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OZET

Tiiberkiiloz, diinya genelinde 6liime neden olan; latent, pulmoner ve ekstrapulmoner
tiiberkiiloz olarak farkli klinik formlarla tamimlanan bir hastaliktir. Insanlarin %901
Mycobacterium tuberculosis ile enfekte olup, Mycobacterium tuberculosis latent
durumdadir. Latent enfeksiyonlar da hastalik semptomlar1 goriilmemekte ve bagisiklik
sistemi ile basile cevap verilmektedir.

Tiiberkiiloza yakalanmada konagin genetik yapisinin etkili oldugunu bir¢ok kanit
gostermektedir. Aday genler ile ilgili calismalar, genlerdeki polimorfizmlerin tiiberkiilozun
gelismesinde etkili olabilecegini ortaya koymaktadir. Bu calismada tiiberkiiloz ile ilgili
oldugu bilinen CCL1 genindeki 1rs159294 T/A ve P2X; genindeki A1513C
polimorfizmlerinin tiiberkiiloz etyopatogenezindeki roliiniin aydinlatilmasi hedeflenmistir.

Calismamiz da Elazig ili yoresinde Firat Universitesi tip fakiiltesi gogiis hastaliklart
poliklinigine bagvuran, tiiberkiiloz teshisi konmus 160 hasta ve 160 saglikli bireyden
olusan kontrol grubuna ait kisilerden periferal kan 6rnekleri alinarak EDTA iceren tiiplere,
2 cc olacak sekilde konuldu. Bu kan 6rneklerinden DNA izolasyonu gerceklestirildi. CCL1
15159294 T/A ve P2X; A1513C polimorfizmi PCR- RFLP analizi yapilarak belirlendi.

CCL1 15159294 T/A polimorfizmi i¢in 160 tiiberkiilozlu hastanin 98’inde (%61.25)
TT genotipi, 58’inde (%36.25) TA genotipi, 4’iinde de (%2.5) AA genotipi, 71 pulmoner
tilberkiilozlu hastanin 50’sinde (%70.42) TT genotipi, 20’sinde (%28.16) TA genotipi,
I’inde de (%1.40) AA genotipi, 89 ekstrapulmoner tiiberkiilozlu hastanin 48’inde
(%53.93) TT genotipi, 38’inde (%42.69) TA genotipi, 3’tinde de (%3.37) AA genotipi
tespit edildi. Kontrol grubunda ise 160 saglikli bireyin 100’iinde (%62.50) TT genotipi,
58’inde (%36.25) TA genotipi, 2’sinde de (%1.25) AA genotipi belirlenmis olup
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanamamistir. P2X; A1513C polimorfizmi i¢in
160 tiiberkiilozlu hastanin 91’inde (%56.87) AA genotipi, 52’sinde (%32.5) AC genotipi,
17’sinde de (%10.62) CC genotipi, 71 pulmoner tiiberkiilozlu hastanin 44’iinde (%61.97)
AA genotipi, 18’inde (%25.35) AC genotipi, 9’unda da (%12.67) CC genotipi, 89
ekstrapulmoner tiiberkiilozlu hastanin 47’sinde (%52.80) AA genotipi, 34 tinde (%38.20)
AC genotipi, 8’inde de (%8.98) CC genotipi, kontrol grubunda ise 160 saglikli bireyin
76’sinda (%47.50) AA genotipi, 63’iinde (%39.37) AC genotipi, 21’inde de (%13.12) CC

genotipi belirlenmis olup istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamastir.
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Sonug¢ olarak CCLI1 rs159294 T/A polimorfizmi ile P2X; A1513C polimorfizmi,

Elaz1§ ili yoresi populasyonun da tiiberkiiloz hastaligina yatkinlik olusturmamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Tiberkiiloz, CCL1, P2X5, Polimorfizm
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ABSTRACT
THE INVESTIGATION OF CCL1 AND P2X; GENES POLYMORPHISM
PULMONER AND EXTRAPULMONER TUBERCULOSIS PATIENTS IN
ELAZIG REGION

Tuberculosis, a leading cause of death worldwide, is characterized by different
clinical forms including latent, localized pulmonary infection and extrapulmonary
tuberculosis. %90 of people infected with Mycobacterium tuberculosis have latent
infection with no symptoms and an immune response that contains the bacilli.

Several evidence suggest that host genetics influences susceptibility to tuberculosis.
Candidate gene association studies have implicated common polymophisms in genes that
may influence the development of tuberculosis. In this study, we aimed to elucidate the
role of CCL1 gene in rs159294 polymorphism and P2X; gene in A1513C polymorphism
the etiopathogenesis of tuberculosis.

In our study 2 cc peripheral blood samples from 160 tuberculosis disease and 160
healty controls who consulted to department of bosoms disease where Firat university
medicine school in Elazig region. Bosoms disease department were collected into EDTA
anticoagulated tubes and DNA was extracted. r$159294 T/A polymorphism in CCL1 gene
and A1513C polymorphism in P2X; gene was analyzed with PCR- RFLP method.

The rates of TT, TA and AA genotypes CCL1 rs159294 T/A polymorphism in 160
tuberculosis disease were calculated as 98 in 160 (%61.25) TT genotypes, 58 in 160
(%36.25) TA genotypes, 4 in 160 (%2.5) AA genotypes, The rates of TT, TA and AA
genotypes 71 pulmonary tuberculosis disease were calculated as 50 in 71 (%70.42) TT
genotypes, 20 in 71 (%28.16) TA genotypes, 1 in 71 (%1.40) AA genotypes, The rates of
TT, TA and AA genotypes 89 extrapulmonary tuberculosis disease were calculated as 48
in 89 (%53.93) TT genotypes, 38 in 89 (%42.69) TA genotypes, 3 in 89 (%3.37) AA
genotypes, The rates of TT, TA and AA genotypes 160 control groups were calculated as
100 in 160 (%62.50) TT genotypes, 58 in 160 (%36.25) TA genotypes, 2 in 160 (%1.25)
AA genotypes. There were no statistically significant differences between the patient and
control groups with regard to genotypes and allel frequencies.

The rates of AA, AC and CC genotypes P2X; A1513C polymorphism in 160
tuberculosis disease were calculated as 91 in 160 (%56.87) AA genotypes, 52 in 160
(%32.50) AC genotypes, 17 in 160 (%10.62) CC genotypes, The rates of AA, AC and CC
genotypes 71 pulmonary tuberculosis disease were calculated as 44 in 71 (%61.97) AA
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genotypes, 18 in 71 (%25.35) AC genotypes, 9 in 71 (%12.67) CC genotypes, The rates of
AA, AC and CC genotypes, 89 extrapulmonary tuberculosis disease were calculated as 47
in 89 (%52.80) AA genotypes, 34 in 89 (%38.20) AC genotypes, 8 in 89 (%8.98) CC
genotypes, The rates of AA, AC and CC genotypes 160 control groups were calculated as
76 in 160 (%47.50) AA genotypes, 63 in 160 (%39.37) AC genotypes, 21 in 160 (%13.12)
CC genotypes. There were no statistically significant differences between the patient and
control groups with regard to genotypes and allel frequencies.

In conclusion, according to our data the rs159294 polymorphism of CCL1 gene and
A1513C polymorphism of P2X; gene don’t constitute any susceptibility for tuberculosis

disease in Elaz1g region population.

Key words: Tuberculosis, CCL1, P2X5, Polymorphism
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1. GIRIS

1.1. Tiiberkiiloz Epidemiyolojisi

Tiiberkiiloz (TB), biitiin diinyada halk sagligini tehdit eden tehlikeli bir hastaliktir.
Tedavisi miimkiin olmakla birlikte hastalarin uzun siire ila¢ kullanmalar1 gerekmektedir.
Buna bagh olarak kullanilan ilaglarda ciddi yan etki sorunlanyla karsilasiimaktadir.
Tiiberkiiloz, tedavisindeki ilerlemelere ragmen hala tiim diinyada onemli bir mortalite ve
morbidite nedeni olan, multisistemik tutulum gosteren kazeifiye graniilomlarla karakterize
bir enfeksiyon hastaligidir (Pfyffer ve dig., 2003).

Insanlik tarihi kadar eski bir hastalik olan tiiberkiiloz hakkindaki bilgiler Milattan
Once (M.0O.) 3000 yil dncesine kadar uzanmaktadir (Daniel, 1997). Tiiberkiiloz tanimi ilk
kez M.O. 4. yiizyilda Hipokrat tarafindan yapilmistir (Imecik, 1998). ilk tedavi onerilerini
Milattan Sonra (M.S.) 2. yiizyilda Galen ortaya koymustur. Vesailus (M.S. 1478)
tilberkiiloz hastalarinin  otopsilerinde kaviter lezyonlar1 bildirmistir. Sylvius ise
tilberkiilozdan o6len hastalarin akcigerlerinde tiiberkiil olarak adlandirdigi kiigiik sert
nodiillerin bulundugunu gostermistir (Kiyan ve dig., 1999).

IIk kez 1882 yilinda tiiberkiiloza neden olan etkeni buldugunu aciklayan Robert
Koch, kisa bir siire sonra 1891 yilinda, benzer sekilde immiinolojide de ¢igir acan Koch
fenomenini tamimlamistir. Koch, hastalarin akcigerlerindeki lezyonlarda basili gostermis,
bunu kiiltiirde tiretmis ve iiretilen basil ile deney hayvanlarinda tiiberkiiloz olusturmustur
(Bars, 2003).

1907-1921 yillan arasinda ¢alisan Calmette ve Guerin giiniimiizde de profilakside en
onemli silah olan Bacillus Calmette Guerin (BCG) asisim1 bulmuslardir. Seibert ve Glenn
(1939) ise Tuberculin Purified Derivative (TPD)’ i bulmuslardir (Yazicioglu, 1981).

Tiiberkiilozda yasam tarzi, beslenme, cevresel faktorler gibi bir¢ok etken etkili ise de
anahtar faktor bireyler arasi genetik farkliliklar yani genetik polimorfizmlerdir. ilag
metabolizmasindaki enzimler, tasiyicilar, reseptorler ve diger ila¢ hedeflerini kodlayan
genlerdeki polimorfizmler, tedavi amacli kullamlan bir¢cok ilacin etkinligi ve
toksisitesindeki bireysel farkliliklar ile iliskili bulunmustur (Evans ve dig.,1999; Mcleod ve
dig., 2001). Bunlardan dolay1 bireyler arasindaki genetik farkliliklarin belirlenmesi 6nem

kazanmistir.



Giiniimiizde tiiberkiiloz diinyada ve tilkemizde ¢cok 6nemli bir halk sagligi sorunudur.
Bugiin diinya niifusunun iicte biri, yaklasik 1.7 milyar kisi Mycobacterium tuberculosis
(MTB) ile enfekte oldugu ve her yil yaklasik 2 milyon kisinin tiiberkiiloz nedeniyle 6ldiigii
tahmin edilmektedir (CLSI, 2007). Diinya saglik orgiitii verilerine gére 2007 yilinda diinya
genelinde 8.8 milyon yeni tiiberkiiloz olgusu oldugu ve bunlarin 7.4 milyonunun Asya ve
Afrika’min Giiney sahra iilkelerinden oldugu, 1.6 milyon kisinin tiiberkiiloz nedeniyle
oldiigii tahmin edilmektedir. Bu kotii olusuma AIDS epidemisi yasanan Afrika ve
Giineydogu Asya’nin katkis1 da biiyiiktiir. Diinyada tiiberkiiloz artisinda degisik faktorler
sorumludur. Bunlardan en Onemlileri saglik politikalarinda tiiberkiiloza yeterli dnemin
verilmemesi, HIV epidemisi, sosyoekonomik kosullarda kotillesme ve demografik
degisikliklerdir (WHO report, 2009).

Diinyada tiiberkiiloz hastalarinin %80’ini kapsayan, en cok hastanin oldugu iilkeler
yiikksek hasta yiikii olan iilkeler olarak ele alinmaktadir. Bugiin 22 iilke diinyadaki
titberkiiloz hastalarinin %80’ini barindirmaktadir. Bunlardan en ¢ok hastanin bulundugu
bes iilke Hindistan, Cin, Banglades, Filipinler ve Giiney Afrika’dir (WHO, 2001).
Tiiberkiiloz hasta sayilarindaki artislar ve Tiiberkiiloz kontrol ¢abalarinin yeterince basari
saglayamamasi nedeniyle Diinya Saghk orgiitii 1993 yilinda tiiberkiiloz i¢in acil durum
ilan etmistir. Boylece 1990’Ih yillarda baglayan dogrudan goézetimli tedavi stratejisi
uygulamalan diinyada hizli bir sekilde yayilmistir (WHO, 2002).

Tiiberkiiloza bagli 6limler diinyadaki tiim oliimlerin %7’sini, az gelismis tilkelerde
ise %26’si olusturmaktadir. Tiiberkiiloz tek basina tiim diger enfeksiyon hastaliklarindan
daha fazla oliime sebep olmaktadir. Gelismekte olan iilkelerde diger iirkiitiicli bir gercek
titberkiiloz hastalarinin ancak %46’sinin saptanabildigi ve bunlarinda yaridan azinin tedavi
imkanina kavusabildigidir (Sarmiento ve dig.,2003, Ozkara ve dig., 2003).

Tiirkiye’de gecen yiizyilin basinda tiiberkiiloz ciddi bir epidemi nedeni olmus ve bu
donemlerde tiiberkiiloz Oliimleri biitiin 6liim nedenleri i¢inde ilk sirada yer almistir.
Ulkemizde tiiberkiiloz ile etkin miicadele 1950’li yillarda baslatilmis ve 1960 yilinda
Verem Savag Dispanserleri kurulmustur. Bunun sonucu olarak 1945 yilinda tiiberkiiloz
oliimleri yiizbinde 262 iken, 1950’li yillarda yiizbinde 204 e diigmiistiir (Ozkara ve dig.,
2003, Uzun ve dig., 2002). Giiniimiizde iilkemizdeki tiiberkiilozun durumu
degerlendirildiginde, hastalik insidansi agisindan basarili kontrol programi uygulanmig
tilkeler ile kotii programlar uygulanmis iilkeler arasinda konumumuz oldugu goriilmektedir

(Ozkara ve dig., 2003). Verem Savas Daire Baskanliginin 2007 raporuna gore (Verem



Savas Dairesi Bagkanligi, 2007), 1965’te yiizbinde 172 olan tiiberkiiloz insidans1 2005
yilinda yiizbinde 26 olarak bildirilmistir. 2005 yili toplam hasta sayis1 Tiirkiye genelinde
20.535, yeni vaka sayist 18.753 olarak bulunmustur. Bu rakamlarin Tiirkiye’de tim
hastalar1 icermedigi bilinmektedir. Ayn1 rapora gore, iilkemizde tiiberkiilozun
bakteriyolojik tanis1 konusunda da ciddi eksiklikler oldugu goriilmektedir. 2005 yilinda
akciger tiiberkiilozlu hastalarin yaklasik yarisinin (%55.6) yayma pozitif oldugu ve
%38.11nin kiiltiir pozitif oldugu bildirilmistir (Verem Savas Dairesi Baskanligi, 2007).
Diinyada 1999 yili kohortunda dogrudan gozetimli tedavi stratejisi (DGTS)
uygulanan yerlerde hastalarin %96’sinin DGTS uygulamayan yerlerde %41’inin tedavi
sonuclart  degerlendirilebilmistir. Tiirkiye, DGTS uygulamayan bir iilke olarak
listelenmekte, Tiirkiye tedavi sonucu vermeyen, yani degerlendirilemeyen iilke olarak
kayitlara gecmekteydi (WHO, 2002). Ancak 2000 yilinda ilk uygulamalar1 baslayan
dogrudan gozetimli tedavi stratejisi 2003 yili itibariyle pilot olarak uygulanmis, 2006
yilinda tiim iilke geneline yayginlastirilmis bulunmaktadir. 2005-2006 yilinda dogrudan
gozetimli tedavi stratejisine hazirlik olarak yapilan egitimler ve formlarin yenilenmesi,
bireysel veri tabanina gecis ve yapilan degerlendirmeler sonucunda Tiirkiye Diinya Saglik

Orgiitiine veri gonderen iilkeler arasinda yer almistir.

1.2. Tiiberkiiloz Etkeni

Mycobacterium cinsi Mycobacteriaceae ailesindeki tek cinstir. Bu cinsin temel
ozellikleri yavas tiremeleri, aside direngli olmalari, hiicre duvarlarinda bol miktarda lipid
icermeleridir. Mycobacterium tiirlerinin DNA’sindaki G+C oranm1 %61-71 olup (M. leprae
hari¢ %55), diger mikolik asit iceren bakteri cinsleri ile benzerlik gostermektedir. DNA-
DNA homolojileri %95°ten fazla olan ve bakteriyolojik ozellikleri benzerlik gosteren M.
tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M. canetti tirleri MTB kompleks basligi
altinda gruplandirlir ve tanimlanir (Haas ve dig., 2000).

M. canetti'nin cocuklarda lenfadenit ve HIV olumlu hastalarda generalize
tiilberkiiloza neden olabildigi bildirilmistir. M. bovis BCG as1 amagh kullanilmaktadir
(Pfyffer ve dig., 2003). Tiiberkiiloz basili terimi, kompleksin diger iiyelerinin insanlarda
¢cok daha nadir patojen olmalar nedeniyle M. tuberculosis ile nerdeyse es anlamli olarak

kullanilmaktadir (Pfyffer ve dig., 2003; Kiyan ve dig., 1999). M. tuberculosis kompleks



disinda kalan tiim mikobakteriler tiiberkiilloz dis1 mikrobakteriler veya atipik
mikobakterileri, olarak adlandirilir.

M. tuberculosis kompleks ve M. leprae disindaki mikobakterilerin timii dogada,
toprakta, suda bolca bulunurlar ve cogu patojen degildir. Ayrica hasta kisilerden diger
insanlara yayilimlarina nadiren rastlanir (Pfyffer ve dig., 2003). Hastalik etkeni olmaksizin
viicutta kolonize olabildikleri i¢in ayirimlarimin yapilabilmesi zordur. Mycobacterium
cinsinin standart karakterine uyan 120’den fazla tiiberkiiloz dis1 mikobakteri tiirii vardir
(CLSL 2007).

Tiiberkiiloz dis1 mikobakteri tiirleri hem immiin sistemi baskilar hem de normal olan
konaklarda tiiberkiiloz dis1 hastaliklar meydana getirebilir. Siklik sirasiyla pulmoner
enfeksiyonlar, lenfadenitler, dissemine enfeksiyonlar, lokalize deri ve yumusak doku

enfeksiyonlari, tendon kemik enfeksiyonlari, kateter enfeksiyonlarina neden olabilirler.

1.3. Tiiberkiilozda Tan1 Yontemleri

Klinik radyolojik veya histolojik bulgularla bir hastada tiiberkiilozdan
kugkulanilabilir, ancak hastaligin kesin tanisi sadece klinik 6rneklerde tiiberkiiloz basilinin
varligimin kanitlanmasi ile miimkiindiir (American Thoracic Society, 1995). Tiiberkiiloz
tan1 yontemlerinin amaci, klinik Orneklerde mikobakterilerin varligim gostermek ve
hastalik etkeni olan tiirii izole etmektir. Taninin tam ve dogru olarak yapilabilmesi uygun
Ornegin, uygun yontemle almmasina uygun sekilde islenmesine baglidir. Tam ve
tedavilerde giivenilir sonu¢ veren yontemlere gereksinim duyulmaktadir (Pfyffer ve dig.,
2003). Tiiberkiiloz laboratuvarina gonderilen pulmoner Ornekler arasinda balgam,
indiiklenmis balgam, aclik mide suyu (gastrik lavaj sivisi), bronkoalveolar lavaj (BAL),
bronsiyal fir¢alama, transtrakeal aspirat, larenks siiriintiisii gibi Ornekler sayilabilir.
Ekstrapulmoner ornekler ise idrar, doku biyopsi ornekleri, beyin omurilik sivisi, periton
s1vist, plevra sivisi ve perikardiyal s1vi gibi 6rneklerdir (CLSI, 2007).

Klinik, fizik muayene, laboratuar bulgulart ve radyoloji sadece TB’ den
kuskulanmay1 saglar. TB’ nin yaygim oldugu toplumlarda 15 giinden fazla devam eden
oksiiriiklerde ve siipheli akciger infiltrasyonunda TB’ ye yonelik tan1 yontemleri

kullanilmalidir ( Dannenberg ve dig., 1998).



1.3.1. Tiiberkiilin Testi

Tiiberkiilin testi, TB infeksiyonu sonucu olusan ge¢ ve hiicresel tipteki bagisikligi,
asir1 duyarliligr belirlemek icin kullanilan deri testidir (Ozemsi, 1991). Standart tiiberkiilin
testi, on kolun 6n yiiziine cilt i¢cine (Mantoux yontemi) 0.1 ml 5TU tiiberkiilin {initesi
(Purified Protein Derivative = Saflastirilmis Protein Tiirevi) (PPD), yapilarak 48-72 saat
sonra endurasyon capinin Olgiilmesi esasina dayanir. Tiiberkiilin testinde antijen olarak
kullanilan, TB basillerinin proteinleridir (American thorasic society, 2000). Tiiberkiilin
testi, organizmanin TB basili ile karsilagip karsilasmadigini, dolayisiyla basilin protein
bilesenlerine kars1 alerjinin olusup olugsmadigini gosteren bir testtir. TB infeksiyonundan 6-
8 hafta sonra deride ortaya ¢ikan ge¢ asirt duyarlilik reaksiyonunun saptanmasi esasina

dayanir (Alatag, 1997).

1.3.2. Akciger Grafisi

Akciger grafisinde 6zellikle iist zonlardaki radyolojik degisiklikler aktif TB’ ye ait
bulgular olabilecegi gibi, 6nceden gegirilmis TB enfeksiyonuna ait sekeller de olabilir. TB’
ye ait kavite veya fibrotik lezyon goriilebilir. TB tanisinda akciger filmi 6nemli olsa da
ozellikle balgam yayma negatif hastalarda tek basina aktivite tayini icin yeterli degildir
(Giimiig, 2005). Mikobakterilerin hiicre duvarlarinin lipid igeriginin yiiksek olmasi, gii¢lii
asit ve alkillere olan direncinin diger bakterilerden fazla olmasini saglar. TB’ nin direkt
gosterilmesinde materyal lam iizerinde Ziehl- Nielsen, Kinyoun teknigi veya Rodamin,
Auramin gibi asit-fast metodlarla boyanir. Aside direngli basilin (ARB) mikroskobik
olarak goriilmesi mikobakterilerin saptanmasi i¢in yapilan en hizli islemdir. Ancak ARB
(+) bulunmas1 organizmanin tanimlanmasi ve canliligi konusunda bilgi vermez ciinkii non
TB bakteriler ve nokardia gibi mikroorganizmalar da pozitif sonu¢ verebilir. TB’ nin
mikroskobik olarak tespit edilebilmesi i¢in sabah erken saatlerde birbirini takip eden ii¢
giin balgam Ornegi alinmasi1 gerekir. Balgam veremeyen hastalardan mide suyundaki
pulmoner sekresyonlar1 yakalamak i¢in nazogastrik sonda ile sabah aclhik mide suyu
ornekleri alinabilir. Balgam ve mide suyu ornekleri ile tamiya ulasilamayan hastalara
Fiberoptik Bronkoskopi (FOB) uygulanip brons lavaji, bronkoalveoler lavaj, bros biyopsisi
ve transbrongial biyopsi ¢rnekleri alinabilir (Murray, 1994; Glassroth, 1993; Schlossberg,

1995). Sonuglar negatif veya pozitif olarak yorumlanir. Basil varligi sayisal olarak



belirtilir. Bu hem tam sirasinda hastaligin agirligim gostermede hem de tedaviye yaniti
takip etmede Onemlidir. Yaymanin tiimiinde 3-9 mikroorganizma varsa (+), yaymanin
tiimiinde 10 ve daha fazla mikroorganizma varsa (++), bilyiik biiyiitmede her immersiyon
sahasinda 1 veya daha fazla ise (+++) olarak ifade edilir. Bu yontemle ARB’ nin
gosterilebilmesi i¢in 6rnegin mililitresinde en az 10* basil bulunmast gerekir (Glassroth,

1993).

1.3.3. Bakteriyolojik Tam

TB’ nin kesin tanis1 bakteriyolojiktir ve tanist icin MTB basilinin kiiltiirde tiretilmesi
gerekmektedir. Materyalin mililitresinde en az 100 basil bulundugunda pozitif sonug verir
ancak TB basili ¢ok yavas iiredigi i¢in sonu¢ alabilmek icin haftalarca (6-8 hafta)
beklemek gerekir. Tiim materyaller, yayma pozitif olsun veya olmasin antibiyotik
duyarlilik ve mycobacterium tiir tayini i¢in kiiltiire ekilir. Kiiltiir i¢in en sik kullanilan kati
besi yerleri yumurta iceren Lowenstein- Jensen veya agar iceren Middlebrook H7 10-11°
dir. %60-80 sensitivitesi vardir (Fraser ve dig., 1999).

Ayrica basil varligim daha hizhi tespit edebilmek icin dekontamine, konsantre rnek
karbon ile isaretlenmis, palmitik asit eklenmis s1v1 kiiltiir ortamina ekilir. MTB bu maddeyi
metabolize eder ve ortama CO, verir; CO, BACTEC aleti tarafindan saptanir ve bilyiime
gostergesi olarak algilanir. Boylece mikobakteriler yayma pozitif olgularda 7-8 giinde,
negatif olgularda 16-20 giinde olmak {izere daha kisa siirede BACTEC ile
saptanabilmektedir. %70-95 sensitivitesi vardir (Fraser ve dig., 1999, Murray ve dig.,
1994).

1.3.4. Serolojik Tam

Seroloji MTB’ ye ait antijenlerin substrat olarak kullanilmas1 yoluyla taniya yardimci
olan bir metoddur. %70 spesifisite, %90 sensitivitesi vardir (Fraser ve dig., 1999).
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)-DNA hibridizasyon, Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) gibi molekiiler biyolojik teknikler hizli ve giivenilir sonuglar
vermektedir (Fraser ve dig., 1999). PCR ile mikobakteri belirlenmesi, mikobakteriyel
DNA’ nin ¢ogaltilarak olciilebilir diizeye getirilmesi prensibine dayanir. PCR ile ¢ok az

miktardaki DNA rutin agaroz jel elektroforezinde goriilebilecek diizeyde artirilir. Yapilan



baz1 ¢alismalarda PCR’ 1n spesifitesinin diisiik oldugu yalnmizca PCR sonuglarina gére TB
tanis1 konulup tedaviye baslamanin uygun olmadig: bildirilmektedir (Fraser ve dig., 1999;
Ferrrer, 1997).

Transtorasik ince igne aspirasyonu ile elde edilen Ornekler, sitolojik TB tanisi
acisindan balgam ve bronsiyal lavaj sivisindan daha degerlidir (Fraser ve dig., 1999).
Yardimci tam1 yontemleri olarak hematolojik ve biyokimyasal incelemeler de kullanilabilir.
Eritrosit sedimantasyon hizinda artig, anemi, lokositoz, trombositoz, en sik rastlanan
hematolojik degisikliklerdir (Haas, 1995).

Akciger dis1 tiiberkiilozun tanisi i¢in idrar ornegi (sabah alinan orta akim idrar),
plevral, perikardiyal, serebrospinal peritoneal siv1 6rnekleri yayma, kiiltiir, biyokimya, ve
sitolojik inceleme i¢in gonderilir. Tiiberkiiloz siiphesi olan hastanin biyopsi 6rnekleri hem
patolojik hem bakteriyolojik olarak incelenmelidir ve nekrotizan graniilomatdz iltihap
arastirilmalidir.

Tiiberkiilloz Mycobacterium tuberculosis’e karst olusan immiin cevap ve patolojik
degisikliklerden olusan hastalik olarak kabul edilir. Mycobacterium tuberculosis’e kars1 bir
cok T-lenfosit alt grubunu igeren immiin cevap olusmaktadir, fakat T hiicrelerince
interferon gama (INF-y) iiretimi hastaligin kontroliinde temel faktor olarak goriilmektedir.
T Helper 1 (Thl) tip sitokinler hafif ve orta derecedeki pulmoner TB’de baskin iken, T
hepler 2 (Th2) tip sitokinler siddetli hastalikta baskindir. Immiin cevabin yetersiz kaldig1
durumda hastalign kontrol altina almak miimkiin olmayacak ve hastalik kronik forma
donecektir, bu durumda genis bir dizi reglatuvar mekanizmalar devreye girmektedir.
Sitokinler, glukokortikoidler ve dehidroepiendrosteronun (DHEA) iiretimine yol acan,
immiin cevapla hipotalamopituiter-adrenal aksin aktive oldugu siirede salgilanir. TB
hastalarinda plazma kortizol ve interlokin-6 seviyeleri artmis, DHEA ve testosteron
seviyeleri azalmistir, bunlarla birlikte growth hormon seviyesi belirgin olarak artmasina
ragmen, insiilin-like growth faktor-1 seviyesinde beklenen artis yoktur. Ostradiol, prolaktin
ve tiroid hormon konsantrasyonlar1 da belirgin olarak artmistir. Kortizol mikobakteriyel
antijen ¢cogalmasini ve INF-y iiretimini inhibe ederken, DHEA ilerlemis TB’ li hastalarda
lenfoid hiicreler tarafindan {iretilen transforming growth faktor beta (TGF-B) y1 siiprese
eder. Bu tip immiin endokrin etkilesimler doku hasarinin kontroliinii ve koruyucu immiin
yanitin gelismesini etkileyebilir ve kismen hastaligin agrevasyonunu izah eder (Bottasso ve

dig., 2007; Srinivasan ve dig., 2005).



MTB’ nin damlacik yoluyla alinmasi sonrasi izledigi yol ve olusan bagisiklik

yanitinin agamalari soyledir:

1. MTB’ nin alveole ulasmasi asamasinda bakteri miktari, temas siiresi, bakterini
virulansi ve Kiginin immiinitesi onemlidir.

2. MTB’ nin alveoler makrofajlar, bolgeye gelen dentritik hiicreler ve monositler
tarafindan algilanmasi, baglanma ve fagositozu gerceklesir. Bu asamada CR3,
CR1, CR4, CDI14, mannoz reseptdrii, surfaktan protin-A, baglanma bolgesinde
kolesterol birikimi 6nemlidir. MTB varliginin algilanmasi ve yangi yanitinin
baslatilmasinda makrofajlarda Toll-like receptor 2 (TLR2) ve TLR4, dentritik
hiicrelerde ise TLR9 daha 6nemli rol oynar.

3. Oldiirme; oksidatif triinler, nitrik oksit, asidifikasyon, lizozomal fiizyon,
degranulasyon ve graniilozin ile olur.

4. Fagozitozun gerceklesmesi makrofaj, Ozellikle dentritik hiicreler tarafindan
aktivasyon uyarilarinin verilmesi, ek uyar1 molekiilleri gosteriminin artmasi
CD80, CD86, interlokin-12 (IL-12), IL-18, IL-23, IL-27 ile T hiicrelerinin
uyarilmasi ve Thl tipi yanitin aktivasyonu ile olur.

5. Antijen sunumu asamasinda major histocompatibility complex (MHC) klas I, II
ve Cdl a-e molekiilleri ile MTB antijenlerinin CD8+, CD4+ve gamma/delta tipi
reseptoril olan hiicrelere sunulmasi.

6. Kazanilmis immiin yanitin baglamasi; Thl hiicrelerden tiimor nekrozis faktor-o
(TNF-a), IL-2 ve INF-y salinmasi, natural killer (NK), CDS8 hiicrelerinin
etkinlesmesi ile olur.

7. Makrofaj aktivasyonu ve enfeksiyonun sinirlanmasi, fagozom olgunlagsmasinin
hizlanmasi, oksidatif {iiriinler, nitrik oksit, solute carrier family 11 member 1
(SLC11A1) gosteriminin artigi, otofajinin tetiklenmesi, MHC antijenlerinin artist

iledir (Yegin,2007).

1.4. Tiiberkiiloz ve immiin Sistem

Konagin tiiberkiiloz enfeksiyonunu kontrol etme yetenegi, etkin bir hiicresel immiin
cevap olusturmasina baglhdir. Hiicresel immiinite ise, spesifik antijenle karsilasan T
lenfositlerinin duyarlanmasi ve makrofaj fonksiyonlarini diizenlemek iizere medyatorler

salgilamasi ile olur. Yani hiicresel immiinitenin spesifitesi, primer olarak makrofaja degil,



T lenfoitlerine baghdir (Dannenberg, 1989). MTB immiinitesinde dominant oldugu
digiiniilen CD4+, T hiicreleri, kompleksi tanir ve aktive olurlar. Aktive olan CD4+ T
hiicreleri ise lenfokinler salgilayarak, daha fazla makrofajin aktive olmasini saglarlar. INF-
vy ise duyarli T lenfositlerinden ve NK hiicrelerinden salgilanan makrofaj aktivasyonunda
onemli rolii olan bir sitokindir ve TB immiinolojisinde ¢ok 6nemli bir yere sahiptir (Deniz
ve dig., 2001). Bu sitokinler kan akimindan lezyona monosit/makrofajlar1 cekerler ve
onlar aktive ederler. INF-y ve TNF-a en 6nemli makrofaj aktive edici sitokinlerdir. Ayrica
makrofajlar reaktif oksijen ve nitrojen ara iiriinleri, lizozomal enzimler ve diger faktorleri
tireten fagositler olduklar1 icin tiiberkiildeki basilleri yok edebilirler. INF-y
monosit/makrofajlardaki IL-2 reseptorlerini uyardiktan sonra IL-2 bu hiicrelerin basilleri
Oldiiriicti etkisini daha da arttirir (Dannenberg, 1995). MTB antijenleri ile duyarh hale
getirilmis kisilerde T hiicreleri, mikobakteriyel antijenlerle karsilastiklarinda INF-y
tiretmektedir. Bu nedenle, yiiksek INF-y iiretim diizeyi TB enfeksiyonu i¢in bir gosterge
olarak kabul edilir. IL-12, INF-y aksindaki tek gen hatalarinin (IL-12p40, IL-12RB1,
IFNGRI1, IFNGR2, STAT1) mikobakteri enfeksiyonlarina yatkinlikla iligkisi agikca ortaya
konulmustur. Ancak bu grup, hastalarin az bir kisminm olusturmaktadir. Bu durum gen
polimorfizmlerini arastirmaya yoneltmistir. Bu baglamda, SLC11A1, Vitamin D reseptorii,
IL-12 reseptorii, IL-1, IL-10, INF-y, TNF-a, TLR2, ve TLR aktivasyon yolaginda 6nemli
olan TIRAP/Mal, insanda 1prl (lipoprotein alleli 1) homologu olan tek niikleotid
polimorfizmi (SNP) 110 polimorfizmlerinin TB hastalifina yatkinlikla iligkisi
bildirilmistir. Ancak bu konuda genis serilerde ve degisik toplumlarda yapilacak
caligsmalara ihtiya¢ vardir (Yegin,2007; MacMicking ve dig., 2003).

Organizmaya giren MTB’ nin algilanmasinda Toll benzeri reseptorler (TLR2, TLR4
ve TLR9) 6nemli rol oynar. Bu reseptorlerin uyarilmasi hiicrelerden bir dizi aktivasyonlar
yaninda 6zellikle IL-12 ve TNF-a salinmasina yol acar. Son yillarda IL-12p40 ve IL-12
reseptor hatasi olan hastalarin tanimlanmasi da bu sitokinin MTB’ ye kars1 direngte ne
denli 6nemli oldugunu gostermistir. IL-12° nin etkisine benzer etki gosteren ya da
aktivitesini giiclendiren sitokinler konusundaki bilgilerimiz ise heniiz yetersizdir. IL-23,
IL-7, IL-18 ve IFN-a’ nin, INF-y yapimi ve MTB’ ye kars1 direncle ilgili aktivasyondaki
rolleri yeni anlasilmaya baglanmistir. Bu sitokinlerle ilgili klinik veriler heniiz yetersizdir

(Yegin, 2007; Hawn ve dig., 2006).



1.5. Tiiberkiilozda Bulasma ve Semptomlar

Tiiberkiiloz, hava yoluyla insandan insana bulasir. Hasta bireyin konusma, oksiiriik
ve hapsirmasi ile 1-3 basille yiiklii 1-5 mikron capindaki damlaciklar ortam havasina
dagilir ve bunlarin solunmasi ile basiller terminal hava yollarina kadar ulasir (Barig, 1995).
Kaviteli akciger lezyonu olanlar ve larinks tutulumu olanlarda bulastiricilik daha yiiksektir.
Hastaligin olusabilmesi i¢in hasta ile uzun siireli temas gerekmektedir. Kapali ve kalabalik
ortamlarda bulastiricilik daha fazladir. Balgam yaymasi pozitif bireylerin, balgam yaymasi
negatif bireylere oranla daha bulastirici oldugu bilinmektedir (Fraser ve dig.,1999).
Hastaliktan korunmakta BCG asis1 kismen etkili olabilmektedir. TB primer yada
reaktivasyon TB seklinde olabilir. Bir ¢ok primer enfeksiyon vakasinda lezyonlar iyi gidis
gosterir ancak basiller dokularda ¢ogalma gdstermeden aylarca ve yillarca canliliklarini
siirdiirebilirler. Molekiiler c¢alismalar TB basilinin onyillar boyunca sessiz olarak
kalabilecegini ve akciger makrofajlarinda ve diger o6zellesmemis fagositik hiicrelerde MTB
DNA’ s1 bulunabilecegini gostermistir. TB vakalarimin biiyiik kismi eski lezyonlarin
reaktivasyonu ile olugsmaktadir. Reaktivasyona predispozan faktorler; malnutrisyon, steroid
tedavisi veya diyabet, 16semi, HIV gibi hastaliklarin varligidir (Bottasso ve dig., 2007).
Hastaligin ilerlemesi ile ozellikle iist loblarda bilateral yogun enflamasyon ve doku yikimi
ile kazeifikasyon ve kavitasyon goriilebilir. Sik goriilen semptomlar oksiiriik, balgam, ates,
gece terlemesi, istahsizlik ve kilo kaybidir (Schluger, 2005). Ancak bu semptomlardan
hicbiri TB’ ye 6zgii degildir. Klinik tablo cok degisken olabilir. Genel durum son derece
iyi, hafif oOksiiriik, baska nedenlere baglanan halsizlik ve istahsizhik gibi silik
semptomlardan hemoptizi ve solunum yetmezligine kadar gidebilen agir bir gidiste

gosterebilir (Schluger, 1994).

1.6. insan Genetigi ve Tiiberkiiloza Yatkihk

Gen polimorfizmleri genomik DNA’ nin bir populasyonun, normal bireyleri arasinda
farklilik gosterdigi tek baz cifti degisiklikleridir. Gen polimorfizmleri populasyonda yaygin
olarak goriiliip, etnik ve cografi farkliliklar gostermektedir. Bir¢ok durumda, hiicre
metabolizmasi icin onemli olan yolaklarda (DNA tamiri, hiicre dongiisii kontrolii, sinyal
iletimi vb.) rol alan genlerin kritik pozisyonlarinda yer alirlar. Baz1 durumlarda genin

kodladig1 proteinin fonksiyonu ya da enzim aktivitesi bu degisikliklerden 6nemli olgiide
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etkilenir. Hiicre metabolizmasi icin kritik Onem tasiyan proteinlerin fonksiyonunun
bozulmasi, cesitli hastaliklara yol agmakta veya bazi hastaliklar i¢in riski arttirmaktadir
(Deligezer ve dig., 2004).

Geleneksel goriis, mikobakterilerin esit viriilansa sahip oldugu seklinde olsa da,
topluma dayali yapilan genotipleme ¢alismalari, az sayidaki susun toplumdaki vakalarin
cogundan sorumlu oldugunu ortaya koymustur. Yapilan calismalar, farkli M. tuberculosis
suslarinin konak ile degisik iliskiler kurdugunu ve bulas potansiyellerinin birbirinden farkl
oldugunu gostermektedir (Barnes, 2003; Narayanan, 2004).

Son elli yilda yapilan ¢aligmalar konagin genetik faktorlerinin TB’ ye yatkinlikta
etkili oldugunu gostermektedir (Casanova, 2002; Cooke, 2001). Tiiberkiilloza karsi
bagisiklik IFN-y ve IL-12’ yi igerir, bundan dolay1 IFN-y ve IL-12 sitokin reseptorlerindeki
defektlerin de TB’ ye yatkinligr arttirdigr bilinmektedir (Ottenhoff, 2005). IFN-y genleri
tahrip edilmis farelerde TB hastaligina yatkinligin olustugu bilinmektedir (Crevel ve dig.,
2002).

1.7. Polimorfizm

1.7.1 Polimorfizm Nedir?

Polimorfizm, bir toplumda sadece tekrarlayan mutasyonlarla siirdiiriilemeyecek
oranlarda var olan, nadir sikliktaki, devamlilik gostermeyen iki veya daha fazla genetik
0zelligin bir arada olmasi olarak tanimlanabilmektedir. Gen polimorfizmi, ayni genin DNA
dizisindeki degisikliklerdir. Eger toplumun %2 veya daha fazlas1 nadir bir alleli tasiyorsa,
bu durum polimorfiktir (Akin, 2003). Polimorfik durumun olusmasi i¢in gereken allel
frekansi farkli yaymlarda %1 olarak ta gosterilmektedir (Brookes, 1999). Bu orandan daha
az siklikla rastlanan alleller ise “mutasyon” olarak adlandirilir. Polimorfizmler tipki
mutasyonlar gibi, bazi DNA bolgelerinde eksilme bir veya daha fazla bazin diziye
katilmas1 (insersiyon), diziden baz eksilmesi (delesyon) veya bir bazin digeri ile yer
degistirmesi (substitiisyon) sonucu meydana gelebilir (Hajeer, 2000).

Polimorfizmler 2 ana grupta incelenmektedir:

1. Tek niikleotid polimorfizmi: SNP (Single Nucleotide Polymorphism)

2. Kisa DNA dizilerinin tekrar1 (VNTR; Variable number tandem repeat).
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SNP’ ler tek bir niikleotidin degismesi ile meydana gelen ve insan genomunda en ¢ok
goriilen polimorfizmlerdir. SNP’ ler genomda yaklasik her 1000 bazda bir tane olacak
siklikla bulunur (Nussbaum ve dig., 2005). insan DNA dizisindeki degisikliklerin %90
kadan tek baz degisimleridir (Collins ve dig., 1998) ve bu degisimleri iceren allellerin
frekans1 toplumda %1°1 gectiginde tek baz polimorfizmi adim almaktadir. SNP’ ler
ekzonlarda olabilecegi gibi intronlarda ve 5° ve 3’ ifade edilmeyen bolgelerde de (UTR; 5’
and 3’ Untranslated Regions) olmaktadir. Bu bolgelerdeki SNP’ ler RNA splicing ve
stabilitesini etkilemektedir. SNP veritabanlarinda 4 milyonun iizerinde SNP bildirilmistir.
Bu SNP’ ler kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, mental bozukluklar ve otoimmiin
hastaliklar gibi baz1 yaygin major rahatsizliklarda risk tayini i¢in genetik belirtecler olarak

kullanilabilmektedir (Brookes, 1999).

1.7.2. Tibbi Genetikte Polimorfizmlerin Kullanimm

Polimorfizmler, tiim insan genetik arastirmalarinda anahtar niteligindeki
elementlerdir. Polimorfizmler genin farkli kalitsal formlarin1 veya genomun farklh
bolgelerini ayirt edebilmek icin kullanilmaktadir. Genetik belirleyiciler Tibbi Genetikte
kullanim i¢in pratiklik sunar. Baglanti analiz yolu ile kromozomlarin belirli bolgelerindeki
genlerinin haritalanmasi, genetik hastalikta dogum Oncesi tani, genetik hastaliklarda
heterozigot tasiyicilarin belirlenmesi, koroner kalp hastalifi, kanser ve diyabet gibi yaygin
yetiskin hastaliklara yatkin kisilerin yiiksek ve diisiik risklerin degerlendirilmesi adli tipta
ve babalik testinde kullanim ve organ transplantasyonu icin doku tiplenmesi tibb1 genetik
kapsami icindedir (Nussbaum ve dig., 2005). Ayrica bu polimorfik durumlar tedavi edici
ilag secimi ve ilaca cevapta kisiler arasindaki farkliliklart agiklamak ve kisiye 6zgii tedavi
secenekleri gelistirmek i¢in de kullanilmaktadir. Bu polimorfizmlerin mutasyona olan nispi
stabiliteleri onlarin baglant: esitsizligi durumlarinda kullanilmalarina olanak saglamaktadir

(Forsberg ve dig., 2000).

1.7.3. Polimorfizmlerin Onemi

Bir polimorfizmin etkisi o polimorfizmin yerlesimine baglidir. Genin kodlanan
bolgesinde, yani eksonunda meydana gelen farkliliklar protein  dizisini

etkileyebileceginden proteinin yapist ve fonksiyonu degisebilir. Ayrica proteini kodlayan
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bolgelerin disinda, genin sonundaki diizenleyici bolgede veya intronik dizilerde de
niikkleotid degisiklikleri go6zlenebilir. Genin promoter bolgesinde transkripsiyon
faktorlerinin baglanmasi icin uygun DNA motifleri vardir. Bu bolgede meydana gelen
polimorfizmler transkripsiyon faktorlerinin baglanmalarin1 veya baglanma etkinliklerini
degistirebilir. Boylece genin transkripsiyon aktivitesi artabilir veya azalabilir. mRNA
kopyasinin kalicilign ve dayamkliligimi ise 3°'UTR bolgesi etkiler. Bu bolgedeki
polimorfizmler, mRNA kaliciligin1 diizenleyen proteinlerin mRNA’ya baglanmasini
etkileyebilir ve sentez edilen protein miktarinin degismesine neden olabilir (Hajeer, 2000).

Tiim insan genlerini igeren insan genomundaki baz dizisi degisiklikleri mutasyon
olarak tanimlanir. Mutasyonlar bir gen bdolgesinin disinda olusabildikleri gibi, gen
bolgesinin icinde de meydana gelebilirler ve aminoasit sirasin1 veya kodlanan protein
yapisint degistirebilirler. Bir mutasyon genin tek bir noktasim degistiriyorsa, nokta
mutasyonu veya tek gen mutasyonu olarak isimlendirilir. Marfan sendromu, kistik fibrozis,
norofibromatozis gibi genetik hastaliklar nokta mutasyonlar sonucu olusmaktadirlar. Bu
hastaliklar1 tasiyan kisilerin hayatta kalma sanslan diisiik oldugundan nokta mutasyonlarin
toplumda goriilme siklig1 %1’den daha azdir.

DNA baz dizisindeki degisiklikler her zaman ciddi bir sendroma neden olmazlar ve
bir popiilasyondaki genetik varyasyonlar1 olustururlar. Eger belirli bir genetik varyasyon
bir toplumda %1’den daha sik goriiliiyorsa polimorfizm’den s6z edilir. Polimorfizmler deri
ve goz rengi Ozelliklerinin, eritrosit antijen 6zelliklerinin, farmakolojik yanit 6zelliklerinin
ve aymi zamanda hastalifa yatkin olma 6zelliginin belirlenmesinde rol oynarlar (Sadee,
1999).

Son yillarda DNA polimorfizm verileri popiilasyon i¢i ve popiilasyon disi
karsilastirmalarda, birey tamimlanmasinda genetik marker (isaretleyici) olarak
kullanilmaktadir, ¢linkii bu polimorfizmler dolden doéle klasik mendel kalitimi ile
aktarilabilmektedir (Devrim ve dig., 2003). Ozellikle de bir popiilasyon icerisinde
polimorfik lokustaki DNA dizisinin iki kromozomda farkli olma olasiligi yani
heterezigotluk ne kadar yiiksek ise o lokus genetik calismalar icin o kadar degerlidir
(Ulkiier ve dig., 2004). Aymi lokustaki niikleotid dizileri iki ya da daha ¢ok genotipte belirli
bir siklikta bulunan DNA polimorfizmleri, DNA molekiiliiniin yapisinda yer alan ve
bireyler arasinda farklilik gosteren niikleotid degisimleridir. Bu degisimlere ekson ve
intron bolgelerinde rastlanmaktadir, ancak DNA dizisindeki bu farklara intron bolgelerde

ekson bolgelere gore daha siklikla rastlanmaktadir. Ana-baba tayini, dogada yasayan
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tiirlerin tanisi, bu tiirler arasindaki polimorfizm hesaplamalari, kimlik tayini ve siiphelilerin
saptanmasi, evrim ve haritalama caligmalar gibi genis bir alanda kullamima sahiptirler
(Devrim ve dig., 2003). SNP’ ler genom dizisi igerisinde A,T,C ya da G bazlarindan
birisinin degismesiyle meydana gelen DNA dizi farkliliklaridir. Ornegin AAGGCTAA
dizisinin ATGGCTAA dizisi seklinde doniismesi ile bir SNP olusur. Belirle bir SNP
popiilasyonun en az %1’inde goriilmektedir. Insanlar arasinda genetik farkliliklarin
%90’ 11 olusturan SNP’ ler genomdaki yaklasik her bin bazda bir meydana gelirler
(Stoneking, 2001; Zhow ve dig., 2001). Insan haploid genomunun yaklasik 3 milyar
bazdan olustugu diisiiniilecek olursa, total SNP sayisinin 3 milyon civarinda oldugu
hesaplanabilir. Her ii¢ SNP’ den ikisi C ve T bazlarinin degismesiyle meydana gelir. SNP’
lerin dagilimi1 %63 CT, %17 TC, %8 CG, %4 AT ve %8 insersiyon/delesyon seklinde
oldugu belirtilmistir (Miller ve dig., 2001). DNA dizisindeki farkliliklarin bakteri, viriis,
toksinler, kimyasallar ve ila¢ gibi cevresel etkenler ve hastaliklara verilen yanit iizerinde
biiyiik etkisi vardir. Bu yiizden SNP’ ler biyomedikal arastirmalarda ve farmakolojik
tiriinlerin gelistirilmesinde biiyiikk 6nem tasirlar. SNP’ lerin canlilarin olusumu sirasinda
stabil kalmalari, yani jenerasyonlar arasi geciste fazla degismemeleri popiilasyon
calismalarinin  kolay izlenmesini saglamaktadir. Insan genomunun SNP haritasinin
cikarilmasi konusunda diinyada ¢ok sayida grup calismaktadir. Bu gruplar i¢inde en 6nemli
olanlar U.S. Human Genome Project (HGP) ve SNP konsorsiyumudur (TSC Project).

SNP Konsorsiyumu, Subat 1999°da insan genomunda esit dagilim gosteren ~300.000
SNP’ nin tanimlanmasi ve “fikri miilkiyet sinirlamasi olmaksizin bilginin halka aktarimini”
saglamak amaci ile kurulmus bir organizasyondur. Hedefi iki yil icerisinde 300.000 SNP’
nin tanimlanmasi olan SNP konsorsiyumu’ nun 2001 yil1 sonunda yayimlanan raporunda
1.4 milyon SNP aciklanmistir (Sachidanandam, 2001).

SNP haritalarinin kanser, diabet, vaskiiler hastaliklar gibi poligenik kalitim gosteren
hastaliklarin ¢6ziimlenmesinde ¢ok faydali olacagi diisiiniilmektedir. SNP’ ler genellikle
hastaliklara neden olmazlar, fakat belirli hastaliklarin gelismesine yatkinlik
kazandirabilirler. Ornegin; Alzheimer hastalig: ile ilgili bulunmus genlerden birisi olan
Apolipoprotein E (ApoE) geni SNP’ lerin hastalik gelisimine nasil etki ettigine dair iyi bir
ornektir. Apolipoprotein E, lipid metabolizmasinda gerekli bir plazma proteinidir, genetik
olarak polimorfik bir gendir (Mahley, 1988). ApoE geni 112. ve 158. kodonlarinda 2 adet
SNP igerir ve sonug¢ olarak bu gen i¢in 3 muhtemel genotip olusabilir, E2, E3 ve E4
(Utermann ve dig., 1980; Weisgraber ve dig., 1981). Her allel birbirinden bir DNA baz1 ve
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her protein iirtinii ise birbirinden bir aminoasit farklihg ile ayrilir. 112. ve 158.
kodonlarda, E2 alleli TGC/TGC (Cys/Cys), E3 aleli TGC/CGC (Cys/Arg), E4 alleli ise
CGC/CGC (Arg/Arg) igerir.

Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda E3 alleli biitiin popiilasyonlarda yaygin olarak
bulunmustur. E4 alleli total serum kolestrol diizeyinin yiikselmesine neden olur ve koroner
kalp hastaliklarina yatkinlik olusturur (Wilson ve dig., 1996). Ayrica E4 alleli tasiyan
kisilerin, Alzhimer hastaliginin gelismesine daha yatkin oldugu da belirtilmistir (Corder ve
dig., 1993). E2 allelinin Alzheimer hastaligina kars1 koruyucu oldugu ve uzun yasam
sagladigi gosterilmistir (Schachter ve dig., 1994).

Hatirlanmas1 gereken bir baska husus, SNP’ lerin her zaman hastaliklarin
gelismesinde tek baslarina kesin belirleyici olmamalaridir. E4 alleline sahip bireyde
Alzheimer hastaligi olusmayabilir yada E3 alleline sahip bir birey Alzheimer hastasi
olabilir. Alzheimer toplumda sik goriilen diabet, kanser ve kalp hastaliklarinda oldugu gibi
bircok genin bir arada etken oldugu bir hastaliktir. Bu hastaliklarin poligenik kalitimla

olusmasi, tanimlanmalari icin genetik testlerin gelistirilmesini zorlagtirmaktadir.

1.8. Kemokinler (CCL)

Aday genlerdeki varyasyonlar ve farkliliklar tiiberkiiloz yatkinliginda 6nemli bir
ozelliktir (Yildirim ve dig., 2007). Kemokinler, kii¢iik sitokinlerin bir ailesidir. Bu genler
Iokositlerin degisik tiplerinin direkt olarak go¢cmesinde Onemli rol oynarlar. Bu genler
CXC ve CC olarak adlandirilan iki biiyiik alt ailede siniflandirilir ayrica C ve CX;C diye
adlandirilan ikide kiigciik alt ailesi vardir. Bu ailenin insanda 40’tan fazla iiyesi
tanimlanmigtir. CXC ve CC genleri sirasi ile insanda 4ql12-21 ve 17qll1.2
kromozomlarinda kiimelenmistir. Benzer bir sekilde farede de 5. ve 11. kromozomlara
yerlesmistir (Nomiyama ve dig., 2001).

CC ligand 1 (CCL1) ve CCL8 genleri karsiikli olarak tip 2 hiicreleri, Tc2
hiicrelerini, T yardimci hiicreleri baskilamaktadir. CCL1 geni monosit tiretmekte ve bu
sinyal, diger CCL genlerini tegvik etmektedir (Sironi ve dig., 2006).

CCL genleri immiin dengede onemli bir rol oynamaktadirlar. Bunlar 16kositlerin
aktivasyonunda, hareketinde, olgunlagsmalarinda gorev alirlar (Ono ve dig., 2003).

Birka¢ kemokin, lenfositlerin giiclendirilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.

Bununla ilgili kanitlar gittikce artmaktadir. Ayrica kemokinler alerji, astim gibi solunum
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yollar1 hastaliklarinda, kan olusumunda, damar olusumunda yaralarin onarilmasinda,
embriyogenez ve organ gelisiminde, kardiyovaskiiler hastaliklarda, tiimor metastazinda,
HIV enfeksiyonunda, kemokinler ve onlarin reseptorlerinin onemli rolleri vardir (Le ve
dig., 2004).

Tiiberkiiloz graniilamasinin karakteristik ozelligi ¢ok cekirdekli dev hiicrelerdir
(Multiniikleer giant cell, MGC); fakat bunlarin fonksiyonlar1 hala iyi anlasilamamistir.
CXCLS8 salgis1 M. tuberculosis’in MGC ve monositleri arttirmaktadir. MTB monosit ve
CCL2 salgisim1 arttirmaktadir. CCL3 salgis1 ile biitiin hiicre tipleri MTB’ ye cevap
vermektedir. Gen ekspresyon artis1 ile monositlerin kemokin salgisi birlesmektedir. Ozetle
MGC graniiloma hiicre giiclenmesine katkida bulunacaktir, fakat bu patojene maruz
kalmaya bagl olmayabilir (Zhu ve dig., 2006).

Zenciler tiiberkiilloza daha duyarhidir. Bazi bireyler daha giiclii olup makrofaj
populasyonuna sahip olduklarindan tiiberkiiloza direncglidirler buda insanlar arasindaki

genetik polimorfizm oldugunun kanit1 olabilir (Ozbal, 2006).

1.9. Piirinerjik Resptorler (P2X5)

P2X; reseptorleri, yedi homomerik (P2X;-P2X5) reseptor alt tipi iceren, ATP’ ye
hassas, iyonotropik, P2X reseptor ailesine mensuptur (North, 2002). Bu reseptorlerin P2X?2
ve P2X3 gibi heteromerik reseptor kombinasyonlar1 olanlar1 da vardir (North, 2002).
Ancak P2X7 reseptorleri P2X ailesi icerisinde homerik form olarak fonksiyon gosteren tek
reseptor cesididir. P2X5 reseptorleri yiiksek ATP konsantrasyonunda (4100 mM) fonksiyon
gosterip (Jacobson ve dig., 2002), uzun siire agoniste maruz kalmalar1 durumunda hiicre
membraninda biiyiik stolitik form olusumuna sebep olmaktadirlar (Surprenant ve dig.,
1996). P2X; reseptorleri Oncelikle ratlarda (Surprenant ve dig., 1996), sonra insan
beyninde (Collo ve dig., 1997), son olarak da insan makrofajlarinda klonlanmistir
(Rassendren ve dig., 1997).

P2X; reseptorleri, mast hiicreleri, lenfositler, eritrositler, fibroblastlar, periferal
makrofajlar ve epidermal langerhans hiicrelerini iceren hematopoetik kok hiicrelerde de
ekspresse edilebilirler (Collo ve dig., 1997).

Piirinler ile onlarin niikleozit ve niikleotid formlari, gerek enerji metabolizmasinda,

gerekse genetik materyalin olusturulmasinda olmazsa olmaz molekiillerdendir. Bu iki
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temel gorevin yam sira, hiicre i¢ci ve hiicreler arasindaki iletisime de onemli katkilar
saglarlar. Bu iletisim, hiicre yiizeyine yerlesmis reseptorler (Piirinoseptor) ailesi

a. Adenin reseptor grubu

b. Yapisal (Metabotropik) niikleotid (P2Y) reseptorler

c. Iyonotropik niikleotid (P2X) reseptorler

d. Diniikleotid reseptorler

e. Adenozin reseptorler olmak iizere bes alt gruba ayrilmistir (King ve dig., 2003).

Piirinejik reseptorler, onemli 6l¢iide makrofajlarda ekspresse edilir ve ATP uyarimi
ile MTB’ nin Oliimiine neden olurlar. P2X;” nin uyarimi, ikili katyon kanallariin
acilmasina, kalsiyum gecisine, kaspazin uyarilmasina, sonug¢ olarak da apoptosise neden
olur. MTB’ nin oliimii fagozomal fiizyonu yoneten fosfolipaz D’ yi aktive eder
(Berrington, 2007).

P2X5 reseptorlerinin en az 250 polimorfik formu tanimlanmis (Ferrari ve dig., 2006),
bu cesitler arasinda reseptoriin fonksiyonunu hem kazanmasina (Cabrini ve dig., 2005),
hem de kaybetmesine (Wiley ve dig., 2003) sebep olan SNP’ ler rapor edilmistir. Bu SNP’
lerin bazilar1 ekstrapulmoner TB’ yi tahmin etmede bir biomarker olarak ise yaramaktadir
(Fernando ve dig., 2007).

P2X7 reseptoriiniin polimorfik formlarinin cesitliligi, P2X; reseptorleri ile alakali
diger reseptorlerin C terminal bolgesinin uzunlugunun artmasi ile alakalidir. Bu bolge
reseptor aracili sitosolik por olusturma aktivitesi i¢in gerekli olup (Surprenant ve dig.,
1996), SH2 domainleri ve a-aktin gibi lipopolisakkaritler i¢in birbirini etkiledigi varsayilan
bolgeleri de icermektedir (Denlinger ve dig., 2001).

Piirinerjik reseptorler, makrofajlarda 6nemli dl¢iide ekpresse edilen immiin sistem ve
kandaki hiicrelerde bulunan katyonik kanallardir (Gu ve dig., 2001).

P2X7 reseptorii ekstraselliiler ATP ile aktive olmaktadir. ATP apoptosise yol acan
kaspaz kaskatinin uyarilmasina ve kalsiyum girisine yol acgarak, katyon secici kanallarin
acilmasina neden olur. Bir kalsiyum bagimli fosfolipaz D yolu da aktive edilir, Aktive
edilen bu yolda fagolizozomal fiizyona ve MTB’ nin 6liimiine neden olur (Gu ve dig.,
2001).

P2X; reseptorleri, makrofajlar giiclii bir sekilde ekspre eder. P2X;’nin aktivasyonu
Ca® secici kanallarinin hemen agilmasina ve kalsiyum iyonlarinin hiicrenin i¢ine girmesini
saglar. Bunun sonucunda da kaspaz kaskadi indiiklenerek apoptosis olusur, ayrica

fosfolipaz-D aktive olur. Fosfolipaz-D fagozom-lizozom fiizyonunu arttirarak MTB’ nin
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Olumiine neden olur. P2X; geninde bir¢cok polimorfizm tanimlanmistir. Bunlardan en
yaygint A1513C polimorfizmidir. Bu polimorfizm bir amino asidin degisimine neden olur.
P2X; reseptoriiniin C terminalindeki 496. amino asid olan glutamik asidin alanin amino
asidine doniigiimiine neden olur. Bu amino asid degisikligi P2X; geninin fonksiyonunu
kaybetmesine sebep olur (Fernando ve dig., 2007).

Bir¢ok calisma populasyonlarin tiiberkiiloza olan yatkinliklarinda genetik faktorlerin
etkili oldugunu gostermektedir. P2X; geni birkac Bati Afrika, Giliney Dogu Asya, Kuzey
Amerika ve Kuzey Avrupa populasyonlarinda bir risk faktoriidiir (Xiao ve dig., 2009).

1.10. Molekiiler Teknikler
1.10.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR spesifik bir DNA pargasinin primerler tarafindan yonlendirilerek enzimatik
olarak sentezlenmesi seklinde in vitro bir amplifikasyon yontemdir. PCR ile bir hedef
DNA parcasindan milyonlarca ¢ogaltmak miimkiindiir. Yontemin temeli, cogaltilmak
istenen bolgenin iki ucuna 6zgii, bu bolgedeki baz dizilerine tamamlayici olan 18-20 baz
uzunlugunda bir ¢ift sentetik oligoniikleotid primer kullanarak, bu iki primer ile
sinirlandirilan bolgenin enzimatik olarak sentezlenmesine dayanir. PCR 1n en 6nemli
ozelligi ¢cok az miktarda DNA ile calismaya olanak saglamasidir. Bir PCR dongiisii icin
gerekli olan 5 ana madde vardir. DNA 6rnegi (genomik DNA), ¢ogaltilacak bolgeyi sagdan
ve soldan ¢evreleyen sentetik primer, deoksi-niikleotit-tri fosfatlar (ANTP), yiiksek 1s1ya
dayamkli Taq DNA polimeraz enzimi uygun pH ve iyon kosullarmi (Mg **) saglayan
tampon karistmi (MgCl, ) kullanilir (Appilied Biosystems, 2001; AmpFISTR1 User
Manuel).

PCR yontemi kolay uygulanabilir olmast ve hizli sonu¢ vermesi gibi avantajlar
nedeniyle bir¢ok farkli alanda kullanilabilmektedir.

Bu alanlar goyle 6zetlenebilir;

— Kalitsal hastaliklarda tagiyicinin ve hastanin tanisi,

— Prenatal (dogum Oncesi) tanida,

— Klinik 6rneklerde patojen (hastalik yapabilecek) organizmalarin saptanmast,

— Adli tip da,

— Onkogenezisin (kanser yapan hiicrelerin olusum evresi) arastirilmasinda,
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—  “Probe” olusturulmasinda, klonlamada, gen tanimlamasi aragtirmalarinda,

— DNA dizi analizinde, biiyiik miktarda DNA 6rneklerinin olusturulmasinda,

— Bilinmeyen dizilerin tayininde,

— Ge¢mis DNA’nin incelenmesi ve evrimin aydinlatilmasinda,

— RFLP analizinde,

— In vitro fertilization’ da implantasyon dncesi genetik testlerin yapilmasinda,

Bir PCR dongiisiinde denatiirasyon, primerin baglanmasi(anealing), ve uzama
(extension) olarak adlandirilan {i¢ asamadan olusur. Art arda tekrarlanan denatiirasyon
primerlerin baglanmasi, primerlerin uzamasi, evreleriyle DNA parcalar iissel olarak
amplifiye olur. Reaksiyon baslatilmadan once istenen sayida dongiiniin tekrarlanmasi
saglanabilir. PCR’1mn kullanima gecmesiyle laboratuar tamisinda ¢ok biiyiik bir hiz ve

kesinlik kazanilmistir.

1.10.2. RFLP

Restriksiyon uzunluk polimorfizmi metodu, restriksiyon endoniikleazlar kullanilarak
DNA’nin kesimine dayanan bir tekniktir.

Restriksiyon endoniikleazlar 1968 yilinda kesfedilmis bakteri enzimleridir.
Restriksiyon endoniikleazlar DNA {izerindeki bazi 6zel dizileri tanmir ve DNA’y1 bu
dizilerden keserler. Farkli bakteri suslarindan farkli sayida bazdan olusan ve farkli tanima
dizisine sahip, farkli enzimler elde edilebilir. DNA {izerindeki restriksiyon tanima
dizilerinde olusan herhangi bir niikleotid degisimi ( SNP, insersiyon/delesyon,
translokasyon, ve benzeri mutasyon c¢esitleri) restriksiyon enziminin o bolgeyi
tantyamamasi, ardindan da kesimin gerceklesmemesine yol agar. Bu bilgiye dayanarak;
ayn1 restriksiyon enzimi kullanilarak farkli kaynaklardan elde edilen DNA molekiilleri
sindirildiginde, farkli uzunlukta DNA parcalar1 olusabilir. RFLP sindirim iiriinlerini jel
elektroforezinde yiiriittiiglimiizde ise, bir sindirim goriintiisii olusur. Jel goriintiisiinde
olusan farkliliklar bize, tamima bolgelerindeki niikleotid polimofizmlerinin varligini
belirtir. Bu yontem bize dolayli olarak niikleotid degisimi varligim gosterir.

RFLP metodu kullanilarak, PCR ile ¢ogaltilmis belirli bir gen bolgesi, tanimlanmig
0zel mutasyonlara kars1 uyumlu, essiz bir restriksiyon enzimi ile taranabilir. Analiz edilen
gen bolgesi jel goriintiisiindeki bantlarin  sayilarina, biiyiikliiklerine bakilarak

genotiplendirilebilir, lokusa ait genotip ve allel sikliklar1 saptanabilir.
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Bu calismamizda pulmoner ve ekstrapulmoner tiiberkiiloz hastaliklarinda; CCL1
1159294 T/A ve P2X; A1513C polimorfizmlerinin Elazig ili yoresi populasyonun da
titberkiiloz icin bir risk faktorii olup olmayacagim arastirmayi, arastirma sonucunda elde
edilecek genotip ve allel frekanslarinin pulmoner ve ekstrapulmoner TB hastalarn ile
kontrol grubu arasinda karsilastirilmasi amaclanmistir. Bdylece gruplar arasinda allel ve
genotip frekanslarindaki farkliliklar incelenecek, bu gen polimorfizmlerinin incelenen
hastalik {izerinde etkili olup olmadig1r arastirilacaktir. Calismamiz Elazig yoresi
populasyonunda TB hastalifinda CCL1 15159294 T/A ve P2X; AIl513C
polimorfizmlerinin, allel ve genotip frekanslarinin saptanmasi1 ve TB hastaligina karst
yatkinligin belirlenmesi agisindan énem tasimaktadir. Calismamizn gelecekte TB hastalig
ile ilgili yapilacak caligsmalar i¢in bir temel olusturacagini ve yol gosterici olacagini timit

etmekteyiz.

20



2. MATERYAL VE METOD

2.1. Hastalarin Sec¢imi

Firat Universitesi Tip Fakiiltesi etik kurulunca 13.09.2010 tarih ve 148 sayili yazist
ile onaylanan calismada, eyliil 2010 ile may1s 2011 tarihleri arasinda Firat Universitesi Tip
Fakiiltesi Gogiis Hastaliklar1 polikliniginde pulmoner ve ekstrapulmoner TB tanisiyla takip
ve tedavileri yapilan hastalardan; kendilerinin, birinci derece yakinlarinin, hastane
otoriteleri ve hekimlerinin rizasi ile kan ornekleri alindi. Kontrol grubunu ise, pulmoner ve
ekstrapulmoner TB hastaliklar1 basta olmak iizere herhangi bir organik ve kronik hastalig
olmayan, goniillii saglikli bireylerden olusturuldu. Hasta ve kontrol grubunun benzer
cografi bolgelerden olmasina dikkat edildi. Calismamiz 160 saglikli kontrol grubundan,
160 pulmoner ve ekstrapulmoner TB hastasindan olusmaktadir. TB hastalarinin dagilimi

asagidaki tabloda gosterilmistir.

Tablol. TB Hastalarinin Dagilim1

TB’li hasta Say1
Toplam TB’li hasta 160
Toplam Pulmoner TB’li hasta 71
Toplam Ekstrapulmoner TB’li hasta 89
Lenfadenit 73
Plevra 8
Kemik 5
Deri 3

2.2. Orneklerin Alinmasi, Saklanmasi ve Analizlere Hazirlanmasi

Kanlar hastalarin antekiibital veninden daha 6nceden hazirlanmis 0.3 ml’ lik, etilen
diamin tetra asetik asit (EDTA) igeren tiiplere 2 cc olacak sekilde alindi. Kanlar, kan

alinma islemleri bittikten sonra DNA saflastirmasi yapilincaya kadar -20 °C’de bekletildi.



Kanlar birka¢ defa alt-iist edilerek homojen hale getirilip 24’erli gruplar olusturularak

calisildi

2.3. Demirbas Malzemeler

PCR cihazi (Biometra USA)

Mikrosantrifiij (Ole Dich Instrumentmakers APS, type 157.MP, Germany ve
Eppendorf microcentrifuge type 5415C, Germany)

Elektronik hassas terazi (Shimadzu Corporation Libror AEG-320, Japan)
Elektroforez aparat1 1200V-500mA E815 (Belgium)

Electrophoresis box (Consort N.V. Parklaan 36 B-2300 Turnhout, Belgium),

UV lambasi ve ilgili okuma, kaydetme, fotograflama iinitesi (TCP-20-M, Vilber
Lourmat, Cedex, France)

Hiz ayarl vorteks (Labinco L.46, The Netherlands)

Etiiv (Weiss Gallenkamp, UK)

Otoklav (Niive, Germany)

Mikrodalga firin (Arcelik)

Laminar air flow

Su banyosu (Kétterman labortechnic type 3643, Germany)

Otomatik Pipetler (Eppendorf Research, Germany)

Derin Dondurucu (Liebherr, Germany)

Buzdolabi (Argelik)

2.4. Sarf Malzemeleri

Kandan DNA izolasyon kiti PROMEGA, MADISON, WI).
Bfal (FspBI) Restriksiyon enzimi (FERMENTAS)

Haell Restriksiyon enzimi (PROMEGA)

Eppendorf Tiipler (0.2, 0.5, 1.5, 2’lik)

Primerler (REF GEN BIYOTEKNOLOJI)

Amonyum asetat

Amonyum kloriir

Sodyum dodesil siilfat (SDS)
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9- Potasyum hidrojen karbonat

10- Etanol (%70’lik)

11- izopropil alkol

12- EDTA

13- Borik asit

14- Agaroz

15- Ethidium bromide

16- Deoksiniikleotid trifosfat (ANTP) mix (INTRON)
17- Taq DNA polimeraz (INTRON),

18- 6X Yiikleme Tamponu (SIGMA)

19- 100 bp DNA ve 50 bp DNA step marker’leri (FERMENTAS).
20- TRIS baz

21- MgCl, (FERMENTAS)

22- Distile Su

23- Tiiplik

24- Cam malzemeler

2.5. Kandan DNA izolasyonu

DNA saflastirllmasi Promega firmasindan alinan ticari “Wizard Genomic DNA
Purification Kit”i ile gerceklestirildi (Kat. No.: A1125, Madison, WI, USA). Bu kit 300 uL
kandan DNA izolasyonu icin dizayn edilmistir. Calisma esnasinda kitin genel kurallarina
uymak kosuluyla baz1 modifikasyonlar yapildi. Gergeklestirilen deney asamalarn asagida
siralandi@i gibidir:

¢ 1.5 mL’lik tiiplere 900 UL “cell lysis” (hiicre parcalama) sollisyonu konuldu.

e Alt-iist edilmis kandan 300 pL alinarak hiicre par¢alama soliisyununun iizerine
ilave edildi, 5-6 defa alt-iist edildi, 10 dakika oda 1sisinda bekletildi.

® 15.000 x g de 20 saniye oda 1sisinda santrifiijlendi.

e Alttaki beyaz kisma zarar vermeden miimkiin oldugu olctide fazla siipernatan
uzaklastirildi ve atildi. Altta hiicrelerin iizerinde yaklasik olarak 10-20 pL sivi
birakildu.

e Hiicre parcalama solusyonundan 300 pL alinarak cok hafifce vortekslenmis hiicre

¢Okiintiistiniin iizerine eklendi ve 5-6 kez alt-list edildi. 2-4. basamaklar tekrar
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edildi. Beyaz hiicrelerin arasinda hala baz1 kirmizi hiicreler goriililyorsa bu
durumda tekrar hiicre parcalama solusyonu eklenerek yukarndaki deneyler
tekrarlandi.

Beyaz hiicreler siddetle vortekslenerek iyice karigmasi saglandi (10-15 saniye).
Vortekslenmis hiicrelerin iizerine 350 puL “Nuclei lysis” (¢ekirdek parcalama)
solusyonu eklendi. Beyaz hiicrelerin parcalanmasi i¢in solusyon 5-6 kez pastor
pipeti ile pipetlendi ve birakildi. Solusyon viskoz bir yap1 kazandi. Karistirildiktan
sonra hala hiicre kiimeleri goriiniiyorsa 37°C’de inkiibe edildi.

Oda 1sisina getirilmis Niikleer lizatin iizerine 120 pL “protein precipitation”
(protein c¢oktiirme) solusyonu eklendi. 10-20 saniye siddetle vortekslendikten sonra
kiigiik, degisik kahverengi tonlarinda protein kiimeleri goriildii. Numuneler tam
oda 1si1sina gelmeden protein ¢oktiirme solusyonu eklendiginde yeterli bir protein
¢Okiintiisii elde edilemeyeceginden hareketle iyi bir ¢Oktiirme igcin bu ayrintiya
dikkat edildi.

Oda sicakliginda 15.000 x g’de 3 dakika santifiijlendi. Eppendorf tiipiin dibinde
koyu kahverengi bir protein ¢okiintiisii goriildii.

Siipernatan 300 pL izopropanol iceren 1.5 ml’lik santifiij tiipiine transfer edildi.
Siirekli alt-iist edilerek ve ters cevrilerek karistirildi. Beyaz iplik goriiniimiindeki
DNA, goriilebilen bir kitle oluncaya kadar bu ¢evirme islemine devam edildi. Baz1
numunelerde goriilebilen kiimeler olusurken diger bazilarinda ¢ok kiiciik miktarda
iplik¢ik goriildii.

1 dakika oda sicakliginda 15.000 x g’de santrifiijlendi. DNA, ornekteki 16kosit
miktarinin az veya fazla olmasina gore miktar1 degisebilen beyaz bir c¢okiintii
olarak goriildii.

Sitipernatan dokiilerek dipte kalan DNA’nin iizerine 300 uL oda sicakligindaki
%70’1ik etanol eklendi. Alt-iist yapilarak DNA pelleti ve tiipiin kenarlar yikandi.
Yukaridaki santrifiijleme islemi tekrarlandi.

Etanol dikkatlice uzaklastirildi. Bu asamada DNA c¢ok gevsektir. Yanliglikla
pipetlenebileceginden dikkatli olmak gerekir. Tiipler temiz kurutma kagitlarinin
izerine agizlan alta gelecek sekilde yerlestirildi, boylece fazla etanol alinmis oldu.

Sonra 5-10 dakika normal havada kurumaya birakild.
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e Kurumus tiipe 100 uL DNA rehidratasyon solusyonu eklendi. DNA’y1 rehidre

etmek icin 65°C’de 1 saat inkiibe edildi. Tiip ara ara calkalandi.

e DNA 0.5 mL’lik eppendorf tiiplere aktarilarak 2-8°C’de saklandi.

Bu iglemler bittikten sonra ependorf tiiplerde bulunan DNA’nin tahmini miktarini
hesaplamak icin su islem gergeklestirildi: UV/visible spektrometre 260 ve 280 nm’de ¢ift
dalga boyu aralifinda okuma yapacak sekilde ayarlandi. DNA orneginden 4 pL alinarak
mikro kiivette bulunan 746 UL saf suyun iizerine konuldu ve alt-iist yapildi. Okuma
gergeklestirildi. Daha sonra ng/ul DNA= Ajs X dilusyon faktdrii x 50 formiiliinden
hareketle 6rneklerdeki DNA’nin yaklasik miktar1 hesaplandi.

2.6. PCR-RFLP Yontemi

2.6.1. Oligoniikleotidler (Primerler)

CCL1 genindeki rs159294 polimorfizminin degerlendirilmesi i¢in www.ensembl.org
web adresi kullanilarak genlerin tam dizilerine ulasildi ve primer dizayn edildi. Primerler
http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi programi kullanilarak dizayn
edildi. Polimorfizmlerin degerlendirilmesinde RFLP yontemi kullanilirken 6zellikle secilen
enzimin star aktiviteye sahip olmamasi tercih edildi.

CCL1 rs159294 polimorfizminin dogrulanmasi i¢cin DNA dizileme yapildi. Bu
amagla ilgili polimorfizm i¢in wild, heterozigot ve polimorfik oldugu RFLP yontemi ile
tespit edilen Ornekler PCR ile c¢ogaltildi. Laboratuvarlarimizda DNA dizileme cihazi
bulunmadigindan ornekler “Ref Gen Gen Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji” laboratuvarina
gonderildi.

PCR deneylerinde kullanilacak olan oligoniikleotidler, insan DNA’s1 iizerindeki ilgili
gen bolgesinin amplifikasyonunu gergeklestirmek icin kullanildi. Satin alinan primerin

niikleotidlerin sekansi ve orijini agagida belirtilmistir.
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Tablo 2. CCL1 ve P2X;’ ye Ait Primer Dizileri

CCL1 Sense primer: 5°- CCC AAA ATA TCT GTG GCT GA -3’
CCL1 Antisense primer: 5’- ATC CCA GCA GAA GCT TTG AA-3’
P2X5 Sense primer: 5’- AGA CCT GCG ATG GAC TTC ACA G-3’
P2X5 Antisense primer: 5’- AGC GCC AGC AAG GG CTC -3’

2.6.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Bu calismada hasta ve kontrollerden elde edilen DNA ornekleri PCR ile ¢ogaltildi.
PCR kosullart Zhang ve arkadaslarinca tariflenen protokole gore belirlendi (Zhang ve dig.,

2008). PCR optimizasyonundan sonra protokol laboratuvar sartlarimiza gore yeniden

olusturuldu.
PCR Icerigi:
10X PZR Buffer 3ul
MgCI (25mM) 3ul
dNTP (2.5mM) 3ul

Primer R (20pmol) 1wl
Primer F (20pmol) 1l
DNA Sul
Taq DNA Polimeraz 0.2l

Toplam voliim 30 pl ye distile su ile tamamlandi.

2.6.3. CCL1 rs159294 T/A PCR Programi

95 °C 5dk. Denatiirasyon periyodu

95°C 30sn
58.4 °C 30sn 36 siklus
72 °C  40sn

72 °C 7dk. Ekstensiyon periyodu
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2.6.4. P2X7 A1513C PCR Program

95 °C  5dk. Denatiirasyon periyodu

95 °C  30sn
66.3 °C 30sn 36 siklus
72 °C  40sn

72 °C  7dk. Ekstensiyon periyodu

PCR islemi gergeklestirildikten sonra %3’liikk agaroz jelde PCR iiriinleri kosturuldu.
CCL1 rs159294 i¢in 239 bp, P2X; A1513C i¢in ise 317 bp iiriin elde edildi. Elde edilen
CCL1 iiriinleri Bfal (FspBI), (Fermentas) restriksiyon enzimi ile; P2X5 iirlinleri Haell

(Promega) restriksiyon enzimi ile kesildi.

2.6.5. Bfal (FspBI) Restriksiyon Enzim Muamelesi

10X Reaksiyon Buffer 2.5ul

PCR iirtinii 10 pl

Su3pl

Enzim [Bfal (FspBI)] 0.8 pl

37°C’ de 16 saat inkiibe edildi. inkiibasyon isleminden sonra iiriinler %3’liikk agaroz
jelde kosturularak hastalarin ve kontrollerin polimorfizm sonuglar verildi (Zhang ve dig.,

2008).

2.6.6. Haell Restriksiyon Enzim Muamelesi

RE 10X Reaksiyon Buffer 2 pl

PCR iirtinii 10 pl

Su 10w

Enzim (Haell) 0.5 pl

BSA 0,2 wl

37°C’de 1-4 saat inkiibe edildi. inkiibasyon isleminden sonra iiriinler %3’liikk agaroz
jelde kosturularak hastalarin ve kontrollerin polimorfizm sonuglar verildi (Zhang ve dig.,

2008).
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Tablo 3. Calisilan Polimorfizmler, Restriksiyon Enzimleri ve Bant Boyutlar

Calsilan  Gen Kullanilan PCR Normal  Heterozigot Homozigot
Polimorfizmi Restriksiyon Uriinii  Genotip  Genotip Polimorfik
Enzimi Uriinleri Genotip
CCL1 Bfal (FspBI) 239bp 130bp 239 bp 239bp
+ +
109bp 130 bp
+
109 bp
P2X5 Haell 317bp 317 bp 317 bp 199 bp
+ +
199 bp 120 bp
+
120 bp

2.6.7. PCR ve RFLP Uriinlerinin Elektroforezi

PCR ve enzim kesim iriinlerinin amplifikasyonlarinin ya da kesimlerinin dogru

gerceklesip gerceklesmediginin kontrol edilebilmesi i¢in agaroz jelde yiiriitiildii.

2.6.8. Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

2.6.8.1. Etidyum Bromiir Hazirlanmasi:

0.2 gr etidyum bromiir tartilarak distile su ile 20 ml ye tamamlanur.

2.6.8.2. TBE Tamponu (5X)

54 gr Tris

27.5 gr Borik Asit
20 mL 0.5 M EDTA tartilarak (pH 8) 1 L distile ve deiyonize suda ¢oziildii.
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2.6.8.3. %3’liik Agaroz Jel Hazirlanmasi

3 gr agaroz tartilir, TBE ile 100 ml’ye tamamlanir. Mikrodalga firinda kaynatilarak
eritilir, sogutulur, jel kalibina dokmeden igine 7 pl etidyum bromiir eklenir, karstirilir ve

kaliba dokiiliir. Kuyucuklarin olusmasi icin tarak konur ve donmaya birakilir.

2.6.9. PCR ve RFLP Uriinlerinin Agaroz Jele Yiiklenmesi

PCR ve RFLP iiriinlerinin yiiklenecek miktarlarinin %10’u kadar igerisine 6X
yiikleme tamponu eklenir ve kuyucuklara mikropipetle yiikleme yapilir. DNA’lar jele
yiiklenirken, beklenen bantlarin boyutlarinin belirlenebilmesi amaciyla ayni jelin ilk ve son
kuyucuguna Fermentas firmasindan alinan 100 bp’lik 7 pl DNA boyut marker’s de
yiiklendi. Jel, oda sicakliginda 60 V ve 25 mA sabit akimda yiiriitildii. 1 saatlik

yiiriitmeden sonra jeller UV 1s1k altinda degerlendirilerek fotograflandi.

2.7. istatistiksel Analizler

Biitiin istatistiksel testler “SPSS® for Windows computing program, Version 16”
(SPSS Inc. Chicago IL USA) ile gergeklestirildi. Genetik dagilimin Hardy-Weinberg
dengesine uyumu Ki Kare (X?) testi ile analiz edildi. Hastalar ve kontroller arasindaki
genotipik dagilimlar farkliliklari X* testi ile degerlendirildi. Kontrol ve hastalar
arasindaki allelik dagilim farkliliklart Fisher’s exact test ile degerlendirildi. P degerinin

<0.05 olmas istatistiksel agidan anlaml1 olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

Bu calismada 160 tiiberkiilozlu hasta ve 160 saglikli bireyden olusan kontrol
grubundan, kan ornekleri alinarak DNA izolasyonu yapildi. Hastalarin cinsiyet dagilimi
61(%38.1) kadin, 99(%61.9) erkek, yas ortalamalan ise 37.43+14.58; kontrol grubunun
cinsiyet dagilimi 82(%51.2) kadin, 78 (%48.8) erkek, yas ortalamalar1 ise 39.27+13.84
olarak belirlendi. izolasyon sonras1t CCL1 ve P2X; primerleri kullanilarak PCR kuruldu.
DNA’s1 elde edilen hasta ve kontrol gruplarinin PCR’lar1 kurularak cogaltma yapildi.
Sonra {iriinler %3 liikk agaroz jelde kosturularak degerlendirildi. Hasta ve kontrol
orneklerinde CCL1 rs159294 T/A polimorfizmi i¢in 239 bp; P2X7; A1513C polimorfizmi
icin 317 bp de ilk PCR iiriinleri olusturuldu ( Sekil 1 ve Sekil 2).

Sekil 1. CCL1 icin kesim oncesi ilk PCR iiriin 6rnekleri, M: 100 bp’ lik DNA

boyutmarkirt



Sekil 2. P2X; i¢in kesim oncesi ilk PCR iiriin 6rnekleri, M: 100 bp’ lik DNA boyut

markiri

PCR ile amplifiye edilen gen diirlinleri CCLI1 i¢in Bfal (FspBI) restriksiyon
endoniikleaz enzimi ile P2X; icin Haell restriksiyon endoniikleaz enzimi ile muamele
edildi. Ilgili polimorfizmin belirlenmesi i¢in %3’liik agaroz jelde kosturularak CCLI icin
yabanil tip (TT), heterozigot (TA), homozigot polimorfik (AA), (Sekil 3) olgular tespit
edildi.

SRR
(01 e

Sekil 3. CCL1 15159294 T/A polimorfizmi i¢in PCR’ a yonelik agaroz jel
elektroforez goriintiisii. Siitunl, 2, 3: 239 bp (AA homozigot polimorfik 6rnekler), Siitun 4,
5, 6: 239 bp + 130bp + 109 bp (TA heterozigot 6rnekler), Siitun 7, 8, 9: 130bp +109 bp
(TT yabanil tip 6rnekler) M: 100 bp’ lik DNA boyut markiri
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Sekll 4. CCL1 genindeki rs159294 polimorfizmi i¢in TT genotipine ait DNA
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dizileme goriintiisii.
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Sekil 5. CCL1 genindeki rs159294 polimorfizmi i¢in AA genotipine ait DNA

RPN A ad

dizileme goriintiisii.
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Sekil 6. CCL1 genindeki rs159294 polimorfizmi i¢in TA genotipine ait DNA

dizileme goriintiisii.

P2X7i¢in de yabanil tip (AA), heterozigot (AC), homozigot polimorfik (CC) olgular1
belirlendi (Sekil7).

Sekil 7. P2X; A1513C polimorfizmi icin PCR’ a yonelik agaroz jel elektroforez
goriintiisii. Stitunl, 2, 3: 317 bp (AA: yabanil tip 6rnekler) Siitun 4, 5, 6: 317 bp + 199 bp +
120 bp ( AC: Heterozigot polimorfik ornekler) Siitun 7, 8, 9: 199 bp + 120 bp ( CC:
Homozigot polimorfik 6rekler) M: 100 bp’ lik DNA boyut markiri.
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Hasta ve kontrol grubu ile yaptigimiz c¢alisma sonucunda CCLI1 igin 160
tilberkiilozlu hastanin 98’inde (%61.25) TT genotipi, 58’inde (%36.25) TA genotipi,
4’iinde de (%2.5) AA gonotipi, 71 pulmoner tiiberkiilozlu hastanin 50’sinde (%70.42) TT
genotipi, 20’sinde (%?28.16) TA genotipi, 1’inde de (%1.40) AA genotipi, 89
ekstrapulmoner tiiberkiilozlu hastanin 48’inde (%53.93) TT genotipi, 38’inde (%42.69) TA
genotipi, 3’iinde de (%3.37) AA genotipi tespit edildi. Kontrol grubunda ise 160 saglikli
bireyin 100’iinde (%62.50) TT genotipi, 58’inde (%36.25) TA genotipi, 2’sinde de
(%1.25) AA genotipi belirlenmistir (Tablo 4). CCL1 rs159294 polimorfizminde genotip
frekanslart X” testi kullamlarak, hasta ve kontrol gruplan karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik saptanamamistir (P > 0.05). Kontrol grubunun genotip dagilimi
Hardy Weinberg dengesi icinde olmayip (P < 0.05), hastalarin genotip dagilimlarinin
Hardy Weinberg dengesi i¢inde oldugu belirlenmistir (P > 0.05).

Tablo 4. CCL1 rs159294 Polimorfizmine Ait Hasta ve Kontrol Gruplarinin Genotip

Frekanslari
Gruplar TT TA AA P H-Wes
Kontrol (n=160) 100(%62.50) 58(%36.25) 2(%1.25) 0.042

Toplam TB’li Hasta (n=160)  98(%61.25)  58(%36.25) 4(%2.5) 0.709 0.175

Pulmoner TB (n=71) 50(%70.42) 20(%28.16) 1(%1.40) 0.488 0.52
Ekstrapulmoner TB (n=89) 48(%53.93) 38(%42.69) 3(%3.37) 0.272 0.164

CCL1 icin, toplam, pulmoner ve ekstrapulmoner TB’li hastalarda T allel frekanslar
sirasiyla; 0.19, 0.15, 0.25 olarak saptanmis; kontrol grubunda ise T allel frekansi 0.21
olarak belirlenmistir. A allel frekanslar1 ise toplam, pulmoner ve ekstrapulmoner TB’li
hastalarda sirasiyla; 0.81, 0.85, 0.75, kontrol grubunda ise 0.79 olarak tespit edilmistir
(Tablo 5). Allel frekanslart X* testi kullamlarak, hasta ve kontrol gruplari
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin olmadig goriilmustir (P >

0.05).
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Tablo 5. CCLI1 rs 159294 Polimorfizmine Ait Hasta ve Kontrol Gruplarmin Allel

Frekanslar1

Gruplar T allel frekansi A allel frekansi P
Kontrol 0.21 0.79

Toplam TB’li 0.19 0.81 0.693
Pulmoner TB 0.15 0.85 0.195
Ekstrapulmoner TB 0.25 0.75 0.291

Hasta ve kontrol grubu ile yaptigimiz calisma sonucunda P2X; A1513C
polimorfizmi i¢in 160 tiiberkiilozlu hastanin 91’inde (%56.87) AA genotipi, 52’sinde
(%32.5) AC genotipi, 17°sinde de (%10.62) CC gonotipi, 71 pulmoner tiiberkiilozlu
hastanin 44’itinde (%61.97) AA genotipi, 18’inde (%25.35) AC genotipi, 9’unda da
(%12.67) CC genotipi, 89 ekstrapulmoner tiiberkiilozlu hastanin 47’sinde (%52.80) AA
genotipi, 34’iinde (%38.20) AC genotipi, 8’inde de (%8.98) CC genotipi tespit edildi.
Kontrol grubunda ise 160 saglikli bireyin 76’sinda (%47.50) AA genotipi, 63’iinde
(%39.37) AC genotipi, 21’inde de (%13.12) CC genotipi belirlenmistir (Tablo 6). P2X;
A1513C polimorfizminde genotip frekanslart X* testi kullamlarak, hasta ve kontrol grubu
arasinda karsilastirma yapildiginda anlamhi bir farklilik bulunamamistir (P > 0.05).
Pulmoner TB’ 1i hastalarin genotip dagilimi Hardy Weinberg dengesi icinde olmayip (P <
0.05), toplam tiiberkiiloz ve ekstrapulmoner tiiberkiilozlu hastalar ile kontrol grubunun

genotip dagilimlarinin Hardy Weinberg dengesi icinde oldugu belirlenmistir (P > 0.05).

Tablo 6. P2X; A1513C Polimorfizmine Ait Hasta ve Kontrol Gruplarinin Genotip

Frekanslar1
Gruplar AA AC CC P H-Wes
Kontrol (n=160) 76(%47.50) 63(%39.37) 21(%13.12) 0.176

Toplam TB’li Hasta (n=160)  91(%56.87) 52(%32.5) 17(%10.62) 0.244 0.028

Pulmoner TB (n=71) 44(%61.97) 18(%25.35) 9(%12.67) 0.093 0.0053
Ekstrapulmoner TB (n=89) 47(%52.80) 34(%38.20) 8(%8.98) 0.553 0.607

P2X; AI1513C polimorfizmi i¢in, toplam, pulmoner ve ekstrapulmoner TB’li
hastalarda A allel frekanslar1 sirasiyla; 0.27, 0.75, 0.28 olarak saptanmis; kontrol grubunda
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ise A allel frekansi 0.67 olarak belirlenmistir. C allel frekanslan ise toplam, pulmoner ve
ekstrapulmoner TB’ li hastalarda sirasiyla; 0.73, 0.25, 0.72, kontrol grubunda ise 0.33
olarak tespit edilmistir (Tablo 7). Allel frekanslar X? testi kullamilarak, hasta ve kontrol
gruplan arasinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin olmadigi

goriilmiistiir (P > 0.05).

Tablo 7. P2X; A1513C Polimorfizmine Ait Hasta ve Kontrol Gruplarinin Allel Frekanslar

Gruplar A allel frekansi C allel frekansi P
Kontrol 0.67 0.33

Toplam TB’li 0.27 0.73 0.10
Pulmoner TB 0.75 0.25 0.10
Ekstrapulmoner TB 0.28 0.72 0.275
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4. TARTISMA ve SONUC

TB oliime neden olan enfeksiyon hastaliklar1 arasinda diinya da ikinci sirada yer
almaktadir. Yillik olarak 8-9 milyon yeni TB vakasinin oldugu, ayrica diinya niifusunun
ticte birinin MTB ile enfekte oldugu tahmin edilmektedir. MTB ile enfekte olan insanlarin
ancak %5-10’nun da klinik rahatsizlik goriilmektedir (Frieden ve dig., 2003).

MTB’nin viicuda girisi ile makrofajlar immiin cevabin olusturulmasinda 6nemli rol
oynamaktadir. Makrofajlar MTB’nin konaga girdigi andan itibaren onlar1 fagosite edip,
basili bir kapsiille cevrelemektedir. Kemokinler makrofajlarin hareketinde goérev alan
bagisiklik sistemi elemanlaridir. Kemokinler glikoprotein yapida olup TB enfeksiyonun da
rol oynamaktadir. insan makrofajlari, MTB ile karsilasmalar1 durumunda bir¢ok kemokin
tiretmektedir (Widdison ve dig., 2007).

Kemokinler, inflamasyon yerleri ve merkezi sinir sistemindeki hiicrelerin
hareketinde, hayati Ooneme sahiplerdir. Kemokin genleri kromozomun 17ql11.2- ql2
tizerindedir. Bugeja ve arkadaslar1 multiple sklerozis (MS) hastaligi ile kemokin genleri
arasindaki iliskiyi arastirmiglardir. Avusturyali MS hastalarinda 12 aday SNP’ yi
genotiplendirmislerdir. Calismanin sonucunda CCL2 ve CCLI11 genlerindeki 4 SNP’nin
hastalikla iligkili oldugunu gormiislerdir (Bugeja ve dig., 2006). Bizim yaptigimiz
caligmada ise CCL1 genindeki rs159294 T/A SNP’sinin TB hastalifina yakalanmada
istatistiksel olarak bir risk olusturmadiginmi belirledik.

Thuong ve arkadaglarmin latent, pulmoner ve menenjit TB’ li 273 hasta ve 188
saglikli bireyden olusan kontrol grubunu kullanarak yaptiklar bir ¢calismada; CCL1 geni
icerisindeki rs10491110, rs3091324, rs2072069, rs159319, rs3138031, rs159290, rs159291
ve 15159294 SNP’lerinin TB ile ilgili olup olmadigini arastirmislar (Thuong ve dig., 2008)
ve bizim ¢alistiimiz polimorfizm olan rs159294 T/A polimorfizminin istatistiksel olarak
TB ye yatkinlik olusturdugunu tespit etmislerdir. Calismalart sonucunda T allel frekansini
toplam TB’li hastalarda 0.82, pulmoner TB’li hastalarda 0.79, A allel frekansini toplam
TB’li hastalarda 0.19, pulmoner TB’li hastalarda 0.21 olarak belirlemislerdir. Calismamiz
sonucunda T allel frekansini toplam TB’li hastalarda 0.19, pulmoner TB’li hastalarda 0.15,
A allel frekansimi toplam TB’li hastalarda 0.81, pulmoner TB’li hastalarda 0.85 olarak
tespit ettik. Thuong ve arkadaslarimin allel frekanslari, bizim allel frekanslarimiz ile

karsilastirildiginda, T allel frekanslarinin bizim belirledigimiz T allel frekanslarina gore



oldukga yiiksek, A allel frekanslarinin bizim belirledigimiz A allel frekanslarina gore de
olduk¢a diisiikk oldugunu gormekteyiz. A alleli polimorfik allel olup c¢alistifimiz
populasyonda yaygin olarak goriilmektedir. Thuong ve arkadaglarimin calistiklar
populasyonda polimorfik A allel sikliginin olduk¢a diisiik oldugunu gormekteyiz. Allel
sikligindaki bu farklilik istatistik sonuglari etkilemektedir.

Biz calismamizda CCL1 genindeki 1s159294 T/A polimorfizminin TB’ ye
yakalanma da istatistiksel olarak bir risk olusturmadigim belirledik. Bunun nedeninin
CCL1 genindeki 1rs159294 T/A polimorfizm sikliginin, populasyonlarda farklilik
gosteriyor olmasi olabilir. Nitekim yapilan ¢alisma ile kendi calismamizdaki allel
frekanslarin1 karsilagtirdigimizda atasal allel olan T’nin hem toplam TB’li hastalarimizda
hem de pulmoner TB’li hastalarimizda, yapilan ¢alismaya gore daha diisiik oranlarda
oldugunu gormekteyiz. Farkli toplumlarda, farkli etnik kdkene sahip populasyonlardaki
polimorfizmlerin, aym hastalik i¢in bir risk faktorii olusturmadigi da bilinmektedir. Aym
polimorfizmin, farkli etnik kokene sahip populasyonlarda aymi hastalifa karsi bir risk
faktorii olugturmadigin1 gosteren ¢alismalar da mevcuttur. Thuong ve arkadaslan yaptiklar
caligmada 273 hasta, 188 saglikli birey kullanmislar ve CCL1 genindeki rs159294 T/A
polimorfizminin TB’ ye yakalanmada istatistiksel olarak bir risk olustudugunu
belirtmislerdir. Bizim calismamiz 160 TB’li hasta ve 160 kontrol grubu ile yapilmis olup
hasta ve saglikli bireylerin sayis1 birbirine esittir. Calismamiz1 hasta bireylerin sayisini
arttirarak ya da, kontrol grubundaki birey sayisini azaltarak, yapmamiz durumunda daha
farkli bir sonucla karsilasilabilir. Hasta sayisinin arttinlmasi c¢alismanin sonucunu
degistirebilir.

Kronik akciger hastaliklarinin siddetlenmesi 6nemli bir 6liim nedenidir. Hastadaki
SNP’ ler bu kronik rahatsizlifin siddetlenmesine katkida bulunabilir. Takabatake ve
arkadaslar Japonya’ da 276 erkek kronik akciger rahatsizligi bulunan hastalarda CCL11,
CCL1 ve CCLS5 geni iizerindeki 4 SNP’nin kronik akciger hastaliklar {izerine etkisini
aragtirmislar ve ¢alisma sonucunda CCL1 gen polimorfizminin hastaligin siddetlenmesi ile
ilgili oldugunu bulmuslardir (Takabatake ve dig., 2006).

Yukar da bahsettigimiz ¢alismalarda, CCL1 gen polimorfizmlerinin ¢alisilan farkli
hastaliklar ile iliskili oldugu goriilmektedir. Calismamiz da, CCL1 genin de farkli bir
polimorfizmin, TB hastalig1 ile iligkili olup olmadigimi arastirdik. CCL1 rs159294 T/A
polimorfizminin, istatistiksel olarak TB hastalig1 ile anlamli bir iliskisinin olmadigini tespit

ettik. Literatiir bulgular1 ile caligmamizin sonucunun farkli olmasinin nedeni, ayni

38



polimorfizmin caligilmamis olmasi, calisilan polimorfizmin farkli bir hastalik iizerinde
etkili olup olmadiginin arastirilmis olmasi olabilir. Ayrica ayni polimorfizim, ayni hastalik
tizerinde, etnik kokenleri farkli olan populasyonlarda bazen hastalik ile istatistiksel olarak
iliskili iken, bazen de iliskili olmayabilir. Bu durumu ¢alisilan hasta ve kontrol grubunu
olusturan bireylerin sayilarindaki farklilik ya da polimorfik allelin goriilme sikligi ile
aciklanabilir. Calismamizda CCL1 geni i¢in, kontrol grubunun genotip dagiliminin
istatistiksel olarak Hardy-Weinberg dengesi icinde olmamasi istatistik sonuglarini
etkilemis olabilir. Thuong ve arkadaslari mikroarray hibridizasyon, real time PCR
tekniklerini kullanarak ¢alismislardir. Biz ise RFLP teknigini kullandik, kullanilan teknigin
farkli olmasi ¢alisma sonucunu etkileyebilir.

P2X; reseptorleri, insan makrofajlarim indiikleyerek MTB’nin Oliimiinii aktive
etmektedir. P2X7 genindeki A1513C polimorfizmi makrofajlarin indiiklenmesini azaltarak,
MTB olimiinii azaltmaktadir. Fernando ve arkadaslarinin kuzeydogu Asya kokenli TB
hastalar1 ile yaptiklarni bir c¢alismada, P2X; genindeki A1513C polimorfizminin
ekstrapulmoner TB ile iliskili oldugunu, bu polimorfizmin MTB’ nin makrofajlar
tarafindan oldiiriilme kapasitesini azalttigini belirtmislerdir (Fernando ve dig., 2007).

Mokrousov ve arkadaslarinin 190 TB’li hasta ve 128 kontrol grubunu kullanarak,
Rusya’nin St Petersburg bolgesinde, Slav populasyonu ile yaptiklar1 calismada, P2X;
genindeki 762 C/T ve A1513C SNP’lerini caligmiglar; Caligmalart sonucunda A1513C
polimorfizmi icin, TB’li hastalarin 120’sinde (%63.8) AA genotipini, 59’unda (%31.4) AC
genotipini, 9’unda (%4.8) da CC genotipini, kontrol grubunu olusturan bireylerin 96’sinda
(%76.2) AA genotipini, 27 sinde(%21.4) AC genotipini, 3’linde (%2.4) de CC genotipini
tespit etmislerdir. A1513C polimorfizminin Slav populasyonu i¢in TB hastaligina
yakalanma da istatistiksel olarak bir risk faktorii olabilecegini ancak 762 C/T
polimorfizminin, Slav populasyonu icin TB hastaliginda istatistiksel olarak bir risk
olusturmadigin belirtmislerdir (Mokrousov ve dig., 2008).

Ben Selma ve arkadaslari Tunus’ ta yaptiklart bir calismada, P2X; genindeki
A1513C ve 762 C/T polimorfizmlerinin TB’ye yakalanmada istatistiksel olarak bir risk
faktorii olup olmadigini arastirmislar, 168 pulmoner TB, 55 ekstrapulmoner TB ve 150
tane saglikli bireyden olusan kontrol grubu ile yaptiklar ¢alismada A1513C polimorfizmi
icin TB’li hastalarin, 149’unda (%67) AA genotipini, 57’sinde (%25) AC genotipini,
17’sinde (%8) de CC genotipini, kontrol grubunu olusturan bireylerin 104’iinde (%69) AA
genotipini, 40’1nda (%27) AC genotipini, 6’sinda (%4) da CC genotipini tespit etmislerdir.
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P2X57 A1513C polimorfizminin Tunus populasyonunda ekstrapulmoner TB’nin olusmasina
katkis1 olabilecegini belirtirken, 762 C/T polimorfizminin TB hastalig1 ile bir iligkisinin
olmadigini vurgulamislardir ( Ben-Selma ve dig., 2011).

NRAMPI1/SLC11A1 ve P2X; genleri bazi Afrika ve Asya populasyonlar icin TB
hastaligina yakalanma riskini arttirmaktadir. Moreno ve arkadaglari Meksika’li TB
hastalar ile yaptiklar1 bir calismada, 94 TB hastasi ve 110 saglikl1 bireyden olusan kontrol
grubu kullanarak c¢aligmis, NRAMPI/SLCI11A1 gen polimorfizminin Meksika
populasyonu icin TB hastaligina yakalanma da bir risk faktorii olusturmadigimi, ayni
sekilde; P2X; 762 C/T polimorfizminin de TB’ye yakalanma da bir risk faktorii
olusturmadigini tespit etmislerdir (Moreno ve dig., 2007). Ancak P2X; A1513C
polimorfizminin Meksika populasyonu icin TB’ye yakalanma ile onemli derecede ilgili
oldugunu belirtmislerdir. Calismalar1 sonucunda A1513C polimorfizmi i¢cin TB
hastalarinin 53’tinde AA genotipini, 33’tinde AC genotipini, 8’inde de CC genotipini,
kontrol grubunu olusturan bireylerin 70’inde AA genotipini, 38’inde AC genotipini,
2’sinde de CC genotipini belirlemislerdir.

Xiao ve arkadaglarinin Cin Han populasyonu ile yaptiklari bir ¢calismada 96 TB’ 1i
hasta( 41 pulmoner TB, 55 ekstrapulmoner TB) ve 384 saglikli bireyden olusan kontrol
grubu kullanip, P2X7 A1513C ve 762 C/T polimorfizmi ile TB hastalig1 arasindaki iliskiyi
arastirmislar; arastirmalart sonucunda A1513C polimorfizmi i¢in 96 TB’li hastanin 51’inde
(%53.1) AA genotipini, 37’sinde (%38.5) AC genotipini, 8’inde (%8.3) CC genotipini, 41
pulmoner TB’li hastanin 21’inde (%51.2) AA genotipini, 18’inde (%43.9) AC genotipini,
2’sinde (%4.9) CC genotipini, 55 ekstrapulmoner TB’li hastanin 30’unda (%54.5) AA
genotipini, 19’unda (%34.5) AC genotipini, 6’sinda (%10.9) CC genotipini, 384 kisiden
olusan kontrol grubunun 221’inde (%57.6) AA genotipini, 119’unda (%31.0) AC
genotipini, 44’tinde (%11.5) de CC genotipini tespit etmislerdir. Her iki polimorfizmin de
Han populasyonu icin TB’ye yakalanmada istatistiksel olarak bir risk faktorii
olusturmadigini belirtmiglerdir (Xiao ve dig., 2008). Bu bulgu calismamiz ile ortiigmekte
olup, aym polimorfizmin, aym hastalik iizerinde, farkli populasyonlarda bazen bir risk
faktorii olup bazen de olmadigin1 géstermektedir.

Mokrousov ve arkadaslar1 190 TB’li hasta ve 128 kisiden olusan kontrol grubu ile
Ben-Selma ve arkadaslar1 223 TB’li (168 pulmoner TB, 55 ekstrapulmoner TB) hasta ve
150 kisiden olusan kontrol grubu ile calismis ve P2X7 A1513C polimorfizminin TB’ye

yakalanmada kendi calistiklar1 populasyon icin yatkinlik olusturdugunu belirtmislerdir.

40



Oysaki Xiao ve arkadaslar1 96 TB’li (41 pulmoner TB, 55 ekstrapulmoner TB) hasta ve
384 kisiden olusan kontrol grubunu kullanarak c¢alismislar ve P2X7 A1513C
polimorfizminin Cin Han populasyonu i¢in TB’ye yakalanmada bir risk faktorii
olusturmadigini belirtmislerdir. Bulunan sonuglarin birbirinde farkli olmasinin nedenini
calisilan hasta ve kontrol grubunu olusturan birey sayilarinin farkli olmasina, genotip
yiizdelerinin farkli oranlarda bulunmasina baglayabiliriz. Nitekim Mokrousov ve
arkadaslar ile Ben —Selma ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismalarda kullanilan hasta sayisi
kontrol grubunu olusturan bireylere gore daha azdir. Fakat Xiao ve arkadaslar
calismalarinda hasta sayisim1 az, kontrol grubunu olusturan bireyleri daha fazla tutarak
calismiglar ve P2X; A1513C polimorfizminin Han populasyonu icin TB’ye yatkinlik
olusturmadigini tespit etmislerdir. Calismamizda 160 TB’li ( 71 pulmoner TB, 89
ekstrapulmoner TB) hasta ve 160 kisiden olusan kontrol grubu kullanarak calistik, P2X5
A1513C polimorfizminin Elaz1g yoresinde TB’ye yatkinlik olusturup olusturmadigini
arastirdik ve bu polimorfizmin TB’ye yakalanmada Elazi1g yoresi i¢in istatistiksel olarak
bir risk faktorii olusturmadigini tespit ettik. Yukarida ki bilgiler 1s18inda kullanilan hasta
sayisinin ve genotip frekanslarinin ¢alisma sonuglarini etkiledigini diisiinmekteyiz. TB’ nin
pulmoner veya ekstrapulmoner olmasi, ekstrapulmoner TB hastalarinin dagiliminin
farklilik arzetmesi de calisma sonuclarini etkilemis olabilir. Ayrica farkli toplumlarda,
farkli etnik kokene sahip populasyonlarda ayni polimorfizmin, aym hastalik i¢in bir risk
faktorii olusturmadigi da bilinmektedir.

Sonug olarak ¢alismamizdan elde edilen veriler dogrultusunda, aym polimorfizmler,
farkli toplumlarda, TB hastalarinda, daha fazla TB hastasi ve kontrol grubu ile caligilarak,
pulmoner ve ekstrapulmoner TB hasta sayis1 ve ekstrapulmoner TB hastalarinin dagilimlar
birbirine ¢ok yakin tutularak, verilerimizin daha fazla arastirmayla desteklenecegi

inancindayiz.
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5. ONERILER

Son zamanlarda insan genomundaki dogal genetik varyasyonlar, bunlarin klinik ve
fonksiyonel onemleriyle ilgili pek ¢ok calisma yapilmaktadir. Bu ilerlemeler bize bazi
multifaktoriyel hastaliklarin olusumunda ve ilerlemesinde rol oynayan genetik faktorlerin
anlasilmasinda yol gosterici olacaktir. Insan genomunda polimorfizmlerin ¢ogu
fonksiyonel olarak nétraldir. Yani, genin olusturdugu protein yapisini ya da fonksiyonunu
etkilemezler. Bununla birlikte bazi polimorfizmler gen yapisindaki kodlayict alanlar1 ya da
diizenleyici bazi dizileri etkileyerek gen transkripsiyonu, mRNA stabilitesi, RNA ug
birlestirme, protein yapist ve fonksiyonunu etkileyebilmektedirler. Boyle degisiklikler
hastalik yatkinlifin1 ve ciddiyetini arttirma ya da azaltma, tedaviye cevap ve ilacin yan
etkilerine kars1 hassasiyet gibi farkli klinik etkiler ortaya ¢ikarabilirler (Balasubramanian
ve dig., 2004).

Polimorfizmlerin degerlendirilmesinde kullanilan restriksiyon enzim uzunluk
polimorfizm yontemi, gercek zamanli PCR gibi yontemlerin gelismesine ragmen halen
spesifik, hizli ve diger yontemlerle kiyaslandiginda daha ekonomik bir sekilde polimorfizm
ve mutasyonlarin tespitini saglamaktadir. Calismamizda secilen polimorfizmlerin
degerlendirilmesinde RFLP yontemi kullanilmis ve tiim degerlendirilen polimorfizmler
basar ile genotiplendirilmistir.

Hekimler TB tamisi koyduklari hastalarinda, hasta genotipini g6z Oniinde
bulundurabilirler. Calismamizdan elde edilen veriler dogrultusunda; arastirmacilar, CCL1
genindeki rs10491110, rs3091324, rs2072069, rs159319, rs3138031, rs159290, rs159291
polimorfizmleri, P2X; genindeki T762C polimorfizmini veya farkli polimorfizmlerin
TB’ye yatkinlik olusturup olusturmadigini arastirabilir, CCL1 rs159294 T/A ve P2X;
A1513C polimorfizmlerini Elazig yoresi disindaki farkli populasyonlarda, daha fazla
sayida hasta ve kontrol grubu kullanarak calisabilir, TLR2, TLRS, PTPN22 gibi TB ile
iligkili oldugu bilinen genlerde, farkli polimorfizmler, Elazig yoresinde veya farkli

bolgelerde TB’ye yakalanmada yatkinlik olusturup olusturmadigin arastirilabilir.
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