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OZET

TUBERKULOZ HASTALARINDA SOCS-1 GEN POLIMORFiZMLERININ
ARASTIRILMASI

Tiiberkiloz (TB), Mycobacterium tuberculosis compleks (MTBC) olarak bilinen bir grup
mikobakterinin yol actig1 bir enfeksiyon hastaligidir. Konagin biyolojik yapisi, ¢cevresel kosullar,
sosyoekonomik faktorler hastalifin gelismesinde ve ilerlemesinde biiyiik rol oynamaktadir.
Diinya niifusunun %23’liniin bakteri ile enfekte olmasi ve enfekte Kisilerin yaklasik %5-10'unda
aktif hastalik gelismesi, bireyin hastalia genetik olarak yatkinliginin bulunabilecegini
diistindiirmektedir. Bu ¢alismada Sitokin Sinyal Baskilayicis1 (SOCS) ailesinden olan SOCS-1'de
Tek Niikleotit Polimorfizimlerinin (Single Nucleotide Polymorphisms-SNP) varliginin Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment
Length Polymorphism-RFLP) yontemleri ile arastirilmasi amaglanmistir. Calismada SOCS-1 geni
promotor bolgesinde bulunan -1478 CA/del (rs33989964) ve ekson2’de bulunan 1335 G/C
(rs11549428) SNP varligi incelenmistir.

Klinik materyalinde MTBC izole edilen 90 hasta calismaya dahil edildi. Bunlarin 69
(%76,6)'u erkek, 21 (%23,3)’i kadind1 (yas ortalamalar1=39,38+17,54). Saglikli kontrol grubunu
olusturan 90 kisinin 73 (%81,1)’li erkek, 17 (%18,8)’si kadindi (yas ortalamalari=31,39+11,90).
Hastalarin 81 (%90)’i akciger TB’si iken 9 (%10)’u akciger dis1 TB olarak tespit edildi. Hastalarin
85 (%94)’i yeni tan1 konmus TB hastasi iken, 5 (%6)’inde daha dnceden gecirilmis TB oykiisu
(niiks TB) oldugu belirlendi. Hastalarin 58 (%64)’inde asido rezistan basil pozitifligi belirlendi.

SOCS-1 geni promotor bolgesinde bulunan -1478 CA/del SNP icin hasta ve saglikli
konrol grubu Hardy- Weinberg dengesinde bulunurken, gruplar arasinda allel siklig1 (p= 0.327)
ve genotip dagilimi (p=0,291) bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir iliski tespit
edilememistir. SOCS-1 geni ekson2’de bulunan 1335G/C SNP analizi sonucunda hasta ve kontrol
grubunun tamaminda C alleli bulunmus olup, istatistiksel degerlendirme yapilamamistir. Sonug
olarak calismaya dahil edilen bu grupta sitokin sinyalinin negatif diizenleyicisi olan SOCS-1 gen
bolgesinde arastirilan SNP’lerin varlig1 ile TB’ye diren¢ ya da duyarlilik arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir fark bulunamamistir. Bu konunun daha iyi anlasilabilmesi i¢in hasta grubunun
ve kontrol grubunun genisletilerek, SOCS-1 geninde ve hatta SOCS ailesinin diger iliyelerinde
tespit edilen ve anlamli bulunan polimorfizmlerin arastirilmasi ve SOCS-1 mRNA diizeyinde
analiz yapilmasi 6nerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: inﬂamasyon, Polimorfizm, PZR-RFLP, SOCS-1, Tek Niikleotid Polimorfizm,
Tiiberkiiloz,

Danisman: Dog. Dr. A. Ata OZCIMEN, Mersin Universitesi, Biyoloji Anabilim Dali, Mersin.

ikinci Danmisman: Prof. Dr. Goniil ASLAN, Mersin Universitesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
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ABSTRACT
INVESTIGATION of SOCS-1 GENE POLYMORPHISMS IN TUBERCULOSIS PATIENTS

Tuberculosis (TB) is an infectious disease caused by a group of mycobacteria known as
Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC). The biological structure of the host,
environmental conditions, socioeconomic factors play a major role in the development and
progression of the disease. The fact that 23% of the world's population is infected with bacteria
and about 5-10% of infected people develop active disease suggests that the individual may be
genetically susceptible. In this study, it was aimed to investigate the presence of Single Nucleotide
Polymorphisms (SNP) in SOCS-1 which is a family of cytokine signal suppressor (SOCS) by using
Polymerase Chain Reaction (PCR) and Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)
methods. In this study, single nucleotide polymorphisms of 1335 G/C (rs11549428) found in
exon2 and -1478 CA/del (rs rs33989964) in the SOCS-1 gene promoter region were examined.

Ninety patients with isolated MTBC in clinical material were included in the study. The 69
(76.6%) of them were male and 21 (23.3%) were female (mean age = 39.38 + 17.54). Of the 90
healthy controls, 73 (81.1%) were male and 17 (18.8%) were female (mean age = 31.39 + 11.90).
While 81 (90%) of the patients had pulmonary TB, 9 (10%) had extrapulmonary TB. While 85
(94%) of the patients had newly diagnosed TB, 5 (6%) had a history of previous TB (recurrence
TB). Acid-resistant bacilli positivity was determined in 58 (64%) of the patients. In conclusion,
no statistically significant correlation was found between the presence of SNPs investigated in
the SOCS-1 gene region, which is the negative regulator of cytokine signal, and resistance or
susceptibility to TB in this group.

For the -1478 CA / del SNP located in the promoter region of the SOCS-1 gene, the patient
and healthy control group were in hardy-weinberg equilibrium, but there was no statistically
significant relationship between alleles frequency (p = 0.327) and genotype distribution (p =
0.291). As aresult of 1335G / C SNP analysis found in exon2 of SOCS-1 gene, C allele was found in
all patients and control group and no statistical evaluation could be made. As a result, no
statistically significant difference was found between the presence of SNPs investigated in the
SOCS-1 gene region, which is the negative regulator of cytokine signal, and resistance or
susceptibility to TB in this group included in the study. In order to better understand this issue,
it is suggested that the patient group and control group should be expanded and the
polymorphisms detected in the socs-1 gene and even other members of the SOCS family found to
be significant and analyzed at SOCS-1 mRNA level.

Keywords: inflammation, Polymorphism, PCR-RFLP, SOCS-1, Single nucleotide polymorphism,
Tuberculosis
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1. GIRIS

Tiiberkiiloz (TB), filogenetik olarak yakin olan ¢esitli mikobakteri suslarinin neden
oldugu kiiresel bir hastaliktir. Mycobacterium tuberculosis, M. africanum, M. caprae, M. microti, M.
bovis, M. pinnipedii gibi tiirler TB hastaligina yol agmakta ve Mycobacterium tuberculosis complex
(MTBC) olarak adlandirilmaktadir. Bunlardan M. tuberculosis insanda en ¢ok hastaliga yol acan
tiirdiir. Insan ile beraber evrimini siirdiiren TB basili bugiin diinya niifusunun %?23’inii latent
olarak enfekte etmistir ve diinya genelinde enfeksiyon hastaliklarindan kaynaklanan 6liimlerin
ilk 10 nedeninden biridir. Enfekte kisilerin yaklasik %90’1 asemptomatiktir ve enfekte bireylerin
%>5’inde primer TB, diger %5’inde ise yasamin ilerleyen yillarinda sekonder TB gelismektedir. TB
icin iyi bilinen ¢evresel ve sosyo-ekonomik risk faktorlerine ek olarak, son zamanlarda kiiresel
TB pandemisini tetikleyen Insan Immiinyetmezlik Viriisii (Human Immunodeficiency Virus-HIV)
ve antimikrobiyal direnc gibi yeni giiclerin ortaya ¢iktig1 goriilmustiir [1, 2]. Hastaliga yatkinlik
veya direncle ilgili iki fare susunun M. tuberculosis’e karsi direnclerinde belirgin farklilik
saptanmasi [3] ve homozigot ikizlerde TB’ye duyarlilik durumu benzerken, dizigot ikizlerde bu
uyumun daha az olmasi enfeksiyona karsi konak immiin yanitin1 kontrol eden gen/genler’in
varlig1 yoniinde giiclii kanitlar saglamistir [4].

Sitokinler, cesitli immiin ve immiin olmayan hiicrelerin gelisimini ve fonksiyonunu
kontrol etmede 6nemli rol oynayan, protein, peptid veya glikoprotein yapida olan molekiillerdir.
Immiin yanit, inflamasyon ve hematopoez’in énemli mediatorii ve regiilatorii olan bu molekiiller,
makrofajlar, T lenfositler, B lenfositler ve mast hiicreleri gibi bagisiklik hiicreleri tarafindan
tiretilen, dogal ve kazanilmis bagisiklikta dahil olmak tizere pekgok fizyolojik siirecte islev goren
onemli mediatorlerdir. Ekstraseliiler hiicresel sinyal iletiminden sorumludurlar. Bir¢ok biyolojik
mekanizmada oldugu gibi inflamatuar hastaliklarin ilerleyisinde de immiin mediator olarak
sitokinlerin rolii yadsinamaz. TB enfeksiyonuna karsi immiin yanitta 6nemli rol oynayan pro-
inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinlerin dengede olmasi hastalifin ilerleyisi agisindan
onemlidir [5-7]. Sitokin sinyalinin negatif diizenleyicileri olan Sitokin sinyal baskilayicis1 (SOCS)
ailesinin iiyeleri, Januse Kinaz/Sinyal iletim ve Transkripsiyon Aktivatérii (JAK/STAT) sinyal
yolagi araciligl ile sitokin sinyalinin inhibisyonunu saglarlar. SOCS ailesi iiyelerinden iizerinde en
cok calisilanlar1 SOCS-1 ve SOCS-3'tiir. Son ¢alismalarda, periferal kan monuntikleer hiicrelerinde
SOCS-1 ve SOCS-3 diizeyinin TB enfeksiyonu olan kisilerde saglikl kisilere oranla daha yiiksek
oldugu ortaya konulmustur [8, 9]. Ozelikle TB lenfadenitli kisilerde SOCS-1 proteinin
granulomlardaki kaze6z nekroz ile iligkili oldugu belirtilmigtir [10-12]. SOCS-1 proteinleri STAT1

molekiiliinii inhibe ederek interferon gama (IFN-y) gen ekspresyonunu baskilamis olur. SOCS-1,
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SOCS-1+/- farelerde dogumdan 3 hafta sonra siddetli lenfopeni, karaciger nekrozu, organlarda
mononiikleer infiltrasyon sonucu 6liime yol actif1 yapilan calismalar ile gdsterilmistir [11, 13].
Bu calismada; Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Saghik Arastirma ve Uygulama Merkezi
Gogiis Hastaliklar1 Poliklinigi'ne basvurup TB siiphesi lizerine Mikrobiyoloji Labaratuvarina
klinik 6rnegi gonderilen ve TB tanisi almis olan hastalardan periferik kan 6rnekleri toplanip
ardindan DNA izolasyonu yapildi. SOCS-1 gen lokusu taranarak, tek niikleotid polimorfizmi
(Single Nucleotide Polymorphisms-SNP) bakimindan genotipik farkliliklar tespit edildi. SOCS-1
geni promotor bolgesinde bulunan -1478 CA delesyonu (rs33989964) ve ekson2’de bulunan
1335 G/C (rs11549428) tek niikleotid polimorfizm varligi; Polimeraz Zincir Reaksiyonu-
Restriction Fragment Length Polymorphism (PZR-RFLP) yontemleri kullanilarak arastirildi. Bu
SNP’lerin hastalikla olan iliskisi, hastaliga yatkinlik ya da direncte ne yonde etki ettikleri
sorularina cevap arandi. Yapilan deneyler ve istatistiksel analizler sonucunda arastirilan -1478
CA/del ve 1335 G/C SNP’nin allel siklig1 ve genotip dagilimlari bakimindan hastaliga olan

yatkinlikla iliskilerinin olmadig tespit edilmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Tarihge

Ug yiiz milyon yildir varligim siirdiiren M. tuberculosis, dogada, toprakta, sularda, petrol
atiklarinda, i¢ ice yasadigimiz cevrede bolca bulunmaktadir [14]. Insanligin varligiyla beraber
ortaya ciktig1 diisiiniilen TB ile ilgili bircok kanit mevcuttur. insanlarin TB basili ile tanismasi M.0.
8000 yilina dayanmaktadir. Almanya’da bulunan insan iskeletinde (M.0. 5000) aside direncli
basil varhig;; M.0O. 4000 ile 2400 yillarinda Eski Misir'da bulunan mumyalardan kalan organik
materyalden Aside Direngli (Resistan) Boyama (ARB), PZR ve 1S6110-RFLP yodntemleri ile TB
varligi; M.0 3500-3000 yillarina ait kemik kalintilarinda Pott hastalig1 bulgularina bagh olarak TB
varlig;; M.O. 1500 yillarina ait Nil nehri kiyisinda bulunan bir mezardaki yazih bir belgede lenf
bezinde TB varligi; eski donemlere ait TB ile ilgili bilgi saglamaktadir [15, 16].

Tiiberkiiloz (verem) terimine ilk olarak Yunan yazili belgelerinde rastlanmistir. Milattan
once 460 yillarinda, Hipokrat veremi en yaygin goriilen hastalik olarak tanimlamistir [15]. TB'nin
bulasiciligy ile ilgili en erken atiflar 17. yiizyilda italyan tibbi literatiiriinde gézlenmektedir.
1699'da Lucca Cumhuriyeti tarafindan verilen bir ferman, “... Bundan boyle, insan sagligi artik
veremlilerin 6liimiinden sonra kalan enfeksiy6z ajanlardan dolay tehlikede olmamalidir. Verem
nedeniyle olen Kkisilerin isimleri yetkililere bildirilmeli ve dezenfeksiyon icin 6nlemler
alinmalidir. " seklindedir [17].

Glnlimiize yaklastigimizda ise 17.yy’da baslayip 19.yy’a kadar devam eden bir verem
salgin1 Avrupa’da bas gostermistir [18]. Robert Koch (1843-1910), 1882 yilinda izole ettigi TB
basilini, hayvan serumunda kiiltiire edip tanimlamustir. Izole basili yeniden bir hayvana inokiile
ettiginde ise hastaligin tekrar ortaya ciktigin1 gostererek “Koch Postulasini” bilim diinyasina
kazandirmistir. Koch’un bu kesfine kadar TB kalitsal bir hastalik olarak kabul edilmekteydi. Bu
kesifleri takip eden yillarda Pirquet ve Mantoux tiiberkiilin deri testini (TDT) ve Albert Calmette,
Camille Guérin Bacillus Calmette-Guerin (BCG) asisini gelistirmisler, Selman Waksman'in ise
streptomisini kesfi ile antibiyoterapi dénemi baslamistir. izleyen yillar icinde kesfedilen yeni
antibiyotikler de tedaviye eklenmistir [19].

Son yillarda yapilan molekiiler genetik ¢alismalar ise insanlarda TB’nin en yaygin sebebi
olan M. tuberculosis’in yaklasik 3 milyon yillik bir gegmise sahip oldugunu diisiindiirmektedir
[20]. TB sebebinin bilinmesine, tedavi edilebilir ve O6nlemler alindig1 takdirde o6nlenebilir
olmasina ragmen halen diinyada en yaygin ve 6liimciil bulasici hastaliklardan biri olmaya devam

etmektedir [21].
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2.2. Epidemiyoloji

M. tuberculosis, diinyadaki en basarili patojenlerden biri olup, binlerce yillik gecmise
sahiptir, glinlimiiz diinyasinda tahminen 2 milyar insan bu basil ile enfektedir. Her yil yaklasik 9
milyon yeni TB vakasi ile birlikte, popiilasyonun yaklasik %23’li aktif hastalik gelistirme riski
altindadir [22]. M. tuberculosis ile enfekte olan, bagisiklik sistemi baskilanmamis kisilerin
%10’'undan azinda klinik TB gelismektedir. Geriye kalan klinik TB gelismeyen %90’lik kismin
daha da artirilmasi arastirma konularini olusturmaktadir [23]. TB basili, konakg1 hiicrelerde uzun
yillar latent olarak canli kalabilmekte ve firsatini buldugu bir sirada hastalik gelistirebilmektedir.
Bu nedenle basilin eradikasyonu oldukea zordur [18].

Diinya Saghk Orgiitii (DSO)'niin her yil yaymlanan raporunda kiiresel olarak TB
insidansinda yilda yaklasik %2 oraninda azalma oldugu bildirilmektedir. TB’yi kiiresel bir saglik
sorunu olmaktan ¢ikarmaya yonelik yiiriitillen calismalardan biri olan “End-TB” stratejisinin
2020 hedefleri arasinda, insidanstaki diisiis hizinin %4-5’lere ulasmasi yer almakta ve bu yonde

calismalar siirdiiriilmektedir [24].

2.2.1.Diinyada TB

Hastaligin temel biyoloji ve epidemiyolojisinin anlasilmasiyla beraber hastalia karsi
farkindalik artmistir, fakat heniiz kiiresel TB yiikiinde etkin bir azalma saglanamamistir. TB
insidansi bircok iilkede stabilize edilmis gibi goriinmektedir ancak niifus artisinin yogun oldugu
bélgelerde TB vakasi artmaya devam etmektedir. Ozellikle, Cok Ilaca Direngli (GID) TB’nin devam
eden salginlar, ayrica TB ile HIV/AIDS'in birlikte daha 6liimctl olusu ve diyabet gibi risk
faktorleri hastaligin eradikasyonunu daha da zorlastirmaktadir [25].

DSO TB tan, tedavi ve hastaligin énlenebilmesi amaciyla gesitli stratejiler ve hedefler
gelistirmistir: Dogrudan Gozetimli Tedavi Stratejisi (DGTS), STOP TB stratejsi, Binyil Kalkinma
Hedefleri, Stirdiiriilebilir Kalkinma Hedefleri, END TB Stratejisi bu stratejilerdendir.

Gelistirilen stratejiler dogrultusunda; dogru, zamaninda teshis ve tedavi ile 2000-2017
yillar1 arasinda yaklasik 54 milyon kisinin 6liimii énlenebilmistir. 2017 yilinda az sayida tani
teknolojisi ortaya c¢ikmistir ve hizli molekiiler testler ve hizli direnc¢ testi icin tasarlanan
GeneXpert Omni®’nin degerlendirmesi gecikmistir. Faz I, Il ya da III denemelerinde sekiz yeni
bilesik iceren 20 ila¢ bulunmaktadir. Faz I'de li¢, Faz Il veya Faz I1l'te dokuz olmak tlizere 12 as1
aday1 ¢alismasi vardir [26].

DSO'niin yeni verileri, kiiresel TB yiikiiniin daha énce tahmin edilenden daha yiiksek

oldugunu ortaya koymaktadir. Ulkelerin éniimiizdeki 15 yil icinde “END TB Stratejisi” hedeflerine
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ulasamamasi durumunda TB’yi dnlemek, tespit etmek ve tedavi etmek icin daha hizli hareket
etmeleri gerekmektedir [27, 28]. Bugiin TB kontroliiniin etkinligini 6lcmek icin, vaka bulma orani,
tedavi basaris, insidans, prevalans ve 6liim orani gibi kriterler lizerinde durulmaktadir [29, 30].
TB, Diinya ¢apinda enfeksiyon kaynakli 6liimlerin énde gelen on nedeninden biridir. DSO Kiiresel
TB Kontrolii 2018 Raporu verilerine gore;

- 2017 yilinda, en iyi tahminle 10 milyon yeni TB olgusu varlig1 diisiiniilmektedir (insidans
100.000’de 133). Fakat bildirilen 6,4 milyon vaka vardir.

- 2017 yilinda, TB HIV-negatif insanlar arasinda tahmini 1,3 milyon, HIV pozitif kisiler
arasinda 300.000 dliime yol actig1 tahmin edilmektedir.

- Tahmin edilen vaka sayisinin biiyiik cogunlugu Giineydogu Asya (%44), Afrika (%25) ve
Bati Pasifik Bolgesi'nde (%18) gerceklesmistir; Diinyadaki tahmini vakalarin %87’sini TB
ylkiiniin fazla oldugu sekiz iilke olusturmaktadir: Hindistan (%27), Cin (%9), Endonezya
(%8), Filipinler (%6), Pakistan (%5), Nijerya (%4), Banglades (%4) ve Gliney Afrika (%3).

- 2017 yilinda, 558.000 vakanin en etkili birinci se¢enek ila¢ olan rifampisine direngli
oldugu ve bunlarin %82’sinin de CiD-TB oldugu diisiiniilmektedir. Bu vakalarin yaklasik
yarisi (%47) Hindistan, Cin ve Rusya Federasyonu’'nda bulunmaktadir.

- Kiiresel olarak 2017 yilinda, yeni vakalarin tahmini %3,5’i ve daha 6nce tedavi géormts
vakalarin %18'i CID-TB’dir. CID vakalarin %8,5'inin de yaygin ilaca direngli oldugu
tahmin edilmektedir.

- HIV negatif insanlar arasinda TB mortalite orani1 2000-2017 yillarinda diinya genelinde

%42 oraninda azalmistir [26].

2.2.2. Tiirkiye’de TB

Kiiresel Tiiberkiiloz 2018 Raporunda Tirkiye'nin 2017 yili tahmini insidans hiz1 yiiz
binde 17 ve tahmini mortalite hiz1 yiiz binde 0,53 olarak verilmistir. Tiirkiye’'nin, 2016 yilinda
yeni+niiks olgularda tedavi basaris1 %87 ve dnceden tedavi gormiis olgularda tedavi basarisi
%>51’dir. Kayitlara giren olgu sayis1 12.046’dir [31]. DSO TB 2018 raporunda, Tiirkiye'nin de
icinde bulundugu Avrupa bolgesinde, HIV-negatiflerde TB mortalite hiz1 yiizbinde 2,6; HIV pozitif
olgularda yiizbinde 0,54 olarak tahmin edilmistir. Toplam niifiista TB insidansi yiiz binde 30

olarak tahmin edilmistir [26]. Tlrkiye’de Verem Savas Raporu 2017 verilerine gore:
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2015 Yih Tiiberkiiloz Hasta Verileri

Toplam 12.772 TB hastas1 2015 yilinda Verem Savasi Dispanseri (VSD) kayitlarina
girmistir. Toplam olgu hiz1 yliz binde 17,2’den yiiz binde 16,2’ye (-%5,8) gerilemistir. Toplam
12.772 hastada yeni olgularin orani %92,4 (11.803) iken 6nceden tedavi gérmiis olgularin orani
%7,6’dir (969). Onceden tedavi gérmiis olgularin toplam hasta icindeki oranlari; %5,8 (747)’i
niiks, %1,2 (156)’si tedaviyi terkten donen, %0,5 (64)’i tedavi basarisizligindan gelen %0,02
(2)’si kronik olgu olarak raporlanmistir [32].

Hastalarin %59,5 (7.598)'i akciger tutulumu, %35,6 (4.548)’s1 akciger dis1 organ
tutulumu, %4,9 (626)’u hem akciger hem de akciger dis1 tutulum gostermistir. Akciger dis1 organ
TB’si olgularinda en sik ekstratorasik lenf bezleri (%30,2) ve plevra (%24,8) tutulumu oldugu
tespit edilmistir [32].

2015 yilinda akciger TB’si olan 8.224 hastada yapilan bakteriyolojik tetkikler
incelendiginde; mikroskopi yapilma oram %89,2 (7.336), mikroskopi yapilanlar icinde
mikroskopi pozitiflik oran1 %64,0 (4.695); kiiltiir yapilma oran1 %80,6 (6.631), kiiltiir yapilanlar
icinde kiltiir pozitiflik oran1 %84,2 (5.582); kiiltiir pozitif olgularda ilag duyarlilik testi yapilma
orant ise %94,4 (5.267) bulunmustur [32].

lla¢ duyarlilik testi yapilan toplam 5.648 hastanin (5.267 akciger +381 akciger disi)
sonuglarn incelendiginde; %21,3'tinde (1.205/5.648) en az bir ilaca diren¢ saptanmistir. En
yiiksek oranda direncin %13,7 ile izoniyazide kars1 gelistigi (774/5.648) goriilmiigtiir. izoniyazid
ve rifampisin i¢in (her ikisine) ila¢ duyarlilik testi yapilan 5.629 olgunun 230’unun (%4,1) CID-
TB oldugu tespit edilmistir. Ilag duyarlilik testi yapilanlarda GID-TB oram yeni olgularda %2,5
(127) iken, énceden tedavi gérmiis olgularda %17,8 (103) olarak saptanmistir. CID-TB
olgularindan 3l yaygin ilaca direncli TB’dir (1 yeni olgu, 2 basarisizliktan gelen olgu). Toplam
12.772 TB olgusundan 61’inin HIV (+) oldugu tespit edilmistir [32].

VSD’de 2015 yilinda kayit altina alinan yabanci iilke dogumlu hastalarin sayis1 872 olup
bunlarin %56,1 (489)’i Suriye dogumludur. Yabanci iilke dogumlu hastalarin %83,6 (729)’s1
Asya, %9,4 (82)'1 Avrupa, %6,7 (58)’si Afrika ve %0,3 (3)’ii Amerika kitasi iilkelerindendir [32].

Temel Saghk istatistikleri Modiilii iizerinden alinan VSD 2017 yili verilerine gére
dispanserlerde kayit altina alinan hastalarin 2010 yilinda %97,9’unun, 2011 yilinda %98,2’sinin,
2012 yiiinda %99,0’'unun, 2013 yilinda %98,3’linlin, 2014 yilinda %99,1’inin, 2015 yilinda
%98,9’'unun, 2016 yilinda ise %99,2’sinin tedavilerine dogrudan goézetim altinda baslanmistir

[32].
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Yurt genelinde 2016 yilinda gezici ekipler tarafindan 233.874 kisinin rontgen taramasi
gerceklestirilmistir. Yapilan taramalar sonucunda 6.252 TB stiphelisi saptanmis ve ileri tetkikler
sonucunda 41 kisinin TB hastas1 oldugu tespit edilmistir [32].

Mersin ilinde 2015 yilinda yapilan 21.027 TB stipheli hasta muayenesi ve 1.743 temash
muayenesinin ardindan 185 TB (104 erkek, 81 kadin) olgusu tespit edilmistir. Olgu hiz1 10,6
olarak bulunmus, Tiirkiye genelinde ise olgu hiz1 16,2’dir. Bunlardan 104 (%56,2)’ii akciger TB,
71 (%38,4)'1 akciger dis1 TB ve 10 (%5,4)'u akciger + akciger dis1 TB dir. Toplam 114 akciger
(akciger olgular1 + “akciger + akciger dis1”) TB’li hastanin 96’sina yayma yapilmis ve 75’i yayma
(+) bulunmus. Bunlardan 84’iine kiiltiir yapilmis ve 76’s1 kiiltiir (+) bulunmus. Bunlarin 73’{ine
de ila¢ duyarllik testi yapilmistir. Hastalardan 176 (%95,1)’s1 yeni olgu, 8 (%4,3)’i niiks ve 1
(%0,5)’i tedavi terkten donmiistiir. Tedaviye alinan temaslh koruyucu sayis1 280 dir. Mersin ilinde
2014 yilinda, 228 toplam olgudan 196 (%86)’sinda tedavide basar1 saglanmistir, 4’ii tedaviyi terk
etmistir, 10 6liim vakasi gerceklesmistir ve 18’i tedaviye devam etmistir [32].

DSO’niin 2015 Raporuna goére Tiirkiye’de CID-TB orani yeni olgularda %2,5, énceden
tedavi gormis olgularda %18’dir. Saglik Bakanligi, TB insidansin1 2017 yilinda 100.000’de 16’ya,
2023 yilinda 100,000’de 12’ye indirmeyi hedeflemistir. [21].

2.3. Tiiberkiilozda Bulas Yollar

TB hastaliginin bulasiciigini  ilk tanimlayan Aristo’dur. TB’nin inhalasyon ile
bulagsmasinin mekanizmalart 1930’lu yillarda Wells ve arkadaslar1 tarafindan “damlacik
cekirdekleri ile bulasma” teorisi ile agiklanmistir [33]. TB hastaliginin, akciger veya larenks TB’li
hastalarin oksiirtik, hapsirma, konusma, sarki séylemeleri sonucu havaya yayilan damlaciklarin
solunum yoluyla alinmasi neticesinde bulastig1 bilinmektedir [34, 35].

TB hastaliginda en bulastirici kaynak yayma pozitif olan akciger ve larenks TB’li
olgulardir. TB bulasini ¢gevresel faktorler, maruziyet siiresi ve yogunlugu ile TB basilinin ve hedef
kisinin oOzellikleri etkilemektedir. Akciger dis1 TB bulastiriciifl olduk¢a azdir, bulagsmanin
olabilmesi i¢in otopsi sirasinda ya da doku ile yapilan ¢alismalarda aerosol olusumu goérilmesi
gereklidir. Basil solunum yolu disinda, sindirim, deri, genitoiiriner sistem, konjuktivadan da
viicuda girebilir [36, 37].

Verem mikrobunu sacan hastalarin tedavisi, toplumun korunmasinda en énemli yoldur.
Ayrica hasta yakinlarina ve hastayla riskli temas 6ykiisii olan Kisilere koruyucu ila¢ tedavisinin

verilmesi %60-90 diizeyinde hastaliktan koruyucudur [38].
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2.3.1. Tuberkiilozda Risk Faktorleri

TB basili viicuda girer girmez enfeksiyona yol acabilir ya da bagisiklik yaniti ile basil
cogalmasi baskilanabilir ve latent enfeksiyon gelisebilir. Bu sekilde enfekte olan kisilerde yillar
sonra cesitli sebeplerden dolay1 bagisiklik sistemi zayiflar ve hastalik tablosu gelisebilir [39].

Genel olarak, TB hastaligina yakalanma riski yiiksek olan kisiler iki kategoriye ayrilirlar:

1) Yakin zamanda TB basili ile enfekte olmus kisiler: Aktif hasta ile yakin temasta
bulunanlar, yliksek TB oranina sahip bolgelerden go¢ eden kisiler, TDT pozitif olan 5 yasindan
kii¢iik ¢ocuklar [37, 39].

2) Bagisiklik sistemini zayiflatan tibbi rahatsizligl olan kisiler: HIV enfeksiyonu, madde
bagimlhilig: (alkolizm-risk 10 kat fazla), evsizlik, hapishane yasami, malniitrisyon, silikozis, seker
hastaligl, siddetli bobrek hastaligi, diistiik viicut agirligi, bas ve boyun kanseri, kortikosteroidler
veya organ nakli gibi tibbi tedaviler, romatoid artrit veya Crohn hastali1 icin 6zel tedavi alan

kisiler [37, 39].

2.4. Tiiberkiiloz Patogenezi ve Immiinolojisi

TB Primer enfeksiyon donemi ve reenfeksiyon dénemi olmak iizere iki donem halinde
kendini gosteren bir hastaliktir.

1. Primer enfeksiyon donemi, basille ilk kez karsilasan kiside goriilen enfeksiyon

seklidir. Bu kisilerin %90-95’i asemptomatiktir, tek bulgu TDT’nin pozitif olmasidir.

2. Reenfeksiyon donemi, primer enfeksiyondan yillar sonra dormant halde olan
basillerin tekrar metabolik olarak aktive oldugu donemdir (Endojen) ya da eksojen

yol ile yeni bir bulas s6z konusu olabilir. Yapilan molekiiler epidemiyolojik

calismalar ozellikle yiiksek prevalansl toplumlarda eksojen yolla hastaligin ortaya

ciktigini desteklemektedir [35].

2.4.1. TB Patogenezi

M. tuberculosis esas olarak akcigere inhale edilen ve mekanik mekanizmalarla temizlenen
veya akciger alveollerinde ve bronsiyollerde enfeksiyon olusturabilen bir patojendir. M.
tuberculosis enfeksiyonuna karsi konagin temel savunmasi, lenfositlerle cevrili, epiteloid ve ¢ok
cekirdekli dev hiicreler de dahil olmak iizere, aktif makrofajlar tarafindan organize edilmis
graniilomlarin olusumu seklindedir [40]. Kaynak olgu tarafindan etrafa sagilan damlacik

cekirdeklerinin bir baska konak tarafindan inhale edilmesi, basillerin akciger alveollerine
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ulasmasi ile baslayan ve kavite olusumuna kadar devam eden siire¢ 5 evre halinde incenebilir

[41].

o Evre I: Baslangic Evresi (Birinci Hafta)

Tipik olarak enfeksiyon, 1-3 basil iceren damlacik cekirdeklerinin inhalasyonu ile baslar.
akciger alveollerine ulasan basiller konagin ilk savunmasini olusturan dogal bagisiklik yaniti
olarak hem alveolar makrofajlar hem de dendritik hiicreler tarafindan fagosite edilir. Basiller
makrofajlarin gosterdigi antimikrobiyal ve proinflamatuvar yanitin durumuna goére ve basilin
viriilansina gére tamamen ortadan kaldirlabilir, cogalmasi baskilanabilir ya da hizlica ¢ogalip
makrofaji parcalayabilir [42-44]. Konagin genetik olarak duyarlhiligida bu asamada 6nemlidir.
Ornegin ayn1 oranda basile maruz kalan siyahilerin makrofajlarinin beyaz irka gére basili elimine

etmede daha basarisiz oldugunu kanitlanmistir [45].

e Evre 2: Ortak Yasam, Basillerin Cogalma ve Yayilma Evresi (2. ve 3. Hafta)

Bu evrede TB basili sadece hiicre icinde c¢ogalabilir. Heniiz aktive olmamis olan
makrofajlar tarafindan fagosite edilen basil, viriilans faktorleri (kord faktor, siilfatidler ve diger
asidik lipidler) sayesinde [36] konak hiicresel fonksiyonlarini bozarak, fagozom ile lizozom
flizyonunu Onler, amonyak iireterek ortam pH’sini diisiiriirken reaktif nitrik oksitleri inaktive
eder, boylece olduriilmekten kurtulurlar [46, 47]. Basiller logaritmik olarak ¢ogalir, makrofajlar
pargalar ve alveoler bosluga ¢ikarak inaktif makrofajlari enfekte etmeye devam eder. Sonucunda
kiiclik doku hasarlari olusur. Makrofajlarin basil iirlinlerine maruziyet sonucu saldigi kemokinler
enfeksiyon bolgesine lenfosit, notrofil, monosit, fibroblast hiicreleri ve diger inflamatuar
hiicrelerin gocilinii saglar. Bir siire sonra epiteloit histiyositler ve langerhans dev hiicreleri olusur,
enfeksiyon odagindaki bu olusum lenfositlerce cevrelenir ve basil yayilmasini durdurmak icin
TB’ye 6zgl olan graniilom yapisi olusmaya baslar [44, 48]. Basil ytkli makrofajlar logaritmik
artist 6nlemek icin bolgesel lenf nodlarina giderler, halen basil cogalmasinin dniine gecilemez ise
lenfo-hematojen yayilim gerceklesir. Lenfo-hematojen yayilim sirasinda basiller en c¢ok
akcigerlerin apekslerine, bobreklere, uzun kemiklere ve vertebralara yerlesir [36, 43]. Bu

donemde TDT negatifdir, kisiler hala asemptomatiktir [35, 49].
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e Evre 3: Enfeksiyonun Kontrolii Evresi/immiinolojik Evre

Basillerin alveollere gelmesinden 2-8 hafta sonra hiicresel immiin yanit olusur fakat
basillerin hizli ¢cogalmasini durdurmaya yetmez, basilin iirettigi tiiberkiilin benzeri protein
gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonuna yol acar ve bdylece grantilomlarin merkezinde kazeo6z
nekroz (doku hasari) olusur. Olusan kaze6z nekroz ortaminda basiller, anoksik kosullar, diistik
pH ve inhibitor yag asitleri nedeniyle ¢ogalamazlar, yillarca hatta yasam boyu dormant halde
kalirlar. Bu evrede TDT pozitiflesir. Konak bulastirici degildir. Bu sekilde enfekte olan kisilerde
hayat boyu aktif TB gelisme riski yaklasik %10’dur [20, 41]. Konake1 tarafindan olusturulan
hiicresel immiinite ve gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonlar1 doku TB patogenezinde
belirleyici rolii oynarlar. Bu immiin yanitlar olusuncaya kadar TB basilinin kendisi konakgi
dokularinda hic¢bir hasar olusturamaz. Basil ¢ogalmasi ile konagin olusturdugu immiinolojik
yanitlar arasindaki etkilesim hastaligin hem ilerlemesini veya gerilemesini hem de gelisecek olan

hastaligin tipini belirler [48].

e Evre 4: Hiicresel immiin Yanit ile Gecikmis Tip Asir1 Duyarhilik Arasinda Etkilesim

Evresi

Graniilomlarda kaze6z odagin etrafinda toplanan aktif makrofajlar, buradan kagan
basilleri yakalar ve sindirirler. Eger basil sindirilemez ve ¢ogalmaya devam ederse gecikmis tip
asir1 duyarlihk reaksiyonu tekrarlamir ve doku harabiyeti artar. Immiin sistemi bir sekilde
baskilanmis kisilerde, odaktan kacan basiller makrofajlarca yakalansa da etkin olarak yok
edilemezler. Bu makrofajlar yetersiz kaldig1 i¢in gecikmis tip asir1 duyarlilik cevabinin tekrar
edilmesi s6z konusudur. Bu yanit tekrarlandikg¢a kazedz nekrozlar genisler, akciger doku hasari
sonucu primer hastalik olusur. Lenfo-hematojen yolla basiller akcigerden viicudun diger
kisimlarina yayilir ve pulmoner ven duvarinda olusan kaze6z odagin tahribati sonucu miliyer ve

dissemine TB olusur [41, 49].

e Evre 5: Erime ve Kavite Olusumu (Aylar veya Yillar Sonra)

Reenfeksiyon donemi de denilen bu donem, primer enfeksiyondan yillar sonra dormant
halde olan basillerin tekrar metabolik olarak aktive oldugu dénemdir (endojen) ya da eksojen yol
ile yeni bir bulas s6z konusu olabilir [50]. Bazen hiicresel immiin yanit yeterince giiclii olsa dahi
primer enfeksiyon ilerlemeye devam edebilir, makrofajlardan salinan hidrolitik enzimlerin

protein ve lipitleri hidrolize etmesi ile graniilomlardaki kaze6z odaklarda erime (likeifikasyon)
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sonucu kavite olusumu goriilebilir. Olusan ortam basillerin cogalmasi i¢in uygun sartlardadir.

Kavite olusumu ile hastaligin bulasiciligl ve akcigere yayiliminin 6nii agilmis olur [18].

2.4.2. TB Immiinolojisi

Konagin immiin sistemi ve basilin viriilans1 hastaligin yoniinii belirleyecek olan énemli
faktorlerdendir. M. tuberculosis’e karsi immiin yanit kismen etkilidir, bu immiin yanit basillerin
¢ogalmasini baskilayarak latent fazin olusmasini saglarken nadirende olsa basilleri ortadan
kaldirabilir [51]. Konakta immiin yanit basilin yabanci olarak algilanmasi ile baslamaktadir.
Ardindan 6nce dogal immiin yanit olusmakta ve daha sonra kazanilmis immiin cevap ve gecikmis

tip asir1 duyarlilik yaniti devreye girmektedir [52].

e Dogal bagisiklik yaniti

M. tuberculosis, ¢ogunlukla havada asili olan ve basil iceren damlacik ¢ekirdeklerinin
inhalasyonuyla alinir ve ilk olarak makrofaj, notrofil, dentritik hiicre ve monosit gibi fagositik
hiicrelere yerlesir. Enfeksiyonun erken asamalarinda fagositik hiicrelerin enfeksiyon alanina
toplanmasi baska enfeksiyoz hastaliklarda patojeni baskilar ve hatta yok ederken TB basilinde bu
durum farkli sonuglanir. Daha ¢ok fagositik hiicre, basil icin daha ¢ok enfekte edebilecegi ve daha
hizli gogalabilecegi hiicreler anlamina gelir [51]. TB'de dogal bagisiklik siireci olduk¢a dinamik
bir siire¢ olmakla beraber patojenin dominant oldugu bir donemdir. Bu dénemde antibakteriyel
etki disiik miktardadir. Genisleyen bakteri popiilasyonu hiicreden hiicreye yayilir ve daha sonra
adaptif immin yanitlar1 baslatabilen dendritik hiicre (DH)'leri icerecek sekilde enfekte ettigi

hiicre alt kiimeleri araligini arttirir [53].

» TB’de Dogal bagisiklik mekanizmasi

Bu evre M. tuberculosis komponentlerinin (mikobakteri hiicre duvar komponentleri,
mikobakteriyel kokenli niikleik asitler) ¢oklu patern tanima reseptorleri (PRR) ile taninmasiyla
karakterizedir. Toll benzeri reseptor (TLR) 2 ve 4, C-tipi lektin reseptor (CLR) ailesi, niikleotid
baglayan oligomerizasyon domeni 2 (NOD2) gibi reseptorler bunlara dahildir. Mikobakteriyel
antijenlerle uyarilan PRR’ler proinflamatuar sitokin ve segili kemokinlerin {iretimini
indiikleyerek lokal ve sistemik immin hiicre aktivasyonunu saglar. Ayrica bu sitokin ve
kemokinler konagin savunmasinin dogal bagisikliktan hiicresel bagisikliga ilerlemesinde ve

DH’lerin olgunlasmasinda etkilidir. Boylece hiicresel bagisikligin temelini olustururlar [53].
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e Immiinolojik denge-Hiicresel immiinite

M. tuberculosis’e kars1 kazanilmis immiin yanitlar olduk¢a geg ortaya ¢ikar. TDT’den elde
edilen mevcut verilere dayanarak, ol¢iilebilir adaptif immiin yanitlar, M. tuberculosis’e maruziyet
ve enfeksiyondan yaklasik 42 gilin sonra insanlarda ortaya ¢ikmaktadir. Bagisikligi giiclii olan
bireylerde adaptif immiin yanitlarin baslamasiyla beraber, bakteriyel popiilasyonun biiylimesi
sinirlandirilir, hastada ates ve deri dokiintisi gibi gecici hastalik semptomlar: goriilebilir. Bu
asamadan sonra ¢ogu insan asemptomatik hale gelir, bulastiric1 degildir ve latent enfeksiyon
oldugu disiiniiliir. Bagisiklig1 baskilanmis ya da nispeten daha zayif bireylerde 6zellikle CD4+ ve
CD8~ T lenfositlerin (¢ogunlukla CD4+) etkin oldugu bir adaptif immiin yanit gelisir [51]. TB’de
hiicresel immiin yanit, M. tuberculosis antijenlerinin T lenfositlere sunumuyla baslar. Makrofajlar
TB’de sadece M. tuberculosis’in hiicre ici biiylimesi icin bir rezervuar olarak degil ayn1 zamanda
onemli mikobakteriyel antijen sunan hiicreler olarak da 6nemli rol oynar [54]. Alveolar
makrofajlar basili fagosite ettikten sonra tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a) salinimi ile otokrin bir
uyar1 baslatirlar. Boylece makrofajlardan IL-1 ve IL-12 sitokinleri sentezlenir ve dolasimdaki
lenfositler uyarilarak enfeksiyon odagina gogleri saglanir. Makrofajlar ve DH’ler major doku
uygunluk kompleksi (Major Histocompatibility Complex-MHC) I/Il ve CD1 molekiillerini
kullanarak enfeksiyon bolgesine gelen T lenfositlere mikobakteriyel antijenleri tanitir. Makrofaj
icine alinan basil antijenleri MHC sinif Il ile sunulursa CD4+ T lenfositler, MHC sinif | ile sunulursa
CD8* T lenfositler uyarilir ve IL-2 ile kolonal olarak ¢ogalmaya baslarlar. CD4+ T lenfositler
trettikleri sitokinlere gore T helperl (Th1) (IFN-y, IL-2, TNF-o) ve T helper2 (Th2) (IL-4, IL-5, IL-
6,IL-10) olarak 2 alt gruba ayrilir [55]. Antijen sunumu hem enfeksiyon odaginda hem de bélgesel
lenf nodunda yapilabilir, lenflerde yapilan antijen sunumu sonucu aktive olan T lenfositler
enfeksiyon bdlgesine goc eder [56]. CD4+* T lenfositlerin CD4+ Th1 alt grubu TB’nin hiicresel
immiinitesinde rol oynar. CD4+ Th1, IFN-y salgilayarak makrofaji aktif hale getirir. Aktive
makrofaj ve lenfositlerden salgilanan sitokinler hiicresel immiin yanitin etkinlesmesini saglar. Bu
asamada TNF-q, IL-6, IL-8, [L-12'nin etkisiyle graniilom formasyonu gelisir ve tiiberkiil denilen
spesifik bir lezyon goriilmeye baslar. Eger basiller yok edilemez ya da ¢cogalmasi baskilanamaz ise
primer odakta ¢ogalir ve bolgesel lenf nodlarina giderek burda lenfadenite sebep olur. Lezyon
akciger parankimine ulasir ve olusan lenfadenit ve primer odak ikilisine “Ghon kompleksi” ya da
“Primer Kompleks” denir [57]. Aktiflesen lenfositler ¢esitli lenkofinler salgilarlar. Sonug olarak
konak organizma icin hem faydali hem de zararlh olabilecek reaksiyonlar ortaya cikar ve
enfeksiyon bolgesinde doku hasarina yol agabilen bir inflamasyon olusur [42].

Eger basil antijenleri MHC-II molekiilleri araciligiyla CD4+ Th2 lenfositlere sunulur ise

ortama IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 ve TGF-f gibi anti-inflamatuvar sitokinler salinmaktadir. IL-4 ve IL-
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10 makrofajlarin, TGF-B ise Thl lenfositlerin aktivasyonunu ve ¢ogalmasini engelleyerek
hiicresel immiiniteyi baskilamaktadir. Th1/Th2 arasindaki denge enfeksiyonun seyrinde kritik
oneme sahiptir [55]. Akcigerde, konakeinin hiicresel immiin yanitinin yetersiz olmasi ve doku
onarimi yapmamasl akcigerin ilerleyen yikimina yol agar. TNF-a, reaktif oksijen ve nitrojen ara
maddeleri ve M. tuberculosis’i yok etmek icin islev goren sitotoksik hticrelerin icerigi (granzimler,
graniilisin, perforin), ayn1 zamanda konak hiicrede hiicre hasarina ve kaskat nekrozunun

gelismesine de sebep olabilir [58].

2.5. Sitokinler

Sitokinler, biiytime ve gelisme, dogal ve kazanilmis bagisiklikta dahil olmak iizere birgok
fizyolojik siirecin dnemli ¢6ziiniir mediatorleridir. Sitokinler; makrofajlar, T lenfositleri, B
lenfositleri ve mast hiicreleri gibi bagisiklik hiicrelerinin yani sira, fibroblastlar, endotel hiicreleri
ve ¢esitli stromal hiicreler gibi cok degisik hiicre gruplari tarafindan tiretilmektedirler [59-61].
Sitokin sinyalindeki bozulma ya da artis inflamasyon, otoimmiin hastaliklar, alerji ve kanser gibi

cok cesitli bozukluklara yol acabilmektedir [62].

o Sitokinler temelde hiicre iginde 2 yol izler;

1. MAP (Mikrotiibul iliskili protein) kinaz yolagi ile hiicre onarimini veya Niikleer faktor
kappa B (NF-kB) yolagini uyararak, gen ekpsresyonu lizerinden hiicre 6liimiine yol
acarken,

2. JAK/STAT yolagini kullanarak gen ekspresyonu tizerinden hiicre proliferasyonuna veya

olimiine yol agabilmektedirler [63].

TB, inflamasyonla karakterize kronik enfeksiy6z bir hastaliktir [64]. TB'ye karsi immiin
yanit, antijen sunan hiicreler, lenfositler, monositler, makrofajlar, immiin medyatorler ve
sitokinler arasindaki karmasik iliski ile diizenlenmektedir. TB ile enfeksiyondan 3 hafta sonra
koruyucu immiinitede 6nemli roli olan Th1 tipi sitokinler makrofajlar1 aktive ederek graniilom
olusumuna izin vermektedir. Basilin viicuda girisiyle beraber hem alveolar Tip Il pnémositler
hem de endotel hiicreler, M. tuberculosis’i dogrudan 6ldiirebilen veya enfekte makrofajlarin anti-
mikrobik fonksiyonlarini artirabilen sitokinler, kemokinler ve diger molekiilleri lireterek erken
konak immiin savunmasina katilmaktadir [65].

Immiin hiicrelerden pro-inflamatuar sitokin ve kemokin iiretimi olabilmesi i¢in
mikobakterilerin bu hiicreler tarafindan taninmasi gereklidir. Coklu patern tanima reseptorleri

(multiple pattern recognition receptors-PPR) mikobakteri hiicre duvar komponentleri,
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mikobakteriyel kokenli niikleik asitler gibi mikobakteriyel antijenlere karsi duyarhdir ve sitokin
profilinin olusturulmasinda baslatici role sahiptir [51]. TB’de 6zellikle akcigerlerde inflamasyona
sebep olan bu sitokinler birbirine karsi antagonistik etkili olabildikleri icin pro-inflamatuar ve

anti-inflamatuar sitokinler seklinde gruplandirilmaktadir.

e Proinflamatuar Sitokinler;

TB basilinin taninmasinda, makrofaj aktivasyonunun stimiile edilmesinde, basilin hiicre

icine alinmasinda ve sindirilmesinde, yeni sitokinlerin sentezinde etkin olan sitokinlerdir [23].

IFN-y; Th1 tipi sitokin olan IFN-y makrofaj aktivasyonunu saglayan en oénemli sitokinlerden
biridir [66]. [FN-y, IL-12 ve IL-18'in uyarimu ile dogal 6ldiiriicli (natural killer-NK) hiicreler ve T
lenfositler (CD4+, CD8*) tarafindan salgilanir. Antijene 6zgii T hiicre immiinitesinde énemli yeri
vardir [67]. In vitro olarak mikobakteriyel antijen spesifik IFN-y tiretimi M. tuberculosis ile
enfeksiyonda belirtec¢ olabilecek konumdadir [44]. TNF-a ile beraber makrofaj aktivasyonunda
etkili oldugunu gosteren calismalar mevcuttur. Her ikisi birlikte sinerjistik etki gostermektedir
[68]. IFN-y, makrofajlardaki 200’den fazla genin transkripsiyonunu indiikler. Buna MHC simif II
ifadesinin uyarilmasi, oksijen radikalleri ve nitrik oksit gibi antimikrobiyal efektorlerin tiretimi

de dahildir [18, 66].

TNF-q; Inflamatuar yanitin baglatilmasinda, diizenlenmesinde ve devam ettirilmesinde rolii olan
giicli. bir proinflamatuar ve immiinregiilator sitokin olmasinin yami sira, mikobakteriyel
enfeksiyonlarda da apoptosisi indiiklemesiyle 6nem tasir [66]. Mikobakteriyel antijenlerle
uyarilmis olan dentritik hiicreler, monosit ve makrofajlarca iiretilen TNF-a'nin graniilom
olusumunda kilit roli oldugu bilinmektedir. TNF-o’'nin sistemik yayilimi ise ates gibi istenmeyen
inflamatuar etkilere sebebiyet verebilir [44]. [FN-y ile iliskili olarak antimikrobiyal etkili olan
reaktif nitrojen ara irilinlerinin liretiminden sorumludur. Konakta immiin yanitin basladigi
donemde makrofajlardan salinarak makrofajin otokrin aktivasyonunu saglar. Bu uyarimla
beraber makrofajlardan IL-1, IL-12 {iretilir ve enfeksiyon bolgesine T lenfosit gd¢ii saglanmis olur

[43].

IL-6; Hem pro- hem de anti-inflamatuar 6zellikteki bu sitokin, mikobakteriyel enfeksiyonlarin
erken doneminde enfeksiyon bolgesinde iiretilir. TNF-a ve IL-1f lretimini inhibe ettigi ve
Mycobacterium avium'un in vitro Uremesini tesvik ettigi icin mikobakteriyel enfeksiyonlarda

zararl olabilecegi diisiiniilmektedir [44].
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IL-12; B lenfositler, DH'ler ve makrofajlar tarafindan iiretilen, heterodimerik proinflamatuar
sitokin olan IL-12, Th1 yanitin1 indiikleyen baslica sitokindir. Ayrica patojenle uzun dénem
korunmada etkili olan effektor/hafiza Th1 hiicrelerinin devamliliginida saglamaktadir [66]. IL-
12’nin azaltilmis iiretimi, Th1 yanitlarini1 bozar ve hiicre i¢i patojenlerle enfeksiyona duyarhligi
artirir [69]. SOCS-1 /- farelerde yapilan ¢alismalarda, kontrol edilemeyen IL-12 yanitina karsin

asirt [IFN-y liretimi sonucu inflamatuar hastalik gelisimi gézlemlenmistir [62].

IL-18; IFN-y'nin enfeksiyon sirasinda indiiklenmesinde etkili olan bu sitokin IL-12 ile beraber
sinerjistik etki saglar ve T lenfositlerden IL-18 salinimini artirir [69]. IL-18'in diger pro-
inflamatuar sitokinler, kemokinler ve transkripsiyon faktoérleri iiretimini uyardigl da
bilinmektedir. IL-18 geni eksik farelerde BCG ve M. tuberculosis’e duyarliligin arttigina isaret eden

calismalar mevcuttur [70].

IL-8; Kemotaktik sitokindir, enfeksiyon bélgesine nétrofil gociinii uyarmaktadir. IL-1, IL-6 ve
TNF-a ile beraber notrofil aktivasyonunu saglarken ayni zamanda CD4+ T lenfositlerin rol aldig

gecikmis tip asir1 duyralilik reaksiyonunu da baslatmaktadir [71].

e Anti-inflamatuar Sitokinler;

IL-10; TB basilinin fagositozundan sonra nétrofil, makrofaj ve DH’ler ve T lenfositler tarafindan
tiretilen anti-inflamatuar bir sitokindir. Pro-inflamatuar sitokinler olan IFN-y, IL-12 ve TNF-«a

lretimine karsi antagonistik etkilidir [18, 66].

IL-4; Th1 tipi hiicre proliferasyonunu baskilayan dolayisiyla IFN-y iiretimini azaltan yonde etki
gosteren anti-inflamatuar bir sitokindir, yani sira Th2 hiicrelerini de uyarmaktadir. TB hastalari

icin zararh etkisi vardir [18, 66, 69].

TGF-f; Mikobakteriyel iirtinlerin uyarimi sonucu monosit ve makrofajlar tarafindan tiretilen Th2
tipi bu sitokin; T hiicrelerinde IFN-y iiretimini ve ¢ogalmasini inhibe ederek Th1 tipi lenfositlerin
aktivasyonunu inhibe eder ve basile karsi savasta hiicresel immiinitenin baskilanmasina neden
olur. Makrofajlarda, antijen sunumunu, pro-inflamatuar sitokin {iretimini ve hiicre aktivasyonunu

baskilamaktadir [44].
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2.6. Janus Kinaz/Sinyal iletici ve Transkripsiyon Aktivatoérleri Yolag

Janus Kinaz/Sinyal iletici ve Transkripsiyon Aktivatorleri (JAK/STAT) yolag1 hayvanlarda
gelisim ve homeostaz i¢in ¢ok sayida sinyalin iletiminde kullanilan pleiotropik kaskadlardan
biridir. Bu hiicresel olaylar hematopoez, bagisiklik gelisimi, meme bezi gelisimi ve laktasyon,
adipogenez, cinsel dimorfik biiylime ve diger siirecler icin kritik 6éneme sahiptir. Tahminen,
JAK/STAT yolaginin aktivitesini azaltan mutasyonlar bu siirecleri etkilemektedir [72, 73]. Janus
Kinaz ailesi, sitokin aracili sinyal iletiminde gorev alip hiicre ici reseptorii olmayan bir grup
tirozin kinazdir [74].

JAK aktivasyonu, hiicre cogalmasini, farklilasmasini, hiicre gociinii ve apopitozu uyarir.
Memelilerde JAK ailesi JAK1, JAK2, JAK3 ve Tyk2 olmak tizere dort tiyeden olusmaktadir. Bunlar,
reseptorlerin hiicre ici alt birimlerine baglanarak onlari fosforilleyen ve adaptér proteinler igin,
baglanma bolgeleri olusturan non-reseptor kinazlardir [75]. JAK ailesi liyelerinin yapisal kismini
meydana getiren 7 farkli JAK homoloji bolgesi bulunmaktadir [72]. Bu bolgeler; FERM (]5-]7 ve
J4’in bir kismi), SH2 (JH3 ve JH4’lin bir kismi1), psddokinaz (JH2) ve katalitik olarak aktif tirosin
kinaz (JH1) domeinlerini olusturur (Sekil 2.1.) [76].

Sekil 2.1. JAK geninin yapisi [76].

C-terminal ucu olusturan JH1 bir tirozin kinaz alanidir; diger protein tirozin kinazlara
benzer bir yapiya sahiptir ve bir ATP baglayici bélge ve bir katalitik bolge icerir. JH2 fonksiyonel
bir tirozin kinaz olmamasina ragmen, normal kinaz aktivitesinin diizenleyicisidir. Ferm domeni
ise JAK’larin tirozin kinaz aktivitesini etkiler ve pozitif diizenler [76].

Memelilerde yedi farkli STAT tanimlanmistir ve STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT53,
STAT5b ve STAT6 olarak adlandirilmistir. STAT molekiilleri, yiiksek dl¢iide korunmus etki
alanlarina ve karakteristik yapiya sahip; N-terminal alani, bobinli alan, DNA-baglama boélgesi
(DBD), baglayici alan, Tirozin aktivasyon bolgesi, SH2 alani ve transkripsiyon aktivasyon alani

(TAD) olmak iizere 7 fonksiyonel bolgeden olusur (Sekil 2.2.) [77].
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Sekil 2.2. STAT molekiliiniin yapisal organizasyonu [77].

Intraseliiler bélgelerdeki STAT lar, aktivasyon iizerine cekirdege transloke edilen latent
sitoplazmik transkripsiyon faktorleridir. Herhangi bir bliytime faktori ile uyarilmamis STAT lar,
hiicrelerde inaktif durumdadir [76]. JAK/STAT Sinyal Yolaginda; hiicre disindan gelen sinyal
molekiiliiniin reseptoériine baglanmasiyla beraber reseptér dimerize ya da oligomerize olur.
JAK’lar, SH2 domeni araciligiyla reseptore baglanir ve transfosforile olurlar. Aktive olan JAK'lar
reseptor sitoplazmik domenindeki tirozin kalintilarini fosforiller ve STAT proteinleri igin
kenetlenme alani saglarlar [78]. Aktive edilmis JAK'lar, sirasiyla birbirlerini, reseptor alt-
birimlerinin hiicre ici boliimlerini ve bunlarin substratlar1 olan STAT’lar lzerindeki tirozin
kalintilarini fosforile ederler [79]. Fosforillenen STAT lar, JAK'dan ayrilarak dimerize olurlar ve
cekirdege transloke olurlar. Daha sonra hedef genin promotor bélgesine baglanarak gen

ekspresyonunda degisikliklere neden olmaktadirlar (Sekil 2.3.) [63, 76].

y )= Sitokin reseptort

roteasom

— &

\

(\ T anskpslyon

Sekil 2.3. JAK/STAT sinyal iletiminin genel semasi [80].
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Sitokin sinyali JAK/STAT yolag: tarafindan birka¢ mekanizma ile siki bir sekilde kontrol
edilmektedir;
e Tirozin fosfatazlar (PTPs); reseptorii ve/veya aktive JAK'lar1 ve STAT’lar1 defosforile
ederek sinyallemeyi inhibe ederler,
o Aktive edilmis STAT’larin protein inhibitorleri (PIAS); bazi durumlarda dimerize

STAT’lara baglanir ve STAT larin DNA’ya baglanmasini engellerler,

Sitokin sinyal baskilayici ailesi (SOCS); JAK/STAT aktivasyonunun bir sonucu olarak ifade

edilir ve sinyallemeyi engellemek i¢cin JAK’lara ve/veya IFN reseptorlerine baglanir [60, 73, 76,
81].

2.7. Sitokin Sinyal Baskilayici Ailesi (SOCS)

Sitokin sinyalini negatif geri bildirim yoluyla inhibe eden polipeptit yapidaki sitokin sinyal
stipresorleri (SOCS), sitokinle indiiklenen SH2 domeni iceren (CIS) protein ve SOCS 1-7 olmak
lizere toplam sekiz iiyesi (SOCS 1-7, CIS) bulunan hiicre i¢i protein ailesidir [82-84]. SOCS ailesi
tyelerinin her biri bir merkezi SH2 alani, degisken uzunluk ve sekansta bir amino terminal
bolgesi ve SOCS kutusu (SOCS box) olarak bilinen karboksi terminalde 40 amino asitlik bir modiil

tasir [10, 11]. SOCS protein ailesinin domein yapisi ve smiflandirilmas1 Sekil.2.4.’de

gosterilmektedir [85].

CIS {CIS1): 257 aminoasit

B Kinzzinhibitdr Balgesi b e s e e
S0CS2/551-2/CIS2: 198 aminoasit
SOCS3/SSI-3/CIS3: 225 aminoasit
SOCS4/CIS7: 436 aminoasit
SOCSS5/CIS6: 536 aminoasit

SOCS6/CIS4: 533 aminoasit

SOCS7/CIS5: 679 aminoasit
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Sekil.2.4. SOCS protein ailesinin domein yapisi ve siniflandirilmasi [85].
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CIS-SOCS ailesi proteinleri iki yol ile regiilasyon saglamaktadir. ilk yaklasima gére, tiim
SOCS proteinleri hedeflerini ubiqiitin yolag1 bagiml olarak inhibe ederler. Ikinci yaklasima gore,
hem SOCS-1 hem de SOCS-3, bir ps6dosubstrat olarak hareket ederek ve substratlarla SH2
domeni ve N terminalde bulunan kinaz inhibitér bolgesi (KIR) araciligiyla rekabet ederek JAK

tirozin kinazin katalitik aktivitesini inhibe edebilir [86].
e SOCS Proteinlerinin Etki Mekanizmasi

Hiicre ylizeyi reseptori alt birimlerinin sitokin tarafindan uyarilmasi, reseptorle iliskili
JAK proteinlerinin ve reseptdriin sitoplazmik alanindaki sitoplazmik STAT1 ve STAT2
proteinlerinin biraraya gelmesine ve fosforilasyonuna neden olur. Aktiflesen STAT1-STAT2
heterodimer yapisi nukleusa tasinirlar, hedef bolgeye baglanir ve gen ekspresyonuna neden

olurlar [83].

® sitokin

sitokin reseptori

. JAK e degradasyon

fosforilasyon C‘
ﬁk,maz mhlblsyonu

Ba=|anma bolgesi
STATs “ “ S0CS

: v 7

Hedef gen Transkripsiyonu

Sekil.2.5. SOCS Proteinlerinin Etki Mekanizmasi [87].

SOCS proteinlerinin;

» Reseptoriin sitoplazmik kuyrugundaki STAT fosforilasyonunu,

» STAT dimerizasyonunu ve

» Dimerlesmis STAT proteinlerinin gen ekspresyonu {lizerindeki indiiktif etkisini inhibe

ettigi bulunmustur [83].
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2.7.1 SOCS-1 Proteini ve inflamatuar Etkisi

SOCS-1 geni 16. kromozom iizerinde bulunmaktadir, 2 eksondan olusan ve 1225 baz cifti
iceren bu gen 212 amino asitten olusan protein kodlamaktadir [88]. SH2 domeni sayesinde
JAK’lar ile direkt etkilesir ve JAK'1n tirozin kinaz aktivitesini baskilayabilir [89]. SOCS ailesinin
lizerinde en ¢ok calisilan ve en iyi tanimlanan liyelerinden biri olan SOCS-1, sitokinlerin
neredeyse tamamini JAK/STAT yolagi araciligl ile inhibe ettigi bildirilmistir [75]. STAT 1n sitokin
sinyal ifadesini saglamak icin DNA’ya baglanmasi, SOCS-1 ekspresyonunu ve SOCS-1 iiretimini
indiikler, bu da sitokin-JAK-STAT yolunu diizenlemek icin negatif geri bildirim saglar. Bu arada,
SOCS-1 NF-kB yolag tarafindan da indiiklenebilir ve sonug olarak NF-«B ifadesini negatif geri
besleme yoluyla inhibe edebilir [90].

SOCS-1, inflamatuar hastaliklarla ilgili bircok sitokinin sinyalini negatif olarak
diizenlemektedir. SOCS-1 geni ifadesindeki azalma sonucu bozulan sitokin sinyalinin negatif
regiilasyonu asir1 ve gereksiz inflamasyona yol acabilir [90]. IFN-y reseptoriine dogrudan
baglanabilen SOCS-1, ¢ok diisiik diizeyde eksprese edilse dahi IFN-y sinyalini inhibe edebildigi
gosterilmistir [89].

SOCS-1, SOCS-1 /- farelerde dogumdan 3 hafta sonra siddetli lenfopeni, karaciger nekrozu,
organlarda mononiikleer infiltrasyon sonucu liime yol agtig1 yapilan calismalar ile gosterilmistir.
SOCS-1 defektli bu farelerdeki anormallikler sonucu 6liim, T ve NK hiicreleri tarafindan IFN-y
liretiminin asir1 artmasi ve myeloid hiicrelerde kontrolsiiz IFN-y sinyali goriilmesi ile
iliskilendirilmistir ve T hiicre aktivasyonu ve farklilasmasinin SOCS-1 tarafindan
diizenlenebilecegi goriisii ortaya ¢ikmistir [75].

Benzer sekilde SOCS-1 -/- farelerle yapilan bir arastirmada SOCS-1’in IFN-y, IL-2, [L-4, IL-
6 ve IL-12 fonksiyonlarinin 6nemli bir negatif diizenleyicisi oldugu tespit edilmis ve bu farelerde
anormal bir CD4/CD8 orani goriilmiistiir. Bu veriler 1s181nda SOCS-1'in T hiicre gelisiminde etkin
olabilecegi gorisii desteklenmistir [75].

Inflamasyonun yogun oldugu romatoit artrit hastalariyla yapilan bir ¢alismada, CD4* T
lenfositlerince eksprese edilen SOCS-1 diizeyinin saglikli kontrollere goére daha yiliksek oldugu,
SOCS-3 miktarinin ise daha diisiik oldugu verileri elde edilmistir [91].

TB enfeksiyonunun erken donemlerinde, heniiz NK ve T hiicreleri tarafindan IFN-y
salinmiyorken M. tuberculosis, makrofajlar1 SOCS-1 tlretimi i¢cin uyarmaktadir. Boylece basil ile
savasta en etkili sitokinlerden biri olan IFN-y ekspresyonunun onlenmesi, basil yiikiiniin
artmasiyla sonuglanir [73].

SOCS-1 birgok inflamatuar hastalikta 6nemli rol oynamasinin yani sira, inflamasyonla

iligkili timo6r olusumunu diizenleyen essiz (unique) bir tiimor baskilayici gendir. Klasik Hodgkin
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lenfomada (cHL) ve primer mediastinal ve difiiz biiyiik B hiicreli lenfomalarda SOCS-1 gen
fonksiyon kaybi mutasyonlar1 siklikla goézlenmistir. SOCS-1'in, p53 tiimoér baskilayicisinin
aktivasyonunu dogrudan bir etkilesim ile tesvik ettigi ve p21 ekspresyonunu ve stabilitesini
diizenledigi gosterilmistir [75].

Son zamanlarda genom capinda yapilan ¢alismalar SOCS-1 tek nikleotid
polimorfizmlerinin, primer biliyer siroz, multipl skleroz, lepra, Crohn hastaligi, ¢6lyak hastalig
ve serum IgE seviyeleri gibi ¢esitli hastaliklarda varligini ortaya koymustur. Bu veriler, SOCS-1'in
bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde ve insan immiinolojik bozukluklarinda giiclii bir rol
oynadigin1 gostermektedir [75]. SOCS box’1 kodlayan SOCS-1 ekson2’deki 1335 G/C SNP’sinin
JAK2 degradasyonunu bozabilecegi ve devam eden JAK2 aktivasyonunu indiikleyebilecegi tespit
edilmistir [92].

Daha 6nce TB hastalariyla yapilan ¢alismalarda SOCS protein ekspresyonunun hastaligin
siddetiyle iliskilendirildigi goriilmis fakat yapilan literatiir arastirmasinda SOCS-1 gen
polimorfizmi ve TB iliskisi ile ilgili herhangi bir calismaya rastlanilmamistir.

Bu tez calismasi ile TB tanis1 almis kisiler ve saglikli kontrol grubunda, SOCS-1 geni
promotor bolgesinde bulunan -1478 CA/del ve ekson2’de bulunan 1335 G/C SNP’nin genotipik
dagilimlan tespit edilmis, ardindan istatistiksel analizler yapilmis ve bu iki grup arasinda

istatistiksel olarak anlamh farklilik olup olmadigi arastirilmistir.

21



Leyla Ersoy, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Calisma Grubunu Olusturan Ornekler

Bu tez cahismasi, Mersin Universitesi Rektorliigii Klinik Arastirmalar Etik Kurul
Baskanligi'nin 05/10/2017 tarih ve 2017 /288 sayili karar1 ile “Etik Kurul Onay1”n1 almistir.

Calismaya, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Saghk Arastirma ve Uygulama Merkezi
Goglis Hastaliklart Poliklinigi'nde TB siipheli bulunan ve Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
Mikobakteriyoloji Laboratuvari’nda klinik 6rneginde MTBC izole edilen hastalar ve Mersin
Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanhigi, Etik Kurul Bagkanligi'nin 17.04.2009 tarih ve 2009/56-04
saylli karar1 ile “Etik Kurul Onay1”’m1 almis olan “Tiiberkiiloz Hastalarinda Sitokin Gen
Polimorfizmi ve Genetik yatkinlik” isimli tez calismasina ait hasta DNA’lar1 dahil edilmistir.
Toplamda MTBC tanili1 90 hasta 6rnegi calismaya dahil edilmistir.

Klinik érneklere (Balgam, indiiklenmis balgam, AMS, Bronkoskopi ornegi, Larinks
striintlisii) homojenizasyon dekontaminasyon islemi uygulandiktan sonra kati ve sivi
besiyerlerine ekim yapildi, L] besiyerleri 37°C’de etiivde 6-8 haftaya kadar bekletildi. Uremesi
olan izolatlarin saflik kontrolii Erlich-Ziehl-Neelsen (EZN) boyama yontemi ile yapildi [93].

Sonuglar saf ¢ciktiginda MTBC ve Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakteri (TDM) ayrimi i¢in paranitro
benzoik asit (p-NBA) iceren besiyerine ekim yapildi (MTBC bu besiyerinde lireme 6zelligine sahip
degildir) ve kart test (TB Ag MPT64 Hizli Testi, Standard Diagnostics, Kore) kullanildi. Kart test
ve p-NBA soncunda klinik 6rneginde MTBC izole edilen hastalar ¢alismaya dahil edildi.

Saghikli kontrol grubu 6rnekleri, Mersin Universitesi Saghk Arastirma ve Uygulama
Merkezi Kan Merkezi'ne donor olarak basvuran, dondr sorgulama formuna gore parenteral
tasian hastaliklar bakimindan hicbir risk faktoériine sahip olmayan ve dondr tarama testleri
negatif olan hastalardan ve “Tiiberkiiloz Hastalarinda Sitokin Gen Polimorfizmi Ve Genetik
yatkinlik” isimli tez c¢alismasina ait saglikli kontrol grubu DNA o6rneklerinden olusturuldu.
Toplam 90 o6rnek calismaya dahil edildi. Saglikli kontrol grubu secilirken cinsiyet ve yas
ortalamalarinin hasta grubu ile uyumlu olmasina dikkat edildi. Tiim hastalara ve saglikli kontrol
grubu gontllilerine ¢alisma hakkinda bilgi verildi ve onam formunu doldurmalar1 saglandu.
Calismaya dahil edilen hasta ve saglikli kontrol grubuna ait kisilerden 3-4 ml periferik kan 6érnegi,

icerisinde antikoagiilan (EDTA) bulunan tiiplere alindi.
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3.2. Kullanilan Arag ve Geregler

3.2.1. Kullanilan Cihazlar

PZR cihaz1 (Thermal Cycler, Eppendorf Mastercycler)

Glivenlik Kabini (Heraeus-HERA safe)

Elektroforez Gili¢ Kaynagi (Biometra P30)

Elektroforez Tanki (Agagel Mini Biometra)

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

Mikrodalga Firin (Beko-MD 1500)

Derin Dondurucu (Ugur)

Etiiv (Memmert)

Otoklav (Niive-OT 020)

Hassas Terazi (Scaltec)

Buzdolabi (Indesit)

Vortex (NM-110)

Su Banyosu (Memmert)

Distile su cihazi (Niive NS 108)

Mikropipet Seti (Brand- 0,2-2 mikrolitre, 2-20 mikrolitre, 20-200 mikrolitre)
Is1 blogu (Techne DB-2D)

3.2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Trisma base (Sigma T1503, Lot-SLBL6398V)
Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA), disodium salt dihydrate (Sigma E5134 Lot-
BCBV7014)

Borik asit (Sigma B6768 Lot-BCBS7652

Brom fenol mavisi (SCP Science B7722)

Siikroz (Merck 1.07651)

Etanol absolut (Riedel- deHadn/ 32221 Germany)
Agaroz (Sigma- A-9539 lot 013K0008)

DMSO ( Merck-Millipore)

Taq DNA Polimeraz (Thermo Scientific)

10X PCR Buffer (KCl/NH4) (Thermo Scientific)
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25 mM MgCl2 (Thermo Scientific)
10 mM dNTP Mix (Thermo Scientific)

100 b¢’lik Markir (100 bp DNA Step Ladder) (Thermo Scientific)

Lowenstein Jensen besiyeri (Merck 01256-03 Germany)
Bazik fuksin (Sigma C-4165 USA)
%95’1ik etil alkol (Sigma E-285 USA)
Metilen mavisi (Sigma 6900 USA)
Hidroklorik asit (Sigma 920-01 USA)
Etidyum-Bromid (Sigma E8751-1G USA)
Distile Su
DNase, RNase icermeyen su (Thermo Scientific)
Primerler
o SOCS-1 Geni, Promotor bolgesi -1478 CA/del polimorfizmi
F: 5'TGTCGTCCAGCTGCACCTC-3'
R: 5'-ACCACAGGCTTCAGAGGAAC-3'
o SOCS-1 Geni, Ekson2, 1335 G/C polimorfizmi
F: 5'-GCTGCTGGAGCACTACGT G-3'
R: 5’-CCAGATACAGTTAAGCTGCTAC-3'
Restriiksiyon Endoniikleaz Enzimleri
o HpyF3I (Ddel) (Thermo Scientific ER1881)
5'...C{TNAG...3'
3"...GANTTC...5'
o Hpy188III (Biolaps R066225)
5'..TCINNGA...3'
3'...AGNNTCT...5'

3.2.3. Kullanilan Boyalar

Karbolfuksin Hazirlanmasi

0.3 gr bazik fuksin 10 ml %95’lik etil alkolde ¢6zildii. 5 gr fenol kristalleri 100 ml distile

suda ¢6ziildi. Hazirlanan bu soliisyonlar 1/1 oraninda karistirild.

Metilen Mavisi Hazirlanmasi
0.3 gr metilen mavisi 100 ml distile suda ¢oziildii.

%3’k Asit Alkol Hazirlanmasi

3 ml hidroklorik asit izerine 97 ml %95’lik etil alkol ilave edildi
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3.2.4. Kullanilan Besiyeri
e L] Besiyeri
e Versa-TREK siv1 besiyeri

3.3. Yontemler

3.3.1. Kart test (TB Ag MPT64 Hizli Tani Testi)

Immiinokromatografik bir yontem olan ve MTBC grubunda bulunan MPT64 antijenini
tanimaya yonelik olarak kullanilan SD Bioline Ag MPT64 Rapid™ ticari kiti (Standard Diagnostics,
Kore), kat1 (L]) veya siv1 (Versa-TREK) besiyerlerinde iireyen mikobakterilerin MTBC-TDM
ayrimi yapilmasinda kullanildi. Test igin, liremesi olmus ve saf olarak sonuclanmis olan sivi
besiyerinden alinan 100 pl 6rnek dogrudan kullanilirken; L] besiyerinden alinan 3-4 adet koloni
300 pl niikleaz free su icerisinde siispanse edildi, bu siispansiyondan 100 pl’lik 6rnek kullanildi.
Test sonuclar1 15 dakika sonra degerlendirildi. Tek basina kontrol bandi olugmasi negatif, kontrol
ve test bandinda ¢izgi olusmasi pozitif sonu¢/MTBC olarak kabul edildi. Kontrol bandinin hig¢

olusmamasi halinde test gecersiz kabul edilerek calisma tekrarlandi [94].

3.3.2. Molekiiler Analiz

3.3.2.1. Genomik DNA Eldesi

Calismaya dahil edilen hasta ve saglikli kontrol grubundan EDTA’l1 tliplere alinan tam kan
orneklerinden genomik DNA eldesi “Purelink Genomic DNA Mini Kit” (Invitrogen K1820-02)'i
kullanilarak iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda yapildi. Toplanan kan érnekleri ¢alisma
zamanina kadar -20°C derin dondurucuda saklandi. Calisma zamaninda oda 1sinda ¢ozdirildu.

DNA ekstraksiyon protokii asagidaki gibi uygulandy;

e Benmari cihaz1 55°C’ye ayarlandi.

o Steril bir mikrosantrifiij tiipiine 200 pL kan 6rnegi eklendi.

e Ornege 20 uL Proteinaz K ve 20 pL RNase A eklendikten sonra vortekslendi ve 2 dakika
oda sicakliginda inkiibe edildi.

e Uzerine 200 pL PureLink® Genomik Lizis/Binding Buffer eklendi ve vortekslendi.

e Ardindan 55°C’ye ayarlanan benmaride 10 dakika inkiibe edildi.

e Benmariden alinan lizata 200 pL %96-100 etanol eklendi, 5 saniye vortekslendi.
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Tlim karisimi iistiinde filtreli kismi1 bulunan spin columlarina aktarildi, 10.000 x g’de 1

dakika santrifiijlendi, tiip kismi atik kabina atildi filtre kism1 temiz bir toplama tiipiine

yerlestirildi,

e Filtreli tiipe 500 pL wash buffer 1 eklendi, 1 dakika 10.000 x g’de santrifiij edildi,

e Tiiplin dibinde biriken sivi atik kabina bosaltildi ve filtre yine ayni tiipe yerlestirildi.
Filtreli tiipe 500 pL wash buffer 2 eklendi, 3 dakika maksimum hizda santrifiij edildji,

o Filtre kismi steril bir 1.5 mL ependorf tiipline yerlestirildi.

e Filtrenin orta kismina gelecek sekilde 100 uL Elution Buffer eklendi, 5 dakika oda 1si1sinda
bekletildi

e Siire sonunda maksimum hizda 2 dakika santrifiij yapilarak filtreli tiipte bulunan sivinin

ependorf tiipe gecmesi saglandu.

o Edle edilen DNA ¢alisilincaya kadar -20°C’de sakland1.

3.3.2.2. Tek Niikleotid Polimorfizmlerinin Belirlenmesi

Hasta ve saglikli kontrol grubundan alinan kanlarindan elde edilen DNA 6rneklerindeki

SNP’leri tespit etmek icin PZR-RFLP yontemi kullanildi.

3.3.2.2.1. SOCS-1 Geni Promotor -1478 CA/del (rs33989964) Tek Niikleotid Polimorfizmi

Bu gen bolgesindeki SNP varhiginin belirlenmesi icin Gil OO0 ve ark. [95]'nin
¢alismalarindaki protokol uygulandi. Polimorfizmden sorumlu gen bolgesi 6nce primer spesifik
PZR teknigi (Tablo 3.1.) ile cogaltild1 daha sonra ¢ogaltilan bu bélge Ddel enzimi ile kesilerek

polimorfizm varlig: arastirildi.

Tablo 3.1. SOCS-1 Geni Promotor -1478 CA/del (rs33989964) SNP PZR-RFLP yonteminde
kullanilan primer dizileri [95].

P?llmo_rflzm Primer Adi Niikleotid dizisi (5'-3") Uzunluk (bg)
Bolgesi

SOCS-1 Promotér -1478-F TGTCGTCCAGCTGCACCTC 250
-1478 CA/del -1478-R ACCACAGGCTTCAGAGGAAC

PZR karisimi steril, temiz kabinlerde hazirlandi. Toplam son hacim 50 pl olacak sekilde
niikleaz free distile su, 10X PZR tamponu [KCI'li] (Thermo Scientific), MgCl, (Thermo Scientific),
dNTP (Thermo Scientific), primerler (-1478-F ve -1478-R), Tag DNA polimeraz (Thermo
Scientific) dimetilstilfoksit (DMSO-Merck Millipore) ve izole edilen DNA eklenerek hazirlandi. Her
bir 6rnek icin reaksiyon karisimi Tablo 3.2.'de belirtilmistir.
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Tablo 3.2. SOCS-1 Geni Promotor -1478 CA/del polimorfizmi PZR reaksiyon karisimi

PZR malzemeleri Miktar
NFDS 28.1 ul
10X PZR tamponu 5ul
MgCl; (25 mM) 4 ul
DMSO 6 pl
dNTP mix (10 mM) 1ul
-1478-F (100 pmol/ul) 0.3l
-1478-R (100 pmol/pl) 0.3l
Taqg DNA polimeraz (5U/ul) 0.3 ul
Toplam PZR karisimi hacmi 45 ul
DNA 5ul
Toplam hacim 50 pl

Olusturulan PZR karisimi vortekste karistirildiktan sonra, her bir érnege ait steril 0.2

ml’lik PZR tiiplerine 45 pl olacak sekilde paylastirildi. Her bir 6érnege ait tiipe 5 ul DNA konulup

1s1 dongl cihazina yerlestirildi. SOCS-1 geni -1478 CA/del polimorfizmi i¢in 1s1 dongii cihazinda

PZR kosullar Tablo 3.3.teki gibi uygulanmistir.

Tablo 3.3. SOCS-1 Geni Promotor -1478 CA/del polimorfizmi amplifikasyonunda kullanilan PZR

kosullan

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
Ik Denatiirasyon 95 5 dakika 1
Denatiirasyon 95 30 saniye

Primer Baglanmasi (Anneling) 60 30 saniye 35
Zincir Uzamas1 (Extension) 72 1 dakika

Son Uzamasi (Extension) 72 5 dakika

Bekleme 4 o o0

Termal dongii cihazinda reaksiyon tamamlandiktan sonra primer spesifik PZR teknigi ile

amplifiye edilen 250 bg¢’lik bolge Ddel restriksiyon endontikleaz enzimi ile kesildi. PZR-RFLP

yonteminde her bir 6rnek icin reaksiyon karisimi Tablo 3.4.’de belirtilmistir

Tablo 3.4. SOCS-1 Geni Promotor -1478 CA/del polimorfizmi RFLP reaksiyon karisimi

RFLP malzemeleri

Miktar

NFDS

10X Buffer Ddel
Restriksiyon enzimi (Ddel)
PZR tlrunu

5.8 ul
1.5l

0.3 ul
3ul

Toplam hacim

10.6 pl

Hazirlanan RFLP karisimi vortekste karistirildiktan sonra, her bir 6rnege ait steril 0.2

ml’lik PZR tiiplerine 7.6 ul olacak sekilde paylastirildi. Her bir 6rnege ait PZR iirtintinden 3 pl’si

enzim ve buffer iceren tiiplere ilave edildikten sonra tiipler 1s1 dongii cihazina yerlestirildi. SOCS-
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1 geni -1478 CA/del polimorfizmi i¢in 1s1 dongii cihazinda RFLP kosullar1 Tablo 3.5.’deki gibi

uygulanmistir.

Tablo 3.5. SOCS-1 Geni Promotor -1478 CA/del polimorfizmi restriksiyonunda kullanilan RFLP
kosullari

Reaksiyon Asamasi Sicaklik(°q Siire Dongii sayisi
Inkiibasyon 37 16 saat 1
Inaktivasyon 65 20 dakika 1
Bekleme 4 00 00

Kesim reaksiyonu tamamlandiktan sonra, 6rneklere elektroforez uygulanmak tizere +4°C

buzdolabina kaldirildi.

3.3.2.2.2. SOCS-1 Geni 1335 G/C (rs11549428) Tek Niikleotid Polimorfizmi

Bu gen bolgesindeki SNP varliginin belirlenmesi icin Chan HC ve ark. [90]'nin
¢alismalarindaki protokol uygulandi. Polimorfizmden sorumlu gen bélgesi énce primer spesifik
PZR teknigi (Tablo 3.6.) ile cogaltildi daha sonra ¢ogaltilan bu bolge HPY188I1l enzimi ile kesilerek

polimorfizm varligi saptandi.

Tablo 3.6. SOCS-1 Ekson2 1335 G/C (rs11549428) SNP PZR-RFLP yonteminde kullanilan primer
dizileri [90].

Polimorfizm Primer Ad1 Niikleotid dizisi (5'-3") Uzunluk (b¢)
Bolgesi

SOCS-1 Ekson2 1335 G/C-F GCTGCTGGAGCACTACGTG 439
1335 G/C 1335G/C-R  CCAGATACAGTTAAGCTGCTAC

PZR karisimi steril, temiz kabinlerde hazirlandi. Toplam son hacim 50 pl olacak sekilde
niikleaz free distile su, 10X PZR tamponu [(NH4):SO4] (Thermo Scientific), MgCl; (Thermo
Scientific), dNTP (Thermo Scientific), primerler (1335-F ve 1335-R), Taq DNA polimeraz
(Thermo Scientific) DMSO ve izole edilen DNA konularak hazirlandi. Her bir 6rnek icin reaksiyon

karisimi Tablo 3.7.’de belirtilmistir.
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Tablo 3.7. SOCS-1 Geni Ekson2 1335 G/C polimorfizmi PZR reaksiyon karisimi

PZR malzemeleri Miktar

NFDS 28.1 ul
10X PZR tamponu 5ul
MgCl; (25 mM) 4 ul
DMSO 6 pl
dNTP mix (10 mM) 1ul
1335G/C-F (100 pmol/ul) 0.3 ul
1335G/C-R (100 pmol/ul) 0.3 ul
Tag DNA polimeraz (5U/ul) 0.3 ul
Toplam PZR karisimi hacmi 45 ul
DNA 5ul
Toplam hacim 50 pl

Olusturulan PZR karisimi vortekste karistirildiktan sonra, her bir 6rnege ait steril 0.2

ml'lik PZR tiplerine 45 pl olacak sekilde paylastirildi. Tiiplere 5’er pl DNA 6rnegi konulup 1s1

dongi cihazina yerlestirildi. SOCS-1 geni ekson2 1355G/C polimorfizmi i¢in 1s1 dongii cihazinda

PZR kosullar1 Tablo 3.8.’teki gibi uygulanmistir.

Tablo 3.8. SOCS-1 Geni Ekson2 1335G/C polimorfizmi amplifikasyonunda kullanilan PZR

kosullari

Reaksiyon Asamasi Sicaklik(°C) Siire Déngii Sayisi
Ik Denatiirasyon 95 6 dakika

Denatiirasyon 95 30 saniye

Primer Baglanmasi (Anneling) 55 30 saniye 35
Zincir Uzamas1 (Extension) 72 30 saniye

Son Uzamasi (Extension) 72 7 dakika

Bekleme 4 00 00

Termal dongii cihazinda reaksiyon tamamlandiktan sonra primer spesifik PZR teknigi ile

amplifiye edilen 439 b¢'lik bolge Hpy188IIl restriksiyon endontikleaz enzimi ile kesildi. PZR-RFLP

yonteminde her bir 6rnek icin reaksiyon karisimi Tablo 3.9.’da belirtilmistir.

Tablo 3.9. SOCS-1 Geni Ekson2 1335G/C polimorfizmi RFLP reaksiyon karisimi

RFLP malzemeleri Miktar
10X Buffer HPY188I11 2,5ul
Restriksiyon enzimi (HPY188III) 0,5ul
PZR triini 10 pl
Toplam hacim 13 pl

Hazirlanan RFLP karisimi vortekste karistirildiktan sonra, her bir 6rnege ait steril 0.2

ml'lik PZR tiiplerine 3 pl olacak sekilde paylastirildi. Uzerlerine de 10’ar ul PZR iiriinii konulup 1s1
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dongi cihazina yerlestirildi. SOCS-1 geni ekson2 1335G/C polimorfizmi i¢in 1s1 dongii cihazinda
RFLP kosullar1 Tablo 3.10.’daki gibi uygulanmistir.

Tablo 3.10. SOCS-1 Geni Ekson2 1335G/C polimorfizmi restriksiyonunda kullanilan RFLP
kosullari

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°Q Siire Dongii
Sayisi

Inkiibasyon 37 16 Saat 1
Inaktivasyon 80 20 Dakika

Bekleme 4 00 00

Kesim reaksiyonu tamamlandiktan sonra, 6rneklere elektroforez uygulanmak tizere +4°C

buzdolabina kaldirildi.

3.3.2.3. Agaroz Jel Elektroforez islemi

PZR yontemi ile SNP’den sorumlu gen boélgeleri cogaltildiktan sonra %1’lik agaroz jel
etidyum bromid (Et-Br) ile boyandi, amplifikasyon tiriinleri jele yiiklendi ve elektroforez yapildi.
Jelde yiiriitilen DNA’larin uzunluklari, molekiiler agirlik standardi ile karsilastirilarak tespit
edildi. Beklenen uzunlukta DNA bulunan amplifikasyon {iriinlerine RFLP reaskiyonu ile kesim
islemi yapildiktan sonra uriinler %2’lik agaroz jelin etidyum bromid (Et-Br) ile boyanmasinin
ardindan yukarda anlatildig: gibi jele yiiklendi ve elektroforezi yapildi. Elektroforez tamponu
olarak Tris-Borik Asit-Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) [TBE] kullanildi. 10X TBE tamponu

kullanim sirasinda 1/10 oraninda distile su ile sulandirildi ve 1X TBE seklinde kulanildi.

e Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Erlen Mayer icerisine PZR iiriinleri i¢in jel konsantrasyonu %1 olacak sekilde 1 gr agaroz
ve 100 ml 1X TBE soliisyonu eklendi, RFLP ile kesim iirlinleri i¢in ise %?2’lik olacak sekilde 2 gr
agaroz ve 100 ml 1X TBE soliisyonu konularak ve homojen saydam hale gelinceye kadar
mikrodalga firinda 1sitildi. Biraz soguduktan sonra ¢eker ocak icerisinde Et-Br’den jel icine 6 pl
eklendi ve elle homojen dagilmasi icin ¢alkalandi. Daha sonra jel, taraklarin yerlestirildigi jel

tepsisine yavasca dokiildu. Katilasana kadar (20-30 dakika) oda sicakliginda bekletildi.
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o Agaroz jele yiikleme yapilmasi

Katilasan jel elektroforez tankina yerlestirildi. PZR-RFLP reaksiyonular1 ile amplifiye
edilip ardindan kesim yapilan iirtinlerden 12’ser ul alinarak parafilm {lizerinde 2 pl 1X TBE ile
hazirlanmis ylikleme tamponu (%20 siikroz veya gliserol, %0.25 brom fenol mavisi) ile pipetaj
yapilarak karistirildi. Daha sonra da elektroforez tankina yerlestirilen jelin kuyucuklarina
sirasiyla yiiklendi. Tankin kapagi kapatildiktan sonra gii¢ kaynagi calistirildi. 130 mA akimda 35-
40 dakika 6rneklerin jelde yiiriitmesi yapildi. Yiikleme tamponunun brom fenolden gelen mavi
rengi takip edilerek jelin 2/3’liikk kismina gelindiginde elektroforez islemi durduruldu. Jel tanktan
cikarilarak 312 nm dalga boyunda 1sik veren UV-transliiminatori kullanilarak jel gorintusii

bilgisayara kaydedildi.

3.3.2.4. Tek Niikleotid Polimorfizminden Sorumlu Gen Bolgelerinin Tespiti

SOCS-1 geni Promotor bolgesinde bulunan -1478 CA/ del tek niikleotit polimorfizminden
sorumlu gen boélgesi PZR reaksiyonu ile amplifiye edildikten sonra, PZR iriinleri RFLP yontemi
kullanilarak Ddel kesim enzimi ile kesildi. Agaroz jel elektroforezinde PZR firiinleri icin hedef
bolge uzunlugu 250 be¢ iken kesim sonucu olusan bant paternleri; 250, 145 ve 105 bg
uzunlugundaydi (250 bg-del/del homozigot; 250-145-105 bg -CA/del heterozigot; 145-105 bg-
CA/CA homozigot).

SOCS-1 geni ekson2’de bulunan 1335 G/C tek niikleotit polimorfizminden sorumlu gen
bolgesi PZR reaksiyonu ile amplifiye edildikten sonra RFLP yontemi kullanilarak Hpy188l1I kesim
enzimi ile amplifikasyon iiriinlerine kesim islemi uygulandi. Agaroz jel elektroforezinde PZR
tirtinleri icin hedef bolge uzunlugu 439 bg iken kesim sonucu olusan bant paternleri; 185-180-74
be¢ uzunlugundaydi (439 bg¢-G/G homozigot; 439-185-180-74 be- G/C heterozigot; 185-180-74
b¢-C/C homozigot) (Sekil 3.1.)
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——

SOCS-1 Geni SOCS-1 Geni
Promotor bélgesi Ekson2 bilgesi

-1478
1 1335 G/C
cA/del 4 amplifikasyon /
250 b iiriin(Hedef Bolge) 439 bc iiriin(Hedef Bolge)
RFLP (Ddel) RFLP(Hpy188lll)
Agaroz jel elektroforezi
] QE 185 l}!E
145 be 180 be

w105 b w74 b

Sekil 3.1.-1478 CA/del ve 1335 G/C SNP’lerinin bant paternleri.

3.3.3. istatistiksel Analiz

Hasta ve kontrol gruplarinda, ARB pozitif ve ARB negatif gruplarinda, cinsiyete gore

genotiplerin ve allellerin iliskileri incelenmesinde Ki-Kare testi kullanilmistir. Genotiplerin

dengede olup olmadig1 Hardy-Weinberg testi ile kontrol edilmistir. Cinsiyetin gruplara gore

dagiliminda Ki-Kare testi, yasin gruplara gore ortalamasinin karilastirilmasinda ise Student’s t

testinden yararlanilmistir. Yas icin normallik kontrolii Shapiro Wilk testi ile yaplmistir. Biitiin

analizlerde istatistik anlamlilik seviyesi 0,05 olarak alinmistir (p<0,05).
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Hasta ve Saglhikli Kontrol Gruplarinin Genel Ozellikleri

Bu ¢alismaya klinik materyalinde MTBC izole edilen 90 hasta drnegi dahil edilmistir.
Hasta grubunu olusturan oérneklerin 28 (%31)'i Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali'ndan elde edilirken, 62 (%69)’si “Tiiberkiiloz Hastalarinda Sitokin
Gen Polimorfizmi ve Genetik Yatkinlik” isimli calismaya ait koleksiyon 6rneklerinden elde edilen
DNA’lar dir. Calismaya dahil edilen 90 hastanin 70 (%77.7)’i erkek, 20 (%22.3)’si kadindir ve yas
ortalamalart 39,38+17,5'dir. Cinsiyet ortalamalar1 bakimindan hasta grubu ile uyumlu olan
saglikli kontrol grubunu olusturan 90 kisinin 73 (%81.1)’li erkek, 17 (%18.9)’si kadindir, yas
ortalamalar1 31,39+11,90 oldugu tespit edildi (Tablo 4.1.). Hasta ve kontrol grubunda yas
dagilimlart homojen degildir (p=0,001).

Tablo 4.1. Calismaya dahil edilen hasta ve saglikli kontrol gruplarinin yas ve cinsiyet dagilimi
Demografik Ozellikler  Hasta Grubu(n=90) Kontrol Grubu(n=90)

Yas 39,38+17,5 31,39+11,90
Cinsiyet
Kadin 20(%22.3) 17(%18.9)
Erkek 70(%77.7) 73(%81.1)

Hastalarin 81 (%90)’i akciger TB iken, 9 (%10)’u akciger dis1 TB olarak tespit edildi.
Hastalarin 85 (%94)’i yeni tan1 konmus TB hastasi iken, 5 (%6)’inde daha 6nceden gecirilmis TB
oykisii (niiks TB) oldugu belirlendi (Tablo 4.2.).

Tablo 4.2. Hasta grubunu olusturan 90 kisinin tanisi

Tani Yeni Hasta Niiks TB Toplam
Akciger TB 77 (%85,5) 4 (%4.5) 81 (%90)
Akciger dis1 TB
Eklem TB 1(%1.1) - 1(%1.1)
Graniilomat6z mastit 1(%1.1) - 1(%1.1)
TB Lenfadenit 1(%1.1) 1(%1.1) 2 (%2,2)
TB plorezi 3 (%3.3) - 3 (%3.3)
Larinks TB 1(%1.1) - 1(%1.1)
Yumusak doku TB 1(%1.1) - 1(%1.1)
Toplam 85 (94.5) 5 (%5.5) 90 (%100)

Hastalarin cinsiyet, TB’nin tutulum yeri ve ARB sonuclarina gore dagilimi Tablo 4.3."de
verilmistir. Hastalarin 58 (%64)’inde asido rezistan basil pozitifligi belirlendi. ARB (+) hastalarin

47 (%52.2)’si erkek, 11 (%12.2)’i kadin hastaydi. Erkek hastalarin tamami akciger TB’si iken
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kadin hastalarin 9 (%10)’u akciger TB’si ve 2 (%2.2)’si akciger dis1 TB olarak saptandi. Toplamda
kiiltiir pozitif olan 32 hastanin ARB’si negatifti.

Tablo 4.3. Tutulum yeri, cinsiyet ve ARB sonuclarina gore hastalarin dagilimi

Hastalar Akciger TB'si Akciger. dis1 TB Toplam
Erkek Kadin Erkek Kadi

ARB(+) 47(%52.2) 9(%10) - 2(%2.2) 58(%64.4)

ARB(-) 18 (%20) 7(%7.7) 5(%5.5) 2(%2.2) 32(%35.5)

Toplam 65(%72.2)  16(%17.7) 5(%5.5) 4(%2.2) 90(%100)

4.2. Bulgular

TB hastaligina olan yatkinlik ya da direng ile iliskilendirmeye calistigimiz SOCS-1 gen
polimorfizmleri icin, 90 hasta 90 saglikli kontrol ile ¢alisilmis olup, SOCS-1 promotor -1478
CA/del ve ekson2’de bulunan 1335 G/C tek niikleotit polimorfizmleri PZR-RFLP yontemleri
kullanilarak arastirilmistir. Literatiir taramasi sonucunda, TB hastaligi ile SOCS-1 gen
polimorfizmi iliskisini arastiran bir ¢alismaya rastlanmamistir, bu anlamda yapilan ilk ¢alisma

bize aittir.

4.2.1. SOCS-1 Geni Promotor -1478 CA/del Tek Niikleotid Polimorfizm Sonuclari

Hasta ve saghkli kontrol gruplarindan elde edilen ve ¢alisma zamanina kadar -20°C’de
saklanan DNA oOrneklerinin primer spesifik PZR teknigi ile amplifikasyonu gergeklestirildi.
Amplifikasyon sonrasi elde edilen 250 bg¢’lik PZR {iriinlerinin %1’lik agaroz jel elektroforezi

gorintiisii Sekil 4.1.’de verilmistir.

500 b
400 b¢

200

100 b

Sekil 4.1. SOCS-1 Geni Promotor -1478 CA/del tek niikleotid polimorfizminden sorumlu gen
bolgesinin primer spesifik PZR yontemi ile amplifikasyonu sonrasi olusan 250 bg¢’lik bolgenin
%1’lik agaroz jel elektroforez goriintiisii [Kuyu M: 100 b¢ DNA molekiiler agirhik standardi
(GeneRuler 100 bp DNA Ladder, SM0241, Thermo Scientific), Kuyu 1, 2, 3: 250 b¢’lik
amplifikasyon turtinleri. N: Negatif kontrol].
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Daha sonra Ddel restriksiyon endoniikleaz enzimi ile amplikonlarin kesimi yapilarak
polimorfizm varlig1 arastirildi. RFLP sonucunda olusan fragman uzunluklart %2’lik agaroz jel
elektroforezinde 250 bg (del/del); 250, 145 ve 105 bg (CA/del); 145 ve 105 be (CA/CA) seklinde
goruldu (Sekil 4.2.).

M 1 2 3
500 be =
400 b =—p-
300 b =—p -
200 bg =
- «— 145 bc
= 105 b
o e ———

Sekil 4.2. SOCS-1 Geni Promotor -1478 CA/del tek niikleotid polimorfizmi PZR {iriinlerinin Ddel
restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu olusan fragman uzunluklarinin %2’lik agaroz jel
elektroforezi goriintiisti. [Kuyu M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik standardi (GeneRuler 100 bp
DNA Ladder, SM0241, Thermo Scientific), Kuyu 1: CA/del Heterozigot (250 b¢+145 bg+105 bg),
Kuyu 2: del/del Homozigot (250 bc), Kuyu 3: CA/CA Homozigot (145 b¢+105 bg)].

Agaroz jel elektroforez sonrasi olusan bant paternlerinin incelenmesi sonrasi hasta ve

saglikli kontrol gruplarindaki allel ve genotip dagilimi Tablo 4.4.’de verilmistir.

Tablo 4.4. Hasta ve saglikli kontrol gruplarindaki SOCS-1 Geni Promotér -1478 CA/del genotip
ve allel dagilimi

-1478 Hasta Grubu  Kontrol Grubu P Odds %95 GA P
CA/del (n=90) (n=90)

Genotip

CA/CA 35 (%38,9) 33 (%36,7) Ref.

CA/del 47 (%52,2) 42 (%46,6) 0,291 1.055 0.561-1.985 0,868
del/del 8 (%8,9) 15 (%16,7) 0.503 0.188-1.341 0,169
Allel

CA 117 (%62) 108 (%60) 0,327 0.808 0.527-1.239 0,328
del 63 (%35) 72 (%40)

SOCS-1 geni -1478 CA/del niikleotid polimorfizmi icin hasta (p=0,160) ve kontrol (p=0,
790) grubunda genotip dagilimi Hardy-Weinberg dengesinde bulunurken, hasta ve kontrol
gruplarinin allel (p=0.327) ve genotip (p=0.291) dagilimi bakimindan istatistiksel olarak anlamh
bir fark gostermedigi sonucuna varilmistir (p>0,05). Sitokin sinyalinin diizenlenmesinden
sorumlu olan bu gen bodlgesinde SNP sonuglarina gore CA alleli hasta (%62) ve kontrol (%60)

grubunda daha sik bulunmaktadir.
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ARB sonuglarina gore yapilan dagilimda ARB Pozitif (p=0,054) ve ARB Negatif (p=0, 930)
gruplarinda genotip dagilimi Hardy-Weinberg dengesindedir bulunmustur. ARB pozitif ve ARB
negatif gruplarin genotip (p=0,243) ve allel (p=0,396) dagilimlar1 bakimindan istatistiksel olarak
anlamli bir iligkisi bulunamamistir (p>0,05). SNP sonuglarina gére CA alleli hem ARB pozitif
grupta (%67,2) hem de ARB negatif grupta (%61) daha sik oldugu bulunmustur (Tablo 4.5.).

Tablo 4.5. TB tanil1 90 hastanin ARB sonuglarina gore allel ve genotip dagilimi

-1478 ARB Pozitif ARB Negatif
CA/del (n=58) (n=32) P 0dds 95 GA% P
Genotip
CA/CA 23 (%39,7) 12 (%37,6) Ref.
CA/del 32 (%55,1) 15 (%46,8) 0,243 1.113 0.440-2.819 0,821
del/del 3 (%5,2) 5 (%15,6) 0.313 0.064-1.539 0,153
Allel
CA 78 (%67,2) 39 (%61)
del 38 (%32,8) 25 (%39) 0,396 0,760 0.403-1.433 0,397

Calismaya dahil edilen 90 hastanin 81 (%90)’i akciger TB’si tanis1 almistir. ARB pozitif
(n=56) ve negatif (n=25) olarak iki gruba ayrilan bu hastalar, genotip dagilimi bakimindan Hardy-
Weinberg dengesindedir (sirayla; p=0,060 ve p=1,00). Her iki grupta da SOCS-1-1478 CA/del
polimorfizm varlig1 arastirilan gen bolgesi icin allel (p=0,391) ve genotip (p=0,288) dagilimlari
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05) (Tablo 4.6.).

Tablo 4.6. Akciger TB’si tanisi alan 81 hastanin ARB sonuclarina gore allel ve genotip dagilimi

-1478 ARB Pozitif ARB Negatif P Odds 95 GA% P
CA/del (n=56) (n=25)
Genotip
CA/CA 22 (%39,3) 9 (%36) Ref.
CA/del 31 (%55,4) 12 (%48) 0,288 1.057 0.380-2.938 0,916
del/del 3 (%5,3) 4 (%16) 0.307  0.057-1.656 0,170
Allel
CA 75 (% 67) 30 (%60) 0,391 0.740 0.371-1.474 0,320
del 37 (%33) 20 (%40)

Allel ve genotip dagilimlarinin cinsiyete gore yapilan karsilastirmasinda; Kadin hasta
(p=0,260) ve kontrol (p=0,200) grubunda genotip dagilimi ile Erkek hasta (p=0,310) ve_kontrol
(p=0,360) grubunda genotip dagilimi Hardy-Weinberg dengesinde bulunmustur. Kadin grubunda
hasta ve kontrollerde genotip (p=0,904) ve allel (p=0,721) dagilimi bakimindan istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunamamistir (Tablo 4.7.).
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Tablo 4.7. SOCS-1 Geni Promotor -1478 CA/del polimorfizminin kadin cisiyetine gore allel ve
genotip dagihimlari

-1478 Kadin
CA/ del Hasta Kontrol
(n=20) (n=17) P Odds %95 GA P

Genotip

CA/CA 6 (%30) 4 (%23,5) Ref.

CA/del 12 (%60) 11 (%64,8) 0,904 0.727 0.161-3.281 0,679

del/del 2 (%10) 2 (%11,7) 0.667 0.065-6.872 0,733
Allel

CA 24 (% 60) 19 (%55,9)

del 16 (%40) 15 (%44,1) 0,721 0.844 0.334-2.133 0,721

Erkek grubunda da ayni sekilde hasta ve kontrol grubunun genotip (p=0,252) ve allel
(p=0,336) siklig1 bakimindan herhangi bir farklilik icermedigi gortiilmektedir. Cinsiyet farkliligina
gore yapilan kontrol ve hasta gruplari arasindaki bu karsilastirmada her iki grubun kontrol ve

hasta allellerinde CA allel'inin daha sik oldugu goriilmektedir (Tablo 4.8.).

Tablo 4.8. SOCS-1 Geni Promotor -1478 CA/del polimorfizminin erkek cisiyetine gore allel ve
genotip dagilimlari

-1478 Erkek
CA/del Hasta Kontrol
(n=70) (n=73)
P Odds %95 GA P
Genotip
CA/CA 29 (%41,4) 29 (%39,7) Ref.
CA/del 35 (%50) 31 (%50,1) 0,252 1.129 0.557-2.288 0,736
del/del 6 (8,6) 13 (%10,2) 0.462 0.154-1.381 0,167
Allel
CA 93 (%66,4) 89 (%61) 0,336 0.789 0.487-1.278 0,337
del 47 (%33,6) 57 (%39)

MTBC tanili 90 hasta akciger ve akciger dis1 TB olarak iki gruba ayrildi. Bu iki grup
arasinda polimorfizm bakimindan anlamhi fark olup olmadigina bakildi. Genotip dagilimi
bakimindan HW dengesinde (sirayla; p=0,140 ve p=0,999) bulunan gruplarda allel (p=0,876) ve
genotip (p=0,882) dagilimi1 bakimindan anlaml fark olmadigi tespit edildi (Tablo 4.9).
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Tablo 4.9. SOCS-1 Geni Promotor -1478 CA/del polimorfizm sonuclarinin Akciger ve Akciger disi
hasta drneklerine gore allel ve genotip dagilimlari

Polimorfizm Akciger TB AKkciger dis1 TB
bolgesi (n=81) (n=9) P
SOCS-1
-1478 CA/del
Genotip
CA/CA 31 (%38,3) 4 (%44,4)
CA/del 43 (%53,1) 4 (%44,4) 0,882
del/del 7 (%8,6) 1(%11,2)
Allel
CA 105 (% 64,8) 12 (%60) 0,886
del 57 (%35,2) 6 (%40)

4.2.2.SOCS-1 Geni Ekson2 1335 G/C Tek Niikleotid Polimorfizmi Sonugclari

Hasta ve saglikli kontrol gruplarindan elde edilen ve ¢alisma zamanina kadar -20°C’de
saklanan DNA oOrneklerinin primer spesifik PZR teknigi ile amplifikasyonu gerceklestirildi.
Amplifikasyon sonrasi elde edilen 439 b¢’lik PZR {iriinlerinin %1’lik agaroz jel elektroforezi

goriintiisi sekil 4.3.’de verilmistir.

Sekil 4.3. SOCS-1 Geni 1335 G/C tek niikleotid polimorfizminden sorumlu gen bélgesinin primer
spesifik PZR yontemi ile amplifikasyonu sonrasi olusan 439 b¢’lik bdlgenin %1'lik agaroz jel
elektroforez goriintiisii [Kuyu M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik standardi (GeneRuler 100 bp DNA
Ladder, SM0241, Thermo Scientific), Kuyu 1-6: 439 b¢’lik amplifikasyon iiriinleri, Kuyu 7: Negatif
kontrol].

Daha sonra Hpyl88IIl restriksiyon endoniikleaz enzimi ile amplikonlarin kesimi
yapilarak polimorfizm varligi arastirildi. RFLP sonucunda olusan fragman uzunluklar1 %2’lik

agaroz jel elektroforezinde 185, 180, 74 b¢ seklinde goriildii (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. SOCS-1 Geni 1335 G/C tek niikleotid polimorfizminden sorumlu gen bdlgesi PZR
triinlerinin Hpy188IIl restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu olusan fragman uzunluklarinin
%?2’lik agaroz jel elektroforezi gorintiisii. [Kuyu M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik standard:
(GeneRuler 100 bp DNA Ladder, SM0241, Thermo Scientific), kuyu 1-6: C/C homozigot (185 ve
180 DNA parcalari pargalari, 74 b¢’lik DNA pargasi)].

Agaroz jel elektroforez sonrasi olusan bant paternlerinin incelenmesi sonrasi hasta ve

saglikli kontrol gruplarindaki genotip dagilimi Tablo 4.10.’da verilmistir.

Tablo 4.10. Hasta ve saglikli kontrol gruplarindaki SOCS-1 Geni Ekson2 1335 G/C genotip
dagilimi

Polimorfizm Hasta Grubu Kontrol Grubu
bolgesi (n=90) (n=90)
S0CS-1
1335 G/C
Genotip
G/G - -
G/C - -
Cc/C 90 90

SOCS-1 geni ekson2 bolgesinde varligl arastirilan 1335 G/C tek niikleotit polimorfizmi
hem hasta hem de kontrol grubunda C/C genotipinde bulunmustur. Sitokin tiretimine bagl olarak
ortaya ¢ikan inflamasyonun diizenlenmesinde énemli gorevi olan SOCS-1 geninde arastirdigimiz
tek niikleotit polimorfizimlerinin TB hastalarinda hastaliga olan yatkinlik ya da direncgte etkili

oldugunu gosterecek herhangi bir veriye rastlanilmamaistir.
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4.3. Tartisma

TB ile enfekte olmus bireylerin yaklasik %90’1nda enfeksiyon latent olarak kalirken,
%10’unda aktif hastalik gelismektedir. Bu durum TB enfeksiyonunun ilerlemesinde konakgi
genetik faktorlerinin 6nemli bir rolii oldugunu diisiindiirmektedir. Yapilan ¢alismalarda TB
hastalarinda; NRAMP1, TLR2, IL-6, TNF-a, IL-1RA, IL-10, D vitamini reseptori, ICAM-3, DC-
SIGN, MBL, NOD2, SOCS-3, CIS1, IFN-y, iNOS gibi genlerdeki SNP’ler incelenmistir. Bu genlerde
meydana gelen polimorfizimler konakcinin hastalifa olan duyarhiligi, hastaligin siddeti ve
gelisimiyle iliskilendirilmistir [96].

SOCS ailesi iiyelerinden olan SOCS-3 gen ekspresyonunun TB'’yi indiikledigi [97] ve hatta
SOCS-3'in aktif TB’nin saglikl kisilerden ve latent olarak enfekte bireylerden ayrimini sagladigi
bildirilmistir [9]. TB ile SOCS-3 arasindaki bu iliskinin SOCS-3 geninde bulunan
polimorfizmlerden etkilenmis olabilecegi hipotezine dayanarak Chou-Jui Lin ve ark.nin
Tayvan’da aktif TB’li hastalarla yaptiklari bir calismada, rs8064821, rs4969168, rs2280148 ve
rs35037722 SNP’leri TagMan SNP Genotipleme yontemiyle arastirilmis ve SOCS-3 gen
ekspresyon seviyesi Real Time PZR yontemi ile belirlenmistir. Calismaya dahil edilen 210 TB’li
hasta ve 200 saglikli kontrol grubu arasinda allel ve genotip sikligi bakimindan anlaml bir
farklilik olmadig tespit edilmistir. Bununla birlikte, erkek hastalarin yasi icin OR analizi tekrar
hesaplanmis ve sonugta rs35037722 SNP'de GG homozigot genotipine sahip erkek bireyler ile
TB’ye olan duyarlilik arasinda iliskili oldugu bildirilmistir. Ayrica <65 yas ve altindaki hastalarda
rs8064821'deki A tasiyict (AA ve AC) genotipi, CC genotipine kiyasla TB’ye yatkinlikla
iliskilendirilmistir. ~ Bu sonuglar dogrultusunda belirli SOCS-3 SNP’lerinin Han-Tayvan
popiilasyonunda cinsiyete veya yasa baglh olarak TB duyarliliginda etkili olabilecegi bildirilmistir,
fakat hasta ve kontrol gruplarinda SOCS-3 ekspresyon seviyesi ile arastirilan SNP’ler arasinda
iliski saptanmamuistir [98].

SOCS ailesinin 8 iiyesinden biri olan sitokinle indiiklenen SH2 domain (CISH) proteini
STATS ve STAT6 aktivitesini inhibe etmekte ve ayni1 zamanda STAT-bagimsiz olarak T hiicre
reseptoér (TCR) sinyalinin regiilasyonunu saglamaktadir [99, 100]. insanda M. tuberculosis
enfeksiyonuna karsi olusan T hiicre aktivasyonunda [101] ve farklilasmasinda CISH’in 6nemli
diizenleyici rolu olabilecegi 6ne striilmiistiir [102]. Cin’de yapilan ¢alismalar CISH geninde
bulunan SNP’lerin TB riskini artirdigin1 géstermektedir. Afrika ve Asya topluluklarinda CISH
geninde tespit edilen 5 SNP’'nin bakteriyemi, TB ve malarya riskini artirdig1 gérilmiistir [101-
103]. Cin’de 600 akciger TB’li hasta ve 618 saglikli kontrol grubu ile yapilan bir vaka kontrol
calismasinda; CISH promotér bolgesinde bulunan rs414171 SNP’si i¢in T alleli ve translasyon
baslama boélgesinin yakininda bulunan rs2239751 SNP’si i¢in C alleli kadinlarda ve <45 yas
altindaki bireylerde TB’ye duyarlhlikla iligkili bulunmustur. Ayrica periferik kan mononiikleer
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hiicrelerinin rs414171 TT genotipinin, AA veya AT genotipini tasiyan hiicrelere gére daha diisiik
bir CISH mRNA seviyesine sahip oldugu saptanmistir [103]. DSO 2013 TB raporuna gére 6 ana
DSO bélgesinde; yeni olgulardaki erkek/kadin TB oraninin 1,7’den 2,1’e yiikseldigi bildirilmistir
(Cin’de 2014 yilinda bu oran 2,5). Erkeklerde ve kadinlarda TB prevalansindaki bu fark,
ostrojenle regiile edilen spesifik immiin fonksiyona bagli olabilecegi diisiiniilm{istiir [103]. Cin’de
yapilan benzer bir calismada, ¢ocuklarda (2-18 yas) rs8099451 G/C, rs414171 A/T ve rs622502
C/G CISH Promotor SNP’leri arastirllmistir. rs809451 C (p=0,002) ve rs414171 T (p=0,016) alleli
TB i¢in risk faktorii olabilirken, rs622502 SNP’si ile hastalik arasinda anlaml bir iliski olmadigi
rapor edilmistir. rs8099451 GC, rs414171 TT genotipindeki bireylerde CISH ekspresyon
seviyesininde kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu bildirilmistir [12].

M. tuberculosis enfeksiyonuna karsi koruyucu immiin yanit, sitokinler tarafindan regiile
edilen konaker T hiicreleri ve makrofajlar arasindaki etkilesime baglidir. CD4+ T hiicreleri
tarafindan salinan IFN-y, TB enfeksiyonunun onlenmesinde Kkilit rol oynamaktadir. IFN-y’'nin
makrofaj ve dentritik hiicrelerden salinan TNF-a ve IL-12 sitokinleri ile etkilesimi hastaliga kars1
koruyucu immiinitenin temelini olusturmaktadir. T-reg hiicreleri tarafindan salinan IL-10 ve
TGF-B, IFN-y'nin aksine hastaligin ilerlemesine neden olmaktadir [97]. Tim bu sitokinlerin
lizerinde negatif diizenleyici etkiye sahip SOCS ailesi iiyeleri, bircok inflamatuar hastalikta oldugu
gibi TB enfeksiyonunda da konagin immiin yanitinin diizenlenmesinde etkin rol oynamaktadir.
Lee ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, aktif TB, latent TB ve saglikli kontrol gruplari ile
yapilan bir calismada, SOCS-3 mRNA seviyesinin aktif hasta grubunda latent ve saglikli kontrol
grubuna gore yiliksek oldugu, SOCS-2,-4,-5,-6,-7 ve CIS1 mRNA seviyesinin ise diisiik oldugu
saptanirken, gruplarin hi¢ birinde SOCS-1 mRNA seviyesinde anlaml bir farklilik saptanmistir
[9]. Bunun aksine Pakistan’da Masood ve ark.'nin yaptig1 bir calismada ise, akciger ve akciger disi
TB’li hastalarda SOCS-1 mRNA seviyesinin kontrol grubuna goére daha yiiksek oldugu ve
hastaligin siddeti ile korele oldugu tespit edilmistir [97]. Chen ve ark’nin Cin'de Han
popiilasyonu lizerinde yaptiklar1 bir calismada, 11p13 bandindaki nadir varyantlardan olan
rs2057178 C/T SNP’nin TB duyarhligi ile iliskisi arastirilmistir. Calisma sonucunda; T allelinin TB
icin predispozan faktor oldugu tespit edilirken (x2 = 14.07, p = 0.0002), CT genotipinin TB riskini
ve (adjusted OR = 0.52, 95% CI, 0.34-0.78) enfeksiyonla iligkili bir gen olan SOCS2’nin
ekspresyon seviyesini azalttigi saptanmistir. SOCS2'nin ekspresyon seviyesinin rs2057178 ile
korele olmasindan dolayr TB duyarliliginin belirlenmesinde SOCS2’'nin aday gen olabilecegi
diistiniilmistiir [104]. Mikobakteriyel enfeksiyonlarda SOCS-1’in indiiklenmesi, [FN-y yanitini
inhibe ederek basil ytlikiinlin artmasina yol agmaktadir. Mikobakteri hiicre duvari ile iligkili bir
glikolipit olan teraloz 6,6’dimikolat (kord faktér) [105], SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin

ekspresyonunu indiiklemenin yam sira hiicrelerde IFN-y tarafindan uyarilan STAT1
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fosforilasyonunu inhibe etmektedir. Boylece mikobakteriyel antijenler konakta basil yiikiiniin
artmasina neden olmaktadir [106].

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda astimli hasta grubunda SOCS-1 geninde bulunan -1478
CA/del polimorfizminin fonksiyonel etkinligi tespit edilmistir [107]. Bu calismamizda -1478
CA/del polimorfizminin TB hastalifina yatkinlikla iliskisi arastirilmistir. Calismamizda, SOCS-1
geni -1478 CA/del (rs33989964) SNP’si icin hasta (p=0,160) ve kontrol (p=0, 790) grubunda
genotip dagilimi Hardy-Weinberg dengesinde bulunurken, hasta ve kontrol gruplarinin allel
(p=0.327) ve genotip (p=0.291) dagilimi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
gostermedigi sonucuna varilmistir (p<0,05). Sitokin sinyalinin diizenlenmesinden sorumlu olan
bu gen bolgesinde SNP sonuclarina gore CA alleli hasta (%62) ve kontrol (%60) grubunda “del”
alleline gore daha sik bulunmustur.

SOCS-1, inflamatuar hastaliklar ile iliskili bir¢ok sitokin sinyalini negatif feedback yoluyla
diizenler. SOCS-1'in protein seviyesindeki dusiisii bu mekanizmasinin bozulmasina ve asiri
inflamasyona neden olabilmektedir. Chan ve ark.'nin Tayvan’da 147 romatoit artritli hasta ve 96
saglikli konrol grubu ile yaptiklari ¢calismada, SOCS-1 geni promotor bolgesinde bulunan -1478
CA/del varliginin ve SOCS-1 mRNA ekspresyon seviyesinin hastaliga olan yatkinlikla iligkisi
arastirilmistir. SOCS-1 mRNA seviyesi ile hastalik arasinda anlamli iliski bulunamamustir. Ayrica
hasta ve kontrol grubunda -1478 CA/del SNP ile romatoit artrit arasinda anlaml bir iliski tespit
edilememistir [90].

TB hastalarinda azalan SOCS ekspresyonu sitokin sinyali iizerinde birgok etkiye sahiptir;
granuloma/kaze6z nekroz olusumuna ve TNF-a aktivitesinin artisina yol acabilmektedir. Artan
TNF-a aktivitesi ile M. tuberculosis tarafindan uyarilan ve monositlerden salinan matris
metaloproteinaz (MMP)-9, doku hasarina ve grantiloma olusumuna neden olmaktadir [108].

Kahn ve ark.lar1 tarafindan SOCS gen ekspresyon baskilanmasinin uyarilmasini iceren
yolaklarin, sitokin kaynakl insiilin direncine aracilik ettigi gosterilmistir [109]. Giil ve ark.’nin
Bursa'da polikistik over’li hastalarla yaptiklar1 calismada, polikistik over sendromu-insiilin
direnci iliskisinin SOCS-1 -1478 CA/del SNP’i ile iliskisi arastirilmistir. Calismaya 42 kadin hasta
ve 42 saghkli kadin kontrol grubu dahil edilmis olup, SNP varligi PZR-RFLP yoOntemi ile
arastirilmistir. Arastirma sonucunda hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla yiiksek insiilin
direnci, obezite ve dislipidemi oldugu tespit edilmis ve istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptanmistir. Hasta ve kontrol gruplarinin SOCS-1 -1478 CA/del polimorfizminin sikhigi
bakimindan bir farklilik gostermedigi belirlenmistir. Ayrica SOCS-1 -1478 CA/del polimorfizmi
ile insiilin direnci ve polikistik over sendromu arasinda anlaml bir iliski olmadig tespit edilmistir

[95].
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Harada ve ark.nin Japonya’da astimh hastalarla yaptiklar1 bir calismada, SOCS-1 geni
tizerinde bulunan -5388 C/T, -3969 C/T ve -1478 CA/del (rs33989964) polimorfizimlerinin
sikliginin ytiksek oldugu tespit edilmistir. Eriskin astim hastalarinda insan akciger epitelyal
hiicrelerindeki -1478 del allelinin SOCS1'in transkripsiyon seviyesini arttirdigl saptanmistir.
Boylece SOCS-1 promotor bolgesindeki -1478 CA/del polimorfizminin astima olan duyarhlik ile
iligkili oldugu bildirilmistir [107].

IL-6, IFN-y ve TNF-a gibi pro-inflamatuar sitokinlerin ekspresyonu, kronik periodental
inflamasyon sirasinda SOCS-1 tarafindan regiile edilmektedir. Brezilya’da yapilan bir vaka
kontrol calismasinda, SOCS-1 promotor boélgesinde bulunan -1478 CA/del ve -820 C/A
polimorfizimleri ile kronik periodontitis arasindaki iliski arastirilmistir. -820 C/A polimorfizmi
icin A alleli hastaliga karsi duyarlilikla iligkili bulunurken, -1478 CA/del polimorfizminin
hastalikla iliskisi olmadig tespit edilmistir [110].

Sistemik lupus eritramatoz (SLE) patogenezinde onemli rol oynayan prolaktin
hormonunun [111] periferal kan mononiikleer hiicrelerindeki SOCS-1 ekspresyonunu
indiikledigi bulunmustur. Chan ve ark.’lar1 tarafindan Tayvan'da 107 SLE hastasi ve 101 saglikl
kontrol grubu ile yaptiklar: bir ¢alismada, SOCS-1 mRNA ekspresyon seviyesi ve SOCS-1 SNP’inin
hastaligin gelisimi ve klinik bulgulari ile olan iliskisi arastirilmistir. SOCS-1 mRNA ekspresyon
seviyesinin, SLE'li hastalarda saglikli kontrollere gore anlamli derecede arttig1 tespit edilmistir.
Arastirilan 1335 G/C ve -1478 CA/del polimorfizmlerinin, SLE'nin klinik belirtileri ile iliskili
olabilirken, SLE'nin gelisiminde etkili olmadigi vurgulanmistir [112]. Japonya’da Inoue ve
ark.’nin otoimmiin tiroit hastalariyla yaptiklar1 bir calismada, periferal Th1l oraninin Th2 ve
Th17’den daha yliksek seviyede olmasindan dolayi, hastaligin prognozunda Th1'in 6nemli
olabilecegini varsaymislardir. SOCS-1 knockout CD4+ hiicrelerinin, sartlar uygun olsa dahi Th2 ya
da Th17 yerine Th1'e farklilasmasi ise SOCS-1'in Th1 farklilasmasi tizerinde inhibitor etkisi
oldugunu gostermektedir. Burdan yola c¢ikilarak SOCS-1 promotoriinda bulunan -1478 CA/del
polimorfizminin bu farklilasmadaki rolii arastirma konusunu olusturmustur. Hasimato tiroiti ve
Graves hastalariyla, hastaligin gelisimi ve prognozu lizerine polimorfizmin etkisi saglikli kontrol
grubununda dahil edildigi bir ¢alismada incelenmistir, ancak hasta ve kontrol grubunda anlamh
farklhilik goriilmedigi icin SOCS-1 promotdriinde meydana gelen -1478 CA/del polimorfizminin
Th1 farklilasmasina bir etkisinin olmadig1 sonucuna varilmistir [113].

Ulseratif kolit (UC) hastalarinin kolon mukozasindaki asir1 inflamasyon sonucu,
ekspresyon seviyeleri normalden cok olan IL-4 ve IFN-y’'nin regiilasyonunda SOCS-1'in etkili
oldugu bilinmektedir [114]. Ulkemizde 2013 yilinda yapilan bir calismada inflamatuar bir
hastalik olan UC hastaliginda SOCS-1 promotor -1478 CA/del polimorfizminin hastaliga
yatkinlikla iliskisinin var olup olmadig1 arastirilmistir. 52 UC hastas1 ve 52 saglikli kontrol
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grubunun dahil edildigi calismada SNP’nin tespiti icin PZR-RFLP yontemi kullanilmistir. Sonuglar
istatistiksel olarak degerlendirilmis ve -1478 CA/del polimorfizminin, UC hastaligina yatkinlikta
ve hastaligin fenotipik yansimasinda bir etkisinin bulunmadigi belirtilmistir [115].

SOCS-1 promotor -1478 CA/del polimorfizmi Tayvan, Japonya ve Tiirkiye gibi farkh
tilkelerde degisik hasta gruplari ve saglikli kontrol gruplari ile calisilmistir. Yapilan calismalarda
saglikli kontrol grubunda tespit edilen polimorfizmlerin genotipik dagiliminda farkliliklar oldugu
gorilmiustir. Bu ¢alismada kontrol grubunda %40 oraninda tespit ettigimiz “del” allel sikhg:
tilkemizden Hartavi ve ark. [115] ve Giil ve ark. [95]'nin yaptiklar1 calismalarla uyumlu
bulunmustur. Ulkemizden bildirilen “del” allel sikhk oranlarinin, Tayvan ve Japonya’da tespit
edilen popiilasyonlarina kiyasla daha yiliksek oldugu goriilmektedir. Yine bu arastirmalar
neticesinde Japon ve Tayvanli kontrol deneklerinin “CA” allel siklig1 iilkemizde ¢alisilan kontrol
gruplarindaki CA alleli sikligindan 6nemli derecede yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu bulgular
bize SOCS-1 genotip dagiliminda etnik ve cografik farkliliklarin olabilecegini gostermektedir.

Chan ve ark./nin Tayvan’da 181 romatoit artritli hasta ve 96 saglikli kontrol grubu ile
yaptiklar1 bir calismada; SOCS-1 geninde 1335 G/C polimorfizminin varligini tespit etmek
amaciyla PZR-RFLP yontemini kullanmislardir. Her iki grupta da G allelinin bulunmadigini
saptamislardir. Romatoit artit ile SOCS-1 geni ekson2’de bulunan 1335 G/C polimorfizmi
arasinda iliski bulunamamasi bizim ¢alismamizla benzerlik gostermektedir [91].

Polonya’da idiyopatik nefrotik sendrom (INS)’lu 71 hasta ve 30 saghikli kontrol grubu ile
yapilan bir ¢alismada SOCS-1, SOCS-3 ve SOCS5 genlerinde bulunan gesitli polimorfizmlerin
hastaligin tedavisinde etkin olan steroit yanitiyla iliskisi arastirlmistir. inflamatuar etkileri de
olan sitokinlerin antijen-spesifik immiin yanit1 ve glomeriil hasarini baslattig1 disiiniilmektedir.
Sanger dizileme yontemi kullanilarak yapilan arastirmada 1335 G/C polimorfizmi calisiimis olup
SOCS gen bolgelerinde bulunan polimorfizimlerin allel ve genotip dagilimlari bakimindan kontrol
ve hasta grubunda 6nemli bir faklilik gbzlenmezken, steroit direngli grupta 1335 G/C SNP’de C
allelinin orani daha yliksek bulunmustur [116].

Inflamatuar hastaliklarda énemli rol oynayan, pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar
sitokinler arasindaki dengenin korunmasinda etkin olan SOCS proteinleri, sitokinler arasindaki
bu dengenin hiicresel diizeyde saglanmasinda gorevlidir. TB’ye yatkinlik ile SOCS-1 gen
polimorfizmleri arasindaki iligkiyi arastirdigimiz bu tez c¢alismasinda, SOCS-1 promotor
bolgesinde bulunan ve fonksiyonel etkinligi tespit edilmis olan -1478 CA/del SNP’si ve ekson2
bolgesinde bulunan 1335 G/C SNP’nin varligi arastirilmistir. Sonug olarak hastaliga yatkinlikla bu

SNP’lerin arasinda anlaml bir iligkisi tespit edilememistir.
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Yaptigimiz literatiir calismasina gore; daha 6nce TB’li hastalarda yapilmis, SOCS-1 gen
polimorfizmiyle iligkili herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Bizim calismamiz bu anlamda

yapilmis ilk calisma olma 6zelligini gostermektedir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

TB kiiresel bir halk saglig1 sorunu olmaya devam etmektedir ve alinan 6nlemlere ragmen
halen 6liim orani oldukga yiiksektir. Bu ¢alismada, TB’li hasta ve saglikli kontrol grubu
bireylerinde SOCS-1 -1478 CA/del (rs33989964) ve 1335 G/C (rs 11549428) SNP lerinin

hastaliga olan yatkinlikla iliskisi arastirilmistur.

Bu arastirma sonucunda;

v

Sonug 1: Calisilan hasta ve kontrol grubunda -1478 CA/del SNP’si icin genotip dagilimi ve
allel siklig1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadigi tepit edilmistir.

Sonug 2: Arastirilan 1335 G/C SNP’inde ise hasta ve kontrol grubuna ait biitlin sonuclarda
“C” allel varlig1 tespit edilmis olup “G” alleline rastlanilmamistir.

Sonugc 3: Bu calismadaki saglikli kontrol deneklerinin “CA” allel sikliginin Japon ve Tayvan’l
kontrol deneklerinin “CA” allel sikligindan 6nemli dercede diisiik oldugu goriilmektedir. Bu
sonuglar, SOCS-1 genotip dagiliminda etnik ve cografik farkliliklarin olabilecegini
gostermektedir.

Oneri 1: TB enfeksiyonun ilerlemesinde konaga ait genetik faktorler, basilin viriilans1 ve
genetigi, cevre kosullari gibi faktorler etkilesim halindedir. Bu nedenle hastaliga yatkinlikla
veya direngle iliskili olabilecek konak ve basil genetik faktorlerinin arastirilmasi
gerekmektedir.

Oneri 2: Hasta grubunun ve kontrol grubunun genisletilerek, SOCS-1 geninde ve hatta SOCS
ailesinin diger iiyelerinde tespit edilen anlamli polimorfizmlerin arastirilmasi, aktif
hastalarda gen ekspresyon seviyelerinin yani sira sitokin seviyelerinin de belirlenmesi

gerekmektedir.

Bu tez calismasiyla, SOCS-1 Tek Niikleotit Polimorfizmi-TB arasindaki iliski ilk kez

arastirilmis olup ileride yapilacak calismalar icin literatiire katki saglamasinin yaninda,

farmakogentik calismalarada 151k tutacag diistiniilmektedir.
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