T.C.

SULEYMAN DEMIREL UNIiVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

TIBBIi BiYOLOJi ANABILiM DALI

OBSTRUKTIF UYKU APNE SENDROMLU HASTALARDA
HLA-DR ALLEL VE ANTIJENI iLE IMMUN SIiSTEM
ELEMANLARININ ARASTIRILMASI

Muhammet Yusuf TEPEBASI

TIBBi BIYOLOJi ANABILIM DALI

DOKTORA TEZi

DANISMAN

Prof. Dr. Niliifer SAHIN CALAPOGLU

Bu Tez Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan 4846-D2-17 proje numarasi ile desteklenmistir

Tez. No: 172

ISPARTA-2018



KABUL ve ONAY SAYFASI

Saglik Bilimleri Enstitii Mudiirliigiine;

Stileyman Demirel Universitesi Saglik Bilimleri Enstitisti Tibbi Biyoloji

Anabilim Dali Doktora Programi Cergevesinde yiiriitiilmiis olan bu galisma, asagidaki

jiiri tarafindan Doktora Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Danmisman

Uye

Uye

Tez Savunma Tarihi: 26/06/2018
)

- Prof, Dr. Niliifer SAHIN CALAPOGLU }X]M

Siileyman Demirel Universitesi,

-

Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji AD, Isparta

: Prof. Dr. Fahri UCAR

Akdeniz Universitesi, Tibbi Biyoloji AD, AntalYa

: Dog. Dr. Ayse Gill MUTLU GULMEMIS _
Mehmet Akif Ersoy Universitesi, Molekiiler Hiicre &Wb

Biyolojisi AD, Burdur

: Dog. Dr. Onder OZTURK Yy 7 g {

Siileyman Demirel Universitesi, y
Tip Fakiiltesi, Gogiis Hastaliklan AD,1Sparta

. Doc. Dr. Pmar ASLAN KOSAR @%—\a{jﬁ.

Stileyman Demirel Universitesi,

Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji AD, Isparta

ONAY: Bu doktora tezi, Enstitii Yonetim Kurulu'nca belirlenen yukaridaki

jiiri iyeleri tarafindan uygun goriilmis ve kabul edilmistir.

Dog. Dr. Mustafa KAYAN

Enstitti Mudiiri



BiLIMSEL ETIGE UYGUNLUK

BEYAN

Bu tez ¢alismasinin kendi ¢alismam oldugunu tezin planlanmasindan yazimina
kadar biitiin safhalarda etik dig1 davranigimm olmadigimi, bu tezdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurullar igcinde elde etti§imi, bu tez ¢alismasiyla elde edilmeyen
biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gésterdigimi ve bu kaynaklari da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tez caligmasi ve yazimm sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici

bir davranisimin olmadigum beyan ederim.

“Obstriiktif Uyku Apne Sendromlu Hastalarda HLA-DR Allel ve Antijeni ile

Immiin Sistem Elemanlarmin Arastirilmasi” adli Doktora tezi, Siileyman Demirel

Universitesi Saghik Bilimleri Enstitiisii Lisansiisti Tez Onerisi ve Tez Yazma

Ydnergesi’ne uygun olarak hazirlanmigtir.

Tezi Hazirlayan
Muhammet Yusuf TEPEBASI

Imza

Danigman
Prof. Dr. Niliifer SAHIN CALAPOGLU

) <
Imza

iii



ONSOZ

Doktora egitimim boyunca bana her zaman destek olan degerli hocam ve tez

danismanim; Prof. Dr. Niliifer SAHIN CALAPOGLU na,

Gortsleri ile her zaman yol gosteren degerli hocam ve anabilim dali

baskanimiz; Prof. Dr. Nurten OZCELIK e,

Tezimin tiim agamalarinda degerli goriis ve fikirlerine basvurdugum Doktora
Tez Izleme Komitesi Uyeleri Hocalarim; Dog. Dr. Pinar ASLAN KOSAR ve Dog. Dr.
Onder OZTURK ’e,

Tezimin laboratuvar asamalarinda destekleriyle her zaman yanimda olan

Hakan DOGANGONUL ve Okan SANCER e,

Tezimin tiim asamalarinda bana destek olan, Tibbi Biyoloji ve Tibbi

Biyokimya Anabilim Dal1 ¢caligma arkadaglarima,

Tez projeme maddi destek saglayan Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel

Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne,

Hayatimda sevgi ve destekleri ile her zaman yanimda olan ve beni yetistiren

sevgili aileme ve esim Giilsim YAVUZ TEPEBASI'na

Sonsuz sayg1 ve tesekkiirlerimi sunuyorum.

Isparta, 2018



ICINDEKILER

KABUL V& ONAY SAYFASH ...ttt i
BILIMSEL ETIGE UYGUNLUK ........ccoovviiiiininieneneees s iii
BEY AN e i
(001150 Y/ /20U iv
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI .......cccooooiiiiiiiiccs viii
TABLOLAR DIZANI .......ooooiiiiiic et X
SEKILLER DIZINT ........coooiiiiiiceeeceeeeee e, Xi
RESIMLER DIZINT ....ooooiiiiiiiic et Xii
GRAFIKLER DIZINI ...coooooiiiiiiicc e Xiii
L ) 123 TN 1
2. GENEL BILGILER .........coooiiiiiiiicee st 3
2.1. Uyku ve Uyku BOZuKIUKIATT.........ccooiiiiiiiiiiiesiciseeeeee e 3
2.1.1. Uyku Bozukluklariyla Ilgili Genel Tanmmlar.........cc..ccocoveveivierernrersnnnnnn. 4

2.2. Obstriiktif Uyku Apne Sendromu (OSAS).....ccoiiiiiiiiiciieieereeee e 5
2 W 1111 11 PRSP 5
2.2.2. POHSOMNOQGIATT...c..evitiitiiieiiieeeee e 5
2.2.3. OSAS SempPtOmMIArt .......cccooviiiieiiieiie e 5)
2.2.3. 1 HOMAMA ... s 6
2.2.3.2. TaniKI1 @PNC.....ccoviiiiiiiiiiiie i 6
2.2.3.3. Giindiiz asirt uykululuk hali.........cooooiiiii 6
2.2.3.4. Kardiyopulmoner semptomlar ............ccooveeiiiineninesseseeees 6
2.2.3.5. Noropsikiyatrik semptomlar............ccccvviiiiiiiiiiiici e, 7

B I 141 VT USSR PR 7
2.2.5. PTEVAIANS........eeiiieii ettt nes 8
2.2.6. PatOfIZYOIOJI ... 8
2.2.7. OSAS Hastaliginda Risk FaKtorleri........cooooiiiiiiiiiiiiiiiiiic e 8
2.2.7.1. Genel FaKtOTIOT........ccouveiiiie i 8
22711 Y8 ettt 8
2.2.7.1.2. CINSIYRL ..ttt 9
2.2.7.0.2. ODBZITE ..ottt e 9



2.2.7.1.3. AIKOI V& SIQAra.....c.coviiiiiiiiieiieie e 9

2.2.7.1.4. EtniK KOKEN......ooiiiiiiiiiiiiii e 9
2.2.7.1.5. Ailesel ve Genetik YatkinliK .........cccoooiniiiiiiiiies 10
2.2.7.2. Mekanik Faktorler...........cocoviiiiiiiiii e 10
2.2.8. OSAS 1IN SONUGLATT ..ot 10
2.2.8. 1. HIPEITANSTYON ...ttt 10
2.2.8.2. Kalp YetMeEZIiZi ....vveiviieiiiieiiie st 11
2.2.8.3. Serebrovaskiiler Hastalik ............cccoooiiiiiiiiiii 11
2.2.8.4. ANIMIEE ..o 11
2.2.8.5. INSTIN REZISTANST «.v.v.vovvececvveesecceeieie ettt en e en e, 11
2.2.8.6. OSAS’1n Norodejeneratif Etkileri........cccovvviiiniiiiiiiiiiiic 11
2.2.8.7. AN OIIM....viviiiiececieieiceeceee ettt 12
2.2.8.8. Sosyoekonomik SONUCIAT..........ccovvviiiiiiiiiiici e 12
2.2.9. OSAS HastaliZinin Tedavisi........c.ceecirieiieiiniienieiisie e 12
2.2.10. OSAS ve Immiin SiStem......c.cvviirereriieecreieeeieieeie e 12
2.2. Human Lokosit Antijen (HLA) ...oocooiiiiiiiee e 13
2.2.1. HLA TerminOIOJiSH ..c..eveviiiieiiiieieie ettt 13
2.2.2. HLA’nin Molekiiler yapisi ve Antijen SUNuUMU ........ccccoevvvrveniernieennnnnne 14
222 1. HLA SINIE Lo 15
2.2.2. 1.1 YaPISTtiiiiiiiii i 15
2.2.2.1.2. ANLHEN SUNUMU.....viieiiiiiecieeie et sre s 16
2.2.2.1.3. HLA Smif I Hastalik Mekanizmasi...........ccccoccveeiiiiiiiiieiiieene, 17
2222 HLA SINIE IL...oiiiiii e 18
2.2.2.2.1. YaPISTuiiiiiiiii i 18
2.2.2.2.3. HLA Sinif II Hastalik Mekanizmast ...........cccocoeerviniienieinneninnns 19
2.2.2.3. HLA smif III antijenler ve Fonksiyonlart ...........ccccoovviieiinniicninnnne. 19
2.2.2.4. HLA ile Iliskili HaStaltKIar .........cccccoeuevevereeereieeeeee e, 20

3. GEREC Ve YONTEM.........coooiiiiiiieeeceeee ettt en st 21
3.1, Kullanilan Geregler ........uiiiiiiiieiiie e 21
3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler.............cccccoiiiiiiiiiiiiiiecc e 22
R B ) 11753 1 0 T ST UP TR UPRTOPPRUPRROTPN 22
3.3.1. PoliSOMNOQIafi...ccc.cciviiiiieiic e 22

Vi



3.3.2. Flow Sitometri Immiin Sistem Hiicre ANalizi ......o.oocoeveeveeveereereereeeseinnn, 24

3.3.2.1. Calisma ProtoKOLl .......cevviiiiiiiieiie e 25

3.3.3. Periferik Kandan DNA 1Z0lasyonu.............ccovevvevrevereeieereneeeseseeeseseseneeens 29
3.3.4. PCR-SSP YONtEMI....ciiviiiiiiiiiiieiiiiie sttt 30

3.4, IStatistikSEl ANANIZ .....c.cvevvveececeeeeeeceee et 35
A BULGULAR ..ttt ettt ae e e e abe e e e e saareee e 37
5. TARTISMA ... e s e e e e e e e rr i areeees 53
6. SONUC ve ONERILER..........c.cooooiiiiieeeeeeeeeeeee et 59
T.OZET ... 61
8. AB ST RACT e a e e eanes 62
0. KAYNAKLAR .ottt bbb st e e anbe e e nnnes 63
[077€) 031 1 15T 73
ETIK KURUL ...coooooviiiiiiiiciecieie et 74

vii



SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

OSAS : Obstriiktif uyku apne sendromu

ICSD : Uluslar aras1 uyku bozukluklar1 siniflamasi
AHI : Apne hipopne indeksi

HLA : Insan 16kosit antijen

MHC : Major histokompatibilite kompleksi

CD : Farklilasma kiimesi

PSG : Polisomnografi

REM : Hizl1 g6z hareketi

NREM : Hizli olmayan g6z hareketi

AASM : Amerikan Uyku Tibbi1 Akademisi

OoDi : Oksijen desatiirasyon indeksi

EEG : Elektroensefalogram

EOG . Elektrokiilogram

EMG : Elektromyogram

EKG : Elektrokardiyogram

RDI > Solunum bozuklugu indeksi

Al : Apne indeksi

ESS : Epworth uykusuzluk 6lgegi

ASDA - Amerikan Uyku Bozukluklari Dernegi
NF-Kb - Niiklear faktor kappa B

Mb : Megabaz

WHO : Diinya Saglik Orgiitii

kDa - Kilodalton

PDI : Protein disiilfit izomeraz

TAP > Antijen sunumuyla iligkili transporter
PLC - Peptid yiikleme kompleksi

ERAAP : Endoplazmik retikulum aminopeptidaz
ER : Endoplazmik retikulum

ERAD : Endoplazmik retikuluma bagli protein parcalama
KIR - Katil immunglobiilin benzeri reseptorler

viii



NK

TCR
TNF

ul

BMI
Sa02
EDTA
PCR-SSP

- Natural killer

. T hiicre reseptorii

: Timor nekroz faktor

: Mikrolitre

. Viicut kite indeksi

- Oksijen satiirasyonu

: Etilendiamintetraasetik asit

: Single spesifik primer- Polimeraz zincir reaksiyonu



Tablo 1.
Tablo 2.
Tablo 3.
Tablo 4.
Tablo 5.
Tablo 6.
Tablo 7.
Tablo 8.
Tablo 9.

Tablo 10.
Tablo 11.
Tablo 12.
Tablo 13.
Tablo 14.
Tablo 15.
Tablo 16.
Tablo 17.
Tablo 18.
Tablo 19.
Tablo 20.
Tablo 21.
Tablo 22.
Tablo 23.

TABLOLAR DiZiNi

REAKET IGOTIZT e iuvvieiiiiieiiie ettt 24
C, D, E ve F kapilarinda hiicrelerin yerlesim yeri ........ccccvevviiviriiienniinnnn 28
Alt kiimeleri hesaplamak i¢in kullanilan kadranlarin tanimlanmasi........... 28
C, D, E ve F kapilarinda bulunan hiicreler.............ccooeriiiiiiiiinniniiienenn 29
PCR SArtIari......coeviiiiiiic e 32
OSAS hastaliginin degerlendirilme Kriteri........ccccvvvvriiiiiiiiniiiin e 37
Olusturulan kontrol ve hasta grubu...........cccceviviiiieiiiiieee e 37
OSAS hastaliginin siddetine gore olusturulmus gruplar...........cccocevieennenn 38
Kontrol ve hasta grubunun verilerin dagilimi ve istatistiksel analizi.......... 39
Korelasyon analiz SONUGIATT ..........cocviiiiiiiiiiiees e 40
OSAS Hastaligin siddetine gore verilerin dagilimi...........cccocevvniiinienene, 41
Kontrol ve hasta grubunda cinsiyet dagilimi ...........ccccovveviiiiiiiiiiicnn, 42
OSAS hastaliginin siddetine gore cinsiyet dagilimi .........cccoceeviiiiiiennnne, 43
Hardy-Weinberg Analizi..........ccccoveiiiiiiicie e 43
HLA-DRBI lokusunda goriilen allellerinin frekanslari.............ccc.ccoe.e. 44
Hasta ve kontrol grubunda HLA-DRBI allel frekanslarinin dagilima...... 45
Hastaligin siddetine gére HLA-DRB1 allel frekanslarinin dagilima ........ 46
Caligmaya katilan 96 bireyin lenfosit alt gruplarinin 6zellikleri............... 47
Lenfosit alt gruplariin korelasyon analizi sonuglart............cccccoeeviieennee, 48
Kontrol ve hasta grubunda immiin sistem parametrelerinin analizi.......... 49
Hastaliginin siddetine gére immiin sistem hiicrelerinin 6zellikleri........... 50
Kontrol ve hasta gruplarinda lenfosit alt gruplarina allellerin etkisi........ 52
Hastaliginin siddetine gore olusturulmus olan gruplara allellerin etkisi... 52



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1. Insan 6. kromozom HLA bolgesi gen haritasi........c.ceceeveveveverererererereerennnn, 13
Sekil 2. HLA adlandirilmast .........coociiiiiiiiiiic e 14
Sekil 3. HLA sinif I moleKilinlin Yapist .....ccccocirieiiiiiiiiiicicseenecese e 16
Sekil 5. HLA sinif II molekGliniin yapisi.........ccovoveriiiiiiiiiiiiicieceseeeee e 18

Xi



Resim 1.
Resim 2.
Resim 3.
Resim 4.
Resim 5.
Resim 6.
Resim 7.
Resim 8.

Resim 9.

RESIMLER DiZiNi

Polisomnografi CIhaz1.........ccovcuviiiiiiiiiiiiie e 24
Flow SItOMEtre CINAZI .....c.covviiiiiiiiceee s 26
Lenfosit kap1 alma ve Kontrol...........cccooveiiiiiiiiiiiiec e 26
C, D, Eve F Kapilari.......ccooiiiiiiiiiiie s 27
Termal CycCler CINAZI ......cvvviiiiiiii s 31
PCR SONTaSI PIIMET tTAY ..vvvviiiiieiiiiieeiiiie st siiee et e e 31
Agaroz jel bantlarinin transilluminatérde gorinimii ...........cceveveriiernennne. 33
Bantlarin degerlendirilmesi ..........ccvvveiiiiiiiiiiiei e 33
Olerup SSP Start Score programina girilen bantlarin goriintiisi................ 34

Resim 10. Bantlarin Olerup Start Score programina girilmesinden sonra sonucu.... 35

Xii



Grafik
Grafik
Grafik
Grafik
Grafik
Grafik
Grafik
Grafik
Grafik
Grafik
Grafik
Grafik
Grafik
Grafik
Grafik

GRAFIKLER DiZiNi

1. Hasta ve kontrol grubu dagilim grafigi........cccccceviiiiiiiiiiiiieiiiie s 38
2. Hastaliginin siddetine gore olusturulmus gruplarda dagilim grafigi........ 38
3. Kontrol ve hasta grubunda verilerinin grafigi .........cc.cccovveviniinieinnicnnn, 39
4. Kontrol ve hasta grubunda korelasyon grafigi ..........ccccoovvviiiinciicnnnnn 40
5a, b, c. OSAS hastaligin siddetine gore verilerin istatistiki grafikleri........ 42

6. Kontrol ve hasta grubunda cinsiyet dagilimi..........ccccoevvviiiiiiieeiiieennnn, 42
7. OSAS hastaliginin siddetine gore cinsiyet dagilimi..........ccocevveiirnennn, 43
8. HLA-DRBI lokusunda goriilen allellerinin frekanslarinin dagilima........ 44

9. Hasta ve kontrol grubunda HLA-DRBI allel frekanslarinin dagilima ..... 45
10. Hastaliginin siddetine gére HLA-DRBL1 allel frekanslarinin grafigi ..... 46

11. Calismaya katilan 96 bireyin lenfosit alt gruplarinin 6zellikleri............. 47
12. Kontrol ve hasta gruplarinda lenfosit alt gruplarinin analiz grafigi ....... 49
13. Hafif ve orta OSAS hastalarinin istatistiksel grafigi ..........cccoeviivnnnnn, 50
14. Hafif ve agir OSAS hastalarinin istatistiksel grafigi ..........cccoovviiinnnnn, 51
15. Orta ve agir OSAS hastalarinin istatistiksel grafigi........ccccocooveiiinnnnnne. 51

Xiii



1.GIRIS

Uyku, hayatimizin ortalama {igte birlik kismini kapsayan, viicudun fizyolojik
ve metabolik aktivitesinin diizenlenmesinde hayati 6neme sahip vazgeg¢ilmez bir
olgudur (1). Uyku sirasinda solunum paternlerinde meydana gelen degisiklikler
pulmoner ve sistemik arter basincinda artisa ve hipoksiye neden olarak hipertansiyon,
diabet, kardiovaskiiler vs. hastaliklar gibi klinik tablolara yol agmakta, yasanan uyku

boliinmeleri ise yasam kalitesini diisiirmektedir (2, 3).

Uyku sirasinda solunum paternlerinde olusan bu tablolar uykuda solunum
bozukluklar1  olarak  adlandirilmaktadir.  Uluslararas1  Uyku  Bozukluklari
Siniflamast’nin {igiincii basimi (The International Classification of Sleep Disorders-
ICSD-3) uykuda solunum bozukluklarmni; obstriiktif uyku apne sendromu (OSAS),
santral uyku apne sendromu, uykuyla iligkili hipoventilasyon bozukluklar1 ve uykuyla
iliskili hipoksemi bozukluklari olarak dort kategoriye ayirmaktadir. OSAS bu
kategoride en sik goriilen uyku bozuklugudur (4, 5).

Obstriiktif uyku apnesi, uyku esnasinda apne ve hipopneye yol agan
tekrarlayic1 faringeal kollaps ataklariyla karakterize kronik bir hastalik olarak
tanimlanmaktadir (6). OSAS’1n teshisi ve siddeti, saat basi apne-hipopne ataklarinin
degerlendirilmesi ile apne-hipopne indeksinin (AHI) belirlenmesine dayanmaktadir.
AASM siniflamasma gére OSAS’1n siddeti AHI ve giindiiz uykuya egilim derecesi
gdz oniinde bulundurularak (AHI 5-14 hafif, 15-30 orta, 30’un {izeri siddetli)
degerlendirilmektedir (7).

OSAS’1n multifaktoryel ve poligenik bir hastalik oldugu yas, cinsiyet, obezite
gibi ¢esitli predispozan faktorler ile etkileserek ortaya ¢iktigi ifade edilmektedir (8-
10). OSAS'a neden olan genlerin tanimlanmasi agisindan ¢esitli genom baglanti
analizleri ve aday gen iliskilerine ait yapilan c¢aligmalar sonucunda uyku
bozukluklarinda rol oynayan genetik faktorlerin insanlarda Human Lokosit Antijen
(HLA) olarak bilinen, Major histokompatibilite kompleksi (MHC) ile iliskili oldugunu
ortaya konmustur (11-13).

HLA, plazma membraninda bulunan transmembran glikoproteindir. HLA

yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerine gore ii¢ ana gruba ayrilir. Bu gruplar Stmif I (HLA-


https://tr.wikipedia.org/wiki/Maj%C3%B6r_histokompatibilite_kompleksi

A, -B, -C), Sinif I (HLA-DR, -DQ, -DP) ve Smif III (propedin faktoér B, C2, C4A,
C4B)’dir (14). HLA molekiillerinin immiin sistemdeki rolii T lenfosit hiicrelerine
antijen sunmaktir. Antijenler, HLA smf I molekiilii ile sitotoksik T (CD8+T)
lenfositlere sunulurken HLA smif I molekiilii ile yardimer T (CD4+T) lenfositlere
sunulur. CD 8+T lenfositler tiim gekirdekli hiicrelerde bulunurken CD 4+T lenfositler
antijen sunan hiicrelerde (B lenfosit, monosit, aktif T lenfosit ve dentrik hiicreler gibi)

bulunmaktadir (15).

OSAS hastalarinda uyku sirasinda meydana gelen apne-hipopne sonucunda
tekrarlanan deoksijenasyon ve reoksijenasyon ataklari kan oksijen saturasyonunda ani
diismeye neden olur. Beyin, oksijen eksikligine cevap olarak solunumun normale
dénmesi i¢in kisa ani bir uyanig gerceklestirir. Bu olay gece boyunca tekrarlanabilir
ve giderek artan uyku yoksunluguna neden olur (16). Uyku yoksunlugu savunma
mekanizmalarina zarar vererek immiin sisteminin bilesenlerini ve tepkilerini etkileyen
degisikliklere neden olabilmektedir (17). OSAS’li hastalarda immiin sisteme ait
hiicrelerin lenfosit alt gruplarinda CD4+T lenfositlerin azalmasi, CD16+56+ (NK)
hiicreleri, CD8+T lenfosit ve CD3+HLA DR+ antijeninde artis gibi meydana gelen
degisiklikler yapilan c¢alismalarla ortaya konulmustur (18, 19). Ayrica OSAS

hastaliginin otoimmiin hastaliklara eslik ettigi calismalarda bulunmaktadir. (20, 21).

Bu bilgilerden yola ¢ikarak ¢alismamizda; polisomnografi (PSG) ile tanisi
konulan ve siddeti belirlenen OSAS hastalar1 ve kontrol grubunda HLA sinif II gen
bolgesinde bulunan HLA-DRBL1 allellerinin frekansi, HLA DR antijeni ve immiin

sistem elemanlarini arastirdik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Uyku ve Uyku Bozukluklari

Uyku; duyusal aktivitenin azalmasi, istemli kaslarin inhibisyonu ve ¢evre ile
etkilesimlerinin azalmasi ile karakterize dogal olarak tekrarlanan viicut ve zihin hali
olarak tanimlanmaktadir (1). Uyku sirasinda viicudun sistemlerinin biiyiik bir boliimii
anabolik bir haldedir ve bagisiklik, sinir, iskelet ve kas sistemlerinin iyilestirilmesine
yardimci olur; bunlar duygudurum, hafiza ve bilissel performansi koruyan ayrica

endokrin ve bagisiklik sistemlerinin islevinde biiylik bir rol oynayan hayati siireglerdir

(22).

Uykunun regiilasyonu beynin ve santral sinir sisteminin kontroliinde
olmaktadir (23, 24). Saglikli bir kiside normal uykunun ilk olarak 1968’de
Rechtschaffen ve Kales’in editorliigiinde yapilan calisma ile hizli goz hareketlerinin
goriildiigii Rapid Eye Movement (REM) ve hizli g6z hareketlerinin olmadigi Non-
rapid Eye Movement (NREM) iki ana boliimden ve 5 evreden olustugu ifade
edilmistir. Gliniimiizde ise AASM (American Academy of Sleep Medicine) tarafindan
revize edilen skorlama kriterleri kullanilmaktadir. Bu skorlamaya gore toplam uyku 4

evreye ayrilmakta ve NREM 3 evreden olugmaktadir (25).

Uyku, seratonerjik kontrol altinda olan ve giderek derinlesen uykuyu ifade
eden NREM uyku evresiyle baslar. Uykunun %75-80’ini olusturan NREM

elektroansefalogram (EEG) ozelliklerine gére 3 evreye ayrilir (24).

NREM evresi 1, tim uyku siiresinin % 2-5’ini, NREM evre 2 % 45-55’ini ve
NREM evre 3 ise % 20-25’ini olusturur. 1. ve 2. evrelere “yiizeyel uyku” , 3. evreye
ise “derin uyku” denmektedir. ilk NREM uykusu 70-100 dakika siirer ve bunun biiyiik
boliimii evre 3’te gegmektedir (26).

Tim uyku siiresinin % 20-25’ini olusturan REM uykusu evresinde kan
basincinda ve kalp hizinda aralikli ve ani degisiklikler meydana gelir ve adrenerjik

kontrol altindadir (9).



Uyku, NREM’le baslar ve ilk REM déneminin sonuna kadar olan siire bir uyku
siklusu olarak degerlendirilir. Bu sikluslar yaklasik 90-120 dakikada bir tekrarlanir ve

gece boyunca ortalama 4-6 kez meydana gelir (24, 27).

Uyku sirasinda bazi faktorlere bagl olarak olumsuz degisiklikler meydana
gelebilir ve ‘uyku bozukluklari’ olarak adlandirilan patolojilere neden olur. "American
Academy of Sleep Medicine" terminolojiler ve tanilar dahil olmak iizere belirgin
degisiklikler iceren uyku bozukluklar1 smiflamasin1 son olarak 2014 yilinda
yayimlanmistir (International Classification of Sleep Disorders Third Edition, ICSD-
3). Bu smiflama da insomnialar, uyku ile iliskili solunum bozukluklari,
hipersommolansa neden olan santral bozukluklar, sirkadiyen ritim (uyku/uyaniklik)
bozukluklari, parasomniler, uyku ile iligkili hareket bozukluklari ve diger uyku

bozukluklar1 yer almaktadir (5).

ICSD-3 siralamasinda uyku sirasindaki solunumsal anormalliklerin timii
“uyku ile iligkili solunum bozukluklari” bagligr altinda toplanmistir. Bu hastaliklar
obstriiktif uyku apne sendromlari, santral uyku apne sendromu, uyku ile iligkili
hipoventilasyon sendromlar1 gibi Klasik basliklarin yani sira uyku ile iliskili hipoksemi
sendromlar1 ismi ile alt bagliga ayrilirken, horlama ise izole bir semptom olarak ele
alinmistir. Uykuda solunum bozukluklar1 arasinda yapilan siniflamada en sik goriilen

solunum bozuklugunun obstriiktif uyku apne sendromu oldugu belirtilmistir (5).

2.1.1. Uyku Bozukluklariyla ilgili Genel Tanimlar

Apne: Agiz ve burun hava akiminin on saniye veya daha fazla siireyle > %90
oraninda azalmasi olarak tanimlanir. Solunum ¢abalarina gére apne; santral, obstriiktif

ve mikst olmak {izere lige ayrilir (28).

Hipopne: On saniye ve daha uzun siire hava akiminin %50 azalmasi ile birlikte
bazal oksijen satlirasyonunda > %3’liik diisiis ve arousal gelisimidir (28).

Apne-Hipopne indeksi (AHI): Uykuda goriilen apne ve hipopne sayilari
toplaminin saat olarak uyku siiresine boliinmesi ile elde edilir (29).

Oksijen Desatiirasyon Indeksi (ODI) : Uyku siiresince goriilen oksijen

desatiirasyonlarinin saat basina diisen sayisidir (30).



2.2. Obstriiktif Uyku Apne Sendromu (OSAS)

2.2.1. Tanim

OSAS, birgok predispozan faktoriin neden oldugu (genetik, yas, cinsiyet,
obezite, kraniofasial anomaliler vs.), tekrarlayici apne ve hipopnelerin goriildiigii, gece
uyku boliinmesi ve hipoksi ile sonuglanan iist solunum yolu obstriiksiyonu ile

karakterize kompleks bir hastalik olarak tanimlanmaktadir (31).

OSAS’1n tanis1 polisomnografi ile uyku sirasinda saat basi apne-hipopne sayist
degerlendirilerek konulmakta ve siddetinin siniflandirilmasi ise apne-hipopne indeksi
(AHI) ile yapilmaktadir. AHI, hava yollariin daralmasi ile baglantili olarak hava
akimindaki azalma sikligim 6lgmektedir (32). Polisomnografi sonucunda AHI <5 olan
kisiler basit horlama grubunda degerlendirilmektedir. Hastalik tanis1 i¢in segilen AHI
esik degeri (“5”) epidemiyolojik arastirmalar sonucunda ortaya ¢ikmistir. Hastalik
siddetini belirlemede kabul edilen AHI diizeyleri hafif diizey icin 5-14, orta diizey igin
15-30, agir diizey i¢in ise > 30 seklinde kabul edilmistir (5).

2.2.2. Polisomnografi

OSAS’1 teshis edebilmek i¢in altin standart tan1 yontemi olan polisomnografi
kullanilir (33). Polisomnografi ile uyku sirasinda hastanin bir¢ok fonksiyonunun
sirekli ve es zamanlh kaydi alinmaktadir. Bu tetkik, uykunun yapisini, uykuda
fizyolojik ve patolojik degismeleri, uyku doénemleri ile iliskisi i¢inde inceleyerek
ortaya koymaktadir. Hastalik siddetinin belirlenmesinde ve tedavinin planlanmasinda

kullanilir (34).

2.2.3. OSAS Semptomlari

OSAS hastaliginda en sik goriilen semptomlar, horlama, tanikli apne ve giindiiz

asir1 uykululuk halidir. Bu semptomlara ek olarak farkli semptom ve bulgular da
OSAS’da goriilebilmektedir (35).



2.2.3.1. Horlama

OSAS hastalarinda en sik goriilen ve doktora basvurmalarinin ilk sebebi olan
horlama semptomu uykuda inspirasyonun kismi olarak engellenmesiyle orofarenkste
olusan giiriiltiilii titresime iligskin ses ve iist solunum yollarinda anormal darliga isaret
eden bir durumdur. OSAS’l1 hastalarda habitual horlama s6z konusudur ve sik
tekrarlayan apnelerle kesilmesi nedeniyle diizensiz horlama tipiktir (30, 36).
Horlamanin prevalansi erkeklerde %25, kadinlarda %15 oranindadir ve yas ile birlikte

artmaktadir (37).

2.2.3.2. Tanikh apne

Hastanin uyku esnasinda solunum hareketinin durmasinin hasta yakinlari
tarafindan belirtilmesine, tanikli apne denmektedir ve apne ndbeti yaklasik 10-60

saniye siirer. Apne ndbetleri OSAS’l1 hastalarin doktora bagvurmasindaki en 6nemli

nedenlerden biridir (37).

2.2.3.3. Giindiiz asir1 uykululuk hali

Uyku esnasinda tekrarlayan apneler, hastanin uykusunu sik sik bolmekte,
boylece hasta gecenin biiyiik boliimiinii yiizeysel uykuda gecirmekte ve derin uykuya
dalamamasma neden olmaktadir. Sonu¢ olarak giindiiz uykuya asirt egilim
goriilmektedir (38). Asirt uykululugun saptanmasi amaciyla, bazi objektif uykululuk
Olciim yontemleriyle degisik diizeylerde uygunluk gosteren sorgu formlar: kullanilir.
Bu sorgu formlarindan en yaygin kullanilan1 Epworth Uykululuk Olgegidir (Epworth
Sleepiness Scale). ESS’da puanlamada 0-24 arasinda degisen toplam puandan 10 ya
da daha fazlasi pozitif kabul edilir ve hastanin OSAS i¢in ileri tetkiki gerektigi kabul
edilir (39).

2.2.3.4. Kardiyopulmoner semptomlar

OSAS’l1 hastalar gece bogulma hissi ile uyanma sikayeti ile bagvurabilirler.
OSAS’l1 olgular genellikle apne sirasinda devam eden giiglii solunum ¢abasinin gogiis
kafesinde yarattig1 distorsiyona bagli uyku sirasinda atipik gogiis agrisi tarif edebilirler
(40).



2.2.3.5. Noropsikiyatrik semptomlar

OSAS’l1 olgular genellikle uyandiklarinda frontal ya da diffiiz bas agrisindan
yakiirlar (40). Tekrarlayan hipoksemi ve uyku boliinmesi, bu olgularda biligsel
fonksiyonlarda bozulmaya neden olarak, karar verme yeteneginde azalma, hafiza
zayiflamasi, unutkanlik, karakter ve kisilik degisiklikleri gelistirir. Cevreye uyum
zorluklar kiside anksiyete ya da depresyona yol agabilir (41).

2.2.4. Tarihge

Uyku konusunda ilk bilimsel yayin "The Philosophy of Sleep " Iskog bilim
adam1 Robert Mac Nish tarafindan 1834’de yaymlanmis ve uyku apne sendromuna ait
ilk tanimlamalar asir1 glindiiz uykusu ¢eken obez kisilerin vaka sunumlarindan yola

cikilarak yapilmistir (42).

Uyku sirasinda beyin aktivitesinin ilk kayd:r 1929'da Alman psikiyatr Hans
Berger tarafindan yapilmis ve bdylece ilk uyku kaydi olusturulmustur. Hans Berger
insan beyninin elektriksel aktivitesini kaydetmis ve uyaniklikla uyku sirasinda olusan

elektriksel aktivite farklarini gostermistir (43).

1965'te Gastaut ve arkadaglar1 tarafindan uyku hastaliginin birbirinden ayirt
edilmesinde ve oOzellikle OSAS tanisinda altin standart tan1 yontemi olan
polisomnografi ile uyku esnasinda, hastalarda solunum anormallikleri, horlama ve
giindiiz uykusuzlugu arasindaki iliskiyi tanimlamiglardir (44). Uyku Apne
Sendromu’nun giiniimiizdeki tanimi ise 1973 yilinda Stanford Universitesi’nde uyku
klinigi kuran Christian Guilleminault ve arkadaslar1 tarafindan yapilmis ve tip

literatiiriine girmistir (43).

1975’de ASDA (American Association of Sleep Disorders ) kurulmus ve tim
diinyadaki uyku caligsmalar1 daha organize olarak yiiriitiilmeye baslanmistir (45).
1991°de ASDA tarafindan “The International Classification of Sleep Disorders” uyku
apnesi ve EEG uyarilarinin giincel tanimlart yapilmis ve uyku bozukluklarinin her
birine kod verilerek siniflandirilmistir. Son olarak 2014 yilinda uluslararasi uyku

bozukluklari siniflamasinin tigiincii basimi yayinlanmistir (5).



2.2.5. Prevalans

OSAS prevalansi, erigskin niifustaki erkekler icin yaklagik % 3-7 ve kadinlar
icin % 2-5 olarak bildirilmistir (46).

Koktirk ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada iilkemizde OSAS prevalansi,
habitiiel horlamas1 olan kisilerde saptanan OSAS prevalansinin iilke populasyonuna

uyarlanmasiyla %0.9-1.9 olarak tahmin edilmistir (47).

2.2.6. Patofizyoloji

Ust hava yolu burun, farinks, larinks ve ekstratorasik trakeadan olusmaktadir.
OSAS’ta iist hava yolunun daralan ve kapanan kismi farinkstir (48). OSAS'in kritik
fizyopatolojik 6zelligi, {ist solunum yolunun farinks seviyesinde uykuya bagh
cokustdiir. Obstriiktif apne ve hipopne, uyku esnasinda farenkste kismen veya
tamamen ¢okiise bagl olarak ortaya ¢ikar. Faringeal ¢okiis, ekspirasyonun sonunda
veya inspirasyonun basinda ortaya cikabilir. OSAS hastalarinda ¢okiisiin baslangici
(% 56-75) retropalatal / orofaringeal bolgelerde olur (9).

2.2.7. OSAS Hastahginda Risk Faktorleri

OSAS’m gelisimi ve hastaligin ilerlemesinde bir¢ok risk faktoriiniin oldugu
yapilan ¢aligsmalarla ortaya konmustur (49). Obstruktif uyku apne sendromu risk
faktorleri genel faktorler, anatomik faktorler, mekanik faktorler, néromuskuler
faktorler ve santral faktorler olarak incelenebilir. Bu risk faktorlerinin bazilari
degistirilebilirken (Obezite, alkol kullanimi, sigara, burun tikanikligi vs.) digerleri

(genetik, etnik koken, yas ve cinsiyet vs.) degistirilemez (34).

2.2.7.1. Genel Faktérler

2.2.7.1.1. Yas

OSAS prevalansinin yasla birlikte arttig1 ve en yiiksek prevalansin 40-65 yas
grubunda oldugu bildirilmektedir (50). Fakat yasa bagl bu artigin siirekli olmadigi ve

65 yasindan sonra prevalansin degismedigi ifade edilmektedir (51).



2.2.7.1.2. Cinsiyet

Epidemiyolojik caligmalar OSAS hastaliginin genel olarak erkekler de
kadinlara gore 2-3 kez daha fazla goriildiigiinii ortaya koymustur (4). OSAS’in
prevalansinin erkeklerde daha fazla olmasi seks hormonlari, {ist havayolu sekli,
kraniyofasiyal morfoloji, yag biriktirme bi¢imi, mesleki etkiler ve ¢evresel etmenlere

maruz kalmadaki farkliliklar olarak agiklanmistir (52).

2.2.7.1.2. Obezite

Yapilan arastirmalar sonucunda OSAS hastalarinin en az % 60-70’inin obez
oldugu belirtilmistir (53, 54). Obez hastalarin OSAS’a yatkinliginda iist hava yolunun
yapisinda ve fonksiyonunda meydana gelen degisiklik, ventilasyon ve yiik arasinda
dengede meydana gelen degisimler ve obezitenin hipoksiyi tetiklemesi gibi
mekanizmalar rol oynamaktadir (55). Smith ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
randomize calismada, viicut agirhgindaki her % 1 artis icin AHI'de % 3'liik bir artis
oldugunu gosterilmistir (56).

OSAS'l1 hastalarin iicte ikisinden fazlasinin obez olmasina ragmen yapilan
niifus arastirmalari, obez olmayan bireylerde de OSAS'nin 6nemli bir sorun oldugunu

ortaya koymaktadir (57).

2.2.7.1.3. Alkol ve Sigara

Alkol tiiketimi iist solunum yolu dilatator kaslarin1 gevsemesine neden olarak
iist solunum yolu direnci gelismesine buda uyku esnasinda nefes almanin zorlasmasina
neden olmaktadir (58). Calismalarda horlama ve OSAS’1n alkol tiiketimi ile iliskisi
gosterilmis ama alkol tiikketiminin OSAS olusumundaki etkisi tam olarak
aciklanamamustir (59, 60). Sigara, solunum yolunda inflamasyona neden olarak 6demi

arttirarak ve OSAS olusumuna katkida bulunmaktadir (59).

2.2.7.1.4. Etnik Kéken

OSAS prevalans1 iizerine yapilan ¢alismalarin incelenmesi sonucunda

Asyalilarin Avrupalilara gore daha zayif olmasina ragmen yas, cinsiyet ve AHI



acisindan degerlendirildiklerinde hastaligin goriilme oranmi ve siddetinin daha ytiksek

oldugunu belirlenmistir (61).

2.2.7.1.5. Ailesel ve Genetik Yatkinhk

OSAS’in ailesel yatkinhigr ilk olarak 1970'lerde Strohl ve arkadaslar
tarafindan hastaliga sahip bireylerin bulundugu bir ailede fark edilmistir (62). Sonralar1
yapilan biiylik Olgekli ¢aligmalarda, obstriiktif uyku apnesinin ortaya g¢ikmasinda

kalitim ve ailesel faktorlerin rolii oldugu dogrulanmustir (63).

2.2.7.2. Mekanik Faktorler

OSAS hastaligina neden olan mekanik faktorler arasinda; havayolu ¢ap1 ve
sekli, tist solunum yolu direnci, uyku pozisyonu (sirtiistii pozisyonda uyuyan hastalarin
OSAS derecesini artmaktadir), burun tikanikligi, ndéromuskiiler ve santral faktorler

yer almaktadir (64-66).

2.2.8. OSAS’1n Sonuclari

Tekrarlanan hava yolu obstriiksiyonunun dogrudan sonuglar1 yaninda olusan
hipoksi, sempatik stimiilasyon ve arousallarin olusumu viicudun tiim fizyolojik
sistemlerinde onemli bir oksidatif ylik olusturur. Hasar hiicresel mediatorlerin
aktivasyonu (NF-«kB, vaskiiler endotelyal biiylime faktorii, sitokinler, C reaktif protein
ve monosit gibi) ile ilk olarak endotel fonksiyonunda meydana gelir (34, 67-69).
Ayrica genetik polimorfizm yatkinligi olan hastalarin OSAS’1n zararl etkilerine karsi

daha yatkin oldugu ve ateroskleroz gelisiminin hizlandig: bildirilmistir (70).

2.2.8.1. Hipertansiyon

Yapilan calismalar OSAS’l1 hastalarda hipertansiyon prevalansinin daha
yiiksek oldugunu ve CPAP tedavisinin kan basincini diisiirdiigii ortaya konmustur
(72).

10



2.2.8.2. Kalp yetmezligi

Sistolik kalp yetmezligi olan hastalarda santral uyku apnesinin prevalansi daha
yiiksek bulunmustur. Diastolik yetmezligi olan hastalarda ise OSAS prevalansinin
daha yiiksek oldugu belirtilmistir (72). CPAP tedavisi alan hastalarin inme riskinin
azaldig1 gosterilmis ve bu nedenle kalp yetmezligi durumlarin da OSAS hastalarinin

tedavisinin oncelikli olarak yapilmasi gerektigi savunulmustur (73).

2.2.8.3. Serebrovaskiiler Hastalik

Serebrovaskiiler hastalifa neden olan solunum bozukluklarinin oncelikli
nedeni santral uyku apnesidir (74). inme sonrasi hastalarin %45-90’inde OSAS
saptanmistir. Saglikli bireylerle karsilastirildiginda OSAS olan hastalarda inme

riskinin iki kat fazla oldugu gorilmistiir.

2.2.8.4. Aritmiler

OSAS’I1 hastalarin yarisina yakin bir boliimiinde aritmiler goriilebilmektedir.
OSAS’la iligkili en sik goriilen aritmi arteriovendz bloklari olan siniis bradikardisidir.
Bunun nedeni ise apne siddeti ile baglantili olarak artmis olan vagal tonus olarak

aciklanmustir (75).

2.2.8.5. Insiilin Rezistans:

Yapilan ¢aligmalar  hipoksiye maruz kalindiginda  glukoz-insiilin
korelasyonunun bozuldugunu, yasanan uyku béliinmelerinin de glukoz toleransini
etkiledigini ortaya koymustur. Apne-hipopnelerin tekrarlanmasinin insiilin seviyesini

%S5 oraninda arttirdigi belirlenmistir (76).

2.2.8.6. OSAS’1in Norodejeneratif Etkileri

OSAS bozulmus yasam kalitesi, insomnia ve depresyon gelisimi ile

iliskilendirilmistir (77).
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2.2.8.7. Ani Oliim

OSAS uyku sirasinda kalp hiz1 degisiklikleri, malign aritmiler, iskemik kalp
hastaliklar1 ve akut miyokard infarktiisii nedeniyle ani 6liime yol acabilmektedir. Bu
yiizden OSAS hastaligi uykuda ani 6liim nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedir
(78).

2.2.8.8. Sosyoekonomik Sonuclar

OSAS hastaliginda yasanan gece uyku boliinmeleri sonucunda giindiiz uykuya
asir1 egilim vardir. Sonug olarak bu hastalar trafik kazalari, is kazalar1 acisindan risk

altindadir (79).

2.2.9. OSAS Hastahgmin Tedavisi

Hayat tarzinda yapilan degisiklikler alkol ve sigara kullaniminin azaltilmasi
veya birakilmast, kilo verme (kilonun %10-15 oraninda azalmasi, AHI’yi %50 azaltir),
sedatif ilaglarn alimmnin diizenlenmesi ve burun tikanikligimin ilag veya cerrahi

yontemle ¢6ziilmesi horlamay1 ve OSAS olusumunu azaltir (80).

OSAS’1n tedavisinde hayat tarzin1 degistirmenin yani1 sira farmakolojik tedavi,
pozitif havayolu basing tedavisi (CPAP), pozisyonel terapi, cerrahi tedavi ve agiz igi

araglarin kullanimi gibi yontemler kullanilmaktadir (81).

2.2.10. OSAS ve immiin Sistem

Organ nakli sonrasi doku reddi, immiin yetmezlik sonucunda enfeksiyon
nedeniyle 6liim, asir1 demir yiiklemesi ile meydana gelen siroz, narkolepsi ve OSAS
sonucunda olusan klinik durumlar ve bunun gibi bir¢ok hastaligin ortak &zelligi
HLA’nin bu hastaliklarin gelisiminde rol oynamasidir (82). Bir¢ok hastaligin temelini
olusturan HLA sisteminin genetik yapisindaki degisikliler genis ve kompleks etkiler

gosterir ve immiin sistemin isleyisinin bozulmasina neden olur (83).

Uyku bozukluklarinin genetigi ile ilgili yapilan ¢alismalar genel olarak HLA
tizerine yogunlagsmistir. HLA lokusu OSAS hastaligina yatkinlik veya korumasina
neden olan genleri bulundurdugundan OSAS’in patogenezinde genetik bir marker
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olarak kabul edilmistir (84). HLA polimorfizmleri ile uyku bozukluklar1 arasindaki
iliski ilk olarak Japon hastalarda ortaya konulmus (13) ve uyku bozuklugunun immiin
sistem fonksiyonlarini olumsuz yonde etkiledigi daha sonra yapilan ¢alismalarda
bildirilmistir (85).

2.2. Human Lokosit Antijen (HLA)

Ik olarak 1950°li yillarin sonlarma dogru Idkositlerde kesfedilen HLA organ
transplantasyonu nedeniyle ilgi odagi olmustur (86). Sonrasinda yapilan galismalar
HLA’nin otoimmiin ve inflamatuvar hastaliklarla iligkisini ortaya koyarak

immiinolojide dnemli bir yer edinmesini saglamistir (87) .

Insan genomunda fonksiyonel birgok geni barindiran Major Histokompatibilite
Kompleksi (MHC) en polimorfik bolgelerden biridir (88). Insanlarda HLA bolgesi
olarak bilinen MHC 6. kromozom {izerinde (6p21.3) 7.6 megabazlik (Mb) bélgeyi
kapsar ve immiin yanit genleri de dahil olmak tizere 252 geni yapisinda bulunduran en
yogun bolgedir (89). HLA antijenleri yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerine gore 3 farkli

smifta gruplandirilir.
Simif I antijenler HLA-A,Bve C
Simif Il antijenler HLA-DP, DM, DRB1, DQA1 ve DQB1

Siif 11 antijenler inflamasyon ve diger immiin cevap genlerini igerir. Bu

smifta TNF, Hsp 70, properdin faktor B (BF), C2 ve C4 bulunur (Sekil 1).

Telomer Uzun kol (q) Sentromer  Kisa kol (p) Telomer

ail I8 | NI B EDC Nl HED

HLA bolgest
6p21.3
Smf 11 Smf 1 Smif I

[ 1 Bf ] |

DP DM DQ DR C4 C2Hsp70TNF B C E A GF

-+ —

Sekil 1. insan 6. kromozom HLA bélgesi gen haritast (15)

2.2.1. HLA Terminolojisi

HLA’nin sistematik isimlendirilmesi ile ilgili kurallar genel olarak HLA

nomenklatiir olarak ifade edilmektedir (90). HLA’nin tarihi siireci ve nomenklatiirii
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ile ilgili ilk aragtirmalar 1950°1i yillarin sonunda baslamistir. 1968 yilinda yeni HLA
genlerinin ve allel sekanslarinin adlandirilmasi ve kalitelerinin kontrol edilmesi
amaciyla “World Health Organization (WHO) Nomenclature Committee for Factors
of the HLA System” komitesi kurulmus ve giiniimiize kadar 19 ana rapor
yaymmlamustir (91). HLA nin adlandirilmas: gen adi ile baslar (A, B, DRB1 vs.). ik
ikili numara allelin ait oldugu serolojik grubu gosterirken, ikinci ikili numara ise
tamimlanma sirasin1 ifade eder. Allel sonunda bulunan harf protein ekspresyonu
hakkinda bilgi verir. Bu harf sisteminde N (Null allel); eksprese olmayan alleli, L (Low
allel); dustik diizeyde hiicre yiizey ekspresyonu olan allelli, S (Solubl allel); salgilanan
molekiiliin oldugu, fakat hiicre yiizey ekspresyonunun olmadigi bir proteine spesifik
allel, C (Cytoplasmic allel) sitoplazmada bulunan fakat hiicre yiizeyinde eksprese
olmayan allel iriiniinii, A (Aberrant allel); atipik alleli ve Q ise kuskulu bir allel
oldugunu ifade eder (Sekil 2) (92).

Allel grubu Kodlama Bolgesindeki
sinonim DNA yapasi ile ayrilma

J J
HILLA-A%03:01:01:02N— o ctspresyom
T T T

Gen Spesifik HLLA proteinini Kodlama olmayan bilgedeki
kodlayan spesifik HLA alleli sinonim DNA yapisi ile ayrilma

Sekil 2. HLA adlandirilmasi (125)

2.2.2. HLA’min Molekiiler yapisi ve Antijen Sunumu

Immiin yanitta rol alan HLA genleri yapisal ve islevsel agidan farkli ve
heterodimerik yapiya sahip olan HLA sinif I ve II'yi icermektedir (83). HLA siif I ve
sinif II T hiicrelerine antijen sunumunda farkli kaynaklara sahiptir. HLA Sinif I tiim
cekirdekli hiicrelerin yiizeylerinde bulunur ve hiicre i¢i proteinlerin sunumunda rol
alir. Hiicrede viral proteinler gibi yabanci proteinler eksprese edildiginde bu hiicreyi
tantyan ve Oldiiren CD8 T lenfositlere sunulur (15). Smif II HLA molekiilleri sinirh
bir hiicresel dagilim gosterir ve antijen sunan hiicrelerin (B lenfositler, makrofajlar,
dentritik hiicreler, kupffer hiicreleri ve aktif T lenfositler) yiizeyinde bulunurlar.
Ekstraseliiler kaynaktan gelen ekzojen antijenleri CD4 T lenfositlere sunarlar. Bu

nedenle Sinif I antijenlerine, immunite ile iligkili antijenler de denmektedir (93).
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2.2.2.1. HLA simf I

2.2.2.1.1. Yapisi

Smif I HLA-A, -B, -C, -D, -E, -F ve -G genleri islevsel HLA izoformlarini

olusturur. Bunlardan ilk ti¢li klasik HLA simif I antijenlerini sentezletir (83).

Smif I antijenler glikoprotein yapisinda olup iki polipeptid zincirinden
meydana gelmislerdir. Bu zincirler, 12-kDa mol agirliginda olan kisa bir (2-
mikroglobiilin zinciri ile bu zincire non-kovalan bagli 45-kDa mol agirliginda olan

uzun bir a zinciridir.

Alfa zinciri a1, 02, a3 diye ii¢ birimden olusmaktadir ve dért domaine sahiptir.
Bunlar iki peptid baglayici domain (ol ve o2), bir immiinoglobiilin benzeri domain
(a3), transmembran domaini ve sitoplazmik kuyruktur. al ve a2 domainlerinin
aminoasit siralamasindaki farkliliklar molekiiliin polimorfizmini belirler ve peptid
baglama bolgesini olusturur. HLA sinif I molekiiliiniin ikinci domaini a3’diir ve o2
domaininin karboksi terminalinden baslayip plazma membranina kadar uzanir,
polimorfizm goriilmez (93). T lenfosit tanima olaylarinda, T hiicresinin CD8 molekiilii
HLA smif I molekiiliiniin a3 birimine baglanmaktadir. HLA molekiiliiniin dordiincii
domaini zar igerisinde kalan kisimdir. Hidrofobik 25 aminoasitlik bu kisim, plazma
zarinin lipid ¢ift tabakasina baglanmaktadir (94). Besinci domain ise sitoplazma
igerisine giren 30 aminoasitten olugsmaktadir. Bazi kisimlar1 biiyiik 6l¢iide korunmus
olsa da molekiilin degiskenlik gosterebilen kisimlarindan biridir. Bu kisimin
fosforilasyonu, transpeptidasyonu molekiiliin diger hiicre igi proteinlerle iletigimini
saglarken bazi1 kisimlarin delesyonu da HLA sinif I molekiiliiniin internalizasyonunu
onler (93).

B2-mikroglobiilin 15. kromozomda lokalize olan korunmus bir gen tarafindan
kodlanarak HLA sinif I molekiiliine sonradan baglanmaktadir. a ve f2-mikroglobiilin
zincirlerinin iligkisi sinif I antijenlerinin fonksiyonu i¢in énemlidir. B2-mikroglobiilin
a zincirinden ayrilmasi ya da konjenital eksikligi sinif 1 antijeninin fonksiyonunu
kaybetmesine neden olur. 2-mikroglobiilin HLA sinif I molekiiliiniin tam katlanmis
konformasyona ulasmasinda gereklidir yoklugunda o zinciri hiicre membranina

eksprese olamaz. Bu kisim biitiin HLA sinif I tiplerinde aynidir (Sekil 3) (95).
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Sekil 3. HLA simif I molekiiliiniin yapisi (95)

2.2.2.1.2. Antijen Sunumu

HLA siif I molekiilleri tiim ¢ekirdekli hiicreler tarafindan eksprese edilir ve
endojen antijen sunumunda rol oynar. HLA sinif I molekiilleri biri agir zincir alfa (al,
a2 ve a3) digeri B2-mikroglobiilin zicir olmak iizere iki ¢esit zincirden olusur ve
endoplazmik retikulumda birlesirler. Agir zincir, 2-mikroglobiilin ile birlesmeden
once saperon proteinlerinden olan kalneksin tarafindan stabilize edilir. Bu molekiiller
peptid haline gelmeden 6nce kalretikulin, Erp57, protein disiilfid izomeraz (PDI) ve
tapasin gibi saperonlar araciligiyla stabilize edilirler. TAP (antijen sunumuyla iliskili
transpoter), tapasin, HLA sinif I, Erp57 ve kalretikiilin kompleksine peptid yiikkleme
kompleksi (PLC) adi verilir. Tapasin, peptidleri sitoplazmadan ER'ye
translokasyonunu yapan transport protein TAP ile etkilesir (96, 97). Peptidler, viral
veya hiicre kaynakli proteinlerin parcalanmasiyla elde edilir ve ER’ye yonlendirilir.
Proteinlerin parcalanmasi sitozolik ve niikleer proteozomlar araciligiyla olur ve olusan
peptidler TAP vasitasiyla ER'ye transloke edilir. TAP translokasyonu antijen igleme
ile iligkili ER aminopeptidaz (ERAAP) varligina baglidir (Sekil 4) (98).

Proteinlerin %30-70’1 kusurlu transkripsiyon veya translasyon nedeniyle
sentezlendikten kisa bir siire icerisinde parcalanir. Bu islem, viral peptidlerin ¢cok hizli
bir sekilde sunulmasina olanak tanir (6rnegin; influenza viriisii enfeksiyondan yaklasik
1,5 saat sonra T hiicreleri tarafindan taninabilir). Peptidler HLA smif I molekiiliine
baglandiginda saperonlar salinir ve peptid-HLA smif I kompleksi hiicre ylizeyine
sunulmak iizere ER’den ayrilir. Baz1 durumlarda peptidler HLA siif I molekiilii ile
iliskilendirilemez ve par¢alanmak {iizere tekrar sitozole doner. Baz1 HLA smuf I

molekiilleri de peptidlere baglanmaz ve ER'ye bagli protein pargalanma (ERAD)
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sistemi ile pargalanirlar (99).

HLA smif | antijen sunumu igin peptit tireten farkli proteozomlar vardir. Birgok
immiin sistem hiicresi tarafindan eksprese edilen 26S’lik proteozom, immiin hiicreler
tarafindan tretilen immiinproteozom ve timik epitelyal hiicreler tarafindan eksprese
edilen timik spesifik proteozom antijen sunumu igin peptid lireten proteozomlarin

biiyiik bir boliimiinii olusturur (100).

HLA smif I molekiilii tek bir hiicre yiizeyinde, 10.000’den fazla proteinin
ekspresyonunun okunmasini saglar. Bu yap1 hiicredeki olaylar1 izlemeye izin veren
enfeksiyon ve tiimor olusumunu saptayan sitotoksik T lenfositleri ve NK hiicreleri
tarafindan yorumlanir. Hiicre membraninda bulunan HLA sinif I kompleksi zamanla
ayrisarak agir zincir hiicre igerisine alinir ve endozoma dahil olarak HLA sif II

yoluna girer (100).

HLA sinif I molekiilii araciligiyla antijen sunumu, T hiicresi reseptorii (TCR)
ile HLA sinif I molekiiliine bagli bir peptid arasindaki bir etkilesime dayanmaktadir.
CDS8 + T hiicresi yiizeyindeki molekiil ile HLA sinif I molekiilii iizerindeki peptid dist
baglanma bolgeleri arasinda da bir etkilesim vardir. Bu nedenle HLA smuf I ile

kompleks halinde sunulan peptid sadece CD8 + T hiicreleri tarafindan taninabilir. (98).

2.2.2.1.3. HLA Simif I Hastalik Mekanizmasi

HLA smif I molekiillerini igeren hastalik mekanizmalar ile ilgili iki yaygin
hipotez vardir. Bu molekiiller, molekiiler taklit yoluyla gii¢lii bir otoimmiin yaniti
tetikleyebilir ve siiper antijen gibi davranarak endojen antijenlerin sunumunda rol
oynarlar (6rnegin; Mikrobiyal antijenler otoreaktif T-hiicrelerini aktive eden ve
otoimmiiniteyi tetikleyen kendi antijenlerine benzediginde veya antijenlerin viicudun
diger dokularina kars1 ¢apraz reaksiyona giren giiclii bir non-spesifik bagisiklik tepkisi
iiretmesi gibi). Ornegin, viriisler, HLA smif I ve II ekspresyonunu degistirebilir ve
potansiyel olarak bazi alellerin viral / bakteri manipiilasyonuna daha yatkin CD8 + T

hiicrelerine daha fazla antijen sunumuna yol agabilir (89).
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2.2.2.2. HLA simif I1

2.2.2.2.1. Yapisi

HLA smif II bolge genleri 6. kromozom iizerine yerlesmis olan bes izoform
(HLA-DM, -DO,-DP,-DQ ve —DR) ve her birinin hem alfa hem beta zincir genleridir.
Klasik sinif IT antijenleri olan HLA-DR-DQ ve DP’nin sentezlenmesini saglarlar. Sinif
Il genler 4-11 kb uzunluktadir. HLA smuf II antijenleri, baslangicta HLA-D olarak
adlandirilmis daha sonra farkli antijenler bulununca D ile ilgili anlaminda HLA-DR
(D-related) antijeni denmistir. Alfabede yatkinligi nedeniyle bu bolgede ki diger farkli
antijenler de HLA-DQ, HLADP olarak adlandirilmistir (101).

HLA simif II molekiiller, non-kovalent baglarla bir arada tutulan alfa ve beta
olmak iizere iki adet transmembran glikoprotein zincirinden olusan heterodimerlerdir.
Her iki zincirin de dort bolgesi vardir ve hiicre zar1 disinda sirasiyla al, o2 ve 1, f2

olmak tizere 2 domainleri bulunur (83).

al ve Bl zincirleri HLA smif I molekiiliinde oldugu gibi antijenlere ait

peptidlerin yerlesebilecegi kovuga benzer bir yap1 olustururlar (Sekil 5) (89, 93).

Peptid baglayict B1 domain B1 domain

ol domain oluk
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ol domain

Membran distal
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02 domain ;
domain

" P2 domain
Transmembran
segment

Sitoplazmik
kuyruk

]

Sekil 4. HLA sinif II molekiiliiniin yapis1

2.2.2.2.2. Antijen Sunumu

HLA sinif 1T molekiilleri, dendritik hiicreler, makrofajlar, B hiicreleri ve aktif
T lenfositler gibi antijen sunan hiicreler tarafindan eksprese edilir. HLA siif 11
molekiilleri, endositik yolda parcalanan proteinlerden elde edilen peptidlere baglanir.

HLA smif Il kompleksleri, ER'de birlesen a ve B zincirlerinden olusur ve degismeyen
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zincir () ile stabilize edilirler. HLA smif II ve 1i kompleksi, HLA smf II boliimii
((MIIC) olarak adlandirilan boliime golgi boyunca tasinir. Asidik pH’dan dolay1
proteazlar katepsin S ve katepsin L aktive olur ve li'yi sindirerek HLA simif II'nin
peptid baglayan olugunda smif II ile iliskili peptid (CLIP) kalintistn1 birakir. Daha
sonra, CLIP, endozomal yolda parcalanmis bir proteinden elde edilen antijenik peptid
ile degistirilir. Bu siiregte HLA-DM ve B lenfositler icin HLA-DQ saperonlari
gereklidir (102). Yabanci peptidle yiiklenmis HLA smif IT molekiilleri kargolarini
CD4 + T hiicrelerine sunmak iizere hiicre zarina taginir. Bundan sonrasi temel olarak

HLA sinif I sunumuyla aynidir (Sekil 6) (103).

HLA simf II molekiilleri sinif I molekiilinden farkli olarak plasma
membraninda ayrigmazlar. HLA sinif II yikimini kontrol eden mekanizmalar heniiz
tam olarak belirlenmemistir. Fakat HLA simf II molekiillerinin ubikitinize edilerek

endositik bir yolda 6ziimsendigi diistiniilmektedir (83).

2.2.2.2.3. HLA Smf II Hastalik Mekanizmasi

HLA smif II hastalik olusum mekanizmasinda, HLA smif II molekiillerinin
otoimmiin hastaliklarda rol oynayacagi potansiyel yollar dne siiriilmektedir. Ornegin
HLA molekiillerinin baglayici oluklarindaki farkliliklar otoreaktif T hiicrelerinin
immiin toleranstan kagmasina ve perifere gecmesine izin verebilir. Bu olay timik
toleransa ve kendi molekiillerini tanimayan bir hiicre popiilasyonun olusmasina neden
olabilir. HLA molekiiliiniin T hiicre reseptoriiniin (TCR) polimorfik rezidiileri T-
regliler popiilasyondan ziyade otoreaktif T hiicrelerini segebilir. Spesifik HLA
molekiillerinde goriilen koruyucu etkiler, otoreaktif T hiicrelerini belirli bir bolgede
tutabilen T regiilator hiicrelerin varligina bagl olabilir; bu da hastaliklarin, hastaliga
yatkinliga degil, korunmada basarisizlikla iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir (89,
104).

2.2.2.3. HLA smif III antijenler ve Fonksiyonlar:

Sinif I ve simf II bolgeleri arasinda, kompleman sistemin klasik yolunun C2,
C4B, C4A alternatif yolun properdin faktér B komponentlerini ve timor nekrozis

faktor a ve B’y1 kodlayan sinif 11T bolgesi yer almaktadir. Steroid 21 hidroksilaz A ve
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B de bu grupta yer almakla beraber, transplantasyon antijenleri olarak rol
oynamadiklar1 gibi T hiicrelerine de antijen sunmamaktadirlar (105). Inflamasyon
olusumu, yabanci materyalin fagositoz i¢in hazirlanmasi, c¢esitli hiicre ve
mikroorganizmalara karsi antikorla iligkili sitotoksisitenin diizenlenmesi olan kan
proteinleri ile ilgili bir kompleksin iiyeleri olarak gorev yaparlar. C2, C4, BF genleri
kompleman komponenti C3 proteinini aktive ederler. TNF ates yiikselmesi, timorlerin
inhibisyonu, kompleman genlerinin transkripsiyonun uyarilmasi ve notrofilik
graniilositlerin aktivasyonu ile gorevlidir. 21-hidroksilaz ise kortizol biyosentezi ve
TNF sentezi ile ilgilidir (106, 107).

2.2.2.4. HLA ile Iliskili Hastaliklar

Otoimmun hastaliklarin ¢ogunun HLA ile iliskisi bulunmaktadir. Yani belli
hastaliklar belli allelleri tasiyan bireylerde daha sik goriiliir. Bununla birlikte, belirli
HLA molekiilleri ile hastalik birlegsmesinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar tam
olarak anlagilamamistir. HLA ile iligkili birgok hastalik diger genetik varyantlar ve
cevresel faktorlerin kombinasyonu ile meydana geldiginden poligenik-multifaktoryel

hastaliklar olarak tanimlanmaktadir.

HLA hastalik iligkisi; romatoid artirit (RA), Tip | diyabet, Behget hastaligi,
ankilozan spondilit, sistemik lupus eritematozus (SLE), Graves, narkolepsi gibi
hastaliklar da gosterilmistir (89, 108).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu c¢alismada kontrol ve hasta oOrnekleri Isparta Sehir Hastanesi GOgiis
Hastaliklar1 Uyku Laboratuvari ve Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi
Arastirma ve Uygulama Hastanesi Gogiis Hastaliklar1 A.D. Uyku Laboratuvarindan
Subat 2017-Kasim 2017 tarihleri arasinda elde edilmistir. Calisma, Siileyman Demirel
Universitesi Tibbi Biyoloji ve Tibbi Mikrobiyoloji —Laboratuvarlarinda
gerceklestirilmistir.  Calismanin  gergeklestirilebilmesi i¢in  Siileyman Demirel
Universitesi Rektorliigii Tip Fakiiltesi Etik Kurul Baskanlhigindan 18/01/2017 tarih ve

4 sayili karart ile etik kurul izni alinmugtir.

OSAS siiphesiyle klinige bagvuran bireylere polisomnografi yapilarak sonuglar
degerlendirilmistir (AHI1>5 hasta AHI<5 kontrol). Bu sonuglara gore 34 kontrol ve 62
OSAS hastasindan 10 ml kan EDTA’11 tiiplere alinarak bekletilmeden Flow Sitometri
calisilmig ve PCR-SSP yapilmak {izere +4 °C’de saklanmustir.

3.1. Kullanilan Gerecler

Polisomnografi Cihazi (Avusturalya)

BD FACS Calibur Flow Cytometer (USA)
Termal Cycler (Peglab Primus 96, Germany)
Mikrosantrifiij (Hearus Biofuge, , Germany)
Buzdolabi (Argelik, Tiirkiye)

Bidistile su cihaz1 (Millipore simlicity, France)
Laminar hava kabini (ESCO, Tiirkiye)
Vorteks (Niive, Tiirkiye)

Hassas terazi (Shimadzu AX, Japan)
Manyetik karistirict (IKA RH, Brazil)
Elektroforez tank1 (Scie-plas, UK)

Elektroforez gii¢ kaynagi (Consort, Belgium)
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UV Transilliiminator (Ultra Lum. Inc., Tiirkiye)
Isitic1 blok (Tiirkiye)

Ependorf tiipii (Corning, USA)

Falkon tiip (12x75 ml, Mexico)

Transfer pipeti (USA)

Mavi pipet ucu (Boeco)

Sar1 pipet ucu (Boeco)

DNA saklama kutusu (Biosigma)

Tup sporu

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

BD Simultest™ IMK Plus (USA)

GeneAll Exgene mini Kit (Giiney Kore)

Olerup SSP HLA typing kits without Taq polymerase (Isvec)
Etanol

Etidyum Bromid (Sigma, Germany)

Taq DNA polimeraz (Qiagen, Hollanda)

Molecular weight marker DNA (Thermo Scientific, USA)
CellWASH (Ingiltere)

Lysing solution (USA)

3.3. Yontem

3.3.1. Polisomnografi

OSAS siiphesi olan hastalar gece boyunca uyku laboratuvarinda yatirilarak
PSG yapildi. EEG, EOG, ¢ene EMG’si, solunum ¢abasi, oksimetri, viicut pozisyonu,

hava akimi, horlama, nabiz ve bacak hareketleri kanallarin1 kaydetmek igin

22



uluslararas1 10-20 elektrot yerlestirilerek kullanilan dijital uyku sistemi ile
polisomnografi yapildi. PSG’de elektroensefalografi (4 kanal), elektrookulografi (2
kanal), ¢ene elektromiyografi (2 kanal), bacak elektromiyografi (2 kanal),
elektrokardiyografi (EKG), gogiis ve karin solunum hareketleri (2 kanal), nazal basing
Olger ile hava akimi, parmak ucu pulse oksimetreyle oksijen satiirasyonu (SaO2: 1
kanal) kaydedildi (Resim 1). Uyku evreleri Rechtschaffen ve Kales’in standart
kriterlerine ve 2007 yilinda AASM (American Academy of Sleep Medicine)
tarafindan, uyku ve iligkili olaylarin skorlanmasina iliskin kurallar, terminoloji ve
teknik o6zelliklere yonelik yaymlanan ve 2012 yilinda “Manual for Scoring Sleep-
Version 2” adiyla revize edilen skorlama kriterlerine gore skorlandi (109-111). Apne
10 saniyeden daha uzun siireli hava akimimin tam kesilmesi, hipopne 10 saniye veya
daha fazla siireyle oronazal hava akiminda en az %30 azalmayla birlikte solunumsal
olay Oncesine gore en az %3 oksijen desatiirasyon veya arousal gelismesi olarak

tanimlandi.

AHI obstriiktif apne ve hipopnelerin toplaminmn toplam uyku siiresine
boliinmesiyle hesaplandi. AASM tarafindan yaymlanan Uluslararast Uyku
Bozukluklar1 Siniflamasina gére AHI > 5 olup

1) Uyanik kalinmasi gereken donemde uyuyakalma, giindiiz asirt uyku hali,

dinlendirici olmayan uyku, insomni veya asir1 yorgunluk
2) Hastanin soluk tutma, giiriiltiilii soluma veya bogulma hissiyle uyanmasi,
3) Esin giiriiltiili horlama, soluk durmalar veya her ikisini de bildirmesi

4) Hastanin Hipertansiyon (HT), bilissel disfonksiyon, korone arter hastaligi,
durgudurum bozuklugu, inme, konjestif kalp yetmezligi, atriyal fibrilasyon veya tip 2
diyabetes mellitus tanis1 almasi veya Skorlanan solunum bozukluklari (apne ve
hipopne ) >15/sa durumunda OSAS tanis1 konuldu (5). SaO2 %90’nin altindaki

degerler desatiirasyon olarak degerlendirildi.
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Resim 1. Polisomnografi cihazi

3.3.2. Flow Sitometri immiin Sistem Hiicre Analizi

Polisomnografi sonrasi EDTA’l1 tiiplere alman 10 ml kan Ornegi oda
sicakliginda en fazla 6 saat bekleyecek sekilde ¢alisildi. Hemolizli kanlar ¢alismaya
dahil edilmedi. Reaktif icerikleri Tablo 1°de verilmistir. Calisma protokolii asagida
ifade edildigi gibi uygulandi.

Tablo 1. Reaktif icerigi

Reaktif Bilesimi
CD45 FITC
A: BD Leucogate
CD14 PE
IgG1 FITC
B: Kontrol
19G2a PE
CD3 FITC
C: CD3/CD19
CD19 PE
CD4 FITC
D: CD4/CD8
CD8 PE
CD3 FITC

E: CD3/HLA-DR .
Anti-HLA-DR PE

CD3FITC
F: CD3/CD16+CD56
CD16 PE

CD56 PE
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3.3.2.1. Calisma Protokolii

1. Her hasta numunesi i¢in 6 adet 12 x 75 mm Falkon tiip alinarak icerisindeki
boyama reaktiflerinin sirasina goére A’dan F’ye kadar etiketlendi. Ayrica her hastaya

numara verildi.
2. A’dan F’ye kadar etiketlenmis tiiplere sirastyla 20 pl reaktif konuldu.

3. Her hasta numunesi i¢in yeni bir pipet ucu kullanilarak tiipiin her birinin alt
kismima 100 pl EDTA’l1 kan 6rnegi eklendi. Diisiik hizda 3 saniye vortekslenerek oda
sicakliginda ve karanlik ortamda 15-30 dak. inkiibasyona birakildi.

4. 10X BD FACS lizis soliisyonu distile su ile 1X yapild1 ve her tiipe oda
sicakliginda 2 ml ilave edilerek her tiip 3 saniye vortekslendi. Karanlik ortamda 10-
12 dakika inkiibasyona birakildi.

5. Tupler inkiibasyondan sonra oda sicakliginda (20-25°C) 300 g’de 5 dakika
santrifiij edildi.
6. Tiplerin alt kisminda pelletin atilmamasina dikkat ederek 50 pl kalacak

sekilde siipernatan atildi.

7. Pelletin tekrar siispanse olmast igin tiipler diisiik hizda vortekslendi. Uzerine
2 ml BD Cell Wash soliisyonu ilave edilerek 3 saniye diisiik hizda vortekslendi ve oda
sicakliginda 200 g’de 5 dakika santrifiij edildi.

8. Tiplerin alt kisminda pelletin atilmamasina dikkat ederek 50 pl kalacak

sekilde siipernatan atildi.

9. Pelletin tekrar siispanse olmast igin tiipler diisiik hizda vortekslendi. Uzerine

500 pl BD CellFIX soliisyonu ilave edilerek 3 saniye vortekslendi.

10. BD FACS Calibur Flow Cytometer cihazinda hiicrelerin sayimi yapildi
(Resim 2).
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Resim 2. Flow sitometre cihazi

Yapilan hiicre sayimi Sonrast A tiipli lenfositler lizerinde kapi almak i¢in

kullanilirken B tiipii kontrol olarak kullanilmigtir (Resim 3 ve 4).

g E
o
S [s]
® w2
o
£9 ¥
%8 o
£ 42
T Q
®8 3
0¥ 2
2"’0
o ol A
& S
A A OO 5
o ; = > ' 2T
T T T LA L N B B | . 0 1 2 3 4
109 10" 102 10% 10
0 200 400 L 20 800 1000 Mouse IgG1 FITC

Resim 3. Lenfosit kap1 alma ve kontrol
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C, D, E ve F tiipleri i¢in veriler, BD Simultest IMK Plus yazilimi tarafindan, A

ve B kapilar1 ve isaretleyicileri kullanarak elde edildi ve analizi yapildi (Tablo 2,3 ve
4).

Tablo 2. C, D, E ve F kapilarinda hiicrelerin yerlesim yeri
Tiip C (CD3/CD19)

Tiip D (CD4/CDg8)
Q1 Q2 Q1 Q2
CD3-CD19+ Nonantijen-spesifik CD4-CDS8 + CD4+CD8+
B lenfositler antikor baglama baskilayici / lenfositler
sitotoksik ve NK
lenfositleri
Q3 Q4 Q3 Q4
Boyanmamis CD3+CD19- Bo
- . yanmami§ )
lenfositler T lenfositler lenfosit, graniilosit CD4 + CPS yardimet
kontamine ve atik / 1ndukl_ey1c1
monosit,graniilosit lenfositler
ve atik
Tiip E (CD3/Anti-HLA-DR) Tiip F (CD3/CD16+CD56)
Q1 Q2 Q1 Q2
CD3-Anti-HLA- | CD3+ANt-HLA || ~p3 cp1g4cD56+ | CD3+CD16+CD56
DR + B lenfositler, DR+ .
aktif NK Aktif T lenfositler NK lenfositler N
el . . : : T lenfosit alt grubu
lenfositleri;monosit
ler / makrofajlar
3 4 Q3 Q4
Q Q Boyanmamis
Boyann}amls CD3+Anti-HLA- lenfositler CD3+CD16-CD56—
Ienfosﬁler _ DR- kontamine monosit, T lenfositler
kontamine monosit, T lenfositler graniilosit ve atik
graniilosit ve atik

Tablo 3. Alt kiimeleri hesaplamak i¢in kullanilan kadranlarin tanimlanmasi

Tiip %L*  %M*  %G*  %D* Kap1 alinms toplam T
lenfosit yiizdesi
A (BD Leucogate) 95 1 3 1 99

*% L, % M, % G ve % D BD Leucogate tarafindan tanimlanan kapidaki tiim olaylarin
ylizdeleri olarak ifade edilen lenfositler, monositler, graniilositler ve atik.
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Tablo 4. C, D, E ve F kapilarinda bulunan hiicreler

Tiip Hiicre Tipi Kadran % Lenfosit
Total T lenfosit Q4 82
C (CD3/CD19)
Total B Lenfosit Q1 9
D (CD4/CD8) Helper/Iniikleyici Lenfosit Q2,Q4 50
Supresdr/sitotoksik Q1, Q2 41
Total T lenfosit Q4 81
E (CD3/Anti-HLA-DR)
Aktif T lenfosit Q2 18
Total T lenfosit Q4 81
F (CD3/CD16+CD56)
NK lenfosit Q1 7

3.3.3. Periferik Kandan DNA izolasyonu

1. 1,5 ml’lik ependorf tiipliniin dip kismma 20 pl Proteinaz K soliisyonu

konuldu.
2. Uzerine 200 pl EDTA’I1 tiipten alinan kan transfer edildi ve vortekslendi.

3. 200 pl Buffer BL ependorf tiipiine ilave edildi. Vortekslenerek 56°C’de 10
dakika inkiibe edildi.

4. inkiibasyondan sonra 200 ul absolu etanol ilave edildi ve vortekslendi.

5. Karisim dikkatli bir sekilde SV kolona transfer edildi. 8.000 rpm tizerinde 1
dakika santrifiij edildi ve yeni bir koleksiyon tiipii yerlestirildi.

6. 600 ul buffer BW ilave edilerek 1 dak. 8.000 rpm tizerinde santrifiij edildi

ve yeni bir koleksiyon tiipii yerlestirildi.

7.700 ul TW buffer ilave edildi. 1 dak. 8.000 rpm iizerinde santrifiij edildikten
sonra koleksiyon tiipii dokiilerek SV kolonun altina tekrar yerlestirildi.

8. Maksimum hizda 1 dak. santrifiij edilirek wash buffer kalintilart

uzaklastirildi.

9. Altina ependorf tiipii konularak 200 ul AE buffer spin kolona ilave edildi ve
1 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Sonrasinda maksimum hizda 1 dakika santrifiij
edilerek elde edilen DNA’lar PCR-SSP’de kullanilmak iizere -20°C’ye kaldirildi.
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3.3.4. PCR-SSP Yontemi

Bu yontem i¢in HLA-DR low resolution-SSP (Prod. No.:101.101-48u-wihout
taq polymerase, Olerup, Isvec) kiti kullanilmistir.

Bu kitin igerisinde

Olerup SSP primer trayleri (Onceden alikotlanmis primerlerin oldugu 32
kuyucuklu plak)

Taq polimerazsiz Master Mix
Yapiskan PCR sealleri
Uriin insortii bulunmaktadir.

1. Master mix, Primer trayleri, DNA 6rnegi, PCR seal ve distile su ¢ikarildi.

Oda 1s1s1na getirilerek ve hazirda bekletildi.
2- Master mix ve DNA 6rnegi vortekslenerek quick run yapildi.
3- Oda 1s1sinda ependorf tiipiine
177,1 pl distile su
108 pl master mix
2,9 ul taq polimeraz konuldu ve 5sn vortekslenerek quick run yapildi.

(Primer trayleri tizerindeki lot. no: 1E5-91Y yazan boliim 1 numara olarak

islemler yapildi).

4. Master mix-taq pol- dH2O karisimindan 8 pl ve dH2>O’dan 2 ul alinarak
negatif kontrol kuyusuna eklendi (Toplam 10 pl).

5. 72 pl DNA o6rnegi kalan master mix-taq pol-dH20 karisimina oda 1sisinda

eklendi. 5sn vortekslenerek quick run yapildi.
6. Negatif kontrol haricindeki 31 kuyucuga 10’ar ul ilave edildi.

7. Primerler trayin iizeri PCR seal ile iyice kapatilarak Thermal Cycling e

yerlestirildi ve PCR programi baslatildi (Resim 5).
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Resim 5. Termal Cycler cihazi

PCR sonrasi primer tray Termal Cycling’den alindi (Resim 6).

Resim 6. PCR sonrasi primer tray

PCR sartlar1 {iretici firmanin protokoliine uygun olarak diizenlendi ve ortalama

PCR siiresi 1 saat 20 dakika olarak tespit edildi (Tablo 5).
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Tablo 5. PCR sartlar1

94°C

94°C

65°C

94°C

61°C

72°C

+4°C

2 dakika

10 saniye
60 saniye
10 saniye
50 saniye
30 saniye

o0

Denaturasyon
Denaturasyon
Annealing ve extension
Denaturasyon
Annealing

Extension

1 siklus

10 siklus

20 siklus

PCR islemi sonras1 1X TBE (Tris-Boric asit-EDTA tampon) igerisine 2 gr toz

agaroz eklenerek mikrodalga firinda eriyene kadar kaynatilmistir (%2°lik agaroz jel).

Eriyip berraklasan agaroza 5 pl etidyum bromid ilave edildi. Elektroforez tepsisine

taraklar yerlestirildikten sonra jel dokiiliip donmast i¢in beklendi. Sonrasinda PCR

tirtinleri hazirlanan 32 kuyucuga sahip jele sirayla yiiklenerek ve 8-10 V/cm de 15-20

dakika yiiriitiildi. Elektroforez tankindan ¢ikarilan jel UV transilluminatdre konularak

bantlar goriintiilenmistir.

PCR-SSP yontemi ile agaroz jel tizerinde HLA-DRB1 allel bantlar

belirlenerek program tiizerinde veriler elde edildi. Agaroz jelde bantlarin goriiniimii

asagidaki gibidir (Resim 7).
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Resim 7. Agaroz jel bantlarimin transilluminatérde goriintimii

Bant goriinlimlerinin degerlendirilmesi resim 8’deki gibi olmaktadir

Pozitif reaksiyon | Negatif reaksiyon Basarisiz PCR
reaksiyonu

Kuyucuk || |

Internal  pozitif
kontrol bant

Spesifik bant ————————

Primer bant | 1] | ]

Resim 8. Bantlarin degerlendirilmesi
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Elde edilen bantlar Olerup SSP Start Score programi

kullanilarak

degerlendirilmistir (Resim 9 ve 10). Yapilan PCR-SSP protokolii hasta ve kontrol

grubunda bulunan 6rnekler i¢in ayr1 ayri tekrarlandi (96 6rnek).

H G F E D C B A
HI‘I”EHSHJi”E”Ei”?”EI
f .E' 1I:I”11“12”13”14”15”1Eil
z .1?..:..19..2U..21..22..23..:.
§ .25 IEE”E?HEE”;HSI]”MI

Resim 9. Olerup SSP Start Score programina girilen bantlarin gorintiist

1
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T ISSP Kits:

DR low resolution/1E5 J{ERUPSSP

{0 20 30 40 s0 60 70 60
o0 1oM 10 120 n0 4O 150 1o
70 180 10 200 2@ 20 20 240 soucetypingkit olerup 20170201.07.vda
s0 0 70 20 20 00 30 deleDb allle marsh HLADB 326.0R

summarised typing interoretation

common aliles lolre. ~ xreacl
DRB1'08 ORé O @
DRB1'08 DRB1'08 ORé DR 0 0
fafe combinations tolre. ~ xereacl
DRB1'08 DRB1'08 DRS, -, Nul OR, -, Null O 0
DRB1'08 ORBI'1640  DRG,- Null . 0 0

Resim 10. Bantlarin Olerup Start Score programina girilmesinden sonra sonucu

3.4. istatistiksel Analiz

Tim olgularda HLA-DRB1 allel frekanslar1 ve Hardy-Weinberg Dengesi
(HWE) Arlequin v352 yazilimi kullanilarak hesaplandi (112). OSAS hasta ve
kontroller arasindaki HLA-DRBJ1 allel frekanslarindaki farkliliklar, Yates ve Fisher’s
exact dogrulamali kKi-kare (y?) testi ile karsilastirildi. OSAS ve HLA-DRB1 genotipleri
arasindaki iliskinin bir 6lgiitli olarak odds ratio (OR) ve % 95 giiven araliklar1 (CI)
hesaplandi.

Verilerin normallik dagilimi Kolmogorov-Smirnov Testi ile hesaplandi.
Kontrol ve hasta grubu igin sayisal parametreler, bagimsiz érneklem t-Testi ve Mann-
Whitney U analizi kullanilarak normallik dagilimma gore analiz edildi. Korelasyon
analizinde Pearson veya Spearman’s analizleri kullanildi. Korelasyonun giicii; zayif
(0.20-0.39), orta (0.40-0.59), giiglii (0.60-0.79) veya ¢ok gii¢clii (0.80-1.00) olarak
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smiflandirildi.

Gruplar arasi karsilagtirmada One Way ANOVA kullanild1 (Post hoc Tukey-
tamhane). Allellerin lenfositlerin alt gruplarina etkisi One-Way ANCOVA ile
degerlendirildi.

Istatistiksel analizler, IBM SPSS 20.0 kullanilarak % 95 giiven araliginda
yapildi ve p <0.05 anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada Subat 2017-Kasim 2017 tarihleri arasinda Isparta Sehir Hastanesi
Gogiis Hastaliklar1 ve Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi Goglis Hastaliklar1 A.D. Polikliniklerine bagvuran bireylerden
OSAS siliphesi olanlar uyku laboratuvarina yonlendirilmistir. Uyku laboratuvarinda
yas, cinsiyet, viicut kitle indeksi (BMI: Body mass index) kayit altina alinan bireyler

bir gece boyunca PSG cihazina baglanarak asagidaki parametreler 6l¢iilmiistir.
AHI (Apne-Hipopne Indeksi)
ODI (Oksijen Desaturasyon indeksi)
(%) SaO- (Oksijen Satiirasyonu)

PSG ile olgiilen bu parametrelerden AHI, OSAS hastaliginin
degerlendirilmesinde kullanilmistir (Tablo 6).

Tablo 6. OSAS hastaliginin degerlendirilme kriteri

Basit Horlama Hafif Orta Agir

AHI <5 5-14 15-30 > 30

Bu degerlendirme sonucunda toplam 96 birey kontrol ve hasta olarak asagidaki
tabloya gore gruplandirilmis ve grafik olarak dagilimi gosterilmistir (Tablo 7) (Grafik
1).

Tablo 7. Olusturulan kontrol ve hasta grubu

Grup Birey Sayis1 AHI
Kontrol 34 <5

Hasta 62 5>
Toplam 96
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62
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60 34
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Kontrol Hasta Toplam

Kontrol M®Hasta ™ Toplam
Grafik 1. Hasta ve kontrol grubu dagilim grafigi

OSAS hastaligina sahip bireyler hastaligin siddetine gére gruplandirilmis ve
dagilimlar grafikte gosterilmistir (Tablo 8) (Grafik 2).

Tablo 8. Hastaliginin siddetine gore olusturulmus gruplar

Grup Birey Sayisi AHI
Hafif OSAS 7 5-14
Orta OSAS 22 15-30
Agir OSAS 88 >30
Toplam 62
80
62
70
60
50
33
40
22
30
20 7
N
. [ ]
Hafif OSAS Orta OSAS Agir OSAS Toplam

Grafik 2. Hastaliginin giddetine gore olusturulmus gruplarda dagilim grafigi
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tablo ve grafik iizerinde gosterildi (Tablo 9) (Grafik 3).

Kontrol ve hasta grubunda elde edilen verilerin dagilimi ve istatistiksel analizi

Tablo 9. Kontrol ve hasta grubunun verilerin dagilimi ve istatistiksel analizi

Say1 Min-Max Ortalama p degeri
BMI kontrol 34 17-30 22.21+3,02 0<0,05
hasta 62 22-57 32,16 £5,84
Yas kontrol 34 18-52 2732+93 0<0,05
hasta 62 18-77 52,05+11,4
ODi kontrol 34 1-4 2,62+1.25 0<0,05
hasta 62 6,27-98 36,27+22.2
AHI kontrol 34 1-4 2,56+ 1,23 0<0,05
hasta 62 6-101 37,55+23
520, kontrol 34 88-96 91,9+ 1,96 0<0,05
hasta 62 73-95 88,8 + 4,35
120
*
100
80
*
60 -|- H Kontrol
* * * M Hasta
40 [ [
o i
0
AHI oDl BMI Yas Sa02

Grafik 3.Kontrol ve hasta grubunda verilerinin grafigi

(* p<0,05)

Kontrol ve hasta gruplarinda AHI, ODI, BMI, SaO: ve yas arasindaki

korelasyon analiz sonuglari asagidaki gibidir (Tablo 10) (Grafik 4).
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Tablo 10. Korelasyon analiz sonuglari

BMI Yas ODi AHI Sa0;
BMI r degeri 1,000 0,628 ™ 712" 716" -,439™
p degeri 0,000 ,000 ,000 ,000
Yas r degeri 0,628 1,000 656" 650" -,386™
p degeri 0,000 ,000 ,000 ,000
ODI r degeri 712" ,656™ 1,000 ,996™ -,621"
p degeri ,000 ,000 ,000 ,000
AHI r degeri 716™ 650" 996" 1,000 -,614™
p degeri ,000 ,000 ,000 ,000
Sa0, r degeri -,439™ -,396™ -,621" -,614™ 1,000
p degeri ,000 ,000 ,000 ,000

** (0,01 seviyesinde korelasyon anlamli r: korelasyon katsayisi

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

AHI ODI

BMI

Yas ==¥e=Sa02

KONTROL

HASTA

Grafik 4. Kontrol ve hasta grubunda korelasyon grafigi

OSAS Hastaligin siddetine gore verilerin dagilimi ve istatistiksel analizi
yapildi (Tablo 11) (Grafik 5a, b, c).
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Tablo 11. OSAS Hastaligin siddetine gore verilerin dagilimi

BMI Yas ODi AHI Sa0;
Hafif Min-Max 22,8-57 18-70 6,27-15,70 6-16,4 90-95
OSAS
Ortalama 32,0+ 11,3 50,9+172 10,69+3,7 11,02 + 40  92,14+2,0
Orta Min-Max 23,9+ 39,5 31-68 16-29,3 16,3-29,8 86-95
OSAS
Ortalama  302+3,7 49,4+92  21,55+3,6 22,08 + 4,0 90,8-2,4
Agir Min-Max 23,9-44 34-77 27,6-98 10,3-101,4 73-92
OSAS
Ortalama 33,48+52 542+11,3 51,5+19,9 53.4+924 86,78 + 4.7
120
100
80
60
40 * *
0 I
BMI Yas oDi AHI Sa02
a W Hafif OSAS M Orta OSAS
120
*
100 T
80
* 3
60 '|'
40
. |
BMI Yas ODi AHI Sa02
b

m Hafif OSAS  m Agir OSAS
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Grafik 5a, b, c. OSAS hastaligin siddetine gore verilerin istatistiki grafikleri
(* p<0,05)

Kontrol ve hasta grubunda cinsiyet agisindan istatistiki bir fark olup
olmadigina bakildi (Tablo 12) (Grafik 6). Ayrica OSAS hastaliginin siddetine goére
yapilan gruplandirma istatistiki agidan degerlendirildi (Tablo 13) (Grafik 7).

Tablo 12. Kontrol ve hasta grubunda cinsiyet dagilimi

Cinsiyet Kadin (%) Erkek (%)
Kontrol 27 (79,4)* 7 (20,6)
Hasta 20 (32,3) 42 (67,7)*
Toplam 47 (49) 49 (51)
* p<0,05
120
*
100 *
80
60

40 [
i ]
0

Kontrol Hasta

W Kadin (%) M Erkek (%)

Grafik 6. Kontrol ve hasta grubunda cinsiyet dagilimi
(* p<0,05)
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Tablo 13. OSAS hastaliginin siddetine gore cinsiyet dagilimi

Cinsiyet Kadin (%) Erkek (%)
Hafif OSAS 4 (57,1) 3(42,9)
Orta OSAS 8 (36,4) 14 (63,6)*
Agir OSAS 8 (24,2) 25 (75,8)*

* [statistiksel olarak anlamli

90 *
80 %
70

60 T

50

40 T
30 T

20
10

0
Hafif OSAS Orta OSAS Agir OSAS

Kadin (%) M Erkek (%)

Grafik 7.0SAS hastaliginin siddetine gore cinsiyet dagilimi
(* p<0,05)

HLA-DRBL1 lokusunun Hardy-Weinberg Analiz sonucu asagidaki tabloda
gosterilmistir (Tablo 14).

Tablo 14. Hardy-Weinberg Analizi

LOKUS HeObs HeExp P-value SD

HLA-DRB1 0.86458 0.85864 0.00327 0.00005

HeObs: Gozlenen heterozigotluk HeExp: Beklenen heterozigotluk P-value: Onem degeri SD:
Standart sapma

Kontrol ve OSAS hastalarinda HLA-DRBI1 lokusunda gozlenen 12 farkli

allelin frekanslari tablo 15 ve grafik 8’de gosterilmistir.
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Tablo 15. HLA-DRB1 lokusunda goriilen allellerinin frekanslari

HLA-DR FREKANS (%)
DRB1*11 28,6
DRB1*04 15,6
DRB1*03 12,5
DRB1*13 7,8
DRB1*08 7,3
DRB1*15 7,3
DRB1*07 5,7
DRB1*01 4,2
DRB1*14 3,6
DRB1*10 3,1
DRB1*16 2,6
DRB1*12 1,6

35

Frekans (%)

30
25
20 15,6
12,5
15
78 73 73

7
10 i i i > 42 36 31 »g¢

i ’ 1,6
5 TERE
. H =

Ny N NN N e N

HLA-DRB1 Allelleri

Grafik 8. HLA-DRBI lokusunda goriilen allellerinin frekanslarinin dagilinu

OSAS hasta ve kontrol grubunda gorillen HLA-DRBL1 allel frekanslari
asagidaki tablo ve grafik tizerinde gosterilmistir. HLA-DRBI allel frekanslart MHC-
HLA alellerinin kalittim paterninden dolayr hem hasta hem de kontrollerde "2n"
diizeyinde verilmistir. (Tablo 16) (Grafik 9).
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Tablo 16. Hasta ve kontrol grubunda HLA-DRBI1 allel frekanslarinin dagilimi

OSAS (2n=124) Kontrol (2n= 68) Istatistiksel analiz
HLA-DR n F (%) n F (%) OR-(95% Cl) p-value
DRB1*01 6 4.8 2 2,9 1.71 (0.32-9,00) 0.707
DRB1*03 21 16,9 3 4.4 5.29 (1,44-19,35) 0.012*
DRB1*04 17 13,7 13 19,1 0.61 (0.25-1,48) 0.386
DRB1*07 4 3,2 7 10,3 0.27 (0.07-0.98) 0.048*
DRB1*08 13 10,5 1 1,5 8.75 (1.09-70,1) 0.030*
DRB1*10 4 3,2 2 2,9 1.10 (0,19-6,35) 1
DRB1*11 29 23,4 26 38,2 0.27 (0,10-0,68) 0.005*
DRB1*12 2 1,6 1 1,5 1.1 (0.09-12,5) 1
DRB1*13 8 6,5 7 10,3 0.57(0,18-1,74)  0.382
DRB1*14 6 4.8 1 1,5 3.53 (0.40-30.6) 0.415
DRB1*15 10 8,1 4 59 1.44 (0.41-5.00) 0.764
DRB1*16 4 3,2 1 1,5 2.27 (0.24-21,2) 0.652
n: sayi, F: frekans
45 -
40
35
30
25
,\? 20
S 15 *
v s
£ Ik il " BE B
& & S S ¢”° A A R e
&S

HLA-DRB1 Allelleri

H Kontrol M Hasta

Grafik 9. Hasta ve kontrol grubunda HLA-DRBI allel frekanslarinin dagilinu
(* p<0,05)

Siddetine gore belirlenen hafif, orta ve agir OSAS hastalarinin karsilastirilmasi

sonucunda OSAS siddeti ve allel iligkisini gosteren tablo ve grafik asagida
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gosterilmistir. Hafif OSAS hasta sayis1 az oldugundan degerlendirmede hafif ve orta
OSAS hastalar1 agir OSAS hastalari ile karsilastirildi. (Tablo 17) (Grafik 10).

Tablo 17. Hastaligin siddetine gére HLA-DRBI1 allel frekanslarinin dagilimi

Agir OSAS Hafif & Orta OSAS istatistiksel analiz
(2n = 66) (2n =58)
HLA-DR n F (%) n F (%) OR—(95% Cl) p-value
DRB1*01 1 15 5 6,9 0.16 (0.02-1,46) 0.097
DRB1*03 11 16,8 10 10,3 0.96 (0.37-2,45) 1
DRB1*04 5 7,5 12 25,9 0.31 (0.10-0,95 0.039*
DRB1*07 3 4,5 1 3,4 2.7 (0.27-26.8) 0.622
DRB1*08 12 18,4 1 1,7 12.7 (1.59-100) 0.002*
DRB1*10 2 3,0 2 3,4 0,87 (0,11-6,42) 1
DRB1*11 13 19,6 16 32,7 0.64 (0,27-1,48) 0.395
DRB1*12 1 1,5 1 1,7 0,87 (0.05-14,3) 1
DRB1*13 3 4,5 5 3,5 0.50 (0.11-2,21) 0.471
DRB1*14 4 6,0 2 3,5 1.74 (0.30-9,9) 0.686
DRB1*15 9 13,7 1 3,5 9,0 (1.10-73,3) 0.019
DRB1*16 2 3,0 2 3,5 0.87 (0.11-6,4) 1
n: sayu, F: frekans

40

35

30 *

25 *

20

Frekans (%)

15

1§;ilii " ;;iaialna

HLA-DRB1 Allelleri
W AZir OSAS W Hafif ve orta OSAS

Grafik 10. Hastaliginin giddetine gore HLA-DRBI allel frekanslarinin grafigi (* p<0,05)
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OSAS ve immiin sistem iligskisinde lenfosit alt gruplarina; CD19+ B lenfosit,
CD3+T lenfosit, CD4+T lenfosit, CD8+T lenfosit, CD16+/CD56+(NK) ve
CD3+/HLA DR+’ye bakildi (Tablo 18) (Grafik 11).

Tablo 18. Caligmaya katilan 96 bireyin lenfosit alt gruplarinin 6zellikleri

Say1 Minimum Maksimum Ortalama-SD

C3+HLA DR+ 96 0,31 22,63 59+4,8

CD19+ 96 2,17 20,21 9,8 +3,6

CD3+T 96 50,04 86,72 71,5+6,7

CD4+T 96 29,39 55,86 39,5+59

CD8+T 96 18,63 54,05 34,1+6,9

CD16+56+ 96 3,25 50,64 12,9+6,5
90
71,5
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50 T 34,1
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C3+HLA DR+ CD19+ CD3+T CD4+T CD8+T CD16+56+

Grafik 11. Caligmaya katilan 96 bireyin lenfosit alt gruplarinin 6zellikleri

OSAS hastaliginda lenfosit alt gruplarmin AHI ve birbiri ile iliskileri

korelasyon analizine bakilarak degerlendirildi (Tablo 19).
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Tablo 19. Lenfosit alt gruplarinin korelasyon analizi sonuglari

C3+HLA CD19+B CD3+T CD4+T CD8+T CD16+56+ AHI

DR+
C3+HLA DR+ ' 1 -,064 ,073 -,227* ,256* ,253* ,412%*
p ,537 ,481 ,026 ,012 ,013 ,000
CD19+B r -,064 1 -,161 ,042 -,282** -,334** -,218*
p 537 ,118 ,687 ,005 ,001 ,033
CD3+T r ,073 -,161 1 ,054 ,292%* -,323** ,072
p ,481 ,118 ,603 ,004 ,001 ,483
CDA+T r -,227* ,042 ,054 1 -,617** -,161 -,366**
p ,026 ,687 ,603 ,000 ,116 ,000
CD8+T r ,256* -,282*%* | 292** - 617** 1 ,123 ,352**
p ,012 ,005 ,004 ,000 ,233 ,000
CD16+56+ r ,253* -,334** - 323** -,161 ,123 1 ,261*
p ,013 ,001 ,001 ,116 ,233 ,010
AHI r 412%* -,218* ,072 -,366** 352** ,261* 1
p ,000 ,033 ,483 ,000 ,000 ,010

** 0,01 ve * 0,05 seviyesinde korelasyon anlamli r: korelasyon katsayisi

Lenfosit alt gruplarma ait immiin sistem parametrelerinin kontrol ve hasta

grubunda istatistiksel analiz sonuglar1 asagidaki tabloda verilmis ve grafik lizerinde

gosterilmistir (Tablo 20) (Grafik 12).
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Tablo 20. Kontrol ve hasta grubunda immiin sistem parametrelerinin analizi

Lenfosit alt gruplari Kontrol (n=34) Hasta (n=62) p degeri
. Ortalama 10,3+ 3,3 95+3,8
CD19+B lenfosit Min-Max 4.6-19.6 22202 0,600
. Ortalama 70,9+6,5 718+7,3 0341
CD3+T lenfosit Min-Max 55,8-85,8 50,0-86,7 ’
4191
. Ortalama ' 38,14 *
CD4+T lenfosit Min-Max 29,39-50,47 29,51-55,86 0,002
. Ortalama 31,9+6,9 35,3+6,7 0.02*
CD8+T lenfosit Min-Max 21,2-54,0 18,6-45,5 ’
Ortalama 10,6 + 3,7 143+74
CD16+/CDS6 (NK) Min-Max 32-178 59-50,6 0004~
Ortalama 23+17 79+48
CD3Rgl DR+ Min-Max 0,3-6.6 0.7-22.6 0,000*
90
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DR+

m Kontrol mHasta

Grafik 12.Kontrol ve hasta gruplarinda lenfosit alt gruplarinin analiz grafigi
(*p<0,05)

Lenfosit alt gruplarina ait immiin sistem parametrelerinin OSAS hastaliginin

siddetine goére olusturulmus olan gruplarda Ozellikleri ve istatistiksel analizleri
asagidaki grafiklerde gosterilmistir (Tablo 21) (Grafik 13, 14 ve 15).
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Tablo 21. Hastaliginin siddetine gére immiin sistem hiicrelerinin 6zellikleri

CD19+B CD3+T CD4+T CD8+T CD16+/ CD3+/
CD56+ HLA DR+

Hafif Min-Max 4,6-20,2 61,6-79,9 31,2-55,9 18,6-39,0 5,9-19,6 3,9-9,1
OSAS Ortalama  11,5+5,4 68,6 £ 6,3 47,0+ 7,6 25,9+ 6,5 11,2+6,1 6,6 1,8

Orta Min-Max  5,7-18,3 50,0-83,7 29,8-45,9 19,6-45,5 6,3-50,6 0,92-22,6
OSAS Ortalama  10,2+3,7 719+7,1 379+4,5 338+73 14,1 £8,9 7,9 £6,2

Agir Min-Max  2,2-14,5 54,3-86,7 29,5-47,2 31,6-45,0 6,4-38,3 0,74-17,8
OSAS Ortalama  8,6+3,4 72,3+7,5 36,3+3,9 383+34 15,1+6,5 8,1+4,1

90
80
70
60

*T T
© R II 'l | T,

CD19+B CD3+T CD4+T CD8+T CD16+/56+ CD3+T/HLA DR+

o O o

m Hafif OSAS ® Orta OSAS

Grafik 13.Hafif ve orta OSAS hastalarinin istatistiksel grafigi
(*p<0,05)
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Grafik 14. Hafif ve agir OSAS hastalarinin istatistiksel grafigi

(*p<0,05)
CD19+B CD3+T CD4+T CD8+T CD16+/56+ CD3+T/HLA DR+

M Orta OSAS mAgIr OSAS

Grafik 15. Orta ve agir OSAS hastalarinin istatistiksel grafigi

Allellerin kontrol ve hasta gruplar: arasinda immiin sistem elemanlari tizerine

etkisi istatistiksel olarak degerlendirildi (Tablo 22 ve 23 ).
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Tablo 22. Kontrol ve hasta gruplarinda lenfosit alt gruplarina allellerin etkisi

F p degeri
CD3+T lenfosit ,526 472
CD19+B lenfosit 1,371 ,248
CDA4+T lenfosit 1,178 ,283
CDB8+T lenfosit 3,067 ,087
CD16+56+ ,042 ,838
CD3+HLA DR+ 232 ,632

Tablo 23. Hastaliginin siddetine gére olusturulmus olan gruplara allellerin etkisi

F p degeri
CD3+T lenfosit ,910 ,347
CD19+B lenfosit 1,095 ,303
CD4+T lenfosit ,083 775
CD8+T lenfosit 2,645 ,113
CD16+56+ ,101 ,753

CD3+HLA DR+ 2,953 ,095




5. TARTISMA

Bu ¢alismada Subat 2017-Kasim 2017 tarihleri arasinda Siileyman Demirel
Universitesi Hastanesi ve Isparta Sehir Hastanesi Gogiis Hastaliklar1 Poliklinigine
basvuran ve OSAS siiphesi olan bireyler bir gece uyku laboratuvarinda yatirilarak
polisomnografi cihazi ile dlgiimleri yapildi. Yapilan bu Slgiimler sonucunda elde
edilen veriler incelenerck OSAS hastasi olup olmadiklar1 degerlendirildi. PSG 6ncesi
cinsiyet, yas ve BMI degerleri kaydedildi ve PSG ile yapilan 6lgiimlerden elde edilen
AHI, ODI ve SaO2 degerleri belirlendi.

AHVI’si belirlenmis olan 96 kisinin 34’4 kontrol ve 62’si hasta olarak
gruplandirildi. Hasta grubunda bulunan bireyler OSAS hastaliginin siddetine gore 7
hafif, 22 orta ve 33’ii agir OSAS olmak iizere ii¢ gruba ayrildi. Orta ve agir OSAS
hastalarinin hafif OSAS hastalarina gore fazla olmasinin Ssebebinin bireylerin

hastaligin semptomlari arttiktan sonra poliklinige basvurmalari olabilecegi diisiiniildii.

OSAS hastaliginda en belirgin risk faktorlerinin obezite ve erkek cinsiyet

oldugu yapilan ¢alismalarla belirlenmistir (47).

Obezite artistyla OSAS goriilme sikliginin arttigi bir¢ok calismada ortaya
konulmustur (113-115). WHO kriterlerine gére BMI < 18,5 normalden hafif, BMI
18,5-24,9 normal, BMI 25-29,9 asir1 kilolu ve BMI > 30 obez olarak smiflandirilir
(116, 117). OSAS riski BMI >29,9 olanlarda 8-12 kat artmaktadir. BMI >40 olan
morbid obezlerde bu risk daha da yiiksek oldugu ve kilo kayb1 ile OSAS belirtilerinin
azaldig1 belirlenmistir (118, 119). Gami ve ark. 2003 yilinda yaymlamis olduklar
makalede obezitenin OSAS i¢in ¢ok giiclii bir risk faktorii oldugunu vurgulamislardir
(120). Schwartz ve arkadaslarinin 2008 yilinda yapmis oldugu ¢alismada obezitenin
ve Ozellikle santral obezitenin OSAS igin 6nemli bir risk faktorii oldugu ortaya
konulmustur (118). 2010 yi1linda Romero ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada
ise kilo kaybimnin OSAS’in goriilme sikligini azalttigi belirtilmistir (119). Tirkiye’de
OSAS hastalarinda yapilan ¢alismada BMI ortalamasinin 33.1 oldugu bulunmustur
(121). 2010 yilinda Ayik ve ark. tarafindan yapilan OSAS ve obezite arasindaki
iliskiye dair yapilan ¢alismada BMI >30 olan olgularda agir OSAS’in goriilme
sikligimin oldukga yiiksek oldugu bulunmustur (122). Ertekin ve ark. 2015 yilinda
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yaymlamig olduklar1 derlemede obezitenin OSAS’la iliskisi agik¢a vurgulanmistir
(123).

Calismamizda kontrol grubunun BMI ortalamasini 22,2 + 3,02 bulurken hasta
grubunun ortalamasini ise 32,2 + 5,8 olarak bulduk. OSAS hastaliginin siddetine gore
olusturulan gruplarda ise BMI sonuglarini hafif OSAS 32,0 + 3,72 orta OSAS 30,2 +
3,72 ve agir OSAS hastalarinda 33,5 +5,25 olarak bulduk. AHI ve BMI iliskisinin
korelasyon analizi sonucunda AHI artis1 ile BMI artisinin korele bir sekilde anlamli
olarak arttigini tespit ettik. Istatistiksel analiz sonucunda kontrol ve hasta grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulduk. OSAS hastaligin siddetine gore
olusturulmus olan gruplarda BMI’y1 degerlendirdigimizde ise istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulamadik. Bulgularimiz literatiirle uyumlu olarak viicut kitle

indeksinin artiginin OSAS hastalig ile iligkisini net olarak ortaya koymustur.

Literatiir arastirmalarimiz sonucunda OSAS prevalansinin ortalama olarak
erigkin kadinlarda %2-5, erkeklerde ise %3-7 olarak kabul edildigini gordiik (4). 2000
yilinda popiilasyon temelli yapilan bir ¢alismada 6132 kisi lizerinde tarama yapilmis
ve OSAS tanist alan olgularin %37 sinin kadin %63 linilin erkek oldugu bildirilmistir
(124). Cinsiyetin OSAS’m siddeti lizerine etkisini arastiran diger bir ¢alismada agir
OSAS’l1 hastalarda erkeklerin oraninin 6nemli derecede fazla oldugu bulunmustur
(207). Christine ve ark. OSAS’ta cinsiyet farkliliklari iizerine yapmis olduklari
caligmada erkek cinsiyetin risk faktorii oldugunu ortaya koymuslardir (125). Eroglu
ve Kuyucu tarafindan 2013 yilinda yapilan calismada erkek cinsiyetin OSAS
hastalarinda 6nemli derecede yiiksek oldugu fakat OSAS’1n siddetine gore olusturulan
gruplarda bir fark bulamadigi ifade edilmistir (126). Bu arastirmalar OSAS’in
kadinlara gore erkeklerde 2-3 kat daha fazla goriildiigiinii ortaya koymaktadir.

Calismamiz sonucunda OSAS’Ii hastalarda erkeklerin oramin1  %67,7
kadinlarin oranini ise %32,3 olarak bulduk. OSAS’in siddetine gore erkek ve kadin
oranlarini ise hafif OSAS erkek %42,9 kadin %57,1, orta OSAS erkek %63,6 kadin
36,4 ve agir OSAS’11 hastalarda erkek %75,8 kadin %24,2 olarak bulduk. Bu sonuglar
literatiirlerle uyumlu olarak OSAS hastaliginin erkeklerde daha sik goriildiigiinii
ortaya koydu.
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OSAS siklig1 her iki cinsiyette de yasla birlikte artmaktadir (127). Fidan ve
arkadaglarinin yapmis oldugu c¢alismada yas ortalamasi 48,4 Teschler ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢calismada ise yas ortalamasi 52 olarak belirlenmistir (128, 129).
Eroglu ve Kuyucu tarafindan 2013 yilinda yapilan ¢alismada yas faktorii kontrol ve
hasta grubu karsilastirildiginda hasta grubunda 6nemli derecede yiiksek oldugunu
fakat OSAS’in siddetine gore olusturulan gruplarda bir fark bulunmadigimi ifade
etmislerdir (126).

Calismamizda, literatlirlere uygun olarak OSAS hastalarinda AHI ve yas
faktoriiniin birlikte artan giliglii bir iliskiye sahip olduklarmi korelasyon analizi
sonucunda belirledik. Yas ortalamasi1 kontrol grubunda 27,32 + 9,3 hasta grubunda ise
52,05 + 11,4 olarak bulduk ve sonucun istatistiksel olarak anlamli oldugunu belirledik.
OSAS hastaligin siddetine gore olusturulmus oldugumuz gruplarda ise hafif OSAS
50,9 + 17,2 orta OSAS 49,4 + 9,2 ve agir OSAS’da 54,2 + 11,3 bulduk ve istatistiksel
degerlendirmede bu gruplar arasinda fark bulamadik. Bu sonuglar bize OSAS

hastaliginin yasla birlikte artis gosterdigini ortaya koymustur.

Willis ve arkadaslar1 tarafindan yapilan galismada AHI ve ODIi’nin birlikte
artig gdsterdigi belirtilmistir (130). Bizim ¢alismamizda da ODI ve AHI uyumlu bir
sekilde artig gosterdi. Kontrol, hasta ve OSAS’in siddetine gore olusturulmus olan
gruplarda yapmis oldugumuz istatistiksel analiz sonucunun da anlamli oldugunu

bulduk.

Literatiirlerde SaO2 degerlerini arastirdigimizda OSAS hastalarinda bu degerin
apne-hipopnelere bagl olarak distiigii belirledik (131). Hawrylkiewicz ve ark. 2004
yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada OSAS hastalarinda SaO2’nin anlamli derecede
diisiik oldugunu bulmuslardir (132). Calismamizda OSAS’li hastalarda oksijen
satlirasyon degerleri incelendiginde Sa0.<90 bulduk. AHI ve SaO; arasindaki
korelasyona baktigimizda giiclii bir negatif iliski oldugunu tespit ettik. Oksijen
satiirasyonunu, kontrol ve hasta grubu acisindan istatistiksel  olarak
degerlendirdigimizde oksijen satiirasyon degerlerinin anlamli olarak dustiigiinii
belirledik. Hastaligin ~ siddetine gore olusturdugumuz gruplarda SaO:’yi
degerlendirildiginde ise agir OSAS hastalarinda hafif ve orta OSAS hastalarina gore
anlamli bir diisiis tespit ettik.
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Kalitsal denge yasasi veya genetik denge yasasi olarak bilinen Hardy-
Weinberg dengesinin temeli; mutlak, rastgele eslesen bir grupta gé¢, mutasyon segilim
veya genetik sliriklenmenin olmadigi durumda genomda genotip frekanst ve
lokusdaki gen frekansinin Hardy-Weinberg dengesi olarak bilinen genetik denge
durumuna ulasarak nesilden nesile degismeden kalacagi seklindedir. Calismamizda
HLA-DRB1 lokusunda bulunan toplam 192 allel verisi esas alinarak Hardy-Weinberg
dengesi hesaplandiginda dengede oldugunu belirledik.

Yaptigimiz literatiir taramalarinda Tiirkiye popiilasyonunda en sik goriilen
HLA-DRBI1 allel frekanslari; Saruhan ve arkadaslarinin 250 kiside yapmis oldugu
calismada HLA-DRBI1*11, DRB1*03 ve DRB1*07, Erikoglu ve ark. 362 kiside
yapmis oldugu calismada HLA-DRB1*11, DRB1*04 ve DRB1*13, Kayhan ve ark.
408 diyaliz hastasinda yapmis oldugu calismada HLA-DRB1*11, DRB1*04 ve
DRB1*13 ve Soyoz ve ark. 450 bireyden olusan HLA-ABO kan gruplar iligkisinde
dair yapmis olduklar1 ¢alismada DRB1*11, DRB1*04, DRB1*15 ve DRB1*03 olarak
belirlenmistir (133-136).

Yapmis oldugumuz c¢alismada 96 bireyin HLA-DRB1lallelleri 192 allel
tizerinden degerlendirdigimizde DRB1*11, DRB1*04 ve DRB1*03 allel
frekanslarinin yapilan ¢alismalarda oldugu gibi daha sik bulundugunu tespit ettik.

HLA polimorfizmleri ile uyku bozukluklar1 arasindaki iliskinin ilk tanimi 1983
yilinda Japon hastalarda bildirilmis ve narkolepsi ile HLADR?2 arasinda bir baglanti
oldugu ortaya konulmustur (137). Narkolepsi hastalarinda 1994 ve 2014 yilinda
yapilan ¢aligmalar HLA-DQB1*06:02 allelinin HLADR2 antijeninden daha iyi bir
marker oldugunu ortaya koymustur (138, 139). Uyku bozukluklar arasinda en sik
goriilen OSAS hastaligi ve HLA allellerine iliskin ¢alismalar 2005 yilinda Brunetti ve
ark. Giiney Italya Popiilasyonun’da HLA-A*33, DRB1*03 ve DQB1*02 allellerinin
OSAS hastaligina sahip bireylerde daha sik goriildiiglinii yaymnlamalari ile baslamis
fakat istatistiksel olarak yapilan Bonferroni'nin ¢oklu test diizeltmesinden sonra 6nemi
azalmistir (140). 2005 yilinda Lee ve ark. OSAS ve HLA allelleri ile iliskisine dair
Koreli hastalar tizerinde yapmis oldugu calismada OSAS ile HLA-A*11 ve DRB1*09
allelleri arasinda bir iligski oldugunu ortaya koymustur. Bu ¢alisma sonucunda OSAS

hastalarinda HLA-A*11 allelini daha diisiik oldugunu HLA-DRB1*09 allelinin ise
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anlamli derecede yiiksek oldugunu ayrica hastaligin siddetinin HLA-DRB1*08 alleli
ile iligkili oldugunu belirtmislerdir (141). Silva ve ark. 2015 yilinda Giiney Portekiz’de
yapmis olduklar1 ¢alismada HLA-DRB1*03 allelinin OSAS hastaligiyla iliskisi
olabilecegini belirtilmislerdir. Tiirkiye’de OSAS ve HLA-DR allel iligkisinin
degerlendirilmesi ile ilgili ¢aligma 2003 yilinda Alzafer ve ark. tarafindan yapilmis ve
bu ¢alismada HLA-DR*15 alleli OSAS hastalarinda yiiksek bulunmustur (142).

OSAS ve HLA-DRBI allellerine iliskin ¢alismamizda kontrol ve OSAS hasta
grubunu karsilastirdigimizda HLA-DRB1*03 allelinin OSAS hasta grubunda daha sik
goriildiigiinii kontrol grubunda ise HLA-DRB*07 ve HLA-DRB*11 allellerinin
anlamli olarak yiiksek oldugunu tespit ettik. Hastaligin siddetine gore gruplandirarak
yapmis oldugumuz karsilagtirmada ise agir OSAS hastalarinda HLADRB1*08
allelinin anlamli derecede yiiksek oldugunu bulduk ve bu sonucun 2005 yilinda Lee

ve ark. tarafindan yapilan ¢alisma ile uyumlu oldugunu tespit ettik.

OSAS ve immiin sistem iligkisine dair L. Dyugovskaya ve ark. 2005 yilinda
yapmis oldugu ¢alismada OSAS hastalarinda CD4+T ve CD8+ T lenfosit ayrica NK
reseptorii CD16+56+ nin artmis oldugunu ve CD8+T lenfosit artisinin OSAS’1n
siddeti ile iliskili oldugunu ifade etmislerdir (143). Bergeron ve ark. 2005 yilinda
yapmis oldugu c¢alismada OSAS hastalariin st solunum yolu mukozasinda
CD4+/CD8+T lenfosit oranini CD8+T lenfosit lehine bozuldugunu ortaya
koymuslardir (144). Joanna Domagala ve arkadaslarinin 2015 yilinda yapmis olduklari
caligmada OSAS hastalarinda kontrole gére CD19+B ve CD4+T lenfosit hiicrelerini
anlamli olarak azalmis bulurken, CD8+T lenfosit, CD16+/CD56+ hiicrelerinin ve
CD3+/HLA DR+ antijeninin artmis oldugunu bulmuslardir (18).

Calismamizda AHI ve lenfosit alt grup hiicreleri arasinda korelasyon analizi
yaptik. AHI ile C3+HLA DR+ ve CD8+T hiicreleri arasinda pozitif yonde gii¢lii bir
iliski tespit ederken, CD4+T lenfosit arasinda giiclii bir negatif iliski ve CD19+B
lenfosit arasinda orta negatif iligki tespit ettik. Kontrol ve OSAS hasta grubunu
istatistiksel olarak karsilastirdigimizda CD19+B ve CD3+T lenfosit hiicreleri i¢in
anlamli bir fark bulamadik. Kontrol ve hasta grubu karsilastirdigimizda CD4+T
lenfositleri hasta grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulurken,
CD8+T lenfosit ve NK hiicreleri ile CD3+HLA DR+ antijeni hasta grubunda
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istatistiksel olarak anlaml: derecede yiiksek bulduk. OSAS hasta grubunun siddetine
gore olusturdugumuz gruplarda yapmis oldugumuz karsilastirmada ise CD19+B
lenfosit, CD3+T lenfosit, CD16+/CD56+ ve CD3+/HLA DR+ igin anlamli bir fark
bulamadik. CD4+T lenfosit hiicrelerini hafif-orta ve hafif-agir OSAS hastalar1 ile
karsilagtirdigimizda orta ve agir OSAS hastalarinda anlamli olarak diisiik bulurken
CD8+T lenfosit hiicrelerini agir OSAS hastalarinda anlamli olarak yiiksek bulduk.

Orta ve agir OSAS hastalar1 arasinda anlamli fark bulamadik.

Calisma gruplarimizda allellerin lenfosit alt gruplart ve CD3+HLA DR+
antijenine etkisini arastirdigimizda HLA-DRB1 allellerinin immiin sistem hiicreleri

tizerine anlamli bir etkisini belirleyemedik.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda Subat 2017-Kasim 2017 tarihleri arasinda Gogiis Hastaliklari
Poliklinigine bagvuran bireylere uyku laboratuvarinda yapmis oldugumuz

polisomnografi sonuglarina gore OSAS hastaliginin teshisini koyduk.

OSAS hastalarinin BMI, yas ve cinsiyetleri ilizerine yapmis oldugumuz
istatistiksel analiz sonucunda BMI artisinin OSAS hastaliginin goriilme sikligin
arttirdigin1 ve obezitenin hastalarda 6énemli bir predispozan faktor oldugunu tespit
ettik. Obezitenin yani sira yas artisinin ve erkek cinsiyet faktoriinin de OSAS

hastaliginin goriilmesinde etkili oldugunu ortaya koyduk.

OSAS hastaliginin genetik temeli olup olmadigini aragtirmak amaciyla OSAS
hastalarinda HLA sinif II gen bolgesinde bulunan HLA-DRB1 allellerini arastirdik.
Bu arastirma sonucunda HLA-DRB1*03 allelinin hastalarda istatistiksel olarak daha
fazla goriildiigiinii ve bu allelin hastaliga yatkinlig: arttirdigini ortaya koyduk. Ayrica
agir OSAS (AHI>30) hastalarinda HLA-DRB1*08 allelinin anlamli olarak arttigini ve
hastaligin siddeti ile iliskili olabilecegini belirledik.

OSAS hastaligin1 immiin sistem hiicrelerinin lenfosit alt gruplari lizerinden
aragtirdigimizda CD4+T lenfositlerinin azalmis, CD3+HLADR+ antijeni, CD8+T
lenfosit ve CD16+56+ (Natural Killer) hiicrelerinin anlamli olarak artmis oldugunu
tespit ettik. Buda bize NK hiicrelerinin hastaligin siddeti ile iligkili olabilecegini

gostermistir.

Bu sonuglar bize OSAS hastaliginin otoimmiinite ile iliskili multifaktoryel bir
hastalik oldugunu genetik ve gevresel faktorlerle etkileserek ortaya ¢iktigini ayrica bu
hastaligin sistemik inflamasyonda rol oynayan immiin sistem hiicrelerinin sayilarinda
degisiklige neden oldugunu gostermistir. OSAS hastaliginda immiin sistem
elemanlarinda meydana gelen bu degisikliklerin izlenmesi ve buna yonelik tedavilerin
yapilmasinin ortaya ¢ikan klinik patolojilerin azalmasina yardimci olabilecegini

diisiiniiyoruz.

Yapmis oldugumuz ¢aligma sonucunda elde ettigimiz verilerle allel ve immiin

sistem arasindaki iligkiye dair anlamli bir bulguya rastlayamadik. Bu durumun hasta
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sayisinin ve buna bagli olarak allel sayisinin az olmasindan kaynaklanmis olabilecegi

thtimali bulunmaktadir.

Ileride yapilacak olan calismalarda hasta sayisinmn arttirilmasi ile birlikte
HLADRB*03 ve HLADRBI1*08 allellerine spesifik kitler kullanilarak ¢alismanin
yapilmasi hastaligin genetik temelininin daha net ortaya konularak sonraki nesillerde
hastaligin prevalansinin azaltilmasi agisindan faydali olabilecegini diisiiniiyoruz.
Ayrica otoimmiinitenin daha iyi degerlendirilmesi agisindan immun yanit1 kisitlayici
ya da degistirici etki goOsteren Treg hiicresinin calisilmasinin literatiire katki

saglayabilecegini kanaatindeyiz.
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7. OZET

Obstriiktif uyku apne sendromu (OSAS) uykuda solunum bozukluklar
arasinda en sik goriilen ve yas, cinsiyet ve obezite gibi bazi predispozan faktdrlerin
eslik ettigi gesitli klinik patolojilere neden olan kompleks, poligenik ve multifaktoryel
bir hastaliktir. HLA polimorfizmleri ve uyku bozukluklar1 arasindaki iliski ortaya
konulmus fakat HLA alleleri ile iliskisi tam olarak agiklik kazanmamistir. Ayrica
OSAS hastalarinda meydana gelen uyku yoksunlugu savunma mekanizmalarina zarar
vererek immiin sisteminin bilesenlerini ve tepkilerini etkileyen degisikliklere neden
olabilecegi belirtilmistir. Calismamizin amaci, OSAS hastaliginin HLA-DRB1
allelleri ile iligskisini ve immiin sistem hiicreleri lizerine etkilerini arastirmaktir.

Calismamizda, Subat 2017-Kasim 2017 tarihleri arasinda Goglis Hastaliklar
Poliklinigine basvuran tiim bireylerin BMI, yas ve cinsiyetleri PSG 6ncesi kaydedildi.
PSG sonuglarini degerlendirerck OSAS hasta ve kontrol grubu olusturuldu ve ODI,
Sa0: degerlerini kaydedildi. Ayrica, OSAS hastalar1 AHI degerlerine gore hafif, orta
ve agir OSAS olarak gruplandirildi. Kontrol ve hasta gruplarinda PCR-SSP yontemi
ile HLA-DRBI allellerine ve flow sitometri yontemiyle de lenfosit alt gruplarina
bakildu.

BMI, erkek cinsiyet ve yas faktoriiniin OSAS hastaliginda artmis oldugunu ve
bu hastalarda SaO, degerinin de anlamli derecede diistiigiinii belirledik. OSAS
hastaliginda HLA-DRB1*03 allelinin, agir OSAS’lilarda ise HLA-DRB1*08 allelinin
artmis oldugunu belirledik. OSAS hastaliginda, immiin sisteme ait lenfosit alt
gruplarinda ise CD19+B lenfosit ve CD3+T lenfositlerin degismedigini, CD4+T
lenfositlerin azaldigini ve HLA DR antijeni, CD8+T lenfosit ve CD16+56+(NK)
hiicrelerinin artmis oldugunu tespit ettik.

Sonug olarak, HLA-DRB1*03 alleli varliginin OSAS hastaligina yatkinligi
arttirabilecegi ve HLA-DRB1*08 allelinin de hastaligin siddeti ile iliskili olabilecegi
kanaatine vardik. Ayrica HLA DR antijeninin, CD8+T sitotoksik lenfositlerin ve NK
hiicrelerinin artist OSAS hastaliginin otoimmiinite ile de iligkili olabilecegini
diistindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Uyku apne genetigi, allel frekansi, lenfosit alt gruplari
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8. ABSTRACT

Obstructive sleep apnea syndrome (OSAS) is a complex, polygenic and
multifactorial disease that causes various clinical pathologies associated with some
predisposing factors, such as age, sex, and obesity, which are the most common
respiratory disorders in sleep. The relationship between HLA polymorphisms and
sleep disturbances has been established, but the relationship with HLA alleles has not
been fully clarified. It has also been suggested that sleep deprivation in OSAS patients
may cause changes that affect the components and responses of the immune system by
damaging the defense mechanisms. The aim of our study is to investigate the
association of OSAS disease with HLA-DRBL1 alleles and the effects on the immune
system cells.

BMI, age, and gender of all individuals who applied to the Chest Diseases
Policlinic between February 2017 and November 2017 were recorded before the PSG
in our study. Evaluating PSG results, OSAS patient and control group were formed
and ODI, SaO» values were recorded. In addition, OSAS patients were grouped as
mild, moderate and severe OSAS according to their AHI values. In control and patient
groups, lymphocyte subgroups were examined by the PCR-SSP method and HLA-
DRBL1 alleles and flow cytometry.

We have found that BMI, male gender and age factor are increased in OSAS
disease and that SaO. value falls significantly in these patients. We found that HLA-
DRB1*03 allele in OSAS disease and HLA-DRB1*08 alleles in heavy OSAS were
increased. We found that CD19 + B lymphocytes and CD3+T lymphocytes did not
change, CD4 + T lymphocytes decreased and HLA DR antigen, CD8 + T lymphocytes
and CD16 + 56 + (NK) cells increased in OSAS disease and immunocyte subgroups.

As a result, we conclude that HLA-DRB1*03 alleles may increase
susceptibility to OSAS disease and HLA-DRB1*08 alleles may be associated with
severity of the disease. Furthermore, the increase in HLA DR antigen, CD8+T
cytotoxic lymphocytes and NK cells suggests that OSAS disease may also be related
to autoimmunity.

Keywords: Sleep apnea genetics, allele frequency, lymphocyte subgroups
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