs1077861 ve Rs3135500 Polimorfizmlerinin Genotip ve
Allel Sikliklar:

Hava akimi kisitlamasi dikkate alinarak orta, agir ve ¢ok agir olarak ayrilan hasta

gruplar1 arasinda rs1077861 ve rs3135500 polimorfizmlerinin genotip ve allel
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sikliklar1 karsilastirilmis ve istatiksel olarak fark bulunmamustir (p>0,05) (Tablo 3.13
ve Tablo 3.14).

Tablo 3.13: Hava akimu kisitlamasina gore orta, agir ve cok agir olarak ayrilan hasta gruplart
arasinda rs1077861 polimorfizmi genotip ve allel sikliklar.

Rs1077861 Hava Akini Kasitlamasi
Orta Agir Cok Agir Toplam p degeri

Genotip Sikliklar1 N (%)
TT 17 (34)  19(29,7) 10 (18,9) 46 (27,5)
TA 30(60)  34(53,1) 36 (67,9) 100 (59,9) 0,185
AA 3(6) 11 (17,2) 7(13,2) 21 (12,6)
Allel Sikhiklar1 %
T 64 56,3 52,8 57,5 0.252
A 36 43,8 47,2 42,5

Tablo 3.14: Hava akimu kisitlamasina gore orta, agir ve ¢ok agir olarak ayrilan hasta
gruplar1 arasinda rs3135500 polimorfizmi genotip ve allel sikliklari.

Rs3135500 Hava Akim Kisitlamasi
Orta Agir Cok Agir Toplam p degeri

Genotip Sikliklar: N (%)
AA 6(12) 12(18,8) 3(5,7) 21 (12,6)
AG 22 (44) 23(35.9) 28 (52,8) 73 (43,7) 0,202
GG 22 (44) 29 (45,3) 22 (41,5) 73 (43,7)
Allel Sikhiklar1 %
A 34 36,7 32,1 34,4 0.754
G 66 63,3 67,9 65,6

Yine GOLD’a gore A, B, C ve D seklinde ayrilan hasta gruplar1 arasinda rs1077861 ve
rs3135500 polimorfizmlerinin genotip ve allel sikliklar1 karsilastirilmig ve istatiksel olarak
fark bulunmamustir (p>0,05) (Tablo 3.15 ve Tablo 3.16)
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Tablo 3.15: GOLD kriterlerine gore A, B, C ve D seklinde gruplandirilan hastalar arasinda
rs1077861 polimorfizmi genotip ve allel sikliklari.

Rs1077861 Evreleme (GOLD)
A B C D p degeri

Genotip Sikhiklar: N (%)
TT 16 (30,8)  3(30) 20 (31,3) 7(17,1)
TA 30 (57,7)  5(50) 36 (56,3) 29 (70,7) 0,703
AA 6 (11,5 2(20) 8 (12,5) 5(12,2)
Allel Sikhiklar1 %
T 59,6 55 59,4 52,4 0.733
A 40,4 45 40,6 47,6

Tablo 3.16: GOLD kriterlerine gore A, B, C ve D seklinde gruplandirilan hastalar arasinda
rs3135500 polimorfizmi genotip ve allel sikliklari.

Rs3135500 Evreleme (GOLD)
A B C D p degeri

Genotip Sikhiklar: N (%)
AA 8(154) 1(10) 10 (15,6) 2(4,9)
AG 24 (46,2) 6 (60) 22 (34,4) 21(51,2) 0,359
GG 20 (38,5  3(30) 32 (50) 18 (43,9)
Allel Sikhiklar1 %
A 38,5 40 32,8 30,5 0.629
G 61,5 60 67,2 69,5

3.2.5. Aile Oykiisii Olan ve Olmayan Hasta Gruplar1 Arasinda Rs1077861 ve

Rs3135500 Polimorfizmlerinin Genotip ve Allel Sikliklari

Aile oykiisinde KOAH olan ve olmayan hasta gruplari arasinda rs1077861 ve

rs3135500 polimorfizmlerinin genotip ve allel sikliklar1 karsilastirilmis ve istatiksel

olarak fark bulunmamustir (p>0,05) (Tablo 3.17 ve Tablo 3.18).
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Tablo 3.17: Aile Oykiisii olan ve olmayan hasta gruplari arasinda rs1077861 polimorfizmi

genotip ve allel sikliklari.

Aile OyKkiisii
Rs1077861 Pozitif Negatif Toplam p degeri
Genotip Sikhiklar1 N (%)
TT 14 (25,9) 32 (28,1) 46 (27,4)
TA 35 (64,8) 66 (57,9) 101 (60,1) 0,60
AA 5(9,3) 16 (14) 21 (12,5)
Allel Sikhklar1 %
T 58,3 57 57,4 0,820
A 41,7 43 42,6

Tablo 3.18: Aile Oykiisii olan ve olmayan hasta gruplari arasinda rs3135500
polimorfizmi genotip ve allel sikliklari.

Aile OyKkiisii
Rs3135500 Pozitif Negatif Toplam p degeri
Genotip Sikliklar: N (%)
AA 8(14,8) 13 (11,4) 21 (12,5)
AG 26 (48,1) 48 (42,1) 74 (44) 0,497
GG 20 (37) 53 (46,5) 73 (43,5)
Allel Sikhiklar1 %
A 32,5 38,9 34,5 0,247
G 67,5 61,1 65,5

3.3. Yas, Sigara Icme Durumu, Alevlenme Sikhigy, Sigara Icme Miktan (Paket-

Y1) ve Polimorfizmlerin FEV1 Diisiisii Uzerine EtKisi

Hastalarin galigmaya dahil edildigi tarihten 1 yi1l 6nce veya sonra alinan ikinci bir

SFT’deki FEV1 (L) degeri ile mevcut SFT’deki FEV1 (L) degeri birbirinden

cikarilarak yillik FEV1 (L) diistisii hesaplanmustir.

Yas (60 yas alt1 / 60 yas ve {istli), sigara icme durumu ve alevlenme sikligina

gore ayri ayri gruplandirilan hastalar arasinda yillik FEV1 (L) diistisiiniin normal

dagilim testi i¢in Shapiro Wilk, gruplar arsinda yillik FEV1 diisiisii agisindan fark

olup olmadigini belirlemek i¢in Mann-Whitney U testleri kullanilmigtir. Uygulanan

testler sonrasinda yas (p=0,344), sigara icme durumu (p=0,492) ve alevlenme
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sikligina (p= 0,466) gore gruplandirilan hastalar arasinda FEV1 (L) diisiisii agisindan

istatiksel fark olmadig1 sonucuna varilmistir.

Yillik FEV1 (L) disiisi ile sigara igme miktar1 (paket-yil) arasinda iliski olup
olmadigini degerlendirmek i¢in Spearman’s Rho Katsayisi (0,037) hesaplanmis ve
sigara igme miktar1 (paket-yil) ile yilik FEV1 (L) diisiisii arasinda bir iliski
bulunmamustir (p= 0,679).

Polimorfizmlerin farkli genotiplerini tasiyan hastalar arasinda yillik FEV1 (L)
distisliniin  karsilastirilmas: i¢in Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. Rs1077861
polimorfizminin farkli genotiplerini tasiyan hastalar arasinda yillik FEV1 diistisii

acisindan istatiksel olarak fark bulunmamistir (p>0,05).

Diger taraftan Rs3135500 polimorfizmi AA genotipine sahip hastalarda yillik
FEV1 disisi daha az iken, GG genotipine sahip hastalarda daha fazla diisiis oldugu
saptanmustir (p:0,048<0,05) (Sekil 3.1.).

15 p=0.048

diiglishi

-0.5+

Rs3135500 genotiplerinde yillik FEV1 (L)

o] il 1 J_

T
GG AG AA
(n=52) (n=59) (n=14)

Sekil 3.1: Rs3135500 polimorfizminin farkli genotiplerini tasiyan hastalardaki yillik FEV1
(L) diististi. N= Hasta sayisi.
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4. TARTISMA

KOAH, siklikla sigara dumanina maruziyetle iliskilendirilen inflamatuar bir hava
yolu hastaligidir. Hastalik amfizem, parankim yikimi ve havayolu obstriiksiyonundan
kaynaklanan, geri doniisiimsiiz ve ilerleyici Ozellikteki akciger fonksiyonunun
diismesi ile karakterizedir. Basta sigara dumani olmak iizere inhale edilen ¢evresel
kirleticilerin, akcigerdeki yapisal ve inflamatuar hiicrelerin aktivasyonuna ve bunun
sonucu olarak kronik havayolu inflamasyonuna neden oldugu diisiiniilmektedir.
Ancak sigara igenlerin yalnizca %15-20’sinde KOAH gelismesi, hastaligin
patogenezinde genetik yatkinligin ve c¢evresel faktorlerin rol oynadigini akla

getirmektedir (Rovina ve ark, 2013).

Insan viicudunda mikrobiyal enfeksiyonlara karsi gelistirilen ilk savunma
dogustan gelen immiin sistem tarafindan gergeklestirilir. (Rovina ve ark, 2013)
Dogustan gelen immiin sistemde PAMP ve Tehlike iliskili Molekiiler Kaliplari
(Danger Associated Molecular Patterns) “DAMP” taniyan ve acil immiin cevap
olusturan reseptor aileleleri bulunmaktadir. Bunlardan biri NLR ailesidir ve
NOD2’nin de ic¢inde bulundugu yapisal ozelliklerine gore siniflandirilmis 6 alt
aileden ve 22 {iyeden olugmaktadir (Correa ve ark, 2012; Kinose ve ark, 2012).

NOD2 vyapisal olarak 3 farkli domeynden olusmaktadir. Bunlardan biri C
terminal bolgede bulunan, PAMP ve diger molekiiler kaliplarin taninmasini saglayan
LRR domeyni, digeri merkezde bulunan, molekiiliin self-oligomerizasyonundan ve
aktivasyonundan sorumlu NOD (NACHT) domeyni, sonuncusu ise adaptor
molekiillerle etkilesimi saglayan N terminal efektér domeynidir (Zhong ve ark,
2013). NOD2, tiim bakterilerdeki peptidoglikanin bir bileseni olan MDP’i LRR
araciligiyla tanimakta ve sonrasinda RICK ve/veya kaspaz 1’in aktivasyonunu
saglamaktadir. Sonug olarak NFkB yolagi aktive olmakta ve bunu takiben IL-1b’nin
olgunlagsmasi ve salinimi gergekleserek, patojenlere karsi gelistirilen immiin cevap

olusturulmaktadir (Ferwerda ve ark, 2008).
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Dogustan gelen immiin sistem genleri, bagirsak, deri, akciger gibi cesitli
viicut ylizeylerinde homeostasiyi saglamak i¢in, yabanct maddelere kars1 gelistirilen
immiin cevabin stimiilasyonu veya baskilanmasi arasindaki nazik dengeyi diizenler.
Dogustan gelen immiin cevaptaki bu dengenin bozulmasi, ¢esitli enfeksiyonel
hastaliklarin, kronik inflamatuar hastaliklarin veya otoimmiin hastaliklarin

olugsmasina neden olabilmektedir (Correa ve ark, 2012).

Yapilan son ¢alismalarda, KOAH patofizyolojisinde dogustan gelen immiin
sistemin rol oynadigi ileri stiriilmiistiir. KOAH’1n en 6nemli risk faktorleri arasinda
yer alan sigara dumani ve gevresel kirliliklere maruziyet hava yolunda inflamasyona
neden olmaktadir. Dogustan gelen immiin sistem reseptorlerinden bazilarinin bu
partikiilleri ligand olarak algilamasi, bu reseptdrlerin KOAH gelisiminde rolii

oldugunu diisiindiirmektedir (Kinose ve ark, 2012).

Respiratuar bakteriyel enfeksiyonlar KOAH gelisimine katkida bulunan bir
diger etkendir. Ayrica latent adenoviral enfeksiyonlar ve ¢ocukluk ¢agi respiratuar
enfeksiyonlarin hastalik patogenezinde etkili oldugu diisiiniilmektedir. Bu baglamda,
enfeksiyonlara yatkinlikla sonuglanabilecek dogustan gelen immiin sistem
reseptorlerinin fonksiyonundaki bozulmalarin, KOAH gelisimine neden olabilecegi

diistiniilmektedir (Rohde ve ark, 2006; Spelatas ve ark, 2009; Green ve ark, 2009).

Diger taraftan KOAH hastalarinda respiratuar semptomlarin kotiilestigi
alevlenme donemleri izlenmektedir. Alevlenmeler, akciger fonksiyonunun
diismesine ve hastanin durumunun kotiilesmesine neden olmaktadir. KOAH
alevlenmelerinin nedenleri arasinda viral enfeksiyonlar, kirlilik, soguk hava ve rutin
tedavinin aksamasi yer almakla birlikte, alevlenmelerin % 40- 60 kadarinda

bakteriyel enfeksiyonlara rastlanmaktadir (Pabst ve ark, 2009).

Dolayisiyla dogustan gelen immiin sistem reseptorlerinden NLR ailesinin
tiyesi olan NOD2 proteininin fonksiyonunun bozulmasi, bakteriyel enfeksiyonlara
yatkinlikla sonuglanabilecegi i¢in, bu proteini kodlayan NOD2 genindeki

varyasyonlarin, hem KOAH gelisimi hem de ilerlemesi iizerine etkisi olabilecegi
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diistiniilmektedir. Nitekim literatiirde Japon toplumunda yapilan bir ¢aligmada NOD2
geninin bir polimorfizmi KOAH ile iliskilendirilmistir (kinose ve ark, 2012).

Calismamiz Tiirk populasyonunda NOD2 geni varyasyonlarinin KOAH ile

iligkisinin arastirildig ilk ¢alismadir.

4.1. NOD2 geni rs2066844 (R702W) Polimorfizminin Degerlendirilmesi

NOD2 geni, kromozom 16q21°de lokalize, 39.5 kilobaz uzunlugunda ve 16 ekzondan
olusmaktadir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/64127#general-protein-info).
R702W polimorfizmi NOD2 geninin 4. ekzonunda yer alan, atasal allel olan C
allelinin T alleline degistigi yanlis anlamli  bir polimorfizmdir. Bu degisim
neticesinde NOD2 proteininin primer yapisinda 702. pozisyonda bulunan arjinin (R)
aminoasiti triptofan (W) aminoasitine doniismektedir
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=2066844). R702W
fonksiyon kaybettiren bir polimorfizmdir ve NF-kB aktivasyonunun bozulmasina
neden olur (Roberts ve ark, 2010). R702W polimorfizminin de i¢inde bulundugu
NOD2 varyasyonlari, Crohn hastaligi, ilseratif kolit, Blau sendromu, erken

baslangi¢li sarkoidoz ve bazi kanser tiirleri gibi hastaliklara yatkinlikla

ilskilendirilmistir (http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=NOD2).

Calismamizda sigara icen veya birakmis 168 KOAH hastast ve 100
kontrolden olusan iki farkli grupta NOD2 geni R702W polimorfizmi
degerlendirilmis, hasta grupta sadece 1 hastada CT genotipine rastlanirken, kontrol
grubunda bu polimorfizme rastlanmamistir. ~ Hasta grupta CC ve CT genotip
dagilimi sirasiyla %99,4 ve %0,6, C ve T allel sikliklari ise %99,7 ve %0,3 olarak
bulunmustur. Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda genotip ve allel sikliklar1 agisindan

istatiksel olarak fark bulunmamustir.

Literatirdle KOAH ve NOD2 geni varyasyonlari arasindaki iligkinin

arastirildigi tek ¢alisma Kinose ve arkadaslari tarafindan yapilmistir. Arastirmacilar
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sigara igen 228 KOAH hastas1 ve 101 kontrolden olusan ¢aligma grubunda, NOD2
geni R702W, G908R ve 3020Cins varyasyonlarina ek olarak NOD2 geni igin segilen
bes tag ve NOD1 geni igin segilen alt1 tag snp i¢in genotipleme yapmuslardir. R702W
polimorfizminin de i¢inde bulundugu bu ii¢ varyasyona olgularin higbirinde
rastlanmamistir (Kinose ve ark, 2012). Arastirmacilar R702W polimorfizmi ile
KOAH gelisim riski veya hastaligin ilerlemesi arasinda bir iligki olmadigini
bildirmiglerdir. R702W  polimorfizmi agisindan sonuglarimiz  Kinose ve

arkadaslarinin ¢aligma sonuglari ile uyumludur.

Allel siklig1 agisindan degerlendirildiginde, bizim c¢alismamizda saptanan
R702W polimorfizmi T alleli siklig1 Tiirk toplumunda yapilan diger ¢aligmalardan
daha diisiik bulunmustur (Ozen ve ark, 2006; Uyar ve ark, 2006; Ince ve ark, 2008;
Tekin ve ark, 2012).

Bu calismalardan biri Tekin ve arkadaslar1 tarafindan Tiirk cocuklarinda
sepsis ve NOD2 gen varyantlar1 arasindaki iligkinin arastirildigi bir ¢alismadir.
Calismaya 128 sepsisli ¢ocuk ve 128 kontrol dahil edilmistir. Hasta ve kontrol
gruplarinda R702W polimorfizmi TT genotipine rastlanmazken, T allelinin siklig1
sirasiyla %5,5 ve %1,6 olarak bulunmustur (Tekin ve ark, 2012).

Ozen ve arkadaslar1 tarafindan 70 Crohn hastasi, 120 iilseratif kolit hastas1 ve
106 kontrol iizerinde yapilan ¢alismada, R702W polimorfizmi T allel sikligi Crohn
grubunda %1,4, ilseratif kolit grubunda %1,7 ve kontrol grubunda %21,9 olarak
bulunmustur (Ozen ve ark, 2006).

Ince ve arkadaslari toplam 130 inflamatuar bagirsak hastas1 ve 87 kontrolden
olusan ¢aligma grubunda, R702W polimorfizmi TT genotipine kontrol grubunda 1
bireyde rastlamiglardir. T allel sikligin1 ise Crohn, tilseratif kolit ve kontrol grubunda

sirastyla %0,7, %2,4 ve %4,8 olarak bildirmislerdir (Ince ve ark, 2008).
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Uyar ve arkadaglarmin 56 Crohn hastas: ve 100 kontrolden olusan ¢alisma
grubunda yaptiklar1 arastirmada, R702W polimorfizmi T alleli siklilig1 hasta grupta
% 0,9, kontrol gerubunda ise % 0,5 olarak bulunmustur (Uyar ve ark, 2006).

Calismamizda hem hasta hem de kontrol grubunda R702W polimorfizmi TT
genotipine rastlanmazken, T allelinin sikligi sirasiyla %0,3 ve %0 olarak
bulunmustur. Tiirk toplumunda yapilan ¢alismalardan sadece ince ve arkadaslarinin
calismalarinda 1 hastada TT genotipine rastlanmis, diger ¢alismalarda bu genotipe
rastlanmamistir. Calisma sonuglarimiz TT genotip siklig1 agisindan Tiirk toplumunda
yapilan diger c¢alismalarla uyum gostermektedir. Bu calismalarda T alleli sikligina
bakildiginda ise, en yiiksek oran Tekin ve arkadaslarinin ¢alismalarina aitken, en
diisiik oran Uyar ve arkadaslarinin ¢aligmalarina aittir. Bu ¢alismada elde ettigimiz
sonuglar Uyar ve arkadaslarmimn sonuglarmna yakin goriinmektedir (Ozen ve ark,

2006; Uyar ve ark, 2006; Ince ve ark, 2008; Tekin ve ark, 2012 ).

R702W polimorfizmi i¢in diinya genelinde farkli populasyonlarda gbzlenen
sikliklar Tablo 4.1 (Hugot ve ark, 2007) ve Tablo 4.2’de verilmistir. Tablo 4.1°de
saglikli bireylerde gozlenen, Tablo 4.2’de ise farkli hasta ve kontrol gruplarinda
gozlenen mutant allel sikliklart goriilmektedir. Saglikli bireyler ve kontrol
gruplarindaki allel sikliklarma bakildiginda Cin, Kore ve Japon toplumlarinda
R702W polimorfizmi T alleline rastlanmazken, Amerikalilar (6zellikle Afrika
kokenli bireyler tizerinde yapilanda) ve Avustralyalilarda gozlenen sikliklar, Avrupa
toplumlarinda gozlenenlere kiyasla diisiik bulunmustur. Avrupa’da ise Finlandiya,
Slovenya, Giiney Italya ve Yunanistan’daki sikliklar digerlerine gore diisiik
bulunmustur. Diger taraftan hasta ve kontrol gruplarindaki karsilastirmalar dikkate
alindiginda genel olarak hasta gruplarindaki sikliklarin  (6zellikle Crohn
hastalarinda) daha yiiksek oldugu goze ¢arpmaktadir. Bizim ¢alismamizda saptanan
R702W polimorfizmi T allelinin sikligi Japonya Cin ve Kore’de yapilan c¢aligma
sonuglarina yakin goriinmektedir. Fakat bizim g¢alismamiz ve Tiirk toplumunda
yapilan diger ¢alismalar (Ozen ve ark, 2006; Uyar ve ark, 2006; Ince ve ark, 2008;
Tekin ve ark, 2012) beraberce degerlendirildiginde, sadece kontrol gruplarinin

toplamindaki siklik %1,6 olarak, hasta ve kontrol gruplarimin toplamindaki siklik ise
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%1,8 olarak hesaplanmistir. Bu siklik ise Japon, Cin ve Kore toplumunda goriilen
sikliktan yliksek iken, Avrupa, Amerika ve Avustralya’daki sikliklardan daha
diisiiktiir.

Tablo 4.1: Diinya genelinde farkli populasyonlarda saglikli bireylerde gézlenen mutant allel
sikliklarr.

Populasyon Caligma Grubu (Say1) Allel siklig1 (%)
Finlandiya 300 1,8
Iskogya 136 48
Ingiltere (Oxford) 587 4,2
Ingiltere (Cambridge) 351 57
Belgika 144 6,6
Almanya 370 4,5
Fransa 174 4.9
Quebec 58 52
Italya 205 4.1
Orta Atlantik, USA 45 3,3
Kaliforniya, USA 220 3,6
Sikago, USA 273 3,7
Toronto 100 5
Avustralya (Brisbane) 203 3,9
Avustralya (Canberra) 409 4,5
Tiirkiye (mevcut ¢caligma verileri) 100 0

Toplam 3575 4.3
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Tablo 4.2: Diinya genelindeki farkli hasta ve kontrol gruplarinda gozlenen mutant allel

sikliklari.
Calisma Grubu Hasta/ Kontrol Hasta/ Kontrol Kaynak
(Say1) (Allel siklig1 (%))

Avusturya Crohn (216/86) 8,8/11,6 Rodrigo ve ark, 2007

Portekiz Gastrik kanser (150/202)  10/7 Freire ve ark, 2013

Cin Parkinson (237/190) 0/0 Ma ve ark, 2013

ftalya Beta laktam alerjisi 4,7/4,8 Bursztejn ve ark, 2013

_ (387/326)

Kuzey Ispanya IBD (278/188) 7,2/14,5 Elguezabal ve ark, 2012

Slovenya Crohn (353/253) 4,2/2,8 Mitrovi¢ ve Poto¢nik, 2011
Ulseratif kolit (196/253)  3/2,8

fran Crohn (906/206) 11/4 Naderi ve ark, 2011
Ulseratif kolit (318/206)  3/4

Amerika Crohn (183/143) 1,6/1 Dassopoulos ve ark, 2011

(Afrika kokenliler)

Giiney Italya Crohn (133/103) 9,8/2,4 Rigoli ve ark, 2008
Ulseratif kolit (63/103) 2,3/2,4

Slovakya Crohn (45/59) 13/10 Hosek ve ark, 2008

(Cek ve Slovaklar)  Ulseratif kolit (22/59) 2/10

Almanya Gastrik kanser (159/150)  6,6/4,67 Wex ve ark, 2008

Almanya KVH (900/632) 4,6/5,5 El Mokhtari ve ark, 2007

Yunanistan Crohn (120/100) 10/1 Gazouli ve ark, 2004

Macaristan Crohn (74/107) 16/8 Nagy ve ark, 2005

Israil Crohn (144) 5 Weiss ve ark, 2004

Cin (Han Cinlileri)  Crohn ve iilseratif kolit 0/0 Gao ve ark, 2005
(142/292)

Japonya KOAH (228/101) 0/0 Kinose ve ark, 2012

Tiirkiye KOAH (168/100) 0/0,3 Mevcut ¢alisma verileri

Kore Ankilozan spondilit 0/0 Kim ve ark, 2004

(205/200)

Sonug olarak; verilerimiz R702W polimorfizmi ile KOAH gelisimi ve hastaligin

ilerlemesi arasinda iligki olmadigini1 gostermistir. Ayrica ¢alismamizda mutant allel

siklig1 Tiirk toplumunda yapilan diger ¢calismalardan daha diisiik bulunmustur.

Tiirk toplumunun etnik anlamda cesitlilik ihtiva eden bir toplum olmasi

sonuglarimizdaki farklilig1 agiklayabilir. Diinya genelindeki diger populasyonlarla
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karsilastirildiginda ise, bizim sonuglarimiz Japon, Kore ve Cin toplumlarindaki
sonuclara benzerlik gosterirken, Tiirk toplumunda yapilan diger caligsmalarla beraber
degerlendirildiginde toplumumuzdaki sikligin Avrupa, Amerika ve Avustralya’ya

kiyasla diisiik, Japonya, Kore ve Cin’e kiyasla yliksek oldugu goriilmektedir.

4.2. NOD2 geni rs1077861 ve rs3135500 Polimorfizmlerinin Degerlendirilmesi

Rs1077861 polimorfizmi NOD2 geninin 10. intronunda yer alan T allelinin A
alleline doniistiigii bir polimorfizmdir. Atasal allel T allelidir. Literatiirde bu
polimorfizm atopik hastaliklar ve KOAH ile iliskilendirilmistir. Rs$3135500
polimorfizmi ise genin 3' UTR bolgesindeki miRNA baglanma bolgesinde (hsa-
miR158, hsa-miR215, hsa-miR98 ve hsamiR573) yer alan ve atasal allel olan A
allelinin G alleline doniistiigii bir polimorfizmdir. Bu polimorfizmin iligklendirildigi
hastaliklar arasinda Crohn hastaligi, kolorektal kanser, atopik hastaliklar ve KOAH

yer almaktadir.

Calismamizda sigara igen veya birakmis 168 KOAH hastas1 ve 100 kontrol
grubunda rs1077861 polimorfizminin genotip dagilimi hasta grubunda %27,4 TT,
%60,1 TA ve %12,5 AA, kontrol grubunda ise %26 TT, %59 TA ve %15 AA olarak
bulunmustur. Hasta grubunda T ve A allelerinin siklig1 sirasiyla %57,4 ve %42.6,
kontrol grubunda ise %55,5 ve %44,5 bulunmustur. Rs3135500 polimorfizminin
genotip dagilimi hasta grubunda %43,5 GG, %44 AG ve %12,5 AA iken, kontrol
grubunda %37 GG, %41 AG ve %22 AA’dir. Allel sikliklar ise hasta grubunda
%065,5 G, %34,5 A, kontrol grubunda %57,5 G, %42,5 A olarak belirlenmistir.

Kinose ve arkadaslar1 sigara icen 228 KOAH hastast ve 101 kontrolden
olusan ¢aligma grubunda rs1077861 polimorfizminin genotip dagilimini hasta grupta
%61 TT, %36 AT ve %2 AA, kontrol grubunda %76 TT, %22 TA ve %2 AA olarak
bulmusglardir. Hasta grubunda T ve A allelerinin sikliklarinin sirastyla %79 ve %21,
kontrol grubunda ise %87 ve %13 oldugu bildirilmistir. Bu calismada hasta ve

kontrol gruplar1 arasinda genotip ve allel sikliklarmin dagiliminda istatistiksel olarak
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anlamli farklilik bulunmustur. Arastirmacilar rs1077861 polimorfizmi TA/AA
genotiplerinin ve A alleli sikliginin hasta grupta kontrol grubuna kiyasla daha ytiksek
oldugunu, dolayisiyla A allelinin Japon populasyonunda artmis KOAH riski ile
iliskili oldugunu rapor etmislerdir. Buna ilaveten bu ¢alismada AT/AA genotiplerine
sahip olanlarin daha diisiik FEV1 (%) degerlerine sahip oldugu anlagilmigtir. Bu veri
ise aragtirmacilar tarafindan A allelinin hastaligin ilerlemesi ile iliskili oldugu
seklinde yorumlanmistir. Ayni ¢alismada rs3135500 polimorfizmi ile baglantili olan
rs3135499 polimorfizmi C allelinin siklig: istatiksel olarak anlamli olmasa da hasta
grupta kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek bulunmustur. Dolayisiyla rs3135500
polimorfizmi A allelinin KOAH’a yatkinlikta roliinlin olabilecegi 6ne siiriilmiistiir

(Kinose ve ark, 2012).

Weidinger ve arkadaslari tarafindan 1875 Alman yetigkin {izerinde yapilan
calismada NOD2 geni ile atopik hastaliklar arasindaki iliski aragtirilmustir.
Rs1077861 polimorfizmi T alleli tasiyanlarin astim gelisimi agisindan diisiik risk
grubunda, rs3135500 polimorfizmi A alleli tagiyanlarin ise yiiksek risk grubunda
olduklar1 bildirilmistir. Tim ¢alisma grubunda rs1077861 polimorfizmi A allel
siklig1 %70,82, T allel siklig1 %29,18 iken, rs3135500 G allel siklig1 %59.83, A allel
siklig1 %40.17 bulunmustur (Weidinger ve ark, 2005).

Ahangari ve arkadaslar1 tarafindan iran populasyonunda 88 kolorektal
kanserli hasta ve 88 saglikli kontrol iizerinde yapilan ¢alisma sonucunda NOD?2 geni
rs3135500 polimorfizminin genotip dagilimi hasta grupta %17 GG, %47,7 AG,
%35,2 AA iken kontrol grubunda %39,8 GG, %48,9 AG ve %11,4 AA olarak
bulunmustur. Arastirmacilar AA genotipi ile artmis kolorektal kanser riski arasinda

iliski oldugunu bildirilmistir (Ahangari ve ark, 2014).

Calismamizda Kinose, Weidinger ve Ahangari’nin ¢aligmalarindan farkl
olarak, hasta ve kontrol gruplar1 arasinda rs1077861 ve rs3135500
polimorfizmlerinin genotip ve allel sikliklarinin dagilimi istatiksel olarak farkli
bulunmamistir. Buna ek olarak, bizim c¢alismamizda Kinose ve Weidinger’in

caligmalarina kiyasla hem hasta hem de kontrol grubunda rs1077861 polimorfizmi
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TA ve AA genotiplerinin ve A allelinin siklig1 ¢ok daha yiiksek bulunmustur. Bu
calismalar karsilagtirildiginda, rs1077861 polimorfizmi agisindan bizim ¢alisma
grubumuzun en polimorfik grup oldugu goriilmektedir. Rs3135500 polimorfizminin
minér allel sikligi hem Weidinger hem de Ahangari’nin ¢alismalar1 ile benzerlik
gosterirken, Kinose ve arkadaslarininkinden yiiksek bulunmustur. Ayrica mindr allel
olan A alleli bu calismalarin tiimiinde hasta grupta anlamli sekilde yiiksek
bulunurken, bizim ¢alismamizda sinira yakin bir p degeri ile kontrol grubunda daha
yiiksek bulunmustur. Dolayisiyla bu polimorfizm i¢in bizim verilerimiz s6z konusu
caligmalarla benzerlik gostermemektedir. (Weidinger ve ark, 2005; Kinose ve ark,
2012; Ahangari ve ark, 2014).

Calismamizda hasta ve kontrol gruplar1 arasinda rs1077861 ve rs3135500
polimorfizmlerinin genotip ve allel sikliklar1 agisindan istatiksel fark bulunmamustir.
Bununla birlikte hem rs3135500 polimorfizmi allel sikliklart i¢in bulunan p
degerinin (p=0,065) o6nemlilik diizeyine yakin olmasi hem de hasta ve kontrol
gruplar1 arasinda yas (p=0,000), aile dykiisii (p=0,004) ve sigara igme miktar1 (paket-
yil) (p=0,059) agisindan fark olmasi nedeniyle, KOAH riski ve bu polimorfizmler
arasindaki iliski bu faktorlerin de dahil edildigi bir model kullanilarak ¢ok degiskenli
lojistik regresyon analizi ile tahmin edilmeye calisilmistir. Yapilan analizler
neticesinde belirlenen regresyon modelinde rs1077861 ve rs3135500 polimorfizmleri
yer almamaktadir. Bu sonug, ¢alisma grubumuzda KOAH riski ile bu polimorfizmler
arasinda iligki olmadigini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte KOAH riski 60 yas ve
uistii bireylerde 2,72 kat (p=0,000), aile 6ykiisii olanlarda 2,94 kat artarken (p=0,001),
sigara igme miktarindaki (paket-yil) bir birimlik artis, KOAH riskinde 1,013 kat artsa
(p=0,010) neden olmaktadir.

Elde ettigimiz veriler ailesinde (anne, baba, kardesler ve ¢ocuklar) KOAH
olan bagka bireylerin varliginda bireyin KOAH riskinin arttigin1 gostermektedir ve
bu sonug literatiirde KOAH’ta ailesel y1gilimin oldugunu gdsteren diger ¢aligmalarin
verilerini desteklemektedir (Silverman ve ark, 1998; Patel ve ark,2008; Mc Closkey
ve ark, 2001; Hersh ve ark, 2011). Bu ¢alismalardan biri Zhou ve arkadaslar

tarafindan Cin’de yapilan genis capli bir arastirmadir. Calisma verileri, ailesinde
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KOAH ile iligkili hastaligi olan (KOAH, kronik bronsit, amfizem, astim) tek bireyin
olmasi durumunda kisinin KOAH riskinin 2,10 kat, ailede birden fazla bu hastaliklar1
tasiyan bireylerin olmasi durumunda ise 2,48 kat arttigin1 ortaya koymustur.
Sonuglarimiz Zhou ve arkadaslarinin sonuglar1 ile uyumlu bulunmakla beraber,
bizim ¢alismamizda aile dykiisiinde sadece KOAH dikkate alinmis, ve ailesinde bir
tane KOAH olan birey varliginda aile 6ykiisii pozitif kabul edilmistir. Her ne kadar
ailesel y1g1limin nedenlerinden biri benzer ¢evresel etkenlere maruziyet olsa da, asil

nedenin ortak genetik yatkinlik oldugu diisiiniilmektedir (Mc Closkey ve ark, 2001).

Ayrica verilerimiz literatiirle uyumlu sekilde artan sigara igme miktar1 (paket-
yil) ve ilerleyen yasin hastalik riskini arttirdigini géstermektedir (Domej ve ark,
2006; Xu ve ark, 2007; Vijayan ve ark,2013; Al Omari ve ark, 2014; Incalzi ve ark,
2014; Lee ve ark, 2015).

Calismamizda ayrica hasta grup alevlenme sayilarina, GOLD evrelerine ve
aile Oykiisii olup olmamasina gore gruplara ayrilmis ve gruplar arasinda genotip ve

allel sikliklarinin dagilimi arastirilmistir.

Alevlenme sayist az olan grupta rs1077861 polimorfizmi igin genotip
dagilimi %32,1 TT, %52,8 TA ve %15,1 AA, ¢ok olanlarda %24,6 TT, %64 TA ve
%11,4 AA bulunmustur. Ik grupta allel sikhig %58,5 T ve %41,5 A iken, ikinci
grupta %56,6 T ve %43,4 A olarak bulunmustur. Gruplar arasinda genotip ve allel

sikliklar1 agisindan istatiksel fark bulunmamaistir.

Alevlenme sayist az olan grupta rs3135500 polimorfizmi icin genotip
dagilimi %41,5 GG, %47,2 AG ve %11,3 AA, cok olanlarda %44,7 GG, %43 AG ve
%12,3 AA bulunmustur. ilk grupta allel siklig1 %65,1 G ve %34,9 A iken, ikinci
grupta %66,2 G ve %33,8 A olarak bulunmustur. Gruplar arasinda genotip ve allel

sikliklar1 agisindan istatiksel fark bulunmamastir.

Hava akimi kisitlamasina gore evrelenen orta evre hastalarda rs1077861

polimorfizmi TT genotipi %34, TA genotipi %60, AA genotipi %6, agir evre
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hastalarda TT genotipi %29,7, TA genotipi %53,1, AA genotipi %17,2, ¢ok agir evre
hastalarda TT genotipi %18,9, TA genotipi %67,9 ve AA genotipi %13,2 siklikta
bulunmustur. Allel sikliklar1 ise orta grupta %64 T, %36A, agir grupta %56,3 T,
%43,8 A ve ¢ok agir grupta %52,8 T, %47,2 A olarak belirlenmistir. Her ne kadar
gruplar arasinda genotip ve allel sikliklarinin dagilimi agisindan istatiksel fark
belirlenmemis olsa da Kinose ve arkadaglarinin verileriyle uyumlu sekilde orta evre
hastalarada A allelinin siklig1 agir ve ¢ok agir evre hastalarda kiyasla daha diisiik

bulunmustur (Kinose ve ark, 2012).

Rs3135500 polimorfizmi i¢in ayni gruplarda genotip dagilimi hava akimi
kisitlamasi orta diizeyde olan hastalarda %44 GG, %44 AG, %12 AA, agir diizeyde
olan hastalarda %45,3 GG, %359 AG, %18,8 AA ve ¢ok agir diizeyde olan
hastalarda %41,5 GG, %52,8 AG, %5,7 AA seklinde bulunmustur. Allel sikliklar1 ise
hava akimi kisitlamasi orta diizeyde olan hastalarda %66 G, %34 A, agir diizeyde
olan hastalarda %63,3 G, %36,7 A ve ¢ok agir diizeyde olan hastalarda %67,9 G,
%32,1 A olarak belirlenmistir. Gruplar arasinda allel sikliklarinin dagilimina
bakildiginda A alleli i¢in en diisiik siklik ¢ok agir evre hastalarda gozlenmistir. Bu
sonu¢ Kinose ve arkadaslarinin ¢alismalar ile farklilik gostermekle birlikte gruplar
arasinda genotip ve allel sikliklarinin  dagilimi istatistiksel olarak farkl

bulunmamustir (Kinose ve ark, 2012).

GOLD kriterlerine goére evrelenen A grubu hastalarda rs1077861
polimorfizmi TT genotipi %30,8, TA genotipi %57,7, AA genotipi %11,5, B grubu
hastalarda TT genotipi %30, TA genotipi %50, AA genotipi %20, C grubu hastalarda
TT genotipi %31,3, TA genotipi %56,3 ve AA genotipi %12,5, D grubu hastalarda
TT genotipi %17,1, TA genotipi %70,7 ve AA genotipi %12,2 siklikta bulunmustur.
Allel sikliklart ise A grubunda %59,6 T, %40,4 A, B grubunda %55 T, %45 A, C
grubu hastalarda %59,4 T, %40,6 A ve D grubu hastalarda %52,4 T, %47,6 A olarak
belirlenmistir. Gruplar arasinda genotip ve allel sikliklarinin dagilimi agisindan
istatiksel fark bulunmamustir. Fakat yine hem diisiik risk grubunda olan, hem de
semptomlar1 az olan A grubu hastalarda A allelinin siklig1 diger gruplardan daha

diisiik bulunmustur.
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A grubu hastalarda rs3135500 polimorfizmi GG genotipi %38,5, AG genotipi
%46,2, AA genotipi %15,4, B grubu hastalarda GG genotipi %30, AG genotipi %60,
AA genotipi %10, C grubu hastalarda GG genotipi %50, AG genotipi %34,4 ve AA
genotipi %15,6, D grubu hastalarda GG genotipi %43,9, AG genotipi %51,2 ve AA
genotipi %4,9 siklikta bulunmustur. Allel sikliklari ise A grubunda %61,5 G, %38,5
A, B grubunda %60 G, %40 A, C grubu hastalarda %67,2 G, %32,8 A ve D grubu
hastalarda %69,5 G, %30,5 A olarak belirlenmistir. Gruplar arasinda genotip ve allel
sikliklarinin dagilimi agisindan istatiksel fark bulunmamistir. Literatlirde hastalarin
GOLD kriterlerine gore siniflandirilarak karsilastirildigt bu konuda bir g¢alisma
bulunmamistir. Mevcut ¢alismada yiiksek risk grubunda olan ve semptomlar: fazla
olan D grubu hastalarda A allel siklig1 diger gruplardakinden daha diisiik

bulunmustur.

Aile 6ykiisti pozitif olanlarda rs1077861 polimorfizmi i¢in genotip dagilimi
%25,9 TT, %64,8 AT ve %9,3 AA, negatif olanlarda %28,1 TT , %57,9 AT ve %14
AA bulunmustur. Allel sikliklart ise ilk grupta %58,3 T , %41,7 A, ikinci grupta ise
%357 T ve %43 A olarak belirlenmistir. Genotip ve allel sikliklar1 agisindan iki grup

arasinda istatistiksel fark bulunmamustir.

Yine rs3135500 polimorfizmi i¢in aile Oykiisii pozitif olanlarda genotip
dagilimi %37 GG, %48,1 AG, %14,8 AA, negatif olanlarda %46,5 GG, %42,1 AG
ve %11,4 AA bulunmustur. Allel sikliklar ise ilk grupta %67,5 G, %32,5 A, ikinci
grupta ise %61,1 G ve %38,9 A olarak belirlenmistir. Iki grup arasinda genotip ve

allel sikliklarmin dagilimi istatiksel olarak farkli bulunmamustir.

Calismamizda yillhik FEV1 distiisti ile ilgili analizler, yas ve sigara igme
durumunun  yilik FEV1 disiisii tizerine etkili olmadigint ortaya koymaktadir.
Benzer sekilde sigara igme miktari (paket-yil) ile yillik FEV1 diisiisii arasinda iligki
bulunmamistir. Ayrica alevlenme siklig1 az ve ¢ok olan hasta gruplar arasinda da
yillik FEV1 diisiisii acisindan istatistiksel fark bulunmamustir. Yine yillhik FEV1
diistisii agisindan rs1077861 polimorfizminin farkli genotiplerini tasiyan hastalar

arasindaki farklilik anlamli degildir. Diger taraftan rs3135500 polimorfizmi AA
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genotipine sahip hastalarda yillik FEV1 diisiisii daha az iken, GG genotipine sahip
hastalarda daha fazla diislis oldugu anlagilmistir. (p=0,048) Buna goére Kinose,
Weidinger ve Ahangari’nin caligmalar1 ile karsilagtirildiginda bu ¢alismalarin
hepsinde AA genotipi arastirilan hastaliklarla iliskilendirilirken, bizim ¢alismamizda
GG genotipi daha fazla yillik FEV1 disiisti ile iliskilendirilmistir (Weidinger ve ark,
2005; Kinose ve ark, 2012; Ahangari ve ark, 2014). Dolayisiyla sonuglarimiz

literatiirle uyumlu degildir.

Sonu¢ olarak verilerimiz Tiirk toplumunda rs1077861 polimorfizminin
KOAH gelisimi veya ilerlemesi ile iliskili olmadigini ortaya koymustur. Diger
taraftan rs3135500 polimorfizmi G alleli hasta grupta kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel onemlilik diizeyine yakin sekilde yiiksek bulunmustur. Fakat yas, aile
Oykiisii, sigara (paket-yil) degiskenleriyle birlikte degerlendirildiginde rs3135500
polimorfizmi ile KOAH riski arasinda iligki bulunmamistir. Bununla birlikte pozitif
aile Oykiisti, ileri yas ve artan sigara icme miktarinin (paket-yil) hastalik riskini
arttirdi@r belirlenmistir. Rs3135500 polimorfizminin yillik FEV1 diisiisii tizerine
etkisi incelendiginde ise, yillik FEV1 disiisiiniin GG genotipini tasiyan hastalarda
AA genotipini tasiyanlara kiyasla daha fazla olmasi rs3135500 polimorfizminin
toplumumuzda KOAH’nin ilerlemesi ile iliskili olabilecegini akla getirmektedir.
Fakat literatiirden fakli olarak rs3135500 polimorfizminin GG genotipi FEV1 diisiisii
ile iliskilendirilmistir (Weidinger ve ark, 2005; Kinose ve ark, 2012; Ahangari ve
ark, 2014). Bunun nedeni, farkli populasyonlarda polimorfizmlerin sikliklarinin ve
etkilerinin farkli olmasi olabilir. Daha net bir sonuca ulasmak, ancak Tiirk

toplumunda yapilacak daha fazla olgu sayili yeni ¢aligmalarla miimkiin olabilecektir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada inflamatuar bir hastalik olan KOAH gelisimi ve hastaligin ilerlemesi
ile inflamasyon prosesinde rol alan NOD2 geninin polimorfizmleri arasindaki iliski
aragtirtlmistir. Bunun igin tiim ¢alisma grubunda NOD2 geni rs2066844, rs1077861
ve 1s3135500 polimorfizmleri igin genotipleme yapilarak, elde edilen veriler hem
hasta ve kontrol gruplar1 arasinda hem de hasta alt gruplar1 arasinda

karsilastirilmistir. Calisma verileri 1s181nda:

e NOD2 geni rs2066844, rs1077861 ve rs3135500 polimorfizmlerinin genotip
ve allel sikliklarinin hasta ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak
farkli olmadigi ve bu polimorfizmlerin hastalik riski ile iliskili olmadigi,

e Pozitif aile Oykiisii, ileri yas ve artan sigara i¢gme miktarinin (paket-yil)
hastalik riskini arttirdigi,

e Rs3135500 polimorfizmi GG genotipine sahip olan hastalardaki yillik FEV1
diistisiinlin AA genotipinde olanlara kiyasla istatistiksel olarak daha fazla
oldugu,

e Alevlenme siklig1, hava akimi kisitlamasi, GOLD evreleri ve aile dykiisine
gore siiflandirilan gruplar arasinda polimorfizmlerin genotip ve allel
sikliklar1 agisindan anlamli bir fark olmamakla birlikte

o Orta evre hastalarda rs1077861 polimorfizmi A allelinin agir ve ¢ok
agir evre hastalara kiyasla daha diisiik oldugu,

o Cok agir evre hastalarda rs3135500 polimorfizmi A allelinin orta ve
agir evre hastalara kiyasla daha diisiik oldugu,

e Alevlenme sayisina gore gruplandirilan hastalar arasinda FEV1 diislist
acisindan anlamli bir fark olmadig1 ve sigara igme miktari ile FEV1 diistisi
arasinda korelasyon olmadigi,

e Bizim calisma grubumuzda rs2066844 polimorfizmi mindr allel sikliginin
Tiirk toplmunda yapilan diger ¢caligmalardan daha diisiik oldugu,

e Rs1077861 polimorfizmi mindr allel sikliginin bizim ¢alisma grubumuzda

literatiirdeki diger caligmalardan daha yliksek oldugu anlagilmistir.
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Sonug olarak, c¢alismamizda NOD2 geni rs2066844, rs1077861 ve rs3135500
polimorfizmleri ile Tirk toplumunda KOAH gelisimi arasinda bir iliski
bulunmamustir. Bununla birlikte pozitif aile 6ykiisii, ileri yas ve artan sigara igme
miktarinin (paket-yil) hastalik riskini arttirdigr belirlenmistir. Diger taraftan yillik
FEV1 diisiistiniin GG genotipini tasiyan hastalarda AA genotipini tagiyanlara kiyasla
daha fazla olmasi, toplumumuzda bu polimorfizmin KOAH nin ilerlemesi ile iliskili
olabilecegini akla getirmektedir. Literatiirdeki diger ¢alismalarda bizim
calismamizdan farkli olarak, bu polimorfizmin AA genotipi KOAH, astim ve
kolorektal kanserlerle iligkilendirilmistir (Weidinger ve ark, 2005; Kinose ve ark,
2012; Ahangari ve ark, 2014). Bunun nedeni farkli populasyonlarda ve etnik

gruplarda polimorfizmlerin sikliklarinin ve etkilerinin degisebilmesi olabilir.

Tirk toplumunda yapilan ilk calisma bizim ¢alismamiz oldugu igin,
sonuglarimizin karsilagtirilabilecegi daha genis oOlgekli calismalarin yapilmasi
gerekmektedir. Bu sayede Tiirk toplumunda elde edilebilecek sonuglar diger
toplumlarla karsilastirilarak KOAH ve NOD2 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
aliarak erken teshis saglanmasi, daha etkin ve kisiye 6zel tedavi segeneklerinin

gelistirilmesi gibi uzun vadeli hedeflerin gergeklestirilmesine olanak saglayacaktir.
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OZET

Niikleotid Baglanma ve Oligomerizasyon Domeyn 2 (NOD2) Gen
Varyantlarinin Kronik Obstriiktif Akciger Hastalig1 (KOAH) Gelisimi ve

Hastahigin Siddeti Uzerine Etkisinin Arastiriimasi

Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi (KOAH), zararli partikiil ve gazlara karsi
akcigerler ve havayollar1 tarafindan olusturulan artmis kronik inflamatuar yanitin
neden oldugu, tam olarak geri doniisiimlii olmayan hava akimi kisitlanmasi ile
karakterize bir hastaliktir. KOAH i¢in en 6nemli risk faktorii sigara dumanina
maruziyet olmakla birlikte, sigara kullananlarin ancak %210-20’sinde KOAH
gelismesi hastalik iizerinde etkili olabilecek genetik faktorlerin Gnemini ortaya
koymaktadir. Son zamanlarda dogustan gelen immiin sistem reseptorlerininin KOAH
patofizyolojisinde rol oynadigi 6ne siriilmiistir. NOD2 molekiilii dogustan gelen
immiin sistem reseptorlerinden biridir ve inflamatuar proseste rol almaktadir.

Bu ¢alismanin amaci, NOD2 geni rs2066844, rs1077861 ve rs3135500
polimorfizmlerinin genotip ve allel sikliklarint hem KOAH hastalar1 ve kontrol
grubu arasinda, hem de cesitli parametrelere gore siniflandirilmis hasta alt gruplar
arasinda karsilagtirilarak, s6zkonusu polimorfizmlerin KOAH gelisimi ve hastaligin
siddeti iizerine etkisini arastirmaktir. Bunun i¢in 168 KOAH’li birey ve 100
kontrolden olusan calisma grubunda PCR-RFLP ve es zamanli PCR yoOntemleri
kullanilarak genotipleme yapilmistir.

Calismamiz ~ sonucunda  rs2066844, rs1077861  ve rs3135500
polimorfizmlerinin genotip ve allel sikliklar1 hasta ve kontrol gruplari arasinda farkl
bulunmamis ve bu polimorfizmler hastalik riski ile iligskilendirilmemistir. Bununla
birlikte pozitif aile Oykiisli, ileri yas ve artan sigara igme miktarinin (paket-yil)
hastalik riskini arttirdigi gozlenmistir. Diger taraftan rs3135500 polimorfizmi GG
genotipini tagiyan hastalarda FEV1 diisiisiiniin daha fazla oldugu belirlenmistir.
Alevlenme siklig1, hava akimi kisitlamasi, aile dykiisii ve GOLD evrelerine gore alt
gruplara ayrilan hastalar arasinda polimorfizmlerin genotip ve allel sikliklar1 farkli
bulunmamistir. Rs2066844 polimorfizmi mindr allel siklig1 Tiirk toplumunda yapilan
diger ¢alismalardan daha diisiik, rs1077861 polimorfizmi mindr allel sikligi ise
literatiirdeki diger ¢alismalardan daha yiiksek bulunmustur. Sonug olarak, verilerimiz
NOD2 geni rs2066844, rs1077861 ve rs3135500 polimorfizmlerinin KOAH gelisimi
ile iliskili olmadigini, fakat rs3135500 polimorfizmi GG genotipinin hastaligin
ilerlemesi ile iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Sozciikler: Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi, NOD2, Polimorfizm,
rs2066844, rs1077861, rs3135500.
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SUMMARY

Investigation of the effect of Nucleotide Binding and Oligomerization Domain 2
(Nod2) Gene Variants on Development and Severity of Chronic Obstructive
Pulmonary Disease (COPD)

Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is characterized by persistent air
flow limitation caused by enhanced chronic inflammatory response to the noxious
particles and gases in the lung and the air ways. Even exposure to cigarette smoke is
the most important risk factor for COPD, development of COPD only in 10-20% of
habitual smokers exhibits the importance of genetic factors which could be effective
on this disease. In recent years, it has been proposed that innate immune system
receptors play role on patophsiology of COPD. NOD?2 is one of these innate immune
system receptors and play role in inflammatory processes.

Aim of the present study was to investigate the effect of NOD2 gene
rs2066844, rs1077861 and rs3135500 polymorphisms on development and severity
of COPD by comparing genotype and allel frequency of these polymorphisms among
both COPD patients and control group and patient subgroups categorized according
to various parameters. Thus genotyping of 168 COPD patients and 100 controls was
performed by using PCR-RFLP and Real Time PCR methods.

Our results revealed that there were not any significant differences in terms of
genotype and allel frequencies of rs2066844, rs1077861 and rs3135500
polymorphisms between patient and control groups. We did not found any
association between these polymorphisms and COPD risk. In addition it was
observed that family history, older age and higher amount of cigarette smoke (pack-
year) increased the risk of COPD development. On the other hand, annual FEV1
decrease was higher in the patients carrying rs3135500 polymorphism GG genotype.
No differences in genotype and allel frequencies of polymorphisms were detected
between patients with and without frequent exacerbations and among moderate,
severe and very severe patients (p>0,05). Moreover, no differences were found in
terms of genotype and allele frequencies among A, B, C and D patients and between
patients with and without family history of COPD (p>0,05). Minor allel frequency of
rs2066844 polymorphism was lower than other studies conducted on Turkish
population and rs1077861 polymorphism’s minor allel frequency was found higher
than other studies in the literature. Consequently, our results indicate that NOD2
gene rs2066844, rs1077861 and rs3135500 polymorphisms are not associated with
development of COPD, but rs3135500 polymorphism GG genotype can be
associated with progression of the disease.

Key Words: Chronic Obstructive Pulmonary Disease, NOD2, polymorphism,
rs2066844, rs1077861, rs3135500.
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Mesleki Deneyimler

1- Prenatal Tam (Hiicre ve Doku Kiiltiirii)

a.
b.
C.
d.

Amniotik mayii hiicre kiiltiirii ve kromozom analizi
Kord kani hiicre kiiltiirii ve kromozom analizi
Tahliye materyali doku kiiltiirii ve kromozom analizi

Cilt biyopsi materyali doku kiiltiirii ve kromozom analizi

2- Postnatal Tam (Hiicre ve Doku Kiiltiirii)

a.
b.

Lenfosit hiicre kiiltiirii ve kromozom analizi

Tiumor doku kiiltiirii ve kromozom analizi

3- Molekiiler Genetik

a.
b.
C.

PCR-RFLP
Ters hibridizasyon yontemi (strip metodu)
RT-PCR



