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SIMGE VE KISALTMALAR

be : Baz ¢ifti

DNA : Deoksi Riboniikleik Asit

dNTP : Deoksi Niikleotid Trifosfat

DSO :Diinya Saglik Orgiitii

EDTA : Etilen Diamnin Tetra Asetik Asit
FEV1 : Birinci saniye zorlu ekspiratuar voliim
FVC : Zorlu vital kapasite

IgE : Immiinglobulin E

Kb : Kilobaz

oD : Optik dansisite

PEF : Peak expiratory flow

PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RFLP : Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi
SPINK5 : Serin Proteaz Inhibitor (Kazal tip) 5
Th : Tianhe

UV : Ultraviyole



GIRIS VE AMAC

Astim Yunanca “soluksuzluk™ veya “agzi agik solumak™ sozliik anlamlarimi tasir.
Hava yollarinin anatomik ve fonksiyonel 6zellikleri belirlenmeden ¢ok dnce farkedilerek bu
adlandirma yapilmigtir. Astim; mast hiicreleri, eozinofiller ve T-lenfositler basta olmak tizere
degisik hticrelerin rol oynadigi havayollarinin kronik inflamatuvar bir hastalifidir. Astim
siklikla bir alerjiye bagl olmakla beraber (%60-80) alerji olmadan da olabilir (1). 1970’lerden
beri astim prevalansi 6nemli 6l¢tide artmustir. Astim ile ilgili Diinya Saghk Orgiitii (DSO) son
agiklamalarina gore yeryiiziinde ortalama 300 milyon bireyin astim hastasi oldugu ve bunun
¢ogunlugunun 18 yas alti ¢ocuklar oldugu raporlanmistir (2,3). Astim hastalifina yakalanan
bireyler 6ksiiriik, hemen yorulma ve siirekli olusan nefes darligi gibi rahatsizliklarla fark
edilmektedir. Astimin olusmasinda g¢evresel nedenlerden baska kisilerin genetik yapilar1 da
onemlidir. Anne babadan birinin astimli olmasi durumunda ¢ocukta astim goriilme riski %20-
30’a yiikselmekte, anne ve babanin her ikisinin de astimli olmasi durumunda bu risk % 60-
70’e ulasmaktadir. Astimin patogenezinde birgok gen rol oynamaktadir (4). Ayrica kisilerin
genetik yapilarindaki farklilklarin (polimorfizmler) da g¢evresel faktorler ile birleserek
bireylerde degisik sonuglar dogurmasma yol agtigi gézlenmektedir. Bu polimorfizmler
fizyolojik fonksiyonlara etki ederek bireyler arasinda hastaliklara karsi degisik yatkinlik
diizeyleri olusturmaktadir. Yapilan ¢aligmalarla serin proteaz inhibitorii kazal-tip 5 enziminin
(SPINK5) astim hastahgiyla iliskili oldugunun belirlenmesiyle =~ SPINKS  gen
polimorfizimlerinin astim hastaliginin  olusmasinda ve gelismesinde &nemli  rol
oynayabilecegini diistindtirmustir.

Bu ¢alismada astimli oldugu tespit edilmis olan hastalarda SPINKS geninin G-206A
ve G-1258A gen polimorfizimlerinin astimli olgulardaki etkisinin olup olmadigmin

incelenmesi amaglanmigtir.



GENEL BILGILER

ASTIMIN TANIMI
Astim; mast hiicreleri, eozinofiller ve T-lenfositler gibi ¢ok sayida inflamatuar
hiicrenin rol oynadigi hava yollarmin kronik inflamatuar bir hastaligidir (1). Kronik
enflamasyon, hava yollarinda asir1 duyarlilia neden olarak 6zellikle gece veya sabaha kars:
gelisen, tekrarlayici o6zellik gosteren oksiirlik, nefes almada zorlanma, gégiiste tikanma hissi
ve hiltili solunum ataklari ile karsimiza ¢ikar (2,3). Bu ataklar yaygin olmakla birlikte
kendiliginden veya ilaglar ile diizelen geri dontisiimlii degisken hava yolu obstriiksiyonu ile
seyreder (4).
Astim 3 dzelligi ile tanimlanir:
i. Kronik havayolu inflomasyonu
ii. Brons hiperaktivitesi

iii. Diffiiz, reverzibl hava yolu obstriiksiyonu

ASTIMIN TARIHCESI

Hipokrat astimda hava giris ve ¢ikisin1 engelleyen gesitli maddelerden séz etmistir.
Yirminci yiizyilda solunum fizyolojisi bilimin gelismesiyle astimda semptomlara neden olan
temel fonksiyonel bozuklugun hava yollarinin daralmas: oldugu anlasilmistir. Buna gore
asttmin tanimi “hava yollarmin kendiliginden veya tedavi sonucunda degisebilen, yaygin
daralmasidir” seklinde belirtmistir. Astim Eski Misir ve yahudi yazitlarinda genis olarak yer
alan diinyanin bilinen en eski hastaliklarindan biridir. Kelime anlami eski Yunancada sikintili
solunum veya acik agizla nefes alip verme anlamina gelir ve asirlardir her tiirlii nefes darhig
astim olarak isimlendirilmistir (5).

Astim tedavisi bitkilerden ve hayvan iiriinlerinden elde edilen maddelerle ve bunlarin
karisim ile yapilmaya ¢alisilmigtir. Siimer, Mezapotamya ve Babil uygarliklarinda milattan

3000 yil once yaban yasemininden elde edilen atropine benzer bir maddenin astimin
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tedavisinde kullamlan ilk ilag¢ oldugu bilinmektedir. Babiller milattan énce 630 yilinda icinde
150 bitkinin tibbi kullaniminin tarif edildigi ilk botanik kitab1 yazdilar. Eski Misirda ise daha
¢ok batil inanglara ve biiyiilere dayali bir tip sistemi mevcuttu. Astim hakkinda ilk ayrintih
kitap 1968’de Floyer tarafindan yazilmis olsa da kitaptaki tavsiyeler kendinden énceki 2000
yillik tedavi seklinden ¢ok da farkli degildi. Astim igin etkili ilaglarin bulunmas: ancak 19
yy’'1n ikinci yarisindan sonra gergeklesmistir (5).

Astim insanoglunun asirlar boyunca tedavi aradigi bir hastalik olmustur. Elimizde su
anda c¢ok etkili ilaglar olmasina karsin hastanin tedavisini diizenli ve etkili sekilde
uygulanamamasi hekimlerin hastalara ¢ogu kez hastaliklarinin 6zellikleri konusunda yeterince
bilgi verememeleri gibi nedenlerle bu hastaliklarin tip disinda bilimsel olmayan y6ntemlerden

medet ummalar giinlimiizde de stirmektedir.

EPIDEMiYOLOJI VE PREVALANS

Astim; 2012 yihindaki DSO’niin bilgilerine gore diinyada yaklagik 300 milyon kisinin
etkilendigi kronik bir hastaliktir (2,6). Elli alti iilke ve 155 merkezde gergeklestirilen
uluslararasi ¢ocukluk ¢agi astim ve alerji ¢alismasi “The International Study of Asthma and
Allergies in Childhood (ISAAC)” sonuglarina goére prevelans degerlerinin %1 ile %30.8
arasinda degistigi goriilmistir (7). Ulkemizde yapilan ¢ahsmalarda, astim prevelansi
¢ocuklarda % 0.7 ile %14.8 arasinda (8.9), erigkinlerde ise %0.3 ile %7.6 arasinda
bildirilmistir (10,11).

2003 yili Ulusal Hastalik Yiikii ve Maliyet Etkinlilik (UHY-ME) ¢alismasina gore
Tiirkiyede 18 yas tizeri astim sikhig1 %3.87 seklinde verilmistir. Cinsiyete gore astim sikligi
ise erkelerde %3.11 kadinlarda %4.44 ttr (12).

Tiirk Toraks Dernegi destegiyle hazirlanan 2004 yilinda 14 sehir merkezi ve kirsalinda
yapilan “Prevalence and Risk Factors of Allergies in Turkey (PARFAIT)” ¢alismasinda astim
prevelansi erigkin erkeklerde sehirde %6.2 kirsal kesimde %8.5, kadinlarda sehirde %7.5 ve
kirsal kesimde %11.2 olarak bulunmustur (13).

DSO verilerine gére 1990 yilimin sonunda diinya ¢apinda 180.000’den fazla astimdan
6liim rapor edilmistir (2). Astim morbiditesi, yasam kalitesi, saglik hizmeti, astimin ciddiyeti,
ila¢c kullanimi, tedavi maliyeti, prevelans ve insidans gibi ¢esitli faktorlerden etkilenmektedir

(14).

(0]



PATOGENEZ

Astim bronglarin boyutu ve hastaligin yayginligi hastadan hastaya degisen bir brons
sistemi hastaligidir. Genellikle hastalarda orta ¢aph bronslar ve duvarinda kartilaj iceren en
kiiciik ¢apli brongslar etkilenirken, bazen bronsiyol seviyesindeki daha kiiciik hava yollar
tutulabilir (15).

Astimin kalic1 histomorfolojik 6zelliklerinin en basinda, yiizey epitelinin bazal
membraninda kalinlasma meydana gelir. Bazal membrandaki bu kalinlasma yine inflamasyon
sonucu salinan sitokinlerin etkisi ile retikiiler tabaka olarak da isimlendirilen bazal
membranda tip I, II, V kollajen ve fibronektin artis1 ile karakterizedir (16,17). Yapilan
aragtirmalar bazal membran kollajenizasyonunun astimdaki en erken ve kalici patoloji
oldugunu gostermistir. Astim krizi ¢ok hafif oldugunda bile kollajen artisi olusabilmektedir
(18). Bazal membran kalinlasmasinin astimhilarda yeniden yapilanmanin en O6nemli
parametresi ve hastaligin ciddiyeti ile iliskili olabilecegi vurgulanmaktadir (19) (Sekil 1).
Hastaligin kroniklesme bulgular1 arasinda olan kollajen artisi, sadece retikiiler bazal
membranda degil, epitelyum altindaki submukozada da meydana gelir (20). Brons
duvarindaki yeniden yapilanma kapsamindaki diger degisiklik, mukus sekresyonuna neden
olacak goblet hiicre hiperplazisi-metaplazisidir (16).

Astimin kronik déneminde brons ve bronsiyol duvarindaki kalici patolojik
degisiklikler arasinda en belli bash bulgulardan biri brons duvarinda diiz kas hipertrofi-
hiperplazidir. Astimda diiz kas hiicrelerinin ¢ap ve sayisindaki artis kronik bronsitin aksine,
genellikle daha biiyiik ve orta ¢apli brons duvarlarinda goriiltir (16-18). Astim hastalariin
brons duvarindaki diiz kas hiperplazisi klinik semptomlarin ortaya ¢ikmasinda ¢ok dnemli rol
oynar. Yapilan aragtirmalar antijene maruz kalma yogunlugu ve sikhigi ile diiz kas
hiperplazisinin yogunlugu arasinda iligki olabilecegini diisiindiirmektedir. Antijenin epiteli
asarak brong duvarinda migrasyon gosterdigi, bunun sonucunda olusan inflamasyon ile
salinan iltihabi mediatorler, sitokin ve biiytime faktorlerinin diiz kas hiicrelerinde ¢ogalma ve

diferansiyasyon kaybina yol agtig1 gosterilmistir (21).
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Sekil 1. Astimda hava yollarindaki inflamatuar cevap ve yeniden yapilanma

RiISK FAKTORLERI

Astimin gelismesinde genetik ve gevresel faktorlerle etkileserek hastalifin ortaya
¢ikmasina neden olur (22). Astima yatkinlik, genlerin hem bagka genlerle hem de g¢evresel
faktorlerle olasi etkilesimi sonucunda belirlenir (23).

Astim gelisimini ve ortaya ¢ikmasini etkileyen faktorler konak ve gevresel olarak iki

baslikta toplanabilirler:

Konak Faktorler
Genetik faktorler
Atopi gelisimine yatkinlik yaratan genler
Havayolu agir1 duyarliliginin gelismesine yatkinlik yaratan genler
Obezite

Cinsiyet



Cevresel Faktorler
Allerjenler
Ev i¢i: ev i¢i akarlari, kiirklii hayvanlar (kopek, kedi, fare), hamam bécegi,
mantarlar, kiif, mayalar
Ev digi: polenler, mantarlar, kiif, mayalar
Enfeksiyonlar
Meslek Astimi
Sigara dumani
Aktif igicilik
Pasif icicilik
I¢ ve Dis Ortam Hava Kirliligi

KONAK FAKTORLER

Genetik Faktorler

Genetik yatkinlikta atopi varhigi astim i¢in en onemli predispozen etkendir. Genetik
yatkinlikta multifaktoryel poligenik kontrol s6z konusudur. Astim, atopi ve solunum yolu
asir1 duyarliligr ile iligkili oldugu varsayilan gen gruplan 2., 3., 4., 5.,6., 7., 9., 11., 12, 13.,
14., 16., 17. ve 19. kromozomlar iizerindeki lokuslarda yerlesmistir (26, 27). Ozellikle bugiin
sorumlu tutulan kromozomlar: 5. kromozom, 11. kromozom, 6. kromozom, 12. kromozom,
14. kromozomdur. Bu kromozomlar astim patogenezindeki dnemli stoking ve reseptorlerin
kodlandig1 bolgeleri bulundururlar. Ancak daha az oranda diger kromozomlarda da gesitli
patolojiler belirtilmistir. 5. kromozom {iizerindeki 5g23-q33 ve q31 alami B2-adrenerjik
reseptor etkinli ginden sorumlu iken, 11. kromozom atopiden, IgE seviyesinden ve deri
testlerinin pozitifliginden sorumlu tutulmaktadir. Kromozom 12 iizerindeki lokuslar ise IL-4
yaptmindan, mast hiicre biiylimesinden, astim- atopi iliskisinden sorumludur (28).

Diinya popiilasyonunda astim %5-10 civarinda goriiliirken anne veya babanin birisi
astiml1 ise ¢cocuklarinda astim gériilme orani 2-3 kat, her ikisi de astimli ise bu oran 6-7 kat
artmaktadir. Bu bulgular astimli hastalarda genetik faktorlerin ne kadar 6nemli oldugunu
gostermektedir (1).

Astim patogenezinde birgok gen rol oynamaktadir (1, 24). Astim gelisiminde rol
oynayan genetik degisiklikler dort temel alanda olmaktadur.

1) Allerjene spesifik antijen yapimi (IgE yapisinda)

2) Hava yolu asir1 cevaplihginda etkili olan genler



3) Inflamatuar mediatorlerin sentezini etkileyen genler (sitokinler, kemokinler,
biiylime faktorleri)

4) Thl ve Th2 immiin cevap arasindaki denge (25)

Obezite

Obezite de astim i¢in risk faktorii olarak bulunmustur (22). Obezite 6zellikle agir
astim1 olan olgularda énemlidir, ¢iinkii {ilkemizde acil servise basvuran astimlilarin %75’in
obez oldugu saptanmustir (27). Leptin gibi belli mediat6rlerin hava yolu fonksiyonunu
etkilemesi ve astim egilimi artmasinda ve allerjik hava yolu inflamasyonunun olusmasinda
etkili olabilecegdi diisiiniilmektedir (28). Ornegin, leptinin tiimér nekroz factor a (TNFa),
interlokin 6 (IL6), interlokin 12 (IL12) gibi proinflamatuar sitokinlerin yag dokusunda
salinimini arttirdig: bilinmektedir. Bunun sonucu olarak astimda TNFa seviyelerinin arttig ve
allerjene maruziyet devam ettikge sentezin artmaya devam ettigi ve TNFo’'nin adhezyon
molekiillerinin salintmin1 arttirarak hava yolu duvarina inflamatuar hiicrelerin gé¢iinii

arttirabilecegi diisiiniilmektedir (29).

Cinsiyet

Cocukluk déneminde bulunan erkeklerde astim ©Onemli bir risk faktoridir. 14
yasindan kii¢iik ¢cocuklarda, astim prevelansinin erkek g¢ocuklarda kiz ¢ocuklarin yaklasik iki
misli oldugu bulunmustur (30). Fakat yas ilerledikge bu fark kapanmakta ve yetiskin doneme

geldiginde astim kadinlarda daha sik goriiliir hale gelmektedir (22).

CEVRESEL FAKTORLER

Allerjenler

Allerjik astimda, kisilerin duyarli oldugu allerjen(ler) ile maruziyetini takiben astim
semptomlarinin ortaya ¢iktign gériilmiistiir (30-32). Buna ek olarak astima yatkin bir bireyde
allerjen maruziyeti ile birlikte bazt gevresel faktorlerin varliginin da hastaligin ortaya
¢ikmasinda arttirici etkisinin oldugunu (33) diisiindiirmektedir (Sekil 2).

Genel anlam ile allerjen, tipl IgE aracilikli reaksiyona neden olan antijenlere verilen
addir (34). Ev tozu akari, hamam bdcedi ve polen insan hayatinin erken doneminde
duyarlanmaya yol agan 6nemli allerjen kaynaklaridir. Yapilan ¢alismalar insan hayatinin ilk
yillarinda az miktarda allerjene maruziyetin duyarlanmay: geciktirme ve ciddi astim gelisme

riskini azaltma potansiyeline sahip oldugunu diistindiirmektedir (35-37).



Adjuvan faktorler

e h_-_i'-—._
Qeneti’k yatklnp
Sigara dumamn, PoliGtanlar
“%\.L_‘_‘_“ Moo= 3
g ol S

Koruyucu faktérierin eksikligi
Enfeksiyonlar?
Immiinizasyon?

Beslenme?

e s i

maruziyet

Havayolu/Cilt
Hiperreaktivitesi

Tetikleyici faktorier:
Hava kirliligi
Egzersiz
Enfeksiyoniar

Sekil 2. Astimin ortaya ¢ikmasindaki faktorler

Enfeksiyonlar

Astimli  kisilerde solunum yolu enfeksiyonlarmin astim ataklarini tetikledigi
bilinmektedir. Astiml1 bireylerde basit bir grip, nefes darligina yol agabilmektedir.

C.pneumoniaec ve M.pneumoniae varlifi kronik astim hastalarinda gerek serolojik
yontemlerle gerekse PCR yontemleri ile siklikla gosterilmistir. Astim ataklarinda antibiyotik -
kullantminin etkinliig iizerine smirh sayida kontrollti ¢alisma mevcuttur. Bu ¢alismalardan
alinan izlenim antibiyotik tedavisinin ancak pnomoni gibi radyolojik olarak akciger
enfeksiyonun varliginin kanitlandigi hastalar disinda astim ataklarinda etkinliginin olmadig

seklindedir (38).

Meslek Astim
Meslek astimu ilk olarak isyerinde karsilasilan allerjenlere bagl olarak ortaya gikan “is
ile iliskili asttm”dir. Ugyiizden fazla maddenin mesleksel astim ile iligkili oldugu bulunmugtur

(22, 39). Bunlar arasinda izosiyonatlar gibi yiiksek molekiil agirlikli maddeler, havayolu



duyarliligini arttiran irritanlar, platin tuzlari gibi immiinojenik maddeler ve IgE aracili
reaksiyona yol acan bitki ve hayvan koékenli biyolojik tiriinler sayilabilir (40).

Astim endiistrilesmis tilkelerdeki en yaygin mesleksel solunum sistemi hastaligi olup
(41), mesleksel duyarlastiricilarin ¢alisma yasindaki erigkin astimin yaklagik 10°da birinden
sorumlu oldugu tahmin edilmektedir (42). Hastaligin ortaya ¢ikmasi igin gerekli duyarlastiric

dozu kisiden kisiye farklilik gostermektedir (38, 43).

Sigara

Sigara kullanimi ve/veya dumanina maruziyet, astimlilarda akciger fonksiyonlarinda
bozulmanin siddetlenmesi, astim semptomlar: ve agirhginda artisa yol agmaktadir (22, 44,
45). Gerek prenatal gerekse de postnatal olarak tiitiin dumanina maruziyet, erkek ¢ocukluk
doneminde astim benzeri semptomlar dahil, bir dizi zarara yol agtifi (44, 46) ve ayrica
annenin sigara i¢giminin bebegin akciger gelisimini olumsuz etkiledigi ve anneleri sigara igen
infantlarin, hayatlarinin ilk yilinda hisilti gegirme olasiliklarinin dort kat arttigi bilinmektedir
(47).

i¢c ve D1s Ortam Hava Kirliligi

Toplum iizerinde yapilan ¢aliymalarda dis ortam hava kirliliginin astim ataklarim
arttirdifn ve giinliik aktivite kisitlamaya neden oldugu tespit edilmistir (48). I¢ ve dig ortam
hava kirliligini olusturan maddelerin baginda bir yakit triinii olan nitrojen (iriinleri
gelmektedir (nitrojendioksit, nitrozoksit).

Digerleri de siilfiir dioksit, ozon ve havada asili partiikiillerdir. Nitroz asit ev i¢i
yakitlarindan ve sigara dumanindan daha fazla bulunur. Bu sonuglara bakildiginda i¢ ve dig
ortam hava kirliligini azaltan 6nlemlerin alinmasmnin astim tedavisinde 6nemli oldugu

goriilmektedir (1, 49).

TANI VE SINIFLAMA

Klinik Tam

Brons astiminda tani, semptomlar ve klinik bulgular ile konur, diger yontemler tamya
yardimei olarak veya ayirici tanida kullamilir (50). Astim tanisinda anamnez ¢ok dnemlidir.
Klinik astim tamsi, ataklarla seyreden nefes darligi, hsiltih solunum, oksiiriik ve gogiiste
stkisma hissi gibi semptomlarla konulmaktadir (51). Rastlanti sonucunda alerjene maruz
kaldiktan sonra ataklarla seyreden semptomlarin ortaya ¢ikmasi, bu semptomlarin mevsimsel

degisiklikler gostermesi, aile Oykiisinde astim ve atopik hastalik bulunmasi da taniya
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yardimce1 olur (52). Semptomlarin giin i¢inde veya mevsimsel degiskenlik gostermesi, sis,
duman, ¢esitli kokular veya egzersiz gibi nedenlerle tetiklenmesi, geceleri artis olmasi ve
uygun astim tedavilerine yanit vermesi astim tanisini destekleyen bulgulardir (50). Hasta
semptomatik degilse solunum sistemi muayenesi normal bulunabilir fakat fizik incelemenin
normal olmasi astim tanisimi dislamaz. En sik rastlanan muayene bulgusu hava yolu

obstriiksiyonu gosteren hisilti ve ronkiislerdir (51, 52).

Tam ve Takip I¢in Kullanilan Testler

Solunum fonksiyonlarmin él¢iimii

Astim tamsi genellikle astima karakteristik semptomlarin varlig: ile konur. Bununla
birlikte, akciger fonksiyonunun Glglilmesi ve ozellikle akciger fonksiyon anormalliklerinin
geri doniislii olmasi taniyr destekler. Hava akimi kisitlamasini ve reverzibilitesini dlgmek ve
astim tamsini koymak igin &nerilen yéntem spirometrik incelemedir. ilk bagvuruda hastalik
tamsim1 koymak ve agirhgini belirlemek, tedavi sirasinda ise hastanin en iyi degerlerini
belirlemek i¢in kullanilir. Zorlu ekspirasyon manevrasi ile zorlu ekspiratuvar akim 1. saniye
(FEV1), zorlu vital kapasite (FVC), Tiffanue ( FEV1/FVC), zirve ekspiratuvar akim (PEF)
ol¢iilebilir. FEV1I/FVC oraninin %75’den duisiik bulunmasi hava yolu obstriiksiyonunu
gosterir (53, 54). Hava yolu obstrilksiyonu saptanan hastalarda kisa etkili beta-2 agonist
inhalasyonundan (4 puf salbutamol, 400 mikrogram veya 4 puf terbutalin, 1000 mikrogram)
15-20 dakika sonra FEV1’de bazal degere gore >%]12 veya >200 ml, PEF degerinde %20 artis
olmasi hava akimi kisithliginin reverzibl oldugunu gésterir. Bazi hastalarda reverzibl hava
akimi kisitlanmasi 2-3 hafta oral kortikosteroid (20- 40 mg/giin prednizolon) veya 6-8 hafta
uygun dozda inhaler steroid tedavisi ile ortaya konulabilir. Tedavi sonras1 FEV1 degerlerinde

baslangica gore %15 artis goriilmesi geg reverzibilite varligi olarak degerlendirilir (52, 53).

Zirve akim hizi1 (PEF) dl¢iimii

PEF metre ile elde edilen PEF 6l¢iimii astim tanisinin dogrulanmasi ve takibinde
onemlidir. Genellikle PEF degerleri sabah bronkodilator ilag kullanmadan &nce yani PEF
degerinin en diisiik olmasinin beklendigi zamanda; aksam ise bronkodilatator kullandiktan
sonra yani degerler en yiiksek durumdayken olgiiliir. Giinlik PEF degiskenligi, o giin
icerisindeki en yiiksek ve en dii§£ik PEF degerleri arasindaki farkin yiizde olarak ifade

edilmesidir. Bu farkin %20 nin iizerinde olmas1 astim lehine kabul edilir (53, 54).
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Hava yolu duyarhliginin él¢iilmesi

Semptomlarin astimi diistindiirdiigii fakat solunum fonksiyonlarinin normal oldugu
hastalarda metakolin, histamin, adenozin, mannitol veya egzersiz ile brons provokasyonu
astim tanisinin konmasina yardimei olabilir. Hava yolu duyarliligi, hava yollarinda tetik ¢eken
etkenler olarak adlandirilan ve astim semptomlarina neden olan faktorlere karsi duyarliligini
gosterir (55,56). Test sonucu genellikle FEV1’de basglangica gore %20 veya daha fazla
azalmayi provake eden doz ( veya konsantrasyon) olarak ifade edilir. Bu test astim tanisi i¢in

duyarhidir fakat 6zgiil degildir (53.55).

Astimin Simiflandirilmasi
Astim agirhgr semptomlar ve solunum fonksivon parametreleri kullanilarak

intermittan, hafif persistan, orta persistan ve agir persistan olarak siniflanmistir (52) (Tablo 1).

Tablo 1. Astimin stabil donemde semptomlar ve fonksiyonel parametrelere gore
siiflamasi (GINA rehberi 2006)

[ntermittan

Semptomlar: haftada bir kezden az

Kisa alevlenmeler

Gece semptomlari ayda iki kezden fazla degil

* FEV1 ya da PEF degerleri beklenenin > %801
* FEV1 ya da PEF degiskenligi < %20

Hafif Persistan

Semptomlar: haftada bir kezden fazla ama giinde bir kezden az
Alevlenmeler aktiviteyi ve uykuyu etkileyebilir

Gece semptomlari ayda iki kezden fazla

« FEV1 ya da PEF degerleri beklenenin > %80’1

* FEV1 ya da PEF degiskenligi < %20-30

Orta Persistan

Semptomlar: her giin var

Alevlenmeler aktiviteyi ve uykuyu etkileyebilir
Gece semptomlari haftada bir kezden fazla

Her giin kisa etkili b2-agonisti kullanimi

» FEV1 ya da PEF degerleri beklenenin %60-80’1
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* FEV1 ya da PEF degiskenligi > %30

Agir Persistan

Semptomlar: her giin var

Sik alevlenmeler

Sik gece astim semptomlari

Fiziksel aktivitelerin kisitlanmasi

» FEV1 ya da PEF degerleri beklenenin < %60
* FEV1 ya da PEF degiskenligi > %30

Astimin agirhgina gore yapilan smiflama, hastanin tedavisi ile ilgili kararlarin alindid:
ilk degerlendirmede yararlidir. Bu simiflamanin tedavi kararlarina temel olusturmasi artik
onerilmemektedir; ancak bu siniflama, daha once tedavi almamis hasta grubunda agirhgin
tanimlanmasi ya da astimla ilgili bir ¢aligmaya alinacak hastalarin se¢ilmesinde kullanilabilir
(57).

SPINK5 GEN POLIMORFiZMI

Astim ve alerjik fenotipleri, 5q kromozomu ile iligkisi oldugu bilinen kompleks
genetik hastaliklardir. Bu bolgede pek ¢ok aday gen astim ve atopik dermatit ile
iliskilendirilmistir (1). IL4, IL13, CD14, ADRB2, LTC4S birgok toplumda astim fenotipi ile
iligkilendirilmis aday genlerdir. Yapilan genetik ¢aligmalar, serin proteaz inhibitor kazal-tip 5
enziminin (SPINKS) astim, netherton sendromu ve atopik hastaliklarla iligkili olabilecegini
gostermektedir (58, 59). 5¢32 kromozomunda bulunan SPINKS5 geni (Sekil 3), substrat
baglama bélgelerinde bulunan peptid baglarini par¢alamak amaciyla aktif serinleri kullanan

enzimleri inhibe eden serin proteaz inhibitoriinii kodlar.

Chr 5
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Sekil 3. Kromozom 5¢32
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GEREC VE YONTEMLER
GERECLER

Caligmamiz 66 hasta ve 74 kontrol grubu olmak {iizere toplam 140 kisi ile
gergeklestirildi. Hasta grubunun yas ortalamasi (36.62+11.16) ve kontrol grubunun yas
ortalamasi (30.82+10.21 ) olarak hesaplandi.

Hasta grubu olusturulurken Trakya Universitesi Gogiis Hastaligi polikliniginde
yapilan incelemeler sonucunda astim tanisi konan hastalar; kontrol grubu olusturulurken ise
malignite ve astim tanis1 almamus, alerjik rahatsizlig1, uzun stireli ilag kullanimi 6ykiisii ve
herhangi bir kronik rahatsizligi bulunmayan saglikli bireyler ¢alismaya alindi. Calisma igin
etik kurul onay1 (EK 1) ve calismaya katilanlarin yapilan ¢alisma hakkinda ayrmntili bilgi
verildikten sonra ¢aligsma onaylar1 alindi.

Hasta ve kontrol gruplarindan 2’ser ml periferik kan ornekleri EDTA’I vakumlu
tiiplere alimip, Invitrogen kiti kullanilarak DNA’lar1 izole edildi. DNA Kkalitesi % 0.8’lik
agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek gozlendi. DNA izolasyonundan sonra polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ile G-206A polimorfizmini igeren bolgelerin tirtinleri % 2’lik agaroz jellere
yiiklenip Etidyum Bromid (EtBr) ile boyanarak elektroforezde 80 voltta yiiriitiildii. Daha
sonra PZR {riinleri G-206A polimorfizm bolgesine 6zgii Fast Digest Kpn I restriksiyon
enzimi kullanilarak Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) yontemi ile,
37°C’de 20 dk inkiibasyon yapilarak kesime birakildi. Kesim sonucu iiriinler % 3’lik agaroz
jelde EtBr ile boyanarak elektroforezde 80 voltta yiiriitiildiikten sonra UV 1sik altinda
transmililator kullanilarak polimorfizmler saptandi. G-1258A polimorfizmi igin yine DNA’lar
PZR ile istenen bolgelere 6zgiin primerlerle gogaltildi. PZR iiriinleri % 2’lik agaroz jelde
yiiriitiilerek  {iriin  olugsup olusmadifina bakildi. Daha sonra PZR diriinleri G-1258A
polimorfizm bélgesine 6zgii Hinf I restriksiyon enzimi kullanilarak Restriksiyon Fragment

Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) yontemi ile, 37°C’de 3 saat inkiibasyon yapilarak kesime



birakildi. Kesim sonucu iirtinler % 3’liik agaroz jelde EtBr ile boyanarak elektroforezde 80

voltta yiiriitiildiikten sonra UV 151k altinda polimorfizmler saptandi.

KULLANILAN KiMYASAL MALZEMELER
Agaroz (Sigma)
Borik Asit (Sigma)
DNA Marker seti, 50bg¢-100bg (Fermentas)
dNTP (deoksi Niikleotit Tri Fosfat; dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (MBI)
Etanol %100 (Riedel)
Etidyum Bromiir (Sigma)
Etilendiamintetraasetik Asit (EDTA) (Sigma)
Kpnl restriksiyon enzimi (Fermentas)
Hinf I restriksiyon enzimi (Fermentas)
Primerler (Fermentas)
Proteinaz K (Invitro)
Taq DNA polimeraz seti (Fermentas)
Trisma (Base) (Bio Basic)

KULLANILAN CIHAZLAR
Agaroz elektroforez tanki (MINICELL PRIMO EC 320)
Derin dondurucu (AEG)
Dijital fotograf makinesi (Kodak Easy Share 2330)
Gii¢ kaynagi (EC-105)
Manyetik karistirict (Niive)
Otoklav (Heraeus)
Otomatik mikro pipetler (ISOLAB)
Santrifiij (Allegra X-22R)
Terazi (Sartorius)
Thermo Shaker (Boeco TS-100)
Vorteks (VELP Scientifica)
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Invitrogen DNA Izolasyon Kiti ile DNA’lar izole edildi. DNA miktarlar1 asagidaki formiil

COZELTILER _

10xTris EDTA Borik Asit (TEB) Cozeltisi (1 litre) pH: 7.4
60.5 gr Tris

3.72 gr Na,EDTA.2H;0

30.85 gr Borik Asit

YONTEMLER

DNA iZOLASYONU

Hasta ve kontrol gruplarindan EDTA’lL tiiplere alinan 2 ml kan orneklerinden

kullanilarak belirlendi.

DNA (nug/ml)=260nm’deki optik yogunlugu x Seyreltme faktorii x Katsay: (DNA igin 50)

260/280 oramyla belirlendi. DNA’larin kalitesini belirlemek icin DNA’lar agaroz jellere

DNA’nin saflig1 260 nm ile 280 nm dalga boylarindaki optik yogunluk degerlerinin

yiiklendi.

1.

DNA izolasyon Protokolii (Invitrogen)

1,5 ml ependorf tiipii iginde 200 ul EDTA’h tam kan, “baglanma tamponu™ ve proteinaz K

karistirildi ve vortekslendi.

2 o =P g W o BB

ek et e
2 LD = O

20 ul RNase A eklendi, vortekslendi.

Oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildi.

200 pl Pure Ling Genomic Lysis /Bind. Buffer eklendi, vortekslendi.

55 °C de 10 dakika inkiibe edildi.

Karisim 6zel filtreli tiiplere alindi.

| dakika 10.000 rpm’ de santrifiij edildi. Filtreden gegen karigim atilds.

Filtreli tiipiin i¢cine 500 pul Genomic Wash Buffer 1 eklendi.

1 dakika 10.000 rpm’de santrifijj edildi. Filtreden gegen karisim atildi.
Filtreli tiipiin i¢ine 500 pul Genomic Wash Buffer 2 eklendi.

. 3 dakika 10.000 rpm’ de santrifiij edildi. Filtreden gegen karisim atild.
. Filtreli tiip bosaltildiktan sonra 10 saniye 12.000 rpm’de santrifiij edildi.
. Filtreli tiip, yeni bir ependorf tiipiin igine yerlestirildi.

. 200 pl Genomic Elution Buffer eklendi.
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15. 1 dakika 10.000 rpm’desantrifiij edildi. Filtre tiipten ayirdiktan sonra, saf DNA elde
edilmis oldu.

DNA’larin kalitesi %0.8°lik agaroz jel elektroforezinde ytiriitiilerek gozlendi. Elde
edilen DNA 6rnekleri -20°C’de sakland.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR, ilk kez 1985 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde bulunan, Cetus sirketine
bagli olarak calisan Henry A. Erlich, Kary Mullis ve Randall K. Saiki tarafindan gelistirilen
metodla bilim diinyasina sunuldugundan itibaren hem arastirmada hem de klinik
laboratuvarlarinda tanida yeni bir ¢igir agmustir. Kary Mullis bu galismas: ile 1998’de Nobel
odiili almistir. PZR invitro kosullarinda DNAnin belirlenen bir kisminin ¢ogaltilmasi olarak
tanimlanmistir. PZR’de {i¢ temel basamak vardir ve ¢ogaltilmig DNA miktari, bu ii¢ adimin
tekrarina baghdir.

1. Denatiirasyon (94-97°C)
2. Primer baglanmasi (47-60°C)
3. DNA sentezi (72°C)

Bu ii¢ adim bir PZR sikliisiinii olusturur (Sekil 4). Ik adimda gogaltilacak DNA
denatiire edilerek tek zincirli hale getirilir. Ikinci adimda primerlerin tek zincirli hale
getirilmis DNA’ya baglanmasi saglanir. Son asamada ise DNA sentezi gergeklesir.

PZR’nin temel bilesenleri; kalip olarak kullanilan DNA molekiilii, DNA polimeraz
enzimi (Taq polimeraz), enzim tamponu, primerler, dNTP (dATP, dGTP, dCTP ve dTTP)
karisimi ve MgCl, dir.

llgili gen bolgeleri verilen primer dizileri kullanilarak ¢ogaltildi. Reaksiyon toplam
25ul’lik hacimde gergeklestirildi. Daha sonra PZR tirtinleri % 2’lik agaroz jelde yiiriittilerek,
ilgili hastalarin G-206A ve G-1258A genleri incelendi, iirinler EtBr ile boyandiktan sonra
UV 1sik altinda incelendi.
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94°C-97°C

SICAKLIK

BAGLANMA
47°C.60°C

CIFT ZINCIR DNA
25%

Sekil 4. PZR dongiisii (36)
PZR’de kullanilan primer dizileri (Tablo 2), PZR i¢in hazirlanan karigimlar (Tablo 3)

ve PZR i¢in gerekli kosullar (Tablo 4)’te verilmistir.

Tablo 2. SPINKS geninde G-206A ve G-1258A gen polimorfizmlerinin gozlendigi
promotir bilgesini cogaltmada kullanilan primerler ve iiriin uzunlugu

G-206A G-1258A
F: 5’-TCTGCCTGCTCCAACTAA-3' F: 5-“TTTTAGCCAAGCAGAAGAAG-3'
R: 5-CACTGACACTGTGGCTATCTT-3' R: 5-CAGTTTTAAGGAATGCACGT-3’
674 baz ¢ifti 177 baz ¢ifti
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Tablo 3. PZR i¢in Hazirlanan Karigimlar

G-206A icin:

G-1258A igin:

Bir hasta i¢in kullamlan miktarlar:

I1x PZR Tamponu 2.5 pul Buffer
0.5 nmol primer 1 0.5 pl primer 1

0.5 nmol primer2 0.5 ul primer 2
0.2 mM dNTP 1 ul ANTP
1.25U 0.25 pl Taq polimeraz
16.25 pl dH,O

2 ulizole edilmis DNA

Toplam hacim: 25ul

Bir hasta i¢in kullanilan miktarlar:
2.5 mM 2.5 ul MgCl,
1x PZR Tamponu 2.5 pl Buffer
1 nmol primer 1 0.5 pl primer 1
1 nmol primer 2
0.2 mM dNTP

125U

0.5 pl primer 2

1 ul ANTP

0.25 pl Taq polimeraz
15.75 pl dH,0

2 ulizole edilmis DNA
Toplam hacim: 25 pl

Tablo 4. PZR I¢in Gerekli Kosullar

G-206A ve G-1258A

Baglangi¢: 94°C 5 dakika
94°C 40 saniye
55°C 40 saniye 35 Déngii
72°C 60 saniye

Sonlanma: 72°C, 10 dakika

Restriksiyon Enzim Kesimi Yontemi

Restriksiyon enzimleri, kisa DNA dizilimlerini 6zgiil olarak taniyan ve bu dizilimlere

yakin bolgelerden veya bu dizilimler igindeki spesifik bolgelerden ¢ift yonlii simetrik olarak

DNA’y1 kesen enzimlerdir. Bu enzimlerin biiyiik bir kismi bakterilerde, ¢ok az bir kismi da

viriis ve dkaryotlarda bulunmaktadir (60, 61). Belli bir restriksiyon enzimi DNA’y1 kesecegi,

4-8 niikleotitlik (genelde 6) restriksiyon noktasi tanir. DNA par¢alarinin biyiikligii

restriksiyon noktalarinin dagilimina baghdir (62).
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Hastalarin G-206A polimorfizmi; PZR asamasindan sonra PZR firlinlerinin Kpnl
restriksiyon enzimi ile 20 dk 37°C’de kesime birakilmalari, % 3’lik agaroz jelde
yiriitiilmeleri ve UV 151k altinda incelenmeleri sonucunda belirlendi. G-1258A polimorfizmi
icin ise. PZR asamasindan sonra PZR iirtinlerinin Hinf I restriksiyon enzimi ile 3 saat 37°C’de
kesime birakilmalari, % 3’1tk agaroz jelde yiiriitiilmeleri ve UV 11k altinda incelenmeleri

sonucunda belirlendi.

G-206A Icin Restriksiyon Enzim Kesimi Yontemi
PZR sonucu elde edilen iirtinler kullanilarak:
1xM (Enzim kesme) tamponu 1.0pl
5 U Kpnl Restriksiyon enzimi 0.5ul Kpn I Restriksiyon enzimi
5 ul PZR reaksiyon iirtinii
5.5 ul dH,O
Toplam hacim: 12 pl
Karisim birkag saniye yavasga karisgtirildi. 37°C’de 20 dk inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresinin sonunda {iriinler 1.5 pl EtBr ile hazirlanan % 3’lik agaroz jelde
yiiriitiilerek UV 1s1k altinda olusan bantlar gézlendi. Elde edilen sonuglar tablodaki enzim

kesimi sonuglari ile karsilastirildi.

G-1258A icin Restriksiyon Enzim Kesimi Yontemi
PZR sonucu elde edilen iiriinler kullanilarak;
1xM (Enzim kesme) tamponu 1.0pl
5 U Hinf I Restriksiyon enzimi 0.5u1 Hinf I Restriksiyon enzimi
5 ul PZR reaksiyon lriinii
5.5ul dH,O
Toplam hacim: 12 pl

Karisim birkag saniye yavasga kargtirildi. 37°C’de 3 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresinin sonunda {iriinler 1.5 pl EtBr ile hazirlanan % 3°lik agaroz jelde
yiiriitiilerek UV 151k altinda olugan bantlar gozlendi. Elde edilen sonuglar tablodaki enzim

kesimi sonuglari ile kargilastirildi.
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Kpn I ve Hinf I i¢in Restriksiyon Enzim Mekanizmasi

Kpn I restriksiyon enzimi 5°-....CG T A 5. GO veya 3-....c'CATGG...-5

baz dizisinin bulundugu bolgeden kesim yapar.

Hinf I restriksiyon enzimi ise 5'-....GYANTC .....-3’ veya 3’-....C TN A} G....-5’

baz dizisinin bulundugu bolgeden kesim yapar.

Istatistiksel Analiz

istatistiksel degerlendirme, SPSS 20 programi kullanilarak yapildi. Olgiilebilen
verilerin normal dagilima uygunluklari tek rnek Kolmogorov-Smirnov testi ile bakildiktan
sonra gruplar arasi kiyaslamalarda; bagimsiz gruplarda t testi, Mann Whitney U testi
kullanildi. Yates diizeltmeli Pearson x* testi, Pearson x> testi, Kolmogorov-Smirnov iki érnek
testi kullanildi. P<0.05 diizeyinde istatistiksel yonden anlaml fark bulunan degiskenler Lojist
Regresyon Analiziyle degerlendirilerek risk faktorleri belirlendi.

Tanimlayic1 istatistikler olarak 6l¢iimsel verilerde; aritmatik ortalama + SS ve
ortalama (min-maxs), niteliksel verilerde say1 ve % ler verildi. Tim istatistikler i¢in

anlamlilik sinir1 P<0.05 olarak segildi.



BULGULAR

Calismaya alinan hasta ve kontrol gruplarinin yas, cinsiyet, FVC, FEV| ve FEV; %
degisimi SPSS (versiyon 20) programinda hesaplanmis olup elde ettigimiz sonuglar Tablo

5’de gosterilmistir.

Tablo 5. G-206A ve G1258A icin kontrol ve hasta gruplarmin klinik bulgular:

Ozellik Hasta (n=66) Kontrol (n=74)
Yas 36.62+11.16 30.82+10.22
Cinsiyet(bay/bayan) 14/52 27/47

FVC 66.9+15.7 79.4+18.4
FEV, 7. 24137 83.8+13.9
FEV, % degisimi 26.8+13.7 4.743.6

Hasta ve kontrol gruplarindan alinan kanlar Invitrogen DNA Kkiti ile izole edildi. DNA
ornekleri PZR den 6nce %0.8’lik agaroz jelde yiiriitiillerek UV 151k altinda izlendi (Sekil 5).

Sekil 5. Hasta ve kontrol DNA érneklerinin %0.8 lik agaroz jelde yiiriitiilmesi ve UV
151k altinda goriintiilenmesi.



DNA’lar %0.8’lik agaroz jelde goézlendikten sonra G-206A ve G-1258A gen
polimorfizmleri i¢in PZR islemi yapildi ve PZR iiriinleri de %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek
UV 151k altinda izlendi.

G-206A Icin Restriksiyon Enzim Kesimi

G-206A bolgesinin kesimi i¢in PZR sonucu elde edilen triinlerle Kpnl enzimi
kullanilarak, enzim kesim protokoliinde gosterilen sekilde enzim kesimi gergeklestirildi.
Restriksiyon iglemi sonucunda SPINKS geninin 4. ekson bolgesindeki G/A polimorfizmin
varligina bagli olarak bant olusumlar1 gozlendi (Sekil 6).

GG genotipinde kesim goriilmez ve tek bant olusur.

AA genotipinde iki allelde kesim gergeklesir (iki bant).

GA genotipinde ise bir allelde kesim gergeklesir (ii¢ bant).

9 10 11 1250k

Sekil 6. G-206A polimorfizmini gosteren EtBr ile boyanan % 3’liik agaroz jel goriintiisii.
(GG; 1,5 ve 7, GA; 2, 3,4, 6,9, 10 ve 12, AA 8 ve 11 nolu hasta gen polimorfizmini
gosterir. 50 b¢; DNA markeridir).

G-1258A i¢in Restriksiyon Enzim Kesimi

G-1258A bolgesinin kesimi i¢in PZR sonucu elde edilen iirtinlerle Hinf I enzimi
kullanilarak yontemde gosterilen sekilde enzim kesimi gergeklestirildi. Enzim kesimi islemi
sonucunda SPINKS geninin promotér bolgesindeki G/A polimorfizmin varliginda bant
olusumlari gozlendi (Sekil 7).

GG genotipinde kesim goriilmez ve tek bant olusur.

AA genotipinde iki bolgede kesim gerceklesir (2 bant).

GA genotipinde ise her iki allel de kesim gergeklesir (ii¢ bant).
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Sekil 7. G1258A polimorfizmini gosteren EtBr ile boyanan % 3’liikk agaroz jel
goriintiisii. (GG; 3,4,8,9,10 vel2, GA; 1, 2,5,6,7, 13,15 ve 17, AA; 11,14 ve 16 nolu
hasta gen polimorfizmini gosterir. 50 b¢; DNA markeridir).

Galisilan hasta ve kontrol gruplarinin G-206A ve G-1258A genotip dagilimlar
incelendiginde;

G-206A igin; astimli grubun AA genotipli 3 hasta olup % 5, GA genotipli 6 hasta olup
% 9 ve GG genotipli 57 hasta olup %86, kontrol grubunun AA genotipli 6 hasta olup % 9, GA
genotipli 23 hasta olup %31 ve GG genotipli 45 hasta olup %60’dir. Hasta grubunun GG
genotipleri kontrole gore daha yuksék bulunmusken, GA ve AA genotipleri daha diisiik
bulunmustur. Istatistiksel degerlendirme sonucunda astimlilarda G-206A genotipleri arasinda
anlamli bir fark bulunmustur (Tablo 6). Ayrica G-206A bdlgesinin cinsiyetlere gére genotip

dagilimi Sekil 8 de gosterilmistir.

Tablo 6. G-206A genotiplerinin hasta ve kontrol gruplarima gore dagihmi

G-206A GRUP

Genotip Hasta (n=66) Kontrol(n=74) Toplam P
GG 57 (% 86) 45 (% 60) 102 (% 72.9)
GA 6 (% 9) 23 (% 31) 29 (% 20.7) | 0.021
AA 3(%5) 6(%9) 9(% 6.42)

Toplam 66 (% 47.1) 74 (% 52.9) 140 (%100.0)

Kolmogorov-Smirnov iki 6rnek testi
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Sekil 8. G-206A bolgesinin cinsiyetlere gore genotip dagilimi

G1258A igin; astimli grubun GG genotipli 31 hasta olup % 47, GA genotipli 25 hasta
olup % 38 ve AA genotipli 10 hasta olup % 15°tir. Kontrol grubunun GG genotipli 11 hasta
olup % 15, GA genotipli 40 hasta olup % 54 ve AA genotipli 23 hasta olup % 31°dir. Astimh
grubun GG genotipi kontrole gore daha yiiksek bulunmusken GA ve AA genotipleri daha
diisiik bulunmugtur. Ancak istatistiksel olarak degerlendirildiginde astimlilarda G-1258A’daki
genotipler arasinda anlamli bir fark bulunmugtur (Tablo 7). Ayrica G-1258A bdlgesinin

cinsiyetlere gore genotip dagilimi Sekil 9 de gosterilmistir.

Tablo 7. G-1258A genotiplerinin hasta ve kontrol gruplarma gére dagilimi

G-1258A GRUP
Genotip Hasta (n=66) Kontrol(n=74) Toplam P

GG 31 (% 47) 11 (% 15) 42 (% 30)

GA 25 (% 38) 40 (% 54) | 65 (% 46.42)

AA 10 (% 15) 23 (% 31) 33 (% 23.57) | 00001
Toplam 66 (% 47.1) 74 (% 52.9) | 140 (% 100)

Pearson Ki kare testi
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Sekil 9. G-1258A bolgesinin cinsiyetlere gore genotip dagilimi

G-206A ve G-1258A gen polimorfizmleri i¢in 140 kisinin (hasta+kontrol) istatistiksel

sonuglarina gére astimli hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunmustur
(srasiyla P=0.021, P=0.0001).
Sonuglar say1 (yiizde) ya da ortalama + std. sapma olarak ifade edildiler. Yas, cinsiyet,

bas ve burun sikayetleri, g6giis sikayeti ve ailede en az 1 kisinin astim olmas1 astim i¢in risk

faktorii olarak tespit edilmistir. Istatistiksel hesaplamalar tablo 8, 9 ve 10°da ayrmtili olarak

gOsterilmistir.

Tablo 8. Cinsiyete gore gruplarin dagilim

GRUP p OR %95 CI
Kontrol Hasta
Cinsiyet Erkek 27 14
Kadin 47 52 047 | 2.1337 |1.0014 -4.5466
Toplam 74 66

Ki-kare testi sonucunda cinsiyet ile astim hastalig1 arasinda istatistiksel agidan anlamli

bir iliski bulunmustur (p<0.05). Yapilan ¢apraz tablo sonucunda, erkeklerin %34.1 nin hasta,

kadinlarin ise %52.5%inin hasta oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle, astim hastalifinin kadinlarda

erkeklere oranla daha fazla goriildiigii s6ylenebilir.
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Tablo 9. Yasa gore gruplarin dagilim

Grup n Ort. p %95 CI
- Kontrol | 74 30.82 +10.22 002 2.224 -9.369
a
¢ Hasta 66 36.62+ 11.16

Yapilan bagimsiz gruplarda t-testi sonucunda hasta ve kontrol grubu arasinda yas
agisindan anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05). Buna gore kontrollerin yas1 30.82+10.22
bulunurken hastalarin yasi1 36.62+11.16 bulunmustur. Hasta ve kontrol grubu arasindaki
yaklasik 6 yillik fark istatistiksel agidan anlamli bulunmus ve ilerleyen yasin astim lizerinde

etkili olabilecegi sonucuna varilmigtir.

Table 10. Yas, gogiis agris1 ve bas-burun sikayeti olan hastalar arasinda
apilan lojistik regresyon analizi

Kat say1 Standart p OR | %95 CI
Hata
Bas Burun 1.376 0.729 059 3.96 |0.950-16.514
Gogiis 4.946 0.839 000 | 140.61 | 27.173 —727.629
Yas 0.072 0.031 019 | 1.075 | 1.012—-1.142

Yapilan lojistik regresyon analizi sonucunda, gogiis rahatsizigi ¢eken hastalar ve yas
degiskenleri istatistiksel agidan anlamli bulunurken (p<0.05), basburun sikayeti ¢eken hasta
degiskeni istatistiksel agidan anlamsiz bulunmustur (p>0.05). Analiz sonuglarina gére yas 1
yil arttiginda asttm olma riski %7.5 artmaktadir (OR=1.075, p=0.019). Gogiis sikayeti
olanlarin olmayanlara gére astima yakalanma riski yaklagik 140 kat daha fazladir
(OR=140.613, p<0.001). Bas burun sikkayeti olanlarin olmayanlara gore astima yakalanma
riski yaklasik 4 kat fazladir ancak bu sonug istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen
klinik agidan anlamlidir (OR=3.960, p=0.059). Bununla birlikte, g6giis sikayeti defiskeni i¢in

klinik anlamliligin aragtirlmasinda yarar vardir.



TARTISMA

Astim alt solunum yollarinin kronik inflamatuar bir hastaligidir. Cevresel ve genetik
risk faktorlerinin etkisi sonucunda olusan bu inflamasyon brons hiperreaktivitesine ve diffiiz
reverzibl hava yolu obstriiksiyonuna yol agar (52,56).

1970’lerden beri astim prevalans1 6nemli dlgiide artmistir. DSO diinyada 300 milyon
astim hastasinin oldugunu hastalarimin yas ortalamasinin 18 oldugunu bildirmektedir.
Tiirkiye’de ise ortalama 7.5 milyon kisinin astim hastasi oldugu tahmin edilmektedir (7).
Hastalik oksiiriik, ¢cabuk yorulma ve siirekli goriilen nefes darligi gibi semptomlarla fark
edilmektedir.

Astim hastaliginda birgok gen rol oynamaktadir (1). Aym gevresel faktorler igerisinde
bulunan bireylerin genetik yapilarindaki kiigiik farkliliklar (polimorfizmler) bireylerde farkl
sonuglarin goziikmesine neden olmaktadir. Bu polimorfizmler fizyolojik fonksiyonlara etki
ederek bireyler arasinda hastaliklara karg: degisik yatkinlik diizeyleri olustururlar (24).

SPINKS5 gen polimorfizimleri astim hastaliklarinin gelismesinde énem kazanmaktadir.
Yapilan ¢alismalardan bazilarinda hastalarda SPINKS geni incelendiginde G206A ve G1258A
varyant oranlan yiiksek bulunmusken, bazilarinda da bu oranin farkli olmadigi bulunmustur
(59).

Astim hastaliginda, serum IgE diizeyi, aeroallerjenlere karsi deri testi cevabi, brongial
hava yolu duyarlihgl, solunum fonksiyon testlerinin cevabi ve steroid bagimlihigi gibi
fenotipik ozellikler atopik ve nonatopik astim patolojisinin gelisiminde Snemlidir. Astim
tamis1 almamis ve herhangi bir semptomu olmayan bireylerde son bir yil iginde tekrarlayan
nefes darlig1, gece dksiirmesi ile karakterize astim ataklari, aeroallerjenlere karsi deri cevabi
ve metakolin testine karsi havayolu duyarhligi gibi astimin fenotipik 6zellikleri ile SPINKS
gen polimorfizmi arasinda herhangi bir iligki meveut degilken; astim hastalifi tamsi almig
bireylerdeki yukarida sayilan astimin fenotipik &zellikleri ile SPINKS reseptér geninin

lokalize oldugu 5q31-33 kromozmu arasinda belirgin bir iliski oldugu tespit edilmistir (59).



Astim hastaliginin da dahil oldugu kronik obstriiktif akciger hastaliklar1 (KOAH) gibi
kompleks yapidaki poligenik hastaliklarin, polimorfizmden kaynaklanan c¢esitli genetik
olaylara bagli patolojiler ile yakin iligkisi tespit edilmistir (63).

Cin’de yapilan bir ¢alismada Liu ve ark. SNP de G alelinin galisma gruplarinda astim
duyarlihigini énemli dlgiide arttirdigini ve G206A polimorfizminin astim duyarliligiyla iliskili
oldugunu gostermislerdir (59). Jangopier ve ark. Hollanda’da yaptiklar: ¢alismada SPINKS ile
astim ve atopik dermatit arasinda higbir iligki bulamamiglardir. (58). Kato ve ark. G1258A
iceren SPINKS5’in 13. ve 14. eksonlarinda sekiz es olmayan SNP analiz etmislerdir ve
Japonlarda yapilan bu ¢alismada yedi SNP’nin astim ve atopik dermatit ile pozitif iligkisi
oldugunu bulmuglardir (64). Kabesch ve ark. Almanya’da okul ¢ocuklarinda yaptiklar bir
calismada astim ve atopik dermatitin beraber meydana gelmesinin yani sira SPINKS in
dogrudan astm ile iligkili oldugunu bulmuglardir (65). Folster- Holst ve ark. Kuzey Almanya
popiilasyonunda dort es olmayan SNP genotiplemislerdir ve SPINKS ile astim arasinda higbir
iliski bulamamusglardir (66). Birbiriyle uyusmayan bu bulgular muhtemelen ¢esitli toplumlarda
farkli genetik ve gevresel faktorlerden kaynaklandigi distintilmektedir.

Bizim calismamizda astim sikayeti ile Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Gogiis
Hastaliklar1 Anabilim Dalina bagvuran ve yapilan tetkikler sonucu astim olduklari saptanan 66
hasta grubu ile 74 kontrol grubu olmak iizere toplam 140 kiside G-206A ve G-1258A gen
polimorfizmleri incelendi.

iki grubun klinik parametreleri incelendiginde cinsiyet, bas ve burun sikayetleri, gogiis
sikayeti, ailede astim ve yas beklendigi gibi istatistiksel olarak anlamli fark bulunmugken
(p<0.05), G-206A polimorfizmi igin AA, GA ve GG allellerinin sikligi astimli hasta grubunda
sirastyla 3 (% 5), 6 (% 9) ve 57 (% 86) bulunmusken; kontrol grubunda sirasiyla 6 (% 8), 23
(% 31) ve 45 (% 60) bulunmustur. Ki-kare Testi degerlerine bakildiginda astimli hasta grubu
ile kontrol grubu arasinda G-206A polimorfizmi agisindan anlamli bir fark bulunmusgtur
(p<0.05).

Yine G-1258A polimorfizmi i¢in AA, GA ve GG allellerinin sikligi astimli hasta
grubunda strasiyla 10 (% 15), 25 (% 38) ve 31 (% 47) bulunmusken; kontrol grubunda
sirastyla 23 (% 31). 40 (% 54) ve 11 (% 15) bulunmustur. Ki-kare Testi degerlerine
bakildiginda astimhi hasta grubu ile kontrol grubu arasinda G-1258A polimorfizmi agisindan

anlamli bir fark bulunmustur (p<0.001).



SONUCLAR

(Calismaya alinan astimli hasta ve kontrol gruplarinin yas, cinsiyet, FVC, FEV, bas ve
burun sikayetleri, g6giis sikayeti klinik bulgular1 belirlendikten sonra calisma Biyofizik
Anabilim Dalinda baslatiimistir.

Bizim c¢alismamizda astim sikayeti ile Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Gogiis
Hastaliklari Ana Bilim Dalina bagvuran ve yapilan tetkikler sonucu astim olduklar1 saptanan
66 hasta grubu ile 74 kontrol grubunun G-206A ve G-1258A gen polimorfizmleri incelendi.

Bu polimorfizmlerden G-206A polimorfizmi i¢in AA, GA ve GG allellerinin sikligi
astimli hasta grubunda sirasiyla 3 (% 5), 6 (% 9) ve 57 (% 86) bulunmugsken; kontrol
grubunda sirasiyla 6 (% 8), 23 (% 31) ve 45 (% 60) bulunmugtur. Ki-kare Testi degerlerine
bakildiginda Astimli hasta grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunmustur
(p<0.05).

G-1258A polimorfizmi icin ise AA, GA ve GG allellerinin sikhigi astimli hasta
grubunda sirastyla 10 (% 15), 25 (% 38) ve 31 (% 47) bulunmusken; kontrol grubunda
sirastyla 23 (% 31), 40 (% 54) ve 11 (% 15) bulunmustur. Ki-kare Testi degerlerine
bakildiginda astimh hasta grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunmustur
(p<0.001).

Calisma sonucunda elde edilen bu degerler G-206A ve G-1258A gen
polimorfizmlerinin astim iizerinde etkili oldugu yoniinde bilgi vermektedir.

Bir¢ok galismada da goriildiigii gibi G-206A ve G-1258A polimorfizmlerinin astim
iizerindeki etkileri acisindan farkli sonuglar bulunmustur. Bu genetik caligmalardaki
cesitliligin etnik farkliliklardan veya hasta ve kontrol gruplari igin farkli segim kriterlerinin
olmasindan kaynaklanabilecegi diisiintilmektedir.

Sonug¢ olarak, SPINKS5 gen polimorfizmi astim ve astimin ciddiyeti ile
iliskilendirilmistir. Ancak ¢alismadaki kargit sonuglarin nedenleri tam olarak agik olmamakla
beraber calisma gruplarinin segildigi popiilasyonlar veya ozellikle astimin en 6nemli fenotipik

ozelligi olan bronsial havayolu duyarlibginin  tanimlanmasindaki  farkliliklardan
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kaynaklanabilecegi lizerinde durulmalidir. Ek olarak, saglikli poptiilasyonlara ait farkli alel
frekanslarinin da tespit edilmesinin 6nemli oldugu vurgulanmaktadir.

Ileride galismanin gelistirilmesi ve ¢alismaya devam edilmesi tasarlanmaktadir.
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OZET

Astim; mast hiicreleri, eozinofiller ve T-lenfositler gibi ¢ok sayida inflamatuar
hiicrenin rol oynadigi hava yollarinin kronik inflamatuar bir hastaligidir. Kronik enflamasyon,
hava yollarinda asiri duyarhiliga neden olarak ozellikle gece veya sabaha karsi gelisen,
tekrarlayici 6zellik gosteren Okstirtik, nefes almada zorlanma, gogiiste tikanma hissi ve hiriltili
solunum ataklari ile karsimiza ¢ikar. Bu ataklar yaygin olmakla birlikte kendiliginden veya
ilaglar ile diizelen geri doniisiimlii degisken hava yolu obstriiksiyonu ile seyreder.

Astim ve alerjik fenotipleri, 5q kromozomu ile iliskisi oldugu bilinen kompleks
genetik hastaliklardir. Bu bolgede pek ¢ok aday gen astim ve atopik dermatit ile
iliskilendirilmistir. 1L4, IL13, CD14, ADRB2, LTC4S bir¢ok toplumda astim fenotipi ile
iliskilendirilmis aday genlerdir. Serin proteaz inhibitor kazal-tip 5 (SPINKS) enzimi, substrat
baglama bolgelerinde bulunan peptid baglarini pargalamak amaciyla aktif serinleri kullanan
enzimleri inhibe eden serin proteaz inhibit6riinii kodlar. Yapilan genetik ¢aligmalar, 532
kromozomunda bulunan SPINKS astim, netherton sendromu ve atopik hastaliklarla iliskili
olabilecegini gostermektedir.

Yapilan ¢alismalar SPINKS’in Asn368Ser, Asp386Asn, Glu420Lys ve Glu825Asp
gen polimorfizmlerinin astim hastalarinda rolii olabilecegi anlagilmasiyla G-1258A ve G206A
polimorfizmlerinin bir rolii olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu ¢alismada Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Gogiis Hastaliklarina bagvuran erigkin
asttim hastalarinda SPINKS5 geninin G-206A ve G-1258A polimorfizmlerinin saglikh
kontrollere gore dagilimlarinin incelenmesi amaglanmustir.

Calisma 66 hasta ve 74 kontrol grubu igermektedir. G-206A ve G-1258A gen
polimorfizmleri polimeraz zincir reaksiyonu ve restriksiyon fragmant uzunluk polimorfizmi
yontemleri kullanilarak belirlenmistir.

Calismamizda G-206A ve G-1258A gen polimorfizmlerinin astim geligmesinde
genetik risk faktorlerinin istatistiksel olarak anlamli olduklari belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Astim, SPINKS5 geni, polimorfizm
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SUMMARY

Asthma is a chronic airway inflammatory illness in which a large number of
inflammatory cells such as mast cells, eosinophils and T-lymphocytes play significant roles.
Especially at night or in the early morning, chronic inflammatory causes significant
sensibility in airways and it has symptoms such as recurrent cough, laboured breathing,
thoracic occlusion, breathe noisily. These symptoms are common and progress in reversible
airway obstruction cured itself or by medicines.

Asthma and allergic phenotypes are known as complex genetic disease related with 5q
chromosome. In this area, many candidate genes are associated with asthma and atopic
dermatitis. In many societies IL4, IL13, CD14, ADRB2, LTC4S are candidate genes
associated with asthma phenotype. Serine inhibitor kazal-type 5 enzyme (SPINKS5) encodes
serine protease inhibitor which inhibits the enzymes using the active serine enzymes in order
to break up peptide bonds inside substrate bounding areas. Genetic studies showed that
SPINKS gene, found in 532 chromosome, may have relationship with asthma, netherton
syndrome and atopic diseases.

Studies show that Asn368Ser, Asp386Asn, Glu420Lys and Glu825Asp gene
polymorphisms of SPINKS gene may have roles in asthma disease. Thus, it can be considered
that G206A and G-1258A gene polymorphism may suggest a role in asthma disease.

In this study, it was aimed to inspect the distribution of G206A and G-1258A gene
polymorphisms of SPINKS5 gene in adult asthma patients who consulted to Trakya University
Faculty of Medicine Chest Diseases Department compared to healthy controls.

The study consists of 66 patients and 74 control groups. G-206A and G-1258A gene
polymorphisms have been identified by using the methods of polymerase chain reaction and
restriction fragment length polymorphism.

In our study, G-206A and G-1258A gene polymorphisms were found significant

genetic risk factors in asthma progression.

Key Words: Asthma, SPINKS gene, polymorphism
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