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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

IRAK POPULASYONUNDA IL-4 VE IL-5 GEN POLIMORFIZMININ
ASTIMLI HASTALARLA ILiSKiSININ INCELENMESI

Salah Mahdi ALRAWE

Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsi

fleri Teknolojiler Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Belgin ERDEM
II. Damigman: Dr. Ogr.Uyesi Huda Rafaa AL-ALWANI

Bu caligmada biyokimyasal parametreler olarak interlokin -4 (IL-4) ve interlokin- 5 (IL-
5) diizeyi belirlenmistir. Bu c¢alisma ile ayrica astimli hasta ve kontrol gruplarinin
kanindaki 1L-4 (rs2243250) ve IL-5 rs2069812 genlerinde polimorfizm belirlenmistir. Bu
vaka-kontrol ¢alismasinda 50 astimli hastadan ve kontrol grubu olarak 50 kisiden kan
ornekleri alinmigtir. Astimli hastalarin yas gruplarma gore demografik 6zellikleri sirasiyla
(20 - 40 yas), (41 - 60 yas) ve (61 - 80 yas) , sirastyla (%52, %40, %8) olmustur (P-degeri
=0,000). Erkek hastalarin yiizdesi (%60), kadin hastalarin yiizdesinden (%40) daha ytliksek
olmustur (P = 0.0174). Ayrica sigara igmeyen hastalarin oram1 (%70) sigara igen
hastalardan (%30) daha yiiksek olmustur (P-degeri =0.0318). Bu ¢alismanin sonuglari, tim
biyokimyasal belirteclerde kontrol ve astimli gruplar arasinda anlaml farkliliklar (P<0.05)
gostermistir. Kontrol grubunda ortalama Interlokin- 4 (IL-4) diizeyi (399.25+251.78)
pg/ml iken, vaka grubu diizeyi anlamli olarak (266.61+£175.11) pg/ml'ye dismiistiir ( p-
degeri=0.003). Ayrica kontrol grubunda Interlokin-5 (IL-5) dlzeyi 326.67+354.04 pg/mi
iken, vaka grubu diizeyi anlamli olarak 174.36+235.98 pg/ml'ye (p-degeri=0.003)
diigniistiir. 1L-4 ve IL-5 genlerinin polimorfizmi icin molekiiler aragtirmalar, SNP'ler

rs2243250 ve rs2069812 icin PCR-RFLP teknigi araciligiyla gergeklestirilmistir. 1L-4

Xii



(rs2243250) sonuglarina gore, vaka grubundaki en yiiksek genotip CT heterozigot genotipi
(%60), ardindan homozigot genotipi CC, TT (%20) olmustur. Kontrol grubundaki en
yiiksek genotip TT homozigot genotipi (%76), ardindan homozigot genotip CC (%24)
olmustur. Analizler, IL-4 (rs2243250) polimorfizminde vaka grubu ve kontrol grubu
arasinda onemli farkliliklar gostermistir (CC CT farki : OR=72.6190., %95 CI 3.9463 ila
1336.3195, P= 0.0039). Yapilan analiz ayrica vaka ve kontrol gruplari arasinda, IL-4
(rs2243250) polimorfizminde, IL-4 ve IL-5 diizeyi ile TT genotipi arasinda daha yiiksek
korelasyon diizeyi ile (sirasiyla P = 0,001 ve 0,000) anlamli farkliliklar gostermistir (CC
TT farki: OR=0.3158, %95 CI: 0.1061 ila 0.9399, P=0.0383) Ayrica CT genotipi ve yas
arasinda da anlaml bir iligki vardir (p=0,009). IL-5 rs2069812 gen polimorfizmi, kontrol
grubundaki en yiiksek genotipin TT homozigot genotipi (%66), ardindan heterozigot
genotip TC (%34) oldugunu ortaya koymustur. Vaka grubunda en yiiksek genotip TC
heterozigot genotipi (%64) olmus, bunu da TT homozigot genotipi (%24) ve homozigot
CC (%12) izlemistir. Homozigot TT ile heterozigot TC'nin genotipik sikligi (OR=
5.1765,95 CI) = 2.1372 ila 12.5379, P= 0.0003) ve homozigos TT ile homozigot varyant
CC'nin genotipik frekanst (OR=34.8, ylizde 95 CI=1.8255 ila 664.9429, P= 0.0183)
olmustur. IL- 5 rs2069812 polimorfizminde kontrol grubuna kiyasla hastalarda C allel
frekanslarinda anlamli farkliliklar s6z konusudur (OR=3.3130, %95 CI = 1.7041 ila
6.4408, P=0.0004). IL-4 dizeyi ile IL-5 diizeyi arasinda TT genotipi ile daha yiiksek bir
korelasyon (sirastyla P = 0,017 ve 0,004) mevcut olup ayrica yas ile CC genotipi arasinda
da anlamli bir korelasyon vardir (p=0,000).

Temmuz 2022, 60 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Astim, IL-5, IL-4, Polimorfizm, RFLP
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ABSTRACT

M.Sc. THESIS

STUDY THE RELATION OF GENE POLYMORPHISM OF IL-4 AND
IL-5 WITH ASTHMATIC PATIENTS IN IRAQI POPULATION

Salah Mahdi ALRAWE

Kirsehir Ahi Evran University
Graduate School of Sciences and Engineering

Department of Advanced Technologies

Supervisor: Prof. Dr. Belgin ERDEM
I1. Supervisor: Assist. Prof. Huda Rafaa AL-ALWANI

In this study, the following biochemical parameters were determined: interleukin- 4 (IL-4)
level and interleukin- 5 (IL-5) level. The present study also determined polymorphism in
genes IL-4 (rs2243250), and IL-5 rs2069812 in the blood of asthmatic patients and control
groups. In this case-control study, blood samples were collected from 50 asthmatic patients
and 50 samples as the control group. The demographic characteristics of asthmatic patients
for age, the age groups were (20 to 40 years), (41 to 60 years), and (61-80 years) (52, 40,
8%) respectively (P-value =0.000), whereas the percentage of male patients was higher
(60%) than the percentage of female patients (40%)(P = 0.0174). Also, the percentage of
non-smoking patients(70%) was higher than smoking patients (30%) (P-value =0.0318).
The results of the present study showed significant differences (P<0.05) between control
and asthmatic groups in all biochemical markers. The mean Interleukin- 4 (IL-4) level in
the control group was (399.25+251.78) pg/ml while its level in the case was significantly
decreased to (266.61+175.11) pg/ml ( p-value=0.003). Furthermore, the level of
Interleukin- 5 (IL-5) in the control group was 326.67+354.04 pg/ml, whereas, its level in
the case group significantly decreased to 174.36+235.98 pg/ml ( p-value=0.003). The
molecular investigations for the polymorphism of the IL-4 and IL-5 genes have been
conducted through the PCR-RFLP technique for the SNPs rs2243250 and rs2069812. The
results of IL-4 (rs2243250): The highest genotype in the case group was the CT
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heterozygote genotype (60%) followed by the homozygote genotype CC, TT (20%). The
highest genotype in the control group was the TT homozygote genotype (76%) followed
by the homozygote genotype CC (24 %). Analyses showed significant differences between
cases and controls in the 1L-4 (rs2243250) polymorphism (CC vs CT: OR=72.6190., 95%
Cl 3.9463 to 1336.3195, P= 0.0039). The analysis also showed significant differences
between cases and controls in the IL-4 (rs2243250) polymorphism (CC vs TT: OR=0.
3158, 95% CI: 0.1061 to 0.9399, P=0. 0383), higher correlation between IL-4 level and
IL-5 level with TT genotype (P = 0.001 and 0.000, respectively) also there is a significant
correlation between age and CT genotype and age (p=0.009). The IL- 5 rs2069812 gene
polymorphism revealed that The highest genotype in control group was TT homozygous
genotype (66 %) followed by heterozygous genotype TC (34%) . In cases , the highest
genotype was TC heterozygous genotype (64 %) followed by TT homozygous genotype
(24%) and homozygous CC (12%).The genotypic frequency of heterozygous TC with
homozygous TT (OR= 5.1765,95 % Cl= 2.1372 to 12.5379, P= 0.0003). and the
genotypic frequency of homozygous variant CC with the homozygous TT (OR=34.8, 95
percent C1=1.8255 to 664.9429, P= 0.0183).There were significant differences in C allele
frequencies in patients as compared to the controls in the IL- 5 rs2069812 polymorphism
(OR=3.3130, 95% CI = 1.7041 to 6.4408 , P=0.0004). A higher correlation between IL-4
level and IL-5 level with TT genotype (P = 0.017 and 0.004, respectively) also there are
significant correlation between age and CC genotype and age (p=0.000).

July 2022, 60 Pages

Keywords: Asthma, IL-5, IL-4, Polymorphism, RFLP
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1. GIRIS

Astim, niifusun %1 ile %18'ini ve her iilkeden ve her yastan insani etkileyen kronik bir
solunum yolu hastalig1 olup yayginligi artmaya devam etse de bazi iilkelerde astim nedeniyle
hastaneye yatiglar ve Sliimler azalmistir (Haahtela ve ark., 2017). Astim hala bireyler, saglik
sistemleri ve toplum tizerinde kabul edilemez bir yilik olusturmaktadir. En agresif tibbi tedaviyi
almasina ragmen, astim hastalariin yaklasik %5 ile %]10'u siddetli hastalia sahiptir ve

semptomatiktir (Wenzel, 2006).

Astimin evrimi, ilerlemesi ve alevlenmelerinde, solunum yollarinin inflamatuar yanitinin
modifiye ve kontrol edilmesinde immiinolojik ajanlarin, 6zellikle sitokinlerin rolii kritiktir

(Desai ve ark., 2009).

Interldkin (IL), 16kositler veya bagisiklik hiicreleri ile etkilesime giren ve anti-inflamatuar ve
immiinosupresif Ozellikler dahil olmak iizere cesitli islevlere sahip bir sitokin tiirtidiir.
Bagisiklik sisteminin islevi biiyiik 6l¢tide interlokinlere baglidir. Th2 sitokinleri [IL-4, IL-5, IL-
9, IL-10 ve IL-13] atopik hastaliklarin etiyolojisi iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir (Tang ve
ark., 2014). IL-4, IL-5 ve IL-13 dahil olmak iizere tip 2 immiin sitokinlerin hava yollarinda
zararl inflamatuar siiregleri uyardigi asttimda Th2 yanitlarinin hiperaktivitesi vardir. Cesitli
hayvan modellerinde Th2 uretim yanitlarinda bu iki sitokinin kritik islevi nedeniyle, astimda T

helper 2 (Th2) sitokinleri lizerine yapilan ¢alismalar IL-4 ve IL-5 iizerinde yogunlasmustir.

Alerjik yanitin kontroliinde en 6nemli sitokinlerden biri interlokin-4 (IL-4) olmakla beraber,
immiinoglobulin izotipinin immiinoglobulin IgE ekspresyonuna gegisi bu sitokin tarafindan
tetiklenir (Smolnikova ve ark., 2013). Ayni1 zamanda bir mast hiicre biiytime faktorl olarak
islev goriir ve CD-4 hiicrelerinden Th2 olusumu igin kritik bir sinyaldir (Hosoyama ve ark.,
2011). Bu islevlerin tiimii ve muhtemelen digerleri, bu sitokini astimin baslangicinda anahtar
bir rol haline getirir. I1L-4'lin miktarin1 ve/veya aktivitesini artiran herhangi bir genetik
degisikligin astim {izerinde bir etkisi oldugu tahmin edilmektedir. Tek nikleotid
polimorfizmleri (SNP'ler), genetik ve hastaliga yatkinlik arasindaki baglantiyla ilgili
aragtirmalarda en yaygin olarak arastirllan DNA varyasyon modellerinden biri olmustur

(Kendler ve ark., 2012). IL-4 genindeki -589C/T (rs2243250) polimorfizmi, astim riskiyle ilgili



olarak kapsamli bir sekilde incelenmistir. Yapilan bir¢cok ¢alisma, bu SNP'nin T alelinin, C aleli
ile karsilastirildiginda daha yiiksek transkripsiyon faktorii baglanma afinitesine neden oldugunu
ve bunun IL-4 mRNA asir1 ekspresyonu ile sonuglandigini gostermistir (Akkad ve ark., 2007,
Kousha ve ark., 2020).

IL-5, eozinofilide 6nemli bir faktor olup, astimda gozlenen doku hasarinin bir kismindan
sorumlu olabilir (Renauld, 2001). IL-5'in etkilerinin esas olarak dolasimda oldugu ve
eozinofillerin dolagima periferik mobilizasyonunu indiikledigi goriilmektedir (van Rensen, ve
ark., 2001). IL-5 geni, astim patogenezinde olas1 bir aday gendir (Pereira ve ark., 1998).
Atopik dermatit ile iligkili kan eozinofilisinde rol oynadig1 6ne siiriilmiistiir (Yamamoto ve
ark., 2003). IL-5 genlerindeki polimorfizmler atopik bronsiyal astima yatkinliga sebep olabilir
ve hastaligin klinik seyrini belirleyebilir (Freidin ve ark., 2003).

Hameed ve ark. (2019) yilinda astimli ¢ocuklarda tek nikleotid polimorfizmleri (SNP'ler) IL-5
C-703T ve IL-5 diizeyleri ile eozinofil sayist arasindaki iligskiyi aragtirmak igin Irak'ta ilk
calismay1 gergeklestirmistir (Hameed ve ark., 2019).

Ote yandan, bu calisma, spesifik tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler) IL-4 C-589T ve IL-5
C-703T ile astim ve astim arasindaki korelasyonu arastirmak ve ayrica astimli hastalarin
serumundaki IL-4 ve IL-5 duzeyleri ve bu interlokinler igin genetik polimorfizmler arasindaki

iliskiyi incelemek i¢in hazirlanmistir.
Bu ¢aligmanin temel amaglari:
1. Astiml hastalarda IL-4 ve IL-5 duzeyinin tespit edilmesi,
2. Bu interldkinlerin diizeyinin astim ile iligkisinin tespit edilmesi,
3. Astiml hastalarda IL-4 ve IL-5 gen polimorfizmlerinin varliginin tespit edilmesi,

4. Polimorfizmler ve bu interlokinlerin diizeyleri arasindaki iliskinin incelenmesidir.



2.GENEL KISIMLAR

2.1. Astima Genel Bakis

Astim, genetik yatkinlik ile ¢evresel faktorlerin etkilesiminden kaynaklanan karmagik ve sabit
bir inflamatuar hastaliktir (Grotenboer ve ark., 2013). Hirilti, oksiiriik, nefes darligi ve brons
tikanikligina neden olan solunum sisteminin en yaygin atopik bozukluklarindan biridir (Makoui
ve ark., 2020). Her yastan, etnik gruptan ve lilkeden yaklagik 300 milyon insani etkileyen
diinya ¢apinda bir saglik sorunudur. Astim nedeniyle her yil yaklasik 250.000 kisinin erken
yasta 6ldiigii degerlendirilmektedir (Bousquet ve ark., 2010). Astimin ana nedenleri heniiz tam
olarak net olmamakla beraber, daha ileri ¢alismalar, genetik faktorlerin ¢evresel faktorlerle
etkilesimleri yoluyla astim tetikleyicilerinde kritik bir rol oynadigini1 énermektedir (Subbarao
ve ark., 2009; Sykes ve ark., 2008). Astimin nedenlerine atifta bulunularak, astimla iligkili
cevresel faktorler kolayca belirlenebilir ve bunlardan kaginilabilir. Bununla birlikte, bu
faktorlerin biiylik cogunlugu, kronik genetik yatkinlik yaratan faktorler olmadigi siirece
etkilerini gdstermemektedir (Subbarao ve ark., 2009). Bu nedenle astimla iligkili genetik
faktorlerin arastirilmasi, astima en yatkin bireylerin belirlenmesinde temel tas1 olabilir
(Smolnikova ve ark., 2013). Bu yiizden, bircok c¢alisma, pro- ve anti-inflamatuar genlerin
genetik varyasyonlar: ile astima yatkinlik arasindaki iligkiyi incelemistir (Malerba ve ark.,
2005; Noutsios ve ark., 2014).

Cevre ve genler astima yatkinlig1 etkilemekte olup, bu genlerin 6nemi, terapdtik miidahale
yollarin1 belirleyebilir. Alt tiplerde astim risk faktorlerinin saptanmasi faydali olabilir. Astimin
tanimlanmasi ve toplam serum IgE diizeyi yilikselmesi gibi ara fenotiplerin olup olmadiginin
belirlenmesinin yani sira inflamatuar yanitla iliskili faktorleri kodlayan genlerdeki varyasyonu
hastalikla baglantili olmakla beraber astima bagli astim veya solunum fizyolojik degisiklikleri

riskini artirmistir (Akhabir ve ark., 2015).

Astim ikiye ayrilir. Cocuklukta veya ergenlikte gelisen astim siklikla alerjiler ve/veya alerjik
hastaliklar (alerjik rinit ve atopik dermatit gibi) ile baglantilidir. Eriskin baslangi¢li astim
yetiskinlikte gelisir, genellikle alerjenlerle ilgisi yoktur ve nazal polipli kronik rinosiniizit eslik
edebilir (Pavord ve ark., 2018). Astim, ¢esitli gevresel faktorlerle baglantilidir. Cocukluk ¢agi

astimi durumunda, bu ¢evresel faktorler solunum virtslerini, 6zellikle gergedan ve RSV
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viriislerini, sigara dumanina maruz kalma, solunan kimyasallar, kiif ve ortam hava kirliliginin
yani sira annede ¢esitli beslenme eksikliklerini igermektedir (Bergroth ve ark., 2020; Dick ve
ark., 2014; Jartti ve ark., 2019). Sigara, obezite, alerjik bozukluklar, inflamatuar Gst solunum
yolu hastaliklari, mesleki maruziyet ajanlari, ev i¢ci nem ve kiif, dis ortam Kkirleticileri,
psikososyal degiskenler ve depresyon gibi etkenlerin tiimii yetiskin astim riski ile baglantilidir

(Siroux ve ark., 2019; Toppila-Salmi ve ark., 2019).
2.2. Astimin Siiflandirmasi

Genel olarak bronsiyal astim, alerjik astim (Th2 agirlikli) ve alerjik olmayan astim (Th2
agirlikli olmayan) olarak siniflandirilabilir. Th2 agirlikli form, alerjik ve alerjik olmayan brons
tikaniklig1 ayrimina ek olarak eozinofil hiicrelerinin brong duvarina infiltrasyonuna neden olur
ve igyerlerinde mesleki astim ile iliskili semptomlarin degerlendirilmesi (ise bagli astim)
yapilmalidir. Ayrica, aspirin intolerans: (aspirinle alevlenen solunum yolu hastaligl) veya
egzersize bagl semptomlar (egzersiz kaynakli astim) hakkinda bilgi verilmelidir. Ek olarak,
astimin smiflandirilmasi, klinik semptomlarin ve alerji testi bulgularinin dikkatli bir sekilde

yorumlanmasini gerektirmektedir (Schneider ve ark., 2013).

2.3. Astimda Bagisikhik Yamt

Astimli hava yollarinda, inflamatuar yanit, solunum epiteli ile bagisiklik sistemi arasindaki
karmasik bir etkilesimdir. Biyoaktif aracilarin hava yolu epiteli tarafindan sentezi, inflamatuar
hiicreleri akcigerlere ¢ekerek, aktive ederek ve toplayarak kalict bir inflamatuar yanit1 tetikler.
Sizan hiicreler tarafindan c¢esitli biyokimyasal aracilarin salinmasi, inflamatuar yaniti arttirir.
Kronik inflamasyonun efektorleri, T-yardimci hiicreler tarafindan salinan lenfokinler veya
immiinomodiilator sitokinler gibi bu hiicreler tarafindan salinan inflamatuar mediatorler,
inflamatuar yaniti destekleyen ve giiclendiren proinflamatuar sitokinler ve lokositler igin
kemoatraktan olarak hareket eden kemokinlerdir. Bronkospazm, epitele zarar veren, hava yolu
hiicrelerini aktive eden ve daha fazla 16kosit toplayan 16kositler ve epitel hiicreleri tarafindan
iretilen Uriinler tarafindan indiiklenmekle beraber kalict bir inflamatuar dongii ile sonuglanir.
Mast hiicreleri, siddetli alerjene maruz kalma durumlarinda IL-4 ve IL-5 gibi erken bir

proinflamatuar mediatr kaynagi saglayabilir (Arora ve ark., 2019).

2.3.1.Mekanizma

Astim alevlenmesi, erken evre ve ge¢ evre olmak {izere iki evreye ayrilabilir. Plazma hiicreleri

tarafindan duyarli hale getirilen ve salgilanan IgE antikorlar1 erken evreye baslar. Bu antikorlar
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belirli ¢cevresel faktorlere tepki verir. IgE antikorlar1 daha sonra mast hiicrelerine ve bazofillere
yiiksek afinite ile baglanir. Mast hiicreleri sitokinleri serbest birakir ve sonunda kirletici veya
risk faktorii yutuldugunda degraniile olur. Histamin, prostaglandinler ve lokotrienlerin timi
mast hiicreleri tarafindan salinir. Bu hiicreler daha sonra diiz kaslar1 kasarak hava yolunu
daraltir (Liu ve ark., 1991). Th2 lenfositleri, interlokinlerin (IL-4, IL-5, IL-13) Uretiminde ve
ayrica hiicre iletisimine yardimci olan ve iltihabi siirdiiren GM- BOS'un siddetinde ¢ok dnemli
bir rol oynar. Sonraki birka¢ saat icinde, eozinofillerin, bazofillerin, notrofillerin ve helper ve
hafiza T hiicrelerinin tiimiiniin akcigerlere yerlestigi, bronkokonstriksiyon gerceklestiren ve
iltihaplanmaya neden olan ge¢ faz meydana gelir. Mast hiicreleri ayrica ge¢ faz reaktanlarinin

iltihapli bolgelere getirilmesinde 6nemli bir rol oynar (Stewart ve ark., 1995).

Duruma bagli olarak, tedaviyi hedeflemek ve hem bronkokonstriksiyonu hem de iltihabi
hafifletmek i¢in bu mekanizmalarin her ikisini de anlamak gerekir. Daha dar bir hava yolu
nedeniyle, zamanla daha kalin bir hava yoluna sahip olanlar daha uzun bir hastalik siiresine
sahiptir (Doeing ve ark., 2013). Hava yolu asir1 duyarliligi astimin ¢ok onemli bir 6zelligi
olmakla beraber; bu durum, genellikle farkli uyaranlara abartili bir bronkokonstriktor yanitidir.
Hava yolu asir1 duyarliligina yol acan ¢esitli mekanizmalar vardir. Baz1 agiklamalar, mast
hiicrelerinden artan histamin veya artmis hava yolu diiz kas kiitlesinden kaynaklanmaktadir

(Doeing ve ark., 2013).

2.3.2. inflamatuar Aracilar

Astim, alerjik bozukluklarin patofizyolojisinde yer alan bir dizi araciyla iligkilendirilmistir.
Histamin, 16kotrienler ve kininler; hava yolu diiz kasini kasilan, mikrovaskiiler sizintiy1 artiran,

hava yolu mukus salgisini artiran ve diger inflamatuar hiicreleri ¢eken inflamatuar aracilardir

(Arora ve ark., 2019).

2.3.2.1. Histamin

Astimin patogenezine baglanan ilk araci histamindir. Hava yollarindaki mast hiicreleri ve
bazofiller histamin {iretir ve serbest birakir. Mukus salgilanmasi1 ve bronkokonstriksiyona
histamin neden olur. Histamin, bir kemoatraktan olarak hareket ederek eozinofilleri ¢eker ve
aktive eder (Arora ve ark., 2019).

2.3.2.2. Lokotrienler



Mast hiicreleri, eozinofiller, bazofiller ve makrofajlarin tiimii, aragidonik asitten tiliretilen giiclii
inflamatuar lipid aracilarinin bir siifi olan sisteinil l6kotrienler (CysLT'ler) iiretir. Lokotrien
C(4) (LTC(4)), 1okotrien D(4) (LTD(4)) ve lokotrien E(4) (LTE(4)), inflamatuar hastaliklarin
patofizyolojisinde G-protein-bagli reseptorler iist familyasina ait hiicre yiizeyi reseptorleri ile
spesifik etkilesimler yoluyla kontraktil ve inflamatuar siiregleri tetikleyen giiclii biyolojik
aracilardir (Singh ve ark., 2010). Bronkokonstriksiyon, artmig vaskiiler gegirgenlik, eozinofil
aktivasyonu ve artmis mukus sekresyonu bu proteinlerin aracilik eder (Hallstrand ve ark.,
2010). CysLT reseptorii ekspresyonu, hem insan hem de hayvan modellerinin akcigerlerinde
bulunmustur. LTD4, mast hiicre proliferasyonu ve sitokinlerin tiretimi i¢in gereklidir (Hall ve
ark., 2014).

2.3.2.3. Prostaglandin D2 (PGD2)

Prostaglandin D2 (PGD?2), alerjen tehdidi lizerine mast hiicreleri tarafindan iiretilen arasidonik
asit yolunun ana siklooksijenaz metabolitidir. PGD2 bronkokonstriksiyona, vazodilatasyona,
vaskiiler gegirgenligin artmasina ve eozinofillerin toplanmasina neden olur (Arima ve ark.,
2011). Astimli hastalar alerjenlere maruz kaldiklarinda, bronkoalveolar lavaj sivilarinda ytiksek
diizeylerde PGD2 bulunmustur. Bu durum, saglikli insanlarin aksine insan astimli hastalarda
bronkokonstriksiyona neden olur. Bunun sonucunda da insan alerjik astiminda rol

oynayabilecegini gostermektedir (Bloemen ve ark., 2007).

2.3.2.4. Iimmiinoglobulin E (IgE)

Serumdaki IgE konsantrasyonu, kismen plazma hiicrelerine farklilagan az sayida B-hicresine
bagli olarak bes antikor sinifindan en diisiik olanidir ve sentezine ve ayrica reseptorlerine sikica
baglandigi dokularda hizli emilimine ayrilmistir (Burton ve ark., 2011). IgE'nin temel amaci,
Tip I asirn1 duyarlilik reaksiyonlarina katilmaktir. Atopik bozukluklar, goriiniiste giivenli
cevresel antijenlere karsi yiliksek diizeylerde alerjene 6zgii serum IgE ile 6nemli Olgiide
baglantilidir. Duyarli bir kisi bir alerjenle temasa gegtiginde, reseptorler capraz baglanir ve
mast hucrelerinin degraniile olmasina ve giiglii aracilar1 serbest birakmasina neden olur

(Hofmann ve ark., 2010).
2.3.3. Astimla Ilgili Hiicreler

2.3.3.1. Eozinofiller



Eozinofiller, astim da dahil olmak iizere gesitli alerjik reaksiyonlarla iliskili olmakla beraber,
akcigerlerde birikimleri hem insanlarda hem de hayvan modellerinde astimin ayirt edici

ozelligidir (Deckers ve ark., 2013).

2.3.3.2. Notrofiller

Notrofiller, bir yaralanma veya alerjene maruz kalma bolgesine ulasan ilk inflamatuar hiicreler
arasindadir. Notrofiller, 1L-8 ve GM-CSF tarafindan kullanilir (Monteseirin, 2009).
Granllerinden IL-8, TNF-o ve TGF-f iireterek ek notrofillerin alinmasina katkida bulunurlar
(Monteseirin, 2009; Bogaert ve ark., 2011). Metalloproteazlar ve elastaz artmis vaskiiler
gecirgenlige, mukus hipersekresyonuna ve bronkokonstriksiyona katkida bulunan nétrofiller

tarafindan tretilir (Monteseirin, 2009).

2.3.3.3. Dentritik Hucreler

Pulmoner dendritik hiicreler dogrudan dis ortama maruz kalir. Bu antijen sunan hiicreler,
tanima reseptorlerine baglandiktan sonra (IL-25, IL-33, GM-CSF gibi aracilar tarafindan)
dogrudan alerjenler veya enfeksiydz patojenler tarafindan tetiklenir veya hava yolu epitel
hiicreleri tarafindan dolayli olarak uyarilir. Alerjen sunan bolgelerde, dendritik hicreler
eozinofilleri ¢ekebilir (Salazar, 2013). Atopik astimda sik goriilen T hiicre farklilagmasi ve
Th2 yanit1 da dendritik hiicrelerden etkilenir (Maazi ve ark., 2013).

2.3.3.4. Mast Hiicreler

Mast hiicreleri, tip I asir1 duyarlihigin gelisiminde ¢ok 6nemli bir rol oynar. Mast hcreleri,
basta kan damarlari, subepitelyal hiicreler ve sinirler, bagirsak mukozasi ve iist ve alt solunum
yollart olmak {izere viicutta bulunan kemik iligi kaynakli hiicrelerdir. Astimin alevlenmesi,
degraniile edilmis mast hiicrelerinin sayisindaki artisla iliskilendirilmistir (Carroll ve ark.,
2002). Mast hiicreleri, biyolojik olarak aktif aracilarla dolu zara bagl graniiller igermekte olup,
IgE ¢apraz baglama veya tirozin kinaz baglanmasindan sonra, mast hiicreleri histamin, sisteinil
16kotrienler, prostaglandinler, sitokinler ve trombosit aktive edici faktdriin ana kaynagidir
(Barnes, 2011) ve siire¢ mast hiicrelerinin degraniilasyonu olarak adlandirilir (Arora ve ark.,
2019).

2.3.3.5. T-Lenfositler



T-Lenfositler (6zellikle Thl, Th2, Th9 ve Thl7), cesitli sitokinler salgilayarak astimli
inflamatuar yanit koordinasyonunda 6nemli bir rol oynar. Geleneksel olarak, IL-4, IL-5 ve IL-
13'iin karakteristik yiikseltilmis diizeyleri ile Th2 hiicrelerinin baskin oldugu distniilmustiir.
Bazi astimlilar, IL-18 ve interferon gamma (IFN-vy) etkisi altinda biiyiiyebilen ve daha sonra
daha fazla IFN-y Uretebilen ylksek oranda TH1 hicrelerine sahiptir (Arora ve ark., 2019).
Astiml1 hastalarda, IL-17"yi eksprese eden Th17 hiicreleri de olagandisi bir rol oynar (Cosmi
ve ark., 2011). Atopi hiicreli kisilerde, IL-9'u serbest birakan ve biiyiikk olasilikla mast
hiicrelerini aktive ederek alerji yanitlarini artiran Th9 diizeyleri daha yiksektir (Lloyd ve ark.,
2013).

2.3.3.6. Dogustan Lenfoid Hucreler (ILCs)

Dogustan gelen lenfoid hiicreler (ILC'ler), astim etiyolojisinde ortaya ¢ikan aracilardir. Sitokine
bagimli dogustan gelen bagisiklikta, iltihaplanmada, doku yeniden sekillenmesinde ve doku
onariminda rol oynarlar (Spits ve ark., 2013). ILC'ler, paylasilan bir lenfoid progenitor olusumu
ve transkripsiyon faktorlerinin ve sitokinlerin salgilanmasi gibi CD4" T-hiicreleri ile bazi
oOzelliklere sahiptir (Hepworth ve ark., 2014). Genel olarak ti¢ ILC grubu var olmakla beraber,
bunlar transkripsiyon faktoru T-beta'yr eksprese eden ve IFN-y ve IL-12 (Th1 hiicreleri gibi)
salgilayan ILC1; GATA-3 transkripsiyon faktoriinu ifade eden ve IL-5, IL-9 ve IL-13 (Th2
hicreleri gibi) Greten ILC2; ve RORt'u ifade eden ve IL-17 ve IL-22 salgilayan ILC-3'tlr (Th17
hicreleri gibi) (Hepworth ve ark., 2014; Montaldo ve ark., 2014; Chang ve ark., 2013).

2.4. Astimda Sitokinler

2.4.1. interlokin-13 (1L-13)

Interlokin-13 (IL-13), eozinofilleri ve immiinoglobulin E (IgE) aracili olaylari igeren klasik
efektor yollardan ziyade, epitelyal ve diiz kas hiicreleri tlizerindeki aktiviteleri araciligiyla
alerjik yanitta cok dnemli bir rol oynuyor gibi goriinmektedir (Wills-Karp, 2004). Astimda bir
efektor molekiil olarak 6nemi ayrica, IL-13"in kendisinin uygulanmasinin, astimda karakterize
edilen, farelerde eozinofilik inflamasyon, mukus hiper iiretimi ve hava yolu asir1 duyarlilig
gibi bir¢ok hava yolu yanitim1 6zetlemek i¢in yeterli oldugunun bulunmasiyla kanitlanmistir
(Wills-Karp, 2004). Bu bulgular, IL-13"in, diger Th2 sitokinlerinden bagimsiz olarak, efektor

fazda alerjik inflamasyonun 6nemli yonlerini iiretmek i¢in hem gerekli hem de yeterli oldugunu



gostermektedir. 1L-13 genindeki genetik polimorfizmler ile astim arasindaki giiglii iliskiler, IL-
13'in astimdaki 6nemini desteklemistir (Shirakawa ve ark., 2000).

2.4.2. interlokin -9 (1L-9)

Interlokin-9 (IL-9), astim etiyolojisinde rol oynadig1 goriilen bir baska Th2 tiirevi sitokindir
(Hauber ve ark., 2004). Genetik arastirmalar, IL-9'un hava yolu asir1 duyarliliginda bir roli
olabilecegini oOne siimistiir (Nicolaides ve ark., 1997). Ayrica astimli brons biyopsi
orneklerinde IL-9 ekspresyonunun daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Shimbara ve ark., 2000).
IL-9, goblet hiicre hiperplazisi ve mast hiicre olusumundaki islevine ragmen eozinofiller, T
hiicre biliylimesi veya immiinoglobulin yanit1 iizerinde ¢ok az etkiye sahiptir veya hic etkisi

yoktur (Townsend ve ark., 2000).

2.4.3. Interlokin -4 (1L-4)

Alerjik yanitin diizenlenmesinde en 6nemli sitokinlerden biri interlokin-4'tur 1L-4 (Gaidan ve
ark., 2018). IL-4, aktive edilmis T hiicreleri, mast hiicreleri ve bazofiller tarafindan tretilir ve
T hiicrelerinde IgE iiretimi ve Th2 fenotip farklilagmasinin yani1 sira astim gibi atopik
hastaliklarin gelisiminde rol oynar (Tang ve ark., 2014). Bu interlokin, B lenfositlerdeki
antikorlarin 1zotip degisimini IgG ve IgE smiflarima yonlendirerek alerjik reaksiyonlari
diizenleyen bagisiklik sisteminin 6nemli bir bilesenidir (Kousha ve ark., 2020). Kandaki IgE
dizeyleri alerjik reaksiyonlarda yikselir ve yiuksek diizeyde IL-4 mRNA diizenegine benzerler.
Ayni zamanda, T helper (Th) 2 hiicrelerinin ve mast hiicrelerinin daha kolay farklilagmasini
saglayan bir biiyiime faktorii olarak da calisir. IL-4'lin bu o6zellikleri, astim etiyolojisinde

sitokinlerin 6nemini vurgulamaktadir (Kousha ve ark., 2020).

Astim dahil alerjik hastaliklar, belirgin eozinofil infiltrasyonu olan inflamasyon ile karakterize
edilir (Kay, 2001; Cohn ve ark., 2004). Naif ThO hucrelerinin, IL-4, IL-5, IL-9 ve IL-13 salan,
ancak interferon (IFN-y) gama salmayan Th2 hiicrelerine farklilasmasi, IL-4'Un alerjik
enflamasyon gelisiminde 6nemli bir biyolojik etkisidir (O'Garra ve ark., 2000; Murphy ve ark.,
2002). IL-4 eksikligi olan farelerin kullanildigi ¢alismalarda vahsi tip farelere kiyasla IL-4
eksikligi olan farelerde antijen kaynakli alerjik enflamasyon 6nemli 6lciide azalmis olup, bu
durum da IL-4'in alerjik enflamasyon gelisimi i¢in gerekli oldugunu gostermektedir (Brusselle
ve ark., 1994). Bu caligmalar, antijene 6zgii Th2 hiicrelerinin erken farklilagmasi ve/veya

proliferasyonu igin IL-4'tin gerekli oldugunu, ancak efektor faz sirasinda alerjik hava yolu



enflamasyonunun iiretimi i¢in gerekli olmadigini gostermektedir. Atopi ve astim, IL-4 geni ve

IL-4 reseptor genindeki genetik varyasyonlarla da baglantilidir (Michel ve ark., 2010).

2.4.4. interlokin -5 (1L-5)

T helper-2 (Th2) lenfositleri ve grup 2 dogustan gelen lenfoid hiicreler (ILC2), IL-5'in ana
hiicresel kaynaklaridir (Yanagibashi ve ark., 2017). Th2 hucreleri, solunan alerjenleri ve
dendritik hiicreleri iceren karmasik bir aktivasyon siirecinden sonra IL-5 iiretir ve salgilar. 1L-5
geni, farelerde 11. kromozomda ve insanlarda 5. kromozomda, 1L-3, IL-4'U kodlayan genlerin

yakininda bulunur (Lambrecht ve ark., 2019).

Insan IL-5 reseptdrii, benzersiz bir alfa alt birimi ve bir beta alt biriminden olusan bir
heterodimerdir. Alfa (R) alt birimi eozinofiller, mast hiicreleri ve bazofillerde bulunurken beta
alt birimi daha yaygin olarak bulunur (Klion ve ark., 2009). IL-5 R-alt biriminin ekspresyonu,
alerji bozukluklarinin gelisiminde rol oynayabilir (Gevaert ve ark., 2009). IL-5 R genindeki
polimorfizmler, 6zellikle atopik popiilasyonlarda astim igin genetik risk faktorlerinden biri

olabilir (Cheong ve ark., 2005).

IL-5, eozinofilide oOnemli bir faktdr oldugundan, astimda gozlenen doku hasarinin bir
kismindan sorumlu olabilir (Renauld, 2001). IL-5'in etkileri, eozinofil farklilasmasi,
aktivasyonu ve hayatta kalmasinda onemli bir rol oynar. Bu sitokin bronsiyal mukozada Th2
hiicreleri, mast hiicreleri ve bazofiller tarafindan tretilir ve kan yoluyla kemik iligine dolasir,
burada eotaksinler (CCL11) gibi kemokinlerin etkisi altinda brons duvarlarina dogru hareket
eden eozinofil progenitorlerini destekler (Kita, 2011). Eozinofiller ilk olarak 1800'lerin
sonlarinda kesfedilmis olup, eozinofilinin uzun siiredir astim ve atopik hastaliklar dahil olmak
tizere ¢ok ¢esitli kosullarla baglantili oldugu bilinmektedir (Kouro ve ark., 2009). Astim dabhil
eozinofilik hastaliklari olan kisilerin periferik kaninda eozinofil sayilarinin daha yiiksek oldugu
bulunmustur. Siddetli astim1 olan kisilerin alt gruplarinda, hava yollarinin eozinofilik
enflamasyonu, hastaligin siddetini karakterize eder ve eozinofil sayist ile astim
alevlenmelerinin siklig1 arasinda bir baglant1 s6z konusudur (Garcia ve ark., 2013; Price ve
ark., 2015). IL-5 genlerindeki polimorfizmler atopik bronsiyal astima yatkinliga sebep olabilir
ve hastaligin klinik seyrini belirleyebilir (Freidin ve ark., 2003).

2.5. Astimin Genetik Faktorlerle iliskisi

Astim, tek bir gendeki tek bir mutasyondan kaynaklanmaz ve bu nedenle durum, Huntington

hastalig1 (otozomal dominant) veya orak hiicre hastaligi (otozomal resesif) gibi geleneksel
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monogenik hastaliklarin yaptig1 gibi nesiller boyunca gegmez. Astim poligenik, ¢cok faktorlii bir
hastaliktir, yani gesitli faktorlerin neden oldugu bir hastaliktir (Palmer ve ark., 2000; Thomsen,
2015). Astim yiizden fazla farkli gen ile baglantili olup liste stirekli olarak artmaktadir (Bosse
ve ark., 2007).

Bununla birlikte, bir genin tek bir arastirmada astimla baglantili olmasi, gen ile durum arasinda
nedensel bir iliski oldugu anlamina gelmez. Onceki calismalardan elde edilen sonuglarin
tekrarlanmamasi, astimimn birgok genetik arastirmasinda kilit bir konudur. Ozellikle, birgok
calismada tanimlanan genlerin yalnizca kii¢lik bir azinligi astimla iliskilendirilmis olup, ¢ogu
arastirmaci, replikasyonun bir genin uygunlugunun en 6nemli 6zelliklerinden biri oldugunu
diisiinmektedir (Bosse ve ark., 2007). Bununla birlikte bazi genler, yalnizca g¢ocuklukta
baslayan astim, atopik astim, ev tozu akarlarina duyarli astim veya mesleki astim gibi
astimlilarin bir alt kiimesinde gerekli olabilir ve bu nedenle ¢esitli popiilasyonlar arasinda
replikasyon beklenmeyebilir (Thomsen, 2015). Ayrica, belirli genler yalnmizca belirli
ortamlarda, 0rnegin bir kediyle biiyiiyen ¢ocuklarda veya ilk yillarinda pasif i¢icilige maruz

kalmis ¢ocuklarda ifade edilir (Ramadas ve ark., 2007; Sadeghnejad ve ark., 2008).

2.6. Polimorfizm

Bir polimorfizm, genel popiilasyonda %1'den fazla bir siklikla meydana gelen DNA dizisindeki
bir degisikliktir. Polimorfizm, tek niikleotid polimorfizmi (SNP) olarak bilinen tek bir
niikleotid degisikligi veya uzunluk polimorfizmi olarak bilinen mini uydular veya mikro
uydular gibi tekrar eden DNA dizilerindeki bir varyasyon olarak tanimlanabilir. Cogu durumda,
genetik polimorfizm dogrudan hastaliga neden olmasa da bir risk faktori olarak hareket
edebilir (David ve ark., 2019).

Bir genin homolog bir kromozom {iizerinde belirli bir lokustaki farkli formlarindan birine alel
denir. Genel popiilasyonda farkli polimorfizm tiirleri (aleller) mutasyonlardan daha sik goriiliir
(Crawford ve ark., 2005). 1978'de, kalitsal bir hastalig1 tanimlamak i¢in kullanilan B globin
geninde ilk insan genetik polimorfizmi kesfedilmistir. Iki y1l sonra, yani 1980'de bulunan kisa
DNA farkliliklari, tiim insan genomuna yayilmistir. Bunu tanimlamak i¢in kisitlama parcasi
uzunluk polimorfizmleri (RFLP'ler) yaklasimi kullanilmistir. 1985  yilinda, DNA
polimorfizmleri hakkinda daha zor ve ilgi cekici bilgiler yayinlanmistir. DNA diizeyinde,
polimorfizm, tek baz cifti degisikliklerinden c¢oklu birlesik ¢iftlere ve sik dizilere kadar ¢ok
cesitli varyantlar1 kapsamaktadir (Teama, 2018). Genetik mutasyon, en iinlii genetik degisiklik
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tirlerinden biridir. Popiilasyonun %]1'inden daha azinda meydana gelen diizen varyantlari,
genetik mutasyonlar olarak adlandirilirken, polimorfizmler daha yaygin varyantlari tanimlamak
icin kullanilir. SNP'ler (tek niikleotid polimorfizmleri) en yaygin halka agik kalitsal
varyantlardir (%1'den az) (Kruglyak ve ark., 2001; Stenson ve ark., 2009).

Gliney benekli kisitlama fragman uzunluk polimorfizmleri (RFLP'ler), polimeraz zincir
reaksiyonlar1 (PCR'ler), DNA mikrodizi yongalar1 ile hibridizasyon yontemleri (giiney ve
kuzey lekeleme) ve tam genom dizilimi (WGS) gibi farkli teknikler ¢esitli DNA polimorfizm
tiirlerini incelemek igin kullanilabilir (Teama, 2018). Tek nikleotid polimorfizmleri (belirgin
SNP), tek bir DNA sirali yapt yapi1 tasi birimi (A, T, C veya G) olan tek bir niikleotiddeki
degisikliklerdir Sekil (2.1).

allele 1 AAGCGCCCCTTGTICCTTCCCTGGAAGT
.

allele 2 AAGCGCCCCTTGGCCTTCCCTGGAAGT

¥ o T/G G/G
Homozygous Heterozygous  Homozygous

Sekil 2.1. Iki Alel i¢in Tek Niikleotid Polimorfizmi

Tek niikleotid polimorfizmleri, bir kisinin DNA'sinda dogal olarak olusan tiim genetik
polimorfizmlerin en yaygin olanidir (Palmer ve ark., 2005). SNP'lerin ¢ogunda, her biri bir baz
ikamesini temsil eden iki allel bulunur. Bir bireyin her aleli farkli bir SNP'ye sahip olabilir.
SNP, genel popilasyonda daha sik meydana gelirse, "major" bir alel olarak adlandirilir. Buna
karsilik, bir SNP'nin frekansi popiilasyonda yaygin degilse, "mindr" bir alel olarak adlandirilir.
Insanlar her kromozomun iki kopyasina (diploid) sahip olduklarindan, major veya minér aleller
icin homozigot veya major ve mindr aleller icin heterozigot gibi ¢esitli genotiplere sahip
olabilirler (Crawford ve ark., 2005). SNP'ler bir gen i¢inde veya bir genin yakinindaki
transkripsiyon bolgesinde meydana geldiginde, genin islevini degistirerek hastalik iizerinde
daha biiyiik bir etkiye sahip olabilirler. Ote yandan SNP'lerin bireyin saglig1 iizerinde ¢ok az
etkisi vardir. Arastirmacilara gore, SNP'ler bir kisinin belirli ilaglara tepkisinin tahmin
edilmesinede yardimci olabilir. Ayrica akrabalarda hastalifa neden olan genetik degiskenleri

izlemek igin kullanilirlar (Yousefi ve ark., 2018; Balding ve ark., 2007).

2.6.1. interlokin-4 (1L-4) Polimorfizmi

12



Interlokin-4 (1L-4) geni yaklasik 10 kb uzunlugunda olup dort ekzon igermektedir (Smolnikova
ve ark., 2013). IL-4 geninin promotor bolgesindeki birka¢ tek nukleotid polimorfizmi (SNP),
cesitli hastaliklarla iliskilendirilmistir (Fang ve ark., 2016). Baslatic1 (promoter), belirli bir
genin transkripsiyonunu baslatan bir DNA boliimidiir. Transkripsiyon faktorleri bu alana
baglanir ve RNA polimerazin transkripsiyonun baslayabilecegi sekilde konumlandirilmasina
izin verir. Baglatici bolge proteinleri kodlamasa da, bu bolgedeki varyasyonlarin gen

ekspresyonunu etkilemesi muhtemeldir (Gaidan ve ark., 2018).

Genin promotdr bolgesinde birgok tek niikleotid polimorfizmi (SNP) kesfedilmistir (C-590T,
C-285T ve A-81G). C-590 aleli ile karsilastirildiginda, alelik varyant T-590, daha yiiksek
baslatic1 aktivitesi ve gelismis IL-4 Gretimi ile ilgilidir. C-590T gegisi ile iliskili IL4 geninin ii¢
ana ¢evrilmemis bolgesindeki (3'-UTR) bir polimorfizmin bronsiyal astim siddeti i¢in 6ngoriicii

etkileri oldugu kesfedilmistir (Smolnikova ve ark., 2013).

Farkli popiilasyonlarda, 33C>T (rs2070874) ve 590 C>T (rs2243250) SNP'leri toplam IgE
diizeyleri, astim ve diger alerji fenotipleriyle iliskilendirilmistir (Kabesch, M. ve dig., 2003).
Kronik obstriiktif akciger hastaligr 1098 T>G (rs2243248) polimorfizmi ile baglantili olup bu

gendeki li¢ polimorfizm tarafindan iiretilen bir haplotip ile de baglantilidir (Trajkov ve ark.,
2008).

2.6.2. Astimh Hastalarda interlokin -4 (IL-4) Polimorfizmi

IL-4 genindeki -589C/T (rs2243250) polimorfizmi, astim duyarliliginda kapsamli bir sekilde
incelenmistir ve transkripsiyon baslatma noktasinin yukarisinda tanimlanmistir (Nie ve ark.,
2013). Bu SNP'nin T alelinin, C aleline kiyasla transkripsiyon faktorii baglanmasinin afinitesini
arttirdigl ve bunun IL-4 mRNA asir1 ekspresyonu ile sonuglandigi gosterilmistir (Akkad ve
ark., 2007). Sonu¢ olarak, IL-4 geninin 589C/T SNP'sinin IL-4 ekspresyonunu ve dolayisiyla
astim duyarliligini1 etkilemesi biyolojik bir nedendir. Birka¢ vaka kontrol replikasyon ¢alismasi,
IL-4 geni -589C/T polimorfizmi ile astim riski arasindaki baglantiyr ortaya g¢ikarmaya
caligmistir. Ancak bu farkli arastirmalar, bazi farkliliklar nedeniyle uyumsuz raporlar: ortaya
cikarmistir. Deneklerin irklarindaki farkliliklar, hasta tani kriterlerindeki farkliliklar ve kiigiik
orneklem baydkliklerinin timd, bu tir dizensiz sonuclara katkida bulunan faktérler olabilir
(Lilly, 2005).

IL-4’tn  (IL-4) (C-590T) tek nulkleotid polimorfizmleri, Japonya (Noguchi ve ark., 2001),
Tayvan (Chiang ve ark., 2007), Cezayir (Dahmani ve ark., 2016), Cin (Zhang ve ark., 2016) ve
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fran (Kamali-Sarvestani ve ark., 2007) dahil olmak iizere diinyanin her yerindeki iilkelerde
astimla iligkilendirilmistir. Bununla birlikte, daha once Cin'de (Cui ve ark., 2003) ve
Brezilya'da (de Faria ve ark., 2008) anlamli olmayan bir baglant1 bildirilmistir. Bu ¢eligkili
sonuglar, ¢alisma popiilasyonunun etnik ve 1rksal ¢esitliliginden kaynaklaniyor olabilir. SNP
IL-4 C-590T, aktive edilmis T hiicrelerinin niikleer faktoriiniin -1 (NFAT-1) baglanma
bolgesine (-603 ile -588) ¢ok yakin bir yerde bulunur (Li-Weber ve ark., 2003).

2.6.3. Interlokin - 5 (IL-5) Polimorfizmi

Interlokin- 5 (IL-5) genlerindeki tek niikleotid polimorfizmleri tarif edilmistir. Ailesel
eozinofilinin genetik arastirmasinda, IL-5 geninin (C-703T) ilk ATG kodonunun 703 niikleotid
yukari akisinda bir C'den T'ye gecis kesfedilmistir (Rioux ve ark., 1998). ). IL-5 geni, IL-4 ve
IL-13 genlerinin yaninda bir sitokin gen kiimesinde kromozom 5 iizerinde bulunur (Boulay ve
ark.,1992). Ayrica, IL-5 geni, IL-4 ve IL-13, kromozom 531 uzerinde 120 kilobaz Uzerine
yayilmis uzun menzilli diizenleyici elemanlar tarafindan koordineli olarak diizenlenebilir. Bu
gen, hem B hiicrelerinin hem de eozinofillerin biiyiime ve farklilagma faktorii olarak kullandigi

bir sitokin Uretir (Hameed ve ark., 2019).
2.6.4. Astimh Hastalarda Interlokin-5 (IL-5) Polimorfizmi

Daha 6nce yapilan bir ¢alisma, ¢ocuklarda IL-5-746C/T ve IL-5C703T polimorfizmleri ile
astim riski arasindaki baglantiyr arastirmistir (Yamamoto ve ark., 2003; Kabesch ve ark.,
2007). Bununla birlikte, bulgular ¢eliskili ve sonugsuzdur. Ciinkii daha 6nce 1L-5-746C/T ve
IL-5C703T polimorfizmleri ile astim riski arasindaki baglantiyr inceleyen hi¢bir meta-analiz
yapilmamustir. Bu iliskiyi arastirmak icin Irak Kerbela Universitesi'nden Hameed, ve ark.,
(2019) tarafindan bir meta-gcalisgma yapilmistir. Meta-analizin sonuglari, IL-5 C-746T
polimorfizmi ile astim arasinda dogrudan bir iliski olmadigimi gostermis ve IL-5 geninin C-
703T polimorfizminin ¢ocuklarda astim riskine sebep olabilecegini ortaya koymustur (Hameed.

ve ark., 2019).
2.7.  Gen Polimorfizminin Tespiti
2.7.1. PCR - Dizileme

Dogrudan dizileme, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) amplikonlarindaki mutasyonlari
saptamak i¢in altin standart yaklasimdir. Ne yazik ki, bu siire¢ ozellikle buylk olgekli

uygulamalarda maliyetli, zaman alic1 ve zahmetlidir (Gulija ve ark., 2011). Nukleik asit temelli
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yaklasimlar cogunlukla incelenen insanlar arasindaki fenotipik farkliliklara erismek ve
arastirmak i¢in kullanilmaktadir. Bu siirecte genomik DNA izole edilir, spesifik bir genetik
lokus hedeflenir ve PCR yapilir. Bu nedenle, denatiire gradyan jel elektroforezi (DGGE),
sicaklik gradyan jel elektroforezi (TGGE), kimyasal uyumsuzluk klivaj (CMC) yontemi ve
amplifikasyon refrakter mutasyon sistemi (ARMS) gibi birkag PCR sonrasi genotipleme
teknigi, niikleik asit dizilerindeki varyasyonlar1 tanimlamak i¢in mevcuttur (Hashim ve ark.,

2019).

2.7.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Tek Sarmalli Konformasyon Polimorfizmi (PCR-
SSCP)

Polimeraz zincir reaksiyonu-tek sarmalli konformasyon polimorfizmi (PCR-SSCP) teknigi
PCR amplikonlar1 i¢indeki olasi nokta mutasyonlarimi belirlemek i¢in uygulanmistir. PCR-
SSCP'nin ana konsepti, ¢ift sarmalli formlarin 1s1 yoluyla tek sarmalli formlara ilk ayrilmasina
(eritilmesine) dayanmaktadir. Ayrilmig durumdaki molekiiller, niikleik asit dizilerine dayali
olarak U¢ boyutlu bir sekle katlanma egilimindedir (Hashim ve ark., 2019). PCR-SSCP'de
olusabilecek istenmeyen diisiik ¢oziiniirliiklerden kaginmak i¢in bir¢ok optimizasyon islemi
yapilmalidir. PCR-SSCP'nin optimizasyonu, PCR-SSCP'nin ¢oziintirligiinii iyilestirmek igin
poliakrilamid jel konsantrasyonu (%8-14), sicaklik (4-20°C) ve yapilmasi gereken voltaj (5-10
V/cm) gibi bir dizi ¢alisma ile gergeklestirilir (Zhu ve ark., 2006).

2.7.3. PCR- Restriksiyon Par¢a Uzunlugu Polimorfizmi (PCR-RFLP)

Bu yontemde, bir PCR amplikonu, DNA'y1 tanima bdlgesi olarak adlandirilan belirli bir
kisitlama bolgesinde kesen ve cesitli boyutlarda ¢ok sayida DNA fragmani ile sonuglanan
spesifik bir kisitlama enzimi (RE) ile islenir. Sindirilen amplikonlar daha sonra bir jel iizerine
yerlestirilir ve bir elektrik alanina maruz birakilir. Bunun sonucunda, farkli biiyiikliikteki
bantlar jel boyunca farkli mesafelerde hareket edecektir (Panneerchelvam ve ark., 2003). PCR-
RFLPmin basitligi en giclii ozelligidir. PCR-RFLP, fazla molekiler biyoloji bilgisi
gerektirmeden yiiriitiilebilir. Kullanim kolaylig1 ve basitligine ragmen, PCR-RFLP, kisitlama
enziminin tanima bolgesi ile sinirli olmakla beraber ve baska bir RE ile ¢ift sindirim
kullanilmadig1 siirece diger diziler g6z ardi edilir. Bu nedenle, PCR-RFLP'nin ana
siirlamalari, spesifik RE gereksinimi ve ayni anda birkag SNP'nin hedeflenmesi durumunda
tam varyasyonu tanimlamanin zorlugudur. Bu zorluk, iki enzimin tek bir reaksiyon karigiminda

birlestirilmesiyle kismen ¢oziilebilir (Shirasawa ve ark., 2016).
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Ornek isleme siiresi RE ve elektroforez ile in vitro amplikon sindirimi olmak iizere iki asamaya
ayrilir. Kullanilan RE tiirline bagh olarak degisen RE sindirimi i¢in degisken inkibasyon
siireleri gereklidir. Bununla birlikte, Hinfl gibi baz1 enzimler ig¢in inkiibasyon siiresi 30
dakikadir, oysa pratik olarak tiim enzimler hedef tanima dizilerini sindirmek i¢in 60 dakikalik
bir inkubasyon stiresi gerektirmektedir (Fitarelli-Kiehl ve ark., 2016). Halihazirda tasarlanmis
amplikonlar, tanima dizileri ve sindirilmis pargalarin beklenen boyutlar1 nedeniyle, PCR-RFLP

verilerinin yorumlanmasi, PCR-SSCP sonuglarindan daha kolaydir (Gasser ve ark., 2006).
2.8.  Astim Teshisi
2.8.1. Hastalk Oykiisii

Astimli hastalarda pozitif bir aile dykiisii astim veya diger atopik hastaliklarin yan1 sira kisisel
atopik bozukluk, &zellikle alerjik rinit dykiisii olabilir. Oykii boyunca, toz akarlari, hayvan
tityleri, kiifler, polenler, egzersiz, tiitlin dumani veya soguk hava gibi olas1 astim tetikleyicileri

aranmalidir (Kaplan ve ark., 2009).

Astimi1 kronik obstriiktif akciger hastaligindan (KOAH) ayirt etmek yaygin bir klinik zorluktur.
Astim, genellikle tetikleyicilere maruz kalmanin ardindan gelisen ¢esitli semptomlarin yani sira
(tipik olarak gece 2 ile 6 arasinda ortaya ¢ikan) gece semptomlar1 ile baglantilidir (Hodder,
2007).

Anjiyotensin donustiiriicli enzim inhibitorleri almayan ve akciger grafisi normal olan hastalarda
astim, kronik Oksiiriigiin ii¢ ana nedeninden biridir (digerleri rinosiniizit ve gastrodzofageal
reflii hastaligidir). Astima bagli Okstiriikk siklikla geceleri ortaya cikar, bu nedenle giindiiz

muayeneleri normal olabilir (Corrao ve ark., 1979).

2.8.2. Fiziki Muayene

Astim semptomlar1 ¢ok degisken oldugundan, astimdan siiphelenilen bir hastanin fiziki
muayenesi genellikle 6nemsizdir. Fiziksel bulgular genellikle sadece hasta semptomlar
yasarken goriiliir. Sonug olarak, fiziksel kanitlarin olmamasi astim tanisim1 ortadan kaldirmaz.
Oskiiltasyonda hirilti, hava akimi sinirlamasinin varligint dogrulayan en yaygin anormal
fiziksel bulgudur (Kim ve ark., 2011). Doktorlar ayrica alerjik rinit veya dermatit gibi es
zamanli atopik durumlarin belirtileri i¢in {ist solunum yollarini ve cildi incelemelidir (Kaplan

ve ark., 2009).

2.8.3. Laboratuvar Testleri
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2.8.3.1. Akciger Fonksiyon Testleri

2.8.3.1.1. Spirometri

Spirometri en tipik olarak solunum fonksiyon laboratuvarlarinda yapilir, ancak birinci basamak
muayenchanelerinde de yapilabilir (Tuomisto ve ark., 2008). Obstriiksiyon taramasi, kullanimi
laboratuvar tabanli spirometri ekipmanindan daha uygun olan portatif el tipi spirometrelerle

yapilabilir (Rytila ve ark., 2008).

Spirometri, zorlu vital kapasiteyi (FVC, solunabilecek en buyuk hava hacmi) ve zorlu
ekspiratuar hacmi (FEV1) o6lcerek FEV1/FVC oranini hesaplar. Hastadan miimkiin oldugu
kadar fazla hava solumasi, dudaklarini spirometrenin agizligi tizerine kapatmasi ve havayi
miimkiin oldugunca ¢abuk ve tam olarak disar1 iiflemesi istenir (Kaplan ve ark., 2009).
FEV1/FVC orani, genel popiilasyonda normalde 0,80'den ve muhtemelen ¢ocuklarda 0,90'dan
fazladir (Bateman ve ark., 2008). Bunlardan daha diisiik herhangi bir deger, hava akimi
tikaniklig1 oldugunu gostermektedir (Bateman ve ark., 2008).

2.8.3.1.2. Fraksiyonel Ekshalasyon Nitrik Oksit Testi

Gaz molekiilii fraksiyonel ekshale edilen nitrik oksit (FeNO), bir inflamatuar siirece yanit
olarak olusturulmakla beraber astimi diger akciger hastaliklarindan ayirt etmeye yardimci
olabilir (Schneider ve ark., 2013). Bir nefes testi bu pargacigi tespit ederek doktorun daha iyi
bakim saglamasina yardimci olabilir. Nitrik oksit (NO), bagisiklik sistemi i¢in hayati dnem
tastyan vaskiiler ve brongiyal tonu diizenler (Dweik ve ark., 2011). FeNO, astim tiirlerinin
KOAH'tan ve astima ek olarak eozinofilik bronsit gibi benzer semptomlari olan diger

hastaliklardan ayirt edilmesinde faydalidir (Miskoff ve ark., 2019).
2.9.Tedavi

2.9.1. inhale Kortikosteroidler

Inhale kortikosteroidlerin (ICS) kullanimi, vaka diizeyi hafif de olsa daha siddetli de olsa,
asttmi olan kisiler i¢in bakim standardidir (Papi ve ark., 2018). Bu kimyasallar,
immiinosupresanlar olarak hareket etmenin yani sira epitel hiicreleri, néronlar ve diiz kaslar
gibi solunum yollarindaki yapisal hiicrelere de fayda saglayabilir (Lommatzsch, 2012). Ayrica,
son kanitlar astiml1 gebe kadinlarda ICS tedavisinin optimize edilmesinin yenidoganlarda astim

insidansini 6nemli 6l¢iide azaltabilecegini diisiindiirmektedir (Morten ve ark., 2018).

2.9.2. Alerjen Immiinoterapi (AIT)
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AIT, alerjik hava yolu bozukluklarinda ilk kez 1911'de Leonard Noon tarafindan tanimlanmis
olan en erken immun moddlasyon turidir (Durham ve ark., 2011). Dendritik hicre fonksiyonu
restore edilir, Th2'den Thl yanitlarina immiin sapma tesvik edilir, T diizenleyici hiicreler
(Treg'ler) indiklenir ve bloke edici antikorlar (IgA veya 1gG4 gibi) Ureten B dlzenleyici
hiicreler (Breg'ler), cesitli adjuvan tiirleri ile kombinasyon halinde diizenli olarak yiiksek
dozlarda alerjen uygulandiginda tesvik edilir (Shamji ve ark., 2017). Ilacin kesilmesinden sonra
bile, bu yollar alerjik hava yolu yanitlarinda siirekli bir azalmaya neden olur (Shamji ve ark.,
2017). Su anda subkutan (SCIT), sublingual (SLIT), intralenfatik, epikutanéz veya oral AIT
dahil olmak iizere ¢esitli AIT yollar1 arastirilmaktadir (Pfaar ve ark., 2019).

2.9.3. Anti-IgE Antikorlar

Alerjik astimli hastalarda, alerjene 0zgli immiinoglobulin E (IgE), alerjen kaynakl
alevlenmelerin birincil nedenidir. Mast hiicrelerinden IgE'nin uzaklastirilmasi, alerjen kaynakli
IgE capraz baglanmasii en aza indirebilir ve sonu¢ olarak astim kontroliinii iyilestirebilir

(Holgate ve ark., 2005).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu ¢alismada kullanilan ekipman, malzeme ve kitler Tablo 3.1, 3.2, 3.3'te gosterilmistir.

Tablo 3.1. Ekipman ve Aparatlar

Ekipman ve Aparatlar | Sirket Mensei
Santriflj Hermle Almanya
Vorteks Mikser FANEM Brezilya
Benmari DAIHAN Scientific Ltd. G. Kore
Mikropipetler (farkli Eppendorf Almanya
boyutlarda)

Dondurucu Hicool Cin
Dijital Olgek BIONEER G. Kore
PCR Termal Donguleyici BIONEER G. Kore
Jel Elektroforez Aparati BIONEER G. Kore
Jel Dekuminasyon ATTO Japonya
Exispin BIONEER G. Kore
HumaOkuyucu HS HUMAN Almanya
(ELISA)

Tek kullanimlik pipet uglar1 | AFCO Urdiin
EDTA tiipii AFCO Urdiin
Jel tiipii AFCO Urdiin
Mikro-tupler (Eppendorf)) | AFCO Urdiin
1.5 ml)

Duz tiipler AFCO Urdiin

Tablo 3.2. Kitler

gSYNCTM DNA Ekstraksiyon Kiti | Geneaid Biotech Ltd. Tayvan

Insan Interlokin 4 ELISA Kiti Bioassay Technology Cin
Laboratory BT LAB

Insan Interlokin 5 ELISA Kiti Bioassay Technology Cin
Laboratory BT LAB
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Tablo 3.3. Materyaller

10X TBE Tamponu BIONEER G. Kore
Mutlak Etanol HAYMAN Ingiltere
Agaroz Tozu BIO BASIC Kanada
Etidyum bromir Promega ABD

Tablo 3.4. Primerler ve Kisitlama Enzimleri (RE)
F 5’- TAAACTTGGGAGAACATGGT- 3’ BIONEER | G. Kore

R 5- TGGGGAAAGATAGAGTAATA-3’

F 5- CAG-GGA-GAG-CCA-ATC- AGT-3’ BIONEER | G. Kore
R 5-ATG-ATG-TCC-AGA-CTC-CAG-GAT-CT-3’

Avall SibEnzyme | Rusya
AiwNI SibEnzyme | Rusya
3.2. YOntem

3.2.1. Hasta ve Kontrol Gruplari

Calismaya Irak'in batisindaki Anbar Valiligi'ndeki Anbar ve Ramadi Genel Egitim Hastanesi ve
Rawah Genel Hastanesi Gogiis, Solunum ve Astim Hastaliklart Danisma Klinigine
yonlendirilen bir grup astimli hasta arasindan rastgele secilen 50 astimli hasta dahil edilmistir.
Tani, konsiiltan saglik personeli tarafindan uluslararasi kriterler kullanilarak konulmustur.
Vakala ve kontrol grubundakilerin tiimii 18 ile 67 yaslar1 arasindaydi. Kontrol grubu, anamnez
0zgeemislerine gore rastgele secilen 50 saglikli bireyden olusmustur. Bu deneklerde bronsiyal
astim veya diger alerji bozukluklart Gykiisii ve hava yolu hiperreaktivitesine iligkin herhangi bir
rapor edilmis gosterge so6z konusu olmamakla beraber ila¢g da almamislardir. Calisma Anbar

Etik Kurulu ve Ramadi Genel Egitim Hastanesi tarafindan ylriitiilmiistiir.

4/8/2021 tarih ve 120/2021 sayili kararla onaylanmaigtir.

3.2.2. Ornek Toplama

Anbar ve Ramadi Genel Hastanesi ve Rawah Genel Hastanesi Gogiis, Solunum ve Astim
Hastaliklar1 Danigma Klinigine sevk edilen astimli hastalardan toplam (50) periferik kan 6rnegi
alinmis, benzer sekilde, 20/9/2021 ile 20/11/2021 arasindaki donemde kontrol grubundaki
saglikli deneklerden (50) periferik kan drnegi toplanmustir. incelenen her denekten bes mililitre

vendz kan alinmis ve aseptik kosullar altinda iki kisma ayrilmistir: DNA ekstraksiyonu icin
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steril etilendiamintetraasetik asit (EDTA) iceren tuplere iki mililitre tam kan toplanmis ve daha
fazla PCR amplifikasyonu igin -80°C'de saklanmis ve geri kalan, 3000 rpm'de 10 dakika
santrifiij edilmeden 6nce oda sicakliginda 30 ila 60 dakika kendiliginden pihtilagma icin bir jel
tip i¢inde birakilmistir. Toplam IL-4 ve IL-5 diizeylerinin belirlenmesi icin serum 6rnekleri

duz tuplerde —20°C'de dondurulmustur.
3.2.3. IL-4 ve IL-5'in Toplam Duzeylerinin Belirlenmesi

Calismaya katilan deneklerin serumlari, insan IL- 4 ELISA Kiti (BT LAB/Cin) ve Insan IL-5
ELISA Kiti (BT LAB/Cin) kullanilarak ELISA ile toplam IL-4 ve IL-5 dizeylerini belirlemek

icin kullanilmigtir.

3.2.3.1.Test Prensibi

Bu kit, Enzim Baglantili Immiinosorbent Testidir (ELISA). Plaka, bir Insan IL-4 antikoru
(Insan IL-5 antikoru) ile dénceden kaplanmistir. Numunede bulunan IL-4 (IL-5) eklenir ve
oyuklar {izerinde kaplanmus antikorlara baglanir. Biyotinlenmis Insan IL-4 (IL-5) antikoru daha
sonra eklenir ve numunedeki IL-4(IL-5)'e baglanir. Streptavidin-HRP daha sonra eklenir ve
biyotinlenmis IL-4 (IL-5) antikoruna baglanir. Inkiibasyondan sonra baglanmamis Streptavidin-
HRP bir yikama adimi sirasinda yikanarak uzaklasti. Daha sonra substrat ¢ozeltisi eklenir ve
Insan IL-4 (IL-5) miktariyla orantili olarak renk gelisir.Reaksiyon, asidik bir durdurma

cozeltisinin eklenmesiyle sonlandirilir ve absorbans 450 nm'‘de 6lgald.

3.2.3.2.Serum Orneklerinin Hazirlanmasi

-20°C'de saklanan serum ornekleri, teste baslamadan dnce oda sicakligina getirilmistir.

3.2.3.3. Reaktif Hazirlama (IL-4)
I.  Tim reaktifler kullanimdan dnce oda sicakligina getirildi.

ii.  Standart 120 pL standart (1280 ng/L), 120 pL standart seyreltici ile sulandirilarak 640
ng/L'lik standart bir stok ¢ozeltisi olusturuldu

iii.  Seyreltmeler yapilmadan 6nce standart, hafif calkalama ile 15 dakika boyunca nazikge

oturmaya birakildi.
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iv. 320 ng/L, 160 ng/L, 80 ng/L ve 40 ng/L ¢ozeltiler Uretmek igin standart seyreltici ile
standart stok cozeltisi (640 ng/L) 1:2 oraninda seyreltme ile ¢ift standart noktalar

hazirlandi.
V.  Standart seyreltici sifir standart olarak gorev yapmistir (0 ng/ml).

Standart ¢ozeltilerin seyreltilmesi asagidaki verildigi sekilde onerilmistir:.

640 ng/L Standart No.5 120ul  Orijinal Standart +
120l Standart Seyreltici
320 ng/L Standart No.4 120ul Standart No.5 +
120l Standart Seyreltici
160 ng/L Standart No.3 120l Standart No.4 +
120l Standart Seyreltici
80 ng/L Standart No.2 120l Standart No.3 +
120l Standart Seyreltici
40 ng/L Standart No.1 120ul Standart No.2 +
120l Standart Seyreltici
Standart Standart Standart Standart Standart Standart
konsantrasyon | No.5 No.4 No.3 No.2 No.1
1280 ng/L 640 ng/L 320 ng/L 160 ng/L 80 ng/L 40 ng/L

e Yikama Tamponu

20 ml yikama ¢ozeltisi distile su iginde seyreltilerek 500 ml 1x yikama tamponu elde edilmis

olup karisim, kristaller tamamen eriyene kadar hafif¢e karistirildi.

e Test Prosediri

1. Tiim reaktifler, standart ¢ozeltiler ve 6rnekler talimatlara gére yapilmistir. Kullanmadan
once tiim reaktifler oda sicakligmma getirilmis olup, test oda sicakliginda

gerceklestirilmistir.

2. Test icin gerekli serit sayisi belirlendi. Seritler kullanilmak {izere g¢ercevelere

yerlestirildi. Kullanilmayan seritler 2-8°C'de tutuldu.

3. Standart kuyucuga 50 pl standart eklendi. Standart ¢ozelti bir antibiyotik antikoru

icerdiginden, antikor standart diizeye eklenmemistir.

4. Ornek kuyucuklarmna 40 pl 6rnek eklendi, sonra 6rnek kuyularma 10 ul anti-1L-4

antikoru eklendi, daha sonra Ornek kuyularina ve standart kuyucuklara 50 pl
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streptavidin-HRP eklendi (bos kontrol kuyucugu degil). lyice karistirilirdi. Panel bir
sizdirmazlik maddesi ile kaplanmistir. Inkiibasyon, 37 °C'de 60 dakika boyunca
gergeklestirildi.

5. Tampon c¢ikarildi ve plaka, yikama c¢ozeltisinde bes kez yikandi. Her yikama igin
kuyucuklar, 30 saniye ile 1 dakika siireyle en az 0.35 mL yikama tamponunda 1slatildu.

Daha sonra plaka kagit havlular kullanilarak kurutuldu.
6. Her kuyucuga 50 pL stop ¢ozeltisi eklenerek mavi rengin hemen sararmasi saglandi.

7. Durdurma ¢ozeltisinin eklenmesinden sonraki 10 dakika i¢inde, her bir kuyucugun optik
yogunlugu (OD degeri), 450 nm'ye ayarlanmis bir mikroplaka okuyucu kullanilarak
belirlendi.

3.2.3.4.Reaktif Hazirlama (IL-5)

Tiim reaktifler kullanilmadan dnce oda sicakligina getirildi.

e Standart

120 uL standart (960 ng/L), 480ng/L standart stok olusturmak ig¢in 120 pL standart seyreltici ile
sulandirildi. Standardin 15 dakika oturmasina izin verildi. Seyreltmeleri yapmadan 6nce hafifce
calkalandi. Cift standart noktalar, 240 ng/L, 120 ng/L, 60 ng/L ve 30ng/L ¢Ozeltiler Gretmek
icin standart seyreltme ile standart stok cozeltisi (480 ng/L) 1:2 seyreltmeyle hazirlandi.
Standart seyreltici, sifir standart (0 ng/ml) olarak gdrev yapti. Standart ¢ozeltilerin seyreltilmesi

asagidaki verildigi sekilde onerilmistir:

480 ng/L Standart No.5 120ul  Orijinal Standart +
120pl Standart Seyreltici
240 ng/L Standart No.4 120pul Standart No.5 +
120l Standart Seyreltici
120 ng/L Standart No.3 120pul Standart No.4 +
120l Standart Seyreltici
60 ng/L Standart No.2 120pul Standart No.3 +
120l Standart Seyreltici
30 ng/L Standart No.1 120pul Standart No.2 +
120ul Standart Seyreltici
Standart Standart Standart Standart Standart Standart
konsantrasyon | No.5 No.4 No.3 No.2 No.1
960 ng/L 480 ng/L 240 ng/L 120 ng/L 60 ng/L 30 ng/L

e Yikama Tamponu
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20 ml konsantre yikama ¢ozeltisi, damitilmis suda 25 kez seyreltildi ve 500 ml 1x Yikama

Tamponu elde edildi. Ve kristaller merkezde olustugu i¢in kristaller tamamen eriyene kadar

nazik¢e karistirildi.

Test Prosediru

. Tim reaktifler, standart ¢ozeltiler ve ornekler talimatlara gore yapilmistir. Kullanmadan

Oonce tum reaktifler oda sicakligina getirilmis olup, test oda sicakliginda

gergeklestirilmistir

. Test i¢in gerekli serit sayist belirlendi. Seritler kullanilmak tizere gergevelere yerlestirildi.

Kullanilmayan seritler 2 ile 8°C'de tutuldu.

Standart kuyucuga 50 pl standart eklendi. Standart cozelti bir antibiyotik antikoru

icerdiginden, antikor standart diizeye eklenmemistir.

. Ornek kuyucuklarma 40 pl rnek eklendi, sonra 6rnek kuyularina 10 pl anti-1L-5 antikoru

eklendi, daha sonra 6rnek kuyucuklarina ve standart kuyucuklara 50 pl streptavidin-HRP
eklendi (bos kontrol kuyucugu degil). lyice karistirilti. Panel bir sizdirmazlik maddesi ile
kaplanmistir. Inkiibasyon, 37 °C'de 60 dakika boyunca gergeklestirildi.

. Tampon ¢ikarildi ve plaka, yikama ¢ozeltisinde bes kez yikandi. Her yikama igin

kuyucuklar, 30 saniye ila 1 dakika siireyle en az 0.35 mL yikama tamponunda 1slatild.

Daha sonra plaka kagit havlular kullanilarak kurutuldu.

. Her bir kuyucuga 50 pl substrat ¢ozeltisi A ve sonra her kuyucuga 50 pl substrat ¢cozeltisi

B ilave edildi. Plaka, karanlikta 37°C'de 10 dakika inkiibe edildi, sonra yeni bir dolgu

macunu ile kaplandi.

. Her kuyucuga 50 pL stop c¢ozeltisi eklenerek mavi rengin hemen sararmasi saglandi.

. Durdurma c¢ozeltisinin eklenmesinden sonraki 10 dakika icinde, her bir kuyucugun optik

yogunlugu (OD degeri), 450 nm'ye ayarlanmis bir mikroplaka okuyucu kullanilarak

belirlendi.

3.2.4.DNA Ekstraksiyonu ve Saflagtirma Yontemi

Genomik DNA Ekstraksiyonu, gSYNCTM DNA Ekstraksiyon Kiti kullanilarak yapilmistir.

Ornek hazirlama
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200 pl'ye kadar tam kan, 1.5 mL'lik bir santrifiij tiipiine aktarildi. Hacim PBS ile 200 ul'ye
ayarlandi. 20 pl proteinaz K eklendi ve pipetle karistirildi. Daha sonra 60 °C'de 5 dakika
inkibe edildi.

e Hicre Lizizi

200 pul GSB Buffer eklendi ve kuvvetlice calkalanarak karistirildi. Daha sonra 60 °C'de 5
dakika inkube edildi, Tlp 2 dakikada bir alt st edildi.

e DNA baglanmasi

Lizat ornegine 200 pl mutlak etanol eklendi ve hemen 10 saniye kuvvetlice ¢alkalanarak
karistirildi. GS kolonu 2 ml'lik bir toplama tiipiine yerlestirildi. Karigimin tamami GS kolonuna
aktarildi. Daha sonra 14-16000 x g hizinda 1 dakika santrifiij edildi. Icerdigi 2 ml'lik toplama
tiipli akis yoluyla atild1 ve ardindan GS kolonu 2 mL'lik yeni bir toplama tiipiine aktarildi.

¢ Yikama

GS kolonuna 400 pl W1 tamponu eklendi. Santriftlj, 30 saniye boyunca 14-16000 x g'de
gerceklestirildi. GS kolonu 2 mL toplama tiipline geri yerlestirildi. GS kolonuna 600 pL
Yikama Tamponu eklendi. 30 saniye boyunca 14-16000 x g'de santrifiijleme yapildi ve akinti
atildi. GS kolonu 2 ml'lik bir toplama tiipline geri yerlestirildi. Kolon matrisini kurutmak i¢in

14-16000 x g'de 3 dakika santrifiijleme yapildu.

e Ellsyon

Kurutulmus GS kolonunu transfer etmek i¢in temiz bir 1.5 ml mikrosantrifiij tiipii kullanildi.
Kolon matrisine 35 pl dnceden 1sitilmis eliisyon tamponu, TE tamponu eklenmistir. Eliisyon
Tamponunun ve TE tamponunun tamamen emilmesini saglamak icin 3 dakika acik birakildi.
30 saniye boyunca 14-16000 x g'de santrifiijleme yapildi ve son olarak saflagtirilmis DNA
ekstrakte edildi.

3.2.5 Primerlerin Hazirlanmasi

Oligoniikleotid primerleri yapilirken iireticinin talimatlar1 izlendi. ilk olarak liyofilize iiriin 150
ul steril su iginde eritilerek, vortekslenerek ve kisaca dondiiriilerek her bir primerin stok
¢ozeltisi yapildi ve daha sonra -20°C'de saklandi. Ikinci olarak, her bir primer i¢in 10 pL stok

primer c¢ozeltisi 90 pl serbest niikleaz suyu ile iyice karistirildiktan sonra g¢alisan bir primer
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cozeltisi (10 pL) yapildi ve polimeraz zincir reaksiyonu amplifikasyonu (PCR) i¢in
kullanilincaya kadar -20 °C'de saklandi.

IL—4 C-589 T (rs2243250) F5- TAAACTTGGGAGAACATGGT-3’
R 5- TGGGGAAAGATAGAGTAATA-3’

F 5- CAG-GGA-GAG-CCA-ATC-AGT-3’
IL- 5 C-703 T ( rs2069812) 5’- C A G-GGA-GAG-CCA-ATC- AGT-3

R 5’-ATG-ATG-TCC-AGA-CTC-CAG-GAT-
CT-3’

3.2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Amplifikasyonu

3.2.6.1. PCR Karisiminin Hazirlanmasi

(5 pl) Master mix igeren tiipe her bir ileri ve geri primerden (1ul) eklenmistir. Daha sonra her
DNA o6rneginden (6 pl) eklendi. Daha sonra toplam hacmi (25 pl) tamamlamak igin (12 pl)
Serbest nikleaz suyu ilave edildi. Karisimin karistirilmast islemi (Exispin) cihazi ile

yapilmustir.

Tablo 3.5. PCR Reaksiyon Karigimi

Master mix 5ul
Kalip DNA 6 ul
Tleri Primer 1l
Geri Primer 1ul
Serbest nikleaz suyu 12 pl
Toplam hacim 25 ul

3.2.6.2. PCR Termal D6ngu Programlari

Reaksiyon asagidaki kosullar altinda gergeklestirilmistir.

Tablo 3.6. PCR Termal Dongii Programlari

Adim Sicakhik Sure Dongii sayisi
On Denatiirasyon | 95°C 5 dk 1 déng
Denatiirasyon 95°C 45 sn

Tavlama 50°C 45 sn 25 — 35 dongi
Uzatma 72°C 45 sn

Son Uzatma 72°C 7 dk 1 dongl
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3.2.7. Agaroz Jel Elektroforezi

DNA saflastirmast ve PCR saptamasindan sonra, % 2 agaroz konsantrasyonu ile elektroforez
gerceklestirildi. Bu agaroz jeli, 900 ml distile suya 100 ml 10X TBE Tamponu eklenerek
hazirlanan 100 ml TBE tamponunda 2 gr agaroz tozunun ¢oziilmesiyle hazirlanmistir. Karigim
firina yerlestirildi ve kaynayip berrak hale gelene kadar birakildi, ardindan 58°C'ye sogutuldu.
Etidyum bromir 2 pl eklendi. Jel tepsisinin uglari kenarlarla kapatilmistir. DNA 6rneklerini
yiiklemek i¢in kullanilan kuyucuklari yapmak i¢in tarak tepsinin bir ucuna sabitlendi.Agaroz
dikkatlice tepsiye dokiildii ve oda sicakliginda 30 dakika katilasmaya birakildi. Daha sonra
tarak ve bordiirler tepsiden nazikce ¢ikarildi. Her kuyucuga 10ul'lik PCR f{iriinii pipetlendi ve
molekiiler markor olarak kullanilmak iizere ilk kuyucuga Sul (100 bp ladder yada markor)
eklendi. 1 saat boyunca elektrik akimi 70 volta ayarlandi. Daha sonra 6rnek analizi i¢in Jel

dekiimentasyon cihazi kullanilir.
3.2.8. PCRiiriinleri i¢cin Kisitlama Enzimlerinin Eklenmesi

3.2.8.1. IL-4 C589T'nin PCR Uriinleri i¢in Kisitlama Enzimi AvalI’nin Eklenmesi
IL-4 C589T'nin PCR iiriinleri, agagidakiler yoluyla kisitlama enzimi sindirimine tabi tutuldu:
1. Her PCR iiriinii 6rnegine sindirim enziminin (Avalll, sibenzyme) (1 pl) eklendi
2. Karisimin (Exispin) cihazi ile karistirildi.

3. PCR, 60 dakika boyunca 37°C'de gerceklestirildi.

3.2.8.2. IL-5 C-703'iin PCR Uriinleri icin Kisitlama Enzimi AlwNI’nin Eklenmesi

IL-5 C-703 T'nin PCR firiinleri, asagidakiler yoluyla kisitlama enzimi sindirimine tabi tutuldu:
1. Her PCR iiriinii 6rnegine sindirim enziminin (AIwNI, sibenzyme) (1 pl) eklendi.
2. Karisimin Exispin) cihazi ile karistirildi.

3. PCR, 37°C'de 90 dakika boyunca gerceklestirildi.

3.2.8.3. Agaroz Jel Hazirlama

900 ml Distile suya 100 ml 10X TBE Tamponu eklenerek hazirlanan 100 ml TBE tamponunda
2 gr agaroz tozu ¢Oziilerek agaroz jel hazirlanmistir. Karigim firina yerlestirildi ve kaynayip

berraklagincaya kadar bekletildi, ardindan 58°C'ye sogutuldu. Etidyum bromiir eklendi. Jel
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tepsisinin uclart kenarlarla kapatildi. DNA 0Orneklerini yliklemek icin kullanilan kuyular
yapmak igin tarak tepsinin bir ucuna sabitlendi.

3.2.8.4. Agaroz Jelde DNA Yiikleme ve Calistirma

(7ul) PCR iirlinii her kuyucuga pipetlendi, 1 saat boyunca elektrik akimi1 70 volta ayarlandi.

Daha sonra 6rnek analizi i¢in Jel dekiimentasyon cihazi kullanildz.:
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4. BULGULAR

4.1. Calhsma Gruplarmin Demografik Ozelliklere Gore Dagilim

Bu calismada, baz1 demografik 6zellikler, belirtildigi gibi kontrol ve vaka gruplariyla dogrudan

goriismelerle yanitlanan anketlerin analiz edilmesiyle degerlendirilmistir.

4.1.1. Yas

Bu calismada, astim hastalarinin yas gruplar yiizdesi gruplar arasinda anlamli bir farklilik
gosterilmis olup (P-degeri =0.000), Sekil (4.1)'de gosterildigi gibi, (%52) ile (20-40 yas)
grubunda daha sik iken, bunu (%40) ile (41-60 yas) grubu takip etmis, (%S8) ile daha yasl olan
(61-80 yas) grubunda astimli hastaliga yakalanma sans1 daha az olarak gergeklesmistir.

60%
%52

50%
%40
40%

30%

20%

Yiizde

10% %8

0%
£e-Yn et Ay

Yag Gruplan P-degeri =0.00
Sekil 4.1. Astimli Hastalarin Yaga Gore Dagilimi

4.1.2. Cinsiyet

Sekil (4.2)'de gosterildigi gibi erkek hastalarin yiizdesi (%60), kadin hastalarin oranindan
(%40) daha yiiksek olmus, kontrol grubuna goére aralarinda anlamli farkliliklar s6z konusur (P-

degeri = 0.0174).
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Erkek
%60

P=0.0174

Sekil 4.2. Cinsiyetin Astimli Hastalara EtKisi

4.1.3. Sigara icme

Bu calismada, Sekil (4.3)'te gosterildigi gibi, sigara i¢meyenlerin ylizdesi (%70), sigara
icenlerin ylizdesinden (%30) daha yiliksek olmus, aralarinda kontrol grubuna gore anlamli

farkliliklar s6z konusudur (P-degeri =0.0318).

Sigara icenler % 30

Sigara igmeyenler
%70

P -degeri= 0.0318

Sekil 4.3. Sigara Igmenin Astiml1 Hastalara Etkisi

4.2. Biyokimyasal Parametreler
4.2.1. Interlokin-4 (IL-4) Duzeyi

Bu c¢alismanin sonuglari, kontrol ve astimli hasta grubu arasinda anlamli farkliliklar (P<0.05)

gostermis  olup, (Sekil 4.4)te gosterildigi gibi, kontrol grubunda IL-4 dizeyi
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(399.2574+251.78106) pg/ml iken, vaka grubunda anlamli bir sekilde (266.6176+175.1101)
pg/ml'ye diismiistiir.

IL-4 Diizeyi pg/mL

450

399.2574

400

350

300

266.6176

250

200

diizey pg/mL

150

100

50

p-degeri =0.003

Hastalar Kontrol
Sekil 4.4. Astimli Hasta ve Kontrol Gruplarinda IL-4 Dizeyi
4.2.2. Interlokin -5 (IL-5) Diizeyi

Bu calisma, (Sekil 4.5'te gosterildigi gibi, kontrol grubundaki Interlokin 5 diizeyinin
326.6721+£354.04007pg/ml  oldugunu, vaka grubunda ise diizeyinin anlamli olarak
174.3646+235.98401 pg/ml'ye diistiigiinii gdstermistir.

IL-5 Diizeyi pg/mL

350 326.6721
300
250
E
> 200 174.3646
o
2 150
N
=
2 100
50
0 - o
Hastalar Kontrol p-degeri=0.003

Sekil 4.5. Astimli Hasta ve Kontrol Gruplarinda IL-5 Duzeyi
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4.3. Astimh Hastalarla fliskili 1L-4 ve IL-5 Genlerinin Genetik Polimorfizmleri

4.3.1. 1L-4 (rs2243250) Gen Polimorfizmlerinin Genotiplenmesi

Gen Polimorfizmlerinin Genotiplenmesi IL-4 (rs2243250), spesifik primerler kullanilarak DNA
amplifiye edildi ve ideal kosullarda aparat (1s1 dongiileyici) ile tamamlanmis olup, sonuglar
Sekil (4.6)'da gosterildigi gibi bir agaroz jelde interlokin 4 (rs2243250) geninin hedef dizisinin
bir bandinin (195 bp) varligini gostermistir.

M123456 789

Sekil 4.6. IL4'Un Agaroz Jel Elektroforezi (rs2243250) belirli bir primer kullanilarak amplifiye
edilmis tiriin modelleri.

DNA markori (100bp) M harfi ile gosterilmistir. Astimli hastalarin ve kontrol gruplarinim IL-4
(rs2243250) (195 bp) PCR sonuglar serit 1-9 olarak adlandirilmistir.

IL-4 (rs2243250) hedef dizilerinin PCR iiriinleri, Avall (5' GGWCC) tarafindan sindirilmistir.
PCR-RFLP sonuglari, Sekil (4-7)'de gosterildigi gibi ii¢ farkli genotipin varligini ortaya
koymustur. ik homozigot (TT) tahmin edilen 195 bp'yi, ikincisi (CT) 195, 177 ve 18 bp'yi ve
ucuncisu (CC) 177 ve 18 bp'yi gostermistir.
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Sekil 4.7. Astimli Hastalarda ve Kontrol Gruplarinda IL-4 (rs2243250) Geninin Avall Enzimi
Kullanilarak PCR-RFLP Elektroforezi

Serit 6, 195 bp'lik bir bant ile (TT) alelini isaret etmektedir.

M: DNA markéri (100 bp), 2,4,5,7,8,9 ve 10. seritler (CT) alelini, 3 band (195, 177 ve 18 bp)
temsil etmektedir. 1 ve 3. serit (CC) aleli, 2 bant (177 ve 18 bp) anlamina
gelmektedir).18 bp bandi goriiniir degildi.

e 1L-4 (rs2243250) Alel Frekansina Sahip Polimorfizmler

Hasta ve kontrol gruplarinda (rs2243250) gen polimorfizmi arastirilmigtir. Tablo (4.1), calisma
gruplarinda 1L-4 (rs2243250) genindeki polimorfizmlerin dagilimini gostermektedir. Vaka
grubunda CT heterozigot genotipi (%60) iken bunu CC ve TT genotipleri (%20) izlemektedir.
Kontrol grubunda en sik goriilen genotip TT genotipi (%76) iken bunu CC genotipi (%24)
izlemigtir. 1L-4 (rs2243250) polimorfizmi anlamhi farkliliklar gostermistir (CC ve CT:
OR=72.6190, %95 CI 3.9463 ila 1336.3195, P= 0.0039). IL-4 (rs2243250) polimorfizminde,
CC ve TT ¢alisma gruplar arasinda anlamli bir fark olusmustur: OR=0. 3158, %95 CI: 0.1061
ila 0.9399, P=0. 0383). IL-4 rs2243250 polimorfizminde, ¢alisma gruplari arasinda T alelinin
sikliklarinda anlamli bir degisiklik s6z konusudur (OR=3.3158, 95 %CIl = 0.1727 ila 0.5775,
P=0.0002).

Tablo 4.1. Alel Frekansi ile (rs2243250) Polimorfizmlerinin Genotip Dagilimi

Genotip Hastalar Kontrol P-degeri O.R Cl (%95)

rs2243250 Sayisi (%) Sayisi (%)

cc? 10 (%20) 12 (%24)

CT 30 (%60) 0 (%0) 0.0039 72.6190 | 3.9463ila
1336.3195

TT 10 (%20) 38 (%76) 0.0383 0.3158 | 0.1061 ila 0.9399

Toplam say1 | 50 (%100) 50 (%100)

Alel Frekans Frekans
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C 0.5 0.24

T 0.5 0.76 0.0002 0.3158 | 0.1727 -0.5775

P<0.05;0R=(%95CI);referans

Tablo (4.2) astimli hastalarda IL-4b rs2243250 genotiplerine gore klinik 0Ozelliklerin
karsilastirmasini gostermektedir. Calisma, TT genotipi ile IL-4 dlizeyi ve IL-5 diizeyi arasinda
daha yiiksek bir korelasyon oldugunu gostermistir (sirasiyla P = 0,001 ve 0,000) ayrica CT

genotipi ve yas arasinda anlamli bir korelasyon s6z konusudur. (p=0,009)

Tablo 4.2. Astimli Hastalarda IL-4 rs2243250 Genotiplerine Gore Klinik Ozelliklerin
Karsilagtirilmasi

Parametreler IL-4 rs2243250 genotipleri P-degeri
CC: 10 (%20) | CT: 30 (%60) TT: 10 (%20)
IL-4 duzeyleri (pg/ml), | 195.83+17.032 | 238.30+93.372 446.19+296.062 | 0.001
ortalama+SD
IL-5 diizeyleri (pg/ml), | 88.7#11.503 | 122.04+122.830 | 417.00+414.436 | 0.000
ortalamaxSD
Yas ortalama+SD 39.10+11.827 | 41.23+12.848 35.80+20.324 0.009

4.3.2. 1L-57rs2069812 Gen Polimorfizmlerinin Genotiplendirilmesi

Sonuglar, IL- 5 rs2069812 geninin hedef dizisini i¢eren bir agaroz jelde tek bir bandin (180 bp)
varligint dogrulamustir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. Serit 1-7: Astiml1 Hastalarm IL-5 rs2069812 (180 bp) PCR Uriinleri ve Serit 8-9:
Kontrol gruplari. M: DNA boyutu markorii (100bp)
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IL-5 rs2069812 PCR urunleri, IL-5gen'deki rs2069812 SNP'yi saptamak igin AlwNI (5'
CAGNNNAMCTG 3') ile sindirilmistir (Sekil 4.9). Genotipler, Polimorfizmlerin yokluguna veya
varligina gore 3 gruba dagitilmistir: TT homozigot 180bp, TC heterozigotu 180, 160 ve 20 bp
ve CC homozigot 160 ve 20bp gdstermistir.

Sekil 4.9. AlwNI Enzimi Kullanilarak, Calisma Gruplarinda IL-5 rs2069812 Geninin
Allelotiplenmesi

M, DNA markori (100 bp) anlamma gelmektedir. Homozigot alel (TT), 180 bp'lik bir
molekdiler boyuta sahip tek bir banda sahip iken; heterozigot alel (TC), molekdler
boyutlar1 180, 160 ve 20 bp olan ii¢ banda sahip olmustur. Homozigot allel (CC),
Seritler 2, 3 ve 5'te 160ve 20 bp'lik iki banda sahip olmustur. Not: 20 bp bandi
gorlniir degildi.

e Alel Frekansh IL-5 rs2069812 Polimorfizmlerinin Genotip Dagilimi

Tablo (4.3) c¢alisma gruplarinda IL-5 rs2069812 gen polimorfizminin dagilimini
gostermektedir. Kontrol grubunda TT homozigot genotipi (%66) ile en yaygin genotip iken,
bunu TC heterozigot genotipi (%34) izlemistir. Vaka grubunda en sik goriilen genotip TC
heterozigot genotipi (%64) olmus, bunu TT homozigot genotipi (%24) ve homozigot CC (%12)

izlemistir.

Heterozigot TC ve Homozigot TT genotipik siklig1 (OR= 5.1765, %95 CI=2.1372 ila 12.5379,
P=0.0003) ve TT ile karsilagtirildiginda CC genotipik sikligi (OR=34.8, %95 CI=1.8255 ila
664.9429, P= 0.0183) olmustur. IL-5 rs2069812 polimorfizminde, ¢aligma gruplari arasinda C
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allelinin sikliklarindaanlamli bir degisiklik s6z konusudur (OR=3.3130, 95 %CI = 1.7041 ila
6.4408, P=0.0004).

Tablo 4.3. Calisma Gruplarinda rs2069812 Polimorfizmlerinin Genotip Frekanslari

Genotip Hastalar Kontrol P-degeri O.R CI (%95)

rs2069812 Sayisi (%) Sayisi (%)

TT® 12 (%24) 33 (%66)

TC 32 (%64) 17 (%34) 0.0003 5.1765 2.1372 ila
12.5379

cC 6 (%12) 0 (%0) 0.0183 34.8400 1.8255 ila
664.9429

Toplam 50 (%100) 50 (%100)

say1

Alele Frekans Frekans

T 0.56 0.83

C 0.44 0.17 0.0004 3.3130 1.7041-

6.4408
P<0.05;0R=(95%CI);a referans

Tablo (4.4) astimli hastalarda IL-5 rs2069812 genotiplerine gore Kklinik 6zelliklerin
karsilastirmasini gostermektedir. Calisma, TT genotipi ile IL-4 dizeyi ve IL-5 diizeyi arasinda
daha yiiksek bir korelasyon oldugunu gostermis olup (sirasiyla P = 0,017 ve 0,004) ayrica TC

genotipi ve yas arasinda anlamli bir korelasyon s6z konusudur (p=0,000)

Tablo 4.4. Astiml1 Hastalarda IL-5 rs2069812 Genotiplerine Gore Klinik Ozelliklerin
Karsilastirilmasi

Parametre IL-5rs2069812 Genotipleri P- Degeri
CC: 6 (%12) TC: 32 (%64) TT: 12 (%24)

IL-4 Duzeyleri (pg/ml), | 245.86+132.037 | 246.57+106.799 | 456.14+364.511 | 0.017
ortalama+SD

IL5- Duzeyleri (pg/ml), | 179.55+181.699 | 119.22+98.419 458.07+544.928 | 0.004
ortalama +SD

Yas Ortalama +SD 50.50+10.833 39.13+12.981 21.33+2.875 0.000
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5. TARTISMA

5.1. Yas

Daha once yapilan bir ¢alismanin sonucu astim insidansinin erkekler ve kadimlar i¢in 1000
kisi/yil bagina sirasiyla 10.58 ve 15.03 oldugunu gdstermistir. Astim insidansi ilerleyen yasla
birlikte, oOzellikle erkeklerde artmustir (Park ve ark., 2019). Cocuklar arasinda prevalans
erkeklerde kadinlara gore daha yuksektir (Bouman ve ark., 2005). Siiriikkleyici bir sekilde,
ergenlikten sonra kizlar arasinda astim siklig1 ve siddeti artmakta olup, kadinlar arasinda 20
yasina kadar daha sik goriilmekle beraber, menopozdan sonra erkekler ve kadinlar arasindaki
astim goriilme farki azalmaktadir (Kynyk ve ark., 2011). Bu nedenle, Amerika Birlesik
Devletleri'nde astima bagl 6liimlerin %65'i kadinlar arasinda meydana gelmektedir (Matteis ve

ark., 2014).

Astim, farkli yaslardaki kadin ve erkeklerde farkli prevalans ve siddete sahip heterojen bir
hastaliktir. Erkeklerin ¢ocukken astim gelistirme olasilig1 kizlara gore daha fazladir. Yetiskin
kadinlarda astim insidansi ve siddeti daha yiiksektir (Chowdhury ve ark.,2021). Astim
prevalansi, diinya ¢apinda 339 milyondan fazla insanin asttimdan muzdarip oldugu bazi
bolgelerde %1'den %18'e kadar degisiklik gostermektedir. Astimda anlamli bir cinsiyet farki
s0z konusudur. 13 yasin altindaki erkek cocuklarda astim daha sik goriiliirken, gelismis
tilkelerde yetiskin kadinlarda bu oranlar erkeklere gore daha yiiksektir. Gelismis iilkelerde,
daha yiiksek saglik hizmeti kullanimi, ¢esitli yas kategorilerinde daha sik goriilme ile dogrudan
iligkilidir (2-13 yas arasi erkek ¢ocuklarda ve 23-64 yas arasi kadinlarda daha yiiksektir)
(Schatz ve ark., 2003).

Calismamiz 18-67 yas grubunu hedeflemis olup, astimdan en ¢ok etkilenen yas grubu %52 ile
(20-41) yas grubu olurken, en az etkilenen grup 67 yas ve iizeri olup en yash grup olmustur.
Ozellikle erkeklerde astim insidansmin yasla birlikte arttigini gdsteren Park ve ark. (2019)
calismasiyla celismektedir. Bu farklili§in nedeninin, daha yaslh hastalarin hastaneye yatirilma
olasiliklarinin daha yiiksek olmasi ve gen¢ meslektaslarina gore daha yliksek 6liim oranlarina

sahip olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Basta Covid-19 virlisii olmak Uzere
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kafa kanistiran ve kafa karigtiran hastaliklarin roliine ek olarak, 6liime yol acan siddetli ve ¢ok

sistemli bir grup solunum yolu semptomlarinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur.

Sonuglardaki farkliligin bir baska olasi nedeni, biligsel bozukluk ve yasa bagli dispne gibi
cesitli faktorlerin yaslhilarda tanida gecikmeye katkida bulunmasi nedeniyle, yashlarda astim

tani1 siirecini izlemenin zorlugudur.

5.2. Cinsiyet

Brezilya'da kadinlarin 6liim orant 100.000 kisi basina 0,241 iken, erkeklerin 6liim oram
100.000 kisi basma 0,193'tiir. Yetiskinlikte, epidemiyolojik calismalar, kadinlarin astimdan
muzdarip olma olasiligimin erkeklerden daha yiiksek oldugunu gostermistir (Macsali ve
ark.,2009). Yapilan birkag¢ arastirma cinsiyet hormonlart ve astim arasindaki baglantiyi
arastirmustir (Barr ve ark., 2004). Insanlarda, bir dizi akciger bozuklugunun risk, insidans ve
etiyolojisinde cinsiyete bagl farkliliklar vardir (Matteis ve ark., 2014). insanlarda, bir dizi
akciger bozuklugunun risk, insidans ve etiyolojisinde cinsiyete bagli farkliliklar vardir (Matteis
ve ark., 2014). Cinsiyet hormonlari, astim prevalansindaki cinsiyet farkliliklarinin ¢ocukluktan
yetiskinlige gecisinde O6nemli bir rol oynamaktadir. Bu degisiklikler ergenlik déneminde
meydana gelmekte ve yetiskin kadinlarda yetiskin erkeklere gore daha yiiksek astim prevalansi

ile sonuglanmaktadir (Chowdhury ve ark.,2021).

Hem erkeklerde hem de kadinlarda zaman iginde astim insidansi, gelismekte olan ve gelismis
ulkelerde cinsiyet hormonlarinin yani sira sosyoekonomik degiskenlerin, komorbiditelerin ve
saglik hizmetlerinin karmasik bir kombinasyonunun roliinii ortaya koymaktadir. Bu 6zelliklerin
timii, gen ekspresyonu ve epigenetik degisiklikler dahil olmak {izere astimli erkek ve kadinlar
arasindaki genetik farkliliklardan etkilenmektedir (Han ve ark., 2020). Astimi olan kadinlar
yagsamlar1 boyunca erkeklere gore daha siddetli bir astim formu gelistirirler (Wang ve ark.,
2020). Kadinlarda astim alevlenmeleri Ostrojen diizeylerindeki degisikliklerden kaynaklanir.
Ostrojen bir anti-inflamatuar etkiye sahip oldugundan, TNF iiretimini, IFN ekspresyonunu ve

NK hiicre aktivitesini inhibe eder (Baldagara ve ark., 2017).

Astiml1 50 hastayla yaptigimiz ¢alisma, cinsiyet ve astim arasinda anlamli bir iliski oldugunu
belgelenmistir (p = 0.0174). Erkek hastalarin oran1 %60 iken, kadin hastalarin oran1t %40 idi.
Mevcut ¢alisma, her ikisinin ¢aligmalari ile uyumlu degildi (Macsali ve ark. 2009; Chowdhury
ve ark. 2021). Farkliligin kaynaginin, cinsiyetler arasinda astimin farkli prevalansinda cinsiyet

hormonlarinin roliineden kaynaklandigina inaniyoruz. Ciinkii bu degisiklikler ergenlik
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doneminde meydana gelmekte ve yetigkin kadinlarda astim prevalansinin yetiskin erkeklere
kiyasla daha yiliksek olmasina yol agmaktadir (Chowdhury ve digerleri, 2021). Ancak, 6zellikle
calismamizda hedeflenen Anbar Valiligi en biiylik ¢imento fabrikalarina, kimyasal giibre
fabrikasina ve cam fabrikasina sahip oldugundan, endiistriyel dumanlara ve toz gibi c¢evresel
etkenler cinsiyet farkliliklarini goz ardi edilmesine neden olmustur. Oysa, fabrikalarda

calisanlarinin ¢ogunlugunun cinsiyeti erkek grubu olarak tespit edilmistir.

5.3.  Sigara Tuketimi

Tiitin dumanimin giiglii bir astim tetikleyicisi oldugu gosterilmistir (Comhair ve ark., 2011).
Tiitiin, yiyecek ve obezite, astim hastaligina yol acan yaygin cevresel degiskenlerdir. Tiitiin
dumani, mazot, un/firin iriinleri ve sa¢ irlinlerine alerji, temizlik {riinleri, ozon saglik
kullanimi, ahsap veya ahsap bilesen tozu (erkeklerde artan risk), inorganik toz (kadinlarda artan
semptom riski), ahsap bilesen tozu veya odun ise diger cevresel etmenler arasinda yer

almaktadir (Chowdhury ve ark., 2021).

Sigara igme prevalansi iilkeye, kiiltiire ve sosyoekonomik duruma gére degismektedir. Ilging
bir sekilde, kadinlarin erkeklerden daha siddetli astimi olmasina ragmen, diinya iizerinde
orantili olarak erkekler kadinlardan daha fazla sigara i¢mektedir (Ritchie, 2022). Sigara,
hamilelik sirasinda da dahil olmak iizere astimi olan kadinlarda astimi1 olmayanlara gore daha
yaygin olmakla beraber, hamilelik sirasinda tiitlin dumani ve elektronik sigara kullanimi,
cocugun astim gelistirmesi ve erken yetiskinlik doneminde daha siddetli astim gelistirmesi ve
yenidoganin hastaneye kabulii riskini artirabilir (Thacher ve ark., 2018; Li ve ark., 2018; Izadi
ve ark., 2021). Bu baglamda c¢alismamiz yukarida bahsedilen ¢alismalarla uyumludur. Mevcut

calismamizda sigara ve astim arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamliydi.( p=0.0318).

Bu nedenle sigara igmeye devam eden astim hastalarinda sigaray1 birakmaya 6zendirilmesi ve

bunun i¢in gerekli stratejilerin gelistirilmesi i¢in ¢aba sarf edilmelidir.
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5.4. Biyokimyasal Parametreler
5.4.1. Interlokin-4 (1L-4) Diizeyi

Astimli ¢ocuklarin serum IL-4 diizeyleri saglikli kontrol gruplarina gére énemli Olcude daha
yuksek, kandaki IFN-y diizeyleri saglikli kontrol gruplarina gére oldukga diisiik olmustur (p =
0.04). Poliaromatik hidrokarbon (PAH) diizeylerinin astimli ¢ocuklarda daha yiliksek oldugu
gosterilmis ve yapilan hayvan ¢alismasi, PAH"1n astimda goriilen inflamatuar yanita en azindan
kismen aracilik eden IL-4 Gretimi Uzerindeki etkisini desteklemektedir (Al-Daghri ve ark.,
2014).

Diger sonuglar, IL-4 gen ekspresyonu ile serum IL-4 arasinda bir miktar korelasyon oldugunu
gostermistir. Tiim sonuclar, serum IgE ve IL-4 konsantrasyonunun astimlilarda astimli olmayan
kontrol grubundakilere gore onemli Ol¢lide daha yiliksek oldugunu gostermektedir. Bir gen
urind olarak serumda IL-4 gen ekspresyonu ile 1L-4 glikoprotein arasinda bir korelasyon
vardir. Astim ataklart sirasinda hastalarin %70'inde IL-13 mRNA ekspresyonu kontrol
grubundakilere gore artis gOstermistir. Sonu¢ olarak, bu calisma astimli hastalarda Th2
sitokinlerinin (IL-13 ve IL-4) gen ekspresyonunun Th1/Th2 dengesizliginde anahtar bir rol
oynadigina dair ek kanit saglasa da IL-13'0n rol daha énemlidir (Tavakol ve ark., 2007).

Astimin patogenezi, son yillarda hem yurticinde hem de yurtdisinda arastirmacilarin ilgisini
¢ekmistir. Sitokin ag dengesizliginin astimda kritik bir rol oynadigi yaygin olarak kabul
edilmektedir (Movahedi ve ark., 2008). Astim hastalarinin PB'sinde IL-4 ve IL-6 dlzeylerinin
daha yuksek, IL-12 diizeyinin ise daha diisiik oldugu gosterilmistir. Bagisiklik sisteminin
baslica Th2 sitokini IL-4, Th2 inflamasyonu sirasinda fibrozda anahtar rol oynayan inflamatuar
reaksiyonlarin giiglii bir uyaricisidir (Munitz ve ark., 2008). Daha 6nce yapilan bir ¢alismaya
gore, IL-4 astimin akut ve plato evrelerinde yiiksek oranda eksprese edilir, bu durum da
immiinolojik  disfonksiyonun astimin olusumunda ve ilerlemesinde rol oynadigim

gostermektedir (Kwon ve ark., 2008).

IL-4'0 hastaliga baglayan c¢aligmalarin ¢ogu skleroderma, astim ve tiiberkiiloza odaklanmistir.
Sadece astimda IL-42 proteininin ekspresyonu, ayak bilegi uzunlugundaki IL-4 izoformu ile
karsilastirilmistir (Luzina ve ark., 2012). Yapilan birkag arastirma, astim hastalarinda ve
kontrol gruplarinda tam uzunluktaki IL-4 mRNA ekspresyonunun miktarlarint karigik
sonuglarla degerlendirmistir (Glare ve ark., 1999). Daha sonra, stimiilasyona yanit olarak IL-42

ve tam uzunlukta IL-4 mRNA'larinin ekspresyonunda astimli hastalar arasinda onemli bir
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heterojenlik olmasina ve saglikli kontroller arasinda fark olmamasma ragmen, farkliliklari
aciklayan T hiicresi stimiilasyonunun olasilig1r disiiniilmiistiir. Bu bulgular, transkripsiyon
sonrasi diizenlemenin tam uzunluktaki IL-4 ve IL-42 protein duzeylerinin ilgili mRNA'lardan
daha giivenilir astim belirtecleri olmasina katkida bulunma olasiligima iliskin sonraki
aragtirmalara ilham vermistir. Bu, bir hastalikla ilgili olarak IL -42 proteininin varligini kesin
olarak gosteren ilk ¢alisma olmustur. Bu ¢alisma, IL -42'nin,, 6zellikle astim hastalarindan
alman T hiicrelerinde dogal olarak bir protein olarak iiretildigini, ancak saglikli kisilerin T
hiicrelerinde iiretilmedigini; 1L-42 {iretiminin kinetiginin, tam uzunluktaki IL-4'lnkinden farkli
oldugunu; ve karsilik gelen mRNA'larindan ziyade her iki proteini de 6l¢gmenin daha faydali
bilgiler saglayabilecegini gostermistir (Luzina ve ark., 2012).

Artan mukus Uretimi ve B hicrelerinden IgE sentezi, IL-4 tarafindan indiiklenir. IL-4,
eozinofilleri, bazofilleri, monositleri ve T-lenfositleri kan damarlarina ¢eken vaskiiler hiicre
yapisma molekiili 1'in (VCAM-1) goriintiilenmesine yardimci olur. IL-4, B-hiicresi lenfoma-2
(BCL-2) tiikkenmesini veya Fas ligandinin (FasL) Fas (cd32) reseptoriine baglanmasini
engelleyerek apoptozu inhibe ederek akut alerjik reaksiyona neden olur. Artan bir IL-4 dlzeyi
asttmli hastalar iizerinde Onemli bir olumsuz etkiye sahip oldugundan, IL-4 miktarinin
diistiriilmesi astim fenotipini 6nemli 6lciide azaltacaktir. Astimli hastalarda serumda ve mukus
akintisinda 1L-4 diizeyleri goriiliir. Hafif astimlilar IL-4 ile nebulize edildiginde siddetli astim
gelistirmislerdir (Steinke ve ark., 2001). Vicutta IL-4 ve IL-13 genellikle daha diisiik
konsantrasyonlarda bulunur. Viicut homeostatik konsantrasyonundan saptiginda, daha biiyiik

konsantrasyonlarda ifade edilirler (McCormick ve ark., 2015).
5.4.2. Interlokin-5 (I1L-5) Diizeyi

Hem atopik hem de atopik olmayan astimda, IL-5, hava yolu inflamasyonuna aracilik eden
temel bir sitokin olarak onerilmistir (Virchow ve ark., 1996; Hogan ve ark., 1997). Bu fikir,
mevcut arastirmadaki normal kontrol grubundakilere kiyasla atopik ve atopik olmayan
asttimlilarda artan IL-5 diizeyleri ile desteklenmektedir. Atopik ve atopik olmayan astimlilar
arasinda serum IL-5 diizeylerinde anlamli bir fark olmamistir (Alexander ve ark., 1994). Akut
asttimda IL-5 diizeylerinin yiikseldigi kanitlanirken, bu durum, hastalarin biiyiik ¢ogunlugunu
olusturan daha az siddetli astimlilarda diizeylerin yiikseldigi ilk kez gdsterilmis olup Serum IL-
5 diizeylerinin orta derecede kalici astimlilarda hafif kalic1 astimlilara gore daha yiiksek oldugu
gosterilmistir. Sistemik IL-5 diizeylerinin daha once yapilan bir arastirmada akut siddetli

asttmlilarda arttig1 gosterilmis, ancak oral glukokortikoidlerle tedaviden sonra dramatik olarak
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diismiistiir. Serum IL-5 diizeyleri ise normal kontrol grubundakilerden daha yiiksek kalmistir

(El-Radhi ve ark., 2000).

Atopik astimlilar ve atopik olmayan astimlilar, normal kontrol grubundakilerden 6nemli dl¢iide
daha yuksek medyan serum IL-5 diizeylerine sahip olmustur. Bununla birlikte, atopik ve atopik
olmayan astimlilar arasinda medyan serum IL-5 diizeylerinde énemli bir fark olmamistir. Orta
derecede kalici astimda ortalama serum IL-5 diizeyi, hafif diizeyde kalic1 olmayan astimlilardan
anlamli derecede yiiksek olmustur (p= 0.13). Diizenli inhale steroid alan astimlilar, inhale
steroid kullanmayanlardan (10.2 pg/ml) 6nemli Olgiide farkli olmayan medyan kan IL-5

diizeylerine sahip olmustur (Joseph ve ark., 2004).

Astim patofizyolojisi, T yardimci (Th) hiicreleri tarafindan salinan sitokinlerin dengesizligi,
Th2 tipi sitokinlerde (IL-5, IL-4 ve IL-13) artis ve Thl sitokinlerinde azalma ile
iliskilendirilmistir. Sitokin IL-4, alerjik inflamasyonun gelisiminde 6nemli bir role sahiptir.
Astimli hastalarda, immiinoglobulin E iiretimi i¢in 6nemli bir kofaktér olan IL-4 ve
eozinofillerin son farklilasmasindan, aktivasyonundan ve iyilesmesinden sorumlu olan IL-5'in

serum duzeyleri daha yiksektir (Lama ve ark., 2011).

Daha yuksek duzeylerde 1L-4 iiretimi ile astimda Th2 sitokinlerinin artmig bir ekspresyonu var
gibi gorunmektedir (Lama ve ark., 2011; Corry ve ark., 1999). Astimli ¢ocuklardan alinan
dolasimdaki PBMC'lerde daha yiikksek IL-4 m RNA ekspresyonu, artan serum IL-4
ekspresyonu ile eslesmistir. Astimli katilimcilarin direttigi balgamin hiicresel bileseninde
Olivenstein ve ark. (1999), artan sayida eozinofil ve IL-4 ve IL-5 mRNA pozitif hicreleri
bulmustur. IL-5, eozinofil farklilagmasi, gelisimi, aktivasyonu, hayatta kalmasi ve hava
yollarinda bulunmasi i¢in en kritik biyolojik faktordiir (Fulkerson ve ark., 2013; Varricchi ve
ark., 2016). Sonug olarak, bu sitokin, eozinofillerin apoptozunu destekleme egiliminden dolay1
tipik olarak kortikosteroidlerle tedavi edilen eozinofilik astimin patofizyolojisinde 6nemli bir
rol oynamaktadir (Zhang ve ark., 2000). Akut eozinofilik astim ise, bronsiyal mukustaki IL-5'in
asir1 bollugu nedeniyle her iki tip kortikosteroide karsi direnglidir ve bu sayede bu ilaglarin
eozinofiller tzerindeki proapoptotik etkilerinin stesinden gelebilir (Dunican ve ark., 2017).
IL-5, eozinofilik astimdan sorumlu en 6nemli patojenik aract oldugundan, anti-astim biyolojik

tedavisi icin kritik bir terapotik hedeftir (Pelaia ve ark., 2019).
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5.4.3. 1L-4 (rs2243250) Gen Polimorfizmlerinin Genotiplenmesi

Yapilan birkag¢ vaka kontrol replikasyon ¢alismasi, 1L-4 geni rs2243250 polimorfizmi ile astim
riski arasindaki baglantiyr ortaya ¢ikarmaya calismistir. Ancak bu daginik sorusturmalar, bazi
farkliliklar nedeniyle uyumsuz raporlar ortaya ¢ikarmistir. Deneklerin 1irk farkliliklari, hasta
tan1 kriterlerindeki cesitlilik ve kiigiik 6rneklem boyutlarinin tiimii, bu tiir diizensiz sonuglara
sebep olan faktdrler olabilir (Lilly, 2005). Astimda, tip 2 immiin sitokinlerin IL-4, IL -5 ve IL-
13'Un hava yollarinda zararli inflamatuar siirecleri uyardigt T yardimcir 2 yanitlariin
hiperaktivitesi vardir. Antijen tehdidinden once IL-4 gen plazmitlerinin lokal enjeksiyonunun
farelerde hava yolu asir1 duyarliligini ve eozinofil olusumunu arttirdigi gésterilmistir (Fu ve
ark., 2006). 1L-4 genindeki (rs2243250) polimorfizmi, astim riski ile ilgili olarak kapsamli bir
sekilde incelenmistir. T alelinin, C alelinin aksine transkripsiyon faktorii baglanma afinitesini
arttirdi@r ve bunun IL-4 mRNA asir1 ekspresyonu ile sonuglandigi gosterilmistir (Carr ve ark.,
2018).

Sonug olarak, IL-4 geninin rs2243250 SNP'sinin IL-4 ekspresyonunu ve dolayisiyla astim
duyarliligini etkilemesi biyolojik bir nedenidir. Daha 6nce yapilan bir meta-analiz ¢aligsmasi,
IL-4 geni SNP ile astim riski arasindaki baglantiyr ortaya koymaya caligilmistir. Wang, E. ve
dig. (2020)'a gore, IL-4 geni SNP'nin T aleli astim riskini arttirmistir. Genel olarak, T aleli olan
kisilerde astim riski (%24) CC homozigot modeline sahip olanlara gore daha yiiksek olmustur.
Bu Kafkas polimorfizminin iligkisi alt grup analizi ile kesfedilmistir (Wang ve ark.,2013).
Ayrica 2013 yilinda Nie ve ark. (2013), 7345 vaka ve 7819 kontroliin yer aldigi 40 makaleyi
iceren bir meta-analiz yayinlamistir. Bu meta-analizde TT'ye karst CC ve CT'ye karst CC
modellerinin yiliksek astim riskiyle dnemli dl¢tide iligkili oldugu gosterilmistir. Diger taraftan,
Zhang ve ark., (2015), 3427 vaka ve 4247 kontroliin yer aldig1 17 vaka kontrol galismasina
dayanarak, IL-4 1s2243250 polimorfizminin ¢ocuklarda astim riskinin artmasiyla iliskili
oldugunu bulmustur. Yakin zamanda yapilan bir meta-analizde IL-4 geni rs2243250
polimorfizminin hem ¢ocuklarda hem de yetiskinlerde tiim etnik gruplarda bir duyarlilik riski
oldugu bulunmustur. Yapilan bir literatiir taramasi, 9572 vaka ve 9881 kontrolii iceren 49
makaleyi ortaya koymustur. IL-4 geni rs2243250 polimorfizminin (baskin, ¢ekinik, alelik ve
TT'ye kars1 CC, ancak CT'ye kars1 TT modelinde olmamakla beraber) modellerde astim riskini
arttirdig1 bulunmustur (Kousha ve ark., 2020).

Hem astim hem de alerjik rinit, T-2979G'de oldugu gibi SNP 152243250 ile anlaml bir sekilde
baglantili olmustur (astim i¢in P=0,001 ve alerjik rinit i¢in P=0,001). Astim ve alerjik rinit
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gruplarinda en yaygin genotipler SNP rs2243250 i¢in TT ve SNP rs2227284 i¢in GG olmustur.
rs2070874, Pakistan popiilasyonunda incelenen iki atopik solunum yolu hastaligindan herhangi
biriyle baglantili olmamasina ragmen, rs2243250'nin astim ve alerjik rinit ile baglantili oldugu

gosterilmistir (Micheal ve ark., 2013).

5.5. Klinik Ozellikler ile IL- 4 rs2243250 Genotipleri Arasindaki iliski

Yeni yapilan bir meta-analiz, digerlerini reddederken, 6nceki bir meta-analizin bazi bulgularini
dogrulamistir. Tiim genetik modellerde, IL-4 geni rs2243250 polimorfizmi astim riskini
artirmustir. Ayrica, yasa gore bir alt grup calismasina gore, IL-4 geni rs2243250 polimorfizmi,
cocuklarda ve yetiskinlerde astim riski ile biiyiik olgtide iligkili olmustur (Kousha ve ark.,
2020). rs2243250 TT genotipine sahip olanlar, CC ve TC genotiplerine sahip olanlardan dnemli
Ol¢iide daha diisiik serum IL-4 konsantrasyonlarina sahipken, rs2227282 CC genotipine sahip
hastalar, GC veya GG genotiplerine sahip olanlardan daha yiksek serum IL-4 diizeylerine
sahip olmustur. Bulgularimiz, diisiik serum IL-4 diizeylerine bagh IL-4 polimorfizmlerinin Cin
popiilasyonunda astim (AS) gelisimindednemli rol oynayabilecegini diigiindiirmektedir (Liu ve
ark., 2016). AS grubunun IL-4 serum konsantrasyonlari kontrol grubununkinden ¢ok daha
yiikkse olmakla beraber bu fark istatistiksel olarak anlamli olmustur. IL-4 dizeyleri,
1s2243250'ye geldiginde, TT genotipli AS hastalarinda CC ve TC genotiplerine sahip
olanlardan Onemli Olgiide daha diisiik olmustur. Ayrica, rs2227282 GG genotipine sahip
hastalar, GC ve CC genotiplerine sahip hastalardan daha diisiik miktarlara sahip olmustur.
Kontrol grubundaki serum IL-4 dlzeyleri ise rs2243250 veya rs2227282 genotiplerinden
etkilenmemistir (Liu ve ark., 2016).

Astim ve alerjik rinit gruplarinda en yaygin genotipler SNP rs2243250 i¢in TT ve SNP
1s2227284 i¢cin GG olmustur. rs2070874, Pakistan popiilasyonunda incelenen iki atopik
solunum yolu hastaligindan herhangi biriyle baglantili olmamasima ragmen, rs2243250'nin
astim ve alerjik rinit ile baglantili oldugu gosterilmistir (Micheal ve ark., 2013). Yeni yapilan
bir meta-analiz, digerlerini reddederken, Onceki bir meta-analizin bazi bulgularini
dogrulamistir. Ayrica, IL-4 geni rs2243250 genotipleri, yasa gore alt grup analizine gore
cocuklarda ve yetigkinlerde astim riski ile 6nemli Olgiide iligkili olmustur. Ek olarak, etnik
kokene dayali alt grup analizi, Asyalilar, Amerikalilar ve Avrupalilar arasinda onemli bir
baglant1 bulmustur. rs2243250 TT, CT ve CC (vahsi tip) genotipleri, diyabetik nefropatili (DN)
hastalarinda sirasiyla %3,2, %29,4 ve %67,4 ve kontrol gruplarinda %2,7, %34.4 ve %62,9

oranlarinda bulunmustur. Cinsiyet, yas, diyabet siliresi ve glikasyonlu hemoglobin igin
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dizenleme yapildiktan sonra, lojistik regresyon analizimiz rs2243250 ile DN riski arasinda
hicbir baglanti olmadigin1 ortaya c¢ikarmigtir. Sloven T2DM hastalar1 alt grubumuzda, IL-4
rs2243250 DN ile baglantili degildir (Zavr$nik ve ark., 2018).

5.6. IL- 5 rs2069812 Gen Polimorfizmlerinin Genotiplendirilmesi

IL5, eozinofilide kritik bir unsur oldugundan, astimda goriilen doku hasarmin bir kismindan
sorumlu olabilir (Renauld, 2001). Yapilan baska bir ¢alisma, IL-5 C-703T polimorfizminin TT
genotipi ile astimli ¢ocuklar arasinda bir baglanti bulmustur. Ayrica, TT genotipi, daha yiliksek
kan IL-5 diizeyleri ve daha yiiksek bir mutlak eozinofil sayisi ile baglantili olmustur. IL-5 C-
703T'nin CT genotipi yiiksek toplam serum IgE ile baglantiliyken, IL-5 C-703T polimorfizmi
cocuklarda astimla iliskilendirilmistir. Ayrica, 1L-5 C-703T polimorfizmi, eozinofil sayisinin
yani sira IL-5 diizeylerini de etkilemektedir. Irakli astimli ¢ocuklarda, IL-5 C703T'nin TT
genotipinin hafif astim i¢in bir risk faktorii oldugu diistiniilmektedir (Hameed ve ark., 2019).
Benzer bir sonug, IL-5 genlerindeki polimorfizmlerin atopik bronsiyal astim duyarliligina
sebep oldugunu ve hastaligin klinik ilerlemesini tahmin edebilecegini iddia eden Ruslarda da
bulunmustur (Freidin ve ark., 2003) Ancak bulgulari, IL-5 geninin C-703 varyanti ile atopik
bronsiyal astim arasinda bir baglantiya isaret etmektedir. 30 astimli ve 30 astimli olmayan
katilimeiyr igeren bir ¢alismada Pereira ve ark. (1998), IL-5 C703T gen kodlama bdélgesinin,
promotorinin ve reseptdriiniin mutasyonlarinin, astima kalitsal bir egilimin yaygin nedenleri

olma ihtimalinin diisiik oldugunu belirtmistir (Pereira ve ark., 1998).

Yapilan ¢alismalara gore, IL-5 T-746C polimorfizmi, Koreli ¢cocuklarda ve Cinli populasyonda
astim siddetinin spirometrik indeksleri ile baglantili, fakat astim varlig1 ile baglantili olmamistir
(Hong ve ark.,2005). Allel C-703 ILS5 ile bronsiyal astim (BA) arasinda anlamli bir baglanti s6z
konusu olmustur (p = 0.007). Bu bulgular, IL-4 ve IL-5 gen polimorfizmlerinin atopik astima
yatkinlikta bir rol oynadigin1 ve hastaligin klinik sonucunu etkileyebilecegini isaret etmektedir
(Freidin ve ark., 2003). C-703T (gecis), IL-5 promotor bolgesinde konumlandirildigindan,
genin ekspresyonunu ve sonug olarak interlokin-5 diizeyini degistirme potansiyeline sahiptir.
Bu sitokinin, daha sonra hava yolu inflamasyonunuin uzamasina ve gelismesine katilan
eozinofilleri uyarma yetenegi, BA patofizyolojisindeki 6nemini tamimlamistir (Pelaia ve ark.,
2019). C-703 aleli ile BA arasinda bir baglantinin bulunmasi géz 6niine alindiginda, genin bu
versiyonunun T-703 alelinden daha yiiksek bir diizeyde eksprese edildigine ve bunun da BA'ya
yatkin hale gelen interlokin-5 iiretiminin artmasina neden olduguna inanmak mantiklidir

(Freidin ve ark., 2003). IL-5 ortak polimorfizmlerinin BA ile baglantili olduguna dair daha
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once bir kanit s6z konusu olmamigstir. 30 BA hastas1 ve 30 saglikli insandan olusan bir gruptaki
IL-5 ve IL5RA genlerinin dizileri, hi¢bir varyant gostermemis ve bu durum, bu genlerdeki
polimorfizmlerin BA fenotipine katkida bulunma olasiliginin diisiik oldugu sonucuna yol

agmustir (Wang ve ark., 2013).

IL-5'in  C-703 alleli ile BA arasindaki baglanti géz Oniine alindiginda, siddetli astimi olan
hastalarda, hastaligin hafif formlarmma sahip olanlara kiyasla TT IL-5 genotipinin yuksek
prevalanst kafa karistirict goriinmektedir: bir alelin hastalifa sebep olurken, diger alelin,
siddetli bir asamaya ilerlemesine neden oldugunu anlamak zordur. CC IL-4 genotipine sahip
dort kisi de incelenen 6rneklerde TT IL-5 genotipine sahip olmustur (yaklasik yiizde 67). Sonug
olarak, TT IL-5 genotipi ile siddetli BA arasindaki baglantinin tesadiifi olmas1 miimkiindiir. C-
703T IL-5 gen polimorfizmi bir BA (alel C) ile iligkilidir (Freidin ve ark., 2003).

5.7.  Klinik Ozellikler Ile IL-5 rs2069812 Genotipleri Arasindaki Iliski

Astimli hava yolunda IL-5, T helper tip 2 (Th2) yanitlarinin aktivasyonunda rol oynayan kritik
bir sitokindir. TT genotipine sahip astimlilarla karsilastirildiginda, TC/CC genotipine sahip
olanlar, stafilokok enterotoksinleri A'ya (SEA) kars1 serum spesifik IgE'nin 6énemli 6l¢tuide daha
fazla meydana geldigini, daha yiiksek toplam IgE diizeyleri (ve daha diisiik provokatif
konsantrasyon (PC20) metakolin diizeyleri) goOstermistir. Bu bulgular, IL-5 promotor
polimorfizminin, SEA'ya serum toplam ve spesifik IgE yanitlarin1 artirdigin1 ve yetiskinlerde
astimli hava yolu asir1 duyarliligin1 potansiyel olarak artirdigini isaret etmektedir (Losol ve

ark., 2013).

Remisyonda Graves hastaligi (GD) olan hastalarda IL5746T varyantinin prevalansi daha
yiiksekt olmas1 azalmig IL-5 diizeyleriyle baglantili olabilir (P = 02029, OR = 2+00) (Inoue, ve
ark., 2011). Astimli ¢ocuklar, IL-5 C-703T polimorfizminin TT genotipiyle baglantili olmustur
(P: 0.033). Ayrica, TT genotipi, daha yiiksek kan IL-5 diizeyleri ve daha ylksek bir mutlak
eozinofil sayist ile baglantili olmustur (sirasiyla P = 0.008 ve 0.021). IL-5 C-703T'nin CT
genotipi ise yiliksek toplam kan IgE diizeyi ile baglantili olmustur (P 0.001) (Hameed ve ark.,
2019). IL-5 C-703T polimorfizmi ¢ocuklarda astimla baglantilidir. Ayrica, IL-5 C-703T
polimorfizmi, IL-5 diizeylerinin yani sira eozinofil sayisin1 da etkilemektedir. Irakli astimli
cocuklarda, IL-5 C703T'nin TT genotipinin hafif astim i¢in bir risk faktorii oldugu
diistiniilmektedir (Hameed ve ark., 2019).
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Daha once yapilan bir ¢alismada, kan eozinofilisi ile IL-5 arasinda gii¢li bir iliskiden soz
edilmistir (Agache ve ark., 2016). Yapilan diger ¢alismalar astimli hastalarda artmis bir IL-5
ekspresyonunun oldugu ve bu ekspresyonun eozinofili otoregiile edebilecegi ve eozinofil
sayilarini artirabilecegi sonucuna varmistir (Kouro ve ark., 2009). Diger arastirmacilar, IL-5'in
biyolojik etkilerinin en iyi sekilde eozinofiller tarafindan karakterize edildigini bulmuslardir
(Takatsu ve ark., 2008). Bunun nedeni, IL-5in eozinofillerin olgunlasmasindan,
aktivasyonundan, c¢ogalmasindan ve hayatta kalmasindan sorumlu olanin anahtar sitokin

olmasidir (Pelaia ve ark., 2017).
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6. SONUCLAR

1. Astim hastaligi ile yas, cinsiyet ve sigara kullanimi arasinda pozitif bir iliski s6z konusu

olmustur.
2. IL-4 ve IL-5 diizeyleri, astiml1 hastaligin prognozu i¢in belirtegler olarak kullanilabilir.

3. IL-4 (rs2243250)'deki yaygin varyantlar ile astim riski arasinda iliskiler s6z konusu
olup, mutant heterozigot genotipler (CT) astim riski agisindan anlamli derecede daha

yiiksek ve T alel siklig1 astimli hasta ile anlamli olarak ilisgkili olmustur.

4. 1L-5 (rs2069812) ile ilgili olarak, T aleli astimli hasta, CT ve astim hasta prevalans ile
iliskili CC genotipleri i¢in potansiyel riske sahip olabilir.

5. (IL-4) (rs2243250) ve IL-5 (rs2069812) genotipleri arasinda 1L-4, IL-5 duzeyleri ve yas

ile pozitif bir iliski s6z konusu olmustur.

Oneriler

PCR-RFLP, basitligine ve kullanim kolayligina ragmen, bilinmeyen mutasyonlari tespit
etme yetenegine sahip degildir. Ote yandan, PCR-SSCP'nin karmagsikhigina siklikla
kesfedilmemis mutasyonlari tespit etme yetenegi eslik etmektedir. Sonug olarak, PCR-
RFLP'nin basitligi ile PCR-SSCP'nin yiiksek hassasiyetini birlestiren giivenilir, verimli ve
uygun maliyetli bir yaklasima acilen ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu genetik belirtegler Irak
popiilasyonunda 6nemli bir astim riski kaynagi olabilir ve ¢ok sayida ornekle daha fazla
arastirtlma yapilmas:  gereklidir. SNP'ler ve bunlarin astimin gelisimi ve ortaya
cikmasindaki olasi rolii hakkinda daha fazla c¢alisma Onerilmektedir. Astim hastaliginda
genetik yatkinligi belirlemek i¢in, diger etnik kokenlerden daha biylk Orneklerle
arastirmalar yapilarak, diger genlerin katkisin1 ve astimli hastalarda onleyici ve/veya tedavi

edici miidahaleleri anlamamiza yardimci olacaktir.
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