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OZET

Tiiberkiiloz Hastalarinda Sitokin Gen Polimorfizmi ve Genetik Yatkinhk

Tiiberkiiloz (TB) biyolojik, sosyoekonomik ve cevresel faktorlerin birlikte
rol oynadig1 karmasik bir hastahktir. Mycobacterium tuberculosis ile enfekte
kisilerin sadece %10’unda aktif hastalk gelistigi icin, konak genetiginin TB icin
risk faktorlerini etkileyebileceg@i one siiriilmiistiir. Bu ¢alismada, hastahga karsi
duyarhlik veya direnc ile iliskili oldugu belirtilen, sitokin iiretiminden sorumlu gen
bolgelerindeki tek niikleotid polimorfizm varh@min “Amplification Refractory
Mutational System (ARMS) Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve PZR-
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) yontemleri ile arastirilmasi
amaclanmistir. Tek niikleotid polimorfizm varhgi tiimor nekrozis faktor alfa
(TNF-0) geni promoter -308 G/A bolgesinde, interferon gama (IFN-y) geni +874
T/A bolgesinde, interlokin (IL)-12B p40 geni 1188 A/C bolgesinde, IL-10 geni
promoter -1082 G/A bolgesinde ve IL-4 geni promoter -590 C/T bolgesinde
arastirnlmistir.

Klinik materyalinde M. tuberculosis kompleks izole edilen 84 hastanin 71
(%84.52)’i erkek, 13 (%15.48)’ii kadind1 (yas ortalamalan 32.57+15.94). Saghkh
kontrol grubunu olusturan 110 Kisinin 93 (%84.55)’ii erkek, 17 (%15.45)’si
kadind1 (yas ortalamalarn 29.40+11.56). Hastalarin 76 (%90.48)’s1 akciger TB’u
iken 8 (%9.52)’i akciger dis1 TB olarak tespit edildi. Hastalarin 79 (%94.05)’u yeni
tan1 konmus TB hastasi iken, 5 (%5.95)’inde daha 6nceden gecirilmis TB oyKkiisii
(niiks TB) oldugu belirlendi. Hastalarin 58 (%69.05)’inde asido rezistan basil
pozitifligi belirlendi.

Tek niikleotid polimorfizmi sonuclarina gore TNF-a geni -308 G/A bdolgesi
polimorfizmi icin saghkh kontrol grubumuz dengedeyken, hasta grubumuz
dengede olmadigindan bu iki grubun gen frekanslar1 bakimindan karsilastirilmasi
yapilamamistir. IFN-y geni +874 T/A bdolgesi, IL-12B p40 geni 1188 A/C bdolgesi,
IL-10 geni -1082 G/A bolgesi ve IL-4 geni -590 C/T bolgesi polimorfizmleri sonucu
allel ve genotip dagihhmlarinda hasta ve saghkh kontrol grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamh bir fark bulunamamstir.

Sonu¢ olarak, cahsilan bu grupta sitokin salinmmindan sorumlu gen
bolgelerindeki tek niikleotid polimorfizm varhg ile TB’a diren¢ ya da duyarhhk
arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark bulunamamistir. Bu ¢cahismada sadece
sitokin salimmmindan sorumlu gen Dboélgelerindeki bazi tek niikleotid
polimorfizmlerinin varhg: arastirnlmistir. Bu konunun daha iyi aydinlatilmasi icin
hasta ve kontrol grubunun genisletilerek insan lokosit antijeni (HLA) tiplerinin ve
sitokin salimmmindan sorumlu gen bdlgelerindeki diger polimorfizmlerin de
calisilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: M. tuberculosis, TNF-a, IFN-y, 1L-4, IL-10, I1L-12,
Polimorfizm
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ABSTRACT

Cytokine Gene Polymorphism in Tuberculosis Patients and Genetic Susceptibility

Tuberculosis (TB) is a complex disease with biological, socioeconomic and
environmental factors. Since only 10% of individuals infected with Mycobacterium
tuberculosis go on to develop active disease, it has been suggested that host genetics
may influence the risk for TB. In this study, we aimed to investigate the presence
of single nucleotide polymorphisms in the gene regions responsible for cytokine
production, indicated to be associated with susceptibility or resistance against the
disease, by Amplification Refractory Mutational System (ARMS) Polymerase
Chain Reaction (PCR) and PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP) methods. The presence of single nucleotide polymorphisms were analyzed
in tumor necrosis factor alpha (TNF-a) gene promoter -308 G/A region, interferon
gamma (IFN-y) gene +874 T/A region, interleukin (IL)-12B p40 gene 1188 A/C
region, IL-10 gene promoter -1082 G/A region and IL-4 gene promoter -590 C/T
region.

Of the 84 patients from whose clinical material M. tuberculosis complex was
isolated, 71 (84.52%) were males, 13 (15.48%) were females (mean age
32.57£15.94). Of the 110 healthy controls, 93 (84.55%) were males, 17 (15.45%)
were females (mean age 29.40+11.56). Of the 84 patients, 76 (90.48%) were
pulmonary TB while 8 (9.52%) were extrapulmonary TB. While 79 patients
(94.05%) were newly diagnosed as TB, 5 patients (5.95%) had a TB history. It was
detected that acid resistant bacilli were positive in 58 (69.05%) patients.

According to the single nucleotide polymorphism results, comparison of the
gene frequencies could not be done in TNF-a gene -308 G/A region because healthy
controls were in equilibrium while the patients were not. There were no significant
differences in allele and genotype distribution between the patients and healthy
controls in IFN-y gene +874 T/A region, IL-12B p40 gene 1188 A/C region, IL-10
gene -1082 G/A region and IL-4 gene -590 C/T region.

In conclusion, no statistically significant differences were found between the
susceptibility or resistance to TB with single nucleotide polymorphisms in the gene
regions responsible for cytokine production in the studied population. In this
study, the existence of the some single nucleotide polymorphisms in the gene
regions those are responsible from only cytokine production were investigated. For
the clarification of this subject, with enlarged patients and healthy controls, human
leukocyte antigen types and other polymorphisms in gene regions, responsible for
cytokine production should be studied.

Key words: M. tuberculosis, TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-10, IL-12, Polymorphism
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1. GIRIS

Diinya niifusunun iigte biri Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) ile
enfekte olup bunlarim biiylik cogunlugunu gelismekte olan iilkelerdeki insanlar
olusturmaktadir (1). Tiiberkiiloz (TB) yilda yaklasik 1.3 milyon insanin 6liimiine sebep
olan, en yiiksek mortalite ile seyreden enfeksiyon hastaliklarin basinda gelmektedir. Her
yil yaklasik 8.9-9.9 milyon kisi M. tuberculosis ile enfekte olmaktadir. Enfekte
kisilerinde yaklasik %5-10"unda hastaligm klinik formu gelismektedir. Bu hastalarin
¢ok azinda Insan immiinyetmezlik Virusu (Human Immunodeficiency Virus-HIV) ya da
diyabet gibi risk faktorleri tanimlanmistir. Diger hastalarda genetik yatkilik ve cevresel
faktorler aktif TB’un gelismesine katkida bulunmaktadir. TB’a duyarlilik ile ilgili konak
genetik faktorlerinin tanimlanmasi, bu enfeksiyon hastaligmin kiiresel kontroliine
katkida bulunacaktir (2).

Fareler lizerinde yapilan calismalar sonucunda M. tuberculosis’e karst etkili
immiin cevabm olusturulmasinda kritik dneme sahip cesitli genler ve yollar ortaya
cikarilmis olmasma ragmen insanlarda immiin sistemin diizenlenmesi ile 1ilgili
mekanizmalarin biiyilk bir kismi hala tam olarak bilinmemektedir. 1921°den beri
mevcut olup halen genis capta kullanilan Bacillus Calmette-Guerin (BCG) asisi, TB’a
karst1 kismi ve degisken bir koruma saglamaktadir. BCG as1 suslar1 arasimdaki
degiskenlik, cevresel mikobakterilere daha onceden maruziyet sonrasi immiin cevabin
diizenlenmesi ve genetik faktorler gibi BCG’nin bu degisken etkinligini agiklamaya
calisan ¢esitli calismalar bulunmaktadir. 50 yili asan siire boyunca yapilan ¢aligsmalarin
sonuglarma gore konak genetik faktorleri TB’a duyarliigi etkilemektedir. ilk olarak,
yapilan ikiz ¢aligmalar1 sonucu TB’a yakalanma oranimin monozigot ikizlerde dizigot
ikizlere oranla iki kat daha fazla oldugu gosterilmistir. Daha sonra, genom iligkili
calismalar sonucunda hastaliga karsi ¢esitli duyarlilik bélgeleri tanimlanmigs ve bu
genler iizerine yapilan ¢aligmalar devam etmektedir. En son olarak, bu konu ile ilgili
aday gen ¢alismalarinda TB duyarlilig: ile ilgili degisik bolgeler rapor edilmis ve bu
bolgelerdeki polimorfizmlerin duyarliliktaki rolleri belirtilmistir (3).

M. tuberculosis ile enfeksiyon sonrasi olusan immiin cevap, basil ile konak

savunma mekanizmalarinin arasindaki dengeyi yansitmaktadir. TB’a kars1 olusturulan



immiin cevap antijen sunucu hiicre (ASH)’ler, “Cluster Designation” (CD)4+ ve CD8+
T lenfositler, makrofajlar, monositler ve sitokinler arasindaki etkilesimin karmasik
iligkisi ile diizenlenmektedir. M. tuberculosis’e karsi olusturulan cevapta sitokinlerin
etkili bir sekilde iiretilmesi ile konak hiicrelerde bakteriler yok edilir. M. tuberculosis
enfeksiyonu sirasinda, basile maruziyetin liclincli haftasinda salgilanan ve makrofajlar1
aktive ederek graniilom olusumuna izin veren anti-mikrobisidal aktivite meydana
getiren T helper (Th)l tipi sitokinlerin koruyucu immiinitede ¢ok 6nemli olduklar
gosterilmistir (4).

Interferon gama (IFN-y), makrofaj aktivasyonu ve “major histocompatibility
complex” (MHC) smif II ile birlikte anti-tiimor ve anti-mikrobisidal aktivitelerin
uyarilmasmdaki en 6nemli sitokinlerden biridir. IFN-y geni +874 timin (T)/adenin (A)
ve 3' “untranslated region” (UTR) 5644 A/guanin (G) bolgelerindeki tek niikleotid
polimorfizmlerinin TB’a duyarlilik ile iliskisi yapilan ¢calismalarda gosterilmistir (4).

Timor nekrozis faktor alfa (TNF-a) inflamatuvar cevabin baglatilmasi,
diizenlenmesi ve devam ettirilmesinde 6nemli rolii olan gii¢lii bir pro-inflamatuvar ve
immiinregiilatdr sitokindir. TNF-a ayrica mikobakteriyal enfeksiyonlara karsi
olusturulan cevapta apoptozisin baslatilmasinda gereklidir. TNF-a geni -1031 T/sitozin
(C), -863 C/A, -857 T/C, -308 G/A ve -238 G/A tek niikleotid polimorfizmleri ile TB’a
duyarlilik arasindaki iligkiy1 gosteren gesitli ¢alismalar bulunmaktadir (4).

Interlokin (IL)-12, aktive makrofajlar, monositler, B lenfositleri ve dendritik
hiicre (DH)’ler tarafindan tretilen ve Thl yanitin1 uyaran bir heterodimerik pro-
inflamatuvar sitokindir. Bu sitokin, hiicre i¢i yerlesen patojenlere karsi uzun donem
korunmay1 diizenleyen hafiza/efektor Thl hiicrelerinin olusturulmasinda 6nemlidir. IL-
12B 3" UTR +1188 ve 3' UTR +16974 A/C gen bdlgesi polimorfizmleri ile TB
arasindaki iliskinin varhigi degisik ¢aligmalarda arastirilmistir (5).

IL-10, M. tuberculosis fagosite edildikten sonra makrofajlar ve T lenfositler
tarafindan {iiretilen anti-inflamatuvar bir sitokindir. Bu sitokin, IFN-y, TNF-a ve IL-12
gibi pro-inflamatuvar sitokin cevabini azaltmaktadir. IL-10 geni promoter bolgesindeki
-3575 T/A, -2763 C/A, -1082 A/G, -819 C/T ve -592 C/A tek niikleotid polimorfizmleri
ile TB’a duyarlilik arasindaki iliskiyi gosteren cesitli ¢alismalar bulunmaktadir (6).

IL-4, IFN-y’nin etkinligini azaltan anti-inflamatuvar bir sitokindir ve TB

hastalar1 lizerinde zararh etkileri bulunmaktadir. Ayrica Th2 hiicrelerinin uyarilmasini



saglar. IL-4 promoter -1089 T/G, -590 C/T, -33 T/C ve IL-4 intron 3 “Variable Number
of Tandem Repeats” (VNTR) gen bolgelerindeki polimorfizmlerin TB’a karsi
duyarliliklarmnin arastirildigi calismalar mevcuttur (7).

TB’a genetik yatkinlik {izerine yaptigimiz bu ¢alismada, hastaliga karsi
duyarhilik veya direng ile iliskili oldugu belirtilen, sitokin iiretiminden sorumlu gen
bolgelerindeki tek niikleotid polimorfizm varhigmin “Amplification Refractory
Mutational System (ARMS) Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve PZR-Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP) yontemleri ile arastirilmasi amaglanmistir. Tek
niikleotid polimorfizm varligi Thl tipi pro-inflamatuvar sitokinler (TNF-o geni
promoter -308 G/A bolgesi, IFN-y geni +874 T/A bolgesi, IL-12B p40 geni 1188 A/C
bolgesi) ile Th2 tipi anti-inflamatuvar sitokinlerde (IL-10 geni promoter -1082 G/A
bolgesi, IL-4 geni promoter -590 C/T bolgesi) incelenecektir.



2. GENEL BILGi

2.1. Tarihge

Mycobacterium cinsinin 150 milyon yil Oncesinden beri var oldugu
disiiniilmektedir (8, 9). TB’un varligir Misir’da 5.000, Hindistan’da 3.300 ve Cin’de
2.300 y11 once belgelendirilmistir (8). TB genis cografik dagilimi olan ¢ok eski bir
hastaliktir. Bu hastalilk Misir ve Roma’da genis alanlara yayilmis; Amerika’da
Columbus’tan dnce var oldugu belirlenmistir (9).

Mikobakterilerin, lipit bakimindan zengin hiicre duvarlar1 ve stabilitelerini
artran DNA’larindaki yliksek G-C oranindan dolay1 diger bakterilere gore daha iyi
korunmus olduklar1 diisiiniilmektedir. (10).

Verem terimine ilk olarak Yunan kaynaklarinda rastlanmaktadir. Milattan 6nce
460 yillarinda Hipokrat, veremi, zamanin en genis yayilimi olan hastalik olarak
tanimlamistir. Daha sonralar1 “Biiylik Beyaz Veba” olarak bilinen 17. yy.’mn baglarinda
baslayan ve sonraki iki yiliz yi1l boyunca devam eden TB’un, Avrupa’da epidemik
oldugu belirtilmistir (9).

Bu hastaligin dogru patolojik ve anatomik tanimlamasi 17. yy.’da ortaya
cikmustir. Franciscus Sylvius de la Boe (1614-1672), hastalarin akcigerlerinde ve diger
bolgelerinde tutarli ve karakteristik degisiklikleri tamimlayan ilk kisidir. 1679°da
yayimlanan Opera Medica adli kitapta, lezyonlarin tiiberkiillerden iilserlere ve
kavitelere gelisimi tanimlamistir (9, 11).

Gaspard Laurent Bayle (1774-1816) tiiberkiillerin iirlin veya sonu¢ olmadigini
ama hastaligin 6nemli nedenlerinden oldugunu soylemistir. “tuberculosis” terimi
Bayle’1n teorisi ile ayn1 zamanda tip literatiiriine girmistir. Alman doktor Johann Lukas
Schonlein (1793-1864) 1839°da “tuberculosis” terimini tiiberkiillii hastalig1 tanimlamak
icin kullanmis ama scrofula ve veremin farkli terimler oldugunu diistinmiistiir (9).

Robert Koch (1843-1910), TB basilini 1882 yilinda izole etmis; 1884 yilinda
kiiltliriinii  yapip, kiiltiir bakterileri ile deney hayvanlarinda TB olusturabilecegini
kanitlamig; 1890 yilinda “old tiiberkiilin”i hazirlayarak, TB’lularda ge¢ tipte asiri

duyarliligi, bagisikligi ve kendi adiyla anilan “Koch Fenomeni’ni aciklamistir.



Tuberkiilinin terapotik degerinin olmadigi sonradan anlagilmasina ragmen, deri testi
olarak M. tuberculosis ile enfekte kisilerin saptanmasinda 6nemli gosterge oldugunun
ortaya konmasi; 1905 yilinda Koch’a Nobel 6diiliinti kazandirmistir (12).

Edward Jenner’in inek ¢igegi ile enfeksiyonun ¢igek hastaligma karsi immiinite
gelistirebilecegini gdstermesinden sonra, bircok doktor sigir TB’u etkeni olan M. bovis’i
kullanarak insan TB’una karsi as1 gelistirmeye yonelmistir. 1908’den 1919’a kadar
Albert Calmette (1863-1933) ve Camile Guerin (1872-1961) tarafindan Fransa’da M.
bovis’in patojenik susunun 230 defa seri pasaji1 yapilmistir. Bu pasajlarin sonunda BCG
diye bilinen, sigirlarda, atlarda, tavsanlarda ve kobaylarda avirulan olan, attenue sus
elde edilmistir. BCG insanlara ilk kez 1921°’de uygulanmis ve halen genis ¢apta
uygulanmaktadir (9).

Ikinci Diinya Savasi’nin ortalarinda, kemoterapi ddneminin baslamasiyla,
binlerce yildir insanligi tehdit eden bakteriye karsi en Onemli gelisme meydana
gelmistir. 1944°te Selman Waksman (1888-1973) ve oOgrencisi Albert Shatz (1920-
2005) Streptomyces griseus’tan streptomisin (SM)’i saflastirmay1 basarmuslardir. ilag
basillere kars1 in vitro, enfeksiyonu takiben kobaylarda da in vivo aktivite
gostermektedir. Ilag 1944 yilmmn sonlarinda insanlarda kullanilmaya baslanmistir. SM
tedavisinde hastalarda 6nemli gelismeler gdzlenmistir. Ama birinci ayin sonunda bazi
hastalar kotiilesmeye baslamis ve bu Oncii calismalar uygun bir sekilde
yorumlanamamis; bunun gibi tedavi basarisizliklar1 ilaca karsi direncin gelismesi ile
sonu¢lanmistir. Yine 1944 yilinin sonlarinda para-aminosalisilik asit gelistirilmis, SM
ve para-aminosalisilik asit ile kombine tedavinin tek ilagh tedaviden daha {istiin oldugu
gosterilmistir. 1952 yilinda Robizek ve Selikof tarafindan izoniazid (INH)’in
bulunmasindan sonra ii¢ ilagla 18-24 ay siiren kombine tedavi uygulanmasi sonucu TB
tedavi edilebilir bir hastalik haline gelmistir (9).

Sonugta bu buluslara ragmen TB, hala gii¢lii bir sekilde mevcudiyetini devam
ettirmektedir. Balgam yayma pozitif TB hastalar1 6ksiirme, hapsirma ve konusma
sirasinda canli basil i¢eren biiylik veya kiiclik damlaciklar ¢ikartabilirler. Enfektivitenin,
cevresel kosullarla ve balgamdaki basil igerigi, kavitasyon varligi, oksiirme sikligi,

larengeal TB varlig1 gibi kisisel kosullar ile iliskili oldugu da bulunmustur (9).



2.2. Epidemiyoloji

TB insanlik tarihi kadar eski bir hastalik olmasina ragmen hala tiim diinyada bir
toplum saglhigi sorunu olarak Onemini korumaktadir. TB basili ile enfekte olan
insanlarin ¢ok azinda klinik olarak hastalik gelismektedir. TB basili, konakg¢1 hiicrelerde
cok uzun siire latent olarak canliligini siirdiirebilmekte ve yillar sonra ortaya
cikabilmektedir. Bu nedenle basilin eradikasyonu zordur. TB olusumundan basil ile
birlikte sosyal, kiiltiirel, ekonomik ve genetik pek ¢ok etkenin predispozan rol oynadigi
bilinmektedir (13, 14). Diinya niifusunun {icte biri TB basili ile enfekte olup bunlarin
biliylik cogunlugunu gelismekte olan iilkelerdeki insanlar olusturmaktadir. Gelismis
iilkelerdeki enfekte bireylerin %80’1 50 yas ve lzerinde iken gelismekte olan

iilkelerdeki bireylerin %77°s1 50 yas ve altindakilerden olusmaktadir (1).

2.2.1. Diinyada TB

TB kontrolii ile ilgili olarak “Bin Yil Kalkinma Hedefleri” ve “Stop TB
Ortaklig1 Hedefleri” ¢ergevesinde; 2015 yilina kadar insidansin azaltilmasi, prevalans
ve mortalitenin 1990°daki seviyelerinin yarisina digiiriilmesi, yeni yayma pozitif
akciger TB hastalarmin en az %70’inin kalite kontrollii bakteriyolojik muayene ile
tespit edilmesi ve yeni yayma pozitif akciger TB hastalarinin en az %85’ inin basari ile
tedavi edilmesi hedefleri belirlenmistir (15).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) Kiiresel TB Kontrolii 2010 Raporu verilerine gore
2009 yilinda, TB olgu insidans1 9.4 milyon, prevelans1 14 milyon olarak belirtilmistir.
HIV negatif kisilerde 1.3 milyon, HIV pozitif kisilerde ise 0.38 milyon 6lim
goriilmektedir. Olgularm biiylik cogunlugu Gilineydogu Asya (%35), Afrika (%30) ve
Bat1 Pasifik (%20) Bdlgeleri’nde bulunmaktadir. En fazla toplam TB olgu insidansi
sirasiyla Hindistan, Cin, Giiney Afrika, Nijerya ve Endonezya’da goriilmiistiir (16). TB
olgu insidansmin %11-13’{iniin HIV pozitif oldugu tahmin edilmektedir ve bu olgularin

%80’1 Afrika Bolgesi’ndedir (15).



2009 yilinda 5.8 milyon TB olgusu bildirilmistir. Bu olgularin 250.000’inin ¢ok
ilaca direngli TB (CIDTB) oldugu tahmin edilmektedir. Bu olgularm da 30.000’den
fazlas1 CIDTB olarak teshis edilmis ve bildirilmistir (15).

Insidans oranlarinin diinya genelinde ve DSO’niin bes bolgesine diistiigii,
Giineydogu Asya Bolgesi’'nde ise sabit oldugu belirtilmistir. Oliim oranmnin diinya
genelinde 1990-2009 yillar1 arasinda yaklasik %35 oraninda azaldigi goriilmiistiir.
Afrika Bolgesi’nde 6lim oraninin azalmasma ragmen diger bes bolgede, 6liim orani
hedeflerine ulasilmistir (15).

Prevalans oranlar1 diinya genelinde ve alti bolgede diismektedir. Diinya
genelinde prevalansi 2015 yilina kadar 1990 yili oraninin yarisina indirme hedefinin
gergeklesmeyeceginin gorildiigii fakat prevalanstaki azalma oranlar1 ile bu hedefe

Amerika, Dogu Akdeniz ve Bat1 Pasifik Bolgeleri’nde ulasilabilecegi belirtilmistir (15).

2.2.2. Tiirkiye’de TB

TB kontroliinde iilkemizde DSO tarafindan uygulanan kiiresel kontrol progran
ile paralel ve ayni standartlarda bir “Ulusal TB Kontrol Programi” uygulanmaktadir.
Ulkemizde TB kontrol programinm planlanmasi ve yiiriitiilmesinden Verem Savasi
Dairesi Bagkanligi (VSDB) sorumludur (17).

DSO’niin dnerilerini iceren ve tiim iilkeler tarafindan 2007 yilinda kabul edilen
“Berlin Deklarasyonu” kapsaminda Tiirkiye’de “TB’u  Durdurma Stratejisi’ni
uygulamayi taahhiit etmis ve strateji gerekleri lilkemizde de uygulanmaya baslanmistir
(17).

“DSO Kiiresel TB Kontrolii 2010 Raporu” verilerine gore iilkemizin de i¢inde
yer aldigi DSO Avrupa Bélgesi'nde 2009 yili TB insidansi ortalamasi yiiz binde 47
iken, Tiirkiye’nin TB insidans1 yiiz binde 29’dur. Diinya genelinde 2009 yili TB
insidans1 ortalamasi ise yiiz binde 137°dir. 2002-2009 yillar1 arasinda insidanstaki
degisim yiizdesi diinya genelinde -2.1, DSO Avrupa Bolgesi’nde -13 iken Tiirkiye’de
-27.5°dir (17).

DSO, TB kontrol programlarinin basar1 gdstergesi olarak prevalansi esas

almaktadir. DSO’niin TB prevalans: ile ilgili hedefi, “TB prevalansm1 2015 yilina



kadar, 1990 yilina kiyasla yariya diistirmektir”. Tiirkiye’nin 1990 yilinda yiiz binde 52
olan TB prevalans1t 2006 yilinda yiiz binde 26’ya diisliriilmiis ve prevalans hedefine
ulasiimigtir. 2009 yilinda ise Tiirkiye’nin TB prevalans hizi1 yiiz binde 25 iken DSO
Avrupa Bolgesinde yiiz binde 63, diinya genelinde ise yiiz binde 201’dir. 2002-2009
yillar1 arasinda prevalanstaki degisim yiizdesi diinya genelinde -14.1, DSO Avrupa
Bolgesi’nde -17.1 iken Tiirkiye’de -35.9°dur (17).

Tiirkiye’de Verem Savasi 2011 Raporu’nda, TB hastalarinin tam1 ve tedavileri
uzun siireli programlar dahilinde yiirtitiildiigi i¢in 2011 raporunda 2010 y1l1 calismalari,
2009 yili TB hasta verileri, 2008 yili TB hastalarinin tedavi sonuglart ve 2007 yil

CIDTB hastalarmimn ikinci y1l tedavi sonuglar1 sunulmustur (17).

e 2009 yih TB hasta verileri

Toplam 17.402 TB hastas1 2009 yilinda verem savasi dispanserleri kayitlarina
girmistir. Toplam olgu hiz1 yiiz binde 25.8°den yiiz binde 24’e (-%7) diisiis gostermistir.
Hastalarm 10.519 (%60.4)’u erkek, 6.883 (%39.6)’ti kadindwr. Erkek/Kadin orani
1.5’tir. Olgu hiz1 erkeklerde yiliz binde 28.8 ve kadinlarda yiliz binde 19.1°dir. Olgu
hizinin yas gruplarma dagilimi incelendiginde, 15-24 yas grubundan baglayarak
yiikseldigi, 65 ve iizeri yaslarda en yliksek diizeye (yiiz binde 40.6) ulastig
goriilmektedir (17).

Toplam 17.402 hastada yeni olgularin oran1 %91.6 (15.943) iken 6nceden tedavi
gdrmiis olgularin oran1 %8.4 (1.459)’tiir. Onceden tedavi gérmiis olgularin toplam hasta
icindeki oranlari; %6.8 (1.177) niiks, %1.1 (185) tedaviyi terkten donen, %0.4 (83)
tedavi basarisizligindan gelen ve %0.1 (14) kronik olgudur (17).

[la¢ duyarlilik testi yapilan toplam 4.320 hastanin (4.311 akciger+9 akciger dis1)
sonuglar1 incelendiginde; %19 (827/4.320) *unda en az bir ilaca direng saptanmistir. En
yiiksek oranda direncin %13 ile izoniyazide kars1 (564/4.320) gelistigi goriilmiistiir. Ilag
duyarlilik testi yapilan 4.320 olgunun 222 (%S5.1)’sinin CIDTB oldugu tespit edilmistir.
Ilag duyarlilik testi yapilanlarda CIDTB orani yeni olgularda %2.7 (99) iken, dnceden
tedavi gormiis olgularda %20.5 (123) olarak saptanmustir (17).



e Tedavi sonuclar, 2008 yih hastalan

Verem savasi dispanserlerinde 2008 yilinda toplam 18.236 hastanin (16.569 yeni
ve 1.667 onceden tedavi goérmiis olgu) tedavi baslangicindan 12 ay sonraki tedavi
sonuglarina gore tedavi basarist %91 (16.588/18.236); yeni olgularda %92.5
(15.326/16.569), onceden tedavi gormiis hastalarda %75.7 (1.262/1.667) olarak tespit
edilmistir. Kadmn hastalarda tedavi basarisi %92.7 ve tedavi terki %2.3 iken, ayni
oranlar erkeklerde sirasiyla %89.9 ve %3.7°dir. Kadin hastalarin tedavi sonuglarinin
daha iyi oldugu anlasilmaktadir (17).

Yillara gore tedavi sonuglari incelendiginde tedavi basarisinin arttigr (2005
yilinda %87.5, 2006 yilinda %89.4, 2007 ve 2008 yillarinda %91) ve tedavi terkinin
azaldig1 (2005 yilinda %5.7, 2006 yilinda %4.7, 2007 yilinda %4 ve 2008 yilinda %3.2)
goriilmektedir. 2007 yili CIDTB olgularinin ikinci yil (24. ay) tedavi sonuglari
degerlendirilmis olup tedavi basarist %64.6 (155/240)’dir (17).

2.3. TB Patogenezi ve Immiinolojisi

2.3.1. TB Patogenezi

TB basilleri insan viicuduna ¢ok degisik bolgelerden (solunum, sindirim, deri ve
konjunktiva) girebilir. Ancak en 6nemli bulas yolu inhalasyondur. Her ne kadar ilk
yerlestikleri organlar farkli olsa da, meydana gelen patolojik olaylar daima aynidir.
Bulas sonrasi enfeksiyon olusup olusmamasi veya hastalik meydana gelip gelmemesi
konagin direnci ile bakteriyel virulans arasindaki dengeye baghdir. Aktif TB’lu kisiler
cevreye, icinde degisik sayida basil bulunan damlaciklar (Pflugge damlaciklarr)
sacarlar. Normal solunum sirasinda ¢ok az olan damlacik sayisi, Okstiriikle 3.500’e,
hapsirma ile bir milyona kadar ulasir (18, 19).

TB basili ile karsilasan konakta basile karsi olusan hiicresel immunite ve
gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonlari, TB patogenezinin esasini olusturur. Basilin

cogalmasi ile ona karsi gelisen yanitin etkilesimi hastalik tablolarindan sorumludur.



Hiicresel immunite hasta i¢in yararli olurken 0Ozellikle yiiksek konsantrasyondaki
antijenik uyarima karsi olusan siddetli hiicresel immunite ve gecikmis tip asir1 duyarlilik
reaksiyonlar1 ¢evre dokularda nekroza, kavitelesmeye yol acan zararli bir reaksiyon
olarak ortaya cikar (20).

TB patogenezi ile ilgili ilk caligmalar Koch’un basil antijenine kars1 gecikmis tip
asir1 duyarlilik reaksiyonu oldugunu anlatan Koch Fenomeni’ni tanimlamasiyla
baslamis; Lurie’nin tavsanlarda yaptig1 calismalar, alveolar makrofajlarin ilk
enfeksiyondan kavite olusumuna kadar devam eden olaylar1 agiklayan dort evrenin

tanimlanmasini saglamistir (11).

e Evre I: Baslangic Evresi-invazyon (1. Hafta)

Saglikli kisiler tarafindan solunan bu damlaciklarin biiyiik olanlar1 burun ve
brons yiizeyindeki silialar tarafindan tutulurken, icinde 1-3 basil bulunan kiiclik
partikiiller kolaylikla alvoellere ulasir ve bakteriler, alvoeler makrofajlarla fagosite
edilir. Fagozom ile lizozom birlesir; proteolitik enzimlerin etkisiyle basil 6ldiiriilmeye
calisilir. Eger makrofajin sahip oldugu mikrobiyosidal aktivite bakteriyi 6ldiirmeye
yeterse, basiller ortadan kaldirilir ve enfeksiyon olusmadan olay sonlanir. Bu durumda

kiside radyolojik bulgu saptanmaz (18, 19).

e Evre II: Basillerin Logaritmik Cogalmasi ve Erken TB Lezyonu (2-3. Hafta)

Bakterinin virulans faktorlerinden (kord faktor, siilfatidler ve diger asidik
lipidler) dolay1 makrofajlarca fagosite edilen basiller yok edilemezse basil hiicre i¢inde
cogalmaya baglar. Virulan basiller makrofajlarda fagozom-lizozom fiizyonunu
bozmakta, fagozomu tahrip etmekte ve yiiksek konsantrasyonda amonyum iyonlar ile
siklik adenozin monofosfat (cAMP) salgilayarak sindirilmekten korunmaktadir. Basiller
belirli bir sayiya ulasinca makrofajlar1 parcalayarak alveolar bosluga salinirlar. Salinan
basiller hiicresel debris ve konak¢idan salinan birgok kemotaktik faktor (kompleman
bilesikleri, C5a, sitokinler) etkisi ile dolasimdaki inaktif makrofajlarin lezyon bolgesine
gelmesine neden olur. Inaktif makrofajlarin sitoplazmalarindaki vakuoller, basilin

logaritmik cogalmasi i¢in ideal bir ortam olusturur. Konak ve basil ortak bir yasam
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stirer. Basil yiiklii makrofajlar lenfatiklerle bolgesel lenf bezlerine (hiler, mediastinal,
supraklavikular) taginirlar. Sonugta parankim odagi (Ghon odagz), hiler lenfadenopati ve
ikisi arasinda lenfanjitten olusan bir kompleks (primer kompleks, Ranke kompleksi)
ortaya ¢ikar. Basiller burada kontrol altina alinamazlarsa, hematojen yolla tiim viicuda
yayilarak cogalmaya devam ederler. Hiicresel immiin yanitin heniiz gelismedigi bu
donemde  konagin  Ozgiil olmayan  savunmasi,  basillerin  ¢ogalmasini
engelleyememektedir. Hematojen yayilimla basiller akcigerlerin apeksine yerleserek
Simon odaklarini, beyin-meninkslere yerleserek Rich odaklarmi olustururlar. Ayrica
karaciger, dalak, bobrek, bobrekiistii bezleri, kemik ve ser6z zarlara da yerlesebilirler.
Buralarda sessiz halde (dormant) bulunan bakteriler yasamin herhangi bir doneminde

eriskin (reenfeksiyon) tipi TB’a neden olabilirler (18, 19).

e Evre III: Hiicresel Immiin Yamt ve Gecikmis Tip Asir1 Duyarhhgin

Gelisimi (3-9 hafta)

Bu evrede basilin logaritmik gelisimi durdurulmaya baslar; hem hiicresel immiin
yanit hem de gecikmis tip asir1 duyarliligin gelisimi gézlenir. Bu donemde basil sayisi
hiicresel immiin yanit tarafindan yok edilemeyecek kadar fazladir. Gecikmis tip asiri
duyarhlik yaniti, basil yiiklii makrofajlar1 ve ¢evre dokular1 harap ederek inaktif
makrofajlar icerisindeki basillerin logaritmik tiremelerini durdurur. Konak¢inin bu
yaniti, graniilom merkezinde kaze6z nekroz odaklarmmin olusmasina yol acar. Olusan
kazedz nekroz ortaminda, basiller canliliklarini siirdiirmekle beraber anoksik kosullar,
disik pH, toksik yag asitlerinin varhigi gibi sebeplerden otiirii basiller ¢ogalamaz.
Basillerin bir kismi1 6liir, digerleri de yillarca dormant halde kalirlar. Evre III’iin ileri
asamalarinda, immiin sistemi yeterli kisilerde eger kaze6z odak erimezse, gelisen siire¢
hiicresel immiin yanit tarafindan durdurulur. Tiberkiiliin etrafi fibr6z bir duvarla
cevrilerek ortadaki kazedz odak koyulasir ve slire¢ yasam boyu durdurulur. Kazedz
odaktan basil kagis1 olur ve basil aktive makrofajlar tarafindan tutulup yok edilmezse,
gecikmis tip asir1 duyarlilik yanit1 tekrarlanarak makrofajlar tahrip edilir. Sonug olarak,
immiin sistemi yeterli kisilerde basillerin yok edilmesiyle siire¢ durdurularak, sadece

deri testi (Purified Protein Derivery-PPD) pozitifligi ile primer enfeksiyon ortaya ¢ikar.
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Immiin sistemi baskilanmus kisilerde ise genisleyen kazedz nekrozlar akcigerde doku

hasarina neden olur ve klinik olarak primer TB gelisir (11, 21).

e EvrelV: Erime ve Kavite Olusumu (Aylar veya Yillar Sonra)

Immiin sistemi yeterli olan kisilerin hiicresel immiin yanit1 eger primer TB’u
kontrol edemezse, ilerleyici primer TB gelisecek ve kaviter lezyonlar ortaya
cikabilecektir. Ancak bu olay genellikle, primer enfeksiyondan veya hastaliktan yillar
sonra endojen reaktivasyon veya ekzojen reenfeksiyonla gelisen sekonder TB’da
goriilmektedir. Immiin sistemi yeterli kisilerde, hiicresel immiin yanit yeterince giiclii
olsa bile, hastaligin ilerlemesi devam edebilir ve sonucta kazedz odaklarda erime
(likeifikasyon) ve kavite olusumu gelisebilir. Erimis materyal, basiller i¢in miilkemmel
ireme ortami olusturmaktadwr. Bu sekilde kavite olusumu, hem hastaligin akcigere
yayllmasmi hem de hastaliin bulasici bir nitelik kazanmasina neden olmaktadir (11,

21).

2.3.2. TB immunolojisi

Konagin M. tuberculosis’e karsi gelistirdigi immun yanit tam olarak
anlasilamamustir. M. tuberculosis ile enfekte kisilerin sadece %10’unda aktif hastalik
gelismesine karsin geri kalan kisilerde hastalik kontrol edilebilmektedir, bu kisilerde
hangi immun cevabin hastaliga kars1 duyarlilik veya direng ile iliskili oldugu tam olarak
bilinmemektedir (22-24). Buna ek olarak, ¢ogu hastada TB, akcigerlerde lokalize
kalirken neden bazi hastalarda meninglere ve merkezi sinir sistemine yayildigi
bilinmemektedir. Yine bir¢cok ¢alismada arastirma konusu olan BCG asisinin etkinligi
de tam olarak anlagilamamistir (23). Enfeksiyonda dogal immiinite ¢cok dnemlidir ¢linkii
makrofajlarda bakterinin Oldiiriilmesi veya canli kalmasi giiclii bir immiin cevaba
baghdir (22). Konagin genetik yapisinin TB i¢in risk faktorii olabilecegi belirtilmistir.
Bireylerin TB’a genetik yatkinlklar1 ikiz c¢aligmalarinda ve degisik insan
popiilasyonlarinda arastirilmistir (24). Siyah wrktan olan kisilerin beyazlara gére TB’a

daha duyarl olduklar1 belirtilmistir (25). Genetik faktorlere ek olarak, ¢evresel faktorler
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gibi kisinin TB’a duyarliligmi etkileyen faktorler de bulunmaktadir. Bati Afrika’da
yapilan bir ¢calismada yayma pozitif TB hastalar1 ile ev halki veya hastanin bulundugu
topluluktaki kisiler arasindaki potansiyel risk faktorleri arastirilmistir. Bu calismaya
gore erkek cinsiyet, HIV enfeksiyonu, sigara kullanimi, astim, ailesinde TB hikayesi
olmasi, ayn1 evde yasayan kisi sayis1 gibi faktorlerin TB duyarlilig: ile iliskili oldugu
bulunmustur (26). M. tuberculosis akcigerlerde alvoeler makrofajlar, akciger
makrofajlar1 ve DH gibi ASH’leri enfekte eden hiicre i¢i bir patojendir. M. tuberculosis
bu hiicrelerde fagozumu modifiye ederek hayatta kalir; dogal ve kazanilmis
immiiniteden kurtulmak i¢in fagozom olgunlagsmasinin, dogal mikrobisidal
mekanizmalarin ve sitokin iligkili konak savunmasinin Onlenmesi gibi bircok

mekanizma kullanmaktadir (27).

2.3.2.1. Dogal Iimmiin Yamt

Alveollere ulasan M. tuberculosis basilleri, dogal savunma yollariyla yok
edilebilir veya c¢ogalarak klinik goriinimleri olusturabilirler. Konagm dogal
savunmasinda; list solunum yolunun fiziksel engeli, fagositoz, fagositik hiicrelerin
reaktif nitrojen ve oksijen iirlinleri, inflamatuvar hiicreler ve saldiklar1 sitokinler,
alveoler makrofajlarin kimyasal yapisini degistirmesi, apoptoz ve genetik faktorler rol

oynar (28).

e Makrofajlar

TB basilleri ile ilk etkilesime giren hiicre toplulugu oldugu diisiiniilen alvoeler
makrofajlar, organizmaya hava yolu ile giren partikiillerin ortadan kaldirilmasinda
onemli role sahiptir. Daha sonra kan dolasimindaki makrofajlar bolgeye toplanmakta ve
konagin enfeksiyondan korunmasinda gorev almaktadir (29).

Makrofajlar ile basillerin ilk etkilesimi Fc, kompleman, mannoz, surfaktan
protein, CD14, CD43, fibrinojen, laktoferrin, proteinaz ve makromolekiillerin
yakalanmasini saglayan “scavenger reseptor” gibi hiicre reseptorlerinde olmaktadir (30-

32). In vivo enfeksiyon sirasinda bakterinin kag¢ tane reseptor ile etkilesime girdigi
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bilinmemesine ragmen, in vitro g¢aligmalarmm sonuclarmma gore makrofaj cevabinin
bakteri ile etkilesime giren reseptdr tipine bagli oldugu goriilmiistiir. Bakterilerin Fc
reseptorleri ile etkilesimi sonucu reaktif oksijen ara iirlinleri (reactive oxygen
intermediates-ROI) ’nin liretiminin arttig1 ve bunun da bakteri iceren fagozomlar ile
lizozomlarin flizyonuna izin verdigi belirlenmistir (29). Diger taraftan bakterinin
kompleman reseptdr (CR) 3 ile etkilesimi solunum patlamasina engel olmakta ve
bakteri igeren fagozomlarin olgunlagmasini engellemekte, bdylece lizozom ile flizyon
olusumu 6nlenmektedir (33).

M. tuberculosis’in farkli komponentleri “Toll-like receptor” (TLR)-2 ve TLR-
4’1 aktive etmektedir. 19 kiloDalton (kDa) lipoprotein ve lipoarabinomannan (LAM),
TLR-2 ile makrofajlar1 aktive ederek, IL-12 ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS)
iiretimini tesvik eder (34).

Bakteri makrofaja girdiginde mikobakteriyal fagozom igerisine yerlesir. Bu yap1
plazma membranindan kdéken alir ve yiizeyinde hiicre yiizey reseptorleri bulunur.
Normal fagozitozun aksine, lizozom ile fiizyon swrasinda fagozomal igerigin
indirgenmesi sirasinda mikobakteriler bu islemi inhibe ederler. Bu inhibisyon canli
mikobakterilerin sebep oldugu aktif siireglere baghdir ciinkii 6lii basiller lizozomal
boliimlerde bulunabilmektedir (35).

Mikobakteriyal fagozomun diger bir Ozelligi de smirli asidifikasyonudur.
Normalde, endozomal yol ile tasman materyal ge¢ endozom igerisinde vezikiiler proton
pompasi adenozin trifosfataz (V-ATPase)’in aktivitesinden dolay1r asidik bir ortam
bulur. Bu azalan asidifikasyonun, mikobakteriyal fagozomdaki diisiik veya hi¢ olmayan
V-ATPase konsantrasyonu sonucu oldugu diisiiniilmektedir (29).

Mikobakteriyal fagozomun olgunlasamamasi, fagozomlarda aktif birikim sonucu
bulunan ve triptofan aspartat kapli protein (tryptophan aspartate coat protein-TACO)
olarak bilinen bir proteine baglanmigtir. TACO proteini igermeyen hiicreler
mikobakteriler ile enfekte edildiklerinde fagozomlarin lizozomlar ile flizyonu sonucu
basiller ortadan kaldirilmaktadir (36). Ayrica TACO, mikobakterilerin makrofaj
icerisine almmasmda 6nemli bir rolii olan plazmatik membranda bulunan kolesterole
baglanmaktadir. Bu bulgular her iki molekiiliin de mikobakterilerin hayatta kalmasi i¢in

onemli oldugunu gostermektedir (37).
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Mikobakteriler tarafindan fagozom olgunlasmasinin 6nlenmesi, ROI ve reaktif
nitrojen ara {Uriinleri (reactive nitrogen intermediates-RNI)’nin {iretimini iceren
mikrobisidal mekanizmalar1 da uyaran IFN-y ve TNF-a gibi sitokinler ile geri
dondiiriilebilir. Nitrojen ara {irlinlerinin koruyucu rolii farkli fare modellerinde ve insan
TB’unda gosterilmistir. Buna karsilik, sitokinler tarafindan aktive edilen makrofajlarin
irettigi  hidrojen peroksitin mikobakterisidal aktivitesinin bilinmesine ragmen
enfeksiyon sirasinda ROI’nin rolii tam olarak aciklanamamistir. Ayrica, basillerde
bulunan LAM ve fenolik glikolipid I gibi yapilar oksijen radikallerini ortadan kaldiran
molekiillerdir (29).

e Notrofil Lokositler

M. tuberculosis ile enfeksiyonda ana hedef hiicrelerin makrofajlar oldugu
diistiniilse bile, notrofillerin de i¢inde bulundugu diger hiicre popiilasyonlarinin
mikobakteriler ile enfekte olabilecegi ve bu 6zelligin hastaligin gelismesinde 6nemli
oldugu ileri siiriilmiistiir. Viicuda herhangi bir zararli ajanin girdigi veya inflamatuvar
sinyallerin tretildigi bolgede ilk toplanan hiicreler arasindadir. Oksijene bagimlh ve
hiicre dis1 uzantilar olusturma gibi iyi tanimlanmis mikrobisidal mekanizmalara
sahiptirler (38).

Fare modelleri ile yapilan deneylerde, TB’da notrofillerin oynadigi rol
tartigmalidir. Enfeksiyonun baslangicinda ve birka¢ giin sonrasinda bu hiicreler tespit
edilmis ve mikobakteriyal liremenin kontroliinde Onemli bir role sahip oldugu
disiiniilmiistiir. Eger notrofiller enfeksiyondan Once ortadan kaldirilirsa, deneysel
olarak enfekte edilen farelerin akcigerlerinde mikobakteriyal lireme artmakta, diger
taraftan fareler notrofil sayisini artiracak bir ajan ile tedavi edilirse basillerin lireme
oran1 dismektedir (39). Bununla birlikte nétrofillerin mikobakterilere karsi mikrobisidal
aktivitesi analiz edildiginde tartigmali sonuglar elde edilmistir. Notrofillerin
mikobakterileri 6ldiirme yetenegi oldugunu belirten ve bunun gdézlenmedigini
vurgulayan ¢alismalar vardir (29). Bununla birlikte noétrofillerin yaptiklari islerin
mikrobisidal yeteneklerinden fazla oldugu distiniilmektedir. Bu hiicrelerin kemokin
iiretimiyle, graniilom olusumuna neden olmasiyla ve mikrobisidal molekiillerini enfekte

makrofajlara aktarmasiyla enfeksiyonun kontroliine katkida bulundugu diistiniilmektedir
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(40). Diger taraftan notrofillerin hastay1 korumaktan ziyade, patolojinin gelisiminde rol
oynadig1 disiiniilmektedir. TB’a duyarli hayvanlarda direngli hayvanlara gore

lezyonlarda daha genis ve uzun nétrofil yigmlarmin oldugu goriilmiistiir (41).

e Mast Hiicreleri

Mast hiicreleri alerjik reaksiyonlarm efektor hiicreleridir ve Th2 cevabinin
gelismesinde kritik rolleri vardir. Solunum yolu mukozasinda, gastrointestinal ve {iriner
sistemde, kan ve lenf damarlarinin ¢evresinde bulunurlar. Bu hiicreler immiinglobulin
(Ig) E’ye kars1 yiiksek affiniteye sahip reseptorler bulundururlar (FceRI) ve bu sayede
IgE hiicre membranma baglanir. FceRI-IgE nin aktif bolgesine antijenin baglanmasi
iizerine mast hiicreleri 6nceden olugsmus mediatorleri ve daha dnceden sentezlenmeyen
mediatorler salgilar (42). Mast hiicre graniillerindeki 6nceden olusmus mediatorler
arasinda histamin, triptaz, kimaz, karboksipeptidaz ve heparin bulunurken oOncii
mediatorler arasinda ise 16kotrien C4, prostaglandin D2, trombosit aktive edici faktor
(platelet activiting factor-PAF), TNF-a, transforme edici biiylime faktorii beta
(transforming growth factor beta-TGF-f), fibroblast biliylime faktorii 2 (fibroblast
growth factor 2-FGF2), vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (vascular endothelial
growth factor-VEGF) ve IL-4, IL-5, IL-8 bulunmaktadir (42, 43).

Antiyjen ve IgE arasindaki iliskinin yaninda, diger ajanlar mast hiicrelerinin
aktivasyonunu, sitokin ve diger mediatdrlerin agiga ¢ikmasmi uyarabilir. Ornegin,
mikrobiyal riinler TLR ailesinin {iyesi olan TLR-2 ve TLR-4 yolu ile mast hiicrelerini
uyarabilirler (44, 45). Mast hiicreleri mikobakterilere kars1 konak savunmasinda 6nemli
role sahiptir. Mast hiicreleri ile M. tuberculosis arasinda CD48 molekiilii araciligi ile bir
etkilesimin oldugu gosterilmistir. Bu iligki histamin ve B-heksozamidaz gibi Oncili
mediatdrlerin salinmasin baslatirken IL-6 ve TNF-a gibi yeni sentezlenen sitokinlerin
aciga ¢ikmasini saglar. M. tuberculosis tarafindan salgilanan “M. tuberculosis secreted
antigen” (MTSA)-10 ve 6 kDA “early secretory antigenic target” (ESAT)-6 sadece
makrofajlarn  ve DH’lerin aktivasyonunda degil ayni zamanda bunlardan pro-

inflamatuvar mediatdrlerin agiga ¢ikmasimni da saglar (46).
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e Dendritik Hiicreler

DH’lerin M. tuberculosis enfeksiyonuna karst koruyucu immiin yanitta yer
aldig1 belirlenmistir. DH’ler kandan ve muhtemelen akciger dokularindan enfeksiyon
bolgesine toplanmaktadir ve TB lezyonlarinda artan sayida bulunmalarindan dolayi
koruyucu immiinitede rol almaktadirlar (47).

DH’ler antijenleri tanir, yakalar ve isler. CD1 araciligi ile oldugu gibi bu
antijenleri MHC molekiilleri ile sunarlar (48). DH’ler antijenleri C-tip lektin ve Fcy/Fce
reseptorleri ile baglayarak endositoz ile hiicre i¢ine alirlar. M. tuberculosis endositozu,
“dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule grabbing non-integrin” (DC-
SIGN) gibi C-tip lektin reseptorleri ile yapilmaktadir. Bu molekiil, mikobakteri hiicre
duvarmin bir bileseni olan mannoz kapli LAM ile etkilesime girer. Buna ilave olarak
periferik kan DH’leri ve monositlerden kdken alan olgunlasmamis DH’ler, yiizeylerinde
mikobakteriler ile etkilesime giren TLR-2 ve TLR-4 bulundururlar. Bu yiizden,
koruyucu konak yanitinin bu sinyaller tarafindan uyarildig: sanilmaktadir. Mannoz kaph
LAM ile DC-SIGN arasimdaki iligki IL-10 tiretimini uyarirken 19 kDA M. tuberculosis
lipoproteini ile TLR-2 birlesmesi IL-12, TNF-a ve IL-6 iiretimini uyarir (49).

Antijenler yakalanip hiicre i¢ine alindiginda DH’ler fenotipik ve fonksiyonel
olarak olgunlasirlar ve periferik lenf nodlarina go¢ ederler. Bu enfekte DH’ler go¢
edebilmek icin yiizeylerinde, kendilerini kemokin (C-C motif) ligand (CCL)-19 ve
CCL21’e kars1 duyarli hale getiren, kemokin reseptdr (chemokine receptor-CCR)-7’yi
eksprese etmeleri gerekmektedir (50). DH’lerin olgunlagsmasi sadece MHC sinif 1 ve
[I’nin artan sentezi ile degil ayn1 zamanda CD80 ve CD86 gibi kostimiilan molekiillerin
ve [L-12’nin tiretimi ile beraber olmaktadir (51).

Monositler, M. tuberculosis ile enfekte olduklarinda DH’lere doniisiirler, lipidik
antijenleri sunma yetenekleri azaldigi icin CD1 ekspresyonu azalir. M. tuberculosis
hiicre duvar yapilarmin, lipopolisakkaritler ile wuyarilan DH’lerin fenotipik
olgunlasmasini inhibe ettigi gosterilmistir (52). Koruyucu immiin cevapta DH’ler,
salgiladiklar1 IL-12, IL-18, IL-23 gibi sitokinlerle ve muhtemelen IFN-a ve IFN- ile T

hiicrelerinin Thl yoniinde olgunlagsmasini saglamaktadir (53).
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e Dogal Oldiiriicii Hiicreler

Dogal 6ldiiriicii (natural killer-NK) hiicreler, dogal immiin yanitin gelismesinde
onemli bir rol oynarlar. Esas gorevleri hedef hiicrelere karsi sitotoksisitenin gelismesi
ile iligkilidir ve immiin cevap sirasinda IFN-y {ireten ilk hiicreler arasinda yer alir. NK
hiicre sayismin akcigerlerde M. tuberculosis kompleks (M. tuberculosis complex-MTC)
suslar1 ile enfeksiyon sonrasi ilk {i¢ haftada arttig1 gosterilmistir. Bu hiicre artisi
aktivasyon ve olgunlagsma markirlarinin salgilanmasmin artisi ile ve IFN-y iiretimi ile
iligkilidir. Bununla birlikte NK hiicre sayisinin azalmasi akcigerlerdeki bakteri ytikiinii
etkilememektedir, akciger TB’unda erken cevap siiresince bu hiicreler aktive olmasma
ragmen konak direnci i¢in gerekli degildirler (54). Ayrica NK hiicreleri immiin cevabin
degisik basamaklarini diizenleyerek TB’da 6nemli bir rol oynar. NK hiicrelerinin M.
tuberculosis 1le enfekte makrofajlar i¢in artan sitotoksisiteye sahip oldugu
gosterilmistir. Ayrica CD8+ T lenfositlerin IFN-y iiretimi ve M. tuberculosis ile enfekte
hiicreleri yok etme kabiliyetini diizenleyerek hem dogal immiinitede hem de kazanilmis

immiin yanitta rol alir (55).

e CDI1d Simrh Dogal Oldiiriicii T Hiicreler

NK T hiicrelerinin 6zgiin bir alt grubu olan bu hiicreler klasik olmayan antijen
sunucu CD1d’yi taniyan degismez bir V alfa 24 hiicre reseptdriiniin ekspresyonu ile
karakterizedirler. CD1d smirli NK T hiicrelerin aktivitesi alfa-galaktozilseramid ile
artmaktadir. Bu molekiil ile aktive edildiginde CDId sinirli NK T hiicreleri M.
tuberculosis enfeksiyonuna karsi konak savunmasina katkida bulunurlar. Monositlerden
koken alan CDI1d eksprese eden makrofajlar, bu molekiil ile aktive edildiginde M.
tuberculosis ile enfekte hiicrelere karst NK T hiicrelerin efektdr fonksiyonlarini
uyarabilir. Bu fonksiyonlar arasinda IFN-y salinimi, proliferasyon, litik aktivite ve
antimikobakteriyal aktivite bulunur. Bu antimikobakteriyal etki mikobakterilerin
yiizeyinde hasara yola acan antimikrobiyal peptid olan granulizin yoluyla gerceklesir.
TB hastalarmin graniilomlarinda kolaylikla tespit edilen CDI1d’den dolay1 hastalik
bolgesinde NK T hiicreleri ile CD1d eksprese eden hiicreler arasindaki potansiyel

etkilesim oldugu goriilmiistiir (56).
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e Epitelyal Hiicreler

Uzun bir siire boyunca, alvoeler makrofajlarin M. tuberculosis ile etkilesime
giren ilk hiicre toplulugu oldugu diisiiniilmiistiir. Bununla birlikte, alveollerdeki
epitelyal hiicre sayis1 makrofajlardan 30 kat daha fazladir ve bdylece bu hiicrelerin
enfekte basillere ilk maruz kalan hiicreler olma olasilig1 daha yiiksektir. M. tuberculosis
enfeksiyonuna epitelyal hiicrelerin dahil oldugunu gosteren ilk bulgu, TB dis1
hastaliktan 6len bir kisinin biyopsi materyalinde mikobakteriyal DNA’nin tespit edildigi
bir caligmadan elde edilmstir. Bu ¢alismada mikobakteriyal DNA makrofajlardan, tip II
pnomositlerden, fibroblastlardan ve endotelyal hiicrelerden tespit edilmistir (57). M.
tuberculosis epitelyal hiicreleri konak olarak kullanir ve bu hiicrelerde ¢ogalir. Bununla
birlikte epitelyal hiicreler I1L-8 salgilayarak ve nitrik oksit (NO) iiretimini baslatarak

pro-inflamatuvar bir ortam olustururlar (58).

e Defensinler

Mikroorganizmalara karsi dogal immiin cevabin dikkat ceken bir grubu da
kiiciik endojen antimikrobiyal peptid olarak bilinen defensinlerdir. Yaklagik 30-50
amino asitten olusan bu katyonik peptidler biitiin havyan hiicrelerinin miyeloid ve
epitelyal hiicrelerinde bulunur. Bu yapilar antibakteriyal, antifungal ve antiviral aktivite
gosterirler. Bu yapilar disiilfiir baglarinin sayisina ve sistein molekiiliiniin pozisyonuna
bagli olarak alfa, beta ve teta defensin olarak siniflandirilirlar (59). Fagositik hiicrelerde
defensinler, oksijen metabolizmasindan bagimsiz olarak mikroorganizmalar1 yok eden
bilesen olarak gorev yaparlar. Bu peptidler birgok mikroorganizmanin membranini
yikima ugratir ve bazilar1 sitoplazmik membrandan gegerek enfekte hiicreye girebilir
(60).

Defensinler ilk olarak kobay ve tavsan notrofillerinde tanimlanmistir. Insan
monosit ve makrofajlarinda defensin bulunduguna dair bir rapor yoktur, ancak
notrofillerde dort adet insan notrofil defensini (human neutrophil defensin-HNP)
bulundugu ve bunlardan ii¢ tanesinin (HNP-1, HNP-2, HNP-3) M. avium-intracellulare
ve M. tuberculosis’e kars1 aktivite gosterdigi bulunmustur. M. tuberculosis ile enfekte

farelerin defensin peptid HNP-1 ile tedavileri sonrasi akcigerler, karaciger ve
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dalaklarindaki bakteriyel yiikiin azaldigi gosterilmistir. Bu gézlem defensinlerin, M.
tuberculosis’e karst dogal immiin cevap mekanizmasimin 6nemli bileseni oldugunu ve

tedavi edici ajan olarak kullanilabilecegini gostermistir (61).

2.3.2.2. M. tuberculosis’e Karsi Kazamilmis immiin Yanit

Dogal mekanizmalarin aksine, spesifik ya da kazanilmig immiin yanit yabanci
antijenlerin spesifik olarak taninmasii gerektirir. Dogal immiin sistem, kazanilmis
immiin yanit tipinin olusturulmasinda temel etkiye sahiptir. Spesifik immiin yanit bircok
efektor fonksiyonunu dogal immiinite elemanlarmin aktivasyonu ile yerine getirir.
Spesifik immiin yanit, T hiicre aktivasyonu ile efektor mekanizmalari igeren hiicresel
immiin yanit ve B hiicre olgunlasmasi ile antikor iiretimini igeren humoral immiin yanit
olarak ikiye ayrilabilir. Her iki mekanizma birbirinden ayr1 diistiniilmemelidir, 6rnegin
yardimc1 T hiicrelere antikor {liretiminde, izotip degisiminde ve antijenin tekrar
hatirlanmasinda ihtiya¢ vardir. B hiicreleri, T hiicrelerini aktive eden antijen sunucu
hiicre gibi gorev yapabilir (29).

M. tuberculosis konakta uzun zaman boyunca persistan olarak kalan, doku hasar1
olmadan kronik asemptomatik enfeksiyona yani latent enfeksiyona sebep olan hiicre ici
yerlesen bakterilerin en goze carpan 6rnegidir. Bu 6zellik diinya genelinde yaklasik iki
milyar insanin M. tuberculosis ile enfekte oldugunu fakat bunlarin %90’ mdan fazlasinin
sagliklt ve hastaligin klinik belirtilerinin goriilmedigini, basilin bu kisilerde dormant
halde kaldigmi gosteren en iyi Ornektir. Konagin hiicresel immiinitesi hastaligin
ilerlemesini kontrol etmede yeterli olsa da basil tam olarak yok edilememekte ve
bundan dolay1 bu enfekte kisiler TB’un latent formu ile yasamaktadirlar (29).

Diger hiicre i¢i enfeksiyonlardaki gibi, birincil koruyucu immiin yanit antikor
aracili yanit yerine hiicresel immiin yanittir. M. tuberculosis makrofajlarda
bulunmaktadir ve fagositoz ile hiicre i¢ine alinarak ortadan kaldirilan diger bakterilere
gore mikrobisidal mekanizmalara daha direnclidir. Bu 6zellik, basilin IFN-y ve IL-12 ile
makrofaj aktivasyonunu engelleme yeteneginden dolayidir. Degisik ¢caligmalar insan ve
farelerde TB enfeksiyonunda bu sitokinlerin kritik roliinii dogrulamistir. Buna ek olarak

IFN-y ve IL-12"deki ya da bunlarin reseptorlerindeki eksiklikler, kisileri mikobakteriyal
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enfeksiyonlara daha duyarli hale getirmektedir. Son 20 yildir, Thl tipi immiin yanitin
baslatilmasinin bu enfeksiyona kars1 korunmada konaga koruyucu 6zellik kazandirdigi
bildirilmektedir (62). TB immiinolojisi lizerine yayinlanmis ylizlerce ¢alisma olmasina
ragmen, akciger TB’unda akcigerde antijen sunan hiicrelerin in vivo rolleri gibi 6nemli
konularda hala bilgi eksikligi vardir. Bu tip bilgiler, M. tuberculosis’e karst spesifik
immiin yanitin baglatilmasini daha 1yi anlamamizi ve hastaligin daha etkili kontrol

edilmesi i¢in yeni araglarm gelistirilmesini saglayacaktir (63).

2.3.2.2.1. Hiimoral immiin Yamt

M. tuberculosis hiicre i¢i yerlesen bir bakteri oldugu i¢in, basillerin antikorlara
maruz kalmadig1 ve bu tip immiin yanitin koruyucu olmadig diistiniilmektedir. Bununla
birlikte, enfeksiyonun ilk basamaklarinda, antikorlar yalniz veya uygun sitokinlerle
birlikte mukozal yiizeylerden bakteri girisinin 6nlenmesi gibi 6nemli bir gérevi yerine
getirirler. Her ne kadar bu konu tartigmali olsa da hiicre ici bakteriyel enfeksiyonlarda
antikorlarm rolii yeniden 6nem kazanmistir. Son zamanlarda M. tuberculosis tarafindan
meydana getirilen kronik enfeksiyonlarm kontrollerindeki rolleri arastirilmistir (64).

Antikorlardan, TB kontroliinde ve kliniginde serolojik tan1 araci1 ve korunmada
aktif maddeler olarak iki sekilde faydalanilir. Serolojik yontemler kolay, hizli ve diisiik
maaliyetlerinden dolayr TB’un hizli tanisinda uzun bir siire en cazip araglar olarak
gorilmiistiir. 1970’11 yillarda “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay” (ELISA)
yonteminin gelistirilmesi ile birlikte bir¢ok arastirmacit TB’un serolojik tanisinda en
uygun antijenin bulunmasi i¢in ¢alismalar yapmistir. O yillarda, bircok ¢alismada tam
bakteri, kiltlir filtratlari, bakteri ekstraktlari, tiiberkiilinler ve bunlarin saflastirilmis
tiirevleri (PPD) gibi kompleks antijenler kullanilmaktaydi. Son zamanlarda proteinler,
lipopolisakkaritler ve glikolipidler (Ag85, 38 kDa protein, LAM veya diagiltrehalozlar)
gibi ayr1 ayri1 saflastirilmis antijenler ¢alismalarda kullanilmigtir. Bununla birlikte
bugiine kadar tani amagli higbir test yeteri kadar yiiksek duyarlilhik ve 0Ozgiilliik
degerlerine sahip degildir (65, 66).

TB’a kars1 korunmada ise antikorlar; toksinlerin nétralizasyonu, opsonizasyon,

kompleman aktivasyonu, sitokin salmiminin artirilmasi, antikor bagl sitotoksisite ve
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artmis antijen sunumunu da iceren bir¢cok mekanizma ile bagisikligi artirir. Yapilan
calismalara gore antimikobakteriyal antikorlarin TB enfeksiyonunda konak cevabinin
degisik safhalarinda 6nemli rol oynaklar1 gosterilmistir (67, 68). Spesifik antikorlarin,
BCG’nin nétrofiller ve monosit/makrofajlarca hiicre i¢cine alinmasimi ve oldiiriilmesini
artirdig1 gosterilmistir. Diger taraftan antikor kapli BCG basilleri daha etkili islenmekte
ve CD4+ ve CD8&+ T hiicre cevabinin artirilmasi i¢in DH’ler tarafindan sunulmaktadir
(68).

Bu antikor kapli basiller ile fagositlerin artan antimikobakteriyal aktivitesi
mukozal immiinite i¢cin ¢ok dnemlidir. IgG ve IgA antikorlarmnin varligi alt solunum
yollarinin mukozal salgilarinda gosterilmistir. Spesifik mikobakteriyal hedefler icin
antikor aracili artan 6ldiirme mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir fakat LAM gibi
ylizey antijenleri ya da alfa kristalin gibi stres altinda salgilanan proteinler ile iliskili
olabilir. Yapilan bir ¢alismada, 17 rekombinant mikobakteriyal protein antijeni, dogal
Ag85 kompleksi, LAM ve M. tuberculosis lizati, BCG asis1 ile uyarilmis antikor
cevabmin tespitinde kullanilmis, sadece LAM reaktif serum IgG cevabinin BCG ile
asilanmis kisilerde ve aktif TB hastalarinda anlamli bir sekilde arttigi goriilmistiir (69).

Deneysel fare TB modelinin oldugu bir ¢alismada, TB’a kars1 savunmada IgA
antikorlar1 ile pasif inokiilasyon test edilmistir. Farelerde alfa kristalin proteinine kars1
monoklonal IgA antikoru ile intranazal inokiilasyon sonrasit M. tuberculosis
kolonilerinin akcigerlerde dokuz giin sonra on kat azaldigi belirtilmistir (67). Bu
calismanin devaminda, enfeksiyondan {i¢ giin 6nce IFN-y inokiilasyonu ile ve M.
tuberculosis ile aerosol enfeksiyon sonrasi degisik zamanlarda (ikinci saat, ikinci ve
yedinci giin) ilave IgA inokiilasyonu ile korunma zamani uzatilmistir. IFN-y ve IgA’nin
birlikte uygulanmasi, immiinyetmezIlikli hastalarm proflaktik tedavilerine ya da

kemoterapilerine ilavesi umut vermektedir (64).

2.3.2.2.2. Hiicresel immiin Yamt
M. tuberculosis’e kars1 koruyucu yanitta, hiicresel immiinite dnemlidir. TB basili

konakta hiicre (genellikle makrofajlar) i¢inde yasar. Bu nedenle antikordan daha ¢ok T

hiicre aracili mekanizmalar enfeksiyonun kontroliinde rol alir. T lenfositler kemik iligi,
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fetiis karacigeri ve embriyonik donemde vitelliis kesesinden (yolk sac) meydana gelir. T
hiicreleri timusta olgunlasir ve yiizeylerinde bir T hiicre reseptorii (T cell receptor-TCR)
meydana gelir. T hiicreleri, timiis stromasinda farklilasmaya ugrar. Bu farklilagsma
sirasinda onlar1 karakterize eden glikoprotein yapisinda, numaralanmis CD ile ifade
edilen bir takim yiizey antijenleri (markirlart) kazanirlar. Timusta olgunlagsmaya ve
farklilasmaya ugrayan T lenfositlerden CD4 antijeni tastyan T4 hiicreleri (T helper
lenfositler) ve CDS8 antijeni tasiyan T8 hiicreleri (Supresor-Sitotoksik T lenfositler)
olmak iizere iki ayr1 T lenfosit grubu olusur. Periferik kandaki T hiicrelerinin tigte ikisi
CD4, iicte biri ise CD8 markirlar1 tasiyan lenfositlerdir. T lenfositleri immiin sistemin
regiilasyonunda inflamatuvar ve hasarlar1 giderici fonksiyonlarda rol oynayan bir takim
peptidlerden olusan sitokinler (IL-1, 2, 4, 6 vb) salgilar ve bu sitokinler T hiicre

gelismesine yardime1 olur (70).

e T Helper Lenfositler (CD4+)

Bu hiicreler, Th hiicreleri olarak da isimlendirilirler. Immiin cevab1
gliclendirmek i¢in immiin sistemin diger hiicrelerine yardimci olurlar. Th hiicreleri,
salgiladiklar1 sitokinlere gére Thl ve Th2 olmak {izere en az iki alt gruba ayrilirlar. Thl
hiicreleri ise TB’a kars1 konak savunmasinda en onemli sitokin olan IFN-y’y1; Th2
hiicreleri ise 1L-4, 5 ve 10’u sentezlerler (71). Mikobakteriler makrofajda vakuol
icerisine yerlesir. Antijen sunan hiicreler tarafindan islenen mikobakteriyel antijenler,
bu hiicrelerin ylizeyinde bulunan MHC smif II yoluyla CD4+ T hiicrelerine sunulur. Bu
olay M. tuberculosis’e karst savunmada primer onemi olan CD4+ T hiicrelerinin
aktivasyonu ile sonuglanir. Bu hiicrelerin akut mikobakteriyel enfeksiyonlarin
kontroliindeki primer 6nemi, CD4 ya da MHC smif II gen eksikligi bulunan fare tiirleri
ve antikor deplesyonunun yapildigi ¢esitli deneysel modellerde gosterilmistir (72). HIV
ile enfekte hastalarin TB’a duyarl olmalarinda bu hiicrelerin kritik rolii bulunmaktadir
(73).

CD4+ T hiicrelerinin TB’daki ana fonksiyonunun sitokinlerin, 6zellikle makrofaj
aktivasyonu ve mikrobisidal mekanizmalarin baglatilmasi i¢in son derece onemli olan
IFN-y’nin sentezlenmesi oldugu ileri siiriilmekte; IFN-y iiretiminin, enfeksiyonun erken

asamalarinda gerekli oldugu disiintilmektedir (72). CD4+ T hiicreleri, graniiloma
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infiltre olan hiicrelerin %5-10 gibi ¢ok kiigiik bir boliimiinii olusturmasma ragmen,
graniilom olusumunun erken fazi sirasinda ¢ok etkilidirler. CD4+ T hiicreleri eksik
farelerde bakteriyel yiikiin kontrol edilemedigi ya da yayilmanin engellenemedigi
bildirilmistir (74).

CD4+ T hiicrelerinin 6zellikle akcigerlerdeki lokal immiin cevapta sitolitik
fonksiyonlar1 vardir. Bu fonksiyonunu hiicre i¢i yerlesen canli mikobakterilerin azaldigi
Fas Ligand (FasL) ile indiiklenen apoptoz araciligi ile gerceklestirirler. Yapilan bir
calismada, CD4+CD27- fenotipi gosteren farkli bir T hiicre alt grubunun IFN-y
dretiminin yani sira perforin ve granzim B salgilayarak M. tuberculosis’e karsi

savunmada rol aldig1 gosterilmistir (75).

e Supresor-Sitotoksik T Lenfositler (CD8+)

CD8+ T hiicreleriy, MHC smif 1 araciligi ile sunulan ve ASH’lerin
sitoplazmasindan kaynaklanan antijenleri tanirlar. M. tuberculosis, vakuol iginde
yasadig1 i¢in, CD8+ T hiicrelerinin MHC smif I molekiilleri aracilig1 ile bu antijenleri
etkili bir sekilde sunamadig1 diisiiniilmiistiir. Yapilan bir calismada apoptoz ile 6len
enfekte makrofajlar ve DH’lerden ortama birakilan basil igeren apoptotik cisimcikler ve
vezikiillerin, enfekte olmayan makrofajlar ve DH’lere alnarak ge¢ endozom ve
lizozomlara girdikleri; MHC smif I ve CDI1 molekiilleri aracilifiyla mikobakteriyel
antijenleri CD8+ T hiicrelerine sunduklar1 gosterilmistir (11).

M. tuberculosis enfeksiyonu sonucu gelisen graniilomlarda CD8+ T hiicre sayisi,
CD4+ T hiicre sayisma yakin olup; yapilan c¢alismalar CDS8-/- farelerde normal
graniilom olustugunu; enfeksiyonun kontrol edildigini; ancak bakteri yiikiiniin daha
fazla oldugunu gostermistir. Graniilom olusumunda CD4+ T hiicre sayis1 erken
donemde, CD8+ T hiicre sayis1 ise ge¢ donemde artar (74).

CD8+ T hiicrelerinin TB enfeksiyonunda sitokin salmimi, graniil bagimli
sitotoksisite, Fas-FasL aracili sitotoksisite ve direkt mikrobisidal aktivite olmak tlizere
baslica dort gorevi vardwr. Bu hiicreler, IFN-y ve TNF-o gibi tip 1 sitokinleri
salgiladiklar1 gibi dokulardaki enfekte makrofajlar1 oldiirerek de koruyucu etki
gosterirler. Her iki sitokin, sinerjistik olarak M. tuberculosis ile enfekte makrofajlari

aktive edebilir. Makrofajlarin aktivasyonu, NO gibi RNI iiretimine yol agan uyarilmis
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INOS iiretiminin artis1 ile sonuglanir. ROI ile birlikte RNI, canli mikobakterilerin
azalmasini saglar (76).

CD8+ T hiicreleri, perforin aracili mekanizmalarla enfekte makrofajlari
oldiirebilirler. Perforin, CD8+ T hiicrelerin graniillerinde bulunan bir protein olup;
enfekte makrofajin membraninda porlar olusturur ve bu hiicrelerin apoptozu ya da lizizi
ile sonuglanan granzim A, granzim B (serin proteaz), graniilozin gibi toksik proteinlerin

girisine 1zin verir (76).

e Gamma/Delta (yo) T Hiicreleri

Daha onceleri CD4-CD8- T hiicreleri olarak bilinen yd T hiicrelerinin, immiin
yanittaki rollerinin diisiik oldugu diisiiniilmiistiir. Bu hiicrelerin sadece peptid olmayan
antijenlere kars1 ¢ogaldiklarina inanilmaktaydi. Bu hiicreler erken lezyonlarda
bulunurlarken, sadece IFN-y iiretiminin oldugu enfekte makrofajlarla reaksiyona
girdikleri disliniilmekteydi. Son yillarda, y6 T hiicrelerinin immiin cevabmn
diizenlenmesindeki iliskisi kanitlanmigtir (29).

TB hastalarinda y6 T hiicreleri MHC’ten bagimsiz litik aktivite gosterirler.
Hastalik siddetlendikge CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinin litik aktivitesi yavas yavas
azalirken yo T hiicreleri, Fas-FasL mekanizmasi ve perforin yoluyla M. tuberculosis ile
enfekte hedef hiicreleri sindirerek faaliyetlerini artirirlar (77).

Yapilan bir ¢alismada, M. tuberculosis ile enfekte farelerde yo T hiicrelerinin
basilin yok edilmesine katkida bulunduklari ve anti-inflamatuvar etkilerinin oldugu
gosterilmistir. Bu hiicreler genetik maniiplasyon ile ya da 6zel monoklonal antikorlar
kullanilarak yok edildiklerinde, farelerin akcigerlerinde inflamatuvar hasar hizlanmistir.
Ek olarak yd T hiicreleri, enfeksiyonun erken sathasinda, hiicrelerin enfeksiyon
bolgesine akisini hizlandiran IL-17 tretirler. IL-17 salimimi, M. tuberculosis ile enfekte
DH’lerden IL-23 salinmasina cevap olarak iiretilir (78).

vd6 T hiicrelerinin koruyucu immiinitedeki rolii, sitokin (IL-17 ve IFN-y gibi)
salinimi ve sitotoksik aktivite ile smirh degildir. Bu hiicreler ayrica antijen sunucu
hiicreler olarak da islev yaparlar. DH’ler gibi antijeni isleyip sunarlar ve aff T

hiicrelerinin ¢gogalmasini baglatmak i¢in gerekli yardimei1 uyarici sinyalleri olustururlar.
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v6 T hiicrelerinin immiinitediki diger gorevleri halen bilinmemesine karsin, dogal
immiin yanit ile kazanilmis immiin yanit arasinda bir koprii gibi gorev yaparlar (79).

Makrofajlar iginde kiiclik parcalara ayrilan ve islenen basilin antijenik
yapilarindan bazilar1 (epitoplar), makrofaj sitoplazmasinda MHC’ine baglanir ve bu
yap1, makrofaj hiicre yiizeyine tasinir. Daha sonra makrofajlar, basil antijenlerini MHC
molekiilleri ile birlikte T lenfositlere sunarlar. CD4+ T lenfositler MHC sinif II
molekiilleri ile kendilerine sunulan antijenleri tanirken, CD8+ T lenfositler MHC smf [
molekiilleri ile kendilerine sunulan antijenleri tanimaktadirlar. y6 T lenfositler ise basili
bir biitiin olarak tamiyabilmekte ve bu islem MHC smif I ve II molekiilleri ile
sinirlanmamaktadir. T lenfositler, antijen-MHC kompleksi ile aktive olmakta ve
drettikleri IL-2 ile benzer sekilde reaksiyon veren bir T lenfosit toplulugu
olusturmaktadirlar (70)

Insanlarda M. tuberculosis enfeksiyonuna kars: gelisen hiicresel immiin yanitin
diizenlenmesinde esas sorumlu T hiicre alt grubu CD4+ T lenfositlerdir. Basil antijenleri
ile karsilasan CD4+ T lenfositler, IL-2 iireterek klonal gelisme gostermekte, sitokinler
ireterek [IFN-y, TNF-0, migrasyon inhibe edici faktdr (migration inhibitory factor-
MIF), graniilosit-makrofaj koloni stimiile edici faktér (Granulocyte-macrophage colony
stimulating factor-GM-CSF)] inaktif durumdaki makrofajlar1 aktive etmekte ve boylece
hiicre i¢i basil ¢ogalmasini etkin bir sekilde kontrol etmektedir. CD4+ T lenfositler, B
lenfositleri ve CD8+ sitotoksik/supresor T lenfositleri de aktive ederken, hafiza CD4+ T
hiicrelerinin de olusmasimi saglamaktadir. Hafiza T lenfositler basil ile daha sonraki
karsilasmada (reenfeksiyon) konakta koruma saglayabilmektedir. CD4+ T lenfositler
basil ile enfekte makrofajlarin lizisine de araclilik etmekte ve bu sitotoksik aktiviteleri
enfeksiyonun baglangicindan yaklasik alt1 hafta sonra en ist diizeye cikmaktadir.
Lezyonlarda bulunan basillerin sayisi, basil antijeninin tipi ve miktar1 ile aktive
makrofajlardan salinan sitokinler (IL-10, TNF-a), CD4+ T lenfositlerin agirlikli olarak
hangi bigimde aktivite gosterecegini (makrofaj aktivasyonu veya makrofaj harabiyeti)
belirledikleri diisiiniilmektedir (70).

CD4+ T lenfositlerin iki alt grubu (Thl ve Th2), makrofaj aktivasyonu
konusunda birbirleriyle karsit etki gostermektedir. Thl lenfositler, aktivasyonlar1 ve
klonal gelismeleri sonucu IFN-y, IL-2 ve TNF-a gibi lenfokinler salgilamaktadir. Bu

lenfokinler sinerjik etki gostererek antijenin bulundugu yerde makrofajlar1 toplar ve
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aktive ederler. Boylece aktive olan makrofajlari basilleri yok edebilmelerini saglarlar.
Th2 lenfositler ise makrofaj aktivasyonunu baskilayan IL-10 ve diger lenfokinleri (IL-4,
5, 6) iretirler. Th1/Th2 orani, sunulan antijenin tipinden ve miktarindan etkilenir.
Makrofajlarin  basil antijenlerini Th2 yerine Thl lenfositlere sunmalarmin,
makrofajlarca Ttretilen IL-12 nedeniyle gergeklestigini ileri siiren c¢alismalar
bulunmaktadir. Ciinkii IL-12, Thl lenfositlerinin farklilasmasin1 ve c¢ogalmasim
saglamaktadir (70).

Thl lenfositlerden salman IFN-y, makrofajlarda bulunan 1-alfa hidroksilaz
enzimini uyarir. Bu enzim, inaktif olan 25-hidroksilaz vitamin D3’i aktif olan 1-25
dihidroksi vitamin D3 (1,25D3) (kalsitriol)’e doniistiiriir. Kalsitriol, hem makrofajlarda
basillerin ¢ogalmasini azaltir hem de bu hiicrelerden sitokinlerin (IL-1, 6, 8, 10, TNF-a,
GM-CSF vb) salmmasimi saglar. Bu sitokinler hem giiclii immiin diizenleyici islev
goriirler hem de TB’a 6zgii bir¢cok klinik yanitin ortaya ¢ikmasima katkida bulunurlar.
IL-1, 8, TNF-a ve GM-CSF pro-inflamatuvar molekiillerdir ve lenfositler ile
monositlerin lezyon bdlgesine toplanmasini kolaylastirirlar. IL-1 endojen bir projendir
ve TB’a 0zgli atesin olusumuna katkida bulunur. IL-6, aktive B lenfositlerden Ig
dretimini artirr ve TB’lu hastalarda sik¢a rastlanan hiperglobulinemiye neden olur.
TNF-a ise IFN-y ile birlikte M. tuberculosis ig¢in bakterisidal olan NO metabolitlerinin
iretimini ve makrofajlarin mikrobisidal aktivitesini artirarak graniilom olusumuna
katkida bulunmaktadir. Diger taraftan TNF-a bircok immiinopatolojik olaym (ates, kilo
kayb1 ve TB’a 6zgii doku nekrozlaria) gelismesine de neden olmaktadir (70).

Immiinsiipresif etkili sitokinlerden IL-10, monosit ve lenfositlerden lenfokin
salmimini inhibe eder. TGF-B ise T hiicre farklilagmasint ve makrofa; efektor
fonksiyonunu inhibe eder. Bu son iki sitokin kontrol edilemeyen inflamatuvar yanitta,
asir1 inflamasyonu ve doku nekrozunu onleyebilir. Fakat immiinsiipresif sitokinlerin
asir1 yapimi enfeksiyon kontroliinde yetersizlige neden olabilir (70).

CD8+ T lenfositler ve NK hiicreler, antikora bagimli sitotoksik hiicre
etkilesimleri kadar, kaze6z nekroz gelisiminde de rol oynayabilirler. Doku yikimina,
muhtemelen pihtilasma olaylarina, makrofajlardan salinan ROI ve RNI (6zellikle NO),
TNF-a ve TGF-f gibi sitokinler katkida bulunmaktadir (70).
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e Sitokinler

20. yy. baslarinda inflamasyonun kompleks etkilesimleri hakkinda ilk goriisler
ortaya atilmistir. Uygun sekilde duyarlilastirilmis ve uyarilmis lenfositlerden salgilanan
bir faktoriin makrofaj gégiindeki inhibisyondan sorumlu oldugu gosterilmistir. Bu faktor
MIF olarak adlandirilmistir. Bu faktér bulunduktan sonra biyolojik olaylar1 diizenleyen
baska faktorlere yonelik de arastirmalar yapilmistir. Bu arastirmalar sonucunda monosit
ve nonimmiin hiicrelerin de hiicreler arasi iletisimde rol oynayan proteinleri olusturdugu
bulunmustur. Bu faktorlerden monosit kokenlilere monokinler, lenfosit kokenli olanlara
lenfokinler ad1 verilmis, genel anlamda hepsi sitokinler olarak adlandirilmistir. Bir¢ok
sitokin sadece bir hiicreden degil, birden fazla hiicreden salgilandig1 ve immiin sistemin
degisik hiicreleri arasinda kompleks bir etkilesim i¢inde olduklart i¢in IL olarak
adlandirilmistir (80).

Sitokinler, degisik hiicreler tarafindan sentez edilip salinan, hiicre olgunlasmasi
ve degisimi, inflamasyon, immiinite ve doku onariminda 6nemli biyolojik roller
iistlenen diisiik molekiil agirlikli protein yapisinda mediatorlerdir. Immiin sistemdeki
temel fonksiyonlar1 nedeniyle genetik iliski c¢alismalarinda en fazla arastirilan
molekiillerdir. Sistemik etkileri yoktur, uyarilar sonucu lokal olarak sentez edilip etki
gosterirler. Yapilan ¢aligmalar sitokinlerin akciger ve diger organlardaki inflamatuvar
olaylarin diizenlenmesinde oldukca kompleks bir etkilesim agi icinde olduklarini
gostermistir. Sitokinlerin bazilar1 bir araya geldiginde birbirlerinin etkilerini inhibe
edebilmektedir. Sitokinler inflamatuvar aktivitelerine gore pro-inflamatuvar ve anti-

inflamatuvar olarak da alt gruplara ayrilmistir (80).

> Proinflamatuvar Sitokinler

Fagositik  hiicreler tarafindan M. tuberculosis’in  taninmasina, hiicre

aktivasyonuna ve ¢ok sayida sitokinin liretilmesine sebep olurlar (80).
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= TNF-a

TNF-a ilk defa farelerde tiimorleri nekrotize edebilen makrofaj tlirevli faktor
olarak tanimlanmistir. Membrana bagli 233 aminoasitten olusan prekiirsor protein
olarak sentezlenir ve TNF-a doniistiiriicii enzim ile 157 aminoasitten olusan ¢oziiniir
formu meydana gelir. Coziinliir molekiil TNF reseptor (TNFR) 1 ve TNFR2’ye
baglanarak etkisini gosterir (81).

M. tuberculosis makrofajlari, DH’leri ve T hiicrelerini TNF-a sekrete etmesi i¢in
uyarir. TNF-a, TB’da olusan immiin ve patolojik cevaplarda pek ¢ok acgidan etkilidir.
TNF-a ya da TNFR’i eksik olan farelerde M. tuberculosis enfeksiyonunun, kontrol
grubuna gore daha fazla bakteriyel yiike ve farelerin daha hizli 6liimiine sebep oldugu
gosterilmistir. TNF-a, M. tuberculosis’e karsi immiin cevapta son derece onemli olan
IFN-y ve nitrik oksit sentaz (NOS) 2 ekspresyonunu da uyarabilmektedir (82).

TNF-a graniilom olusumunda anahtar rol oynar, boylece bakteri bir duvar ile
simirlandirilir ve enfeksiyonun yayilmasi engellenir (83). TNF-a, M. tuberculosis
enfeksiyonunda hiicrelerin go¢iinii ve doku i¢ine yerlesimini; kemokinler ve kemokin
reseptorleri gibi adezyon molekiillerinin ekspresyonunu etkiler. Bu sayede enfekte doku
icinde fonksiyonel graniilom olusumunda belirgin olarak rol oynar (74).

TNF-a konak dokusunun hasarinda etkili olan en onemli faktordiir. Sistemik
cevap ile karsilastirildiginda enfeksiyonun yer aldigi sinirl alanda (6rnegin plevral sivi)
TNF-a diizeylerinin arttig1 goriilmiistiir. TNF-a’nin sistemik yayilimi, ates, kilo kaybi1
gibi istenmeyen inflamatuvar etkilere sebep olur. TNF-a ya da TNF-a reseptor p55
eksik farelerin mikobakterilere karsi duyarliliklar1 artmistir. Benzer olarak Crohn
hastaligt ve romatoid artritte monoklonal anti-TNF-o antikor kullanommm TB

reaktivasyon oranini artirdigi gosterilmistir (83).
= JFN-y
IFN-y, M. tuberculosis enfeksiyonunun kontroliinde son derece énemli Thl tipi
bir sitokin olup; CD4+, CD8+ ve NK hiicreler tarafindan iiretilir. Antijen sunumunu

artirr; etkenin Oldiiriilmesine CD4+ T lenfosit ve sitotoksik T lenfositin katilimini

saglar. Antijen spesifik T hiicre immiinitesinde 6zellikle etkindir (83).
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Makrofajlar1 aktive etmede oldukga etkili olan IFN-y, TNF-a ile birlikte sinerjik
etki gosterir. Antimikobakteriyel makrofaj fonksiyonlarinin aktivasyonunda IFN-y ve
TNF-o’nin kostimiilator aktivitesi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. Bu ¢aligmalarda,
IFN-y’nin TNF-a’dan daha fazla antimikobakteriyel makrofaj fonksiyonlarini uyardigs;
TNF-a iretiminin endojen olarak bloke edilmesiyle, IFN-y ile uyarilan makrofaj
aktivasyonunun azaldigi; hem IFN-y hem de TNF-o’nin kombinasyonu ile optimum
makrofaj aktivasyonunun saglandigi gosterilmistir (74).

IFN-y geni eksik farelerin, viriilan M. tuberculosis’e karsi ¢ok duyarl olduklar1
gosterilmistir. Bu fareler BCG ile enfekte edildiklerinde, bakteriyel ytikiin ¢ok arttig1 ve
graniilomlarin daha biiylik ve diizensiz oldugu goérilmiistiir (74). IFN-y ya da IFN-y
reseptor genlerinde eksiklik veya bozukluk olan insanlarda mikobakteriyel
enfeksiyonlara egilimin arttigr  bildirilmistir. Aktif TB’lu hastalarda yapilan
calismalarda, IFN-y diizeylerinin baskilandig1 da saptanmistir (82).

= JL-12

IL-12, disiilfit baglar1 ile baglanan iki subiinitten (p35 ve p40) olusmus 70
kDa’luk heterodimerik bir proteindir. NK, aff (CD4+ ve CD8+) ve yo T hiicre reseptorii
tastyan T hiicrelerinin sitotoksik aktivitesini artirir. [IFN-y tiretimini artirarak Thl tipi T
hiicre cevabinin gelisimine katkida bulunur. IL-4 ve IL-10’un etkin oldugu Th2 tipi
cevabi asagiya ceker (84). IL-12, M. tuberculosis’in fagositozundan sonra makrofaj, DH
gibi fagositik hiicreler tarafindan tretilir. TB’da akciger infiltratlarinda, plorezide,
graniilomlarda ve lenfadenitlerde tespit edilmistir (83). IL-12 eksik farelerde
mikobakteri enfeksiyonlarmma duyarliligin artmis olmasi bu sitokinin koruyucu roliinii
gostermektedir. 1L-12 p40 eksik farelerin enfeksiyona duyarliliklarinin ve bakteriyel
yiiklerinin arttigi; ayrica muhtemelen azalmis IFN-y’ya bagli olarak hayatta kalma
stirelerinin azaldig1 goriilmiistiir. [L-12 p40 ya da IL-12 reseptér gen mutasyonlar1 olan
insanlarm, T hiicrelerinden IFN-y iiretiminin azaldigi, dissemine BCG ve M. avium

enfeksiyonlarina daha duyarl olduklari rapor edilmistir (11).
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= JL-18

IL-1 ailesinin bir iiyesidir. Baslangigta IL-12 ile sinerjisi olan IFN-y uyarici
faktor olarak bilinen bu sitokinin daha sonralar1 diger pro-inflamatuvar sitokinleri,
kemokinleri ve transkripsiyon faktorlerinin iiretimini uyardigi anlagilmistir. IL-18’in
mikobakteriyel enfeksiyonlar sirasinda koruyucu rolii vardir. IL-18 eksik olan fareler,
BCG ve M. tuberculosis enfeksiyonlarina ¢cok duyarhidir. M. leprae ile enfekte farelerde
de direng, IL-18 ekspresyonu ile orantili bulunmustur (83).

IL-18’in en Onemli etkisi, IFN-y indiiksiyonunu saglamasidir. Yapilan bir
calismada, TB hastalarinin ve saglikli kontrollerin periferik kan mononiikleer hiicre
(Peripheral Blood Mononuclear Cell-PBMC)’leri M. tuberculosis ile stimiile edilmis,
hastalarda saglikli kontrollere gore daha az IL-18 ve IFN-y saptanmis; M. tuberculosis
ile indiiklenen IFN-y iiretimi, anti-IL-18 ile inhibe edilmis, rekombinant IL-18 ile
artirilmistir; M. tuberculosis’e cevap olarak alveolar makrofajlarin salgiladigi IL-18 ve
plevral siviya sekrete edilen IL-18 ve IFN-y konsantrasyonlar1 TB’lu hastalarda, kontrol
grubuna gore daha yiiksek bulunmustur. Bu bulgular IL-18’in, TB immiinitesi ile [FN-y
iretiminde son derece onemli oldugunu ve mikobakteriyel enfeksiyonlara kars1 Tipl

sitokin cevabini sagladigini ortaya koymustur (85).

= JL-15

IL-15, biyolojik aktiviteleri acisindan IL-2’ye benzer. NK ve NKT (Natural
Killer T cell) hiicrelerinin gelisimini stimiile ettigi; periferik kan T hiicrelerinin, tiimore
infiltre olan lenfositlerin ve B hiicrelerinin aktivasyonu ile makrofaj ve dentritik
hiicrelerin olgunlasmasmi sagladig1 gosterilmistir. Ayrica efektdr sitolitik hiicre
gelisimini uyardigi; NK hiicreleri farklilagsmaya ugratarak bu hiicrelerin daha etkin
sitotoksik-sitolitik aktivite kazanmis olan lenfokinle aktive 6ldiiriicii hiicreler formuna
gecmesine yardimei oldugu tespit edilmistir (86).

In vivo 1L-15’in asir1 ekspresyonunun NK ve antijen spesifik T sitotoksik 1
cevabmin artisina yol acarak BCG enfeksiyonuna karsi korunmayi giliclendirdigi,
bununla iligkili olarak BCG asismin biyolojik etkinligini artirabilmek amaciyla IL-15’in

BCG agsist ile birlikte adjuvan olarak verilebilecegi ileri siirtilmektedir (87).
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> Anti-inflamatuvar Sitokinler

M. tuberculosis’in baglattig1  pro-inflamatuvar cevap, anti-inflamatuvar
mekanizmalarla antagonize edilir. Solubl sitokin reseptorleri (solubl TNF-a reseptor I
ve II), hiicresel reseptorlere sitokinlerin baglanmalarini engeller ve boylece hiicre igi
sinyalizasyonu bloke eder. Ayrica {i¢ anti-inflamatuvar sitokin olan IL-4, IL-10 ve TGF-
B, TB’a kars1 etkin olan pro-inflamatuvar sitokinlerin etkilerini veya iiretimini inhibe

edebilir (11).

= JL-10

Sitokin sentez inhibitér faktorii olarak isimlendirilen IL-10, CD4+ T hiicreleri,
monositler, CD8+ T hiicreleri, keratinositler vb bir¢ok hiicre tarafindan iiretilir. TB’da
IL-10, LAM’1n baglanip bakterinin fagosite edilmesinden sonra makrofajlar tarafindan
dretilir. M. tuberculosis ile aktive olan T hiicreleri de IL-10 sentezleyebilirler. IL-10
pro-inflamatuvar sitokin cevabini, IFN-y, TNF-a ve IL-12’nin iiretimini asag1 ¢ekerek
antagonize eder (83). CD4+ T hiicre cevabini ya direkt olarak ya da mikobakteri ile
enfekte hiicrelerin ASH fonksiyonunu bozarak inhibe edebilir (82). T hiicreleri asir1 IL-
10 eksprese eden transgenik fareler BCG ile enfekte edildiklerinde, yeterli IFN-y
iretimi yapan T hiicre cevabmna ragmen; bakteriyel ylikiin daha fazla, enfeksiyonu
temizleme kapasitesinin ise daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar IL-10’un,

IFN-y aracili makrofaj aktivasyonunu engelleyebilecegini gostermektedir (88).

= TGF-p

M. tuberculosis ya da LAM ile stimiilasyondan sonra monosit ve DH’ler
tarafindan iretilir (82). TGF-p, hiicresel immiiniteyi, T hiicrelerinde IFN-y iiretimini ve
T lenfositlerin olgunlagsmasmi baskilar. Makrofajlarda antijen sunumunu, pro-
inflamatuvar sitokin {iretimini, hiicresel aktivasyonu antagonize eder; ROI ve
RNTI’lerinin iiretimini engeller; NK ve sitotoksik T lenfosit fonksiyonlarini inhibe eder.
IFN-y’nin yani sira TNF-a ve IL-1 salinimini azaltir (83). Anti-inflamatuvar cevapta,

TGF-B ve IL-10 sinerji gostermektedir. TGF-B, IL-10 iiretimini selektif olarak uyarir ve
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her iki sitokin, fagosite edilmis mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesi ve monosit/makrofaj
aktivasyonunu da kapsayan, IFN-y’nin aracilik ettigi pek ¢ok olay1r antagonize eder;
ayrica IL-2 ve IFN-y iiretimini ve farklilasmasini inhibe eder (89). TB’da TGF-f
diizeylerindeki artis, hastah@in siddeti ile iliskili bulunmustur. Ilerlemis akciger TB
hastalarmm PBMC’leri, M. tuberculosis antijenleri 1ile uyarildiginda; TGF-B
diizeylerinin, saglikli kontrollere ve orta diizeyde ilerlemis hastaligi bulunanlara gore

anlamli olarak arttig1 gosterilmistir (90).

= IL-4

IL-4, M. tubeculosis’in latent hale ge¢isinde onemli rol oynayan iNOS’1 asagi
cekerek ve TLR-2 ile sinyalizasyonu kapatarak makrofajlarin aktivasyonunu engeller.
Saglik calisanlari ile yapilan bir calismada, M. tubeculosis’e cevap olarak IL-4 iireten
CD8+ T hiicrelerinin bulundugu kisilerde 2-4 yil igerisinde aktif hastaligin gelistigi
goriilmiis; 1L-4’lin hastaligm erken evresindeki direnci yikabilecegi 6ne siiriilmiistiir.
IL-4, farelerde Thl cevabinin baskin oldugu lezyonlar i¢cinde de gosterilmistir. Her iki
durum, IL-4’{in immiinpatolojiye de katkida bulundugunu diisiindiirmektedir (91).

M. tubeculosis ile enfekte farelerde yapilan ¢aligmalarda ilerlemis hastalik ve
reaktivasyon ile IL-4’tin artmms diizeyleri arasinda bir iliski bulunmustur. Benzer
bicimde IL-4’lin asir1 iiretimi, deneysel enfeksiyonlarda doku hasarmi artirirken;
inhibisyonu ise hiicresel immiiniteyi gili¢lendirmemistir.  IL4-/-  farelerde,
mikobakterilere karsi duyarliligin artmadigi; bir baska calismada ise hava yolu ile
enfeksiyondan sonra bakteri iiremesinde ve graniilom biiyiikliigiinde artis gézlenmistir.
Bu bulgular TB’da IL-4’{in roliiniin hala oldukca tartigilan konular arasinda oldugunu
gostermekte; IL-4’{in insanlarda TB nedeni oldugu ya da sadece hastalik aktivitesini

yansittig1 konusunda kesin bir goriis birligi bulunmamaktadir (83).
e Kemokinler
Enfeksiyon alaninda inflamatuvar hiicrelerin toplanmasindan sorumlu olan

kemokinlerin, bugiline kadar 40’tan fazla tiirii tanimlanmistir (83). Kemokinler hedef

hiicrelerdeki spesifik reseptorleri ile sinyalizasyon kaskadim tetikler ve kemotaksisi
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baslatirlar. Kemokinler makrofajlar, DH’ler, 16kositler ve endotel hiicreleri gibi ¢esitli

hiicrelerden salinirlar (11).

= JL-8

IL-8’in, nétrofillerin, T hiicrelerinin ve monositlerin inflamasyon alanma gog¢iinii
diizenlemede etkin rolii vardir. TB hastalarinin bronkoalveolar lavaj (BAL) sivilarinda,
plevra sivilarinda, plazmalarinda ve M. tuberculosis ile enfekte dokularinda IL-8

ekspresyonunun arttigi bulunmustur (92).

= Monosit Kemoatraktan Protein-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1,

MCP-1)

TB’da en onemli ikinci kemokin olan, MCP-1, monosit ve makrofajlar
tarafindan sentezlenir ve bu hiicreler ilizerinde etkili olur. M. tuberculosis, oncelikli
olarak monositler tarafindan MCP-1’in iretimini uyarir. MCP-1’1 eksik olan fare
modellerinde, graniilom olusumunun inhibe edildigi gosterilmisti. MCP-1’e cevap
vermede basarisiz olan C-C kemokin reseptdr 2 eksik olan farelerde de graniilom
olusumunun ve Thl tipi sitokin iiretiminin baskilandig1 ayrica M. tuberculosis ile

enfeksiyondan sonra erken 6liimiin gerceklestigi gozlenmistir. (83).

= RANTES (Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted)

TB’da yer alan diger bir kemokin; lenfosit, makrofaj, fibroblast, trombosit, diiz
kas, endotel ve epitel hiicreleri tarafindan iretilebilen ve CCR-1, CCR-3, CCR-4 ve
CCR-5 gibi reseptorlere baglanabilen RANTES’dir. Insanlar iizerine yapilan
calismalarinda RANTES, BAL o6rneklerinde saptanmistir (83).

IL-8, MCP-1 ve RANTES’den bagka kemokinlerin de TB’da hiicre trafiginde
yer aldig1 rapor edilmistir. /n vitro ve in vivo fare ¢alismalarinda M. tuberculosis’in
uyardig1 tespit edilen diger kemokinler; makrofaj inflamatuvar protein (MIP) 1-a, MIP-
2, MCP-3, MCP-5 ve “Interferon gamma-induced protein” (IP) 10°dur (82).
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2.4. TB Genetigi

M. tuberculosis, konak hiicresi olarak makrofajlar1 kullanmaktadir. Bakterinin
temizlenmesinde oOzellikle makrofajlar ve makrofaj fonksiyonu {lizerine etkili olan
sitokinlerin 6nemli rolii vardir. Olusturdugu enfeksiyona karsi direng, bakteri ile
konagin bagisiklik sistemi arasinda gelisen kompleks iliskilerin sonucudur. M.
tuberculosis ile enfekte olan bireylerin hemen hemen tamaminda enfeksiyon gelismekle
beraber, enfeksiyonu gecirenlerin sadece %5-10 kadarinda klinik hastalik tablosu ortaya
cikmaktadir (93). Oysa hastalarin ¢ok azinda diabetes mellitus, ileri yas, alkol
bagimliligi, HIV enfeksiyonu, kortikosteroid kullanimi gibi altta yatan bir risk faktori
tespit edilebilmektedir (94).

Son yillara kadar bu durumdan, sosyoekonomik durum, kalabalik yasam ve
malniitrisyon gibi gevresel faktorler sorumlu tutulmustur. Ancak, 6zellikle son yillarda
aile ve ikiz caligmalar1 ile baslayan ve yeni molekiiler yontemlerin devreye girmesi ile
cesitlenerek devam eden sayisiz caligma, konaga ait genetik faktorlerin de en az
cevresel faktorler kadar 6nemli rolii oldugunu ortaya koymustur. Bugiine kadar TB’a
konak duyarlihg: {izerine etkili oldugu bildirilen genetik faktdrler sunlardir: Insan
Lokosit Antijeni (Human Leukocyte Antigen-HLA), Vitamin D Reseptorii, Dogal
Direngle Iliskili Makrofaj Protein 1 (Natural Resistance Associated Macrophage Protein
I-NRAMP 1), Mannoz Baglayic1 Lektin (Mannoz Binding Lectin-MBL) ve sitokinler
(TNF-a ve IL-1)’dir (13).

o Insan Lokosit Antijeni (Human Leukocyte Antigen-HLA)

Insanlarda HLA sistemi, altinci kromozomun kisa kolunda yerlesmis olan MHC
smif I (A, B, C lokuslar1) ve sinif II (DP, DQ, DR lokuslar1) molekiillerinden olusan bir
komplekstir. Siif I molekiilleri viicutta tiim c¢ekirdekli hiicrelerde bulunurken, sinif II
molekiilleri B lenfositler ve makrofajlar basta olmak iizere sadece birkag tip hiicrede
bulunur. Smif I molekiiller, hiicre i¢ine alinan endojen antijenlerin (viriisle enfekte olan
konak hiicreleri gibi) CD8+ T lenfositlere sunumunda gorev alir ve hedef hiicrelerin
efektor fonksiyonlarini yonlendirirler (95). Smuf II molekiiller ise immiin yanitin

uyarilmasinda gorev yaparlar. Antijen sunan hiicreler (makrofajlar gibi), ekzojen
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antijenlerle siif II molekiilleri bir araya getirerek, IL-1 varliginda bu antijenleri CD4+
T lenfositlere sunarlar (13).

HLA genlerinin hastalik {izerine etkisinin, T lenfositlerin antijen sunmadaki tipik
fonksiyonlar1 ile iliskili oldugu distiniilmektedir. Yapilan ¢aligmalar, klinik TB’un
ortaya ¢ikisi ve hastaligin ciddiyeti ile iliskili birka¢ major genin varligmi ortaya
koymustur. Bu c¢aligmalarin ¢ogunda, bir smif II antijeni olan HLA-DR2 (6zellikle
HLADRBI1*1501 ve HLA-DRB1*1502) ile akciger TB’u gelisimi ve radyolojik olarak
yaygin lezyonlarla seyreden ciddi hastalik tablosu arasinda iliski bulunmustur. Bu
iligkinin mekanizmasi tam olarak bilinmemekle beraber bir calismada, HLA-DR2 (+)
olan hastalarda M. tuberculosis’in 38kDa proteinine kars1 artmig immiin yanit tespit
edilmis ve bazi hastalarda aktif TB’da ylikselmesi beklenen lizozim diizeyleri daha
diisiik bulunmustur (93).

HLA-DR2, TB’da ilag direncinden de sorumlu tutulmaktadir. Major anti-TB
ajanlardan biri olan INH, karacigerde asetillenerek metabolize olmaktadir. Karacigerin
ilag asetilleyen enzimlerinin (N-asetil transferaz 2) genetik kontrol altinda oldugu uzun
yillardan beri bilinmektedir. Insanlar farmakokinetik, biyokimyasal ve genetik agidan,
hizl1 ve yavas N-asetilleyenler olarak ikiye ayrilmaktadir. Yavas asetilleyenler, periferal
noropati gibi ilacin yan etkilerinin ortaya ¢ikmasi agisindan risk altindayken, hizli
asetilleyenler ilact hizla uzaklastirdigindan tedavinin yetersiz kalmasi ile kars1 karsiya
kalir. HLA-DR2’nin yapilan ¢alismalarda hizli asetilleyen grupta anlamli olarak daha
yiiksek diizeyde bulundugu belirtilmistir (93).

e Vitamin D Reseptorii

D vitamininin aktif metaboliti olan 1,25D;, kalsiyum metabolizmasinda 6nemli
bir regiilatdr olmasinin yanisira, bagisiklik sistemini diizenleyici fonksiyonlari da vardir.
1,25D; monositleri aktive eder, hiicre aracili bagisiklig1 diizenler, lenfosit olgunlagsmasi
ile Ig tretimi ve sitokin sentezini baskilar (96). 1,25D5’lin bu fonksiyonlarina aracilik
eden Vitamin D Reseptorii (VDR) geni, insanda 12. kromozomda lokalize olmustur.
VDR, monositler ve aktive T ve B lenfositler iizerinde bulunur (13). Yapilan caligmalar,
VDR’niin insanlarda enfeksiyon hastaliklarma duyarliligi diizenleyen bir immiin yanit

geni olabilecegini ortaya koymustur (97).
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Epidemiyolojik veriler, D vitamini eksikligi ile TB duyarliligi arasinda bir
baglant1 oldugunu gdstermektedir (96). TB’lu hastalarin alveoler makrofajlarinin
1,25D5 tirettigi gosterilmistir. Ayrica, cilt TB’u olan olgulara D vitamini verilmesi
klinik diizelme saglamaktadir (94).

1,25D3, M.  tuberculosis’in  insan  makrofajlarinda  replikasyonunu
sinirlamaktadir. Yapilan bir ¢alismada, kodon 352 degisimi i¢in homozigot olanlarin
(TT), TB’lu olgularda kontrollerden daha az bulundugu tespit edilmis ve D vitamini
desteginin TB’da bagisiklig1 modifiye edebilecegi lizerinde durulmustur (97).

e NRAMP-1

NRAMP-1, 53kDa’luk bir integral membran proteini olup, makrofajlarda
endolizozomal kompartmanda bulunmaktadir. Kesin fonksiyonu tam olarak
bilinmemekle beraber, 6zellikle demir alimini1 yonlendiren bir metal iyon tasiyicisi
olarak gorev yaptig1 diisiiniilmektedir. Enfekte makrofajlarin fagolizozomlarindan
demiri sitoplazmaya pompalayarak, fagolizozomlardaki bakterilerin gelisimi icin
gerekli olan demiri ortamdan uzaklastirir ve hiicre i¢i mikroorganizmalarin
replikasyonunu onler. Makrofaj aktivasyon yolunda da 6nemli roller tistlenmektedir: IL-
1b, INOS, MHC smif II molekiilleri, TNF-a ve NO salinimin1 diizenler; larginin akimi
ve oksidatif patlamayi1 denetler; ayrica tiimorisidal ve antimikrobiyal aktiviteleri
bulunmaktadir (13).

NRAMP-1"deki degisimler, mikobakterilere kars1 duyarlilig1 artirmaktadir (98).
Akciger ve spinal TB’lu hastalarda yapilan bir ¢alismada NRAMP-1 geni ile akciger ve
spinal TB’a duyarlilik arasinda da iliski bulunmustur. Bati Afrika’da yapilan bir
calismada, NRAMP-1 polimorfizmleri ile latent enfeksiyonlu hastalarda aktif TB

gelisme riski arasinda da kesin bir baglant1 oldugu gosterilmistir (82).

e Mannoz Baglayic1 Lektin (MBL)

MBL, karacigerde sentezlenen 96 kDa’luk bir akut faz proteini olup,

kompleman1 lektin yoldan aktive ederek mikroorganizmalarin G§ldiriilmesini

saglamaktadir (99). MBL, pek ¢ok sekere etkin bir sekilde baglanabilen ve oldukea iyi
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korunmus bir antikor olarak gorev yapar. Baglandigi sekerlerin ¢ogu memeli
hiicrelerinde yiiksek yogunlukta bulunmadigindan memelilere ait sekerleri genellikle
tanimaz, siklikla mikrobiyal hiicrelerin yiizeyleri ile iyi uyum gosterir. Bu hiicrelerle
baglanmasi; fagositlerin MBL ile kaplanan bakterilere tutunmasi, bakterinin hiicre i¢ine
almmasi1 ve 6ldiiriilmesi ile sonuglanmaktadir (13).

M. tuberculosis, hiicre duvarinda LAM ve fosfatidil inozitol mannozid igerir.
Bunlarin ikisi de mannoz iceren birer karbonhidrat oldugundan MBL tarafindan
baglanabilmektedir. MBL, mikobakterilerin makrofajlara alimmmasini saglayan bir
baglayici protein olarak gorev yapmaktadir. Bu nedenle diisiik serum MBL diizeylerine
neden olan fonksiyonel mutasyonlarin akciger TB’una duyarliligi artirabilecegi

iizerinde durulmaktadir (13).

e Sitokinler (TNF-a ve IL-1)

TB duyarlilig1 ile mikobakteriyal enfeksiyonlarin kontroliinde onemli olan
immiin sistem elemanlarmi kodlayan genlerdeki polimorfizmler bir¢cok caligmada
arastrma konusu olmustur. Popiilasyonda var olan bu degisik polimorfizmler veya
alleller genellikle tek niikleotid degisimi (Tek Niikleotid Polimorfizmi-Single
Nucleotide Polymorphism-SNP) ile olmaktadir (100). Polimorfizmler hastaliga yol
acmayan, fakat hastalik i¢in yatkinlik yaratabilen DNA degisikligi olarak tanimlanir.
Bir sonraki jenerasyona basit Mendel kurallari ile aktarilir (101).

TNF-a, bircok inflamatuar ve immiin sistem aracili cevapta 6nemli rol oynayan
bir sitokindir. Esas olarak, monosit, makrofaj, T ve B lenfositler, NK hiicreler ve
endotoksin veya mikrobiyal iiriinlerle uyarilan diger hiicrelerden salinir. Bagisik cevabi
olusturacak sitokin kaskadinin indiiksiyonu i¢in gereklidir. TNF-a, inflamasyonda, yara
iyilesmesinde ve doku onarmminda gorev alir. Vaskiiler tromboz ve tiimdr nekrozundan
sorumludur (13).

Ileri derecede artmis TNF konsantrasyonlar1 bircok hastaligin patofizyolojisinde
gorev alir. Ates, istah kaybi, kaseksi, letarji ve doku hasarma neden olur. Kontrolsiiz
olarak asir1 iiretimi ise yiiksek morbidite ve mortalite ile iligkilidir. Sepsis ve ¢oklu
organ yetmezligi 6liimle sonuglanabilir. TNF molekiiliiniin bu etkilerine aracilik eden

iki reseptorii bulunmaktadir: 55kDa (Tip I: CD120a) ve 75kDa (Tip II: CD120b) TNF
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reseptorleri. Tip II reseptoriin TNF-o baglama afinitesi, Tip 1 reseptorden on kat
fazladir. Tip I reseptor sitotoksik aktivite ve endotoksik soktan sorumluyken, Tip II
reseptor lenfosit olgunlagsmasini yonlendirmektedir (13).

TNF geni, insanda altinct kromozomda, 6p21.1 ile 6p21.3 arasinda MHC
lokusunda yerlesmistir. Bugiine kadar TNF lokusunda tanimlanmis birka¢ 6nemli

polimorfizm bulunmaktadir (102, 103):

I- (CA)n sekanslari: TNF a (15 allel)

2- (CT)n sekanslari: TNF b (7 allel), TNF ¢ (2 allel), TNF d (7 allel), TNF e (4
allel)

3- Promoter bodlge  polimorfizmleri: -238 G—A  degisimi (TNFA)
Heterozigot/Homozigot, -244 G—A degisimi, -308 G—A degisimi (TNF1-2)
Heterozigot /Homozigot, -376 G—A degisimi

4- Diger nadir polimorfizmler: -49 G— A degisimi, -419 G—C inversiyonu, LT-a
+250 G—A degisimi (TNFB1-B2), -1031, -863, -857 ve -228’de degisimler
vardir.

Bunlar arasinda LT-a +250 ve TNF-a -308 polimorfizmleri, bazal ve uyarilmis
olarak artmis TNF-a iiretimi ile iligkili bulunmustur. Bu nedenle pek ¢ok inflamatuar ve
enfeksiyoz hastaliga yatkinlik ile bu polimorfizmler arasinda iligki kurulmaktadir (103).

IL-1, viicuttaki tiim ¢ekirdekli hiicreler tarafindan iiretilmektedir. Insanda IL-1a
ve IL-1B olmak {izere iki farkli formda bulunmaktadir. Bu iki form, ikinci kromozom
iizerinde yer alan farkli genler tarafindan kodlanan 159 ve 153 aminoasitlik peptidlerdir.
Bir¢ok hiicre tarafindan, biyolojik olarak inaktif olan, ancak reseptdrlere baglanma i¢in
IL-1 molekiilleri ile yarisarak kompetitif inhibisyon yapan IL-1 reseptor antagonist (IL-
1Ra) olarak bilinen proteini kodlayan tiglincii bir gen eksprese edilmektedir. IL-1a ve
B’y1 esit olarak baglayan iki tip IL-1 reseptorii tammmlanmustir: Tip I reseptor (IL-1RI),
IL-1’e duyarli olan tiim hiicrelerde sinyal iletimini saglarken, Tip II reseptor (IL-1RII)
IL-1p’ya daha kuvvetli baglanir ve inflamasyon bélgesinde IL-1fB’nin endojen
inhibitorii olarak davranir (13).

Pro-inflamatuar sitokin olan IL-1b ve IL-1 aktivitesinin spesifik inhibitdrii olan
IL-1Ra, in vitro olarak M. tuberculosis tarafindan indiiklenmektedir. Yine TB’lu

hastalarin IL-1Ra serum konsantrasyonlari, saglikli kisilere oranla daha yiiksek olup,
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TB’da hastalik aktivitesinin bir belirleyicisi olarak tanimlanmistir. IL-1B geninde, -511
ve +3953 pozisyonlarinda iki adet biallellik polimorfizm tanimlanmistir. IL-1Ra
geninde ise, 5 farkli allel ve 2-6 adet 86 baz cift (bg)’lik tekrar dizisi (tandem repeat)
polimorfizmi bulunmustur. Genetik analizler, IL-1Ra VNTR allel A2’nin, M.
tuberculosis enfeksiyonuna cevap olarak daha yiiksek diizeyde IL-1Ra iiretimi ile

iligkili oldugunu ortaya koymustur. Bu alleli tasiyanlar, tasimayanlardan 1.9 kat daha

fazla IL-1Ra iiretmektedir (104).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahsma Grubunu Olusturan Ornekler

Bu tez ¢aligmasi, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi, Etik Kurul
Bagkanligi’nin 17.04.2009 tarih ve 2009/56-04 sayili karar1 ile “Etik Kurul Onay1’n1
almigtir.

Calismaya, Mersin Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
ve Giilhane Askeri Tip Akademisi (GATA) Haydarpasa Egitim Hastanesi Komutanlig1
Gogiis Hastaliklar1 A. D. Tiiberkiiloz Servisi’nde klinik materyalinde MTC izole edilen
84 TB hastas1 dahil edildi.

Klinik Ornekler; steril (BOS, diger viicut sivilari, kemik iligi, subrapubik
aspirasyon ve biyopsi Ornekleri) ve steril olmayan (balgam, idrar, apse, laringeal
siirlintii, bronkoalveoler lavaj sivisi, aclik mide suyu, gaita, cilt ve yumusak doku)
ornekler olarak gruplandirildi ve steril olmayan oOrneklere homojenizasyon-
dekontaminasyon islemi uyguland1 (105, 106). Steril 6rnekler santrifiij edildikten sonra,
santrifiij tliplinlin dip kismindan; steril olmayan ornekler homojenizasyon-
dekontaminasyon isleminden sonra Lowenstein Jensen (LJ) kat1 ve BACTEC
Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT) 960 siv1 besiyerlerine ekildi ve liremeleri
icin 37°C’de inkiibatorde 6 haftaya kadar bekletildi. Uremesi gdzlenen izolatlarin saflik
kontrolii Erlich-Ziehl-Neelsen (EZN) boyama yontemi ile yapildi (107, 108). Boya
sonuclar1 saf olan izolatlarn MTC ve TB dis1 mikobakteri (Mycobacteria other than
tuberculosis-MOTT) ayrim1 BACTEC MGIT 960 para nitro benzoik asit (p-NBA) testi
(109) ve klasik biyokimyasal testler (niasin birikim, katalaz aktivitesi, nitrat
rediiksiyonu) ile yapildi (110, 111). Tiplendirme sonucunda klinik materyalinde MTC
izole edilen hastalar ¢alismaya dahil edildi.

Saglikli kontrol grubunun kanlari, Mersin Universitesi Saglik Arastirma ve
Uygulama Merkezi Kan Merkezi’ne donor olarak basvuran, donér sorgulama formuna
gore parenteral tasinan hastaliklar bakimindan higbir risk faktoriine sahip olmayan ve

dondr tarama testleri negatif olan toplam 110 saglikli bireyden elde edildi. Saghkli
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kontrol grubu seg¢ilirken cinsiyet ve yas ortalamalarmin hasta grubu ile uyumlu olmasina
dikkat edildi.

Tiim hastalara ve saglikli kontrol grubuna ¢alisma hakkinda bilgi verildi ve
onayr aliman kisiler calismaya dahil edildi. Calismaya dahil edilen hasta ve saglikli
kontrol grubuna ait kisilerden 3-4 ml periferik kan 6rnegi, icerisinde antikoagiilan

(EDTA) bulunan tiiplere alindu.

3.2. Kullanilan Arag¢ ve Gerecler

3.2.1. Kullanilan Cihazlar

e PZR cihazi (Thermal Cycler, Eppendorf Mastercycler)
e Giivenlik Kabini (Heraeus-HERA safe)

e FElektroforez Gii¢ Kaynagi (Biometra P30)

e Elektroforez Tanki (Agagel Mini Biometra)

e Jel Goriintiileme Sistemi (Vilber Lourmat Marne La Vallée, France)
e Sogutmali Mikrosantrifiij (Hettich-Universal 32 R)

e Mikrodalga Firin (Beko-MD 1500)

e Derin Dondurucu (Ugur)

e Etiiv (Memmert)

e Otoklav (Niive-OT 020)

e Hassas Terazi (Scaltec)

e Buzdolab1 (Indesit)

e Vortex (NM-110)

¢ Su Banyosu (Memmert)

e Distile su cihazi (Niive NS 108)

e Mikropipet Seti (Gilson-Pipetman-P 10-P100-P1000)
e Is1blogu (Techne DB-2D)
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3.2.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

e Tris-Hidroklorid (Sigma T- 5941, Lot 31 K5466)

e FEtilen diamin tetra asetik asit (EDTA), sodium salt (Lachema-
302430300, cat nr 30354)

e Tris-baz (Sigma-Aldrich-T8937)

e Borik asit (Merck K29935665 204)

e Brom fenol mavisi (SCP Science B7722)

e Siikroz (Merck 1.07651)

e Etanol absolut (Riedel- deHaén/ 32221 Germany)

e Fenol kristalleri (Sigma P-1039, USA)

e Kloroform (Merck K28735331 107)

e Agaroz (Sigma- A-9539 lot 013K0008)

e Taq DNA Polimeraz (Fermentas)

e 10X PCR Buffer (Mg Free) (Fermentas)

e 5 mM MgCl2 (Fermentas)

e 10 mM dNTP Mix (Fermentas)

e Proteinaz K (Sigma P 2308)

e 100 bg’lik Markir (100 bp DNA Step Ladder) (Fermentas)

e Lowenstein Jensen besiyeri (Merck 01256-03 Germany)

e Bazik fuksin (Sigma C-4165 USA)

e 9%95’lik etil alkol (Sigma E-285 USA)

e Metilen mavisi (Sigma 6900 USA)

e Hidroklorik asit (Sigma 920-01 USA)

e NaNO;(Sigma S8170 USA)

e KH,PO4(P-2222 USA)

e Na,HPO, (Sigma S0876 USA)

e Sulfanilamid (Sigma S9251 USA)

e N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihyrochloride (Sigma N9125 USA)

e H,0,(Sigma H6520 USA)

e Tween-80 (Sigma P043 USA)
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Anilin (Sigma A9880 USA)

Siyanojen bromid (Sigma C9142 USA)

Gliserol (Sigma G516 USA)

Iyot (Merck 34806 USA)

p-nitrobenzoik asit (PNB) (Merck, S4678746 Germany)
Etidyum-Bromid (Sigma E8751-1G USA)

Distile Su

DNase, RNase icermeyen su (Fermentas)

Primerler

O

IL-12 p40 geni 1188 A/C tek niikleotid polimorfizmi

1188-F, 5'-TTCTATCTGATTTGCTTTA-3'

1188-R, 5'-CCTACATACCTTACAAAGT -3'

IFN-y +874 T/A tek niikleotid polimorfizmi

Antisense 5-TCAACAAAGCTGATACTCCA-3'

Primer A (sense) 5-"TTCTTACAACACAAAATCAAATCA-3'
Primer T (sense) 5S-TTCTTACAACACAAAATCAAATCT-3'
IL-10 -1082 G/A tek niikleotid polimorfizmi

Antisense 5'-CAGCCCTTCCATTTTACTTTC-3'

Primer G (sense) 5-TACTAAGGCTTCTTTGGGAG-3'
Primer A (sense) 5'-CTACTAAGGCTTCTTTGGGAG-3'
Internal kontrol

Primer 1 (sense) 5'-GCCTTCCAACCATTCCCTTA-3'
Primer 2 (antisense) 5'-"TCACGGATTTCTGTTGTGTTTC-3'
IL-4 -590 C/T tek niikleotid polimorfizmi

Primer 1: (AW41A) 5'-ACTAGGCCTCACCTGATACG-3'
Primer 2: (AW41B) 5-GTTGTAATGCAGTCCTCCTG-3'
TNF-a -308 G/A tek niikleotid polimorfizmi

Generic primer (antisense) 5-TCTCGGTTTCTTCTCCATCG-3'
Primer G (sense): 5'“ATAGGTTTTGAGGGGCATGG-3'
Primer A (sense): 5'-AATAGGTTTTGAGGGGCATGA-3'

Enzimler

O

BsmFI (Fagql) (Fermentas ER1811)

44



o Tagql (Fermentas ER0671)

3.2.3. Kullamilan Boyalar ve Cozeltiler

3.2.3.1. Kullanilan Boyalar
e Karbolfuksin Hazirlanmasi

0.3 gr bazik fuksin tartilarak 10 ml %95°lik etil alkolde ¢oziildii. 5 gr fenol
kristalleri tartilarak 100 ml distile suda ¢6ziildii. Hazirlanan bu soliisyonlar 1/1 oraninda

karistirildi.
e Metilen Mavisi Hazirlanmas
0.3 gr metilen mavisi tartilarak 100 ml distile suda ¢oziildii.
o  %3’liik Asit Alkol Hazirlanmasi

3 ml hidroklorik asit tizerine 97 ml %95°lik etil alkol ilave edildi.

3.2.3.2. Kullanilan Cozeltiler
e Nitrat Rediiksiyon Testi Kimyasallarinin Hazirlanisi
» Nitrat Cozeltisi Hazirlanisi
M/45 fosfat tamponu eriyigi (0.02 M, pH 7.0) icindeki nitrat test subtrati su

sekilde hazirlandi. 0.8 gr NaNOs; 1.17 gr KH,PO4 ve 1.93 gr Na,HPO, tartilarak 1 litre

steril distile suda ¢oziildii.
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> %0.2°lik Sulfanilamid Hazirlanisi

0.1 gr sulfanilamid tartilarak 50 ml steril distile suda ¢oziildii.

>  %0.1’lik N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihyrochloride Hazirlanisi

N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihyrochloride 0.1 gr tartilarak 100 ml steril

distile suda ¢oziildii.

e Katalaz Aktivitesi Testi Kimyasallarinin Hazirlamsi

> %30’luk Hidrojen Peroksit (H,O,) Hazirlanisi

30 ml H,O, ¢ozeltisi, son hacim 100 ml olacak sekilde distile su ile tamamland.

> %10’luk Tween-80 Hazirlamsi

10 ml Tween-80, son hacim 100 ml olacak sekilde distile su ile tamamlandi.

¢ Niasin Birikimi Testi Kimyasallarinin Hazirlanis

> %4’liik Anilin Hazirlanisi

4 ml anilin, son hacim 100 ml olacak sekilde %95lik etil alkol ile tamamlanda.

> %10’luk Siyanojen Bromid Hazirlamsi

10 gr siyanojen bromid tartilarak 100 ml distile suda ¢oziildii.
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3.2.4. Kullanilan Besiyeri

¢ LJ Besiyerinin Hazirlanmasi

37.5 gr toz LJ besiyeri tartilarak cam balona aktarildi. Uzerine 600 ml distile su
ve 12 ml gliserol eklendi. 121°C’de 15 dakika 1 atmosfer basingta otoklavlandi.
Otoklavdan ¢ikan besiyeri benmaride 50°C’ye kadar sogutuldu. Yumurtalarin ug tarafi
once %?2’lik iyotla daha sonra alkol (%70’lik etil alkol) ile silindi. Steril pens ile
yumurtalar u¢ tarafindan kirilarak, oncelikle igerisinde steril cam bocuk bulunan steril
cam balona aktarildi. Cam balon siirekli karigtirilarak yumurtalarn tamamen
homojenize olmasi saglandi. Daha sonra agiz kismu iki kat steril gazli bez ile kaplanan
steril cam meziire son hacim 1000 ml olacak sekilde aktarildi. Homojenize edilen
yumurta, hazirlanmis olan besiyeri iizerine ilave edilerek iyice karistirildi. Hazirlanan
besiyerinden steril tiiplere 5’er ml dagitildi. Tiipler koagiilatorde, 80°C’de egik bir
sekilde, 45 dakika koagiile edildi. Besiyerlerinin sterilite kontrolii i¢in ekim yapilmamas
bir adet LJ besiyeri 37°C’de inkiibatorde 2-3 giin bekletildi. Yine hazirlanan bu
besiyerinin kalite kontrolii standart suslarla [M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294), M.
Sfortuitum (ATCC 6841), M. kansasii (ATCC12478)] yapild1

3.3. Yontemler

3.3.1. Biyokimyasal Testler

Calismaya dahil edilen hastalarin klinik materyallerinden izole edilen suslarin
tiplendirilmesi icin klasik biyokimyasal testler kullanildi. Bunun i¢in izole edilen
suslardan iki adet LJ besiyerine pasaj yapildi ve 37°C’lik inkiibatorde 3-4 hafta
iremeleri i¢in beklendi. Bu siire icerisinde iiremesi tespit edilenler, dncelikle EZN
yontemiyle boyanarak saflik kontroliinden gecirildi. Biyokimyasal identifikasyon i¢in

saf olan kiiltlirlere niasin birikimi, nitrat rediiksiyon ve katalaz aktivitesi testleri yapildu.
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e Nitrat Rediiksiyon Testi

Nitrat rediiksiyon testi i¢in, LJ besiyerlerinde 3-4 hafta icerisinde iiremesi tespit
edilip, EZN yontemiyle boya sonucu saf olan taze kiiltiirlerden bir 6ze dolusu koloni
almarak, 2 ml nitrat ¢ozeltisi igerisine siispanse edildi ve 37°C’lik inkiibatérde 2 saat
bekletildi. Bu siire sonunda siispansiyona 1 damla hidroklorik asit, 2 damla %0.2’lik
siilfanilamid c¢ozeltisi ve 2 damla 9%0.12°lik N-naftil etilen diamin dihidroklorid
cozeltisi ilave edildi. Tiipler calkalanarak renk olusumuna gore degerlendirildi. Pembe
renk olusumu nitrat rediiksiyonunun oldugunu gostermektedir. MTC izolatlarinda nitrat

rediiksiyon reaksiyonu gelismesi beklenmektedir (110, 111).

e Katalaz Aktivitesi Testi

Katalaz aktivitesi, 1s1ya stabil katalaz testi ve semikantitatif katalaz testi olmak
iizere iki sekilde yapilmakadir. Bu caligmada semikantitatif katalaz testi yapildi. LJ
besiyerlerinde 3-4 hafta igerisinde iiremesi tespit edilip, EZN yontemiyle boya sonucu
saf olan taze kiltiir tiipiine 1 ml %30’luk H,0,-%10’luk Tween 80 karisimi eklendi.
Tip oda 1sisinda 5 dakika bekletildi. Siire sonunda olusan hava kabarciklarinin
yiiksekligi ol¢iildii. Yiiksek katalaz reaksiyonunda hava kabarciklarmin yiiksekligi 45
mm’den daha yiiksek, diisiik katalaz reaksiyonunda 45 mm’den daha diisiiktiir. MTC
izolatlarinda diistik katalaz aktivitesi gozlenmektedir (110, 111).

e Niasin Birikimi Testi

Niasin birikim testi i¢cin, LJ besiyerlerinde 3-4 hafta igerisinde liremesi tespit
edilip, EZN yontemiyle boya sonucu saf olan taze kiiltiir tiipiine 1.5 ml steril distile su
veya steril SF konuldu. Steril bir 6ze ile besiyeri ylizeyindeki koloniler, besiyerine fazla
zarar vermeden, kazinarak sivi igerisine gecmeleri saglandi. Tiipler egik bir sekilde 30
dakika bekletilerek sivinin besiyeri ylizeyini 6rtmesi saglandi. Siire sonunda tiipteki
stvidan 1 ml bos tiipe aktarildi. Tiipilin lizerine %4’liik anilin ve %10’luk siyanojen

bromid’den 0.5’er ml ilave edildi. 10 dakika icerisinde renk degisimine gore testin
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degerlendirilmesi yapildi. Sar1 renk olusumu besiyerinde biriken niasini gostermektedir
ve MTC izolatlarinda niasin test sonucunun pozitif olmasi beklenmektedir (110, 111).

Bu biyokimyasal testlerde kontrol olarak M. fortuitum (ATCC 6841) ve M.
tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) standart suslar1 kullanildi.

3.3.2. Molekiiler Analiz

3.3.2.1. Genomik DNA Ekstraksiyonu

Calismaya dahil edilen hasta ve saglikli kontrol grubundan alman tam kan
orneklerindeki lenfosit ve graniilositlerden genomik DNA ekstraksiyonu Roche High
Pure PCR Template Preparation Kit (Roche 11 796 828 001)’1 kullanilarak
gerceklestirildi. Calismaya baslamadan 6nce “Inhibitor Removal Buffer’a 20 ml ve
yikama tamponu (wash buffer)’na 80 ml absolut etanol eklendi. Liyofilize olan
proteinaz K, 4.5 ml DNase/RNase icermeyen distile suda ¢6ziildii ve 50 ul’lik hacimlere

ayrilarak -20°C’de ¢alisilincaya kadar sakland:.

e Steril 1.5 mI’lik ependorf tiipline 200 pl binding buffer ve 40 pl proteinaz K
konuldu.

¢ Bunun iizerine 200 pl tam kan 6rnegi ilave edildi ve vortekslendi.

e 70°C’de 10 dakika bekletildikten sonra lizrene 100 pl izopropil alkol ilave
edildi.

e Her bir hasta i¢in ekstraksiyon kitinin icerisinde bulunan toplama tiipii ve
filtreli tlipten bir adet hazirland1 ve ependorf tiipteki sivinin tamamu filtreli
tiiplere aktarild1.

e Toplama tiipii ve filtreli tiip 9.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

e Santrifiij sonras1 toplama tiipii atilarak yenisi filtreli tiipiin altina yerlestirildi
ve filtreli tiipe 500 pl “inhibitor removal buffer” eklenerek tekrar 9.000
rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.
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e Santrifiij sonras1 toplama tiipii atilarak yenisi filtreli tiipiin altina yerlestirildi
ve filtreli tiipe 500 pl yikama tamponu eklenerek tekrar 9.000 rpm’de 2
dakika santrifiij edildi.

e Bu basamak bir kez daha tekrarland.

e Santrifiij sonrasit toplama tiipii atilmadan igerisindeki sivi atik kabina
dokiildii, toplama tiipii tekrar filtreli tiiplin altma yerlestirilerek 12.000
rpm’de 10 saniye yiiksek devirde santrifiij edildi.

e Santrifiij sonras1 toplama tiipii atilarak filtreli tiip steril 1.5 ml’lik ependorf
tiipline yerlestirildi ve tizerine 70°C’de bekleyen “elution buffer’dan 150 pl
ilave edilerek oda 1sisinda 3 dakika beklendi.

e Siire sonunda 9.000 rpm’de 2 dakika santrifiij yapilarak filtreli tiipte bulunan
stvinin ependorf tiipe gecmesi saglandi.

e Edle edilen DNA caligilincaya kadar -80°C’de sakland.

3.3.2.2. Tek Niikleotid Polimorfizmlerinin Belirlenmesi

Calismaya dahil edilen hasta ve saglikli kontrol grubundan alman kanlarindan

elde edilen DNA o6rneklerindeki tek niikleotid polimorfizmini tespit etmek icin ARMS

PZR ve PZR-RFLP yontemleri kullanildi.

3.3.2.2.1. TNF-a Geni Promoter -308 G/A Tek Niikleotid Polimorfizmi

TNF-a geni promoter -308 G/A tek niikleotid polimorfizmi icin ARMS PZR

yontemi Oh ve ark.’nin (112) c¢alismalarindan se¢ilmistir. Bu yontemde iki adet allel

spesifik ve bir adet genel primer kullanilarak polimorfizmden sorumlu gen bolgesi

cogaltild1 (Cizelge 3.1.).
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Cizelge 3.1. TNF-a geni promoter -308 G/A polimorfizmi ARMS PZR yoénteminde kullanilan primer

dizileri (112).
Polimorfizm . .. Sl e e =y Ay
ey . Primer Ad Niikleotid dizisi (5'-3") Uzunluk (bc)
bolgesi
Generic primer .1 GGTTTCTTCTCCATCG
TNF-a (antisense)
P;g;ngt/i Primer G (sense) ATAGGTTTTGAGGGGCATGG 184

Primer A (sense) AATAGGTTTTGAGGGGCATGA

PZR karigimi steril, temiz kabinlerde hazirlandi. Standart PZR reaksiyonu son
hacmi 50 pl olacak sekilde steril distile su, 10X PZR tamponu [(NH4)>SO4]
(Fermentas), MgCl, (Fermentas), dNTP (Fermentas), primerler [Generic primer
(antisense), Primer G ve Primer A], Tag DNA polimeraz (Fermentas) ve ekstrakte
edilen DNA konularak hazirlandi. Her bir 6rnek i¢in reaksiyon karisimi Cizelge 3.2.°de

belirtilmistir.

Cizelge 3.2. TNF-a geni promoter -308 G/A polimorfizmi ARMS PZR reaksiyon karigimi

PZR malzemeleri -308 G niikleotidi -308 A niikleotidi
Distile su 33.7 ul 33.7 ul
10X PZR tamponu Sul Sul
MgCl, (25 mM) 4 ul 4 ul
dNTP mix (10 mM) 1 ul 1w
Generic primer (antisense) (100 pmol/pl) 0.5 ul 0.5 ul
Primer G (sense) (100 pmol/ul) 0.5 ul -
Primer A (sense) (100 pmol/pl) - 0.5 ul
Taq DNA polimeraz (5 U/ul) 0.3 ul 0.3 ul
Toplam PZR karigimi hacmi 45 ul 45 ul
DNA 5ul 5ul
Toplam hacim 50 ul 50 ul

Olusturulan PZR karisimi vortekste karistirildiktan sonra, her bir ornege ait,
iizerinde G ve A harfi yazili steril 0.2 ml’lik PZR tiiplerine 45 pl olacak sekilde
paylastirildi. Uzerlerine de 5’er pl DNA 6rnegi konulup 1s1 dongii cihazia yerlestirildi.
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TNF-a geni promoter -308 G/A polimorfizmi i¢in 1s1 dongii cihazinda ARMS PZR
kosullar1 Cizelge 3.3.’teki gibi uygulanmustir.

Cizelge 3.3. TNF-a geni promoter -308 G/A polimorfizmi amplifikasyonunda kullanilan ARMS PZR

kosullar1 (112).
Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
[k Denatiirasyon 95 10 dakika 1
Denatiirasyon 95 15 saniye
Primer Baglanmasi (Anneling) 64 50 saniye 10
Zincir Uzamasi (Extension) 72 40 saniye
Denatiirasyon 95 20 saniye
Primer Baglanmasi (Anneling) 59 50 saniye 20
Zincir Uzamasi (Extension) 72 50 saniye
Son Uzamasi (Extension) 72 5 dakika 1
Bekleme 4 ) )

Termal dongii cihazinda reaksiyon tamamlandiktan sonra, 6rneklere elektroforez

uygulanmak tizere +4°C’ye kaldirild1

3.3.2.2.2. IFN-y Geni +874 T/A Tek Niikleotid Polimorfizmi

IFN-y geni +874 T/A tek niikleotid polimorfizmi icin ARMS PZR yontemi
Lopez-Maderuleo ve ark.’nin (113) ¢aligmalarindan se¢ildi. Bu yontemde iki adet allel

spesifik ve bir adet genel primer kullanilarak polimorfizmden sorumlu gen bolgesi

cogaltild1 (Cizelge 3.4.).
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Cizelge 3.4. IFN-y geni +874 T/A polimorfizmi ARMS PZR yonteminde kullanilan primer dizileri (113).

Polimorfizm o0 o Adi Niikleotid dizisi (5'-3") Uzunluk (b¢)
bolgesi
Antisense primer TCAACAAAGCTGATACTCCA
I[FN-y .
874 1a  PrimerA(sense) TTCTTACAACACAAAATCAAATCA 261

Primer T (sense) TTCTTACAACACAAAATCAAATCT

Yine bu gen bdlgesi calisilirken PZR amplifikasyonunun gerceklestigini
gostermek i¢in insan biliylime hormonu (erisim numarast M13438) niikleotid dizisinden
tasarlanan ve 426 b¢’lik bolgeyi ¢ogaltan primerler ARMS PZR reaksiyonunda ayni
anda amplifiye edildi (Cizelge 3.5.).

Cizelge 3.5. IFN-y geni +874 T/A polimorfizminde kullanilan internal kontrol primer dizileri (113).

Primer Adi Niikleotid dizisi (5'-3") Uzunluk (bg)
Internal kontrol primer 1 GCCTTCCAACCATTCCCTTA 6
Internal kontrol primer 2 TCACGGATTTCTGTTGTGTTTC

PZR karigimi steril, temiz kabinlerde hazirlandi. Standart PZR reaksiyonu son
hacmi 50 pl olacak sekilde steril distile su, 10X PZR tamponu [(NH4)>SO4]
(Fermentas), MgCl, (Fermentas), dNTP (Fermentas), primerler [Generic primer
(antisense), Primer A, Primer T, Internal kontrol primer 1 ve Internal kontrol primer 2],
Taq DNA polimeraz (Fermentas) ve ekstrakte edilen DNA konularak hazirlandi. Her bir

ornek i¢in reaksiyon karisimi Cizelge 3.6.’da belirtilmistir.
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Cizelge 3.6. IFN-y geni +874 T/A polimorfizmi ARMS PZR reaksiyon karigimi

PZR malzemeleri +874 T niikleotidi +874 A niikleotidi
Distile su 32.7 ul 32.7 ul
10X PZR tamponu Sul Sul
MgCl, (25 mM) 4 ul 4 ul
dNTP mix (10 mM) 1 ul 1w
Internal kontrol primer 1 0.5 ul 0.5 ul
Internal kontrol primer 2 0.5 ul 0.5 ul
Antisense primer (100 pmol/pl) 0.5 ul 0.5 ul
Primer A (sense) (100 pmol/pl) - 0.5 ul
Primer T (sense) (100 pmol/ul) 0.5 ul -
Taq DNA polimeraz (5 U/ul) 0.3 ul 0.3 ul
Toplam PZR karigimi hacmi 45 ul 45 ul
DNA 5ul S5pul
Toplam hacim 50 ul 50 ul

Olusturulan PZR karisimi vortekste karistirildiktan sonra, her bir 6rnege ait,
iizerinde A ve T harfi yazili steril 0.2 ml’lik PZR tiiplerine 45 pl olacak sekilde
paylastirildi. Uzerlerine de 5’er pl DNA 6rnegi konulup 1s1 dongii cihazina yerlestirildi.
IFN-y geni +874 T/A polimorfizmi i¢in 1s1 dongii cihazinda ARMS PZR kosullar
Cizelge 3.7.’deki gibi uygulanmustir.
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Cizelge 3.7. IFN-y geni +874 T/A polimorfizmi amplifikasyonunda kullanilan ARMS PZR kosullar1

(113).
Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
[k Denatiirasyon 95 10 dakika 1
Denatiirasyon 95 15 saniye
Primer Baglanmasi (Anneling) 62 50 saniye 10
Zincir Uzamasi (Extension) 72 40 saniye
Denatiirasyon 95 20 saniye
Primer Baglanmasi (Anneling) 56 50 saniye 20
Zincir Uzamasi (Extension) 72 50 saniye
Son Uzamasi (Extension) 72 5 dakika 1
Bekleme 4 ) )

Termal dongii cihazinda reaksiyon tamamlandiktan sonra, 6rneklere elektroforez

uygulanmak tlizere +4°C’ye kaldirild1

3.3.2.2.3. IL-10 Geni Promoter -1082 G/A Tek Niikleotid Polimorfizmi

IL-10 geni promoter -1082 G/A tek niikleotid polimorfizmi i¢gin ARMS PZR
yontemi Lopez-Maderuleo ve ark.’nin (113) ¢alismalarindan secildi. Bu yontemde iki
adet allel spesifik ve bir adet genel primer kullanilarak polimorfizmden sorumlu gen

bolgesi cogaltildi (Cizelge 3.8.).

Cizelge 3.8. IL-10 geni promoter -1082 G/A polimorfizmi ARMS PZR yoénteminde kullanilan primer
dizileri (113).

Polimorfizm

bolgesi Primer Adi Niikleotid dizisi (5'-3") Uzunluk (bg)

IL-10 Antisense primer CAGCCCTTCCATTTTACTTTC
promoter Primer G (sense) TACTAAGGCTTCTTTGGGAG 550
1082 G/A pier A (sense)  CTACTAAGGCTTCTTTGGGAG
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Yine bu gen bdlgesi calisilirken PZR amplifikasyonunun gerceklestigini
gostermek i¢in insan biliylime hormonu (erisim numaras1t M13438) niikleotid dizisinden
tasarlanan ve 426 b¢’lik bolgeyi cogaltan primerler ARMS PZR reaksiyonunda ayni
anda amplifiye edildi (Cizelge 3.9.).

Cizelge 3.9. IL-10 geni promoter -1082 G/A polimorfizminde kullanilan internal kontrol primer dizileri
(113).

Primer Adi Niikleotid dizisi (5'-3") Uzunluk (bg)
Internal kontrol primer 1 GCCTTCCAACCATTCCCTTA 16
Internal kontrol primer 2 TCACGGATTTCTGTTGTGTTTC

PZR karigimi steril, temiz kabinlerde hazirlandi. Standart PZR reaksiyonu son
hacmi 50 pl olacak sekilde steril distile su, 10X PZR tamponu [(NH4)>SO4]
(Fermentas), MgCl, (Fermentas), dNTP (Fermentas), primerler [Generic primer
(antisense), Primer A, Primer T, Internal kontrol primer 1 ve Internal kontrol primer 2],
Taq DNA polimeraz (Fermentas) ve ekstrakte edilen DNA konularak hazirlandi. Her bir

ornek i¢in reaksiyon karigimi Cizelge 3.10.’da belirtilmistir.
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Cizelge 3.10. IL-10 geni promoter -1082 G/A polimorfizmi ARMS PZR reaksiyon karisimi

PZR malzemeleri -1082 G niikleotidi  -1082 A niikleotidi
Distile su 32.7 ul 32.7 ul
10X PZR tamponu Sul Sul
MgCl, (25 mM) 4 ul 4 ul
dNTP mix (10 mM) 1 ul 1w
Internal kontrol primer 1 0.5 ul 0.5 ul
Internal kontrol primer 2 0.5 ul 0.5 ul
Antisense primer (100 pmol/pl) 0.5 ul 0.5 ul
Primer G (sense) (100 pmol/ul) 0.5 ul -
Primer A (sense) (100 pmol/pl) - 0.5 ul
Taq DNA polimeraz (5 U/ul) 0.3 ul 0.3 ul
Toplam PZR karigimi hacmi 45 ul 45 ul
DNA 5ul S5pul
Toplam hacim 50 ul 50 ul

Olusturulan PZR karisimi vortekste karistirildiktan sonra, her bir 6rnege ait,
iizerinde G ve A harfi yazili steril 0,2 ml’lik PZR tiiplerine 45 pl olacak sekilde
paylastirildi. Uzerlerine de 5’er pl DNA 6rnegi konulup 1s1 dongii cihazina yerlestirildi.
IL-10 geni -1082 G/A polimorfizmi i¢in 1s1 dongli cihazinda ARMS PZR kosullar1
Cizelge 3.11.’deki gibi uygulanmistir.
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Cizelge 3.11. IL-10 geni promoter -1082 G/A polimorfizmi amplifikasyonunda kullanilan ARMS PZR

kosullar1 (113).
Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
[k Denatiirasyon 95 10 dakika 1
Denatiirasyon 95 15 saniye
Primer Baglanmasi (Anneling) 62 50 saniye 10
Zincir Uzamasi (Extension) 72 40 saniye
Denatiirasyon 95 20 saniye
Primer Baglanmasi (Anneling) 56 50 saniye 20
Zincir Uzamasi (Extension) 72 50 saniye
Son Uzamasi (Extension) 72 5 dakika 1
Bekleme 4 o0 )

Termal dongii cihazinda reaksiyon tamamlandiktan sonra, 6rneklere elektroforez

uygulanmak tlizere +4°C’ye kaldirildi

3.3.2.2.4. IL-12B p40 Geni 1188 A/C Tek Niikleotid Polimorfizmi

IL-12B p40 geni 1188 A/C tek niikleotid polimorfizmi i¢in PZR-RFLP yontemi
Hall ve ark.’nin (114) c¢alismalarindan secilmistir. Bu yontemde polimorfizmden
sorumlu gen bolgesi dnce primer spesifik PZR teknigi (Cizelge 3.12.) ile ¢ogaltilmakta
daha sonra c¢ogaltilan bu bolge Tagl enzimi ile kesilerek polimorfizm varligi

arastirilmaktadir.

Cizelge 3.12. 1L-12B p40 geni 1188 A/C polimorfizmi PZR-RFLP y6nteminde kullanilan primer dizileri

(114).
Polimorfizm —p, Coer Adi Niikleotid dizisi (5'-3") Uzunluk (b¢)
bolgesi
IL-12B p40 1188-F TTCTATCTGATTTGCTTTA .
1188 A/C 1188-R CCTACATACCTTACAAAGT
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PZR karigimi steril, temiz kabinlerde hazirlandi. Standart PZR reaksiyonu son
hacmi 50 pl olacak sekilde steril distile su, 10X PZR tamponu [(NH4)>SO4]
(Fermentas), MgCl, (Fermentas), dNTP (Fermentas), primerler (1188-F ve 1188-R),
Taq DNA polimeraz (Fermentas) ve ekstrakte edilen DNA konularak hazirlandi. Her bir

ornek i¢in reaksiyon karigimi Cizelge 3.13.”de belirtilmistir.

Cizelge 3.13. IL-12B p40 geni 1188 A/C polimorfizmi PZR reaksiyon karigimi

PZR malzemeleri Miktar
Distile su 33.7 ul
10X PZR tamponu S5pul
MgCl, (25 mM) 4 ul
dNTP mix (10 mM) 1w
1188-F (100 pmol/ul) 0.5 ul
1188-R (100 pmol/ul) 0.5 ul
Taq DNA polimeraz (5 U/ul) 0.3 ul
Toplam PZR karigimi hacmi 45 ul
DNA S5pul
Toplam hacim 50 pl

Olusturulan PZR karisimi vortekste karistirildiktan sonra, her bir 6rnege ait steril
0.2 ml’lik PZR tiiplerine 45 pl olacak sekilde paylastirildi. Uzerlerine de 5’er ul DNA
ornegi konulup 1s1 dongii cihazina yerlestirildi. IL-12B p40 geni 1188 A/C polimorfizmi
icin 1s1 dongii cihazinda PZR kosullar1 Cizelge 3.14.’teki gibi uygulanmistir.
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Cizelge 3.14. IL-12B p40 geni 1188 A/C polimorfizmi amplifikasyonunda kullanilan PZR kosullari

(114).
Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
[k Denatiirasyon 95 10 dakika 1

Denatiirasyon 95 30 saniye

Primer Baglanmasi (Anneling) 43 30 saniye 30
Zincir Uzamasi (Extension) 72 1 dakika

Son Uzamasi (Extension) 72 7 dakika 1

Bekleme 4 o0 )

Termal dongii cihazinda reaksiyon tamamlandiktan sonra primer spesifik PZR
teknigi ile amplifiye edilen 233 bg¢’lik bolge Tagl restriksiyon endoniikleaz enzimi ile
kesildi. PZR-RFLP yonteminde her bir 6rnek i¢in reaksiyon karisimi Cizelge 3.15.°de

belirtilmistir.

Cizelge 3.15. IL-12B p40 geni 1188 A/C polimorfizmi RFLP reaksiyon karigimi

RFLP malzemeleri Miktar
Distile su 1.8 w
10X Buffer Tagl 1 ul
Restriksiyon enzimi (7aql) 0.2 ul
Toplam RFLP karigimi hacmi 3ul
PZR iirtinii 7u
Toplam hacim 10 pl

Olusturulan RFLP karisimi vortekste karistirildiktan sonra, her bir 6rnege ait
steril 0.2 mI’lik PZR tiiplerine 3 pl olacak sekilde paylastirildi. Uzerlerine de 7’ser pl
DNA o6rnegi konulup 1s1 dongii cihazmna yerlestirildi. IL-12B p40 geni 1188 A/C
polimorfizmi ic¢in 1s1 dongli cihazinda RFLP kosullar1 Cizelge 3.16.’daki gibi

uygulanmistir.
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Cizelge 3.16. IL-12B p40 geni 1188 A/C polimorfizmi restriksiyonunda kullanilan RFLP kosullari

Reaksiyon Asamasi1  Sicakhik (°C) Siire Dongii Sayisi

Inkiibasyon 65 16 saat 1

Bekleme 4 o0 ©

Termal dongii cihazinda reaksiyon tamamlandiktan sonra, 6rneklere elektroforez

uygulanmak tizere +4°C’ye kaldirild1

3.3.2.2.5. IL-4 Geni Promoter -590 C/T Tek Niikleotid Polimorfizmi

IL-4 geni promoter -590 C/T tek niikleotid polimorfizmi i¢in PZR-RFLP
yontemi Li ve ark.’nin (115) ¢aligmalarindan se¢ilmistir. Bu yontemde polimorfizmden
sorumlu gen bolgesi dnce primer spesifik PZR teknigi ile (Cizelge 3.17.) cogaltilmakta

daha sonra ¢ogaltilan bu bolge BsmFl enzimi ile kesilerek polimorfizm varligi

arastirilmaktadir.

Cizelge 3.17. 1L-4 geni promoter -590 C/T polimorfizmi PZR-RFLP yonteminde kullanilan primer

dizileri (115).
Polimorfizm . . ey yse s
. Primer Adi Niikleotid dizisi (5'-3") Uzunluk (bg)
bolgesi
IL-4 promoter AW41A ACTAGGCCTCACCTGATACG 554
-590 C/T AW41B GTTGTAATGCAGTCCTCCTG

PZR karigimi steril, temiz kabinlerde hazirlandi. Standart PZR reaksiyonu son
hacmi 50 pl olacak sekilde steril distile su, 10X PZR tamponu [(NH4)>SO4]
(Fermentas), MgCl, (Fermentas), dNTP (Fermentas), primerler (AW41A ve AW41B),
Taq DNA polimeraz (Fermentas) ve ekstrakte edilen DNA konularak hazirlandi. Her bir

ornek i¢in reaksiyon karigimi Cizelge 3.18.’de belirtilmistir.
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Cizelge 3.18. IL-4 geni promoter -590 C/T polimorfizmi PZR reaksiyon karisimi

PZR malzemeleri Miktar
Distile su 33.7 ul
10X PZR tamponu S5pul
MgCl, (25 mM) 4 ul
dNTP mix (10 mM) 1w
AW41A (100 pmol/pl) 0.5 ul
AW41B (100 pmol/ul) 0.5 ul
Taq DNA polimeraz (5 U/ul) 0.3 ul
Toplam PZR karigimi hacmi 45 ul
DNA Spul
Toplam hacim 50 pl

Olusturulan PZR karisimi vortekste karistirildiktan sonra, her bir 6rnege ait steril
0.2 ml’lik PZR tiiplerine 45 pl olacak sekilde paylastirildi. Uzerlerine de 5’er ul DNA
ornegi konulup 1s1 dongii cihazmna yerlestirildi. IL-4 geni promoter -590 C/T

polimorfizmi i¢in 1s1 dongii cihazinda PZR kosullar1 Cizelge 3.19.°daki gibi

uygulanmistir.

Cizelge 3.19. IL-4 geni promoter -590 C/T polimorfizmi amplifikasyonunda kullanilan PZR kosullar

(115).
Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
[k Denatiirasyon 95 10 dakika 1

Denatiirasyon 95 50 saniye

Primer Baglanmasi (Anneling) 62 50 saniye 30
Zincir Uzamasi (Extension) 72 50 saniye

Son Uzamasi (Extension) 72 5 dakika 1

Bekleme 4 ) )

Termal dongii cihazinda reaksiyon tamamlandiktan sonra primer spesifik PZR

teknigi ile amplifiye edilen 254 bg’lik bolge BsmFI restriksiyon endoniikleaz enzimi ile
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kesildi. PZR-RFLP yonteminde her bir 6rnek i¢in reaksiyon karisimi Cizelge 3.20.’de

belirtilmistir.

Cizelge 3.20. IL-4 geni promoter -590 C/T polimorfizmi RFLP reaksiyon karigimi

RFLP malzemeleri Miktar
Distile su 33u
10X Tango Buffer 1 ul
50X SAM* Buffer 0.2 ul
Restriksiyon enzimi (BsmFI) 0.5 ul
Toplam RFLP karigimi hacmi Sul
PZR iirtinii Sul
Toplam hacim 10 pl

*SAM: S-adenosyl-L-methionine

Olusturulan RFLP karisimi vortekste karistirildiktan sonra, her bir 6rnege ait
steril 0.2 ml’lik PZR tiiplerine 5 ul olacak sekilde paylastirildi. Uzerlerine de 5’er ul
DNA 06rnegi konulup 1s1 dongii cihazina yerlestirildi. IL-4 geni promoter -590 C/T
polimorfizmi i¢in 1s1 dongli cihazinda RFLP kosullar1 Cizelge 3.21.°deki gibi

uygulanmistir.

Cizelge 3.21. IL-4 geni promoter -590 C/T polimorfizmi restriksiyonunda kullanilan RFLP kosullar1

Reaksiyon Asamast  Sicaklik ("C) Siire Dongii Sayisi

Inkiibasyon 37 16 saat 1
Enzim inaktivasyonu 80 20 dakika 1
Bekleme 4 o0 )

Termal dongii cihazinda reaksiyon tamamlandiktan sonra, 6rneklere elektroforez

uygulanmak tizere +4°C’ye kaldirild1.
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3.3.2.3. Agaroz Jel Elektroforez islemi

ARMS PZR ve PZR-RFLP yontemleri ile tek niikleotid polimorfizminden
sorumlu gen bolgeleri amplifikasyonla ¢ogaltildiktan sonra etidyum bromid (Et-Br) ile
boyanmis %1.5’luk agaroz jele yiiklenerek triinlerin elektroforezi yapildi. Hazirlanan
jelde yiirtitiilen DNA’larin uzunluklari, biiyiikliikkleri belli DNA fragmentlerini iceren
molekiiler agirlik standardi ile kiyaslanarak saptandi. Elektroforez tamponu olarak Tris-
Borik Asit-Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) [TBE] kullanildi. 10X konsantre stok
olarak hazirlanan bu tampon kullanilmadan 6nce 1X olacak sekilde distile su ile

sulandirildi.

e Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Bir balon jojede 0.45 gr agaroz 30 ml 1X TBE soliisyonu icerisinde mikrodalga
firinda homojen seffaf hale gelinceye kadar 1sitildi. Biraz soguduktan sonra Et-Br’den 3
ul eklendi. Daha sonra jel, taraklarin yerlestirildigi jel tepsisine yavasg¢a dokiildii.
Katilasana kadar (25-30 dakika) oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra elektroforez
tankina yerlestirilerek amplifiye edilen ve restriksiyon enzimleri ile kesilen 6rneklerin
yiiklenmesine hazir hale getirildi.

Termal dongii cihazinda reaksiyon tamamlandiktan sonra buzdolabinda bekleyen
orneklerden 10’ar pl almarak parafilm {izerinde 2 pl 1X TBE ile hazirlanmis yiikleme
tamponu (%20 siikroz veya gliserol, %0.25 brom fenol mavisi) ile iyice karistirild.
Daha sonra da elektroforez tankina yerlestirilen jelin kuyucuklarma sirastyla yiiklendi.
Tankin kapagi kapatildiktan sonra gii¢ kaynagi calistirildi. Kullanilan mini tank i¢in 30
mA akim verilerek, orneklerin elektroforezi 30-40 dakika boyunca gerceklestirildi.
Yiikleme tamponunda bulunan brom fenol mavisinin gocii takip ederek jelin 2/3’liik
kismma ulastiginda elektroforez durduruldu. Jel tanktan c¢ikarilarak 312 nm dalga
boyunda 151k veren UV-transliiminatoriinde incelendi ve jel goriintiileme sisteminde

kayitlar1 yapildi.
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3.3.2.4. Tek Niikleotid Polimorfizminden Sorumlu Gen Boélgelerinin Tespiti

TNF-a geni promoter -308 G/A tek niikleotid polimorfizminden sorumlu gen
bolgesinin ARMS PZR yontemi ile amplifikasyonunda, agaroz jel elektroforez
isleminden sonra 184 b¢ hizasinda gozlenen bantlar hedef bolge olarak degerlendirildi.

IFN-y geni +874 T/A tek niikleotid polimorfizminden sorumlu gen bolgesinin
ARMS PZR yontemi ile amplifikasyonunda, agaroz jel elektroforez isleminden sonra
261 b¢ ve internal kontrol primerlerinin amplifiye ettigi 426 b¢ hizasinda gozlenen
bantlar hedef bolgeler olarak degerlendirildi.

IL-10 geni promoter -1082 G/A tek niikleotid polimorfizminden sorumlu gen
bolgesinin ARMS PZR yontemi ile amplifikasyonunda, agaroz jel elektroforez
isleminden sonra 550 b¢ ve internal kontrol primerlerinin amplifiye ettigi 426 bg
hizasinda gdzlenen bantlar hedef bolgeler olarak degerlendirildi.

IL-12B p40 geni 1188 A/C tek niikleotid polimorfizm varliginin PZR-RFLP
yontemi ile arastirilmasinda, PZR amplifikasyon {irtinlerinin elektroforezi sonrasi 233
b¢c hizasinda gozlenen bantlar hedef bolge olarak degerlendirildi. Yine ayni gen
bolgesinin amplifikasyon tirtinlerinin 7agql restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesimi
sonucu olusan RFLP iiriinlerinin elektroforezinde 233, 165 ve 68 bg hizasinda gozlenen
bantlar hedef bolgeler olarak degerlendirildi.

IL-4 geni promoter -590 C/T tek niikleotid polimorfizm varligmmin PZR-RFLP
yontemi ile arastirilmasinda, PZR amplifikasyon {irlinlerinin elektroforezi sonrasi 254
b¢ hizasinda gozlenen bantlar hedef bolge olarak degerlendirildi. Yine ayni gen
bolgesinin amplifikasyon tiriinlerinin BsmFI restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesimi
sonucu olusan RFLP {iriinlerinin elektroforezinde 254, 210 ve 44 bg hizasinda gozlenen

bantlar hedef bolgeler olarak degerlendirildi.

3.3.3. Istatistiksel Analiz
Hastalik ile genotiplerin ve allellerin iliskileri ayr1 ayr1 ki kare veya likelithood

ratio testi ile incelenmistir. Anlamli bulunan genotip ve allel frekanslar1 i¢in odds oram

hesaplanmistir. Genotipler bakimindan gruplarm Hardy-Weinberg dengesi kontrol
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edilmistir. Siirekli degiskenler i¢in tanimlayici istatistikler ortalama ve standart sapma
cinsinden, kategorik degiskenler i¢in ise frekans ve yiizde olarak verilmistir. Istatistiksel
analizler SPSS v.11.5.1 ve MedCalc v.11.5.0 paket programlar1 ile yapilmistir.

Istatistiksel analizlerde p<0.05 ise sonuglar anlaml1 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hasta ve Saghkh Kontrol Gruplarinin Genel Ozellikleri

Bu c¢alismada klinik materyalinde MTC izole edilen 84 hastanin 37 (%44)’s1
Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan ve 47
(%56)’si GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi Komutanli§i Gogilis Hastaliklar1 A. D.
Tiiberkiiloz Servisi’'nden elde edildi. Bu 47 hastanin hepsi erkek hastalardi. Calismaya
dahil edilen 84 hastanin 71 (%84.52)1 erkek, 13 (%15.48)’i kadind1 ve yas ortalamalar1
32.57+15.94°tii (minimum: 13, maksimum:72). Yas ve cinsiyet ortalamalar1 bakimindan
hasta grubu ile uyumlu olan saglikli kontrol grubunu olusturan 110 kisinin 93
(%84.55)’1 erkek, 17 (%]15.45)’si kadindi ve yas ortalamalar1 29.40+£11.56 idi

(minimum: 18, maksimum:57) (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. Calismaya dahil edilen hasta ve saglikli kontrol gruplarinin yas ve cinsiyet dagilimi

Demografik Ozellikler ~ Hasta Grubu (n=84)  Kontrol Grubu (n=110)

Yas 32.57+15.94 29.40+11.56
Cinsiyet
Erkek 71 (%84.52) 93 (%84.55)
Kadm 13 (%15.48) 17 (%15.45)

Hasta grubunu olusturan 84 kisinin 76 (%90.48)’s1 akciger TB’u iken 8
(%9.52)’1 akciger dis1 TB olarak tespit edildi. Calismaya dahil edilen 84 hastanin 79
(%94.05)’unun yeni tan1 konmus TB hastas1 oldugu, 5 (%5.95)’inde daha 6nceden
gecirilmis TB 6ykiisii (niiks TB) oldugu belirlendi. Hasta grubunu olusturan 84 kisinin

tanilar1 Cizelge 4.2.’de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Hasta grubunu olusturan 84 kisinin tanisi

Tam Yeni hasta  Niiks TB Toplam

Akciger TB’u 71 (%84.53) 4 (%4.76

Silikotiberkilozis ] 5%1.19)) IO 96 (990.43)
Akciger dis1 TB

TB plorezi 3 (%3.57) -

TB lenfadenit 2 (%2.38) 1 (%1.19) 8 (%9.52)

Graniilomatoz mastit 1(%1.19) -

Eklem TB’u 1 (%1.19) -
Toplam 79 (%94.05) 5 (%5.95) 84 (%100)

Akciger TB’u olan hastalarin 67 (%79.76)’s1 erkek, 9 (%10.72)’u kadn, akciger
dis1 TB olan hastalarin 4 (%4.76)’1 erkek ve 4 (%4.76)’i kadindi. Calismaya dahil
edilen 84 hastadan hazirlanan yayma preparatlarin EZN yontemi ile incelenmesi
sonrast 58 (%69.05)’inde asido rezistan basil (ARB) pozitifligi belirlendi. Akciger TB’u
olan hastalarin 56 (%66.67)’sinin ARB’si pozititken akciger dist TB olan hastalarin 2
(%2.38)’sinin ARB’si pozitif olarak tespit edildi (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. Tutulum yeri, cinsiyet ve ARB sonuglarina gore hastalar dagilimi

Akciger TB’u Akciger dis1 TB

Hastalar Erkek Kadin Erkek Kadin Toplam
ARB Pozitif 51 (%60.71) 5 (%5.96) - 2 (%2.38) 58 (%69.05)
ARB Negatif 16 (%19.05) 4 (%4.76) 4 (%4.76) 2 (%2.38) 26 (%30.95)

Toplam 67 (%79.76) 9 (%10.72) 4 (%4.76) 4 (%4.76) 84 (%100)

Daha 6nceden TB Oykiisii olan hastalarin 4 (%80)’ii erkek, 1 (%20)’1 kadin hasta
idi. Bu hastalardan akciger TB’u olan 4 hastadan birinin alt1 ay siire ile birinci se¢cenek
anti-TB ilaclar1 [SM, INH, rifampisin (RIF), etambutol (EMB)] kullandig1 ve EMB
direncinin gelistigi, birinin 38 giin boyunca bu ilaglar1 kullandig1 ve EMB direncinin
gelistigi belirlenmistir. Diger hastanin ise tedaviye kag¢ giin devam ettigi tespit
edilememistir. Bu hastada da EMB direncinin gelistigi belirlenmistir. Diger hastanin ise
bir y1l tedavi gordiigii ve birinci segenek anti-TB ilaglara duyarli oldugu saptanmistir.
Akciger dis1 TB olan hastanin ise daha dnceden yine TB lenfadenit tanis1 aldigi ve
tedavisine dort ay devam ettigi belirlenmistir. Bu hastanin da birinci segenek anti-TB

ilaglara duyarl oldugu saptanmistir.
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Yeni tam1 konulan 79 hastanin 3 (%3.8)’linde aile icinde TB hastas1 ile yakin
temas Oykiisii oldugu belirlendi. Bunlardan 2’sinin akciger TB oldugu ve annelerinin
TB tanis1 aldigi, digerinin ise TB plorezi oldugu ve teyzesinin TB tanis1 aldig1 tespit
edildi.

Calismaya GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi Komutanligi Gogiis Hastaliklar1
A. D. Tiiberkiiloz Servisi’nden dahil edilen 47 hastanin 14 (%29.79)’line antibiyogram
yapilamamistir. Calismadaki diger 70 hastanin 46 (%65.71)’smin birinci segcenek anti-
TB ilaglara duyarli oldugu belirlendi. Geri kalan 24 (%34.29) hastanin birinci segcenek
anti-TB ila¢ duyarlik sonuglar1 Cizelge 4.4.’te verilmistir.

Cizelge 4.4. Birinci segenek anti-TB ilaglara direngli oldugu belirlenen 24 hastanin direng profili

Birinci secenek anti-TB ilac¢ Direncli
SM 1 (%1.43)
INH 4 (%5.71)
RIF 1 (%1.43)
EMB 9 (%12.86)
INH + RIF 3 (%4.29)
SM + INH 4 (%5.71)
INH + RIF + EMB 2 (%2.86)
Toplam 24 (%34.29)

4.2. Tek Niikletoid Polimorfizmi Sonug¢lar:

Sitokin salinimindan sorumlu gen bdlgelerindeki tek niikleotid polimorfizmlerin
molekiiler yOontemlerle arastirilmasimda ARMS PZR ve PZR-RFLP yontemleri
kullanildi.

4.2.1. TNF-a Geni Promoter -308 G/A Tek Niikleotid Polimorfizmi

Sonuglar
TNF-a geni promoter -308 G/A tek niikleotid polimorfizm varligini arastirmak

icin ARMS PZR yontemi kullanildi. Bu yontemde iki adet allel spesifik ve bir adet

genel primer kullanilarak hasta ve saglikli kontrol gruplarindan elde edilen DNA’larin
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polimorfizmden sorumlu gen bdlgesi amplifiye edildi. Amplifikasyonu sonrasi olusan

184 bg’lik bolgenin %1.5’luk agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil 4.1.°de verilmistir.

500 b¢ —>
400 be =

300b¢ —>
200 bg => WS s s <— 184 be

100 be —»

Sekil 4.1. TNF-o geni promoter -308 G/A tek niikleotid polimorfizminin ARMS PZR yontemi ile
amplifikasyonu sonrasi olusan 184 bg’lik bolgenin %1.5’1uk agaroz jel elektroforez goriintiisii [Kolon M:
100 b¢ DNA molekiiler agirlik standardi (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, SM0241, Fermentas), A: A
alleli, G: G alleli, 1 nolu 6rnek: AA Homozigot, 2 nolu &rnek: GG Homozigot, 3 nolu 6rnek: GA
Heterozigot, 4 nolu 6rnek: Negatif kontrol].

Agaroz jel elektroforez sonrasi olusan bant paternlerinin incelenmesi sonrasi
hasta ve saglikli kontrol gruplarindaki allel ve genotip dagilimi Cizelge 4.5.te

verilmistir.

Cizelge 4.5. Hasta ve saglikli kontrol gruplarindaki TNF-a geni promoter -308 G/A allel ve genotip
dagilimi

Polimorfizm Bolgesi Hasta Grubu (n=84) Kontrol Grubu (n=110)
TNF-0. -308 G/A

Allel Tipi
A alleli 45 (%26.79) 22 (%10)
G alleli 123 (%73.21) 198 (%90)
Genotip
AA 2 (%2.38) -
GA 41 (%A48.81) 22 (%20)
GG 41 (%A48.81) 88 (%80)
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TNF-a geni promoter -308 G/A tek niikleotid polimorfizmi i¢in saglikli kontrol
grubu dengedeyken, hasta grubu dengede olmadigindan bu iki grubun gen frekanslar1
bakimimdan karsilastirilmasi yapilamamaktadir. TNF-a salmimindan sorumlu bu gen
bdlgesindeki tek niikleotid polimorfizm sonuglarina gére G allelli hasta (%73.21) ve

saglikli kontrol (%90) grubunda daha sik bulunmaktadir.

4.2.2. IFN-y Geni +874 T/A Tek Niikleotid Polimorfizmi Sonuclari

IFN-y geni +874 T/A tek niikleotid polimorfizm varligini aragtirmak i¢in ARMS
PZR yontemi kullanildi. Bu yontemde iki adet allel spesifik ve bir adet genel primer
kullanilarak hasta ve saglikli kontrol gruplarindan elde edilen DNA’larin
polimorfizmden sorumlu gen bolgesinin 261 bg’lik bdlgesi amplifiye edildi. Yine bu
gen bolgesi calisilirken PZR amplifikasyonunun gergeklestigini gostermek ic¢in insan
biiylime hormonu niikleotid dizisinden tasarlanan ve 426 bg’lik bolgeyi amplifiye eden
primerler ARMS PZR reaksiyonunda ayni anda kullanildi. Amplifikasyon sonrasi
olusan 261 ve 426 bg’lik bolgelerin %1.5’luk agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil

4.2.’de verilmistir.

500 b
400 b

300 b

200 bg

100 b

Sekil 4.2. IFN-y geni +874 T/A tek niikleotid polimorfizminin ARMS PZR ydntemi ile amplifikasyonu
sonras1 olusan 261 b¢’lik bolge ile insan biiyiime hormonunun 426 b¢’lik bolgesinin %1.5’luk agaroz jel
elektroforez goriintiisii [Kolon M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik standardi (GeneRuler 100 bp DNA
Ladder, SM0241, Fermentas), A: A alleli, T: T alleli, 1 nolu &rnek: AA Homozigot, 2 nolu 6rnek: TT
Homozigot, 3 nolu 6rnek: TA Heterozigot, 4 nolu 6rnek: Negatif kontrol].
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Agaroz jel elektroforez sonrasi olusan bant paternlerinin incelenmesi sonrasi
hasta ve saglikli kontrol gruplarindaki allel ve genotip dagilimi Cizelge 4.6.’da

verilmistir.

Cizelge 4.6. Hasta ve saglikli kontrol gruplarmdaki IFN-y geni +874 T/A allel ve genotip dagilimi

Polimorfizm Hasta Grubu  Kontrol Grubu o
Bolgesi (n=84) (n=110) P OR #9SGA - p
IFN-y +874 T/A
Allel Tipi
A alleli 99 (%58.93) 116 (%52.73) i
T alleli 69 (%41.07) 104 (%47.27) 0.26 1.28 0.85-1.93 022
Genotip
AA 30 (%35.71) 34 (%30.91) 1.64 0.74-3.65 0.21
TA 39 (%46.43) 48 (%43.64) 0.43 1.51 0.71-3.23 0.28
TT 15 (%17.86) 28 (%25.45) 1.00 - -

OR: Odss ratio, %95 GA: %95 Giiven aralig

IFN-y geni +874 T/A tek niikleotid polimorfizmi i¢in allel (p=0.26) ve genotip
(p=0.43) dagilimi1 bakimindan hasta grubu ile saglikli kontrol grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamamistir. IFN-y salmimindan sorumlu bu gen
bolgesindeki tek niikleotid polimorfizm sonuclarina gore A allelli hasta (%58.93) ve

kontrol (%52.73) grubunda daha sik bulunmaktadir.

4.2.3. IL-10 Geni Promoter -1082 G/A Tek Niikleotid Polimorfizmi

Sonuglan

IL-10 geni promoter -1082 G/A tek niikleotid polimorfizm varligmi arastirmak
icin ARMS PZR yontemi kullanildi. Bu yontemde iki adet allel spesifik ve bir adet
genel primer kullanilarak hasta ve saglikli kontrol gruplarindan elde edilen DNA’larin
polimorfizmden sorumlu gen boélgesinin 550 bg’lik bolgesi amplifiye edildi. Yine bu
gen bolgesi calisilirken PZR amplifikasyonunun gerceklestigini gostermek icin insan
biiylime hormonu niikleotid dizisinden tasarlanan ve 426 bg’lik bolgeyi amplifiye eden

primerler ARMS PZR reaksiyonunda aymi anda kullanildi. Amplifikasyon sonrasi
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olusan 550 ve 426 bg’lik bolgelerin %1.5’luk agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil

4.3.’te verilmistir.

<— 550 be
500 b

400 be

<— 426 b

300 bg

200 bg

100 b

Sekil 4.3. IL-10 geni promoter -1082 G/A tek niikleotid polimorfizminin ARMS PZR yontemi ile
amplifikasyonu sonrasi olugan 550 bg’lik bdlge ile insan biiyiime hormonunun 426 bg’lik bdlgesinin
%1.5’luk agaroz jel elektroforez goriintiisii [Kolon M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik standardi
(GeneRuler 100 bp DNA Ladder, SM0241, Fermentas), A: A alleli, G: G alleli, 1 nolu 6rnek: AA
Homozigot, 2 nolu 6rnek: GG Homozigot, 3 nolu 6rnek: GA Heterozigot, 4 nolu 6rnek: Negatif kontrol].

Agaroz jel elektroforez sonrasi olusan bant paternlerinin incelenmesi sonrasi
hasta ve saglikli kontrol gruplarindaki allel ve genotip dagilimi Cizelge 4.7.°de

verilmistir.

Cizelge 4.7. Hasta ve saglikli kontrol gruplarindaki IL-10 geni promoter -1082 G/A allel ve genotip

dagilimi
Polimorfizm Hasta Grubu Kontrol Grubu o
Bolgesi (n=84) (n=110) OR  %95GA  p

IL-10 -1082 G/A

Allel Tipi

A alleli 84 (%50) 114 (%51.82)

G alleli 84 (%30) 106 (%48.18) 080 092 0.62-1.40 0.72
Genotip

AA - 5 (%4.55)

GA 84 (%100) 104 (%94.55)  0.80

GG - 1 (%0.90)

OR: Odss ratio, %95 GA: %95 Giiven aralig
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IL-10 geni promoter -1082 G/A tek niikleotid polimorfizmi i¢in genotip dagilim1
bakimindan karsilastirilma yapilirken hasta grubunda AA ve GG genotipi olmadig1 igin
istatistiksel karsilastirma sadece GA genotipi i¢in yapilmistir. Sonugta hasta grubu ile
saglikli kontrol grubu arasinda allel (p=0.80) ve genotip (»p=0.80) dagilimi1 bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. Ayrica bu gen bdlgesi igin

popiilasyonun dengede olmadigi tespit edilmistir (»<0.001).

4.2.4. IL-12B p40 Geni 1188 A/C Tek Niikleotid Polimorfizmi Sonuclari

IL-12B p40 geni 1188 A/C tek niikleotid polimorfizm varligini arastirmak igin
PZR-RFLP yontemi kullanildi. Bu yontemde, dnce primer spesifik PZR teknigi ile hasta
ve sagliklt kontrol gruplarindan elde edilen DNA’lar kullanilarak polimorfizmden
sorumlu gen bdlgesi amplifiye edildi. Amplifikasyon sonrasi olusan 233 bg’lik bolgenin

%1.5’luk agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil 4.4.’te verilmistir.

500 be
400 be

300 be —>

200 be

100 be

Sekil 4.4. IL-12B p40 geni 1188 A/C tek niikleotid polimorfizminden sorumlu gen bélgesinin primer
spesifik PZR yontemi ile amplifikasyonu sonrasi olusan 233 bg’lik bolgenin %1.5’luk agaroz jel
elektroforez goriintiisii [Kolon M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik standardi (GeneRuler 100 bp DNA
Ladder, SM0241, Fermentas), Kolon 1, 2, 3: 233 b¢’lik amplifikasyon firiinleri, Kolon 4: Negatif
kontrol].
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Daha sonra amplifiye edilen bu bolge Tagl restriksiyon endoniikleaz enzimi ile

kesilerek polimorfizm varlig1 arastirildi. Kesim sonucu olusan 233, 165 ve 68 bg’lik

RFLP {irtinlerinin %1.5’luk agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil 4.5.’de verilmistir.

500 be
400 be —=>

300 b

200 bg —>

100 b

Sekil 4.5. IL-12B p40 geni 1188 A/C tek niikleotid polimorfizminden sorumlu gen bolgesinin primer
spesifik PZR yontemi ile amplifikasyonu sonrasi olusan 233 bg¢’lik bolgenin 7Tagl restriksiyon
endoniikleaz enzimi ile kesimi sonras1 233, 165 ve 68 bg¢’lik RFLP iiriinlerinin %1.5’luk agaroz jel
elektroforez goriintiisii [Kolon M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik standardi (GeneRuler 100 bp DNA
Ladder, SM0241, Fermentas), Kolon 1: AA Homozigot (233 bg), Kolon 2: CC Homozigot (165 bgt+68
be), Kolon 3: AC Heterozigot (233 bg+165 bg+68 be), Kolon 4: Negatif kontrol].

Agaroz jel elektroforez sonrasi olusan bant paternlerinin incelenmesi sonrasi

hasta ve saglikli kontrol gruplarindaki allel ve genotip dagilimi Cizelge 4.8.’de

verilmistir.

Cizelge 4.8. Hasta ve saglikli kontrol gruplaridaki IL-12B p40 geni 1188 A/C allel ve genotip dagilimi

Hasta Grubu

Kontrol Grubu

Polimorfizm Bolgesi (n=84) (n=110) ) OR  %95GA )
TL-12B pd0 1188 A/C
Allel Tipi
A alleli 124 (%7381) 160 (%72.73)
C alleli 44 (%26.19) 60 (%27.27) 092 094 0.60-149 0.8
Genotip
AA 47 (%55.95) 58 (%52.73) 1.00 i i
AC 30 (%35.71) 44 (%40) 082 0.84 0.46-153 0.57
cC 7 (%8.34) 8 (%7.27) 1.08 0363.19 0.89

OR: Odss ratio, %95 GA: %95 Giiven aralig1
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IL-12B p40 geni 1188 A/C tek niikleotid polimorfizmi i¢in allel (p=0.92) ve
genotip (p=0.82) dagilimi bakimindan hasta grubu ile saglikli kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. IL-12 salinimmdan sorumlu bu gen
bdlgesindeki tek niikleotid polimorfizm sonuglarina gére A allelli hasta (%73.81) ve

kontrol (%72.73) grubunda daha sik bulunmaktadir.

4.2.5. IL-4 Geni Promoter -590 C/T Tek Niikleotid Polimorfizmi Sonuglari

IL-4 geni promoter -590 C/T tek niikleotid polimorfizm varligini arastirmak igin
PZR-RFLP yontemi kullanildi. Bu yontemde, dnce primer spesifik PZR teknigi ile hasta
ve sagliklt kontrol gruplarindan elde edilen DNA’lar kullanilarak polimorfizmden
sorumlu gen bdlgesi amplifiye edildi. Amplifikasyon sonrasi olusan 254 bg’lik bolgenin

%1.5’luk agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil 4.6.’da verilmistir.

500 b¢
400 be

300 b

200 b

100 be

Sekil 4.6. IL-4 geni promoter -590 C/T tek niikleotid polimorfizminden sorumlu gen bolgesinin primer
spesifik PZR yontemi ile amplifikasyonu sonrasi olusan 254 bg’lik bolgenin %1.5’luk agaroz jel
elektroforez goriintiisii [Kolon M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik standardi (GeneRuler 100 bp DNA
Ladder, SM0241, Fermentas), Kolon 1, 2, 3: 254 b¢’lik amplifikasyon firiinleri, Kolon 4: Negatif
kontrol].
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Daha sonra amplifiye edilen bu bolge BsmFI restriksiyon endoniikleaz enzimi ile
kesilerek polimorfizm varhigi arastirildi. Kesim sonucu 254, 210 ve 44 bg’lik RFLP
iiriinleri olugsmaktadir. 44 b¢’lik RFLP dirtinii %1.5’luk agaroz jel elektroforezinde
goriilememektedir. 254 ve 210 bg’lik RFLP {iriinlerinin %1.5’luk agaroz jel elektroforez

gortintiisii Sekil 4.7.’de verilmistir.

500 b
400 bg

300 bg

200 bg

100 b

Sekil 4.7. IL-4 geni promoter -590 C/T tek niikleotid polimorfizminden sorumlu gen bolgesinin primer
spesifik PZR yontemi ile amplifikasyonu sonrasi olusan 254 bg’lik bolgenin BsmFI restriksiyon
endoniikleaz enzimi ile kesimi sonrast 254 ve 210 b¢’lik RFLP firiinlerinin %1.5’luk agaroz jel
elektroforez goriintiisii (44 b¢’lik RFLP iiriinti %1.5’luk agaroz jel elektroforezinde goriilememektedir)
[Kolon M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik standardi (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, SM0241,
Fermentas), Kolon 1: TT Homozigot (254 bg), Kolon 2: CC Homozigot (210 bg+48 bg), Kolon 3: CT
Heterozigot (254 bg+210 bg+48 bg), Kolon 4: Negatif kontrol].

Agaroz jel elektroforez sonrasi olusan bant paternlerinin incelenmesi sonrasi
hasta ve saglikli kontrol gruplarindaki allel ve genotip dagilimi Cizelge 4.9.’da

verilmistir.
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Cizelge 4.9. Hasta ve saglikli kontrol gruplarindaki IL-4 geni promoter -590 C/T allel ve genotip dagilimi

Polimorfizm Hasta Grubu  Kontrol Grubu
Bolgesi (n=84) (n=110) p OR %I5GA  p
IL-4 -590 C/T
Allel Tipi
C alleli 140 (%83.33) 193 (%87.73)
T alleli 28 (%16.67) 27 (%12.27) 027 143 080-253 022
Genotip
CC 58 (%69.05) 83 (%75.45) 1.00 - -
CT 24 (%28.57) 27 (%24.55) 0.14 127 0.66-2.42 0.46
TT 2 (%2.38) - 7.13 0.33-151.4 0.20

OR: Odss ratio, %95 GA: %95 Giiven aralig

IL-4 geni promoter -590 C/T tek niikleotid polimorfizmi icin allel (p=0.27) ve
genotip (p=0.14) dagilimi bakimindan hasta grubu ile saghkli kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir. IL-4 salinimindan sorumlu bu gen
bolgesindeki tek niikleotid polimorfizm sonuglarma gore C allelli hasta (%83.33) ve
kontrol (%87.73) grubunda daha sik bulunmaktadir.

Tek niikleotid polimorfizmi analizlerden elde edilen sonuglara gore akciger ve
akciger dis1 TB gruplarindaki hasta sayilariyla, yeni tan1 konmus hasta ile eski hasta
sayilar1 istatistiksel olarak karsilastirmaya uygun olmadigi i¢in bu gruplarin kendi
aralarmda TB’a genetik yatkinlik bakimindan allel ve genotip dagilimi i¢in bir
karsilagtirma yapilamamaistir.

Hasta grubu, ARB pozitif (n=58) ve negatif (n=26) olarak iki gruba ayrildiginda,
bu iki grup arasinda, polimorfizm varlig1 arastirilan gen bolgeleri icin allel ve genotip
dagilimlar1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (Bu
hesaplama TNF-a geni promoter -308 G/A ve IL-10 geni promoter -1082 G/A tek

niikleotid polimorfizmi i¢in yapilamamaistir) (Cizelge 4.10.).
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Cizelge 4.10. Caligmaya dahil edilen 84 hastanin ARB sonuglarina gore allel ve genotip dagilimi

Polimorfizm Bolgesi AR(]ILPS%Z)ltlf ARglj;;g)atlf OR  %95GA D
IFN-y +874 T/A
Allel Tipi
A alleli 65 (%56.03) 34 (%65.39)
T alleli S1(%43.97) 18 (%34ely 033 067 034133025
Genotip
AA 20 (%34.48) 10 (%38.46) 0.31 0.06-1.64 0.16
TA 25 (%A43.10) 14 (%53.85) 025 0.27 0.05-1.40 0.11
TT 13 (%22.42) 2 (%7.69) 1.00 - -
IL-12B p40 1188 A/C
Allel Tipi
A alleli 84 (%72.41) 40 (%76.92)
C alleli 32 (%27.59) 12 (%23.08) 0.67 1.27 059272 0.53
Genotip
AA 31 (%53.45) 16 (%61.54) 1.00 - -
AC 22 (%37.93) 8 (%30.77) 0.78 1.42 0.52-3.89 0.49
CC 5 (%8.62) 2 (%7.69) 1.29 0.22-740 0.77
1L-4 -590 C/T
Allel Tipi
C alleli 98 (%84.48) 42 (%80.77)
T alleli 18 (%15.52) 10 (%19.23) 0.79 077 0.33-1.81  0.55
Genotip
CC 40 (%68.97) 18 (%69.23) 1.00 - -
CT 18 (%31.03) 6 (%23.08) 0.07 135 0.46-3.97 0.58
TT - 2 (%7.69) 0.09 0.00-1.99 0.12

OR: Odss ratio, %95 GA: %95 Giiven aralig

Calismaya dahil edilen 84 hastanin 76 (%90.48)’s1 akciger TB’u tanis1 almistir.
Bu hastalar ARB pozitif (n=56) ve negatif (n=20) olarak iki gruba ayrildiginda, yine bu
iki grup arasinda, polimorfizm varligi arastirilan gen bolgeleri icin allel ve genotip
dagilimlar1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (Bu
hesaplama TNF-a geni promoter -308 G/A ve IL-10 geni promoter -1082 G/A tek

niikleotid polimorfizmi i¢in yapilamamistir) (Cizelge 4.11.).
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Cizelge 4.11. Akciger TB’u tanisi alan 76 hastanin ARB sonuglarina gore allel ve genotip dagilimi

Polimorfizm Bolgesi AR(E:SO;)IUf AR(]?IEZ%g)atlf OR  %95GA D
IFN-y +874 T/A
Allel Tipi
A alleli 63 (%56.25) 26 (%05)
T alleli 49 (%43.75) 14 (%35) 043 0.69 0.33-1.46 0.33
Genotip
AA 19 (%33.93) 8 (9%40) 0.39 0.07-2.19 0.28
TA 25 (%44.64) 10 (%50) 0.52 0.42 0.08-2.21 0.30
TT 12 (%21.43) 2 (%10) 1.00 - -
IL-12B p40 1188 A/C
Allel Tipi
A alleli 82 (%73.21) 29 (%72.50)
C alleli 30 (%26.79) 11 (%27.50) 0.90 0.96 0.43-2.17 0.3
Genotip
AA 31 (%55.36) 11 (%55) 1.00 - -
AC 20 (%35.71) 7 (%35) 0.99 1.01 0.34-3.05 0.98
CC 5 (%8.93) 2 (%10) 0.89 0.15-5.25 0.89
1L-4 -590 C/T
Allel Tipi
C alleli 94 (%83.93) 35 (%87.5)
T alleli 18 (%16.07) 5 (%12.5) 0.77° 1.34  0.46-3.88 0.8
Genotip
CC 38 (%67.86) 16 (%80) 1.00 - -
CT 18 (%32.14) 3 (%15) 0.09 2.53 0.65-9.79 0.30
TT - 1 (%5) 0.14 0.00-3.69 0.28

OR: Odss ratio, %95 GA: %95 Giiven aralig
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5. TARTISMA

TB, 6nemli bir kiiresel saglik problemi olarak 6nemini korumaktadir. Diinya
genelinde yaklasik iki milyar kisi TB’un etkeni olan M. tuberculosis ile enfektedir ve
her yi1l yaklasik on milyon yeni olgu bildirilmektedir. TB biyolojik, sosyoekonomik ve
cevresel faktorlerin birlikte rol oynadigi karmasik bir hastaliktir (14).

M. tuberculosis’in 1882°de Koch tarafindan kesfedilmesine ve 50 yili agkin bir
stiredir tedavi i¢in etkili ilaglarin var olmasina ragmen, enfeksiyonun kontroliinde hala
bircok sorun bulunmaktadir. Bu sorunlara ornek olarak alt1 ile dokuz ay siiren uzun
tedavi rejimleri, ila¢ direngleri, etkili bir asmin eksikligi, hastaligin ilerleyisine ve
enfektivitesine hangi mekanizmalarin etki ettiginin tam olarak anlagilamamig olmasi
verilebilir. M. bovis BCG susu ile asilama M. tuberculosis enfeksiyonuna karsi bir
miktar koruma saglasa da etkinligi yeterli degildir ve hastaliin kontroliinde etkili
degildir. Daha etkili bir asinin gelistirilmesi oncelikle tizerinde durulmasi gereken bir
konudur ve enfeksiyona karsi konak cevabinin tam olarak bilinmesine baghidir (23).

M. tuberculosis ile enfekte kisilerin sadece %10 unda aktif hastalik gelistigi i¢in,
konak genetiginin TB i¢in risk faktorlerini etkileyebilecegi one siirtilmiistiir (24).
Enfeksiyon hastaliklarinda konak genetik faktorlerinin rollerinin bir boliimiiniin bile
olsa belirlenmesi, neden bazi insanlarin digerlerine gore enfeksiyona direncgte daha
basarili oldugunu ve Onemli enfeksiyon hastaliklara kars1 farkli duyarhliklarin
olusturulmasini agiklayabilir. Cesitli enfeksiyon hastaliklarina karst konak genetik
faktorlerinin genetik duyarlilik lizerindeki 6nemi lizerine ¢esitli caligmalar yapilmistir
(116, 117). TB’a duyarhilik ya da direng ile iliskili konak genetik faktorleri, vaka-
kontrol caligmalari, aile tabanli aday gen arastirmalar1 ve molekiiler caligmalar gibi
cesitli yontemler ile yaygin olarak arastirilmistir (100, 118).

TB’a duyarhilik ya da direngle iligkili MHC’in HLA tipleri ve MHC olmayan
genler/gen Uriinleri gibi konak genetik faktorlerinin tanimlanmasi, TB’a yatkinlik ya da
hastaligin gelisimini tahmin etmek i¢in genetik markir olarak kullanilabilir. TB’dan
korunma ile iligkili bu HLA tipleri yeni epitop tabanli asilarin gelistirilmesinde

kullanilabilir. Immiin sistemdeki bu markirlarin TB’a duyarlibk ya da direngteki

81



rollerinin aydinlatilmast hastaligin immiinopatogenezinin anlagilmasina yardimci
olacaktir (117).

TB’a karst immiin cevap, ASH’ler ile lenfositler arasindaki etkilesim ve bu
hiicre tiplerinden salgilanan sitokinler ile diizenlenmektedir. Sitokinler diisiik derecede
genetik degisim gostermelerine ragmen, enfeksiyon hastaliklara duyarliligi etkileyen
konak faktorleri arasinda yer almaktadir. Sitokin genlerinin promoter ya da kodlama
bolgelerindeki polimorfizmleri iceren birgok calisma bulunmaktadir. Bu genlerdeki
mutasyonlar, transkripsiyonel aktivasyonu etkileyen transkripsiyon faktor tanima
bolgelerinde degisime ve degisen seviyede sitokin iiretimine sebep olabilir (117, 119).

TB’a genetik yatkinlik iizerine yaptigimiz bu caliymada, hastaliga karsi
duyarlilik veya direng ile iliskili oldugu belirtilen, sitokin liretiminden sorumlu gen
bolgelerindeki tek niikleotid polimorfizm varligmm ARMS PZR ve PZR-RFLP
yontemleri ile arastirilmasi amaglanmistir. Tek niikleotid polimorfizm varligr Thl tipi
pro-inflamatuvar sitokinler (TNF-a geni promoter -308 G/A bdlgesi, IFN-y geni +874
T/A bolgesi, IL-12B p40 geni 1188 A/C bolgesi) ile Th2 tipi anti-inflamatuvar
sitokinlerde (IL-10 geni promoter -1082 G/A bodlgesi, IL-4 geni promoter -590 C/T
bolgesi) incelenmistir.

Calisma sonucunda, 84 TB hastas1 ve 110 saglikl1 kontrol grubu arasinda, sitokin
iretiminden sorumlu gen bolgelerindeki tek niikleotid polimorfizmi sonuglarina gore
allel (TNF-a: saglikli kontrol grubu dengedeyken hasta grubu dengede degil; IFN-y:
p=0.26; IL-12B p40: p=0.92; IL-10: p=0.80, ayrica popiilasyon dengede degil; 1L-4:
p=0.27) ve genotip (TNF-a: saglikli kontrol grubu dengedeyken hasta grubu dengede
degil; IFN-y: p=0.43; IL-12B p40: p=0.82; IL-10: p=0.80, ayrica popiilasyon dengede
degil; 1L-4: p=0.14) dagilimi bakiminda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilememistir.

TNF-a geni 6. kromozomun kisa kolunda (6p21.1-21.3) MHC smif I
bolgesindedir. 2.75 kilo baz uzunlugunda ve 4 ekzondan olugsmaktadir (81). TNF-a, M.
tuberculosis tarafindan iiretilen mikrobiyal iirlinlere maruz kaldiginda monosit ve
makrofajlar tarafindan salgilanan prototipik pro-inflamatuvar bir sitokindir. TNF-a,
IFN-y ile birlikte, hiicre icerisinde ¢ogalan M. tuberculosis’in makrofajlar tarafindan

oldiiriilmesini saglayan NOS2 {iretilmesi i¢cin makrofajlar1 aktive eder. TNF-a, M.
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tuberculosis’e karst konak savunmasinda onemli bir role sahiptir ¢iinkii TNF-a
inhibitorii alan hastalarin TB’a daha duyarli oldugunu gosteren ¢aligmalar vardir (23).

Ben-Selma ve ark.’nmn Tunus’ta 131 aktif TB (76 akciger TB’u, 55 akciger dis1
TB) hastasini ve kontrol grubu olarak 95 saglikli kan dondriinii dahil ettikleri caligmada
PZR-RFLP yontemi ile TB’a duyarlilikta TNF-a geni promoter -308 G/A tek niiletotid
polimorfizminin etkisi arastirilmigtir. Calisma sonucunda bu promoter bdlgesinde A
allelinin kontrol grubu ile kiyaslandiginda akciger dis1 TB grubunda istatistiksel olarak
daha sik goriildiigli belirtilmistir. Akciger TB’u ve akciger dis1 TB gruplarinda GA ve
GG genotipleri, AA genotipi (yiikksek TNF-a iireticisi) ile karsilastirildiginda AA
genotipinin sikliginin daha az oldugu belirtilmistir. Caligma sonucunda Tunus halkinda,
TNF-a geni promoter -308 G/A tek niiletotid polimorfizminin TB’a kars1 duyarlilik ya
da direncte onemli bir role sahip oldugu belirtilmistir (2).

Abhimanyu ve ark.’nin Hindistan’da 108 aktif akciger TB’u ve 48 saglikli
kontrolii dahil ettikleri ¢alismada, bu gruplardaki serum sitokin seviyeleri ELISA
yontemiyle ve sitokin gen polimorfizmi multipleks PZR yontemi ile arastirilmistir.
Hasta grubu ile karsilastirildiginda serum TNF-a seviyesinin kontrol grubunda anlaml
derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubunda rs3093662 AA genotipine
sahip kisilerin istatistiksel olarak yliksek seviye TNF-a iirettikleri, GG genotipine sahip
kisilerin ise diisiik seviyede TNF-a {rettikleri gorilmiistiir. Hasta grubunda ise
genotipler arasinda TNF-a iiretimi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamadigi  belirtilmistir. =~ Bu c¢alisma  sonucunda  sitokin  genlerindeki
polimorfizmlerin aktif akciger TB’lu hastalarda sitokin iiretimini degistirmede 6nemli
bir role sahip oldugu vurgulanmistir (4).

Sharma ve ark.’min Kuzey Hindistan’da 185 TB hastasmi ve 155 saghkli
kontrolii dahil ettikleri ¢alismada, bu gruplardaki serum TNF-o seviyeleri ELISA
yontemiyle ve sitokin gen polimorfizmleri (TNF-a -1031 T>C, TNF-a -863 C>A, TNF-
a -857 T>C, TNF-a -308 G>A ve TNF-a -238 G>A) “SNaPshot ddNTP Primer
Extension Kit” yontemi ile arastirilmistir. Polimorfizm varligi arastirilan bolgelerdeki
allel sikliginin karsilastirilmasi sonras1 TB hastalar1 ve kontroller arasinda bu bolgelerin
hicbirinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulanamamistir. Ayrica hastalar kendi
aralarinda minimal, orta ve ileri derecede hasta olarak gruplandirildiginda, yine bu

bolgelerdeki polimorfizm farkliliklarinin hasta gruplar1 arasindaki istatistiksel olarak
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anlamli olmadig belirtilmistir. Serum TNF-a seviyeleri karsilastirildiginda hasta grubu
ile kontrol grubu arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli bulundugu fakat bu
polimorfizmlerin serum TNF-a seviyesini etkilemedigi vurgulanmistir. Bu bulgular
dogrultusunda Kuzey Hindistan’da, TNF genlerinin TB i¢in dnemli bir risk faktori
olmadig1 belirtilmistir (120).

Yurtdisinda TNF-a geni promoter -308 G/A tek niikleotid polimorfizmi lizerine
yapilan degisik calismalar bulunmaktadir. Bu gen bdlgesindeki polimorfizm ile TB’a
duyarlilik arasmnda Iran’da (121) ve Italya’da (122) yapilan ¢alismalarda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunurken, Kore’de (112), Cin’de (123, 124) ve Meksika’da (125)
yapilan ¢aligsmalarda ise herhangi bir iligkinin tespit edilemedigi bildirilmistir.

Ulkemizde Ates ve ark., 128 TB hastasinda (98 akciger TB’u, 30 akciger dis1
TB) ve 80 saglikli kontrolde TNF-a genindeki (-308 G/A, -238 G/A, -376 G/A) tek
niikleotid polimorfizm varligini ARMS PZR yontemi ile arastirilmislardir. Allel ve
genotip siklig1 sonuglarma gore TNF-a -308 G/A, -238 G/A ve -376 G/A
polimorfizmlerinde, hasta ve kontrol grubu arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 belirtilmistir. Bu g¢aligmada ayrica TNF-o/IL-10 fonksiyonunu etkileyen
genotipler de arastirilmis ve hasta grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunamamistir. Bu ¢alismanin kismen kiiclik bir grupta yapildig1 ve
daha genis bir grup ile calisilarak aradaki farkliligin aydinlatilmas: gerektigi
vurgulanmustir (126).

Yine iilkemizde Oral ve ark.’nmn 81 TB (29 akciger TB’u, 52 akciger dis1 TB)
hastasinda ve 50 saglikli organ dondriinde TNF-a geni promoter -308 G/A tek niikleotid
polimorfizm varligin1 sekans spesifik primer (sequence-specific primers- SSP) PZR
yontemi ile arastirdiklar1 calismada, alleller arasinda, genotip dagiliminda ve hasta
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadig: belirtilmistir (127).

Samsun’da yapilan doktora tez c¢alismasinda “Lifecodes sitokin SSO”
tiplendirme kiti kullanilarak 30 akciger TB hastasinda ve 33 saglikli kontrol grubunda
cesitli gen bolgelerindeki tek niikleotid polimorfizmleri arastirilmistir. Caligsma
sonucunda TNF-a geni promoter -308 G/A tek niikleotid polimorfizmi sonuglarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadig1 belirtilmistir (21). Bizim ¢aligmamizda
da ARMS PZR yontemi ile TNF-a geni promoter -308 G/A tek niikleotid polimorfizm
varlig1 84 TB hastasinda ve 110 saglikli kontrol grubunda arastirildi. Calismamizda
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kontrol grubu dengedeyken, hasta grubu dengede olmadigindan bu iki grubun gen
frekanslar1 bakimindan karsilastirilmasi yapilamamaistir.

IFN-y, Thl1 tip1 sitokin olup viral enfeksiyonlara ve hiicre i¢i yerlesen bakterilere
kars1 dogal ve kazanilmis immiinitede onemli bir gorevi vardir. Esas olarak Thl
hiicreleri, CD8+ sitotoksik T hiicreleri, DH’ler ve NK hiicrelerinden salgilanir. NK
hiicrelerinde IFN-y iiretimi, hem makrofajlar tarafindan tiretilen TNF-a ve IL-12 gibi
sitokinler tarafindan hem de IFN-y’nin kendisi tarafindan stimiile edilir (128). IFN-y’nin
M. tuberculosis enfeksiyonuna karsi ilk koruyucu immiin yanitta 6nemli bir rolii oldugu
belirtilmistir. IFN-y defektli farelerin M. tuberculosis enfeksiyonuna karsi son derece
duyarli olduklar1t bulunmustur. IFN-y geninde mutasyon bulunan insanlar, M.
tuberculosis ve patojen olmayan mikobakteri enfeksiyonlarmna karsi duyarhdirlar. IFN-y
geni 12. kromozomda (12qg24.1) bulunmaktadir ve ilk intron bolgesindeki
polimorfizmin (+874 T/A) sitokin salinimimi etkiledigi ve TB’a kars1 duyarhilik ile
iliskili oldugu belirtilmistir (129).

Hashemi ve ark. Iran’da 142 akciger TB hastasinda ve 166 saglikli kontrolde
ARMS PZR yontemi ile IFN-y +874 T/A (rs61923114) tek niikleotid polimorfizmi
varligin arastirmiglardir. Calisma sonunda bu gen bolgesi icin AA genotipinin akciger
TB’u i¢in bir risk faktorii oldugu, yine A allel sikliginin kontrol grubuna kiyasla hasta
grubunda anlamli derecede yiiksek oldugu belirlenmistir. Sonug olarak Iran halkinda
IFN-y +874 T/A (rs61923114) tek niikleotid polimorfizmi ile akciger TB’una duyarlilik
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligkinin bulundugu vurgulanmistir (130).

Mosaad ve ark.’nin Misir’da yaptiklar1 ¢alismada, 110 TB hastasinda (26
akciger TB, 84 akciger dis1 TB), post-BCG lenfadenitli 40 ¢ocuk hastada ve 118 saglikl
cocukta ARMS PZR yontemi ile IFN-y +874 T/A tek niikleotid polimorfizmi varligi
arastirilmistir. Bu gen bolgesinde A allellinin kontrol grubuna kiyasla TB ve post-BCG
lenfadenitli gruplarda daha fazla goriildiigii, AA genotip sikliginin kontrol grubuna
kiyasla TB grubunda, akciger TB’lu hastalara kiyasla akciger dis1 TB hastalarinda ve 5
yas Ustii post-BCG lenfadenitli ¢ocuklarda istatistiksel olarak yiiksek oldugu
bulunmustur. Sonug¢ olarak IFN-y +874 AA genotipine sahip diisiik seviyede IFN
salgilayan 6zellikle 5 yas tistii cocuklarda, post-BCG lenfadenit ve TB hastalig1 arasinda
iliski oldugu vurgulanmistir (131).
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Vallinoto ve ark.’nin Brezilya’da yaptiklar1 ¢calismada, 162 TB hastasinda (129
akciger TB’u, 33 akciger dis1 TB) ve 156 saglikli kan donoriinde plazma IFN-y seviyesi
ELISA yontemiyle, IFN-y +874 T/A tek niikleotid polimorfizmi varlig: allel-spesifik
oligoniikleotid PZR yontemi ile arastirilmistir. Calismada A allelinin hastalarda, T
allelinin ise kontrol grubunda daha fazla goriildiigli, AA genotipinin hastalarda TT
genotipinin ise kontrol grubunda daha fazla bulundugu ve bu farklarin istatistiksel
olarak anlamli oldugu, hasta gruplar1 (akciger ve akciger dis1 TB) arasinda ise allel
sikligt  bakimindan istatistiksel bir farklilk  bulunmadigi, plazma IFN-y
konsantrasyonunun hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla daha diistik oldugu, akciger
TB’u grubu ile kiyaslandiginda akciger dis1 TB grubunda da bu konsantrasyonun daha
disik oldugu ve bu farklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirtilmistir. Bu
sonuglara gore calisilan popiilasyonda IFN-y +874 T/A tek niikleotid polimorfizmi ile
TB’a duyarlilik arasinda bir iliskinin oldugu vurgulanmistir (132).

Moran ve ark.’nin Amerika’da yaptiklar1 ¢calismada, 240 (204 akciger TB’u, 24
akciger dis1 TB, 12 her iki klinik form) Afrika kdkenli Amerikalida, 161 (139 akciger
TB’u, 14 akciger dis1 TB, 6 her iki klinik form) Katkasyalida, 319 (270 akciger TB’u,
39 akciger dist TB, 10 her iki klinik form) Latin Amerikalida ve 336 (174 Afrika
kokenli Amerikali, 64 Kafkasyali, 98 Latin Amerikali) kontrol grubunda IFN-y +874
T/A tek niikleotid polimorfizmi varligi PZR yontemi ile arastirilmistir. Kafkasyalilarla
kiyaslandiginda Afrika kokenli ve Latin Amerikanlarda A allelinin istatistiksel olarak
anlamli derecede yaygm oldugu bulunmustur. Hasta ve kontrol gruplari
karsilastirildiginda {i¢ etnik grup arasinda ve hastaligmm klinik formu bakimindan
(akciger, akciger dis1 ve her iki form birlikte) genotip frekansi dagilimi arasindaki farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirtilmistir. Sonug olarak calisilan bu grupta IFN-
vy +874 T/A tek niikleotid polimorfizminin TB’a duyarlilik ya da hastaligin siddeti
iizerine Olgiilebilir bir etkisinin olmadig1 vurgulanmistir (133).

Yurtdisinda IFN-y +874 T/A tek niikleotid polimorfizmi {izerine yapilan degisik
calismalar bulunmaktadir. Bu gen bdlgesindeki polimorfizm ile TB’a duyarlilik
arasinda Pakistan’da (119), Tunus’ta (134) ve Hindistan’da (135) yapilan ¢aligmalarda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunurken, Cin’de (124) ve Hindistan’da (136) yapilan

calismalarda ise herhangi bir iliskinin tespit edilemedigi bildirilmistir.
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Ulkemizde Onay ve ark.’nin ¢ocuklarda yaptiklar1 calismada, 40 TB hastas1 ve
67 kontrolde IFN-y +874 T/A tek niikleotid polimorfizm varligi PZR yontemi ile
arastirilmistir. Calisma sonucunda hasta ve kontrol gruplar1 arasinda allel ve genotip
frekanslar1 arasinda istatistiksel bir fark bulunamadigi belirtilmistir. Sonu¢ olarak
calisilan cocuk grubunda IFN-y +874 T/A tek niikleotid polimorfizmi ile TB’a
duyarhlik arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligkinin olmadigr vurgulanmistir
(137).

Sallak¢t ve ark.’nmin yaptiklar1 ¢alismada, 361 TB (319 akciger TB, 35 TB
menenjit ve 7 milier TB) hastasinda ve 115 saglikli kontrol grubunda IFN-y +874 T/A
tek niikleotid polimorfizmi varligi pirosekanslama yontemiyle, 55 hastada ise M.
tuberculosis antijenlerine kars1 IFN-y cevab1 ELISPOT testi ile arastirilmistir. Calisma
sonucunda T allel frekansinin ve TT genotipinin kontrollere kiyasla TB hastalarinda
anlaml1 derecede diisiik oldugu bulunmustur. TT genotipinde PPD antijenine kargi IFN-
v cevabmin AA genotipine kiyasla anlamli derecede ytliksek oldugu, +874 genotipleri ile
PPD, kiiltiir filtrat proteini (culture filtrate protein-CFP)-10 ve ESAT-6 degerlerinin
anlaml derecede ters iligkili oldugu belirtilmistir. Bu sonuglara gére IFN-y +874 T/A
tek niikleotid polimorfizminin, IFN-y cevab1 ve bu cevapta genotipler arasindaki
farkliliklar ile iliskili oldugu vurgulanmistir (138).

Oral ve ark.’nin yaptiklar1 caligmada (127) ve Samsun’da yapilan doktora tez
calismasinda (21) IFN-y +874 T/A tek niikleotid polimorfizmi ile TB’a duyarlilik
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligkinin olmadig1 vurgulanmistir. Bizim
calismamizda da ARMS PZR yontemi ile IFN-y +874 T/A tek niikleotid polimorfizm
varligi 84 TB hastasinda ve 110 saglikli kontrol grubunda arastirildi. Calismamiz
sonucunda allel (p=0.26) ve genotip (p=0.43) dagilimlarinda hasta ve kontrol grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi.

IL-10, makrofajlar, monositler, T ve B hiicreleri, DH’ler, mast hiicreleri ve
eozinofiller tarafindan iiretilen 6nemli bir immiinregiilatdr sitokindir. Th2 hiicreleri
tarafindan salgilanan bir sitokin olan IL-10’un, Thl hiicreleri tarafindan salgilanan
sitokinlerin sekresyonunu inhibe ettigi, inflamatuvar cevabi smirlandirdigi, T ve B
hiicreleri, NK hiicreleri, ASH ve mast hiicreleri gibi immiin cevapta rol oynayan degisik
hiicrelerin olgunlagmasin1 ve farklilagmasini diizenledigi gosterilmistir. IL-10 geni

defektli fareler M. tuberculosis ile enfekte edildiklerinde antimikrobiyal immiinitenin
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arttign  gorilmustiir. 1L-10 M. tuberculosis’e karst olusturulan Thl cevabini
baskilamakta, farelerde kronik akciger TB’unun reaktive olmasma sebep olmakta ve
makrofajlarda M. tuberculosis ile uyarillan apoptozisi azaltmaktadir. IL-10 genini
kodlayan gen 1. kromozomda (1q31-32) bulunmaktadir. IL-10 geni promoter bdlgesinin
transkripsiyon baslangi¢ bolgesinde -1082, -819 ve -592 pozisyonunda ii¢ adet biallelik
polimorfizm bélgesi tanimlanmistir. ikiz ve aile ¢alismalarinda, IL-10 sekresyonunda
gozlenen degisimlerin %70’inden fazlasinin genetik faktorler ile iliskili oldugu
gosterilmistir (6).

Oh ve ark.’nin Kore’de yaptiklar1 ¢caligmada, 145 TB (80 yeni, 65 rekiirren)
hastasinda ve 117 saglikli kontrol grubunda IL-10 geni promoter bolgesi -1082 G/A
polimorfizm varligi ARMS PZR yontemi ile arastirilmistir. Calisma sonucunda A
allelinin her iki TB hasta grubunda istatistiksel olarak iligkili oldugu, kontrol grubu ile
kiyaslandiginda hasta grubunda AA genotipinin anlamli derecede fazla oldugu
belirtilmistir. Yeni ve rekiirren TB hastalar1 arasinda allel ve genotip dagilimi
bakimindan istatistiksel bir farkin bulunmadig1 sdylenmistir. Sonug olarak IL-10 -1082
A allelinin TB’a duyarliligin belirlenmesinde 6nemli olabilecegi vurgulanmistir (112).

Henao ve ark.’nin Kolombiya’da, 140 akciger TB’lu, 30 plevral TB’lu, 20 milier
TB’lu hasta ile, 54 tiiberkiilin negatif ve 81 tiiberkiilin pozitif kontrol grubunu dahil
ettikleri calismada IL-10 geni promoter bolgesi -1082 G/A polimorfizm varligi SSP-
PZR yontemi ile arastirilmistir. Calisma sonunda plevral TB hastalarinda AA
genotipinin diger hasta gruplarma gore anlamli derecede daha fazla gorildigi
bildirilmistir. Sonug¢ olarak IL-10 AA genotipinin plevral TB ile iliskili oldugu
vurgulanmustir (139).

Liang ve ark.’nin Cin’de yaptiklar1 calismada, 123 TB plorezili hastada, 112
akciger TB’lu hastada ve 78 kontrol grubunda IL-10 geni promoter bolgesi -1082, -819
ve -592 polimorfizmler SNaPshot yontemiyle, plevral sividaki IL-10 protein seviyeleri
ise ELISA ile arastirilmistir. Calisma sonucunda kontrol grubu ile TB plorezi grubu
arasinda IL-10 geni promoter bolgesi -1082 G/A polimorfizminde genotip ve allel
dagilim1 bakimidan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadig1 belirtilmistir.
Bununla birlikte -819 T ve -592 A allel sikliginin TB plorezi grubunda kontrol grubuna
kiyasla anlamli derecede yaygin oldugu saptanmistir. TB plorezi grubu ile kontrol grubu

arasinda plevral sivi IL-10 protein seviyesinin; TB plorezi grubunda -1082, -819 ve -
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592 polimorfizmleri ile plevral sivi IL-10 protein seviyelerinin; kontrol grubunda ise -
1082 polimorfizmi ile protein seviyesi arasinda anlamli derecede iliski oldugu
bulunmustur. Bu bulgularin, IL-10 geni promoter bolgesi -819 ve -592 polimorfizmleri
ve protein tiretimi ile plevral TB arasindaki iliskiyi destekledigi vurgulanmistir (6).

Prabhu Anand ve ark.’nin Hindistan’da yaptiklar1 ¢alismada, 132 akciger TB’lu
hastada ve 143 saglikli kontrol grubunda IL-10 geni promoter bdlgesi -1082 G/A
polimorfizm varligt ARMS PZR ydntemi ile arastirilmistir. Calisma sonucunda bu gen
bolgesinde, hasta ve kontrol grubu arasinda allel ve genotip dagilimi bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir farlilik bulunmadigi belirtilmistir. Bu sonuglara gore
Kuzey Hindistan’da calisilan popiilasyonda bu gen bolgesi icin akciger TB’una
duyarlhlik veya direng arasinda bir iligkinin bulunmadig1 vurgulanmistir (140).

Yurtdisinda IL-10 geni promoter bdlgesi -1082 G/A tek niikleotid polimorfizmi
iizerine yapilan degisik calismalar bulunmaktadir. Bu gen bolgesindeki polimorfizm ile
TB’a duyarhlik arasinda italya’da (122) ve Kolombiya’da (141) yapilan ¢alismalarda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunurken, Cin’de (124) ve Misir’da (131) yapilan
calismalarda ise herhangi bir iliskinin tespit edilemedigi bildirilmistir.

Ulkemizde Yilmaz ve ark.’nm yaptiklar1 calismada, 152 saghkli kiside IL-10
geni promoter bolgesindeki (-3575 T/A, -2763 C/A, -1082 A/G, -819 C/T, -592 C/A)
tek niikleotid polimorfizmleri PZR-RFLP ve SSP-PZR yontemleriyle, bu kisilerin
PBMC’lerinin Escherichia coli lipopolisakkariti (LPS), PPD ve Staphylococcus aureus
Cowan susu I (SAC) ile stimiilasyonu sonrasi, hiicreler tarafindan saliman IL-10
konsantrasyonlart ELISA yontemi ile arastirilmistir. PPD veya SAC ile stimiilasyon
sonrast IL-10 -1082 A alleli tasiyanlarin tasimayanlara gore anlamli derecede diigiik
seviyede IL-10 iirettikleri tespit edilmistir. Sonug¢ olarak IL-10 geni promoter
bolgesindeki tek niikleotid polimorfizmleri dagilimmin Tiirk toplumunda Onemli
varyasyonlar icerdigi belirtilmistir (142).

Ulkemizde Ates ve ark. (126) ile Oral ve ark.’nin (127) yaptiklar1 calismalarda
IL-10 -1082 G allelinin kontrol grubuna kiyasla TB’lu hasta grubunda daha fazla
goriildiigii ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirtilmistir. Yine Samsun’da
yapilan doktora tez ¢alismasinda hasta ve kontrol grubu arasinda IL-10 geni promoter
bolgesi -1082, -819 ve -592 polimorfizmlerinde istatistiksel olarak anlamli bir farkin

bulundugu sdylenmistir (21). Bizim ¢alismamizda ARMS PZR yontemi ile IL-10 geni
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promoter bolgesi -1082 G/A tek niikleotid polimorfizm varlig1 84 TB hastasinda ve 110
saglikli kontrol grubunda arastirildi. Calismamiz sonucunda allel (p=0.80) ve genotip
(p=0.80) dagilimlarinda hasta ve saglikli kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamadi. Ayrica bu gen bdlgesi icin popiilasyonun dengede
olmadig tespit edilmistir (p<0.001).

IL-12, p35 ve p40 alt iinitelerinden olusan heterodimerik bir sitokin olup, IL-
12A geni p35, IL-12B geni ise p40 alt tinitesini kodlar. p35 alt {initesi 3. kromozomda
(3925.33-g26), p40 alt tinitesi ise 5. kromozomda (5q31.1-q33.1) bulunmaktadir (143).
IL-12B gen ekspresyonu IFN-y’nin en 6nemli uyaricisidir ve M. tuberculosis’e karsi
uyarilmis IFN-y’nin olusmasi i¢in IL-12 p40 alt tinitesi gereklidir. IL-12B ekspresyonu,
IL-12 p40 azalmasina baglh olarak TB hastalarinda IFN-y’nin diisiik ekspresyonu
hipotezi ile uygun bir sekilde latent TB’lu hastalarla karsilastirildiginda aktif TB
hastalarinda anlamli derecede diisiiktiir. TB hastalarinin ESAT-6 ile uyarilmis
PBMC’lerine dis kaynakli IL-12 ilavesi bu antijene karsi olusan IFN-y cevabinin
artmasina neden olmaktadir. TB’da IL-12’nin bu 6énemli roliinden dolay1, degisen IL-12
p40 seviyesine ve azalan IFN-y aracili immiiniteden dolayr TB dis1 mikobakterileri de
iceren mikobakteriyal enfeksiyonlara duyarliligin artmasima sebep olan nadir goriilen
IL-12B geni mutasyonlarina olan ilgi artmustir (5).

Morris ve ark.’nin  Gambiya’da yaptiklar1 ¢alismada, iki Bati Afrika
popiilasyonu (Gambiya ve Gine-Bissau) ile birbirinden bagimsiz iki popiilasyonda
(Kuzey ve Giiney Amerika) IL-12B rs3212227 (p40 geni 1188 A/C) tek niikleotid
polimorfizm varlig1 real-time PZR yontemi ile arastirilmistir. Calismaya Gambiya’dan
280 akciger TB’u ile 286 kontrol, Gine-Bissau’dan 321 akciger TB’u ile 346 kontrol,
Kuzey Amerika’dan 281 akciger TB’u ile 179 kontrol (Afrika kokenli Amerikali),
Arjantin ve Amerika’dan 221 akciger TB’u ile 144 kontrol (Avrupa kokenli Amerikalr)
dahil edilmistir. Calisma sonucunda Gine-Bissau ve Afrika kokenli Amerikali hasta
grubunda IL-12B 1s3212227 gen bodlgesinde anlamli farkin bulundugu belirtilmistir.
Sonug olarak bu verilerin IL-12B genetik varyasyonlarinin Afrika kokenli popiilasyonda
akciger TB’u icin bir risk faktorii olarak belirlenmesine ragmen bu iliskinin
dogrulanmasi i¢in daha ileri calismalarin yapilmasi gerektigi vurgulanmistir (5).

Morahan ve ark.’nin Avustralya’da yaptiklar1 ¢calismada, Hindistanli 123 TB’lu
hasta ile 80 leprali hastada ve 89 kontrol grubunda IL-12B 3' untranslated region (UTR)
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ve IL-12 promoter genotipleri arastirilmistir. Kontrol grubuna kiyasla leprali hastalarda
IL-12B 3' UTR homozigot allel 2’nin, TB hastalarinda da IL-12 promoter homozigot
genotiplerinin istatistiksel olarak daha sik goriildiigii belirtilmistir. Bu sonuglara gore
IL-12 p40 {retiminin uyarilmas: ile bu enfeksiyon hastaliklara karsi korunma
saglanabilecegi vurgulanmistir (144).

Wang ve ark.’nin Cin’de yaptiklari ¢alismada, 522 akciger TB’lu hastada ve 527
kontrol grubunda IL-12B 3" UTR rs3212227 (A>C) gen bolgesi ile IL-12A 3' UTR
rs2243115 (T>G) ve rs568408 (G>A) gen bolgelerindeki tek niikleotid polimorfizm
varlig1 PZR-RFLP yontemi ile arastirilmistir. Calisma sonucunda kontrol grubu ile hasta
grubunun IL-12B 3' UTR rs3212227 ve 1L-12A 3' UTR rs568408 gen bolgelerindeki
tek niikleotid polimorfizmi farlhiliklarmin istatistiksel olarak anlamli olmadigi, IL-12A 3'
UTR 152243115 gen bolgesi tek niikleotid polimorfizm farkinin ise anlamli oldugu
belirtilmistir. Bu sonucglara goére IL-12 gen bdlgesindeki genetik polimorfizmlerin
akciger TB’unun prognozuna ve bu hastalia karsi duyarliliga katkida bulunabilecegi
vurgulanmustir (145).

Selvaraj ve ark.’min Hindistan’da yaptiklar1 ¢alismada, 166 akciger TB’lu
hastanin ve 188 saglikli kontrol grubunun PBMC’leri tam kandan izole edildikten sonra
M. tuberculosis H37Rv kiiltlir filtrat antijeni (culture filtrate antigen-CFA) ya da
fitohemagliitinin (phytohaemagglutinin-PHA) ile stimiile edilerek hiicre kiiltliriindeki
sitokin seviyeleri ELISA yontemiyle, IL-12B 3" UTR +1188 (A/C) tek niikleotid
polimorfizm varligi ise PZR-RFLP yontemi ile arastirilmistir. Calisma sonucunda IL-
12B 3' UTR +1188 gen bdlgesinde kontrol grubu ile hasta grubu arasinda allel ve
genotip dagilimi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadigi
belirtilmistir. Kontrol grubunda, hiicre kiiltiirleri bu maddeler ile stimiile edilenler ile
stimiile edilmeyenlerin IL-12 p40 seviyeleri 6l¢giildiigiinde AA genotipindekiler ile AC
genotipindekiler arasindaki farkin; hasta grubunda ise, hiicreleri CFA ile stimiile
edilenlerin IL-12 p40 seviyeleri Olgildiigiinde CC genotipindekiler ile AC
genotipindekiler arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu sdylenmistir.
Sonug¢ olarak 12B 3' UTR +1188 gen bolgesi polimorfizminin IL-12 p40 iiretimini
etkiledigi ve TB’a kars1 kazanilmis immiinitede onemli bir rol oynadig1 séylenmistir

(146).
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Yurtdisinda 1L-12B p40 1188 A/C tek niikleotid polimorfizmi lizerine yapilan
degisik ¢aligmalar bulunmaktadir. Bu gen bolgesindeki polimorfizm ile TB’a duyarhilik
arasinda Rusya’da (147) ve Cin’de (148) yapilan calismalarda istatistiksel olarak
anlaml fark bulunurken Hindistan’da (140) ve Amerika’da (149) yapilan ¢alismalarda
ise herhangi bir iliskinin tespit edilemedigi bildirilmistir.

Ulkemizde Samsun’da yapilan doktora tez calismasinda (21) hasta ve kontrol
grubu arasinda IL-12B p40 1188 A/C tek niikleotid polimorfizminde istatistiksel olarak
anlamli bir farkin bulunmadig: belirtilmistir. Yine iilkemizde bu konuyla ilgili benzer
bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Yalniz Aytekin ve ark. BCG lenfadenitli ve rekiirren
oral kandidiazisli 7 aylik erkek bir olgu bildirmislerdir. Bu hastada 2-3 haftadir sol
aksiller bolgede lenfadenopatinin mevcut oldugu, rekiirren oral kandidiazis disinda
hastanin onemli bir sikayeti olmadigi belirtilmistir. Hasta 3 aylikken BCG asis1
yapilmistir. Tiiberkiilin cilt testinin pozitif oldugu (15x15 mm), bilgisayarli tomografi
ve abdominal ultrason bulgularinin normal oldugu, lenf nodunun histopatolojik
incelenmesi sonucu kazedz nekroz igermeyen kiiclik graniilomlarin mevcut oldugu,
MTC PZR ve Kkiiltiir sonuglarinin negatif oldugu belirtilmistir. Hastadan alinan tam kan
orneginin BCG, BCG+IL-12 ve BCGHIFN-y ile in vitro stimiilasyonu sonucu IL-12 p40
seviyesinin BCG+IFN-y stimiilasyonu sonrasi arttigi sOylenmistir. Flow sitometri
sonucunda aktive T hiicrelerinde 1L-12R beta (IL-12RP) 1 ekspresyonunun olmadigi
goriilmiistiir. IL-12RB1 geninin DNA sekanst sonras1 bu bolgede yeni bir mutasyon
(64+1G>T) varhigmin tespit edildigi soylenmistir. Sonug¢ olarak IL-12RfB1 eksikliginin
BCG enfeksiyonu olan kisilerde diistiniilmesi gerektigi vurgulanmistir (150).

Yilmaz ve ark.’nin caligmalarinda ise 155 saghikli kiside IL-12B 3' UTR
(+16974 A/C) polimorfizmi PZR-RFLP yontemi ile arastirilmig ve allel dagilimlarinin
beklenen Hardy Weinberg oraninda olmadigi belirtilmistir. Bu polimorfizmin 1L-12
iretimi tizerindeki etkisi arastirildiginda, CC homozigot bireylerin AC heterozigot ve
AA homozigotlara gore LPS ve PPD ile stimiile edilen PBMC’lerinde istatistiksel
olarak daha fazla IL-12 salgilandig1 goriilmustiir (142). Bizim ¢aligmamizda da ARMS
PZR yontemi ile IL-12B p40 1188 A/C tek niikleotid polimorfizm varligi 84 TB’lu
hastada ve 110 saglikli kontrol grubunda arastirildi. Caligmamiz sonucunda allel
(p=0.92) ve genotip (p=0.82) dagilimlarinda hasta ve saglikli kontrol grubu arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi.
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Th2 tipi anti-inflamatuvar bir sitokin olan IL-4’lin salgilanmasindan sorumlu
olan gen 5. kromozomun uzun kolunda (5923-31) diger sitokin genleri (IL-3, IL-5, IL-9,
IL-13, IL-15, graniilosit koloni stimiile edici faktor ve IFN regiile edici faktor) ile
birlikte bulunur (151). IL-4 genellikle TB’un ilerlemis safhalarinda yiikselir ve
koruyucu Thl cevabii azaltir. Ilerleyen hastalikta immiinpatolojinin azalmasmdan
ziyade artmasmna sebep olur. IL-4 promoter bolgesinin transkripsiyon baslangic
kisminda yer alan C/T tek niikleotid polimorfizmi tanimlanmistir. Bu polimorfizmin
promoter etkinliginin artmasi, niikleer transkripsiyon faktorlerin promoter bolgesine
baglanmasindaki artis, ayrica degisik seviyelerde IL-4 aktivitesi ve spesifik antijenlere
kars1 IgG artis ile iliskili oldugu gosterilmistir (136).

Vidyarani ve ark.’nin Hindistan’da yaptiklar1 ¢alismada, 129 akciger TB’lu
hastada ve 127 saglikli kontrol grubunda IL-4 promoter -590 C/T polimorfizm varlig1
PZR sonrast sekans spesifik oligoniikleotid problama (sequence-specific
oligonucleotide probing-SSOP) yontemiyle, in vitro sitokin sevileri ise PBMC’lerin
hiicre kiiltiirtinde canli M. tuberculosis H37Rv susu, CFA ve PHA ile stimiilasyonu
sonrast ELISA ile arastirilmistir. Caligma sonunda hasta grubunda CT genotipinin,
kontrol grubunda ise CC genotipinin; allel dagilimma bakildiginda T allelinin
hastalarda, C allelinin ise kontrollerde daha sik goriildiigi ve bu farkliliklarin
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirtilmistir. Hiicre kiiltiirii sonras1 bir¢ok hastada ve
kontrolde, c¢esitli stimiilasyonlar sonrasit IL-4 seviyesinin Olc¢lilemeyecek kadar az
oldugu, IL-4 genotip varyantlar1 ile IL-4 seviyesi arasinda istatistiksel bir fark olmadigi
sOylenmistir. Sonug olarak akciger TB’lu hastalarda IL-4 promoter -590 CT genotipinin
daha sik goriildiigii ve bu polimorfizmin TB’a duyarlilik ile iliskili olabilecegi, CC
genotipinin ise hastaliga karsi korunmada 6nemli rol oynadig1 vurgulanmstir (136).

Selvaraj ve ark.’min Hindistan’da yaptiklar1 ¢alismada, 166 akciger TB’lu
hastanin ve 188 saglikli kontrol grubunun PBMC’leri tam kandan izole edildikten sonra
M. tuberculosis H37Rv CFA ya da PHA ile stimiile edilerek hiicre kiiltiirtindeki sitokin
seviyeleri ELISA yontemiyle, IL-4 intron 3 VNTR gen polimorfizm varlig: ise allel
spesifik primerler kullanilarak PZR yontemi ile arastirilmistir. Calisma sonucunda hasta
ve kontrol gruplar1 arasinda allel ve genotip dagilimi bakimindan bir farklilik
bulunmadig: belirtilmistir. Hiicre kiiltiirii sonras1 IL-4 seviyelerinin bazi kisilerde tespit

edilebildigi, kontrol grubunda degisik genotiplerde IL-4 seviyeleri arasinda bir farkin
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gb6zlenmedigi sdylenmistir. Bununla birlikte hasta grubunda B2/B1 genotipinde B2/B2
geotipine gore stimiilasyon sonrasi IL-4 cevabinda bir artis oldugu fakat bu artisin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gézlenmistir (146).

Amirzargar ve ark.’nin Iran’da yaptiklar1 calismada, 43 akciger TB’lu hastada ve
123 saglikli kontrolde IL-4 -1089 T/G, -590 T/C ve -33 T/C gen bdlgelerindeki tek
niikleotid polimorfizm varligi SSP-PZR yontemi ile arastirilmistir. Calisma sonucunda
hasta grubunda IL-4 -590 gen bolgesinde TT genotipinin tespit edilemedigi, T allelinin
hastalarda istatistiksel olarak negatif bir iliski gosterdigi, yine hasta grubunda C
allelinin ve T/C genotipinin daha fazla goriildiigii ve bu farkin istatistiksel olarak
anlamli oldugu belirtilmistir. Bu ¢alisma sonucunda IL-4 gen bolgesi tek niikleotid
polimorfizm farkliliklarinin akciger TB’u ile bir iliskisi olmadigi belirtilmistir (7).

Ulkemizde IL-4 promoter -590 C/T polimorfizm varhg: ile ilgili benzer bir
calismaya rastlanilmamistir. Bu konu ile ilgili yaptigimiz ¢calisma iilkemiz i¢in bir ilktir.
Calismamizda ARMS PZR yontemi ile IL-4 promoter -590 C/T tek niikleotid
polimorfizm varligi 84 TB’lu hastada ve 110 saglikli kontrol grubunda arastirildi
Calismamiz sonucunda allel (p=0.27) ve genotip (p=0.14) dagilimlarinda hasta ve
saglikli kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi.

TNF-a, M. tuberculosis’e kars1 konak savunmasinda 6nemli bir role sahiptir
clinkii TNF-a inhibitorii alan hastalarin TB’a daha duyarli oldugunu gosteren caligsmalar
vardir (23). TNF-a geni promoter -308 G/A tek niikleotid polimorfizmi {izerine
yurtdisinda yapilan degisik ¢alismalar bulunmaktadir. Bu gen bolgesindeki polimorfizm
ille TB’a duyarhilik arasinda bazi calismalarda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunurken (2, 4, 121, 122), baz1 ¢alismalarda ise istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamadig1 belirtilmistir (112, 120, 123-125). Ulkemizde bu konu ile ilgili yapilan
calismalarda bu gen bolgesindeki polimorfizm ile TB’a duyarlilik ya da direng arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadigi belirtilmistir (21, 126, 127). Bizim
calismamizda ise sagliklt kontrol grubumuz dengedeyken, hasta grubumuz dengede
olmadigmdan bu 1iki grubun gen frekanslar1 bakimindan karsilastirilmasi
yapilamamastir.

IFN-y’nin M. tuberculosis enfeksiyonuna karsi ilk koruyucu immiin yanitta
onemli bir rolii oldugu, IFN-y geninde mutasyon bulunan insanlarin, M. tuberculosis ve

patojen olmayan mikobakteri enfeksiyonlarma karsi duyarli olduklar1 belirtilmistir
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(129). IFN-y +874 T/A tek niikleotid polimorfizmi iizerine yurtdisinda yapilan degisik
calismalar mevcuttur. Bu gen bdlgesindeki polimorfizmin sitokin salinimim etkiledigi
ve bazi caligmalarda ¢alisilan gruplar arasindaki farkin TB’a karst duyarlilikta
istatistiksel olarak anlamli oldugu (119, 130-132, 134, 135), baz1 calismalarda ise bu
farkin anlamli olmadig1 vurgulanmustir (124, 133, 136). Ulkemizde bu konu ile ilgili
yapilan ¢alismalara baktigimizda bu gen bolgesindeki tek niikleotid polimorfizminin,
IFN-y cevab1 ve bu cevapta genotipler arasindaki farkliliklar ile iligskili oldugunu
vurgulayan bir calisma oldugu gibi (138), bizim calismamizdaki gibi, bu gen
bolgesindeki polimorfizm ile TB’a duyarlilik arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farkin bulunamadigi calismalar da mevcuttur (21, 127, 137).

IL-12B gen ekspresyonu IFN-y’nin en dnemli uyaricisidir ve M. tuberculosis’e
karst uyarilmigs IFN-y’nin olusmasi i¢in IL-12 p40 alt {initesi gereklidir. IL-12B gen
mutasyonlarmin IL-12 p40 seviyesinde degisime sebep oldugu belirtilmektedir (5).
Yurtdisinda IL-12B p40 1188 A/C tek niikleotid polimorfizmi {izerine yapilan
calismalarda bu gen bolgesindeki polimorfizmin TB i¢in bir risk faktorii oldugunu
belirten ¢alismalar oldugu gibi (5, 144, 147, 148), gruplar arasindaki farkin istatistiksel
olarak anlamli olmadigini belirten ¢alismalar da bulunmaktadir (140, 145, 146, 149).
Ulkemizde bu konu iizerine az sayida calisma yapildigi belirlenmistir. Samsun’da
yapilan doktora tez ¢alismasinda (21) hasta ve kontrol grubu arasinda IL-12B p40 1188
A/C tek niikleotid polimorfizminde istatistiksel olarak anlamli bir farkin bulunmadigi
belirtilmistir. Bu sonu¢ bizim ¢alismamizda elde ettigimiz sonug ile benzerdir. IL-12
iiretimi {izerine etki eden baska gen bolgeleri de bulunmaktadir. Ulkemizde Aytekin ve
ark.’nin (150) bildirdikleri bir olgu sunumunda BCG enfeksiyonu olan kisilerde IL-
12RB1 ekspresyon eksikliginin diisiiniilmesi gerektigi soylenmistir. Yilmaz ve ark.
(142) ise IL-12B 3' UTR (+16974 A/C) polimorfizminin hiicre Kkiiltiiriinde farkl
genotipe sahip kisilerde degisik seviyelerde IL-12 salgilanmasmma sebep oldugunu
belirtilmistir.

Th2 hiicreleri tarafindan salgilanan bir sitokin olan IL-10’un, Thl hiicreleri
tarafindan salgilanan sitokinlerin sekresyonunu inhibe ettigi, inflamatuvar cevabi
simirlandirdigl, immiin cevapta rol oynayan degisik hiicrelerin olgunlasmasmi ve
farklilasmasin1 diizenledigi gosterilmistir (6). IL-10 geni promoter bdlgesi -1082 G/A

tek niikleotid polimorfizmi varligi lizerine yurtdisinda yapilan calismalarda bu gen
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bolgesindeki polimorfizmin TB ile iliskili oldugu belirten ¢aligmalar bulundugu gibi
(112, 122, 139, 141), bu iliskinin saptanamadigi ¢alismalar da bulunmaktadir (6, 124,
131, 140). Ulkemizde bu gen bdlgesi polimorfizmi ile TB’a duyarlilik arasinda anlamli
bir iligkinin oldugunu bildiren ¢alismalar bulunmaktadwr (21, 126, 127, 142). Bu
calismalardan elde edilen verilerin aksine bizim ¢aligmamiz sonucunda hasta grubu ile
sagliklt kontrol grubu arasinda IL-10 geni promoter bdlgesi -1082 G/A tek niikleotid
polimorfizmi sonuglar1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadigi ve
calisilan popiilasyonun dengede olmadig1r tespit edilmistir. Bunun sebebinin,
calistigimiz hasta ve saglikli kontrol grubumuzun diger caligmalara dahil edilen
gruplardan farkli olmasindan kaynaklandigmi diisiinmekteyiz. Ciinkii bu tip genetik
calismalara dahil edilen gruplardaki bireylerin allel ve genotip frekanslar1 farklilik
gostereceginden, aym iilkenin degisik popiilasyonlarinda yapilan ¢alisma sonuglarinin
birbiri ile uygun olmadigi1 goriilmektedir. IFN-y +874 T/A tek niikleotid polimorfizmi
icin bunun gibi birbiri ile uygun olmayan sonuglara iilkemizde (21, 127, 137, 138) ve
diger tlkelerdeki calismalarda (135, 136), TNF-a geni promoter -308 G/A tek niikleotid
polimorfizmi ile ilgili yurt disinda yapilan ¢aligmalarda (4, 120) rastlaniimaktadir.

Th2 tipi anti-inflamatuvar bir sitokin olan IL-4 koruyucu Thl cevabini azaltir.
IL-4 promoter bolgesinin transkripsiyon baslangi¢ kisminda yer alan C/T tek niikleotid
polimorfizmi tanimlanmistir. Bu polimorfizmin degisik seviyelerde IL-4 aktivitesi ve
spesifik antijenlere kars1 IgG artisi ile iliskili oldugu gosterilmistir (136). IL-4 promoter
-590 C/T tek niikleotid polimorfizm varlig ile ilgili yurtdisinda yapilan ¢aligmalarda bu
polimorfizmin TB’a duyarlilik ile iliskili olabilecegi bildirilirken (7, 136), yapilan diger
calismalarda bdyle bir iliskinin bulunamadigi belirtilmistir (4, 146). Ulkemizde 1L-4
promoter -590 C/T polimorfizm varligi ile ilgili benzer bir caligmaya rastlanilmamaistir.
Yaptigimiz bu calismada hasta ve sagliklt kontrol grubumuz arasinda bu gen
bolgesindeki polimorfizm i¢in istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemekle
birlikte bu sonucglarin hem boélgemizin hem de iilkemizin epidemiyolojik verilerine
onemli katkida bulunacagini diisiinmekteyiz.

TB’da konak duyarlilig1 iizerine etkili oldugu bildirilen diger genetik faktorler
iizerine iilkemizde yapilan caligmalara baktigimizda Samsun’da Akgiines ve ark.’nin
yaptiklar1 ¢alismada, TB duyarliliginda konak genetiginin etkisi incelenmistir. Bu

calismada, Samsun ilinde ikamet eden akciger TB’lu hastalarin, sinif I HLA, smif II
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HLA antijenlerinde, TB’a duyarhililk ya da direncte etken olabilecek gen
polimorfizmlerinin saptanmasi hedeflenmistir. Calismaya 30 akciger TB’lu hasta ve 33
kontrol grubu dahil edilmistir. Stmif I HLA ve smif II HLA antijenleri SSP-PZR
yontemi ile arastirilmistir. Calisma sonucunda smif I HLA-Cw*01 antijeni TB
hastalarinda anlamli derecede yiiksek, smif I HLA-Cw*12 antijeni de kontrol grubunda
anlamli derecede yiiksek bulunmustur. TB olgularinda HLA-A, -B, -DR ve DQ
allellerinde anlamli bir fark gézlenmemistir. Bu calisma ile akciger TB una duyarlilikta
Cw*01 ve Cw*12 antijenlerinin etkili olabilecegi sonucuna varilmistir (21).

Izmir’de Ekmekei ve ark. Tiirk toplumunda TB’a yatkinlik ile NRAMPI gen
polimorfizmlerinin iligkisi arastirilmistir. Bu c¢alismada, Tiirk toplumundaki TB
olgularmda NRAMP]I genine ait dort polimorfizmin [3' UTR, D543N, INT4, 5'(CA)n]
bu hastaliga yatkinlikk ve TB’un farkli klinik formlariyla iligkisinin, RFLP ve
mikrosatellit analiz yOntemleri ile arastirilmasi amaglanmistir. Calismaya 472 TB
hastast ve 571 yas uyumlu kontrol olgusu dahil edilmistir. NRAMPI genine ait dort
polimorfizmin allel ve genotip sikliklar1 farkli yas gruplarinda tek tek ele alindiginda
hastaliga yatkinlik veya direng ile anlamli iliskinin bulunamadigi, bununla birlikte
birlesik genotip sonuglar1 degerlendirildiginde, birlesik genotiplerden birinin hem
cocukluk yas ve hem de 19-59 yastaki hasta grubunda hastaliktan koruyucu oldugu
saptanmistir. Tiim hastalar klinik formlarina ve yaslarina gore gruplandirilarak birbirleri
ile ve yas uyumlu kontrol gruplari ile karsilastirildiginda da farkli bir birlesik genotipin
cocukluk ¢agi TB’una yatkmliktan sorumlu olabilecegi goriilmiistiir. Yetiskin grupta 60
yas alt1 ve Ustii TB hastalarmin sonuglar1 karsilastirildiginda iki farkli birlesik genotipin
hastaliga yatkinlik ile iligkili oldugu gézlenmistir. Bu ¢alismada sonug¢ olarak NRAMP1
gen polimorfizmlerinin Tiirk toplumunda hastaliga yatkinligi, hastaligin ortaya ¢ikma
yasini ve hastaligin progresyonunu etkileyebilecegi gorilmiistiir (152).

Istanbul’da Ates ve ark. romatoid artrit ve TB’da metal iyon tasiyic1 protein
(SLC11A1-NRAMPI) gen polimorfizminin roliinii arastirmislardir. Bu kapsamda, 112
TB’lu hastada ve 213 saglikli kontrol grubunda NRAMPI geninin 5' promoter bdlgesi
polimorfizmi DNA dizileme yontemi ile, INT4, D543N ve 3' UTR polimorfizmleri ise
hem ARMS PZR hem de RFLP yontemleri kullanilarak analiz edilmistir. TB ile
NRAMPI’in 5' promoter, INT4, D543N ve 3' UTR polimorfizmleri arasinda ve TB’un
farkl klinik tipleri ile 5' promotor, INT4, D543N, 3' UTR polimorfizmleri arasinda da
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anlamli baglant1 bulunamadig1 belirtilmistir. Sonu¢ olarak, Tiirk toplumunda TB ile
NRAMPI polimorfizmleri arasinda baglant1 bulunamadigi vurgulanmistir (153).

Adana’da Solgun ve ark. Cukurova Universitesi Cocuk Saglhgi ve Hastaliklar:
servisinde yatarak veya polikliniginde ayaktan takip altinda olan ve yeni tan1 alan, 0-18
yas arasi pediatrik TB tanis1 almig hasta grubunun, kontrol grubuna oranla TB’a genetik
yatkmhignin belirlenmesini amacglamislardir. Bu kapsam da 50 TB’lu hasta ile 50
kontrol grubunda NRAMPI geninin D543N, 3' UTR ve INT4 polimorfizmleri ile MBL
geni ekzon 1 bolgesinin 54. ve 57. kodonlardaki polimorfizmler PZR-RFLP yontemi ile
arastirilmistir.  Calisma sonucunda hem NRAMPI hem de MBL genlerindeki
polimorfizmler agisindan hasta grubu ve kontrol grubu vakalar1 arasinda istatiksel bir
farklilik saptanamadigi belirtilmistir. Litaretiirdeki diger benzer ¢aligmalardaki pozitif
sonuclarin; bu calismalardaki vaka sayist genisliginin ya da sosyoekonomik, irksal,
cevresel ve cografi faktorlerin farkliligindan kaynaklandigi, bu acidan 6zellikle vaka
sayisiin artirilmasimnin gerektigi sdylenmistir (154).

Yaptigimiz bu calisma nispeten kiiclik bir popiilasyonda gerceklestirilmistir.
Konagim immiin sisteminde sitokin salinimini kontrol eden bir¢ok gen bolgesi
bulunmaktadir. Ayrica bu sitokinlerin salgilandiktan sonra fonksiyonlarmi yerine
getirebilmeleri icin degisik hiicrelere baglanmalarin1 saglayan ¢ok sayida reseptor
bulunmaktadir. Gerek sitokin salinimini kontrol eden genlerdeki gerekse bu sitokinlerin
baglandiklar1 reseptorlerdeki polimorfizmlerin, konagin M. tuberculosis’e karst verecegi
immiin cevabi diizenledigi bilinmektedir. Bu yiizden M. tuberculosis’e karst Th1/Th2
dengesini diizenleyen sitokinlerin salinimini kontrol eden bu polimorfizmlerin ayrintili
bir sekilde belirlenip, bu sitokinlerin {iiretiminde veya fonksiyonlarni yerine
getirmesinde herhangi bir sorun tespit edilmesi durumunda uygun tedavilerle bu

sorunlarin ortadan kaldirilmasi gerekmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Konagin genetik faktorlerinin TB’a duyarhilik veya direng ile iligkisini
arastirdifimiz  bu c¢alismada, M. tuberculosis’e karst konak immiin cevabinin
diizenlenmesinde Onemli rolii olan sitokinlerin salgilanmasindan sorumlu gen
bolgelerindeki tek niikleotid polimorfizmlerinin varligt ARMS PZR ve PZR-RFLP
yontemleri ile aragtirildi.

Calismada, klinik materyalinde MTC izole edilen 84 hastanin 37 (%44)’si
Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan ve 47
(%56)’si GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi Komutanligi Gogiis Hastaliklart A.D.
Tiiberkiiloz Servisi’nden elde edildi. Bu 84 hastanin 71 (%84.52)’1 erkek, 13
(%15.48)’1 kadind1 ve yas ortalamalar1 32.57+£15.94°tii. Saglikli kontrol grubunu
olusturan 110 kisinin 93 (%84.55)’1 erkek, 17 (%15.45)’s1 kadind1 ve yas ortalamalar1
29.40+11.56 idi.

Hasta grubunu olusturan 84 kisinin 76 (%90.48)’s1 akciger TB’u iken 8
(%9.52)’1 akciger dis1 TB olarak tespit edildi. Hastalarin 5 (%5.95)’inde daha 6nceden
TB oykiisii (niiks TB) oldugu belirlendi. Akciger TB’u olan hastalarin 67 (%79.76)’si
erkek, 9 (%10.72)’u kadin, akciger dis1t TB olan hastalarin 4 (%4.76)’1 erkek ve 4
(%4.76)’1i kadindi. Calismaya dahil edilen 84 hastanin 58 (%69.05)’inin ARB’si
pozitifti. Akciger TB’u olan hastalarin 56 (%66.67)’sinin ARB’si pozititken akciger dis1
TB olan hastalarin 2 (%2.38)’sinin ARB’si pozitif olarak tespit edildi.

Sitokin salgilanmasindan sorumlu gen bdlgelerindeki tek niikleotid polimorfizmi
sonuglarina baktigimizda TNF-a geni promoter -308 G/A bolgesi polimorfizmi icin
saglikli kontrol grubumuz dengedeyken, hasta grubumuz dengede olmadigindan bu iki
grubun gen frekanslar1 bakimindan karsilastirilmasi yapilamamistir. IFN-y geni +874
T/A bolgesi, IL-12B p40 geni 1188 A/C bolgesi, IL-10 geni promoter -1082 G/A
bolgesi ve IL-4 geni promoter -590 C/T bolgesi polimorfizmleri sonucu allel ve genotip
dagilimlarinda hasta ve saglikli kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlaml bir
fark bulunamamastir.

TB’a duyarhilik ya da direngle iligkili MHC’in HLA tipleri ve MHC olmayan

genler/gen iirlinleri (sitokinler) gibi konak genetik faktorlerinin tanimlanmasi, TB’a
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yatkimlik ya da hastaligin gelisimini tahmin etmek icin genetik markir olarak
kullanilabilir. Yaptigimiz bu ¢calismada sadece, TB ile iligskisi daha 6nceki ¢aligmalarda
ortaya konan, sitokin salmimindan sorumlu gen bolgelerindeki tek niikleotid
polimorfizmlerinin varlig1 arastirilmistir. Bu konunun daha 1yi aydinlatilmasi icin HLA
tiplerinin de calisilmast gerekmektedir. Ayrica bu c¢alismamiz nispeten kiigiik bir
popiilasyon iizerinde gerceklestirilmistir. Bu saymin artirilmasi, MHC’in HLA tipleri ve
MHC olmayan gen bdlgelerinin birlikte ¢alisilmasi ile TB’a kars1 genetik yatkinligin
daha ayrintil1 bir sekilde ortaya konacagi diisiincesindeyiz.

TB biyolojik, sosyoekonomik ve c¢evresel faktorlerin birlikte rol oynadigi
karmagsik bir hastaliktir. Bu hastaliga kars1 korunmada M. bovis BCG susu ile asilama
bir miktar koruma saglasa da bu as1 hastaligin kontroliinde etkili degildir. Bu nedenle,
TB’un kontrolii ve gelecekte eradikasyonu i¢in etkili asilarin, 6zel tam reaktiflerinin
gelistirilmesine; tedavi i¢in alternatif immiin modiilatér yaklasimlarm belirlenmesine
ihtiya¢ vardwr. Ayrica konak tarafindan M. tuberculosis’e karsi olusturulan immiin
cevapta rol oynayan hiicre ve proteinlerin fonksiyonlarinin tam olarak belirlenmesi, bu
fonksiyonlarin yerine getirilmesinde gorevli genlerin tespit edilmesi ve bu genlerdeki
bozukluklarin belirlenip kisilerin genotipleri ile tedaviye verdikleri cevap arasindaki
baglantilar arastirilmalidir. Bu mekanizmalarin birbirleri ile olan etkilesimlerinin
anlasilmasi, yeni asilarin tasarlanmasinda son derece 6nemli destek saglayacaktir.

TB’a kars1 konagm duyarlilik ya da direncini etkileyen gen bolgelerindeki
polimorfizmlerin belirlenmesi, hastaligin klinik seyri acisindan son derece Onemlidir.
Bu nedenle toplumumuzda bu konu {lizerine yapilacak caligmalarla gen bdlgeleri ile
TB’a genetik yatkinlik arasindaki iligkilerin tespit edilmesi gerekmektedir. Yapilacak bu
calismalarin  sonucunda, hastaligm immiinopatogenezi ve konak savunma
mekanizmalar1 daha ayrintili bir sekilde aydmnlatilacag: gibi ilag arastirmalarinda yeni
farmakolojik hedeflerin belirlenmesine, yeni ve etkinligi daha fazla olan asilarin
gelistirilmesine de yardimci olacaktir. Bu ¢alismalarin degisik {ilkelerde farkhi
popiilasyonlar {izerinde yapilarak sonuglarinin degerlendirilmesi, TB’a kars1 daha etkili

bir sekilde savasmamiza olanak saglayacaktir.
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