T.C.
CELAL BAYAR UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
Biyokimya Anabilim Dali

KRONIK OBSTRUKTIF AKCIGER HASTALIGI OLAN VE
SIGARA KULLANAN BIiREYLERDE MANNOZ BiNDING
LEKTiIN POLIMORFizMi, SERUM MANNOZ BiNDING LEKTIN
KONSANTRASYONU, CD4,CD8 ORANLARI VE TOLL LIKE
RESEPTOR -2 EKSPRESYONUNUN iNCELENMESI

UZMANLIK TEZi
Dr. Giirol Sahin ULUTAS

Tez Danigmani
Dog. Dr. Fatma TANELI

Manisa, 2009



ONSOz

Uzmanlik egitimim suresince bilgi ve deneyimlerini aktarirken verdikleri
emek, gosterdikleri sevgi ve anlayigsdan dolayi deg@erli hocalarim, Prof. Dr.
Zeki ARI, Dog. Dr. Ahmet VAR, Dog. Dr. Cevval ULMAN, Dog¢. Dr. Ece
ONUR’a, tez hocam ve danismanim Dog. Dr. Fatma TANEL/'ye,

Asistanligim boyunca ayni ortami paylastigim, birlikte c¢alismaktan
mutluluk duydugum ve her zaman en igeten desteklerini arkamda hissetigim
asistan arkadaslarim; Dr. Ozlem GUNAY, Dr. Metin DEMIR, Dr. Nesrin
OZLEN, Dr. Derya GULEC, Dr. Esat KILIC, Dr. Ferda Dogan BOZYIGiT, Dr.
Nurser ARIFOGLU, Dr. Mehmet CALKAN, Dr. Ferhunde PULULAR,
Dr.Soner ERDIN, Dr. Aysun BILGI, Dr. Sezen IRMAK ve Dr. Turgut
AKTASa,

Biyolog Gilay GULER’e ve tum klinik biyokimya laboratuari
¢alisanlarina,

Tezimin ornek toplanmasi asamasindaki katki ve desteklerinden
dolayl Gégus Hastaliklari Anabilim Dal’'ndan Uzm. Dr. Aylin Ozgen ve Dr.
Cemile Cetinkaya’ ya,

Yasantimin her aninda sevgi ve destekleriyle yanimda olan anneme,
babama ve kardesime,

Gosterdigi kararli destek ile uzmanlik sinavni kazanmama neden olan
ve asistanligim boyunca Ozveri, sabir ve sevgisi ile bu gunlere gelmemdeki
en onemli etken sevgili esim Mlunevver'e ve canim oglum Onat’a, birlikte
gegirecekken ndbetlerde ve ders galisirken gegen zamana dedmis olmasi
dilegi ile...

En icten tesekkir ve sukranlarimi sunarim.

Dr.Giirol Sahin ULUTAS
izmir, 2009



KISALTMALAR
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.GIRIS VE AMAC

Kronik obstruktif akciger hastaligi (KOAH) tim dinyada o6nemli
mortalite ve morbidite nedenidir. KOAH’ta baglica risk faktorl sigara icimidir.
Sigara hava yolunda epitelyum ylzeyinde oksidan hasara yol agarak
inflamasyonu basglatir. inflamasyonda rolli olan baslica hiicreler makrofajlar,
T lenfositleri ve notrofillerdir. Son yillarda KOAH’ta hava yollari, alveoller ve
pulmoner damarlarda artmis sayida CD8+ T hicre oldugu gdsterilmis ve bu
hlcrelerin akciger fonksiyonunun azalmasiyla da iligkisi saptanmistir. Siddetli
KOAHta CD4+ T hucreleri de artmaktadir. Sigara i¢imi periferik kanda T
lenfosit subtiplerini degistirmektedir.

Dogal bagisiklikta anahtar rol oynayan ve bir akut faz reaktani olan
Mannose  binding lectin (MBL)  karacigerde  sentezlenir ve
mikroorganizmalarin ~ yuzeyindeki mannoz iceren  glikokonjugatlara
baglanarak kompleman sistemini aktive eder. MBL iligkili kompleman yolagi
daha Once romatizmal kalp hastaliginda, kronik bobrek yetmezliginde,
diyabetik nefropatide ve astimli hastalarda incelenmistir. Ayrica MBL
baglandid bakteriyi opsonize ederek fagositozuna yol agar. MBL genindeki
(MBL2) tek nukleotid polimorfizminin fonksiyonel etkisinin serum MBL
seviyesi oldugu bilinmektedir. Dusik serum MBL duzeylerinin gocuklarda
solunum yollari enfeksiyonlari frekansinda artisa ve pndmoniye neden
oldugu, yetiskinlerde de SLE ve invaziv pindémokokal hastalik riski ile ilikili
oldugu goézlenmistir.

Toll-like reseptorler (TLR) birgok patojene karsi dogal immun cevabin
olugsmasini saglarlar. TLR, “patojen iligkili molekuler patternler” (Pathogen
Associated Molecular Patterns: PAMP) ile baglandidinda, intrasitoplazmik

domaini araciligi ile bir dizi sinyal iletim yoladi aktive olarak antimikrobiyal



protein ve inflamatuvar sitokinler sentezlenir. KOAH'lI hastalarda ve sigara
icenlerde TLR-2 ekspresyonun azaldigi ileri siralmektedir.

Calismamizda KOAH hastalarinda ve/veya sigara kullanan bireylerde,
MBL polimorfizmi, serum MBL konsantrasyonu, serum CD4+ ve CD8+T
hidcre oranlari ile CD4/CD8 orani ve monositlerdeki TLR-2 ekspresyonu
parametreleri incelenerek, bu parametrelerin hastalara klinikte uygulanan
solunum fonksiyon testleriyle karsilastirilarak ve saglikli kontrol grubu ile de
kiyaslanarak KOAH hastalarinda ve sigara i¢gen bireylerde bu parametrelerin
akciger patolojisinin  klinik  bir belirteci olarak olasi  kullaniminin

degerlendiriimesi amaglanmistir.



Il. GENEL BIiLGILER

I.1.Kronik Obstruktif Akciger Hastaligi

I1.1.1.Tanim

KOAH tam olarak geri donustu olmayan hava akimi sinirlanmasi ile
karakterize klinik bir durumdur. Yerlesik hava akimi sinirlanmasi, genellikle
ilerleyicidir ve akcigerlerde zararli partiklllere ve gazlara kargi gelisen
anormal inflamatuar yanit ile iligkilidir. KOAH’ta kronik hava akimi
sinirlanmasinin nedeni akcigerde olusan inflamasyonun yol actigi parankim
harabiyeti (amfizem) ve klglUk hava yollarinda baslica inflamasyon ve
fibrozisin (obstriktif brongiyolit veya kiguk hava yolu hastaligi) yol acgtigi
obstriksiyondur. Amfizem ve bronsiyolitin hava akimi obstriksiyonuna

katkisi ve derecesi kisiden kisiye goreceli olarak farklilik gostermektedir (1).

1.1.2. Epidemiyoloji

KOAH tim dlnya ulkelerinde 6nemli mortalite ve morbidite neden olan
bir hastaliktir. Dinya Saglik Orgiti (DSO)'niin 2004 yilinda giincellenmig
2002 raporuna goére KOAH 2001 yilinda dinya genelinde 6nde gelen olim
nedenleri icinde besinci sirada yer almaktadir (2). Amerika Birlegsik
Devletlerinde 1988-1994 yillari arasinda yuratilen olduk¢a kapsamli ulusal
bir arastirma olan NHANES Il arastirmasinda 25-75 yas arasindaki kisilerde
KOAH prevalansi %16 olarak saptanmistir (3). Tdrkiye’de 1976 yilinda
Etimesgut bolgesinde yapilan bir galismada, 40 yas Uustindeki KOAH



prevalansinin %13,6 oldugu (erkeklerde %20,1 kadinlarda %8,2) bildirilmigtir
(4).

2003-2004 vyillari arasinda Adana ilinde yapilan BOLD c¢alismasinda
KOAH prevalansi 40 yas Ustinde %19,2 (erkeklerde %29,3, kadinlarda
%9,9) olarak bulunmustur (5).

2000 yilinda Saglik Bakanh@ ve Dinya Saglik Orgutinin birlikte
yuruttiga Ulusal Hastalik YUkid ve Maliyet Etkililik Calismasinda KOAH

Tarkiye’de 3. 6lum nedeni olarak bulunmustur (6).

11.1.3. KOAH’da risk faktorleri

KOAH’ta baslica risk faktdru sigara i¢imidir. Ancak sigara igimi tek risk
faktort dedgildir. Organik ve inorganik tozlar, hava Kkirliligi, akciger
enfeksiyonlari, akcigerlerin gelisimine ait bozukluklar, alfal-antitripsin
eksikligi gibi genetik faktorler diger onemili risk faktorleridir (1).

KOAH patogenezinde en iyi incelenmis baslica genetik risk faktord;
dolagsimdaki major serin proteaz inhibitori olan alfa -1 antitiripsinin kalitsal
eksikligidir (7).

Sigara igen bireylerde yuksek oranda solunum bulgulari ve akciger
fonksiyon bozukluklari gbzlenmektedir. Sigara icen Kkigilerin sigara
icmeyenlere gore daha yuUksek yillik, 1. saniye zorlu ekspiratuar hacim
(FEV4) dusus oranina ve KOAH mortalitesine sahip oldugu bilinmektedir (1).
Sigara igen kigilerin tumunde KOAH gelismemesi ise kalitsal faktorlerin de
bireysel riskleri degistirdigini bize dusundurtmektedir (8). Gelismis Ulkelerde
yapilan galismalar gostermigstir ki giniumuzde KOAH prevalansi kadinlar ve
erkeklerde hemen hemen esittir bu durum olasilikla, yillar iginde sigara
iciminin cinsiyet ayrimi gézetmemesi yonunde degisen paterninin klinige
yansimasidir (3,9). KOAH gelisme riski ile sosyoekonomik dizey arasinda
ters orantil bir iligki olduguna dair bulgular da mevcuttur (10).

Cocukluk ¢aginda sik ve siddetli gecirilen solunum yolu enfeksiyonlari,
akciger solunum fonksiyon parametrelerinde azalmaya ve yetiskin ¢agda

solunumsal semptomlara neden olabilir (1). Ozellikle respiratuvar sinsitiyal



virls ve adenovirtsun, yetiskin donemde kronik solunumsal semptomlara ve

akciger fonksiyonlarinda anormalliklere neden oldugu gosterilmigtir (11).

11.1.4. Patoloji

KOAH’taki karakteristik patolojik degisiklikler proksimal havayollarinda,
perferik hava yollarinda, akciger parankiminde ve damarlarinda meydana
gelmektedir (12).

Patolojik degisiklikler akcigerin degdisik bdlumlerindeki spesifik
inflalamatuar hucrelerdeki artis ile karakterize kronik inflamasyonu ve bu
inflamasyon ile birlikte tekrarlayan yikim ve onarim sonucu olusan yapisal
degisikleri icerir. KOAH hastalarinin solunum yollarindaki inflamasyon; sigara
dumani gibi kronik irritanlara, solunum yollarinin normal inflamatuar yanitinin
asiri artisindan olusuyor gibi gérinmektedir. Bu artisin mekanizmasi henlz
tam olarak anlagiimamigtir (1).

Bazi kisilerde sigara igicisi olmadigi halde KOAH gelismektedir, bu
hastalardaki inflamatuar yanitin dogasi bilinmemektedir (13). Akcigerdeki
inflamasyon, oksidatif stres ve akcigerdeki proteinaz artigi ile birlikte daha da
artmaktadir. Bu mekanizmalar KOAH’taki karakteristik patolojik degisikliklere
onculik etmektedir. inflamasyonun ve periferik hava yollarinin daralmasinin
en dnemli sonucu FEVde meydana gelen azalma iken, azalan gaz transferi
amfizemin parankimal yikiminin sonucu ortaya ¢cikmaktadir (1).

FEV4 ve 1. saniye zorlu ekspiratuar hacminin, zorlu vital kapasiteye
(FVC) (FEV4/FVC) oraninda gorulen azalma ve muhtemelen KOAH'In
karakteristigi olan FEVideki hizli dusus; akcigerlerdeki inflamasyonun,

fibrozisin ve kiiglk hava yollarindaki eksudanin yogunlugu ile iligkilidir (14).
1.1.5. Klinik o6zellikler ve tani
KOAH’In karakteristik bulgulari kronik ve ilerleyici dispne, oksuruk ve

balgam c¢ikarmaktir. Hastalarda hava akimi sinirlamasi gelismesinden dnce

uzun yillar boyunca kronik 6ksurik ve balgam Uretimi gorulebilmektedir. Bu



durum sigara icenler ve KOAH icin riskli olan diger bireylerde hastaligin
henlz buyuk saglik problemleri olusturmadan taninmasi igin benzersiz bir
firsat yaratmaktadir. Tum bu bulgularin aksine KOAH, belirgin hava akimi
sinirlamasi, kronik 6ksurik ve balgam Uretimi olmadan da gelisebilmektedir
(1).

Hastalik tanisinda semptomlar ve/veya risk faktorlerinin varligi dnemli
olmakla beraber taninin spirometri ile dogrulanmasi gerekmektedir. Ayrica
spirometri ile hastaligin siddeti, seyri ve prognozu hakkinda bilgi
edinilebilmektedir. Spirometri tani igin gereklidir ve ayni zamanda KOAH’taki
patolojik degisikliklerin siddetinin tanimlanmasinda yarar saglamaktadir.
Hastaligin siddeti basit sipirometrik siniflandirmayla (Global Initiative for
Chronic Obstructive Lung Disease) GOLD evrelemesine gore dort dereceye
ayrilir (Tablo1). Siniflandirma igin evrelere 6zel spirometrik esik degerleri
kullanilir (post-bronkodilatér FEV1/FVC orani < 0.70 ya da FEV1 < % 80, 50,
yada 30) (1).

Tablo 1: KOAH’ ta spirometrik GOLD siniflandirmasi (1).

FEV4/FVC <0.70

|. Derece: HAFIF FEV = % 80 Gzeri

FEV4/FVC <0.70

Il. Derece: ORTA 50% < FEV; < %80 aras|

FEV4/FVC <0.70

Il Derece: AGIR 30% < FEV; < % 50 aras|

FEV4/FVC <0.70

IV. Derece: COK AGIR FEV, < %30




Randomize yapilan bir ¢alismada post-bronkodilatér FEV/FVC'nin,
batin yas gruplarinda 0,70°i astigi bulunmustur (15). Bronkodilator testi
sonrasi FEV4/FVC < 0,7 olmasi, tam olarak geri donuglu olmayan hava akimi
kisittanmasinin varligini gostererek KOAH tanisini koydurur. KOAH'In giddeti
post-bronkodilator (pb) %FEV, dizeyine gore hafif (%80 tzeri), orta (%50-80
arast), agir (%30-50 arasi) ve ¢ok agir (%30 altinda) olarak
siniflandinimaktadir.

KOAHta semptomlarin akut alevlenmesine sik rastlaniimaktadir.
Alevlenmeler, semptom artisindan, solunum yetmezligi ve 6lime kadar
degisen farkh agirlik derecelerinde seyretmekte olup, KOAH’ta morbidite,

mortalite ve progresyonun énemli nedenidir (16).

I.2.MBL

MBL hem kollajen bdlgeleri, hem de lektin alanlar iceren ve
kollektinler adi verilen protein ailesinin bir Uyesidir. MBL’nin protein yapisi
oldukca iyi arastinimistir (17). Diger ©nde gelen kollektinler yapisal
karakteristikleri MBL’ ye benzeyen surfaktan protein A ve surfaktan protein D’
dir. Surfaktan protein A ve slrfaktan protein D’ baskin olarak akcigerlerde ve
diger mukozal yuzeylerde bulunur. (18).

MBL hepatositler tarafindan sentezlenen, karbonhidrat baglayan bir
proteindir. Patojenlerin hlcre duvarlarindaki tekrarlayan mannozlara veya
diger oligosakkaridlere baglanir (19-20). Mikroorganizmalara baglanan MBL
multimerlerinde konformasyonal dedgisiklikler meydana gelir (21). Ayni
zamanda MBL bir akut faz reaktanidir (21-22) ve inflamatuar stimulusla
uretimi artar (22). Yapilan bir ¢calismada saglikli bireylerde ortalama serum
MBL konsantrasyonu 800-1000 ng/ml dizeyinde bulunmustur (23).

MBL proteini birbirinin aynisi polipeptit zincirlerinden olusmus 32 kD
agirliginda bir multimerdir. Her zincir MBL-2 geninin farkli exonlari tarafindan

kodlanan dort ayri bolge icerir (Sekil 1 ve 2) (17).
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Sekil 1: Insan MBL 2 geni ve kodladidi proteinin yapisi (17).

Her zincirin kalsiyum-bagl “karbonhidrat tanima alani” (carbohydrate
recognition domain: CRD) igeren C-terminal bdlgesi, kisa bir a helikal
hidrofobik boyun boélgesi, kollajen bolgesi ve sisteinden zengin N-terminal
bolgesi bulunur (24). Uc polipeptid zinciri kollajen bélgesinde, hidrofobik
etkilesimler ve sisteinden zengin N-terminal bolgesindeki zincir ici disulfit
baglari tarafindan stabilize edilen Ggla bir heliks olusturur(17).

Serumda MBL dimerden heksamere kadar degisen sayilarda
oligomerlerden olusur. Proteinin mikroorganizmalara etkili olarak baglanma
ve komplemani aktive etme yetenegi tetramer ve daha ylksek sayida

oligomer varligina bagli gérinmektedir (sekil 2)(17).



Sekil 2: Tetramer formundaki insan MBL’si. Yapisal subunitler N-terminal

bolgesinde disllfit baglari ile c¢apraz badlar olusturmustur. MASP-2
molekullerinin her birinin kollajen bdlgesindeki mentese noktasi yakinina

baglandigi dugunulmektedir (17).

Her biri CRD, bir kalsiyum iyonunu baglar, bu durum mannoz, N asetil
D glukozamin, N asetil mannozamin, fukoz ve glikoz gibi spesifik sekerlerin,
3- ve 4- hidroksil gruplari ile koordinasyon bagi olugturmasina imkan verir
(25-27). Her yapisal subunitedeki U¢ CRD, birbirlerinden 45 A°lik sabit bir
aralik ile ayrnlir (27). Yapisal subUnitelerin kimeler halinde toplanmasi
MBL’nin mikrobiyal yuzeylerdeki tekrarlayan seker gruplarina baglanmasina
izin veren duz bir platform saglar.

MBL, dogustan olan bagisik sisteminin onemli bir 6rnek-tanima
molekiludir. Oncelikle, organizmanin kendine ait olanla, olmayani

ayirmasini saglamak icin, mikroorganizmalarin ylzeyindeki 06zel seker



gruplarini tanir ve baglanir. Ayni zamanda fosfolipitler, nikleik asitler ve
glikolize olmayan proteinlere de baglanabilir (28). MBL’nin, bakteriler,
virsler, mantarlar ve tek hucreli canlilarin olusturdugu genis bir alanda
secicilik gostermeden rastgele baglandigi gosterilmistir(17).

MBL’nin konak savunmasinda bir rolu bulundugu ve komplemanin
klasik yolunu aktive edebildidi ilk kez 1987'de Ikeda ve arkadaslari tarafindan
dile getirilmigtir (29). GUnimuzde MBL’nin komplemani antikordan ve C1’den
bagimsiz bir bicimde, ¢ogunlukla “MBL yolu” diye adlandirilan degigik bir
uclncu yol ile aktif hale getirdigi anlasiimigtir (Sekil 3). Bu fonksiyonel aktvite,
aslinda MBL'nin dolagimda bir gurup “MBL-ilgili serin proteaz” (MBL-
associated serine proteases: MASP) ile iliskide oldugunu yansitmaktadir(17).

1992'de, Matsushita ve Fujita serumda, klasik yol aktivasyonu ile iligkili
ve C3 konvertaz (C4bC2a) olusturdugu dusinilen yeni bir kompleman
enziminin varhgini gdstermistir (24). Daha sonra bu duruma MASP-2’nin
aracilik ettigi bulunmustur (30). Gunimuzde orijinal enzimin MASP-1 oldugu
ve C3’U dogrudan aktif hale getirebildigi bilinmektedir. Sonradan, sMAP ya da
Map19 olarak adlandirilan, MASP-2'in kiigik ve ayri olarak sentezlenen bir
parcas! daha belirlenmigstir (31,32), ayrica fonksiyonu bilinmeyen Gguncu bir
MASP (MASP-3) tanimlanmistir (33).

1968'de, Miller ve arkadaslari yinelenen agir enfeksiyonlari, gelisme
geriligi ve ishali olan bir gocukta, plazmada fagositozla ilgili bir kusur
oldugunu bildirmiglerdir (34). Ekmek mayasi ile yapilan invitro galigmalar
gocugun plazmasinda bir opsonizasyon yetersizligi oldugunu gdstermistir.
1981’deki caligmalar serumda maya ylUzeylerinde daha az C3b biriktigini
gOstererek opsonizasyon eksikliginin kompleman sisteminden
kaynaklandigini ortaya c¢ikarmistir (35). Ancak 1989’da opsonik defektin
disUk mannose-binding protein duzeyleri ile iliskisi bulunmus (36) ve ayni yil
MBL geni kesfedilmistir (37,38).
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Sekil 3: Komplemanin aktivasyon yollari ve MBL’'nin komplemani lektin yolu
ile aktivasyonu (17).

MBL, 10. kromozomdaki MBL2 geni tarafindan kodlanmaktadir (21).
MBL geni “kromozom 10911.2—21" bdlgesinde olup ve 4 ekzonu mevcuttur
(39). Exon-1, sinyali peptidi, sisteinden zengin N-terminal bdlgesini ve
glisinden zengin kollajen bdlgesinin bir kismini kodlamaktadir. Exon-2,
kollajen bdlgesinin kalan kismini kodlarken, Exon-3 “boyun” bolgesi olarak

bilinen kivrimli helical yapiyi kodlar. Exon-4 ise kuresel bigimli CRD' yi kodlar.
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MBL geninin “promoter” bolgesi, MBL proteinin kopyalanmasini etkileyen
birtakim duzenleyici 6deleri icermektedir (17) (Sekil 1).

Serum MBL konsantrasyonunu etkileyen 5 adet tek nukleotid
polimorfizmi mevcuttur (40). MBL geninde exon 1 bdlgesinde 52, 54 ve 57.
kodonlarda meydana gelen ve sirasiyla D, B ve C varyantlari olarak
adlandirilan nokta mutasyonlarin disik MBL dizeylerine neden oldugu
bilinmektedir (41). Bu mutasyonlar, amino asit yer degistirmelerine neden
olarak proteinin normal yapisinin bozulmasina ve bunun sonucunda da
MBL’de enzimatik bozunma ve fonksiyonel eksiklige yol acarlar (42).

Varyant alleler nedeniyle, serum MBL duzeyleri dismektedir. Normal
allel A olarak isimlendirilir. Kodon 54’de glisinle aspartik asidin yer
degistirmesi sonucu meydana gelen varyant allel B; Kodon 57°de glutamik
asidin glisinle yer degistirmesi sonucu meydana gelen varyant allel C, Kodon
52'deki arjininle sisteinin yer degistirmesi sonucu meydana gelen varyant
allel D olarak isimlendirilmektedir (43,44).

MBL-2 geninin “promoter” bolgesindeki —221 ve —550 pozisyonundaki
varyantlarin serum MBL konsantrasyonuna 6nemli bir etkisi vardir. Y ve H
genotipleri yuksek MBL aktivitesi gosterirken ve X ve L genotipleri dusuk
MBL aktivitesi gosterir (41). HY, LY ve LX haplotiplerinin sirasiyla yuksek,
orta ve dusik plazma MBL duzeyleri ile iligkili oldugu bulunmustur (44).

I.3.TLR

TLR ailesi bakteriler, virUsler, mantarlar ve tek hucreli canlilari
kapsayan patojenlerin molekuler paternlerini taniyan reseptorlerin blyuk bir
sinifini olusturmaktadir (45).

Memelilerde patojenik enfeksiyonlara karsi koruyucu bagisiklik,
dogustan olan ve kazaniimis bagisiklik olarak ikiye bolinmustir. Dogustan
olan bagisik yanit, ev sahibinde bir ilk savunma engeli olarak gelismistir ve
nonspesifik bagisik yanittir; gorevi acil olarak istilacilari hizlica yok etmek

veya sinirlamaktir (46).
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Kazanilmig bagisiklik; T (Hucresel) ve B (Humoral) hucrelerinin
aracilik ettigi bagisik yanitlari kapsayan bir ikinci hat savunmasidir. Bu
bagisiklik spesifiktir, sadece patojenleri hedefler ve tekrar enfeksiyonlarina
karsi uzun bir bagisiklik hafizasina sahiptir.

Antijenik uyarim sonrasi T hdcreleri; antijen affinitesine, immun
sinapstaki co-sitimilasyona ve ortamdaki sitokine bagli olarak T helper tip 1
(Th1), T helper tip 2 (Th2) ya da diuzenleyici T hucrelerine farklilagir. Th1
hdcreleri, hem intraselller enfeksiyonlari kontrol ederler, hem de inflamatuar
hastaliklarla da iligkilidiler. Th2 hucreleri ise extraselller parazit
enfeksiyonlarina kargi ev sahibini korurken ayni zamanda alerjik yanitlar igin
de sorumludurlar (47-48).

Bir patojenin dogustan ve kazanilmis bagisik yaniti nasil tetikledigi ve
T hdcre farklilagsmasini ve fonksiyonunu neyin belirledigi her zaman
immunologlar igin ilgi odagdi olmustur TLR’in tanimlanmasi bu alana yeni
cevaplar getirmistir (46). interldkin 1 (IL-1) reseptérler siiper ailesine ait
proteinlerin bir grubu olan insan TLR’leri, tip 1 transmebran proteinidir ve
yapisl; bir extraselller I16sin-zengin tekrar alani (leucine-rich repeat: LRR) ve
bir intraselller karboksi-terminal Toll/IL-1 reseptor (TIR) alani ile
karakterizedir (49-50) (Sekil 4).
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N — terminal bdlge

&= LRR (I6sin-zengin tekrar alar)

Ekstraseldiler

intraselliler

TIR (Toll/IL-1) reseptor alani
=

C - terminal bolge

Sekil 4: insan TLR’ sinin yapisi (50).

Toll ilk olarak, Drosophila'da meyve sineklerinde fungal infeksiyona
kargi konak savunmasinin pargasi olarak tanimlanmistir (51). Simdiye kadar
insanlarda en azindan 11 tane TLR kesfedilmis (Tablo 2) ve bunlar dogustan
olan bagisik yanitin major baslaticisi olarak ayrintili olarak incelenmigtir (52-
53). Bununla birlikte TLR’nin dogrudan veya dolayl olarak 6zellikle T hucre
fonksiyonlari araciligi ile kazanilmig bagisik yanitini da uyardidi1 gosterilmigtir
(54).
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TLR LIGAND

Soluble factors of Neisseria meningitidis cell wall

Triacylated lipopeptides (G+, G— bacteria), 19 kDa lipoprotein
TLR1 (mycobacteria)

Lipoarabinomannan (mycobacterial cell wall)

Outer-surface protein — OspA (Borrelia burgdorferi)

Peptidoglycan, lipoteichoic acids (G+ bacteria)
Phenol-soluble modulin (Staphylococcus epidermidis)

Di- and triacylated lipopeptides, lipoproteins (many pathogens)
Outer-membrane porins (N. gonorrhoeae, H. pylori)
Outer-surface protein — OspA (Borrelia burgdorferi)
Lipoarabinomannan (mycobacterial cell wall glycolipid)
Zymosan (yeast)

Protozoan cell membrane glycolipids (Trypanosoma cruzi)
Wild-type H protein (measles virus)

HSV-1, CMV envelope proteins

Atypical LSP (L. interrogans, P. gingivalis)

Host HSP70

TLR2

Viral and host double-stranded RNA (dsRNA)

TLR3 Polyinosinic-polycytidylic acid (poly(l:C))

Lipopolysaccharide (LPS) — G- bacteria

Fusion protein of RSV (respiratory syncytial virus)
Murine mammary tumour virus (MMTV)

Moloney murine leukaemia virus (MMLV)

Taxol (plant antitumour agent)

TLR4 Extravascular fibrinogen/fibrin (host)
Oligosaccharide fragments of hyaluronan (host)
Extra domain A of fibronectin (host)

Polysaccharide fragments of heparan sulphate (host)
Heat-shock protein 60 — HSP60 (host, Ch. pneumoniae)
Heat-shock protein 70 — HSP70 (host)

TLRS Flagellin

Diacylated lipopeptides (Mycoplasma fermentans)
TLR6
Zymosan (yeast)

TLR7 Imidazoquinolines (imiquimod, resiquimod, loxoribine, bropirimine)

Viral single-stranded RNA (ssRNA) (influenza virus, vesicular
TLR8 stomatitis virus)
Guanosine and uridine-rich ssSRNA oligonucleotides (HIV-1)

TLRY Unmethylated CpG oligodeoxynucleotides (bacteria)
Viral genomic DNA (HSV-2)

TLR10 777

TLR11 Uropathogenic bacteria. Toxoplasma gondii

Tablo 2: TLR’ ler ve ligandlari (50).

15



Dogal bagisikhdin hicreleri gram negatif bakterilerin lipopolisakkarit
kisimlari gibi mikrobiyal komponentler tarafindan aktive edilen makrofajlar ve
dendritik hdcrelerden olusur (55). Dogustan olan bagisikligin aktif hale
gelmesi, antijene spesifik kazaniimig bagisikligin gelismesinde 6nemli bir
adimdir (55). Dogustan olan bagisik sistemde patojenlere ilk yanit,
organizmalarin genis bir kesiminde bulunan ve PAMP’lari baglayan “pattern
taniyici reseptorler” (Pattern Recognition Receptors: PRR) tarafindan
baslatiimaktadir (55). Genis bir ¢esitlik ve karmasik varyasyonlar gosteren
PAMP’lari blyuk bir segicilikle tantyan TLR’ler PRR’lerin en dnemli ailesini
olusturmaktadir (55).

Kromozomal yerlesmesi, genomik yapisi ve amino asit siralamasi
temel alinarak, insan TLR’leri bes gruba ayrilabilir: TLR2, TLR3, TLR4, TLR5,
ve TLR9 (50). TLR2 grubu; TLR1, TLR2, TLR6 ve TLR10’nu igerir, TLR9
grubu ise TLR7, TLR8 ve TLR9dan olugmaktadir. TLR3, TLR4, ve TLRS
gruplari ise sadece birer Uyeden olusmaktadir (50).

Uzerinde en ¢ok calisilan TLR’den birisi olan TLR2 gram-pozitif
bakterilerden kaynaklanan lipoprotenler, lipopeptipler, peptidoglikanlar ve
lipoteikoik asidi iceren PAMP’leri tanir (55). TLR2 ayni zamanda
mikobakteriden kaynaklanan lipoarabinomannani (56), Staphylococcus’tan
kaynaklanan fenol-soluble modulin’ni (57), fungus’tan kaynaklanan zymosan’i
(58) ve Trypanosoma cruzi'den kaynaklanan glikozilfosfatidilinositol’'u (59)
tanir. Funguslarin taninmasi; aktivasyonu [(-glukan ligandlar tarafindan
arttinlan lektin reseptor ailesinin Gyeleriyle TLR2'nin igbirligini gerektirebilir
(60). Sasirtici sekilde, TLR2 ekspresyonu ve aktivitesinin, timoér nekrozis
faktor-a (TNF-a) ve glukokortikoidler gibi pro- ve anti-inflamatuar molekdllerin
isbirligi ile duzenlendigi gosterilmistir (61). TLR, PAMP ile baglandiginda,
intrasitoplazmik domaini araciligi ile bir dizi sinyal iletim yolad: aktive
olmaktadir. Bunun sonucu olarak antimikrobiyal protein ve inflamatuvar
sitokinler sentezlenmektedir. Dendritik hicrelerin maturasyonu ve antijen
sunum kapasitesindeki artisla da dogal bagisik yanit, kazaniimis bagisik

yaniti uyarmaktadir (62).
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Enfeksiyonlari dnlemek icin dogal bagisik yanit, TLR'ler ve antijen
sunumu araciligi ile kazanilmis bagigiklik surecini aktive eder (55). TLRler ile
patojenleri taniyip fagosite eden dendritik hicreler ve makrofajlar; sitokin
salgilayip ve major histokompatibilite kompleks (MHC) araciligiyla da antijen
sunmaktadir (55). T hucreleri kazanilmig bagisik yanitin dizenlenmesinde
sitokinler ve antijen sunumu araciligi ile aktive olur ve Th1 ya da Th2
hacrelerine faklilagmaktadir (55) (Sekil 5).

Virls,Bakteri ve Fungus

o1
\\ fagositoz
TLR

Dendritik Hlicre

inflamatuar
Sitokinler

Antijen Sunumu

Dogal Bagisikhk |.~ Kazanilmig Bagisiklik

Sekil 5: TLR’nin dogal ve kazaniimis bagisik yanittaki rolu (55).
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1.4.CD4 —-CD-8

Kazanilmis bagisikligin primer kan hicreleri T ve B lenfositleridir. T ve
B hucreleri yuzeylerindeki antijen-spesifik reseptorleri sayesinde hedef
antijenleri igin benzersiz 6zgullik saglarlar (63). T hucrelerinin antijenik
peptidleri tanimalari igin, bu peptidlerin hicre yuzey proteinleri MHC sinif |
veya sinif Il kapsaminda sunulmalidir (64).

T lenfositleri periferik kandaki lenfositlerin ¢cogunlugunu olusturur ve
yuzeylerindeki T hucre reseptor (T cell receptor: TCR) molekilleriyle
kolaylikla taninirlar (63). ap TCR molekulleri MHC sinif | veya sinif Il
proteinleri kapsaminda sunulan antijenlere 6zgu peptidleri tanir. T hlcreleri
yuzeyindeki af TCR molekulleri ile kendi i¢lerinde CD4+ T hucreleri ve CD8+
T hacrelerini iceren degisik alt gruplara ayrilir. CD4+ T hacreleri hicresel ve
humoral bagisik yanitin duzenlenmesinde aktif rol oynar. Diger grup olan
CD8+ T hucreleri intraselller patojenlerle enfekte hicrelere kargi sitotoksik
etkilidir (63).

Kazanilmig bagisiklikta en az iki tip ‘memory T hucresi aktiftir.
Bunlardan ‘effector memory’ hicreleri kisa dmurltidurler ve agresif bigimde
hedef dokuya go6¢ ederek patojeni yok ederler. Adina ‘central memory’
hicreler denen diger alt grup T hucreleri immunolojik hafizada goérevlidir ve
patojenlerin girebildigi cevrelere gé¢gme paternlerine sahiptirler (65).

T hdcreleri henuz timustayken CD4 ya da CD8 hicre ylzey markiri
eksprese eden T hiicre alt guruplarina ayrilir. ilk énce fenotipik olarak
tanimlanan bu hicre guruplarinin fonksiyonlari daha sonra anlagiimistir.
Baslangigta bu T hicreleri ‘helper’ (CD4) hucreler ve ‘supresor (CD8)
hicreler olarak duastnudlirken daha sonra CD8 hicreleri ‘sitotoksik’ T
hicreleri olarak tanimlanmigtir (66).

CD4+ ve CD8+ molekdlleri, T hucreleri ve antijen sunan hucreler
(antigens presenting cells: APC) arasindaki etkilesimde koreseptorler olarak
hizmet eder. Ylzeylerinde CD4+ molekulleri tagiyan T hlcreleri yuzeylerinde
sinif Il molekulleri tagsiyan APC’lere baglanir ve T hucresi ile APC'nin

arasindaki etkilesimi stabilize etme gorevini gorur. CD8+ molekulleri de sinif |

18



molekulleri tasiyan APC’lere baglanir ve CD8 T hucresi ile APC'nin
arasindaki etkilesimi stabilize etme gorevini Ustlenir (63).

Nativ CD4'+ veya CD8+ T hucreleri, APC tarafindan aktif hale
getirildigi zaman, degisik fonksiyonlara sahip farkl alt kimelere farklilasmaya
maruz kalirlar (68). CD4+ T hucrelerinin sitokin salgilayan APC’ler tarafindan
olusturulan baslica iki alt kimesi vardir:Th1 ve Th2 (63).

Th1 hicreleri APC’nin IL-2 salgilamasiyla olugur. T hlcreleri, yuksek
dizeyde interferon-y (IFN-y) ve IL-2 Ureten “efektdr” hucrelerine farkhlasir.
Th1, makrofajlari ve sitotoksik T hucrelerini aktif hale getirmekte etkin olan
sitokinler INF-y ve TNF-B’y1 Ureterek hucresel bagisiklik sistemine destek
olur (68).

Buna karsin nativ CD4+ T hacreleri IL-4 salinimini stimile eden
dendritik htcreler (DC) tarafindan aktive edilerek Th2 olarak adlandirilan
‘efektor” T hacrelerine farklilagir. Th2 hicrelerinin  aktivasyonu humoral
bagisik yanitin gelismesini destekler (68). Th2 lenfositleri B lenfositlerinin
antikor Ureten formuna farklilasmasina ve aktive olarak antikor Gretmesine
etkileri olan IL-4, IL-5, IL-9 ve IL-13 ‘U sekrete ederler (63).

CD4+ T hucrelerinin bagka bir ailesi olan ve “Treg” diye adlandirilan
hicrelerin diger T lenfositlerin yanitlarint baskiladigi yakin zamanda

gosterilmigtir (69).
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lll.1. Arag ve Geregler

Santrifiij

Otomatik pipetler
Derin dondurucu
Derin dondurucu
Vorteks

Benmari:

Elisa okuyucu
Flow Sitometri
RT-PCR

lll.2. Yontem

lll. GEREG VE YONTEM

Hettich Rotina 35 R / Sogutmali (Germany)
Hettich mikro 200 / Sogutmali (Germany)
Socorex Acura 825 (Switzerland)

Nuaire Ultralow Freezer (-80°C)

Vestel Lotus 465 HGE A (-20°C)(Turkiye)
Yellowline (USA)

Nive BM 402 (0-99°C) (Turkiye)

Biotek ELx800 (Biotek Instruments.USA)
Cytomics FC 500 (Beckman Coulter, USA)
LightCycler 1.5 (Roche, Switzerland)

1.2.1. Galigma Gruplarinin Olugturulmasi

Grup 1: KOAH tanisi almig sigara igmeyen hastalar

Grup 2: KOAH tanisi almig aktif sigara igenler

Grup 3: Sigara i¢cen solunum fonksiyon testi normal olan saglikli

gonulll bireyler

Grup 4: Kontrol Grubu, sigara igmeyen tamamen saglikhi gonull

bireyler, calisma gruplarimizi olusturmustur



1l.2.2. Caligma Duzeni

Bu galisma, Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim
Dali ve Gogus Hastaliklari Anabilim Dali ile birlikte yGratalmasttr. Calismada
olgularimiz 4 grupta incelenmistir. Grup 1’de KOAH tanisi almis ve sigara
icmeyen 20 kisi (50-80 yas), Grup 2‘de KOAH tanisi almis ve aktif sigara igen
20 kisi (24-75 yas), Grup 3’de sigara i¢gen solunum fonksiyon testi normal
olan gonulltlerden 20 kisi (21-46 yas) ve Grup 4’de de saglikli gonulltlerden
olusan 20 kisi (31-61 yas) kontrol grubu olarak ¢alismaya dahil edilmistir.

Hastalar, Celal Bayar Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi Gogus
Hastaliklari Poliklinigi'ne basvuran kisilerden segcildi. KOAH hastalarindan
stabil donemdekiler ¢alismaya dahil edilmistir. Calismamizda dislanma kriteri
olarak enfektif alevienme atagi gegcirenler, sistemik steroid tedavisi alanlar ve
baska sistemik hastaligi ya da enfeksiyonu olanlar calisma disinda
birakilmistir. Tim hasta gruplari ve kontrol grubundan g¢alismanin basinda
toplam 1 kez kan 6rnegi [1 adet antikoagllan icermeyen tlp, 1 adet etilen
diamin tetra asetikasit (EDTA) iceren tup] alindi. GRUP 1, 2 ve 3’e Gogus
Hastaliklari  Polikliniginde  solunum  fonksiyon testi  uygulanmistir.
Antikoagllan icermeyen tlUpe alinan kan o6rnedinden serum MBL analizi,
EDTA iceren tupe alinan kan érneginden ise MBL polimorfizm analizi, serum
CD4, CD8 duzeyleri ve CD14+ monositlerdeki TLR 2 dlzeyleri incelenmistir.

Tdm katiimcilar, c¢alisma konusunda bilgilendirilerek kendilerine
rizalarinin alindigina dair bilgilendirilmis onay formlari imzalatilmigtir.

Calisma yerel etik kurul onayi alindiktan sonra baglatiimistir.
l.2.3. Solunum Fonksiyon Testi

Solunum fonksiyon testleri Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Gogus Hastaliklari Polikliniginde; Master Scope marka sipirometri

cihazi ve Teknikel firmasinin Lab Maneger bilgisayar yazilimi ile hasta

guruplarina tek bir uygulayici tarafindan uygulanmistir.
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11l.2.4. Kan Orneklerinin Alinmasi

Tdm hasta gruplari ve kontrol grubundan cgalisma baslangicinda bir
kez olmak Uzere 1 adet antikoagulan icermeyen tipe, 1 adet EDTA igeren
tlpe olmak Uzere toplam 2 tup vendz kan ornegdi alindi. Diz kan érnekleri, 30
dakika igerisinde + 4°C‘de 4000 rpm’de 5 dakika santrifij edildi ve serum
ornekleri toplu olarak MBL analizi yapilmak Uzere ependorf tlplerine ayrilarak
-80°C’de saklandi. Tam kan drneklerinden ise ayni gun icinde en kisa surede
I6kosit CD4+, CD8+ T lenfosit alt gruplari ve CD14+ monositlerdeki TLR2
ekspresyonu flow sitometri yontemi ile ¢aligildi. Kalan EDTA’lI kan drnekleri -
20 °C’de biriktirildikten sonra I6kosit genomik DNA'’s1, hazir DNA ekstraksiyon
kiti ile ayriip daha sonra real time polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)

teknigi ile MBL genotipi ¢alisiimak Uzere -20 °C’de saklandi.

lll.2.5. MBL Polimorfizimi

11.2.5.1. DNA Ekstraksiyon iglemi

Hasta orneklerinden 16kosit genomik DNA’sinin ekstraksiyonunda
hazir ticari “High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Diagnostics
GmbH, Roche Applied Science, Mannheim, Germany)” kullanildi.
Ekstraksiyon kani olarak EDTA'li vakumlu tuplere alinmig ve -20 °C’de
saklanmig kan ornekleri kullanildi. Ekatraksiyon isleminin basamaklari

asagidaki sekilde gerceklestirildi:

1. Kit iginden c¢ikan liyofilize Proteinaz K, 4,5 ml distile su eklenerek
kullanima hazir hale getirildi.

2. Inhibitér Removal Buffer icine 20 ml etanol eklenerek ve Wash Buffer
icine 80 ml etanol eklenerek kullanima hazirlandi.

3. 1,5 ml'lik ependorf tlplerine 200 ul kan érnegdi konuldu.

4. Ornekler lzerine 200 pl Binding Buffer ve 40 pl Proteinaz K eklenerek
iyice karigtirildi ve 72 °C’de 10 dakika inkiibasyona birakildi.

5. Her tlipe 100 pl isopropanol eklenip pipetle karistirildi.
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6. Ornek sayisi kadar kolektor tiip icine filtre tiipl yerlestirildi

7. Hazirlanan ornekler kolektor tuplere aktarilarak 8000 devirde 1 dakika
santrifij edildi ve kolektdr tlpler atilarak filtreli tUpler yeni kolektor
tlplere aktarildi.

8. Yeni kolektdr tiiplerin her birine 500 pl Inhibitér Removal Buffer
eklenip 8000 devirde 1 dakika santriflj edildi ve kolektor tupler atilarak
filtreli tGpler yeni kolektor tlplere aktarildi.

9. Her tape 500 pl wash buffer eklenip 8000 devirde 1 dakika santrifQj
edildi ve kolektor tupler atilarak filtreli tUpler yeni kolektor tuplere
aktarildi.

10.Her tipe 500 pl wash buffer eklenip 8000 devirde 1 dakika santrif(j
edildi ve kolektor tuplerdeki sivi dokulip tekrar 13000 devirde 10
saniye santrifyj edildi.

11.Kolektor tupleri atilarak filtreli tlpler 1,5 ml’lik ependorf tlplerine
konuldu.

12.Her tlpe onceden ependorf tlplerine bolinerek hazirlanmis ve 72
°C’de bekleyen elution bufferdan 200 pl eklenip 8000 devirde 1 dakika
santrifuj edildi.

13.Filtre atilip, tapdn dibine stzulmis olan iginde DNA bulunan filtrat
kullanima hazir hale geldi. Ekstraksiyon sonrasi DNA’lar

numaralandirilarak —80°C’ de RT-PCR islemine kadar saklandi.

11.2.5.2. MBL Real Time PCR

MBL polimorfizmi igin hastalardan alinan EDTA'lI perferik kan
orneklerinden ekstrakte edilen DNA ‘lar kullanildi. DNA orneklerinden RT-
PCR teknigi kullanilarak MBL polimorfizmi tespit edildi.

Real-Time PCR teknigi icin Roche Applied Science LightCycler 1.5
Instrument (Roche Instrument Center AG, Rotkreuz, Switzerland) cihazi ve
LightCycler Software 3.5.3 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)
kullanildi.
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Calismada pozitif kontrol olarak Coriell DNA bankasindan temin
ettigimiz (NA6993) heterozigot varyanta sahip oldugunu bildigimiz bir DNA
ornegi kullanildi. Bdylece o&rneklerimiz ile pozitif kontrolimizin verdigi
melting piklerini kargilastirarak elde edilen sonuglarin MBL genine ait hangi
varyantlar oldugunu saptandi.

RT-PCR primerleri olarak TIB MOLBIOL GmbH ( Eresburgstralle 22-
23 D-12103 Berlin).firmasina yaptirilan pirimerler kullanildi:
e MBP(Mannose binding lectin primeri)S. CATCAACGGCTTCCCAGGC
e MBP R: TGGGCTGGCAAGACAACTATTAG
e Florasan Labeled probe: CAGCCCAACACGTACCTGGTTCCCCCT
e Anchor Probe: TTCTTCCTTGGTGCCATCACGCCCA
PCR master miksi, primerlerin her biri kapiller bagina 0,5 pmol/ul (uM)

olacak sekilde, probe konsantrasyonlari 0,15 pmol/pl (uM) olacak sekilde,
Mg*? konsantrasyonu 3mM olacak sekilde, LightCycler® FastStart DNA
Master HybProbe (Roche Diagnostics,Germany. Katalog no: 03 003 248001)
enzim miksi 2ul konsantrasyonda olacak sekilde ve son reaksiyon hacmimiz
20 ul olacak sekilde ayarlanarak hazirlandi.

LightCycler protokoliinde 95°C de 10 dakikalik bir pre-inkiibasyonun
ardindan 45 siklus olacak sekilde; 95°C 10 saniye, 60°C 20 saniye, 72°C 15
saniye amplifikasyon programi uygulandi. 60°C de florumetrik bir tek (single)
okuma yaptirildi. Ardindan 1 siklus 95°C de 0 saniye, 40°C de 30 saniye ve
95°C de 0 saniye 0,1°C/saniye sicaklik artisiyla siirekli (continous) floresan
okuma yaptirildi. Son olarak da cihazi koruma amacl sogutma igin 40°C de
30 saniye bekletildi.

Veriler LightCycler Software 3.5.3 (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany) kullanilarak olgularimizda A,B,C ve D allel varyantlari

degerlendirildi.
11l.2.6. Serum MBL analizi.

Serum MBL konsantrasyonlari, enzim immun sorbant assay (ELISA)

yontemi ile hazir ticari “MBL Oligomer ELISA Kit” (Bio Porto Diagnostics,
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Gentofte, Denmark ) kullanilarak analiz edildi. Calismada negatif kontrol
olarak icinde 1 ml‘sinde <1 arbitary unit (AU) degerinde MBL bulunan “MBL
oligomer deficent serum® (Bio Porto Diagnostics, Gentofte, Denmark) ile
pozitif kontrol olarak da 1 ml‘sinde 1000 arbitary unit (AU) degerinde MBL
bulunan “MBL standart serum“ (Bio Porto Diagnostics, Gentofte, Denmark)
hazir kontrol serumlari kullanildi.

Kullandigimiz kitin intra assay korelasyon katsayilari (CV) 2279 ng/ml
konsantrasyonda CV: % 3,6 iken 28,4 ng/ml konsantrasyonda CV: % 3,8
olarak saptanmistir. inter assay korelasyon katsayilari ise 2310 ng/ml
konsantrasyonda CV: % 9,2 ve 29,7 ng/ml konsantrasyonda CV: % 4,3
olarak saptanmigtir. Kitin calisma araligi <2 ng/ml ile 4443 ng/ml arasindadir.

Calismanin yikama asamalari Biotek ELx50 (Biotek Instruments, USA)
otomatik ELISA yikayicida yapilmig, érneklerin absorbanslari Biotek ELx800
(Biotek Instruments, USA) otomatik mikropleyt okuyucu ile 450 nm’de
okutulmustur. Ornek absorbanslarindan érnek konsantrasyonlari KC junior

bilgisayar programi ile hesaplanmigtir.

.2.7. TLR 2

CD 14 pozitif monositlerde TLR2 ekspresyonuna bakmak igin BD
Pharmingen Alexa Flour 488 Mouse Anti-Human CD 282 (BD Biosciences,
USA) ve BD Pharmingen PE Mouse Anti-Human CD 14 (BD Biosciences,
USA) antikorlari kullanildi. Negatif kontrol olarak BD Pharmingen Alexa Flour
488 Mouse IgG1 k Isotype Control (BD Biosciences, USA) ve BD
Pharmingen PE Mouse IgG2a «k Isotype Control (BD Biosciences, USA)
kullanildi.

Hastalara ait tam kan orneklerindeki eritrositler Immunoprep Reagent
System (Beckman Coulter Inc. Fullerton, CA, USA) reaktifleri kullanilarak,
Coulter TQ-Prep (Beckman Coulter Inc. Fullerton, CA, USA) cihazinda lizis
edilerek, ornekler flow sitometri cihazinda ¢alismak Uzere hazirlandi.

Antikor ve negatif kontrol eklenmig EDTA’lI tam kan ornekleri 6n iglem

tamamlandiktan sonra Cytomics FC 500 (Beckman Coulterinc. Fullerton, CA,
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USA) flow sitometri cihazinda analiz edildi. Elde edilen verilerin analizi CXP
Cytometer 2.2 (Beckman Coulterinc. Fullerton, CA, USA) bilgisayar yazilimi

kullanilarak yorumlandi.

.2.8.CD 4,CD 8

Hastalara ait EDTA’lI tam kan orneklerinde CD4+ ve CD8+ T lenfosit
oranina bakmak icin 10 Test CD4-FITC/CD8-PE (Immunotech SAS,
Beckman Coulter Company ,Marsille Cedex, France) antikorlar kullanildi.
Negatif kontrol olarak CD4/CD8 kombine kontrol 1gG1 FITC/PE/PC5
(Immunotech SAS, Beckman Coulter Company, Marsille Cedex, France)
izotipik kontrol kullanildi.

Hastalara ait tam kan orneklerindeki eritrositler Immunoprep Reagent
System (Beckman Coulter Inc. Fullerton, CA, USA) reaktifleri kullanilarak,
Coulter TQ-Prep (Beckman Coulter Inc. Fullerton, CA, USA) cihazinda lizis
edilerek, ornekler flow sitometri cihazinda ¢alismak Uzere hazirlandi.

Antikor ve negatif kontrol eklenmis kan o&rnekleri 6n islem
tamamlandiktan sonra Cytomics FC 500 (Beckman Coulter Inc. Fullerton,
CA, USA) flow sitometri cihazinda ¢alisildi. Elde edilen verilerin analizi CXP
Cytometer 2.2 (Beckman Coulter Inc. Fullerton, CA, USA) bilgisayar yazilimi
ile yapildi.

ll.3. istatistiksel Analiz

Calismanin istatiksel analizinde SPSS 10.0 paket programi kullanildi.
Parametrelere ait verilerin gruplar arasi karsilastirlmasinda; tek yonli
varyans analizi (oneway ANOVA) testi ve farkliiga neden olan grubun
saptanmasinda Post Hoc karsilastirma (least significant difference) LSD testi
kullanildi. Niteliksel verilerin kargilastirimasinda Ki-Kare parametreler
arasindaki iligkilerin incelenmesinde ise Pearson korelasyon testi kullanildi.
Gruplarin MBL genotipi ile MBL dlzeyi arasindaki iliski lojistik regresyon
analizi ile Odds oranlari (OR) ve %95 guven araliklari (Cl) hesaplanarak

degerlendirildi.
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IV. BULGULAR

Calismaya aldigimiz olgularin ¢alisma baslangicindaki demografik

bilgileri ve yapilan solunum fonksiyon testi sonucu elde edilen degerleri Tablo

3'de verilmigtir. Grup 1 hastalarinda yas araligi 50-80 yas,

Grup 2

hastalarinda 24-75 yas, Grup 3 olgularinda 21-46 yas ve Grup 4’de 31-61

yas olarak saptanmigtir.

Tablo 3: Olgularin bazal demografik ve spirometrik bulgulari.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
KOAH Sigara + Sigara Kontrol | p degeri
KOAH

(n=20) (n=20) (n=20) (n=20)
Yas (yil)* 64,617,4 58,6112 29,7+7,2 | 47,416,3 | <0,001
Cinsiyet(K/E) 2/18 0/20 9/11 10/10 -
2;2:5;/”) 0 52,2424,7 | 11,9810,4 0 <0,001
FEV+ (%)* 52,05+17,7 | 52,55+19,3 | 100,20+8,1 - <0,001
FEV. (L)* 1,50+0,57 | 1,68+0,76 | 3,73+1,12 - <0,001
FVC (%)* 67,7£17,3 | 70,6+21,7 | 103,5+10,4 - <0,001
FVC (L)* 2,46+0,74 | 2,80+1,01 | 4,40+1,07 - <0,001
FEV4/ FVC* | 58,08+12,5 | 56,87+11,06 | 82,2416,30 - <0,001

*Degerler mean + Standard deviasyon (SD) olarak verilmigtir.

**p< 0.05 anlamli olarak kabul edilmigtir.



Calismamizdaki hasta gruplarindan Grup 1 ve Grup 2 deki KOAH
hastalarinin GOLD siniflamasina gore yapilan klinik evrelemesi Tablo 4’te

verilmigtir.

Tablo 4: KOAH hastalarinin GOLD siniflamasina gére dagilimu.

Grup 1 Grup 2
GOLD siniflamasi
KOAH(n=20) Sigara +KOAH(n=20)
GOLD | 9 1
FEV: 2= % 80
GOLD Il
50% < FEV4 < %80 10 12
GOLD Il
30% < FEV41 <% 50 15 S
GOLD IV
FEV: < %30 3 4

. Ki kare testi ile gruplarin kadin, erkek oranlari birbirinden farkl
bulunmustur (p<0,001)
. Tek yonlu varyans analizi (oneway ANOVA) ve Post Hoc karsilagtirma
testi (least significant difference) LSD ile tUm gruplarin yaslari birbirinden
farkl bulunmustur (p<0,001).
. Sipirometrik bulgularin [FEV(%),FEV1 (L),FVC(%), FVC (L),FEV+/FVC]
hepsi igin tek yonlu varyans analizi ile gruplar arasinda anlaml fark vardir
(p<0,001).Post Hoc kargilastirma yontemi LSD ile hangi gruplar arasinda
anlamli fark oldugu incelenmigtir:
a. KOAH ve sigara icen KOAH gruplarinda; FEV4 (%), FEV, (L), FVC
(%), FVC (L), FEV4/FVC parametrelerinde gruplar arasinda anlaml
fark ( p>0,05 ) saptanmamistir.
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b.

Ayni parametreleri igin KOAH ve sigara i¢cen saglikhi bireyler
karsilastirildiginda bulgular KOAH grubunda daha dusik olarak
saptanmis ve tum parametrelerde istatistiksel olarak anlamli
(p<0,001) fark saptanmistir.

Sigara icen KOAH ve sigara icen saglikh bireyler
karsilastirildiginda sigara icen KOAH grubunda spirometrik tim
bulgular daha dusuk ve tim parametreler igin istatistiksel anlaml
(p<0,001) fark bulunmustur.

4. Sigara icme (paket/yll) parametresi sigara icen KOAH ve sigara igen

saglikh bireyler gruplari kiyaslandiginda istatistiksel anlamli fark

(p<0,001) gozlenmistir.

Calismamizda buldugumuz MBL polimorfizimleri ve bunlarin gruplara

gore dagilimi Tablo 5'te, saptanan heterozigot AB varyant alleli,homozigot B

varyant alleli ve homozigot D varyant alleline ait RT-PCR analiz grafikleri

siraslyla Sekil 6-7-8'de gostertilmistir..

Tablo 5: Calisma gruplarinda saptanan MBL polimorfizm insidansi.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
KOAH Sigara + Sigara Kontrol
Varyant KOAH Toplam
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20)
AB 15 18 15 18 66
D 5 1 4 2 12
B 0 1 1 0 2
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Sekil 6: RT PCR analizinde heterozigot AB varyant polimorfizmi.
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Sekil 7: RT PCR analizinde homozigot B varyant polimorfizmi.
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Sekil 8: RT PCR analizinde homozigot D varyant polimorfizmi,

Heterozigot AB varyant alleli,homozigot B varyant alleli ve homozigot
D varyant allellinin RT-PCR analizindeki Melting Temperature (T, C°)

dereceleri Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6: Calismamizda RT PCR analizinde elde ettigimiz allellerin Melting

Temperature (T, C°) dereceleri.

Locus Allel Tm (C%
A 66,6
MBL2 Ekzon 1 B 61
D 62,23

GUnumuzde serum MBL duzeyleri icin esik degeri belilenmesi halen
tartismalidir. Bizim c¢alismamizda serum MBL dizeyi icin esik deger olarak
50 ng/ml, 100 ng/ml, 200 ng/ml ve 300 ng/ml baz alinip MBL polimorfizmleri
ile kiyaslanmigtir (sirasiyla Tablo 7-14) Farkh polimorfizmlerin MBL
dusukliaglu agisindan risk olusturup olusturmadigi tek yonli Odds oranlari

(OR) ve %95 glven araliklari (Cl) hesaplanarak degerlendirilmistir.
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Tablo 7: Serum MBL esik deger olarak 50 ng/ml alindidinda; deneklerin MBL

polimorfizmlerine gére dagilimi.

Pozitif serum Negatif serum

MBL polimorfizmi- /o) o560 ng/ml MBL diizeyi<50 ~ 'OF -AM
AB varyant 63(%95,5) 3(%4,5) 66(%100)

D varyant 11(%91,7) 1(%8,3) 12(%100)

B varyant* ; 2(%100) 2(%100)

*B varyanti yalnizca iki kisi olmasi nedeni ile riski ¢gok yuksek, glven araligi

¢ok genis olmasi nedeni ile analiz digi birakilmigtir.

A/B varyantla karsilastirildiginda, D varyantina sahip olmak, dusuk
serum MBL igin (esik deger olarak 50 ng/ml alindiginda) istatiksel olarak
anlamli bir risk olusturmamaktadir ( p=0,590) (OR =1,9 , %95 CI=0,182-
20,059).

Tablo 8: Serum MBL duzeyi igin esik deder 50 ng/ml alindiginda; ¢alisma
gruplarindaki 50 ng/ml’nin Gzerindeki pozitif ve 50 ng/ml’nin altindaki negatif

hastalarin dagilimi.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Serum MBL KOAH Sigara + Sigara Kontrol
(ng/ml) KOAH
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20)
vBLssongm 8 19 7 20
Negatif serum 9 1 3 0

MBL < 50 ng/ml
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Tablo 9: Serum MBL esik deger olarak 100 ng/ml alindiginda; deneklerin

MBL polimorfizmlerine goére dagilimi.

Pozitif Negatif

MBL polimorfizmi- \15) 100 ng/ml MBL < 100 ng/mi 1 OF =AM
AB varyant 61 (%92,4) 5 (%7,6) 66 (%100)
D varyant 10 (%83,3) 2 (%16,7) 12 (%100)
B varyant* ; 2 (%100) 2 (%100)

*B varyanti yalnizca iki kisi oldugundan riski ¢cok yluksek, guven araligi ¢ok

genis olmasi nedeni ile analiz digi birakilmigtir.

A/B varyantla karsilastirildiginda, D varyantina sahip olmak, dusuk
serum MBL igin (esik deger olarak 100 ng/ml alindidinda) 2,44 kat risk
olusturmaktadir (OR=2,44 , %95 CI=0,41-14,33).Bu risk istatistiksel olarak
anlamsizdir (p=0,324).

Tablo 10: Serum MBL duzeyi igin esik deger 100 ng/ml alindidinda; ¢alisma
gruplarindaki 100 ng/ml’nin Gzerindeki pozitif ve 100 ng/ml altindaki negatif

hastalarin dagilimi.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Serum MBL KOAH Sigara + Sigara Kontrol
(ng/ml) KOAH
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20)
Pozitif serum
MBL>100 ng/ml 17 18 17 19
Negatif serum
MBL < 100 3 2 3 1

ng/ml
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Tablo 11: Serum MBL esik deger olarak 200 ng/ml alindiginda; deneklerin

MBL polimorfizmlerine goére dagilimi.

. N Pozitif Negatif
MBL polimorfizmi- /o) - 200 ng/ml MBL <200 ng/mi | OF =AM
AB varyant 59 (%89,4) 7 (%10,6) 66 (%100)
D varyant 9 (%75) 3 (%25) 12 (%100)
B varyant* ; 2 (%100) 2 (%100)

*B varyanti yalnizca iki kisi olmasi nedeni ile riski gok yuksek, guven araligi

¢ok genis olmasi nedeni ile analiz digi birakilmigtir.

A/B varyantla karsilastirildiginda, D varyantina sahip olmak, disuk
serum MBL icin (esik deger olarak 200 ng/ml alindiginda ) istatiksel olarak
anlamli bir risk olusturmamaktadir (p=0,184) (OR=2,81 , %95 Cl= 0,61-
12,89).

Tablo 12: Serum MBL duzeyi igin esik deger 200 ng/ml alindiginda; ¢alisma
gruplarindaki 200 ng/ml’nin Gzerindeki pozitif ve 200 ng/mI’nin altindaki

negatif hastalarin dagilimi.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Serum MBL KOAH Sigara + Sigara Kontrol
(ng/ml) KOAH

(n=20) (n=20) (n=20) (n=20)
Pozitif serum
MBL>200 ng/ml 16 18 16 18
Negatif serum
MBL < 200 ng/ml 4 2 4 2
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Tablo 13: Serum MBL esik deger olarak 300 ng/ml alindiginda MBL

polimorfizmlerine gore incelenmesi.

MBL polimorfizmi

Pozitif

MBL>300 ng/ml

MBL < 300 ng/ml

Negatif

Toplam

AB varyant 57(%86,4) 9(%13,6) 66 (%100)
D varyant 9(%75) 3(%25) 12 (%100)
B varyant* - 2 (%100) 2 (%100)

*B varyanti yalnizca iki kisi oldugundan riski ¢cok yuksek, guven araligi cok

genis olmasi nedeni ile analiz digi birakilmigtir.

A/B varyantla karsilastirildiginda, D varyantina sahip olmak, disuk

serum MBL igin

(esik deger olarak 300 ng/ml alindiginda

) istatistiksel

olarak anlamli bir risk olusturmamaktadir (p=0,324) (OR=2,11 , %95 CI=

0,47-9,30).

Tablo 14: Serum MBL duzeyi icin egik deger 300 ng/ml alindiginda; ¢alisma

gruplarindaki pozitif ve negatif hastalarin dagilimu.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Serum MBL KOAH Sigara + Sigara Kontrol
(ng/ml) KOAH
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20)
Pozitif serum
MBL> 300 ng/ml 15 18 15 18
Negatif serum
5 2 5 2

MBL < 300 ng/ml
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Sonu¢ olarak p degerini en duslik olarak saptadigimiz 200 ng/ml
degerinin, serum MBL duzeyi igin esik deger olarak alinmasi bizim ¢alisma
sonuglarimiza gore en anlamli bulunmustur.

Calismamizdaki serum MBL konsantasyonlari ve bunlarin gruplara
gore dagihmi ile gruplardaki minumum ve maksimum MBL konsantrasyon
degerleri Tablo 15te goOsterilmistir. Hasta gruplari arasinda serum MBL
degderleri acisindan tek yonlu varyans analzi (one way ANOVA) ile anlamli bir

fark bulunmamistir (p=0,424).

Tablo 15: Calisma gruplarinda serum MBL duzeyi dagilimu.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

KOAH Sigara + Sigara Kontrol p degeri
KOAH

(n=20) (n=20) (n=20) (n=20)

Serum
MBL 2103+1311 2324+1001 174611142 20404879 0,424
(ng/ml)*

Minimum <50 <50 <50 70 -

Maximum 3558 3554 3087 3006 -

*Degerler mean  Standard deviasyon (SD) olarak verilmigtir.

**p< 0.05 anlamli olarak kabul edilmigtir.
Ayrica AB varyant alleli tagiyanlardaki serum MBL konsantrasyonlari

ile minimum ve maksimum degerlerinin gruplara gére dagilim Tablo 16’da

verilmigtir.
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Tablo 16: Calisma gruplarinda yalnizca AB alleli tagiyan olgularda serum

MBL duzeyi dagihmi.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
KOAH Sigara + Sigara Kontrol p degeri
KOAH
(n=15) (n=18) (n=15) (n=18)
Serum
MBL 24251115 24504893 174811222 20971906  >0.05

(ng/ml)*

Minimum <50 99 <50 70

Maximum 3558 3554 3087 3006

*Degerler mean  Standard deviasyon SD olarak verilmistir.

**p< 0.05 anlamli olarak kabul edilmigtir.

Calismamizdaki CD14+ monositlerdeki TLR-2 ekspresyon oranlari ve

bunlarin gruplara gore dagilimi ile gruplardaki minumum ve maksimum TLR-

2 ekspresyon oranlari Tablo 17°de gosterilmistir

Tablo 17: CD 14+ monositlerdeki TLR-2 ekspresyonunun ¢alisma

gruplarindaki dagilimi.

Grup 1 Grup 2 Grup 3

KOAH Sigara + Sigara
KOAH

(n=20) (n=20) (n=20)

Grup 4

Kontrol

(n=20)

p
degeri

TLR-2

ekspresyonu 56,41+24,49 64,47+22,93 64,18+23,47 51,82+24,79 0,269

(%)

*Degerler mean  Standard deviasyon SD olarak verilmistir.

**p< 0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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Hasta gruplari arasinda TLR ekspresyonunun agisindan tek yonlu
varyans analzi (one way ANOVA) ile anlamli bir fark bulunmamigtir
(p=0,269).

Ayrica CD14+ monositler ve TLR-2 ekspresyonun flow stometri

cihazindaki analizlerinde elde edilen izotipik kontrol, TLR-2 ve CD14+

hicrelere ait histogramlar sirasiyla Sekil 9-10-11 de verilmistir.

e T T T e T TS

100 1

G1 ALEXA FLOUR

Sekil 9:Flow sitometri TLR2 (Alexa Flour 19G1 k) ve CD14 (PE 1gG2a K) igin

izotipik kontrol histogramlari.

LILEARY | T T T TrrIroT

Sekil 10: Flow sitometri CD14+ monosit ekspresyon histogrami.
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Sekil 11: Flow sitometri TLR2 (CD 282) ekspresyon histogrami.

Hasta gruplarn arasinda serum CD4+ T hicre ve CD8+ T hicre
yuzdeleri ve CD4/CD8 orani dagihmi Tablo 18 gosterilmistir. Bu
parametrelerin degerleri agisindan gruplar arasinda tek yonll varyans analiz

ile anlamli bir fark (sirasiyla p=0,396, p=0,486, p=0,310) bulunmamistir

Tablo 18: Serum CD4+ T hicre ve CD8+ T hlcre yuzdeleri ve CD4/CD8

oranlarinin ¢aligma gruplarindaki dagilimi.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

KOAH Sigara + Sigara Kontrol p degeri
KOAH

(n=20) (n=20) (n=20) (n=20)

CD 4 (%)* 33,72+10,9 33,31+14,15  38,64+12,79  38,83+15,59 0.396

CD 8 (%)* 29,21£12,08  25,76+9,85 25,23+7,89 24,88+9,06 0.486

CD4 / CD8* 1,4110,74 1,33+0,47 1,58+0,56 1,65+0,64 0.310

*

Degerler mean = Standard deviasyon (SD) olarak verilmistir.
p< 0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.

*%
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Gruplar arasinda yas ve cinsiyete gore duzeltiimis verilerin kiyaslamak
amacilyla kovaryans analizi yapiimistir. Yine gruplar arasinda anlamli bir
farkhlik saptanmamistir (karsilastirilan her parametre igin p>0,05).

Calisma gruplarinda CD4, CD8 ve CD4/CD8 parametrelerinin erkek ve
kadinlar arasinda dagilimi Tablo 19°’da gosterilmistir. Cinsiyetler arasindaki
farki degerlendirmek amaciyla Student’s T testi analizi yapilmistir ve CD4
degerleri (p=0,002) ve CD4/CD8 oranlari (p=0,0001) igin cinsler arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.

Tablo 19: Tum deneklerdeki serum CD4+ T hiicre ve CD8+ T hiicre

yuzdeleri ve CD4/CD8 oranlarinin erkek ve kadinlar arasindaki dagilimi.

Erkek (n=59) Kadin (n=21) p degeri
CD4 (%)* 33,44+11,96 43,66+14,86 0,002**
CD8 (%)* 27,36+£10,20 23,1948,03 0,094
CD4/CD8* 1,32+0,50 1,98+0,65 0,0001**

* Degerler mean  Standard deviasyon (SD) olarak verilmigtir

** p< 0.05 anlamli olarak kabul edilmigtir.

CD4, CD8 ve CD4/CD8 parametrelerinin yas gruplarina gore dagilimi
Tablo 20’de verilmigtir. Yas gruplari arasinda fark olup olmadiginin
degerlendiriimesi icin tek yonlu varyans analizi (one way ANOVA)
uygulanmigtir. CD4/CD8 orani yas gruplarina gore sinirda anlamsiz (p=
0,064), diger parametreler yas gruplarina gore incelendiginde ise istatistiksel

olarak anlamsiz olarak (p>0.05) saptanmigtir.
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Tablo 20: Tum deneklerdeki serum CD4+ T hiicre ve CD8+ T hiicre

yuzdeleri ve CD4/CD8 oranlarinin yas gruplari arasindaki dagilimi

49< yas Yas 50-64 Yas > 65 oo

(n=36) (n=27) (n=17) ~Paeger
CD4 (%)* 37,43+1389 38,11#1326 3021¢11,86 0,122
CD8 (%)*  2511:845 25611898  20,75¢1307 0,253
CD4/CD8*  1,56:0,61  1,50:061  1,18:056 0,064

* Degerler mean = Standard deviasyon (SD) olarak verilmigtir

** p< 0.05 anlamli olarak kabul edilmigtir.

Serum CD4+ T hiicre ve CD8+ T hicrelerin flow stometri cihazindaki

analizlerinde elde edilen izotipik konrol, CD4+ T hiicre ve CD8+ T hucrelere

ait histogramlar sirasiyla Sekil 12-13-14 de verilmistir

LARRLI | T T T T T T LB R L LA ELRLLL. hyt LA
10!

IGG1 PE IGG1 FITC

oy

Sekil 12:Flow sitometri CD4 (IgG1 FITC) ve CD8 (IgG1 PE) igin izotipik

kontrol histogramlari.
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Sekil 13:Flow sitometri CD4 lenfosit ekspresyon histogrami.

1

Sekil 14:Flow sitometri CD8 lenfosit ekspresyon histogrami.

Calistigimiz parametreleri ait bulgularimizin solunum fonksiyon test
sonugclari ve birbirleriyle korelasyonunu saptamak amaciyla Pearson

Korelasyon analizi uygulandi: Tablo 21.
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Tablo 21: Parametrelerin solunum fonksiyon testleri ve birbiriyle

korelasyonu.

Sigara
MBL | CD4 | CD8 | CD4/CD8 | FEV, | FEV4/FVC 9
ply
r - -0,164 0,086 -0,264* -0,246 -0,264* 0,280*
MBL
P - 0,147 0,447 0,018 0,058 0,041 0,030
r -0,164 - 0,404* 0,399** 0,311* 0,293* -0,159
CD4
P 0,147 - 0,000 0,000 0,016 0,023 0,225
r 0,086 0,404** - -0,535** -0,033 -0,189 0,170
CD8
P 0,447 0,000 - 0,000 0,803 0,149 0,195
r -0,264* 0,399** -0,535** - 0,205 0,295* -0,274*
CD4/CD8
P 0,018 0,000 0,000 - 0,116 0,022 0,034
r -0,246 0,311* -0,33 0,205 - 0,866** -0,551**
FEV;
P 0,058 0,016 0,803 0,116 - 0,000 0,000
r -0,264* 0,293* -0,189 0,295* 0,866** - -0,624**
FEV+/FVC
P 0,041 0,023 0,149 0,022 0,000 - 0,000
r 0,280* -0,159 0,170 -0,274* -0,551** -0,624** -
Sigara ply
P 0,030 0,225 0,195 0,034 0,000 0,000 -

* p<0,05 anlamli olarak kabul edilmistir.

**p<0,001 anlamli olarak kabul edilmigtir.
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Serum MBL konsantrasyonlari ile FEV¢ de@erleri arasinda istatiksel
olarak sinirda anlamli negatif bir korelasyon (r=-0,246, p=0,058), FEV./FVC
degerleri arasinda yine negatif korelasyon (r=-0,264, p=0,041) ve CD4/CD8
oranlari arasinda negatif bir korelasyon (r=-0,264, p=0,018) tespit edilmigtir.

Sonuglarimizi solunum fonksiyon testleri ile kargilastirdigimizda CD4+
T hicre oranlari ile FEV, arasinda pozitif korelasyon (r= 0,311, p=0,16) ve
yine FEV4/FVC arasinda pozitif ydonde korelasyon (r= 0,293, p=0,23) tespit
ettik. Yine CD4/CD8 orani ile FEV+1/FVC arasinda pozitif korelasyon (r=0,295,
p=0,022) saptadik. CD8+ T hucre oranlari ile FEV4) ve FEV4/FVC arasinda
istatiksel olarak anlamsiz da olsa negatif bir korelasyon oldugunu ( sirasiyla
r=-0,033 p=0,803, r=-0,189 p=0,149) goérulmustir. CD4 ve CD8 arasinda
pozitif korelasyon (r= 0,404, p=0,000), CD4 ve CD4/CD8 arasinda pozitif
korelasyon (r= 0,399, p=0,000),CD8 ile CD4/CD8 arasinda pozitif korelasyon
(r= 0,535, p=0,000) tespit edilmigtir.

Sigara icimini  (paket/yill)  kargilastirdigimizda  serum  MBL
konsantrasyonu ile pozitif bir korelasyon (r=0,280, p=0,030) , CD4/CD8
oranlari ile negatif korelasyon (r= -0,274, p=0,034), FEV, ile negatif
korelasyon (r= -0,551, p=0,000) ve FEV4/FVC ile negatif korelasyon
(r=-0,624, p=0,000) saptanmistir.
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V. TARTISMA

GUnumuzde KOAH tim dinyada dnemli mortalite ve morbidite nedeni
oldugu bilinen bir hastalik olup 6numuzdeki yillarda hastaligin mortalitesinin
artarak 2020 yilinda Uguncu sirada 6lum nedeni olacagl beklenmektedir
(2,71,72). KOAH neden oldugu sakatliklar, is gucu kayiplari ve saglik
harcamalari dolayisiyla da toplumlar ve saglik kuruluglarinda oldukga buyUk
ve giderek artan sosyoekonomik yike neden olmaktadir. Ancak ginimuizde
halen KOAH’In tani ve tedavisinde uluslararasi gorus birligi c¢abalarina
ragmen hastalarin blyUk bir kismi tani almamis durumdadir ve tani
konulanlar da yetersiz tedavi edilmektedir (70).

Uzun yillar FEV1 KOAH’ta tum fizyopatolojik degisiklikler icin global bir
belirte¢ olarak kullanilagelmistir. Ayrica, hastaligin evrelemesi ve prognozu
da sadece solunum fonksiyonu olgumleri, baslica FEV1 esasinda
yapilmaktadir. Oysa FEV1, KOAH'In hastalara etkisini ya da hastaligin ¢ok
bilesenli dogasina olan toplam yukind yansitmaktan maalesef uzaktir.
Solunum fonksiyon oOlgumleri ile nefes darhigl ve diger semptomlarin siddeti,
mortalite, saglik durumu gibi klinik sonuglar arasindaki korelasyonlarin zayif
oldugu gdsterilmistir.(70)

Gunumuzde KOAH’ta altta yatan patolojiyi ve onun degisik klinik
belirtilerini daha iyi anlamaya calisirken ve de tedavinin yararlarini
degerlendirirken bagka yeni ve etkin belirteclerin bulunup dogrulanmasina
gereksinim vardir. Yeni KOAH belirteglerin tani ve tedavi takibinde yararli
olabilmesi igin, hastaligin ortaya ¢ikisi, siddeti ve progresyonunu éngérmeleri
ya da alevlenmelere olan yatkinligi dngdrmeleri birlikte ve belirteglerin

kullanimlarinin basit, maliyet agisindan ise ucuz olmasi gerekmektedir(70).



KOAHta ginimizde ¢ok az sayida onaylanmis belirteg bulunmakla
birlikte, potansiyel olarak degerli olabilecek ¢ok sayida aday belirte¢
bulunmaktadir. inflamasyon belirtecleri KOAH'ta akciger disi etkilerin de
belirteci olabilir. Vicudun herhangi bir yerinde inflamasyon oldugunda bazi
kan proteinlerinin yapiminda artma olmaktadir. Kanda kolaylikla ol¢ulebilen
bu proteinler akut faz proteinleri ya da inflamasyon belirtegleri olarak
adlandirnimaktadir. Bu belirtegler arasinda C-reaktif protein (CRP), fibrinojen,
alfa-2 globulin, alfa-1antitripsin ve seruloplazmin sayilabilmektedir(70).
GUnumuzde akut faz reaktani olarak yogun bir sekilde arastirmalara konu
olan serum MBL duzeyleri de KOAH’la iligkisi ve bir belirte¢ olarak degeri
incelemeye deger bulunmustur.

KOAH hastalarinda gen polimorfizmleri KOAH’a yatkinhidi incelemek
amaciyla arastiriimaktadir. Yang ve arkadaglari, KOAH hastalarinda MBL
polimorfizmlerinin daha sik solunum vyolu hastaligi nedenli hastane
yatislarina eslik ettigini gostermiglerdir (72).

KOAH’ta sistemik biyolojik belirtegleri ve duzeylerini arastirirken, hem
bu belirteclerin sistemik bulgularla iligkileri anlasilabilecek hem de hastaligin
klinik seyrini degistirebilecek yeni tedavi stratejileri uygulanabilecektir(70).

Calismamizda KOAH hastalarinda ve sigara kullanan bireylerde
akciger patolojisinin  klinik bir belirteci olarak olasi  kullaniminin
degerlendiriimek icin MBL polimorfizmi, serum MBL konsantrasyonu, CD4,
CDS8 oranlari ve TLR-2 ekspresyonunun incelenmis ve klinikte uygulanan
solunum fonksiyon testleriyle kiyaslanarak aralarindaki korelasyonlar
degerlendirilmigtir.

Ytting ve arkadaslan (73), saglikli yetigkinlerde serum MBL
dlzeylerinin cinsiyet farkini, sirkadiyen degisimlerini, egzersize badgli
olabilecek degisimlerini ve biyokimyasal érnek farkini incelemiglerdir. Otuz iki
saglikh yetiskinde 3 haftalik donem iginde baglangicta saat sabah 08:00 de,1
gun sonra,1, 2 ve 3 hafta sonra kan érneg@i almisg ve bunu 6 ay sonra tekrar
etmigler ve sureg¢ icinde serum MBL duzeylerini stabil oldugunu (p=0.39)
bulmuslardir. On dort saglikli gonullide ise 24 saat iginde farkli zamanlarda 7

kez kan 6rnegi almislar ve serum MBL degerlerinin sirkadiyen degisimini
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incelemigler ve istatistiksel olarak serum MBL degerlerinin sirkadiyen degisim
gOstermedigini (p=0.34) saptamiglardir. Yine ayni c¢alismada, fiziksel
egzersiz Oncesi ve sonrasi (n=14) kan ornegi alarak fiziksel egzersizin serum
MBL duzeyine etkisini incelemisler ve egzersizin serum MBL duzeylerini
etkilemedigini (p>0,8) yonunde bulgular elde etmiglerdir. Ytting ve arkadaslari
(73), son olarak serum ve plazma orneklerinin MBL duzeyleri Gzerine etkisini
karsilastirmiglar ve serum MBL duzeyleri (median MBL: 1196 ng/ml, 10—
10494) ile plazma MBL (median MBL: 1110 ng/ml, 10-9223)
konsantrasyonlarinin ylksek derecede korelasyon (r=0.995, p<0.0001)
gOsterdigini saptamislardir. Kadin ve erkek cinsiyetleri arasinda serum MBL
seviyeleri i¢cin anlamli bir fark (p=0,48) bulunmamig ve yas ile bir korelasyon
(r =-0.05; p=0.34) saptanmamistir.

Yang ve arkadaslari (72) ise 200 KOAH hastasi ve sigara igcen ve
solunum fonksiyonlari normal olan 114 kiside yaptiklari ¢alismada MBL
polimorfizmi ve KOAHlI gruptan 82 kiside de ayrica serum MBL
konsantrasyonuna incelemiglerdir. MBL genotip frekansi, KOAH ve sigara
icen gruplarda A/A alleli igin sirasiyla 147(%73,5) ve 76(%73,1), A/B alleli igin
45(%22,5) ve 26(%25), B/B alleli icin 8(%4) ve 2(%1,9) olarak bulunmustur.
Serum MBL konsantrasyonu incelenen KOAH hastalarinda (n=82) MBL
genotipi ile serum MBL dlzeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
(p<0,0001) fark bulunmustur. A/B ve B/B alleli tagsiyanlarin A/A alleli olanlara
gbre serum MBL dizeylerinin 10 kat daha dusik oldugu saptanmistir.
Hastalarimizda farkh allellerin serum MBL duzeylerini istatistiksel olarak
kiyaslamak allel gruplarini tasiyan hastalarin sayilarinin g¢alisma gruplari
arasinda istatistik yapmak igin yeterli olmamasi nedeniyle mimkin
olmamistir. Bizim c¢alismamizda ise MBL polimorfizmi bakilan 80 Kisinin
66’sinda (%82,5) A/B alleli,12’sinde (%15) homozigot D alleli ve 2’sinde
(%2,5) homozigot B alleli tespit edilmistir. Homozigot B alleli tasiyan iki
bireyde de dusuk serum MBL duzeyi (<50 ng/ml) tespit edilmistir. Heterezigot
A/B alleli taglyan 66 kisiden 7’sinde ve homozigot D alleli tagiyan 12 kisiden
3’Unde dusik serum MBL (<200 ng/ml ) konsantrasyonu saptanmistir.

Yalnizca AB alleli tasiyan gruplardaki hasta sayisi istatistik agidan
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degerlendirilebilecek sayida oldugundan AB alleli tasiyan bireyler segilip
gruplar arasi kiyaslama yapildiginda da istatistiksel fark saptanmamistir.

Serum MBL disuklugu ya da yetmezligi farkli ¢alismalarda, ya 100
ng/ml den 1000 ng/ml kadar degisen esik degerler baz alinarak ya da varyant
allel varligi ile tanimlanmigtir (74). Bizim ¢alismamizda, ¢alismaya alinan tim
olgularda serum MBL dusukligu icin esik deger olarak 200 ng/ml’yi almanin
uygun olacag istatistiksel olarak hesaplanmigstir. Homozigot B varyanti
yalnizca iki kisi oldugundan riski ¢cok yuksek, guven araligi ¢ok genis olmasi
nedeni ile analiz digi birakilmistir. Calismaya alinan tium olgularda serum
MBL dusukligu icin A/B varyantla karsilastirildiginda, D varyantina sahip
olmak istatistiksel olarak anlamli (p=0,184) bulunmamistir (OR =2,81 , %95
Cl: 0,61-12,89).

Yine Yang ve arkadaglarinin (72) yaptigi ¢alismada 2 yillik ¢alisma
doénemi icinde serum MBL dluzeylerine bakilan 82 KOAH hastasindan 40’'inda
enfektif alevlenmeler goriimustir. A/B ve B/B alleli tasiyanlarda, A/A alleli
olanlara goére enfektif alevienme gorilme sikhgi istatistiksel olarak anlaml
(p=0,0037) farkli bulunmustur (OR =4,9 , %95 CI:1,7-14,4). Toplam MBL
genotip frekansi A/A alleli i¢in %73,4, A/B alleli i¢cin % 23,4 ve B/B alleli igin
%3,3 bulunmustur. A/B ve B/B varyantlari agisindan KOAH ve sigara igen
saglikh grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir.
Bizim calismamizda ise Yang ve arkadaslarinin g¢alismasindan ve diger
yayinlardan farkli olarak birinci siklikta A/B varyantt %82,5 (66/80), ikinci
siklikta homozigot D varyantt %15 (12/80) saptanmistir. Ulkemizde MBL
polimorfizmi daha once c¢alisiimamistir, bu nedenle bizim galismamiz bir ilk
olma 6Ozelligini tagimaktadir. MBL genotip frekansi agisindan bulgularimizin
literatirden farkli olmasinin nedeni kendi populasyonumuzdan kaynaklaniyor
oldugunu dusunmekteyiz. Yang ve arkadaslarinin galismasina benzer
bicimde KOAH, sigara icen KOAH, sigara i¢cen saglikli grup ve saglikli kontrol
gruplari arasinda MBL genotip frekansi agisindan istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunamamuisgtir.

Wang ve arkadaglarinin (75) 579 astimh ve 232 saglikli kontrol
grubuyla yaptigi ¢calismada MBL2 gen polimorfizmi agisindan her iki grupta
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bir fark saptanmamistir. Serum MBL konsantrasyonlari agisindan da astimli
grup (1,47+0,07 mg/L) ile kontrol grubu (1,66£0,14 mg/L) arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamisgtir. Yine serum MBL seviyesi
ve MBL genotipi ile pulmoner fonksiyonlar ve astimin klinik derecesi ile
anlamli bir iligki bulunamamigtir.

Dahl ve Nordestgaard (76) vyaptiklari c¢alismada serum MBL
dusuklagunin KOAH ve astim igin bir risk artisina yol agmadigi ve MBL-2
gen polimorfiziminin  KOAH icin bir belirte¢ olamayacadi sonucuna
varmiglardir.

Uguz ve arkadaslari (77) 5 ile 15 yas arasindaki 72 astimli gocukta ve
benzer yaslarda 30 saglikh kontrol grubunda serum MBL duzeyini
incelemiglerdir. Serum MBL duzeyleri, astimli ¢ocuklar saglikli kontrol
grubuyla kiyaslandiginda hem akut atak (median 4.1 mg/L ile median 2.8
mg/L, p<0.0001) doneminde hem de stabil donemde (median 3.6 mg/L ile
median 2.8 mg/L, p<0.0001) istatistiksel olarak anlamli yiksek saptanmistir.
Ayni zamanda astimli hasta gruplarinda serum MBL seviyeleri ile periferik
kandaki eozinofil seviyeleri arasinda pozitif korelasyon tespit etmislerdir.

Kaur ve arkadaslari (78), alerjik rinit ile birlikte astimi olan (n=49) grup
ile alerjik buronkopulmoner aspergilosisi bulunun (n=11) grup ve saglikh
kontrol (n=84) grubunda serum MBL dlzeyi ve polimorfizmine
incelemiglerdir. Yuksek serum MBL duzeyleri gosteren homozigot 1011A
allelinin periferik kandaki yuksek eozinofil seviyeleri (p<0,05) ve digsuk FEV,
(p<0,05) degerleri ile anlamli derecede korelasyon godsterdigini tespit
etmisler.

Aittoniemi ve arkadaslar (79) 243 astimh ve 400 saglikli kontrol
grubunda MBL genotipine bakmislar ve disik serum MBL konsantrasyonuna
yol agan -221 promoter bolgesideki varyant X alleline sahip olmanin
erkeklerde non atopik astim igin risk faktord olusturdugunu (OR= 2-52, % 95
Cl =1-23-5-15; p=0-01) bulmuslar. Ayrica varyant X alleli tagsimanin astim
hastalarinda hastalik surecinde gelisen FEV, deki dususle ilgili oldugunu

(p=0-033), tespit etmisler.
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Biz calismamizda serum MBL seviyesine baktigimz KOAH
(2103+1311 ng/ml), sigara icen KOAH (2324+1001 ng/ml), sigara icen
saglikli bireyler (1746x1142 ng/ml) ve saglkli birey kontrol grubunda
(2040+£879 ng/ml) istatistiksel olarak anlamli bir fark (p=0,424) bulamadik.
Serum MBL seviyelerini solunum fonksiyon testleri ve calistigimiz diger
parametrelerle karsilastirdik. MBL konsantrasyonlari ile FEV; degerleri
arasinda istatistiksel olarak sinirda anlamli negatif bir korelasyon (r=-0,246,
p=0,058), FEV1/FVC degerleri arasinda yine negatif korelasyon (r=-0,264,
p=0,041) ve CD4/CD8 oranlari arsinda negatif bir korelasyon (r=-0,264,
p=0,018) tespit ettik. Yine sigara icimi ile serum MBL duzeyleri arasinda
pozitif bir korelasyon (r=0,280, p=0,030) saptadik. MBL konsantrasyonlari ile
FEV, degerleri arasindaki korelasyon agisindan bulgularimiz Kaur ve
arkadaglarinin  sonuclarina paralellik gostermekteyken Aittoniemi ve
arkadaslarin sonuglarina zit géztukmektedir. Calismamizda serum MBL
konsantrasyonun KOAH‘ta en 6nemli risk faktdrt olan sigara igimi ile pozitif,
solunum fonksiyon testleri ile (FEV4 ve FEV4/FVC) ile negatif korelasyon
gostermesi serum MBL degerinin  KOAHta Kklinik bir belirte¢ olarak
kullanilabilecegini dusindirmektedir.

MBL varyantlarinin dastik serum MBL konsantrasyonu ile iliskisi pek
¢ok calismada ortaya konmustur. Dogal immun cevabin énemli bir bileseni
olan ve komplemani farkh bir yoldan aktive eden MBL’nin eksikliginin
enfeksiyona yatkinligi artirdigi pek ¢ok calismada gosterilirken Yang ve
arkadaglari bu durumun KOAH hastalarinda enfektif alevlenmeyi artirdigini
gOstermigtir (72). Ytting ve arkadaslari (73) serum MBL konsantrasyonunun
saglikh bireylerde yas, cinsiyet, sirkadien ritim, fiziksel egzersiz ve zamandan
etkilenmedigini, olduk¢a stabil oldugunu ve bu nedenle potansiyel bir biyolojik
belirte¢ olabilecedini ortaya koymuslarken bizim ve daha o6nce yapilan
calismalarda serum MBL seviyeleri agisindan KAOH hastalari, sigara igen
saglikl bireyler ile saglhkh kontrol gruplari arasinda anlamli bir fark
bulunamamistir. Buna kargin bizim ¢alismamizdaki gibi serum MBL seviyeleri
ile solunum fonksiyon testleri arasinda korelasyon bulan c¢alismalar

bulunmaktadir. Bu durum MBL konsantrasyonunun KOAH kliniginde bir
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belirte¢ olarak potansiyelini arttirmaktadir. Sonug¢ olarak ayni zamanda akut
faz reaktani olan MBL’nin KOAH’taki inflamasyonun patogenezindeki rolu ve
sigara icimi ile iligskisinin ve bir belirte¢ olarak degerinin anlasiimasi igin daha
ileri dizeyde ve daha kapsamli arastirmalara gereksinim vardir.

KOAH’ta inflamasyon ile ilgili arastirmalarin ¢gogu epitelyum hucresi,
intraepitelyal lenfosit, nétrofil, monosit ve makrofaj igeren dogal immin
cevabin  rolune odaklanmistir. Bu hicreler doku hasari ve
mikroorganizmalara karsi birinci basamak savunmayi yapan hucrelerdir (70).
KOAH patogenezinde dogal immudn sistemin aksine kazanilmig immadn
cevabin rolu, hastalikta artmis sayida antijen sunan dendritik hticre, T ve B
lenfositler ve artmis brongla iliskili lenfoid doku mevcudiyetine ragmen uzun
zaman ihmal edilmistir (80,81). Patojenlerdeki PAMP’lara baglanan TLR’ler
sitokinler salgilayarak inflamasyonu indukler ve kazaniimis bagisik yaniti
uyarir. Bu baglamda KOAH’lllarda periferik kandaki monositlerde TLR
ekspresyonundaki artma ya da azalma ayni zamanda TLR ekspresyonunun
sigara igimi ile iligkisi 6nemli olabilir.

Pann ve arkadaslari (82) bizim galismamiza benzer sekilde KOAH’lI
bir grupta (n=30), saglikh sigara igcen bir grupta (n=21) ve sigara igmeyen
saglikl kontrol grubunda (n=25) CD 14+ monositlerdeki TLR2 ve TLR4
ekspresyonunu incelemisler ve solunum fonksiyon testleriyle korelasyonunu
degerlendirmiglerdir. KOAHlI grupta CD 14+ monositlerdeki TLR2
ekspresyonu (% 52,91+20,5) hem saglikli sigara i¢cen bir gruptan (%
73,5+£19,0) hem de sigara icmeyen saglikli kontrol grubundan (% 82,8+17,9)
istatistiksel olarak anlamli (p<0,001) derecede dustk bulmuslar. Hem TLR2
hem de TLR4 ekspresyonu ile solunum fonksiyon parametreleri olan FEV1 %
ve FEV/FVC arasinda pozitif korelasyon (p<0,001) saptamislardir.

Biz c¢alismamizda gruplardaki CD 14 + monositlerdeki TLR2
ekspresyon oranlarini KOAH (% 56,41£24,49), sigara icen KOAH (%
64,47+22,93), sigara icen saglikli bireyler (% 64,18+23,47) ve saglikli birey
kontrol grubunda (% 51,82+24,79) olarak bulunmustur. Hasta gruplari
arasinda TLR ekspresyonunun agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

(p=0,269) saptanmamis olsa da ¢alismamizdaki KOAH grubu ve sigara igen
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saglikh gruptaki TLR2 ekspresyon oranlari Pann ve arkadaslarinin
calismasindakine benzerdir ve yine benzer bigimde KOAH’ lilarda diger
gruba goére daha dusuk bulunmustur. Bizim calismamizda Pann ve
arkadaslarindan farkli olarak saglikli kontrol grubunda TLR ekspresyonu tim
gruplardan daha dusuk bulundu. Bu durumun sagdlikli kontrol grubumuzun
yas ortalamasinin (47,416,3 yas) KOAH grubunun yas ortalamasindan
(64,6+7,4 yas) daha dusuk olmasindan ya da kontrol grubundaki bireylerin
olasi biyolojik varyasyonundan kaynaklandigi sonucuna variimistir.

Pons ve arkadaslarinin (83) vyaptidi c¢alismada ise Pann ve
arkadaslarinin  bulgularina zit olarak CD 14+ monositlerdeki TLR2
ekspresyonu, sigara igmeyen saglikli grupla (4.01£1.94 Mean Floresans
Intensity: MFI) karsilastirildiginda KOAH’lillarda (6.02+1,9 MFI) istatiksel
olarak anlamli (p=0,01) artis bulunmus. Sigara i¢cen saglikh grup ile sigara
icmeyen saglikli grup arasinda bir fark bulunmazken, sigara igcen saglikli
grupta(3.40+£0,5 MFI) TLR2 ekspresyonu KOAH grubuna (6.02+1,9 MFI) gore
anlamli derecede dusuk (p=0,02) bulunmustur. Ayni c¢alismada kullanilan
sistemik steroidlerin TLR-2 ekspresyonunda doza bagimli olarak azalmaya
yol actigini tespit edilmistir.

Stabil KOAH hastalarinda ve saglikli sigara igenlerdeki monositlerdeki
TLR-2 ekspresyonunun saglikh kontrol gruplarina kiyaslandigi ¢aligsmalarda
birbirine tamamen zit sonuglar alinmasinin nedeni ac¢ik degildir. Bu durum
hastalarin kullandidi inhale steroidler ve bunlarin kullanim suresi ve dozlari
ile iligkili olabilir. Yine bazi stabil KOAH hastalarinda goérilen artmis bakteriyal
kolonizasyonun TLR-2 ekspresyonunu uyarmasindan kaynaklanabilir. KOAH
hastalarinda TLR-2 ekspresyonunu ve bunun solunum fonksiyonu ile
korelasyonunun daha ayrintili incelenmesi gereklidir.

KOAH hastalarinda akcigerlerdeki lokal inflamasyon Uzerinde surekli
calismalar yapilmaktadir ve bu hastalarin akcigerlerinde nétrofil, makrofaj ve
T hucrelerde artis saptanmistir (81). Son yillarda bu hastalarda buyuk ve
kliguk hava yollari, alveoller ve pulmoner damarlarda artmis sayida CD8+
hicre oldugu gosterilmis ve bu hucrelerin akciger fonksiyon azalmasiyla
iliskisi saptanmistir (81). Cok agir KOAH’ta CD4+ hucreler de artmistir (12).
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Yine T hucreleri Gzerine yapilan calismalarda CD8+ T hucreleri ile
azalan akciger fonksiyonu arasinda bir korelasyon bulunmustur (84,85),
KOAH hastalarinin akcigerlerinde CD4+ ve CD8+ T hucreleri arasindaki
dengenin bozulmus oldugu ve sonug¢ olarak CD4/CD8 oraninin azaldigi
gOsterilmigtir (84).

KOAH hastalarinin periferik kanlarindaki T hucre profili akcigerlerdeki
T hacre profili kadar iyi nitelendiriimemistir; yine de dolasimdaki T
hlcrelerindeki lenfosit bilesimi ve CD4/CD8 orani agisindan azda olsa
farklilik oldugu gosterilmigtir (86-88). KOAH hastalarinda ve sigara i¢cenlerde
dolagimdaki T hucrelerini aktivasyon belirteci olarak ifade eden az sayida
¢alisma yayinlanmigtir (86, 88, 89).

Glader ve arkadaslari (90), KOAH hastalarinda (n=17), sigara icen
saghkli grupta (n=8) ve sigara igmeyen saglikli grupta (n=6) yaptiklari
calismada periferik kanda CD4+ ve CD8+ T hucre yluzdeleri ve CD4/CD8
orani agisindan gruplar arasinda herhangi bir fark bulmamiglar. CD8+ T
hdcrelerinin aktivasyon belirteci olarak solunum fonksiyonlari ile korele
olmadigint buna karsin CD4+ T hicrelerinden CD69 ekspresyonu
goOsterenlerin FEV, ile pozitif korelasyon gdsterdigini (r=0,55, p=0,0065)
saptamislardir.

Kulawik ve arkadaslarn (91), KOAH hastalarinda (n=18), sigara i¢en
saglkli grupta (n=12) ve sigara icmeyen saglikli grupta (n=12) yaptiklar
calismada, KOAH’lI grupta CD8+ T hucre (% 35,4 median) oranlari sigara
icen saglikli gruptan (%26,4 median) daha ylksek ama istatiksel olarak
anlamsiz (p=0,07) bulmuslardir. Ayni calismada CD4/CD8 orani KOAH
hastalarinda (median:1,06 / 0,61-1,52)sigara icen saglikli gruptan (median:
1,65 / 1,23-1,95) anlamli (p<0,05) derecede dusuk bulunmustur. CD 95
eksprese eden CD4+ T lenfosit ve CD95+ CD8+ lenfosit oranlari KOAH
hastalari ile sigara i¢cen saglikh grup ve sigara igmeyen saglikli grupla
karsilastiriidiginda her iki T lenfosit alt grubu KOAH grubunda anlamli
(p<0,05) derecede yluksek bulunmustur. CD8+ T hucreleri ile FEV4/FVC
arasinda negatif korelasyon (r= -0,57, p=0,06) ve CD4/CD8 orani ile
FEV4/FVC arasinda pozitif korelasyon (r=0,47) saptanmistir.
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Rufino ve arkadaslarinin(92), KOAH hastalarinda (n=38), sigara i¢en
saghkli grupta (n=29) ve sigara icmeyen sagliklh grupta (n=18) yaptig
¢alismada; CD8+ T hucre oranlarini incelemislerdir. KOAH’lI grupta CD8+ T
hicre (% 32,29+9,55) oranlari sigara i¢cen saglikli gruptan (%27,72+10,7)
anlamli derecede yiiksek (p=0,036) bulunmustur. Istatistiksel yénden dnemli
olmamasina ragmen, CD4+ T hucreleri oranlarinda, sigara icen saglikli
grupta ve KOAH hastalarinda, sigara igmeyen saglikh kontrollere gdre bir
artis egilimi oldugu saptanmis.

Kim WD ve arkadaslarinin (86), KOAH hastalarinda (n=20), sigara
icen saglikli grupta (n=20) ve sigara icmeyen saglikli grupta (n=20) yaptigdi
calismada CD4+ ve CD8+T hucre oranlarini incelemiglerdir. CD4+ T hucre
oranlari KOAH’lI grupta (% 33,3+9,4), sigara i¢gen saglikli grupta (% 37,2+9,6)
ve sigara icmeyen saglikh grupta (% 37,845,8) bulunmustur. CD8+ T hucre
oranlari KOAH’lI grupta (% 31,9+7,3), sigara igen saglikli grupta (% 31,6+4,2)
ve sigara icmeyen saglikl grupta (% 30,6+5,3) bulunmustur. CD4/CD8 orani
ise KOAH'lI grupta (1,1410,55), sigara igcen saglkh grupta (1,25+0,45) ve
sigara i¢cmeyen saglhkh grupta (1,2810,34) saptanmistir. Bakilan bu
parametrelerin higbir parametrede gruplar arasinda anlamli bir fark tespit
edilmemistir.

Bizim galismamizda ise, CD4+ T hucre oranlari KOAH hastalarinda
(% 33,72+10,9), sigara icen KOAH hastalarinda (% 33,31+14,15), sigara igen
saglikli bireylerde (% 38,64+12,79) ve saglikli birey kontrol grubunda (%
38,83+15,59) olarak bulunmustur. CD8+ T hucre oranlari KOAH hastalarinda
(% 29,21+£12,08), sigara icen KOAH hastalarinda (% 25,76+9,85), sigara icen
saglikli bireylerde (% 25,23+7,89) ve saglikli birey kontrol grubunda (%
24,88+9,06) olarak saptanmistir. CD4/CD8 oranini ise KOAH hastalarinda
(1,41£0,74), sigara icen KOAH hastalarinda (1,33+0,47), sigara igen saglkl
bireylerde (1,5810,56) ve sadlikli birey kontrol grubunda (1,651£0,64) olarak
bulduk. Calismamizda hem CD4+ T hicre oranlari, hem CD8+ T hicre
oranlari hem de CD4/CD8 orani icin gruplar arasinda anlamli bir fark
(strasiyla p=0.396, p=0.486, p=0.310) tespit edilememistir. Sonuglarimizi

solunum fonksiyon testleri ile karsilastirdigimizda CD4+ T hicre oranlari ile
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FEV, arasinda pozitif korelasyon (r=0,311, p=0,16) ve yine CD4+ T hucre
oranlari ile FEV+/FVC arasinda pozitif yonde korelasyon (r=0,293, p=0,23)
tespit edilmistir. Ayni zamanda CD4/CD8 orani ile FEV4/FVC arasinda pozitif
korelasyon (r=0,295, p=0,022) saptanmigtir. Bu korelasyon degerleri Glader
ile Kulawik ve arkadaslarinin c¢alismalarindaki korelasyon sonuglariyla
paralellik gostermektedir. CD8+ T hucre yuzdesi ile solunum fonksiyon test
parametrelerinden FEV1 ve FEV1/FVC orani arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir korelasyon saptanmamistir. Ancak CD8 hucre ylzdesinin, FEV1
ve FEV1/FVC orani arasinda negatif yonde bir korelasyon oldugu ( sirasiyla
r=-0,033 p=0,803, r=-0,189 p=0,149) dikkati cekmektedir.

KOAH hastalarinda ve sigara igen saglikli bireylerde periferik kandaki
CD4+ ve CD8+ T hucre oranlari ve CD4/CD8 oranini saglikh kontrol
gruplariyla karsilastiran calismalarin bir kisminda, bizim c¢alismamizda
oldugu gibi gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadigi goérilmektedir. Bir
kisim calismada ise KOAH hastalarinda CD8+ T hulicre oranlarinda artis,
CD4/CD8 oraninin da ise azalma ve bu parametreler ile solunum
fonksiyonlari ile korelasyon saptanmigtir. Bu parametrelerin KOAH
hastalarinda aktivasyon belirteci olarak kullaniimasi agisindan elde edilen
sonuglar umut verici gézukmekle birlikte bu konuda ve de 6zellikle CD4+ ve
CD8+ T hucrelerin alt gruplarinda daha ¢ok ve kapsamli ¢alismalara ihtiyag

oldugu aciktir.
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VI. SONUG VE ONERILER

Literatirde Turk toplumunda MBL polimorfizmi analizini igeren bir
yayin saptanmamigtir. Calismamiz bu konuda bir ilk olma 6zelligi tagimakta
olup toplumumuzda MBL genotip frekansi yabanci literatlrlerden farkl olarak
saptanmigtir. Biz calismamizda heterozigot A/B varyanti sikhgini %82,5
(66/80) buldugumuz halde literatlirde bu oran ortalama %25’tir, homozigot D
varyanti igin buldugumuz %15 (12/80) siklik orani literaturde %1’in altindadir
ve ¢alismamizda homozigot B varyanti icin %2,5 (2/80) olarak saptadigimiz
siklik orani literatirde ortalama %4 olarak saptanmigtir.

Literatirde MBL polimorfizminde farkli varyantlarin serum MBL
duzeylerinin daha dusuk degerlerde oldugu ileri strdlmektedir. Bu varyantlar
arasinda calismamizda analiz ettigimiz AB, B ve D varyanta sahip bireylerin
de serum MBL dizeylerini dusuk bekliyorduk. Homozigot B varyanta sahip
yalnizca iki olgu saptadik ve her ikisinde de literattrle uyumlu sekilde serum
MBL duzeylerini 50 ng/ml'nin altinda saptadik. Ancak B varyant olgu sayisi
¢ok az oldugundan (n=2) diger varyantlarla istatistiksel kiyaslama yapmak
mumkuan olamamigtir. Olgularimizin % 82,5 olusturan heterozigot AB olgulari
ile % 15 olusturan homozigot D varyant arasinda serum MBL
konsantrasyonlari agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunamamistir.

Hasta gruplari arasinda TLR ekspresyonunun agisindan istatistiksel
olarak anlamli  bir fark bulunamamigtir.  Calismamizda TLR-2
ekspresyonunun KOAHta klinik belirte¢ olarak kullanilamayacagdi kanisina
varimistir.

Calisma gruplarimizda hem CD4+, CD8+ ve CD4/CD8 orani igin

gruplar arasinda anlamli bir fark tespit edilmemistir. Ancak buna ragmen



CD4+ T hucre oranlari ile FEV1 ve FEV4/FVC arasinda pozitif korelasyon
tespit ettik. Yine CD4/CD8 orani ile FEV4/FVC arasinda pozitif korelasyon
saptadik. Bu korelasyonlar KOAHta klinik agidan hastalarin patogenezini
degerlendirmede bu parametrelerin anlamli oldugunu dustndirmektedir.
Calisma gruplar arasinda serum MBL konsantrasyonlari agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. Ancak buna ragmen MBL
konsantrasyonlari ile FEV; ve FEV4/FVC degerleri arasinda negatif bir
korelasyon, MBL duzeyleri ile CD4/CD8 oranlari arasinda negatif bir
korelasyon tespit ettik. Yine sigara igimi ile serum MBL dizeyleri arasinda
pozitif bir korelasyon saptadik. Serum MBL konsantrasyonun KOAH ‘ta en
onemli risk faktorl olan sigara icimi ile pozitif, solunum fonksiyon testleri ile
(FEV1ve FEV4/FVC) ile negatif korelasyon gostermesi serum MBL degerinin
KOAH'ta klinik bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini diistindirmektedir. ileri
klinik arastirmalarla daha ¢cok KOAH hastasi iceren ¢alisma gruplarinda klinik

evrelendirmeyle bu iligkinin degeri daha net agiga ¢ikacaktir.
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VIl. OZET

Amag: Calismamizda KOAH hastalarinda ve sigara kullanan bireylerde olasi
biyomarkirlar incelemek amaciyla MBL polimorfizmi, serum MBL konsantrasyonu,
CD4+ ve CD8+ ile CD4/CD8 orani ve monositer TLR2 ekspresyonlarinin klinikte
uygulanan  solunum  fonksiyon testleriyle  kiyaslanarak  degerlendiriimesi
amaglanmigtir.

Gere¢ yontem: Calismaya, Grup 1’e KOAH tanisi almig 20, Grup 2’ye KOAH tanisi
almis ve sigara igcen 20; Grup 3’e sigara igen ve solunum fonksiyon testi normal olan
20 ve Grup 4’e kontrol grubu olarak 20 birey dahil edilmigtir. Serum MBL
konsantrasyonlari ELISA yontemi ile MBL polimorfizmi RT-PCR teknigi kullanilarak
saptandi. CD4 ve CD8 T hucre oranlari ile monositer TLR2 ekspresyonu flow sitometri
teknigi ile bakildi. Kontrol grubu hari¢ diger olgulara spirometrik solunum fonksiyon
testi uygulanmistir.

Bulgular: Tum denekler incelendiginde MBL A/B alleli %82,5 (66/80), homozigot D
alleli %15 (12/80) ve homozigot B alleli %2,5 (2/80) siklikla tespit edilmigtir; gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fak bulunmamigtir. Serum MBL
konsantrasyonu, Grup 1'de 2103£1311 ng/ml, Grup 2'de 2324+1001 ng/ml, Grup 3’'de
1746+£1142 ng/ml ve Grup 4’de 20404879 ng/ml saptanmig ve gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamh bir fark saptanmamigtir. CD14+ hucrelerde yapilan TLR2
ekspresyon analizinde, Grup 1’de %56,41+24,49, Grup 2'de %64,47+22,93, Grup
3'de %64,18+23,47 ve Grupd’de %51,82+24,79 olarak saptanmis ve gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Calisma gruplarimizda hem CD4+,
CD8+ ve CD4/CD8 orani igin gruplar arasinda anlamh bir fark tespit edilmemistir.
Ancak buna ragmen CD4+ T hucre oranlari ile FEV, ve FEV4/FVC arasinda pozitif
korelasyon, CD4/CD8 orani ile FEV4/FVC arasinda pozitif korelasyon saptadik. MBL
dluzeyleri ile CD4/CD8 oranlari arasinda negatif bir korelasyon tespit ettik. Serum MBL
konsantrasyonu KOAH ‘ta en 6énemli risk faktort olan sigara igimi ile pozitif, solunum
fonksiyon testleri ile (FEV,ve FEV/FVC) ile negatif korelasyon gostermektedir.
Sonug¢: Bulgularimiz CD4/CD8 orani ve serum MBL degerinin KOAHta klinik bir
belirte¢ olarak kullanilabilecegini distindirmektedir. Bu konu daha ¢ok KOAH hastasi
iceren ileri klinik aragtirmalarla desteklenmeye ihtiyaci vardir. Literatirde Turk
toplumunda MBL polimorfizmi analizini igeren bir yayin saptanmamistir. Calismamiz
bu konuda bir ilk olma 6zelligi tagimaktadir

Anahtar kelimeler: KOAH, sigara, TLR-2, CD4, CD8, MBL, MBL varyant, FEV1/FVC.
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VIIl. SUMMARY

Assessments of Toll-like receptor 2 expression, mannose-binding lectin
gene polymorphisms, serum mannose-binding lectin concentrations,
CD4, CD8 ratio in chronic obstructive pulmonary disease patients and

cigarette smokers

Aim: The aim of the present study is to assess monocyte (CD14+) Toll-like
receptor 2 expression (TLR-2), mannose-binding lectin (MBL) gene
polymorphisms, serum MBL concentrations, CD4+, CD8+ and CD4/CD8 ratio
as possible biomarkers in chronic obstructive pulmonary disease (COPD)
patients and in cigarette smokers and to search for possible correlations
between the clinical pulmonary function tests.

Materials and methods: In this prospective study, 20 COPD patients were
enrolled as Group 1, 20 COPD patients who were cigarette smokers were
enrolled as Group 2, 20 cigarette smokers with normal pulmonary function
tests were enrolled as Group 3 and 20 healthy volunteers were enrolled as
the control group for Group 4. Circulating MBL concentrations were
assessed by ELISA method and MBL gene polymorphisms were assessed
by real time RT-PCR method. Flow cytometry method with monoclonal
antibodies was used for the evaluation of lymphocyte subsets: CD4+ and
CD8+ T Ilymphocytes and TLR-2 expression on CD14+ monocytes.
Pulmonary function tests were performed to all cases except group 4
controls.

Results: In all cases MBL gene frequencies were found A/B allele 82,5%
(66/80), homozigot D allele 15 % (12/80) and homozygote B allele 2,5%

(2/80) and we found no statistical differences between the study groups.
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Circulating MBL concentrations were found as 2103£1311 ng/ml, 2324+1001
ng/ml, 17461142 ng/ml and 2040+£879 ng/ml respectively in Groups 1, 2, 3
and 4. No statistical difference was found between the study groups. TLR-2
expression on CD14+ monocytes 56.41+24.49%, 64.47+22.93%,
64.18+23.47% and 51.82+24.79% respectively in groups 1, 2, 3 and 4. No
statistical difference was found between the study groups for TLR-2, CD4+,
CD8+ and CD4/CDS8 ratio. We found significant positive correlations between
CD4+ T subsets and FEV4 and FEV+/FVC ratio, and between CD4/CD8 ratio
and FEV1/FVC. We found negative correlations between serum MBL
concentrations and CD4/CD8 ratio. Serum MBL concentration correlated
positively with cigarette smoking and negatively with pulmonary function tests
(FEViand FEV4/FVC).

Conclusion: Our results revealed that CD4/CD8 ratio and serum MBL
concentration could correlate well with pulmonary function tests and could be
used as one of the clinical biomarkers of COPD. However we believe these
results still needs further investigation which includes larger series of COPD
patients. Previously no study was performed in Turkish population about the

MBL gene polymorphism and our study is the first article presenting this data.

Key Words: COPD, cigarette smoking, TLR-2, CD4, CD8, MBL, MBL
variant, FEV4/FVC.
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