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ONSOZz

Calismamin gergeklesmesinde sagladigi olanaklarin yam sira her asamada
degerli destegini esirgemeyen ve yetismemde kiymetli bilgileri ile bulundugu
katkilar, gogterdigi yakin ilgi ve yardimlarindan dolay: degerli hocam ve danismanim
Sayin Prof. Dr. Mustafa SOLAK’a, tezimin deneysel asamasindaki desteginden
dolay1 degerli hocam Sayin Yrd. Dog¢. Dr. Hale SAMLI'ya, tezimin yazim
asamalarindaki destek ve katkilarindan dolay: degerli hocam Sayin Yrd. Dog. Dr.
Murat TOSUN'’ g, tezimin yazim ve sunum asamalarindaki tim destegi icin Ars. Grv.
S. Handan YILDIZ’a ve tim ¢alisma arkadaslarima tesekkr ederim.

Ayrica tum destegi ve yardimlarindan dolay: Sayin hocam Dog. Dr. Y Uksel
ARIKAN'a ve camm annem Aysel SOYLEMEZ ve camm babam Ahmet
SOYLEMEZ' e tesekkiirti borg bilirim. .
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiziNi

KOAH Kronik Obsturiktif Akciger Hastalig1
del Delesyon

DNA Deoksiribonikleik asit

ELISA Enzim linked immuno sorbent assay
EDTA Etilendiamintetraasetik asit

kb Kilobaz

pl Mikrolitre

mut Mutasyon

PCR Polimeraz Zincir Reaksiyonu
rpm Revolution per minute

TMB 3,3',5,5 - TetraMetil Benzidin
TBE Trisborat EDTA

wt Y abanil tip (wild type)

HRP Horse Radish Peroksidaz

Rpm Revolution per minute

Ala Alanin

Arg Arjinin

Asn Asparajin

Cys Sistein

Arg Arjinin

Leu Ldsin

Pro Prolin

Ser Serin
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Phe Fenilalanin
Gly Glisin

Glu Glutamik asit
Thr Threonin

lle Izol6sin

Met Metionin
Asp Aspartik asit
His Histidin

Lys Lizin

GIn Glutamin
val valin

Trp Triptofan
Tyr Tirozin
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Vii

OZET
Alfa 1 antitripsin geni 14. kromozomun uzun kolunda (14g32.1) yer almakta olup, 5
ekzon ve 4 introndan olusur. 12301 b¢ uzunlugunda olan Alfa 1 antitripsin geni
karacigerde eksprese olur ve 394 aa'lik tek bir polipeptit zincirinden olusan, 52kDa
bir glikoprotein olan Alfa 1 antitripsin proteinini kodlar. Bu arastirmada, Afyon
Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Goglis Hastaliklari Poliklinigi ile
Afyonkarahisar Goglis Hadtaliklari Hastanesi’nde KOAH tamisi alan ve Anabilim
Dalimiz Tibbi Genetik Laboratuvarina refere edilen toplam 40 erkek olguda PCR-
ELISA yontemi kullanilarak AAT geninde yaygin olarak gozlenen S,Z ve M
alellerine ait genotipleme ¢alismast yapildi. Calisilan 40 olgunun timiinde PiM /
PiM genotipi saptandi. Veriler literatir 1s1ginda degerlendirildi. Bolgesel olgulara
iliskin mutasyon degerlendirilmesi icin daha genis olgu serisinin calisiimasi

gerekildigi kamsina varildi.
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viii

SUMMARY

Alpha 1 antitrypsin gene locates in long arm of the 14™ chromosome (14932.1) and
constructed by 5 exon and 4 intron. o, antitrypsin gene which is 12301 base pair long
is expressed in liver and codes a; antitrypsin protein which is a 52 kDa molecular
weight glycoprotein and single polypeptide chain containing 394 amino acids. In this
study, 40 male patient’ blood samples which have chronic obstructive pulmonary
disease, referred from Afyonkarahisar Kocatepe University Faculty of Medicine
Department of Respiratory Disease and Afyonkarahisar Respiratory Disease Hospital
to our department were studied. S, Z and M allele genotype were analyzed with
PCR-ELISA method. All of patients had PiMM genotype.

Data collected from study and literature were combined and interpreted. This study
shows that regional mutation analyses needs to be widespread data collection.
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1. GIRIS:

Alfa 1 antitripsin (AAT) 52 kDa agirhiginda ve karacigerde Uretilen salgisal bir
glikoproteindir. Alfa 1 antitripsin Serin Proteaz inhibitér Ust Ailesinin (SERPIN)
prototipik bir Uiyesi olup akut faz proteinleri icinde yer alir ve serin proteazlarin dolasim
ve dokudaki baslica inhibitériidir .

Alfa 1 antitripsin geni, serpin peptidaz inhibitor, alpha 1 antiproteinaz, antitripsin
geni olarak daisimlendirilir. Bu isimlerin yamnda A1A, A1AT, A1IAT_HUMAN, afa1l
antitripsin, Pl, PI1 olarak da tammlanmaktadir. AAT 14. kromozomun uzun kolu
Uzerindeki bir gen tarafindan kodlanir. AAT geninin lokalizasyonu 14q32.1 seklindedir.
AAT geninin pek cok varyanti bulunmaktadir. En sik goridlen iki varyant, nokta
mutasyon tarzinda olan S ve Z varyantlaridir.

AAT nin 6nemi, eksikligi durumunda ortaya cikan akciger amfizemi ve diger
kronik enflamatuar durumlar sonucu ortaya gikmustir 2.

AAT nin bir serin proteaz inhibitort olma yamnda degisik 6zellikleri de mevcuttur.
Bu 0Ozellikler daha cok AAT mutasyonlart sonucunda ortaya ¢ikan klinik tablolarla
ortaya konmustur. Ornegin, PiZ mutasyonu hem hepatosit * hemde akcigerlerde *
protein yapimi ve beraberinde bunlarin polimerizasyonuna neden olur. Bu polimerize
AAT proenflamatuar olup fagositik hiicreler icin kemoatraktan rol oynayabilir. Ayrica
AAT oksidatif inaktivasyonu bu antiproteazin lokal diizenlenmesinde énemli rol oynar®.

AAT nin ana fonksiyonu dokulari1 notrofil elastaz enzimine karsi korumaktir.
AAT nin akcigeri proteolitik ataklara kars1 korumadaki yetersizligi sonucu; panlobular
amfizem, astim, bronsektazi ve Wegener granilomatoz'u gibi hastaliklar ortaya
cikmaktadir'®.

az-antitripsinin en yaygin gorulen formlari, nokta mutasyonlar: sonucu olusan S
ve Z varyantlaridir. S ve Z varyantlarimin heterozigot ve / veya homozigot dizeyde
varligi serumda farkli dizeylerde oj-antitripsin varhg: ile sonuglanmaktadir. Bu
farkililik pek cok gesitli hastalik icin predispozisyon olusturmaktadr ° .

Bu arastirmada, Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Gogus
Hastaliklar1 Poliklinigi’nde ve Goglis Hagtaiklart Hastanes’ nde KOAH tamist alan
ve Anabilim Dalimiz Tibbi Genetik Laboratuvarina refere edilen olgularin ;-

antitripsin genine ait M, S ve Z aelleri agisindan genotiplenmesi 6ngorilmistir.
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2. GENEL BILGILER

Alfa 1 antitripsin geninin en ¢ok kullanilan adh serpin peptidase inhibitor clade A
(alpha 1 antiproteinaz, antitripsin)’dir. Bu ismin yam sira degisik isimlerle de
adlandirilir. Bu isimler; A1A, A1AT, AIAT_HUMAN, apha1 antitripsin, PI, PI1
olarak ifade edilmektedir. 14. kromozomun uzun kolunun 32.1 bdlgesinde yer alan
AAT geni 12301 baz cifti uzunlugunda olup, 5 ekzon ve 4 introndan olusur®.

Kalitsal hastaliklar icinde en sik gozlenenlerden birisi olan AAT eksikligi;
karaciger hastalig1 (yukselmis karaciger enzimleri, neonatal hepatit, kronik karaciger
hastaligi, siroz ve karaciger kanseri ), akciger hastaligi (astim, kronik bronsit,
amfizem, KOAH ve bronsiektazi) ve cilt hastaliklar1 (panniculutis) ile kendini
gogerir. AAT eksikliginin, 14. kromozom Uzerinde bulunan proteaz inhibitor (Pi)

genindeki mutasyonlardan kaynaklandig: gosterilmistir® .

KOAH gelisiminde en onemli risk faktorleri sigara kullammi, meslek
nedenlerle maruz kalinan etkiler ve AAT eksikligidir. KOAH1n, bireysel genetik
duyarlilik ile olumsuz cevre faktorlerinin karsilikli etkilesimi sonucu gelistigi
bildirilmektedir”®.

2.1 Alfa 1 Antitripsin Geni ve Alfa 1 Antitripsin Proteini

Alfa 1 antitripsin geni 14. kromozomun uzun kolunda (14g32.1) yer almakta olup, 5
ekzon ve 4 introndan olusur. 12301 b¢ uzunlugunda olan Alfa 1 antitripsin geni
karacigerde eksprese olur ve 394 aa lik tek bir polipeptit zincirinden olusan, 52kDa
bir glikoprotein olan Alfa 1 antitripsin proteinini kodlar ° (Sekil 1).
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14p13 oo

1dplz — —

1dp1 2

1dqlz
1412 .2
1dq21 2
14921 3
1dq.22.2

1423 1
14923 3

1dqzd 2

149311
14931 .3 |
143z 12

1dq3z 2
14q32 22

Sekil 1. 14. Kromozom ve AAT geninin lokalizasyonu

AAT geni 14. kromozom uzerinde serpin ailesinin proksimalinde, diger

antiproteaz genlerin (alfa l-antikimotripsin, kortikosteroid-binding globulin ve

protein C inhibitorii genleri) uc noktasinda yerlesmistir®.

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681

t gggcaggaa
gt cct gagct
ct gct gccag
tcct gt gect
gacattgctg
ggggtcattg
accgagggca
gcggaat atc
gct gcaggga
ct gaaaggag
gaaagct ctt
ggagggcagc
tgaactgttg
attttacaga
gccagt aagt
ct ggt agagc
tgcactcatc
tgcgggt t gc
t ggggcccca
aggcct ccaa
gatcacactg
cctcctectg
t aaagagcct
t gaaacttcc
gcct gect ga
cacggccccce
cgggaccatc
tctccgcet ct

agggceggceag

ct gggcact g
gaaccaagaa

gaat t ccagg
gccagaagag
ctgctgctca
t gcagat ggg
ggcgacct ca
cattcagcca
agggagct ca
ggt ggt acct
caagt gt ggc
at caggaggg
cattttaatc
t agggaaat t
gggttccctg
cccaaggt gg
cattcact ct
acagcgggeg
ct agcct caa
caaccccaga
gttttccagg
ct ct gagcag
act gt gt gcc
aactctttgg
ggcagcacag
cat gccagcc
aagagggt gt
gagcctgttt
taagtcttca

t gcccagggce
ggaggagggyg
tt ggaggggc
acagagcttg
ctcagttcca
aaaacaaagg
accacagccc
gct cagggga
gagagaaggg
actcccttca
ccaccccacc
gctttctggg
ct cacagcag
gaggct cgga
gt ct gaat gt
aggcat aaat
gcaagt at ct
at gcaatctg
ccct gt acct

gt gggggcca
agcaaaaaca

cct ggggggc
aggcacttca
gat gcaggt g
ctcttcttta
t gacggt t gt
ttgtgtctaa
cctcat ct gt
gcat caggca

at gcact gcc
gt cgggectc
ggcaacct cc
aggagagct t
caggt gggag
cccagagagg
agt gct ggag
aggacagggg
gaggggagt ¢
cagggt aact
ccagt gacac
cacacccagt
ct caacaagg
gcggt t aaac
gt gt gct gga
gggact ggt g
acggcacgt a
atttaggctt
cccctcecct
t gt at ccaaa
gaaacaggcc
agact aagca
cccgaggceac
aaacagttcc
cagat gt gct
gtctgcctca
ggct gact gg
caaat gggct

ttttgggotg
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t ccacgcagce
cgaggaaggc
t gccagect t
gaggagagca
ggacagcagg
ggaagaaat g
ct gt gagt gg
ccct gaagec
t gagct cagt
gaat gagaga
cagcccctga
acccgtct ct
t acat accgt
aact cacct g
ggatcctgtg
aat gacagaa
cgccagct cc
tt aaagggat
ccacccccag
gaaact ccaa
t gaggct ggt
gagggct gt g
ttcacaagca
t ggtt cagag
tccccacctc
gtcat gctcc
gtaactttgg
ct aacccact
act cagt aaa

aaccct caga
ct agccgcetg
caggccactc
ggaaaggt gg
gcttagagtg
cccaggagct
at gt agagca
aggggat gga
ttcccget g
ct gcct ggag
cacgggggag
gagctttcct
caccat cccc
aggcct caca
ggt cact cgc
ggggcaaaaa
caagcaggtt
t gcaat caag
cagt ct ccaa
gct gt at acg
caaaat t gaa
cagacccaca
tgct t gggaa
aggt gaagcg
taccct gt ct
atttttccat
at gagcggtc
ct gatctccc
t ggt agat ct
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1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581

t gct accagt
tactctccca
ggtttctgag
caggcaaagc
cctgtttgcet
gttgcccctc
t caggcacca
tctggagagg
gggt t gt gga
gctcctattt
ggt cccccect
gt gt ct aggt
agcaacaaag
tgtctgttgt
cccttctata
ttctccatcc
aaaat gggcc
aagct gt gag
accaggccac
agtgtgattc
aaat cacaca
acct ggccect
ct gggct gga
tgttctcttg
acct t gat ct
gt caaaaaga
gcagcaat ag
gcattttatg
caggaaact g
gt t gacgt gg
tcttcattta
gt acacagag
catttaggat
taat gctctt
t agggt aagc
aagt gt ggca
ggcaggcagt
ct gct gagca
gaagaaat ct
cctcacct gg
cttttctcca
gccccct gee
acaggttgtt
cccttatttt
cctgtccctg
aagcct t cat
gccagat ggc
gggt gt gec
ggaacagctt
attct gacat
ct gggaaagc
ccct gaccct
t gt gacacca
t cgccaccct
gagggcacct
cagat gccat
cactttggga
acacggt gaa
cctgtaat cc
aggt tt cagt
tgtct caaaa
cccageccca
aaggccaagt
gccact cagc
gccct gt aat

ggaacagcca
gagact gt ct
ccaggt acaa
gt ccgggcag
cctccgat aa
t ggat ccact
ccact gacct
cttct gaget
gt gggt at cc
t cat aat aac
cggt acctcc
ct gcagt cct
cgcagccat t
ctcct at aag
gat gaggagg
cctccagat a
tccccat gca
gggcactgtc
ggct aagct ¢
ccattttaca
ccat ccat aa
agt gt cact g
ctt gaggcct
ggcaaaacat
ct gaagt gt t
t gaccaaggc
cagcaagaac
tgtatttaat
aggt t cagag
agcaat ct gg
gccaggct gc
at gat t caat
t acat ct cag
t ggggct caa
ttt gaggaca
at gat ggt ga
aaacagt t gg
ggagcccct t
accatctctc
tgcccactca
ttgtacagct
agt aagt gac
t gaccat agg
at gct cccgg
gccccgcaaa
tcttttggtt
gactttctcc
t ct gat agaa
gggaggcat a
tcatcatctg
caagact t gt
ctctgggcett
ggaaagat gg
ccctgcacca
gtct cat gcc
t ct aaccaag
ggccaaggca
acctcagctc
cagctatttg
gagccgagat
aaaacccaaa
ctttgcacaa
ggat agt gat
atatttagtg
gat gggggaa

ct aaggattc
gact cacgcc
tgactccttt
cgt aggcggyg
ct ggggt gac
gctt aaat ac
gggacagt ga
ccccat ggec
gcct get gag
agcagccat g
t ggt ggat ac
ggcaccccag
tctttctott
cctcaccacc
tt aaggtcca
t gaccaggaa
ccgt ggacct
acccagggct
agt gcgt gat
gat gaggaag
tt cgggct ca
tttctcttgg
ct ct gat gct
gataacct tt
ggaaggat t t
caaggt ggcc
tggtattctc
tt cacaat ag
aggt t aagt a
cct cagagcc
ct ct gaagt t
gtcaggtttt
ttttgtaage
tttttctatc
gatt agat ga
cgct gaggct
ataatttaat
cctgct gaaa
gggcaggagc
tgcattacgt
at gaagct ag
agggcct ggt
cgagattctc
gt agaaat gg
gagt gct ccc
t aaagct t gg
tctccagt cg
gggccaggag
at gaacccaa
agat ct gagg
tccagctttg
caaactcttc
at gggt gt gg
gcct ct ccac
t agccat ggg
aat cct ggct
ggcggat caa
t act aaaaat
ggaagct gag
cacgccactg
aacctatgtt
ct ggggagag
ggccct gcca
tccccaccct
tttccataag

t gcagt gaga
accccctcca
cggt aagt gc
cgact cagat
cttggttaat
ggacgaggac
at cgt aagt a
caggcaggca
gt gcagggca
agggtt gt gt
actggttcct
gat gggggac
t gcacagctc
tctcctactg
gagaggggt g
cagacctgtg
ct gggcectc
caagct ggca
t aagcct cat
at ggggacag
ggcacct ggc
gt ct caggcg
cggt gacttc
gacttctgtc
aatttttcct
agtttcct at
gagaact t gc
ctct at gaca
acttgtccaa
tttaatttta
ttctgattca
ggagt gaaat
aagt agct ct
t at aaaat ag
t acggt gcct
gatgtttgct
ggaaaatttg
t ggt cct ggg
t caacctgtg
cagttattcc
t gct caaaga
cacact t ggg
ttccctgcac
tgt gagatta
acct gcececg
cctcagtgtc
ccct cccagg
agagcaggt t
cat gat gct't
acacagct gt
tcact gactt
act gt gaaag
gggaat gt gc
ctcctttgag
aatt ct ccat
gggt gcaggg
gaggt cagga
acaaaaatta
acagaagaat
cact ccaccc
agt gt acaga
t gaggcccca
gggct agaag
gcagaggccc
ccat gaagga
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gcagagggcc
ccttggacac
agt ggaagct
cccagccagt
attcaccagc
agggccct gt
tgcctttcac
gcaggt ct gg
gat ggagagg
cctgtttccc
gt aagcagaa
accagccaag
ctctgtctgt
cttgggcat g
gggaggaacg
ccaggcctca
ct gt cccagt
ttcctgaata
aaccct ccaa
agaggt gaat
t ccagtccce
ct ggat gggg
agacagt tgc
cccteccctce
gcact gagt t
agaacgcct c
t gcgcagcag
aagt ccacct
ggt cacacag
gccacagact
agact tctgg
ctgtttaatc
gtgattttta
ggct aat aat
gt aaaacacc
t agcat aggg
ccaaact cag
gagt gcagca
t gcaggt aca
t catccct gt
agt gaagt ca
tttatttatt
cct gccgggt
ggcagggagt
at cccagaaa
cgt acaccat
cactagcttt
tt ggagt cct
gagaccaat g
ctcagtt cat
gct gt at agc
gaggaaacca
tcctcccage
cccagaattc
ctgttttget
gct ct cgect
gtt caagacc
gccaggegtg
ttcttgaacc
t ggcagat aa
gggccccagt
ggaccagagg
ccacaacctc
aact ccctcc
ct gcacaaag

agct aagt gg
aggacgct gt
gt acact gcc
ggactt agcc
agcct ccccc
ct cct cagct
t gcgagaggt
ggcaggaggg
ct gcagct ga
agt cct gccc
gt ggat gagg
at acagcaac
cgggggct cc
catctttctc
ccggct caca
gccttacatc
ggaggacagg
at cgct ct gc
ggcagt t act
aact ggcccc
aaactcttga
aacaggaaac
tcaacctctc
accccacccg
tt ggagacag
t aaaagacct
gcacttcttg
ttctcatctc
ct aat agcaa
gat gct cccc
cttcagettt
ccagacaaaa
gt gagttatt
ttgcacctta
aggt gt t agt
tt aggcagct
atgctgttca
ggct ct ccgg

gggagggctt
ccaaaggat t

tttaccccag
gcccagttca
tgct ctt ggt
ggctcgettc
tgtcaccatg
ggggt acttg
t aggagt gca
gatgttataa
t cacagccca
gatctgagtg
ct caacaagg
gagt aggt ga
t gt caccccc
ccctgtctag
acat t gaacc
gt aaccccag
tgcct ggcca
gt ggcacacg
cgggaggt gg
agcgagactc
gaagt ctt ct
attcttgcta
t ggccct gag
t gaccact ga
ttcagttggg


http://www.pdffactory.com

5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761
8821
8881
8941
9001
9061
9121
9181
9241
9301
9361
9421
9481

aagt gaaaga
agttct aaca
ctgttccatt
agctttgcac
aagaat ct ca
aaggacacct
taacaat gtg
agacggcagg
agt agaagga
gaccat t gct
t gt ct cagcc
atttgcaaca
aaggtttggt
gaggcaaaat
acagagt cag
acctcctcca
ct aaagcccc
t aagct gact
acagccccgt
ggaacagctc
gcaagat gca
agaagccctc
t ggat aat cg
aatggctgta
t gggt gcagg
ct gacct aat
acct cacggg
ct t ggcat at
gat gt cggca
tcaatccctg
ctgtcttgca
t gct geet gg
gat acat ccc
gagt t cgcct
ttctccccag
actcacgatg
at ccat gaag
ct gaccaccg
gaggatgtta
gaggccaaga
tt ggt caagg
ggt aaggt tg
ccatcagttc
tggattcttc
ggaaat aat a
taat gt cctt
t gt aat acac
cagaat cagt
attagetttt
cat ggacaaa
t gt ggggat g
cctgececctg
tcccactgtc
cttcctccac
ggct gcagtc
cctctccage
aggcccct gt
gctgct cagg
agt aagcaga
gccttagaca
gacaccct ca
gcct gacatc
acaatctttt
agcct cgagg
tttctttatt

gaaat t aaag
acact agct a
tggattactt
ttcatttgtt
atatttgtta
ttttetttgt
gct gcegggce
ttctacctag
t cact gt ggg
cggcagagcc
ccgggt at ga
cct gccaacc
gtt gagact t
gaggaccagg
attagat ccc
tctactttaa
t gacagcaag
gcaggagcat
ctcttgggaa
ccaggaggt t
tttceccttct
caagggcttc
t gggcaggcee
ccatttgcat
acct agat gt
ctctctgget
attgttacaa
ggt aagcact
agt acttggc
at cact ggga
ggacaat gcc
tccctgtcte
accat gat ca
tcagcct ata
t gagcat cgc
aaat cct gga
gcttccagga
gcaat ggcct
aaaagttgta
aacagat caa
agctt gacag
ct caaccagc
ttgaactctc
agttttctac
gatt aaact g
gtgtatactg
t gcat aaagg
atcagttttg
gacaaaaaca
ataccat t ct
gt gt gt ggca
aggggtt aaa
ccaggaaaac
t ct gaggct ¢
agcacagct a
cccagtctcc
ccact ct gca
cat ct gcat t
atgtttgccc
gaaggt acca
aat aaacat a
gccacgat gt
t cggcagcet t
gatgtgtgtc
ct gct acact

ggagat ggaa
gct gaagaaa
agaggcacga
gctttattgg
tttccagctt
attttgttaa
atattctcct
ggggct gcag
gcagggcagg
tgct ct cgct
aacatgtatt
cctccctcaa
atttcactaa
gagat gaat g
aggt ct at ct
agcagcacaa
agcccagaac
cagcctattc
aaaaacccta
t aat cacagc
gt gcagcagt
cagctt gaca
cattcctctt
cttagggt ca
aggattctgg
ttggtttctt
gaaagcaat g
acgtacat tt
acaggct ggt
gt cat cat gt
gtcttctgtc
cctgget gag
ggat caccca
ccgccagcetg
tacagcct tt
gggcct gaat
act cct ccgt
gttcctcagc
ccact cagaa
cgattacgtg
agacacagt t
ct gagct gt t
cttggcaatg
acacaaacac
t caaaact ac
t at at gt aga
gatagtttca
caat ct gaaa
atgcattcta
t gct gt cagg
t acagcaggt
at gccagggt
agcat agggg
ccttgetctt
aagt cct ggc
tccttctgtce
tgcctcgatg
tccectgeca
t ggat gaat a
aatatgcctg
t gat t ccaat
agaaattctg
ggat ggt cag

gt caaggggg
cttccaaacc

at at acagca
aat acaaaca
gggccaggag
aaggaaact t
tttttctcca
gat gat ggt t
cagct aggac
gct ggt ggt ¢
ttctgtgttg
ggtt cagcca
cct cact ggc
aagagttgcc
attctcatac
acttgtcctg
gaagt t aaaa
acccctgett
t gggacacca
ttgtgtctgg
agggct gagg
ccctccat g
ttccctggee
tgattcttga
cttgtgectc
tt gcagat gt
ttctgctact
cat ct gt aaa
aat t aacaca
tgctattctt
ttaat aat cc
gccttgactc
t cgt ggggca
gat ccccagg
accttcaaca
gcacaccagt
gcaat gct ct
ttcaacctca
accct caacc
gagggect ga
gccttcactg
gagaagggt a
tttgctctgg
cccat agaaa
catt at gggc
t aaaat gttt
t gacagct ct
at at at aat g
t ggaacat ac
gacct gggt t
cctctttgag
tttttttagg
gat ggact ct
cct gggggcc
aggggaggt g
gaggcaaagg
tct gct gt gg
caat gagaaa
gt gaagct ct
at ct agagga
act gagct gc
at gct ccaac
aaaaat gcac
catcttcctc
tttcagcacc
ct cagggcett
ttcact cacc
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ctaattttag
tgtattat gt
aaaggtggtg
tt aaaagt cc
gtttttcatt
ttggttttgt
ctcagttttc
cgaagcct gg
ct gt ggat ga
caggccccac
ctatcacctg
ctctcagatc
at aaacat ca
gct catacac
gaggt gt ct t
t caaggagag
ttagt gaccc
gaccacagag
atccttgtga
tctctagcetg
act aaat agt
ttctgatctg
attttcttct
aagt gt t gct
tcctcagtga
agaaggat at
t gt gagcacg
ctgattcttt
ct aggcact t
ggggcct gge
tcctcct get
gagat gct gc
agat cacccc
ccaacagcac
ccct ggggac
cggagat tcc
agccagacag
agct agt gga
t caactt cgg
ct caagggaa
t gaat t acat
caagcaaaaa
cat agcaat g
tccatcattg
gcagaacttt
cttagaacta
tttacacgac
caaat cct gc
gtgctaattt
att aaacaaa
tctgtatctc
ccagggcat t
ggaggcaagg
agggcagt gg
cctt agt ggg
gct gggat ca
gtt ggt at gg
t gaggaaagc
caatt aacaa
attttatttg
agccacgat g
tagttttgaa
ttttacagat
ct cagggagg
cctggtgatg

caccgtcttt
aat gt gt ggt
gagagaaacc
aaggggott g
tcccaaattc
gact agt agt
ccatctgtga
gcat at ct gg
cgttgacttt
cact ccct at
aagcctttga
cttttgatgt
ctttatgtat
ct ggaaagt g
ttcacttccc
at gagcgt ct
agacggcagg
catt gt gggg
gtgttgggtg
ttgccatt gt
gggat t agat
gcccgattcc
tttgtaaaac
gt ccagagcc
catt gaat ag
tagcattagc
gagaacagt g
cagt gt t act
ccacgtggtg
ccccccat ct
ggcaggcect g
ccagaagaca
caacct ggct
caatatcttc
caaggct gac
ggaggct cag
ccagct ccag
taagtttttg
ggacaccgaa
aatt gt ggat
cttctttaaa
tattct caaa
cttttcagceg
agtaatttga
t cagagcct t
t agaacaaat
tctagtgtcc
ct ct aacaca
ctcatcttag
t gacaaagac
aggctgectt
ct aagccagc
ccaggggctg
agagcagcca
ggcccaggtc
ggggt ccct g
cagaggggag
t ct caggaat
ggggcaggga
t aat at ccaa
gcatctctta
ttatccccac
gat gaagct g
ggact cat gg
cccaccttcc
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9541

9601

9661

9721

9781

9841

9901

9961
10021
10081
10141
10201
10261
10321
10381
10441
10501
10561
10621
10681
10741
10801
10861
10921
10981
11041
11101
11161
11221
11281
11341
11401
11461
11521
11581
11641
11701
11761
11821
11881
11941
12001
12061
12121
12181
12241
12301

cctctctcca
ccacgt ggac
cat ccagcac
caccgccatc
ccacgatatc
ggt gaccaag
gccagagggc
tggettccag
gacagt accc
ggacactgtc
t ct ggcagaa
gt t caagggt
aagcaaggt t
cactttatcg
cacattagtg
ttgtacactg
ggct ggaat t
aagaacaaag
caccagaccc
cctggt gt gg
ccecgtgtttce
acact acagg
tttcaagctt
aagt agaaca
t ggcagaaat
gaat gctgtg
cccaaact gt
act aaggt ct
ct ct ccaagg
gt gt gggggc
cccaggct ga
aagccaggca
actgaccctg
tact gacaca
gt gagatttg
aact aaaggc
gggcact gt g
gaaaggagag
t gggt gcacc
cccat cagcc

cagggccagg
ct cgaggcect
taaggctgtg
ggccat accc
gatt gaacaa
at aact gcct
tt aaagaagg

ggcaaat ggg
caggt gacca
t gt aagaagc
ttcttcctge
at caccaagt
aagct gccca
t gaggagggt
aat gaggcca
aggggt gagg
ccttcccaat
ccaaaaagga
agaat gt ccc
cggaatt gga
gtgctgttag
tatgtgtgtg
t aaaaccaag
tctetgttce
aggct gagag
t gct cagggt
tcactcttct
tctgggtgta
gcaagat gag
ttgtgattca
aaccaaagcc
aat cagaaaa
ccatgccttg
ccattactgg
t cagcaat gg
t gagat cacc
tgcagctctg
gct cct gaag
ggggact get
aattt caact
gaaaggtttg
gt gt ct gaat
gaccaat gaa
aaggt cact g
agccct ggag
t gagcagggg
aaagccttga
gccgt ccagg
gggat cagcc
ctgaccat cg
atgtctatcc
aat accaagt
ctcgectcctce

gttgagctgg

agagaccctt
ccgt gaaggt
tgtccagctg
ct gat gaggg
t cct ggaaaa
cacctcttag
gaaccccaca
ccact gagt t
aggt aaaggt
at ccagt gcc
acagat gggc

tggggggacg
acagccaggc

attgggtgtc
catt cgt gat
at gaaaat ac
at gccagcac
ggt aacggat
ggcatt gt ct
cttat ccact
gggccct ggg
acaggcttcc
ttcgatgtta
gagt t cccat
gaaaacact t
aatttctttt
aacct at gat
ggct gacctc
ct gacgacct
t cct gaggct
at gcccgt ga
gt gcagct gg
tt gcccaaga
ggct aagttg
t aat gaat ga
caact gcagt
ccagggt ccg
gcagacgt gg
gagaggcgct
ggaggagcaa
gggagt gagc
ttacaacgtg
acgagaaagg
cccccgaggt
ctccectett
aacccctccc
tccetgectg

t gaagt caag
gcct at gatg
ggtgctgctg
gaaact acag
t gaagacaga
ccat gtt ggg
tccctgggte
caggcagcgc
ctcgtccectg
cagggcaggg
ttcctggcaa
ggggaagagc
catgttcgca
ct gt agt aag
tat gcccatg
aaaaggtgtc
ct cct gaggt
cagagagccc
ccccat ggaa
aaacggt t gt
gat gttacag
aggacacct a
acattctttg
cttagt gt gg
gcact gt ggt
ct gcacgaca
ct gaagagcg
t ccggggt ca
tgttgcaccc
gaggaagggg
ttcact gaca
cactttcggg
ccttctagac
tttcaaagga
tttcagct aa
tccat gaatg
t gt cct caag
agt gacgat g
t gt caggaag
ggcctatgtg

gcttcct ggg
tctctgettc

gact gaagct
caagtt caac
cat gggaaaa
ctccat ccct
ca

gacaccgagg
aagcgtttag
at gaaat acc
cacct ggaaa
aggtgattcc
act gaggccc
actgctactc
cat ccat gct
gggacttccc
acagcagcac
aggcagcagt
ct gt gt ggca
gaaggct tgc
tgatacttaa
ccct get gat
gggt t cat aa
ctctgctcca
agagccaagc
aaccagagag
cact gggcac
gct gggggcec
gaat at caga
actcaatgta
gt ggaggaca
gggt cccaga
ggt ct gccag
tcctgggtca
cagaggaggc
t ggt at ct gt
ccgagggaaa
cgggacgt gg
gcctceccttg
attgggcctt
atttctgact
agat gacact
gctgcat t at
gagct t caag
ctcttccctg
at ggacagag
acagggaggg
aggt gt ccac
tctccectce
gct ggggeca
aaaccctttg
gt ggt gaat ¢
ggccccctcc

aagaggact t
gcatgtttaa
t gggcaat gc
at gaact cac
ccaacct gag
at caggact g
t gt at aaact
ccat gaggag
act ccagt gt
caccacacgt
ggagt gt gga
aggcccagaa
gtttctctgt
acat gagcca
ctagttcgtt
t aggaat cga
ggggt t gaga
tgcccgcet ca
gagcact cag
t gccaccagc
aggt gaccca
ggaggt ggca
gaagagct aa
caggagt aag
agaacaagag
cttacattta
actgggcatc
acccct gaag
agggaagaat
caaat gaaga
t caaacagca
aggttgtgtc
gatttatcca
ccttcgat ct
tattttggaa
ct t ggggt ct
ccgtgtacta
ttctgagttg
gggagccagc
agaggatgtg
gt gagecttg
aggccgt gca
tgtttttaga
tcttcttaat
ccacccaaaa
ct ggat gaca

Sekil 2. Alfa 1 antitripsin geni baz dizisi.

AAT geninin Urind olan protein vicuttaki proteolitik enzimleri inhibe eden,
karacigerde sentezlenen 52kb buyukltgunde bir glikoproteindir. Alfa 1 antitripsin
proteini 394 aa den olusmaktadir. Sekil 1.2°de AAT geninin primer transkriptine ait
nukleotid dizisi verilmektedir.

Alfa 1 antitripsin karaciger tarafindan Uretilen diger akut faz proteinler gibi
indiiklenebilir. Serumda AAT’ nin normal seviyeleri 150-350mg/dL dir'. Alfa 1

antitripsinin  plazmadaki  konsantrasyonu enflamasyon, enfeksiyon ve malign
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hastaliklarda 3—4 katina cikabilir'!. AAT genelde hepatosit tarafindan uretilir ve temel
olarak serin proteazinhibitor gibi hareket ederek kan icine sekrete olur*?.
Notrofil elastaz AAT nin ana hedefidir. Elastaz, serpin bolgesi tarafindan

cekilmis, baglanmis sonrasinda baskilanmis ve seviyesi dilstirtil muistiir®.

1 ATGCCGICTTCTGICTCGI GGEGECAT CCTCCTGCTGECAGGECCTGIGCTGCCTGGT CCCT
61 GTCTCCCTGGECTGAGGATCCCCAGGEGAGAT GCTGCCCAGAAGACAGATACATCCCACCAT
121 GATCAGGATCACCCAACCT TCAACAAGATCACCCCCAACCTGECTGAGT TCGCCTTCAGC
181 CTATACCGCCAGCTGGCACACCAGI CCAACAGCACCAATATCTTCTTCTCCCCAGTGAGC
241 ATCGCTACAGCCTTTGCAATGCTCTCCCT GGEGACCAAGGCTGACACTCACGATGAAATC
301 CTGGAGGGECCTGAATTTCAACCT CACGGAGAT TCCGGAGGECTCAGATCCATGAAGECTTC
361 CAGGAACTCCTCCGTACCCT CAACCAGCCAGACAGCCAGCT CCAGCT GACCACCGGCAAT
421 GCCCTGI TCCTCAGCGAGGEECCTGAAGCTAGT GGATAAGT TTTTGGAGGATGI TAAAAAG
481 TTGTACCACTCAGAAGCCTTCACTGICAACT TCCGGGACACCGAAGAGGECCAAGAAACAG
541 ATCAACGATTACGT GGAGAAGGGTACT CAAGGGAAAAT TGTGGATTTGGT CAAGGAGCT T
601 GACAGAGACACAGITTTTGCTCTGGTGAATTACATCTTCTTTAAAGGCAAATGCGAGAGA
661 CCCTTTGAAGT CAAGGACACCGAGGAAGAGGACT TCCACGT GGACCAGGT GACCACCGT G
721 AAGGTGCCTATGATGAAGCGT TTAGECATGI TTAACATCCAGCACTGTAAGAACGCTGTICC
781 AGCTGGEGTGCTGCTGATGAAATACCT GGGCAATGCCACCGCCATCTTCTTCCTGCCTGAT
841 GAGGGGAAACTACAGCACCTGGAAAATGAACT CACCCACGATATCATCACCAAGITCCTG
901 GAAAATGAAGACAGAAGGTCTGCCAGCTTACATTTACCCAAACTGICCATTACTGGAACC
961 TATGATCTGAAGAGCGT CCTGEGT CAACT GGGCATCACTAAGGT CTTCAGCAAT GGGCECT
1021 GACCTCTCCGEEGET CACAGAGGAGECACCCCT GAAGCT CTCCAAGGECCGT GCATAAGCECT
1081 GIGCTGACCATCGACGAGAAAGGGACT GAAGCT CCTGEGEECCATGI TTTTAGAGGCCATA
1141 CCCATGICTATCCCCCCCGAGGT CAAGT TCAACAAACCCTTTGTCTTCTTAATGATTGAA
1201 CAAAATACCAAGTCTCCCCTCTTCATGGGAAAAGT GGTGAATCCCACCCAAAAATAACTG
1261 CCTCTCGCTCCTCAACCCCTCCCCTCCATCCCTGECCCCCTCCCTGCGATGACATTAAAGA
1321 AGGGTTGAGCTGGTICCCTGCCTG

Sekil 3. AAT geninin transkripsiyon nukleotid dizilimi.

SERPIN ailesi icinde a; kimotripsin, C1 esteraz inhibitor, antitrombin ve
plazminojen aktivator inhibitdr-1 bulunmakta olup bunlar enflamatuar, kompleman,
koagulasyon ve fibrinolitik basamaklarda, proteinazlarin kontrolini saglamada ¢ok
onemli rol oynar '*. SERPIN ailesi liyeleri benzer yapisal 6zelliklere sahiptir ve 3 p
tabakasi ve 9 o heliks icerirler **. SERPIN’lerin yapisi tam anlamiyla iki ucu keskin
kili¢ gibidir. Serpin ailesi etkin antiproteazlar olup aym zamanda hastaliklarla ilgili
konformasyonal degisiklikleri uyarirlar >.

Bilindigi Uzere dokuda bulunan proteazlar ile AAT gibi endojen inhibitorlerin
dengesi bozuldugunda olusan doku hasari, denge bozuklugu siddeti ile dogru
orantihdir'®. AAT nin antienflamatuar etkisini SERPIN aktivitesinden bagimsiz yaptig:
bildirilmektedir'. Bu antienflamatuar etkisinden dolayr AAT nin nétrofil siiperoksit
yapimini baskilayarak makrofaj kokenli interlokin-1 reseptor antagonistlerini uyardig: *°
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ve insan akciger fibroblastlarinda hepatosit buyime faktéri yapimint uyardigi ortaya

konmusgtur *'.

Resim.1. Polimerize olan al1-antitripsin molekiilii **

In vitro calismalarda lipopolisakkarid uyarimli sitokinleri uyarmak suretiyle ve
ayrica insanda monositlerden kemokin salgilatmak suretiyle antienflamatuar etki yaptigi
da bilinmektedir *. Ayni zamanda AAT TNFa veya endotoksin uyarimli élime kars:
koruyucu etki yapmakta ve farede akciger enflamasyon modelinde enflamasyonu ve bag
doku hasarin oldukga etkin bir sekilde baskilamaktadir'®. AAT nétrofil elastaz gibi doku
proteolitik enzimleri etkin bir sekilde inhibe etmektedir. Bu hedef proteazlar ile dogal
AAT nin etkilesimi sonucu gelisen AAT parcalanmasi durumlarinda hedef olmayan
proteazlar tarafindan proteolitik yikim gerceklestirilir. Bu hedef olmayan proteazlar
icinde katepsin L, kollgjenaz’'lar, makrofa elastaz, matrilisin, stromelisin-1 ve 3
bulunmaktadir *.

Amfizemin hayvan modeli temel alinarak ve AAT nin SERPIN aktivitesi
hakkindaki bilgilere gore; pulmoner amfizemin klasik proteinaz modeli bize AAT
yetmezligine bagli olarak notrofil elastazin anormal derecede proteolitik aktivitesi
sonucu akciger bag dokusunda ve ileride alveolar diizeyde yikim olusturdugunu ortaya
koymaktadir. Her ne kadar pulmoner amfizeme neden olan yollarin cok daha karmasik
oldugu dusUnilse de bugin icin esas kabul edilen goris yukarida aciklanan
mekanizmadir.

2.2. Alfa 1 Antitripsin Geni M utasyonlari

Alfa 1 antitripsin geninde olusan mutasyonlarin pek cogu afa 1 antitiripsin
proteininin primer aa dizisinde degisiklik olusturmaktadir. Proteinin primer
yapisindaki degisiklik sekonder ve tersiyer yamdaki degisimlere neden olmakta ve
bunun sonucunda mutant proteinlerin meydana gelmektedir®*. 1981 yilinda Hug ve
arkadaslar tarafindan AAT proteinin yaklasik 30 varyant: oldugu belirtilmistir'.
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Nitekim alfa 1 antitripsin proteini izerinde yapilan son calismalarda IEF yontemi ile

birbirinden ayrilabilen 70-100 farkl: protein varyantinin oldugu bildirilmistir®.

Alfa 1 antitripsin geninde belirlenen ilk mutasyon 1983 yilinda Kidd ve arkadaslari

tarafindan rapor edilmistir®.Giiniimiizde Alfa 1 antitripsin geni (zerinde 120

dolayinda mutasyon tespit edilmis olup bunlarin cogunlugu substitiisyon ve delesyon

tarzindaki

mutasyonlardr.

Bu mutasyonlardan en sk

lokalizasyon, nukleotid ve aa. degisimleri gizelge 1'de verilmistir

rastlanan 35'ine ait
21, 28, 29- 63

Cizelge 1. En sk gorilen Alfa 1 antitripsin geni mutasyonlarinin ekson,
lokalizasyonu, kodon degisimi ve degisen amino asit (a.@) dagilim

SiraNo Kodon Mutasyon turi Nukleotid degisimi Amino asit degisimi
1 15 Substitlisyon cCAC-AAC His-Asn
2. 39 Substittisyon cCGC-TGC Arg-Cys
3. 41 Substitiisyon CTG-CCG Leu-Pro
4. 53 Substitlisyon TCC-TTC Ser-Phe
5. 67 Substitlisyon GGG-GAG Gly-Glu
6. 68 Substitlisyon ACC-ATC Thr-lle
7. 85 Subgtitiisyon ACG-ATG Thr-Met
8. 92 Substittisyon ATC-AAC lle-Asn
9. -19 Substitlisyon TCG-TTG Ser-Leu
10. 101 Substitiisyon CGT-CAT Arg-His
11. 115 Substitiisyon cGGC-AGC Gly-Ser
12. 148 Substitlisyon cGGG-AGG Gly-Arg
13. 160 Substitiisyon TACg-TAG Tyr-Term
14. 194 Substittisyon TGGg-TGA Trp-Term
15. 204 Subgtitiisyon cGAG-AAG Glu-Lys
16. 213 Substitlisyon GTG-GCG Val-Ala
17. 217 Substitlisyon 0AAG-TAG Lys-Term
18. 223 Substitiisyon gCGT-TGT Arg-Cys
19. 256 Subgtitiisyon GAT-GTT Asp-Va
20. 264 Substitlisyon GAA-GTA Glu-va
21 336 Substittisyon gGCT-ACT Ala-Thr
22. 341 Substitiisyon cGAC-AAC Asp-Asn
23. 342 Substittisyon CGAG-AAG Glu-Lys
24, 358 Substitlisyon ATG-AGG Met-Arg
25. 369 Substitlisyon CCC-CTC Pro-Leu
26. 369 Subgtitiisyon aCCC-TCC Pro-Ser
27. 376 Substitlisyon GAAC-GAC Glu-Asp
28. 391 Substitlisyon CCC-CAC Pro-His
29. 51 Substitlisyon CAATATCATTCHCTCCCCAGTGA
30. 159 Substitlisyon TCAAC'GATTACGTGGAGAAGG
3L 317 Substitlisyon GGGGCTA"GACCtcTCCGGGGTCA
32. 360 Substitlisyon TGTCTA"ATCCCcCCCGAGGTCA
33. 756del 3 Delesyon F52de TTC TTC/...
34. 954 Ekzon 2 CTG/ITTG Leu-Leu
35. 1043 Ekzon 2 TTC/TTT Phe-Phe

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

10

2.3. En sk rastlanan AAT Geni Allelleri, Dagilim ve Sonuclari

En sik rastlanan Alfa 1 antitripsin alelleri M, S ve Z olup, M aleli toplumda en sik
gozlenen formdur, yabanil allel olarak degerlendirilir ve M1, M2, M3 ve M4
alttipleri mevcuttur®. Salleli M’ den 1393. nilkleotiddeki A—T degisimi ile Z aleli ise
1626. nikleotiddeki G—A degisimiyle ayrilir®.

Alfa 1 antitripsin geninde 1626. ntikleotidde meydana gelen substitlisyon (G
—A) tirindeki nokta mutasyonu sonucu proteininin aa dizisinde 342. pozisyondaki
Lizin amino asiti Glutamik asit (Glu342Lys) ile yer degistirir®. Olusan varyant Z
varyant1 olarak isimlendirilir. Bunun sonucu olarak Alfa 1 antitiripsinin blyuk
formlar1 olusur.

1393. nikleotidde meydana gelen substitiisyon (A—T) tlrindeki nokta
mutasyonu sonucu proteininin aa dizisinde 264. pozisyondaki Glutamik asit - Valin
(Glu342val) ile yer degistirir’. Olusan varyant S varyanti olarak isimlendirilir.
Bunun sonucu olarak Alfa 1 antitiripsinin stabil olmayan formlari olusur?.

a-1 antitripsin geninde 1626. nukleotiddeki mutasyon ile olusan Z varyanti
transkribe oldugunda o-1 antitiripsinin blyidk formlar: olusur. Bu blyik formlar
karaciger hiicrelerinden disariya salgilanamaz ve karaciger hicrelerinde birikir. Bu
birikimin sonucu olarak karaciger hicresi hasar gorurken diger taraftan o-1
antitripsinin ulasamadig1 akcigerler, notrofil elastaza karsi korumasiz kalir. Boylece
hem karaciger hem de akciger hiicreleri bu mutasyondan zarar goriir®”.

Gende meydana gelen diger bazi mutasyonlar sonucunda kicuk o-1 antitripsin
molekulleri olusur. Olusan bu anormal derecede kiiglik protein molekilleri karaciger
hiicrelerinde hizla pargalanir. Bu mutasyon tipinde karaciger hiicrelerinde herhangi
bir hasar meydana gelmez. Buna karsin akcigerlere ulasan a-1 antitripsin miktar: gok
az oldugundan ya da hi¢ ulasamadigindan akciger dokusu nétrofil elastazin inhibe
edilemesi sonucu hasar goriir®.

AAT geni son derece polimorfik olup, bu gendeki cesitli mutasyonlar sonucu
ozellikle akciger ve karaciger tutulumlu bazi hastaliklar olusur. Gende yaygin U¢
aellin bir sonraki kusaga aktarimi ve hastaliga yatkinhik ile ilgili risk
degerlendirmeleri sekil 2' de verilmistir.
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Risk Smaflamasa

mmmam

Saghlkh Bivey Cok Hafif
Yetmezlik Yehm:z].l.k

Sekil 4. En sk rastlanana AAT alellerinin diger kusaklara dagilimi ve risk

degerlendirmesi

Avrupa kokenli insanlarin %90 1inda normal serum AAT duzeyleri ile birlikte
normal M allelleri vardir. Bunlarin genotipi Pi MM olarak adlandirilir. Ileri derecede
AAT eksikligi bulunan olgularin %95’ inden fazlasi, homozigot Z allelini tasir. Pi ZZ
genotipine sahip olanlarin serumlarindaki AAT dizeyi normalin %16’st kadardir.
Amfizem riski en ¢ok bu ZZ homozigotlardadir. AAT ekskligi bulunan Pi SS
genotipindeki bireylerde serum AAT dizeyleri ise normalin %52'si kadardir. Pi SZ
bilesik heterozigotlarinda bu enzimin serumdaki diizeyinin normalin %35’i oldugu
bilinmektedir. Pi SS homozigotlarinda amfizem riski yokken, Pi SZ heterozigotlarinda

orta derecede risk bulunur °2,

Orta 5iddette
Yetmezlik Yetm:z].lk

Tablo 1. En sik rastlanan AAT alellerinin siklig1 ve genotip fenotip iliskisi

Genotip Allel frekans Tripsin inhibisyonu
MM %90 %100
MZ %4 %61
MS %n.b. %83
SS %0,1 %63
Sz %0,12 %38
7 %0,04 %15
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En riskli allellerden birisi olan AAT geni PiZ allelinin goriilme siklig1 1/162’ dir.
Dunyanin degisik Ulkelerinde AAT yetmezligi prevalansi ile ilgili pek ¢ok calisma
yapilmis ve 6nemli sonuglar elde edilmistir.

Italya'da yapilan bir tarama calismasinda 859 6rnegin 70'inde AAT eksikligi
tespit edilmis ve bunlarin %80’ inde ZZ fenotipi oldugu belirlenmistir. Tlging olarak
bu yetmezlik gorilen hastalarin %90’ dan fazlasi kuzey bdlgelerinde bulunmaktadir
23

Iskandinavya da yapilan baska bir calismada isveg ve Finlandiya da bulunan
Lapp wrkinda S ve Z varyantimn Avrupada belirlenen en dusik dizeyde oldugu
ortaya konmus, bununla birlikte Norveg'te yasayan aynm irkta Z varyantimin en tst
diizeyde oldugu tespit edilmistir °. izlanda'da yapilan bir baska calismada ise 94
vaka arasinda Z gen sikhigimin sifir olarak belirlenmis ancak Pi tip F siklig:
beklenenin ustiinde gikmustir %,

Hollanda da ise bir endistri sehri olan Vlaardingen’de hem S hemde Z varyant
siklig1 diger endistri sehirlerindeki oranlara yakin olmasina karsin kicik bir gégcmen
sehri olan Vlagtwedde' de her iki allelin olduk¢a diisik diizeyde gorulmesini genis
toplumsal goclerden ayr1 olan bir halk olmalar: seklinde yorumlarmslardir 2.

Fransa’ da 5000 katilimci Uzerinde yapilan tarama ¢alismasinda S alleli sikligi
guneybatida daha yuksek bulunmustur. Marsilyada S ve Z tiplerinin gorilme
sikliginin tlkenin diger bolgelerinden daha disik olmasi ise Afrika ve Asya dan gog
eden kisilerin bu bdlgelerdeki cokluguna baglanmustir 2*. Y unanistan’da yapilan 3
calismada belirgin derecede farkli sonuglar elde edilmistir. Yapilan bir ¢alismada S
varyantimin olduk¢a az diizeyde oldugu ve Z varyantinin orta dizeyde oldugu
belirlenmistir 2.

Macaristan’da ise 1282 kisilik bir grupta yapilan taramada Hint kokenli Gipsi
rkinda S varyant sikligi en az dizeyde tespit edilmis ve 2. siklikta Cin kokenli
olmasi muhtemel Jasz irkinda belirlenmistir®*,

Cin’de KOAH hastalar1 Uzerinde yapilan AAT tarama ¢alismalarinda Pi fenotip
ve alt tipleri yetmezligi sikligimin az olmasi bu Ulkedeki hastalarda AAT geninin
KOAH'lailiskili olmadigin ortaya koymaktadir 2.

Afrika’da yapilan oldukga genis kapsamli bir ¢alismada PiS ve PiZ allelleri
varligi Nijerya, Guney Afrika, Somali’'de tespit edilirken; Angola, Botswana,
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Kamerun, Mozambik, Namibya ve Kongo’ da daha ¢cok PiS varyant: ve son olarakda
Mali’ de PiZ varyantinin daha sik oldugu belirlenmistir *2.

2.4.Kronik Obsturiktif Akciger Hastahgi (K OAH)

KOAH baslica 6ksurik, balgam gikarma, nefes darligi ve hisirtili solunum
(wheezing) gibi semptomlarla karakterize genelde ileri yaslarda ve sigara
icenlerde daha sik gorilen kisinin yasam kalitesini ve aktivitelerini 6nemli
Olclide azaltan ciddi ve kronik bir hastaliktir. KOAH’ da hava akimi, KOAH’a
bagli obstriksiyonunun siddeti ile zayif bir iliski iginde bulundugu igin
hastalarin buyuk bir kismunda taniy: guiclestirmektedir.

KOAH gelisiminde en dnemli risk faktorleri sigara kullammi, mesleki
nedenlerle maruz kalinan etkiler ve AAT ekskligidir. KOAH'1n, bireysel
genetik duyarlilik ile olumsuz gevre faktorlerinin karsilikli etkilesimi sonucu
gelistigi bildirilmektedir®. Bunlara ek olarak bazi risk faktorlerinin de KOAH
gelisiminde rol oynayabilecegi dustnulmektedir. KOAH gelisiminde olast risk
faktorleri Tablo:1’'de gorilmektedir.

Yapilan calismalar, KOAH hastalarinin sadece %25'inin bir saglik
kurumuna tedavi icgin basvurdugundan tamnabildigini gostermektedir. Bu
nedenle, KOAH prevalans: konusundaki bilgiler yetersizdir. ABD’de 1996’ da
16 milyon KOAH’l1 hastamn bulundugu bildirilmistir. Ancak, gercek sayinin
30-35 milyon civarinda oldugu tahmin edilmektedir. Dinya Saglik Orgiitii
(DSO) verilerine gore hastalik prevalansi, tiim diinyada erkeklerde binde 9.34,
kadinlarda binde 7.3'tur %%,
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Tablo:2. KOAH'tarisk faktorleri

Cevrefaktorleri Birey ileilgili faktorler
Sigaraicimi - Alfa-1 antitripsin eksikligi
Aktif sigaraicimi - Genetik faktorler
Pasif sigaraicimi Aile 6ykusi

0 Annenin sigaraigimi - Etnik faktorler
Mesleki karsilasmalar Yas
o Havakirliligi - Havayolu hiperreaktivitesi
o Dis ortam - Atopi
o Igortam - Duslk dogum agirlig

Sosyoekonomik faktorler/yoksulluk | . Semptomlar
Diyetleilgili faktorler
0 Yuksek tuzlu diyet
0 Diyette antioksidan
vitaminlerin azlig1
Diyette doymamis yag asitlerinin
azlig

Enfeksiyonlar

2.5. AAT’ nin KOAH’taki Onemi

AAT, KOAH’a yol actigi bilinen tek genetik dizensizliktir. ABD’de yapilan bir
calismada KOAH olgularinin %1’ inden daha kigik bir boliminde neden AAT enzim
eksikligi oldugu belirlenmistir. AAT enzimi, proteolitik enzimlerin major inhibitori
olup, alt solunum yollarinda kuvvetli bir doku yikici proteaz olan nétrofil elastazin
akciger dokusunda yaratacag: yikimi onler. Bu koruyucu mekanizma c¢alismadiginda,
alveol duvarlarinda hasarlar ve amfizem olusur®.

Bu calismada Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Goglis Hastaliklar:
Anabilim Dalinda KOAH tamsi alan 26 olgu ile Afyonkarahisar ili GoOgus
Hastaliklar1 Hastanesinde KOAH tanisi alan 14 olguda AAT geninin en sik gorulen
iki varyant1 olan S ve Z allellerinin genotipleme calismasi amaglanmustir.
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3. GERECLER VE YONTEMLER
3.1. GERECLER
3.1.1. Kan Orneklerinin Elde Edilmes

Bu arastirmada, Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Goguis Hastaliklar
Poliklinigi’ ne ve Gogis Hagtaliklar1 Hastanes’ nde KOAH tamisi alan ve Anabilim
Dalimiz Tibbi Genetik Laboratuvarina refere edilen toplam 40 erkek olgudan
alinan kan ornekleri kullanildi. Kan ornekleri pihtilasmay: engellemek igin
etilendiamintetraasetik asitli (EDTA) tiiplere alindi. Ornekler izolasyon yapilincaya
kadar +4°C'de sakland.

3.1.2. Kullanilan Kimyasal M addeler

Bu calismada, Sigma ve Merck marka kimyasallar kullanmldi.
SX TBE
Agaroz
Isopropanol
Etanol
Etidyum bromir
Brom fenol blue

Tag DNA Polimeraz

Puregene® DNA izolasyon kiti icerigi:

o Eritrosit parcalama c¢ozeltisi(=RBC lizis soliisyonu): Amonyum
klordr, etilen diamintetraasetik asit, sodium bicarbonate

0 Hucre pargalama ¢ozdtisi(=Cell lizis soliisyonu): Tris (hidroksimetil)
aminometan, etilendiamintetraasetik asit, sodyum dodesi| stilfat

o0 Protein ¢oktirme c¢ozeltisi (=Protein precipitation solution): Amonyum
asetat

o DNA  hidrasyon c¢Ozeltis(=DNA  hydration  solution):  Tris
(hidroksimetil) minometan, etilendiamintetraasetik asit

0 RNaz A gozelti

Pronto AAT kit (sirket Cat:N0:9971) icerigi:

0 Pronto™ tampon 2
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Cozelti C (=Solution C)

Cozdti D (=Solution D)

ColoRed™ oil

Assay solution

Y ikama sollisyonu 20X (=Wash solution)

HRP birlestirici

TMB subgtrat

Durdurma ¢ozdltis (=Stop solution) (I M HiSO/O)
Pronto™ AAT Screen™ plague

ELISA Bedirleme plakalar: (=ELISA Detection plaque)

3.1.3. Kullamlan Cihazlar

Thermal cycler (Eppendorf Mastercycler personal)
Inkubator (Nive EN 500)

Santriftjj (Thermo)

Gic Kaynagi (Apelex PS503)

UV Transilliminator (UVP)

Buzdolab (Profilo)

Derin dondurucu (Bosch)
Fotograf Makinesi

Y atay Elektroforez Tank: (Biolab)
Spektrofotometre (Nanodrop)
Hotplate

Mikrodalga firin

GOruntleme Sistemi

3.2 YONTEMLER

Bu calismada yer alan ve KOAH tamsi alan 40 olgudan elde edilen periferik kan
orneklerinden genomik DNA elde edildi. Olgulardan elde edilen genomik DNA’dan
AAT genine ait 3. ve 5. ekzon polimeraz zincir reaksiyonu ile cogaltildi. Amplifiye
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edilen DNA'mn basit nikleotid primer uzama reaksiyonunu takiben Pronto

deteksiyon kiti kullamlarak ELISA yontemiyle genotiplemesi yapildi.

Y ontem teorik olarak 3 basamaktan ibaret olup su islemleri icermektedir;
1. DNA Ekstraksyonu

2. Genotipleme

DNA Amplifikasyonu:

Amplifiye edilen ekzonlarin agoroz jelde gorunttilenmesi

Pog amplifikasyon

Primer Uzatma

® o o T p

ELISA uygulamasi
3. Degerlendirme (Degerlendirme Z/S pozitif gikarsa 4. basamaktan devam
edilir)
4.  Z/ Spozitif olgularin genotiplenmes
a. Pog amplifikasyon
b. Primer Uzatma
c. ELISA uygulamasi
5. Degerlendirme

3.2.1. DNA Ekstraksyonu:

Olgulara ait periferik kan O©rneklerinden genomik DNA izole edildi. DNA

izolasyonunda Puregene® DNA izolasyon kiti (Gentra Systems) kullanildi. Bu kit

prosediiri temel olarak

1

2.

3.

4,

Hucrelerin parcalanmasi
RNA'min uzaklastirilmasi
Proteinlerin ¢cokturulmesi
DNA'nin toplanmasi,
DNA'nin ¢oktdrdlmesi,
DNA'nin yikanmasi

DNA'nin hidrasyonu
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basamaklarint igermekteydi. Kullamilan kit laboratuvar kosullarina uygun olarak
modifiye edildi. Islem basamaklar: asagida belirtildigi gibi yapildi.

1. ki adet 1,5 ml'lik eppendorf tlpe hastanin adi-soyadi ve DNA numaras
yazildh.

2. Tuplerden birine 300 pl %2100’ luk isopropanol konuldu.
3. Diger tipe 900 pl eritrosit parcalama ¢ozeltisi konuldu ve 300 ul periferik
kan ilave edildi.

Karisim vorteksle homojen hale getirildi.

TUp oda sicakliginda 15 dakika inktibe edildi.

Mikrosantrifdj ile 13000 rpm'de 20 saniye santrifj edildi.

N o g b

TUpun dibindeki beyaz pellete dokunmadan ve tlpin iginde 10-20 pl

supernatant kalacak sekilde supernatant uzaklastirild.

8. Beyaz pellet ile stvimin karismasi igin tip 1520 saniye vorteks ile homojen
hale getirildi.

9. |.5pl RNaz A ¢ozdltisi ilave edildi.

10. Tup 3-5 saniye vorteks ile homojen hale getirildikten sonra etiivde 37° C'de
20 dakika inkiibe edildi.

11. inkiibasyondan sonra 300 pl hiicre pargalama cozeltisi eklenerek pipetajla
karistirildh.

12. 100 pl protein ¢oktirme ¢ozeltisi eklendi.

13. Karigim vorteks yardimiyla 10 saniye karistirilarak homojen hale getirildi.

14. 13000 rpm'de | dakika santrifij edildi.

15. DNA'y1 iceren supernatant pipetle 300 pul %100'10k isopropanol Uzerine
ilave edildi.

16. Tup yavasca silkelenerek karistirildi ve DNA ipliksi yapida gordlir hale geldi.

17. TUp 13000 rpm'de | dakika santrifij edildi. DNA tlptn dibinde gorundr bir
cokelti haline geldi.

18. DNA'min dipten kalkmamasina dikkat ederek supernatant dokuldd.

19. Tup kurutma k&gid: Gzerinde ters gevrilerek DNA kurutuldu.

20. DNA pelleti Gzerine 300 pl %70'lik etanol koyuldu.

21. Tup ters diz edilerek DNA'min kalkmast saglandi.
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22. 13000 rpm'de | dakika santrifdij edildi.

23. DNA'nm dipten kalkmamasina dikkat ederek etanol dikkatlice dokaldi.

24. Tup kurutma kégich Uzerinde ters cevrilerek DNA kurutuldu.

25. 100 pl DNA hidrasyon ¢ozeltisi eklendi.

26. DNA pelletinin kalkmas sagland.

27. DNA ornekleri 65° C'de 5 dakika inkube edildi.

28. DNA ornekleri bir gece oda sicakliginda bekletildi ve tamamen ¢oziUnmesi
saglandi.

29. Elde edilen DNA c¢6zeltisi nanadrop marka spektrofotometre ile 6lctilerek
DNA miktar1 (ng/pl olarak) ve DNA'nmin safligi (260/280 nm dalga boyunda
absorbans: 6lculerek) belirlendi.

30. Aynt guin iginde kullamlacaksa +4°C'de, daha sonra kullanilacaksa -
20°C'de sakland.

3.2.2. Genotipleme icin K ullamlan Calisma Y ontemi Akis Semas

3.2.2.1. DNA amplifikasyonu: Test edilen mutasyonlar: iceren DNA fragmentleri
(AAT genine ait 3. ve 5. ekzon) amplifiye edildi. Amplifiye olan DNA primer uzama
reaksiyonlar: igin subustrat olarak kullamdi. Amplifikasyon islemi igin 0,2 ml’lik tiplere
18ul amplifikasyon Miks, 0,5 pl Taq DNA polimeraz ile 5 pl drnek DNA konuldu ve
thermal cycler cihazi 96 °C’de 15 saniye, 60 °C’de 15 saniye, 72°C’de 15 saniye (35
dongl), 72 °C’de 5 dakika ve son sicaklik 4°C olmak lizere ayarlanarak orneklere
PCR islemi uyguland:.

3.2.2.2. Post amplifikasyon

Amplifikasyon sirasinda DNA'’ ya katilmayan serbet nikleotitleri inaktive etmek igin
ornege muamele edildi. Boylece DNA'ya katilmayan serbest nikleotitlerin primer
uzama reaksiyonuna katilmasi 6nlendi.

Post amplifikasyon hazirlamisinda amplifiye edilen her 15ul PCR Grdntnin 5pl’si
post amplifikasyon isleminde kullanmak igin, Sul’si pozitif ornekleri tekrar ¢alismak
icin ayrildi. Amplifikasyon Grinintn 5 pl’si 5 pl yikleme tamponu ile %2’ likagoroz
jele yuklendi ve yaritaldu. Jelde gértlen 3. ve 5. ekzonun goruntiilenmesinden sonra
srasiyla asagida belirtilen basamaklar uygulanarak postamplifikasyon islemi yapildi.

1. Anakarisimicin 1,5 ml’lik bir tip hazirlanip isaretlendi.
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2. Post Amplifikasyon miksi kullamilmadan hemen 6nce hazirlanch. Tablo:4.’e
gore Pronto Buffer, Solution C ve Solution D test tipu igerisinde karistirildhi.
Tablodaki hacimler test edilecek 6rnek sayisinin bir fazlasiyla garpildi.

Tablo:3. Post Amplifikasyon Miks inin Hazirlanisi

Cozeltiler Bir Ornek Icin Kullamlacak Hacimler
Pronto Buffer 2 25.0 pl

Solution C 1.0 pl

Solution D 0.75 pl
Toplam Hacim 26.75 pl

3. Solusyon pipetaj yapilarak karigtirildi.
4. Test tuplerine 26 pl Post Amplification Miksi kondu ve 5 pl 1. PCR Grdnd
ilave edildi.
5. Pipeta yaparak Post Amplification Miks ile amplifiye olan DNA 6rneginin
karismasi saglandi.
6. 37 °C'de 30 dakika, sonra 95 °C'de 10 dakika inkibe edildi. Hemen
kullanmayacak durumlarda maksimum 4 saat 2-8 °C de saklandh.
3.2.2.3. Primer uzatma
Basit nikleotit primer uzama assayi 96 kuyucuklu bir termoplatede gerceklestirildi.
Her bir kuyucuk, beklenen mutasyon bolgesine yakin test edilen DNA’ya hibridize
olan 5’- ucu etkilenmis bir primeri ve test edilen bélgede nikleotit bazi tamamlayan
basit biyotinle etiketlenmis nikleotit tirini (mutant veya yabanil tip ile mukayese
edilen) icerdi. Her bir post amplifikasyon uygulanmis 6rnek mutasyon basina iki
kuyucukla test edildi. Her bir ciftin ilk kuyucugu mutant allelin (Z/S) varlig: igin
test edilirken ikinci kuyucuk normal alelin (wt) varlig: icin test edildi. Biyotinle
etkilenmis nukleotit test edilen her bir bireyin genotipine bagli olarak reaksiyon
boyunca primere katildi veya katilmadi.
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1- Thermocycler cihazi asagidaki protokole gére programlandh.

A Baslangic¢ 96°C 15 saniye
B 20 dongu 96°C 10 saniye
65°C 30 saniye
C Sonlanma 18-25°C sicaklig1 oda sicakligina indirildi

2- Kuyunun dibindeki renge dikkat edildi. Test edecegimiz her 6rnek igin bir pembe
kuyu (mut, Z/S) ve bir mavi kuyu (wt) kullanild.
3- Post amplifikasyon uygulanmis Ornekten 8er pl kuyucuklara dagitilch.

Amplifikasyon truntntn her bir kuyunun dibinde bulundugunu kontrol edildi.

4- Her kuyu bir damla ColoRed - Oil ile kaplandi. Bu stregte damlaligin agziyla
kuyulara dokunulmamasina 6zen gosterildi.

5- Termal cycler cihazi calistirild: ve siklus protokolli baglatilch. Sicaklik 90° C'ye
ulastiginda plate yerlestirildi.

6- Basit primer uzama reaksiyonu tamamlandiktan sonra ELISA ile belirleme
asamasina gegildi.

3.2.2.4. ELISA islemleri

Biyotinle etkilenmis primerlerin belirlenmesi ELISA prosediri ile gergeklestirildi.

Biyotinle etkilenmis primerler streptavidin kaplanmis ELISA plagina baglanir ve

primerin 5 antijenik ucuna yonlenmis peroksidaz resksiyon TMB subusratin

varliginda meydana gelir.

ELISA islemleri uygulamaya baslandiginda ©ncelikle bitin reaktifleri oda

sicakligina getirildi. 20x Wash Solution deionize su ile dilue edilip 1x yikama

soltisyonu hazirlandi. Plate kenarinatest ismi ve tarihi yazildi. Bundan sonra asagida

siralanan basamaklar izlenerek ELISA ile belirleme islemi yapildi.

1. Cok kanali pipet ile Pronto plate’'deki her kuyuya mineral yagin altina
girilerek 100 pl Assay Solution eklendi, birkac kez pipetaj yapilarak assay
soltisyonu ile 6rnegin karismasi saglandi. Assay ve 6rnek karisimi detection
plate ye aktarildh.

2. Odasicakliginda ve karanlikta 10 dakika inkiibe edildi.

3. Inklbasyon devam ederken 3,3 pl Konjugat HRP 330 pl Assay Solution
icinde 1:100 oraninda dilue edildi. Kullanilan her Detection Plate icin gerekli
olan 11 pl “Assay Solution'da dilue edilmis Konjugat HRP’ her testte taze
olacak sekilde hazirland.
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4. Inkibasyon sonrasinda Detection Plate 1xWash Solution ile 4 kez yikand.
Son yikamadan sonra kuyular kurumaya birakildi.

5. Tum kuyulara ¢cok kanalli pipet ile 100 ul taze hazirlanan Konjugat HRP
ilave edildi.

6. Plate oda sicakliginda ve karanliktalO dakika inktibe edildi.

7. Inkubasyon sonrasinda Detection Plate 1xWash Solution ile 4 kez yikandh.
Son yikamadan sonra kuyular kurumaya birakildi.

8. Tum kuyulara ¢ok kanalli pipet ile 100pul TMB-Substrate eklendi, oda
sicakliginda ve karanlikta mavi renk olusuncaya kadar 15 dakika sireyle
ink{ibe edildi.

3.2.3. Sonuglarin analizi

Sonuglar TMB substrat ¢ozeltisinin ilavesini takiben gordlebilir hale geldi.
Sonuclarin degerlendirilmesinde test icin kullanilan Pronto Plate kitinde belirtilen
test degerlendirme Olcitleri gdz Ontinde bulunduruldu. Mavi rengin olstugu

kuyucukta test edilen mutasyon noktasinda pozitif sonu¢ olduguna karar verildi.

(Sekil 5)
:
* o b X ;-- . .
2 & # ? . e
l l mut et mut et
Heterezigat [ S0 g "
miutart & r &
7 rarmial o
. Harnezlget 2

mLtank

Sekil 5. Sonuglarin ELISA ile degerlendirilmesi
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4. BULGULAR

Bu calismada 26'st Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Gogiis Hastaliklar:
polikliniklerinde ve 14’ G Afyonkarahisar ili gogus hastaliklari Hastanesinde KOAH
tanis: alan ve yaslar1 48 ile 82 arasinda degisen toplam 40 olgu AAT geninin PIS ve

PiZ mutasyonlar: agisindan genotiplenmistir.

Olgularaait izole edilen DNA 6rneklerinin miktar ve saflig1 Tablo 4."de verilmistir.
Tablo 4. izole edilen DNA molekullerinin miktar ve saflig

Olgu 260/280 nm’de DNA’ nin saflik Degeri DNA miktar: (ng/ uL)
No

1. 1,88 111,8
2. 1,83 35,7
3. 1,97 43,7
4. 1,85 51

5. 1,82 166,2
6. 1,72 25,8
7. 1,70 21,5
8. 1,81 47,7
0. 1,62 12,8
10. | 1,64 22,7
11. | 1,61 11,3
12. | 1,30 3,5
13. 1,82 2,7
14. | 1,36 2,11
15. | 1,26 91
16. | 1,86 2354
17. | 1,88 85,42
18. | 1,88 91,6
19. | 1,05 9,8
20. | 1,02 15,3
21. 1183 48,1
22. 10,95 17,7
23. | 153 6,0
24. | 0,86 10,2
25. 164 0,6
26. | 0,99 10,6
27. | 145 34,3
28. | 1,22 55
29. | 1,92 9,9
30. | 1,48 7,7
31. | 1,77 10,6
32. 1164 4,00
33. 11,93 12,8
34. | 2,01 50,05
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35. 11,60 25,4
36. | 1,73 38,8
37. | 181 20,3
38. | 1,88 48,1
39. 11,86 56,2
40. | 1,83 51,6

Calisilan olgulardan (igline ait AAT geninin PIS ve PiZ allerini iceren 3. ve 5.

ekzonlarin agaroz jel gorintlsi resim 3'de verilmistir.
1 2 3 4

13583 hp
1078bp
872 bp

BO3 bp

210 bp
281 bp
271 bp

e

T

23dbp

— 271 bp (8AT geni 3. ekzon)
— 268 hp (AAT geni 5. ekzon)

Resim 2. Agaroz jel goruntsi

Olgulara ait ELISA test sonuclart Sekil 3'de gosterilmistir. Her bir mutasyonun

varligi, mutant tip (PiZ veya PiS) ve yabanil tip (normal) olmak Uzere iki kuyucukta

analiz edilmistir. Mavi rengin olusumu, incelenen genotip agisindan rengin olustugu

kuyucukta sonucun pozitif oldugunu gostermektedir.
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Resim 4: Olgu No:1'in ELISA gérintust

Resim 6: Olgu No:3'iin ELISA goruntisii

Resim 9: Olgu No:6'nin ELISA goérintisi

Resim 11: Olgu No:8'in ELISA gorintiisi

Resim 14: Olgu No:11'in ELISA gorintus Resim 15:0lgu No:12'nin ELISA goruntisi

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

26

Resim 16: Olgu No:13'iin ELISA gorintust Resim 17: Olgu No:14'tin ELISA gorintus

Resim 18: Olgu No:15'in ELISA gorintus Resim 19: Olgu No:16'min ELISA gorintus

Resim 20: Olgu No:17'nin ELISA gorintus Resim 21:0lgu No:18'in ELISA goruntisii

Resim 22: Olgu No:19'un ELISA gorintust Resim 23: Olgu No:20'nin ELISA gorintus

Resim 24: Olgu No:21'in ELISA gorintusi Resim 25:

A
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Resim 28: Olgu No:25'in ELISA gorintus Resim 29: Olgu No:26'min ELISA gorintus

A
/

Resim 30: Olgu No:27'nin ELISA gorintus

Resim 32: Olgu No:29'un ELISA gorintust Resim 33: Olgu No:30'un ELISA gorintust

Resim 34: Olgu No:31'in ELISA gorintus Resim 35: Olgu N0:32'in ELISA goruntisi

Resim 38: Olgu No:35'in ELISA gorintus Resim 39: Olgu No:36'min ELISA gorintus
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Resim 40: Olgu No:37'nin ELISA goérintisi

Resim 42: Olgu No:39'un ELISA gérintisi

Olgulara ait 6zellikler ve mutasyonlar Cizelge 4.1’ de 6zetlenmistir. Olgularin timi
erkek ve yaslar1 48 ile 82 arasinda olup KOAH tarisi almistir.

Incelenen 40 olguda PIS ve PiZ allelleri agisindan mutasyon saptanmanms ve tim
olgularin normal allelelere sahip oldugu tesbit edilmistir.

28

Resim 41: Olgu No:38'in ELISA gorintist

Resim 43: Olgu No:40'in ELISA gorintist

Cizelge 4.1 Calismamizda yer alan olgulara iliskin veriler.

Olgu No Yas Cinsiyet Dogum yeri Genotip
1 61 Erkek Sincanli PiM/PiM
2. 58 Erkek Bolvadin PIM /P IM
3. 56 Erkek Afyon PIM / PIM
4. 66 Erkek Afyon PIM / PIM
5. 72 Erkek Afyon PIM / PIM
6. 62 Erkek Afyon PIM / PIM
7. 58 Erkek Afyon PIM / PIM
8. 75 Erkek Afyon PIM / PIM
9. 59 Erkek Afyon PIM / PIM
10. 63 Erkek Afyon PIM / PIM
11. 60 Erkek Afyon PIM / PIM
12. 60 Erkek Afyon PIM / PIM
13. 75 Erkek Sultandagi PIM / PIM
14. 72 Erkek Afyon PIM / PIM
15. 65 Erkek Afyon PIM / PIM
16. 44 Erkek Afyon PIM / PIM
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17. 68 Erkek Bolvadin PIM / PIM
18. 65 Erkek Afyon PIM / PIM
19. 73 Erkek Afyon PIM / PIM
20. 66 Erkek Ihsaniye PIM / PIM
21. 82 Erkek Afyon PIM / PIM
22. 63 Erkek Afyon PIM / PIM
23. 56 Erkek Afyon PIM / PIM
24, 73 Erkek Afyon PIM / PIM
25. 58 Erkek Afyon PIM / PIM
26. 67 Erkek Afyon PIM / PIM
27. 57 Erkek Afyon PIM / PIM
28. 74 Erkek Afyon PIM / PIM
29. 66 Erkek Afyon PIM / PIM
30. 62 Erkek Afyon PIM / PIM
3L 70 Erkek Bolvadin PIM / PIM
32. 50 Erkek Afyon PIM / PIM
33. 77 Erkek Sivrihisar PIM / PIM
34. 77 Erkek Afyon PIM / PIM
35. 55 Erkek Afyon PIM / PIM
36. 73 Erkek Afyon PIM / PIM
37. 75 Erkek Bolvadin PIM / PIM
38. 48 Erkek Afyon PIM / PIM
39. 50 Erkek Afyon PIM / PIM
40. 50 Erkek Afyon PIM / PIM
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5. TARTISMA

Bu arastirmada, Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Goguis Hastaliklar:
Poliklinigi ile Afyonkarahisar Goguis Hastaliklar1 Hastanes’ nde KOAH tamist alan ve
Anabilim Dalimiz Tibbi Genetik Laboratuvarina refere edilen olgularin o;-
antitripsin genine ait M, S ve Z alelleri agisindan genotiplenmesi 6ngortlmus olup
yaptigimiz calismanin  sonucunda olgularin  tamaminda PIM / PIM  genotipi
saptanmistir.Olgularda  PiS ve PiZ genotipleri  agisindan  bir  mutasyon
gbzlenmemistir.

Benzer sekilde Italya da yapilan bir tarama calismasinda 859 KOAH'l1 olgu,
Izlanda' da yapilan bir baska calismada 94 KOAH’l1 olgu, Fransa da 5000 KOAH’ |1
katilime: Uzerinde, Macaristan’ da ise 1282 kisilik KOAH’ |1 grupta ATT geninin PiZ
ve PIS mutasyonlar1 agisindan genotiplemeleri yapilmis ve ATT geni agisindan
olgularda genotipleme calismasi arastiril mistir.

Italya’ da yapilan bir tarama calismasinda 859 KOAH'l1 6rnegin 70'inde AAT
eksikligi tespit edilmis ve bunlarin %80’ inde ZZ genotipi oldugu belirlenmistir®,

Izlanda da yapilan bir baska calismada ise 94 KOAH'l1 vaka arasinda Z allel
sikliginin sifir olarak belirlenmistir 2.

Fransa'da 5000 KOAH’l1 katilimci Uzerinde yapilan tarama calismasinda S
aleli sikhig1 giineybatida daha yiksek bulunmustur. Marsilya’da S ve Z tiplerinin
gorilme sikliginin Ulkenin diger bolgelerinden daha disik olmast ise Afrika ve
Asya dan go¢ eden kisilerin bu bolgelerdeki cokluguna baglanmustir 2.

Macaristan’da ise 1282 kisilik KOAH’l1 grupta yapilan taramada Hint kokenli
Gipsi irkinda S varyanti sikligi en az diizeyde tespit edilmis ve 2. siklikta Cin kokenli
olmasi muhtemel Jasz irkinda belirlenmistir®*,

Buna karsin; bizim ¢alismamizda 40 olgu incelenmis ve AAT genine ait Sve Z
alellerine raslanamamistir. Diger calismalarda ATT genine iliskin Z aleli sikligi
yaklasik olarak 9%0.08 oraninda bulunmustur. Bu durumun calismalardaki olgu
sayisinin fazla olmasi ile iliskili oldugunu disiinmekteyiz.

Iskandinavya da yapilan baska bir calismada; isveg ve Finlandiya da bulunan
Lapp wrkinda S ve Z varyantimn Avrupada belirlenen en dusik dizeyde oldugu
ortaya konmus, bununla birlikte Norveg'te yasayan aym irkta Z varyantimin en Ust
diizeyde oldugu tespit edilmistir %°.
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Hollanda da bir endistri sehri olan Vlaardingen’ de ise hem S hem de Z varyant
siklig1 diger endistri sehirlerindeki oranlara yakin olmasina karsin kiicik bir gégcmen
sehri olan Vlagtwedde' de her iki allelin olduk¢a diisik dizeyde gorulmesini genis
toplumsal goclerden ayr1 olan bir toplam olmalar: seklinde yorumlanmustir 2.

Y apilan literatiir taramalarina gore bu gine kadar Glkemizde AAT gene iliskin
varyantlarin arastirildigi  genis kapsamli  bir c¢alisma yapilmamistir.  Bizim
calismamizda incelemeye alinan olgu sayisinin 40 olmast ve olgularin belirli bir
bolgeden olmasi nedeniyle S ve Z varyantlarinin dagimi ile ilgili yeterli bilgi
edinilememistir.

Y unanistan’ da yapilan 3 ayr1 ¢alismada belirgin derecede farkli sonuglar elde
edilmistir. Yapilan calismalarin birinde S varyantimin oldukca az dizeyde, Z
varyantinin ise orta diizeyde oldugu belirlenmistir 2*.

Yine Afrika' da yapilan genis kapsamli bir calismada Nijerya, Glney Afrika,
Somali'de PiS ve PiZ allelleri varlig: tespit edilirken; Angola, Botswana, Kamerun,
Mozambik, Namibya ve Kongo'da daha ¢ok PiS varyant: ve son olarak da Mali’de
PiZ varyantinin daha sik oldugu belirlenmistir *2.

Yukarida deginildigi Uzere Ulkemizde bu konuya iliskin bir calismaya
rastlanmamistir. Bizim ¢alismamizda ilk kez 40 olgu calisiimis ve olgularda S ve Z
varyantlarina rastlanmamustir.

Sonug olarak calismamizda 26'st Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Gogus Hastaliklar: polikliniklerinde ve 14'G Afyonkarahisar ili gogus hastaliklar
Hastanesinde KOAH tamisi alan ve yagslar1 48 ile 82 arasinda degisen toplam 40
olguda AAT geninin PIS ve PiZ mutasyonlari agisindan genotipleme galismasi
yapilmis ve PIS ve PiZ alellerine rastlanmamus olup olgularin timinde PIMM
genotipi  saptanmustir.  Kronik obstriktif akciger hastaliginda sbz konusu
mutasyonlarin yoremizdeki dagilisina iliskin sikligin ortaya konmas igin ¢alismanin

genisletilmesi ve olgu sayisinin arttirilmasi gerektigi kamsina varil mistir.
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6. SONUCLAR

Bu arastirmada, Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Goglis Hastaliklar
Poliklinigi ile Afyonkarahisar Goguis Hastaliklar1 Hastanes’ nde KOAH tamist alan ve
Anabilim Dalimiz Tibbi Genetik Laboratuvarina refere edilen olgularda as-
antitripsin genine ait M, S ve Z aelleri agisindan genotipleme c¢alismasi yapil mistir.

Calismamizda 26'st Afyon Kocatepe Universitess Tip Fakiltesi Gogus
Hastaliklar1 polikliniklerinde ve 14'G  Afyonkarahisar ili gogus hastaliklari
Hastanesinde KOAH tamisi alan ve yaslar: 48 ile 82 arasinda degisen toplam 40 olgu
AAT geninde PIS ve PiZ alellerine rastlanmamis olup olgularin timiinde PIMM
genotipi saptanmustir.

Bu tez calismasinin sonucunda kronik obstruktif akciger hastaliginda soz
konusu mutasyonlarin yoremizdeki dagilisina iliskin sikligin ortaya konmasi igin
calisgmanin genisletilmesi ve olgu sayisinin arttirilmas kanisina varilmis ve Anabilim
Dalimiz Tibbi Genetik Laboratuvarinda AAT genotipleme calismasi rutin olarak
yapilir hale gelmistir.
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