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BOLUM 1

GiRiS

1.1. AMAG

Tlberklloz, Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis)’in neden
oldugu, en sik gorulen mikobakteriyel hastaliktir. Dunya ¢apinda
enfeksiyondan oOlimlerin basinda gelmektedir. Tum dinya ndfusunun
yaklasik Ugte biri tiberkuloz basili ile enfektedir. 2005 yilinda dinyada 8.8
milyon yeni hastanin oldugu tahmin edilmektedir ve 1.6 milyon Kisi
tuberkulozdan olmagstar. Turkiye’de 2005 yilinda tani konulan tuberkuloz
hasta sayisi 20.535 olarak bildiriimigtir (1). ‘Basille Calmette and Guerin’
(BCG) asisinin gelistiriimesine ve etkin ilaglarin tedavide kullaniimasina ve
Dogrudan Gozetimli Tedavi Stratejisi (DGTS)'nin 187 Ulkede uygulanmaya
baglamasina karsin, tum dunyada, ozellikle de gelismekte olan Ulkelerde,

tuberkuloz 6nemli bir saglik sorunu olarak varligini surdiurmektedir.

Yayma pozitif hastalari tanimlama oranlari, DGTS programlarinin
Dinya Saghk Orgiti (DSO) bélgelerinde uygulanmaya baglamasi ile
%35’ten %76’ya yukselmistir. M. tuberculosis ile enfekte olan bireylerin %90
kadarinda mikroorganizmalar sessiz kalan odaklarda tutulur ve klinik belirti
vermezler. Basille karsilagsma sonrasindaki ilk iki yil iginde hastalik gelismesi

riski %5’tir. Kalan %95 olguda ise sessiz enfeksiyon yani latent tiberkiloz



enfeksiyonu (LTBE) gelismektedir. LTBE olgularinin %9%’i yasamlarinin

herhangi bir ddneminde aktif akciger tuberkulozu gelistirmektedir (2).

Bu durum mikobakterinin kendi viralansinin hastaligin prognozunu
belirleyen tek faktér olmadiginin goéstergesidir (3).

Farkl toplumlardan bildirilen tuberkuloz ile ilgili ikiz ¢aligmalari konak
genetik faktorlerinin, ¢evresel faktorlerin yaninda enfeksiyonun gelismesinde
temel belirleyici faktdér olduguna dikkat c¢ekmektedir. TUberklloza konak
duyarhih@i Gzerine etkili oldugu dastnulen genetik faktorler arasinda 6zellikle
Natural Resistance Associated Macrophage Protein-1 (NRAMP-1), Mannoz
Baglayan Lektin (MBL), Human Lokosit Antijeni (HLA) tipleri, Vitamin D
Reseptérii (VDR), Tumdr Nekroz Faktérii-o (TNF-o) ve interlokin-1 (IL-1)
bulunmaktadir. Yeni molekuller yontemlerin gelismesi ile bu konuda artan
calismalar da konaga ait genetik faktorlerin enfeksiyonun gelisimindeki
onemini desteklemektedir.

Mycobacteria, Salmonella ve Leishmenia gibi iligskisiz intraselliler
mikroorganizmalara bagli enfeksiyonlarda dogal direncin kontrolinin farede
birinci kromozom uzerindeki, Bcg, Ilty, veya Lsh olarak belirlenmig tek bir gen
ile kontrol edildigi gosterilmis ve Bcg gen bolgesinde bazi aday transkripsiyon
birimleri tanimlanmistir. Bu aday genlerden biri olan Nramp cDNA’nin,
farelerden alinan Orneklerde yapilan nukleotid sekans analizi sonucu
saptanan aminoasit degisimi ile enfeksiyona yatkinlik goOsteren fenotip
arasinda bir iliski gdsterilmistir (4). insan monosit ¢cDNA kiitiiphanesinin
taranmasi ile insan NRAMP geni icin cDNA izole edilmistir ve faredeki ile
%89 homolog oldugu saptanmigtir (5). NRAMP1 geni 2q35 lokusuna

haritalanmistir (6).



NRAMP1, makrofajlarda lizozom ve ge¢ endozomlarin membranlarinda
lokalize bir proteindir (7). Fagozomal bdlgeden  divalent katyonlarin
cikartilmasi yolu ile enfeksiyonlara kargi defansta rol oynar. Bu katyonlar
mikrobiyal ~ fonksiyonlar i¢cin  gereklidir ve fagozomal ¢evreden
uzaklastirlmalari ile bakteriyostaz veya bakterisidal aktivitedeki artig,
patogenezin zayiflamasina neden olur. Fagositozun bir pargasi olarak
fagozom membranina dahil olmak yerine trans-golgi yolagindaki endozomal
kompartmani direkt olarak hedefler (8).

Gambia’da yapilan olgu-kontrol calismasinda NRAMP1 genindeki
polimorfizmlerden bazilari tUberkuloz hastalarinda daha siklikla heterozigot
olarak saptanmistir (9). Yapilan baglanti analizi ¢alismalari ile 2q35
bolgesinde NRAMP1 geninin hemen distalinde bir tiberklloz yatkinhk lokusu
saptanmigtir (10). Gunumuze kadar cgesitli etnik gruplardaki tuberkuloz
hastalarinda ve diger intraselliler patojene bagl enfeksiyonlar ile cesitli
otoimmun hastaliklarda farkli NRAMP1 gen polimorfizmleri ¢alisiimis ve
yatkinlik veya diren¢ acisindan degisen sonuglar elde edilmigtir (11,12).
Tuberkilozun klinik formlari, radyolojik bulgulari, tani yontemleri, tedaviye
yanit durumlari ile NRAMP1 gen polimorfizmleri de cgesitli arastirmacilar
tarafindan farkh etnik gruplarda iliskilendiriimeye ¢alisiimistir (12).

Tuberkuloz, ginumuzde Ulkemiz igin 6nemli bir saglhk sorunu olmaya
devam etmektedir. Tuberkuloza yatkinlik veya diren¢ durumu ile NRAMP1
gen polimorfizmleri arasindaki iligkiyi arastiran, farkli etnik gruplarda
cahsilmis ve farkli sonuglar elde edilmis ¢alismalar olmasina ragmen henliz
Tark toplumunda yapilmis NRAMP1 geni ile tuberkuloz iligkisini aragtiran bir

calisma bildiriimemistir. Bu c¢alismada Turk toplumundaki tuberkuloz



olgularinda NRAMP1 genine ait dort polimorfizm ile hastaligin gelismesi, yas
ve cinsiyet farkhliklari, ¢esitli klinik formlari, ilaca diren¢ durumu arasindaki

iligskinin arastirilmasi1 amacglanmigtir.

1.2. GENEL BILGILER

1.2.1. Tuberkiiloz

Tlberklloz, %97-99 oraninda ¢ok sayida antijene ve degisik virllans
faktorlerine sahip Mycobacterium tuberculosis basili ile, farkh Kklinik
tablolarda gelisebilen kronik granilomatoz bir enfeksiyon hastaligidir (13).
Pulmoner tuberkuloz, klinik olarak ates, oOksuruk, kilo kaybir ve anormal
akciger grafisi ile karakterizedir. Akciger disi tuberkiloz semptomlar ise

etkilenen organa bagli olarak degigiklik gostermektedir (14).

1.2.1.1.Tarihsel Geligim

Tlberkllozun genetik bir hastalik oldugu goristinden, 1843’te insandan
alinan kazedz materyalin tavsanlara enjeksiyonu ile tiberkilozun bulastiginin
deneysel olarak gosteriimesi ile uzaklasilmaya baslanmistir. Robert Koch,
1882 yilinda M. tuberculosis’i bulmus ve tlberkiloz hastaliginin etkeni
oldugunu ispat etmistir. Fligge 1897 yilinda hastaligin damlaciklar yoluyla
bulastigini bildirmigtir. Wilhelm Konrad von Rontgen 1895 yilinda hastaligin

konaktaki prognozunun ve agirliginin takibini saglayacak X isinini bulmustur.



Calmette ve Guerin, 1922 yilindan gunimuze dek insanlarda kullanilan
Basille Calmette and Guerin (BCG) asisini bulmuslardir. Cesitli etken
maddelerin denenmesine ragmen, tuberkiuloz kemoterapisinde 1944 yilindaki
ilk Streptomisin uygulamasina kadar basarili sonuclar elde edilememistir.
Streptomisinin ve diger antituberklloz ilaglarin kesfi ile M. tuberculosis’in
tedavi edilebilecek bir bakteri oldugu ispat edilmistir.

GUnumuzde ikiz g¢ahgmalarinin sonuglarinin da destekledigi gibi
tuberkiloz konak genetik faktorlerinin de hastaligin ortaya c¢ikisinda ve

prognozunda etkili oldugu bir enfeksiyondur.

1.2.1.2. Epidemiyoloji

Yirminci yuzyilin ikinci yarisinda, asi uygulamalari ve kemoterapi
etkisiyle endustrilesmis Ulkelerde tuberkidloz olgularinin  morbidite ve
mortalitesinde bir digsus gortlmuastir. Ancak 1985’ten sonraki on yilda olgu
sayisinda %12lik bir artis olmustur. DSO ve Tuberkiloz ve Akciger
Hastaliklar ile Savasim Birligi (IUATLD)'nin 1990 arastirma sonuglarina goére
M. tuberculosis ile enfekte kisi sayisi 1.7 milyar iken, 1994’te 1.9 milyar
olarak bildirilmistir. DSO’ne 1980 ve 2005 yillari arasinda bildirilen tiiberkiiloz
olgu sayisi ise 90 milyondan fazladir. DSO 2007 tiiberkiiloz raporunda, yeni
olgu sayisi 8.8 milyon olarak bildirilmigtir. Bu olgularin 7.4 milyonu Asya ve
bati Afrika’da bulunmaktadir. Tuberklloz nedeniyle dlen 1.6 milyon kiginin

195.000’i HIV (Human Immunodeficiency Virus) ile enfekte olarak bildiriimistir

(1).



HIV enfeksiyonunun ortaya cikisinin dunyadaki tuberkiloz olgu
sayisinin  artisina katkisi yaninda, tuberkiloza baglh mortalite ve
morbiditedeki artisa da neden oldugu gorulmektedir. HIV ile enfekte
olgulardan her yil ylizde onunun tuberkiloz enfeksiyonunu gelistirmesi
beklenmektedir. Bu duruma ek olarak ilaca direngli tuberkiloz olgularinin
cevrelerini enfekte etmeleri, sanayilesmis ulkelere, yuUksek tuberkiloz
insidansina sahip Ulkelerden goglerin fazla olmasi da olgu sayisinin artisina

katkida bulunmustur (15).

DSO, olgu sayilarindaki artis ve tiiberkiloz kontrol calismalarinin
basarili olamamasi nedeniyle acil durum ilan etmis ve DGTS uygulamalari
90’ yillarin sonlarina dogru hiz kazanmistir. Birgok Ulkede DGTS kabul
gbébrmulstir ancak halen vyeterli organizasyon saglanamamigtir. DGTS
uygulamalarina dahil olan yaklasik 5 milyon tiberkiloz hastasi 2005 yil igin

bildirilmistir.

Dunyadaki tuberkliloz olgularinin  dagilimi  ekonomik durum ile
korelasyon gostermektedir. Afrika, Dogu Akdeniz ve Guneydogu Asya’da

yeni olgu sayllarinda artis devam etmektedir.

Ulkemizdeki tliberkiloz hastaligi insidansi, Saglik Bakanhidi, Verem
Savas! Dairesi Baskanhgi, Turkiye’de Verem Savasi, 2007 Raporuna gore,
2005 yilinda tani konulan 20.535 hastadan 18.753'U (%91.3) yeni olgudur ve
olgu hiz1 26.0/100.000°dir. Bu olgularin %730 akciger tuberkilozu, %27’si ise
akciger disi tlberklloz tanisi ile izlenmigtir. Hastalarin %34.9'u kadindir.
Ulusal Tuberkiloz Programi tarafindan yapilan raporlamada DGTS’nin 2003

yilindaki yayginhgr %2, 2005 yilindaki yayginhigi %3 olarak bildirilmigtir (16).
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Sekil 1. Turkiye’'de tiberkuloz yeni olgularinin olgu hizlari, 1996-2005

(17).

Ancak 2006 yili haziran ayinda saglk bakanlgi butin illerde DGTS
uygulamasini baslatmigtir. 2005 yili hastalarinin verileri  Turkiye Ulusal
Tuberklloz Surveyans Arastirmasi (TUTSA) adl proje ile bireysel toplanip
analiz edilmistir. Verilerin toplanmasinda, DSO ile uyumlu ilkemizde
kullanilan tanimlar ve Avrupa Tuberklloz surveyansinin veri standartlari
esas alinmistir. Hazirlanan Turkiye’de Verem Savasi, 2007 Raporu, Verem
Savas Derneg@i'ne kayitli hastalar esas alinarak, Ulkemizdeki tlberkilozun
durumuna iligkin bir tabloyu degisik yonleri ile sunmaktadir. Hastanelerde ve
laboratuvarlarda tani almig fakat kayda geg¢memis hastalar oldugu
bilinmektedir. Bununla birlikte, DGTS uygulamalarinin Ulke ¢apinda
baglamasindan 6nce yapilan bu sunu, sonraki yillarda ortaya konulacak yeni
verilerin karsilastirilabilecegi bir temel olusturmaktadir ve verem savasi

hizmetlerinin degerlendiriimesinde kanita dayali yaklagimi saglayacaktir. Bu



rapora gore 1996 yilindaki 33.7/100.000 olan yeni olgu hizi 2005 yilinda

26/100.000’ya dugmaustar [Sekil 1, (17)].

1.2.1.3. Tuberkiloz Basili (M. tuberculosis)

Aside direngli uzun ve kisa gomaklar halinde, hareketsiz, sporsuz,
aerobik, kapsulsuz bir mikroorganizmadir. Etken, fiziksel ve kimyasal
maddelere karsi oldukca direnclidir. Aside dayanikliigi basillerin boyali
preparatlarda kolaylikla taninmasini saglar. Cogalma zamani 18-25 saattir.
Hidrofob oluslari ve kime halinde Ureyisleri sebebiyle dig etkenlere oldukca
dayanikhidir. Fenol (%2), kreosol (%1), formalin (%3) ve NaOH (%5)
solusyonlarinda 4 saatte olur. Mera, toprak ve gubrede 2-6 ay canh kalir.
Kurumaya kargi dayaniklidir. Pastorizasyon isisinda genellikle 6lmelerine
karsin bazilari 75-80°C’ ye 5-10 dakika, 100°C’ye bir dakika, giines isigina iki
saat dayanir. Salt alkol (%70-90)’e 5-10 dakika dayanir. Karanlk ve kuru

ortamlarda aylarca canli kalabilir.

Kimyasal olarak protein, polisakkarit ve lipidlerden meydana
gelmiglerdir. Tuberkuloz basillerinin hicbir toksini yoktur. Organizmada
¢ogalmalari sonucunda hastalik meydana getirirler. Zorunlu aerob hcre igi
parazitlerdir ve bu 06zelligi nedeniyle akcigerlerin Ust loblarina yerlesme

egilimindedirler (18).



1.2.1.4. Tuberkiilin Cilt Testi (TCT)

Tlaberkll basil kalttrt filtresinden elde edilen saflastiriimis protein
tirevi (PPD)'nin icerdigi M. tuberculosis antijenlerine karsi olusan, aktive
edilmis antijen spesifik T hlcre aracili gecikmis tip asiri duyarlihk yanitidir.
Kisinin tdberklloz basili ile enfekte olup olmadigini gosterir, hastalik
hakkinda bilgi vermez. LTBE’nun tanimlanmasi TCT reaksiyonunun pozitif
saptanmasi ile mimklin olabilir ancak aktif enfeksiyon varligini ekarte
ettirmez (19, 20). M. tuberculosis enfeksiyonu ile BCG asilanmasi veya
cevresel mikobakteri ile temas arasinda da TCT reaksiyonunun pozitif
saptanmasi ayiricilk saglamaz. TCT’nin negatif saptanmasi miliyer
tuberkiloz veya sepsiste gorulebilir, tuberklloz hastaligini higbir zaman

ekarte ettirmez (21).

1.2.1.5. Tlberkiloz Basilinin Bulas Yollari ve Konaktaki Seyri

Tuberkuloz, hava yolu ile bulasan hastaliklarin klasik bir 6rnegi olarak
kabul edilmektedir. Cevresel faktorler, kaynak olgunun, tuberkuloz basilinin
ve hedef kisinin 0Ozellikleri, karsilasma suresi ve yogunlugu bulasi

etkileyebilecek faktorler arasindadir (22).

Tuberklloz hastaliginda bulastiriciligi yiksek olan gruplar, akciger,
endobrongiyal, larinks tuberkllozlu, balgam yaymasinda aside direngli basil
(ARB) pozitif olan, akciger grafisinde kavitasyon gorulen olgulardir.

‘Damlacik c¢ekirdekleri ile bulagsma teorisi’ 1930°lu yillarda Wells ve



arkadaslar tarafindan ileri surtlmuagtur. Hastalik etkeni olabilecek damlacik
cekirdekleri 1-3 canli tuberkilloz basili iceren ve birka¢c saat havada asili
halde kalabilen, ¢capi 1-5 mikron arasinda degisen Ozelliktedirler. Kaynak
olgunun akcigerlerinde bulunan basil sayisi balgam yaymasi ile
degerlendirilebilir. Mililitresinde 10.000 basil bulunan olgularin yaymasi %95
oraninda pozitif olarak tesbit edilir. Balgam yaymasi negatif, kulturl pozitif
hastalar yaymasi pozitif olanlara oranla daha az bulastiricidirlar. Tedavi
almakta olan yayma pozitif hastalar da tedavi almayanlara oranla daha fazla

bulastiricidirlar (18).

Uzun slre ve yakin temas, uygunsuz havalandirilan ortamlar basil
iceren damlaciklara maruziyeti arttirarak bulasicilik riskini arttiran c¢evresel

faktorlerdir.

Hastaliga veya basile direng, hastalanmayi kolaylastiran eglik eden
durumlarin bulunmasi, basil kaynag! ile gecirilen sure hastaligin ortaya

cikisini etkileyen hedef kigiye ait faktorlerdir (18).

Tuberkuloz basili hasta ineklerden alinan, ¢ig olarak tuketilen sut
yoluyla sindirim sisteminden, daha nadir olarak konjuktivadan, Ostaki
tuplerinden aspirasyonla orta kulaktan, genitouriner sistemden, deriden

organizmaya girebilir (18).

Konjenital tluberkiloz ¢ok nadirdir ve fetus karacigerinde bir primer

kompleks bulunmasi kanitidir (18).

M. tuberculosis ile enfekte olan bireylerin %90 kadarinda

mikroorganizmalar sessiz kalan odaklarda tutulur ve klinik belirti vermezler.
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TCT negatif temaslilarin %30'u enfekte olur ve klinik ve radyolojik hicbir
bulgu olmaksizin TCT’leri pozitiflesir (primer enfeksiyon) (23). Basille
kargilagsma sonrasindaki ilk iki yil iginde erken hastalik gelisimi ile primer
tuberklloz gelismesi riski %5’tir. Kalan %95 olguda ise sessiz enfeksiyon
yani latent tuberkuloz enfeksiyonu gelismektedir. LTBE olgularinin %5’i
yasamlarinin herhangi bir doneminde ge¢ reaktivasyon hastaligi (sekonder
tuberklloz) geligtirmektedir (2).

Solunum yolu ile alinan basillerin en sik yerlestigi orta ve alt akciger
zonlarinda viseral plevranin hemen altinda, kapiller dilatasyon ve kandan
gelen polimorf nuveli I0kositler ile eksudasyon olusur. Yaklasik bir gun sonra
lezyon bolgesine alveolar makrofajlar toplanmaya baglar ve 6zgul olmayan
bir inflamatuar yanit gelisir. Bu evrede alveolar makrofajlarin mikrobisidal
glcu ve basilin virulansi sonucu belirler. Basil sayisi fazlaysa, virulansi
yuksekse ve konakginin immunitesi zayifsa makrofajlar basili dlduremez,

basil cogalarak makrofaji pargalar.

- Gulclh bir konakgl yaniti ile alveolar makrofajlarca basiller fagosite
edilebilir ve higbir lezyon olugmayabilir. Basille karsilasan olgularin
%90’ Inda bu sekilde latent enfeksiyon geligir. Klinik semptomlarinin
olmamasi, balgam yayma incelemesinde ARB bulunmamasi, akciger
lezyonlarinda radyolojik ilerleme olmamasi latent enfeksiyonun
Ozelligidir. Bu olgular TCT uygulamasi sirasinda taninabilirler.

- Bodlgeye monosit, makrofaj, noétrofil ve T lenfosit gogu olur. Epiteloid
hicreler ve Langhans tipi dev hicreler tuberkil formasyonu
olusturarak olayl sinirlamaya calisirlar. Ancak basiller ¢ogalmaya

baglayabilir ve olayin baslangicindan 2-4 hafta sonra aktive olan
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CD4+ T hucreleri bolgeye gelir. Yardimci T hucreleri sitokinler yoluyla
makrofajlari aktive edip basilleri 6ldurebilme yetenegi kazandirirlar. Bu
evrede lezyonlardaki basil sayisi Hiicre Aracili immiin Yanit (CMI) ile
yok edilemeyecek sayilara ulasabilir ve gelisen gecikmis T hucre
yaniti basillerin logaritmik gogalmasini durdurur. Tuberkul merkezinde
nekroz ve fibrozis gelismesi sonucunda granulom olusur. Granilom
merkezinde birka¢ milimetre gapindaki kuglk kazedz lezyonlarin
(Ghon fokusu) olusumu ile koruyucu immunite gelisebilir. Basiller bu
odaklarda canhliklarini surdurebilir ancak ortam kosgullarinin uygun
olmamasi nedeniyle daha fazla ¢ogalamazlarsa, latent enfeksiyonu
olusturabilecek sekilde az sayida inaktif halde kalabilirler. Klinik ve
radyolojik higbir bulgu olmaksizin TCT pozitifleserek primer enfeksiyon
olusur.

immiin denetim yetersiz kalir ve basiller gogalmaya devam ederse,
makrofaji parcalayarak ve salinan kemotaktik faktorlerin de etkisiyle
dolagimdaki inaktif makrofajlarin lezyon bolgesine gelmesine neden
olurlar. Bu makrofajlarin basillerin etrafinda toplanmasi ile granilom
olusur. Genis kaze6z lezyonlarin olusmasi ile basiller, kan ve lenfatik
sistem yoluyla 6zellikle apikal kisimlarda yerlesen akciger tuberkulozu
veya akciger digi tuberklloz (dalak, karaciger, kemik, bobrek, santral
sinir sistemi) olusturacak sekilde lenfohematojen yol ile tim vicuda
dagilabilir ve primer tlberkuloz (erken hastalik) tablosu olusabilir. Lenf
yollari ile hiler lenf bezlerine ulasan basiller primer fokise (Ghon

fokisl) uyan bir kompleks meydana getirirler. Akciger ve lenf
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bezlerindeki fokusler ile aralarindaki lenfatik damar Uglisu primer
kompleksi meydana getirirler (18).

Primer enfeksiyon veya hastaliktan yillar sonra inaktif basillerin
¢ogalmaya baslamasi veya eksojen reenfeksiyonu ile yetigkin tip
akciger tuberkulozu olan ge¢ reaktivasyon hastaligi (sekonder
tuberklloz) geligebilir. Yaygin granulom buatunldginin bozulmasi ile
doku yikimi meydana gelir ve bu sure¢ kavitasyon olugsumu ile
sonuglanir. Yetigkin akciger hastaliginin karakteristik bir ozelligidir.
Kaze6z materyale komsu brong duvarinda nekroza bagl gelisen
ruptur ile basiller diger akciger bolgelerine ulasirlar. Kavite olusumu
hem kigide hastaligin yayilmasina hem de hastanin bulastirici 6zellik

kazanmasina neden olmaktadir [Sekil 2, (18)].
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Sekil 2. Akcier tuberkulozu patogenezi (21).

- Intraselliiler patojenlerle olusan enfeksiyonlar hiicre aracili immiin
yanit ile kontrol edilir. Etkili bir hlcre aracili immuan yanit iyi organize olmus
granlilomatdz lezyonlarda bulunan patojen organizmalara bagh enfeksiyonun
yayllmasina karsi konagdi koruyacaktir (24). Konagin hicre aracili immun
yaniti makrofaj aktivasyonu ile basil gogalmasini inhibe eden bir stre¢ olarak
tanimlanirken, gecikmis tip asiri duyarllik (Delayed-Type Hypersensitivity-
DTH) yaniti basillerin Gremesi igin uygun hucre ici ortami ortadan kaldirip,
basil yUkli aktive olmamis makrofajlari ve komsu dokulari hasarlayarak basil

¢ogalmasini Onleyen bir suregtir. Bu iki surecin gelisimi tuberkuloz
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patogenezinde belirgin rol oynamaktadir. Bu immun yanitlar oluguncaya

kadar, basilin kendisi konak¢i dokularda herhangi bir hasar yaratmaz (18).

Tlberkllozun  kontroli  enfekte makrofajlarin  aktivasyonu ve
ceperlerinde granltlomatéz lezyonlarin formasyonu ile basillerin yayilliminin
Onlenmesi gibi  antijen spesifik T-hicre yanitinin olusmasina baghdir.
Makrofajlarin mikobakteri enfeksiyonlari sirasinda birgok roli bulunmaktadir.
Bunlar mikobakterilerin intraselliler ¢ogalmasi icin ana konak hucrelerdir.
Enfeksiyon bolgesindeki lenfositlerin reaktivasyonu sirasinda antijen sunan
hicre olarak davranirlar ve mikobakterinin oldurulmesinden sorumludurlar
(25). Makrofajlar ve dendiritik hucreler tarafindan patojenin Toll-like
reseptorler (TLR), mannoz reseptorleri ve kompleman reseptorleri araciligi ile
fagosite edilmesi insan immuin sisteminin aktive olmasinda ilk basamaktir
(24). TLR’ler memeli hicre yuzey proteinlerinin bir ailesini olustururlar ve
proinflamatuar sitokin gen transkripsiyonu ile patojen iligkili molekdllere
baglanarak dendritik hicre matirasyonunu uyarirlar. TLR-2 mikobakteriyal

lipoproteinlerin taninmasi ile iligkilidir.

Dendritik hdcre maturasyonu en uygun antijen Uretimi ve salinimini
saglamaktadir. Antijen Uretimi 6zellesmis konak htcre proteinleri olan Buyuk
Doku Uygunluk Kompleksi (MHC-Major Histocompatibility Complex)
molekulleri ile, fagosite edilmis mikobakteriyal proteinlerin daha kuguk
peptidlere pargalanmasini saglar. Hucre yuzeyine tasinan MHC-peptid

kompleksleri antijen sunumunda T hucrelerle birlikte gorev alir (23).

Fagosite edilen basil farkli hicre ici 6ldirme mekanizmalari ile yok

edilmeye calisilir. Fagozom-lizozom birlesmesi, reaktif oksijen ve reaktif
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nitrojen ara urunlerinin Uretimi onemli mekanizmalardandir. ATP bagimli bir
proton pompasiyla ortamin asiditesinin uygunlugunun saglanmasi ile
lizozomal enzimler fonksiyonlarini en iyi sekilde gosterebilirler. Nitrojen ve
oksijen ara urunlerinin Uretimi, basilin protein yapisi ve DNA’sinda hasar
olusturarak olimune neden olur. Ayrica enfekte makrofajin 6lumu de, hucre
ici canli basil sayisini azaltarak konak¢l savunmasina katkida bulunmaktadir

(26).

Mikobakteriler makrofajlardaki sag kalimlarini arttirmak igin bazi
mekanizmalar  gelistirmiglerdir. Bunlar mikobakteri iceren fagozomlarin
maturasyonunun durmasi, fagozom asidifikasyonunun Onlenmesi ve
fagolizozomal birlesmenin inhibisyonudur. Ancak M. Tuberculosis yogun
amonyak Uretebilme yetenedi nedeniyle lizozomal enzimlerin etkisini
azaltarak ve diger bir mikobakteriyel Grin olan sulfatidler ile birlikte de
fagozom-lizozom birlesmesini inhibe ederek vakuol igindeki toksik ¢cevreden
kagabilir (27). Mikrobiyal fonksiyonlar i¢in gerekli olan divalent katyonlarin
fagozomal c¢evreden uzaklastiriimalari ile bakteriostaz veya bakterisidal
aktivitedeki artis, patogenezin zayiflamasina neden olur (8, 28). NRAMP1
(SCL11A1) makrofaj aktivasyonunda pleiotrofik etkili, makrofajlarin lizozomal
kompartmaninda eksprese olan bir politopik integral membran proteinidir.
NRAMP1 (SCL11A1), Cysteine-X amino acid-Cysteine (CXC) kemokine,
interlokin-1p (IL-1B), inducible Nitric Oxide Synthase (iNOS), Biiyik Doku
Uygunluk Kompleksi (MHC) sinif Il molekdlt, Tumor Nekroz Faktoru- o
(TNF-a), Nitrik Oksid (NO) salinimi, L- arjinin dizeyleri, oksidatif burst,

tumorisidal ve antimikrobiyal aktivite regulasyonunu i¢eren etkilere sahiptir.
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M. tuberculosis’in immunolojik kontrold  Th hucrelerine baglidir. T
hicreleri, CD4+ ve CD8+ T hucreleri olarak iki ana gruptur. Hastalik
bdlgesindeki temel T hdcreleri CD4+ olanlardir ve primer rolleri gevredeki
diger immun hucreleri kontrol edecek sekilde sitokinlerin Gretimidir.
Tuberklloz spesifik CD4+ T hucreleri esas olarak Tip | sitokinleri Uretirler
(22). CD4+ T hucrelerinin Th1 hucrelerine farklilagsmasi, CD4+ hucrelere
MHC sinif Il ile sinirh mikobakteriyal antijen sunumu ile saglanmaktadir. IL-
12, IL-18 ve IL-23 gibi erken sitokin ortami TLR-2'nin aktivasyonu aracilgi ile
kismen uyarilir. Th1 yanitt IFN-gamma (IFN-y) ‘nin dretimi ile olmaktadir,
IFN-y makrofajlarin optimal aktivasyonundaki en etkili Tip | sitokindir. Reaktif
oksijen ve nitrat ara UrUnleri gibi anti-mikobakteriyal molekullerin Uretimi ve
fagozomal maturasyonu boylece destekler. TNF de granuloma olusumunda
ve devamliliginda 6nemli olan diger Tip | sitokinlerdendir. CD8+ T hucreleri
de sitokinleri salgilayabilirler ve direk olarak mikobakteri iceren makrofajlari
oldurme yetenegine sahiptirler. Mikobakteriyel antijenler MHC sinif | yolagi
uzerinden CD8+ hucreleri aktive eder. Bu hicreler mikobakteriyi granulizin ve
perforinin makrofajin membraninda delik olusturma etkisiyle oldurebilir ve

mikobakterilerin daha etkili efektor hiucrelere tagsinmasini saglarlar (23).

T hdcreleri ve makrofajlar arasindaki iligki ¢ift yonludir. Akcigerdeki
makrofajlarin Urettigi IL-12 T hdcre fonksiyonlarini kontrol eder ve T

hiucrelerden salinan IFN-y da makrofajlari aktive eder.
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1.2.1.6. Klinik Bulgular ve Tani

Tuberkuloz basili ile enfekte olduktan sonraki ilk yil icinde hastalik
gelisme riski %15,2'dir. ilk iki yil iginde %5 olguda, daha sonrasinda da
%5’inde olmak Uzere, yagsamin herhangi bir zamaninda tuberkuloz hastaligi

gelisir (29).

Tuberkulozun endemik oldugu bolgelerde iki temel klinik formu
bulunmaktadir. insidansin iki yas bagimli epidemiyolojik piki ile karsimiza
gelmektedir. Kuguk cocuklarda, genellikle primer pulmoner enfeksiyonu
takiben mikobakterinin erken hematojen yayilimina baglh olarak dissemine
tuberkuloz gelismektedir. Yetiskinlerde ise enfeksiyon genellikle akcigerlerde
sinirhdir ve sessiz primer enfeksiyondan latent tiberktlozun reaktivasyonu

ile hastalik goralar (3).

Basilin alinmasini takiben otuz yillik surecte gelisen enfeksiyonun %80’i
ilk iki yil icerisinde gorulmektedir (30). Turkiye gibi tiberkilozun yaygin
oldugu ulkelerde tuberkuloz basili ile kargilasmanin yasamin erken yillarinda
fazla olmasi nedeniyle primer tuberkuloz sikhkla ¢ocukluk yaslarina denk
gelmektedir ve kontrol altina alinamayan erigkin tuberkilozunun bir
yansimasi olarak c¢ocuk tlberkllozu ortaya c¢ikmaktadir. Erigskin bir
tuberkulozlunun temasli taramasi yapilirken 6zellikle ¢ocuk yas grubu bu
nedenle iyi degerlendiriimelidir. Enfeksiyondan hastalik gelismesi ilk bes
yasta daha fazla gorulir ve miliyer ve menenijit tuberklloz gibi 6nemli hastalik
sekilleri bu yas grubunda daha siktir (17). Daha yavas progresyon gosteren

olgular iki yildan daha uzun slUre sonrasinda hastalik gelistirebilirler ve
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reaktivasyon olgulari olarak degerlendirilir, sekonder tuberkiuloz (erigkin
tuberkulozu) olarak da adlandirilirlar (31). Cocuklarin balgaminda, aglik mide
suyunda basil sayisi az oldugu igin yetigkinlerden farkli olarak bakteriyolojik
tani orani %30-50'dir ve yetigkinlere oranla ¢ok daha az bulagtiricidirlar (29,
32). Ancak semptomlari veya akciger grafisindeki bulgulari ile tuberkuloz
hastaligi tanisi almis olan ¢ocuklar, ardigik olarak Ug balgam yaymasi negatif
bulunana, Oksurigu azalana ve uygun tedavisi tamamlana kadar izole

edilmelidir (32).

Tdm tdberkuloz olgularinin %80-90’inda hastalik akcigerlerde ortaya
cikar. Primer enfeksiyonunun bakteriyemik fazi sirasinda lenfohematojen
yaylhm veya komsuluk yoluyla direkt invazyon sonucu diger organlara
basillerin ulasmasi ile metastatik bir odak olusur. Klinik latent bir donemin
arkasindan bu odagin aktif hale gecmesi sonucu akciger digi tuberkiloz
gelisir (33). Lenfatik sistem, tiberklloz hastaliginin en sik goéruldigu akciger
disi organdir. Plevra, santral sinir sistemi, genitotriner sistem, kemikler ve
eklemler tek baslarina tutulabilecegi gibi, akciger disi tluberkiloz yaygin
olarak tum organlari tutabilir ki buna miliyer tiberkiloz (ya da dissemine
tuberkuloz) denilir. Primer enfeksiyon sonrasi ilk iki yilda gelisen genellikle
akciger digi tiberkulozdur. Cocuklarda hematojen yayilim olasihgl yuksek

oldugundan akciger disi tiberklloz gorilmesi daha siktir (29) .

Akciger disi tuberkuloz ates, anoreksi, kilo kaybi, halsizlik gibi
semptomlarin yani sira tutulan organa bagl tuberkiloza 6zgun olmayan
semptomlara da neden olarak bir ¢ok hastalikla karigsabilir. Akciger disi

tuberklloz, tum tuberkuloz olgularinin %15-20’sini olusturur (33). Turkiye
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TUTSA verilerine gore ise 2005 yili yeni olgularinin %71.4’G akciger,
%28.6’s1 akciger disi tuberklloz hastalarindan olugmaktadir (17). Cocuklarda
ise tuberkulloz olgularinin %25-30’u ekstrapulmoner tuberkulozdur (22,23).
Cocuklarda akciger tuberkulozu oldukca hafif klinik bulgularla seyreder.
Erigkinlerde siklikla gorulen ates, istahsizlik, halsizlik, kilo kaybi veya kilo
aliminin durmasi ve balgamli 6ksuruk gibi yakinmalara gocuklarda oldukga
az oranda rastlanir. Uzun suren kilo alamama, kuvvet kaybi, terleme,
Oksuruk, wheezing, bir haftadan uzun sUren ve acgiklanamayan ates
gorulebilmektedir. Ral, ronkus duyulmasi, hepatosplenomegali, eklem ve
kemiklerde hassasiyet, hareket kaybi fizik muayenede saptanabilecek bazi
bulgulardir. Asiri duyarliik reaksiyonu nedeniyle ilk yil iginde flukteniler
konjunktivit, enfeksiyonun 3-8. haftalarinda eritema nodosum gorulebilir.
Cocuklarda primer tuberkuloz hastahginin %95’i akcigerlerde meydana
gelmektedir. Bu nedenle suphelenilen her g¢ocuk primer odak ve
lenfadenopati agisindan On-arka ve yan akciger grafileri ile
degerlendirilmelidir. Direk grafiler ile saptanamayan lenfadenopatilerin yarisi
bilgisayarli  tomografi ile  saptanabilmektedir. TCT ile birlikte

degerlendirildiginde tUm bu bulgular tanida yardimcidir (21).

TCT sinirlarinin degerlendiriimesinde pozitif kabul edilen hastalar ¢

grupta incelenebilir (21).

PPD: 5-9 mm

e Tuberkulozlu erigkinlerle temaslilar

¢ Kiinik veya radyolojik olarak tuberkuloz bulgulari olanlar

20



e HIV seropozitifliler

PPD: 10-14 mm

Yuksek prevalansli bolgede dodup yasayan bebek ve

cocuklar

intravendz ilagc bagimliligi

Tuberkuloz riskini arttirdigi bilinen kosullarda yasayanlar

immunosupresif ilag alan ya da hastaligi olanlar
PPD 215 mm
e Risk bulunmayan kigiler

Erigkin bir hastada semptomlar solunum sistemi ve genel semptomlar
basliklari altinda incelenebilir. Bu bulgularindan bir veya birkaginin bulunmasi
ile tiberkulozdan suphelenmek gerekir.

- Solunum sistemine ait semptomlar arasinda daha 6nce baska bir

hastaliga ait oldugu gosteriimemis, baslangigta kuru ve kesik kesik

olan, U¢ haftayr gegen Oksuruk gorulebilir. Parankim lezyonlarinin
ilerlemesi ile dksurik balgamli hale donusebilir ve brong tutulumu da
varsa uzun sire devam edebilir. Ozellikle kaviteli olgularda belirgin
olacak sekilde balgam kanh olabilir. Etkin bir tedavi ile birinci ayin
sonunda kaybolur. Plevra tuberkllozunda ve pnomotoraksta nefes
darligi ve gégus agrisi gorulebilir (30).
- Halsizlik, yorgunluk, zayiflama, istahsizlik, ates, gece terlemesi

hastalarda gorulen fakat 6zgun olmayan sistemik semptomlardir. Hafif
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derecede ates cesitli calismalarda %35-80 arasindaki sikhigiyla en sik
g6zlenen sistemik semptom olarak verilmektedir. Ogleden sonralari
baslayan atesin dusmesi ile birlikte, gece terlemeleri gorulur (30). Hasta
genel olarak soluktur ve kilo kaybi nedeniyle zayiftir. Miliyer
tuberkulozda yaygin lenfadenopati ve hepatosplenomegali saptanabilir.
Diger organ tuberkulozlarinda bulgular, tutulan organa gore degisir.
Larinks tuberkulozunda ses kisikligi, omurga tuberkulozunda sirt agrisi,
bobrek tuberkulozunda idrarda kan gorulmesi ve rutin idrar kulttrlerinde
etken mikroorganizmanin saptanamamasi, tuberkuloz ~menenijitte

kusma ve bas agrisi gibi yakinmalar olabilir (33).

Tuberkuloz hastaligi suphesi olan erigkinlerin degerlendiriimesinde
hastanin dykusunun iyi alinmasi gerekir. Cevresinde tuberkiloz hastasinin
olup olmadigi ve onceden tuberkiuloz hastaligi gecirip gecirmedigi
ogrenilmelidir. Daha onceden de tuberkuloz tanisi almigsa, hastaligi
doneminde kullandigi ilaglar, suresi ve duzenliligi ile ilgili bilgi alinmali ve
mumkunse kayitlari incelenmelidir. Hastanin tuberklloz acgisindan riski
artiran bir saglik sorununun olup olmadidi da sorgulanmalidir. Olasi
tiberkiloz tanisi genellikle hastanin iyi bir fizik muayenesine, Klinik
semptomlarinin degerlendiriimesine dayanir. Eger hastada uzun sureli
OksUruk, ates ve kilo kaybi varsa tuberkilozdan kuskulanilir. TCT, akciger
grafisi bulgulari ile olasi tani desteklenir. Tuberkllozun kesin tanisi balgam
yaymasi veya kultartnun pozitifliginin gorilmesi ile konur (17).

Akciger tuberkulozunda akciger grafisi hemen daima bulgu verir. Ancak

primer tlberkiloz olgularinda akciger grafisi normal olan vaka orani %15’dir.
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Primer tuberkulozda parankimal konsolidasyon (lober veya segmental)
genellikle tek lobda sinirlidir. Herhangi bir lobda olabilir ve genellikle
sublober, subplevraldir. Birden fazla lob tutulumu ise %25 duzeyindedir.
Primer tuberkllozun bakteriyel pndomoniden ayiriminda, eslik eden
lenfadenomegali varhgi, sistemik toksisite ve antibakteriyel tedaviye yanitin
olmamasi anlaml bulgulardir. Radyolojik olarak olgularin tGgte birinde sekel
(skar) kalir. Gohn fokusu direk grafide kalsifiye skar olarak gorulur ve %15-17
oraninda saptanir. Sekonder olarak etkilenen bolgelerin dizelmesi de
radyolojik olarak skar veya kalsifikasyonla veya her ikisinin gorulmesi ile
olabilr ve bu odaklara “Simon odagi” adi verilir. Kalsifiye hiler
lenfadenomegali taniy1 destekler. Cocuklarda kavitasyon progressif primer
tuberkulozun gorunimudur ve %10-50 oraninda gorulur. Erigkin tip primer
tuberkllozda ise kavitasyon %7-29 oraninda gorulur. Primer tuberkulozda
genellikle klinik ve radyolojik belirti gostermeyen erken hematojen yayim
siktir. Taberkilozun tum formlarinda klinik ve radyolojik olarak saptanabilen

miliyer hastalik, primer tuberkulozda ancak %1-7 oraninda saptanir (34).

Reaktivasyon tuberkulozundaki sekonder odaklar parsiyel arteryal
oksijen basincinin yluksek ve lenfatik drenajin az olmasi nedeniyle Ust
loblarin apikal ve posterior segmentleri ile alt loblarin stperior
segmentlerinde meydana gelir. Reaktivasyon tuberkilozunun en erken
radyolojik bulgusu bu alanlara yerlesmis eksudatif lezyonlara bagl olarak
meydana gelen, sinirlari belirsiz, heterojen opasitelerdir. Ust loblarin
tutulumu, kavite olusumu, lenfadenopatilerin olmamasi primer tiberkilozdan
ayirici tanida 6nemli radyolojik bulgulardandir. Bilateral Ust lob hastaldi %32-

64 oraninda gorulir ve %88 olguda birden fazla segment olaya katilir.
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Baslangigtaki eksudatif lezyonlarin bir kismi daha iyi sinirli kaba retikuler ve
noduler opasitelere (fibroproduktif veya fibroproliferatif lezyonlar) donusebilir,

iki lezyonun birlikteligi %79 oraninda goruldr.

En az 6 aylik radyolojik stabilite ve negatif balgam kultlrlerinin pespese
alinmasi inaktif hastaligin en guvenilir kriterleridir. Direkt radyografi ile
hastalik aktivitesi degerlendiriiemez. Aktivite tespiti igin genellikle
bronkoalveoler lavaj veya balgamda aside direngli bakteri Uretilmesi (kultlr)

esastir. Ancak bu %20-25 olguda gergeklesebilir.

LTBE’'nun tanisinda, duyarliik ve 6zgulligundeki sinirhliklara ragmen,
TCT standart test olma 6zelligini korumaktadir. Erken salinan antijenik hedef-
6 (ESAT6) ve kultar filtrat proteini-10 (CFP-10) gibi, BCG ve tuberkiloz
etkeni olmayan, diger mikobakterilerde bulunmayip sadece M.
tuberculosis’de bulunan mikobakteriyel antijenlerinin kullanildigi, tuberkuloz
enfeksiyonu ayirici tanisinda %89 duyarlihk ve %98 oOzgulluk ile

kullanilabilecek yeni tani testleri gelistiriimistir (35,36).

Aktif tuberkulozun kesin tanisi balgam yaymasi veya kulturudur. Yayma
mikroskopisinin temel sinirlayicihdr dusuk duyarhihgidir. Sadece %50-70
tuberkuloz hastasinda balgam yaymasi pozitiftir. Kultir daha 6zguldur ancak
basilin Gremesi iki aya kadar uzayabilir (36). Cocukluk cagi primer akciger
tuberkulozunda basilin klasik mikrobiyolojik yontemler ile gosterilebilmesi
%40 dizeyinda kalmaktadir. Mikobakterilerin ¢ogalmalari sirasinda yag
asidini metabolize ettiklerinin bilinmesi, radyoaktif karbon (C)-14 ile
isaretlenmis palmitik asidin kullanildigi hizli kaltar yonteminin gelistiriimesini

saglamistir. BACTEC yonteminde, mikobakterilerin yagd asidinin yikimi
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sirasinda Urettigi radyoaktif isaretli karbon igeren karbondioksitin radyometrik
Olcimuyle saptanmasi ile sonug¢ alinabilir. Bu yontemle balgam c¢ikaran
hastalarda 1-3 hafta gibi kisa bir surede mikobakterinin saptanmasi, Greyen
mikobakterinin tiplendiriimesi ve antibiyotik duyarhlik testlerinin yapilmasi
mumkun olacaktir (37, 38). Ancak M. tuberculosis’in nukleik asid
amplifikasyon teknikleri ile saptanmasi yeni yontemler icinde en ¢ok Umit
verendir. Alinan ornekten basilin DNA'sinin polimeraz zincir reaksiyonu ile
cogaltiip saptanmasina dayanan bu yontemde basil sayisinin az oldugu
durumlarda sonug¢ alinamamasi, kontaminasyon durumlarinda yanlhs pozitif
sonuglar alinmasi mumkundur. Bu nedenle sonucun negatif oldugu durumlar
hastaligi ekarte ettirmez ve pozitif gikmasi her zaman kesin hastalig
gostermez (38). Nukleik asid amplifikasyon testlerinin duyarhligi farkh
calismalarda, balgam yaymasi pozitif saptanan hastalar igin % 84-92, balgam
yaymasi negatif saptanan hastalar icin % 41-75, tum olgular dikkate

alindiginda ise %96-99 olarak bildirilmigtir (36).

Akciger, karaciger, kemik iligi biyopsileri ve plevra sivisinin
bakteriyolojik ve histolojik incelemeleri tanida yardimcidir. Plevral sivi
orneklerinde purin metabolizmasinda rol alan bir enzim olan adenozin
deaminaz’in (ADA) vyuksek oldugunun gdsterilmesi tuberkiloz tanisini
destekler. Ozellikle 40 Unite ve (zerindeki degerler tiiberkiiloz tanisi igin

degerlidir. ADA2 izoenzimi tiberkuloz i¢in daha spesifiktir.
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DSO'niin  gocuklarda akciger tiiberkilozunda kullanilmak Uzere

hazirladigi rehbere gore olgular Gg grupta degerlendirilir:

1. Supheli tliberkiloz: Akciger grafisinde tuberklloz disundiren
bulgular(parankimal lezyon ile birlikte veya parankimal lezyon olmadan
hiler opasite) ile birlikte 2 haftadan daha uzun slren o6kslrik veya
wheezing varligi gibi tuberkuloz suphesi uyandiran klinik bulgularin

olmasi

2. Olas! tuberkuloz: Akciger grafisinde tuberkulozu kuvvetle
dusunddren bulgular (parankimal lezyon ile birlikte veya parankimal
lezyon olmadan hiler lenfadenopati veya miliyer gérinim) veya supheli
akciger grafisi bulgular ile birlikte tuberkulozlu ile temas oykisu veya

supheli akciger grafisi bulgulari ile birlikte PPD testinin pozitif olmasi.

3. Kesin tuberkuloz: Kalturde M.tuberculosis’in gosterilmesi

Bunlarin higbiri yoksa tani buyuk olasilikla tluberkiloz degildir.
Hastadaki tuberkllin negatifligi 2-3 ay icinde pozitiflesmezse veya klinik

durumu iyi veya duzeliyor ise tuberkuloz dusunulmemelidir.
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Erigkin tipi akciger tuberkulozu ile primer akciger tiberkulozu arasindaki

farklar tablo 1’de 6zetlenmisti

r.

Tablo 1. Erigkin tipi akciger tuberkulozu ile primer akciger tuberkulozu

arasindaki farklar

Primer tiiberkiiloz

Erigkin tipi tiiberkiiloz

baslangi¢ yeri cogunlukla

apeksler, subapikal bolgeler ve

YERLESIM akcigerlerin her yeri alt loblarin apikal bolgeleri
YAYILIM lenfo-hematojen yolla brons yolu ile
KAVITE nadir sik

SPONTAN SiFA buyUk bir kisminda sik degil
YAS klguk eriskin

1.2.1.7. Korunma ve Tedavi

Dogrudan gézetimli tedavi stratejisi, Diinya Saghk Orgiti tarafindan

1991’de tanimlanmis olan tlberkiloz kontroll

icin Onerilen stratejidir.

Dogrudan gozetimli tedavi (DGT), gorevli bir kisinin, hastanin her doz ilacini

yuttugunu gozlemesidir. Bu gorevli, egitim almis ve denetlenen bir kigidir.

Bdylece hastanin tedaviye uyumu garantilenir, her doz ilaci igtiginden emin

olunur.
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(39):

DSO'niin 2002 Tiiberkiiloz raporuna gére DGTS su unsurlardan olusur

* Tuberkuloz kontrol aktivitelerinin surekliligini ve butinlGgunu

saglamak igin hukumetin kararlilik icinde olmasi

+ Saglik kurumlarina kendileri basvuran semptomlu hastalarda

balgam yayma mikroskobisi yaparak pasif olgu bulma

* En azindan butun yayma pozitif olgular icin, alti-sekiz aylik rejimler
kullanarak standart kisa sireli ilag tedavisi uygulamak. lyi olgu yénetimi;
batin balgam pozitif yeni olgularda baslangi¢ donemi suresince,
rifampisin iceren rejimlerde idame doneminde ve butun yeniden tedavi

rejimlerinde DGT uygulamayi gerektirir
» Gerekli butuin anti-TB ilaclarin dizenli, kesintisiz saglanmasi

* Her hasta igin, olgu 6zelliklerini, tedavi sonuglarini ve TB kontrol
programinin  butininin performansini  degerlendirmeye olanak

saglayan standart bir kayit ve raporlama sistemi

DSO'niin 2007 raporuna gore, dinya populasyonunun yasadigi

bdlgelerin %89’unu kapsayacak sekilde 187 Ulkede uygulanmaktadir. DGTS

ile izlenen yaklagsik bes milyon tuberkuloz hastasi 2005 yili igin bildirilmigtir

ve yayma pozitif olgu saptama oranlari Avrupa ve Bati Pasifik DSO

boélgelerinde sirasiyla %35 ve %76 olarak farkliliklar géstermektedir.

Tlberklloz koruma c¢alismalarinda, en etkili yaklasim bulastirici

olgulara hizla tani konulmasi ve tedavi baglanmasidir. Ortalama on bes

gunlik kombine ilag tedavisinin balgamin bir mililitresindeki tuberklloz basil
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sayisini %99 azalttigi gosterilmigtir (40). En ¢ok bulagsma, tani dncesinde
olmaktadir. Koruyucu ila¢ tedavisi, tuberkuloz hastaligi gelisme riski yuksek
olan gruplara onerilmektedir (Tablo 2). Koruyucu ilag tedavisinin tuberkiloz
hastas! ile temasi olan TCT negatif kiside amaci, enfeksiyon geligimini
onlemek (primer koruma) ve TCT pozitiflesmeden basilleri yok etmektir.
Tuberkulloz ile enfekte TCT pozitif kigilerde ise inaktif basillerin reaktivasyonla
tuberklloz hastaligi olugturmasini onlemek amaciyla koruyucu ila¢ tedavisi
(sekonder koruma) uygulanir. ilacin koruyucu etkisi organizmada bulunan
ancak henuz daha hastalik tablosu olusturmamig basillerin yok edilmesi veya

sayllarinin azaltiimasi yoluyla olur (41).
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Tablo 2 . Ulkemizde koruyucu ilag tedavisi endikasyonlari (29).

TUBERKULOZ HASTASI ILE TEMASI OLMAYANLAR

15 yasindan kiguk

TCT pozitif cocuklar

Yeni enfeksiyonda tliberkuloz hastaligi gelisme riski ylksektir ve
cocuklarda genellikle yeni enfeksiyon s6z konusudur

Cocuklarda tiberkuloz hastaligi, miliyer ve menenijit formlarinda
ortaya ¢ikabilir

TCT konversiyonu

Son 2 yilda negatif olan TCT'nin pozitiflesmesi veya en az 6 mm
artis gostermesi

(Bu arada BCG asisI yapiimamis olmak kosuluyla)

Akciger filminde
tuberkuloz sekeli
lezyonu

Eski tiberkuiloz ile uyumlu sekel lezyonu olan 35 yas altindakiler

Tuberkuloz riskini
artiran

bagisikhgi
baskilanmig TCT
pozitif kigiler

Bu grup hastada TCT pozitifligi kriteri 5 mm ve Gzeri degerlerdir

TUBERKULOZ HASTASI ILE TEMASI OLANLAR

35 yasindan daha
geng olanlar

Koruyucu tedavi 6 ay sireyle verilir. 6 yasindan kigik ¢ocuklara
koruyucu tedavinin sonunda TCT yapilir

Negatif bulunursa, BCG asisi yapilir;

pozitif bulunursa bir sey yapilmaz

TCT konversiyonu

Son 2 yilda negatif olan TCT'nin pozitiflesmesi veya en az 6 mm
artis gostermesi

(Bu arada BCG asisI yapiimamis olmak kosuluyla)

Akciger filminde
tiberkiloz sekeli
lezyonu

Eski TB ile uyumlu sekel lezyonu olan 35 yas altindakiler

Tuberkuloz riskini
artiran

bagisikhgi

baskilanmis kisiler
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Primer koruma amaciyla erigkinlerde izoniazid (INH) 5 mg/kg/g
(maksimum 300 mg), ¢cocuklarda 10 mg/kg/g (maksimum 300 mg) dozlarda
alti ay sureyle tedavide kullanilir. Temasta bulunulan kiside INH direnci varsa
gunliak 10 mg/kg dozda, maksimum 600 mg’i olacak sekilde 4 ay sureyle
rifampisin (RIF) kullanilabilir. 2 ay sureyle RIF+pirazinamid (PZ) ve u¢ ay
RIF+PZ kullanilmasi gibi farkli protokoller farkli hasta gruplarinda
onerilmektedir. Cok ilaca direncli tiberkulozlu bir kisi ile temas durumunda,

birden fazla ilagla koruyucu tedavi yapilabilir (29).

BCG asisi, hastaliktan korumamakla birlikte, kanla ve lenfatik sistemle
basilin yayillmasini engelleyerek hayati tehdit eden miliyer ve menenijit
tuberkuloz gibi durumlarin ortaya ¢ikisini azaltir (29).

En etkili, en givenli ve en kisa sireli tedavi secilmelidir. Ulkemizde
oldugu gibi INH direncinin %4’ten yuksek oldugu bdlgelerde baslangi¢
doneminde dort ilacin kombine edildigi tedavi protokolu uygulanmalidir.
idame déneminde en az iki ila¢ kullaniimahdir. ilaglarin diizenli ve yeterli
surede kullaniimasi ile hastada ilag direnci ortaya c¢ikmasi ve tedavi

basarisizligi dnlenmeye calisilir.

Erken bakterisidal aktivite 06zelligi ile basilleri hizla &lduren
(bakterisidal), ila¢ direnci gelisimini Onleyici aktiviteye sahip olan ve hastanin
vucudundaki basilleri sterilize eden farkl tuberkuloz ilaglarinin bir arada ve
yeterli surede kullaniimasi sonucunda hastada kur saglanir ve nuks etme

olasiligi da oldukga duser.

Cocugu enfekte eden erigkin hastanin, eger biliniyorsa kultur ve ilag

direnci sonuglari gocugun tedavisinin planlanmasinda da faydahdir. Cocukluk
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¢agl tuberkulozunda basil sayisinin az olmasi nedeni ile sekonder direng
geligtirme riski dusuktur ve erigkinlere gore daha az sayida ilag tedavide

yeterlidir.

Cocuklarda akciger tuberkulozunun tedavisi en az iki bakterisidal ilacla
yapilmalidir. Cocukluk ¢cagi akciger tlberkilozunda énerilen klasik tedavi; ilk
iki ay1 dgli (INH+RIF+PZ) ilag kombinasyonu olmak tzere INH+RIF ile 6
aylik tedavi siresinin tamamlanmasidir. ilk iki aydan sonraki tedavide ikili ilag
intermittant olarak (haftada 2 veya 3 kez) uygulanabilir. Balgam yaymasinda
basil saptanan ya da kavitesi olan ¢ocuk tuberkuloz hastalarina da erigkin
hastalar gibi, tedavinin baslangi¢ déneminde dort ilag verilir. Miliyer ve
menenijit tlberkidlozda dortll ilag tedavisi 9-12 ay sure ile dnerilir. Cocuklar
tuberkuloz ilaglarini erigkinlere gore ¢ok daha iyi tolere ederler ve ilag yan

etkileri cocuklarda ¢ok daha az goérulur (Tablo 3).

Kortikosteroidler, cocukluk ¢aginda menenjit tuberkulozda
antiinflamatuar etkisi nedeni ile, hipoksi ile giden miliyer tuberkilozda alveol
kapiller gegisi artirmak igin, peribrongial ve endobronsial tiberkilozda da
brons basisini azaltmak igin kullanilabilirler. Ayrica perikard ve plevra

tuberkllozunda anti-tuberkuloz tedavisi yaninda kullanilabilirler.

Cocuklardaki tiberkilloz tedavisinin de ideal olani direkt gézlem altinda
uygulanmasidir ve tedavi basarisini artirir. Klinik bulgularda duzelmenin
gbzlenmesi, cocugun atesinin dugmesi, istahi ve kilosunun artmasi tedavinin
basarisinin oncelikli igaretleridir. Daha sonra solunum sistemi bulgularinda
gerileme izlenir. Radyolojik dizelme uzun sirer. Cocuklarda tuberkiloz

ilaclarinin yan etkileri ¢ok daha nadir oldugundan; duzenli karaciger
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enzimlerinin izlenmesi gerekli degildir. Etambutol (EMB)'un optik norit yapici
etkisi nedeniyle kullanim sirasinda g6z muayenesi onerilir. Streptomisin (SM)
ve diger aminoglikozidleri kullanan c¢ocuklarda tedavi baslangicinda ve

kontrollerde bobrek fonksiyon testleri ve isitme muayeneleri yapiimalidir (29).

Erigkin tuberkuloz tedavisinde de en onemli etken ilaglardir. Direngli
mutant suslarin ortaya c¢ikma olasiligi, basil sayisinin en fazla dizeyde
olmasindan dolayi, tedavinin baglangi¢ doneminde en yuksektir. INH
direncinin, Ulkemizde oldugu gibi, %4'ten ylksek olmasi, baslangi¢
doneminde dort ilacin kombinasyonu ile tedaviye baslamayi gerektirmektedir.
idame dénemde de en az iki ilag kullaniimalidir. Akciger tiiberkiloz tanil
olgularda baslangi¢ doénemi icin iki ay sureyle INH+RIF+PZ+EMB veya
INH+RIF+PZ+SM ila¢c kombinasyonu secilmesi uygundur. idame doz olarak
dort ay sureyle INH+RIF tedavisi Onerilmektedir. Akciger disi tuberkiloz
olgularinda idame dénemde INH+RIF tedavisinin yedi-on aya dek uzamasi
gerekmektedir. Tedaviyi terkten donen olgularda iki ay slreyle
INH+RIF+PZ+EMB+SM kombinasyonu uygundur. NUks olgularinda iki ay
sureyle INH+RIF+PZ+EMB tedavisine, yedi aya tamamlayacak sekilde
INH+RIF+EMB kombinasyonu ile devam edilmesi uygundur. Tedavi
basarisizligi olmus olgular ve kronik olgularin uzmanlagsmis merkezlerde
Amikasin, Kanamisin, Kapreomisin, Etiyonamid, Protionamid, Para-amino
salisilik asit, Sikloserin, Ofloksasin, Siprofloksasin, Rifabutin, Klofazimin,
Thiasetazon gibi ikinci grup ilaglarla tedavi edilmesi gerekmektedir (29).
Akciger disi tuberklloz olgularinda genellikle kortikosteroidlerin kullanimi

gerekmektedir. TUberklloz perikarditte ve tuberkiloz menenijitte, akciger
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tuberkllozu ve plevra tutulumundan farkli olarak komplikasyonlari da azalttigi

gOsterilmigtir [Tablo 3, (29, 42-44)].

Tablo 3. Tuberkuloz olgu tanimlarina gore tedavi semasi (29).

BASLANGIC DONEMI iIDAME DONEMI
OLGU TANIMI
(gunluk) (gunldk)
Yeni olgu 2 ay HRZE ya da HRZS 4 ay HR
Cocuk tuberkilozu 2 ay HRZ 4 ay HR
e . 7-10 ay HR
Menenijit, miliyer, kemik-
eklem tiberkiilozu 2 ay HRZE ya da HRZS
Tedaviyi terkten dénenler 2 ay HRZES® 5ay HRE
Nuks olgular 1 ay HRZE
Tedavi basarisizli§i olmus
olgular Uzmanlasmis merkezlerde ikinci grup ilaglarla tedavi
edilir

Kronik olgular

*H: izoniazid, R: Rifampisin, Z: Pirazinamid, E: Etambutol, S: Streoptomisin

1.2.1.8. Tluberkiiloza Genetik Yatkinlik

Tlberklloza vyatkinlik multifaktoriyel 6zellik gostermektedir. M.
tuberculosis ile enfekte olan bireylerin sadece %10’u hastalik gelistirmektedir.
Beslenme durumunu da igceren ¢evresel faktorlerden kuresel bakildiginda en
onemlisi HIV enfeksiyonudur. M. tuberculosis ile HIV enfeksiyonunun

birlikteligi hastalik gelistirme riskini yagsam boyunca %10’dan, bir yil icinde %
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10 riske yukseltmektedir (45). Konaga ait genetik faktorler intraselluler
patojenlerle olusan hastaliklara yatkinlik kontrolinde 6nemli rol almaktadir.
insan genetik faktérlerinin hastaligin gelisimini etkilediginin en giigli kaniti
ikiz calismalaridir. Tuberklloz i¢in monozigotik ikizlerde dizigotik ikizlere
kiyasla daha yuksek konkordans oranlari saptanmistir. Son yirmi yilda
pozisyonel klonlama ve aday gen galigsmalari ile hastaliga yatkinligi etkileyen
bircok gen tanimlanmigtir. Bugune kadar tuberkuloza konak duyarliligi
uzerine etkili oldugu bildirilen genetik faktorler arasinda NRAMP-1, HLA

tipleri, VDR, MBL, TNF-a ve IL-1 bulunmaktadir (46).

Bu calismalardan elde edilen veriler, birden fazla aday genin
tuberkuloza yatkinlik ile iligkili oldugunu gostermektedir. Elde edilen veriler
tani, tedavi ve korunma agisindan énemli adimlarin atilmasinda yol goésterici

olacaktir (47).

1.2.2. Natural Resistance Associated Protein 1 (NRAMP1)

NRAMP ailesinin bakteriler, insan ve diger birgok organizmada metal
iyon homeostazinda temel roli oldugu son yillarda anlasiimistir. NRAMP
ailesi Uyelerinin memelideki protein sekansi, maya, bitki, sinekteki ile farkl
oranlarda benzerlik géstermektedir. Bu olduk¢a korunmus olan aile, mayada
uc gen (SMF1, SMF2 ve SMF3), sinekte MVL (malvolio) geni ve memelilerde
NRAMP1 ve NRAMPZ2 genleri ile temsil edilmektedir. Divalent cation

transporter 1 (DCT1), insan NRAMPZ2 geninin faredeki %92 benzerlik
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g6steren muhtemel izoformudur ve insan NRAMP1 ile %73 dzdestir. insan
NRAMP1 mRNA akciger, dalak ve karacigerde eksprese olur, ancak en
yuksek ekspresyonu periferik kan I0kositlerindedir (48). NRAMP1
makrofajlarin fagozomal membranindan; NRAMP2 ise duodenum ve periferik
doku hucrelerinin plazma membranindan metal iyon transportunda gorevlidir.
NRAMP aile uyelerinin genel metal iyon tagiyicisi fonksiyonlari vardir ve

divalent katyon transportu yapabilirler (49).

NRAMP1, antijenik olarak birbirleri ile ilgisi olmayan intrasellller
patojen  enfeksiyonlarina dogal direng, proinflamatuar  makrofaj
fonksiyonlarinda artis ve otoimmun hastaliklara yatkinhk ile iligkilidir.
Retiktloendotelyal sistem makrofajlarinin ge¢ endozom veya lizozomal
kompartmanlarinda lokalize olan ve nétrofillerin jelatinaz pozitif tersiyer
granillerinde yer alan NRAMP1, pH bagimli, Mn*?, Zn*?, Cu*?, Fe*?, Cd*?,
Ni*? ve Co™ gibi, divalent metal katyonlarin (Me*?) tasiyicisidir (50). Jelatinaz
negatif tersiyer granillerde de NRAMP1in bulundugu gdsterilmistir.
Fagositozda, divalent metal katyonlarin transportuna aracilik etmek Uzere

hizla fagozomal membranda gorev alir [Sekil 3, (48)].
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Sekil 3. NRAMP?1’'in makrofaj icindeki lokalizasyonu ve divalent metal

katyonlarin transportundaki rolu

NRAMP1 fonksiyonel ekspresyonu, makrofaj protein-tirozin fosfataz
(PTP) aktivitesinde azalma ve protein fosforilasyonunda artis ile sonuglanir

(50).

1.2.2.1. Yapisi ve Fonksiyonu

Fare Nramp1 1993 yilinda mikobakteri enfeksiyonlarina direng igin
sorumlu gen olarak klonlanmistir. Nramp7’in bilinen prokaryotik ve okaryotik
transport sistemlerinin yapisal homologu olan bir integral membrani kodladigi

One surulmuastur, ancak halen fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir.
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Drosophila melanogaster'deki homologu olan, Mv/ tarafindan kodlanan
MVL proteini 1995te bulunmustur. MVL proteini makrofajlar ile sinir
sisteminde eksprese olur ve normal tat alma davranisi igin gereklidir. Ancak

molekuler etkileri halen agik degildir (49).

Maya Nramp homolodu ve metal iyon tasiyicisi olan Smf1p’nin kesfi,

memeli NRAMP yapisi hakkinda bilgilerimizin ilerlemesine yol agmistir.

Nevo ve arkadaslarinin hipotezine gore, mikrobiyal invazyona kargi
makrofaj savunmasinda Nramp1’in bir roll, bakteri iceren fagozomlardaki
metal iyon konsantrasyonlarini azaltmasidir. Nramp1’in metal iyonlari
fagozomal lumenden sitoplazmaya tasidigr éne surulmustar. Bunun sonucu
olarak fagositler tarafindan mikroorganizmalarin Gzerlerine salinan reaktif
oksijen ve/veya nitrojen toksik maddelerine kargi kendilerini savunmalari igin
gerekli olan bakteriyal metalloenzimlerinin Uretimi ve fonksiyonu sinirlanmis

olur ve bakterilerin cogalmasi engellenir (49).

Defektif Nramp1, metal iyonlarinin konsantrasyonlarinin fagozomda
artmasina neden olarak mikobakterinin ¢ogalmasina yol agar ve enfekte
organizmanin patojene kargi duyarli hale gelmesine neden olur. Bu hipotez

birkag calisma ile de desteklenmistir (49).

Bir grup bilim adaminin hipotezine goére ise , NRAMP1’in bir diger rolU
makrofaj fagozomlarina metal iyonlarini pompalayarak limende artmalarini
saglamaktir. Fe*nin bakteri iceren fagositlere girisi pH gradiyentine
bagimlidir.  Nramp1 eksprese olan enfekte makrofajlarda, ekspresyon

gOstermeyenlere oranla ¢ok yuksek oranda hidroksil radikaller tesbit
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edilmistir. Bu durum makrofajin  bakteriyostatik etkisini arttirarak

mikobakterinin gogalmasinin inhibisyonuna katkida bulunur (49).

Nramp1 eksprese olan makrofajlarda Fe*?nin  %28'inin ferritine
baglanmis olarak, %60’inin ise sitoplazmada ¢dzllebilir halde bulundugu
gosterilmistir. Makrofajin uyariimasi ile sitoplazmadaki Fe*?nin  %82'ye
yukseldigi gosterilmis, Nramp1’in fagozomlardan Fe’in serbest kalmasinda ve

sitoplazmaya transportunda gerekli oldugu sonucuna varilmigtir (49).

Gomez ve arkadaslari, divalent katyon tasiyicisi olan NRAMP1’in,
proinflamatuar fagosit fonksiyonlarinin baslatilmasinda temel olan pozitif
sinyal iletimini duzenleyerek, direkt protein-tirozin fosfataz (PTP)-metal
etkilesimi ve/veya PTP oksidasyonu bagiml reaktif oksijen turleri yolu ile

PTP’lerin gegici inhibisyonuna neden oldugunu 6ne surmustar (50).

NRAMP7’in, notrofil ve makrofajlarda ayni biyokimyasal aktiviteye ve
ayni fonksiyonel role sahip olabilecegini destekleyen bulgular elde edilmistir.

Me*? ‘leri sitoplazmaya pompalar (48).

1.2.2.2. Molekiler Biyolojisi

Cellier ve arkadaslari tarafindan 1994 yilinda insan NRAMP1 geni
klonlanmis ve cDNA klonlari tanimlanmistir. Sekans analizi ile insan
NRAMP1 proteininin, on iki adet transmembran bolgesi, iki adet N-linked
glikozilasyon bolgesinden olusan 550 aminoasitlik bir polipeptid oldugu

gosterilmistir. On tanesi iyi korunmus hidrofobik cekirdek, 2 tanesi oldukga
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hidrofobik ancak korunmamis transmemebran yapilar icermektedir. On besg
ekzonu ve intron 4’'te bulunan Alu element tarafindan kodlanan alternatif
olarak spliced bir ekzonu bulunmaktadir. Kishi ve arkadaglari molekuler
agirhigr 52.8 kD olan, 483 aminoasitten olusan proteini 2245 bp’lik cDNA'nin
kodladigini, aminoasit sekansinin fareninki ile %89 homolog oldugunu

gostermigtir (5).

Faredeki Nramp1 geninin homologu olan NRAMP1 geni insan
kromozomu 2q35 bolgesine haritalanmig ve klonlanmigtir.  Marquet ve
arkadaglar 2000 yilinda kromozom 2935 bdlgesinin 32198 bp’lik bolgesini
sekanslamiglardir ve. NRAMP1 geninin uzunlugunun 13604 bp oldugunu
bildirmislerdir. Ekzonlari 68 ile 873 bp arasindaki uzunluklarda ve intronlari
ise 88 ile 1915 bp arasindaki uzunluklarda degismektedir. Ekzon 1
translasyonal baglangi¢ kodonu icermektedir. Translasyonal stop kodon
(TAG) 3'UTR bdlge ile birlikte ekzon 15’te yer almaktadir. Daha &énceki
sekanslama sonugclarindan farkli olarak intron 9, intron 10 ve intron 12’nin
splice dondr/akseptor bdlgelerinde dort ndkleotid degisikligi Marquet ve
arkadaslarn tarafindan bildirilmistir. Ekzon 15'in +13.398. pozisyonunda

poliadenilasyon sinyali (AATAAAA) tanimlanmigtir (51).

NRAMP1 geninin sekans analizi tekrar elementlerinin yuksek sayisinin
varligini ortaya koymustur. insan DNA’sinda ortalama 4 kb’lik araliklarla Alu
tekrarlari bulunmasina ragmen, NRAMP1 geni upstream bolgesindeki 14 Alu
tekrart 6 kb, genin kendisindeki 15 Alu tekrari ise 14 kb araliklarla
yerlesmigtir. Tekrar dizilerinin yogun oldugu genom bdlgeleri, fonksiyonel

NRAMP1 polimorfizmlerinin kaynagi olarak goriimemektedir (51).
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1.2.2.3. NRAMP1 geninde bulunan polimorfizmler

5’(CA), polimorfizmi fonksiyonel bir kompleks tekrardir ve lusiferaz
bildirici sistem icinde NRAMP1 ekspresyonunu etkiler (Sekil 4). Dort farkli
varyanti bulunur. Awomoyi ve arkadaslarinin allel 3 olarak isimlendirdigi
varyant, diger alleller ile kiyaslandiginda yuksek ekspresyon gosterir ve
lipopolisakkaridler tarafindan arttirihr, tiberkuloza direng ile iligkilidir (52). Li
ve arkadaslarinin meta-analizinde allel 2 olarak adlandirilan 5(CA)n
varyantinin ise daha dusuk promotor aktivite ve tuberkuloza yatkinlik ile iligkili

oldugu belirtiimektedir (53).

INT4 (469+14G —>» C) polimorfizmi, intron 4’te G'den C’ye baz

degisimidir (Sekil 4) .

J'UTR (1729+272del4) polimorfizminde bir (CAAA) delesyonu
gorulurken, Sekil 4’te gorilen 3’UTR (1729+55del4) polimorfizminde bir
(TGTG) delesyonu goéralur (54). 3’'UTR polimorfizminde ekzon 15'in son
kodonunun 55 nukleotid gerisinde 4 bazlik delesyon saptanmaktadir. 3'UTR
ve INT4 polimorfizmlerinin, NRAMP1 proteininin fonksiyonunu etkileyerek mi
yoksa diger fonksiyonel polimorfizmler ile linkaj gostererek mi tiberkulozda

etkili oldugu tartigmalidir (53).

D543N polimorfizmi NRAMP1 proteininin sitoplazmik kuyrugunda 15.
ekzonda kodon 543’te 1703. nukleotidde G’nin yerine A gelmesi ile negatif
yuklli aspartik asit (GAC), ylksuz asparajine (AAC) degiserek NRAMP1

proteininin fonksiyonunu etkileyebilir [Sekil 4, (53)].
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274CIT polimorfizmi 3. ekzonda kodon 66’da 274. nukleotidde C’nin
yerine T gelmesi, 577-18G/A polimorfizmi 5. intronda 18. nukleotidde G’nin

yerine A gelmesidir (54).

A318V polimorfizminde 9. ekzonda kodon 318’de 1029. nlkleotidde

C’nin yerine T gelmesi ile Alanin (GCG), Valine (GTG) degisir (54).

-237 CIT polimorfizminde transkripsiyon baslangi¢ bolgesinden 237 baz

uzaklikta C’den T’ye tek bazlik degisim gorulir (54).

4 § 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15

3

H—+HH—H—1
| ! | |

SLC1 (GT)n K

] —

SLC3 (G/C)
]
SLC6a SLC6b
(G/A) (TGTG/-—)
—— — —
SLC1 (GT)n; 5'(CA)n
SLC3 469+14G/C; INT4 (G/C)
SLC6a D543N (G/A)
SLC6b 1729+55del4; 3UTR (TGTG/- - - -)

Sekil 4. NRAMP1 genindeki dort polimorfizmin gematik yerlegimi (54).
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1.2.2.4. NRAMP7’in Klinik Onemi ve Enfeksiyonlar ile Olan iligkisi

NRAMP1 geni, insanlarda enfeksiyon hastaliklarina karsi normal
konakg¢l defansinda énemli rol oynamaktadir. Dogal direngle iligkili makrofaj
proteinini kodlayan NRAMP1 geni, enfeksiyonun erken devresinde makrofaj
aktivasyonu ve mikobakteri oOldurulmesine katkida bulunan bir gendir.
NRAMP1, IL-10 regulasyonu ile tuberkuloza kargi duyarhligi etkiler. NRAMP1
proteini, metal iyon tagiyicilar ailesine ait integral membran proteinidir. Bu
metal iyonlarinin (6zellikle Fe*?) makrofaj aktivasyonu ve toksik antimikrobik
radikallerin olusumunda katkisi vardir. Fagositoz sonrasinda, NRAMP1
fagozomun bir parcasi olur ve enfekte fagozomlara Fe*? sunumunda kritik
roli oldugu dustnulmektedir. Mikobakteriler i¢in esansiyel olan katyonlarin,
Ozellikle demirin sitoplazmik duzeylerini dizenleyerek mikobakterilerin
oldurulmelerini etkilemektedir (25). Gros ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada
demir selatdrlerinin intrasellller bakteriyel Greme Uzerinde Nramp1 knock-out
faredeki ile benzer etkileri oldugu gosterilmistir (65). Nramp1 mutant fareler
azalmis fagozomal olgunlasma ve asidifikasyon gdsterirler. Surpriz bir

sekilde bu hayvanlarda mikobakteri Gremesi etkilenmez.

insanlarda yapilan populasyon calismalarinda NRAMP1 gen
polimorfizmlerinin degdisen sekillerde enfeksiyonlara yatkinlik ile iligkili oldugu
gorulmastur (55, 56). Faredeki Nramp1 geni, leishmania, salmonella ve
mycobacteria gibi intraselliler patojenler ile olusan enfeksiyonlara karsi
konak diren¢ lokusu olarak saptanmistir ve mutasyonlarinin enfeksiyonlara

direncte zayiflik yaratti§i saptanmistir. insandaki Nramp1 homologu olan
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NRAMP1 allelik varyantlarinin tuberkiloz ve lepra ile iligkili oldugu
gosterilmigtir  (48). NRAMP1 proteininin, makrofajlarda Salmonella’nin
replikasyonunu inhibe ederek intrafagozomal ortami  duzenledigi
bildirilmistir(48, 57). Ancak Doorduyn ve arkadaglarinin yaptigr ¢alismada
NRAMP1 gen c¢.198G>A polimorfizminin Salmonella ve Campylobacter

enfeksiyonlarina yatkinlik ile iligkisi saptanmamigtir (58).

NRAMP1 geni INT4, D543N ve 3’'UTR polimorfizmleri tiberkiloz disi

mikobakteriyel akciger hastaliklarina yatkinlk ile iligkili bulunmustur (59).

1.2.2.5. Tuberkiiloz ve NRAMP1

NRAMP1 geni ve tuberkuloza yatkinlk ile ilgili yapilan ilk ¢alismada
Bellamy ve arkadaglari Gambia’da bu gene ait 5’(CA),, INT4, D543N ve
3J'UTR  polimorfizmlerinin  akciger tuberkulozu ile iligkili oldugunu
bildirmislerdir. Ozellikle INT4 ve 3’'UTR polimorfizmlerinin heterozigotlugunun
en yuksek riski olusturdugunu tesbit etmiglerdir. INT4, D543N ve 3'UTR
polimorfizmlerine ait allel frekanslarinin etnik gruplar arasinda farkhlk
gOsterdigi tesbit edilmis ve genetik olgu-kontrol galismalarinda etnik kdkenin
belirlenmesinin gerekliligine dikkat c¢ekilmistir (9). Awomoyi ve grubu da
Gambia toplumunda 5(CA), polimorfizminin balgam pozitif akciger
tuberkllozlu olgularda IL-10 duzeylerini duzenleyerek etkili oldugunu
bildirmiglerdir. 5’(CA), polimorfizmine ait allel 2 tasiyan bireylerde, erken

mikobakteriyel enfeksiyonun gelisimini dnlemede 6nemli olan proinflamatuar
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yanitlarin up-regulasyonunun hatali oldugu hipotezini 6ne surmusglerdir.
Ancak insanlarda tuberkuloza vyatkinlikla iligkili olan allelin azalmis
proinflamatuar aktivite yerine, artmis anti-inflamatuar aktivite ile iligkili oldugu

sonucuna ulagmiglardir (52).

Yayma veya kultir pozitifligi veya radyolojik bulgulari ile tiberkiloz
tanisi almis Koreli olgularda 3’'UTR gen polimorfizmi g¢alisiimis ve yayma
pozitif tdberkliloz hastalari ile bu polimorfizm arasinda anlamh iligki
bulunmustur. Beyaz irkta az goérilen bu polimorfizmin Koreli ve Bati

Afrikalilarda tiberkiloza yatkinhdi acgiklayabilece@i yorumu yapilmistir (60).

Japon toplumundaki iki farkli etnik grupta NRAMP1 gen polimorfizmleri
balgam yaymasinda ARB+ olan tuberklloz olgularinda c¢aligiimis ve aktif
tuberklloz ile iligkili oldugu bildirilmistir. 5’(CA), polimorfizmine ait allel 3’ln

tuberkuloza direngte bagimsiz bir genetik belirte¢ oldugu saptanmistir (61).

Amerika Birlesik Devletlerinde beyaz irkta NRAMP1 5(CA),, D543N,
3'UTR polimorfizmleri ¢ahgilmig ve M. tuberculosis enfeksiyonunun
baslamasindaki etkisi ile kiyaslandiginda  NRAMP1’ in enfeksiyonun
lokalizasyonunun belirlenmesinde daha 6nemli rolu oldugu sonucu elde

edilmigtir (62).

Malik ve arkadaslari, farkli etnik kokenlerden gelen, tiberkuloz hastasi
cocuklari olan ailelerde vyaptiklari c¢alisma sonucunda NRAMP1 gen
polimorfizmlerinin gocukluk ¢agdi tuberkiloz hastahgr ile iligkili oldugu
sonucunu elde etmislerdir. Yetigkin ve c¢ocuk tuberklloz hasta gruplari

arasindaki  farklihgr  agiklamak icin, NRAMP1  polimorfizmlerinin
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enfeksiyondan tuberkuloz hastaligina progresyon hizini etkiledigi hipotezini

one surmuslerdir (31).

Liu ve arkadaslarinin ¢alismasinda D543N ve 3’'UTR polimorfizmlerinin
Cin Han populasyonunda tuberkuloza yatkinlik ile iligkili olabilecedi sonucu
elde edilmigtir (63). Tumu Cin kdkenli olan tuberkiloz hastalarindan ve
kontrol grubundan olusan olgularda NRAMP1 polimorfizmlerinin hastaliga
yatkinlik, cinsiyet ve yas ile iligkisi arastiriimigtir. Hasta ve kontrol gruplari
arasinda, NRAMP1 D543N ve 3'UTR polimorfizmlerinin allel ve genotip
sikliklari acisindan istatistiksel olarak anlamli farkhlik tesbit edilmistir.
Cinsiyete gore gruplandiridiginda disi olgulardan olusan grupta ve yasa
gére gruplandirildiginda 65 vyas alti grupta D543N ve 3'UTR
polimorfizmlerinin allel ve genotip frekanslari agisindan pozitif bir iligki
saptanmigtir (64). Cin’'in kuzey bdlgesindeki Han populasyonunda yapilan
c¢alismanin sonucunda ise 3’'UTR polimorfizmi tlberklloza yatkinlk ile
iliskilendirilmis, INT4’Un ise tiberkullozun patolojik karakterini etkileyebilecegi

bildirilmistir (65).

Kambogyall on dort yas Ustu akciger tuberkulozu tanisi almis olgularda
yapillan c¢alismada NRAMP1 D543N ve 3'UTR polimorfizmlerinin
heterozigotlugu tuberkuloz direnci ile iligkili bulunmustur. INT4 ve -236C/T

polimorfizmleri hastalik ile iliski gosterecek siklkta tesbit edilmemistir (11).

Guney Afrika’da yapilan calismada 5’(CA), polimorfizminin tlberktloza
kars! koruyucu oldugu ve 3'UTR polimorfizmindeki homozigot delesyonun
akciger tuberkilozlu olgularda daha fazla goérildiga sonucu elde edilmistir

(54). Dogu Afrika’da Tanzanya’nin kuzeyindeki tuberklloz olgularinda
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yapilan g¢alismada NRAMP1 5'(CA), polimorfizminin tuberkuloz ile iligkili
oldugu, INT4, D543N, 3’'UTR polimorfizmlerinin ise iligkili olmadig! tesbit

edilmigtir (66).

Peru halki tuberklloz hastalari ve kontrol grubunda NRAMP1 INT4,
D543N, 3'UTR polimorfizmleri calisiimis ve tuberkiloza yatkinhk yaratan
polimorfizm, allel ve haplotip ile tiberkilozun Klinik formlari arasindaki iligki
arastinlmistir. INT4, D543N ile akciger tuberkulozu arasinda allelik iligki
gOsterilmistir. INT4-D543N-3'UTR haplotipinin de akciger tuberkulozu ile

iliskili oldugu gdosterilmistir (67).

Hicbir iliskinin  saptanamadigi c¢alismalara da birgok 6rnek
bulunmaktadir. Ancak NRAMP7Tin tlberkuloza yatkinlik geni olarak
arastinldigi calismalarin gogu beklenen genetik etkinin saptanmasi igin kiglk

ve yetersiz galismalar olarak yorumlanmaktadir (12, 14, 68).

Endonezya’da yapilan olgu-kontrol ¢alismasinda NRAMP1 genindeki
INT4, D543N ve 3’'UTR polimorfizmleri tiberkuloz hastalarinda arastiriimigtir.
Demirin konakgl immunitesinde ve mikobakterinin gogalmasinda zorunlu bir
element olmasi ve tlberklloz hastalarinin gogunda anemi goérilmesinden
yola c¢ikarak NRAMP1 polimorfizmleri ile tUberkuloza yatkinlk iligkisinin
yaninda hastaligin agirhigi ile iligkisi ve anemi ile iliskisi de sorgulanmigtir. Bu

klinik bulgular ile polimorfizmler arasinda anlamlilik saptanamamistir (69).

Fas’ta asosiasyon ve linkaj yontemleri kullanilarak yapilan g¢alismada
Gine, Kore, Japonya, Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan ¢alismalarin

tersine NRAMP7'in akciger tuberkllozuna yatkinlikta énemli roli olmadigi
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sonucu elde edilmistir. Ancak bu sonug¢ arastirmacilar tarafindan olgu

grubunun yetersizligi ile iligskilendirilmigtir (70).

Tayvan’da 49 tuberklloz hastasi ve 48 saglikli kontrolden olusan olgu
grubunda NRAMP1 geni (274C/T, 577-18G/A, A318V, D543N ve 3'UTR)
polimorfizmleri calisiimis ve tlberkiloza yatkinlik ile NRAMP1 allelleri
arasinda bir iliski saptanamamistir (68). Ancak Hsu ve arkadaslarinin yaptigi
calismada Tayvan'da iki farkli etnik kokende tuberkiloza yatkinlk ile
NRAMP1 gen polimorfizmleri (INT4, D543N, 77-385C/T, 3'UTR (CAAA)
delesyonu ve 5(CA),) arasindaki iliski arastinimistir. iki etnik kékenden
sadece Tayvan yerli halkinda tuberklloz ylksek prevalansina NRAMP1 gen
polimorfizmleri gibi genetik faktorlerin, ¢cevresel faktorler yaninda etkili oldugu

sonucu elde edilmistir (71).

Meksika’lli melez tuberkuloz hastalari ve kontrol grubunda yapilan
calismada NRAMP1 geni D543N ve 3'UTR polimorfizmleri ile hastaliga

yatkinlik arasinda bir iligki saptanmamistir (72).

Tayland’dan 2007 yilinda yayinlanan c¢alismada NRAMP1 INT4,
D543N, 3'UTR polimorfizmlerinin tuberkuloza yatkinlik ile iliskisi olmadigi

bildirilmistir (73).

NRAMP1 geni ve tuberkiloz iligkisi ile ilgili yayinlanan son c¢alismada
Japon toplumunda 5'(CA),, INT4, D543N ve 3'UTR polimorfizmleri ilaca
direncgli tuberklloz insidansi, balgam kualtirinin konversiyonunun uzamasi,

kavitasyon olusumu ile iligkili bulunmustur (74).
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Li ve arkadaglart NRAMP1 gen polimorfizmleri ve tuberkuloza yatkinlk
konusunda 2005 yilinda yayinlanmis olan meta-analizinde 5'(CA),, INT4,
D543N ve 3'UTR polimorfizmleri ile tuberkiloz arasindaki iligkiyi
degerlendirmiglerdir. Avrupa kokenlilerde bu dort polimorfizm ile tuberkuloza
yatkinlik arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik bulunmadigi, ancak Asya
kokenli olgularda INT4 digsindaki, Afrikal olgularda 3’'UTR disindaki
polimorfizmlerin istatistiksel olarak anlamli oldugu ve tim populasyon dikkate
alindiginda ise INT4 digindaki polimorfizmlerin istatistiksel olarak anlaml
oldugu bildirilmigtir. Dogu-asya kokenlilerde ise 3'UTR ve D543N
polimorfizmleri ile tuberkuloza yatkinlik arasinda istatistiksel olarak bir
anlamlilik oldugu ancak INT4 polimorfizmi ile iligkili bulunmadigi bildirilmigtir

(53, 75).

Bazi ¢alismalarda polimorfizmlerinin plérezi, kavitasyon gibi farkl klinik
durumlar ile iligkisi arastirilmistir (25). NRAMP1 polimorfizmlerinden 6zellikle
INT4 ve 3'UTR’nin tuberkulloz plorezi ile iligkili oldugu saptanmistir (76). Abe
ve arkadaslarinin Japon tuberkuloz hastalarinda yaptigi ¢alismada D543N
polimorfizminin A alleli kavitasyon gelistirme ve balgam kuiltar pozitifliginin
uzun surmesi gibi klinik bulgularla iligkili bulunmustur (77). Cin halkinda
yapilan olgu-kontrol c¢alismasinda INT4 ve D543N polimorfizmlerinin
hastaliga yatkinhktan ¢ok balgam yaymasi pozitifligi veya kaviter lezyon
olusumu ile iligkili oldugu sonucu elde edilmistir (78). Danimarka’da yapilan
calismada NRAMP1 INT4 ve 5(CA)n polimorfizmlerinin mikroskopi-pozitif
tuberkiloz gelistirme riskini arttirdigi, ancak gogus grafisi ile tesbit edilen
kavitasyon olusumu veya akciger digi tuberkiloz gelisimi ile iligkisi olmadigi

tesbit edilmigtir (12).
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BOLUM 2

GEREG ve YONTEM

2.1. Hasta ve Kontrol Grubu

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi, izmir Dr.Behget Uz Cocuk
Hastaliklari ve Cerrahisi Egitim ve Arastirma Hastanesi, izmir Dr.Suat Seren
Go6gus Hastaliklari Ve Cerrahisi Egitim Ve Arastirma Hastanesi ve Bornova
Verem Savas Dispanserinde tuberkuloz hastaliyi tanisi alarak tedavi

baslanan 472 hasta ile 571 saglikh kontrol grubu ¢alismaya alindi.

Hastalar klinik bulgulari, radyoloji, histopatoloji veya bakteriyoloji
sonuglarindan herhangi birinin varligi ile herhangi bir donemde tuberkiloz
tanisi alan olgulardan secildi. Hastalarin medikal kayitlari taranarak elde
edilen bilgiler ve/veya hastalardan alinan anamnez ile standard hasta
formlari dolduruldu. Bu forma hastalarin epidemiyolojik 6zellikleri, bagvuru
semptomlari, fizik muayene bulgulari, tanilari, laboratuar bulgulari, tani

metodlari, tedavi rejimleri ve prognozu kaydedildi.

Kontrol grubu; Ege Universitesi Kan Merkezine basvuran saglikli, Anti-
HIV testleri negatif olan 18-65 yas arasi saglikli kan donérlerinden ve Ege

Universitesi genel pediatri poliklinigine basvuran sik enfeksiyon gecirme



Oykusu ve kronik hastaligi olmayan, 6 ay-18 yas araliginda olan gocuklardan
secildi. Kontrol grubu secilirken cinsiyet ve yas ortalamalarinin hasta grubu
ile uyumlu olmasina dikkat edildi. Ege Universitesi Tip Fakiiltesi ve izmir Dr.
Suat Seren Gogus Hastaliklari Ve Cerrahisi Egitim Ve Arastirma Hastanesi
Aragtirma Etik Kurullarinin onay alindi. Gonullu olur formu imzalatildiktan
sonra hasta ve kontrol grubundan 2 ml EDTA'll tupe kan 6rnekleri alindi.
Ornekler, 6rnek toplama islemi tamamlanincaya kadar -20°C’de saklandi. Bu
orneklerden NRAMP1 genine ait dort polimorfizmin genotipi c¢alisildi.

Hastalarin Anti-HIV testleri galisilarak pozitif olanlar caligmaya dahil edilmedi.

2.2. NRAMP1 Genotipinin Arastiriimasi

2.2.1. DNA izolasyonu

Genomik DNA, periferik EDTA'h kan orneklerinden INVITEK Kandan
DNA izolasyon kiti kullanilarak asagidaki basamaklar izlenerek elde edilen

DNA’lar kendine ait DNA saklama kutularina konuldu ve -20°C’de saklandi.

Tlplerin hazirlanmasi asamasinda 6n siraya 1,5 ml'lik ependorf tlpleri,
yerlestirilerek, 2.siraya kitin iginden ¢ikan sari 2 ml'lik ependorflar dizilir ve
iclerine yine kitin icinden c¢ikan filtreler yerlestirilerek 3. siraya sari 2 ml'lik
tekrar ependorflar dizilir, en sona kitin icinden c¢ikan 1,5 ml'lik ependorflar
dizilir. En sondaki tuplerin Uzerine hasta adlari, izolasyon tarihi, kodu ve

numarasi yazilip bantlanir. izolasyon agsamasinda:
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200 pl kan 1,5 ml'lik ependorf tuplerinin igine aktarildi.

N

200 pl ‘Lysis Buffer’ eklendi.

3. 20 ul ‘proteinaz K’ konulup vortekslendi.

4. Tupler 10 dakika 56°C’de 350-400 rpm’de sallanma durumunda
inkiibasyona birakildi. [ Bu arada her hasta igin 200 ul olacak sekilde
‘Elution buffer’ ependorflara konulup 56° C’ye birakildi. (Elution buffer’in
Ik olmasi gerekmekteydi.) ]

5. inkiibasyondan sonra her birine 400 pl ‘Binding buffer’ eklendi.

6. Her biri 10 saniye vortekslendi.

7. Karismig olan kanlar sari 2 ml’lik filtreli tiplere aktarildi. (~830
ul) 1 dakika oda sicakliginda bekletildi.

8. 12000 rpm’de 2 dakika santrifuj edildi.

9. Filtreler diger 2’ ml'lik sari tuplere aktarildi.

10. Yeni filtreleri aktardigimiz sari tlplerin her birine 500 pl ‘Wash
buffer I eklendi.

11. 12000 rpm’de 1 dakika santrifij edildi.

12. Filtrenin altindaki kan dokulup, filtreler ayni tlplere tekrardan
kondu.

13. 800 ul ‘Wash buffer 2’ ayni ependorflara eklendi.

14. 12000 rpm’de 1 dakika santriflj edildi.

15. Filtrenin altindaki kan dokultp, filtreler ayni tlplere tekrardan
kondu.

16. 13500 rpm’de (maksimum hizda) 4 dakika santrifdj edildi.

17. Filtreler beyaz 1,5 ml'lik ependorflara aktarildi.

18. 200 pl ‘elution buffer’ her bir filtreli tlipe kondu.
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19. 10000 rpm’de 1 dakika santrifij edildi.
20. Filtreler atild1.

21. Beyaz 1,5 ml'lik ependorflarda etiketli halde DNA elde edildi.

2.2.2. NRAMP1 geni INT4, D543N, 3’UTR Polimorfizmlerinin

Genotiplenmesi

Her polimorfizm igin standardize edilen oranlardaki PCR miksi ve
kosullari ile uygun primerler kullanilarak PCR islemi gerceklestirildi (9). PCR
artnleri %2’lik agaroz jelde degerlendirildi. PCR uUrlUnlerine uygun enzim ile
uygun sartlarda kesim islemi uygulanarak elde edilen kesim Urunleri %4’lik

agaroz jelde goéruntulenerek analiz edildi (Tablo 4).

2.2.2.1.PCR iglemi

1. Calisilacak her materyal igin ve 1 tane negatif kontrol i¢in 0,2
ml’lik ependorf tip hazirlanarak ve materyalin kodu ve numarasi yazildi.

2. Miks hazirlanmasi igcin calisilacak 6rnek miktari basina her
polimorfizm igin verilen degerlerde olacak sekilde ayri bir ependorf tlpte
miks hazirlanarak ve iyice pipetaj yapilarak karismasi saglandi.

3. Hazirlanan miks, ilk hazirlanan 0,2 ml'lik bos ependorf tlplere
her polimorfizm igin verilen degerlerde olacak sekilde pay edildi. Negatif

kontrol hari¢, tim tuplere DNA’larindan 5’er uyl alinarak igcinde miks
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bulunan 0,2 mllik ependorflara sirasiyla konmus ve baloncuk
olusturmadan 2-3 kez pipetaj yapildi.

4. Ornekler her polimorfizm igin verilen sartlarda PCR aletine
yerlestirildi. PCR Uranleri bir sonraki igleme tabi tutulana dek +4° C’de

saklandi.

2.2.2.2. PCR Uriinlerinin Jel Elektroforezinde Kontrolii

Jel Dokiimii:

%2’lik agaroz jel hazirlanmasi

Erlenin icine 2 gr Agaroz ve 100 ml 0,5X’lik TBE konarak mikrodalgada
orta derecede kaynayana kadar bekletildi. Sik sik kontrol edilip iginde hig
baloncuk kalmayacak asamaya gelene kadar devam edildi. Baloncuk
kalmadigindan emin olduktan sonra c¢eker ocak i¢inde bir sire sogumaya
birakildi. 100 ml 0,5X’lik TBE igin 16 pl ethidium eklenip, iyice karistirilarak jel
uygun boyuttaki tanka bosaltildiktan sonra baloncuk varsa patlatildi ve

sogumaya birakildi.

10X TBE tampon hazirlanmasi

Asagidaki miktarlardaki malzemeler iyice eriyinceye kadar saf su iginde

karistirildi.

- Trizma Base : 108 g

-Na-EDTA : 83g

54



- Borikasit : 55 g

- Ultra saf su : 1000 ml

0.5X’ lik TBE hazirlanmasi:

10X’lik stoktan 100 ml alip Gzerine 1900 ml ultra saf su eklend.i.

Agaroz jelin yuklenmesi ve degerlendirilmesi:

Kullanilan maddeler :

» Orange G (+4 C)
- 50 /100 baz cifti Ladder (- 20° C)
= PCR urunleri (+4°C)

= %2'lik agaroz jel

1. Parafilm Gzerine, her ornek i¢in 4’er ul orange G konup ve 4’er
pl PCR drunleri ile kanstirllarak %2 ml’lik jele sirasiyla yuklendi. Jele
yuklenen sira dikkatle not edildi.

2. En bas ya da en sondaki kuyucuga en az 2 yl ladder yuklendi.

3. Yaklagik olarak 100 volt'da 10-15 dakika orneklerin ylramesi
beklendi.

4. UV 15191 altinda kamerada jel goruntilendi. PCR Urdnunin
polimorfizmlere gore belirtilen baz gifti duzeyinde 1 adet bant seklinde

goérulmesi gerekmektedir. Ancak negatif kontrolde primer baglanmalari
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diginda herhangi bir bant goruldigu takdirde kontaminasyondan
supelenilmelidir ve PCR iglemini tekrar uygulamak gerekmektedir.
5.  Elde edilen bantlar ladder ile birlikte degerlendirilerek her 6rnek

icin kayit edildi.

2.2.2.3. Enzim Kesimi

Kullanilan maddeler

= Buffer Tango (- 20° C)
= Kesim Enzimi (- 20° C)

= PCRiriinleri  (+4° C)

1. Calisilacak her materyal igin 0,5 ml’lik ependorf tip hazirlandi ve
uzerine etiket konarak materyalin kodu ve numarasi yazildi.

2. Ornek basina 0,8 pl ‘Buffer Tango’, 0,8 ul enzim olacak sekilde
miks hazirlandi. Pipetaj kaybi olacagi icin 6érnek sayisindan 3-5 fazla
hazirlanmisti. Miksin buzda durmasina 6zen gosterilerek maddeler
kullanmadan once kisa sureli vortekslendi.

3. Hazirlanan ependorf tlplere sirasiyla 8'er yl PCR Urlnlerinden
konarak hazirlanan miksten 1,6’sar yl alarak PCR urtnlerinin Uzerine

eklendi ve 2-3 kez pipetaj yapildi.
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4. Tupler her enzime uygun sicaklikta ve surede, uygun ortamda
bekletilerek kesim iglemi yapildi (Tablo 4). Analiz asamasina gecilene

kadar trunler +4 C’de saklandi.

2.2.2.4. Enzim Kesim Uriinlerinin Jel Elektroforezinde Kontrolii

%4’lik agaroz jel hazirlanmasi

Erlenin igine 4 gr Agaroz ve 100 ml 0,5X’lik TBE konarak %2’lik jel

dokumundeki yollar izlendi.

Kullanilan maddeler :

e Orange G (+4° C)
« 50/ 100 baz ¢ifti Ladder (- 20° C)
o PCR enzim kesim drunleri (+4° C)

o %4’luk agaroz jel

1. Parafilm Uzerine, her 6rnek igin 7’ser ul orange G konarak ve
7’ser ul PCR enzim kesim drunleri orange G ile karistiriip %410k jele
siraslyla yuklendi. Jele yuklenen sira dikkatle not edilmeli.

2. En bas ya da en sondaki kuyucuga en az 2 pl ladder yuklendi.

3. Bir kuyucuga kesim enzimi ile muamele ediimemis PCR Grind
yuklendi.

4. Yaklasik olarak 100 volt'da 10-15 dakika 6rneklerin yurimesi

beklendi.
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5. UV gig1 altinda kamerada jel goruntilendi.

6. Her polimorfizm ve uygulanan kesim enzimine gore jelde

goéruntulenen bantlar kontrol edildi.

Tablo 4. NRAMP1 INT4, 3’'UTR, D543N polimorfizmlerinin genotiplemesinde
kullanilan primer dizileri ve genotipleme ic¢in uygulanan enzim kesimi

yontemlerinde kullanilan enzimler, kesim sicakligi ve suresi

NRAMP1 enzim kesimi yontemi ile genotipleme yapilan polimorfizmler

) _ KESIM i
PRIMERLER ENZiM SURE

SICAKLIGI

5-TCTCTGGCTGAAGGCCTCTCC-3'(F)

INT4 Apal 37°C 2 saat
5-TGTGCTATCAGTTTGAGCCTC-3'(R)

’ 0
¥UTR 5-GCATCTCCCCAATTCATGGT-3' (F) Fokl 55°C 1 saat

D543N 5-AACTGTCCCACTCTATCCTG-3’ (R) Avall 37°C 2 saat

2.2.3. NRAMP1 INT4 Genotiplemesi

NRAMP1 geni INT4 polimorfizmi icin hedeflenen bdlge standardize
edilen PCR kosullari ile ¢ogaltildi ve PCR Urunleri %2’lik agaroz jelde
goruntulendikten sonra enzim kesimi uygulandi. Kesim urunleri %4’lUk jelde

yurutulerek sonugclar elde edildi.
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2.2.3.1. INT4 polimorfizmi PCR iglemi

1. Calisilacak her materyal icin ve 1 tane negatif kontrol i¢in 0,2
ml’lik ependorf tip hazirlanarak ve materyalin kodu ve numarasi yazildi.

2. Miks hazirlanmasi icin galisilacak 6rnek miktari basina asagida
verilen degerlerde olacak sekilde ayri bir ependorf tipte miks hazirlandi
ve iyice pipetaj yapilarak karismasi saglandi.

INT4 PCR miksi hazirlanmasinda kullanilan maddeler:

= Ultrasafsu .ooooeeeveeeiiiiiiieeeeeeee, 11,75 ul

B MGChei 2 ul

= 10X PCRBuUffer......cccccoiiiiiiiiiiieeeen. 2,5yl

B dANTP. 1 ul

= 5-TCTCTGGCTGAAGGCCTCTCC-3
(Forward)........ccoeeeiiiiiinnns 1,25 pl

= 5-TGTGCTATCAGTTTGAGCCTC-3’
(Reverse)........ccceevveveeevnnnn, 1,25 pl)

= Taqg polimeraz............cccoeeeevvneeennnnn.. 0,25 ul

= OrmnekDNA........coooeeeeeeeeeeeee 5 ul

3. Hazirlanan miks, ilk hazirlanan 0,2 ml’lik bos ependorf tlplere 20
bl olacak sekilde pay edildi. Negatif kontrol harig, igcinde miks bulunan
0,2 ml'lik ependorflara 6rnek DNA’larindan 5’er pl alinarak sirasiyla
kondu ve baloncuk olusturmadan 2-3 kez pipetaj yapildi.

4. 0,2 mllik ependorflardaki ornekler PCR aletine yerlestirildi ve
asagida verilen sartlarda amplifiye edildi. INT4 PCR drunleri bir sonraki

isleme tabi tutulana dek +4° C’de saklandi.
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95°C - 2dak
95°C —-30sn )

60,8°C — 30 sn - 30 Siklus

72°C —30sn
72°C -10dak
4°C -

2.2.3.2. INT4 PCR Uriinlerinin Jel Elektroforezinde Kontrolii

Kullanilan maddeler :

. Orange G (+4° C)

50/ 100 baz cifti Ladder (- 20° C)

INT4 PCR Urlnleri (+4° C)

%2’l0k agaroz jel

1. Parafilm Gzerine, her érnek igin 4’er ul orange G konup ve 4’er pl
INT4 PCR Urunu ile karistirilarak %Z2’lik jele sirasiyla yuklendi. Jele
yuklenen sira dikkatle not edildi.

2. En bas ya da en sondaki kuyucuga en az 2 pl ladder yuklendi.

3. Yaklasik olarak 100 volt'da 10-15 dakika &rneklerin yurimesi

beklendi.
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4. UV 1s1g1 altinda kamerada jel goruntulendi. INT4 PCR Urdnunin
624 baz cifti duzeyinde 1 adet bant seklinde gorulmesi gerekmektedir
(Sekil 5).

5. Elde edilen bantlar her 6rnek igin kayit edildi.

100 b¢ ladder

Sekil 5. INT4 PCR drunlerinin agaroz jel kontrol goruntuler

2.2.3.3. Apa1 Enzim Kesimi

Kullanilan maddeler

. Buffer Tango (- 20° C)
. Apal Enzimi (- 20° C)

. INT4 polimorfizmi PCR Urtnleri  (+ 4° C)

1. Caligsilacak her materyal igin 0,5 ml’lik ependorf tip hazirlandi ve

Uzerine etiket konarak materyalin kodu ve numarasi yazildi.

61



2. Ornek basina 0,8 pl ‘Buffer Tango’, 0,8 ul Apa1 enzimi olacak
sekilde miks hazirlandi. Pipetaj kaybi olacagi igin érnek sayisindan 3-5
fazla hazirlandi. Miksin buzda durmasina 6zen gosterilerek maddeler
kullanmadan once kisa sureli vortekslendi.

3. Hazirlanan ependorf tuplere sirasiyla 8er pl INT4 PCR
urdnlerinden kondu, hazirlanan miksten 1,6’sar pl alarak PCR
artnlerinin Gzerine eklendi ve 2-3 kez pipetaj yapildi.

4. Tupler 2 saat siireyle 37°C’de bekletilerek kesim islemi yapildi

(Tablo 4). Analiz agamasina gegcilene kadar urtnler +4 C’de saklandi.

2.2.3.4. Apa1 Kesim Uriinlerinin Jel Elektroforezinde Kontrolii

Kullanilan maddeler :

e Orange G (+4° C)
e 50/ 100 baz cifti Ladder (- 20° C)
e Apa1l kesim Urunleri (+4° C)

e %4’luk agaroz jel

1. Parafilm Uzerine, her érnek igin 7’ser pl orange G kondu ve 7’ser
bl Apal kesim Urlnleri orange G ile karisgtirilip %4’l0k jele sirasiyla
not edilerek yuklendi.

2. En bas ya da en sondaki kuyucuga en az 2 ul ladder yuklendi.

3. Bir kuyucuga Apa1l enzimi ile muamele edilmemis INT4 PCR

arana yuklendi.
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4. Yaklasik olarak 100 volt'da 10-15 dakika oOrneklerin yurimesi
beklendi.

5. UV isi1gi altinda kamerada jel goruntulendi.

6. Jelde goruntulenen bantlar 50 / 100 baz cifti Ladder kullanilarak
kontrol edildi. Normal allel (G) kesilmemis ve 624 baz cifti olarak %4’luk
agaroz jelde goruntulendi. Varyant allel (C) ise 455+169 baz cifti olarak

kesilmig olarak %4 agaroz jelde goruntulendi (Sekil 6).

H216 H217 H218 H219 H220 H221 H222 H223 H224 H225 H226 H227 H228 H229 H230 H231 H232 ND Ladder

ok

i 455 bg

S

Sekil 6. INT4 polimorfizmine ait 23 hastanin PCR urunlerinin Apa1 enzimi ile
kesimi sonrasinda %4’luk jeldeki analiz goruntusd. ND: Enzim ile kesim
uygulanmamis 624 b¢’lik PCR Uridndne ait kuyucuk. H221: 624 bg¢'lik tek bant
goérulmesi sonucu homozigot normal saptanan 221 numarali hastaya ait
kuyucuk. H224: 624+455+169 b¢’lik bantlarinin gorulmesi sonucu heterozigot
saptanan 224 numarall hastaya ait kuyucuk. Son kuyucuga 100 b¢’lik ladder

yuklendi.
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2.2.4. NRAMP1 D543N ve 3’UTR Genotiplemesi

NRAMP1 geni D543N (codon, Arg —»Asp) ve 3'UTR (1729+55del4)
polimorfizmleri igin hedeflenen bdlge standardize edilen PCR kosullar ile
cogaltildi ve PCR Urunleri %2’lik agaroz jelde goruntulendikten sonra her

polimorfizm i¢in uygun olan enzim ile kesim uygulandi. Kesim Urunleri %4’lUk

jelde yurutulerek sonugclar elde edildi.

2.2.4.1. D543N ve 3'UTR polimorfizmleri PCR islemi

1. Caligilacak her materyal i¢cin ve 1 tane negatif kontrol i¢in 0,2
ml’lik ependorf tup hazirlanarak ve materyalin kodu ve numarasi yazildi.
2. Miks hazirlanmasi igin galisilacak 6rnek miktari bagina asagida

verilen degerlerde olacak sekilde ayri bir ependorf tipte miks hazirlandi

ve iyice pipetaj yapilarak karismasi saglandi.

D543N ve 3’UTR PCR miksi hazirlanmasinda kullanilan maddeler:

O O O O O

Ultrasafsu .....ccccoeeeeeiiiiiienn, 24 i
MGCla.iiiiiieeee e 3,5 ul
10X PCR Buffer.......ccuveeeeeeeeennen... 5ul
ANTP.coe, 2 ul
5-GCATCTCCCCAATTCATGGT-3
(Forward)........ccoevvvvunnnnnnnn. 2,5 ul
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0 Taqg polimeraz.......cccccceeeeeeeeennee.n. 0,5 ul
0 OrnekDNA......ccceoeeeeeeeeenn 10 pl

3. Hazirlanan miks, ilk hazirlanan 0,2 ml’lik bos ependorf tlplere 40
bl olacak sekilde pay edildi. Negatif kontrol harig, iginde miks bulunan
0,2 ml'lik ependorflara 6érnek DNA’larindan 10’ar ul alinarak sirasiyla
kondu ve baloncuk olusturmadan 2-3 kez pipetaj yapildi.

4. 0,2'lik ependorflardaki Ornekler PCR aletine vyerlestirildi ve
asagida verilen sartlarda amplifiye edildi. D543N ve 3'UTR PCR
aranleri bir sonraki isleme tabi tutulana dek +4° C’'de saklandi.

95°C - 5dak
95°C —-30sn O

58,6°C — 30 sn \~ 35 Siklus

72°C —1dak
72°C -10dak
4°C —

2.2.4.2. D543N ve 3’UTR PCR Uriinlerinin Jel Elektroforezinde Kontrolii

Kullanilan maddeler :

= Orange G (+4° C)
= 50/ 100 baz gifti Ladder (- 20° C)
= D543N ve 3UTR PCR drtnleri (+4° C)

»  %2’luk agaroz jel
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1. Parafilm Gzerine, her ornek igin 4’er yl orange G konup ve 4’er pl
D543N ve 3'UTR PCR uruna ile karistirilarak %Z2’lik jele sirasiyla
yuklendi. Jele yuklenen sira dikkatle not edildi.

2. En bas ya da en sondaki kuyucuga en az 2 pl ladder yuklendi.

3. Yaklasik olarak 100 volt'da 10-15 dakika orneklerin yurimesi
beklendi.

4. UV 1g1g1 altinda kamerada jel goruntulendi. D543N ve 3'UTR
PCR uUrununun 240 veya 244 baz cifti duzeyinde 1 adet bant seklinde
gorulmesi gerekmektedir (Sekil 7).

5. Elde edilen bantlar her 6rnek igin kayit edildi.
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H234 H235 H236 H237 H238 H239 H250 H253 H254 H255 H256 H257 H258 H259 H260

50 bg

ladder

l H203 H204 H205 H206 H207 H208 H211 H212 H213 H214 H215 ()

A\

240-244 bg

Sekil 7. Otuz hastanin D543N ve 3'UTR polimorfizmlerine ait PCR
artnlerinin %2’lik jeldeki analiz géruntusi. H234: 234 numarali hastanin PCR
orneginin, (-): negatif kontrol amaclh PCR 6rneginin yuklendigi kuyucuklari
belirtmektedir. PCR Urunlerinin 240-244 bg uzunlukta oldugu gorulmektedir.

ik kuyucuklara 50 bg'lik ladder yiklendi.

2.2.4.3. Avall Enzim Kesimi

Kullanilan maddeler

= Buffer Tango (-20°C)
= Avall Enzimi (-20° C)
= D543N polimorfizmi PCR Granleri  (+4° C)
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1. Caligilacak her materyal igin 0,5 ml’lik ependorf tup hazirlandi ve
uzerine etiket konarak materyalin kodu ve numarasi yazildi.

2. Ornek basina 0,8 pl ‘Buffer Tango’, 0,8 ul Avall enzimi olacak
sekilde miks hazirlandi. Pipetaj kaybi olacagi igin 6rnek sayisindan 3-5
fazla hazirlandi. Miksin buzda durmasina 6zen gosterilerek maddeler
kullanmadan once kisa sureli vortekslendi.

3. Hazirlanan ependorf tuplere sirasiyla 8er pl D543N PCR
urinlerinden kondu, hazirlanan miksten 1,6’sar pl alarak PCR
artnlerinin Gzerine eklendi ve 2-3 kez pipetaj yapildi.

4. Tipler 2 saat siireyle 37°C’de bekletilerek kesim islemi yapildi

(Tablo 4). Analiz agamasina gegcilene kadar urtnler +4 C’de saklandi.

2.2.4.4. Avall Kesim Uriinlerinin Jel Elektroforezinde Kontrolii

Kullanilan maddeler :
e Orange G (+4° C)
e 50/ 100 baz cifti Ladder (- 20° C)
e Avall kesim urunleri (+4° C)

e %4’luk agaroz jel

1. Parafilm Gzerine, her érnek igin 7’ser ul orange G kondu ve
7’ser Pl Avall kesim urlnleri orange G ile karistirihp %4’lUk jele
siraslyla not edilerek yuklendi.

2. En bas ya da en sondaki kuyucuga en az 2 pl ladder yUklendi.

68



3.  Bir kuyucuga Avall enzimi ile muamele edilmemis D543N PCR
ardnu yuklendi.

4. Yaklasik olarak 100 volt'da 10-15 dakika orneklerin yurimesi
beklendi.

5. UV isi1gi altinda kamerada jel goruntulendi.

6. Jelde goruntulenen bantlar 50 / 100 baz cifti Ladder kullanilarak
kontrol edildi. Normal allel (G) 126+79+39 baz cifti olarak kesilmigti ve
%4’'luk agaroz jelde goruntulendi. Varyant allel (A) ise 201+39 baz cifti

olarak kesilmig olarak %4 agaroz jelde goruntulendi (Sekil 8).

Ladder H238 H239 H250 H251 H252 H253 H254 H255 H256 H257 H258 H259 H260 H261 H262 Ladder

p—
——

T

100 bg¢'lik 100 bg'lik
ladder ladder

Sekil 8. D543N polimorfizmine ait 16 hastanin PCR Urlnlerinin Avall enzimi
ile kesimi sonrasinda %4’lUk jeldeki analiz géruntlisu. H238: 126+79+39
b¢’lik bantlarinin gorulmesi sonucu homozigot normal saptanan 238 numarali
hastaya ait kuyucuk. H254: 201+126+79+39 b¢'lik bantlarinin gorulmesi
sonucu heterozigot saptanan 254 numarall hastaya ait kuyucuk. ilk ve son

kuyucuklara 100 b¢’lik ladder yuklendi.
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2.2.4.5. Fok1 Enzim Kesimi

Kullanilan maddeler

e Buffer Tango (- 20° C)
e Fok1 Enzimi (-20°C)

e J'UTR polimorfizmi PCR urunleri  (+ 4° C)

1. Caligilacak her materyal igin 0,5 ml’lik ependorf tup hazirlandi ve
uzerine etiket konarak materyalin kodu ve numarasi yazildi.

2. Ornek basina 0,8 pl ‘Buffer Tango’, 0,8 uyl Fok1 enzimi olacak
sekilde miks hazirlandi. Pipetaj kaybi olacagi igin érnek sayisindan 3-5
fazla hazirlandi. Miksin buzda durmasina 6zen gosterilerek maddeler
kullanmadan once kisa sureli vortekslendi.

3. Hazirlanan ependorf tuplere sirasiyla 8er uyl 3’UTR PCR
urdnlerinden kondu, hazirlanan miksten 1,6’sar pl alarak PCR
artnlerinin Gzerine eklendi ve 2-3 kez pipetaj yapildi.

4. Tupler 1 saat sureyle 55°C’de bekletilerek kesim islemi yapildi

(Tablo 4). Analiz asamasina gegcilene kadar trtnler +4 C’de saklandi.

2.2.4.6. Fok1 Kesim Uriinlerinin Jel Elektroforezinde Kontrolii
Kullanilan maddeler :

e Orange G (+4° C)
e 50/100 baz cifti Ladder (- 20° C)
e Fok1 kesim arunleri (+4° C)

e  %4’lik agaroz jel
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1. Parafilm Gzerine, her érnek igin 7’ser yl orange G kondu ve 7’ser
pl Fok1 kesim Grunleri orange G ile karistirilip %4’lUk jele sirasiyla not
edilerek yuklendi.

2. En bas ya da en sondaki kuyucuga en az 2 ul ladder yuklendi.

3. Bir kuyucuga Fok1 enzimi ile muamele ediimemis D543N ve
3'UTR PCR riinG yuklendi.

4. Yaklasik olarak 100 voltda 10-15 dakika orneklerin yurimesi
beklendi.

5. UV si1d1 altinda kamerada jel goruntilendi.

6. Jelde goriuntilenen bantlar 50 / 100 baz cifti Ladder kullanilarak
kontrol edildi. Varyant allel (TGTG-) kesilmemis ve 240 baz cifti olarak
%4’luk agaroz jelde goéruntulendi. Normal allel (TGTG+) ise 211+33 baz

cifti olarak kesilmis olarak %4 agaroz jelde goruntulendi (Sekil 9).
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Ladder ND H233 H234 H235 H236 H237 H238 H239 H240 H241 H242 H243 H244 H245 H246

100 b¢'lik

ladder

Sekil 9. 3'UTR polimorfizmine ait 14 hastanin PCR urunlerinin Fok1 enzimi
ile kesimi sonrasinda %4’lUk jeldeki analiz géruntlsu. ND: Enzim ile kesim
uygulanmamis 240-244 b¢’lik PCR Urtnune ait kuyucuk. H241: 211+33 bg¢’lik
iki bant gorulmesi sonucu homozigot normal saptanan 241 numarali hastaya
ait kuyucuk. H244: 244+211+33 bc'lik bantlarinin goértlmesi sonucu
heterozigot saptanan 244 numarali hastaya ait kuyucuk. ik ve son

kuyucuklara 100 b¢’lik ladder yuklendi.

2.2.5. NRAMP1 5'(CA), Genotiplemesi

NRAMP1 geni 5°(CA), polimorfizmi icin hedeflenen bolge standardize
edilen PCR kosullari ile ¢cogaltildi ve 196-202 baz c¢ifti uzunlugundaki PCR
artnlerinin (Sekil 10) ABI 3100 sekans cihazinda elektroforezi yapildi ve

GeneMapper yazilim programi kullanilarak érnekler analiz edildi.
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2.2.5.1. 5(CA), polimorfizmi PCR iglemi

1. Calisilacak her materyal i¢in 0,2 ml'lik ependorf tip hazirlandi ve
materyalin kodu ve numarasi yazildi.

2. Miks hazirlanmasi icin galisilacak 6rnek miktari basina asagida
verilen degerlerde olacak sekilde ayri bir ependorf tipte miks hazirlandi
ve iyice pipetaj yapilarak karismasi saglandi.

5’(CA), PCR miksi hazirlanmasinda kullanilan maddeler:

o Ultrasaf Su .....oeeeniiiiiee, 12,25 ul

o MQClo..eeeeeee e 2 ul

0 10X PCRBuUffer....cccccccciiiiniiin e 2,5 pl

O  ANTP.ee 1 ul

o0 5-ACTCGCATTAGGCCAACGAG -3
(Forward).......coooveeeiiiiiiis 1 ul

o 5-TTCTGTGCCTCCCAAGTTAGC-3'

(florasan isaretli) (Reverse)...1 pl

0 Taqgpolimeraz.........ccccoovvereeeerirnnnnnnnnn. 0,25 ul
0 OmekDNA......ccooieieeeeeeeeeeeeeeee e, 5 ul

3. Hazirlanan miks, ilk hazirlanan 0,2 ml’lik bos ependorf tliplere 20
ul olacak sekilde pay edildi. icinde miks bulunan 0,2 ml'lik ependorflara
ornek DNA’larindan S’er pl alinarak sirasiyla kondu ve baloncuk

olusturmadan 2-3 kez pipetaj yapildi.
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4. 0,2 mllik ependorflardaki érnekler PCR aletine yerlestirildi ve
asagida verilen sartlarda amplifiye edildi. 5’(CA), PCR Urlnleri bir
sonraki isleme tabi tutulana dek +4° C’de saklandi.

94°C - 2dak
94°%C —-60sn

58°C —-60sn > 35 Siklus

72°C -60sn
_/
72°C -10dak

4°C — =

T 196-202 by

100 bg’lik

ladder

Sekil 10. 5’(CA) PCR jel kontrol géruntuleri
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2.2.5.2. 5’(CA), PCR Uriinlerinin Genetik Analizére Yiiklenmesi

Kullanilan maddeler
= Formamid 9,7 ul
» LIZ (turuncu) 0,3 ul

= PCR UrUnleri 0,5yl

1. Ornek basina 9,7 pl formamid, 0,3 pl LIZ kullanilarak ayri bir
ependorf tipte miks hazirlanmisti.

2. Plate Uzerindeki 6rnek sayisi kadar kuyucuk igerisine 10 pl
hazirlanan miksten kondu.

3. 5(CA), PCR o6rneklerinden 0,5’er pl, énceden miks dagitiimis
olan kuyucuklara eklendi ve 2-3 kez baloncuk olusturmadan pipetaj
yapildi. Orneklerin hangi kuyucuga yiiklendigi not edildi.

4. Plate Uzeri plastikle kapatildi.

5. PCR aleti tUzerinde, 95°C’de 5 dakika denaturasyon islemi yapildi
ve bu islemden sonra drnekler hemen buza alindi.

6. Ornekler ABI 3100 sekans cihazina yiklendi.
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2.2.5.3. 5’(CA), PCR Uriinlerinin Genetik Analizérde Degerlendirilmesi

GeneMapper yazilim programi kullanilarak her érnek igin analiz yapildi.
Mavi pikler dikkate alinarak 196, 198, 200, 202 baz ¢ifti uzunluga denk gelen

pikler kontrol edilerek sonuclar kaydedildi (Sekil 11, 12).

150 1450 20 210

.Jﬂu, ) f U J\

Sekil 11. 5’(CA), polimorfizmine ait (198-198) genotipi
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180 190 200 210

Py P [

Sekil 12. 5(CA), polimorfizmine ait (196-198) genotipi

2.3. istatistiksel Analiz

Kontrol ve hasta grubunun genotip ve allel sikliklari SPSS versiyon 15.0
istatistik programinda ki-kare analizi ile hesaplandi. Anlamlilik derecesi

p<0.05 olarak alindi.
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BOLUM 3

BULGULAR

Calismaya alinan toplam 472 tiberkilozlu hastanin 340 tanesi erkek,
132 tanesi kadin olgulardan olusuyordu ve yas ortalamalar 39,21+18.597
(minimum: 1, maksimum: 93) yildi. 432 erkek ve 139 kadindan olusan
kontrol grubunun yaslari ortalamalari 36,48 + 13,963 yildi (Tablo 5). Tum

hastalarin ve kontrol grubunun Anti-HIV testleri negatifti.

Tablo 5. Hasta ve kontrol grubunun yas ortalamalari ve cinsiyet dagilimi

Hasta Kontrol

(n = 472) (n=571)

Yas (yil) 39,21 +18.56 | 36,48 + 13,96

Cins (E / K) 340/132 432 /139

Hastalarin 57 tanesi 0-18 yas grubunda, 347 tanesi 19-59 yas
grubunda, 68 tanesi 60 yas ve ustl olarak gruplandiriimistir. TUm hastalarin
ve kontrol grubunun yas gruplarina gore cinsiyet dagiimi tablo 6’da

gOrulmektedir.



Tablo 6. Hasta ve kontrol olgularinin yas gruplarina gore cinsiyet dagilimi ve

yas ozellikleri
n E/K Ortalama "’"““?“‘""
Maksimum
018 | 57 | 3225 | 866525 1-17
yas
HASTA | n=472 13;:9 347 | 257/90 | 38,46+ 11,56 19-59
60vas | g5 | 5117 | 68,65+642 60-93
ve ustu
(:,';: 73| 3736 | 7.79+4.14 1-16
KONTROL | n=571
19yas | 195 | 395/103 | 40,68 + 9,08 25-64
ve ustu

Hastalarin 3971'ine (%79,3) akciger tuberkulozu, 81’ine (%20,7)
Amerikan Toraks Dernegi’'nin kriterlerine gore akciger disi tiberkiloz tanisi
konulmustur. Akciger tuberkulozlu olgularin  %76,73’0G, akciger disi
tuberkllozlu olgularin ise %49,38’i erkeklerden olusmaktaydi. Yas gruplarina
gbre akciger ve akciger disi tuberklloz olgularindaki cinsiyet oranlarinin
dagihmi tablo 7’de verilmistir. Akciger digi tuberkiloz olgularinin yas

gruplarina gore klinik formlarinin dagilimi ise tablo 8'de goérulmektedir.
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Tablo 7. Akciger TB ve akciger digi TB olgularinin cinsiyet oranlarinin yas

gruplarina goére dagilimi

AKCIGER TB AKCIGERDISI TB
YAS GRUPLARI
Erkek Kadin Toplam Erkek Kadin Toplam
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
0-18 yas 24 (61,54) | 15(38,46) | 39(100) | 8(44.45) | 10(55,55) | 18 (100)
19-59 yas 229 (78,15) | 64 (21,85) | 293 (100) | 28 (51,85) | 26 (48,15) | 54 (100)

60 yas ve iistii 47 (79,67) | 12(20,33) | 59 (100) | 4 (44,45) | 5(55,55) | 9 (100)

toplam 300 (76,73) 91(23,27) | 391 (100) | 40 (49,38) | 41 (50,62) 81 (100)
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Tablo 8. Calismaya alinan tuberkilozlu hastalarin yas gruplarina gore klinik

formlarinin dagilimi

TANI 0-18 yas | 19-59 yas u:t%‘;;
AKCIGER TB (n) 39 293 59
Primer akciger TB 33
Sekonder akciger TB 6 293 59
AKCIGER DISI TB (n) 18 54 9
Merkezi sinir sistemi TB 6 0 0
Miliyer TB 5 2 0
TB lenfadenit 3 25 2
iskelet sistemi TB 2 3 1
Abdominal TB 1 2 0
Uriner sistem TB 1 0 0
Genital sistem 0 2 0
Plevra 0 25 5
Larinks 0 2 0
Parotis 0 1 1
Retina 0 1 0
Perikard 0 1 0

Cocukluk grubundaki akciger tuberkulozlu olgularin %15,38’inde, 19-59
yas grubundaki akciger tuberkulozlu olgularin %41,29’'unda ve 60 yas ve ustl
akciger tuberkulozlu olgularin %37,28’inde kavitasyon saptanmigtir. On
dokuz yas ve Ustu gruptaki olgularin % 4,93’Unde kavitasyon saptanmigtir.
Cocukluk yas grubundaki (0-18 yas) akciger digi tiberkuloz olgularinda ise

kavitasyon saptanmamistir (Tablo 9). Akciger tuberkulozlu olgularin
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%63,42’sinde balgam pozitifligi saptanirken, bu oran akciger digi tuberkulozlu

olgularda %12,34 olarak saptanmistir (Tablo 10).

Tablo 9. Akciger ve akciger digi tlberkllozlu hastalardan radyolojisinde

kavitasyon saptanan olgularin yas gruplarina gore dagilimi

YAS AKCIGER TB AKCIGER DISI TB
GRUPLARI - - - .
Kavitasyon Kavitasyon Kavitasyon Kavitasyon
Saptanmayan | Saptanan | Toplam | Saptanmayan | Saptanan | Toplam
n (%) n (%) n (%) n (%)

0-18 yas 33 (84,62) 6 (15,38) 39 18 (100) 0(0) 18
19-59 yas 172 (58,71) | 121 (41,29) 293 51 (94,45) 3 (5,55) 54
60+ yas 37 (62,72) 22 (37,28) 59 8 (88,89) 1(11,11) 9
TOPLAM 242 (61,90) 149 (38,10) 391 78 (95,07) 4 (4,93) 81

Tablo 10. Akciger ve akciger disi tuberkllozlu hastalardan balgam direk

bakisi pozitif saptanan olgularin yas gruplarina gére dagilimi

AKCIGER TB AKCIGERDISI TB
YAS
GRUPLARI BALGAM | BALGAM BALGAM | BALGAM
ARB ARB Toplam ARB ARB Toplam
(-) (+) (-) (+)
n (%) n (%) n (%) n (%)
0-18 yas 36 (82,31) 3(7,69) 39 18 (100) 0 (0) 18
19-59 yas 88 (130,04) | 205(69,96) | 293 47 (87,04) | 7(12,96) 54
60+ yas 19 (32,21) | 40 (67,79) 59 6 (66,67) 3(33,33) 9
TOPLAM 153 (36,58) | 248 (63,42) | 391 71(87,66) | 10(12,34) 81
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Tum tdberklloz olgularinin

%32,41’inde kavitasyon,

kavitasyonla birlikte balgam direk bakisinda pozitif sonu¢ saptanmigtir. Tim

tuberkuloz olgularinda balgam pozitifligi saptanma oranlari, yetiskin grubunda

cocukluk yas grubuna kiyasla kavitasyon gorulme sikhgi ile orantili olarak

daha yuksek saptanmistir. Yas gruplarina goére bu durumlarin dagilimi tablo

11°de gorulmektedir.

Tablo 11. Akciger tiberkulozlu olgularda kavitasyon ve kavitasyon ile birlikte

balgam pozitifligi saptanma oranlarinin yas gruplarina gore dagilimi

Kavitasyon Saptanan

Kavitasyon Saptanan

TB OLGULARI B Balgam ARB (+) TB
YAS GRUPLARI n n (%) n (%)
0-18 yas 57 6 (10,52) 1(1,75)
19-59 yas 347 124 (35,73) 98 (28,24)
60+ yas 68 23 (33,82) 18 (26,47)
TOPLAM 472 153 (32,41) 117 (24,78)

On dokuz yas ve ustlu tiberkuloz olgularinin %4,09’'unda ila¢ direnci

gorulmustur. Akciger tuberkulozlu olgular akciger digi tuberkulozlu olgularin

16 kati kadardi ve ila¢ direnci olan olgulardan kavitasyon gosterenlerin orani

%76,5 olarak tesbit edilirken, ilag direnci gorilmeyen tuberkulozlu olgulardan

%33,7’sinde kavitasyon tesbit edilmistir (Tablo 12).
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Tablo 12. Yetiskin yas grubu (19 yas ve Ustu) tuberklloz olgularinda ilag

direnci gorulenlerin cinsiyet, klinik form ve kavitasyon durumuna gore

dagihmi
o ilag Direnci Olan ilag Direnci Olmayan
YETISKIN B B
n=17 %4,09 n=398)  (%95,91)
(n=415) ( ) (%4,09) ( ) o
n (%) n (%)
E/K 15/2 88,2/11,8 | 293/105 | 73,6/26,4

AKCIGER TB / AKCIGERDISI TB 16 /1 94,1/5,9 357 /41 89,7/10,3

KAVITASYON (+ / -) 13/4 76,5/23,5 | 134/264 | 33,7/66,3

Olgu ve kontrol grubumuz cocuk olgular (0-18 yas) ve yetiskin
olgulardan (19 yas ve Ustl) olusacak sekilde iki gruba ayrilarak NRAMP1
genine ait 3'UTR, D543N, 5(CA), polimorfizmlerinin sonuglarina gore

degerlendirilmistir.
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NRAMP1 geni 3'UTR polimorfizmi TGTG delesyonu allelini ve D543N
polimorfizmi A allelini tagiyan ¢ocuk hastalar kontrol grubuna kiyasla iki kati
oranda olmasina ragmen iki grup arasinda anlamh fark bulunmamistir.
Homozigot 3’'UTR polimorfizmi TGTG delesyonu genotipi ve D543N
polimorfizmi A/A genotipi ¢ocuk hasta grubunda saptanmamasina ragmen
kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir

(Tablo 13, 14).

Tablo 13. Cocuk hasta ve ¢ocuk kontrol gruplarindaki NRAMP1 geni 3’'UTR

polimorfizmi genotip ve allel sikliklarinin kargilastiriimasi

FUTR COCUK HASTA COCUK KONTROL p
n % n %
TGTGHTGTG+ 51 91,07 69 98,6 1
TGTG+HTGTG- 5 8,93 1 1,4 1
TGTG-/TGTG- 0 0 0 0
TOPLAM 56 100 70 100
TGTG+ 107 95,5 139 99,28 ]
TGTG- 5 4,5 1 0,72
TOPLAM 112 100 140 100
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Tablo 14. Cocuk hasta ve gocuk kontrol gruplarindaki NRAMP1 geni D543N

polimorfizmi genotip ve allel sikliklarinin kargilagtiriimasi

D543N GOCUK HASTA GOCUK KONTROL »
n % n %
G/IG 51 91,08 68 97,1 1
G/A 5 8,92 2 2,9 1
AIA 0 0 0 0
TOPLAM 56 100 70 100
G 107 95,5 138 98,57 ]
A 5 4,5 2 1,43
TOPLAM 112 100 140 100

INT4 polimorfizminin  C/C  genotipi ¢ocuk hasta grubunda
saptanmamasina ragmen kontrol grubu ile arasinda anlamh bir fark

bulunmamistir (Tablo 15).

Tablo 15. Cocuk hasta ve g¢ocuk kontrol gruplarindaki NRAMP1 geni INT4

polimorfizmi genotip ve allel sikliklarinin kargilastiriimasi

INT4 COCUK HASTA COCUK KONTROL p
n % n %
G/IG 32 60,37 25 69,4 1
GI/IC 21 39,63 9 25,0 1
c/ic 0 0 2 5,6 1
TOPLAM 53 100 36 100
G 85 80,2 59 81,94 ]
Cc 21 19,8 13 18,06
TOPLAM 106 100 72 100
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Cocuk hasta grubundaki olgular kontrol grubu ile karsilastirildiginda
5(CA), polimorfizmi (196-200) genotipi ve allel 200 kontrol grubunda

bulunmamasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Tablo 16).

Tablo 16. Cocuk hasta ve ¢ocuk kontrol gruplarindaki NRAMP1 geni 5’(CA),

polimorfizmi genotip ve allel sikliklarinin kargilasgtiriimasi

COCUK HASTA COCUK KONTROL
5°(CA)n P
n % n %
196-196 29 51,80 36 51,4 1
196-198 22 39,28 29 414 0,856
196-200 2 3,57 0 0 0,196
196-202 0 0 0 0
198-198 3 5,35 5 7,2 0,719
198-200 0 0 0 0
198-202 0 0 0 0
200-200 0 0 0 0
200-202 0 0 0 0
202-202 0 0 0 0
TOPLAM 56 100 70 100
196 82 73,21 101 72,15 0,888
198 28 25 39 27,85 0,668
200 2 1,79 0 0 0,197
202 0 0 0 0
TOPLAM 112 100 140 100
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Calismaya alinan 19 yas ve ustu yetiskin hasta gruplarinda NRAMP1
geni 3’'UTR polimorfizmine ait elde edilen sonuglar ve kontrol grubunda elde
edilen genotip ve allel sikliklari kargilastirildiginda istatistiksel olarak bir fark
saptanmamigtir. TGTG delesyonuna homozigot olarak sahip olan bireyler
kontrol grubunda bulunmamasina ragmen bu farkliik hastaliga yatkinlik

acisindan istatistiksel olarak anlaml bulunmamigtir (Tablo 17).

Tablo 17. Calismaya alinan 19 yas ve ustl yetiskin hasta gruplarinda ve
kontrol grubundaki NRAMP1 geni 3'UTR polimorfizmi genotip ve allel

sikliklarinin kargilastiriimasi

YETISKIN HASTA YETISKIN KONTROL
3UTR
n % n % P
TGTG+TGTG+ 384 93,2 404 94,4 0,475
TGTG+TGTG- 26 6,3 24 5,6 0,662
TGTG-/TGTG- 2 0,5 0 0 0,240
TOPLAM 412 100 428 100
TGTG+ 794 96,36 832 97,20
0,329
TGTG- 30 3,64 24 2,80
TOPLAM 824 100 856 100

88




Her iki grupta D543N polimorfizmine ait elde edilen genotip ve allel

sikliklari karsilastirildiginda da tuberkiloza yatkinlik veya direng agisindan

istatistiksel olarak anlamli fark elde edilmemigtir (Tablo 18).

Tablo 18. Calismaya alinan 19 yas ve ustu yetiskin hasta gruplarinda ve

kontrol grubundaki NRAMP1 geni D543N polimorfizmi genotip ve allel

sikliklarinin karsilastiriimasi

YETISKIN HASTA YETISKIN KONTROL
D543N »
n % n %
GIG 382 92,7 407 95,1 0,149
GIA 29 7.0 20 4,7 0,143
AJA 1 0,2 1 0,2 0,740
TOPLAM 412 100 428 100
G 793 96,24 834 97,43
A 31 3,76 22 2,57 0,162
TOPLAM 824 100 856 100
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Yetigkin hasta grubu (19 yas ve ustl) ve kontrol grubunda NRAMP1
geni INT4 polimorfizmine ait sonuglar karsilastirildiginda, C/C genotipi
hastalarda kontrol grubuna oranla yaklasik iki kat saptanmigtir. Ancak
INT4’Un bu ve diger genotiplerine ait sonuglar hastalikla iligkilendirilebilecek

sekilde istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir (Tablo 19).

Tablo 19. Calismaya alinan 19 yas ve ustu yetiskin hasta gruplarinda ve
kontrol grubundaki NRAMP1 geni INT4 polimorfizmi genotip ve allel

sikliklarinin karsilastirilmasi

INT4 YETISKIN HASTA YETISKIN KONTROL .
n % n %
G/IG 242 62,50 324 66,66 0.225
GIC 133 34,40 154 31,69 0.425
cic 12 3,10 8 1,65 0.175
TOPLAM 387 100 486 100
G 617 79,72 802 82,50
c 157 20,28 170 17,50 0.154
TOPLAM 774 100 972 100

NRAMP1 geni 5’(CA), polimorfizminin 19 yas ve ustl yetiskin hasta
grubu ve kontrol grubu sonuglari degerlendirildiginde tuberklloz agisindan
istatistiksel olarak anlamhlik tesbit edilmemistir. Sadece hasta grubunda
(196-200) genotipi ve kontrol grubunda (198-202), (198-202) genotipleri
saptanmamasina ragmen istatistiksel olarak hastalik agisindan anlamli

bulunmamistir. Allel 202 kontrol grubunda saptanmazken, allel 200 kontrol
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grubunda hasta grubunun iki kati siklikta saptanmistir. Ancak allel sikliklari

acisindan da anlamh bir fark tesbit edilmemistir (Tablo 20).

Tablo 20. Calismaya alinan 19 yas ve ustu yetiskin hasta gruplarinda ve
kontrol grubundaki NRAMP1 geni 5(CA), polimorfizmi genotip ve allel

sikliklarinin karsilastiriimasi

YETISKIN HASTA YETISKIN KONTROL
5°(CA),
n % n % P
196-196 235 57,20 289 58,62 0.631
196-198 144 35,00 174 35,29 0.920
196-200 0 0 2 0,40 0.503
196-202 1 0,20 0 0 0.455
198-198 28 6,80 25 5,07 0.271
198-200 2 0,50 3 0,608 1
198-202 2 0,20 0 0 0.206
200-200 0 0 0 0 1
200-202 0 0 0 0 1
202-202 0 0 0 0 1
TOPLAM 412 100 493 100
196 615 74,64 754 76,47 0.365
198 204 24,76 227 23,03 0.389
200 2 0,24 5 0,50 0.465
202 3 0,36 0 0 0.094
TOPLAM 824 100 986 100

91




Cocuk hasta grubunun yetigkin hasta grubu ile karsilastiriimasi
sonucunda NRAMP1 genine ait 3'UTR, D543N, INT4 polimorfizmleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamigtir (Tablo 21-23).
Ancak (196-200) genotipinin vyetigkin hastalarda hi¢ gorulmemesinin

istatistiksel olarak anlamli bir fark yarattigi saptanmistir (Tablo 24).

Tablo 21. Cocuk hasta ve yetigkin hasta gruplarindaki NRAMP1 geni 3’'UTR

polimorfizmi genotip ve allel sikliklarinin kargilastiriimasi

GCOCUK HASTA YETISKIN HASTA
PUTR n % n % P
TGTG+TGTG+ 51 91,07 384 93,20 0,576
TGTG+/TGTG- 5 8,93 26 6,30 0,400
TGTG-TGTG- 0 0 2 0,50 1
TOPLAM 56 100 412 100
TGTG+ 107 95,50 794 96,36
TGTG- 5 4,50 30 3,64 0,598
TOPLAM 112 100 824 100
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Tablo 22. Cocuk hasta ve yetigkin hasta gruplarindaki NRAMP1 geni D543N

polimorfizmi genotip ve allel sikliklarinin kargilagtiriimasi

COCUK HASTA YETi$KiN HASTA
D543N
0, 0, p
n % n %
GIG 51 91,08 382 92,70 0,593
G/IA 5 8,92 29 7,00 0,584
AIA 0 0 1 0,20 1
TOPLAM 56 100 412 100
G 107 95,50 793 96,24
A 5 4,50 31 3,76 0,608
TOPLAM 112 100 824 100

Tablo 23. Cocuk hasta ve yetiskin hasta gruplarindaki NRAMP1 geni INT4

polimorfizmi genotip ve allel sikliklarinin kargilastiriimasi

COCUK HASTA

YETISKIN HASTA

INT4 P
n % n %
G/IG 32 60,37 242 62,50 0,764
G/IC 21 39,63 133 34,40 0,447
cic 0 0 12 3,10 0,376
TOPLAM 53 100 387 100
G 85 80,20 617 79,71
C 21 19,80 157 20,29 1
TOPLAM 106 100 774 100

93




Tablo 24. Cocuk hasta ve yetiskin hasta gruplarindaki NRAMP1 geni 5’(CA),

polimorfizmi genotiplerinin siklhginin kargilastiriimasi

COCUK HASTA YETISKIN HASTA
SCA n % n % P
196-196 29 51,80 235 57,20 0,475
196-198 22 39,28 144 35,00 0,553
196-200 2 3,57 0 0 0,014
196-202 0 0 1 0,20 1
198-198 3 5,35 28 6,80 1
198-200 0 0 2 0,50 1
198-202 0 0 2 0,20 1
200-200 0 0 0 0
200-202 0 0 0 0
202-202 0 0 0 0
TOPLAM 56 100 412 100
196 82 73,21 615 74,63 0,646
198 28 25 204 24,76 1
200 2 1,79 2 0,24 0,072
202 0 0 3 0,37 1
TOPLAM 112 100 824 100

Calismaya alinan hastalar, 0-18 yas c¢ocuk olgular, 19 yas ve Ustu
yetigkin olgular, 60 ve Ustu yas yetiskin olgulardan olugsan Ug gruba ayrilarak
incelenmistir. Her grup, polimorfizmlerin farkli klinik formlar ile birlikteligi
agisindan degerlendirilmigtir. Ayrica 0-18 yas c¢ocuk olgularin ve 19 yas ve
ustl yetiskin olgularin sonuglari ile yas uyumlu kontrol olgularinin sonuglari

NRAMP1 genine ait polimorfizmlerin hastalik ile iligkisi agisindan
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degerlendirilmigtir. Akciger ve akciger disi tiberkuloz tanisi almig olgular ve

kavitasyon saptanan akciger tuberkuloz olgulari kendi arasinda ve kontrol

grubu ile her polimorfizmin sikliklari agisindan karsilastiriimistir.

Cocuk tuberkiloz hastalari (0-18 yas) ve kontrol grubunun 3'UTR

polimorfizmi sonuglari tablo 25’'de verilmektedir. Tuberkilozun herhangi bir

formunu gdsteren olgu gruplari ve kontrol grubu sonuglari arasinda yapilan

kargilastirmalarda hicbir genotip ve allel ile anlamli bir iligkili bulunmamistir.

Tablo 25. Cocuk hasta ve kontrol gruplarinda klinik formlara gére NRAMP1

geni 3’'UTR polimorfizmi genotip ve allel sikliklarinin kargilastiriimasi

Hasta

Cocuk - Kavitasyon
_ (n=s) _ Saptanan Ig::tl:lgl W em | v | onav | M
AKCIGER | AKCIGERDISI TB v
B B I v
FUTR I I (n=6) (:7(;3) P | P | P P p
(n=38) (n=18) n (%)
n (%) n (%)
TGTG+/TGTG+ 34 (89,5) 17 (94,5) 6 (100) 69 (98,6) 0.662 1 0,051 0,369 1
TGTG+/TGTG- 4 (10,5) 1(5,5) 0(0) 1(1,4) 0.662 1 0,051 0,369 1
TGTG-ITGTG- 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1 1
TGTG+ 72 (94,73) 35(97,2) 12 (100) 139 (99,28)
0669 | 1 | 0053|0368 | 1
TGTG- 4(5,27) 1(2,8) 0 (0) 1(0,72)

95




Yetigkin tuberkuloz hastalari (19 yas ve Ustu) ve kontrol grubunun

3'UTR polimorfizmi sonuglari tablo 26’da verilmektedir. Homozigot TGTG

delesyonunun akciger disi tuberkiloz olgularinda diger genotiplere oranla

anlamhl olarak yUksek bulundugu saptanmistir. TGTG delesyonu alleli

akciger tuberkllozlu olgularda akciger digi tuberkulozlu olgularin on kati

kadar saptanmistir ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p= 0.042).

Tablo 26. 19 yas ve Ustu yetigkin hasta ve kontrol grubunda klinik formlara

gore NRAMP1 geni 3'UTR

kargilastiriimasi

polimorfizmi genotip ve allel sikliklarinin

Kavitasyon
s Hasta Yetiskin
Yetigkin (n=412) Saptanan
Kontrol
AKCIGER AKCiGERDISI B v I-11 1-111 -1V -1v n-iv
’ TB TB ]l (n=428) p p p p p
3'UTR | Il (n=147)
(n=349) (n=63) n (%)
n (%) n (%) n (%)
TGTG+/TGTG+ | 322 (92,3) 62 (98,5) 140 (95,2) 404(94,40) | 0.099 | 0.251 | 0.246 | 0.230 | 0.833
TGTG+TGTG- 25(7,2) 1(1,5) 7 (4,8) 24 (5,6) 0.153 | 0.423 | 0.458 | 0.230 | 0.833
TGTG-TGTG- 2(0,5) 0(0) 0(0) 0(0) 1 0.582 | 0.214 1 1
TGTG+ 669 (92) 125 (99,2) 287(97,60) | 832(97,20)
0.042 | 0.196 | 0.187 | 0.236 | 0.862
TGTG- 29 (8) 1(0,8) 7 (2,40) 24 (2,80)
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Yetigkin hastalardan 60 ve Ustu yastakilerin 3'UTR polimorfizmi
sonuglari hastaligin klinik formlarina gore degerlendirildiginde istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunmamistir (Tablo 27).

Tablo 27. 60 yas ve ustu hasta grubunda klinik formlara gore NRAMP1 geni

3'UTR polimorfizmi genotip ve allel sikliklarinin karsilastiriimasi

Hasta Kavitasyon
60+ yas (n=66) Saptanan
. . TB 1-11 1-111 -l
AKCIGER AKCIGERDISI
’ B B ] p p p
3'UTR I ] (n=23)
(n=57) (n=9)
n (%) n (%) n (%)
TGTGHTGTG+ 50 (87,8) 9 (100) 20 (86,95) 0.580 1 0,541
TGTGH+H/TGTG- 6 (10,5) 0(0) 3 (13,05) 0.585 1 0,541
TGTG-ITGTG- 1(1,7) 0 (0) 0(0) 1 1
TGTG+ 106 (93) 18 (100) 43 (93,5)
0.376 1 0,553
TGTG- 8(7) 0 (0) 3(6,5)
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Cocuk hasta grubunda NRAMP1 geni D543N polimorfizmi ile ilgili

istatistiksel olarak anlamli olan sonuglar saptanmamistir (Tablo 28).

Tablo 28. Cocuk hasta ve kontrol gruplarinda klinik formlara gére NRAMP1

geni D543N polimorfizmi genotip ve allel sikliklarinin karsgilastiriimasi

Kavitasyon
Hasta g°cuk
CGocuk (n=56) Saptanan
Kontrol I-1l I-1ll I-IvV 1-Iv n-v
AKCIGER | AKCIGERDISI 8 v i ) i i i
B B 11
D543N | ] (n=6) (n=70) P P P P P
(n=38) (n=18) n (%)
n (%) n (%) n (%)
GIG | 34(89,50) | 17 (94,50) 5(83,30) | 68(93,20) | 1 | 0,662 | 0,181 | 0,501 | 0,221
G/IA | 4(10,50) 1 (5,50) 1(16,70) 2 (2,70) 1 10,662 | 0,481 | 0,501 | 0,221
AIA 0 (0) 0(0) 0(0) 0(0) 1 1
G 72(94,73) |  35(97,20) 11(91,70) | 138(98,57)
1 0,669 | 0,188 | 0,499 | 0,220
A 4 (5,27), 1(2,80) 1 (8,30) 2 (1,43)

G/G genaotipi

19 yas ve Ustu yetigkin

olgularda NRAMP1 geni D543N polimorfizmi

akciger tuberkulozlu olgularin

%91,5’'inde,

akciger disi

tuberkllozlu olgularin %100’Unde ve saglikhi kontrol grubunun %95,1’inde
saptanmistir. Akciger tuberkllozlu olgular, akciger disi tuberklloz olgulari ve
saglikh kontrol grubu ile G/G genotipi sikhidi agisindan karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli farklar bulunmustur (p=0.014, p=0.042). G/A
akciger digi

genotipi sikligi agisindan akciger tuberkilozlu olgular ile

tuberkulozlu olgular karsilastirildiginda (p=0.027) ve akciger tlberkilozlu
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olgular ile saghkh kontrol grubu karsilastirildiginda (p=0.027) istatistiksel

olarak anlamli sonuglar bulunmustur. Akciger tuberkulozlu olgular ile akciger

digi tuberklloz olgulari arasinda ve akciger tuberkulozlu olgular ile saglikl

kontrol grubu arasinda A allelinin sikligi agisindan istatistiksel olarak anlamli

bir fark oldugu gorulmustar [p=0.017, p=0.049, (Tablo 29)].

Tablo 29. 19 yas ve Ustu yetigkin hasta ve kontrol grubunda klinik formlara

gore NRAMP1 geni

kargilastiriimasi

D543N polimorfizmi genotip ve allel sikliklarinin

L Hasta Kavitasyon | Yetiskin

Yetigkin (n=512) Saptanan | oo
AKCIGER | AKCIGERDISI B " IR R VAR B\ 1B\

TB TB I

D543N | I (n=147) | (n=428) | P | P P P P

(n=349) (n=63) n (%) n (%

n (%) n (%) (%)
G/IG 319 (91,50) 63 (100) 139 (94,50) | 407 (95,10) | 0.014 | 0.270 | 0.042 | 0.092 | 0.827
G/A 29 (8,30) 0 (0) 8 (5,50) 20 (4,70) 0.027 | 0.349 | 0.027 | 0.092 | 0.663
A/A 1(0,20) 0(0) 0(0) 1(0,20) 1 1 1 1 1

G 667 (95,50) 126 (100) 286 (97,20) 834 (97,43)
0.017 | 0.217 | 0.049 | 0.098 | 0.920

A 31 (4,50) 0(0) 8 (2,80) 22 (2,57)
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D543N polimorfizmine ait genotip ve allel sikliklarinin 60 ve Ustu yas
grubunda klinik formlara gore dagilimi incelendiginde istatistiksel olarak

anlamli bir fark yaratmadig1 gorulmustur (Tablo 30).

Tablo 30. 60 yas ve Ustu hasta grubunda klinik formlara gore NRAMP1 geni

D543N polimorfizmi genotiplerinin sikhginin karsilastiriimasi

Hasta Kavitasyon
60+ ya
yas (n=68) Saptanan
. s B -1l I 11
AKCIGER TB AKC'?ERD'S"
, Il
D543N | I p p p
(n—37) (n=9) (n=23)
n
(%) n (%) n (%)
GIG 50 (87,70) 9 (100) 20 (87,00) | 0,580 1 0,541
G/A 6 (10,50) 0 (0) 3 (13,00) 0,585 1 0,541
A/A 1(1,80) 0(0) 0 (0) 1 1
G 106 (93,00) 18 (100) 43 (93,50)
0,376 1 0,553
A 8 (7,00) 0(0) 3 (6,50)
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Cocuk hasta grubunda INT4 polimorfizmi genotip sikliklari ve allel

sikliklar1 agisindan klinik formlar ve kontrol grubu kargilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamigtir (Tablo 31).

Tablo 31. Cocuk hasta ve kontrol gruplarinda klinik formlara gére NRAMP1

geni INT4 polimorfizmi genotiplerinin sikhdinin karsilastiriimasi

Kavitasyon
Hasta Cocuk
Gocuk (n=53) Saptanan Kontrol
- - B I-1l I-111 IV | IV | -V
AKCIGER AKCIGERDISI v
B B 11
INT4 I Il (n=5) (n=36) p p p p P
(n=36) (n=17) - n (%)
n (%) n (%) n (%)
GIG 22 (61,11) 10 (58,82) 2 (40,00) 25 (69,40) 1 0,632 | 0,621 | 0,539 | 0,317
GIC 14 (38,89) 7 (41,18) 3 (60,00) 9 (25,00) 1 0,632 | 0,312 | 0,337 | 0,139
CiC 0(0) 0 (0) 0(0) 2 (5,60) 1 1 0,493 1 1
G 58 (80,55) 27 (79,41) 7 (70,00) 59 (81,40)
1 0,679 1 0,793 | 0,401
C 14 (19,45) 7 (20,59) 3 (30,00) 13 (18,06)
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NRAMP1 genine ait INT4 polimorfizminin 19 yas ve ustu yetiskin
gruptaki akciger ve akciger digi tuberkulozlu, kavitasyon gosteren akciger
tuberkulozlu ve saglkh yetiskin kontrol grubunda elde edilen sonuglari tablo
32’'de verilmigtir. Akciger digi tuberkuloz saptanan olgular ile kontrol grubu
kargilastinldiginda ise C/C genotipi akciger digi tuberkiuloz grubunda daha
yuksek oranda saptanmigtir ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(p=0.033).

Tablo 32. 19 yas ve Ustu yetigkin hasta ve kontrol grubunda klinik formlara

gére NRAMP1 geni INT4 polimorfizmi genotip ve allel sikliklarinin
kargilastiriimasi
Yetigkin Hasta Kavitasyon | Yetigkin
(n=387) Saptanan Kontrol HE | V| Y| Y
AKCIGER | AKCIGERDISI 8 v i i i i i
TB TB n
INT4 I I (n=141) (n=486) | P | P | P | P | P
(n=327) (n=60) n (%) n (%)
n (%) n (%)
GIG 205 (62,6) 37 (61,7) 99 (70,21) 324 (66,66) | 0,885 | 0,353 | 0,260 | 0,470 | 0,475
GI/C 114 (35) 19 (31,7) 41 (29,08) 154 (31,69) | 0,660 | 0,240 | 0,361 1 0,606
cic 8 (2,4) 4 (6,6) 1(0,71) 8(1,65) | 0,098 | 0,286 | 0,448 | 0,033 | 0,693
G 524 (80) 93 (77,5) 239 (84,75) 802 (82,5)
0,537 | 0,099 | 0,248 | 0,222 | 0,418
c 130 (20) 27 (22,5) 43 (15,25) 170 (17,5)
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NRAMP1 geni

INT4 polimorfizminin 60 ve Ustu yas grubundaki

sonugclari degerlendirildiginde, G/G genotip sikliginin akciger tuberkulozlu ve

kaviter tuberkulozlu gruplar arasinda, G ve C allel sikliklarinin ise akciger

tuberkllozlu ve kaviter tuberkilozlu gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir fark yarattigi goriimektedir [p=0.033, p=0.012 (Tablo 33)].

Tablo 33. 60 yas ve Ustu hasta grubunda ve kontrol grubunda klinik formlara

goére NRAMP1 geni INT4 polimorfizmi genotiplerinin sikhginin

kargilastiriimasi

60+ Hasta Kavitasyon
yas (n=66) Saptanan
— — B I-11 I-1 l-
AKCIGER TB AKCIGERDISI TB I
I I p p p
INT4 (n=57) (n=9) (n=23)
n (%) n (%) n (%)
G/IG 34 (59,65) 6 (66,6) 20 (87) 0,734 | 0,033 | 0,314
G/C 19 (33,35) 3(33,4) 3(13) 1 0,096 | 0,314
C/iC 4 (7) 0 (0) 0 (0) 1 0,319
G 87 (76,3) 15 (83,3) 43 (93,5)
0,568 | 0,012 | 0,338
C 27 (23,7) 3(16,7) 3(6,5)
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Cocuk hasta ve kontrol grubu 5(CA), polimorfizmi sonuglari

karsilagtinldiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (Tablo 34).

Tablo 34. Cocuk hasta ve kontrol gruplarinda klinik formlara gére NRAMP1

geni 5’(CA), polimorfizmi genotiplerinin sikliginin kargilastiriimasi

Kavitasyon
Gocuk (';'13:;63) Saptan);n Gocuk
Kontrol

AKCIGER | AKCIGERDISI B v (R IEE [ EE \VA  [F VR [B\Y
SCAN | T r "o g | PP e PR

(n=39) (n=17) (n=6) n (%)

n (%) n (%) n (%)
196-196 22 (56,41) 7 (41,17) 3 (50,00) 36 (51,40) | 0,386 1 0,691 | 0,592 1
196-198 | 12(30,76) 10 (58,82) 2(33,33) 29 (41,40) | 0,360 | 1 [ 0,308 | 0,277 | 1
196-200 | 2(5.12) 0 0 00 |ose9| 1 |o0126
196-202 0(0) 0(0) 0(0) 00 1 1
198-198 3(7,69) 00 1(16,67) 5(7,10) | 0,549 [ 0448 | 1 | 0,578 | 0,400
198-200 | 0(0) 00 00 00 g |y 1
198-202 0(0) 0 0(0) 0(0) 1| 1
200-200 0(0) 00 0(0) 0(0) 1| 1
200-202 0(0) 000 00 00 1 1
202-202 0(0) 0 0 0(0) 1] 1
196 58 (74,35) 24 (70,59) 8 (66,70) 101(72,14) | 0,816 | 0,726 | 0,753 | 0,853 | 0,741
198 18 (23,07) 10 (29,41) 4(33,30) 39 (27,86) | 0,635 | 0,478 | 0,521 | 0,835 | 0,741
200 2 (2,56) 0(0) 0(0) 0(0) 0,573 1 0,127
202 0(0) 0(0) 0 (0) 0 (0) 1 1

NRAMP1 geni 5'(CA), polimorfizminin 19 yas ve Ustl olgu grubundaki
sonuglari klinik formlara gére degerlendirildiginde ise sadece kaviter

tuberkuloz goérulen grup ile saglikl kontrol grubu arasinda, (198-198)
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genotipinin (p=0.006), allel 196’nin (p=0.012) ve allel 198’in (p=0.018)

istatistiksel olarak anlamli bir fark yarattigi goralmektedir (Tablo 35).

Tablo 35. 19 yas ve Ustu yetigkin hasta ve kontrol grubunda klinik formlara
goére NRAMP1 geni 5'(CA), polimorfizmi genotiplerinin sikliginin

kargilastiriimasi

L Hasta ;
Yetigkin - Kavitasyon o
(n=411) Saptanan Yetigkin
Kontrol
AKCIGER | AKCIGERDISI | 1B v [ M| HEE VY Y
B B -I‘III56 (n=493) | P P p p p
5'(CA)n I I (n=156) 1 1 (%)
(n=348) (n=63) n (%)
n (%) n (%)
196-196 | 199 (57,2) 36 (57,2) 80 (51,3) 289 (58,62) 1 0.244 | 0.722 | 0.892 | 0.115
196-198 | 121 (34,8) 23 (36,5) 55 (35,3) 174 (35,29) | 0.885 | 0.919 | 0.883 | 0.889 1
196-200 0(0) 0(0) 0(0) 2 (0,40) 1 1 0.514 1 1
196-202 1(0,3) 0 (0) 1(0,6) 0(0) 1 1 0413 | 1 1
198-198 24 (6,9) 4 (6,3) 18 (11,6) 25 (5,07) 1 0.081 | 0.296 | 0.761 | 0.006
198-200 2 (0,5) 0 (0) 1(0,6) 3(0,608) 1 1 1 1 1
198-202 1(0,3) 0 (0) 1(0,6) 0(0) 1 1 0.413 1 0.240
200-200 0 (0) 0(0) 0 (0) 0(0) 1 1 1 1 1
200-202 0(0) 0(0) 00) 0(0) 1 1 1 1 1
202-202 0 (0) 0 (0) 0(0) 0(0) 1 1 1 1 1
196 519 (74,7) 95 (75,3) 216(69,2) 754 (76,47) | 0.911 | 0.133 | 0.431 | 0.887 | 0.012
198 172 (24,7) 31 (24,7) 93 (29,8) 227(23,022) 1 0.107 | 0.446 | 0.777 | 0.018
200 2(0,3) 0 (0) 1(0,4) 5 (0,507) 1 1 0.707 1 1
202 2(0,3) 0 (0) 2 (0,6) 0(0) 1 0.592 | 0.171 0.058
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NRAMP1 geni 5’(CA), polimorfizmi genotip ve allel sikliklarinin 60 yas

ve Ustl hasta grubunda klinik formlara gore karsilastiriimasi sonucunda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (Tablo 36).

Tablo 36. 60 yas ve Ustu hasta grubunda klinik formlara gore NRAMP1 geni

5'(CA), polimorfizmi genotiplerinin sikliginin kargilastiriimasi

oo s (I:iztg) K;:‘I’ttz?‘)::‘n 111 | n-m
AKCIGER TB | AKCIGERDISI TB T"'IB
5'(CA)a (n='59) (nﬂg) (n=23) P P P
n (%) n (%) n (%)
196-196 | 31 (52,55) 5 (55,5) 12 (52,18) 1 1 1
196-198 | 25 (42,37) 4 (44,5) 10 (43,48) 1 1 1
196-200 0(0) 0(0) 0(0) 1 1
196-202 0(0) 0(0) 0(0) 1 1
198-198 3 (5,08) 0 (0) 1(4,34) 1 1 1
198-200 0(0) 0(0) 0(0) 1 1
198-202 0(0) 0(0) 0(0) 1 1
200-200 0 (0) 0 (0) 0(0) 1 1
200-202 0(0) 0(0) 0(0) 1 1
202-202 0(0) 0(0) 0(0) 1 1
196 87 (73,7) 14 (77,7) 34(74) | 0782 | 1 1
198 31 (26,3) 4(22,3) 12(26) | 0782 | 1 1
200 0(0) 0(0) 0(0) 1 1
202 0(0) 0(0) 0(0) 1 1
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Taberkulozlu olgularin birlesik genotip sonuglarinin gocuk yas grubu,
19-59 yas grubu, 60 ve Ustl yas gruplarinda tuberkulozun akciger veya
akciger disi yerlesimine gore dagihmi tablo 37'de verilmistir. Birlesik
genotip sonuglari 3'UTR, D543N, INT4, 5(CA)n siralamasi ile verilmistir.
3'UTR, D543N, INT4 polimorfizmleri igin 1: homozigot normal varyant, 2:
heterozigot varyant ve 3: homozigot mutant varyant genotipi temsil
etmektedir. 5’(CA)n polimorfizmi igin 1: 196-196, 2: 196-198, 3: 196-200, 4:
196-202, 5: 198-198, 6: 198-200, 7: 198-202 genotiplerini temsil etmektedir.
Ayri ayri yas gruplari ve tuberkulozun akciger veya akciger disi yerlesimine
gore degerlendirildiginde en sik gorulen birlesik genotip 1111 olarak
saptanmigtir. Saglikli kontrol grubunda da 1111 en sik birlesik genotip

olarak saptanmigtir.

Cocuk hastalarin ve yetiskin hastalarin birlesik genotip sonuglari
birbirleri ile ve yas uyumlu kontrol grubu sonuglari ile kargilastiriimistir.
Birlesik genotiplerden 1123’Un ¢ocuk hastalarda, yetiskin hasta grubu ile
kargilastirimasi sonucu anlamli olarak ylksek bulundugu gorualmustar
(p=0,014). Cocuk hastalarin sonuglarinin ¢gocuk kontrol grubu sonuglari ile
kargilastirimasi sonucunda ise 1112 birlesik genotipinin anlamh bir

istatistiksel fark yarattigi goéralmustir [(p=0,036), (Tablo 38)].

Yetigkin hasta grubundaki 19-59 yastaki hastalar ve 60 ve Ustl
yastaki hastalarin sonuclari degerlendirildiginde, 2112 ve 2211 birlesik
genotiplerinin yetigkin grupta 60 ve Ustlu yastaki tuberklloz hastalarinda
anlamli olacak sekilde yuksek oldugu saptanmistir (p=0,028, p=0,017).

Yetigkin hasta grubunda 19-59 yastaki hastalarin ve saglikli kontrol
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grubunun sonuglari karsilastirildiginda 1112 birlesik genotipinin kontrol
grubunda anlamli olacak sekilde yuksek oldugu goérulmastur [p=0,045,

(Tablo 38)].
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Tablo 37. Tuberkulozlu olgularin birlesik genotip sonuglarinin yas gruplarina

ve akciger veya akciger digi yerlesimine gore dagilimi

GOCUK BIRLESIK

19-59 yas BIRLESIK

60 + yas BIRLESIK GENOTIP

| CEomen | xa | GENoTP exa et pxs
g § E g AKCIGER | AKCIGERDISI § 'L“JM‘ZS ?‘.’ AKCIGER | AKCIGERDISI § 5"?223 T«I’ AKCIGER AKCIGERDISI %gé §
PEEel By | e |SEES| I | o, | eBBE) ) | 8BRS
n (%) n (%) n (%) | n (%) n (%) n (%)
1111 14 (40) 8 (47,05) 22 (42,34) | 147(51,22) | 16 (47,05) | 163(50,77) 26 (43,33) 2 (40) 28(43,07)
1112 2(571) 2 (11,76) 4 (7,68) 16 (5,57) 3(8,82) 19 (5,91) 4 (6,66) 1(20) 5 (7,69)
1114 0(0) 0(0) 0 (0) 1(0,34) 0 (0) 1(0,31) 0(0) 0 (0) 0 (0)
1115 1 (2,85) 0(0) 0 (0) 3(1,04) 0 (0) 3(0,93) 0(0) 0 (0) 0 (0)
1116 0 (0) 0(0) 0 (0) 0(0) 0 (0) 0(0) 0(0) 0 (0) 0 (0)
1121 2(571) 0(0) 2(3,84) 0(0) 1(2,94) 15(4,67) 2(3,33) 0 (0) 2(3,07)
1122 9 (25,76) 6 (35,29) 15(28,88) | 64(22,30) | 11(32,35) 75(23,36) 14 (23,33) 2 (40) 16(24,61)
1123 2(571) 0(0) 2(3,84) 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0) 0(0) 0 (0)
1125 1(2,85) 0 (0) 1(1,92) 0(0) 0 (0) 12(3,73) 1 (1,66) 0 (0) 1(1,53)
1126 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2(0,69) 0 (0) 2(0,62) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
1131 0(0) 0(0) 0 (0) 0(0) 0 (0) 0(0) 0(0) 0 (0) 1(1,53)
1132 0 (0) 0(0) 0(0) 0 (0) 0 (0) 1(0,31) 1 (1,66) 0 (0) 1(1,53)
1135 0 (0) 0(0) 0 (0) 3(1,04) 3(8,82) 6(1,86) 2(3,33) 0(0) 2(3,07)
1211 1 (2,85) 0(0) 1(1,92) 1(0,34) 0(0) 1(0,31) 0 (0) 0(0) 0 (0)
1212 0(0) 0 (0) 0 (0) 1(0,34) 0 (0) 1(0,31) 1 (1,66) 0 (0) 0(0)
1221 0(0) 0(0) 0 (0) 1(0,34) 0 (0) 1(0,31) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
1222 0 (0) 0(0) 0(0) 3(1,04) 0 (0) 3(0,93) 1 (1,66) 0 (0) 1(1,53)
2111 0(0) 0(0) 0 (0) 3(1,04) 0 (0) 3(0,93) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
2112 0 (0) 0(0) 0 (0) 0(0) 0 (0) 0(0) 2(3,33) 0(0) 2(3,07)
2122 0 (0) 0(0) 0 (0) 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
2211 2(571) 0(0) 2(3,84) 3(1,04) 0(0) 3(0,93) 4 (6,66) 0(0) 4(6,15)
2212 1 (2,85) 0(0) 1(1,92) 5(1,74) 0(0) 5(1,55) 0 (0) 0(0) 0(0)
2217 0(0) 0 (0) 0 (0) 1(0,34) 0 (0) 1(0,31) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
2221 0(0) 0 (0) 0(0) 0 (0) 0 (0) 0(0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
2222 0(0) 1(5,9) 1(1,92) 3(1,04) 0 (0) 3(0,93) 0(0) 0 (0) 0 (0)
2225 0(0) 0(0) 0 (0) 1(0,34) 0 (0) 1(0,31) 0(0) 0(0) 0 (0)
2235 0 (0) 0(0) 0 (0) 1(0,34) 0(0) 1(0,31) 0 (0) 0(0) 0 (0)
2311 0 (0) 0(0) 0 (0) 0(0) 0(0) 0 (0) 0 (0) 0(0) 0 (0)
3111 0 (0) 0(0) 0 (0) 1(0,34) 0(0) 0 (0) 0 (0) 0(0) 0 (0)
3312 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (1,66) 0 (0) 1(1,53)
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Tablo 38. Farkli yas gruplarindaki tiberkiloz olgularinin ve saglikli kontrol olgularinin

NRAMP1 gen polimorfizmlerinin birlesik genotip sikliklarinin karsilastiriimasi

COCUK | YETIiSKIN 19-59 yas 60 + yas L
BIRLESIK | BIRLESIK | BiRLESiK | BiRLESIK [ SOCUK | YETISKIN

~ = | cenorip | cenorip | cenotip | cenotip | KONTROL | KONTROL

E g2% | ) N N v Vi |:| |2/ ||2/| |||:v III,-)VI

2870 [ sy | (=3se) | (n=321) (n=65) (n=33) (n=426)

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

111 | 2242,34) | 191a0,48) | 163 50,77) | 28 43,07) | 12.36.40) | 219 (51.40) 0,376] 0,653 | 0,623] 0,278 | 0,883
1112 4768) | 2052 | 19691 | 5069 | 8@4a20) | 43 (1009) | 0,761 | 0.036 | 0,055 | 0,783 | 0.045
1114 0(0) 1(0,26) 1(0,31) 0(0) 0(0) 0(0) 1 0475 | 1 | o430
1115 10192 | 3072 3(0,93) 0(0) 1/(3,00) 00 |o3es| 1 |osto] 1 |o730
1116 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(0,23) 1 1
1121 2384) | 17@42) | 15@67) | 2307 | 1300) | 14328 | 1 1 |oa4es | 0749 | 0,345
1122 | 15(28,88) | 91(23.84) | 75(2336) | 16 24.61) | 7(21,20) | 1002347) | 0,303 | 0612 | 1 | o0e73 | 1
1123 2 (3,84) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 10,23 | 0014 | 0519 | 1 1
1125 10102 | 13338) | 12373 | 1153 | 1300 | 12281 | 1 1 |os40| 0704 | 0533
1126 0(0) 2052 | 2062 0(0) 0(0) 1023 | 1 0607 1 |os80
1131 0(0) 1(0,26) 0(0) 10153 | 1300 | 1023 | 1 |o32| 1 1
1132 0(0) 2052) | 1031 | 10153 0(0) 1023 | 1 0607 | 1 1
1135 0(0) 8208 | 6(188) | 2307 | 1300y | 50117) | 0604 | 0322 | 0,404 | 0627 | 0,543
1211 1(1,92) | 1(0.26) 1(0,31) 0(0) 1(3,00) 00 |o223| 1 |o4rs| 1 |oa430
1212 0(0) 2(0,52) 1031 | 1(1,53) 0(0) 0(0) 1 0226 | 0321 | 0430
1221 0(0) 1(0,26) 1(0,31) 0(0) 0(0) 0(0) 1 0475 | 1 | o430
1222 0(0) 4(104) | 30903 | 10153 0(0) 1023 | 1 0,197 | o564 | 0320
2111 0(0) 3072 | 3(093) 0(0) 0(0) 2047 | 1 0673 1 |oese
2112 0(0) 2(0,52) 0(0) 2 (3,07) 0(0) 0(0) 1 0,226 | 0,028
2122 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1 1
2211 2384 | 7182 | 3093 | 4615 0(0) 11(258) | 0,288 | 0,519 | 0,486 | 0017 | 0,111
2212 1192 | 50130 | 5155 0(0) 0(0) 2047) | 0534 | 0322 | 0267 | 0,504 | 0,146
2217 0(0) 1(0,26) 1(0,31) 0(0) 0(0) 0(0) 1 0475 | 1 | o430
2221 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1 1
2222 1192) | 3072 | 3093 0(0) 0(0) 307 |o0398] 0322 1 1 1
2225 0(0) 1(0,26) 1(0,31) 0(0) 0(0) 0(0) 1 0475 | 1 | o430
2235 0(0) 1(0,26) 1(0,31) 0(0) 0(0) 0(0) 1 0475 | 1 | o430
2311 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(0,23) 1 1
3111 0(0) 1/(0,26) 1(0,31) 0(0) 0(0) 0(0) 0475 | 1 | o430
3312 0(0) 1(0,26) 0(0) 1(1,53) 0(0) 0(0) 0475 | 0,168
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Cocuk hasta grubunun birlesik genotip sonuglar klinik formlarina
gore gruplandirilarak degerlendirilmistir. Cocuk hastalardan akciger
tuberkulozlu olgular ile g¢ocuk kontrol grubu kargilastiniidiginda 1112
genotipinin istatistiksel olarak anlaml bir fark yarattigi gorulmuastir

[0=0,042, (Tablo 39)].

Tam yetigkin tlberkulozlu hastalar klinik bulgularina ve formlarina
gore gruplandirilarak degerlendirildiginde akciger tuberkulozlu olgular ile
kontrol grubu arasinda 1112 birlesik genotipinin anlamli bir fark yarattigi
g6rulmustir (p=0.034). Birlesik genotiplerden 1135’in akciger ile akciger
digi tuberkulozlu olgular arasinda ve akciger digi tiberkulozlu olgular ile
saglikh kontrol grubu arasinda akciger disi tuberkuloz yénunde istatistiksel

olarak anlamh bir fark yarattigi géralmustar [p=0,037, p=0,023, (Tablo 40)].

111



Tablo 39. Cocuk hasta grubundaki akciger ve akciger disi tuberkiloz
olgularinda, kavitasyon saptanan tuberkuloz olgularinda ve saglikli kontrol
olgularindaki NRAMP1 gen polimorfizmlerinin birlesik genotip sikliklarinin

kargilastiriimasi

GOCUK BIRLESIK GENOTIP
(n=52) GOCUK
I KONTROL
- n-m | u-v | m-v
= § = < | AKCIGER TB | AKCIGERDISI TB |  (n=33)
25zl p p p
®0" b I nn \
(n=35) (n=17) n (%)
n (%) n (%)

1111 14 (40) 8 (47,05) 12 (36,40) | 0,628 | 0,807 | 0,548

1112 2(5,71) 2 (11,76) 8 (24,20) 0,442 | 0,042 | 0,709

1115 1 (2,85) 0(0) 1 (3,00) 0,481 1 1

1116 0 (0) 0 (0) 0 (0)

1121 2(5,71) 0 (0) 1(3,00) 0,314 1 1

1122 9 (25,76) 6 (35,29) 7(21,2) 0,474 | 0,778 | 0,322

1123 2(5,71) 0 (0) 0 (0) 0,314 | 0,493

1125 1(2,85) 0 (0) 1(3,00) 0,481 1 1

1126 0(0) 0(0) 0 (0)

1131 0(0) 0(0) 1 (3,00) 0,485 1

1132 0(0) 0(0) 0(0)

1135 0(0) 0(0) 1 (3,00) 0,485 1

1211 1(2,85) 0 (0) 1(3,00) 0,481 1 1

1222 0 (0) 0 (0) 0(0) 0,485

2111 0 (0) 0 (0) 0 (0)

2122 0(0) 0(0) 0 (0)

2211 2 (5,71) 0(0) 0(0) 0,314 | 0,493

2212 1(2,85) 0(0) 0 (0) 0,481 1

2221 0 (0) 0 (0) 0 (0)

2222 0(0) 1(5,9) 0 (0) 0,147 0,340

2311 0 (0) 0(0) 0 (0)
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Tablo 40. Yetigkin hasta grubundaki

akciger ve akciger disi tuberkiloz

olgularinda, balgam direk bakisi pozitif saptanan tuberklloz olgularinda,

kavitasyon saptanan tlberkuloz olgularinda ve saglikli kontrol olgularindaki

NRAMP1 gen polimorfizmlerinin birlesik genotip sikliklari

YETISKIN BIRLESIK | KAVITASYON -
GENOTIP SAPTANAN | TETOKIN
_ (n—1|’>86) ) TB KONTROL
E § E < [AKCIGER | AKCIGERDISI v (n=426) ";,V ";J'" ":V "I')V "'I;V
R B B v
I m (n=138) o
(n= 347) (n=39) n (%) n (%)
n (%) n (%)

111 173 (49,85) | 18 (46,15) 66 (47,82) 219 (51,40) | 0,767 | 0,737 | 0,689 | 0,664 | 0,616
1112 20 (5,76) 4 (10,25) 15 (10,86) 43 (10,09) 0,088 | 0,286 | 0,078 | 0,034 1
1114 1(0,29) 0(0) 0(0) 0(0) 1 1 1 | 0,440
1115 3(0,86) 0 (0) 2 (1,45) 6 (1,40) 0,611 1 0,626 | 0,738 1
1116 0(0) 0(0) 0(0) 1(0,23) 1 1
1121 16 (4,61) 1(2,56) 4 (2,90) 14 (3,28) 0,614 1 0,460 | 0,355 1
1122 78 (22,47) 13 (33,33) 34 (24,63) 100 (23,47 0,816 | 0,162 | 0,634 | 0,797 | 0,175
1123 0(0) 0(0) 0(0) 1(0,23) 1 1
1125 13 (3,74) 0 (0) 5(3,62) 12 (2,81) 1 0,378 1 0,542 | 0,611
1126 2 (0,57) 0(0) 1(0,72) 1(0,23) 1 1 1 |os90]| 1
1131 1(0,29) 0(0) 0(0) 1(0,23) 1 1 1 1 1
1132 2(0,57) 0(0) 0(0) 1(0,23) 1 1 1 [os%0 | 1
1135 5(1,44) 3(7,69) 1(0,72) 5(1,17) 0,457 | 0,037 1 0,760 | 0,023
1211 1(0,29) 0(0) 1(0,72) 0(0) 0458 | 1 | 0,489 | 0,449
1212 2 (0,57) 0 (0) 1(0,72) 0(0) 1 1 1 0,201
1221 1(0,29) 0(0) 1(0,72) 0(0) 0458 | 1 | 0,489 | 0,449
1222 4 (1,15) 0 (0) 0 (0) 1(0,23) 0,577 1 0,582 | 0,180 1
2111 3 (0,86) 0(0) 1(0,72) 2(0,47) 1 1 1 |oee2| 1
2112 2 (0,57) 0 (0) 1(0,72) 0 (0) 1 1 1 0,201
2122 0(0) 0(0) 0(0) 1(0,23) 1 1
2211 7 (2,01) 0 (0) 3(2,17) 11 (2,58) 0,728 1 1 0,641 | 0,611
2212 5 (1,44) 0(0) 1(0,72) 2(0,47) 1 1 1 loz2s3| 1
2217 1(0,29) 0(0) 0(0) 0(0) 1 1 1 | 0,449
2221 0 (0) 0(0) 0(0) 1(0,23) 1 1
2222 3 (0,86) 0(0) 0(0) 307 |os70| 1 |os562| 1 1
2225 1(0,29) 0(0) 0(0) 0(0) 1 1 1| 0,440
2235 1(0,29) 0(0) 1(0,72) 0 (0) 0458 | 1 | 0,489 | 0,449
2311 0 (0) 0(0) 0(0) 1(0,23) 1 1
3111 1(0,29) 0(0) 0(0) 0 (0) 0458 | 1 1 | 0,440
3312 1(0,29) 0 (0) 0 (0) 0(0) 0,458 1 1 0,449
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BOLUM 4

TARTISMA

Tuberklloz, enfeksiyon olusumu ve bundan sonraki dénemde hastalik
gelisimi olmak (zere iki asamali bir siirece sahiptir. ilk enfeksiyon inhalasyon
ile olusur. M. tuberculosis mukusu gecemediginden enfeksiyon olusumu igin
mutlaka alveoler alana ulagsmalidir. Buraya da ancak 1-10 um.lik damlacik
cekirdekleri ulasabilir. Bulasici nitelikteki bir akciger tiberkulozlu hasta ile
(yayma pozitif) karsilasan tuberkulin deri testi negatif temaslilarin yaklasik
%30’unda tuberkuloz enfeksiyonu olusur. Guglu bir konakgi yaniti ile alveolar
makrofajlarca basiller fagosite edilebilir ve higbir lezyon olusmadan latent
enfeksiyonu olusturabilecek sekilde az sayida inaktif halde kalabilirler. immiin
denetim yetersiz kalir ve basiller cogalmaya devam ederse, lenfohematojen
yol ile tim vucuda dagilabilirler ve primer tuberkuloz (erken hastalik) tablosu
olusabilir. Primer enfeksiyonu izleyen uzun bir latent ddonemden sonra infekte
kisilerin bir kisminda inaktif basillerin ¢cogalmaya baslamasi veya eksojen
reenfeksiyonu ile yetiskin tip akciger tuberkulozu olan ge¢ reaktivasyon

hastaligi gelisebilir (sekonder tuberkuiloz).

Konakg! tarafindan olusturulan hem CMI hem de DTH yanitlari
tuberkuloz basillerinin ¢cogalmasini esit duzeyde inhibe ederler. CMI bunu,

fagosite ettikleri basilleri dldurmeleri icin makrofajlari aktive ederek yaparken,



DTH ise basil yuklu aktive olmamis makrofajlari ve komsu dokulari harap
edip, basillerin Gremesi igin uygun hicre i¢i ortamini yok ederek saglar.
Tlberklloz hastaliginin kontrolinde hastalarin tanisi ve tedavisi kadar,
enfekte bireylerin saptanmasi da énemlidir. TUberkuloz basili ile enfekte olan
bireylerin ancak %10’'unda hastalik gelismektedir. Ancak bu bireylerden
Ozellikle balgam c¢ikaran veya kavitasyon goOsteren akciger tuberkulozu
olgulari, akciger digi olgulardan da oOzellikle larinks tuberkulozu olgulari M.

tuberculosis’in yayllmasinda en 6nemli etkenlerdir.

Amerikan Toraks Dernegdi'nin kriterlerine goére torasik plevra ve/veya
lenf nodlarinin veya ekstratorasik tutulumun oldugu tiberkiloz hastalari
akciger disi tuberkuloz olgusu olarak kabul edilmektedir (79). Tum tiberkiloz
olgularinin %15-20’si akciger digi tuberkulozlu hastalardir (33). Cocuklarda
hematojen yayillim olasiigr yuksek oldugundan akciger digi tuberkuloz
gorulme sikligi daha yuksektir (29). Bizim ¢alismamizdaki olgularin % 79.3’U
akciger tuberkulozlulardan, %20,7’si Amerikan Toraks Dernegi kriterlerine
uyan akciger digi tuberkllozlu olgulardan olusmaktadir. Olgular hastaneye
veya verem savas dispanserlerine basvuran olgular arasindan tesadufi
olarak secilmigtir. Akciger disi tuberkuloz olgularinin bizde de o6nceki
yayinlardakine uygun oldugu gorulmektedir. Yas gruplarina gore
degerlendirdigimizde  akciger disi tuberkuloz cocuk hastalarda yetigkin
hastalara oranla daha fazla gorlimustir (sirasiyla %46,15, %17,89). Bu
sonu¢ da cocuklarda akciger disi tuberkuloz gorulme olasiliginin daha

yuksek oldugu bilgisini desteklemektedir.
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Enfekte olan bireylerden hastaligi gelistirecek olanlarin saptanmasi,
hastalik gelistirenlerde hangi formunun gorulecegi, hangi hastanin ilag direnci
bulunan grupta olacagr halen o6ngorulememektedir. M. tuberculosis ile
enfekte olan bir bireyi tuberkuloz hastaligi ve komplikasyonlari agisindan
bekleyen risklerinin belirlenebilmesi ile bu risklerin azaltiilmasi mumkin
olabilir. Hastaligi gelistirme riski ylksek olan bireylere BCG agisi ve/veya
koruyucu ilag tedavisi uygulanmasi, ilag direnci gelistirme riski olanlara ikinci
grup ilag tedavisinin ilk segenek olarak uygulanmasi bu riskleri minimuma

indirebilir.

Birgok toplumda tuberkiloz ile ilgili yapilan ¢alismalar M. tuberculosis’in
immunolojik kontroltinde rolu olabilecek yatkinlik ve direng genleri tzerinde
yogunlagsmaktadir. Riskli gruplarin genetik 6zelliklerine gore belirlenebilmesi

icin farkli genlere ait polimorfizmler calisiimistir.

M. tuberculosis’in immunolojik kontroli ~ Th hucrelerine baghdir.
Tuberklloz spesifik olan CD4+ T hucreleri esas olarak Tip | sitokinleri
uretirler. Tip | sitokin yolagindaki IL-12, IL-18 ve IL-23 gibi sitokinler TLR-
2’'nin aktivasyonu aracihgi ile kismen uyarilirlar. Th1 yaniti makrofajlarin
optimal aktivasyonundaki en etkili Tip | sitokin olan IFN-gamma (IFN-y)'nin
uretimi ile olmaktadir. TNF de granuloma olusumunda ve devamliliginda
onemli olan diger Tip | sitokinlerdendir (23). Bu bilgilerden yola ¢ikarak Tip |
sitokin  yolagindaki sitokinleri kodlayan genler tuberkuloza yatkinhk
calismalarinda aday genler olarak segilmistir. Makrofajlarda IL-12 veya M.
Tuberculosis’in neden oldugu [L-27 gen ekspresyonunun arttigi ve

enfeksiyon sirasinda bakteri cogalmasini baskiladigi gésterilmistir (80).
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IL12Rp1 polimorfizmi varyantlarinin IL-12 iligkili dusuk IFN-y Gretimi ile
ve klinik tuberkuloz ile iligkisi bildiriimigtir (81). Japon toplumunda yapilan bir
iliskilendirme c¢alismasinda  IL12RB1 geni polimorfizmlerinin hastaliga

yatkinlik ve hastaligin progresyonu ile iligkili olabileceg@i gosterilmistir (82).

IFNG, IL10, TNF gen polimorfizmlerinin tuberkiloz hastalarindaki
calismalarinin Pacheco ve arkadaslari tarafindan yayinlanan meta-analizde
IFNG genine ait (+874T) allelinin koruyucu etkili oldugu bildirilmistir. IL-10 ve
TNF genlerine ait bir istatistiksel olarak anlamli olabilecek bir sonuca

ulagilamamistir (83).

Tarkiye’den yapilan bir yayinda IL-10 gen polimorfizmlerinden (-1,082
G/A) alleli ve bu allele sahip haplotiplerin Th1/Th2 dengesini etkileyerek
tuberkiloza yatkinlikta ve hastaligin gorulmesinde artmis  risk
olusturabilecegi bildirilmigtir. Ayni galismada TNF-a gen polimorfizmleri ile
hastalik arasinda anlamli bir iliski saptanmamigtir. Ancak Hindistan’dan
bildirilen ¢calismada /L-10 genine ait ayni polimorfizm tluberklloz hastaligi ile

iligkili bulunmamistir (84, 85).

Yaplyl tanima (pattern recognition) molekillerinden Mannoz-baglayici
lektin (MBL) fagositoz ve MBL komponent yolagini aktive ederek kalitsal
immunitede rol oynar. MBL gen polimorfizmlerinin, MBL dlzeyleri ve
tuberkuloz ile iligkisinin gocuklarda arastiriimasi sonucunda dusuk MBL
dizeylerinin ve kodon 54 polimorfizmi heterozigot genotipinin ¢ocuklarda
Ozellikle akciger disi tiberkiloza karsi koruyucu oldugu tesbit edilmistir (86).
Cin Han toplumunda yetigkin tiberkiloz olgularinda MBL ile hastalik

arasinda anlamli bir iliski saptanamadigi bildiriimistir (87). Selveraj ve
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arkadaslarinin calismasinda yuksek serum duzeyleri ile iligkili olan MBL
geninin sik gorulen allelinin homozigot genotipinin tiberkuloz immunitesinde,
duguk MBL duzeyleri ile iligkili olan fonksiyonel mutant homozigot genotipe

oranla daha etkili rolt oldugu bildirilmistir (88).

Transmembran proteinleri olan TLR ailesi Uyeleri makrofaj ve dendritik
hidcrelerde mikobakteri taninmasi igin esas olan dogal direng aracilarindan
biridir. TLR2 polimorfizm varyantlari M. Tuberculosis ile uyarilan TNF-a
olusumunu inhibe eder. Calismalar fonksiyonel TLR yoklugunda fagositozun
immun aktivasyona sebep olmayacagini géstermistir (13). TLR2 (Arg677Trp)
polimorfizmi Tunuslu tiberklloz hastalarinda ¢alisiimis ve tlberklloz icin bir
risk faktorl olabilecedi dustunulmagstur (89).

Tarkiye’den TLRZ2 genine ait ayni polimorfizmin tiberkuloz hastalidi igin
risk faktdort oldugu bildirilmistir (90). Vietnamli akciger ve miliyer tiberkiloz
olgularinda vyapilan ¢alisma sonucunda TLR2 (T597C) polimorfizminin
dissemine tuberklloz gelisimi ile iligkili oldugu saptanmistir (91). TLR4
(Asp299Gly) polimorfizminin aktif tlberklloz gelisiminde artmis risk
olusturdugu ve CD4+ T hucrelerinde azalmaya neden oldugu Tanzanya

halkinda yapilan ¢alisma ile belirlenmistir (92).

Liu ve arkadaglarinin galismasinda mikobakterilere karsi TLR ile
uyariimig antimikrobiyal aktivitenin VDR aktivasyonu ile iligkili oldugu
gOsterilmistir. Monositlerdeki TLR aktivasyonu VDR ekspresyonunun artisina
neden olmakta ve VDR’nin aktivasyonu ile M. Tuberculosis’e kargi direk
antimikrobiyal aktivite olusmaktadir. Aktif D vitamini monositleri aktive

ederek, htcre aracili bagisikhdi regule eder ve lenfosit regllasyonu ile
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immunglobulin ve sitokin sentezini baskilar (93). VDR geni Cdx-2 G alleli ile
G/G genotipinin  tiberkulozdan  koruyucu ve Cdx-2, (A1012G)
polimorfizmlerinin  A-A  haplotipinin  tiberklloza yatkinliktan sorumlu
olabilecegi Selveraj ve arkadaslari tarafindan bildirilmistir (94). Tibet halkinda
yapilan g¢alismada VDR Fokl polimorfizminin akciger tuberkulozu ile iligkili
oldugu saptanmigken, Tagl polimorfizmi ile hastalik arasinda bir iligki
bulunamamistir (95). VDR ve NRAMP1 gen polimorfizmlerinin birlikte
cahgildigr Cin Han toplumunda VDR geni Fokl polimorfizmi ve NRAMP1 geni
J'UTR, D543N polimorfizmlerinin hastalik ile iligkili oldugu, VDR geni Taql
polimorfizmi ve  NRAMP1 geni INT4 polimorfizminin ise iligkisiz oldugu

bildirilmistir (96).

NRAMP1, retikiloendotelyal sistem makrofajlarinin ge¢ endozom veya
lizozomal kompartmanlarinda lokalize olan ve ndtrofillerin jelatinaz pozitif
tersiyer granullerinde yer alan, pH badimli divalent metal katyonlarin (Me+2)
tasiyicisidir. Dogal direncle iligkili makrofaj proteinini kodlayan NRAMP1
geni, enfeksiyonun erken devresinde makrofaj aktivasyonu ve mikobakteri

oldurulmesine katkida bulunan bir gendir.

NRAMP1 geninin tlberkilloza yatkinlk ile iligskisi ilk kez Gambia
toplumunda arastiriimigtir. 3'UTR, D543N, INT4 ve 5’(CA), polimorfizmlerinin

bu toplumda akciger tiberkulozu ile iligkili oldugu bildirilmigtir (9).

Bu c¢alismay! izleyen Gine, Kore, Japonya, Amerika Birlesik
Devletleri'ndeki c¢alismalarda da NRAMP1 gen polimorfizmleri ile tiberkiloza

yatkinhk arasindaki iligki gosterilmistir (52, 60-62, 97).
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NRAMP1 gen polimorfizmleri ve tuberkuloza yatkinlik konusunda 2005
yilinda yayinlanmig olan meta-analizde 3'UTR, D543N, INT4 ve 5'(CA),
polimorfizmleri ile tuberkuloz arasindaki iliski degerlendirilmigtir. Cografi
dagilim g0z oOnunde bulundurularak vyapilan meta-analizde Avrupa
kokenlilerde bu dort polimorfizm ile tuberkuloza yatkinlik arasinda istatistiksel
olarak bir anlamlilik bulunmadigi bildirilmistir. Ancak Asya kokenli olgularda
INT4 disindaki, Afrikali olgularda 3'UTR disindaki polimorfizmlerin istatistiksel
olarak anlamli oldugu ve tum populasyon dikkate alindiginda ise INT4
disindaki polimorfizmlerin istatistiksel olarak anlamli oldugu bildirilmistir.
Dogu-asya kokenlilerde ise 3' UTR ve D543N polimorfizmleri ile tiberkuloza
yatkinlik arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik oldugu ve diger toplumlara
benzer Ozellikte INT4 polimorfizmi ile tuberkiloza vyatkinlik arasinda
istatistiksel olarak bir anlamlilik bulunmadig: bildirilmistir (53, 75). Bu meta-
analiz ile etnik koken farkliliklarinin genetik yatkinlik ¢alismalarinda dikkate

alinmasi gerekliligine dikkat ¢ekilmektedir.

Bizim calismamizda NRAMP1 geni 3'UTR, D543N, INT4 ve 5(CA),
polimorfizmleri ile tuberkiloz arasinda yatkinlik veya direng ydéninden bir
iliski saptanamamistir (Tablo 13-20). Li ve arkadaslarinin meta-analizine goére
degerlendirildiginde, olgu grubumuz Avrupa kokenlilerle ayni molekuler

epidemiyolojik dzellikte goriimektedir.

Tayvan, Tayland ve Meksika’dan bildirilen c¢alismalarda da bizimkine
benzer sekilde yatkinlik ile NRAMP1 polimorfizmleri arasinda iligki

bulunamamistir (68, 72, 98).
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Endemik Dbolgelerde tuberkulozun iki farkh ana klinik formunun
insidansin ki yas bagimh epidemiyolojik pikine karsilik geldigi
belirtiimektedir. Gen¢ c¢ocuklarda tuberkiloz siklikla primer akciger
enfeksiyonununun ardindan erken hematojen yayilima bagh olarak
yayginlasir. Yetigkinler de ise enfeksiyon siklikla acigerlerde sinirhdir ve
latent tUberkulozun reaktivasyonuna baghdir. Alcais ve arkadaglari bu
farklihklarin  immudnolojik ve genetik farklliklara bagli olabilecegini

belirtmektedirler (3).

Malik ve arkadaglarinin ¢ocuk tuberkuloz hasta grubunda yaptigi
calismasinda ise NRAMP1 polimorfizminin M. tuberculosis enfeksiyonuna
yatkinliktan ¢ok, enfeksiyonun tlberkiloz hastaligina ilerlemesinde

modulatoér roll oldugu yorumu yapilmistir (31).

Bizim calismamizda da olgularimiz ¢ocuk hasta grubu (0-18 yas),
yetigskin hasta grubu ( 19 yas ve ustl) olarak iki grupta yas uyumlu kontrol
gruplar ile karsilastirilarak NRAMP1 polimorfizmlerinin hastalik ile iligkisi
yonunden deg@erlendirilmistir. Ayrica gocuk hastalar ile 19 ve ustl yastaki
yetigkin hastalarin NRAMP1 gen polimorfizmleri sonuglari iki grup arasinda

da degerlendirilmigtir.

Cocuk hasta grubu incelendiginde 3'UTR polimorfizmine ait TGTG-
ITGTG- genotipinin bulunmadigi tesbit edilmistir. D543N polimorfizmine ait
A/A genotipi, INT4 polimorfizmine ait C/C genotipi ve 5(CA), polimorfizmine

ait 202 alleli gocuk hasta grubunda gérilimemistir (Tablo 13-16).

Yetiskin hasta ve saglikli kontrol grubu genotip ve allel sikliklari

agisindan incelendiginde NRAMP1 geninin tium polimorfizm varyantlarindan
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sadece 3'UTR polimorfizminin TGTG-/TGTG- genotipinin saglkli kontrol
grubunda bulunmadigi gorulmustar. Ancak bu durumun hastaliga yatkinlk
acgisindan anlamh bir fark yaratmadigi saptanmistir. Diger polimorfizmlerin
genotip ve allelleri incelendiginde de hastalida yatkinlik veya direng yonunde

anlamli olabilecek bir sonu¢ saptanmamigtir (Tablo 17-20).

NRAMP1 geni polimorfizmlerinin genotip ve allel sikliklarinin ¢ocuk
hasta ve yetiskin hasta grubunda degerlendiriimesi sonucunda 3'UTR,
D543N, INT4 polimorfizmlerinin sonuglarinin iki grup arasinda anlamli bir fark
yaratmadigi goralmustir (Tablo 21-23). Ancak 5’(CA), polimorfizmi (196-200)
genotipinin ¢ocukluk c¢agi tuberkilozuna yatkinlik yaratabilecegi gorisu
agirhik kazanmigtir (Tablo 24). Yetiskin tiberkllozlu ile temas dykusU olan
cocuklarin hastaligi gelistirme riskinin hesaplanmasinda 5’(CA), polimorfizmi

(196-200) genotipinin varligi, riski arttiran bir 6zellik olarak degerlendirilebilir.

Soborg ve arkadaslarinin Danimarka toplumunda yaptiklari ¢alismada
ise yetigkin tiberkuloz hasta grubu NRAMP1 gen polimorfizmleri yoninden
incelenmis, 3’'UTR polimorfizmine ait TGTG-/TGTG- genotipi ve D543N
polimorfizmine ait A/A genotipi tesbit edilmemigstir (12). Bizim ¢alismamizda
D543N polimorfizmine ait benzer 6zellik 19-59 yas yetiskin hasta grubunda
gOrulmustdr. Ancak bu durumun hastaliktan koruyucu oldugu istatistiksel
olarak gosterilememigtir. 3’UTR polimorfizminin homozigot mutant varyanti
farkh olarak bizim yetiskin hasta grubumuzda goérulmads saglikli kontrol
grubumuzda gorilmemistir, ancak hastalikla istatistksel olarak iliskili
bulunmamistir. Guney Afrika’da yapilan bir ¢alismada ise TGTG-/TGTG-

genotipi hastaliga yatkinhk ile iligkili bulunmugtur (54).
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NRAMP1, makrofajlarda eksprese olan fagositoz ve antijen sunumunda
gorevli bir membran proteinidir. Zhang ve arkadasglari tarafindan tuberkuloza
kargl immunite gelisiminde NRAMP7T’in olasi rolinun, M.tuberculosis ile
enfeksiyon sonrasinda kalitsal veya edinsel immudn yanitin baglamasi ile
iligkili olabilecegi belirtimektedir. NRAMP1’in bu rolu, bakteriyel yogunluk
veya pulmoner M.tuberculosis enfeksiyonunun yayilmasinda onemli olan,
erken ve etkin bir granulomatoz yanit olusmasinda etkili olabilir. Bu nedenle
NRAMP1  gen  polimorfizmlerinin  varyasyonlarinin  M.tuberculosis
enfeksiyonuna yatkinlhktansa tuberkilozun progresyonunu etkileyebilecegi
dugunulmektedir (78). NRAMP1 gen polimorfizmleri ile prognozu
etkileyebilecek oOzellikler arasindaki iligskiyi arastiran caligmalarda da bu
gorusu destekler sonuglar elde edilmigtir. Amerika Birlesik Devletlerinde
beyaz irkta yapilan calismada NRAMP1 polimorfizmlerinin enfeksiyonun
lokalizasyonunun belirlenmesinde daha onemli roli oldugu, Koreli olgularda
yapilan calismada ise yayma pozitifligi saptanmasi ve tuberkiloz plorezi
gorulmesi ile NRAMP1 polimorfizm varyantlarinin iligkili oldugu bildirilmigtir

(62, 76).

Japon ve Cin toplumlarindan bildirilen c¢alismalarda ise kavitasyon
gelisimi ve akciger disi tiberkiloz gelisimi ile polimorfizmler arasindaki iligki
arastinimis ve anlaml sonuglar elde edilmistir (77, 78). Ancak Danimarka
toplumunda yapilan ¢alismada kavitasyon gelisimi ve akciger disi tuberkiloz
gelisimi ile NRAMP1 polimorfizmleri arasinda iliski bulunamamistir ve
NRAMP1 polimorfizmlerinin hastaligin progresyonundan ¢ok vyatkinlk ile

iligkisi oldugu sonucuna varilmigtir (12) .
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Calismamizda 3’'UTR polimorfizminin genotip ve allel sikliklari ile
tuberkulozun herhangi bir formuna vyatkinllk veya direng iligkisi
saptanmamigtir (Tablo 25-27). D543N, INT4 ve 5 (CA)n polimorfizmlerinin
farkli genotip ve allellerinin akciger digi tuberklloz ve kavitasyon gelisimi ile

iligkili oldugu gorulmustar.

Cesitli toplumlarda farkli yas gruplarinda yapilan ¢alismalarda da farkh
sonuglar elde edilmistir. Cocuk tuberkuloz hasta grubunda yapilan ¢ok az
sayidaki calismadan NRAMP1 polimorfizmi ile iligkili olaninda M. tuberculosis
enfeksiyonuna  yatkinliktansa, enfeksiyonun tdberkiloz  hastaligina
ilerlemesinde NRAMP7’in modulatér rol oynadigi yorumu yapilmistir (31).
Tuberklloz hastalarini 65 yas alti ve Ustu iki grupta inceleyen bir ¢alismada
geng yas hasta grubunda NRAMP1 polimorfizm varyantlarinin kontrol grubu

ile karsilastirildiginda anlamli bir fark yarattigi gérilmustar (64).

Calismamizda da, olgularimiz ¢ocuk hasta grubu (0-18 yas), yetiskin
hasta grubu (19 yas ve Ustu) olarak iki grupta NRAMP1 polimorfizmlerinin
tuberkulozun klinik formlari ile iligkisi yonunden degerlendirilmigtir. Yetiskin
olgulardan 60 ve Ustlu yastakiler, tUm yetigkin tiberkuloz olgulari ve g¢ocuk
tuberkuloz olgulari ise farkh klinik 6zellikleri ile polimorfizmlerin iligkisi

acisindan da deg@erlendirilmigtir.

NRAMP1 genine ait polimorfizmler tek baslarina degerlendirildiginde
tuberkiloz hastaligina, klinik formlarina yatkinlik veya direng yoninden farkl

sonuglarin bildirildigi ¢calismalar bulunmaktadir.
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NRAMP1 geni 3'UTR polimorfizminin tuberkuiloz ile iligkisinin ¢aligildigi
gruplardan Gine, Tunus, Tayvan'da hastalik ile iligskisiz bulunmustur (68, 70,
71). NRAMP1 polimorfizmleri Cin Han toplumunda 18 yas Ustu akciger
tiberkulozlu hastalarda, Gambia'da farkli etnik kokenlerden tlberkuloz
hastalarinda calisiimis ve 3’'UTR polimorfizmi (TGTG+/TGTG-) varyantinin
hastalik ile iligkili oldugu saptanmistir (9, 96). Kambogya toplumunda yapilan
calismada ise TGTG+/TGTG- genotipinin Gambia, Gine ve Kore
toplumlarindaki ¢aligmalardan da farkli olacak sekilde akciger tuberkulozuna
direngten sorumlu oldugu saptanmistir (60, 97). Bizim ¢alismamizda tum yas
gruplarinda akciger tuberkulozu, akciger digi tuberkiloz ve kavitasyon
gorulen tuberkuloz olgularinin 3'UTR polimorfizmi sonuglari kendi arasinda
ve saglikli kontrol grubuyla karsilastirildiginda, Bellamy ve arkadaslarinin
Gambia toplumunda vyaptiklari g¢alismanin sonuglarindan farkli olacak
sekilde yatkinlik veya direng yonunden anlamli iligki tesbit edilmemigtir [Tablo

25-27, (9)].

NRAMP1 gen polimorfizmlerinin ¢ocuk tuberklloz hastalarinda yatkinlik
veya direng ile iligkisini arastiran Malik ve arkadaslarinin ¢caligmasinda da
bizimkini destekler sekilde 3’'UTR varyantlari yoninden anlamli bir fark

bulunmamistir (31).

Hastalar ¢ocuk (0-18 yas) ve yetigkin (19 ve Ustu yas) olgulardan
olusacak sekilde gruplandiriimis ve her yas grubundaki akciger tuberkulozu,
akciger disi tuberkuloz olgulari ve kavitasyon gorulen tuberkuloz olgularinin
D543N polimorfizm sonuglari kendi arasinda ve saglikh kontrol grubu

sonuglari ile karsilastirilmistir.
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Cocuk hastalarda D543N polimorfizmi ile akciger, akciger disi
tuberkuloz veya kavitasyon gosteren tuberkuloz formlari arasinda yatkinlik

veya direng iligkisi gorulmemigtir (Tablo 28).

Gambia toplumunda yapilan c¢alismada ise D543N heterozigotiugu
akciger tuberkulozuna direng ile iliskili bulunmustur (9). Bizim ¢alismamizda
19 yas ve Ustu yetigkin hastalar ile yetiskin kontrol grubunun sonugclari
karsilastinildiginda G/G genotipinin akciger tiberktlozundan koruyucu oldugu
gorulmustir (p=0.042). Tuberklloz hastalarinda akciger disi tuberkiloz
gelisimine G/G genotipinin yatkinhk yarattigi (p=0.014), G/A genotipinin ise
akciger digi tuberkiloz gelisimine direngten (p=0.027) sorumlu olabilecegi
saptanmigtir. A allelinin varliginin akciger digi tiberkiloza karsi koruyucu

olabilecegi gorulmustur [p=0.017, (Tablo 29)].

Diger yetigkin hasta grubunu olusturan 60 ve Ustu yastaki hastalarin
sonugclarina gore NRAMP1 geni D543N polimorfizmi genotip ve allellerinin
tuberkllozun klinik formlari ile iligkisiz oldugu gorulmuagstur (Tablo 30). D543N
polimorfizmi yonunden Cin Han toplumunda 18 yas uUstu akciger tuberkulozlu
hastalarda yapilan ¢alisma incelendiginde bizim ¢alismamizdan farkli olarak

G/A varyantinin akciger tuberkulozu ile iligkili oldugu gorulmustir(96).

Calismamizda tim hasta yas gruplarindaki hastalarin kavitasyon
gelistirme sikhgi ile D543N polimorfizm varyantlari arasinda anlamli bir iligki
bulunmamistir (Tablo 28-30). Japon toplumunda yapilan bir ¢alismada ise

D543N polimorfizmi kavitasyon gelisimi ile iligkili bulunmustur (74).

Gambia toplumunda ve Tayvan toplumunda yapilan calismalarda

INT4’Un C/G genotipinin tlberkiloza yatkinlik ile iligkili oldugu saptanmigstir
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(9, 71). Gine’de balgamin mikroskopik incelemesi ve gogus radyografisi ile
tani konulan en az iki tiUberkuloz hastasinin bulundugu ailelerden olusturulan
olgu grubunda NRAMP1 genine ait 3’'UTR, INT4, 5(CA), polimorfizmleri

calisiimig ve INT4 polimorfizmi tiberkuloz ile iligkili bulunmustur (97).

Calismamizda ¢ocuk yas grubundaki hastalar, akciger ve akciger disi
tuberkulozlu, kavitasyon goOsteren akciger tuberkulozlu olgulardan olugsacak
sekilde gruplandirilarak INT4 polimorfizmi ile iligkisi yoninden incelendiginde
yatkinlik veya diren¢g yonunden anlamli olacak sonuglar elde edilmemigtir
(Tablo 31). Malik ve arkadaslarinin ¢ocuk hastalardan olusan calisma
grubunda da INT4 polimorfizmi ile tiberklloz hastaliginin ve klinik formlarinin

iliskisi ydonunden anlamli sonuglar bildirilmemigtir (31).

Yetigkin gruptaki 19 yas ve ustu olgular, akciger tiberkulozlu hastalar,
akciger digi tuberkllozlu hastalar ve kavitasyon goOsteren tlberkiloziu
hastalardan olusacak sekilde gruplandiriimigtir. Her gruba ait NRAMP1 geni
INT4 polimorfizmi sonuglari ile saglikl yetiskin kontrol grubunda elde edilen
INT4 polimorfizmi sonuglari tablo 32’de verilmigtir. Akciger digi tuberkiloz
saptanan olgular ile kontrol grubu karsilastirildiginda C/C genotipinin 19 yas
ve Ustl hasta grubunda bu klinik forma yatkinliktan sorumlu oldugu
gorulmustar (p=0.033). Diger INT4 genotip ve allel sikliklari ile klinik formlarin
kargilastiriimasi sonucu yatkinlik veya direng yoninden anlamli sonuglar elde

edilmemistir.

Danimarka’da yapilan ¢alismada NRAMP1 INT4 polimorfizminin gogus
grafisi ile tesbit edilen kavitasyon olusumu veya akciger disi tuberkiloz

gelisimi ile iligkisi olmadigi tesbit edilmistir (12).
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Calismamizdaki yetiskin olgular alt yas gruplarina gore incelendiginde
ise INT4 polimorfizmi sonuglari yonunde farklilik gostermigtir. 60 yas ve ustu
hastalar kendi i¢inde klinik durumlarina goére gruplandirildiginda ise G/G
genotipinin ve G allelinin bulunmasinin ise akciger tuberkilozlu olgularda
kavitasyon geligimi ile iligkili oldugu gorulmuagtur [p=0.033, p=0.012, (Tablo

33)].

Peru toplumunda yapilan ¢alismada bizim c¢alismamizin aksine INT4
C/C genotipi o6zellikle akciger tuberkilozuna vyatkinliktan sorumlu
bulunmustur ve bizimkine benzer sekilde akciger disi tuberkuloz ile iligkisiz
bulunmustur (67). Zhang ve arkadaslarinin Cin toplumundaki ¢alismasinda
da bizimkini destekler sekilde INT4 polimorfizmi varyantlari tlberkulozda

kavitasyon gorulmesiyle iligkili bulunmustur (78).

Japon toplumunda tlberkuloz hastalarinda NRAMP1 geni 5(CA),
polimorfizmi hastaliga direng ile iligkili bulunmustur (61). Tanzanya’da yapilan
calismada 5’(CA), polimorfizmi ile akciger tiberkllozu arasinda anlamli bir
iliski saptanmistir. Awomoyi ve arkadaslarinin Gambia toplumunda yaptiklari
calismada bir allel tiberkuloza yatkinliktan sorumlu, bir allel de direngten
sorumlu bulunmustur (52). Tayvan’da yerli halktan tliberkiloz hastalarinda
yapilan c¢alismada hem yatkinlik hem de direng ile iligkili farkl genotipler
saptanmigtir. Ayni ¢calismadaki Han etnik kdkenli tiberkiloz hastalarinda ise
NRAMP1 gen polimorfizmleri ile yatkinlik veya diren¢ arasinda bir iligki
saptanmamigtir (71). NRAMP1 geni polimorfizmlerinin genotip ve allel
sikliklarinin ¢ocuk hasta ve yetigkin hasta grubu arasinda degerlendiriimesi

sonucunda 5’(CA), polimorfizmi (196-200) genotipinin ¢ocukluk ¢agi
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tuberkulozuna yatkinlik yaratabilecegi saptanmasina ragmen hasta
grubumuzda NRAMP1 geni 5'(CA), polimorfizminin farkli yas gruplarindaki
sonuglarinin  yas uyumlu saghkh kontrol grubunun sonuglari ile
kargilastiriimasi sonucunda tuberkuloza yatkinlik veya direng yonunden
anlamli sonuglar elde edilmemigtir. Tayvan yerli halkinda, Cin etnik kokenli
olgularda, Gine ve Tunus’da yapilan farkh ¢alismalarda da bizimkine benzer
sekilde akciger tuberkulozlu hasta ve saglkh kontrol grubu
kargilastinldiginda anlaml fark gortlmemistir. Tunuslu olgu grubu yasa gore
alt gruplara ayrilarak incelendiginde de akciger tuberkulozu agisindan anlamli
sonuglar bulunmamigtir (64, 70, 71, 97). Ancak calismamizda yas gruplari
klinik alt gruplara ayrilarak degerlendirildiginde 5’(CA), polimorfizmi agisindan

anlamli sonuglar elde edilmistir.

Her yas grubundaki olgularimiz akciger tuberkulozu, akciger digi
tuberkuloz, kavitasyon gosteren tluberkiloz olgularindan olusacak sekilde alt
gruplara ayrilmis ve 5(CA), polimorfizm sonuglari birbirleriyle ve saglkh

kontrol grubu sonuglariyla karsilagtiriimigtir.

Cocuk hastalarimiz ile 19 yas ve Ustlu hastalarimizda tuberkilozun
yerlesimi yonunden 5’(CA), polimorfizmi ile anlamli bir iligki saptanmamistir
(Tablo 34, 35). Malik ve arkadaslarinin farkli etnik kokenlerden gelen,
tuberkiloz hastasi ¢ocuklari olan ailelerde yaptiklari galisma sonucunda
5(CA), polimorfizminin ¢ocukluk ¢agi tuberkllozu ile iligkili oldugu
bildirilmistir ama tuberkulozun yerlesimi ile iligkilendiriime yapilmamigtir (31).
Amerika Birlesik Devletlerinde beyaz irkta NRAMP1 5'(CA), polimorfizmi

calisiimis ve bir allel yoninden homozigot olan bir genotipin diger genotipler
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ile kargilastirildiginda akciger ve akciger digi tuberkulozuna kargi belirgin

koruyucu etkisi oldugu gorulmustar (62).

Yetiskin hasta grubunda kavitasyon gosteren olgularin kontrol grubuyla
karsilastiriimasi sonucunda 5’(CA), polimorfizmi (198-198) genotipi ile allel
198’in kavitasyona yatkinliktan sorumlu oldugu (p=0.006, p=0.018) ve allel
196’nin kavitasyondan koruyucu (p=0.012) oldugu gorulmustir (Tablo 35).
Soborg ve arkadaslarinin Danimarka toplumunda tuberklloz hastalarinda
yaptigi calismada bizimkinden farkli olarak NRAMP1 5'(CA), polimorfizminin
gbgus grafisi ile tesbit edilen kavitasyon olusumu veya akciger disi
tuberkuloz gelisimi ile iliskisi olmadigi tesbit edilmigstir (12). Ancak bizim 60 ve
ustl yas grubundaki hastalarimiz klinik formlarina gére alt gruplara ayrilarak
degerlendirildiginde hastaligin yerlesimi veya kavitasyon gelisimi ile 5’(CA),

polimorfizm varyantlari arasinda bir iliski saptanmamistir (Tablo 36).

Tlberklloza  genetik  yatkinhk  konusunda  NRAMP1 gen
polimorfizmlerinin rolu farkh etnik kokenlerde, yas, cinsiyet, tuberkilozun
yerlesim yeri, klinik seyri gibi c¢esitli 6zelliklerine gore alt gruplara ayrilarak
incelenmistir. Bu calismalarda NRAMP1 gen polimorfizmleri tek baslarina
ve/veya haplotip analizi sonuglari ile hastaliga yatkinlik veya direng iligkisi
yonunden degerlendirilmiglerdir. Ancak bugune dek literaturde NRAMP1 gen
polimorfizmlerinin  birlesik  genotip  sonuglarinin  degerlendiriimesine
rastlanmamistir. Multifaktoriyel bir hastalik olan tuberkilozun yayilmasindaki
en oOnemli etkenin Ozellikle ev i¢i temashlar oldugu bilinmektedir.
M.tuberculosis’ e aile icinde maruz kalan kiginin evdeki enfekte veya hasta

diger bireyle ayni haplotipe sahip olma ihtimali %25-50 kadardir. Aile iginde
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bir gen icin ayni haplotipe sahip bireylerin hepsinin M. tuberculosis’e maruz
kalmasina ve buyuk oranda ayni c¢evresel faktorlere sahip olmalarina
ragmen, enfekte olmamasi veya enfekte olsa da hastaligi gelistirmemesi

farkh birlesik genotipe sahip olmalarina baglanabilir.

Bizim calismamizda hasta ve kontrol gruplarimiz birlesik genotip
sonugclari ile hastalia, farkli klinik formlara yatkinlik veya diren¢ yaratmasi

yonunden yas gruplarina da ayrilarak degerlendirilmigtir.

Calisma grubumuzdaki tuberkulozlu olgularin  birlesik genotip
sonuglarinin gocuk yas grubu, 19 yas ustu hasta grubu, 19-59 yas grubu, 60
ve Ustl yas gruplarinda tuberkulozun akciger veya akciger digi yerlesimine
gbére dagilimi tablo 37 ve 38'de verilmigtir. Birlesik genotip sonuglari
3'UTR, D543N, INT4, 5’(CA), siralamasi ile verilmigtir. Ayri ayri yas gruplari
en sik gorulen birlesik genotip yoninden incelendiginde 1111’in hepsinde
en yuksek oranda oldugu gorulmustir. Yas gruplar kendi iglerinde
tuberkulozun akciger veya akciger disi yerlesimine gore degerlendirildiginde
yine her grup igin en sik gorulenin 1111 birlesik genotipi oldugu saptanmistir
(Tablo 37). Saglikh kontrol grubunda da 1111 en sik birlesik genotip olarak

saptanmistir (Tablo 38).

Cocuk hastalarin NRAMP1 gen polimorfizmlerinin birlesik genotip
sonuglar ile saglikli ¢cocuk kontrol grubunun sonuglari karsilastirildiginda
1112’nin c¢ocuklarda tuberkiloza direng yoninde anlamh bir fark yarattigi
gorulmustir (p=0,036). Cocuk hasta grubunun birlesik genotip sonuglarinin

yetiskin hasta grubunun sonuglari ile karsilastirilmasi sonucunda 1123’ln
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cocukluk yas grubunda tuberkiloza vyatkinliktan sorumlu olabilecegi

saptanmigtir [p=0,014, (Tablo 38)].

Yetiskin hasta grubumuz kontrol grubumuz ile birlesik genotip sonuglari
yonunden karsilastirildiginda yatkinlik veya diren¢ yontinden anlamli bir fark
gorulmemigtir. Yetigkin hastalarimizin sonuglari 19-59 yas ve 60 ve ustu
yastakilerden olusan iki gruba ayrilarak degerlendirilmis ve kontrol grubunun
sonuglari ile karsilagtirilmistir. Birlegsik genotiplerden 1112’nin 19-59 yas
grubunda tuberkiloz hastaligina direncgte (p=0.045) etkili oldugu goriimustir.
Yetiskin yas grubundaki hastalardan 19-59 yas grubundakilerin sonuclari ile
60 ve Ustl yas grubundakilerin sonugclari karsilastirildiginda 2112 ve 2211
birlesik genotiplerinin, 60 ve Uustl yas grubunda hastaliga yatkinliktan

sorumlu oldugu gérulmustuar [p=0.028, p=0.017, (Tablo 38)].

Her dort yas grubundaki hastalarimizin birlesik genotip sonugclari
kavitasyon gorulmesi, akciger ve akciger disi yerlesimi 6zelliklerine goére klinik

alt gruplara ayrilarak incelenmistir.

Cocuk akciger tuberkilozlu olgular kontrol grubu ile karsilastirildiginda
1112 birlesik genotipinin akciger tuberkulozundan koruyucu etki gosterdigi

saptanmigtir [p=0,042, (Tablo 39)].

Yetigkin tuberkuloz olgularindan akciger tuberkllozu olgulari ile saglikli
kontrol grubunun birlesik genotip sonuglarinin degerlendiriimesi sonucunda
¢ocuk olgu grubundakine benzer sekilde 1112’nin akciger tluberkulozuna
direngten sorumlu olabilecegi gorlimustir (p=0.034). Yetiskin akciger
tuberkulozlu olgular ile akciger digi tiberkilozlu olgular karsilastiriidiginda,

birlesik genotiplerden 1135’in akciger dis1 tlberkiloz goérulmesine
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yatkinhktan sorumlu oldugu gorualmastur (p=0,037). Ayni birlegik genotipin,
akciger digi tuberklloz olgulari ile saglikl kontrol grubu karsilastiriidiginda
ise yetiskin yas grubunda akciger disi tuberklloza yatkinliktan da sorumlu

oldugu gorulmustar [p=0,023, (Tablo 40)].

Tlberklloz olgularimizin klinik formlar dikkate alinmadan sadece 0-18
yas ¢ocuk ve 19 ve Ustu yas yetigkinlerden olusacak sekilde gruplandirilarak,
yas uyumlu kontrol grubu ile ve birbirleri ile NRAMP1 polimorfizmlerinin
sonuglari yoninden karsilastirimasiyla sadece 5(CA), polimorfizminin
cocukluk yas grubunda yetigkin yas grubuna oranla hastaliga yatkinlik
yaratabilecedini disundiren anlamli sonuglar elde edilmistir. Oysa birlesik
genotip sonuglarinin yine klinik formlar dikkate alinmadan yasa gore
gruplandirilarak degerlendirilmesi sonucunda her yas grubu igin anlaml

sonuglari olan farkli birlesik genotipler elde edilmigtir.
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BOLUM 5

SONUGLAR

NRAMP1 geninin 3'UTR, D543N, INT4 ve 5(CA), polimorfizmleri
¢ocukluk ve yetigkin hasta grubunda ve yas uyumlu saglikli kontrol
gruplarinda karsilagtirildiginda hastaliga yatkinlik veya direng yonunden her

iki yag grubunda da anlamli sonuglar elde edilmemistir.

Her iki yas grubundaki hastalarin sonuglar birbirleri ile ¢ocukluk ¢agi
tuberkllozu ve yetiskin tiberkulozuna yatkinlik yoninden NRAMP7’in rolunu
dederlendirmek amaci ile kargilastirildiinda sadece 5'(CA), polimorfizmi
(196-200) genotipinin ¢ocukluk c¢ag tuberklilozuna yatkinlik yaratabilecegi
saptanirken, 3'UTR, D543N, INT4 polimorfizmleri ydoninden anlamli sonuglar

elde edilmemistir.

Ancak yas gruplarn klinik formlarina gore ayrilarak kendi iginde ve
saglkh kontroller ile karsilastirildiginda NRAMP1 gen polimorfizmlerinin
tuberkulozun yerlesim yerinin belirlenmesi agisindan ve saglikli kontrollere
gore belli klinik formlara daha fazla yatkinlik veya direng yaratmasi

bakimindan 6nem kazandigi gorulmuastar.

NRAMP1 geninin 3'UTR, D543N, INT4 ve 5(CA), polimorfizmlerinin
birlesik genotip sonuglarinin degerlendirmesi ile farkli yas gruplarinda
hastaliga yatkinlik veya direng yonunden, hastaligin gérilme ¢agdi yoninden

ve hastaligin progresyonu yoninden de anlamlilik gosterdigi saptanmistir.



NRAMP1 geninin 3'UTR, D543N, INT4 ve 5'(CA), polimorfizmlerinin tek
tek incelendiginde, toplumumuzda kisinin hastaliga yatkinhk veya direng
Ozelliginin belirlenmesinden ¢ok hastaligin kigideki seyri konusunda fikir
verebilecegi gorulmustir. NRAMP1 polimorfizmlerinin  birlesik genotip
sonuglarinin ise hastaliga yatkinlik ve direng 0Ozelliginin belirlenmesinin
yaninda, hastaligin gorilme ¢agi ve hastaligin seyri ile ilgili de kisi hakkinda

yorum yapmamizi saglayabilecedi gorulmustur.
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BOLUM 6
6.1. Tiirkge Ozet

Turk Toplumunda  Tuberkiloza  Yatkinhkta NRAMP1  Gen

Polimorfizmlerinin Arastiriimasi

Tuberklloz, Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis)’in neden
oldugu, en sik gorulen mikobakteriyel hastaliktir. Tuberkilozun kontrolinde
gorevli oldugu dusuntlen Natural Resistance Associated Protein 1
(NRAMP1), makrofajlarda lizozom ve ge¢ endozomlarin membranlarinda
lokalize bir proteindir. Fagozomal bolgeden divalent katyonlarin ¢ikartiimasi
yolu ile enfeksiyonlara karsi savunmada rol oynar. Bu cgalismada Turk
toplumundaki tuberklloz olgularinda NRAMP1 genine ait dort polimorfizmin
(BUTR, D543N, INT4, 5(CA),) tuberkuloz hastaligina yatkinhk ve

tuberkulozun farkli klinik formlariyla iligkisinin arastirilmasi1 amaglanmigtir.

Calismaya 472 tuberkiloz hastasi (340 erkek, 132 kadin) ve 571 yas
uyumlu kontrol olgusu (432 erkek, 139 kadin) dahil edilmigtir. Hasta ve
kontrol gruplarinin yas ortalamalari sirasiyla 39,21 + 18.597, 36,48
13,963’dir. TUm olgular gocuk (18 yas ve alti) ve yetiskin (19 yas ve ustl)

olmak Uzere iki grupta incelenmistir.

Tum hasta ve kontrol olgu o6rneklerinin 3UTR, D543N, INT4

polimorfizmleri enzim kesimi yontemi ile ve 5’(CA), polimorfizmi mikrosatellit



analiz yontemi ile arastinimistir. Sonuglar SPSS versiyon 15.0 istatistik

programinda ki-kare analizi ile degerlendirilmigtir.

NRAMP1 genine ait dort polimorfizmin allel ve genotip sikliklari farkh
yas gruplarinda tek tek ele alindiginda hastaliga yatkinlik veya direncg ile
anlamh  iliski  bulunmamakla birlikte Dbirlegsik genotip  sonuglari
degerlendirildiginde, birlesik genotiplerden birinin hem g¢ocukluk yas ve hem

de 19-59 yastaki hasta grubunda hastaliktan koruyucu oldugu saptanmistir.

Tum hastalar klinik formlarina gore ve yaslarina gore gruplandirilarak
birbirleri ile ve yas uyumlu kontrol gruplari ile kargilastirildiginda da farkli bir
birlesik genotipin gocukluk ¢agi tuberkidlozuna yatkinliktan sorumlu
olabilecegi gorulmustir. Yetigkin grupta 60 yas alti ve Ustlu tuberkiloz
hastalarinin sonuclari karsilastirildiginda iki farkh birlegik genotipin hastaliga

yatkinlik ile iligkili oldugu gozlenmigtir.

Sonu¢ olarak NRAMP1 gen polimorfizmlerinin Tark toplumunda
hastaliga yatkinhgi, hastaligin ortaya c¢ikma vyasini ve hastahgin

progresyonunu etkileyebilecegi gorulmuastur.
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6.2. ingilizce Ozet

NRAMP1 Polymorphisms and Susceptibility To Tuberculosis in

Turkish Population

Tuberculosis (TB) is the most common mycobacterial disease that is
caused by Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis). Natural Resistance
Associated Protein 1 (NRAMP1) protein localises on macrophage
membrane and regulates macrophage functions against M. tuberculosis and
other intracellular microorganisms. In this study we aimed to investigate the
association between the four polymorphisms (3’'UTR, DS543N, INT4 and
5(CA),) of the NRAMP1 gene and susceptibility to TB including clinical

severity of disease in different age groups in Turkish population.

Four hundred and seventy two HIV negative Turkish TB patients (340
males, 132 females) and 571 age-matched healthy controls (432 males, 139
females) were included in the study. Mean ages of the patient and control
groups were 39,21 + 18.597, 36,48 + 13,963 respectively. All TB patients
were divided into subgroups as pediatric TB patients who were younger than
18 years of age and as adult TB patients who were older than 18 years of

age (n: 57, n:415, respectively).

All patient and control samples were investigated for 3'UTR, D543N,
INT4 polymorphisms by RFLP method and for 5(CA), polymorphism by
microsatellite analysis method. Qui square tests were performed for

statistical analysis using SPSS version 15.0.
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Although our results indicate that none of the NRAMP1 polymorphisms
investigated is associated with susceptibility or resistance to TB at each age
groups, one of the compound genotypes is associated with disase

susceptibility at both children and adult populations.

We found out that another compound genotype might be associated
with the pediatric tuberculosis when all age groups were subdivided
according to clinical variations and compared with each other and with age-
matched control groups. In adult population two different compound
genotypes were found to be associated with the disease susceptibility when

we subdivided the adult group as over and under 60 years old.

Our results showed that in Turkish population, NRAMP1 polymorphisms
might effect the age of onset, clinical variations and the progression of the TB

disease.
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Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve
Hastaliklari AD, Genetik BD Genetik Doktora

Programi



Ozellikler

1989-1990 : AFS bursu ile ABD’de bulundum

Yabanci Dil : ingilizce (iyi derecede)

Uye Oldugu Mesleki Kuruluslar: Tirkiye Tibbi Genetik Dernegi
izmir Perinataloji Dernegi
ASHG (American Society of Human
Genetics)

Arastirma Konulan  : Tuberkuloz Genetigi

Mesleki Deneyimler

Laboratuvar Uygulamalari: 1. Hucre kulturu galigmalar (periferik kan, kemik

iligi, amniotik sivi)

2. Kromozom analizi

3. FISH uygulamalari

4. RFLP

5. DNA dizi analizi uygulamalari

6. Fragman analizi uygulamalari (kimerizm)
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7. Strip assay uygulamalari
8. QF-PCR uygulamalari

9. MLPA uygulamalari

Klinik Uygulamalar : 1. Genetik danisma

2. Genetik hastalarin takibi

Yurtdigi Egitimler:

1. ESHG 7. Biyoinformatik Kursu, 18-22 Mart 2007, Bologna, italya

Kurslar ve Kongreler :

1. IX. Tipta uzmanlik Egitimi Kurultayi, 2003, izmir, Tiirkiye

2. “Anemili Cocuga Yaklasim” Konulu Mezuniyet Sonrasi Egitim
Semineri, 2004, izmir, Tirkiye

3. II. Uluslararasi Katilimli Molekuler Tani ve Uygulamalari
Sempozyumu, 2004, izmir, Tirkiye

4. Hucre Kalturu Teknolojisinde Temel Prensipler ve Yapay Organlar
Kursu, 2004, izmir, Tiirkiye

5. |.Ulusal Molekdiler Tip Kongresi, 2005, istanbul, Tirkiye

6. European Human Genetics Conference 2005, 2005, Prag, Cek
Cumbhuriyeti

7. 3. Ulusal Tibbi Genetik Sempozyumu, 2005, Bursa, Turkiye
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8. Ege Perinatoloji Dernegi, Olgu Sunumlari Toplantilari, 2005, izmir,
Turkiye
9. 1. Ege Genetik Sempozyumu, 2005, izmir, Tirkiye
10. International Symposium on Genetic Endocrine Diseases, 2006,
Antalya, Turkiye
11. European Human Genetics Conference 2006, 2006, Amsterdam,
Hollanda
12. VIIl. Ulusal Prenatal Tani ve Tibbi Genetik Kongresi, 2006, Kayseri,
Turkiye
13. 2. Ege Genetik Sempozyumu, 2006, Afyon, Turkiye
14. ESHG Biyoinformatik Kursu, 2007, Bologna, italya
15. 1. Nérogenetik Sempozyumu, 2007, izmir, Tirkiye
16. 3. Ege Genetik Sempozyumu, 2007, Denizli, Turkiye
17. VIl Ulusal Tibbi Genetik Kongresi, 2008, Canakkale, Turkiye
Projeler

1.

Tark Toplumunda Tuberkuloza Yatkinlikta NRAMP1 Gen
Polimorfizmlerinin Arastirilmasi, (EBILTEM), 2005 (yardimci aragtirmaci)
Sepsiste hemostatik gen polimorfizmlerinin arastiriimasi (EBILTEM),
2005 (yardimci arastirmaci)

Emziren anne ve bebeklerindeki Vitamin D reseptdr polimorfizimlerinin
anne sa¢ koku hucrelerinde ekspresyonlari, anne sutinde ve bebek
serumundaki vitamin D duzeyleri iligkisi (TUBITAK), 2006 (yardimci

arastirmaci)
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4. Astim Hastalarinda CCR5, ADAM33, TLR4 polimorfizmlerinin
Arastirimasi, (CBU Arastrma Fon Saymanhigi), 2006 (yardimci
arastirmaci) (Proje devam etmektedir)

5. Turk Toplumunda Yetiskinlerde Tuberklloza Yatkinlikta MBL Gen

Polimorfizmlerinin Arastirilmasi, (EBILTEM), 2007 (yardimci aragtirmaci)

Ulusal Duzeyde Duzenlenen Bilimsel Toplantilar:

1. Uluslararasi Katilimli QF-PCR Workshop, 2006, izmir

2. Uluslararasi Katihmli 1. QF-PCR Workshop, 2008, izmir, Turkiye

ESERLER:

A. Uluslararasi Hakemli Dergilerde Yayimlanan Yayinlar:

A1. Onder A, Cogulu O, Ekmekci A, Pariltay E, Kirbiyik O, Ozkinay F.,
Seckel syndrome with Morgagni hernia. Clin Dysmorphol. 2007

Jul;16(3):209-10.

A2. Aykut A, Cogulu O, Ekmekci AY, Ozkinay F., An additional

manifestation in acrocallosal syndrome: temporal lobe hypoplasia.

Genet Couns. 2008;19(2):237-40.
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B. Ulusal Hakemli Dergilerde Yayimlanan Yayinlar:

B1.  Pehlivan S, Onay H, ltirli G, Ekmekci A, Unuvar D, Bulut H,
Ozkinay F. DNA Replikasyonu ve Tamirinde Gorevli DNA
Polimerazlar. Arsiv Tip Dergisi, 2004; 13: 256-278

B2. Pehlivan S, Bulut H, Onay H, Itirh G, Ekmekgi A, Uniivar D,
Ozkinay F. RNA Polimerazlarin Gérevleri ve Onemi. Arsiv Tip

Dergisi, 2004; 13: 575-592

C. Uluslararasi Bilimsel Toplantilarda Sunulan ve Bildiri Kitabinda

Basilan Poster Bildirileri:

C1.  Ozkinay C, Ekmekci A, Onay H, Cankaya T, Cogulu O, Ozkinay F. A

case of fetal hydantoin syndrome having hemangioma associated with

hemiatrophy at the left side of the body. European Human Genetics

Conference, European Journal of Human Genetics, Volume 12-

Supplement 1, 116, 2004, Minih, Aimanya

C2. E Karaca, O Cogulu, A Ekmekci, H Onay, S Pehlivan, F Ozkinay, C

Ozkinay. A family of type | BPES with 5 affected members. European

Human Genetics Conference, European Journal of Human Genetics,

Volume 13-Supplement 1, 94, 2005, Prag, Cek Cumhuriyeti

C3. A Ekmekci, H Onay, O Cogulu, MT Arslan, H Akin. Spondylocostal

dysplasia in a three generation family with 4 affected members.

European Human Genetics Conference, European Journal of Human

Genetics, Volume 13-Supplement 1, 94, 2005, Prag, Cek Cumhuriyeti
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C4.

C5.

C6.

C7.

C8.

Uzunkaya D, Onay H, Pehlivan S, Agin H, Ekmekci A, Gulez N,
Atlihan F, Ozkinay F, Genel F, Ozkinay C. Mannose binding lectin
gene polymorphism in the patients with sepsis and its effects on
prognosis. 23rd Annual Meeting of the European Society for Pediatric
Infectious Diseases, Book of Abstracts, 258, 2005, Valencia, ispanya
Ozkinay F, Onay H, Ekmekci A, Cok G, Ozses A, Guclu S, Gunduz
C, Cogulu O, Sayin E, Ozkinay C, Bayindir U. Vitamin D Receptor
(VDR) Gene Polymorphisms and Susceptibility to Tuberculosis in
Izmir/Turkey: A case-control study. Tuberculosis: From Lab Research
to Field Trials, Abstract Book, 158, 2007, Vancouver, Kanada.
Ekmekci A, Onay H, Cosar H, Ozkinay C, Cok G, Aykut A, Vardar F,
Ozkinay F. Vitamin D Polymorphisms and Susceptibility to
Tuberculosis in Turkish Children and Adults. 25th Annual Meeting of
the European Society for Pediatric Infectious Diseases-ESPID,
Abstract Book, 96, 2007, Porto, Portekiz

Onay H, Onay B, Oksuz C, Uslu E, Ekmekci A, Karaca E, Ozkinay F.
GENIUS: A new universal stripassay analyzer software. European
Human Genetics Conference, European Journal of Human Genetics,
Volume 15-Supplement 1, 321, 2007, Nice, Fransa

Ekmekci AY, Ozkinay F, Onay H, Bacakoglu F, Sayiner A, SZ Guclu,
Pehlivan S, Coglulu O, Aykut A, Gunduz C, Ozkinay C. NRAMP1
polymorphisms and susceptibility to tuberculosis in Turkish adult
population. The American Society of Human Genetics 57th Annual

Meeting, Abstract Book, 450, 2007, San Diego, ABD
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Co.

C10.

C11.

Onay H, Ekmekgi AY, Durmaz B, Sayin E, Cosar H, Bayram N, Can
D, Akin H, Ozkinay C. Interferon-y gene and interferon-y receptor 1
gene polymorphisms in tuberculosis children from Turkey. The
American Society of Human Genetics 57th Annual Meeting, Abstract
Book, 450, 2007, San Diego, ABD.

Ekmekci AY, Onay H, Cosar H, Codulu O, Bakiler AR, Turker E,
Gunduz C, Ozkinay C. NRAMP1 polymorphisms and susceptibility to
tuberculosis in Turkish children. The American Society of Human
Genetics 57th Annual Meeting, Abstract Book, 451, 2007, San Diego,
ABD.

Cogulu O, Yilmaz S, Alpman A, Gunduz C, Ekmekci A, Ercal D,
Ozkinay F, Ozkinay C. The cytogenetics analysis of 79 prenatally
detected neural tube defects among 8370 prenatal samples. European

Journal of Human Genetics, Volume 15, 2007, Nice, Fransa.

D. Ulusal Bilimsel Toplantilarda Sunulan ve Bildiri Kitabinda Basilan

Poster Bildirileri:

D1.

D2.

Ekmekgi A, Bora E, Onay H, Cankaya T, Ozkinay F, Ozkinay C. Fetal
Hidantoin Sendromu: Olgu Sunumu. 39. Turk Pediatri Kongresi.
Kongre Kitabi, 497, 2003, Kapadokya, Turkiye

Demircioglu O, Ekmekgi A, Onay H, Cankaya T, Alpman A, Ozkinay
C, Ozkinay F. Robinow sendromu: Olgu Sunumu. 40. Turk Pediatri
Kongresi, Konusma Metinleri ve Ozet Kitabi, 365, 2004, istanbul,

Tarkiye
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D3.

D4.

D5.

D6.

Ozkinay C, Ekmekgi A, Onay H, Serdaroglu G, Goékben S, Ozkinay F.
Parry Romberg sendromlu bir olgu. 40. Turk Pediatri Kongresi,
Konusma Metinleri ve Ozet Kitabi, 367, 2004, istanbul, Tirkiye
Uzunkaya D, Pehlivan S, Athhan F, Onay H, Agin H, Itirh G, Gulez N,
Ekmekgi A, Ozkinay F, Genel F, Ozkinay C. Sepsisli hastalarda
Mannose Binding Lectin (MBL) gen polimorfizmi ve prognoz Uzerine
etkisi. 4. Ulusal Cocuk Enfeksiyon Hastaliklari Kongresi, Ozet Kitab,
215, 2005, istanbul, Tirkiye

Ekmekgi AY, Onay H, Bacakoglu F, Sayiner A, Guglu SZ, Pehlivan S,
Cogulu O, Aykut A, Gindiiz C, Ozkinay C, Ozkinay F. Turk Yetigkin
Toplumunda Tuberkuloza Yatkinlikta NRAMP1 Gen Polimorfizmlerinin
Rola. VIII. Ulusal Tibbi genetik Kongresi, Program ve Bildiri 6zet
Kitabi, 167, 2208, Canakkale, Turkiye

Ozkinay F, Onay H, Gilindiiz C, Aykut A, Pariltay E, Biray C, Ekmekgi
AY, Akin A, Cogulu O, Ugar SK, Koturoglu G, Pehlivan S, Kurugdl Z,
GCoker M. Emziren Anne ve Bebeklerinde Vitamin D Reseptor
Polimorfizmlerinin Anne Sag¢ Koku Hucrelerinde Ekspresyonlari, Anne
Sutinde ve Bebek Serumundaki Duzeylerinin Kargilagtiriimasi. 44.
Turk Pediatri Kongresi, Konusma Metinleri ve Ozet Kitabi, 229, 2008,

istanbul, Turkiye
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