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OZET

ROMATOID ARTRIT VE TUBERKULOZDA METAL iYON TASIYICI
PROTEIN GENI (SLC11A1-NRAMP1) POLIMORFIZMININ ROLU

NRAMP1 geni insanda 2. kromozomun q35 bolgesine yerlesik olup 550 aminoasitlik,
53 kDa biiyiikliigiinde bir integral membran proteini kodlamaktadir. Infekte bireylerin
makrofajlarinin ~ fagolizozomlarindan  demiri sitoplazmaya  pompalayarak,
fagolizozomlardaki bakterilerin gelisimi i¢in esas olan demiri ortamdan uzaklastirir ve
hiicre i¢i parazitlerin replikasyonlarin1 6nler. Ayrica makrofaj aktivasyon yolunda da
onemli roller iistlenmektedir: CXC kemokin (0-chemokine) regiilasyonunu saglar; IL-
1b, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), MHCII molekiilleri, TNF-o ve nitrik oksit
(NO) salintmim diizenler. Bu islevlerinden dolay1 NRAMP1’in otoimmun ve
infeksiyoz hastaliklarda aday bir gen olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu calismada, NRAMP1’in islevi iizerine etkili olabilecegi diisiinilen NRAMP1 gen
polimorfizmlerinin Tiirk romatoid artrit ve tiiberkiilloz hastalarindaki rollerinin
arastirilmasi amaclandi.

Bu kapsamda, 98 romatoid artrit, 112 tiiberkiiloz hastas1 ve 213 saglikli kontrol
grubunda NRAMP1 geninin 5’ promotdr bdolgesi polimorfizmi DNA dizileme yontemi
ile, INT4, D543N ve 3’UTR polimorfizmleri ise hem ARMS-PZR hem de REA
yontemleri kullanilarak analiz edildi.

Calismamizda romatoid artrit ile NRAMPI’in 5° promotdr, D543N ve 3’UTR
polimorfizmleri arasinda anlamli baglant1 bulunamazken (5 promotor polimorfizmi p=
0.162, D543N polimorfizmi ve 3’UTR polimorfizmi p=0.130), INT4 polimorfizmi
arasinda anlamli baglanti bulundu (p:0.005, %95 CI 1.20-2.77, O.R: 1.824). Tiiberkiiloz
ile NRAMP1’in 5° promotor, INT4, D543N ve 3’UTR polimorfizmleri arasinda anlamli
baglant1 bulunamadi (5’ promotor polimorfizmi p= 0.444, INT4 polimorfizmi p= 0.337,
D543N polimorfizmi ve 3’UTR polimorfizmi p=0.286). Ayrica romatoid artritin siddeti
ve tiiberkiillozun farkli klinik tipleri ile S5’promotor, INT4, D543N, 3’UTR
polimorfizmleri arasinda da anlamli baglanti bulunamadi. 3’UTR polimorfizmi ile
D543N polimorfizmi arasinda baglanti dengesizligi belirlendi. D543N polimorfizmi
bakimindan A/A genotipine sahip bireylerde 3’UTR polimorfizmi bakimindan
delesyon/delesyon genotipine, G/A genotipi bulunan bireylerde delesyonsuz/delesyon
genotipine ve G/G genotipine sahip bireylerde delesyonsuz/delesyonsuz genotipine
sahip oldugu belirlendi

Sonug¢ olarak, Tiirk toplumunda tiiberkiiloz ile NRAMPI polimorfizmleri arasinda
baglant1 bulunamaz iken, romatoid artrit ile NRAMP1 geninin INT4 polimorfizmi
arasinda anlamli baglanti tespit edildi. INT4 Allel C’yi tasiyan bireylerin, bu alleli
tasimayanlara gore 1.8 kat romatoid artrit hastast olma riskinin arttig1 belirlendi. Bu
verilere gore Tiirk romatoid artrit hastalarinda Allel C’nin, hastaligin ortaya ¢ikmasinda
etkili bir faktor olabilecegi diisiiniildii.
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SUMMARY

THE ROLE OF METAL ION CARRIER PROTEIN GENE (SLC11A1-NRAMP1)
POLYMORPHISM IN RHEUMATOID ARTHRITIS AND TUBERCULOSIS

In human NRAMP1 gene which encodes a 53kDa integral membrane protein consisting
of 550 amino acids, is located on the g35 site of the 2™ chromosome. NRAMP1 pumps
the iron ions from the phagolysosomes of the macrophages of infected individuals
towards the cytoplasm; by this way it prevents the replication of intracellular parasites.
Moreover it also plays important roles in the macrophage activation pathway: It
maintains the regulation of CXC chemokine (a-chemokine) and regulates the secretion
of IL-1b, inducible nitric oxide synthase (iNOS), MHCII molecules, TNF- o and nitric
oxide (NO). Thus, NRAMPI is considered to be a candidate gene for autoimmune and
infectious diseases due to its’ important functions.

This study aimed to investigate the roles of NRAMP1 gene polymorphisms that might
affect NRAMPI1 function in Turkish rheumatoid arthritis and tuberculosis patients.

In this context, 5’ promoter region polymorphism of NRAMP1 gene was analyzed by
DNA sequencing and INT4, D543N and 3’ UTR polymorphisms were analyzed by
using both of ARMS-PCR and REA techniques in 98 rheumatoid arthritis patients, 112
tuberculosis patients and 213 healthy control individuals.

Although a significant association was not detected between rheumatoid arthritis and
the 5 promoter, D543N and 3 UTR polymorphisms of NRAMP1 gene (5’ promoter
polymorphism p= 0.162, D543N polymorphism and 3 UTR polymorphism p=0.130), a
significant correlation was detected between the INT4 polymorphism and rheumatoid
arthritis (p:0.005, %95 CI 1.20-2.77, O.R: 1.824). There was no significant association
between tuberculosis and 5 promoter, INT4, D543N and 3 UTR polymorphisms (5’
promoter polymorphism p=0.444, INT4 polymorphism p=0.337, D543N polymorphism
and 3’UTR polymorphisms p=0.286). In addition, no significant association were found
between severity of rheumatoid arthritis, clinically different types of tuberculosis and 5’
promoter, INT4, D543N and 3’UTR polymorphisms. A linkage disequilibrium was
detected between the 3> UTR and D543N polymorphisms. Individuals with A/A, G/A
and G/G genotypes of D543N polymorphism were found to have deletion/deletion,
nondeletion/deletion and nondeletion/ nondeletion genotypes of 3> UTR polymorphism,
in sequence.

As a result, while no association was detected between tuberculosis and NRAMP1
polymorphisms, INT4 polymorphism of NRAMP1 gene was found to be significantly
correlated with rheumatoid arthritis. Risk ratio for being a rheumatoid arthritis patient
was found to increase by 1.8 fold in individuals carrying the INT4 allele C when
compared to the others that do not carry this allele. According to these data, allele C is
thought to be an important factor for the out come of rheumatoid arthritis in Turkish
rheumatoid arthritis patients.
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1. GIRIS

Otoimmun bir hastalik olan ve etiyolojisi heniiz tam olarak aydinlatilamayan romatoid
artrit (RA)’in goriilme siklig1 toplumlar arasinda farklilik gostermekle birlikte yaklasik
olarak her yiiz kisiden birini etkilemektedir. Yasam siiresini 3-10 y1l arasinda azalttig1
bilinen RA’de giiniimiizde uygulanan tedaviler hastali§1 ortadan kaldirmamakta sadece
kigilerin yasam kalitesini arttirmaktadir. Daha etkin tedavilerin uygulanabilmesi igin

hastaligin etiyolojisinde rol alan faktorlerin belirlenmesine gereksinim duyulmaktadir.

Infeksiyoz hastaliklaran biri olan tiiberkiiloz her yil diinyada 3 milyon insanin
oliimiinden sorumlu tutulmaktadir. ik ortaya cikisindan ¢ok uzun yillar sonra
insanoglunun kontrol altina alabildigi bu hastalik, giiniimiizde hala halk sagligim tehdit
eden bir unsur olarak onemini korumaktadir. Son yillarda AIDS’in diinyada hizla
yayilmasina paralel olarak tiiberkiilozunda hizli bir yayilim gosterdigi gozlenmektedir.
Ozellikle geri kalmis ve gelismekte olan iilkelerde daha yaygin olarak goriilen
tiiberkiiloz, her ne kadar heniiz AIDS gelismis iilkelerdeki boyutta iilkemizde goriilmese

de, iilkemizde de basl basina 6nemli bir saglik problemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Gerek tiiberkiiloz gerekse RA’da etkin tedavilerin gerceklestirilebilmesi icin bu
hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda etkili olan ¢evresel ve genetik nedenlerin belirlenmesi

Onem tasimaktadir.

Infeksiyoz ve otoimmun hastaliklarin etiyolojisinde rol oynadig1 diisiiniilen genetik
faktorlerden biri de Metal Iyonu Tasiyici Protein (SLC11A1-NRAMPI1) genidir [1].
Islevsel olarak infeksiyon hastaliklara karsi savunmada rol oynadigi ozellikle
hayvanlarda ve hiicre kiiltiirlerinde yapilan ¢aligmalar sonucu ortaya konmustur [2].
Savunma mekanizmasinda rol almasinin yani sira, makrofaj aktivasyon yolunda da
onemli roller iistlenmektedir [3]. NRAMPI1 geninin fonksiyonu gtz oniine alindiginda,
bu gendeki polimorfizmlerin kisiler arasindaki hastaliklara yatkinlik/direng
gostermedeki farkliliktan sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda genetik
degisikliklere ilave olarak cografya, iklim, kiiltiir, ekonomi, beslenme aliskanligi
farkliliklarinin da eklenmesiyle hastaliklarin goriilme siklig1 toplumlara 6zgii olarak da

degiskenlik gostermektedir.
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Insan genom projesinin tamamlanmasiyla birlikte, 6niimiizdeki yillarda kisilere 6zgii
recetelerin yazilabilecegi varsayilmaktadir. Bu agamanin 6n basamagi olarak,
toplumlara 6zgii olarak degiskenlik gosteren hastaliklara yatkinlik ya da direngten
sorumlu olabilecegi diisiiniilen aday genlerdeki degisimlerin frekanslarinin belirlenmesi

Onem tasimaktadir.

Bu calismada, etnik gruplar ve irklar arasinda degiskenlik gosteren ve NRAMPI islevi
tizerinde etkili olabilecegi diisiinilen NRAMP1 gen polimorfizmlerinin Tiirk
toplumunda romatoid artrit ve tiiberkiiloz hastaligindaki olas1 rollerinin belirlenmesi
amaglandi. Bu kapsamda, romatoid artrit ve tiiberkiilloz hastaligi ile NRAMPI1
polimorfizmleri arasindaki baglantinin saptanmasi amaciyla 98 romatoid artrit, 112
titberkiiloz hastast ve 213 saglikli kontrol grubunda NRAMP1 gen polimorfizmlerini

belirleme calismasi gerceklestirildi.

Calisma kapsaminda, romatoid artrit, tiiberkiiloz ve saglikli kontrol grubundan alinan
kanlardan genomik DNA izalosyonu yapilarak, NRAMPI islevi iizerinde etkili
olabilecegi diisiiniilen NRAMPI1 geninin 4 farkli polimorfik bolgesi analiz edildi. Bu
degisim bolgelerinden, genin 5° promotor bolgesindeki polimorfizmi analiz etmek igin
DNA dizileme yontemi kullanildi. Genin 4. intronundaki ve 15. eksonundaki tek
niikleotid polimorfizmlerini ve 3°’UTR (translasyonu yapilmayan bolge) bolgesindeki 4
niikleotidlik delesyon polimorfizmini belirlemek icin ARMS-PZR (Allele Ozgii
Oligoniikleotidlerle Mutasyon Belirleme) yontemi kullanildi. ARMS-PZR yonteminin
dogrulugunu test etmek amaciyla, bu ii¢ polimorfizm ayn1 zamanda REA (Restriksiyon
Enzim Analizi) yontemi ile de analiz edildi. Elde edilen verilerin istatistiksel analizi
yapildi. Tiirk toplumunda RA ve tiiberkiiloz hastaligi ile NRAMP1 polimorfizmleri

arasindaki baglantilar belirlendi.

Bu calisma, romatoid artrit ve tiiberkiiloz patogenezi ve konak savunmasinda kullanilan
mekanizmalarin aydinlatilmasina katkida bulunacagi gibi, ila¢ gelistirilmesinde yeni
farmakolojik hedeflerin ortaya konulmasinda, yeni ve etkinligi daha yiiksek olan
asilarin gelistirilmesinde de yardimci olacaktir. Romatoid artrit ve tiiberkiiloza yatkinlik

izerine etkili olan genetik faktorlerin, farkli populasyonlarda degiskenlik gostermesi
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nedeniyle, bu faktorlerin c¢esitli populasyonlarda belirlenmesi bu gelismeleri
hizlandiracaktir. Riskli gruplarin ortaya konmasi, davramis sekilleri, seyahat
aliskanlhiklan, proflaktik ila¢g kullamimi ve as1 uygulamalarinda yeni yaklasimlarin

belirlenmesini saglayabilecektir.
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2. GENEL KISIMLAR

2.1. ROMATOID ARTRIT

Romatoid artrit, ana belirti ve bulgular1 eklemlerde goriilen, etiyolojisi bilinmeyen,
kronik ve sistemik bir hastaliktir. Romatoid artritte birden cok eklem simetrik olarak
tutulur ve tutulan eklemlerin bicimleri zamanla bozulur. Hastalik olarak morbiditesi
(hastaligin etkinligi) yliksek olmakla birlikte, mortalitesi (6liim) ¢ok seyrektir [4].
Hastaligin kesin nedeni bilinmemekle beraber, etiyolojisinde birden ¢ok faktoriin

birlikte etkili oldugu goriisii kabul edilmektedir [5].

2.1.1. Romatoid Artrit Tarihcesi

Literatirde RA’ya ilk olarak 19. yiizyihn ortalarinda (Garrod, 1859) rastlanmir. Bu
tarihten Onceki tip yayinlarinda RA’in izine rastlanmaz. Kutsal kitaplarda, misir
mumyalarinda ve insan viicudunu en ince ayrintilarina kadar belirtmekle iin yapan
Ronesans donemi sanatgilarinin resim ve heykellerinde RA’1n yaptiklarina benzer bi¢im
bozukluklarina rastlanilmamistir. Tiim bunlar, olus nedeni bilinmeyen romatoid artritin
etkeninin endiistrilesme ile ortaya ¢ikmis olabilecegini diisiindiirmekle birlikte, bu

goriiste bir varsayimdan ileri gidememektedir [4].

2.1.2. Romatoid Artrit Epidemiyolojisi

Romatoid artritin prevelansi (goriilme sikligi) kullanilan tami kriterlerine bagh olarak
degisir. 1987°de yeniden diizenlenen ‘Revised American Rheumatism Association’
(ARA) tamt kriterlerine (Tablo 2.1) dayanilarak yapilan g¢aligmalarda, prevelansin
erigkin popiilasyonda % 1-2 arasinda degistigi gosterilmistir. RA prevelans: yagla
birlikte artar. Kadmn erkek orani 3/1’dir. Ancak ileri yaglarda bu oranin esitlendigi

bildirilmektedir [5].
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Tablo 2.1. ARA Tani Kriterleri

Romatoid Artrit Kriterleri

[S—

Sabah sertligi: Eklem ve cevresinde 1 saatten fazla siiren sabah sertligi

2. En az iic eklemde artrit: En az ii¢ eklemde hekim tarafindan kaydedilen

yumusak doku sisligi veya sinoviyal siv1 artis1 ile beraber olan artrit

El eklemlerinde artrit: El bilegi, el parmaklar1 eklemlerinin en az birinde artrit

4. Simetrik artrit: Viicudun iki yarisinda ayni bolgedeki eklemlerin ayni anda
tutulmasi

5. Romatoid nodiiller: Kemik ¢ikintilar1 {izerinde veya eklemlerin ¢evresinde
hekim tarafindan gozlenen deri alt1 nodiilleri

6. Romatoid Faktor (RF): Normal kontrollerde goriilme sikligt %5’den daha az
olan serum RF pozitifligi

7. Radyolojik degisiklikler: El ve bilek radyografisinde erozyonlar

hed

RA prevelans1 cografi bolgelere veya iklim kusaklarina goére degismemekle birlikte,
baz1 wklarda farkliliklar géze c¢arpmaktadir. Bunun altinda yatan etkenin, genetik
farkliliklar ve infeksiydz ajanlar gibi hastalik etiyolojisinde sug¢lanan bazi1 faktorler

oldugu diisiiniilmektedir [6].

2.1.3. Romatoid Artrit Etiyolojisi

Romatoid artritin kesin nedeni bilinmemektedir. Giiniimiizdeki yaygin olan goriis,
hastaligin aslinda tek bir nedeninin olmadig1 ancak, genetik olarak yatkin kisilerde pek
cok artritojen ajanlarla baslayabildigi yoniindedir. Bugiine kadar etiyolojisinde rol
oynadig1 diisiiniilen belli basl faktorler; infeksiyoz ajanlar, genetik nedenler, immun
sistem bozuklugu, travma, stres, cinsiyet, endokrin, metabolik, cevresel, beslenme ve

psikososyal faktorlerdir [5,7,8].

Infeksiyoz Ajanlar: Etiyolojide en cok iizerinde durulan konu infeksiyoz ajanlardir.
Ancak bugiine kadar elde edilen bilgiler, etiyolojideki rollerini kesin olarak kanitlamada
yetersiz kalmistir. Simdiye kadar RA’li hastalarin kanindan, eklem sivi veya
dokularindan bir mikroorganizma iiretilememistir [9].
e Viral Ajanlar: Viriislerin immun cevaplar degistirme, deneysel olarak artrit
olusturma ozellikleri ve viral orijinli baz1 infeksiyonlarin RA klinik ve
patolojisini taklit etmesinden dolayi, viriisler hastalik etiyolojisinde rol aldigi

diisiiniilen belli bash ajanlardandir. Etiyolojide rolii oldugu diisiiniilen viriisler
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arasinda Human T-cell lenfotrofik viriis tip-1, Epstein Barr Viriisii (EBV),
Hepatit B Viriisiit (HBV), Rubella ve Parvoviriis B19 sayilabilir [2,4,5]. EBV’ye
ait ‘gpl10’ adh proteinle HLADR4 ‘Human Leukocyte Antigen’ antijenik
baglanma bolgesi arasinda 5 amino asitlik capraz reaksiyon bulunmaktadir.
Ortak epitopu tastyan hastalarin bu ¢apraz reaksiyon nedeniyle EBV’ye tolerans
gosterdikleri ve bu toleransin hastalik etyopatogenezini etkiledigi ©ne
strilmektedir [9,10,11].

e Bakteriyel Ajanlar: Streptococcus, Corynebacterium diphtheriae,
Propionibacteria’nin etiyolojide rolii oldugu diisiiniilmiis ancak, yapilan hi¢bir
calismada rolleri kamtlanamamistir. Mycoplasma’nin deneysel olarak artrit
olusumunu tetikleyebilmesi nedeniyle bu ajanin RA etiyolojisinde rolii
arastirilmis ancak, hastalara ait doku 6rneklerinde mikroorganizma hi¢bir zaman
gosterilememistir. Sicanlarla yapilan calismalarda Mycobacteria tuberculosis
antijenlerinin, kikirdak proteoglikanlariyla capraz reaksiyon yaptigi
gosterilmistir. E.coli’nin dnaj proteini ile HLADR4 arasinda ¢apraz reaksiyonun
bulundugu ortaya konmustur [8,12]. Bir baska hipoteze gore RA, standart
yontemlerle saptanamayacak Olclide yavas ve kronik bir bakteriyel
infeksiyondur ve ozellikle histopatolojik bulgular ve ¢esitli mikobakteri
antijenlerine karst immun yanitlardaki artiglar bir mikobakteri infeksiyonunu
diisiindiirmektedir. Stres altindaki mikobakterilerden salgilanan ve diger
proteinlerinin ii¢ boyutlu yapilarim denatiirasyona karsi koruyan 65kD’luk
mikobakteriye ait stres proteinine (SP65) kars1 RA’da 6zellikle sinoviyal T ve B
hiicre yanitlar1 artmistir. SP65’in 180-188’inci amino asitleri arasinda kalan
bolge ile bir insan kartilaj baglanti proteini arasinda amino asit homolojisi
bulunmaktadir. Bu homolojinin RA’l1 hastalarda artan T ve B hiicre yanitinin

nedeni oldugu bildirilmektedir [9,13,14].

RA’da kritik bir otoantijene karsi duyarliligin primer olay olmasi ihtimali tizerinde de
durulmaktadir. Bu otoantijenler arasinda degisiklige ugramis immunglobiilinler (Ig), tip
IT kollajen ve proteoglikanlar sayilabilir [8]. RA’da hastaligin kroniklesmesinden
sorumlu olabilecek, 6zellikle eklemlere 6zgii otoantijenlerin varlig1 6ne siiriilmektedir.
RA’da periferik kan mononiikleer hiicreleri fazla miktarda immunglobiilin sentezlerler.

Immiinglobiilin sentezi ile T hiicre aktivasyonu arasinda gii¢lii bir korelasyon vardir ve
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RA’da B hiicre aktivasyonunun T hiicre kaynakli sitokinlerle iligkili oldugu
diisiiniilmektedir. Miktarlar1 az da olsa interlokin-2 (IL2), IL-4 ve IL-6, artmis B hiicre
aktivitesinden sorumlu olabilirler. RA’da IgM, IgG, IgA ve Romatoid Faktor (RF)
yapimi vardir ve bu RF’ler serumda IgG’lere baglanirlar. Immiin kompleksler
olusturabilen RF’lerin romatoid nodiil, vaskiilit ve artritten sorumlu oldugu

diisiiniilmektedir [9].

2.1.4. Romatoid Artrit Genetigi

RA’da genetik faktorlerin katkisinin oldugunu gosteren veriler epidemiyolojik
calismalardan elde edilmistir. RA’l1 hastalarin birinci derece yakinlarinda hastalik
gelisme riskinin arttigr bilinmektedir. Hastalarin kardeslerinde RA goriilme riski 2-17
kat artmaktadir. Ikizlerde yapilan ¢alismalarda konkordansin, monozigotik ikizlerde %
12-15, dizigotik ikizlerde % 3.5 civarinda oldugu bulunmustur. Hastaligin prevalans
orani arttikca konkordans orani artacagindan, prevalanstan bagimsiz bir Olgiit olan
kalitimsallik analizine gore, RA’nin kalitimsalliginin % 60 oraninda oldugu
hesaplanmistir [15]. Hastaliga genetik yatkinlikta rol alabilecegi diisiiniilen sitokin
genleri, hiicre i¢i iletisim ve programlanmis hiicre 6liimii ile ilgili genler ve matriks
yikimindan sorumlu enzimleri kodlayan genler iizerine ¢alismalar yogunlagmistir [16].
Bu calismalar kapsaminda metal iyon tasiyicisi protein 1 (NRAMP-1), IL-1, IL-2, IL-3,
IL-4, IL-10, TNF, TNF reseptorii I ve II, Kortikotropin Serbestlestirici Hormon (CRH)
genlerindeki degisimlerle RA arasinda farkli calisma serilerinde degisik oranlarda

baglantilar tespit edilmistir [9,16].

2.1.4.1. HLA (Human Lokosit Antijeni) Bolgesi

RA’ya genetik yatkinligin yaklasik % 30-50’sinden HLA bolgesi sorumludur. Bununla
beraber, HLA ile RA arasindaki iliskinin 6zellikleri heniiz tam olarak anlasilabilmis
degildir. RA ile HLADR4 alleli arasindaki iligski, bu bolgede tanimlanan en gii¢li
iliskidir. Bununle beraber, RA ile DR4 arasinda anlamli baglant1 biitiin etnik gruplarda
gosterilememigstir. RA ile iligkili farklh HLADR allellerinin 70.-74. pozisyonlarda
korunmus 5 amino asitin olusturdugu ortak epitop olarak isimlendirilen bolgenin,

RA’da genetik yatkinliga neden olabilecegi diisiiniilmektedir [17].
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HLADR disinda RA ile iligkili allellerle baglant1 dengesizligi gosteren veya bagimsiz
olarak genetik yatkinliga katkida bulunan diger alleller heniiz tam olarak

aydmlatilamamistir [9,17,18].

2.1.4.2. Sitokinler (TNF, TNF reseptorii I ve II, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-10)

TNF sitokin ailesinin bir iiyesi olup, en az 20 peptitten olusmaktadir. insan TNF
molekiilii 233 amino asitlik 26kDa biiyiikliigiinde bir proteindir. B, T hiicreleri,
bazofiller, eozinofiller, dentritik , NK, notrofiller ve mast hiicreleri gibi immun hiicreler
ve astrositler, fibroblastlar, noronlar, osteoblastlar gibi pek ¢ok immun olmayan
hiicreler tarafindan sentez edilirler. TNF molekiiliiniin, cesitli tipteki bir ¢ok hiicrenin
biiylimesini, farklilagsmasini ve metabolizmasin1 kontrol etmek, kanserli ve infekte
hiicrelerde apoptozisi ve inflamasyonu baslatmak gibi islevleri olmakla birlikte,
TNF’nin birincil islevi immun sistemin tetiklenmesidir ancak asir1 iiretimi
inflamasyona, doku ve organ hasarina yol agmaktadir. TNF molekiiliiniin TNFRI ve
TNFRII olmak iizere yapisal olarak birbirlerinden farkli transmembran ve glikoprotein
yapida iki reseptorii bulunmaktadir [19]. TNF genleri ve reseptorlerindeki cesitli
polimorfizmler, bunlarin transkripsiyonlarini dolayisiyla immun sistemin regiilasyonunu
degistirebilme potansiyeline sahiptirler. Bugiine kadar TNF reseptorlerinde -609, -580, -
383, 196 polimorfizmleri ve TNF genlerinde (CT)n (CA)n tekrar bolgeleri, -238G, -
308, -376, -419 ve daha nadir goriilen -1031, -863, -857 bolgeleri ile RA arasindaki
iliskinin belirlenmesine yonelik calismalarda degisken degerler bulunmustur. Bazi
calismalarda RA ya da siddeti ile polimorfizmler arasinda baglanti kurulur iken, bazi
calismalarda da bunun tersi sonuglar elde edilmistir. Bazi calismalarda da TNF
polimorfizmleri ile MHCI ve MHCII grup genleri arasinda baglanti dengesizligi
bulunmus ve hastalikla TNF polimorfizmleri arasindaki baglantt MHC ile olan baglanti

dengesizligi ile iliskilendirilmistir [20].

Proinflamatuar sitokinlerden olan IL1 geni RA’Ih hastalarin serumlarinda, sinoviyal
sivilarinda ve dokularinda yiiksek oranda anlatim yapar. IL6 ve TNF ile birlikte eklem
hasarinda rol oynadigi diisiiniilmektedir. IL1 ailesinin IL1-a, ILI1B ve IL1 reseptor
antagonisti olmak iizere 3 iiyesi bulunmaktadir. IL1-a’da -889, IL1p’da -511 ve IL1

reseptOr antagonistinin 2. intronundaki tekrar polimorfizmleri ile RA arasinda yapilan
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farkli baglanti calismalarinda farkli oranlarda anlamliliklar ve anlamsizliklar tespit

edilmistir [21].

NK hiicrelerinin biiyiimesini ve sitolitik aktivasyonlarii ve B hiicre ¢ogaliminda rol
alan IL2 molekiiliiniin 3° bolgesindeki diniikleotid tekrar bolgesi, -384, 114 ve IL-2
reseptorlerindeki polimorfizmlerle RA arasindaki iligkinin ortaya konulmasi amaciyla
yapilan caligmalarda ya c¢ok sinirli baglantilar bulunmus ya da hi¢ baglanti

bulunamamustir [22].

RA i¢in potansiyel aday olabilecegi diisiiniilen IL3 genindeki -16, 131 polimorfizmleri

ile de sinirl baglanti gosterilmistir [23].

Antiinflamatuar olan IL4 proinflamatuar sitokinlerinin tiretimini azaltmakta ve eklem
hasarinda azalma saglamaktadir. [L4’tin -590, ve 3. intronundaki tekrar dizi
polimorfizmi ile RA arasindaki iliskinin arastirildigi calisma serilerinde degisken

baglantilar ortaya konmustur [24,25].

Anti-inflamatuar olan IL10 geni olduk¢a polimorfik olup, 6zellikle -1082, -819, -592, -

2849 bolgelerindeki polimorfizmler ile RA arasinda anlamli iligkiler bulunmustur [26].

2.1.4.3. Kortikotropin Serbestlestirici Hormon (CRH)

CRH organizmalarin strese kars1 verdikleri cevapta rol oynar, bdylece immun olaylarda
ve inflamasyonun kontroliinde 6nemlidir. RA hastalarinda hastaligin aktivitesi kortizol
sekresyonu ile iligkilidir. RA hastalarinda ve hayvan modellerinde yapilan calismalarda
diisiik miktarda CRH’nin kortizol cevabinin yetersiz kalmasina ve bdylece anormal
inflamatuar cevabin ortaya c¢ikmasina neden oldugu gosterilmisti. CRH’nin
regiilasyonu IL1, IL2, IL6, TNF gibi ¢ok sayida inflamatuar sitokinler tarafindan
gerceklestirilir. CRH geninde bulunan -1273, -225 polimorfizmleri ile RA arasinda

degisik calisma serilerinde farkli degerlerde baglantilar saptanmistir [27].
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2.2. TUBERKULOZ

Tiiberkiilloz, Mycobacterium tuberculosis complex olarak tamimlanan bir grup
mikobakteri tarafindan olusturulan, ¢ok degisik klinik goriiniimlere sahip kronik, nekroz
olusturan bir infeksiyondur [28]. Hastaligin olusumundan %97-99 oraninda M.
tuberculosis sorumludur. 1882 yilinda etkenin (M. tuberculosis) bulunmasina, 1921
yilinda bir aginin gelistirilmesine ve 1950'li yillarin ortalarindan beri etkili bir sekilde
tedavi edilebiliyor olmasina karsin tiiberkiiloz, tiim diinyada, 6zellikle de yoksul

tilkelerde, onemli bir saglik sorunu olarak varligin siirdiirmektedir [29,30].

2.2.1. Tiiberkiilozun Tarihcesi

Tiiberkiiloz, ge¢cmisi insanlik tarihi kadar eskilere dayanan ve insanlikla i¢ ige bir
infeksiyon hastaligidir. Gegen binlerce yillik siire i¢inde insidansinda ( Bir toplumda 1
yil icinde bulunan yeni vakalarin oraninda) artis ve azalmalarla seyretmis ve halk saglig
acisindan kalici bir tehdit olma 6zelligini her zaman stirdiirmiistiir [31]. Ge¢miste ¢icek,
veba veya kolera gibi hastaliklarla birlikte bir ¢ok dramatik salginlara neden olan

tiiberkiiloz, giiniimiizde AIDS ile birlikte benzer bir salgin sergilemektedir [30].

Insanlarin mikobakterilerle ilk karsilasmasinnn MO 8000 yillarinda ilk yerlesik
topluluklar1 olusturmasi ve sigirlart evcillestirmesiyle birlikte oldugu tahmin
edilmektedir. Almanya’da bulunan, MO 5000 yillarma ait insan iskeletlerinde asit ve
alkole direngli basiller saptanmigtir. MO 700 yillarina ait eski Cin kaynaklarinda
tiiberkiilozu diisiindiiren ifadeler bulunmaktadir. Robert Koch 1882’de tiiberkiilozun M.
tuberculosis ile olusan bir infeksiyon hastaligi oldugunu kanitlayarak yeni bir donem
baglatmigtir. 1930’lu yillarda elde edilen saflastirilmis protein tiirevi (PPD) ile
tiiberkiiloz infeksiyonun varligi saptanmaya baglanmistir. Calmette ve Guerin isimli
arastiricilar 1921 yilinda ilk tiiberkiiloz asisin1 yani Bacillus Calmette-Guerin (BCG)’i
gelistirmislerdir. Tiiberkiiloz tarihinde yeni bir donem 1940’1 yillarda streptomisinin ve
Para Amino Salisilik asit (PAS)’in bulunmasi ile baslamis ve bugiin coklu ilag

uygulamalari ile tedavi edilebilir bir hastalik haline gelmistir [32].

2.2.2. Tuberkiilozun Epidemiyoloji

Tiiberkiiloz giiniimiizde en yaygin goriilen infeksiyon hastaliklarindan biridir. Diinya

niifusunun 1/3’tinii olusturan yaklasik 1.7 milyar insan tiiberkiiloz basili ile infekte olup
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bunlarin biiyiikk cogunlugunu gelismekte olan iilkelerdeki insanlar olusturmaktadir.
Gelismis iilkelerdeki infekte bireylerin %80°i 50 yas ve iizerinde iken gelismekte olan
tilkelerdeki bireylerin % 77’si 50 yas ve altindakilerden olusmaktadir. Tiim diinyada 20
milyondan fazla tiiberkiiloz hastas1 bulunmakta olup, buna her yil 8 milyon yeni hasta
eklenmektedir. Bu verilere gore tiiberkiiloz her yil diger infeksiyon hastaliklarinin
(AIDS, diyare, sitma, diger tropikal hastaliklarin) yol actigi toplam 6liim sayisindan

fazlasini tek bagina gerceklestirmektedir [33,34].

HIV infeksiyon pandemisi 1980’li yillardan sonra hizli artisi bugiin bir ¢ok iilkede
tiiberkiilozlu hasta sayisinin belirgin bir sekilde artmasina neden olmustur. HIV
epidemisi yayildikca ilaglara direngli tiiberkiiloz sorunu da artmaya baslamistir. Tiim
diinyada 1994 ortasina kadar 5.6 milyon kisinin hem HIV hem de tiiberkiiloz basili ile
infekte oldugu bildirilmistir. Tiim diinyadaki infekte kisilerin 2/3’iiniin ve tiiberkiilozlu
hastalarin % 60’1nin yasadigi Asya iilkelerinde son yillarda HIV infeksiyonunun
giderek artiyor olusu, Oniimiizdeki yillarda tiiberkiiloz sorununu giderek
agirlagtiracaktir. Gelismekte olan tilkelerde 6zellikle Asya’da tedaviye alinan hastalarin
%50’ den fazlasi eksik ve yetersiz tedavi edilmekte, sonucta hem kazanilmis direng hem
de primer direng giderek artmaktadir. ki veya daha fazla ilaca direncli basillerin, bu
hastalar tarafindan cevreye yayilmasi ile gelecek nesiller acisindan tiiberkiiloz tedavi

edilemez bir hastalik tehdidi olusturmaktadir [35].

2.2.2.1. Tiirkiye’de tiiberkiilozun epidemiyolojisi

Birinci diinya savasimin getirdigi yoksulluk kosullar1 nedeniyle hastalik Anadolu’ya
yayillmis ve 1940’larin sonunda en yiiksek diizeyine ulasmistir. 1940’1 yillarin sonuna
kadar tiiberkiiloz en sik 6liim nedenidir. Ilki 1953’te olmak iizere 1980’e dek 9 kez

kitlesel asilama kampanyasi yapilmistir [36].

1970’11 yillarin basinda tiiberkiilozun artik kontrol altina alindig1 seklindeki goriisler, bu
yillardan sonra kamuoyu ve devletin tiiberkiiloz savasina ilgisini azaltmistir. Nitekim
1977°den sonra yapilan ¢alismalarda infeksiyon riskinin artmaya bagladigi goriilmiis,
1977-85 yillan1 arasinda infeksiyon riskinin her yil yaklasik %7.2 oraninda arttig
bildirilmistir. Bulasici karakterdeki tiiberkiiloz hastalarinin yetersiz tedavileri tiiberkiiloz
Olimlerini azaltmis fakat tam olarak tedavi edilmeyen hastalar hem infeksiyonun

yayilmasina, infeksiyon riskinin artmasina ve infeksiyon havuzunun genislemesine yol
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acmakta, hem de ilaclara direncli kronik olgularin sayisinin artmasina yol a¢gmaktadir.
Bu kosullarda Tiirkiye’de heniiz HIV ile ilgili tiiberkiiloz formlarinin ortaya ¢ikmamasi
bilyiik sanstir [29,37]. Tiirkiye de, insidansi 100 bin de 26 iizerine ¢ikmakta olup,
hastaligin sik goriildiigii iilkeler arasinda yer almaktadir. 2005 yilinda 18753 yeni olgu
bildirilmistir [38].

2.2.3. Tiiberkiiloz Genetigi

Infeksiyon hastaliklari, binlerce yildan beri insanlar icin morbidite ve mortalitenin en
onde gelen nedenlerinden olmasinin yanisira, insan evriminde belli polimorfizmlerin

gelismesi ve korunmasinda da 6nemli segici bir giic olmustur [39].

Yillardan beri infeksiyon hastaliklarmin seyrinin bireyler arasinda anlamli farklar
gosterdigi ve bazi infeksiyon hastaliklarinin ailevi 6zelligi oldugu bilinmektedir. M.
tuberculosis ile infekte olan bireylerin hemen hemen tamaminda infeksiyon gelismekle
beraber, infeksiyonu gegirenlerin sadece %5-10 kadarinda klinik hastalik tablosu ortaya
cikmaktadir. Hastalarin ¢cok azinda bir risk faktorii (Diabetes mellitus, ileri yas, alkol
bagimliligi, HIV infeksiyonu, kortikosteroid kullanimi vb.) tespit edilmektedir. Son
yillara kadar bu farkliliktan sosyoekonomik durum, kalabalik yasam ve gidasizlik gibi
cevresel faktorler sorumlu tutulmustur. Ancak, ozellikle son 10 yilda aile ve ikiz
calismalar ile baglayan ve yeni molekiiler yontemlerin devreye girmesi ile ¢esitlenerek
devam eden sayisiz ¢alisma, konaga ait genetik faktorlerin de en az cevresel faktorler

kadar 6nemli rolii oldugunu ortaya koymustur [40].

M.tuberculosis, konak hiicresi olarak makrofajlar1  kullanmaktadir. Olusturdugu
infeksiyona karsi direng, bakteri ile konagin bagisiklik sistemi arasinda gelisen
karmagik iligkilerin sonucudur. Bakterinin temizlenmesinde o6zellikle makrofajlar ve
makrofaj fonksiyonu iizerine etkili olan sitokinlerin énemli rolii vardir [40]. Interferon-
gamma (IFN-y), TNF-a ve IL-6 gibi sitokinler, makrofajlar1 aktive ederek tiiberkiiloz
direncinde 6nemli roller iistlenmekle beraber, hastalikta ortaya cikan doku hasarindan
da sorumlu tutulmaktadir. Makrofajlar, reaktif oksijen ve nitrojen ara iriinleri
olusturma, fagozomlarin asidifikasyonu, fagozomlarla lizozomlarin fiizyonu ve
fagozom ici demirin kisitlanmasi gibi mekanizmalar1 devreye sokarak bakteri ile savagir

Son zamanlarda, tiiberkiiloza genetik yatkinlikta rol alabilecegi diisiiniilen HLA,
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Vitamin D Reseptorii, Mannoz Baglayan Lektin, TNF-a ve IL-1 geni {iizerinde

calismalar yogunlasmistir [40,41].

2.2.3.1. HLA Bolgesi

HLA genlerinin hastalik iizerine etkisinin, T hiicrelerinin antijen sunmadaki tipik
islevleri ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan ¢alismalar, klinik tiiberkiiloz ortaya
cikist ve hastali@in ciddiyeti ile iligkili birka¢ major genin varligini ortaya koymustur.
Bu calismalarin ¢cogunda HLADR?2 (6zellikle HLADRB1*1501 ve HLADRB1*¥1502)
ile pulmoner tiiberkiiloz gelisimi ve radyolojik olarak yaygin lezyonlarla seyreden ciddi
hastalik tablosu arasinda iliski bulunmustur. HLADR?2, tiiberkiilozda ila¢ direncinden de
sorumlu tutulmaktadir. Tiiberkiiloz gelisimi ile iligkili bulunan diger HLA allelleri,
HLA-DQw1,HLADQB1*0503, HLADQAT1*0101, HLADQB1*0501,
HLADQB1*#0601 ve HLADR1*1501 dir. Tiiberkiiloza konak duyarliligini azaltan bazi
iligkiler de ©ne siiriilmektedir. Bunlar arasinda, HLADR3, HLADQwWS3,
HLADQB1*0402, HLADR4, HLADRS8 ve HLADPB1*04 allelleri yer almaktadir [42].

2.2.3.2. Vitamin D Reseptorii

D vitamininin aktif metaboliti olan 1-25 dihidroksi vitamin-D3 (1,25D3), kalsiyum
metabolizmasinda ©nemli bir diizenleyici molekiil olmasinin yanisira, bagisiklik
sistemini diizenleyici 6nemli islevleri de vardir. 1,25D3, monositleri aktive eder, hiicre
aracili bagisikligi diizenler, lenfosit proliferasyonu, immunglobulin ve sitokin sentezini
baskilar. 1,25D3'iin bu islevine aracilik eden Vitamin D Reseptorii (VDR) geni, insanda
12. kromozomda lokalize olmustur. VDR, monositler ve aktif T ve B lenfositler
izerinde bulunur. Yapilan calismalar, VDR'nin insanlarda infeksiyon hastaliklarina
duyarliligr diizenleyen bir immun yanit geni olabilecegini ortaya koymustur [43].

VDR geninin 3' ucunda kodon 352, intron 8 polimorfizmleri ile tiiberkiiloz arasinda
baglanti oldugunu gosteren ¢alismalar bulunmaktadir [44].

2.2.3.3. Mannoz Baglayan Lektin (MBL)

MBL, karacigerde sentezlenen 96 kDa'luk bir akut faz proteini olup, dogal immun
sistemin 6nemli bir elemani oldugu kabul edilmektedir. MBL, pek cok sekere etkin bir
sekilde baglanabilen ve oldukca iyi korunmus bir antikor olarak gorev yapar.
Baglandig1 sekerlerin ¢ogu memeli hiicrelerinde yiiksek yogunlukta bulunmadigindan

memelilere ait sekerleri genellikle tanimaz, siklikla mikrobiyal hiicrelerin yiizeyleri ile
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iyl uyum gosterir. Bu hiicrelerle baglanmasi; fagositlerin MBL ile kaplanan bakterilere

tutunmasi, bakterinin hiicre i¢ine alinmasi ve 6ldiiriilmesi ile sonuglanmaktadir [45].

Diinyadaki en yaygin immun yetmezlik olan MBL eksikligi, ¢ocukluk doneminde
tekrarlayan ¢ocukluk cagi infeksiyonlarina neden olmaktadir. MBL serum diizeyi gen
mutasyonlarinin varhiginda anlamli olarak azalmaktadir. Bugiin, MBL yetmezligi ile
iligkili 3 yapisal mutasyon tespit edilmistir. Kodon 54 ve 57'deki mutasyonlar proteinin
sekonder yapisin1 bozar ve serum MBL diizeylerinin azalmasi ile iliskilidir. Kodon
52'deki mutasyonun proteinin serum diizeyleri lizerine etkisi bulunmamaktadir. Yapilan
calismalar, MBL mutant allelleri i¢in hem homozigot hem de heterozigot olanlarda

infeksiyon riskinin arttigini géstermektedir [46,47,48].

2.2.3.4. Sitokinler (TNF-a ve IL-1)

TNF-a, bir¢cok inflamatuar ve immun sistem aracili cevapta 6nemli rol oynayan bir
sitokindir. Esas olarak, monosit, makrofaj, T ve B lenfositler veya mikrobiyal iiriinlerle
uyarilan diger hiicrelerden salinir. Bagisik cevabi olusturacak sitokin kaskadinin
indiiksiyonu i¢in gereklidir [49,50]. TNF-a molekiiliiniin bu etkilerine aracilik eden 2
reseptorii bulunmaktadir. TNF-a lokusunda tanimlanmis 6nemli polimorfizmler: TNF-a
reseptorlerinde -609, -580, -383, 196 polimorfizmleri ve TNF-a genlerinde (CT),
(CA), tekrar bolgeleri, -238, -308, -376, -419, ve daha nadir goriilen -1031, -863, -857
bolgeleri ile tiiberkiiloz arasindaki iliskinin belirlenmesine yonelik c¢aligmalarda

degisken degerler bulunmustur [51,52,53].

IL-1 hem hiimoral hem de hiicresel immun cevabin ortaya ¢ikmasini saglar. Notrofil ve
makrofajlar stimiile eder, B hiicre proliferasyonunu hizlandirir, hematopoiezisi uyarir,

bircok sitokin ve inflamatuar molekiillerin etkilesimlerine aracilik eder [54].

IL-1b geninde, -511 ve 3953 pozisyonlarinda iki adet polimorfizm tanimlanmistir. IL-
1b Al allelini tasiyan hastalarda IL-1b i¢in mRNA ekspresyonu daha yiiksek
bulunmustur interlokin-1 reseptor a (IL-1Ra) geninde ise, 5 farkli allel ve 2-6 adet 86
be’lik ardisik tekrar polimorfizmi bulunmustur. Genetik analizler, IL-1Ra allel A2'nin,
M.tuberculosis infeksiyonuna cevap olarak daha yiiksek diizeyde IL-1Ra iiretimi ile
iliskili oldugunu ortaya koymustur. Bu alleli tasiyanlar, tasimayanlardan 1.9 kat daha

fazla IL-1Ra iiretmektedir [55,56].
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2.3. METAL IYONU TASIYICI PROTEIN (NATURAL RESISTANCE
ASSOCIATED MACROPHAGE PROTEIN, SLC11A1-NRAMP1) GENi

Saf fare suslarindan bazilarinin Mycobacterium bovis (BCG susu), M.lepraemurium,
M.intracellulare, Salmonella typhimurium ve Leishmania donovani infeksiyonlarima
kars1 dogal olarak direngli oldugu, bu direncin farede 1. kromozom iizerinde yer alan
Bcg (bacille Calmette-Guerin) lokusu tarafindan kontrol edildigi saptanmistir. Beg igin
aday bir gen pozisyonel klonlama ile izole edilmis ve Nramp-1 olarak isimlendirilmistir.
Nramp-1 dizi analizi infeksiyona duyarliligin tek bir amino asit degisimine bagl
oldugunu ortaya ¢ikarmistir [57]. Yapilan calismalar bu genin insandaki homologu olan
ve 2q35 kromozom bdlgesine yerlesik olan NRAMP1’in varligin1 ortaya koymustur.
NRAMP1 geni metal iyonu tasiyici protein olmasi nedeniyle ‘Solute Carrier Family 11

Member 1’ (SLC11A1) olarak da adlandirilmaktadir [58].

Onbes eksondan olusan ve 12 kb biiyiikliigiinde olan NRAMP-1 geni, 550 amino asitlik
bir proteini kodlamaktadir [S9]. NRAMP-1 53 kDa’luk bir integral membran proteini
olup, makrofajlarda endolizozomal kompartimanda yerlesiktir [3]. Kesin iglevi tam
olarak bilinmemekle birlikte, proton (H+) varliginda demir alinimim yonlendiren bir
metal iyonu tasiyicisi olarak gorev yaptigi diisiiniilmektedir. Infekte makrofajlarin
fagolizozomlarindan  demiri  sitoplazmaya pompalayarak, fagolizozomlardaki
bakterilerin gelisimi i¢in esas olan demiri ortamdan uzaklastirir ve hiicre ici parazitlerin
replikasyonlarim1 onler. Aym1 zamanda bakterilerin aktif oksijen bilesiklerine karsi
kendini korumak icin kullanacagi antioksidan savunma enzimleri (SOD, katalaz) icin
gerekli olan Zn, Cu gibi metallerin fagozomdan sitoplazmaya pompalanmasinda da
sorumludur [60,61,62] (Sekil.1). Ayrica makrofaj aktivasyon yolunda da onemli roller
tistlenmektedir: CXC kemokin (o-chemokine) regiilasyonunu saglar; IL-1b,
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), MHCII molekiilleri, TNF-o. ve nitrik oksit
(NO) salimmmini diizenler [1,63]. NRAMP1’in nétrofil islevi {izerindeki s6z edilen bu
rolleri Tiiberkiiloz, Lepra gibi infeksiyoz hastaliklarla [2,64] ve Romatoid Artrit
[65,66], Kawazaki [67], Primer Biliyer Siroz [68] hastaligt gibi inflamatuvar
hastaliklarla baglantili oldugu fikrini desteklemektedir.
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Sekil 2.1. Makrofaj-patojen etkilesiminde NRAMP1’in ve NRAMP1’in bakteride homologu
olan metal iyon tastyicisi (MIT) nin islevleri. Makrofaj fagozomuna alinan infeksiyon ajani
bakteri, varligin1 devam ettirebilmek icin aktif oksijen bilesenleri ile miicadele eder. Bakteri,
toksik ajanlar1 notralize edebilen katalaz ve siiperoksit dismutaz gibi metallo enzimleri iireterek
kendini korur. Metallo enzimleri iretmek icin gerekli olan metal iyonlarini, metal iyon
tastyicist araciliiyla makrofaj icindeki metallerden karsilar. Makrofaj ise, metal iyon tasiyici
proteini (NRAMP1) sayesinde bakteri icin gerekli olan metal iyonlarini uzaklastirarak
savunmasini gerceklestirir. N, nukleus; V.S, vakuoler sistem; M, mitokondri; M.I, metal
iyonlar1; SOD, siiperoksit dismutaz; Cat, katalaz [62].

Insanda en fazla alveolar makrofajlarda ve periferal kan 16kositlerinde anlatimi yapilan
NRAMP-1 geninde sayilart 11’e varan degisim belirlenmistir [69]. Bunlarin 5 tanesi
ekson bolgelerinde, 3 tanesi intron bdolgelerinde, 2 tanesi genin 3’ translasyonu
yapilmayan bolgesinde ve 1 tanesi de 5’ promotor bolgesindedir [1,59]. Bu
degisimlerden genin transkripsiyon baslangi¢ noktasindan 250-300 baz cifti oncesinde
bulunan (GT), tekrar polimorfizmi, 15. eksondaki tek niikleotid (D543N) polimorfizmi,
4. introndaki tek niikleotid (469+14G/C) polimorfizmi ve genin 3’ anlatimi yapilmayan
bolgesindeki 4 bazlik delesyon (1729+55del4) polimorfizminin hastaliklarin
gelisiminde etkili oldugu diisiiniilmektedir (Sekil 2.2). Z-DNA formu meydana getiren

(GT), allellerin genin farkli diizeylerde anlatim yapmasindan sorumlu oldugu
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bildirilmektedir [59]. Bu bolgede, gen ekspresyonunu yonlendirme yetenekleri
acisindan farkli alleller tanimlanmistir. Bu allellerden allel 1, 2 ve 4 zayif promotor
ozelliginde, allel 3 ise kuvvetli promotor 6zelligindedir. Genel olarak toplumlarda
yaklagik olarak allel 2 % 25, allel 3 % 75 oranlarinda bulunur iken, diger allellerin
sikligr % 0.001°dir. 15.eksondaki degisimin, aspartik asit yerine asparagin olusmasina
neden olarak protein fonksiyonunu ve bdylece makrofaj fonksiyonunu degistirdigi
diisiiniilmektedir [58,59]. Genin 3’ anlatim yapilmayan bdlgesindeki delesyon
polimorfizminin ise fizyolojik etkisi bilinmemekle birlikte, pek cok genin 3’ bolgesinde
diizenleyici elementler bulundugundan dolay1 6nemlidir. 4. intronda alternatif kirpilma
noktast bulundugundan dolayr da bu bolgedeki polimorfizmin farkli biiyiikliiklerde

iiriin olusumundan sorumlu oldugu ileri siiriilmektedir [1,67].

NRAMPI - SLCI11A1
e —

. El E2 E3 E4 ES E6 E7 E8 E9 EI0 EIl EI2 E13 El4 i.

(1729+55del4)

). AC(GT),AC(GT),G
4-T(GT),AC(GT),G

(469;;; fﬂ’ < (D543N)

Sekil 2.2. NRAMP1 geninin analiz edilen polimorfik bolgeleri
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. CALISMA GRUBU

Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Romatoloji Ana Bilim
Dali’nda tedavilerini siirdiiren, romatoid artrit tanis1 konulmus 98 hastadan, Cerrahpasa
Tip Fakiiltesi Gogiis Hastaliklar1 Ana Bilim Dali’'nda tiiberkiiloz tanis1 konulmus ve
tedavileri siirdiiriilen 112 hastadan, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi’nin kliniklerine basvuran
tiiberkiiloz olmayan 80 saglikli bireyden ve otoimmun bir hastalifi olmayan 133
saglikli bireyden (toplam 423 birey) EDTA’l tiiplere 5’er ml kan ornekleri alindi.
Kontrol grubu yas ve cinsiyet ozelliklerinin, hasta ve kontrol grubunda esit oranlarda
olmas1 saglandi. Romatoid artrit hastalarinin klinik o©zellikleri Tablo 3.1°’de, ve
Tiiberkiiloz hastalarimin klinik 6zellikleri Tablo 3.2°de verilmektedir. Bu ¢alisma i¢in
Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’'ndan 06.04.2004 tarihinde
7743 sayili onay alindi. Calismanin tamamu Istanbul Universitesi Molekiiler Biyoloji ve

Genetik Laboratuvarlarinda yapildi.

Tablo 3.1. Romatoid Artrit ve Kontrol Grubunun Ozellikleri

Calisma Grubunun Ozellikleri RA Grubu Kontrol Grubu
Yas (Ortalama) 50.84 £ 12.3 57.146.1

Cinsiyet Kadin Erkek Kadin Erkek
Say1 (Oran) 78 (%80) 20 106 (%80) 27
Hastalarda Erozyon Bulunmasi + -

Say1 (Oran) 51 (%69) 23

RF (Romatoid Faktor) Pozitifligi + -

Say1 (Oran) 58 (%63) 34
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Tablo 3.2. Tiiberkiiloz ve Kontrol Grubunun Ozellikleri

Calisma Grubunun Ozellikleri Tbe Grubu Kontrol Grubu
Yas (Ortalama) 4634+t 114 53.117.27
Cinsiyet Kadin Erkek Kadin Erkek
Say1 (Oran) 42 (%38) 70 30(%38) 50
Tiiberkiiloz (Tbc) Tipi Akciger Tbc  Akciger dis1

Tbc
Say1 (Oran) 86 (%77) 26
3.2. YONTEM

3.2.1. Genomik DNA izolasyonu

Caligmada, romatoid artrit (98 kisi) ve tiiberkiilloz (112 kisi) tanis1 konulmusg
hastalardan ve saglikli bireylerden (213 kisi) 5 ml’lik EDTA’l1 tiiplere alinan kan
materyalleri kullanildi. 15 ml’lik tiipte 1.5 ml EDTA’l kan ve 5 ml soguk eritrosit
pargalama tamponu iyice karistirilarak, 15 dakika buzda bekletildi. Inkiibasyon sonrasi
tiip 4 °C’da 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra iist siv1 atilarak, ¢okelti 2
ml eritrosit parcalama tamponu ile siispanse edildi. Siispansiyon 4 °C’da 5000 rpm’de
10 dakika santrifiij edildikten sonra iist sivi atildi. Cokelti 0.5 ml hiicre cekirdegi
parcalama tamponu eklenerek iyice karstirildi ve daha sonra tiipe 80 l steril distile su,
6 ul proteinaz K (20mg/ml), ve 10 pul %10 sodyum dodesil siilfat (SDS) (w/v) (Tablo
3.3) ilave edilerek 37 °C’lik su banyosunda gece boyu inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasi, karistma 360 pl 9.5M amonyum asetat eklenerek iyice karistirildi
ve 4 °C’da 10000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. DNA’y1 igeren iist s1iv1 yeni bir 15
ml’lik tiipe aktarildi ve 2 hacim saf etil alkol eklenerek DNA’nin iplik¢ik halinde
¢Okmesi saglandi [70]. Coken DNA mikropipet ucu ile steril 1.5 ml’lik eppendorf tiipe
aktarildi. Tiipteki alkoliin u¢masi beklendikten sonra 150 pl  steril distile suda

¢Oziindiiriildii.
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Tablo 3.3. Genomik DNA izolasyonunda Kullanilan Tamponlar ve Soliisyonlar

TAMPON/SOLUSYON ADI ICERIK
Eritrosit Pargcalama Tamponu pH=7.4 155 mM NH,CI
10 mM KHCO;
0.1mM Na,EDTA
Hiicre Cekirdegi Parcalama Tamponu pH=8.0 100mM NaClI
25mM Na,EDTA
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) % 10 SDS
Amonyum Asetat Cozeltisi 9.5 mM CH3;COONH,

3.2.2. DNA’min Kalitatif Tayini

0.5 g agaroz, 50ml 0.5XTEB icerisinde kaynatilarak ¢oziindiiriildii, 60°C’ye kadar
sogutulduktan sonra 2.5ul EtBr (10mg/ml) eklendi. Sivi haldeki jel, agaroz jel
elektroforez kabina dokiilerek donmaya birakildi. 1-2ul DNA, toplam hacim 4ul olacak
sekilde 6xyiikleme tamponu ile karistirilarak jele yiiklendi. Ornekler 0.5XTEB tamponu
(Tablo 3.4) igerisinde, 120 V’da 30 dakika yiiriitiildiikten sonra jel UV altinda incelendi

ve genomik DNA’nn kalitesi analiz edildi.

Tablo 3.4. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Tampon ve Soliisyonu

TAMPON/SOLUSYON ADI ICERIK SON KONSANTRASYON
5X (TEB) Tamponu (pH=8.0) Trizma baz 445 mM

Na,EDTA 10 mM

Borik asit 445 mM
Elektroforez Yiikleme Soliisyonu Bromofenol mavisi 2.5 mg/ml

% 10 SDS %1 (W/v)

Gliserol % 87 (vIv)

3.2.3. DNA’nmin Kantitatif Tayini

Kandan izole edilen DNA’larin derisimleri, 260nm dalga boyunda okunan OD
degerinin, sulandirma katsayis1 ve DNA katsayist ile carpilmasi sonucu pg/ml cinsinden
belirlendi. 260nm/280nm degeri, izole edilen DNA’nin safliginin bir dlgiisii olup, 1.8
degerinde DNA’nin saf oldugu kabul edilmektedir.

DNA (ug/ml) = Aygp X Sulandirma orant X 50 (katsay1)
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3.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Bu calismada, NRAMPI geninin 5° promotor bolgesindeki diniikleotid tekrar
polimorfizmini (GT),, 4. introndaki tek niikleotid polimorfizmini (INT4G/C), 15.
eksonundaki tek niikleotid polimorfizmini (D543N) ve translasyona ugramayan
bolgesindeki 4 bazlik delesyon polimorfizmini (3’UTR del4) belirlemek amaciyla,
genin bu degisimleri kapsayan boliimleri uygun primer ¢iftleri kullanilarak PZR ile
cogaltildi. D543N ve 3° UTR polimorfik bolgelerinin birbirine ¢ok yakin olmasi

nedeniyle, restriksiyon enzim kesimi i¢in 244 bg’lik iiriin olusturan tek bir PZR yapildi.

3.2.4.1. Allele Ozgii Niikleotidlerle Mutasyon Belirleme Teknigi (Allele Refractory
Mutation Detection System, ARMS)

Bu teknikte allelleri belirlemek i¢in, aym kosullarda iki farkl tiipte PZR reaksiyonu
gerceklestirilir. Her iki tiipteki PZR karisimlan arasindaki tek fark, kullanilan primer
ciftlerinin, ¢alisilan bolge icin allellere 6zgii olarak tasarlanmasi ve sadece hedeflenen
allelin bulunmasi1 durumunda PZR reaksiyonunda iiriin olusturmasidir. Uriin olusmasi
allelin varligini, iiriin olusmamasi ise allelin bulunmadigin1 gostermektedir. Her iki
tipteki PZR reaksiyonu sonucu iiriin olusup-olusmamasina gore de bireyin allel

bakimindan heterozigot ya da homozigot olup olmadig: belirlenmektedir [71].

Ayrica her reaksiyon tiipiinde bir ¢ift de kontrol primer kullanilir. Bu kontrol primeri
PZR reaksiyonunun caligip ¢alismadigini kontrol etmek icin kullanilir ve tamamen

farkli bir bagka diziyi cogaltacak olan bir cift primerdir.

Bu c¢alismada, NRAMPI1 geninin 15. eksonundaki tek niikleotid polimorfizmini,
translasyona ugramayan bolgesindeki 4 bazlik delesyon polimorfizmini ve 4. introndaki
tek niikleotid polimorfizmini belirlemek amaciyla, iki farkl tiipte degisim noktalarina
0zgli hazirlanmis primerlerin ve bir genel primerin kullanildigi PZR reaksiyonlari
gerceklestirildi. Ayrica kontrol primerleri olarak insan biiyiime hormonu geninde 429
be’lik bolgeyi ¢ogaltmak icin tasarlanmis bir ¢ift primer de aym1 PZR reaksiyonunda
kullanildi.
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3.2.4.2. Primerler
NRAMP1 geninin 5° promotor, D543N, 3’UTR ve INT4 bolgesindeki polimorfizmleri

belirlemek icin yapilan PZR’lerde, hedef gen bolgelerine 6zgiin olarak kullanilan

primerlerin ve kontrol primerlerinin isimleri ve dizileri Tablo 3.5’de verilmektedir.

Tablo 3.5. Primer isimleri ve Baz Dizileri

PRIMER ADI PRIMER DIiZISI COGALTILAN GEN | PRIMERIN BAZ
BOLGESI (b¢) SAYISI

Prol 5’-ACT CgC ATT Agg CCA 20
ACg Ag-3’ 5’Promotor bolgesi

Pro2 5-TT CTg TgC CTC CCA 199b¢ 21
AgT TAG C-3°

eupl 5’- gCA TCT CCC CAA TTC 20
Atg gT-3’ D543N ve 3’ UTR bolgesi

eup2 5’- AAC TgT CCC ACg CTA 244b¢ 20
TCC Tg-3’

3’UTRS1 5’-TgA CTg gCC TgC Tgg 19
ATg T-3’ 3’UTR bolgesi

3’UTRG 5’- gAA ACA gCA ggT CCC (ARMS-PZR) 20
TAA Ag-3’ 103bg

3’UTRS2 5’- gAC Tgg CCT gCT ggA 18
gAg-3’

D543NS1 5’- TgT ATg ggC TCC TTg 21
Aag Agg-3’ D543N bolgesi

D543NG 5’-gAA ACA gCA ggT CCC (ARMS-PZR) 20
TAA Ag-3’ 190bg

D543NS2 5’-gTA Tgg gCT CCT TgA 20
AgA gA-3’

INT4S1 5’-geT TCT CCC TgT CCA 18
ggC-3’ INT4 bolgesi

INT4G 5’-CCT gCC TCC TCA CAg (ARMS-PZR) 20
CTT CT-3’ 166bg

INT4S2 5’-geT TCT CCC TgT CCA 18
ggg-3’

IKP1 5’-gCC TTC CCA ACC ATT | 21
CCC TTA-3’ InsanBiiyiime Hormonu Geni

IKP2 5’- TCA Cgg ATT TCT gTT (ARMS-PZR kontrolii) 22

gTg TTC C-3°

429b¢
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3.2.4.3. DNA Polimeraz Enzimi ve Tamponu

Bu calismada, kullanllan Taq DNA polimeraz enzim konsantrasyonu SU/ul’dir.
(Fermentas Life Sciences). PZR tamponu olarak ise MgCl, icermeyen 500mM KCI,
100mM Tris-HCI (pH 8.8) ve %0.8 Nonidet P40 iceren 10X tampon kullanildi.

3.2.4.4. PZR Karisimlari

Calismadaki PZR karisimlari, literatiir bilgilerinin degerlendirilerek bazi degisikliklerin
yapilmast sonucu gerceklestirildi [72]. Tablo 3.6’da 5 promotor bolgesindeki tekrar
polimorfizmini DNA dizi analizi yontemiyle belirlemek amaciyla uygulanan, Tablo
3.77de D543N ve 3’UTR bolgesindeki polimorfizmleri restriksiyon enzim analizi
yontemi ile belirlemek amaciyla uygulanan, Tablo 3.8’de DS543N bolgesindeki
polimorfizmi, Tablo 3.9’da 3°’UTR bolgesindeki polimorfizmi ve Tablo 3.10’da INT4
bolgesindeki polimorfizmi ARMS-PZR yontemiyle belirlemek amaciyla uygulanan

PZR karisimlar verilmektedir.

Tablo 3.6. 5’ Promotor bolgesindeki polimorfizmin belirlenmesinde kullanilan PZR karigimi.

PZR BIiLESENLERI uw/TUP SON KONSANTRASYON
Steril bidistile su 18 -

10Xtampon 2.5 1X

MgCL, (25mM) 1.5 0.375mM

dNTP karisimi (25mM) 0.3 0.3mM

Primer prol (10pmol/ul) 0.8 0.8pmol

Primer pro2 (10pmol/ul) 0.8 0.8pmol

Taq polimeraz (5U/ul) 0.1 0.5U

DNA (150ng/ul) 1 150ng

Toplam hacim 25
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Tablo 3.7. D543N ve 3’UTR bolgesindeki polimorfizmlerin belirlenmesinde kullanilan PZR

karigimi.
PZR BIiLESENLERI uW/TUP SON KONSANTRASYON
Steril bidistile su 18 -
10Xtampon 2.5 1X
MgCL, (25mM) L5 0.375mM
dNTP karisimi (25mM) 0.3 0.3mM
Primer eupl (10pmol/pl) 0.8 0.8pmol
Primer eup2 (10pmol/pul) 0.8 0.8pmol
Taq polimeraz (5U/ul) 0.1 0.5U
DNA (150ng/ul) 1 150ng
Toplam hacim 25

Tablo 3.8. D543N bolgesindeki polimorfizmin belirlenmesinde kullanilan ARMS-PZR karisimi.

PZR BILESENLERI u/TUP SON KONSANTRASYON
Steril bidistile su 16.8 -
10Xtampon 2.5 1X
MgCL, (25mM) 1.5 0.375mM
dNTP karisimi (25mM) 0.3 0.3mM
Primer D543NS1 (10pmol/pul) 0.8 0.8pmol
Primer D543NG (10pmol/ul) 0.8 0.8pmol
Primer D543NS2 (10pmol/pul) 0.8 0.8pmol
Primer IKP1 (10pmol/ul) 0.2 0.2pmol
Primer IKP2 (10pmol/ul) 0.2 0.2pmol
Taq polimeraz (5U/ul) 0.1 0.5U
DNA (150ng/ul) 1 150ng
Toplam hacim 25




35

Tablo 3.9. 3’UTR bolgesindeki polimorfizmin belirlenmesinde kullanilan ARMS-PZR karigimi.

PZR BILESENLERI u/TUP SON KONSANTRASYON
Steril bidistile su 16.4 -
10Xtampon 2.5 1X
MgCI, (25mM) 1.5 0.375mM
dNTP karisimi (25mM) 0.3 0.3mM
Primer SUTRS1 (10pmol/ul) 0.8 0.8pmol
Primer SUTRG (10pmol/ul) 0.8 0.8pmol
Primer SUTRS2 (10pmol/ul) 0.8 0.8pmol
Primer IKP1 (10pmol/ul) 0.2 0.2pmol
Primer IKP2 (10pmol/ul) 0.2 0.2pmol
Taq polimeraz (5U/ul) 0.1 0.5U
DNA (150ng/ul) 1 150ng
Toplam hacim 25

Tablo 3.10. INT4 bolgesindeki polimorfizmin belirlenmesinde kullanilan ARMS-PZR karigimu.

PZR BIiLESENLERI u/TUP SON KONSANTRASYON
Steril bidistile su 16.4 -
10Xtampon 2.5 1X
MgCL, (25mM) 1.5 0.375mM
dNTP karisimi1 (25mM) 0.3 0.3mM
Primer INT4S1 (10pmol/ul) 0.8 0.8pmol
Primer INT4G (10pmol/ul) 0.8 0.8pmol
Primer INT4S2 (10pmol/ul) 0.8 0.8pmol
Primer IKP1 (10pmol/ul) 0.2 0.2pmol
Primer IKP2 (10pmol/ul) 0.2 0.2pmol
Taq polimeraz (5U/ul) 0.1 0.5U
DNA (150ng/ul) 1 150ng
Toplam hacim 25
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3.2.4.5. PZR Programlari

Tablo 3.11’de NRAMPI1 geninin 5° promotor bolgesinin ¢cogaltiminda kullanilan PZR
programi, Tablo 3.12°de restriksiyon enzim analizi ile D543N, 3’UTR
polimorfizmlerinin belirlenmesinde kullanilan PZR programi ve Tablo 3.13’de D543N,
3’UTR ve INT4 bolgelerindeki polimorfizmleri ARMS-PZR yontemiyle belirlemek

amaci ile yapilan PZR’lerde kullanilan programlar gosterilmektedir.

Tablo 3.11. 5’ Promotor bolgesindeki polimorfizmin belirlenmesinde kullanilan PZR programu.

Program Tiirii Derece (°C) Zaman Dongii Sayist
Ik Denatiirasyon 94 2 :
Denatiirasyon 94 IR

Baglanma 58 K 28

Uzatma 72 K

Son Uzatma 72 10 .

Tablo 3.12. D543N ve 3’UTR bolgesindeki polimorfizmlerin belirlenmesinde kullanilan PZR

programi.
Program Tiirii Derece (°C) Zaman Dongii Sayist
Ik Denatiirasyon 95 2’ N
Denatiirasyon 95 IR
Baglanma 58 K 35
Uzatma 72 2’
Son Uzatma 72 7 ;

Tablo 3.13. D543N, 3’UTR ve INT4 bolgelerindeki polimorfizmlerin belirlenmesinde
kullanilan ARMS-PZR programi.

Program Tilrii Derece Zaman Dongii Sayist
Tk Denatiirasyon 94 2 -
Denatiirasyon 94 107 10

Baglanma 65 r

Denatiirasyon 94 107 20

Baglanma 61 50

Uzatma 72 30
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3.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez yiiriitme tamponu olarak hazirlanan SXTEB ana stok, dH20 ile 1/10
oraninda sulandirildi. Hazirlanan %2’lik agaroz jele, 5-6pul PZR iiriinti, 1-2ul yiikleme
tamponu ile karigtirilarak yiiklendi ve 120V’da 30 dakika yiiriitiildiikten sonra jel, UV
altinda incelenerek NRAMP1 geninin 5’ Promotor, D543N, 3’UTR ve INT4 polimorfik

noktalarini iceren DNA birimlerinin ¢cogaltilip ¢ogaltilmadigi incelendi.

3.2.5.1. NuSieve Agaroz Jel Elektroforezi
Tampon i¢inde ¢oziinme sicakligi 65 C°den az olan NuSieve GTG Agaroz, kiiciik DNA
parcalarinin ayrilmasinda kullanilan bir agaroz tiiriidiir. Ayirma giicii, rutinde kullanilan

agaroza gore daha kuvvetlidir.

NRAMP1 geninin D543N, 3’UTR ve INT4 polimorfizmlerini restriksiyon enzim
analizi ile belirlemek amaciyla %?2’lik NuSieve agaroz jeller hazirlandi. 0.40 g nusieve,
0.20 g agaroz tartilarak 0.5XTEB tamponu ile 30 ml’ye tamamlandi. Karisim kaynatilip
sogutulduktan sonra 1.5ul etidyum bromiir eklendi ve sivi haldeki jel, jel tabagina
dokiildii. Yaklagik 30 dakika sonra donan jele, kesilmis PZR f{iriinleri ile birlikte DNA
standart1 yiiklenerek 120 V’da 40-45 dakika yiiriitiildii ve jel UV altinda incelendi.

3.2.6. Restriksiyon Enzim Analizi (REA)

ARMS-PZR ile elde edilen verileri dogrulamak amaciyla, NRAMP1 genindeki D543N,
3’UTR ve INT4 polimorfizmleri restriksiyon enzim analizi ile de incelendi. Polimorfik
bolgelerin restriksiyon enzim analizinde, calisilan bdolgelerin icinde kesim noktasi
oldugu bilinen enzimler kullanildi [72]. 15. eksondaki D543N polimorfizmi incelemek
amaci ile, Eco471 (Avall) restriksiyon enzimi, 3’UTR polimorfizmini incelemek amaci
ile de BseGI (Fokl) enzimi kullanildi. INT4 bolgesindeki polimorfizmi belirlemek
amaciyla ARMS-PZR iiriinleri Apal enzimi ile kesildi. Kullanilan restriksiyon enzimleri
icin uygulanan enzim kesim kosullar1 Tablo 3.14, Tablo 3.15 ve Tablo 3.16’da

verilmektedir.



Tablo 3.14. D543N polimorfizminin belirlenmesi i¢in uygulanan enzim kesimi kosullari.

ICERIK MIKTAR
PZR iiriinii 10ul

T 0,5ul
Eco471 5°..GIGAC C....3
(Avall) 3'..C CTGTG......5’

A
Tampon 2ul
Distile su 7.5ul
Toplam hacim 20ul

Tablo 3.15. 3UTR polimorfizminin belirlenmesi i¢in uygulanan enzim kesimi kosullari.

ICERIK MIKTAR
PZR iiriinii 10ul
BseGI  5°..GGATG NN{...3’ 0,5ul
(FokI)  3’..CCTACTNN.....5’

Tampon 2ul
Distile su 7.5ul
Toplam hacim 20ul

Tablo 3.16. INT4 polimorfizminin belirlenmesi i¢in uygulanan enzim kesimi kosullari.

ICERIK MIKTAR

PZR iiriinii 10ul

Apal  5°-GGGCCIC..3’ 0,5ul
3-CTCCGGG...5

Tampon 2ul

Distile su 7.5ul

Toplam hacim 20ul
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3.2.7. DNA Dizi Analizi

NRAMP1 geninin 5’ promotor bolgesindeki diniikleotid tekrarlarim igeren PZR {iriinleri
ABI (Applied Biosystems Intercooperation ) 3100 Avant DNA dizi analizi teknigi ile
incelendi. Bunun ig¢in ilk olarak, incelenmesi istenen hedef bolge Tablo 3.11°deki PZR
programi kullanilarak 50 pl’lik hacimde g¢ogaltildi. PZR’de ¢ogaltimin gerceklesip
gerceklesmedigini kontrol etmek igin iriiniin 5 pl’si %2’lik agaroz jele yiiklenerek
istenilen bolgenin ¢ogaltildigi belirlendi. Kalan 45 pl’lik iiriin MgSO4-etil alkol (0.2M
MgS04, %70 etil alkol ) yontemi kullanilarak asir1 primer ve dNTP’lerden arindirilda.
Bu yontemde 45 ul’lik iiriin 1.5’lik tiipe alinarak iizerine 150 pul MgSO4-etil alkol
sollisyonu eklenip 15 dakika oda sicaklifinda bekletildi. Daha sonra tiipler 15 dakika
4000 rpm’de santrifiij edilerek iist faz atildi ve iiriinlerin alkolden tamamen kurtulmasi
icin 37 °C’lik etiivde 10-15 dakika bekletildi. Tiipler kuruduktan sonra iiriinler 10 pl
distile suda ¢oziindiiriildi. ABI firmasina ait hazir kitlerden elde edilen dideoksi
niikleotidlerin kullanilmasiyla iiriinlerin floresan ile isaretlenmesini saglayan PZR Tablo
3. 17°de verilen karisim kosullarinda ve Tablo 3.11°de belirtilen programa gore
gerceklestirildi. Dizi analizi i¢in yapilan PZR {iriinleri tekrar MgSO4-etil alkol (0.2M
MgSO4, %70 etil alkol ) yontemi kullamlarak saflastirillarak 20 pl distile suda
¢oziindiiriildii. Uriiniin 15 ul’si dizi analizi cihazi igerisinde bulunan tabladaki
kuyucuklara hava kabarcig1 kalmayacak sekilde konuldu. ABI 3100 Avant otomatize
dizi analizi cihazinda bulunan POP-6 DNA dizi analizi jelinde yaklasik 1.5 saat
yiiriidiikten sonra, yine sistemin i¢inde bulunan bilgisayardan dizilere ait pikler okundu

ve NRAMP1 gen dizisi ile karsilastirarak sonuglar degerlendirildi.

Toplam 423 6rnekten 372’sinin DNA dizilemesinde 6zel sektoriin dizileme hizmetinden

yararlanildi.
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Tablo 3.17. 5° Promotor bolgesindeki polimorfizmlerin belirlenmesinde kullanilan Dizileme

PZR karigimu.
PZR BIiLESENLERI uy/TUP SON KONSANTRASYON
Steril bidistile su 4.4 -
5XDizileme tamponu 1 1X
ddNTP karisimi (25mM) 0.5 1.25mM
Primer prol (0.8pmol/ul) 2 1.6pmol
Taq polimeraz (5U/ul) 0.1 0.5U0
PCR Uriinii (150ng/ul) 2 30ng
Toplam hacim 10

3.2.8. istatistiksel Analizler

Istatistiksel testler Statistical Package for Social Sciences (SPSS) 11.5 programi

kullanilarak yapildi.

Hasta ve kontrol gruplarindaki

polimorfizm degerlerinin

karsilastirilmasinda ve farkli klinik o6zelliklerin kendi aralarinda karsilastirilmasinda

x-kare testi kullanildi ve p degeri 0.05’in altinda bulunan degerler anlamli kabul edildi.

p degeri 0.05’in altinda bulunan degerlerde %95 giiven araligi (CI) ve risk oranlari (OR)

hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1. GENOMIK DNA iZOLASYONU

Genomik DNA izolasyonu, 98 romatoid artrit, 112 tiiberkiiloz hastasina ve 213 saglikli
kontrol grubuna (133’ii romatoid artrit, 80’1 tiiberkiilloz kontrolii) ait kan
materyallerinden, Malzeme ve Yontem Boliimii’nde 2.2.1°de belirtilen yonteme gore

yapildi.

4.1.1. DNA’nin Kalitatif Tayini

Izole edilen tiim genomik DNA’lar %1 (w/v)’lik agaroz jel elektroforezinde analiz
edildi. Genomik DNA'’lara ait bantlar ultraviyole (UV) 151k altinda parlak net ve keskin
tekli bantlar halinde gozlendi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Genomik DNA’larin % 1’lik agaroz jeldeki goriintimleri

4.1.2. DNA’nin Kantitatif Tayini

Izole edilen genomik DNA’nin kantitatif tayini, spektrofotometrik olciimler ile yapildi.
Spektrofotometre analizleri sonucunda, ODjs  degerine  gore saptanan DNA
konsantrasyonlar birbirinden farklilik gostermekle birlikte, biitiin 6rnekler steril distile

su ile sulandirilarak, konsantrasyonlar1 150ng/ul olacak sekilde ayarlandi. DNA’larin
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saflignt ODygp ve OD,gp degerlerinin birbirlerine olan orani alinarak hesaplandiginda,

orneklerin safliginin 1.52- 1.79 degerlerinde oldugu saptandi.

4.2. POLIMERAZ ZINCiR REAKSiYONU ANALIZLERI

NRAMPI1 geninin restriksiyon enzim analizi yapilacak olan D543N ve 3’UTR
polimorfik noktalarini igeren 244 b¢’lik bolgesi ve dizi analizi yapilacak olan 199 b¢’lik
5’ Promotor bolgesi, Malzeme ve Yontem Boliimii 3.2.4’de belirtilen PZR yontemi ile

cogaltilarak % 2’lik agaroz jel elektroforezi ile incelendi (Sekil 4.2 ve Sekil 4.3).

500 bg
244 bg

100 bg

M 1 2 3 4 5 6 7 N

Sekil 4.2. NRAMP1 geninin D543N ve 3UTR polimorfik noktalarini igeren 240 b¢’lik PZR
tiriinlerinin  %2’lik agaroz jeldeki goriintimii. (M:DNA Standarti, 100b¢’lik N: Negatif
Kontrol)
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500bg

200bg
199b¢
100bg

1 2 3 4 5 6 7 N M

Sekil 4.3. NRAMP1 geninin 5’ Promotor bolgesini igeren yaklasik 199 be’lik PZR iiriinlerinin
%?2’lik agaroz jeldeki goriiniimii. (M:DNA Standart1,100b¢’lik N: Negatif Kontrol)

4.2.1. Allele Ozgii Niikleotidlerle Mutasyon Belirleme Teknigi (ARMS) Analizleri

NRAMP1 geninin D543N, 3’UTR ve INT4 bolgelerindeki polimorfizmleri, Malzeme
ve Yontem Boliimii 3.2.4.1°de belirtilen ARMS-PZR yontemi ile ¢cogaltildiktan sonra,
% 2’lik agaroz jel elektroforezi ile incelendi (Sekil 4.4, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6).

Elde edilen veriler Tablo 4.1, Tablo 4.2 ve Tablo 4.3’de verilmektedir.
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300 b
s 29 be
200 bg
190 be
100 bg
190 be
M 1 2 3 4 5 6 N
Sekil 4.4. NRAMP1 geninin D543N polimorfizminin incelendigi 190 b¢’lik ARMS-PZR
iriinlerinin %?2’lik agaroz jeldeki goriiniimleri. (A: Allel G’ye 6zgii primerle yapilan PZR
reaksiyonlari, B: Allel A’ya 6zgii primerle yapilan PZR reaksiyonlari, M:DNA Standarti
(100b¢’lik), N: Negatif Kontrol, 429bg: kontrol gen bolgesi (Insan Biiyiime Hormonu geni), 1
ve 4 no’lu 6rnekler G/G homozigot, 2,3 ve 5 no’lu 6rnekler heterozigot G/A, 6 no’lu 6rnek
homozigot A/A)
Tablo 4.1. Romatoid Artrit, Tiiberkiiloz ve Kontrol Grubunda D543N Polimorfizm Degerleri
D543N (G/A) A/A G/A G/G Toplam
Romatoid Artrit 1 6 91 98
Tiiberkiiloz 0 4 108 112
Romatoid Artrit Kontrol 0 5 128 133
Tiiberkiiloz Kontrol 0 1 79 80
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500 bg 429 bg
200 b
103 b
100b¢

429 bg
103 be

M 1 2 3 4 5 6 N

Sekil 4.5. NRAMP1 geninin 3’UTR polimorfizminin incelendigi ARMS-PZR iiriinlerinin
%?2’lik agaroz jeldeki goriintimleri. (A: delesyonsuz allele 6zgii primerle yapilan PZR
reaksiyonlari, B: delesyonlu allele (-TGTG) 6zgii primerle yapilan PZR reaksiyonlari, M:DNA
Standart1 (100b¢’lik), N: Negatif Kontrol, 429b¢: kontrol gen bolgesi (Insan Biiyiime Hormonu
geni), 1,3 ve 6 no’lu 6rnekler homozigot delesyonsuz/delesyonsuz, 2 ve 4 no’lu 6rnekler
heterozigot delesyonsuz/delesyon, 5 no’lu 6rnek homozigot delesyon/delesyon)

Tablo 4.2. Romatoid Artrit, Tiiberkiiloz ve Kontrol Grubunda 3’UTR Polimorfizm Degerleri

3’UTR (-TGTG delesyonu) | Delesyon/Delesyon | Delesyon/Normal | Normal/Normal Toplam
Romatoid Artrit 1 6 91 98
Tiiberkiiloz 0 4 108 112
Romatoid Artrit Kontrol 0 5 128 133
Tiiberkiiloz Kontrol 0 1 79 80
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500 b 429b¢
200 be
166 be
100be
166 be 429b¢

M 1 2 3 4 5 6 N

Sekil 4.6. NRAMP1 geninin INT4 polimorfizminin incelendigi ARMS-PZR iiriinlerinin %2’lik
agaroz jeldeki goriiniimleri. (A: Allel G’ye 6zgii primerle yapilan PZR reaksiyonlari, B: Allel
C’ye 0zgii primerle yapilan PZR reaksiyonlari, M:DNA Standart1 (100b¢’lik), N: Negatif
Kontrol, 429bg: kontrol gen bolgesi (Insan Biiyiime Hormonu geni), 1 ve 5 no’lu drnekler
homozigot G/G, 2,3 ve 6 no’lu ornekler heterozigot G/C, 4 no’lu 6rnek homozigot C/C )

Tablo 4.3. Romatoid Artrit, Tiiberkiiloz ve Kontrol Grubunda INT4 Polimorfizm Degerleri

INT4G/C C/C G/C G/G Toplam
Romatoid Artrit 6 31 61 98
Tiiberkiiloz 3 29 80 112
Romatoid Artrit Kontrol 1 30 102 133
Tiiberkiiloz Kontrol 1 17 62 80
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4.3. RESTRIKSiYON ENZIiM ANALIZi (REA)

NRAMP1 geninin 15.ekson ve 3’UTR bolgesindeki incelenecek polimorfik noktalart
iceren 244 bg’lik bolgesi Malzeme ve Yontem Boliimii’nde belirtilen PZR yontemi ile
cogaltildiktan sonra, yine Malzeme ve Yontem Boliimii’'nde belirtilen Restriksiyon
Enzim Analizi yontemi uygulanarak % 2’lik nusieve agaroz jel elektroforezi ile

incelendi.

NRAMP1 geninin D543N polimorfizminin incelendigi, Eco471(Avall) restriksiyon
enzimi ile kesimi sonucu PZR iiriinii, enzim tanima noktasindaki degisime bagl olarak
beklendigi gibi, homozigot G/G bireylerde 126, 79 ve 39 b¢’lik DNA pargalar seklinde,
homozigot A/A bireylerde 201 ve 39 b¢’lik DNA parcalart seklinde, heterozigot G/A
bireylerde ise 201, 126 ,79 ve 39 b¢’lik DNA pargalar seklinde gozlendi (Sekil 4.7).

NRAMP1 geninin 3’UTR polimorfizminin incelendigi, BseGI (Fokl) restriksiyon
enzimi ile kesimi sonucu PZR iiriinii, enzim tanima noktasindaki degisime bagl olarak
beklendigi gibi, homozigot delesyonsuz/delesyonsuz bireylerde 211 ve 33b¢’lik DNA
parcalart seklinde, homozigot delesyonlu/delesyonlu bireylerde 244 bc¢’lik tek DNA
parcasi seklinde, heterozigot delesyonsuz/delesyonlu bireylerde ise 244, 211 ve 33
b¢’lik DNA parcalan seklinde saptandi (Sekil 4.8).

INT4 polimorfizminin calisildigit ARMS-PZR’da allel G’ye 6zgii tasarlanan primerler
ve allel C’ye 6zgii tasarlanan primerler kullanilarak elde edilen 166 b¢’lik PZR iiriinleri
Apal restriksiyon enzimi ile kesildi. Allel G’ye 6zgii tasarlanan primerlerle elde edilen
PZR iiriinleri kesime ugramaz iken, Allel C’ye 6zgii tasarlanan primerlerle elde edilen
PZR iiriinleri Apal enzimi tarafindan kesime ugrayarak 148 b¢ ve 18 bg¢’lik DNA
parcalart seklinde jelde gozlendi (Sekil 4.9 ).

Boylece ARMS-PZR yonteminde elde edilen sonuglarin dogrulugu REA ile elde edilen

sonuclarla da kanitlandi.
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201-bg

244 bg 126bg
190 9 be
110 be 39 be

M K 1 2 3 4 5 6 7

Sekil 4.7. NRAMP1 geninin D543N polimorfizminin incelendigi Eco471(Avall) restriksiyon
enzimi ile kesimi gergeklestirilmis PZR iiriinlerinin %2’lik nusieve agaroz jeldeki goriiniimleri
(M: DNA Standart: (pUC19DNA/Mspl), K:Kesilmemis Uriin, 2 ve 3 no’lu 6rnekler homozigot

G/G, 1,4,6 ve 7 no’lu ornekler heterozigot G/A, 5 no’lu 6rnek homozigot A/A)

190 b
33 be

M K 1 2 3 4 5 6 7

Sekil 4.8. NRAMP1 geninin 3’UTR polimorfizminin incelendigi, BseGI (Fokl) restriksiyon
enzimi ile kesimi gerceklestirilmis PZR iiriinlerinin %2’lik nusieve agaroz jeldeki goriiniimleri.
(M: DNA Standart: (pUC19DNA/Mspl), K:Kesilmemis Uriin, 2 ve 3 no’lu érnekler homozigot

delesyonsuz/delesyonsuz, 1,4,6 ve 7 no’lu ornekler heterozigot delesyonlu/delesyonsuz,
5 no’lu 6rnek homozigot delesyonlu/delesyonlu)
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190 bg

166h¢
148bg
110 be

33 be

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 K N

Sekil 4.9. NRAMP1 geninin INT4 polimorfizminin incelendigi, Apal restriksiyon enzimi ile
kesimi gergeklestirilmis ARMS-PZR f{iriinlerinin %2’lik nusieve agaroz jeldeki goriiniimleri.
(M: DNA Standarti (pUC19DNA/Mspl), 1,3,5,7 ve 9 no’lu 6rnekler ARMS-PZR G alleli
iirtinleri, 2,4,6,8 ve 10 no’lu 6érnekler ARMS-PZR C alleli iiriinleri, K:Kesilmemis Uriin,
N:Negatif kontrol)

4.4. DNA DiZi ANALIZi VERILERI

NRAMP1 geninin 5° promotor bolgesinin allel analizleri, Tablo 4.4.’de verilen,
NRAMPI calismalarinda kullanilmakta olan, allel isimlendirme sistemine [75,87] gore
gerceklestirildi. Sekil 4.10, 4.11, 4.12, 4.13, 4.14’de tespit edilen allellere ait 6rnek

DNA dizilemeleri verilmektedir.

DNA dizi analizi sonucu elde edilen veriler Tablo 4.5’de verilmektedir.



50

Tablo 4.4. NRAMP1 Geninin 5’ Promotor Bolgesindeki Allellerin DNA Dizisi

Allel DNA Dizisi Referans

Allel 1 T(T)sAC(gT);AC(gT);12eCAgA ()6 59

Allel 2 T(gT)sAC(gT)sAC(gT)10ggCAgA(g)s 59

Allel 3 T(gT)sAC(gT)sAC(gT)oggCAgA(L)s 59

Allel 4 T(gT)sAC(T),0g2CAgA(g)s 59
T(gT)sAC(gT)sAC(gT)4ggCAgA(2)s

Allel 5 T(gT),AC(gT)sAC(gT)10ggCAgA(g)s 68

Tablo 4.5. NRAMP1 Geninin 5’ Promotor Bolgesinin DNA Dizi Analizi Bulgular

5’Promotor Bolgesi Romatoid Tiiberkiiloz | Romatoid Artrit | Tiiberkiiloz
Allelleri Artrit Kontrol Kontrol
Allel 2/2 6 4 5 2

Allel 2/3 30 30 39 24

Allel 3/3 60 78 89 54

Diger Alleller 2

(2/5, 3/5)

Toplam 98 112 133 80
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4.5. ISTATISTIKSEL ANALiZ BULGULARI

Romatoid artrit ve kontrol grubundan elde edilen DNA dizi analizi verilerinin

istatistiksel analizi sonucu NRAMP1 geninin 5’ promotor bolgesinde 2/2, 2/3 ve 3/3

genotiplerinin sikliklar sirasiyla kontrol grubunda %3.76, %29.32, %66.92, romatoid
artrit grubunda %6.12, %30.62, %61.22 olarak bulundu. Daha nadir olarak goriilen allel

1 ve 4’e rastlanmadi. Ayrica romatoid artrit grubunda 2 tane de allel 5 gozlendi. RA ve

kontrol grubu arasinda genotip oranlar1 bakimindan anlamli bir fark goézlenmedi
(p=0.590). Kontrol grubunda allel 2’nin frekans1 %18.42, allel 3’iin % 81.58, RA
grubunda allel 2’nin %21.93, allel 3’tin % 77.04 ve allel 5’in %1.03 oldugu belirlendi.

Allel 3’iin kontol grubunda, RA grubuna gore daha yiiksek oranda oldugu, allel 2’nin

ise kontrol grubunda, RA grubuna gore daha az oranda oldugu gozlendi ancak bu

degerler arasinda istatistiki olarak anlaml bir fark gozlenmedi (p=0.162) (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Romatoid Artritte 5’ promotor Bolgesi Polimorfizminin Istatistiksel Analizi

5’Promotor Bolgesi Romatoid Artrit Kontrol P %95 CI
Genotipleri

Allel 2/2 6 (%6.12) 5 (%3.76)

Allel 2/3 30 (%30.62) 39 (%29.32) 0.590
Allel 3/3 60 (%61.22) 89 (%66.92)

Diger Alleller 2 (%2.04)

(2/5,3/5)

Toplam 98 133

Allel frekans1

Allel 2 43 (%21.93) 49 (%18.42)

Allel 3 151 (%77.04) 217 (% 81.58) 0.162
Allel 5 2 (1.03)
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intron 4 bolgesinin analizinde, romatoid artrit grubunda C/C, G/C ve G/G genotipleri
sirasiyla %6.12, %31.63 ve %62.24 oranlarinda, kontrol grubunda ise sirasiyla %0.75,
%22.55 ve %76.70 oranlarinda belirlendi. Allel C’nin frekans1 RA grubunda %21.93,
Allel G’nin frekanst %78.07 oraninda gozlenirken, kontrol grubunda Allel C’nin
frekans1 %12.03 ve Allel G’nin frekanst %87.97 oraninda gozlendi. Iki grup
karsilastirildiginda C/C ve G/C allellerinin RA grubunda kontrol grubuna gére daha
yikksek oranda bulundugu ve istatistiksel olarak anlamli oldugu (p=0.012), allel
frekanslar1 agisindan da C allelinin RA grubunda anlamli olarak (p=0.005, %95CI 1.20-
2.77, O.R=1.824, ) yiiksek oldugu belirlendi. C Allelini tasiyan bireylerin RA hastasi
olma olasiliklarinin, bu alleli tasimayan bireylere gore 1.8 kat arttigi belirlendi (Tablo

4.7).

Tablo 4.7. Romatoid Artritte INT4 Polimorfizminin istatistiksel Analizi

INT 4 Genotipleri | Romatoid Artrit Kontrol P %95 CI
C/C 6  (%6.12) 1 (%0.75)

G/C 31 (%31.63) 30 (%22.55) 0.012

G/G 61 (%62.24) 102 (%76.70)

Toplam 98 133

Allel frekans1

C 43 (%21.93) 32 (%12.03) O.R: 1.824
G 153 (%78.07) 234 (%87.97) 0.003 1.20-2.77

15. eksondaki polimorfizmin analizinde, romatoit artrit grubunda A/A , G/A ve G/G
genotiplerinin sikliklar1 sirastyla % 1.02, % 6.12 ve % 92.86, kontrol grubunda ise
sirasiyla % 0, % 3.76 ve % 96.24 oranlarinda tespit edildi. G/A genotipi ve G/G
genotipi sikligt RA grubunda kontrol grubuna gore yiiksek oranda bulundu ancak
istatistiksel olarak anlamli bir fark (p= 0.352) bulunamadi. Kontrol grubunda A/A
genotipine rastlanmadi. Allel frekanslar karsilastirildiginda, A allel frekansinin RA
grubunda % 4.08, kontrol grubunda % 1.8 oraninda, G allelinin RA grubunda % 95.92,
kontrol grubunda % 98.12 oraninda oldugu ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir
baglant1 bulunmadigi belirlendi (p=0.130). 3’UTR bolgesindeki 4 niikleotidlik delesyon
polimorfizmi ile 15. eksondaki D543N polimorfizmi arasinda baglanti dengesizligi

belirlendi. D543N polimorfizmi bakimindan A/A genotipine sahip bireylerde 3’UTR
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polimorfizmi bakimindan daima delesyon/delesyon genotipine, G/A genotipi bulunan
bireylerde daima delesyonsuz/delesyon genotipine ve G/G genotipine sahip bireylerde

daima delesyonsuz/delesyonsuz genotipine sahip oldugu belirlendi (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. Romatoid Artritte D543N/3’UTR Polimorfizminin Istatistiksel Analizi

D543N/3’UTR Genotipleri Romatoid Artrit Kontrol p %95 C1
A/A (Delesyon/Delesyon) 1 (%1.02) 0 (%0)

G/A (Delesyonsuz/Delesyon) 6 (%6.12) 5 (%3.76) 0.352

G/G (Delesyonsuz/Delesyonsuz) | 91 (%92.86) 128 (%96.24)

Toplam 98 133

Allel frekansi

A/Delesyon 8  (%4.08) 5 (%1.88)

G/Delesyonsuz 188 (%95.92) 261 (%98.12) 0.130

Tiiberkiiloz ve kontrol grubunda 5’ promotor bolgesindeki polimorfizmin analizinde,
titberkiiloz grubunda 2/2, 2/3 ve 3/3 genotiplerinin sikliklar sirasiyla % 3.57, % 26.79
ve % 69.64 oranlarinda bulunurken, kontrol grubunda da sirasiyla % 2.50, % 30.00,
% 67.50 oranlarinda bulundu. 2/2 ve 3/3 genotiplerinin siklig1 tiiberkiiloz grubunda
kontrol grubuna gore daha yiiksek, 2/3 genotipinin siklig1 ise kontrol grubuna gore
tiilberkiiloz grubunda daha az oranda bulundu ancak bu farkin istatistiksel olarak bir
anlamlilik olusturmadigr goriildi (p=0.829). Allel 2 nin siklig1 tiiberkiilloz ~ grubunda
% 16.96, Allel 3’iin ise % 83.04 oraninda olup, kontrol grubu oraninda gézlenen
oranlarla yaklasik olarak aym degerdedir. Kontrol grubunda Allel 2 sikligt % 17.50,
Allel 3 siklig1t % 82.50 oraninda oldugu ve anlamli bir baglant1 bulunmadig goriildii

(p=0.444) (Tablo 4.9).
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Tablo 4.9. Tiiberkiilozda 5’ promotor Bolgesi Polimorfizminin Istatistiksel Analizi

5’Promotor Bolgesi Tiiberkiiloz Kontrol p %95 CI
Genotipleri

Allel 2/2 4 (%3.57) 2 (%2.50)

Allel 2/3 30 (%26.79) 24 (%30.00) 0.829
Allel 3/3 78 (%69.64) 54 (67.50)

Diger Alleller

Toplam 112 80

Allel frekans1

Allel 2 38 (%16.96) 28 (%17.50)

Allel 3 186 (%83.04) 132 (%82.50) 0.444
Diger Alleller

INT4 bolgesinin analizinde, C/C, G/C
grubunda sirasiyla % 2.68, % 25.89 ve

ve G/G genotiplerinin sikliklar1 tiiberkiiloz

% 71.43 degerlerinde, kontrol grubunda ise

sirasiyla % 1.25, % 21.25 ve % 77.50 degerlerinde bulundu. Tiiberkiiloz grubunda C/C

ve G/C genotiplerinin sikliklar1 kontrol grubuna gore yiiksek, G/G genotipinin siklig

ise kontrol grubuna gore daha diisiik degerlerde olmakla birlikte bu farkin istatistiki

olarak bir anlamlilik degerinde olmadig1 (p=0.574) belirlendi. Tiiberkiiloz grubunda C

alleli siklig1

9% 15.62 kontrol grubunda % 11.8, G alleli sikli1 tiiberkiiloz grubunda

% 84.38, kontrol grubunda % 88.12 degerlerinde bulundu ve tiiberkiiloz ile bu

polimorfizm arasinda anlamli bir baglanti olmadig1 belirlendi (p=0.337) (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. Tiiberkiilozda INT4 Polimorfizminin Istatistiksel Analizi

INT 4 Genotipleri | Tiiberkiiloz Kontrol P %95 CI
C/C 3 (%2.68) 1 (%1.25)

G/C 29 (%25.89) 17 (%21.25) 0.574

G/G 80 (%71.43) 62 (%77.50)

Toplam 112 80

Allel frekans1

C 35 (%15.62) 19 (%11.88)

G 189 (%84.38) 141 (%88.12) 0.337
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RA ve kontrol grubu arasindaki sonuclara benzer sekilde, tiiberkiiloz ve kontrol
grubunda da D543N ve 3’UTR polimorfizmi arasinda baglanti dengesizligi oldugu
goriildii. Bu grupta da D543N polimorfizmi bakimindan A/A genotipini tasiyan
bireylerin 3’UTR polimorfizmi bakimindan delesyon/delesyon genotipini, G/A
genotipini tasiyan bireylerin delesyonsuz/delesyon genotipini ve G/G genotipini tasiyan
bireylerin de delesyonsuz/delesyonsuz genotipini tasidigr belirlendi. Tiiberkiiloz
grubunda A/A, G/A ve G/G genotiplerinin sikligi sirasiyla % 0, % 3.91 ve % 96.09
oranlarinda, kontrol grubunda ise sirasiyla % 0, % 1.25 ve % 98.75 oranlarinda bulundu
ve anlaml1 bir baglanti goriilmedi (p=0.283). Hem tiiberkiiloz hem de kontrol grubunda
A/A genotipine rastlanmadi. Allel A’nin frekans: tiiberkiillozda % 1.95, kontrolde
% 0.62, Allel G’nin frekans: tiiberkiilozda % 98.05, kontrolde % 99.38 oraninda
birbirine yakin degerlere olup bu polimorfizmle tiiberkiiloz arasinda anlamli bir baglanti

bulunamadi (p=0.286) (Tablo 4.11).

Tablo 4.11. Tiiberkiilozda D543N/3’UTR Polimorfizminin Istatistiksel Analizi

D543N/3’UTR Genotipleri Tiiberkiiloz Kontrol p %95
CI

A/A (Delesyon/Delesyon) 0 (%0) 0 (%0)

G/A (Delesyonsuz/Delesyon) 4 (%3.91) 1 (%1.25) 0.283

G/G (Delesyonsuz/Delesyonsuz) | 108 (%96.09) 79 (% 98.75)

Toplam 112 30

Allel frekansi

A/Delesyon 4 (%1.95) 1 (%0.62)

G/Delesyonsuz 220 (%98.05) 159 (%99.38) 0.286

Otoimmun ve infeksiy6z hastaliklarda NRAMP1 allellerinin roliiniin daha net olarak
belirlenmesi icin RA ve tiiberkiiloz gruplar1 kendi arasinda istatistiksel olarak analiz
edildiginde, RA ve tiiberkiiloz gruplarn arasinda anlamli baglanti bulunmadi
(5° promotor polimorfizminin analizinde p= 0.446, INT4 polimorfizminin analizinde

p=0.259, D543N/3’UTR polimorfizmlerinin analizinde p= 0.424) (Tablo 4.12).
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Tablo 4.12. Tiiberkiiloz ve Romatoid Artritte NRAMP1 Polimorfizmlerinin Istatistiksel Analizi

NRAMP1 Polimorfizmleri Tiiberkiiloz Romatoid Artrit | p %95 CI
5’ Promotor Genotipleri

Allel 2/2 4 (%3.57) 6 (%6.12) 0.446
Allel 2/3 30 (%26.79) 30 (%30.62)

Allel 3/3 78 (%69.64) 60 (%61.22)

Diger Alleller 2 (%2.04)

Toplam 112 98

Allel frekans1

Allel 2 38 (%16.96) 43 (%21.93) 0.195
Allel 3 186 (%83.04) | 151 (%77.04)

Allel 5 2 (%1.03)

INT 4 Genotipleri

C/C 3 (%2.68) 6  (%6.12) 0.259
G/C 29 (%25.89) | 31 (%31.63)

G/G 80 (%71.43) | 61 (%62.24)

Toplam 112 98

Allel frekansi

C 35 (%15.62) 43 (%21.93) 0.091
G 189 (%84.38) | 153 (%78.07)
D543N/3’UTR Genotipleri

A/A (Delesyon/Delesyon) 0 (%0) 1 (%1.02) 0.424
G/A (Delesyonsuz/Delesyon) 4 (%3.91) 6 (%6.12)

G/G (Delesyonsuz/Delesyonsuz) | 108 (%96.09) | 91 (%92.86)

Toplam 112 98

Allel frekans1

A/Delesyon 4 (%1.95) 8  (%4.08) 0.195
G/Delesyonsuz 220 (%98.05) | 188 (%95.92)
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Ayrica NRAMPI polimorfizmlerinin RA hastaliginin siddeti ile baglantisin1 arastirmak
icin, RA’nin hastalik siddetinin gostergesi olan RF pozitifligi ve hastalarda erozyon
bulunup bulunmamasia gore de alt gruplar olusturuldu ve bunlar arasinda istatistiksel
farklilik bulunup bulunmadigi incelendi (Tablo 4.13). Bu analize gore RF oOlgiimii
yapilan 92 RA hastasinin 58’inde RF pozitif ve 34’iinde negatif olarak saptandi. RF
pozitif bulunan bireylerde 5° promotor bolgesi 2/2, 2/3 ve 3/3 genotiplerinin sikliklar
sirastyla % 3.45, % 29.31 ve % 67.24, RF negatif olan bireylerde sirasiyla % 8.82,
% 32.35 ve % 58.83 oranlarinda saptandi ve istatistiksel anlamlilik bulunamadi

(p=0.499).

5’ promotor bolgesi polimorfizm sikliklarina benzer sekilde, RF pozitif olan bireylerde

INT4 bolgesi C/C, C/G ve G/G genotiplerinin sikliklari sirasiyla % 1.72, % 29.31 ve %
68.97 oranlarinda, RF negatif olan bireylerde ise sirasiyla % 8.82, % 32.35 ve % 58.83
oranlarinda saptandi ve istatistiksel anlamlilik bulunamadi (p=0.259). D543N ve bu
bolgeyle baglanti dengesizligi gosteren 3’UTR bolgesi genotipleri analiz edildiginde
ise, RF pozitif olan bireylerde A/A, G/A ve G/G’nin sikliklar sirasiyla % 0, % 6.90 ve
% 93.10, RF negatif olan bireylerde % 2.94, % 5.88 ve % 91.18 oranlarinda bulundu.
Bu farkliliklarin istatistiksel olarak anlamlilik olusturmadig goriildii (p=0.417).

51’inde erozyon bulunan, 23’iinde erozyon bulunmayan 74 RA hastasinin kendi
arasinda yapilan istatistiksel analizinde, 5’ promotor genotiplerinden 2/2, 2/3 ve 3/3’iin
erozyon bulunan hastalardaki oram sirasiyla % 1.96, % 25.49 ve % 72.55, erozyon
bulunmayan hastalarda ise % 8.70, % 26.09 ve % 65.22 oranlarinda goézlendi ve
anlamlilik bulunmadi (p=0.418).

INT 4’tin C/C, G/C ve G/G genotiplerinin sikliklar1 erozyonlu grupta sirastyla % 1.96,
% 29.41 ve % 68.63, erozyon bulunmayan grupta % 8.70, % 30.43 ve % 60.87

oranlarinda gozlendi ve anlaml baglant1 goriilmedi (p= 0.391).

D543N’in A/A, G/A ve G/G genotiplerinin erozyonlu gruptaki degerleri % 0, % 5.88 ve
% 94.12, erozyon bulunmayan grupta % 0, % 8.70 ve % 91.90 oranlarinda goriildii ve
anlamli fark bulunmadi (p=0.497).
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Tablo 4.13. Romatoid Artritin Klinik Ozelliklerinde NRAMP1 Polimorfizmlerinin Istatistik

Analizi
NRAMP1 polimorfizmleri RF erozyon
INT 4 Genotipleri + - + -
C/C 1(%1.72) 3(%8.82) 1(%1.96) 2(%8.70)
G/C 17(%29.31) | 11(%32.35) | 15(%29.41) 7(%30.43)
G/G 40(%68.97) | 20(%58.83) | 35(%68.63) 14(%60.87)
Toplam 58 34 51 23
P= 0.259 0.391
D543N/3’UTR Genotipleri
A/A (Delesyon/Delesyon) 0 1(%2.94) 0 0
G/A (Delesyonsuz/Delesyon) 4(%6.90) 2(%5.88) 3(%5.88) 2(%8.70)

G/G (Delesyonsuz/Delesyonsuz)

54(%93.10)

31(%91.18)

48(%94.12)

21(%91.30)

Toplam 58 34 51 23

P= 0.417 0.497

5’Promotor Genotipleri

Allelleri

Allel 2/2 2(%3.45) 3(%8.82) 1(%1.96) 2(%8.70)
Allel 2/3 17(%29.31) | 11(%32.35) | 13(%25.49) 6(%26.09)
Allel 3/3 39(%67.24) | 20(%58.83) | 37(%72.55) 15(%65.22)
Toplam 58 34 51 23

P= 0.499 0.418

Tiiberkiiloz grubunda akciger tiiberkiilozlular ile akciger dis1 tiiberkiilozlu hastalarda

NRAMPI1 polimorfizm analizi karsilastirmasinda (Tablo 4.14), akciger tiiberkiilozlu

grupta 5’ promotor 2/2, 2/3 ve 3/3 genotiplerinin oranlan sirasiyla % 3.49, % 24.42 ve
% 72.09, akciger disi1 tiiberkiilozlu grupta ise % 3.85, % 30.77 ve % 65.38 oranlarinda

oldugu ve anlaml bir fark bulunmadig gériildii (p=0.804).

INT4 C/C, G/C ve G/G genotiplerinin akciger tiiberkiilozlu grupta sirasiyla % 3.49, %
27.91 ve % 68.60, akciger dis1 tiiberkiilozlu grupta ise % 3.85, % 26.92 ve % 69.23

oranlarinda gozlendi ve anlamli fark olmadig: belirlendi (p=0.957).
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D543N A/A, G/A ve G/G genotiplerinin sikliklar1 akciger tiiberkiilozlu grupta % 0, %
4.65 ve % 95.35, akciger dis1 tiiberkiilozlu grupta % 0, % 3.84 ve % 96.16 oranlarina
gozlendi ve anlamli fark bulunmadi (p=0.740).

Tablo 4.14. Tiiberkiilozun Klinik Ozelliklerinde NRAMP1 Polimorfizmlerinin Istatistik Analizi

NRAMP1 polimorfizmleri Tuberkiloz

INT 4 Genotipleri Akciger Tbc Akciger disi Tbc
C/IC 3 (%3.49) 1 (%3.85)
G/C 24 (%27.91) 7 (%26.92)
G/G 59 (%68.60) 18 (69.23)
Toplam 86 26
P=0.957

D543N/3’UTR Genotipleri

A/A (D/D) 0 0

G/A (ND/D) 4 (%4.65) 1 (%3.84)
G/G (ND/ND) 82 (%95.35) 25 (%96.16)
Toplam 86 26

P=0.740

5’Promotor Bolgesi Genotipleri

Allelleri

Allel 2/2 3 (%3.49) 1 (%3.85)
Allel 2/3 21 (%24.42) 8 (%30.77)
Allel 3/3 62 (%72.09) 17 (%65.38)
Toplam 86 26

P=0.804
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5. TARTISMA VE SONUC

Saf fare irklar1 ile yapilan tiiberkiiloz calismalarinda bazi farelerin tiiberkiiloza direng
gosterdikleri gozlenmis ve bunun iizerine yapilan genetik calismalarda fareye ozgii
Nrampl geninin varli§i saptanmistir. Tiiberkiiloza diren¢ gosteren farelerde Nrampl
proteinin 169. kodonunda mutasyon oldugu ve glisinin asparagine doniistiigiiniin
belirlenmesi {izerine Nrampl’in  infeksiyonlara karst korunmada rol oynadigi

belirlenmistir [57].

Faredeki Nrampl geninin homologunun insanda 2. kromozomda olan NRAMP1 geni
oldugu belirlenmis ancak faredeki mutasyona benzer sekilde bir mutasyon
saptanamamistir ancak gende 11 farkli degisim belirlenmis ve 4’ii iizerinde ¢alismalar

yogunlasmistir [58].

Bu 4 farkli polimorfizmden biri genin 5’ promotor bolgesinde bulunan diniikleotid
tekrar polimorfizmidir. 5° promotor bolgesinde 4 farkli allel belirlenmistir. Bu
allellerden allel 1 ve allel 4’nin goriilme sikligi % 0.001, allel 2’nin goriilme siklig
% 25, allel 3’tin ise % 80’dir. Bu allellerden allel 1, 2 ve 4 zayif promotor, allel 3 ise
kuvvetli promotor 6zelligindedir. Allel 3 diger allellere oranla genin 10 kat daha fazla
anlatimina sebep olmaktadir. Alleller arasindaki bu farkliliktan dolay1 allel 3’iin
makrofajlarin asirt  aktivasyonuna sebep olarak otoimmun hastaliklarin ortaya
cikmasinda etkili olabilecegi, zayif promotor 6zelligindeki allel 2’nin ise infeksiyoz
hastaliklara yatkinliga sebep olabilecegi fikri 6ne siiriillmektedir [59,65]. Bu calismada
incelenen bir diger polimorfizm genin 15. eksonunda bulunmaktadir. Genin 15. eksonu
proteinin sitoplazmik karboksil domeinini olusturmaktadir. 543. kodonda aspartik asit
amino asiti yerine asparaginin (D543N) yer almasinin genin islevini degistirebilecegi ve
boylece makrofajlarin fonksiyonunu etkileyebilecegi diisiiniilmektedir. NRAMP1’in
3’UTR bolgesinde bulunan 4 niikleotidlik delesyon polimorfizminin ise proteinin

islevini nasil degistirebilecegi tam olarak bilinmese de pek ¢ok genin 3’ uglarinda
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diizenleyici elementlerin baglandigi bolgeler oldugundan dolayi, bu polimorfizm
tizerinde de calismalar yogunlagmaktadir. NRAMP1’in 4. intronundaki polimorfizm
(469 G/A) alternatif kirpilmaya neden olarak genin islevini degistirebileceginden dolay1
tizerinde c¢alisilan diger bir polimorfizmdir. NRAMPI geninde 4. intron i¢inde ekson 4a
bolgesi de bulunmaktadir ve ekson 5’de sonlanma kodonu meydana gelerek kisa ve
islevsiz protein olusturmaktadir. Makrofaj hiicre serilerinde mRNA diizeyinde 1/5
oraninda ekson 4a bulunan transkriptlerin bulundugu bildirilmektedir. 4. introndaki
polimorfizmin bu oran1 degistirebilecegi ve boylece proteinin islevini degistirebilecegi

diisiiniilmektedir [1,58,67].

NRAMP1 islevsel analizinin yapildigi calismalara gére, NRAMP1’in bir membran
proteini oldugu ve makrofajlarda endolizozomal kompartimana yerlesik oldugu
belirlenmistir [3]. Kesin islevi tam olarak bilinmemekle birlikte, 6zellikle demir alimini
yonlendiren bir metal iyonu tasiyicisi olarak gorev yaptigi diisiiniilmektedir. Infekte
bireylerin makrofajlarinin fagolizozomlarindan demiri sitoplazmaya pompalayarak,
fagolizozomlardaki bakterilerin gelisimi i¢in esas olan demiri ortamdan uzaklastirir ve
hiicre ici parazitlerin DNA’larinin replikasyonlarim1 6nler [60,61,62]. Bununla birlikte
makrofaj aktivasyon yolunda da bircok immun mekanizmanin isleyisi tizerinde rolii
bulunmaktadir [1,63]. NRAMP1’in bu islevleri goz Oniine alindiginda, bir ¢ok
infeksiyoz ve otoimmun hastaligin etiyolojisinde rol alan aday bir gen olabilecegi
disiiniilmektedir. Boylece NRAMPI1’in islevini etkileyebilecegi diisiiniilen
polimorfizmlerin hastaliklarin gelisiminde etkili olabilecegi goriisii ortaya ¢ikmaktadir.
Ozellikle genin 5° promotor bolgesindeki genin farkli diizeylerde anlatimina sebep olan
degisimlerden allel 2’nin infeksiyoz, allel 3’iin otoimmun hastaliklara yatkinliktan
sorumlu olabilecegi ve evrimsel olarak da korunmus bir protein olabilecegi

diistiniilmektedir [1].

Bu calismada otoimmun ve infeksiyoz hastaliklarin etiyolojisinde rolii olabilecegi
diisiiniilen NRAMP1 genindeki, NRAMP1’in islevini degistirebilecegi diisiiniilen 4
polimorfizmin Tiirk toplumunda romatoid artrit ve tiiberkiiloz hastaligindaki olasi

rolleri arastirildi.
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Calismamizda, romatoid artrit ve kontrol grubunda elde edilen NRAMPI1
polimorfizmlerinden 5’ promotor bolgesinin analizinde, kontrol grubunda allel 3’iin
frekans1 % 81.58 iken, RA grubunda % 77.4 bulundu ve istatistiksel olarak bu farkin
anlamlilik diizeyinde olmadigi goriildii (p=0.162). INT4 polimorfizminin analizinde
Allel C’nin frekans1 RA grubunda % 21.93 iken, kontrol grubunda % 12.3 degerinde
bulundu. RA grubunda Allel C frekansinin istatistiksel olarak anlaml diizeyde yiiksek
oldugu belirlendi (p=0.005, %95 CI 1.20-2.77, O.R= 1.824). C allelini tasiyan
bireylerin, C allelini tasimayan bireylere oranla, RA hastas1 olma riskinin 1.82 kat
arttig tespit edildi. Bu verilere gore Tiirk RA hastalarinda Allel C’nin, hastaligin ortaya
cikmasinda etkili bir faktor olabilecegi diisiiniilmektedir. RA ve kontrol grubunda
D543N ve 3’UTR polimorfizmleri arasinda baglanti dengesizligi bulundugu gozlendi.
RA grubunda D543N A alleli/ 3’UTR delesyonlu allel frekanst % 4.08, kontrol
grubunda % 1.8 olarak bulundu. Her ne kadar RA grubunda kontrol grubuna gore bu
allelin frekansi yiiksek olsa da, bu farkin istatistiksel olarak anlamlilik diizeyinde
olmadig goriildii (p=0.130). Tirk RA hastalarinda NRAMP1 geninin analiz edilen
polimorfizmleri arasinda sadece INT4 polimorfizmi ile RA arasinda anlamli baglanti

oldugu gozlendi.

Bugiine kadar farkli popiilasyonlarda NRAMP1 ve RA arasinda baglanti ¢aligsmalar
yapilmustir. Ingiltere’de 119 jiivenil romatoid artrit hastast ve 111 saghikli kontrol
grubunda yapilan NRAMPI1 geninin 5° promotor bolgesindeki polimorfizm analizinde
Allel 3’tin sikliginin romatoid artrit grubunda kontrol grubuna gore yiiksek oranda

bulundugu ve anlamli baglanti oldugu bildirilmistir [73].

Ispanya’da 141 RA hastas1 ve 194 saglikli kontrol grubunda yapilan NRAMP1 geninin
5’ promotor bolgesindeki polimorfizm analizi calismasinda Allel 3 frekansinin saglikli
kontrol grubunda ve RA grubunda yaklasik olarak aynmi oranda bulundugu ve

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadigi gosterilmistir [74].

Kore’de 74 RA ve 53 saglikli kontrol grubunda NRAMPI geninin 5’ promotor, D543N,
3’UTR ve INT4 bolgelerinin polimorfizmlerinin analizi ¢aligmasinda, 5’ promotor
polimorfizmi ve INT4 polimorfizmi ile RA arasinda anlamh bir fark gozlenmedigi,

D543N polimorfizmi analizinde, RA grubunda Allel A frekansinin, kontrol grubuna
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oranla yiiksek oldugu, ayrica 3’UTR polimorfizmi analizinde de D543N
polimorfizmine benzer sekilde RA’da delesyon alleli frekansinin kontrol grubuna oranla

yiiksek oldugu ve anlamlilik bulundugu bildirilmistir [75].

Kanada’da 92 RA, 88 saglikli kontrol grubunda yapilan NRAMP1 geni polimorfizm
caligmasinda 5’ promotor ve INT4 polimorfizmleri ile RA arasinda baglanti
bulunamazken, D543N ve 3’UTR polimorfizmleri arasinda baglanti dengesizligi
bulundugu, D543N Allel A ve 3’UTR delesyon alleli sikligimin saglikli kontrol
grubunda RA grubuna gore yiiksek oldugu ve anlamli baglanti bulundugu saptanmistir

[76].

Tayvan’da 113 RA, 74 saglikli kontrol grubunda yapilan NRAMP1 geninin D543N,
3’UTR ve INT4 polimorfizmlerinin analizinde, INT4 polimorfizmi ile RA arasinda
anlamli baglanti bulunamadigi, D543N polimorfizmi analizinde Allel A’nin, 3’UTR
polimorfizmi analizinde delesyon allelinin kontrol grubunda RA grubuna oranla daha
yiiksek oranda oldugu ve D543N ve 3’UTR polimorfizmleri ile RA arasinda anlamhi
baglant1 bulundugu gosterilmistir [77].

Calisma sonuglarimiz1 diger popiilasyonlarda yapilan caligmalarla karsilagtirdigimizda,
Ingiltere’de yapilan calisma disinda diger c¢alismalarda bizim bulgularimiza benzer
sekilde 5° promotor bolgesi allelleri ile RA arasinda anlamh bir iliski bulunamamastir.
D543N ve 3’UTR polimorfizmleri ile RA arasinda birbiriyle celisen bulgular
bulunmaktadir. Bizim bulgularimizin aksine Kore, Kanada ve Tayvan’da yapilan
calismalarda D543N ve 3’UTR polimorfizmi ve RA arasinda anlamli baglantilar
bulunmustur. Ancak Kore popiilasyonunda 3° UTR delesyonlu allel oran1 RA’da fazla
oranda bulunurken, Kanada ve Tayvan popiilasyonlarinda 3° UTR delesyonlu allel
RA’da kontrole gore daha diisiik oranda bulunmakta ve koruyucu bir faktor olarak
ortaya c¢ikmaktadir. Bizim calisgmamizda da 3> UTR delesyonlu allel oram1 Kore
popiilasyonunda oldugu gibi kontrol grubuna gore daha yiiksek orandadir ancak bu
istatistiksel olarak anlamlilik diizeyinde degildir. Kanada popiilasyonunda da bizdekine
benzer sekilde D543N ve 3°’UTR arasinda baglanti dengesizligi oldugu bildirilmektedir.
INT4 polimorfizmi ile RA arasinda bir baglanti bulunduguna dair bir bulgu daha 6nce

yayinlanmamustir.
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Aynt tip hastalia sahip kisiler arasinda hastaligin farkli siddette gozlenmesinde kisiler
arasindaki genetik farkliliklarin rolii oldugu diisiiniilmektedir. Bundan dolayr RA’da
aday bir gen olan NRAMPI1 geninin polimorfizmlerinin de hastaligin bireyler arasinda
degisken siddetlerde ortaya c¢ikmasindan sorumlu olabilecegi diisiiniildi. NRAMP1
polimorfizmleri ile RA hastaliginin siddeti arasindaki iliskinin ortaya konmasi
amactyla, RA’nin hastalik siddetinin gostergesi olan RF pozitifligi ve hastalarda
erozyon bulunup bulunmamasi 6zelliklerine gore alt gruplar olusturuldu. Bu gruplarin
analizinde RF pozitifligi ile polimorfizmler arasinda anlamli bir baglanti olmadigi
goriildii (5° promotor polimorfizmi analizinde p=0.499, INT4 polimorfizmi analizinde
p=0.259, D543N/3’UTR polimorfizmi analizinde p=0.417). Benzer sekilde hastalarda
erozyon bulunmasi ile polimorfizmler arasinda da anlamli bir baglanti olmadig1 goriildii
(5° promotor polimorfizmi analizinde p=0.418, INT4 polimorfizmi analizinde p=0.391,
D543N/3’UTR polimorfizmi analizinde p=0.497).

RA siddeti ve NRAMP1 polimorfizmi arasinda baglanti kurmaya yonelik Ispanya’da
yapilan c¢alismada, RA ile NRAMPI polimorfizmi arasinda anlamli baglanti
bulunamazken, HLADRI1 alleli tagiyan ve aym1 zamanda NRAMP1 5’ promotor 2/2
genotipine sahip bireylerde, bu alleli tasimayanlara gore kiiciik eklemlerde daha fazla
erozyon bulundugu bildirilmektedir [74]. Bizim calismamizda erozyon ve RF ile RA
arasinda anlamli bir baglant1 bulunamadi ancak RA’da HLA bolgesi de etkili bir faktor
oldugundan, ayn1 ¢alisma grubunda HLA tiplendirmesi de yapilarak HLA ve NRAMP1

geninin birlikteliginin etkisine bakilmasinin yararh olabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizda, tiiberkiiloz grubunda NRAMP1 5’ promotor bolgesi polimorfizminin
analizinde, Allel 3’iin frekanst % 83.04, kontrol grubunda ise % 82.50 bulundu. Bu
sonuglara gore 5’ promotor bolgesi polimorfizmi ile tiiberkiiloz arasinda anlamli
baglant1 olmadig goriildii (p=0.444). Tiiberkiiloz grubunda INT4 polimorfizmi C alleli
frekans1 % 15.62, kontrol grubunda ise % 11.8 oraninda bulundu. Tiiberkiiloz grubunda
C alleli frekans1 kontrol grubuna gore yiiksek olmakla birlikte bu farkin anlamlilik
diizeyinde olmadig goriildii (p=0.337). Tiiberkiiloz ve kontrol grubunda da D543N ve
3’UTR polimorfizmi arasinda baglanti dengesizligi oldugu goriildii. Kontrol grubunda

D543N A alleli/ 3°’UTR delesyonlu allelin frekans1 % 0.62 iken tiiberkiiloz grubunda %
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1.95 oraninda bulundu ve tiiberkiiloz ile bu polimorfizmler arasinda anlamli fark

bulunmadigi belirlendi (p=0.286).

Tiiberkiiloz ve NRAMP1 polimorfizmleri arasinda baglanti kurmaya yonelik pek ¢ok
calisma gerceklestirilmistir. Bati Afrika’da Gambiya popiilasyonunda 410 tiiberkiiloz ve
417 saglikli kontrol grubunda yapilan ¢alismada NRAMP1 geninin 4 polimorfik bolgesi

ile tiiberkiiloz arasinda anlamli baglantilar bulundugu bildirilmistir [78].

Japonya’da 95 tiiberkiiloz, 90 saglikli kontrol grubunda yapilan calismada INT4,
D543N ve 3’UTR polimorfizmleri ile tiiberkiiloz arasinda anlamli bir baglanti

bulunmadigr bildirilmistir [79].

Rusya’da 58 tiiberkiiloz hastasi, 127 saglikli kontrol grubunda yapilan INT4

polimorfizmi analizinde anlamli bir fark bulunmadig1 saptanmistir [80].

Danimarka’da 104 tiiberkiiloz hastasi ve 176 kontrol grubunda yapilan calismada
5’promotor, INT4, D543N ve 3’UTR polimorfizmleri ile tiiberkiiloz arasinda anlaml

baglant1 bulunamadigi gosterilmistir [1].

Cin’de 127 tiiberkiiloz hastasi ve 91 saglikli kontrol grubunda yapilan D543N ve INT4
polimorfizm caligsmasinda, bu bolgeler ile tiiberkiiloz arasinda anlamli baglanti
bulunmadigr bildirilmistir [80]. Buna karsilik Cin’de 278 tiiberkiiloz hastast ve 282
kontrol grubunda yapilan markir ¢calismasinda, D543N ve 3’UTR bolgesini kapsayan
SLC6a/b markir bolgesi ile tiiberkiilloz arasinda anlamli baglanti bulundugu

bildirilmistir [81].

Tayland’da 149 tiiberkiiloz ve 147 saglikli kontrol grubunda yapilan caligmada INT4,
D543N ve 3’UTR polimorfizmleri ile tiiberkiiloz arasinda anlamli baglanti

bulunamamustir [83].

Peru’da 507 tiiberkiiloz hastasi ve 507 kontrol grubunda yapilan ¢alismada INT4 ve
D543N polimorfizmleri ile tiiberkiiloz arasinda anlamli baglanti bulunurken 3’UTR

polimorfizmi ile anlamh bir fark gézlenmemistir [84].
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Japonya, Rusya, Danimarka ve Cin’de yapilan calismalarin sonuglar ile calisma
sonuclarimiz benzerlik gostermektedir. Afrika ve Peru’da yapilan caligmalarda ise
anlamli bulunan polimorfizmler bildirilmektedir. Afrika’da yapilan calismada 4
polimorfik bolge ile de anlamli farklar bulunmus, Peru’da yapilan ¢caligmada ise INT4
ve D543N polimorfizmleri ile baglanti tespit edilmistir. Yine Cin’de yapilan bir
calismada da D543N ve 3’UTR bolgesini temsil eden markirla hastalik arasinda

baglant1 tespit edilmistir.

Tiiberkiiloz grubunda, akciger tiiberkiilozlu hastalar ile akciger dis1 tiiberkiiloz hastalar
gruplandirilarak analiz edildiginde, NRAMP1 polimorfizmleri ile tiiberkiiloz tipi
arasida anlaml bir baglant1 bulunmadigr goriildii (5° promotor polimorfizmi analizinde
p=0.804, INT4 polimorfizmi analizinde p=0.957, D543N/3’UTR polimorfizmi
analizinde p=0.740).

Peru’da yapilan ¢calismada akciger tiiberkiilozlu olgularda INT4 ve D543N polimorfizmi
arasinda baglanti bulunurken, akciger dis1 tiiberkiilozlu olgularda baglanti
saptanamamistir [84]. Bizim calismamizda ise Peru’da elde edilen sonuglarin aksine
hem akciger hem de akciger dis1 tiiberkiilozlu grupta anlamlilik tespit edilemedi. Cin
[81] ve Danimarka’da [1] yapilan calismalarda NRAMP1 polimorfizmleri ile tiiberkiiloz
arasinda anlamli baglanti bulunamamis ancak mikroskobik incelemelerde tiiberkiiloz
pozitif bulunan ve negatif bulunan olgular kiyaslandiginda, tiiberkiiloz mikroskobik

pozitif olanlarda anlamlilik oldugu bildirilmistir.

Ozellikle 5° promotor bolgesindeki allel 3’ iin otoimmun, allel 2’nin infeksiyoz
hastaliklarin ortaya c¢ikmasinda etkili bir faktor olabilecegi hipotezini ve ayni tip
allellerin hem infeksiyoz hem de otoimmun hastalia sebep olup olmayacaginm
istatistiksel olarak daha net olarak ortaya koymak icin, RA ve tiiberkiiloz gruplarini
kendi arasinda karsilastirdigimizda yine anlamli bir fark goézlenmedi (5° promotor
polimorfizminin analizinde p= 0.446, INT4 polimorfizminin analizinde p= 0.259,

D543N/3’UTR polimorfizmlerinin analizinde p= 0.424).
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RA ve tiiberkiilloz hastaliklar1 ile NRAMPI1 polimorfizmleri arasinda baglantiy1
arastirmaya yonelik yapilan calismalarda irklar ve etnik gruplar arasinda NRAMPI1
polimorfizmlerinin oldukca degisken oldugu goéze carpmaktadir. D543N Allel A
frekanslar1 agisindan farkli populasyonlar karsilastirildiginda, Kore’de % 4 [75],
Kanada’da % 7.6 [76], Cin’de % 9 [81], Tayland’da % 17 [83], Peru’da % 14 [84],
Afrika’da % 10 [78] siklikta, Tiirkiye’de % 1.2 sikliktadir. Bu farklar irklar arasinda
NRAMP1 polimorfizmlerinin sikliklarmin toplumlara 6zgii olarak degiskenlik
gosterdigine isaret etmektedir. Ayn1 zamanda bu gen farkliligina cevre kosullarinin
etkisinin eklenmesiyle birlikte toplumlara 6zgii olarak hastaliklarin goriilme oranlar1 da
degismektedir. Ayrica bir toplumda hastaligin ¢ikmasinda etkili olan bir allel baska bir
toplumda hastaligin ¢ikmasinda koruyucu bir faktor olarak da karsimiza ¢ikmaktadir.

Bu nedenle bu tiir calismalar toplumlara 6zgii olarak yapilmalidir.

Bu calismada, Tiirk RA hastalar i¢cin INT4 C allelini tasiyan bireylerin tasimayanlara
oranla 1.8 kat daha fazla risk tasidigi belirlendi. 5’promotor polimorfizmi ile hem RA
hem de tiiberkiiloz arasinda anlamli baglant1 bulunamadi ancak Zaahl ve arkadaglarinin
yaptigi bir c¢alismada, NRAMPI geninin -237 bolgesinde C niikleotidinin T
niikleotidine donuistiigii bireylerde, genin yiiksek oranda anlaimindan sorumlu olan
allel 3’iin, allel 2 gibi diisiik diizeyde anlatim yaptig1 bildirilmektedir [85]. Bu bulgulara
gbre 5’promotor bolgesinin analizini takiben bundan sonraki calismalarda -237
bolgesinin de analizinin yapilarak, bu iki bdolgenin verilerinden haplotip analizi
yapilmasi gerekmektedir. Ayrica D543N ve 3’ UTR arasinda baglanti dengesizliginin
saptanmasi, toplumumuzda farkli otoimmun veya infeksiyoz hastaliklarda yapilacak
olan NRAMP1 geni ile baglant1 ¢aligmalarinda sadece 3’UTR veya D543N bolgesine
bakmanin yeterli olacagi sonucuna varilabilir. ARMS-PZR ile calisilan 3 polimorfik
bolgenin sonuglarinin dogrulugunun REA ile kanitlanmasi nedeniyle, bundan sonra
gerceklestirilecek olan bu ii¢ bolgenin analizi ¢alismalarinda zaman ve masraftan

tasarruf saglayan ARMS-PZR’nin kullanilmasinin yeterli olabilecegi diisiiniilmektedir.

RA ve tiiberkiiloz hastaliginda rol oynayan aday genlerden biri olan NRAMP1 geni ile
baglant1 gosterebilecek diger aday genler de toplumumuzda analiz edilmeli ve kisilerin
genotipleri ile tedaviye verdikleri cevap arasindaki baglantilar arastirnlmalidir. Bu

sonuclarin toplumumuzda yapilan baska calismalarla da dogrulanmasi gerekmektedir.
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Bu tip calismalar, romatoid artrit ve tiiberkiiloz patogenezi ve konak savunmasinda
kullanilan  mekanizmalarin  aydinlatilmasina  katkida  bulunacagi gibi, ilag
gelistirilmesinde yeni farmakolojik hedeflerin ortaya konulmasinda, yeni ve etkinligi
daha yiiksek olan agilarin gelistirilmesinde de yardimci olacaktir. Romatoid artrit ve
tilberkiiloza yatkinlik iizerine etkili olan genetik faktorlerin, farkli populasyonlarda
degiskenlik gostermesi nedeniyle, bu faktorlerin ¢esitli populasyonlarda belirlenmesi bu
gelismeleri hizlandiracaktir. Riskli gruplarin ortaya konmasi; davranms sekilleri, seyahat
aliskanliklar, proflaktik ila¢ kullanimi ve as1 uygulamalarinda yeni yaklasimlarin

belirlenmesini saglayabilecektir.
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