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OZET

AKUT BRONSIOLIT OLAN HASTALARDA IL-8 -251A/T VE 781C/T
POLIMORFIZMLERININ ANALIiZi

Akut brongsiolit viral solunum yolu enfeksiyonu olup o6zellikle kisin yaygin
olarak goriilen ve nefes darligi ile ara sira 6liimciil solunum yetmezligine neden olan bir
hastaliktir. Bu hastalik genel olarak 2 yas alt1 cocuklarda goriiliir ancak kalp rahatsizligi,
kistik fibroz, bronkopulmoner displazi olan bebeklerde hastaliga yakalanma riski daha
fazladir. %70’1 solunum sinsityal viriisii (RSV) nedeni ile olmaktadir. Mevcut
calismalarda bronsiolit olan bebeklerin bronkoalveolar lavaj sivisinda dominant hiicre
olarak nétrofiller goriilmiistir. En ¢ok nétrofil kemoatraktan1 Interlokin-8 (IL-8)
bulunmustur ve RSV ile enfekte olan epitel hiicrelerinin asir1 diizeyde IL-8 salgiladigi
goriilmiis hatta plazma ve burun salgilarinda yiiksek diizeyde IL-8 tespit edilmistir. Bu
caligmada IL-8 -251 A/T ve 781 C/T gen polimorfizmlerinin akut bronsiolit ile iliskisi

arastirilmistr.

Smirlayici Enzim Parca Uzunluk Cesitliligi (RFLP) ile 104 akut bronsiolit
hastasi ile 104 saglikli bebeklerde IL-8 gen polimorfizmlerinin siklig1 belirlenmistir.

Veri sonuglar1 istatistiksel olarak incelenmesinden sonra IL-8 -251A/T ve

781C/T polimorfizmi ile akut bronsiolit arasinda anlamli bir iliski bulunamamigtir

(p=0.8315 ve p=0.5723).

Anahtar Kelimeler: Akut Bronsiolit, IL-8 geni, Notrofil, Polimorfizm.



ABSTRACT

ANALYSIS OF IL-8 -251A/T AND 781C/T POLYMORPHISMS IN ACUTE
BRONCHIOLITIS PATIENTS

Acute bronchiolitis is a viral respiratory tract infection which is common in
winter and causes occasional fatal respiratory insufficiency with breathlessness. This
disease generally seen in children under 2 years old but infants which have heart disease
cystic fibrosis, bronchopulmonory dysplasia, are more susceptible to this disease. 70%
of the cases are caused by respiratory syncytial virus (RSV). Neutrophils were found
dominant cells in bronchoalveolar lavage fluid in infants that had bronchiolitis.
Interleukin-8 (IL-8) was seen as the most neutrophil chemoattractant and RSV infected
epithelial cells secreted excessive levels of 1L-8, even IL-8 were detected in plasma and
nasal secretions of bronchioltis children. In this study, relationship among IL-8 -251A/T
and 781 C/T gene polymorphisms and acute bronchiolitis were investigated.

The frequency of IL-8 gene polymorphisms in 104 acute bronchiolitis patients
and 104 healthy infants was determined by Restriction fragment length polymorphism
(RFLP).

After statistical evaluation of the data results, we have not found an association
between IL-8 -251A/T , 781 C/T polymorphism with acute bronchiolitis (p=0.8315 and
p=0.5723).

Key Words : Acute Bronchiolitis, IL-8 gene, Neutrophil, Polymorphism,
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1. GIRIS ve AMAC

Akut bronsiolit kis aylarinda sik rastlanan ve nefes darligina, solunum
yetmezligine neden olan bir viral solunum yolu enfeksiyonudur. Bir alt solunum yolu
enfeksiyonu olan akut bronsiolit hastaligi genelde 2 yas alti1 bebeklerde goriilmektedir
(Black 2003). Ulkemizde bu hastalia Aralik-Ocak aylar1 arasinda sik rastlanmasina
ragmen Kasim-Nisan aylarinda da goriilmektedir (Hatipoglu ve ark., 2009). Prematiire
dogan, ailesi kalabalik, sosyal statiisii diisiik aileye sahip, kalp rahatsizligi, kistik fibroz,
bronkopulmoner displazi olan bebeklerde bu hastaliga yakalanma oranlar1 oldukca
yiiksektir (Figueras-Aloy ve ark., 2004). Hastaliga neden olan en biiyiik etken solunum
yolu virtisleridir. En sik karsilagilan respiratuar sinsisyal viriis (RSV) olmakla beraber;
rinoviriis, influenza, human metapneumoviriis (hMPV), parainfluenza 3 (PIV 3),
coronavirlis ve bocavirlis de diger etmenler arasindadir. Sancakli ve ark. (2012)
tilkemizde en sik rastlanan viriisleri sirasiyla rinoviriis, RSV A-B ve hMPV (%26.4,
%10.3, %6.9) olarak belirtmistir. Topguoglu ve ark. (2009)’nin yaptiklar1 ¢alismada
hMPV oranini %59.7 oldugu gortilmiistiir.

Mevcut calismalara bakildiginda RSV hastas1 olan bebeklerin bronkoalveoler
lavaj sivisinda nétrofillerin baskin hiicre tipi oldugu gézlemlenmistir (Everard ve ark.,
1994). En cok bilinen kemoatraktan Interlokin-8 (IL-8) olarak bulunmus ve RSV ile
enfekte olmus hava yolu epitel hiicrelerinin yiiksek oranda IL-8 ve diger proinflamatuar
sitokinleri salgiladig1 deneysel olarak kesfedilmistir (Fiedler ve ark., 1996). Ote yandan
klinik caligmalarda bronsiolit olan bebeklerin nasal salgilarinda ve plasmalarinda
yiiksek oranda IL-8 tespit edilmistir (Biswas ve ark., 1995; Abu-Harb ve ark., 1999) .
Bu gozlemler sonucunda, RSV bronsiolit patogenezinde IL-8’in rolii olup olmadigi
akillarda soru isareti olusturmustur. Bu soruyu ¢d6zmenin bir yolu RSV enfeksiyonu ile
olusan klinik sonuglarin IL-8 iiretiminde veya fonksiyonun ayarlanmasinda genetik

faktorlerin olup olmadigina bakmaktir.

Calismamizdaki amag; akut bronsiolit ile IL-8 geni 781C/T ve promotor

bolgesinde bulunan -251A/Tpolimorfizmleri arasinda iliskisini incelemektir.



2. GENEL BILGILER
2.1.AKUT BRONSIOLIT

2.1.1. Bronsiolitin Tanim
Akut brongiolit, bronsiollerin iltihaplanmasiyla ortaya ¢ikan bir hastalik olup
akcigerlere hava gecisini azaltmaktadir. Genelde iki yas alti ¢ocuklarda goriiliir ve
ozellikle iigve alt1 aylik bebeklerde sikga rastlanmaktadir. Oksiiriige ve nefes darligina
yol agarak bebegin beslenmesinde zorluga neden olmaktadir. Bronsiolitte hiriltili
solunum “wheezing” hastaligin en 6nemli tan1 belirleyicilerindendir. Hastaliga genelde
solunum sinsityal viriisii (RSV) (olgularin %70’inde) neden olmakta ve yakalanma daha

¢ok kis aylarinda goriilmektedir (Zhang ve ark., 2013).

2.1.2. Epidemiyoloji
Amerika Birlesik Devletlerinde, solunum yolu enfekiyonu 12 aydan kiigiik
cocuklarin %25’inde ve 1-2 yas araligindaki ¢ocuklarin %13’ilinde goriilmektedir. Bu

%25’lik kesimin yarisinda hiriltili solunum gézlenmektedir (Henderson ve ark., 1979).

Iki RSV sezonu igerisinde ¢cocuklarin yaklasik olarak %100’{i RSV enfeksiyonu
ile kars1 karsiya gelmektedir ve %1°1 bu sebepten dolayr hastaneye yatmaktadir
(Henderson ve ark., 1979). Gebelikte 40 haftayr doldurmus bebeklerin %80’1 hastanelik
olmakta ve hastaneye yatan bebeklerin %50’si 1-3 aylik olmaktadir. Hastaneye yatan
bebeklerin %5’den az1 30 giinliiktiir. Bunun nedeni plasentadan gecen antikorlarin
koruyucu etkisinden dolay1r yasamin ilk 4-6 haftasinda bebegin ciddi enfeksiyon

kapmasini engellemesidir(Glezen ve ark, 1981).

RSV enfeksiyonu ile olusan solunum yolu enfeksiyonlar1 mevsimseldir.
Baslangig, zirve, silire¢ ve siddeti iilkeden iilkeye ve yildan yila degismektedir. Gergek
pik bolgeden bolgeye degismesine ragmen iliman iklimlerde RSV aktivitesi kis
aylarinda pik yapmaktadir (Ducoffre ve ark., 2001). Diger yandan tropikal iklimlerde
RSV yagmurlu sezonlarda ve sicak aylarda pik yapmaktadir. Kuzey yarimkiirede RSV
salgin1 genelde aralik ve mart aylarinda, bunun tersine gliney yarimkiirede kis salginlari

Mayis ve Eyliil aylari arasinda ortaya ¢ikmaktadir. (Cherian ve ark., 1990).



Enfeksiyon nazofaringeal veya okiiler mukoza zarindan direkt temas ile

bulagsmaktadir.

Uluslararasi istatistiklere gore bronsiolit, diinya capinda solunum hastaliginin
onemli bir nedenidir. Diinya Saglik Orgiitii biiltenine gdre tahmini olarak yilda 150
milyon yeni vakadan 11-20 milyonu (%7-13) hastaneye yatmak igin yeterli siddettedir.
Diinya genelinde biitiin vakalarin %951 gelismekte olan iilkelerde goriilmektedir

(Rudan, 2004).

Gelismis tilkelerde bronsiolit siklig1 Birlesik Devletler ile benzer goriilmektedir.
Gelismemis lilkelerde epidemiyolojik veriler eksiktir. Az gelismis iilkelerde alt solunum
yolu enfeksiyonuna neden olan baskin virlis RSV oldugu epidemiyolojik datalarda
goriilmekte olup, yatan hastalarin %65°1 bu viriis dolayisiyla hastaneye yatmaktadir
(Weber, 1998).Geligsmekte olan iilkelerde RSV’ye bagli 6liimler hakkindaki bilgilere az
rastlanmaktadir. Hastalik ve 6liim orani az gelismis lilkelerde kotii beslenmeye ve tibbi

bakim kaynaklarinin yetersiz olmasina bagl olarak yiiksek olabilmektedir (Koehoorn ve
ark., 2008).

Bronsiolit hastalig1 herhangi bir yasta ¢ikabilir olmasia ragmen klinik tablolar
brangiolitin  sadece bebek ve kiigiik c¢ocuklarda daha stk  oldugunu
gostermektedir.Bronsiolit vakalarinin yaklasik olarak %75’1 1 yas alti ¢cocuklarda ve
%951 2 yas alti ¢ocuklarda oldugu tespit edilmistir. Yas, enfeksiyonun siddetinde
onemli bir faktordiir. Hasta ne kadar geng¢ olursa enfeksiyon daha siddetli olma
egilimindedir. 6 ayliktan kii¢iik olan bebekler daha siddetli etkilenmektedir. Bunun
nedeni hava yollariin dar olmasi ve salgilarinin yeteri kadar temizlememesi ile

aciklanabilir (DeNicola ve ark., 2016).

Anne karnindayken annenin sigara dumanina maruz kalmasi ya da annenin
sigara icmesi; uterusta bulunan bebegin hava yolu gelisimini bozabilmekte ya da
akciger dokusunun elastikiyet ozelligini kaybetmesine neden olmaktadir. Dogum
sonrasi donemde ailede sigara igenlere bagl olarak bebegin pasif i¢ici olmast RSV

bronsiolit siddetini arttirmaktadir (DeNicola ve ark., 2016).

Bagisikligin diisiik olmasindan dolayr RSV bronsiolit geng ¢ocuklarda 6nemli

bir hastalik olmasina ragmen, duyarli yetiskinler asemptomatik yada hafif semptomatik



ve tastyici olabilmektedir. Kemik iligi ve organ nakli olan yasca biiyiik ¢ocuklarda ve
yetigkinlerde bronsiolit hastaligina yakalanabilme ihtimali yiiksektir (Terrosi ve ark.,
2009).

Erkeklerde goriilme sikligi kizlardan 1,25 kat daha fazladir. Bu farkin nedeni
tam olarak bilinmemektedir (Weber ve ark., 1998; Iwane ve ark., 2004). Olim
erkeklerde 1,5 kat daha fazladir (Mage ve ark., 2004)

Irk ve sosyoekonomik statii akut bronsiolit hastalarini  olumsuz
etkileyebilmektedir. Nedeninin ne oldugu bilinmemesine ragmen beyaz irkta siyah irka
gore hastalik daha siddetli yaganmaktadir. Diislik sosyoekonomik statli hastaneye yatis
olasiligin1 arttirmaktadir (Bradley ve ark.,2005). Anne siitii ile iyi beslenemeyen
bebeklerin yeterli antikor alamamalar1 hastaligin olusmasimna neden olan etkenlerden
biridir (Libster ve ark., 2009). Evde yasayan kisinin ¢ok olmasi viriisiin yayilmasini

arttirmaktadir (Payne 1993)

2.1.3. Etiyoloji

RSV, metapndémoviriis (hMPV), parainfluenza viriis, influanza viriis, Human
Bocavirus (HBoV) ya da adenoviriis gibi viriisler bronsiolite neden olan viral
patojenlerdir. Burun salgilari, havadaki damlaciklar ve formitler ile direkt temas halinde
insandan insana bu virlisler yayilmaktadir. Bronsiolit rahatsizligiyla hastaneye yatan 2
yas alt1 gocuklarin %75’inden RSV ajani izole edilmistir. RSV, Prneumoviriis cinsinden
olup paramiksoviriis ailesine ait negatif anlamli ve tek sarmalli bir RNA virisiidiir
(DeNicola ve ark., 2016).

RSV tiim vakalarin %20-40’ma neden olmakta ve vakalarin %44’ 2 yas altimi
kapsamaktadir. RSV, A ve B olmak {izere iki antijenik alt gruba ayrilir ve bunlar G
proteinin yapisindaki degisiklik ile tanimlanir. A olan alt tiir agir enfeksiyona neden
olmaktadir (Fodha ve ark., 2007) . Semptomlar ortaya ¢iktiktan sonra burun salgilarinda
viral dokiilme 6-21 giin stirer. Kulugka siiresi 2-5 giindiir (Hall ve ark., 1976).

Brongiolit vakalarmin %10-30’una parainfluenza viriisleri neden olmaktadir

(Counihan ve ark., 2001). Bu viriisiin neden oldugu bronsiolit hastaligi yilin erken



aylarinda baglar ve her yil meydana gelme egilimindedir. Bronsiolit vakalarinin %5-
10’unda adenoviriis bulunmaktadir. Vakalarin %10-20’sinde influanza viriisi, %5-

15’inde Mycoplasma pneumoniae goriilmektedir (DeNicola ve ark., 2016).

fleriye déniik ¢ok merkezli bir c¢alismada, acil serviste bulunan bronsiolit
hastalarinin viral etiyolojisi 277 ornekte test edilmis ve asagidaki viriisler elde edilmistir

(Mansbach ve ark., 2008);

RSV %64
Metapnomoviriis (hMPV) %9-30

Rhinovirus %16

Influenza A viris %6

Paramiksoviriis olan hMPV ilk olarak Hollanda’da 2001 yilinda tespit edilmis
(van den Hoogen ve ark., 2001) ve bronsiolit i¢in yiiksek derecede bulasici ajan olarak
gosterilmistir (Caracciolo ve ark., 2008). Serolojik ¢alismalar sonucunda 5 yasina kadar
olan Hollandali ¢ocuklarin seropozitif oldugu goriilmiis ve bu viriisiin en az 50 yildir

yaygin oldugu belirtilmistir (van den Hoogen ve ark., 2004).

Williams ve ark. (2004)’nin yaptiklari g¢alismada hMPV viriisiine yakalanmig
kisilerin ortalama yas1 11,6 ay olarak bulunmustur. Bu viriisiin neden oldugu bronsiolit
hastalig1 en stk Aralik ve Nisan aylarinda goriilmekte ve hastalarin %2’si hastaneye

yatmaktadir. Hastalarin %59’u ile bu viriis iliskilidir.

hMPV bronsiolit,sezonunun sonlarinda goriilmekte, yiliksek ates olusturmakta,
oldukga geng yastaki ¢ocuklari etkilemekte ve daha fazla hiriltili solunum yapmaktadir
(Garcia-Garcia ve ark., 2007). Diger c¢alismalarda hMPV ve RSV kombinasyonu
sonucunda brongiolitin daha agir gecirildigi ve 10 kat daha fazla ¢gocugun yogun bakim

tinitesine giris yaptigi gorilmistiir (McNamara ve ark., 2007).

Human Bocavirus (HBoV) 2005 yilinda kesfedilmis olup, hem {ist solunum
hemde alt solunum yolu enfeksiyonuna neden olmaktadir. Arnold ve ark. (2006) 20
aydan uzun bir siirede yaptiklar1 ¢alismada San Diego Cocuk Hastanesi nde bulunan

1474 hastadan alinan nasal salgi 6rneklerinin %5,6’s1 HboV pozitif ¢ikmistir.



2.1.3.1 Risk faktorleri

Bronsiolite neden olan risk faktorleri asagida siralanmistir (Glezen ve ark., 1981;
Carroll ve ark., 2007; Duppenthaler ve ark., 2004);

e Diisiik dogum agirligi, 6zellikle prematiire dogan bebekler

o Gebelik yas1 kiiclik olan bireyler (hastane arastirmalarindan ve RSV enfeksiyonu
nedeniyle hastaneye yatan bebeklerden bagimsiz olarak)

e Diisiik sosyoekonomik durum

e Kalabalik yagam kosullari, bakim ya da her ikisi

e Ailede sigara igen bireyin olmasi

e Kronik akciger hastaligi, 6zellikle bronkopulmoner displazi

e Agir konjenital veya sonradan kazanilan norolojik hastalik

e Pulmoner hipertansiyonu ile birlikte konjenital kalp hastaligt (KKH) olan
bebeklerde. Ancak KKH olan Isvigreli cocuklarda artis riski goriilmemistir

¢ Konjenital veya edinsel bagisiklik yetersizligi hastaliklar

e 3 aydan kiigiik olan bebekler

e Havayolu anomalileri

Epidemiyolojik degiskenler acisindan anlamli bir farklihik bulunmamasina
ragmen, pozitif C-Reaktif Protein (CRP) sonuglari olan (>0,8 mg/dL) ve akciger
rontgeninde pulmoner konsolidasyon goriilen bebekler arasinda hastaligin daha yaygin

oldugu goriilmiistiir (Papoff ve ark., 2011).

2.1.4. Patofizyoloji

Mevcut arastirmalarda, akut bronsioliti olan bebeklerin bronkoalveolar lavaj
stvisinda notrofillerin dominant hiicre tipi oldugu gdzlemlenmistir. Oksidanlar ve
proteolitik enzimler de dahil c¢ok sayida iltihaplanma iriiniinii notrofiller
olusturmaktadir ve akut ile kronik akciger hastalifinin ortaya c¢ikmasinda rol
oynamaktadirNortofillerin solunum yolu enfeksiyonlarinda, konak¢inin savunmasinda
ve solunum yolu semptomlarinda rolii olduguna dair artan kanitlar bulunmaktadir

(Donnelly ve ark., 1992).



Rinoviriis ile enfekte olmus ve hastalik semptomlart goriilen yetiskin bireylerde;
enfekte olmus bolgeye dogru noétrofil akimi gériilmistiir (Turner 1990). Enfekteolmus
hiicrelerin kompleman aktivasyonunu uyarabildigi ve enfeksiyonla bebeklerin nazal
salgilarinda bagisiklik komplekslerinin bulundugu bilinmektedir (Edwards ve ark.,
1986) .

Bir in vitro ¢alismada RSV viriisiinlin insan eozinofillerini aktive edebilecegi
belirtilmis ve diger bir calismada da bronsiolit olan bebeklerin nazofaringeal
sekrasyonlarinda yiliksek oranda eozinofile rastlandigi bildirilmistir (Garofalo 1992).
Ote yandan bu oran {ist solunum yolu semptomlari olan bebeklerde daha az
goriilmiistiir. Sangsupawanich ve Anuntaseree’nin (2017) yaptilar1 calismada kanda
bulunan eozinofillerin varligr ile tekrarlayan hiriltili iligkili oldugu sonucuna

varmiglardir.

Akciger patolojisine biiyiik katkida bulunan sitotoksik T hiicrelerinin akut
bronsiolitteki olas1 roliine biiylik ilgi duyulmaktadir. Virilisle ciddi, uzun siireli
enfeksiyon egilimi olan bebeklerde, sitotoksik T hiicrelerinin RSV iyilesmesinde katkisi

oldugu bilinmektedir (Milner ve ark., 1985).

RSV bronsiolit hastaligindan sonra olusan hiriltili (wheezing) solunumun devam
etmesi IgE diizeyi ile alakali oldugu diistiniilmektedir. Hiriltil1 solunum olan bebeklerde
IgE %45 oraninda saptanmis ve hiriltili solunum olmayanlarda hi¢ rastlanmamistir (La
Via ve ark., 1992; Renzi ve ark., 1997). Bu solunumun nedeninin Th2 yaniti ile iligkili
oldugu bir arastirmada gdsterilmistir. Insan ve farelerde RSV tutunma proteini olan
glikoprotein G’yi tantyan hiicreler Th2 CD4" hiicreleridir. Bu hiicreler IL-4, IL-5 ve IL-
10 ¢ok iiretirkenInterferon vy tiretimi azdir (Renzi ve ark., 1997) . Sitokin ve kemokinler
ile iligkili immiin cevap bronsiolitin ciddiyetinde rol oynayabilmektedir. Enfekte olan
bebeklerin  hava yollarinda IL-8, TNF-a, IL-18 ve IL-6 saptanmistir
(http://www.uptodate.com).



2.1.4.1. Genetik Faktorler

Konak genetik faktorleri bulasici hastaliklarin sonucunda ve seyrinde 6nemli bir
role sahiptir. Genetik belirleyicilerinin arastirilmasi, hastaligin siddetini gdstermenin
Otesinde ayn1 zamanda da mikrobun patogenizi hakkinda ve hatta terapotik miidahale
icin potansiyel hedefleri tespit edebilmede rehber gorevi iistlenebilmektedir (Sorensen
ve ark., 1988). RSV konak genetik ¢alismalari, diger iyi ¢alisilmis bulasic1 hastaliklara
gore daha komplekstir. Yasa bagl bagisiklik-gelisimsel genetik karmasiklig icerdigi
icin bugiine kadar agiklanamamistir. Thomsen ve ark.(2008) yaptiklari son ¢alismada
tek yumurta ikizlerinin ¢ift yumurta ikizlerine kiyasla RSV enfeksiyonuna uyumunun

yiiksek oranda oldugunu gérmiislerdir.

Insanda, genetik baglanti c¢aligmalari ile RSV enfeksiyonuna duyarlilik
incelenmistir ve IL-4 ve IL-4 reseptorii polimorfizmlerinin RSV hastalik siddeti ile
alakali oldugu goriilmiistiir (Puthothu ve ark., 2006). Ote yandan diger immiin
stireclerde yer alan genlerin RSV enfeksiyonu siddetinin belirlenmesinde de etkili
olduklar 6ne siiriilmiistiir. Ornegin dogustan gelen bagisiklikta yer alan Toll benzeri
reseptor 4 (TLR4), edinilmis bagisikligin diizenlenmesinde yer alan IL10, kemotakside
yer alan IL-8 ve havayolu mukozal yanitta yer alan surfaktan protein D (SPD)
polimorfizmlerinin hastalikla alakali oldugu goriilmiistiir (Tal ve ark., 2004; Hoebee ve
ark., 2004). Literatirde 13 genin RSV enfeksiyonuna duyarli olup olmadiklar
arastirilmis bunlardan 9 tanesi en az bir ¢alismada anlamli bulunmustur (Kimman ve

ark., 2006) (Tablo2.1).



Tablo2.1 Akut bronsiyolit nedeniyle hastaneye cocuklarda genetik baglanti

calismalar1 (Kimman ve ark., 2006).

Gen Genvaryantlari  Yaklasim Ornek Sayisi Calismanin

sonucu

IL-5 T-746C Vaka-Kontrol 105 Koreli gocuk ~ Anlamli sonug yok
315 Kaoreli kontrol

TDT 207 aile Vakalarda

Vaka-Kontrol 148 Alman gocuk  homozigot artist
447 Alman ¢ocuk  var; C allelinde
hastaneye yatan>6
aylik vakalarda
anlamli artis
gorillmistiir

IL-3 A-1512C, Vaka -Kontrol 105 Koreli gocuk ~ Anlamli sonug yok
C-1112T, 315 Koreli kontrol
G2044A

IL-13 C-1112T, Vaka- Kontrol 131 cocuk ve 270  -1112T alleli
R130Q kontrol vakalarda sik
goriilmiig; R130Q:
anlamsiz

Vaka-Kontrol RSV nedeni ile 299G ve 3991
T399I yatan 99 Yahudi allelli, vakalarda
gocuk; 82 kontrol  anlamli artig
gocuk ve 90 gorillmiis

yetigkin kontrol
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CCR5 -2733 TDT 580 Ingiliz aile ve ~ -2459G ve -2554T
-2554 Vaka-Kontrol 580 kontrol alleli vakalarda
-2559 anlamli artis vardir
-1835 (OR:1.2)
A32

SP-D M11T, Vaka-Kontrol 84 Finlandiyali 11M alleli
Al160T, cocuk ve 93 vakalarda artig
S270T Finlandiyal gostermis.
kontrol (OR:1.6). M11T

heterozigotu
vakalarda
kontrollere oranla
daha azdir

IL-8 T-251A TDT A alleli vakalarda

daha fazladir

117 ingiliz aile,
77 ingiliz aile

IL-8 T-251A, Vaka-Kotrol 131 ¢ocuk ve 270
C781T kontrol

Anlamsiz

IL-4 T-1098G, Vaka-Kontrol 105 Koreli ¢ocuk,  Haplotip -1098T/-
T-589C, 315 Koreli kontrol ~ 589T/-
C-144T, 33T/8375G/8412A
T-33C, vakalarda anlaml1
G8375A, artis (OR: 1.6)
A8412C

Vaka-Kontrol 131 gocuk Anlamsiz
270 kontrol
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2.1.5. Prognoz

Akut solunum yolu enfeksiyonu hala 5 yasindan kiigiik cocuklarin oliimiine
neden olmaktadir. 2000 yilinda, akut solunum yolu enfeksiyonu, diinya capinda
tahminen 1,9 milyon 6liimden sorumlu bulundugu bilinmekte ve bu 6liimlerin%70’1i

Afrika ve Giineydogu Asya’da meydana gelmektedir.

Bronsiyolitis bulasici, kendini sinirlayan bir hastaliktir. Destekleyici tedavi,
oksijenlenme, hidrasyon ve ates kontrolii ile tedavi gidisat1 belirlenmektedir. Erken tani
ve tedavi bu hastalikta ¢ok onemlidir. Bronsiolite sahip ¢ogu ¢ocuk, hastalik siddeti ne
olursa olsun, sekel birakmadan iyilesmektedir. Hastaligin seyri genellikle 7-10 giindiir,
ancak agir hastalarda birkag hafta daha siirebilir. Cogu ¢alisma sonucunda IgE
diizeyinin akut hastaligin siddetini gosterdigi one siiriilmiistiir. Iyilesen baz1 bebeklerde

tekrarlayan hiriltili solunumun arttig1 goriilmektedir (Welliver ve ark., 1981).

ABD’de yapilan caligmada vakalarin %?2’si hastaneye yatma gereksinimi
duymaktadir (¢ogunlukla 6 ayliktan kiigiik bebekler). Bu da biitiin hastaneye yatan
bebeklerin %17’sini gostermektedir. Yillik RSV bronsiolitten yatan hastalar yaklasik
olarak 50000-80000°dir. Akut solunum yolu enfeksiyonunun popiilasyona bagli
calismasinda hastaneye yatan kisilerin%20’sinde, acile servise gelenlerin %18’inde, ve

Klinik ziyarete gelenlerin %15’inde RSV’ye rastlanimistir (Hall ve ark., 2009).

Genel olarak bronsiolit nedeni ile hastaneye yatan ¢ocuklarin 6liim oran1 %0,2
ile %7 arasindadir. Yiizdelik dilimin bu kadar genis olmasi farkl topluluklar, farkl risk
faktorleri ve farkli zamanlarda yogun bakim {initesine yatma olarak neden gosterilebilir.
2 yasindan kiigiik olan ¢ocuklarda morbidite ve mortalite sik goriilmektedir. 6 aydan
kisa siirede dogan prematiire bebekler, akciger yada kalp rahatsizlifi olan g¢ocuklar

hastaliga yakalanmada biiyiik risk tasimaktadir (Holman ve ark., 2003).

Pediatrik yogun bakim {initesinde bulunan pulmoner hipertansiyon ile konjenital
kalp hastaligi olup olmadigina bakmaksizin komorbiditesi olmayan RSV bronsiolitli
olan ¢ocuklarda 6liim oran1 %2-3 olarak gosterilmistir (Wang ve ark., 1995). 1999-2007
yillar1 arasinda Ingiltere’de yapilan kohort ¢alismasinda 6zellikle kalp anomalisi olan ve
buna benzer hastaliga sahip ¢ocuklarda RSV bronsiolit nedeni ile 6lme orant %]1.7

olarak tespit edilmistir (Thorburn ve ark, 2009).
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Onemli morbidite alisilmadik olmasina ragmen birgok kiigiik capli calismalarda
RSV bronsiolit nedeni ile gelen cocuklarda reaktif havayolu hastaligi ve akciger
fonksiyonlarinda daha fazla anormallikler bulunmas1 RSV sikayeti ile hi¢ hastaneye
basvurmayan bebeklere oranla daha fazla oldugu goriilmistir (Goetghebuer ve ark.,
2004; Stein ve ark., 1999). Bu anormallikler 5 yil kadar siirebilmekte ve sonunda
normale déonmektedir (Krilov ve ark., 1997).

Brongiolit astim i¢in risk faktoriiymiis gibi goériilmesine ragmen bu ¢ocugun

ileriki donemlerde astim hastasi olabilecegi anlamini tasimamaktadir.

Birden fazla ¢alisma RSV enfeksiyonuna yakalanan cocuklarin, 8 haftadan
kiigiik atesli bebekler de dahil, ciddi bakteriyel enfeksiyonlarina yada ikincil bakteriyel
siiperenfeksiyonuna yakalanma riski kontrol grubuna gore daha az oldugu tespit
edilmistir (6rnegin %0’a %2,7 bakteremi , %2’ye %14 idrar yolu enfeksiyonu)
(Kuppermann ve ark., 1997). Eszamanli bakteriyel enfeksiyonlarin riski disiiktiir
(Levine ve ark. 2004).

2.1.6. Tam
Brongiolitin tanis1 klinik sunum, hasta yasi, mevsimsel olusumu ve fizik

muayeneye dayanmaktadir. Bunlar agsagida siralanmistir:

e Takipne

e Tasikardi

e Ates (38 -39°C)

e Retraksiyonlar

e Ince raller (%47), yaygin, ince hisilti
e Hipoksi

e Orta kulak iltihabi

Laboratuvar testler: Klinik sunum, hastanin yasi, mevsimsel olay ve fizik
muayene sonuglari bronsiolit tanist i¢in tutarli olduktan sonra birka¢ laboratuvar
caligmalar1 yapilmasina ihtiya¢ duyulur (Subcommittee on Diagnosis and Management
of Bronchiolitis, 2006). Tani testleri, tartismali olup diger tanilari diglamak igin (6rnegin

bakteriyel pnomoni, sepsis, ve konjestif kalp yetmezligi) yada viral etiyolojiyi
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belirlemek ve hastaneye bagvuran hastalarin  enfeksiyonunu belirlemek igin

kullanilmaktadir.

Brongiolit olan hastalarin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan testler

sunlardir:

e RSV i¢in nazofarenks salgisindan hizli viral antijen testi
e Arter kan gazi analizi

e Diferansiyel ile beyaz kan hiicresi sayimi1

o C-reaktif protein seviyesi

e Pulse oksimetre

o Kan kiiltiirleri: eger atesi >38.5°C ise

e ldrar analizi, 6zgiil agirhig ve kiiltiir

e Beyin omurilik s1visi analizi ve kiiltiir

e Serum biyokimyasi

Aritmiler veya kardiyomegali gosteren c¢ocuklarda elektrokardiyografi ve

ekokardiyografi istenmelidir.

Akciger grafikleri her zaman gerekli degildir (Wegner ve ark., 2004). Hasta olan
cocukta klinik kotiilesme ve yiiksek risk (altta yatan kalp rahatsizligi yada akciger
hastalig1 olanlar) tasiyorsa bunlardan akciger grafileri istenir. Bu goriintiileme yontemi
beklenmedik konjenital anomalilerin yada diger durumlarin disinda ayni zamanda
alternatif tanilarda pozitif kanit vermek i¢in (lober pnémoni, konjestif kalp yetmezligi,
ya da yabanci1 cisim aspirasyonu) ¢ok yararlidir (Counihan ve ark., 2001; Bada ve ark.,
2007).

Nadir durumlarda (siddetli immiin yetmezligi, olasi yabanci cisim aspirasyonu
Oyktisli) bronkoskopi bronkoalveoler lavaj yada terapotik yabanci cisim ¢ikarilmasi

tanisinda kullanilabilmektedir.
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2.1.7. Tedavi
Bronkodilator: Astim hiriltili solunum olan bronsiolite benzerliginden dolayr astimda
kullanilan bronkilatorler bronsiolit hastasi olan ¢ocuklarda da kullanilmaktadir.
Bunlarin rutin kullanimi tartismalidir. Etkisi dikkatli bir sekilde gozlenirken bronsiolit
olan hastalara bronkodilator verilerek kisa siireli deneme yapilabilir. Hastada klinik

iyilesme goriiliirse ilag vermeye devam edilmelidir (Wright ve ark. 2008).

e Albuterol: RCT c¢alismalarinda albuterolun akut bronsiolit tedavisinde etkisi
degerlendirilmis ve sonuglar tutarsiz ¢ikmistir. Hiriltili solunumu olan 0-24 aylik
bebeklerdeyapilan ¢ift-kor ve plosebo kontrol ¢alismada albuterol alan hastalarin
hiriltili solunumda, oksijenlenme skorunda belirli bir diizelme goriilmiistiir ancak
kalp atis hizinda ve solunum hizinda belirgin bir degisiklik goriilmemistir
(Schweich ve ark., 1992). Bu calismada ¢aligmada hastalarin zaman igerisinde takip
edilmemeleri ve belirtilerin iyilesmedigi yada yatis siiresinin etkilenmedigi
elestirilmektedir. Sonu¢ olarak diger bircok calismada tam tersi sonuclar elde
edilmis albuteroliin bronsiolit hastalarinda kalici bir iyilesmeye neden olmadigi
goriilmiistiir (Dobson ve ark., 1998).0zet olarak albuteroliin hastaneye yatis
stiresini etkilemedigi yada hastaligin siddetini azaltmadig1 goriilmiis bundan dolay1
rutin bakim i¢in tavsiye edilmemistir.

e Rasemik epinefrin: Albuterolde oldugu gibi nebulize rasemik epinefrin

kullanilmasi tartismalidir.

Bir¢ok arastirmada nebiilize epinefrin ile albuterol karsilastirilmistir. Menon ve ark.
(1995) yaptiklart calismada epinefrin alan hastalarin %33’ilinlin albuterol alan
hastalarin%®81’inin hastaneye yatmaya gereksinimi duydugunu bildirmislerdir. Bu
calisma sonucunda nebulize epinefrinin albuterolden daha etkili ve hastaneye
yatista azalma oldugu goriilmistiir. Hartling ve ark. (2003) yaptiklari meta analiz

calismasinda da ayni1 sonug ortaya ¢ikmaistir.

Albuteroliin yada epinefrinin rutin kullanim1 hakkinda destekleyici kanit olmamasina

ragmen bronkilatoriin secili hastalarda kullanilmasi1 makuldiir.
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Antikolinerjik Ajanlar: ipratropyum bromiir gibi antikolinerjik ajanlar bronsiolit
tedavisinde etkili oldugu goriilmemistir. Kiiciik capli iyilesmeler goriilmektedir ancak

klinik seyir tutarli degildir ( Schuh et al 2002).

Kortikosteroidler: Teorik olarak, kortikosteroidler viral enfeksiyonlara karsi alt
solunum yollar1 enflamatuar yaniti1 azaltilmasinda faydali oldugu bilinmektedir ve bu
nedenle yaygin olarak hekim tarafindan regete edilmislerdir. Ancak gergekte bir¢ok
calismada ve meta analizde akut yada uzun siireli viriise baglh higiltili solunum klinik

sonuclarinda kortikosteroidlerin basarisiz oldugu goriilmiistiir (Wright ve ark. 2008)

Ribavirin : Ribavirin Paramyxovirusiin seckin iiyelerine karsi aktif olan piirin

analogudur. Ribavirin tedavisinin yapilan ¢ogu calisada etkisiz oldugu kanitanmistir

(Everard ve ark., 2001).

1990’11 yillarin basinda ribavirin kullanilmasi desteklenmis ancak giliniimiizde siklikla

kullanilmamasi gerektigi diistiniilmektedir (Bronchiolitis 2006).

Antibiyotikler: Bronsiolit olan bebeklerde antibiyotik tedavisi uygulanmasi nadir
degildir. Antibakteriyel ilag tedavisi, bakteriyel enfeksiyon ile beraber goriilen
bronsioliterde kullanilabilmektedir. 1966 yilinda yapilan ¢ift kor RCT’ de antibiyotigin
bronsiolit tedavisinde bir yarari olmadig1 goriilmiistiir (Field et al 1966). Friss ve ark
(1984) yaptiklar bir calismada 1 aylik ile 6 yas arasindaki 136 ¢ocukta antibiyotik alan
ile almayan arasinda pulmoner kompleksinin, ates niiksiiniin, akut hastaliginin seyrinde

bir farklilik goriilmemistir.

Sonug¢ olarak antibiyotik bakteriyel enfeksiyon oldugu belirli olan bronsiolit

hastalarinda kullanilmalidir.

Surfactant: Alveol ve bronsiyollerde yiizey gerilimini azaltma roliiniin Gtesinde,
alveolar ve kii¢iik hava yolu acikligin1 genisleten sulfatantnin protein bilesenleri (A ve
D) viral ve bakteriyel yiizey isaretleyicilerine baglanarak fagositler tarafindan alimi igin
onlar1 opsonize eder (Ventre ve ark., 2006) . Akut bronsiolit olan hastalarda surfactant
protein iiretimi diismekte hasta iyilestiginde de bu deger normal seviyeye gelmektedir

(Dargaville ve ark., 1996). Surfactantin iyilestirici 6zelliginin var olup olmadig1 heniiz
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kesin degildir (Ventra ve ark., 2006). Ancak akut bronsiolit gibi ciddi solunum

yetmeziginde eksojen surfactant tedavisi uygulanmaktadir.

Helioks: Helioks helyum ile oksijenin 70:30 yada 80:20 oraninda karisimindan
meydana gelmektedir. Helioks helyum karisimi azot-oksijen karigiminindan daha c¢ok
laminar akis1 ve daralmis solunum yollarinda daha az tiirbiilans yapmaktadir. Bu da alt
solunum yollarinda rahatsizlig1 olan hastalarin ventilasyonunu iyilestirmektedir. Helioks
bir¢ok arastirmaci tarafindan bronsiolit olan hastalarda tedavi olarak kullanilmasina
ragmen bu ¢alismalar oldukea kiigiiktiir. Baz1 yazarlar klinik skorlarda az iyilesme ve

takipnede azalma gormiislerdir (Cambonie ve ark., 2006) .

Helioks alan hastalar ile standart azot-oksijen alanlar arasindaki pozitif ventilasyonu
degerlendirmis ve farkin olmadigi goriilmistiir (Liet ve ark., 2005). Helioks tedavisi
goren entiibe g¢ocuklar degerlendirildiginde Gross ve ark (2000) ventilasyonda ve

oksijenerasyonda herhangi bir degisiklik bulamamustir.

Sonug olarak rutin kullanimda tavsiye edilmeden dnce biiyiik ¢apli randomize kontrollii

calismasi olmasi gerekmektedir.

Oksijen tedavisi: oksijen saturasyonu %92’nin altina distiigiinde bu tedavi
uygulanmaktadir (Okutan ve Celik, 2005)

2.2 KEMOKIN

Kemokinler, G protein kenetli reseptor (GPCR) etkilesimi yoluyla 16kositlerin
cesitli tiplerinin hiicresel trafigini yonetmede gorevli homolog 8-10 kDa’luk heparin
baglayici proteinlerdir. Genelde nétrofiller, monositler, lenfositer ve eozinofiller {izerine
etki etmekte ayrica konak hiicre savunma mekanizmasinda rol oynamaktadirlar. Birgok
calismaya konu olan kemokinler gelismede, homeostasisde ve bagisiklik sisteminde
rolii oldugu goriilmistiir (Zlotnik veYoshie, 2000). Kemokinler bagisiklik sisteminde
bulunan hiicreler disinda bir¢ok hiicre tipine de etki etmektedir. Endotel hiicreleri ve
merkezi sinir sisteminde bulunan g¢esitli hiicrelerde bulunan kemokinler ya anjiyojenik

yada anjiyostatik etkiye yol agmaktadir (Ma ve ark.,1998).

Kemokinler, N-terminal ucunda bulunan iki sistein amino asitinin diizenlenmesi

temel alarakdort ana alt gruba ayrilmistir. Bunlar CXC (a-chemokines) , CC (B-
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chemokine), CX3C (d-chemokines) ve XColarak bilinir (Mackay 2001). Nétrofiller
tizerine etki eden CXC kemokinleri 4912-13 kromozom bandi iizerinde kiimelenmistir.
Diger yandan genel olarak monositlere etki eden CC kemokinleri 17q11.2 kromozomun
bandinda kiimelenmistir. Ancak yakin zamanda kesfedilmis CC ve CXC kemokinleri,
genel olarak lenfositlere etki etmektedir, major kiimeden uzakta kromozomun herhangi
bir yerinde bulunabilmektedir. CX3C hem bir kemoatraktan hem de bir adezyon
molekiilii olarak gorev yapmaktadir.Diger yandan XC kemokinleri dalak, timus,
bagirsak ve periferik kan lokositlerinde ve akciger, prostat bezi ve yumurtalikta bazi

kemotaktik faktorlerini indiiklemektedir (Zlotnik ve Yoshie 2000).

RSV enfeksiyonu ile uyarilmis hiicrelerde IL-8 transkripsiyonunun arttigi
goriilmiistiir. Hull ve ark. (2000)’nin yaptiklar: polimorfizm ¢alismalarinda, IL-8 diizeyi
ile brongiolit siddetinin iligkili oldugunu kanitlamiglardir.IL-8, notrofilin  kan

dolagimindan ayrilip periferal dokuya gegisini saglamaktadir (Caglar ve Kansu 2004).

Notrofillerin kan dolasimindan iltihapli dokuya gecisi diyapedez olarak
bilinmektedir. Makrofaj gibi fagositler, yabanci patojene baglanarak proinflamatuar
sitokinler ve diger sitokinlerin iretimine baslatmaktadir. Makrofaj, proinflamator
sitokin olan ve kan damari igerisinde bulunan endotel hiicrelerini aktive etmekte gorevli
TNF-o ‘y1 tiretmektedir. Endotel hiicrelerindeL-selektin reseptorii ileimmiinoglobiilin
sliperailesinden gelen reseptorler bulunmaktadir. Doku makrofaji TNF-o salinimin yani
sira ayni zamanda IL-8 (CXCLS8) kemokini salinimin1 da yapmaktadir. Notrofil, selektin
stiperailesine ve IL-8’e baglanarak kan damarlarinda hareket etmekte ve en son olarak
dokuya gegmektedir (Hasudungan A. 2016) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.1. Diyapedez

http://www.slideshare.net/kjanuszewicz6/sirs-and-mods-d3-to-use

2.3. INTERLOKIN-8 GENI

Kesfedildigi yildan bu yana IL-8’in yapisi, gorevi ve proinflamatuar kemokin
diizenlenmesi hakkinda ¢ok fazla bilgi edinilmistir. Notrofiller kemoatraktant: olan 1L-8
ilk 1987 yilinda aktive olmus monositlerin siipernatantlarinda tanimlanmistir
(Yoshimura ve ark., 1987; Larsen ve ark., 1989). Ardindan IL-8’in cDNA’s1 klonlanmig
ve sekanslanmistir (Matsushima ve ark., 1988). Daha sonraki yilda ise IL-8 ‘in tam boy
genomik klonu izole edilmis bu sayede dizilemede olanak taninmis ve hatta promotor
bolgesi karakterizasyonuna izin verilmistir (Mukaida ve ark., 1989). IL-8 insan
kromozomunun 4q13-q21 bolgesi ilizerinde bulunmaktadir (Sekil 2.2).Dort ekson {ig
intron tarafindan ayrilmistir. 1L-8 Chemokine Nomenclature Subcommittee of the
International Union of Immunological Societies tarafindan CXCL8 (C-X-C Motif

Chemokine Ligand 8) olarak yeniden adlandirilmistir (Bacon ve ark., 2002).


http://www.slideshare.net/kjanuszewicz6/sirs-and-mods-d3-to-use
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Sekil2.2. IL-8 (CXCLS8) geninin lokalizasyonu. (www.genecards.org)

IL-8 promotorii tek transkripsiyon baslama bolgesi ile iist kisimda TATA kutusu
bulunmaktadir ve 3° wucunda poliadenilasyon sinyali yer almaktadir. 1L-8
transkripsiyonu sonunda 1,8kilobazlik bir mRNA olugmaktadir. Bu mRNA translasyonu
sonucunda 99 amino asitlik bir 6ncii protein elde edilmektedir. Daha sonra bu oncii

proteinden 20 amino asit ayrilarak 79 amino asitlik aktif bir protein agiga ¢ikmaktadir

(Roebuck ve ark., 1999).

E-l E-l E-lil E-IV
21.3 aa 45.3 aa 28 aa 4.3 aa
w1
809 bp 305 bp 411 bp

NH,-MTSKLAVALL AAFLISAALC EGAVLPRSAK ELRCQCTKTY SKPFHPKFIK
sinyal peptidi 79— 72 CXC

FLRVIESGPH CANTEIIVKL SDGRELCLDP KENWVQRVVE KFLKRAENS-COOH

Sekil 2.3. IL-8 geninin yapisi.

Sekil 2.3.°de 4 ekzon (dikdortgenler olarak gosterilmis) ve 3 intron (farkli
uzunlukta gosterilmis) bulunmaktadir. Kodlanan alanlar siyah i¢i dolu kareler olarak
gosterilmistir. Her ekzon tarafindan kolanan amino asitlerin sayis1 dikdortgen tizerlerine
yazilmistir. IL-8 geninin 5° ucunda TATA kutusu ve 3’ ucuda poliadenilasyon sinyali
bulunmaktadir. 1L-8 proteinin amino asit dizisi gen altinda gosterilmistir. Korunmus
dort sistein rezidiisuniin, CXC dizisi, ve 20 amino asitlik sinyal peptidinin alt1 ¢izili

olarak gosterilmistir (Roebuck ve ark., 1999).
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IL-8 nétrofillerde diisiik afiniteli IL-8 reseptor alfa ( ILSRA, CXCR1) ve yiiksek
afiniteli beta (ILSRB, CXCR2)’ya baglanmaktadir (Holmes ve ark., 1991). IL-8, G
protein kenetli reseptdr olan hem disiik afiniteli CXCRI1 resopriine baglanarak

notrofilleri aktivasyonuna aracilik eder hem de yiiksek afiniteli CXCR2 reseptoriine

baglanarak kemotaksise aracilik eder (Barnes 2002) (Sekil 2.4.).

CXCR1 ©
A

@ GRO-a ‘
GRO-B

GRO-y
ENA78 oY

CXC

GCP2 —_—
OF4 kemokinler ZTENR
- LS
© v
NAP2

Kemotaksis

1 e Adezyon

\ Aktivasyon

745

Oy MPO  Erzymes

Sekil2.4. Notrofil tizerindeki kemokin reseptdrleri (Barnes 2002)

IL-8, sitokinler de dahil ¢ok sayida proinflamatuvar uyariciya, reaktif
oksidanlara ve viriislere kars1 yanit olarak ¢esitli hiicreler tarafindan salinmaktadir. IL-
8’in en gii¢lii aktivatorleri proinflamatuar sitokinler olan tiimor nekroz faktor-o (TNF-a,
Tumor necrosis factor alpha), Interlokin-1a/B, Interlokin-16, bakteriyel hiicre duvari
bilesenleri ve RSVenfeksiyonu olarak bilinmektedir (Brasier ve ark., 1998). Buna karsin
reaktif oksijen ara triinii H,O,gibi diger mediyatorler IL-8’1 orta diizeyde indiiklerler
(Lakshminarayanan ve ark. 1997). Viral enfeksiyon sirasinda ve bakteri istilasinda IL-8

kuvvetli bir sekilde uyarilmaktadir (Yang ve ark., 1997).

Toll benzeri reseptdr (TLR, toll like receptor) sinyal yolagi RSV ve hMPV
kaynakl1 gen ekspresyonunda yer almaktadir. TLR 3, 4, 7, 8 ve 9larin daha yaygin viral
enfeksiyonlarmindogal yanit ile alakali oldugu goriilmiistiir. Iki ana TLR sinyal yolag
belirlenmistir. Bunlardan biri Myeloid differentiation primary response gene 88
(MyD88) bagimli sinyal yolagi transkripsiyon faktorii olan NF-«kB’yi aktive etmektedir,
digeri TIR iligkili yap1 iskeleti proteinlerinden olan IFN-f (TRIF) bagimly/MyD88
bagimsiz sinyalyolagi olup NF-xB aktivasyonundan sonra Interferon Diizenleyici

Faktor(IRF) proteinini aktive olmasini saglamaktadir. MyD88-bagimli yolak NF-kB’ye
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bagli proenflamatuvar genlerini (TNF-a, IL-1B, IL-6),6te yandan MyD88 bagimsiz
yolak iseIRF’ye bagimli genlerini (IFN-B, RANTES) indiiklemektedir. Biitiin TLRler
(TLR3 hari¢) MyD88 bagimli yollagi aktive etmektedir. Bir dizi TLR (TLR2-4 ve TLR
7/8 dahil), RSV ve hMPV enfeksiyonu ile iliskilidir. Sitokinlerin, kemokinlerin ve
IFN’lerin indiiklenmesi antiviral bir durum olusturmakta ve bagisiklik tepkisini modiile

etmektedir (Kolli ve ark., 2013).

Viral proteinlerin hiicre yiizeyine (TLR2/6 ve 4) yada viral RNAlarm hiicre i¢i
bolmelerine (TLR3ve 7/8) baglanmasi NF-kB aktivasyonuna ve IRF-bagimli gen
ifadesine neden olmaktadir (Sekil 2.5) (Kolli ve ark., 2013).

\)‘ \/\/L, \ .V ’
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Proinflamatuar sitokinler IFNs

Sekil 2.5.Toll benzeri reseptdr (TLR, toll like receptor) sinyal yolagi

(Kolli ve ark., 2013).
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TLR3, RSV ile hMPV gibi ssRNA viriislerinin ara tiriinlerini ve ¢ift iplikli RNA
(dsRNA)’y1 tanimaktadir (Matsumoto ve ark., 2003). TLR3 fibroblastlarda hiicre
yiizeyinde ifade edilirken dentritik hiicreler, makrofajlar ve akciger epitel hiicreleri gibi
baz1 hiicre tiplerinde hiicre igerisinde ifade edilmektedir. TLR-3’de RSV indiikleyici
sinyal Uretimini ilk kesfeden Rudd ve ark. (2005) olmustur. Ekspresyon calismalari
TLR-3’lin RSV ile indiiklenmesi sonucunda IL-8 ve RANTES sekresyonunda bir artig
gostermistir. Ote yandan siRNA ile uyarilan TLR3’iin, IP-10/CXCL10 ve CCL5’in
sentezini azalttig1r goriilmiistiir (Rudd ve ark., 2005). Boa ve ark (2007)’nin yaptiklar
calismada hMPV’nin NF-kB familyasina ait p50 ve p65’i ve ayn1 zamanda IRF-1,-3,-
7’yi indiikledigini tespit etmiglerdir. hMPV enfeksiyonuna ugrayan A549 hiicreleri bu
proteinlerin niikleer translokasyonunu baslatmis ve IL-8 ile RANTES gen promotor
bolgesine baglanmasint arttirmis oldugu gozlenmistir. Diger yandan, RSV’nin A549
hiicrelerinde IRF-1 sentezini indiikledigini, niikleer translokasyon ve IL-8
promotorunun yeni tanimlanmis response elementine baglandigi Boa ve ark. (2007)’nin

yaptiklar1 ¢alismada gosterilmistir.

Genelde IL-8 -251A/T ve 781C/T gen polimorfizmi ile kanser, otoimmiin ve
viral hastaliklar aralarindaki iliski incelenmistir. Transkripsiyonu regule etmesinden

dolay1 en ¢ok promotor bdlgesinde bulunan IL-251A/T polimorfizmi incelenmistir.

IL-8’in anjiogenezis, adezyon, istila (invazyon) ve metastazda hayati bir rol
oynadig bilinmektedir (Shimizu ve ark.,2008; Xue ve ark., 2012). Simdiye kadar farkli
popiilasyonlarda yapilanbirgok molekiiler epidemiyolojik calismalarda 1L-8 -251A/T
polimorfizmi ile kanser olma riskinin alakal1 oldugu ifsa edilmistir. Ornegin Lui ve ark.
(2012) oral kanser ile IL-8 -251 A/T polimorfizminin vyiiksek oranda iligkili
olabilecegini vurgulamistir. Xue ve ark. (2012) Cin Han popiilasyonunda -251AA
genotipinin gastrik kanser hassasiyetini gostermede 6nemli bir biyobelirte¢ oldugunu
diisinmislerdir. Cogu 6nceki yapilan ¢alismalarda IL-8 (-251A/T) gen polimorfizmi ile
prostat, gégiis, oral ve kolorektal kanseri arasinda anlamli sonug elde edilmistir(Shimizu

ve ark., 2008; Xue ve ark., 2012; Wang ve ark., 2013; McCarron ve ark., 2002 ).
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Enterovirus 71 (EV71) enfeksiyonu olan Cin Han cocuklarinda IL-8 gen
polimorfizmi incelenmis ve anlamli bulunmustur. Xu ve ark.(2016) bulduklar1 bu

sonugar ile Lu ve ark. (2010) bulduklar1 sonug ile uyumlu bulunmustur.

Invaziv aspergilloz (1A), Aspergillus spp'nin neden oldugu hayati tehdit eden bir
enfeksiyondur (Neofytos ve ark.,2013). Aspergillus fumigatusfungal patojene Kkarsi
olusturulan immiin cevap fagositlere, endotel hiicrelerine ve epitel hiicrelerine
dayanmaktadir (Gresnigt ve ark., 2012).1L-8 781C/T polimorfizmi ile artmig IA riskinin

iligkili oldugunu ongdriilmiistiir(Lupianez ve ark. 2016).

Yine c¢ogu otoimmiin hastaliklarda 781 C/T polimorfiziminin alakasi
incelenmistir. Gu ve ark. (2009)’nin Cin popiilasyonu iizerinde yaptiklari ¢alismada
781C aleline sahip kisilerin Graves oftalmopatisi ve Graves' hastaligi olma riskleri fazla
bulunmustur. Buna benzer olarak Hollanda da yapilan bir arastirmada, 1L-8 + 781 CC
genotipinin romatoid artrit hastalifinin erken evresi ile alakali oldugu
gozlemlenmistir(p<0.0001) (Emonts ve ark., 2011). Henoch-Schonlein Purpurasi

hastaliginda da 781 C/T polimorfizi incelenmis ancak anlamli bulunmamastir.

Arastirdigimiz kadari ile 1L-8 -251A/T ve 781C/T polimorfizmi ve akut

bronsiolit ile olan iliskisi simdiye kadar Tiirkiye’de calisiimamastir.

3. GEREC VE YONTEM
3.1. CALISMA GRUPLARI

Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatri Polikinigine ve Acil servise
akut bronsiolit tanist konulmus 104 hasta ile akut bronsiolit tanis1 konulmamis rutin
kontroller i¢in gelen 104 birey calisma grubuna katilmistir. Gelen hasta ve kontrol
gubunun ebeveynlerinden izin alinarak ¢aligma yiiriitiilmiistiir. Bu kapsamda, Tibbi
Biyoloji Anabilim Dalinda bulunan ve Etik kurul komisyonundan 2015/19 toplanti nolu,
15-KAEK-206 proje nosuyla onay alinmistir. Calismaya dahil edilen bebeklerin
ebeveynlerinin onam formunu onaylamasiyla arastirma yiriitiilmeye baslanmistir.

Biitiin ¢aligmalar Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda yiiriitiilmiistiir.
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Calismada hasta ve kontrol grubunun belirlemesindeki kriterlerTablo 3.1.de

belirlenmistir.

Tablo 3.1. Hasta ve kontrol grubuna dahil edilme kriterleri.

Arastirmaya déhil edilme kriterleri

Calisma grubunda akut bronsiolit tanis1 konulmus.
Kontrol grubuna akut bronsiolit dis1 bir nedenle
bagvuran bebeklerden toplanan kanlar ile ¢alisma
strdiirilmiistiir.

Ebeveynler tarafindan olur formu imzalanmistir

Arastirmaya dahil edilmeme

kriterleri

Akut bronsiolit disinda hisiltiy1 agiklayacak baska
hastalig1 olan (astim, tekrarlayan akciger hastaligi,
yabanci cisim aspirasyonu, tanimlanmis immiin
yetmezlik sendromu, bronkopulmoner displazi,
konjenital kalp hastaligi ve anomalileri) tanisi
almis olanlar hasta grubuna dahil edilmemistir

Olur formu doldurmayan ebeveynlerin

bebekleri dahil edilmemistir.

3.2. CALISMADA KULLANILAN ALET ve CIHAZLAR

3.2.1 Aletler ve Cihazlar
GeneAll kiti (Lot N106079J)
Sicak su banyosu (Memmert)
Etanol (Merc, Almanya)

Buz dolabr (Indesit, TN5 FNF)

Mikrodalga Firin (Argelik MD554)

© 0o N o g Bk~ wDhPE

Vorteks (VELP Scientifica, F20220176)

Santrifiij (Mikro 120, Hettich Zentrifugen)

PZR Cihazi(5 Prime Thermal Cycler, SPRIMEG102)

Hassas Terazi (KERN, ABJ 220-4M)




10.
11.
12.
13.
14.
15.

Elektroforez Tanki (Cleaver Scientifica, MHCHOICE)
Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Consort, EV26)

Jel Gortintiileme Sistemi (Transilluminator)

Bilgisayar (Exper, intelcore)

Manyetik Karistirict (VELP Scientifica, F20520162)
pH metre (ihanna, 507702)

3.3. COZELTILER

Agaroz Jelde Kullanilan Cozeltiler ve Bunlarin Hazirlanisi

* EDTA (Etilendiamin Tetra Asetik Asit) Soliisyonu (0.5M) Hazirlanig1 (100ml)

25

18,16gr Na2EDTAx2H20 (Ambresco, Lot 3228B038) + 80ml dH2O igerisinde

¢oziindii. Coziilme olmast i¢in =2.0 gr sodyum hidroksit (NaOH) (Riedel-de Haén,

Lot 70440) karisima eklendi. pH metre ile pH’1 dlgiildii. pH=8.0 olmasina dikkat
edildi eger degilse iistiine hidrojen kloriir (HCI) (Riedel-de Haén, Lot 80460)

eklenerek pH’1 8’e esitlemeye calisildi. En son ¢ozelti 100ml’ye dH20 ile

tamamlandi. Otoklavlanip oda sicakliginda bekletildi.
* 5XTBE (Tris-Borat-EDTA) Tamponu
54gr Trisma Base (Bioshop, Lot 1L.22940), 27.5gr Borik Asit (Carlo Erba, Lot
0L057180L) ve 20ml EDTA soliisyonuna 500ml distile su eklenerek manyetik

karistiricida biraz ¢oziindiiriildii. Daha sora total hacim 11t olacak sekilde distile su

eklendi. Cozelti oda sicakliginda muhafaza edildi.

* Etidyum bromdir soliisyonu hazirlanisi

0.1 gr Etidyum bromiir (Serva, 090107), 10 ml distile su igerisinde manyetik

karistiricida karistirildi. Etidyum bromiir soliisyonunun saklanacag tiip aliiminyum

folyo ile kapland1 ve +4°C de muhafaza edildi.
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3.4. DNA iIZOLASYONU

Kanlar EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) igeren tiiplerde +4 °C izolasyon

olana kadar bekletilmistir. Periferik kan 16kositlerinden GeneAll (Lot No: N106079]J)

kiti kullanilarak DNA izolasyonu yapilmis, hasta ve kontrol grubunun DNA’s1 elde

edilmistir.

DNA izolasyon protokolii

1.

o 0~ w N

1.5ml ependorf tiipiine 20 ul proteinaz K alindi. Uzerine EDTA’ll tiiplerde
bulunan kanlardan 200ul kan eklendi, homojen olana kadar vortekslendi ve 2dk
oda sicakliginda inkiibe edildi.

220yl olan karisimin tizerine 200ul BL buffer eklendi ve yine vortekslendi.

420ul olan karisim 10dk 56°C’de sicak su banyosuda inkiibe edildi.

Her 6rnege 200ul saf soguk etanol eklendi ve vortekslendi.

620ul olan karisimlarin her biri dikkatli bir sekilde spin kolonlara eklendi

1 dk 11000rpm’de sentrifiij edilir. Bununla DNA’nin filtreli kisminda kalmast
saglanmig olundu. Sentrifiijden sonra filtleri kolon yeni tiipe takildu.

Orneklerin her birine 600ul BF Buffer eklendi ve yeniden 11000 rpm’de 1dk
sentrifiij edildi. Toplama tiipleri atild1 ve filtreli kolonlar yeni tiiplere takildi.

700ul TW Buffer eklendi. 1dk 13000 rpm’de sentrifilj edildi. Yikama bufferinin
tamamen kalintilarindan kurtulmak i¢in tiipler atilip yeni tiipler bos kolonlara
eklenerek tekrar 1 dk’da 13000rpm’de sentrifiij edildi.

Kolonlar yeni 1.5ml’lik epondorf tiiplere takildi 200ul AE Buffer eklenerek 1 dk
oda sicakliginda inkiibe edildi ve 13000rpm’de 1dk sentrifiij edildi. Boylelikle
filtrede bulunan DNA’nin ependorf tiipiine gecisi saglanmis olundu. Ornekler
etiketlenip -20°C’de saklandi. Kalan kanlar +4°C’de buzdolabinda saklanmaya

devam edildi.
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3.5. POLIMERAZ ZINCiR REAKSIYONU

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) 1980’lerde Kary Mullis tarafindan
gelistirilen devrim niteliginde bir yontemdir. PZR, DNA polimerazin kalip DNA’nin
karsilig1 olan yeni tamamlayici DNA zincirini olusturmasina dayanir. DNA polimeraz
niikleotidleri sadece var olan 3°-OH grubuna baglayabildigi i¢in primere gereksinim
duymaktadir. Primerler arastirmacinin ¢ogaltmak istedigi kalip zincir bolgesine

baglanmaktadir. (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe/docs/techpcr/)

PZR dongiisii 3 asamada gergeklesir. Denatiirasyonda sicaklik 94-98 °C
yiikselterek DNA sarmalinin agilmasi saglanir. Burada DNA ¢ift sarmalli bazlar
arasindaki hidrojen baglarini kirilmasiyla tek iplikli DNA’ya doniisiir (kalip DNA
olusur). Baglanmada 20-40sn’ligine sicaklik 50-65°C ‘ye diiser. Primerlerin tek iplikli
DNA’ya baglanmasi saglanir. Uzamada ise sicaklik kullanilan polimeraza gore degisir
Taq polimerazda bu sicaklik 72°C de 60-180sn’dir. Bu asamada deoksiniikleotidler
(ANTP) DNA kalip zincirine baglanirlar. Bu basamaklar ortalama 30 dongii tekrarlar.
PZR igin kullanilan malzemeler; Kalip DNA, dH20, MgCl2, tampon, primerler,
dNTP’ler ve Tag DNA polimerazdir (Saiki ve ark., 1988 ; Gibbs, 1990)

IL-8 gen bolgesi i¢in kullanilan primerler (Tablo 3.2) , primerlerin baglandiklar
bolge ve SNP (Sekil 3.1.), PZR kullanilan bilesenler ve miktarlar1 (Tablo 3.3) ve

dongii cizelgesi (Tablo 3.4) asagida verilmistir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe/docs/techpcr/

Tablo 3.2. Primerler
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Gen varyantlar1 | rs numaras1 | Primerler PZR  {iriini
uzunlugu
IL-8251A>T | 4073 F: STCATCCATGATCTTGTTCTAA3’ 542b¢
(IDT,70213148)
R: 5’GGAAAACGCTGTAGGTCAGA3’
(IDT,70213149)
IL-8781C>T 2227306 F: 5’CTCTAACTCTTTATATAGGAATT3’ 203b¢

(IDT,70213150)
R: SGATTGATTTTATCAACAGGCA3’

(IDT, 70213151)




4681
4741
4381
4861
4921
4981
5841
5181
5161
5221

aaaaaataat
ctagtactat
aRttgataat
attttaaaga
gtgtgatgac
ctctgacata
gccaccggag
ggacaagage
ccaagctggc
agcacatctt

tatgccatta
atctgtcaca
tcaccaaatt
tcaaagaaaa
tcaggtttec
atgaaaagat
cactccataa
caggaagaaa
cgtggctctc

aaagaaadtc

atccatgatc

ttgttctage

tggtactatg
gtggagcttc
ctttcgtcat
cctgagggga
gagggtgeat
ggcacaaact
ccaccggaag
ttggcagect

[ectgacctac

ataaagttat
agtattttaa
actccgtatt
tgggccatca
aagttctcta
ttcagagaca
gaaccatctc
tcctgatttc

agcgttttcc)] tatgtctaaa

ctagaaataa
atgtatatta
tgataaggaa
gttgcaaatc
gtagggtgat
gcagagcaca
actgtgtgta
tgcagctctg
tgtgatcctt

acctgccact
aaaagcatac
aaattasatt
caaataggaa
gtggaatttc
gatatasaaa
caagcttcta
aacatgactt
tgtgaagegta
agatagcaaa

5761 attgaccaga taaaaatacc
5821 tatataggaa EiRgttcaat
5881 gaggtcaagg gctaggagaa
5941 agtctccaaa taatcatatt

0881 ataaaatcaa tckttaatca

atgaagatgt
gttgtecagtt
tattcaggaa
ggaattagaa
ctttttceccc

tgatattgta
atgactgttt
tgagttcact
aggaagtagc
caacaggtgc

caaaaagaaE tctaactctt

tttasaacaa
agaaacatga
tggcagagcet
agttttgcca

agaactaact
tgccttcecat

dEBCCEBEEB

aggagtgcta
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Sekil 3.1.1L-8 geninde (a) -251 A>T (b) +781C>T gostermektedir. (a) ve (b)’de
primerlerin baglandiklar1 bolge siyah kare icerisine alinmistir. Kirmiz1 kalin harfli

“R” SNP’nin bulundugu yeri gostermektedir.
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Tablo3.3. PZR kullanilan bilesenler ve miktarlari.

PZR Bilesenleri ul/TUP
Steril su (ddH20) 17,00 ul
Taq Buffer KCI-MgCI2 (1.25 ml) (Thermo Scientific, Lot 00213242) 2,50 ul
MgCI2(25 mM) (Thermo Scientific, Lot00211626) 1,50 pl
dNTP Mix (12,5 mM) (Thermo Scientific, Lot 00213116) 0,3 ul
Forward Primer 0,8 ul
Reverse Primer 0,8 ul
Taq DNA Polimeraz (5U/ ul) 0,10 pl
Genomik DNA 2 ul

Tablo 3.4. PZR program

Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95°C 5dk -
Denatiirasyon 94°C 45sn
Baglanma (IL-8 -251) 60°C 45sn 35
Baglanma (IL-8 781) 56°C 45sn
Uzatma 72°C 1dk
Final 72°C 10dk -

Uygulanan PZR kosullariyla IL-8 -251A>T 542b¢’lik PZR firtinleri ile 781C>T
203b¢’lik PZR iiriinleri %2’lik agaroz jelde 123V’da 20dk vyiiriitiilerek jel goriintiilleme

araci ile goriintiileri elde edilmistir.
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3.6. RESTRIKSIYON PARCA UZUNLUK POLIMORFIiZMi (RFLP)

ANALIZI:

Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), tek niikleotit polimorfizmi
(SNP) tespit etmek icin en basit ve en erken yontemi oldugu diisiiniilmektedir. RFLP de
kullanilan restriksiyon enzimi 5 ile 10 bazlik spesifik yeri taniyarak DNA’y1 ikiye
ayirmaktadir. Jel gorilintlisiinden bu bdlgelerin kesilip kesilmedigini RFLP iiriinii
boyutuna bakarak anlamak miimkiindiir. RFLP, 6zellikle tek nokta mutasyonunun
tespiti i¢in 6nemli bir yontemdir. Analiz etmek i¢in dnce PZR sonra restriksiyon enzimi
kullanarak mutasyon bolgesi tespit

edilir(http://www.bio.davidson.edu/courses/genomics/method/RFLP.html ).

Bu yontem kullanilarak I1L-8 -251A>T ve 781C>T polimorfizmleri igin

kullanilan restriksiyon enzimleri Tablo 3.5 de verilmistir.

Tablo 3.5. Restriksiyon Enzimleri ve Ozellikleri

Gen varyantlarnn  Enzim Kesim dizesi Kesim Siire Sicakhik

IL-8-251 A>T Mfel(Munl) 5’-C|AATTG-3* T:542 1 saat 37°C
3’-GTTAATC-5 A:449
IL-8781C>T EcoR1 5’-GJAATTC-3> T:203 1saat 37°C

3-CTTAA1G-5’ C: 185

IL-8 geni -251A>T ve 781C>T polimorfizimini belirlemek i¢in Tablo3.6. de
belirtilen oranda restriksiyon enzimi karigimi hazirlandi ve sirastyla Mfel ile EcoR1

kullanild: ve 1saat 37°C’de etiivde bekletildi.


http://www.bio.davidson.edu/
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Tablo 3.6. -251 A>T ve 781 C>T kesimi icin kullanilan malzemeler ve miktarlar:

dH,0 8.50 ul
Buffer 1.20 pl
Enzim 0.30 ul
PZR iiriinii 10 pl

Inkiibasyon sonrasinda 20ul olan kesim iiriinlerinden 10ul alindi ve %2’lik
agaroz jele yiiklendi. En bastaki kuyucuga 2ul’lik marker (Thermo scientific, Lot;
00164725) yiiklenerek 125V’da 30dk yiiriitildii. UV 15181 altinda goriintiileri elde

edildi.
3.7. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZi

Jel elektroforezi, makromolekiilleri (DNA, RNA ve proteinler) ve bunlarin
parcalarini boyutu ve yiiklerine gore ayirarak analiz yapmamizi saglayan bir yontemdir.
Klinik kimyada proteinleri yiik ve/veya boyutlarna gére ayirmakta, biyokimya ve
molekiiler biyolojide DNA ve RNA fragmanlarinin boyutunu tahmin etmek i¢in ya da
proteinleri yliklerine gore ayirmak i¢in kullanilmaktadir (Kryndushkin, 2003). Agaroz
jel igerisinde elektrik akimma maruz kalan negatif yiklii niikleik asit molekiilleri
birbirlerinden ayrilmaktadirlar. Kiiciik olan molekiiller jel gozeneklerinden kolay
gectiklerinden dolay:r biiyiik molekiillere oranla daha hizli ilerlemektedir (Sambrook,

2001).

Hassas terazide 2gr agaroz(SIGMA, ABD, Lot SLBD2493V) tartildi.
Ehlenmayer igerisinde bosaltildi ve tizerinde 100ml 1XTBE eklendi. Mikrodalga firinda

1.5-2dk 1sitildi. Yaklasik 60°C oluncaya kadar beklendi ve tizerinde 3ul Etidyum



33

bromiir (10mg/ml) eklenerek iyice karistirildi. Etidyum bromiir ¢ift zincirli DNA’nin
bazlar arasina girerek UV 1sinlarinda goriinmelerini saglamaktadir. Cozelti taraklari

hazirlanmis kasete dokiildii. Jelin donmasi i¢in 20dk beklenildi.

Hazirlanan jel iginde 1XTBE soliisyonu bulunan elektroforez tankina
yerlestirildi. 10ul’lik mikropipet ile 7ul PZR iirtinlerinden alind1 ve parafilm iizerinde
bulunan 1ul’lik Brom Fenol Mavisi ve gliserol (BBF, Lot;0LB0054) iceren takip boyasi
ile pipetaj yontemi yapilarak karistirlldi ve kuyuculara yerlestirildi. En bastaki
kuyucuga PZR iiriinlerinin boylarini tespit etmek i¢in marker (Thermo scientific, Lot;
00164725) 2 pl konuldu. 125 Voltta 20dk yiiriitiildi ve UV 15181 altinda goriintiileri elde

edildi.
3.8. ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Epi Info Software 3.2.2 programi ve Openepi 3.01 (http://www.openepi.com)
yazilim programlar1 kullanildi. Hasta ve kontrol grubundaki genotip dagilimlarinin
karsilastirilmas1 ve Hardy-Weinberg dengesinde sapma olup olmadigi Ki kare testi ile
arastirildi. p degeri 0,05’den kiiciik bulundugunda istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. ARASTIRMA GRUBUNA AIT BULGULAR

Calismaya 91 kadin 117 erkek olmak {izere toplamda 213 kisi katilmistir. Akut
bronsiolit grubunda 104 (42 kadin, 62 erkek), kontrol grubunda 104 (49 kadin, 55

erkek) birey yer aldi. Tablo 4.1. verilmistir.

Tablo 4.1. Tez Calisgmasinda Yer Alan Hasta ve Kontrol Gruplarindaki Kisilerin Yas

ve Cinsiyete Gore Dagilimi

Akut Brongiolit Kontrol Grubu
Hastalar (N=104) (N=104)
Cinsiyet
Kadin 42 49
Erkek 62 55
Yas 23,05(ay) 19,07(ay)

Yas ortalamasi

4.2. DNA’NIN KALITATIF TAYINi

DNA izolasyon protokolii izlendikten sonra elde edilen DNA ornekleri %2’°lik
jelde 124V, 20dk’da yiiriitiilmiistiir ve UV 15181 altinda incelenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Genomik DNA’nin agaroz jel goriintiisii
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4.3. PZR ANALIZLERI

IL-8 geninin restriksiyon enzimi kesim analizi yapilacak olan -251 A>T
polimorfik noktasini iceren 542 bg’lik bolgesi ile 781 C>T polimorfik noktasini igeren
203 bg’lik bolgesi Tablo 3.3 PZR karisimi ile Tablo 3.4 de belirtilen PZR programina

gore ¢ogaltilmis ve %2’lik agaroz jel elektroforezi ile incelendi (Sekil 4.2)
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542bg

(@)

250bg
200bg

(b)

Sekil 4.2. (a) -251 A>T polimorfizmi i¢in elde edilen 542b¢’lik PZR iiriini jel
gorilintiisii. (b) 781C>T polimorfizmi i¢in elde edilen 203b¢’lik PZR {iriinii jel
gorilintiisii. (M: Marker, 50 bp DNA ladder)
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4.4. RFLP ANALIZi

IL-8 geninin 542 bg¢’lik promotor bolgesi PZR ile ¢ogaltildiktan sonra Mfel
restriksiyon enzimi ile 37°C’de 1 saat kesime birakildi. Daha sonra -251A>T
polimorfizmini goriintiilemek i¢in %2’lik agaroz jele yiiklenerek 125V 30dk yiiriitiildii.

UV 15181 altinda incelendi.

PZR ile c¢ogaltilan 203 bg’lik bolge EcoR1 enzimi ile 1 saat 37°C de kesime
birakildi. %2’lik agaroz jelde 125V 30dk yiiriitiildiikten sonra UV altinda goriintiileri

elde edildi.

IL-8 542b¢’lik PZR iiriinii Mfel restriksiyon enzimi ile kesilirse A kesilmezse T
alleli olusur. Buna gore hasta ve kontrol olan bireylerin -251A>T jel UV 1sminda
incelendiginde 542b¢ TT genotipini, 542b¢ ve 449b¢ AT genotipini ve 449b¢ AA

genotipini gostermektedir.

IL-8 203bg¢’lik PZR iirlinii EcOR1 restriksiyon enzimi ile kesilirse C kesilmez ise
T alleli olusturur. Buna gore hasta ve kontrol olan bireylerin 781C>T jel UV 15181
altinda incelendiginde 203b¢ TT genotipini, 203b¢ ve 185b¢ CT genotipini ve 185bg

CC genotipini gostermektedir.
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M AT TT TT TT TI AA AT AT AA

Sekil 4.3. IL-8 geninin -251A>T polimorfizminin PZR {irtinii Mfel enzimi ile
kesilmesi sonucunda 542b¢ ve 449b¢’lik kesim iirlinleri %2’lik agaroz jeldeki
goriinimleri. AA: homozigot, AT:heterozigot, TT: homozigot.( M: Marker, 50 bp
DNA ladder)

250bg 203bg
200bg 185bg
150bg

Seki 4.4. 1L-8 geninin 781C>T polimorfizminin PZR irinii EcoR1 enzimi ile
kesilmesi sonucunda 203bg¢ ve 185b¢’lik kesim iirlinleri %2’lik agaroz jeldeki
goriintimleri. TT: homozigot, TC:heterozigot, CC: homozigot.( M: Marker, 50 bp
DNA ladder)



4.5. ISTATISTIKSEL ANALiZ BULGULARI

39

Akut bronsiolit hastalarinda ve kontrol grubunda IL-8 geninin (-251A>T ve 781C>T)
polimorfizimin istatistiksel analizi Tablo 4.2. de verilmistir.

Tablo 4.2.1L-8 (-251>T ve 781 C>T ) polimorfizminin istatistiksel analizi

IL_8 Akut HWE | Kontrol HWE | P OR
Bronsiolit p grubu p (Cl1 95%)
hastalan n=104(%)
n=104 (%)

-251A>T | Genotip 0.06 0.25 | 0.8315

AA | 22 (%21,15) 21 (%20,19)
AT | 41 (%39,42) 45 (%43,27)
TT | 41 (%39,42) 38 (%36,54)
Allel
Sikhig1
A | 85 (%40,37) 87 (%41,82) 0421 | 096
(0.65-1.42)
T 123 (%59,13) 121 (%58,17)
781C>T | Genotip 0.01 0.07 | 0.5723
TT | 15 (%14,42) 17 (%16,35)
TC | 33 (%31,73) 39 (%37,5)
CC | 56 (%53,85) 48 (%46,15)
Allel 0149 | 080
Sikhig (0.53-1.21)
T 63 (%30,29) 73 (%35,10)
C | 145 (%69,71) 135 (%64,90)
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5. TARTISMA ve SONUC

Akut bronsiolit genelde 2 yas alt1 ¢cocuklarda goriilen hisiltili solunuma ve alt
solunum yolu enfeksiyonuna neden olan bir hastaliktir.Sikca ¢ocuklarda goriilmesine
ragmen biitiin yaslarda goriilebilen bir hastaliktir. Mevsimsel olup 1liman iklime sahip
iilkelerde kis ve ilkbaharda goriiliirken, tropikal iklim yasiyan iilkelerde yagmurlu
donemlerde enfeksiyon sikligi artmaktadir. Hastalik erkek ¢ocuklarinda kiz ¢ocularina

oranla 1.5 kat daha fazladir (Black 2003).

Akut bronsiolite neden olan patojenler RSV, hMPV, parainfluenza viris,
influanza virlis ya da adenoviriis olarak bilinmektedir. Bunlar burun salgisi, havadaki
damlaciklar ve formitler temasi ile bulasmaktadir. 2 yas alt1 akut bronsiolit nedeni ile
hastaneye gelen bebeklerin %72’sinde RSV ajani1 izole edilmistir. Bu nedenle ¢ogu akut

bronsiolit caligmalarinda patojen olarak RSV ele alinmistir (Mansbach ve ark., 2008).

Paramyxoviridae familyasindan olan RSV negatif anlamli, tek sarmalli bir RNA
virtisudur. Bebeklik ve cocukluk doneminde alt solunum yolu enfeksiyonlarinin
olusmasia neden olmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri'nde, bebeklerin% 601 ilk
RSV sezonu boyunca enfekteye ugramakta ve neredeyse tiim ¢ocuklar bu viriis ile 2-3
yaslar arasinda karsilasmaktadir (Glezen ve ark., 1986). Bu yilizden ¢ogu ¢alismalarda
akut bronsiolit RSV bronsiolit olarak da gegmektedir.

Solunum yolu viral enfeksiyonlarinda, nétrofillerin konak¢i savunmasinda ve
solunum yolu semptomlarinda rol oynayabilecegine dair kanitlar artmaktadir (Faden ve
Ogra, 1986). RSV enfeksiyonunun insan alveolar makrofajlarin1 ve hava yolu epitel
hiicrelerini uyararak biiylik miktarda IL-8 {irettigi bazi caligmalarda goriilmiistiir
(Becker ve ark., 1993; Becker ve ark 1991). IL-8’in nétrofiller igin giiglii bir
kemoatraktan ve aktivator oldugu ve RSV enfeksiyonarinda nétrofil gogiinde merkezi
bir rol oynadigi bilinmektedir. Bu nedenle akut bronsiolitte goriilen patolojiye ve
semptomlara 6nemli katki sagladigi kanitlanilabilir (Leonard ve ark., 1990). IL-8 diizeyi
ile hastaligin siddetinin dogru orantili oldugu tespit edilmistir. RSV enfeksiyonuna
ugramis hava yolu hiicrelerinde IL-8 ekspresyonunun artti§i goriilmiis ayrica asiri

miktarda IL-8’in havayolu iltihaplanmasina neden olabilecegi bir mekanizma
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olusturdugu sonucuna varilmistir. Bununla birlikte, RSV enfeksiyonundaki [IL-8

tiretiminin hava yolu hasar1 yapma ihtimali bulunmaktadir (Fiedler ve ark., 1996).

IL-8 ndtrofil reseptorlerine baglanarak notrofillerin kemotaksisini saglamaktadir.
IL-8, IL-8 reseptor alfa (ILSRA, CXCR1) ve beta (ILERB, CXCR2)’ya baglanmaktadir
(Holmes ve ark., 1991). IL-8 G protein kenetli reseptor olan CXCR1’e baglanarak
notrofilleri aktive etmektedir. Ayni1 zamanda, diger CXC aile iiyeleri ile reseptor
CXCR?2 iizerinde de etkilidir ve kemotakside 6nemli bir kemoatraktandir(Rossi ve
Zlotnik 2000). CXCR1, IL-8’¢ yiiksek afinite ile baglanir ve sinyal G proteinini aktive
ederek ikincil mesajlagsma sistemine iletmektedir. Birincil ligand olan IL-8 ile uyarilan
CXCRI1, nétrofil kemotaksisine ve aktivasyonuna neden olmaktadir(Bergin ve ark.,
2010). Son zamanlarda ILSRA polimorfizm ile astim ve kronik obstriiktif akciger
hastalig1 arasindaki iliski incelenmistir. ILSRA, 31R ve 335C allelleri kronik obstriiktif
akciger hastalarda ve astimli ¢ocuklarda saglikli kontrollere kiyasla belirgin sekilde

arttig1 tespit edilmistir (sirasiyla P =0.0073 ve 0.023) (Stemmler ve ark., 2005).

En giiglii notrofil kemoatraktanti olarak bilinen IL-8, deneysel olarak RSV
enfeksiyonuna ugramis hava yolu epitel hiicrelerinde diger proinflamatuar sitokinlerden
daha yiiksek seviyede gortlmustiir (Fiedler ve ark., 1996). Klinik c¢aligmalarda akut
bronsiolit olan bebeklerin plazma ve nasal salgilarinda IL-8 ¢ok sayida tespit edilmistir
(Biswas ve ark.1995,Abu-Harb ve ark., 1999). Bu calismalar IL-8’in RSV bronsiyolit
patogenezinde onemli bir faktdr olup olmadigi sorusunu akillara getirmistir. Bu olay1
¢oziimlemenin diger bir yolu IL-8 fonksiyonunun ayarlanmasinda genetik faktorlerin
roliine bakmaktir. Ayrica bebeklik doneminde siddetli RSV enfeksiyonu, tekrarlayan
wheezing (hiriltili solunum) yada brongial astima neden olmaktadir (Sigurs ve ark.,
2005). Dolayisiyla hem astim hem de akut bronsiolitin ortak genetik arka plana sahip
oldugu hipotezi ileri stiriilmistiir (Stein ve ark., 1999). Dahas1 yapilan bir arastirmada
tek yumurta ikizlerinin ¢ift yumurta ikizlerine oranla RSV enfeksiyonuna yatkinliklart

daha yiiksek bulunmustur ( Thomsen ve ark., 2008)



42

IL-8 geni 4013-q12 kromozomunda bulunmaktadir ve 4 ekzon ile 3 intron
icermektedir. IL-8 geni tarafindan kodlanan protein CXC kemokin ailesinin 10

tiyesinden biridir(www.ncbi.nlm.nih.gov)

Yapilan ¢alismalarda gen transkripsiyonu kontroliinde promotor bolgenin biiyiik
onem tasidig1 ve Tip II alveol hiicresi (A549) modelinde RSV replikasyonunun IL-8
gen ekspresyonunu arttirdigi goriilmustiir (Garofalo ve ark.,1996). IL-8 promotor
bolgesi mutasyonu analizi sonucunda RSV ve TNF ile uyarilan hiicrelerde IL-8 gen
transkripsiyonunda NF-kB’nin kesinlikle gerekli oldugu sonucuna varilmistir. NF-kB
heterodimer formasyonunda yer alan p65, Protein Kinase A (PKA) tarafindan sitazolde
fosforilasyon olur ve buna karsit olarak ¢ekirdekte Mitogen- and Stress-Activated
Protein Kinase-1/2 (MSK1/2) aracili fosforilasyonu gerceklesir (Vermeulen ve ark.,
2003). MSK1/2 aracili fosforilizasyon IL-1a, TNFa ve RSV de dahil olmak tizere gesitli
uyaran ile aktive olur ve iltihap sirasinda SCF ve IL-8 ekspresyonuna tesfik ettigi
goriilmiistiir. Onceki calismalarda, IL-8 gen ekspresyonu diizenlenmesinin hiicre tipi ve
spesifik uyariciya 6zgii oldugu goriilmistir (Reber ve ark., 2009; Jamaluddin ve ark.,
2009). Epitel hiicrelerinde RSV-indiiklii IL-8 iiretimi transkripsiyonel olarak regule
edilmektedir. Bu regiilasyon, niikleer faktér (NF) —kB, NF-IL6 ve aktivator protein-1
(AP-1) transkripsiyon faktorleri arasinda etkilesimi ile gerceklesmektedir (Mastronarde
ve ark., 1996). Mastronarde ve ark. (1998) yaptiklari ¢alismada IL-8 gen ifadesi isbirligi
etkilesiminde NF-IL6’ya nazaran AP-1’in NF-kB tarafindan daha fazla tercih

edilebilecegini 6ne siiriilmiiglerdir.

Promotor bolgesindeki regiilasyondan dolayr akut brongiolit ile -251A/T
polimorfizmi arasindaki iliski birgok arastirmaya konu olmustur. -251A/T

polimorfizminin yanisira 781C/T polimorfizmi de incelenmistir (Hull ve ark., 2000; ).

Bronsiolitin genetik yatkinliginin belirlenmesinde ilk kanitt Hull ve ark. (2000)
saglamiglardir. Literatiiric taradigimiz kadartyla IL-8 -251A>T ve 781 C>T
polimorfizmlerinin akut bronsiolitte birlikte arastirildigi bir calismaya iilkemizde

rastlanmamustir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

43

Calismamizda IL-8 781 C>T ve promotorda bulunan -251A>T polimorfizleri ile
akut bronsiolit arasindaki iliski incelenmis ve anlamsiz oldugu goriilmiistiir. -251A>T
polimorfizminde AA, AT, TT genotiplerinin siklig1 sirasiyla hastalarda %21,15 , %
39,42, 9%39,42 ve kontrol grubunda %20,19, %43,27 , %36,54 bulunmustur. Allel
siklig1 hastalarda A alleli i¢in %40,82, T alleli i¢in %59,13 kontrol grubunda A alleli
icin %41,82 ve T alleli i¢in %58,17 bulunmustur (p=0,421). 781 C>T polimorfizminde
TT, TC, CC genotiplerinin siklig1 sirasiyla hastalarda %14,42, %31,73, %53,85 ve
kontrol grubunda %16,35, %37,5, %46,15 olarak bulunmustur. Allel sikligi hastalarda T
alleli i¢in %30,29, C alleli iin %69,71, kontrol grubunda T alleli igin %35,10, C alleli
icin %64,90 olarak bulunmustur (p=0,149).

Hull ve ark. (2000) IL-8 promotor bdlgesindeki gen varyasyonunun IL-8 geninin
transkripsiyonunun  degismesine yol acabilecegini  diisiinmiislerdir. Ingiltere
poplilasyonunun yarisindan fazlasinda IL-8 transkripsiyon baslangi¢ bolgesinde bulunan
-251 tek niikleotidli polimorfizminin heterozigot oldugu goriilmiistiir. Verilere
bakildiginda LPS ile in vitro stimule edilen tam kanlarla yapilan ¢alismada IL-8 -251A
aleli ile IL-8 iiretiminin iliskili oldugu tespit edilmistir. IL-8 -251A alleli siddetli
bronsiolitin gelisme riskini iki katina ¢gikardigini 6ne siirmiislerdir. RSV bronsiolit olan
bebekler ve ailelerinin analizine bakildiginda IL-8 -251A allelinin hastaligin siddeti ile

alakal1 olabilecegi diistiniilmiistiir (P = 0.07).

Hull ve ark. Onceki yaptiklari ¢alismayr baza alarak IL-8 gen ifadesinin
bronsiolit ile alakali oldugunu diisiinmiisler ve IL-8 lokusunda 9 SNP tanimlamislardir.
Ingiliz populasyonu iizerinde yapilan arastirma sonucunda 781T aleli -251A tasiyan
haplotipi iki gruba ayrilmistir: -251A haplotipini tagiyanlarin %90’inda 781T tasidigi,
%]10’unda 781C tasidig1 goriilmiistiir.  Transmission disequilibrium test (TDT)
kullanilarak -251A /781T haplotipi analizi elde edildiginde RSV bronsiolitin agir
yasadigr gorilmistiir (%63 iletim, p= .0008). Buna karsin -251A/781C haplotipinin
bronsiolite kars1 direncine dair anlamli bir egiliminin olmadig1 goriilmiistiir (%40 iletim,

p=.3) (Hull ve ark., 2001)

Puthothu ve ark. (2006) 322 astim hastasi ¢ocuk, 131 bronsiolit bebek ile 270
kontrol grubu iizerinden yaptiklar1 ¢alismada, -251A/T polimorfizmi ile ilgili AAAT

ve TT genotiplerinin sikliklar1 sirasiyla bronsiolit olan hastalarda %26, %73, %34 ve
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kontrolde %70, %24, %74 olarak bulunmustur (p=0.550). IL-8 781 C/T polimorfizmi
icin ise hasta grubunda CC %37, CT %62 ve TT %27 bulunmus olup kontrol grubunda
bu degerler CC %84, CT %124 ve TT %61 dir (p=0.937). Sonug olarak, -251A/T ve
781 C/T polimorfizmlerinin hem SNP’de hem de haplotip analizinde bronsiolit ile
alakali olmadigimi1 bulmuslardir. Bu da Alman populasyonunda IL-8’in agir RSV

enfeksiyonunun gelismesinde 6nemli bir rolii olmadigini diistindiirmiistiir.

Heinzmann ve ark.(2004) siddetli akute bronsiolit enfeksiyonu olan ¢ocuklarin
ilerleyen donemlerde bronsial astim gelisiminde risk faktorii oldugunu diistinmiistiir. Bu
iki hastaligin klinik bulgularinda bronsiyol hiperaktivitenin olmasi nedeni ile ayni
genetik yapiya sahip olduklariniileri stirmiislerdir. Dahasi,IL-8’in solunum yollarina
tekrar tekrar uygulanmasi kobaylarda brons hiperaktivitesini uyarmaktadir ve insanlarda
hastalarin balgamlarinda IL-8’in artmas1 astimin siddetlenmesinden dnce goriilmektedir.
Bu benzerliklerden yola ¢ikarak Heinzmann ve ark. (2004), Hull ve ark. (2001)’nin akut
bronsiolit lizerinde yaptiklari polimorfizm ¢alismalarini ele almis, -251A/T ve 781C/T
polimorfizmleri ile astim hastaliginin arasindaki iligskiyi aragtirmiglardir.En giiglii iliski
C78I1T ile goriilmiistiir (P = .008) ve astimli hastalarda C allelin daha sik oldugu tespit
edilmistir. En zayif iliski -A251T ile gosterilmis (P = .03) ve T allelin astimli hastalarda
daha sik oldugu sonucuna varilmistir. Bu Hull ve ark. (2001) yaptiklar1 ¢caligmaya ters
diismektedir. Sonuca bakilarak akut bronsiolit ve bronsial astimin ortak bir gen yapisina

sahip oldugu hipotezi ¢iiriitiilmiistiir.

El, ayak ve agiz sendromu (HFMS), aseptik menenjit, ¢ocuk felci (poliomyelin),
ensefalit, hava yolu hasar1 ve miyokardit gibi klinik hastaliklara neden olan etkenin de
bir virlis (enterovirus 71 (EV71)) olmasindan dolay:1 IL-8 -251 A/T polimorfizmi ¢ogu
caligmalara konu olmustur. Enterovirus 71 (EV71)’e karsi olusturulan imiin yanit
sonucunda merkezi sinir sisteminde IL-8 ifadesinin arttig1 gorilmiistiir (Ooi ve ark.,
2010; Wang ve ark., 2008). Xu ve ark. (2016) E71 enfeksiyonu olan Cin Han
cocuklarinda -251A/T polimorfizmini incelemis ve 1L-8 -251 T(AT-TT) aleli ile IL-8
ekpresyonunun artmasi arasinda bir iligki oldugunu 6ne sitirmiislerdir (P = 0.012) .
Bulduklar1 bu sonu¢ Lu ve ark. (2010)’nin  bulduklar1 sonug¢ ile uyumlu oldugu
goriilmiistiir. Bu durum Hull ve ark.(2000) Ingilteredeki bebeklerde IL-8 -251A aleline
sahip olanlarin RSV’ye kars1 duyarli olduklar1 sonucuna ters diismektedir. Bagka bir
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arastirmada Puthothu ve ark. (2006) Alman g¢ocuklarda bu lokusun RSV ile iligkisi
olmadigint gostermislerdir. Bu tutarsizligin nedenini enfekte olan viriislerin farkli

olmasia ve calisilan popiilasyon grubunun kii¢iik olmasina baglanmistir (Xu ve ark.,

2016).

Calismamizda IL-8 -251A/T ve 781C/T ile akut bronsiolit ile arasindaki iligki
anlamsiz bulunmustur. Bu sonug¢ Puthothu ve ark. (2006) nin yaptig1 ¢calisma ile uyumlu
bulunmus, ancak Hull ve ark. (2000, 2001) bulduklar1 sonuglara ters diismektedir.
Bunun bir¢ok nedeni olabilir. Bu sonuglarin ters ¢ikmasinin en 6nemli nedenlerden biri
Hull ve ark. ¢alisma grubunda daha yasca genc bebeklerin bulunmasi ve diger bir
etkende ¢alismaya Onceden kalp rahatsizlig1 olan ¢ocuklarin da dahil edilmesidir. Sonug
olarak Alman ve Ingiliz popiilasyonu beyaz 1rki temsil etmesine ragmen alerjik
hastaliklara genetik yatkinliklar1 farklidir. Bizim sonuglarimiz ile ters diismesinin bagka
nedenleri de olabilmektedir.Ornegin farkl: populasyonda yapilmasindan dolay: sonuglar
farkli c¢ikabilir, 6rneklem biiyiikliiklerinin kii¢iik olmast bu esitsizlige neden olmus

olabilir.

Sonug olarak, literatiirii taramis oldugumuz kadariyla Tiirk toplumunda IL-8 gen
polimorfizmi ile akut bronsiolit arasindaki baglant1 ilk defa ¢alisilmistir. Bundan dolay:
gelecekteki donemlerde IL-8 geninin diger polimorfizimleri de analiz edilmelidir. Bu
tir calismalarin siklik kazanmasi ile ileriki zamanlarda bireyin genotipi ile tedavi
edilmesine olanak taninmasi1 miimkiin olabilecektir. Ayrica, bu hastaligin farmakolojik
tedavisinin olmamasi biiyilk bir sorundur. Bu nedenle gen calismalari ile yeni
farmakolojik yada non-farmakolojik hedefler tespit edilerek ilag gelistirilmesinde

yardimer olabilecektir.
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